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WKEAD MIKROBIOLOGII WETERYNARYJNE] W BUDOWE
IDEI WSPOLNEGO ZDROWIA

Marian Binek*, Magdalena Kizerwetter-Swida, Dorota Chrobak-Chmiel

Zaklad Mikrobiologii, Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,
Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Wplyneto w pazdzierniku 2017 r., zaakceptowano w marcu 2018 .

Streszczenie: Pojawienie si¢ na przefomie XX i XXI wieku wielu nowych i powracajacych choréb uswiadomito ludziom na calym $wiecie
powazne zagrozenia z ich strony dla zdrowia publicznego. Wspomniane choroby w wigkszosci wywolywane sg przez wirusy rezerwuaru
zwierzat wolnozyjacych, zdolnych do przelamywania bariery gatunkowej. Zmieniajacy si¢ obraz choréb w skali globalnej rodzi potrzebe im
przeciwdzialania w oparciu o strategie uwzgledniajaca porozumienie i wspéldzialanie wielu specjalistow z zakresu ochrony zdrowia ludzi
i zwierzat oraz ochrony $rodowiska. Powyzsza idea znana jest na $wiecie jako ‘One Health’ (jedno zdrowie) i sigga w swoich zatozeniach do
czasOw starozytnych do narodzin medycyny traktowanej jako jedna, tzn. o identycznym podejéciu do chordb u ludzi i zwierzat. Utworzenie
w drugiej potowy XVIII wieku, pierwszych w Europie Szkét weterynaryjnych, traktowane bylo jako zerwanie z pelnej ignorancji i brutalnosci
traktowaniem zwierzat i zapewnieniem im opieki medycznej, opartej na specjalistycznej wiedzy, przez lekarzy weterynarii. Koniec XIX wieku
obfituje w odkrycia wielu czynnikéw etiologicznych choréb u ludzi i zwierzat i jest réwniez okresem narodzin bakteriologii weterynaryjne;.
W ciagu XX i poczatku XXI wieku idea jednego zdrowia ulega poszerzeniu o watki nawigzujace do wplywu szeroko rozumianego $rodowiska
i zwierzat wolnozyjacych na powstawanie nowych chordb. Opisana sytuacja spowodowala, Ze idea jednego zdrowia zyskala na znaczeniu,
jak réwniez ujawnila zapotrzebowanie na specjalistow nowej generacji, w tym mikrobiologéw znajacych nie tylko techniki diagnostyczne,
ale rowniez rozumiejacych patogeneze pojawiajacych si¢ choréb i przygotowanych do opracowywania strategii ich kontroli.

1. Wstep. 2. Jedna medycyna od starozytnosci do XVIII w. 3. Wyodrebnianie si¢ medycyny weterynaryjnej. 4. Mikrobiologia w medycynie
weterynaryjnej. 5. Idea jednego zdrowia w medycynie XX-wiecznej. 6. Podsumowanie

Contribution of veterinary microbiology to the ‘One Health’ idea

Abstract: In recent years, there have been notable increas in the occurrence of emerging and reemerging infectious diseases. Most have
resulted from the crossing of species barriers from animals to humans, especially from wildlife reservoirs. These threats draw attention
to the changing patterns of diseases on a global scale and raise the need for a new worldwide strategy for expanding interdisciplinary
collaborations and communications in all aspects of health care for humans, animals and the environment. The most commonly used term
for this concept is ‘One Health’ Its origin lies in pre-modern medicine and refers to the idea of One Medicine which means that there is
no difference between humans and animals when it comes to the approach to health and disease. The creation of veterinary schools across
Europe in the late 18" and 19" centuries is portrayed as a break with the past, in which a new enlightened approach to animal healing
superseded that of ignorance and cruelty. At the end of the 19" century, discovery upon discovery was rapidly made in the domain of
bacteriology and immunology. Animal diseases were first studied, and veterinary medicine and veterinary bacteriology was closely linked
with these findings. Throughout the 20" and 21* centuries, ‘One Health’ concept broke new ground in its concern with the environmental
and wildlife aspects of health. This change in thought pattern has been fueled by a number of high-profile international infectious disease
events over the past decades. To continue the implementation of the ‘One Health’ idea, the next generation of infectious disease specialists
needs to be acquainted not only with modern diagnostic technics, but also equipped to understand disease pathogenesis and the basic
principles underlying disease control.

1. Introduction. 2. One medicine, from ancient times until the XVIII century. 3. Divergence of veterinary medicine. 4. Microbiology in
veterinary medicine. 5. ‘One Health’ in XX-century medicine. 6. Concluding remarks

Stowa kluczowe: idea jednego zdrowia, nowe i powracajace choroby, powstanie mikrobiologii weterynaryjnej, zwierzecy rezerwuar
patogenow

Key words:

OneHealth,emergingandreemerginginfectiousdiseases, creation of veterinarymicrobiology,animalreservoirof pathogens

1. Wstep

Ludzie nie zyja w izolacji i stanowig czg¢$¢ $wiata
jako calosci. Powigzani ze skladowymi ekosystemu,
podlegaja jego oddziatywaniu, podobnie, jak i sami
istotnie go ksztaltuja. Wszystkie zatem zdarzenia,
ktére maja wpltyw na destabilizacje ekosystemu skut-
kuja zaburzeniami jego funkcji, okreslane réwniez
zaburzeniem ,,zdrowia’, a wiec przektadajacych si¢ na
zdrowie ludzi i zwierzat [38]. Dziatania cztowieka, ktore

przyczyniaja sie do zaburzen w ekosystemie Edward
O. Wilson okreslil terminem HIPPO, od angielskich
terminow; Habitat destruction (niszczenie siedliska),
Invasive species (gatunki inwazyjne), Pollution (ska-
zenie), Population w znaczeniu human overpopula-
tion (przeludnienie) i Overharvesting (rabunkowa
eksploatacja) [1]. Dotychczas wiele osob i instytucji,
definiujac zdrowie skupialo sie na czlowieku, a celem
podejmowanych dziatan bylo wylacznie zachowanie
zdrowia ludzkiego. Pojecie zdrowia z czasem ewaluowato

* Autor korespondencyjny: Marian Binek, Zaktad Mikrobiologii, Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,
Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Ciszewskiego 8, 02-786, Warszawa; e-mail: marian_binek@sggw.pl
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i z perspektywy ostatnich dekad na zjawisko to pa-
trzymy szerzej z uwzglednieniem wspdlzaleznosci
wszystkich sktadowych ekosystemu, w tym zaréwno
zbiorowych zachowan ludzkich, jak i instytucjonal-
nych. Powyzsze relacje mozna zawrze¢ w akronimie
HEALTH, na ktdry sktadaja sie, z angielskiego; Humans
(ludzie), Ecosystems (ekosystemy), Animals (zwierzeta)
Living (zycie), Together (razem) i Harmoniously (har-
monijnie) [16]. W takim zatem znaczeniu, zdrowie
dotyczy calego ekosystemu, na ktorego jednos¢ sktada
sie kontinuum przypadkow i ich skutkow.

W ramach tak rozumianego jednego zdrowia prze-
cinaja sie wiec watki dotyczace ludzi, zwierzat i $ro-
dowiska. Poparciem dla tezy, ze zdrowie czlowieka
zalezy od ,zdrowia ekosystemu” s3 pojawiajace sig
zagrozenia obserwowane na przestrzeni ostatnich
3 dekad, glownie ze strony choréb spowodowanych
przez RNA wirusy. Nie sg to zwykle nowe wirusy,
poniewaz wiekszo$¢ mozna zakwalifikowaé do zna-
nych rodzin i rodzajow [2]. Okoto 80% RNA-wirusow
spotykanych jest tylko u zwierzat. Czesto, ich natural-
nym rezerwuarem sg zwierzeta wolnozyjace. Cecha,
ktéra wyrdznia wirusy RNA jest ich zwiekszona podat-
no$¢ na mutacje, w wyniku czego adaptuja si¢ do
nowych gospodarzy, przekraczajac w ten sposob bariere
gatunkowg. Zblizenie siedlisk ludzi i wielkotowaro-
wych i wysoce wydajnych ferm zwierzat produkcyjnych
do terendw zajmowanych przez zwierzg¢ta wolnozyjace,
a czesto ich eliminacja z naturalnych siedlisk wraz
ze zmianami w $rodowisku, zakldcajg naturalny eko-
system i sprzyjaja wzajemnym kontaktom. Rodzi si¢
w ten sposob niebezpieczenstwo przenoszenia sie cho-
réb do nowych gospodarzy. Tak stalo si¢ w przy-
padku grypy wywolywanej przez wirusa grypy A, ktory
z rezerwuaru ptakow wodnych przeniost si¢ na $winie,
dréb i konie [22].

Wspolczesne technologie przyczyniajace sie do
szybkiego transportu i komunikacji, miedzynarodowy
rynek, zmiany klimatyczne, sprawiaja, ze Ziemia stala
sie niewielkg przestrzenia, na ktorej lokalne wydarzenia
odbijaja sie w skali globalnej. Dotyczy to w szczegol-
nosci zdrowia i choréb, ktére w erze globalizacji, ze
wzgledu na szybkie i masowe rozprzestrzenianie si¢
zagrazajg wszystkim [38]. Aby zatem zrozumie¢ wspot-
zaleznosci na styku skladowych ekosystemu, jak réw-
niez aby wypracowa¢ skuteczne metody zapobiegania
chorobom, konieczne jest postrzeganie zdrowia ludzi
i zwierzat jako zdrowia jednego ekosystemu. Do realiza-
cji tej idei niezbedna jest migdzynarodowa wspodtpraca
0s6b i instytucji reprezentujgcych wiele specjalnosci
i dyscyplin naukowych, jak lekarzy medycyny i leka-
rzy weterynarii, mikrobiologéw, ekologdw, specjalistow
z zakresu ochrony srodowiska, znawcow zycia zwierzat
wolnozyjacych, ale réwniez przedstawicieli nauk eko-
nomicznych, spolecznych, czy politykow [13].

2. Jedna medycyna od starozytnosci do XVIII w.

Relacje pomiedzy $wiatem zwierzat i ludzi, intry-
gowaly od zawsze i przewijaly si¢ w wielu nurtach
religijnych i filozoficznych, kierunkach badawczych,
zaréwno w starozytnosci, jak i czasach nowozytnych.
Obserwacje nad powigzaniem funkgcji z analogicznymi
strukturami, od poczatku wskazywaly na wspodlne
mechanizmy regulujace procesy zyciowe u jednych
i drugich oraz wspdlny plan reprodukgji. Ich zakldce-
nie zwiastowato zas chorobe. Dowody na przenoszenie
obserwacji poczynionych na sekcjonowanych zwie-
rzetach na czlowieka pochodzg miedzy innymi z prac
greckiego filozofa z IV wieku przed naszg era, Hipo-
kratesa [8]. Wyrézniajac czlowieka, jako byt obdarzony
dusza, dostrzegal jednak wiele podobienstw miedzy
nim, a zwierzetami. Podkreslal réwniez réznice mie-
dzy tymi $wiatami, prébujac na tej podstawie stworzy¢
system taksonomiczny. Pojawianie si¢ epidemii choréb
wigzal ze zmianami w $rodowisku. Podobnie 2 wieki
pdzniej, Galen, rowniez znany grecki medyk pracujacy
w Rzymie, ze wzgledu na tabu zakazujace uzywania do
badan cial ludzkich, wiedze na temat budowy czto-
wieka czerpal z sekcji przeprowadzanych na zwierze-
tach [8]. Na jedno$¢ medycyny w odniesieniu do ludzi
i zwierzat wskazuja rowniez pdzniejsze prace, miedzy
innymi Andreasa Wesaliusza (XVIw.) dokonujacego
na Uniwersytecie w Padwie wiwisekcji zwierzat rdowno-
legle z sekcja czlowieka, w celu zaobserwowanie réznic
pomiedzy zywym i martwym organizmem, jak réwniez
wyjasnienia funkcjonowania poszczegélnych narzagdow
[19]. Idea wiwisekcji, cho¢ brutalna w swej istocie,
podejmowana byla przez innych medykéw i przyniosta
przetomowe odkrycia w medycynie, jak np. ptucne kra-
zenie krwi, funkcjonowanie zastawek zylnych itp. Czer-
panie wiedzy medycznej z sekcjonowania zwierzat byto
w XVI i na przelomie XVIIw. powszechna praktyka
i skutkowalo narodzinami nowej dyscypliny, tj. ana-
tomii poréwnawczej [11]. Obowiazujaca do XVIIIw.
doktryng w medycynie byl humoralizm, zrodzony na
podstawie idei gloszonych przez Hipokratesa i Galena,
zakladajacy istnienie 4 ptynoéw ustrojowych, ktérych
rownowaga zalezala od odzywiania sie¢, klimatu, czy-
stosci powietrza, wysitku, czy seksualnych obyczajow.
Choroba byla skutkiem zakldcenia réwnowagi pomie-
dzy wspomnianymi ptynami. Zywe byly réwniez zato-
zenia Hipokratesa na temat wybuchu epidemii, jako
skutku zaburzenn w $rodowisku. Owczesni medycy
i roznego rodzaju uzdrowiciele, zaréwno u ludzi, jak
i u zwierzat stosowali zabiegi majace na celu przywroé-
cenie zakt6conej réwnowagi, poprzez np. upuszczanie
krwi, lewatywy, czy zmiang sposobu i miejsca zycia
[8]. Powszechne réwniez bylo samoleczenie, leczenie
przez duchownych, szlachte i samozwanczych uzdro-
wicieli, czy kowali, przyczyniajace si¢ do zacierania rdz-
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nic pomiedzy patrzeniem na choroby ludzi i zwierzat
i podejécia do ich leczenia. Ukoronowaniem idei bio-
logicznej wspdlnoty ludzi i zwierzat byto zaklasyfiko-
wanie przez Karola Linneusza (1707-1778) ludzi, matp
czlekoksztaltnych, malp i nietoperzy do rzedu naczel-
nych oraz orangutanéw i ludzi do rodzaju Homo [35].
W tym tez czasie dochodzi do narodzin poréwnawczej
medycyny, opartej na przenoszeniu wiedzy anatomicz-
nej, obserwagcji klinicznych i metod leczenia ze zwie-
rzat na ludzi lub z ludzi na zwierzeta. Jako przyklad
mozna przytoczy¢ wykorzystanie wiedzy i doswiad-
czenia w zwalczaniu dzumy u ludzi do zapobiegania
masowym upadkom bydta z powodu choroby znanej
wspotczesnie jako ksiegosusz. Pionierem takiego poste-
powania byt francuski lekarz, czlonek Akademii Nauk,
Vicq dAzyr (1746-1794), wywodzacy sie ze szkoly ana-
tomow pordwnawczych, ktory zaproponowat zapobie-
ganie ksiegosuszowi poprzez stosowanie kwarantanny;,
powszechnie wykorzystywanej w profilaktyce dzumy.
Uwazal, ze medycyna jest jedna i obejmuje w takim
samym stopniu ludzi, jak i zwierzeta. Argumentowat
to podobienstwami w przebiegu chorob, z niewielkimi
tylko roznicami u ludzi i zwierzat. W swoich badaniach
na temat przyczyn epidemii i epizootii podkreslat role
srodowiska, w tym zmian klimatycznych i polozenia
geograficznego [20]. Postrzeganie medycyny jako jed-
nej i wspolnej dla ludzi i zwierzat byto powszechne
réowniez w innych krajach XVIII-wiecznej Europy,
szczegblnie w drugiej polowie tego wieku. W Anglii
powstaja pierwsze szpitale dla koni, a konwencjonalna
medycyna (physic) nie rézni si¢ w praktykowaniu na
koniach i ludziach. Czotowym anatomem poréwnaw-
czym jest John Hunter (1728-1793). Jego wychowan-
kiem za$ Edward Jenner (1749-1823), ktory wykazat
pozniej, ze inokulacja ludzi materiatem pochodzacym
ze zmian wywolanych krowianka chroni przed zacho-
rowaniem na ospe prawdziwg [6, 46].

3. Wyodrebnianie si¢ medycyny weterynaryjnej

Postrzeganie choréb u zwierzat i ludzi od czaséow
starozytnych do drugiej polowy XVIII w. mozna zalo-
zy¢, ze bylo takie samo. Praktyki medyczne byly spra-
wowane przez te same osoby w odniesieniu zaréwno
do ludzi, jak i zwierzat, czerpigcych wiedze z zakresu
anatomii, funkcji poszczegélnych organéw i zmian
chorobowych, gtéwnie z sekcji i wiwisekcji przeprowa-
dzanych na zwierzetach i wykorzystywanej nastgpnie
do leczenia ludzi. Mozna wigc powiedzie¢, ze byla to
era jednej medycyny [8, 46]. Druga polowa XVIIIw.
zaowocowala powstaniem szkol weterynaryjnych,
pierwszej we Francji w Lionie w 1762 r. zalozonej przez
Clouda Bourgelata i kolejnych w Alfort w 1777 r. oraz
innych krajach i miastach europejskich, jak w Niem-

czech w Dreznie, Freiburgu, Karlsruhe, Berlinie, Mona-
chium, we Wloszech w Turynie, Padwie i Parmie,
a takze w Wiedniu, Budapeszcie, Kopenhadze, czy
Londynie [12]. W Warszawie, dekretem Cara Aleksan-
dra I z 1816 r. powotano w 1824 r. w Instytucie Agro-
nomicznym w Marymoncie, szkot¢ weterynaryjna pod
nazwa ,Instytut rzadowy Weterynaryi w Burakowie
pod Warszawg” W 1823 roku Ludwik Henryk Bojanus
zalozyl Szkole Weterynaryjng przy Wydziale Lekarskim
Uniwersytetu Wilenskiego. We Lwowie Szkote Wete-
rynarii utworzono w 1881 r., przeksztalcong nastep-
nie w 1898 r. w Akademi¢ Weterynaryjna [7, 23, 42].
Powstanie szkdt weterynaryjnych, w historii jednej
medycyny stanowi ten moment, w ktérym dochodzi do
zerwania ze wspolng medycyny ludzi zwierzat i poczat-
kiem rozwoju bardziej $wiatlej medycyny weteryna-
ryjnej ukierunkowanej na zwierzeta. Nalezy jednakze
podkresli¢, ze zapoczatkowane zmiany w znakomitej
wiekszosci byly inspirowane w gruncie rzeczy przez
samych medykdw, ktorzy w dalszym ciggu zajmowali
sie leczeniem jednych i drugich, jak réwniez stanowili
kadre powstajacych szkdt weterynaryjnych. Co wiecej,
w dalszym ciggu i bardziej intensywnie wykorzysty-
wali zwierzeta do badan naukowych, w tym réwniez
do wiwisekcji [8, 46]. Obserwacje dokonywane przez
Francois Magendie (1783-1855) podczas wiwisekcji
koni przyczynity do rozwoju eksperymentalne;j fizjo-
logii [15]. Wspomniany wczesniej Vicq dAzyr w szkole
weterynaryjnej w Alfort utworzyt katedre anatomii
poréwnawczej w ramach, ktorej przyszli weterynarze
studiowali réwniez chirurgie i potoznictwo czlowieka,
tak aby moc §wiadczy¢ ustugi z tego zakresu w $rodo-
wisku wiejskim [20]. Podobne podejscie do ksztalcenia
weterynarzy, czesto prowadzonego w szkotach medycz-
nych bylo réwniez praktykowane w innych krajach.
Taki model ksztalcenia sprzyjal wspélpracy pomie-
dzy medykami i weterynarzami, ktdra skutkowala
wymiang wiedzy na temat przyczyn, natury choroby,
w tym analogii do cztowieka, jej przebiegu, czy zmian
sekcyjnych. Medycy nie rzadko asystowali weteryna-
rzom w ich dochodzeniach majacych na celu poznanie
przyczyn choroby. Rozwijajaca si¢ wspolpraca pomie-
dzy reprezentantami wyodrebniajacych si¢ pomimo
tego zawoddw, w gruncie rzeczy sprzyjala poznaniu
istoty i zwigzku choréb dotykajacych zaréwno ludzi,
jak i zwierzat. Medyczne zainteresowania chorobami
zwierzat przyczynily sie w polowie XIX w. do powigza-
nia nosacizny u koni, wécieklizny u pséw, czy waglika
u przezuwaczy z analogicznymi chorobami u ludzi
[44]. Anatomia poréwnawcza dostarczyta dowoddow,
ze ludzie i zwierzeta sa zbudowani wedtug podobnego,
ogodlnego planu, co sugeruje ich anatomiczng i funkcjo-
nalng jednos¢, jak réwniez ttumaczy podatno$¢ na cho-
roby i ich przebieg. Rudolf Carl Virchow (1821-1902)
niemiecki lekarz, anatomopatolog, wyznajacy zasadeg,
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ze choroba jest skutkiem zaburzenia wewnetrznej
struktury ciafa, glosil, ze ,,..nie ma linii podzialu
pomiedzy medycyna ludzi i zwierzat i jej by¢ nie
powinno” [36]. Byly to wiec czasy, w ktérych nie réz-
nicowano tej dyscypliny wiedzy i profesji zakorzenionej
mocno w $wiadomosci éwczesnych medykow i spo-
teczenstw, do ktorych sigga dzisiejsza idea jednego
zdrowia ,,One Health”

Rownolegle, w wyniku dzialalno$ci szkét weteryna-
ryjnych powstawala coraz liczniejsza grupa wyksztalco-
nych weterynarzy, ktorzy przejmowali opieke medyczna
nad zwierzetami, jak réwniez stanowili kadre naucza-
jaca. Ksztaltowat si¢ zatem wyraznie wyodrebniajacy
sie zawod lekarza weterynarii. Dodatkowo, reformy
dokonywane w szkotach medycznych ograniczaly
zakres ich zainteresowania tylko do ludzi. Przybywalo
takze przeciwnikéw wiwisekeji. Tak wiec w historii roz-
woju medycyny, ostatecznie w drugiej potowie XIX w.
dokonatl si¢ jej instytucjonalny podzial na czes¢ stricte
medyczna i odrebng weterynaryjna [8, 46].

Wazne dla nauki wydarzenia, ktére miaty miejsce
w drugiej potowie XIX wieku, jak opublikowanie przez
Karola Darwina przelomowego dla teorii ewolucji dziela
»O pochodzeniu gatunkéw”, odkrycie przez Ilje Miecz-
nikowa zjawiska fagocytozy, obalenie przez Ludwika
Pasteura teorii samorddztwa, czy wreszcie udowod-
nienie przez Roberta Kocha etiologicznej roli bakterii
w wywolywaniu choréb zakaznych potwierdzaly ewo-
lucyjng jednos¢ zwierzat i ludzi. Wskazaly rowniez na
wspolne mechanizmy obronne i etiopatogeneze choréb.
Z r6znym skutkiem jednak wplywaly na ksztaltowanie
sie idei jednego zdrowia. Etiologiczne zwigzki chor6b
ludzi i zwierzat przyczynily sie¢ do wyodrebnienia ich
nowej kategorii, tj. zoonoz, stanowiacych odzwierzece
zagrozenie dla ludzi [21, 44]. Z tego tytulu, wplyneto
na blizsze powiazanie weterynarii i medycyny poprzez
wspolne dzialania w obszarze zdrowia publicznego.
Z drugiej strony, bakteryjna teoria chordéb zakladata
prosty zwiazek przyczynowo skutkowy pomiedzy okres-
lonym drobnoustrojem, a zwierzeciem, czy czlowie-
kiem. Marginalizowata znaczenie srodowiska, trakto-
wanego wczesniej jako wazny czynnik wplywajacy na
rozwdj choroby, czy tez zachowania zdrowia.

W obszarze zdrowia publicznego zaczyna si¢ konku-
rencja pomiedzy lekarzami medycyny i lekarzami wete-
rynarii z ch¢cig dominacji tych pierwszych, dla ktorych
priorytetem staje si¢ zdrowie ludzi. Lekarze weteryna-
rii koncentruja si¢ na zwierzetach i gospodarce rolnej.
Pozostaje jednak dla jednych i drugich wspélny obszar
medycyny i zdrowia budzacy niestety spory kompe-
tencyjne, jak np. nadzoér i kontrola nad zagrozeniami
plynacymi ze strony produktéw zwierzecych, jak mleka,
czy migsa. Do tego dochodzily réwniez spory co do
zasad regulujacych obrét produktami pochodzenia
zwierzecego, czy tez definicji zdrowego zwierzecia.

Przyczynialo si¢ to do strukturalnego i politycznego
rozdziatu tych wspdlnych wezesniej czesci jednej medy-
cyny do réznych admiracyjnych agend rzagdowych. Pod
koniec XIX wieku, w obszarze zdrowia publicznego,
w zalezno$ci od kraju, nadzor weterynaryjny dotyczyt
obrotu miesa i mleka, w tym rzezni, dostaw mleka itp.
Oczywiscie, opisana sytuacja nie sprzyjata rozwijaniu
idei jednego zdrowia [27].

4. Mikrobiologia w medycynie weterynaryjnej

Na tle przedstawionego powyzej przegladu litera-
tury na temat rozwoju medycyny czlowieka i medy-
cyny weterynaryjnej mozna powiedzie¢, ze podobnie
byto z narodzinami i réznicowaniem si¢ mikrobiologii,
poczatkowo jednej, zorientowanej gtéwnie na czynniki
wywolujace choroby u ludzi i zwierzat. Jako nauka
narodzila sie stosunkowo pdzno, bo dopiero w poczat-
kach drugiej polowy XIXw., kiedy to przy pomocy
naukowych metod udalo si¢ rozwigza¢ fundamen-
talne dla tej dyscypliny kwestie, jakimi bylo obalenie
przez Ludwika Pasteur’a teorii samorodztwa (1861)
oraz udowodnienie przez Roberta Kocha bakteryjnej
etiologii choréb zakaznych (1884) [4-6, 32]. Dane na
temat mikrobdw, jako potencjalnych czynnikdw chordb
zwierzat przedstawiane byly wczesniej, miedzy innymi
przez Erica Viborga (1759-1822) dunskiego lekarza
weterynarii i botanika. Viborg studiowatla nauki wete-
rynaryjne w Szkole Weterynaryjnej w Kopenhadze,
w ktorej pdzniej wykladal, a nawet zostal rektorem. Byt
tez szefem katedry botaniki na uniwersytecie kopenha-
skim. W swoich badaniach naukowych nad nosacizna
u koni wykazal, ze jest to choroba zakazna, ktérg mozna
przenies¢ na inne konie poprzez ropng wydzieline.
Czynnik zakazny (obecnie Burkholderia mallei) oka-
zal sie wrazliwy na podwyzszong temperature i wysy-
chanie [28]. Wczesne badania nad etiologiag waglika
prowadzone byly w gléwnej mierze przez praktykuja-
cych lekarzy weterynarii. Wahrend Eilert w 1836 r. oraz
von Gerlach w 1845 r. przeprowadzili szereg doswiad-
czen, z ktorych wynikato, ze waglik jest choroba, ktéra
mozna bylo przenies¢. Gerlach rozpoznatl, ze pustula
maligna jest formg kliniczng wspomnianej choroby,
a zmiany patologiczne wystepujace u owiec i wolow sa
skutkiem tej samej choroby. Czynnik zakazny za$ prze-
zywa w ziemi w miejscach grzebania padlych zwierzat.
Podobne obserwacje znajdujemy w opisach francuskich
lekarzy, Pierrea E Rayera i Casimira Davaina z 1850r.
oraz niemieckiego lekarza Aloysa Pollendera z 1855r.,
ktorzy obserwowali nienazwane jeszcze wtedy bakterie
waglika, we krwi chorych i padlych zwierzat. Davaine
w 18631, a wiec wczeniej niz R.Koch odtworzyt
waglik u bydla poprzez wstrzykniecie krwi zawierajacej
bakterie zdrowym zwierzgtom [45]. Wiek XIX, a szcze-
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golnie jego druga polowa, okreslany jest zlotym wie-
kiem mikrobiologii i kazdy niemalze dzien przynosit
odkrycie nowych bakterii, szczepionek i metod szcze-
pienia, seroterapii itp. Czesto, w krotkim odstepie czasu,
rozni badacze izolowali, opisywali i odmiennie nazy-
wali te same drobnoustroje. Wykaz wybranych bakterii
i odkry¢ specyficznych dla mikrobiologii weterynaryj-
nej na przetomie XIX i XX w. przedstawiono w Tab. I.

Pod koniec XIX wieku, bazujac na wiedzy wyply-
wajacej z bakteryjnej teorii chordb i etiologicznego
zwigzku pomiedzy czynnikiem zakaznym i choroba,
rozwija sie immunologia. Jej podwaliny tworzy Ludwik
Pasteur, ktory w wyniku atenuacji zjadliwych czynni-
kéw zakaznych konstruuje szczepionki. Pierwsze suk-
cesy wynikajace z zastosowania atenuowanych szcze-
pionek wzbudzaja niezwykly optymizm i nadziej¢ na
zapobieganie i leczenie wszystkich choréb zakaznych.
Najsilniej prace Pasteura wspierali lekarze wetery-
narii i natychmiast wdrazali je do praktyki, wprowa-
dzajac szczepienia przeciwko cholerze drobiu, rozycy
swin, waglikowi przezuwaczy, wsciekliznie u psow itp.
W pracy nad szczepionka przeciwko waglikowi Pasteur
wykorzystat ide¢ atenuacji bakterii przy pomocy zwigz-
kéw chemicznych (kwasu karbolowego) opisanej przez
Josepha Henriego Toussainta (1847-1890) profesora
w Szkole Medycyny Weterynaryjnej w Tuluzie, pro-
wadzacego réowniez badania nad szczepionkami dla
zwierzat. Pasteur do stworzenia swojej szczepionki
zastosowal atenuacje laseczek waglika przy pomocy
dwuchromianu potasu [28, 45].

Po odkryciu przez Emila von Behringa i Shibasa-
buro Kitasato (1890), ze podanie zwierzetom toksyny
bloniczej skutkuje specyficzng neutralizacjg przez suro-
wice tych zwierzat toksyny natywnej, nastala era sero-
terapii. Gaston Ramon (1886-1963), absolwent szkoty
weterynaryjnej w Alfort odkryt z kolei, ze potraktowa-
nie toksyny bloniczej i tezcowej formaldehydem inak-
tywuje jej biologiczne wlasciwosci, ale zachowuje zdol-
nosci do wytwarzania przeciwcial. Uzyskat wiec toksoid
niezwykle przydatny do produkeji szczepionek i suro-
wic odpornosciowych réwniez wspolczesnie. Szczepie-
nia zwierzat i ludzi zyskaly aprobate w calej Europie
i Swiecie. Masowo zaczeto produkowaé réwniez suro-
wice odpornosciowe w wyniku immunizacji zwierzat,
wykorzystywane do leczenia i profilaktyki wielu cho-
rob, jak np. u zwierzat rézycy, tezca, zgorzeli gazowej,
choroby czarnej nogi itp. [28, 43]. W Polsce inicjatorem
sczepien i seroterapii zaréwno dla zwierzat, jak i ludzi
byt Odo Feliks Kazimierz Bujwid (1857-1942) [9, 32].

Po okresleniu przez R.Kocha cech tuberkuliny
i wykryciu, ze po jej wstrzyknigciu osobom chorym na
gruzlice wywoluje reakcje alergiczng (1890), ta cecha
wspomnianej substancji zostala wykorzystane przez
Woldemara Gutmanna, lekarza weterynarii i profesora
szkoly weterynaryjnej w Dorpat (Tartu) do diagnozo-

wania gruzlicy u bydfa. Niemalze réwnolegle (1891)
Christophor Ivanovitsch Helman i Otto Ivanowitsch
Kalning otrzymuja malleing w wyniku wodnej i glice-
rolowej ekstarcji, zabitej poprzez gotowanie, hodowli
pateczek nosacizny. Otworzylo to droge do rozwijania,
podobnie, jak w przypadku bydta, przyzyciowej diagno-
styki nosacizny u koni i innych jednokopytnych. W tym
tez okresie dochodzi do rozwoju serologicznych testow
diagnostycznych, jak precypitacji, aglutynacji, odczynu
wigzania dopelniacza itp. [28].

Mikrobiologia jest dyscypling mocno zakotwiczong
w nauce medycznej i weterynaryjnej. Odgrywa czotowa
role w medycynie prewencyjnej, diagnostyce i lecznic-
twie chorob, epidemiologii, ma zastosowanie w chirur-
gii i szeroko rozumianej higienie, w tym higienie zyw-
nosci. Zyskuje na znaczeniu nie tylko, jako interesujaca
i dynamicznie rozwijajgca sie dyscyplina naukowa, ale
réwniez, jako nauka przynoszaca wymierne korzysci
ekonomiczne.

Cecha mikrobiologii XX wielu jest poszerzanie pola
zainteresowan obejmujacego mniejsze formy zZycia,
jak rickettsie, czy wirusy. Co prawda Friederich Lof-
fler i Paul Frosch, jeszcze pod konie XIX w., wykazali
ze czynnik etiologiczny pryszczycy przechodzi przez
filtr przeciwbakteryjny, jednakze dopiero odkrycie
przez Fredericka Tworta bakteriofagéw (1915) otwo-
rzylo pole badan nad wirusami [45]. Mikrobiologia si¢
specjalizuje, powstaja jej waskie odgatezienia, jak fizjo-
logia mikroorganizméw bedgca podstawg narodzin
biochemii poréwnawczej, taksonomia, mikrobiologia
ekologiczna przynoszaca odkrycie nowych antybioty-
kow, genetyka mikroorganizmdw i szereg innych, cze-
sto o bardzo praktycznych zastosowaniach [43]. Podob-
nie jednak, jak medycyna stane¢ta przed wyzwaniami
wyniklymi z pojawienia si¢ nowych i powracajacych
chordb. Z powyzszym wiaze si¢ wlasciwe i bezpieczne
pobieranie prébek, réwniez $rodowiskowych oraz
szybka i dokladna diagnostyka, niezbedna do pod-
jecia dziatan zapobiegawczych i zwalczajacych [22].
Drugim wyzwaniem dla wspoéiczesnej mikrobiologii
jest narastajgca opornosci bakterii na znane antybio-
tyki. W tych dwoch, co najmniej aspektach jako nauka
wywodzaca si¢ z nauk medycznych wlacza si¢ w reali-
zacje idei jednego zdrowia, zarowno w sferze kadrowej,
jak i instytucjonalnej, krajowej i miedzynarodowe;j [17].
W sferze kadrowej, zauwaza si¢ widoczny brak specja-
listéw z zakresu chordéb zakaznych zdolnych komplek-
sowo powigza¢ symptomy pojawiajacego si¢ zjawiska,
bez wzgledu na to, czy dotyczy ono zwierzat, czy ludzi.
Wozrastajgca instytucjonalna separacja w zarzadza-
niu zdrowiem jednych i drugich réwniez nie sprzyja
wspolpracy w szybkim rozpoznaniu nowych chordéb
i im przeciwdzialania. Przykladem, ktory ilustruje
opisany stan rzeczy byta epidemia goraczki Zachod-
niego Nilu w 1999r. w Nowym Jorku, przedtuzajaca
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Tabela I

Wybrane osiagniecia i odkrycia z zakresu mikrobiologii weterynaryjnej na przetomie XIX i XX w.

Lp. | Rok Drobnoustréj / choroba Odkrywca Uwagi
1. | 1877 | Bacillis anthracis | waglik Wiele opiséw choroby i samych bak- | R. Koch ukonczyl studia medyczne na Uniwe-
terii. Robert Heinrich Hermann Koch | rsytecie w Getyndze. W ich trakcie wykonywat
udowodnit etiologiczny zwiazek badania pod kierunkiem Jakoba Henlego.
pomiedzy bakteriami i choroba. Byl lekarzem praktykujacym w Wolsztynie,
profesorem Uniwersytetu Berlinskiego, dyrek-
torem Pruskiego Instytutu Choréb Zakaznych.
2. | 1877 | Actinomyces bovis | Opisany przez Otto Bollingera’, 'Pracowal w Wyzszej Szkole Weterynaryjnej
promienica bydla nazwany przez Carla Otto Harza w Zurychu a nastepnie w Monachium
3. | 1880 | Pasteurella multocida / pasterelozy,| Louis Pasteur ukoniczyt Ecole Normale | Szczep do przygotowania szczepionki otrzymat
cholera drobiu Supérieure w Paryzu. Profesor fizyki | od Jean Joseph Henri Toussainta, lek.wet.,
w Dijon Lycée oraz chemii na uniwer- | ktéry ukonczyt Szkote Medycyny Weteryna-
sytecie w Strasburgu, dyrektor ryjnej w Lionie, byt profesorem anatomii,
naukowy w Ecole Normale Supérieure, | fizjologii i zoologii w Szkole Medycyny
Kierownik katedry chemii organicznej | Weterynaryjnej w Tuluzie. Pasteur przygoto-
na Sorbonie, tworca Instytutu Pasteura | wujac szczepionke przeciwko waglikowi
(1887). wzorowal sie na pracach Toussainta.
4. | 1885 | Erysipelothrix rhusiopathiae | Friederich August Johannes Loffler, Studia medyczne ukonczyl na uniwersytecie
rézyca $win i indykéw (niezaleznie Pasteur i Thuillier) w Berlinie, wsp6lpracowatl z R. Kochem
(1879-1884). (Antoni Spryszak i Zygmunt
Szymanowski 1929 r. wykazali, ze komérki
Erysipelothrix i Listeria wystepuja w formie
szorstkiej i gtadkiej, tworzac odrebne kolonie).
5. Salmonella choleraesuis / Theobald Smith' ! Studia medyczne odbyl w Albany Medical
cholera §win i Daniel Elmer Salmon? College, od 1883 r. pracowal w USDA.
2Byt lekarzem wet., prowadzit badania nad
chorobami zakaznymi u zwierzat w U.S.
Department of Agriculture.
6. | 1887 | Clostridium chauvoei / choroba  |Saturnin Arloing’, Charles Cornevin? |'Lek. wet. profesor anatomii i fizjologii,
czarnej nogi u bydta, szelestnica |Onésine Thomas ? Profesor szkoly weterynaryjnej w Lionie.
7. | 1887 | Streptococcus agalactiae / Edmond Isidore Etienne Nocard* * Studia weterynaryjne ukoriczyt w Ecole
zapalenie wymienia (mastitis) i H. Mollereau Vétérinaire de Maisons-Alfort w ktérej pozniej
pracowal. Wspdlpracowat z L.Pasteurem
i Emilem Rouxem. Jego wychowankiem byt
Camille Guérin.
8. | 1888 | Nocardia farcinica / nokardioza |Edmond Isidore Etienne Nocard Vittore Benedetto Trevisan zaproponowat
bydta nazwanie rodzaju bakterii imieniem odkrywcy
9. | 1888 | Vibrio metchnikovii / wibrioza Nikolai Fedorovich Gamaléia Pracowal w Odessie. W przewodzie pokarmo-
drobiu wym i krwi ptakow z objawami przypominja-
cymi cholere drobiu stwierdzit przecinkowce.
10. | 1892 | Pierwsi dostarczyli dowodu, ze | Friederich August Johannes LofHler * Pionier wirusologii weterynaryjnej, profesor
czynnik etiologiczny pryszczycy |i Paul Frosch* w Instytucie Choréb Zakaznych w Berlinie
przechodzi przez filtr przeciw- oraz Szkole weterynaryjnej w Berlinie
bakteryjny
11. | 1892 | Teoria przenoszenia chordb przez |Frederick Cooper Curtice Pierwszy amerykanski narodowy parazytolog
wektory na zwierzeta i ludzi. weterynaryjny.
12. | 1893 | Babesia bigemina |/ goraczka Theobald Smith, Fred Lucius "Ukonczyt studia weterynaryjne na Uniwer-
teksanska, babeszjoza bydta. Kilborne', Frederick Cooper Curtice* | sytecie Cornell, byl Dyrektorem Buireau
Pierwsi wykazali przenoszenie of Animal Industry w Waszyngtonie.
chordéb przez kleszcze. *Stopien lekarza weterynarii uzyskat
w Columbia Veterinary College
w Nowym Jorku.
13. | 1895 | Mycobacterium avium subs. Heinrich Albert Johne* *Lek. wet. pracowal w Weterynaryjnym
paratuberculosis | paratuber- i L. Frothingham Zaktadzie Patologii w Dreznie.
kuloza bydla, choroba Johnego
14. | 1897 | Brucella abortus / brucelloza Bernhard Lauritz Frederik Bang Lek. wet., profesor Krolewskiego Uniwersytetu

bydta

Weterynaryjnego i Rolniczego w Kopenhadze,
pozniejszy jego dyrektor.
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Tabela I. c.d.

Lp. | Rok Drobnoustréj / choroba Odkrywca Uwagi

15. | 1898 | Mycoplasma / pleuropneumonia |Edmond Isidore Etienne Nocard Julian Ignacy Nowak (Mycoplasma Nowak
bydla. Badania prowadzono nad |i Emile Roux. Ten ostatni ukonczyt 1929), Wréblewski W. (1931), opisali elemen-
mikroorganizmami wywoluja- | Szkole medyczng w Clermont-Ferrand, | tarne cienkie formy charakteryzujace si¢ duza
cymi pleuropneumonie w latach 1878-1880 wspodlpracowat plastycznoscia, ktére pokonywaly przeciw-
(pleuropneumonia-like organism |z Pasteurem, miedzy innymi w bada- | bakteryjne filtry. Wroblewski, wyizolowat
- PPLO), trudno jednoznacznie |niach nad cholerg u drobiu i przygo- |i opisal Mycoplasma agalactiae.
wskaza¢ gatunek. towaniu szczepionki przeciwko tej

chorobie.

16. | 1902 | Actinobacillus lignieresi / Joseph Léon Marcel Ligniéres*, * Argentynski lekarz weterynarii i bakteriolog,
choroba drewnianego jezyka, G. Spitz urodzony we Francji.
actinobaciloza bydfa

17.] 1909 | Uzyskali awirulentny szczep Léon Charles Albert Calmette, *Ukonczyl studia weterynaryjne w Alfort.
pratka bydlecego - BCG Jean-Marie Camille Guérin*, Pracowal w instytucie Pasteura w Lille.
(Bacille-Calmette-Guérin), Benjamin Weill-Hallé, Alfred Bouquet, | Petnit funkcje Prezydenta Narodowego
powszechnie wykorzystywany Leopold Neégre, Wilbert, Marcel Léger | Komitetu Obrony przed Gruzlica, Prezydenta
do szczepienia bydta i ludzi i Raymond Turpin Francuskiej Akademii Weterynaryjnej
przeciwko gruzlicy i Medyczne;j.

sie z powodu braku wlasciwego rozpoznania. Upadki
ptakow w Zoo w Bronxie, jak réwniez upadki ptakow
w mie$cie nikt nie byt w stanie powigza¢ z podwyz-
szong liczbg zaburzen neurologicznych stwierdzanych
u ludzi, jak si¢ pdzniej okazalo, spowodowanych przez
ten sam czynnik etiologiczny. Podobnie, trzymanie
sie przestarzalych protokotéw diagnostycznych pod-
czas epizootii pryszczycy w 2001 r. w Wielkiej Bry-
tanii przyczynito si¢ do opdznienia w rozpoznaniu tej
choroby [18, 22]. Przytoczone przyklady pokazuja,
ze mikrobiologia medyczna i mikrobiologia wetery-
naryjna ewaluuja w kierunku wyksztalcenia nowego
pokolenia specjalistow znajacych doskonale nie tylko
nowe techniki diagnostyczne, ale dysponujacych row-
niez wiedzg z zakresu patogenezy chorob, rezerwuaru
patogendw, czy podstawowych zasad sprawowania kon-
troli nad nieznanymi chorobami. Oczekuje si¢ réwniez
od nich umiejetnosci w formutowania pytan i wyciaga-
nia wnioskéw w przypadkach zaobserwowania nieja-
snych i zaskakujacych zjawisk, zaréwno w odniesieniu
do praktyki klinicznej, jak i dotykajacych zwierzeta
hodowlane, czy wolnozyjace. Do tego nalezy doda¢
umiejetnosci pobierania materiatu i wykonanie badan
w kierunku patogenéw 4 klasy. Tak wiec mikrobio-
logia, jako nauka o rodowodzie medycznym sila rzeczy
pozostaje dyscypling wykorzystywana do realizacji idei
jednego zdrowia.

5. Idea jednego zdrowia w medycynie XX-wiecznej

XX wiek charakteryzuje sie zauwazalna dwuznacz-
no$cig w ocenie przyczyn i przebiegu choroby, czy tez
zachowania zdrowia u zwierzat i ludzi. Wynikato to po
czgsci z XIX-wiecznych osiggnieé nauk biologicznych,

w tym badan na temat ewolucji. Na podstawie danych
z zakresu filogenezy zaczeto dostrzega¢ znaczace roz-
nice pomiedzy samymi zwierz¢tami, jak i nimi oraz
ludZmi. Przenoszenie wigc w calo$ci wiedzy na temat
etiologii i patogenezy chordéb u zwierzat na czlowieka
moglo si¢ okaza¢ ztudne. Na procesy chorobowe u rdz-
nych zwierzat i czlowieka nalezaloby raczej patrze¢ pod
katem ich analogii, a nie identycznosci. Postgpujaca
urbanizacja i miejski styl zycia wyeliminowaly zwie-
rzeta z miast. Zmuszalo to do utrzymywania zwierzat
w instytucjach badawczych, co z czasem doprowadzito
do masowej hodowli standaryzowanych zwierzat labo-
ratoryjnych. Zwierzetom takim nadawano pozadane
cechy genetyczne, przydatne np. do badan nad nowo-
tworami, odpornosciag immunologiczng, transplan-
tologia, standaryzacja lekow itp. Szczegdlne nasilenie
w wykorzystywaniu zwierzat laboratoryjnych w bada-
niach medycznych obserwuje si¢ w drugiej potowie
XX wieku. Tak wigc zwierzeta z towarzyszacych czlo-
wiekowi staly sie ekwiwalentnymi modelami do badan
nad funkcjonowaniem i modelowaniem organizmu
czlowieka [29]. Przestawienie sie nauk medycznych na
masowe wykorzystanie zwierzat laboratoryjnych o $ci-
ste okreslonych cechach wplyneto réwniez na wlaczenie
sie w procedury eksperymentowania lekarzy wetery-
narii, ktérzy potrafili tak je poprowadzi¢, aby uzyska¢
maksimum zakladanych efektéw, przy minimalizowa-
niu liczby i dyskomfortu zwierzat. Jest to w jakims stop-
niu powr6t do idei z potowy XIX w. wspotpracy leka-
rzy medycyny i lekarzy weterynarii w ramach jednej
medycyny [26]. Réwnolegle podejmowane sg dzialania,
ktore maja na celu dalsze podtrzymanie i rozwijanie
idei medycyny poréwnawczej, migdzy innymi poprzez
wprowadzenie do programoéw ksztalcenia w szkotach
medycznych i weterynaryjnych zagadnien z zakresu
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medycyny poréwnawczej, w tym doboru modelowych
zwierzat do badan nad okreslonymi chorobami [34].
Poczatkowo, dane z badan poréwnawczych wykorzy-
stywane byly do diagnozowania i leczenia choréb ser-
cowo-naczyniowych i nowotworowych, a z poczatkiem
lat 60. XX w. réwniez w innych obszarach medycyny,
jak badaniach wirusologicznych, neuropatologicznych,
czy badaniach nad mykoplazmami [8, 25].
Odtwarzanie choroby, czy tez badanie okreslonego
procesu na dobranym modelu zwierzecym miato takze
swoich przeciwnikéw. Ci argumentowali, ze co prawda
medycyna poréwnawcza ze wzgledu na fakt, ze obej-
muje wiele gatunkow zwierzat jest w stanie dostarczy¢
wiecej danych na temat wielorakich chordb, to jednakze
uzyskane informacje nalezy zawezi¢ do pewnych cech
wspolnych dla danego zjawiska. Do oceny specyficz-
nego procesu niezbedna jest szersza wiedza na temat
podobienstw i rézni¢ wynikajacych z odmiennosci
gatunkowej zwierzat wykorzystywanych do badan. Taka
wiedze de facto posiadajg lekarze weterynarii i cho-
ciazby z tego powodu powinni by¢ cennymi partnerami
w eksperymentowaniu na zwierzetach [3]. W powyz-
szym spojrzeniu na wykorzystywanie do celéw medycz-
nych danych z do$wiadczen na zwierzgtach przejawia
sie powr6t do zrodet, do idei jednej medycyny, repre-
zentowanej przez obydwa zawody, wspdlnych badan
i wspdlnego ksztalcenia, szczegolnie podyplomowego.
Ide¢ te wspiera szereg instytucji naukowych i eduka-
cyjnych na calym $wiecie. Do czotowych nalezy Insty-
tut Rockefeller’a, w ktérym zorganizowano nauczanie
patologii zwierzat, aby na tej podstawie, podejmowac
przyszte badania medyczne, opracowywaé programy
naukowe, czy zdrowotne [10]. Pierwszym dyrektorem
Department of Animal Pathology we wspomnianym
instytucie zostaje w roku 1915 Theobald Smith, lekarz
medycyny, ktéry wyznaje zasade, ze znajomos$¢ pato-
logii zwierzat, powinna by¢ podstawg catej medycyny.
We wczesniejszych swoich badaniach nad gorgczka
teksanska u bydla (obecnie babeszjoza bydla) zasto-
sowal bardziej kompleksowe charakterystyczne dla
medycyny poréwnawczej podejscie do wyjasnienia jej
przyczyn z uwzglednieniem oddziatywan §rodowiska.
Dzigki temu udato Mu si¢ wykazaé zwigzek pomiedzy
inwazjg kleszczy u bydla a rozwojem choroby. Wraz
z Frederickiem L. Killbornem udowodnili przenosze-
nie pierwotniakéw Pyrosoma bigeminum, czynnikow
etiologicznych choroby (obecnie nalezgcych do rodzaju
Babesia) przez pajeczaki Boophilus annulatus [14].
Ide¢ ten kontynuowal Jego nastepca Richard E. Shope
odkrywca wirusa grypy $win. Badacz ten wyjasnit zna-
czenie wspomnianego wirusa w wywolywaniu grypy
uludzi. Z kolei badania Peyton’a Rousa we wspdtpracy
z Shopem na kurczetach i krélikach doprowadzity
do odkrycia wirusowej etiologii raka (sarcoma) [39].
W Wielkiej Brytanii program badawczy w Medical
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Research Concil nad noséwka u pséw przyczynit sie
do odkrycia w 1933 r. wirusa grypy [8].

W okresie powojennym $wiat zmagal si¢ z wieloma
problemami wynikajacymi ze zniszczen wojennych,
zapasci gospodarczej i podzialéw politycznych, prze-
ktadajacych sie¢ réowniez na zdrowie. W tym kontek-
$cie, w 1948 r. pojawia si¢ ze strony Jamesa H. Steelea
(1913-2013) inicjatywa utworzenia w ramach World
Health Organization (WHO) jednostki Weterynaryj-
nego Zdrowia Publicznego (Veterinary Public Health
- VPH). Steele byl lekarzem weterynarii, wyksztalco-
nym réwniez w zakresie zdrowia publicznego, pdzniej-
szym oredownikiem idei jednej medycyny. Wywodzit
sie ze szkoly znakomitego szwedzko-amerykanskiego
patologa weterynaryjnego Karla F.Mayera (1844-
1974), nazywanego Pasteurem XX w., zwolennika inte-
gracji medycyny weterynaryjnej i medycyny czlowieka,
tworcy fundacji Hoopera, swiatowego osrodka badan
nad zoonozami i bezpieczenstwem zywnosci. Steele
po drugiej wojnie $wiatowej w ramach amerykanskiej
stuzby ochrony zdrowia (US Public Health Service)
utworzyl weterynaryjng stuzbe ochrony zdrowia,
a takze opracowal program weterynaryjnej ochrony
zdrowia w ramach Centrum Choréb Zakaznych
(Communicable Disease Center) WHO, dotyczacy
monitorowania zoonoz. Dyrektorem Centrum zostal
Martin Kaplan (1915-2004), lekarz weterynarii i spe-
cjalista z zakresu zdrowia publicznego, ktéry nawia-
zal wspolprace z Food and Agriculture Organization
(FAO), World Organisation for Animal Health (OIE)
w zakresie kontrolowania zoonoz, opracowywania stan-
dardéw dla higieny miesa i edukacji weterynaryjne;j.
FAO i WHO uznajac, ze zdrowie zwierzat produkcyj-
nych istotnie rzutuje na zdrowie ludzi ustanowity leka-
rzy weterynarii odpowiedzialnymi za obszar zdrowia
publicznego zwigzany z chorobami odzwierzecymi
i higiena $rodkéw zZywnos$ciowych zwierzgcego pocho-
dzenia [24, 41].

W latach 50. i 60. XXw. FAO i WHO wspieraly,
w tym finansowo, ksztalcenie weterynaryjne i edukacje
w zakresie Weterynaryjnego Zdrowia Publiczne w kra-
jach rozwijajacych si¢. Uczestniczyli w tym eksperci,
gléwnie pochodzacy ze Stanéw Zjednoczonych, ktorzy
na poziomie lokalnym i narodowym w okresie powo-
jennym budowali zreby Weterynaryjnego Zdrowia
Publicznego. Ide¢ te na poziomie mi¢dzynarodowym
realizowalo Pan-Amerykanskie biuro zdrowia (Pan-
-American Health Bureau). Wspoldziatanie lekarzy
medycyny i lekarzy weterynarii w ramach programoéw
pomocowych dedykowanych krajom rozwijajacych sie
zblizato znowu te dwa zawody do idei jednej medycyny.
W tym tez okresie nalezatoby szuka¢ korzeni dzisiejszej
inicjatywy jednego zdrowia [41].

Wielkim oredownikiem jednej medycyny byt Calvin
Schwabe, (1927-2006) epidemiolog weterynaryjny, pro-
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fesor Davis School of Veterinary Medicine, zwolennik
medycyny poréwnawczej, ktory uzyt i upowszechnit
termin ,,One Medicine” w III wydaniu, z 1984 r. swojego
dzieta pt. Veterinary Medicine and Human Health [37].
W praktyce, szczegdlnie widocznej pod koniec
lat 70. XX w., zastosowanie medycyny poréwnawczej
w badaniach medycznych bylo zmienne i czgsto nie-
satysfakcjonujgce. Wynikato to z widocznego rozdziatu
i niezaleznego rozwoju medycyny i weterynarii, realizu-
jacych odrebnie badania z zakresu zdrowia ludzi i zwie-
rzat, finansowane przez odmienne instytucje, podlegle
réznym strukturom administracyjnym, czy tez nalezace
do odrebnych organizacji miedzynarodowych [8].
Podobnie, znaczenie Srodowiska dla zdrowia zwie-
rzat i ludzi postrzegane bylo w zmienny sposob. Przy-
jecie, czesto bezkrytycznie, jednoczynnikowej (bakte-
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ryjnej) etiologii choréb odwrdcilo uwage od innych
czynnikéw, w tym $rodowiskowych, wplywajacych na
pojawianie si¢ chorob, ich przebieg i rozprzestrzenia-
nia sie. Takie spojrzenie bylo dodatkowo utrwalane
efektami zastosowania szczepionek i antybiotykow
i prowadzilo do przekonania, ze choroby zakazne
zostaly pokonane i nie stanowig dalszego zagrozenia.
Poczynajagc od lat 80. XX w. wspomniany optymizm
zostal zgaszony pojawieniem sie takich choréb, jak
AIDS, goraczek krwotocznych, w tym spowodowanych
przez wirus Ebola, czy gabczastych encefalopatii, w tym
BSE (Tab.II). Wspomniane wydarzenia ponownie
zwrdcily uwage na zwigzek pomiedzy zdrowiem zwie-
rzat i cztowieka oraz srodowiskiem ich zycia. W celu
zrozumienia przyczyny choroby, jej powstawania, prze-
biegu i rozprzestrzenianiu si¢ okazalo sie, Ze potrzebna

Tabela IT
Wazniejsze epidemie choréb u ludzi spowodowane czynnikami rezerwuaru zwierzecego
Lp. Rok/choroba Czynnik etiologiczny Rezerwuar Wektor/sposob zakazenia Uwagi
1. | 1967/goraczka Wirus Ebola Nietoperze owocozerne, | Kontakt bezpo$redni, Epidemia goraczki krwo-
krwotoczna Ebola (Zaire Ebolavirus), mozliwe inne ssaki, krew, wydzieliny, tocznej Ebola w Afryce
rodzaj Ebolawirus ptaki, gady, ptazy, wydaliny Zachodniej
stawonogi
2. | Inne goraczki Wirus Lassa, rodzaj Gryzonie Kantak bezposredni, (Lassa; goraczka krwo-
krwotoczne Arenawirus; grupa krew, wydzieliny, toczna z zespotem nerko-
wirusow Hanta; wirus wydaliny wym, hantawirusowy
Guanarito zespot ptucny; wenezuel-
ska goraczka krwotoczna
3.11997 / grypa ptakéw Influenza A virus, Ptaki, w tym wolno- Kontakt bezposredni Wysoce patogenny
rodzaj Influenza- zyjace szczep wirusa ptasiej
virus A, rodzina grypy H5N1, przenosi sie
Orthomyxoviridae na czlowieka
4. (1997 / choroba Nipah Nipah henipavirus, Nietoperze owocozerne, | Kontakt bezpo$redni, Wycinka laséw tropikal-
rodzaj Henipavirus, mozliwe $winie jako produkty zywnosciowe | nych spowodowata zbli-
rodzina Paramykso- nosiciel poéredni zanieczyszczone zenie si¢ nietoperzy do
wiridae wydalinami siedlisk ludzkich
5. | Poczatek lat 90. epidemia | priony PrPsc Bydlo, Spozycie produktéow U czlowieka choroba
BSE (Bovine Spongiform male przezuwacze zywnosciowych pocho- | Creutzfeldta-Jakoba
Encephalopathy), gab- dzenia bydlecego, vCDJ
czastej encefalopatii bydla glownie tkanki nerwowej
6. | 1999/choroba 1999 wirus Zachodniego | Ptaki Komary Pierwsze zachowania na
Zachodniego Nilu Nilu, rodzaj Flawiwirus, potkuli zachodniej (epi-
rodzina Flawiwiridae demia w Nowym Jorku)
7.11999 12003 zachorowania | szczep wirusa Ptaki, dréb Kontakt bezposredni, Duzy wachlarz
w Hongkongu na grype | ptasiej grypy HON2 woda gospodarzy, adaptuje sie
do ssakow
8. [ 2002/zespdt cigzkiej ostrej | wirus SARS, rodzaj Paguma chinska Droga kropelkowa, Zakazenie mozliwe
niewydolnosci oddecho- | Koronawirus wydaliny, wydzieliny u fretek i kotéw
wej (Severe Acute Respi-
ratory Syndrome-SARS)
9. |2009/Pandemia grypy szczep wirusa Kontakt bezposredni, Tzw. $winska grypa
grypy A/HIN1 glownie ze $winiami
10. | 2012/Bliskowschodni Korona wirus MERS, | Wielblad jednogarbny | Droga kropelkowa, Prawdopodobne
zespot niewydolnosci rodzaj Koronawirus wydaliny, wydzieliny pierwotne zrédto
oddechowej - nietoperze
(MERS-Midle East
Respiratory Syndrome)
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jest nie tylko wiedza medyczna, czy weterynaryjna, ale
réwniez wiedza z zakresu ekologii, entomologii, rolnic-
twa czy nawet klimatu. W nawigzaniu do ostatniego,
wydaje si¢, Ze na wybuch epidemii cholery w poszcze-
golnych czesciach swiata ma wplyw oscylacja potudnio-
wego frontu El Nifio. Sledzenie wspomnianego frontu
przez satelity pozwala na przewidywanie wybuchu
i natezenia wspomnianej choroby. Dla pelnego obrazu
pojawiania sie chor6b indukowanych zaburzeniami sro-
dowiska nalezy jeszcze dolozy¢ czynniki ekonomiczne
i polityczne [13, 16, 18, 33, 40, 46].

6. Podsumowanie

Z przedstawionego przegladu piSmiennictwa
wynika, Ze niezaleznie od tego, jak w poszczegdlnych
okresach rozwoju medycyny ksztattowaly si¢ poglady
na temat choroéb u ludzi i zwierzat, czy sposobdw ich
leczenia, historyczne zwigzki pomiedzy zdrowiem
ludzi i zwierzat, a takze udzialem w ich powstawaniu
srodowiska nie budzily watpliwosci, byly wielorakie
i czesto bardzo $ciste. Dane na ten temat znajdujemy
w doktrynach badawczych i praktyce lekarskiej, ktore
odzwierciedlaja droge, na ktorej lekarze weterynarii
i medycyny probowali zrozumieé przyczyny i przebieg
choroby, np. w ramach medycyny poréwnawczej, czy
ochrony zdrowia publicznego [30, 34, 40]. Budowali
w ten sposob, nie zawsze $wiadomie, wspolczesng
ide¢ jednego zdrowia przejawiajaca si¢ we wspdlnych
badaniach naukowych, praktyce klinicznej, progra-
mach szczepien, poszukiwaniu nowych lekow, czy
zaawansowanym utechnicznieniu. Idea jednego zdro-
wia zostala wzmocniona przez termin ,,Jednego $wiata”
(One World) uzytego po raz pierwszy w trakcie debaty
w potowie XX wieku na temat relacji migdzynarodo-
wych i w konsekwencji tego powolania UNESCO. Idea
jednego $wiata w kontekscie zdrowia zostata przywo-
tana w latach 90-tych w trakcie pandemii AIDS, ktory
wiazano z rezerwuarem dziko zyjacych zwierzat. Ozna-
czalo to spojrzenie na chorobe w szerszym kontekscie
niz na zoonozg, a takze wlaczenie do badan wiecej
dyscyplin naukowych, w tym szeroko rozumianych
nauk o zyciu i srodowisku [31]. W 2004 r. odbylo sie
spotkanie ekspertow z zakresu zdrowia publicznego,
przedstawicieli i ekspertéw reprezentujacych instytu-
cje chrony zdrowia i choréb zakaznych zorganizowane
przez amerykanskie towarzystwo ochrony przyrody
(US-based Wildlife Conservation Society) pod hastem
jeden $wiat, jedno zdrowie, ktore zapoczatkowato serie
kolejnych konferencji i spotkan popularyzujacych idee
wspolnoty celéw w ramach jednego $wiata [17]. Idea ta
wkroétce znalazla odzwierciedlenie w reakcji $wiata na
globalne zagrozenia dla zdrowia zwierzat i ludzi, jakim
bylo pojawienie sie wysoce zjadliwych wiruséw grypy
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ptakow i epidemii grypy przenoszacej si¢ na ludzi.
Konsolidacja wysitkéw osob, organizacji i instytucji
zaréwno krajowych, jak i miedzynarodowych, w tym
WHO, FAO i OIE doprowadzily do opanowania cho-
roby i kontrolowania jej przebiegu i rozprzestrzeniania
sie. Epidemia ptasiej grypy przyczynita si¢ do odro-
dzenia sie $wiadomosci na temat waznosci srodowiska
w powstawaniu chordb, rozumienia i ochrony tego co
mozna okresli¢ jako ,,zdrowiem ekosystemu”. Ostatnie
dekady pokazuja, ze idea jednej medycyny we wspol-
nym $wiecie zyskuje na znaczeniu i splata sie¢ w dzia-
talnosci wielu instytucji, zar6wno weterynaryjnych,
medycznych, miedzynarodowej ochrony zdrowia, jak
i dzialalnosci rzadow, na calym $wiecie. Mikrobiologia
jako dyscyplina wywodzaca sie z nauk medycznych
stuzy realizacji idei jednego zdrowia, dla ktérego zagro-
zeniem nadal pozostajg czynniki zakazne, przyhamo-
wane, drzemia wyczekujac sprzyjajacych okolicznosci
do rozprzestrzeniania sie.
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Streszczenie: Niebezpieczefistwo wynikajace z obecnoéci paleczek z rodzaju Listeria, zwlaszcza Listeria monocytogenes w $rodowisku i pro-
duktach spozywczych, kazdego roku przyczynia sie do zej$¢ $miertelnych, zaréwno wérdd ludzi jak i zwierzat. Zdolnoé¢ bakterii do egzystencji
saprofitycznej oraz pasozytniczej, a takze niewrazliwo$¢ na wiele czynnikoéw fizykochemicznych, znaczaco ulatwia rozprzestrzenianie
i gwarantuje dostep do szerokiej grupy osobnikéw podatnych na infekcje. Pomimo tego, ze czynniki predysponujace do rozwoju zakazenia
pociagaja za soba stosunkowo niska czgstos¢ jego wystapienia, to charakteryzuje je wysoka $miertelno$¢ i znaczny stopien hospitalizacji.
Choroba objawia si¢ najczesciej w postaci bakteriemii, zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych i mozgu, a takze zakazen okotoporodowych.
Sposdb rozprzestrzeniania bakterii w organizmie sprawia, ze wcigz identyfikowane sag nowe typy zachorowan. Najnowsze badania dotyczace
nabywania cech chorobotwodrczosci, wysokosci dawki, czy rozwoju antybiotykoopornosci, a takze liczne raporty dotyczace czestosci
wystepowania tych bakterii i powodowanych przez nie lokalnych epidemii, doprowadzity do zwigkszenia czestosci kontroli w tym zakresie
i zmiany kwalifikacji choroby. Obecnie listerioz¢ postrzega si¢ jako wspolczesne zagrozenie dla zycia i zdrowia.

1. Wprowadzenie. 2. Rodzaj Listeria. Charakterystyka i cechy warunkujace chorobotworczo$¢. 3. Listerioza. Drogi rozprzestrzeniania.
4. Poczatek i przebieg zakazenia. 5. Kliniczne formy listeriozy. 5.1. Bakteriemia. 5.2. Infekcje o§rodkowego ukladu nerwowego. 5.3. Zakazenia
okotoporodowe. 5.4. Zapalenie Zotadkaijelit. 5.5. Spontaniczne bakteryjne zapalenie otrzewnej (SBP). 5.6. Zapalenie wsierdzia. 5.7. Zapalenie
oraz ropien watroby. 5.8. Infekcje skory i oczu. 5.9. Infekcje miesniowo szkieletowe. 6. Monitoring. 7. Normalizacja. 8. Podsumowanie

Listeriosis. Modern perception of epidemiological threat

Abstract: The presence of Listeria rods, especially Listeria monocytogenes, in the environment and food products, contributes each year
to death of both humans and animals. The ability of bacteria to lead a saprophytic and parasitic existence as well as insensitivity to
many physicochemical factors greatly facilitates the spread and guarantees access to a wide range of vulnerable organisms. Although
the factors predisposing to infection result in a relatively low incidence of disease, infections are characterized by high mortality and
often the need of hospitalization. The disease most often manifests itself in the form of bacteremia, meningitis and encephalitis as well as
perinatal infections. The way Listeria spreads in the body contributes to the identification of new types of the disease. Recent studies on
the acquisition of pathogenicity traits, dose and development of antibiotic resistance as well as numerous reports on incidence of these
bacteria and the epidemics they caused, have led to more efficient monitoring of the pathogen . The qualification of the disease has also
changed and, currently, listeriosis is considered a contemporary threat to life and health.

