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WSPOMNIENIE

prof. dr hab. Roman Mycielski
(1933-2017)

28 listopada 2017 r. po dlugiej i cigzkiej chorobie
zmart prof. dr hab. Roman Mycielski, mikrobiolog,
emerytowany profesor zwyczajny Uniwersytetu War-
szawskiego.

Profesor Roman Mycielski urodzit sie 21 pazdzier-
nika 1933 roku we Wrzesni, w patacu na Opieszynie, sie-
dzibie rodu Mycielskich. W 1939 roku zostal z rodzing
wysiedlony z Wrzesni przez Niemcow i wywieziony do
Radomia. W czasie wojny mieszkal w Warszawie i uczyt
sie na tajnych kompletach organizowanych przez sio-
stry zakonne. W 1944 roku wyjechal z matka i siostrami
do Austrii i ostatecznie zamieszkali w Wiedniu. Po
powrocie do Polski, w 1946 roku, znalazt si¢ poczatkowo
w Krakowie, a p6zniej w Jeleniej Gorze. W 1948 roku
Jego rodzina zostata wysiedlona z Jeleniej Gory, a Roman
zamieszkat w bursie przy LO Maurycego Mochnackiego
w Karpaczu. Juz w szkole $redniej wyraznie interesowat
si¢ przedmiotami przyrodniczymi. W 1951 roku zdat
mature, lecz ze wzgledu na ziemianskie pochodzenie nie
zostal dopuszczony do egzaminu wstepnego na Uniwer-
sytet im. Bolestawa Bieruta we Wroclawiu.

Pomocng dlon podal Mu prof. Ludwik Hirszfeld,
kierownik Katedry Mikrobiologii Lekarskiej Akademii
Medycznej we Wroctawiu, zatrudniajac Go jako labo-
ranta w nieoficjalnej pracowni serologii zwierzat. Po
pewnym czasie Roman Mycielski zostat kierownikiem tej
pracowni i prowadzil badania nad grupami krwi u psow.
U prof. Hirszfelda pracowat 2 lata. W latach 1953-1956
podejmowat si¢ réznych prac rzemieslniczych, aby zaro-
bi¢ na zycie. W 1956 roku rozpoczal studia na Wydziale
Biologii Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie. Po
pewnym czasie, ze wzgledu na brak na UJ kierunku
zwigzanego z mikrobiologia, przenidst si¢ na Wydzial
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Warszawskiego,
do Katedry Mikrobiologii. Studia ukonczyt w 1963 roku
praca magisterska ,,Czesto$¢ indukowanych promie-
niami UV mutacji powrotnych w synchronizowa-
nej hodowli Escherichia coli’, ktérej opiekunem byl
prof. dr hab. Wiadystaw Kunicki-Goldfinger.

W tej samej katedrze (przemianowanej w 1968 r. na
Instytut Mikrobiologii) rozpoczal studia doktoranc-
kie, podczas ktérych kontynuowat badania z zakresu

genetyki bakterii. W roku 1969 obronit prace doktorska
pt. ,Cykl zyciowy Escherichia coli - problem replikacji
genoforu oraz podzialéw i rozdzialéw komorek?” Po
doktoracie nadal zajmowal si¢ genetyka Escherichia
coli, a w szczegolnosci procesem koniugacji u tej bak-
terii, podjal takze nieformalna wspdtprace z Zakladem
Mikrobiologii Wody i Sciekéw, kierowanym przez
prof. dr. hab. Kazimierza Matusiaka. W 1975r. prze-
niodst sie do tego zakladu, kontynuujac réwnoczesnie
badania w Zaktadzie Mikrobiologii Ogélnej, ktére byty
podstawa Jego rozprawy habilitacyjnej. Stopien dok-
tora habilitowanego uzyskal w 1979 roku na podstawie
pracy pt. ,,Zaleznos$ci wydajnosci procesu koniugacji
od formy cyklu zyciowego komoérek dawcy i biorcy
u Escherichia coli”.

W roku 1980, po przejsciu na emeryture profesora
Matusiaka, dr hab. Roman Mycielski zostat kierowni-
kiem Zaktadu Mikrobiologii Srodowisk (dawniej Zaktad
Mikrobiologii Wody i Sciekéw). Kontynuowat zaréw-
no badania podstawowe réznych mikroorganizmow
(glondw, bakterii nitryfikacyjnych, denitryfikacyjnych,
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redukujacych siarczany), wykorzystywanych w bio-
logicznym oczyszczaniu gleby i $ciekow, jak i podej-
mowal proby ich praktycznego zastosowania w proce-
sach bioremediacji Srodowiska. W tym czasie planowat
i nadzorowat badania prowadzone w Terenowej Stacji
Badawczej Biologicznego Oczyszczania Sciekow Insty-
tutu Mikrobiologii UW przy Mazowieckich Zaktadach
Rafineryjnych i Petrochemicznych w Plocku, ktora
powstala w 1968 r. Potrafil umiejetnie przekonywaé
chemikoéw, inzynieréw i technikdw wspotpracujacych
ze Stacja o koniecznosci stosowania biologicznych roz-
wigzan, prowadzacych do poprawy jakosci wody i gleby.
Prowadzit badania nad wykorzystaniem wyselekcjono-
wanych mikroorganizméw do biologicznego oczyszcza-
nia $ciekow z fenoli, metali ciezkich i weglowodordw.
Pracowal rowniez nad rekultywacja zaolejonej gleby,
a takze nad rozkladem fosfogipsow, powstajacych pod-
czas produkcji nawozow sztucznych.

Profesor Mycielski byl autorem ponad 40 prac
naukowych z dziedziny genetyki bakterii i mikrobiologii
srodowisk. W latach 1978-1982 byt sekretarzem nauko-
wym Postepéw Mikrobiologii. Od roku 1984 do 1991
byt dyrektorem Instytutu Mikrobiologii. W 1989 roku
uzyskal tytul naukowy profesora. Byt On nie tylko
uznanym naukowcem, lecz réwniez $wietnym, charyz-
matycznym wykladowcg. Potrafit w prosty i ciekawy
sposob omawiac trudne i zlozone zagadnienia z dzie-
dziny mikrobiologii. Utrzymywal stuchaczy w sku-
pieniu i zainteresowaniu, a Jego wyklady byly pelne
zabawnych dygresji, ktore odzwierciedlaly jego wysoce
rozwiniete poczucie humoru. Studenci uwazali Go za
jednego z najlepszych wykladowcow Wydziatu Biologii,
a niektdre roczniki wrecz za najlepszego. Na emery-
turze, na ktorg przeszedt w 2003 r., profesor Mycielski
nadal prowadzil r6znego typu wyklady, np. dla studen-

téw Podyplomowych Studiéw Ochrony Srodowiska na
Wydziale Biologii UW oraz Wyzszej Szkoly Przymierza
Rodzin. Byl tez znakomitym popularyzatorem nauki.

Roman Mycielski interesowal si¢ nie tylko nauka,
lecz rowniez historig i sztuka naszego kraju. W latach
1959-1980 podczas wakacji i urlopéw pracowal w eki-
pie konserwatoréw zabytkoéw, ratujacych polichromie
$cienne w roznych niszczejacych obiektach sakralnych
(koscidtki, kaplice, cerkwie), gléwnie w Bieszczadach.
Dziatat niekiedy w bardzo prymitywnych warunkach,
ale bardzo te prace lubil i mial poczucie, ze przywraca
kulturze polskiej co$, co mogloby zosta¢ bezpowrotnie
utracone. W czasie tych wyjazdéw poznawatl wielu ludzi
- cenil sobie rozmowy z nimi, bowiem uwazal, ze kazdy
z nich uczy go czego$ nowego lub przedstawia znane
mu historyczne zdarzenia z innej perspektywy.

Profesor mial fenomenalng pamie¢ i byt znako-
mitym gawedziarzem. Napisal dwie wspomnieniowe
ksigzki — ,,Patac na Opieszynie” (Wydawnictwo LTW
Lomianki, 2010) i ,,Po zwycigstwie — Patacu na Opie-
szynie cigg dalszy”, wydanej w 2013 przez to samo
wydawnictwo. Byt wieloletnim redaktorem Wiadomosci
Ziemianskich i autorem wielu tekstow zamieszczonych
w tym czasopi$mie, jak rowniez w Biuletynie Ziemia#-
skim i Kwartalniku Wrzesiniskim.

Profesor byl lubiany i szanowany przez wspotpracow-
nikéw i studentéw. Nie tylko doradzat im w sprawach
naukowych, lecz réwniez chetnie pomagal potrzebuja-
cym. W pamieci 0sob, ktdre z nim pracowaly, albo tylko
sie z nim na krotko zetknely, pozostanie jako ciepty, ser-
deczny, przyjazny, pelen zyczliwosci dobry Czlowiek.

Kolezanki i koledzy oraz byli wspotpracownicy
z Instytutu Mikrobiologii
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego
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Abstract: The human body is believed to be occupied by around 4 x 10** microorganism cells, which is 10 times the number of cells of the
human body. Multidisciplinary studies conducted worldwide by microbiologists and physicians suggest that the microorganisms which
colonize the human body can more actively influence the state of health than previously thought. The most important role in the regulation
of the homeostasis is played by ontocenoses of the intestine. Imbalanced taxonomic composition and number of intestinal microbiota
may contribute to the development of numerous infectious (HIV), metabolic (diabetes, obesity) and immunological (allergy, asthma,
rheumatoid arthritis) diseases, as well as conditions associated with various organs (kidneys, liver, heart, inflammatory bowel disease,
Crohn’s disease), cancer (colon) and the nervous system (autism, sleeping problems, stress, chronic fatigue syndrome, schizophrenia,
Alzheimer’s disease). The composition of the intestinal microbiota can be modified by applying a specific type of diet.

1. Introduction. 2. Microbiota in the disorders of the immune system. 3. Microbiota in metabolic diseases. 4. Microbiota in cardiovascular
diseases. 5. Microbiota in the disorders of the gastrointestinal tract. 6. Microbiota in renal diseases. 7. Microbiota in central nervous system
disorders. 8. Regulation of microbiota through functional foods. 9. Conclusion

Udzial mikrobioty w utrzymaniu homeostazy organizmu czlowieka

Streszczenie: Ciato czlowieka zasiedla okoto 4 x 10" komoérek mikroorganizméw, czyli 10 razy wiecej niz liczba komérek ludzkiego orga-
nizmu. Wielodyscyplinarne badania prowadzone na calym $wiecie przez mikrobiologéw i lekarzy sugeruja, ze mikroorganizmy, ktére
kolonizuja organizm czlowieka, moga bardziej aktywnie wptywa¢ na stan zdrowia niz wczeéniej sadzono. Najwazniejsza role w regulowaniu
homeostazy odgrywa ontocenoza jelita. Zaburzenia struktury taksonomicznej oraz liczby bakterii jelitowych moga przyczynia¢ sie do
rozwoju licznych choréb zakaznych (HIV), metabolicznych (cukrzycy, otytosci) i immunologicznych (alergii, astmy, reumatoidalnego
zapalenia stawdw), a takze zaburzen zwigzanych z réznymi narzagdami (nerek, watroby, serca, zapalenia jelit, choroby Crohna), raka
(okreznicy) oraz zaburzen ukladu nerwowego (autyzmu, probleméw ze snem, stresu, zespotu przewleklego zmeczenia, schizofrenii, choroby
Alzheimera). Sktad mikroorganizmdw jelitowych mozna regulowac¢ stosujac konkretny rodzaj diety.

1. Wstep. 2. Mikrobiota w zaburzeniach uktadu immunologicznego. 3. Mikrobiota w chorobach metabolicznych. 4. Mikrobiota w chorobach
uktadu krazenia. 5. Mikrobiota w chorobach przewodu pokarmowego. 6. Mikrobiota w chorobach nerek. 7. Mikrobiota w zaburzeniach
ukltadu nerwowego. 8. Regulacja mikrobioty poprzez zywno$¢ funkcjonalna. 9. Wnioski

Key words: human health, natural microbiota
Stowa kluczowe: zdrowie cztowieka, naturalna mikrobiota

1. Introduction stimulates the immune system by producing invasin

and impedin, stimulates the production of interleukins

Multidisciplinary studies conducted worldwide by
microbiologists and physicians suggest that the micro-
organisms that colonize the human body can more
actively influence the state of health than previously
thought. The human body is believed to be occupied by
around 4 x 10" microorganism cells, which is 10 times
the number of cells of the human body. Depending on
the location, between 10* and 10" cells are found per
1 ml of content of digestive tract, while about 107 are
found per 1 cm? on the skin [52]. Under correct homeo-
stasis mechanisms, microorganisms form multi-species
biological membranes composed of cells and extracel-
lular matrix, known as biofilms. Commensal organisms
are to a large extent responsible for controlling poten-
tially pathogenic species by competition. Their presence

IL17, IL22 and IL23 by leukocytes, and regulates the
maturation of Th lymphocytes. They can also actively
limit the growth of pathogens by producing bacterio-
cins and hydrogen peroxide, and by adjusting the pH
of the internal environment of macroorganism [37,
42]. The gut microbiota plays an important role in the
digestion of polysaccharides, proteins and fatty acids,
allows the synthesis of group B vitamins and vitamin K,
and promotes the absorption of minerals. The bacteria
stimulate epithelial cell proliferation in the intestines,
regulate gut motility, and degrade toxins and mutagens
contained in foods [37, 42].

The studies performed as part of the Microbiome
Human Project indicate that the microorganisms pre-
sent in the human body have at least a million genes

* Corresponding author: Dr. Katarzyna Goralska, Department of Biomedicine and Genetics Chair of Biology and Medical Parasito-
logy, Medical University of Lodz, Pomorska Str. 251, 92-213 £6dz; e-mail: katarzyna.goralska@umed.lodz.pl
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whose products may affect the expression of human
genes [22, 23]. Scientific reports suggest that the most
important role in the regulation of the homeostasis is
played by ontocenoses of the intestine, which can be
defined as collections of organisms inhabiting the dif-
ferent sites of organism [29]. Disorders of the taxo-
nomic structure and the number of intestinal micro-
biota may contribute to the development of numerous
infectious (HIV), metabolic (diabetes, obesity) and
immunological (allergy, asthma, rheumatoid arthri-
tis) diseases, as well as conditions associated with the
various organs (kidney, liver, heart, inflammatory bowel
disease, Crohn’s disease), cancer (colon) and the nerv-
ous system (autism, sleeping problems, stress, chronic
fatigue syndrome, schizophrenia, Alzheimer’s disease).

2. Microbiota in disorders of the immune system

Around 70-80% of the cells of the immune system
are formed within the lymphoid tissue of the gastroin-
testinal tract [50]. Interactions between intraepithelial
lymphocytes and gut microbiota occur via Toll-like
receptors [13]. Intestinal bacteria increase the tightness
of the intestinal barrier by regulating the expression of
the structural proteins of the connections between the
enterocytes and induction of the syntheses of immu-
noglobulin A [50]. The presence of the microbiota is
important during the development of the lymphatic
tissue of the intestine, as it stimulates the differen-
tiation of intraepithelial lymphocytes and regulatory
T-cells. Polysaccharide A produced by Bacteroides fra-
gilis induces CD4 lymphocyte activity. The microbiota
participates in maintaining homeostasis by regulating
the number of helper and regulatory T lymphocytes.
Studies on gnotobiotic mice found a decreased number
of dendritic cells and CD4 lymphocytes in the gut and
reduced intraepithelial lymphocyte activity compared
to animals with normal microbiota [13]. However,
lower numbers of the lactic acid bacteria Bacteroidetes
and Bifidobacterium, but an increased amount of the
coliform bacilli Clostridium and Enterococcus were seen
in the intestine of people with allergic sensitisation.
Studies in children have shown that contact in the first
year of life with a wide diversity of bacteria in the envi-
ronment and animal allergens correlated with a lower
risk of allergic respiratory diseases [21].

Infants delivered by Caesarean section who pos-
sess a decreased number of Bacteroides and reduced
diversity of Bacteroidetes in the gastrointestinal tract
have been found to have an increased risk of develop-
ing various allergies [54]. Greater numbers of coliform
and Staphylococcus aureus were found in the faeces of
children presenting with food allergies associated with
milk proteins and ovalbumin. In addition, children

with eczema demonstrate less Enterococcus and Bifido-
bacterium, and more Clostridium. It has been shown
that colonization of the neonate during the first week
of life by lactic acid bacteria reduces the risk of allergic
diseases in pre-school age [28].

In the early stages of rheumatoid arthritis, some
patients showed a decreased number of intestinal
Bifidobacteria and B. fragilis [56]. However, a signifi-
cant increase in the prevalence of Prevotella copri was
observed in patients in the early stages of the disease,
which suggests that this species could play a role in
inducing this disorder [28].

3. Microbiota in metabolic diseases

A disturbance of the natural balance of intestinal
microbiota may be a predisposing factor to obesity.
A reduced number of bacteria of the genus Bacteroides,
and greater numbers of Firmicutes type (including Lac-
tobacillus, Enterococcus and Peptostreptococcus) and the
Proteobacteria family have been reported in patients
with obesity compared to people of normal body
mass [31]. Species more numerous in obese people are
responsible for the increased fermentation of indigest-
ible polysaccharides into bioavailable forms, the absorp-
tion of monosaccharides and short chain fatty acids
from the gastrointestinal tract. The weight of the mother
during childbirth has no effect on the composition of the
intestinal microbiota in infants: it has been proven that
the children of obese mothers have a similar microbiota
to those of slim mothers. In contrast, the occurrence of
dysbiosis and the development of obesity depends on
eating habits and lifestyle [31]. In a study by Ley et al.
[33], intestinal microbiota of obese and normal weight
individuals were transplanted to gnotobiotic mice. All
animals were then fed a low-calories, high-fiber diet.
It was found that within two weeks, the mice that had
received a transplant from an obese subject had an
greater amount of body fat than those whose blots had
come from an individual of normal weight. Cannabinoid
receptors are also involved in the regulation of energy
balance and the development of obesity. Cluny et al. [12]
demonstrated that the administration of tetrahydrocan-
nabinol (THC) to obese mice resulted in reduced energy
demand and thus lower consumption of calories, and
prevented increases in body weight induced by a high-
fat diet. In animals with normal weight, the administra-
tion of THC did not change energy needs. In domestic
chickens, infections with adenovirus Ad31, Ad36 and
Ad37 were much more frequently diagnosed in obese
birds, and non-obese individuals were more likely to
have adenovirus Ad5 [46]. Almagren etal. [3] found
a correlation between adenovirus Ad36 infection and
prevalence of obesity in children in Sweden.



ROLE OF MICROBIOTA IN MAINTAINING THE HOMEOSTASIS IN THE HUMAN BODY 7

Significant differences in the composition and abun-
dance of commensal microorganisms were observed
in diabetes. Children with type 1 diabetes were found
to have reduced numbers of bacteria of the genera
Lactobacillus, Bifidobacterium, Prevotella and the spe-
cies Eubacterium rectale, and increased numbers of
Clostridium, Bacteroides and Veillonella bacteria than
healthy children [40]. In adults with type 2 diabetes,
tewer Clostridium and Firmicutes bacteria and more
B-Proteobacteria were observed [30]. Remely et al. [48]
found significantly lower species diversity in people
with diabetes compared to healthy subjects. Due to the
greater abundance of Enterobacteria, including Escheri-
chia coli, patients with diabetes are three to fifteen times
more prone to infections caused by these bacteria. The
introduction the genus Bifidobacterium to the diet of
animals was associated with improved glucose toler-
ance, insulin secretion and normalized inflammatory
tone and decreased endotoxemia [7].

4. Microbiota in cardiovascular diseases

Patients with an increased risk of cardiovascular dis-
ease were found to have a reduced number of Alloprevo-
tella and Catenibacterium bacteria, and an increased
number of Prevotella and Tyzzerella [26]. Many diseases
of the circulatory system are caused by the deposition
of atherosclerotic plaque, which is formed as a result
of elevated levels of trimethylamine (TMA) and trime-
thylamine N-oxide (TMAO) in the blood serum. TMA
is produced by gut bacteria from choline and short-
chain fatty acids, and thereafter metabolized in the liver
to TMAO. The pro-atherosclerotic effect of TMAO is
associated with overactive platelets, increased macro-
phage foam cell information and reverse cholesterol
transport. High levels of TMAO are associated with
increased numbers of Clostridiaceae and Peptostrep-
tococcaceae bacteria [55]. Emoto etal. [14] observed
an increased number of bacteria from the phylum
Firmicutes (Lactobacillus, Streptococcus and Enterococ-
cus), and reduced prevalence of phylum Bacteroidetes
(Bacteroides and Prevotella) in patients with coronary
artery disease. More opportunistic Enterobacter, Mega-
sphaera, Oscillibacter and Desulfovibro and less com-
mensal Bacteroides, Prevotella and Faecalibacterium are
found in patients with myocardial infarction [24, 57].
Yin et al. [57] found that the exacerbation of myocardial
infarction is associated with the progression of dysbio-
sis of gut microbiota. The administration of probiotics
consisting of Lactobacillus plantarum and L. curvatus
decreased triglyceride levels, increased the levels of
apolipoprotein A-V and low-density lipoprotein cho-
lesterol particle size in the blood serum [2].

5. Microbiota in the disorders
of the gastrointestinal tract

Two types of inflammatory bowel disease can be
distinguished: Crohns disease and ulcerative colitis.
The microbiota of Crohn’s disease sufferers is poorer in
Bacteroides and Bifidobacteria, and richer in Enterobac-
teriaceae [51], and a similar composition of intestinal
microbiota which differs from that of healthy subjects
can be seen between patients with Crohn’s disease and
their asymptomatic relatives. These results suggest the
presence of sub-clinical inflammation in the relatives of
patients with Crohn’s disease. Ulcerative colitis is char-
acterized by lower numbers of bacteria of the families
Lachnospiraceae and Ruminococaceae, and genus Lacto-
bacillus, and an increased number of E. coli, which can
serve as a biomarker of inflammation [34, 58]. Between
20 and 37% of patients with ulcerative colitis have also
demonstrated co-invasion with Candida sp. By stimu-
lating the production of proinflammatory cytokines
IL-1pB and TNF-q, the fungi delay the healing process
and hinder treatment. The use of probiotics, and anti-
fungal therapy in the course of ulcerative colitis, short-
ens the treatment time [59].

Patients with colorectal cancer present a reduced
number of agents of the genera Prevotella and Rumino-
coccus, and the species Pseudobutyrivibrio ruminis. Bac-
teria of the genera Acidaminobacter and Phascolarctobac-
terium, and species Citrobacter farmer and Akkermansia
muciniphila are more prevalent in intestinal ontocenoses
[58]. The tumors of these patients were found to har-
bour the genetic material of Fusobacterium nucleatum:
a species typical of the oral cavity which is responsible
for the formation of dental plaque. Around 50% of the
human population are infected with Helicobacter pylori,
which in 1994 was officially recognized by the WHO as
an etiological agent of cancer of the stomach and duo-
denum. In addition, H. pylori is responsible for 80%
of gastric ulcer and 90% of duodenal ulcer cases [16].

The components of natural intestinal microbiota
can produce substances with activity inhibiting the
proliferation of tumor cells. Some of these compounds
are colicin produced by E. coli, azurin by Pseudomonas
aeruginosa, and LSL003, LSL 0510 and LSL 0554 by Lac-
tobacillus salivarius [25, 41, 53].

6. Microbiota in renal diseases

There is a link between gut microbiota and chronic
kidney diseases. Uremia alters the metabolism of intes-
tinal bacteria, while the p-cresyl sulphate and indoxyl
sulphate produced by the bacteria are involved in the
development of renal diseases [9]. Greater numbers of
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bacteria from 190 taxa, mainly from the family Pseudo-
monaceae, have been found in patients in the termi-
nal stage of kidney disease, together with significant
decreases in the numbers of Lactobacillaceae and Bac-
teroidaceae [15].

7. Microbiota in central nervous system disorders

Mental disturbances in patients have been associ-
ated with changes in the intestinal mucosa. This sug-
gests a relationship between the CNS and the intestine,
known as the microbiota-brain-gut axis. Of patients
with schizophrenia, 92% present colitis, 88% inflam-
mation of the small intestine, and 50% gastritis [50].

One of the main neurotransmitters responsible for
mood, concentration, learning ability and the regula-
tion of appetite and sleep is serotonin. Around 80-90%
of serotonin is produced by the enterochromaffin cells
of the intestine, whose activity is stimulated by more
than 20 species of spore bacteria. Epidemiological data
indicates that the serotonin level of children who died
of sudden infant death syndrome (SIDS) was about 26%
lower than in controls [4].

Changes in the levels of neurotransmitters asso-
ciated with intestinal dysbiosis are more clearly visible
in males. In studies of gnotobiotic animals, Clarke et al.
[11] observed elevated levels of 5-hydroxytryptamine
and 5-hydroxyindoleacetic acid in the hippocampus
and precursors of serotonin in the blood serum of
males, resulting in greater anxiety, which regressed after
normalizing microbiota. Reductions in the numbers
of bacteria of the genera Lactobacillus and Bifidobac-
terium in the intestine is observed in cases of sudden
emotional stress. Literature data suggests that the genus
Bifidobacterium is more sensitive to stress conditions
and the physical activity of the host [50]. Rao et al. [47]
note that patients with chronic fatigue syndrome who
received Lactobacillus casei (L. Casei Shitora) demon-
strated greater clinical improvements in neurological
stage and increased number of lactic acid bacteria in
the feaces compared to the control group. Freestone
etal. [18] showed an increase in the numbers of non-
pathogenic and pathogenic (0157: H7) strains of E. coli
as a result of the interaction of stress hormones with
host catecholamine.

Stress is associated with an elevation of corticotro-
pin level, produced by inter alia intestinal enterochro-
maffin cells, and occludins, proteins which increase
the permeability of the intestinal barrier by influenc-
ing the connections between enterocytes [35]. Perme-
ability disturbances promote the translocation of bac-
teria and its products from the intestinal lumen and
increased inflammation. Pro-inflammatory cytokines
such as TNF-a, IFN-a and IFN-y activate the enzyme

2,3-dioxygenase indoleamine in the kynurenine path-
way, reduce the concentration of serotonin and increase
the concentration of tryptophan metabolites [35].
While elevated levels of corticotropin and corticoster-
one were observed in gnotobiotic mice subjected to
stress in another study, no such changes were observed
in animals lacking certain microorganisms: adminis-
tration of Bifidobacterium infantis to both groups of
mice resulted in partial regression of symptoms of stress
in the gnotobiotic animals and total regression in the
other group [5].

y-Aminobutyric acid (GABA) is responsible for
inhibition of the inflammatory response and reduc-
tion of pain in the CNS, and any disturbances in the
activity of GABA receptors can cause depression and
anxiety attacks. The administration of probiotic Lac-
tobacillus rhamnosus bacteria activates GABA recep-
tors and limits the symptoms of depression or anxiety.
Animals with an experimentally damaged vagus nerve
did not respond to the probiotic, which indicates that
a link exists between the brain and gut microbiota via
the vagus nerve [6].

As early as in 1910, Phillips observed positive results
of treatment of depression and other psychiatric dis-
orders associated with the use of lactic acid bacteria,
while in 1923, Julianelle and Ebaugh recommended the
use of Bacillus acidophillus in cases of psychosis [50].

Several drugs used in neurological and psychiatric
disorders have a negative effect on the gut microbiota,
resulting in increased inflammation of the mucous
membrane, and can promote weight gain. Conversely, it
was found that intestinal bacteria can inhibit the meta-
bolism of psychotropic drugs such as benzodiazepine,
clonazepam, risperidone and levodopa [49].

Numerous neurological symptoms, such as psycho-
sis, anxiety attacks and depression, are common in
people addicted to alcohol, most of whom also display
anumber of gastric disorders. Leclercq et al. [32] report
significant intestinal barrier permeability (HIP) in 43%
of alcoholics, and low intestinal barrier permeability
(LIP) in 57%. Studies of the intestinal microbiota of HIP
patients based on 16S rRNA found increased numbers
of Dorea, Blautia and Megasphaera bacteria and reduced
numbers of Clostridium, Ruminococcus, Subdoligranu-
lum, Oscillibacter, Anaerofilum, Bifidobacterium, Lac-
tobacillus and Faecalibacterium bacteria, especially the
anti-inflammatory species F. prausnitzii, whose presence
is negatively correlated to the amount of inflammatory
interleukin IL8. However, LIP patients demonstrated
similar numbers of bacteria of these genera to those
observed in the control group. After detoxification,
reduced intestinal permeability and the regression of
psychiatric symptoms were found in LIP patients, but
not the HIP patients. The authors suggest that the HIP
patients are more likely to return to addiction [32].
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The structure of the intestinal microbiota of chil-
dren with autism is significantly different from that of
healthy children. Significant reductions in number are
observed in the genera Bifidobacterium, Enterococcus,
Klebsiella, Streptococcus (including hemolytic strains),
Citrobacter, Enterobacter and Escherichia; increased
numbers was recorded in the bacterial genera Lac-
tobacillus, Bacillus and Desulfovibrio and the fungal
genus Candida, especially Candida albicans, and dys-
biotic yeast. The severity of symptoms are correlated
with the severity of dysbiosis [1, 39, 45]. Grossi et al.
[19] describe the case of 12-year-old autistic boy with
gastrointestinal disorders, who for several years had
unsuccessfully been treated for celiac disease. Further
diagnosis suggested irritable bowel syndrome, and
the childs diet was duly supplemented with a pro-
biotic preparation containing Bifidobacterium breve,
B. longum, B. infantis, Lactobacillus acidophilus, L. plan-
tarum, L. paracasei, L. bulgaricus, L. delbrueckii, Strep-
tococcus thermophilus and S. salivarius. Within a few
weeks, the gastric disorders had disappeared; however,
surprisingly, a simultaneous decrease of autism symp-
toms and a significant improvement in social affects
were also observed [19]. Similar results were observed
after the introduction of Bacteroides fragillis into the
diet of mice with experimentally-induced autism with
an increased intestinal permeability and abnormal
cytokine profile [20].

Another study reported differences between patients
with multiple sclerosis and healthy subjects with regard
to the size and structure of microbiota. The population
sizes were found to be different in as many as 21 spe-
cies, 19 of which, mostly belonging to Bacteroidetes and
Clostridium, demonstrated a significant decrease in
number [38] Elsewhere, patients with multiple sclerosis
were found to possess a reduced number of Faecalibac-
terium and vitamin D deficiency, which may be related
to the content of short-chain fatty acids in the diet [8].

The most widely known species within the natural
intestinal microbiota is E. coli, of which, some strains
may be the etiological agent of human gastroenteritis.
One of the most dangerous is O104: H4 E. coli strain,
which produces a Shiga-like toxin. Kleimann et al. [27]
describe an epidemiological outbreak caused by this
strain which took place in northern Germany. Together
with haemolytic-uraemic syndrome, the patients also
presented psychiatric disorders, including attention
deficit and memory disorder in 88%, disturbances of
affect in 88% (up to 10 panic attacks a day), disorders
of the driver and psychomotility in 84.8%, formal dis-
orders of thoughts in 78.2% and organic psychiatric
disorders in 58%. Elsewhere, a microarray assay of the
E. coli proteome by Chen et al. [10] found differences
in the protein compositions of the antigenic profiles of
patients with bipolar disorder and 48 healthy people.

The sensitivity of the identification of bipolar disorder
patients was 75% and specificity approximately 80%.
Accordingly, the authors suggest that the molecular
profiles of certain bacterial species can be used as a sen-
sitive assay for identifying neurological disorders.

8. Regulation of microbiota through functional foods

Recent years have seen increased interest in func-
tional foods, which may be defined as products with
generally-recognized nutritional value exerting a bene-
ficial effect on one or more functions of the body.
According to the International Life Sciences Institute,
such food should strengthen the function of the body,
improve well-being and reduce the risk of diseases, espe-
cially civilization diseases. Functional foods include,
among others, probiotic bacteria, prebiotic oligosaccha-
rides, bioactive peptides, natural antioxidants, vitamins,
fiber, choline, lecithin and omega-3 fatty acids, but do
not include any form of pills, tablets, syrups or drops,
regardless of their beneficial effects on health [17]. The
most popular group of functional foods are preparations
such as yogurt or kefir which contain probiotics.

Recently, great interest has arisen in the bacteria
Mpycobacterium vaccae. M. vaccae is an aerobic bacte-
rium commonly occurring in soil, and as a transient
biota in animals. Mathews & Jenks [36] examined the
effect of M. vaccae on the ability to think in studies in
mice. Bacterial inoculate was administered to animals
in food consisting of white bread and peanut butter,
and the animals were placed in a maze. Experiments
showed that mice fed with M. vaccae needed half of
the time to go through the maze and committed fewer
errors compared to mice on a normal diet. In addition
the experimental mice showed lower levels of anxiety,
the effect being maintained even after the administra-
tion of bacteria was completed. O’Brien et al. [43], in
a clinical trial among patients in the terminal stage
of lung cancer, observed improvements in emotio-
nal and cognitive function after administration of atte-
nuated M. vaccae.

The composition of the intestinal microbiota can
be adjusted by applying a specific type of diet. A diet
rich in protein is associated with an increased number
of Alistipes, Bilofila and Bacteroides, and reduced lev-
els of the Firmicutes (E. rectale, Ruminococcus bromii).
Physical activity is essential in this diet to avoid weight
gain. A high-fat diet is associated with a higher level
of Firmicutes and a lower level of Bacteroidetes. High
fat content increases the permeability of the intestinal
mucosa and increases its capacity for energy harvest
and storage. The consumption of products containing
a large amount of plant fiber is associated with higher
levels of Bifidobacteria and lower levels of Bacteroides
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and Clostridium histolyticum, and is associated with
a lower risk of kidney cancer. Long-term observations
suggest that variations in colon microbiota depend
on the diet. The Western diet, based on eating large
amounts of fat, is considered to be the least favourable
for the balance of the intestinal microbiota; the Medi-
terranean diet on the other hand, is regarded as one of
the most optimal diets with demonstrated beneficial
effects in the treatment of Crohn’s disease [44].

9. Conclusion

The analysis of available world literature indicates
the very important role of natural microbiota in the
proper functioning of the human body. Any kind of
internal imbalance within individual ontocenoses, vari-
ations in the proportion of different groups of micro-
organisms and the occurrence of dysbiosis can result in
health disorders. These disorders may be conducive to
not only infectious diseases, but also metabolic, autoim-
mune, psychiatric, etc. Unfortunately, all the possible
effects of microbiota changes are still unknown. On the
other hand, many years of research indicate the pos-
sibility of regulating the composition of commensal
microorganisms through the use of certain nutrients
and supplementing the diet with beneficial bacteria.
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Streszczenie: Bialko Hfq jest jednym z lepiej poznanych czynnikéw regulacyjnych dziatajacych na poziomie RNA. Na poczatku, biatko to
zostalo odkryte jako czynnik komorki gospodarza niezbedny do rozwoju bakteriofaga Q. Od tego czasu rola biatka Hfq w rozwoju fagow
nie byla szczegélnie badana. Jednak w kolejnych latach, w wielu badaniach stwierdzono ryboregulacyjne funkcje tego biatka. Polegaja one
na posredniczeniu w oddziatywaniach pomiedzy matymi regulatorowymi sRNA a mRNA, bedacych celem ich dziatania. Odzialywania
te moga prowadzi¢ zaréwno do degradacji lub stabilizacji, zaleznie od transkryptu. Biatko Hfq posiada zdolno$¢ wigzania si¢ do kwasow
nukleinowych, i pomimo iz duzo chetniej wigze sie do RNA, moze réwniez wigza¢ sie do DNA. Zaobserwowano, iz Hfq jest rowniez jednym
z bialek organizujacym nukleoid bakteryjny. Obserwacje te otwieraja nowy rozdziat w dyskusji na temat roli biatka Hfq w regulacji replikacji
DNA. Poniewaz bialko Hfq wplywa na tak rozne procesy biologiczne, nie jest wiec dziwne iz jego brak prowadzi do efektéw plejotropowych.

1. Wprowadzenie. 2. Historia odkrycia oraz kontekst ewolucyjny biatka Hfq. 3. Struktura biatka Hfq oraz jego funkcje molekularne.
4. Charakterystyka komorek pozbawionych biatka Hfq. 5. Interakcje biatka Hfq oraz DNA. 6. Podsumowanie

The Hfq protein - a novel view on the well-known riboregulator

Abstract: The Hfq protein is one of the most important regulatory factors acting at the RNA level. This protein was first discovered as
a host factor necessary for Q@ bacteriophage development. Following the discovery, the Hfq role in bacteriophage development was not
investigated in depth. In subsequent years, however, many studies revealed various riboregulatory functions of this protein, mainly focused
on facilitating sSRNA and mRNA pairing, regulating both the degradation and stability of many transcripts. The Hfq protein has the ability
to bind to nucleic acids - it binds more efficiently to RNA, but can also attach to DNA. It has been also proved that Hfq is involved in the
nucleoid organization. These observations open room for discussion on the potential role of Hfq in the regulation of DNA replication.
Since Hfq protein affects many cellular processes, the deletion of the gene encoding this protein has a pleiotropic effect on the cell.

1. Introduction. 2. The history of the Hfq protein discovery and its evolutionary context. 3. Structure of the Hfq protein and its molecular

function. 4. Characteristics of cells devoid of the Hfq protein. 5. Hfq interactions with the DNA. 6. Summary

Stowa kluczowe: Biatko Hfq, DNA, RNA, ryboregulacja
Key words: Hfq protein, DNA, RNA, riboregulation

1. Wprowadzenie

Bialko Hfq jest jednym z kluczowych czynnikéw
regulatorowych, dziatajacych w komoérce na poziomie
RNA. Poczatkowo biatko to zostato opisane jako czyn-
nik niezbedny do rozwoju bakteriofaga Qp, jednak rola
tego biatka w rozwoju bakteriofagéw nie byla pdzniej
wnikliwie badana. W kolejnych latach opisywano nato-
miast wiele jego funkcji zwigzanych z regulacja metabo-
lizmu RNA, ktére w duzej mierze skupiaja si¢ na umozli-
wianiu interakeji pomigdzy SRNA a mRNA, jak réwniez
na udziale w procesach degradacji jak i stabilizacji wielu
transkryptow. Biatko Hfq posiada zdolnos¢ do wigza-
nia si¢ z kwasami nukleinowymi i, cho¢ zdecydowanie
silniej oddzialuje z RNA, wykazano réwniez, iz wiaze
si¢ ono z DNA. Dzigki tym wlasciwo$ciom moze ono
bra¢ udzial w organizacji nukleoidu. Otworzylo to nowa
droge do spekulacji na temat potencjalnej roli biatka
Hfq w regulacji replikacji DNA. Poniewaz bialko Hfq
wplywa na wiele proceséw komorkowych, efekty delecji
genu kodujgcego to biatko majg charakter plejotropowy.

2. Historia odkrycia oraz kontekst ewolucyjny
biatka Hfq

Biatko Hfq (dawniej HF-1) zostalo opisane na po-
czatku lat siedemdziesigtych ubieglego stulecia jako
czynnik niezbedny do replikacji bakteriofaga Qp
w komorkach gospodarza, jakim dla tego faga jest bak-
teria Escherichia coli. Stad tez wziela sie akronimiczna
nazwa tego biatka — Hfq, od angielskiego host factor
for QP replication [15]. Juz we wczesnych doniesie-
niach naukowych biatko to charakteryzowane byto jako
niezwykle termostabilne i wykazujgce silne powino-
wactwo do kwaséw nukleinowych, szczegdlnie chetnie
wigzace sie z jednoniciowym RNA bogatym w pow-
térzenia adenina-uracyl (AU) [8, 12, 21, 43]. W kolej-
nych latach wykazano, iz bialko Hfq nalezy do olbrzy-
miej rodziny bialek wigzacych sie do RNA, ktore
mozna odnalez¢ prawie w kazdym organizmie, nale-
zacym do wszystkich trzech domen drzewa zycia
(Procaryota, Eucaryota oraz Archea). Obecnos¢ ortolo-
gow genu kodujacego biatko Hfq, zostala potwierdzona

* Autor korespondencyjny: Grzegorz M. Cech; Katedra Genetyki Molekularnej Bakterii, Uniwersytet Gdanski, Wita Stwosza 59,
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w prawie polowie zsekwencjonowanych genomoéw bak-
teryjnych [31].

Homologami biatka Hfq wystepujacymi w krole-
stwie zwierzat (Metazoa) sg biatka Sm oraz biatka
Sm-podobne (LSm), ktére mozemy znalez¢ w archeo-
nach czy jednokomoérkowych eukariontach. Zaréwno
biatka Hfq, jak i biatka z rodzin Sm czy Sm-podobnych
maja wiele cech wspdlnych, do ktérych nalezy mie-
dzy innymi: multimeryczna czwartorzedowa struk-
tura w ksztalcie pierscienia, umozliwiajaca interakcje
z makromolekutami oraz dzialanie w postaci czynni-
kéw wigzacych RNA, petnigcych funkcje w regulacji
post-transkrypcyjne;j.

3. Struktura bialka Hfq oraz jego funkcje molekularne

Bialko to jest obecnie uwazane za plejotropowy
regulator ekspresji gendéw bakteryjnych, ktéry modu-
luje translacje mRNA poprzez umozliwianie interakcji
z malymi regulatorowymi RNA (sRNA) [33, 57]. Inter-
akcje takie mozliwe sg dzigki charakterystycznej struk-
turze biatka Hfq.

MONOMETR

Na jeden monomer biatka Hfq sktadaja si¢ 102 reszty
aminokwasowe. N-terminalna domena kazdego mono-
meru sklada sie z pigciu -nici, ktdre tworza silnie zwia-
zana strukture P-kartki zwienczong przez strukture
a-helisy. Bialko Hfq sktada sie z szesciu takich mono-
merdw (Ryc. 1).

Struktury p-kartki z poszczegdélnych monomeréw
oddzialuja z sobg tworzac toroidalng heksameryczna
strukture [7, 53]. Monomery zawieraja konserwowane
ewolucyjnie motywy zwane Sm1 oraz Sm2 majace diu-
gos¢ 32 oraz 14 reszt aminokwasowych [19]. Motywy te
sa cechg charakterystyczng bialek nalezacych do szeroko
rozumianej rodziny biatek Hfq, Sm oraz Sm-podobnych,
oraz dowodza wspdlnego pochodzenia ewolucyjnego
tych biatek. Motyw Sm1 jest silnie konserwowany ewo-
lucyjnie w obrebie tej rodziny, nalezg do niego pierwsze
trzy B-nici. Struktura ta jest otoczona przez motyw Sm2,
na ktory skladajg si¢ kolejne dwie B-nici. Motyw ten jest
mniej konserwowany ewolucyjnie i rdzni si¢ pomiedzy
poszczegdlnymi homologami biatka Hfq, jak rowniez
pomiedzy eukariotycznymi i archealnymi biatkami
Sm oraz Sm-podobnymi. Zmienno$¢ ewolucyjna tego
motywu jest rowniez powodem wystepowania rdznej

HEKSAMETR

Sm1
-~ MIEJSCE PROKSYMALNE

Sm2

MIEJSCE DYSTALNE

Ryc. 1. Struktura biatka Hfq
Monomer oraz homoheksametr (panel A) z wyréznionymi kolorystycznie strukturami a-helisy oraz p-nici
z zaznaczonymi motywami Sm1 i Sm2 (panel B). Miejsca wigzania biatka Hfq do kwaséw nukleinowych,
gléwnie RNA [57] (panel C). Obrazy Hfq na podstawie struktury 3QHS z bazy danych RCSB PDB (www.rcsb.org) [53].
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liczby monomerdéw (oraz innych dodatkowych struktur)
w ostatecznie funkcjonujgcych biatkach, tworzac rézne
homo- i heterooligomery [36].

Pierscieniowa struktura biatka Hfq ukazuje dwie
strony, miejsce dystalne (distal face), oraz miejsce
proksymalne (proximal face) (Ryc. 1, panel C), ktére
s3 potencjalnymi miejscami oddzialywan tego bialka
z kwasami nukleinowymi. Pomimo, iz pelen mecha-
nizm oddzialywan bialka Hfq z RNA nie jest jeszcze
poznany, wiadomo, ze N-terminalna domena Sm, skta-
dajaca sie z okoto 65 aminokwasdéw, wiagze sie z RNA
[2]. Sekwencje RNA bogate w urydyne wiaza si¢ do
pierscienia Sm w czgs$ci zwanej miejscem proksymal-
nym, natomiast sekwencje RNA bogate w adenine wigza
sie do czesci zwanej miejscem dystalnym, [25]. Nie-
dawno zaproponowano, ze strona boczna pierscienia
Hfq (lateral face), zawierajgca zachowane ewolucyjnie
reszty argininowe, pelni role trzeciego miejsca wigzania
RNA do Hfq [41], ktore jest wazne dla regulacji transla-
¢ji niektorych mRNA [42]. Warto nadmieni¢, iz oprocz
dobrze scharakteryzowanej domeny Sm, biatko Hfq
zawiera domeng¢ C-terminalng, skladajaca si¢ z okoto
35 reszt aminokwasowych. Wydaje sie, iz domena ta
nie posiada uporzadkowanej struktury drugorzedo-
wej a jej funkcja przez wiele lat pozostawata nieznana
[57], jednak obecne odkrycia rzucily nowe $wiatlo na
role tej domeny. Jedna z zaproponowanych funkeji
dotyczy udzialu ujemnie naladowanych reszt amino-
kwasowych tej domeny w zapewnieniu specyficznosci
oddziatywan biatka Hfq z kwasami nukleinowymi [40].
Ponadto zaobserwowano, iz wyizolowana C-terminalna
cze$¢ biatka Hfq posiada niezwykle wlasciwosci two-
rzenia wewnatrzkomoérkowych struktur przypomina-
jacych wldkna. Opisano réwniez, iz domena ta odpo-
wiedzialna jest za wigzanie si¢ czasteczek bialka Hfq
w struktury wyzszego rzedu, razem z innymi kompo-
nentami uczestniczacymi w szeroko pojetym przetwa-
rzaniu RNA. Struktury przypominajace wiékna sg zlo-
kalizowane w sasiedztwie blony wewnetrznej komoérki
i nie wplywaja na zdolno$¢ biatka Hfq do wigzania
RNA. Juz we wcze$niejszych doniesieniach opisywane
byto, iz znaczaca czg$¢ tego bialka jest wigzana z blong
komorkowas, co taczono z jego rola w regulacji degrada-
¢ji RNA [3, 26]. Zrozumienie zaréwno przestrzennego,
jak i czasowego wigzania si¢ biatka Hfq, otwiera nowy
rozdzial w rozwazaniach na temat ryboregulatorowych
funkcji tego biatka oraz regulacji post-transkrypcyjnej
w czasie cyklu komorkowego [14].

W komorce bakteryjnej Hifq jest biatkiem powszech-
nie wystepujacym, zlokalizowanym réwniez w cytopla-
zmie — jego stezenie wewnatrzkomorkowe szacuje sie na
okoto 10 uM. Poczatkowe badania opisywaly, iz pewna
frakcja tego bialka zwigzana byta réwniez z rybosomami
[54], jednak pdzniejsze badania nie podtrzymuja tej tezy
[56]. Wewnatrzkomdrkowy poziom biatka Hfq wzrasta
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Ryc. 2. Relatywny poziom biatka Hfq w komorce E. coli podczas
wzrostu bakteryjnego

Gorny panel prezentuje wizualizacje zmian poziomu bialka Hfq w komor-
kach typu dzikiego, podczas wzrostu (Western-blotting), dolny panel pre-
zentuje te same zmiany w ujeciu ilociowym (na podstawie [54]).

w fazie stacjonarnej hodowli bakteryjnej wzgledem fazy
ekspotencjalnego wzrostu, Ryc. 2 [9, 13, 48], co ekspo-
nuje jego role w procesach zaangazowanych w regulacje
ekspresji genow zwigzanych z fazg stacjonarng. Biatko
Hfq jest niezbedne do translacji mRNA dla podjed-
nostki o® (biatko RpoS) polimerazy RNA. Warunkuje to
wlasciwg adaptacje komorki bakteryjnej do stresu zwia-
zanego z przejsciem w faze stacjonarng hodowli bak-
teryjnej [30]. Bialko Hfq wptywa réwniez na regulacje
poziomu innego biatka niezbednego w fazie stacjonar-
nej — biatka FtsZ, ktore to tworzy strukture pierscienia
(tzw. pierscien Z) w obrebie miejsca przyszlego podziatu
komorki bakteryjnej [6, 55]

Bialtko Hfq zwigzane jest z bialkami zaangazowanymi
w degradacj¢ mRNA takimi jak polimeraza poliadenyla-
cyjna (PAP I), fosforylaza polinukleotydowa (PNP) czy
RNaza E [22, 28]. Istnieje szereg scenariuszy, wedlug
ktorych Hfq reguluje losy mRNA oraz sRNA (Ryc. 3).

