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NIEANTYBIOTYKOWE ZASTOSOWANIA ANTYBIOTYKOW

Maciej Danielewski*, Dorota Ksiagdzyna, Adam Szelag

Katedra i Zaklad Farmakologii, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

Wplyneto w kwietniu, zaakceptowano we wrzesniu 2018 .

Streszczenie: Antybiotyki sg szeroko stosowang grupg lekéw w terapii choréb zakaznych. Niektore z antybiotykéw posiadajg wiasciwosci
inne niz przeciwdrobnoustrojowe, ktore coraz czeéciej sg wykorzystywane w leczeniu choréb nieinfekcyjnych. Autorzy uwazajg, ze jest
to jedna z przyczyn rozpowszechniania si¢ antybiotykéw w $rodowisku i tym samym zwiekszania si¢ ryzyka powstawania opornosci.
Trzeba pamigta, ze wraz z postegpem w nauce i poznawaniem nowych wilasciwosci antybiotykéw, kazde rozszerzenie wskazan dla lekow
przeciwbakteryjnych moze spowodowa¢ powstanie ograniczen w pierwotnych wskazaniach. Nie zawsze postep w nauce oznacza postep
w terapii. Czasami moze by¢ odwrotnie i nalezy umie¢ oceni¢ bilans zyskéw i ewentualnych strat. Celem niniejszego opracowania
byto przedstawienie wlasciwosci antybiotykéw innych niz przeciwbakteryjne, ktore s3 lub moga by¢ wykorzystane w terapii choréb
nieinfekcyjnych, takze po to, aby mozna bylo oceni¢ odlegte skutki rozszerzenia wskazan dla lekéw stosowanych na co dzien w terapii
choréb infekcyjnych. Poniewaz tego typu tematyka w sposob zbiorczy nie byta dotad szeroko podejmowana, autorzy postanowili zebraé
i podsumowaé w jednym opracowaniu najwazniejsze i najczesciej wykorzystywane oraz najbardziej obiecujace doniesienia dotyczace
nieantybiotykowych zastosowan antybiotykéw. Niniejsza praca przedstawia najnowsze dane dotyczace prokinetycznego dziatania
erytromycyny, przeciwzapalnego i immunomodulujacego dzialania azytromycyny, potencjalne zastosowanie doksycykliny jako
$rodka przeciwnowotworowego i przeciwzapalnego, a takze przeciwzapalne, neuroprotekcyjne, antyoksydacyjne i antyapoptotyczne
wiasciwosci minocykliny. Scharakteryzowano réwniez podstawy wykorzystania demeklocykliny w leczeniu zespotu niewlasciwego
wydzielania hormonu antydiuretycznego, a takze rifaksyminy jako leku o dziataniu przeciwzapalnym i eubiotycznym. Opisano ponadto
neuroprotekcyjne dzialanie ceftriaksonu oraz przeciwzapalne i immunostymulujace wlasciwosci fusafunginy.

1. Wprowadzenie - antybiotyki jako potencjalnie skuteczne leki w terapii chordb nieinfekcyjnych. 2. Erytromycyna - dziatanie prokine-
tyczne. 3. Azytromycyna - dzialanie przeciwzapalne i immunomodulujace. 4. Doksycyklina — dziatanie przeciwnowotworowe i prze-
ciwzapalne. 5. Minocyklina - dzialanie przeciwzapalne, neuroprotekcyjne, antyoksydacyjne i antyapoptotyczne. 6. Demeklocyklina
- dzialanie antagonistyczne do hormonu antydiuretycznego. 7. Rifaksymina - dziatanie przeciwzapalne/eubiotyk. 8. Ceftriakson - dziatanie
neuroprotekcyjne. 9. Fusafungina — dzialanie przeciwzapalne i immunostymulujace. 10. Podsumowanie

NON-ANTIBIOTIC USE OF ANTIBIOTICS

Abstract: Antibiotics are widely used medicines in the treatment of infectious diseases. However, some of them show also non-antibiotic
properties, which are increasingly used in the treatment of non-infectious diseases. The authors of this publication believe that this is one
of the reasons behind antibiotic dissemination in the environment and, ipso facto, behind the increasing risk of bacterial resistance. It is
worth remembering that, along with the progress in science and better knowledge of the new properties of antibiotics, every extension of
indications for antimicrobial agents may restrict their primary indications. Progress in science does not always mean progress in therapy.
In fact, it may sometimes have an opposite effect and we should be able to assess the benefit/risk ratio. The aim of this study was to present
other than antibacterial properties of antibiotics which currently are or may be used in the future in the treatment of non-infectious
diseases, as well as to assess the long-term effects of extending the indications for medicines commonly used in the treatment of infectious
diseases. To the best of the authors’ knowledge, such attempt has not been made so far, therefore authors decided to review the most
important, useful or promising reports on non-antibiotic use of antibiotics. The article summarizes the latest data on prokinetic action
of erythromycin, anti-inflammatory and immunomodulatory action of azithromycine, potential use of doxycycline as an anti-cancer
and anti-inflammatory agent, and also anti-inflammatory, neuroprotective, antioxidant and antiapoptotic properties of minocycline.
Futhermore, the basics of demeclocycline application in the treatment of inappropriate antidiuretic hormone hypesecretion syndrome
and rifaximin use as an anti-inflammatory and eubiotic agent are presented. Neuroprotective action of ceftriaxone and anti-inflammatory
and immunostimulatory action of fusafungine were also described.

1. Introduction - antibiotics as potentially effective agents in the therapy of non-infectious diseases. 2. Erythromycine - prokinetic action.
3. Azithromycine - anti-inflammatory and immunomodulatory action. 4. Doxycycline - anticancer and anti-inflammatory action.
5. Minocycline - anti-inflammatory, neuroprotective, antioxidant and antiapoptotic action. 6. Demeclocycline - inhibition of the anti-
antidiuretic hormone action. 7. Rifaximin - anti-inflammatory action / eubiotic. 8. Ceftriaxone — neuroprotective action. 9. Fusafungine
- anti-inflammatory and immunostimulatory action. 10. Summary

Slowa kluczowe: antybiotyki, choroby niezakazne, nietypowe wskazania
Key words: antibiotics, non-infectious diseases, atypical indications

1. Wprowadzenie - antybiotyki jako potencjalnie sie w farmakoterapii infekcji od wielu lat. Czgsto juz

skuteczne leki w terapii chorob nieinfekcyjnych

Antybiotyki sg szeroko stosowana grupg lekow w te-
rapii chorob zakaznych. Wiele ze znanych i powszech-
nie wykorzystywanych antybiotykéw wykorzystuje

w trakcie stosowania ich w antybiotykoterapii odkrywa
sie ich dodatkowe wlasciwosci, ktdre stwarzaja nowe
wskazania do zastosowania tych lekow.

Nierzadko do alternatywnego wykorzystania anty-
biotykéw prowadzi analiza dzialan niepozadanych,

* Autor korespondencyjny: Maciej Danielewski, Katedra i Zaklad Farmakologii, Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu, ul. Jana
Mikulicza-Radeckiego 2, 50-345 Wroclaw; tel. 71 784 14 50; e-mail: maciej.danielewski@umed.wroc.pl
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ktore mozna przekuc w pozytywny efekt terapeutyczny.
Ponadto, panujacy obecnie trend ograniczania antybio-
tykoterapii ze wzgledu na rosnaca lekoopornos¢ szcze-
pow bakteryjnych wymusza na producentach antybioty-
kéw konieczno$¢ poszukiwania nowych, niezakaznych
zastosowan dla produkowanych przez nich lekéw prze-
ciwbakteryjnych. Wazng rol¢ w odkrywaniu nieanty-
biotykowych wlasciwosci antybiotykow spelniaja nie-
watpliwie badania kliniczne IV fazy oraz postep, takze
techniczny, w dziedzinie nauk podstawowych, ktéry
przeklada si¢ na lepsze poznanie patogenezy chordb
czy mechanizméw dziatania lekéw. Czasem o odkryciu
nowych wlasciwosci antybiotykdw, jak to czesto dzieje
sie w nauce, moze takze decydowac przypadek.

W niniejszym artykule autorzy postanowili opisa¢
dzialania inne niz przeciwbakteryjne niektoérych anty-
biotykow stosowanych na co dzien przede wszystkim
w terapii choréb infekcyjnych.

2. Erytromycyna - dzialanie prokinetyczne

Erytromycyna, antybiotyk zaliczany do makroli-
dow, zostala wyizolowana z grzybow Actinomycetae
w probcee ziemi z Filipin w 1952 1. [58]. Przez wiele lat
byla stosowana w farmakoterapii i mimo pojawienia
sie kolejnych, syntetycznych lekéw o podobnej budo-
wie, wcigz znajduje swoje miejsce w leczeniu zakazen
bakteryjnych. Czeste dzialania niepozadane erytro-
mycyny ze strony przewodu pokarmowego, takie jak
nudno$ci, wymioty, biegunka, kolkowe bdle brzucha
poczatkowo przypisywano zaburzeniom skladu iloscio-
wego 1 jakosciowego mikroorganizméw tworzacych
mikrobiote jelit. W 1984 r. wykazano - w badaniach na
psach - bezposredni pobudzajgcy wplyw erytromycyny
podanej dozylnie na perystaltyke przewodu pokarmo-
wego, tj. wywolywanie skurczéw rozpoczynajacych sie
w blizszej czesci zotadka i ulegajacych propagacji az do
jelita kretego [68]. Po dozylnym wlewie erytromycyny
stwierdzono zwigkszenie stezenia motyliny w surowicy
oraz aktywnosci elektrycznej poprzedzajacej pojawienie
sie wedrujacego kompleksu motorycznego (Migrating
Motor Complex, MMC) od zoladka do jelita kretego
[34]. Sarna i wsp. potwierdzili u ludzi, ze erytromy-
cyna podana we wlewie dozylnym w dawce 1-3 mg/kg
m.c./godz. pobudza powstanie aktywnosci skurczo-
wej typowej dla III fazy MMC [79]. Erytromycyna
u zdrowych oséb skraca czas pasazu ustno - katni-
czego [50]. Ponadto ten antybiotyk zwieksza ci$nienie
dolnego zwieracza przelyku na czczo i po positku, ale
nie wplywa znaczaco na perystaltyke trzonu przetyku
[36]. Erytromycyna przyspiesza réwniez oproznia-
nie zofadkowe. Kurczliwo$¢ pecherzyka zétciowego
w okresie miedzypositkowym zalezy m.in. od aktyw-
no$ci motorycznej okolicy przedodzwiernikowej

MACIE] DANIELEWSKI, DOROTA KSIADZYNA, ADAM SZELAG

zoladka i dwunastnicy. Pecherzyk zoétciowy czesciowo
oproznia sie z z6kci synchronicznie z MMC. Wykazano,
ze erytromycyna podana doustnie zmniejsza objetos¢
pecherzyka zotciowego na czczo i po ptynnym positku
testowym [9]. Erytromycyna podana dozylnie w dawce
200 mg osobom zdrowym zwigksza amplitude i czas
trwania skurczow zwieracza Oddiego [4].

Ustalono, ze erytromycyna wptywa na motoryke
ukladu pokarmowego przez pobudzanie receptorow
motylinowych [20, 65]. Motylina jest 22-aminokwaso-
wym peptydem wytwarzanym przez komorki neuroen-
dokrynne blony sluzowej dwunastnicy i jelita czczego,
ktory pobudza skurcz mieéni gladkich Zotadka i jelit.
Reguluje aktywnos¢ skurczowa przewodu pokarmo-
wego poprzez cykliczne zmiany stezenia w surowicy.
Motylina pobudza heterogenne receptory motylinowe
wystepujace w najwiekszej ilo$ci w czgsci przedod-
zwiernikowej zotadka. Erytromycyna oraz inne anty-
biotyki makrolidowe zawierajace 14 atomow wegla
w pierscieniu laktonowym oraz azytromycyna (15 ato-
mow wegla w pierscieniu laktonowym) s3 agonistami
receptora motylinowego [5, 12]. Erytromycyne i jej
pochodne dziatajace agonistycznie na receptory moty-
linowe okresla si¢ mianem motylidow.

Erytromycyna dziala prokinetycznie w dawkach
mniejszych niz stosowane w antybiotykoterapii, wyno-
szacych % lub mniej dawki dobowej. Wplyw na pery-
staltyke ukladu pokarmowego pojawia si¢ po podaniu
doustnym i dozylnym tego leku.

W patogenezie wielu schorzen ukladu pokarmo-
wego u dzieci i dorostych wystepuja zaburzenia moto-
ryki przewodu pokarmowego. Ponadto niektére cho-
roby ukladowe, np. cukrzyca, moga wtérnie prowadzi¢
do powiklan gastroenterologicznych, np. w postaci
gastroparezy [46]. Dodatkowo, krotkotrwate pobudze-
nie perystaltyki przewodu pokarmowego ulatwia wyko-
nanie niektorych procedur diagnostyczno-terapeutycz-
nych, stad zapotrzebowanie na skuteczne leki prokine-
tyczne. Erytromycyna ma silniejsze dzialanie proki-
netyczne niz powszechnie znane leki, takie jak cyza-
pryd, domperidon czy metoklopramid [88]. Dlatego
po odkryciu wlasciwo$ci motorycznych erytromycyny
badano mozliwosci jej zastosowania w celach diagno-
styczno-terapeutycznych u dzieci i dorostych. Ustalono,
ze erytromycyna podana doustnie w dawce jednorazo-
wej 1 mg/kg m.c. u dzieci przed tonsillektomia byta tak
samo skuteczna jak metoklopramid podany doustnie
w dawce 0,15 mg/kg m.c. w pobudzaniu oprdzniania
zoladka, tj. nie stwierdzono réznicy w czgstosci wyste-
powania wymiotéw po tonsillektomii u dzieci, ktéorym
przed zabiegiem profilaktycznie podano erytromycyne,
w poréwnaniu do dzieci, ktérym podano metoklopra-
mid [97]. Inne potencjalne mozliwosci wykorzystania
dzialania prokinetycznego erytromycyny u dzieci to
m.in. zaburzenia motoryki przewodu pokarmowego
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wynikajace z jego niedojrzalosci u weze$niakow, zabu-
rzenia motoryki przewodu pokarmowego u niemowlat
poddanych operacjom brzusznym, zwlaszcza u tych
z matg masg urodzeniowg czy choroba refluksowa [15].
Wskazan dla erytromycyny jako prokinetyku
u dorostych jest wiecej, np. choroba refluksowa, gastro-
pareza cukrzycowa, gastropareza po wagotonii, dys-
pepsja czynnosciowa pod postacig zespotu zaburzen
popositkowych wg kryteriéw rzymskich IV, zaparcia,
pooperacyjne zaburzenia perystaltyki przewodu pokar-
mowego, idiopatyczna rzekoma niedroznos¢ jelit, zywie-
nie enteralne, procedury diagnostyczno-terapeutyczne,
np. wprowadzenie zglebnika nosowo-zotadkowego i do
jelita cienkiego, badanie endoskopowe gornego odcinka
przewodu pokarmowego czy endoskopia kapsutkowa.
Szczegdlnym, nierozwigzanym do dzisiaj problemem
terapeutycznym, jest gastropareza cukrzycowa, ktora nie
tylko powoduje dokuczliwe objawy, np. uczucie wcze-
snej sytosci, uczucie petnosci w nadbrzuszu, wzdecia,
nudnosci i wymioty [47], ale pogarsza rdwniez kontrole
glikemii. Jej réznie nasilone objawy zglasza 27-58%
pacjentéw chorujacych na cukrzyce, zwlaszcza typu 1
[90]. Cyzapryd, lek z ktérym poczatkowo wigzano duze
nadzieje w terapii przewleklych zaburzen motoryki
przewodu pokarmowego, w tym gastroparezy, zostal
w 1999 r. wycofany z rynku amerykanskiego przez
Agencje Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Admini-
stration, FDA) z powodu udokumentowanych zgonow
wskutek tachyarytmii komorowych. W wielu krajach
europejskich podjeto podobne decyzje, cho¢ w Polsce
jest dostepny. Z kolei metoklopramid ze wzgledu na
ryzyko rozwoju objawdw pozapiramidowych stosuje sie
tylko doraznie, poniewaz nie nadaje si¢ do przewleklej
farmakoterapii, a Europejska Agencja Lekéw (European
Medicines Agency, EMA) w 2013 r. zalecila ogranicze-
nie wskazan do jego stosowania wylacznie do profilak-
tyki i leczenia nudnoéci i wymiotéw oraz ograniczenie
jego dawki dobowej i czasu stosowania u dorostych do
odpowiednio, 30 mg i 5dni. Dzieciom po 1r.z. meto-
klopramid moze by¢ podany wylacznie, gdy stosowa-
nie innych lekdw jest nieskuteczne lub niemozliwe, co
w praktyce ogranicza wskazania niemal wylacznie do
profilaktyki opéznionych nudnosci i wymiotéw po che-
mioterapii i radioterapii nowotworéw oraz do ich obja-
wowego leczenia, w tym nudnosci i wymiotdw zwia-
zanych z ostrym napadem migreny u dorostych oraz
umlodziezy (15-18 lat) po chemioterapii nowotworéw
(jako lek drugiego rzutu). Domperidon w Polsce jest
praktycznie niedostepny. Z kolei EMA uznala, ze tega-
serod (prokinetyk, cze$ciowy agonista receptora 5-HT4)
ma wigksze ryzyko dziatan niepozadanych niz korzysci
terapeutycznych i wydata negatywna opini¢ dotyczaca
rejestracji tego preparatu w krajach Unii Europejskie;j.
Mimo niewatpliwych zalet erytromycyny, tj. udo-
kumentowanej skutecznosci jako leku prokinetycznego
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i korzystnego profilu bezpieczenstwa w poréwnaniu do
wyzej wymienionych prokinetykow, mozliwosci prak-
tycznego jej zastosowania, zwlaszcza w leczeniu prze-
wleklym, sa ograniczone. Korzystny wplyw erytromy-
cyny na motoryke przewodu pokarmowego zmniejsza
sie szybko w czasie regularnego stosowania z powodu
tachyfilaksji [74]. Erytromycyna jest na ogét dobrze
tolerowana, ale wystepuje ryzyko hepatotoksycznosci
i licznych interakcji lekowych (inhibitor cytochromu
P450 - CYP3A4) [16].

Wydaje sig, ze najwigkszg przeszkoda w powszech-
nym stosowaniu erytromycyny jako leku prokinetycz-
nego jest jej aktywnos$¢ przeciwbakteryjna. Erytro-
mycyna, jako prokinetyk, jest podawana w dawkach
mniejszych niz stosowane w antybiotykoterapii, co
prowadzi do selekeji szczepdw opornych. Ma to szcze-
golne znaczenie u pacjentéw oddzialéw intensywnej
opieki medyczne;j. Zaleca si¢ u nich wczesne wdrozenie
zywienia dojelitowego, np. w ciaggu 24-48 godz. od przy-
jecia na oddzial, aby zwiekszy¢ przeptyw krwi w jelitach,
poprawi¢ czynno$¢ bariery jelitowej, przyspieszy¢ goje-
nie ran, zmniejszy¢ ryzyko sepsy i, ostatecznie, poprawi¢
rokowanie [21]. Jednak zaburzona motoryka gérnego
odcinka przewodu pokarmowego moze sprzyjac aspira-
cji tresci zotadkowej do drog oddechowych i zwigzanym
z tym powiktaniom, np. zapaleniu ptuc u sztucznie wen-
tylowanych. Erytromycyna w dawkach prokinetycznych
ulatwia wprowadzenie zgtebnika do zywienia enteral-
nego i poprawia jego tolerancje poprzez zmniejszenie
objetosci tresci pokarmowej zalegajacej w zoladku, ale
w dawkach subterapeutycznych w odniesieniu do dzia-
fania przeciwbakteryjnego promuje rozwdj szczepdw
opornych, np. szczepdw Staphylococcus aureus opornych
na metycyling. Zastosowanie erytromycyny w malych
dawkach zwieksza takze ryzyko powiklan - biegunki i in-
nych probleméw zdrowotnych spowodowanych przez
nadkazenia bakterig Clostridium difficile 39, 64, 94].

Azytromycyna, po podaniu jako prokinetyk osiaga
stezenie mieszczace sie w zakresie stezen terapeutycz-
nych w leczeniu przeciwbakteryjnym i dlatego podej-
mowano proby wykorzystania jej wlasciwosci prokine-
tycznych [5]. Postulowano jej zastosowanie w leczeniu
zaburzen motoryki w chorobie refluksowej, u pacjentow
po przeszczepie ptuca i z przepukling rozworu przelyko-
wego [60, 76]. Jej zaleta w poréwnaniu do erytromycyny
ma by¢ niewystepowanie tachyfilaksji [60]. W praktyce,
przy zastosowaniu azytromycyny wystepuja objawy nie-
pozadane i ryzyko antybiotykoopornosci.

Poszukiwanie nowych motylidow, zwigzkéw réwnie
skutecznych w pobudzaniu perystaltyKki jelit jak erytro-
mycyna, ale pozbawionych dzialania przeciwbakteryj-
nego, poki co nie zakonczylo si¢ sukcesem. Substancja
ABT-229 u pacjentéw z cukrzycg typu 1 zmniejsza
objawy gastroparezy w mniejszym stopniu niz placebo,
a w wiekszych dawkach nasila dolegliwosci [90]. W tej
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sytuacji wydaje sie, ze zasadne jest praktyczne wyko-
rzystanie wlasciwo$ci prokinetycznych erytromycyny
w procedurach diagnostycznych, ale nie w przewleklej
farmakoterapii. Erytromycyna podana dozylnie w poje-
dynczej dawce przed esofagogastroduodenoskopia
wykonywang w trybie pilnym u pacjentéw z objawami
masywnego krwawienia z gérnego odcinka przewodu
pokarmowego przyspiesza przemieszczenie wynaczy-
nionej krwi dystalnie, co poprawia widoczno$¢ blony
sluzowej, ulatwia zlokalizowanie zrodla krwawienia
ijego zatamowanie. Zastosowanie erytromycyny wyraz-
nie poprawia komfort badania i zwieksza jego bezpie-
czenstwo, zmniejszajac ryzyko zachlys$niecia podczas
endoskopii [23]. Zgodnie z polskimi wytycznymi
dotyczacymi postgpowania w krwawieniu z gérnego
odcinka przewodu pokarmowego pochodzenia niezy-
lakowego, przed endoskopig w trybie pilnym zaleca si¢
podanie erytromycyny w dawce 3 mg/kg m.c. (w prak-
tyce 250 mg) w jednorazowej iniekcji lub w trwajacym
30 min. wlewie kroplowym 30-60 min. przed badaniem
[56]. Erytromycyna opréznia zotadek z krwi i skrzepow,
poprawia subiektywna jako$¢ badania oraz zmniejsza
koniecznos¢ powtdrzenia endoskopii z powodu niedo-
statecznego uwidocznienia zmian w gérnym odcinku
przewodu pokarmowego [7, 14].

Wydtuzenie czasu pasazu zolgdkowego kapsutki
endoskopowej, ktdra ma bateri¢ o ograniczonej zywot-
nosci, moze skutkowac niekompletnym badaniem jelita
cienkiego. Erytromycyna w dawce 250 mg podana
doustnie godzing przed potknieciem kapsutki endosko-
powej u pacjentéw poddanych endoskopii kapsutkowe;
skraca czas pasazu kapsulki [52]. W tym badaniu $redni
czas pasazu zoladkowego u pacjentéw po erytromy-
cynie wyniost 15,8 min., a u pozostatych az 70,2 min.
Podanie erytromycyny nie upos$ledza jakosci obrazu.

3. Azytromycyna - dzialanie przeciwzapalne
i immunomodulujace

Azytromycyna, zwigzek zaliczany do azalidéw - an-
tybiotykéw makrolidowych II generacji, jest obecnie jed-
nym z czgsciej stosowanych antybiotykow, szczegélnie
w zakazeniach gérnych i dolnych drég oddechowych.
Wykorzystywana jest ona takze w terapii zakazen wywo-
tywanych przez Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma
pneumoniae. Azytromycyna kumuluje si¢ w komorkach
makrofagow, osiggajac duze stezenie w miejscu zakaze-
nia. Dzieki temu uzyskuje sie efekt poantybiotykowy,
ktéry umozliwia stosowanie azytromycyny w krétko-
trwalej terapii oraz podawanie leku raz na dobe.

Astma oskrzelowa to przewlekla choroba ukladu
oddechowego, ktora charakteryzuje si¢ napadami
przejsciowego zwezenia drog oddechowych i ich nad-
reaktywnoscig na rozne czynniki prowadzace do skur-
czu migsniowki gladkiej oskrzeli. W ciagu ostatnich
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kilkudziesieciu lat zwieksza sie liczba zachorowan na
dychawice oskrzelowa [19, 95]. Opisano wiele klinicz-
nych podtypéw astmy i uwaza sig, ze w terapii nalezy
je uwzglednia¢ [95]. Przykladowo, czgsto w zaostrzeniu
astmy u dzieci i dorostych odgrywajg role bakterie aty-
powe, m.in. C. pneumoniae i M. pneumoniae, a takze
zakazenia wirusowe, np. rhinowirusami (HRV) [3, 19, 30,
95]. Dlatego w ostatnich latach zaczeto stosowac makro-
lidy jako leki uzupelniajace w zaostrzeniach choroby.
Dzialanie przeciwbakteryjne makrolidow prowadzi
bezposrednio lub posrednio do zmian uktadu immu-
nologicznego (dziatanie immunomodulujace) i efektow
przeciwzapalnych [30, 95]. W tym celu najczesciej sto-
suje sie azytromycyne, ze wzgledu na korzystne wiasci-
wosci farmakokinetyczne oraz rzadkie wystepowanie
dziatan niepozadanych. Mechanizm dziatania immu-
nomodulujgcego i przeciwzapalnego azytromycyny nie
zostal doktadnie poznany. Sugeruje si¢ hamowanie pro-
dukcji cytokin, np. interleukiny-8 (IL-8), zmniejszanie
stezenia neutrofilow, a takze zaburzanie metabolizmu
komorek zapalnych zwiazanych z patogeneza dycha-
wicy oskrzelowej [3, 32]. Azytromycyna moze indu-
kowa¢ u 0sdb chorych (ale nie u zdrowych) wytwarza-
nie interferonu beta (IFN-fB) - endogennej substancji
o dzialaniu przeciwwirusowym, antyproliferacyjnym
i immunomodulujgcym. Zwigkszong produkcje IFN-
zobserwowano w modelach in vitro i in vivo [59].
Wyniki badan Kklinicznych nad zastosowaniem
makrolidow w terapii zaostrzen dychawicy nie sg jed-
noznaczne. W 2012 roku, w badaniu AZMATICS nie
wykazano korzysci z ich stosowania w astmie o lek-
kim bgdz $rednim nasileniu, ale u polowy leczonych
z powodu astmy o ciezkim przebiegu zaobserwowano
widoczng poprawe jakosci zycia (Asthma Quality of
Life, AQL) przez co najmniej 6 miesiecy [30]. Tych
korzystnych dziatan azytromycyny nie potwierdzaja
jednak wyniki badania AZALEA [40]. Natomiast
metaanaliza 12 randomizowanych badan przeprowa-
dzona w 2013 roku, wskazuje na korzystne dzialanie
diugotrwalego podawania makrolidéw w terapii astmy
u dzieci i dorostych. Korzysci te dotycza poprawy wiel-
kosci szczytowego przepltywu wydechowego (Peak
Expiratory Flow, PEF), zmniejszenia podstawowych
objawow astmy (kaszlu, dusznosci, $wiszczacego
oddechu), poprawy jakosci zycia (AQL) i zmniejsze-
nia nadreaktywnosci drég oddechowych. Nie wyka-
zano natomiast poprawy wielkosci natezonej objetosci
wydechowej pierwszosekundowej (Forced Expiratory
Volume, FEV1) [73]. Inne badania wykazaty korzystny
wplyw terapii makrolidami na objawy astmy i FEV1, ale
nie potwierdzono poprawy jakosci zycia (AQL) [43].
Niejednoznaczne wyniki badan i trudnosci interpre-
tacyjne powoduja, ze nietatwo jest sformutowac spojne
wnioski i zalecenia [30, 31, 40, 95]. Europejskie Towa-
rzystwo Oddechowe (European Respiratory Society,
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ERS), jak i jego amerykanski odpowiednik (American
Thoracic Society, ATS), wskazuja na zalecenia stosowa-
nia makrolidéw jako warunkowe, a istniejace dowody
o bardzo malej wartosci [95]. Wydaje si¢ zatem, ze bio-
rac pod uwage ryzyko powstawania antybiotykooporno-
$ci, nie nalezy zaleca¢ stosowania makrolidéw do czasu
przeprowadzenia wiarygodnych badan klinicznych.

4. Doksycyklina - dzialanie przeciwnowotworowe
i przeciwzapalne

Doksycyklina jest dtugo dzialajacym, poltsyntetycz-
nym antybiotykiem z grupy tetracyklin. Posiada szero-
kie spektrum dziatania przeciwbakteryjnego, stosowana
jest m.in. w zakazeniach wywotanych przez Chlamy-
dia spp., Mycoplasma spp., Rickettsia spp. Wykazuje
dzialanie bakteriostatyczne i przeciwzapalne. Wyko-
rzystywana jest takze w leczeniu zakazenia zarodzcem
malarii. Doksycyklina hamuje biosynteze bialek bakte-
ryjnych, poprzez wigzanie z rybosomalng podjednostka
30S. Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne pomie-
dzy rybosomami bakteryjnymi i mitochondrialnymi,
doksycyklina hamuje takze biosynteze bialek w mito-
chondriach komorek ssakow [17, 18]. Ten efekt mozna
wykorzysta¢ w leczeniu nowotwordw.

Wazng role w progresji nowotworu odgrywajg
zalezne od cynku enzymy proteolityczne — metalopro-
teinazy macierzy (Matrix Metalloproteinases, MMP).
Pobudzajg one proliferacje komdrek nowotworowych,
ich migracje, inwazje, tworzenie przerzutdéw oraz angio-
geneze. Innym procesem nasilajgcym rozwoj nowotwo-
row jest przejscie epitelialno-mezenchymalne (Epithe-
lial-Mesenchymal Transition, EMT). Proces EMT moze
sprzyja¢ przeksztalceniu nowotworu nieztosliwego
W jego agresywna i inwazyjng postac. Doksycyklina
wykazuje zdolnos¢ hamowania zaréwno aktywnosci
MMP - poprzez chelatowanie jonéw cynku i wapnia,
jak i procesu przejscia epitelialno-mezenchymalnego
- poprzez inhibicje aktywnosci czynnikéw transkryp-
cyjnych, w tym przede wszystkim czynnika jadrowego
kB (Nuclear Factor kB, NF-xB) [66, 72, 91, 98, 99].

Przeprowadzone badania in vitro i in vivo wykazaly,
ze na poziomie molekularnym doksycyklina dziata
przeciwnowotworowo m.in. poprzez wigzanie z recep-
torem PARI. Receptor ten odpowiada m.in. za aktywa-
cje¢ czynnika jadrowego NF-kB. Odgrywa on wazna role
w proliferacji guza nowotworowego, poprzez regulacje
ekspresji wielu genow kodujacych rozne biatka. Doksy-
cyklina, poprzez zablokowanie receptora PAR1, hamuje
czynno$¢ NF-kB. Nastepstwem tego jest zmniejsze-
nie wytwarzania miRNA oraz zwigkszenie stezenia
nablonkowej E-kadheryny, ktéra hamuje progresje
EMT i zmniejsza zdolno$¢ do przerzutéw na przykltad
nowotworu piersi [99]. W obrebie zmian nowotworo-
wych istnieje mata populacja komoérek, ktéra posiada

305

zdolnosé¢ do samoodnawiania si¢. Komorki te wykazuja
oporno$¢ na konwencjonalng terapie, a takze pelnia
kluczowa role w procesach wzrostu guza, tworzenia
przerzutdw oraz nawrotow choroby nowotworowe;j.
Sa one okreslane mianem nowotworowych komoérek
macierzystych (Cancer Stem Cells, CSC). Doksycyklina
jest selektywnym inhibitorem CSC, hamuje prolifera-
cje nowotworowych komorek macierzystych zaréwno
in vitro, jak i in vivo [18, 57, 66].

Doksycyklina reguluje odpowiedz na uszkodzenie
DNA (w tym naprawe DNA przez kinaze proteinowa
DNA-PK), odgrywa takze role w supresji réznych $cie-
zek rozwojowych nowotworu i procesu EMT. Wszyst-
kie te procesy sg nasilane przez nowotworowe komorki
macierzyste i warunkuja wytworzenie opornosci na
konwencjonalng terapie oraz apoptoze typu anoikis,
co prowadzi do powstania krazacych komoérek nowo-
tworowych (Circulating Tumor Cells, CTC) i zwiek-
szenia ryzyka tworzenia przerzutéw nowotworowych.
Komorki te wykazujg zdolno$¢ przetrwania w warun-
kach nieadhezyjnych, co pozwala im stosunkowo swo-
bodnie krazy¢ w systemie naczyn krwionosnych [66].
Autofagia, czyli degradacja zbednych organelli komor-
kowych, moze odgrywac wazna role w procesie kancero-
genezy. Komorki nowotworowe, ktdre dzielg sie w spo-
sob niekontrolowany, mogg w przypadku niedoboru
substancji odzywczych wykorzystywa¢ proces autofagii
do pozyskiwania energii. Ma to znaczenie, gdy szybko
rosngcy guz nie wyksztalcil, w procesie angiogenezy,
odpowiedniego systemu unaczynienia. Doksycyklina
moze zmniejszac ekspresj¢ markeréw LC-3BI i LC-3BII,
odpowiedzialnych za proces autofagii [98].

Tetracykliny maja zdolnos¢ do zwiekszania ekspre-
sji fosfataz fosforanow lipidéw (Lipid-Phosphate Pho-
sphatases, LPP) na powierzchni komorek. Fosfatazy
te odpowiadaja za degradacje krazacego kwasu lizo-
fosfatydowego (Lysophosphatidic Acid, LPA), ktéry
powstaje z lizofosfatydylocholiny pod wpltywem auto-
taksyny (Autotaxin, ATX). Efektem dziatania krazacego
LPA jest nasilenie zwigzanego z nowotworem stanu
zapalnego, a takze zwigkszona proliferacja, migracja,
przezywalno$¢ i oporno$¢ komérek nowotworowych na
cytostatyki. W nowotworach ztosliwych LPA przyspie-
sza wzrost masy guza, angiogeneze i tworzenie przerzu-
tow [37]. LPA wiaze si¢ z receptorami na powierzchni
komorek, zwigksza ekspresj¢ prozapalnych cytokin,
chemokin i innych bialek. W efekcie zwigksza si¢ ste-
zenie m.in. IL-1p, IL-6, IL-9, CCL2, CCL11, CXCLI,
CXCL2, CXCL9, G-CSE LIF, VEGF w komorkach
guza. Leczenie doksycykling, poprzez zwiekszenie ste-
zenia LPP, zmniejsza osoczowe stezenie krazacego LPA
i innych mediatoréw stanu zapalnego [91].

W 2017 roku wykazano, ze doksycyklina zmniejsza
formowanie MAM (Mitochondria- Associated Membra-
nes), wywolujac stres retikulum endoplazmatycznego,
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a w konsekwencji apoptoz¢ komorek [57]. MAM to
blony zwigzane z mitochondriami, ktdre powstajg
przy zwigkszonej aktywnos$ci mitochondrialnych tan-
cuchéw oddechowych w komoérkach. Badania pro-
wadzono na modelu nowotworu prostaty (agregaty
komoérek nowotworowych hodowane w warunkach in
vitro, wykazujace cechy guza rosngcego w warunkach
in vivo we wczesnej fazie jego rozwoju). Przy dlugo-
trwalym podawaniu doksycykliny, moze dochodzi¢
do selekcji komoérek nowotworowych z dominujacym
fenotypem glikolitycznym. Powoduje to powstanie
opornosci na antybiotyk, polegajacej na zwigksze-
niu stabilnosci metabolicznej komorek, ktore moga
wykorzystywaé procesy glikolizy jako zrédlo energii.
Stad wykorzystanie doksycykliny — hamujacej procesy
mitochondrialnego oddychania komdrkowego, a takze
witaminy C - ograniczajacej rozklad glikolityczny [17].
Ta stosunkowo prosta i malo toksyczna dla pacjenta
terapia, moze okazac si¢ skutecznym sposobem usuwa-
nia z organizmu opornych nowotworowych komorek
macierzystych. Wiekszos¢ stosowanych cytostatykow
ma duzg toksyczno$¢ i jest zle tolerowana przez pacjen-
tow. Doksycyklina moglaby zmniejszy¢ toksycznosé
stosowanej terapii przez ograniczenie liczby opor-
nych komoérek macierzystych i tym samym umozliwi¢
zmniejszenie dawek lekow cytostatycznych. Dotychczas
potwierdzono, ze moze ona okazal sie wartosciowy
alternatywa w terapii m.in. nowotworéw pluc, piersi,
prostaty i kostniakomiesakéw [57, 72, 98, 99]. Wska-
zane s3 inne badania, w tym takze kliniczne, ktore
potwierdzilyby przydatnos¢ doksycykliny we wspo-
maganiu leczeniu nowotwordéw [66].

Doksycyklina jest takze potencjalnie skutecznym
srodkiem o dzialaniu przeciwzapalnym. Jednym z istot-
nych czynnikéw patologicznych chordb, w przebiegu
ktérych dochodzi do degeneracji tkanek (np. reuma-
toidalnym zapaleniu stawow, cukrzycy, pecherzowych
chorobach dermatologicznych, wrzodach rogowki czy
zapaleniu przyzebia) jest nadmierna kolagenoliza [75].
Za proces kolagenolizy odpowiadajg m.in. kolagenazy
- bialka z grupy metaloproteinaz macierzy pozako-
morkowej. Tetracykliny wykazuja zdolno$¢ do bez-
posredniego hamowania (poprzez chelatowanie jondw
cynku i wapnia) aktywnosci metaloproteinaz macierzy
pozakomorkowej, czyli zaleznych od cynku i wapnia
enzymow proteolitycznych, do ktorych zalicza sie m.in.
kolagenazy czy zelatynazy [75, 83, 85, 96]. Zaobserwo-
wano, ze réownoczesnie dochodzi do zmniejszenia steze-
nia mRNA dla tych enzymodw, co sugeruje bezposredni
wplyw tetracyklin na ekspresje gendw dla niektérych
kolagenaz i zelatynaz [83]. Dotychczas wykazano sku-
tecznos¢ doksycykliny w zmniejszaniu aktywnosci
m.in. MMP-8, istotnej w patogenezie miazdzycy i cho-
réb przyzebia [85], MMP-9 przyspieszajacej progresje
mukowiscydozy [96], a takze MMP-1 i MMP-13 pro-
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dukowanych w nadmiarze w chondrocytach w prze-
biegu zapalenia kosci i stawow [83].

W przeprowadzonych badaniach klinicznych stwier-
dzono, Ze terapia niskimi dawkami doksycykliny
(mniejszymi niz w przypadku dzialania antybiotycz-
nego) istotnie zmniejsza aktywno$¢ kolagenazy w dzia-
stach oraz plynie dzigstowym i przeciwdziata rozchwia-
niu zebodw w przypadku zapalenia przyzebia u dorostych
(27, 28, 75]. Co wazne, w trakcie tego typu terapii nie
zaobserwowano pojawiania si¢ lekoopornosci u mikro-
organizmoéw. Podobne efekty pojawialy sie takze po
podawaniu niskich dawek minocykliny [26]. Zaob-
serwowano takze, ze niskie, dobrze tolerowane przez
pacjentow dawki doksycykliny znaczgco hamujg aktyw-
nos¢ kolagenaz i zelatynaz w przypadku zapalenia kosci
i stawow [83, 84]. Dodatkowo dowiedziono, ze podczas
leczenia niskimi dawkami doksycykliny dochodzi do
wzrostu stezenia transformujacego czynnika wzrostu
beta-3 (Transforming Growth Factor Beta-3, TGF-3)
oraz istotnego obnizenia stezenia interleukin IL-1a,
IL-1pB i IL-6. Ponadto zaobserwowano wzrost ekspresji
receptorow RI i RII dla TGF-B3. Zwiekszenie stezenia
transformujgcego czynnika wzrostu moze przyczyniaé
sie do zmniejszenia produkcji MMP oraz miejscowych
prozapalnych cytokin [83].

5. Minocyklina - dzialanie przeciwzapalne,
neuroprotekcyjne, antyoksydacyjne
i antyapoptotyczne

Minocyklina jest dtugo dzialajaca, pdtsyntetyczna
tetracykling, stosowang od wielu lat w zwalczaniu zaka-
zen bakteriami Gram-dodatnimi i Gram-ujemnymi,
szczegOlnie w terapii tradziku mlodzienczego oraz nie-
ktorych choréb przenoszonych droga piciowa. Oprocz
dziatania bakteriostatycznego, w wielu badaniach
potwierdzono skuteczno$¢ minocykliny jako $rodka
przeciwzapalnego, neuroprotekcyjnego, antyoksydacyj-
nego i antyapoptotycznego [1, 48, 62, 80, 93]. Podana
doustnie, dobrze wchiania sie z przewodu pokarmo-
wego, charakteryzuje si¢ lepszymi parametrami farma-
kokinetycznymi niz inne tetracykliny, tj. stosunkowo
dlugim okresem poltrwania i tatwg penetracja do tka-
nek. Latwo przenika takze przez bariere krew-mozg, co
ma znaczenie dla jej neuroprotekcyjnego dziatania [22].

Minocyklina zmienia reaktywnos¢ komorek mikro-
gleju, przeciwdziala procesom zapalnym oraz ogranicza
procesy neurodegeneracyjne w obrebie o$rodkowego
ukltadu nerwowego. W eksperymentalnych modelach
zwierzecych potwierdzono jej skuteczno$¢ w terapii cho-
rob Parkinsona, Alzheimera, Huntingtona, stwardnienia
rozsianego oraz w przypadku bdléw neuropatycznych,
stanow zapalnych moézgu, udaréw, encefalopatii nie-
dotleniowo-niedokrwiennej i w hipomielinizacji [13,
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22, 48, 62, 80]. Wykazano, ze minocyklina ogranicza
zmiany patologiczne w substancji bialej i hipokampie
oraz poprawia mozgowy przeptyw krwi [1, 35]. Prze-
ciwzapalne i neuroochronne dzialanie minocykliny
zalezy od zmniejszania ekspresji prozapalnych marke-
réw, ktore zwigkszaja aktywnos¢ komorek mikrogleju,
np. chemokiny CCL2, IL-1p, IL-6, czynnika martwicy
nowotworu (Tumor Necrosis Factor, TNF-a) oraz indu-
kowanej syntazy tlenku azotu (Nitric Oxide Synthase,
NOS-2, iNOS) w krazeniu systemowym [1, 22, 62, 63,
80]. Nadmierna reaktywno$¢ mikrogleju jest uwazana
za jedna z wazniejszych przyczyn bélu neuropatycznego
[63]. Zwiekszong odpowiedz immunologiczng obser-
wowano takze przy zwyrodnieniu siatkdwki, w ktorym
komorki mikrogleju uszkadzaja fotoreceptory [80].
Wiasciwosci antyoksydacyjne minocykliny zostaty
potwierdzone m.in. w modelu oceniajagcym dlugosé
zycia gatunku muchéwek (wywilzna kartowata), trakto-
wanych czynnikiem utleniajacym w postaci nadtlenku
wodoru. Popularna ,,muszka owocowa” to czesto wyko-
rzystywany w badaniach owad z rzedu muchoéwek, ze
wzgledu na krotki okres zycia oraz tatwo$¢ hodowli.
W grupie z minocykling dlugos¢ zycia owaddw byla
diuzsza, a przeprowadzone analizy potwierdzily, ze
przyczyna bylo zwiekszenie ich odpornosci na stres
oksydacyjny [48]. Minocyklina dziala takze antyapop-
totycznie, poprzez hamowanie kaspaz. Kaspazy to
enzymy z grupy proteaz cysteinowych, ktore po akty-
wacji przez sygnaly apoptotyczne degradujg bialka
komoérkowe. Zmniejszenie aktywno$ci kaspaz przez
minocykling polega na zmniejszaniu przez nig uwal-
niania cytochromu C (Cytochrome Complex, Cyt C)
z mitochondriéw i zahamowaniu aktywnos$ci biatek
apoptotycznych oraz zwickszaniu ekspresji protein
antyapoptotycznych, np. Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) [1,
80]. W wiekszosci badan eksperymentalnych, mino-
cyklina byla stosowana w duzych dawkach, wigkszych
od zwykle stosowanych u ludzi. To ogranicza prak-
tyczne mozliwosci wykorzystania jej nieantybioty-
kowych wlasciwosci w warunkach klinicznych. Nie
ma w tym nic dziwnego, bo na ogo6t dawki stosowane
u zwierzat sg kilkakrotnie wigksze niz podawane
u ludzi. Nalezy zatem ustali¢ i zweryfikowa¢ dawko-
wanie minocykliny i jej dzialanie na organizm ludzki.
Trzeba tez pamigtal, ze tetracykliny sa hepatoto-
ksyczne i nalezy to uwzgledni¢ przy dlugotrwalym sto-
sowaniu minocykliny. Z drugiej strony, antybiotyk ten
stosuje si¢ w praktyce przez wiele tygodni w leczeniu
schorzen dermatologicznych. Nowy system podawania
leku w formie samosieciujacego si¢ hydrozelu, zawie-
rajacego polisacharydowe kompleksy chlorowodorku
minocykliny z jonami metali, moze umozliwi¢ kontro-
lowane uwalnianie okreslonej dawki antybiotyku przez
dluzszy czas. System ten, wstrzykiwany dooponowo,
uwalnia minocykling w dawce mniejszej niz standar-
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dowo stosowane u ludzi (3 mg/kg m.c.), nie wywoluje
miejscowego uszkodzenia tkanki i pozwala na sku-
teczniejsze zmniejszanie zmian neurodegeneracyjnych,
niz w przypadku ogolnego podania wielokrotnie wiek-
szych dawek leku [93].

6. Demeklocyklina - dzialanie antagonistyczne
do hormonu antydiuretycznego

Demeklocyklina, antybiotyk bakteriostatyczny wy-
izolowany z Streptomyces aureofaciens, nalezy do tetra-
cyklin. Obecnie jest rzadko stosowana w leczeniu zaka-
zen bakteryjnych, m.in. z powodu szybkiego narasta-
nia na nig opornosci, ale jest stosowana w niektérych
krajach w zespole niewlasciwego wydzielania hormonu
antydiuretycznego (Syndrome of Inappropriate Anti-
diuretic Hormone Hypersecretion, SIADH), zwanego
zespolem Schwartza-Barttera. Przyczyng SIADH jest
nadmierne wydzielanie hormonu antydiuretycznego
(Antidiuretic Hormone, ADH) przez tylny plat przy-
sadki lub ekotopowo w przebiegu, np. nowotwordw:
pluc, trzustki, gruczotu krokowego, chloniaka, grasi-
czaka czy rakowiaka. Nadmiar ADH zatrzymuje wodg
w organizmie przy niezaburzonym wydalaniu sodu
przez nerki, co prowadzi do hiponatremii, zmniejszenia
osmolarnosci osocza i wystgpienie objawéw neurolo-
gicznych, a niekiedy obrzeku mézgu i zgonu pacjenta.

Demeklocykling w SIADH po raz pierwszy zastoso-
wano w 1975 r. [11], wykorzystujac jej dziatanie niepo-
zadane, niewystepujace po innych tetracyklinach, czyli
moczowke pochodzenia nerkowego bedaca skutkiem
zmniejszenia przez ten antybiotyk odpowiedzi komérek
kanalikéw nerkowych na ADH [61]. Prawdopodobnie
antybiotyk hamuje cyklaze adenylowy i blokuje dzia-
tanie ADH po polaczeniu tego hormonu z receptorem
wazopresyny typu 2 w nerkach.

Demeklocykling stosowano, gdy leczenie przyczy-
nowe SIADH bylo nieskuteczne, a ograniczenie podazy
plynéw i uzupetnienie niedoboru sodu nie przynosito
poprawy [25]. Po podaniu antybiotyku, poczgtkowo
w dawce dobowej 900-1200 mg, odpowiedz na leczenie
pojawia si¢ po 2-5 dniach. Demeklocyklina jest sku-
teczna w ok. 60% przypadkow [82]. Aktualnie deme-
klocyklina zostata zastagpiona w leczeniu hiponatremii
przez selektywnych antagonistow receptora wazopre-
syny typu 2, np. tolwaptan [86].

7. Rifaksymina - dzialanie przeciwzapalne/eubiotyk

Rifamycyny to grupa antybiotykéw stosowana przede
wszystkim w leczeniu mykobakterioz, np. gruzlicy czy
tradu. Naleza do nich: rifampicyna, rifabutyna, rifapen-
tyna i rifaksymina.
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Rifaksymina, poélsyntetyczna pochodna rifamy-
cyny, jest antybiotykiem bakteriobdjczym o szerokim
spektrum dziatania, hamujacym synteze biatek bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, tlenowych i beztle-
nowych. W przeciwienstwie do zwigzku macierzystego
- rifamycyny, dzieki obecnosci dodatkowego pierscie-
nia pirydoimidazolowego, po podaniu doustnym tylko
w minimalnym stopniu (mniej niz 1%) wchlania sie
z przewodu pokarmowego, co przektada sie na bardzo
dobrg tolerancje antybiotykoterapii. Wskazaniami do
zastosowania rifaksyminy, oprocz infekeji jelit wywota-
nych przez wrazliwe bakterie (w tym biegunki podroéz-
nych), zespotu przerostu bakteryjnego jelita cienkiego
i encefalopatii watrobowej, sg choroba uchytkowa jelit
i posta¢ biegunkowa zespolu jelita nadwrazliwego
(Irritable Bowel Syndrome, IBS). Z drugiej strony trzeba
pamietal, ze obecnie uwaza si¢, ze w leczeniu zaka-
zen jelit nalezy stosowac leki wchlaniajace si¢ z prze-
wodu pokarmowego, stad dzisiaj w leczeniu biegunek
podréznych zaleca sie fluorochinolony lub makrolidy,
ktore dobrze wchianiaja sie z przewodu pokarmowego
i zapewniajg leczenie przeciwbakteryjne poza przewo-
dem pokarmowym.

W badaniu TARGET 1 i TARGET 2 stwierdzono,
ze rifaksymina stosowana w dawce 550 mg co 8 godz.
przez 2 tyg. u pacjentdw z niezaparciowa postacia IBS
zmniejsza dolegliwosci, przy czym to dzialanie utrzy-
muje sie przez min. 12 tyg. po antybiotykoterapii [69].
W zwiazku z tym pojawila si¢ hipoteza, ze rifaksymina
zmniejsza odpowiedz prozapalna u pacjentéw z IBS,
a nie tylko dziala przeciwbakteryjnie [70].

Uwaza sie, ze rifaksymina dziala bezposrednio i po-
srednio przeciwzapalnie. U pacjentéw z IBS stwier-
dzono wigksze stezenia IL-6, IL-8, IL-1P i TNF-a niz
u os6b zdrowych [41, 54]. Niedobor cytokin przeciw-
zapalnych i zwiekszenie stezenia cytokin prozapalnych
w blonie §luzowej jelita moga prowadzi¢ do ostabienia
bariery jelitowej, jej uszkodzenia i ogoélnoustrojowe;j
odpowiedzi zapalnej, co zostato dobrze udokumento-
wane u pacjentéw z przewlektymi chorobami zapalnymi
jelit. Wiadomo réwniez, ze rifaksymina poprzez ograni-
czenie liczby bakterii jelitowych zmniejsza wytwarzanie
amoniaku i innych zwigzkéw chemicznych, ktdre, jak
wiadomo, w marsko$ci watroby przyczyniajg si¢ do roz-
woju encefalopatii watrobowej, przy czym podawana
w dawce 400 mg co 8 godz. przez 4 tyg. zmniejsza ste-
zenie IL-6 i TNF-a u pacjentéw ze zdekompensowang
marskoscig tego narzadu [42].

Przyjmuje sie, ze przeciwzapalne wlasciwosci rifa-
ksyminy, tj. zmniejszenie ekspresji cytokin prozapal-
nych, moze by¢ nastepstwem agonistycznego dzialania
rifaksyminy na receptor X pregnanu (Pregnane X Recep-
tor, PXR) [10]. PXR to jadrowy receptor i jednocze$nie
czynnik transkrypcyjny regulujacy transport i metabo-
lizm lekéw [44] oraz odpowiedz zapalng i utrzymanie
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homeostazy blony sluzowej jelit. Jego pobudzenie osta-
bia przekazywanie sygnatu przez jadrowy czynnik «B,
a to zmniejsza ekspresje cytokin prozapalnych: IL-1f
i TNF-a [6].

W blonie sluzowej jelit pacjentéw z IBS stezenie
lizofosfatydylocholiny i ceramidéw jest wigksze niz
u 0s6b zdrowych. Zwiazki te moga zmienia¢ wrazli-
wos¢ na bol i zmniejsza¢ szczelno$¢ bariery jelitowej
[41]. Zaktada sie, ze rifaksymina zmniejsza liczebno$¢
bakterii i modyfikuje ich aktywno$¢ metaboliczna
w przewodzie pokarmowym, czym ttumaczy si¢ m.in.
korzystne dzialanie rifaksyminy u pacjentéw z encefa-
lopatia watrobowg [2]. Rifaksymina uwazana jest za
eubiotyk, poniewaz zabija bakterie chorobotworcze,
ale takze zwieksza liczbe bakterii korzystnych dla ludz-
kiego organizmu w $wietle jelit, np. Bifidobacterium spp.
i Lactobacillus spp., a tym samym przywraca eubioze
(przeciwienstwo dysbiozy). Rifaksymina zmniejsza
takze wirulencje patogendw, np. Shigella sonnei [38].

Choroba uchyltkowa jelita grubego jest jednym z naj-
czestszych schorzen gastroenterologicznych. W pato-
genezie choroby uchytkowej i jej powiklan podkresla
sie znaczenie m.in. zmian jakosciowych i ilo§ciowych
mikroflory jelitowej (dysbiozy). U pacjentéw z choroba
uchytkows, w poréwnaniu do 0s6b z uchytkowatoscia,
stwierdza si¢ mniejszg liczbe bakterii korzystnych dla
organizmu jak Faecalibacterium prausnitzii, Lactobacil-
lus spp. i Akkermansia spp. oraz zwigkszenie liczby Bac-
teroides i Prevotella (rozpad sluzu i ostabienie bariery
jelitowej). Zmniejszenie populacji E prausnitzii koreluje
z wigkszym naciekiem makrofagéw w okolicy uchylka.
Dysbioza aktywuje przewleklte mikrozapalenie, co
zwigksza przepuszczalnos¢ bariery jelitowej w obrebie
uchyltka i prowadzi do zaburzen funkcji neuromoto-
rycznych jelit - przerostu miesni gtadkich i zwiekszenia
wrazliwosci trzewnej.

Wytyczne Polskiego Towarzystwa Gastroentero-
logii i Towarzystwa Chirurgéw Polskich zalecaja, aby
w objawowej niepowiklanej chorobie uchytkowej oraz
w profilaktyce nawrotow ostrego zapalenia uchylkéw
jelita grubego stosowac¢ rifaksymine w dawce 400 mg
co 12godzin przez 7dni, cyklicznie co miesigc do
12 miesiecy [67]. Po min. 3 cyklach leczenia u wigk-
szosci pacjentdéw uzyskuje sie zmniejszenie badz usta-
pienie objawéw niepowiklanej choroby uchylkowej
[87]. Rifaksymina nie tylko zmniejsza objawy, ale réw-
niez zmniejsza ryzyko powiklan choroby uchytkowe;.
Cykliczne leczenie rifaksyming nie prowadzi do roz-
woju opornosci bakterii na ten antybiotyk [71].

8. Ceftriakson - dzialanie neuroprotekcyjne
Ceftriakson jest bakteriobojczym antybiotykiem

beta-laktamowym nalezacym do III generacji cefalospo-
ryn, podawanym pozajelitowo raz na dobe. Jest oporny
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na klasyczne beta-laktamazy, ale jest rozktadany przez
beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum substrato-
wym (Extended-Spectrum Beta-Lactamases, ESBL).
Dziala na wiele gatunkéw bakterii Gram-dodatnich,
Gram-ujemnych oraz beztlenowych. Stosowany jest
m.in. w leczeniu ci¢zszych zakazen ukltadu moczowego,
oddechowego, zakazen wewnatrz jamy brzusznej, opon
mobzgowo-rdzeniowych, a takze w posocznicy i w profi-
laktyce zakazen okolooperacyjnych. W 2005 roku, Roth-
stein i wsp. zasugerowali, Ze niektore antybiotyki beta-
-laktamowe mogg dziata¢ neuroprotekcyjnie. Dotyczylo
to szczegdlnie ceftriaksonu ze wzgledu na jego dobra
penetracje do OUN 1i osigganie stgzenia leczniczego
w plynie moézgowo-rdzeniowym [77].

Jednym z wazniejszych neuroprzekaznikéow OUN,
zwigzanym z procesami nauki i zapamietywania oraz
emocjami, jest glutaminian [81]. U zdrowych oséb,
glutaminian uwolniony do szczeliny synaptycznej jest
szybko z niej reabsorbowany przez otaczajace neurony
i komorki glejowe, dzigki transporterom aminokwa-
séw (Excitatory Amino Acid Transporters, EAAT),
a w szczegolnosci przez podtyp EAAT-2 (GLT-1),
ktéry w okoto 90% odpowiada za wychwyt glutami-
nianu. Gdy dochodzi do dysfunkcji tego transportera,
glutaminian przebywa w przestrzeni synaptycznej
w zwigkszonej ilosci 1 zbyt dlugo. Podejrzewa sie, ze
moze to przyczyniac si¢ do wystapienia chordb neuro-
degeneracyjnych, takich jak m.in. choroba Parkinsona,
Alzheimera czy Huntingtona [51, 53, 78]. Nadmiar glu-
taminianu dziala takze neurotoksycznie w przebiegu
udaru niedokrwiennego mozgu [45, 81]. Transportery
glutaminianu, a takze system xc- (antyporter glutami-
nian/cysteina, Cystine/Glutamate Antiporter), odgry-
wajg wazng role w utrzymaniu homeostazy mozgu.
Ceftriakson zwigksza ekspresje GLT-1, a przez to
przyczynia sie do utrzymania malego stezenia poza-
komorkowego glutaminianu [33, 45, 49]. Dodatkowo,
ceftriakson indukuje ekspresje systemu xc-, zwieksza-
jac stezenie zewnatrzkomoérkowego glutationu, ktéry
w mozgu pelni role antyoksydacyjng. Ceftriakson
zwieksza ponadto uwalnianie glutationu z astrocytow
kory mézgowej i rdzenia kregowego [49, 53]. Te dzia-
tania ceftriaksonu wzmacniajg jego ochronne dzialanie
przed toksycznoscig glutaminianu [33, 51].

W 2015 roku wykazano, ze podawanie ceftriaksonu
oraz N-acetylocysteiny zmniejsza wielko$¢ udaru nie-
dokrwiennego mozgu i deficyty neurologiczne u szczu-
réw [45]. Wykazano takze, ze ceftriakson zmniejsza
degeneracje¢ neurondéw dopaminergicznych w doswiad-
czalnym modelu choroby Parkinsona i poprawia zabu-
rzong motoryke u zwierzat. Zaobserwowano réwniez
zwiekszong ekspresje transportera GLT-1 [51]. Poten-
cjalng uzyteczno$¢ ceftriaksonu w leczeniu choroby
Parkinsona potwierdzono w modelu in vitro. Jednym
ze zwiazkoéw odgrywajacych role w inicjacji procesow
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neurodegeneracyjnych w chorobie Parkinsona jest alfa-
-synukleina (Alpha-Synuclein) - maloczasteczkowe
biatko cytozolowe. Wykazano, ze ceftriakson wigze si¢
z alfa-synukleing i blokuje jej polimeryzacj¢ in vitro,
dzialajgc tym samym neuroprotekcyjnie [78].
Opisane powyzej doniesienia i wyniki przeprowa-
dzonych badan doswiadczalnych wskazuja, ze ceftriak-
son moze by¢ przydatny w leczeniu choréb neuro-
degeneracyjnych, a takze w profilaktyce urazéw moézgu
i zmniejszaniu skutkéw jego niedokrwienia. Ewentu-
alna skuteczno$¢ terapii winna zosta¢ potwierdzona
w badaniach klinicznych, ale wiadomo, ze moze ona
zaleze¢ od wielkos$ci niedokrwienia, wieku pacjenta,
dlugosci leczenia i dawki antybiotyku [33, 51].

9. Fusafungina - dzialanie przeciwzapalne
i immunostymulujace

Fusafungina, antybiotyk wyizolowany z Fusarium
lateritum, dziala bakteriostatycznie na bakterie takie
jak np. M. pneumoniae, Legionella pneumophila, Mora-
xella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes
i S.aureus, w tym S. aureus metycylinooporny [24].
Dodatkowo fusafungina hamuje rozwdj Candida albi-
cans oraz adhezje Hemophilus influenzae do nablonka
drég oddechowych. Fusafungina dziata takze przeciw-
zapalnie i immunostymulujaco [89].

Do niedawna, antybiotyk ten stosowano do$¢ czesto
miejscowo w postaci aerozolu w terapii zakazen bak-
teryjnych jamy ustnej, gardta i gérnych drég oddecho-
wych u dorostych i dzieci powyzej 30 miesigca zycia.
W 2016 r. Europejska Agencja Lekéw zalecita wycofa-
nie preparatéw zawierajacych ten antybiotyk z rynku
z powodu jej malej skutecznosci, a jednoczes$nie duzego
ryzyka wystapienia ciezkich reakcji alergicznych,
a takze wywolywania opornosci na antybiotyki.

10. Podsumowanie

W niniejszym artykule opisane zostaly nieanty-
biotykowe dzialania mniej lub bardziej powszechnie
stosowanych antybiotykow, ktére mozna wykorzystaé
w leczeniu choréb niezakaznych. Wsréd nich dominuje
przede wszystkim dzialanie przeciwzapalne. Niektore
z tych dzialan wcigz znajdujg si¢ w fazie badan na zwie-
rzetach, inne w fazie badan klinicznych, jeszcze inne
s3 juz z powodzeniem stosowane w farmakoterapii.
Zapewne bedg si¢ takze pojawiaé nowe doniesienia
o nieznanych dotad wlasciwosciach antybiotykow.

Wykorzystanie antybiotykéw w chorobach nieza-
kaznych moze okaza¢ sie ciekawa alternatywa lub
uzupelnieniem dotychczas stosowanej farmakoterapii.
Najwazniejszym jednak jest, aby tego typu leczenie
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opierato si¢ na jednym, fundamentalnym zalozeniu
- aby nieantybiotykowe zastosowanie antybiotykow
nie prowadzilo do wytworzenia lekoopornosci mikro-
organizmow chorobotworczych.
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SZCZEPIONKI PRZECIW ZAKAZENIOM ROTAWIRUSOWYM
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Zaklad Badania Surowic i Szczepionek, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego
- Panstwowy Zaktad Higieny w Warszawie

Wplyneto w maju, zaakceptowano we wrzesniu 2018 .