1. Introduction. 2. Genus Listeria. Characteristics and traits responsible for pathogenicity. 3. Listeriosis. Transmission pathways. 4. The
beginning and course of the infection. 5. Clinical forms of listeriosis. 5.1. Bacteremia. 5.2. Central nervous system infections. 5.3. Perinatal
infections. 5.4. Gastroenteritis. 5.5. Spontaneous bacterial peritonitis (SBP). 5.6. Endocarditis. 5.7. Inflammation and liver abscess.
5.8. Skin and eye infections. 5.9. Musculoskeletal infection. 6. Monitoring. 7. Normalization. 8. Summary

Stowa kluczowe: Listeria monocytogenes, listerioza, sapronoza,, zanieczyszczenie zywnosci, zoonoza

Key words:

Listeria monocytogenes, listeriosis, sapronosis, food contamination, zoonosis

1. Wprowadzenie

Paleczki z rodzaju Listeria, gléwnie gatunek L. mo-
nocytogenes, stanowig istotny czynnik decydujacy
o rozwoju groznych zakazen u ludzi i zwierzat — liste-
rioz, ktorych przebieg czesto konczy sie $miercig. Od
kilku lat notuje si¢ tendencj¢ wzrostowa, zaréwno co
do liczby sporadycznych zachorowan, jak i wybuchow
ognisk epidemicznych wywotanych przez te drobno-
ustroje [42]. L. monocytogenes po raz pierwszy zostala
wyizolowana z krwi pacjenta z objawami przypomi-
najacymi mononukleoze zakazng w 1929, a w 1936
uznano jg za przyczyne poronien, infekcji u noworod-

kow oraz przypadkéw zapalenia opon modzgowych.
Pierwszy przypadek listeriozy u zwierzat zostat opisany
w 1933 roku u owiec z Nowej Zelandii. Sposréd wszyst-
kich szczepéw w obrebie rodzaju, najwigksze zagroze-
nie zaréwno dla ludzi, jak i zwierzat stanowi gatunek
L. monocytogenes [27]. Spozywanie produktow pocho-
dzenia zwierzgcego wymusza juz od lat koniecznosé¢
ich kontroli, w tym diagnozowania choréb odzwierze-
cych. Dane ECDC (Europejskie Centrum ds. Zapo-
biegania i Kontroli Choréb) i EFSA (Europejski Urzad
ds. Bezpieczenistwa Zywnosci) donoszg, ze najczesciej
notowanymi i charakteryzujacymi si¢ utrzymujaca
tendencjg wzrostowg sg kampylobakteriozy i infekcje

* Autor korespondencyjny: Monika Lewariska, Katedra Nauk Biomedycznych, Instytut Chemii Ochrony Srodowiska i Biotechnologii,
Wydzial Matematyczno-Przyrodniczy, Akademia im. Jana Dlugosza w Czgstochowie, Al. Armii Krajowej 13/15; 42-200 Czestochowa;
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werotoksycznymi pateczkami E. coli. Raporty wskazujg
jednak rowniez na istotne zagrozenie zwigzane z obec-
noscig pateczek z rodzaju Listeria [28].

2. Rodzaj Listeria. Charakterystyka i cechy
warunkujace chorobotworczo$¢

Paleczki Listeria poczatkowo zaliczano do rodziny
Corynebacteriaceae, glownie ze wzgledu na morfo-
logiczne podobienstwo ich cech, pdzniejsze badania
wykazaly jednak odrebnos¢ gatunkéw z rodzaju Liste-
ria od maczugowcow [26]. Opisane w 1926 roku przez
Murray’a komorki bakterii, obecnie znane jako L. mono-
cytogenes, poczatkowo zostaly przez niego nazwane
mianem Bacterium monocytogenes, nazwa ta zostala
jednak pdzniej zmieniona na Listerella. Pirie pierwotnie
okredlit je jako Listerella hepatolytica, a poniewaz nazwa
Listerella byta juz zajeta, wprowadzono nazwe Listeria,
ktdra zostala zatwierdzona przez Sgdowa Komisje Bak-
teriologicznej Nomenklatury i Taksonomii w 1954 roku
[11]. Dopiero w 1984 roku czes$ciowe sekwencjono-
wanie 16S rRNA, jednoznacznie pozwolilo okresli¢
miejsce filogenetycznej przynaleznosci gatunkéw z ro-
dzaju Listeria do grupy skupiajacej migdzy innymi Bacil-
lus czy Lactobacillus, gdzie Brochothrix thermosphacta
jest najblizszym ich sasiadem (93% podobienstwa
sekwencyjnego) [26]. Sze$¢ ogdlnie znanych gatunkow
z rodzaju Listeria: L. monocytogenes, L. innocua, L. iva-
novii, L. welshimeri, L. seeligeri i L. grayi mozna znalez¢
w réznorodnych produktach spozywczych, jednak naj-
czesciej izoluje sie z nich L. monocytogenes i L. inoccua.
W ciagu ostatnich kilku lat zidentyfikowano 11 nowych
gatunkow. L. marthii, L. rocourtiae, L. weihenstephanen-
sis, L. cornellensis, L.riparia, L.grandensis, L. fleisch-
mannii, L. aquatica, L. floridensis, L. newyorkensis oraz
L. booriae. 1zolaty pochodzily z produktéow spozyw-
czych oraz $rodowiska naturalnego i wszystkie sg niepa-
togenne w stosunku do czlowieka, ze wzgledu na brak
w ich genomach genéw odpowiedzialnych za wirulencje.
Stad rodzaj Listeria zawiera obecnie 18 gatunkéw [4].
Bakterie te sg krotkimi Gram-dodatnimi pateczkami i
nie tworzg otoczek ani przetrwalnikow [57]. Wszystkie
gatunki wykazujg zdolno$¢ ruchu w temperaturze poni-
zej 30°C, posiadaja perytrychalny typ urzesienia. Sa
tlenowe lub wzglednie beztlenowe. Wykazuja zdolnos¢
wzrostu w warunkach tlenowych lub wzglednie bez-
tlenowych w temperaturze od 0 do 45°C oraz w pH od
6 do ok. 9 [11]. Izoluje si¢ je z réznorodnych $rodowisk
i zywnosci, poniewaz s3 niewrazliwe na dziatanie wielu
czynnikéw fizykochemicznych oraz posiadaja bardzo
duze zdolnosci adaptacyjne. Ich wzrostu nie powstrzy-
muje nawet przechowywanie chlodnicze, ktore wydluza
czas ich generacji (czas potrzebny do podwojenia liczby
w temperaturze 0,5°C wynosi 3—-4 doby, w temperaturze
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4°C 1-2 doby). Bakterie dobrze namnazajg si¢ w §ro-
dowisku w znacznym zakresie pH, zwlaszcza o duzej
zawarto$ci wody, chociaz przezywaja takze w pro-
duktach, gdzie aktywnos¢ wody wynosi 0,90. Toleruja
wysokie stezenia chlorku sodu, azotanu sodu, takze
kwaséw organicznych. Znosza krétkotrwalg pasteryza-
cje, diugotrwale wysuszenie i glebokie zamrazanie. Sto-
sowanie modyfikowanej atmosfery (5-10% dwutlenku
wegla) zwigksza szybko$¢ ich wzrostu. Mutacje, trans-
fer genéw oraz zdolno$¢ do zwigkszania odpornosci na
wymienione czynniki, w sytuacji gdy bakterie znajdg sie
w warunkach stresowych powoduje, ze ich eliminacja
z zywnosci jest trudniejsza. Wiasciwa obrobka cieplna
oraz wysokie ci$nienie sprawiajg, ze bakterie ging [63].
Poszczegdlne szczepy L. monocytogenes, w zaleznosci
od tego z jakiego $rodowiska sg izolowane, wykazuja
istotne rdznice przede wszystkim w ekspresji genow
odpowiedzialnych za charakterystyczne cechy ich zja-
dliwosci. Szczepy bakterii izolowane z produktow zyw-
nosciowych, srodowiska naturalnego oraz od pacjentéw
z réznymi formami klinicznej listeriozy i chorych zwie-
rzat, czesto roznig sie znaczgco chorobotworczoscis,
wykazujg réowniez odmienne reakcje na niekorzystne
zmiany warunkdéw srodowiskowych [71]. Zachorowa-
nia ludzi i zwierzat wywolywane sa powszechnie przez
L. monocytogenes, wérdd zwierzat 10% dotyczy infek-
cji spowodowanych przez L. ivanovii, u ludzi wyjatki
stanowig przypadki wywolane przez L. seeligeri i L. iva-
novii [27]. Wérdd szczepow L. monocytogenes, dla
czlowieka niebezpiecznych jest trzynascie (1/2a, 1/2b,
1/2¢, 3a, 3b, 3¢, 4a, 4b, 4ab, 4c, 4d, 4e, 7), jednak 96%
przypadkow wywolujg trzy z nich: 1/2a, 1/2b oraz 4b
[13, 37]. Najbardziej rozpowszechnionym w zywnosci
serotypem jest 1/2a [15]. Najwiecej infekcji wywotuja
bakterie zaliczane do serotypu 4b, co wskazuje, na
jego znacznie wieksza zjadliwos¢ [16, 62]. Patogenne
gatunki majg zdolno$¢ do produkgji szeregu czynnikéw
chorobotworczych, pelnigcych istotne funkcje w proce-
sie patogenezy, ktére umozliwiajg im wnikanie i zaka-
zanie organizmu zywicielskiego [13] (Tab. I).
Stosowanie nadmiernych ilo$ci antybiotykéw w me-
dycynie i weterynarii, prowadzi do generowania anty-
biotykoopornych szczepéw L.monocytogenes (ABR
L. monocytogenes) w wyniku mutacji lub nabywania
ruchomych elementéw genetycznych i plazmidow [5].
Wigkszo$¢ izolatdw L. monocytogenes jest podatna na
dzialanie szeregu antybiotykow, istnieje jednak kilka
odstepstw. Nalezy uwzgledni¢, ze prawie wszystkie
szczepy wykazuja naturalng oporno$¢ na cefalosporyny
trzeciej generacji oraz fosfomycyne. W terapii niezwykle
istotne jest precyzyjne okreslenie szczepu infekcyjnego.
Na przyktad w terapii niektorych infekcji drég oddecho-
wych stosowane sg cefalosporyny, nieskuteczne w przy-
padku L. monocytogenes. W barwieniu Grama moze
dochodzi¢ do bledéw ze wzgledu na podobienstwo
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Tabela I

Czynniki wirulengji i ich funkcje decydujace o chorobotworczosci pateczek Listeria

Czynnik wirulencji

Funkcja w przebiegu zakazenia

Internaliny

Umozliwiaja wnikanie do komoérek docelowych.

- InlA - wigze si¢ z receptorem E - katheryna (powierzchnia komdrek nablonka, hepatocytow,
komorek dendrytycznych, kosmkéw tozyskowych, hepatocytéw) w obecnoéci jondéw wapniowych [66].

- InIB - wigze si¢ z receptorem c-Met, gC1qR, heparyna, peptydoglikanem siarczanu heparyny [27].

— InlC, InlD, InlE, InlF, InlG, InlH, InlI, InlJ [50].

Czasteczki adhezyjne

- Biatko p60 (CwhA lub Iap) - gtéwne bialko zewnatrzkomérkowe.
Dziala jako adhezyna i hydrolaza mureiny
- Biatko Ami - bierze udzial w procesie adhezji i hydrolizie mureiny
- Bialtko Auto - kontrola struktury $ciany komérkowej w momencie wnikania do komoérki gospodarza

- Biatko p104 - wlasciwosci adhezyjne
- Biatko FbpA - wigze si¢ z fibronektyna, utrudnia rozpoznanie przez uklad immunologiczny
- Sortazy A i B rozpoznaja typowy motyw prekursoréw bialek zakotwiczonych w ostonach,

a nastepnie uczestnicza w sekrecji oraz zahaczeniu si¢ biatka w $cianie komorki [50].

Listeriolizyna O

oraz deacetylacje histonu H4 [27].

Jest biatkiem, petnigcym funkcje hemolizyny, ktore komoérki bakteryjne wydzielaja pozakomérkowo.
Dziata cytolitycznie, we wczesnej fazie zakazenia umozliwia defosforylacje histonu H3

Fosfolipazy

- Fosfolipaza A wspdldziala z listeriolizyng O umozliwiajac skuteczng liz¢ pierwotnego fagosomu [35].

- Fosfolipaza B ma zdolnos¢ do katalizowania hydrolizy wigzania glicerolofosforanowego czasteczek
fosfolipidow, ktory wraz z listeriolizyng O bierze udzial w niszczeniu fagosomu, przede wszystkim
wtdrnego, gdzie umozliwia lize podwojnej blony i uwolnienie sie bakterii do cytoplazmy,
uskuteczniajgc tym samym kolonizacje sasiednich komérek [31].

Biatko Acta

Biatko wywotujace indukeje aktyny gospodarza [53]. Umozliwia komérkom bakteryjnym swobodne
przemieszczanie si¢ w obrebie komoérek zywiciela [52].

Metaloproteaza

Aktywacja bakteryjnej fosfolipazy B, ktéra zachodzi w niskim fagosomalnym pH [72].

Deacetylaza peptydoglikanu
(PgdA)

Uczestniczy w deacetylacji N-acetyloglukozaminy, ktéra jest sktadnikiem peptydoglikanu $ciany
komoérkowej bakterii, przez co zmniejsza jej wrazliwo$¢ m.in. na lizozym [13].

morfologiczne do bakterii z rodzaju Streptococcus.[62].
Pomimo tego, ze nadal wigkszo$¢ antybiotykéw wyka-
zuje skuteczne dzialanie przeciwlisteryjne, to notuje
sie szczepy wykazujace oporno$¢ na ampicyling, wan-
komycyne i gentamycyne, czyli kluczowe antybiotyki
rutynowo wykorzystywane w przypadku leczenia liste-
riozy [41]. W $rodowisku przetwarzajacym zywnos¢
wykrywa si¢ szczepy oporne na klindamycyne, tetra-
cykline [30], trimetoprim [5], florfenikol [36] kwas
nalidyksowy [3], erytromycyne, streptomycyne, kana-
mycyne [38], chloramfenikol czy ciprofloksacyne [68],
a nawet szczepy wielooporne w stosunku do znacznej
liczby antybiotykéw (powyzej 10) [61].

3. Listerioza. Drogi rozprzestrzeniania

Chorobotwdrcze gatunki z rodzaju Listeria, sa przy-
czyna wystepowania objawowych zakazen zaréwno
u ludzi, jak i u zwierzat, ktére w obu przypadkach
okreslane sg jako listeriozy. Ta jednostka chorobowa jest
od lat zaliczana do typowych choréb odzwierzecych,
tak zwanych antropozoonoz. Ze wzgledu na rozprze-
strzenianie okreslana jest rowniez jako sapronoza [33],
czyli infekcja wywolywana przez drobnoustroje pato-
genne, naturalnie zasiedlajgce réznorodne ekosystemy

srodowiskowe, glownie glebe i wode, dodatkowo cha-
rakteryzujace si¢ polipatogennoscig. Ze wzgledu na to
pateczki Listeria mozemy zaliczy¢ do grupy mikroorga-
nizméw wywolujacych tego typu infekeje [2]. Bakterie
moga przenosi¢ sie na gospodarza, za posrednictwem
zewnetrznych czynnikéw §rodowiskowych, takich jak
gleba, woda, $cieki, zanieczyszczone roéliny, odchody
zwierzat, padlina, pasze, kiszonki oraz $mieci domowe.
Najwazniejszg cecha bytujacych w tych miejscach cho-
robotworczych gatunkow Listeria jest fakt, ze moga sie
one namnazaé zarowno w $rodowisku zewnetrznym
(faza saprofityczna), jak i w organizmach zywych (faza
pasozytnicza) [33]. Bakterie moga dostawa¢ sie do
$rodowiska, takze za posrednictwem organizmoéw cho-
rych lub nosicieli i w nastepstwie infekcji rozsiewac do
miejsc, gdzie w sprzyjajacych warunkach przezywaja,
namnazajg si¢ i moga powodowac zakazenia u nowych
osobnikéow, w tym takze ludzi [34]. Bardzo wazny jest
problem bezobjawowego nosicielstwa. Bakterie czgsto
izoluje z przewodow pokarmowych oraz migdatkow
zdrowych zwierzat. Szacuje sig, ze wérdd ludzi zjawi-
sko to dotyczy okoto 5% do 10% populacji. U zdrowych
ludzi, bakterie izoluje si¢ najczesciej z przewodu pokar-
mowego i pochwy, rzadziej z uktadu oddechowego
[27]. Gléwnym miejscem lokalizacji tych bakterii jest
przewdd pokarmowy, w zwigzku z czym drobnoustroje
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wraz z katem przedostaja si¢ bezposrednio do otoczenia
[50] lub wraz ze $ciekami, sg odprowadzane do pobli-
skich oczyszczalni, gdzie z fatwoscig przechodza caly
proces technologiczny oczyszczania $ciekow i trafiaja
do okolicznych rzek [1]. Zrédlem bakterii mogg by¢
takze dzikie i domowe ssaki, takie jak gryzonie, owce,
kozy, bydlo, $winie, ale takze ptaki krukowate, dréb, czy
mewy [33]. Pateczki Listeria wyizolowano takze od ryb,
gadow oraz innych zwierzat kregowych i bezkregowych,
w tym takze od owadéw [50]. Srodowisko naturalne jest
zatem glownym Zrédlem zanieczyszczenia paleczkami
Listeria pasz oraz surowej zywnosci i moze przyczy-
ni¢ si¢ do skazenia zakladow przetwdrstwa zywnosci,
a takze $rodowisk domowych, czy handlowych, ktdre
w nastepstwie moga prowadzi¢ do zanieczyszczania
finalnych produktéw spozywczych chorobotwdrczymi
szczepami Listeria [34]. Glownym powodem skazenia
zywnosci jest niedostateczne przestrzeganie odpowied-
niej praktyki produkcyjnej oraz higieny w zaktadach
produkujacych wyroby spozywcze, niewystarczajaca
obrobka cieplna [58], bezposredni kontakt z chorym,
badz zainfekowanym zwierzeciem lub tez jego odcho-
dami [59]. Dodatkowo, staly naptyw $wiezych surow-
cow na linie produkcyjne w zakladach przetworstwa
zywnosci, umozliwia bakteriom tworzenie biofilmdw,
niekiedy bardzo trudnych do usuniecia, co przyczynia
sie kazdego roku do generacji ogromnych strat w sek-
torze spozywczym [9, 67]. W Stanach Zjednoczonych
paleczki L. monocytogenes sa trzecim najbardziej
kosztownym patogenem zywnosciowym, po Clostri-
dium botulinum i Vibrio vulnifi [47]. Warunki chtod-
nicze, krotka pasteryzacja, czy mrozenie, nie chronia
zywnos$ci przed namnazaniem patogenu. Patogenne
L. monocytogenes izolowano z réznorodnych produk-
tow spozywczych, ktore mogly by¢ zrédlem infekeji.
Produkty te to przede wszystkim sery migkkie i doj-
rzewajace, surowe mleko, $mietana, jaja, lody, migso,
wedzone ryby, wieprzowina, kietbasy, surowe warzywa
i owoce, ale takze mrozonki i fatwo dostgpne gotowe
zestawy dan typu RTE (Ready to Eat) [28]. Rozprze-
strzenianie palteczek Listeria drogg aerogenng stanowi
znacznie rzadsze przypadki [60]. Nieliczne zgloszenia
donosza o mozliwosci bezposredniej transmisji bak-
terii od zainfekowanych zwierzat na ludzi, a nawet
z czlowieka na czlowieka [59]. Pomimo tego, ze liczba
zachorowan powodowana przez te bakterie nie jest
zbyt wielka (zapadalnos¢ wynosi od 2 do 15 mlIn. 0séb
na rok) [50], to choroba charakteryzuje si¢ wysoka
$miertelnoscig (20-30%) oraz znacznym odsetkiem
hospitalizacji (>90%) [67]. Pateczki Listeria w ostat-
nich latach przyczynily sie do wystapienia licznych epi-
demii zwigzanych z zakazeniami pokarmowymi, czesto
tragicznych w skutkach, co doprowadzilo do zmiany
kwalifikacji choroby i postrzegania jej jako powszechne
i realne zagrozenie dla zycia [50].
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4. Poczatek i przebieg zakazenia

Zagrozenie zachorowania na listerioze w mniejszym
stopniu dotyczy osobnikéw zdrowych, zakazenia sa
szybko wygaszane, a nielicznymi objawami sg niekiedy
tagodne stany przypominajace grype [10]. Czasem
dochodzi do bezobjawowego nosicielstwa, najczesciej
w przewodzie pokarmowym. Wydalenie bakterii wraz
z kalem, w wyjatkowych przypadkach utrzymuje sie do
okoto roku, zwykle jednak jest krotkotrwate. Bakterie
stanowig powazne zagrozenie szczegolnie w przypadku
ludzi starszych, os6b z obnizong odpornoscia: po prze-
szczepach, chorych na AIDS, cukrzyce czy nowotwory.
Najbardziej narazone sg kobiety w ciazy ze wzgledu na
zmiany hormonalne zachodzgce w ich organizmach,
co znaczaco zwieksza ich podatnos¢ na infekcje [60].
Wystgpienie choroby u ci¢zarnych, nie pozostaje bez
konsekwencji dla ptodu, powodujac w niektorych przy-
padkach poronienia, martwe urodzenia lub zespoly
chorobowe. [28]. W przypadku dzieci, ktore osiagnety
wiek powyzej jednego miesigca Zycia, listerioze diagno-
zuje si¢ bardzo rzadko. Wsrod zwierzat, najczesciej cho-
ruja owce, kozy i bydlo, chociaz infekcja dotyka takze
inne, zardbwno domowe, jak i dzikie zwierzeta [60]. Bio-
rac pod uwage stosunkowo niska czestos¢ wystepowa-
nia listeriozy w populacji, pomimo czestego narazenia,
zaklada sig, ze choroba najczgsciej pojawia si¢ w wyniku
ekspozycji na wysokie dawki, a czgsto$¢ zakazenia jest
do niej wprost proporcjonalna i w znacznym stopniu,
zalezy od indywidualnej odpornosci atakowanego orga-
nizmu oraz od rodzaju szczepu infekcyjnego i rodzaju
wektora [9]. O tym czy dana jednostka zachoruje na
skutek zadzialania danego czynnika chorobotwor-
czego, decydujag czynniki zalezne od integracji stanu
gospodarza, rodzaju patogenu oraz zrédia zakazenia
[70, 9]. Wedlug szacunkéw FAO/WHO warto$¢ LD,
dla czlowieka wynosi 1.9 x 10°jtk [70]. Okres inkuba-
cyjny trwa od 3 do nawet 70 dni, zwykle jednak jest to
okolo 31 dni od momentu zakazenia [60]. Dlatego tez,
ze wzgledu na do$¢ dlugi czas pomiedzy ekspozycja,
a pojawieniem si¢ objawow chorobowych uzyskanie
dokladnych informacji na temat dawki infekcyjnej
jest niezwykle trudne [9]. Paleczki Listeria naleza do
typowych patogendéw wewnatrzkomoérkowych [69],
podobnie jak bakterie z rodzaju Mycobacerium, Sal-
monella, Shigella i Legionella [39]. Po wniknieciu do
organizmu mikroorganizmy, ktore zdotaly przetrwaé
niesprzyjajace kwasne warunki panujace w zotadku,
a takze obecnos¢ enzymow proteolitycznych, czy wielu
innych czynnikéw stresowych, przedostaja sie dalej
do jelit, gdzie za posrednictwem ich nabtonka, doko-
nujg inwazji tkanek swojego zywiciela. Przekroczenie
bariery jelitowej powoduje przedostanie si¢ bakterii do
krwi i limfy, a za ich posrednictwem, w krétkim cza-
sie rozprzestrzenianie po calym organizmie. W trakcie
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kolonizacji tkanek gospodarza L. monocytogenes akty-
wuje mechanizmy, umozliwiajace jej unikniecie lub
ograniczenie odpowiedzi immunologicznej zywiciela,
co ulatwia ucieczke z fagosomu do cytoplazmy, gdzie
moze swobodnie si¢ namnaza¢, a nastepnie rozprze-
strzenia¢ do sasiadujacych komorek i dalej do tkanek
i narzgdow [13].

5. Kliniczne formy listeriozy

Najczesciej wystepujacymi postaciami listeriozy
u ludzi s3: bakteriemia, zapalenie opon moézgowo-
-rdzeniowych oraz moézgu, a takze zakazenia okotopo-
rodowe. Chorobotworcze pateczki z rodzaju Listeria,
moga wywola¢ réwniez zapalenie zoladka i jelit, zapa-
lenie wsierdzia, zapalenie otrzewnej, zapalenie oraz
ropien watroby, infekcje skorne, a takze infekcje mies-
niowo-szkieletowe [10]. U zwierzat listerioza przejawia
sie najczesciej poprzez zapalenia mozgu, posocznice
oraz zakazenia okoloporodowe [57].

5.1. Bakteriemia

Po wtargnieciu drobnoustrojéw do krwi, moze
dojs¢ do rozwoju posocznicy oraz innych, ciezkich
i niebezpiecznych dla zycia infekeji. Zjawisko bakte-
riemii wystepuje u 1/3 pacjentéw chorych na liste-
rioze [29] i moze powodowal rozwoj ciezkiej sepsy
[47]. Smiertelno$¢ moze osiagnaé nawet 30% [10]. U
ludzi objawy kliniczne wywolane obecnoscig pate-
czek Listeria we krwi, to przewaznie goraczka i bdle
miesniowe, czasem moga wystapi¢ takze inne objawy
prodromalne wraz z nudno$ciami i biegunka. Zdrowe
jednostki moga przejs$¢ krotkotrwalg bakteriemie bez-
objawowo [29]. Wsrod zwierzat bakteriemie obserwuje
sie szczegolnie u mlodych osobnikéw, u ktérych najcze-
stszymi objawami sa: wysoka temperatura, przyspie-
szone tetno i oddech, brak taknienia i ogolne ostabienie.
Infekcja zwykle konczy sie $miercig osobnika po okoto
2 dniach [60].

5.2. Infekcje osrodkowego ukladu nerwowego

Paleczki L. monocytogenes, to jeden z najwazniej-
szych czynnikéw etiologicznych zwigzanych z wywo-
taniem zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych i mézgu
(trzecia po Streptococcus pneumoniae i Neisseria menin-
gitidis) [7]. Dotyczy przede wszystkim ludzi powyzej
50 roku zycia oraz leczonych kortykosteroidami, osob
po przebytych przeszczepach, czy chorych na chlo-
niaka. U ludzi wyrdznia si¢ dwie postacie listeryjnego
zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych i mézgu [10].

Zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych u ludzi
- charakteryzuje si¢ miedzy innymi sztywnieniem

karku, bélami glowy, podwyzszong temperaturg ciala
[42], zaburzeniami ruchowymi (drzenie migsni, atak-
sja, drgawki), napadami padaczkowymi [29]. Objawy
chorobowe pojawiajg si¢ bardzo wczesnie, bo juz
w kilka dni po zakazeniu [42]. Stwierdza sie obecnos¢
bakterii we krwi, rzadziej w barwionych metodach
Grama preparatach, sporzadzonych z ptynu mézgowo-
-rdzeniowego. Smiertelno$é wynosi okoto 22% [29].

Zapalenie tytomoézgowia u ludzi - charakteryzuje
sie pojawiajacymi si¢ dos¢ wczesnie bolami glowy,
nudno$ciami i wymiotami. W pdzniejszych stadiach
rozpoznaje si¢ uszkodzenia nerwdéw czaszkowych,
czgsto takze zaburzenia prawidlowej funkcji mozdzku,
objawiajace sie bezladem ruchowym, czasem wyste-
puje niedowtad polowiczy i zaburzenia swiadomosci
[26]. Stwierdza sie obecno$¢ bakterii zaréwno we
krwi, jak i plynie mdzgowo rdzeniowym. Rezonans
magnetyczny uwidocznia niekiedy male ropnie ulo-
kowane w mézdzku oraz miedzymoézgowiu. W przy-
padku wystgpienia beztadu ruchowego oraz porazenia
nerwow, objawy te moga si¢ utrzymywaé pomimo
leczenia, $miertelnos$¢ w takich przypadkach wynosi
okoto 50% [10].

Zapalenie mdzgu u zwierzat — wystepuje przede
wszystkim u zwierzat dorostych, dotyczy czesto zwierzat
domowych, gtéwnie bydla, owiec i kéz [32]. Pomimo
tego, ze droga pokarmowa jest gléwna przyczyna
powstania tego typu infekcji, to istnieja dowody, ze do
zapalenia mozgu, moze dochodzi¢ takze w wyniku wni-
kania bakterii poprzez otarcia jamy ustnej, warg, noz-
drzy, czy zeboéw [54]. Do poczatkowych objawow nalezy
sztywny chdd, skurcz mieéni i porazenie koniczyn [60].
Inne objawy neurologiczne to krazacy chéd, nadmierne
$linienie i jednostronny paraliz glowy [46]. W poz-
niejszych stadiach choroby, zwierzeta nie s3 w stanie
samodzielnie jes¢, ze wzgledu na paraliz glowy i jezyka,
pozniej przybywajg juz tylko w pozycji lezacej, maja
drgawki i gtowe przechylong do boku. Przebieg choroby
waha si¢ od 1 do 4 dni od momentu pojawienia si¢
pierwszych objawow. Chore osobniki zwykle ging [8].

5.3. Zakazenia okoloporodowe

Pateczki z rodzaju Listeria stanowig jeden z najwaz-
niejszych czynnikéw powodujacych zakazenia okoto-
porodowe pochodzenia bakteryjnego. Typowe dla zaka-
zen tymi bakteriami sg ronienia, zbyt wczesne porody
oraz zespoly posocznicowych zakazen plodu [29].

Podczas infekcji u kobiety w cigzy dochodzi do
fagodnych zaburzen odpornosci komérkowej, co mig-
dzy innymi sprawia, Ze kobiety w ciazy staja si¢ bardziej
podatne na listerioze. Ryzyko jest okolo 17 razy wyzsze,
niz w przypadku kobiet nie bedacych w ciazy. Pateczki
Listeria maja zdolno$¢ do przechodzenia przez fozysko
i namnazania sie w nim, co sprawia, ze staja si¢ nieosia-
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galne dla mechanizméw obronnych matki. Zdolnos¢ do
ich przenikania z komoérki do komérki, rowniez utatwia
transmisje bakterii z matki na ptéd. Listerioza u kobiet
w cigzy czesto wystepuje wraz z bakteriemia [29].
Choroba objawia sie najczesciej symptomami grypo-
podobnymi, takimi jak béle miesni, zte samopoczucie
i gorgczka, czasem takze dochodzi do skurczéw macicy
i zapalenia miedniczek nerkowych [12]. Infekcja moze
wystapi¢ w dowolnym momencie ciazy, jednak naj-
czgsciej pojawia sie w trzecim trymestrze, gdy naste-
puje najwigkszy spadek odpornosci komorkowej. 22%
zakazen okotoporodowych, prowadzi do porodu mar-
twego dziecka lub jego szybkiego zgonu [29]. Czesto
takze dochodzi do poronien, przedwczesnych porodow
i zainfekowania noworodkéw [12]. Wezesna diagnoza
i zastosowanie antybiotykoterapii moze prowadzi¢ do
urodzenia calkowicie zdrowego dziecka [29].

U noworodkéw wystepuja dwie formy listeriozy
noworodkowej. Wczesna, gdy do zakazenia dojdzie
wewnatrztonowo, za posrednictwem lozyska od chorej
matki, oraz pdzna, ktoérag noworodek nabywa podczas
porodu w wyniku kontaktu z bakteriami obecnymi
w drogach rodnych zdrowej matki nosicielki, czasem
takze moze wystapi¢ zakazenie drobnoustrojami z sali
porodowej, jest to wtedy zakazenie szpitalne [42].
Poczatki choroby moga objawia¢ si¢ sinica, bezde-
chem, niewydolnoscia oddechowa, zapaleniem pluc,
czy wysypka grudkowo-plamkowa, ponadto moze
wystapi¢ maloplytkowos¢ i anemia. Czgsto obecnos¢
bakterii stwierdza sie¢ w smolce [6]. Najwyzsze stezenie
bakterii znajduje si¢ w ptucach i jelitach, co sugeruje,
ze do infekeji doszlo jeszcze w zyciu plodowym [29].
W wielu narzadach ($ledziona, pluca, watroba, mozg,
skora, nerki), diagnozuje si¢ liczne rozsiane ziarniniaki.
Infekeje okresla si¢ nazwa granulomatosis infantiseptica,
charakteryzuje si¢ ona wysoka $miertelnoscia od 35 do
55% [10]. Pézne infekcje to przede wszystkim zapale-
nia opon moézgowych (94%). Do gtéwnych objawow
nalezy goraczka, drazliwos¢, wypukle ciemigczko i inne
objawy oponowe. W plynie moézgowo-rdzeniowym
stwierdza sie obecno$¢ pateczek Listeria. Smiertelno$¢
w przypadku péznej postaci choroby jest dos¢ niska,
o ile zostanie wcze$nie zdiagnozowana [6].

U ciezarnych zwierzat i ich potomstwa przyczyna
infekcji jest najczeSciej bakteriemia wystepujaca
u matki. W takiej sytuacji bakterie przenikaja przez
tozysko do plodu w przeciggu 24 godzin [8]. Infekcja
moze nastgpi¢ takze na skutek kontaktu z bakteriami
obecnymi w macicy, gdzie czesto powodujg zapalenia
[32]. W przypadku niezaawansowanej ciazy, zakazenie
najczesciej konczy sig poronieniem w ciggu 5 do 10 dni
[8]. Sytuacje te dotycza powszechnie przezuwaczy, cho-
ciaz wystepuja takze u innych gatunkow zwierzat [32].
W péiniejszych stadiach cigzy, infekcja powoduje uro-
dzenie martwego potomstwa, lub zainfekowanych zwie-

rzat [8]. Nowonarodzone, zakazone osobniki sg zwykle
stabe oraz niezdolne do samodzielnego zycia, chowaja
sie w katach, opieraja o otaczajace przedmioty i kreca
w kolo. Zwierzgta te zwykle ging na skutek rozwoju
posocznicy [60].

5.4. Zapalenie zoladka i jelit

Infekcja najczesciej rozwija si¢ w nastgpstwie spozy-
cia zywnoéci silnie zanieczyszczonej chorobotwoérczymi
paleczkami Listeria, zwlaszcza u osob zdrowych [62].
Objawy pojawiaja si¢ zwykle po okoto 24 godzinach
od spozycia zakazonych pokarmoéw, jednak okres ten,
w zalezno$ci od przypadku, moze wynosi¢ od 6 godzin,
do nawet 10 dni [48]. U chorych obserwuje si¢ najczes-
ciej bdle migéni, zmeczenie, zawroty gtowy, goraczke,
dreszcze, nudnosci, wymioty, biegunki oraz skurcze
brzucha [25]. Czas trwania objawéw wynosi zwykle
od 1 do 3 dni, czasem moze przediuzy¢ si¢ do okolo
tygodnia. Bardziej narazone na tego typu infekcje sa
osoby leczone preparatami powodujacymi zobojet-
nianie soku zolagdkowego, lub chorzy na nowotwory
przewodu pokarmowego. W wigkszosci przypadkow
hospitalizacja nie jest wymagana, dotyczy okolo 2%
chorych [48].

5.5. Spontaniczne bakteryjne zapalenie
otrzewnej (SBP)

Rheingold byt pierwszym, ktéry opisat SBP wywo-
tane paleczkami Listeria u pacjenta z marskoscig
watroby w 1977 roku. Jest to schorzenie bardzo rzadko
wywolane przez bakterie L. monocytogenes [64]. SBP
wystepuje u 0sob z przewleklymi chorobami watroby,
0s6b poddawanych czestym dializom otrzewnowym,
z marskoscia watroby gléwnie spowodowanej alkoho-
lizmem, czasem takze po zakazeniu HCV [51]. Bakterie
dostajga sie do otrzewnej, wedrujac z jelit poprzez wezlty
chlonne krezki, a stamtad prosto do jamy otrzewnej,
czynnikiem sprzyjajacym jest powstanie wodobrzusza
[17]. Bakterie izoluje si¢ z pltynu oplucnej lub ptynu
puchlinowego. Smiertelno$¢ moze siegaé 25% [64].

5.6. Zapalenie wsierdzia

W przypadku 10% pacjentéw, u ktérych obserwuje
sie ciezki przebieg infekcyjny, dochodzi do zajecia
serca [49]. Paleczki Listeria zajmuja przede wszystkim
zastawki serca, najczesciej wystepuja u 0sob z wszcze-
piong protezg zastawki. Drobnoustroje sg czesto Zrédtem
zatorow bakteryjnych [14, 42]. Do objawéw listeryjnego
zapalenie wsierdzia zalicza si¢ dreszcze, podwyzszenie
temperatury, niewydolno$¢ serca na skutek zatoru. Przy
tej postaci choroby, czesto powstaja ropnie w narza-
dach wewnetrznych [10]. Cigzko$¢ powiktan i wysokie
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ryzyko $miertelno$ci wymaga podjgcia natychmiasto-
wego leczenia, jednak rozpoznanie listeryjnego zapa-
lenia wsierdzia jest trudne [65]. U dzieci taka postaé
choroby stwierdza sie wyjatkowo rzadko. Smiertelno$é
siega nawet 50% [14].

5.7. Zapalenie oraz ropien watroby

Schorzenia watroby wywolywane przez bakterie
Listeria s3 u ludzi rzadkie, czesto natomiast wyste-
puja u zwierzat. Wigzg sie najczesciej z bakteriemia,
w wyniku ktdrej drobnoustroje rozprzestrzeniajg sie
do réznych narzadéw. System wrotny rowniez moze
przyczynia¢ sie do zaatakowania watroby przez pateczki
[44]. Gléwne objawy to goraczka, a takze zazolce-
nie powlok ciata. Biopsja wskazuje na mikroropnie
w watrobie. Na taki przebieg choroby, narazone sg
osoby z marskoscia lub przeszczepem watroby, takze
cukrzycy i alkoholicy. Smiertelno$¢ siega 50% [10].

5.8. Infekcje skory i oczu

Dolegliwosci te dotycza najczesciej lekarzy wete-
rynarii, czgsto dochodzi do nich w wyniku kontaktu
z ptynem owodniowych lub fozyskiem, podczas odbie-
rania porodow zainfekowanych zwierzat. Zmiany
skorne wystepuja najczesciej w postaci grudek lub kro-
stek. Infekcja oczu objawia si¢ przewaznie zapaleniem
spojowek [10]. Do zakazen skory i oczu dochodzi takze
poprzez kontakt z chorym zwierzeciem lub zakazonym
materialem klinicznym [42]. L. monocytogenes moze
powodowa¢ infekcje oczu i zapalenie rogowki takze
u przezuwaczy, co jest najczesciej wynikiem bezpo-
sredniego kontaktu z bakteriami obecnymi w paszach,
zwlaszcza w kiszonkach [46].

5.9. Infekcje miesniowo szkieletowe

Paleczki Listeria dos¢ rzadko sa przyczyna zapalenia
szpiku kostnego. Czynnikami, ktére predysponuja do
rozwoju choroby, jest najczesciej bialaczka, cukrzyca
i dlugotrwale leczenie kortykosteroidami. W tym
przypadku, mimo skutecznej antybiotykoterapii,
moze dochodzi¢ do nawrotéw choroby. Mikroorgani-
zmy moga wywola¢ réwniez septyczne oraz reumato-
idalne zapalenie stawdw. Infekcje te obserwuje sie
najczesciej u 0sob z protezami kolanowymi oraz bio-
drowymi, ale moga obja¢ takze zdrowe stawy. Zgony
zdarzaja si¢ rzadko [24].

Rozpoznanie listeriozy umozliwia obraz objawdw
klinicznych i diagnostycznych. Bakterie odnajdowane
sa glownie we krwi, plynie mézgowo-rdzeniowym,
smolce noworodkow, wydzielinie z pochwy i stolcu.
Gléwng metoda detekgji jest posiew mikrobiologiczny
i badania serologiczne. Jedyna skuteczna metoda lecze-
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nia jest antybiotykoterapia. Podstawowymi chemote-
rapeutykami sg ampicylina i amoksycyklina, czasem
réwniez wankomycyna. Pozostale to meropenem, line-
zolid i rifampicyna [40]. W kuracji czesto stosuje si¢
kombinowang terapie z wykorzystaniem penicyliny lub
ampicyliny z gentamycyng. Synergistycznie dziatanie
tych antybiotykow pozwala na sukcesywne niszczenie
mikroorganizmdw [5, 62]. Pacjenci z uczuleniami na
penicyliny leczeni sa przy uzyciu sulfametaksazolu.
Ze wzgledu na czeste infekcje u kobiet w ciazy i ogra-
niczenia w podawaniu wielu preparatow stosuje sie
erytromycyne [40].

6. Monitoring

Europejski Urzad ds. Bezpieczenistwa Zywnosci
(EFSA) pelniacy role kluczowego narzedzia Unii Euro-
pejskiej we wszystkich aspektach zwiazanych posred-
nio i bezposérednio z bezpieczenstwem zywnosci i pasz,
pelni réwniez role sprawozdawcza. Dzieki wspdtpracy
miedzynarodowej kazdego roku wydawane s obszerne
raporty, dotyczace monitoringu rynku zywieniowego
obejmujacego obszar wszystkich krajow cztonkowskich.
Polski punkt koordynacyjny EFSA powolany w 2008 r.
miesci sie¢ w Gléwnym Inspektoracie Sanitarnym
w Warszawie, wspolpracujagcym w tym zakresie z Mini-
sterstwem Rolnictwa i Rozwoju Wi [28]. Sprawozdanie
podsumowujace sytuacje Unii Europejskiej z 2015r.,
w zakresie tendencji i zrodet choréb odzwierzecych,
a takze odzwierzecych czynnikéw chorobotworczych
i niebezpieczenstw przenoszonych przez zywnosc,
donosi o 2 206 potwierdzonych przypadkach listeriozy
w 28 panstwach cztonkowskich i stawia jednostke na
piatym miejscu wsrod najczesciej wykrywanych choréb
odzwierzecych po kampylobateriozie, salmonellozie,
jersiniozie i infekcjach STEC. Liczba zachorowan na
listerioze na terenie UE, w ciagu ostatnich lat wskazuje
na tendencje wzrostowa (Rys.1).

Zglaszanie przypadkow ludzkiej listeriozy jest obo-
wigzkowe na terenie wiekszoséci panstw europejskich,
w tym takze i w Polsce, wyjatek stanowi Wielka Bry-
tania, Hiszpania Belgia i Luksemburg. Na terenie UE
w 2015 roku z powodu choroby zmarto 270 oséb. Infek-
cje zglaszano gltéwnie w starszej populacji, w grupie
wiekowej powyzej 64 roku zycia [18]. W naszym kraju
w 2015 roku zarejestrowano 70 przypadkdow tej choroby,
przy czym w jednym byta to posta¢ wrodzona. W 2014
potwierdzono 90 przypadkéw w tym 86 w postaci
pokarmowej i 4 wrodzonej listeriozy. Wymiana infor-
macji dotyczaca kontroli jakosci pasz, zywnosci i mate-
rialéw majacych kontakt z zZywnoscig jest mozliwa,
takze dzigki Systemowi Wczesnego Ostrzegania o Nie-
bezpiecznej Zywnosci i Paszach (RASFF). Sie¢ zlozona
jest z licznych punktéw kontaktowych reprezentujacych
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Rys. 1. Liczba zachorowan na listerioze w UE w latach 2010-2015 [18-23]

Komisj¢ Europejska (KE), EFSA, kraje czlonkowskie
UE oraz EFTA (Norwegia, Szwajcaria, Islandia, Lich-
tenstein). Krajowy punkt kontaktowy (KPK) dziata od
2006 roku i zlokalizowany jest przy Gléwnym Inspekto-
racie Sanitarnym, ktéry petni nad nim funkcje nadzor-
cze i w razie konieczno$ci powiadamia KE o niebezpie-
czenstwie. Polskie wladze kontrolujg przedsigbiorstwa
z branzy spozywczej i paszowej pod wzgledem prze-
strzegania wymagan okreslonych w prawie zywnos-
ciowym i paszowym. Dzieki sprawnie dzialajgcemu
systemowi w razie potrzeby bezzwlocznie podejmuja
dziatania w zakresie lokalnym uniemozliwiajgc rozprze-
strzenianie niebezpiecznych produktéw. W 2015 roku
cztonkowie sieci RASFF zglosili 24 przypadki wykrycia
pateczek L. monocytogenes w produktach pochodza-
cych z Polski. Znaczna czg¢$¢ doniesien byla zwigzana
z wykryciem bakterii w rybach i produktach rybnych,
zwlaszcza w partiach fososia wedzonego na zimno na
terenie naszego kraju. Niezgodne z normami probki
pochodzily od tego samego polskiego producenta [28].
Doniesienia EFSA dotyczace wykrywalnosci pateczek
L. monocytogenes wsrdd zwierzat w 2015 roku, dotycza
glownie bydta, owiec i koz. Bakterie odnajdowano takze
wsérod $win, brojleréw, kotdw, lisow, pséw oraz wsrod
zwierzat dzikich i tych z ogrodéw zoologicznych [18].

7. Normalizacja

Prawo Unii Europejskiej odpowiada za bezpie-
czenstwo i niweluje zagrozenia na kazdym etapie tan-
cucha zywieniowego, w tym szeroko dotyczy réwniez
niebezpieczenstw mikrobiologicznych. Prawo zaklada
kryteria z zakresu kontroli i bezpieczenstwa, nie tylko
produktow zywno$ciowych, ale i pasz stwierdzajac, ze
w kazdym z tych przypadkéw produkt finalny powinien

by¢ wolny od mikroorganizmdw, ich metabolitow oraz
toksyn, w ilo$ciach zagrazajacych zdrowiu i zyciu ludzi
izwierzat. Zalozenia unijne umocowanie prawne odnaj-
duja w rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 2073/2005
z dnia 15 listopada 2005 r. w sprawie kryteriow mikro-
biologicznych dotyczacych $rodkéw spozywczych
[43]. Rozporzadzenie to okresla miedzy innymi, takze
kryteria dotyczace paleczek L.monocytogenes. 1 tak
w przypadku zywnosci gotowej przeznaczonej do spo-
zycia przez niemowle¢ta i do specjalnego zastosowania
medycznego, bakterie nie moga by¢ obecne w zadnej
z 10 probek badanego produktu o wadze 25 g kazda.
Natomiast dla Zzywnosci gotowej do spozycia, umoz-
liwiajacej wzrost bakterii z tego rodzaju, ale nie pod-
legajacej spozyciu przez niemowleta i nie stosowanej
medycznie, w momencie wyjscia produktu spod kon-
troli przedsiebiorstwa bedacego jego producentem,
nie powinna zawiera¢ bakterii w Zadnej z 5 probek
o wadze 25 g kazda, w przypadku, gdy producent nie
moze udowodni¢, ze limit dla wytwarzanego produktu
nie przekroczy 100 jtk/g w przeciagu trwania calego
okresu przydatnosci do konsumpcji, w przeciwnym
wypadku limit ten wynosi 100 jtk/g, i jest taki sam jak
dla zywnosci gotowej, w ktorej nie zaklada si¢ mozli-
wosci wzrostu tych bakterii [56]. W przypadku pasz
ustalone kryteria mikrobiologiczne nie sg az tak precy-
zyjne. Rozporzadzenie (WE) Nr 183/2005 Parlamentu
Europejskiego i Rady z dnia 12 stycznia 2005 r. usta-
nawiajace wymagania dotyczace higieny pasz, okresla
powinnos¢ podmiotéw rynku paszowego do przestrze-
gania kryteriow mikrobiologicznych bez szczegétowego
rozwiniecia [55]. Prawo europejskie odpowiedzialno-
$cig za bezpieczenstwo pasz, obarcza wiec przedsie-
biorstwa produkujace pasze. Badania pod katem zanie-
czyszczen mikrobiologicznych, wedlug obowiazujacych
do tej pory wymagan i przepiséw, dotycza okreslenia
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obecnosci bakterii Salmonella w 25 g produktu paszo-
wego, a dla odzwierzecych materialéw paszowych
i karmy surowej, liczebnosci bakterii z rodziny Entero-
bacteriaceae. Prawidtowy i precyzyjny sposob pobrania,
transportu, przygotowania i przeprowadzenia analizy
probek, powtarzalnos¢, a takze rzetelne formutowa-
nie wiarygodnych wnioskéw, wymaga od personelu
laboratoryjnego zastosowania i przestrzegania wtas-
ciwych normatywnych metod badawczych. Zapew-
nienie powyzszych warunkow determinuje wyko-
rzystanie opracowanych norm miedzynarodowych
(ISO) i europejskich (EN), akceptowanych i wpro-
wadzanych w naszym kraju jako polskie (PN). Ogolne
zasady postepowania w przypadku analizy prdébek
pod katem mikrobiologicznym w naszym kraju regu-
luje szereg norm m.in. norma PN-EN ISO 7218:2008/
A1:2013-10 ,,Mikrobiologia zywnosci i pasz. Ogdlne
wymagania i zasady badan mikrobiologicznych.” oraz
normy z serii ISO 6887. Wykrywanie obecnosci pate-
czek L. monocytogenes w Polsce, zarbwno w prébkach
zywno$ciowych, paszowych i srodowiskowych oparto
o norme¢ PN-EN ISO 11290-1:1999/A1:2005 ,,Mikro-
biologia zywosci i pasz. Horyzontalna metoda wykry-
wania obecnosci i oznaczania liczby L. monocytogenes.
Metoda wykrywania obecnosci” Z kolei oznaczanie
liczby tych bakterii oparto o drugg czes¢ normy PN-EN
ISO 11290-2:2000/A1:2005 ,,Mikrobiologia zywosci
i pasz. Horyzontalna metoda wykrywania obecnosci
i oznaczania liczby L.monocytogenes. Metoda ozna-
czania liczby. Nowelizacja z 2005 wprowadza zmiang
w skladzie pozywki izolacyjnej i tescie na zdolnos¢
do hemolizy, a prog wykrywalnosci wobec zastoso-
wanej metody jest rowny 10jtk w 1mli 100jtk w 1 g
analizowanej proby [43].

8. Podsumowanie

Zachorowanie na listerioze moze zakonczy¢ sie
zgonem i cho¢ choroba dotyka zwykle oséb z grupy
ryzyka, to diagnozuje sie ja takze u o0séb zdrowych.
Infekcja moze przebiega¢ bezobjawowo lub przypo-
mina¢ grype, jednak w pore niezdiagnozowana, ma
szanse przerodzi¢ sie w stany zagrazajace zyciu. Dane
epidemiologiczne, procz tendencji wzrostowej nadal
wskazujg na niski odsetek przypadkow listeriozy, ale
wynika¢ to moze z niedostatecznego stopnia rozpozna-
walnosci choroby lub niskiej zgtaszalnosci przypadkow
leczonych w poszczegolnych krajach. Posiadanie okres-
lonych markeréw wirulencji jest czynnikiem decydu-
jacym o chorobotwoérczosci poszczegoélnych szcze-
pow L. monocytogenes. Typowe geny charakteryzuja
niebezpieczne serotypy. cho¢ nie wszystkie z nich sa
odpowiedzialne za rozw6j choroby. Liczne doniesienia
zglaszane na przestrzeni ostatnich lat o zagrozeniu,
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wynikajacym z obecno$ci pateczek Listeria, spowodo-
waly wzrost zainteresowania naukowcow i zwiekszenie
czestosci badan w tym zakresie. Efektem jest opracowa-
nie i wprowadzenie norm obejmujacych podstawowe
badania artykutéw spozywczych. Pomimo, ze zywnos¢é
jest obecnie rutynowo badana pod katem obecnosci
tych bakterii, to zadne normy nie uwzgledniajg badania
$rodowiska, w celu ograniczenia stopnia ich rozprze-
strzeniania. Brak obowiazku kontroli nad rozpowszech-
nianiem tych bakterii w réznorodnych srodowiskach,
znaczgco zwigksza mozliwos¢ pojawiania sie dodatko-
wych zakazen. Cho¢ zywnos¢ jest glownym zrodlem
infekcji, to skazenie surowcodw pierwotnych jest bez-
posrednio zwigzane z bakteryjnym zanieczyszczeniem
srodowisk, z ktorych sa pozyskiwane. Aktualnie obo-
wiazujace normy nie wymagaja takze oznaczania mar-
keréw wirulencji, ani przynaleznosci bakterii do danego
serotypu, cho¢ takie podejscie znaczaco poszerzyloby
wiedz¢ na temat patogennos$ci znanych i pozwolito
scharakteryzowa¢ wlasciwosci, nowo odkrywanych
gatunkow, a takze szczepow atypowych [45]. Monito-
rowanie patogenéw wielolekoopornych izolowanych
z zywnosci i $rodowiska naturalnego, mogloby by¢
pomocne réwniez w identyfikacji wzorcéw opornosci
na antybiotyki [36]. Obecno$¢ Listeria w zywnosci nie-
sie za sobg znaczne straty, nie tylko w sektorze zdro-
wotnym, ale i gospodarczym, gdzie moze stac si¢ przy-
czyng konieczno$ci wycofywania zanieczyszczonych
produktéw z rynku, a w nastepstwie przyczynic sie do
utraty wiarygodnosci marki i zmniejszenia sprzedazy
[4]. Dlatego tak wazny jest rozwoj badan skupiajacych
sie na lepszym poznaniu cech patogenu i drog jego
rozprzestrzeniania. Powinno to znaczaco ograniczy¢
czesto$¢ zachorowan na listerioze i pozwoli¢ zmini-
malizowacd straty wynikajace z koniecznosci eliminacji
tych bakterii z przemystu zywieniowego oraz sektora
zdrowotnego oraz dostarczy¢ wiedzy spoleczenstwu na
temat zagrozenia epidemiologicznego i konsekwencji
wynikajacych z zakazenia.
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Streszczenie: Rodzaj Alicyclobacillus obejmuje Gram-dodatnie, Gram-ujemne i Gram-zmienne, acydotermofilne bakterie przetrwalniku-
jace, izolowane z roznych $rodowisk, gtéwnie z gleb kwasowych i geotermalnych, goracych Zrédet, powierzchni owocéw i zepsutych
sokéw owocowych. Bakterie nalezace do rodzaju Alicyclobacillus charakteryzuje obecno$¢ w-alicyklicznych kwaséw ttuszczowych
(w-cykloheksylowych i w-cykloheptylowych), izo- i anteizo-rozgalezionych kwaséw ttuszczowych oraz hopanoidéw zlokalizowanych
w blonach plazmatycznych. Dotychczas zidentyfikowano 23 gatunki oraz dwa podgatunki, wérdd ktérych najbardziej rozpowszechniony
jest Alicyclobacillus acidoterrestris. Niektore gatunki stanowig zanieczyszczenia mikrobiologiczne zywnosci w przemysle owocowo-
warzywnym. Spory Alicyclobacillus sp. przezywaja temperatury pasteryzacji i sa odporne na niskie pH. Spory bakterii ulegaja aktywacji
w podwyzszonej temperaturze, co moze prowadzi¢ do namnazania si¢ w sokach i w nastgpstwie prowadzi¢ do ich psucia. Rodzina
Alicyclobacillaceae jest ciagle modyfikowana, a w rodzaju Alicyclobacillus przybywaja nowe gatunki. Bakterie A. acidoterrestris, ze wzgledu
na szybka adaptacje do zmieniajacych sie warunkéw srodowiska, uznano za mikroorganizmy o szybkim tempie ewolucji.

1. Wprowadzenie. 2. Wydzielenie taksonu Alicyclobacillus i pozycja systematyczna. 3. Charakterystyczne skladniki blon komérkowych
i ich funkcje. 4. Charakterystyka morfologiczna i fizjologiczna. 5. Wykrywanie bakterii z rodzaju Alicyclobacillus. 6. Podsumowanie

Alicyclobacillus - bacteria still not understood

Abstract: The genus Alicyclobacillus includes Gram-positive, Gram-negative or Gram-variable, acidothermophilic, endospore-forming
bacteria, which have been isolated from various environments, mostly acidic and geothermal soils, hot springs, fruit surface and spoiled
fruit juices. The members of the Alicyclobacillus genus are characterized by the presence of w-alicyclic fatty acids (w-cyclohexane or
w-cycloheptane), the iso and anteiso branched-chain fatty acids, and the hopanoids as the major membrane lipids. There are 23 known
species and 2 subspecies, with Alicyclobacillus acidoterrestris as the most significant. Certain species cause food spoilage in the fruit-
and-vegetable juices industry. The spores of Alicyclobacillus are highly tolerant to high temperatures and low pH-values of fruit juices.
What is more, they are naturally present on fruit surface and can readily enter the production environment of the fruit and vegetable
processing. Due to high thermophilicity of these bacteria, the typical juice pasteurization conditions can stimulate spore germination.
This is the reason why they can proliferate in juice and ipso facto cause fruit products spoilage. The family of Alicyclobacillaceae has
continuously been modified and each successive year brings new species. Additionally, A. acidoterrestris is recognized as bacterium with
a high evolution rate due to its rapid adaptation to changing environmental conditions.

1. Introduction. 2. Taxonomic identification of Alicyclobacillus and its systematic position. 3. The characteristic components of cell
membranes and their functions. 4. Morphological and physiological characteristics. 5. Detection of Alicyclobacillus bacteria, 6. Summary

Stowa kluczowe: Alicyclobacillus, bakterie acydofilne, bakterie termofilne

Key words:

Alicyclobacillus, acidophilic bacteria, thermophilic bacteria

1. Wprowadzenie

Bakterie z rodzaju Alicyclobacillus stanowig nie tylko
interesujacy obiekt badan naukowych, ale sa réwniez
jednym z mikroorganizméw szczegdlnie niepozada-
nych w galeziach przemystu spozywczego zajmujacych
sie przetworstwem owocow. Te acydotermofilne, prze-
trwalnikujace bakterie okreslane przez producentéw
koncentratow i sokdéw owocowych jako ,szkodniki”
przezywaja niemal kazdy proces produkcyjny [3]. Spory
bakterii moga ulega¢ aktywacji w czasie operacji tech-
nologicznych prowadzonych w podwyzszonej tempe-
raturze, co rodzi niebezpieczenstwo ich kietkowania
i kolonizacji linii technologicznej [7, 27]. Efektywna
metoda ich usuwania wydaje sie by¢ ultrafiltracja, ktora
stosowana w warunkach przemystowych jest kosztowna

ze wzgledu na konieczno$¢ czgstej wymiany membran
filtracyjnych [28]. Opracowanie skutecznych i tanich
technik niszczenia komorek i spor Alicyclobacillus
spp. wymaga poznania etiologii zanieczyszczen oraz
dokladnej charakterystyki fizjologicznej, metabolicznej
i genetycznej bakterii.

Do rodzaju Alicyclobacillus nadal wiaczane sa nowe
gatunki bakterii izolowanych zaréwno ze $rodowisk
ekstremalnych, jak i tych nie zaliczanych do szcze-
golnie nieprzyjaznych dla rozwoju zywych organiz-
mow. Ta szczegolna réznorodnosé gatunkow czyni ten
rodzaj interesujagcym w aspekcie rozwazan ewolucji
adaptacyjnej. Bioréznorodnos¢ Alicyclobacillus oraz
skutki rozwoju tych bakterii w warunkach przemysto-
wych staly sie motywem opracowania ich szczegétowej

charakterystyki.
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2. Wydzielenie taksonu Alicyclobacillus i pozycja
systematyczna

Bakterie Alicyclobacillus zostaty odkryte stosunkowo
niedawno, a pierwsze raporty dokumentujace ich izola-
cje i podajace charakterystyke datowane s3 na lata 70.
XX wieku [40]. Wowczas, w 1967 roku z goracych
zrodel Tahoku w Japonii, wyizolowano trzy szczepy,
ktore okreslono jako obligatoryjne termofile $cisle
powiazane z Bacillus coagulans. Jednakze, izolaty te
w poréwnaniu z B. coagulans wykazywaly tolerancje
na nizsze pH (2,3-5,0, optimum 3,5-4,0) i zdolno$¢
do wzrostu w zakresie temperatur 45-71°C przy opti-
mum 65°C, wigc byly wéwczas jedynym znanym obli-
gatoryjnie cieplolubnym i kwasolubnym gatunkiem
rodzaju Bacillus. Nie stwierdzono réwniez znacznego
podobienstwa izolatow do dobrze poznanych wowczas
cieplolubnych bakterii Bacillus stearotermophilus (obec-
nie reklasyfikowanych do rodzaju Geobacillus) [32].

Dalsze badania prowadzone w latach 70. przez Dar-
landa i BrocKa nad izolatami pozyskanymi ze §rodo-
wisk naturalnych o niskim pH i wysokiej temperaturze
doprowadzity do wprowadzenia nowego gatunku Bacil-
lus acidocaldarius [8]. Wykazano bowiem, iz opisane
izolaty charakteryzuja si¢ znacznie wyzszym poziomem
zawartosci guaniny i cytozyny w materiale genetycznym
(62-64% molowych G+C) [8], niz bakterie z rodzaju
Bacillus o zawartosci G+C réwnej 45-50% molowych.
Wskazano réwniez na znaczne podobienstwo pomie-
dzy izolatami pozyskanymi w 1967 .1 1970 . [8].

W kolejnych badaniach wskazano na obecnos¢
w blonie komdrkowej bakterii B. acidocaldarius w-ali-
cyklicznych kwaséw tluszczowych, kwaséw thusz-
czowych izo i anteizo-rozgalezionych [11, 12] oraz
hopanoidéw [18]. Kolejne izolacje B.acidocaldarius
z termalnych kwasnych $rodowisk sprawity, ze pow-
stalo przekonanie, iz gatunki Bacillus zawierajace
w-alicykliczne kwasy ttuszczowe sg $cisle powiazane ze
srodowiskiem wdd termalnych. Jednak teza ta zostala
obalona przez zespo6t Cernyego [5], gdy z soku jabiko-
wego wyizolowano bakterie z rodzaju Bacillus, zawiera-
jace kwasy w-cykloheksanowe i hopanoidy [5]. Wyizo-
lowany Bacillus zostal uznany za czynnik powodujacy
zepsucie i powiazany z B. acidocaldarius [5]. Bakterie
przypominajace szczepy opisane przez Cernyego [5]
wyizolowano réwniez z gleby [18], a ich relacja sys-
tematyczna zostala wyjasniona w 1987 r., gdy stwier-
dzono, ze obecnos¢ w blonie komdrkowej kwasow
w-alicyklicznych nie jest specyficzna dla B. acidocalda-
rius [9]. W zwigzku z tym, zaproponowano wprowadze-
nie nowego gatunku Bacillus acidoterrestris [9]. Cecha
odrdzniajaca B. acidoterrestris od B. acidocaldarius jest
zdolno$¢ do wykorzystania erytrytolu, sorbitolu i ksyli-
tolu. Ponadto, nowo utworzony gatunek charakteryzuje
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sie nizszg zawartoscia G+C (51-53,1% molowych) oraz
wzrostem w nieco mniejszym zakresie temperatur [7, 9].
W toku dalszych badan, wyizolowano z gleby tlenowe
bakterie przetrwalnikujace zawierajace w-alicykliczne
kwasy tluszczowe, ktére byly wyjatkowe pod tym
wzgledem, ze zawieraly kwas w-cykloheptanowy [10].
Cecha ta odrézniala je od B. acidocaldarius i B. acido-
terrestris, wytwarzajacych kwasy w-cykloheksanowe.
Zdefiniowano wiec nowy gatunek Bacillus cyclohep-
tanicus, ktéry byl ponadto obligatoryjnym aukso-
trofem wobec metioniny, izoleucyny i pantotenianu
[10]. Analiza poréwnawcza sekwencji 16S rRNA tych
trzech gatunkéw wykazata bardzo wysokie podo-
bienstwo (98,8%) B. acidocaldarius i B. acidoterrestris.
Podobienstwo pomiedzy B. cycloheptanicus a B. aci-
docaldarius i B. acidoterrestris byto juz nieco nizsze
(odpowiednio 93,2 i 92,7%) [43]. Rownocze$nie,
stwierdzono $ciste powigzanie tych trzech gatunkow
oraz ich odmiennos$¢ od innych gatunkéw w rodzaju
Bacillus. W rezultacie, Wisotzkey w 1992 roku zapropo-
nowal wprowadzenie nowego rodzaju Alicyclobacillus
w rodzinie Bacillaceae [43], a nazwa taksonomiczna
bakterii zostala zmieniona na Alicyclobacillus acido-
caldarius, Alicyclobacillus acidoterrestris i Alicycloba-
cillus cycloheptanicus.

Obecnie, w sktad rodziny Alicyclobacillaceae wcho-
dza takze rodzaje Kyrpidia, Tumebacillus i Effusibacillus.
Rodzaj Kyrpidia jako jednostka taksonomiczna zostal
wprowadzony w 2012 roku, a jego przedstawicielem jest
Bacillus tusciae [25]. Sg to Gram-dodatnie, przetrwal-
nikujace bakterie termoacydofilne o zawartosci G+C
59,1% molowych, nie zawierajace w blonach komoérko-
wych w-alicyklicznych kwaséow tluszczowych. Rodzaj
Tumebacillus obejmujacy Gram-dodatnie, przetrwalni-
kujace, tlenowe bakterie zawierajace w btonach komor-
kowych kwasy tluszczowe izo-C15:0 i anteizo-C15:0
i genomie z udzialem 55,6% molowych G+C, zostat
oficjalnie wprowadzony do taksonomii w 2008 roku
[2, 37]. Wprowadzenie rodzaju Effusibacillus pola-
czone zostalo z reklasyfikacjg dwoch gatunkow Alicy-
clobacillus, w tym gatunku Alicyclobacillus consociatus,
ktdry zostal wyodrebniony w 2013 roku z probki krwi
51-letniej laborantki [14] i podwazal teori¢ niepato-
gennosci tych bakterii.

Dotychczas opisano 23 gatunki bakterii z rodzaju
Alicyclobacillus oraz dwa podgatunki A. acidocaldarius
[30]. Ostatnio opisanymi gatunkami rodzaju sa Alicy-
clobacillus tengchongensis wyodrebniony w 2014 roku
z gleb goracego zrédla Tengchong w Chinach [24],
Alicyclobacillus dauci izolowany w 2015 roku z zepsu-
tych sokéw owocowych i warzywnych o wyraznym
zapachu gwajakolu [31] oraz Gram-zmienne bakterie
Alicyclobacillus fodiniaquatilis izolowane z kwasnych
wod kopalnianych [44].
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3. Charakterystyczne skladniki blon komoérkowych
iich funkcja

Cechg charakterystyczng bakterii z rodzaju Alicy-
clobacillus jest zawarto$¢ w blonach komorkowych
w-alicyklicznych kwasow ttuszczowych, kwasow thusz-
czowych izo i anteizo oraz hopanoidéw. Sg to zwigzki
typowe dla pierwszych 5 gatunkéw tworzacych
trzon rodzaju Alicyclobacillus. Wiaczony do rodzaju
w 2003 roku gatunek A. pomorum nie zawieral kwa-
sow w-alicyklicznych i do 2007 roku byl jedynym
wyjatkowym pod tym wzgledem przedstawicielem
swego rodzaju. Od 2007 roku wprowadzono do rodzaju
Alicyclobacillus az 6 gatunkow wytwarzajacych jedynie
kwasy tluszczowe izo i anteizo [14-16, 21, 22], a regufa
obecnosci kwasow w-alicyklicznych w komoérkach bak-
terii z rodzaju Alicyclobacillus przestata by¢ norma.

Konsekwentnie, w komoérkach wszystkich bakterii
z rodzaju Alicyclobacillus stwierdza si¢ obecno$¢ kwa-
sow tluszczowych izo i anteizo metylo-rozgaltezionych,
najczesciej zawierajacych od 15 do 18 atomoéw wegla
w gtéwnym tadcuchu. U wigkszoéci gatunkow znaj-
dowano réwniez kwasy tluszczowe proste zawierajace
w lanicuchu od 14 do 18 atoméw wegla.

w-alicykliczne kwasy tluszczowe obecne w blo-
nach komoérkowych bakterii Alicyclobacillus to kwasy
w-cykloheksylowe i w-cykloheptylowe. Zawieraja one
odpowiednio w-cykliczng grupe heksylowa badz hep-
tylowa polaczona z tancuchem alkilowym, najczesciej
o diugosci od 11 do 20 atomoéw wegla. w-alicykliczne
kwasy heksylowe wystepuja u wigkszosci gatunkow
z rodzaju Alicyclobacillus, za$ w-alicykliczne kwasy hep-
tylowe sg charakterystyczne jedynie dla trzech gatun-
kow rodzaju, ktorymi sg A. cycloheptanicus, A. herbarius
i A.tengchongensis [7, 15, 24]. Kwasy w-alicykliczne
wystepujace najczesciej u wigkszosci gatunkéw to
kwas 17-cykloheksylopentadekanowy i kwas 19-cyklo-
heksylononadekanowy.