Na ogot dzialanie biatka Hfq odbywa si¢ na pozio-
mie regulacji translacji lub stabilnosci RNA. Niedawne
badania z zastosowaniem technik wysokoprzepusto-
wych ukazujg bardzo liczne miejsca oddziatywan biatka
Hfq z czasteczkami SRNA oraz mRNA w komorce bak-
teryjnej [27]. Jednym ze scenariuszy dziatania jest sytu-
acja, w ktorej biatko Hfq wraz z sSRNA moga bloko-
wa¢ miejsce wigzania si¢ rybosoméw (RBS) w mRNA,
co w konsekwencji powoduje zahamowanie translacji.
W przypadku niektérych mRNA, struktura drugo-
rzedowa konca 5’ rejonu niepodlegajacego translacji
(UTR) moze maskowaé miejsce wigzania si¢ rybo-
somow (RBS), przez co moze hamowac translacje,
natomiast kompleks uformowany przez Hfq oraz spe-
cyficzne SRNA moze aktywowa¢l translacje poprzez
umozliwienie ekspozycji RBS transkryptu dla pod-
jednostki 30S rybosomu. W przypadku regulacji na
poziome stabilnosci transkryptéw, biatko Hfq moze
chroni¢ niektére sSRNA przed degradacja, czesto prze-
prowadzang przez RNaz¢ E lub, alternatywnie, Hfq
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Ryc. 3. Mozliwe scenariusze oddziatywania RNA z biatkiem Hfq

Inhibicja translacji (panel A), promocja translacji (panel B), stabilizacja i ochrona sSRNA przed degradacja (panel C), indukcja degradacji przez RNaze E
(panel D), jak réwniez wspoldziatanie z polimerazg poliadenylacyjna (PAP) w konsekwencji prowadzace do degradacji RNA z udzialem egzorybonukleazy
(EXO) (panel E), (schemat wlasny, na podstawie [57]).

moze indukowa¢ degradacje sSRNA oraz ich docelo-
wych mRNA, przeprowadzang przez RNaze E. Réwniez
indukcja degradacji moze odby¢ si¢ w interakji z poli-
meraza poliadenacyjng PAP I. W takim przypadku,
Hfq moze stymulowa¢ poliadenylacj¢e mRNA poprzez
poli(A) polimeraze (PAP), co z kolei uruchamia degra-
dacje przez egzorybonukleaze [1, 10, 22, 28, 34, 52].

Przyklady oddzialywan Hfq z RNA:

(i) interakcja Hfq z mRNA genu oxyS w celu negatyw-
nej regulacji translacji podjednostki RpoS polime-
razy RNA [61]. OxyS jest malym regulatorowym
RNA i pelni role w odpowiedzi na stres oksyda-
cyjny, jak réwniez pelni funkcje antymutatorowe.

(ii) Hfq wiaze si¢ z transkryptem ompA (kodujacym
istotne bialko blonowe) oraz jest niezbgdne do sta-
bilnosci tego transkryptu. Na stabilnos¢ t¢ wptywa
micA - antysensowne RNA (wazny negatywny
regulator wielu genéw), ktore wigze sie¢ réwniez do
mRNA ompA i blokuje wigzanie si¢ rybosoméw
(50, 59, 60].

(iii) Hfq jestistotne w ochronie transkryptéw przed de-
gradacja stymulowang przez RNaze¢ E. Do takich
transkryptéw naleza: ompA (koduje biatko blono-

we), dsrA (koduje wazny aktywator syntezy RpoS
w fazie stacjonarnej oraz podczas wzrostu w niskich
temperaturach), ryhB (obniza zapotrzebowanie na
zelazo w warunkach jego niedoboru) [29].

Z powodu duzej réznorodnosci mRNA oraz celéw
dzialania sSRNA, bialko Hfq jest zaangazowane w regu-
lacje roznych $ciezek metabolicznych, z ktérych nalezy
wymieni¢ transport cukréw, regulacje ekspresji bia-
tek blonowych czy innych bialek zwigzanych z biong
komorkows, jak réwniez zaangazowanie jest w regula-
cje zmyslu gesto$ciowego komorki (quorum sensing)
(5,17, 37, 58].

4. Charakterystyka komorek pozbawionych biatka Hfq

Z powodu wplywu biatka Hfq na regulacje licz-
nych proceséw komoérkowych, mutacja Ahfg charak-
teryzuje si¢ plejotropowymi efektami. Wiele szcze-
gotow charakterystyki fenotypowej mutanta hfg:Q
dostarczyla praca Tsui i wsp. z 1994 roku. W pracy tej
uzyto mutanta insercyjnego posiadajacy omega kasete
opornosci na kanamycyne oraz dwa silne terminatory
Rho-zalezne na poczatku i na koncu kasety znajdujacej
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sie wewnatrz genu hfg. Opisane zostalo wtedy wiele
cech fenotypowych, wlaczajac w to zmiane morfologii
komorki, obnizone tempo wzrostu, jak rowniez wrazli-
wos¢ na substancje zaburzajace osmotycznos¢ komorki
czy na promieniowanie ultrafioletowe.

Ponadto mutant hfg::Q charakteryzowat si¢ wzmo-
zonym utlenianiem wielu réznych zrodet wegla i azotu.
Do zwigzkéw, ktorych oksydacja byla zwigkszona
w mutancie hfg::Q wzgledem szczepu typu dzikiego,
nalezg: L-arabinoza, N-acetyloglukozamina, D-sacha-
roza, kwas bursztynowy, D-galaktoza, D-mannoza,
D-seryna, D-sorbitol, glicerol, L-fruktoza, D-ksyloza,
D-mannitol, D-ryboza, D-fruktoza, a-D-glukoza,
D-melobioza, tymidyna, L-asparagina, a-ketoglutaran,
a-D-laktoza, urydyna, maltotrioza, kwas cytrynowy,
treonina, kwas fumarowy, L-seryna, L-treonina, L-ala-
nina, i inne. Pobudzone utlenianie zwigzkow swiadczy
o ich utylizacji przez komoérki — uzycia ich jako podsta-
wowego zrodia wegla [49].

Zbadano réwniez barwienie sie komorek mutanta
Ahfq odczynnikiem DAP]I, jednak nie zaobserwowano
drastycznych zmian w kompozycji nukleoidu, to zna-
czy nie zaobserwowano ani jego zwigkszonej ilo$ci, ani
wygladu, ani komorek jego pozbawionych. Jednak, co
interesujace, opisano wtedy wplyw mutacji Ahfq na
obnizenie superzwiniecia plazmidowego DNA w fazie
stacjonarnej hodowli bakteryjnej [49].

Opisano réwniez wplyw mutacji hfg::(2 na formowa-
nie sie lysinek bakteriofaga lambda. Zaobserwowano,
iz mutant hfg::Q nie podtrzymuje rozwoju bakteriofaga
Aclts857 w temperaturze 30°C, jednakze zaobserwo-
wano formowanie si¢ lysinek fagowych bakteriofaga
Avir, zaréwno w temperaturze 30°C, jak i 42°C. Suge-
rowalo to, iz biatko Hfq moze by¢ potrzebne albo do
adsorpcji czastek bakteriofaga do powierzchni komorki
albo do jego rozwoju litycznego [49].

W roku 2007 zostala opublikowana praca, w ktorej
opisano analize pokazujacg zmiany w transkryptomie
bakterii pozbawionych funkcjonalnego biatka Hfq
w odniesieniu do szczepu typu dzikiego [18]. Analiza
ta pozwolila po czg$ci scharakteryzowaé wplyw mutacji
w genie hfq na procesy wewnatrzkomorkowe, a przy-
najmniej opisaé, w jakie procesy zaangazowane sg geny,
ktérych poziom ekspresji ulegt zmianie pod wpltywem
braku bialka Hfq. Eksperyment ten wykonany zostat
przy uzyciu optycznych, dwubarwnych mikromacie-
rzy DNA, a samg analize poprzedzalo pobieranie prob
z hodowli bakterii bedacych w srodkowej fazie loga-
rytmicznego wzrostu (OD,, =0,3), hodowanych w sup-
lementowanej pozywce minimalnej M9 [18]. Zaob-
serwowano male (lecz statystycznie istotne) zmiany
w ekspresji 269 genow, jednak dalszej analizie poddano
tylko te, ktorych ekspresja ulegla wigkszej zmianie niz
1,5 raza wzgledem kontroli. W ten sposéb opisano
i pogrupowano procesy regulowane przez biatko Hfq.

Nalezg do nich:

(i) Pobieranie przez komorke aminokwasdw oraz ich
biosynteza. Zaobserwowano zmieniong ekspresje
gendw kodujacych enzymy szlakow biosyntez kilku
aminokwasow oraz stymulacje ekspresji gendw
zwigzanych z transportem aminokwasdw oraz
peptydow.

(ii) Transport cukréw oraz ich metabolizm. Wiekszo$¢
bialek transportujacych, ktérych ekspresja ulegta
obnizeniu w mutancie Ahfg, zaangazowanych
jest w pobor cukréow — zaréwno tych z systemu
fosfotransferazowego (np. egzogenne heksozy),
jak i spoza niego (np.: maltoza, maltodekstryna).
Dodatkowo geny, ktorych ekspresja uleglta obni-
zeniu w mutancie Ahfq naleza do szlakéw gliko-
lizy, fermentacji kwasowej czy syntezy etanolu lub
N-acetylo-D-glukozaminy.

(iii) Metabolizm energetyczny komorki. Zaobserwo-
wano obnizong ekspresje genéw zaangazowanych
w lancuch oddechowy (kodujacych takie biatka
jak: dehydrogenaza mrowczanowa czy niektore
podjednostki syntetazy ATP [18].

Hfq reguluje rowniez aktywnos¢ podjednostki o*
polimerazy RNA, odpowiedzialnej za ekspresje genow
przystosowujacych bakterie do ekstremalnego szoku
cieplnego oraz stresu otoczki. Poziom mRNA genu
rpoE jest podwyzszony w mutancie hfg, co wpltywa na
kilka elementow regulonu o*, jednak jest to zalezne od
fazy wzrostu bakterii [18].

Biatko Hfq reguluje réwniez aktywno$¢ podjed-
nostki 6%, odpowiedzialnej za ekspresje genow zwigza-
nych z odpowiedzig komdrki na szok cieplny. Jednakze
regulacja ta zachodzi nie poprzez obnizenie poziomu
mRNA tej podjednostki, a poprzez wplyw na dwa
biatka opiekuncze GroEL oraz DnaK], ktére reguluja
aktywnos¢ 0*2. W mutancie hfq zaobserwowano obni-
zony poziom zaréwno biatka GroEL, jak i jego mRNA.
Jednak w przypadku biatka DnaK zaobserwowano
wzmozong jego syntez¢ przy jednoczesnym niskim
poziomie transkryptu. Sugeruje to bardziej zlozony
mechanizm dzialania tego biatka opiekunczego [18].

Liczne badania pokazuja, jak brak funkcjonalnego
Hfq wplywa na komorke bakteryjna, przejawiajac
zmiany zaréwno na poziomie transkryptomu jak i prze-
kfadajac si¢ na zmieniony fenotyp komoérek. Pomimo
ponad czterech dekad badan nad rolg i wlasciwosciami
biatka Hfq, obraz jest ten ciagle jest niekompletny, cho¢
wydaje si¢ on ztozony.

5. Interakcje biatka Hfq oraz DNA
Juz we wczesnych doniesieniach opisano bioche-

miczng charakterystyke bialka Hfq wskazujaca na
wysoka termostabilnos¢ biatka oraz silne powinowac-
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Ryc. 4. Wiazanie si¢ Hfq do DNA

Zdjecia wykonane z uzyciem transmisyjnej mikroskopii elektronowej
(TEM), superzwinete plazmidy pBR322 (panel A) oraz te same plazmidy
po krétkiej inkubacji (5min) z bialkiem Hfq (stosunek masowy 1:2)
(panel B). Zdjecia pokazuja zdolno$¢ Hfq do tworzenia mostkowania
segmentow DNA [18].

two do kwasow nukleinowych. Nawet jezeli biatko Hfq
wydaje sie¢ preferowac wigzanie sie do RNA, wykazuje
ono tez znaczne powinowactwo do DNA (Ryc.4).
Te biofizyczne wilasciwosci biatka Hfq potwierdzone
zostaly w roznych doniesieniach na przestrzeni lat [4,
13,16, 32, 51].

Mozliwos¢ wigzania si¢ Hfq do DNA in vitro zostala
szczegOtowo zbadana przez Geinguenauda i wspot-
pracownikoéw. Przy uzyciu miedzy innymi spektro-
skopii fourierowskiej (FTIR) oraz techniki rozpraszania

neutrondw (neutron scattering), udalo si¢ zaobserwo-
wacé 1 potwierdzi¢ czeg$ciowe rozplatanie si¢ podwdj-
nej nici DNA bogatej w reszty adeniny oraz tyminy,
ktére stymulowane bylo przez wigzanie si¢ biatka Hfq.
Jest to o tyle interesujgce, iz jest zbiezne z generalna
zawarto$cig nukleotydowa sekwencji promotorowych.
Otworzylo to droge do spekulacji na temat regula-
torowej roli Hfq.

Zmierzono staly rownowagi dysocjacji (K,) kom-
pleksu Hfq:DNA przy uzyciu fluorescencji anizo-
tropowej. Dla komplekséw utworzonych z Hfq oraz
DNA bogatego w powtdrzenia adeninowe (dA,),
stata dysocjacji wynosita K,=180+22nM, natomiast
dla komplekséw utworzonych z Hfq oraz dupleksow
adenino-tyminowych (dA, -dT,), stala dysocjacji
wynosita K, =250+ 14nM. Nie udalo si¢ natomiast
zmierzy¢, przy uzyciu tej techniki, stalej dysocjacji
dla komplekséw Hfq oraz DNA bogatego w cytozyne
czy tez dupleksy cytozynowo-guaninowe (dC,, dC
- dG,)). Co ciekawe, pomimo silnego powinowactwa
do sekwencji DNA bogatych w adening, w przypadku
duzego stezenia Hfq wzgledem DNA, wigze si¢ ono
niespecyficznie do DNA. Potwierdzily to obserwacje,
z uzyciem transmisyjnej mikroskopii elektronowej,
plazmidéw inkubowanych wczesniej z rézng iloscia
molowg biatka Hfq [16]. Wydaje si¢ rowniez, iz takie
wigzanie si¢ Hfq wymaga specyficznej lokalnej archi-
tektury DNA.

Zardéwno czes¢ dystalna jak i C-terminalna domena
biatka Hfq, biora czynny udzial w interakcjach tego
biatka z DNA. Badania pokazaly, iz zaréwno delecja
37 reszt aminokwasowych domeny C-terminalnej, jak
i dwie mutacje punktowe (K31A oraz Y25A), powoduja
catkowitg utrate zdolnosci wigzania si¢ biatka Hfq do
DNA. Efekt wywolywany przez te mutacje jest doktad-
nie taki sam, jak delecja calego rejonu C-terminalnego.
Postuluje sig, iz C-terminalna cze$¢ biatka moze kotwi-
czy¢ cale biatko do DNA, natomiast reszty aminokwa-
sowe w pozycji K31 oraz Y25 zapewniajg powstawanie
wigzan wodorowych niezbednych do interakeji biatka
z DNA. Co interesujgce, mutacja punktowa w pozy-
cji R16A, ktora zlokalizowana jest na samej krawedzi
biatka, powoduje réwniez catkowity utrate wlasciwo-
$ci wigzania si¢ Hfq do DNA, natomiast mutacja R17A
jedynie nieco zmienia sposob formowania si¢ kom-
pleksu Hfq-DNA. W zwiazku z powyzszym, strona
boczna biatka jest rowniez postulowana jako element
wazny dla wigzania si¢ Hfq do DNA [51].

Updegrove i wsp. w trakcie oczyszczania biatka
Hfq natkneli si¢ na fragmenty kwaséw nukleinowych,
ktore zostaly zidentyfikowane jako fragmenty DNA.
Fragmenty te cechowala helikalna, skrecona osiowo
topologia [51]. Potwierdzilo to wczesne doniesienia
o silniejszym wiazaniu si¢ Hfq do DNA o skreconej,
zakrzywionej konformacji [4]. Jednakze niezwykle



18 GRZEGORZ M. CECH, AGNIESZKA SZALEWSKA-PALASZ

ciekawym okazat sie fakt, iz wyizolowane fragmenty
byly segmentami genéw kodujgcych gléwnie biatka
blonowe (biatka transportujace, symporty, antyporty,
pompy aktywnego usuwania czy biatka kanatowe) — 65%
zidentyfikowanych sekwencji. Jest to dos¢ niezwykte jak
na, mimo wszystko, niespecyficzne wigzanie si¢ DNA
do Hfq. Udalo si¢ réowniez zidentyfikowaé wspdlng
sekwencje, z pomocg ktdrej fragmenty DNA wigzaly sie
do Hfq - byt to motyw (A/T)T(A/G)TGCCG [4]. Motyw
ten rézni si¢ od opisywanych przez Geinguenauda
i wsp. sekwencji bogatych w powtorzenia adeninowe
[16]. Geny zidentyfikowane ws$réd wyizolowanych
fragmentéw DNA nie kodowaly zadnego mRNA pod-
legajacego Hfq-zaleznej regulacji, nie flankowaly row-
niez rejonéw miedzygenowych kodujacych regulato-
rowe sRNA. Jednakze, kiedy sekwencja genomu E. coli
zostala przeszukana pod katem wyzej wymienio-
nego motywu, okazalo sig, iz odnaleziono doktadnie
924 miejsca wystepowania tego motywu, a wiec miejsca
wigzania si¢ biatka Hfq do chromosomu bakteryjnego.
Zapewne w przypadku przeszukania chromosomu pod
katem motywu o mniejszej konserwatywnosci, liczba
znalezionych miejsc wigzania bylaby jeszcze wigksza
[51]. Szacuje sie, iz jezeli tylko jedna czasteczka hek-
sameru bialka Hfq przypadalaby na jedna sekwencje
motywu, to okolo 15% calej komérkowej puli biatka
Hfq znalazloby si¢ w obrebie nukleoidu. Wyniki te
potwierdzily wczesniejsze doniesienia, iz pewna frak-
cja biatka Hfq (10-20%) zwiazana jest z chromosomem
bakteryjnym [24].

Jest to zbiezne z innymi badaniami, ktére opisywaty
biatko Hfq jako jedno z 12 najliczniej reprezentowa-
nych bialek w nukleoidzie bakterii Escherichia coli,
a jego udziat procentowy szacowany byl na okoto 25%
wszystkich bialek zwigzanych z nukleoidem bakteryj-
nym w stacjonarnej fazie wzrostu [47]. Ilo$¢ tego biatka
w nukleoidzie jest poréwnywalna z innymi charaktery-
stycznymi biatkami nukleoidu, takimi jak Fis czy HU.
W zwiazku z tym, biatko Hfq jest obecnie opisywane
réwniez jako jedno z bialek organizujacych nukleoid
bakteryjny oraz jako biatko wspoétdziatajace z innymi
biatkami nukleoidu. Obok wyzej wspominanych bia-
tek Fis oraz HU, wymieniane sg biatka: IHF, H-NS, czy
StpA [32] W fazie logarytmicznego wzrostu struktura
nukleoidu opisywana jest jako chromatyna o $rednicy
od 30 do 80 nm. Ta sama chromatyna ulega znaczacej
kondensacji po wejsciu komodrek w faze stacjonarng
[32]. Wiele badan in vitro pokazalo, iz chromosomalne
biatka, takie jak HU, IHF, H-NS, StpA, Fis, oraz Hfq,
w rézny sposob wigza sie z czgsteczkami DNA [11,
32, 35, 44-46]. Jednakze nie do konca poznany jest
mechanizm ich wspoéldziatania in vivo. Badania orga-
nizacji nukleoidu z uzyciem mikroskopii sit atomo-
wych wykazaly, iz chromosomy bakteryjne, selektywnie
pozbawiane wyzej wymienionych biatek, wykazywaly

zroznicowanie grubosci chromatyny w uwalnianym
nukleoidzie. Wyizolowany ze szczepu typu dzikiego
nukleoid sktada si¢ w ponad 10% z populacji cienkich
nici chromatynowych (definiowanych jako nici o gru-
bosci od 5nm do 20 nm) oraz zawiera mniej wiecej
tyle samo nici grubych (powyzej 70 nm). Natomiast
najwigkszg cze§¢ populacji (powyzej 70%), stanowia
intermediaty o gruboéci od 20nm do 70 nm. Efekty
delecji niektérych sposrod wspomnianych biatek
powodowaly zwigkszenie czestosci wystepowania grub-
szych nici, podczas gdy innych powodowaly czestsze
formowanie si¢ nici cienkich. W przypadku mutanta
Ahfgq zaobserwowano zaréwno zwigkszenie populacji
nici cienkich (powyzej 20%) jak i grubych (ok. 20%).
Jednakze zadna pojedyncza mutacja nie spowodowata
istotnego statystycznie wzrostu czesto$ci pojawienia sie
nici najcienszych, definiowanych jako te ponizej 5 nm
$rednicy. Zostata postawiona hipoteza, iz zadne z wyzej
wymienionych bialek nie jest konieczne do formowania
sie chromatyny z nagiego DNA do struktur wyzszego
rzedu. Badania te pokazaly, iz forma podstawowa chro-
matyny jest chromatyna o $rednicy 10 nm a wyizolo-
wany chromosom poddany traktowaniu RNazg A prze-
ksztalca si¢ wlasnie w chromatyne¢ o $rednicy 10 nm.
Do jej formowania si¢ niezbedne sg wprawdzie rdzne
biatka oraz proces superzwiniecia DNA, jednak nie s3
niezbedne biatka HU, IHE H-NS, StpA, Fis czy Hfq, zas
efekt braku ktoregokolwiek z nich jest kompensowany
przez pozostate biatka [32].

W 2015 roku ukazata sie praca, w ktdrej blizej przyj-
rzano sie problemowi wigzania sie¢ Hfq do DNA oraz
jego roli w konformacji oraz upakowaniu DNA [23].
W pracy tej wykorzystano wiele zaawansowanych
technik, w tym uzycie nanofluidéw w kwazi-jedno-
wymiarowych kanatach w polaczeniu z mikroskopia
fluorescencyjng czy technika omiatania neutronami
o niskich katach (SANS, Small Angle Neutron Scatte-
ring). Za pomocg pierwszej z tych technik udalo sie
zaobserwowac i zmierzy¢ kondensacje DNA pod wply-
wem roznych czynnikow, a w szczegolnosci biatka Hfq.
Z kolei technika omiatania neutronami umozliwila
szczegolowe zobrazowanie oddziatywania czasteczek
DNA oraz C-terminalnej domeny biatka Hfq. Zaobser-
wowano, iz Hfq posiada zdolnosci do faczenia segmen-
tow DNA, co prowadzi do upakowania DNA, a finalnie
skutkuje raptownym przejsciem do stanu skondenso-
wanego DNA. Jednakze dzieje si¢ tak dopiero po prze-
kroczeniu pewniej warto$ci progowej w stezeniu biatka
Hfq wzgledem DNA. Zasadnicze znaczenie w tej kon-
densacji DNA majg interakcje pomiedzy segmentami
DNA kontrolowane zaréwno poprzez oddzialywania
elektrostatyczne, jak i sam uklad segmentow [23].
Wyniki te eksponujg role bialka Hfq w organizacji
architektury nukleoidu i bardziej bezposredni wplyw
na regulacje ekspresji genow. Z kolei wyniki doswiad-
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czen omiatania neutronami wykazaly, iz heksamer
biatka Hfq nie jest sztywno zakotwiczony a raczej jest
luzno zwigzany w odleglosci okofo 5 nm od helikalnej
osi dupleksu nukleoproteinowego. Obecnie rozwa-
zany model zaklada, iz C-terminalna cze$¢ biatka Hfq
wigze si¢ z sekwencjami bogatymi w powtorzenia AT.
Wymaga to jednak cz¢sciowego otwarcia sie dupleksu,
co z kolei skutkuje skroceniem sie (pozornym, bo tylko
w obrysie) czasteczki DNA. Kiedy juz heksamer Hfq
przylaczy si¢ jedng z C-terminalnych domen do DNA,
moze przylaczy¢ kolejne segmenty DNA do pozosta-
tych domen C-terminalnych — w ten sposéb wiasnie
tworzy sie ,,mostkowanie” DNA w konsekwencji pro-
wadzace do raptownego przejscia DNA w stan skon-
densowany [23].

Interakcje biatka Hfq z DNA otworzyly nowy roz-
dziat w rozwazaniach na temat roli tego biatka w regula-
cji replikacji DNA. Rola ta zostala wyeksponowano jak
do tej pory jedynie jednym doniesieniem naukowym,
gdzie uzyto jako modelu replikacji réznych replikonow
plazmidowych. W mutancie Ahfg zbadano wydajnos¢
replikacji plazmidéw ColEl podobnych (pMB1 oraz
p15A) jak réwniez pochodnej bakteriofaga A — plaz-
midu pKBamp. W przypadku komoérek pozbawio-
nych bialtka Hfq, w poréwnaniu do szczepu typu dzi-
kiego, zaobserwowano wydajniejsza synteze DNA
plazmidéw ColE1 - podobnych. Te wydajniejsza syn-
teze zaobserwowano pod koniec fazy logarytmicz-
nego wzrostu i na poczatku fazy stacjonarnej. Jest to
zbiezne z fizjologicznym wzrostem st¢zenia biatka Hfq
w komorkach szczepu typu dzikiego [9]. Co interesu-
jace, nie zaobserwowano efektu wzmozonej replikacji
dla plazmidu bedacego pochodna faga A. Poniewaz
regulacja replikacji plazmidéw ColEl wymaga spe-
cyficznych oddzialywan na poziomie RNA, wydaje
sie, iz brak gléwnego biatka opiekunczego RNA moze
zaburzac proces tej regulacji, prowadzac do stymulacji
replikacji DNA [9]. Jednak bioragc pod uwage iz brak
biatka Hfq wywoluje w komorce liczne efekty plejotro-
powe, moze by¢ to tylko jeden z mozliwych scenariuszy
dzialania biatka Hfq.

Oproécz wymienionych powyzej bezposrednich i po-
srednich oddzialywan biatka Hfq z DNA oraz ich
skutkow, zaobserwowane zostaly rowniez inne efekty
posrednie dzialania bialka Hfq na procesy zwigzane
z DNA. Do takich nalezy zaliczy¢ role biatka Hfq
w procesie regulacji transpozycji. Badania wykazaly,
iz Hfq negatywnie reguluje transpozycje transpozonu
Tnl10 poprzez inhibicje transpozazy IS50 na post-trans-
krypcyjnym poziomie. Zaobserwowano réwniez silng
supresje procesu transpozycji dla transpozonu Th5, jed-
nak w tym przypadku regulacja odbywa si¢ na poziome
zahamowania transkrypcji transpozazy IS50. Zidentyti-
kowano, iz czynnikiem posredniczacym w tej regulacji
jest Crp, biatko receptora cyklicznego AMP [38, 39].

6. Podsumowanie

Biatko Hfq jest jednym z kluczowych ryboregula-
toréw, ktérego dziatania w duzej mierze polegaja na
umozliwianiu interakcji pomiedzy sRNA a mRNA,
jak réwniez na udziale w procesach degradacji i sta-
bilizacji transkryptéw. Strukturalnie biatko to jest
homoheksamerem o strukturze pier§cienia. W jego
budowie mozna wyrdzni¢ dwie strony, strone proksy-
malng i dystalng, ktére sg odpowiedzialne za wigzanie
sie biatka Hfq z kwasami nukleinowymi. Cho¢ zdecy-
dowanie silniej oddzialuje z RNA, wykazano réwniez,
iz wigze sie ono z DNA. Mozliwo$¢ wigzania sie Hfq do
DNA zostata szczegétowo zbadana i udalo sie zaobser-
wowac czes$ciowe rozplatanie si¢ podwojnej nici DNA
bogatej w reszty adeniny oraz tyminy, ktére stymulo-
wane bylo przez wigzanie si¢ biatka Hfq. Inne badania
wykazaty wspélny motyw sekwencji dla fragmentéow
DNA oczyszczonych razem z biatkiem Hfq. Co ciekawe,
stwierdzono réwniez, iz w przypadku duzego stezenia
Hfq, wiaze sie ono niespecyficznie do DNA. Wydaje si¢
réwniez, iz takie wigzanie si¢ Hfq wymaga specyficznej
lokalnej architektury DNA. Wlasciwosci te moga wyni-
ka¢ z udzialu biatka Hfq w organizacji nukleoidu, co
otwiera nowg droge do spekulacji na temat potencjalnej
roli biatka Hfq w regulacji replikacji DNA.

Poniewaz bialko Hfq wplywa na wiele proceséow
komarkowych, efekty delecji genu kodujacego to biatko
majg charakter plejotropowy. Dlatego, kolejne lata
badan dostarczaja wielu nowych informacji na temat
tego wydawaloby sie dobrze poznanego ryboregulatora.
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Streszczenie: W XX w. opisano 2 koronawirusy wywolujace na ogét tagodne zakazenia drég oddechowych u ludzi (HCoV-229E, HCoV-
0OC43). Koronawirusy szerzace si¢ pandemicznie wykryto dopiero w XXIw. — w 2002 r. w Chinach SARS-HCoV - byl przyczyna cigzkich
zakazen dolnych drég oddechowych (SARS), oraz w 2012 r. MERS-HCoV - krazacy gtéwnie na Poétwyspie Arabskim. Epidemia SARS
zakonczyla sie w 2004 r. powodujac zachorowanie >8000 osdb i 774 zgony, natomiast epidemia MERS trwa nadal (>2000 chorych,
>700 zgon6éw) cho¢ jej intensywno$¢ zmalata. Aby doszto do zakazenia czlowieka tymi wirusami konieczne bylo dwukrotne przetamanie
bariery migdzygatunkowej: dla wirusa HCoV-SARS - przeskok z nietoperzy na cywete palmowa a nastepnie na czlowieka; dla wirusa
HCoV-MERS - przeskok z nietoperzy na wielblady i na czlowieka. Do zakazenia dochodzi najczeéciej droga kropelkowa w przypadku
bliskiego kontaktu (<1 m), ale oba wirusy nie tracg aktywnos$ci w postaci aerozolu powietrznego (do 24 godz.) i dlatego moga sie szerzy¢
takze droga powietrzng (wentylacja). Zdolno$¢ przekazywania zakazenia na drodze czlowiek-cztowiek znacznie mocniej utrwalila sie
dla HCoV-SARS niz dla HCoV-MERS (odpowiednio: 8 generacji vs. 4). Wirusy te rdznig sie takze: strukturg genomu i mechanizmami
chorobotwoérczosci: inny receptor, mechanizm wnikania do komorki, inny sposéb modulowania odpowiedzi gospodarza (np. hamowanie
kaskady IFNp). Prawdopodobnie réznice te wptywaja na odmienny obraz zachorowania cztowieka. W zakazeniu HCoV-MERS obserwuje
sie przypadki ARDS, zachorowania o fagodnym przebiegu oraz zakazenia bezobjawowe. Natomiast HCoV-SARS wykrywano tylko
w przebiegu ciezkich zakazen (SARS). W pracy poréwnano dane nt. struktury tych wiruséw, mechanizmu ,,przeskoku migdzygatunkowego”
oraz zdolnoéci do namnazania w organizmie cztowieka, modulacji kaskady IFN typu I, wywolywanych objawéw i szerzenia sie zakazen.

1. Wstep. 2. Poréwnanie struktury. 3. Transmisja zakazenia. 3.1. Pochodzenie wirusow. 3.2. Bariera migdzygatunkowa. 4. Wystepowanie
zakazen u ludzi. 5. Namnazanie wiruséw w organizmie ludzkim. 5.1. Hamowanie kaskady interferonu. 6. Zachorowania wywotlane przez
koronawirusy SARS i MERS. 7. Ogniska zakazen szpitalnych. 8. Podsumowanie

Pandemic Human Coronavirus - characterization and comparison of selected properties of HCoV-SARS and HCoV-MERS

Abstract: Two Coronaviruses, HCoV-229E and HCoV-OC43, causing generally mild respiratory tract infections in humans, were described
in the XX c. Pandemic Coronaviruses were first discovered as late as in the XXI c.: SARS-HCoV in 2002 - causing severe respiratory
tract infections (SARS) in China; MERS-HCoV in 2012 - circulating mostly on the Arabian Peninsula. The SARS epidemic ended in
2004 resulting in morbidity of >8000 and >770 deaths, while the MERS epidemic is still ongoing (>2000 ill, >700 deaths) although its
intensity decreased. Both viruses are zoonotic and require at least two “host jumps” for the transmission of the infection to humans:
for HCoV-SARS - from bat to palm civet and then to human; for HCoV-MERS - from bats to camels and subsequently to humans.
Primary mode of transmission is droplet in close contact (<1 m), but both viruses remain active in aerosol (up to 24 h), so infection
can be also spread by air (ventilation). The ability for human-to-human transmission is higher for HCoV-SARS than for HCoV-MERS
(8 generations vs. 4, respectively). Moreover, there are differences in genome structure and pathogenic mechanisms: different receptor, cell
entry mechanism, different way of host response modulation (e.g. inhibition of IFN cascade), etc. Probably, these differences influence
the overall manifestation of the disease in humans. Infection caused by HCoV-MERS might manifest itself as ARDS, a mild-mannered and
asymptomatic disease. HCoV-SARS infections seem to be associated with severe disease only. In this paper, a comparison of the structure
of these viruses, the mechanisms underlying their ability to cross the interspecies barrier and to multiply in the human body, including
modulation of IFNp cascade, as well as routes of infection transmission and symptoms caused, were presented.

1. Background. 2. Comparison of structure. 3. Transmission of infections. 3.1. Origin of the viruses. 3.2. Interspecies transmission.
4. Infections in humans. 5. Growth of the viruses in the human body. 5.1. Inhibition of interferon cascade. 6. Infections due to MERS-
HCoV and SARS-HCoV. 7. Hospital outbreaks. 8. Summary

Stowa kluczowe: inhibicja kaskady interferonu, objawy zachorowania, mi¢gdzygatunkowa bariera, struktura genomu, transmisja zakazen
Key words: inhibition of interferon cascade, symptoms, interspecies transmission, structure of genome, transmission of infection

1. Wstep Pierwsze znane koronowirusy wywotujace zaka-
zenia drég oddechowych u ludzi opisano w latach 60.

Koronawirusy s3 to oslonkowe wirusy, ktérych XX wieku i byly to HCoV-229E oraz HCoV-OC43.
genom stanowi jednoniciowe RNA o dodatniej polar- ~ Zachorowania te maja na ogét fagodny przebieg i dla-
nosci (+ssRNA). Nazwa pochodzi od korony stonecz-  tego do 2002 r. uznawane byly jako stanowigce niezbyt
nej, ktorg przypominajg dzigki obecnosci wypustek istotny problem z punktu widzenia zdrowia publicz-
w obrazie mikroskopu elektronowego (ryc. 1). nego. Na poczatku 2002r. w Chinach stwierdzono

* Autor korespondencyjny: Dr Katarzyna W. Pancer, Zaktad Wirusologii Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego - PZH w War-
szawie, ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa; tel. 22 542 13 08; e-mail: kpancer@pzh.gov.pl
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Ryc. 1. Obraz HCoV-SARS w mikroskopie elektronowym

Autor: Fred Murphy, materiaty the Centers for Disease Control
and Prevention’s Public Health Image Library (PHIL), numer #4814.

wystepowanie licznych, ci¢zkich zakazen dolnych
drog oddechowych, o nieznanej etiologii, szerzacych
sie droga kropelkowa, ktérych czynnikiem etiologicz-
nym byl koronawirus. Zostal on nazwany od jednostki
chorobowej jaka wywolywal: koronawirus Severe
Acute Respiratory Syndrom czlowieka (SARS-HCoV).
Ogolem, w okresie od 1 listopada 2002 r. do 31 lipca
2003 r. zgloszono do WHO 8096 zachorowan na SARS
oraz 774 zgony [27]. Dane sprzed 1 listopada 2012r.
nie sg dostepne. W wyniku dalszych badan, wykryto
kolejne koronawirusy wywolujace zakazenia czlowieka:
HCoV-NL63 (2004 r.) oraz HCoV-HKU1 (2005 r.). Oba
te wirusy wywoluja zakazenia drog oddechowych, ale
przewaznie o lzejszym lub asymptomatycznym prze-
biegu [1]. Jednak w 2012 r. ponownie stwierdzono epi-
demie ciezkiego zakazenia drég oddechowych wywo-
tang przez koronawirusa, nazwanego MERS-HCoV
(Middle East Respiratory Syndrom Virus). Nazwa
pochodzi od regionu Bliskiego Wschodu, w ktérym
stwierdzono epidemie. Zakazenie koronawirusem
MERS moze manifestowa¢ sie w rdzny sposob, poczaw-
szy od ciezkich, przypominajacych SARS, objawow
ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome), poprzez
zachorowania o lzejszym przebiegu, az do zakazen bez-
objawowych. Do chwili obecnej epidemia MERS objeta
2030 oséb w 27 krajach, w tym 748 oséb zmarto [11].
Liczba nowych przypadkéw MERS pozostaje obecnie
na stalym, niewielkim poziomie. Wydaje sie, ze jest to
odpowiedni moment na podsumowanie i poréwnanie
zaréwno wiasciwosci obu pandemicznych koronawiru-
sow, jak i wywotywanych przez nie zachorowan.

2. Pordéwnanie struktury

Oba wirusy, MERS-HCoV i SARS-HCoV, naleza do
rzedu Nidovirus, rodziny Coronaviridae oraz rodzaju
Betacoronavirus, ale do dwoch linii: B (SARS-CoV) i C

(MERS-CoV). Posiadajg bardzo duzy genom: ok. 31 kb,
ktéry stanowi jednoniciowe RNA o dodatniej polar-
nosci. Poniewaz koronawirusy posiadaja na poczatku
strukture CAP to genom ten moze by¢ wykorzystywany
w komorce gospodarza zar6wno w procesie powielania
genomowego RNA, jak i jako mRNA w procesie trans-
lacji i tworzenia bialek itp. Cz¢s¢ genomu odpowiada-
jaca za procesy replikacji stanowi ok. 60% (ORF1a/1b),
natomiast geny kodujace biatka strukturalne zgroma-
dzone sa w czgsci 3’ razem z genami kodujacymi biatka
pomocnicze (tzw. accessory proteins) (ryc.2). Biatka
niestrukturalne biorg udziat w procesie replikacji, nie-
ktdre z nich wykazuja wplyw na odpowiedz gospoda-
rza, a nspl i nsp2 uznawane sg za czynniki zjadliwosci
niektorych koronawiruséw. Podobnie jak u innych
koronawiruséw, biatka strukturalne to: bialtko S (gliko-
proteina powierzchniowa), E (biatko ostonkowe), M
(membranowe), N (biatko nukleocapsydu) [1, 26, 28].
Stwierdzono wystepowanie réznic w strukturze genomu
pomiedzy wirusami SARS i MERS, szczegdlnie w czesci
kodujacej biatka pomocnicze: w genomie MERS-CoV
wyrdzniono 5 genéw kodujacych biatka pomocnicze,
natomiast SARS-CoV - 8. Niektdre z bialek pomoc-
niczych odgrywaja role w modyfikowaniu odpowiedzi
gospodarza [26, 28].

3. Transmisja zakazenia koronawirusami SARS
i MERS

3.1. Pochodzenie wiruséow

Zaréwno SARS-HCoV, jak i MERS-HCoV sa zoo-
notycznymi wirusami, powodujacymi zakazenia czto-
wieka oraz zwierzat. Uwaza sie, ze naturalnym rezer-
wuarem tych wiruséw sg nietoperze. Aby doszto do
zakazenia cztowieka wirusami SARS i MERS musialo
najpierw dojs¢ do przelamania bariery gatunkowej
pomiedzy nietoperzami oraz innymi ssakami. Nastep-
nie konieczne bylo utrwalenie przekazywania zakazenia
tymi wirusami wsrod tych zwierzat, ktére w ten sposéb
staly sie ogniwem posrednim. Dopiero od nich zakaze-
nie zostalo przeniesione na ludzi. Tak wigc konieczne
byto co najmniej 2-krotne przelamanie bariery miedzy-
gatunkowej, aby wirusy MERS i SARS staly si¢ pato-
genne dla cztowieka.

W fancuchu transmisji zakazenia wirusem SARS
istotng role odegrat tuskun palmowy (cyweta pal-
mowa), niewielkie laszowate zwierze, ktore stanowi
przysmak kuchni chinskiej. Uwaza sig, ze pierwot-
nym miejscem zakazania sie ludzi od cywety palmo-
wej byly targowiska. Innym po$rednim gospodarzem
koronowirusa SARS byl jenot azjatycki. Do zakazenia
najprawdopodobniej dochodzi na drodze kropelkowe;j.
Dos¢ szybko utrwalita si¢ zdolno$¢ transmisji zakazenia
wirusem SARS na drodze czlowiek-cztowiek [8,18].
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Schemat struktury genomu koronowiruséw
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ORF 1a/1b 3
5 M
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i transkrypcja) L , J
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SARS-CoV: obszar kodujacy biatka strukturalne:
S; E; M; N + specyficzne biatka pomocnicze:
3a; 3b; 6; 7a; 7b; 8a; 8b; 9b
— N 3
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|
MERS-CoV: obszar kodujacy biatka strukturalne:
S; E; M; N + specyficzne biatka pomocnicze:
3;4a; 4b; 5; 8b

Ryc. 2. Poréwnanie struktury genomu koronawiruséw: SARS-CoV i MERS-CoV

Objasnienia: A - ogolny schemat struktury koronawirusow; B - fragment genomu SARS-HCoV; C - fragment genomu MERS-HCo'V. Biatka strukturalne:
S - glikoproteina S (biatko Spike); E — ostonkowe, N - bialko nukleokapsydu, M - bialko membranowe, biatka pomocnicze: biatko 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9.
Na podstawie [1, 26, 28].

W przypadku koronawirusa MERS posrednim
gospodarzem s3g wielblady. Badania seroepidemiczne
wykazaly, ze wirus podobny do MERS-HCoV od lat
powoduje zakazenia i zachorowania wielbladow, szcze-
gblnie na Pélwyspie Arabskim i w Afryce. W badaniach
prowadzonych w latach 2014-2015 w Arabii Saudyj-
skiej wykazano jednoczesng cyrkulacje co najmniej
3 réznych koronawiruséw wérdd wielbtadéw. Sposrod
zbadanych 1309 wielbtadéw u 25,3% wykryto zakazenie
koronawirusem i byty to wirusy: MERS-CoV (zaliczany
do betakoronawirusoéw, grupy C), betacoronawirus 1
(zaliczany do betakoronawirusoéw, grupy A), korona-
wirus cztowieka HCoV-229E (zaliczany do alfakoro-
nawirusow), koronawirus wielbtada f1-HKU23-CoV
oraz czapli a-CoV. Najczgsciej stwierdzano zakazenia
wirusem MERS (12,1%) oraz wykrywano wirusa cza-
pli a-CoV (19,8%), czesto jako wspolzakazenia, ale nie
wykazano zjawiska rekombinacji pomig¢dzy tymi wiru-
sami [24]. Niektore badania sugeruja, ze tzw. ,,przeskok
wirusa” pomiedzy nietoperzami a wielblagdami nastapit
ok. 20 lat temu. Poniewaz w wyniku zakazenia wytwa-
rzana jest trwala odpornos¢ to choruja gléwnie miode
zwierzeta. RNA wirusa stwierdzono takze w niepaste-
ryzowanych produktach, takich jak sery, mleko wielblg-
dzie itp., co sugeruje mozliwos$¢ wystapienia zakazenia
na drodze pokarmowej [18]. W procesie pasteryzacji
produktow mlecznych dochodzi do calkowitej inakty-
wagcji wirusa. Do zakazenia czlowieka moze takze dojs¢
w wyniku kontaktu z wydalinami zakazonego wielbtada

(z drég oddechowych, mocz, kat itp.), a takze podczas
obrobki migsa i wyrobdw z wielbfada [18, 21].

Koronawirus MERS wykazuje do$¢ znaczng odpor-
no$¢ na warunki srodowiska: w mleku przechowywa-
nym w temperaturze +4°C zachowywal zakaznos¢ do
72 godzin, natomiast w temperaturze 22°C - 48 godzin.
W postaci aerozolu w warunkach niskiej wilgotnosci
wzglednej (20-30%) oraz temperatury 30°C wirus
zachowywal zakaznos¢ przez 24 godziny. Dla poréw-
nania wirus grypy typu A przezywa w takich warun-
kach 6-krotnie krocej (maksymalnie 4 godziny) [9, 21].
Zdolnos¢ do przezycia wirusa SARS w postaci aerozolu
jest jeszcze wyzsza niz wirusa MERS, ale ze wzgledu na
wysokie zagrozenie dla ludzi, mozliwos¢ prowadzenia
takich badan jest znacznie ograniczona [28].

Ze wzgledu na wysoka odpornos¢ koronawirusow
na warunki $rodowiska i zdolnos¢ do zachowywania
zakaznosci w postaci aerozolu, uwaza sie, ze istotna
droga szerzenia si¢ zakazen migdzy ludzmi jest takze
droga powietrzna. W analizie ryzyka nalezy wiec
uwzgledniac procesy powodujgce powstanie skazonego
wirusami aerozolu nawet takie jak kaszel, oddawanie
moczu, dojenie wielbtadow itp.

3.2. Bariera miedzygatunkowa
Zjawisko przelamania bariery miedzygatunkowej

wigze si¢ przede wszystkim ze zmianami w obrebie
glikoproteiny S (Spike Glycoprotein), znajdujacej si¢
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na powierzchni koronawirusa. Glikoproteina S sktada
sie z podjednostki N-terminalnej - S1 oraz S2-na
koncu C - zakotwiczonej w blonie. Podjednostka S1
odpowiada za rozpoznanie receptoréow gospodarza
i charakteryzuje si¢ znaczng zmiennoscig. Podjednostka
S1 sktada si¢ z 2 domen (N i C) i to domena C-ter-
minalna stanowi najczesciej domeng wiazacg receptor
(Receptor-Binding Domain, RBD). W przypadku gdy
domena C-terminalna wigze si¢ z receptorem komorki,
wowczas domena N-terminalna (NTD) bierze udzial
w poczatkowym wigzaniu, dzieki rozpoznawaniu spe-
cyficznych cukrowych czasteczek. Podsumowujac, pod-
jednostka S1 odpowiada w znacznej mierze za tropizm
gatunkowy i tkankowy koronawiruséw. Opisana struk-
tura i funkcja podjednostki S1 jest charakterystyczna
dla wigkszosci koronawirusow, wyjatkiem jest np. wirus
MHYV (Murine Hepatitis Virus) [18].

Innym czynnikiem majacym istotny wplyw na ga-
tunkowe ograniczenie zakazenia koronawirusami jest
zdolno$¢ do uwolnienia podjednostki S2 od zwigzanej
z receptorami podjednostki S1. Podjednostka S2 oraz
powstajace peptydy fuzyjne odpowiadajg za fuzje mie-
dzyblonowg wirusa i komorki. Ich uwolnienie mozliwe
jest jedynie dzigki aktywno$ci enzymoéw komoérkowych,
tak wiec czynnikiem odpowiadajacym za tropizm gatun-
kowy i tkankowy, jest w tym wypadku, profil enzyméw
wystepujacych w komorce gospodarza [13, 18].