Streszczenie: Zakazenia rotawirusowe sg najczestszg przyczyng ostrych biegunek u dzieci ponizej 5 roku zycia. Przed wprowadzeniem
szczepien przeciwko rotawirusom na $wiecie dochodzilo rocznie do 100-150 mln zachorowan, z czego okoto 500 tys. konczyto si¢
zgonem. Pierwsze szczepionki przeciw infekcjom rotawirusowym powstaty w latach 80. XX wieku. Natomiast w 2007 r. w Europie zostaty
zarejestrowane dwie doustne szczepionki zawierajace Zywe atenuowane szczepy rotawiruséw: monowalentna szczepionka Rotarix (RV1)
i pentawalentna szczepionka Rotateq (RV5). Szczepionki te s dostepne na calym swiecie.

Po wprowadzeniu szczepien przeciw rotawirusom liczba zakazen znaczaco sie zmniejszyla, a liczba zgonéw dzieci z powodu tych
zakazen spadia o ponad polowe. Pomimo potwierdzonego bezpieczenstwa i skutecznoéci dostepnych szczepionek wciaz pojawiaja sie
obawy zwigzane z ich stosowaniem, ktére wynikajg m.in. ze ,,ztej stawy” szczepionek opracowywanych przed laty (wycofanych lub w ogole
nie wprowadzonych na rynek), ktore wigzaly sie z wystepowaniem niepozadanych odczynéw poszczepiennych oraz stosunkowo niska
skutecznoscia.

1. Charakterystyka molekularna rotawirusow. 2. Patogeneza zakazen rotawirusowych. 3. Badania nad szczepionkami przeciw rotawirusom.
4. Epidemiologia zakazen rotawirusowych. 5. Odpornosé¢ zbiorowiskowa. 6. Obawy wobec stosowania szczepionek przeciw zakazeniom
rotawirusowym. 7. Podsumowanie

VACCINES AGAINST ROTAVIRUS INFECTION

Abstract: Rotavirus infections are a leading cause of severe gastroenteritis in children under five years of age. Before the introduction
of vaccination for rotavirus,100-150 million cases of infections were recorded globally, resulting in 500 000 deaths. The first rotavirus
vaccines were designed in the 1980s. In 2007, two oral rotavirus vaccines containing live attenuated strains were registered in Europe: the
monovalent vaccine Rotarix (RV1) and the pentavalent vaccine Rotateq (RV5). The vaccines are available all over the world.

After the introduction of rotavirus vaccination, the number of infections decreased significantly and the number of deaths due to
rotavirus gastroenteritis in children decreased over 50% globally. However, despite confirmed safety and effectiveness of the RV1 and RV5
vaccines, fear of vaccination against rotavirus infection still exists. It can be related to the bad reputation of the previous rotavirus vaccines,
which were withdrawn from the market or were never introduced to the market due to unsatisfying clinical tests.

1. Molecular chracteristic of rotaviruses. 2. Pathogenesis of rotavirus infection. 3. Studies on rotavirus vaccines. 4. Epidemiology of rotavirus

infection. 5. Herd immunity. 6. Fear of vaccination against rotavirus infection 7. Summary

Slowa kluczowe: rotawirusy, szczepionki, zapalenie zotadka i jelit
Key words: rotavirus, vaccines, gastroenteritis

1. Charakterystyka molekularna rotawirusow

Rotawirusy nalezg do rodziny Reoviridae. Rodzina
Reoviridae podzielona jest na dziewi¢¢ rodzajow,
z ktorych cztery (Orthoreovirus, Coltivirus, Rotavirus
i Orbivirus) moga infekowa¢ zaréwno ludzi, jak i zwie-
rzeta. Pie¢ pozostalych rodzajow powoduje zakazenia
rodlin (Fijivirus, Phytoreovirus, Oryzavirus), owadow
(Cypovirus) i ryb (Aquareovirus). Wiriony rotawiru-
sOw majg Srednice okolo 70-80 nm i posiadajg troj-
warstwowy ikosahedralny kapsyd bialkowy otaczajacy
genom wirusa, ale nie posiadajg otoczki lipidowe;.
Warstwe zewnetrzng kapsydu buduje biatko VP7,
tworzace gltadka powierzchnig, oraz biatko VP4 (wiru-
sowa hemaglutynina) wystajace z powierzchni kap-
sydu i decydujgce o przytaczaniu wirionu do infeko-
wanej komorki. VP4 jest przecinane przez trypsyne na

dwie podjednostki: VP8 i VP5. Cigcie to warunkuje
wnikniecie wirusa do komorki nablonkowej jelita. Na
powierzchni biatka VP4 wystepuja epitopy dla prze-
ciwcial neutralizujacych wirus. Powierzchniowe biatko
kapsydu VP7 stanowi ok. 90% powierzchni wirionu
ijest gtownym antygenem. Warstwa srodkowa kapsydu
zbudowana jest z biatka VP6, a warstwa wewnetrzna
z bialka VP2, do ktorej przylaczone sa dwa biatka enzy-
matyczne VP1iVP3 [21, 33]. Schemat budowy rotawi-
rusa przedstawia Ryc 1.

Genom rotawiruséw stanowi dwuniciowe RNA
(dsRNA) podzielone na 11 segmentéw, z ktoérych
kazdy ma wielko$¢ ok. 680 par zasad. Kodujg one szes¢
wymienionych wyzej bialek strukturalnych (VP1, VP2,
VP3, VP4, VP6 i VP7) oraz sze$¢ bialek niestruktu-
ralnych oznaczonych kolejno NSP1-NSP6, ktore maja
udzial w replikacji genomu i ochronie przed naturalna

* Autor korespondencyjny: dr hab. Aleksandra A. Zasada, Zaktad Badania Surowic i Szczepionek, Narodowy Instytut Zdrowia Publicz-
nego - Panstwowy Zaktad Higieny, ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa; tel. 22 542 12 12; e-mail: azasada@pzh.gov.pl
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Ryc. 1. Schemat budowy genomu i wirionu rotawirusa

(A) Rozklad na zelu PAGE 11 segmentow dsRNA, sktadajacych si¢ na
genom rotawirusa. Po lewej stronie ponumerowano segmenty genowe,
po prawej stronie wskazano kodowane przez nie biatka. (B) Budowa kap-
sydu rotawirusa. Warstwa zewnetrza kapsydu zbudowana z biatka VP7 jest
koloru zottego, natomiast wypustki biatka VP4 sg zabarwione na pomaran-
czowo. (C) Przekréj budowy wirionu rotawirusa pokazujacy wewnetrzne
warstwy zbudowane z biatka VP6 (niebieskie) i biatka VP2 (zielone)
oraz enzymy transkrypcyjne zakotwiczone w warstwie VP2 (czerwone).
(D) Schemat organizacji genomu rotawirusa. Wewnatrz warstwy zbudo-
wanej z bialka VP2 (zielone) upakowane s3 segmenty genomu przedsta-
wione jako spiralne stozki otoczone enzymami transkrypcyjnymi (czer-
wone) (zrédto*: Jayaram H., Estes M.K., Venkataram Prasad B.V. Emerging
themes in rotavirus cell entry, genome organization, transcription and
replication. Virus Research, 2004, 101: 67-8).

odpowiedzia immunologiczng oraz obejmuja wirusowa
enterotoksyne NSP4 [21].

Rodzaj Rotavirus podzielony jest na 7 serogrup
oznaczonych kolejnymi literami od A do G, z ktérych
tylko A, B, Ci G, wywoluja zakazenia u ludzi, przy czym
serogrupa A odpowiedzialna jest za wigkszos¢ zaka-
zen i jest najczesciej opisywana jako czynnik etiolo-
giczny biegunek. Serogrupa G wywoluje zakazenia
takze u zwierzat, natomiast serogrupy D-F jedynie
u zwierzat [33]. Okreslenie antygenowosci biatka VP6
pozwolilo na wyodrebnienie w grupie antygenowej A,
4 podgrup: I, II, I+1I, nie I nie IT [49]. Serogrupa A
rotawirusow zostata dalej podzielona na serotypy/geno-
typy w oparciu o bialka VP4 i VP7. Klasyfikacja ta jest
zapisywana w sposob, gdzie G oznacza biatko VP7 (gli-
koproteina), a P oznacza biatko VP4 (protease-sensi-
tive protein). Dotychczas zidentyfikowano 15 G-sero/
genotypow oraz 11 P-serotypoéw i 28 P-genotypow
u ludzi i zwierzat [33]. Ze wzgledu na to, ze rotawirusy
majg segmentowany genom, w przypadku mieszanych
zakazen moze wystgpic proces reasortacji genow, co jest
przyczyna zmienno$ci antygenowej rotawirusow [52].

Cala rodzina Reoviridae wykazuje duza stabilnos¢
w $rodowisku zewnetrznym. Wirusy nalezace do tej
rodziny s niezwykle stabilne pod wzgledem tempera-
tury (mogga przetrwac w temperaturze —20°C, natomiast
temperatura 60°C niszczy je dopiero po 30 minutach),

* Uzyskano zgode Autoréw na wykorzystanie ryciny w niniej-
szej pracy.
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zakresu pH 3,0-9,0 i rozpuszczalnikéw lipidowych, ale
sa inaktywowane przez 95% etanol, fenol i chlor. Moga
przetrwac okolo 1 miesigca w temperaturze pokojowe;j.
Zakazno$¢ rotawiruséw wzrasta na skutek dziatania
enzymow proteolitycznych, takich jak elastaza, tryp-
syna, pankreatyna [26].

2. Patogeneza zakazen rotawirusowych

Do zakazenia rotawirusami dochodzi zazwyczaj dro-
ga fekalno-oralng poprzez spozycie zywnosci lub wody
zanieczyszczonej kalem osoby chorej, a takze droga
oddechowg przez wdychanie czgstek wirusa unoszacych
sie w powietrzu powstalych np. z wymiocin chorego.
Mozliwe jest rowniez zakazenie przez kontakt z osoba
zakazong, zanieczyszczone przedmioty (klamki, kurki
krandw, deski sedesowe, zabawki, itp.) i brudne rece
[33]. Rotawirusy sa wydalane w kale w wysokim steze-
niu (do 10 czastek wirusowych na gram katu) nawet
do 3 tygodni, poczawszy od okresu przed wystapieniem
objawdéw, w okresie objawowym i po ustgpieniu obja-
wow biegunki. Natomiast dawka zakazna jest bardzo
mala, okreslona na 10-100 czastek wirusowych [33, 39].

Okres inkubacji zakazen rotawirusowych wynosi
od 2 do 4 dni, chociaz niektére zrodla szacujg go na
<48 godzin. Wirusy namnazaja si¢ w enterocytach jelita
cienkiego i niszczg lub uszkadzajg mikrokosmki jelita,
w konsekwencji czego dochodzi do nieprawidtowosci
we wchlanianiu pokarmu. Obserwuje si¢ zapalenie
zoladka i jelit [26].

Rotawirusy wigza sie do receptoréw na powierzchni
komorek gospodarza za posrednictwem powierzch-
niowego bialka VP4. Receptorami dla szczepdw rota-
wiruséw ludzkich sg tkankowe antygeny grup krwi
(HBGAs - Histo-Blood Group Antigens), integryny,
biatko szoku cieplnego HSP70 oraz biatka polaczen,
takie jak taczaca czasteczka adhezyjna A, okludyna,
biatko polaczen $cistych ZO-1. Po wstepnym zwigza-
niu rotawirusa z komorka biatka VP7 i VP5 oddziatuja
z receptorami powodujgc lokalne ich nagromadzenie
w blonie i posredniczenie we wniknigciu wirusa do
komorki. Internalizacja wirusa do komorki zachodzi,
w zaleznosci od szczepu rotawirusa, na drodze endo-
cytozy klatrynozaleznej lub klatrynoniezaleznej. Niski
poziom jonéw wapnia w utworzonym endosomie uru-
chamia usuniecie zewnetrznej warstwy kapsydu i uwol-
nienie do cytoplazmy aktywnej transkrypcyjnie czastki
z dwuwarstwowym kapsydem (DLP - Double-Layered
Particle). W cytoplazmie nastepuje translacja wiruso-
wego mRNA oraz replikacja wirusowego genomu, ktéry
nastepnie jest pakowany w nowe struktury DLP. Do
utworzenia czastki wirusowej z tréjwarstwowym kap-
sydem konieczne jest zwigzanie DLP z biatkiem NSP4
oraz wpaczkowanie do retikulum ednoplazmatycznego.
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W retikulum endolazmatycznym tworzy sie przejsciowa
otoczka i dodawane sg biatka VP4 i VP7 do struktury
DLP. Nastepnie otoczka jest tracona i potomne wirusy
zostaja uwolnione z komorki poprzez jej lize¢ lub
przez nietypowy mechanizm transportu pecherzyko-
wego zalezny do aparatu Golgiego w polaryzowanych
komorkach nablonkowych. Uwalniane potomne czgstki
wirusa zakazajg kolejne czedci jelita cienkiego, po czym
wydalane sg do kalu [21, 26].

Zakazenie indukuje odpowiedz limfocytéw T CD4
i CD8. W zwalczaniu zakazenia uczestniczy odpo-
wiedz komérkowa i humoralna. Po przebyciu zakazenia
powstaja przeciwciala surowicze IgM, IgG i wydzielni-
cze IgA skierowane przeciwko biatkom wirusowym
VP4 i VP7. Przeciwciala wydzielnicze klasy IgA sta-
nowig ochrone przed zachorowaniem po ponownym
kontakcie z rotawirusem. Immunoglobuliny surowicze
nie petnia roli ochronnej, a jedynie potwierdzajg prze-
bycie zakazenia [26, 52, 76].

W wyniku zapalenia mikrokosmkéw, bedgcego
wynikiem infekcji rotawirusowej, dochodzi do upo-
$ledzenia produkcji enzymoéw trawiennych uczestni-
czacych w procesach metabolicznych. Niedobor lub
brak tych enzyméw skutkuje zaburzeniami gospo-
darki wodno-elektrolitowej. Dochodzi do odwodnie-
nia izotonicznego, niekiedy z towarzyszaca kwasica
metaboliczng. Znaczny niedobér wody w ustroju
moze doprowadzi¢ do powaznych powiklan, do
ktérych nalezy odwodnienie hipertoniczne. Do$wiad-
cza go 5% chorych, z czego Y% przypadkow wymaga
hospitalizacji na oddziale intensywnej opieki medycz-
nej. W wyniku redukcji wchianiania sodu i glukozy
moze wystapi¢ biegunka osmotyczna. U 20% pacjentow
pojawiajg si¢ drgawki gorgczkowe spowodowane hipo-
glikemig lub zaburzeniami elektrolitowymi w przebiegu
cigzkiej biegunki oraz bedace konsekwencja penetracji
wirusa do o$rodkowego ukladu nerwowego. Obser-
wowano przypadki zapalenia mozgu i podraznienia
opon moézgowo-rdzeniowych. Z kolei niestrukturalne
biatko wirusa posiadajace wlasciwosci enterotoksyny
(NSP4) doprowadza do zmiany stezenia wewnatrz-
komoérkowego jonéw wapnia i wystapienia biegunki
wydzielniczej [26, 61].

Stan chorobowy wywolany rotawirusami trwa za-
zwyczaj od 4 do 10 dni. Moze przyja¢ forme bez-
objawowa, ale najczesciej przebiega z goraczka, bolami
brzucha, wymiotami i wodnista biegunkg. Dolegli-
wosciom tym czasem towarzysza dysfunkcje gornych
drég oddechowych i ostabienie. Zwykle objawy cho-
roby ustepuja samoistnie, ale silne odwodnienie moze
doprowadzi¢ do $mierci. Choroba jest szczegdlnie nie-
bezpieczna dla dzieci <5roku zycia [33, 52]. Zazwy-
czaj pierwsze zakazenie przebiega najciezej, jednak
niemowleta w pierwszych trzech miesigcach zycia
czgsto przechodzg zakazenie bezobjawowo. Wynika to
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z obecnosci przeciwcial matczynych uzyskanych przez
dziecko w wieku ptodowym, badz przyjmowanych
z mlekiem matki. Dodatkowo w przewodzie pokarmo-
wym niemowlat aktywnos¢ proteaz powierzchniowych
obecnych na komérkach wyscielajacych $wiatlo jelita
jest mniejsza niz u dorostych, dzieki czemu proces wni-
kania wirusa do wnetrza komorki i wywolania stanu
chorobowego jest utrudniony [25, 52].

3. Badania nad szczepionkami przeciw rotawirusom

Pierwsze szczepionki przeciwko rotawirusom pow-
staly w latach 80. XX wieku, a poniewaz oparte byly na
wiedzy, ze zaréwno ludzkie jak i zwierzece rotawirusy
maja niektére antygeny wspolne, byly pochodzenia
zwierzecego [38]. Byly to szczepionki monowalentne:
zawierajace cielecy szczep rotawirusa szczepionki WC3
(Wistar Calf 3) oraz RIT 4237 oraz szczepionka RRV
MMU 18006 zawierajaca szczep rotawirusa pochodzacy
od malpy [79].

Szczepionka zawierajgca bydlecy szczep rotawirusa
WC3 byla szczepionka zywa, atenuowang otrzymang
przez wielokrotne pasazowanie wirusa w hodowli
komorkowej, zawierajacg liofilizat wirusa w ilosci
1 x 107 PFU. Badania skutecznosci przeprowadzone we
Francji na grupie 25 niemowlat w wieku 5-12 miesigcy
($redni wiek 8,6 miesiaca) wykazaly obecno$¢ przeciw-
cial neutralizujgcych swoistych dla szczepu WC3 u 88%
zaszczepionych niemowlat. U odpowiednio 72% oraz
48% zaszczepionych dzieci zaobserwowano réwniez
odpornos$¢ krzyzowa na ludzkie rotawirusy SA11 oraz
WA. Odpowiedz immunologiczna byla podobna, nieza-
leznie od tego, czy niemowle miato przeciwciata przed
immunizacjg czy nie, ale zaobserwowano wzmocnie-
nie odpornosci u dzieci, ktore miaty przeciwciala prze-
ciwko rotawirusowi przed immunizacja. Nie zglaszano
objawow biegunki u badanych niemowlat przez okres
dwoch tygodni od immunizacji, wymioty o niewy-
jasnionej etiologii zglaszano raz, a goraczke powyzej
37,8°C wystepujaca w ciagu pierwszego tygodnia po
szczepieniu zgloszono 3 razy. Biorac pod uwage pierw-
sze obiecujgce wyniki, planowano testy skutecznosci
w réznych czesciach $wiata [34].

Kolejna opracowana w 1982 roku, eksperymentalna
szczepionka zawierajaca zdolny do replikacji bydlecy
szczep rotawirusa to RIT 4237. Badania prowadzone
nad tg szczepionka byly pierwszym wspdlnym przedsie-
wzieciem krajow europejskich, majgcym na celu zapo-
bieganie ostrym biegunkom wystepujacym u ludzi [31].
Badania szczepionki rozpoczeto w Finlandii, gdzie prze-
prowadzono trzy badania dotyczace bezpieczenstwa oraz
immunogennosci [82]. W pierwszym, niemowletom
w wieku 8-11 miesiecy podawano jedng dawke szcze-
pionki bezposrednio przed sezonem epidemicznym
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[80]. W drugim badaniu, dwie dawki szczepionki poda-
wano niemowletom w wieku 6-12 miesiecy, rowniez
przed wystapieniem sezonu epidemicznego zakazen
rotawirusowych [81]. Trzecie badanie przeprowadzone
zostalo w latach 1984-1985 i obejmowalo trzy grupy
noworodkow [83, 84]. W jednej grupie podawano
pierwsza dawke szczepionki tuz po urodzeniu, a druga
w wieku siedmiu miesiecy. W dwdch pozostalych gru-
pach podawano pojedyncza dawke szczepionki w pia-
tej dobie zycia. We wszystkich badaniach szczepionke
podawano jesienig, przed wystgpieniem sezonu epi-
demicznego. Skuteczno$¢ szczepionki w zapobieganiu
wszystkim epizodom niezytu Zzoladkowo-jelitowego
wyniosta 43-62%, a w zapobieganiu zakazen o ciez-
kim przebiegu 80-89%. Badania dotyczace skutecznosci
szczepionki rozpoczeto rowniez w Austrii i Anglii, ale
w 1986 roku, kiedy producent wycofat szczepionke nie
byty one jeszcze zakonczone [74].

Badania nad szczepionkg zawierajacg szczep rotavi-
rusa pochodzacy od malpy Rhesus (RRV) prowadzono
w Europie w latach osiemdziesigtych. Zaobserwowano
niedopuszczalnie duzg czgstos$¢ wystapienia niepozg-
danych odczynéw poszczepiennych (NOP) (odsetek
reakcji goraczkowych wynosit 79%) w stosunku do
stosunkowo niskiej skuteczno$ci wynoszacej zaledwie
48%. Uznano, ze tak wysokie nasilenie NOP jest nie-
dopuszczalne [36].

Kolejna generacja szczepionek oparta byla na za-
stosowaniu w skladzie szczepionki rotawirusowych rea-
sortantow ludzko-zwierzecych otrzymanych in vitro.
W reasortantach dochodzi do ekspresji gtownych
antygenow biatkowych kapsydu budujgcych czgsteczki
rotawiruséw wystepujacych u ludzi na wirionach rota-
wirusow zwierzecych. Pierwsze obiecujace doniesie-
nia dotyczyly powstajacej w Stanach Zjednoczonych
szczepionki RRV-TV, ktdra zawierata w swoim sktadzie
reasortant rotawirusa pochodzacy od malpy Rhesusiod
czlowieka. Byla do szczepionka poliwalentna i zawierata
w swoim skladzie cztery najbardziej powszechne sero-
typy G rotawirusow G1, G2, G3 i G4: trzy z nich (G1,
G2 oraz G4) bedace reasortantami wiruséw ludzko-
-malpich oraz szczep G3 rotawirusa malpy Rhesus
[49]. Badania nad jej skuteczno$cia i bezpieczenstwem
przeprowadzone zostaly na szerokga skale i obejmowaly
rézne kontynenty, w tym Europe, Ameryka Péinocna
oraz Poludniows. Wykazaly one wysoka skutecznos¢
(80-100%) w zapobieganiu zakazen o ostrym przebiegu
[46, 68, 72]. Dlatego tez 31 sierpnia 1998 roku Food
and Drug Administration (FDA) w Stanach Zjedno-
czonych wydalo pozwolenie na stosowanie szczepionki
RRV-TV do rutynowego uodporniania niemowlat
i malych dzieci. Szczepionka ta byla rekomendowana
przez Advisory Committee on Immunization Practices
(ACIP) oraz American Academy of Pediatrics (AAP).
Szczepionke pod nazwg Rotashield produkowang przez
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Wyeth Laboratories w Pensylwanii zacz¢to podawaé
w USA dzieciom od 6 tygodnia do ukonczenia 1 roku
zycia. Rejestracja szczepionki w Unii Europejskiej byta
juz bliska, kiedy na przetomie 1998 i 1999 roku, po
zaszczepieniu ponad 600 000 dzieci, u 15 szczepionych
dzieci wystapito wglobienie jelit, ktore miato powazne
konsekwencje [11]. Choroba ta to patologiczne, tele-
skopowe wsuwanie jednej czesci jelita w drugg najczes-
ciej w okolicy katnicy, gdzie jelito cienkie wsuwa si¢
w grube. Choroba moze prowadzi¢ do niedokrwienia
jelita, a co za tym idzie skutkowaé interwencja chirur-
giczng ratujacy zdrowie i zycie [1]. Chociaz wglobie-
nie jelit wystapilo tylko u 15 dzieci potraktowano je
jako niepozadany odczyn poszczepienny i zgloszono
do Vaccine Adverse Event Reporting System (VAERS).
Wszystkie objawy niepozadane wystapily miedzy 3,
a 10 dniem po podaniu pierwszej z trzech dawek
szczepionki Rotashield. Pomimo trudnosci z oszaco-
waniem zwigzku wystapienia wglobienia jelita z poda-
niem szczepionki, latem 1999 roku Center for Diesease
Control (CDC) w Atlancie wycofalo rekomendacje dla
szczepionki Rotashield. Producent wycofal szczepionke
z amerykanskiego rynku 14 miesiecy po jej wprowa-
dzeniu, a rozpoczete w Azji i Afryce badania kliniczne
zostaly przerwane, mimo braku dowoddw, ze wglobie-
nie jelit spowodowane jest podaniem szczepionki [62].
Przedmiotem kolejnych badan staly sie réwniez
szczepionki zawierajgce reasortanty szczepow ludzkich
rotawirusow ze szczepem bydlecym WC3 - szczepionki
duwalentne (zawierajace szczepy G1, G2) oraz cztero-
walentne (zawierajace szczepy G1-G4). W badaniach
przeprowadzonych w Stanach Zjednoczonych metoda
podwdjnie $lepej proby z placebo, wykazano ich dobry
profil bezpieczenstwa i skutecznos¢ [18, 19].
Nastepnie opracowano szczepionke (RV5) zawie-
rajaca pie¢ zywych reasortantéw ludzko-bydlecych
rotawirusa: G1, G2, G3, G4 niosgce jako antygen bialo
VP7 kapsydu rotawiruséow oraz szczep P1[8], ktory
ma za zadanie wytworzenie przeciwcial przeciwko
biatku VP4 kapsydu rotawirusa. Szczepy szczepion-
kowe uzyskano przez zastgpienie jednego z gendw
rotawirusa cielat WC3, kodujacego biatka powierzch-
niowe, odpowiednim genem z najczgstszych typow
serologicznych rotawiruséw czlowieka, w procesie
resegregacji genowej. Aby poszerzy¢ zakres ochronny
szczepionki do jej skltadu dodano najpowszechniej
wystepujacy serotyp P ludzkiego rotawirusa (odpo-
wiadajacy za wystepowanie okoto 90% wszystkich
biegunek o etiologii rotawirusowej). Szczepionka
zostala przebadana w 11 krajach z o$rodkiem badan
w Stanach Zjednoczonych i Finlandii [78]. Badanie
zostalo przeprowadzone na grupie niemowlat w wieku
6-12 miesiecy, ktorym podawano 3 dawki szczepionki
lub placebo. Poniewaz badanie rozwijato si¢ dobrze
i nie budzilo zadnych obaw dotyczacych bezpieczen-
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stwa szczepionki, wlaczono do niego inne kraje, jak
Niemcy, Belgia, Szwecja. Pod koniec okresu rekrutacji
w 2004 roku zaszczepiono okoto 70 000 dzieci, w tym
43% w Europie. W gléwnym okresie obserwacji, trwa-
jacym 42 dni po przyjeciu kazdej z dawek szczepionki,
nie wykazano zwigkszonego ryzyka wystapienia wglo-
bienia jelita u dzieci zaszczepionych w poréwnaniu
do dzieci otrzymujacych placebo. Lacznie w okresie
obserwacji trwajacym rok od podania pierwszej dawki
stwierdzono 12 przypadkéw wglobienia jelita u dzieci
zaszczepionych oraz 15 przypadkéw w grupie pacjen-
tow otrzymujacych placebo [78, 33]. Szczepionka cha-
rakteryzuje si¢ dobrym profilem bezpieczenstwa — nie
zaobserwowano czestszego wystepowania goraczki
i drazliwosci u dzieci szczepionych w poréwnaniu do
otrzymujgcych placebo. Dwa tygodnie po otrzymaniu
trzeciej dawki szczepionki oznaczano poziom przeciw-
cial IgA swoistych wobec rotawiruséw. Serokonwersja
widoczna byla w 95% badanych surowic. Skutecznos¢
szczepionki zostala oceniona na 74% w zapobieganiu
niezytowi zoladkowo-jelitowemu i w 98% chronita
przed wystapieniem ostrej postaci choroby. Ponadto
oszacowano, ze szczepionka zapobiegala 2,7 mln epi-
zodom biegunek rotawirusowych, 70 tys. hospitalizacji
oraz 400 tys. wizyt u lekarza rocznie [78]. Szczepionka
ta pod nazwa RotaTeq® firmy Merck & Co Int., USA
zostala zarejestrowana przez FDA w lutym 2006 roku
jako dostgpna do rutynowego uodporniania niemowlat
w Stanach Zjednoczonych. Rekomendowany schemat
szczepienia obejmuje trzy dawki szczepionki poda-
wane w 2, 4 oraz 6 miesigcu zycia. Pierwsza dawka
powinna by¢ podana miedzy 6, a 12 tygodniem zycia
dziecka z zachowaniem 4-10-tygodniowego odstepu
miedzy kolejnymi dawkami. Ostatnia dawka szcze-
pionki musi by¢ podana przed ukonczeniem 32 tygo-
dnia Zzycia niemowlecia, a pierwsza dawka nie moze
by¢ podana po ukonczeniu 12 tygodnia Zycia dziecka.
Dane dotyczace monitorowania niepozadanych odczy-
néw poszczepiennych po zaszczepieniu 44 000 dzieci po
rejestracji szczepionki nie wykazaly zwigzku przyczy-
nowo skutkowego podania szczepionki z wystgpieniem
ryzyka wglobienia jelit, dlatego tez w maju 2007 roku
szczepionka RotaTeq zostala zarejestrowana w ponad
100 krajach Australii, Kanady, Unii Europejskiej, Azji
i Ameryki Lacinskiej [12].

W literaturze mozna znalez¢ réwniez informacje
o szczepionkach wprowadzonych w latach 90. zawie-
rajacych rotawirusy pochodzace od ludzi. Jedng z nich
byta szczepionka 89-12 zawierajaca wirus wyizolowany
z kalu noworodka i namnazany w komorkach nerki
malpiej VERO. Szczepionka ta okazala si¢ dobrze tole-
rowana i skuteczna (89% skuteczno$ci w ochronie prze-
ciw wystepowaniu niezytowi zZotagdkowo-jelitowemu).
Wiadomo jednak, iz nie zostala wprowadzana do
czynnego uodporniania niemowlat i starszych dzieci,
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a szczep 89-12 zostal przekazany do laboratorium
GlaxoSmithKline Biologicals (GSK), gdzie po wielo-
krotnym pasazowaniu oraz klonowaniu zostal udo-
skonalony i oznaczony symbolem RIX4414 [3]. Szczep
RIX4414 jest to szczep P1A[8]G1 zawierajacy gtéwne
antygeny kapsydu rotawirusow VP7 oraz VP4. Jest
on substancjg czynng stosowanej obecnie na szeroka
skale szczepionki Rotarix® firmy GSK, Belgia. Jest to
szczepionka monowalentna (RV1) i zawiera zywy, ate-
nuowany szczep RIX4414 (G1P) ludzkiego rotawirusa,
produkowany na linii komérek VERO. Wieloosrod-
kowe badania kliniczne majace oceni¢ bezpieczenstwo
zostaly przeprowadzone na grupie ponad 63 000 nie-
mowlat w 11 krajach Ameryki Lacinskiej i Finlandii
i potwierdzily brak zwigzku wystgpienia wglobienia
jelita z podaniem szczepionki. Z tego obejmujacego
duza populacje¢ badania wytoniono grupe 20 169 nie-
mowlat, na ktorej przeprowadzono oceng skutecznosci
szczepionki. Efektywno$¢ szczepionki w zapobieganiu
niezytowi zotadkowo-jelitowemu oceniono na 85% i na
100% w zapobieganiu ostrym objawom choroby [66].
W badaniu obejmujacym 2155 dzieci prowadzonym
w Meksyku, Wenezueli i Brazylii wykazano jej 70% sku-
teczno$¢ w zapobieganiu wszystkim epizodom niezytu
zoladkowo-jelitowego oraz 86% skuteczno$¢ w zapo-
bieganiu ciezkiej postaci klinicznej choroby przebie-
gajacej z odwodnieniem [83]. Szczepionke pod nazwa
Rotarix zarejestrowano po raz pierwszy w 2004 roku
w Meksyku, a od maja 2007 stosowana jest w ponad
90 krajach na calym $wiecie, w tym w Europie. Reko-
mendowany schemat szczepienia obejmuje dwie dawki
szczepionki rozpoczynajac od 6 tygodnia zycia dziecka.
Szczepionka podawana jest doustnie w dwoch dawkach
niemowletom miedzy 6, a 16 tygodniem Zycia, 2 dawke
preparatu podaje si¢ w odstepie od 4-8 tygodni, ale
przed ukonczeniem 24 tygodnia zycia dziecka, ale naj-
lepiej, aby schemat szczepienia zostal ukonczony przed
16. tygodniem zycia. Szczepionka moze by¢ podawana
réwnolegle z innymi szczepionkami.

0d 2009 r. istniejg zalecenia Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO) do wiaczania do krajowych progra-
mow szczepien ochronnych, szczepionek przeciwko
rotawirusom stosowanych u niemowlat we wczesnym
okresie zycia tj. przed ekspozycja na pierwsza objawowa
naturalng infekcje, u ktérych powiklania sa zwykle
najci¢zsze [81]. W 2013 roku w skali globalnej odno-
towano okoto 215000 zgondéw u dzieci ponizej 5 roku
zycia, ktorych czynnikiem sprawczym byly rotawirusy.
Wigkszos¢ z nich, bo 121 000, co stanowi 56%, wysta-
pito w Afryce Subsaharyjskiej, a 47 100 (22%) mialo
miejsce w Indiach [75]. Dwie dostepne na caltym $wiecie
szczepionki Rotarix (RV1) i RotaTeq (RV5), wykazuja
wysoka skuteczno$¢ w zapobieganiu zakazeniom o cigz-
kim przebiegu w krajach uprzemystowionych, ale ich
efektywnos¢ jest znacznie nizsza w krajach o wysokim
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wskazniku $miertelnos$ci z powodu zakazen wirusami
Rota. Dla szczepionki Rotarix w badaniach przepro-
wadzonych w Potudniowej Afryce i Malawi skutecz-
no$¢ wyniosta 61% [57], a skuteczno$¢ dla szczepionki
RotaTeq w badaniach przeprowadzonych w Ghanie,
Keni, Mali, Bangladeszu i Wietnamie wyniosta 59%
[8]. Niedawne badania przeprowadzone w Banglade-
szu, wykazaly zmniejszenie czegstosci wystepowania bie-
gunki rotawirusowej o 33% u niemowlat, ktére otrzy-
maly co najmniej jedng dawke szczepionki Rotarix [86].
Na Filipinach, poczawszy od 2012 r., w ciggu 3 lat od
wprowadzenia szczepionki Rotarix, liczba hospitalizacji
spowodowanych odwodnieniem w przebiegu zakazen
rotawirusowych u niemowlat znacznie si¢ zmniejszyta
[55]. Dlatego tez, pomimo nizszej ochrony zapewnia-
nej przez Rotarix i RotaTeq w warunkach wysokiej
$miertelno$ci dzieci, korzysci zdrowotne wynikajace
ze szczepienia sg wieksze niz catkowite zaniechanie
immunoprofilaktyki. Szczepionki przeciwko rotawi-
rusom zostaly wprowadzone juz w krajach Ameryki
Lacinskiej i zaczynaja by¢ stosowane w krajach Afryki
Subsaharyjskiej oraz Azji Srodkowej. Dzieki dziatal-
nosci organizacji wspierajacych szczepienia, opdznie-
nie to ulega skréceniu. W 2016 roku 82 kraje dodaly
szczepienie przeciw rotawirusom do krajowych progra-
mow szczepien ochronnych niemowlat [47]. W krajach
o niskim dochodzie i duzym przyroscie naturalnym
(Indie, Chiny, Wietnam, Indonezja) zaczyna si¢ wpro-
wadza¢ szczepionki licencjonowane na rynki krajowe,
poniewaz ze wzgledu na wysokie koszty ograniczona
jest globalna podaz dwdch szeroko stosowanych szcze-
pionek rotawirusowych.

Jedyna zarejestrowana szczepionka zawierajaca
w swoim skladzie zwierzecy rotawirus G10P [15] (po-
chodzacy od owcy) jest monowalentna szczepionka
LLR (Lanzhou Lamb Rotavirus vaccine). Jest to szcze-
pionka zarejestrowana tylko w Chinach od 2000 roku
i produkowana przez Lanzhou Instytut w Chinach.
Szczepionka podawana jest dzieciom miedzy 2 mie-
sigcem, a 3 rokiem zycia w schemacie trzydawkowym:
pierwsza z dawek szczepionki podawana jest przed
sezonem epidemicznym, a dwie kolejne w odstgpach
rocznych po sobie [45]. W latach 2008-2014 chinskim
dzieciom podano 60 milionéw dawek szczepionki LLR,
pomimo braku potwierdzonej w badaniu klinicznym
III fazy jej skutecznosci. Ostatnie przeprowadzone
badania skutecznosci szczepionki u dzieci ponizej 5 lat
wskazujg na jej efektywno$¢ na poziomie 35% w zapo-
bieganiu biegunce o umiarkowanym przebiegu, do
skutecznosci na poziomie 53% w zapobieganiu ciezkim
zachorowaniom z powiklaniami [87].

Préby opracowania skutecznej szczepionki podjeto
réwniez w Indiach, gdzie podczas epidemii infekcji
rotawirusowych panujacych na tamtym terenie wyizo-
lowano dwa naturalne reasortanty ludzko-bydlece:
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szczep 116E oraz szczep 1321. Oba szczepy zawieraly
w swoim genomie geny spotykane zaréwno u rota-
wiruséw bydlecych jak i ludzkich i uzywane byly do
produkcji szczepionek, ktore mialy by¢ stosowane do
czynnego uodporniania dzieci i niemowlat w Indiach.
Niestety czg$¢ prob ich wdrozenia objeta tylko badania
przedkliniczne [22]. Natomiast szczep rotawirusa 116E
jest substancja czynna szczepionki Rotavac zarejestro-
wanej od stycznia 2014 roku w Indiach.

Rotavac (Bharat Biotech International Limited)
to monowalentna szczepionka zawierajgca natural-
nie wystepujacy reasortant wirusa G9P[11], posiada-
jacy jeden gen rotawirusa bydlecego P[11] i dziesie¢
genow ludzkiego rotawirusa. Duze wieloosrodkowe,
podwdjnie zaslepione, randomizowane badanie prze-
prowadzone w Delhi, Pune i Vellore wykazalo, ze szcze-
pionka byla dobrze tolerowana, ze skutecznoscig na
poziomie 56% w zapobieganiu zakazen o cigzkim prze-
biegu w pierwszym roku po szczepieniu [4]. Po otrzy-
maniu pozwolenia, rutynowe szczepienia za pomoca
szczepionki Rotavac wprowadzono w czterech regio-
nach Indii (Odisha, Andhra Pradesh, Haryana i Hima-
chal Pradesh), planujgc rozszerzenie immunoprofi-
laktyki w catym kraju [2]. Producent szczepionki Rota-
vac, firma Bharat Biotech, stara sie o wstepng kwalifi-
kacje szczepionki przez WHO, co sprawi, ze produkt
bedzie kwalifikowal si¢ do zakupu przez Organizacje
Narodéw Zjednoczonych, ktéra silnie wspiera immu-
noprofilaktyke.

Narodowy Instytut Lekéw w Indiach dopuscit do
stosowania na terenie Indii szczepionke Rotasiil opra-
cowang przez Serum Institute of India Limited we
wspolpracy z Amerykanskim Narodowym Instytutem
Alergii i Choréb Zakaznych. Jest to szczepionka zywa,
atenuowana, zawierajgcg reasortanty ludzko-bydlece
o serotypach G1, G2, G3, G4 1 G9. Rotasiil jest produk-
tem liofilizowanym i zaopatrzonym w cytrynianowy
bufor wodoroweglanowy, ktéry dodaje si¢ do rekon-
stytucji tuz przed podaniem doustnym. Szczepionka
zachowuje stabilno$¢ w temperaturze 37°C przez
dwa lata i przez szes¢ miesiecy w temperaturze 40°C.
Podwdjne zaslepione badanie kliniczne, z placebo prze-
prowadzone w Republice Nigru, w ktérym szczepionka
zostala podana bez zachowania zimnego tancucha
chlodniczego, wykazalo 67% skutecznos¢ szczepionki
w zapobieganiu ciezkiemu zapaleniu zoladka i jelit [43].
Szczepionka Rotasiil podobnie jak szczepionka Rota-
vac poddawana jest ocenie WHO, celem stosowania
w ramach rozszerzonego programu szczepien ochron-
nych (The Expanded Programme on Immunization).
Dodatkowo jako jedyna z obecnie stosowanych szcze-
pionek moze by¢ dostarczona bez zachowania tancu-
cha chlodniczego, co moze by¢ ogromna zaleta w wielu
ubogich rejonach, w ktérych brakuje lodoéwek i zasila-
nia elektrycznego [63].
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Szczepionka rotawirusowa Rotavin-MI1 jest pro-
dukowana przez Centrum Badan i Produkeji Szcze-
pionek oraz Produktéw Biologicznych w Wietnamie
i zostala dopuszczona w 2012 roku do stosowania
w tym kraju. Substancja czynna szczepionki jest atenu-
owany szczep G1P[8], wyizolowany od wietnamskiego
dziecka. Wstepne badanie kliniczne wykazalo, ze szcze-
pionka jest bezpieczna i immunogenna dla wietnam-
skich niemowlat [28]. Obecnie szczepionka dostepna
jest tylko za oplatg i nie zostala wlaczona do kalen-
darza powszechnych szczepien ochronnych. Wkrétce
majg rozpoczaé sie badania skutecznosci szczepionki
na szerszg skale.

Wprowadzenie szczepionek przeciw rotawirusom
ma znaczacy wplyw na spadek zakazen rotawirusowych
na catym $wiecie, jednak ze wzgledu na niewystarcza-
jaca skutecznos¢ niektorych z nich, kilka potencjalnych
szczepionek jest w przygotowaniu [11, 54], co przedsta-
wiono w Tabeli I.

Jedna z nich jest szczepionka RV3-BB docelowo
przeznaczona do podawania w momencie urodzenia.
RV3 jest ludzkim szczepem rotawirusa, ktory jest zwig-
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zany z bezobjawowa infekcja noworodkowa i dobrze
sie replikuje w jelicie niemowlecia. Jednoosrodkowe,
randomizowane, podwdjnie zaslepione badanie fazy I
wykazalo, Ze pojedyncza dawka szczepionki rotawiru-
sowej RV3-BB byla dobrze tolerowana przez dorostych,
dzieci i niemowleta [27]. Badanie fazy II przeprowa-
dzone na noworodkach z Nowej Zelandii wykazato, ze
szczepionka jest bezpieczna i dobrze tolerowana [5].

Zespol badaczy z Brazylii pracuje nad penta-
walentng, zywa szczepionka zawierajacg reasortnaty
ludzko-bydlece. Badanie kliniczne fazy 1 przeprowa-
dzone na 79 dorostych ochotnikach wykazato, ze szcze-
pionka jest bezpieczna i immunogenna [56].

W Indiach firma Sanofi Shantha Biotechnics pracuje
nad szczepionka BRV-TV zawierajaca w swoim skfa-
dzie ludzko-bydlece reasortanty rotawirusa obejmujace
antygeny przeciwko czterem serotypom. Szczepionka
sklada si¢ z trzech gotowych do podania doustnego
dawek - pierwszej od 6. do 8. tygodnia Zycia, a kolejnych
w 4-tygodniowych odstepach. Badanie fazy I wykazato,
ze szczepionka jest bezpieczna, dobrze tolerowana
i immunogenna [32].

Tabela I
Szczepionki rotawirusowe w badaniach
Faza badania Rodzaj szczepionki/ Substancja czynna Drogz‘i Organizator badan
(nazwa) podania
Badania wstepne Podjednostkowa BiatkoVP6 rotawirusa oraz puste | Nieopracowana | Uniwersytet Medyczny
czastki (VLP) norowirusa GI i GII w Tampere, Finlandia
Badania przedkliniczne | Podjednostkowa Zmodyfikowane bialko VP8 Nieopracowana | Szpital Dziecigcy w Cincinnati,
rotawirusa oraz puste czgstki USA
(VLP) norowirusa
Badania przedkliniczne | Podjednostkowa Puste czastki (VLP) rotawirusa Nieopracowana | Baylor College of Medicine, USA
VP 2/6/7 oraz VP 2/4/6/7
Badania przedkliniczne | Inaktywowana Inaktywowany szczep rotawirusa | Domieéniowa | USA Centers for Diseases
G1P[8] oraz G2P[4] lub $rédskdrna | Control and Prevention
Fazal Podjednostkowa Rekombinowane biatko VP8 Domigéniowa | Walter Reed Army Institute
badan klinicznych (P2-VP8) kapsydu rotawirusa oraz epitop P2 of Research (Silver Spring, MD,
tokysny tezcowej USA)
Faza I Zywa, atenuowana | Ludzko-bydlece (UK) reasortanty | Doustna Wuhan Institute of Biological
badan klinicznych rotawirusa Products, China and PATH, USA
Faza I Zywa, atenuowana | Ludzko-bydlece (UK) reasortanty | Doustna Instituto Butantan, Brazil
badan klinicznych rotawirusa
Faza II Podjednostkowa Zmodyfikowane biatko VP8 Domigéniowa | National Institutes of Health
badan klinicznych z serotypow P4, P6, P8 rotawirusa and PATH, USA
Faza ITb Zywa, atenuowana | Ludzki szczep rotawirusa G3P[6] | Doustna Murdoch Children’s Research
badan klinicznych (RV3-BB) Institute, Australia and Biofarma,
Indonesia
Faza I1I Zywa, atenuowana | Bydlece szczepy rotawirusa G1-G4| Doustna Shantha Biotech, India
badan klinicznych (BRV-TV)
Faza III Zywa, atenuowana | Ludzko-malpie reasortanty Doustna International Medica Foundation
badan klinicznych rotawirusa and PATH, USA
Faza III Zywa, atenuowana | Ludzko-owcze reasortanty Doustna Lanzhou Institute of Biological
badan klinicznych rotawirusa Products, China

Na podstawie Burnett i wsp. [10]
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W Stanach Zjednoczonych opracowano pierwszg
podawang pozajelitowo, podjednostkowy szczepionke
P2-VP8. Substancja czynng szczepionki jest rekom-
binowane bialko VP8 kapsydu ludzkiego rotawirusa
G1P[8] polaczone z determinantg antygenowa toksyny
tezcowej wytwarzane w prokariotycznym systemie eks-
presyjnym — komorkach bakterii Echerichia coli. Profil
bezpieczenstwa szczepionki przebadany na zdrowych
potudniowoafrykanskich dzieciach zostal uznany za
odpowiedni, a immunogennos¢ trzech dawek szcze-
pionki okazala si¢ wystarczajaca w ochronie przeciwko
chorobie wywolanej przez rotawirusy. Rozpoczeto
badania kliniczne szczepionki o poszerzonym sktadzie
- zawierajgcej dodatkowo rekombinowane biatka struk-
turalne rotawiruséw VP4 oraz VP6 [37, 65].

Wytwarzanie szczepionek nowej generacji oparte jest
réwniez o zastosowanie jako substancji czynnej szcze-
pionki pustych czastek wirusowych VLP nie zawiera-
jacych kwasu nukleinowego, a jedynie biatka kapsydu
wiruséw. Podobnie jak w przypadku szczepionek
rekombinowanych jest ono strategia na wyeliminowa-
nie ryzyka wgtobienia jelit oraz szansg na zwigkszenie
skutecznosci szczepionki poprzez brak jej interakcji
z mikroflorg jelit czlowieka. Dodatkowa zaleta moze by¢
nowa innowacyjna droga podania szczepionki — $rod-
skorna lub domig$niowa, ktora pozwoli na skojarzenie
jej z antygenami szczepionek uzywanych do rutynowego
uodporniania niemowlat, a brak ryzyka wyplucia lub
zwrdcenia szczepionki z pokarmem przez niemowle
zwigkszy jej skuteczno$¢. Zastgpienie wirusow zdol-
nych do replikacji rekombinowanymi biatkami kapsydu
rotawirusow ma bezposredni wplyw na zwiekszenie sta-
bilnosci termicznej szczepionki, co posrednio wplywa
na zmniejszenie kosztéow dystrybucji oraz utylizacji
szczepionki [10]. W fazie testow znajdujg sie rowniez
innowacyjne systemy do podawania inaktywowanych
szczepionek rotawirusowych tzw. plastry z mikroiglica
(microneedle patch), ktore by¢ moze w przysztosci
pozwola na podawanie minimalnych dawek antygendw
zapewniajacych odpornos¢ [59]. Jednak, do chwili obec-
nej zadna z préb badania powyzszych szczepionek nie
zostala wprowadzona do stosowania [51].

4. Epidemiologia zakazen rotawirusowych

Zakazenia rotawirusami zostaly stwierdzone na
wszystkich kontynentach i we wszystkich rasach, ale
drogi ich rozpowszechnienia na calym $wiecie nie
zostaly dobrze poznane. Wedlug danych WHO infekcje
rotawirusowe s3 najczestsza przyczyna ostrych biegu-
nek u dzieci ponizej pigtego roku Zycia [13]. W okresie
przed wprowadzeniem szczepien praktycznie kazde
dziecko do 5 roku zycia ulegato zakazeniu rotawiru-
sami co najmniej raz. Szacuje sig, ze przed wprowadze-
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niem szczepien, na $wiecie dochodzito do 100-150 mln
zachorowan rocznie, z czego okolo 0,5 mln dzieci umie-
ralo. Osiemdziesigt procent zgondw dzieci z powodu
biegunki rotawirusowej wystgpilo w krajach rozwi-
jajacych sie. Wprowadzenie szczepien przeciw infek-
cjom rotawirusowym w tych krajach doprowadzito do
spadku liczby zgonow o potowe [75].

Szacuje sig, ze w Europie, przed wprowadzeniem na
rynek w 2006 1. szczepionek przeciw infekcjom rota-
wirusowym, rocznie wystepowalo 3,6 mln zachoro-
wan wsérdd dzieci ponizej 5 roku zycia. Wyniki badan
opublikowane w 2017 r. wskazuja, ze w krajach Unii
Europejskiej oraz stowarzyszonych hospitalizowanych
jest rocznie z powodu infekeji rotawirusowych 300-600
na 100 000 dzieci ponizej pigtego roku zycia, tj. okofo
75 000-150 000 hospitalizacji rocznie. Ponadto, 2 do
4 razy wiecej dzieci wymaga leczenia ambulatoryjnego
z powodu tych zakazen [33]. Rotawirusy nalezace do
grupy A s3 odpowiedzialne za ponad 95% przypadkow
zakazen wérdd dzieci [26].

Wedlug Meldunkéw Epidemiologicznych opracowa-
nych w Zakladzie Epidemiologii NIZP-PZH w 2016 .
zarejestrowano w Polsce ogotem 21258 zakazen jelito-
wych wywolanych przez rotawirusy, najwigcej w kwiet-
niu i maju, z czego 19535 przypadkéw wymagalo hospi-
talizacji (91,9%), a 16721 przypadkéw dotyczylto dzieci
ponizej 5r.z. (78,7%). W roku 2016 w poréwnaniu
z rokiem 2015 bylo o 12686 mniej zakazen rotawiru-
sami jednak rejestrowana ilos¢ przypadkéow w ostatnim
dziesiecioleciu utrzymuje si¢ na wysokim poziomie
[58]. Liczbe zgloszonych przypadkow zakazen rotawi-
rusowych w Polsce w latach 2006-2016 przedstawiono
na Ryc. 2.

W Stanach Zjednoczonych, przed wprowadzeniem
do powszechnego stosowania szczepionki rotawiruso-
wej w 2006 1., u ponad 400 000 matych dzieci diagno-
zowano choroby wywolane przez rotawirusy, z czego
od 55000 do 70000 musialo by¢ hospitalizowanych
oraz 20 do 60 zmarlo [13]. Srednia liczba zakazen
rotawirusowych w poréwnaniu do lat 2000-2006, byla
nizsza o 16% w 2007r. i 0 45% w 2008 r. Te analizy
potwierdzily, ze wprowadzenie szczepionki RV5 wig-
zalo si¢ z ogromna redukcja liczby przypadkéow zapale-
nia zoladka i jelit wywolanego przez rotawirusy wsréd
dzieci w USA, niemal natychmiast po wprowadzeniu
szczepionki przeciw rotawirusom [25]. Do 2015 roku
prawie trzy czwarte amerykanskich dzieci w prze-
dziale wiekowym 19-35 miesigcy otrzymalo peina
dawke szczepienia przeciw rotawirusom, dzieki czemu
radykalnie spadly hospitalizacje i wizyty ratunkowe
w przypadku zakazen rotawirusowych (94% do 96%
zaszczepionych dzieci jest chronionych przed hospitaliza-
cja) [40]. Dalsze badania wykazaly, iz istnieje trend
dwuletniej choroby, niezaleznie od warunkéw klinicz-
nych. Ten dwuletni trend pojawil si¢ natychmiast po
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Ryc. 2. Liczba zgtoszonych przypadkow zakazen jelitowych wywolanych przez rotawirusy w Polsce w latach 2006-2016

wprowadzeniu szczepionki rotawirusowej, w wyniku
ktorej czestos¢ wystepowania rotawirusa gwaltownie
spadla podczas zimy o parzystych latach (np. 2008,
2010, 2012) i wzrosta ponownie w latach nieparzy-
stych (2009, 2011, 2013, itp.), jednak ponizej poziomu
obserwowanego podczas ery przedszczepiennej. Uwaza
sie, ze obserwowany dwuletni trend w raportach kli-
nicznych i laboratoryjnych wynika z rocznych fluktu-
acji u podatnych dzieci i skutecznosci przenoszenia
rotawirusa [66].

W krajach rozwinietych zakazenie najczesciej ma
miejsce do 4 r.z., natomiast w krajach rozwijajacych sie
szczyt zachorowan przypada na okres pomiedzy 4 mie-
sigcem a 2.z [26]. W klimacie umiarkowanym najwie-
cej przypadkow biegunki wystepuje zima. Sezonowos¢
choroby rotawirusowej jest mniej widoczna w klimacie
tropikalnym, ale zaobserwowano, Ze jest bardziej roz-
powszechniona w suchych i chtodnych miesiacach [33].

Powszechnym zrédtem infekcji zaréwno dzieci, jak
i dorostych, jest kontakt z zakazonymi dzie¢mi. Zakaze-
nia wérdd dorostych sa zazwyczaj bezobjawowe, a wirus
jest bardzo rzadko wykrywany w kale. Wystepowaly
jednak wsrod dorostych epidemie cigzkiej choroby,
szczegbélnie w populacjach zamknietych, takich jak
oddzialy geriatryczne. Przypadki bezobjawowej infekcji
i przypadki z fagodnymi objawami infekeji rotawiruso-
wych odnotowano wsrdd pielegniarek pracujacych na
oddzialach pediatrycznych, co wskazuje, ze zte praktyki
mycia rak przez personel pielegniarski moga przyczy-
niac¢ si¢ do rozprzestrzeniania si¢ rotawirusowego zapa-
lenia zofadka i jelit [41].

Epidemiologia zakazen rotawirusowych zostata po
raz pierwszy zbadana wsrdd dzieci hospitalizowanych
z powodu biegunki w Stanach Zjednoczonych [7].
Rotawirus zostal zidentyfikowany w préobkach katu
35-50% dzieci ponizej 5 roku zycia, u ktorych wysta-
pila biegunka. Wtedy zauwazono sezonowo$¢ zimowa
i nieliczne przypadki zarejestrowane latem i jesienia.
Istotna okazala si¢ zalezno$¢ dotyczaca wieku, ponie-
waz niewiele dzieci ponizej 3 miesi¢cy bylo hospita-
lizowanych, szczyt wieku hospitalizacji wynosil od
6 miesiecy do 2 lat, a 40% przypadkéw dotyczylo dzieci
w wieku ponizej 1 roku. Gdy przeprowadzono bada-
nia etiologiczne u dzieci hospitalizowanych z biegunka
w krajach stabo rozwinietych w bardziej tropikalnym
klimacie, epidemiologia okazata si¢ znaczgco odmienna
[20]. Po pierwsze, choroba miala miejsce przez caly
rok, chociaz czasami mozna bylo zidentyfikowa¢ maty
szczyt zimowy, a nawet 80% ciezkich przypadkéw miato
miejsce w pierwszym roku zycia [9]. Pdzniejsze bada-
nie probek kalu dodalo dodatkowy wymiar do tych
roznic, poniewaz dzieci w krajach rozwinietych byty
zazwyczaj zakazone kilkoma powszechnymi szczepami
rotawirusow i rzadko miaty mieszane infekcje, podczas
gdy w krajach stabo rozwinigtych wykryto duzg roz-
norodnos¢ szczepow i nawet jedna trzecia badanych
probek katu zawierata 2 lub wigcej szczepow [23, 24, 48].
Obserwacje te sugerowaty zwigkszong site infekcji i by¢
moze inny sposob przenoszenia. Zimowa sezonowos¢
i szybkie rozprzestrzenianie si¢ zakazenia pojedyn-
czym szczepem w krajach rozwinietych zwigzane byty
z przenoszeniem rotawiruséw w powietrzu lub droga
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kropelkowg, podczas gdy w krajach stabo rozwinietych
catoroczna choroba z wieloma szczepami infekujgcymi
niemowleta we wczesnym okresie zycia moze wskazy-
wac na wiekszg site infekcji i przenoszenie w skazonej
wodzie lub Zrédlach srodowiskowych, a takze z roz-
przestrzenianiem si¢ droga kropelkowa [44].

5. Odpornos¢ zbiorowiskowa

Odpornos¢ zbiorowiskowa (inaczej ochrona popu-
lacyjna, stadna czy grupowa) polega na zmniejszeniu
ryzyka zachorowania osobnika nieuodpornionego wraz
ze wzrostem odsetka osdb uodpornionych w danej
populacji. W ten sposdb przerwana zostaje trans-
misja patogenu i osoby nieimmunizowane nie choruja.
Pojecie odpornosci zbiorowiskowej ma zastosowanie
do choréb zakaznych, ktére przenosza sie z czlowieka
na czlowieka. Istotnym parametrem skutecznosci
poszczegolnych szczepionek jest tak zwany prog odpor-
nosci zbiorowiskowej, ktéry definiowany jest, jako
odsetek osob zaszczepionych w populacji, po osiag-
nieciu, ktorego liczba nowych zakazonych maleje,
a w nastepstwie zmniejsza si¢ liczba chorych. Zasadni-
czo prog odpornosci zbiorowiskowej wynosi 90-95%,
kiedy to choroba zakazna przestaje si¢ rozprzestrze-
niaé. Wskaznik ten ma rdzng warto$¢ i zwieksza sie
dla choréb o wysokiej zarazliwosci, przykladowo dla
krztusca szacowany jest na 92-94%, a dla $winki na
75-86% [88].

Zakazenia rotwirusami nalezg do choréb o bardzo
wysokiej zakazno$ci. Wedltug Meldunkéw Epidemiolo-
gicznych Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego
- Panstwowego Zakladu Higieny, w Polsce od 1 stycz-
nia do konca marca 2018 r. zgloszono 6 473 przypadki
zachorowan na biegunke o etiologii rotawirusowej na
13980 przypadkow wszystkich wirusowych zakazen
wywolujacych niezyt Zotadkowo-jelitowy [58]. Dla-
tego tez, aby zahamowac¢ rozprzestrzenianie si¢ cho-
roby odsetek os6b uodpornionych w danej populacji
musi by¢ wysoki. Wysoka wyszczepialno$¢ powinna by¢
osiggnieta w grupie szczegdlnie podatnej na zachoro-
wanie, czyli u matych dzieci (do 2 roku Zycia). Do tego
dochodzg zakazenia naturalne w starszych grupach
wiekowych, co razem prowadzi do uzyskania odpor-
nosci zbiorowiskowej [33].

Podczas Pigtego Europejskiego Spotkania Ekspertow
W sprawie oceny programow szczepien przeciw rota-
wirusom, zorganizowanego w marcu 2017 r. w Holan-
dii, uczestnicy przedstawili statystyki, ktdre mowia, iz
wdrozenie powszechnych szczepien w Europie dopro-
wadzilo do redukcji o 60-90% liczby hospitalizacji
i wizyt w przychodniach ambulatoryjnych z powodu
zakazenn wywolanych przez rotawirusy w populacji
dziecigcej. W wielu krajach zauwazono zaleznos¢ mie-
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dzy wysoka wyszczepialnos$cig a nizszg zapadalnoscia
na zapalenia zoladkowo-jelitowe, gdzie czynnikiem
etiologicznym byly rotawirusy, dowodzac w ten sposéb
o powstaniu odpornosci populacyjnej [29].

Dostepne dowody posredniej ochrony pochodza
z krajow, w ktoérych powszechne szczepienia zostaly
wprowadzone od 2006 roku. Pierwszym krajem w Euro-
pie byla Belgia. Dane doswiadczalne, zebrane z rdz-
nych o$rodkéw w okresie od 2008 do 2014 r., wyka-
zaly spadek zachorowan rotawirusowych u dzieci
w wieku 0-2 lata az 0 79% w pordéwnaniu z okre-
sem przed wprowadzeniem szczepien (1999-2006).
U dzieci starszych, w wieku powyzej 10 lat, ktore nie
zostaly zaszczepione, rowniez zaobserwowano znaczng
(o 50%) redukcje liczby potwierdzonych laborato-
ryjnie przypadkéw zakazen, co wskazuje na wytwo-
rzenie ochronny posredniej. Dodatkowo, autorzy
publikacji oceniajac bezposredni wptyw szczepionki na
liczbe hospitalizacji z powodu rotawirusowych zapalen
zoladkowo-jelitowych stwierdzili znaczne zmniejszenie
sie (0 87%) liczby hospitalizacji w populacji zaszcze-
pionej i niezaszczepionej, przy czym najwigkszy spa-
dek miat miejsce u niemowlat w wieku 6-11 miesiecy
(90%) [6]. Podobne wyniki otrzymano w kolejnym
badaniu, przeprowadzonym w 12 szpitalach belgijskich
w pierwszych dwdch latach po wprowadzeniu szcze-
pien, gdzie zmniejszenie liczby hospitalizacji w grupie
wiekowej poddanej szczepieniom wynosito od 65%
do 80%. Zmniejszenie o0 20% do 64% zaobserwowano
réwniez w grupach wiekowych nie kwalifikujacych si¢
do szczepien [50].

Podobny spadek, wynoszacy 89%, odnotowano
w Austrii, poréwnujac dane zebrane z okresu przed
szczepieniami (2002 - czerwiec 2007) i po wpro-
wadzeniu dwdch rodzajow dostgpnych szczepionek
(lipiec 2007-2012). Wyszczepialno$¢ w latach objetych
obserwacja byta wysoka i wynosita 72-87%. Odnoto-
wany spadek liczby zachorowan dotyczyl wszystkich
grup wiekowych branych pod uwage (0-18 lat) wli-
czajagc noworodki ponizej 42 dnia zycia, ktore nie
byly jeszcze chronione przez podanie szczepionki, co
mozna wytlumaczy¢ wytworzeniem si¢ odpornosci
populacyjnej [29].