Wiekszos¢ gatunkow Alicyclobacillus ma wbudowane
w blone komodrkowa hopanoidy. Sg to pentacykliczne
triterpenoidy, ktore wspomagajg plynnos$¢ plazma-
lemmy, zwigkszajg jej sztywnos¢ i wytrzymalos$¢ oraz
zmniejszajg bierng dyfuzje jondw [35]. Wérdd doniesien
literaturowych mozna réwniez odnalez¢ informacje o sul-
fonolipidach w komoérkach niektérych gatunkow [43].

Obecnoscig w bltonach komdrkowych w-alicyklicz-
nych kwasow tluszczowych, kwasow tluszczowych
izo i anteizo oraz hopanoidéw tlumaczy sie wyjat-
kowa opornos¢ bakterii z rodzaju Alicyclobacillus na
wysokie temperatury i niskie pH [6]. Te komponenty
blony komdrkowej utrzymuja odpowiednia strukture
warstwy fosfolipidow, przez co blona jest stabilna
i bardziej wytrzymala. Ponadto, wykazano iz w blo-
nach komoérkowych bakterii z rodzaju Alicyclobacillus,
ktérych hodowle prowadzone sa w wysokich tempera-
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turach i przy niskim pH znajdujg si¢ w duzych ilosciach
ciasno upakowane kwasy w-alicykliczne [7]. Wplyw
kwaséw w-alicyklicznych na termo- i kwasoopornoé¢
zasugerowano juz w latach 70., gdy historia rodzaju
Alicyclobacillus dopiero sie ksztaltowata [12].

4. Charakterystyka morfologiczna i fizjologiczna

Komoérki bakterii z rodzaju Alicyclobacillus maja
ksztalt prostych laseczek o zaokraglonych koncach.
Wyjatkiem sa bakterie A. tolerans wystepujace w for-
mie lekko zakrzywionych laseczek [23]. Bakterie Alicy-
clobacillus zazwyczaj wystepujg pojedynczo, rzadziej
tworza ugrupowania. A.acidocaldarius, A. cyclohep-
tanicus i A. tolerans tworza krotkie tancuszki [23, 43],
natomiast A. disulfidooxidans wyst¢puja pojedynczo,
parami badz w fancuszkach [13].

Wielko$¢ komorek waha si¢ w granicach 0,9-6,0 pm
dlugosci i 0,3-1,1 um szerokosci (Tab.I). Wymiary
komorek sa zroznicowane, w zaleznosci od gatunku.
Wszystkie gatunki Alicyclobacillus sp. sa przetrwalni-
kujace i w niekorzystnych warunkach $rodowiskowych
wyksztalcaja wyjatkowo cieptooporne i kwasooporne
endospory. Przetrwalniki sg owalne lub elipsoidalne,
ulozone terminalnie badz subterminalnie. U wigkszosci
gatunkow endospory powoduja deformacje komorki.
Powszechnie uwaza si¢, ze do rodzaju Alicyclobacil-
lus zaliczamy bakterie ruchliwe. Jednakze rodzaj ten
zawiera takze kilka gatunkow, ktére nie wykazuja zdol-
nosci ruchu. Procentowa molowa zawarto$¢ guaniny
i cytozyny w genoforze bakterii z rodzaju Alicycloba-
cillus waha sie w granicach 48,1-62,5 w zaleznosci od
gatunku (Tab.I) [15, 23, 29].

Do rodzaju Alicyclobacillus naleza bakterie Gram-
-dodatnie, Gram-ujemne oraz Gram-dodatnie zdolne
do wykazywania Gram-zmiennosci (Tab. II) [1, 29, 39].
Niektére publikacje ttumaczg Gram-zmiennos¢ jako
zdolnos¢ tych bakterii do bardzo szybkiego odbar-
wiania podczas barwienia Grama, co w efekcie powo-
duje trudno$¢ w wizualnej ocenie efektu barwienia
[33]. Z kolei, inne publikacje opisuja to zjawisko jako
zalezne od wieku komorki [6, 7, 34], wskazujac na poja-
wianie sie Gram-zmiennosci u starzejacych sie ko-
morek. Wynika to z subtelnych réznic w budowie $ciany
komorkowej bakterii Gram-zmiennych, w poréwnaniu
do bakterii Gram-dodatnich [4].

Wiréd bakterii z rodzaju Alicyclobacillus mozna
wyrdzni¢ zaréwno bakterie chemoorganotroficzne,
wykorzystujace zwigzki organiczne jako zrédlo wegla
jak i nieliczne bakterie miksotroficzne wykorzystujace
dodatkowo skladniki nieorganiczne (Tab. II). Hetero-
troficzny typ odzywiania Alicyclobacillus sp. charakte-
ryzuje sie zdolnoscig do metabolizowania réznych zwigz-
kow bez wytwarzania gazéw. Bakterie wykorzystuja
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Tabela I
Zestawienie cech réznicujacych gatunki bakterii z rodzaju Alicyclobacillus
Gatunek Tempera;c:l(r:a)l werostu pH wzrostu Zagir(t:os’c’ Wielkos¢ komérki | Zdolnos¢ Deform'ficja
zakres | optimum | zakres optimum | (% mol.) dh.xszer. (um) ruchu | sporangium
A. acidocaldarius 45-70 63-65 2,0-6,0 3,0-4,0 60,3 2-3x0,7-0,8 + -
A. acidoterrestris 35-55 42-53 2,2-5,8 4,0 52,2 2,9-4,3x0,9-1,0 + +/-
A. cycloheptanicus 40-53 48 3,0-5,5 3,5-4,5 55,6 2,5-4,5%0,35-0,55 - +
A. hesperidum 35-60 50-53 2,0-6,0 3,5-4,0 54,0 2,1-3,9%0,5-0,7 - -
A. herbarius 35-65 55,6 3,0-6,5 4,5-5,0 56,2 bd + +
A. acidiphilus 20-55 50 2,5-5,5 3,0 54,1 4,8-6,3x0,9-1,1 + +
A. pomorum 30-60 45-50 3,0-6,0 4,5-5,0 53,1 2,0-4,0x0,8-0,1 + +
A. sendaiensis 40-65 55 2,5-6,5 5,5 62,3 2,0-3,0x0,8 - +
A. vulcanalis 35-65 55 2,0-6,0 4,0 62,0 1,5-2,5%0,4-0,7 bd bd
A. tolerans 20,55 37-42 1,5-5,0 2,5-2,7 48,1-49,3 3,0-6,0x0,9-1,0 - +
A. disulfidooxidans 4-40 35 0,5-6,0 1,5-2,5 53,0 0,9-3,6x0,3-0,5 - +
A. sacchari 30-55 45-50 2,0-6,5 4,0-4,5 56,6 4,0-5,0x0,6-0,7 + +
A. shizuokensis 35-60 45-50 3,0-6,5 4,0-4,5 60,5 4,0-5,0x0,7-0,8 + +
A. kakegawensis 40-60 50-55 3,0-6,5 4,0-4,5 61,3-61,7 4,0-5,0x0,6-0,7 + +
A. macrosporangiidus 35-60 50-55 3,0-6,5 4,0-4,5 62,5 5,0-6,0%x0,7-0,8 + +
A. fastidiosus 20-55 40-45 2,0-5,5 4,0-4,5 53,9 4,0-5,0x0,9-1,0 - +
A. contaminans 35-60 50-55 3,0-6,0 4,0-4,5 60,1-60,6 4,0-5,0x0,8-0,9 + +
A. ferrooxydans 17-40 28 2,0-6,0 3,0 48,6 1,0-1,5%0,4-0,6 - bd
A. aeris 25-35 30 2,0-6,0 3,5 51,2 1,5-2,5%0,4-0,6 + bd
A. cellulosilyticus 40-67,5 55 3,5-6,5 4,5 60,8 2,0-6,0x0,5-0,8 - bd
A. tengchongensis 30-50 45 2,0-6,0 3,2 53,7 2,0-3,5x0,5-0,7 + +
A. dauci 20-50 40 3,0-6,0 4,0 49,6 2,0-5,0x0,5-0,7 - bd
A. fodiniaquatilis 20-45 40 2,5-5,5 3,5 49,8-51,3 1,5-5,0x0,5-0,8 - bd

Oznaczenia: + wystepuje, — nie wystepuje, +/- cecha zmienna, bd brak danych. Na podstawie: [7, 8, 13-15, 16, 21-24, 29, 31, 39, 43, 44].

przede wszystkim réznorodne weglowodany m.in.
pentozy, heksozy, disacharydy i trisacharydy, a takze
alkohole wielowodorotlenowe, poliole, glikozydy, glu-
koniany, kwasy organiczne i aminokwasy [41]. Mikso-
trofizm wykazujg A. tolerans, A. disulfidooxidans, A. fer-
rooxydans, A. aeris i A. cellulosilyticus [16, 22, 23, 29].
Sa to fakultatywne chemoorganotrofy, ktore dostoso-
wujg wymagania pokarmowe do panujgcych warunkow
srodowiska. W niesprzyjajacych warunkach zmieniaja
metabolizm z heterotroficznego na autotroficzny i pro-
wadza utlenianie gtéwnie zelaza, siarki elementarnej,
siarczkow, pirytu, tetrasiarczanu i tiosiarczanu. Jed-
nakze miksotrofy wykazuja szybszy wzrost i wigkszy
przyrost biomasy w obecnosci jonow zelaza (II).

Z reguly, bakterie Alicyclobacillus sp. do wzrostu
nie wymagaja obecnosci dodatkowych czynnikow.
Wryjatkiem sg A. cycloheptanicus, auksotrofy zalezne
od metioniny (lub witaminy B12), pantotenianu i izo-
leucyny [41]. Z kolei, bakterie A.disulfidooxidans
w warunkach laboratoryjnych wymagaja suplementacji

pozywki np. ekstraktem drozdzowym [13].

Bakterie Alicyclobacillus sp. sa $cisle tlenowe (obli-
gatoryjne aeroby) i wykazujg zdolno$¢ wzrostu jedynie
w obecnosci tlenu. Wyjatkami sg nieliczne gatunki zali-
czane do wzglednych beztlenowcow (fakultatywne ana-
eroby). Typ oddychania tych bakterii jest uzalezniony
od warunkow $rodowiskowych, jednak i one najlepiej
rosna w warunkach tlenowych. Gléwnym chinonem
izoprenoidowym w tancuchu oddechowym bakterii
Alicyclobacillus jest menachinon-7 (MK-7) [38].

Bakterie z rodzaju Alicyclobacillus pod wzgledem
fizjologicznym i metabolicznym réznicuje m.in. zdol-
no$¢ do redukeji azotandw, wytwarzania indolu i ace-
toiny, zdolnos¢ do hydrolizy zwigzkéw takich jak np.
zelatyna, skrobia, eskulina, tyrozyna, fenyloalanina
oraz obecno$¢ enzymow katalazy i oksydazy [41, 29].
Wiekszos¢ bakterii Alicyclobacillus sp. nie jest zdolna
do redukeji azotandw, nie wytwarza oksydazy oraz
indolu i acetoiny (Tab. II).

Charakterystycznymi metabolitami bakterii z ro-
dzaju Alicyclobacillus sa gwajakol i halofenole
(2,6-dibromofenol i 2,6-dichlorofenol), powodujace
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Tabela II
Zestawienie cech réznicujacych gatunki bakterii z rodzaju Alicyclobacillus
S;;;C;ZS; Metabolity Redukgcja Hyifélszt?:t’any Wynik Sposéb
Gatunek oksy- | gwaja- . . az?ta— . vela barwienia odzywiania
katalazy dazy Yol indol toina néw | skrobia tyna Grama

A. acidocaldarius + - + - +/- - + + dodatnie | heterotrofizm
A. acidoterrestris + - + - +/- - + - zmienne | heterotrofizm
A. cycloheptanicus + + + bd bd - - - dodatnie | heterotrofizm
A. hesperidum +/- - + bd bd - + + dodatnie | heterotrofizm
A. herbarius + - + - - + - - dodatnie | heterotrofizm
A. acidiphilus + - + - +/- - - - dodatnie | heterotrofizm
A. pomorum + + + bd bd - + + zmienne | heterotrofizm
A. sendaiensis - - bd + + + bd bd ujemne | heterotrofizm
A. vulcanalis - - bd bd bd bd bd + dodatnie | heterotrofizm
A. tolerans +/- +/- bd bd bd - - + dodatnie | miksotrofizm
A. disulfidooxidans - - bd bd bd - - + dodatnie | miksotrofizm
A. sacchari - - - - - - + + zmienne | heterotrofizm
A. shizuokensis + - - - - - - - zmienne | heterotrofizm
A. kakegawensis +/- - - - - +/- - - zmienne | heterotrofizm
A. macrosporangiidus | +/- - - - - - - - zmienne | heterotrofizm
A. fastidiosus + - - - - +/- + - zmienne | heterotrofizm
A. contaminans - - - - - +/- + - zmienne | heterotrofizm
A. ferrooxydans + + bd + - - - + dodatnie | miksotrofizm
A. aeris - - bd - - + + - zmienne | miksotrofizm
A. cellulosilyticus - - bd - - - - - ujemne | miksotrofizm
A. tengchongensis + - bd - bd - + + dodatnie |bd

A. dauci + - + bd bd bd bd bd zmienne | bd

A. fodiniaquatilis - - bd - - - +/- - zmienne |bd

Oznaczenia: + wystepuje, — nie wystepuje, +/— zmienne, bd brak danych. Na podstawie: [7, 8, 13-15, 16, 21-24, 29, 31, 39, 43, 44].

nieprzyjemny zapach skazonych produktow. Gwajakol
to zwigzek organiczny z grupy fenoli (2-metoksyfenol),
ktéry powstaje w wyniku aktywnosci metabolicznej
niektorych gatunkow bakterii z rodzaju Alicyclobacil-
lus [7, 26]. Nie wszystkie gatunki Alicyclobacillus sp.
sg zdolne do wytwarzania gwajakolu [6]. Gwajakol jest
czesto tworzony przez te bakterie w sokach owocowych.
W zepsutych produktach wystepuje nawet w 1000-krot-
nie wyzszych stezeniach niz halofenole, a jego zapach
okreslany jest jako stodki, dymny [26], medyczny, feno-
lowy [42], czy chemiczny [7]. Prekursorem gwajakolu
w sokach jest kwas ferulowy, a takze wanilina i kwas
wanilinowy. Kwas ferulowy jest gléownym skfadnikiem
ligniny i obficie wystepuje w $cianach komorek roslin-
nych. Przy udziale enzyméw bakteryjnych moze by¢
metabolizowany do waniliny i kwasu wanilinowego,
ktdre sg nastepnie przeksztalcone do gwajakolu. Innym
prekursorem gwajakolu jest tyrozyna, ktéra w wysokim
stezeniu wystepuje w soku jabtkowym [42]. Czynniki
warunkujace produkcje gwajakolu to poziom namno-

zenia bakterii Alicyclobacillus sp., temperatura przecho-
wywania i szok cieplny. Gwajakol zaczyna by¢ wyczu-
walny, gdy liczba komoérek A. acidoterrestris osiaga
poziom 10°jtk/ml w przypadku wiekszosci sokdw np.
jabtkowego, pomaranczowego; badz 10 jtk/ml w przy-
padku soku z bialych winogron [26]. Skaza ta zazwyczaj
jest wyczuwalna po 4 dniach przechowywania sokéw
w temperaturze ok. 30°C. Szybko$¢ produkcji gwaja-
kolu przez Alicyclobacillus sp. wzrasta wraz ze wzro-
stem temperatury inkubacji. Ponadto, nalezy pamie-
tac, ze zwigzek ten wytwarzajg komorki wegetatywne,
a szok cieplny stymuluje kietkowanie spor. Gwajakol
jest bardzo tatwo wyczuwalny ze wzgledu na niski
prog wrazliwosci sensorycznej. Stezenie progowe w wo-
dzie wynosi 0,021 ppm w przypadku wrazliwo$ci zapa-
chowej i 0,013 ppm dla wrazliwosci smakowej. Prég
wrazliwosci zapachowej w sokach wynosi okoto 2 ppb
[17]. Gwajakol jest czgsto wykorzystywany jako syn-
tetyczny $rodek aromatyzujacy do wytwarzania zapa-
chu dymu, wedzenia i spalenizny. Zawdzieczamy mu
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charakterystyczny zapach niektérych gatunkéw palo-
nej kawy Arabica i stodu jeczmiennego [26]. Halofe-
nole powoduja powstawanie nieprzyjemnego zapachu
okreslanego podobnie jak w przypadku gwajakolu
jako dezynfekcyjny i medyczny. Jednakze obecnosé
tych zwiagzkéw nie zawsze oznacza zanieczyszczenie
mikrobiologiczne, a moze $wiadczy¢ o zanieczyszcze-
niu chemicznym $rodkami dezynfekcyjnymi zawiera-
jacymi fenol i jego pochodne. Bakterie A. acidoterre-
stris s3 zdolne do wytwarzania halofenoli w sokach, ze
wzgledu na obecno$¢ haloperoksydaz — systemu enzy-
mow przeprowadzajacych reakeje fluorowcowania [7].
Haloperoksydazy bakteryjne nie wymagaja obecnosci
kofaktorow, a prekursory fenolowe, nadtlenek wodoru
oraz jony halogenkéw bedace substratami reakeji sa
naturalnie obecne w sokach. Czynniki warunkujace
produkcje halofenoli przez Alicyclobacillus sp. sa takie
same jak w przypadku gwajakolu, dodatkowo istotna
jest objetos¢ pomiedzy sokiem a opakowaniem. Im
wieksza jest ta przestrzen tym szybsza i intensywniejsza
produkeja halofenoli [7].

5. Wykrywanie bakterii z rodzaju Alicyclobacillus

Do rutynowych metod izolacji bakterii z rodzaju
Alicyclobacillus z zawiesiny gleby oraz napojow i sokow
zaliczamy filtracje membranowg [6] oraz metode DEFT
(Direct Epifluorescent Filter Technique) [7]. Obec-
nie, jest to rutynowa metoda stosowana w kontroli
jakosci sokdw i koncentratow sokow w zakladach pro-
dukeyjnych.

Ze wzgledu na niski poziom zanieczyszczenia bakte-
riami Alicyclobacillus sp. przed wykonaniem posiewdw
stosuje sie procedure wstepnego wzbogacania [42].
W celu aktywacji przetrwalnikéw wykonuje si¢ szok
termiczny (80°C, 10 minut) i probki sokéw inkubuje
sie w temperaturze 40-50°C przez 48 h, a nastepnie
posiewy na pozywki specyficzne dla tych bakterii.

Tradycyjne metody identyfikacji Alicyclobacillus
obejmujg standardowe testy morfologiczne i bioche-
miczne oraz wykrywanie obecnosci gwajakolu meto-
dami chromatograficznymi np. chromatografii gazowej
GC (Gas Chromatography) badz wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej HPLC (High Performance Liquid
Chromatography). Profil biochemiczny bakterii okresla
sie za pomocg testow API 50CH [26].

Standardowa metoda hodowlana wykorzystywana
do wykrywania bakterii z rodzaju Alicyclobacillus
polega na inokulacji zawiesiny bakterii po szoku ter-
micznym (80°C+1°) na bulion ziemniaczany PDB
(Potato Dextrose Broth) o pH 3,5 i inkubacji w tempe-
raturze 46°C przez 3 dni [6]. Nastepnie, wykonuje si¢
posiew redukcyjny na pozywke PDA (Potato Dextrose
Agar) i inkubuje przez 2 dni w temperaturze 46°C. Eta-

pem koncowym jest wykonanie testu potwierdzajacego,
ktéry polega na przeniesieniu typowych kolonii na
pozywke PCA (Plate Count Agar) o pH 7,0 i inkubacji
w temperaturze 46°C przez 3 dni. Bakterie z rodzaju
Alicyclobacillus nie wykazujg zdolno$ci do wzrostu na
tej pozywece.

Inny sposéb wykrywania Alicyclobacillus sp. nie
obejmuje szoku termicznego i polega na wykonaniu
posiewu probki na pozywke PDA o pH 3,5 i inkuba-
cji w temperaturze 46°C przez 3 dni [6] oraz testow
potwierdzajacych.

Test potwierdzajacy obecnos¢ bakterii A. acidocal-
darius przeprowadza si¢ z wykorzystaniem pozywki
BAM (Bacillus Acidocaldarius Medium) z dodatkiem
erytrytolu i blekitu bromofenolowego. Hodowle prowa-
dzi si¢ przy pH 4,0 i w temperaturze 60°C przez 3 dni
[6]. A. acidocaldarius na tej pozywce rosnie w postaci
niebieskich kolonii. Popularnym testem potwierdzaja-
cym obecnos¢ A. acidoterrestris jest sprawdzenie zdol-
nosci wzrostu na pozywce OSA (Orange Serum Agar)
o pH 4,0 oraz niezdolno$ci wzrostu na pozywce OSA
o pH 7,0 i wyzszym [42].

Wykrywanie bakterii z rodzaju Alicyclobacillus
zgodnie ze standardem IFU (International Federa-
tion of Fruit Juice Producers) w koncentratach sokow
i surowcach przebiega w kilku etapach [20]. Po homo-
genizacji w rozcienczonej ptynnej pozywce BAT lub
YSG (1:10) probki przeprowadza sie szok temperatu-
rowy (80°C+1°C, 10 minut). Nastepnie prowadzi si¢
wstepne wzbogacanie, polegajace na inkubacji probki
z pozywka w temperaturze 45+1°C. Opcjonalnie,
mozna réwniez wykonaé¢ bezposrednig inokulacje
probki po szoku termicznym na zalecane pozywki badz
przeprowadzi¢ jej filtracje przez filtr membranowy
o wielkoéci poréw 0,45 um. Kolejnym etapem jest
inokulacja na pozywke agarowa K agar (Kirin Agar)
oraz BAT (Bacillus Acidoterrestris Thermophilic Agar)
lub YSG (Yeast Starch Glucose Agar) i inkubacja w tem-
peraturze 45+ 1°C od 2 do 5 dni. Ostatnim etapem sg
testy potwierdzajace. W tym celu wykonuje sie spraw-
dzenie zdolnoéci wzrostu bakterii w temperaturze
45+1°C oraz 65+ 1°C, a takze na pozywce PCA, TSA
(Tryptic Soy Agar) lub BHI (Brain Heart Infusion Agar)
o pH 3,7 oraz 7,0. Dodatkowo, mozna wykona¢ test
sprawdzajacy zdolnos¢ do produkeji gwajakolu z wyko-
rzystaniem bulionu YSG zawierajacego kwas wanili-
nowy (YSGVA, Yeast Starch Glucose Vanillic Acid).

Bakterie wytwarzajace przetrwalniki podczas ho-
dowli w temperaturze 45+ 1°C na pozywkach o pH 3,7
oraz nie wykazujace wzrostu na pozywkach o pH powy-
zej 6 1 podczas hodowli w temperaturze 65+ 1°C to bak-
terie Alicyclobacillus [20]. Oceniajac wyniki testu spraw-
dzajacego zdolnos¢ do produkeji gwajakolu, nalezy
uwzgledni¢ fakt, iz nie wszystkie bakterie z rodzaju
Alicyclobacillus sa zdolne do wytwarzania gwajakolu.
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Wykrywanie bakterii Alicyclobacillus sp. w sokach
lub napojach owocowych polega na wstepnej preinku-
bacji oryginalnie zapakowanego produktu w tempera-
turze 45+ 1°C przez 7 dni [20]. Nastepnie, zalecane jest
wykonanie inokulacji preinkubowanego produktu na
pozywke agarowa K agar oraz BAT lub YSG i inkubacji
w temperaturze 45+ 1°C przez 2-5 dni. Ostatnim eta-
pem jest wykonanie testow potwierdzajacych.

Do szybkiej detekeji bakterii z rodzaju Alicyclobacil-
lus powszechnie wykorzystuje si¢ metody biofizyczne
i metody biologii molekularnej, takie jak technika PCR
(Polymerase Chain Reaction), Real Time PCR, RT-PCR
(Reverse Transcription PCR), Tagman real-time PCR,
sekwencjonowanie genu 16S rRNA, spektroskopie
w podczerwieni z transformacjg Fouriera FT-IR, ana-
lize RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA),
sekwencjonowanie genu 16S rRNA oraz test ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Najczesciej
metody genetyczne opieraja si¢ na wykrywaniu cha-
rakterystycznych dla bakterii Alicyclobacillus sp. gendw
SHC kodujacego enzym szlaku biosyntezy hopanoidow
oraz VIT-Alicyclobacillus [19, 26]. Powyzsze metody
zapewniaja jednoznaczng identyfikacje, jednakze sa
kosztowne i pracochlonne i nie stanowig rutynowych
procedur kontroli czysto$ci mikrobiologicznej sokdéw
owocowych.

Powszechnie stosowang metoda detekeji skazenia
produktéw owocowych przez Alicyclobacillus sg testy
na obecnos¢ gwajakolu, zaréwno sensoryczne, jak i che-
miczne [26]. Analiza sensoryczna najczesciej wykony-
wana jest z uzyciem elektronicznego nosa. Procedury
wykrywania gwajakolu zakladajg zastosowanie metod
tizykochemicznych m.in. GC-FID (Gas Chromato-
graphy with Flame Ionisation Detection), GC-O (Gas
Chromatography with Olfactometry), GC-MS (Gas
Chromatography with Mass Spectrometry), HPLC
(High Performance Liquid Chromatography), LLE
(Liquid-Liquid Extraction), SPE (Solid Phase Extrac-
tion), SPME (Solid Phase Microextraction), HS-SPME
(Headspace Solid Phase Microextraction). Analiza che-
miczna opiera sie na spektrofotometrycznym pomiarze
(A=420 nm) 3,3’-dimetoksy-4,4’-bifenochinonu, ktory
powstaje w wyniku utlenienia gwajakolu przez peroksy-
daze w obecnosci nadtlenku wodoru. Obecnie dostepne
sg gotowe zestawy do identyfikacji gwajakolu opierajace
sie na powyzszej reakcji, ktére umozliwiaja hodowle
mikroorganizméw w pozywkach YSG oraz BAT wzbo-
gaconych w kwas wanilinowy (YSGVA, BATVA).

6. Podsumowanie
Rodzaj Alicyclobacillus zawiera niepatogenne, tle-

nowe, przetrwalnikujace bakterie, wytwarzajace w-ali-
cykliczne kwasy tluszczowe, hopanoidy oraz kwasy
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tluszczowe izo i anteizo. Do rodzaju nalezg zaréwno
bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne jak i Gram-
-dodatnie z tendencjg do Gram-zmiennosci. Na temat
bakterii z rodzaju Alicyclobacillus nadal stosunkowo
niewiele wiadomo. Rodzina Alicyclobacillaceae ciagle
jest modyfikowana, a w rodzaju Alicyclobacillus przy-
bywaja nowe gatunki. Wysoce termooporne bakterie
Alicyclobacillus sp. nie sg deaktywowane w procesie
standardowej pasteryzacji sokéw owocowych w niskim
pH. Dodatkowo, bakterie A. acidoterrestris stanowiace
powszechne zanieczyszczenia sokdéw okreslono jako
mikroorganizmy o szybkim tempie ewolucji, a tym
samym szybkiej adaptacji do warunkéw Srodowi-
ska. Niepokdj budzi fakt, iz nie wdrozono skutecznej
metody niszczenia tych bakterii w sokach owocowych.
Jedyny dostepny i skuteczny sposoéb walki z Alicycloba-
cillus poprzez stosowanie konserwantdw, nie jest akcep-
towany przez podazajacych w kierunku ekologicznego
sposobu odzywiania konsumentdw.
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Streszczenie: Technologia konwencjonalnego osadu czynnego stanowi obecnie jedng z najpowszechniej stosowanych metod w systemach
biologicznego oczyszczania sciekéw. Jej stosunkowo nowa alternatywa jest technologia tlenowego granulowanego osadu czynnego,
zapewniajgca intensyfikacje usuwania zanieczyszczen i bardziej korzystna ekonomicznie. Wspolczesne oczyszczalnie $ciekow coraz
czeéciej bywaja narazone na wysoki fadunek toksycznych i opornych na rozklad zanieczyszczen chemicznych doptywajacych w $ciekach.
Mikroorganizmy naturalnie obecne w osadzie czynnym czesto nie sg jednak zdolne do wykorzystywania tych ztozonych zwiazkéw
chemicznych jako Zrodel wegla i energii. Zastosowanie bioaugmentacji poprzez wprowadzenie do $rodowiska osadu czynnego wyse-
lekcjonowanych szczepéw lub konsorcjéw mikroorganizméw, w celu wzmocnienia potencjalu degradacyjnego mikroorganizméw
autochtonicznych, wydaje sie by¢ atrakcyjnym rozwigzaniem probleméw wielu oczyszczalni $ciekéw, zwigzanych z ich narazeniem na
wysokie stezenia ksenobiotykow. Jednakze aby strategia ta mogta stanowi¢ skuteczne narzedzie wspomagajace funkcjonowanie osadu
czynnego, kluczowym aspektem jest dobér odpowiednich mikroorganizméw do inokulacji. Wybrane do bioaugmentacji mikroorganizmy
powinny charakteryzowac sie nie tylko wysokim potencjalem degradacyjnym w kierunku rozktadu wybranych zanieczyszczen, ale réwniez
odznacza¢ sie zdolnoscia do chemotaksji, bioflokulacji, aggregaciji, a takze produkeji substancji egzopolisacharydowych, biosurfaktantow
i autoinduktoréw. Ponadto po wprowadzeniu do osadu czynnego powinny by¢ one zdolne do wbudowywania sie w strukture klaczkéw lub
tworzenia granul. Bioaugmentacja osadu czynnego moze by¢ prowadzona z udziatem zaréwno pojedynczych szczepéw bakterii i grzybow,
konsorcjow bakteryjnych i grzybowych, a takze mieszanych konsorcjéw mikroorganizméw. W oczyszczalniach sciekéw wykorzystuje sig
natomiast w tym celu przede wszystkim komercyjnie dostepne preparaty handlowe. Mniej powszechna jest inokulacja osadu czynnego
mikroorganizmami genetycznie modyfikowanymi, z obawy na ich niekontrolowany transfer do $rodowiska. Liczne badania wskazuja, iz
bioaugmentacja osadu czynnego moze stanowi¢ skuteczng strategie eliminacji zwiazkow ze $ciekéw toksycznych, takich jak fenol i jego
pochodne, wielopierécieniowe weglowodory aromatyczne, barwniki, farmaceutyki i wiele innych.

Wprowadzenie. 2. Bioaugmentacja osadu czynnego. 3. Selekcja mikroorganizméw do bioaugmentacji osadu czynnego. 3.1. Pojedyncze
szczepy bakterii. 3.2. Pojedyncze szczepy grzybow mikroskopowych. 3.3. Konsorcja mikroorganizméw. 3.4. Mikroorganizmy modyfi-
kowane genetycznie. 3.5. Biopreparaty handlowe. 4. Podsumowanie

Objectives, strategies and evaluation of the effectiveness of activated sludge bioaugmentation
with defined microorganisms in the removal of toxic chemicals

Abstract: Among the currently used biological wastewater treatment systems, the conventional floccular-sludge method has been the
most common. Its relatively novel alternative is aerobic granular activated sludge, which offers numerous operational and economic
advantages. Although the activated sludge for modern wastewater treatment is often exposed to high concentrations of diverse chemicals,
particularly inhibitory and recalcitrant ones, its autochthonous microorganisms may not be familiar with these compounds and can
not use them as carbon and energy sources. For this reason, bioaugmentation, defined as a method for improvement of the degradative
capacity of contaminated environment by adding selected strains or consortia of microorganisms, seems to be an attractive solution
to overcome the problems associated with the exposure of sewage plants to high concentrations of xenobiotics. The most important
step in the achievement of successful bioaugmentation is the selection of proper microorganisms with desirable abilities. They should
be characterized by high degradative potential towards specific pollutant(s), ability to form biofilm, aggregation and production of
extracellular polymeric substances, bioflocculating activity, motility, biosurfactants and autoinductors synthesis. Moreover, they should
survive after inoculation into the activated sludge and possess the ability to incorporate into the flocs or form granules. In bioaugmentation
of the activated sludge, several approaches can be distinguished — bioaugmentation with: single strains of bacteria or fungi, consortia of
bacteria, consortia of fungi or mixed consortia, genetically modified microorganisms and commercial formulations. As many studies have
indicated, bioaugmentation is an effective technology for eliminating from sewage toxic compounds, such as phenols and its derivatives,
polycyclic aromatic hydrocarbons, dyes, pharmaceuticals and many others.

1. Introduction. 2. Bioaugmentation of activated sludge. 3. Selection of microorganisms for bioaugmentation of activated sludge. 3.1. Single
strains of bacteria. 3.2. Single strains of filamentous fungi. 3.3. Consortia of microorganisms. 3.4. Genetically modified microorganisms.
3.5. Commercial formulations. 4. Summary

Slowa kluczowe: bioaugmentacja, mikroorganizmy, osad czynny, zanieczyszczenia
Key words: bioaugmentation, microorganisms, activated sludge, pollutants
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Cele, strategie i ocena efektywnosci bioaugmentacji
osadu czynnego zdefiniowanymi mikroorganizmami
w usuwaniu toksycznych zwigzkéw chemicznych

1. Wprowadzenie

Gwaltowny przyrost liczby ludnosci oraz poste-
pujace procesy urbanizacji i rozwoju przemystu, jak
réwniez intensyfikacja rolnictwa przyczyniaja sie do
znacznego wzrostu poziomu toksycznych substancji
w S$ciekach. Zwigzki te czesto odznaczajg si¢ wysoka
trwaloécig, nie s3 podatne na rozklad biologiczny
i w niskich stezeniach dzialajg toksycznie na organizmy
zywe. Narastajace skazenie $ciekéw ksenobiotykami
stanowi obecnie bardzo powazny problem $rodowi-
skowy nie tylko w Polsce, ale i na calym $wiecie [66].

Wisréd substancji toksycznych, ktérych stezenie
w $ciekach stale wzrasta, znajdujg si¢ przede wszyst-
kim jednopier$cieniowe weglowodory aromatyczne,
w tym fenol i jego pochodne [6], benzen, etylobenzen
oraz izomery ksylenu (BTEX) [12], wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne (WWA), metale ciezkie
[1], chloroform, cyjanek i tiocyjanian [45] oraz kwasy
zywiczne [8]. Nowg grupe zanieczyszczen w sciekach,
ktérych stezenia systematycznie wzrastajg stanowig far-
maceutyki, w tym gléwnie antybiotyki, niesteroidowe
leki przeciwzapalne (NLPZ), betablokery, biomimetyki
hormonalne oraz $rodki ochrony osobistej [44].

Obecnie wsréd powszechnie stosowanych systeméw
biologicznego oczyszczania $ciekdw w warunkach tle-
nowych dominuje metoda konwencjonalnego osadu
czynnego (KOC). W technologii tej zanieczyszczenia
mineralizowane sg przez rézne grupy mikroorganiz-
mow polgczonych ze sobg w struktury, zwane klacz-
kami [63]. Mikroorganizmy naturalnie wystepujace
w osadzie czynnym czgsto nie sg zdolne do wykorzysty-
wania toksycznych zwigzkow jako zZrodet wegla i ener-
gii, zwlaszcza jesli wystepuja one w postaci zlozonych
mieszanin, i jednocze$nie moga by¢ bardzo wrazliwe
na ich ekspozycje. Prowadzi to do zaburzen w funkcjo-
nowaniu osadu, zwigzanych z obnizeniem aktywnosci
i bioréznorodnosci mikroorganizméw oraz spadku
liczebnosci pierwotniakdw, istotnych dla prawidlowego
funkcjonowania tego ekosystemu. W konsekwencji tych
zjawisk moze doj$¢ do oslabienia, a nawet catkowitego
zahamowania procesu biologicznego oczyszczania
sciekéw [5, 54]. Oczyszczanie $ciekow bywa réwniez
utrudnione ze wzgledu na wysoki fadunek toksycznych
zanieczyszczen, brak substancji biogennych, zmienng
warto$¢ odczynu pH, a takze zasolenie [16, 67, 76].
Konwencjonalne oczyszczalnie $ciekdw czesto nie sg
przystosowane do eliminacji zwigzkéw chemicznych
o zlozonej strukturze, dlatego tez wiele z nich w nie-
zmienionej postaci lub w formie réwnie toksycznych

metabolitow posrednich co zwigzek wyjsciowy prze-
dostaje si¢ do gleby, wod powierzchniowych i glebino-
wych [10, 14, 54].

Stosunkowo nowym i bardzo obiecujacym rozwia-
zaniem zapewniajgcym intensyfikacje usuwania zanie-
czyszczen organicznych i substancji biogennych ze Scie-
kow jest technologia tlenowego granulowanego osadu
czynnego (TGOC) [50, 56, 62]. Osad granulowany ma
postac agregatow powstajacych w wyniku samoimmo-
bilizacji mikroorganizméw w okreslonych warunkach
panujacych w reaktorze. Granule osadu charakteryzuja
sie lepszymi zdolnosciami sedymentacyjnymi niz tra-
dycyjny osad czynny w postaci klaczkow, co zapewnia
wysokie stezenie biomasy w reaktorze. Ponadto gra-
nule w przeciwienstwie do klaczkéw nie podlegaja zja-
wisku pecznienia, sg bardziej odporne na duze waha-
nia obcigzenia i nieréwnomiernos$¢ doptywu sciekdw,
zapewniaja lepsze wykorzystanie rozpuszczalnego tlenu
i znacznie ograniczaja produkcje osadu nadmiernego.
Dzigki zréznicowanemu sktadowi gatunkowemu oraz
zréznicowanym warunkom tlenowym w strukturze
granul, mozna uzyska¢ wysoka wydajnos¢ eliminacji
zanieczyszczen ze $ciekéw. Technologia TGOC ma
udokumentowang przewage nad KOC i zostata wdro-
zona juz w ponad 20 oczyszczalniach $ciekéw komunal-
nych i przemystowych na $wiecie (m.in. w Portugalii,
Holandii, Wielkiej Brytanii i Polsce) pod nazwga Tech-
nologii Nereda® [15, 36, 39]. Z uwagi na to, ze nie do
konca poznane sg wszystkie mechanizmy warunkujace
proces granulacji osadu, nadal trwajg intensywne prace
majace na celu poszukiwanie strategii przyspieszajacych
proces tworzenia granul oraz zapewniajgcych utrzyma-
nie ich struktury w czasie ciagtej pracy reaktora.

Celem pracy byto dokonanie przegladu najnowszych
osiagnie¢ w zakresie roznych strategii bioaugmentacji
konwencjonalnego i granulowanego osadu czynnego
wyselekcjonowanymi mikroorganizmami w eliminacji
toksycznych zwigzkéw chemicznych ze $ciekdw oraz
ocena wydajnosci tego procesu.

2. Bioaugmentacja osadu czynnego

Atrakcyjne rozwigzanie problemoéw towarzyszacych
narazeniu wielu oczyszczalni $ciekéw na wysokie ste-
zenia toksycznych zanieczyszczen stanowi metoda bio-
augmentacji [42, 48]. Polega ona na wprowadzeniu do
srodowiska osadu czynnego wyspecjalizowanych szcze-
pow lub konsorcjéow mikroorganizméw zdolnych do
rozkladu zlozonych zwigzkéw chemicznych i zarazem
opornych na ich wysokie stezenia, co w konsekwen-
cji prowadzi do zwigkszenia efektywnosci usuwania
zanieczyszczen ze $ciekow [41, 54]. Mikroorganizmy
o pozadanych cechach degradacyjnych pozyskuje si¢
do bioaugmentacji poprzez ich selekcje z tego samego
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lub innego zrddia o identycznym lub podobnym typie
zanieczyszczen, a nast¢pnie namnaza si¢ je w warun-
kach laboratoryjnych [10, 46, 76, 82]. Do skazonego
osadu czynnego mozna réwniez introdukowa¢ mikro-
organizmy genetycznie modyfikowane o wzmozo-
nej aktywnosci degradacyjnej wzgledem konkretnego
zwigzku [4]. Inng strategig jest stosowanie do bio-
augmentacji komercyjnych biopreparatéw, zawierajg-
cych zdefiniowane konsorcja mikroorganizmoéw i/lub
enzymy czy biosurfaktanty. Wprowadzenie wyselekcjo-
nowanych mikroorganizméw do osadu czynnego moze
nie tylko wspomaga¢ eliminacje trudno rozktadalnych
zanieczyszczen ze $ciekdw, ale rowniez usprawniac pro-
ces usuwania zwigzkow azotu i fosforu oraz poprawiaé
wlasciwosci flokulacyjne osadu [17, 37].

Aplikacyjne wykorzystanie bioaugmentacji w osa-
dzie czynnym nie jest powszechne, ze wzgledu na trudny
do przewidzenia los mikroorganizméw inokulowanych
do tego srodowiska. Introdukowane do osadu bak-
terie sg podatne na wplyw roznych czynnikéw, miedzy
innymi na zerowanie pierwotniakéw, wymywanie wraz
ze $ciekami i ztozone interakcje z mikroorganizmami
autochtonicznymi [3, 27, 49, 78, 79]. Aby metoda
bioaugmentacji mogta stanowi¢ skuteczne narzedzie
w zwigkszaniu efektywnosci usuwania zanieczyszczen
i wspomagajace funkcjonowanie osadu czynnego, klu-
czowym aspektem jest dobor odpowiednich mikro-
organizmoéw do inokulacji.

3. Selekcja mikroorganizméw do bioaugmentacji
osadu czynnego

Etap selekcji drobnoustrojow o potencjalnym zna-
czeniu w bioaugmentacji osadu czynnego polega na
zbadaniu i ocenie ich potencjalu degradacyjnego
w kierunku rozkladu wybranych zanieczyszczen. Row-
nie istotna jest charakterystyka wyselekcjonowanych
mikroorganizméw pod katem cech pozwalajacych
na ich inkorporacje w strukture ktaczkéw i granul, co
zapewnia im ochrone przed atakiem pierwotniakow,
ulatwia pobieranie substancji odzywczych i pozwala
na egzystencje w tym ekosystemie. Wybrane do bio-
augmentacji szczepy bakterii powinny cechowa¢ sie
zdolnosciami do agregacji i adhezji, odgrywajacymi
kluczowa rol¢ w procesie formowania klaczkow i gra-
nul [53]. Badania Liu i wsp. [37] wskazujg na przy-
kiad, ze zdolno$¢ do agregacji szczepu Rhizobium sp.
NJUST 18 inokulowanego do sekwencyjnego reaktora
biologicznego (SBR) istotnie wplynela na poprawe pro-
cesu granulacji osadu czynnego. Podobnie Monsalvo
i wsp. [46] stwierdzili, ze szczep Pseudomonas putida
inokulowany do osadu czynnego obcigzonego 4-chlo-
rofenolem (4-CP) przezywal w nim przez okres trzech
miesiecy, co wynikalo z jego zdolnosci do tworze-

nia agregatow w obecnosci 4-CP oraz zmiany morfo-
logii komorek z formy wydtuzonej (bacillus) na forme
kulistg (coccus).

Inng pozadang cechg mikroorganizméw stosowa-
nych w bioaugmentacji osadu czynnego sg ich zdol-
nosci do produkcji macierzy egzopolisacharydowej
(EPS), otaczajacej komorki bakterii [64]. Wydzielanie
substancji polisacharydowych przez mikroorganizmy
nie tylko wspomaga wzajemng agregacje komorek,
wplywajac na ich fizykochemiczne wlasciwosci (struk-
ture, fadunek powierzchniowy, zdolnos¢ do flokulacji
i adsorpcji), ale takze chroni je przed czynnikami $ro-
dowiskowymi, np. zerowaniem pierwotniakow, zwigz-
kami antymikrobiologicznymi, biocydami oraz wyso-
kimi stezeniami toksycznych substancji [52]. Obecne
w strukturze macierzy egzopolisacharydowej regiony
hydrofobowe i liczne anionowe grupy funkcyjne (np.
karboksylowe, fosforylowe, sulthydrylowe, fenylowe
i hydroksylowe) posredniczg nie tylko w akumulacji
sktadnikow odzywczych, ale takze znajdujgcych sie
w $ciekach zanieczyszczen, w tym metali ciezkich [47,
65]. Gupta i Thakur [19] udowodnili doswiadczalnie,
ze skuteczno$¢ usuwania zanieczyszczen ze $ciekow
inokulowanych szczepem Bacillus sp. ISTVK1 byla
zwigzana miedzy innymi z jego zdolnoscig do wytwa-
rzania duzej ilosci polimeréw zewnatrzkomodrkowych.

Zdolno$¢ mikroorganizméw do komunikowania sie
ze soba poprzez wydzielanie do otoczenia i rozpozna-
wanie czasteczek sygnatowych, tzw. autoinduktorow,
znana pod nazwg quorum sensing jest rOwnie wazna
cechg przy doborze szczepdéw do inokulacji osadu.
Bakterie rozpoznajac precyzyjnie nature chemiczna
autoinduktoréw oraz ich progowe stezenie (warto$¢
quorum) w $rodowisku wzrostu, s w stanie reago-
waé na zachodzace w nim zmiany poprzez indukcje
ekspresji odpowiednich genéw, kontrolujacych wazne
szlaki metaboliczne i okreslone procesy zyciowe. W ten
sposob mikroorganizmy moga monitorowaé liczbe
komorek oraz aktywnosc¢ fizjologiczna calej populacji
[80]. Zdolno$¢ mikroorganizmdéw do wydzielania auto-
induktoré6w moze wspomagac ich miedzykomodrkowa
komunikacje z mikroorganizmami naturalnie wyste-
pujacymi w osadzie i w ten sposob umozliwia¢ sku-
teczne jego zasiedlanie. Wang i wsp. [73] wykazali, ze
szczep Acinetobacter sp. TW byl zdolny do inkorporacji
w strukture KOC, obcigzonego $ciekami z przemystu
tytoniowego, dzieki produkcji kroétkotancuchowych
acylowanych laktonéw homoseryny (AHLs). Natomiast
wydzielane przez bakterie do srodowiska wzrostu AHLs
z dlugim tancuchem bocznym, byly odpowiedzialne za
ochrone komorek przed toksycznym dzialaniem obec-
nej w $ciekach nikotyny.

Zdolnos¢ mikroorganizmoéw do chemotaksji odgry-
wa takze istotng role w procesie oczyszczania $ciekow.
Rozpoznanie przez drobnoustroje gradientu st¢zenia
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substancji chemicznych obecnych w $ciekach wyzwala
kaskade przekazywania sygnatu molekularnego, wpty-
wajac na modulowanie aktywnosci wici oraz ruchu
bakterii w kierunku czgsteczek (atraktantdéw), odpo-
wiedzialnych za stymulacje tych proceséw lub z dala od
nich (repelentéw). Chemotaksja moze zatem wspoma-
gac¢ biodegradacje¢ zanieczyszczen w $ciekach lub sta-
nowi¢ mechanizm chronigcy mikroorganizmy przed
toksycznym wplywem ksenobiotykéw, pozwalajac im
na przemieszczenie si¢ do miejsc, gdzie panuja bardziej
sprzyjajace warunki wzrostu. Ponadto mechanizm ten
moze wspomaga¢ wspolzawodnictwo zdolnych do
ruchu mikroorganizméw z innymi drobnoustrojami
obecnymi w osadzie czynnym [9].

Ze wzgledu na fakt, ze mikrobiologiczny rozklad
wielu ksenobiotykéw moze by¢ utrudniony z powodu
ich hydrofobowego charakteru i tym samym ograni-
czonej dostepnosci dla komoérek mikroorganizmoéw,
pozadang cechg inokulantéw do bioaugmentaciji jest ich
zdolno$¢ do syntezy zwigzkdéw powierzchniowo czyn-
nych, zwanych biosurfaktantami. Zwigzki te obnizaja
napiecie powierzchniowe oraz miedzyfazowe, zwiek-
szajac w ten sposob powierzchnie zanieczyszczenia
dostepna dla drobnoustrojéow [8, 18]. Cirja i wsp. [10]
wykazali, ze wzrost wydajnosci rozkladu nonylofenolu
(NF) w KOC wynikal ze zdolnosci inokulowanego
szczepu Sphingomonas sp. TTNP3 do produkgji bio-
surfaktantéw. Podobnie Chen i wsp. [8] wigzali wzrost
poziomu usuwania zwigzkow zywicznych ze $ciekdw ze
zdolnoscig szczepu Gordonia JW8 do produkeji biosur-
faktantoéw i kwasow mikolowych.

JUSTYNA MICHALSKA, IZABELA GREN, AGNIESZKA MROZIK

Wazna cecha mikroorganizméw wyselekcjonowa-
nych do bioaugmentacji osadu czynnego jest zdolnos¢
do syntezy zwiagzkéw polimerowych, tzw. bioflokulan-
tow, wspomagajacych agregacje komorek, a takze immo-
bilizacje zanieczyszczen zawieszonych w roztworze.
Wprowadzanie do osadu czynnego takich mikroorga-
nizméw moze wplywa¢é na skrdcenie czasu jego gra-
nulacji oraz powstawanie bardziej stabilnych klaczkow.
Potwierdzeniem tego zjawiska sa wyniki badan Songa
iwsp. [69], ktorzy przeprowadzili w skali laboratoryjnej
bioaugmentacje KOC konsorcjum bakteryjnym ztozo-
nym ze szczepOw Devosia hwasunensis i Tetrasphaera
elongata, produkujacych bioflokulanty. Guo i wsp. [17]
wykazali takze, ze zwigzki bioflokulujace syntetyzowane
przez wprowadzone do oczyszczalni $ciekoéw szczepy
Bacillus sp. F2 1 F6 przyczynily sie do wzrostu w tym sro-
dowisku bakterii z rodzaju Zooglea, odpowiedzialnych
za spdjnos¢ ktaczkow, oraz poprawily zdolnosci flokula-
cyjne osadu. Etapy selekcji mikroorganizmdéw oraz stra-
tegie bioaugmentacji osadu czynnego ilustruje rys. 1.

3.1. Pojedyncze szczepy bakterii

W ciagu ostatnich kilku lat przeprowadzono wiele
badan dotyczacych intensyfikacji rozkladu zwiaz-
kow fenolowych, WWA, barwnikéw, farmaceutykow,
pestycydow czy zwiazkow ropopochodnych przez KOC
i TOGC z wykorzystaniem pojedynczych szczepow
bakterii (Tabela I). Xenofontos i wsp. [76] po inoku-
lacji KOC, obcigzonego 4-metylofenolem (4-MF)
(750 mg/1), alkalofilnym szczepem Advenella sp. LVX4
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Rys. 1. Etapy selekcji mikroorganizmow oraz strategie bioaugmentacji osadu czynnego

AHL - acyowane laktony homoseryny, QS — quorum sensing, GEM - genetycznie modyfikowane mikroorganizmy (opracowanie wlasne).
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Tabela I
Pojedyncze szczepy bakterii w bioaugmentacji osadu czynnego obciazonego toksycznymi zwigzkami chemicznymi w skali laboratoryjnej
Mikroorganizm Zrédlo pochodzenia Zwiazek, mg/l Scieki/Podloze/Rodzaj osadu Zrédto
Comamonas oczyszczalnia $ciekow fenol, 290 $cieki z przemystu farbiarskiego: [38]
testosteroni bdq06 przemystowych, Chiny chinolina, 316 $cieki komunalne (v/v; 1:2; 1:1; 2:1);
KOC
Advenella sp. LVX4 | gleba skazona olejem 4-metylofenol, 750 podloze mineralne; KOC [76]
napedowym, Cypr
Streptomyces sp. oczyszczalnia $ciekow z przerdbki |naftalen, 38,2 $cieki surowe; KOC [77]
QWE-35 wegla, Chiny
Paracoccus oczyszczalnia $ciekow pirydyna, 250-500 $cieki z przemystu farmaceutycznego; | [75]
denitrificans W12 komunalnych, Chiny KOC
Bacillus cereus gleba skazona poliakrylamidem, | poliakrylamid, 100 podtoze mineralne; KOC [74]
HWBI Chiny
Pseudomonas putida | kolekcja szczepdw, Hiszpania fenol, 80-150 $cieki syntetyczne; KOC [46]
CECT 4064 4-chlorofenol, 50
Pseudomonas sp. JY2 | oczyszczalnia $ciekow fenol, 550 podloze mineralne, pH 10; KOC [58]
petrochemicznych, Chiny
Pseudomonas putida | oczyszczalnia Sciekow 4-nitrobenzaldehyd, 100 | $cieki syntetyczne; KOC [79]
ONBA-17 komunalnych, Chiny
Sphingomonas sp. osad czynny, Belgia nonylofenol, 0,220 $cieki syntetyczne; KOC [10]
TTNP3
Exiguobacterium sp. | gleba z okolic fabryki Brilliant Scarlet GR, $cieki syntetyczne; KOC [82]
farmaceutycznej, Chiny 700-1000
Pseudomonas sp. gleba skazona $ciekami nikotyna, 40-250 $cieki z przemystu tytoniowego: [72]
HEF-1 z przemystu tytoniowego, Chiny woda wodociggowa (v/v; 7:100); KOC
Rhodococcus sp. FP1 | gleba skazona odciekamiz prze- | 2-fluorofenol, 9-19 $cieki syntetyczne; TGOC [12]
mystu chemicznego, Portugalia
Achromobacter sp. mieszanina gleby i osadu kwas 2,4-fenoksyoctowy, | $cieki syntetyczne bez dodatku lub [60]
QXH czynnego 1441565 z dodatkiem glukozy; TGOC

Objasnienia: KOC - konwencjonalny osad czynny, TGOC - tlenowy granulowany osad czynny

stwierdzili calkowity rozklad tego zwiazku w ciggu
okoto 100 godzin. Natomiast mikroorganizmy w osa-
dzie niebioaugmentowanym byly zdolne do degradacji
jedynie 44% wyjsciowej dawki 4-MF. W innych bada-
niach Qu i wsp. [58] w wyniku bioaugmentacji KOC,
silnie skazonego zasadowymi $ciekami fenolowymi,
z uzyciem alkalofilnego szczepu Pseudomonas sp. JY2
wykazali, ze obecnos¢ introdukowanych bakterii kore-
spondowata ze wzrostem tempa usuwania hydroksy-
benzenu ze $ciekéw oraz poprawg zdolnosci flokula-
cyjnych osadu. W osadzie poddanym bioaugmentacji
ubytek wyjsciowego stezenia fenolu (550 mg/1) w ciagu
36 godzin wynosit 95%, natomiast w osadzie niebioaug-
mentownym w tym samym czasie biodegradacji ulegto
45% tego zwigzku. Zakonczona sukcesem bioaugmen-
tacje KOC skazonego nonylofenolem (NF) (0,22 mg/l)
z uzyciem szczepu Sphingomonas sp. TTNP3 przepro-
wadzili takze Cirja i wsp. [10]. Efektem wprowadzenia
tej bakterii do srodowiska osadu byt nie tylko wzrost
szybkosci rozktadu NF w $ciekach, ale réwniez zmiana
sposobu jego degradacji. Rozktadowi NF w osadzie
poddanym bioaugmentacji towarzyszylo pojawienie sie
tylko jednego, nieszkodliwego metabolitu posredniego

- hydrochinonu, natomiast w osadzie nieinokulowa-
nym rozklad tego zwigzku przebiegal z wytworzeniem
mieszaniny réznych intermediatéw o skréconych lub
utlenionych fancuchach alkilowych, wykazujacych
strukturalne podobienstwo do NF i mogacych, podob-
nie jak on, wywolywa¢ zaburzenia w funkcjonowaniu
ukladu endokrynnego organizméw zywych.

Jednym ze zwiazkéw aromatycznych, ktorego
stezenie w $ciekach nie podlega zadnej kontroli jest
o-nitrobenzaldehyd (ONBA), stosowany w syntezie
wielu zwigzkéw chemicznych, w tym barwnika indygo
oraz leku nifedypiny. Aby zbada¢ potencjalne zdolnosci
szczepu P. putida ONBA-17 (znakowanego genem gfp)
do rozkladu tego zwigzku, Yu i wsp. [79] przeprowadzili
bioaugmentacje KOC obciazonego ONBA (100 mg/1).
Stwierdzili istnienie pozytywnej korelacji pomiedzy
wzrostem wprowadzonej bakterii a szybkoscig roz-
kfadu tego zwigzku. Calkowita mineralizacje ONBA
w osadzie czynnym inokulowanym badanym szcze-
pem uzyskali w ciggu 8 dni, natomiast dla poréwnania
w osadzie kontrolnym, niepoddanym bioaugmentacji,
w tym samym czasie rozkladowi uleglo 24% poczat-
kowego stezenia tego zwigzku. Introdukcja szczepu
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P. putida ONBA-17 do osadu czynnego wptyneta takze
na zwigkszenie szybkosci usuwania innych zanieczysz-
czen organicznych ze $ciekow.

Coraz czeéciej w $ciekach wykrywa si¢ obecnos¢
toksycznych, teratogennych oraz bedacych zrodtem
odoru N-heterocyklicznych zwigzkéw aromatycznych,
takich jak pirydyna, chinolina oraz ich pochodne. Czg¢-
sto towarzyszg im rowniez dimetyloformamid, alkohol
4-metoksybenzylowy, toluen, izopropanol oraz dichlo-
rometan. Substancje te uzywane sg do produkeji roz-
puszczalnikéw oraz srodkéw farmaceutycznych lub
powstaja jako produkty uboczne przemystu chemicz-
nego i farmaceutycznego. Proces degradacji pirydyny
(384mg/l) w KOC obcigzonym $ciekami farmaceu-
tycznymi i inokulowanym szczepem Paracoccus deni-
trificans W12 badali Wen i wsp. [75]. W ciagu 15 dni
uzyskali prawie calkowitg mineralizacje (97%) wyjscio-
wego stezenia pirydyny w osadzie bioaugmentowanym
bakteriami, podczas gdy w osadzie kontrolnym w tym
czasie rozkladowi uleglo 85% wprowadzonej dawki
zwigzku. Ponadto stwierdzili, ze wyrazna dominacja
szczepu P, denitrificans w bioaugmentowanym osadzie
zmniejszala sie¢ wraz ze spadkiem stezenia pirydyny
w S$ciekach i byl on zastepowany przez bardziej wraz-
liwe na wysokie stezenia tego zwiagzku bakterie z rodza-
jow Sphingobium, Comamonas oraz Hyphomicrobium.
W innych badaniach Liu i wsp. [38] bioaugmentowali
KOC obcigzony $ciekami, pochodzacymi z przemystu
farbiarskiego, allochtonicznym szczepem Comamonas
testosteroni bdq06 o wysokim potencjale degradacji
fenolu oraz chinoliny. Wykazali, ze w osadzie bio-
augmentowanym nastgpil calkowity rozklad obu tych
zwigzkéw, pomimo wzrostu obcigzenia ciekéw tadun-
kiem fenolu oraz chinoliny, odpowiednio z 100,2 do
153,2mg/l oraz z 108,1 do 216,5 mg/l. W tym samym
czasie w osadzie nieinokulowanym mineralizacji ule-
glo 73-85% chinoliny oraz 82-95% fenolu. Dodatkowo
obecno$¢ inokulanta w osadzie przyczynita sie do
zwigkszenia efektywnos$ci usuwania calkowitego wegla
organicznego (CWO) ze $ciekéw i wplyneta istotnie
na wzrost bioréznorodnosci mikroorganizmoéw. Chen
i wsp. [8] po wprowadzeniu do reaktora SBR, obcigzo-
nego $ciekami z papierni, szczepu Gordonia sp. JW8
zaobserwowali wzrost szybkosci usuwania ChZT o 5%
w stosunku do warunkéw kontrolnych. Podobnie Wang
i wsp. [72] wykazali, Zze bioaugmentacja KOC, obcig-
zonego $ciekami z przemystu tytoniowego, szczepem
Pseudomonas sp. HF-1 przyczynita si¢ do uzyskania cal-
kowitego rozkladu obecnej w $ciekach nikotyny oraz
prowadzila do wzrostu usuniecia ChZT z 84% do 91%
w ciggu czterech kolejnych cykli pracy reaktora. Dla
poréwnania wartos¢ tego parametru w osadzie nieino-
kulowanym spadla w tym czasie z 90% do 65%.

Wzmozona produkcja przemystowa przyczynia
sie takze do gwaltownego wzrostu zanieczyszczenia

$ciekow WWA. Xu i wsp. [77] przeprowadzili sku-
teczng bioaugmentacje KOC szczepem Streptomyces
sp. QWE-35, zdolnym do rozktadu naftalenu. W ciagu
10 dni uzyskali o 36% wyzsza redukcje wyjsciowego
stezenia tego zwigzku w poréwnaniu do jego rozkladu
w osadzie kontrolnym.

W wyniku stosowania w procesie oczyszczania $cie-
kow srodkow flokulujacych, w osadzie czynnym moga
pojawia¢ sie syntetyczne, odporne na rozklad mikro-
biologiczny polimery, jak np. poliakrylamid (PAM).
Wen i wsp. [74] wykazali, ze wprowadzenie do KOC
skazonego PAM (100 mg/l) szczepu Bacillus cereus
HWBI, zdolnego do rozktadu tego polimeru, zwiek-
szylo stopien jego eliminacji, odpowiednio o 30 i 70%
w reaktorze SBR i kontaktowym reaktorze oksyda-
cyjnym (COR).

Z przegladu literatury wynika, zZe bioaugmentacja
TGOC jest réwniez skuteczna w usuwaniu toksycz-
nych zanieczyszczen ze $ciekdw. Duque i wsp. [12]
wykazali na przyktad, ze inokulacja TGOC w reakto-
rze SBR szczepem Rhodococcus sp. FP1, zdolnym do
rozktadu 2-fluorofenolu (2-FF), skutkowata eliminacja
FF ze $ciekow w stezeniu 9-19 mg/1. Natomiast TGOC
niepoddany bioaugmentacji nie byl zdolny do mine-
ralizacji FE. Na podstawie analiz genetycznych stwier-
dzono ponadto, ze inokulowany szczep FP1 obecny byt
w granulach osadu w czasie 444 dni pracy reaktora.
W innych badaniach Quan i wsp. [60] udowodnili, ze
bioaugmentacja TGOC szczepem Achromobacter sp.
QXH, zdolnym do rozkladu kwasu 2,4-fenoksyocto-
wego, zwiekszyla wydajnos¢ usuwania tego zwiazku ze
$ciekow w stezeniu 144 i 565 mg/1, odpowiednio o 36%
i 62% w poréwnaniu do osadu kontrolnego. Jedno-
czes$nie potwierdzono obecno$¢ szczepu w granulach
osadu przez 200 dni trwania eksperymentu w liczeb-
nosci komorek zblizonej do liczebnosci wyjsciowej
(10°-10° komorek/ml osadu).

3.2. Pojedyncze szczepy grzybow mikroskopowych

Mniej powszechne uzycie grzybow niz bakterii
do biaugmentacji osadu czynnego wynika z ich wol-
niejszego wzrostu oraz wypierania z tego Srodowiska
w wyniku wspdlzawodnictwa z innymi organizmami
[23]. Znane sg jednak gatunki grzybéw o potencjal-
nym znaczeniu w bioremediacji srodowisk skazonych
toksycznymi zwigzkami, co wynika z obecnosci w ich
komorkach lub wydzielanych zewnatrzkomdérkowo
komplekséw enzymatycznych o niskiej specyficznosci
substratowej i silnych wlasciwosciach utleniajgcych [24,
25] (Tabela II). Ponadto w $cianie komérkowej grzy-
béw wystepuja grupy funkcyjne (np. karboksylowa,
hydroksylowa, aminowa, sulfonowa i fosfonianowa)
wigzace toksyczne zanieczyszczenia. Badania Kumar’a
i wsp. [33] oraz Kumar’a i Min [34] wskazujg na zdol-
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Tabela II
Wybrane grzyby mikroskopowe w bioaugmentacji konwencjonalnego osadu czynnego

(chlamydospory)

Grzyby mikroskopowe Rodzaj $ciekow, zwigzek toksyczny (mg/l) Skala procesu/miejsce Zrodlo
Magnusiomyces ingens LH-F1 | §cieki syntetyczne, barwnik Acid Red B, 10-100 skala laboratoryjna, Chiny | [26]
Candida tropicalis TL-F1 $cieki syntetyczne, barwnik Acid Red B, 10-50 skala laboratoryjna, Chiny | [35]
Phanerochaete chrysosporium | surowe $cieki koksownicze, fenol, 1800 skala laboratoryjna, Chiny | [24]
Phanerochaete sp. HSD $cieki syntetyczne, fenol, 400-2200 skala laboratoryjna, Chiny | [23]

Trametes versicolor

$cieki syntetyczne, farmaceutyki (ibuprofen, naproksen,
ketoprofen, diklofenak, kwas salicylowy, metronidazol),
pestycydy (pentachlorofenol, atrazyna), 4-tert-butylofenol,
4-tert-oktylofenol, bisfenol A, 0,005

skala laboratoryjna, Chiny | [51]

Phanerochaete sp. HSD

$cieki syntetyczne, czern eriochromowa T, 50-400

skala laboratoryjna, Chiny | [22]

Coriolus versicolor

$cieki syntetyczne, atrazyna + aldikarb + alachlor, 10

skala laboratoryjna, Japonia | [20]

Hansenula polymorpha

surowe $cieki z przemystu chemicznego, formaldehyd, 488 i 1128

skala laboratoryjna, Polska | [31]

nos$¢ grzybow Trametes versicolor oraz Schizophyllum
commune do sorpcji fenolu oraz o- i p-chlorofenolu.

Bioaugmentacja osadu czynnego z udzialem grzy-
boéw przeprowadzana jest najczesciej w celu zwigksze-
nia efektywnosci oczyszczania $ciekdéw zawierajacych
wysokie stezenia lekdw, zwiazkéw fenolowych oraz
barwnikéw. Potwierdzajg to badania Dhouiba i wsp.
[11], ktorzy wykazali, Ze inokulacja KOC w skali labo-
ratoryjnej grzybem T. versicolor, wydzielajacym takie
enzymy jak lakaza, peroksydaza manganowa oraz ligni-
nowa, spowodowata wzrost wydajnosci transformacji
hydroksytyrozolu oraz tyrozolu, odpowiednio z 40% do
75% oraz z 31% do 55%. Z kolei Hailei i wsp. [23] wyka-
zali, ze bioaugmentacja KOC, wysoko obcigzonego
$ciekami fenolowymi, szczepem Phanerochaete chryso-
sporium przyczynila si¢ nie tylko do wzrostu szybkosci
rozkladu fenolu z 840 mg/g lotnych substancji statych
(VSS) na dobe do 1450 mg/g VSS na dobe, ale takze do
utrzymania stabilnosci procesu oczyszczania $ciekow
o stezeniu fenolu 1800 mg/l w poréwnaniu z osadem
nieinokulowanym, zdolnym do rozkladu tego zwiazku
w stezeniu nieprzekraczajacym 1200 mg/l. Skuteczng
bioaugmentacje KOC, obcigzonego $ciekami skazo-
nymi barwnikiem Acid Red B (ARB), szczepem Can-
dida tropicalis TL-F1 przeprowadzili takze Lii wsp. [35].
Efektem tego zabiegu bylo skrdcenie czasu rozktadu
barwnika w stezeniu 25 oraz 50 mg/l, odpowiednio
z 3 do 2 oraz z 6 do 3 dni. Jednocze$nie zaobserwo-
wano, ze wprowadzenie tego grzyba do osadu przyczy-
nilo sie do obnizenia toksycznego dziatania barwnika
na mikroorganizmy autochtoniczne.