SARS-CoV

Glikoproteina S wirusa SARS sklada si¢ z 1255 ami-
nokwasow. Uwaza sig, ze cigcie enzymatyczne i podziat
na 2 podjednostki S1 i S2 mozliwe jest dzieki aktyw-
nosci trypsyny pomigdzy R667 a S668 lub aktywnosci
katepsyny L - miedzy T678 a M679. Podobnie jak
u wiekszosci koronawiruséw, domeng wigzacg receptor
(Receptor-Binding Domain, RBD) jest domena C-ter-
minalna S1. Wiaze si¢ ona z receptorem blonowym
typuI - ACE2 (konwertaza angiotensyny 2). Nastepnie
dochodzi do fuzji miedzy blonami wirusa i komarki
dzigki aktywnosci S2 oraz powstajacymi czasteczkami
nazywanymi peptydami fuzyjnymi: fusion peptide (FP),
internal fusion peptide (IFP), transmembrane domain
(PTM). Stwierdzono niewielkg zmienno$¢ amino-
kwasowg FP, IFP i PTM co sugeruje ich istotng role w
procesie fuzji i wnikania wirusa do komorki. Niestety
do tej pory ich funkcja nie zostala w pelni poznana.
Proces ,enzymatycznej obrobki” glikoproteiny S wirusa
SARS rozpoczyna si¢ od dziatania komérkowych pro-
teaz takich jak: katepsyna L (proces endocytozy) oraz
trypsyna, termolizyna i elastaza, ktére biorg udzial w
tworzeniu syncytii komoérkowych. Ponadto stwier-
dzono, ze w procesie wnikania SARS do komdrek
cztowieka prawdopodobnie mogg bra¢ udzial prote-
azy TMPRSS2, TMPRSS11a i HAT znajdujace si¢ w
blonach komoérek w drogach oddechowych cztowieka.

Nalezy zaznaczy¢, ze biatko Spike (glikoproteina S)
wirusa SARS nie posiada miejsca ciecia dla furyny i dla-
tego nie podlega obrébce zaraz po procesie biosyntezy.
Biatko S wirusa SARS rézni si¢ od glikoproteiny S koro-
nawirusa zakazajacego nietoperze (SL-CoV) przede
wszystkim delecja aminokwaséw w regionie rozpozna-
jacym receptor (RBD). Delecja ta powoduje niezdol-
nos¢ do oddzialywania wirusa SL-CoV z receptorem
ACE2 czlowieka i zakazania go. Poréwnanie sekwencji
aminokwasowej bialka S wiruséow HCoV-SARS oraz
koronawirusa cywety palmowej wykazuje obecnos¢ 6
podstawien. Uwaza sie, ze kluczowymi dla adaptacji
do ludzkiego ACE2 sa zmiany K479N oraz S487T. W
wyniku poréwnania zdolno$ci interakeji glikoproteiny
S wirusa SARS z receptorami ACE2 r6znych gatunkow
ssakow, stwierdzono zblizony poziom oddzialywania
wirusa SARS z ACE2 czlowieka oraz cywety palmowej
ijenota. Natomiast znacznie nizsza zdolnoscia do wia-
zania wirusa SARS charakteryzuje si¢ ACE2 myszy oraz
szczura. Zwigzane jest to z innymi, kolejnymi réznicami
w strukturze aminokwasowej ACE2 pomiedzy cztowie-
kiem a mysza, szczurem i innymi gatunkami ssakow.
Jednak liczba mutacji nie zawsze dokfadnie odpowiada
stopniowi zdolnosci do wywolania zakazenia wirusem
SARS. U cywety palmowej oraz jenota liczba mutacji
wynosi =7, natomiast u rezusa, pazurczatki, chomika,
kota - <4. Plastyczno$¢ rozpoznawania receptora przez
biatko S ograniczona jest raczej przez rodzaj zmian
(zmiany przestrzenne) niz przez ich liczbe [18].

W wyniku poréwnawczych analiz stwierdzono, ze
struktura ACE2 umozliwia rozpoznanie przez wirusa
SARS i wywolanie zakazenia w komérkach nastepuja-
cych gatunkow zwierzat: kotawca zielonosiwego (Afri-
can Green monkey), rezusdw, pazurczatki, chomika,
kota, cywety palmowej, jenota, fretki i myszy [13, 18].

MERS-CoV

Biatko S koronawirusa MERS sktada si¢ z 1353 ami-
nokwaséw. W domenie C-terminalnej, odpowiadajacej,
podobnie jak u SARS, za wigzanie receptora, wyrdz-
niono fragment ok. 240 aminokwasow (tzw. domena
wigzacg receptor, RBD), ktéry jednak rozpoznaje
inny receptor typu I: CD26 (dipeptydylopeptydaza 4,
DPP4). W procesie wigzania bierze takze udzial szereg
powierzchniowych grup funkcyjnych oddziatywuja-
cych z rozpuszczalnikiem w domenie wigzacej receptor
(RBD). Podobne zjawisko obserwowano u niektérych
Alphacoronavirus. Ponadto zaobserwowano interak-
cje miedzy CD26 a ADA (deaminaza adenozyny), co
moze mie¢ istotne znaczenie przy stymulacji aktywacji
ukladu immunologicznego [13, 18, 21].

Uwaza sie, Ze mechanizm wnikania wirusa MERS
do komérki rézni sie od mechanizmu wnikania wirusa
SARS i jest procesem dwustopniowym. W pierwszym
etapie dochodzi do podziatu biatka S MERS-CoV na
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podjednostki S1 i S2 w wyniku aktywnosci furyny
- jeszcze w komorkach na etapie sekrecji biatka S w reti-
kulum endoplazmatycznym. Zidentyfikowano 2 miej-
sca cigcia furyny: R751/§752 oraz w podjednostce S2
- R887/5888. Uwaza sig, ze ciecie podjednostki S2 jest
warunkiem II etapu czyli stanowi miejsce wewnatrzko-
morkowej fuzji. Stwierdzono takze, ze w tzw. ,,obrobce”
biatka S moga bra¢ udzial takie proteazy komoérkowe
jak TMPRSS2, TMPRSS4, katepsyna B lub L i tryp-
syna. Podobnie jak u koronawirusa SARS, konieczne
jest dziatanie enzymdw komorkowych, ale mozliwych
jest wiele drog ich aktywacji [18].

Stwierdzono, ze zakazeniu wirusem MERS moga
ulega¢ komorki rezusa, pazurczatki, kozy, krélika, konia,
$wini, cywety, wielblada — ale nie myszy, szczura, cho-
mika i fretki. Kluczowym okazal si¢ fragment 13 ami-
nokwasow w receptorze, ktory musi by¢ identyczny lub
z prawie identyczny (dopuszczalne sg 1 lub 2 zmiany).
Wieksza liczba (= 5) zmian powodowala brak permisyw-
nosci dla wirusa MERS. Proces obrébki przez komor-
kowe enzymy takze odgrywa kluczowa role w procesie
wnikania wirusa MERS do komoérki. Zmiany w sekwen-
¢ji kluczowego fragmentu receptora sa takie same u
kozy, jak u owcy i krowy, ale komérki tych 2 ostatnich
nie sg podatne na zakazenie wirusem MERS [18].

Obecnie niewiele wiadomo na temat zmian adapta-
cyjnych w biatku S wirusa MERS umozliwiajacych prze-
skok miedzygatunkowy. Stwierdzono wysoki stopien
konserwatywnosci fragmentu RBD. Najistotniejszym
miejscem zmiany wydaje si¢ L506F, cho¢ moze to by¢
bardziej wynikiem presji uktadu immunologicznego
gospodarza niz zmian w celu zwigkszonej zdolnosci
wigzania ludzkiego CD26 [18].

4. Wystepowanie zakazen u ludzi

SARS

Epidemia zachorowan SARS wystepowata ogétem
w 29 krajach/terytoriach (w tym w 2 autonomicznych
obszarach Hong Kong i Makao) w latach 2002-2003 .
W okresie od 1 listopada 2002 r. do 31 lipca 2003 r. zgto-
szono do WHO ogoétem 8096 przypadkow. Liczba ta nie
odzwierciedla w petni wielkosci epidemii SARS. Jedna
z przyczyn jest brak dostepu do informacji nt. zachoro-
wan w pierwszym okresie epidemii, ktore wystepowaly
w Chinach na poczatku 2002 r. Wowczas, w zwigzku ze
spodziewanym (przewidywanym przez wielu badaczy)
pojawieniem si¢ nowego epidemicznego szczepu wirusa
grypy, zachorowania rozpoznawano jako ,,prawdopo-
dobnie” grype. Dopiero identyfikacja czynnika zakaz-
nego jako koronawirusa oraz ujednolicenie definicji
przypadku SARS umozliwilo rejestracje tych zakazen
przez WHO [27]. Jednak niedostateczne dane kliniczne
lub laboratoryjne spowodowaly wykluczenie wielu, pier-

wotnie uznanych za SARS, przypadkéw, szczegolnie
tych ktére mialy miejsce w 2002 r. Przyktadem moze by¢
wykluczenie 325 sposrod 671 zgtoszonych ogdlem na
Tajwanie zachorowan. Nalezy podkresli¢, ze zakazenia
SARS szybko szerzyly sie wirod ludzi i byly przyczyna
licznych zgonoéw [25]. Wirus SARS, wg danych WHO,
spowodowal $mier¢ 774 0sdb, co stanowi 9,6% zakazo-
nych. Mimo, ze zachorowania SARS wykryto na terenie
29 krajow/terytoriach to wigkszo$¢ sposrod zgloszonych
do WHO obserwowana byla w Chinach - 87,7% (w tym
w Hong Kongu 21,7%). W innych krajach zachorowania
zgloszone byly w znacznie nizszej liczbie: Tajwan - 346
przypadkow (4,3%), Kanada - 251 (3%), Singapur — 238
(3%), Wietnam - 63 (0,8%) i USA - 27 (0,3%). W Euro-
pie zgloszono ogoétem 34 zachorowania SARS w tym:
w Niemczech (9), Francji (7), Szwecji (5), Wloszech
(4), Wielkiej Brytanii (4) oraz po jednym przypadku w
Hiszpanii, Irlandii, Rumunii, Rosji i Szwajcarii [11, 27].

Na podstawie analiz szerzenia si¢ zakazen wraz
z podroézujacymi osobami po calym $wiecie uznano, ze
ryzyko zawleczenia i rozprzestrzeniania zakazen SARS
jest wysokie. Przykladem moze by¢ Kanada, w kto-
rej wystapito, najliczniejsze poza Azja, ognisko SARS
— zachorowanie potwierdzono tacznie u 251 oséb, w tym
tylko 5 stanowily przypadki importowane. W kraju tym
43 osoby zmarly w wyniku zakazenia SARS-CoV. Jedna
z przyczyn wystapienia tego ogniska SARS bylo zlekce-
wazenie przez pacjenta zalecen kwarantanny i koniecz-
nosci zgloszenia si¢ do lekarza [14, 23, 25].

MERS

Pierwsze zakazenia koronawirusem MERS wykryto
we wrzesniu 2012 r. u 9 pacjentéw pochodzacych z Ara-
bii Saudyjskiej, Kataru i Jordanii, u ktérych stwierdzono
ciezkie zapalenie dolnych drog oddechowych. Retro-
spektywne badania zachowanych prébek materiatu kli-
nicznego wykazaly, ze pierwsze takie zakazenia wysta-
pily w marcu 2012 r. W okresie 5 lat (od II1.2012 r. do
I11.2017 r. ) zidentyfikowano zakazenia wirusem MERS
u 1956 0séb, z tego 748 zmarlo (38,2%) [11]. Zachoro-
wania obserwowane sg w 27 krajach na calym $wiecie,
ale w ponad 80% wystepuja na Bliskim Wschodzie,
szczegllnie w Arabii Saudyjskiej, Zjednoczonych Emi-
ratach Arabskich, Jordanii, Katarze, Omanie. Drugie
duze ognisko MERS wystapilo w maju 2015 r. w Korei
Potudniowej i spowodowane bylo zawleczeniem zaka-
zenia z Bliskiego Wschodu. W wyniku pojedynczego
zawleczenia MERS do Korei Potudniowej zachorowato
185 0s6b i bylo to najwigksze do tej pory opisane szpi-
talne ognisko MERS [11, 20].

W Europie zakazenia wirusem MERS wykryto
w Wielkiej Brytanii (4, importowane i lokalne), Niem-
czech (3 import.), Holandii (2 import.), Francji (2,
import. i lokalne), we Wloszech (1 import.) oraz w Gre-
¢ji (1 import.). Ogdtem do tej pory w Europie zgloszono
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13 przypadkéw MERS i ryzyko zawleczenia tego zaka-
zenia na nasz kontynent okreslane jest jako niskie. Poza
Europa i Bliskim Wschodem zakazenia koronawirusem
MERS zostaly zawleczone do USA (2), Turcji (1), Tune-
zji (3, import. i lokalne), Tajlandii (3), Filipin (3) oraz
Algierii, Egiptu, Chin i Malezji (po 1 importowanym
przypadku) [11].

5. Namnazanie wirusow w organizmie ludzkim

Do transmisji zakazenia wirusem MERS i SARS
miedzy ludzmi dochodzi w wyniku bliskiego kontaktu
(<1m): droga kropelkowg i kontaktu bezposredniego.
Istotne znaczenie ma takze transmisja poprzez kontakt
posredni czyli poprzez skazone przedmioty. Stwier-
dzono do$¢ znaczny udzial drogi fekalno-oralnej
w szerzeniu si¢ zakazen, szczegdlnie wirusem SARS.
Ze wzgledu na przezywanie obu wiruséw w warunkach
niskiej wilgotnosci (co najmniej 24 godziny) zakaze-
nia tymi wirusami moga szerzy¢ si¢ poprzez skazony
aerozol powietrzny np. poprzez system wentylacji. Za
czynnik ryzyka zakazenia wirusem SARS przyjmuje si¢
m.in. podréz samolotem z osoba zakazong tym koro-
nawirusem [25]. Nie nalezy zapomina¢ takze o moz-
liwosci zakazenia wirusem MERS poprzez skazone
niepasteryzowane produkty zywnosciowe oraz kontakt
z chorym zwierzeciem [18].

Pierwotnie, w zwigzku z ograniczonym, w poréwna-
niu do SARS, szerzeniem si¢ zakazen wirusem MERS,
wysunieto hipoteze, ze chory z SARS wydala wigcej
aktywnych czgstek wirusowych np. z kalem niz chory
z MERS [7, 16]. Hipoteza ta nie znalazla potwierdzenia
ani nie zostala odrzucona - nadal trwajg badania. Jed-
nak wykazano, ze wirus MERS namnaza si¢ w tkankach
oskrzeli i ptuc szybciej i w wigkszym stopniu niz wirus
SARS. Znamienny przyrost miana wirusa MERS obser-
wowany jest juz po 24 godzinach, natomiast SARS - po
48 godzinach od zakazenia. Oba te wirusy namnazaja
sie takze w komorkach §réddbtonka nerki, jelita i innych
zawierajacych odpowiednie receptory [5, 16, 21].

Zdolno$¢ do namnazania sie wirusa SARS i MERS
w plucach, nerkach, jelitach itp. w istotny sposéb wptywa
na szerzenie si¢ tych zakazen oraz dobér materialow
do badan diagnostycznych. Nalezy jednak pamietac, ze
namnazanie i wydalanie wirusa zalezy od wielu czyn-
nikéw, w tym od indywidualnych wlasciwosci chorego.

W wyniku prowadzonych analiz przypadkow
zakazen wirusem MERS [3, 7, 8, 10, 21] mozna stwier-
dzi¢, ze: najwyzszy odsetek probek dodatnich stwier-
dzano gdy poszukiwano wirusa MERS w prébkach
pobranych z dolnych drég oddechowych (ok. 90%).
Badania Corman i wsp. [7] wskazuja, ze takze w tych
probkach wykrywano najwyzsze miano wirusa ($red-
nio 5x10°/ml, maksymalnie 6x10'/ml), szczegdlnie

w okresie 4-8 dni od rozpoznania zakazenia MERS/
wystapienia objawow'. Wirus MERS dlugo utrzymuje
sie w dolnych drogach oddechowych, wykrywano go
nawet 30 dni od momentu rozpoznania zakazenia.

Znacznie nizszy odsetek wynikéw dodatnich w za-
kazeniach wirusem MERS stwierdzano, gdy badano
probki z gornych drég oddechowych (ok. 40-47%).
Wirusa wykrywano najczesciej do 10 dnia od rozpo-
znania zakazenia wirusem MERS, ale u niektérych
pacjentow — nawet 22 dnia. Stezenie wirusa w prob-
kach z gérnych drég oddechowych bylo dos¢ wysokie
- $§rednio 2 x 10*/ml, maks. 4 x 10°/ml;

Jedynie ok. 30% probek surowicy krwi pacjentow
zawieralo genom wirusa MERS na wykrywalnym
poziomie. Najwyzsze prawdopodobienstwo wykrycia
wirusa MERS we krwi bylo do 10 dnia od rozpoznania,
natomiast u niektorych pacjentéw dodatni wynik testu
rt-PCR uzyskiwano jeszcze 15-22 dnia. Stezenie wirusa
MERS w surowicy wynosito: srednio 2,5 x 10°/ml, maks.
2,5%10°/ml;

Wirusa MERS wykryto w nielicznych prébkach
katu (ok. 14%) i to najczesciej pobranych w pierwszych
dniach od rozpoznania (do 10 dnia), jednak wowczas
stezenie wirusa bylo wysokie ($rednio 1,5x10*ml,
maks.1,2 x10°/ml). W niektérych przypadkach wykry-
wano genom wirusa takze 15-22 dnia od wystgpienia
pierwszych objawow;

W moczu genom wirusa MERS wykrywano stosun-
kowo rzadko (ok. 2-4%) i najczesciej w pierwszym okre-
sie od momentu rozpoznania zakazenia. Opisano takze
przypadek, w ktérym dodatni wynik moczu uzyskano
30 dnia od zachorowania. Poziom wirusa nie byl zbyt
wysoki i wynosit $rednio 1,2 x 10%/ml, maks. 5x 10*/ml.

Wirusa MERS wykrywano takze w wymazach z oka
cho¢ byly to sporadyczne badania. Stezenie wirusa byto
bardzo rézne i wynosilo $rednio 1,5x10*/ml, maks.
1,5x 10%/ml;

Mniej jest wiadomo na temat namnazania w orga-
nizmie czlowieka i wydalania wirusa SARS. Ze wzgledu
na wysoki potencjat pandemiczny wirusa SARS zostal
on zaklasyfikowany jako patogen III kategorii bezpie-
czenstwa biologicznego (tzw. BSL3) i wszystkie badania
z zywym wirusem muszg by¢ prowadzone w warun-
kach BSL3 lub BSL4. Ze wzgledéw bezpieczenstwa nie
zaleca si¢ pobierania probek z dolnych drég oddecho-
wych. Dla celéw diagnostycznych wystarcza badanie
probek krwi pobranych we wezesnym etapie choroby
lub prébek katu - takze w pozniejszym etapie choroby.
Stwierdzono, ze genom wirusa SARS wykrywano
w 79% probek krwi pobranych w pierwszym tygo-
dniu od wystapienia pierwszych objawéw oraz w 50%
probek pobranych w drugim tygodniu. Wykazano, ze

! Ze wzgledu na brak specyficznych objawow nie zawsze moz-
liwe jest ustalenie daty wystapienia pierwszych objawow
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wirus SARS namnaza sie takze (w niewielkim stop-
niu) w jednojadrzastych komdrkach krwi obwodowej,
makrofagach oraz komérkach dendrytycznych. Innym
materialem klinicznym polecanym do badania w podej-
rzeniu SARS jest probka katu (lub wymaz z odbytu),
poniewaz poziom wirusa SARS w probkach katu jest
na tyle wysoki, Ze uznano to badanie za wystarczajgco
czule i wiarygodne [8, 12, 14, 15].

5.1. Hamowanie kaskady interferonu

Jednym z podstawowych mechanizméw obrony
organizmu ludzkiego przed namnazaniem si¢ wirusa
jest wykrycie jego obecnosci i aktywacja systemu
odpornosciowego, wlaczajac w to wytwarzanie IFN
typu I oraz cytokin. Do tej pory zidentyfikowano lub
prawdopodobnie rozpoznano szereg bialek/glikopro-
tein wirusa MERS i SARS wykazujacych aktywnos$¢
hamowania wobec poszczegolnych elementéw aktywa-
cji kaskady interferonu, w tym IFNp (ryc. 3), zar6wno
na drodze szlaku TLR, jak i RIG-/MDAS5. Dotychcza-

A
HCoV-MERS ."’,
VA

sowe badania wskazuja na wystepowanie wielu réznic
miedzy mechanizmami hamowania procesu aktywacji
kaskady IFNp przez biatka wiruséw MERS i SARS.
Stwierdzono, ze biatko M obu wiruséw hamuje wytwa-
rzanie IFN poprzez utrudnianie tworzenia kompleksu
TRAF3xTANKxTBKI1/IKKE, cho¢ nie hamuje jego
aktywnosci katalitycznej. Prawdopodobnie mechanizm
dzialania jest podobny w przypadku biatka M wirusa
SARS i MERS, cho¢ efekt dziatania bialka M wirusa
MERS jest stabszy niz wirusa SARS [13, 19, 26].

W procesie hamowania kaskady interferonu I typu
biorg udzial takze bialka pomocnicze. Ich dzialanie
polega zaréwno na modyfikacji sygnalow kaskady
IFN, jak i hamowania wytwarzania IFN. Biatka ORF3b i
ORF6 wirusa SARS hamuja wytwarzanie IFNf poprzez
zakldcenie aktywacji IRF3 (Interferon Regulatory Fac-
tor3), a takze poprzez supresje aktywacji przez IFNf
czynnikéw odpowiedzi (ISRE, Interferon Stimulated
Response Element) w obszarze promotora genéw sty-
mulowanych przez interferon (Interferon Stimulated
Genes, ISG). Ponadto ORF6 wirusa SARS hamuje
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Ryc. 3. Schemat oddzialywania koronawiruséw SARS i MERS na aktywacje kaskady interferonu  (INF-f)
Wedtug [26], zmodyfikowany. Opisy w tekscie.
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translokacje STAT1 niezbedna w procesie aktywa-
cji ISRE [26]. Dotychczasowe badania wskazuja, ze 3
biatka pomocnicze wirusa MERS, ORF4a, ORF4b i
ORF5, wykazujg aktywno$¢ hamujacg kaskade IFN.
Stwierdzono, ze blokujg translokacje IRF3 do jadra,
ktora jest niezbedna do aktywacji promotora IFN.
Ponadto ORF4a wplywa ujemnie na aktywacje NF-kB,
oraz prawdopodobnie uniemozliwia wigzanie RNA
wirusowego z RIG-I/MDAS5 [26]. Badania nad pozna-
niem mechanizmu dziatania ORF4a i innych bialek
pomocniczych nadal trwaja.

Bialka niestrukturalne koronawiruséw wykazuja
niski poziom zmian co wskazuje na ich funkcjonalne
znaczenie dla namnazania wiruséw. Biatko niestruktu-
ralne nspl wirusa SARS oraz MERS powoduje selek-
tywna degradacje mRNA gospodarza, ale z wykorzy-
staniem innego mechanizmu. Biatko nsp1 obu wiruséw
wykazuje podwojng aktywnos¢: aktywacji procesu cie-
cia mRNA oraz hamowania procesu translacji mRNA
gospodarza. Jednak bialko nspl wirusa SARS hamuje
translacje mRNA gospodarza w cytoplazmie — poprzez
wigzanie si¢ z podjednostka 40S rybosomu. Natomiast
biatko nsp1 wirusa MERS wykazuje aktywno$¢ zaréwno
w jadrze, jak i w cytoplazmie i nie wigze si¢ (lub tylko
czasowo) z podjednostka 40S rybosomu. To wskazuje
na inny mechanizm dzialania bialka nsp1 wirusa MERS
niz SARS-CoV [17, 26].

6. Zachorowania wywolane przez koronawirusy
SARS i MERS

Okres inkubacji zakazenia tymi pandemicznymi
koronawirusami jest podobny, cho¢ nieco dluzszy w
przypadku HCoV-MERS i wynosi 2-15 dni, najczesciej
5,2 dnia. Natomiast okres inkubacji SARS miesci sig
w zakresie 2-14 dni, najczesciej 4,6 dnia [3, 21, 28].
Objawy zachorowania wywotanego przez wirusy SARS
i MERS s3 zblizone i s3 to najczesciej: goraczka powy-
zej 38°C, nieproduktywny kaszel, bl gardta, dreszcze,
krétki oddech, bdl migsni, dusznosé, niekiedy takze
palpitacje, biegunka, wymioty. Mimo, ze kaszel jest
czgstym objawem w zakazeniu zaréwno SARS-HCoV
jak i MERS-HCoV, to krwioplucie znacznie czesciej
obserwowane jest u chorych zakazonych wirusem
MERS. Ponadto u okolo polowy pacjentéw z ciezkim
przebiegiem MERS dochodzi do uszkodzenia nerek
(tab.I). Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze u ok. potowy
pacjentow z SARS stwierdzano podwyzszone wartosci
kreatyniny, co moze wskazywac na toczace si¢ procesy
chorobowe. Nie mozna takze wykluczy¢, ze uszkodze-
nia nerek w przebiegu MERS zwigzane s3 z innymi
obcigzeniami chorego. W zakazeniu SARS obserwuje
sie zapalenie ptuc prowadzace do niewydolnosci odde-
chowej (Acute Respiratory Distress Syndrom, ARDS)

o typowym dla zakazen wirusowych - dwufazowym
przebiegu. U ok. 20% pacjentéw konieczne jest zasto-
sowanie sztucznej wentylacji. Nie obserwowano bezob-
jawowych zakazen wirusem SARS, natomiast zakaze-
nia wirusem MERS mogg przebiega¢ w rézny sposob:
od bezobjawowego, poprzez zakazenie dolnych drog
oddechowych o lagodnym przebiegu, az do ARDS.
Stwierdzono znacznie czesciej koniecznos¢ dodatko-
wego wentylowania chorych zakazonych MERS-HCoV
z objawami zajecia dolnych drég oddechowych niz w
wyniku zakazenia SARS-HCoV [2, 3, 12, 15, 20, 23].
Smiertelnoé¢ w przebiegu zakazenia wirusem SARS
jest nizsza niz w zakazeniu wirusem MERS (9,6% vs.
38%) [11, 27]. Moze to by¢ zwigzane z czesciej obser-
wowanymi zakazeniami MERS niz SARS u oséb
z innymi obciazeniami np. z chorobami serca, w pode-
sztym wieku, z chorobami metabolicznymi itp. Okres
jaki uptywal od wystapienia pierwszych objawéw do
$mierci chorego takze jest znacznie krétszy w zakaze-
niach MERS niz SARS (12 dni vs. 21 dni), co moze
by¢ zwiazane z dodatkowymi obcigzeniami chorego,
ale takze z odmiennym mechanizmem patogennosci.
Czynnikami ryzyka sa w obu przypadkach: wiek powy-
zej 65 r.z., choroby metaboliczne (cukrzyca i in.), cho-
roby serca i ptuc, immunosupresja [2, 3, 6, 7, 10, 12, 14,
20, 28]. Analiza przypadkow zakazen koronawirusem
MERS wykazala takze, ze czesciej obserwowano zgon u
0s0b, u ktorych okres inkubacji choroby wynosit <5 dni
(CFR?*=70), stwierdzano podwyzszong temperature
ciala (pow. 38°C) (CFR=55), duszno$¢ (CFR=2380)
i kaszel z odkrztuszaniem (CFR=100) [22]. Ponadto
uwaza sie, zakazenia wirusem MERS czedciej wyste-
puja u mezczyzn, ale moze to wynika¢ z miejscowych
zwyczajow, bowiem w krajach arabskich to mezczyzni
zajmuja si¢ hodowlg wielbtadow. Najczesciej na MERS
choruja mezczyzni w wieku powyzej 65 r.z. oraz miode
kobiety (20-40 lat). Sa to najczesciej pielegniarki zaj-
mujace sie chorymi [11]. W tabeli I przedstawiono cha-
rakterystyke pacjentéw, u ktorych stwierdzono zacho-
rowanie wywotlane przez wirusy SARS lub MERS.

7. Ogniska zakazen szpitalnych

Analiza danych dotyczacych zakazen wtérnych (tzw.
secondary case) w ogniskach MERS i SARS wskazuje
na istotne roznice w szerzeniu si¢ tych zakazen. Analiza
ognisk zakazen szpitalnych wywotanych przez wirusy
SARS i MERS wskazuje, ze zakazenia wtérne wirusem
SARS wystepuja znacznie czgéciej i szerzej — w dalszych
generacjach. W tych dobrze epidemicznie opracowa-
nych ogniskach nie stwierdzono szerzenia si¢ zakazen

2 CFR = wspdlczynnik umieralnosci, case fatality rate (%) =
(n/N) x 100.
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Tabela I
Poréwnanie epidemiologii oraz objawdw w zakazeniach koronawirusami SARS i MERS

Cecha SARS MERS
Po raz pierwszy opisany X1.2002 1X.2012
Wystepowanie zachorowan >80% Chiny; ogotem 29 krajow >80% Plw. Arabski, gléwnie

na calym $wiecie Arabia Saudyjska; ogélem 27 krajow
Wiek pacjentow (lata) 93% dorosli 98% dorosli
zakres 1-91, mediana = 40 zakres 1-99; mediana = 48
Ple¢ chorych M:K 43:57 64,5 : 35,5
Okres inkubacji zakres 2—14 dni; $r. 4,6 dnia; zakres 2-15 dni; $r. 5,2 dnia;
Umieralnos¢ ogétem 9,6% 39%
Czas od objawow do zgonu — mediana (dni) 21,0-23,7 12,0
Czas od objawéw do hospitalizacji (dni) 2-8 0-16
Czesto$¢ zakazen chorych z innymi obcigzeniami 10-30% 60-80%
Cze;stoéc'Aza,kaieI‘{ wF(’)rnych ws’xjéd 21% 13%
pracownikow opieki medycznej
Objawy (%) - odsetek osob zakazonych zgtaszajacych objawy
Gorgczka >38°C 55-100 98
Dreszcze 15-73 55-87
Kaszel nieproduktywny 62-100 63-83
Krwioplucie 0-1 0-17
Bl gtowy 2-56 0-11
Bol miesni 5-61 14-32
Krotki oddech 1-40 48-74
Bol gardta 3-30 14-17
Katar 2-24 0-10
Biegunka 12-50 2-26
Wymioty 1-35 0-21
Mdtosci 20-35 0-21
Uszkodzenie nerek brak danych 55
ARDS u ok. 20% u ok. 80%
Leczenie respiratorem 14-30% 80%
Sredni czas do wentylacji (dni) 11 7
Przebieg typowy dwufazowy od asymptomatycznych do ARDS
Towarzyszace obciazenia (%) Ogotem u ok. 10-30% Ogotem u ok. 60-75%
Cukrzyca 24 10
Choroby nerek 2-6 13
Choroby serca 10 7,5
Nowotwor 3 2
Nadci$nienie 19 34
Otylos¢ brak danych 17
Nikotyzm 17 23
Wirusowe zapalenie watroby 27 brak danych
Na podstawie: [2, 3, 10, 12, 15, 20, 23]
wirusem MERS dalej niz do 4 generacji (pacjent z pier- Ponadto w ogniskach zakazen szpitalnych wywo-

wotnym zakazeniem traktowany jest jako generacja0). lanych przez MERS-HCoV w Poludniowej Korei
W wigkszosci przypadkow zakazenia MERS obserwo- (186 przypadkéw) oraz w Al-Hasa (24 chorych) domi-
wano do 2 generacji. Natomiast zakazenia SARS sze- nowaly zakazenia innych pacjentéw przebywajacych
rzyly si¢ znacznie dalej — az do 8 generacji, za$ naj- w tym samym szpitalu/oddziale, odpowiednio 62,3%

czgsciej do 5 generacji (ryc. 4).

i 83,3%. Tak wysoki udzial 0séb hospitalizowanych



PANDEMICZNE KORONAWIRUSY CZLOWIEKA...

31

[generaga | 0 | 1 | 2] 34 | generacja o] 1 [ 25 |68]
MERS SARS
Nietoperze Nietoperze
Mtode wielbtady Cywety palmowe
: l =
Osoby zajmujace sie /
wielbtagdami, mleko <= \'
= % Targowisko = ﬁ
=N -

Ryc. 4. Schemat transmisji zakazenia koronawirusem SARS i MERS - poréwnanie

Objaénienia: czerwona sylwetka czlowieka — pierwotne zakazenie (pacjent 0); sylwetka fioletowa — zakazenie wtérne (generacja 1); sylwetka niebieska

- generacja 2 i kolejne generacje na ogot obserwowane; sylwetka zielona

- zakazenie kolejnych 0s6b - generacje rzadko obserwowane; sylwetka szara

- osoby niezakazone.

z powodu innych schorzen, jest prawdopodobnie
przyczyna wysokiej $miertelnosci w tych ogniskach:
w Poludniowej Korei — 20,0 %, a w Al-Hasa - az 65,0%.
Pracownicy opieki medycznej stanowili w tych szpi-
talnych ogniskach MERS od 8,3 do 13,5%. Natomiast
w ogniskach SARS w szpitalach w Singapurze (74 oséb),
Toronto (216 chorych) i Wietnamie (63) zakazeniom
ulegali przede wszystkim pracownicy opieki medycznej
oraz osoby odwiedzajace chorych. Szczegoélnie wysoki
odsetek wtornych przypadkéw SARS w tych ogniskach
obserwowano wsérod pracownikéw, odpowiednio:
41,0%; 42,6% oraz 59,0% [4, 6, 25].

Tak szerokie szerzenie si¢ zakazenia zwigzane jest
prawdopodobnie ze zjawiskiem tzw. super-spreading.
W ten sposdb okresla sie zdolnos¢ szerzenia sie zakaze-
nia bezposrednio od jednego pacjenta (tzw.0) na wiele
0s6b. Jako miar¢ podaje si¢ czgsto Indeks R - czyli
srednig liczba osob zakazonych przez jedna osobe
(index reproduction number). W ognisku szpitalnym
MERS w Pid. Korei wynidst on 30, natomiast w ognisku
SARS w Singapurze - 22 [6].

W ognisku MERS w szpitalu w Korei Pid. stwier-
dzono zjawisko ,super-spreading” u 2 pacjentow.
Pierwszy pacjent (pacjent 0) zakazit 30 osdb, a kolejny
pacjent sposrod tych 30-tu (pacjent generacji 1) — prze-
kazal zakazenie wirusem MERS az 80 osobom. Zjawi-
sko to obserwowane byto w zakazeniach MERS jedynie
w ogniskach w szpitalu. Natomiast w zakazeniach wiru-
sem SARS ,super-spreading” obserwowano zar6wno
w $rodowisku szpitalnym, jak i poza nim [20, 22, 25].
By¢ moze réznice te zwigzane sg z charakterystyka osob
zakazonych tymi wirusami.

Szerzenie si¢ zakazen w szpitalu zalezy od wielu
czynnikow: wlasciwosci danego wirusa, indywidualnych
wlasciwosci pacjentéw takich jak wydalanie wirusa,

a takze zastosowanych procedur medycznych, typu kon-
taktu, zageszczenia pacjentdw, zwyczajow itp. Istotne
znaczenie maja procedury obowigzujace w szpitalu
i opracowane w celu zapobiegania szerzenia si¢ zakazen,
wlaczajac w to: dostepnosé srodkow dezynfekeyjnych
i srodkéw ochrony osobistej, filtry w systemie wentyla-
cji, podci$nienie w izolatce, rezim odwiedzin itp.

Dane z ognisk szpitalnych wskazuja na wysoki
potencjat epidemiczny obu tych koronawiruséw, szcze-
golnie w srodowisku szpitalnym, mimo réznych domi-
nujacych grup wsrdd tzw. wtérnych zakazen. Konieczne
jest wiec stosowanie rygorystycznych zasad higieny
w celu przecigcia drog szerzenia sie tych zakazen.

8. Podsumowanie

Pandemiczne koronawirusy cztowieka: MERS-CoV
i SARS-CoV zostaly opisane dopiero w XXI wieku.
Mimo, ze wirusy te oraz zachorowania przez nie wywo-
tane wykazuja szereg podobienstw, to wykazano szereg
réznic w strukturze genomu, mechanizmach zjadli-
wosci i chorobotwdrczosci, obserwowanych objawow,
a takze drdg szerzenia sie zakazen itp. Najwazniejsza,
z punktu widzenia czlowieka, jest réznica dotyczaca
stopnia utrwalenia przekazywania zakazen na drodze
czlowiek-czlowiek. Wirus MERS wykazuje znacznie
nizsza niz wirus SARS zdolno$¢ do wywolywania zaka-
zen powyzej 3 generacji w tancuchu zakazen. Jednak
epidemia wywolana przez HCoV-SARS wygasla po
ok. 2 latach, natomiast zachorowania wywolane przez
koronawirusa MERS nadal wystepuja - poczawszy
od 2012r. W czasie 5 lat wystepowania zakazen wiru-
sem MERS obserwowano istotne zmiany w liczbie
i kategorii zglaszanych zachorowan. Zwigzane jest to
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z rozwojem naszej wiedzy nt. biologii wirusa HCoV-
-MERS, metod rozpoznawania i zapobiegania zaka-
zeniom, mozliwosci terapeutycznych itp. Ponadto,
wystepowanie zakazen bezobjawowych lub skapo-obja-
wowych, krazenie wirusa MERS w bliskim otoczeniu
czlowieka (wielblady) oraz aktywnos$¢ réznych koro-
nawirusow wérdd tych zwierzat powoduje, ze prawdo-
podobienstwo catkowitego wygasniecia epidemii MERS
jest obecnie niewielkie. Nalezy takze monitorowac
sytuacje epidemiczng w celu wykrycia ewentualnego
nowego wariantu wirusa HCoV-MERS (np. o utrwalo-
nej zdolno$ci transmisji zakazenia na drodze czlowiek-
-czlowiek) lub nowego pandemicznego koronawirusa.
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Streszczenie: Wirus HPV, nalezacy do Papillomaviridae, powoduje raka jader, pluc, glowy oraz szyi. Obecnie szacuje sig, Ze istnieje
okoto 190 rodzajéw HPV. Ponad 700 miliondw o0séb na catym $wiecie jest zarazonych tym wirusem. W Stanach Zjednoczonych co roku
wystepuje 14 milionéw nowych zakazen. Najczg$ciej zmiany nowotworowe glowy i szyi powoduja wirusy HPV typu 16 i 18. Pacjent zakaza
sie wirusem poprzez kontakt nablonka z wirusem lub inng zainfekowana tkanka nablonkowa, na przyktad w efekcie stosunku ptciowego.
Mozliwe jest réwniez przekazywanie patogenu od matki podczas porodu. Choroby zwigzane z HPV to np. rak krtani, leukoplakia, rak
migdatkéw lub choroba Bowena. Dostepne sa szczepionki np. 9-walentna szczepionka przeciwko HPV o nazwie Gardasil-9.

1. Wstep. 2. Budowa HPV. 3. Systematyka. 4. Infekcja. 5. Chorobotworczos¢. 6. Leczenie. 7. Szczepionki. 8. Podsumowanie
Papillomaviruses: HPV as the etiological factor of head and neck cancers

Abstract: The HPV virus, belonging to papillomaviruses, causes genital, lung, head and neck cancers. It is currently estimated that there
are 190 types of HPV. Over 700 million people worldwide are infected with the virus. In the United States, 14 million new infections occur
every year. The most common HPV types responsible for carcinogenesis of head and neck areas are types 16 and 18. The virus infects
human epithelial cells, for example during a sexual intercourse. Transmission from mother to child during birth is also possible. There
is evidence linking HPV with laryngeal cancer, leukoplakia, tonsil cancer or Bowens disease. HPV vaccines are available to help prevent

infection by certain types of the virus, e.g. 9-valent HPV vaccine called Gardasil-9.

1. Introduction. 2. Structure of HPV. 3. Taxonomy. 4. Infection. 5. Pathogenicity. 6. Treatment. 7. Vaccines. 8. Summary

Stowa kluczowe: HPV, papillomawirusy, nowotwory glowy i szyi
Key words: HPYV, papillomaviruses, head and neck cancers

1. Wstep

Dane zawarte w pismiennictwie potwierdzajg wyste-
powanie okoto 190 typéw HPV [26], lub wedtug innych
zrodet okolo 150 [9, 16]. Wiasciwosci onkogenne wyka-
zuje 30-40 z nich z czego 13 to tzw. typy wysokiego
ryzyka [30, 67]. Wirusy te zaangazowane s3 w pato-
genez¢ nowotworow narzadow plciowych, szczegélnie
macicy, jelita grubego, odbytu, pluc, jamy ustnej, glowy,
szyi oraz przetyku [5]. Jako czynniki zakazne mogg by¢
wspolodpowiedzialne za procesy neurodegeneracyjne
oraz sprzyja¢ rozwojowi schizofrenii [68, 70].

Najczestszym czynnikiem etiologicznym nowo-
twordw obszaru glowy i szyi jest HPV 16. Wystepuje
u okoto 40% pacjentéw ze zdiagnozowanym guzem
HPV (+). Obecnos¢ HPV 18 potwierdza sie natomiast
u 12% chorych [27]. HPV 16 odpowiada takze za 70%
rakéw jamy ustnej i gardta [66]. W chwili obecnej okoto
709 mln ludzi jest zakazonych HPV, a na terenie samych
Stanéw Zjednoczonych co roku dochodzi do 14 mln
nowych zachorowan [16].

2. Budowa HPV

Wirion ludzkiego brodawczaka ma ksztalt ikoza-
hedralny i jest nieostoniony. Wielkos¢ pojedynczego
wirusa wynosi okofo 55 nm. Kazdy kapsyd sktada si¢
z 72 kapsomerdw, o ksztalcie pentamerow, zbudowa-
nych z biatka strukturalnego L1, a takze L2 [2, 20].

Kolisty, dwuniciowy genom DNA zawiera 8000 par
zasad [2, 20]. Geny kodowane przez wirusa sg nazy-
wane wczesnymi — E (Early), zajmujgcymi ponad
50% genomu wirusowego [72] i péznymi - L (Late),
stanowigcymi z kolei 40% genomu [72]. Geny te zlo-
kalizowane s3 na jednej nici [29]. Bialka E1 oraz E2
inicjujg replikacje wirusowego DNA. Biatko E4 regu-
luje interakcje pomiedzy biatkami patogenu a keraty-
nami, produkowanymi przez keratynocyty. Powoduje
to zmiany w tych ostatnich, widoczne jako efekt cyto-
patyczny. Biatka E5-E7 biorg udzial w procesie komor-
kowej transformacji lub w proliferacji zainfekowanych
komorek [34]. U niektérych papillomawiruséw wyste-
puje takze biatka E3 oraz np. u HPV 31-E8 [72].

* Autor korespondencyjny: Kamil Leis, ul. M. Curie Sklodowskiej 9, 85-094 Bydgoszcz; tel. 72 154 11 29;
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Tabela I
Podzial typow wirusa HPV na onkogenne i nieonkogenne

Typ HPV

Rola

Onkogenne (wysokiego ryzyka)

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 69

Powstawanie zmian przedrakowych
oraz raka inwazyjnego

Nieonkogenne (niskiego ryzyka) |6, 11, 32, 44, 53, 57, 81

Powstawanie niezloliwych zmian, takich jak
brodawczaki blony §luzowej czy brodawki skorne

Na podstawie [29]

Skladnikiem genomu wirusa ludzkiego brodaw-
czaka jest takze NCR (Noncoding Control Region),
zwany tez LCR (Long Control Region) — region regula-
torowy [29] - nie bierze udziatu w procesie kodowania
biafek strukturalnych ale uczestniczy w syntezie DNA
[34]. Jego dlugos¢ wynosi 850 pz i stanowi 10% genomu
[72]. W tabeli I przedstawiono podzial poszczegolnych
typow wirusa na onkogenne i nieonkogenne.

3. Systematyka

Wirus ludzkiego brodawczaka nalezy do rodziny
Papillomaviridae [26]. Nazwa grupy pochodzi od tacin-
skiego stowa papilla, oznaczajacego brodawki oraz od
greckiego przyrostka oma- stuzacego do tworzenia
nazw, oznaczajacych guzy [25]. Poczatkowo Papilloma-
viridae nalezalo do jednej grupy Papovaviridae, razem
z Polioviridae. W 2000 roku International Committee
on Taxonomy of Viruses rozdzielil je na dwie odrebne
rodziny [31]. Klasyfikacja Papillomaviridae na zasadzie
podobienstwa sekwencji DNA zostala ustalona dopiero
w 2003 roku [14]. Obecnie wyrdznia si¢ 29 rodzajow
Papillomawiruséw (m.in. Deltapapillomavirus, Dyodel-
tapapillomavirus, Alphapapillomavirus, Kappapapillo-
mavirus, Gammapapillomavirus, Dyopipapillomavirus
Upsilonpapillomavirus, Omikronpapillomavirus, Omega-
papillomavirus, Xipapillomavirus) [57] oraz 189 typow.
Chorobotworcze dla ludzi jest jedynie 5 rodzajow [3, 11].
Nalezg do nich: Alphapapillomavirus, Betapapillomavi-
rus, Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus i Nupa-
pillomavirus. Z materiatu pobranego od pacjentow wyi-
zolowano 66 a-PV, 45 3-PV, 54 y-PV, 2 u-PV oraz tylko
1 n-PV [10]. Uwaza sie, ze rodzina ta ewoluuje 5-10 razy
szybciej niz ich zywiciele, ktorymi sg ssaki [57].

Wszystkie papillomawirusy majg ikozahedralny
ksztalt a ich kapsyd jest zbudowany z 72 pentamerdw.
Genom zawiera okoto 8 kb (genom Mupapillomavirus
liczy 7,3 kb a Lambdapapillomavirus 8,6 kb), jego roz-
miar waha sie w przedziale 6,8-8,4 kb, bialka natomiast
w przedziale 7-73 kDa [25]. Wielko§¢ pojedynczego
wirusa wynosi zazwyczaj 52-55 nm. Wyjatek stanowig
Epsilonpapillomavirus, Betapapillomavirus i Gammapa-
pillomacvirus, osiagajace rozmiary do 60 nm [59-64].

Moga wystepowaé rowniez formy cewkowate oraz
nitkowate, powstale na skutek nieprawidtowosci w pro-

cesie dojrzewania [25]. Gesto$¢ wyporu wiriondw w CsCl
wynosi 1,2 g/cm?, natomiast w roztworze sacharozy
1,34-1,35g/cm?. Papillomawirusy wykazuja odpor-
nos¢ na dziatanie eteru, kwasow oraz wysokiej tempe-
ratury (temp. ok. 50°C przez 1 godzing) [25]. Oprocz
infekcji u ludzi rodzina ta wywoluje takze wiele choréb
u zwierzat. W tabeli I dokonano zestawienia rodzajow
Papillomaviridae.

4. Infekcja

Pacjenci zarazajg si¢ wirusem podczas kontaktow
seksualnych z zainfekowang osobg. Szczegdlnie seks
analny i oralny obarczony jest duzym ryzykiem [9, 48].
Do infekcji dochodzi podczas kontaktu tkanek nabton-
kowych obu partneréw seksualnych [29].