W Finlandii powszechny program szczepien szcze-
pionka RV5 rozpoczal si¢ w 2009 roku i bardzo szybko
osiggnieta zostala wyszczepialno$¢ 90%. W latach
2012-2014 liczba wizyt ambulatoryjnych oraz hospi-
talizacji z powodu ciezkich biegunek rotawirusowych
u dzieci spadla z 52% w okresie przed wprowadze-
niem Narodowego Programu Immunizacji do 13%,
a gléwnym czynnikiem wywolujacym ostre zapale-
nia zZoladkowo-jelitowe w tym czasie byl norowi-
rus. Eksperci przewiduja, ze przy utrzymaniu duzej
wyszczepialnosci aktywno$¢ rotawiruséw bedzie utrzy-
mywala si¢ na niskim poziomie, nie eliminujac jed-
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nak catkowicie zakazen wirusem typu dzikiego. Za-
obserwowano jednak przesuniecie granicy wieku zaka-
zen na dzieci w wieku 4-7 lat [29]. Podobne wyniki
otrzymal zespdt Leino i wsp., [54] przeszukujac bazy
danych szpitali przed wprowadzeniem szczepien
(1999-2005) i po wprowadzeniu szczepien wykazu-
jac 79% redukcje wizyt ambulatoryjnych zwiazanych
z zakazeniami rotawirusowymi ws$réd niemowlat
ponizej 12 miesigcy oraz redukcje od 30% do 79%
w starszych grupach wiekowych, ktérych szczepienia
nie obejmowaly.

W Norwegii, ktéra do swojego programu szczepien
ochronnych szczepionke wprowadzita nieco pdzniej, bo
w 2014 roku, obserwacje prowadzono w ciggu dwdch
lat. Wyszczepialnos¢ réwniez byta bardzo wysoka (98%
dla dwodch dawek szczepionki), co mialo wplyw na
znaczny spadek liczby hospitalizacji zwigzany z biegun-
kami rotawirusowymi u dzieci w wieku ponizej 5 lat
w 2016 roku w poréwnaniu do okresu 2014-2015 [29].

Badania przeprowadzone w Wielkiej Brytanii wyka-
zaly znaczng redukgje liczby potwierdzonych zakazen
rotwirusami we wszystkich grupach wiekowych. Naj-
wiekszy spadek, wynoszacy 77%, stwierdzono u dzieci
ponizej 1 roku zycia, ale rowniez znaczacy spadek zaob-
serwowano w przypadku oséb w wieku podesztym,
tj. 65 lat. Badania rozpoczeto w pierwszym roku po
wprowadzeniu szczepien i trwaly przez okres 2 lat
(2016). Wyszczepialnos¢ rowniez byla wysoka i wyno-
sifa ponad 90% juz w pierwszym roku po wprowadze-
niu szczepionki rotawirusowej [29].

Krajem, w ktérym szczepionki RV1 i RV5 naleza
nadal do szczepionek zalecanych i nie sg refundowane
przez Narodowy System Zdrowia, jest Hiszpania, gdzie
przy 38% wyszczepialnosci w 2009 roku réwniez odno-
towano zmniejszenie liczy hospitalizacji z powodu rota-
wirusowego zapalenia zoladka i jelit 0 43% u niemowlat
ponizej 12 miesigcy. Wskaznik liczby przyje¢ do szpi-
tala u dzieci ponizej 5 lat byl nieco nizszy i wynidst
37%. Co ciekawe, w roku 2010 Hiszpanska Agencja ds.
Produktéw Leczniczych przez 5 miesigcy wstrzymala
pozwolenia na wprowadzenie do obrotu nowych serii
szczepionek z powodu wykrycia w nich $winskiego
wirusa PCV2. W Galicji, gdzie wyszczepialnos¢ byta na
nieco wyzszym poziomie niz w pozostatych obszarach
Hiszpanii i wynosila 49% spadta do 22% po okreso-
wym wycofaniu szczepionki. Sytuacja ta spowodowata
gwaltowny wzrost liczy hospitalizacji o 260% u dzieci
w wieku < 12 miesiecy w 2010-2011 roku. W kolejnych
latach, po ponownym przywrdceniu szczepionki, liczba
ta spadta 0 30% [50].

W Polsce szacuje sie, ze zaledwie 5-10% popula-
¢ji niemowlat otrzymuje szczepienie przeciw rotawi-
rusom i jest to za niski odsetek, aby efekt odpornosci
zbiorowiskowej mogt by¢ znaczacy. W badaniach
wlasnych Pulkowska-Nowocien i wsp. [69] wykazali
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zwiekszony odsetek dzieci zaszczepionych, wynoszacy
33,4% w badanej populacji i odsetek ten wzrastal
z 8,7% w roku 2006 do 66,6% w roku 2013. Zwigkszony
stan zaszczepiania autorzy ttumaczg faktem, iz bada-
nia prowadzone byly w jednej poradni, w duzym
miescie (Warszawa), w ktérym rodzice zaszczepio-
nych dzieci osiagaja dochody wyzsze niz w pozostatych
wojewodztwach.

6. Obawy wobec stosowania szczepionek
przeciw zakaZeniom rotawirusowym

Skutecznym sposobem zapobiegania chorobie rota-
wirusowej s3 powszechnie dostgpne szczepienia prze-
ciwko rotawirusom. Jednak mimo wielkiego zagroze-
nia, jakim jest zakazenie, wyszczepialnos¢ niemowlat
w Polsce jest bardzo niska [64]. Dostepne na rynku
farmaceutycznym szczepionki budza w rodzicach wiele
watpliwosci, co do swojej skutecznosci oraz bezpieczen-
stwa. Najwigkszy niepokdj spowodowany jest przede
wszystkim niskim poziomem $wiadomosci wérdd spo-
feczenstwa oraz brakiem powszechnego dostepu do rze-
telnych informacji. Wszystkie szczepienia wykonywane
rutynowo u najmlodszych z kazdym rokiem znajduja
coraz wieksza grupe przeciwnikéw oraz krytykow.
Posérdd zarzutéw pod adresem szczepien przeciw zaka-
zeniom rotawirusami najpowazniejszym jest podejrze-
nie, Ze stosowane preparaty wywotuja powazng chorobe
jelit — wglobienie [80]. Przeciwnicy szczepien facza cho-
robe z zastosowaniem preparatéw RV1 czy RV5, przez
mylne kojarzenie ich ze szczepionka Rotashield sto-
sowang u dzieci w USA w koncéwece lat 90. ubieglego
stulecia, co do ktdrej istniato wysokie prawdopodobien-
stwo powigzania z chorobg [73]. Szczepionka byta poda-
wana dzieciom od 6. tygodnia do ukonczenia 1. roku
zycia. Na 1,5 mln zaszczepionych dzieci w 15 przypad-
kach w ciggu 7 dni po podaniu preparatu wystgpito
wglobienie jelit, ktére mialo powazne konsekwengcje.
W zwigzku z czym Center for Diesease Control (CDC)
w Atlancie wycofal rekomendacje dla szczepionki Rota-
shield. Naukowcy podjeli prace nad wyjasnieniem zaist-
nialego faktu. Po zbadaniu przypadkéw choroby oraz
przeprowadzeniu dodatkowych analiz stwierdzono,
ze prawdopodobna przyczyna zwigkszenia zachoro-
walnosci na wglobienie jelit u zaszczepionych nie jest
sama szczepionka tylko wiek dziecka, w ktérym mu ja
podano. Zbyt pozne zaszczepienie niemowlecia zwiek-
sza prawdopodobienstwo wystapienia skutkéw ubocz-
nych w postaci choroby [14]. W zwigzku z czym przy
stosowaniu szczepionek RV1 i RV5 zmniejszono goérna
granic¢ wieku podawania preparatu [60].

Objawy wglobienia jelita to wysoka goraczka, bol
brzucha, biegunka oraz wymioty, czyli te same jakie
towarzysza zakazeniu rota wirusem, co takze wedlug
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przeciwnikow definiuje chorobe jako skutek uboczny
preparatéw immunologicznych [1]. Patogeneza cho-
roby wskazuje, ze wystapi¢ moze ona u niemowlakéw
z inng anatomiczng budowa migsnidwki jelitowej, zbyt
dluga krezka jelitowg czy sklonnoscig do powstawania
polipéw. Jednak w 90% przypadkéw ma ona charak-
ter przypadkowy, bez okre§lonych czynnikéw spraw-
czych [33]. Fakt ten wedlug przeciwnikow szczepien
réwniez jasno dowodzi silnemu zwigzkowi pomie-
dzy szczepieniem a chorobg. Jednakze dotychczas nie
dowiedziono, Ze stosowanie obecnie zarejestrowanych
preparatow szczepionkowych ma wplyw na wystepowa-
nie oraz zaostrzenie wglobienia, mimo Ze producenci
lekéw w swoich ulotkach prosza o wzmozong czujnosé
wzgledem dzieci z przebyta chorobg w przeszlosci [17].
Jednoczesnie wykazano, ze czestotliwos¢ wystepowania
choroby u dzieci nieszczepionych oraz poddanych tej
procedurze jest poréwnywalna (patrz rozdzial: Szcze-
pionki przeciw zakazeniom rotawirusowym), przez
co nalezy wnioskowac, ze nie wystepuje bezposredni
zwiazek pomiedzy preparatami immunologicznymi,
a zachorowalnosciag na wglobienie [70]. Ciagle pro-
wadzony monitoring skutecznosci i bezpieczenstwa
szczepionek majacy na celu zapewnienie bezpieczen-
stwa dzieci nie wskazuje, aby zagrozenie wynikajace ze
szczepien mogto wzrosnac.

Kolejng obawa, jaka ustysze¢ mozna od rodzicow
jest podejrzenie, Ze szczepienia sg nieskuteczne. W sro-
dowisku naturalnym wyrdznia si¢ siedem roéznych
rodzajow wirusa, z czego kazdy posiada liczne podro-
dzaje, co oznacza, ze rodzina rotawirusow jest ogromna.
Dotychczas uznano, ze gltéwna przyczyng zakazen
u ludzi sg wirusy typu A. Kapsydowe bialka VP7 i VP4
rotawiruséw typu A sag antygenami neutralizujacymi,
wykorzystywanymi w rozwoju szczepionek oraz bada-
niu odpowiedzi immunologicznej bezposredniej lub
krzyzowej. Bialka te definiujg serotyp wirusa. Biatko
VP7 definiujace serotyp G oraz VP4 definiujace serotyp
P pozwolito na zidentyfikowanie kilku odmian wirusa
posrdd tych serotypow [6]. Jednakze oba serotypy tacza
sie ze sobg tworzgc liczne kombinacje, z ktérych by¢
moze nie wszystkie sg jeszcze poznane. Dotychczas
zidentyfikowano kilkadziesigt szczepow wirusa beda-
cych kombinacjg obu serotypow [35]. Wlaénie te liczby
powoduja najwiekszy niepokdj posréd rodzicow. Jak
wiadomo dostepne na rynku szczepionki nie posia-
dajg w swoim skladzie tak licznej reprezentacji roz-
nych rodzajow wirusa. Szczepionka RV1 (Rotarix) jest
monowalentna i posiada w swoim skladzie tylko jeden
serotyp nalezacy do grupy G1P, natomiast szczepionka
RV5 (RotaTeq) pig¢ réznych serotypow: G1-G4 i P1,
uodparniajgcych na odpowiednie ich kombinacje [16,
17]. Dodatkowo nalezy zwrdci¢ uwage, ze poszczegolne
serotypy wirusa sa z odpowiednig czgstoscig iden-
tyfikowane w réznych czesciach $wiata, a co za tym

M. PRYGIEL, K. BRODZIK, A. WIATRZYK, M. GLOWKA, K. WOZNICA, K. WDOWIAK, U. CZAJKA, A.A. ZASADA

idzie rodzaj niebezpiecznego patogenu i szczepionka
przeciwko niemu wymierzona powinna by¢ charakte-
rystyczna dla odpowiedniej szerokosci geograficznej
[71]. W przekonaniu przeciwnikéw szczepien jeden,
czy tez piec serotypow wystepujacych w szczepionkach
jest znikomg czgscig odmian krazacych w przyrodzie,
mogacych wywola¢ ciezkie zakazenie. Dodatkowo
réznorodnos¢ wirusow w réznych czesciach $wiata
w dobie translokacji zwigksza jeszcze bardziej prawdo-
podobienstwo niedopasowania skladu szczepionki
wzgledem zapotrzebowania. Argumenty wysuwne przez
przeciwnikéw oraz obawy rodzicéw powoduja niski
poziom zaufania do powszechnych szczepien prze-
ciwko rotawiurosom, a brak rzetelnych informacji nie
rozwiewa watpliwosci i niejasnosci wzgledem sku-
tecznosci szczepien spowodowanej immunologiczna
odpowiedzig krzyzowa [42]. Na podstawie obserwa-
cji i badan uznano jednak, ze szczepionki RV1 i RV5
zmniejszyly zapadalno$¢ na cigzka chorobe rotawiru-
sowa odpowiednio o 85% i 90%. Dodatkowo dzieki
stosowaniu szczepien udalo si¢ znaczaco zmniejszy¢
ilos¢ przypadkéw wymagajacych hospitalizacji [67].
Fakt ten jednoznacznie wskazuje na bezpodstawnosé¢
obaw przeciwnikow szczepien.

Kolejne zarzuty pod adresem szczepien przeciwko
rotawirusom mnozg sie w rozmowach rodzicéw oraz
na licznych forach internetowych. Do$¢ popularnym
argumentem przeciwko szczepieniom jest wprowadze-
nie zagrozenia dla zdrowia szczepionych niemowlat
za sprawg podania zywego patogenu. Wirus podawany
w szczepionce jest atenuowany tj. unieszkodliwiony,
przez co nie jest zdolny do wywotania silnej choroby
rotawirusowej. Wedlug dostepnej wiedzy podanie ate-
nuowanego wirusa do ukladu pokarmowego dziecka
moze powodowac lekka biegunke i nudnosci pacjenta,
jednak jest to naturalny objaw poszczepienny, ktory
nie jest niebezpieczny dla dziecka, dlatego nie powi-
nien powodowa¢ niepokoju [17]. Szczegélna grupa
pacjentow, co do ktorych obawy sg najwieksze zaliczy¢
nalezy wczesniaki. Przeciwnicy szczepien wskazuja,
ze zbyt liczne szczepienia na poczatku zycia oslabiaja
znaczgco organizm dziecka oraz wplywaja negatywnie
na rozwdj ich ukladu odpornosciowego, co w przy-
padku dzieci urodzonych przed terminem wydaje sie
by¢ zjawiskiem bardzo niebezpiecznym. Lekarze zwra-
caja jednak uwage, ze to wlasnie te dzieci - stabsze
z mniejsza masg urodzeniows, czesciej hospitalizowane,
sa szczegllnie narazone na zakazenia rotawirusem, a
nastepstwa choroby sa dla niech znacznie bardziej
niebezpieczne niz dla dzieci urodzonych w terminie.
Jednakze posréd obaw rodzicow poza zagrozeniem dla
zdrowia dziecka pojawiaja si¢ obawy o bezpieczenstwo
0s0b z otoczenia szczepionych. Namnozony w uktadzie
pokarmowym wirus moze zosta¢ wraz z kalem wyda-
lony z organizmu. Producenci szczepionek wyraznie
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ostrzegaja przed taka sytuacja w ulotkach dotgczonych
do opakowania preparatu. Rzeczywiscie wykazano, ze
zaszczepione niemowlaki moga wydala¢ rotawirusy
przez okolo tydzien po podaniu preparatu. Fakt taki
notuje sie u okoto 10% pacjentéw [16, 17, 33]. Dodat-
kowo negatywne emocje wzmaga fakt, Ze rotawirusy sa
odporne na wysoka temperature, liczne srodki dezynfe-
kujace czy promieniowanie UV, a to znaczaco zwigksza
mozliwo$¢ kontaktu z niebezpiecznym patogenem [53].
Wydalana szczepionka moze sta¢ si¢ zrodlem zakaze-
nia 0s6b z ich otoczenia, jednakze zachowujac wszelkie
srodki ostroznosci i podstawowe zasady higieny osobis-
tej minimalizuje si¢ zagrozenie i praktycznie wyklucza
mozliwos¢ zachorowania.

7. Podsumowanie

Zakazenia rotawirusami wystepuja na wszystkich
kontynentach i sg najczestsza przyczyng ostrych bie-
gunek u dzieci ponizej pigtego roku zycia. Jedynym
skutecznym sposobem zapobiegania tym infekcjom
s3 szczepienia. Obecnie na rynku mi¢dzynarodowym
dostepne sg dwie szczepionki przeciw zakazeniom rota-
wirusowym: pigciowalentna RotaTeq (RV5) i monowa-
lentna Rotarix (RV1). Istnieje réwniez kilka szczepio-
nek licencjonowanych wylacznie na rynki krajowe np.
w Indiach, Chinach czy Wietnamie. Uzasadnieniem
szczepien przeciw rotawirusom jest duza skuteczno$é
szczepionek, bezpieczenstwo ich stosowania oraz wy-
razne korzysci zdrowotne, spoleczne i ekonomiczne
w populacjach objetych powszechnymi szczepieniami.
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Streszczenie: Uklad odpornosciowy ssakéw rozwingl wiele mechanizméw pozwalajacych na skuteczng walke z czynnikami obcymi,
w tym patogenami. W 1994 roku Polly Matzinger oglosita teorie zagrozenia, nowy poglad w immunologii, opisujacy w jaki sposob
uklad odpornosciowy reaguje na zagrozenie organizmu, spowodowane uszkodzeniem, ale takze i obecnoscig patogenéw. Teoria ta
wnosi odmienne spojrzenie na obowigzujacy dotychczas poglad, wedtug ktdrej uklad odpornosciowy rozréznia struktury wiasne od
obcych i reaguje wylacznie na czynniki obce. Wedtug teorii zagrozenia, uklad odpornosciowy posiada zdolno$¢ weryfikacji czynnikow
bezpiecznych i niebezpiecznych, a wigc teoria ta thumaczy reakcje immunologiczne powstajace m.in. na skutek uszkodzenia tkanek,
okreslane ,sterylnym zapaleniem”, ale takze powstajace w czasie zakazenia. Podstawowym i fundamentalnym elementem w tej teorii
sg czasteczki sygnalizujace niebezpieczenstwo lub uszkodzenie - czasteczki DAMP (Damage/Danger-Associated Molecular Patterns),
uwalniane z uszkodzonych lub martwych tkanek, cho¢ sg one takze obecne w stanach fizjologicznych, ktére warunkujg analogiczng
odpowiedz immunologiczng do tej, ktéra zgodna jest z zalozeniami self/non-self.

1. Wstep. 2. Teoria zagrozenia. 3. Czasteczki zagrozenia-niebezpieczenstwa. 4. Charakterystyka wybranych czasteczek zagrozenia
- niebezpieczenstwa. 5. Podsumowanie

DANGER THEORY AND DAMAGE-ASSOCIATED MOLECULAR PATTERNS

Abstract: The immune system of mammals has developed many mechanisms to effectively defend itself against foreign factors, including
pathogens. In 1994, Polly Matzinger published a theory of danger, a new view in immunology, describing the response of the immune
system to danger, caused by trauma and/or presence of pathogens. This theory sheds a different view on the current belief, that the immune
system distinguishes between own (self) and foreign (non-self) structures and reacts only to non-self factors. According to the danger
theory, the immune system has the ability to verify “safe” and “dangerous” factors, thus explaining immune reactions caused by tissue
damage, referred to as “sterile inflammation”, but also occurring during the infection. It is believed that the fundamental elements in danger
theory are dangerous molecules i.e. — damage-associated molecular patterns (DAMPs), which are released from damaged or dead tissue
and cells. They are also present in physiological conditions and give analogous immune response to these induced by self/ non-self factors.

1. Introduction. 2. Danger theory. 3. Damage-associated molecular patterns. 4. Characteristics of selected damage-associated molecular
patterns. 5. Summary

Stowa kluczowe: teoria zagrozenia, czasteczki zagrozenia, DAMP

Key words: danger theory, danger factors, DAMP

1. Wprowadzenie

Uktad odpornosciowy (UO) ssakéw, w tym czto-
wieka, stanowi najwazniejszg lini¢ obrony przed czynni-
kami obcymi, w tym drobnoustrojami. Wedtug dotych-
czas gloszonej teorii w immunologii, podstawowa
i swoistg funkcja UO jest rozrdznianie czasteczek swo-
ich/wlasnych (self) od obcych (non-self), co wiaze sig
z konieczno$cia rozpoczecia reakeji wobec substancji
obcych - w tym patogenéw. Kluczowa role w funkejo-
nowaniu UO ssakéw, pelnig mechanizmy odpowiedzi
wrodzonej, czgsto utozsamiane z odpowiedzia nieswo-
istg, ktora zapewnia szybka, ale niespecyficzng reakgcje,
w przeciwienstwie do odpowiedzi nabytej, ktora jest
specyficzna, ale powstaje pozniej. W 1994 roku Polly
Matzinger, opublikowala prace pt. ,Tolerance, danger,
and the extended family” [63], w ktorej przedstawita

nowy poglad dotyczacy funkcjonowania UO, zwany
teorig zagrozenia, odmienng od dotychczasowych zato-
zen w immunologii (self/non-self). Podstawowymi ele-
mentami w ogloszonej teorii sg czasteczki zagrozenia
- niebezpieczenstwa - DAMP (Damage/Danger-Asso-
ciated Molecular Patterns), nazywane takze sygnatami
niebezpieczenstwa (danger signals) lub alarminami
(alarmins). Ich obecnos¢ powoduje rozpoczecie reak-
¢ji UO, pomimo, iz s3 to czesto wlasne — endogenne
elementy makroorganizmu (Tabelal). Rozpoznanie
przez UO czynnikéw DAMP, a takze molekularnych
wzorcow zwigzanych z patogenami — PAMP (Patho-
gen-Associated Molecular Patterns), wystepujacych na
bakteriach, wirusach, grzybach i pierwotniakach, moz-
liwe jest dzigki receptorom PRR (Pattern Recognition
Receptors) obecnym na komérkach UO [55], co prowa-
dzi do aktywacji uktadu odpornosciowego. Klasycznym
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przykiadem receptoréw PRR sa m.in. receptory toll-
-podobne - TLR (Toll-Like Receptors), stanowigce
ogniwo taczace odpornos¢ swoistg z nieswoistg. Do tej
grupy nalezg takze receptory lektynowe typu C - CLR
(C-Type Lectin Receptors), receptory RIG-I-podobne
- RLR (RIG-I-Like Receptors), cytozolowe receptory
DNA - CDS (Cytosolic DNA Receptors) oraz receptory
NOD-podobne - NLR (NOD-Like Receptors) [54].

2. Teoria zagrozenia

W 1960 roku Burnet i Medawar otrzymali nagrode
Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny, za opisanie
zjawiska tolerancji immunologicznej, wedtug ktorej
fundamentalng zasada dzialania UO, jest zdolno$¢
odrozniania antygenéw wlasnych (self) od obcych
(non-self) [13]. Hipoteze ta sformutowali kilka lat
wczesniej Burnet i Fenner [14], zakladajac, ze jezeli
w trakcie rozwoju embrionalnego, wszczepione zostana
komorki, pochodzace od genetycznie odregbnej rasy
zwierzat, to nie powinna rozwijac si¢ odpowiedz i pro-
dukcja przeciwcial przeciwko obcym czasteczkom.
Niestety, autorzy ci nie byli w stanie udowodni¢ swo-
jej hipotezy eksperymentalnie i dopiero w 1953 roku
potwierdzono ja, badajac mysie splenocyty wszczepione
do zarodkéw myszy ,,odlegtych” od siebie genetycznie
ras [7]. Osobniki takie nabywaly cech myszy-dawcow,
przykltadowo osobniki doroste (myszy-biorcy) akcep-
towaly przeszczep skory i innych tkanek, ale tylko od
gatunku myszy-dawcy. Tymczasem teoria zagrozenia
[63] zaklada, ze dla UO wazniejsze od rozpoznania
czynnikéw obcych dla organizmu, jest rozpoznanie
czynnikow niebezpiecznych (DAMP) i ich prezentacja.
Wedlug tej teorii, antygen moze by¢ zignorowany przez
UO, jesli nie zostanie uznany za niebezpieczny dla orga-
nizmu i w takim wypadku nie rozwinie si¢ odpowiedz
immunologiczna doprowadzajaca do jego eliminacji.
Tak wigc, w procesie rozpoznawania antygenu, powi-
nien pojawi¢ sie sygnal zagrozenia-niebezpieczenstwa
(DAMP), ktéry pozwoli na prawidtowg interpretacje
zaistnialej sytuacji i podjecie odpowiednich czynnosci.
Tymi sygnatami sg elementy wlasnych komorek i tka-
nek organizmu, wydzielane m.in. w trakcie ich uszko-
dzenia, urazu lub w czasie infekcji (Tabela I). Teoria
zagrozenia, mimo iz kontrowersyjna, to przez wielu
badaczy jest akceptowana, bo wyja$nia m.in. zjawisko
uruchomienia odpowiedzi immunologicznej w wyniku
oddzialywania wlasnych, endogennych elementéw
organizmu, powstalych np. w trakcie uszkodzenia tka-
nek [63, 107]. Wiadomo, ze przy cigzkim urazie, czy
zabiegu operacyjnym przeprowadzonym w warunkach
jatowych, moze dojs¢ do tzw. ,,sterylnego zapalenia’,
ktére mimo, ze powstaje wylacznie w wyniku uszko-
dzenia tkanek, charakteryzuje si¢ typowymi objawami
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zapalenia powstajagcymi w czasie infekcji, takimi jak
zaczerwienienie, podwyzszenie temperatury, obrzek
i bl [66]. W trakcie tego stanu, dochodzi do obumie-
rania komorek, co powoduje gromadzenie si¢ efektoro-
wych elementéw odpornosci wrodzonej, m.in. komérek
PMN (Polymorphonuclear Cells), ktére likwidujac go,
rozpoczynaja ,fizjologiczne gojenie” uszkodzonych
tkanek [50]. Ze wzgledu na olbrzymi arsenal wystepu-
jacych w komoérkach PMN zwiazkéw, powodujacych
m.in. hydroliz¢ i utlenianie, moze réwniez dojs¢ do
duzego zniszczenia otaczajgcych tkanek [90]. Ttuma-
czy to wystepowanie zmian patologicznych w odpo-
wiedzi na ,sterylne zapalenie”, ktore stwierdzane jest
m.in. w urazach, niedokrwieniach i zawalach, auto-
agresji, a nawet uszkodzeniach watroby wywolanych
przez leki [50, 60, 97]. Stad waznym faktem w zrozu-
mieniu roli wrodzonych elementéw odpornosciowych
w tych stanach, jest ich udzial w reakcji na uszkodze-
nia tkanek i ,sterylne zapalenie”, co prowadzi¢ moze
do zespolu ogdlnoustrojowej reakeji zapalnej — SIRS
(Systemic Inflammatory Response Syndrome), ktory
to stan klinicznie przypomina reakcje m.in. podczas
posocznicy [23]. Dodatkowo dowiedziono ze przedtu-
zajace si¢ ,sterylne zapalenie” w organizmie, moze stac
sie przyczyna stanoéw chorobowych, pozornie ze sobg
niepowigzanych, poczawszy od choroby Alzheimera
[5], przez stluszczenie watroby [43], az po miazdzyce
[38], czy dn¢ moczanowg [16]. Wiadomo, Ze w czasie
»sterylnego zapalenia” pojawiajgce si¢ czynniki DAMP,
wzmagaja reakcje ukladu odporno$ciowego, poprzez
aktywacje komorek prezentujacych antygen - APC
(Antigen-Presenting Cell), ktére wylapuja czasteczki
DAMP z otaczajacego srodowiska i po przejsciu do
wezldéw chlonnych, przekazuja go dziewiczym limfocy-
tom T. Poniewaz tylko komérki APC, moga pobudzac
limfocyty T dziewicze, a co za tym idzie, zapoczatkowac
odpowiedz pierwotna, dlatego wtasnie komorki APC
muszg rozpozna¢ sygnal zagrozenia - niebezpieczen-
stwa (DAMP). Jesli sygnal zagrozenia zostanie odebrany
przez komorki APC (sygnat pierwszy), wowczas docho-
dzi do ekspresji czgsteczek drugiego sygnalu aktywu-
jacych limfocyty Th, co prowadzi w konsekwencji do
rozwoju reakcji odpornosciowej. Czasteczki drugiego
sygnalu, czyli tzw. sygnatu kostymulacji, obecne sg na
komdrce prezentujacej antygen. Laczac sie z odpowied-
nimi czgsteczkami na limfocycie T, wzmagaja efekt pre-
zentacji i stymulacji komdrek T. Szczegdlnie efekt ten
dotyczy czasteczki CD28 na limfocycie T, taczacej si¢
z czgsteczkami CD80 i CD86 na komoérce APC, a takze
semaforyny taczace si¢ z CD72 i z pleksynami, jak row-
niez czasteczkami TIM-1 i -3. Do aktywacji limfocytu T
potrzebne sg takze sygnaly przekazywane przez cyto-
kiny, np. IEN typu L, IL-1, -12, -18. Wptyw tych dodat-
kowych oddzialywan na aktywacje limfocytow T nazy-
wany jest ,,sygnatem II”. Jedli natomiast sygnal DAMP
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Tabela I

Czynniki zagrozenia — niebezpieczenstwa (DAMP)

Zrédlo “Nazwa DAMP Receptory Priléircrgjg_
Czynniki DAMP Biatka szoku cieplnego (HSP70, HSP90, HSP60, CD91, TLR2, TLR4, SREC-1 I FEEL-1 [12]
uwalniane w trakcie |HSP72, HSP90B1)
nekrozy komorek Adenozyno-trifosforan (ATP) P2Y2, P2X7 [35]
Mitochondrialne DNA (MtDNA) TLR9 [31]
Bialko o duzej ruchliwosci elektroforetycznej (HMGB1) | TLR2, TLR4, RAGE, TIM3 [40]
IL-la IL-1R [20]
IL-33 ST2 [41]
Katelicydyny/LL-37 FPRL1, TLR7,8,9, P2X7, EGFR, MRGX2, [111]
CXCR2

Defensyny (a, ) CCR2, CCR6, TLR4 [111]
Biatko o duzej ruchliwoéci elektroforetycznej (HMGN1) | TLR4 [103]
Biatko S100 RAGE [36]
Interferon (IFN) TLR3 [6]
Reaktywne formy tlenu (ROS) brak danych [77]
Prostaglandyna E2 (PGE,) EP1-4 [39]
Jony potasu (K+) - [25]
Kalretikulina (CARL) LRP1 [73]
Granulizyna TLR4 [56]
Neurotoksyna pochodzaca z eozynofiléw (EDN) TLR2 [111]
Kwasy nukleinowe, dsRNA, dsDNA TLR3, TLR7/8, TLR9 [32]
Cyklofolina A CD147 [53]
Cytochrom C LPG [79]
F-aktyna DNGR-1/ CLEC,A [3]
Galektyny TLR2 [48]
Tioredoksyna NLRP3 [119]
Kwas moczowy purynergiczne [92]
Peptydy N-formylowane (NFP) FPR1 [18]
Histony TLR9 [45]
Ligand prog. $mierci (PD-L1) PD-1 [118]
Peroksyredoksyna -1 (Prx1) TLR4 [85]

Czynniki DAMP Biatka szoku cieplnego (HSP70, HSP90, HSP60, CD91, TLR2, TLR4, SREC-1 I FEEL-1 [12]

uwalniane w trakcie |HSP72,HSP90B1)

apoptozy komérek Adenozyno-trifosforan (ATP) P2Y2, P2X7 [35]
Defensyny (a, B) CCR2, CCR6, TLR4 [111]
Nadtlenek wodoru (H,0,) brak danych [77]
Aneksyna 1(ANXALI) FPR-1 [105]
Fosfatydyloseryna (PtdSer) TIM-1/-3/-4, BAII, Stabilin-2, MFG-E8, Clq [46]
Kardiolipina brak danych [93]
Stingozyno-1-fosforan (S1P) brak danych [51]
i ceramido-1-fosforan (C1P)
Lizofosfatydylocholina (LPC) G2A [58]
Kalretikulina (CARL) CD91 [73]
Domena $mierci (DD1a) DDla [116]
Trombospondyna 1 (THBS1) ap, [52]
Kwasy nukleinowe, dsRNA, dsDNA TLR3, TLR7/8, TLR9 [32]
Ligand programowanej $§mierci (PD-L1) PD-1 [118]
Peroksyredoksyna -1 (Prx1) TLR4 [85]




TEORIA ZAGROZENIA ORAZ CZASTECZKI NIEBEZPIECZENSTWA 331

Tabela I. C.d.
Zrédlo *Nazwa DAMP Receptory Plsjmlen—
nictwo
Czynniki DAMP Hialuronian TLR2, TLR4 [89]
proteolizy macierzy Fibronektyna TLR4 [89]
zewngtrz- Fibrynogen TLR4 (89]
-komérkowej :
Blglycan TLR2, TLR4, P2X4, P2X7 [89]
Siarczan heparanu TLR4 [89]
Tenascin C TLR4 [37]
Wersykan TLR2, TLR6, CD14 [89]

* Kolejnos¢ DAMP - wg ilosci faktéw i danych w cytowanym pismiennictwie.

nie zostanie odebrany przez komorki APC i nie dojdzie
do ekspresji czasteczek drugiego sygnalu z udzialem
limfocytéw Th, co prowadzi do anergii klonalnej i/lub
apoptozy limfocytéw Th. Oprocz rozpoznania i prezen-
tacji przez komorki APC czynnikéw DAMP, waznym
aspektem w teorii zagrozenia jest takze sposob w jaki
UO decyduje o efektorowym charakterze odpowiedzi
na te czynniki. Zwigzane jest to z rodzajem odpowiedzi
typu komodrkowego lub humoralnego organizmu, oraz
klasy wytwarzanych przeciwcial [78]. Réwniez odpo-
wiedz UO na DAMBP, zalezy od rodzaju tkanki w ktorej
zachodzi, bo np. w oku, czy przewodzie pokarmowym,
moze dochodzi¢ do lokalnego hamowania odpowiedzi
przez specyficzne mediatory, np. transformujacy czyn-
nik wzrostu TGF-f (Transforming Growth Factor 1)
[65]. Jest to takze wazny fakt w teorii zagrozenia, ktéry
odrdznia ja od obowigzujacego pogladu w immuno-
logii, z ktérego wynika, ze charakter fazy efektorowej
odpowiedzi immunologicznej, zalezy wylacznie od
czynnika wywolujacego te odpowiedz [1].

3. Czasteczki zagrozenia-niebezpieczenstwa

Czasteczki zwigzane z zagrozeniem-niebezpieczen-
stwem (DAMP) (Tabela I), to w zasadzie wtasne — endo-
genne czynniki inicjujace odpowiedz immunologiczna
[6], ktére pochodzg z uszkodzonych i/ lub martwych
komorek, jak rowniez z komdrek bedacych w stanie
stresu biologicznego - zakazenia, co za kazdym razem
oznacza zagrozenie i niebezpieczenstwo dla gospo-
darza [6]. Badania przedstawione przez zespot Matzin-
ger [30], wskazujg, ze czasteczki DAMP w rzeczywis-
tosci s3 sygnatami stresu dla komérek UO. Prowadzi
to do uwalniania endogennych substancji i sygnatow,
ktore aktywujg komorki rozpoznajace antygen. Wyka-
zano takze, ze sygnaly niebezpieczenstwa — zagroze-
nia (DAMP) moga takze bezposrednio aktywowac
komorki dendrytyczne — DC, makrofagi, neutrofile,
komoérki NK oraz komorki T z receptorem yd [30].
Czasteczki DAMP mogg takze wplywac na dojrzewanie

komorek DC i neutrofili, jak réwniez wspomagac opso-
nizacje i pochlanianie umierajacych komdrek nowo-
tworowych [35]. Opisano wérdd czynnikow DAMP
i takie, ktore nie wykazuja dzialania aktywujacego na
elementy UO, pozostaja neutralne lub nawet dzialaja
hamujaco [34, 61]. Wykazano, ze czgsteczki DAMP
takie jak np. aneksyna 1 (ANXA1), fosfatydyloseryna
(PtdSer), domena $mierci (DD1a), prostanglandyna
E2 (PGE2), jony potasu (K*) oraz niektore czasteczki
obecne w macierzy zewnatrzkomoérkowej, np. hialuro-
nian, fibronektyna A, czy fibrynogen — odpowiedzialne
za utrzymanie homeostazy tkankowej, moga prowadzi¢
nawet do unikania odpowiedzi immunologicznej i dzia-
ta¢ immunosupresyjnie [61]. Opisano réwniez, Ze nie-
ktdre czasteczki DAMP, np. bialko o duzej ruchliwosci
elektroforetycznej - HMGBI1 (High Mobility Group
Box 1), ulega specyficznym potranslacyjnym modyfi-
kacjom - utlenianiu lub cytrulinacji, ktére moga dez-
aktywowa¢, wzmacnia¢ lub zmienia¢ jego wlasciwosci
immunogenne [87]. Wiekszo$¢ alarmin dziata jednak
immunostymulujaco na elementy UO, m.in. wigzac sie
do swoistych receptoréw PRR, takich jak receptory TLR
[6, 72], purynergiczne receptory P2, biatka zwigzane
z receptorem lipoproteiny o niskiej gestosci (LRP1), for-
mylowe receptory (FPR1) lub receptory zaawansowanej
glikacji endoproteinowej (RAGE) [34].

Wiadomo, ze czynniki stresu — potencjalne czynniki
DAMP, moga mie¢ charakter fizyczny (mechaniczny
i termiczny), chemiczny (toksyny) oraz biologiczny
(zakazenie) i kazdorazowo mogg prowadzi¢ do $mierci
komorki, w tym martwicy i apoptozy [33, 24], w trakcie
ktorych uwalniaja si¢ czasteczki DAMP (Tabela I) [33,
61]. Doda¢ nalezy, ze nekroza powstajaca w wyniku
urazu, uszkodzenia lub wywotana obecnoscia zarazkow
i toksyn, jest procesem charakteryzujacym si¢ utrata
integralnosci blony. Apoptoza natomiast, jest proce-
sem, ktéry moze wystapic takze jako zjawisko fizjolo-
giczne [61, 80], stad odpowiedz - reakcja gospodarza
na te dwie formy $mierci komorki jest odmienna [50].
Nekroza powoduje odpowiedz zapalng [61], czego nie
obserwuje si¢ podczas apoptozy, gdyz przebiega ona
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z zachowaniem ciaglosci bton, a wewnatrzkomoérkowa
zawarto$¢ komorki nie jest uwalniana [46]. Nieza-
leznie, ze proces komorek podlegajacych tym dwom
typom $mierci jest odmienny, to elementy uwalniane
w wyniku tych proceséw sa szybko ,przejmowane”
przez komoérki UO, w procesie fagocytozy — w prze-
biegu nekrozy, m.in. przez rezydujace tam komorki
PMN oraz poprzez proces eferocytozy makrofagow
- w przypadku apoptozy [27]. W trakcie tych dwoch
procesow, komérki UO uwalniaja wiele czynnikéw
DAMP (Tabela I), ktdre dzialajg modulujgco na ele-
menty UO poprzez wytwarzanie mediatoréw zapale-
nia, cho¢ takze i takich substancji jak IL-10 i TGF-,
ktére hamujg stan zapalny [46]. Wykazano, ze uwol-
nione w czasie nekrozy i apoptozy czasteczki DAMP,
cechuja si¢ na tyle harmonijnym i skoordynowanym
dzialaniem, ze moze prowadzi¢ to do powstania stanu
zapalnego, obejmujacego rézne uklady i narzady, two-
rzac w konsekwencji tzw. sie¢ zapalenia [94, 95].

4. Charakterystyka wybranych czasteczek
zagrozenia — niebezpieczenstwa

Wisrod czasteczek zagrozenia — niebezpieczenstwa
(DAMP) (TabelaI), jednymi z lepiej opisanych sg biatka
wstrzasu cieplnego — HSP (Heat Shock Proteins) [12,
17, 64, 65, 75, 81, 100]. Biatka te wbrew nazwie, nie
sg wytwarzane jedynie w odpowiedzi na oparzenie czy
przegrzanie organizmu, ale ich synteza nastepuje takze
w wyniku zadzialania na komérke czynnikéw uszka-
dzajacych [100]. Obecnos¢ HSP stwierdzono podczas
nekrozy, wywolanej przez niesprzyjajace warunki dla
funkcjonowania komoérki lub wywotanej obecnoscia
patogendw. Bialka te, pojawiajg si¢ takze w wyniku dzia-
tania innych czasteczek DAMP, jak np. fibronektyny
- elementu macierzy zewnatrzkomorkowej, uwalnianej
z uszkodzonych tkanek, ktora aktywujac receptor TLR4,
prowadzi do rozpoznania i zaprezentowania HSP [17].
Wykazano, ze biatko HSP - jako czasteczka DAMP,
pozwala na wykrycie przez makroorganizm zagroze-
nia, nawet wtedy, gdy patogen, powodujacy ten stan, nie
zostal jeszcze wykryty przez UO [17]. Zatem bialka te,
stanowig niezwyklg czasteczke DAMP, ktdra w zasadzie
nie wystepuje poza macierzg komorek w prawidtowych
- fizjologicznych warunkach [17]. Niezaleznie jednak
od przyczyn pojawienia si¢ HSP poza komorka, biatka
te aktywuja komorki APC, co jest sygnalem do rozpo-
czgcia odpowiedzi immunologicznej, cho¢ HSP moga
dziala¢ réwniez jako chaperony w zakresie odpornosci
adaptacyjnej [75]. Wykazano, ze podwyzszony poziom
biatka HSP70, wystepujacy m.in. w wyniku ciezkiego,
traumatycznego uszkodzenia moézgu, powoduje reak-
cje prozapalne, poprzez zwigkszenie ilosci czasteczek
adhezyjnych oraz wydzielanie przez komorki UO cyto-
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kin i chemokin [22, 81]. Wzrost poziomu biatek HSP
wystepuje takze przy rozleglych zabiegach chirurgicz-
nych i urazach, co powoduje zwigkszenie poziomu pro-
kalcytoniny w surowicy [67], wzrost stezenia glukozy
oraz liczby bialych krwinek [88, 115]. Wysoki poziom
bialek HSP moze towarzyszy¢ infekeji, stad przyjmuje
sie, ze poznanie kinetyki uwalniania HSP, to droga
prowadzaca do wykorzystania ich, jako biomarkeréw
pomocnych w monitorowaniu, diagnozowaniu, a nawet
leczeniu réznych stanéw patologicznych [84].

Wazng czgsteczkg DAMP jest rowniez ATP, pod-
stawowa jednostka energii wykorzystywana w meta-
bolizmie komoérkowym. Uszkodzone komorki, m.in.
w wyniku stresu fizycznego, chemicznego, czy biolo-
gicznego (zakazenia), wydzielaja ATP, ktory staje si¢
czasteczka DAMP, ostrzegajac komorki UO o nad-
chodzacym zagrozeniu i mobilizujac szybka reakcje
zapalng [35]. Jak wykazano, zaostrzona reakcja zapalna
u ludzi na bakterie ptytek nazgbnych, prowadzi do cho-
réb przyzebia [76], a powstajgcy stan zapalny powoduje
uszkodzenia tkanek, czego konsekwencja jest uwalnia-
nie wewnatrzkomadrkowego ATP do przestrzeni poza-
komorkowej. To pozakomorkowe ATDP, jest przyktadem
czasteczki DAMP u organizmoéw wielokomorkowych,
wydzielany jest kazdorazowo podczas uszkodzen,
w celu wywolania reakeji zapalnych, cho¢ takze w cza-
sie rozpoczgcia procesu gojenia, poprzez stymulacje
receptoréow purynergicznych [15]. Dowiedziono, ze
pozakomoérkowy ATP, poprzez sygnalizacje receptora
P2X7, jest jednym z najlepiej dzialajacych aktywatoréw
inflamasomu Nlrp3, ktory posredniczy w wytwarzaniu
cytokin zapalnych, takich jak IL-1p [47, 50, 96]. Bada-
nia McDonald i wsp. [66], wykazaly, ze myszy, ktérym
podano przeciwciala rekombinowanego antagonisty
receptora IL-1 (IL-1R), ktéry blokowat IL-1f, posia-
daly zwigkszona adhezj¢ oraz zmniejszong zdolnos¢
migracji neutrofili, przez co neutrofile nie podazaly
do miejsc zapalnych [66].

Inng bardzo istotng czasteczky zagrozenia — nie-
bezpieczenstwa (DAMP) jest mitochondrialne DNA
(MtDNA), ktére aktywuje UO glownie ze wzgledu na
pochodzenie ewolucyjne i uderzajace podobienstwa
miedzy mitochondriami i bakteriami. Wedlug teorii
endosymbiotycznej, bakterie zdolne do prowadzenia
wymiany gazowej, wlaczone zostaty do komorek euka-
riotycznych w wyniku endocytozy [99]. Ze wzgledu
na podobienstwo aktywacji szlakow molekularnych,
zar6wno w zakazeniu bakteryjnym, jak i przy urazie
makroorganizmu, moze dojs¢ do pojawienia sie cza-
steczek zagrozenia (DAMP), powstania odpowiedzi
immunologicznej, a nawet wystapienia zespotu ogol-
noustrojowej reakcji zapalnej — SIRS [28, 59, 114].
Mimo, ze nie udalo si¢ ustali¢ bezposredniego zwigzku
pomiedzy rozwojem SIRS, a uwalnianiem skfadnikow
mitochondrialnych podczas uszkodzenia komorek
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iurazu, to wykazano, ze poziom MtDNA jest znaczaco
podwyzszony u rannych pacjentéw. Dowiedziono, ze
czasteczki DAMP pochodzenia mitochondrialnego,
odgrywaja role w chorobach serca, zapaleniu stawow,
chorobach watroby, urazach, a takze wspomnianej
reakcji SIRS u ludzi [57, 74, 98]. W badaniach prowa-
dzonych na myszach wykazano réwniez, ze MtDNA
podawane zwierzgtom powoduje SIRS i uszkodzenie
pluc. W zwiazku z tym przyjeto hipotezg, ze uwolnie-
nie MtDNA, moze by¢ brakujacym elementem zwiazku
miedzy uszkodzeniami tkanki, a tzw. sterylnym zapale-
niem, a nawet SIRS [82]. Jako przykiad, wykazano, ze
stan zwigzany z udarem moézgu, czy stan wystepujacy
podczas rozlegtych ztaman, w czasie ktérego dochodzi
do uwalniania MtDNA do krazenia, czgsto prowadzi
do rozwoju ostrego uszkodzenia pluc. Stwierdzono,
ze u pacjentéw z urazem i SIRS, w mitochondriach
zmniejsza si¢ produkcja czasteczek ATP, co w konse-
kwencji powoduje wyczerpanie jego zasobow i $mier¢
komorki [80]. Udowodniono, ze podczas urazu, reakcji
zapalnej i SIRS, zwigksza si¢ rowniez mitochondrialna
produkgcja reaktywnych form tlenu - ROS, ktére moga
regulowa¢ poziom jadrowego czynnika transkrypcyj-
nego NF-kB w komoérkach odpornosciowych i w ten
sposob wywolywac reakcje zapalng [80]. To mitochon-
drialne DNA uwalniane w trakcie urazu, moze takze
w sposOb bezposredni aktywowa¢ neutrofile, poprzez
wigzanie si¢ z ich receptorem TLR9, powodujac akty-
wacje wewnatrzkomorkowego szlaku sygnalowego p38
MAPK [104, 117]. Nadto obecnos¢ MtDNA powoduje,
ze komdrki MN (Mononuclear Cells) wydzielajg cyto-
kiny prozapalne, cho¢ czasteczki MtDNA s3 rowniez
bezposrednimi mediatorami indukcji apoptozy pod-
czas urazow czy SIRS [80]. Wykazano, ze podczas
SIRS dochodzi nie tylko do aktywacji szlaku kinazy
biatkowej RIPK [23], ale takze ,kompleksu sygna-
lizacyjnego” prowadzacego do martwicy [23, 108].
W badaniach eksperymentalnych wykazano, ze delecja
kinazy RIPK3 u myszy, chroni je przed $§miercig w prze-
biegu sterylnych zapalen i SIRS [23]. U zwierzat
z niedoborem RIPK3, stwierdzono, Ze poziom MtDNA
w osoczu jest niski, co sugeruje zwigzek miedzy bra-
kiem RIPK3, a mniejszym uszkodzeniem tkanek [23].
Mitochondria zatem, oprocz funkcji generowania ATP
i udziale w apoptozie, odgrywaja wazng role w akty-
wowaniu wrodzonej odpornosci, poniewaz zawierajg
sktadniki ich przodkéw bakteryjnych, ktdre sg poten-
cjalnie immunogenne [10].

Nastepna waznag czasteczka DAMP jest prozapalne
biatko HMGB1 [101], znane gtéwnie jako czynnik
transkrypcyjny lub bialko jadrowe wiazace DNA [69].
Bialko to wystepuje powszechnie we wszystkich typach
komorek jadrzastych, a jego wydzielanie z monocytéw
moze by¢ stymulowane przez PAMP, cytokiny i czyn-
nik aktywujacy sktadnik dopetniacza — C5a [86]. Biatko
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HMGBI uwalniane jest réwniez z komoérek nekrotycz-
nych, przez co dochodzi do pobudzenia odpornosci
wrodzonej [69]. Wykazano, ze po pierwotnej retencji
jadrowej w komorkach apoptotycznych, ze wzgledu
na zwigkszong przepuszczalnos¢ komorkows i degra-
dacje nukleosoméw, HMGBI jest uwalniane podczas
pdzniejszych faz apoptozy [40]. Bialko to, w stanach
zapalnych, wykazuje plejotropowe dzialanie w narza-
dach, bo m.in. wplywa na aktywacj¢ komorek fagocy-
tujacych oraz komorek srodblonka, ale takze warunkuje
utrate funkeji barierowych nabtonka, co prowadzi do
typowych objawdéw zapalenia i wystgpienia stanu pato-
logicznego [102]. HMGBI, poprzez aktywacj¢ chemo-
taksji komodrek UQ, angiogeneze naczyn, dojrzewania
komorek dendrytycznych, a takze rekrutacje i prolife-
racje komorek macierzystych, promuje procesy obrony,
naprawy i regeneracji tkanek [49]. Bialko to, wzmac-
nia odpowiedz zapalng poprzez wigzanie endogennych
i egzogennych mediatoréw zapalenia, takich jak cyto-
kiny oraz LPS (Lipopolysaccharide) [2, 91], cho¢ stan
zapalny promowany przez to bialko, zachodzi z udzia-
fem receptora stanu redoks, towarzyszacego czasteczce
HMGBI [40]. Wykazano, ze biatko HMGB1 oddziatuje
poprzez receptory TLR i RAGE na komoérki uczestni-
czace w inicjowaniu szybkiej i dlugotrwalej reakeji
zapalnej. W procesie nekrozy komorek, w tym komorek
nowotworowych, biatko HMGBI1 moze by¢ wydzie-
lane w sposéb bierny [26, 83] i jest to wowczas typowa
czasteczka DAMP [101]. Doda¢ nalezy, ze ginace
komorki nowotworowe wydzielajac czasteczki DAMP
w postaci biatka HMGBI1, cho¢ takze HSP, ATP, czy
biatka S100 wiazacego wapn, ,,programujg” charakter
$mierci pozostalych komoérek [50].

To, czy $mier¢ tych komérek bedzie miata charak-
ter immunogenny - aktywacja odpowiedzi UO skie-
rowanej przeciwko komérkom nowotworowym, czy
nieimmunogenny - niezdolny do takiej odpowiedzi,
zalezy w duzym stopniu od aktywnosci czasteczek
DAMP. Stwierdzono, Ze unikanie odpowiedzi immuno-
logicznej przez komodrki nowotworowe jest wynikiem
blokowania sygnaléw DAMP, uwalnianych z umiera-
jacych i martwych komoérek. Wykazano, ze w trakcie
immunologicznej $mierci mysich linii komérek nowo-
tworowych, dochodzi do uwalniania takich czasteczek
DAMP, jak HSP70 i HSP90 [29] oraz kalretikuliny
(CARL) [73]. Natomiast w procesie $mierci komorek
nowotworowych, wywotanych przez chemioterapeu-
tyki (Doksorubicyne, Mitoksantron, Oksaliplatyne czy
Bortezomib), dochodzi do uwalniania biatka HMGB1
(4], aneksyny A1 (ANXA1) [106] oraz ATP [68].

Innymi czasteczkami DAMP, ktérych obecnosé
$wiadczy o rozpoczeciu odpowiedzi odpornosciowej,
sg interleukiny, np. IL-1a i IL-33, ktére majg podwdjna
funkcje, gdyz sa one pozakomoérkowymi mediatorami
zapalenia oraz dodatkowo wewnatrzkomdrkowymi
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czynnikami transkrypcyjnymi [41]. Ponadto IL-33 jest
jedna z pierwszych czasteczek DAMP, ktore ,,alarmujg”
komoérki UO o naruszeniu przez patogeny bariery
obronnej nabtonka jelitowego [11, 42, 62], cho¢ row-
niez interleukina ta uczestniczy w procesie polaryzacji
komorek Th2 [62]. W momencie zagrozenia, spowo-
dowanego np. wniknieciem patogenu do makroorga-
nizmu, IL-33 aktywuje komorki wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej do rozpoczecia odpowiedzi typu 2
- z udzialem komorek Th2, a takze aktywuje synteze
IL-4, -5,-91-13, ktdre sg istotne, np. przy odbudowaniu
bariery naruszonej poprzez patogeny [21]. IL-33 jest
zatem wyjatkowa cytoking, gdyz dziata jako tradycyjna
cytokina zewngtrzkomorkowa oraz jadrowy czynnik
transkrypcyjny.

Dodac¢ nalezy, ze wiele czasteczek zagrozenia, takich
jak np. katelicydyny/LL-37, defensyny, HMGN1 (High
Mobility Group Nucleosome Binding Domain 1),
biatko S100 oraz charakteryzowane wczesniej biatko
HMGBI, wykazuja bezposrednie dzialanie przeciw-
-drobnoustrojowe, eliminujac patogeny i wplywajac
na ksztaltowanie mikroflory makroorganizmu, ktéra
reguluje odpowiedz immunologiczng [36, 109, 111].
Wykazano, ze katelicydyna - peptyd nalezacy do
naturalnych bialek AMP, pobudza receptory TLR7,
8, 9 [39] lub P2X7 [19] wystepujace na neutrofilach,
makrofagach, komoérkach DC i fibroblastach, prowa-
dzac do produkeji mediatoréw zapalenia, takich jak
TNFa, IFNa (Interferon) czy PGE2, a nadto aktywuje
migracje neutrofili, monocytéw oraz limfocytéow T
[111, 113], przez co warunkuja wczesng odpowiedz
organizmu na zagrozenie. Zarejestrowano, ze pacjenci
z atopowym zapaleniem skory, typowym zapalnym
schorzeniem obejmujacym komorki Th-2, nie produ-
kuja katelicydyny/LL-37 z powodu wysokiego poziomu
IL-411IL-13, co powoduje znaczne zmniejszenie u nich
odpornosci przeciwwirusowej [44]. Takze defensyny,
jako czgsteczki DAMP nalezace do naturalnych anty-
biotykéw, chronig skére, blony sluzowe przewodu
pokarmowego, ukladu moczowo-plciowego i ukladu
oddechowego, dzialajac przeciwbakteryjnie, przeciw-
wirusowo, ale takze przeciwgrzybiczo i przeciwpasozyt-
niczo [70]. Peptydy te aktywujg komorki DC poprzez
receptory TLR4 lub TLR7/8/9 do produkcji TNFa,
IL-6 czy IFN [8], przez co wzmagaja odporno$¢. Wyka-
zano, ze P-defensyny aktywuja u czlowieka, krolika
i $winki morskiej, degranulacje komorek tucznych,
co prowadzi do uwolnienia histaminy i prostaglan-
dyny D2 (PGD2) - mediatoréw stanu zapalnego [71].
Wykazano takze, ze mysia B-defensyna stymuluje
niedojrzate komérki DC i ich dojrzewanie, a ludzka
a-defensyna wprowadzona do hodowli mysich makro-
fagéw zwigksza zdolno$¢ tych komdrek do fagocytozy.
Takze biatko HMGNI, swoje bezposrednie dziatanie
jako czasteczka DAMP, wigze z odpowiedzig zwigzang
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gloéwnie z limfocytami Tc [109] i Th1 [110], cho¢ takze
wzmaga odporno$¢ przeciwnowotworows [9, 103, 112],
czego dowodem jest wystepowanie grasiczaka i innych
zlosliwych guzéw u myszy z niedoborem tego bialka.
Roéwniez biatko S100, podobnie jak HMGN1, wzmaga
odporno$¢ przeciwnowotworows, aktywujac komorki
DC i makrofagi [33, 36]. Wykazano, ze bialko S100
hamujac aktywno$¢ tych komdrek, powoduje rozrost
linii nowotworowych [109].

5. Podsumowanie

Teoria zagrozenia i zwigzane z nig czasteczki
zagrozenia — niebezpieczenstwa (DAMP), wyjasniaja
pewne zjawiska w patofizjologii, trudne do wytluma-
czenia w oparciu o obowigzujaca teorie self/non-self,
chociazby uszkodzenie tkanek wskutek urazu, zjawi-
sko ,sterylnego zapalenia’, czy tez zrozumienie prze-
biegu niszczenia komoérek w wyniku stresu fizycznego,
chemicznego, czy biologicznego. Elementy tej teorii
- czasteczki DAMP, majg swoja role i udzial w uzu-
pelnieniu wiedzy dotyczacej utrzymania homeostazy
immunologicznej organizmu oraz rozwoju odpowiedzi
UO, m.in. w uszkodzeniach, infekcjach, a takze w pro-
cesie nowotworzenia.
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Streszczenie: Bakterie Staphylococcus epidermidis sa mikroorganizmami komensalnymi, wchodzgcymi w sktad naturalnej mikrobioty skory
i blon $luzowych czlowieka. Wyksztalcily szereg przystosowan, ktore umozliwiaja kolonizacje skory i pozwalaja im na unikanie mecha-
nizméw obrony przeciwdrobnoustrojowej cztowieka. Bakterie S. epidermidis konkurujg z mikroorganizmami patogennymi. Wytwarzajac
czynniki o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, wspomagaja bariere ochronng skory cztowieka. Z drugiej strony sg jednym z wazniejszych
czynnikéw etiologicznych zakazen szpitalnych. Szczepy szpitalne S. epidermidis wytwarzaja biofilm i wykazuja oporno$¢ na rézne
antybiotyki. S odpowiedzialne gtéwnie za zakazenia krwi oraz zakazenia zwigzane z obecnoscia biomaterialéw w organizmie pacjenta.

1. Wprowadzenie. 2. Bakterie S. epidermidis jako komensale. 2.1. Pochodzenie S. epidermidis. 2.2. Skora jako $rodowisko zycia S. epider-
midis. 2.3. Mechanizmy adaptacyjne S. epidermidis do $rodowiska zycia. 2.4. Mechanizmy wspierania bariery ochronnej skéry. 2.5. Wpltyw
na funkcje komoérek gospodarza. 3. S. epidermidis jako patogen. 3.1. Biofilm bakteryjny i czynniki wirulencji. 4. Podsumowanie

FROM A COMMENSAL TO A PATHOGEN - TWO FACES OF STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS

Abstract: Staphylococcus epidermidis is a commensal organism and the most abundant constituent of the healthy human skin and mucous
membrane microbiota. It is well adapted to colonize and evade human antimicrobial barriers. Staphylococcus epidermidis not only
competes with potentially harmful pathogens, but also produces a plethora of proteins supporting host natural defenses. At the same
time, Staphylococcus epidermidis is an opportunistic pathogen recognized as one of the leading causes of healthcare-associated infections.
Staphylococcus epidermidis is mainly responsible for bloodstream infections and other biomedical device-related infections. Hospital
strains of Staphylococcus epidermidis form protective biofilm and are characterized by their resistance to various antibiotics.

1. Introduction. 2. Staphylococcus epidermidis as a commensal organism. 2.1. Origin of S. epidermidis. 2.2. Human skin as S. epidermidis
environment. 2.3. Adaptation mechanisms of S. epidermidis. 2.4. Mechanisms supporting skin’s antimicrobial defences. 2.5. Impact on the

activity of host cells. 3. S. epidermidis as a pathogen. 3.1. Bacterial biofilm and virulence factors. 4. Summary

Stowa kluczowe: bakterie komensalne, biofilm, Staphylococcus epidermidis

Keywords:

commensal bacteria, biofilm, Staphylococcus epidermidis

1. Wprowadzenie

Bakterie Staphylococcus epidermidis s3 jednym
z czolowych przedstawicieli mikrobioty skéry i blon
sluzowych cztowieka [20, 38, 67, 82]. Naleza do grupy
koagulazo-ujemnych gronkowcéw [5]. Komensalne
bakterie S. epidermidis towarzysza czlowiekowi przez
cale zycie jako stali rezydenci skory [37]. Aby utrzymac
sie na powierzchni skdéry wyksztalcily szereg mecha-
nizmow, ktére umozliwiaja im wyczuwanie i obrong
lub ominiecie odpowiedzi uktadu immunologicznego
cztowieka [49, 70].

Bakterie S.epidermidis aktywnie wspieraja skore
w jej funkcjach bariery ochronnej i mechanizmy wro-
dzonej odpornosci cztowieka. Wytwarzajg szereg roz-
nych czynnikéw, ktére majg dziatanie przeciwdrobno-
ustrojowe, skierowane przeciw bakteriom patogennym
[18, 43, 44]. Ostatnio pojawia si¢ coraz wigcej informa-
¢ji na temat korzystnego wplywu bakterii komensal-
nych, w tym takze S. epidermidis na zdrowie czlowieka
[13, 43, 66, 72, 81, 86].

Z drugiej strony w ostatnich latach S. epidermidis
wytonil sie jako jeden z wazniejszych czynnikow etio-
logicznych zakazen zwigzanych z opiekg medyczna HAI
(Healthcare-Associated Infections) [95, 96]. Doprowa-
dzil do tego postep medycyny i wprowadzenie inwa-
zyjnych zabiegdéw diagnostycznych i leczniczych [79].
Patogeneza zakazenn wywolywanych przez szpitalne
szczepy bakterii S. epidermidis wiaze si¢ gtéwnie z two-
rzeniem przez nie biofilmu na powierzchniach bioma-
terialéw wprowadzanych do organizmu pacjenta. Bak-
terie S. epidermidis s3 wiodacym czynnikiem zakazen
krwi oraz zakazen zwigzanych z obecnoscig w orga-
nizmie czlowieka biomateriatéw [40, 62]. Wywoluja
zakazenia gléwnie u pacjentéw z deficytami immuno-
logicznymi, u pacjentéw poddawanych terapii immu-
nosupresyjnej, wczesniakow, pacjentéw zakazonych
wirusem HIV (Human Immunodeficiency Virus), dtu-
gotrwale hospitalizowanych i krytycznie chorych [28,
36]. Do gtéwnych postaci klinicznych zakazen wywo-
tywanych przez S. epidermidis naleza m.in. zakazenia
ozyska naczyniowego [2], zakazenia implantéw orto-

* Autor korespondencyjny: Beata Podgorska, Elblaska Uczelnia Humanistyczno-Ekonomiczna, ul. Lotnicza 2, 82-300 Elblag;

tel. 55 239 38 02; e-mail: pielegniarstwo@euh-e.edu.pl
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pedycznych [65], infekcyjne zapalenie wsierdzia [17],
czy zakazenia drég moczowych zwigzane obecnoscia
cewnika moczowego [26].