3.3. Konsorcja mikroorganizméw

Pomimo, ze wprowadzanie do srodowiska osadu
czynnego wyspecjalizowanych, pojedynczych szczepow
bakterii i grzybow czesto przynosi pozadane efekty [46,
75-77], bioaugmentacja z uzyciem mieszanych konsor-

cjow mikroorganizméw wydaje sie stanowi¢ bardziej
skuteczng strategie w usuwaniu toksycznych zanie-
czyszczen ze $ciekow (Tabela III). Mieszane konsorcja
mikroorganizméw zazwyczaj s3 zdolne do rozkiadu
wielu zwigzkow jednoczesnie, co wynika z uzupet-
niania si¢ ich zdolnosci degradacyjnych, a takze moze
by¢ wynikiem mniejszej wrazliwo$ci na zmiany czyn-
nikéw srodowiskowych niz pojedynczych szczepow
[57]. Quan i wsp. [59] bioaugmentowali w warunkach
laboratoryjnych KOC, obcigzony 2,4-dichlorofenolem
(2,4-DCP) (50 mg/1), konsorcjum bakteryjnym o skta-
dzie: Achromobacter sp. i Flavobacterium breve, zdol-
nym do rozkladu fenolu i jego pochodnych. Wykazali,
ze bakterie wprowadzone jednoczesnie do reaktora
przepltywowego z catkowitym wymieszaniem (CSTR)
odznaczaly sie lepsza zdolnoscia do tworzenia klaczkow
i inkorporacji w strukture osadu czynnego niz inokulo-
wane pojedynczo szczepy. Stwierdzili takze, ze tempo
rozkladu 2,4-DCP zalezalo od liczebnosci bakterii
w inokulacie. Najwigksza wydajnos¢ rozktadu 2,4-DCP
(88-99% w ciggu 30 dni) uzyskali, gdy introdukowane
konsorcjum bakterii stanowilo 15% objetosci reaktora.
Dla poréwnania w osadzie niebioaugmentowanym oraz
bioaugmentowanym pojedynczymi szczepami efek-
tywno$¢ rozkladu 2,4-DCP wynosita odpowiednio
46-61% 1 78-89%. Niestety wynikiem jednorazowej
inokulacji mieszaniny mikroorganizméw do reaktora
CSTR byto ich stopniowe zamieranie i utrata aktywno-
$ci degradacyjnej w 100 dniu eksperymentu. W innych
badaniach Jiang i wsp. [29] do KOC, zanieczyszczo-
nego syntetycznymi $ciekami obcigzonymi fadunkiem
fenolu (1500 mg/1 na dobe), introdukowali 2-skfadni-
kowe konsorcjum bakteryjne ztozone ze szczepu Pro-
pioniferax PG-02 zdolnego do rozkladu fenolu oraz
szczepu Comamonas sp. PG-08 o stabym potencjale
degradacji tego zwiazku. Stwierdzili, Ze wprowadzenie
do osadu mieszanej kultury tych mikroorganizmoéow
znaczgco poprawito efektywnos¢ usuwania fenolu ze
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Tabela ITI
Konsorcja mikroorganizméw w bioaugmentacji osadu czynnego

Konsorcjum mikroorganizméw

Rodzaj sciekdw, zwiazek toksyczny
(mg/)

Skala procesu / miejsce /

rodzaj osadu Zrédio

Bacillus thuringiensis B-4-9,

B. cereus BS-3-12 i Acidovorax ebreus JF-3 | (v/v; 1:18; 1:12,5)

surowe $cieki rafineryjne: woda

skala laboratoryjna, Chiny; KOC [71]

surowe $cieki rafineryjne: woda (v/v; 1:18)

pilotazowa oczyszczalnia $ciekow,
Chiny; KOC

Bakterie z rodzajoéw Pseudomonas,
Bacillus, Acinetobacter, Flavobacterium
i Micrococcus

$cieki petrochemiczne

skala techniczna, oczyszczalnia [40]
$ciekow, Chiny; KOC

Rhodococcus sp. YYL, B. cereus MLY 1
i B. aquimaris MLY2

$cieki syntetyczne, tetrahydrofuran, 1442

skala laboratoryjna, Chiny, KOC [78]

Konsorcjum BM-S-1 $cieki garbarskie

pilotazowa oczyszczalnia $ciekow, | [32]
Korea; KOC

Pandoraea sp. PG-01
i Rhodococcus erythropolis PG-03

$cieki syntetyczne, fenol, 500

skala laboratoryjna, Chiny; KOC [29]

Propioniferax PG-02
i Comamonas sp. PG-08

$cieki syntetyczne, fenol, 500

skala laboratoryjna, Chiny; TGOC | [30]

Konsorcjum nieoznaczonych szczepow,
Achromobacter sp. i Flavobacterium breve

$cieki syntetyczne, 2,4-dichlorofenol, 50

skala laboratoryjna, Chiny; KOC [59]

Coriolus versicolor, Phanerochaete
chrysosporium i Azotobacter sp.

surowe $cieki z przemystu papierniczego
z dodatkiem tugu czarnego

skala laboratoryjna, Chiny, KOC [81]

Konsorcjum Cryptococcus humicolus
MCN?2 i bakterii rozkladajacych cyjanki

$cieki syntetyczne, cyjanek potasu, 25-50

skala laboratoryjna, Korea; KOC [55]

Pandoraea B-6, Comamonas B-9
i Aspergillus F-1

mieszanina syntetycznych i surowych
$ciekéw z przemystu papierniczego
z dodatkiem tugu czarnego

skala laboratoryjna, Chiny; KOC [21]

Objasnienia: KOC - konwencjonalny osad czynny, TGOC - tlenowy granulowany osad czynny

sciekoéw w stosunku do eliminacji tego zwiazku w osa-
dzie bioaugmentowanym pojedynczymi szczepami.
Ponadto wykazali kooperacje pomiedzy badanymi
drobnoustrojami, dzigki wystepujacej migdzy nimi
silnej koagregacji (67-74%) oraz zdolnosci do komu-
nikacji za posrednictwem autoinduktoréw. Catkowita
mineralizacje fenolu w osadzie czynnym obserwowali
po 2 dniach od momentu wprowadzenia konsorcjum
bakteryjnego, podczas gdy inokulowanie do tego sro-
dowiska szczepu Comamonas sp. PG-08 indywidualnie
wydluzalo czas degradacji tego zwiazku do 16 dni. Dla
pordéwnania osad bioaugmentowany z uzyciem szczepu
Propioniferax PG-02 oraz osad niebioaugmentowany nie
byly zdolne do rozktadu fenolu, co skutkowato uposle-
dzeniem procesu tworzenia kfaczkéw. Bioaugmentacja
osadu konsorcjum bakteryjnym wspomagata natomiast
proces tworzenia klaczkéw juz po 7 dniach od momentu
inokulacji. Podobnie Yao i wsp. [78] stwierdzili istnienie
kooperacji pomiedzy zdolnym do mineralizacji tetra-
hydrofuranu (THF) szczepem Rhodococcus sp. YYL,
a nierozkladajgcymi tego zwigzku szczepami B. cereus
MLY1 i Bacillus aquimaris MLY2, uzytymi do bio-
augmentacji KOC obcigzonego $ciekami syntetycz-
nymi zawierajagcymi THF (1442 mg/l). Wykazali, ze
bioaugmentacja osadu z uzyciem mieszanej kultury
mikroorganizméw okazata si¢ bardziej efektywnym

rozwigzaniem w usuwaniu THF ze §ciekow niz inokula-
cja pojedynczym szczepem Rhodococcus sp. YYL, ktory
nie byl w stanie kolonizowa¢ tego §rodowiska. Nato-
miast szczepy z rodzaju Bacillus, obdarzone cechami
umozliwiajagcymi im przezywanie w osadzie czynnym,
wspomogly inkorporacje bakterii Rhodococcus sp. YYL
w strukture ktaczkéw, co przyczynilo si¢ do uzyska-
nia praktycznie catkowitego rozkladu THF w $ciekach
w ciggu 20 dni. W innych badaniach Chattaraj i wsp. [7]
wykorzystali mieszane konsorcjum bakteryjne VN11,
obejmujace szczepy: Providencia sp. VN11A, Breviba-
cillus sp. VN11B, Alcaligenes sp. VN11C i Pseudomonas
sp. VN11D do bioaugmentacji KOC, obciazonego typo-
wymi §ciekami doprowadzanymi do oczyszczalni $cie-
kéw. Wykazali, ze wprowadzenie do osadu badanych
mikroorganizméw umozliwilo skuteczne usuwanie roz-
nego rodzaju zanieczyszczen w warunkach tlenowych
oraz w warunkach anoksji, w temperaturze 37°C oraz
pH 7,0. Inokulacja osadu czynnego konsorcjum bakte-
ryjnym przyczynila sie do eliminacji substancji statych,
zwigzkow fosforu, azotu i siarki oraz fenoli na poziomie,
odpowiednio 82, 80, 86, 81 1 89%.

Dane literaturowe wskazujg, ze nie zawsze zastoso-
wanie do bioaugmentacji osadu czynnego podobnych
do siebie pod wzgledem funkcjonalnym grup mikro-
organizméw odnosi oczekiwany skutek. Park i wsp. [55]
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nie obserwowali pozytywnego wplywu bioaugmen-
tacji KOC mieszanym konsorcjum drozdzy Crypto-
coccus humicolus MCN2 oraz niezidentyfikowanych
mikroorganizmdw na rozklad cyjanku potasu (KCN)
(25-50mg/l) w $ciekach syntetycznych. Stwierdzili
natomiast znaczne pogorszenie wlasciwosci osadu
czynnego w wyniku jego narazenia na toksyczne dziala-
nie KCN. Z kolei Jiang i wsp. [30] wykazali, Ze jednocze-
sne wprowadzenie do KOG, skazonego syntetycznymi
$ciekami obcigzonymi fadunkiem fenolu (1500 mg/l na
dobe), szczepéw Pandoraea sp. PG-01 i Rhodococcus
erythropolis PG-03 prowadzito do kompetycji miedzy
tym mikroorganizmami. Wynikiem tego zjawiska byta
dominacja bakterii Gram-ujemnej, odznaczajacej si¢
szybszym wzrostem w obecnosci hydroksybenzenu
niz bakterii Gram-dodatniej. Stwierdzili ponadto, ze
inokulowane pojedynczo do osadu szczepy byly zdolne
do przezywania w tym $rodowisku, pomimo braku
zdolnosci do agregacji, tworzenia biofilmu oraz pro-
dukcji bioflokulantow.

3.4. Mikroorganizmy modyfikowane genetycznie

Wprowadzenie do osadu czynnego mikroorganiz-
moéw modyfikowanych genetycznie, bedacych dono-
rami gendw katabolicznych zlokalizowanych w plazmi-
dach lub innych ruchomych elementach genetycznych,
takich jak transpozony czy wyspy genomowe, stanowi
alternatywe dla klasycznej bioaugmentacji (Tabela IV).
Strategia ta nie jest jednak powszechnie stosowana
w systemach biologicznego oczyszczania Sciekow ze
wzgledu na obawy zwigzane z horyzontalnym trans-
ferem genéw [68]. Ponadto zmodyfikowane szczepy
bakterii o wysokiej aktywnosci degradacyjnej po intro-
dukgji do osadu czynnego czesto trudno adaptuja sie do
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warunkoéw panujacych w tym srodowisku, tracg zdol-
nosci rozktadu lub transformacji toksycznych zanie-
czyszczen i w konsekwencji zamieraja.

Jin i wsp. [28] w swoich badaniach oceniali wplyw
inokulacji KOC genetycznie modyfikowanym szcze-
pem Escherichia coli J]M109 (pGEX-AZR), bedacym
gospodarzem plazmidu zawierajacego gen kodujacy
enzym azoreduktaze, na wydajnos¢ dekoloryzacji barw-
nika C.I. Direct Blue 71 (DB71) przy réznych warto-
$ciach pH. Najwigksza wydajnos¢ dekoloryzacji DB71
w stezeniu 150 mg/l (89%) autorzy uzyskali w ciagu
12 godzin w osadzie bioaugmentowanym o pH 9, nato-
miast w bioaugmentowanym osadzie o pH 5 wydajnos¢
dekoloryzacji wyniosta w tym samym czasie 67%.
Poniewaz w osadzie nieinokulowanym o pH 5 reduk-
cja barwnika ksztaltowala si¢ na zblizonym poziomie
(70%) jak w osadzie inokulowanym o pH?9, stwier-
dzono, ze bioaugmentacja osadu szczepem E. coli
JM109 (pGEX-AZR) byta szczegolnie efektywna
przy oczyszczaniu $ciekéw obcigzonych DB71 o sil-
nie zasadowym pH. W innych badanich Quan i wsp.
[61] inokulowali TGOC szczepem P, putida SM 1443,
gospodarzem plazmidu pJP4, zawierajgcym miedzy
innymi geny kodujace enzymy dioksygenaze kwasu
2,4-D-dichlorofenoksyoctowego / a-oksoglutarowego
i monooksygenaze 2,4-dichlorofenolows, zaangazo-
wane w procesy transformacji kwasu 2,4-dichloro-
fenoksyoctowego (2,4-D). Wykazali, ze w osadzie
bioaugmentowanym 2,4-D (160 mg/l) ulegt catkowitej
degradacji w ciggu 62 godzin, natomiast w osadzie nie-
bioaugmentowanym w tym czasie biodegradacji ulegto
okolo 26% wyjsciowej dawki tego zwigzku.

Wazng zaleta ruchomych elementéw genetycznych
u bakterii jest zdolnos$¢ przenoszenia informacji gene-
tycznej o syntezie enzymoéw katabolicznych miedzy

Tabela IV
Genetycznie modyfikowane mikroorganizmy w bioaugmentacji osadu czynnego w skali laboratoryjnej
Mikroorganizm Wektory/geny kataboliczne Zwiazek, mg/1/ Rodzaj osadu Zrédlo

Rhodococcus sp. p52 plazmidy pDF01 i pDF02 dibenzofuran, 300; KOC [71]
(geny kodujace dioksygenaze)

Pseudomonas putida SM1443 plazmid pJP4 (geny kodujace m.in. kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy, 400; [41,61]
dioksygenaze kwasu 2,4-dichlorofeno- 4-chlorofenol, 5-45; 2,4-dichlorofenol,
ksyoctowego/a-oksoglutarowego 25-45; 2,4,6-trichlorofenol, 5-20; TGOC
i monooksygenaze 2,4-dichlorofenolows

Pseudomonas putida SM1443 kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy, 8-385; [61]

TGOC

Escherichia coli JM109 (pGEX-AZR) | wektor pGEX4T-1 Direct Blue 71,150-550; KOC [28]
(gen kodujacy azoreduktaze)

Comamonas testosteroni SB3 plazmid pNB2::dsRed 3-chloroanilina, 8-100; KOC (4]
(gen kodujacy dioksygenaze)

Pseudomonas putida KT2442 plazmid pWWO (geny kodujace oksyge- | alkohol benzylowy, 540; TGOC [49]
naze toluenows oraz enzymy szlaku meta)

Objasnienia: KOC - konwencjonalny osad czynny, TGOC - tlenowy granulowany osad czynny
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komdrkami nawet odleglych filogenetycznie gatunkow
bakterii. Bathe i wsp. [4] oceniali efekt bioaugmen-
tacji KOC, skazonego $ciekami zawierajacymi 3-chlo-
roaniling (3-CA) w zakresie stezen 100-400 mg/l,
szczepem C. testosteroni SB3, gospodarzem plazmidu
pNB2::dsRed, niosacego geny kodujace enzymy zaanga-
zowane w rozkltad 3-CA. Stwierdzili, Ze szczep ten stabo
przezywal w osadzie i w 62 dniu eksperymentu stanowit
zaledwie 1% catkowitej populacji mikroorganizméw.
Jednoczesnie potwierdzili wzrost liczby kopii plazmidu
pNB2::dsRed w $rodowisku osadu, co wskazywato na
transfer oraz ekspresje genéw odpowiedzialnych za
rozklad tego zwiazku w komdrkach mikroorganizméw
autochtonicznych, mimo stabej przezywalnosci dawcy.
Nie mniej jednak wprowadzenie badanego szczepu
do KOC korespondowato z catkowitym rozkladem
3-CA w ciagu 40 dni.

W innych badaniach Sun i wsp. [71] oceniali efek-
tywno$¢ transferu genéw katabolicznych zlokalizo-
wanych w plazmidach pDFO1 i pDF02 z komdrek
Rhodococcus sp. p52 inokulowanych do KOC do mikro-
organizmdw autochtonicznych na rozklad dibenzofu-
ranu (DBF) (300 mg/1). Stwierdzili, ze w bioaugmento-
wanym osadzie calkowity rozklad DBF nastapil w czasie
60 dni, podczas gdy w osadzie nieinokulowanym bio-
degradacja tego zwiazku nie zachodzila.

3.5. Biopreparaty handlowe

Stosowane na potrzeby bioaugmentacji komercyjne
biopreparaty, zawierajace zdefiniowane konsorcja
mikroorganizméw, wykazuja wiele zalet z uwagi na ich
aspekty praktyczne. Stosowanie ich eliminuje przede
wszystkim koniecznos¢ izolowania oraz odpowied-
niego przygotowywania drobnoustrojéw. Ponadto s3
one latwe w magazynowaniu i dozowaniu. Biopreparaty
dostepne sa najczesciej w postaci roztworéw oraz liofili-
zatow, co zapewnia utrzymanie statego stezenia mikro-
organizmow dostarczanych do reaktora biologicznego.
Poza wyselekcjonowanymi mikroorganizmami w ich
sktad mogg wchodzi¢ takze enzymy, mikro- i makro-
elementy, surfaktanty, zwiazki regulujace pH i stymu-
lujace wzrost bakterii oraz skladniki wigzace odory.
Pewng niedogodnoscig z naukowego punktu widzenia
w stosowaniu tych produktéw jest brak znajomosci ich
szczegotowego skladu mikrobiologicznego i chemicz-
nego z uwagi na ochrone patentows. Ponadto z wielu
prac wynika, ze mikroorganizmy w takich preparatach
moga utraci¢ swoja aktywnos$¢ lub zdolno$ci do wzro-
stu na skutek liofilizacji lub nieodpowiedniego prze-
chowywania [2]. Z badann Miyamoto-Shinohara i wsp.
[43] wynika na przyklad, ze proces liofilizacji oraz
przechowywanie liofilizatow w niskich temperaturach
i w warunkach prézni miaty istotny wplyw na przezy-
walno$¢ réznych grup mikroorganizméw. Najbardziej
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wrazliwe na dzialanie tej procedury byly drozdze Sac-
charomyces cerevisiae, ktorych przezywalnos¢ po liofili-
zacji spadla do 10% i utrzymywata si¢ na tym poziomie
w ciggu 10 lat przechowywania w warunkach prézni.
Dla odmiany $miertelno$¢ bakterii Gram-ujemnych
oraz Gram-dodatnich po liofilizacji wynosila, odpo-
wiednio 50 i 80% i wyraznie si¢ zmniejszata w wyniku
dalszego przechowywania (do 5% w ciagu 5 lat).

Obecnie sposrod wielu dostepnych na rynku bio-
preparatéw tylko niektdre znajdujg zastosowanie do
wspomagania rozkladu toksycznych zanieczyszczen
obecnych w $ciekach. Naleza do nich migdzy innymi
preparaty Phenol-Bac i In-balance firmy Lucerne bio-
tech, stosowane do usuwania ze $ciekdéw fenolu i jego
pochodnych, benzenu i alkoholi. Natomiast przewaza-
jaca wigkszo$¢ preparatow uzywana jest do poprawy
struktury klaczkow i wlasciwosci flokulacyjnych osadu
czynnego, intensyfikacji procesu nitryfikacji, redukeji
pienienia, odoréw i osadu nadmiernego.

4. Podsumowanie

Z dokonanego przegladu literatury wynika, ze bio-
augmentacja KOC i TGOC jest obiecujaca metoda
w zwiekszaniu wydajnosci usuwania szkodliwych
zanieczyszczen ze $ciekéw. O jej skutecznosci decy-
duje przede wszystkim dobdr mikroorganizméw do
inokulacji o pozadanych zdolnosciach degradacji kon-
kretnych zwigzkéw, wbudowywania sie¢ w strukture
kfaczkow i granul oraz synergicznym typie oddzialy-
wan z mikroflorg autochtoniczng. Efekt bioaugmentacji
moga takze wspomagac¢ dodatkowe zabiegi poprzedza-
jace inokulacje, jak adaptacja wybranych szczepdw do
rozkladu toksycznych zwigzkdw, glodzenie, biostymu-
lacja czyli dostarczenie mikroorganizmom dodatko-
wych zrodet wegla, azotu i fosforu, biosurfaktantow,
substancji mineralnych oraz immobilizacja komorek
na roznych nosnikach. Duze nadzieje wigze si¢ takze
z zastosowaniem nowoczesnych technik molekularnych
do monitorowania liczebnosci i aktywnosci inokulan-
tow w osadzie. Ze wzgledu na to, ze wiekszos$¢ prowa-
dzonych badan nad bioaugmentacja osadu ogranicza
sie do skali laboratoryjnej i wiedza w zakresie inter-
akeji miedzy introdukowanymi szczepami a zespotami
mikroorganizméw autochtonicznych jest wcigz ograni-
czona, konieczne jest przeprowadzanie testow w skali
technicznej, odzwierciedlajacej rzeczywiste warunki
eliminacji zanieczyszczen oraz poszukiwanie skutecz-
nych narzedzi do monitorowania loséw inokulantéow
w tym ekosystemie.
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Streszczenie: Ortomyksowirusy to rodzina wiruséw, ktérej najbardziej znanymi przedstawicielami sg wirusy grypy (typu A, B, C, D),
stanowigce istotny problem kliniczny. Grypa, choroba dotyczaca zwierzat oraz ludzi rozprzestrzenia si¢ droga kropelkowa. Manifestuje
sie objawami takimi jak kaszel, kichanie, b6l migéni czy goraczka. Czesto daje tez powiklania, do ktérych zalicza si¢ m in zapalenie ptuc
i zapalenie mieénia sercowego. W przeszloéci wirusy grypy byly odpowiedzialne za powstanie pandemii, spo$réd ktorych najbardziej
znang jest pandemia hiszpanki. Miata miejsce w latach 1918-1919 i uwaza sie, ze spowodowala zgon nawet do 100 mln oséb. Zaliczy¢
do tej rodziny mozemy takze rodzaj Isavirus, odpowiedzialny za anemie¢ ryb, Quaranjavirus oraz Thogotovirus, wirod ktorych sg takze
gatunki chorobotwdrcze dla cztowieka. Wystepuja one zdecydowanie rzadziej niz wirusy grypy i sa réwniez mniej poznane. Caly czas
odkrywa si¢ nowe gatunki. Przyktadowo zakazenie u czlowieka wirusem Bourbon zostato stwierdzone tylko jeden raz, w 2014 roku.

1. Wstep. 2. Charakterystyka. 3. Replikacja na przykladzie wirusa grypy typu A. 4. Historia. 5. Metody diagnostyczne. 6. Chorobotw6rczo$¢.
6.1. Grypa - wirusy Influenza. 6.2. Thogotovirus 6.3. Isavirus. 6.4. Quaranjavirus. 7. Leczenie. 8. Podsumowanie

Orthomyxoviruses - Influenza and other viruses

Abstract: The Orthomyxoviruses is a family of viruses with its most common representatives being the influenza viruses (A, B, C and
D types), which constitute a significant clinical problem. Influenza is a disease affecting animals and people. It is transmitted by airborne
droplets and manifestes itself with such symptoms as coughing, sneezing, muscle pain or fever. Influenza often leads to complications,
including pneumonia and myocarditis. In the past, influenza viruses were responsible for pandemics, including the most infamous
pandemic of the Spanish influenza. It took place in the years 1918-1919 and is thought to have been responsible for the death toll of as
many as 100 million people. The family also includes Isavirus, responsible for fish anaemia, Quaranjavirus and Thogotovirus, among which
there also species causing diseases in humans. For example, a human infection with the Bourbon virus was diagnosed only once, in 2014.
These viruses are much more rare then influenza viruse and also less known. New species are still discovered.

1. Introduction. 2. Characteristics. 3. Replication of a model Influenzavirus A. 4. History. 5. Diagnostic methods. 6. Pathogenicity.
6.1. Influenza - Influenza viruses. 6.2. Thogotovirus. 6.3. Isavirus. 6.4. Quaranjavirus. 7. Treatment. 8. Summary
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1. Wstep

Ortomyksowirusy to rodzina wiruséw, do ktorej
nalezg nastepujace rodzaje: Influenzavirus A, Influenza-
virus B, Influenzavirus C, Influenzavirus D [21]. Do tej
rodziny nalezg takze nastepujace rodzaje: Thogotovirus,
Quaranjavirus oraz Isavirus. Na grype rocznie choruje
5-25% populacji a umiera 0,5-1 mln ludzi [5]. Cho-
roba ta jest przenoszona droga kropelkowa, zajmuje
uklad oddechowy i charakteryzuje si¢ obecno$cig m.in.
goraczki, kaszlu oraz kataru. Oprocz tego rodzina ta
wywoluje wiele innych choréb ludzi (np. choroby wywo-
tane przez wirusy Dhori lub Quaranfil), a takze zwierzat,
jak np. anemia lososiowa wywolana przez wirus ISA.

2. Charakterystyka
Ortomyksowirusy maja $rednice 80-120 nm, cho¢

zdarzaja si¢ rowniez mniejsze — wirus Bakten — o wiel-
kosci 50-100 nm [13]. Ich ksztalt jest zazwyczaj kulisty,

jednak wystepuja réwniez inne formy np. nitkowate,
ktorych srednica moze przekracza¢ 300 nm. Niektore
wydluzone postaci osiggaja nawet do 1000 nm dlu-
gosci. Masa pojedynczego wirusa wynosi 178-200
(£22)x10° daltonéw [5, 31, 37]. Niektore gatunki
sa szczegolnie polimorficzne, jak np. Aransas Bay
z rodzaju Thogotovirus [3]. Wirusy te s3 otoczone przez
ostonke lipidows, zawierajaca glikoproteiny: hema-
glutynine (HA) oraz neuraminidaze (NA) (wystepuja
tylko u wiruséw grypy). Tworza one na powierzchni
charakterystyczne wypustki i stanowig gléwne anty-
geny powierzchniowe. Wirus grypy A, posiada 16 pod-
typow HA (H1-H16) oraz 9 podtypéw NA (N1-N9).
Hemaglutynina, jako podstawowy antygen wirusowy,
indukuje proces produkcji przeciwcial. Neuramini-
daza natomiast, stanowi 7-11% wirusowego bialka.
Powoduje ona uwolnienie z komoérek gospodarza
nowo namnozonych wiruséw, poprzez rozszczepie-
nie reszty kwasu sjalowego. Wsréd wiruséw grypy
wystepuje duza zmienno$¢ antygenowa, wynikajaca
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z obecnosci sekwencji powtarzalnych na koncach 3’
oraz 5 genomu. [2, 5, 31, 37].

Wirusa typu A cechuje najwieksza czgsto$¢ mutacji,
natomiast wirus typu C jest najbardziej stabilny. Muta-
cje te, przebiegajace w obrebie antygendw, nazywane
s3 przesunigciem antygenowym (mniejsze mutacje,
powoduja sezonowe epidemie) oraz skokiem antyge-
nowym, inaczej reasortacjg (wieksze zmiany antyge-
nowosci, powoduja pandemie, tylko w wirusie grypy
typu A) [2, 5, 31, 37]. W sklad ostonki wchodzi réw-
niez biatko blonowe M2 (tylko u typu A). Pelni ono
funkcje regulatorowa wewnetrznego pH. Pod nim
znajduje si¢ blonowe biatko M1. Warstwa tej proteiny
tworzy kapsyd, otaczajac rdzen wirionu, na ktdry sklada
sie RNA, nukleoproteiny (NP) oraz polimerazy (zlo-
zone z dwdch podjednostek ,,podstawowych” oraz
jednej ,.kwasnej” — PB1, PB2, PA) [31, 37]. Genom
posiada 6-8 segmentdw, sktadajacych sie z jednoni-
ciowego antysensownego (-) RNA. Wirusy grypy AiB
zawieraja 8 segmentow. Wirus grypy typu C posiada
ich tylko 7 [2, 28, 31, 37]. Podobnie jest z wirusem grypy
typu D [21]. Thogotowirusy posiadaja 6 segmentow
(3, 18, 27]. Mimo, iz rodzaje Influenza oraz Thogoto
réznig si¢ pod wieloma wzgledami, przypisano im
wspdlng rodzine. Po badaniach stwierdzono, ze podo-
bienstwo wirusa Jos w sekwencji aminokwaséw do
wirusa grypy typu A wynosi 17,3%, natomiast do typu
B -16,4% a do typu C - 14,6% [6]. Analiza przeprowa-
dzona przez innych badaczy wykazata, ze podobienstwo
wirusa Upolu do rodziny Ortomyksowiruséw wynosi
75% na poziomie aminokwasoéw a 68% jezeli chodzi
o strukture genomu [3].

3. Replikacja na przykladzie wirusa grypy typu A

Wirus rozpoznaje kwas sjalowy na powierzchni
komorki gospodarza, po czym nastepuje polacze-
nie atomu wegla tego kwasu z HA, tworzac wigzania
alfa-2, 3 lub alfa-2, 6. Drugie z wymienionych wiazan
jest cze$ciej tworzone z komoérkami w drogach odde-
chowych u cztowieka. Przeciwciala skierowane prze-
ciwko HA obnizajg zakazno$¢ wirusa. Kolejnym eta-
pem jest endocytoza patogenu do wewnatrz komorki.
Kwasne pH, panujace wewnatrz endosomoéw, przy-
czynia si¢ do konformacyjnych zmian w obrebie HA,
w wyniku czego, odstania si¢ peptyd fuzyjny. Bierze
on udzial w polaczeniu wirusa z btong endosomalna.
W wyniku tego dochodzi do otwarcia poréw i uwolnie-
nia do cytoplazmy skladnikéw wirusa. W tym samym
czasie bialko M2 pobiera jony wodorowe, zakwasza-
jac od wewnatrz wirusa, co umozliwia ten proces [2].
Uwolnione z wirionu rybonukleoproteiny, sa trans-
portowane do jadra komoérkowego przy udziale NLS
(Nuclear Localization Sequence) — sekwencji lokalizacji
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jadrowej. Tam nastepuje transkrypcja do komplemen-
tarnej nici jako mRNA a takze tworzenie kopii wiruso-
wego RNA [2]. Proces ten zachodzi dzigki polimerazie
RNA. Wirusowy ogon poliadenylowy jest kodowany
jako fragmenty o wielko$ci 5-7 reszt uranylowych,
ktére nastepnie sg przeksztalcane przez polimeraze
do dodatnich reszt adenozynowych. Po zakonczonym
procesie poliadenylacji odbywa sie¢ transport produk-
tow do cytoplazmy w czym biorg udziat biatka M1 oraz
kompleks NEP/NS2.

Biatka NA, HA oraz M2 powstaja na rybosomach
nalezacych do retikulum endoplazmatycznego. Stad, sa
przenoszone do aparatu Golgiego, gdzie ulegaja dal-
szemu przetworzeniu. Biatko M1 bierze udzial w pota-
czeniu materialu genetycznego z bialkami wirusa [2].
Wirus jest w pelni zakazny dopiero, gdy wszystkie jego
segmenty (w przypadku wirusa grypy typu A jest to
8 segmentdéw) sa skladnikami wirionu. Wezesniej uwa-
zano, ze RNA pakowane jest przypadkowo, jednak dzi$
uwaza sie, ze jest to proces selektywny [2]. Wiriony sa
uwalniane poprzez paczkowanie. Inicjacja tego pro-
cesu jest odkladanie biatka M1 na warstwie lipidowe;j.
NA usuwa czasteczki kwasu sialowego, zapobiegajac
zlepianiu. Nastepnie glikoproteina ta moze rozbijaé
mucyne, znajdujacy si¢ w drogach oddechowych, ula-
twiajagc w ten sposéb wnikanie do nablonka i dalsze
rozprzestrzenianie si¢ patogenu [2]. Jeden cykl repli-
kacyjny trwa zazwyczaj od 6 do 12 godzin, podczas
ktérego w kazdej zainfekowanej komodrce powstaje
ok. 1000 wiriondéw [37].

4. Historia

Wirusa grypy po raz pierwszy wyizolowano
w 1933 roku w znajdujacym si¢ w Londynie National
Institute for Medical Research. Dokonali tego Christo-
pher Andrewes, Patrick Laidlow oraz Wilson Smith
poprzez zaszczepienie zakazonej wirusem probki
w kurzych jajach [26]. Juz w 1920 roku Richard Shop,
badajacy $winska grype, wysunat hipoteze, ze za cho-
robe odpowiedzialny jest wirus. Zakazenia siegaja cza-
soéw antycznych. Hippokrates w 412 p.n.e. opisal jedna
z pierwszych epidemii tej choroby. W XX wieku wirusy
te wywolaly trzy pandemie: w latach 1918-1919 pande-
mie ,,hiszpanki” (odpowiedzialny byt wéwczas podtyp
A/HIN1), w latach 1957-1958 (podtyp A/H2N2) oraz
w 1968 roku (podtyp A/H3N2). Szczepionki dopusz-
czono do uzytku dopiero w 1941 roku. Szes¢ lat poz-
niej, WHO podczas Kongresu Mikrobiologicznego
w Kopenhadze, utworzylo Miedzynarodowy Program
Nadzoru nad Grypa [5, 10, 16, 24, 37].

Pierwsza pandemia XX wieku - ,,Hiszpanka”, spo-
wodowala na calym swiecie, wedlug obecnych szacun-
kéw, 50-100 mln ofiar $miertelnych (wedlug innych
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danych 40-50 mln). Poczatek mial miejsce w Chi-
nach lub wedlug innych badaczy w bazach wojsko-
wych w Stanach Zjednoczonych w marcu 1918 roku.
Nastepne ogniska grypy wybuchly w tym samym czasie
- w sierpniu 1918 w Europie, Ameryce Poludniowej
oraz Afryce. Choroba przejawiala si¢ obrzekiem oraz
zapaleniem pluc, sinicg oraz wtérnymi zakazeniami
bakteryjnymi [10, 16].

Druga pandemia, nazwana pandemia azjatycka
rozpoczeta sie w Chinach, w 1957 roku, rozprzestrze-
niajac sie do Singapuru oraz Hongkongu. Wéwczas
po raz pierwszy wyizolowano podtyp odpowiedzialny
za te pandemie. Postac ta byla szczegdlnie grozna dla
dzieci. Uwaza sig, ze spowodowala 1-4 mln zgondw.
Mniejsza $miertelno$¢, w poréwnaniu z hiszpanka
mogta by¢ wynikiem wprowadzonych szczepionek,
ktdre nie byly jeszcze dostepne podczas pierwszej pan-
demii [5, 10, 16, 37].

Trzecia pandemia rozpoczela si¢ w 1968 roku Hong-
kongu. Podobnie jak w przypadku drugiej pandemii,
podtyp powodujacy te chorobe wyizolowano po raz
pierwszy. Zachorowania dotyczyly gtéwnie osob poni-
zej 20 roku Zycia, poniewaz starsze wytworzyly odpor-
nos$¢ podczas pandemii azjatyckiej. Spowodowata ona
1-4 mln zgondéw w tym ok. 6 tys. w Polsce [5, 10, 37].

W 1997 wyizolowano po raz pierwszy wirus grypy
A H5N1, zmutowanego wirusa ptasiej grypy. Dwa lata
pozniej odkryto podtyp HIN2. Oba te wydarzenia
mialy miejsce w Hongkongu [10].

5. Metody diagnostyczne

Grype¢ rozpoznaje si¢ zazwyczaj po charaktery-
stycznych objawach, cho¢ czesto sa one niespecyficzne
(moze je wywolywac¢ inny patogen jak np. Adeno-
wirusy, Mycoplasma pneumoniae czy syncytialny wirus
oddechowy). Material pobiera sie z nosa, nosogardzieli,
gardla, pltynu moézgowo-rdzeniowego. Moga tez by¢
pomocne: material z biopsji, wysiek z ucha czy po-
pluczyny oskrzelowe. Laboratoryjnym rozpoznaniem
grypy jest wyizolowanie wirusa grypy z pobranego
materialu, obecno$¢ w nim specyficznych przeciwcial,
antygenu lub RNA wirusa [37].

Jedna z metod diagnostycznych jest POC (testy
antygenowe Point Of Care). Pozwalajg ona uzyskac
wyniki godzing od chwili pobrania materiatu, zaoszcze-
dzi¢ czas (potrzebny na hodowle) a takze zmniejszaja
koszty. Obecnie mozna dzieki nim odrézni¢ Influenza-
virus A od Influenzavirus B. Moga si¢ jednak nie spraw-
dza¢ w diagnostyce wiruséw odpowiedzialnych za pta-
sig grype. Najbardziej wiarygodne wyniki uzyskiwane
s3, gdy materiat do tych testow jest pobrany w ciggu
2 dni od pojawienia si¢ objawéw. POC s3 natomiast
przeciwwskazane u 0s6b z symptomami utrzymujacymi
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sie dtuzej niz 3 dni. Czulos¢ tych testéw wynosi 57-90%
a swoisto$¢ 65-99% [26].

Do innych metod diagnostyki ortomyksowiruséw
mozemy zaliczy¢ mikroskopi¢ immunofluorescencyjna
- badanie DFA (Direct Fluorescent Antibody, test bez-
pos$redni) lub badanie IFA (immunofluorescent anti-
body, test posredni). IFA jest bardziej czute niz DFA,
jednak potrzeba wiecej czasu do przeprowadzenia tego
testu. Metoda DFA mozna potwierdzi¢ wyniki otrzy-
mane z POC [26].

Kolejng metoda, uchodzacy dlugo za zloty stan-
dard [31] jest hodowla mikrobiologiczna. Patogen ten
jest najczesciej izolowany z hodowli z nerek psa (linia
komorkowa Madin-Darby) i zarodkéw kurzych, a takze
z nerek malpy czy nablonka pluc norki. Po okoto
10-14 dniach pojawia si¢ efekt cytopatyczny. Efekt ten
moze by¢ spowodowany innym wirusem ukladu odde-
chowego, wiec nalezy go potwierdzi¢ metodami mikro-
skopii immunofluoroscencyjnej oraz poprzez zjawisko
hemaadsorpcji z wykorzystaniem erytrocytéw pocho-
dzacych od $winki morskiej [26, 31, 37].

Do wykrywania ortomyksowiruséw stosuje sie
réwniez metody molekularne. Nalezg tutaj RT-PCR
(Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction)
lub RT-qPCR (Real Time PCR). Metodami tymi lat-
wiej mozna zdiagnozowac wirusa u 0sdb z przeszcze-
pionym narzadem lub przewlekla choroba pluc, ze
wzgledu na bardzo wysoka czulo$¢ metody, siegajaca
97-99% [26, 31].

Innymi metodami wykrywania obecnosci patogenu
w organizmie sa testy serologiczne: NT (Neutralizing
Techniques), wigzanie dopelniacza, HI (hemagglu-
tination-inhibition), immunoflorescencyjna mikro-
skopia oraz EIA (Enzyme Immunoassay). Opierajg si¢
one na pojawieniu sie przeciwcial przeciwko wirusowi
po 2 tygodniach od infekcji, osiagajacych maksymalne
stezenie po 4-7 tygodniach. Nie sg powszechnie stoso-
wane [26]. Jedng z najczesciej stosowanych metod sa
natomiast szybkie testy przegladowe [31].

6. Chorobotwdrczosc¢
6.1. Grypa - wirusy Influenza

Wirus grypy typu A wystepuje u ssakow ($win,
koni, réwniez ludzi) oraz ptakow, wirus grypy typu B
wylacznie u ludzi a wirus typu C - u ludzi oraz $win
[31, 37]. Zakazenie przenosi si¢ droga kropelkowa
(kichanie, kaszel osoby zainfekowanej, bezposredni
kontakt z osoba zainfekowang lub ze skazonym mate-
rialem). Wirus grypy atakuje komoérki nablonkowe
ukladu oddechowego. W rozprzestrzenianiu pomaga
neuraminidaza — rozrzedza $luz, utatwiajac jego sply-
wanie w dot drzewa oskrzelowego. Wirus grypy spra-
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wia, Ze nastepuje martwica komorek rzeskowych oraz
komorek kubkowych w gérnych drogach oddechowych.
Sprzyja to inwazji bakterii takich jak np. Staphylococ-
cus aureus czy Streptococcus pneumoniae [37]. Naste-
puje okres inkubacji wirusa, trwajgcy zwykle 2 dni. Po
nim wystepuja: dreszcze, goraczka (u dzieci nawet do
40°C), bdl gardla, katar, kaszel, bol gtowy, bol miesni,
biegunka i wymioty. Dolegliwo$ci gastryczne sg rzadkie
u 0s6b dorostych, jednak bardzo czgsto obserwuje sig
je u dzieci. Symptomy te utrzymuja si¢ okolo 2 tygo-
dnie. Infekcja wirusem grypy pogarsza przebieg innych
wspOlistniejacych chordb [37].

Grypie czesto towarzysza powiklania. Naleza do
nich: zapalenie pluc i oskrzeli gtéwnie o etiologii
S. aureus, S. pneumoniae oraz Haemophilius influenzae,
odrzucenie przeszczepu, zapalenie ucha srodkowego,
zespdl Reyea, mioglobinuria, niewydolno$¢ nerek,
zapalenie migénia sercowego, zapalenie mozgu, zapa-
lenie opon moézgowych, zwigcksza prawdopodobien-
stwo wystapienia schizofrenii, jesli przebiega w cza-
sie cigzy i dojedzie do wewnatrzmacicznej infekcji,
nasilenie padaczki, toksyczna encefalopatia, psychozy,
wylewy podpajeczyndéwkowe. U dzieci obserwuje sie
réwniez zesp6l Guilliana-Barrego, uposledzenie stuchu,
prowadzace niekiedy do gluchoty, zaburzenia w obre-
bie przewodu pokarmowego, zaostrzenie przebiegu
astmy [4, 33, 37].

Szczegblnie narazeni na powiklania pogrypowe
sg biorcy narzaddw, kobiety w ciazy, osoby w wieku
6-18 lat leczone kwasem acetylosalicylowym, chorzy na
choroby ukfadu oddechowego lub sercowo-naczynio-
wego a takze choroby nerwowo-mig$niowe. W grupie
ryzyka sa réwniez osoby po 50 r.z. lub w 6-59 miesigcu
zycia oraz pracownicy opieki zdrowotnej [37]. Zakaze-
nia wirusami grypy sg znacznie czestsze oraz grozniej-
sze — mogace si¢ zakonczy¢ nawet $miercia — u oséb
z obnizona odpornoscia (np. w przebiegu réznych jed-
nostek chorobowych jak AIDS lub infekeji cytomega-
lowirusem, ktéry réwniez powoduje ostabienie uktadu
odpornosciowego) [31, 34, 35]. Objawy u tych oséb
utrzymujg si¢ dluzej niz u immunokompetentnych.
Takze powiktania wystepuja z wigkszg czestotliwoscia.

6.2. Thogotovirus

Do rodzaju Thogotovirus zalicza si¢ nastepujace
gatunki: Aransas Bay, Araquari, Apia, Bakten, Bourbon,
Dhori, Jos, Thogoto oraz Upolu. Jedynie trzem ostat-
nim przypisuje si¢ wywolywanie choréb u cztowieka.
Glikoproteiny rodzaju Thogotovirus majg inng budowe
niz wirusy grypy, zblizong do glikoprotein Bakulo-
wiruséw [3].

Aransas Bay odkryty w Texasie, w Stanach Zjednoczo-
nych, nie ma udowodnionego wystepowania w na-

turze u kregowcow [3].
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Wirus Araquari po raz pierwszy wyizolowany z na-
rzaddw wewnetrznych Philander opos sum - oposa
szarego w Brazylii. Podobnie jak poprzednio opi-
sane gatunki, ten réwniez nie wywoluje choréb

u czlowieka [27].

Wirus Batken zostal wyizolowany z komaréw oraz

kleszczy Hyalomma plumbeum plumbeum (we wsi

Batken, stad nazwa patogenu). Nie stwierdzono jed-

nak wystepowania tego gatunku u czlowieka [13].

Wirus Bourbon zostal wyizolowany w 2014 roku
u 50-letniego, zdrowego mezczyzny. Kilka dni po
ugryzieniach kleszczy dostal on biegunki, pojawito si¢
ostabienie oraz nudnosci, w pdzniejszej fazie choroby
takze goraczka, bole gtowy, miesni oraz stawdw. Zasto-
sowano u niego doksycykline, jednak ta nie przynosita
poprawy. W pdzniejszym okresie stwierdzono leukocy-
topenie oraz trombocytopenie. Rozwinela si¢ dusznosc¢,
niewydolno$¢ nerek oraz kwasica mleczanowa. Wysta-
pil réwniez czgstoskurcz komorowy i niedocisnienie,
na wskutek czego, po 11 dniach od zaobserwowania
pierwszych objawéw, pacjent zmarl. Po badaniach
stwierdzono, ze przyczyna choroby jest nowy wirus,
podobny do Dhori oraz Batken, ktory zawdzigcza swoja
nazwe stanowi Bourbon, w ktérym si¢ pojawit [7, 19].

Wirus Dhori pobrany zostal po raz pierwszy
z kleszczy Hyalomma dromedarii, ktérych zywicie-
lami byly wielblady. Wystepuje w Europie, Azji Srod-
kowej i Afryce u wielu zwierzat (np. konie, kozy).
U cztowieka wywoluje bol glowy, bol migéni, ostabienie
oraz objawy ze strony ukladu nerwowego [22]. Wirus
Jos po raz pierwszy zostal wyizolowany w 1967 roku
z surowicy krowy (przenoszony réwniez przez klesz-
cze), w Jos, w Nigerii. Nastepnie stwierdzano przypadki
jego wystepowania w wielu krajach afrykanskich. Ze
wzgledu do Thogoto i Dhori, wirus ten powinien by¢
uwazany za potencjalnie chorobotwoérczy dla czlo-
wieka. Jednak, jak w przypadku Bakten nie stwierdzono
zakazenia u ludzi [6].

Thogotovirus jest typowym gatunkiem swojego ro-
dzaju. Zostal on po raz pierwszy zaobserwowany w lesie
Thogoto. Wektorami sg kleszcze Rhipicephalus, Boophi-
lus, Amblyomma i Hyalomma. Wystepuje u wielu zwie-
rzat: myszy, mangusty pregowanej, bydta, wielbtadow,
psow, kotdw, zajacow, owiec a takze u ludzi. Jego obec-
nos¢ stwierdzono w potudniowej czgsci Europy, Afryce
oraz ma Bliskim Wschodzie [11, 15, 18, 25].

6.3. Isavirus

Nalezacy réwniez do rodziny Ortomyksowirusow,
rodzaj Isavirus, posiada tylko jeden gatunek o tej samej
nazwie, wywolujacy chorobe lososi (Infectious sal-
mon anaemia). Zakazenie wykryto w wielu miejscach
(np. Kanada, Wielka Brytania). Nie udokumentowano
jednak choroby u dzikiego fososia. Stwierdzono za to
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przypadki zakazenia pstraga teczowego. Ryby przeno-
szg patogen poprzez kopulacje lub kontakt ze skazonym
materiatem biologicznym. Uwaza sie, ze wirus moze
przenosi¢ si¢ w wodzie na duza odlegtos¢. Osobniki,
ktére przezyly infekcje, posiadajg wysokie miano prze-
ciwcial przeciwko temu patogenowi. Choroba objawia
sie leukopenig, anemig, martwicg watroby oraz nerek,
przekrwieniem narzgdéw. Moze réwniez przebiegad
bezobjawowo [8, 29, 30, 32].

6.4. Quaranjavirus

Do rodziny Quaranjavirus naleza gatunki: Tyulek, Lake
Chad, Johnston Atol, Cygnet River, Wellfleet Bay i Qua-
ranfil. Jedynie ten ostatni wywotuje choroby u ludzi.

Quaranfil zostal po raz wykryty w Egipcie, u dzieci
z wystepujacg goraczky. Kilka lat pdzniej, po prze-
badaniu lokalnego spoleczenstwa, stwierdzono, ze az
8% posiadalo przeciwciala przeciwko temu patoge-
nowi. Podobne przypadki wykryto w Afryce oraz na
Bliskim Wschodzie. Nie zostal jeszcze poznany mecha-
nizm chorobotworczo$ci ani mozliwe objawy kliniczne.
Wiadomo natomiast, Ze przenosi si¢ poprzez kleszcze
Argas arboreus [28].

Wirus Tyulek wystepuje za to u kleszczy Argas vul-
garis [20], Lake Chad u ptakéw Ploceus vitellinus [28],
Johnston Atol u kleszczy Ornithodoros capensis i myszy
(28], Cygnet River (odkryty dopiero w 2010 roku
w Australii) u kaczek pizmoéwek [17] a Wellfleet Bay
u kaczek edredonowych (Somateria mollissima) [1].

Oprocz tego wirusy z rodziny Orthomyxoviridae
moga inicjowaé u ludzi procesy neurodegeneracyjne
i zwigksza¢ ryzyko wystapienia schizofrenii [33, 35].

7. Leczenie

Leki przeciwko grypie mozemy podzieli¢ na dwie
kategorie: starej generacji oraz nowej generacji. Sub-
stancje te s3 pomocne nie tylko w leczeniu sympto-
mow obecnej juz choroby, lecz takze w jej profilaktyce.
Pierwsza z nich jest grupa lekéw dzialajaca hamujaco
na biatko M2. Sg one skuteczne jedynie w przypadku
wirusa grypy typu A, poniewaz jako jedyny posiada to
biatko. Nalezg tutaj amantadyna oraz rymantadyna [4,
31, 37]. Druga grupa lekéw przeciwgrypowych to inhi-
bitory glikoproteiny-neuraminidazy. Sg one skuteczne
takze przy typie B wirusa. Leki te, do ktérych zalicza si¢
oseltamiwir oraz zanamiwir, dzialajg na zasadzie kom-
petencji, wypierajac kwas sialowy, ktéry ma mniejsze
powinowactwo do neuraminidazy [4, 31, 37].

W 2015 roku opublikowano wyniki badania, doty-
czacego oseltamiwiru. 4328 dorostych chorych po-
dzielono na dwie grupy. Jedna przyjmowata placebo
a druga 75 mg dwa razy dziennie. Stwierdzono, ze lek
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ten zmniejsza ryzyko powiklan i skraca czas wyste-
powania objawdw. Powoduje jednak wymioty oraz
nudnoéci [12]. Preparat mozna stosowac od 1r1.z. Jest
takze dozwolony u kobiet w cigzy [23]. W 2016 roku
Chamara i wsp. oglosili wyniki analiz, dotyczacych
wplywu kortykosteroidéw na przebieg grypy. Okazal
sie by¢ negatywny - zwickszalo sie ryzyko zakazen
oraz $miertelnos¢ [9].

8. Szczepionki

Szczepionki mozemy podzieli¢ na m.in. szczepionki
zywe, szczepionki zawierajace rozszczepiony wirion
(split) czy szczepionki podjednostkowe (subunit). Szcze-
pionki Zywe otrzymuje si¢ z mutantéw. W Polsce otrzy-
mano dwa takie mutanty. Sg to A/Pol/L/71 /H3N2/ oraz
A/Pol/79/85. Najlepsze efekty szczepienia daja mutanty
wirusowe zaadaptowane do niskich temperatur tzw.
mutanty cold added oraz szczepy wyizolowane z pta-
koéw. Szczepionki z tych pierwszych przygotowuje sie
na zasadzie przystosowywania patogenéw do niskich
temperatur (25°C), co powoduje, Ze przy temperaturze
ok. 37°C drobnoustroje nie s3 szkodliwe dla organizmu
czlowieka.

Innym rodzajem szczepionek sg szczepionki typu
»Split’, tj. takie, ktore maja rozszczepiony wirion. Naleza
one do szczepionek inaktywowanych (ktére moga
zawiera¢ adiuwanty lub nie), w odréznieniu do wczes-
niej omawianych szczepionek zywych nie zawieraja
aktywnych wiruséw. Do szczepionek inaktywowanych
naleza takze szczepionki typu ,,subunit” Sktadaja si¢ one
jedynie z powierzchniowych bialek wirusowych i okres-
lane sg mianem szczepionek podjednostkowych [4, 5].

Szczepionki sg aktualizowane z sezonu na sezon,
poniewaz wirusy wywolujace grype podlegaja ewolucji.
Global Influenza Vaccine Effectiveness Collaboration
prowadzi badania dotyczace ich skutecznosci w danym
sezonie a GISRS (Global Influenza Surveillance and
Response System) poréwnuje sekwencje genowe pato-
genow znajdujacych sie w obiegu oraz tych, zawartych
w szczepionkach a takze analizuje bialka powierzch-
niowe pod katem mozliwej odpowiedzi odpornoscio-
wej. WHO publikuje rekomendacje dotyczace potkuli
péinocnej w lutym lub marcu, natomiast dotyczace
potkuli potudniowej we wrzesniu. Wynika to z czasu
potrzebnego na wytworzenie szczepionek. Proces ten
polega na ich hodowli w kulturach komoérkowych,
kurzych jajach lub rekombinowanym biatku [36].

Wyg zaktualizowanych z sezonu 2015/2016 wytycz-
nych przez ACID, w sezonie 2016/2017 stosowano
szczepionke, zawierajacg antygeny nastepujacych szcze-
poéw (lub szczepdw z nimi spokrewnionych): A/Califor-
nia/7/2009 (HIN1)pdm09, A/Hong Kong/4801/2014
(H3N2) i B/Brisbane/60/2008. Oprocz tego istnieje
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takze szczepionka czterowalentna. Zawiera ona oprocz
wyzej wymienionych B/Phuket/3073/2013 (linia Victo-
ria) [14]. W sezonie 2017/2018 rekomendowane s3
szczepionki zawierajace antygeny szczepow: A/Michi-
gan/45/2015 (HIN1)pdm, A/Hong Kong/4801/2014
(H3N2) oraz B/Brisbane/60/2008. Szczepionki cztero-
walentne natomiast powinny zawiera¢ oprocz wymie-
nionych réwniez B/Phuket/3073/2013 lub B/Yamagata
[36]. Nie rekomenduje si¢ stosowania LAIV4 [14].
Coroczne szczepienie zaleca u wszystkich osob powyzej
6 m.z., u ktorych nie ma do tego przeciwwskazan [14].

9. Podsumowanie

Rodzina wiruséw Orthomyxoviridae nie jest jeszcze
w pelni poznana. Caly czas odkrywane s3 nowe gatunki
(wirus Bourbon odkryty zostat dopiero w 2014 roku),
ktére po analizie dolaczane sa wlasnie do tej grupy.
Trwaja takze prace nad leczeniem oraz szczepion-
kami. Najbardziej znany rodzaj z tej rodziny tj. wirusy
grypy, stanowi globalny problem, powodujac co roku
mndstwo zachorowan, z ktérych czes¢ konczy sie zgo-
nami. Co roku z powodu wysokiej zmiennosci gene-
tycznej wirusa grypy sa publikowane nowe, uaktual-
niane wytyczne, dotyczace szczepionek.
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Streszczenie: Ludzki herpeswirus typu 4 (HHV-4), znany takze jako wirus Epsteina-Barr (EBV) oraz ludzki herpeswirus typu 8 naleza do
podrodziny Gammaherpesvirinae. Oba wirusy maja zdolno$¢ ustanawiania latencji w limfocytach B. Zakazenia przez nie wywolywane
maja najczedciej tagodny przebieg i samoograniczajacy charakter, jednak u 0s6b z uposledzeniem odpornoéci moga wywolywac schorzenia
o cigzkim przebiegu. Niedobory odpornosci moga prowadzi¢ do zmian nowotworowych zwiazanych z zakazeniami powodowanymi
przez gammaherpeswirusy. Dotyczy to zaréwno oséb poddanych immunosupresji w zwigzku z zabiegami przeszczepienia, jak i 0sob
zakazonych wirusem uposledzenia odpornoéci, u ktorych wystepuje wspotzakazenie EBV lub HHV-8. Wirus Epsteina-Barr zwigzany
jest takze z groznymi zakazeniami u ludzi obarczonych pewnymi wrodzonymi zespotami niedoboréw odpornosci. W prezentowanym
artykule zamieszczono informacje na temat epidemiologii, patogenezy, objawdéw klinicznych oraz leczenia zakazen EBV i HHV-8 u 0s6b
z uposledzeniem odpornosci.

1. Wstep. 2. Zakazenia gammaherpeswirusami u oséb z HIV/AIDS. 2.1. Chloniak Burkitta. 2.2. Inne chloniaki zwigzane z EBV.
2.3. Migsak Kaposiego. 2.4. Wieloogniskowa choroba Castlemana. 2.5. Pierwotny chloniak wysiekowy jam surowiczych. 3. Zakazenia
gammaherpeswirusami u 0séb poddanych immunosupresji. 3.1. Poprzeszczepowa choroba limfoproliferacyjna. 3.2. Limfohistiocytoza
hemofagocytarna. 3.3. Chloniak Hodgkina, 3.4. Zakazenia KSHV. 4. Zakazenia gammaherpeswirusami we wrodzonych zespotach
niedoboréw odpornosci. 5. Podsumowanie

Gammaherpesviral infections in patients with immunological disorders

Abstract: Human herpes virus type 4 (HHV-4), commonly known as Epstein-Barr virus (EBV), and human herpes virus type 8 (HHV-8)
are members of Gammaherpesvirinae subfamily. They both develop latent infections in B lymphocytes. Infection with these viruses in
immunocompetent patients is usually mild and self-limiting, but it can have more severe course in immunocompromised individuals.
Failure of the immune system often leads to oncogenesis related to gammaherpetic infection. Thus, immunocompromised patients are
far more likely to develop proliferative diseases caused by EBV or HHV-8. This problem also applies to HIV-positive individuals co-
infected with EBV or HHV-8. Gammaherpesviruses can also be the cause of post-transplantation issues in patients on immunosuppressive
drugs and EBV is known to induce severe clinical syndromes in people with specific genetic disorders. Presented article summarizes
epidemiology, pathogenesis, clinical syndromes and treatment of EBV and HHV-8 in individuals with immunological disorders.

1. Introduction. 2. Gammaherpetic infections in patients with HIV/AIDS. 2.1. Burkitt’s lymphoma. 2.2. Other lymphomas associated
with EBV, 2.3. Kaposi sarcoma, 2.4. Multicentric Castleman’s disease. 2.5. Primary effusion lymphoma. 3. Gammaherpetic infections in
immunosuppressed individuals. 3.1. Post-transplant lymphoproliferative disease. 3.2. Hemophagocytic lymphohistiocytosis. 3.3. Hodgkin
lymphoma. 3.4. KSHV infections. 4. Gammaherpetic infections in intrinsic immune deficiency syndromes. 5. Summary

Stowa kluczowe: gammaherpeswirusy, HHV-4, HHV-8, niedobory odpornoéci, immunosupresja

Key words:

gammaherpesviruses, HHV-4, HHV-8, immune deficiency, immunosuppression

1. Wstep

Do rodziny Herpesviridae nalezg duze, ostonkowe
wirusy o ikosaedralnej budowie kapsydu, ktérych mate-
rialem genetycznym jest dwuniciowe DNA. Dotychczas
opisano 89 gatunkéw herpeswirusow, z ktérych dzie-
wigc jest typowymi patogenami czlowieka. Charaktery-
styczng cechg herpeswirusow jest zdolno$¢ do ustalania
stanu latencji w komorkach gospodarza i reaktywacji
zakazenia. Podzielono je na trzy podrodziny: Alpha-,
Beta- i Gammaherpesvirinae. Znane sa dwa gammaher-
peswirusy chorobotworcze dla cztowieka: wirus Epste-
ina-Barr (EBV - Epstein-Barr Virus, HHV-4, gatunek:

Human gammaherpesvirus 4) oraz wirus zwigzany
z migsakiem Kaposiego (KSHV - Kaposi’s Sarcoma-
-Associated Herpesvirus, HHV-8, gatunek: Human
gammaherpesvirus 8). Oba wirusy zdolne s3 do ustala-
nia stanu latencji w ludzkich limfocytach i do pobudza-
nia ich proliferacji [83]. Historia ich odkrycia zwigzana
jest z badaniami nad nowotworami: w przypadku EBV
nad chloniakiem Burkitta [34], za$§ w przypadku KSHV
- nad migsakiem Kaposiego [20].

Zwiazek wirusa Epsteina-Barr z rozwojem nowo-
tworéw znany jest od dawna. W 1964 roku Michael
Epstein i Yvonne Barr wyprowadzili linie komor-
kowa z biopsji chtoniaka Burkitta (BL) i wykryli w niej

* Autor korespondencyjny: dr n. med. Maciej Przybylski, Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet
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146

wirusa, ktory od ich nazwisk zostal nazwany wirusem
Epsteina-Barr [33]. Znane s3 dwa typy herpeswirusa
4: EBV-1 i EBV-2 (okreslane réwniez czasem jako A
i B). Roznig si¢ one pomiedzy sobg regionem kodu-
jacym antygen jadrowy wirusa Epsteina-Barr (EBNA)
[39]. EBV-1 dominuje w Europie, za§ EBV-2 wywoluje
zakazenia przede wszystkim w centralnej czesci Afryki
i na Nowej Gwinei. Wystepowanie zakazen EBV-2 jest
duzo czgstsze u os6b z HIV niz w ogdlnej populaciji.
Oba typy moga powodowa¢ jednoczesne zakazenie
u tej samej osoby [88].

Genom EBV stanowi czastka dwuniciowego, linio-
wego DNA diugosci 172kbp, kodujgcego ponad
85 gendéw. Dzieli si¢ ona na domeny dtugie (UL - Long
Unique sequence domain) i krétkie (US - Short Unique
sequence domain), zawierajace fragmenty powtorzone
wewnetrznie (IRs - Internal Repeat sequence) oraz
terminalnie (TRs — Terminal Repeat sequence) [96].
Po wniknieciu do komorki gospodarza i uwolnieniu
nukleokapsydu do cytoplazmy, DNA wirusa trans-
portowane jest do jadra komoérkowego. W zakazonej
komorce genom wirusa przyjmuje zazwyczaj forme
pozachromosomalnego, kolistego episomu, ktdra zwig-
zana jest z fazg latentng. Moze tez czasami ulega¢ inte-
gracji z chromosomami w formie linearnego DNA i ta
forma zwigzana jest z fazg lityczng wirusa. [51].

Wedtug roznych zrédel, zakazonych EBV jest
90-95% populacji na calym $wiecie. Gléwna droga
zakazenia jest droga kropelkowa, rzadziej przetocze-
nie krwi lub preparatéw krwiopochodnych oraz za-
biegi transplantacyjne. Zakazenie pierwotne nastepuje
w jamie nosowo-gardlowej, gdzie EBV zakaza komorki
nablonkowe. Nastepnie wirus transportowany jest do
okolicznych skupisk tkanki chionnej, gdzie zakaza¢
moze limfocyty B; zdecydowanie rzadziej wirus zakaza
limfocyty T badz komérki NK. W ponad 50% przy-
padkéw, z reguly u dzieci, pierwotne zakazenie jest
bezobjawowe lub przebiega tagodnie. W krajach roz-
winietych do zakazenia pierwotnego czesto dochodzi
w wieku mlodzienczym i wéwczas moze ono przybieraé
postaé pelnoobjawowej mononukleozy zakaznej (IM
- Infectious Mononucleosis); okres inkubacji wynosi
od 30 do 50 dni [30]. Calkowite wyzdrowienie naste-
puje zwykle po okolo 3 tygodniach. Nalezy jednak
pamietaé, ze odpowiedz immunologiczna — humoralna
i komorkowa - nie eliminuje wirusa z organizmu, po
zakazeniu pozostaje populacja limfocytéw B zawiera-
jacych latentng forme wirusa, ktérego genom w postaci
episomu znajduje si¢ w jadrze komérkowym, podlega
replikacji wspoélnie z komérkowym DNA i jest dzie-
dziczony przez komorki potomne. Genom EBV koduje
zestaw bialek, ktdre wykazuja homologi¢ do wielu
komorkowych bialek o charakterze antyapoptycznym,
cytokin i transduktoréw sygnaléw w komorce oraz
biatka, ktére wchodzg z nimi w interakeje, przez co pro-
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muj3a infekcje EBV, a takze immortalizacje, proliferacje
i transformacje komorki. W cyklu litycznym ekspresji
ulega ponad 80 gendw wirusa, podczas gdy w czasie
cyklu latentnego ma miejsce synteza tylko czesci biatek
wirusowych: szesciu antygenéw jadrowych (EBNA-1,
-2, -3A, -3B, -3C, LP), trzech biatek membranowych
(LMP-1, -2A i -2B) oraz dwdch matych fragmentow
RNA (EBERs-1 i -2). Ograniczenie ekspresji genow
w fazie latencji jest prawdopodobnie jednym z gtéw-
nych mechanizméw ucieczki wirusa przed mechaniz-
mami obrony immunologicznej [70]. W ustalaniu
latencji biorg udziat biatka: EBNA-1, EBNA-2 i LMP-1,
przy czym kluczowe jest EBNA-2, ktore wraz z EBNA-1
stymuluje promotor LMP-1 [43, 96].

W zaleznosci od ekspresji antygenéw wyrézniamy
cztery typy latencji EBV [97]. W przypadku latencji
typu 0 wigkszo$¢ limfocytdw spoczynkowych pamieci
nie wykazuje ekspresji zadnych antygenéw wirusowych,
co pozwala im pozosta¢ niewidocznymi dla systemu
immunologicznego gospodarza. Typ I latencji zwia-
zany z ekspresja EBNA-1 i EBERs jest obserwowany
w krazacych komorkach B podczas ich podziatu oraz
w chloniaku Burkitta. W typie II latencji obok EBNA-1
i EBERs ulegaja ekspresji takze LMP-1 i LMP-2. Ten
typ latencji wystepuje w przypadku raka jamy nosowo-
-gardlowej, raka zotadka, choroby Hodgkina i chto-
niaka z komérek T. W najbardziej immunogennym
typie III latencji dodatkowo wykrywane s3 biatka
z rodziny EBNA 3 (-3A, -3B i -3C). Dzieje sie tak
w przypadku pacjentéw poddanych immunosupres;ji,
u ktorych rozwingla si¢ potransplantacyjna choroba
limfoproliferacyjna (PTLD - Post-Transplant Lym-
phoproliferative Disorder) oraz u chorych na AIDS,
u ktorych stwierdzono chloniaka [42, 43, 46].