Istnieja rowniez przypadki, gdzie zarazona matka
przekazata wirus dziecku podczas porodu. Najczestsze
powiklanie stanowi zajecie struktur ukladu oddecho-
wego. Rozwijaja si¢ tagodne nowotwory-brodawczaki
krtani, z tendencjg do nawrotdéw [9, 50]. Mdowi sie
wowczas o JORRP (Juvenile-Onset Recurrent Respi-
ratory Papillomatosis) [15]. Hirnle, w 2013 roku opi-
safa przypadek dziecka, urodzonego droga cesarskiego
cigcia, u ktorego doszto do transmisji wirusa z matki.
U dziecka zaobserwowano nawracajace chrypki, kaszel
oraz infekcje drég oddechowych. Zdiagnozowano
brodawczakowatos¢ krtani [24]. Mozliwa jest row-
niez transmisja poprzez krew [5] lub poprzez skazone
przedmioty [56]. W 2017 roku opublikowano wyniki
badania, wedtug ktérego droga szerzenia si¢ infekcji
moze by¢ mleko zakazonej matki. Analiza mikrobiolo-
giczna wykazala obecno$¢ typow: 6, 16, 18, 33, 45, 53,
56, 59, 66 oraz 82. Szczegolnie istotny wydaje si¢ fakt,
iz zakazony moze zosta¢ partner, lecz nie dziecko [33].
Osoby z niedoborami odpornosci np. poddane immu-
nosupresji lub zakazone HIV, czy CMV [69] s3 w gru-
pie podwyzszonego ryzyka zaréwno infekcji wirusem
HPYV, jak i rozwojem chordb z nim zwigzanych [2]. Do
grupy tej zalicza si¢ rowniez pacjentow zainfekowanych
Chlamydia trachomatis, co moze wskazywac na czesta
aktywnos¢ seksualng i licznych partneréw seksual-
nych, poniewaz zakazenia te nie sa ze sobg powigzane
[2]. Uwaza sig, ze duza liczba partneréw seksualnych,
mlody wiek rozpoczecia wspoétzycia obecno$¢ choréb
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Tabela II
Podzial wybranych rodzajow Papillomaviridae
Rodzaj Papillomaviridae Gatunek zarazajacy dane zwierze Skrot gatunku
Alphapapillomavirus Brodawczak szympansow 1 PCPV-1
Brodawczak szympansow 1 PCPV-1C
Deltapapillomavirus Brodawczak tosi europejskich EEPV
Brodawczak jeleni DPV
Brodawczak bydta 1 BPV-1
Brodawczak bydta 2 BPV-2
Brodawczak reniferow RPV
Brodawczak owiec 1 OvPV-1
Brodawczak owiec 2 OvPV-2
Epsilonpapillomavirus Brodawczak bydta 5 BPV-5
Zetapapillomavirus Brodawczak koni 1 EcPV
Etapapillomavirus Brodawczak Fringilla coelebs (zigba zwyczajna) FcPV
Thetapapillomavirus Brodawczak Psittacus erithacus timneh (papuga szara) PePV
Iotapapillomavirus Brodawczak Mastomys natalensis (Myszoréwka natalska) MnPV
Kappapapillomavirus Brodawczak Sylvilagus (Krélak) CRPV
Brodawczak jamy ustnej krolikow ROPV
Lambdapapillomavirus Brodawczak jamy ustnej pséw COPV
Brodawczak jamy ustnej kotow FdPV
Xipapapillomavirus Brodawczak bydta 3 BPV-3
Brodawczak bydla 4 BPV-4
Brodawczak bydta 6 BPV-6
Omikronpapillomavirus Brodawczak Phocoena spinipinnis (Mor$win czarny) PSPV
Pipapillomavirus Brodawczak jamy ustnej chomikow HaOPV
Nalezace do Papillomaviridae, ale | Brodawczak Trichosurus Vulpecula (Kitanka lisia) TvPV
nie zaklasyfikowane jako gatunki | Brodawczak oposow PoPV
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Na podstawie [25]

przenoszonych droga piciowa, polimorfizmy TGF b-1,
podeszty wiek (powyzej 60 r.z.) oraz pte¢ meska row-
niez stanowig czynniki ryzyka nowotwordw glowy i szyi
HPV (+) [23, 27, 45, 51]. Osoby obrzezane natomiast
wykazuja mniejsze ryzyko infekcji tym patogenem [46].

Wirus wykazuje tropizm do nablonka wielowarstwo-
wego plaskiego (okolice gardla, skory, narzadéw picio-
wych oraz jamy ustnej), zajmujac warstwe podstawna
[49]. Po internalizacji wirusa, zajete komorki dalej produ-
kujg material genetyczny (w odréznieniu od zdrowych,
gdzie proces ten jest zatrzymany) [45]. CyKkl lityczny
dzieli si¢ na dwa okresy. W pierwszym ma miejsce
przytaczenie do komorki, penetracja, przejscie mate-
rialu genetycznego wirusa do komorki, ekspresja tego
materiatu i aktywacja wybranych ukltadéw gospodarza
pelniagcych funkcje regulatorowe. W trakcie drugiego
etapu ma miejsce proces wytworzenia wirionéw potom-
nych [37]. Na powierzchni keratynocytéw wystepuja
receptory, do ktérych nalezy m.in. a6p4, biorace udzial
W procesie penetracji wirionu wraz z materiatem gene-
tycznym wirusa do komorki. Uwaza si¢ tez, ze wirusy
moga taczy¢ si¢ z integrynami lub siarczanem heparyny

[6]. Nastepnie DNA przenika do naskérkowej warstwy
podstawnej, przechodzac w faze uspienia - latencji jako
episom. W takiej formie wystepuje zazwyczaj w niewielu
kopiach (od 10 do 100). W komoérkach takich ekspresja
biatek wczesnych wirusa jest na bardzo niskim pozio-
mie [6]. Istnieje rowniez mozliwos¢ integracji mate-
rialu genetycznego patogenu z materiatem gospodarza
(wystepuje zazwyczaj w formach nowotworowych) [55].
Sam proces penetracji inicjowany jest przez biatko L1.
Biatko L2 natomiast podwyzsza efektywnos¢ zakaze-
nia. Wirion wnika do wewnatrza komoérki w procesie
endocytozy, zaleznej od klatryny. Zachodzi odplasz-
czenie materiatu genetycznego patogenu w lizosomach
badz endosomach. Bialko L2 transportuje materiat do
jadra komdrkowego. Bierze w tym udzial takze receptor
- syntaksyna 18. L2 taczy si¢ na jednym koncu - koncu N
ze wspomniang syntaksyng a na drugim - koncu C
z dyneing [6]. Podczas cyklu komérkowego nastepuje
replikacja DNA wirusa, z wspétudziatem biatek gospo-
darza (Replikacja HPV jest zalezna od procesow roz-
nicujacych keratynocyty) [20]. Zachodzi ona jedynie
w komorkach proliferujacych, w jadrze [34, 72]. Proces
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replikacji oraz transkrypcji warunkuje ekspresja bialek
weczesnych. Biatka budujace kapsyd wirusowy sg syn-
tetyzowane tylko w dojrzatych keratynocytach, w zew-
netrznych warstwach nabtonka [55]. Odpowiedzialne
za to sg bialka regionu péznego [37].

Transkrypcja wirusa HPV przebiega z wykorzysta-
niem komorkowej polimerazy RNA. Sklada sie z dwoch
etapow (w pierwszym etapie transkrybowane sg geny,
ktére wytwarzaja produkty biorace udzial w procesie
replikacji DNA wirusa, w drugim za$ geny odpowie-
dzialne za produkcje wirusowych biatek struktural-
nych), zaczynajacych sie¢ w rejonie kontrolnym, gdzie
znajduja si¢ réwniez miejsca inicjacji replikacji [37].
Przyktadowo w wirusie HPV typu 16 wyrdznia si¢ dwa
promotory — P97, odpowiadajacy za ekspresje genow
wczesnych oraz P670 - odpowiadajacy za ekspresje
genow poznych. Komorki zainfekowane HPV wyka-
zuja podwyzszong ekspresje niektérych biatek odpo-
wiedzialnych za splicing, jak np. biatka z rodziny SR czy
SF2/ASE Podwyzszeniu ekspresji towarzyszy zazwyczaj
pojawienie sie mRNA dla L1. W innych typach wirusa
procesy te wygladaja podobnie [6].

W komoérkach zmienionych nowotworowo, wtdr-
nie do infekcji HPV wykazano, iz material genetyczny
wirusa wystepuje w postaci zintegrowanej z materiatem
gospodarza [37].

Procesem warunkujacym nieograniczony, niekon-
trolowany wzrost komorek jest ekspresja biatek E6 oraz
E7. Poziom ekspresji jest zalezny od wirusowych wlasci-
wosci onkogennych oraz stopnia zaawansowania cho-
roby. W miarg progresji onkoproteiny indukuja powsta-
wanie mutacji. Te z kolei wplywajg na poziom ekspresji
E6 i E7, co indukuje transformacje nowotworowa
komorki [37]. Bialko E5 dziala na EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor), skutkujac aktywacja $ciezki
Ras-Raf-MAP, zwang inaczej szlakiem MAPK/EPK.
Prowadzi to do nasilenia procesu proliferacji komor-
kowej [65], hamujac tym samym apoptoze [6]. E5 dziala
takze na PDGE, EGF oraz CGE. Skutkiem nadekspresji
tego bialka jest zaburzenie dzialania MHC Ii II. Indu-
kuje réwniez onkogeny, np. Jun B i c-Jun [6]. E6 oraz
E7 koduja onkoproteiny. Onkoproteina E6 powoduje
rozktad biatka p53 gospodarza a takze aktywuje enzym
telomeraze, co przyspiesza proces starzenia si¢ komorki
[2, 40]. Biatko E6 tworzy kompleks z ligaza ubikwityny.
Do niego przylacza sie region degradacji p53 a cato$¢
jest degradowana w proteosomie w procesie ubikwi-
tyno-zaleznej proteolizy [37, 55, 65]. Reaguje tez z BCL
oraz BXL, odpowiedzialnymi za apoteoz¢ komorki [6].
Wplywa réwniez hamujgco na ekspresje Notch1 [6]. E6
taczy sie z c-myc, tworzac kompleks, ktéry indukuje eks-
presje hTERT. To z kolei ma dziatanie proliferacyjne.
Onkoproteina E7 rozklada natomiast pRB [34, 40].
Procesy te wplywaja na transformacje nowotworowa
komorek gospodarza (w przypadku typow onkogen-

nych HPV). Prawdopodobnie, podczas faczenia si¢ E7
z pRB, onkoproteina wspolzawodniczy z cykling D1.
Skutkuje to uwolnieniem czynnika E2E, w wyniku czego
komorka, z fazy G1/S, przechodzi do kolejnych stadiow
cyklu podziatowego [45]. Do biatka E7 przylgczaja sie
biatka p107 i p130. E7 oddzialuje réwniez na p21 oraz
p27. Bialka te uczestniczg w przejiciu z fazy G1 cyklu
komdrkowego do cyklu S [6]. Poprzez polaczenie pRB
z E7 uwalniany jest czynnik E2F. Poprzez wigzanie tego
czynnika z promotorami genéw od niego zaleznymi
komérka wchodzi w cykl S [37]. Na skutek integracji
materiatéw genetycznych wirusa oraz gospodarza naste-
puje przerwanie ORE. Prowadzi to do wzrostu ekspresji
genow, odpowiedzialnych za kodowanie E6 oraz E7,
bedacych biatkami onkogennymi, oraz do dalszej pro-
liferacji komdrkowej [55].

W skladaniu dojrzalego wirionu biorg udzial biatka
E2, E4iL2. To ostatnie wpltywa na formowanie si¢ kap-
sydu oraz na jego stabilnos¢. W czasie sktadania biatko to
znajduje sie w poblizu POD (PML Oncogenic Domain)
zwanych réwniez ND-10 (Nuclear Domain 10). Pelnia
one funkcje miejsca replikacji materialu genetycz-
nego wirusa. Ztozone czgsteczki wirusa uwalniane sa
z komorki poprzez egzocytoze, jedynie w zewnetrznych
warstwach nablonka. Procesowi temu towarzyszy E4 [6].

Onkoproteiny HPV hamuja produkcje genéw sup-
resorowych, co uniemozliwia im kontrolowanie prawi-
dlowego przebiegu cyklu komdrkowego. Skutkiem tego
sg korzystniejsze rokowanie i lepsza efektywnos¢ lecze-
nia (takiego jak np. radioterapia) [23] w poréwnaniu
z nowotworami HPV (-) [18, 45]. Na podstawie bada-
nia z 2015 roku, Cantrell i wsp. stwierdzili, ze palenie
papierosow pogarsza u tych chorych rokowanie, jed-
nak nie ma wplywu na przerzuty do weztéw chtonnych
[8]. Przebadano 83 pacjentéw z HPV dodatnimi rakami
glowy i szyi oraz 46 guzéw w ramach projektu TCGA
- Cancer Genome Atlas Project. Analiza genomoéw
chorych z pobranych bioptatéw wykazata powtarzajace
sie geny, m. in. PIK3CA, wystepujace okresowo, z cze-
stoscig wieksza niz 3% [54]. Zaobserwowano réwniez
zmiany CNV (Copy Number Variants) na ramieniu
q chromosomu 3.

5. Chorobotworczosé

W przypadku rakéw glowy oraz szyi znajomosé
patogenezy HPV jest znacznie mniej poznana niz
w przypadku nowotwordéw szyjki macicy. Krytycznym
momentem w powstawaniu raka, po uprzedniej infek-
cji HPV jest fuzja DNA wirusa z genomem gospodarza
[40]. Istotny czynnik stanowi takze wspomniana wcze$
niej rola E6 oraz E7. Nowotwory te charakteryzuja sie
niska ekspresja EGFR (Epidermal Growth Factor Recep-
tor), w przeciwienstwie do tych HPV ujemnych [22].
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Raki jamy ustnej i gardta HPV (+) cechuja sie bra-
kiem istotnego rogowacenia, bazaloidalng morfologia,
zrazikowym wzrostem oraz przesaczeniem przez lim-
focyty [66]. W 2014 roku przeprowadzono badanie,
w ktérym analizowano 82 chorych z plaskonablon-
kowymi rakami jamy ustnej oraz gardta. HPV zostat
wykryty w 21 przypadkach, z czego HPV 16 stanowilo
1/3 a HPV 18-14,3% [41].

Brodawczaki krtani
Zmiany te sa najczesciej spowodowane przez typy
HPV-6 oraz HPV-11 [1, 13, 35]. Abramson i wsp. prze-
prowadzili analize, w grupie 26 pacjentow z brodaw-
kami krtani pod katem HPV. 92% zmian posiadalo dwa
wyzej wymienione typy tego patogenu [1].
Brodawczaki mogg powstawaé wskutek zakazenia
podczas porodu, jako infekcja okotoporodowa [9, 13,
50]. Charakteryzuja si¢ tendencja do rozprzestrzenia-
nia w obrebie ukltadu oddechowego oraz do czestych
nawrotéw [13]. Odnotowano najwieksza zachorowal-
nos¢ w ciagu pierwszych pieciu lat zycia [13, 21]. Uwaza
sie, ze wérdd dorostych czesciej chorujg mezczyzni [13].
Brodawczaki ukfadu oddechowego moga tez wy-
stepowa¢ w nosogardzieli, podniebieniu migkkim,
tchawicy, oskrzelach, przedsionku nosa [28] a takze
w plucach (zazwyczaj $miertelna posta¢ brodawczakowa-
tosci ukladu oddechowego) [35]. Powstaja z czestos-
cig (w samych Stanach Zjednoczonych) 4,3 na 100 tys.
dziecii 1,8 na 100 tys. dorostych. Transformacja nowo-
tworowa wystepuje z czestoscig na poziome 3-5% [35].
Liu i wsp., w 2016 roku potwierdzili wystepowanie
nowotworowych komdrek PD-L1 pozytywnych u cho-
rych na JRRR, co daje w przysztosci mozliwos¢ lecze-
nia opartego na immunomodulacji komoérek ukladu
odpornosciowego [32].

Rak krtani HPV (+)

Nowotwor ten, oprdocz papierosow, alkoholu, eks-
pozycji na azbest czy predyspozycji genetycznych ma
takze udowodniong etiologie infekcji wirusem ludz-
kiego brodawczaka. Wykazano réwniez, ze w grupie
0s6b o nizszym statusie socjoekonomicznym $mier-
telnos¢ byla znacznie wyzsza. Do najczestszych typow
HPV powodujgcych te zmiany nalezg typy: 16, 18,
31, 33. Rak krtani stanowi 30-35% wszystkich guzow
krtani. Dane zawarte w piSmiennictwie nie s zgodne,
co do czestoséci zakazen HPV u chorych na nowotwor
krtani. Szacuje sig, ze wystepowanie wirusa waha si¢
w przedziale 5-70% [27].

Choroba Bowena

Schorzenie wywotuje nastepujace typy HPV: 16, 18,
31, 33, 34, 35, 48. Stanowi forme In situ raka kolczysto-
komoérkowego. Ryzyko transformacji do inwazyjnego
raka skory wynosi 3-5%. Wykazano znacznie czestsze

wystepowanie w populacji meskiej — az 80%. Zmiana
cechuje si¢ zazwyczaj dobrym odgraniczeniem od zdro-
wej tkanki. Progresja choroby jest powolna, przyjmuje
posta¢ plam lub plytek, czasem pokrytych strupem (7,
34, 44]. Zazwyczaj wystepuje pojedynczo, lecz nawet do
10-20% zmian ma charakter mnogi [7].

Zmiany chorobowe lokalizujg si¢ do$¢ czesto w obre-
bie twarzy. Utrudnia to prawidlowa diagnoze, gdyz
podobny obraz kliniczny pojawia w takich jednost-
kach chorobowych jak np. tuszczyca, choroba Pageta
czy rogowacenie lojotokowate [44].

Rak podstawnokomorkowy o etiologii HPV

Rak ten wzrasta powoli a odsetek przerzutoéw jest
bardzo niski. Najczesciej choruja osoby po 65 r.z.
Jedna z gtéwnych lokalizacji nowotworu stanowi twarz
(30% w obrebie nosa, 7% w obrebie oczodotu - sposréd
wszystkich przypadkéw). Czesto zajmuje tez okolice
ucha - ok. 6% [10].

Rak plaskonablonkowy (kolczystokomorkowy)
o etiologii HPV

Nowotwor ten wywodzi si¢ z keratynizujacych
komorek naskdrka. Charakteryzuje go szybki, gwal-
towny wzrost, naciekanie miejscowych struktur oraz
tendencja do przerzutéw odleglych (3-5%). Oprocz
HPV czynnikami etiologicznymi moga by¢ promienio-
wanie stoneczne oraz transformacja zmian fagodnych.
Rak przyjmuje postac guzka, grudki lub tarczki, pokry-
tej strupami. Z czasem wrzodzieje i nacieka tkanki
potozone pod nim. Gléwna lokalizacjg tego nowotworu
stanowi twarz, szczegolnie nos [10, 52].

Rak brodawkujacy

Rak brodawkujgcy stanowi rzadka odmiane raka
kolczystokomdrkowego. Zmiana ta cechuje sie fagod-
nym przebiegiem, stosunkowo niskim ryzykiem nacie-
kania wezlow chtonnych i tworzeniem przerzutéw odle-
glych. W materiale histopatologicznym potwierdzono
obecnos¢ nastepujacych typow HPV: 1,2, 3,4, 6, 11,16,
18, 31, 33, 35. Obecno$¢ HPV 16 i 18 potwierdzono
w ok. 40% tych nowotwordw. Zmiany sg najczesciej zlo-
kalizowane na policzkach oraz dzigstach, jednak moga
wystepowac w kazdym miejscu zaréwno skdry jak i blon
Sluzowych, nie wylaczajac uktadu oddechowego oraz
pokarmowego. Rak przyjmuje posta¢ guza, skladajacego
sie z warstwy endofitycznej i egzofitycznej, przypomina-
jacego brodawke o etiologii wirusowej. Wewnatrz mas
nowotworu stwierdza si¢ zréznicowane komorki kolczy-
ste, krypty oraz zatoki, powstale na skutek martwicy [4].

Leukoplakia

Terminem leukoplakia okresla si¢ biala zmiane
(tarczke lub plamke) na blonie sluzowej, ktorej nie
mozna przyporzadkowa¢ do Zadnej innej choroby.
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Najczestszym umiejscowieniem leukoplakii jest bfona
Sluzowa policzkéw, na poziomie zgryzu zebdéw. Nowotwor
moze przybiera¢ rézne formy morfologiczne o réznej
wielko$ci; od matych do duzych, rozleglych zmian.
Takze barwa wykazuje zréznicowanie (od bialej po szara
i czerwono-bialg). Oprécz HPV wirusy takie jak EBV,
HSV czy HIV moga by¢ czynnikiem etiologicznym.
Patogeny te wplywaja takze na transformacje¢ nowotwo-
rowa. Uwaza sie, ze obecno$¢ HPV jest 2-3 razy czestsza
w zmianach przednowotworowych jamy ustnej (takich
jak np. leukoplakia) niz w zdrowej jamie ustnej [19, 42].

Rak migdatkow

Migdalki, znajdujace si¢ na granicy $rodowiska
zewnetrznego oraz wewnetrznego naszego organizmu,
stanowia pierwszg lini¢ obrony przed czynnikami
infekcyjnymi dostajgcymi sie z jamy ustnej do wnetrza
organizmu, stad czeste wystepowanie tego typu raka
(najwyzszy odsetek rakéw gardla o etiologii HPV).
Nowotwor ten, w przeciwienstwie do HPV - czesciej
wywodzi si¢ z krypt nablonka, co z anatomicznego
punktu widzenia sprzyja rozwojowi wirusa [29, 45].

Odwrocony brodawczak nosa

Ten agodny nowotwdr jest wywolany najczesciej
w wyniku zakazenia wirusami typu 6, 11, 16, 18. W 25%
przypadkow pobranego ze zmiany materiatu histopato-
logicznego stwierdza si¢ obecno$¢ HPV. Zazwyczaj jed-
nostronny, wywodzi si¢ z nabfonka blony sluzowej zatok
przynosowych oraz nosa. Okolo 3 razy czesciej choruja
mezczyzni, zazwyczaj w wieku 40-60 lat. Istnieje ryzyko
transformacji do postaci ztosliwej a takze sktonnos¢ do
nawrotow, mieszczaca sie w przedziale 20-47% (zwlasz-
cza u chorych zainfekowanych HPV) [12].

Oprécz wymienionych i oméwionych schorzen do
nowotwordéw glowy i szyi spowodowanych infekcja HPV
mozemy zaliczy¢ réwniez: brodawczaka zatoki szczeko-
wej, hiperplazje ptaskonablonkows, ktykciny konczyste
jamy ustnej, epidermodysplasia verruciformis, z ktérym
zwigzane s3 HPV 5, 9149 [25, 45]. Typ 32 cze¢sto odpo-
wiada za rzadkie, tagodne schorzenie FEH- ogniskowg
hiperplazje nablonkowa [46]. Jednakze, dane zawarte
w pi$miennictwie sa niewystarczajace, aby okresli¢ role
wirusa jako czynnika prognostycznego i predykcyjnego
we wspomnianych wyzej nowotworach.

6. Leczenie

Do standardéw terapeutycznych w przypadku
infekcji HPV mozemy zaliczy¢: cidofovir (skuteczny
np. w brodawczakowatosci drég oddechowych) [39],
cetuximab [17, 22, 58] i interferon alfa [71]. Oprécz
tego stosuje si¢ rowniez radioterapi¢ [17], chemiotera-
pie [58] lub krioterapie (brodawczaki) [71].

W 2014 roku Vermorken i wsp. poddali ocenie sku-
tecznos¢ leczenia HNSCC HPV (+) i HPV (=) chemio-
terapig oraz skojarzong chemioterapig z cetuximabem.
Wykazano, ze niezaleznie od statusu HPV oraz genu
p16 korzystne jest laczenie klasycznej chemioterapii
z cetuximabem [58].

Rok poézniej przedstawiono wyniki badan przepro-
wadzonych na myszach. Testowano polgczenie radio-
terapii z onkologicznymi szczepionkami w przypadku
nowotworow glowy i szyi HPV pozytywnych. Rezultaty
byly pomyslne, co dalo mozliwos¢ rozpoczecia dalszych
badan klinicznych [36].

W 2016 roku wykazano, ze DAC-5-aza-2’-deoksy-
cytydyna silnie hamuje ekspresje E6 oraz E7, odpo-
wiadajacych za transformacje nowotworowa. Zaobser-
wowano, ze lek zmniejsza takze szybkos¢ proliferacji
komorek nowotworowych [53].

7. Szczepionki

W 2015 roku na rynku farmaceutycznym pojawila
sie 9-walentna szczepionka przeciw HPV (Gardasil-9,
chronigca przed typami 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 oraz
58, charakteryzujaca si¢ najszerszym spectrum dziata-
nia [43, 47].

Oprocz tej szczepionki zarejestrowane sg jeszcze
dwie: 2-walentna (zatwierdzona w 2007 roku, prze-
ciwko 16 oraz 18, stosowana jedynie u kobiet ) [43]
oraz 4-walentna (zatwierdzona w 2006 roku, przeciwko
typom 6, 11, 16, 18). Szczepionka 4-walentna o obje-
tosci 0,5ml zawiera po 20 ug z L1 HPV typu 6 oraz
18 i po 40 ug z L1 HPV typu 11 oraz 16. Natomiast
szczepionka biwalentna, w tej samej dawce zawiera po
20 pg L1 z typéw 16 oraz 18. Obie nie posiadajg wiru-
sowego DNA ani zywych produktéw wirusowych, za to
zawierajg oczyszczone biatko L1. Kazdg z nich nalezy
podawac w trzech dawkach [26].

Zaleca si¢ je osobom w wieku 11 i 12 lat, a takze
w wieku 13-21 lat (u me¢zczyzn) oraz 13-26 lat
(u kobiet), jezeli wczesniej szczepienia nie byly wyko-
nane. Dopuszcza si¢ pierwsze szczepienie juz w wieku
9 lat. Do 26 roku zycia powinni szczepi¢ si¢ tez mez-
czyzni z obnizong odpornoscia lub osoby utrzymujace
homoseksualne stosunki ptciowe [16, 43].

Nie zaleca si¢ stosowania szczepionek u kobiet
w ciazy, u 0sob z natychmiastowg nadwrazliwo$cig na
drozdze (4 i 9 walentna) oraz z alergia na lateks (biwa-
lentna) [43]. Badane s rowniez szczepionki w oparciu
o uzycie L2 wirusa HPV [26].

Wedlug ostatnich badan z 2017 roku, w ktérych
uczestniczylo 361 kobiet w wieku od 20 do 25 lat, cze-
sto$¢ wystepowania HPV typu 16 wsérdd kobiet szcze-
pionych byta znacznie nizsza w stosunku do tych, ktére
nie otrzymaly zadnego preparatu (8,6% do 46,7%) [38].
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8. Podsumowanie

Wirus brodawczaka ludzkiego jest groznym patoge-
nem atakujgcym nie tylko narzady pliciowe czlowieka
[34] lecz takze tkanke nablonkowa glowy oraz szyi,
powodujac powstawanie wielu jednostek chorobowych,
w tym rakow. Nalezy podkresli¢, ze liczbe zakazen HPV
u ludzi szacuje si¢ na poziomie ponad 700 mln. Szcze-
golnie narazone na zakazenie s3 osoby o obnizonej
odpornosci oraz ze wspolistniejacy infekeja C. tracho-
matis. Do metod profilaktycznych mozemy zaliczy¢
unikanie ryzykownych zachowan seksualnych oraz
stosowanie szczepionek. Wielu badaczy jednoznacznie
podkresla, ze szczepienie stanowi wazny czynnik w pre-
wencji infekcji. Nowotwory HPV (+) charakteryzuja
sie korzystniejszym rokowaniem, niz te HPV (-), co
potwierdzajg liczne badania [18, 45].
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Streszczenie: Goraczki powrotne zaliczane s3 z jednej strony do nowych badz nawracajacych choréb zagrazajacych cztowiekowi z drugiej
strony nadal naleza do choréb zaniedbywanych, ktdre przyciagaja niewielka uwage badaczy i opinii publicznej w krajach rozwinietych.
Rodzaj Borrelia dzieli si¢ na dwie duze grupy. Do pierwszej z nich nalezg kretki Borrelia burgdorferi sensu lato, wywolujace borelioze
z Lyme, po raz pierwszy wyizolowane z kleszczy Ixodes dammini. Druga duza grupa kretkéw rodzaju Borrelia zawiera ponad 20 gatunkéw
zwigzanych z goraczkami powrotnymi, ktére przenoszone sa gléwnie przez migkkookrywowe kleszcze, z wyjatkiem B. recurrentis
przenoszonej przez wszy. Poréwnujac DNA réznych gatunkéw w obrebie tego rodzaju, okazalo sig, ze podobienstwo pomiedzy nimi czgsto
jest niewielkie i np. podobienstwo sekwencji DNA B. miyamotoi z B. burgdorferi s.s. i B. garinii wynosi 13%, a z B. afzelii 8%. Podobienstwo
DNA B. miyamotoi z przedstawicielami grupy goraczek powrotnych przenoszonych przez kleszcze, jest blizsze i wynosi z B. hermsii — 4%,
B. turicatae — 41% i B. parkeri 51%. Objawy goraczek powrotnych przenoszonych przez wszy oraz przez kleszcze sa bardzo podobne. Dla
obu rodzajow goraczek powrotnych charakterystyczna jest nagla, wysoka goraczka, z dreszczami, silnym boélem glowy, bélami miesni
i stawow, ospaloscia, §wiatlowstretem i kaszlem.

1. Wprowadzenie 2. Systematyka — klasyfikacja 3. Objawy kliniczne 4. Podsumowanie
Relapsing fevers

Abstract: Relapsing fevers are considered, on the one hand, emerging or re-emerging diseases, and on the other hand, they still belong to
neglected diseases which attract little attention of researchers and the public in developed countries. Genus Borrelia is divided into two
large groups. The first of these is Borrelia burgdorferi sensu lato - the etiologic agent of Lyme disease, first isolated from the Ixodes dammini
tick. The second large group of Borrelia spirochetes contains more than 20 species associated with relapsing fever, which are mainly
transmitted by soft ticks, with the exception of B. recurrentis transmitted by lice. Comparision of the DNA of different species within
this genus showed that the similarity between them is often small, e.g. the DNA homology between B. miyamotoi and B. burgdorferi s.s.
or B. garinii is 13%, and B. afzelii only 8%, whereas the B. miyamotoi DNA has a profile similar to the representatives of the tick-borne
relapsing fevers, such as B. hermsii (44%), B. turicatae (41%), B. Parkeri (51%). Symptoms of relapsing fevers transmitted by lice and by
ticks are very similar. The following symptoms are characteristic for both types of relapsing fevers: high fever with sudden onset, chills,
severe headache, muscle and joint pain, drowsiness, photophobia and cough.

1. Introduction. 2. Systematics — classification. 3. Clinical symptoms. 4. Summary

Stowa kluczowe: Borrelia, gorgczki powrotne

Key words: Borrelia, relapsing fevers

1. Wprowadzenie

Czynnikiem etiologicznym goraczek powrotnych s3
rézne gatunki kretkéw rodzaju Borrelia. Powszechnie,
rodzaj Borrelia, chociaz obejmuje bardzo duza grupe
kretkéw o znacznej réznorodnosci, kojarzy sie przede
wszystkim z boreliozg z Lyme. Borelioza z Lyme wywo-
tywana jest przez grupe kretkéw Borrelia burgdorferi
sensu lato, natomiast goraczki powrotne przenoszone
przez kleszcze lub wesz ludzka stanowig odrebng grupe
w sktad ktdrej wchodzi okoto 20 gatunkdw kretkdw [30].

Wzorcowym gatunkiem dla rodzaju Borrelia byt kre-
tek B. anserina, przenoszony przez migkkookrywowe
kleszcze rodzaju Argas, przede wszystkim A. persulca-
tus. Jako pierwszy opisat ten rodzaj kretkow francuski
badacz Amedee Borrel (1867-1936), ktory poréwnujac
je ze znanymi w tym czasie kretkami, Treponema pal-

lidum, opisat znaczace réznice w ich morfologii. Cho-
ciaz przypisywany tym kretkom uklad peritrychalny
rzgsek, byl nieprawdziwy, dla uhonorowania autora
pierwszego opisu nowego rodzaju kretkéw, nadano
im nazwe pochodzaca od jego nazwiska - Borrelia.
Obecnie gatunek B. anserina wystepuje rzadko. Jest on
chorobotwdrczy dla réznych gatunkéw ptakéw i moze
powodowaé ogromne straty w fermach drobiu. Ptaki
zaréwno, domowe, jak np. kury, indyki, kaczki oraz
dzikie ptaki lowne - bazanty, kuropatwy, sa gtéwnym
gospodarzem tego gatunku. Miedzy ptakami kretki
przenoszone sg przez kleszcze rodzaju Argas. Patogen
ten obecnie stanowi problem gtéwnie w Afryce Saharyj-
skiej, a takze w innych krajach rozwijajacych si¢ [13, 30].

Goraczki powrotne przenoszone przez Kleszcze
wywolywane s3 przez co najmniej 15 gatunkow kret-
koéw rodzaju Borrelia chorobotworczych dla czlowieka

* Autor korespondencyjny: Dr hab. n. med. Tomasz Chmielewski, prof. nadzw. NIZP-PZH, Samodzielna Pracownia Riketsji, Chlamydii
i Kretkéw Odzwierzgcych, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panistwowy Zaktad Higieny, ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa;

tel. 22 542 12 61; e-mail: tchmielewski@pzh.gov.pl
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i sg przenoszone na ludzi przez rézne gatunki kleszczy
rodzaju Ornithodoros. Rezerwuarem kretkéw odpowie-
dzialnych za goraczki powrotne sg gryzonie i inne mate
zwierzeta, jak myszy, szczury, wiewiorki, kroliki oraz
jaszczurki i sowy.

Goraczki powrotne zaliczane sg z jednej strony do
nowych badz nawracajacych chordb zagrazajacych
czlowiekowi (emerging, re-emerging diseases) z drugiej
strony nadal naleza do chordb zaniedbywanych (neglec-
ted diseases), ktore przyciagaja niewielka uwage bada-
czy i opinii publicznej w krajach rozwinietych. Wedlug
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), w krajach
o niskim i $rednim poziomie ekonomicznym i sani-
tarnym, gléwnie w ubogich regionach tropikalnych,
goraczki powrotne sg bardzo czestymi zachorowaniami,
a w ich nastepstwie dochodzi do przewleklej niepetno-
sprawnosci. Jak ostrzega WHO, choroby wywolywane
przez te kretki moga wkrotce wystapi¢ na calym swiecie

STANISLAWA TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA, BEATA FIECEK, TOMASZ CHMIELEWSKI

i dlatego nalezy je ogranicza¢, migdzy innymi przez sze-
roko pojeta profilaktyke. Dotychczasowe zaniedbania
muszg zostac zlikwidowane. Najcze$ciej zaniedbywane
choroby zakazne sg powodowane lub rozprzestrzeniane
przez owady i inne stawonogi, ktérych kontrola jest
trudna i kosztowna. Jednak w przypadku wszystkich
tych wektoréw dzialanie kontrolne jest podobne, dzigki
czemu lepsza koordynacja dziatan moze poprawi¢ sku-
tecznos¢ ich dzialan.

2. Systematyka - klasyfikacja

Na podstawie analizy sekwencji rRNA DNA i innych
konserwatywnych genéw (np.: fla, hbb) ustalono, ze
rodzaj Borrelia dzieli si¢ na dwie duze grupy (Tabela I).

Do pierwszej z nich nalezg kretki wywolujgce bore-
lioze¢ z Lyme, po raz pierwszy wyizolowane z kleszczy

Tabela I
Systematyka i cechy charakterystyczne kretkéw rodzaju Borrelia

Kompleks/grupa | Gatunek / Genogatunek Wektor Wywolywana choroba Wystepowanie
B. burgdorferi | B. burgdorferi sensu stricto USA, Europa, Azja
sensu lato B. afzelii Ixodes spp. Borelioza z Lyme Europa
B. garinii Europa, Azja
Grupa goraczek | B. recurrentis Pediculus humanus Goraczka powrotna przenoszona | Ameryka Pld., Europa,
powrotnych przez wszy Afryka, Azja
B. anserina Argas spp. Borelioza ptasia Caly $wiat
B. brasiliensis Ornithodoros brasiliensis | nieznana Brazylia
B. tillae O. zumpti nieznana Pid. Afryka
B. coriaceae O. coriaceus Epizootyczne ronienie bydta USA
B. baltazardii nieznany Goraczki powrotne przenoszone | Iran
B. caucasica O. verrucosus przez kleszcze migkkie Kaukaz
B. croicidurae O. sonrai Afryka, Bliski Wschod,
Centralna Azja
B. dugesii O. dugesii Meksyk
B. duttonii O. moubata Afryka
B. graingeri O. graingeri Wsch. Afryka
B. harveyi nieznany Afryka
B. hermsii O. hermsi Zach. USA, Kanada
B. hispanica O. erraticus Hiszpania, Portugalia,
Maroko, Algieria
B. latyschewii O. tartakov Iran, Centralna Azja
B. mazzotti O. tulaje Meksyk, Gwatemala
B. parkeri O. parkeri Zach. USA
B. persica O. tholozani Sr. Wschéd,
Centralna Azja
B. turicatae O. turicatae USA, Meksyk
B. venezuelensis O. rudis Ameryka Sr.
B. miyamotoi' Ixodes persulcatus, Borelioza Miyamotoi Japonia, Azja, Europa,
I ricinus, I. dammini USA
B. theileri' Rhipicephalus evertsi Borelioza bydleca Pid. Afryka, Australia

! gorgczki powrotne przenoszone przez kleszcze twardookrywowe
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Ixodes dammini. W sklad jej wchodza trzy chorobotwor-
cze dla cztowieka genogatunki: B. burgdorferi, B. afzelii
i B. garinii oraz kilkanascie genogatunkow potencjalnie
chorobotworczych, takich jak B. japonica, B. lusitaniae,
B. tanukii, B. turdi, B. sinica, B. spielmanii i B. valesiana).
Wszystkie kretki nalezace do tej grupy przenoszone sa
przez twardookrywowe kleszcze rodzaju Ixodes i nalezg
do kompleksu Borrelia burgdorferi sensu lato [5, 6].

Druga duza grupa kretkéw rodzaju Borrelia zawiera
ponad 20 gatunkéw zwigzanych z gorgczkami powrot-
nymi, ktore przenoszone sg gtéwnie przez migkkookry-
wowe kleszcze, z wyjatkiem B. recurrentis przenoszo-
nego przez wszy 2, 6].

Poszczegdlne gatunki tych kretkow zwigzane sg $ci-
$le z okreslonym przenosicielem (wektorem). Uznano,
ze bakterie te wykazuja wysoka swoisto$¢ i powino-
wactwo do swojego wektora, jeden gatunek - jeden
wektor [13]. W zwiagzku z tym podzielono je wraz
z wywolywanymi przez nie chorobami na dwie grupy:
goraczka powrotna przenoszona przez wszy, z jednym
przedstawicielem: Borrelia recurrentis, przenoszonym
przez wesz odziezowy (Pediculus humanus) oraz druga
grupa, goraczki powrotne przenoszone przez kleszcze,
z wieloma gatunkami, przenoszonymi przez migkko-
okrywowe kleszcze rodzaju Argas i Ornithodordoros [6,
13, 30]. Najlepiej poznanym, wzorcowym gatunkiem
w tej grupy jest Borrelia hermsii.

Stwierdzono, ze w przypadku goraczki powrotnej
przenoszonej przez wszy, po pobraniu przez wesz krwi
czlowieka zakazonego kretkami Borrelia recurrentis,
bakterie penetruja jelito owada, przenikaja do jego
hemolimfy i namnazajg si¢. Zakazenie jednak nie jest
przenoszone wraz ze $lina wszy na kolejnego zywiciela,
ani transowarialnie na jej potomstwo. Jedynym zrod-
tem zakazenia dla cztowieka jest rozgnieciona, zaka-
zona wesz, z ktorej w ten sposdb uwalniaja sie kretki,
majace zdolno$¢ przenikania przez nieuszkodzong
skore i blony sluzowe. Goraczki powrotne przenoszone
przez wszy szerzg si¢ epidemicznie i zwigzane sg zazwy-
czaj ze zdarzeniami katastroficznymi, takimi jak wojny
lub kleski gtodu, ktoére prowadzg do przemieszczania
sie ludzi, powodujac nadmierne zattoczenie w pewnych
rejonach i rozprzestrzenianie si¢ wszawicy. Ostatnia,
wielka epidemia wystgpita podczas II wojny $wiatowej
i obejmowata péinocng Afryke i Europe. Szacuje sig, ze
w jej wyniku zmarto okolo 50 tysigcy ludzi [30]. Obec-
nie, goraczka przenoszona przez wszy wystepuje ende-
micznie na wyzynach centralnej i wschodniej Afryki
(Etiopia, Sudan, Somalia, Czad) oraz w Poludniowej
Ameryce, w Andach (Boliwia, Peru).

Zastosowanie metod molekularnych pozwolito na
oceng stopnia pokrewienstwa pomiedzy izolowanymi
szczepami rodzaju Borrelia i réznicowanie grup gora-
czek powrotnych. Poréwnujac DNA réznych gatunkow
kretkéw w obrebie tego rodzaju, okazato si¢, ze podo-

bienstwo pomiedzy nimi czgsto jest niewielkie i np.
podobienstwo sekwencji DNA B. miyamotoi z B. burg-
dorferi sensu stricto i B. garinii wynosi 13%, a z B. afzelii
8%. Umiarkowane podobienstwo DNA B. miyamotoi
wykazuje takze z przedstawicielami grupy goraczek
powrotnych przenoszonych przez kleszcze, takimi jak
np.: B. hermsii (44%), B. turicatae (41%), B. parkeri (51%)
[2,22]. Badania te wskazujg na istnienie odrebnych grup
goraczek powrotnych przenoszonych, np. przez twardo-
okrywowe kleszcze, réznigcych sie¢ pewnymi cechami
od grupy goraczek powrotnych przenoszonych przez
kleszcze migkkie Argasida [1, 7, 14, 17, 18, 21, 26].

W zwigzku z tym proponowane jest utworzenie
trzeciej grupy gorgczek powrotnych.

Badania molekularne kretkéw izolowanych z klesz-
czy zainicjowalo w ostatnich latach zmiany, w nie-
ktorych bowiem przypadkach ponownie wykryto zapo-
mniane juz gatunki, jak np. B. merionesi, wystepujace
w potnocnej Afryce, opisano nowe gatunki, jak B. miy-
amotoi. Ponadto proponowani sg kolejni kandydaci
nowych gatunkéw: Candidatus B. johnsonii, B. lonestari,
B. mvumii i B. texasensis W.D. Johnson Jr. [30].

Niewiele jest publikacji, opisujacych nowe kretki
z grupy goraczek powrotnych, zawierajacych dane na
temat ich chorobotworczosci i rozpowszechnienia.
Badajagc we Francji nietoperze bytujace na budynkach
mieszkalnych i pasozytujace na nich kleszcze Argas
vespertilionsis, stwierdzono obecno$¢ kretkéw Borre-
lia spp. wywolujacych goraczke powrotng [27]. Byly
one bardzo podobne do kretkéw wystepujacych takze
w Wielkiej Brytanii, ktére byly tam przyczyng wielu
ciezkich zakazen, w tym przypadkéw smiertelnych [8].

Coraz czgéciej zwraca si¢ uwage na wystepowa-
nie goraczek powrotnych u zwierzat hodowlanych
oraz dziko zyjacych. Uwaza sig, Ze opisywane obecnie
zakazenia B. theileri, mozna traktowa¢ jako ponownie
odkryte [1, 2]. Zakazenia te majace ogromne znaczenie
w weterynarii, wystepuja w rejonach gdzie mozliwosci
diagnostyczne sg ograniczone i dlatego wplyw ich na
produkcje zwierzecg nie jest zbadany [10]. Ponadto,
ten gatunek kretka chociaz zwigzany jest z goragczka
powrotng, przenoszony jest przez kleszcze twardo-
okrywowe z rodzaju Rhipicephalus. Filogenetycznie
zbidr szczepdw (ang.: cluster) B.theileri jest blisko
spokrewniony z innym przenoszonym przez kleszcze
twarde, przedstawicielem goraczek powrotnych, opisa-
nym w Stanach Zjednoczonych, gatunkiem B. lonestari,
ktory przenoszony jest przez Amblyomma americanum
i inne gatunki kleszczy twardych. B. lonestari jest zwia-
zany z ludzkimi zmianami skornymi wystepujacymi po
ukluciu przez kleszcza [14]. Niedawno drobnoustrdj
podobny do B.lonestari zostal opisany w kleszczach
Haemaphysalis i u wschodniego jelenia sika (Cervus
nippon yesoensis) w Japonii, co sugeruje, ze gatunek
ten ma znacznie bardziej globalne rozprzestrzenienie
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niz wczesniej sadzono [31]. Podobnie, w Portugalii
wykryto dwie blisko spokrewnione podgrupy rodzaju
Borrelia wywolujacych goraczki powrotne, bytujace
w Kkleszczach Haemaphysalis punctata i Rhipicephalus
sanguineus [23]. Poniewaz gatunki te zostaly wykryte
takze w kleszczach Argas spp. obserwacje te obalaja ist-
niejacy zasad¢ podziatu kretkéw na przenoszone przez
kleszcze miekko- i twardookrywowe.

Poszukujac szczepéw w kolekeji ATCC lub depo-
nujagc sekwencje w GenBanku, mozna spotka¢ propo-
nowany nowy rodzaj, wydzielony w rodzaju Borrelia,
klasyfikowany jako Borreliella. Ta zaproponowana ter-
minologia wynika z analizy potaczonych danych opi-
sujacych sekwencje 25 bialek i kodujgcych je genow
w 38 szczepach rodzaju Borrelia, reprezentujacych
18 gatunkow. Glebokie réznice wykazane pomiedzy
szczepami wywolujgcymi goragczki powrotne a grupa
odpowiedzialng za borelioz¢ z Lyme, spowodowala, ze
niektérzy badacze wprowadzajg nazwe Borreliella dla
przedstawicieli tej ostatniej grupy. Wielu badaczy jed-
nak uwaza, ze przyczyni si¢ to do zamieszania w i tak
juz skomplikowanej taksonomii tej grupy kretkow.
W zwigzku z tym dotychczas nie przyjeto nowej nazwy
i nie wyodrebniono nowego rodzaju. Poniewaz prowa-
dzone sa obecnie gorace dyskusje i spory, konieczne
bedzie rozstrzygniecie tej debaty przez wlasciwe komi-
tety taksonomiczne [5].

3. Objawy kliniczne
Objawy goraczek powrotnych przenoszonych przez

wszy oraz przez kleszcze sg bardzo podobne (Tabela II).
Obserwowane rdéznice moga by¢ zwigzane z wtasci-

wosciami wywolujacych je szczepow, wielko$cig dawki
zakazajgcej, stanem odpornosci gospodarza i ogolnym
stanem zdrowia chorego [3, 4, 16, 19, 28, 31].

Czas inkubacji zakazenia, zwlaszcza gorgczki pow-
rotnej przenoszonej przez wszy, jest trudny do usta-
lenia, poniewaz ekspozycja na wszy jest rozciggnieta
w czasie jak réwniez kontakt z kleszczem moze by¢
niezauwazony. Przyjmuje si¢, ze w przypadku goraczki
przenoszonej przez kleszcze czas inkubacji choroby
jest krotszy, nastepnie okresy wysokiej goraczki i bez-
goraczkowe sg takze krdtsze w poréwnaniu z gorgczka
powrotng, przenoszong przez wszy. Dla obu rodzajow
goraczek powrotnych charakterystyczna jest nagtla,
wysoka goraczka, z dreszczami, silnym bélem glowy,
bélami miesni i stawdw, ospalodcia, $wiattowstretem
i kaszlem. Poczatkowo stwierdza si¢ podbiegnigte krwig
spojowki, wybroczyny, powiekszenie i tkliwo$¢ watroby
oraz $ledziony. Rzadziej stwierdza si¢ sztywnos¢ karku,
szmery i rz¢zenie w plucach, powigkszenie weziow
chtonnych i zéttaczke. W przebiegu choroby, goragczka
okresowo nasila si¢ i towarzyszy jej przy$pieszony
oddech i czestoskurcze. Czeste sg krwawienia (rzadko
obfite) z nosa, wylewy podspojéwkowe, krwioplucie,
krwiomocz. Wystepujace zapalenie teczowki moze pro-
wadzi¢ do stalego uposledzenia widzenia. Moga wysta-
pi¢ objawy zapalenia pluc, oskrzeli lub zapalenie ucha
srodkowego. Czgsto, pod koniec pierwszego epizodu
goraczki moze wystapi¢ na tutowiu wysypka trwajaca
1 do 2 dni. Objawy neurologiczne, takie jak $pigczka,
porazenie nerwow czaszkowych, porazenie polowiczne,
zapalenie mozgu i ataki padaczkowe obserwowane sa
u okoto 30% chorych. Zapalenie mig$nia sercowego
z arytmia, krwotok mézgowy i niewydolno$¢ watroby
$3 najczestsza przyczyng zgonow.