Szpitalne szczepy bakterii gatunku S. epidermidis
oprocz zdolno$ci wytwarzania biofilmu wyksztalcity
takze opornos¢ na rézne antybiotyki. Wigkszo$¢ izola-
tow szpitalnych (od 75 do 90%) wykazuje opornos¢ na
metycyline MRSE (Methicillin Resistant Staphylococ-
cus epidermidis) [96], a wraz z nig krzyzowa opornos$¢
na wiekszo$¢ antybiotykow B-laktamowych [5]. Okoto
85% z nich wykazuje takze oporno$¢ na wiele innych
antybiotykéw MDRSE (Multidrug-Resistant S. epider-
midis) [64, 96]. Szpitalne szczepy S. epidermidis stano-
wig w placéwkach opieki medycznej rezerwuar genéw
opornosci na antybiotyki, ktore moga by¢ przekazy-
wane innym mikroorganizmom w tym $rodowisku [3].
Bakterie te rozprzestrzeniaja si¢ w szpitalach na calym
$wiecie i stwarzaja coraz wieksze zagrozenie [97].

Bakterie S. epidermidis nie posiadaja klasycznych
czynnikow wirulencji, takich jakie wytwarzajg blisko
z nimi spokrewnione Staphylococcus aureus, egzoen-
zymow degradacyjnych czy toksyn, ktorych aktywnosé
niszczy tkanki gospodarza (np. hemolizyn a i 8, leuko-
cydyny, toksyn eksfoliatywnych A i B) [23]. Wigkszo$¢
czynnikow, ktore uczestnicza w patogenezie zakazen
wywolywanych przez S. epidermidis odgrywa wazng
role takze w ich komensalnym trybie zycia. Moze to
wskazywa¢, ze S.epidermidis nie jest mikroorganiz-
mem typowo patogennym, a raczej patogenem opor-
tunistycznym [69].

Celem artykutu jest przedstawienie czynnikéw, ktdre
umozliwiajg bakteriom S. epidermidis funkcjonowanie
jako mikroorganizmu komensalnego, wspomagajacego
mechanizmy odpornosci wrodzonej czlowieka oraz
tych, ktore z drugiej strony czynig go jednym z wazniej-
szych czynnikéw etiologicznych zakazen szpitalnych.

Udzial bakterii S. epidermidis w wywolywaniu zaka-
zen szpitalnych, opis czynnikow, ktore majg wplyw na
ich réznorodnos¢ klonalng oraz opis wytworzonych
mechanizmdéw opornosci na antybiotyki przedstawiono
w artykule pt. ,,Staphylococcus epidermidis jako czynnik
etiologiczny zakazen szpitalnych”, ktéry opublikowano
na stronie 348 biezacego zeszytu Postepéw Mikrobiologii.

2. Bakterie S. epidermidis jako komensale
2.1. Pochodzenie S. epidermidis

Jeszcze do niedawna panowato powszechne prze-
konanie, ze pt6d oraz $rodowisko macicy jest jalowe,
a pierwszy kontakt z bakteriami i kolonizacja nowo-
rodka nastepuje dopiero w chwili jego narodzin oraz
w ciagu kilku dni po narodzinach [48]. Badania prowa-
dzone w ramach programu Human Microbiome [75],
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ktéry ma na celu okreslenie skfadu ludzkiej mikrobioty,
jej roli w utrzymaniu zdrowia czlowieka oraz wplywie na
poszczegdlne jednostki chorobowe daly swiatlo na cal-
kiem nowe, dotychczas nieznane fakty. Ostatnie badania
sugerujg, ze pléd i ptyn owodniowy nie sa catkowicie
sterylne, a pierwszy kontakt cztowieka z S. epidermidis
ma miejsce juz podczas zycia ptodowego [19, 61]. Moga
na to wskazywac¢ wyniki badart DNA (sekwencjonowa-
nie fragmentu 16S rRNA) wyizolowanego z probek krwi
pepowinowej pobranej od dzieci narodzonych przez
cesarskie ciecie [29], a takze badania hodowlane, ktére
umozliwily wyizolowanie czystych kultur bakterii S. epi-
dermidis (identyfikacja na podstawie sekwencjonowa-
nia fragmentu 16S rRNA) z prébek ptynu owodniowego
[19] oraz z mekonium czyli smotki (pierwszy kat), gdzie
jak wykazano, bakterie S.epidermidis sa najliczniej
wystepujacymi mikroorganizmami [45]. Z uwagi na
duze zainteresowanie tym tematem zapewne mozliwe
bedzie uzyskanie wiekszej ilosci danych i ostateczne
wyjasnienie tej kwestii w najblizszym czasie.

Badania eksperymentalne przeprowadzone na zwie-
rzetach potwierdzajg mozliwos¢ przenoszenia bakterii
S. epidermidis z organizmu matki na ptéd [46]. Sugeruje
sie, ze bakterie te moga przedostawac sie do srodowiska
macicy z jamy ustnej matki poprzez krwiobieg [25].
S. epidermidis jest jednym z pierwszych mikroorga-
nizméw z jakimi ma kontakt ptéd, stad uwaza sie, ze
moze mie¢ wplyw na ksztaltowanie ukladu immunolo-
gicznego dziecka [81] i jego przygotowanie na zetknie-
cie ze znacznie wigkszg liczbg réznorodnych drobno-
ustrojow podczas porodu oraz karmienia piersig [76].

Sposéb narodzin ma ogromny wplyw na poczat-
kowy skltad mikroorganizméw kolonizujacych nowo-
rodka. Dzieci, ktore rodzg si¢, przez kanat rodny sa
kolonizowane gtéwnie przez mikroorganizmy zasiedla-
jace pochwe kobiety. Natomiast u dzieci przychodza-
cych na $wiat przez cesarskie ciecie wykazano przewage
mikroorganizméw, ktore wystepujg na skérze matki,
w tym gtéwnie bakterii z rodzaju Staphylococcus [29].
Ten poczatkowy sktad mikroorganizméw u noworodka
ma ogromny wplyw na tworzenie zlozonych i stabil-
nych populacji mikroorganizmoéw, ktére maja wplyw
na zdrowie w dorostym zyciu cztowieka [6, 31, 61].

Tuz po porodzie i ekspozycji na srodowisko orga-
nizm noworodka jest kolonizowany przez wiele roz-
nych rodzajow mikroorganizméw. Ma to odzwier-
ciedlenie w duzym zréznicowaniu skladu mikrobioty
jelitowej noworodka [76]. Bakterie Staphylococcus spp.
moga przedostawaé si¢ do jelit niemowlat ze skory
matki, podczas karmienia piersig a takze wraz z mle-
kiem matki, w ktérym stanowia dominujaca grupe
mikroorganizméw [46]. Jako fakultatywne beztle-
nowce, bakterie S.epidermidis (wraz z Streptococcus
spp., Enterococcus spp. i Enterobacter spp.) sg pierw-
szymi i gléwnymi mikroorganizmami kolonizujacymi



340

jelita niemowlat. Wykorzystujac tlen i obnizajac jego
poziom w jelicie stwarzajg warunki dla zycia bakterii
beztlenowych (Bifidobacterium spp., Bacteroides spp.
i Clostridium spp.) [61].

Badania przeprowadzone przez Eggesbe [31] wyka-
zaly dynamike skladu ilosciowego i jakosciowego mikro-
organizmow podczas zycia osobniczego czlowieka.
Obserwowano stale obnizanie liczby bakterii Staphylo-
coccus spp. w jelitach dzieci poczawszy od 4 do 120 dnia
ich zycia [31]. Sklad mikrobioty jelit dzieci w wieku
3 lat jest istotnym czynnikiem wplywajacym na stan
ich zdrowia i neurorozwoju [9, 77]. Sugeruje si¢ takze,
ze znaczna przewaga liczebnosci bakterii Staphylococ-
cus spp. w stosunku do Bifidobacterium spp. w jelitach
dzieci moze mie¢ wplyw takze na ich na otytos¢ [47].

2.2. Skora jako srodowisko zZycia S. epidermidis

Ciato ludzkie jest srodowiskiem zycia wielu réznych
rodzajéw mikroorganizméw, ktdre sa niezbedne dla
rozwoju i zdrowia czlowieka. Bakterie S. epidermidis sa
podstawowym elementem mikrobioty skory. Spelniaja
wiele waznych funkcji i przyczyniaja sie do utrzymania
homeostazy organizmu czlowieka [18, 43, 81]. Naleza
do grupy stalych rezydentdw i stanowig znaczaca czgsé
ztozonej populacji mikroorganizméw na powierzchni
skory [37, 38, 67, 82]. Skora czlowieka jest bardzo zr6zni-
cowanym Srodowiskiem. Sktad i rozmieszczenie mikro-
organizmow zalezy od topografii i wlasciwosci fizjo-
logicznych, zajmowanej przez nie niszy [20, 37, 38, 67].

Bakterie S. epidermidis preferuja miejsca wilgotne
o wyzszej temperaturze, dlatego wystepuja gtownie w za-
glebieniach ciala: pod pachami, pod kolanami,
w pachwinach, faldzie posladkowym, pomiedzy pal-
cami, w okolicach pepka [37, 82]. Kolonizujg takze
jame nosowa zdrowych oséb (od 96 do 100%) [43].
Wystepuja w obszarach fojowych, na czole pomiedzy
brwiami, w zewnetrznym kanale stuchowym, na poty-
licy [38], ale takze na obszarach odstonietych i suchych
takich jak wewnetrzna strona przedramienia [82].
Jako fakultatywne beztlenowce bakterie S. epidermidis
moga wystepowac¢ zardwno na powierzchni skory jak
i w mieszkach wlosowych, gdzie jest obnizona zawar-
tos¢ tlenu [82]. Poza skorg wystepuja takze na blonach
sluzowych, np. gardla czy drég rodnych [60, 84].

2.3. Mechanizmy adaptacyjne S. epidermidis
do srodowiska Zycia

Skora stanowi bariere anatomiczng i wraz roznymi
mechanizmami odpornosci wrodzonej (nieswoistej)
chroni przed wnikaniem mikroorganizméw do wne-
trza organizmu czlowieka [8]. Jest wyjatkowo nie-
przyjaznym $rodowiskiem zycia dla bakterii. Kwasny
odczyn (pH ~5), niewystarczajaca zawarto$¢ wolnej
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wody, duze wahania temperatury, ekspozycja na pro-
mieniowanie UV, wysokie stezenie soli (NaCl) pocho-
dzacej z potu oraz obecno$¢ biatek przeciwbakteryjnych
AMP (Antimicrobial Peptides), wytwarzanych przez
komorki skory sprawiaja, ze tylko niektdre mikro-
organizmy majg mozliwos$¢ przetrwania i przebywania
na stale w tym $rodowisku [8]. Bakterie S. epidermidis
nalezg do grupy stalych rezydentow i jako jedne z nie-
licznych mikroorganizméw sa zdolne do statego utrzy-
mywania sie przy zyciu i odtwarzania swojej populacji
w tych niesprzyjajacych warunkach [8]. Aby przetrwac
wyksztalcily szereg przystosowan oraz stosujg rozne
strategie, ktore umozliwiajg im wyczuwanie i omijanie
badz przezwyciezanie fizycznych, chemicznych i biolo-
gicznych czynnikéw obrony przeciwdrobnoustrojowej
gospodarza [56].

Bakterie S. epidermidis sa mikroorganizmami Gram-
-dodatnimi, tak wiec juz sama struktura sciany komor-
kowej zbudowanej z wielu warstw mureiny nadaje im
wysoka stabilnos$¢, dzieki czemu komorki bakterii sa
oporne na wysychanie, szok osmotyczny i czynniki
mechaniczne [8]. Dodatkowa warstwe ochronng dla
komorek bakterii mogg tworzy¢ takze biatka, ktdre
znajduja si¢ w srodowisku ich wystepowania [41].

Aktywno$¢ gruczoléw potowych sprawia, ze $ro-
dowisko ludzkiej skory charakteryzuje si¢ zmiennym,
czesto wysokim stezeniem soli (NaCl). Bakterie S. epi-
dermidis jako mikroorganizmy halotolerancyjne moga
przetrwaé w $rodowiskach o bardzo wysokich steze-
niach soli NaCl, si¢gajacych nawet do 2 M [49]. Mecha-
nizmy tej niezwyklej opornosci wcigz nie s catkowicie
poznane. Jednym z czynnikow, ktéry ma na to wplyw
jest wytwarzany przez nie egzopolimer, kwas poli-y-
DL-glutamowy PGA (Poly-y-Glutamic Acid) [49]. PGA
chroni bakterie nie tylko przed wysokim stezeniem
NaCl, ale takze przed biatkami przeciwdrobnoustrojo-
wymi AMP wytwarzanymi przez komoérki skory oraz
przed fagocytoza przez neutrofile [49]. Bakterie S. epi-
dermidis majg takze zdolno§¢ gromadzenia w swoich
komoérkach osmoprotektantéw: betainy glicynowej,
proliny, jondéw K*, ktore zapobiegaja ich odwodnie-
niu w $rodowisku o wysokiej osmolarnosci [10, 51].
Wysokie stezenia tych substancji wewnatrz komorek
bakterii, nawet w warunkach braku stresu osmotycz-
nego cze¢$ciowo wyjasniajg ich niezwykla tolerancje na
NaCl i wysokie ci$nienie osmotyczne [51].

Z kolei do ograniczenia niekorzystnego wplywu
kwasnego odczynu skory (pH 4,2-5,9), i jego neutrali-
zacji przyczyniajg si¢ wytwarzane przez S. epidermidis
enzymy, deiminaza argininowa oraz ureaza. Deimi-
naza argininowa to enzym, ktory jest zaangazowany
w katabolizm argininy i jej konwersj¢ do ornityny,
amoniaku i dwutlenku wegla [27, 58]. Enzym ten jest
kodowany przez geny zorganizowane w operonie arc
(arcA, arcB, arcC, arcD), znajdujagcym si¢ w obrebie
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mobilnego elementu genetycznego ACME (Arginine
Catabolic Mobile Element), ktdry jest zlokalizowany
w chromosomie i wystepuje u okolo 50% szczepow
bakterii gatunku S. epidermidis [27, 63]. Wyczerpanie
L-argininy jako substratu przez deiminaze argininowa
ma dodatkowo korzystne i ochronne znaczenie dla
bakterii S. epidermidis, poniewaz jest ona takze sub-
stratem do produkgji tlenku azotu (NO). Zwiazek ten
ma dzialanie bakteriobdjcze i jest elementem zaréwno
wrodzonej jak i adaptacyjnej odpowiedzi immunolo-
gicznej skierowanej przeciwko mikroorganizmom [27].
Innym czynnikiem umozliwiajacym przeciwdzialaniu
stresowi kwasowemu jest wytwarzana przez S. epider-
midis ureaza. Enzym ten katalizuje rozkltad mocznika,
ktory jest sktadnikiem potu, a jednym z produktow tej
reakgji jest amoniak [88].

Ochronne dzialanie przed kwasnym odczynem
skory ma takze biofilm bakteryjny tworzony przez nie-
ktdre szczepy bakterii S. epidermidis [58, 88].

Skora ludzka nie stanowi jedynie pasywnej, mecha-
nicznej bariery, lecz takze aktywnie uczestniczy w obro-
nie przed mikroorganizmami. Komorki skory wytwa-
rzajg bialka AMP o aktywnosci przeciwdrobnoustro-
jowej. Te matle biatka o dtugosci 5-149 aminokwaséw
charakteryzujg si¢ szerokim spektrum aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Gtéwnym celem ich ataku
jest $ciana lub blona komdrkowa bakterii [34]. Sg one
czasteczkami efektorowymi nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej i stanowig pierwszg lini¢ obrony
u czlowieka. Chronig go przed patogenami, ale takze
kontroluja sklad naturalnej mikrobioty, czesto wyka-
zujac z nig dzialanie synergistyczne [34]. Gloéwny-
mi rodzinami bialek AMP wytwarzanymi w skorze
czlowieka sg: katelicydyny, p-defensyny i dermicydyny
[34, 54]. Sa one produkowane przez keratynocyty,
komorki tuczne, neutrofile, sebocyty a takze wystepuja
w pocie [34, 35].

Defensyny i katelicydyny sg biatkami o fadunku do-
datnim. Jest to podyktowane przewaga obecnosci ami-
nokwasow zasadowych, gléwnie argininy i lizyny. Katio-
nowy charakter tych bialek AMP ulatwia ich wigzanie
z ujemnie naladowanymi sktadnikami $ciany komor-
kowej bakterii, np. lipopolisacharydem LPS (Lipo-
polysaccharide), kwasami teichojowymi TA (Teichoic
Acid), odpowiednio na powierzchni komoérek bakterii
Gram-ujemnych i Gram-dodatnich oraz z ujemnie
naladowanymi fosfolipidami blony komodrkowej bak-
terii. Kationowe bialka AMP poczatkowo sa przyciagane
do powierzchni komorki bakterii przez oddziatywania
elektrostatyczne, a nastepnie wbudowane w strukture
jej blony komoérkowej. Prowadzi to do uszkodzenia
blony komdrkowej, wyplynigcia zawartosci komorki
bakterii, a ostatecznie do jej $mierci [1, 34].

Ochrone przed aktywnoscig kationowych bialek AMP
bakterie S. epidermidis zawdzigczajg sprawnie dzialaja-

cemu w ich komérkach systemowi Aps [70]. System ten
sklada si¢ z uktadu czujnik / regulator. Elementem czuj-
nikowym jest bialko ApsS, ktére oddzialujac z biatkiem
AMP aktywuje mechanizmy regulacji. Mechanizmy te
obejmujg indukcje ekspresji gendéw operonu dlt i genu
mprF, co prowadzi odpowiednio do D-alanylacji kwa-
sow teichojowych oraz wlaczenia lizylo-fosfatydylo-
glicerolu do blony cytoplazmatycznej bakterii [56, 70].
Ta modyfikacja kwasow teichojowych i blony cyto-
plazmatycznej dodatnio naladowanymi czgsteczkami
zmienia fadunek powierzchniowy komorek bakterii
i ostatecznie prowadzi do elektrostatycznego odpycha-
nia kationowych bialek AMP [56]. W sktad systemu
Aps wchodzi takze transporter (pompa) VraFG, ktorego
dzialanie polega na usuwaniu bialek AMP z blony cyto-
plazmatycznej na zewnatrz komorki bakterii albo ich
importowanie do wnetrza komorki w celu inaktywacji
proteolitycznej [56, 70].

Z kolei przed bakteriobdjcza aktywnoscia bialek
AMP o charakterze anionowym, m.in. dermicydyna,
komorki bakterii S. epidermidis s chronione przez ak-
tywnos¢ wydzielanych zewnatrzkomérkowo enzymoéw
degradacyjnych, m.in. proteazy SepA [15, 54]. Dodat-
kowo role ochronng pelnia takze wytwarzane przez
bakterie egzopolimery: kwas poli-y-DL-glutamowy
PNAG [49] i polisacharyd PIA (Polysaccharide Inter-
cellular Adhesin). PIA jest adhezyng i kationowym
polimerem N-acetyloglukozaminy, ktory jest syntety-
zowany przez szczepy bakterii wytwarzajace biofilm
[100]. Rola ochronna tych egzopolimréw polega na
ostonieciu komorek bakterii i ich odizolowaniu od
negatywnego wplywu bialek AMP [49, 90].

2.4. Mechanizmy wspierania bariery
ochronnej skory

Bakterie S. epidermidis jako mikroorganizmy ko-
mensalne, stale przebywajace na skérze aktywnie
wspieraja mechanizmy obronne czlowieka, co moze
nawet sugerowac ich mutualistyczny zwigzek z gospo-
darzem. Odbywa si¢ to migdzy innymi przez wytwa-
rzanie przez bakterie wlasnych czynnikéw, ktére maja
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Mechanizm ten
umozliwia bakteriom . epidermidis konkurowanie
o nisze z innymi mikroorganizmami i nie zezwala na
kolonizacje skdry przez bakterie patogenne [18].

Do grupy bialek o aktywnosci przeciwbakteryjnej
wytwarzanych przez S.epidermidis naleza moduliny
rozpuszczalne w fenolu PSM (Phenol-Soluble Modu-
lin). Te male bialka, o dlugosci 20-44 aminokwasdéw
wykazuja dzialanie synergistyczne z biatkami AMP
gospodarza [18, 74]. PSM sa toksynami, ktore selek-
tywnie uszkadzajg blone komoérkowg bakterii patogen-
nych, miedzy innymi S. aureus, w tym takze szczepow
metycylinoopornych MRSA  (Methicillin-Resistant
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Staphylococcus aureus), Streptococcus grupy A (Strep-
tococcus pyogenes) oraz bakterii Escherichia coli [18].

Ich selektywna aktywnos¢ w stosunku do komérek
bakterii patogennych sprawia, ze toksyny PSM nie
naruszajg struktury mikrobioty skdry, w tym takze nie
uszkadzaja komorek wytwarzajacych je bakterii S. epi-
dermidis [18]. Jest to mozliwe dzieki funkcjonujacemu
u S. epidermidis systemowi sekrecji, ktorego kluczowym
elementem jest biatko transportowe Pmt, umozliwia-
jace eksport toksyn PSM z wnetrza wytwarzajacych je
komorek bakterii do otaczajacego srodowiska [14].

Bialka PSM wspieraja system obronny gospodarza
i spelniaja istotng role w komensalnym stylu zycia bak-
terii S. epidermidis ulatwiajac im wzrost i rozprzestrze-
nianie si¢ na powierzchni naskorka [14, 18]. Jednak
kiedy skora jest uszkodzona a bakterie wnikaja w gtab
tkanek gospodarza mogg wykazywaé¢ w stosunku do
nich takze dzialanie toksyczne. Z uwagi na to s zali-
czane do czynnikéw wirulencji bakterii S. epidermidis
(rozdzial 3.1). Bialka PSM spetniajg takze istotng role
w procesach dojrzewania biofilmu (rozdziat 3.1).

Wigkszo$¢ szczepow S. epidermidis (96%) produ-
kuje bakteriocyny, ktore sg bialkami skierowanymi
przeciwko innym gatunkom lub szczepom bakterii
blisko z nimi spokrewnionych. Szczepy S. epidermi-
dis wytwarzajace bakteriocyny same nie podlegajg ich
szkodliwemu dzialaniu [35, 44]. Wiekszo$¢ bakterio-
cyn wytwarzanych przez S. epidermidis nalezy do grupy
lantybiotykow, np.: epidermina, epilancyna K7, Pep5,
gallidermina [7], epilancyna 15X [32], stafylokokcyna
1580 [4] epidermicyna N101 [80], epicydyna 280 [4]
i bakteriocyn klasy II, np.: aureocyny A70 i 53 [4].

Lantybiotyki sa antybakteryjnymi peptydami za-
wierajacymi tioeterowe aminokwasy lantionine i/lub
metyllantionine. Ich dziatanie bakteriobdjcze polega
gléwnie na tworzeniu poréw w blonach komérkowych
bakterii [7].

Wytwarzane przez S. epidermidis bakteriocyny ha-
muja wzrost wielu bakterii patogennych, w tym takze
S. aureus [44]. Ze wzgledu na wielki potencjal przeciw-
bakteryjny bakteriocyn ostatnio pokltada si¢ wielkie
nadzieje na ich wykorzystanie jako srodkow zapobie-
gajacych zakazeniom oportunistycznym u pacjentow
z deficytami ukladu odpornosciowego [44].

Innym mechanizmem antagonistycznego oddziaty-
wania S. epidermidis w stosunku do patogennych bak-
terii S. aureus jest wytwarzanie przez nie egzoenzymu,
proteazy serynowej Esp. Proteaza Esp hydrolizuje sze-
reg bialek kluczowych dla powstawania biofilmu, m.in.
odpowiedzialnych za adhezj¢ oraz interakcje gospo-
darz-patogen, w tym takze biatko A bakterii S. aureus.
Degraduje takze biatka macierzy zewnatrzkomadrkowej
czlowieka, do ktérych wigza sie komorki bakterii
S.aureus (m.in. fibronektyne, fibrynogen, witronek-
tyne) [43, 85]. Z uwagi na to proteaza Esp jest zaliczana
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takze do czynnikéw wirulencji S. epidermidis [69].
Proteaza Esp nie tylko hamuje powstawanie biofilmu,
wytwarzanego przez S. aureus, ale moze takze degra-
dowa¢ biofilm ktdry juz istnieje [43, 85]. W organi-
zmie czlowieka gtéwnym rezerwuarem S. aureus jest
jama nosowa. Okolo jedna trzecia populacji ludzkiej
jest nosicielem tych patogennych bakterii. Koloniza-
cja nozdrzy jest jednym z gléwnych czynnikéw ryzyka
zakazen szpitalnych wywolywanych przez S.aureus
(m.in. zakazen skory, zakazen tozyska naczyniowego,
infekcyjnego zapalenia wsierdzia, zakazen tkanek
miekkich). Obecnos¢ komensalnych bakterii S. epider-
midis w jamie nosowej zapobiega jej kolonizacji przez
mikroorganizmy patogenne [43, 85]. Badania ekspe-
rymentalne przeprowadzone na myszach wykazaly, ze
donosowa aplikacja bakterii S. epidermidis zapobiega
takze kolonizacji przez szczepy MRSA [73].

Bakterie S. epidermidis moga hamowac wytwarzanie
biofilmu przez S. aureus takze poprzez blokowanie sys-
temu quorum sensing tych bakterii. System ten oprdocz
wplywu na tworzenie biofilmu kontroluje takze eks-
presje innych waznych czynnikéw wirulencji S. aureus,
np. toksyn a, B, §, proteazy serynowej, DN-azy, fibry-
nolizyny, enterotoksyny B, toksyny zespolu wstrzasu
toksycznego TSST1 [55].

Ostatnie badania sugeruja, ze bakterie S. epidermi-
dis kolonizujace jame¢ nosowa cztowieka moga zapobie-
gac takze infekcjom wirusowym. Jest to mozliwe dzieki
obecnosci w komdrkach bakterii biatka Embp, ktore jak
wykazano wigze wirusy grypy i przez to dziala jak filtr
ochronny [13].

Bakterie S. epidermidis przyczyniajg si¢ takze do wy-
twarzania wolnych kwaséw tluszczowych FFA (Free
Fatty Acids), ktére na powierzchni skory tworzg ba-
riere przeciwbakteryjng. FFA na powierzchni skdry sa
wytwarzane przez sebocyty, ale w duzym stopniu takze
poprzez aktywnos¢ lipolityczng komensalnych bakterii
S. epidermidis oraz bakterii Propionibacterium acnes
[35]. Bakteryjne lipazy hydrolizuja tréjglicerydy sebum
produkowanego przez gruczoly lojowe, a produktem tej
reakcji s3 wolne kwasy tluszczowe. Niektdre srednio-
i dlugotanicuchowe FFA (C8-C18) wykazuja dzialanie
przeciw szerokiemu spektrum bakterii Gram-dodat-
nich i stanowig wazny element odpornosci wrodzonej
czlowieka [30]. Bakterie S. epidermidis unikaja bakterio-
bdjczej aktywnosci FFA przez ich modyfikacje enzyma-
tyczna. Umozliwia to wytwarzany przez bakterie enzym
FAME (Fatty Acid Modifying Enzyme), ktory katalizuje
reakcje estryfikacji kwasow tluszczowych [12].

2.5. Wplyw na funkcje komorek gospodarza
Bakterie S. epidermidis moga korzystnie wplywac

na funkcjonowanie skory jako bariery ochronnej takze
poprzez wplyw na funkcje komoérek gospodarza.
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Kwas lipoteichojowy obecny w $cianie komorko-
wej bakterii S. epidermidis moze hamowa¢ nadmierng
odpowiedz zapalng keranocytéw oraz uwalnianie cyto-
kin prozapalnych podczas uszkodzenia skory, co w tym
przypadku dziala na niekorzy$¢, poniewaz znacznie
opoznia gojenie rany [53].

Bakterie S.epidermidis moga pobudza¢ kerano-
cyty do produkcji biatek AMP (m.in. B-defensyn),
lub hamowa¢ ich wytwarzanie. Aktywacja kerano-
cytéw przyczynia si¢ do wzmozonego wytwarzania
biatek AMP i przygotowania gospodarza do odparcia
ataku bakterii patogennych [52]. Z kolei hamowanie
ich aktywnosci pozwala bakteriom unikna¢ bakterio-
bdjczego dzialania bialek AMP [15, 42]. Utrzymanie
réwnowagi pomiedzy stymulacjg a unikaniem przez
bakterie S. epidermidis wrodzonej odpowiedzi immu-
nologicznej ma ogromne znaczenie dla zachowania
homeostazy i zdrowia czlowieka.

Najnowsze badania wskazujg na kolejng bardzo
wazng, ochronng role jaka moga spelnia¢ bakterie
S. epidermidis w organizmie czlowieka. Nakatsuji i wsp.
[66] wykazali, ze niektdre szczepy bakterii S. epider-
midis, zdolne do wytwarzania 6-N-hydroksyamino-
puryny (6-HAP), majg wybidrcza zdolno$¢ hamowa-
nia wzrostu i proliferacji komoérek nowotworowych
(gtéwnie nowotwordéw skory wywolanych przez pro-
mieniowanie UV). Potwierdzity to badania ekspery-
mentalne przeprowadzone na myszach [66]. 6-HAP
jest czasteczky, ktéra hamuje replikacje kwasu DNA,
a mechanizm dziatania polega prawdopodobnie, na
konkurowaniu czasteczki 6-HAP z adening.

3. S. epidermidis jako patogen
3.1. Biofilm bakteryjny i czynniki wirulencji

Kluczowe znaczenie w patogenezie zakazen wywo-
tywanych przez S. epidermidis ma biofilm, ktory jest
tworzony przez niektdre szczepy tych bakterii. Okoto
potowa wszystkich zakazen HAI ma zwiazek z obec-
noscig biofilmu wytwarzanego przez bakterie na po-
wierzchniach biomateriatéw wprowadzonych do orga-
nizmu pacjenta [68, 98].

Bakterie S. epidermidis wiaza sie preferencyjnie do
powierzchni biomaterialéw wprowadzanych do organiz-
mu pacjenta [39]. We wstepnej fazie interakcji komorek
bakterii i powierzchni abiotycznych gléwne znaczenie
odgrywaja oddzialywania fizyczne, m.in.: ruchy Browna,
sity przyciggania van der Waalsa, oddziatywania elektro-
statyczne oraz sity hydrofobowe. Ten poczatkowy etap
wigzania komorek bakterii jest odwracalny [69].

Powierzchnie wprowadzonych do organizmu pa-
cjenta biomateriatéw (m.in.: cewnikéw naczyniowych,
cewnikoéw urologicznych, implantéw ortopedycznych,
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sztucznych zastawek serca itp.) pokrywaja si¢ biatkami
osocza i biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej: albu-
ming, fibronektyna, fibrynogenem, kolagenem, witro-
nektyna, elastyng, lamining. Biatka te sg rozpozna-
wane przez adhezyny, ktdre sg zakotwiczone w $cianie
komorkowej bakterii [69]. Adhezyny umozliwiaja nie-
odwracalnie wigzanie komorek bakterii do powierzchni
biomatrialéw w dalszym etapie tworzenia biofilmu.
W zjawisku tym u S. epidermidis uczestnicza gléwnie
biatka powierzchniowe AtlE, biatko Bap/Bhp [69],
grupa bialek adhezyjnych MSCRAMM (Microbial
Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules) oraz kwasy teichojowe [91]. W poczatko-
wym etapie tworzenia biofilmu aktywnos¢ biatka AtlE,
ktore spelnia podwojng funkcje zaréwno adhezyny jak
i autolizyny, prowadzi do lizy matlej subpopulacji ko-
morek bakterii S. epidermidis i uwolnienia z nich kwasu
DNA. Ta uwolniona frakcja zewnatrzkomoérkowego
DNA (extracellular DNA) inicjuje wigzanie komoérek
bakterii do powierzchni biomaterialow, a takze wigza-
nie komorek pomiedzy sobg [94]. Wytwarzany przez
S. epidermidis biofilm jest strukturg zlozong. Sklada
sie z wielu warstw komorek bakterii, ktore sg stabilizo-
wane przez zewngtrzkomorkowe DNA bakterii, biatka
adhezyjne i wytwarzane przez bakterie egzopolimery
PIA i kwas poli-y-DL-glutamowy PGA [49, 69]. Egzo-
polisacharyd PIA (inaczej zwany PNAG) jest polime-
rem N-acetyloglukozaminy. Enzymy, ktore biorg udziat
w jego syntezie sg kodowane przez geny zorganizowane
w operonie ica (intercellular adhesion) (icaA, icaD, icaB,
icaC) [99]. Okolo 87% szpitalnych szczepow bakterii
gatunku S. epidermidis, ktore posiadaja geny ica wytwa-
rza biofilm bakteryjny, stad ich obecnos$¢ uznaje sie za
jeden z gtéwnych markeréw patogennosci tych bakterii
[100]. W niektdrych szczepach S. epidermidis funkcje
egzopolisacharydu PIA przejmuja biatka powierzch-
niowe, gtéwnie Bap/Bhp [87], Aap [78] i Embp [16].
Formowanie i dojrzewanie biofilmu u S. epidermidis
kontrolowane jest przez system quorum sensing i geny
agr (agrA, agrC, agrD, agrB) [55]. Z uformowanego,
dojrzalego biofilmu mogg odrywac sie jego fragmenty.
Te uwolnione fragmenty biofilmu moga przemiesz-
cza¢ si¢ w organizmie pacjenta i przyczyniac si¢ do
rozprzestrzeniania si¢ bakterii, powstawania wtérnych
ognisk zakazenia, badZ nawrotéw infekcji [68]. Ten
etap rozwoju biofilmu wspieraja produkowane przez
bakterie egzoproteazy Esp, ktére degradujga biatka
znajdujace si¢ na powierzchni biofilmu, oraz biatka
PSM (gtownie PSMP), ktdre ulatwiajg rozrywanie wia-
zan niekowalencyjnych w biofilmie [92]. Biatka PSM
uczestnicza takze w tworzeniu kanaléw wewnatrz bio-
filmu, ktére umozliwiaja dystrybucje sktadnikow odzyw-
czych do wszystkich jego warstw i ulatwiajg ich dostep-
no$¢ dla bakterii [74, 92]. Tworzenie przez bakterie
biofilmu jest strategia umozliwiajacg im przetrwanie
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i przystosowanie sie do srodowiska zycia [98]. Zewng-
trzkomorkowa macierz biofilmu, utworzona przez
egzopolimery PIA i PGA [49, 69], zapewnia bakteriom
ochrone przed dostepem antybiotykow [11], przed
aktywnoscig biatek AMP, wytwarzanych przez komoérki
gospodarza [90] oraz przed dzialaniem wrodzonego
ukltadu odpornosciowego czltowieka [50, 90]. Leczenie
zakazen, zwigzanych z tworzeniem przez bakterie bio-
filmu jest skomplikowane i stanowi duze wyzwanie dla
dzisiejszej medycyny [33].

Poza biofilmem do czynnikéw wirulencji bakterii
S. epidermidis naleza wytwarzane przez nie toksyny,
wsrdd nich gléwnie biatka PSM (moduliny rozpusz-
czalne w fenolu). Biatka PSM spelniajg wazna role
w komensalnym stylu zycia bakterii (rozdz. 2.4), réw-
noczes$nie stanowig wazny czynnik ich wirulencji [74].
Aktywnos¢ bialek PSM w patogenezie zakazen wywoly-
wanych przez S. epidermidis ma wiele aspektow. Jednym
z nich jest udzial w dojrzewaniu i rozprzestrzenianiu
biofilmu bakteryjnego [74, 92], innym jest ich aktyw-
nos¢ cytolityczna oraz prozapalna. Najsilniejsza aktyw-
no$¢ cytolityczng sposrod wszystkich typéw modulin
syntetyzowanych przez S. epidermidis, wykazuje biatko
PSMS$, nazywane toksyna & lub hemolizyna 6 [14, 91].
Bialko PSMJ jest wytwarzane przez wigkszo$¢ szcze-
pow bakterii S. epidermidis (95%) [76]. Ekspresja genu
kodujacego toksyne § jest regulowana przez system
quorum sensing i czynnik regulatorowy Agr [93]. Tok-
syna wykazuje aktywnos¢ cytolityczna zaréwno w sto-
sunku do komoérek prokariotycznych jak i eukariotycz-
nych. Powoduje migdzy innymi uszkodzenie neutrofili
oraz hemoliz¢ erytrocytéw [15]. Moze réwniez silnie
uszkadza¢ tkanki gospodarza. Odnotowano przypadki
martwiczego zapalenia jelit u noworodkéw wywolane
aktywnoscig toksyny PSM$ [71, 83]. Toksyny PSM
moga takze wywiera¢ dzialanie prozapalne poprzez
aktywacje neutrofiléw i uwalnianie cytokin prozapal-
nych [15]. Biatka PSM produkowane przez S. epider-
midis majg jednak znacznie stabsze dzialanie toksyczne
i nie sg tak destrukcyjne jak te, ktdre sa syntetyzowane
przez S. aureus [15, 23].

Istnieja nieliczne doniesienia o wytwarzaniu przez
szpitalne szczepy bakterii S. epidermidis, innych toksyn,
np. enterotoksyn, gléwnie SEC3 (Staphylococcal Ente-
rotoxin C3) i SEIL (Staphylococcal Enterotoxin-Like
toxin L) [59, 76], czy toksyny zespolu wstrzgsu tok-
sycznego (TSST-1) [24, 57]. Zaréwno enterotoksyny jak
i toksyna TSST-1 sa superantygenami. Pobudzaja ukltad
odpornosciowy do nadmiernej odpowiedzi immuno-
logicznej. Powodujg wzrost proliferacji limfocytow
oraz uwalnianie cytokin prozapalnych, co prowadzi
do zaostrzenia objawow infekeji i wstrzasu toksycznego
TSS (Toxic Shock Syndrome) [23, 89].

Enterotoksyny sa produkowane gléwnie przez
koagulazo-dodatnie bakterie S. aureus [23]. S malymi,
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termostabilnymi biatkami odpowiedzialnymi prze-
waznie za wywolywane przez te bakterie zatrucia
pokarmowe [22].

Enterotoksyny SEC3 i SEIL produkowane przez
S. epidermidis s3 kodowane przez geny znajdujace
sie w obrebie wysp patogennosci SePI (S. epidermidis
Pathogenicity Island) zlokalizowanych w chromosomie
bakterii. Wyspa patogennosci SePI jest mobilnym ele-
mentem genetycznym. Jej obecno$¢ wykryto dotych-
czas w jednym klinicznym szczepie S. epidermidis [59].

Obecnos¢ enterotoksyn oraz toksyny TSST-1, wy-
twarzanych przez bakterie S. epidermidis wykrywano
gléwnie u pacjentow z bakteriemia, u ktérych wystapit
syndrom szoku toksycznego [21, 76].

4. Podsumowanie

Bakterie S. epidermidis s3 dominujgcym elementem
mikrobioty skory i blon sluzowych cztowieka. Koloni-
zacja skory przez S. epidermidis odgrywa wazng role
w utrzymaniu homeostazy i zdrowia cztowieka.

Bakterie S. epidermidis wyksztalcily rézne strategie
umozliwiajace im przystosowanie si¢ do srodowiska
zycia, jakim jest skora czlowieka i unikania wrodzonych
mechanizméw odpowiedzi immunologiczne;j.

Dzieki syntetyzowanym czynnikom antybakteryj-
nym S. epidermidis aktywnie wspieraja uklad immuno-
logiczny czlowieka.

Gléwnymi czynnikami odpowiedzialnymi za pato-
genno$¢ szpitalnych szczepdw bakterii S. epidermidis
jest wytwarzany przez nie biofilm oraz opornos¢ na

antybiotyki.
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Streszczenie: Zakazenia zwigzane z opieka medyczng oraz narastajgca oporno$¢ bakterii na antybiotyki to obecnie dwa najwazniejsze
zagrozenia dla wspolczesnej medycyny i zdrowia publicznego. Bakterie S. epidermidis sa mikroorganizmami komensalnymi, wchodzacymi
w sklad mikrobioty skéry i bton sluzowych cztowieka. Jednocze$nie obecnie stanowia jeden z wazniejszych czynnikéw etiologicz-
nych zakazen szpitalnych. Pod wzgledem genotypowym S. epidermidis jest najbardziej zréznicowanym gatunkiem w obrebie rodzaju
Staphylococcus. Szczepy S. epidermidis nalezace obecnie do najczeéciej izolowanego w szpitalach genotypu ST2 tworza biofilm, wyka-
zuja opornos¢ na metycyling i wiele innych antybiotykéw. Patogenne szczepy S. epidermidis s3 gtéwnie odpowiedzialne za zakazenia
krwi oraz zakazenia zwigzane z obecnoscig biomaterialéw w organizmie pacjenta. Leczenie zakazen zwigzanych z obecnoscig bio-
filmu jest trudne. Dodatkowo duzym wyzwaniem jest odrdznienie bakteriemii wywolanej przez bakterie S. epidermidis od kontamina-
cji probek krwi.

1. Wprowadzenie. 2. Opis gatunku. 2.1. Struktura genomu. 2.2. Zréznicowanie genotypowe. 3. Biofilm bakteryjny i strategie jego zwal-
czania. 4. Opornos¢ na antybiotyki. 5. Epidemiologia i transmisja w §rodowisku szpitalnym. 5.1. Metody genotypowania. 6. Zakazenia
wywolywane przez S. epidermidis. 6.1. Zakazenia lozyska naczyniowego. 6.2. Sepsa noworodkéw. 6.3. Infekcyjne zapalenie wsierdzia.
6.4. Zakazenia implantéw ortopedycznych. 6.5. Zakazenia w okulistyce. 8.6. Zakazenia drég moczowych. 7. Markery genetyczne szczepow
szpitalnych. 8. Podsumowanie

STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS AS A CAUSATIVE AGENT
OF HEALTHCARE-ASSOCIATED INFECTIONS

Abstract: Healthcare-associated infections and antimicrobial resistance are two of the most important threats in the contemporary
medicine, representing a serious burden for the public health system. Previously regarded only as an innocuous commensal microorganism
of human skin, S. epidermidis is nowadays seen as an important opportunistic pathogen and the most frequent cause of nosocomial
infections. S. epidermidis is the most genetically diverse species within the genus Staphylococcus. Strains belonging to ST2, the most
frequently found clonal type of hospital-associated invasive S. epidermidis, are characterized by bacterial biofilm formation and resistance
to methicillin, amongst other antibiotics. S. epidermidis is mainly responsible for bloodstream infections and other biomedical device-
related infections. Treating infections characterized by biofilm formation is problematic. An additional challenge is differentiation between
actual S. epidermidis bloodstream infections and blood probe contamination.

1. Introduction. 2. S. epidermidis characteristics. 2.1. Genome structure. 2.2. Genotypic diversity. 3. Bacterial biofilm and its combating
strategies. 4. Antibiotic resistance. 5. Epidemiology and environmental transmission. 5.1. Genotyping methods. 6. S. epidermidis as
infectious agent. 6.1. Bloodstream infections. 6.2. Neonatal sepsis. 6.3. Infective endocarditis. 6.4. Orthopedic infections. 6.5. Opthalmic
infections. 6.6. Urinary tract infections. 7. Genetic markers for virulent hospital strain detection. 8. Summary

Stowa kluczowe: Staphylococcus epidermidis, zakazenia szpitalne
Keywords: healthcare-associated infections, Staphylococcus epidermidis

1. Wprowadzenie Jednym z wazniejszych czynnikéw etiologicznych
zakazen szpitalnych jest Staphylococcus epidermidis
[35, 48]. Bakterie te sg wiodacym czynnikiem zakazen

krwi oraz zakazen zwiagzanych z obecnoscia w orga-

Zakazenia zwigzane z opiekag medyczng HAI
(Healthcare-Associated Infections) oraz narastajaca

oporno$¢ bakterii na antybiotyki stanowig obecnie naj-
wazniejsze zagrozenia dla wspolczesnej medycyny
i zdrowia publicznego [25]. Raport Europejskiego Cen-
trum ds. Zapobiegania i Kontroli Choréb (ECDC) za
lata 2011-2012 ujawnil, Ze czgsto$¢ zakazen zwigzanych
z opieka medyczng w Europie wynosi $rednio 6% (od
2,3% do 10,8%, zaleznie od kraju) [25].

nizmie czlowieka biomaterialéw [35]. Ryzyko tych
zakazen wystepuje gldwnie u pacjentow z deficy-
tami immunologicznymi, u pacjentéw poddawanych
terapii immunosupresyjnej, wczesniakow, pacjentéw
zakazonych wirusem HIV (Human Immunodeficiency
Virus), dlugotrwale hospitalizowanych i krytycznie
chorych [29, 37].

* Autor korespondencyjny: Beata Podgorska, Elblaska Uczelnia Humanistyczno-Ekonomiczna, ul. Lotnicza 2, 82-300 Elblag;
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Bakterie S. epidermidis sa mikroorganizmami ko-
mensalnymi wchodzacymi w sktad mikrobioty skory
i bton $luzowych cztowieka [33]. Przez wiele dekad
uwazano, ze zakazenia wywolane przez te mikro-
organizmy maja zrdédlo endogenne, ktérym sg bak-
terie naturalnie kolonizujace skore. Zakazenia HAI
sa na ogol wywolywane przez szczepy bakterii ga-
tunku S. epidermidis, ktére wystepuja i rozprzestrze-
niaja sie endemicznie w $rodowisku szpitalnym [13,
16, 41, 71, 86]. Szpitalne szczepy S.epidermidis sa
patogenne, wytwarzajg biofilm i wykazuja opornosé
na antybiotyki [22, 23, 41, 90, 91]. Pierwsze donie-
sienia o zakazeniach HAI wywolanych przez S. epi-
dermidis pojawily si¢ pod koniec lat 50 XX wieku
i dotyczyly zapalenia wsierdzia oraz sepsy [19]. Dal-
sze badania wykazaly systematyczny wzrost znaczenia
S. epidermidis jako czynnika etiologicznego zakazen
szpitalnych [74, 81, 86, 90]. Obecnie obserwuje si¢ roz-
przestrzenianie si¢ specyficznych, szpitalnych genoty-
pow S. epidermidis w szpitalach na calym $wiecie [22,
56, 71,90, 91].

Szczepy komensalnych bakterii S. epidermidis,
ktére wystepuja na skorze czlowieka s czesto odpo-
wiedzialne za kontaminacje¢ probek krwi pobieranych
od pacjentow. Wiekszos$¢ (67%) dodatnich wynikéw
hodowli z krwi, za ktére s3 odpowiedzialne bakte-
rie S.epidermidis wynika z kontaminacji probek
krwi, a nie jest efektem bakteriemii [3]. Szybkie odréz-
nienie kontaminacji probek krwi od zakazenia krwi
wywolanego przez S.epidermidis do dzi§ pozostaje
duzym problemem dla klinicystéw i diagnostow labo-
ratoryjnych [87]. Poszukiwane sg markery genetyczne
oraz metody, ktére by to umozliwity i pozwolily na
podjecie wlasciwej decyzji o sposobie postepowania
z pacjentem [82]. Bledna diagnoza i wiaczenie anty-
biotykéw stanowi ogromne i zbedne obcigzenie dla
organizmu pacjenta. Dodatkowo podnosi znacznie
koszty zwigzane z leczeniem pacjenta oraz przyczynia
si¢ do narastania oporno$ci mikroorganizméw na anty-
biotyki [5]. Obecnie od 75% do 90% izolatow szpital-
nych S. epidermidis wykazuje oporno$¢ na metycyling
MRSE (Methicillin Resistant Staphylococcus epider-
midis) [59], a 85% z nich wykazuje takze opornos¢
na wiele innych antybiotykéw MDRSE (Multidrug
Resistant S. epidermidis) [88]. Szpitalne szczepy bak-
terii gatunku S. epidermidis sa rezerwuarem gendw
opornosci na antybiotyki dla innych mikroorganizmoéw
w tym $rodowisku [4]. Bakterie te rozprzestrzeniaja
sie w szpitalach oraz pomiedzy réznymi placowkami
medycznymi na calym $wiecie i stwarzajg coraz wigksze
zagrozenie [56, 91].

Celem opracowania jest charakterystyka bakterii
S. epidermidis jako mikroorganizu, ktéry ma coraz
wigksze znaczenie w zakazeniach zwigzanych z opieka
medyczng.
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2. Opis gatunku

Bakterie S. epidermidis sg gléwnym elementem mi-
krobioty skory i bton $§luzowych czlowieka [33]. Na-
leza do grupy koagulazo-ujemnych gronkowcéw CNS
(Coagulase-Negative Staphylococci), co oznacza Ze nie
wytwarzajg koagulazy, enzymu odpowiedzialnego za
krzepniecie osocza krwi, ktoéry umozliwia ich odréz-
nienie od bakterii gatunku Staphylococcus aureus [8].

Grupa CNS obejmuje 38 gatunkdow bakterii [8], a ich
lista jest wcigz uzupelniana [64]. W$rdd nich najwigksze
znaczenie kliniczne ma S. epidermidis. Innymi CNS,
rzadziej izolowanymi z zakazen szpitalnych sa: S. sapro-
phyticus, S. haemolyticucus, S. warneri, S. hominis, S. lug-
dunensis, S. capitis, S. caprae [8, 89].

2.1. Struktura genomu

Dotychczas poznano pelng strukture materiatu ge-
netycznego kilku szczepow bakterii gatunku S. epider-
midis m.in.: ATCC 12228, RP62A i BPH0662. Pozwala
to na ich wykorzystanie jako szczepéw kontrolnych
w poréwnawczych analizach genetycznych, umozliwia
obserwacje ewolucji genomu bakterii S. epidermidis,
badanie ré6znorodnosci klonalnej, badanie wystgpowa-
nia czynnikéw wirulencji czy poznanie molekularnych
mechanizmdéw opornosci na antybiotyki.

Pelna strukture materialu genetycznego, nie tworzg-
cego biofilmu, pozaszpitalnego szczepu ATCC 12228
przedstawil Zhang i wsp. [95]. Material genetyczny
szczepu ATCC 12228 stanowi pojedynczy chromosom
o dlugosci 2.49 Mpz oraz sze§¢ plazmidow. W pordw-
naniu z genomem bakterii S.aureus (szczep N315),
w genomie bakterii ATCC 12228 poza genami koduja-
cymi 0 (hid) i B hemolizyny (hlb) nie wykryto genéw
kodujacych inne czynniki wirulencji, takich jakie
wystepuja u S. aureus. Stwierdzono obecnos¢ gendw
kodujacych adhezyny, lecz brak genéw operonu ica,
ktére sa odpowiedzialne za synteze polisacharydu
zewnatrzkomoérkowego PIA i tworzenie biofilmu. Nie
stwierdzono takze obecnos$ci genu opornosci na mety-
cyling (mecA) i mobilnych elementéw genetycznych
18256 1 IS257 [95]. Referencyjny szczep ATCC 12228
jest obecnie wykorzystywany jako szczep kontrolny
w poréwnawczych analizach genetycznych oraz do
wykrywania pozostatosci antybiotykéw w produktach
spozywczych.

Referencyjny szczep RP62A - jest szpitalnym szcze-
pem bakterii gatunku S. epidermidis. Bakterie te two-
rz3 biofilm i s3 metycylinooporne MRSE (Methicillin
Resistant S. epidermidis). Material genetyczny stanowi
chromosom o dlugosci 2.61 Mpz i jeden plazmid.
W genomie bakterii znajduje si¢ operon icaADBC,
kaseta genetyczna SCCmecll niosaca gen mecA oraz
mobilne elementy genetyczne IS256 1 IS 257 [32].



350

Szczep BPHO0662 - jest szpitalnym szczepem bak-
terii gatunku S. epidermidis, zaliczanym do genotypu
ST2, ktéry odpowiada obecnie za wigkszos¢ przypad-
kow zakazen szpitalnych na $wiecie. Bakterie szczepu
BPHO0662 tworza biofilm i wykazujg opornos¢ na wiele
réznych antybiotykéw MDRSE (Multidrug-Resistant
S. epidermidis). Ich material genetyczny wystepuje
w postaci kolistego chromosomu o dlugosci 2,79 Mpz
oraz trzech plazmidéw. W genomie bakterii wyste-
puje operon icaADBC, kasta genetyczna SCCmeclll
wraz z genem mecA oraz mobilne elementy IS w wielu
kopiach [46].

2.2. Zroéinicowanie genotypowe

Bakterie S. epidermidis s najbardziej zréznicowa-
nym pod wzgledem genotypowym gatunkiem w obre-
bie rodzaju Staphylococcus [8, 50, 54]. Nawet w obre-
bie populacji bakterii kolonizujacych organizm jed-
nego zdrowego cztowieka jako gospodarza wystepuje
znaczne zroznicowanie klonalne [16].

Badania izolatow S. epidermidis ze srodowisk szpi-
talnych i pozaszpitalnych ujawnily wystepowanie geno-
typow specyficznych dla kazdego z tych srodowisk,
a nawet takich, ktére umozliwiajg bakteriom przetrwa-
nie w obu tych $rodowiskach [23, 71].

W $rodowisku szpitalnym na catym $wiecie przewa-
zaja obecnie genotypy ST2 (Sequence Type 2) (od 74%
do 85%) nalezgce do kompleksu klonalnego 2 (CC2)
[16, 54, 88]. Znacznie rzadziej i gtéwnie w szpitalach
w USA izolowane sg genotypy ST5 [50].

Bakterie o genotypach nalezacych do linii ST2 s3
odpowiedzialne za wigkszo$¢ zakazen zwigzanych
z opieka medyczna (HAI) [16], wytwarzaja biofilm
bakteryjny [46] oraz wykazuja oporno$¢ na metycyline
(MRSE) i wiele innych antybiotykéw (MDRSE) [16, 23,
50, 71, 88]. Globalne rozpowszechnienie genotypu ST2
sugeruje udang adaptacje tych bakterii do $rodowiska
szpitalnego.

Ogromna réznorodno$¢ genotypows, opornos¢ na
rozne antybiotyki oraz przystosowanie do $rodowiska
szpitalnego, bakterie S. epidermidis zawdzigczaja zwigk-
szonej zdolnosci rekombinacji, licznym rearanzacjom
chromosomalnym oraz wielokrotnemu przenoszeniu
mobilnych elementéw genetycznych, np. kaset gene-
tycznych SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromo-
some mec), elementéw IS (Insertion Sequences) czy
transpozondéw Tn (Transposon) [23, 53, 54].

Sekwencje insercyjne IS to krotkie fragmenty DNA,
ktére moga przemieszczac si¢ w genomie bakterii wraz
z sgsiadujagcymi z nimi genami. W genomie szpitalnych
szczepow bakterii nalezacych do linii ST2 wystepuja
w wielu kopiach glownie elementy inercyjne IS256. Sg
one czgscig transpozonu Tn4001, ktéry nadaje gron-
kowcom oporno$¢ na aminoglikozydy [43]. Ponadto
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elementy IS256 maja wptyw na ekspresje operonu ica
oraz produkcje egzopolisacharydu PIA, syntetyzowa-
nego przez szczepy bakterii tworzace biofilm [43, 63].

Kasety genetyczne SCCmec zawieraja gen mecA,
ktéry warunkuje opornos¢ gronkowcéw na metycy-
ling i inne antybiotyki -laktamowe (rozdz. 4). Wysoka
presja antybiotykow i sSrodkéw przeciwdrobnoustrojo-
wych w §rodowisku szpitalnym sprzyja selekcji szcze-
péw opornych.

Wymiana materialu genetycznego pomigdzy bak-
teriami w $rodowisku szpitalnym, pozyskiwanie, badz
utrata ruchomych elementéw genetycznych pozwala na
powstawanie nowych wariantéw genotypowych i feno-
typowych bakterii, co umozliwia im przystosowanie sie
do $rodowiska szpitalnego [96].

Do badan réznorodnosci genotypowe;j S. epidermidis
oraz badan epidemiologicznych, umozliwiajacych kon-
trole ich rozprzestrzeniania wykorzystuje sie najczesciej
metody MLST i RLFP (rozdz. 5.1).

3. Biofilm bakteryjny i strategie jego zwalczania

Jednym z kluczowych elementéw, ktdre majg wpltyw
na patogeneze zakazen HAI wywotywanych przez S. epi-
dermidis jest biofilm tworzony przez niektdre szczepy
tych bakterii [63].

Okoto potowa wszystkich zakazen HAI ma zwigzek
z wytwarzaniem przez bakterie biofilmu na powierzch-
niach wprowadzanych do organizmu pacjenta bio-
materialow (np. cewnikéw naczyniowych, cewnikow
urologicznych, implantéw ortopedycznych, sztucznych
zastawek serca itp.) [92].

Tworzony przez S. epidermidis biofilm sklada sie
z wielu warstw komorek bakterii, stabilizowanych przez
zewnatrzkomorkowy egzopolisacharyd PIA (Polysac-
charide Intercellular Adhesin), ktéry jest polimerem
N-acetyloglukozaminy. Enzymy, ktére biorg udziat
w syntezie PIA s3 kodowane przez geny zorganizo-
wane w operonie ica (intercellular adhesion) (icaA,
icaD, icaB, icaC) [96]. Okoto 87% szpitalnych szczepow
bakterii gatunku S. epidermidis, ktore posiadaja geny ica
wytwarza biofilm bakteryjny, stad ich obecno$¢ uznaje
sie za jeden z gléwnych markeréw patogennosci tych
bakterii [97].

Tworzenie biofilmu jest jedng ze strategii umoz-
liwiajacych bakteriom przetrwanie i przystosowanie
sie do $rodowiska zycia [92]. Zewnatrzkomdrkowa
macierz biofilmu, utworzona przez egzopolimery: PIA
i kwas poli-y-DL-glutamowy PGA (Poly-y-Glutamic
Acid) [42, 96] zapewnia bakteriom ochrone przed
dostepem antybiotykow i odpowiedzig uktadu immu-
nologicznego cztowieka [11]. Wykazano, ze w stosunku
do bakterii wolno-zyjacych (form planktonicznych),
oporno$¢ na antybiotyki bakterii w biofilmie wzrasta
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nawet ponad tysigckrotnie [12]. Przyczyna tego jest
obnizenie aktywnosci metabolicznej, zwolnienie tempa
replikacji DNA i podzialéw komorek bakterii zyjacych
w biofilmie. W efekcie prowadzi to do obnizenia sku-
teczno$ci dzialania antybiotykow, ktdre celuja w szybko
rosnace komorki bakterii i s czgsto wykorzystywane
w leczeniu zakazen gronkowcowych, np. antybiotykdw
B-laktamowych czy aminoglikozyddw [12, 63]. Ekspe-
rymentalnie wykazano takze, ze komoérki bakterii, ktore
sa uwolnione z biofilmu wykazuja wyzsza opornos¢ na
antybiotyki powszechnie stosowane w leczeniu zakazen
gronkowcowych niz formy wolno-zyjace tych bakterii,
a nawet te, ktére pozostaja w biofilmie [27].

Leczenie zakazen zwigzanych z obecnoscig biofilmu
na powierzchniach biomaterialéw wprowadzonych do
organizmu pacjenta jest skomplikowane i stanowi obec-
nie duze wyzwanie dla mikrobiologéw i klinicystow.
Wymaga doboru antybiotykéw, ktore dobrze penetruja
w glab biofilmu [92]. Konieczne jest rowniez miejscowe
albo uktadowe podawanie zwiekszonych dawek tych
antybiotykéw, w réznych ich kombinacjach. Pomoc-
nym moze by¢ takze podawanie $rodkéw hamujacych
aktywnos¢ systemu quorum sensing, ktory kontroluje
formowanie i dojrzewanie biofilmu lub $rodkéw roz-
praszajacych biofilm [92]. Obserwacje kliniczne oraz
badania eksperymentalne wyraznie wskazuja, ze lecze-
nie antybiotykami jest zwykle niewystarczajace, aby wy-
eliminowac zakazenie zwigzane z wystepowaniem bio-
filmu. W wiekszosci przypadkéw niezbedne jest rowniez
usuniecie z organizmu pacjenta cewnika czy innego
biomaterialtu, na ktérym utworzyt si¢ biofilm [92].

Weiaz poszukuje sie skutecznych metod eliminacji
biofilmu, bez koniecznosci usuwania biomateriatdw,
m.in. rozwaza si¢ terapie z zastosowaniem bakterio-
fagow [94].

Dokladny opis etapéw tworzenia biofilmu opis
czynnikow adhezji oraz innych czynnikéw wirulencji
bakterii S. epidermidis znajduje si¢ w artykule pt. ,Dwa
oblicza bakterii Staphylococcus epidermidis, czyli od
komensala do patogenu” w aktualnym zeszycie Poste-
pow Mikrobiologii na stronie nr 338.

4. Opornos¢ na antybiotyki

Bakterie S. epidermidis wchodzace w sktad mikro-
bioty skory zdrowego czlowieka zwykle nie stwa-
rzaja problemu klinicznego, jednak szczepy szpitalne
wyksztalcily opornos¢ na wiele srodkéw przeciwbak-
teryjnych i stanowig powazne wyzwanie dla dzisiejszej
medycyny [88].

Pierwsze szczepy bakterii S. epidermidis oporne na
penicyline pojawily sie juz w 1949r. [8]. Opornos¢ bak-
terii S. epidermidis na penicyling jest efektem wytwa-
rzania przez nie enzymu [-laktamazy, ktory katalizuje

reakcje hydrolizy pierscienia P-laktamowego anty-
biotyku. Gen kodujacy B-laktamaze (blaZ) znajduje sie
na plazmidzie, co znacznie utatwia jego transfer pomie-
dzy bakteriami. Obecnie ponad 90% izolatéw szpital-
nych S. epidermidis produkuje -laktamazy i wykazuje
opornos¢ na penicyliny [8].

Antybiotykami, ktore nie podlegaja aktywnosci bak-
teryjnych penicylinaz sg metycylina i oksacylina. Jednak
obecnie od 75 do 95% izolatéw szpitalnych S. epidermi-
dis wykazuje oporno$¢ takze na te antybiotyki [14, 50,
59], przewyzszajac pod tym wzgledem nawet oporno$¢
bakterii S. aureus (od 40% do 60%) [59].