Ludzki herpeswirus typu 8, nazywany tez wirusem
zwigzanym z miesakiem Kaposiego jest jedynym przed-
stawiam rodzaju Rhadinovirus, ktory wywoluje zakaze-
nia u czlowieka. Na podstawie réznic w sekwencjach
gendéw ORF-K1 i ORF 15 wyrdznia sie pie¢ serotypdéw
wirusa (od A do E), o réznym rozmieszczeniu geo-
graficznym i zblizonej chorobotwdrczosci [1]. Znane
sa trzy choroby, ktorych etiopatogeneza zwigzana jest
z infekcja HHV-8. Sa nimi: migsak Kaposiego (MK),
rzadka odmiana chloniaka z limfocytéw B znana pod
nazwa pierwotnego chloniaka wysiekowego (PEL
- Primary Effusion Lymphoma) lub chloniaka loku-
jacego si¢ w jamach ciala (BCBL - Body Cavity Based
Lymphoma) oraz wieloogniskowa choroba Castle-
mana (MCD - Multicentric Castleman’s Disease) [76].
Wyniki badan seroepidemiologicznych wskazuja, ze
przeciwciata przeciwko HHV-8 wystepuja u okolo
70-100% chorych na miesaka Kaposiego i tylko 2%
populacji ogélnej [101]. Wykazano réwniez znaczna
réznice w odsetku oséb serododatnich w zaleznosci
od grupy etnicznej, a nawet stylu zycia. W ogodlnej
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populacji krajow europejskich, USA, Kanady i Aus-
tralii, zakazenie dotyczy okoto 5% populacji, natomiast
w wybranych regionach potudniowej Europy (potudnie
Wioch, Albania, Grecja) osiaga 20-30%, a w rejonach
o wysokiej zapadalnosci (Sycylia) nawet 70% doroslej
populacji ma przeciwciala przeciwko HHV-8 [14].
W regionach podzwrotnikowych i okoloréwniko-
wych Afryki odsetek 0séb serododatnich przekracza
50%, natomiast w populacji zakazonych HIV-1 homo-
seksualistow zamieszkalych w Europie i USA wynosi
30-75% [85, 99]. Dla kontrastu, w dorostej populacji
Japonii, przeciwciala przeciw HHV-8 wykrywa sig
u 0,2% [36]. Za gtéwna droge przenoszenia wirusa,
szczegolnie w populacji HIV-dodatniej, uznaje si¢ kon-
takty homoseksualne, podczas gdy transmisja droga
heteroseksualna pozostaje nadal kwestig dyskusyjna
[68]. W regionach endemicznych HHV-8 przenosi si¢
gléwnie za posrednictwem §liny, a zakazenia pierwotne
dotycza przede wszystkim dzieci, zakazajacych si¢ od
rodzicéw i rodzenstwa [27]. Udowodniono ponadto, ze
wirus moze przenosic sie droga wertykalna, jak rowniez
poprzez krew i produkty krwiopochodne [47]. Zespot
Kkliniczny zwigzany z zakazeniem pierwotnym nie zostat
do tej pory jednoznacznie opisany. Najprawdopodob-
niej jest on w wigkszosci przypadkéw bezobjawowy lub
tez towarzysza mu objawy nieswoiste. Zakazenie pier-
wotne HHV-8 stwierdzane u 0os6b poddanych immuno-
supresji lub zakazonych HIV, przebiega z limfadenopa-
tia, hepatomegalig, zapaleniem stawdw, pancytopenia,
uszkodzeniem szpiku oraz pojawieniem si¢ zlokalizo-
wanych ognisk miesaka Kaposiego [62, 74]. W obu gru-
pach w okresie objawowym wykrywa sie DNA wirusa
w $linie, we krwi lub w tkankach, a po 3-6 tygodniach
nastepuje serokonwersja. Mimo bardzo ograniczonej
liczby obserwacji sugeruje to, ze HHV-8, podobnie jak
pozostale herpeswirusy, powoduje zakazenia pierwotne
o lekkim i samoograniczajacym si¢ charakterze u oséb
immunokompetentnych, natomiast u 0s6b z niedobo-
rami odpornosci przybieraja one forme ciezka i zwia-
zang z ryzykiem powaznych nastepstw [17].

HHV-8 moze zakaza¢ rozne typy komorek: §rod-
blonek naczyn krwionosnych i limfatycznych, limfo-
cyty T CD8+, limfocyty B, makrofagi, keratynocyty
i komorki nablonka gruczotowego [40]. Po zakazeniu
wirus pozostaje w komdrce gospodarza w postaci epi-
somalnej (ktora zwigzana jest z cyklem latentnym) i jest
przekazywany do komérek potomnych podczas repli-
kacji. W latencji ekspresja gendéw wirusowych ograni-
czona jest zaledwie do kilku: LANA (Latency-Asso-
ciated Nuclear Antygen, ORF73), wirusowej cykliny
(vCyclin, ORF72), wirusowego FLIP (VFLIP, ORF71)
i mikroRNA, a takze bialek z rodziny kaposin (ORF
K12), regulujacych transformacje komérek i hamuja-
cych apoptoze. W komorce zakazonej latentnie znaj-
duje sie od 100 do 150 episomdéw HHV-8, zwigzanych
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z chromosomalnym DNA gospodarza. Podczas reakty-
wacji ekspresji ulega pelen zestaw gendw wirusowych
takich jak: ORF50, ORF57, ORF59, ORF40, ORF6,
ORF9, K8, wirusowy homolog interleukiny 6 (vIL-6,
ORFK2), wirusowe biatko G zwigzane z receptorem
(VGPCR, ORF74) oraz wirusowe homologi chemokin
vCCL-1 (ORFK®6) i vCCL-2 (ORFK4) [18, 40, 80].

2. Zakazenia gammaherpeswirusami
u os6b z HIV/AIDS

EBV i HHV-8 sa uznawane za patogeny, ktdre
w przypadku zaburzen odpornosci wywotuja choroby
o powaznym przebiegu. Przy nieskutecznym leczeniu
antyretrowirusowym lub przy jego braku zakazenie
HIV uposledza odpowiedZz immunologiczng, prowa-
dzac w efekcie do rozwoju zespolu nabytego niedoboru
odpornosci (AIDS) [89]. Zaburzenia w funkcjonowa-
niu ukfadu immunologicznego sprzyjajg reaktywacji
latentnych gammaherpeswirusow, a takze zaostrzaja
pierwotne infekcje wywotane przez EBV i HHV-8 [3].

Zakazenie EBV jest czynnikiem etiologicznym
wielu typéw chloniakéw u 0s6b z HIV/AIDS, zaréwno
w obrebie ukladu limfatycznego, jak i o$rodkowego
ukladu nerwowego [17]. Narastajgce w przebiegu
HIV uposledzenie odpornosci oraz stala replikacja
EBV moga doprowadzi¢ takze do rozwoju leukoplakii
wlochatej [9]. Jest to stan uznawany za wskaznikowa
chorobe w przebiegu AIDS, ale moze takze wystapi¢
u pacjentéw poddanych immunosupresji. Leukoplakia
wlochata manifestuje si¢ najczesciej obecnoscig cha-
rakterystycznych, biatych, silnie przylegajacych zmian,
zwykle na bocznych powierzchniach jezyka, btonie §lu-
zowej policzkéw lub w obrebie dzigset [3, 98 ].

Wedtug klasyfikacji WHO HIV-zalezne chloniaki
dzielimy nastepujaco [11, 12]:

I. Chloniaki wystepujace réwniez u pacjentéw immu-
nokompetentnych
1. chloniak Burkitta
2. chloniak rozlany olbrzymiokomdrkowy
- centroblastyczny
- immunoblastyczny
3.3. pozawezlowy chloniak strefy brzeznej MALT
4.4. chloniak wezlowy z limfocytéw obwodowych
5.5. chloniak Hodgkina
II. Chloniaki wystepujace swoiscie u pacjentow HIV-
dodatnich
1. Pierwotny chtoniak wysiekowy
2. chloniak plasmablastyczny jamy ustnej

III. Chloniaki wystepujace réwniez w innych stanach
uposledzenia odpornosci
1. polimorficzny chtoniak z komoérek B
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2.1. Chloniak Burkitta

Chtoniak Burkitta (BL — Burkitt’s Lymphoma) jest
od lat wigzany z zakazeniem EBV i wystepuje w trzech
postaciach: endemicznej, sporadycznej oraz zwigzanej
z zakazeniem HIV. DNA EBV jest wykrywane w ponad
95% przypadkow endemicznych BL i 15-30% spora-
dycznych BL. W$rod osob zakazonych HIV, u ktérych
rozwija sie chtoniak Burkitta, obecno$¢ wirusa stwier-
dza si¢ u 40-50% chorych [43]. Bez wzgledu na miejsce
wystepowania i zwigzek z EBV, chloniak Burkitta jest
nieodmiennie zwigzany ze swoistg translokacja chro-
mosomalng diugiego ramienia chromosomu 8 nio-
sgcego protoonkogen c-myc i jednego z loci cigzkiego
lub lekkiego taricucha immunoglobuliny na chromo-
somie 14 (cigzki taricuch), 2 lub 22 (domeny « lub A
taricucha lekkiego). W konsekwencji powoduje to ciagla
ekspresje biatka c-MYC, ktére stymuluje proces dojrze-
wania i proliferacji komorek oraz warunkuje przejscie
zfazy G, do S cyklu komérkowego [100]. Translokacja
ta powoduje réwniez, ze transkrypcji ulega wylacznie
biatko EBNA-1, ktore jest nieimmunogenne dla lim-
focytow T. Wciaz jednak pozostaje wiele nierozstrzyg-
nietych kwestii dotyczacych epidemiologii, etiologii
i kofaktoréw chtoniaka Burkitta nie zwigzanego z zaka-
zeniem EBV [6].

2.2. Inne chloniaki zwigzane z EBV

Poza chloniakiem Burkitta, w przebiegu AIDS opi-
sywane s3 tez inne rodzaje chloniakéw zwigzanych
z zakazeniem EBV. Stanowig one zréznicowang grupe
schorzen, bedacag nastepstwem obnizenia odpornosci
zwigzanej z zakazeniem HIV, czego bezposrednim
skutkiem jest niekontrolowana proliferacja limfocy-
tow zawierajacych latentng forme¢ EBV [16]. Zwia-
zane z AIDS chloniaki podzielone sa na wiele podty-
pow, a EBV wykrywa si¢ sg u 30% do 90% wszystkich
chorych [25]. Dodatkowo, ze wzgledu na charakter
zmian, wyroznia si¢ dwa typy chloniakéw wystepuja-
cych w przebiegu AIDS: immunoblastyczne i centro-
blastyczne, gdzie w pierwszym przypadku ekspresji
ulegajg biatka LMP-1 i BCL-2, a drugim biatko BCL-6,
lecz nie LMP-1 czy BCL-2 [58]. Do najwazniejszych
odmian EBV-zaleznych chloniakéw obserwowanych
w przebiegu AIDS nalezg [5]:

- chloniaki nieziarnicze, ktore az w 95 % wywodza
sie z limfocytow B. Najczesciej, bo u 90% pacjentow
z AIDS spotyka si¢ chloniaka rozlanego olbrzymio-
komoérkowego (DLBCL - Diffuse Large B-cell Lym-
phoma) i chloniaka Burkitta. Jest to typ chloniaka
ujawniony podczas epidemii HIV, zwigzany z koin-
tekcja HIV i HHV-8 [56]. DLBCL u 0s6b zakazonych
HIV zwiazany jest z zakazeniem EBV i zwykle przyj-
muje typ immunoblastyczny. DLBCL i BL wystepuja
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takze u 0s6b immunokompetentnych, jednak u oséb

HIV-dodatnich ryzyko lokalizacji DLBCL w obrebie

OUN jest 3600 razy wigksze niz u 0séb, u ktorych nie

stwierdza sie zakazenia HIV [23].

- chloniaki nieziarnicze z komérek T/NK:

« lokujace sie¢ w nosogardzieli (EBV wykrywa sie
w 90% przypadkéw)

« angioimmunoblastyczne (zwigzane z EBV w 0-51%
przypadkow),

o rak zofgdka o charakterze nabloniaka limfatycznego
(zwigzany z EBV w okoto 90% przypadkow)

« gruczolakorak (5 do 25% przypadkéw ma pod-
loze EBV),

- rzadko obserwowane formy chloniaka wysiekowego
zawierajacego zarowno EBV, jak i HHV-8, o rdznej
lokalizacji [24, 84].

- wywodzace si¢ z limfocytow B chloniaki z osrod-
kéw rozmnazania (germinal center), lokujace sie
w o$rodkowym ukladzie nerwowym [16].

2.3. Migsak Kaposiego

Miesak Kaposiego to powstajacy wieloogniskowo
nowotwor pochodzenia naczyniowego. W zaleznosci
od obrazu klinicznego i epidemiologii klasyfikowany
jest do czterech postaci: klasycznej, endemicznej, jatro-
gennej (potransplacyjnej) oraz zwigzanej z HIV/AIDS.
Przelomowe znaczenie dla okreslenia etiologii migsaka
Kaposiego miala praca Chang i wsp. [20], ktérzy przy
uzyciu technik molekularnych jednoznacznie udowod-
nili ze DNA HHV-8 wystepuje w bioptatach MK oraz
potwierdzili onkogenny charakter wirusa. Obecnie
uwaza sie, ze cechg wspolna wszystkich postaci kli-
nicznych miesaka Kaposiego jest infekcja i aktywacja
HHV-8 w zakazonych komorkach. Zwigzek zakaze-
nia KSHV z miesakiem Kaposiego potwierdzaja takze
wyniki badan serologicznych: przeciwciata przeciwko
HHV-8 wykrywane sa u 70-100% chorych, natomiast
w ogdlnej populacji zaledwie u 1-2% [67, 95]. Wykry-
cie miesaka Kaposiego u nosiciela HIV przez lata uwa-
zane bylo za jeden z objawéw wskaznikowych AIDS.
W grupie zakazonych HIV, migsak Kaposiego dotyka
zazwyczaj osob, ktore nabyly wirusa przez kontakt sek-
sualny, natomiast dzieci zakazone drogg wertykalna,
a takze osoby, ktore zakazity sie poprzez przyjmowa-
nie narkotykéw droga dozylng rzadko zapadaja na te
chorobe [8, 90].

U chorych na MK wirusowe DNA zlokalizowane
jest w majacych cechy nowotworowe komorkach $réd-
blonka i komdrkach wrzecionowatych [32, 101]. Nalezy
jednak podkresli¢, Ze sama obecno$¢ latentnej formy
HHV-8 w komoérkach jest niewystarczajaca do roz-
woju nowotworu, muszg zadziata¢ dodatkowe czynniki
aktywujace, takie jak stan zapalny, obnizenie odpor-
nosci wskutek zakazenia HIV lub leczenie immuno-
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supresyjne zwigzane z zabiegiem przeszczepienia [86].
Paradoksalnie zaréwno wydzielanie mediatoréw pro-
zapalnych, jak i obnizenie odpornosci moze skutkowac
reaktywacja HHV-8 ze stanu latencji. Reaktywowany
herpeswirus pobudza wydzielanie interleukiny 6 oraz
stymuluje angiogenezg, zaréwno poprzez bezposrednie
oddzialywanie wirusowych homologéw aktywatoréow
angiogenezy (bialko K1, K15 oraz kaposyna B), jak
i za posrednictwem biatek wirusowych stymulujacych
aktywatory gospodarza (bialko vGPCR, vCCL, K8.1
i glikoproteina B), czego skutkiem jest wlasnie rozwoj
miesaka Kaposiego [10, 32, 66, 71, 91].

Stosowanie wysokoaktywnej terapii przeciwretrowi-
rusowej (HAART - Highly Active Antiretroviral The-
rapy) prowadzi do ograniczenia zmian nowotworowych
MK i spadku wiremii HHV-8. Moze przebiega¢ to dwu-
torowo - z jednej strony stosowanie HAART poprawia
funkcje uktadu odpornosciowego i tym samym zwigksza
kontrol¢ nad zakazeniem HHV-8, za$ z drugiej strony
obniza réowniez poziom wiremii HIV, czego efektem
jest zmniejszenie poziomu proteiny Tat (transactivating
protein), ktéra prawdopodobnie ma wiasciwosci naczy-
niotworcze; moze takze chroni¢ komorki migsaka przed
apoptozg [28, 31]. Ponadto, w zalezno$ci od zaawan-
sowania zmian, mozliwe jest leczenie miejscowe oraz
radio- lub chemioterapia. W chemioterapii ogélno-
ustrojowej stosuje sie przede wszystkim antracykliny
[59]. W przypadku rozsianych zmian o lokalizacji
poza plucnej w terapii miesaka stosuje sie¢ winkrystyne
lub winblastyne, niszczace komorki nowotworowe,
a takze podskoérnie podawany interferon a, ktdry
dziata antyproliferacyjnie, przeciwwirusowo i proapop-
totycznie. Gdy zmiany nowotworowe obejmujg skore
i narzady wewnetrzne, dobre efekty terapeutyczne
osiaga sie przy zastosowaniu liposomalnej daunorubi-
cyny i doksorubicyny [44].

Kolejnym istotnym problemem zwigzanym z zaka-
zeniem HHV-8 u pacjentéw HIV-dodatnich jest rozwoj
miesaka Kaposiego w przebiegu zespolu rekonstruk-
¢ji immunologicznej (IRIS-KS - Immune Reconsti-
tution Inflammatory Syndrome-associated Kaposi’s
Sarcoma) [22]. Zespo! ten jest stanem przejSciowym,
ktdry pojawia sie krotko po wdrozeniu HAART, szcze-
golnie u pacjentéw leczonych po raz pierwszy, z wyijs-
ciowa wysoka wiremig HIV, niska liczba limfocytow
CD4+ oraz ciezkimi zakazeniami oportunistycznymi.
Kryteria rozpoznania IRIS-KS obejmujg nasilong
lub nietypowa reakcje immunologiczng na istniejace
zakazenia oportunistyczne, pojawienie si¢ reakcji
skornych o charakterze nadwrazliwos$ci typu pdznego,
powickszenie wezléw chlonnych oraz pojawienie sie
ziarniniakéw lub ognisk martwicy [2]. Od 7 do 29%
pacjentow z IRIS-KS, u ktérych w trakcie zakazenia
HIV pojawit sie migsak Kaposiego, cierpi z powodu
jego rozrostu lub pojawienia si¢ nowych ognisk nowo-
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tworu. Niebezpieczenstwo zwigzane jest szczegélnie
z rozwojem trzewnej formy IRIS-KS, obarczonej wyso-
kim wskaznikiem $miertelnosci [2, 7]. Klopotliwy jest
takze migsak zlokalizowany w okolicy szyjno-twarzo-
wej, poniewaz jego skutkiem moze by¢ obrzek blony
$luzowej krtani i zaburzenia oddychania [22]. Nie ma
obecnie jednoznacznie ustalonej terapii dotyczacej
ciezkich postaci IRIS-KS; w praktyce leczenie obejmuje
podawanie etopozydu, bleomycyny oraz pegylowanej
liposomalnej formy doksorubicyny, a w uzasadnionych
przypadkach takze odroczenie terapii przeciwretro-
wirusowej [2, 26].

2.4. Wieloogniskowa choroba Castlemana

Wieloogniskowa choroba Castlemana jest odczy-
nowym rozrostem limfocytow B i/lub plazmocytow
w wezlach chlonnych i zaliczana jest do tagodnych
chordéb limfoproliferacyjnych. Wystepuje w dwoch
postaciach: zlokalizowanej, zazwyczaj u mlodszych
0sob oraz wieloogniskowej (rozsianej) u pacjentow
w podesztym wieku i o znacznie gorszym rokowaniu
[92]. Dotychczas brak jest danych sugerujacych moz-
liwos¢ transformacji postaci zlokalizowanej w wielo-
osrodkowa. Zmiany dotycza najczesciej weztdw chton-
nych $rédpiersia i ptuc oraz weztéw chtonnych szyjnych
i pachowych, rzadziej o innej lokalizacji. Zazwyczaj
MCD obserwuje sie u chorych z AIDS, rzadko u pod-
danych immunosupresji pacjentéw HIV-seroujemnych
[75, 92]. Leczenie postaci zlokalizowanej polega na chi-
rurgicznym usunigciu guza. W terapii wieloogniskowej
choroby Castlemana brak jest konkretnych wytycznych;
stosuje sie glownie przeciwciala monoklonalne anty-
-IL-6 i kortykosteroidy [26, 73].

Nie jest jasne, czy wystepuje bezposredni zwigzek
miedzy MCD a opisanym niedawno u pacjentéw HIV-
-dodatnich zakazonych HHV-8 zespolem cytokinowo-
-zapalnym zwigzanym z KSHV (KICS - KSHV Inflam-
matory Cytokine Syndrome). W przebiegu choroby
Castlemana obserwuje si¢ nasilong i niekontrolowana
odpowiedz zapalng, wyrazajgcg sie w nadmiernej syn-
tezie IL-6. Stwierdzono, ze reakcja zapalna tego typu
moze wystepowac takze w postaci izolowanej KICS
[77], i podobnie jak w MCD, jest wynikiem nadmiernej
reakcji autokrynowej na ekspresje endogennej IL-6, jak
réwniez jej wirusowego homologu (vIL-6), jednak bez
towarzyszgcych zmian patologicznych charakteryzujg-
cych chorobe Castlemana [77].

2.5. Pierwotny chloniak wysiekowy jam surowiczych

Pierwotny chioniak wysi¢kowy jam surowiczych
jest rzadka, agresywna odmiang chtoniaka B-komérko-
wego, rozwijajaca si¢ w jamach surowiczych optucnej,
otrzewnej, a czasem w osierdziu. Typowy jest dla niego
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pierwotny wysiek, przy braku obecnosci guza [57]. PEL
nalezy do bardzo zlo$liwych nowotworéw, bowiem
czas przezycia chorych od momentu postawienia dia-
gnozy waha sie od 1 do 14 miesi¢cy. Ponadto, w prawie
50% przypadkoéw, u pacjentéw z PEL rozwija sie takze
miesak Kaposiego. Choroba ta wystepuje u okolo 5%
pacjentdw z AIDS i jest nowym typem chloniaka, ujaw-
nionym podczas epidemii HIV w latach 80-tych XX w.
i zawsze zwigzanym z zakazeniem HHV-8. W 7-80%
przypadkach chloniaka w komdrkach wykrywany jest
réwniez EBV prezentujacy I typ latencji [15, 56].

3. Zakazenia gammaherpeswirusami u oséb
poddanych immunosupresji

3.1. Poprzeszczepowa choroba limfoproliferacyjna

Poprzeszczepowa choroba limfoproliferacyjna (PTLD
- Post-Transplant Lymphoproliferative Disorder) jest
heterogenng grupa choréb, charakteryzujacy si¢ nie-
kontrolowang proliferacjg komorek ukladu chlonnego,
najczesciej limfocytéw B (90%), rzadziej limfocytow T
(9%) lub komoérek NK (0,5%) [52]. Najistotniejszym
czynnikiem ryzyka rozwoju PTLD jest rozwdj zakaze-
nia EBV po transplantacji, co moze wynika¢ zaréwno
z reaktywacji wirusa latentnego, jak i z zakazenia pier-
wotnego. Ryzyko rozwoju PTLD wzrasta gdy biorca
przeszczepu jest EBV-seroujemny, i oceniane jest na
23% do 50%, podczas gdy u biorcéw EBV-serododat-
nich wynosi od 0,7% do 1,9% [50]. Przyczyna rozwoju
PTLD jest transformacja blastyczna komorek zakazo-
nych EBV przy wspdlistniejacym uposledzeniu funkeji
limfocytéw T, wynikajacym z immunosupresji. Powo-
duje to zahamowanie eliminacji zakazonych komorek
przez limfocyty T-cytotoksyczne, naruszenie stanu
réwnowagi poprzez zmniejszenie liczby swoistych dla
EBV komorek CD8+ prowadzace do niekontrolowa-
nego namnazania EBV, czego skutkiem jest zakazenie
i transformacja kolejnych limfocytéw B. Ze wzgledu na
roznice wystepujace w przebiegu i w obrazie klinicz-
nym wyréznia sie wezesng i pdzng postaé PTLD [52].
W ujawniajacej sie przed uptywem roku od wlaczenia
immunosupresji wczesnej postaci PTLD znacznie czes-
ciej stwierdza si¢ zwigzek z zakazeniem EBV.

Ryzyko zalezy réwniez od rodzaju przeszczepianego
narzadu: w przypadku przeszczepienia komorek krwio-
tworczych wynosi ono okoto 1%, nerki — 2%, serca — 5%,
pluca - od 5 do 10%, watroby - od 5 do 15%, i do 20%
w przypadku przeszczepienia jelita cienkiego [21, 29].
Choroba rozwija si¢ zazwyczaj w przeciagu pierwszych
6 miesiecy po zabiegu przeszczepienia. Leczenie PTLD
jest trudne i polega gtéwnie na zmniejszeniu dawki
lekéw immunosupresyjnych, co moze si¢ przyczyni¢ do
odrzucenia przeszczepionego narzadu. Z tego powodu
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sugerowane tez jest zamienianie typowo stosowanych
lekéw immunosupresyjnych na inhibitory mTOR (me-
chanistic Target Of Rapamycin), takich jak sirolimus lub
ewerolimus [72]. Niektore osrodki wykonujace zabiegi
przeszczepiania narzagdéw unaczynionych, stosujac sie
do wytycznych stosowanych w transplantacjach ko-
morek krwiotwdrczych, wprowadzajg terapie wyprze-
dzajaca z uzyciem rytuksymabu (przeciwcialo mono-
klonalne anty-CD20) [72]. Nie ma jednak wystarcza-
jacych danych, aby przyjac te strategie jako zalecenie
w przeszczepieniach narzagdéw unaczynionych, a prze-
prowadzone dotychczas obserwacje nie potwierdzity
skuteczno$ci rytuksymabu w leczeniu rozpoznanej
klinicznie PTLD; bardziej celowe wydaje si¢ jego sto-
sowanie w profilaktyce tego schorzenia [49, 82, 93].

3.2. Limfohistiocytoza hemofagocytarna

Limfohistiocytoza hemofagocytarna (HLH - Hemo-
phagocytic Lymphohistiocytosis) jest potencjalnie
$miertelnym stanem hiper zapalenia, spowodowanym
silng, lecz nieefektywng odpowiedzig immunologiczna,
ktéra moze by¢ wywolywana przez czynniki wrodzone
(pierwotne HLH) lub nabyte, takie jak reakcje auto-
immunologiczne, nowotwory czy zakazenia [48, 63].
Wisrdéd czynnikow zakaznych mogacych skutkowaé
rozwinigciem HLH jednym z najpowszechniejszych
jest wirus Epsteina-Barr [78]. Fizjologicznie, podczas
infekcji wirusowej w wyniku stymulacji limfocytow
Th, dochodzi do pobudzenia komoérek NK i limfocy-
tow Tc, ktére dokonuja eliminacji czynnika wywotu-
jacego odpowiedz immunologiczng, co skutkuje jego
ograniczeniem. Jednak w przypadku braku stosownej
odpowiedzi ze strony limfocytow Tc i komorek NK,
limfocyty Th z pomocg makrofagéw (w tym takze
makrofagéw tkankowych - histiocytow) wydzielaja
coraz wyzsze stezenia cytokin, by t¢ odpowiedz wywo-
fa¢. Efektem powyzszego jest stan ,burzy cytokino-
wej”, bedacej niekontrolowanym procesem zapalnym,
ktérego ograniczenie jest dla organizmu niemozliwe
i prowadzi do niewydolnosci wielonarzadowej [48].
Taki stan, bez wlasciwego leczenia, skutkuje zgonem.
Smiertelno$¢ nawet w leczonej HLH indukowanej przez
infekcje EBV jest wysoka i waha si¢ miedzy 18 a 24%
[55, 63, 78].

Do rozpoznania nabytej HLH potrzebne jest wysta-
pienie u pacjenta co najmniej 5 z 8 nastepujacych
objawow: wysoka goraczka, splenomegalia, cytopenia
w co najmniej dwoch liniach komdrkowych, hiper-
ferrytynemia, hipertréjglicerydemia lub hipofibryno-
genemia, wzrost stezenia CD25, zmniejszona aktyw-
nos¢ komorek NK, hemofagocytoza w sledzionie,
szpiku kostnym lub weztach chtonnych [63, 64].

W HLH kluczowe dla rokowan pacjenta jest szyb-
kie postawienie wlasciwej diagnozy i wdrozenie lecze-
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nia. W przypadku HLH indukowanego przez wirusa
Epsteina-Barr, infekcje wirusowg kontrolowa¢ mozna
za pomoca rytuksymabu podawanego dozylnie, a odpo-
wiedz immunologiczng usituje sie wyciszy¢ za pomoca
kortykosteryddw, takich jak deksametazon oraz cyto-
statykow w rodzaju etopozydu [64, 78].

3.3. Chloniak Hodgkina

Ziarnica ztosliwa (choroba Hodgkina, HD - Hod-
gkin Disease) to grupa limfoidalnych choréb nowo-
tworowych, morfologicznie wyrodzniajaca si¢ wyste-
powaniem charakterystycznych olbrzymich komorek,
nazywanych komoérkami Reed-Stenberga (komdrkami
RS) [102]. Geneza chloniaka Hodgkina nie jest w pelni
wyjasniona. Hipermutacje w genach immunoglobulin
oraz stwierdzony w komorkach RS typ II latencji EBV
wskazuja, ze HD moze wywodzi¢ si¢ z limfocytow B
z o$rodkéw rozmnazania. Jednak znane sg rzadkie
odmiany chloniaka wywodzace si¢ z limfocytow T [37].

W obecnej klasyfikacji wyrdznia si¢ pig¢ postaci HD
[4, 13, 37]:

1. chloniak guzkowy Hodgkina z przewagg limfocytow
(nodular lymphocyte predominant Hodgkin lym-
phoma) - okolo 5% wszystkich przypadkéw HD,
w komérkach nowotworu nie stwierdza sie materiatu
genetycznego EBV;

2. ziarnica typu NS (nodular sclerosis classical Hodgkin
lymphoma) to okoto 65-75% przypadkéw HD, w tej
odmianie rzadko stwierdza si¢ wczesniejsze zakaze-
nie EBV;

3. ziarnica typu MC (mixed cellularity classical Hod-
gkin lymphoma) to okoto 20-25% HD; w ponad 70%
komorek RS wykrywa si¢ genom EBV;

4. ziarnica typu LD (lymphocyte depleted classical
Hodgkin lymphoma) stanowi mniej niz 5% przy-
padkéw ziarnicy zlodliwej, czesto wigze si¢ z zaka-
zeniem EBV;

5. klasyczna ziarnica bogata w limfocyty (lympho-
cyte-rich classical Hodgkin's disease) to do$¢ rzadka
postac ziarnicy, w okolo 40% stwierdza si¢ zaka-
zenie EBV

Szczyt zachorowan na ziarnice przypada na dwa
przedzialy wiekowe: wczesne dziecinstwo i okres po
ukonczeniu 60 roku zycia. Ryzyko rozwoju nowotworu
u 0sob starszych jest trzykrotnie wyzsze, jesli w mlo-
dosci przeszli oni mononukleoze zakazng [4]. Wydaje
sie, ze wystapienie ziarnicy ztosliwej u 0s6b po 60 roku
zycia wigze si¢ z ostabieniem reakcji immunologicznej
wynikajacym z zaawansowanego wieku, z tego powodu
sam chloniak Hodgkina czgsciej dotyka osob starszych
[45, 53]. Chloniak Hodgkina zwigzany z EBV wyste-
powaé moze u biorcOw przeszczepdw (szczegélnie
narzadéw unaczynionych), u os6b HIV-dodatnich, jak
i u oséb immunokompetentnych.

Standardowe leczenie chtoniaka Hodgkina nie zalezy
od tego, czy jest on zwigzany z EBV, czy tez nie. Poste-
powanie terapeutyczne okresla si¢ na podstawie wyni-
kow badan histologicznych, stopnia zaawansowania
choroby oraz oceny prognostycznej. Za ztoty standard
uznaje si¢ leczenie przy uzyciu doksorubicyny, ble-
omycyny, winblastyny i dakarbazyny (ABVD), wspo-
magane w razie konieczno$ci radioterapig obszaréw
pierwotnie zajetych [72]. Eksperymentalne leczenie
HD zwigzanego z EBV obejmuje terapi¢ adoptywna
z zastosowaniem cytotoksycznych limfocytéw T akty-
wowanych EBV, jednak wiaze si¢ ona z do$¢ wysokim
ryzykiem wywotlania choroby przeszczep-przeciwko-
-gospodarzowi [37].

3.4. Zakazenia KSHV

U biorcow przeszczepow, u ktorych nie stwierdza
sie zakazenia HIV, choroby o podlozu KSHV obser-
wowane sg rzadko, jednak ich ryzyko ich wystgpienia
jest okoto 200 razy wigksze niz w populacji ogdlnej
[41]. Dotyczy to przede wszystkim migsaka Kaposiego,
dla ktorego podstawowym kofaktorem wydaje si¢ by¢
podawanie lekéw immunosupresyjnych. Pozostate
schorzenia wywolywane przez KSHYV, takie jak chlo-
niaki plazmablastyczne o podiozu KSHV (w tym PEL),
choroba Castlemana oraz zesp6! cytokinowo-zapalny,
obserwowane sg w tej grupie pacjentow skrajnie rzadko
[26, 54, 61, 69].

4. Zakazenia gammaherpeswirusami we wrodzo-
nych zespolach niedoboréw odpornosci

Choroba Duncana, czyli wystepujacy u chlopcow
zespot limfoproliferacyjny zwigzany z chromosomem X
(XLP - X-linked Lymphoproliferative syndrome), cha-
rakteryzuje si¢ niezwykle cigzkim przebiegiem zaka-
zenia pierwotnego EBV. W jego przebiegu, antygeny
oraz DNA EBV wykrywa si¢ w weztach chtonnych,
$ledzionie, grasicy i innych narzadach wewnetrznych
[79]. Schorzenie to charakteryzuje sie patologiczna
reakcja na pierwotne zakazenie EBV i masywna poli-
klonalng proliferacjg limfocytéw B, T oraz makrofagow,
co skutkuje rozwojem nastepujacych postaci choroby:
(i) mononukleozy zakaznej o bardzo cigzkim prze-
biegu, z reguly z towarzyszacym nadostrym zapale-
niem watroby i rozwojem zespolu hematofagocytozy
(HLH, patrz wyzej); (ii) skrajnie obnizonym poziomem
syntezy gammaglobulin (dysgammaglobulinemig);
oraz (iii) rozwojem ztosliwych chloniakéw. Przebieg
zakazenia EBV jest r6zny nawet w przypadku blizniat
z XLP, a trzy wymienione postaci choroby mogg two-
rzy¢ praktycznie dowolne kombinacje kliniczne [103].
Genetyczne podioze XLP zwigzane jest z mutacjami
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w genie SLAM (Signalling Lymphocytic Activation
Molecule), okreslanym tez jako SH2D1A [94]. Zlokali-
zowany w Xq25 gen SH2D1A koduje bialko SAP, ktore
jest waznym mediatorem uczestniczagcym w transduk-
¢ji sygnalu miedzy komoérkami NK i limfocytami T
[87], jednak dokladny mechanizm zalezno$ci miedzy
zaburzeniem komunikacji NK-T, a rozwojem cig¢zkich
postaci zakazenia EBV nie jest znany. Podstawg oceny
prenatalnego ryzyka wystapienia XLP u dziecka sa
badania genetyczne rodzicéw i rodzenstwa, zwlaszcza
w przypadku rodzinnej historii XLP. Monitorowanie
rozwoju zakazenia EBV u dziecka z rozpoznanym nie-
prawidlowym genotypem SH2D1A obejmuje monito-
rowanie DNA EBV w probkach krwi obwodowej, ocene
markeréw HLH oraz monitorowanie poziomu immu-
noglobulin [35]. Smiertelno$¢ w przebiegu zakazenia
pierwotnego EBV u pacjentow z XLP uzalezniona jest
od konkretnej postaci schorzenia i wynosi od 9% (chto-
niaki) do 66% (HLH). Leczenie XLP jest w praktyce
bardzo podobne do leczenia stosowanego odpowiednio
w zespole hematofagocytozy, przewleklej agammaglo-
bulinemii lub w chloniakach o podtozu EBV [103].

Dwa kolejne zespoly dziedziczne, usposabiajace do
wystepowania cigzkich postaci zakazen EBV, zwigzane
sa z obnizong aktywnoscia cytotoksyczng komorek NK
oraz zmniejszong liczbg, a nawet brakiem, limfocytow
NKT. Pierwszy z nich, czyli zwigzany z chromosomem
X rodzinny wariant HLH (X-linked familial HLH),
traktowany jest przez niektérych autoréw jako odmiana
XLP [103]. Wiele jednak przemawia za tym, ze jest to
odrebny zespol, ktérego podiozem sg mutacje w genie
inhibitora apoptozy zwigzanego z chromosomem X
(XIAP, Xq25), nie za§ w genie SH2DIA [65]. Zespot
ten charakteryzuje si¢ wysokim ryzykiem wystapienia
HLH, przy niewielkim prawdopodobienstwie rozwoju
zmian limfoproliferacyjnych. Drugi z nich, to zespot
limfoproliferacyjny zwigzany z EBV, ktérego podlo-
zem genetycznym sg mutacje w genie indukowanej
przez interleukine 2 kinazy limfocytéw T (ITK). Prze-
bieg zakazenia EBV u pacjentéw z ITK-zalezng cho-
robg limfoproliferacyjng jest ciezki, towarzyszy mu
masywna wiremia, a skutkiem jest intensywny rozwoj
chtoniakéw, w tym ziarnicy zlosliwej [38]. Leczenie
polega przede wszystkim na przeszczepieniu komorek
krwiotworczych, natomiast w odréznieniu od PTLD,
stosowanie monoklonalnych przeciwcial anty-CD20
(rytuksymabu) skutkuje tylko przejSciowa poprawg
stanu klinicznego [38].

Opisany niedawno zespot XMEN (X-linked immu-
nodeficiency, Magnesium defect, EBV infection and
Neoplasia) spowodowany jest mutacjami w genie
MAGT1 (Xg21.1). Produkt tego genu odgrywa pod-
stawowg role w utrzymaniu prawidtowego wewnatrz-
komoérkowego stezenia Mg*, co wskazuje posrednio
na znaczenie homeostazy jonéw magnezu w reakcjach

odpornosciowych [60]. Zaburzenie rownowagi magne-
zowej prowadzi do nieprawidtowej ekspresji receptora
aktywujacego komorki NK (NKG2D), zaréwno na
powierzchni samych NK jak i limfocytow T CD8+, co
skutkuje obnizeniem ich aktywnosci cytotoksycznej
wobec komorek zakazonych EBV. Od strony klinicz-
nej, przebieg zakazenia pierwotnego EBV w zespole
XMEN przypomina przewlekle aktywne zakazenie
EBV (CAEBV - chronic active EBV), przy czym,
w odréznieniu od CAEBYV, obarczone jest wysokim
ryzykiem wystgpienia zmian limfoproliferacyjnych
[60]. W zespole XMEN obserwuje si¢ takze ogdlne
uposledzenie odpornosci, czego skutkiem sa towarzy-
szgce narzgdowe i ogolnoustrojowe wirusowe zakazenia
oportunistyczne. Leczenie ma charakter eksperymen-
talny i obejmuje podawanie rytuksymabu, aktywowa-
nych przeciw EBV limfocytéw T od dawcy spokrewnio-
nego oraz wysokich dawek magnezu. Rozwazana jest
takze mozliwo$¢ przeszczepiania komodrek krwiotwor-
czych, jednak dotychczasowe wyniki takiego leczenia
nie s zachecajace ze wzgledu na wysoka $miertelno$¢
biorcéow [81]. Podstawa monitorowania przebiegu
choroby jest ocena ilosciowa DNA EBV we krwi, nato-
miast badania serologiczne sa w praktyce nieprzydatne.
Z diagnostycznego punktu widzenia pomocna jest
ocena ekspresji genu MAGT1, a takze badanie poziomu
receptora NKG2D we krwi petnej [19].

W odroéznieniu od EBV, jak do tej pory nie stwier-
dzono zwigzku miedzy konkretnym dziedzicznym ze-
spolem uposledzenia odpornosci a zwiekszong zapadal-
noscig lub swoista forma przebiegu zakazenia HHV-8.

5. Podsumowanie

Gammaherpeswirusy stanowig wcigz powazne za-
grozenie dla pacjentéw z uposledzeniem odpornosci.
U ludzi immunokompetentnych zakazenia wirusami
z tej podrodziny przebiegaja czgsto bezobjawowo lub
z fagodng manifestacja kliniczna. Niedobory immuno-
logiczne powodujg jednak zaburzenia w kontroli pro-
cesu replikacji EBV i HHV-8, wplywajac na inicjacje
onkogenezy wirusowej i prowadzac do rozwoju choréb
limfoproliferacyjnych. EBV i HHV-8 stanowig takze
powazne zagrozenie dla pacjentéw zakazonych HIV.
Czg$¢ choréb wywotywanych przez te patogeny jest
tak $cidle zwigzana z obnizeniem odpornosci, ze moga
by¢ uznawane za choroby wskaznikowe pojawiajace si¢
w przebiegu AIDS. Z powodu powaznych konsekwen-
cji zakazen gammaherpeswirusami u pacjentow z nie-
doborami odpornosci konieczne jest monitorowanie
replikacji wirusoéw i ewentualna wczesna interwencja,
w postaci obnizenia dawek lekéw immunosupresyjnych
i/lub wdrozenia stosownego leczenia przeciwnowotwo-
rowego, przeciwzapalnego i immunomodulujgcego.
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Streszczenie: Zakazenia rotawirusami (RV) sg istotnym problemem epidemiologicznym zaréwno u ludzi jak i u wielu gatunkéw zwierzat
gospodarskich. Dotychczas zidentyfikowano szereg szczepéw RV czlowieka i zwierzat, ktére na podstawie wlasciwoéci antygenowych
biatka VP6 kapsydu zaklasyfikowano do 8 serogrup (A-H). Za najwazniejsza epidemiologicznie grupe serologiczng uwaza si¢ rotawirusy
grupy A (RVA) wykrywane w ponad 90% przypadkow biegunek rotawirusowych. Segmentowa budowa genomu RVA oraz obecnosé
zwierzat w bliskim otoczeniu cztowieka sprzyja reasortacji pomiedzy szczepami wirusa pochodzacymi od roéznych gospodarzy, prowadzacej
do pojawienia si¢ szczepdw zoonotycznych. Narastajaca liczba przypadkéw zakazen czlowieka wywolana przez RVA o genotypach, ktdre
dotychczas wylacznie stwierdzano u zwierzat wskazuje na potrzebe prowadzenia nadzoru epidemiologicznego w ogniskach zachorowan
ludzi polaczonego z identyfikacja epidemicznych szczepéw wirusa. Okreslenie genotypéw RVA krazacych u ludzi i zwierzat umozliwi
ocene wplywu szczepien na zmienno$¢ i selekcje szczepdw wirusa, a takze na pojawianie si¢ szczepéw zoonotycznych.

1. Wstep. 2. Ogdlna charakterystyka i klasyfikacja rotawirusow. 3. Zakazenia rotawirusami grupy A u ludzi. 4. Zakazenia rotawirusami
grupy A u zwierzat. 5. Zmiennos¢ i reasortacja rotawirusow jako procesy warunkujace powstawanie szczepdw zoonotycznych. 6. Wptyw
szczepien czlowieka na zmienno$¢ profilu genotypowego krazacych szczepow rotawirusa. 7. Podsumowanie

Farmed and companion animals as reservoirs of zoonotic rotavirus strains

Abstract: Rotavirus (RV) infections are a major epidemiological problem in humans and farm animals. So far, a number of human and
animal RV strains have been identified. Based on the antigenic properties of the VP6 capsid protein, they have been classified into
eight serogroups (A-H). The most important of them are viruses from group A (RVA), which are responsible for more than 90% of
cases of rotaviral diarrhoea. The segmented structure of the virus genome and the presence of animals in human neighbourhood favour
genetic reassortment between RV strains originating from different hosts. This could result in an emergence of zoonotic virus strains. The
increasing number of human infections caused by virus strains having genotypes which have only been identified in animals indicates the
need for epidemiological surveillance of infections. Additionally, the identification of epidemic virus strains in the outbreaks of disease in
humans should be conducted. The identification of RVA strains circulating in humans and animals will allow the assessment of the impact
of vaccination on the selection and emergence of zoonotic RVA strains.

1. Introduction. 2. General characteristics and classification of rotaviruses. 3. Group A rotavirus infection in humans. 4. Group A rotavirus
infection in animals. 5. Genetic changes and reassortment as factors leading to the formation of zoonotic rotavirus strains. 6. Impact of
human immunization on changes in genotype profile of circulating rotavirus strains. 7. Conclusions

Stowa kluczowe: rotawirus grupy A, szczepy zoonotyczne, transmisja, zwierzgta

Key words:

animals, rotavirus group A, zoonotic transmission, zoonotic strains

1. Wstep

Rotawirusy (RV) sa szeroko rozpowszechnione
u czlowieka i wielu gatunkéw zwierzat wywolujac,
szczegolnie u mlodych osobnikéw, ostre infekcje prze-
wodu pokarmowego, ktérym towarzysza biegunki
o réznym stopniu nasilenia. Ich obecnos¢ stwierdzano,
m.in. u zwierzat gospodarskich (§winie, mate i duze
przezuwacze, konie, kroliki i dréb grzebiacy), towarzy-
szacych (psy, koty), a takze u dziko zyjacych ssakow
(naczelne, przezuwacze, niedzwiedziowate, nietoperze,
gryzonie) i ptakéw [10, 29, 35, 43, 61, 65, 67, 89].

Na podstawie wlasciwosci antygenowych bialka
VP6 kapsydu wirusa, RV podzielono na osiem grup
serologicznych od A do H [15, 52]. RV grupy A, B,

C i H wystepuja u ludzi i zwierzat, natomiast wirusy
grup D-G stwierdzane sg wylacznie u zwierzat [20].
RV grupy E izolowano jedynie od §win [73], natomiast
grupy D, F i G od ptakéw [47, 61]. Badania metage-
nomowe wskazuja na obecnos¢ kolejnych grup serolo-
gicznych wirusa oznaczonych jako I'i J, ktére obejmuja
szczepy wirusa wykrywane odpowiednio u pséw i nie-
toperzy [5, 55]. Rotawirusy grupy A (RVA) uwaza si¢
za najwazniejsza epidemiologicznie grupe serologiczna.
Sa one odpowiedzialne za 90% zakazen rotawirusowych
zwierzat i ludzi, natomiast RV z grup B, C, E i H iden-
tyfikuje si¢ sporadycznie [44, 90].

Infekcje RVA stanowig istotny czynnik strat eko-
nomicznych w hodowli zwierzat gospodarskich ze
wzgledu na zmniejszenie przyrostu masy ciata zwierzat,

* Autor korespondencyjny: Dr hab. Artur Rzezutka prof. nadzw., Zaklad Wirusologii Zywnosci i Srodowiska, Pafistwowy Instytut
Weterynaryjny - Pafistwowy Instytut Badawczy, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy; tel. 81 889 30 36; e-mail: arzez@piwet.pulawy.pl
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Rys. 1. Schemat budowy RV

Na rycinie zaznaczono miejsca lokalizacji poszczegdlnych bialek w wirionie, zaadaptowany z Angel i wsp., 2007 [2].

spadek nie$nosci lub liczby odchowanego potomstwa,
jak rowniez wysokich kosztoéw leczenia [21, 47, 64, 94].
Sa one réwniez waznym problemem epidemiologicz-
nym u ludzi, gdyz uwaza si¢ je za najczestszy czynnik
etiologiczny ostrych biegunek u dzieci do 5 roku zycia
[6, 69]. Szacuje sie, Ze rocznie na $wiecie dochodzi do
ponad 140 milionéw zachorowan na tle rotawiruso-
wym, z czego 450 000 zakazen to przypadki $miertelne
u dzieci [69]. W Europie biegunki rotawirusowe notuje
sie u okoto 3,6 mln dzieci z 231 przypadkami $miertel-
nymi [81]. Ponadto RVA stanowia gtéwna przyczyne
zakazen szpitalnych, co znacznie zwigksza koszty lecze-
nia oraz wydluza czas hospitalizacji [22, 39]. Ocenia
sie, ze straty ekonomiczne w Stanach Zjednoczonych
bedace wynikiem zakazenia RVA u ludzi siggaja jed-
nego miliarda dolaréw rocznie, natomiast w Europie
wynoszg ok. 1,5 miliarda euro [26]. Przypadki biegunek
u ludzi o etiologii rotawirusowej s3 ewidencjonowane
w kraju przez Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego
- Panstwowy Zaktad Higieny. Od 2005 roku obserwuje
sie staly wzrost zachorowan z 33944 przypadkami
infekcji odnotowanymi w 2015 roku [59].

Obecnie coraz czesciej u ludzi stwierdzane sg za-
kazenia wywolane przez szczepy RVA pochodzace od
zwierzat jak i bedace reasortantami RV zwierzat i czlo-
wieka [34, 56]. Badania epidemiologiczne przeprowa-
dzone na terenie Europy wskazaty, ze ok. 2% szczepow
wirusa zidentyfikowanych u 0séb chorych to reasor-
tanty RVA zwierzat i cztowieka [34]. Réwniez analizy
sekwencji nukleotydowych segmentéw genomu kodu-
jacych bialka kapsydu VP7 i VP4 RVA wykrywanych
w Europie u $win, bydla i zwierzat towarzyszacych
wskazaly na ich filogenetyczne pokrewienstwo do RVA
czlowieka [54, 63, 67].

2. Ogolna charakterystyka i klasyfikacja rotawirusow

Po raz pierwszy RV zostaly wykryte w 1963 roku
w komorkach nabtonka jelit myszy [1]. W 1973 roku
zespol prof. Ruth Bischop z Australii stwierdzil obec-
nos¢ wirusa u dzieci z objawami biegunki [68]. W tym
samym czasie inna grupa badaczy pod kierownictwem
dr Lindy Saif zidentyfikowala RV u prosiat [78]. Mozli-
wos¢ rutynowej diagnostyki zakazen RVA pojawila sie
cztery lata pozniej, kiedy zastosowano metode ELISA
do wykrywania antygenu rotawirusowego w probkach
kalu zwierzat [98]. Réwniez adaptacja RV do linii ciag-
tej komorek nerki matpy (MA 104) umozliwita dalszy
rozwéj metod badawczych, ktore oprdcz diagnostyki
znalazly zastosowanie w badaniach epidemiologicz-
nych [24, 80]. RV naleza do jedynej grupy wirusow
w rodzinie Reoviridae, ktére wywolujg infekcje prze-
wodu pokarmowego ludzi i zwierzat. Ich nazwa (lac.
rota = kolo) wynika z morfologii czastek wirusa widzia-
nych w obrazie mikroskopu elektronowego [23]. Sa
to bezotoczkowe wirusy, ktérych genom skfada sie
z 11 segmentéw dwuniciowego RNA [20, 68]. Poszcze-
golne segmenty genomu koduja informacje dotyczace
bialek strukturalnych (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6
i VP7) oraz w zalezno$ci od szczepu od 5 do 6 biatek
niestrukturalnych [68] (rys. 1).

Z punktu epidemiologicznego najistotniejszymi
biatkami wirusa sg biatka zewnetrznej warstwy kapsydu
VP71 VP4, ktore rowniez odgrywajg istotna role w pro-
cesie zakazenia, indukuja odpowiedz immunologiczna
i stanowig podstawe klasyfikacji RVA na genotypy G
(VP7) i P (VP4) [51]. Dotychczas zidentyfikowano
27 genotypow G oraz 38 genotypow P RVA u ludzi
i zwierzat [6, 51] (tab. I).
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Tabela I
Genotypy szczepdw RVA wykrytych u czlowieka i zwierzat
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szczepodw zoonotycznych (ikony zwierzat wskazujg na pochodzenie materiatu genetycznego reasortanta)

nie identyfikowany u cztowieka, zwierzgt gospodarskich i towarzyszacych

Badania nad zmienno$cig genetyczna RVA potwier-
dzily, ze segmentowa budowa genomu wirusa odgrywa
kluczowa role w procesie reasortacji prowadzacym do
tworzenia nowych szczepow, w tym szczepow o cha-
rakterze zoonotycznym zdolnych do pokonania bariery
miedzygatunkowej. Do identyfikacji RVA, a takze do
oceny tempa ich ewolucji jak i oceny pokrewienstwa
pomiedzy szczepami zwierzat i ludzi w 2008 roku Grupa
Robocza WHO ds. Klasyfikacji Rotawirusow (RCWG

- Rotavirus Classification Working Group) opracowala
nowy system klasyfikacji szczepdw RVA, oparty na
analizie sekwencji nukleotydowych wszystkich 11 seg-
mentoéw genomu wirusa. Kazdemu segmentowi geno-
mowego RNA kodujacemu poszczegdlne biatka wirusa
przypisano okreslony genotyp przyjmujac nastepu-
jaca formule: Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx
odpowiednio dla bialek VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-
NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6. Symbol ,,x” w zapi-
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sie genotypu odpowiada liczbom arabskim zaczynaja-
cym sie od 1, ktore oznaczajg kolejny wariant danego
genotypu np. G1, G2, G3 [51].

3. Zakazenia rotawirusami grupy A u ludzi

Do zakazenia RVA gléwnie dochodzi drogg fekalno-
-oralna w wyniku kontaktu z osobg chorg lub siewca
wirusa. Sporadycznie odnotowywano przypadki za-
palenia zoladka i jelit po spozyciu zanieczyszczonej
wirusami wody lub zywnosci [75, 92]. Oproécz katu,
u zakazonych osob wirusa stwierdzano w moczu,
wydzielinie gérnych drég oddechowych, surowicy i ply-
nie mdézgowo-rdzeniowym [33, 99]. Przebieg infekcji
rotawirusowej uzalezniony jest od wieku i kondycji
ukltadu immunologicznego zakazonych osob. Najwiek-
sz zachorowalnos¢ odnotowuje sie u dzieci pomiedzy
6 a 36 miesigcem zycia. Natomiast u niemowlat do
6 m-ca zycia i os6b dorostych zakazenia RVA stwier-
dzane sg sporadycznie i majg one najczesciej przebieg
tagodny lub bezobjawowy [41]. W przypadku oséb
z obnizong odpornoscig obserwuje sie ciezszy przebieg
choroby i dluzsze utrzymywanie si¢ objawéw klinicz-
nych [12]. Infekcje cze$ciej stwierdza si¢ wsrdd chiop-
cOw niz dziewczynek [68]. W krajach o umiarkowanym
klimacie zakazenia RVA wystepuja sezonowo ze wzro-
stem liczby zachorowan w okresie jesienno-zimowym,
natomiast w rejonach tropikalnych biegunki rotawi-
rusowe obserwuje si¢ z tym samym nasileniem przez
caly rok [41, 44, 68]. W przebiegu zakazenia gléwnym
objawem jest biegunka o réznym stopniu nasilenia,
ktorej towarzysza wymioty i goraczka. Wystapienie
ostrej biegunki, zwlaszcza u noworodkéw moze dopro-
wadzi¢ do skrajnego odwodnienia, zaburzen elektro-
litowych ze wstrzagsem oligowolemicznym i $mierci
[41]. U dzieci, szczegdlnie z obnizong odpornoscia,
notowano przypadki pozajelitowych infekeji rotawiru-
sowych, ktére dotyczyly gornych drég oddechowych
oraz ukladu nerwowego [33, 99].

Za zachorowania ludzi na $wiecie gtéwnie odpowie-
dzialne sa RVA o genotypach: G1P[8], G2P[4], G3P[8],
G4P[8] i GOP[8], przy czym szczepy wirusa o genotypie
G1 wywolujg ok. 60-96% zakazen [6, 51]. Inne geno-
typy wazne z epidemiologicznego punktu widzenia to
G121 P[6] [4, 6]. Pozostale genotypy P i G nie odgry-
wajg istotnej roli w epidemiologii zakazen rotawiruso-
wych u ludzi, a ich rozprzestrzenienie w populacji nie
przekracza 1%. Wywoluja one infekcje sporadycznie
i przewaznie wystepuja endemicznie czego dowodem sa
lokalne epidemie [6, 40]. Ponadto obserwuje sie geogra-
ficzne zroznicowanie w wystepowaniu poszczegdlnych
genotypow RVA cztowieka. Rowniez w Europie, Azji
i Afryce dominuje genotyp G1, w przeciwienstwie do
Ameryki Pln. i Australii gdzie gléwnie notuje sie¢ G2

RVA. Natomiast wystepowanie szczepow G3, G4, G9
i G12 RVA uznaje si¢ za endemiczne dla poszczegol-
nych kontynentéw. Analizujac dane dotyczace obec-
nosci genotypu P[4], P[6] i P[8] RVA czlowieka nie
obserwuje si¢ réznic w ich geograficznym rozprzestrze-
nieniu [6, 77, 96].

4. Zakazenia rotawirusami grupy A u zwierzat

U zwierzat podobnie jak u ludzi objawy kliniczne
i przebieg zakazenia uzalezniony jest od wieku i statusu
immunologicznego zwierzat, zjadliwosci wirusa, wspot-
istniejacych zakazen, sposobu zywienia oraz warunkow
chowu [36, 94]. U wiekszosci gatunkéw zwierzat infek-
cjom jedynie wywotanym przez RVA towarzyszy stabo
nasilona biegunka [65, 74], natomiast zakazenia bak-
teryjne zwlaszcza enterotoksycznymi szczepami Esche-
richia coli zaostrzaja przebieg choroby. Obserwuje si¢
wowczas intensywna biegunke z szybko postepujacym
odwodnieniem, co skutkuje zwigkszonym odsetkiem
padnie¢ [60, 64, 65, 74]. Wsrdd zwierzat, najwigcej
zakazen RVA rozpoznaje sie w stadach $win, szczegdlnie
u prosiat do 8 tygodnia zycia [8, 94]. Oprocz biegunki
u chorych zwierzat obserwuje si¢ ostabienie taknienia,
depresje oraz spadek masy ciata. W przypadku zwierzat
starszych zakazenie najczesciej przebiega bezobjawowo,
a osobniki te stanowig staly rezerwuar wirusa w $ro-
dowisku fermy. Szczepy RVA dotychczas stwierdzone
u $win naleza do 51 genotypow GP, ktore powstaly
w wyniku wzajemnej reasortacji [64]. Dominujacymi
genotypami sposrod wykrywanych szczepow RVA §win
s3 G3, G4, G5, G9 i G11 w polaczeniu z P[6] lub P[7].
Pozostale genotypy G i P identyfikuje si¢ sporadycz-
nie, a ich rozpowszechnienie nie przekracza 6% [64]
(tab.I). W przypadku zakazen RVA u trzody chlewnej
obserwuje si¢ geograficzne zrdéznicowanie wystepo-
wania poszczegdlnych genotypéw [64]. Co ciekawe
szczepy o genotypach G i P typowych dla RVA swin
wywoluja réwniez zachorowania u innych gatunkéw
zwierzat gospodarskich, towarzyszacych, dziko zyja-
cych jak i u ludzi.

Zakazenia RVA s3 réwniez uwazane za giéwna
przyczyne wirusowych biegunek u duzych i matych
przezuwaczy [64, 65]. Najbardziej podatne na zakaze-
nie s3 najmtodsze zwierzeta do 4 tygodnia Zzycia. U cie-
lat, jagniat i kozlat biegunkom rotawirusowym czesto
towarzysza zakazenia bakteryjne gléwnie wywolywane
przez E. coli. Po przechorowaniu zakazenia obserwuje
sie siewstwo wirusa, ktdre sprzyja cyklicznemu poja-
wianiu si¢ biegunek w stadach zwierzat [36, 65]. Sku-
tecznym sposobem ograniczenia rozprzestrzeniania sie
zakazen RVA w stadach bydla i zwigzanych z tym strat
w hodowli jest stosowanie szczepien ochronnych [64].
Zachorowania przezuwaczy wywoluja szczepy RVA
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nalezace do co najmniej 13 genotypéw G i P (tab.I)
[64, 65]. U bydta dominuja szczepy G6, G8, G10 RVA,
w pofaczeniu z P[1], P[5], P[11]. Natomiast u jagniat
i kozlat najczesciej stwierdzanym genotypem P RVA jest
P[14] i P[15] [65]. P[14] jest rowniez jednym z dwdch
genotypow P RVA wywolujacym zakazenia u krélikéw
[10, 49]. Ponadto dotychczas zidentyfikowane krolicze
szczepy RVA naleza wylacznie do genotypu G3.

RVA s3 jedna z zakaznych przyczyn biegunek i pad-
nie¢ zrebiat [48, 66]. Zakazenia u koni sg szeroko roz-
powszechnione o czym $wiadczy obecnos$¢ przeciw-
cial anty-RVA u wigkszosci badanych zwierzat [72].
W ponad 99% przypadkéw zachorowan wykrywano
szczepy G3P[12] i G14P[12], natomiast szczepy o pozo-
stalych genotypach G (G5, G8, G10, G13) i P (P[1],
P[3], P[7], P[18]) nie odgrywaja istotnej roli w epide-
miologii zakazenn RVA u tego gatunku zwierzat [66].
Uwaza sie, ze ich obecnos¢ u koni to efekt miedzyga-
tunkowej transmisji wirusa [48, 66].

U drobiu zakazenia RVA stanowig przyczyne zabu-
rzen trawienia i wchtaniania paszy, ktére okreslane sa
jako syndrom zahamowania wzrostu (RSS - Runting
Stunting Syndrom) lub syndrom zlego wchlaniania
(MAS - Malabsorption Syndrom) [47, 61]. Obecnos¢
wirusa w stadach kurczat i indykéw w Europie wynosi
od 11% do 85% [47]. U ptakéw identyfikowano szczepy
o genotypach G7, G23, G22 i P[37]. Stanowia one gene-
tycznie odrebng grupe szczepdw wirusa w poréwnaniu
do RVA ssakow [61].

G1P[8]

TWONA KOZYRA, ARTUR RZEZUTKA

Przebieg zakazen RVA u zwierzat towarzyszacych
jak psy i koty jest na ogot bezobjawowy [67]. Jedynym
genotypem G RVA dotychczas stwierdzonym u pséw
i kotow podobnie jak u krolikow jest G3 [25, 67].

5. Zmiennos¢ i reasortacja rotawirusow
jako procesy warunkujace powstawanie
szczepow zoonotycznych

Budowa genomowego RNA RV predysponuje do
wystapienia zjawiska reasortacji, ktore polega na wymia-
nie segmentéw genomu pomiedzy odmiennymi czast-
kami wirusa (rys. 2).

Proces ten ma miejsce w komorce gospodarza zaka-
zonej przez dwa rozne szczepy RVA. Obecnos¢ zwie-
rzat w bliskim otoczeniu czltowieka sprzyja reasortacji
pomiedzy szczepami RVA zwierzat i cztowieka prowa-
dzacej do powstania odmiennych antygenowo szcze-
pow wirusa, w tym szczepow zoonotycznych (3, 11, 44,
70]. Istnienie tego zjawiska potwierdzaja wyniki analizy
filogenetycznej genéw kodujacych bialka niestruktu-
ralne oraz biatka kapsydu zoonotycznych szczepow
wirusa wykrywanych u ludzi [57].

Obecno$¢ reasortantéw RVA, ktore pokonaty bariere
miedzygatunkowg i wywolaly zakazenie czlowieka
stwierdzano juz w latach 80. ubieglego wieku, kiedy
po raz pierwszy zachorowania mieszkancow Ameryki
Lacinskiej wywolal szczep o nietypowym dla czlowieka

G2P[4]

G1PM]

G1P[8]

G2P[8]

G2P[4]

Rys. 2. Schemat procesu reasortacji RVA
Schemat zaadaptowany z pracy Dennehy, 2008 [15].
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genotypie G5 [88]. Jego genom zawieral odcinki RNA
pochodzace od szczepdw wirusa dotychczas wykrywa-
nych u $win [27, 79]. W tym samym czasie u chorych
0s0b w Azji, réwniez wykryto nowy genotyp G9P[19]
RVA. Przeprowadzona analiza molekularna wykazata,
ze co najmniej dziewie¢ segmentéw genomu wirusa
w tym gen kodujacy bialko VP4 pochodza od RVA
swin [3, 19, 44, 54]. Obecnie, notuje si¢ narastajaca
liczbe przypadkow zakazen ludzi reasortantami RVA
$win i cztowieka o genotypach: G1-G5P [6], G5P[8],
G9P[6], GOP[19], G11P[6], G12[6] i G12P[8] [3, 17,
42, 44, 57, 63, 83, 85, 93]. Najczesciej wykrywanym
u czlowieka zoonotycznym szczepem RVA $win jest
G4P[6], ktory byl w stanie rozprzestrzenic si¢ w popu-
lacji ludzi [14, 17, 45, 62, 63, 83, 93, 99]. Poréwnanie
sekwencji nukleotydowych genéw kodujacych biatka
strukturalne i niestrukturalne szczepéw RVA o tym
genotypie izolowanych od oséb chorych pochodza-
cych z réznych rejonow $wiata z sekwencjami RVA $win
wskazalo na ich $ciste pokrewienstwo filogenetyczne.
Istnialo ono w obrebie genéw kodujacych wszystkie
biatka wirusa z wyjatkiem niestrukturalnego NSP1
[14, 17, 63]. Kolejnym dowodem wskazujgcym, ze
$winie mogg stanowi¢ zrédlo zakaznych dla czlowieka
RV s3 przypadki zachorowan dzieci wywolane przez
szczepy G9P[6] i GOP[19] RVA [97, 100]. Analiza filo-
genetyczna w obu przypadkach wykazata 100% pokre-
wienstwo calego genomu szczepéw stwierdzonych u
dzieci do RVA $win. Zwigzek ewolucyjny pomiedzy G9
RVA $win i czlowieka potwierdzity tez badania innych
autorow, ktorzy dowiedli, ze krazace u ludzi rotawirusy
o tym genotypie to najprawdopodobniej zaadoptowane
do organizmu czlowieka szczepy RVA $win [30, 84].
RVA $win wykazuja réwniez zdolno$¢ bezposredniej
transmisji na czltowieka [18, 38, 42, 56]. Przykladem
jest zoonotyczny szczep G5P[6] RVA $win wykrywany
uludzi w Azji [18, 42] i Japonii [38]. Natomiast w Euro-
pie odnotowano tylko jeden przypadek infekeji czto-
wieka wywolanej przez RVA $win o tym genotypie [56].
Wryniki badan wskazujg, ze zoonotyczne szczepy RVA,
ktérych zrodtem byly $winie czesciej posiadaty geno-
typ P[6] niz inne genotypy P typowe dla tego gatunku
zwierzat [31, 86]. Zdolno$¢ do przekraczania bariery
miedzygatunkowej przez szczepy P[6] RVA najpraw-
dopodobniej wynika z budowy biatka VP4 odgrywa-
jacego kluczowa role w przebiegu zakazenia. Zawiera
ono lektyne (hemaglutynina), ktdra wigze sie nie tylko
z kwasem sjalowym bedacym gléwnym receptorem
w komorkach nablonka jelit, ale i z innymi receptorami
o podobnej budowie obecnymi na powierzchni ko-
morek w drogach oddechowych i moczowo-plciowych
[31, 76]. Wiagzanie P[6] RVA z wieloma receptorami
ulatwia zakazenie nowego gospodarza, co moze thuma-
czy¢ czestsze przypadki infekcji ludzi wywotane przez
szczepy RVA $win o tym genotypie. Niemniej jednak

w przypadku szczepdéw G5P[6] RVA brak pelnej zgod-
no$ci pomiedzy determinantami antygenowymi RVA
$win i receptorami w komoérkach cztowieka nie pozwala
na szybkie rozprzestrzenianie si¢ zwierzgcych szczepow
wirusa u ludzi [56, 86]. Podobnie pozostale zoono-
tyczne szczepy RVA $win jak: G1-G3P[6], G3P[9],
G5P[8], G11P[6], G12[6] i G12P[8] stwierdzane byly
u ludzi sporadycznie i nie odgrywaly one istotnej roli
w epidemiologii zakazen rotawirusowych u czlowieka.

Odzwierzgcy transmisje na czlowieka zaobserwo-
wano réwniez w przypadku RVA przezuwaczy. Zoono-
tyczne szczepy RVA bydta naleza gtéwnie do genoty-
pow G6, G8, G101 P[14] [4, 53, 58], chociaz sporadycz-
nie infekcje u ludzi powodowaly szczepy RVA bydla
o genotypach P[1], P[8], P[9], P[10] i P[11]. Pierwsze
przypadki biegunek u ludzi wywolanych przez G8
RVA bydta stwierdzono w latach 80. ubieglego wieku
w Azji [28]. Nastepnie reasortanty G8P[4], G8P[6]
i G8P[8] RVA bydta i czlowieka pojawily sie u ludzi
w Afryce, a od 2006 r. wykrywano je na terenie Europy
[58]. We wszystkich przypadkach badania genomowe
potwierdzily $ciste pokrewienstwo pomigdzy szcze-
pami G8 RVA niezaleznie od tego czy wykrywano je
u ludzi czy tez u zwierzat. Przekroczenie bariery mie-
dzygatunkowej (zwierze/czlowiek) zaobserwowano
réwniez w przypadku bydlecego szczepu G10P[11]
[32, 37]. Niemniej jednak w ostatnich latach odno-
towano wzrost infekcji rotawirusowych u ludzi spo-
wodowanych przez zoonotyczne szczepy G6P[14],
G8P[14] i G10P[14] RVA pochodzace od przezuwaczy
[4, 7, 13, 46, 50, 53, 82, 95]. Genom zoonotycznego
szczepu G8P[14] RVA, ktéry odpowiedzialny byl za
zachorowania dzieci we Wloszech posiadat 10 spo-
$§réd 11 segmentéw RNA charakteryzujacych sie 100%
pokrewienstwem do szczepéw wirusa o tym genoty-
pie, ktore wykrywano u owiec [53]. Kolejny przypadek
hospitalizacji dziecka z objawami ci¢zkiego zapalenia
zoladka i jelit stwierdzono w Belgii, w ktorym zrédlem
chorobotwdrczych P[14] RVA mogtly by¢ kroliki [49].
Zakazenia ludzi wywotlane przez typowy dla krélikow
szczep G3P[14] odnotowano réwniez w Chinach,
Australii i we Wloszech [10, 16]. Analizy molekularne
szczepow P[14] RVA zwierzat i czlowieka wykazaly,
ze majg one wspodlne pochodzenie i mozna je uznac za
bydlece lub kroélicze reasortanty wirusa.