Tabela II
Objawy kliniczne goraczek powrotnych

Srednia czgsto$é objawdw
Objawy kliniczne w chorobie przenoszonej | w chorobie przenoszonej
przez wszy przez kleszcze
Smiertelnosé 4-40% 2-5%
Czas inkubacji 4-18 dni 4-18 dni
Czas trwania 1-szego ataku goraczki 5-6 dni 3 dni
Czas trwania okresu bezgoraczkowego 9 dni 7 dni
Czas trwania nawrotéw goraczki 2 dni 2-3dni
Liczba nawrotow 1-5 0-13
Maksymalna temperatura 38,3-38,9
Powigkszenie sledziony 77% 41%
Powiekszenie watroby 66% 17%
Zéttaczka 36% 7%
Wysypka 8% 28%
Objawy ze strony ukladu oddechowego 34% (kaszel) 16%
Objawy ze strony o$rodkowego uktadu nerwowego 30% 9%
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Pierwszy epizod goraczkowy konczy sie zwykle
w 3-6 dniu. Po 7-10 dniach, gorgczka i inne objawy
choroby powracaja. Kretki pojawiaja si¢ we krwi
w okresach gorgczkowych, znikaja wraz ze spadkiem
temperatury i ponownie powracaja do krwiobiegu
w kolejnym epizodzie goraczkowym. Bakteriemia
w przebiegu goraczki powrotnej przenoszonej przez
wszy, moze osigga¢ liczbe 100 000 kretkéw/mm? krwi.
W okresie bezgoraczkowym kretki obecne sa w narza-
dach wewnetrznych skad po namnozeniu ponownie
wysiewaja sie do krwiobiegu, jednak zmienione anty-
genowo, co pozwala im unikng¢ neutralizacji przez
swoiste przeciwciala skierowane przeciw pierwotnej
wersji antygenowej kretkow, odpowiedzialnej za pier-
wotng bakteriemie i pierwszy epizod goraczki. Nowy
wzor antygenowy stymuluje produkcje nowych prze-
ciwcial skierowanych przeciw zmienionym antygenom
kretkéw, co umozliwia ich usuniecie z krwiobiegu. Ten
cykliczny proces zmiennosci antygenowej i produkcji
swoistych przeciwcial s3 odpowiedzialne za powtarza-
jace sie nawroty choroby.

Borrelia miyamotoi — kretki zaliczane do grupy
wywolujacej goraczki powrotne, ktore zostaly wyizo-
lowane z kleszczy Ixodes persulcatus w Japonii w latach
1990-1992, na wyspie Hokkaido przez Kenji Miyamoto.
W 1995 roku, genom kretkéw izolowanych na Hokka-
ido zostal zbadany przez M. Fukunaga i wsp., ktérzy
stwierdzili, ze jest to nowy gatunek kretkow i nazwali
go B.miyamotoi [11]. Nazwa gatunkowa miyamotoi
zostala nadana przez Masahito Fukunaga, dla uho-
norowania K. Miyamoto, ktéry pierwszy wyizolowal
z kleszczy te kretki [12].

B. miyamotoi izolowano z kleszczy w Azji (w Japonii
i Rosji), w Ameryce Pétnocnej (w Stanach Zjednoczo-
nych i Kanadzie) oraz w Europie (we Francji, Czechach,
Norwegii, Polsce, Belgii, Wielkiej Brytanii, Danii, Esto-
nia, Szwecji, Szwajcarii, Niemczech i na Wegrzech) [16].

W przeciwienstwie do wczesniej opisanych kretkow
z grupy goraczek powrotnych przenoszonych przez
kleszcze, ktore wystepujg raczej lokalnie, B. miyamo-
toi i wywolywane przez nie zakazenia wykrywane sg
na potkuli poinocnej, w calej strefie umiarkowane;.
W zwigzku z tym wywolywana przez nie borelioza Miya-
moto (B. miyamotoi disease) zostala uznana za nowo
pojawiajace si¢ zagrozenie (emerging disease) [15, 20].

Dotychczas opisano jedynie kilkadziesigt udoku-
mentowanych przypadkéw zachorowan u ludzi. Za-
réwno w USA jak i w Europie stwierdzono, ze B. miya-
motoi wywoluje zapalenie opon mdzgowo-rdzenio-
wych i mézgu [24, 29]. Objawom towarzyszy zwykle
goraczka siegajaca 40°C (u ponad 10% badanych
wystapito od dwdch do trzech epizodéw goraczki), bol
glowy, zawroty glowy, znuzenie, dreszcze, pocenie sie,
wzmozone pragnienie, béle miesni i stawow, mdtosci,
wymioty oraz zaburzenia w funkcji nerek (skgpomocz,

leukocyty, erytrocyty, komorki nabtonka w moczu) [9,
25]. Przej$ciowo u chorych moze wystgpic¢ leukopenia
i trombocytopenia oraz wzrost enzyméw AST/ALT.
W Polsce, w Narodowym Instytucie Zdrowia Publicz-
nego — Panstwowym Zakladzie Higieny, material gene-
tyczny kretkéw B. miyamotoi metoda PCR i sekwencjo-
nowaniem stwierdzono dotychczas u jednego chorego
(opis przypadku w druku).

4. Podsumowanie

Czynnikiem etiologicznym goraczek powrotnych
sg rézne gatunki kretkoéw nalezacych do rodzaju Bor-
relia. Zaliczane s one z jednej strony do nowych badz
nawracajgcych choréb zagrazajacych czlowiekowi
(emerging, re-emerging diseases) z drugiej strony nadal
nalezg do chordb zaniedbywanych (neglected diseases).
Przyszle badania powinny obejmowac¢ ustalenie czes-
tosci ich wystepowania i rozpowszechnienia w réznych
rejonach geograficznych. Opracowanie tatwej do wdro-
zenia diagnostyki bedzie mie¢ kluczowe znaczenie dla
dokladnego zbierania tych danych. Obecnie diagno-
styka opiera si¢ gtéwnie na wykrywaniu DNA kretkow
metodami PCR lub Real time-PCR. Nie s3 dostepne
komercyjne testy okreslajace poziom swoistych prze-
ciwcial. Badania kliniczne, epidemiologiczne i ekolo-
giczne, w tym rola rezerwuaru zwierzgcego lub wektora
(kleszcze i wszy), pozwolg na zidentyfikowanie mozli-
wosci zapobiegania tym zakazeniom, gdyz dotychczas
nie wyprodukowano skutecznej szczepionki.
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MECHANIZMY OPORNOSCI NA FLUOROCHINOLONY
KODOWANE PLAZMIDOWO - PMQR
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Streszczenie: Fluorochinolony (FQ) to grupa syntetycznych chemioterapeutykéw o wlasciwosciach bakteriobojczych i szerokim spektrum
aktywnosci, powszechnie stosowanych w terapii wielu zakazen u ludzi i zwierzat. W ostatnich latach, wéréd pateczek Enterobacteriaceae
obserwowany jest wyrazny wzrost opornosci na te zwigzki. Miejscem docelowego dzialania FQ sa dwa enzymy bakteryjne: gyraza
(topoizomeraza II) i topoizomeraza IV, ktére odgrywaja zasadniczg role podczas replikacji, transkrypcji, rekombinacji i naprawy
bakteryjnego DNA. Istnieja dwie kategorie mechanizméw warunkujacych opornos¢ na FQ, tj. chromosomowe i nabyte. Mutacje
w chromosomowych genach kodujacych gyraze i topoizomeraze IV sa najczestszymi mechanizmami odpowiedzialnymi za wysoki poziom
oporno$¢ na FQ. Mutacje wystepuja réwniez w genach regulatorowych kontrolujacych ekspresje natywnych pomp zlokalizowanych
w blonie bakteryjnej. W ostatnich dwoch dekadach odkryto trzy mechanizmy opornosci na chinolony kodowane plazmidowo (PMQR),
w tym: biatka Qnr, wariant acylotransferazy aminoglikozydowej - AAC (6,) - Ib-cr i pompy blonowe - QepA i OgqxAB. Chociaz
same mechanizmy PMQR powoduja jedynie niski poziom opornosci na FQ, swoja aktywnoscia sprzyjaja skutecznej selekcji mutacji
w genach gyrazy i topoizomerazy IV i nabywaniu przez szczep bakteryjny wysokiej opornosci na FQ. Ponadto, mechanizmy PMQR
czesto wystepuja w plazmidach MDR wraz z innymi determinantami opornosci (ESBL, pAmpC, KPC), co sprzyja rozpowszechnianiu
fenotypu wielolekoopornosci. W pracy, podjeto probe dokonania przegladu molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw opornosci
na fluorochinolony wystepujacej u paleczek Enterobacteriaceae.

1. Wstep. 2. Mechanizm dzialania fluorochinolonéw. 3. Oporno$¢ na fluorochinolony kodowana chromosomowo. 3.1. Mutacje
prowadzace do zmiany aktywnosci enzymow docelowych. 3.2. Redukcja stezenia leku w cytoplazmie — pompy btonowe. 4. Opornos¢ na
fluorochinolony kodowana plazmidowo. 4.1. Biatka Qnr. 4.2. Enzym AAC(6’)-Ib-cr. 4.3. Pompy kodowane plazmidowo: QepA i OqxAB.
4.4. Wplyw PMQR na poziom opornosci. 5. Podsumowanie

Plasmid-mediated quinolone resistance - PMQR

Abstract: Fluoroquinolones (FQ) are broad-spectrum antimicrobial agents widely used to treat a range of infections in clinical medicine.
However, the surveillance studies demonstrate that fluoroquinolone resistance rates increased in Enterobacteriaceae in the past years.
FQ inhibit bacterial DNA synthesis by interfering with the action of two bacterial enzymes - DNA gyrase and topoisomerase IV. There are
two categories of quinolone resistance mechanisms: chromosomally encoded and acquired. Mutations in chromosomal genes encoding
gyrase and topoisomerase IV are the most common mechanisms responsible for high-level fluoroquinolone resistance. Mutations can
occur also in regulatory genes which control the expression of native efflux pumps located in bacterial membrane. Furthermore, three
mechanisms of plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) have been discovered so far, including Qnr proteins, the aminoglycoside
acetylotransferase variant - AAC(6’)-Ib-cr, and plasmid-mediated efflux pumps - QepA and OgxAB. Although the PMQR mechanisms
alone cause only low-level resistance to fluoroquinolone, they can complement other mechanisms of chromosomal resistance and facilitate
the selection of higher-level resistance. Moreover, plasmids with PMQR mechanisms often encode additional resistance traits (ESBLs,
pAmpC, KPC) contributing to multidrug resistance (MDR). This review is focused on a range of molecular mechanisms which underlie
quinolone resistance.

1. Introduction. 2. Mechanisms of fluoroquinolone action. 3. Chromosomally-encoded fluoroquinolone resistance. 3.1. Mutations
changing the functions of target enzymes. 3.2. Reduction of drug concentration in the cytoplasm - efflux pump. 4. Plasmid-mediated
quinolone resistance. 4.1. Qnr proteins. 4.2. AAC(6’)-Ib-cr enzyme. 4.3. Plasmid-mediated efflux pump: QepA i OqxAB. 4.4. The impact
of PMQR on fluoroquinolone susceptibility level. 5. Summary

Stowa kluczowe: Enterobacteriaceae, opornos¢ na fluorochinolony, PMQR

Key words:

Enterobacteriaceae, fluoroquinolone resistance, PMQR

1. Wstep

Na przestrzeni prawie sze$ciu dekad chinoliny staly
sie z maloistotnej klasy lekow stosowanych gtownie
do leczenia infekcji w obrebie ukladu moczowego, jed-
nymi z najczesciej przepisywanych zwigzkow przeciw-
bakteryjnych wykorzystywanych w leczeniu réznego
rodzaju infekcji [22].

Chinoliny, jak i ich fluorowane pochodne, to grupa
syntetycznych chemioterapeutykéw o bakteriobdjczych
wlasciwosciach i szerokim spektrum aktywnosci [30,
31]. Pierwszym chinolonem wprowadzonym do lecz-
nictwa w latach 60-tych, byl kwas nalidyksowy - zwia-
zek stosowany wylacznie w terapii zakazen ukladu
moczowego [22]. W nastepnych latach, modyfiko-
wano chemicznie czastke chinolondw wprowadzajac

* Autor korespondencyjny: Dr Katarzyna Piekarska, Zaklad Bakteriologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego - Panstwowy
Zaklad Higieny, ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa; tel. 22 5421263; e-mail: kpiekarska@pzh.gov.pl
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rozne podstawniki, skutkiem czego bylo zsyntetyzo-
wanie zwigzkow o szerszym spektrum aktywnosci
i doskonalszych parametrach farmakokinetycznych.
Kluczowa modyfikacja dotyczyla m.in. wprowadze-
nia do czasteczki chinolonéw w pozycji 6 ich podsta-
wowego szkieletu atomu fluoru, co doprowadzito do
opracowania grupy zwigzkoéw, znanych dzis jako fluo-
rochinolony (FQ) [3]. Szerokie spektrum aktywnosci
FQ, dos¢ dobre przenikanie do wigkszosci tkanek
i osigganie w nich wysokich stezen terapeutycznych,
relatywnie niska toksyczno$¢ oraz mozliwo$¢ podania
zaréwno doustnie, jak i parenteralnie sprawito, ze sa
one powszechnie stosowane w terapii wielu zakazen
u ludzi i zwierzat. Konsekwencja powszechnego sto-
sowania tej grupy lekow jest coraz czgstsze wystepo-
wanie u ludzi, takze poza placowkami opieki medycz-
nej, jak i w $rodowisku, wielu gatunkéw bakterii
opornych na FQ [15].

Przez lata uwazano, Ze oporno$¢ na chinoliny
zwigzana jest z wystepowaniem chromosomowo kodo-
wanych mechanizmoéw, gléwnie mutacji. Jednak, pod
koniec ubieglego wieku pojawily sie pierwsze donie-
sienia opisujace nowe, kodowane plazmidowo mecha-
nizmy opornoéci na chinoliny tzw. PMQR (Plasmid-
-Mediated Quinolone Resistance) [50]. Co wigcej,
w ostatnich latach nastgpil wyrazny wzrost badan
w zakresie wystepowania tych mechanizméw wsrod
roznych gatunkow paleczek Enterobacteriaceae.

Aktualnie na $wiecie podejmowane s3 dzialania
majace na celu ograniczenie stosowania FQ zaréwno
w medycynie, jak i weterynarii. Nalezy jednak pod-
kregli¢, ze w wielu krajach, wcigz brakuje nadzoru nad
stopniem zuzycia FQ i zwiazkéw o podobnej struktu-
rze, jak i odsetkiem szczepdw opornych na t¢ grupe
chemioterapeutykéw. W Europie, tego typu informacje
zbierane s przez ECDC (Europeaen Centre for Disease
Prevention and Control).

W zwigzku z obserwowang w krajach europejskich
zréznicowang sytuacja, na wybranych przykladach,
poréwnano stopien konsumpcji FQ oraz odsetek
szczepow opornych (Ryc. 1) [20, 21]. Jak powszechnie
wiadomo, w Skandynawii (Norwegia, Szwecja) wyste-
puje dos¢ niski wskaznik spozycia antybiotykow, w tym
FQ. Wystepuje tam rowniez relatywnie niski odsetek
szczepOw (zaréwno Escherichia coli, jak i Klebsiella
pneumoniae) opornych na te grupe lekow. Zupelnie
odwrotna sytuacja wystepuje w krajach basenu Morza
Srédziemnego (Wtochy, Grecja), w ktérych zaréwno
spozycie FQ, jak i odsetek szczepdéw opornych jest
wysoki. Z danych zebranych przez ECDC [20, 21]
wynika, ze takze w Polsce, szczegélnie w odniesieniu
do K. pneumoniae, wystgpuje wysoki odsetek szczepow
opornych. Co wiecej, obserwowana w naszym kraju
sytuacja moze by¢ skutkiem wzglednie czestego stoso-
wania FQ w praktyce klinicznej (Ryc. 1).

Dlatego tez, ze wzgledu na skalg i istote problemu,
w niniejszym opracowaniu, podjeto probe dokona-
nia przegladu molekularnych mechanizméw lezacych
u podstaw opornosci na fluorochinolony wystepujacej
u pateczek Enterobacteriaceae.

2. Mechanizm dzialania fluorochinolonow

Miejscem docelowego dziatania fluorochinolonéw
sa dwa enzymy bakteryjne: gyraza (topoizomeraza II)
i topoizomeraza IV [30]. Gyraza jest tetramerem
(GyrA,B)), skladajagcym si¢ z dwoch podjednostek
GyrA (97kDa) i dwéch GyrB (90 kDa), kodowanych
odpowiednio przez chromosomowe geny: gyrA i gyrB
(30, 35, 67]. Topizomeraza IV (ParC,E)) za$ jest ana-
logiem gyrazy, ztozonym z dwoch podjednostek ParC
(75kDa) i dwoch ParE (70 kDa), kodowanych odpo-
wiednio przez chromosomowe geny: parC i parE [30,
35, 67]. Enzymy te odgrywaja zasadniczg role podczas
replikacji, transkrypcji, rekombinacji i naprawy bakte-
ryjnego DNA [30, 35, 67]. Podstawowa funkcjg gyrazy
jest wprowadzanie ujemnego superhelikalnego skretu
do nici DNA, co odgrywa istotng role podczas procesu
replikacji i transkrypcji [4, 14]. Zablokowanie aktyw-
nosci gyrazy doprowadza do nagromadzenia dodatnich
skretéw i zahamowania procesu replikacji DNA. Rola
topoizomerazy IV polega na umozliwieniu rozdziele-
nia siostrzanych nici DNA po zakonczeniu procesu
replikacji [4, 14, 17].

W celu zmiany stopnia superzwiniecia czasteczki
DNA, gyraza i topoizomeraza IV powoduja przej-
$ciowe pekniecie dwuniciowego DNA, w konsekwencji
czego dochodzi do kowalencyjnego zwigzania enzymu
z DNA i utworzenia kompleksu enzym-DNA [18]. Oba
te enzymy sg hamowane przez fluorochinolony, ktére
stabilizacjg pofaczenie enzym-DNA (powstaje potrdjny
kompleks FQ-enzym-DNA). Powstaly kompleks staje
sie nieodwracalny, czego skutkiem jest zahamowanie
syntezy DNA, prowadzace do zablokowania podziatu
i topoizomeraza IV moduluja topologie DNA poprzez
regulacje stopnia skrecenia czasteczki DNA w komorce
bakteryjnej, czego efektem jest zaburzenie replika-
cji DNA (w obecnosci niskich stezen FQ) lub $mier¢
komorki (w obecnosci wysokich stezen FQ) [17, 19].

3. Opornos¢ na fluorochinolony kodowana
chromosomowo

3.1. Mutacje prowadzace do zmiany aktywnosci
enzymow docelowych

W odpowiedzi na wprowadzenie do lecznictwa
chinolonéw wsréd réznych gatunkéw bakterii zaczeto
obserwowac wzrastajaca liczbe szczepdéw opornych na
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Ryc. 1. Poréwnanie odsetka opornych na FQ szczepow E. coli i K. pneumoniae izolowanych w Polsce w latach 2010-2015
z odsetkiem szczepow opornych izolowanych w wybranych krajach europejskich o odpowiednio niskim
i wysokim zuzyciu FQ wg ECDC [20, 21].

te grupe zwigzkow. Podstawowy mechanizm warun-
kujacy wysoki poziom opornosci polega na zmianie
budowy (modyfikacji sekwencji aminokwasowe;j)
poszczegdlnych podjednostek gyrazy i/lub topoizo-
merazy IV, czego skutkiem jest zmniejszenie lub utrata
powinowactwa do leku [30, 35]. Modyfikacja ta jest
zwykle wynikiem spontanicznych mutacji, w jednym
badz w kilku genach chromosomowych (gyrA, gyrB,

parC, parE), prowadzacych do zmiany sekwencji kodo-
wanych aminokwaséw. Mutacje te wystepuja najczes-
ciej w okreslonych, krétkich odcinkach (rejonach)
genow — nazwanych rejonami warunkujgcymi opor-
nos¢ na fluorochinolony - QRDR (Quinolone-Resi-
stance Determinig Region). Wedlug danych pismiennic-
twa, w przypadku E. coli, mutacje zwigzane ze wzrostem
opornoéci na fluorochinolony najczesciej obserwowane
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sa: w GyrA pomiedzy 67 a 106 aminokwasem i/lub 63
a 102 aminokwasem w ParC. Prowadzg one najcze-
$ciej do zmiany kodowanego aminokwasu, a w konse-
kwencji do zmiany wlasciwosci biatka [30, 34]. Ami-
nokwasem najczesciej ulegajacym substytucji w GyrA
u E. coli (jak réowniez u innych gatunkoéw) jest Ser83
i Asp87 [30, 90]. Uwaza sig, iz substytucje: Ser83Trp
i Ser83Leu redukujg zdolno$¢ wigzania norfloksacyny
do kompleksu gyraza - DNA [86]. Przyjmuje si¢ row-
niez, ze substytucja seryny w pozycji 83 GyrA E. coli
ma niewielki wptyw na katalityczne wlasciwosci gyrazy
[5]. Inaczej jest w przypadku substytucji znajdujacego
sie w sasiedztwie kwasu asparaginowego Asp87 (lub
innych aminokwaséw o charakterze kwasnym znajdu-
jacych sie w tej pozycji w przypadku innych gatunkow),
ktéra obniza 5-10-krotnie katalityczne wlasciwosci
gyrazy [5, 34].

Wykazano takze, ze z opornoscig na FQ zwigzane sa
mutacje wystepujace w podjednostce GyrB (Asp426Asn
i Lys447Glu u E. coli) i ParE (Leu445His u E. coli) [8,
91]. Jednak, co istotne, s3 one zdecydowanie mniej
rozpowszechnione w poréwnaniu z mutacjami spoty-
kanymi w GyrA i ParC [30]. Zauwazy¢ nalezy takze, ze
rejon wystepowania mutacji (QRDR) w genie w przy-
padku GyrB i ParE jest bardziej odleglty w poréwnaniu
z QRDR GyrA czy ParC.

Poziom opornosci drobnoustroju na dzialanie fluo-
rochinolonéw, zalezy od wlasciwosci chemicznych ami-
nokwasu, ktory na skutek mutacji zastgpil naturalnie
wystepujacy. Niektére mutacje moga prowadzi¢ do
niewielkiej utraty powinowactwa enzymu do czasteczki
fluorochinolonu, a przez to do niewielkiego wzrostu
warto$ci MIC FQ, inne za§ moga znacznie zmniejszac
to powinowactwo co pociaga za soba znaczny wzrost
wartosci MIC [30, 35]. Poziom oporno$ci moze takze
zaleze¢ od liczby mutacji w genach [30, 35]. Mutacje
dotyczace jednego aminokwasu w podjednostce gyrazy
lub topoizomerazy IV moga skutkowaé umiarkowa-
nym wzrostem MIC, za$ kolejne zmiany zachodzace
w tym samym enzymie mogg powodowac dalszy wzrost
minimalnego stezenia hamujacego [30, 34]. Opornos$¢
wysokiego rzedu jest zatem nastepstwem pojawienia sie
mutacji, doprowadzajacej do zmiany struktury enzymu
bedacego drugorzedowym miejscem docelowego dzia-
tania FQ [30, 34].

Dla wielu FQ stosowanych klinicznie, w tym cipro-
floksacyny, podstawowym miejscem docelowego dzia-
tania (czyli enzymem bardziej wrazliwym) w przy-
padku bakterii Gram-ujemnych jest gyraza, podczas
gdy u bakterii Gram-dodatnich - topoizomeraza IV
[18, 30, 58]. W przypadku wiekszosci FQ pojedyncze
mutacje w gyrA powoduja 8-16-krotny wzrost opor-
noséci [34, 67]. Natomiast wysoki poziom opornosci
(MIC ciprofloksacyny > 16 mg/l) zwigzany jest najczes-
ciej z mutacjami w obu enzymach, tj. gyrazie i topo-

izomerazie IV [79]. Kumulacja mutacji znaczacych
tzn. dwie mutacje w gyrA i jedna w parC warunkuje
60-krotny wzrost opornosci [58, 67].

3.2. Redukcja stezenia leku w cytoplazmie
- pompy blonowe

Drugi mechanizm oporno$ci na fluorochinolony,
ma na celu obnizenie stezenia chemioterapeutyku
w cytoplazmie i polega na czynnym usuwaniu czaste-
czek FQ z komorki poprzez kompleksy biatkowe tzw.
pompy blonowe (efflux pump) [32, 33]. FQ, by dotrze¢
do obecnych w cytoplazmie enzymow, gyrazy i topo-
izomerazy I'V, muszg pokona¢ bariere ztozong ze $ciany
komorkowej i btony cytoplazmatycznej u Gram-dodat-
nich oraz dodatkowo zewnetrzng bfone u drobnoustro-
jow Gram-ujemnych. Sciana komérkowa stanowi tylko
niewielka przeszkode dla matych molekul takich, jak
chinolony, ktérych ci¢zar czasteczkowy wynosi okoto
300-400 Da [30, 33]. Leki te, jako zwigzki amfote-
ryczne, dostajg sie do wnetrza komorki bakterii Gram-
-ujemnych na drodze pasywnej dyfuzji przez kanaly
porynowe (OmpF i OmpC) i mogg ulega¢ akumulacji
[34, 35]. Mechanizm czynnego wypompowywania che-
mioterapeutyku z komorki bakteryjnej ma tu zasadni-
cze znaczenie, za$ ochronna funkcja pomp blonowych
polegajaca na usunieciu toksyn z wnetrza komorki,
pozwala bakteriom przezy¢ w niesprzyjajacym srodo-
wisku nawet w obecnosci antybiotykéw stosowanych
podczas leczenia [33].

W zaleznosci od budowy, swoistosci substratowej,
zrodia wykorzystywanej energii i mechanizmu dziata-
nia, pompy blonowe podzieli¢ mozna na dwie gtéwne
grupy: tzw. transportery kasetonowe ABC wykorzystu-
jace energie pochodzaca z ATP oraz pompy protonowe
PMF (Proton Motive Force), do ktérych zalicza sig
cztery rodziny, takie jak: MFS (Major Facilitator Super-
family), SMR (Small Multidrug Resistance), RND (Resi-
stance — Nodulation Division) oraz MATE (Multidrug
and Toxic compound Extruction) [65, 66]. Warto doda¢,
ze najwiegksze znaczenie w opornoéci na antybiotyki
i najszersze spektrum substratowe odgrywaja biatka
transportowe nalezace do rodziny RND, w tym najlepiej
poznany i zbadany system — AcrAB-TolC wystepujacy
u E. coli i Salmonella enterica [6, 85]. AcrB jest bial-
kiem transportowym blony wewnetrznej (funkcjonuje
jako pompa), za$ jak sie przypuszcza AcrA i znajdujace
sie w bonie zewnetrznej biatko TolC - odgrywaja role
pomocniczg [85].

Aktywno$¢ pomp wiaze sie z indukowanym zwiek-
szeniem ekspresji genéw kodujacych biatka wchodzace
w sktad pomp. U paleczek Enterobacteriaceae geny te
zlokalizowane s3 gltéwnie w chromosomie bakteryj-
nym i obecne s3 u wigkszoséci przedstawicieli danego
gatunku. Ekspresja genéw zwigzanych z pompami
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czgsto podlega regulacji. Mutacje w genach regulato-
rowych przyczyniaja sie do nadekspresji genéw koduja-
cych biatka systemu efflux, co prowadzi do ponadprze-
cietnego wzrostu zdolnosci usuwania FQ z komorki
bakteryjnej ograniczajac tym samym dostep leku do
miejsca docelowego, co powoduje wzrost wartosci
MIC. Mutacje w genie acrR (represor acrAB) zwickszaja
aktywnos¢ pompy [35], a mutacje inaktywujace marR
(represor marA) umozliwiaja biatku MarA aktywacje
genow acrAB, tolC i genu ompF odpowiedzialnego za
wytwarzanie wspomnianego wyzej biatka porynowego
OmpF [1, 2, 35]. Tak wiec, fenotyp niskiej opornosci
na FQ warunkowany jest zaréwno redukcja napltywu
(influx) leku przez kanaly porynowe (ograniczona prze-
puszczalno$¢ blony komoérkowej), jak i wzrostem jego
wyplywu przez system eftlux.

Pomimo tego, ze obecno$¢ systemu efflux jako jedy-
nego mechanizm warunkujacego oporno$¢ na FQ,
powoduje niewielki (4-8-krotny) wzrost wartos¢ MIC
ciprofloksacyny, uwaza sig, iz jest to istotny mechanizm
przyczyniajacy sie do rozwoju wysokiego poziomu
opornosci na t¢ grupe lekow [67]. Warto réwniez
zauwazy¢, ze posiadajace szeroki profil substratowy
pompy zwigzane z opornosciag na FQ to tzw. pompy
MDR (Multiple Drug Resistance), wystepujace czgsto
wraz z innymi mechanizmami opornosci, w tym plaz-
midowo kodowanymi mechanizmami warunkujacymi
oporno$¢ na FQ [34].

4. Opornos¢ na fluorochinolony kodowana
plazmidowo

Prawie dwie dekady temu u pateczek Gram-ujem-
nych, gléwnie u Enterobacteriaceae, opisano grupe
genéw zwigzanych z opornoscig na FQ, zlokalizowa-
nych zazwyczaj na mobilnych elementach genetycznych
- plazmidach. Stad nazwa trzeciej grupy - mechanizmy
opornosci na FQ kodowane plazmidowo (PMQR).
Do tej grupy mechanizméw nalezg: biatka Qnr (pro-
wadzace do zmiany miejsca docelowego dzialania
antybiotyku); dwufunkcyjny wariant enzymu acety-
lotransferazy aminoglikozydowej - AAC(6)-Ib-cr
(strukturalnie modyfikujacy zaréwno aminoglikozydy,
jak i hydrofilowe FQ) oraz biatka pomp blonowych
zwigzane z aktywnym transportem - QepA i OqxAB
[80]. Pod wzgledem funkcjonalnym wymienione
mechanizmy warunkuja obnizong wrazliwo$¢ na FQ
(MIC> 0,25 mg/l) lecz ich fenomen polega na tym, iz
swoja aktywnoscia sprzyjaja skutecznej selekcji muta-
cji w QRDR genéw gyrazy i topoizomerazy IV i naby-
waniu przez szczep bakteryjny wysokiej opornosci na
FQ, oraz na tym, Ze mechanizmy te mogg si¢ szybko
rozprzestrzenia¢ na ruchomych elementach genetycz-
nych [34, 53].

Pierwszy kodowany plazmidowo mechanizm zwig-
zany z opornoscig na FQ zostal wykryty przypadkowo,
w retrospektywnych badaniach plazmidu (pMG252),
ktéry uzyskano z wyizolowanego z moczu szczepu
K. pneumoniae [50]. W plazmidzie tym znaleziono
determinanty warunkujace opornos¢ na antybiotyki
B-laktamowe (aztreonam, ceftazydym, cefotaksym,
cefoksytyne, cefotetan), aminoglikozydowe (kanamy-
cyne, gentamycyne, streptomycyne, tobramycyne),
chloramfenikol, trimetoprim i chlorek rteci. Co istotne,
zaobserwowano, ze po przeniesieniu plazmidu do
szczepu K. pneumoniae z ograniczong przepuszczal-
noscig bialek blony zewnetrznej wartos¢ MIC cipro-
floksacyny wzrosta z 4 do 32 ug/ml [50]. Tak znacznego
wzrostu warto$ci MIC nie obserwowano w przypadku
przeniesienia plazmidu do wrazliwego na chinolony
szczepu E. coli J53 i K. pneumoniae. Obecnos¢ pla-
zmidu wprawdzie powodowata ponad 30-krotny wzrost
warto$ci MIC ciprofloksacyny (z 0,008 do 0,25 pug/ml
u E.coli iz 0,004 do 0,125 pg/ml u K. pneumoniae)
jednak szczepy te pozostawaly nadal wrazliwe na ten
zwigzek, aczkolwiek wystapito juz zjawisko obnize-
nia wrazliwosci na FQ [50]. Za ten specyficzny feno-
typ odpowiedzialny byt fragment DNA skladajacy si¢
z 657 pz, a bialko kodowane przez gen lezacy w tym
obszarze nazwano Qnr (Quinolone resistance) [50].
Wkroétce opisano wigcej bialek Qnr, za§ wspomniane
wyzej pierwsze biatko tego typu okreslono jako QnrAl.

4.1. Bialka Qnr

Podstawowg rolg biatek Qnr jest ochrona gyrazy
przed zablokowaniem przez kompleks przecietego DNA
i chinolonu, co w konsekwencji prowadzi do obnizenia
wrazliwosci na FQ (MIC 0,25-1,0 pg/ml) [53, 70, 80].
Szczegolowy, molekularny mechanizm dziatania Qnr
nie zostal jeszcze ostatecznie doprecyzowany. Obec-
nie przyjmuje si¢, ze Qnr dziala konkurencyjnie do
DNA obnizajac ilos¢ trwatych i letalnych kompleksow:
gyraza-DNA-chinolon w komorce bakteryjnej [34].
Mechanizm ochronny dziala in vitro najskuteczniej
przy niskich (0,5nM) stezeniach Qnr, za$ jego wyso-
kie stezania (25-30 uM) dzialajg hamujaco na gyraze.
Przyjmuje si¢ réwniez, ze Qnr ma zdolno$¢ destabilizo-
wania istniejacych komplekséw: gyraza-DNA-chinolon
[34]. Jak juz wspomniano, cho¢ obecno$¢ bialek Qnr
skutkuje ,,jedynie” obnizong wrazliwoscig, to mecha-
nizm ten jest istotny ze wzgledu na to, ze sprzyja selekcji
szczepow wykazujacych wysoki poziom opornosci na
FQ [34, 50, 53].

Na podstawie homologii DNA, aktualnie zna-
nych jest 6 rodzin bialek Qnr: wspomniane wyzej
QnrA [50], QnrS [29], QnrB [36], QnrC [83], QnrD
[11] i QnrVC [25, 64]. Poszczegdlne rodziny miedzy
sobg charakteryzujg sie zrdéznicowaniem sekwencji
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nukleotydowych przekraczajacym 35%, co w efekcie
przekltada si¢ na znaczace zmiany aminokwaséw. Co
wigcej, w obrebie kazdej rodziny wystepuje duzy poli-
morfizm genetyczny, co umozliwia identyfikacje stale
wzrastajagcej liczby alleli poszczegolnych genow. Jak
dotad, wedlug ogdlnodostepnej bazy danych zamiesz-
czonej na stronie Lahey Clinic (http://www.lahey.
org/qnrstudies) opisano: 7 alleli genu gnrA (QnrAl-
-QnrA7),9 - gnrS (QnrS1-QnrS 9), 82 — gnrB (QnrB1-
-QnrB82), 7 - qnrVC (QnrVC1-QnrVC?7), 2 — gnrD
(QnrD1-QnrD2) i 1 allel genu gnrC (QnrC) [37].

Geny Qnr obecne sg w plazmidach o réznej wiel-
kosci i grupie niezgodnosci Inc (Incompatibility) [34,
40, 80], co sprzyja rozpowszechnieniu opornosci na
FQ w réznych gatunkach Enterobacteriaceae. Ponadto,
ta ré6znorodno$¢ plazmidéow wskazuje réwniez na to,
ze ich nabywanie nastepowalo w sposob niezalezny,
wielokrotnie [34]. Geny gnr najczesciej wystepuja na
transpozycyjnym elemencie, gléownie ISCR1 11526 [34,
40, 80]. Zazwyczaj geny gnr wystepujg w plazmidach
MDR wraz z innymi determinantami opornosci, w tym
genami kodujacymi B-laktamazy: ESBL, AmpC czy kar-
bapenemazy [40, 80].

Qnr wystepuja powszechnie na calym S$wiecie
wsrdd roznych gatunkow Enterobacteriaceae, najczes-
ciej K. pneumoniae, Enterobacter sp., E. coli i S. enterica
izolowanych zaréwno od pacjentéw szpitalnych, jak
i ambulatoryjnych [16, 23, 24, 41, 42, 44, 45, 51, 55,
59, 60, 72, 76]. Na podstawie przegladu pismiennictwa
dostepnego w przegladarce PubMed, najczesciej wyste-
pujaca determinantg wsrdd szczepow Enterobacteria-
ceae izolowanych od ludzi jest gen gnrB. Potwierdzily
to réwniez nieliczne badania przeprowadzone w Pol-
sce, w ktorych gen gnrB stwierdzono, odpowiednio,
w przypadku 26,5% pateczek Enterobacteriaceae opor-
nych na ciprofloksacyne i 8,8% E. coli izolowanych od
noworodkéw przebywajacych na intensywnej terapii
[13, 59]. Inna determinanta Qnr, gen gnrS (zwlaszcza
qnrS1) byl czgsto wykrywany u kilku gatunkéw pale-
czek jelitowych, w tym czesto u Salmonella sp. Wie-
loosrodkowe badania wykazaly, ze powyzej 10% pate-
czek Salmonella pochodzacych od zwierzat i ludzi, oraz
z probek zywnosci i Srodowiska posiadato gen gnrSI
[82]. Obecnosé¢ tego genu stwierdzono takze wéréd
szczepOw E. coli izolowanych od: §win na Wegrzech
[81], koni w Czechach [16], a takze od ubitego bydia
i drobiu w Polsce [84]. Sugerowal to moze, ze ludzie
moga nabywa¢ ten mechanizm opornosci posrednio
- droga tancucha pokarmowego (potencjalna mozli-
wos¢ transmisji od zwierzat do cztowieka). Natomiast
czesto$¢ wystepowania markeréw gnrC i gnrD wydaje
sie by¢ niska. Badania Mazzariol i wsp. [52] wykazaly,
ze wérod 756 Enterobacteriaceae tylko cztery izolaty
Proteus mirabilis i jeden Morganella morganii (w sumie
0,66%) posiadato gen gnrD. W innych badaniach [82]

obecno$¢ genu gnrD stwierdzono w przypadku 22/1215
(1,8%) izolatow Salmonella. Natomiast w przytoczo-
nych wyzej badaniach [52, 82] w zadnym izolacie nie
stwierdzono wystepowania determinanty gnrC. Pod-
sumowujgc, sposrod wszystkich determinant Qnr, gen
qnrB jest spotykany cze$ciej niz gnrA czy gnrS, ktore
za$ s3 bardziej rozpowszechnione niz gnrD [42, 59, 76].

Nalezy zauwazy¢, ze homologiczne sekwencje do
biatek Qnr znajdowane s3 réwniez w chromosomie
wielu Gram-ujemnych i Gram-dodatnich bakterii
izolowanych zaréwno z probek srodowiskowych, jak
i probek materiatu klinicznego [7, 39, 74]. Uwaza sig,
ze bytujace w srodowisku wodnym bakterie nalezace
do rodzaju Aeromonas, Photobacterium, Shewanella
i Vibrio stanowia zasadniczy rezerwuar gendéw qnr [61,
62, 63, ]. I tak dla przyktadu, biatko QnrAl jest w 98%
homologiczne z chromosomowo determinowanym
biatkiem Qnr Shewanella algae [62], QnrS1 jest w 83%
identyczne z Qnr Vibrio splendidus [9], za$§ QnrC jest
w 72% homologiczne do chromosomowo kodowa-
nego biatka Qnr Vibrio orientalia czy Vibrio cholerae
[83]. Homologiczne sekwencje do QnrB sg kodowane
w chromosomie przedstawicieli kompleksu Citrobacter
freundii, w tym Citrobacter braakii, Citrobacter werkma-
nii i Citrobacter youngae izolowanych zaréwno z probek
klinicznych, jak i Srodowiskowych [38, 93]. Natomiast
maly, niekoniugacyjny plazmid, w ktérym przenoszony
jest gen gnrD moze by¢ obecny w réznych gatunkach
Enterobacteriaceae, przy czym najczesciej wystepuje
u przedstawicieli Proteeae, tj. Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris czy Providencia rettgeri [94], co tez moze ttu-
maczy¢ jego pochodzenie [26].

Jak si¢ zatem wydaje, szerokie rozpowszechnienie
gendw gnr sugeruje, ze wystepowaly one w przyrodzie
dtugo przed odkryciem chinolondw. Potwierdza to fakt
wykrycia wariantéw genu gnrB i ,,pseudogenéw” gnrB-
-like w chromosomie szczepdw Citrobacter, wyizolowa-
nych jeszcze przed wprowadzeniem do uzytku anty-
biotykéw, tj. w latach 30. XX wieku [73]. Generalnie,
uwaza sie, ze czesto$¢ wystepowania gendw gnr wérod
szczepow klinicznych sukcesywnie wzrasta, jednak
nie przekracza 10%. Dotyczy to zwlaszcza sytuacij,
gdy dobdr materiatu do badan nie podlegat zadnemu
czynnikowi selekcyjnemu [34, 45, 78]. Natomiast,
zdecydowanie wyzsze odsetki czesto$ci wystepowania
gendw gnr obserwowano w przypadku, gdy czynnikiem
selekcyjnym byt fenotyp opornoséci np. oporno$¢ na
cefalosporyny czy fluorochinolony [23, 42, 59, 76, 95].

4.2. Enzym AAC(6’)-Ib-cr

AAC(6)-Ib-cr, to dwufunkcyjny wariant powszech-
nie wystepujacego u paleczek Enterobacteriaceae enzy-
mu - acetylotransferazy aminoglikozydowej (AAC).
Jego pierwotne dziatanie polega na modyfikacji cza-
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steczki aminoglikozydu prowadzacej do utraty powi-
nowactwa do podjednostki 16S rRNA, co stanowi
przyczyne opornosci na najczeéciej stosowane w lecz-
nictwie antybiotyKki z tej grupy tj. amikacyne, tobramy-
cyne i kanamycyne. Ponadto, AAC(6’)-Ib-cr posiada
zdolno$¢ do strukturalnej modyfikacji hydrofilowych
fluorochinolonéw tj. ciprofloksacyny i norfloksacyny
[68], co obniza ich aktywnos$¢ przeciwbakteryjng.
Zdolnosc¢ ta jest wynikiem dwdch mutacji znaczacych,
(Trp102Arg i Aspl179Tyr), nadajacych temu dwufunk-
cyjnemu enzymowi zdolno$¢ N-acetylacji grupy ami-
nowej znajdujacej si¢ w pierscieniu piperazynowego
podstawnika hydrofilowych FQ [68, 80]. Odpowie-
dzialny za wytwarzanie AAC(6°)-Ib-cr gen aac(6’)-1b-
-cr obecny jest w kasecie genowej jako cze$¢ integronu
zwykle w plazmidowym DNA, w ktérym przenoszone
moga by¢ takze i inne geny opornosci, w tym PMQR
(qnrAl [41], gnrB4 [41, 48], qnrB6 [41], qnrB8 [41],
qnrS1 [41, 48], gepA [48]). Sposrod determinant warun-
kujgcych inne mechanizmy opornoséci wraz z genem
aac(6)-1b-cr szczegolnie czgsto wystepuje gen kodujacy
B-laktamaze CTX-M-15 [43, 49, 72], jak réwniez CTX-
M-1[77], CTX-M-2 [24], CTX-M-14 [41], CTX-M-24
[41], DHA-1 [48], SHV-12 [24, 48] czy karbapenemaze
KPC-2 [12].

Jak wskazujg dane piSmiennictwa, gen aac(6’)-Ib-
-cr wystepuje powszechnie wérdd pateczek Enterobac-
teriaceae [44, 54, 59, 60], i jak wskazujg niektére wyniki
badan jest bardziej rozpowszechniony niz geny gnrB
[54, 59, 60, 71, 89]. W zaleznosci od Zrédla szczepdw
klinicznych i kryteriow selekeji, czestos¢ wystepowania
aac(6’)-Ib-cr ksztaltuje sie¢ w zakresie od 0,4 do 85%
(59, 68].

Warto podkresli¢ roéwniez, ze u paleczek Enterobac-
teriaceae obecno$¢ genu aac(6’)-Ib-cr poza plazmido-
wym DNA stwierdzono takze w ich chromosomie [71].
Nabycie tego genu powoduje 4-krotny wzrost wartosci
MIC ciprofloksacyny [68]. Co wiecej, cho¢ jego obec-
nos¢ skutkuje niskim poziomem opornosci na niektére
FQ, to moze ulatwia¢ przetrwanie mutantéw w stezeniu
przekraczajacym 10-krotnie ich MPC (Mutant Preven-
tion Concentration) [10], czego konsekwencja bedzie
nabycie wysokiego poziomu opornosci.

4.3. Pompy kodowane plazmidowo: QepA i OqxAB

Bialko QepA (aktualnie znanych jest przynajmniej
trzy warianty) jest plazmidowo-kodowang pompa
blonowg nalezaca do rodziny MFS (Major Facilitator
Superfamily). Pompa ta poprzez mechanizm aktywnego
usuwania z komoérki hydrofilowych fluorochinolonéw
przyczynia sie do obnizenia wrazliwosci na ciproflok-
sacyne i norfloksacyne powodujac zwigkszenie MIC
w zakresie od 2 do nawet 64-razy [87, 88]. Mechanizm
ten, po raz pierwszy zostal wykryty w plazmidzie pHPA

obecnym w wyizolowanym z moczu szczepie E. coli
[87]. Wraz z genem gepA w plazmidzie (zwykle MDR)
przenoszone s3 takze i inne determinanty oporno-
$ci, wlaczajac w to B-laktamazy o szerokim spektrum
substratowym czy aminoglikozydy. Gen gepA czgsto
wspotwystepuje wraz z genem kodujacym 16S rRNA
metylaze — rmtB [57, 88]. Jednak czestos¢ wystepowa-
nia genu gepA wérdd palteczek Enterobacteriaceae ogd-
fem jest niska. Badania przeprowadzone przez Yamane
i wsp. [88] wskazuja, ze tylko 2 (0,3%) sposréd 751
przebadanych klinicznych szczepoéw E. coli posiadaly
te determinante.

OgxAB jest pompg efflux typu MDR nalezaca do
rodziny RND bialek transportowych powszechnie
wystepujaca u K. pneumoniae. Gen kodujacy t¢ pompe
po raz pierwszy zostal zidentyfikowany w plazmidzie
(pOLA52), jako determinanta odpowiedzialna za opor-
nos¢ na uzywany wsrod trzody chlewnej stymulator
wzrostu — olaquindox [27]. Obecnos¢ genu 0gxAB przy-
czynia si¢ do opornosci na m.in. chloramfenikol, trime-
toprim i chinoliny, w tym kwas nalidyksowy, norfloksa-
cyne oraz ciprofloksacyne (powoduje 16-krotny wzrost
warto$ci MIC ciprofloksacyny) [28]. Wystepowanie
0gxAB opisano wsrod klinicznych izolatéw zaréwno
w plazmidzie u E. coli, jak i w chromosomie, a takze
w plazmidzie u K. pneumoniae i Salmonella Enteriti-
dis [46, 47, 69]. W obu sytuacjach gen flankowany byt
przez element transpozycyjny 1S26. Wysoka czestosé
wystepowania pompy OqxAB (kodowanej zaréwno
plazmidowo, jak i chromosomowo) obserwowana jest
wiérod powyzej 70% szczepow K. pneumoniae wytwa-
rzajacych p-laktamazy [56]. Przypuszcza sie nawet, ze
drobnoustréj ten moze stanowic¢ potencjalny rezerwuar
genu 0gxAB. Jak dotad, wystepowanie pompy OqxAB
opisano wérdd Kklinicznych izolatéw K. pneumoniae
wyosobnionych w Chinach, Korei Pld., Hiszpanii i USA
[55, 56, 69, 92].

4.4. Wptyw PMQR na poziom opornosci

Nabycie mechanizmdéw opornoséci na FQ kodowa-
nych plazmidowo, w przypadku nieobecnosci mecha-
nizméw kodowanych chromosomowo (mutacji), skut-
kuje wzrostem wartosci MIC (<1 mg/l) ale wartos¢ ta
pozostaje nadal w kategorii wrazliwosci, zgodnie z kry-
teriami przyjetymi przez EUCAST [www.eucast.org/
clinical breakpoints/].

Ogodlnie, przyjmuje si¢, ze obecno$¢ genéw gnr
(zwlaszcza gnrA, qnrB i qnrS) prowadzi do > 30-krotnej
zmiany wartosci MIC ciprofloksacyny i levofloksacyny,
poréwnywalnej do zmiany wywotlanej pojedyncza muta-
cja w podjednostce GyrA [50]. Natomiast wptyw QnrC
i QnrD, na poziom opornosci jest mniej zauwazalny [70].

Warto zauwazy¢, ze oddzialywanie AAC(6’)-Ib-
-cr na wzrost wartosci MIC fluorochinolonéw jest
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zdecydowanie nizsze niz obserwowany w przypadku
bialek Qnr [67, 68]. Ponadto, ekspresja pompy OqxAB
kodowanej plazmidowo u E. coli moze zwigksza¢ war-
to$¢ MIC fluorochinolonéw od 16- do 128-krotnie zas
MIC kwasu nalidyksowego 8-krotnie [70]. Ekspresja
genu kodujacego biatko transportowe QepA powoduje
wzrost warto$ci MIC kwasu nalidyksowego i ciproflo-
ksacyny, odpowiednio 2- i 32-krotnie [70].