Opornos$¢ gronkowcow na metycyling jest warun-
kowana obecno$cig genu mecA, ktory znajduje sie
w obrebie kasety genetycznej SCCmec zlokalizowanej
w chromosomie bakterii. Gen mecA koduje zmienione
bialtko wigzace penicyline PBP2a (lub PBP2’) (Penicillin
Binding Protein 2a), ktére posiada obnizone powino-
wactwo do antybiotykow B-laktamowych [8]. Szczepy
bakterii oporne na metycyline wykazujg krzyzowa
oporno$¢ z innymi antybiotykami p-laktamowymi
(nawet jesli w testach in vitro wykazujg wrazliwo$¢ na
niektore z nich) [2]. Oznacza to, ze metycylinooporne
szczepy bakterii sg oporne takze na penicyliny, cefalo-
sporyny, karbapenemy i monobaktamy. Wyjatkiem sa
ceftobiprol oraz ceftarolina, antybiotyki z grupy cefalo-
sporyn V generacji, ktore wykazuja aktywno$¢ przeciw
szczepom metycylinoopornym [8].

Dotychczas zidentyfikowano 11 typow kaset SCC-
mec [40]. U S. epidermidis najczgsciej (36%) wystepuje
krotki element SCCmec typu IV [63]. Maly rozmiar
kasety typu IV sprawia, ze jest to element najbardziej
mobilny i moze rozprzestrzenia¢ si¢ wsréd bakte-
rii nawet w srodowisku pozaszpitalnym, gdzie nie s3
poddawane presji antybiotykéow [4]. Wraz z kaseta
SCCmec bakteriom przekazywany jest takze gen mecA
[63]. W konsekwencji moze to prowadzi¢ do nabywa-
nia opornosci na metycyline takze przez pozaszpitalne
szczepy bakterii.

Metycylinooporne szczepy bakterii gatunku S. epi-
dermidis (MRSE) stanowig rezerwuar gendw mecA dla
innych bakterii, w tym takze szczepow bakterii gatunku
S. aureus wrazliwych na metycyline MSSA (Methicillin
Susceptible S. aureus). Wskazuje na to wysoka homo-
logia (98%) sekwencji nukleotydéw w kasetach gene-
tycznych SCCmec u metycylinoopornych szczepdw
bakterii gatunku S.epidermidis (MRSE) i S.aureus
(MRSA) [32]. Obecnie uwaza sie, ze opornos¢ S. aureus
na metycyling jest efektem horyzontalnego transferu
kaset genetycznych SCCmec z metycylinoopornych
szczepOw bakterii gatunku S. epidermidis [4].

Duze zrdznicowanie kaset SCCmec u mety-
cylinoopornych szczepéw szpitalnych S. epidermidis
HA-MRSE (Hospital-Associated Methicillin Resis-
tant S. epidermidis) wskazuje na mozliwo$¢ czestego
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pozyskiwania i utraty tych ruchomych elementéw
genetycznych, co moze przyczyniac sie takze do zwie-
kszenia réznorodnosci genotypowej bakterii S. epi-
dermidis [63]. Znacznie mniejsze zrdéznicowanie kaset
SCCmec wystepuje wsrod szczepdw pozaszpitalnych
CA-MRSE (Community-Associated Methicillin Resi-
stant S. epidermidis), u ktérych wykryto obecnos¢ jedy-
nie kaset typu IV iV [63].

Okoto 85% metycylinoopornych izoltéw S. epider-
midis wykazuje jednoczesnie opornos¢ na wiele innych
antybiotykéw MDRSE (Multidrug-Resistant S. epider-
midis) [88].

Obecnie wigkszos¢ (ok. 90%) izolatéw klinicznych
S. epidermidis posiada gen mecA i wykazuje oporno$¢
na metycyline/oksacyline [14, 59]. Z tego powodu
w szpitalach do leczenia zakazen wywotanych przez
szczepy MRSE jako leki pierwszego rzutu stosowane
sa glikopeptydy, w tym wankomycyna i teikoplanina.
Koagulazo-ujemne gronkowce jako pierwsze wyksztal-
cily oporno$¢ na antybiotyki glikopeptydowe. Od konica
lat 80 XX wieku obserwuje si¢ ciagle narastanie opor-
noséci CNS, w tym takze S. epidermidis, na te antybiotyki
[9]. Obecnie bakterie S. epidermidis wykazuja wyzszy
poziom opornosci na teikoplanine niz na wankomycyne
[9]. Mechanizm opornosci S. epidermidis na antybio-
tyki glikopeptydowe pozostaje wcigz niewyjasniony.
Przypuszczalnie moze wigzaé si¢ ze zwigkszeniem
grubosci $ciany komoérkowej tych bakterii [9]. Obni-
zona wrazliwo$¢ bakterii na teikoplaninge moze by¢
wynikiem heterogennego fenotypu opornosci szcze-
pow S. epidermidis, co moze sugerowac takze predys-
pozycje bakterii do ich naturalnej opornosci na ten
antybiotyk [77]. Wykryto takze heterogenny fenotyp
opornosci szczepdw bakterii S. epidermidis na wanko-
mycyne [20]. Dotychczas nie stwierdzono u nich wyso-
kiego poziomu opornosci na ten antybiotyk, natomiast
notuje si¢ wzrost opornosci sredniego poziomu [14].
Jednak wiekszo$¢ szczepow S. epidermidis wcigz wyka-
zuje wrazliwos¢ na ten antybiotyk [59, 90].

Szybko narasta takze opornos¢ S. epidermidis na flu-
orochinolony (np. ciprofloksacyne) [93]. Jest to grupa
srodkéw przeciwbakteryjnych stosowanych m.in. do
leczenia sepsy oraz w zakazeniach okulistycznych
[93]. Mechanizm dzialania fluorochinolonéw polega
na hamowaniu replikacji DNA w komoérkach bakterii,
poprzez hamowanie aktywnosci gyrazy i topoizome-
razy IV, enzymow ktore biorg udzial w replikacji DNA.
Opornos¢ S. epidermidis na te antybiotyki moze wigza¢
sie takze z ich aktywnym usuwaniem z komoérki bakterii
(efflux) [17] lub z powstawaniem punktowych mutacji
w rejonie QRDR (zawierajacym geny gyrA, gyrB, parC
i parE). Efektem tych mutacji jest zmiana docelowego
miejsca wigzania antybiotyku [93]. Najwyzszy oporno-
$ci na fluorochinolony jest efektem mutacji w genach
gyrA i parC [93].
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Bakterie S.epidermidis wykazuja takze opornos¢
na erytromycyne [85] i klindamycyne [13]. Klindamy-
cyna jest antybiotykiem powszechnie stosowanym do
leczenia zakazen gronkowcowych, gtéwnie u pacjentow
z alergia na penicyliny oraz do leczenia zakazen tka-
nek miekkich, wywolanych przez gronkowce, zaréwno
oporne jak i wrazliwe na metycyline [30]. Mechanizm
dzialania erytromycyny polega na jej wigzaniu z pod-
jednostka 50S rybosomu bakteryjnego i hamowaniu
syntezy biatek. Opornos¢ S. epidermidis na makrolidy
(erytromycyna) i linkozamidy (klindamycyna) polega
m.in. na modyfikacji podjednostki 23S rRNA przez
metylotransferaz¢ (kodowang przez geny emr), czego
efektem jest zmiana docelowego miejsca wigzania anty-
biotyku. Prowadzi to do krzyzowej opornosci z linko-
zamidami i streptograming, co nazwane jest fenotypem
opornosci MLS, (makrolidy, linkozamidy, streptogra-
minaB) [30, 85].

Izolaty szpitalne S.epidermidis wykazuja takze
oporno$¢ na inne antybiotyki powszechnie stosowane
w zakazeniach gronkowcowych np. na gentamycyne
(79%), trimetoprim/sulfmetoksazol (76%), rifampicyne
(39%) [34] oraz tetracykling, chloramfenikol i sulfo-
namidy [63].

Niepokojacym zjawiskiem jest szybko narastajgca
opornos$¢ S. epidermidis na mupirocyne. Przyczyna
tego zjawiska jest naduzywanie tego antybiotyku [8].
Mupirocyna ma zastosowanie do miejscowej dekolo-
nizacji szczepow MRSA i MRSE u pacjentéw przygo-
towywanych do zabiegéw chirurgicznych [6]. W Niem-
czech niski i wysoki stopien opornosci na mupirocyne
wykazuje odpowiednio 9,4% i 3,3% izolatow S. epider-
midis, w USA oporno$¢ na ten antybiotyk wykazuje az
24% izolatow gronkowcow koagulazo-ujemnych [73],
natomiast w Szwecji, gdzie antybiotyk ten jest Scisle
zarezerwowany do przedoperacyjnej dekolonizacji,
opornos¢ wykazuje 1,6% izolatow S. epidermidis [75].
Geny opornosci na mupirocyne (mupA) znajduja si¢ na
plazmidach, co ulatwia ich transfer pomigdzy bakte-
riami, takze innych gatunkéw, m.in. S. aureus. Plazmidy
te niosg rownoczes$nie geny opornosci na klindamy-
cyng, erytromycyne, lewofloksacyne i tetracykline [8].

Obecnie prawie wszystkie szczepy S. epidermidis po-
zostajg wrazliwe na nowsze antybiotyki, takie jak dapto-
mycyna, tigecyklina, linezolid, dalbawacyna [66, 85].

Linezolid nalezy do grupy oksazolidynonéw. Jest
to nowa grupa syntetycznych antybiotykéw hamujg-
cych synteze bialek w komoérkach bakterii poprzez
ich wigzanie z podjednostka 23S rRNA. Oporno$¢ na
linezolid u gronkowcéw CNS wystepuje bardzo rzadko
(<1%) [26]. Znane s3 jednak przypadki wystapienia
ognisk epidemicznych szczepdw S. epidermidis opor-
nych takze na ten antybiotyk [83]. Mechanizm opor-
nosci S. epidermidis na linezolid polega na powstawa-
niu punktowych mutacji w genie kodujacym podjed-
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nostke 23S rRNA (G2576U, G2447U, U2504A, C2534U
iG2631U), co ostatecznie prowadzi do utraty powino-
wactwa antybiotyku do rybosoméw. Inne mechanizmy
opornosci polegajg na powstawaniu mutacji w genach
kodujacych biatka rybosomalne L4 i L22 lub na enzy-
matycznej modyfikacji podjednostki 23S rRNA przez
metylaze, kodowang przez gen cfr (chloramfenicol-flor-
fenicol resistance) [67].

Daptomycyna to lipopeptydowy antybiotyk sto-
sowany z powodzeniem w leczeniu ci¢zkich zakazen
skory, zakazen tkanek miekkich, bakteriemii czy zapa-
leniu wsierdzia, wywolywanych m.in. przez gronkowce
oporne na metycyling i wankomycyne [24, 58]. Dzia-
tanie antybiotyku polega m.in. na uszkadzaniu blony
cytoplazmatycznej w komoérkach bakterii [79]. Dotych-
czas doniesienia o opornosci gronkowcow na daptomy-
cyne dotycza gléwnie bakterii S. aureus.

5. Epidemiologia i transmisja w sSrodowisku
szpitalnym

W ciaggu ostatnich kilku dziesiecioleci szpitalne
szczepy S. epidermidis, tworzace biofilm i oporne na
antybiotyki wytonily si¢ jako jeden z wazniejszych
czynnikow etiologicznych zakazen szpitalnych, jednak
wcigz niewiele wiadomo na temat ich epidemiologii.
Prowadzone dotychczas w $rodowisku szpitalnym
badania epidemiologiczne skupialy sie gléwnie na
szczepach MRSA. Okazuje sig, ze obecnie w placow-
kach opieki medycznej nie mniejsze zagrozenie stano-
wig szczepy MRSE i MDRSE [86]. Rezerwuarem tych
bakterii w srodowisku szpitalnym sa pacjenci, personel
medyczny a takze sSrodowisko szpitalne [86].

Wielu pracownikéow (od 30% do 89%) placowek
opieki medycznej jest nosicielami szpitalnych genoty-
pow HA-MRSE [23, 86]. Bakterie te wykrywano gtow-
nie w jamie nosowej oraz na rekach personelu medycz-
nego [87]. Pracownicy, ktérzy sa nosicielami tych
bakterii stanowig zZrodlo zakazenia dla pacjentow [60].
Rece personelu medycznego sg gtéwnym wektorem
transmisji opornych na antybiotyki szpitalnych szcze-
pow bakterii [36]. Moga na to wskazywac przeprowa-
dzone analizy genetyczne (16S rRNA, mecA, icaA) oraz
analizy fenotypdw opornosci bakterii na antybiotyki.
Badania te ujawnily, Ze 90% izolatéw bakterii, ktore byty
odpowiedzialne za zakazenia krwi u noworodkoéw, byto
blisko spokrewnionych z izolatami bakterii pobranych
z rgk personelu oddzialéw intensywnej terapii nowo-
rodkéw (OITN) [36]. Transmisja bakterii przez rece
personelu medycznego jest przyczyna krzyzowych
zakazen szpitalnych [36].

W oddziatach intensywnej terapii ponad 90% roz-
nych powierzchni (np. sprzetu medycznego, $cian, pod-
tog, drzwi itp.) oraz 93% powierzchni mebli szpitalnych
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moze by¢ skontaminowana przez szpitalne szczepy bak-
terii, ktore wystepuja tam gtéwnie w formie biofilmu
[38]. Kontaminacja srodowiska, przez szpitalne szczepy
bakterii przyczynia si¢ w duzym stopniu do kolonizacji
pacjentow przez te bakterie [38, 41]. Jednym z czynni-
kéw ryzyka kolonizacji pacjentéw tymi patogennymi
szczepami bakterii jest przedluzajaca si¢ hospitalizacja
pacjenta [86]. Pacjenci juz po trzech dniach od przy-
jecia na oddzial mogg by¢ kolonizowani opornymi na
antybiotyki szpitalnymi szczepami bakterii, np. MRSE
[86]. Istotnym czynnikiem, ktéry pozwala minima-
lizowac¢ ryzyko kolonizacji pacjentéw przez szpi-
talne szczepy bakterii i ryzyko zakazen szpitalnych
jest skrocenie czasu pobytu pacjentéw na oddziale, np.
przed planowang operacja [86].

Obserwowane jest ciggle przemieszczanie wieloopor-
nych szczepow bakterii gatunku S. epidermidis pomiedzy
szpitalami i jednostkami medycznymi na catym $wiecie
[56, 91]. Do tej transmisji najczesciej dochodzi przez
przemieszczanie pacjentow skolonizowanych tymi bak-
teriami [22, 56, 91].

Niepokojace doniesienia z calego $wiata na temat
wzrostu znaczenia bakterii S. epidermidis w zakaze-
niach szpitalnych oraz ich narastajacej opornosci na
antybiotyki podkreslaja pilng potrzebe wdrozenia
skutecznych programéw zapobiegania i kontroli roz-
przestrzeniania tych mikroorganizmoéw. Pozwoli to na
zminimalizowanie transmisji szczepow wytwarzajacych
biofilm i opornych na antybiotyki.

5.1. Metody genotypowania

Pojawienie si¢ w srodowisku szpitalnym szczepow
S. epidermidis wytwarzajacych biofilm i opornych na
antybiotyki stwarza zagrozenie dla pacjentow i pracow-
nikéw oraz problemy dla placowki medycznej. Z tego
wzgledu istotna jest mozliwos¢ kontroli wystepowania
i rozprzestrzeniania si¢ tych szczepdw bakterii w szpi-
talu, pomiedzy szpitalami i innymi jednostkami opieki
medycznej we wszystkich rejonach $wiata [22, 91].

Do badania réznorodnosci geneotypowe;j S. epider-
midis oraz drdg ich transmisji, wykorzystuje sie rézne
metody genotypowania, sg to m.in.: RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), rep-PCR (Repetitive
Sequence-Based PCR), MLVA (Multilocus Variable
Analysis) [53]. Jednak za ,,zloty standard”, a zarazem
metode o najwyzszej sile dyskryminacji uznaje sie obec-
nie metode PFGE - elektroforeza pulsacyjna w zmien-
nym polu elektrycznym (Pulsed-Field Gel Electro-
phoresis), ktora jest oparta na analizie polimorfizmu
dlugosci fragmentéw restrykcyjnych genomowego
DNA bakterii. Pozwala na wykrywanie zmian zacho-
dzacych w genomie bakterii, takich jak insercje, dele-
cje i rearanzacje [53]. Metoda ta umozliwia wykrycie
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powigzan klonalnych miedzy izolatami S. epidermidis
i jest szczegolnie przydatna do badan epidemiologicz-
nych obejmujacych kroétki okres czasu, np. podczas epi-
demii szpitalnej [50, 53].

Do badan dtugookresowych najczesciej obecnie sto-
suje sie metode MLST (Multilocus Sequence Typing)
[1], ktéra umozliwia okreslenie relacji filogenetycznych
bakterii. Metoda ta opiera si¢ na analizie mutacji punk-
towych w sekwencji nukleotydowej konserwatywnych
fragmentéw DNA, siedmiu genéw metabolizmu pod-
stawowego (w ktdrych zmienno$¢ zachodzi najwolniej),
tzw. ,housekeeping genes” [80]. Okreslone warianty
sekwencji nukleotydéw amplifikowanego genu skfadaja
sie na typ sekwencyjny ST (Sequence Type). Szczepy
spokrewnione ewolucyjnie, o nieznacznie zréznico-
wanych typach ST, tworza kompleksy klonalne CC
(Clonal Complexes). Typowanie MLST pozwala na
ocene pokrewienstwa klonalnego, badanie rozprze-
strzeniania klonéw bakteryjnych, okreslenie zasiegu
ich wystepowania oraz na badania dlugoterminowej
zmienno$ci bakterii [54, 80].

6. Zakazenia wywolywane przez S. epidermidis
6.1. Zakazenia lozyska naczyniowego

Zakazenie tozyska naczyniowego BSI (Bloodstream
Infection) jest jedng z najcigzszych postaci zakazen
wystepujacych u pacjentéw hospitalizowanych i wigze
sie z ich wysoka $miertelnoscig [7]. Wigkszos¢ (81%)
przypadkéw bakteriemii ma zwigzek z pobytem pa-
cjenta w szpitalu lub z inng forma opieki medycznej
[65]. Najwyzszy odsetek zakazen BSI notowany jest na
oddziatach intensywnej opieki medycznej oraz oddzia-
tach transplantologii [65]. Liczba tych zakazen wcigz
ro$nie, co jest zwigzane ze wzrostem czestosci stosowa-
nia inwazyjnych technik leczniczych i diagnostycznych
[3,7, 74]. Bakteriemia moze prowadzi¢ do sepsy, ktora
wiaze sie z ciezkim stanem klinicznym pacjenta. U nie-
ktérych pacjentéw moze przechodzi¢ w posta¢ ciezka,
zwigzana z wysoka $miertelnoscia, siegajaca nawet do
50%, a nawet we wstrzas septyczny [44].

Gléwnym czynnikiem ryzyka zakazen tozyska naczy-
niowego wywolywanych przez S. epidermidis jest sto-
sowanie obwodowych i centralnych cewnikéw naczy-
niowych [51, 65]. Cewniki naczyniowe s3 obecnie
nieodzownym elementem procedur leczniczych i diag-
nostycznych. Umozliwiaja podawanie lekow, transfu-
zje krwi, zywienie pozajelitowe, uzupelnianie ptynéw
i elektrolitow a takze wykonywanie badan diagnostycz-
nych czy hemodialize. Ryzyko zakazenia wzrasta wraz
z czasem utrzymania cewnika w lozysku naczyniowym
[39]. Bakterie S. epidermidis i inne CNS s3 wiodacym
czynnikiem zakazen krwi zwigzanych z obecnosciag
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cewnikow naczyniowych. Ma to zwigzek z tworzeniem
przez te bakterie biofilmu na powierzchniach cewnika.
Obecnos¢ biofilmu wykrywano na powierzchniach
wewnetrznych i zewnetrznych od 8% do 40% cewnikow
naczyniowych usuwanych z organizmu pacjentow [74].

Bakterie S. epidermidis moga by¢ takze przyczyna po-
wiktan zwigzanych z zastosowaniem cewnikéw naczy-
niowych, m.in.: zakazen w miejscu wklucia, powsta-
wania ropni, zakrzepowego zapalenia zyl czy zapalenia
wsierdzia [51].

6.2. Sepsa noworodkow

Bakterie S. epidermidis oraz inne CNS, s3 wiodgcymi
czynnikami etiologicznymi pdznej sepsy u noworod-
koéw LOS (Late-Onset Sepsis), ktéra manifestuje si¢ po
72 godzinach zycia noworodkow i jest jedna z gléwnych
przyczyn ich $mierci. Ryzyko wystapienia sepsy jest naj-
wyzsze u noworodkéw o niskiej masie urodzeniowej
(ponizej 1500 g) i dotyczy ok. 25% sposrod nich [10, 68].

Gléwnym czynnikiem ryzyka wystapienia u nowo-
rodkow bakteriemii o etiologii S. epidermidis jest sto-
sowanie centralnych cewnikéw naczyniowych, ktdre sg
niezbe¢dne do dostarczenia do organizméw tych dzieci
skladnikéw odzywczych, plynéw i lekéw. Szczegol-
nie wysokie ryzyko zakazen stwarzaja takze cewniki
pepowinowe, z uwagi na wystepowanie bakterii S. epi-
dermidis w kikucie pepka. Utrzymywanie cewnikow
pepowinowych i zylnych ponad 5 dni zwieksza ryzyko
wystgpienia sepsy wywolanej przez CNS odpowiednio
021116 razy [39].

6.3. Infekcyjne zapalenie wsierdzia

Bakterie S.epidermidis wraz z innymi CNS (ok.
8%) sg coraz czedciej przyczyna infekcyjnego zapalenia
wsierdzia (infective endocarditis). Jest to choroba, ktora
dotyczy gléwnie 0s6b w starszym wieku, ale takze osob
poddawanych inwazyjnym procedurom medycznym,
zZwigzanym z wszczepieniem sztucznej protezy zastaw-
kowej, czy stymulatora serca. Moze takze by¢ wynikiem
zakazen naturalnych zastawek serca [15].

Zapadalnos¢ na infekcyjne zapalenie wsierdzia jest
stosunkowo niska, wynosi od 1,5 do 4,95 przypadkow
na 100000 oséb na rok, jednak wigze si¢ z wysoka
$miertelnoscia tych pacjentéw (od 14 do 46%) [47].

Przebieg kliniczny zakazen wywotanych przez CNS
jest ciezki i czesto prowadzi do zniszczenia wlasnych
zastawek serca pacjenta, powstawania ropni migsnia
sercowego, niewydolno$ci serca i $mierci pacjenta
(25%). Zakazenia te wymagaja czesciej interwencji chi-
rurgicznej (60%) w poréwnaniu z zakazeniami wywo-
fanymi przez S. aureus [15].
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6.4. Zakazenia implantow ortopedycznych

Bakterie S. aureus i S. epidermidis sa odpowiedzialne
za wigkszos¢ (75%) zakazen implantdéw ortopedycznych
PJI (Prothetic Joint Infection). Zakazenia PJI majg zwia-
zek z tworzniem przez bakterie biofilmu na powierzch-
niach implantow [57].

Implanty ortopedyczne poprawiaja jakos¢ zycia
i przywracajg funkcje zyciowe pacjentom cierpigcym
z powodu chordéb stawdw, chordb kosci lub ztaman.
Coraz wigcej ludzi na calym $wiecie korzysta z zabiegow
rekonstrukgji stawu biodrowego, kolanowego czy innych
zabiegow, w ktdrych wykorzystywane sg implanty orto-
pedyczne. Zakazenia zwigzane z wszczepieniem implan-
tow ortopedycznych naleza do najczesciej wystepujacych
powiklan w ortopedii. Moga prowadzi¢ do septycznego
zapalenia stawOw, zapalenia szpiku kostnego, a w efekcie
do niszczenia stawdw i kosci [70].

Zakazenia PJI generuja wysokie koszty zwigzane
z ich leczeniem. Oszacowano, ze w USA na operacje
rewizyjne wydaje si¢ ponad 566 mln. dolaréw rocznie
[45]. Ze wzgledu na wzrost czgstosci wykonywanych
zabiegdw alloplastyki stawow w nieodleglym czasie
zakazenia implantéw ortopedycznych moga sta¢ sig
ogromnym problemem nie tylko dla pacjentdw, ale
takze dla placowek opieki medyczne;j.

6.5. Zakazenia w okulistyce

Bakterie S. epidermidis s3 jednym z najwazniejszych
czynnikéw etiologicznych pooperacyjnych zakazen
wnetrza galki ocznej (endophtalmitis) [55, 62]. Zaka-
zenia te sg czesto wystepujagcym powiklaniem m.in.
po operacji za¢my z wszczepieniem sztucznych socze-
wek oka [52].

U noworodkéw zapalenie wnetrza galki ocznej
moze by¢ zakazeniem wtoérnym, ktérego pierwotnym
zrodlem jest bakteriemia o etiologii S. epidermidis [69].

6.6. Zakazenia drog moczowych

Zakazenia drég moczowych UTI (Urinary Tract
Infection) sa jedna z najczesciej wystepujacych postaci
klinicznych zakazen szpitalnych [25]. Sposréd CNS
gtéwnym czynnikiem zakazen drég moczowych jest
S. saprophyticus (64%) [37]. Inne CNS, w tym takze
S. epidermidis rzadziej s przyczyna tego typu zakazen
(35%) [84].

Znaczenie S. epidermidis, jako czynnika etiologicz-
nego zakazen drég moczowych wzrasta u pacjentow
z zalozonym cewnikiem moczowym CA-UTI (Catheter
Associated Urinary Tract Infection) [18]. Oszacowano,
ze od 70% do 80% wszystkich przypadkéw zakazen
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ukladu moczowego jest zwigzana z obecnoscig cewnika
w drogach moczowych pacjenta, a ryzyko wystgpienia
zakazenia wrasta wraz z czasem jego utrzymania [76].
Zakazenia CA-UTI podnosza ryzyko zgonu pacjentow
0 12% [72].

W zakazeniach odcewnikowych biora udziat gtow-
nie szczepy bakterii tworzace biofilm. Bakterie S. epi-
dermidis s czgsciej odpowiedzialne za zakazenia CA-
-UTI (74%) niz S. aureus (26%) [18].

Bakterie S. epidermidis moga tworzy¢ biofilm takze
na powierzchni pecherza moczowego. Wskazuja na
to eksperymenty prowadzone na myszach. Jednak
kinetyka tworzenia biofilmu przez S. epidermidis jest
znacznie nizsza w poréwnaniu do kinetyki biofilmow
tworzonych przez E. coli lub S. saprophyticus [49].

7. Markery genetyczne szczepow szpitalnych

Wigkszo$¢ dodatnich wynikéw hodowli i posiewdw
krwi uzyskiwanych w laboratoriach diagnostycznych
jest efektem kontaminacji probek krwi przez bakterie
S. epidermidis i inne CNS [3, 65]. Duzym problemem
diagnostycznym wcigz pozostaje szybkie odroznienie
zakazenia krwi od kontaminacji probki krwi wywola-
nymi przez te bakterie [87].

Wedtug definicji zakazenia tozyska naczyniowego
BSI (Blood Stream Infection) (laboratoryjnie potwier-
dzone zakazenie tozyska naczyniowego), opracowanej
przez ECDC, rozpoznanie takiego zakazenia wywola-
nego przez mikroorganizmy CNS (wchodzace w sktad
mikrobioty skéry) moze nastapi¢ miedzy innymi na
podstawie dwdch dodatnich posiewéw krwi. W przy-
padku gdy zakazenie fozyska naczyniowego jest zwig-
zane z obecnos$cig cewnika naczyniowego definicja
wskazuje, ze ten sam drobnoustréj powinien by¢ wyizo-
lowany réwniez z koncéwki cewnika naczyniowego
(a objawy zakazenia powinny ustapi¢ w ciagu 48 godzin
od usuniecia cewnika naczyniowego) [61].

Zakazenia krwi sg ciezka postacig zakazen u pacjen-
tow hospitalizowanych i wymagaja natychmiastowego
wlaczenia do terapii antybiotykéw. Tradycyjne metody
diagnostyczne powszechnie stosowane w laboratoriach
bakteriologicznych, takie jak hodowle krwi i posiewy
sa dtugotrwale, dlatego wcigz poszukiwane sg metody,
ktére umozliwityby szybkie odrdéznienie kontaminacji
probek krwi od bakteriemii wywolanej przez S. epider-
midis czy inne CNS. Obecnie w tym celu najczesciej
wykorzystuje si¢ markery genetyczne [82].

Markerami genetycznymi, ktore moga wskazywaé
na obecnos¢ patogennych szczepow S. epidermidis sa:
gen mecA (warunkuje opornos$¢ bakterii na metycy-
line), gen icaA (wchodzi w sktad operonu icaADBC,
odpowiedzialnego za kodowanie egzopolisacharydu
PIA, wystepuje u szczepow bakterii wytwarzajacych
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biofilm) [28, 29], elementy IS256 (mobilne elementy
genetyczne wystepujace w wielu kopiach w genomie
patogennych szczepow szpitalnych) [43], gen sesD (bhp)
(koduje biatko powierzchniowe Ses, ktore jest adhezyng
i bierze udzial w adhezji i formowaniu biofilmu) [78].
Natomiast markerami szczepéw komensalnych moga
by¢ np.: gen fdh (koduje dehydrogenaze mréwczanows)
[16] oraz element ACME (Arginine Catabolic Mobile
Element) (mobilny element genetyczny, w obrebie
ktérego znajdujg sie geny kodujace enzym zaangazo-
wany w katabolizm argininy) [16, 23, 82]. Rzadziej
wykorzystywana metoda z powodu niskiej sity dys-
kryminacji jest badanie wytwarzania biofilmu przez
wyizolowane szczepy bakterii S. epidermidis [29].

Obiecujaca propozycja jest test opracowany przez
Tolo i wsp. [82], ktdry oparty jest na polimorfizmie
pojedynczego nukleotydu w rozpatrywanych szesciu
klastrach genetycznych. Wedlug autoréw test pozwala
na okreslenie szpitalnego badz pozaszpitalnego zrédia
pochodzenia izolatu z trafnoscig 80% oraz okreslenia
zakazenia czy kontaminacji z trafno$cia 45%. Wyniki sa
poréwnywalne do uzyskiwanych dzieki tacznemu testo-
waniu pieciu markeréw genetycznych: icaA, 15256, sesD
(bhp), mecA i ACME [82].

8. Podsumowanie

Bakterie S. epidermidis s3 obecnie jednym z wazniej-
szych czynnikéw etiologicznych zakazen szpitalnych.
Patogenne szpitalne szczepy S. epidermidis wytwarzaja
biofilm oraz wykazujg oporno$¢ na wiele antybiotykow.

Biorac pod uwage duza zmiennos¢ genetyczna tych
bakterii, ich oporno$¢ na antybiotyki, doskonate przy-
stosowanie do $rodowiska szpitalnego oraz tatwo$é
rozprzestrzeniania mozna spodziewac sie, ze potencjat
S. epidermidis jako mikroorganizmu odpowiedzialnego
za wywolywanie zakazen szpitalnych nie jest wyczer-
pany. Aby przeciwdziala¢ dalszej ewolucji S. epider-
midis w tym niekorzystnym kierunku, nalezy dotozy¢
wszelkich staran by zapobiec narastaniu opornosci na
antybiotyki i rozprzestrzenianiu patogennych szczepow
szpitalnych.
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SYSTEMY SEKRECJI TYPU VB ORAZ VI JAKO CZYNNIKI
KONKURENC]I BAKTERII GRAM-UJEMNYCH

Dawid Gmiter*, Grzegorz Czerwonka, Wieslaw Kaca

Zaklad Mikrobiologii, Instytut Biologii, Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach

Wplyneto w kwietniu, zaakceptowano w sierpniu 2018 r.

Streszczenie: Konkurencja bakteryjna, zdefiniowana jako lokalne oddzialywania, moze doprowadzi¢ do koegzystencji konkurentéw,
samoorganizacji spotecznosci bakteryjnej lub rozktadu dominacji gatunkéw w niszach ekologicznych. Bakterie wyksztalcily wiele mecha-
nizméw komunikacji i konkurencyjnosci. Dyskryminacja krewniacza pozwala gatunkom na rozrdznienie komorek krewniaczych od
niespokrewnionych w srodowisku bytowania. System sekrecji typu Vb oraz VI (SSTVb i SSTVI) odgrywaja istotng role w tym zjawisku.
System inhibicji wzrostu zaleznej od kontaktu, odkryty w Escherichia coli, wykorzystuje biatka CdiB/CdiA przynalezne do SSTVb, opisywane
réwniez jako dwu-partnerski system sekrecji, do inhibicji wzrostu niespokrewnionych szczepéw i wymaga kontaktu komoérek. Obecnoéé
wewngtrzkomorkowej, malej proteiny immunoprotekcyjnej (Cdil) chroni komorki E. coli przed autoinhibicjg. Inny system konkurencji
bakteryjnej, poczatkowo opisany w procesie nodulacji Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii, angazuje system sekrecji typu VI. Struktura
SSTVT jest bardziej skomplikowana i zawiera w sobie szereg biatek homologicznych do ogonka bakteriofagéw i bialek membranowych
budujacych rdzen aparatury (biatka Tss). Czes¢ biatek wchodzacych w sktad SSTVT opisano jako biatka akcesoryjne (biatka Tag). Waznymi
dla funkcjonowania SSTVI sg heksamery Hep (haemolysin coregulated protein) oraz biatka VgrG (valine-glycine repeat G), ktére odrywaja
podwdjna role: bialek chaperonowych dla sekrecji toksyn i/lub wlasciwych toksycznych efektoréw. Pomimo znacznych réznic w budowie,
oba przedstawione systemy wykazuja homologiczng funkcje w zjawisku konkurencji i reguluja interakcje spotecznosci bakteryjnych.

1. Wstep. 2. Inhibicja wzrostu zalezna od kontaktu. 2.1. Budowa biatkowej aparatury systemu CDI. 2.2. Efektory systemu CDI. 3. System
sekrecji typu VI. 3.1. Budowa systemu sekrecji typu VI. 3.2. Efektory system sekrecji typu VI. 4. Przynalezno$¢ do systemu polimorficznych
toksyn. 5. Znaczenie systemow konkurencji w biologii bakterii. 6. Podsumowanie

TYPE VB AND VI SECRETION SYSTEMS AS COMPETITION AGENTS
OF GRAM-NEGATIVE BACTERIA

Abstract: Bacterial competition, defined as a local neighbour interaction, can lead to competitors’ coexistence, bacterial community
self-organization or rearrangement of species dominance structure in ecological niches. Bacteria developed many mechanisms to
communicate and compete. Kin discrimination mechanisms in bacterial populations allow species to distinguish a friend from a foe
in bacterial environment. Type Vb and VI secretion systems (TVIbSS and TVISS) play a crucial role in this phenomenon. A contact-
dependent growth inhibition (CDI), primarily found in Escherichia coli strains, utilizes CdiB/CdiA protein of type Vb secretion system,
described also as two-partner secretion (TPS) system, to inhibit growth of non-kin strains, where cell contact is required. Presence of
an intracellular small immunity protein (Cdil) protects E. coli cells from autoinhibition. Other bacterial competition system, involved
mainly in the nodulation process of Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii strain, engages type VI secretion system. The structure of
TVISS is more complicated and comprises a series of proteins with structural homology to bacteriophage tail proteins and membrane
proteins, which build the core of the system (Tss proteins). Other proteins of the TVISS have been described as associated proteins
(Tag proteins). Important proteins for TVISS are also haemolysin coregulated protein (Hcp), which has a hexameric, tubular structure,
and VgrG protein (valine-glycine repeat G). VgrG plays a dual role in the process: is a chaperone protein in the secretion of effector toxin
or/and is secreted as a toxin itself. Despite the structural differences between these secretion systems, they both show functional homology
in the competition phenomenon and govern the social life of bacterial community.

1. Introduction. 2. Contact-dependent growth inhibition. 2.1. Structure of the CDI system. 2.2. Effectors of the CDI system. 3. Type
VI secretion system. 3.1. Structure of the type VI secretion system. 3.2. Effectors of the type VI secretion system. 4. Members of the
polymorphic toxin system. 5. Role of the competition systems in bacterial biology. 6. Conclusions
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1. Wstep

Bakterie bytuja w srodowisku w postaci ztozonych
spolecznosci, wewnatrz ktdrych obserwowane sg liczne
interakcje — poczawszy od wspdlpracy, a konczac na
konkurencji o przestrzen zyciowa i dostep do skltadni-
kow pokarmowych [43, 83, 102]. Najlepiej poznanym
przykladem wspdlistnienia mikroorganizmow jest bio-

film. Jest to skomplikowana struktura, w ktorej komorki
otoczone s3 macierzg sktadajacg sie gtéwnie z polisacha-
rydow, biatek i DNA. Macierz biofilmu stanowi bariere
ochronng - spowalnia dyfuzje antybiotykéw, chroni
przed czynnikami fizycznymi oraz zapewnia odpowied-
nig wilgotnos¢ srodowiska zycia komorek [97]. Na spo-
tecznos¢ biofilmu mogg skfada¢ si¢ zar6wno bakterie
nalezgce do jednego gatunku, jak i aglomeraty skupia-

* Autor korespondencyjny: Dawid Gmiter, Zaktad Mikrobiologii, Instytut Biologii, Wydzial Matematyczno-Przyrodniczy, Uniwersytet
Jana Kochanowskiego w Kielcach, ul. Swigtokrzyska 15, 25-406 Kielce; tel: 41 349 61 22; e-mail: gmiterd@gmail.com
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jace organizmy nalezace do wielu gatunkow [84, 119].
Ponadto, biofilm moze by¢ tworzony przez mikroorga-
nizmy prokariotyczne i eukariotyczne [13, 14].

Jako zachowanie zaliczane do kooperacji wymie-
ni¢ nalezy zjawisko tzw. ,wyczuwania kworum’, czyli
Quorum Sensing (QS). Jest to zdolnos¢ ,komuni-
kowania si¢” bakterii poprzez sygnalowe czasteczki
chemiczne (autoinduktory). Wzrost stezenia autoin-
duktoréw, w odpowiedzi na rozrastajaca si¢ populacje
drobnoustrojéw w biofilmie, powoduje uruchomienie
odpowiednich szlakéw sygnalizacyjnych, co stanowi
podstawe dla kolonizacji przez bakterie kolejnych
powierzchni biotycznych i abiotycznych [74, 97].

Bakterie, podobnie jak organizmy wyzsze, stale ze
sobg konkuruja i jak wskazuja badania, konkurencja
wystepuje wsrod nich czesciej niz kooperacja [34].
W niekorzystnym dla siebie srodowisku, gdzie dostep
do skladnikéw pokarmowych jest utrudniony, drobno-
ustroje wykorzystuja liczne mechanizmy majace zapew-
ni¢ im przewage [102]. Konkurencja bakteryjna powia-
zane moze byc¢ ze zjawiskiem dyskryminacji krewniaczej
(kin discrimination), poniewaz kooperacja populacji
bakteryjnej jest pozadana pomiedzy komoérkami spo-
krewnionymi [63]. Termin dyskryminacja krewniacza
okresla zdolnos¢ bakterii do odrdéznienia komorek
szczepu niespokrewnionego od tych nalezgcych do tego
samego, lub bardzo blisko spokrewnionego, szczepu
i wywotania zmian w funkcjonowaniu niespokrew-
nionego organizmu [109], takich jak zahamowanie
wzrostu rozpelztego [4] lub inhibicja wzrostu [10].
Ciekawym mechanizmem jest dyskryminacji krewnia-
czej polaczona z konkurencjg bakteryjng wymagajaca
kontaktu komoérek poprzez wyspecjalizowane biatka
budujace dwa systemy sekrecji: system inhibicji wzro-
stu zaleznej od kontaktu (Contact-Dependent Growth
Inhibition, CDI) oraz system sekrecji typu VI (Type VI
Secretion System, TVISS). Zjawisko to opiera si¢ na
eliminacji szczepow niespokrewnionych, tj. wrazliwych
na biatkowe toksyny transportowane przez powyzsze
systemy bezposrednio do wnetrza komorki [63, 116].
W literaturze wymienia si¢ kilka innych przykladéw
oddzialywan pomiedzy komdrkami bakteryjnymi, dla
ktérych waznym czynnikiem jest ich bezposredni kon-
takt, m.in.: C-sygnalizacja u Myxococcus xanthus lub
transport jednoniciowego DNA z enzymem relaksaza
zwigzanego kowalencyjnie na koncu 5” poprzez system
sekrecji typu IV [21, 52].

2. Inhibicja wzrostu zalezna od kontaktu

Termin inhibicja wzrostu zalezna od kontaktu (CDI)
zostal przedstawiony przez Aokiego i wsp. w 2005 roku
[10]. Odnosi si¢ on do fenomenu wykazywanego przez
szczep Escherichia coli EC93, ktory charakteryzuje si¢
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zdolnoscig do zahamowania wzrostu innych szczepéw
E. coli w hodowli ptynnej. Zjawisko to warunkowane jest
dzialaniem produktéw ekspresji genéw operonu cdi-
BAI [10]. Biatka CdiA oraz CdiB naleza do podklasy b
systemu sekrecji typu V (Type Vb Secretion System,
TVDSS), okreslanej rowniez jako dwu-partnerski sys-
tem sekrecji (Two-Partner secreation System, TPS) [107,
117]. System sekrecji bakterii Gram-ujemnych klasyfi-
kowany jako system typu V sklada si¢ z pigciu podklas:
typy od Va do Ve. Bialka nalezace do tych podklas s do
siebie strukturalnie podobne, wszystkie posiadajg bial-
kowy kanat transportujacy o strukturze S-barytki [107].

Geny operonu cdiBAI szczepu E. coli EC93 ulegaja
ekspresji w sposéb konstytutywny. System ten dziala
z wysoka wydajnoscia — pojedyncza komérka dominuja-
cego szczepu jest zdolna do odwracalnego zahamowania
wzrostu nawet setek komorek szczepow niespokrewnio-
nych znajdujacych si¢ w jej otoczeniu [10, 12]. Operon
cdiBAI, po wprowadzeniu do laboratoryjnego szczepu
E. coli K-12, zmienia fenotyp CDI- na CDI+ [10].

2.1 Budowa bialkowej aparatury systemu CDI

Pierwsze z biatek kodowanych przez operon (CdiB)
jest zewnatrzkomodrkowa proteing o wielkosci ok.
64,5kDa. Przyjmuje ono strukture S-barylki, a jego
funkcja jest sekrecja i prezentowanie egzoproteiny CdiA
na powierzchni komorki atakujagcej bakterii. Toksyna
antybakteryjna jest biatko CdiA. Jest to biatko wielkosci
ok. 319 kDa. Bialko CdiA posiada na swoim koncu
karboksylowym domene stanowiaca wlasciwg toksyne
- region CdiA-CT (C-terminal CdiA) [11]. Koniec
aminowy biatka syntetyzowanego przez rézne szczepy
E. coli, o diugosci ok. 2800 aminokwaséw, wykazuje
wysoki stopien podobienstwa filogenetycznego, nato-
miast region CdiA-CT (ok. 250-350 aminokwaséw)
jest zroznicowany pomiedzy szczepami [7]. Toksyna
CdiA-CT wykazuje najczesciej aktywnos¢ nukleoli-
tyczna. Region aminowy i karboksylowy oddzielone
sg od siebie konserwatywnym motywem VE(NN).
Immunoproteina Cdil warunkuje ochrone przed
autoinhibicja. Rozpoznaje ona specyficzng dla siebie
toksyne CdiA i wigzac si¢ do niej, hamuje jej dzialanie
[11,42]. W badaniach Tana i wsp. przedstawiono struk-
ture biatka Cdil szczepu Neisseria meningitidis MC58.
Bialko to posiada strukture homologiczng do biatek
wigzacych RNA nalezacych do rodziny Whirly. Zasu-
gerowano rowniez, ze dzialanie immunoprotekcyjne
biatka Cdil moze wynikac z ograniczenia dostgpu tok-
syny CdiA - rybonukleazy EndoU - do czasteczki RNA
[103]. Wyniki badan wskazuja, ze wiazanie si¢ ze soba
bialek CdiA oraz Cdil stabilizowane jest przez rézne
mechanizmy: m.in. przez -augmentacje, w przebiegu
ktorej toksyna wydluza domene -spinki by utworzy¢
antyréwnolegla f-harmonijke z fragmentem biatka
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immunoprotekcyjnego [72, 73] lub komplementarnos¢
wynikajgcg z ksztattu i fadunku [72].

System CDI wykorzystywany przez szczepy E. coli
nazwano systemem typu E. coli (E. coli — type CDI).
Uogolniony schemat dzialania tego systemu zostal
przedstawiony na rycinie 1. Identyczne lub bardzo
podobne systemy wystepuja rowniez w innych szcze-
pach patogennych. Miedzy innymi wymie¢ mozna
szczep Dickeya dadantii 3937 [8] oraz gatunki Entero-
bacter cloacae i N. meningitidis [46]. Rowniez rodzaj
Pseudomonas posiada w swoim genomie operon gendw
odpowiadajacy za zahamowanie wzrostu uwarunko-
wane kontaktem typu E. coli. W badaniach Mercyego
i wsp. na modelowym szczepie Pseudomonas aerugi-
nosa PAO1 zaobserwowano, ze system ten odgrywa
role w procesie adhezji, tworzeniu biofilmu oraz kon-
kurencji. Unikalnos¢ systemu CDI mikroorganizmoéw
rodzaju Pseudomonas wynika ze zmienno$ci moty-
wow oddzielajacych konce aminowy i karboksylowy
toksycznego biatka CdiA. Analiza bioinformatyczna
wykazala, Ze mozliwe jest wyodrebnienie pieciu klas
tego motywu: WVHN, VE(NN), LYVT, DAMYV oraz
NEALV [71].

System CDI charakterystyczny dla rodzajow Burk-
holderia, Ralstonia oraz Cupriavidus zostal nazwany
terminem CDI typu Burkholderia (Burkholderia - type
CDI). Rodzaj Burkholderia posiada w genomie operon
sktadajacy si¢ z genéw bepAIOB [77]. Poza biatkami
typowymi dla CDI (BcpA - CdiA, BepB - CdiB oraz
Bcepl - Cdil), operon ten koduje dodatkowa, malg lipo-
proteine BcpO. Jej funkcja nie zostata w pelni wyjas-
niona, jednak jest ona wymagana do sekrecji tok-
syny BcpA przez szczep Burkholderia thailandensis
E264. Dodatkowg rdznicg jest wystepowanie motywu
NxxLYN zamiast VE(NN) w toksynie BcpA, a sama
toksyna posiada aktywnos$¢ RNazy [6, 53].

Innym typem systemu CDI jest ten obecny u bak-
terii Xenorhabdus doucetiae, nazwany typem cdiBCAI
(cdiBCAI-type). Analiza poréwnawcza in silico wska-
zuje, ze taki operon czg¢sto wystepuje wsrdd bakterii
srodowiskowych. Charakterystyczny dla tego typu gen
cdiC koduje homolog biatka C (nalezacego do acety-
lotransferaz) pelnigcego funkcje aktywatora toksyny.
Operon cdiBCAI koduje toksyne CdiA, w ktdrej wyste-
puje konserwatywny motyw VE(NN) [78].

Nalezy odnotowaé fakt, ze w genomach bakterii
posiadajacych system CDI typu E. coli czesto wystepuja
powtarzajace si¢ sekwencje nazwane fragmentami sie-
rocymi (orphan). Kodujg one toksyny CdiA-CT oraz
protekcyjne polipeptydy Cdil, a ich funkcja i znaczenie
nie zostaly wyjasnione. Postulowana jest hipoteza, ze
moga stanowic ,,arsenal” zastepczy aktywowany w spe-
cyficznych warunkach. Dotyczy to w szczegdlnosci
genéw cdil, gdyz ich sekwencje nukleotydowe wydaja
sie kodowa¢ w pelni funkcjonale biatka [11].
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Ryc. 1. Schemat dziatania systemu CDI typu E. coli

Bialko CdiB umozliwia wprowadzenie toksyny CdiA' do wnetrza komdrki

atakowanej. Tam, jesli toksyna rozpoznana zostanie przez bialko immu-

noprotekcyjne Cdil', nastepuje jej inaktywacja, co $wiadczy o pokre-
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wzrostu. Réwnoczeénie, powstanie kompleksu pomiedzy biatkami CdiA!
oraz Cdil' zapewnia komorce autoimmunoprotekcje.

2.2. Efektory systemu CDI

Efektory systemu CDI charakteryzuja si¢ zrozni-
cowanym mechanizmem aktywnos$ci antybakteryj-
nej. W przypadku szczepu E. coli EC93, CdiA naj-
prawdopodobniej wykazuje zdolno$¢ do tworzenia
poréw w $cianie komdrkowej atakowanej bakterii [47].
Z kolei inne bakterie produkujg toksyny CdiA-CT,
ktore najczesciej posiadaja aktywno$¢ nukleolityczng
[118]. Dokladniejsza analiza regionu odpowiedzial-
nego za toksycznos$¢ wskazuje, ze mozna go podzieli¢
na dwie czesci: koniec karboksylowy, bedacy enzymem
nukleolitycznym - toksyna, ktéra ulega ,odcieciu”
przed translokacjg — oraz koniec aminowy grajacy klu-
czowg role w transporcie nukleazy [111, 117]. Toksyna
CdiA-CT syntetyzowana przez E.cloacae degraduje
rybosomalny RNA [18]. Natomiast toksyna opisana
dla szczepu E. coli 536 (UPEC536) jest tRNaza, ktora
wymaga aktywacji poprzez obecnos$¢ sulfahydralazy
O-acetylseryny A (CysK). Jest to pierwsza poznana
toksyna, do aktywnosci ktorej wymagany jest dodat-
kowy czynnik [30]. Nowsze wyniki badan pokazuja,
ze aktywno$¢ toksyn CDI moze by¢ réowniez regulo-
wana innymi czynnikami. Przyktadem moze by¢ CdiA
syntetyzowana przez szczep E. coli EC869. Szczep ten
produkuje CdiA o aktywnosci tRNazy, dla aktywacji
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ktdrej niezbedny jest czynnik elongacyjny Ts (Elonga-
tion Factor Ts, EF-Ts). Ponadto, toksyna ta wigze si¢ do
czynnika elongacyjnego Tu (EF-Tu). Jest ona tRNaza
GTP-zalezng, co jak wskazujg autorzy, sugeruje, ze
tRNA jest degradowany przez powyzsza toksyne jedy-
nie w obecnosci kompleksu GTP+EF-Tu-tRNA [47].
Batot i wsp. zaprezentowali strukture krysztalu kom-
pleksu toksyny CdiA oraz bialka immunoprotekcyj-
nego pochodzacego ze Yersinia kristensenii. Toksyne
produkowang przez powyzsza bakterie zakwalifi-
kowano do superrodziny RNaz A [16]. Tymczasem
CdiA syntetyzowana przez Xenorhabdus doucetiae jest
Mg**-zalezng DNazg [78]. Rowniez CdiA opisane
u D. dadantii [111] oraz toksyna CdiA-CTOo , syntety-
zowana przez szczep E. coli EC869 [72] s3 DNazami.
W tym drugim przypadku mamy do czynienia z DNaza
zalezng od Zn?** [72].

Mechanizm dziatania systemu CDI polega na zdol-
nosci biatka CdiA do wydtuzenia si¢ na odlegtos¢ kilku-
set A, a nastepnie zwigzaniu sie do atakowanej komorki
przez oddzialywanie z jej zewnatrzkomérkowym recep-
torem. Najwcze$niejsze badania wykazaly, ze recepto-
rem takim jest biatko BamA (znane réwniez jako YaeT
lub Omp85) [9]. W transporcie toksyny uczestniczy
réwniez AcrB, ktore jest elementem blony wewnetrz-
nej i skfadnikiem pompy ,efflux” gwarantujacej wielo-
lekoopornos¢ [9]. Transport toksyny poprzez blone
zewnetrzng komorki zachodzi swobodnie, natomiast
jej translokacja do cytoplazmy wymaga dostarczenia
energii [85]. Wykazano, ze aktywnosci inhibicyjna
systemu CDI E. coli skierowana jest jedynie wzgledem
szczepow nalezacych do gatunku E. coli, ktore nie s3
w stanie zablokowa¢ dzialania toksyny przez biatko
Cdil (szczepy niespokrewnione). Tymczasem konku-
rencja miedzygatunkowa nie jest uwarunkowana tym
mechanizmem. Szczep E. coli EC93 nie wywoluje efektu
hamujacego wzrost wzgledem innych y-proteobakerii,
w tym m.in.: Salmonella enterica serowar Typhimu-
rium, Citrobacter freundii lub Proteus mirabilis. Moze
to wynika¢ z polimorfizméw wystepujacych w 6
i 7 zewnatrzkomorkowej petli receptora BamA [89]. Co
interesujace, biatka CDI posrednicza réwniez w nieza-
leznej od BamA agregacji komorek E. coli. Wynika to
z oddzialywan pomiedzy homologicznymi biatkami
CdiA, poniewaz do agregacji komoérek niezbedna jest
ekspresja tego bialka [88]. W najnowszych badaniach
wykazano, ze biatka CdiA szczepéw E.coli mozna
podzieli¢ na 3 klasy, ktore charakteryzuja si¢ powino-
wactwem do réznych powierzchniowych receptorow:
1) klasa pierwsza to biatka CdiA homologiczne do tych,
ktore sa syntetyzowane przez E. coli EC93, a ktdre jako
receptor wykorzystujg biatko BamA, 2) do klasy drugiej
zaliczy¢ mozna bialka, ktdre jako receptor rozpoznaja
heteromeryczne poryny OmpC-OmpE 3) do efekto-
row klasy trzeciej zalicza si¢ biatka CdiA rozpoznajace
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transporter nukleozydow Tsx. Specyficznos¢ wzgle-
dem rozpoznawanych receptorow jest determinowana
przez region CdiA dtugosci ok. 300 aminokwaséw zlo-
kalizowany pomiedzy regionami powtorzen peptydo-
wych FHI-1 oraz FHI-2. Region ten charakteryzuje sie
podobienstwem w 24-27% pomiedzy poszczegélnymi
klasami oraz posiada konserwatywny centralny ele-
ment FHI-1 [19, 87]. Bardzo nietypowy system trans-
portu CdiA-CT zostal opisany dla szczepu E. coli 536,
w przypadku ktérego koniec N w domenie CdiA-CT
oddzialuje z fimbrig plciowa F [17]. Wykazano réw-
niez, ze w rodzaju Burkholderia petle 6 i 7 w biatkowym
receptorze BamA rdznig si¢ znaczagco w poréwnaniu
do E. coli, a mozliwym receptorem w tym systemie jest
lipopolisacharyd (LPS) [53].

3. System sekrecji typu VI

System sekrecji typu VI (SSTVI) jest biatkowa apa-
raturg odpowiedzialng za sekrecje toksyn biatkowych
przez bakterie Gram-ujemne [95]. Jak podaje Records
(2011), pierwsze informacje dotyczace tego systemu
pochodza z lat 70., kiedy to Roest wraz ze wsp. ziden-
tyfikowali w genomie Rhizobium leguminosarum bv.
Trifolii zesp6t gendw odpowiadajacych za zahamowanie
zdolnosci do efektywnego powstawania brodawek na
korzeniach grochu. Geny te okreslono terminem imp
(impaired in nodulation). Ich sekwencje nukleotydowe
nie wykazywaty homologii do znanych w tamtym okre-
sie genow. W roku 2003 analiza supernatantu z hodowli
R. leguminosarum pozwolila wysnu¢ wniosek, ze gen
imp] jest niezbedny do sekrecji biatka RbsB - proteiny
wielkosci 27 kDa posiadajacej aminokwasowe sekwen-
cje sygnalowe na swoim koncu aminowym. Wkrétce
potem podobne obserwacje poczyniono dla innych
organizmow, m.in. Vibrio cholerae i P. aeruginosa oraz
patogennej dla ryb bakterii Edwardsiella tarda [82].

3.1. Budowa systemu sekrecji typu VI

System sekrecji typu VI charakteryzuje si¢ bardziej
zlozong budowyg w poréwnaniu do systemu sekrecji
typu V [40]. Operon kodujacy aparat sekrecji SSTVI
w zaleznoséci od gatunku moze sklada¢ sie z réznej
liczby genow. Podstawowy zestaw biatek, okreslany jako
komponent rdzeniowe, kodowany jest przez trzynascie
gendéw. Bialka te sa wymagane do powstania funkcjo-
nalnego systemu. Poza komponentem rdzeniowym,
operon SSTVI czesto wyposazony jest w dodatkowe
geny kodujace biatka pomocnicze, ktére moge petni¢
3 podstawowe funkgje: 1) sg skfadnikami niezbednymi
do wlasciwej syntezy aparatu sekrecyjnego SSTVI, 2) sa
skladnikami regulujacymi - dzialajagcymi na etapie
transkrypcji lub posttranskrypcyjnie — ekspresje genow
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lub aktywnos¢ SSTVI oraz 3) sg efektorami SSTVI lub
biatkami immunoprotekcyjnymi [29, 123].

Biatka tworzace gtéwny rdzen (core) SSTVI okresla
sie terminem Tss (Type six secretion), natomiast dla
podjednostek akcesoryjnych wykorzystano termin Tag
(Type six associated gene) [90]. Geny komponentu
rdzeniowego (TssA-M) odnajduje si¢ w genomach 25%
wszystkich znanych bakterii Gram-ujemnych, ze szcze-
gélnym uwzglednieniem proteobakterii. Loci genéw
SSTVI moga tworzy¢ dodatkowe filogenetyczne sub-
-klasy. Wyodrebniono klaster wystepujacy w genomach
proteobakterii (TVIS'), klaster charakterystyczny dla
rodzaju Francisella (TVIS") oraz typu Bacterioidetes
(TVIS™). Geny tssE, tssG, tss] i tssH nie posiadajg ho-
mologow w TVIS", natomiast w TVIS™ nie wystepuja
odpowiedniki tssA, tss], tssM i tssL. Najlepiej scharak-
teryzowanym jest klaster typu TVIS'[55]. Geny tssA-M
dodatkowo dzieli si¢ na nastepujace grupy: pierwsza
(tssA-I) koduje biatka tworzace strukture podobng do
ogonka bakteriofaga wraz ze struktura przypominajaca
plytke podstawna. Odpowiada ona za wprowadzenie
efektora do zaatakowanej komorki. Druga grupa sa
biatka kodowane przez geny tssI-M, te budujg podsta-
wowy kompleks blonowy [20, 123] (Ryc. 2).

Jedna ze sktadowych aparatury SSTVI wchodzacych
w sklad struktury przypominajgcej ogonek bakteriofaga
jest bialko TssD okreslane réwniez jako Hcp (Haemo-
lysin coregulated protein). Biatko to zostalo opisane po
raz pierwszy w 1996 roku, a brak sekwencji sygnato-
wych w jego strukturze pozwolil na zaproponowanie
nowego mechanizmu sekrecji protein [20, 82]. Sekrecja
biatka Hcp zalezna jest od pozostatych bialek kodo-
wanych przez geny SSTVI. Biatko Hcp tworzy heksa-
metryczng strukture przyjmujaca pierscien o $rednicy
wewnetrznej rownej 4,0 nm oraz zewnetrznej rownej
8,5nm [82]. Heksametry Hcp posiadaja zdolnos¢
do tworzenia struktur przypominajacych nanotuby,
poprzez ktdre biatka efektorowe SSTVI dostarczane
s3 do wnetrza atakowanej komorki. Nanotuba stanowi
réwniez wazne biatko opiekuncze dla efektoréw SSTVI,
zapewniajac ochrone przed degradacja [90].

Biatka Hcp stanowig $rodek transportu toksyn i jed-
noczesnie same ulegajg sekrecji do wnetrza atakowanej
komorki. Dzieki temu w wielu przypadkach wykazujg
dodatkowe funkcje biologiczne [79, 82], m.in. moga
stanowi¢ bialka efektorowe [90]. Nanotuby sktadajace
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sie z heksametrow sa strukturalnie podobne do gléw-
nych bialek ogonka bakteriofaga A, a ich wewnetrzne
i zewnetrze $rednice s3 niemalze identyczne jak tuba
ogonka u faga T4. Hcp wykazujg rowniez podobien-
stwo sekwencji aminokwasowej do produktu genu 19
(gene product 19, gp19) faga T4 [58]. Bialka gp19 poli-
meryzujac tworzg kanal, przez ktéry bakteriofag dostar-
cza swoje DNA do wnetrza komorki bakteryjnej [24].
Podobnie wewnetrzny pierscien heksametréow Hcp
wigze biatka efektorowe SSTVI [114].

Jak wspomniano powyzej, biatka Hep nie stanowia
jedynie elementu budujacego aparat systemu sekrecji
typu VI, ale sg réwniez wydzielane przez wszystkie
bakterie posiadajace SSTVI do wnetrza komorki ata-
kowanej [80]. Z jednej strony biatka Hep pelnia jedynie
funkcje receptoréw i bialek opiekunczych dla toksycz-
nych produktéw operonéw. Taki mechanizm obser-
wowany jest m.in.: w przypadku P. aeruginosa i biatka
Hcp kodowanych przez geny znajdujace sie w obre-
bie pierwszej genomowej wyspy HSI. P aeruginosa
posiada trzy takie wyspy, ktorych geny koduja biatka
Hcp ulegajace sekrecji (Hcp secretion island I, HSI-I)
i umozliwiajg sekrecje przynajmniej trzech toksycznych
bialek efektorowych okreslanych jako Tsel-3 (Type VI
Secretion Exportem 1-3) [100]. Z drugiej strony, wiele
bakterii, np. nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae,
posiada w swoim genomie geny kodujace biatka Hcp
bedace w fuzji z toksyczng domena znajdujaca si¢ na
ich koncu C (Hcps with C-terminal Extension Toxins,
Hcp-ET). Takiego typu toksyny nazwano ,evolved”
Hcp (,przedtuzonymi” Hep) i przypisuje im si¢ m.in.:
aktywnos$¢ DNazy lub fosfolipazy [64].

System sekrecji typu VI angazuje réwniez struktury
o duzym podobienstwie do struktur charakterystycz-
nych dla ogonkéw bakteriofagdw takich jak biatka
gp18, ktdre stanowia ostone dla bialek gp19. Bialka te
kurczac sie umozliwiaja wysunigcie si¢ tuby ogonka
i wprowadzenie DNA faga do komorki atakowanej bak-
terii [24]. Strukturami systemu sekrecji typu VI posia-
dajacymi wysokie podobienstwo do ostonki ogonka
fagowego sg struktury tworzone przez biatka VipA
oraz VipB (TssB oraz TssC) [101]. Struktura powstajaca
z bialek VipA/B ma $rednice rzedu 10 nm, co umozli-
wia ukrycie si¢ w niej nanotuby Hcp [82]. Struktura
VipA/B umozliwia nanotubie Hcp przebicie si¢ przez
blone zaatakowanej komorki. Struktura VipA/VipB
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Ryc. 2. Klaster 13 genéw wschodzacych w sklad komponentu rdzeniowego systemu sekrecji typu VI
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ulega rozpadowi z udzialem bialka ClpV (kodowanego
przez gen tssH). Biatko to wykazuje funkcje ATPazy
AAA+ (ATPase Associated with diverse cellular Acti-
vities, ATPaza zwigzana ze zréznicowang aktywnoscig
komorkowsq) [23, 15]. Jak wskazujg Broms wraz ze wsp.
(2013) oddzialywania pomiedzy biatkami VipA oraz
VipB umozliwiajace powstanie funkcjonalnej ostonki
dla nanotuby Hcp odgrywajg kluczows role w aktyw-
nosci systemu sekrecji typu VI [23].