Szczepy G3P[3] i G3P[9] RVA o typowych geno-
typach RVA dla pséw i kotow stwierdzono réwniez
u ludzi. We wszystkich przypadkach osoby chore byly
opiekunami lub mialy bezposredni kontakt z zaka-
zonymi zwierzetami. Szczep G3P[3] RVA czlowieka
charakteryzowal si¢ wyzszym pokrewienstwem do
szczepow RVA psa o tym genotypie niz do szczepow
czlowieka [67]. Réwniez wysoka przekraczajaca 90%
zgodnos¢ sekwencji nukleotydowych genomu wyka-
zano pomiedzy szczepami G3P[9] RVA czlowieka i kota
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[25]. Przedstawione wyniki badan dowodza, ze RVA
krazace w populacji zwierzat towarzyszacych mozna
uznac za potencjalnie zoonotyczne.

6. Wplyw szczepien czlowieka na zmiennos¢ profilu
genotypowego krazacych szczepow rotawirusa

Swoista immunoprofilaktyke zakazen rotawiruso-
wych majaca na celu zmniejszenie liczby przypadkow
$miertelnych wsrod dzieci rozpoczeto w 2004 r., wraz
z wprowadzeniem do stosowania szczepionki Rotarix™
(GlaxoSmithKline Biologicals) w Meksyku i na Domi-
nikanie. W 2006t. amerykariska Agencja Zywnosci
i Lekow (FDA) zatwierdzita do rutynowej immunizacji
dzieci szczepionke RotaTeq™ (Merck Sharp & Dohme
Corp USA) [9]. W kolejnych latach obie szczepionki
zostaly dopuszczone do stosowania w ponad 100 kra-
jach na calym $wiecie, a w 60 z nich, w tym réwniez
i w Polsce przynajmniej jedng wprowadzono do krajo-
wych programéw immunoprofilaktycznych [91]. Rota-
rix™ to preparat monowalentny zawierajacy szczep RVA
czlowieka o genotypie G1P[8] natomiast RotaTeq™ jest
rekombinowang pentawalentng szczepionkg opracowa-
ng na bazie reasortantéw RVA bydta i cztowieka o geno-
typach G1, G2, G3, G4 i P[8]. Oba preparaty zostaly
ocenione jako wysoce immunogenne i bezpieczne [91].
Skutecznos¢ szczepien oraz ich wplyw na pojawianie
sie nowych genotypéw G, P wirusa w poszczegdlnych
regionach $wiata jest monitorowana od momentu
przeprowadzenia pierwszych szczepien profilaktycz-
nych dzieci [6, 40, 91]. Poréwnujac skale zachorowan
wywolanych przez RVA u dzieci i ich przebieg w okre-
sie przed i po wprowadzeniu szczepien, zaobserwowano
istotny, siegajacy nawet 90% spadek liczby hospitaliza-
cji i przypadkéw smiertelnych wsrod dzieci z powodu
biegunek rotawirusowych [6]. Zaréwno szczepionka
monowalenta Rotarix™ jak i pentawalentna RotaTeq™
wykazuja podobna skuteczno$¢ przeciwko zakazeniom
wywoltywanym przez homotypowe (RVA o tych samych
genotypach co szczepy szczepionkowe) i heterotypowe
szczepy wirusa posiadajace odmienne genotypy [40].
Niemniej jednak, w krajach stosujgcych szczepionke
monowalentng obserwowano wzrost zachorowan ludzi
wywolanych przez heterotypowy szczep G2P[4] RVA.
Pojawienie si¢ tego szczepu nie wynika z podawania
szczepionki, a ze zmiennosci RVA [6, 40]. Podob-
nie pojawienie si¢ nowych, zoonotycznych szczepow
G6P[14], G8P[14] G9P[8], G10P[14] G12P[6] i G12P[8]
RVA w szczepionych populacjach uwaza sie, ze jest efek-
tem naturalnej zmiennosci i selekcji bardziej zjadliwych
szczepow RVA [34, 40]. W niektorych przypadkach
nowo pojawiajace sie szczepy wirusa moga miec nie-
korzystny wptyw na sytuacje epidemiologiczng danej
populacji ludzi. Przykladem sa Indie, gdzie odnotowano

masowy wzrost zachorowan u ludzi wywotanych przez
reasortanty wirusa o genotypie G9 jak i P[11]. Poja-
wienie si¢ nowych szczepéw RVA o odmiennych geno-
typach niz te obecne w szczepionkach bylo podstawa
przygotowania i wprowadzenia do czynnej immuniza-
cji 0s6b w Indiach preparatu Rotavac®, zawierajacego
atenuowany szczep G9P[11] - reasortant RVA bydta
i cztowieka [9]. Podobng sytuacje obserwuje si¢ w Azji
i Ameryce Pid., gdzie od 2008 r. ma miejsce staly wzrost
zakazen ludzi zoonotycznym szczepem G12P[6] [40].
Ze wzgledu na brak jednoznacznych informacji nt.
skutecznosci dostepnych szczepionek w zapobieganiu
zakazeniom wywolanym przez nowe genotypy wirusa
niezbedne wydaje sie prowadzenie stalego nadzoru epi-
demiologicznego zakazen polaczonego z identyfikacja
genotypow wirusa, ktory pozwoli oceni¢ rzeczywisty
wplyw stosowania szczepionek na selekcje i zmiennosé
profilu genotypowego krazacych szczepéw RVA.

7. Podsumowanie

Zjawisko reasortacji genetycznej obserwowane po-
miedzy RVA zwierzat i czlowieka moze by¢ bardziej
powszechne niz $wiadcza o tym doniesienia naukowe.
Pojawiajace si¢ reasortantanty RVA posiadajg duzg zdol-
nos¢ adaptacji do nowych gospodarzy i moga szybko
rozprzestrzenic¢ si¢ w ich populacjach. Obecno$¢ zwie-
rzecego rezerwuaru RVA patogennych dla czlowieka,
a takze pojawianie sie ognisk choroby wywotanych
przez zoonotyczne szczepy wirusa wskazuje na potrzebe
monitorowania tego zjawiska. Istotne znaczenie w zapo-
bieganiu szerzenia si¢ zakazen i pojawianiu sie¢ ciezkich
przypadkow choroby u ludzi majg programy immuno-
profilaktyczne. Niemniej jednak skuteczno$¢ obecnie
dostepnych szczepionek moze nie by¢ wystarczajaca
w stosunku do nowych szczepdw wirusa, a indukowana
przez nie odpornos¢ nie w pelni chroni¢ szczepione
osoby w przypadku zakazen szczepami RVA o odmien-
nych genotypach niz te obecne w szczepionkach.
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Abstract: Discovering interactions between the etiology of the infection and diabetic patients’ immune system activity may be essential for
the relevant clinical diagnosis. The dynamics of colonization of the nasal vestibule by Staphylococcus aureus and the development of the
prevention strategies against infection are different for various populations. Moreover, the colonization of the nasal vestibule might involve
both molecular and epidemiological ctorsfa. Researchers have reported that the identification of methicillin-resistant strains S. aureus
(MRSA) with similar molecular characteristics allows to assess the ability of the microorganism to spread and the risk of infection in
diabetic patients. Knowledge of these characteristics allows to take precautions in patients exposed to S. aureus. S. aureus is an ethiological
factors of many severe diseases both in people with weakened immune system and in healthy individuals. Usually, excess weight and obesity
contribute to the incidence of diabetes mellitus type 2 (DM2). However, the colonization by S. aureus is a probable risk factor for infection.
Among S. aureus virulence factors, superantigens (SAgs) are essential for pathogenicity. The long-term effect of the superantigen toxic
shock syndrome toxin-1 (TSST-1) might be glucose intolerance. This toxin also induces systemic inflammation as a result of the increased
exotoxin concentration in blood, and, therefore, may be the causative factor of diabetes. Chronic exposure to staphylococcal superantigens
may contribute to the development of diabetes, suggesting a need to conduct targeted therapies against S. aureus superantigens.

1. Introduction. 2. Risk factors for infection in patients with diabetes. 2.1. Immunodeficiency. 2.2. Obesity 2.3. Staphylococcal carriage.
3. Staphylococcal infections in patients with diabetes. 3.1. Staphylococcal superantigens. 3.2. Skin and soft tissue infections. 3.3.Diabetic
foot syndrome. 3.4. Sepsis. 3.5. Infective endocarditis. 3.6. Acute purulent meningitis. 4. Vaccination. 5. Conclusions

Rola Staphylococcus aureus w diagnostyce klinicznej pacjentéw z cukrzyca

Streszczenie: Znajomos¢ zaleznosci miedzy etiologia zakazenia, a aktywnos$cig ukladu odpornosciowego u pacjentéw z cukrzycg moze
mie¢ kluczowe znaczenie dla diagnostyki klinicznej. Dynamika kolonizacji przedsionka nosa przez Staphylococcus aureus oraz zalecenia
dotyczace gronkowcowych zakazen, bedg odmienne dla réznych populacji. Charakterystyka kolonizacji przedsionka nosa moze obejmowa¢
cechy molekularne i czynniki epidemiologiczne. Naukowcy donosza, ze identyfikacja nosicielstwa, szczepami S. aureus opornymi na
metycyling (MRSA) o podobnych cechach genotypowych, pozwala oceni¢ zdolno$¢ rozpowszechniania sie drobnoustroju oraz ryzyko
zakazenia pacjentdéw z cukrzyca. Znajomos¢ tych wlasciwosci umozliwia wprowadzenie dziatan zapobiegajacych zakazeniom wywolanym
przez S.aureus. Bakteria ta jest czynnikiem etiologicznym wielu ciezkich chordb zaréwno u oséb z uposledzong odpornoscia, jak
i u zdrowej populacji. Nadwaga i otylos¢ stanowig czynnik ryzyka wystapienia cukrzycy typu 2 (DM2). Natomiast nosicielstwo S. aureus
moze przyczyni¢ sie do rozwoju infekgji. Istotne dla patogennosci czynniki zjadliwosci S. aureus, to superantygeny (SAgs). Zaliczamy
do nich toksyny zespotu wstrzasu toksycznego (TSST-1), ktérych dlugotrwatym efektem dzialania moze by¢ nietolerancja glukozy.
Wspomniane toksyny indukujg réwniez ogolnoustrojowe zapalenie, w wyniku zwigkszonego stezenia egzotoksyn we krwi, a zatem moga
by¢ czynnikiem, ktéry indukuje hiperglikemie. Przewlekta ekspozycja na superantygeny gronkowcowe moze prowadzi¢ do rozwoju
cukrzycy, co sugeruje potrzebe prowadzenia terapii ukierunkowanej na superantygeny S. aureus.

1. Wstep. 2. Czynniki ryzyka wystgpienia zakazenia u pacjentéw z cukrzyca. 2.1. Niedobdr odpornosci. 2.2. Otytos¢ 2.3. Nosicielstwo
gronkowcowe. 3. Zakazenia gronkowcowe u pacjentéw z cukrzycg. 3.1. Superantygeny gronkowcowe. 3.2. Infekcje skory i tkanek
miekkich. 3.3. Zespot stopy cukrzycowej. 3.4. Sepsa. 3.5. Infekcyjne zapalenie wsierdzia. 3.6. Ostre ropne zapalenie opon mézgowych.
4. Szczepienia. 5. Wnioski

Key words: diabetic patients, Staphylococcus aureus
Slowa kluczowe: pacjenci chorujacy na cukrzyce, Staphylococcus aureus

1. Introduction severe course and can be even life-threatening. First
of all, clinical symptoms are often mild and masked

The test results reveal that patients with diabetes by the chronic complications of diabetes, which leads
tend to be at higher risk ratio for infections about 1.21  to the late medical diagnosis. Secondly, the defect in
when compared to patients without diabetes [52]. humoral immunity leads to the inhibition of the normal
Infections that occur in patients with diabetes have  body’s response to the infection [12]. Casqueiro etal.
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confirm that hyperglycemia environment can result in
areduction of the function: lymphocytes T, neutrophils,
secretion of inflammatory cytokines and anti-oxidant
system [5]. A high percentage of Staphylococcus aureus
which is the etiological factor for diabetic foot syn-
drome (DFS) and skin and soft tissue infections (SSTI)
confirms that diabetic patients are particularly vulner-
able to infections caused by this microorganism [29,
66]. Given the fact that S. aureus is an independent pre-
dictor of mortality, monitoring of this microorganism
must be treated as a priority, as reported by Hernandez
etal, in their studies. Therefore, adequate knowledge
of these pathogens involved in a potentially invasive
disease, is the important tool for effective treatment
using antibacterial agents with a properly chosen spec-
trum of activity [18].

Vu etal,, in their study demonstrated adipocytes
with insulin resistance resulting from chronic exposure
to superantigen TSST-1 [65].

Rodriguez etal. state that the spread of the differ-
ent strains of S. aureus can be controlled through the
knowledge of their molecular characteristics and epi-
demiological mechanisms. In patients with high risk of
diabetes type 2 the presence of MRSA colonization
of similar molecular characteristics discloses the ability
of incidence and risk of S. aureus infection [48]. Elimi-
nation of S. aureus carriage seems to play an important
role in the prevention of infections in patients with dia-
betes who are about to undergo major surgery, which
was confirmed by Muifioz et al., revealing an increased
frequency of surgical site infections after major heart
surgery. Poindexter etal. reports not only confirm
increased incidence of staphylococcal colonization
among diabetic patients compared to patients without
diabetes but also reveal that still the important factors
responsible for the higher rates of S. aureus carriage
in the nasal cavity are not known. Another impor-
tant issue is the need to control antibiotics’ resistance
in hospital settings [44].

The aim of the study is to determine the impact of
S. aureus infection on the clinical course of diabetes
mellitus.

2. Risk factors for infection in patients
with diabetes

Diabetes mellitus is the metabolic disease caused
by a defect in insulin action or secretion, which leads
to hyperglycemia [55]. As a result of poor glycemic
control or ketoacidosis, secondary defects in phago-
cytic cells can occur in diabetic patients. The process of
chemotaxis and phagocytosis, when normally bacteria
are killed by neutrophils, can be weakened in patients
with diabetes [49]. Infectious diseases are common in
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diabetic patients. The main pathogenic mechanisms are:
the increased virulence of certain pathogens in hyper-
glycemic environment, reduction of chemotaxis activity
and production of the interleukins in response to the
infection, as well as a decrease in the activity of phago-
cytes and the immobilization of neutrophils [3, 5, 17].

2.1. Immunodeficiency

Infection in patients with diabetes causes many
pathophysiological changes. The complement system
contains plasma proteins and cell surface proteins
which promote opsonization and bacterial phago-
cytosis by leukocytes. The complement system is
activated and may increase the lysis of microorgan-
ism and mediates a B-cell antibody production [9].
Decreased level of C4 was observed in patients with
DM and that may cause malformed neutrophils forma-
tion and decreased response to cytokines. In the pro-
cess of phagocytosis, lipopolysaccharide (LPS) induces
mononuclear cells and monocytes, but in response to
stimulation, they release lower amounts of interleu-
kin-1 (IL-1), and interleukin-6 (IL-6). Lymphocytes
and macrophages decrease IL-10 production as a con-
sequence of increased glycation. Glycation reduces also
the myeloid cells’ expression of the cell surface of the
major histocompatibility complex class I (MHC), and
this reduces cell-mediated immunity. Lymphocytes T
and NK cells reduce the release of interferon gamma
(IFN-y). Additionally, T cells and macrophages inhibit
tumor necrosis factor (TNF-a) [46, 30]. Impaired
immunological defense in hyperglycemic environment
applies to phagocytic activity, polymorphonuclear leu-
kocytes and chemotaxis. Hyperglycemic environment
increases the intracellular concentration of glucose in
tissues that do not consume insulin, and this decreases
the concentration of NADPH. Exhaustion of NADPH,
as a cofactor, disables the action of the molecules that
play an important role in the antioxidative mechanisms
of a cell. As a result, this leads to the increase in tissue
sensitivity to oxidative stress. Some studies have shown
that HbA1c<8.0% has an influence on the proliferative
activity of lymphocytes Th (helper cells - CD4+) and
their response to antigens. In diabetic patients glycation
of the immunoglobulin is proportional to the increas-
ing concentration of HbAlc, which may impair the
biological function of antibodies [5, 22].

2.2. Obesity

Numerous studies have shown the strong relation-
ship between obesity and diabetes [9, 39, 55]. In obese
patients adipocytes function is impaired and this leads
to metabolic disorders and chronic inflammation. Obe-
sity and diabetes mellitus type 2 lead to microbiome
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changes, staphylococcal carriage, and noticeable infec-
tion. An important role in the development of DM2
is played by e.g. superantigen TSST-1, as a result of
the presence of the long-term glucose intolerance.
In vitro and in vivo studies have shown that the chro-
nic presence of exotoxin TSST-1 induces not only
insulin resistance but also lipolysis and inflamma-
tion in adipocytes [65]. However, other studies have
shown a variety of risk factors and therefore, not all the
people with obesity develop DM2 [70]. The comparison
study of B lymphocytes and inflammatory cytokines
in obese diabetic patients without symptoms of dia-
betes has shown similar properties and impaired
functioning. Obese people in response to the inflam-
mation secrete pro-inflammatory cytokines typical
for the chronic infection. Zhai etal. compared obese
patients with and without diabetes and have shown
increased production of polyclonal antibodies by
adaptive B-cells in patients with diabetes. Addition-
ally, in these patients, there is an impaired response to
vaccination, and there is often a generalized inflam-
mation [70]. Dai etal. conducted studies in diabetic
patients with elevated BMI and with normal BMI, and
evaluated the expression and the function of the proin-
flammatory cytokines released by T-cells and mono-
cytes [7]. It was found that obese patients with dia-
betes have increased production of proinflammatory
cytokines, and their adipose tissue began to accumulate
more M1-type macrophages and T-lymphocytes stimu-
lating IL-17 production. The comparison of IL-17 pro-
duction in obese patients with and without diabetes has
shown that only in obese diabetic patients the release
of IL-17 was upregulated. Production of IFN-y by T
cells was increased in both study groups. Activation of
monocytes in obese with DM2 is possible by the action
of both IFN-y and IL-17, whereas in diabetic patients
with normal BMI only IFEN-y functions properly. Dai
etal. revealed that the immune system and BMI play
an important role in pathogenesis of DM2 [7]. DeFu-
ria etal. have highlighted that in the development of
inflammation in obesity and/or DM2, B-lymphocytes
play an important role [9]. In the case of malfunction,
these cells formed a mechanism dependent on contact
B-cells promote proinflammatory T-cell functions,
resulting in stimulated secretion of proinflammatory
cytokines. Researchers suggest that the target of inflam-
mation treatment in obese and / or diabetic patients are
B-lymphocytes [9]. Frasca et al,, evaluated the effects of
an influenza vaccine. The study group consisted of obese
patients in different age. The evaluation of the immune
response after vaccination has demonstrated that lep-
tin causes disorders of B-cell levels in obese patients.
This was confirmed by an increase in IL-10 secre-
tion and immune activation markers (TLR4, TNF-q,
micro-RNA) [13].
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2.3. Staphylococcal carriage

S. aureus methicillin resistant strains (MRSA) are
pathogenic factors of many diseases. Carriage of
S. aureus acts as the pathological and epidemiological
factor in the development of infection. The front of the
nostrils is an ecological niche for the development of
S. aureus carriage. According to the S. aureus carriage
healthy people can be divided into three groups - about
20% of people are solid carriers, 60% are sporadic car-
riers and about 20% who were almost never carriers of
S. aureus. Carriage (particularly MRSA) is dangerous
in patients with skin wound, who are undergoing
surgery, hemodialysis or peritoneal dialysis (CAPD),
infected with HIV, AIDS patients and patients with
intravascular devices. The high risk group would
include diabetic patients due to increased frequency of
chronic wounds, the presence of intravascular devices
and common infectious diseases.

The treatment of infections caused by MRSA makes
many problems arise and staphylococcal infections pre-
vention is growing in importance. Studies show that
as the result of the elimination of carriage in high risk
groups of patients, the reduction in the number of
infections is reported. Carriage elimination is critical
in preventing infections in high risk groups of patients,
therefore further research is needed to determine the
exact high risk group [23].

The mechanisms leading to the carriage of S. aureus
in the nasal cavity are multifactorial. S. aureus nasal cav-
ity carriage can be the result of predisposed conditions
and inhibition. There are four reasons for nasal colo-
nization by S. aureus. Firstly, S. aureus must come into
contact with the nasal cavity. Secondly, S. aureus must
adhere to specific receptors in the nasal cavity. Thirdly,
S. aureus must overcome the organism’s defense systems
and ultimately S. aureus must be able to multiply in the
nasal cavity. Wertheim et al. conducted study on the hos-
pitalized patients with bacteraemia caused by S. aureus
who were carriers of this bacteria and compared results
with patients with bacteraemia without carriage of
S. aureus. The researchers found that 21% patients had
their nasal cavities colonized with S. aureus [67].

The constant presence of S. aureus in the nasal cav-
ity is one of the etiological factors of recurrent infec-
tion. Ecological niche for S. aureus is the front part of
the nostrils, where the re-colonization occurs during
a few weeks to several months. The incidence of car-
riage depends on many factors, including diabetes
which contributes to the occurrence of carriage, some-
times for many years. S. aureus affinity to the epithe-
lium of the nasal cavity is dependent on the teichoic,
lipoteichoic acids and fibronectin, which adhere to the
epithelial cells [61]. Colonization of the front part of
the nostrils by S. aureus promotes colonization of other
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parts of the body, mucous membranes or abraded skin.
Microorganism’s invasiveness is associated with the
presence of cell surface adhesins, secretion of exotoxins
inhibiting phagocytosis. The presence of these factors
facilitates feeding the bacteria and impairs immune
system responses. The most common staphylococcal
superantigens that can be identified in the nasal cav-
ity are: staphylococcal enterotoxin SE and toxic shock
syndrome toxin 1 (TSST-1). They stimulate T-cells
and macrophages to release inflammatory cytokines.
Superantigens cause massive release of cytokines that
directly link to the variable domains of T-cell receptor
major histocompatibility complex class II molecules
on antigen presenting cells. Polyclonal T-cells cause
the massive release of cytokines which can lead to the
toxic shock syndrome [14, 37]. Burian etal. led the
research explaining why enterotoxin gene cluster EGC
SAgs do not work properly in patients who are carriers
of S. aureus [4]. The members of EGC like: SEG, SELN,
SELO, SEI, SELM, and/or SELU, activate T-cells and
antibody response. Also T-cells are activated by non-
EGC SAgs like: SEC, SEA or TSST-1, and their antibod-
ies are common in healthy population and patients with
bacteraemia. SAgs genes are transcribed, in the nasal
cavity, though antibodies against non-EGC and anti-
EGC. Carriers demonstrate the presence of antibodies
against SEA and SEC, which are mitogenic effect on the
present strain of bacteria, but they have low level anti-
bodies EGC SAgs. It can be concluded, that carriers of
S. aureus, don't induce antibody response against EGC
SAgs [4, 19, 62]. In addition, bacteraemia enhances the
potency of the anti-EGC SAgs, which are only rarely
formed in patients with bacteraemia [53, 64]. Other
researchers have reported that low levels of non-EGC
antibodies, detectable in vivo, do not indicate bacter-
aemia [53, 56, 64], table I.

Clinical studies

Carriers of S.aureus have diverse characteristics,
depending on ethnicity, race, gender and age. Coloni-
zation of S. aureus may predispose to staphylococcal
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Table I
The risk coefficient of S. aureus carriage

S. aureus
carriage rate

(34.0-53.4%)
(10.7-34.2%)
(11.0-35.0%)

Adults

Adults receiving insulin
Adults healthy

Diabetics receiving oral anti-diabetic agents

Reference: [56]

carriage. Lipsky etal. investigated several factors that
may be associated with the staphylococcal carriage
comparing diabetic out-patients with non-diabetic
control group. The number of S.aureus carriers of
the nasal cavity and on the skin noticed in 59 diabetic
patients was significantly higher (30.5%) compared to
44 in the control group (11.4%) (p=0.02), but the ratio
did not significantly differ between insulin-dependent
diabetic patients (31.0%) and non-insulin-dependent
diabetic patients (30.0%). No correlation (p>0.05)
with antibiotic treatment, age, race or clinical condi-
tion was observed in diabetic patients who were car-
riers of staphylococcus. In contrast, an inverse corre-
lation to the glucose concentration (based on fasting
plasma glucose and glycosylated hemoglobin) was
found in hospitalized patients (p <0.03). Additionally,
during the 1-year follow-up staphylococcal coloniza-
tion appeared more often in diabetic patients than in
the control group. The results confirm the increased
incidence of staphylococcus colonization in patients
with diabetes compared to non-diabetic patients, and
disclose that insulin and other demographic factors do
not affect the higher rates of S. aureus carriage in the
diabetic patients’ nasal cavities [28] (table II).
Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) colonizes
the front nose in diabetic patients which may cause
an increase in morbidity and mortality. Alizargar et al.
collected anterior nares swabs from 494 patients with
diabetes. Out of the 494 patients, 210 (42.5%) had
a positive result of nasal colonization by S. aureus, out
of which 122 (57%) were MRSA (24.7% of all patients

Table IT
The frequency of isolation Staphylococcus aureus in patients with diabetes

Clinically diagnosis . The most. common.ly F.reque.ncy References

isolated microorganism isolation

Acute purulent meningitis (APM) Staphylococcus aureus 31% 67

Sepsis Staphylococcus aureus 21.3% 67

Bacteraemia Escherichia coli 23.9% 54
Staphylococcus aureus

Diabetic foot syndrome (DFS) Staphylococcus aureus 15.6% 33

Skin and soft tissue infections (SSTT) MRSA 7.4% 36
MSSA 13.2%

Carriers of the nasal cavity and on the skin | Staphylococcus aureus 30.5% 32
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with DM). The study showed a high incidence of
MRSA infections in diabetic patients, which leads
to the conclusion that epidemiological studies and
assessment of MRSA colonization risk factors may
be helpful in the effective monitoring of patients with
diabetes [1]. S. aureus as a source of endogenous micro-
flora is a common factor for surgical site infection (SSI)
after major heart surgery (MHS). All patients under-
going MHS must have their microbial flora in the
nasal cavity tested. Every year brings new observational
studies evaluating the effect of staphylococcal carriage
on the development of SSI after MHS. Among others,
Muiioz P. etal. conducted annual observational stud-
ies in which patients undergoing MHS were examined
for nasal S. aureus transport prior to surgery. Of the
357 patients studied, 96 (27%) were carriers of S. aureus
in the nasal cavity, of which 9 (9.4%) had strains of
MRSA. The results have shown that the independent
predictor of the development of SSI was the presence
of S.aureus in the nasal cavity, which, for patients
with diabetes, was RR: 5.9, p=0.003. The results con-
firm that the carriage of S. aureus in the nasal cavity
increases the frequency of hospital SSI after major heart
surgery MHS [35].

McKane etal. have analyzed intensive care unit
(ICU) patients who were positive with methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) (N=76 913 patients). MRSA
colonization on admission was associated with earlier
exposure to pathogens while providing healthcare ser-
vices. The researchers mark out: the time prior to the
hospitalization (OR=2.495% - CI=1.3-4.7; p<0.01),
a stay in a nursing home (OR=3.8 95% - CI=2.3-6.3;
p<0.01) and contact with the health care system
(OR=-Cl 8.0 95%=4.2-15.1; p<0.01). Among the
comorbidities associated with MRSA colonization, dia-
betes has also been mentioned (p <0.01). The risk factor
associated with the adoption of ICU, did not demon-
strate a statistically significant connection with MRSA
colonization (OR=1.195% - CI=0.6-1.8; p=0.87). The
study shows that the use of screening is helpful in defin-
ing risk groups which are exposed to MRSA coloniza-
tion [32] (table III).

3. Staphylococcal infections in patients
with diabetes

3.1. Staphylococcal superantigens

Virulence factors produced by S.aureus include
enzymes, toxins and cell surface proteins. Several enzy-
mes produced by S. aureus cause tissue destruction and
the spread of toxins. Toxins cause cytolysis and tissue
damage, e.g. the presence of enterotoxins and exotoxins
may cause septic shock syndrome. Superantigens are
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Table III
Meta-analysis of risk factors associated with MRSA colonization
and admission to the ICU and the hospital

Comorbid Odds Ratio | Odds p-value | p-value
conditions hospital | Ratio ICU | hospital | ICU
Diabetes mellitus 2.30 3.78 <0.01 | <0.01

ICU - intensive care unit; Reference: [32]

made of structurally and functionally related molecules
which include TSST-1 and enterotoxin [12].

Currently there are 24 serologically different supe-
rantigens: TSST-1, Staphylococcal enterotoxins (SES)
(serotypes A, Bn, Cn, D, E and G) and SE-like (SE-I)
superantigen (serovars H, I, and JX). TSST-1 and SE-X
have different amino acid sequence. These superanti-
gens have one seat with a low-affinity major histocom-
patibility complex class IT (MHC-II) which binds to the
folds O/B. The location interacts with the a-chains of
MHC II molecules. Binding to MHC II superantigen
TSST-1 interacts also with an antigenic peptide which is
a peptide-binding groove of the molecule. The 8 chain
of T-cell receptors (VB-TCRs) binding site of TSST-1 is
located in a groove between the O/B fold and B-grasp
domains [58, 65].

3.2. Skin and soft tissue infections

Skin and soft tissue infections (SSTI) can cause sub-
stantial morbidity in diabetes [29]. Skin lesions occur
in 20-30% of patients with diabetes and metabolic dis-
orders and patients with abnormal sweating, itching,
hyperalgesia [55].

Cultures of S. aureus clones USA 100 can be often
found on the skin and in the front of the nostrils.
This may indicate the origin of endogenous USA 100.
Patients with diabetes are heavily colonized with
S. aureus clones USA 100 , in large amount over 10"/
person [66]. Exacerbation of symptoms on the skin may
occur as a result of staphylococcal infections. For the
same reason, there is a disorder in immune response
that occurs as a result of the presence of allergens and
viruses. Abnormal body response is caused by super-
antigens and alpha-toxins that can cause skin inflam-
mation [58].

Clinical studies

Lipsky etal. collected data from clinical studies of
3030 patients with diabetes hospitalized with posi-
tive bacterial cultures and diagnosed with SSTI. The
data were collected from 97 hospitals in between
2003-2007. The results of swabs taken from wounds
revealed mixed cultures in 53.0% of cases of infec-
tion at different localization and in 58.7% of cases of
foot infections. Patients with foot infections com-
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pared with patients with infections of other localization
were positive for MRSA (9.6% vs 7.4%, p=0.06) and
methicillin-sensitive S. aureus (MSSA) (16.4% vs 13.2%,
p<0.05), respectively. During the study period, the
percentage of MRSA positive swab results in patients
with infections at different localizations increased
from 14.0% to 24.6%, p=0.006, and from 11.6% to
21.9%, p<0.0001 for patients with foot infections,
respectively [29].

3.3. Diabetic foot syndrome

Diabetic foot syndrome (DFS) is one of the most
common causes of lower extremity amputation in
developed countries [31]. DFS is defined as ulcer or
destruction of deep tissues of the foot in patients with
diabetes, with the presence of neurological disorders
and peripheral vascular disease of the lower limbs at
different levels. Pathological changes can be found in
all of its structural elements: vessels (atherosclerosis
and hardening of the walls), nerves (neuropathy), skin
(inflammation, loss of the elasticity, trophic changes,
calluses, ulcers), muscles (atrophy, contractures) and
bones (local osteoporosis, osteomyelitis, avascular
necrosis) [55]. Diabetic foot ulcers (DFU) is a com-
plication that occurs in diabetes. DFU poses a risk of
further infection, gangrene and in the end, limb ampu-
tation. The most frequently mentioned risk factors
for DFU include ischemia, neuropathy and ischemia,
abnormal neuroischemia. Studies have shown that only
10% of patients develop DFU that is not complicated
by ischemia or neuropathy, and 90% of them develop
abnormal neuroischemia, neuropathy and ischemia
[69]. SAgs cause activation of TCR-V[ region present
on T-cells. Activated T-cells stimulate the produc-
tion of proinflammatory cytokines and maintain the
chronic inflammation. The consequence of the pres-
ence of SAgs is the complication in the wound healing.
Vu etal. examined the patients with DFU from whom
S. aureus strains USA100 were isolated. This group of
clones revealed increased production of sags that may
interfere with the growth of bacterial cells’ culture, and
as a consequence impair the wound healing. Vu etal.
showed that 88% of the strains isolated from patients
with DFU had a SEI-X gene, which contains the gene
for TSST-1. Typically, S. aureus strains have the gene
for either SEI-X or TSST-1. Sel-x was located in the
core chromosome of all S.aureus strains except for
USA200 strains, which encode TSST-1 within patho-
genicity islands. Researchers suggested that the therapy
neutralizing or reducing SAg production by S. aureus
may be beneficial in the management of patients with
DEFU. The significant virulence factor in the skin infec-
tions is S. aureus” a-toxin. The toxin synergizes with
SAgs in some disease conditions. Researchers evalu-

ated a-toxin production among the DFU isolates and
reported that USA300 isolates had the highest of this
toxin production [66].

Clinical studies

According to the definition, DFS pertains to infec-
tion, ulceration, or destruction of the foot’s deep tis-
sues, resulting from the injury of peripheral nerves or
blood vessels. Depending on etiology, DFS is divided
into neuropathic, ischemic, or mixed type. Malecki
etal. conducted a study to determine the most com-
mon pathogens responsible for infections associated
with DFS. Medical records of patients treated in clinical
hospital between 2008 and 2010 were collected. A total
of 102 patients have been identified, from whom sam-
ples were taken and tested for antibiotics sensitivity. 199
bacterial strains were isolated, in total. Majority of them
were gram-positive bacteria, especially S. aureus, coag-
ulase-negative Staphylococcus and Enterococcus faecalis.
High percentage of infections was caused by S. aureus
(15.58%). However, out of all the etiological factors
Staphylococcus spp. was 26.63%, which in particular
consists of coagulase-positive S. aureus isolated in most
cases of DFU [31]. The study suggests that Staphylococ-
cus spp. predominates among the etiological factors of
DEFS infection and the appropriate patient education
that encourage regular foot care in order to prevent DFS
and its complications should be conducted.

Chronic infections caused by S.aureus generate
resistance to antibiotics. The presence of methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) may cause the formation of
small colony variants (SCVs). Cervantes-Garcia et al.
have reported isolation of MRSA strains in patients
with DFU, where 36% of cases contained genes mecA
[6]. Cervantes-Garcia etal. described the first cases
of patients with type 2 diabetes who had diabetic
foot infections caused by MRSA-SCV, and the DFU
not treated with gentamicin. S. aureus-SCV is local-
ized intracellularly, which may interfere with the use
of antibiotics. The authors report that SCV isolates
were present in patients with long-term treatment
with antibiotics or DFU infection lasting for a long
time. S. aureus-SCVs strains are responsible for the
misidentification of infections in patients by routine.
Automated systems are used to detect S. aureus isolates.
Mistakes can be the consequence of short incubation
periods or low discrimination levels in data bases. The
key to a proper S. aureus-SCVs recognition and suc-
cessful recovery is the use of an extensive set of cul-
tures and identification techniques [6]. This study
makes these isolates an important outcome because
SCV variants had neither been previously reported
nor identified with DFU infections. The isolation
of MRSA-SCVs in diabetic foot ulcers and patients
diagnosed with type 2 diabetes mellitus indicates that
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the treatment is more complex. The use of adequate
antibiotics is especially important in order to avoid
antibiotic resistance [6].

3.4. Sepsis

S. aureus infections are the second leading cause of
sepsis in the USA [21]. Infections in diabetic patients
can be severe and life-threatening because the clini-
cal signs are often masked by the chronic complica-
tions of diabetes, which leads to the delayed medical
diagnosis. What contributes more to this condition,
is the inability to control the infection caused by the
mutual dependence and defect in immune cell and in
the humoral response [41]. Sepsis is a systemic inflam-
matory response syndrome (SIRS) resulting from the
infection. SIRS is characterized by a sudden onset of at
least two of these symptoms, body temperature above
38°C or below 36°C, heart rate greater than 90/minute,
respiratory rate greater than 20/minute or PaCO,
below 32 mmHg, the number of leukocytes more than
12000/pl or less than 4 000/pl, or more than 10% of
the immature form of neutrophils [25]. Infectious
diseases caused by S. aureus cause some of the most
severe hospital-associated and community-acquired
illnesses. Staphylococcal superantigens (SAgs) secrete
staphylococcal toxins that are major S.aureus viru-
lence factors. SAgs mediate many clinical signs such
as fever, hypotension, multi-organ dysfunction and
rash. SA-gs are also capable of enhancing the toxic
effects of endogenous endotoxin. SAgs are associated
with many life threatening S.aureus illnesses such
as TSS, septicemia. SAgs cross-link the Vb chain of
the T-cell receptor (TCR) to the MHC II molecule
on antigen-presenting cells independent of cognate
antigen specifity, inducing a powerful activation of
T-cells and macrophages with massive production
of cytokines. Activation of 0.0001-0.001% of the body’s
T-cell population is the normal response to the anti-
gen, but SAgs can activate 20-30% of T-cells and in
some cases up to 70% of the total T-cell population. The
number of activated T-cells and macrophages secreting
large quantities of cytokines, is responsible for the clini-
cal symptoms associated with SAgs and staphylococ-
cal toxic shock syndrome (TSS), such as capillary leak,
hypotension, rash, and fever. Researchers” observations
provide evidence, that SAgs mediated in inhibiting anti-
body response [21, 25]. T-cell exhaustion is the most
common explanation used to account for T-cell answer
during TSS. T-cell exhaustion in humans with TSS has
not been observed. B-cell function, including activation
state (lack of T-cell help), chemotaxis and migration
could be affected during TSS which would therefore
inhibit the development of SAgs and S. aureus-spe-
cific antibodies, and memory response [24]. In patients
with staphylococcal pneumonia and infective endo-
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carditis sepsis state is a consequence of staphylococcal
infection. The significant number of patients develop
sepsis after surgery and systemic effects in these
patients may result from the superantigen action. Infec-
tious strains are likely to produce the toxins and certain
superantigens, notably SEA, TSST-1, and SEC, which
are overrepresented in sepsis cases. Superantigens
may be produced in focal sites of infection protected
from hemoglobin peptides and then secreted into the
bloodstream [58].

Clinical studies

Petrovici et al. conducted studies assessing etiology,
clinical features and results of diabetic patients with
invasive disease. A retrospective study was conducted
in the period from 2008 to 2010, in the Clinical Infec-
tious Diseases Hospital of Iasi, Romania. The study
included 75 diabetic patients with sepsis with proven
microbial etiology (positive cultures from normally
sterile sites) and patients with sepsis with clinical symp-
toms of the suspected etiology (positive cultures from
the pus). Among the 75 diabetic patients with severe
cases of sepsis (44%) there were more cases of patients
with insulin-dependent diabetes than with non-insulin-
dependent diabetes (40% vs. 4%, p <0.005). The most
common isolated agents were S. aureus and Escheri-
chia coli, which were found in 16 (21.3%) cases out of
both species, the next was coagulase negative staphy-
lococci (66%). Multiple septic disseminations were
in 17 (22.6%) cases and meningeal involvement was
documented in 10 (15.6%) cases. MRSA was reported
in 53.3% cases of the invasive strains of S. aureus [41].
These results confirm that patients with diabetes are
particularly exposed to staphylococcal superantigens
(TSST-1, SEC and SEA), which in favorable conditions
cause sepsis [41]. Targeted treatment should be focused
on the staphylococcal virulence factors.

S. aureus bacteraemia (SAB) can lead to endovas-
cular and metastatic infections, and complications
can occur at almost all sites of the body. Increased
morbidity and mortality in people with SAB is deter-
mined by the presence of adhesins and toxins despite
the appropriate antimicrobial treatment. These factors
behave like superantigens (SAgs) and lead to a mas-
sive release of proinflammatory cytokines. The result
of these changes is inflammatory response, which leads
to endothelial leakage, hemodynamic shock, multior-
gan failure, and in the end to death [36]. Vandenesch
etal. investigated the relationship between PVL and
CA-MRSA infections. CA-MRSA isolates that were
collected from all over the world very often contained
PVL [62]. Risk factor for MRSA infection is usually
the nasal cavity colonization. It was found that 82% of
patients with bacteraemia caused by MRSA had pre-
viously strains of Staphylococcus existing in the nasal
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cavity [15]. Risk factors for infection HA-MRSA relate
to prior hospitalization, antibiotics, surgery and the
presence of prosthetic or other implant devices. Other
comorbidities (diabetes, cancer), colonization of the
nasal cavity and prosthetic devices are the most com-
mon causes of CA-SAB [53].

Patients with diabetes are at the increased risk of
colonization of S. aureus, which is connected with the
frequent infections of the skin, soft tissue, and sep-
sis. Stoeckle etal. conducted retrospective studies on
71 patients with diabetes and 252 without diabetes,
who have been infected through the bloodstream. The
majority of microorganisms isolated from the blood
cultures of the above mentioned groups of patients with
diabetes were: E. coli (28.2% versus 37.3%, p=0.156)
and S. aureus (23.9% vs. 15.9%, p=0.117). Bloodstream
infections (BSI) in diabetic patients (25.8 episodes/1000
admissions), and in patients without diabetes (5.8 epi-
sodes/1000 admissions) was reported. The incidence
of BSI was 4.4 times higher in diabetic patients than
in non-diabetic patients (<0.0001). Moreover, bacter-
aemia occurred 2.3 times more frequently in patients
with diabetes than in patients without diabetes.
Research conducted by Stoeckle etal. led to the con-
clusion that patients with diabetes are at the increased
risk of BSI and complications of infection [60].

Hernandez et al. collected data on episodes of com-
munity onset bacteraemia of unknown origin (CO-BSI)
at the university hospital between 2005 and 2011. Inci-
dents of CO-BSI were reported in 745 patients. The
most frequent comorbidity noticed was diabetes mel-
litus in 151 (20.3%) patients [18] (table IV).

Table IV
Isolated microorganisms and antibiotic susceptibility
in community-onset bacteraemia of unknown origin

Total CA-BSI | HCA-BSI
Microorganisms n=745 | n=340 | n=405 | p-value
(%) (%) (%)
Methicillin-sensitive
S. aureus 64 (8.6) [35(10.3) | 29(7.2) | <0.128
Methicillin-resistance
S. aureus 14 (1.9) | 5(1.5) 9(2.2) |<0.452

CA-BSI - community acquired bloodstream infections
HCA-BSI - health care associated bloodstream infections
Reference: [18]

S. aureus was one of the risk factors for CO-BSI. In
multivariate analysis with regard to S. aureus, the odds
ratio for diabetes was OR 1.72 (1.01-2.91). S. aureus
(including methicillin-resistant strains) was equally
isolated both in patients with health-care-associ-
ated (HCA-BSI) and community-acquired (CA-BSI)
bloodstream infections. It should be noted that 17.9%
of S. aureus strains were resistant to methicillin. The
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results obtained by Hernandez etal. led to the con-
clusion that knowledge of the pathogenic bacteria
responsible for CA-BSI is important in the selection
of appropriate therapy, especially for S. aureus, which
is an independent predictor of mortality [18], table V.

Table V
Univariate analysis of predictors of Staphylococcus aureus
bacteraemia in patients with community-onset bacteraemia
of unknown origin

Risk faktor: Non=667 | Yesn=78 value
S. aureus (%) (%) P
HCA-BSI 367 (55.0) 38 (48.7) 0.290
Prior hospital admission | 187 (28.0) 16 (20.5) 0.158
Comorbility 127 (19.0) | 24(308) | 0015
Diabetes mellitus ’ ’ ’

Reference: [18]

Laupland etal. conducted the study on the popu-
lation in Canada, which refers to about one million
adults with severe bloodstream infection in the period
2000-2002. 342 residents met the criteria for severe
bloodstream infections (BSI), while the total annual
incidence was 15.7 per 100.000 people. Significant
risk factors for bloodstream infections were related to
several demographic conditions and chronic diseases
like diabetes mellitus (relative risk RR 5.9, 4.4, -7.8).
The most common etiological factors were S. aureus,
E.coli, and Streptococcus pneumoniae, respectively:
3.0, 3.0 and 1.9 per 100.000. Diabetes was the risk fac-
tor for BSI in 63 patients, whose estimated risk of
exposure to infection of the bloodstream was 80.73.
The incidence of serious bloodstream infections in
patients with diabetes, compared to patients without
diabetes was 78 per 100.000. The etiological factor
for severe infections of the bloodstream was S. aureus
in 46 patients and hospital infection occurred in
19 patients. Laupland et al. showed that epidemiological
knowledge of the BSI, especially in high- risk patients,
which include patients with diabetes, is important to
ensure proper healthcare and take the precautions [26].
McKane et al. hypothesized that diabetes can correlate
with an increased risk of CA-BSI. 2551 patients in criti-
cal condition were admitted to the ICU, where the inci-
dence of CA-BSI in patients with diabetes accounted
for 13.6%. 63% out of the the 2551 ICU patients had
diabetes. The most common microorganisms isolated
from the test group were: S. aureus, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Candida albicans, Streptococcus pneu-
moniae, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aerugi-
nosa and Enterococcus faecium. The researchers found
that diabetes is a predictor of CA-BSI. The risk of the
blood infection was significantly higher in patients
with diabetes (adjusted odds ratio 1.42) compared to
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patients without diabetes. In addition, adjusted risk
of sepsis was significantly higher in patients with dia-
betes (1.26) compared to patients without diabetes.
McKane etal. reported that diagnosed diabetes and
glycated hemoglobin (HbA1c) levels greater than 6.5%
are independent predictors of CA-BSI in ICU patients.
All that information confirm that diagnosed diabetes
and chronic hyperglycemia increase the risk of infec-
tion [32], table VI.

Table VI
The frequency of bloodstream infection in patient
with diabetes mellitus

Concomitant
BSI diabetes References
mellitus

Community onset bacteraemia 0
of unknown origin (CO-BSI) 20.3% %6
Healthcare-associated

0,
bloodstream infection (HCA-BSI) 18.2% 61
Community-acquired bloodstream 0
infections (CA-BSI) 13.6% »

A retrospective cohort study using administrative
data was carried out in 1999 in Canada. A group of
diabetic patients was compared to a group of non-
diabetic patients (n=513.749 in each group). Risk
ratios were calculated for infectious diseases and death
caused by the outbreak of infectious diseases, for people
with and without diabetes. The study was repeated to
confirm the stability of the predictions for the simi-
larly defined second group, using data from 1996. The
risk factor for infectious diseases and death due to
the infectious disease for patients with diabetes com-
pared to patients without diabetes was 1.21 (99% CI
1.20-1.22). In contrast, the risk ratio was 2.17 for
infectious diseases, and 1.92 for the death due to the
infection. Many individual infections occurred more
frequently in patients with diabetes, particularly severe
bacterial infections. The results obtained from the stud-
ies lead to the conclusion that diabetes is a risk factor
for increased morbidity and mortality due to the infec-
tious diseases, and micro- or macrovascular complica-
tions. In addition, the infection as a complication of
diabetes should be also considered [52].

3.5. Infective endocarditis

The etiological agent of the infective endocarditis
(IE) is S. aureus and accounts for about 40 000 cases/
year in the USA [21]. Infective endocarditis is the heart
endothelial cells” infection caused by different bacterial
species. This life-threatening infection is usually caused
by S. aureus.

RENATA B. KLEKOTKA, ELZBIETA MIZGALA-IZWORSKA, WITOLD DRZASTWA, BOGDAN MAZUR

The changes that can be observed is the presence of
the large growing vegetation on the heart endothelium.
These include host components (tissue factor, fibronec-
tin and fibrinogen), host cells, and bacteria [33]. The
formation of the growing vegetations is dependent
on the cell surface, which adhere to S.aureus viru-
lence factors. Pragman etal. showed that TSS toxin-1
(TSST-1) plays an important role in initiating the infec-
tive endocarditis that is caused by the strains which
produce superantigens. [15].

Xiong et al., published that in patients with infective
endocarditis persistent bacteremia strains type USA200
(producing exotoxins: TSST-1, SEC and a-toxin)
were isolated, which carry the tstH gene that encodes
TSST-1 [68]. Correlation between the presence of
tstH and TSST-1 protein production is 1:1 and about
90% of infective endocarditis cases are associated with
USA 200 strains and TSST-1 production [20]. Mattis
etal. showed that superantigen staphylococcal entero-
toxin (SE) C is also highly important in the infective
endocarditis. Huseby et al. showed that secreted cyto-
lysins’ -toxin contribute to the infective endocardi-
tis progression [20]. Researchers’ reports confirm
increased incidence of staphylococcal colonization in
diabetic patients compared to patients without dia-
betes. However, they still do not know the critical
factors responsible for the higher rates of carriage of
S.aureus in the nasal cavity and the need to control
the increasing antibiotics’ resistance in hospital set-
tings is constantly growing. In other studies MRSA
MW?2 (an SEC-producing strain) encoding multiple
Sags were used, including SEC and SEI-X. MW2 and
its derivatives that were lacking sec or selx were tested
on the rabbit model of IE and sepsis. This study demon-
strated that SEC is the dominant virulence SAg in strain
MW?2, and S. aureus bacteraemia when alone, does not
account for the lethal outcome in infection but the viru-
lence SAg exhibits high mortality [50].

An international study on S. aureus strains isolated
from patients with infective endocarditis revealed
higher frequency of SAg genes encoding TSST-1, SEC,
SEG, and SEI among IE isolates compared to isolates
collected from soft tissue infections [38]. Sepsis and
IE are serious infections of the blood and heart valves.
S. aureus strains that are exceptional at causing IE in
rabbits produce TSST-1, SEB, and/or SEC [59]. Fur-
thermore, we have previously shown that SAg-deficient
strains, when expressing TSST-1 ectopically, increased
ability to generate septic vegetations compared to TSST-
1-negative isogenic strains [45]. These results highlight
the critical role of SAgs in IE and explain the high prev-
alence of these genes in IE patients’ strains.

Lee etal. showed the association between SAg-
in duced vascular leakage and TSS. IE with S. aureus
bacteraemia develops on infection sites in susceptible
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individuals which produce SAgs and can lead to hypo-
tension and cause a systemic buildup of SAg. In studies
Lee et al. rabbits were treated with TSST-1. This animal
model showed that reducing vegetation size and bacte-
rial burden in infected rabbits will be possible by avoid-
ing SAg-induced changes that increase difficulty in IE
management. Obtained data suggest that SAgseftects
are vascular leakage, hypotension and immune system
dysregulation, which could interfere with the cardio-
vascular system in the end [27]. All the defence factors
protecting from the IE development depend on thera-
peutic agents that neutralize SAgs.

3.6. Acute purulent meningitis

Acute purulent meningitis (APM) is rapidly pro-
gressive bacterial infection of the meninges and sub-
arachnoid space. APM’s beginning is sudden and it’s
course dynamic and dominated by meningeal signs and
increased intracranial pressure. Severe status within
a few hours is deteriorating and can reach up to life-
threatening. APM is characterized by a large number
of inflammatory CSF cells, majority of which are neu-
trophils. Untreated APM spreads to the nervous tissue
of the brain, leading to the meninges and brain inflam-
mation. The patient’s condition is usually serious. The
major APM symptoms include: headache, fever above
39°C, nausea, vomiting, photophobia and meningeal
signs [42, 47].

Clinical studies

Petrovici etal. analysed such factors like: etiology,
clinical symptoms and the results in patients with dia-
betes and bacterial meningitis, the determination of
the nervous system during invasive [42]. In a three-
year-retrospective study, 445 adults at the age of over
18 years with a diagnosis of APM (positive cultures
from normally sterile sites) or suspected APM (posi-
tive cultures from pus) were examined. The studied
group was divided into 2 subgroups: diabetic patients
(95 out of 445) and non-diabetic patients (350 out of
445). APM was diagnosed in 16 out of 95 patients with
diabetes (16.8%) and in 43 out of 350 (12.3%) patients
without diabetes (p=0.322). Positive cultures were
isolated simultaneously from CSF and other fluids
(blood and pus). The most frequent clinical symptoms
observed in patients with diabetes and without diabe-
tes were consciousness disorders (68.8% vs. 23.3%) and
fever (37.5% vs 88.4%). S. aureus was the most com-
mon etiological agent in meningitis both in patients
with diabetes and without diabetes (31.3 vs. 23.3%).
This study shows a relatively high frequency of men-
ingitis episodes in diabetic patients in sepsis. Bacterial
meningitis was often microbiologically validated in the
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CSF in the group of diabetic patients. Petrovici et al.
report in this study that the risk of the delayed bacterial
meningitis diagnosis was unfortunately high due to the
chronic complications of diabetes [42].

4. Vaccination

Salgado-Pabon et al. were searching for an effective
S. aureus vaccine. A vaccination with purified SAgs or
SAg toxoids alone or in combination with cytotoxins
has proven to be a successful strategy to protect rabbits
against lethal doses of S. aureus clonal types (USA100,
USA200, USA300, USA400). This vaccination provides
sterilizing immunity. Protection of rabbits after con-
tact with CA-MRSA TSST1+ USA200, SEC+ USA400
or SEB+ USA400 strains, provides vaccination with
TSST1, SEC or SEB, respectively [51].

TSS1-neutralizing antibodies production is stimu-
lated by three different immunizing TSST1 toxoids.
TSS1- antibodies protect rabbits from a TSST1 lethal
challenge in an LPS enhancement model. In the rab-
bit pneumonia model exposed to S.aureus MNPE
(TSST1+, SEC+ and a-toxinHI) trivalent vaccine which
is composed of TSST1G31S (or TSST1S32P), SEC and
a-toxinH35L provides complete protection against
this lethal challenge. It protects rabbits from infective
endocarditis and lethal sepsis providing pentavalent
vaccine which contains TSST1G31S (or TSST1S32P),
SEC, a-toxinH35L, B-toxin and y-toxin when treated
with a lethal dose of S. aureus MNPE [51].

Salgado-Pabdn etal. report that multivalent vac-
cines directed against virulence factors produced by
staphylococci are to protect from dangerous diseases
caused by S. aureus. Studies show that neutralization
of superantigens and cytolysins causes inactivation
of S. aureus. The same will be for coagulase-negative
staphylococci, when we remove an alternative way of
complement and neutrophils opsonization. Vaccination
strategies must be based on understanding S. aureus
infection pathogenesis and using animal models with
immune system and cardiovascular physiology that
resemble the human ones [51].

5. Conclusions

1. The elevated glucose levels in diabetic patients with
increased dynamics of the infection result in the dif-
ficulty to control the infection properly.

2. The dynamics of colonization of the nasal vestibule
by S. aureus connected with high risk of infection
diabetic patient. Among S. aureus virulence factors,
superantigens (SAgs) are essential for pathogenicity.

3. The role that superantigens play in causing infec-
tious diseases in immunodeficient patients must
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be highlighted. An appropriate vaccine with multi-
ple toxoids may provide protection against S. aureus
infection in patients with diabetes.
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Streszczenie: Typowanie molekularne stuzy do identyfikacji charakterystycznych celéw genetycznych oraz okreélania podobienstwa
genetycznego. W celu ustalenia podobienstwa bakterii, stosowane sa zaréwno klasyczne metody fenotypowe, jak i nowoczesniejsze metody
oparte na biologii molekularnej. Rozwdj genetyki, a szczegdlnie wynalezienie nowszych technik, jakimi sa metody oparte na technikach
biologii molekularnej zrewolucjonizowalo badania biologiczne, w tym badania mikroorganizméw. Po roku 1970, rozw6j metod opartych
na analizie sekwencji kwasu nukleinowego zapoczatkowal ere¢ mikrobiologii molekularnej, udostepniajac tym samym nowoczesne
narzedzia do identyfikacji Zrodet zakazenia. Sekwencjonowanie pelnego genomu i inne techniki typowania o duzej przepustowosci staja
sie coraz bardziej popularne, a dzigki wysokiej rozdzielczosci, sa idealnym narzedziem do analiz poréwnawczych bakterii. W ponizszej
pracy omoéwione zostaly techniki najczeéciej stosowane w typowaniu bakterii oraz te, ktore sa dopiero w fazie tworzenia, a w przyszlosci
moga stanowi¢ gléwne narzedzie w typowaniu molekularnym bakterii.

Implementation of whole genome sequencing for bacteria genotyping

Abstract: The molecular typing methods are used to identify specific genetic targets and relationships between microbial isolates. In order
to understand clonal relatedness between the microbial strains, classic phenotypic methods are used in line with modern molecular biology
techniques. The development of genetics, especially new techniques like molecular typing, have revolutionized microbial research. After
1970, the development techniques, especially those referring to DNA sequencing, established molecular microbiology, thus providing
modern tools for the identification of sources and routes of infection. Whole genome sequencing and other high-throughput typing
methods are becoming increasingly popular and, thanks to their high resolution, they are ideal tools for comparative analysis of bacteria.
This study reviews the methods most commonly used in the molecular typing of bacteria, including those which are in the development
stage and may be the main tool in microbial typing in the future.

1. Introduction. 1.1. Typing methods. 2. Phenotypic typing methods. 3. Genetic typing methods. 3.1. REA-PFGE. 3.2. MLVA. 3.3. MLST.
4. Ist generation sequencing technology. 4.1. Sanger sequencing. 4.2. Maxam-Gilbert sequencing. 5. Whole genome sequencing.
5.1.2nd generation sequencing. 5.2. 3rd generation sequencing. 6. Molecular typing using whole genome sequencing. 6.1. K-mer. 6.2. SNP.
6.3. wgMLST. 7. Analysis difficulties. 7.1. Data processing. 7.2. Data storage and sharing. 7.3. Nomenclature. 8. Potential directions of
development. 9. Summary

Stowa kluczowe: analizy pelnogenomowe, genotypowanie, sekwencjonowanie nowej generacji, techniki molekularne

Key words:

genotyping, molecular techniques, next-generation sequencing, whole genome analysis

1. Wprowadzenie

Typowanie molekularne (genotypowanie) stuzy do
identyfikacji réznych charakterystycznych celéw gene-
tycznych, jak i okreslania podobienstwa genetycznego.
Przy pomocy okreslonych markeréw molekularnych,
mozliwe jest badanie owego podobienstwa genetycz-
nego, mogacego bezposrednio przektadac sie na stopien
pokrewienstwa miedzy poszczegolnymi izolatami. Zro-
zumienie tych powigzan pozwala zaréwno na prowa-

dzenie analiz filogenetycznych ustalajac szlaki ewolucji
i specjacji mikroorganizméw, jak i na nadzoér danych
epidemiologicznych, wykrywanie i monitoring ognisk
infekeji, efektywniejsza kontrole rozprzestrzeniania si¢
zakazen i w efekcie poprawe w zakresie zdrowia publicz-
nego. Z punktu widzenia stricte naukowego, szczegolnie
istotne jest pierwsze wymienione zastosowanie typowa-
nia molekularnego. Taksonomia organizméw powinna
bowiem jak najlepiej odzwierciedla¢ ewolucyjne pokre-
wienstwo. Klasyczna klasyfikacja bakterii opiera sie

* Autor korespondencyjny: Tomasz Wolkowicz, Zakiad Bakteriologii i Zwalczania Skazen Biologicznych, Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego - Pafistwowy Zaklad Higieny, ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa, tel. 22 54-21-263, e-mail: twolkowicz@pzh.gov.pl
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na cechach morfologicznych, immunologicznych, bio-
chemicznych i fizjologicznych, a tylko w niewielkim
stopniu na analizie kwaséw nukleinowych. Stworzony
w ten sposob system, z jednej strony bardzo trafnie
odzwierciedlal roznice pomiedzy réznymi grupami
bakterii (chociazby réznice w budowie $ciany i blony
zewngtrznej bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujem-
nych). Z drugiej strony, zawita analiza cech bioche-
micznych, takich jak zdolnos¢ do fermentacji réznych
cukréw, dekarboksylacji r6znych aminokwaséw, wzro-
stu na réznych pozywkach etc. przywodzita na mysl
bardziej analize losowe]j zbieznosci obarczonej duza
iloscig przypadkowych fluktuacji. W momencie wpro-
wadzania kryteriow molekularnych i poréwnywania
sekwencji kwaséw nukleinowych, analiza poréwnawcza
mikroorganizmdw opiera sie na zaleznosciach filogene-
tycznych i staje sie bardziej obiektywna, niz stosowane
do tej pory poréwnania oparte gtéwnie na réznicach
w cechach fenotypowych. Pozwala to na analizowanie
szczepdw malo zréznicowanych morfologicznie i okres-
lenie wlasciwosci bakterii, ktorych nie jestesmy w sta-
nie hodowa¢ w warunkach laboratoryjnych - VBNC
(Viable But Non-Culturable). Tego typu analizy pozwa-
laja tez na sprecyzowanie definicji gatunku organizmu
prokariotycznego i uwzglednienie w niej, oprocz cech
fenotypowych, takze parametréw molekularnych [36].

1.1. Metody typowania

Klasyczna identyfikacja bakterii skupia si¢ gtéwnie
na coraz dokfadniejszej klasyfikacji taksonomicznej. Im
nizszy poziom taksonomiczny, tym bardziej wymaga-
jace staja si¢ szczegélowe analizy zréznicowanych cech
biochemicznych, cech serologicznych lub nawet réznic
w podatnosci bakterii na dziatanie okreslonego faga lub
bakteriocyny. Po roku 1970, rozwdj metod opartych na
analizie sekwencji kwasu nukleinowego zapoczatkowat
ere mikrobiologii molekularnej, udostepniajac tym
samym nowoczesne narzedzia do identyfikacji Zrodet
zakazenia. Kolejne lata kontynuowania i ulepszania
technik biologii molekularnej zrewolucjonizowaty
dokladnos¢ i szybkos¢ uzyskiwania analiz laboratoryj-
nych. Sekwencjonowanie petnego genomu i inne tech-
niki typowania o duzej przepustowosci staja sie coraz
bardziej popularne, a dzieki szybkiemu mechanizmowi
i wysokiej rozdzielczosci, sg idealnym narzedziem do
analiz poréwnawczych patogenow bakteryjnych [33].

2. Fenotypowe metody typowania

Podczas rutynowej diagnostyki laboratoryjnej, pro-
wadzonej zazwyczaj do poziomu gatunku, wcigz
w gléwnej mierze wykorzystywane sa metody fenoty-
powe. Metody te oparte sg na analizie eksprymowa-
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nych cech zawartych w materiale genetycznym. Bada-
nia dotycza gléwnie cech morfologicznych komoérek
bakteryjnych w preparatach mikroskopowych, testow
biochemicznych, serologicznych oraz analizy cech mor-
fologicznych kolonii (barwa, ksztalt, charakter wzrostu
na réznych podtozach).

Z wykorzystaniem cech biochemicznych przypo-
rzadkowuje sie poszczegolne szczepy do okreslonych
rodzajow, gatunkow czy podgatunkow. W testach bio-
chemicznych okreslana jest zdolnos$¢ do rozkltadu lub
produkeji okreslonego zwiazku, a na podstawie uzyska-
nego wzoru tworzone s3 szeregi biochemiczne, specy-
ficzne tylko dla danego gatunku bakterii. Metoda jest
technicznie prosta w wykonaniu i nie wymaga duzego
nakfadu finansowego, lecz réwnoczesnie moze by¢
praco- i czasochtonna, a wyniki, czasami rozbiezne,
moga wymagac duzego do$wiadczenia w interpretacji.

Kolejng wazna metoda jest serotypowanie. Polega
ono na okresleniu antygendéw powierzchniowych przy
uzyciu odpowiedniego zestawu przeciwcial mono- lub
poliklonalnych, jednak jego zastosowanie zazwyczaj
ograniczone jest tylko do pojedynczych rodzajéw lub
gatunkow. W zaleznos$ci od antygendw znajdujacych
sie na powierzchni komoérki bakteryjnej, wyrdzniane sa
odpowiednie typy serologiczne nazywane serotypami.
Wygodna alternatywa do stosowania czystej surowicy
sa stosowane testy lateksowe, w ktorych wykorzystuje
sie oplaszczone okreslonymi przeciwcialami czastki
lateksu. Podczas wykrycia specyficznego antygenu bak-
teryjnego, w badanej probce zachodzi reakcja widocz-
nej aglutynacji. Serotypowanie jest metodg relatywnie
fatwa zaréwno w wykonaniu, jak i interpretacji, dzieki
czemu $wietnie si¢ nadaje do typowania duzej ilosci
izolatow. Przy odpowiedniej kontroli jakosci mozna
uzyska¢ duzg powtarzalnos¢ wynikow. Zdolnos¢ roz-
nicujgca jest zalezna od badanego izolatu, zachodzenia
reakcji krzyzowych, czy jakosci uzywanych odczynni-
kéw. Ograniczeniem jest mozliwo$¢ serotypowania nie-
ktorych organizmoéw tylko przez laboratoria referen-
cyjne, posiadajace odpowiednie surowice, niedostepne
w sprzedazy lub posiadanie duzej ilosci surowic (tak
jak na przyktad w przypadku serotypowania szczepow
Salmonella). Duza wada metody jest takze wystepowa-
nie zjawiska autoaglutynacji (samoistne zlepianie sie
komorek bateryjnych) u tzw. szczepow szorstkich, ktore
moze uniemozliwi¢ uzyskanie oczekiwanych wynikéow.

Typowanie bakteriofagowe polega na poddaniu izola®
tow dziataniu odpowiedniego zestawu fagéw i okresle-
niu specyficznych dla bakterii wzoréw fagowych. Odczy-
tu dokonuje si¢ poprzez okreslenie wystepowania oraz
rodzaju tysinki na murawie bakteryjnej. Cho¢ interpre-
tacja zazwyczaj nie sprawia wigkszych trudnosci, czasem
moze by¢ niejednoznaczna i zaburza¢ wyniki badania.
Mimo duzej zdolnosci réznicujacej i powtarzalnosci
uzyskiwanych analiz, wiele szczepéw nie nadaje si¢ do
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identytikacji ta metodg. Typowanie fagowe jest do$¢ po-
pularng, nadal uzywang metodg, nadajaca sie do dlu-
goterminowego nadzoru, jednak jej stosowanie ogra-
niczone jest w duzej mierze do laboratoriéw referen-
cyjnych. Stosuje si¢ ja miedzy innymi do typowania
szczepow Salmonella i Staphylococcus aureus [53, 54].
3. Genetyczne metody typowania

Konwencjonalne metody, oparte na cechach feno-
typowych (serotypowanie, typowanie bakteriofagowe)
uzywane sg de facto od poczatku istnienia mikrobio-
logii. Rozwo¢j genetyki, a szczegdlnie wynalezienie
nowszych technik, jakimi s3 metody oparte na techno-
logii biologii molekularnej zrewolucjonizowato bada-
nia biologiczne w calosci, w tym szczegdlnie badania
mikroorganizmdéw. W chwili obecnej, metody genoty-
powe dostarczajg narzedzi pozwalajgcych na dokladne
oznaczanie i coraz bardziej precyzyjne i doglebne
badanie mikroorganizméw. Najczedciej stosowane sg
metody oparte na technice PCR, wykrywajace obec-
nos¢ okreslonych sekwencji w genomie analizowanego
organizmu [5].