Pomimo tego, ze wszystkie determinanty PMQR
przyczyniajg si¢, jak wspomniano, tylko do reduk-
¢ji wrazliwoéci na fluorochinolony to w przypadku
wspotwystepowania dwoch lub wigcej mechanizmow
opornosci na FQ kodowanych plazmidowo obserwuje
sie wyzszy poziom opornosci [70]. I tak, w przypadku
klinicznych izolatéw E. coli, u ktérych MIC ciproflok-
sacyny wynosil 4 mg/ml, nie posiadajacych mutacji
w QRDR gendéw gyrazy i topoizomerazy IV stwier-
dzono obecnos¢ genéw PMQR, tj. gnrS1 i oqxAB
oraz nadekspresje chromosomowo kodowanej pompy
AcrAB-TolC [75].

Nalezy zauwazy¢, ze wyizolowane z materiatu kli-
nicznego pateczki Enterobacteriaceae zawierajace mecha-
nizmy PMQR zazwyczaj wykazuja wysoki poziom
opornosci na fluorochinolony, co jest wynikiem wspét-
wystepowania tych determinant wraz z chromosomowo
kodowanymi mechanizmami opornosci, gtéwnie muta-
cjami [59, 75]. Z tego wzgledu, jak réwniez z uwagi na
to, ze obecno$¢ PMQR przyczynia si¢ do umiarkowa-
nego wzrostu wartosci MIC fluorochinolonéw oraz
braku specyficznych fenotypowych markeréw wska-
zujacych na obecnos¢ PMQR, w badaniach przesiewo-
wych utrudnione jest wykrycie izolatow posiadajacych
te mechanizmy i ich scharakteryzowanie bez zastoso-
wania metod molekularnych.

5. Podsumowanie

Opornos¢ na fluorochinolony jest zjawiskiem zlozo-
nym, bedacym czesto wypadkowa wspdtwystepowania
kilku mechanizmoéw. Wprawdzie nabycie mechanizméw
opornosci na FQ kodowanych plazmidowo przyczynia
sie zazwyczaj jedynie do obnizenia wrazliwosci na te
grupe lekow, ale ich obecnos¢ sprzyja selekcji mutantdéw
o wysokim poziomie opornosci, zwigzanych z naby-
ciem mutacji w QRDR w trakcie terapii FQ. Ponadto,
obecno$¢ mechanizméw PMQR jest dos¢ istotna, gdyz
kodujace je geny znajduja sie na ruchomych elemen-
tach genetycznych dzieki czemu tatwo mogg by¢ prze-
kazywane horyzontalnie pomiedzy réznymi gatunkami
palteczek Enterobacteriaceae. Co wigcej, wystepowanie
PMQR czgsto zwigzane jest z opornoscia na inne grupy
antybiotykéw. Geny PMQR mozna znalez¢ w transpo-
zonach i/lub integronach znajdujacych si¢ w plazmi-
dach MDR, co sprzyja rozpowszechnianiu fenotypu

wielolekoopornosci. Niestety, do dzi$ nie jest znana rze-
czywista czesto$¢ wystepowania mechanizméw PMQR
wsrdd Enterobacteriaceae. Zwiazane jest to z faktem, ze
jak dotad brak jest odpowiednich testow fenotypowych
za$ wiarygodne wykrywanie tych mechanizmdéw oparte
jest o kosztowne techniki biologii molekularnej.
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Abstract: In the early twentieth century, Francisella tularensis was identified as a pathogenic agent of tularaemia, one of the most dangerous
zoonoses. Based on its biochemical properties, infective dose and geographical location, four subspecies have been distinguished within
the species F tularensis: the highly infectious E tularensis subsp. tularensis (type A) occurring mainly in the United States of America,
E tularensis subsp. holarctica (type B) mainly in Europe, E tularensis subsp. mediasiatica isolated mostly in Asia and F tularensis subsp.
novicida, non-pathogenic to humans. Due to its ability to infect and variable forms of the disease, the etiological agent of tularaemia
is classified by the CDC (Centers for Disease Control and Prevention, USA) as a biological warfare agent with a high danger potential
(group A). The majority of data describing incidence of tularaemia in Poland is based on serological tests. However, real-time PCR method
and MST analysis of F. tularensis highly variable intergenic regions may be also applicable to detection, differentiation and determination
of genetic variation among F. tularensis strains. In addition, the above methods could be successfully used in molecular characterization of
tularaemia strains from humans and animals isolated in screening research, and during epizootic and epidemic outbreaks.

1. Historical overview. 2. Characteristics and taxonomy of E tularensis. 3. Morphology. 4. Culture media and conditions. 5. Biochemical
properties. 6. Survivability and persistence of E tularensis. 7. F. tularensis as a biological weapon agent. 8. Tularaemia vaccines. 9. Pathogenicity
of E tularensis. 10. Tularaemia treatment. 11. Laboratory diagnostics of F. tularensis. 12. Summary

Francisella tularensis - przeglad

Streszczenie: Francisella tularensis zostala rozpoznana jako czynnik chorobotworczy ludzi i zwierzat na poczatku XX wieku. Analizy
biochemiczne i patogenne wiasciwosci czynnika biologicznego pozwolily na wyrdznienie 4 podgatunkéw przypisanych do réznych
regiondw geograficznych: wysoce zakazny F tularensis subsp. tularensis (type A) wystepujacy gtéwnie w Ameryce Pétnocnej, E. tularensis
subsp. holarctica (type B) z obszaru Starego Swiata, E tularensis subsp. mediasiatica izolowany gléwnie z Azji oraz E tularensis subsp.
novicida, niepatogenny dla ludzi. Paleczka tularemii, ze wzgledu na swoje zdolnosci infekcyjne oraz zdolno$¢ do wywotywania réznych
postaci chorobowych, zostata zakwalifikowana przez CDC (Centrum Kontroli i prewencji Chordb, USA) jako potencjalny wysoce
niebezpieczny czynnik broni biologicznej (Grupa A). Wigkszos¢ danych opisujacych przypadki zachorowan na tularemie opartych jest
na testach serologicznych. Jakkolwiek, technika real-time PCR (Polymerase Chain Reaction) i MST (Multi Sequence Typing) jako analiza
wysoce zmiennych obszaréw miedzygenowych E tularensis moze by¢ zastosowana do wykrywania, réznicowania i okreslania wariantow
genetycznych izolatéw F tularensis.techniki te moga by¢ rowniez wykorzystywane w charakterystyce molekularnej paleczek tularemii
izolowanych od ludzi i zwierzat w badaniach przesiewowych oraz w ogniskach epizootyczno-epidemicznych.

1. Rys historyczny 2. Charakterystyka F tularensis i systematyka taksonomiczna 3. Morfologia 4. Podloza hodowlane i warunki wzrostu
5. Wiasciwosci biochemiczne 6. Wytrzymalo$¢ i zywotnos¢ F tularensis 7. E tularensis jako czynnik broni biologicznej 8. Szczepionki
przeciwko tularemii 9. Patogenno$¢ E tularensis 10. Leczenie tularemii 11. Diagnostyka laboratoryjna F tularensis 12. Podsumowanie

Key words: characteristic of etiological agent, diagnostic methods, E tularensis, treatment, vaccination
Stowa kluczowe: charakterystyka czynnika etiologicznego, metody diagnostyki, E tularensis, leczenie, szczepienia

1. Historical overview

Francisella tularensis was recognised as an agent
of human and animals infection at the beginning of
the 20" century [82]. It is thought that the tularaemia
E tularensis evolved simultaneously in the Old and New
Worlds about 11 million years ago at the turn of Miocene
and Pliocene [31]. Prior to the disease being recognised
by McCoy in 1911, information about an unusual illness
(called lemming fever) appeared in 1653 in Norway;
in 1818 in Japan it was described as “Yato-byo” — wild
hare disease [82]. Cases similar to tularaemia were also
described in 1741 in Western Siberia, later in 1825 also

in Astrakhan (Siberia, former Soviet Union) as “pestis
minor” (1877-1879) (,,pestis minor”, 1877-1879 but in
1908 in Utah (USA) it was recognised as “deerfly fever”.
In 1921 the disease, “polyadenitis”, was found along the
river Irtysh and in 1925 as “lymphadenitis” — an epi-
demic inflammation of lymph nodes - in the Voronez
region (both former Soviet Union) [20, 28, 31, 84].
The first certain tularaemia cases in people were
described in 1904 in California and in 1907 in Ari-
zona [31]. Next cases were found in 1908 and 1910 in
Utah; Pearse named them “deerfly fever”. The infection
was caused by a deerfly bite and symptoms appeared
3-5 days after the bite [84]. In 1911 in Tulare (Califor-
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nia, USA) a pestis-like rodent disease was described;
it attacked field rodents and ground squirrels; lesions
found in organs during autopses were similar to those
caused by pestis [84]. In 1912 McCoy and Chapin iso-
lated a Gram-negative bacterium and named it Bacte-
rium tularensis [6, 20, 65, 84]. Later research classified
the tularaemia bacterium as Bacterium tularensis, Bacil-
lus tularensis, Brucella tularensis, Pasteurella tularensis
[31]. In 1947-1959 the final agreement on the biological
agent taxonomy was reached and the genus was named
Francisella as a tribute to Dr Edwardow Francis [31].

During intensive research on F tularensis, signifi-
cant differences were found in symptoms in patients
from North America and other parts of the world. The
differences were related to the presence of two variable
types of F tularensis present in sub-arctic regions, and
the second, found in Palaearctic. Further biochemical
analyses and the biological agent’s pathogenic prop-
erties allowed distinguishing 4 subspecies originat-
ing from different geographical regions: E tularensis
nearctica (mainly North America), E tularensis holar-
ctica (the Old World), in central Asia — E tularensis
mediasiatica, in Japan - E tularensis japonica. Including
E novicida in a taxonomic group was problematic due
to a limited known reservoir [31].

Basing on the research of sensitivity to erythromy-
cin, two biovars were found within holarctica species:
biovar I Ery® - sensitive to erythromycin, and biovar
IT Ery® - resistant. Moreover, strains originating from
Japan were included in the third biovar: E tularensis
subsp. holarctica biovar japonica Radionova. Finally, the
descriptors of type A and B were accepted in E tularen-
sis subsp. tularensis and F. tularensis subsp. holarctica
respectively [60, 82].

2. Characteristics and taxonomy of F. tularensis

FE tularensis belongs to the phylum Proteobacteria,
class Gammaproteobacteria, order Thiotrichales, fam-
ily Francisellaceae [33, 64]. Within the genus Franci-
sella, 2 species were distinguished: F tularensis and
E philomiragia (29, 33, 62, 63]. Taxonomy of E tula-
rensis according to Bergey’s Manual Systematic Bacte-
riology [33, 46].

Kingdom: Bacteria

Phylum:  Proteobacteria

Class: Gammaproteobacteria
Order: Thiotrichales

Family: Francisellaceae

Genus: Francisella

Species: Francisella philomiragia
Species: Francisella tularensis

Subspecies: Francisella tularensis subsp. tularensis
Francisella tularensis subsp. holarctica

Francisella tularensis subsp. mediasiatica
Francisella tularensis subsp. novicida

Moreover, it has been suggested that a subspecies
E japonica should be distinguished within the type B for
the strains isolated in Japan [60, 87, 92] and that 4 spe-
cies ought to be distinguished within the genus [77].

E philomiragia previously called Yersinia philomira-
gia was isolated from water samples, muskrats and
humans [39]. This species can be found mainly in water
environment, i.e. in streams, rivers and lakes. It may
cause infections in patients with supressed immune
system [7]. It may also be found in various fish species
[44, 45, 52, 61, 63].

Extensive research on the Francisella genus allowed
describing new, previously unknown species such as
E noatunesis [77], E hispaniensis [41], E guangzhouensis
[69], E halioticida (8], E asiatica [54] and E persica [51].

3. Morphology

E tularensis is a small (0.2-0.5umx0.7 - 1.0 um),
non-spore forming single, Gram-negative coccobacillus
staining weakly with Gram method [20]. Bilecki (1974)
recommends using carbolfuchsin and crystal violet with
an extended exposure up to 1.5 hours. For histological
slides he recommends Giemsa method, also adopted for
staining smears from cultures. Slides prepared in such
way may show the bacteria stained pinkish-violet to
purplish-blue. Cells from cultures only several days old
will stain pink, bacteria from older cultures will show
as navy blue. The methylene blue dyeing, Kozlowski
method, Burry method may also be adopted for F. tula-
rensis microscopy analysis. The Kozlowski technique
allows to distinguish E tularensis (stains green) from
Brucella spp. (stains red). E tularensis is characteristic
for its bipolar staining [6].

4. Culturing media and conditions

FE tularensis has high nutritional requirements and
needs cysteine-enriched culturing media [20, 64, 65].
One of them is blood agar with glucose and cysteine,
another is chocolate agar with cysteine (CHAB) [20].
Moreover, culturing of E tularensis is commonly done
using cysteine agar with glucose, thioglycollate fluid
medium, modified Theyer-Martin medium, buffered
charcoal-yeast extract agar or cysteine agar with heart
infusion and 9% sheep blood [20, 65]. On CHAB
medium E tularensis grows from 2 to 5 days at the tem-
perature 35°C in the atmosphere of 5% CO,, they form
small (2-4 mm in diameter), smooth, round mucous
colonies [18]. E tularensis is highly pleomorphic. In
animals highly susceptible to infection (mice) the
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bacterium is thin, short and delicate. In organs taken
from other animals, for example rabbits, it may be a
coccus or a bacillus, but the predominant form is cocco-
bacillus. Pleomorphism may also be observed in artif-
ficial media. Bacilli dominate in fresh cultures, while in
older ones mainly cocci are present. Liquid media show
bipolar or curved forms frequently joined into threads
with rounded ends. A theory has been formulated that
there exists a connection between the morphology and
level of infectiveness of the bacterium. Pleomorphism is
absent in old colonies and in non-infectious strains and
the bacteria present the form of a coccus. Among the
bacteria found in animals susceptible to infection and
in highly infectoius strains of F tularensis the bacillus
is dominated form [6].

Another medium which may be used successfully in
culturing samples of E tularensis collected from animals
and environment is a cysteine medium with added anti-
biotics CHAB-A and CHAB-PACCV. The Center for
Disease Control and Prevention USA (CDC) recom-
mends CHAB as appropriate for culturing F tularen-
sis from clinical samples, despite other media such as
blood agar and Theyer-Martin medium are also being
used in the USA, [95]. Morris etal. (2017) proposed
a novel broth medium (BVFH - BHI supplemented
with 2% Vitox, 10% Fildes and 1% histidine). This
medium enhanced growth of F. tularensis Type A1, A2
and B strains [ 58].

E tularensis grows slowly at 37°C and very weakly at
28°C. This feature may be used to distinguish the tula-
raemia FE tularensis from Y. pestis, E philomiragia and
E tularensis subsp. novicida, which show growth at 28°C
[20]. Culturing tularaemia in the environment with 5%
CO, may increase growth but it is not particularly signi-
ticant. Colonies of E tularensis subsp. novicida and E phi-
lomiragia are slightly larger than F tularensis [59, 64].

5. Biochemical properties

Biochemical properties of E tularensis subspecies are
slightly diferent. E tularensis subsp. tularensis has the
ability to ferment glycerol, glucose, maltose and citrul-
line. It is also very sensitive to erythromycin and other
macrolide antibiotics and lincomycin. In comparison
to E tularensis subspecies holarctica, F. tularensis subsp.
tularensis presents a higher level of fatty acids C24
(12-16%). What is more, its antigen structures contain
more hexosamine (6-12%) than E tularensis subsp. hol-
arctica (5-7%) [60]. E tularensis subsp. holarctica has the
ability to ferment glucose and maltose but not citrulline
or glycerol (except for biovar japonica). These strains
contain more fatty acids C14 (9-11%), but less C24
(7-11%) than other subspecies. Immunising labora-
tory animals with E tularensis subsp. holarctica resulted

in a lower level of protection against infections than
when strains F tularensis subsp. tularensis were used
[60]. E tularensis subsp. mediasiatica was described
by Aikimbaeva; it originates from the centre of the
ex-soviet part of Asia. The strains from this subspe-
cies ferment glycerol and citrullin but they show very
weak fermentation ability towards glucose and maltose.
They are very sensitive to macrolides and lincomycin.
The research on fatty acids content showed low levels
for C14 (4.2-4.5%) and, similarly to E tularensis subsp.
tularensis, high levels for C24 (12-16%) [60].

6. Survivability and persistence of F. tularensis

E tularensis may survive many weeks in soil, animal
carcasses and their skins, many months in water and
silt and for years in frozen rabbit meat. It may survive
in watercourses, which may constitute sources of local
outbreaks. In North America the main sources of con-
tamination of watercourses are beavers and musk rats,
in Scandinavia beavers and lemmings, in the former
USSR - rats and voles [38, 84]. Moreover, E tularensis
may be found as VBNC (Viable but non culturable state)
[20, 38]. VBNC does not guarantee infectivity which was
shown during attempts to infect a mouse with a suspen-
sion of cells [27]. It was also shown that E tularensis is
capable of replication in a free-living protozoan Acan-
thamoeba castellanii [1] similarly to Legionella pneu-
mophila [80]. An interesting and not fully explained
phenomenon is the existence of FLEs (Francisella-like
endosymbionts) [20, 22, 42, 50, 78, 86, 94].

One of the main factors influencing F tularensis
development is temperature. The pathogen may survive
in natural waters for up to 14 weeks at the temperature
of 7°C and even up to 4 months at 4°C to 6°C. The
temperatures of 20-21°C allow its survival for about
3 weeks. Mud is another environment conductive to
the bacterium’s survival (62 days); in humid soil it may
live for up 30 days and in mud kept at the temperature
of 7°C even up to 14 weeks [31]. According to Skrodzki
[84], bacteria suspended in isotonic saline solution at
58°C die after 10 minutes [31, 84], at the temperature
of 56°C - after 20 minutes, at 54°C after 1 hour. How-
ever, heating a suspension of bacterial cells to the tem-
perature 50°C - 52°C does not deactivate the biological
agent [84]. Other authors state that the bacteria die after
10 minutes in 56°C - 58°C [6, 31]. From the epidemio-
logical and epizootic viewpoint, the crucial factor is the
bacterias survival in living organisms and dead tissues,
where they can live for up to 93 days, and in liver for
53 days. The bacteria were also found after 90 days in
mice kept at 0°C; in mice kept at room temperature
they survived for up 15 days. In carcasses of dead hares
kept in cold stores (-16°C to —20°C) the microorganism
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survived for up to 120 days in solid organs and up to
75 days in muscles [84]. In tics it may live for up 700 to
764 days and in skins of animals kept at 15°C - 20°C it
may survive for at least 20 days [31]. Moreover in vole
skins dried at the temperature of 8°C - 12°C E tula-
rensis was found for up to 40 days, at 32°C the bacteria
die after 5-6 days [84]. Research concerning surviv-
ability of E tularensis was conducted, among others,
by Bilecki [6], who discovered that E tularensis found
in vole skins exposed to sunlight at the temperatures
of 24°C - 29.5°C survived for only 3 hours. Where the
skins were dried in diffused light at the temperatures
17.5°C - 20°C, the bacteria were active for 30 hours and
at 17°C - 18°C when dried indoors, the skins contained
living bacteria for up to 20 days [6].

7. F. tularensis as an agent of biological weapon

Tularaemia was already known in 14" century B.C.
in Central Anatolia (present day Turkey) during the
region of Hittites. It is thought that the disease was
brought to Anatolia from the Middle East when, as
a result of wars and voyages, with infected rodents and
ticks. The tularaemia outbreaks with many victims from
varied social groups were observed in Syria, Egypt and
Lebanon. Military use of E tularensis was known as long
ago as 1320-1318 B.C. when, during a war between
Hittites and Arzawa in the Middle East, herds of
infected sheep were driven by the Hittites behind the
enemy’s defence lines and, as a result, the Arzawan
forces were greatly weakened by the disease [36].

In 1932 Japanese scientists initiated research on
the possibility of using E tularensis as an agent of bio-
logical weapon; this research was tested in paramedi-
cal experiments conducted by Unit 731 in Manchuria
during the Second Sino-Japanese War (1937-1945) of
World War II [38, 82]. In the mid-20™ century both the
USA and the USSR conducted extensive research on
F tularensis strains resistant to streptomycin. Moreover,
a Soviet scientist Ken Alibek suggested a hypothesis
of intentional F. tularensis use as an agent of biological
weapon on the eastern front during WW II (the Battle
of Kursk). He also disclosed that the Soviets contin-
ued the research on biological warfare until the 1990s,
as a result of which antibiotic-resistant and vaccine-
resistant strains may have been created [2, 20, 38, 80, 82].

Extensive research on humans and animals was also
conducted by USAMRIID (United States Army Medical
Research Institute of Infectious Diseases, Fort Detrick,
Maryland). For the research purposes aerosol chamber
was used; there the effectiveness of preventive therapies
and vaccines was tested on infected volunteers.

In 1972 Convention on the Prohibition of the Deve-
lopment, Production, and Stockpiling of Bacteriological

and Toxin Weapons was implemented [54]. The con-
vention was accepted by 140 countries; in spite of this,
however, the number of countries possessing hazard-
ous biological agents has been steadily increasing. This
increase constitutes a threat demanding continuous
research on the potential results of releasing biologi-
cal agents, on symptoms, pathomechanisms, human
immunological responses and appropriate treatments,
vaccinations and other possible defensive actions [49].

8. Tularaemia vaccine

Extensive studies of E. tularensis, particularly in the
USA and former USSR, resulted in the commencement
of research on an effective tularaemia vaccine. Observa-
tions of initial infections with E tularensis showed that
the following infections were much milder [82].

First vaccines used cellular extracts of E tularensis.
They proved to be ineffective, however, and caused
strong reactions in the vaccinated organisms. The
induced immunoresponse allowed to reduce the symp-
toms of ulceroglandular and typhoidal tularaemia in
volunteers, but many presented symptoms of the acute
form of the disease. Similar trials done on animals did
not result in noticeable therapeutic effects. Infections
with low virulence strains can be defeated by antibod-
ies and immunity against highly virulent strains of
E tularensis is provided by T cells. One of the target
units potentially useful in therapy is LPS, which may
induce immunoresponse against low virulence strains
and extend the survival of immunised mice [64].

In the 1930s and 1940s there were extensive studies
aimed at finding a strain suitable to produce a vaccine.
As a result, in the USSR a Live Vaccine Strain (LSV)
was produced; it caused a satisfactory immunoresponse
in organisms [38]. LVS was tested on humans during
Operation Whitecoat. Two routs of administration of
the vaccine are known: via aerosol or scarification.
Aerosol application caused more effective immunity,
however in most cases scarification was used [64].
First human testing was done in 1942. Six months after
the vaccination volunteers were infected with E tula-
rensis virulent strains. The experiments confirmed
usefulness of this strain for the purpose of immuni-
sation against tularaemia [82]. In 1946 in the USSR
a programme of preventive vaccinations against tularae-
mia was initiated; an attenuated vaccine was used. At
the end of the 1950s tens of millions of inhabitants of
endemic areas were inoculated. The Russian vaccine
resulted in immunity for the period of at least 5 years,
in some cases from 10-15 years [23]. Among the vac-
cinated only 0.36% showed tularaemia symptoms, in
the non-vaccinated population the disease incidence
was 4.3% [38].
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Presently LVS of F tularensis is not officially
approved for use. One of the reasons may be variable
cell morphology and immunogenicity. Moreover, there
is not much information regarding the mechanisms of
the strain attenuation. Despite these unknowns how-
ever, attenuated LVS may induce immunoresponse
resulting in immunity to tularaemia. This phenomenon
proves that a strain selected for its particular genetic
features and a rationally prepared vaccination strain
may be useful in research on a potential vaccine. The
strain used ought to be non-virulent and to be capable
of replication in vivo with a limited ability to survive,
so no disease symptoms would result [57].

ISCOMS - Immune Stimulating Complexes and
CpG as a new adjuvants are very hopeful [64]. Currently
used vaccines are available on a limited scale only, live
attenuated vaccines are available in Russia (LVS) and the
USA. Apart from that several others are being tested:
attenuated, killed and subunit vaccines [53, 64].

9. Clinical forms of tulareamia

Pathomechanism virulence factors and interac-
tions between the host and the pathogen were widely
discussed. Clinical forms of tularaemia and its course
depend on many factors: virulence potential of the bac-
terium, the path of contact with organism the infec-
tious dose, the disease course in the human body and
the immunological status of the host. The effect may
be a nearly symptomless form of tularaemia, but in
some cases sepsis and sudden death may result. The
incubation period of disease is between 3 to 5 days
(sometimes up to 21 days) [20, 65, 70, 88] or from
1 to 14 days [88]. The onset of tularaemia is usually
sudden, with high fever, shivers, headache, apathy,
general fatigue, weakness, vomiting and conjunctivi-
tis [65, 70, 71, 88]. Other symptoms may also be pre-
sent, such as cough, chest discomfort, stomachache
and diarrhoea. There exist several clinical forms of
tularaemia: ulceroglandular, glandular, oculoglandu-
lar, oropharyngeal, pneumonic, intestinal and typhoidal
(6, 31,47, 48,57, 65,70, 71, 84, 88].

The ulceroglandular form constitutes from 45% to
85% of all tularaemia cases [70, 71]. Most commonly
it results from an infected bite. Symptoms commonly
appear between 3 to 6 days after infection, later an
ulcer forms. During illness the patient may suffer from
flu-like symptoms, including fever (38°C - 40°C),
headache, chills and general fatigue [57]. Skin lesions
may appear before, during or from one to a few days
following adenopathy as red, painful pustules in the
area of lymph nodes. There may also appear blisters
resembling a herpes simplex varicella-zoster infection.
Skin lesions may necrotise, forming ulcers with raised

edges. If no treatment is undertaken, the ulcers may
be present for weeks and result in scarring. The site of
ulceration depends on the rout of infection in case of
animal contact, palms and forearms are affected; after
a tick bite ulceration is present on the torso, crotch,
legs, head and neck. Lymphadenopathy location also
depends on pathogenesis. Neck and nape adenopathy
is most common in children; adults usually suffer from
groin adenopathy. Skin lesions appearing over adenopa-
thies, observed in 19.1% cases in Sweden, suggest sup-
puration. Lymphadenopathy is uncommon, but may
accompany this disease form especially in cases of sec-
ondary infections of the initial ulceration with other
bacteria [63]. Skin lesions may also present as black
pustule surrounded by erythema and swelling. Infected
lymph nodes may be the source of pathogen penetrat-
ing other organs and tissues, such as liver, spleen,
intestines, kidneys, central nervous system and skel-
etal muscles. Often hyperbilirubinemia can be observed
(including elevated levels of liver transaminases) and
leukocitosis [70]. Unless antibiotics are given, lymph
nodes may swell within 7-10 days and suppuration
may follow. This may occur in 30-40% of cases and is
one of the most serious complications of infections by
E tularensis subsp. holarctica. The ulceroglandular is the
dominant form of the disease and constitutes more than
90% of tularaemia cases in Europe. Other subspecies
of E tularensis may also cause this form of the disease
[82]. Frequently observed large swelling of lymph nodes
may resemble bubonic plague. Glandular form does not
present ulceration or suppuration; the form with fever
but showing no lymphadenopathy is described as
typhoidal or septic [57].

Oculoglandular form is a localised form of glandular
tularaemia (Gatezowski-Parinoud syndrome), initially
described by a Polish ophthalmologist Galezkowski
working in France and a Frenchman Pairnaud. It was
also described in Poland.

Glandular form occurs in patients with a local lym-
phadenopathy, but lacking visible skin lesions. Such
form occurs in the USA in fewer than 20% of cases.
The glandular form develops similarly to the ulcerog-
landular type except for the development of skin lesions
which may not occur at all or be minimal, atypical or
unnoticed. Both glandular and ulceroglandular forms
may present suppuration in lymph nodes. Suppuration
is present in more than 20% of cases if no therapy with
antibiotics is undertaken or if antibiotics are adminis-
tered after the first two weeks of illness. The form of
tularaemia with suppurating lymph nodes should be
distinguished from: infections by Streptococcus pyo-
genes, cat scratch disease, syphilis, chancroid, lym-
phogranuloma venereum, tuberculosis, mycobacterial
infections, tokxplasmosis, sporotrichosis, rat-bite fever,
anthrax, plague and herpes simplex infections [65].
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The oropharyngeal form constitutes only several
percent of cases and is associated mainly with intensti-
nal infections by contaminated food or water [64, 65].
It may be a variant of the ulceroglandular form [65].
A typical symptom is ulcerating and exudative stoma-
titis with or without tonsillitis. In the mouth and throat
area ulceration may form causing pustules. Large cervi-
cal lymphadenopathy is usually one-sided, rarely sym-
metrical. Late commencement of treatment may result
in suppuration, as it was observed in Turkey in 40% of
oropharyngeal form of cases [65, 88]. In the pharyngeal
form the main symptoms are high fever and acute throat
ache. Some patients may show lesions on mucous mem-
branes of the larynx, resembling diphtheria. In differen-
tial diagnosis streptococcal pharyngitis, mononucleosis,
diphtheria and adenovirus infections should be consid-
ered. The suspicion of pharyngeal tularaemia should be
taken under consideration in endemic regions and in
patients with acute throat ache in the cases where peni-
cillin treatment was unsuccessful and routine diagnostic
tests showed no satisfactory results [65].

Pulmonary and septic forms of tularaemia, caused
by E tularensis subsp. tularensis, are the most dangerous
disease forms with average mortality rates on 30-60%.
Both forms may develop from ulceroglandular or glan-
dular tularaemia, but the pulmonary form mainly follows
infection by inhalation [57]. This form may manifest as
typical pneumonia with cough, chest pains and elevated
breathing frequency. High fever, nausea and vomiting
may also be present as additional symptoms [88].

Significant differences in symptoms caused by A
and B types of E tularensis are well illustrated by the
pulmonary type. Infections with the A type show fast
decline in health with sudden chills, high fever, short-
ness of breath, dry or wet cough, chest pains, sweat-
ing, sleepiness and general fatigue [88]. Research from
1950s conducted on volunteers exposed to aerosol
infection showed that the pulmonary form develops
3 to 5 days following the exposure [18]. High fever, up
to 40°C, is a characteristic symptom. Other symptoms
resemble pneumonia: bradycardia, chills, shortness of
breath and dry cough. Headache, throat ache, muscular
pains and nausea are also present. Frequently observed
haemorrhagic airway inflammation may lead to bron-
chopneumonia [57]. The pulmonary form should
be distinguished from pneumonia caused by Myco-
plasma spp., Legionella spp., Chlamydophila pneumo-
niae, Coxiella burnetii, Chlamydia psittaci, Mycobacte-
rium tuberculosis, pulmonary plague and others [66].
Intestinal tularaemia follows ingestion of contaminated
food or water and may lead to gastritis and inflam-
mation of intestines. This form may show symptoms
from mild diarrhoea up to acute form with numerous
ulcerations of the intestines [70, 71]. Typhoidal tularae-
mia is uncommon [70]. It may develop following an

infection via any of the possible paths of contact with
microorganisms and it is the hardest to diagnose. In
many patients it has a very serious form, from extreme
exhaustion to sudden death. The main symptoms
are fever with chills, headache, muscular pains, throat
ache, nausea, vomiting, diarrhoea, stomachache, cough.
Patient examination will show dehydration, lowered
blood pressure, mild pharyngitis, cervical adenopathy,
meningismus, increased muscle tone of stomach mus-
cles. Hepatomegaly and splenomegaly are also encoun-
tered in acute cases of the disease and the risk of these
increases with the progress of the disease [65]. The
onset of the disease can be sudden (fever 38°C — 40°C).
One of the symptoms is breakdown of skeletal muscles
(rhabdomyolysis), morbidity in such cases reaches 50%
[70, 71]. Typhoidal tularaemia should be distinguished
from: typhoid fever (infection with Salmonella typhi),
typhus fever (Rickettsia provazekii), infections with
Brucella spp., Legionella spp., C. burnetii, mycobacteria,
fungi, rickettsiae, Plasmodium spp. [65].

Among the diseases which should be differentiated
from the ulceroglandular form, the following should
be mentioned: skin lesions caused by Staphylococcus
and Streptococcus infections, anthrax, pasteurellosis,
tuberculosis, lymph node tuberculosis, infections with
mycobacteria and rickettsiae, toxoplasmosis, cat scratch
disease, plague, and viral infections with HIV (Human
Immunodeficiency Virus), CMV (Cytomegalovirus)
and EBV (Epstein-Barr Virus). Pulmonary tularaemia
may present similarly to acute brucellosis, Hantavirus
infections, leptospirosis, flu, M. Pneumoniae infection,
Legionairres’ disease, TWAR (Chlamydia trachomatis
pneumonia), psittacosis, anthrax, Q fever, plague, SARS
(Severe Acute Respiratory Syndrome) [88] and MERS
-CoV (Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus)
and some deep mycoses. In tularaemia transmission the
arthropods bite may pay important role [25, 30, 47, 72,
91, 94, 96].

10. Tularaemia treatment

In acute tularaemia cases in adults where hospital
admission is deemed necessary, parenteral administra-
tion of aminoglycosides is recommended gentamicin
dosed 5mg/kg/day is preferred; it should be divided
into two doses and the concentration of the antibi-
otic in the serum should be monitored. Alternatively,
streptomycin may be administered as an intramuscu-
lar injection given twice daily at 2 g/day for 10 days.
In extremely severe cases the period of treatment
will depend on the organism’s response and it may
extend much further than 10 days. In less extreme
cases or when mass attack is suspected, oral administra-
tion of ciprofloxacin is preferred at 800-1000 mg/day,
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intravenously in two doses; the period of treatment
should be between 10-14 days. Doxycycline is also
possible, given orally in two doses at 200 mg/day for
no fewer than 15 days [86].

In the studies carried out by Grossman et al. (2017)
the synthetic fluorocycline TP-271 was tested in out-
break events of aerolized exposure to F. tularensis for
complicated inhalational infections [34].

In children requiring hospital treatment, parenteral
administration of aminoglycosides is preferred, with
gentamicin being the drug of choice at 5-6 mg/kg/day
divided into two or three doses; the concentration of
the antibiotic in the serum should be monitored. Alter-
natively, streptomycin can be administered at 15 mg/
kg/day in two doses (maximally 2 g of the antibiotic
per day). In milder cases caused by E tularensis, type B
which may occur in endemic areas, ciprofloxacin may
also be used at the dosage of 15 mg/kg/day (maximally
1 g/day) [95].

In pregnant women it is necessary to consider pos-
sible side effects of treating severe infections. Despite
gentamicin and ciprofloxacin not being admitted by the
FDA (Food and Drug Administration, USA) to use in
tularaemia infections treatment in pregnant women,
these antibiotics are recommended by Johns Hopkins
Working Group on Civilian Biodefense [18]. The dos-
age is identical with the dosage recommended for non-
pregnant women and the treatment period should be
decided on an individual basis [95].

Not much information is available for the patients
with compromised immunological systems. Amino-
glycosides should be the drug of choice, alternatively
ciprofloxacin can be given. The dosage is similar to
the patients with stable immunological systems and
the treatment period may be up to 14 days. In cases
requiring extended treatment, initial administration
of aminoglycosides may be supplemented by oral or
parenteral administration of ciprofloxacin [95]. Signifi-
cant categorisation of tularaemia treatments in various
population groups was presented by Dennis et al. [18].

11. Laboratory diagnostics of F. tularensis

F tularensis as a facultative intracellular pathogen
may be cultured on artificial media. One of them is
CHAB (cysteine heart agar with blood), containing
cysteine [55, 66, 67, 93], another is BCYE (buffered
charcoal yeast extract) [56, 73, 74], also used as a selec-
tive medium in L. pneumophila culturing [14, 15]. Other
media successfully used in culturing of E. tularensis are
as follows: McCoy and Chapin, Francis, Cystine Heart
Agar and fluid thioglycollate medium [84]. Recently
two new selective media have been developed on the
base of CHAB [59, 66]; they may be used to obtain and

multiply E tularensis from contaminated solid tissues.
The CHAB - A medium contains colistin, ampho-
tericin, lincomycin, trimethoprim and ampicillin [66].
CHAB - PACCYV, also successful in culturing E tularen-
sis from environmental samples, contains polymyxin B,
amphotericin B, cycloheximide, cefepime and vanco-
mycin [59]. Serological methods are most commonly
used in laboratories confirming tularaemia diagnoses,
with ELISA being the most popular method [11, 12, 13,
68, 76, 79]. Among others there are microagglutina-
tion tests [15, 68], immunochromatographic tests [12],
Western blot tests [12, 68, 76], a micromatrix method
[11] and an indirect immunofluorescence method [68].

Using a PCR (Polymerase Chain Reaction) method
enables detection of E tularensis genetic material in
both clinical and environmental samples. The method
is an essential tool in detection of microorganisms dif-
ficult to culture. For identification of species with a real
time PCR technique, the most convenient nucleotide
sequences are the genes fopA and tul4, coding the pro-
teins of the external membrane of the E tularensis cells
[4, 5,13, 21, 32, 37, 50, 81, 95]. In order to distinguish
the type A from type B and other subspecies, the rec-
ommended PCR techniques should be aimed to detect
the following genes: pdpD (present in type A F tula-
rensis, and missing in type B and novicida), ISFtu2,
absent in type A and novicida [50], the gene coding 23
kDa protein [19, 83, 92, 93], IpnA (tul4) coding 17 kDa
protein [10, 89]. For further detailed analyses within
the species F tularensis a real-time PCR technique has
been developed which allows differentiation of subtypes
AL and A.II. The goal sequences are RDs (Regions of
differences) [87]. Another method allowing for differ-
entiation within the species and subspecies is detection
and sequencing of the genes 16S rRNA [17, 28, 50, 81].

12. Summary

Due to low infectious dose, high virulence, invasion
and variable forms of the disease, the etiological agent of
tularaemia is classified by the CDC (Centers for Disease
Control and Prevention, USA) as a potentially highly
dangerous agent of biological weapons (group A).
Moreover, a broad distribution of the pathogen’ reser-
voir makes F tularensis a serious threat to human life
and health. Clinical presentation of tularaemia varies
largely and therefore poses diagnosis problems; in effect
the number of tularaemia cases may go underreported.
Diagnostics of tularaemia in Poland is mainly based
on serological analyses and therefore not fully satisfac-
tory due to the low specificity of serological methods
resulting from an extremely high diversity among the
E tularensis species. As an alternative to these methods,
genetic techniques may be used successfully in molecu-



FRANCISELLA TULARENSIS - REVIEW

lar characterisation of tularaemia strains isolated from
humans and animals in screening research and during
epizootic and epidemic outbreaks.
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Streszczenie: Bakterie z rodzaju Nocardia spp. to Gram-dodatnie aeroby, wystepujace na calym swiecie. Wywoluja one nokardiozy, ktérych
najczestszymi postaciami jest nokardioza ptucna, rozwijajaca si¢ wskutek aspiracji drobnoustrojow do drég oddechowych, skérna, w tym
stopa madurska — mycetoma oraz rozsiana, w ktorej zajete moga by¢ inne narzady - czesto OUN. Infekcje dotyczg zwykle 0sob o obnizonej
odpornoéci np. zarazone wirusem HIV lub poddane immunosupresji. Za wigkszos¢ zakazen u ludzi odpowiedzialna jest Nocardia
asteroides. Do metod diagnostycznych zalicza si¢ m.in. posiew z pobranego materiatu lub PCR. Objawy sa rézne w zaleznoéci od postaci
choroby. W nokardiozie ptucnej wystepuje kaszel, krwioplucie a w skdrnej ropnie. Gdy dochodzi do rozsiania choroby, w zaleznosci od
zajetego narzadu wystepuja rozne symptomy. Lekiem stosowanym z wyboru jest sulfonamid.

1. Wstep. 2. Historia. 3. Charakterystyka Nocardia spp. 4. Systematyka. 5. Chorobotwodrczos¢. 6. Diagnostyka. 7. Leczenie. 8. Podsumowanie

Nocardia spp. - characteristics, pathogenicity, treatment

Abstract: Nocardia spp. bacteria are Gram-positive aerobes occurring worldwide. They cause nocardiosis, of which the most common
forms are pulmonary nocardiosis and cutaneous nocardiosis. The pulmonary form progresses as a result of aspiration of pathogens into the
respiratory tract, whereas the cutaneous nocardiosis, can spread to other organs (often to CNS) and includes Madura foot, both mycetoma
and systemic. Infections usually affect people with immunodeficiency, for example infected with HIV or after immunosupression therapy.
Nocardia asteroides is responsible for the majority of infections in humans. Diagnostic methods include cell culture and PCR. The symptoms
vary depending on the form of the illness. Cough and hemoptysis are characteristic for pulmonary nocardiosis, while abscesses are typical
for the cutaneous form. When the illness spreads, the symptoms vary depending on the organ. The treatment of choice is sulfonamide.
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1. Wstep

Bakterie z rodzaju Nocardia s Gram-dodatnimi,
wystepujacymi na calym $wiecie, tlenowymi drobno-
ustrojami. Wywoluja one nokardiozy - choroby ludzi
oraz zwierzat, takich jak psy, bydlo, ryby. Zakazenie
najczesciej dotyczy ptuc lub skdry, ale moze zajmowac
kazdy narzad — wowczas méwimy o rozsianej lub uogél-
nionej postaci choroby. Osoby z dysfunkcja uktadu
immunologicznego, np. z wirusem HIV lub z choro-
bami ukladu oddechowego, s3 szczegélnie narazone
na infekcje tymi bakteriami. Zrédtem infekeji s3 naj-
czg$ciej inhalacje patogenu droga wziewna lub poprzez
zakazenia rany. Dane epidemiologiczne wskazujg na
podobne ryzyko zachorowania w kazdej grupie wieko-
wej, chociaz w populacji meskiej zakazenia wystepuja
znacznie czgsciej. Bakterie te nie przenoszg si¢ droga
transmisji czlowiek-cztowiek lub zwierze-cztowiek.
Do gatunkéw odpowiadajacych za duzy procent choréb
mozemy zaliczy¢ m.in. Nocardia asteroides oraz Nocar-
dia brasiliensis [4, 18, 33].

2. Historia

W 1888 roku na Gwadelupie, francuski weterynarz
Edmond Nocard, wyizolowat tlenowy, nitkowaty drob-
noustrdj. Pochodzit on z ropy oraz wezléw chlonnych
bydta, ktére chorowalo na nosacizng. Nazwano go wow-
czas Streptothrix farcinica. Rok pozniej, w 1889 roku
Trevisan opisal ten mikroorganizm i nadal mu nazwe
Nocardia farcinica. W 1890 roku Eppinger pobral od
pacjenta, cierpigcego na chorobe pluc przypominaja
gruzlice, z ropniem w mozgu, podobny patogen i nadat
mu nazwe Cladotrix asteroides [47]. Sze$¢ lat po tym
wydarzeniu, przemianowano go i dzi$ jest znany pod
nazwa N. asteroides. Po raz pierwszy pozytywny efekt
leczenia u czlowieka choroby wywolywanej przez
Nocardia spp. - nokardiozy, uzyskano w 1940 roku.
Lekami, ktdre okazaly sie wowczas skuteczne, w tej
$miertelnej dotad chorobie, byty chemioterapeutyki-
sulfonamidy [4, 6, 18, 28].

* Autor korespondencyjny: Kamil Leis, ul. M. Curie-Sklodowskiej 9, 85-094 Bydgoszcz; tel. 721 541 129; e-mail: kamil.leis@interia.pl
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3. Charakterystyka Nocardia spp.

Nocardia spp. to promieniowce Gram-dodatnie,
cho¢ wystepuja rowniez formy, ktore nie ulegaja bar-
wieniu metodg Grama. Cechujg si¢ kwasoodpornos-
cig. Sg katalazo-dodatnimi, mezofilnymi, obligatoryj-
nymi aerobami. Buduja nitkowate, przypominajace
prety, rozgalezione struktury, ktére moga wystawac
ponad powierzchnie kolonii. Tworza réwniez strzepki
powietrzne. Budowa przypominajg strzgpki grzybow
lub bakterie z rodzaju Actinomyces spp. Moga one
ulega¢ samoistnej fragmentacji [28]. Ich optimum
termiczne to 30-37°C (s jednak gatunki o innym
spektrum tolerancji termicznej, jak chocby Nocar-
dia acidivorans, wzrastajaca najlepiej przy 25-30°C
lub Nocardia amamiensis — rozwijajaca si¢ w zakresie
15-37°C) [25, 58]. Niektore szczepy wymagaja odpo-
wiedniego pH, np. optymalne pH dla Nocardia alba
wynosi 7 a dla Nocardia brevicatena - 6,3. Nocardia
callitridis natomiast posiada szeroki zakres toleran-
cji, mieszczacy sie¢ w granicach 5,0-10,0. [20, 23, 31]
Wzrost jest powolny, inkubacja trwa zazwyczaj ponad
48 godzin. Wigkszos¢ szczepdw Nocardia spp. wytwarza
pigment podobny do karotenoidéw, co skutkuje r6zna
barwa kolonii od z6ltej, przez rézowy i pomaranczowy,
az do czerwonej [4-6, 18, 26, 54].

Strukture $ciany komdrkowej stanowi peptydoglikan
chemotypu IV. W jego sklad wchodzg takie zwiazki jak;
arabinoza, galaktoza, pochodzace z arabinogalaktanu,
kwas mezodiaminopelinowy, kwas tuberkulosteary-
nowy oraz kwasy mykolowe. Te ostatnie, znajdujace si¢
w zewnetrznej czesci §ciany komorkowej sg potaczone
z peptydoglikanem poprzez arabinogalaktanowy poli-
mer, zawierajg od 44 do 64 atomdéw wegla w tancuchu
[4], czym odrdzniajg sie od Mycobacterium spp., gdzie
tancuchy te sg dluzsze. Wiekszos¢ szczepéw Nocardia
spp.» podobnie jak Mycobacterium spp., Rhodococcus
spp., Arthrobacter spp. i Gordonia spp. posiadajg tre-
haloze [10]. Jest ona zazwyczaj polaczona z kwasami
mykolowymi w pozycji 6’6 i tworzy tzw. cord factor
- czynnik wigzkowy, stanowiacy adaptacje do przezycia
wewnatrz komoérek gospodarza — hamuje fuzje fagoso-
mow w makrofagach. Nokardie sg oporne na lizozym.
Majg zdolnos¢ do rozkltadania weglowodandw, weglo-
wodordw, kwasow ttuszczowych oraz steroidow [4, 18].
Niektore szczepy zawieraja plazmidy [22, 27].

Rodzaje Nocardia oraz Rhodococcus okazaly sie by¢
powigzane ze sobg, w oparciu o podobng budowe ACC
(karboksylaza acetylo-CoA) oraz biatka wiazacego ATP
[16]. Wsrdd rodzaju wystepujg szczepy o charakterze L
form, czyli formy nieposiadajace $ciany komorkowej,
co warunkuje oporno$¢ na wiele grup antybiotykow
(hamujacych biosynteze $ciany komdrkowej), takich jak
np. beta-laktamy czy glikopeptydy [4, 14]. Ma zdolnos¢
do tworzenia przetrwalnikow [7].

Bakterie nalezace do rodzaju Nocardia N. asteroides,
N. vaccinii (jego szczepy zostaly z czasem przeklasy-
fikowane do gatunkoéw N. elegant oraz N. pseudovac-
cinii), N. otitidiscavarium oraz N. carnea moga by¢ sa
atakowane przez bakteriofagi, nazywane nokariofagami
[1, 40, 53].

Patogeny te wydzielajg substancje bioaktywne. Wsrod
nich mozemy wyrdzni¢ m.in.: nokardyne A, nokardyne B
(wydzielane przez podgatunek Nocardia uniformis
tsuyamanensis), nargencyne (wydzielang przez Nocar-
dia argentiensis), erytromycyne E, brasiinoid A oraz
B, brasilikardyne A, B, C oraz D (produkowane przez
N. brasiliensis oraz Nocardia terpenica, ktora wytwa-
rza réwniez brazylinolidy) [19], tubelaktomycyne A
(wydzielana przez Nocardia vinacea), nocobactin NA-a
i NA-b (wytwarzane przez N.farcinica) czy odkryty
dopiero w 2009 roku nocardithiocin, bedace produk-
tem N. pseudobrasiliensis. Z bakterii tych wyizolowano
réwniez zwigzki antyoksydacyjne, zwiagzki wplywajace
na peroksydacje tluszczow oraz dziatajace na receptory
muskarynowe M3 [35]. W zwiazku z ciggtym wykrywa-
niem nowych gatunkéw Nocardia a takze z rozwojem
technik biologii molekularnej mozemy przypuszczaé,
ze kolejne bioaktywne substancje, majace zastosowanie
w medycynie, bedg ciggle odkrywane [2, 9, 35].