Kolejnym waznym elementem systemu sekrecji
typu VI sktadajacym si¢ na strukture przypominajaca
ogon bakteriofaga jest proteina TssI, nazywana réwniez
VgrG (Valine-glycine repeat G). Posiada ona domeny
podobne do domen biatek gp27 i gp5 budujacych cen-
trum plytki podstawowej ogonka faga T4 [15]. Prote-
ina VgrG stanowi zakonczenie nanotuby Hcp i umoz-
liwia bakterii atakujacej przebicie $ciany komdrkowej
[98]. Domena VgrG podobna do biatka gp5 posiada
sztywng i f-skrecong helikalng strukture, formujaca
element przypominajacy igle [41]. W wielu przypad-
kach zaobserwowano, ze na ,igle” VgrG zakotwiczona
moze by¢ dodatkowa proteina posiadajaca domene
PAAR, bedaca toksycznym efektorem [99, 41, 22, 28].
W takim przypadku mowa jest o VgrG, ktore stano-
wig bialka opiekuncze wlasciwych efektoréw SSTVI
[80]. Dodatkowo, analogicznie jak w przypadku Hcp,
wyodrebniono ,.evolved” VgrG z toksyczna domenag
na koncu C [80]. Przykladem ,evolved” VgrG s3 dwa
biatka syntetyzowane przez szczep Agrobacterium
tumefaciens C58, ktore z duza specyficznoscia kontro-
lujg sekrecje dwdch toksycznych efektorow wykazuja-
cych aktywnos¢ DNazy (Type VI DNase Effectors, Tde):
Tdel oraz Tde2 [22].

Dodatkowymi elementami budujacymi plytke pod-
stawowa wystepujgcg w aparacie systemu sekrecji
typu VI, sa biatka TssEFG. Bialka te rekrutowane sa
przez bialko TssK do kompleksu membranowego
TssJLM [75]. Kompleks membranowy jest ewolucyj-
nie zblizony do subkompleksu zwiazanego z systemem
sekrecji typu IVb i sktada si¢ z trzech konserwatywnych
domen: btonowej lipoproteiny Tss] oraz biatek TssL
i TssM zakotwiczonych w $cianie komdrkowej [76].
Biogeneza aparatury SSTVI rozpoczyna si¢ formowa-
niem kompleksu membranowego TssJLM [75]. Biatko
TssM jest ATPaza nalezaca do rodziny IcmF (Intraellu-
lar Multiplication Protein F). Wystepujacy w tym biatku
motyw Walkera A jest niezbedny w procesie hydrolizy
ATP przez TssM, co zapewnia energie dla oddzialywan
biatka Hep z TssL (biatko to nalezy do rodziny ImcH/
DotU) oraz jego sekrecji [67].

Podobnie jak w przypadku CDI, réwnie aktyw-
nos$¢ efektoréw systemu sekrecji typu VI jest hamo-
wana poprzez biatka immunoprotekcyjne. Przyktadem
moga by¢ opisywany juz powyzej efektor Tse2 wyko-
rzystywany przez P. aeruginosa. Efektor ten dziata jako
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Ryc. 3. Schemat budowy aparatury systemu sekrecji typu VI

Biatka Hep oraz VgrG tworza strukture podobng do ogonka bakteriofaga,

ktora poprzez skurcze struktury VipA/VipB moze zosta¢ translokowana do

wnetrza innej komorki. Do biatka VgrG przylaczone moze by¢ dodatkowe
biatko efektorowe.

inhibitor proliferacji komérek, a jego aktywnos¢ jest
hamowana przez wysoce stabilne wigzanie si¢ biatka
immunoprotekcyjnego Tsi2 (Type VI Secretion Immu-
nity 2) [61]. Obecnos¢ pary toksyna/biatko immuno-
protekcyjne stwierdzono réwniez dla takich gatunkow
jak V. cholerae [31, 51,], P. mirabilis [4] czy Pseudo-
monas protegens [115]. Schematyczne przedstawienie
aparatury SSTVI zaprezentowano na rycinie 3.

3.2. Efektory systemu sekrecji typu VI

Réznorodnos¢ efektorow SST VT jest znacznie wiek-
sza niz w przypadku systemu CDI. Efektory mozna
podzieli¢ na takie, ktore stanowiag mechanizm kon-
kurencji bakteryjnej oraz na wywierajace wptyw na
organizmy eukariotyczne [2, 29]. Dodatkowo efektory
transportowane przez ten system opisuje sie jako efek-
tory wyspecjalizowane (specialized effectors) — opisy-
wane juz ,evolved” Hcp oraz VgrG, a takze takie efek-
tory, ktore oddziatuja bezposrednio z Hep i/lub VgrG,
czesto poprzez domene PAAR (cargo effectors) [35]. Ze
wzgledu na mechanizm dziatania opisano cztery gtéwne
klasy efektorow oraz blokujacych je bialek immuno-
protekcyjnych: 1) efektory o aktywnosci amidazy Tae
(Type VI admidase effectors) oraz immunoproteiny Tai
(Type VI amidase immunity), 2) efektory o aktywnosci
hydrolazy glikozydowej Tge (Type VI glycoside hydro-
lase effectors) wraz z immunoproteinami Tgi (Type VI
glikoside hydrolase immunity) - celem dziatania dla
obu powyzszych grup jest peptydoglikan, 3) efektory
o aktywnosci lipazy Tle (Type VI lipase effectors),
ktore hydrolizujg fosfolipidy w blonie komoérkowej,
wraz z biatkami protekcyjnymi Tli (Type VI lipase
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immunit), 4) oraz efektory o aktywnosci DNazy Tde
(Type VI DNase effectors) oraz ich immunoproteiny
Tdi (Type VI DNase immunity) [35].

Jedna z toksyn nalezacych do grupy Tae jest wspom-
niany powyzej efektor Tsel kodowany w genomie
P aeruginosa w obrebie pierwszej wyspy kodujacej
biatka Hcp ulegajacych sekrecji. Tsel jest amidazg roz-
poznajacg specyficznie kwas y-D-glutamyl-meso-2,6-
diaminopimelinowy (D-Glu-mDAP). Miejsce aktywne
Tsel jest tatwo dostepne i enzym wykazuje dziatanie in
vitro. W badaniach in vivo wykazano, ze enzym ten jest
bardziej aktywny wzgledem bakterii Gram-ujemnych
niz bakterii Gram-dodatnich [91, 27]. Kolejne toksyny
nalezace do grupy Tae, ktérych aktywnos¢ enzyma-
tyczne skierowana jest wobec peptydoglikanu - biatka
Sspl oraz Ssp2, produkowane sg przez oportunistyczny
patogen czlowieka Serratia marcescens. Oba biatka
hamowane sa przez proteiny immunoprotekcyjne
kodowane przez geny rap znajdujgce si¢ w otoczeniu
genow kodujgcych same toksyny [32].

Aktywnos¢ kolejnej z grup efektorow SSTVI, Tge,
wykazano na przykladzie szczepu nalezacego do
gatunku P, protegens [115]. Antybakteryjny efekt tego
typu efektora skierowany moze by¢ w przypadku P. pro-
tegens m.in. wobec Pseudomonas putida. Dodatkowo
struktura kompleksu efektora z wlasciwym dla niego
biatkiem immunoprotekcyjnym otrzymana z wykorzy-
staniem NMR pokazuje, Ze aktywno$¢ enzymatyczna
hamowana jest poprzez wigzanie immunoproteiny do
miejsca aktywnego [115]. Réwniez wspominana wczes-
niej toksyna Tse3 nalezy do grupy toksyn Tge i wyka-
zuje aktywno$¢ mureidazy [91].

Przykladami toksyn zaliczanych do Tle moga by¢
enzymy nalezagce do grup PLA oraz PLA,, kolejno
o aktywnosci fosfolipazy A, oraz A,. Toksyny Tle sg sze-
roko rozpowszechnione wsrdd bakterii patogennych.
Kolejnym przykladem takiego efektora jest PIdA syn-
tetyzowana przez P. aeruginosa. Bialko to jest efektorem
systemu sekrecji typu VI, ktérego sktadowe kodowane
sa na drugiej wyspie biatek Hcp ulegajacych sekrecji
[92]. Enteroagregacyjne szczepy E. coli moga syntetyzo-
wac toksyne Tlel o aktywnosci fosfolipazy typu A, i A,
ktdra stanowi efektor wykorzystywany w konkurencji
z innymi bakteriami. Aktywnos¢ efektora Tlel hamo-
wana jest przez immunoproteing Tlil poprzez tworze-
nie komplekséw w stosunku 1:1. Transport Tlel moz-
liwy jest poprzez interakcje biatka z koncem C VgrGl,
ktére posiada domene podobng do transtyretyny [33].

Efektory nalezace go Tde zostaly po raz pierw-
sze opisane przez Ma i wsp. (2014) na przykladzie
szczepu A. tumefaciens C58 [66]. Efektor ten wykazuje
aktywnos¢ DNazy i zapewnia szczepom A. tumefa-
ciens przewage zarowno w konkurencji wewnatrz-, jak
i miedzygatunkowej. Aktywnos¢ nukleolityczna wynika
z obecnosci motywu HxxD i jest hamowana przez spe-
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cyficzne biatko immunoprotekcyjne, Tdi. Dodatkowo
powyzsza toksyne charakteryzuje brak istotnej homo-
logii do innych bakteryjnych DNaz [66].

Toksyng wydzielang przez SSTVI nie nalezaca do
zadnej z wymienionych wyzej grup jest toksyna Tne2
o aktywnosci NADazy (Type VI NADase effector).
Toksyna ta jest jedng z dwoch syntetyzowanych przez
szczep P, protegens — pierwsza jest RhsA wykazujaca
aktywno$¢ nukleolityczng. Toksynie Tne2 odpowiada
specyficzne biatko immunoprotekcyjne. Co zna-
mienne, geny kodujace toksyny o aktywno$ci NADazy
sg szeroko rozpowszechnione zardwno wérdd bakterii
Gram-ujemnych, jak i wérdod bakterii Gram-dodat-
nich. W drugim przypadku sekrecja toksyn odbywa
sie z udziatem systemu sekrecji typu VII, ktory jest
charakterystyczna dla bakterii Gram-dodatnich [104].

Kolejnym przyktadem efektoréw SSTVI sg toksyny
RHS (Rearrangement hotspot). Toksyny te s3 szeroko
rozpowszechnione wsérdd bakterii Gram-ujemnych.
Geny je kodujace odnalez¢ mozna w genomach takich
gatunkow jak E. coli, P. mirabilis, P. aeruginosa, S. mar-
cescens i in. [56, 54, 65]. Podobnie jak biatko CdiA,
réwniez toksyny RHS skiadajg sie z konserwatyw-
nego konca N, w sktad ktorego wchodzg powtdrzenia
YD definiujace przedstawiong grupe efektorow oraz
konca C stanowigcego domene toksyczng. Pomiedzy
tymi regionami wystepuje konserwatywny motyw
PxxxxDPxGL. Aktywnos¢ toksycznej domeny konca
C hamowana jest przez swoiste biatko immunoprotek-
cyjny [54]. Badania przeprowadzone przez Alcoforado
Diniza i wsp. na przykladzie S. marcescens wskazuja, ze
toksyny RHS stanowia gléwny efektor systemu sekrecji
warunkujacy wewnatrzgatunkowa konkurencje bakte-
ryjna. Serratia marcescens Db10 syntetyzowa¢ moze co
najmniej dwie toksyny nalezace do grupy RHS (Rhsl
oraz Rhs2). Biatko Rhs2 jest DNazg, natomiast w przy-
padku Rhsl wykazano obecno$¢ toksycznej domeny
o nieznanym mechanizmie dzialania [1]. Biatka RHS
bardzo czgsto posiadajg rowniez domene PAAR, ktora
umozliwia rozpoznanie toksyny przez system sekrecji
typu VI, jej zwiazania do VgrG oraz translokacje¢ do
wnetrza komorki atakowanej [65].

Jednym z czynnikéw regulujacych dziatanie SSTVI
jest Quorum Sensing [101]. Na przykladzie B. thai-
landensis wykazano, ze szczepy posiadajace mutacje
w receptorach autoinduktoréw QS wykazuja zmniej-
szong ekspresje efektorow SSTVI oraz bialek immuno-
protekcyjnych, czego rezultatem jest zatrzymanie ich
proliferacji w trakcie hodowli w obecnosci szczepdw
rodzicielskich posiadajacych w pelni funkcjonalny sys-
tem QS [68]. W przypadku V. cholerae C6706 SSTVI
pozostaje pod kontrolg QS oraz globalnego regulatora
TsrA - mutacje w genach tsrA oraz luxO wywoluja
zwigkszong ekspresje gendéw kodujacych elementy
strukturalne aparatury SSTVI. Efekt ten jest zalezny
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od regulatora HapR, ktéry wigze si¢ do regionu pro-
motorowego genéw kodujacych skltadowe SSTVI [122].

Co ciekawe QS moze regulowac ekspresje roznych
kopii klastréw kodujacych SSTVI w réznym stopniu,
co ma miejsce m.in. w przypadku szczepu P, aeruginosa
PAOL. Szczep ten posiada trzy klastry genow SSTVI
(H1-3). Klaster H1 koduje opisane wcze$niej toksyny
Tsel-3 [48]. Jak wykazano, geny klastera H2 ulegaja
zwigkszonej ekspresji (regulowanej systemami QS
typu Las i Rhl) w trakcie przechodzenia z fazy loga-
rytmicznego wzrostu w faze stacjonarng. Dodatkowo
inhibicja ekspresji klastra H2 wywolywana jest w obec-
nosci jondw zelaza [96]. Wyniki wcze$niejszych badan
z zastosowaniem szczepu P aeruginosa PA14 poka-
zuja, ze wystepujace w nim trzy klastry H1-3 kodu-
jace SSTVI réwniez sg regulowane przez QS, jednak
w odmienny sposdéb. W przypadku PA14, ekspresja
H1 ulega supresji, natomiast ekspresja H2 oraz H3 jest
zwiekszona w wyniku dziatania regulatorow LasR oraz
regulatora transkrypcyjnego MvfR [60]. Szczepy PAO1
oraz PA14 réznig si¢ liczba kopii genéw kodujacych
elementy SSTVI [60], a specyficzna organizacja kla-
stra H2 jest cechg charakterystyczng dla szczepu PA14
[48]. Warto nadmieni¢, ze poszczegdlne kopie SSTVI
u P, aeruginosa pozostaja rowniez pod kontrolg global-
nych regulatorow RsmA oraz AmrZ [3].

Odmienna regulacja poprzez QS dwoch réznych
klastréw gendéw SSTVI jest réwniez obserwowana
w przypadku Vibrio parahaemolyticus. Gatunek ten
posiada klastry nazwane SSTVI1 (VP1386-1414) oraz
SSTVI2 (VPA1024-1046). Ekspresja SSTVI1 jest zaha-
mowana a SSTVI2 indukowana przez OpaR - regula-
tor zalezny od gestosci populacji [110]. Wyniki badan
Zhang i wsp. (2011) pokazujg, ze SSTVI moze by¢
regulowany rowniez przez warunki srodowiskowe. Na
przykladzie Yersinia pseudotuberculosis, ktéra posiada
w swoim genomie 4 klastry genéw SSTVI, wykazano
ich r6zng termoregulacje, przy czym jedynie ekspresja
klastera SSTV14 byta pozytywnie regulowana w tempe-
raturze 26°C. Dodatkowo dochodzito do podwyzszonej
ekspresji tego klastra w odpowiedzi na dziatanie syn-
tetaz laktondw homoseryny Ypsl oraz Ytbl. Wnioski
takie wysnuto na podstawie wykorzystania szczepow
noszacych delecje genéw kodujacych powyzsze syn-
tetazy, przy czym wplyw delecji genu ypsI byt silniej-
szy w poréwnaniu do delecji genu ytbI [121]. System
sekrecji typu VI kontrolowany przez laktony homose-
ryny opisano takze w przypadku szczepu Aeromonas
hydrophila SSU [50].

Czynnikiem warunkujacym konkurencje migdzyga-
tunkowg oparta na SSTVI moze by¢ srodowisko wzro-
stu, co zaprezentowano na przykladzie eksperymentow
ze szczepem P, aeruginosa w konkurencji ze szczepem
A. tumefaciens. W warunkach laboratoryjnych szcze-
pem dominujacym byl P aeruginosa, za$§ w warunkach
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imitujacych srodowisko naturalne dominowat A. tume-
faciens [49]. System sekrecji typu VI regulowany jest
réwniez poprzez sama obecnos¢ konkurentéw. Badania
Lazzaro i wsp. pokazuja, Ze szczep S. marcescens Db10
dostosowuje poziom ekspresji gendw SSTVI do poten-
cjalu konkurentéw. Ekspresja jest nasilona w obecnosci
silnych konkurentéw i wyciszana w sytuacji wzglednej
réwnowagi pomiedzy konkurentami [57].

Ciekawe wyniki badan przedstawil rowniez Weber
wraz z wsp. (2009). Na przyktadzie szczepu Vibrio angu-
illarum NB10 wykazali, ze biatka SSTVI moga posred-
nio regulowac ekspresje proteaz EmpA oraz PrtV co
wynikalo z bezposredniego, pozytywnego wpltywu na
ekspresje regulatora odpowiedzi na stres — RpoS - oraz
regulatora systemu QS - VanT [112].

4. Przynaleznos$c do systemu
polimorficznych toksyn

Systemy sekrecji typu Vb i typu VI, warunkujace
konkurencje wymagajacg kontaktu mozna przypisa¢
do tzw. systemdw polimorficznych toksyn (Polymophic
Toxin Systems, PTS) - stosunkowo niedawno wyod-
rebnionej grupy biatkowych toksyn antybakteryjnych.
O przynalezno$ci danej toksyny do PTS decyduja naste-
pujace czynniki:

1) Homologiczna budowa: toksyny nalezace do PTS
sktadajg sie z dwoch czesci: konca aminowego oraz
konca karboksylowego, ktéry stanowi wlasciwa tok-
syne. Oba fragmenty sg oddzielone od siebie kon-
serwatywnym motywem aminokwasowym. Koniec
aminowy jest fragmentem o wysokim stopniu podo-
bienstwa filogenetycznego i czgsto odgrywa on role
w transporcie regionu toksycznego, ktdry jest silnie
zroéznicowany pomiedzy poszczegdlnymi gatun-
kami, ale réowniez pomiedzy szczapami.

2) Obecnos¢ biatka stanowigcego immunoproteine:
bialko takie powoduje inhibicje toksyny, chroni
w ten sposob komorke przed autoinhibicja, ale row-
niez przed dziataniem toksyny wprowadzonej przez
druga komorke nalezaca do tego samego gatunku/
szczepu. Immunoproteina stanowi inhibitor jedynie
dla specyficznej dla siebie toksyny. Zréznicowanie
miedzygatunkowe bialek protekcyjnych odpowiada
zréznicowaniu toksyn [120, 46].

Do grupy polimorficznych toksyn zalicza sie tok-
syny CdiA, a takze niektdre efektory wydzielane przez
system sekrecji typu VI — RHS oraz ,evolved” Hcp/
VgrG. Innym przykltadem PTS sg produkty obecnych
w genomie rodzaju Neisseria genéw maf (multiple
adhesin family) [46]. Geny maf znajduja si¢ w obrebie
wyspy patogenicznoéci IHT-G (Island of Horizontally
Transferred DNA-G). Wykazano, ze gen mafB koduje
funkcjonalnie aktywna toksyne. Toksyna ta posiada
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aktywnos¢ rybonukleazy EndoU. Gen znajdujacy sie
bezposrednio za mafB — mafI - koduje biatko immu-
noprotekcyjne. Toksyna MafB jest specyficzna dla
rodzaju Neisseria. Cecha charakterystyczng tego sys-
temu, jest to, ze biatko MafB ma strukture globularng.
Dodatkowy gen, mafA, kodujacy wbudowana w bione
zewngtrzng lipoproteing, jest czgsto odnajdywany
przed genem kodujacym toksyne MafB. Jego funkcja
nie zostata dotychczas okreslona. Sekwencja nukleoty-
dowa tego genu nie posiada podobienstwa do sekwen-
¢ji nukleotydowych gendw innych systemow sekrecji
(44, 45]. Podobnie dla rodzaju Myxobacteria opisano
klaster genow kodujacych toksyny z grupy PTS. Sa to
toksyny transportowane pomiedzy komoérkami poprzez
wymiane poprzez blone zewnetrzng (Outer Mem-
brane Exchange, OME). Klaster ten nazwano sitBAI
Bialko SitA jest polimorficzng toksyna, ktorej aktyw-
no$¢ hamuje Sitl. SitB pelni funkcj¢ biatka pomocni-
czego, odgrywa znaczaca role w funkcjonowaniu SitA.
Toksyczna domena biatka SitA zlokalizowana jest na
C koncu proteiny [108]. Polimorficzne toksyny moga
réowniez wykazywaé dzialanie ,na odlegltos¢”, tzn.
zostajg one wydzielone do srodowiska bytowania bak-
terii i dyfunduja w nim. Wymieni¢ tu mozna bakterio-
cyny: kolicyny (colicins) oraz rozpuszczalne piocyny
(Soluble pyocins, S-pyocins) [120, 46] (Ryc. 4).
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5. Znaczenie systemow konkurencji
w biologii bakterii

Szczep E. coli EC93 efektywnie wykorzystuje sys-
tem CDI jako mechanizm zapewniajacy mu przewage
w konkurencji wewnatrzgatunkowej. Szczep ten jest
gtéwnym izolatem z kalu szczuréw [10]. Sugeruje sig,
ze system CDI stuzy do eliminacji konkurujgcych
komorek. Jednak dotyczy to jedynie pokrewnych szcze-
pow [89] i jak dotad nie wykazano by CDI mialo zna-
czenie w konkurencji miedzygatunkowej. Na przykta-
dzie B. thailandensis zaobserwowano ze, warunkowana
przez system CDI konkurencja oraz dyskryminacja
krewniacza reguluje strukture biofilmu [7]. Badania
pokazuja rowniez, ze CDI moze ksztaltowa¢ strukture
biofilmu w sposéb niezalezny od proceséw hamowa-
nia wzrostu [37, 88], poprzez wywolywanie agregacji
komorek wykazujacych ekspresje genéw kodujacych
identyczne bialka CdiA [88]. Wykazano, ze takze
biatko BecpA warunkuje wspoétdziatanie komorek [37],
a klaster genéw bcpAIOB jest mediatorem komunika-
cji komorkowej [38]. Podobne obserwacje poczyniono
na przykladzie P. aeruginosa, bakterii posiadajacej dwie
kopie genow kodujacych biatka systemu CDI. Wpraw-
dzie badania wykazaly, ze ekspresja zadnej z nich nie
jest powigzana z pierwszymi etapami biogenezy bio-

CDI - System sekrecji typu Vb:

J

Burholderia-type:
* Burholderia
* Ralstonia
* Cupriavidus
E. coli-type
e Escherichia coli v
¢ Pseudomonas aeruginosa
» Enterobacter cloacae
* Neisseria meningitidis
¢ Dickeya dadantii

System sekrecji typu VI:

Evolved VgrG/Hcp:
* Vibrio cholerae

!

Rearrangement hot spots — RHS:
* Escherichia coli
* Pseudomonas aeruginosa

\ 4

Tse5 oraz Tse6
w Pseudomonas aeruginosa

Konkurencja wymagajgca kontaktu

Baktquocyny: Lo i Biatka Maf: Operon sitBAI:
° K_ollcyny — Escherichia coli ¢ Neisseria meningitidis ¢ Myxobacteria
* Piocyny typu S
— Pseudomonas aeruginosa
Nieznany mechanizm Outer Membrane
Sekrecja do Srodowiska sekrecji Exchange

Systemy polimorficznych toksyn

Ryc. 4. Systemy polimorficznych toksyn

Efektory systemu CDI oraz SSTVI naleza do grupy polimorficznych toksyn, ktére charakteryzujg si¢ homologiczna budowg oraz wystepowaniem w

komoérkach biatka immunoprotekcyjnego. Do dziatania efektoréw CDI oraz SSTVI wymagany jest bezposredni kontakt komérek, a wymiana nastepuje

z zastosowaniem aparatu sekrecji tych systeméw. Cho¢ toksyny kodowane przez operon sitBAI réwniez wymieniane sa w wyniku kontaktu komorek,

sekrecja zachodzi wedtug mechanizmu Outer Membrane Exchange. Bakteriocyny wydzielane sg do srodowiska. Mechanizm sekrecji toksyn z rodziny
Maf jest nieznany.
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filmu, jak to ma miejsce w przypadku rodzaju Esche-
richia oraz Burkholderia, jednak odgrywaja one role
w konkurencji bakteryjnej — umozliwiaja wykluczenie
szczepOw niespokrewnionych, co wykazano na modelu
konkurencji szczepow delecyjnych ze szczepem dzikim.
Co istotne, badania nad CDI w przypadku P. aerugi-
nosa po raz pierwszy pokazaly, ze system ten stanowi
czynnik wirulencji istotny w procesach infekeji drég
oddechowych [70]. Pytanie o role CDI w biologii bakte-
rii nadal pozostaje bez jednoznacznej odpowiedzi. Naj-
nowsze badania z wykorzystaniem szczepu E. coli EC93
wskazujg na istotne znaczenie klastra cdiBAI w stabi-
lizacji elementu genetycznego - plazmidu koniugacyj-
nego. Plazmid, ktéry w warunkach naturalnych zanikat
po zajsciu ok. 50 podzialéw komoérkowych, utrzymywat
sie w 60% komorek z populacji szczepu EC93 przez
dwukrotnie dluzszy okres po wbudowaniu do niego
genéw cdiBAI [86].

Liczne doniesienia wskazujg, ze SSTVI jest elemen-
tem bakteryjnej konkurencji, zaréwno wewnatrz-, jak
i miedzygatunkowej (2, 26, 62, 81, 92]. Fakt, ze SSTVI
efektywnie dostarcza toksyczne efektory pomiedzy
komoérkami réznych szczepdw wynikaé moze z tego,
ze w przeciwienstwie do CDI, system ten nie wymaga
powierzchniowego receptora do translokacji toksyn.
Z zastosowaniem mikroskopii fluoroscencyjnej Gerc
i wsp. badali dynamike biosyntezy aparatury SSTVI na
przykladzie S. marcescens Db10. Wyniki tych ekspery-
mentéw wykazaly, ze atak z zastosowaniem SSTVI nie
wymaga wczesniejszej indukcji kontaktem komorek
[39]. Takie obserwacje wskazujg na istote SSTVI w kon-
kurencji o kolonizacj¢ niszy ekologicznej. Nalezy jed-
nak mie¢ na wzgledzie, ze wykorzystanie SSTVT sta-
nowi dla komérki wysoki koszt, przez co m.in. staje sie
ona bardziej wrazliwa na atak ze strony konkurujgcych
komorek [59].

Podobnie jak CDI, takze SSTVI nie jest jedynie pro-
stym systemem konkurencji ale dodatkowo odgrywa
wazng role w socjobiologii bakterii oraz w zjawisku
dyskryminacji krewniaczej. Badania z zastosowaniem
modeli matematycznych w polaczeniu z eksperymen-
tami in vitro wskazuja, ze konkurencja bakteryjna
oparta na SSTVI w znacznym stopniu modeluje wza-
jemne oddzialywania komérek i stanowi¢ moze wazny
mechanizm, ktéry w sposéb posredni — poprzez eli-
minacj¢ niespokrewnionych szczepéw - prowadzi
do rozwoju wspoétdziatania komodrek krewniaczych
[69]. System sekrecji typu VI zaangazowany jest takze
w powstawanie i dojrzewanie biofilmu bakteryjnego
oraz w komunikacje pomiedzy komoérkami w biofilmie,
co zaprezentowana na przyktadzie szczepu P, fluorescens
MFEO1 [36] oraz w przypadku szczepu Acidovorax
citrulli xjl12, gdy zaobserwowano, ze obecnos¢ i funkcje
gendw kodujacych rdzen SSTVI wplywaja na tworzenie
biofilmu [105].
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Ciekawym przykladem dyskryminacji krewniaczej
warunkowanej przez SSTVI jest fenomen Dienesa
szczepow P. mirabilis [113]. Zjawisko to polega na
tworzeniu w trakcie ruchu rozpelzltego makroskopo-
wej linii granicznej, nazywanej linig demarkacyjna,
pomiedzy niespokrewnionymi szczepami P. mirabilis.
Rozpoznanie pokrewienstwa migdzy szczepami wynika
z zaleznej od SSTVI wymiany biatka IdsD, kodowanego
przez operon idsABCDEE. Biatko to po wniknieciu do
cytoplazmy moze tworzy¢ kompleksy z IdsE, co sta-
nowi informacje o pokrewienstwie szczepéw. Szczepy
niespokrewnione - takie, dla ktorych nie dochodzi do
powstania kompleksu IdsDE, konkuruja ze sobg [25,
93]. Mozliwym efektorem konkurencji sg biatka kodo-
wane przez operon idrABCDE, ktore rowniez s3 trans-
portowane przez aparature SSTVI [94, 113]. Biatka Ids
oraz Idr stanowig przyktad niekanonicznych efektoréw
SSTVI, co sugeruje szeroki zakres mozliwosci dziala-
nia SSTVI. Jak wykazano, w konkurencje pomiedzy
szczepami P. mirabilis tworzacymi linie demarkacyjna
zaangazowany jest takze tzw. pierwotny operon efektora
hcp-vgrG (Primary hep-vgrG EFfector operon, PEF),
ktérego aktywnos$¢ hamowana jest przez specyficzne
biatko immunoprotekcyjne [4, 5]. Sugeruje to, ze zja-
wisko Dienesa najprawdopodobniej warunkowane jest
wieloma niezaleznymi mechanizmami.

6. Podsumowanie

System inhibicji wzrostu zaleznej od kontaktu (CDI)
oraz system sekrecji typu VI (SSTVI) warunkuja kon-
kurencje bakteryjng i zjawisko dyskryminacji krew-
niaczej wsrod bakterii Gram-ujemnych. Co istotne,
pomimo licznych podobienstw strukturalnych i homo-
logicznej funkcji biologicznej, molekularne podstawy
dziatania obu systemoéw sg wyraznie rdzne. Zastana-
wiajgca jest rdwniez przynaleznos¢ obu tych systemow
do grupy polimorficznych toksyn, ktore wydaja si¢ by¢
ewolucyjnie pokrewne. Szerokie wystepowanie obu sys-
temdw, obecnos¢ wielu typow toksycznych efektordéw
oraz specyficznych wzgledem nich immunoprotein, ale
takze fakt, ze poszczegodlne gatunki, a nawet szczepy,
wykazuja ekspresje (bedaca pod $cisty kontrola licz-
nych czynnikéw) obu systemow sugeruje, ze powyzsze
mechanizmy odgrywajg ogromna role w socjobiologii
bakterii. Dotychczas prowadzone badania skupialy
sie w gléwnej mierze na wyjasnieniu mechanizmoéow
dziatania CDI oraz SSTVI, a pytanie o ich popula-
cyjne znaczenie nadal pozostaje bez odpowiedzi
Ciekawym kierunkiem wydaja si¢ by¢ badania zmierza-
jace do wyjasnienia hierarchii dziatania i potencjatu obu
systemow w ukladach z zastosowaniem duzych popu-
lacji, wykraczajacych poza dotychczas badane ukla-
dy mutant-szczep rodzicielski lub dwa konkurujace
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szczepy/gatunki. Taki kierunek wpisuje si¢ w rosnace
w ostatnim czasie zainteresowanie populacjg bakteryjna
rozumiang jako $ciéle zalezna od siebie ,,spoteczno$¢
komorek” Niewykluczona jest réwniez mozliwos¢
praktycznego zastosowania wiedzy zdobytej z bada-
nia powyzszych zaleznosci, m.in. przy projektowaniu
nowych metod detekeji i réznicowania drobnoustro-
jow oraz metod ich eradykacji, ktore moglyby zastapic
coraz mniej skuteczne antybiotyki.
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Streszczenie: Hydrofobiny stanowia rodzine powierzchniowo czynnych biatek wytwarzanych przez grzyby strzepkowe i petnigcych wiele
istotnych funkcji w ich cyklu rozwojowym. Biatka o wlasciwosciach i funkcjach podobnych do hydrofobin odkryto réwniez u bakterii.
Hydrofobiny charakteryzuje specyficzne ulozeniem reszt cysteinowych, ktére w sekwencji aminokwasowej tworza cztery mostki
dwusiarczkowe. Ta charakterystyczna budowa nadaje im hydrofobowe wia$ciwosci, dzigki czemu uzyskuja zdolno$¢ do spontanicznego
formowania si¢ wamfipatyczne monowarstwy pomig¢dzy hydrofobowym a hydrofilowym §rodowiskiem. Unikatowe wlasciwo$ci hydrofobin
sprawiaja, ze cieszga si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem pod katem ich potencjalnego zastosowania w przemysle. Opracowywane sa
nowe sposoby ich wykorzystania w roznych gateziach gospodarki. Szerokie zastosowanie odnajduja w branzy spozywczej, przemysle
farmaceutycznym, ale takze w metodach biologii molekularne;j.

1. Wprowadzenie. 2. Klasyfikacja hydrofobin. 3. Struktura genéw i bialek hydrofobin. 4. Formowanie si¢ filmu hydrofobinowego.
5. Produkeja, wydzielanie i formowanie si¢ hydrofobin w §rodowisku naturalnym. 6. Wtasciwosci hydrofobin. 7. Zastosowanie hydrofobin
w réznych dziedzinach. 8. Przemystowa produkcja hydrofobin. 9. Podsumowanie

CHARACTERISTICS AND FUNCTIONS
OF HYDROPHOBINS AND THEIR USE IN INDUSTRY

Abstract: Hydrophobins are surface active proteins produced by filamentous fungi. They play a role in fungal growth and their life cycle.
Proteins with similar properties have been also found in prokaryotic organisms. Hydrophobins are characterized by a specific arrangement
of cysteine residues, which form four disulfide bridges in the amino acid sequence. This construction gives hydrophobins their hydrophobic
properties, allowing for their spontaneous assembly into amphipathic monolayers at hydrophobic-hydrophilic interfaces. These unique
properties of hydrophobins make them more and more popular with regard to their potential application in industry. New ways of using
hydrofobins in various branches of the business sector are being developed. Hydrofobins are already widely used in the food industry,
pharmaceutical industry, as well as molecular biology.

1. Introduction. 2. Classification of hydrophobins. 3. Structure of hydrophobin genes and proteins. 4. Formation of hydrophobin film.
5. Production, secretion and formation of hydrophobins in the natural environment. 6. Properties of hydrophobins. 7. The use of
hydrophobins in various fields. 8. Manufacturing of hydrophobins. 9. Summary

Stowa kluczowe: grzyby, hydrofobiny, stres, film hydrofobinowy

Key words: fungi, hydrophobins, stress, hydrophobin film

1. Wstep

Hydrofobiny stanowig rodzing bialek charaktery-
zujagcych si¢ niewielka masg czasteczkowa (od 7 do
15kDa) i obecnoscig licznych cystein. Wytwarzane sa
glownie przez grzyby strzgpkowe [9, 46, 66]. Charakte-
rystyczng cechg hydrofobin jest specyficzne utozeniem
reszt cysteinowch, ktére w sekwencji aminokwasowej
tworza cztery mostki dwusiarczkowe (Ryc. 1) [9, 19].
Poza tym hydrofobiny w swojej sekwencji nie zawieraja
innych konserwowanych ewolucyjnie regionéw [53].
Saq to biatka zewngtrzkomoérkowe, powierzchniowo
czynne, ktore pelnig wiele funkcji w rozwoju oraz cyklu
zyciowym grzybow [59]. Hydrofobiny s3 zaangazo-
wane w powstawanie hydrofobowych struktur, takich
jak grzybnia powietrzna, owocniki i zarodniki. Dzigki

tym biatkom komorki grzybni posiadaja wlasciwosci
hydrofobowe, co umozliwia im przyleganie do réznych
powierzchni. Wykazano, ze hydrofobiny moga réw-
niez pelni¢ funkcje czasteczek sygnalowych [80, 84].
Najbardziej charakterystyczna cechg hydrofobin jest
posiadanie zdolnosci do spontanicznego formowania
sie w amfipatyczne monowarstwy pomiedzy hydrofo-
bowym a hydrofilowym srodowiskiem [42]. Tak utwo-
rzone powierzchnie wykazuja specyficzne wlasciwosci
tizyczne, posiadajg zdolno$¢ zmiany charakteru roz-
nych powierzchni z hydrofobowego na hydrofilowy
i odwrotnie [64, 79, 80].

Pierwsze geny kodujace hydrofobiny zostaly opisane
u Schizophyllum commune w 1991 roku przez zespo6t
Wesselsa podczas badan nad zmianami ekspresji genow
w trakcie formowania si¢ zarodni tego grzyba. Nazwa

* Autor korespondencyjny: dr hab. Grazyna B. Dabrowska, Zaklad Genetyki, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
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Ryc. 1. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych hydrofobin

Poréwnanie sekwencji HFB2 Trichoderma reesei (nr GeneBank NCBI: XP_006962048.1) z bakteryjnym biatkiem Bs1A Bacillus subtilis
(WP_003243556.1) wykonane przy uzyciu programu ClustalW.

»hydrofobiny” nawigzuje do obecnych w sekwencji
tych bialek licznych aminokwaséw hydrofobowych [1,
79, 81, 83].

Bialka pelnigce podobne funkcje i wykazujace zbli-
zone wlasciwos$ci do hydrofobin zostaty odkryte row-
niez wérdd organizmdéw prokariotycznych. Przyktadem
jest bialko BslA wytwarzane przez Gram-dodatnie bak-
terie Bacillus subtilis. Chociaz biatko to pelni u bak-
terii funkcje podobne do hydrofobin, jednak wykazuje
istotne réznice w sekwencji aminokwasowej [3, 5, 6, 27,
71] (Ryc. 1). Homologia jest nieznaczna, nie wystepuje
w sekwencjach aminokwasowych.

Poczatkowo nazwy poszczegolnych hydrofobin po-
chodzily od nazw organizméw, u ktérych zostaly ziden-
tyfikowane. Oprdécz akroniméw gendéw hydrofobin
majacych oczywiste pochodzenie, jak w przypadku
Agaricus bisporus (gen hydrofobiny ABHI), pozostale
nazewnictwo koncentruje si¢ bardziej na mutacjach
w genach, powodujacych zmiany w fenotypie dzikim.
Przykladem moga by¢ mutacje w genach rodA (Asper-
gillus nidulans) 1 eas (Neurospora crassa), ktorych kon-
sekwencja jest utrata przez zarodniki grzybéw wias-
ciwosci hydrofobowych, co skutkuje zbijaniem sie ich
w konglomeraty [29].

W wyniku przeszukania sekwencji nukleotydowych
i aminokwasowych w bazie NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov)
za pomoca hasta ,,hydrophobin” otrzymuje si¢ ponad
700 sekwencji nukleotydowych i ponad 6000 sekwencji
aminokwasowych kodujgcych hydrofobiny (luty 2018).
Wpisujac takie samo hasto w bazie UniProt (www.uni-
prot.org) otrzymuje sie prawie 3000 wynikéw, w tym
ponad 1200 bezposrednio odnoszacych si¢ do hydrofo-
bin (luty 2018). Sg to sekwencje zidentyfikowane u grzy-
boéw z typoéw workowcdw (Ascomycota) i podstawczakow
(Basidiomycota) [34]. Na przyklad u saprofitycznych

grzybow Trichoderma spp. w bazie NCBI obecnie jest
zdeponowanych 25 sekwencji nukleotydowych kodu-
jacych hydrofobiny (luty 2018). Niektore zrodla podaja
dowody na wystepowanie hydrofobin réwniez u przed-
stawicieli typu sprzezniowcow (Zygomycota). de Vries
i wsp. w pracy z 1993 roku dowiedli, ze biatka o podob-
nych wiasciwoséciach do hydrofobin wystepuja takze
u plesniaka bialego (Mucor mucedo) [20].

W $rodowisku naturalnym podczas wzrostu grzy-
bow hydrofobiny s uwalniane do wolnej wodnej prze-
strzeni otaczajacej grzybnie. W sytuacjach ograniczo-
nego dostepu do sktadnikéw odzywczych lub w czasie
stresu fizjologicznego obecno$¢ hydrofobin wplywa
na zmiang napiecia powierzchniowego wody. Biatka te
obnizajg napiecie powierzchniowe prawie dwukrotnie
z 70 mN/m do mniej niz 30 mN/m [33]. Takie zjawisko
pomaga strzepkom powietrznym przetamywac bariere
woda-powietrze, a co za tym idzie, rozsiewaé spory
w celu kolonizacji nowych przestrzeni. Hydrofobiny
grzybow nawet ze sobg spokrewnionych posiadaja spe-
cyficzne wlasciwosci i pelnig wyspecjalizowane funk-
cje, niekoniecznie $cisle powigzane z momentem cyklu
zyciowego, w ktorym s3 wytwarzane [12, 26].

2. Klasyfikacja hydrofobin

Bazujac na réznicach w rozpuszczalnosci, utozeniu
reszt cysteinowych oraz wlasciwosciach fizycznych,
hydrofobiny zostaty podzielone na klase I i klase IT [53].
Biatka nalezgce do klasy I sg bardzo stabo rozpuszczalne
w wodnych roztworach. Jedynie silne stezone kwasy, jak
kwas trifluorooctowy (TFA) lub kwas mréwkowy moga
zdysocjowa¢ te biatka [33, 34]. Monowarstwy skfada-
jace sie z hydrofobin klasy pierwszej zawieraja wysoce
uporzadkowane struktury rdzenia biatkowego, zwane
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Ryc. 2. Analiza filogenetyczna przykladowych hydrofobin

Zilustrowano analize filogenetyczng hydrofobin I i II, wytwarzanych przez przedstawicieli nalezacych do Ascomycota i Basidiomycota. Drzewo filo-
genetyczne wykonane w programie ClustalW na podstawie sekwencji aminokwasowych zdeponowanych w GeneBank NCBI: MHP1 Magnapor-
the grisea (XP_003714057.1), HYD2 Gibberella moniliformis (AAO16868.1), RODB Aspergillus fumigatus (XP_753093.1), ROLA Aspergillus oryzae
(XP_001824881.1), RODA Emericella nidulans (XP_682072.1), HYP1/RODA A. fumigatus (XP_001259730.1), PbHYD2 Paracoccidioides brasilien-
sis (XP_010762860.1), HYPB A. fumigatus (XP_001727202.1), CU Ophiostoma ulmi (CAB02148.1), MHP1 M. grisea (XP_003714057.1), QID3 Tri-
choderma harzianum (P52755.1), HFBI Trichoderma reesei (XP_006964181.1), HCF-6 Cladosporium fulvum (CAC27407.1), CFTH1_I-III Claviceps
fusiformis (QOUVI4.1), HCF-3 C. fulvum (CAD92803.1), PbOHYD1 P brasiliensis (ACF72690.1), SSGA Metarhizium anisopliae (XP_007825920.1),
HCH-1 Cladosporium herbarum (Q8NIN9.1), XEH1 Xanthoria ectaneoides (CAC08469.1), XPH1 Xanthoria parietina (CAC43386.1), EAS Neurospora
crassa (XP_963300.1), FVvHYD1 Flammulina velutipes (ADX07307.1), ABH3 Agaricus bisporus (XP_006461631.1), POH3 Pleurotus ostreatus (NCBI:
CAA76494.1), SC4 Schizophyllum commune (XP_003038794.1), SC1 S. commune (XP_003038791.1), HYPA/ABHI1 A. bisporus (XP_006457847.1),
HYDPt-3 Pisolithus tinctorius (AAC95356.1), PNH3 Pholiota nameko (BAB84547.1), FVH1 Flammulina velutipes (ANH11478.1), Le HYD2 Lentinula
edodes (AAG00901.1), SC3 S. commune (KIJ48515.1), DGH3 Dictyonema glabratum (CAC86006.1), COH2 Coprinus cinereus (XP_001834449.1), POH2
P, ostreatus (CAA74987.1).

powierzchniami rurkowatymi. Bialka te daja pozytywne
wyniki w reakcji z barwnikami, takimi jak czerwien
Kongo i tioflawina T, ktére powszechnie uzywane sa
do uwidaczniania z16z amyloidéw [44]. Hydrofobiny
klasy II sg rozpuszczalne w wodnych roztworach orga-
nicznych rozpuszczalnikéw, takich jak etanol lub sl
sodowa kwasu dodecylosiarkowego (SDS, Sodium
Dodecyl Sulfate) [29]. Hyrofobiny klasy I zostaly opi-
sane zar6wno u grzybow typu Ascomycota jak i Basidio-
mycota, a bialka klasy II jak dotad zostaly znalezione
tylko u przedstawicieli Ascomycota [33] (Ryc. 2). Nalezy

zwrdci¢ uwage na to, ze w miare coraz nizszych kosztow
sekwencjonowania kazdego roku poznawane sg kolejne
genomy grzybow, dlatego tez obecny podzial moze stac
sie nieaktualny. Przeszukiwanie baz danych potwierdza,
ze hyrofobiny klasy II wystepuja tylko u Ascomycota
jako jednolita grupa w drzewie filogenetycznym [23,
59] (Ryc. 2). Przypuszcza sig, ze bialka klasy II wyewo-
luowaly niezaleznie od hydrofobin klasy I, co jest przy-
ktadem konwergencji [29].

Klasa I hydrofobin ze wzgledu na typ grzybow,
ktdre je wytwarzaja, podzielona jest na dwie podgrupy
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Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie struktury hydrofobin z regionami hydrofobowymi

Elementy hydfrofobowe oznaczono literami A i B, w oparciu o [20].

- klasa Ia reprezentowana przez Ascomycota oraz
klasa Ib, reprezentowana przez Basidiomycota. Klase
Ia cechuje wicksze zroznicowanie dlugosci sekwencji
gendw kodujgcych te biatka. Hydrofobowo$¢ wigkszosci
biatek klasy Ib jest srednio wyzsza o 60% w poréwnaniu
z hydrofobinami klasy Ia i klasy II [23, 59].

3. Struktura gendw i bialek hydrofobin

W sekwencjach aminokwasowych kodujacych
hydrofobiny obecnych jest 8 konserwowanych ewolu-
cyjnie reszt cysteinowych. Hydrofobiny klasy I sktadaja
sie ze 100-125 aminokwaséw i moga ulegac glikozyla-
cji. Biatka nalezgce do klasy IT hydrofobin sg znacznie
krétsze i zawieraja $rednio od 50 do 100 reszt ami-
nokwasowych w fancuchu polipeptydowym [55, 65].
Poza konserwowanymi resztami cysteinowymi, hydrofo-
biny wykazuja tylko niewielkie homologie na poziomie
aminokwasowym. Pomimo to, tworza bardzo podobny
wzér hydrofobowy (Ryc. 3) [52, 53, 86].

Hydrofobiny sg bialkami charakteryzujacymi sie
unikatowg konformacja poprzez specyficzne ulozenie
hydrofobowych, hydofilowych i obojetnych amino-
kwasow [53]. W swojej strukturze biatka te zawierajg
cztery mostki dwusiarczkowe pomiedzy o$mioma resz-
tami cysteinowymi: Cys1-Cys6, Cys2-Cys5, Cys3-Cys4
oraz Cys7-Cys8 [61]. Taki uklad tworzy dwie pary
petli oddzielonych regionem tacznikowym pomiedzy
8 a 23 resztg aminokwasowa (R8-R23) (Ryc. 3).

Stabo konserwowane reszty aminokwasowe (R)
znajduja si¢ pomigdzy aminokwasami hydrofobowymi.
Pierwsza petla zazwyczaj zawiera 5-9 reszt amino-
kwasowych. Wielkos¢ drugiej petli jest mniej konser-
wowana, jednak zawsze zawiera przynajmniej jedna
reszte glicyny (Gly), ktora zwykle przylega do hydro-
fobowych aminokwaséw (Ryc.3). W hydrofobinach
klas I'i IT obecne sg czgsci hydrofobowe (A i B), ktére
w trzeciorzedowej strukturze przyjmuja posta¢ dwdch
B-harmonijek potozonymi pomiedzy resztami cyste-
inowymi Cys3-Cys4 i Cys7-Cys8. Hydrofilowa czgs¢
przyjmujaca konformacje a-helisy pomiedzy resztami

cysteinowymi Cys4-Cys5 obecna jest tylko u biatek
klasy II [10, 30].

Badania nad strukturg bialka HFBII - hydrofobiny
klasy II (wyizolowanego z Trichoderma reesei) — pro-
wadzone metoda krystalizacji, wykazaly tréjwymia-
rowy strukture tych czasteczek przyjmujaca globularny
ksztalt o srednicy wynoszacej 2 nm [86]. W tej cza-
steczce rdzen stanowig dwa B-skrety (struktura ,,spinki
do wlosow”), ktore wigze sie ze sobg i formujg antyréw-
nolegty B-harmonijke, ta za$ organizuje si¢ w strukture
o beczkowatym ksztalcie, zwanag ,lata hydrofobowg”
35, 52] (Ryc. 4).

Badania z wykorzystaniem spektroskopii magne-
tycznego rezonansu jadrowego (NMR, Nuclear Mag-
netic Resonance) nad hydrofobinami EAS wyizolo-
wanym z N. crassa i SC3 z S. commune (rozszczepka
pospolita) nalezagcymi do klasy I (HFBI), wykazaly
bardzo podobne utozenie mostkéw dwusiarczkowych
do tych obecnych w hydrofobinach HFBII, chociaz
cechujace si¢ wieksza réznorodnoscia [35, 52]. Mostki
dwusiarczkowe s3 istotnym elementem struktury
hydrofobin, jednak hydrofobiny klasy I zachowuja
swoja funkcjonalno$¢ nawet po usunigciu mostkow
badz ich zablokowaniu [52].

Hydrofobowa ,tata”

LY

é Koniec aminowy

Koniec karboksylowy

Ryc. 4. Model hydrofobiny HFBII T. reesei

Model T. reesei QM6a wykonany w programie SWISS-MODEL z wykorzy-
staniem sekwencji z Genebank NCBI (numer dostepu XP_006962048.1).
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4. Formowanie si¢ filmu hydrofobinowego

W $rodowisku naturalnym hydrofobiny wystepuja
w postaci monomeréw wolno rozproszonych w roz-
tworach, jednak bardziej prawdopodobnym jest for-
mowanie si¢ tych bialek w stabo zwigzane oligomery.
Opisywane jest tworzenie si¢ oligomer6w, ich wzajemne
relacje i kinetyka, ktdrych ostateczne formowanie sie
w warstwy nastepuje, gdy znajda si¢ na granicy faz
pomiedzy powietrzem i wodg lub pomigdzy olejem
a woda [30]. Oligomery tworzg si¢ w roztworze, s3
to glownie dimery lub tetramery, ktére ukladaja si¢
tak, ze hydrofobowe regiony bialek s3 niedostepne
dla wodnego rozpuszczalnika. Formowanie si¢ i wew-
netrzna konwersja pomiedzy oligomerycznymi for-
mami hydrofobin prowadzi do ich zageszczania. Jest to
proces przebiegajacy podobnie jak formowanie sie
warstw bialek na granicy faz [48, 49]. Biatko HFBII
T. reesei wykazuje mniejsze zdolnosci do oligomeryza-
¢ji, niz inne formy, a zatem ma wyzszy wskaznik wejscia
i polimeryzacji [17, 52].

Oddzialywania wewnatrzczasteczkowe sa stosun-
kowo stabe, jednakze bardzo istotne, gdyz odpowia-
daja za dynamike tworzenia si¢ kompletnych warstw
hydrofobowych. W przeciwienstwie do amfipatycznych
detergentéw i $rodkéw powierzchniowo czynnych,
w nadmiernych stezeniach hydrofobiny tworza struk-
tury polimeryczne [30, 59].

Dwie klasy hydrofobin, reprezentowane przez biatko
SC3 z S. commune [19, 76] oraz biatko HFBII z T. reesei
[40, 41] najlepiej obrazuja réznice w mechanizmach
polimeryzacji. Trudniej rozpuszczalna klasa I (biatko
SC3) wykazuje bardziej ztozony sposéb asocjacji i poli-
meryzacji niz bardziej stabilny film biatkowy tworzony
przez hydrofobiny klasy II [40, 41, 52, 72]. Przede
wszystkim, klasa I tworzy etap posredni ze zwiekszong
liczbg tworzonych struktur w formie a-helisy przed
rozwinieciem sig¢ struktur zdominowanych przez formy
B-harmonijki. Proces ten jest powolny, a jego wyni-
kiem s powstajace podtuzne warstwy biatka [77]. Dla
poréwnania odkladanie sie i krzyzowe wigzanie bialek
klasy IT hydrofobin jest procesem szybkim i nie wyka-
zuje zadnych zmian w konformacji [18, 35, 40, 41],
a powstajace wigzania krzyzowe powoduja niemalze
natychmiastowe powstanie filmu bialkowego. Przy-
puszczalnie mechanizmy posrednie podobne HFBI
dotycza wigkszosci hydrofobin [35, 40, 41, 72].

5. Produkcja, wydzielanie i formowanie sie¢
hydrofobin w §rodowisku naturalnym

Jak juz wczesniej wspomniano, hydrofobiny pelnig
istotng role w rozwoju grzybow strzepkowych. Jedng
z najwazniejszych funkeji jest wspomaganie takich
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Ryc. 5. Schematycznie pokazane formowanie si¢
filmu hydrofobinowego
Tlustracj¢ wykonano w oparciu o [14].

struktur jak strzepki powietrzne i spory w kolonizo-
waniu nowych $rodowisk. Ekspresja genéw hydrofo-
bin prowadzi do wydzielania tych bialek na zewnatrz
komorki do srodowiska, co nastepuje w wierzchotku
rosnacej strzepki (I) (Ryc. 5I). Nastepnie hydrofobiny
s odkladane w postaci monomeréw lub w niektérych
przypadkach w formie dimerdw i trimeréw (Ryc. 51I)
[14, 28, 47]. Wydzielone na zewnatrz strzepki poszcze-
gllne czasteczki zaczynajg odktadac si¢ na granicy faz
miedzy wodg a powietrzem (Ryc. 5III), gdzie dzieki
swojej zdolnosci do samoistnego ukladania si¢ w mono-
warstwy i wytwarzania wigzan krzyzowych pomiedzy
nimi, tworzg biatkowy film (Ryc. 5IV). Zredukowane
w ten sposob napiecie powierzchniowe umozliwia osta-
teczne wydostanie sie strzepki ponad powierzchnie
wody (Ryc.5V) [13, 86].

Tak uformowana warstwa ma kilka podstawowych
wlasciwosci (Ryc. 5VI). Jest amfipatyczna, elastyczna,
posiada duza wytrzymalo$¢ oraz stanowi skuteczne
ograniczenie transportu duzych czasteczek. W wydzie-
laniu hydrofobin na zewnatrz grzybni najprawdopo-
dobniej uczestnicza pecherzyki, ktére formujg sie
w szczytowych czesciach strzepek. Wciaz niejasny jest
mechanizm przedostawania si¢ monomeréw hydrofo-
bin poza $ciane komodrkows [82].

Wyrézni¢ mozna trzy prawdopodobne nagroma-
dzenia hydrofobin (Ryc.5). Pierwsze reprezentuje
wewnetrzne nagromadzenie hydrofobin, ktdrego steze-
nie zalezne od ekspresji kodujacych je genéw (Ryc. 5A).
Nastepnie wzrasta nagromadzenie potencjalnie reak-
tywnych biatek na powierzchni btony komoérkowej, ale
ponizej $ciany komorkowej (Ryc. 5B). Gradient stezen
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hydrofobin zapewnia przeptyw monomerdw tych biatek
do $rodowiska wodnego lub dowolnego innego $rodo-
wiska zewnetrznego (Ryc. 5C) [8, 14].

6. Wlasciwosci hydrofobin

Hydrofobiny uwazane sg za najbardziej powierzch-
niowo czynne biatka sposrdd wszystkich dotad odkry-
tych [60]. Wszystkie hydrofobiny maja zdolnos¢
otaczania réznych powierzchni i obnizania napiecia
powierzchniowego. W poréwnaniu do innych surfak-
tantéw o mniejszej masie czasteczkowej potrzebna jest
mniejsza ilo$¢ hydrofobin do osiggniecia okreslonego
niskiego napiecia powierzchniowego [60]. Najwaz-
niejsza wlasciwoscig hydrofobin jest zdolnos¢ samo-
dzielnego formowania si¢ filmu biatkowego zlozonego
z tych czasteczek na powierzchniach hydrofobowych
lub hydrofilowych oraz powierzchniach miedzyfazo-
wych pomiedzy réznymi osrodkami [10]. Te wytrzy-
male, uporzadkowane i lepko-sprezyste bfony sa bardzo
istotne w procesie rozrastania si¢ grzybni [30]. W przy-
padku hydrofobin klasy II blony powierzchniowe
powstajace na granicy faz woda-powietrze, skladajace
sie z filmu hydrofobinowego, przyjmuja posta¢ poje-
dynczych warstw. W przypadku bialek klasy I czestym
jest formowanie si¢ blon wielowarstwowych [35].

Film hydrofobinowy najczesciej przyjmuje forme
powierzchni rurkowatych, a zdolnos$¢ do jej formowania
na granicy faz woda-powietrze jest jedng z najwczes-
niejszych obserwacji dokonanych podczas badan nad
hydrofobinami klasy I [81]. Wi6kna rurkowate wyka-
zuja duze analogie do wtdkien amyloidowych, ktdre sa
biatkami o zmienionej konformacji. Wszystkie amy-
loidy, podobnie do hydrofobin, posiadaja w swojej
budowie charakterystyczna strukture PB-harmonijki.
Szczegolnie charakterystyczna jest agregacja we wiokna
amyloidowe bialek klasy II [56]. Badania prowadzone
nad hydrofobing HGFI pochodzaca z zagwicy listko-
watej (Grifola frondosa) oraz hydrofobinami wytwarza-
nymi przez boczniaka ostrygowatego (Pleurotus ostre-
atus) z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych
(AFM, Atomic Force Microscope) wykazaly, ze dlugos¢
widkien rurkowatych wynosi od 50 do 105 nm, a szero-
ko$¢ waha sie w zakresie od 19 do 24 nm. Powierzch-
nie rurkowate przyjmuja forme podwojnej warstwy
(23, 41, 49, 88, 89]. W 2013 roku Stanimirova i wsp.
[68] przeprowadzili szereg doswiadczen majacych na
celu wykazanie zmian w ci$nieniu powierzchniowym
podczas formowania si¢ filmu hydrofobinowego. Przy
uzyciu urzadzenia zwanego rynng Langmuir’a-Blod-
getta (Langmuir-Blodgett trough) analizowano biatko
HEBII T. reesei. Stopniowo zwigkszano ci$nienie wywie-
rane na roztwor zawierajacy hydrofobiny, a za pomoca
mikroskopii sit atomowych obrazowano powstajacy
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film hydrofobinowy i wzajemne relacje pomiedzy cza-
steczkami [52].

Eksperymenty badajace zdolnosci hydrofobin do
pokrywania roznych powierzchni, prowadzone na
plytkach mikrotitracyjnych z barwnikiem nieorga-
nicznym stosowanym jako marker (np. Ponceau S),
wykazaly znaczne wilasciwoséci adhezyjne hydrofobin
[25]. Jednak w zalezno$ci od klasy hydrofobiny wyka-
zuja istotne roznice w zdolnosci do wigzania si¢ tych
czasteczek do podloza [3]. Hydrofobiny klasy I przy-
legaja do powierzchni bardzo silnie, natomiast biatka
nalezace do klasy II sa w stanie oddzieli¢ si¢ od podloza
znacznie fatwiej.

Pomiar kata zwilzania (WCA, Water Contact Angle)
podczas pokrywania warstwa hydrofobin powierzchni
plyt miki oraz szkla silikonowanego daje rézne wyniki,
od znaczgcego wzrostu na powierzchni miki do silnej
redukeji na powierzchni szkla. Im mniejszy kat zwil-
zania, tym hydrofobina wykazuje wigksze wlasciwosci
hydrofobowe [24, 70].

Hydrofobiny nie wykazuja wasciwosci toksycznych,
cytotoksycznych czy immunogennych u ludzi, jezeli
dostajg si¢ do organizmu podczas spozywania grzybow
jadalnych. Jednakze poprzez otaczanie struktur takich
jak spory, hydrofobiny stanowia tarcze dla antygenow,
a tym samym chronig je przed ludzkim ukfadem immu-
nologicznym [32].

Powierzchniowe warstwy rurkowate pelnig klu-
czowg role w maskowaniu immunogennosci spor [22,
32]. Poprzez otaczanie powierzchni spor nadajg im
immunologiczna oboje¢tnos¢ i powoduja, ze charak-
terystyczne i powtarzalne wzorce molekularne zwig-
zane z elementami budowy i metabolizmu patogenow
(PAMP, Pathogen Associated Molecular Patterns) nie
s rozpoznawane przez komorki uktadu odpornoscio-
wego nieswoistego oraz swoistego. Co za tym idzie,
hydrofobinowe warstwy zapobiegaja aktywacji uktadu
immunologicznego gospodarza, przeciwdzialajg pow-
stawaniu stanéw zapalnych i uszkodzeniu tkanek. Przy-
puszcza sig, ze powierzchnie rurkowate, ktére pokry-
wajg spory zaréwno grzybdéw bedacych patogenami,
jak i tych nie wywolujacych choréb, w taki sam spo-
sob zabezpieczajg je przed rozpoznaniem przez uklad
odpornosciowy [28, 41, 87].

7. Zastosowanie hydrofobin w réznych
galeziach przemystu

Hydrofobiny pelnig bardzo réznorodne funkcje
biologiczne, dlatego tez znajduja szerokie przemystowe
wykorzystanie. W oparciu o wlasciwosci amfipatyczne
i zdolno$¢ do samoorganizowania si¢ w warstwy hydro-
fobinowe, biatka te moga znalez¢ zastosowanie jako:
biosurfaktanty, emulgatory, elementy biomateriatow,
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biosensordw i elektrod. Moga tez pelni¢ istotne funkcje
w takich sektorach przemystu jak: spozywczy, kosme-
tyczny, nanotechnologiczny, farmaceutyczny i browar-
niczy. Hydrofobiny posiadaja zdolnos¢ modyfikowa-
nia hydrofobowych i hydrofilowych powierzchni, np.
teflonu i szkta [33, 57].

Ze wzgledu na brak wlasciwosci toksycznych, cyto-
toksycznych i immunogennych hydrofobiny moga
stac si¢ powszechnie wykorzystywanymi skladnikami
powierzchniowo czynnymi w przemysle spozywczym
[14, 51, 54, 67, 73]. Bialka te posiadajg zdolnos¢ sta-
bilizowania kropli oleju i moga dziala¢ tak samo jak
powszechnie stosowane emulgatory w przetworstwie
spozywczym czy podczas rafinacji olejow [63, 67].
Zdolnosci emulgacyjne hydrofobin moga by¢ badane
i poréwnywane razem z typowymi emulgatorami spo-
zywczymi, takimi jak kazeinian sodu, przy uzyciu emul-
sji oleju sojowego. Hydrofobiny klasy IT wykazuja wigk-
szg aktywnos¢ emulgacyjng i dluzszy okres stabilizacji
kropli oleju niz biatka klasy I [14, 24, 67].