Duzg zaletg stosowania metod genotypowych jest
skrocenie czasu analizy wynikow, zwiekszenie ich
dokladnosci, a czasem nawet mozliwo$¢ identyfikacji
organizméw niedajacych sie¢ hodowa¢ w warunkach
laboratoryjnych. Wybdr stosowanej metody zalezy od
celu planowanego badania. Metody genetyczne moga
by¢ stosowane zaréwno do oznaczania przynalez-
nosci mikroorganizméw do odpowiednich taksonéw,
jak i wykrywania markeréw genetycznych kodujacych
rozne istotne cechy fenotypowe (np. oznaczanie mecha-
nizméw wirulencji czy opornosci na antybiotyki). Opra-
cowane zostaly takze techniki stuzace do analizy podo-
bienstwa genetycznego izolatow tego samego taksonu.

Istnieje wiele metod genotypowania, ktdre réznig
sie zaréwno zastosowang technika molekularna, jak
i celem genetycznym, a w efekcie zdolnoscig rozdziel-
cza, powtarzalnoscia wynikow, kosztownoscig i cza-
sochlonnoscig analizy etc. Waznym czynnikiem jest
tatwo$¢, z jaka dane mogg by¢ interpretowane oraz
dostepnos¢ spojnych procedur i podstawowych danych
porownawczych. Wszystkie te cechy przyczyniajg sie
do jakosci danych uzyskanych podczas typowania
— ich korelacja z danymi epidemiologicznymi jest waz-
nym czynnikiem w wyborze odpowiedniej techniki
typowania [33].

Do najwazniejszych technik genotypowania nalezy
REA-PFGE (Restriction Enzyme Analysis with Pulsed
Field Gel Electrophoresis), MLST (Multi-Locus Sequ-
ence Typing) oraz MLVA (Multiple Locus Variable-
-number tandem repeats Analysis), szerzej opisane
ponizej. Dodatkowo istnieje wiele technik, opartych na
przykfad na réznych ukladach PCR, takie jak ERIC-
-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consen-

sus — PCR), RAPD-PCR (Random Amplification of
Polymorphic DNA-PCR), MP-PCR (Melting Profile
- PCR), réznego rodzaju REP-PCR (Repetitive Element
- PCR), AFLP (Amplified Fragment Length Polymor-
phism) etc., jednak s3 to metody obecnie mniej zna-
czace iich opis przekracza ramy ponizszej publikacji.
Zadna z istniejacych technik nie jest metodg dosko-
nalg. Kazda ma zaréwno wady, jak i zalety. Nie ma jed-
nej, uniwersalnej metody, ktéra mozna by zastosowac
do kazdego gatunku bakterii. Rozna jest tez ich zdol-
no$¢ rozdzielcza, co sprawia, ze jedne z nich znajda
zastosowanie w lokalnym dochodzeniu epidemiolo-
gicznym, a drugie, o nizszej sile dyskryminacyjnej,
znajda zastosowanie w analizach globalnych. Dlatego
zrozumienie ich zalet, jak i ograniczen, jest wazne dla
poprawnego i wlasciwego dobrania metody do kon-
kretnych celéw badawczych. Techniki typowania mole-
kularnego sa wciaz ulepszane i caly czas pojawiajg si¢
ich nowsze, szybsze i tansze modyfikacje. W ponizszej
pracy omowione zostaly techniki najczesciej stosowane
w typowaniu bakterii oraz te, ktdre sa dopiero w fazie
tworzenia, a w przysztosci moga stanowi¢ gldéwne
narzedzie w typowaniu molekularnym bakterii.

3.1. REA-PFGE

Makrogenomowa analiza restrykcyjna z zastosowa-
niem techniki elektroforezy w zmiennym polu elek-
trycznym - REA-PFGE (Restriction Enzyme Analysis
with Pulsed Field Gel Electrophoresis, nazywana tez
w skrocie elektroforezg pulsacyjna) od wielu lat uzna-
wana jest za ,,ztoty standard” wsréd metod typowania
molekularnego. Oparta na analizie calego materialu
genetycznego bakterii, nadal jest jedna z najczesciej uzy-
wanych technik. W epidemiologii jest jednym z gltow-
nych narzedzi uzywanych do analiz ognisk i wyznacza-
nia mozliwych zrédet zakazenia.

Elektroforeza pulsacyjna polega na wymuszonej
zmianie kierunku migracji czastek DNA, spowodowa-
nej przez zmiany pola elektrycznego. Przygotowanie
analizy REA-PFGE polega na trawieniu dobrze oczysz-
czonego i immobilizowanego w bloczku agarozowym
DNA rzadko tnacymi endonukleazami. W wyniku tra-
wienia powstaje pula fragmentéw DNA o réznych wiel-
kosciach [2]. Produkty trawienia restrykcyjnego zostaja
rozdzielone na Zelu agarozowym, w zmiennym polu
elektrycznym. Technika ta pozwala, w przeciwienstwie
do klasycznej elektroforezy agarozowej, na rozdzial bar-
dzo dtugich fragmentéw DNA, przekraczajacych nawet
1 Mpz. Rozdzielone fragmenty tworza odpowiedni wzor,
zwany profilem PFGE albo typem elektroforetycznym
(ET), charakterystyczny dla danego szczepu.

Technika PFGE swoja popularnos¢ wsréd nau-
kowcéw zawdzigcza wysokiej sile dyskryminacyjnej
(zdolnosci rdéznicujacej) oraz duzej powtarzalnosci
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otrzymywanych wynikéw. Dzigki wystandaryzowanym
protokotom umozliwia tez poréwnywanie wynikow
miedzy laboratoriami. Dlatego tez czesto uznawana
jest za technike referencyjng i stuzy do poréwnywania
efektow koncowych uzyskiwanych innymi metodami
typowania molekularnego.

Mimo duzej popularnosci tej metody genotypowa-
nia i mozliwosci przeprowadzania analiz globalnych,
REA-PFGE posiada kilka wad i ograniczen. Pierwsza
z nich jest jej relatywnie niska przepustowos¢: metoda
jest bardzo czasochtonna, wymaga kilku dni na przy-
gotowanie i trawienie probek oraz kolejnych 1-2 dni
na elektroforeze i analize wynikéw. Calo$¢ analizy musi
by¢ przeprowadzona przez odpowiednio wykwalifiko-
wany personel. Jej stosowanie jest dodatkowo uzalez-
nione od posiadania drogiego sprzetu i réwnie kosz-
townych odczynnikéw. Co wiecej, analiza wynikow
badania czesto obarczona jest pewna doza subiekty-
wizmu ze wzgledu na réznice w rozréznianiu podobnej
wielko$ci fragmentéw DNA, a takze wyznaczenie gra-
nicznej wielkosci analizowanych fragmentéw. W konse-
kwencji, mimo iz uznaje si¢ t¢ metode za powtarzalna,
moga wystepowac roznice interpretacyjne otrzymywa-
nych profili. Poréwnywanie wynikéw PFGE wymaga
specjalistycznego oprogramowania, procedur i stan-
dardéw dla konsekwentnej analizy. Niewielkie rdznice
w protokotach lub zmiany parametréw elektroforezy
moga spowodowac niezgodno$¢ danych i btedng ana-
lize wynikow [33].

Ujednolicenie protokotu wykonywania PFGE po-
zwolilo na stworzenie miedzynarodowych baz danych,
dzieki czemu mozliwy stal si¢ doktadniejszy nad-
zOr epidemiologiczny. Wystandaryzowane protokoty
PFGE zostaly opracowane dla wielu patogenéw bak-
teryjnych i stanowig podstawe dla miedzynarodowych
wzorcow nadzoru zdrowia publicznego. Najpowazniej-
szg instytucja publikujacg protokoly i zalecenia doty-
czace tego typu analiz jest sie¢ PulseNet, ktory powstat
w 1996 roku w celu poprawy jakosci nadzoru i wykry-
wania wielu patogendw bakteryjnych powodujacych
zatrucia pokarmowe [33]. Procedura PFGE wediug
PulseNet, to kilkudniowy, wystandaryzowany proto-
kot laboratoryjny dotyczacy typowania molekular-
nego niektérych patogenéw. Opisuje on poszczegdlne
etapy wykonywania badania i jest opracowany dla roz-
nych gatunkow bakterii, takich jak, np.: Campylobacter
jejuni, Clostridium botulinum, czy Listeria monocyto-
genes. Protokoly przygotowania probek sa co do istoty
podobne, niezaleznie od typowanego gatunku bakte-
rii (glownie réznice wystepujg pomiedzy bakteriami
Gram-dodatnimi i Gram-ujemnymi w stosowanych
buforach do lizy oraz proteolizy). Jednak dla kazdego
gatunku bakterii jest dobrany odpowiedni (jeden lub
kilka) enzym restrykcyjny oraz konkretne parametry
rozdziatu. Ujednolicenie protokoléw umozliwito wy-
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krywanie i zestawienie szczepow z roznych regionow,
a tym samym PFGE stalo si¢ $wietnym narzedziem do
globalnych analiz ognisk.

Na podstawie poréwnan profili PEGE poszczegdl-
nych izolatéw mozna $ledzi¢ wystepowanie ognisk epi-
demicznych oraz poszukiwac zrédet zakazen. Analiza
pokrewienstwa na podstawie wytycznych i kryteriow
zaproponowanych przez Tenovera w 1995 roku, polega
na wizualnej ocenie profili i réznic w ich prazkach [55].
Analiza jest wiarygodna, gdy wzér PFGE przedstawia
co najmniej 10 roznych fragmentow. Wedlug zasto-
sowanych wytycznych, jeden izolat jest blisko spo-
krewniony z innym, gdy ilo$¢ réznic w ich wzorach
restrykcyjnych wynosi od jednej do trzech. Mozliwe
pokrewienstwo jest przy réznicy od czterech do szes-
ciu fragmentow, a izolaty niespokrewnione wykazuja
polimorfizm siedmiu lub wiecej prazkow. Interpretacja
ta metoda przeznaczona jest do matych analiz obejmu-
jacych do ok. 30 izolatéw, uzyskanych podczas badan
epidemiologicznych w stosunkowo krétkich okresach
czasu (1-3 miesigce). Wytyczne identyfikacji sg rygory-
styczne i nie nadaja si¢ do badan populacji organizmoéw
zbieranych przez okres jednego roku lub dtuzszy.

Obecnie w analizach stosuje si¢ wyspecjalizowa-
ne programy komputerowe, ktdre stosujac specjalne
algorytmy, wspotczynniki korelacji i algorytmy klaste-
ryzacji wyliczajg stopnien podobienstwa profili. Pozwa-
laja one na wspdlng analize¢ takze kilku eksperymen-
tow wykonanych z zastosowaniem réznych enzymoéw
restrykcyjnych (w celu zwiekszenia sity dyskrymina-
cyjnej metody) [55].

3.2. MLVA

W genomach bakteryjnych istniejg regiony oparte
na tandemowych sekwencjach repetytywnych zwanych
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). Sg to
krotkie, tandemowe powtorzenia, ktorych liczba jest
cechg zmienng, zalezng od licznych zdarzen rekombi-
nacyjnych, a powstaly polimorfizm dtugosci jest indy-
widualny dla danego szczepu bakterii. Metodg genoty-
powania opartg na tym procesie jest MLVA (Multiple
Locus Variable-number tandem repeats Analysis) [50].

Profil MLVA jest oparty na liczbie wystepujacych
powtdrzen kilku wybranych i wystandaryzowanych
VNTR. Dawniej analiz¢ wielkosci fragmentéw prowa-
dzono z zastosowaniem techniki elektroforezy polia-
krylamidowej. Inng stosowang technika odczytu jest
sekwencjonowanie uzyskanych fragmentéw analizo-
wanych VNTR. Obecnie najczedciej stosowang tech-
nika, zapewniajaca dobry rozdzial amplifikowanych
fragmentdéw jest wysokonapieciowa elektroforeza kapi-
larna. Zwigksza to szybkos¢, jako$¢ i powtarzalnosé
uzyskiwanych wynikéw. Tego typu procedura MLVA
obejmuje takie etapy jak: 1) amplifikacja regionow
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VNTR z fluorescencyjnie znakowanymi starterami,
2) okreslenie dlugosci fragmentdéw z zastosowaniem
techniki elektroforezy kapilarnej, 3) kalkulacja ilosci
powtdrzen [18]. Uzycie sekwenatora DNA i znako-
wanych starteréw z fluorescencyjnymi barwnikami,
pozwala na analize amplikonéw w jednym procesie
(multiplex PCR), co zwigksza efektywnos¢ tej metody.
Roézne czgsteczki fluoroforu wilaczone w amplikony
absorbuja wiazke lasera i przez to uwalniaja $wiatto
o roznej diugosci fali, dzigki czemu mogg by¢ iden-
tyfikowane przez detektor w sekwenatorze. Przy uzy-
ciu odpowiedniego komputerowego oprogramowa-
nia, kazde locus jest rozpoznawane na otrzymanych
elektroforegramach na podstawie ich koloréw, a liczba
powtorzen w danym VNTR jest zliczana automa-
tycznie. Okre$lanie rozmiaru przy uzyciu sekwenatora
jest zdecydowanie precyzyjniejsze, niz na zelu polia-
krylamidowym [50].

MLVA jest technika szybka i prosta w wykonaniu
(w przypadku stosowania wyznakowanych VNTR
oznaczanych na sekwenatorze). Generuje powtarzalne
ijednoznaczne dane. Zazwyczaj MLVA ma takze lepsza
sife dyskryminacyjng niz PFGE (np. dla Salmonella
Typhimurium) [31]. Jest to metoda uzywana jako uzu-
pelnienie lub alternatywa dla PFGE, np. przy pracy
z patogenami uktadu pokarmowego [28].

Ograniczeniem metody jest brak uniwersalnosci
- regiony VNTR, jak i amplifikujgce je startery musza
by¢ wybierane i projektowane specjalnie pod dany
patogen. Kilka wystandaryzowanych protokoléw jest
dostepnych, jednak tylko najistotniejsze z punktu
widzenia zdrowia publicznego patogeny moga by¢ roz-
nicowane t3 metoda. Dostepne sa procedury dla typo-
wania m.in. Escherichia coli O157, Salmonella Enteriti-
dis, Salmonella Typhimurium czy Yersinia enterocolitica
[18, 22]. Metoda ta znajduje zastosowanie w identyfi-
kacji takze czynnikéw mogacych stanowi¢ zagrozenie
bioterrorystyczne, takich jak Bacillus anthracis, Franci-
sella tularensis czy Yersinia pestis [32, 6].

Metoda MLVA posiada obecnie wiele odmian. Jedng
z nich jest uzywana na calym $wiecie metoda typowania
Mycobacterium tuberculosis, wykorzystujagca motywy
MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive
Units- Variable-Number Tandem Repeat) [8]. Czesto
spotykane jest rowniez spa-typowanie, polegajace na
sekwencjonowaniu krotkich sekwencji repetytywnych
znajdujacych sie w genie kodujagcym gronkowcows pro-
teine A. Jest to jedna z metod typowania metycylino-
-opornych gronkowcow zlocistych (MRSA - Methi-
cillin-Resistant Staphylococcus aureus) [33].

Jako, ze VNTR bardzo szybko ewoluuja, MLVA
ma teoretyczna zdolno$¢ réznicujgcg zdecydowanie
wyzsza niz wiekszo$¢ innych metod typowania. Stad
tez znajduje zastosowanie w lokalnej analizie ognisk
epidemicznych. Jednak nie nadaje si¢ do okresla-

nia relacji filogenetycznych i jest nieodpowiednia do
dlugoterminowego, globalnego nadzoru epidemiolo-
gicznego. Z powodu wystepowania insercji lub delecji
w amplifikowanych sekwencjach, réznice w wielkosci
locus z VNTR nie zawsze odzwierciedlajg realng liczbe
tandemowych powtorzen [30].

Dla niektorych patogendw, takich jak, na przykltad
Salmonella Enteritidis, metoda MLVA staje si¢ nowym
standardem typowania. Pierwszym krokiem w kierunku
standaryzacji procesu byto opublikowanie procedury
opracowanej dla Salmonella Typhimurium przez ECDC
(European Centre for Disease Prevention and Control)
[18]. W Europie, MLVA oparte na analizie 5 loci jest
metodg uzywang zaréwno w laboratoriach weteryna-
ryjnych, laboratoriach monitorujacych bezpieczenstwo
zywnoéci, jak i przy nadzorze zdrowia publicznego [32].
Réwniez PulseNet rekomenduje metode MLVA jako
technike uzupelniajacg do PFGE pozwalajaca zwigkszy¢
site dyskryminacyjng analiz [10].

3.3. MLST

Kolejna technika typowania molekularnego bakterii,
ktora znalazta zastosowanie w badaniach podobienstwa
genetycznego szczepdw podczas dochodzen epidemio-
logicznych, jest metoda MLST (Multi-Locus Sequence
Typing). Pierwszy schemat zostal zastosowany przez
Maidena i wsp. do bakterii Neisseria meningitidis
w 1998 roku. Od tamtej pory notowany jest ciagly
wzrost zainteresowania ta metoda. Proces opiera si¢
na sekwencjonowaniu z reguly siedmiu genéw metabo-
lizmu podstawowego (tak zwane ,,housekeeping genes”)
[35]. Uzyskane sekwencje sa poréwnywane ze wszyst-
kimi wczesniej opisanymi sekwencjami (allelami)
danego locus i nadaje im sie odpowiedni numer (numer
allelu). Ich konfiguracja tworzy profil alleliczny danego
szczepu uzywany do przypisania odpowiedniego typu
sekwencyjnego - ST (Sequence Type) [50].

Bazy danych MLST s3 dostepne na serwerach inter-
netowych, zlokalizowanych m.in. w Imperial College
London (www.mlst.net) [39] i Oxford University (www.
pubmlst.org) [13], w ktérych zawarte sa takze protokoty
badania zawierajgce sekwencje starteréw, narzedzia
do analiz sekwencji alleli i ST oraz interfejs pomocny
w uzyskiwaniu danych epidemiologicznych. Pozwolilo
to na scentralizowany dostep do protokotéw metody,
narzedzi do analizowania sekwencji, bazy sekwencji
referencyjnych i listy typéw sekwencyjnych (ST) wéréd
pracownikow naukowych [1].

Niektore z zaprojektowanych starteréw do MLST
wykorzystuja strategie zagniezdzonej reakcji PCR
(nested PCR), w ktorej poczatkowo wykorzystuje si¢
fragmenty DNA wieksze od ostatecznie wymaganych.
Strategia ta czgsto jest stosowana w reakeji sekwencjo-
nowania w metodologii Sangera. Startery takie daja
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wyzsza jako$¢ otrzymywanych sekwencji nukleoty-
dowych oraz eliminujg pdzniejsze sekwencjonowanie
niespecyficznych produktéw. Co za tym idzie, warunki
amplifikacji w PCR moga by¢ mniej rygorystyczne. Jest
to korzystne w przypadku bakterii, u ktorych wystepuje
polimorfizm amplifikowanego genu [56].

Wspomniane wyzej bazy danych zawieraja infor-
macje i badania dla réznych rodzajéow lub gatunkdéw
bakterii i eukariontéw (na przyklad drozdzakéw). Dla
wielu z nich, wlaczajac w to rodzaje, takie jak: Listeria,
Chlamydophila i Vibrio, metoda zostala zmodytiko-
wana do tak zwanej MVLST (Multiple Virulence Locus
Sequence Typing). Polega ona na analizie sekwencji
genow wirulencji [33].

W roku 2005 zostala zaproponowana przez Yi Chen
i wsp. [11] odmiana metody MVLST. Oprdcz okres-
lonych wczesniej kilku gendw, brane sg pod uwage
takze inne geny wirulencji oraz geny odpowiedzialne za
transmisje bakterii. Strategia MELST (Multi-Epidemic-
-Locus Sequence Typing) ma stanowi¢ idealne narze-
dzie do badania znaczenia epidemiologicznego L. mono-
cytogenes lub innych bakterii patogennych.

MLST dostarcza jednoznaczne i powtarzalne wy-
niki. Metoda jest uznawana jako ztoty standard w geno-
typowaniu dla wielu bakteryjnych patogenow dzigki
ogolnemu dostepowi do sekwencji, narzedzi ich analizo-
wania oraz poréwnywania [33]. Fakt, ze technika MLST
bazuje na analizie wysoce konserwowanych sekwencji
genow metabolizmu podstawowego, ogranicza dos¢
istotnie rozdzielczo$¢ tej metody. Dzieki temu zazwyczaj
nie jest ona dobrym narzedziem do analizy lokalnych
ognisk zakazen. Ma jednak istotna role w szerszych ana-
lizach populacji, przeplywu szczepéw czy tez analizie
ognisk w skali globalnej [33]. W przypadku niektorych
bakterii metoda ta moze wykazywaé nawet wigkszg
zdolnos¢ roznicujacy niz PFGE, czego przykladem moze
by¢ genotypowanie Vibrio cholerae [26].

4. Techniki sekwencjonowania I generacji

Technika MLST jest jedna z szerzej stosowanych
metod opartych o analize sekwencji DNA. Klasyczne
sekwencjonowanie moze réwniez by¢ stosowane w ana-
lizie MLVA w sytuacji, gdy nie sa stosowane znakowane
startery. W obecnych czasach rozwoj technik sekwen-
cjonowania DNA sprawia, ze tego typu analizy stale
zyskuja na znaczeniu.

4.1. Metoda Sangera

Pierwsza poznang technika sekwencjonowania
DNA jest wprowadzona przez Sangera metoda termi-
nacji wydluzania fancucha DNA. Technika ta, nazy-
wana dideoxy sekwencjonowaniem, polega w obecnym
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ksztalcie na syntezie réznej dtugosci wyznakowanych
fragmentéw DNA. Proces odbywa sie z uzyciem
polimerazy odpowiedzialnej za replikacje DNA oraz
wyznakowanych dideoksynukleotydéw hamujacych
etap elongacji amplifikowanego kwasu nukleinowego
[52]. Dzigki temu, po przeprowadzeniu wielu cykli
reakcji znakowania (w ogdélnym zarysie homologicz-
nych do cykli reakcji PCR) otrzymujemy pule frag-
mentdw DNA, rdézniacych si¢ dlugoscia o pojedynczy
nukleotyd i zakonczonych odpowiednio wyznakowa-
nym fluorescencyjnie dideoksynukleotydem. Obecnie,
w celu odczytania tak przeprowadzonej reakcji sekwen-
cjonowania stosuje sie wysokonapieciowy elektroforeze
kapilarng. Po dzien dzisiejszy jest to metoda cieszaca
sie duza popularnoscig wsrod naukowcow na catym
$wiecie, pozwalajaca na uzyskanie relatywnie dlu-
gich odczytow (czasami przekraczajacych 1 kpz). Duza
zaletg jest tez mozliwos¢ weryfikacji jakosci uzyskanych
odczytow poprzez analiz¢ chromatogramow.

4.2. Metoda Maxama-Gilberta

Réwnoczesnie z opracowywang przez Sangera tech-
nikg dideoksy, Maxam i Gilbert (w 1977 roku) [38]
opracowali alternatywng metod¢ sekwencjonowa-
nia. W pierwszym etapie, dwuniciowe DNA zostaje
wyznakowane na koncu 5’ kazdej nici. Przeprowadzona
nastepnie denaturacja powoduje zniszczenie pofaczen
miedzy tadcuchami DNA oraz umozliwia rozdziat
fragmentéw w elektroforezie zelowej. Po zakonczo-
nym procesie wybrany fragment zostaje oczyszczony
z zelu i podzielony na cztery czesci. Kazda z tych czesci
zostaje poddana innej reakcji znakowania, wykorzystu-
jacej odczynniki specyficzne wzgledem konkretnego
nukleotydu. Nastepuje modyfikacja zasady azotowej,
a w konsekwencji jej oderwanie od reszty cukrowej. Na
tym etapie dodanie drugiego odczynnika - piperydyny
skutkuje przecieciem nici DNA w miejscach pozbawio-
nych zasady azotowej i powstaniem znakowanych frag-
mentéw o roznej dlugosci. Rozdzial elektroforetyczny
uzyskanych czasteczek oraz obrazowanie metodg auto-
radiografii pozwala na uwidocznienie prazkow i okres-
lenie sekwencji DNA. Technika chemicznej degrada-
cji DNA nie zyskala popularnosci wsréd naukowcow
i obecnie jest stosowana niezmiernie rzadko.

5. Sekwencjonowanie pelnogenomowe

Od czasu powstania techniki terminacji tancu-
cha, nazywanej czesto metoda pierwszej generacji,
sekwencjonowanie DNA jest intensywnie udoskona-
lane i modyfikowane, co pozwala na jeszcze efektyw-
niejsze odczytywanie kolejnosci nukleotydéw kwasu
nukleinowego. W 1987 roku dostepne staly si¢ metody
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sekwencjonowania automatycznego. Dzieki zastoso-
waniu znacznikéw fluorescencyjnych, mozliwe stato sie
zmodyfikowanie procedury sekwencjonowania Sangera
i rozdzielanie fragmentéw DNA w jednej reakcji. Do
kazdego dideoksynukleotydu zostaje przylaczony fluo-
rochrom emitujacy $wiatlo o innej dtugosci fali. Dzigki
wzbudzeniu barwnikéw laserem, detektor fluorescencji
wychwytuje emisje charakterystyczng dla danego fluo-
rochromu. Analiza sygnatu pochodzacego z emisji
barwnika jest przeprowadzana dla kazdego z badanych
fragmentdw i pozwala na analize sekwencji taricucha
DNA w czasie rzeczywistym [48].

Przefomowym w dziedzinie sekwencjonowania DNA
okazal sie rok 1995, w ktérym opublikowano wyniki
analizy genomu wykorzystujacej metode ,shotgun”
Dzigki temu, z powodzeniem zsekwencjonowano caly
genom bakterii Haemophilus influenzae, a kilka miesiecy
pézniej Mycoplasma genitalium [19, 20]. Fragmenty
genomu uzyskiwane sg przez poddanie DNA proce-
sowi sonikacji lub trawieniu nukleazg. Powstate w pro-
cesie elektroforezy agarozowej czasteczki o dlugosci
1,6-2,0 kpz zostaja wyizolowane i ligowane z wektorem
plazmidowym. Bakterie (zwykle E. coli) poddawane sa
transformacji wektorem z wklonowanym fragmentem,
ktdry nastgpnie jest powielany i sekwencjonowany. Tak
wytworzona biblioteka DNA stuzy do sekwencjono-
wania genomu bakteryjnego. Proces sekwencjonowa-
nia duzej ilosci klonéw odbywa si¢ z zastosowaniem
starterow komplementarnych do uzywanego wektora.
Ilo$ciowy nadmiar otrzymanych sekwencji analizowa-
nego genomu powinien reprezentowac od 6 do 8-krot-
nej dlugo$ci badanego genomu (pokrycie genomu). Po
zakonczonym etapie sekwencjonowania nastepuje kom-
puterowe skladanie uzyskanych fragmentéw. W rezul-
tacie otrzymywane sg tzw. kontigi, czyli ciggle sekwen-
cje, z ktdrych kazda reprezentuje inna cze$¢ genomu,
wspolnie pokrywajgc caly analizowany genom [19, 7].

Opracowanie metody ,shotgun” spowodowalo
szybki rozwoj genomiki, gdyz kolejne techniki sekwen-
cjonowania byly opracowywane wlasnie pod katem
powstawania bardzo duzej ilosci krotkich i losowych
odczytdw, ostatecznie pokrywajacych mniej wigcej
pelny genom. W 2005 roku, wraz z wprowadzeniem
na rynek pierwszej kompletnej, komercyjnie dostep-
nej platformy - systemu Roche 454, rozpoczeta si¢ era
sekwencjonowania nowej generacji - NGS (Next-gene-
ration Genome Sequencing) [37]. Metody nowej genera-
¢ji pozwalajg na uzyskanie wynikow w stosunkowo krot-
kim czasie. W 2007 roku, pojedyncze sekwencjonowanie
umozliwialo wytworzenie 1 Gb danych. Do roku 2012
wielkos¢ ta wzrosta 1000-krotnie, do 1 Tb informacji.
Razem ze wzrostem wydajnosci, nastgpito obnizenie
kosztow genotypowania mikroorganizméw. W latach
90-tych, trwajace rok sekwencjonowanie 1.8 Mb geno-
mu H. influenzae metoda elektroforezy kapilarnej kosz-
towalo okoto 1 miliona dolaréw. W 2013 roku, sekwen-
cjonowanie 4,5Mb genomu E. coli zostalo wykonane
w jeden dzien, za utamek kosztow [23].

Dalszy, bardzo szybki rozwéj technik sekwencjono-
wania pelnogenomowego sprawil, ze obecnie metody
NGS dzielimy odpowiednio na II i III generacje. Podziat
ten jest jednak bardzo umowny i coraz czesciej tech-
niki te okresla si¢ po prostu jako techniki sekwencjo-
nowania pelnogenomowego (WGS - Whole Genome
Sequencing).

Zestawienie wydajnosci i efektywnos$ci najwazniej-
szych platform sekwencjonowania pelnogenomowego
przedstawiono w tabeli .

5.1. Sekwencjonowanie II generacji
Sekwencjonowanie drugiej generacji opiera si¢ na

replikacji pojedynczej czasteczki DNA umieszczo-
nej w stalym podtozu (np. w ziarnie) oraz procesie

Tabela I

Poréwnanie technik sekwencjonowania

Gene- Czas trwania L, Calkowita ilo§¢ Calkowity
A . Dlugos¢ . o
racja | Platforma procesu odezvtu* uzyskiwanych | koszt procesu
NGS [dni] Y odezytow* [Gpz] ($]
I | Sanger 0,5 1000 pz 1000 10
II Roche 454 3-5 300 pz 0,7 1500-2000
HiSeq 3-5 100-140 pz 125-1500 ~3000
MiSeq 3-5 150-250 pz 0,3-15 ~1000
IonTorrent 2-4 100-350 pz 0,6-15 ~1000
SOLiD 8 110 pz 80-320 ~2000
III PacBio 2-4 10-20 kpz 5-8 ~1000
Nanopore do 2 10 kpz-1 Mpz 10-20 ~1000

* w zaleznosci od stosowanego urzadzenia

** cena za jeden odczyt (sekwencjonowanie danych z jednej ptytki (flow cell)) wg. C.S. Pareek [47]
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sekwencjonowania. Pofragmentowane i odpowied-
nio do danej metodyki zmodyfikowane odcinki kwasu
nukleinowego zostaja zsekwencjonowane, a otrzymane
odczyty zostaja zlozone w kontigi. Techniki II genera-
¢ji pozwalajg na usprawnienie procesu przygotowania
biblioteki i sekwencjonowania, a w efekcie na znaczne
zwiekszenie wydajnosci procesu w poréwnaniu do eta-
péw sekwencjonowania I generacji [47].

Roche 454

Platforma Roche 454 byla pierwszym komercyj-
nie dostepnym systemem NGS. Wprowadzona zostata
w 2005 roku i bazowala na technice zwanej pirosekwen-
cjonowaniem opracowanej w roku 1998 [49]. Polega
ona na przeprowadzeniu trzech etapéw: 1) fragmen-
tacja genomowego DNA i przylaczenie adaptorow,
2) powielenie fragmentéw za pomocg emulsyjnego PCR
(emPCR) oraz 3) pirosekwencjonowanie.

Przygotowanie probek nalezy rozpocza¢ od sporza-
dzenia biblioteki DNA. Jej produkcja polega na frag-
mentacji genomowego DNA (gDNA) i otrzymaniu
krotkich, jednoniciowych odcinkéw. W procesie liga-
¢ji, do tak przygotowanych matryc dolagczane zostaja
adaptory, ktére umozliwiaja amplifikacje i pozniej-
sze sekwencjonowanie. Adaptory sa odcinkami DNA
o znanej sekwencji nukleotydowej i odpowiednim
wyznakowaniu. Jeden z nich zawiera na swoim koncu
5’ biotyneg, ktdra pozwala na immobilizacj¢ czastek DNA
do ziaren optaszczonych streptawidyng. Po zajsciu dena-
turacji, pojedyncze nici zostaja uwolnione i uzywane
jako biblioteka DNA niezbedna do procesu emPCR.
Uzyskane jednoniciowe fragmenty sg wigzane do zia-
ren oplaszczonych starterami, komplementarnymi do
sekwencji adaptora zwigzanego z czasteczka DNA.

Warunkiem nastgpienia reakcji emPCR jest wyste-
powanie tylko jednego ziarna z dang sekwencja DNA
w jednej kropli wody. W procesie tym, amplifikacja
wszystkich odcinkéw nastepuje w tym samym czasie.
Rozpoczecie tego etapu pozwala na uzyskanie sygnatu
swietlnego, wystepujacego podczas detekcji nukleo-
tydéw. Amplikony przy pomocy obecnej na kulkach
magnetycznych streptawidyny, zwiazanej z biotyna
wystepujacg na koncu odcinka DNA, rozdzielane sg
do jednoniciowych matryc uzywanych w procesie piro-
sekwencjonowania [37].

Etap pirosekwencjonowania oparty jest na sekwen-
cjonowaniu poprzez synteze. Ziarna z DNA umiesz-
czane sg w plytce PTP (PicoTiter Plate). Plytka zawiera
enzymy, takie jak lucyferaza i sulfurylaza oraz warstwe
odpowiedzialng za odpowiednie utozenie ziaren. Detek-
cje wbudowanego przez polimeraze komplementarnego
nukleotydu umozliwia towarzyszace reakcji emitowane
$wiatto. Impuls $wietlny jest konsekwencja szeregu pro-
ceséw prowadzacych do powstania blysku na skutek
chemiluminescencji. Rozpoznanie sygnatu odbywa sie
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za pomocg kamery CCD (Charged-Coupled Device)
pofaczonej z plytka PTP i rejestrowane jest w formie
pirogramu [47]. Intensywnos$¢ otrzymanego sygnatu
$wietlnego zalezy od ilosci wbudowanych nukleotyddw.
Korelacja ta moze by¢ przyczyng uzyskania blednych
wynikéw podczas analizy fragmentu zawierajacego
wiele powtdrzen zasad azotowych.

Illumina Solexa

Obecnie technika pirosekwencjonowania zostala
wyparta z powszechnego uzytku, przede wszystkim
przez popularne sekwencjonowanie opracowane przez
spotke Illumina. Co ciekawe, podstawy metody zostaly
opracowane w roku 1994, a wiec przed opracowaniem
metody pirosekwencjonowania [9].

Sekwencjonowanie to oparte jest na odwracalnej
terminacji zmodyfikowanych nukleotydéw, gdzie kazda
z czterech zasad jest oznaczona innym fluorescencyj-
nym barwnikiem. W pierwszym etapie tworzona jest
biblioteka fragmentéw DNA wytworzonych w reak-
cji nebulizacji. Biblioteka DNA jest przygotowywana
poprzez losowa fragmentacje fizyczng (sonikacje) lub
poprzez fragmentacje enzymatyczng — tagmentacje,
ktora taczy etap fragmentacji i ligacji odcinkéw DNA
w jeden proces, znacznie zwickszajac wydajno$¢ pro-
cesu przygotowania biblioteki [25]. Do uzyskanych
fragmentow przylaczone zostaja dwuniciowe adaptory
wiazace odcinki na plytce.

W reakcji multiplex, do kazdej probki dotaczane
zostajg specyficzne znaczniki (barcode), ktére umozli-
wiajg identyfikacje probek podczas pozniejszej analizy
danych. To unikalne sekwencje ligowane do fragmen-
tow DNA w trakcie tworzenia biblioteki. Znaczniki
[lumina zawieraja od 8 do 12 par zasad i zazwyczaj
sa skladowymi adaptoréw lub starteréw PCR. Dzigki
zastosowaniu indywidualnych oznaczen, biblioteki
DNA mogga by¢ Iaczone i sekwencjonowane w jednym
procesie [24].

Kolejnym krokiem jest przeprowadzenie denatu-
racji i uzyskanie jednoniciowych matryc do reakcji
amplifikacji przy pomocy reakcji PCR ,koci grzbiet”
Uprzednio immobilizowane na plytce fragmenty DNA
znajduja komplementarng sekwencj¢ adaptora rowniez
zwigzanego z plytka i tworzg strukture ,,koci grzbiet”, co
pozwala polimerazie na dobudowanie komplementar-
nej nici DNA. Odbywajace si¢ cyklicznie procesy syn-
tezy i denaturacji pozwalajg uzyska¢ nawet 1000 kopii
danego odcinka DNA.

Uzyskana w danym sektorze odpowiednia ilo$¢ kopii
badanego fragmentu jest sekwencjonowana poprzez
synteze¢ zmodyfikowanych nukleotydéw. Kazdy z nich
jest znakowany innym, podatnym na usuniecie fluoro-
chromem. Po przylgczeniu komplementarnego nukleo-
tydu kamera CCD rejestruje sygnaly pochodzace z calej
powierzchni plytki. Nastepuje usuniecie fluorochro-
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mow, cykl rozpoczyna si¢ ponownie i przytaczone
zostajg kolejne znakowane nukleotydy [47].

IonTorrent

Obecnie druga, obok Illuminy, najczesciej stosowana
platforma NGS jest system IonTorrent. Przebieg pro-
cesu jest zblizony do wykorzystywanego przy technice
Roche 454 (tworzenie biblioteki DNA oraz amplifikacja
fragmentéw przy pomocy emulsyjnego PCR), jednak
wyrodznia sie sposobem detekcji, ktory zamiast pirose-
kwencjonowania wykorzystuje cykliczne zmiany pH
roztworu. Podczas syntezy kolejnych nukleotydéw przez
polimeraze DNA uwalniane zostaja kationy wodorowe.
Przy pomocy detektora zostaje zmierzony sygnal, prze-
jawiajacy sie skokiem napiecia, ktory jest wprost pro-
porcjonalny do ilosci przylaczonych nukleotydow.

Gléwng zaleta IonTorrent jest brak koniecznosci
modyfikacji nukleotydéw oraz stosowania specjal-
nych enzymow. Dzigki elektronicznej detekeji sygnatu
sekwencjonowanie nie zajmuje duzo czasu [47]. Analo-
gicznie do platformy Roche 454, intensywno$¢ sygnatu
IonTorrent zalezy od ilosci wlaczonych nukleotydow,
co moze przyczyni¢ sie do powstawania bledéw przy
odczytach sekwencji homopolimerycznych.

SOLiD

Sekwencjonowanie przy uzyciu techniki SOLiD
(Support Oligonucleotide Ligation and Detection),
analogicznie do metody Roche 454, wymaga przygo-
towania biblioteki DNA z przylaczonymi adaptorami
oraz amplifikacji z zastosowaniem emulsyjnego PCR.
Kolejny etap polega na naprzemiennej ligacji komple-
mentarnych sekwencji sktadajacych sie ze zmodyfiko-
wanych o$miu nukleotydow, wystepujacych w okreslo-
nych pozycjach i wyznakowanych czterema réznymi
znacznikami. Po kazdym etapie nowo powstala ni¢
jest usuwana, a dotgczony zostaje nowy starter, bedacy
krotszy o jeden nukleotyd od poprzedniego. Naprze-
mienna ligacja poprzedzona jest usuni¢ciem startera
wraz z trzema nukleotydami i odbywa sie w nastepujg-
cych po sobie pigciu etapach, kolejno dla znacznikow
o innej dlugosci: n, n-1, n-2, n-3, n-4. Kazdy z czterech
fluoroforéw odpowiada konkretnej zasadzie azotowej,
co umozliwia detekcje przylaczanych nukleotydéw przy
pomocy skanera laserowego [46].

5.2 Sekwencjonowanie III generacji

Technologia III generacji umozliwia wykonywanie
procesu sekwencjonowania z pojedynczej czasteczki
DNA, bez koniecznosci jej wezesniejszej amplifikacji.
Techniki te pozwalajg na jeszcze wigksze usprawnienie
procesu sekwencjonowania oraz otrzymywanie coraz
dluzszych pojedynczych odczytow.
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PacBio

Zasada dziatania sekwenatora PacBio opiera si¢ na
procesie sekwencjonowania poprzez synteze. W pierw-
szym etapie zostaje przygotowana biblioteka DNA.
Analizowane fragmenty sg poddawane fragmentacji
oraz przylaczone zostaja znakowane adaptory. Proces
sekwencjonowania przeprowadzany jest w metalo-
wych dotkach szklanej mikroptytki ZMW (Zero-Mode
Waveguides). Na ich dnie zostaje umieszczona poli-
meraza DNA, ktora umozliwia przytaczanie komple-
mentarnych nukleotydéw do tworzonej nici. Nukleo-
tydy zostaja wyznakowane poprzez przylaczenie do
grupy fosforanowej odpowiedniego fluoroforu (kazdy
nukleotyd wyznakowany innym fluorochromem) i wraz
z jednoniciowymi fragmentami DNA réwniez zo-
staja umieszczone w dotkach mikroptytki. Mikroptytka
ZMW zmniejsza tlo generowane przez nukleotydy
niewlaczone do nici DNA. Uwalnianie pirofosforanu
wraz z fluoroforem, ktére towarzyszy przylaczeniu
komplementarnego nukleotydu do nici DNA umozli-
wia detekcje rodzaju wiaczonego nukleotydu i analize
wynikéw procesu [27].

Zaleta technologii PacBio jest mozliwos¢ generowa-
nia dlugich odczytow, siegajacych 10-20 kpz. Niestety
jest to rownoczesnie technika bardzo kosztowna, ze
wzgledu na zaréwno cene aparatury, jak i koszt poje-

dynczych odczytow.

Nanopore

Obecnie jedng z ciekawszych i preznie rozwijaja-
cych si¢ strategii sekwencjonowania jest technologia
opracowana przez Oxford Nanopore Technologies.
W ogélnym schemacie polega ona na bezpo$rednim
odczycie sekwencji nukleotydowej, a wigec odbywa sie
bez modyfikowania nukleotydéw oraz bez dodawania
syntezy na etapie odczytu. Analizowana ni¢ DNA jest
rozplatana, a nastepnie przepuszczana przez specjalne
biatka porowe znajdujace sie w elektrycznie opornej
membranie polimerowej. Podczas translokacji przez
biatko porowe, kazdy z czterech nukleotydéw powoduje
inng zmiane parametrow elektrycznych membrany.
Kazdy kanal nanoporu umieszczony w urzadzeniu
dziala niezaleznie, co umozliwia przeprowadzanie wielu
reakcji sekwencjonowania w tym samym czasie [43].

Takie bardzo bezposrednie podejscie do sekwencjo-
nowania DNA niesie za sobg kilka istotnych zalet.
W zalezno$ci od stosowanego protokotu oraz zestawu
odczynnikéw, przygotowanie biblioteki moze zajmowac
od okoto 20 minut do 4 godzin, cho¢ przy zastosowaniu
urzadzenia Voltrax lub specjalnych protokotéw, moze
zosta¢ dodatkowo skrocone do okoto 5-10 minut [45].
Inng wazng zaletg jest generowanie bardzo dtugich ciag-
tych odczytéw, a jedynym elementem limitujagcym jest
fizyczna fragmentacja nici DNA podczas preparatyki.
Co wiecej, dane podczas procesu sekwencjonowania
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sg przesylane w czasie rzeczywistym i tak tez moga by¢
analizowane.

Technika sekwencjonowania z udziatem nanoporéow
umozliwia konstruowanie bardzo matych urzadzen.
Przykladem tego jest przeno$ny sekwenator MinION,
zaprojektowany przez firme Oxford Nanopore Techno-
logies, ktory jest dostepny na rynku od maja 2015 roku.
Urzadzenie wazy mniej niz 100 gram i za pomoca
przewodu USB jest podlaczane bezposrednio do kom-
putera [44]. Dzigki niewielkiemu rozmiarowi urza-
dzenia i fatwosci wykonania analizy, MinION zostal
wykorzystany do pierwszego sekwencjonowania DNA
na Miedzynarodowej Stacji Kosmicznej [41], a takze
do identyfikacji mikrobiomu obecnego na arktycznym
lodowcu [14].

Obecnie w fazie testow znajduje si¢ urzadzenie
o duzo wigkszej przepustowosci o nazwie PromethION.
Urzadzenie to jest stacjonarng wersja sekwenatora
MinION, przeznaczong do wysokiej jakosci sekwen-
cjonowania duzych ilosci probek. PromethION zawiera
tacznie 144 tysigce kanaléw nanoporowych (w poréw-
naniu do 512 kanaléw obecnych na ptytce MinION-a).
Dzigki takiej przepustowosci urzadzenie to mogloby
stanowi¢ uzyteczne narzedzie, szczegdlnie na pozio-
mie centralnych laboratoriéw badajacych liczne probki
i izolaty na potrzeby zdrowia publicznego.

6. Typowanie molekularne z zastosowaniem
sekwencjonowania pelnogenomowego

Rozwdj nowych technik typowania molekularnego
bakterii, w szczegdlnosci technik sekwencjonowania
petnogenomowego, umozliwil znaczny postep w nad-
zorze zakazen bakteryjnych. Analizy WGS pozwalaja na
uzyskiwanie wiekszej ilosci danych i charakteryzuja si¢
wyzsza rozdzielczoscig. Dzigki temu, wysokiej jakosci
dane moga by¢ wykorzystywane przy okreslaniu drég
transmisji mikroorganizméw. Mimo dostepnosci wielu
roznorodnych narzedzi do interpretacji danych WGS,
genotypowanie wykorzystujace tego typu dane wcigz
nie ma ustalonego konsensusu, a standaryzacja proto-
koléw, walidacja metod, program kontroli jakosci oraz
stworzenie odpowiedniej bazy danych wymaga dal-
szego rozwoju [16]. Miedzynarodowe projekty, takie
jak, na przyklad COMPARE, polegaja na ujednolice-
niu najnowszych technologii sekwencjonowania oraz
metod przetwarzania i analizy danych. Celem jest stwo-
rzenie globalnej bazy sekwencji genomoéw, w potacze-
niu z danymi klinicznymi i epidemiologicznymi [12].

Mimo wyzwan zwigzanych z implementacja i stoso-
waniem sekwencjonowania pelnogenomowego, metody
te posiadajg wiele przemawiajagcych za nimi zalet.
Jedna z nich jest uniwersalna aplikacyjnos¢ do wszyst-
kich organizméw. Analiza moze zosta¢ wykorzystana
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do charakteryzowania mikroorganizméw pod katem
wystepowania genéw wirulencji lub genéw kodujg-
cych mechanizmy warunkujace antybiotykoopornos¢
oraz do przewidywania cech fenotypowych, takich jak
np. serotyp. Co wigcej, sekwencjonowanie genomow
dostarcza dane pozwalajace na uzyskanie oceny stopnia
genetycznego podobienstwa pomiedzy izolatami [40].

Istotng skladowa schematu analitycznego badan
pelnogenomowych jest analiza bioinformatyczna. Po
zakonczonym etapie sekwencjonowania nastepuje
komputerowe sktadanie uzyskanych odczytow. Ztoze-
nie fragmentéw moze odbywac sie przy pomocy dwdch
metod: resekwencjonowania - wykorzystujacego do-
stepng w bazie danych sekwencje referencyjng oraz
skladania de novo - bez uzycia sekwencji odniesienia.

Wykrywanie w poskladanej sekwencji odpowied-
nich gendw jest analizg relatywnie prosta, realizowana
poprzez przyréwnanie analizowanej sekwencji do
sekwencji w odpowiedniej bazie danych. W ten spo-
sob mozliwe jest nie tylko wykrycie potencjalnych
mechanizmdéw wirulencji (np. na potrzeby identyfika-
cji konkretnego patotypu), czy identyfikacja genow lub
mutacji warunkujgcych opornos¢ na antybiotyki, ale
réwniez wykrycie plazmidowych ori replikacyjnych (na
potrzeby identyfikacji plazmidéw) lub sekwencji specy-
ficznych dla danego gatunku czy serotypu. Trudniejsza
analizg jest stwierdzenie poziomu podobienstwa gene-
tycznego badanych izolatow. Istnieje kilka wariantéw
przeprowadzenia tego typu analizy z wykorzystaniem
danych pelnogenomowych. Trzy gléwne metody to:
analizy z uzyciem sekwencji k-mer, mutacji punkto-
wych (SNP) oraz pelnogenomowe MLST (wg MLST).

6.1. K-mer

K-mer to krétka sekwencja DNA zlozona z okres-
lonej liczby (,k”) nukleotydéw. Kolejne k-mery stuza
w analizach bioinformatycznych do stworzenia macie-
rzy podobienstwa i dzigki temu umozliwiajg stworzenie
odpowiednich algorytméw okreslajacych podobien-
stwo genomowe miedzy poréwnywanymi izolatami.
Gl6éwng zaletg tego typu analiz jest brak koniecznosci
przeprowadzania pelnego sktadania genomu oraz jego
poréwnywania do sekwencji referencyjnej, co w porow-
naniu do innych wariantéw analiz sprawia, Ze metoda
jest relatywnie prostsza w realizacji. Duzg zaletg jest
takze jej szybko$¢ wykonywania [29].

6.2. SNP

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP - Sin-
gle Nucleotide Polymorphism) polega na wystepowa-
niu punktowych, jednonukleotydowych réznic pomie-
dzy izolatami w sekwencji DNA. Stosujac analizy SNP,
odczyty uzyskane podczas sekwencjonowania zostaja
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poréwnywane do genomu referencyjnego. SNP zostaje
wykryty w miejscu, w ktérym jeden nukleotyd analizo-
wanego izolatu rézni si¢ od nukleotydu wystepujacego
w tym samym miejscu w sekwencji referencyjnej [40].
Wrystepowanie duzej ilosci sekwencji repetytywnych
moze utrudni¢ przeprowadzanie analiz SNP, w wyniku
mozliwego blednego sktadania przez asembler bardzo
podobnych sekwencji w jedna usredniong sekwencje.

Uzyskanie wiarygodnych, faktycznie wystepujacych
w danej sekwencji mutacji punktowych jest problema-
tyczne, bowiem réznice w nukleotydach analizowanych
sekwencji moga by¢ spowodowane bledami powstatymi
przy sekwencjonowaniu, uzaleznionymi od zastosowa-
nej technologii, metodyki i chemii uzywanej do przy-
gotowania biblioteki czy nawet algorytmu skfadania
sekwencji. W zwiazku z tym, analiza wykorzystujaca
pordéwnanie sekwencji wytwarzanych réznymi techno-
logiami jest obarczona duzym ryzykiem wystapienia
falszywych SNP.

Proces filtrowania artefaktow moze zniwelowaé
liczbe bledéw powstatych na etapie analizowania
sekwencji. Mozna to zrobi¢ stosujac przeznaczone do
tego odpowiednie algorytmy, analizujgce m.in. takie
parametry jak jakos¢ odczytu danego nukleotydu, czy
odleglos¢ (zageszczenie) miedzy kolejnymi mutacjami
punktowymi. W zwigzku z tym proces filtrowania
artefaktow moze by¢ zdecydowanie skuteczniejszy
w przypadku zastosowania jako sekwencji referencyjnej
izolatu blisko spokrewnionego z analizowanym [16].
Z tego tez powodu do analiz typu SNP powinny by¢
stosowane pliki w formacie FASTQ zawierajace infor-
macje o jakosci kazdego odczytu, a nie ztozone w for-
macie pliki FASTA.

Poréwnanie kilku izolatéw do tego samego genomu
referencyjnego moze stuzy¢ do ustalania podobienstwa
genetycznego pomiedzy badanymi drobnoustrojami.
W miare postepu technologii sekwencjonowania oraz
ciggltego wzrostu liczby dostepnych genomodw refe-
rencyjnych mozliwe jest, ze w przyszlosci filtrowanie

artefaktow i uzyskiwanie wiarygodnych analiz stanie
sie mniej problematyczne.

6.3. wgMLST

W tradycyjnym MLST analizuje si¢ sekwencje za-
zwyczaj 7 okreslonych fragmentéw genéw metabolizmu
podstawowego. Zakres tej analizy (liczba analizowanych
locus) w przypadku danych WGS moze by¢ dowolnie
rozszerzana. Umozliwilo to zapoczgtkowanie prowadze-
nia analiz w odniesieniu do calego genomu - wgMLST
(whole genome Multi-Locus Sequence Typing).

Kluczowa decyzjg jaka nalezy podja¢ przy analizach
wgMLST jest wybor odpowiedniego zbioru genéw, uzy-
wanego do przeprowadzania analizy. Pierwszy zestaw
gendw, ktéry mozna zastosowac, to tzw. genom rdzenio-
wy (core genome), czyli zbidr gendw obecnych u wszyst-
kich szczepéw danego gatunku. Mozliwe jest takze roz-
szerzenie analizy uwzgledniajacej zestaw wszystkich
genow zidentyfikowanych w obrebie badanego izolatu
- genom rdzeniowy z genami dodatkowymi (analiza
pelnogenomowa, whole genome). W najszerszej wersji
analizy mozliwe jest wykorzystanie zbioru wszystkich
genéw zidentyfikowanych w obrebie danej jednostki
taksonomicznej, czyli pangenomu (pangenome). Ponie-
waz zbidr ten zawiera takze geny, ktére sg wynikiem
procesu horyzontalnego transferu, nie jest uznawany
za wiarygodny w analizach. W zaleznosci od wyboru
odpowiedniego zbioru loci, mozliwe jest stosowanie
metod cgMLST (core genome MLST), wgMLST (whole
genome MLST), pgMLST (pangenome MLST) lub
analiz niestandardowych, zawierajacych dowolna liczbe
gendéw. Przyktadowe wielkosci genoméw rdzeniowych,
dodatkowych i pangenomoéw, mogace miec zastosowa-
nie w analizach MLST, zostaly przedstawione w tabeli II.

Podobnie jak ma to miejsce w klasycznym 7 geno-
wym MLST, allele analizowane przy wgMLST sg iden-
tyfikowane przy pomocy bazy danych sekwencji odpo-
wiednich genéw. Zdefiniowane loci zostaja poréwnane

Tabela II
Przyktadowe wielko$ci genoméw rdzeniowych, dodatkowych (akcesorycznych) oraz pangenoméw
Wielkos¢ Tlo$¢ gendw
Gatunek penego Pelny Genom Genom
genomu (Mb) genom rdzeniowy | akcesoryczny Pangenom
Escherichia coli/Shigella 5400 4300 2513 14837 17380
Mycobacterium tuberculosis 4400 4000 2891 1141 4032
Campylobacter jejuni/coli 1900 1650 1343 2179 3529
Legionella pneumophila 3400 2930 1521 4249 5777
Klebsiella pneumoniae 5700 5200 634 19086 19729
Salmonella enterica 4900 4400 3002 12865 15874
Clostridium difficile 4300 3760 1999 6713 8745

Na podstawie danych z algorytméw opracowanych przez Applied Matchs wykorzystane w programie BioNumerics
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do danego locus zawartego w znanej sekwencji. Baza
danych zawiera wszystkie mozliwe allele wystepu-
jace w kazdym locus dotychczas poznanych izolatow.
Do kazdej z poszczegolnych sekwencji danego allelu
przyporzadkowany zostaje unikalny identyfikator.
Przeprowadzenie kompletnej analizy wymaga jedynie
pordéwnania profilu allelicznego izolatu z dostepna baza
danych. Dlatego tez taki proces odbywa sie bez bez-
posredniego uzycia genomu referencyjnego.

W odrdznieniu od analiz SNP, pelnogenomowe
MLST znajduje zastosowanie tylko przy analizach regio-
néw kodujacych. Dzigki temu, niejako mimochodem,
stosowane jest filtrowanie mutacji, ktére w rejonach
miedzygenowych mogg zachodzi¢ w sposob zupetnie
chaotyczny. Mozliwe jest rowniez wystepowanie loci,
ktore ze wzgledu na zlg jakos¢ uzyskanych danych
sekwencyjnych, nie zostang zidentyfikowane w anali-
zowanym izolacie. W konsekwencji zmniejsza to po-
prawno$¢ analizy podobienistwa genetycznego izolatow
okreslanego na podstawie wgMLST [16].

Wydajnos¢ tej analizy wraz z mozliwoscig wprowa-
dzenia usystematyzowanej nomenklatury sprawia, ze
wgMLST w chwili obecnej jest najlepszym pretenden-
tem przy wprowadzaniu techniki WGS do rutynowych
analiz, szczegdlnie analiz miedzylaboratoryjnych [40].

7. Trudno$ci analiz WGS
7.1. Proces przetwarzania danych

Jednym z gléwnych probleméw wystepujacych na
etapie skladania genomu de novo jest brak mozliwosci
uzyskania w pelni zlozonego genomu przy pomocy
technologii sekwencjonowania obecnie powszechnie
stosowanych. Efektem koncowym jest zatem pewna
liczba kontigéw (zazwyczaj 50-100 w dobrej jakosci
sekwencjonowaniu) skladajacych si¢ na peten genom.
Przyczyna tego jest mata dlugos$¢ pojedynczego od-
czytu, ktéra uniemozliwia pelne pokrycie sekwencji
repetytywnych wraz z sekwencjami je flankujacymi,
a co za tym idzie odpowiednie umiejscowienie ich
w kompletnej sekwencji genomu. Postep technologii
sekwencjonowania, w szczegdlnosci w kwestii uzyski-
wanych dlugosci odczytéw, by¢ moze umozliwi w przy-
sztosci otrzymanie bardziej kompletnych genomow,
ktérych skladanie bedzie mogto si¢ odbywac w rutyno-
wych badaniach laboratoryjnych. Do niedawna, chcac
w pelni zlozy¢ genom do jednej, liniowej sekwencji,
nalezalo taczy¢ kontigi powstale po analizie WGS za
pomoca sekwencjonowan sekwencji flankujacych
z zastosowaniem metody Sangera. Obecnie czgsciej
stosowang strategia jest laczenie np. danych uzyskanych
z lluminy (zapewniajacych wysokie pokrycie sekwen-
¢ji) z danymi uzyskanymi z zastosowaniem technologii
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Nanopore (zapewniajacych bardzo dlugie odczyty)
[34]. Takie podejscie pozwala réwniez skuteczniej
wyodrebni¢ sekwencje plazmidowe oraz sekwencje
repetytywne (bez usredniania ich sekwencji).

Drugim duzym problemem jest wystepowanie roz-
nego rodzaju bledow odczytu i artefaktow przy zasto-
sowaniu réznej platformy sekwencjonowania, czy takze
roznej metodyki konstruowania biblioteki [21]. Rézne
jest takze funkcjonowanie dostepnych na rynku algo-
rytmoéw sktadajacych genom. Kazdy z nich posiada
swoje indywidualne wlasciwosci, co przyczynia sie
do otrzymywania odmiennych wynikéw w procesie
skladania genomu i moze si¢ przektada¢ na uzyskanie
niekompatybilnych wynikéw.

W zaleznosci od rodzaju stosowanej analizy istotne
moze by¢ wybranie odpowiedniego genomu referencyj-
nego. Taki genom powinien by¢ w petni zsekwencjono-
wany i przedstawia¢ sekwencje najbardziej zblizong do
sekwencji analizowanego izolatu [15]. Pozwala to na
zmapowanie uzyskanych kontigdéw (np. przy analizach
typu resekwencjonowanie), identyfikacje loci, a nawet
adnotacje zidentyfikowanych sekwencji kodujacych,
obecnych zaréwno w sekwencji referencyjnej, jak
i w analizowanym izolacie. W celu zmniejszenia liczby
niewykrytych loci mozliwe jest uzycie jako sekwencji
odniesienia dowolnej sekwencji czgsciowo zlozonego
genomu blisko spokrewnionego izolatu [16].

Innym istotnym problemem zwigzanym z przej$-
ciem na analizy pelnogenomowe jest brak kompaty-
bilnosci wstecznej. Zaréwno dane pochodzace z PFGE,
jak i niektére dane MLVA (jesli wielkos$¢ rejonu VNTR
jest dluzsza niz dlugos¢ pojedynczego odczytu), nie
moga by¢ wyekstrahowane z aktualnych danych WGS.
W celu uzyskania odpowiednich dlugosci fragmentéw
restrykcyjnych potrzebny jest w pelni zlozony genom
i zlikwidowanie problemu z analizg sekwencji repety-
tywnych. W przyszlosci mozliwe wydaje si¢ przewidy-
wanie pelnych danych MLVA, jednak pod warunkiem
posiadania odczytéw o odpowiedniej diugosci. W przy-
padku PFGE, nawet przy dostepnosci w pelni zlozonego
genomu, ktoéry pozwoli uzyskaé odpowiednie dtugosci
fragmentéw restrykcyjnych, poréwnywanie wynikow
z rzeczywistym profilem zelowym bedzie przyspa-
rzalo licznych probleméw. Nalezy bowiem pamigtaé
o pewnej dozie subiektywizmu wystepujacego podczas
interpretacji zelu [16].

7.2. Przechowywanie i udostepnianie danych

W zaleznosci od liczby zsekwencjonowanych izo-
latéw, przechowywanie i udostgpnianie danych moze
by¢ utrudnione, zaréwno pod wzgledem technicz-
nym, jak i pod wzgledem kosztéw. Sekwencjonowanie
oraz przechowywanie, na przyklad 10000 odczytow
z sekwencjonowania paleczek Salmonella, potrzebuje
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okoto 5 terabajtéw wolnego miejsca. Biorgc pod uwage
wykonanie kopii zapasowej danych, liczba ta ulega
podwojeniu [16]. Stad tez istotny jest format przecho-
wywanych danych. Udostepnianie surowych plikéw
dostarcza cennych informacji, m.in. o jakosci odczytow.
Tego typu dane moga réwniez zosta¢ w przyszlosci zto-
zone z wykorzystaniem innych narzedzi informatycz-
nych dla zachowania spdjnosci analizy (np. korzystajac
z tego samego asemblera). Z kolei przechowywanie zto-
zonych kontigéw wydaje sie prostsze technicznie (poje-
dyncza sekwencja ma wielko$¢ jedynie ok. 4-5 MB),
jednak w ten sposob utracone zostaja bardzo istotne
dane z przebiegu procesu sekwencjonowania.

Udostepnianie informacji rdwniez stwarza wiele
problemoéw technicznych. Wysylanie przez internet
kilkudziesieciu plikow z procesu sekwencjonowania
pojedynczego izolatu jest czasochlonne. Potrzebne s3
zatem alternatywne rozwigzania, takie jak, na przyklad
serwery udostepniania danych lub przechowywanie
danych w tzw. chmurze. Moze si¢ to jednak wigza¢
z dodatkowymi kosztami uzytkowania [16].

7.3. Nomenklatura

Korzysci plynace ze stosowania sekwencjonowania
pelnych genomdw oraz coraz nizsze koszty tego typu
analizy sprawiaja, ze coraz wigcej laboratoriéw imple-
mentuje te metody do rutynowych badan. W celu
umozliwienia jednolitego systemu nadzoru, konieczne
jest stworzenie spdjnych, wystandaryzowanych proto-
kotéw badawczych. Jednakze ekstrakcja danych uzy-
tecznych w nadzorze zdrowia publicznego z danych
pelnogenomowych sprawia wcigz wiele probleméw
[17]. Jednym z wyzwan jest ustalenie spdjnej nomen-
klatury, pozwalajgcej skutecznie i czytelnie charak-
teryzowa¢ analizowane izolaty. Wynika to gtéwnie ze
zfozonosci problemu, potrzeby globalnego konsensusu
oraz kosztéw wdrozenia centralnej bazy danych, wyma-
gajacej czestej aktualizacji.

W opinii opublikowanej przez panel ekspertow
z takich organizacji jak ECDC, CDC oraz PulseNet
International [40], a takze w raporcie grupy eksperc-
kiej ECDC [16], sugerowane jest rozwigzanie oparte
o analize wgMLST. Nomenklatura ta w najprostszej
wersji zawieralaby definicje wszystkich loci zawartych
w metodzie MLST, a takze powigzania miedzy allelami
a konkretng sekwencja. Skladalyby sie one z unikal-
nych identyfikatoréw, ktore odpowiadatyby okreslonej
sekwengji allelu dla predefiniowanego locus w genomie.
Przyporzadkowanie identyfikatordw alleli pozwoliloby
uzyskac dane dla kazdego locus. Uzyskane profile sta-
nowilyby odzwierciedlenie podobienstwa genetycznego
poszczegdlnych izolatow. Niestety taka wersja nomen-
klatury bytaby bardzo niepraktyczna i nieczytelna przez
koniecznos¢ okreslania numeru allelu dla setek loci.

Wazne jest, aby ustalona nomenklatura mogla by¢
poréwnywana miedzy laboratoriami. Metoda wgMLST
potrzebuje wiec utworzenia migdzynarodowej bazy
alleli. Baza danych powinna zawiera¢ zaréwno w pelni
zlozone genomy, jak i odczyty uzyskane bezposred-
nio w procesie sekwencjonowania. Powinna mie¢
takze mozliwo$¢ wprowadzania alleli zidentyfiko-
wanych przy pomocy lokalnej bazy danych. A zatem
i duza przepustowos¢, w celu obstugiwania i przyjmo-
wania nowych danych przesylanych przez organizacje
z calego $wiata [40].

8. Potencjalne kierunki rozwoju

Waznym aspektem wydaje si¢ by¢ wdrozenie analiz
WGS we wszystkich centralnych laboratoriach zdro-
wia publicznego (takich jak laboratoria referencyjne),
zastepujac tym samym niektdre z dotychczasowo uzy-
wanych metod fenotypowych i techniki typowania
molekularnego.

Stosowanie analiz WGS moze by¢ z powodzeniem
stosowane w diagnostyce mikrobiologicznej, w ana-
lizach epidemiologicznych (np. na potrzeby analizy
ognisk zakazen) czy w badaniach filogenetycznych.
Tym samym metoda ta moze stanowi¢ podstawowe
narzedzie molekularnego nadzoru epidemiologicz-
nego. Poza tym, istniejg inne potencjalne zastosowa-
nia danych WGS, w tym przewidywanie wlasciwosci
fenotypowych, takich jak opornos¢, zjadliwos$¢ czy
serotyp. Dzieki temu, koniecznos¢ stosowania metod
fenotypowych, przynajmniej w celu ochrony zdrowia
publicznego, moglaby zosta¢ znaczaco zredukowana.

W ostatnich latach koszt catkowitego sekwencjono-
wania genomow ulegl znacznej redukcji, a technolo-
gia stala sie jeszcze bardziej przystepna przy rutyno-
wym zastosowaniu, co umozliwia wykorzystanie WGS
w analizach na calym $wiecie. Ponadto, w niedalekiej
przyszlosci mozliwe jest rowniez zwigkszenie szybkosci
sekwencjonowania genomu bakteryjnego z kilku dni
do paru godzin. Zalety te pozwolilyby na rutynowe
zastosowanie analiz w diagnostyce mikrobiologicznej.
Jednakze przed wdrozeniem analiz WGS w rutynowych
badaniach nalezy oceni¢ ich jakos$¢ poprzez wykorzy-
stanie w charakterystyce dobrze opisanych réznych
ognisk, a takze w poréwnaniu do klasycznych metod
typowania [51].

Korzysci plynace ze stosowania sekwencjonowa-
nia pelnych genomoéw przyspieszaja decyzje placéwek
zdrowia publicznego o jego zastosowaniu w rutyno-
wych analizach. Mimo probleméw z opracowaniem
nomenklatury pojawily sie rekomendacje dotyczace
wprowadzania odpowiednich przepiséw normujg-
cych WGS. W celu umozliwienia prowadzenia nad-
zoru w czasie rzeczywistym, PulseNet International
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planuje ujednolici¢ typowanie technika WGS oparte na
wgMLST. Technika ta moglaby zapewni¢ optymalng
rozdzielczos¢, zapewniajac jednocze$nie jednoznaczna
nomenklature. Ponadto, dla wiekszosci placéwek zdro-
wia publicznego analiza ta bylaby efektywna wzgle-
dem wymogoéw technicznych, co by¢ moze pozwoli na
zastosowanie jej w rutynowych badaniach laborato-
ryjnych, co w rezultacie doprowadziloby do znacznej
redukcji kosztow [40].