Nokardyna A, wykryta w 1976 roku, jest pierwszym
naturalnie wystepujacym betalaktamem monocyklicz-
nym. Wykazuje aktywnos¢ przeciwko bakteriom Gram-
-ujemnym, Neisseria spp. czy Proteus spp. W odroz-
nieniu od innych betalaktaméw charakteryzuje si¢
wysoka opornoscig na betalaktamazy. Substancja ta
nie ma potwierdzonej zadnej opornosci krzyzowej
z innymi antybiotykami betalaktamowymi uwaza sie,
ze mozna ja stosowacé w celu eliminacji bakterii Gram-
-ujemnych [2, 35].

Nargencyna, bedaca produktem N. argentiensis,
wykazuje wzmozona aktywnos¢ wobec Staphylococcus
aureus (MRSA). Substancja ta posiada réwniez dziala-
nie przeciwzapalne, mozna ja réwniez z wysoka sku-
tecznoscig stosowad przeciwko LPS [9, 35].

Tubelaktomycyna A zalicza si¢ do grupy makroli-
dow. Zostala wyizolowana ze szczepu Nocardia vinacea,
znanego wczesniej jako Nocardia sp. MK703-102F1.
Antybiotyk ten testuje si¢ obecnie pod katem skutecz-
nosci w leczeniu gruzlicy [35].

Kolejnym, bedagcym obecnie w fazie testow zwigz-
kiem bioaktywnym jest brasilikardyna. Uwaza sig, ze
wykazuje wlasciwosci przeciwnowotworowe, dziatajac
hamujgco na biosyntez¢ aminokwaséw oraz proliferacje
komorkows [35].

Ponadto poszczegolne szczepy Nocardia spp. wyka-
zujg wlasciwosci degradacji oraz biokonwersji. Przykla-
dowo szczep CL1 Nocardia globerula rozklada cyklo-
heksanol a szczep EI N.farcinica - gume. Szczepy
Nocardia spp. SOB oraz N. cyriacigeorgica SBUG 1472
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sa w stanie zdegradowac rope¢ naftows. Biokonwersje
wobec nitryli wykazuje szczep 108 Nocardia spp. [35].

4. Systematyka

Systematyce Nocardia spp. towarzyszy wiele kontro-
wersji. Dzieje sie tak z powodu ciggtego odkrywania
nowych gatunkéw (dopiero w 2012 roku po raz pierw-
szy opisano przypadek izolacji z materialu pochodza-
cego od czlowieka - z pluc chorego pacjenta - gatunku
Nocardia grenadensis lub Nocardia callitridis, odkryta
w 2010 roku) [13, 23] oraz problemami z zakwalifiko-
waniem odkrytych juz gatunkéw. Dzigki metodzie PCR
identyfikacja stala si¢ szybsza i duzo bardziej miaro-
dajna. Poczatkowo drobnoustroje te byly zaklasyfiko-
wane jako grzyby [4]. Obecnie wyrdznia si¢ 87 gatun-
kéw, z czego uwaza si¢ ze ponad 40 z nich ma wplyw
na czlowieka [5] (wedlug innych badaczy liczba réwna
sie 85, a te majace wplyw na czlowieka to 25 [26] lub
odpowiednio 80 i 33 [3]). Wszystkie gatunki zalicza
sie do: klasy Actinobacteria (promieniowce), podklasy
Actinetobacteridae, rzedu Actinomycetales, podrzedu
Corynebacterineae (dzi$ funkcjonujacego pod nazwa
Corynebacteriales) [46], rodziny Nocardiceae, rodzaju
Nocardia [18]. Oprocz Nocardia spp. w rodzine Nocar-
diae znajduja si¢ rowniez rodzaje: Gordonii spp., Millisia
spp., Smaragdicoccus spp., Skermania spp., Rhodococcus
spp. i Williamsia spp. [35]

Gatunki dziela si¢ na patogenne oraz saprofityczne.
Obok Corynebacterium spp., Mycobacterium spp. i Rho-
dococcus spp. naleza do tlenowych, Gram-dodatnich
promieniowcow [3, 4]. Wraz z rodzajami Corynebac-
terium spp., Propionibacterium spp., Tropheryma spp.
oraz Mycobacterium spp. zalicza si¢ do patogendw Acti-
nobacteria spp. [3].

Obok Microbispora spp., Streptomyces spp. i Micro-
monospora spp. nalezy do endofitoéw Actinobacteria
spp. [3] Tworzy réwniez grupe CMN, w sklad ktorej
wchodzg Corynebacterium spp., Mycobacterium spp.
oraz Nocardia spp. [3].

Do najbardziej znanych gatunkéw mozemy zali-
czy¢: N. asteroides (odpowiadajaca za okoto polowe
nokardioz u czlowieka) [26], Nocardia cyriacigeorgica,
N. brasiliensis (rowniez patogen czlowieka odpowia-
dajacy za duzy procent zakazen, dotyczy najczesciej
zakazen skdérnych u oséb z prawidtowg odpowiedzia
immunologiczng), Nocardia nova, Nocardia farcinica,
Nocardia transvalensis, Nocardia africana, Nocardia
kruczakiae, Nocardia veterana, Nocardia otidiscaviarum.
Wiele z nich tworzy kompleksy, np. N. asteroides jest
kompleksem N. asteroides, N. nova i N. farcinica — przy-
pisuje mu sie okolo 80% wszystkich zakazen [5, 6, 26].

Mimo, iz rodzaj Nocardia spp. wystepuje powszech-
nie na catym $wiecie (szczepy np. N. asteroides [4] czy

Tabela I
Endemicznie wystepujace gatunki Nocardia spp.

Gatunek Miejsce wystepowania

Republika Poludniowej Afryki

Nocardia gamkensis

Nocardia harenae Republika Korei
Nocardia flavorosea Chiny
Nocardia inohanensis Meksyk

Nocardia jejuensis Wyspa Jeju, Republika Korei

Nocardia coubleae Kuwejt

Nocardia lijiangensis Potudniowe Chiny

Nocardia polyresitens Poludniowo-zachodnie Chiny

Nocardia takedensis Japonia
Nocardia terpenica Japonia
Nocardia pigrifrangens Chiny

Na podstawie [11, 19, 24, 30, 32, 34, 42, 45, 49, 55, 56, 57].

N. kruczakiae) [12], niektore gatunki obecne sg jedynie
na danym, waskim obszarze. W tabeli I podano przykla-
dy endemicznego wystepowania wybranych gatunkéow.

Innym, wartym uwagi gatunkiem jest Nocardia
goodfellowii. Drobnoustrdj ten zostal wyizolowany
z gleby i opisany dopiero w 2012 roku. Wzrasta on
w zakresie pH 5,0-10,0 i temperaturze 10-37°C. Mikro-
organizm ten tworzacy w hodowli biate lub zéttobra-
zowe kolonie, zawdziecza swoja nazwe brytyjskiemu
profesorowi Michaelowi Goodfellowi, ktéry wnidst
ogromny wklad w aktualng wiedz¢ oraz systematyke
bakterii Nocardia spp. [44].

5. Chorobotworczosé

Nokardie sg drobnoustrojami pospolicie wystepujg-
cymi w glebie (np. Nocardia zapadnayensis lub N. ama-
miensis) [38, 58], wodzie oraz na roslinach na calym
$wiecie. Te saprofityczne bakterie moga réwniez wyste-
powaé w powietrzu oraz kurzu.

Bakterie z rodzaju Nocardia spp. wywoluja tzw.
nokardiozy, ktére mozemy podzieli¢ na nokardiozy
plucne, skérne oraz uogélnione. Zakazenia te sg zazwy-
czaj dotycza 0s6b o obnizonej odpornosci, cho¢ choruja
réwniez te bez zaburzent immunologicznych. Do grupy
podwyzszonego ryzyka naleza: chorzy z HIV, AIDS,
nowotworami ukladu limfatycznego ( bialaczki, chlo-
niaki), HCMV (ze wzgledu na jego dzialanie immu-
nosupresyjne) [51], przeszczepionymi narzadami lub
szpikiem kostnym (allogeniczne przeszczepy sa zwykle
obarczone wiekszym ryzykiem niz autologiczne), prote-
inozg ptuc, POCHP (w latach 1999-2012 roku przepro-
wadzono badanie, w ktorym sposréd 6545 pacjentdéw
u 4 zdiagnozowano nokardioze pluc, z czego 3 z nich
chorowato na POCHP, co moze by¢ potwierdzeniem
zwigzku miedzy POCHP a nokardioza) [36], osoby
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poddawane immunosupresji w tym terapii kortyko-
steroidami, diabetycy, alkoholicy oraz osoby przyjmu-
jace dozylnie narkotyki.

W 2014 roku opublikowano wyniki 11-letnich
badan Wanga i wsp. Badacze analizie poddali pacjen-
tow z rakiem, u ktérych wtérnie dochodzito do infekji
nokardiami. Od 132 chorych na nowotwoér nablonkowy
wyizolowano 138 szczepow. U 4 pacjentéw doszto do
dwoch zakazen, co dato w sumie taczna liczbe 136 zaka-
zen, co wykazuje silng korelacje migdzy rakiem, czyli
stanem obnizonej odpornosci a wystepowaniem nokar-
diozy. W badaniach mikrobiologicznych potwierdzono
obecnos¢ szczepdw N. nova (blisko 20%) N. cyriacige-
orgica (18%) oraz N. farcinica (blisko 14%). Najczest-
sza lokalizacjg byl uklad oddechowy, zajety w ponad
73% przypadkow nokardioz. Pacjenci, u ktérych doszto
do dwdch zakazen, chorowali na nowotwor hemato-
logiczny i otrzymywali kortykosteroidy, co $wiadczy
o korelacji stosowania tych lekéw z zakazeniem [48].

Zachorowania moga tez mie¢ zwigzek z zakaze-
niami szpitalnymi (podwyzszone ryzyko po przebytej
operacji i u pacjentéw cewnikowanych) [4, 6, 18, 26,
47, 54]. Stwierdzono, ze w krajach rozwijajacych sie,
60% zakazen dotyczy os6b immunoniekompetentnych
[26]. Na nokardioz¢ zapadaja pacjenci w kazdym wieku,
nawet noworodki, jednak najcze$ciej jest to przedziat
wiekowy 45-60 lat [18]. Szacuje sie, ze infekcje czes-
ciej dotykaja mezczyzn niz kobiet (stosunek 3:1) [26].
W latach 2007-2011 w klinice Germans Trias i Pujol
University Hospital w Barcelonie wykryto 12 przypad-
kéw nokardioz, z czego 75% dotyczyto mezczyzn [7].
Uwaza sie, Ze na nokardiozy co roku zapada co naj-
mniej 500-1000 os6b w samych Stanach Zjednoczo-
nych a liczba ta z roku na rok wzrasta [47]. Infekcja
bakteriami Nocardia spp. zwigksza ryzyko wystgpienia
schizofrenii [50]. Zakazenie moze tez inicjowac procesy
neurodegeneracyjne [52].

Do infekeji dochodzi najczesciej poprzez aspiracje
patogendw z powietrza do drég oddechowych. Innymi
mozliwosciami sg: rozprzestrzenienie si¢ z jamy ustnej
lub przewodu pokarmowego na skutek spozycia zaka-
zonych pokarmoéw oraz poprzez kontaminacje rany na
skorze. Nie ma dowoddw, zeby zakazenie przechodzilo
ze zwierzat na czlowieka (zoonoza). Nie opisano roéw-
niez transmisji z cztowieka na cztowieka, jednak dane
zawarte w piSmiennictwie wskazuja na jej potencjalna
mozliwo$¢ [4, 18, 33].

Zjadliwo$¢ jest osobnicza cechg danego gatunku.
Podstawowy mechanizm odpowiadajacy za chorobo-
tworczos¢, to wspomniany wezesniej, mechanizm hamo-
wania fuzji fagosoméw z lizosomami za pomoca cord
factor i nieskutecznosci fagocytozy. Bakterie z rodzaju
Nocardia spp. wytwarzaja SOD - dysmutaze ponad-
tlenkowg oraz katalaze, ktére warunkuja przetrwanie
w organizmie gospodarza. Do kolejnych przystosowan

mozna zaliczy¢ m. in. blokowanie zakwaszenia fagoso-
mow. Niektore szczepy wydzielajg toksyny, jednak nie
odgrywaja one istotnej roli w patogenezie zakazenia [4].

Drogi oddechowe sg gtéwna droga ekspozycji tych
patogendw, wiec zajecie pluc jest najczestsza manifesta-
cja zakazenia. Do objawow zalicza sie suchy lub mokry
kaszel z odksztuszaniem gestej, ropnej plwociny, bol
w klatce piersiowej, dusznos¢, krwioplucie, goraczke,
nocne poty, uczucie zmeczenia oraz utrate masy ciala.
Przypominajg one gruzlice ptuc. Czasami nokardie
moga by¢ izolowane z migzszu ptuc bez jakichkolwiek
objawow ze strony zainfekowanego pacjenta [54]. Zaje-
cie pluc moze by¢ tagodne - wystepuja rozproszone,
drobne nacieki. W postaci ci¢zkiej obecne sg duze,
masywne, nieregularne guzki oraz wysiek w optucne;j.
Zdarzajg sie przypadki powstawania martwiczego rop-
nia i wioknienia ptuc [47].

W 2016 roku Kuchibiro i wsp. opisali pierwszy przy-
padek plucnej formy infekcji wywotanej przez Nocardia
mexicana. Drobnoustr6j wywolal stan immunosupresji
u gospodarza. Badacze ci uwazaja ponadto, ze patogen
wystepuje na calym $wiecie, z wyjatkiem Meksyku, co
sprawia, ze nazwa moze okaza¢ si¢ mylaca [21].

Rzadszymi postaciami nokardioz drég oddecho-
wych s3 zapalenia tchawicy, oskrzeli, $rodpiersia
z zespotem zyly gléwnej gérnej. Okoto polowa zacho-
rowan rozszerza si¢ poza pluca. Zakazenie z drog odde-
chowych moze szerzy¢ si¢ z krwig do skéry - mowi sie
wowczas o wtornej nokardiozie skornej lub do innych
narzadow (nokardioza rozsiana) szczegdlnie do osrod-
kowego ukladu nerwowego, powodujgc powstawanie
w nim ropni. Zajeciu mozgu towarzyszy podwyzszone
ci$nienie wewnatrzczaszkowego, splatanie i zaburze-
nia $wiadomosci, béle glowy, nudnosci oraz wymioty.
Rzadszg manifestacjg zajecia centralnego uktadu ner-
wowego jest zapalenie opon mézgowych [4-6, 26, 33,
47, 54]. Smiertelnos¢ z powodu ropni mézgu, wywola-
nych infekcjg Nocardia spp. wynosi 31% [3].

Kolejng, rzadsza forma zakazenia bakteriami Nocar-
dia jest pierwotna nokardioza skérna. Powstaje zwy-
kle wskutek wnikniecia patogendw przez uszkodzona
skore. Moze przybiera¢ formy: zapalenia tkanki facz-
nej, mycetomy, zwanej stopg madurska, zakazen lim-
fatyczno-skdrnych, zanokcicy oraz ropni. Wystepuja
zwykle u 0séb bez niedoboréw odpornosci i nie roz-
siewa sie do narzadow, w przeciwienstwie do nokar-
diozy plucnej. U dzieci zajety obszar to zazwyczaj twarz
a u dorostych konczyny dolne. Gtéwnym czynnikiem
etiologicznym, odpowiedzialnym za wigkszo$¢ zakazen
jest N. brasiliensis [4, 5, 6, 26, 47, 54]. Réwniez inne
gatunki, jak np. Nocardia vulneris, moga by¢ przyczyna
postaci skornej choroby. Lasker i wsp. w 2016 roku opi-
sali przypadki izolacji tego drobnoustroju z ran. Izolaty
uzyskano od mezczyzn w $rednim wieku z miejsc ska-
leczen na ramionach oraz na palcach [29].
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Mycetoma to przewlekle, powolnie postepujace zaka-
zenie dochodzace do migsni, powiezi a czasem nawet do
kosci, gdzie moze wywola¢ zapalenie szpiku. Przebiega
najczesciej w obrebie stop, ale rdwniez ramion, plecow
i glowy. Poczatkowo rozwija sie guzek, ktdry z czasem
ro$nie i moze przeksztalci¢ sie w ropieni. Obecne s3
obrzeki. Pacjenci nie zglaszajg zazwyczaj dolegliwosci
bolowych. Stope madurska wywoluja réwniez inne pro-
mieniowce oraz niektdre grzyby [4, 5, 6, 33, 54].

Mimo, ze gtéwnym czynnikiem choroby jest N. bra-
siliensis, opisano rowniez przypadki mycetomy spowo-
dowanej przez inne nokardie, np. N. mexicana — pierw-
sze doniesienia pochodzg z 2004 roku [41].

Zakazenie limfatyczno-skorne - kolejna odmiana
pierwotnej nokardiozy skornej, siega weztow chton-
nych, ktdre moga by¢ bolesne i powigkszone. Wyste-
puja guzki, ropnie, ziarniniaki, zaczerwienienie skory,
obrzeki oraz owrzodzenia. Forma ta jest podobna
w przebiegu do sporotrychozy [4, 6, 15].

Jesli zakazenie z drég oddechowych przenosi si¢ do
innych narzagdéw, méwimy o nokardiozie rozsiane;j.
Stanowi ona najpowazniejszg posta¢ zakazenia. Zain-
fekowane mogg by¢: watroba, serce, osierdzie, nerki,
oczy (zwlaszcza siatkdwka), otrzewna, mozg, kosci oraz
stawy, a w rzadszych przypadkach réwniez inne narzady.
Obraz histopatologiczny charakteryzuje si¢ obecnoscia
owrzodzen, ziarniniakéw, guzkow i martwiczych ropni
w zajetych przez drobnoustroje miejscach [4, 6, 33].

Zakazenie oka moze powstac po urazie oka, zabiegu
chirurgicznym lub na skutek rozprzestrzeniania sig
z ogniska pierwotnego. W niektdrych przypadkach wy-
stepuje zapalenie naczyniowki, rogowki oraz teczowki,
ropnie i odwarstwienie siatkéwki. Nieleczona nokar-
dioza oczna wigze sie z catkowitg utratg wzroku w zaka-
zonym przez patogeny oku [6].

Nokardie sg réwniez przyczyna infekcji drég moczo-
wych. Poisnel i wsp. opisali w 2015 roku przypadek mez-
czyzny z chorobg nerek oraz problemem z oddawaniem
moczu. Diagnostyka mikrobiologiczna potwierdzita
obecnos¢ N. veterana. Jest to pierwsza opisana sytua-
cja, gdzie patogen ten kolonizuje system urogenitalny
czlowieka. Wezesniej przypisywano mu etiologie m.in.
ropnia mozgu oraz nokardiozy ptucnej [39].

Zakazenia bakteriami z rodzaju Nocardia spp. doty-
cza réwniez zwierzat. Narazone sg psy, bydlo, koty (cho¢
rzadziej niz u poprzednio wymienionych) owce, $winie,
kroliki, naczelne, ryby i konie. Gtéwnym czynnikiem
odpowiedzialnym za nokardioze zwierzat jest N. aste-
roides — okolo 80%. Roéwniez infekcje N. brasieliensis
oraz N. otitidiscaviarum stanowiag duzy odsetek zacho-
rowan. Do zakazenia dochodzi, tak jak w przypadku
ludzi przez srodowisko: brudna wode czy powietrze.
Opisano jednak zakazenia kréw poprzez skazony bak-
teriami sprzet. U bydla moze wywola¢ ronienia, nosa-
cizng i zapalenia gruczolu mlekowego. U pséw na skutek

infekcji dochodzi czg¢sto do zapalenia szpiku. Podob-
nie, jak w przypadku ludzi, trzykrotnie cz¢$ciej choruja
samce. Na nokardioze zapadaja w ponad 60% osobniki
przed ukonczeniem 1. roku zycia. Konie natomiast cho-
rujg bardzo rzadko, jednak najczesciej choroba konczy
sie $miercig [17, 28]. Doniesiono takze o przypadku,
w ktérym u wolu wystgpilo rozrostowe zapalenie
$ciegna oraz stawow. Czynnikiem odpowiedzialnym za
powyzsza przypadtos¢ byla N. mexicana [37].

Odnotowano wystepowanie niektérych gatunkdéw
nokardii jedynie u zwierzat. Przykladem tego moze by¢
Nocardia salmonicida, izolowana z ciala Oncorhychus
nerka [43].

6. Diagnostyka

Kiedy podejrzewamy nokardioze, diagnostyka po-
lega na kilkukrotnym pobraniu plwociny. Ewentu-
alnie material do badan moze stanowi¢: poptuczyny
oskrzelowe, plyn mézgowo-rdzeniowy, krew, material
z drenazu ran, ropni, zainfekowanych tkanek. Strzepki
nokardii, obecne w zakazonych tkankach sg bardzo
podobne do bakterii Actinomyces spp. W przeciwien-
stwie do nich sg stabo kwasooporne [4].

Pobrang probke powinno oceni¢ sie makroskopowo,
czy obecne sa ,granulki”. Nastepnie, w razie obec-
nosci tych struktur, material powinien by¢ przemyty
solg fizjologiczng i zbadany mikroskopowo. W celu
wybawienia preparatu stosuje si¢ zmodyfikowana
metode Kinyoun lub metod¢ Ziehla-Neelsena. Uwaza
sie, ze metoda silver stain jest tak samo miarodajna,
jak powyzsza metoda. Stosuje sie rowniez barwienie
metoda Grama, charakteryzujaca si¢ najwieksza czu-
toscig. Testy te powinny by¢ przeprowadzane razem
z dodatkowym panelem badan diagnostycznych [6, 47].

Innym sposobem diagnostycznym, zarazem pod-
stawowym i obowigzkowym w diagnozowaniu zaka-
zen bakteriami Nocardia spp., jest hodowla mikrobiolo-
giczna. Do tego celu uzywa sie podtoz nieselektywnych
oraz podloza Sabouarda, Loewensteina-Jensena, Tayera-
-Martina, agaru zelatynowego, parafinowego, z krwia
oraz agaru BCYE. Bakterie na pozywce wzrastaja
powoli. Kolonie wymagajg minimum 48-72h az stana
sie widoczne. Niekiedy zajmuje to wiecej czasu — nawet
do 14 dni. W zwiazku z tym hodowle powinny by¢
przechowywane przez co najmniej dwa tygodnie. Bak-
terie na pozywce tworza charakterystyczne formy, opi-
sane powyzej [6, 18, 47].

Identyfikacja na poziomie gatunku moze by¢ pro-
blematyczna, jednak jest waznym elementem, z racji
roznorodnosci stopnia zjadliwo$ci poszczegdlnych
szczepow gatunkow. Pomocne mogg by¢ testy bio-
chemiczne na hydrolize kazeiny, tyrozyny, ksantyny,
hipoksantyny i zelatyny. Testy te charakteryzuja sie
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niska czuloécig i razliwoscig, poniewaz duzo gatun-
kéw Nocardia jest niereaktywnych i stale s3 odkrywane
i opisywane nowe gatunki [6, 47].

Niektdre gatunki Nocardia wykazuja stosunkows tat-
wos¢ w identyfikacji. N. farcinica cechuje szybki wzrost
(do 72 h) w temperaturze 45°C, tworzenie kwasu z L-ra-
mnozy oraz wykorzystanie acetamidu jako zrodta wegla
iazotu. Niektore szczepy N. asteroides réwniez wykorzy-
stuja acetamid, produkujg kwas z L-ramnozy i rosng w po-
wyzszej temperaturze, jednak procesy te sa znacznie
wolniejsze. Roznig sie takze wygladem kolonii. N. nova
wykazuje ujemne reakcje na produkcje kwasu oraz
wykorzystywanie acetamidu. Dodatnia jest za to proba
na aktywno$¢ arylosulfatazy, ktora daje ujemny wynik
w dwoch poprzednio opisanych gatunkach [6, 47].

Inng metoda diagnostyczng sg testy chemotaksono-
miczne. Polegajg one na badaniu obecnosci w komor-
kach kwaséw mezodiaminopelinowych oraz specy-
ficznych weglowodandéw. Do tego rodzaju diagnostyki
zalicza si¢ rowniez HPLC - wysokosprawng chroma-
tografie cieczowa. Ocenia si¢ nig estry bromofenacylu
kwasow mykolowych nokardii. Stuzy ona do oceny na
poziomie gatunku ale w wielu przypadkach jest nie-
skuteczna. Uzywa si¢ rowniez chromatografii gazowo-
-cieczowej. Podczas tego procesu wydzielaja sie zwiazki
z pirolizy kwaséw mykolowych, zawierajace od 12 do
18 atomow wegla [6, 47].

W celu diagnostyki bakterii Nocardia spp. stosuje
sie rdbwniez metody serologiczne. Do niedawna nie byty
stosowane do identyfikacji aktywnych nokardioz. Obec-
nie wykorzystuje si¢ je jako zrodlo antygenéw homoge-
naty szczepoéw N. brasiliensis lub N. asteroides. Testow
immunodyfuzyjne okazaly sie na tyle niespecyficzne
oraz niedajgce miarodajnych wynikéw u pacjentéw
immunoniekompetentnych, totez nie ma przestanek do
prowadzenia diagnostyki nokardiozy z ich wykorzysta-
niem. Rowniez niespecyficzny okazal si¢ odczyn wigza-
nia dopelniacza. Metoda ta okazala si¢ jednak skuteczna
w diagnostyce 0s6b z obnizong odpornoscia. Wszyst-
kie testy serologiczne majg ograniczenia, wynikajace
z problemu diagnostyki u 0séb z niedoborami immu-
nologicznymi oraz przez odkrywanie nowych szczepow
i nieopisanie wielu pod katem serologicznym [6, 47].

Opisane zostaly réwniez testy wrazliwosci na
srodki przeciwdrobnoustrojowe. Analizie poddano
tylko niewielka liczb¢ szczepow, wiec nie uzywa sie ich
powszechnie [6].

Najlepszymi metodami okazaly si¢ by¢ techniki
biologii molekularnej. Charakteryzuja si¢ one wieksza
szybko$cia i precyzyjnoscig niz inne. Nalezg do nich:
PCR - reakcja tancuchowa polimerazy 16 S rRNA
(w 1999 opisano jak rozréznic izolaty nokardii od izo-
latéw innych promieniowcéw), RFLP - polimorfizm
dlugosci fragmentéw restrykcyjnych, techniki PRA,
sekwencjonowanie DNA (okazala si¢ by¢ szybka oraz

niezawodna metoda w diagnostyce wigkszosci szcze-
poéw Nocardia), pyrosekwencjonowanie oraz ryboty-
powanie [6, 47].

7. Leczenie

Lekami pierwszego wyboru w przesziosci byly sul-
fonamidy. Obecnie dostosowuje si¢ leczenie do indywi-
dualnego profilu chorego. Wykonuje sie posiew i oceng
wrazliwosci na antybiotyki. Obecnie lekiem I rzutu
nadal jest sulfonamid np. sulfametoksazol, potgczony
z trimetoprimem (3-6 g na dzien). U oséb przyjmuja-
cych dozylnie narkotyki, zainfekowanych wirusem HIV,
czesto wystepuja skutki uboczne farmakoterapii jak np.
goraczka czy wysypka. Wykazano tez zwigzek pomiedzy
stosowaniem sulfonamidéw a uszkodzeniem watroby
i niewydolnoscig nerek. Stosuje sie tez imipenem, kotri-
moksazol, amikacyne czy linezolid (600 mg dwa razy
dziennie, doustnie). W przypadku zajecia osrodkowego
ukladu nerwowego zaleca si¢ kotrimoksazol i ceftria-
kson. U pacjentéw z cigzkim przebiegiem nokardiozy
kojarzy si¢ linezolid. Nie ma jednak jednego algorytmu,
czy procedury leczenia z powodu odkrywania coraz to
nowych patogennych szczepéw Nocardia, nabywania
opornosci przez te bakterie oraz tego, ze zakazenia
Nocardia spp. wystepuja czesto przy obnizonej odpor-
nosci lub przy innej jednostce chorobowej takiej jak np.
wirus HIV czy przewlekta obturacyjna choroba ptuc, co
wymaga uwzglednienia w prowadzonej terapii. Opisane
wezesniej L-formy sg oporne na wszystkie antybiotyki,
ktérych punktem uchwytu sg enzymy, odpowiedzialne
za biosynteze $ciany komoérkowej. Ponadto wigkszosé¢
szczepow wykazuje oporno$¢ na wankomycyne, ery-
tromycyng, klindamycyne oraz z powodu produk-
¢ji B-laktamaz — penicyline, niektdre cefalosporyny
a okoto 44% na ampicyline. Leczenie powinno trwa¢
od 6 do 12 miesigcy, a w przypadku zajecia centralnego
ukladu nerwowego co najmniej 12 miesiecy [5, 18, 54].
W tabeli IT przedstawiono wrazliwos¢ niektorych szcze-
pow Nocardia spp. na wybrane antybiotyki.

Tabela IT
Wrazliwo$¢ wybranych gatunkéw Nocardia spp. na antybiotyki

— [=] <

o ) =
Antybiotyk g 2 = o g
A2 8 o S g
/Gatunek &8 & B = &
= 9 3] g g é
5 E Q — < =
N. asteroides w w w w w
N. brasiliensis w B w B N
N. nova w w w w w
N. farcinica WI/N N A w w

W - wrazliwy na dany antybiotyk, N - niewrazliwy na dany antybiotyk,
W/N - gatunek moze by¢ wrazliwy lub nie, B - brak danych.
Na podstawie [54].
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Obecnie nie ma zadnych szczepionek przeciwko
bakteriom z rodzaju Nocardia spp. Z powodu ich pow-
szechnego wystepowania jedynymi metodami profilak-
tyki jest leczenie choroby podstawowej oraz ostanianie
ran u 0sob z podwyzszonym ryzykiem infekcji [8].

8. Podsumowanie

Na dzien dzisiejszy rodzaj Nocardia spp. nie zostal
do konca poznany. Dzigki takim metodom jak PCR
mozliwa jest jednak szybka i skuteczna identyfikacja
i diagnostyka. Liczba zachorowan co roku wzrasta.
Objawy nokardiozy, szczegélnie ptucnej nie sa specy-
ficzne - naleza do nich dusznos¢, kaszel, bol w klatce
piersiowej, wigc mozna latwo postawi¢ mylng diag-
noze. Ze wzgledu na powszechne wystepowanie nie s
dostepne szczepionki ani mozliwos$¢ unikniecia ekspo-
zycji. Szybko wprowadzona antybiotykoterapia, o ile nie
doszlo do rozsianej postaci zakazenia, zapewnia dobre

wyniki u chorych.
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KONFERENCJA POD PATRONATEM PTM °

Konferencja miedzynarodowa:
NON-CONVENTIONAL YEASTS: FROM BASIC RESEARCH TO APPLICATION
Rzeszow 15-18 maja 2018 1.

Wszelkie informacje o konferencji znajduja sie na stronie internetowej:
http://nonconventionalyeasts2018.pl/

Zachecamy réowniez do zapoznania si¢ z broszura informacyjna:
NCY Rzeszow 15-18 maja 2018

Kontakt:
Zaklad Biotechnologii i Mikrobiologii, Wydzial Biologii i Rolnictwa,
Uniwersytet Rzeszowski, ul. Zelwerowicza 4, 35-601 Rzeszow, tel: 667-147-782,
e-mail: non.conventional.yeasts2018@gmail.com

KONFERENCJA POD PATRONATEM PTM 3

IIT Ogolnopolskie Sympozjum Mikrobiologiczne
»METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK”
Lublin, 28-29 czerwca 2018 .

Celem Sympozjum jest podsumowanie dotychczasowych badan i przedstawienie najnowszych osiggnie¢ z zakresu metagenomiki,
mikrobiologii, oddzialywan pomiedzy mikro- i makroorganizmami roznych §rodowisk oraz ich znaczenia dla rozwoju rolnictwa i ochrony
$rodowiska. Podczas konferencji zostang zaprezentowane oraz przedyskutowane wyniki badan prowadzonych w o$rodkach naukowych,
w tym takze postep w wykorzystaniu nowoczesnych metod badawczych w obszarze mikrobiologii §rodowiskowej. Sympozjum bedzie
miejscem wymiany do$wiadczen, nawigzywania kontaktéw do realizacji wspolnych projektéw badawczych oraz wydarzeniem nauko-
wym na temat kompleksowego rozpoznania bioréznorodnoséci mikroorganizméw w réznych srodowiskach oraz najnowocze$niejszych
metod badawczych stosowanych w mikrobiologii, biologii molekularnej i biotechnologii. Przewiduje si¢ organizacje nastgpujacych sesji
naukowych: nowoczesne metody identyfikacji mikroorganizméw, metagenomika $rodowisk ekstremalnych, metagenomika aplikacyjna,
metagenomika a jako$¢ srodowiska.

Organizatorzy:

Instytut Biotechnologii Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawta II
Instytut Agrofizyki Polskiej Akademii Nauk w Lublinie,
Instytut Mikrobiologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie,
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa,
Panstwowy Instytut Badawczy w Pulawach
Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Kontakt:

dr hab. Jolanta Jaroszuk-Scisel,
Kierownik Zaktadu Mikrobiologii Srodowiskowej Instytut Mikrobiologii i Biotechnologii
Wydziat Biologii i Biotechnologii Uniwersytet Marii Curie-Skltodowskiej
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin, tel.: (81) 537 59, 18/39/20,
e-mail: jolanta.jaroszuk-scisel@poczta.umcs.lublin.pl

Agnieszka Solinska
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta, Instytut Biotechnologii,
Katedra Biochemii i Chemii Srodowiska, ul. Konstantynéw 1 i, 20-708 Lublin
tel.: (81) 45-45-460, e-mail: awolin@kul.pl
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KONFERENCJA POD PATRONATEM PTM
3

. s
V edycja konferencji

VIRUSES OF MICROBES V: BIODIVERSITY AND FUTURE APPLICATIONS
Wroctaw, 9-13 lipca 2018 1.

Jest to piate juz spotkanie z serii miedzynarodowych konferencji towarzystwa International Society for Virus of Microbes (ISVM)
poswigconej wirusom drobnoustrojéw. Konferencje Virus of Microbes dobywaja si¢ co dwa lata, a rozpoczely sie w 2010 roku w Instytucie
Ludwika Pasteura w Paryzu, a nastgpnie kontynuowane byly w Brukseli (2012), Zurichu (2014), i Liverpoolu (2016), gromadzac na kazdym
spotkaniu ok. 400-500 uczestnikéw z calego $wiata.

Spotkanie zatytulowane jest ,,Biodiversity and future application”. Tematyka pieciodniowej konferencji poswig¢cona bedzie podstawowym
i aplikacyjnym badaniom naukowym nad wirusami mikroorganizméw (algi, archaea, bakterie, grzyby, pierwotniaki i wirusy). Wirusy sa
kluczowym elementem warunkujacym biordznorodnos¢ i ewolucje mikrobiologiczna, jak rowniez stuza jako narzedzie w biologii moleku-
larnej. W ostatnich czasie coraz wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ badania nad bakteriofagami, ktore stanowig obiecujaca alternatywe
leczenia infekcji wywotanych zwlaszcza przez wielooporne szczepy patogendw czlowieka, a sa stosowane juz w konserwacji Zywnosci,
hodowli zwierzat i produkcji roslin uprawnych.

Uniwersytet Wroctawski (prof. dr hab. Zuzanna Drulis-Kawa) wraz z Laboratorium Bakteriofagowym Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej we Wroctawiu (prof. dr hab. Krystyna Dabrowska), maja zaszczyt organizowa¢ kolejng mi¢dzynarodowa edycje tej kon-
ferencji w 2018 roku.

Konferencja porusza tematyke niezwykle aktualng i bedzie dedykowana do wszystkich osob zajmujacych sie zagadnieniami z zakresu
zwalczania zakazen bakteryjnych, jak réwniez ekologii i réznorodnoéci biologicznej drobnoustrojow.

Konferencja zostala objeta patronatem przez European Molecular Biology Organization jako EMBO Workshop ,Viruses of microbes
2018” http://www.embo.org/events

Lokalizacja:
Uniwersytet Wroclawski, Wydziat Prawa, Administracji i Ekonomii
ul. Uniwersytecka 22/26, 50-145 Wroclaw

Organizatorzy:
Uniwersytet Wroctawski, Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN

Kontakt:
prof. Zuzanna Drulis-Kawa, zuzanna.drulis-kawa@uwr.edu,pl, tel. 71 375 62 90
prof. Krystyna Dabrowska, dabrok@iitd.pan.wroc.pl, tel. 71 337 11 72 wewn. 316

INTERNATIONAL CONFERENCE
VIRUSES OF MICROBES V: BIODIVERSITY AND FUTURE APPLICATIONS
9-13 July 2018 Wroctaw, Poland

Institute of Genetics and Microbiology University of Wroctaw & Hirszfeld Institute of Inmunology and Experimental Therapy Polish
Academy of Sciences On behalf of the organising committee of the ISVM conference on the Viruses of Microbes, we are pleased to invite
to the fifth meeting in an international series that began in 2010 at the Pasteur Institute.

This event is one that focuses on basic and applied scientific research on viruses infecting microbes (algae, archaea, bacteria, fungi,
protozoa and viruses). Viruses have always been a key element of microbial diversity and evolution, as well as a tool for the molecular
biologist to learn more about how the host cell functions, but this information has also been put to productive use in latter days to control
infections and fouling in many areas of our modern life.

The conference is included to the EMBO Workshop list http://www.embo.org/events

Location:
Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Prawa, Administracji i Ekonomii
ul. Uniwersytecka 22/26, 50-145 Wroctaw

Organizers:
Uniwersytet Wroctawski; Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN

Contact:
prof. Zuzanna Drulis-Kawa, zuzanna.drulis-kawa@uwr.edu,pl, tel. 71 375 62 90
prof. Krystyna Dabrowska, dabrok@iitd.pan.wroc.pl, tel. 71337 1172/ 316

Organizatorzy wszystkich konferencji wspolorganizowanych
przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologow i obejmowanych patronatem PTM powinni zagwarantowa¢
znizkowe oplaty rejestracyjne dla cztonkow PTM
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INFORMACJA O PRACY PREZYDIUM ZARZADU GLtOWNEGO PTM

Warszawa, 02.01.2018r.

Szanowni Cztonkowie Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow,

Zaczal sie Nowy Rok 2018. Zyczymy Panstwu sukceséw osobistych i zawodowych, rozwoju Oddziatéw Terenowych PTM, a takze
poprawy kondycji calego naszego Stowarzyszenia.
Ponizej szereg informacji z ostatnich prac Prezydium ZG PTM

1. Materialy z Nadzwyczajnego Walnego Zgromadzenia Delegatéw PTM, ktdre odbywato sie w ramach Konferencji Naukowej ,,PTM
wczoraj — dzis$ - jutro’, Krakow 22-23 wrze$nia 2017 r., wraz z nowym statutem PTM zostaly skompletowane, podpisane, przekazane do
kancelarii prawnej i zfozone do Krajowego Rejestru Sagdowego. Oczekujemy na decyzje Sadu.

2. Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw sklada ogromne podziekowanie Zgromadzeniu Fundatoréw Zalozycieli Fundacji na Rzecz
Polskiej Mikrobiologii, w osobach:

prof. dr hab. Danuta Daniela Dzierzanowska-Madalinska

prof. dr hab. Jerzy Franciszek Hrebenda

prof. dr hab. Marek Aleksander Jagielski

prof. dr hab. Adam Jan Jaworski

prof. dr hab. Stanistaw Mirostaw Kaluzewski

prof. dr hab. Jozef Feliks Kubica

dr hab. Jan Andrzej Patzer

dr Bohdan Jerzy Starosciak

dr Jolanta Elzbieta Szych
za podjeta po likwidacji Fundacji decyzje i przekazanie dnia 14 grudnia 2017 r. kwoty 27 527 zI na konto PTM na cele statutowe PTM
zwigzane z rozwojem polskiej mikrobiologii.

3. Tuz przed Swietami Bozego Narodzenia PTM otrzymalo dofinansowanie Konferencji ,,90 lat PTM” z Ministerstwa Nauki i Szkolnic-
twa Wyzszego, z puli przeznaczonej na dziatalnos¢ upowszechniajaca nauke. Dotacja ta umozliwi pokrycie kosztéw konferencji. W trybie
bardzo pilnym musielismy sporzadzi¢ sprawozdania merytoryczne i finansowe, aby rozliczy¢ otrzymane dofinansowanie. Dnia 12.01.br.
przekazano material do MNiSW i obecnie czekamy na decyzje.

4. Ztozono wniosek do MNiSW na dzialalno$¢ upowszechniajacg nauke — o dofinansowanie modernizacji w latach 2018-2019 cza-
sopism PTM: Polish Journal of Microbiology i Postgpow Mikrobiologii.

5. Objeto patronatem PTM Miedzynarodowe Sympozjum Naukowe ,,Non-conventional Yeasts: from basic aspects to applications” orga-
nizowane przez Uniwersytet Rzeszowski, zaplanowane w dniach 15-18 maja 2018 r. w Rzeszowie (Uchwata nr 42-2017 z dnia 15.11.2017 .),
a takze IIT Ogoélnopolskie Sympozjum Mikrobiologiczne ,,Metagenomy réznych §rodowisk” zaplanowane w dniach 28-29 czerwca 2018 1.
w Lublinie (Uchwata nr 5-2018 z dnia 15.01.2018r.). Konferencje: ,,Viruses of Microbes V: Biodiversity and future applications”
i ,,Non-conventional Yeasts: from basic aspects to applications”, dzigki poparciu PTM, w tym finansowemu, uzyskaty dofinansowanie
z FEMS w kwocie 5,000 Euro, kazda.

6. Przypominamy, ze cztonkowie PTM poczawszy od stycznia 2018 r. nie bedg otrzymywac bezplatnych zeszytéw kwartalnikéw Postepy
Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology. Czasopisma te sa dostepne w wersji elektronicznej. Zgodnie z uchwatami 29-2017 i 30-2017
ZG PTM czlonkowie PTM maja dostep do wszystkich, w tym biezacych numerdw, kwartalnikéw Postepy Mikrobiologii oraz Polish Journal
of Microbiology w 2018 r., po zarejestrowaniu si¢ w systemie na stronie internetowej PTM. Jednocze$nie informujemy, ze osoby, ktore beda
chcialy posiada¢ wersje papierowe tych czasopism w roku 2018 musza zaméwic i wykupi¢ prenumerate Postepéw Mikrobiologii oraz Polish
Journal of Microbiology bezposrednio w Zaktadzie Wydawniczym Letter Quality, e-mail: roma.walendzewicz@gmail.com.

Cena jednego zeszytu kwartalnikéw w 2018 . bedzie wynosita 40 zt + 5% VAT, tym samym roczna prenumerata (w 2018 r.) kazdego
z czasopism bedzie wynosita 160 zt + 5% VAT (Uchwata nr 10-2018 z dnia 15.01.2018 r.). Wysoko$¢ ceny jest taka sama dla wszystkich
chetnych prenumeratoréw. Nowa cena jeszcze w pelni nie rekompensuje kosztéw wydania zeszytu, lecz zmniejsza straty wydawnicze PTM.

7. Uruchomiono system logowania si¢ na stronie PTM przez cztonkéw PTM z optaconymi sktadkami cztonkowskimi za 2017 r. i lata
weze$niejsze. Uaktualniane sg przy okazji dane osobowe cztonkdw i ich adresy. Rozwazamy rézne warianty informacji, ktére mogtyby by¢
dostepne dla cztonkéw PTM po zalogowaniu si¢ na strone. Na dzien 31.01.2018 1. 200 czlonkdw juz si¢ zalogowalo.

8. Przypominamy, ze dla manuskryptéw otrzymywanych przez redakcje Polish Journal of Microbiology od 01.07.2018r. zostana
podniesione oplaty redakcyjne

za publikacje w PJM, odpowiednio:

dla autoréw korespondencyjnych, cztonkéw PTM z: 125 USD + 23% VAT do 250 USD + 23% VAT

oraz dla pozostatych 0séb z 250 USD + 23% VAT do 500 USD + 23% VAT

(Uchwata nr 40-2017 z dnia 31.10.2017 r.).
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9. W zwiazku ze zgloszona przez Panig prof. Jolanta Solecka rezygnacja z funkcji Redaktora Naczelnego czasopisma Polish Journal
of Microbiology oraz rezygnacja z funkeji sekretarzy Pani mgr Joanny Ziemskiej i Pana mgr Adama Guspiela z NIZP-PZH, po rozeznaniu
istniejacej sytuacji, postanowiono przychyli¢ sie do prosby Pani prof. Jolanty Soleckiej z zespotem i po skompletowaniu numeru 1/2018
PJM, z dniem 28.02.2018 r. powierzy¢ funkcje¢ Redaktora Naczelnego PJM Pani prof. Elzbiecie Annie Trafny, cztonkowi Prezydium ZG PTM
(Uchwala nr 2-2018 z dnia 15.01.2018 1.). Ponadto postanowiono zatrudni¢ nowa osobe¢ do prowadzenia spraw sekretarskich zwigzanych
z wydawaniem Polish Journal of Microbiology. W 2018 r. ulega takze zmianie firma $wiadczaca ustugi wydawania przez PTM czasopisma
PJM droga elektroniczng, zostata nig amerykarska firma Exeley (Uchwala nr 3-2018r. z dnia 15.01.2018r.).

10. W zwiazku z pismem Pana prof. Waldemara Rastawickiego Redaktora Naczelnego kwartalnika Medycyna Doswiadczalna i Mikro-
biologia w sprawie wspoétfinansowania przez PTM wydawania tego czasopisma, podjeto uchwale (nr 11-2018 z dnia 15.01.2018 .) w spra-
wie niefinansowania kwartalnika oraz rezygnacji z zapisu dotyczacego PTM w tresci informacji ,,organ Narodowego Instytutu Zdrowia
Publicznego - Panistwowego Zakladu Higieny w Warszawie oraz Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw” (pozostaje zapis dotyczacy tylko
NIZP-PZH). Wnioskowalismy, aby informacja ,W latach 1949-2017 kwartalnik Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia ukazywat sie
jako organ Panstwowego Zaktadu Higieny (obecnie Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego - Panstwowy Zaktad Higieny) w Warszawie
oraz Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw” wraz z logo PTM, zamieszczone zostaly na wewnetrznej stronie oktadki wszystkich zeszytow
kwartalnika.

Do korica 2017 r. koszty zwigzane z wydawaniem kwartalnika Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia w catoéci pokrywat Pafistwowy
Zaklad Higieny, obecnie NIZP-PZH.

11. Tocza si¢ rozmowy pomiedzy PTM, FEMS i Firma Global Congress w sprawie organizacji FEMS Council w Warszawie w dniach
7-8. wrzes$nia 2018 r. w Warszawie.

12. W odpowiedzi na pro$b¢ Ministerstwa Zdrowia, PTM zglosito kandydature Pani prof. Katarzyny Dzierzanowskiej-Fangrat, zastepcy
dyrektora ds. klinicznych Instytutu-Pomnika Centrum Zdrowia Dziecka na Konsultanta Krajowego w dziedzinie mikrobiologii lekarskiej.

13. Uchwalami nr 43-2017 z dnia 15.11.2017 r. oraz nr 6-2018 z dnia 15.01.2018 r. przyjeto 16 nowych czlonkéw zwyczajnych do
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdéw.

14. Jeden czlonek naszego Towarzystwa otrzymal FEMS Travel Grant umozliwiajacy uczestnictwo w konferencji “Challenges and new
concepts in antibiotics research” w dniach 19-21.03.2018 r. w Instytucie Pasteur’a w Paryzu.

15. Jeste$my na kolejnym etapie porzadkowania spraw optat sktadek cztonkowskich PTM.

Tabele z informacjami o zaleglych sktadkach cztonkéw Oddziatéw Terenowych PTM przekazano do Przewodniczacych Oddziatow.