Ze wzgledu na wysoka elastycznos¢ powierzch-
niowg blon formowanych przez hydrofobiny, s3 one
cenione za swoje wlasciwosci, ktére przyczyniaja sie
do dlugotrwalego stabilizowania réznych faz w produk-
tach spozywczych. Na przykiad bialka te potrafig sta-
bilizowa¢ rozproszone pecherzyki powietrza w lodach
[2, 61]. Do takich zastosowan w cukiernictwie czesto
wykorzystywane jest bakteryjne bialko BslA z B. sub-
tilis [69]. Dzieki obecnosci tego biatka ustabilizowane
pecherzyki powietrza pelnia role izolatora, co spowal-
nia proces roztapiania si¢ lodow. Ponadto proces stabi-
lizacji pecherzykdéw powietrza ogranicza powstawanie
krysztatkéw lodu, co zapewnia gladka konsystencje
produktu. Zastosowanie biatka Bs1A moze pozwoli¢
producentom zmniejszy¢ zawarto$¢ ttuszczow nasyco-
nych, a wigc i kalorycznos¢ lodéw [31, 69]. Zdolnos¢ do
formowania pian moze by¢ znacznie wigksza dla biatek
klasy II niz klasy I. Ta zalezno$¢ niesie ze sobg poten-
cjalne nowe zastosowania w przemysle spozywczym.
Piany i banki utworzone dzigki stabilno$ci biatka HFBII
potrafig utrzymac¢ si¢ przynajmniej przez 4 miesiace.
W niektorych przypadkach, przy niewielkim stezeniu
(do 0,1% masowego), tak utworzona piana moze pozo-
sta¢ stabilna nawet do kilku lat [21].

Zdolno$¢ do tatwego pienienia sie hydrofobin niesie
tez negatywne efekty w postaci tendencji do nadmier-
nego pienienia si¢, gazowania i w efekcie wybuchania nie-
ktérych napojow, na przyklad piwa. Gléwnym czynni-
kiem powstawania takiego efektu jest biatko klasyfiko-
wane do klasy IT hydrofobin wytwarzanych przez Fusa-
rium culmorum, grzyba bedacego patogenem wywotu-
jacym infekcje u jeczmienia. Grzyby z rodzajow Fusa-
rium, Nigrospora i Trichoderma wytwarzaja hydrofobiny
z duza wydajnoscia, a obecno$¢ tych grzybow w gazowa-
nych napojach powoduje ich wybuchanie [7, 37, 59, 62].
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Amfipatyczne wiasciwosci hydrofobin sg réwniez
wykorzystywane w wielu technikach izolacji biatek.
Zdolnosé¢ do taczenia sie docelowego biatka z hydro-
fobinami jest wykorzystywana w izolacji metoda wod-
nych uktadéw dwufazowych (ATPS, Aqueous Two-
-Phase Systems) [14, 46]. Najbardziej efektywnie dzia-
tajacymi hydrofobinami wykorzystywanymi w tej meto-
dzie sg hydrofobiny klasy II. Biatko HFBI jest uzywane
jako marker dla endoglukanazy celulozy I (EGI, Cellu-
lase Endoglucanase I), a przylaczanie si¢ hydrofobiny
do tego enzymu i powstawanie kompleksu EGI-HFBI
jest najlatwiejsza, najszybsza i najtansza metoda izo-
lacji EGI [15, 39, 46, 54]. Zdolnos¢ przylaczania sie
hydrofobin do réznych bialek moze by¢ wykorzysty-
wana do unieruchamiania enzymoéw i przeciwcial.
Unieruchomienie lipazy przez hydrofobiny z P. ostre-
atus prowadza do wzmozonej aktywnosci tego enzymu
oraz jego wigkszej stabilnosci termicznej 38, 45, 54].
Unieruchomienie zwigzkéw smakowych moze by¢
stosowane w przemysle spozywczym do wspomaga-
nia dluzszego utrzymywania si¢ aromatéw w jedzeniu
i napojach [67].

Pokrywanie powierzchni biosensoréw i elektrod
przez hydrofobiny moze przyczynic si¢ do zwigkszenia
ich hydrofobowosci, a co za tym idzie zahamowania
ich denaturacji i zachowania diugotrwalej aktywnosci
[4, 85]. Hydrofobiny znajduja réwniez zastosowanie
w nanotechnologiach. Pokrycie filmem hydrofobino-
wym weglowych nanorurek wielo$ciennych, (MWNT,
Multi-Walled Nanotubes) pozwolilo zwiekszy¢ ich
wrazliwos¢, poszerzy¢ zakres liniowy, obnizy¢ granice
wykrywalnosci, a co za tym idzie przyspieszy¢ reakcje
wykrywania glukozy [74, 75]. Pokrycie powierzchni
elektrod hydrofobing HYDPt1 z Pleurotus ostreatus
powoduje, Ze stajg si¢ one stabilne w szerszym zakresie
pH. Hydrofobinowy film réwniez skutecznie zapobiega
utlenianiu sie substratéw elektrod [39].

Hydrofobiny sg tez wykorzystywane do zwiekszania
biokompatybilnoséci implantéw medycznych w zmini-
malizowaniu reakcji ze strony uklady immunologicz-
nego [55, 82]. Powszechnie wykorzystywane polimery
pokryte warstwa hydrofobin SC3 w procesie powlekania
obrotowego wykazuja si¢ zmniejszonym wspdlczynni-
kiem tarcia o ok. 70-80% w poréwnaniu do polimeréw
niepowlekanych. Wlasciwos¢ te wykorzystuje sie do
produkcji materialéw medycznych takich jak cewniki
[43, 90]. Zdolno$¢ do samoorganizowania si¢ warstw
hydrofobinowych zostala wykorzystana w produkeji
aplikowanych doustnie nierozpuszczalnych w wodzie
lekéw. Dodatek hydrofobiny SC3 do zawiesiny cyklo-
sporyny A i nifedypiny zwigkszyl biodostepnos¢ tych
lekéw odpowiednio dwu- i szeSciokrotnie [22].

Hydrofobiny klasy II sg rowniez wykorzystywane
do stymulowania wzrostu komoérek na podlozach sta-
tych [5]. Biatko HFBI umozliwia latwe przyleganie
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Tabela I
Systemy ekspresyjne prokariotyczne i eukariotyczne wykorzystywane w produkcji hydrofobin i ich wydajnos$¢

Organizm i;fi};gg)ztfi?; Nazwa bialka W}[’r(ilzz?éé Zrédlo
Uktad prokariotyczny | Escherichia coli Beauveria bassiana Hyd2 10 [24]
Escherichia coli Trichoderma reesei HFBI 600 [20, 63]
Uktad eukariotyczny | Trichoderma reesei | Aspergillus nidulans DewA 33 [70]
Pichia pastoris Trichoderma reesei HFBI 120 [29]
Pichia pastoris Grifola frondosa HFBI 90 (14, 78]
Pichia pastoris Aspergillus fumigatus | RodA i RodB 200-300 [7]

kolagenu do hydrofobowej powierzchni poli(dime-
tylosiloksanu) (PDMS, Polydimethylsiloxane) - poli-
meru wykorzystywanego m.in. do produkcji soczewek
kontaktowych. Kompleks HFBI-kolagen umozliwia
przyleganie i wzrost ludzkich embrionalnych komérek
macierzystych, z ktérych rdéznicowanie nastawione
jest na powstawanie nerki. Natomiast kompleks biatka
HFBI-surowica krwi wspomaga powstawanie neutral-
nych komoérek macierzystych [28, 43, 91].

Gromadzenie si¢ hydrofobinowych warstw na gra-
nicy faz pomiedzy hydrofobowymi i hydrofilowymi
cieczami moze by¢ wykorzystywane do stabilizowania
réznych emulsji. Szczegdlne zastosowanie znajduje
zdolnos¢ hydrofobin do stabilizowania emulsji w przy-
padku produkcji kremoéw i masci [74].

8. Przemystowa produkcja hydrofobin

Odkad mozliwe stato si¢ pozyskiwanie hydrofobin
w niewielkich ilo$ciach z naturalnych zrdédel, wzrosto
zainteresowanie produkcja zrekombinowanych biatek
na znacznie wiekszg skale [11, 30, 38, 45, 54]. Chociaz
hydrofobiny w srodowisku naturalnym wytwarzane s
przez grzyby strzgpkowe to z powodzeniem udaje si¢ je
otrzymac wykorzystujac do tego inne systemy ekspre-
syjne, zaréwno prokariotyczne jak i eukariotyczne. Sto-
sowane s3 rozne metody otrzymywania hydrofobin jak
homologiczna badz heterologiczna ekspresja genéw [7].
W przemystowej produkeji tych bialek czesto wyko-
rzystuje si¢ synteze metoda ,,fed-batch” polegajaca na
przeprowadzaniu procesu fermentacji w specjalnie
do tego zaprojektowanych reaktorach, dzieki ktorym
mozna precyzyjnie kontrolowac stezenie dostarczanych
substratow. Pozwala to na zoptymalizowanie procesu
wytwarzania na najbardziej wydajnym poziomie [50].

Otrzymane w taki sposob hydrofobiny wykazuja
wlasciwosci bardzo zblizone do bialek wytwarzanych
przez grzyby w srodowisku naturalnym, np. hydro-
fobiny FcHyd5p (klasa II) i FcHyd3p (klasa I) z F cul-
morum produkowane w systemie ekspresyjnym Pichia
pastoris (drozdze metylotrofowe) wykazuja podobne

wlasciwosci jak biatka produkowane naturalnie przez
tego grzyba [14, 63]. Niekiedy wystepuja tez problemy
z pozyskiwaniem hydrofobin. Przykladem jest homolo-
giczna nadprodukcja biatka SC3 u S. commune, ktora jest
naturalnie hamowana przez wyciszanie genu. W przy-
padku wprowadzenia do komorek S. commune wigcej
niz jednej kopii genu kodujacego biatko SC3 docho-
dzi do wyciszania genu poprzez metylacje kodujacego
DNA, co doprowadza do zahamowania wytwarzania
biatka SC3 [36]. Tabela I przedstawia przyktadowe
wykorzystanie systemow ekspresyjnych prokariotycz-
nych i eukariotycznych w produkeji hydrofobin oraz
wydajnos¢, jaka mozna w ten sposob osiagnac.

Otrzymywanie funkcjonalnych hydrofobin odbywa
sie najwydajniej z wykorzystaniem prokariotyczngo
systemu ekspresyjnego, jezeli w wektorze ekspresyjnym
umiesci si¢ gen kodujacy hydrofobing z T. reesei. Przed-
stawicielem grupy drozdzy metylotrofowych sa grzyby
P, pastoris, zdolne do wykorzystywania metanolu jako
jedynego zrédta wegla. Sg one popularng platforma do
ekspresji bialek heterologicznych taczaca wysoka efek-
tywno$¢ produkeji protein z fatwoscig operowania tym
systemem ekspresji [8, 16]. Uklad eukariotyczny jest
mniej wydajny, jednak w przypadku P, pastoris trans-
formowanej genem z A. fumigatus wydajnosc jest tylko
dwukrotnie mniejsza. Ze wzgledu na fatwos$¢ hodowli
i szybki wzrost, T. reesei moze by¢ réwniez skutecznie
wykorzystywana jako nosnik innej hydrofobiny pocho-
dzacej z A. fumigatus, aczkolwiek uzyskana wydajnos¢
jest najnizsza z poréwnywanych.

9. Podsumowanie

Hydrofobiny stanowia rodzine niewielkich bialek
wytwarzanych gléwnie przez grzyby strzgpkowe. Cho-
ciaz coraz czeéciej izolowane sg biatka o podobnych
wlasciwosciach do hydrofobin z organizméw prokario-
tycznych. Cechg charakterystyczng sekwencji aminokwa-
sowych hydrofobin jest obecno$¢ licznych reszt cysteino-
wych. Hydrofobiny biorg udzial w cyklu rozwojowym
grzybow oraz sg waznym czynnikiem pozwalajagcym
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przetrwaé warunki stresowe. Bialka te posiadaja wtas-
ciwosci hydrofobowe, zdolno$¢ do spontanicznego for-
mowania sie w stabilny film bialkowy oraz zdolnos¢ do
obnizania napiecia powierzchniowego.

Unikatowe wlasciwosci hydrofobin sprawiaja, ze
cieszg si¢ one coraz wigkszym zainteresowaniem pod
katem ich potencjalnego zastosowania w przemysle.
Opracowywane sa nowe sposoby ich wykorzystania
w roznych galeziach gospodarki. Szerokie zastoso-
wanie odnajduja w branzy spozywczej, gdzie moga
z powodzeniem zastepowaé powszechnie wykorzysty-
wane m.in. stabilizatory i emulgatory. Poza sektorem
spozywczym czesto hydrofobiny wykorzystywane sg
w przemysle farmaceutycznym, ale takze w metodach
biologii molekularne;j.

Hydrofobiny z naturalnych zrodet otrzymywane sa
w niewielkich ilo$ciach, jednak z powodzeniem mozna
je pozyskiwa¢ wykorzystujac do tego celu inne systemy
ekspresyjne. Prowadzi si¢ coraz to nowe badania nad
hydrofobinami i rozwojem metod ich otrzymywania.
Wydaje sie obiecujacym rozszerzanie badan odno$nie
prokariotycznych bialek homologicznych do hydrofo-
bin i ich potencjalnego zastosowania.

Podziekowania
Praca sfinansowana z dziatalnosci statutowej UMK.
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Streszczenie: Obecnie coraz czgéciej pojawiaja sie choroby egzotyczne na obszarach, na ktorych wezesniej nie wystepowaly. Z tego powodu,
Swiatowa Organizacja Zdrowia Zwierzat (OIE) i poszczegélne kraje wprowadzaja przepisy majace na celu zapobieganie tym chorobom
oraz ich zwalczanie. Globalizacja i intensyfikacja handlu zwierzetami i produktami spozywczymi pochodzenia zwierz¢cego przyczynia
sie do przenoszenia zakaznych choréb zwierzgcych na calym $wiecie. Globalne ocieplenie i ingerencja czlowieka w nature wplywaja na
wystepowanie choréb. Wzrost temperatury tworzy odpowiednie warunki do wzrostu i rozprzestrzeniania si¢ wektorow, takich jak komary.
Zmiana klimatu moze sta¢ si¢ powaznym zagrozeniem przyczyniajac si¢ do rozprzestrzeniania si¢ chordéb zakaznych w przysztoéci.

1. Wstep. 2. Choroby przenoszone przez wektory owadzie w Europie. 2.1. Wektory. 2.2. Udzial owadéw w transmisji mechaniczne;j.
2.3. Wektory pierwotne i wtdérne. 2.4. Wspdlczynnik transmisji. 2.5. Nowo pojawiajace si¢ choroby zakazne 3. Choroby wirusowe
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bakteryjne przenoszone przez wektory owadzie. 5. Choroby pierwotniacze przenoszone przez wektory owadzie. 6. Choroby wywolywane
przez nicienie przenoszone przez wektory owadzie. 7. Endosymbionty. 8. Podsumowanie

THE RISK OF DISEASES TRANSMITTED BY INSECT VECTORS
IN ANIMALS IN EUROPE

Abstract: Currently, the emergence of exotic diseases in areas where they have not previously occurred is reported more frequently. For this
reason, the World Organization for Animal Health (OIE) and individual countries are introducing regulations aimed at preventing and
combating these diseases. Globalization and intensification of the trade of animals and food products of animal origin contributes to the
transmission of infectious animal diseases throughout the world. Global warming and human interference in nature affect the occurrence
of diseases. The increase in temperature creates the right conditions for the growth and spread of vectors such as mosquitoes. Climate
change may contribute to the spread of infectious diseases in the future.

1. Introduction. 2. Diseases transmitted by insect vectors in Europe. 2.1. Vectors. 2.2. Participation of insects in mechanical transmission.
2.3. Primary and secondary vectors. 2.4. Transmission factor. 2.5. Emerging infectious diseases. 3. Viral diseases transmitted by insect vectors.
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Key words:

Arthropod-borne diseases, emerging infectious diseases, insects, vectors

1. Wstep

Obecnie, zaczeto odnotowywac wystepowanie cho-
réb egzotycznych na terenach gdzie wczesniej nie wyste-
powaly. Z tych wzgledéw Swiatowa Organizacja Zdro-
wia Zwierzat (OIE) i poszczegdlne panstwa wprowadzily
przepisy, ktoérych celem jest profilaktyka i zwalczanie
tych chordb. Rozwoj handlu zwierzetami i produktami
spozywczymi pochodzenia zwierzecego przyczynil sie
do zglobalizowanej transmisji choréb zakaznych zwie-
rzat i ludzi. Wystepowanie choréb zakaznych zalezy od
tzw. triady epizootycznej, czy epidemiologicznej, czyli
od trzech czynnikéw: gospodarza, patogenu i srodowi-
ska rozprzestrzeniania [22]. W przypadku choréb prze-
noszonych przez wektory tj. stawonogi, nalezy wyrdzni¢
czwarty czynnik — wektory. Diugotrwale ocieplenie kli-
matu ma wplyw na pojawiajace sie ogniska chorobowe.

Odpowiednie warunki sg niezbedne dla rozwoju pato-
gendéw. Przykladem sg ulewne deszcze, ktdre stwarzaja
miejsce do rozrodu wigkszosci owaddw. Przedluzajace
sie okresy suszy wplywaja na zmniejszenie liczebnosci
populacji nosicieli choréb zakaznych, natomiast opady
deszczu moga tg liczebnos¢ zwigksza¢. Choroby zakazne
moga mie¢ tendencje do cyklicznosci sezonowe;j. Pato-
geny przenoszone przez komary sa szczegdlnie wrazliwe
na zmiany warunkow klimatycznych. Pojawienie sie epi-
demii jest wynikiem obecnosci czynnikéw klimatycz-
nych powodujacych wzrost liczby komaréw, takich jak
opady czy wysokie temperatury, jak réwniez srodowi-
ska sprzyjajacego rozmnazaniu si¢ komaréw np. tereny
bagienne. Komary ging przy nadmiernie wysokiej tem-
peraturze, natomiast przy nizszej, ale nadal w cieplych
warunkach termicznych zwiekszajg zdolnosci reproduk-
cyjne i aktywnos¢ do zerowania [22].

* Autor korespondencyjny: Katarzyna Krason, Zaktad Wirusologii, Paiistwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy,
Al Partyzantéw 57, 24-100 Putawy; tel. 81 889 33 99; e-mail: katarzyna.krason@piwet.pulawy.pl
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2. Choroby przenoszone przez wektory owadzie
w Europie

Komary sa najlepiej poznanymi wektorami wirusow,
bakterii, grzybow, nicieni oraz pierwotniakéw. Obecnie
na $wiecie opisano 3500 gatunkéw komaréw (Culicidae),
ktore sa podzielone na trzy podrodziny Anophelinae,
Culicinae i Toxorhynchinae. W Europie jest 101 gatun-
kéw komaréw reprezentowanych w o$miu rodzajach.
W Polsce wystepuje 47 gatunkow komarow zaklasyti-
kowanych do szesciu rodzajow Aedes, Culex, Culiseta,
Anopheles, Ochlerotatus i Coquillettidia [1]. Wiele arbo-
wirusoéw jest przenoszonych przez owady np. przed-
stawiciele rodzin Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae
i Bunyaviridae. U wiekszosci zywicielami rezerwuaro-
wymi i wzmacniajacymi sg ptaki wolno zyjace, szczury
i zwierzeta domowe. Wszystkie te zwierzeta stwarzaja
ryzyko infekeji i sa zrodlem zakazenia dla komardw.
Arbowirusy majace znaczenie dla zdrowia publicznego
i weterynarii sg przenoszone przez muchéwki (z gatunku
Culicoides) lub mechanicznie przez pchly, komary lub
meszKki z rodziny Simuliidae [6, 7, 67, 72].

2.1. Wektory

Wektorami moga by¢ stawonogi, a w wiekszosci
owady przenoszace biologiczne czynniki chorobotwor-
cze ze zrddla zakazenia bezposrednio na osobnika lub
posrednio zakazajac zywnos¢, przedmioty, z ktorymi
maja kontakt. Najczesciej sg to krwiopijne owady, ktore
razem z krwig pobierajg patogen i zmieniajac kolejnego
zywiciela wprowadzaja go do jego organizmu. Do naj-
lepiej poznanych wektoréw naleza komary, muchy
(piaskowe, czy tse-tse), meszki, krwiopijne muchowki
(kuczmany), niektore pluskwiaki, pchly, wszy, klesz-
cze, a nawet $limaki. Nalezy podkresli¢ udziat kleszczy,
ktore sg istotnym wektorem wielu choréb zwierzecych,
lecz ze wzgledu na to, ze artykul traktuje o owadach,
kleszcze zostaly pominigte. Wektor jest krytycznym
ogniwem w przenoszeniu choroby. Posiada pasozytni-
czy styl zycia, dostosowany do sposobu przenoszenia
patogenu oraz do narazenia zwierzgcia na zarazenie.
Stawonogi przenosza ponad 500 arbowiruséw (wirusy
ktérych wektorem sg stawonogi - ARthropod-BOrne
virus). Arbowirusy posiadaja zdolnos¢ namnazania
sie w organizmie wektora oraz we krwi zaatakowanego
kregowca. Dzieki temu, ilos¢ wirusa w wektorze jest
zawsze wystarczajaca do wywolania infekcji u zwierze-
cia. Wérod wiruséw zwierzecych wektorami sg owady,
gléwnie posiadajace klujgco-ssacy narzad gebowy. Naj-
liczniejszymi wektorami arbowiruséw sg komary. Prze-
noszenie choroby ma miejsce podczas ssania krwi przez
zarazonego owada oraz, gdy kregowiec potknie zara-
zony organizm nosiciela lub rana zostanie zanieczysz-
czona kalem wektora zawierajacego material zarazliwy
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Tabela I
Choroby wirusowe przenoszone przez wektory

Choroby wirusowe przenoszone przez wektory

Wektory biologiczne Wektory mechaniczne

Afrykanski pomor koni Afrykanski pomor $win
Choroba guzowatej skory bydta | BVDV*
Choroba niebieskiego jezyka | Choroba guzowatej skory bydta

Gorgczka doliny Rift Myksomatoza

Goraczka Zachodniego Nilu | Niedokrwistos¢ zakazna koni
Krwotoczna choroba Ospa ptasia

zwierzyny plowej

Wirus Schmallenberg

Wirus Zika

* Podejrzewa sig, ze owady mogg uczestniczy¢ w mechanicznej transmisji
BVDV.

(6,37, 50]. W interakcji wirus-wektor gtéwna role moze
odgrywac¢ biatko kapsydu wirusa [11].

2.2. Udzial owadow w transmisji mechanicznej

Owady ktore sg wektorami biologicznymi, sg zara-
zone przez diuzszy czas. Taki owad jest niezbedny do
transmisji patogenu. Jednakze owady moga takze prze-
nosi¢ choroby mechanicznie. Wektor jest wtedy czasowo
nosicielem patogenéw, przenoszac je na zanieczysz-
czonych czes$ciach aparatu gebowego lub odnoézach.
Owad wtedy nie jest niezbedny do cyklu zyciowego
patogenu [9, 37] (Tab. I).

2.3. Wektory pierwotne i wtorne

Wektory i patogeny w czasie rozwoju ewolucyjnego
wytworzyly bliskie zwigzki. Wektorami pierwotnymi
s3 stawonogi ograniczone do jednego lub do kilku
blisko spokrewnionych gatunkéw, ktére moga prze-
nosi¢ okreslony patogen. Wtdrne wektory posiadaja
zdolnos¢ do przenoszenia tylko niektorych szczepow
z danego gatunku patogenu. Wplywaja na ich zdolno$¢
do przetrwania w srodowisku i przenoszenie na nowe
tereny. Jeden wektor moze by¢ takze nosicielem wielu
réznych patogendw. Kontakt z wektorami bedacymi
nosicielami wielu patogenéw stwarza ryzyko infekcji
mieszanych ktdre zaostrzaja objawy kliniczne u zara-
zonego zwierzecia [6, 96].

2.4. Wspolczynnik transmisji

Wspolczynnik transmisji dla danego patogenu jest
to liczba zarazen, ktére ma miejsce w okreslonej jed-
nostce czasu [6]. Na wspolczynnik transmisji maja
wplyw zywiciele rezerwuarowi, charakterystyka wek-
tora i czynnik patogenny. Dodatkowo dlugos¢ zycia
oraz réznorodno$¢ gatunkoéw, dtugosé i zdolnos¢ do
przetrwania infekcji w zywicielu rezerwuarowym
oraz oddzialywanie miedzy wektorami, rezerwuarami
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i patogenem, majg wplyw na wspdélczynnik transmisji
patogenu. Organizm kregowca aby zostal efektywnym
zywicielem rezerwuarowym powinien wykazywac
wrazliwos$¢ na zakazenie i by¢ w stanie zaraza¢ kom-
petentne, zdolne do przekazywania choroby wektory.
Musi takze dzieli¢ wspolng nisze srodowiska z wekto-
rami, co umozliwi im staly i bliski kontakt. Zywiciel
rezerwuarowy i wektor muszg mie¢ podobne zwyczaje
oraz funkcjonowa¢ wspdlnie w tym samym czasie dnia
i pory roku, aby narazenie na zachorowanie i przeka-
zanie choroby bylo mozliwe [6].

2.5. Nowo pojawiajace si¢ choroby zakazne

Nowo pojawiajace si¢ choroby zakazne (emerging
infectious diseases) to infekcje bakteryjne i wirusowe
oraz inwazje pasozytnicze, ktdrych czestos¢ wystepo-
wania wzrosla w ciagu ostatnich lat i moze wzrosnaé
w najblizszej przysztosci na danym obszarze. Choroby
nowo pojawiajace sg wywolane przez nowo powstajace
lub nowo odkryte patogeny, albo patogeny o nowym
spektrum lekoopornosci, ktére pojawity sie na skutek
ewolucji juz istniejgcego i znanego czynnika choro-
botworczego, albo tez rozprzestrzenienia si¢ znanego
patogenu na nowe tereny (re-emergence), czy do
innego gatunku zwierzat. Za istotne uwaza si¢ ponowne
pojawienie si¢ wczesniej identyfikowanych na danym
obszarze chorob, ktére pojawily sie tam po okresie
zmniejszenia czestosci ich wystepowania lub catko-
witej eradykacji z danego obszaru. Na rozprzestrze-
nianie si¢ i obecnos¢ nowo pojawiajacych sie choréb
ma wplyw wiele czynnikéw. Zalicza sie do nich: pro-
cesy adaptacyjne mikroorganizméw zalezne od zmian
w ich materiale genetycznym, zmiany klimatyczne,
procesy demograficzne, urbanizacje, industrializacje,
zawleczenie wektoréw oraz rozwdj transportu. Moga
by¢ to takze zamierzone dzialania czlowieka, takie jak
uzycie patogendéw w celach bioterrorystycznych. Dodat-
kowa przyczyna sa czynniki socjoekonomiczne, ktére
moga mie¢ wplyw na dzialania w zakresie ochrony
zdrowia publicznego, a co zatem moze skutkowa¢ zmia-
nami obszaru wystepowania wektoréw i patogenow
[24, 41, 47, 68].

3. Choroby wirusowe przenoszone
przez wektory owadzie

3.1. Flawiwirusy

Goraczka Zachodniego Nilu

Goraczka Zachodniego Nilu (West Nile fever) jest
ostrg chorobg wirusowg przenoszong przez komary
w wigkszosci z rodziny Culex. Atakuje ptaki wedrowne,
konie, gady oraz inne ssaki, a takze cztowieka [4, 15].
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Choroba wystepuje w strefach wilgotnych, gdzie zyja
gltéwnie dzikie ptaki migrujace, tworzace naturalne
ognisko infekcji. Odgrywaja one wazna role w rozprze-
strzenianiu si¢ patogenu. Wirus WNV (rodzina Flavivi-
ridae, wirusy RNA, (+) ssSRNA) do przetrwania w $ro-
dowisku potrzebuje wektora — komara oraz zywiciela
rezerwuarowego — ptaka. Poczatkowo choroba prze-
biega z goraczky, ktéra w zaawansowanych przypad-
kach konczy si¢ zapaleniem modzgu i $miercig. Wirus
pierwotnie wystepujacy w Afryce zostal przeniesiony
do Ameryki Pélnocnej w roku 1999 i od tego czasu
zaadoptowal si¢ na terenie Stanéw Zjednoczonych.
Za roznoszenie choroby jest odpowiedzialny komar
egipski (Aedes aegypti). Przenosi on zaréwno flawiwi-
rusy takie jak goraczka Zachodniego Nilu i Denga, jak
i zarodzca malarycznego [5, 36, 78]. Globalne ocieple-
nie spowodowalo dla tego komara doskonate warunki
do ekspansji w Europie. Komary przybywaja do Europy
réznymi drogami. Niedaleko Groningen w Holandii
zostala odkryta ich kolonia w przywiezionym do prze-
robu transporcie opon, ktéry odbyt si¢ prawdopodob-
nie nielegalnie z Egiptu [62]. Obecnie komary egip-
skie znajduja sie¢ w wiekszosci krajow Europy i tworza
kolonie z wyjatkiem Europy Péinocnej i potudniowych
wybrzezy Baltyku oraz Morza PéInocnego. Maja dobre
warunki do Zycia i nabywaja kompetencji do przenosze-
nia nowych patogenéw. Europe prawdopodobnie czeka
los Kanady i USA. W 1999 roku gorgczka Zachodniego
Nilu i Denga oraz komary egipskie zadomowily si¢ tam
na dobre. Wirusy wraz z komarami obecnie dotarly
do $rodkowych prowincji Kanady [8, 65, 66]. Istnieje
zagrozenie, ze gorgczka Zachodniego Nilu dotrze do
Polski. Chorobe zidentyfikowano juz na Bialorusi, ale
nie wiadomo, jakie moze by¢ zrdédlo tego zakazenia.
Przed zbyt pochopnymi alarmami ostrzezeniem jest
wypadek z londynskiego lotniska Heathrow. W jego
okolicach pojawil sie przypadek malarii, spowodowany
przez komary, ktorym udalo si¢ przezy¢ lot z Afryki.
Choroba jednak wygasta , poniewaz nosiciele nie utwo-
rzyli siedlisk [62].

BVDV

Wirus biegunki bydla jest patogenem szeroko roz-
powszechnionym w poglowiu bydla. Poza Islandia
zostal stwierdzany we wszystkich krajach $wiata, gdzie
wystepuja przezuwacze. Odsetek serologicznie dodat-
nich zwierzat w réznych krajach waha sie od 19 do 89%.
BVDV jest pestiwirusem z rodziny Flaviviridae. Glow-
nym zrédlem infekcji stada sg zwierzeta trwale zaka-
zone PI. (Persistent Infection), ktdre przez cale swoje
zycie wydalaja ogromne ilosci wirusa do srodowiska.
Rezerwuarami BVDYV sg réwniez inne przezuwacze,
w tym wolno zyjace. Podejrzewa sie, ze owady moga
uczestniczy¢ w mechanicznej transmisji BVDV. Wirus
wykryto u much Haematobia irritans, ale nie wydaja
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sie by¢ waznym wektorem do transmisji BVDV [10].
Ponadto BVDV wyizolowano od niekrwiopijnych much
zerujacych na wydzielinach z worka spojowkowego
cielgt PI. [38]. Wirusowa biegunka bydla i choroba
blon $luzowych jest gtéwna przyczynag strat ekono-
micznych w hodowli bydta.

Wirus Zika

Wirus Zika (ZIKV) nalezy do wiruséw RNA z ro-
dziny Flaviviridae. Komary Aedes aegypti i Aedes albo-
pictus s3 w duzej mierze odpowiedzialne za transmi-
sje Zika na czlowieka. Wirus jest przenoszony przez
komara tygrysiego (A. albopticus) podczas ssania krwi,
ktory jest takze wektorem wirusa Denga. Naturalnym
srodowiskiem A. albopticus sg rejony Azji, jednak gatu-
nek ten coraz czgsciej wystepuje w Europie. Obydwa
typy komaréw maja rowniez szanse¢ staé si¢ stalymi
gatunkami europejskimi, byly one obecne w Euro-
pie juz na poczatku XX wieku. Aedes aegypti ostatnio
obserwowano w Gruzji i Rosji, natomiast komary
Aedes albopictus wystepuja w wigkszo$ci poludniowo-
europejskich krajow, siegajac az do Holandii. Swiatowa
Organizacja Zdrowia okredlita wirus Zika jako zagro-
zenie epidemiczne o potencjalnie §wiatowym zasiegu.
W organizmie komara przemieszczajacego sie z wia-
trem wirus moze przeby¢ nawet kilkaset kilometrow
nad oceanem, chociaz w jego transmisji role odgrywac
mogg tez pacjenci z wiremia [37]. Wirus Zika wywoluje
tagodne objawy grypopodobne. Coraz wigcej obserwa-
cji wskazuje jednak na zwigzek pomigdzy zakazeniem
ciezarnej matki wirusem Zika a maloglowiem (micro-
cefalia) u dzieci. W maju 2015 roku wystapita epidemia
w Brazylii, chorowato wtedy az 1,5 mln ludzi. Nastep-
nie epidemia rozprzestrzenila si¢ na pozostale kraje
prawdopodobnie poprzez kibicéw pitki noznej [32].
W Brazylii rodzi si¢ obecnie 10-20-krotnie wigcej
dzieci z matogtowiem w poréwnaniu z latami poprzed-
nimi [77]. W 2014 roku wirus przedostal sie wraz
z zakazonymi turystami w trakcie pilkarskiego mun-
dialu lub za posrednictwem uczestnikéw Swiatowego
Dnia Mlodziezy, obchodzonym w 2013 roku w Rio de
Janeiro. Problem patogennosci wirusa Zika dla zwierzat
towarzyszacych i gospodarskich jest ciggle otwarty i nie
ma podstaw do wykluczenia takiej mozliwosci [20, 32,
81]. Istniejg jednak powazne watpliwosci, czy komary
moga przenosi¢ wirusa Zika na malpy w naturze. Nie
s3 znane Zadne rezerwuary wirusa Zika poza naczel-
nymi, cho¢ w jednym z badan wirus stwierdzono
u gryzoni [20, 40]. Przeciwciala reagujace z antygenami
ZIKV zostaly znalezione réwniez u innych zwierzat,
wsrod ktérych wymieniane s3 wot domowy, hipopo-
tamowate, owca, koza, lew afrykanski, gnu, impala
zwyczajna, bawolec krowi, zebry, stoniowate, a takze
wlasnie gryzonie [39]. Obecno$¢ populacji komaréw
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Aedes w Europie, nadchodzacy szczytowy przeplyw
0s6b podrozujacych transportem lotniczym oraz cie-
plejszy klimat sg czynnikami czynigcymi z potudniowej
Europy podatny grunt dla Zika.

3.2. Buniawirusy

Rodzina Bunyaviridae — obejmuje sze$¢ rodzajow:
Bunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus, Ortho-
bunyavirus i Tospovirus.

Wirusy RNA - jednoniciowy RNA o ujemne;j
polarnosci (-)ssRNA)

Goraczka doliny Rift

Gorgczka Doliny Rift (Rift Valley Fever, RVF) jest
to jedna z najgrozniejszych choréb odzwierzecych.
Dotychczas byla uwazana za ,chorobe egzotyczng’,
poniewaz jej wystepowanie ograniczalo si¢ do Potwy-
spu Arabskiego i Afryki. W wyniku zdiagnozowania
po raz pierwszy zachorowan na goraczke Doliny Rift
na terenie Europy, podjete zostaly dzialania przez Swia-
towa Organizacje Zdrowia (WHO), Swiatowa Organi-
zacje Zdrowia Zwierzat (OIE) i rzady wielu panstw,
ktérych celem jest zapobieganie nowym zachorowa-
niom, a w przypadku ich wystapienia, szybka likwi-
dacja ognisk. Choroba znajduje si¢ w wykazie choréb
zakaznych zwierzat podlegajacych obowigzkowi zwal-
czania na terenie Polski wg ustawy z dnia 11 marca
2004 r. ,,O ochronie zdrowia zwierzat oraz zwalczaniu
chordb zakaznych zwierzat” (Dz. U. z dnia 20 kwietnia
2004 r.) [95]. Chorobe wywoluje Phlebovirus z rodziny
Bunyaviridae. Wirus wystepuje endemicznie w Afryce
i utrzymuje si¢ w srodowisku dzigki obecnosci komarow
oraz zywiciela rezerwuarowego, ktory nalezy do przezu-
waczy. Komary z rodzajow: Culex, Mansonia, Eretma-
podites Aedes i Anopheles sa wektorami wirusa. W prze-
sztosci zdarzaly sie epidemie na wielka skale dotykajace
ludzi i bydto. Choroba ma charakter sezonowy. Podczas
pory deszczowej w Afryce oraz w sgsiedztwie duzych
zbiornikéw wodnych przypada jej najwieksze nasilenie.
W 1913 r. w Kenii zdiagnozowano pierwsze przypadki
choroby powodujacej masowe padanie owiec, natomiast
w 1931 r. opisano wirusa bedgcego przyczyng epizootii
owiec w Dolinie Rift (Kenia). Wszystkie znane epide-
mie w Kenii w latach 1950-1998 wystapily po okresach
nadzwyczajnie wysokich opadéw deszczu, co jest zwia-
zane ze zjawiskiem El Nifo [2, 33]. W 1996 . w Rumu-
nii i Monako wystapily pierwsze przypadki goraczki
Doliny Rift w Europie. Nastepnie w 1998 r. choroba
wystapita we Wloszech, w 1999 r. w Rosji oraz w 2000 r.
we Francji. Epidemie goraczki Doliny Rift pojawiaja si¢
cyklicznie co 5-15 lat na terenach ich endemicznego
wystepowania. Ma to zwiazek z pojawieniem si¢ popu-
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lacji zwierzat wrazliwych na zakazenie i zejsciem popu-
lacji, ktéra uzyskata odpornos¢ w poprzedniej epidemii
choroby. Na terenach depresyjnych znaczenie moga
mie¢ takze ,,drzemigce jaja komaréw”. Samice komardw
zakazajg wirusem jaja i z nich wylega si¢ nowe zakazone
pokolenie komaréw. Profilaktyka terenéw endemicz-
nych wystepowania choroby obejmuje likwidacje wek-
torow oraz szczepienie zwierzat. Zakazenie aerozolowe
ma miejsce podczas rozbioru i sprzedazy tusz chorego
bydta i owiec. Dlatego nie zaleca si¢ wybijania chorych
zwierzat. W Polsce, ktora jest wolna od goraczki Doliny
Rift szczegotowe postepowanie zawiera Rozporzadzenie
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 22 stycznia
2003 r. Dz. U. nr 18, poz. 163, 2003 [82]. Droga trans-
misji wirusa nie zostala jeszcze w pelni udowodniona.
Zakazony czlowiek w okresie wiremii prawdopodobnie
moze stanowi¢ zrodlo zakazenia dla komaréw i za ich
posrednictwem wirus jest przeniesiony na wrazliwe
gatunki zwierzat. Rezerwuarem wirusa sg niektore
gatunki gryzoni, a takze koty, psy, malpy, kroliki i konie.
Mogga one zawlec chorobe na teren Europy. Wirus ma
zoonotyczny charakter i wywotuje masowe zachorowa-
nia, w tym cigzkie postacie kliniczne cechujacych sig
zgonami. Jest to nie tylko grozna zoonoza, ale réwniez
»Nowo zagrazajaca’ (new emerging disease) choroba
zakazna wielu gatunkéw zwierzat [31].

Wirus Schmallenberg

Zakazenia SBV (Schmallenberg Virus) naleza do
transmisyjnych. Wirus jest przenoszony przez ktujaco-
-ssgce muchdwki zwane kuczmanami (Culicoides spp.).
Nalezy do bunyaviruséw, do ktérych zaliczamy wirusy
patogenne zaréwno dla zwierzat jak i ludzi. Dotad nie
wyjasniono, czy ten ,egzotyczny” wirus zostal nowo
wprowadzony, czy juz wystepowat od jakiego$ czasu w
populacji przezuwaczy w Europie. Nad wyja$nieniem
szeregu zagadnien z tym zwiazanych trwaja obecnie
intensywne badania wirusologiczne i epidemiologiczne.
SBV jest przykladem pojawienia si¢ nowego, niebez-
piecznego patogenu w nowym rejonie geograficznym.
Poréwnywany jest do wirusa choroby niebieskiego
jezyka (BTV), gdyz w transmisji wiruséw uczestnicza te
same wektory owadzie oraz wrazliwe na zakazenie s3 te
same gatunki przezuwaczy. Tempo rozprzestrzeniania
sie SBV w stosunku do BTV jest szybsze. W ciggu kilku
miesigcy, do grudnia 2012 r. obecno$¢ SBV potwier-
dzono poprzez EFSA (Europejski Urzad ds. Bezpie-
czefistwa Zywnosci) w 17 krajach europejskich, w tym
w Polsce. W Polsce SBV po raz pierwszy wyizolowany
zostal z przypadkow zakazen subklinicznych u bydta
dorostego w sierpniu 2012r. Ogniska zakazen SBV
zidentyfikowano w stadach bydfa migsnego na terenie
wojewddztwa zachodniopomorskiego i $laskiego; byly
one prawdopodobnie wynikiem wwiezienia do polskich
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gospodarstw buhajow z Francji. Wirusowe RNA ziden-
tyfikowano pod koniec sierpnia 2012 r. u kuczmanéw
odlowionych w pulapke zlokalizowang 5km od miej-
sca pobytu jednego z tych buhajow. SBV pojawilo sie
w Polsce niedawno, ale szybko rozprzestrzenito sie¢ na
terenie calego kraju. Transmisja wirusa bedzie postepo-
wala dzieki obecnos$ci wrazliwych gatunkéw kuczma-
néw i mozliwosci przezimowania w nich wirusa [44, 56,
57]. Material genetyczny wirusa stwierdzono w gatun-
kach muchowek C. obsoletus i C. punctatus, najbardziej
licznych w Polsce [55]. Polscy badacze jako pierwsi
zasugerowali mozliwo$¢ transowarialnej transmisji
SBV u owadéw [55], czego nie udalo si¢ dowies¢ dla
BTV. Jedna z ciekawostek dotyczacych SBV jest moz-
liwo$¢ transmisji na potencjalnie niewrazliwe gatunki
zwierzat. We Francji wirus zostal zidentyfikowany
u szczenigt owczarka belgijskiego, u ktérych zaobser-
wowano podobne jak u nowonarodzonych przezuwa-
czy zakazonych $rédmacicznie SBV wady wrodzone
ze strony ukladu nerwowego [84]. Zakazenie SBV jest
nowg jednostka chorobowa, ktéra w Polsce nie podlega
w obowigzkowi zglaszania. Konieczny jest monitoring
zakazen SBV ze strony lekarzy weterynarii, hodowcow
oraz pracownikow ferm, réwniez w zakresie zagrozenia
dla zdrowia publicznego. Brak jest metod zapobiega-
nia i zwalczania. Stosowanie insektycydow i repelen-
tow oraz ochrona zwierzat poprzez nie dopuszczanie
do kontaktu z owadami sg mato skuteczne. Zakazenia
tego typu wymagaja zwykle immunoprofilaktyki swo-
istej przed sezonem aktywnosci wektorow.

3.3. Reowirusy
Rodzina Reoviridae

Wirusy, ktérych genom stanowi dwuniciowy
RNA (dsRNA)

Choroba niebieskiego jezyka

Choroba niebieskiego jezyka (Bluetongue disease,
BT) nie jest grozna dla ludzi, jednak dla zwierzat
stanowi ogromne zagrozenie. Dotyka przezuwaczy
gospodarskich (gléwnie bydlo, owce i kozy), jak tez
wolno zyjacych (sarny, jelenie, afrykanskie antylopy czy
wielbtady). W Polsce choroba niebieskiego jezyka jest
nazywana takze ,pryszczyca rzekomg” Do transmisji
horyzontalnej konieczny jest wektor, ktérym sg kucz-
many. BT to choroba zakazna lecz niezarazliwa. Culico-
ides variipennis jest uwazany za gtéwnego wektora BTV
i EHD w Ameryce Péinocnej. W Australii wazniejsza
role odgrywa Culicoides brevitarsis, a C.imicola jest
istotnym wektorem na Bliskim Wschodzie, w potudnio-
wej Europie i Afryce. BTV namnaza si¢ w przewodzie
pokarmowym owadoéw skad po ukluciu owada zostaje
przeniesiony na przezuwacze. Obserwuje si¢ wyrazng
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sezonowos$¢ wystepowania BT, zwigzang z okresami
aktywnosci kuczmandéw. Kuczmany nie sg odporne na
niskie temperatury dlatego ich zasieg wystepowania jest
uwarunkowany od klimatu. Najszybciej choroba roz-
przestrzenia sie¢ w strefach o klimacie cieplejszym od
naszego. Postepujace ocieplenie klimatu zwieksza zasieg
wystepowania i aktywnos¢ roczng kuczmanow, dlatego
pojawienie sie choroby niebieskiego jezyka w centralnej
i wschodniej Europie na poczatku XXI w. wigzane jest
m.in. ze zmianami klimatycznymi. Choroba niebie-
skiego jezyka do niedawna byla uwazana w Europie za
egzotyczng, ktdra wystepuje jedynie w krajach o cie-
plym klimacie. W ostatnich 8-9 latach wyraznie zmienit
sie zasieg jej geograficznego wystepowania, obejmujgc
coraz wiecej krajow europejskich. Spowodowane jest
to prawdopodobnie globalnym ociepleniem, ktérego
konsekwencjg byl wzrost przezywalnosci kuczmandw
w okresie zimy oraz wigksza mozliwoscia namnaza-
nia sie wirusa. W wyniku ekspansji gtéwnego wektora
wirusa C. imicola na pétnoc Europy oraz przenoszeniu
wirusa poprzez europejskie gatunki kuczmandw, roz-
szerzylo si¢ zagrozenie wirusem na znacznie wigksze
obszary geograficzne. Choroba jest ostatnio obserwo-
wana zaré6wno na poludniu jak i na péinocy Europy,
w tym w Polsce [30, 51, 60, 63, 74, 83].

Krwotoczna choroba zwierzyny plowej

Krwotoczna choroba zwierzyny plowej (Epizootic
Haemorrhagic Disease of deer, EHD) jest choroba
zakazng podlegajaca zwalczaniu na terenie Polski, jed-
nak nie byla jeszcze w kraju notowana. Wirus EHD
podobnie jak BTV jest orbiwirusem zakaznym dla prze-
zuwaczy gospodarskich i wolno zyjacych. Wywoluje
chorobe u jeleni wirginijskich (Odocoileus virginianus),
u niektorych gatunkéw nieudomowionych przezuwa-
czy a takze u owiec, kdz i bydta. W Ameryce Péinocne;j
jest popularng jednostka chorobowa wystepujaca wsréd
jeleni. Bydlo i owce wykazujg wrazliwo$¢ na wirusa
EHD, ale choroba u zwierzat domowych ma zwykle
charakter subkliniczny. Wystepowanie choroby niebie-
skiego jezyka w wielu krajach Europy, zwraca uwage na
mozliwos¢ wystapienia réwniez krwotocznej choroby
zwierzyny plowej. Ponadto te dwie jednostki choro-
bowe moga wystepowaé w tym samym ognisku cho-
roby oraz atakowal jednoczesnie to samo zwierze.
EHDYV, podobnie jak BTV, jest przyktadem wirusa
przenoszonego przez wektory biologiczne, jakimi
s3 kuczmany rodzaju Culicoides. Wektorem EHDV
w Europie, $rodkowym Wschodzie i Afryce jest
C. imicola, Ameryce Pétnocnej C. variipennis, w Ame-
ryce Centralnej i Poludniowej C. insignis natomiast
w Australii C. brevitarsis, C. wadai, C. antoni i C. fulvus.
Transmisja wirusa jest mozliwa tylko przy udziale
owadéw. Kuczmany zakazaja si¢ pijac krew zwierzat
w okresie wiremii [34]. Chorobe cechuje sezonowos¢,
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ma to Scisly zwiazek z wystepowaniem kuczmanéw
jako wektorow choroby.

Afrykanski pomor koni

Wirus wywolujacy te chorobe jest orbiwirusem
razem z EHDV i BTV. Wirus AHS (African Horse
Sickness) wywoluje niebezpieczng chorobe o wysokiej
$miertelnosci u koniowatych zamieszkujacych sasiadu-
jace z Saharg terytoria Afryki [3]. Przenoszony jest przez
kuczmany z rodzaju Culicoides (C. bolitinos i C. imi-
cola). Ogniska tej choroby notowano takze w potu-
dniowej Europie i na Bliskim Wschodzie. Ostatnia
zanotowana od 1987 r. epizootia AHS obje¢ta Maroko,
Portugalie i Hiszpanie, wygasajac dopiero po czterech
latach od wprowadzenia szczepien [93]. Przenoszenie
wirusa moze by¢ takze mechanicznie przez inne krwio-
pijne muchdéwki, szczegdlnie podczas epidemii, ktdre
wystepuja po dlugich okresach suszy zakonczonych
deszczami. Psy moga zosta¢ zainfekowane wirusem
AHS ale nie odgrywaja zadnej roli w epidemiologii cho-
roby. U zakazonych koni pojawia si¢ goraczka, moze
powstac znaczny obrzek okolicy twarzowej oraz moga
rozwing¢ sie objawy ze strony ukladu oddechowego.
Smiertelno$¢ we wrazliwej populacji koni moze siegaé
50-95%. U ostéw i muléw choroba ma lzejszy przebieg
o nizszej $miertelnosci, natomiast u zebr rzadko konczy
sie $miercig [23, 58, 64, 65].

Niedokrwisto$¢ zakazna koni

Nawracajaca choroba wirusowa wywotywana przez
wirus z rodziny Retroviridae (podrodzina Lentivirinae).
Przenoszona moze by¢ mechanicznie przez owady
krwiopijne takie jak, baki z rodziny Tabanidae, slepaki
z rodzaju Chrysops, komary i bolimuszki. Zakazna
choroba koni, mutéw i ostéw, wystepuje na calym
$wiecie, czesciej na terenach zalesionych i bagiennych.
Zwierzgta s3 wrazliwe w kazdym wieku, bez wzgledu
na ple¢ i rase. Naturalnym rezerwuarem sa zwierzeta
koniowate i zebry. Zakazenie nastepuje przez uszko-
dzenie nablonka lub skory. Infekcja rozprzestrzenia sie
za posrednictwem much ssacych krew, zwlaszcza przez
baki miedzy osobnikami Zyjacymi w bliskim sasiedz-
twie. Te duze, klujace owady powodujg bdl w miejscu
uklucia oraz podraznienie skory. Konie bronigc sie
przed pokluciami, czesto nie moga skutecznie pobie-
ra¢ paszy. Pomimo tego muchy szybko powracaja
ktujgc tego samego lub innego osobnika, w rezultacie
nastepuje mechaniczna transmisja wiruséw. Zakazone
osobniki zostaja nosicielami wirusa przez cale zycie.
Stanowig rezerwuar infekgji dla innych zwierzat. Smier-
telno$¢ moze sigga¢ do ok. 30%, natomiast u ozdro-
wiencow utrzymuje sie dozywotnie nosicielstwo wirusa.
Test immunodyfuzji w zelu agarowym stosuje si¢ do
identyfikacji bezobjawowych nosicieli. Zarazone zwie-
rzeta sg separowane od pozostalych koni [6].
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3.4. Pokswirusy
Rodzina Poxviridae

Wirusy, ktorych genom stanowi dwuniciowy DNA
(dsDNA)

Choroba guzowatej skory bydla

Choroba guzowatej skoéry bydita (Lumpy Skin
Disease, LSD) jest zaliczana w Europie do ,choréb
egzotycznych. Wywoluje ja wirus z rodziny Poxvi-
ridae. Wirus jest spokrewniony z wirusem ospy owiec
i koz. Wystepuje tylko jeden serotyp wirusa. Ulatwia
to rozpoznanie serologiczne choroby oraz immuno-
profilaktyke swoista. W Polsce znajduje si¢ w wyka-
zie chordb zakaznych zwierzat podlegajacych obo-
wigzkowi zwalczania (ustawa z dnia 11 marca 2004 r.
0 ,,Ochronie zdrowia zwierzat oraz zwalczaniu chordb
zakaznych zwierzat”) [95]. Podlega notyfikacji w kra-
jach Unii Europejskiej wg dyrektywy 82/894. Na cho-
robe najwieksza wrazliwo$¢ wykazuje bydto domo-
we, zwlaszcza bydlo mleczne rasy Guernsey, Ayrshires
iJersey. LSD obecnie wystepuje w regionie transsaharyj-
skim Afryki zachodniej oraz w potudniowej i wschod-
niej Afryce. W sierpniu 2015r. obecno$¢ wirusa LSD
potwierdzono w Grecji. Byl to pierwszy przypadek
choroby guzowatej skory zdiagnozowany na terenie
Unii Europejskiej [92]. W 2016r. LSD stwierdzono
takze w Bulgarii. Byly to 3 ogniska choroby zidenty-
tikowane w ramach programu kontroli LSD w tym
kraju [27, 42, 80, 92]. Choroba rzadko szerzy si¢ droga
kontaktu bezposredniego miedzy zwierzg¢tami. Owady
krwiopijne w szczegoélnosci komary (Culex mirificens,
Aedes natrionus) i muchy (Biomyla fasciata, Stomoxys
calcitrans) sa gléwnym przenosicielem wirusa z cho-
rych osobnikéw na zdrowe [12]. W nowszych bada-
niach przeprowadzonych w Izraelu zwrécono uwage na
bolimuszke jesienna (Stomoxys calcitrans). Nie mozna
wykluczy¢ jej roli jako potencjalnego wektora choroby.
Czas pojawiania si¢ choroby (grudzien-kwiecien) jest
w Izraelu zbiezny z okresem wystepowania tego owada.
Podobne dane o zwigzku wystepowania bolimuszki
i przypadkéw LSD przekazywano z Tajlandii. Nalezy
zaznaczy¢, ze ta szaro-czarna mucha, o charaktery-
stycznych jasnych paskach, przypomina muche tse-tse.
W Polsce nalezy do gatunkéw pospolitych. Prawdopo-
dobnie lista wektorow LSD moze by¢ szersza. Wirus
przedostaje sie do organizmu podczas ssania krwi przez
zakazone owady krwiopijne. W miejscu uklucia wirus
namnaza si¢ i wywoluje zmiany skorne [13]. Choroba
powoduje znaczne straty w hodowli. Mozliwg przy-
czyng jej zawleczenia na nasz kontynent jest transport
chorych zwierzat, nasienia chorych buhajoéw lub owa-
déw klujgco-ssacych. Wirus jest duzym zagrozeniem
dla bydta, poniewaz rozprzestrzenia si¢ bardzo szybko.
Polska jest wolna od choroby guzowatej skory bydta.
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Istnieja jednak szczegdlowe przepisy opisujace poste-
powanie w tej chorobie w razie jej zawleczenia na teren
kraju (Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju
Wi z 22 stycznia 2003 r.) [82].

Ospa ptasia (Avian pox)

Ospa ptakow wystepuje u drobiu, gotebi, kanarkow
a takze u wielu gatunkow dzikich ptakéw. Moze by¢
mechanicznie przenoszona przez komary lub przez
bezposredni kontakt miedzy ptakami. Transmisja
tego wirusa odbywa si¢ przy udziale owadéw krwio-
pijnych takich jak komary, a takze pchly zasiedlajace
stare budki legowe. Jedyna mozliwa drogg transmisji
w zimie jest bezposredni kontakt ptakéw. Moze on
przykladowo nastapi¢ podczas walki o pokarm. Wirus
wnika tylko przez uszkodzong skére. W przypadku
wystapienia ospy nalezy dokona¢ dezynfekeji karmnika
oraz zaleca si¢ przerwa¢ dokarmianie [18]. Osobniki,
ktore przechorowaly ospe i podlegaty hospitalizacji, sta-
nowig potencjalnie zrédlo zakazenia dla innych ptakow.
Infekeje faczone sa z obecnoscia pchel Echidnophaga
gallinarum, bytujacych na drobiu. Objawy moga doty-
czy¢ gornych drog oddechowych i jamy ustnej zwlasz-
cza gdy wirus wnika do organizmu droga aterogenna
lub pokarmowg. Charakterystyczne dla infekcji wiru-
sowej sg rozrostowe zmiany skorne, ktore sg widoczne
na nieopierzonej skorze (woskéwka, dziob, konczyny)
i maja tendencje do krwawien. Brak jest specyficznego
leczenia, natomiast dostepna jest szczepionka prze-
ciwko wirusowi ospy ptakow, majaca zastosowanie
réwniez u drobiu [6]. Ograniczenie importu ptakow
egzotycznych znacznie zmniejszyto czesto$¢ wystepo-
wania zakazen Poxvirus u ptakéw domowych.

Myksomatoza

Myksomatoza (Myxomatosis) to zakazna wiru-
sowa chorobg krélikéw domowych i dzikich rzadziej
zajacoOw. Jest szeroko rozpowszechniong na calym
$wiecie. Wirusem, ktéry wywoluje myksomatoze jest
Leporipoxvirus. Moze on przezy¢ i pozosta¢ zarazliwy
w organizmie pchly przez wiele miesiecy. Przenoszona
jest mechanicznie miedzy osobnikami przez owady
krwiopijne, takie jak komary, wszy i pchty. Choroba
wystepuje z reguly sezonowo. Zachorowania obser-
wuje sie gtéwnie w okresie od lipca do pazdziernika.
Zwigzane jest to z zerowaniem w tym czasie owadow
krwiopijnych [52]. Owady klujace pelnig podstawowa
role w przenoszeniu choroby. Swiadczy o tym fakt, ze
zimg kroliki zakazone myksomatoza, ktére wykazuja
objawy choroby, nie zakazajg zwierzat zdrowych, nawet
gdy przebywaja we wspolnej klatce. Ochrona kroli-
kow przed komarami odgrywa gtéwna role w zapo-
bieganiu myksomatozie. Myksomatoza po raz pierw-
szy zostala zaobserwowana w Urugwaju pod koniec
XIX wieku, u krolikow przywiezionych z Europy. Do
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Polski dotarta okoto 50 lat temu, a pierwsze jej ogni-
ska zostaly stwierdzone przy czeskiej i niemieckiej
granicy. Likwidacja wszystkich zwierzat w ognisku
i wybijanie kroélikow byta skutecznym sposobem zwal-
czania tej choroby. W latach osiemdziesigtych mykso-
matoza objeta caly kraj. Zwalczanie choroby za pomoca
uboju zwierzat stalo si¢ zbyt kosztowne, dlatego roz-
poczeto stosowanie szczepien zapobiegawczych [35].
U zainfekowanych dzikich krolikéw w Ameryce roz-
wijaja si¢ fagodne widkniaki. Gdy wirus dostanie si¢
do populacji krolikéw europejskich, zapadaja one na
cigzka, zwykle $miertelna chorobe, ktéra charakteryzuje
si¢ wysoka wiremig i postepujacymi rozrostowymi zmia-
nami skornymi. Doprowadzito to do wykorzystania tego
wirusa jako narzedzia w prébach biologicznej kontroli
populacji krolikéw w Europie i Australii. Kontrola po-
pulacji stata si¢ jednak nieefektywna, poniewaz z cza-
sem populacja europejskich krolikéw rozwineta odpor-
no$¢ na uzyte szczepy wirusa myksomatozy [6, 45].

3.5. Asfarwirusy
Rodzina Asfarviridae

Wirusy DNA - zawierajace dwuniciowy DNA
(dsDNA)

Afrykanski pomdr swin

Wirus ASF (African swine Fever) jest zaliczany do
arbowirusow, jest jedynym przedstawicielem rodzaju
Asfivirus w obrebie rodziny Asfarviridae. Moze by¢
przenoszony miedzy osobnikami drogg bezposred-
nig i posrednig. Jest to najgrozniejsza choroba trzody
chlewnej, o przebiegu klinicznym ostrym. Afrykanski
pomor swin charakteryzuje si¢ duzg $miertelnoscia.
Ze wzgledu na duze ryzyko rozprzestrzeniania sie
choroby, leczenie z urzedu jest zabronione. Zwierzeta
chore i podejrzane s3 eliminowane. Obowigzuje bez-
wzgledny zakaz wwozu do kraju wolnego od choroby:
$win, miesa mrozonego oraz migsa $wiezego z krajow,
w ktorych wystepuje ta choroba. Afrykanski pomor
swin zostal odkryty w 1920 roku w Afryce. Pierwsze
ogniska w Europie stwierdzono w roku 1957 w Hisz-
panii i Portugalii, gdzie zostalo wybitych tysiace zwie-
rzat. Nastepnie choroba pojawila si¢ na Malcie oraz we
Francji i Wloszech. W 2007 roku potwierdzone zostaty
pierwsze przypadki ASF w Gruzji, Armenii, Azerbej-
dzanie i Rosji. W latach 2012-2013 odkryto pojedyncze
ogniska ASF na Ukrainie i Bialorusi. W 2014 roku ASF
stwierdzono na terenie Unii Europejskiej: na Litwie,
w Polsce, Lotwie i Estonii. W Polsce chorobe potwier-
dzono na terenie péinocno-wschodnim w lutym 2014 r.
u padlego dzika, ktéry prawdopodobnie przedostat sie
z Biatorusi. Wszystkie przypadki do konca 2015 roku
na terenie kraju zlokalizowane byly w poblizu granicy
z Bialorusig na obszarze trzech powiatéow — hajnow-
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skiego, sokolskiego i bialostockiego w wojewddztwie
podlaskim. W 2016 roku choroba rozszerzyla si¢ takze
w pélnocnej czesci wojewddztwa lubelskiego oraz we
wschodniej mazowieckiego [75, 94]. Wirus jest odporny
na niskie i wysokie temperatury. Klujagce muchowki
Stomoxys calcitrans, moga mechanicznie przenosi¢
wirus ASF miedzy $winiami. Do$wiadczalnie wirus
afrykanskiego pomoru $win zostal przeniesiony na
$winie przez zarazone muchy, w ktérych przezyt przez
co najmniej dwa dni bez widocznej utraty miana [66,
73]. Wedtug najnowszych doniesien larwy muchdwek
Diptera: Calliphoridae zerujace na padlinie zarazonych
dzikéw mogg takze mechanicznie przenosi¢ ASFV [26].
Wirus ASF przenoszony jest réwniez przez kleszcze,
ktore w naszej strefie klimatycznej nie odgrywaja istot-
nej roli. Kleszcze Ornithodorus porcinus i O. moubata
obecnie notowane s3 w Afryce oraz O. erraticus w Por-
tugalii i Hiszpanii [17, 76].