9. Podsumowanie

Identyfikacja i okreslenie podobienstwa genetycz-
nego bakterii odbywa si¢ przy uzyciu zaréwno klasycz-
nych metod fenotypowych, jak i nowoczesniejszych
metod opartych na biologii molekularnej. Ze wzgledu
na wieksza dokladnos¢ i powtarzalno$¢, w wiek-
szosci przypadkow metody genetyczne okazujg sie by¢
lepszym narzedziem niz metody fenotypowe. Sekwen-
cjonowanie kwasu nukleinowego i inne techniki typo-
wania o duzej przepustowosci stajg si¢ coraz bardziej
popularne, a dzieki ich wysokiej rozdzielczosci sg ideal-
nym narzedziem do analiz poréwnawczych patogenow
bakteryjnych. Uzywajac technologii sekwencjonowania
nowej generacji mozliwe stalo si¢ réwniez zbadanie
kompletnych lub prawie kompletnych genomoéw izo-
latéw bakteryjnych.

W chwili obecnej coraz wigksze znaczenie majg me-
tody polegajace na analizie sekwencji pelnego genomu.
Analizy WGS nadaja si¢ do wprowadzenia w rutyno-
wych badaniach laboratoryjnych oraz do zastapienia do-
tychczas stosowanych metod sekwencjonowania DNA,
takich jak PFGE, MLVA lub klasyczne sekwencjono-
wanie Sangera. Poniewaz analizy WGS dostarczaja
ogromnej ilosci danych (o wiele wigcej niz przy uzyciu
innych metod molekularnych), pozwolityby na uzyska-
nie dokladnych informacji na temat kazdej sekwencji
zawartej w genomie. Wysoka rozdzielczo$¢ analiz WGS
moze w czasie rzeczywistym dostarczy¢ informacje
dotyczace zaréwno pochodzenia bakterii oraz dréog
ich transmisji, jak i biologicznych wtasciwosci, takich
jak serotyp. Umozliwia rowniez identyfikacje gendw
wirulencji lub genéw opornosci antybiotykowej. Dzieki
temu, analiza poréwnawcza calego genomu moze stac
sie gléwna metodg typowania, stosowana zaréwno do
celow wezesnego wykrywania ognisk, jak i do monito-
rowania dynamiki rozprzestrzeniania si¢ danego pato-
genu. Poniewaz rozwdj technik biologii molekularnej,
a zwlaszcza technik sekwencjonowania DNA i analiz
pelnogenomowych nastepuje w bardzo szybkim tempie,
trudno jest jednak precyzyjnie przewidzie¢ przysztos¢
w dziedzinie metod typowania molekularnego.

Zrédlo finansowania: Praca finansowana przez Narodowe
Centrum Nauki, decyzja numer UMO-2015/17/N/NZ6/03517.
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Streszczenie: Mikrobiom glebowy sklada si¢ z wysoce zréznicowanych pod wzgledem strukturalnym oraz funkcjonalnym grup mikroorga-
nizmoéw. Stanowi on obiekt licznych badan od wielu lat, jednakze wcigz pozostaje nie do konca poznany. Wiadome jest, ze mikroorganizmy
glebowe odgrywaja gléwna role w procesach biogeochemicznych. Znajomos¢ ich réznorodnosci strukturalnej i funkcjonalnej pozwala zatem
naoceng stanu srodowiska glebowego, co jest niezwykle istotne dla agronomii oraz ekologii. Dzialalnos¢ rolnicza oraz przemystowa cztowieka
powoduje zmiany w aktywnosci gleby, ktére nalezy monitorowaé. W badaniach nad aktywnoscia i réznorodnoscig mikrobiologiczna gleby
mozna wyr6zni¢ wiele metod badawczych opracowywanych i udoskonalanych przez naukowcéw z calego $wiata. Metody biochemiczne
stosowane w celu analizy aktywnosci mikrobiologicznej polegaja na okresleniu zdolnosci mikroorganizméw do syntezy, asymilacji badz
rozkladu okreslonych zwiazkoéw chemicznych, a takze na analizie komponentéw komoérek drobnoustrojéw. Oméwiono w niniejszej pracy
metody badawcze, ktdre umozliwiajg analize zaréwno funkcjonalno$ci mikroorganizmow, jak i ich strukturalnego zréznicowania.

1. Wprowadzenie. 2. Oznaczenia aktywnosci enzymatycznej. 3. Technika CLPP. 4. Analiza profili kwaséw ttuszczowych. 5. Analiza profili
biatkowych. 6. Podsumowanie

Biochemical methods for the evaluation of the functional and structural diversity of microorganisms in the soil environment

Abstract: Soil microbiome is composed of groups of microorganisms which are structurally and functionally very different. For many years
soil microbiome has been the subject of numerous studies, but still is not fully recognized. It is well known that soil microorganisms play
a key role in biogeochemical processes. Knowledge of their structural and functional diversity makes it possible to assess the condition of
the soil environment, which is extremely important for agronomy and ecology. The agricultural and industrial activities of humans cause
changes in soil activity, which should be monitored. There are many different research methods developed to analyze soil activity and
microbiological soil diversity and refined by researchers from around the world in. Biochemical methods used to analyze microbial activity
are based on the determination of the ability of microorganisms to synthesize, assimilate or decompose specific chemical compounds,
as well as on the analysis of microbial cell components. This study presents the research methods used for the analysis of both: the
functionality of microorganisms and their structural diversity.

1. Introduction. 2. Determination of enzymatic activity. 3. CLPP technique. 4. Analysis of fatty acid profiles. 5. Analysis of protein profiles.
6. Summary

Stowa kluczowe: aktywno$¢ enzymatyczna, aktywno$¢ mikrobiologiczna, analiza kwaséw ttuszczowych, analiza proteomiczna,
Biolog ECOplate

Key words:

Biolog ECOplate, enzymatic activity, fatty acid analysis, microbiological activity, proteomic analysis

1. Wprowadzenie

Aktywno$¢ mikrobiologiczna srodowiska glebo-
wego wskazuje bezposrednio na jakos¢ gleby. Mikro-
organizmy glebowe sa bowiem odpowiedzialne za
przebieg réznych proceséw biogeochemicznych, uczest-
nicza w mineralizacji materii organicznej oraz sg odpo-
wiedzialne za obieg pierwiastkow biogennych w srodo-
wisku [49]. Enzymy pochodzenia drobnoustrojowego,
ktore wystepuja w srodowisku glebowym uczestnicza
w procesach biochemicznych, takich jak: synteza biatek,
synteza kwasoéw nukleinowych, hydroliza zlozonych
zwigzkow azotu organicznego, dezaminacja aminokwa-
sOw [27], przemiany organicznych form fosforu [8] oraz

hydroliza estréw siarczanowych [11]. Procesy te, maja
zasadnicze znaczenie w $rodowisku, poniewaz dzieki
nim nastepuje uwalnianie i udost¢pnianie roslinom
substancji odzywczych.

Wiedza na temat aktywnosci oraz réznorodnosci
mikroorganizméw glebowych pozwala na ocene stanu
srodowiska glebowego, co jest uzyteczne w rolnictwie
i ekologii. Dziatania czlowieka w §rodowisku natural-
nym, w tym intensyfikacja rolnictwa, stosowanie §rod-
kéw ochrony roélin i zanieczyszczenia przemystowe
zmieniajg bowiem aktywnos¢ enzymatyczna gleb [34].
Ingerencje cztowieka majg takze wptyw na réznorod-
nos¢ mikrobiologiczng gleby, co moze wplywac nega-
tywnie na wielofunkcyjnos¢ oraz trwalo$¢ tego srodo-

* Autor korespondencyjny: Karolina Furtak, Zaklad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa - Pan-
stwowy Instytut Badawczy (IUNG - PIB); ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy; tel.: 81 478 69 61; e-mail: kfurtak@iung.pulawy.pl
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Analizy aktywnosci mikroorganizmow

(funkcjonalne)

> Analiza utylizacji zrodet wegla

Standardowe podtoza mikrobiologiczne
ECOplate™

—> Pomiary aktywnosci enzymatycznej

Spektrofotometryczne
Fluorometryczne
Kalorymetryczne
Chromatograficzne

Pomiary chromatograficzne ilosci uwalnianych gazéw
(np. ditlenku wegla, metanu)

— Okreslenie liczebnosci mikroorganizmoéw

I: Hodowle ptytkowe
W oparciu o technike gPCR

Rys. 1. Przyktadowe metody analizy strukturalnej i funkcjonalnej mikrobiomu glebowego

Opracowanie wlasne na podstawie [17, 25].

wiska [15]. W konsekwencji, zmiany w mikrobiomie
moga wplywaé na produktywno$¢ i roznorodnosé
roélin [44, 50].

W badaniach nad aktywno$cig oraz réznorodnoscia
mikrobiologiczng gleb mozna wyr6zni¢ szereg metod
kategoryzowanych w wiele grup w zaleznosci od celu
analizy, czy rodzaju wykorzystanych technik (Rys. 1).

Metody biochemiczne stosowane w analizie aktyw-
nosci mikrobiologicznej polegaja na okresleniu zdol-
nosci mikroorganizméw do syntezy, asymilacji lub
rozkladu okreslonych zwigzkéw chemicznych. Kon-
wencjonalne techniki biochemiczne polegaja na obser-
wacji zmian zachodzacych podczas przeprowadzanych
reakcji chemicznych. Rezultatem moze by¢ zmiana
zabarwienia pozywki, wytworzenie gazu, badz zmiana
barwy badanego roztworu. Metody biochemiczne
umozliwiajg analize¢ aktywnosci, a takze identyfika-
cje taksonomiczng mikroorganizméw réwniez w opar-
ciu o oznaczenie produktéw ich metabolizmu lub
wybranych zwigzkéw wchodzacych w sklad struktur
komoérkowych.

W niniejszej pracy zaprezentowane zostaly wybrane
metody biochemiczne wykorzystywane aktualnie w ba-
daniach réznorodnosci strukturalnej i funkcjonalnej
mikroorganizméw glebowych.

2. Oznaczenia aktywnosci enzymatycznej
W $rodowisku glebowym wystepuje wiele enzymow,

ktérych pochodzenie zwigzane jest z drobnoustro-
jami. Enzymy uczestniczg w syntezie bialek i kwasow

nukleinowych, stanowig takze elementy tancuchow
obiegu wegla, azotu czy fosforu. Oznaczenia aktyw-
nosci enzymow glebowych ciesza sie duzym zaintere-
sowaniem w mikrobiologii, biochemii, a takze naukach
rolniczych. Intensyfikacja produkcji w rolnictwie
powoduje poszukiwanie wskaznikéw, mikrobiologicz-
nych i biochemicznych, ktére mogtyby stuzy¢, jako
indykatory $rodowiska glebowego. W opinii naukow-
cow aktywno$¢ enzymatyczna w polaczeniu z innymi
wlasciwosciami gleb dostarcza informacji wystarcza-
jacych do oceny jakosci gleby [1, 13, 15]. Aktywno$¢é
enzymatyczna zalezy od rodzaju mikroorganizmoéw,
ich zywotno$ci, wlasciwosci fizyko-chemicznych gleby
oraz czynnikdw antropogenicznych, jak np. nawoze-
nia, sposob uprawy [33]. Badajac probki glebowe nalezy
jednak mie¢ na uwadze, ze uzyskany wynik moze obej-
mowac takze aktywnos¢ enzymoéw obecnych w sporach
grzybowych oraz endosporach bakterii, korzeniach
i nasionach roélin, ktdre nie sg zwigzane bezposrednio
z aktywnoscig zywych mikroorganizméw. Okreslenie
aktywnosci enzymatycznej moze odbywac sie poprzez
ilosciowe oznaczenie produktu reakcji enzymatycz-
nej (np. jondw azotanowych) lub na obnizeniu ilosci
dostepnego substratu (na ktory dziata wybrany enzym).

Wsréd metod stuzacych do oznaczania aktywnosci
enzymatycznej wyrdznia sie:

- metody spektrofotometryczne,

- metody fluorometryczne,

- metody kolorymetryczne,

- metody chemiluminescencyjne,

- metody radiometryczne,

- metody chromatograficzne.
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Tabela I
Wybrane enzymy mikroorganizméw glebowych wraz z ich funkcja oraz najczeséciej stosowang metoda oznaczenia
Enzym Funkcja w glebie Metoda oznaczania Pls'mlen—
nictwo

Dehydrogenazy (EC 1.2.1) | Stanowia element komorkowego faicucha Kolorymetryczna z zastosowaniem [2,12]
oddechowego oraz katalizujg reakcje 2,3,5-trifenylotetrazoliowy chlorek (TTC) lub
utleniania i redukcji. 2-p-jodofenylo-3-p-nitrofenylo-5-fenylo-

tetrazoliowy chlorek) (INT)

Fosfatazy (EC 3.1.3) Katalizujg przemiany organicznych form Kolorymetryczna z zastosowaniem [48]
fosforu w nieorganiczne fosforany, ktére sa p-nitrofenylofosforanu (PNP)
przyswajalne dla roglin.

Proteazy (Klasa EC 3.4) Katalizujg hydrolize biatek do mniej ztozonych | Kolorymetryczne oznaczenie ilosci wolnych [26]
zwigzkow — polipeptydow i aminokwasow aminokwasow powstatych w wyniku hydrolizy
poprzez rozerwanie wigzan peptydowych. biatka (np. kazeninianu sodu)

Arylsulfataza (EC 1.3.6.1) | Katalizuje hydrolize estréw siarczanowych Kolorymetryczna z zastosowaniem siarczanu [47]
poprzez rozszczepienie wigzania O-S oraz p-nitrofenylu potasu (PNS)
uczestniczy w obiegu siarki w glebie.

Ureaza (EC 3.5.1.5) Katalizuje rozklad mocznika do amoniaku Kolorymetryczna z zastosowaniem np. [22]
iCO,. mocznika

Amidaza (EC 3.5.1.4) Katalizuje hydroliz¢ amidéw oraz podobnych | Kolorymetryczna z zastosowaniem [10]
zwigzkéw kwasu weglowego z amoniakiem. np. formamidu, acetamidu

Dezaminaza (EC 3.5.4) Katalizuje proces amonifikacji. Kolorymetryczna z zastosowaniem [23]

np. 1,2-diamino-4-nitrobenzen

Najpowszechniej stosowane sg polaczenia technik
kolorymetrycznych ze spektrofotometrycznymi. Metody
spektrofotometryczne pozwalajg na obserwowanie prze-
biegu reakeji biochemicznej poprzez pomiar zmiany
ilosci $wiatta pochlanianego przez roztwoér badany.
W momencie, gdy $wiatlo znajduje si¢ w zakresie fal
widzialnych mozna empirycznie zaobserwowa¢ zmiang
barwy roztworu i w takim przypadku mamy do czy-
nienia z testem kolorymetrycznym. Niektore enzymy
wystepujace w srodowisku glebowym oraz konwencjo-
nalne metody ich oznaczania przedstawiono w Tabeli I.

Konwencjonalne metody oznaczenia aktywnosci
enzymow glebowych nie s3 jednak catkowicie wiary-
godne. Wigkszos¢ z nich jest pracochtonna oraz cza-
sochtonna. Dodatkowo sprowadzajg si¢ do oznaczenia
aktywnosci tylko jednego enzymu w danym czasie
i w ograniczonej liczbie probek. Trwaja wprawdzie
liczne badania po$wiecone poszukiwaniu nowych, efek-
tywnych akceptoréow elektrondéw oraz bardziej wydaj-
nych substratéow [40], jednakze takie analizy zawsze
beda obarczone znacznym ryzykiem bledu i licznymi
ograniczeniami.

Spektrum aktywnosci enzyméw badanych w glebach
jest natomiast bardzo szerokie i stanowi przedmiot prac
wielu naukowcdw. Stad tez istnieje ciagla potrzeba dal-
szych opracowan nowych metod badawczych. Zastoso-
wanie czytnika mikroplytek i analizy fluorymetrycznej
pozwala na analiz¢ kilku enzymdéw w jednym czasie,
przy réwnoleglym ograniczeniu ilosci analizowanej
probki. W konsekwencji mozliwe jest obnizenie kosztow
i czasu takiej analizy [3]. Opracowane dotychczas testy

mikroptytkowe opierajg si¢ na wykorzystaniu réznych
substratéw oznaczonych, jako 4-metyloumbeliferony
- MUF (4-Methylumbelliferyl). Dla przykifadu warto
podac fosforan 4-metyloumbeliferonu stuzacy do ozna-
czania aktywnosci fosfataz oraz maslan 4-metyloumbe-
liferonu bedacy substratem dla esteraz i lipaz. Standar-
dowy uktad 96-dotkowej ptytki zawiera rzedy z prébami
badanymi i kontrolami dla kazdej z nich (Rys. 2).

Na jednej plytce mozna dokonaé¢ pomiaru czte-
rech réznych enzymow jednoczesnie dla jednej probki
glebowej. Pozostate cztery rzedy (nr 9-12) stuza do
oznaczenia autohydrolizy substratow enzymatycznych.
W przypadku analizy wigkszej ilosci probek w tym
samym czasie, na kolejnych mikroptytkach nie trzeba
sprawdza¢ autohydrolizy. Dodatkowo, nalezy natomiast
przygotowaé jedna mikroplytke zawierajaca wzorce
MUF z rosnacymi stezeniami w celu sporzadzenia krzy-
wej kalibracyjnej. Analiza mikroptytek moze polega¢ na
pomiarze absorbancji, badz fluorescencji. Pomiar fluo-
rescencyjny jest bardziej odporny na zmetnienie proby,
aczkolwiek jest $cisle zalezny od temperatury i pH [3].
Czulo$¢ tej metody jest bardzo duza — czytnik pozwala
na identyfikacje pikomoli MUF w 200-300 uL badanego
roztworu [39]. Wykorzystanie mikroplytek pozwala na
analize wielu, réznych enzymoéw pochodzenia glebo-
wego, ktore moga utylizowa¢ substraty MUE co stwarza
mozliwos¢ wielokierunkowej analizy srodowiska.

Niektdre reakcje enzymatyczne wytwarzajg Swiatlo,
co mozna wykorzysta¢ do wykrycia produktéw. Metody
wykorzystujace chemiluminescencj¢ sg bardzo czule,
jednak nie sg zalecane do oznaczen ilosciowych, wiec
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Rys. 2. Schemat mikroptytki do oznaczen enzymatycznych z zastosowaniem czytnika ptytek

Szare pola — miejsce na kontrole; biate pola — miejsce na probke badana; z6lte pola — miejsce na substraty
w celu oznaczenia ich autohydrolizy. Opracowanie wlasne na podstawie [3].

w przypadku enzymdw glebowych i oceny ich aktyw-
nosci nie daja one oczekiwanych rezultatéw. Zaréwno
metody radiometryczne, jak i chromatograficzne nie
sg zaliczane do metod biochemicznych, jednakze s3 to
techniki bardzo czule i specyficzne stosowane w enzy-
mologii. W przypadku badan radiometrycznych do
znakowania enzymow najczesciej stosowanymi izoto-
pami sa "“C, **P i *S. Wér6d metod chromatograficz-
nych zazwyczaj wykorzystywana jest wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC, High-Performance
Liquid Chromatography), badz chromatografia cien-
kowarstwowa (TLC, Thin Layer Chromatography).
Warto pamietaé, ze stosowanie samych enzymow,
jako indykatoréw aktywnosci mikrobiologicznej gleby
wciaz jest niemozliwe. Wigze sie to przede wszystkim
z tym, Ze analizy enzymatyczne okreslajg potencjalna,
a nie rzeczywista aktywnos¢ enzymoéw, a dodatkowo
wiele enzymow dziala na zasadzie sprz¢zenia z innymi

ilos¢ uzytej
prébki glebowej

stan probki glebowej
($wieza/przechowywana)

czas reakcji

pH buforu

procesami, co jest czesto pomijane w badaniach.
Kolejne utrudnienie stanowi zlozonos¢ $rodowiska
glebowego oraz czulo$¢ enzymoéw na wiele czynnikow
biotycznych i abiotycznych (Rys. 3).

Mimo wielu ograniczen zwigzanych z samymi me-
todami oraz ztozonoéci przedmiotu badan, polaczenie
analiz aktywnosci enzymatycznej gleby z innymi, takimi
jak: analizy molekularne, analiza funkcjonalna, czy
oznaczeniami fizyko-chemicznymi gleby, pozwala na
uzyskanie wieloaspektowego obrazu aktywnosci i funk-
cjonalnosci mikrobiomu glebowego. Gléwny cel badan
nad glebg stanowi poszukiwanie indykatoréw, ktdre
opisywalyby wlasciwie stan i jako$¢ srodowiska glebo-
wego. Takze wérdd analiz aktywnosci mikrobiologicznej
poszukuje sie takich wskaznikéw. Mimo przeprowadzo-
nych licznych do$wiadczen i prob w tej dziedzinie oraz
zgromadzonej wiedzy, cel sformufowania uniwersalnego
wskaznika jakosci gleby pozostaje wcigz odlegly.

wydajnos¢ ekstrakgji
produktu z gleby

zastosowanie whasciwej
proby kontrolnej

l stezenie substratu

temperatura

Rys. 3. Przyktadowe czynniki wplywajace na pomiar aktywnosci enzyméw mikroorganizméw glebowych

Opracowanie wlasne na podstawie [4].
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3. Technika CLPP

Obok aktywno$ci enzymatycznej w badaniach
aktywnosci mikrobiologicznej $rodowiska glebowego
wykorzystuje si¢ metode zwang profilowaniem fizjo-
logicznego poziomu populacji - CLPP (Community
Level Physiological Profiling), ktéra opiera sie na wyko-
rzystywaniu przez mikroorganizmy srodowiskowe rdz-
nych zrédet wegla [51]. Metoda CLPP stuzy do oceny
aktywnosci metabolicznej nie pojedynczych drob-
noustrojow, ale calych populacji mikroorganizméw
pochodzacych z danego $rodowiska. Firma Biolog®
wykorzystala zdolno$¢ drobnoustrojow do utylizacji
roéznych substratow i rozwineta te technike tworzac
96-dotkowe plytki zawierajace zZrédta wegla i barwnik
[18]. Do badan prébek srodowiskowych, w tym gle-
bowych, stworzone zostaty ptytki o nazwie ECOplate™
zawierajace 31 zrodel wegla w trzech powtdrzeniach
oraz wodg, jako probke kontrolng. Substraty te mozna
sklasyfikowa¢ w pie¢ grup biochemicznych: (1) weglo-
wodany, (2) kwasy karboksylowe, (3) aminy i amidy,
(4) aminokwasy oraz (5) polimery (Tab. II).

Metoda oparta na ECOplate™ pozwala na badanie
calych spolecznosci mikroorganizméw pochodzacych
z roznych probek srodowiskowych. Analiza opiera sie¢
na odczycie spektrofotometrycznym zmiany intensyw-
nosci barwy redukujacego si¢ barwnika redoks - fio-
letu tetrazoliowego [21]. Wzrost mikroorganizméw
na danym podiozu powoduje zmiane zabarwienia
pozywki na fioletowy. Procedura analizy z wykorzy-
staniem ECOplate™ nie jest skomplikowana. Z probki
srodowiskowej nalezy przygotowa¢ zawiesing zawiera-
jaca badang spoleczno$¢ mikroorganizmdw, a nastgpnie
zainokulowa¢ nig mikroplytke i inkubowa¢ [14, 16].
Przygotowanie inokulum z prébki glebowej odbywa sie
w trzech etapach: (1) przygotowanie zawiesiny poprzez
umieszczenie 1g gleby w 99 ml sterylnego roztworu
(sterylna woda, 0,9% NaCl, bufor Tris), (2) wytrzasa-

nie probek przez 20 minut w temperaturze pokojo-
wej, (3) chlodzenie probek w temperaturze 4°C przez
30 minut. Inkubacj¢ ptytek prowadzi si¢ w tempera-
turze optymalnej dla mikroorganizméw z danego
$rodowiska. W przypadku probek glebowych wynosi
ona 25-27°C. Pierwsze zmiany zabarwienia, $wiad-
czace o zachodzacym w studzienkach metabolizmie sa
widoczne zaledwie po 24 h inkubacji. Jednakze, czas
inkubacji jest uzalezniony od rodzaju badanej prébki,
a takze wynikow, jakie chce si¢ uzyskac. Niektore
drobnoustroje wzrastaja bardzo wolno, a pomiar ich
metabolizmu moze trwa¢ do kilkunastu dni. Pomiary
spektrofotometryczne dostarczaja wielu wynikéw. Pod-
stawowym parametrem, jaki otrzymuje sie podczas
analizy jest gesto$¢ optyczna, OD (Optical Density),
ktora odzwierciedla zageszczenie komoérek mikroorga-
nizméw w studzience. Na jej podstawie wyliczane s
wskazniki takie jak: WCD (Well Color Development)
oraz AWCD (Average Well Color Development) [14].
Ilos¢ oraz ztozonos¢ otrzymanych wynikow wymagaja
dokladnych analiz statystycznych [30]. Umozliwiaja
one sporzadzenie krzywych logarytmicznych wzro-
stu mikroorganizméw, wyliczenie indeksu Shannon-
-Weaver (H’), czy indeksu jednorodnosci (E). Dzigki
duzej ilosci wynikéw mozliwe jest oszacowanie metabo-
lizmu mikroorganizmdw, preferencji odnosnie Zrodet
wegla oraz réznorodnosci funkcjonalnej. Wérdd testow
firmy Biolog® sg dostepne takze inne ptytki, m.in.:

- plytki do analizy bakterii Gram-ujemnych i Gram-
-dodatnich izolowanych z materiatu klinicznego
(GP/GN plates),

- plytki do analizy drozdzy (YT plates),

- plytki do badania grzyboéw strzepkowych
(FF plates),

- plytki do analizy mikroorganizméw beztleno-
wych (AN plates)

— plytki przeznaczone do identyfikacji bakterii bez
ich roznicowania (GEN III plates).

Tabela II
Substraty umieszczone na plytce ECO

Weglowodany Kwasy karboksylowe Aminokwasy Polimery Aminy/amidy
Pirogronian metylu Kwas D-glukozaminowy L-arginina Tween 40 Fenyloetylo-amina
D-celobioza y-lakton kwasu D-galaktonowego | L-asparagina Tween 80 Putrescyna

a-D-laktoza Kwas D- galakturonowy

L-fenyloalanina

a- Cyklodekstryna

B-metylo-D-glukozyd Kwas 2-hydroksy benzoesowy L-seryna Glikogen
D-ksyloza Kwas 4-hydroksy benzoesowy L-treonina

Erytritol Kwas y- hydroksymastowy Kwas glicylo-L-glutaminowy
D-mannitol Kwas itakonowy

N-acetylo-D-glukozamina | Kwas a-oksomastowy

Fosforan 1-glukozy Kwas D-jabtkowy

Fosforan D, L-a-glicerolu

Opracowanie wlasne na podstawie [52]
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Dodatkowo firma stworzyta ptytki zawierajace sam
barwnik redoks z mozliwosécig samodzielnego przygo-
towania dowolnych kombinacji pozywek i specyficz-
nych Zrédel wegla.

Okreslanie metabolizmu populacji drobnoustrojow
z zastosowaniem plytek ECO jest metoda wzglednie
szybka oraz nieskomplikowang. Zaleta niewatpliwie
jest mozliwos¢ wyeliminowania klasycznych metod
mikrobiologicznych, w tym izolacji czystych kul-
tur mikroorganizméw i ich hodowli. Wade stanowia
natomiast wybrane Zrédla wegla, poniewaz substraty
umieszczone na plytce nie zawsze reprezentuja zwigzki
dostepne w srodowisku. Nalezy takze zwrdci¢ uwage,
ze ECOplate™ nie pozwoli na okreslenie specyficznych
wiasciwosci i funkcji danego konsorcjum drobnoustro-
jow, jak choc¢by zdolnosci do wigzania azotu atmo-
sferycznego [31, 43].

Nie ulega watpliwosci, ze zastosowanie ptytek ECO
do analizy spolecznos$ci mikroorganizméw glebowych
dostarcza nowych informacji na temat ich réznorod-
nosci funkcjonalnej oraz moze by¢ wykorzystane do
obserwacji zmian zachodzacych w srodowisku. Dowo-
dza tego liczne badania oparte na analizie metabolizmu
drobnoustrojow. Dla przyktadu warto poda¢ badania
Floch i wsp. (2011), ktére dotyczyly wplywu technik
uzytkowania gleby i stosowania srodkéw ochrony roslin
na funkcjonalnos$¢ mikrobiomu glebowego [9]. Z zasto-
sowaniem systemu Biolog okres§lono takze zmiany
zachodzace w funkcjonowan iu mikrobiomu w wyniku
akumulacji antybiotykéw w glebie [29]. Funkcjonalna
réznorodno$¢ mikroorganizmow jest rownie wazna, co
réznorodno$¢ strukturalna, bowiem poprzez petnienie
réznych funkcji mikrobiom uczestniczy w wielu proce-
sach zachodzgcych w srodowisku glebowym.

4. Analiza profili kwasow tluszczowych

Metoda niewymagajaca hodowli mikroorganizmow,
a oceniajgca ich aktywnos¢ i strukture jest analiza
kwasow tluszczowych. Jest to metoda biochemiczno-
-fizyczna umozliwiajaca identyfikacje taksonomiczna
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mikroorganizméw poprzez oznaczenie kwasow ttusz-
czowych wchodzacych w sktad struktur komoérkowych.

Fosfolipidy sa niezbednym skfadnikiem bfon komor-
kowych kazdej zywej komorki, nie wystepuja za$
w produktach zapasowych i martwych komorkach.
W warunkach naturalnych fosfolipidy stanowia zwy-
kle statg proporcje biomasy organizméw. W wigkszosci
przypadkow konkretne rodzaje kwasow ttuszczowych
dominuja u poszczegélnych taksondw. Mikroorganizmy
posiadaja kwasy ttuszczowe o prostych tancuchach,
obecne takze u innych organizméw np. jednoniena-
sycone kwasy tluszczowe (MUFAs, Monounsaturated
Fatty Acids) z grup omega9 i omega?7. Mikroorganizmy
cechujg si¢ rowniez obecnoscig unikalnych kwasow
tluszczowych, migdzy innymi kwasem 3-hydroksyma-
stowym oraz cyklopropanem [(8]. Wigkszo$¢ kwasow
tluszczowych w komorkach bakteryjnych jest przyla-
czona do innych czasteczek, gléwnie do fosfolipidow,
glikolipidow i lipoprotein [57].

Kwasy znajdujace sie¢ w blonach sg swoistymi bio-
markerami ze wzgledu na obecno$¢ w kazdej zywej
komorce oraz duza ré6znorodnos¢ strukturalng i specy-
ficzno$¢ biologiczng. Wykorzystanie tych zwigzkéw do
identyfikacji mikroorganizméw in situ jest szczegdlnie
przydatne w taksonomii bakterii, a takze w tworzeniu
powiekszajacej sie bazy danych pozwalajacej na iden-
tyfikacje biomarkerow.

Opierajac si¢ na zalozeniu, ze taksony mikroorganiz-
mow posiadaja unikalne profile kwaséw ttuszczowych
(Tab. IIT) mozna je zidentyfikowaé oraz wykorzystac,
jako indykatory struktury spolecznosci mikroorga-
nizmoéw [5, 32]. Analiza lipidowa mikrobiomu glebo-
wego polega na wyizolowaniu kwaséw tluszczowych
z gleby, ekstrakcji w rozpuszczalnikach organicznych,
a nastepnie analizie z zastosowaniem chromatografii
gazowej. Powszechnie stosuje sie dwie metody ekstrak-
cji lipidow z gleby: (1) analize sktadu fosfolipidowych
kwasow ttuszczowych (PLFA, Phospholipid Fatty Acid
Analyses) oraz (2) analize metylowanych estrow kwa-
sow tluszczowych (FAME, Fatty Acid Methyl Ester).
Z zastosowaniem PLFA otrzymuje sie frakcje lipidow
pochodzace tylko z zywych komoérek mikroorganizmow.

Tabela III
Przykladowe kwasy tluszczowe wykorzystywane, jako biomarkery wybranych grup mikroorganizméw
mikroSrr;I;zzméw Markerowe kwasy thuszczowe Prlléirgi:g_
Bakterie Gram-dodatnie | 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0 iso, 17:0 iso, 17:0 anteiso [38,57]
Bakterie Gram-ujemne | kwasy cyklopropanowe: 17:0 cy, 19:0 cy, hydroksykwasy [57]
Pseudomonas 16:0, 16:1 w7c [19]
Bacterioides kwasy ttuszczowe z parzysta liczbg C [37]
Arthrobacter 15:0 anteiso, 17:0 [19]
Grzyby 16:1 w5¢, 18:1 w9c, 18:2 [36]
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Wyizolowane w ten sposob specyficzne biomarkery
lipidowe umozliwiajg analize struktury taksonomicz-
nej mikrobiomu glebowego. Jednakze, metoda ta jest
bardzo czasochlonna. SzeSciodniowa procedura obej-
muje: ekstrakcje kwasow tluszczowych, izolacje fosfo-
lipidow poprzez ekstrakcje fazy statej, przeksztatcenie
fosfolipidow w FAME oraz analize chromatograficzng
[45]. Natomiast, analiza FAME jest mniej czasochtonna,
a takze wymaga mniejszej ilosci materialu badawczego.
Protokdt zawiera czteroetapowa ekstrakcje chemiczng
i metylowanie wszystkich lipidéw w probce, a nastepnie
ekstrakcje uzyskanych FAME oraz analiz¢ chromato-
graficzng w ciagu jednego dnia. Nalezy mie¢ jednak
na uwadze, ze w trakcie analizy FAME otrzymuje si¢
wszystkie lipidy glebowe - zaréwno z zywych, jak
i martwych komorek, a takze z ulegajacej rozkladowi
biomasy zwierzecej i roslinnej obecnej w glebie. Z tego
powodu, metoda FAME nie moze by¢ uzywana do wia-
rygodnej taksonomicznej analizy mikrobiomu [7].

5. Analiza profili bialkowych

Metody molekularne dostarczajg biologom infor-
macji odno$nie struktur genomu, jego funkcji oraz
szlakéw regulacyjnych i metabolicznych. Jednakze,
do pelnego poznania metabolizmu mikroorganizmoéw
oraz okreslenia jego reakcji na zmiany srodowiskowe,
konieczne jest scharakteryzowanie wszystkich skfad-
nikéw komorki, czyli mRNA, biatek, metabolitow
i ich wzajemnych interakcji [42]. Potrzeba ta, dopro-
wadzita do powstania nowych dziedzin nauki, takich
jak: transkryptomika, metabolomika i proteomika
[58]. Proteomem okresla si¢ zestaw wszystkich bia-
tek wystepujacych w komorce, kodowanych przez
genom, zatem proteomika dotyczy jego analizy, czyli
badan bialek, ich struktur oraz petnionych funkgji [6].
Oznaczenie skfadu ilosciowego i jakosciowego bialek
komoérkowych pozwala okresli¢ przynaleznos¢ gatun-
kowa mikroorganizméw. Proteomiczna identyfikacja
mikroorganizméw polega na poréwnaniu i przypisaniu
wyizolowanych z materiatlu bialek do referencyjnego
gatunku, ktory zostat juz zidentyfikowany i zdepo-
nowany w bazie [53]. Najpopularniejszg, a takze naj-
wigksza baza danych gromadzaca dane o strukturze
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przestrzennej bialek i kwaséw nukleinowych jest Pro-
tein Data Bank (PDB), w ktorej na dzien 23.02.2018
zdeponowane byto 137 917 struktur biatkowych, w tym
49 146 bakteryjnych oraz 9306 wirusowych. Proteo-
mika opiera si¢ na dwoch gtéwnych biochemicznych
strategiach izolacji i wizualizacji bialek: z zastoso-
waniem zelu oraz bez zelu. Najpowszechniej stosowang
metodg jest zelowa elektroforeza dwuwymiarowa, tzw.
2D-PAGE. Zostala ona opracowana w 1975 roku przez
O’Farrella [35], ktory jako pierwszy opisal procedure
separacji bialek Escherichia coli w zelu poliakryla-
midowym. Technika 2D-PAGE skfada si¢ z dwoch eta-
pow. Pierwszym jest ogniskowanie izoelektryczne
(IEF), podczas ktérego bialka sg rozdzielane na pod-
stawie ich punktu izoelektrycznego w gradiencie pH
w zelu. Drugim etapem elektroforezy jest rozdzial bia-
tek w zalezno$ci od ich masy czasteczkowej [24]. Z uzy-
skanego zelu wycina si¢ ,,plamke” zawierajaca biatko,
poddaje si¢ trawieniu i analizie spektrometria mas,
a uzyskane wyniki identyfikuje si¢ z zastosowaniem
baz danych (Rys. 4).

Najczesciej stosowang elektroforeza dwuwymiarowa
jest elektroforeza z uzyciem siarczanu dodecylu sodu,
tzw. SDS-PAGE. Dzigki zastosowaniu tego zwigzku
dochodzi do rozfaldowania tancucha polipeptydo-
wego, a polipeptydy nabywaja fadunek ujemny i moga
migrowa¢ w polu elektrycznym. SDS maskuje takze
dodatni fadunek niektoérych polipeptyddéw, co sprawia,
ze wszystkie molekuly biatkowe migrujg w jednym kie-
runku. Dodatkowo uzywa si¢ -merkaptoetanolu, ktory
ma silne wlasciwosci redukujace i przecina mostki dwu-
siarczkowe (S-S) miedzy biatkami [20, 55]. Procedura
takiej analizy obejmuje izolacje biatek komérkowych,
rozdzial elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym
oraz barwienie rozdzielonych bialek. Obecnie stosuje
sie rozne barwniki, w tym barwniki fluorescencyjne,
dzigki czemu czulos$¢ analizy biatek z zastosowaniem
zelu jest troche wieksza, jednakze, metoda ta pozwala
na identyfikacje zaledwie kilkuset biatek, co powoduje,
ze tylko proteomy o niskiej zlozonosci moga by¢ cha-
rakteryzowane w ten sposob [46, 58]. Metody niewyko-
rzystujace zelu pozwalaja na wykrycie kilku tysigcy bia-
tek oraz identyfikacje biatek nierozpuszczalnych [54].
Wirod technik niewymagajacych uzycia zelu wyrdznia
sie przede wszystkim mikrokapilarng chromatogra-

Spektrometria mas Identyfikacja biatka

Rys. 4. Schemat analizy proteomicznej z zastosowaniem elektroforezy dwuwymiarowej ze spektrometrig mas

Opracowanie wlasne na podstawie [56].
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fie cieczowg z spektrometrig mas (LC-MS/MS). Jed-
nakze, obie te metody pozwalajg na poznanie zaledwie
20-40% proteomu bakteryjnego. Umozliwia to identy-
fikacje mikroorganizmow, ale nie dostarcza informacji
ilosciowych na temat ich biatek. Wsrdd ilosciowych
metod proteomicznych, ktére pozwalaja na doktad-
niejsze pomiary proteomow wyrdznia si¢: znaczenie
izotopowe (ICAT) i znaczenie izobaryczne (iTRAQ)
bialek [58]. Wyzwanie w analizach proteomu stanowi
fakt, ze bialka sg bardzo trudnym obiektem badan.
Zwigzane to jest z ich ztozong, przestrzenng struktura
oraz wystepowaniem w kompleksach wieloczasteczko-
wych. Dodatkowo, proteom jest dynamiczny. Jego obraz
zalezy gldwnie od cyklu rozwojowego komorki oraz
rozmieszczenia biatek w strukturach komoérkowych.

Proteomika rozwija si¢ dynamicznie i posiada duzy
potencjal poznawczy. Umozliwia ona analize zmian
zachodzacych w profilach bialkowych mikroorga-
nizmoéw pod wplywem réznych czynnikéw srodowisko-
wych np. stresu termicznego, braku zrédta wegla, obec-
nosci antybiotyku, zmiany pH. Celem badan proteo-
micznych jest takze odkrycie biatkowych biomarkeréw
dla poszczegdlnych mikroorganizmdw, co pozwolitoby
na szybka identyfikacje drobnoustrojow bez koniecz-
nosci analizowania calego proteomu.

6. Podsumowanie

Badania dotyczace analizy réznorodnosci mikro-
biologicznej gleby sa bardzo istotne dla zrozumienia
wplywu zmian klimatu, dziatalno$ci rolniczej czto-
wieka oraz innych czynnikéw antropogenicznych
(pestycydy, metale ciezkie) na aktywnos$¢ mikrobiomu
glebowego, z ktora zwigzane sg réznorodne procesy
biogeochemiczne, a co za tym idzie jako$¢ gleby. Opi-
sane w niniejszym opracowaniu metody moga si¢
uzupetniaé oraz by¢ skorelowane z innymi (np. mole-
kularnymi). Polaczenie badan enzymatycznych z ana-
liza ekspresji gendw, z badaniami fizyko-chemicznymi
gleby oraz analizg funkcjonalng mikrobiomu daje peten
obraz jako$ci i funkcji gleby. Wybor konkretnej metody
badawczej jest uzalezniony od wynikdéw, jakie oczekuje
sie uzyska¢, rodzaju probki badanej, ale takze czasu oraz
srodkow, jakie mozna przeznaczy¢ na eksperyment.

Badania mikrobiomu glebowego sa znaczace za-
réwno dla uzyskiwania lepszej jakosci plondéw z gleb
uzytkowanych rolniczo, jak i ze wzgledu na utrzyma-
nie bioréznorodnoséci $rodowiska. Mikroorganizmy
glebowe mimo wielu lat badan nad ich identyfikacja
i réznorodnoscig wcigz pozostaja nie do konca poznang
grupa drobnoustrojow. Z tego powodu analizy mikro-
biomu glebowego stawiajg przed mikrobiologami sze-
reg wyzwan, ale jednoczesnie stanowig nieocenione
zrodlo informagji.
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KONFERENCJA MIEDZYNARODOWA POD PATRONATEM PTM v
V edycja konferencji
Viruses of Microbes V: Biodiversity and future applications
Wroclaw, 9-13 lipca 2018 r.

Jest to piate juz spotkanie z serii miedzynarodowych konferencji towarzystwa International Society for Virus of Microbes (ISVM)
poswigconej wirusom drobnoustrojow.

Konferencje Virus of Microbes dobywaja si¢ co dwa lata, a rozpoczely si¢ w 2010 roku w Instytucie Ludwika Pasteura w Paryzu, a nastep-
nie kontynuowane byly w Brukseli (2012), Zurichu (2014), i Liverpoolu (2016), gromadzac na kazdym spotkaniu ok. 400-500 uczestnikow
z calego $wiata.

Tegoroczne spotkanie zatytutowane jest ,,Biodiversity and future application”. Tematyka pigciodniowej konferencji po$wiecona bedzie
podstawowym i aplikacyjnym badaniom naukowym nad wirusami mikroorganizméw (algi, archaea, bakterie, grzyby, pierwotniaki i wirusy).
Wirusy sa kluczowym elementem warunkujacym bioréznorodnos¢ i ewolucje¢ mikrobiologiczna, jak réwniez stuza jako narzedzie w bio-
logii molekularnej. W ostatnich czasie coraz wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ badania nad bakteriofagami, ktore stanowia obiecujaca
alternatywe leczenia infekcji wywolanych zwlaszcza przez wielooporne szczepy patogendw czlowieka, a sg stosowane juz w konserwacji
zywnosci, hodowli zwierzat i produkeji rolin 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 oséb zajmujacych sie zagadnieniami z zakresu
zwalczania zakazen bakteryjnych, jak réwniez ekologii i réznorodnosci 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 Wroctawski, Wydzial Prawa, Administracji i Ekonomii, ul. Uniwersytecka 22/26, 50-145 Wroclaw

Organizatorzy:

Uniwersytet Wroctawski, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN.
Pani prof. dr hab. Zuzanna Drulis-Kawa, zuzanna.drulis-kawa@uwr.edu,pl, tel. 71 37562 90
Pani prof. dr hab. Krystyna Dabrowska, dabrok@iitd.pan.wroc.pl, tel. 71337 11 72 w. 316

VIRUSES OF MICROBES V

Biodiversity and future applications
9-13 July 2018 Wroclaw, 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
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KONFERENCJA MIEDZYNARODOWA POD PATRONATEM PTM o

4™ Congress of Baltic Microbiologists

Gdansk, 10-12 wrzesnia 2018 r.

zapraszamy do wzigcia udziatlu w konferencji ,,4th Congress of Baltic Microbiologists’,
ktéra odbedzie si¢ w Gdansku w dniach 10-12 wrzesnia 2018 r.

Czlonkowie PTM maja mozliwo$¢ skorzystania ze znizki na oplate konferencyjna, wszelkie informacje
na stronie internetowej konferencji (informacja widoczna pod wysoko$ciami optat w poszczegdlnych kategoriach):
http://cbm2018.ug.edu.pl/general-info/fees/

Strona ze wstepnym programem konferencji - sesjami tematycznymi zawiera informacje o zaproszonych wykladowcach plenarnych:

http://cbm2018.ug.edu.pl/program/

Strona z informacja o organizatorach, wyktadowcach plenarnych oraz komitecie naukowym

- wszyscy cztonkowie komitetu naukowego beda jednoczesnie zaproszonymi wyktadowcami w poszczegdlnych sesjach tematycznych:

http://cbm2018.ug.edu.pl/general-info/committies/

Organizator:
Pan prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn, Uniwersytet Gdanski Wydzial Biologii,
ul Wita Stwosza 59, 80-308 Gdansk.
Informacje na stronie internetowej: http://cbm2018.ug.edu.pl/

Organizatorzy wszystkich konferencji wspotorganizowanych przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologow i obejmowanych patronatem
PTM powinni zagwarantowa¢ znizkowe oplaty rejestracyjne dla cztonkéw PTM (Uchwata nr 31-2017 z dnia 31.08.2017 r.)

[S8)

W dniu 19.03.2018 r. odbylo si¢ drugie zebranie
Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw kadencji 2016-2020

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

. Prezes PTM - prof. Stefan Tyski powital zebranych - przybyli wszyscy cztonkowie ZG PTM (z wyjatkiem przedstawicieli Oddziatu

Bydgoszcz oraz Oddzialu Putawy), a takze 7 zaproszonych gosci (dr Elzbieta Stefaniuk - przewodniczaca Gtéwnej Komisji Rewizyjnej,
prof. dr hab. Jacek Bielecki - redaktor naczelny Postepéw Mikrobiologii, dr Radostaw Stachowiak — z-ca redaktora naczelnego PM,
Mariola Machowska-Kacprzak — ksieggowa PTM, dr Tomasz Zareba, przewodniczacy Sekcji Mikrobiologia Farmaceutyczna, Zbigniew
Kowal, Prezes firmy Global Congress oraz Barbara Tutak z firmy Global Congress organizujacej FEMS Council 2018 w Warszawie).
Po przyjeciu programu zebrania nastapita prezentacja wszystkich uczestnikéw spotkania.

4.b.
4.c.

4.d.

. Wybrano 2 osobowg Komisje Skrutacyjna.

. Jednomyslnie przyjeto sprawozdanie z Zebrania ZG PTM w dniu 27.03.2017 r. (Uchwata nr 12-2018).

. Prezes PTM przedstawil informacje o dziatalnoéci Prezydium PTM od poprzedniego zebrania ZG PTM w dniu 27.03.2017 r.
4.a.

Poinformowat o 4 internetowych zebraniach Prezydium ZG PTM w terminach: 30 sierpnia, 12 wrzesnia, 31 pazdziernika 2017 r.
oraz 15.01.2018r., podczas ktorych odbyly sie elektroniczne glosowania szeregu Uchwal przez cztonkéw Prezydium ZG PTM.
Prezes podkreslil, ze informacje o dzialalnos$ci PTM zamieszczane byly we wszystkich zeszytach kwartalnikéw: Postepy Mikro-
biologii (PM), Polish Journal of Microbiology (PJM) oraz Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia (MDiM), a takze w 3 listach
do cztonkéw ZG PTM, wystanych w dniach 23.05.2017 r., 13.09.2017 r. oraz 02.01.2018 r.

Do dnia zebrania odnotowano prawie 500 ,,polubiert” na facebooku PTM.

Omawiajac strone internetowa towarzystwa, Prezes PTM podkreslit, ze zostala ona utworzona m.in. w oparciu o zyczenia cztonkéw
PTM. Zostaly utworzone zaktadki umozliwiajace rozpoczecie dziatalnosci szeregu sekcji PTM (bakteriologia kliniczna, wirusologia
kliniczna, mykologia kliniczna, mikrobiologia farmaceutyczna, zywnosci, przemystowa, srodowiskowa, diagnostyka laboratoryjna),
jednakze brak jest, poza sekcja mikrobiologii farmaceutycznej, zainteresowania nimi. Zwlaszcza dziwi brak aktywnosci diagnostow
laboratoryjnych - cztonkéw PTM. Po dyskusji postanowiono jednak nie likwidowac¢ sekgji, lecz nadal umozliwi¢ chetnym podjecie
dziatalnosci w ramach sekgji.

Niewielki jest udziat Oddzialéw w rozwoju strony PTM. Co prawda zamieszczono plakaty przygotowane przez poszczegolne
Oddzialy, z okazji konferencji ,90 lat PTM”, jednakze wskazane jest, aby kazdy Oddzial Terenowy PTM zamieszczal aktualne
informacje o swojej dzialalnosci, planach, wykladach, konferencjach itp. Cze¢$¢ Oddzialéw Terenowych PTM regularnie przysyla juz
do biura PTM informacje wstawiane na strone internetowa. Nadal bardzo prosimy o nadsylanie uwag, co do zawartosci i wygladu
nowej strony PTM, a takze podawanie informacji dodatkowych, ktére uwazacie Panistwo, ze powinny dotrze¢ do szerokiego gre-
mium cztonkéw naszego Towarzystwa. (ptm.zmf@wum.edu.pl). Strona jest poprawiana i aktualizowana na biezgco, tak, aby sta¢
sie mozliwie dobry, atrakcyjna wizytoéwka PTM.

Od 1 stycznia 2018 roku utworzylismy mozliwo$¢ logowania sie na stronie PTM (do 15.03.2018 r. zalogowaly si¢ 263 osoby).
Strona umozliwia samodzielne uaktualnienie danych osobowych, uzyskanie informacji o platnosciach sktadek, a takze dostep do
najnowszych numeréw Postepow Mikrobiologii. Oczekujemy na propozycje, jakie jeszcze tresci mozemy przekazywa¢ cztonkom
PTM po ich zalogowaniu sie.
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4.e. Zapoznano zebranych z informacja na temat dziatalnosci Federacji Polskich Towarzystw Medycznych, do ktorych nalezy PTM,
a Pani prof. dr hab. Zofia Zwolska pelni funkcje sekretarza FPTM.

Uznano, ze przynalezno$¢ PTM do FPTM jest korzystne dla PTM, a zwigzane z tym placenie rocznej skladki (250 zl) jest zasadne.

4.f. Poinformowano o zakupieniu przez PTM certyfikatu SSL (Secure Socket Layer), do strony internetowej. Jest to narzedzie poswiad-
czajace wiarygodnos$¢ domeny oraz jej wlasciciela. Potwierdza bezpieczenistwo szyfrowania danych przesytanych pomiedzy uzyt-
kownikiem a serwerem. Jest gwarantem zachowania poufnoéci danych i calej komunikacji. Poinformowano réwniez o sprawach
zwigzanych z ochrona danych osobowych oraz przepisami RODO, ktére niedlugo zaczng obowiazywac.

4.g. Poinformowano o przekazaniu w ubieglym roku przez Fundacje Polskiej Mikrobiologii na rzecz PTM kwoty 27.527 zt, w zwiazku
z likwidacja fundacji.

4.h. Poinformowano o przekazaniu w ubieglym roku tekstu ,,Stanowisko Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw w sprawie przyznania
absolwentom uniwersyteckich studiéw magisterskich na kierunku Mikrobiologia prawa wykonywania zawodu Diagnosty Labora-
toryjnego” do Pana Prezydenta RP Andrzeja Dudy, Pani Premier Beaty Szydto, Pana Ministra ds. Zdrowia Konstantego Radziwitta
i Pana Ministra ds. Nauki Jarostawa Gowina. Od Pana Ministra K. Radziwilla otrzymaliémy odpowiedz, ze prace nad ustawg sa
prowadzone i nasze stanowisko bedzie wziete pod uwage.

4.i. Przekazano informacj¢ o Nadzwyczajnym Walnym Zgromadzeniu Delegatéow PTM, ktore odbyto si¢ podczas konferencji ,90 lat
PTM”. Bardzo wazna sprawa bylo uzyskanie opinii prawnej odno$nie mozliwoéci powotania Pelnomocnikéw Delegatéw na NWZD
PTM, co umozliwito uzyskanie quorum na Walnym Zgromadzeniu Delegatéw, wymaganego do wprowadzania zmian w Statucie
PTM. Po uzyskaniu wszystkich materialéw z NWZD, z pomoca Kancelarii Prawnej zostal przygotowany wniosek o wpis nowego
Statutu PTM do Krajowego Rejestru Sadowego (KRS), ktéry zatwierdzi proponowane zmiany Statutu. Ze wzgledu na drobna
pomytke w numeracji punktéw Statutu wniosek oddalono. Poprawiono Statut i ponownie ztozono go do KRS - bylo to mozliwe
dzigki uchwale przyjetej podczas NWZD powolujacej ,Komisje Statutowa do dokonania drobnych zmian w Statucie PTM na
wniosek sgdu”.

4.j. Poinformowano o 2 wnioskach do MNiSW o przyznanie $rodkéw finansowych z puli przeznaczonej na dzialalno$¢ upowszech-
niajacg nauke (DUN) - na konferencje ,90 lat PTM” (otrzymaliémy 70.000 z1, aktualnie sprawozdanie i rozliczenie finansowe
konferencji oceniane jest w MNiSW) oraz na rozw¢j i modernizacj¢ czasopism PM i PJM w latach 2018-2019 (otrzymalismy
informacje o przyznaniu kwoty 65.200 zt)

4.k. Omoéwiono sprawe porzadkowania listy cztonkéw PTM. Przed konferencja ,90 lat PTM” usunigto z Towarzystwa ponad 200 0sob
nie oplacajacych skladek czlonkowskich w terminie. W PTM pozostaly osoby z optaconymi skladkami za lata 2015 i/lub 2016
i/lub 2017.

4. Prezes PTM omowil pokrétce wszystkie przyjete przez Prezydium PTM Uchwaly od czasu ostatniego posiedzenia ZG PTM
(Uchwaly nr 20-43 z 2017 r. i nr 1-11 2z 2018 r.). Uchwaly Prezydium zaakceptowano jednomyslnie (Uchwala nr 13-2018).

. Pan prof. dr hab. Jacek Miedzybrodzki, wiceprezes PTM, podsumowat konferencje jubileuszows ,,90 lat PTM wczoraj — dzi$ - jutro’,

ktora odbyla si¢ w Krakowie w dniach 22-23.09.2017 r. i oceniona byla bardzo pozytywnie przez uczestnikéw. Materialy konferencyjne
znajduja sie na stronie PTM, ponadto przygotowano streszczenia wykladéw i plakatéw w jezyku angielskim i opublikowano ten materiat
w Suplemencie 3/2017 kwartalnika Postepy Mikrobiologii.

. Pani dr Agnieszka Laudy, sekretarz PTM, przedstawita liste 22 kandydatéw na nowych czlonkéw zwyczajnych PTM, jednomyslnie

przyjeto Uchwale nr 14-2018 w tej sprawie. Niestety nie wplynela ani jedna nowa deklaracja o checi przystapienia do PTM cztonka
wspierajacego. Omdwita rowniez sprawe usuniecia z grona cztonkéw PTM 0s6b z nieoptacong sktadka poczawszy od roku 2015, czyli
za lata 2015-2017 (zgodnie ze starym obowiazujacym Statutem) — Uchwata nr 15-2018.

. Podjeto decyzje¢ o podniesieniu wynagrodzenia ksiggowej PTM z powodu dodatkowej pracy zwigzanej z wypelnianiem formularzy

dotyczacych wprowadzenia jednolitego pliku kontrolnego (JPK) w ksiggowosci (Uchwala nr 16-2018).

. Podjeto Uchwate nr 17-2018 w sprawie zatrudnienia Pana mgr Adama Guépiela z NIZP-PZH na stanowisku sekretarza PJM.
. Przychylono si¢ do prosby Pana prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna z Uniwersytetu Gdanskiego o objecie patronatem przez PTM

konferencji ,4th Congress of Baltic Microbiologists” organizowanej przez Uniwersytet Gdanski 10-12 wrze$nia 2018 r. Postanowiono
réwniez poprze¢ wniosek Pana profesora o dofinansowanie konferencji przez FEMS (w przypadku przyznania $rodkéw przez FEMS,
PTM réwniez dofinansuje konferencje w kwocie 250 Euro), Uchwala nr 18-2018.

Oméwiono sprawe organizacji kolejnej edycji Konkursu o Nagrode Naukowa im. Prof. Edmunda Mikulaszka przyznawanej autorom
publikacji przez PTM. Obecna edycja dotyczy prac opublikowanych w latach 2016-2017. Zwrdcono uwage na koniecznos$¢ opracowania
nowego regulaminu Konkursu. Regulamin zostanie opracowany przez Komisje Konkursows i zatwierdzony przez Prezydium ZG PTM
(Uchwata nr 19-2018). Jednomy$lnie podjeto Uchwate nr 20-2018 o powotaniu Komisji Konkursowej w sktadzie: prof. dr hab. Stefania
Giedrys-Kalemba, przewodniczgca oraz cztonkowie: prof. dr hab. Jacek Bielecki, Redaktor Naczelny kwartalnika Postepy Mikrobiologii,
prof. dr hab. Elzbieta A. Trafny, Redaktor Naczelny kwartalnika Polish Journal of Microbiology, prof. dr hab. Malgorzata Bulanda,
prof. dr hab. Wiestaw Kaca, dr hab. Beata Anna Sadowiska, prof. nadzw. Uniwersytetu Lodzkiego, dr hab. Beata Krawczyk, prof. nadzw.
Politechniki Gdanskiej.

Pani prof. dr hab. Ewa Augustynowicz-Kope¢, wiceprezes PTM, omoéwila przygotowany przez Prezydium ZG PTM ,Regulamin
Dzialalnosci ZG PTM”. Uchwatg nr 21-2018 Regulamin przyjeto jednomyélnie do stosowania, po zatwierdzeniu przez KRS nowego
Statutu PTM.

Na pro$be Komisji Egzaminacyjnej przeprowadzajacej Panistwowy Egzamin Specjalizacyjny Diagnostéw Laboratoryjnych w dziedzi-
nie mikrobiologii medycznej dokonano wyboru nowych kandydatéw reprezentujacych PTM. W Uchwale nr 22-2018 przyjeto, ze
w Komisji Egzaminacyjnej przeprowadzajacej Paristwowy Egzamin Specjalizacyjny Diagnostow Laboratoryjnych w dziedzinie mikro-
biologii medycznej PTM beda reprezentowa¢: dr hab. Edyta Podsiadly, dr hab. Katarzyna Leszczynska, dr Joanna Jursa-Kulesza oraz
dr Bonita Durnas.

Przewodniczacy Zarzadéw Oddzialéw Terenowych PTM przedstawili informacje z dziatalno$ci swoich Oddziatéw w ub. r. i okresie
do 19.03.2018 r. w tym o odbytych konferencjach pod patronatem PTM. Przedstawili réwniez plany dziatalno$ci Oddzialéw w naj-
blizszych latach.
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Na dzien 19.03.2018 r., skladki PTM za rok 2017 i lata wcze$niejsze oplacilo 413 oséb, ponadto za rok 2018 sktadki optacilo 501 czton-

kéw PTM, odpowiednio z Oddzialéw: Warszawa — 97 i 89 0sob, Krakéw — 60 i 64 0sob, Bydgoszcz - 39 i 37 osob, Katowice — 34

160 0s0b, Szczecin — 31 i 35 0s6b, Poznan - 29 i 45 0s6b, Gdanisk — 26 i 31 0séb, Lublin - 26 i 32 0s6b, £6dZ - 19 i 26 0s6b, Bialystok

- 121 18 0s6b, Wroctaw — 12 i 18 0s6b, Kielce — 12 11 0sdb, Putawy - 11 i 9 0s6b, Olsztyn - 5 i 26 0s6b.

Skladka za 2018 r., zgodnie z prosba ZG PTM powinna by¢ uregulowana w I kwartale tego roku:

https://www.microbiology.pl/czlonkowie-i-skladki/czlonkowie-zwyczajni/.

Prezes PTM, jednocze$nie delegat PTM do FEMS i IUMS, przedstawil dzialalno$¢ FEMS i IUMS, zwracajac uwage na uzyskane wsparcie

PTM ze strony FEMS. Trzy konferencje otrzymaty dofinansowanie FEMS: 90 lat PTM (3.000 Euro), konferencja migdzynarodowa

»Non-conventional yeast: from basic research to application’, Rzeszéw 15-18.05.2018 r. (5.000 Euro) oraz konferencja miedzynarodowa

»Viruses of Microbes V: Biodiversity and future applications”, Wroclaw, 9-13 lipca 2018 r. (5.000 Euro).

Dwaj cztonkowie PTM otrzymali FEMS Research Grant na wyjazdy do naukowych o$rodkéw zagranicznych. Niestety brak byto zgloszen

chetnych na FEMS Research Grant w I konkursie 2018 1.

ZYozone zostaly 2 wnioski o granty FEMS dofinansowujace wyjazdy na konferencje naukowe, jeden zostat zaakceptowany przez FEMS.

PTM uregulowato sktadki cztonkowskie w FEMS (5.619,85 zt) oraz IUMS (4.022,62 z}).

Przekazano informacje o spotkaniu FEMS Council, ktore ma si¢ odby¢ w Warszawie w dniach 7-8.09.2018 r. Pan Zbigniew Kowal,

Prezes firmy Global Congress oraz Pani Barbara Tutak poinformowali o wspotpracy z FEMS i ustaleniach dotyczacych organizowania

planowanego spotkania. Ustalono, ze w przypadku dobrej organizacji FEMS Council, firma Global Congress bedzie uczestniczy¢

w organizacji XXIX Zjazdu PTM w Warszawie we wrzesniu 2020 r.

Pani Mariola Machowska-Kacprzak, ksiggowa PTM poinformowata o stanie finansowym PTM. Koszty wydawania czasopism w 2017 r.

nadal byly bardzo wysokie, ogolny koszt wydawania PM wynidst - 67.093,50 zl, za$ PJM - 89.849,78 zI. Zapowiadane w 2017 r. zmiany

funkcjonowania czasopism PTM w tym rezygnacja z nieodplatnej wysytki zeszytéw PM lub PJM powinny przynie$¢ poprawe sytuacji
finansowej czasopism dopiero w biezacym roku. Duzym wsparciem finansowym byla dotacja MNiSW na Konferencje 90 lat PTM,
ktora pozwolita zakonczy¢ konferencje z niewielkim zyskiem, jak réwniez kwota przekazana przez Fundacje Polskiej Mikrobiologii.

Przedstawiono bilans finansowy PTM za 2017 r.

Pani dr Elzbieta Stefaniuk, Przewodniczaca Gléwnej Komisji Rewizyjnej PTM, pozytywnie skomentowata opracowany bilans finansowy

PTM za 2017 r. Zostal on przyjety przez cztonkéw ZG PTM i pozytywnie zaopiniowany przez Gléwna Komisje Rewizyjng PTM.

Pani Mariola Machowska-Kacprzak, ksiggowa PTM i Prezes PTM oméwili sprawe korzystania z funduszy PTM w Oddziatach Tereno-

wych. Problem mozliwosci dostepu do $rodkéw finansowych PTM i wydatkowania ich na potrzeby Oddziatéw od kilku lat byl podno-

szony przez szereg cztonkéw ZG PTM, a takze delegatéw na NWZD w Krakowie. Podjeto Uchwale nr 23-2018 w sprawie powolania
komisji do opracowania regulaminu, wydatkowania i rozliczania funduszy przyznawanych Oddzialom Terenowym PTM w wysokosci

10% ze sktadek cztonkowskich, jakie wptynely od cztonkéw PTM danych oddzialéw w roku poprzedzajacym wydatki. W sklad komisji

wejda przedstawicie Oddzialéw Terenowych ze Szczecina, Katowic i Warszawy. Komisja ta powinna opracowa¢ zasady umozliwiajace

Oddziatom korzystanie w 2019 r. z funduszy PTM.

Jednocze$nie przypominamy, ze zgodnie z Uchwalg nr 33-2017 z dnia 30.08.2017 r. Prezydium ZG PTM podjeto decyzj¢ w sprawie

udostepnienia Oddzialom Terenowym PTM od stycznia 2018 r. 50% kwoty uzyskanej z tytutu pozyskania sponsora, Cztonka Wspiera-

jacego PTM, darowizny, lub innej dodatkowej kwoty, na rzecz PTM, przez dany Oddzial, na pokrycie kosztéw prowadzenia dziatalnoéci
statutowej przez ten Oddzial. Jak na razie Oddzialy nie pozyskaty zadnych dodatkowych funduszy.

Przekazano informacje o wydawanych czasopismach PTM i sytuacji w redakcjach:

19.a. Pan prof. dr hab. Jacek Bielecki, Redaktor Naczelny PM, poinformowatl o utworzeniu nowej strony PM oraz 54 manuskryptach
przesylanych do redakeji w 2017 r. i opublikowanych 42 pracach w 4 zeszytach.

19.b. Pani prof. dr hab. Elzbieta A.Trafny, Redaktor Naczelny PJM, poinformowata o trudnosciach z prowadzeniem czasopisma
PJM, rezygnacji 2 redaktoréw naczelnych, prof. Izabeli Sitkiewicz i prof. Jolanty Soleckiej oraz zmianach w obsadzie redakgji.
Poinformowala o rozpoczeciu wydawania internetowej wersji PJM przez firme Exeley inc. w nowym systemie Editorial Mana-
ger. Przypomniano, ze oplaty redakcyjne dla manuskryptéw prac przesytanych do PJM od 01.07.2018 r. wzrosng dwukrotnie
- dla autoréw korespondencyjnych, cztonkéw PTM z: 125 USD + 23% VAT do 250 USD + 23% VAT oraz dla pozostatych oséb
2250 USD + 23% VAT do 500 USD + 23% VAT (Uchwala nr 40-2017).

19.c. Przypomniano o Uchwale nr 11-2018 w sprawie niefinansowania kwartalnika Medycyna Do$wiadczalna i Mikrobiologia oraz
rezygnacji z zapisu dotyczacego PTM w tresci informacji ,organ Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego - Pafistwowego
Zakladu Higieny w Warszawie oraz Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw”. Jednakze informacja ,W latach 1949 - 2017 kwar-
talnik Medycyna Do$wiadczalna i Mikrobiologia ukazywat si¢ jako organ Panstwowego Zakladu Higieny (obecnie Narodowy
Instytut Zdrowia Publicznego - Panstwowy Zaktad Higieny) w Warszawie oraz Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw” ma
zosta¢ zamieszczona na wewnetrznej stronie oktadki wszystkich zeszytéw kwartalnika poczawszy od numeru 1/2018 .

Podjelo decyzj¢ o nie obejmowaniu patronatem PTM sesji mikrobiologicznej ,Czy mozliwe jest zycie bez konserwantéw” na miedzy-

narodowej konferencji naukowo-szkoleniowej ,,Wielowymiarowos$¢ zdrowia’, w terminie 12-13 pazdziernika 2018 w Skierniewicach

(Uchwala nr 24-2018) z powodu niedostatecznego prezentowania zagadnient mikrobiologicznych.

Jednomyslnie podjeto decyzje w sprawie objecia patronatem konferencji ,,II Sesji Mlodych Mikrobiologéw Srodowiska Eédzkiego”

w terminie 8 czerwca 2018 roku w Lodzi (Uchwala nr 25-2018).

SEKRETARZ
Polsklego Towarzystwa Mikrobiologdw
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dr n. farm. Agnieszka/f. Laudy
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