Zgodnie z nowym statutem PTM, przyjetym na Nadzwyczajnym Walnym Zgromadzeniu Delegatéw PTM w Krakowie w dniu 23.09.2017
(statut jest obecnie w trakcie rejestracji w sadzie) cztonkiem zwyczajnym PTM w 2018 r. moze by¢ osoba, ktora ma uregulowane wszystkie
skladki przed 2018 r. Osoby, ktore nie zaptacity sktadki za 2015, 2016 lub 2017 rok sa informowane o konieczno$ci niezwlocznego uregu-
lowania zaleglych sktadek do konca stycznia 2018 r.

Na dzie 31.01.2018 1. jeszcze 243 0s6b (z ogdlnej liczby 1005 cztonkéw PTM) nie uregulowato zalegtych sktadek.

16. W Uchwale nr 9-2018 z dnia 15.01.2018 r. ustanowiono, zgodnie z par. 15 nowego statutu PTM z dnia 23.09.2017 r., dodatkowy
miesieczny (do konca lutego) terminu do uregulowania opfat za zalegte skladki cztonkowskie PTM za lata 2015-2017. W ciagu lutego
zostanie wystane kolejne przypomnienie o konieczno$ci uregulowania wszystkich zaleglosci do dnia 01.03.2018 r. Jezeli nie zostang one
uregulowane, na planowanym zebraniu Zarzadu Gléwnego PTM w marcu br., zostanie podjeta uchwata o usunigciu 0sob z nieoptaconymi
skladkami za poprzednie lata (2015-2017) z grona cztonkéw PTM. Powinni$my dazy¢ do sytuacji, gdy sktadki cztonkowskie s regularnie
wplacane na konto PTM. Jednocze$nie przypominamy o obowiazku optacenia skladki cztonkowskiej za 2018 rok, zgodnie ze statutem,
w pierwszym kwartale 2018 1.

Wysokos¢ skladki cztonkowskiej w 2018 r. nie ulegta zmianie i nadal wynosi 100 zt.

17. Pani prof. Ewa Augustynowicz-Kope¢, wiceprezes PTM, opracowuje projekt regulaminu pracy Zarzadu Gtéwnego PTM, wymagany
przez statut PTM. Projekt regulaminu bedzie przedstawiony na marcowym zebraniu ZG PTM.

18. Ustalono, na tym samym poziomie, co w 2017 r., wynagrodzenia dla zespoléw redakcyjnych Postepy Mikrobiologii (Uchwata
nr 1-2018), Polish Journal of Microbiology (Uchwala nr 4-2018) oraz Pan ksiegowej PTM (Uchwata nr 7-2018) i sekretarki PTM (Uchwata
nr 8-2018).

SEKRETARZ
Polsklego Towarzystwa Mikrobiologdw

ﬁ /ﬁ/bdll

dr n. farm. Agnieszka/f. Laudy
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CZLONKOWIE WSPIERAJACY PTM

CZLONEK WSPIERAJACY PTM - ZLOTY

HCS

EUROPE Hygiene & Cleaning Solutions
for those whocare

0d 27.03.2017 r.

HCS Europe - Hygiene & Cleaning Solutions
ul. Warszawska 9a, 32-086 Wegrzce k. Krakowa
tel. (12) 414 00 60, 506 184 673, fax (12) 414 00 66
www.hcseurope.pl

Firma projektuje profesjonalne systemy utrzymania czystosci i higieny dla klientow
o szczegdlnych wymaganiach higienicznych, m.in. kompleksowe systemy mycia, dezynfekgji,
osuszania rak dla pracownikéow stuzby zdrowia,
preparaty do dezynfekcji powierzchni dla stuzby zdrowia, systemy sterylizacji narzedzi.

CZLONEK WSPIERAJACY PTM - SREBRNY
0d 07.06.2017 r.

B/ BRAUN

SHARING EXPERTISE

Aesculap Chifa Sp. z o.0.
ul. Tysiaclecia 14
64-300 Nowy Tomysl
tel. (61) 44 20 100, fax (61) 44 23 936
www.chifa.com.pl

Aesculap Chifa Sp. z 0.0. jest czlonkiem grupy B. Braun,
jednej z wiodacych na $wiecie firm medycznych,
produkujacej i dystrybuujacej migdzy innymi preparaty do antyseptyki rak, skory, bton sluzowych,
do mycia i dezynfekeji wyrobéw medycznych oraz powierzchni.

CZLONEK WSPIERAJACY PTM - SREBRNY
0d 12.09.2017 r.

ECOLAB

Firma Ecolab Sp. z 0.0. zapewnia:
najlepsza ochrone $rodowiska pracy przed patogenami powodujacymi zakazenia
podczas leczenia pacjentdw, bezpieczefistwo i wygode personelu,
funkcjonalnos$¢ posiadanego sprzetu i urzadzen.
Firma jest partnerem dla przemystoéw farmaceutycznego, biotechnologicznego i kosmetycznego.
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CZLONEK WSPIERAJACY PTM - SREBRNY
0d 12.12.2017 r.

WODOCIAGI

Krakowskie

Od ponad 100 lat siedziba Wodociagéw Krakowskich miesci si¢ przy ul. Senatorskiej.
Budowe obiektu ukoriczono w 1913 roku.
W 2016 r. do sieci wodociggowej wttoczono ponad 56 mln m?® wody.
Szacuje sie, ze ponad 99,5% mieszkanicow Gminy Miejskiej Krakow
posiada mozliwo$¢ korzystania z istniejacej sieci wodociagowej.

CZLONEK WSPIERAJACY PTM - ZWYCZAJNY
0d 12.09.2017 r.

PMERRCK

Merck Sp. z 0.0. jest czg$cig migdzynarodowej grupy Merck KGaA z siedzibg w Darmstadt, Niemcy
i dostarcza na rynek polski od roku 1992 wysokiej jakosci produkty farmaceutyczne
i chemiczne, w tym podloza mikrobiologiczne
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Postepy Mikrobiologii zamieszczajg artykuly przegladowe ze
wszystkich dziedzin mikrobiologii, ktére nie zostaly wczedniej
opublikowane w innych czasopismach. Drukujemy réwniez prace
przegladowe metodyczne oraz w dziale Nowosci Wydawnicze
recenzje nowych ksiazek z zakresu mikrobiologii i nauk pokrew-
nych, ktdre ukazujg si¢ w Polsce. Artykuly i ilustracje drukowane
w Postepach Mikrobiologii nie moga by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych periodykach.

1. Sposdb przygotowania manuskryptu. 1.1. Tekst. 1.2. Tlu-
stracje i tabele. 1.3. Piémiennictwo. 1.4. Cytowanie danych z sieci
internetowej. 2. Prawa autorskie. 3. Zalecenia szczegélowe.
3.1. Nazewnictwo drobnoustrojow. 3.2. Nomenklatura genetyczna.
3.3. Skréty nazw chemicznych. 3.4. Pisownia danych numerycz-
nych. 3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami. 4. Proces
recenzowania. 5. Sposdb przygotowania i nadestania manuskryptu.
6. Uwagi dodatkowe

1. Sposéb przygotowania manuskryptu

1.1. Tekst

Prace nalezy przysyla¢ do Redakcji w postaci elektronicz-
nego zapisu tekstu w edytorze Microsoft Word dowolnej edycji
w wersji PL jako zalacznik poczty elektronicznej. Objetoé¢ pracy
nie powinna przekracza¢ wraz z piémiennictwem i ilustracjami
30 stron (wielkos$¢ czcionki 12, odstep pomigdzy wierszami 1,5).
Po tytulach wydzielonych nie nalezy stawia¢ kropek. Na oddziel-
nej stronie (strona tytulowa) nalezy poda¢ tytut pracy, pod nim
w pelnym brzmieniu imiona i nazwiska autoréw oraz afiliacje. Na
dole strony nalezy poda¢ imig i nazwisko autora korespondencyj-
nego, poda¢ afiliacje oraz dokladne dane adresowe i kontaktowe.
Na stronie tytulowej nalezy réwniez zamiescic¢ spis tresci (tytuly
poszczegolnych rozdzialéw) oraz nie wigcej niz 5 stéw kluczowych
(key words), podanych w porzadku alfabetycznym. Tytul pracy,
spis tresci i stowa kluczowe nalezy powtérzy¢ w jezyku angielskim.

W pliku ze strong tytulowa nalezy zamiesci¢ krotkie stresz-
czenie pracy w jezyku angielskim (maksymalnie 250 stéw). Praca
powinna konczy¢ si¢ krotkim podsumowaniem, zawierajacym
najistotniejsze elementy tresci. Tekst pracy powinien by¢ zgodny
z zaleceniami szczegotowymi Redakcji.

W przypadku prac kierowanych do dzialu ,,Publikacje meto-
dyczne i standardy” prace przygotowane wedlug wyzej wymie-
nionych wytycznych oraz szczegdtowych wytycznych przed-
stawionych w drugiej czesci instrukeji nalezy przesta¢ na adres
Redaktora Dzialu. Przestane do Redakeji prace winny by¢ napi-
sane poprawng polszczyzna. Redakcja rekomenduje PT. Autorom
Stownik Poprawnej Polszczyzny (Wydawnictwo Naukowe PWN
Warszawa) jako pomoc w redagowaniu tekstu. Jakkolwiek Postepy
Mikrobiologii sa polskojezyczne, nie wyklucza sie¢ druku prac napi-
sanych w jezyku angielskim. Ze wzgledu na powszechnos¢ jezyka
angielskiego, Redakecja zrezygnowala z oznaczania jezyka (ang.)
dla wyrazen w tym jezyku.

1.2. Tlustracje i tabele

Tabele i ryciny powinny by¢ dostarczone jako osobne pliki.
Maksymalne rozmiary rycin i tabel planowanych w artykule w jed-
nej szpalcie nie powinny przekracza¢ szerokosci 82 mm, a zaplano-
wanych w obszarze dwéch szpalt — 169 mm. Dozwolona wysokos¢
grafik wynosi 246,6 mm.

W manuskrypcie nie nalezy pozostawia¢ wolnych miejsc na
tabele i ryciny (rysunki, wykresy i zdjgcia), a tylko w tekécie zazna-
czy¢ miejsce, w ktérym powinny by¢ umieszczone, np.

- tab.I

- ryc. 1

Liczbe rycin i tabel nalezy ograniczy¢ do minimum. Tabele
iryciny powinny by¢ umieszczone wraz z opisem w osobnym pliku.
Tabele oznaczamy kolejnymi numerami rzymskimi, a ryciny (zdje-
cia, rysunki, wykresy, diagramy) cyframi arabskimi. Kazda tabela
powinna mie¢ nagléwek opisujacy jej tres¢ (tytut), a ewentualne
objasnienia nalezy zamie$ci¢ ponizej. Objasnienia do umieszczenia
pod wykresami, rysunkami, zdjeciami nalezy przesta¢ w osobnym
pliku. Pliki cyfrowe zawierajace ilustracje akceptowane do druku
nalezy przygotowac zgodnie z zaleceniami Redakgji. Ilustracje we
wstepnej wersji artykulu przeznaczonej dla recenzentéw moga by¢
dostarczone jako dowolne pliki graficzne lub tekstowe, ale w wersji
ostatecznej do druku powinny by¢ dostarczone w wymaganej roz-
dzielczosci jako pliki TIFF albo EPS. Grafiki nalezy przesyta¢ w ich
naturalnym planowanym formacie, aby nie istniala koniecznoé¢
ich powigkszania lub zmniejszania w Wydawnictwie. Minimalna
rozdzielczo$¢ stosowana w ilustracjach powinna wynosi¢ 300 dpi
dla zdje¢ szarych i kolorowych, 600 dpi dla liter i 1200 dpi dla linii
w wykresach. Kolorowe ilustracje muszg pozostawac takze w syste-
mie CMYXK jako obrazy CMYK TIFF o rozdzielczoéci 300 dpi. Pliki
pochodzace z programu Microsoft Office (Power Point, Word)
akceptowane sg jedynie w wersji ilustracji czarno bialej. Wszystkie
ryciny (oprécz czarno bialych z MS Office) wyeksportowane do
formatu bitmapy musza by¢ zachowane w skali szarosci albo w sys-
temie CMYK (Cyan, Magenta, Yellow, blacK). Nie nalezy stosowac¢
zapisu w systemie RGB (Red, Green, Blue). Obrazy stonowane
(zréznicowanie gestosci lub cienie) musza by¢ sporzadzone w skali
szarosci (nie uzywac bitmapy). Redakcja nie akceptuje kolorowych
ilustracji wykonanych w Microsoft Office, poniewaz sg one zapi-
sane w systemie RGB. Za wydruk kolorowych ilustracji Wydawca
pobiera dodatkows oplate, zgodnie z zalaczong na koncu instrukcji
informacja o oplatach. Jednak mozna przygotowac wersje kolo-
rowa rycin, ktdra zostanie nieodpltatnie opublikowana online.

Wszystkie ostateczne napisy, oznaczenia czy tez klucze ozna-
czen musza by¢ wprowadzone do rycin. Kazda rycina musi zostaé
dolfaczona jako osobny plik, a ilustracje wielopanelowe muszg by¢
podane w jednym pliku. Aby unikna¢ problemu z réznymi fontami
Redakgcja zaleca stosowanie nastepujacych czcionek: Times New
Roman, Times New Roman Pl, Arial, Arial Pl oraz Symbol. W celu
szczegbdlowej informacji prosze wysylac zapytanie przez e-mail na
adres Redakgji.

1.3. Pis$miennictwo

Cytowane piSmiennictwo nalezy wpisa¢ oddzielnie jako
ostatnie strony manuskryptu, wymieniajac pozycje w kolejnosci
alfabetycznej. W wykazie powinny by¢ podane kolejno: liczba
porzadkowa, nazwisko autora, pierwsze litery imion, nazwiska
wspolautoréw pracy i pierwsze litery ich imion (w kolejnosci
podanej w cytowanej pracy), petny tytul cytowanej pracy, skrocony
tytul czasopisma, tom, numery stron i rok wydania (w nawiasie).
Lista stosowanych nazw i skrotow czasopism znajduje si¢ w bazie
Journal Title Abbreviations Web of Science. Jezeli jest przyjete
podawac pelng nazwe periodyku, stawiamy za nazwa przecinek [1],
natomiast za kazdym skréconym czlonem nazwy kropke [2], np.:



84 INFORMACJA DLA AUTOROW

1. Adams G.M., Blumenthal R.M.: Gene pvulIW: a possible
modulator of Pvull endonuclease subunit association. Gene,
157, 193-199 (1999)

2. Beld J., Woycechowsky K.J., Hilvert D.: Diselenides as uni-
versal oxidative folding catalysts of diverse proteins. J. Bio-
technol. 150, 481-489 (2010)

W przypadku, gdy liczba wspdtautoréw pracy przekracza 10
(przytoczona ponizej praca jest dzielem 42 autordéw), nalezy
podac¢ nazwiska i inicjaly pierwszego oraz ostatniego wspolautora,
a nastepnie doda¢ uwage i wsp., np.:

1. Tomb J.E, Venter J.C. i wsp.: The complete genome sequence

of the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nature, 338,
539-543 (1997)

Cytacje prac z czasopism ukazujacych sie tylko w sieci inter-
netowej powinny zawiera¢ nastepujace dane: liczba porzadkowa,
nazwisko autora, pierwsze litery imion, nazwiska wspotautoréw
pracy i pierwsze litery ich imion (w kolejnoéci podanej w cytowa-
nej pracy), pelny tytul cytowanej pracy, skrécony tytut czasopisma,
tom, strona (lub jej odpowiednik [1]), i rok wydania (w nawiasie).
W przypadku, gdy wydawnictwo nie stosuje numeracji stron [2],
nalezy poda¢ numer DOIL, np.:

1. Esberg A., Muller L.A., McCusker J.H.: Genomic structure
of and genome-wide recombination in the Saccharomyces
cerevisiae S288C progenitor isolate EM93. Plos One, 6,
25211 (2011)

2. Stachowiak R., Lyzniak M., Budziszewska B.K., Roeske K.,
Bielecki J., Hoser G., Kawiak J.: Cytotoxicity of bacterial
metabolic products, including Listeriolysin O, on leukocyte
targets. J. Biomed. Biotechnol. DOI:10.1155/2012/954375
(2012)

Dla cytowanych wydawnictw nieperiodycznych nalezy podaé
kolejno: nazwisko i pierwsze litery imion autora oraz wspdtauto-
réw, tytut dziela, wydawnictwo, miejsce i rok wydania. W przy-
padku odwolywania si¢ do artykutu w pracy zbiorowej, np. roz-
dzialu w ksiazce [2], nalezy dodatkowo podac tytul tej pracy oraz
nazwisko jej redaktora, wydawnictwo, miejsce wydania, rok, tom
oraz na koncu numery stron, np.:

1. Boulton R.B,, Singleton V.L, Bisson L.F, Kunkee R.E.: Prin-

ciples and practices of winemaking. Chapman Hall, New
York, 1996

2. Portnoy D.A., Sun A.N,, Bielecki J.E.: Escape from the pha-
gosome and cell-to-cell spread of Listeria monocytogenes
(w) Microbial Adhesion and Invasion, red. M. Hook, L. Swi-
talski, Springer, New York, 1992, s. 85-94

Powolywanie si¢ w tekscie na pozycje cytowanego pismien-
nictwa nastgpuje przez wymienienie liczby porzadkowej w nawia-
sach, np. [10], [10-12], [10, 25]. Ze wzgledu na mozliwo$¢ zmian
w pi$miennictwie podczas procesu recenzowania artykutow
Redakcja dopuszcza stosowanie tymczasowych odno$nikow.
Wewnatrz nawiaséw kwadratowych mozna wzia¢ w okragly nawias
odnosnik w dowolnym formacie, np. [(Adams i wsp.)]. Po uzyska-
niu akceptacji artykutu nalezy zamieni¢ formatowanie odnosnikéw
na docelowe. Redakcja zaleca stosowanie programéw do zarzadza-
nia pi$miennictwem. Liczba cytowan w pi$miennictwie nie moze
przekracza¢ 100 pozycji.

1.4. Cytowanie danych z sieci internetowej

Preferowane jest cytowanie informacji pochodzacych z prac
oryginalnych wydawanych przez uznane w srodowisku naukowym
oraz recenzowane czasopisma. Warunkiem koniecznym przy uzy-
ciu informacji ze strony internetowej jest sprawdzenie i aktualiza-
cja zapisu informacyjnego na stronie WEB w dniu wysylania pliku.
W przypadku niewtasciwego adresu i niemozliwoéci odtworzenia
informacji z sieci komputerowej, prace beda zwracane autorom.
Cytowanie informacji publikowanej na stronach sieci internetowej

powinno wyglada¢ nastepujaco: autorzy (jeéli sa znani [1]) lub
nazwa organizacji [2] (wydawca strony), tytul artykutu, nazwa
strony (jesli nie zostala juz wczesniej podana), data publikacji
(jesli zostata podana [3]), adres www, data ostatniego sprawdze-
nia adresu, np.:

1. Harmon K.: Ancient ,Fossil” virus shows infection to be
millions of years old. Scientific American, http://www.
scientificamerican.com/article/fossil-virus-bird-genome
(31.12.2015)

2. World Health Organization: Poliomyelitis, http://www.who.
int/mediacentre/factsheets/fs114/en (06.03.2014)

3. World Health Organization: What we know about trans-
mission of the Ebola virus among humans. Ebola situation
assessment, 06.10.2014, http://www.who.int/mediacentre/
news/ebola/06-october-2014 (31.12.2015)

2. Prawo autorskie

W polskim prawodawstwie autorskie prawo osobiste intere-
sujace szczegdlnie autoréw Postgpdw Mikrobiologii oraz autorskie
prawo majatkowe reguluje Ustawa z dn. 4. lutego 1994 r. (Dz.U.
Nr 90, poz. 631 ze zm.).

Autorskie prawo osobiste, zwane dalej w Informacji dla Auto-
row prawem autorskim dotyczy niemajatkowych intereséw tworcy
zwigzanych z danym utworem oraz okre$la zasady ochrony wiezi
tworcy z utworem. Do praw tych miedzy innymi nalezy:

« prawo do autorstwa utworu wyrazajace m.in. zakaz ,,przy-
wlaszczania” utworu przez inne niz tworca osoby (zakaz
dokonywania plagiatow).

o prawo do oznaczenia utworu swoim nazwiskiem albo udo-
stepnienia utworu anonimowo.

o prawo do nienaruszalnosci treéci i formy utworu oraz jego
rzetelnego wykorzystania.

Koniecznoé¢ ochrony autorskich praw osobistych innych
autorow przez Redakcje Postgpéw Mikrobiologii obliguje nas do
przyjecia nastepujacej procedury:

(a) Reprodukcja utwordw wytworzonych przez innych
Autoréw w pracy wlasnej, przestane do opublikowania w Poste-
pach Mikrobiologii tj. cudzych rycin lub tabel - pochodzacych
z oryginalnej, pierwotnej pracy innego Autora - badz cytowanie
fragmentéw cudzego tekstu, wymaga od Autoréw wczeéniej-
szego uzyskania przez nich pisemnej zgody od Wydawnictwa lub
Autoréw pierwotnej pracy (z ktorej materialy te pochodza) na
ich reprodukeje. Zgode te w formie oryginalnego zaswiadczenia
nalezy przysta¢ wraz z materiatami reprodukowanymi do Redakgji
Postepow Mikrobiologii.

« Pod cytowang rycing nalezy w opisie poda¢ nazwisko pier-

wotnego Autora, pelng bibliografie pracy, z ktérej pocho-
dzi ilustracja oraz informacje o zgodzie Wydawnictwa lub
Autora na jego reprodukgje.
Cytowany tekst powinien by¢ wyraznie oznaczony w odpo-
wiednim miejscu manuskryptu, zas u dotu strony powinna
by¢ zamieszczona informacja dotyczaca pochodzenia cytatu
oraz uzyskanej zgody na przedruk.

(b) Dozwolone jest wprowadzanie zmian w cytowanych
rycinach innych Autoréw/twércéw pod warunkiem kazdorazo-
wego uzyskania ich zgody (lub 0séb upowaznionych przez nich)
na dokonanie takich zmian. Zmiany w oryginalnych ilustracjach
moga wynika¢ z checi Autoréw do dokonania nowego opracowa-
nia lub nowego przedstawienia omawianego przez siebie zagadnie-
nia. W tych przypadkach wskazane jest, aby zgoda tworcy wska-
zywata na zakres dokonywanych zmian, gdyz pozwoli to unikng¢
watpliwosci odnosnie zakresu wyrazonej tak zgody. Wreszcie
konieczno$¢ uzyskania zgody pierwotnego Autora/twdrcy na
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dokonanie zmian w reprodukowanym elemencie graficznym
wynika z mozliwosci ingerencji Autoréw w autorskie prawo oso-
biste w postaci nienaruszalno$ci formy i tre$ci utworu oraz jego
rzetelnego wykorzystania.

(c) Warunkiem przyjecia przez Redakcje manuskryptu pracy
oraz poddania jej dalszej procedurze wydawniczej jest zlozenie
wraz z manuskryptem o$wiadczenia dotyczacego praw autorskich.

3. Zalecenia szczegétowe*

3.1. Nazewnictwo drobnoustrojow

Nalezy stosowa¢ dwuczionowe nazwy zawierajace nazwe
rodzajowa oraz gatunkowa (np. Escherichia coli). Nazwy rodza-
jowe moga by¢ uzyte bez nazwy gatunkowej, natomiast nie mozna
uzy¢ samych tylko nazw gatunkowych. Gdy w pracy podaje sie
pierwszy raz nazwe gatunku, musi ona sktada¢ sie z pelnych wyra-
z6w, przy ponownym jej uzyciu, podaje sie tylko pierwszg litere
nazwy rodzajowej (zawsze duzg) oraz nazwe gatunkows w pelnym
brzmieniu np. E. coli. Nazwy gatunku, rodziny, rzedu, klasy, dzialu
oraz krélestwa nalezy pisa¢ kursywa. Informacje szczegélowe
dotyczace pisowni oraz prawidlowego nazewnictwa (zgodnego
z wymogami wspolczesnej systematyki) — przyjete przez Redak-
cje Postepéw Mikrobiologii, za instrukcja ASM - mozna znalez¢
w Instructions to Authors, J. Bacteriol. Ponadto, Redakcja zwraca
uwage, by nie rozpoczyna¢ zdan od nazw lacinskich.

Zgodnie z propozycjami WHO - Collaborating Centre for
Reference and Research on Salmonella (“Antigenic Formulas of
the Salmonella Serovars” (M. Y. Popoffi L. Le Minor, WHO Colla-
borating Centre for Reference and Research on Salmonella, Institut
Pasteur, Paris, France, 1997) and “Identification and Serotyping
of Salmonella and an Update of the Kaufmann-White Scheme”
(A.C. McWhorter-Murlin and F. W. Hickman-Brenner, Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, Ga.) do rodzaju Salmo-
nella naleza tylko dwa gatunki, tj. S. enterica i S. bongori, z ktorych
pierwszy podzielony zostat na 6 podgatunkéw. Stosowane dotych-
czas Zzwyczajowe nazwy, nie majace statusu taksonomicznego, takie
jak serotyp, typ serologiczny, zostaly zastapione nazwa serowaru
(w oryginale serovar, sv.). Nazwe serowaru nalezy pisa¢ duza litera
oraz prostym pismem (np. Typhi, Paratyphi B, Typhimurium, itp.).
Zgodnie z powyzszym, nazwe pierwszego podgatunku rodzaju Sal-
monella mozna zapisaé: S. enterica subsp. enterica ser. Typhimu-
rium lub Salmonella subsp. I. ser. Typhimurium, badz, po prostu,
Salmonella Typhimurium.

Zgodnie z rekomendacjg International Committee on Taxo-
nomy of Viruses (ICTV) pelne, oficjalne nazwy wiruséw zapisu-
jemy kursywa, np.: Influenza A virus, Human Immunodeficiency
Virus, Human Papillomavirus. Nazwy potoczne i skroty, jak wirus
grypy, HIV, HPV zapisujemy uzywajac standardowej czcionki.

3.2. Nomenklatura genetyczna

Wrhadciwosci genetyczne szczepu opisywane sa w terminach
fenotypu oraz genotypu. Fenotyp opisuje obserwowane wlasci-
wodci organizmu. Genotyp okreéla genetyczng strukture orga-
nizmu, zwykle odnosi si¢ do szczepu dzikiego. Wyzej wymienione
okreslenia sg blizej objasnione w pracy Demerec i wsp.: Genetics,
54, 61-76 (1966).

(a) Fenotypowe okreslenie wlaciwosci organizmu stosuje sie,
gdy zmutowane loci nie zostaly zidentyfikowane oraz zmapowane.
Moze by¢ takze uzyte w przypadku, gdy identyfikuje sie produkt
genu, np. biatko OmpA. Zapis fenotypu zasadniczo sklada sie

* fragmenty instrukcji dla autoréw czasopism wydawanych przez
American Society for Microbiology — wykorzystywanie w P. M. za zgoda
Journals Departments ASM

z trzech liter, nie mozna ich pisa¢ kursywa, pierwsza litera powinna
by¢ zawsze duzg litera. Preferuje si¢ uzycie liczb rzymskich lub
arabskich dla oznaczania blizniaczych fenotypéw, np. Poll, Pol2,
Pol3, itd. Typ dziki mozna zapisa¢ dodatkowym oznaczeniem plus
(Pol*); w odréznieniu do tego oznaczenie minus okresla¢ bedzie
fenotyp mutanta (Pol"). Charakterystyczne wlasciwosci organizmu
mozna zapisa¢ uzywajac liter, np. Str’. Fenotypy opornosci deter-
minowane plazmidowo okresla si¢ kodem dwuliterowym, np. Ap’,
a chromosomowo - kodem trzyliterowym, np. Amp".

(b) Genotypowe oznaczenia s3 podobne do fenotypowych
- w obu przypadkach stosuje sie zestaw trzech liter; genotyp pisze
sie zawsze malymi literami oraz kursywa, np. ara, his, rps. Pro-
motor, terminator oraz operator oznacza si¢ literami p, ¢ oraz o,
np. lacZp, lacZt, lacZo; Bachman B.]., Low K.B.; Microbiol. Rev.
44, 1-56 (1980).

(c) Typ dziki alleli mozna zaznaczy¢ wpisujac dodatkowe
oznaczenie plus nad oznaczeniem genu, np. ara*, his*, nie oznacza
sie natomiast zmutowanych alleli znakiem minus.

(d) Miejsca mutacji oznacza si¢ poprzez wstawiania liczby
kolejnych izolacji (liczby alleli) po symbolu zmutowanego locus
(np. araAl, araA2itp.). W przypadku, gdy tylko jedno takie locus
istnieje, lub gdy nie wiadomo, w ktérym kolejnym locus mutacja
powstala — po oznaczeniu genu wstawia sie myslnik w miejscu
duzej litery oznaczajacej locus, za$ dalej podaje sie liczbe izolacji
(np. ara-23).

(e) Zapis genotypu moze by¢ wzbogacony innymi oznacze-
niami, jak plus dla typu dzikiego - mozna wprowadzi¢ oznaczenia
okreslajace mutacje, np. mutacja Amber (Am), mutant termowraz-
liwy (Ts), mutant konstytutywny (Con), mutant wrazliwy na niskie
temperatury (Cs), biatko hybrydowe (Hyb) np. araA230(Am), his
D21(Ts). Wprowadzanie innych wzbogaceni powinno by¢ poprze-
dzone w teksécie odpowiednim wyjasnieniem.

(f) Dodatkowe oznaczenia moga tez by¢ uzyte w przypadku
koniecznosci rozréznienia tego samego genu znajdujacego sie
w réznych organizmach lub szczepach tego samego gatunku, np.
his, . lub his_, . Dodatkowe oznaczenia stosuje si¢ rowniez dla
rozroznienia pomiedzy genetycznymi elementami o tej samej
nazwie np. promotory operonu gln, glnA iglnA,.

(g) Delecje oznacza sie symbolem, A usytuowanym przed
nazwa usunietego genu lub regionu, np. A trpA432, A (aroP-
-aceE)419, lub A his(dhuA his] hisQ)1256. Fuzje gendw ara i lac
mozna przedstawi¢ w ten sam sposéb - F (ara-lac)1256. Podobnie
F (araB’-lacZ*)(Hyb) oznacza, ze fuzja nastapila pomiedzy genami
araB a lacZ. Inwersja jest oznaczana nastepujaco IN (rrnD-rrnE)1.
Insercje genu his E. coli do plazmidu pSC101 w pozycji 0 zasad
(Okb) zapisuje si¢ nastepujaco pSC101 W (0kb::K-12hisB)4. Ozna-
czenie obecnosci episomu polega na podaniu jego symboli w nawia-
sie po nazwie szczepu rodzicielskiego, np. W3110/F 8(gal*).

3.3. Skroty nazw chemicznych

Nie wymagaja dodatkowych wyjasnien skroty:
nazw miar i wag regulowanych przez Systeme International
dc Unites (SI), ogélnie akcetowane jednostki takie jak: bp,
kb, Da, masa czast., m. czast.,

- nazw chemicznych takich jak: DNA, cDNA, RNA, cRNA,
RNaza, DNaza, rRNA, mRNA, tRNA; AMP, ADP, ATP,
dATP,ddATP, GTP itp.,

- ATPaza, dGTPaza itp. NAD",NADH, NADPH, NADP*,
poly(A), poly(dT), itp.,

- nazw powszechnie stosowanych technik biologii moleku-
larnej, np. PCR, SDS-PAGE, nazw ogoélnie znanych linii
komoérkowych, np. HeLa, J774,

- nazw jednostek biologicznych, np.: PFU (jednostka for-
mowania tysinek), JTK (jednostka tworzaca kolonig), MIC
(minimalne stezenia hamujace wzrost), itp.,
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Zasady ksztaltowania nomenklatury endonukleaz restrykeyj-
nych oraz metylotransferaz zostaty opublikowane w Nucleic Acids
Res. 31, 1805-1812 (2003). Przy pisaniu prac prosimy o korzysta-
nie z zawartych tam informacji.

3.4. Pisownia danych numerycznych

Standardowe jednostki metryczne sa stosowane dla okresla-
nia dlugosci, wagi i objetosci. W przypadku przedstawiania tych
warto$ci oraz molarnosci nalezy stosowa¢ przedrostki m, y, n
oraz p dla wartosci 107, 1075, 10~ oraz 107*2. Temperature nalezy
przedstawiaé tylko w stopniach Celsjusza, np. 37°C, a zawarto§¢
substancji w danej jednostce (stezenie) w formie g/ml.

3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami

Jesli wyznakowana jest pojedyncza czasteczka w zwiazku
chemicznym, nazwe tego zwiazku nalezy zapisa¢ w nastepujacy
sposob: CO,, °’H,0, H,*SO,. Taki sam sposéb zapisu stosuje sie,
gdy radioaktywna czasteczka nie wystepuje w naturalnej formie
wyznakowanego zwiazku, np. *S-ATP lub gdy symbol izotopu
zwiazany jest z niespecyficzna nazwa zwigzku, np. *C aminokwasy,
H-liganty, itp. W przypadku niektérych specyficznych zwigzkéw
chemicznych mozna stosowa¢ nawiasy kwadratowe obejmu-
jace symbole radioaktywnej czasteczki przed nazwa chemiczng
zwiazku, np. ["*C] mocznik, L-[metylo-"*C] metionina, [g ~**P] ATP.

4. Proces recenzowania

Prace przysytane do Redakeji w celu ich opublikowania w Poste-
pach Mikrobiologii podlegaja podwéjnej ocenie, tj. ich wartosci
merytorycznej (recenzje) oraz poprawnosci pod wzgledem redak-
cyjnym (uklad pracy, jezyk, zalaczniki ilustrujace tekst, oswiad-
czenia autoréw).

o Kazda praca przestana do Redakcji jest oceniana przez
Zesp6l Redakeyjny i jednego ze stalych Recenzentow
z Rady Redakcyjnej Postgpow Mikrobiologii (sklad Rady
Redakcyjnej jest publikowany w kazdym zeszycie Postgpéw
Mikrobiologii oraz na stronie internetowej http:www.pm.
microbiology.pl). W przypadku braku w Radzie Redakcyjnej
Recenzenta o odpowiedniej specjalnosci lub z innych waz-
nych przyczyn, Redakcja powoluje Recenzenta spoza Rady
Redakcyjnej (lista Recenzentéw jest publikowana w ostat-
nim zeszycie kazdego tomu).

Recenzje s3 anonimowe oraz dokonywane na specjalnie do

tego celu przygotowanych arkuszach (wzor kwestionariusza

mozna pobrac z naszej strony internetowej).

o Recenzenci za wykonang prace nie otrzymujg honorarium.

o Nazwiska Recenzentéw spoza Rady Redakcyjnej sa wraz
z podziekowaniami publikowane ostatnim zeszycie Poste-
pow Mikrobiologii odpowiedniego roku.

o W przypadku negatywnej oceny pracy przez Recenzenta
oraz jego sugestii skierowanej do Redaktora Naczelnego
odrzucenia recenzowanej pracy, badz jej znacznego przere-
dagowania, Autor ma prawo odwolania si¢ od tej opinii do

Redaktora Naczelnego. W opisywanym przypadku decyzja
Redaktora powolywany jest dodatkowy Recenzent spoza
Rady Redakcyjnej Postepéw Mikrobiologii.

5. Sposob przygotowania i nadestania manuskryptu

Prace wraz z kompletem o$wiadczen nalezy przesylaé na adres
poczty elektronicznej Redakcji:

e-mail: post.mikrobiol@biol.uw.edu.pl

W przypadku prac kierowanych do dziatu ,,Publikacje meto-
dyczne i standardy” prace przegladowe przygotowane zgodnie
z ogolng instrukcjg dla Autoréw oraz zasadami wymienionymi
w informacjach dotyczacych prac kierowanych do dziatu ,,Publi-
kacje metodyczne i standardy” nalezy przesta¢ w wersji elektro-
nicznej na adres Redaktora Dziatu:

Prof. dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba

e-mail: kalemba@mp.pl lub kalemba@pum.edu.pl

Przed wystaniem pracy do Redakgji prosimy o sprawdzenie
kompletnosci wysylanych plikéw zgodnie z ponizsz lista:
I Manuskrypt

1. Strona tytutowa ze streszczeniem
. Manuskrypt (zawierajacy tytut oraz wlasciwy tekst pracy)
. Ryciny
. Opis do rycin
. Tabele
I Wymagane dokumenty

1. Deklaracja oryginalnosci pracy

2. Oswiadczenie dotyczace praw autorskich

3. Oswiadczenie dotyczace konfliktu intereséw
Wzory o$wiadczen znajduja sie w niniejszej instrukcji, mozna tez
pobrac edytowalny plik ze strony Postepéw Mikrobiologii.

(SISt )

6. Uwagi dodatkowe

Redakcja zastrzega sobie mozliwos¢ dokonywania skrotow
i poprawek nie wplywajacych na tre$¢ pracy. W przypadku
koniecznosci wprowadzenia zmian w treéci odsyla si¢ Autorowi
manuskrypt pracy w celu dokonania poprawek. Adresy instytucji,
w ktérych pracuja autorzy (adres pocztowy oraz e-mail) nalezy
podawa¢ w pracy na dole strony tytulowej. Prace nie odpowia-
dajace wymaganiom Redakcji beda odsylane autorom bez roz-
patrzenia merytorycznego. Za date wplywu przyjmuje sie dzien
otrzymania pracy w formie zgodnej z instrukeja dla autoréw. Jako
date przyjecia do druku przyjmuje si¢ dzien, w ktérym Redakcja
powiadamia Autordw, ze praca zostata zakwalifikowana do druku.
Za prace opublikowane w Postgpach Mikrobiologii nie przewiduje
sie honorarioéw autorskich. Zgodnie z decyzja Zarzadu Gtéwnego
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw pobierane sa oplaty za
prace przyjmowane do druku w Postgpach Mikrobiologii. Przesta-
nie kompletu podpisanych oswiadczen, w tym zobowigzania do
zaplaty za artykul zakwalifikowany do wydania, jest warunkiem
uruchomienia procedury wydawniczej.
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INFORMACJA DLA AUTOROW
o oplatach za prace publikowane w Postepach Mikrobiologii

Uprzejmie informujemy PT Autordw, ze zgodnie z decyzja Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw z dnia 6 lutego
2007 roku oraz z dnia 2 marca 2011 r. wprowadzono zasady platnosci za prace przyjmowane do druku w naszym czasopi$mie w wyso-
kosci 250 zt + VAT 23% - razem 307,50 z za kazdy artykul.

Informujemy réwniez, ze Zarzad Gtéwny PTM dnia 23 listopada 2016 r. uchwala nr 24 podjal decyzje o zréznicowaniu optat za
druk publikacji od dnia 1 stycznia 2018 r. Jezeli Autor nie bedzie cztonkiem PTM, lub jako cztonek PTM nie bedzie miat optaconych
sktadek w roku biezacym lub w ubieglych latach — obowigzywac bedzie optata w wysokosci 350 zt + VAT 23% (430,50 zt). Dla Autoréw
bedacymi aktywnymi cztonkami PTM (uregulowane optaty sktadek cztonkowskich w roku biezacym i ubieglych latach) obowiazywa¢
bedzie aktualna optata w wysokosci 250 zt + VAT 23% (307,50 zt).

Autorzy manuskryptow proszeni sa o wnoszenie oplat na konto Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow:

BGZ SA 57 2030 0045 1110 0000 0261 2550

Oplate mozna wnosi¢ indywidualnie. W imieniu Autoréw oplate moze wnosi¢ sponsorujaca instytucja, fundacja, itp. W takim
przypadku nalezy przesta¢ do Redakeji informacje potrzebne do wystawienia faktury. Oplate nalezy wnie$¢ po otrzymaniu faktury.
W przypadku, gdy faktura nie jest potrzebna do dokonania wplaty (oplata indywidualna) przelewu nalezy dokona¢ po uzyskaniu od
Redakgji informacji, Ze praca zostata przyjeta do druku. Dodatkowo, Wydawca pobiera oplaty za wydruk kolorowych ilustracji w wyso-
kosci 300 zt + VAT 23% (369 zt) za strone.

Otrzymanie przez Redakcje pracy wraz z zobowiazaniem zaplaty jest warunkiem uruchomienia procedury wydawniczej. Do
zobowigzania zaplaty nalezy dolacza¢ informacje zawierajace tytul pracy i nazwisko Autora korespondencyjnego.

INFORMACJE DOTYCZACE PRAC
DRUKOWANYCH W DZIALE PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY

W dziale zatytutlowanym PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY publikowane sg artykuly przegladowe o charakterze
metodycznym, reprezentujace dowolna dziedzing mikrobiologii. Redakeja Postgpéw Mikrobiologii, w porozumieniu z Zarzadem Glow-
nym PTM ustalila, iz drukowanych bedzie rocznie nie wigcej niz cztery artykuly tej kategorii.

Redaktorem odpowiedzialnym za warto$§¢ merytoryczna, redakcje tekstu oraz ostateczne przyjecie pracy do druku jest prof.
dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba (adres: ul. Malinowa 11, 72-003 Wolczkowo, tel. 605031324, fax: (91) 3113186, e-mail: kalemba@
mp.pl lub kalemba@pum.edu.pl)

Prace metodyczne przeznaczone do druku podlegaja ocenie dokonywanej przez stalych Recenzentéw lub Ekspertéw powolywanych
kazdorazowo przez Redaktora Dziatu.

Lista stalych Recenzent6w, patrz Zalecenia dla Autordw, pkt. 5.

Strona tytulowa kazdego artykulu zaopatrzona bedzie w informacje, iz praca nalezy do PUBLIKACJI METODYCZNYCH I STAN-
DARDOW oraz kazdorazowo podana bedzie data otrzymania od Autoréw manuskryptu jak i data zaakceptowania go do druku.

Zalecenia dla Autorow:

1. Przesylanie publikacji:

o Manuskrypt wraz z rycinami, tabelami prosze przesyla¢ bezposrednio do Redaktora PUBLIKACJI METODYCZNYCH I STAN-
DARDOW.

« Podajac adres/y Autoréw publikacji nalezy zaznaczy¢ Autora korespondencyjnego — procz adresu pocztowego, numeru telefonu
i ewentualnie faksu. Nalezy obligatoryjnie poda¢ adres e-mail Autora korespondencyjnego.

2. Sposob przygotowania manuskryptu — prace nalezy opracowac zgodnie z ogélnymi zaleceniami zawartymi w INFORMAC]I

DLA AUTOROW aktualnie wydanego Tomu Postgpéw Mikrobiologii (Zeszyt 1) z uwzglednieniem nastepujacych zmian:

« Objetos¢ pracy wraz z piSmiennictwem i ilustracjami nie moze przekracza¢ 20 stron .

o Liczba cytowan w rozdziale Pi$miennictwo nie powinna przekracza¢ 50 pozycji.

« W wykazie cytowanego pismiennictwa nalezy umieszcza¢ wylacznie prace drukowane w czasopismach naukowych. Niedo-
puszczalne jest zamieszczanie danych bibliograficznych prospektow reklamowych lub promocyjnych firm farmaceutycznych.

3. Prawa autorskie — do kazdej przygotowanej do druku publikacji zataczy¢ o§wiadczenie dotyczace praw autorskich. Wzor

o$wiadczenia mozna pobra¢ ze strony internetowej Postepéw Mikrobiologii.

4. Zalecenia i uwagi dodatkowe:

W celu uniknigcia kryptoreklamy, prosze o zwrdcenie szczegolnej uwagi na sposob przedstawienia czytelnikom produktéw komer-
cyjnych lub metod opracowanych przez producentéw. Autorzy sa rdwniez zobowigzani do ujawnienia (jezeli takie istnieja) wszelkich
powiazan (honoraria, granty, platne ekspertyzy lub inne formy uzyskiwania korzysci osobistych) mi¢dzy Autorami a firma, ktdrej
produkt ma istotne znaczenie w nadestanej pracy. W tym celu kazdy z Autoréw proszony jest o ztozenie o$wiadczenia o oryginalnosci
pracy, oswiadczenia dotyczacego praw autorskich oraz o$wiadczenia dotyczacego ,,konfliktu interesow”. Konflikt interesow wystepuje,
kiedy Autor lub zaklad pracy Autora ma finansowe lub osobiste zwiazki z innymi osobami lub instytucjami, ktére moga wptywaé na
jego dzialania i decyzje. Wzér deklaracji mozna pobrac ze strony internetowej Postgpow Mikrobiologii.

« Redakcja zastrzega sobie prawo ostatecznej decyzji o akceptacji pracy przeznaczonej do druku w dziale PUBLIKACJE METO-
DYCZNE I STANDARDY.

« Wszelkie proponowane zmiany w INFORMACJI DLA AUTOROW zostang przedstawione PT Czytelnikom Postepéw Mikro-
biologii przed ich wprowadzeniem.

5. Stali recenzenci dzialu PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY:

Jerzy Dlugonski (Uniwersytet £.6dzki)

Waleria Hryniewicz (Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego)

Anna Przondo-Mordarska (Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu)
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Oswiadczenie o oryginalnosci pracy

Data zlozenia pracy w Redakeji Postepéw Mikrobiologii

Oswiadczam, Ze zlozona przeze mnie praca, zatytutowana jak wyzej, jest moim oryginalnym utworem i stanowi przedmiot prawa
autorskiego w mysl Ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych z dn. 4 lutego 1994 r.

Oswiadczam réwniez, ze praca ta ani w catoéci, ani we fragmentach nie zostata opublikowana wczeéniej w zadnym innym czasopismie
lub wydawnictwie naukowym. Dodatkowo stwierdzam, iz w/w pracy nie wystano rownolegle do opublikowania w innym czasopismie
naukowym lub wydawnictwie.

(nazwisko/a i imi¢/ona Autora/éw — prosze podkresli¢ Autora korespondencyjnego)
AIes AULOTOW: ...ttt ettt ettt ettt ettt

2. Os$wiadczenie (prosze wypelnic a lub b)

(a) Os$wiadczam, iz w mojej/naszej pracy przeznaczone do opublikowania ryciny oraz tabele, sg dzielem mojej/naszej oryginalnej
tworczosci (tzn. zostaly wymyslone i zaprojektowane przez Autoréw przedktadanego Redakeji manuskryptu), nie sg obcigzone
jakimikolwiek prawami 0séb trzecich, ani nie naruszaja jakichkolwiek przepiséw prawa i intereséw dobr osob trzecich. W pracy nie
ma cytatoéw z obcej publikacji/ ewentualnie w pracy zamieszono cytaty w ramach dozwolonego prawnie prawa cytatu, przy czym
wszystkie zamieszczone cytaty zostaly nalezycie oznaczone wraz z wymienieniem tworcy i zrédla cytatu.

(miejsce, data) (podpis Autora korespondencyjnego)

(b) Oswiadczam, iz uzyskatem/liémy wymagang prawem zgode uprawnionych autorsko podmiotéw na reprodukeje rycin

(miejsce, data) (podpis Autora korespondencyjnego)
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Oswiadczenie dotyczace ,,konfliktu interesow™!

3. O$wiadczenie (prosze wypelni¢ a lub b, niepotrzebne skresli¢)

(a) O$wiadczam, ze ,konflikt intereséw” nie wystepuje

(miejsce, data) (podpis Autora korespondencyjnego)

! Konflikt intereséw wystepuje, kiedy Autor lub zaktad pracy Autora ma finansowe lub osobiste zwigzki z innymi osobami lub instytucjami, ktore
moga wplywa¢ na jego dzialania i decyzje.

INSTRUKCJA DLA AUTOROW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTEPY MIKROBIOLOGII

W celu ufatwienia publikowania w jednym miejscu artykuléw o podobnej problematyce, Postgpy Mikrobiologii wydawaé beda
w formie suplementdw, nastepujace prace naukowe:

1. Referaty z sesji plenarnych Zjazdéw naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjow organizowanych staraniem Zarzadu
Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw. Manuskrypt pojedynczego referatu nie powinien przekracza¢ 25 stron i po-
winien by¢ przygotowany wg Informacji dla Autoréw Postepéw Mikrobiologii. Calo$¢ materiatéw przygotowanych do jednego
suplementu nie moze przekracza¢ 150 stron.

2. Streszczenia przyjetych przez organizatorow referatéw oraz doniesien prezentowanych na zjazdach naukowych, konferencjach
oraz sympozjach. Streszczenie nie powinno przekraczac jednej strony tekstu i konczy¢ si¢ nie wigcej jak trzema pozycjami cyto-
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