4. Choroby bakteryjne przenoszone
przez wektory owadzie

Tularemia

Tularemia (Tularemia) jest wysoce zakazng chorobg
odzwierzecg. Zwana jest takze chorobg zajecza, dzuma
gryzoni, badz goraczka krolicza. Wywotywana jest
przez Gram-ujemne, wzglednie tlenowe paleczki Fran-
cisella tularensis. Rezerwuarem bakterii sg mate gryzo-
nie, szczury, myszy, nornice, wiewiorki, kroliki, zajace
oraz dzikie ptactwo. E tularensis jest jedng z najbardziej
zakaznych bakterii, moze zosta¢ uzyta jako bron bio-
logiczna [88]. Tularemia w niektérych krajach stanowi
powazny problem epidemiologiczny. Zrédto zakazenia
stanowig zajeczaki i chore gryzonie lub nosiciele okre-
sowo wydalajacy zarazek wraz z wydalinami i wydzie-
linami. Role w przenoszeniu odgrywaja takze wektory
ozywione, takie jak muchy, komary z gatunku Aedes,
Culex, Anopheles a takze pchly, bolimuszki, slepaki, jusz-
nice i bgki. W naturalnych warunkach rezerwuarem
E tularensis moga by¢ wiewiorki ziemne, szczury pizmo-
we, szczury wodne, kroliki, zajace, myszowate, nornice
iinne gryzonie zanieczyszczajace $cidtke oraz produkty
stanowigce pokarm dla zwierzat i ludzi [14, 46, 49].

Bartonelloza

Bakteria Bartonella henselae powoduje chorobe
kociego pazura u ludzi (Bartonellosis). Koty sa gtow-
nym rezerwuarem B. henselae i B. clarridgeiae. Nosi-
cielami wielu gatunkdéw Bartonella, w szczegdlnosci
B. henselae s pchly, gtéwnie pchia kocia Ctenocepha-
lides felis felis. Bartonella spp. stwierdzono réwniez
u much, lecz ich rola jako wektora w przenoszeniu
zakazenia nie jest wyjasniona. Na podstawie testow
serologicznych stwierdzono, ze B. clarridgeiae jest przy-
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czyna choréb podobnych do choroby kociego pazura.
B. henselae wraz ze swoim gléwnym przenosicielem
Ctenocephalides felis felis wystepuja na calym swiecie.
W populacjach kotdéw czestos¢ zakazenia Bartonella jest
rézna. Zapobieganie zakazeniom Bartonella spp. jest
mozliwe dzieki ochronie przed infestacjami pchel oraz
zwalczaniu pchet u zakazonych zwierzat [6, 25].

Anaplazmoza bydla

Choroba ta (bovine anaplasmosis, anaplasma mar-
ginale) jest przyczyng anemii i goraczki u bydla. Pato-
gen moze by¢ takze przenoszony mechanicznie przez
krwiopijne muchéwki (np. Tabanus spp.). Morule
A. marginale znajdowane sg w erytrocytach bydta [6].

5. Choroby pierwotniacze przenoszone
przez wektory owadzie

Lejszmanioza

W Europie leiszmanioze (Leishmaniasis) u psow wy-
woluje Leishmania infantum. Wektorami s3 muchdwki
z rodzaju Phlebotomus (podrodzina Phlebotominae
— Cmiankowate). Gléwnym rezerwuarem L. infantum
sa psy. Wiele innych gatunkéw ssakéw moze réwniez
ulec zarazeniu, w tym ludzie. Cmiankowate sg owadami
szeroko rozpowszechnionymi w basenie Morza Sréd-
ziemnego, w Afryce i na Bliskim Wschodzie. Posiadaja
zdolno$é¢ przystosowywania si¢ do warunkéw tropikal-
nych i subtropikalnych, a nawet do srodowisk catkowicie
suchych. Endemiczne obszary dla Phlebotomus perni-
ciosus rozciggaja sie do pétnocnej Francji. Leishmania
spp. cechuja si¢ wysoka swoistoscia w stosunku do wek-
tora i sg przenoszone przez ssgce krew osobniki Zeniskie
wielu gatunkdw ¢miankowatych w trakcie odzywiania
sie na zywicielu [25]. Aktywnos¢ wektoréw najwyzsza
jest w nocy. Rozwdj pasozyta wewnatrz wektora trwa
od 7 do 14 dni i jest zalezny od temperatury powyzej
18°C. Gléwnym ryzykiem na terenach endemicznych
jest kontakt z wektorem oraz nagromadzenie Zywi-
cieli bedacych rezerwuarami pasozytéw. Do zywicieli
zaliczamy psy zyjace na zewnatrz, psy bezdomne, psy
pochodzace ze schronisk z terenéw endemicznych oraz
psy mysliwskie. Lejszmanioza wystepuje endemicznie
w poludniowej Europie. Jednak opisano pojedyncze
przypadki chorych pséw, ktére nie podrézowaty przez
tereny endemiczne, ani na nich nie pozostawaly [25, 29].

6. Choroby wywolywane przez nicienie przenoszone
przez wektory owadzie

Dirofilarioza

Dirofilarioza (Dirofilariasis) to choroba pasozyt-
nicza wywolywana przez nicienie Dirofilaria. Przeno-
szona jest w cieptym klimacie przez komary. Niestety,
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okazalo sie¢, ze od niedawna réwniez polskie komary
mogg roznosi¢ larwy tego nicienia [59]. Choroba dotarta
do Polski prawdopodobnie z poludnia Europy [91].
Dirofilaria immitis wystepuje w sercu u psow i kotow,
to najbardziej patogeniczny gatunek. D. Repens nato-
miast wywoluje dirofilarioze¢ podskoérna i jest odpowie-
dzialny za zarazenia zoonotyczne w Europie [20, 85].
Filarie sg pasozytami przede wszystkim psowatych, ale
z uwagi na niskg swoistos¢ dla zywiciela ich wektordw,
zarazonych moze zosta¢ wiele gatunkow ssakow, w tym
ludzie. Najwazniejszymi ich wektorami wystepujacymi
w Europie s gatunki z rodzajow Culex, Aedes i Ano-
pheles. Czestotliwos¢ zarazen wywolywanych przez
Dirofilaria spp. zalezy od czynnikdéw $rodowiskowych,
takich jak temperatura, zageszczenie populacji wekto-
réw i obecnos¢ psdw zarazonych mikrofilariami, ktére
s glownymi rezerwuarami zarazenia [25]. Dirofilaria
immitis jest pasozytem endemicznym w wielu krajach
Europy poludniowo-wschodniej. W ostatnich latach
zdarzyly sie przypadki zarazenia wywolywane przez
D. repens u psow, ktore nigdy nie opuszczaly terytorium
Niemiec, Austrii lub Polski [25, 91]. Zarazenia Dirofila-
rig u kotow wystepujg na obszarach, na ktérych odno-
towuje sie wysoka ekstensywnos¢ inwazji u pséw. Zna-
czenie maja tez warunki klimatyczne, w szczegdlnosci
duza wilgotno$¢, w ktorej zywiciele posredni chetnie
sie rozmnazajg. Na terenach suchych i cieptych liczba
zachorowan jest nizsza [28]. Ze wzgledu na stopniowe
ocieplanie si¢ klimatu obserwujemy obecnie pojawia-
nie si¢ przypadkéw inwazji tymi pasozytami serca na
terenie naszego kraju [19, 71, 91]. Dirofilarioza u pséw
zostala odnotowana juz w Czechach, na Stowacji i na
Wegrzech. Nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na zwie-
rzeta, podrézujace wraz z wlascicielami po krajach
potudniowej Europy. Niebezpieczenstwo, jakie pasozyt
niesie dla cztowieka, sprawia, ze jego rozprzestrzenianie
sie powinno by¢ zgtaszane [25].

7. Endosymbionty

Endosymbionty to mikroorganizmy, ktérych $ro-
dowiskiem zycia jest inny organizm. Maja najwieksze
znaczenie w oddzialywaniach miedzy owadami i bakte-
riami. Endosymbionty wystepuja w przestworach mie-
dzykomorkowych, jamistych wglebieniach lub moga
wnika¢ bezposrednio do komoérki gospodarza. W toku
ewolucji doszlo to powstania interakcji pomiedzy endo-
symbiontem a gospodarzem. Wyrdznia si¢ fakultatywne
i obligatoryjne endosymbionty. Pierwsze z nich wyste-
puja pozakomoérkowo w hemolimfie owada. Natomiast
obligatoryjne endosymbionty zyja w komorkach owada
zwanych bakteriocytami, ktére chronig bakterie przed
dzialaniem komorek zernych gospodarza oraz hemo-
lizyn. Symbiotyczne bakterie potrafia chroni¢ swoich
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gospodarzy takze przed grzybowymi patogenami. Maja
wplyw na utrzymanie prawidtowej kondycji zdrowotnej
gospodarza, jego zywotnosci, odpornosci na patogeny
i wysoka temperature a nawet chronig przed spad-
kiem liczebnosci innych symbiotycznych mikroorga-
nizméw znajdujacych sie w ciele tego samego owada.
W przewodzie pokarmowym owaddw lub w myceto-
cytach i mycetomach mogg zy¢ rézne drobnoustroje
takie jak bakterie, pierwotniaki i grzyby. Umozliwiaja
one gospodarzom korzystanie z blonnika. Produkuja
aminokwasy, witaminy, zwigzki chemiczne bedace pre-
kursorami feromondw a takze enzymoéw niezbednych
podczas trawienia celulozy. Przenoszone sg z pokolenia
na pokolenie przez samice. Endosymbionty moga row-
niez wnika¢ do komoérek jajowych. Przerywanie sym-
biotycznych interakcji miedzy bakteriami a owadami
moze by¢ sposobem walki z owadami przenoszacymi
chorobotworcze dla zwierzat mikroorganizmy. Elimi-
nacja endosymbiontéw jest jednym ze znanych sposo-
béw prowadzacym do $mierci owada. Inng mozliwoscia
sa modyfikacje genetyczne mikroorganizméw, ktérych
zmieniony metabolizm prowadzi do zaburzenia cyklu
zyciowego owada [53, 89].

Wolbachia

Endosymbiotyczny organizm uzywany do walki
z owadzimi wektorami choréb zakaznych. Nalezy
do Gram-ujemnych bakterii z rodziny Anaplasmata-
ceae, bezwzglednych pasozytow wielu bezkregowcdw,
w tym owadéw i nicieni. Zyje w cytoplazmie komérek
zainfekowanego gospodarza. Na nastepne pokolenia
przenoszona jest w komorkach jajowych. Jej obecnosé¢
w jajach doprowadza do $mierci zarodka, z ktérego
mialtby rozwinac si¢ samiec albo powoduje zmiane pici
zarodka na zenska. Inng mozliwoscig jest dopuszczanie
do kojarzenia si¢ zakazonych samcéw tylko z zakazo-
nymi samicami. Zarodki obumieraja gdy dojdzie do
kojarzenia ze zdrowg samica. Jest to wynik tak zwanej
niekompatybilnosci cytoplazmatycznej [97]. Pojawie-
nie si¢ tej bakterii w populacji prowadzi do znacznego
skrocenia zywotno$ci osobnikéw nawet o 50% i znacz-
nej redukeji liczby samcéw nawet 0 99%. Gatunki nale-
z3ce do Wolbachia znajdowane sg w wielu nicieniach
np. Dirofilaria immitis, ktora jest czynnikiem etiolo-
gicznym robaczycy serca [6]. Istnieja sugestie na to, ze
gatunki Wolbachia odgrywaja role w procesie zapalnym
na tle dirofilariozy, a ich eliminacja daje w rezultacie
zmniejszenie zywotnosci nicieni i mniejsze szanse na
ich przetrwanie [6]. Wolbachia jest organizmem sze-
roko rozprzestrzenionym w $wiecie owadow. Atakuje
rézne ich grupy, szybko zasiedlajac cale populacje.
Naukowcy postanowili to wykorzysta¢ do ograniczenia
liczebno$ci komardw roznoszacych niebezpieczne cho-
roby. Bakteria mimo, ze atakuje bardzo wiele owaddw,
niechetnie zasiedla komary (Aedes aegyptii) roznoszace
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choroby [61, 79]. Znalezienie wlasciwego szczepu oka-
zalo si¢ by¢ kluczowe przy rozwigzaniu tego problemu.
Badania przeprowadzono na szczepie MelPop atakuja-
cym muszki owocowe (Drosophila melanogaster). Aby
zmieni¢ jego nastawienie na komara przez trzy lata
Wolbachie hodowano w jego komoérkach. Sukces byt
catkowity. W ciagu kilku pokolen zainfekowane zostalty
wszystkie hodowane w laboratorium komary i potwier-
dzono utrzymywanie si¢ Wolbachii w zainfekowane;j
populacji przez nastgpne 30 pokolen. Kojarzenie si¢
zakazonego samca z zdrowg samicg doprowadzalo do
calkowitej §miertelnosci zarodkow, podczas gdy u zdro-
wych osobnikéw wylegowos¢ siegata 80% [48, 90].

8. Podsumowanie

Wzrost czgstosci chordb przenoszonych przez wek-
tory gtéwnie zalezy od rosnacej populacji wektoréow
oraz ich rozprzestrzeniania na nowe obszary. Wcigz
poznawane s3 nowe gatunki wektoréw. Powieksza si¢
teren zamieszkiwania i wzrost populacji zwierzat wolno
zyjacych, ktore sg rezerwuarem wektoréw. Zmiany bio-
geograficzne i klimatyczne takze sprzyjaja rozwojowi
populacji wektorow. Globalne ocieplanie klimatu oraz
ingerencja czlowieka w przyrode zdecydowanie ma
wplyw na wystepowanie choréb zakaznych. Choroby
przenoszone przez owady odgrywaja kluczowa role
w medycynie weterynaryjnej, powodujgc corocznie
straty u zwierzat hodowlanych siggajace wielu miliar-
déw dolaréw. Klimat zmienia sie¢ zaréwno w Euro-
pie, jak i na calym $wiecie. Polska wraz z wiekszos$cia
Europy, polozona jest w strefie klimatu umiarkowanego
[16, 22]. Niektore choroby zakazne sa bardzo wrazliwe
na zmiany temperatury i wilgotno$ci powietrza. Wzrost
temperatury moze stworzy¢ odpowiednie warunki do
wzrostu i rozprzestrzeniania si¢ wektoréw. Konsekwen-
cje tych zmian dla Europy sg trudne do ocenienia, ale
tez sg nieuniknione. Prawdopodobnie stanie sie to
powaznym zagrozeniem nie tylko w postaci wystepowa-
nia coraz czesciej ekstremalnych zjawisk pogodowych,
ale réwniez w formie rozprzestrzeniania si¢ choréb
zakaznych. Pojawienie si¢ nowych choréb jest mozliwe
takze ze wzgledu na globalizacje gospodarki, masowe
migracje ludnosci, zar6wno w celach turystycznych jak
i zarobkowych, zmiany cywilizacyjne, zanieczyszczenie
$rodowiska oraz udziat ptakéw wedrownych jako wek-
torow wirusa. Otwarcie granic handlowych oraz nie-
przestrzeganie rygoréw zwigzanych z importem zwie-
rzat z terenoéw na ktérych choroba zakazna wystepuje
maja takze bardzo duze znaczenie [43, 86, 87]. Jednak
najwazniejszym czynnikiem s3 zmiany klimatyczne,
ktére prowadza do wzrostu temperatury i obfitych
opaddw, stwarzajac tym samym mozliwos¢ do adapta-
¢jiirozmnazania si¢ gatunkow komardw. Przypuszcza
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sie, ze w przyszlosci zwigkszy si¢ czestotliwos¢ zachoro-
wan na tzw. choroby egzotyczne w Europie, jak réwniez
beda obserwowane przypadki zachorowan na choroby
zakazne, ktore wczesniej nie wystepowaly (emerging
infectious diseases) [22].
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Abstract: Acetic Acid Bacteria (AAB) have been known for many years, since humans first used them to produce vinegar. AAB serve as
biocatalysts in industrial production of, inter alia, acetic acid, dihydroxyacetone, gluconic acid, bacterial cellulose or levan. Apart from
the traditional industrial applications of wild strains of AAB, scientists strive to develop novel methods for the production of selected
compounds using genetically-modified AAB. The application of such mutants in the industry entails both positive and negative aspects.
Modifications of the bacterial genome have a significant effect upon the functioning of the entire cell. This review presents industrial
applications of metabolites produced by both wild and genetically-modified strains of AAB.

1. Application of wild strains of AAB in the industry. 2. Application of genetically-modified strains of AAB in the industry. 3. Opinion on
GMOs used in industry. 4. Summary

PRZEMYSLOWE ZASTOSOWANIE DZIKICH I GENETYCZNIE ZMODYFIKOWANYCH
SZCZEPOW BAKTERII OCTOWYCH

1. Przemystowe zastosowanie dzikich szczepow bakterii octowych. 2. Przemyslowe zastosowanie genetycznie zmodyfikowanych szczepow
bakterii octowych. 3. Powszechna opinia na temat organizméw zmodyfikowanych genetycznie stosowanych w przemysle. 4. Podsumowanie

Streszczenie: Bakterie kwasu octowego znane sa od wielu lat, od kiedy ludzie po raz pierwszy wykorzystali je do wytworzenia octu.
Bakterie octowe biorg udzial w produkeji wielu zwigzkéw o duzym znaczeniu przemystowym, m.in. kwasu octowego, dihydroksyacetonu,
kwasu glukonowego oraz celulozy mikrobiologicznej. Oprocz tradycyjnych kierunkdéw wykorzystania potencjatu biochemicznego dzikich
szczepow bakterii octowych, coraz wiecej uwagi poswigca si¢ badaniom nad konstruowaniem zmodyfikowanych genetycznie szczepdw
o zwiekszonych mozliwo$ciach wytwarzania okreslonych metabolitéw. Zastosowanie mutantéw bakteryjnych w przemysle wzbudza
wsrdd spoleczenstwa zaréwno pozytywne jak i negatywne odczucia. W artykule przedstawiono zastosowanie dzikich szczepow bakterii

octowych oraz opisano mozliwosci przemystowej aplikacji genetycznie zmodyfikowanych szczepéw tych mikroorganizméw.

Key words: AAB, acetic acid, genetic modifications, mutant

Slowa kluczowe: bakterie octowe, kwas octowy, modyfikacje genetyczne, mutant

1. Application of wild strains of AAB in the industry

Acetic acid bacteria (AAB) are Gram-negative,
non-spore-forming, aerobic bacilli [40]. The optimal
temperature for their growth ranges from 25 to 35°C,
and optimal pH - from 5.4 to 6.3 [11, 28]. AAB are
chemoorganotrophs [26]. They may develop in an envi-
ronment with high osmotic pressure, e.g. in fruits and
fruit juices, nectars, bee honeys, ciders or beers [8, 29].

A typical trait of all AAB is its capability of produc-
ing acids that are formed as the terminal or transient
products of oxidation of alcohols and carbohydrates.
The key compounds produced by AAB include: acetic
acid, bacterial cellulose, dihydroxyacetone, gluconic
acid and levan [30, 33, 35, 38]. These bacteria are also
promising starter cultures, used either to better control
known food fermentation processes or to produce novel
fermented foods and beverages. They play an impor-

tant role in natural food fermentation processes such
as lambic beer, water kefir, kombucha, and cocoa [6].
The most popular product obtained from AAC is
vinegar. This compound is mainly used for food preser-
vation, but also for flavour enhancement of dishes. Vin-
egar is additionally used for the preparation of sauces,
mayonnaises and mustards. It improves the sensory
attributes of a ready product, and, through its acidify-
ing medium, enables the preservation of food [29].
Recently, there has been a big increase in inter-
est and research regarding the obtaining of bacterial
cellulose (BC, also known as microbial cellulose). BC
exists as a basic structure of fibril that consist of a B-1,4-
glucan chain with the molecular formula (C.H, O,)n.
The glucan chains are held together by inter- and
intra-hydrogen bonding. Microfibryls of BC are about
100 times smaller than plant cellulose [9]. Moreover,
the three dimensional structure of BC is much more
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organized compared to the structure of plant cellulose
[22]. Sheets of dried BC have better mechanical proper-
ties compared with traditional paper obtained with the
addition of plant cellulose [31].

Bacterial cellulose is called “the material of the
future” due to its wide application in various branches of
industry and medicine [12]. In 1992, BC was acknowl-
edged to be a compound safe to human health and life
by the Food and Drug Administration (FDA) [24]. BC
does not enter into reactions with substances contained
in food products, owing to which it does not change
their organoleptic properties. It remains stable in a wide
range of pH values and temperatures; hence, it may be
applied to produce food packages [24]. Microbiological
cellulose may also be used as a fat substitute for the pro-
duction of low-calorie food products. It is non-toxic and
resistant to mechanical damage, whereas its structure
is semi-permeable, which allows its use as a stabilizing
agent of suspensions and as a filler in food products
with greasy consistency [5]. Currently, this biopolymer
is produced by wild strains of AAB belonging to the
Komagataeibacter xylinus (previously Gluconacetobac-
ter xylinus) and Gluconobacter oxydans species [12, 19].
The synthesis of BC is possible thanks to cellulose syn-
thase complex (CS complex), which is well-structured
machinery. The CS complex includes a series of subunits
working in a concerted way that synthetize and export
the B-glucan chains in the extracellular space [12].

Another interesting substance of industry impor-
tance, produced by wild strains of AAB (ex. G. oxy-
dans), is dihydroxyacetone (DHA). DHA is a product
of the microbiological oxidation of glycerol, catalyzed
by bacterial membrane-bound glycerol dehydrogenase
[35]. The most common traits of DHA are the formation
of colour compounds as a result of contact with human
skin; therefore, it is applied as an active ingredient of
tanning cosmetics [7].

Some wild strains of AAB, including G. oxydans, are
able to oxidize glucose to gluconic acid, which also finds
applications in food production. This organic acid can
play a significant role in the acidification of food prod-
ucts as well as being a preserving agent. It is also applied
to produce artificial honey, cheese, and sausages [25].
Another, less popular but still important application of
AAB, is the production of levan (homopolysaccharide
of fructan type with B-(1-6) glycosidic linkages). Some
strains of AAB ex. Kozakia baliensis DSM 14400, Neo-
asaia chiangmaiensis NBRC 101099, can play a significant
role in producing buckwheat-sourdough bread [37].
Ua-Arak et al. [36] have demonstrated the possibility of
using selected strains of AAB in gluten-free sourdough
production, which contained levan in situ [18, 37].

Apart from the well-known biochemical poten-
tial of AAB strains, scientists are still searching for
new methods to improve the industrial application
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of AAB. New research involves molecular techniques
to increase the microbial production of compounds
obtained from these bacteria.

2. Application of genetically-modified strains
of AAB in the industry

Genetic modifications of bacteria allow many prob-
lems faced during the application of wild strains in the
industry and medicine to be solved. The isolation and
characterization of mutants expands the knowledge of
the metabolic pathways running in bacterial cells. The
industrial application of genetically-modified strains of
AAB enables the production of a specified metabolite
and, at the same time, minimizing or eliminating trou-
blesome by-products and compounds contaminating
the natural environment [17, 20].

Ethanol oxidation is primarly catalyzed by alde-
hyde dehydrogenase (ALDH). It is expected that the
increased level of this enzyme, caused by the dos-
age effect from cloned ALDH genes, brings about an
increase in the ethanol oxidation rate. The ALDH gene
was cloned from A. polyoxogenes and integrated into
a vector that was constructed from a plasmid indig-
enous to Acetobacter and introduced into strain NBI
2099, isolated from commercially available vinegar and
identified as A. aceti. The mutant showed increased
ALDH activity, which resulted in higher acetic acid pro-
ductivity. The mutant concomitantly produced a higher
concentration of acetic acid than the wild strain (caus-
ing 2-fold increases in the production rate and in the
maximum concentration of acetic acid) [10].

Habe et al. [13, 15] facilitated the mutation of AAB
from the species Gluconobacter frateurii. The wild strain
was carrying out biotransformation of glycerol to gly-
ceric acid, while glycerol dehydrogenase (GlyDH, EC
1.1.99.22) was catalyzing the oxidation of substrate to
DHA, which was accumulated in bacterial cells [13-15].
In order to facilitate the recovery of pure gluconic acid
from the post-reaction mixture, the sldA gene encoding
GlyDH was removed from the genome of G. frateurii.
The resultant deletion mutants were characterized by
a higher production of glyceric acid (12.5g/L) com-
pared to the wild strains (9.8 g/L), and the final product
was free of DHA, which facilitated its recovery [15].

Another species of AAB subjected to genetic modi-
fication in order to inhibit the synthesis of an unde-
sirable compound was Gluconacetobacter europaeus.
Bacteria of these species are commonly applied for the
production of rice vinegar [1]. The organoleptic pro-
perties of the finished product are affected by the raw
material subjected to the fermentation process and by
multiple chemical substances synthesized during its
microbiological production. One of them is acetoin:
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a volatile compound with a strong buttery-creamy
aroma, that is undesirable in Japanese rice vinegar and
sake [1]. Various strains of G. europaeus bacteria have
been modified to ensure a high quality of these prod-
ucts. Genome modifications consisted mainly of the
impairment of the activity of enzymes that catalyzed
respective biochemical transformations in the acetic
acid synthesis pathway. For instance, the aldC gene that
encoded a-acetolactose decarboxylase (EC. 4.1.1.5) — an
enzyme catalyzing the transformation of a-acetolactate
to acetone — was removed from the genome of G. euro-
paeus KGMA4004 bacteria. The resultant deletion
mutant of G. europaeus KGMA4004 was characterized
by acetoin production lower by ca. 30%, compared with
the non-mutated strain [1].

In some cases, the application of genetically-
modified AAB in the industry allows a reduction of
costs usually incurred for the production of specified
chemical compounds with traditional microbiologi-
cal methods. Many mutants are capable of utilizing
components of cheap culture media in the form of, for
example, post-production wastes for their growth. One
of the means to minimize the costs of bacterial cellu-
lose production may be the application of a cheap and
easily available substrate, e.g. lactose [3]. This saccha-
ride occurs in cheese whey, which is a by-product of the
cheese making process. The global production of whey
is estimated to exceed 145 x 10°t annually, and only half
of this is converted into usable products [32, 39]. Whey
is characterized by a high biological oxygen demand
(BOD above 30 kg/m’) and a high demand for chemical
oxygen (above 60 kg/m?), [3] owing to which it poses
a serious problem to the natural environment. Whey is
managed through the microbiological fermentation of
lactose, and products of its transformation include, i.a.,
lactic acid, gellan, and ethanol. E. coli bacteria display
the activity of p-galactosidase (EC. 3.2.1.108), which
catalyzes the hydrolysis of lactose to glucose and galac-
tose. 3-galactosidase is encoded by the lacZ gene [3]. It
was demonstrated that when the lacZ gene from E. coli
was transferred to Acetobacter xylinus, this mutant was
capable of growing on whey, by consuming 85% of its
lactose (for 4 days of culture), and simultaneously pro-
duced 0.78 g/L of pure cellulose [3]. The use of geneti-
cally-modified cells of A. xylinus on an industrial scale
could greatly facilitate whey management.

A positive aspect of the industrial application of
genetically-modified acetic acid bacteria is better uti-
lization of culture medium components and enhance-
ment of the activity of some enzymes produced by these
microorganisms. To achieve this, cells of G. frateurii
THD32 strain bacteria were subjected to mutation
[34]. The modification consisted of the removal of the
sboR gene responsible for the regulation of sIdSLC gene
transcription (encoding the flavin adenine dinucleotic
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dependant on D-sorbitol dehydrogenase FAD-SLDH).
Wild strains of the genus Gluconobacter are character-
ized by their capability to oxidize different saccharides
and alcohols and to accumulate appropriate products
of these reactions, and by a low effectiveness of biomass
production [34]. The deletion mutant of G. frateurii
THD32AsboR exhibited better growth on D-sorbitol
and L-sorbose compared with the parental organisms.
It was also characterized by an almost twofold higher
activity of NADPH-dependent L-sorbose reductase
(EC.1.1.1.289), responsible for the assimilation of
L-sorbose being a significant link during ascorbic acid
production [34].

Genetic modifications have allowed the improving
G. oxydans strain the capability to produce dihydroxy-
acetone [2, 13, 23]. The main problem encountered dur-
ing DHA production is the inhibition of the metabolic
activity of bacteria caused by the improper choice of
substrate concentration and an increasing concen-
tration of the product [2]. G. oxydans produce DHA
and glyceric acid at the same time. These reactions are
catalyzed by glycerol dehydrogenase (EC.1.1.1.6) and
alcoholic dehydrogenase (EC. 1.1.1.1), respectively. It
was demonstrated that the G. oxydans mutant, deprived
of the gene encoding the alcoholic dehydrogenase
(AadhA), became capable of growing in the medium
with a high glycerol concentration (150 g/L) and, simul-
taneously, of producing DHA with the concentration
of 125 g/L [13].

Apart from beneficial effects, the application of
genetically-modified microorganisms may have some
negative outcomes. It sometimes happens that the
intended modifications of the genome initiate the uncon-
trolled mutations. Discontinuity of a specified gene
may, for example, cause enhanced expression of ano-
ther gene. The literature reports on some cases of
mutations that failed to bring the expected outcomes.
An example may be mutants of G. oxydans, which,
despite achieving novel, desirable traits, were losing the
primary ones that had earlier been exploited in the
pharmaceutical industry [21]. Genetic modification
consisted of removing genes responsible for the synthe-
sis of enzymes: self-dependent glucose dehydrogenease
associated with the cytoplasmic membrane (mgdH)
and cytoplasmic glucose dehydrogenase (mgdH sgdH)
inactivated with it. Recombinants of G. oxydans N44-1
AmgdH and G. oxydans N44-1 AmgdH sgdH produced
a higher (compared to the wild strain) biomass yield
in the culture medium with glucose; however, they
lost their capability to convert 2,5-diketogluconate
and 2-ketogluconate that are substrates in vitamin C
production [21].

Genetic modifications consisting of the removal of
a specified fragment of a bacterial genome may inhibit
the action of a gene encoding typical traits of the organ-
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ism. Such a change in the metabolism was observed in
one of the strains of AAB: namely in the G. frateurii
mutant [34]. These bacteria were deprived of the sboR
gene, which encoded the enzyme being responsible for
the regulation of transcription of another gene (sld-
SLC) indispensable for the production of L-sorbose
from D-sorbitol. Compared with the wild strain, the
mutant of G. frateurii was characterized by enhanced
activity of the NADPH-SR enzyme responsible for the
assimilation of L-sorbose and for decreased dynamics
of action of NAD-SLDH catalyzing D-sorbitol oxida-
tion to D-fructose [34].

An example of the undesirable (from the perspective
of the food industry) effect of genetic modifications on
the production of selected chemical compounds is also
the mutation of G. oxydans IFO 12528 [14]. This strain
is capable of producing glyceric acid from glycerol in
the presence of alcoholic dehydrogenase (mADH),
which is, in turn, encoded by the adhA gene. The action
of mADH is based on ethanol oxidation to acetic alde-
hyde, which is next converted into acetic acid under the
influence of aldehyde dehydrogenase (mALDH). The
genetic modification of G. oxydans 12528, consisting
of the cutting out of the adhA gene, caused the halt of
acetic acid production from ethyl alcohol and lowered
by half the production of glyceric acid, which was still
being produced despite the absence of mADH. Study
results suggest that another enzyme could be present in
the mutants cells, that could take part in the production
of glyceric acid [14].

3. Opinion on GMOs used in industry

Genetically modified organisms still have a rather
bad reputation in Europe. The anti-GMO lobby accuses
proponents of this technology of pushing the introduc-
tion of GMOs into agriculture without adequately con-
sidering health and environmental risks. The pro-GMO
camp charges its opponents with blowing potential risks
out of proportion in order to manipulate public opinion
against this new technology. During this mutual finger
pointing, both sides have taken to blaming the public
for alack of understanding [27]. Consumers worldwide
are displaying limited understanding, misconceptions,
and even unfamiliarity with GMO food products. In
The United States, GMO labelling is obligatory (simi-
lar to current European standards); however, consumer
awareness of current GMO labelling is still low [41].
The 48% of respondents said that they knew very little
about GMOs, whereas 16% felt they knew nothing at
all, compared with 30% knowing a fair amount and just
5% knowing a great deal about GMOs [16]. It seems
that the coming years may see exponential increases
in GMO product development, as researchers gain
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increasing access to genomic resources that are appli-
cable to organisms beyond the scope of individual pro-
jects. It is generally thought that genetic engineering is
the inevitable wave of the future, and that we cannot
afford to ignore a technology that has such enormous
potential benefits [4].

4. Summary

The wild strains of AAB are commonly applied in
various branches of industry. The same genetically-
unmodified strains have been used for the produc-
tion of vinegar for years. The industrial application of
chemical compounds, that were produced with micro-
biological methods exploiting wild strains of AAB, does
not generate any negative emotions among consumers.

Thus far, achievements of genetic engineering in
studies addressing acetic acid bacteria have enabled
better recognition of their metabolic pathways. In addi-
tion, they have contributed to imparting novel traits to
these microorganisms, thereby making them producers
of many valuable compounds (e.g. dihydroxyacetone,
bacterial cellulose).

To apply recombinant DNA technology to improv-
ing AAB to an even greater extent, further research
concerning gene expression, protein engineering, and
other fundamental studies are required. Progress in
process development is also indispensable for exhibit-
ing the potential of recombinant bacteria.

Scientific research indicates that the mutated and
characterized strains of acetic acid bacteria may be suc-
cessfully applied to produce important compounds in
processes that are more effective, economically prof-
itable and safer to the environment compared with
traditional ones. However, for many scientific experts
and ordinary people the question: “what are the risks
of tampering with mother nature?” will remain open
for the next few years.
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Recenzowany podrecznik jest kolejna, najnowsza oferta PWN
z zakresu mikrobiologii. Wydana ksiazka jest podrecznikiem aka-
demickim przeznaczonym gtéwnie dla studentéw kierunkéw stu-
diéw biologicznych i biotechnologicznych Uniwersytetow, studen-
tow wydziatéw weterynaryjnych i zootechnicznych Uniwersytetow
Przyrodniczych, a takze studentéw Uniwersytetéow Medycznych.
Prezentowany podrecznik jest najnowszym, uzupelnionym zréd-
tem podstaw mikrobiologii wydanym przez PWN. Zostal on napi-
sany przez 6 autoréw specjalizujacych si¢ w réznych dziedzinach
wspolczesnej mikrobiologii. Wszyscy Autorzy sa mikrobiologami
zatrudnionymi na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.
Ze wzgledu na to, Ze mikrobiologia jest obecnie jedng z najszyb-

ciej rozwijajacych si¢ dziedzin biologii wspolfczesnej, bardzo
szybko przybywaja nowe informacje zwiekszajace stan wiedzy na
temat drobnoustrojow. Dlatego bardzo celowe jest ciagle i czeste
uzupelniane zawartej w podrecznikach wiedzy. Z tego powodu
intencja autordw, tj. zebranie najnowszych informacji z zakresu
mikrobiologii oraz uzupelnienie dotychczasowej wiedzy bylo jak
najbardziej wskazane i do$¢ dtugo oczekiwane na rynku wydaw-
niczym w kraju. Tresci zawarte w podreczniku zostaly podzielone
na 10 rozdziatéw. Sekwencja rozdzialéw jest logiczna i zgodna
z przyjetymi normami. Rozdzial 2, poprzedzony wprowadzeniem,
zapoznaje szczegélowo Czytelnika ze strukturg i funkcjonowaniem
komorki bakteryjnej. Nastepne rozdzialy dotycza metabolizmu
prokariotéw (rozdzial 3), ich wzrostu i cykli zyciowych (rozdz. 4)
oraz ich udziatu w funkcjonowaniu biosfery (rozdz. 5). Nastepne
2 rozdzialy dotycza genetyki prokariotow, ich zmiennosci gene-
tycznej i zjawiska horyzontalnego transferu genéw (rozdz. 6 i 7).
Rozdzial 8 poswigcono wirusom prokariotycznym i innym nie
komoérkowym czynnikom infekcyjnym. Kolejne ostatnie dwa
rozdzialy nalezy uzna¢ za najbardziej oryginalne i nowatorskie
wzgledem poprzednich wydan. Rozdzial 9 poswigcony wykorzy-
staniu drobnoustrojéw prokariotycznych w przemysle i ochronie
$rodowiska, co z pewnoécig ma przetozenie na podstawy mikro-
biologiczne w biotechnologii w tym zakresie. W ostatnim (10)
rozdziale zebrano i opisano zestaw stosowanej obecnie metodyki
w badaniach mikrobiologicznych, bardzo specyficznej dla tej
dyscypliny. Taki zbiér metod zawartych w podreczniku pozwoli
studiujacym na ich tatwiejsze opanowanie podczas zaje¢ praktycz-
nych. Poznanie prawidlowych nawykéw i powtarzalne stosowa-
nie technik w mikrobiologii ma na pewno przelozenie na sukcesy
w rozwiazywaniu probleméw zawodowych w pracy mikrobiologa.

Jestem wigc przekonany, ze podrecznik z cala pewnoscia
umozliwia poznanie podstawowych poje¢ i zdobycie obszernej
wiedzy z dziedziny mikrobiologii w zakresie umozliwiajacym
studiowanie tego przedmiotu w ramach mikrobiologii ogdlnej.
Podrecznik wyréznia si¢ dobrg szatg graficzng. Uklad oraz dobor
rycin i zdje¢ sa prawidiowe, a opisy do ilustracji tak dobrane, aby
bezposrednio rozwijac tresci zawarte w tekécie. Schematy i rysunki
czesto po raz pierwszy powstaly dla potrzeb tego podrecznika.
Oceniany podrecznik zawiera dobrej jakosci zdjecia i pomystowe
schematy, odpowiednio dobrane do prezentowanych tresci nauko-
wych. Podkreslenie waznych tresci i definicji sprawia, ze podrecz-
nik moze tez pelni¢ funkcje encyklopedii w tematyce mikrobiolo-
gicznej dla bardzo szerokiej rzeszy czytelnikéw zainteresowanych
mikrobiologia. Jestem przekonany, ze informacje zawarte w przed-
stawionym do recenzji podreczniku przyczynia sie do zrozumie-
nia probleméw istotnych dla wspoélczesnej mikrobiologii, pozwola
takze na dowolne uzupelnianie wiedzy w tym zakresie.

Jacek Bielecki



404

MIECZYSLAW K. BEASZCZYK

Biologiczne
aspekty oczyszczania

éciel_(éw

X

RECENZJE I ZAPOWIEDZI

Mamy przyjemnos¢ zapowiedzie¢ kolejny podrecznik objety
naszym patronatem, ktory ukaze si¢ nakladem PWN 21 stycznia
2019r.

Podrecznik Biologiczne aspekty oczyszczania $ciekow
prezentuje nowoczesne i konwencjonalne procesy biotechno-
logicznego oczyszczania $ciekow organicznych, opartych na
wykorzystaniu mikroorganizméw, jako katalizatoréw reakcji
biochemicznych do usuwania zanieczyszczen organicznych oraz
réznych form azotu nieorganicznego, fosforu oraz siarczandéw.
Autor podrecznika - Profesor Mieczyslaw Blaszczyk opisuje
metody biologicznego oczyszczania Sciekéw bioprzemystowych
i wybranych $ciekéw pochodzacych z réznych galezi przemystu,
utylizacji odpadéw komunalnych i odciekéw sktadowiskowych,
a takze sklad jako$ciowy i ilosciowy gléwnych taksonow tworza-
cych wspdlnoty mikroorganizméw w réznego typu bioreaktorach,
uczestniczacych w biologicznym oczyszczaniu Sciekdw. Podrecznik
jest adresowany do studentéw biologii, biotechnologii, ochrony
$rodowiska, bioinzynierii srodowiska.
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Nadchodzacy rok przyniesie nowe wyzwania, oprocz rozpoczetego juz projektu thumaczenia publikacji na wersje
anglojezyczne planujemy dalszy rozwdj czasopisma i w zwigzku z tym powiekszenie Redakcji naszego kwartalnika.
Z duzg przyjemnoscia przedstawiamy nowych cztonkéw Redakcji. W kwietniu 2018 r. dr Agnieszka Sobolewska-
-Ruta z Instytutu Biotechnologii i Antybiotykow przejeta obowigzki Sekretarza Redakeji. Dotychczasowy Sekretarz,
dr Piotr Zaleski bedzie kontynuowat wspotprace z Postgpami Mikrobiologii w roli Redaktora dzialu biotechnologia.
W listopadzie zespot redakeyjny zostal rozszerzony o nowych redaktoréw dziatu. Do dzialu wirusologia dotaczyta
dr hab. Monika Adamczyk-Poplawska i dr Agnieszka Kwiatek z Zakladu Wirusologii, Wydziatu Biologii, Uniwer-
sytetu Warszawskiego. Ze wzgledu na duze zainteresowanie Autoréw utworzylismy réwniez dziat biotechnologia
i mikrobiologia srodowiskowa, ktorego redaktorem bedzie dr Agata Goryluk-Salmonowicz z Samodzielnego
Zakladu Biologii Mikroorganizméw, Wydzial Rolnictwa i Biologii, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego.
Wiecej informacji znajda Panistwo ponizej oraz w zaktadce REDAKCJA na naszej stronie internetowe;.
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Konferencja miedzynarodowa:

8 Miedzynarodowa Konferencja Weiglowska
Lodz, 26-28.06.2019

8th International Weigl Conference:

HUMAN WELFARE, CANCERS, SYSTEMIC AND INFECTIOUS DISEASES
Microorganisms in industrial and medical biotechnology

26-28.06.2019  Venue: Faculty of Management, University of Lodz N

Konferencja organizowana jest przez
Instytut Biologii Medycznej PAN, Uniwersytet Lodzki
oraz Uniwersytet Medyczny w Lodzi

The planned Conference is the eighth conference to commemorate the outstanding Polish microbiologist
Prof. Rudolf Weigl, the creator of the first effective vaccine against typhus. The conference is devoted to selected
medical, microbiological and biotechnology issues. As part of the conference, thematic sessions will be devoted to
(i) gastrointestinal diseases of various etiologies, (ii) skin diseases, (iii) and ophthalmologic cancerous and auto-
immune diseases. In addition, there will be (iv) a molecular microbiology session focused on recent developments
in microbial virulence, cell metabolism, signal transduction, bacterial biofilm studies and single cell analyzes.
The last session (v) will be dedicated to microorganisms in industrial and medical biotechnology. The conference
will be a unique platform for meetings and discussions for researchers dealing with the molecular basis of selected
diseases, for microbiologists investigating these processes at the level of virulence factor, but also for clinicians
involved in everyday diagnostics and treatment of diseases. The conference will also create a unique opportunity
to familiarize participants of the session, including students and doctoral students, with different perspectives
of research on the same processes, from the human body to pathogenic or saprophytic microorganisms and
their mutual interactions.

http://grupamedica.pl/8th-international-weigl-conference-26-28-06-2019/
www.twitter/grupamedica ; https://web.facebook.com/8thweiglconferene/
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POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

VII Konferencja Ogolnopolska:
Mikrobiologia Farmaceutyczna 2019

Gdansk, 23-25 maja 2019 r.

Konferencja jest kontynuacja rozpoczetego w 2009 roku cyklu spotkan naukowo szkoleniowych, ktdrego celem
jest stworzenie Forum Specjalistow zainteresowanych mikrobiologia farmaceutyczng, stuzacego wymianie wiedzy,
pogladéw i doswiadczen w obszarach oceny i zapewnienia jakosci, badan mikrobiologicznych oraz bezpieczenstwa
mikrobiologicznego produktéw leczniczych.

Na spotkaniach dazymy do inicjowania szeroko pojetej wspotpracy miedzy mikrobiologami pracujacymi
gltownie w przemysle farmaceutycznym, ale tez w spozywczym i kosmetycznym.

Patronat Polskiego Towarzystwa Mikrobiologicznego jest dla nas bardzo wazny, to PTM jest organizacja umoz-
liwiajaca wspolprace, rozwoj i kreowanie nowych rozwigzan w dziedzinie Mikrobiologii, a utworzenie sekcji
Mikrobiologii Farmaceutycznej umozliwia ciagte wspotdzialanie i rozwdj Czlonkow.

Podczas naszych konferencji promujemy przynaleznos¢ do PTM i czlonkowie PTM juz od poprzedniej VI kon-
ferencji Mikrobiologia Farmaceutyczna majg znizke 100 zI w oplacie konferencyjnej. W konferencjach bierze
udziat zwykle 80-100 0s6b z przedsiebiorstw farmaceutycznych, laboratoriéw kontrolnych i uczelni.

Kontakt do Organizatora:
TRANSpharmacia, Pani Barbara Kawatko-Myslinska,
barbara.myslinska@transpharmacia.pl,
ul. Bacewiczowny 2/42, 02-786 Warszawa

Ponizej w punktach, w formie skrotowej przedstawiono omawiane sprawy na wirtualnych zebraniach
Prezydium ZG PTM oraz spotkaniach z udzialem czlonkéw Prezydium.

1. W dniach 14-15 wrze$nia 2018 roku w Poznaniu odbyl si¢ IT Kongresu Towarzystw Naukowych pod tytulem
»Rola towarzystw naukowych w rozwoju §wiadomosci obywatelskiej i kulturowej”. Kongres zostal zorganizo-
wany przez Rade Towarzystw Naukowych PAN, Poznanskie Towarzystwo Przyjaciol Nauk, Polskg Akademie
Umiejetnosci oraz Towarzystwo Naukowe Plockie pod Patronatem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
oraz Ministra Kultury i Dziedzictwa Narodowego.

Uczestniczyto w nim ponad 200 osdb reprezentujacych ponad 450-tysieczna spolecznos¢ cztonkow towarzystw
naukowych i stowarzyszen naukowo-technicznych.

Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw reprezentowata Pani prof. dr hab. n. med. Ewa Augustynowicz-Kope¢,
Wiceprezes PTM.

Celem Kongresu byto przedstawienie wktadu spotecznego ruchu naukowego w rozwoj swiadomosci narodo-
wej, obywatelskiej i kulturowej w okresie od odzyskania niepodleglosci przez Polske do chwili obecnej, a takze
dyskusja nad aktualnym miejscem spolecznego ruchu naukowego w systemie nauki w Polsce. W ramach
Kongresu byly poruszane nastepujace zagadnienia:

* Rozwoj i wklad towarzystw naukowych w ksztaltowanie swiadomosci narodowej i obywatelskiej
na przestrzeni wiekow.

* Ocena wkladu towarzystw naukowych w rozwdj spoleczenstwa obywatelskiego,

* Rozwoj i wklad towarzystw naukowych w ksztaltowanie kultury polskiej w okresie od odzyskania
niepodlegtosci Polski.

* Wplyw towarzystw naukowych na rozwdj nauki w Polsce w okresie od odzyskania niepodlegtosci Polski.

* Wplyw towarzystw naukowych na rozwdj spoteczno-ekonomiczny i rozwdj regionéw w okresie
od odzyskania niepodlegtosci Polski.

* Wplyw towarzystw naukowych na rozwdj techniki i gospodarki w Polsce i w poszczegdlnych regionach
od odzyskania niepodlegtosci Polski.

* Ocena wkladu towarzystw naukowych w upowszechnianie nauki w Polsce i rozwéj nowoczesnych
form upowszechniania nauki (festiwale nauki, pikniki naukowe).
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* Aktualny system dofinansowania spotecznego ruchu naukowego w Polsce ze srodkéw przeznaczanych
na nauke.
* Sytuacja prawna spolecznego ruchu naukowego w aktualnym systemie nauki w Polsce.

W referatach i komunikatach, wygloszonych na sesjach problemowych Kongresu, przedstawiono historie,
dotychczasowg dzialalno$¢ i dorobek poszczegdlnych towarzystw i stowarzyszen naukowych i naukowo-
-zawodowych oraz stowarzyszen naukowo-technicznych NOT. Podsumowaniem byto przyjecie Uchwaly
II Kongresu Towarzystw Naukowych, w ktérej stwierdzono, Ze:

- towarzystwa naukowe i stowarzyszenia naukowo-techniczne odegraty doniostg role w czasach zaboréw
w dziejach niepodleglego Panstwa Polskiego i s3 integralng cze$cig nauki polskiej, organizujac spoteczny
ruch naukowy i budujac spoteczenstwo obywatelskie oraz podmiotami zycia publicznego i ze wzgledu na
swoje znaczenie dla spoteczenstwa powinny znalez¢ nalezne miejsce w systemie prawnym w kraju.

- towarzystwa naukowe powinny by¢ wspierane przez budzet panstwa oraz budzety samorzadowe ze wzgledu
na ich znaczenie dla rozwoju spoleczenstwa. Kongres uznal, ze przy stosunkowo niskim rozumieniu
znaczenia nauki dla rozwoju naszego kraju nalezy wzmocni¢ role publikacji i innych dzialan odnoszacych
sie do popularyzacji wiedzy i wynikéw badan. Podniesienie rangi takiej aktywno$ci powinno nastepowac
nie tylko przez wsparcie materialne, ale i przez docenianie jej we wszystkich coraz bardziej sformalizo-
wanych ocenach.

- uczestnicy Kongresu uznali, ze bez zmiany polityki pafistwa w stosunku do spotecznego ruchu naukowego
spietrzac sie beda bariery rozwoju naukowego, kulturalnego, gospodarczego i spolecznego Polski oraz
zniweczony zostanie ogromny dorobek towarzystw naukowych.

. W dniu 24.10.2018 r. odbylo si¢ spotkanie Prezesa i Sekretarz PTM z Redaktorami Naczelnymi i Sekreta-
rzami czasopism PM i PJM oraz z Panem Dawidem Ceculg Dyrektorem firmy Exeley Inc. wydajacej on-line
kwartalnik Polish Journal of Micorbiology https://www.exeley.com/journal/polish_journal_of_microbiology.
Omowiono sprawy zwigzane z usprawnieniem dziatania systemu Editorial Manager oraz wspoiprace redakeji
PJM z Exeley Inc. Ponadto rozpoczeto rozmowy nad wlaczeniem od 2019 r. czasopisma Postgpy Mikrobiologii
do procesu edytorskiego prowadzonego przez powyzsza firme wydawnicza, co powinno zaowocowac zwigk-
szeniem cytowalnosci i wartosci wspolczynnika Impact Factor.

. Rozpoczelismy, we wspdlpracy z firmg tlumaczy z Lublina, proces ttumaczenia na jezyk angielski artykutow
przestanych do numerdéw 314 z 2018 r. Postgpow Mikrobiologii. Dziatalno$¢ ta jest mozliwa, dzigki otrzymaniu
dofinansowania z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach Dzialalnosci Upowszechniajacej
Nauke (Umowa nr 659/P-DUN/2018). Biorac pod uwage, ze dofinansowanie na ttumaczenie otrzymamy takze
w przysztym roku, planujemy publikowa¢ artykuty w obu jezykach - polskim i angielskim w zeszytach PM
w2019 1. Artykuly z PM w jezyku angielskim beda mogty by¢ czytane i cytowane nie tylko przez polskich czytel-
nikéw. Taka dziatalno$¢ réwniez ma na celu zwigkszenie cytowalnosci i wartosci wspétczynnika Impact Factor.

. Prezydium ZG PTM podjeto pozytywna decyzje w sprawie objecia patronatem czasopisma ,Zakazenia
XXI wieku” - oficjalnego, recenzowanego czasopisma Polskiego Towarzystwa Zakazen Szpitalnych. Patronat
ma polegac na zamieszczeniu linku do czasopisma na stronie PTM, wsparciu merytorycznym czasopisma
przez PTM oraz podawaniu propozycji artykutéw. W zamian, czasopismo ,,Zakazenia XXI wieku” bedzie
informowac o organizowanych przez PTM konferencjach i seminariach, w czasopismie oraz na stronie inter-
netowej. Uchwala nr 34-2018.

. Prezydium ZG PTM podjeto pozytywna decyzje w sprawie objecia patronatem konferencji ,,8" International
Weigl Conference’, organizowanej przez Instytut Biologii Medycznej PAN, Uniwersytet £6dzki oraz Uniwer-
sytet Medyczny w Lodzi, w terminie 26-28.06.2019 ., oraz poparcia wniosku Komitetu Organizacyjnego
Konferencji o dofinansowanie konferencji przez FEMS (w przypadku przyznania srodkéw przez FEMS, PTM
réwniez dofinansuje konferencje w kwocie 250 Euro). Uchwala nr 35-2018.

. Prezydium ZG PTM podjelo pozytywna decyzje w sprawie objecia patronatem VII Konferencji Mikrobio-
logia Farmaceutyczna organizowanej w Gdansku w dniach 23-25 maja 2019 r. Bez kosztéw PTM. Uchwala
nr 36-2018.
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Do Nagrody Naukowej im. prof. Edmunda Mikulaszka Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdw zgtosilo sie tylko
2 kandydatéw. Komisja Konkursowej pod przewodnictwem Pani prof. dr hab. Stefanii Giedrys-Kalemby po prze-
prowadzeniu dyskusji droga e-mailowa, proponuje przyzna¢ dwie réwnorzedne nagrody II stopnia, po 3.000 zt:
mgr inz. biot. Pawlowi Kwiatkowskiemu za prace: P. Kwiatkowski i wsp.: The effect of fennel essential oil in
combination with antibiotics on Staphylococcus aureus isolated from carriers. Burns, 2017, 43: 1544-1551
(IF,,, - 2.134, MNISW - 25 pkt).

dr inz. Wojciechowi Smutek za prace: W. Smulek i wsp.: Sapindus saponins” impact on hydrocarbon bio-
degradation by bacteria strains after short- and long-term contact with pollutant. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces 2016, 142: 207-213 (IF, - 3.887, MNISW - 35 pkt).

Prezydium Zarzadu Gléwnego PTM podejmie w powyzszej sprawie stosowng uchwale.

. Informujemy, ze 3 Cztonkéw Wspierajacych PTM - firmy: HCS Europe-Hygiene & Cleaning Solutions, Ecolab

Sp. z 0.0. oraz Merck Sp.z o.0. uiscily juz swoje sktadki cztonkowskie za 2018 rok, za co bardzo dzigkujemy.

. Uchwala nr 33-2018 Prezydium ZG PTM przyjeto do PTM siedmiu nowych Czlonkéw Zwyczajnych.

Dosy¢ opieszale posuwa sie sprawa opracowania regulaminu wydatkowania i rozliczania funduszy, ktére
zaplanowano przyzna¢ Oddzialom Terenowym PTM w kwocie rownowaznej 10% oplat czlonkowskich wno-
szonych przez cztonkéw PTM z danego Oddzialu. Uchwala ZG PTM nr 23-2018 z dnia 19.03.2018 r. powo-
tana zostala 3 osobowa Komisja do opracowania tego regulaminu. W dniu 13.10.2018 r. Komisja przestata
do sekretariatu ZG PTM pierwszy projekt roboczy regulaminu. Ostateczny projekt regulaminu musi uzyskac¢
aprobate Ksiegowej PTM, Prezydium ZG PTM oraz calego ZG PTM. Oczekujemy na kolejne wersje projektu
uwzgledniajace zglaszane do Komisji uwagi. Jezeli projekt nie uzyska wstepnych akceptacji, nie bedzie pod-
dany glosowaniu na dorocznym zebraniu ZG PTM planowanym w marcu w 2019r. i srodki nie bedg mogly
by¢ udostepnione Oddziatom.

Przypominamy o 8 Kongresie Europejskich Mikrobiologéw organizowanym przez FEMS 7-11 lipca 2019r.
w Glasgow, http://fems2019.org/. Termin skfadania wnioskéw przez mtodych naukowcéw o wsparcie uczest-
nictwa w Kongresie — 15 stycznia 2019 r. Ostateczny termin nadsylania abstraktow na Kongres, to roéwniez

15 stycznia 2019.
=
2 N

s e P
| 8th Congress of European Microbiologists
7-11 July 2019 | Glasgow, Scotland

A P )

Przypominamy terminy skfadania wnioskéw o granty FEMS: Research and Training Grants - 01.01.2019 .,
Congress Attendance Grants — 15.01.2019r.

Na dzien 5.12.2018r. Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw liczy 957 czlonkéw. Liczba czlonkéw PTM
w Oddziatach Terenowych wynosi odpowiednio: OT Warszawa — 198, OT Krakéw - 131, OT Katowice — 99,
OT Bydgoszcz - 78, OT Poznan - 76, OT Szczecin - 66, OT Lublin - 62, OT Gdansk - 57, OT Lédz - 47,
OT Wroctaw - 35, OT Bialystok - 33, OT Olsztyn - 31, OT Kielce - 24, OT Pulawy - 20.

Skiadki za rok 2017r. (2018r.) zaplacita nastepujaca liczba czlonkéw danego oddzialu: OT Warszawa —
175 (112), OT Krakow - 124 (96), OT Katowice - 93 (72), OT Bydgoszcz - 75 (47), OT Poznan - 75 (53),
OT Szczecin - 62 (39), OT Lublin - 60 (46), OT Gdansk - 53 (39), OT Lédz - 45 (30), OT Wroctaw - 31
(25), OT Olsztyn - 29 (26), OT Bialystok - 27 (21), OT Kielce -19 (15), OT Putawy -18 (11).

Czlonkowie PTM, ktorzy nie oplacili jeszcze skladki za 2018 r. proszeni s o pilne jej uzupelnienie.

W zwigzku ze zblizajgcymi sie Swietami BoZego Narodzenia i Nowego Roku 2019, przekazujemy Patistwu
najserdeczniejsze zyczenia zdrowych, pogodnych i szczgsliwych Swigt oraz wielu sukceséw, pomyslnosci
i spokoju w nadchodzgcym roku.

SEKRETARZ EZES
Polskiegg Towarzystwa Mikrobiologow Polskiego/fowarzystwa b4
/ /[ t Mlx’/( ;

dr hab. n. farm. Agm'e%a E. Laudy



INFORMACJE Z POLSKIEGO TOWARZYSTWA MIKROBIOLOGOW 409

CZLONKOWIE WSPIERAJACY PTM

Czlonek Wspierajacy PTM - Zloty
0d 27.03.2017r.

HCS

EUROPE Hygiene & Cleaning Solutions
for those wio- care

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

Firma projektuje profesjonalne systemy utrzymania czysto$ci i higieny dla klientéw o szczegdlnych
wymaganiach higienicznych, m.in. kompleksowe systemy mycia, dezynfekcji, osuszania rak dla
pracownikow stuzby zdrowia, preparaty do dezynfekeji powierzchni dla stuzby zdrowia, systemy
sterylizacji narzedzi.

Czlonek Wspierajacy PTM - Srebrny
0d 07.06.2017 r.

B/ BRAUN

SHARING EXPERTISE

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

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

Czlonek Wspierajacy PTM - Srebrny
0d 12.09.2017 r.

ECOLAB

Firma Ecolab Sp. z 0.0. zapewnia: najlepsza ochrong srodowiska pracy przed patogenami powodu-
jacymi zakazenia podczas leczenia pacjentow, bezpieczenstwo i wygode personelu, funkcjonalno$é
posiadanego sprzetu i urzadzen. Firma jest partnerem dla przemystoéw farmaceutycznego, biotechno-
logicznego i kosmetycznego.
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Czlonek Wspierajacy PTM - Srebrny
0d 12.12.2017 r.

WODOCIAGI

Krakowskie

Od ponad 100 lat siedziba Wodociaggéw Krakowskich miesci si¢ przy ul. Senatorskiej. Budowe
obiektu ukonczono w 1913 roku. W 2016 r. do sieci wodociggowej wtloczono ponad 56 mln m* wody.
Szacuje sie, ze ponad 99,5% mieszkancow Gminy Miejskiej Krakow posiada mozliwos¢ korzystania
z istniejgcej sieci wodociggowe;j.

Czlonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
0d 12.09.2017 .

MRRCK

Merck Sp. z 0.0. jest czescig migdzynarodowej grupy Merck KGaA z siedzibg w Darmstadt, Niemcy
i dostarcza na rynek polski od roku 1992 wysokiej jakosci produkty farmaceutyczne i chemiczne,
w tym podloza mikrobiologiczne



SPIS TRESCI

M. Danielewski, D. Ksigdzyna, A. Szelag - Nieantybiotykowe zastosowania antybiotykéw ... 301
M. Prygiel, K. Brodzik, A. Wiatrzyk, M. GI6wka, K. Woznica, K. Wdowiak,

U. Czajka, AL A. Zasada - Szczepionki przeciw zakazeniom rotawirusowym................ 313
A. Poniewierska-Baran, B. Tokarz-Deptula, W. Deptuta - Teoriazagrozenia oraz

czgsteczKi NiebezZpieczenStWa . . .. ... .t 328
B. Podgoérska, D. Kedzia - Dwa oblicza bakterii Staphylococcus epidermidis, czyli od komensala

O PatogenU . . ... 338
B. Podgoérska, D. Kedzia - Staphylococcus epidermidis jako czynnik etiologiczny zakazen

SZPItAlNYCh . o o e 348
D. Gmiter, G. Czerwonka, W. Kaca - Systemy sekrecji typu Vb oraz VI jako czynniki konku-

rencji bakterii Gram-ujemnych . ... ... ... 360
L.P. Tyminski, Z. Znajewska, G.B. Dgbrowska - Charakterystyka i funkcje hydrofobin

oraz ich wykorzystanie w przemysle . .......... ... . 374
K. Krason, M. Larska - Ryzyko wystapienia choréb przenoszonych przez wektory owadzie

LU AT 1 2 A T Do) o) P 385
L. Stasiak-Rézanska, M. Kupiec - Przemystowe zastosowanie dzikich i genetycznie zmodyfi-

kowanych szczepow bakterii octowych ... 398
RECENZ E . ottt e e e e e e e 403
KOMUNIKATY, INFORMACIE . . ..o it 405

CONTENTS

M. Danielewski, D. Ksigdzyna, A. Szelag - Non-antibiotic use of antibiotics............. 301
M. Prygiel, K Brodzik, A. Wiatrzyk, M. Gié6wka, K. Woznica, K. Wdowiak,

U. Czajka, AL A. Zasada - Vaccines against rotavirus infection ............................ 313
A. Poniewierska-Baran, B. Tokarz-Deptula, W. Deptula - Danger theory and

damage-associated molecular patterns . ... ... ..ot 328
B. Podgoérska, D. Kedzia - Fromacommensal to a pathogen - two faces of Staphylococcus

EPIACTINIAS . . .o oo 338
B. Podgoérska, D. Kedzia - Staphylococcus epidermidis as a causative agent of healthcare-associated

INeCtiONS . . .o 348
D. Gmiter, G. Czerwonka, W. Kaca - Type Vb and VI secretion systems as competition agents

of Gram-negative bacteria . ... ... ...t 360
L.P. Tyminski, Z. Znajewska, G.B. Dagbrowska - Characteristics and functions of hydro-

phobins and their use inindustry .......... ... . 374
K. Krason, M. Larska - The risk of diseases transmitted by insect vectors in animals in europe ... 385
L. Stasiak-Rézanska, M. Kupiec - Industrial applications of wild and genetically-modified

strains of acetic acid bacteria......... .. .. 398
BOOKS REVIEW S o e e et et et et et et et e e e 403

NEW REPORTS, INFORMATION . . .ottt 405






