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Wanda Wo�niak urodzi³a siê 23.06.1928 r. w War-
szawie-Golêdzinowie. W latach 1935�1941 uczêsz-
cza³a do Publicznej Szko³y Powszechnej, a nastêpnie
przez 3 lata do Pañstwowego Gimnazjum im. Hoffma-
nowej w Warszawie, które w okresie wojny by³o tajn¹
szko³¹, wystêpuj¹ca pod nazw¹ szko³y gospodarczej.
Powstanie Warszawskie zasta³o j¹ w Otwocku. Po
roku samodzielnej nauki, w 1945 zda³a, koñcz¹cy gim-
nazjum, egzamin z ma³ej matury w Otwocku. Równie¿
w Otwocku, po nauce w liceum, zda³a maturê w 1947 r.
i w tym samym roku rozpoczê³a studia na Wydziale
Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Warsza-
wie, uzyskuj¹c 31.12.1952 dyplom magistra farmacji.

Cztery lata pó�niej rozpoczê³a studia humanistycz-
ne na Wydziale Filologicznym Uniwersytetu Warszaw-
skiego, uzyskuj¹c w 1962 absolutorium na Wydziale
Filologii Polskiej.

W 1974 r. w Warszawie po�lubi³a Tadeusza Józefa
Parnowskiego.

Pracê w Instytucie Leków, z którym zwi¹zana by³a
przez 50 lat, zaczyna³a jeszcze w okresie studiów
� 07.04.1952 r. Przeby³a kolejne etapy kariery pracow-
nika naukowego, od asystenta (1952�1954), st. asy-
stenta (1954�1960), przez adiunkta (1960�1973), do-
centa (1973�1984), a¿ do profesora (1984�2002). Pracê
w Instytucie Leków rozpoczê³a w Pracowni Mikrobio-
logicznego Badania Witamin Zak³adu Badania Orga-
nopreparatów i Witamin, przekszta³conego nastêpnie
w Zak³ad Biochemii. W okresie 1962�1967 zatrudnio-
na by³a w Zak³adzie Farmakologii, gdzie od pocz¹tku
1963 r. kierowa³a Pracowni¹ Badañ Mikrobiologicz-
nych, a od 01.12.64 by³a kierownikiem Pracowni Che-
mioterapii Mikrobiologicznej. W 1967 r. zosta³a kie-
rownikiem Samodzielnej Pracowni Kontroli Ja³owo�ci
P³ynów Iniekcyjnych i Infuzyjnych, zajmuj¹cej siê
kontrol¹ ja³owo�ci leków i materia³ów medycznych.
W zwi¹zku z narastaj¹c¹ liczb¹ badañ mikrobiologicz-
nych oraz ich ró¿norodno�ci¹, w Instytucie Leków
utworzono Zak³ad Mikrobiologii Farmaceutycznej,
którego kierownikiem by³a od 01.10.1975 do koñca
1996 r. Jednocze�nie w okresie 01.02.1984�11.04.1990
pe³ni³a funkcjê Zastêpcy Dyrektora Instytutu Leków
ds. kontroli jako�ci leków. Po odej�ciu na emeryturê
z koñcem 1999r, nadal zatrudniona by³a na pe³nym
etacie w Instytucie Leków, do 28.09.2002 r.

W swojej pracy zawodowej najpierw zajmowa³a
siê mikrobiologicznymi metodami oznaczania witamin
i aminokwasów w lekach i materiale biologicznym.

Uzyskane wyniki sta³y siê przedmiotem rozprawy dok-
torskiej pt: �Mikrobiologiczne badanie zawarto�ci
podstawowych aminokwasów w hydrolizatach ludz-
kiego osocza�, wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab.
Edmunda Mikulaszka. Po zdaniu egzaminu z mikro-
biologii i po obronie doktoratu, na Wydziale Farma-
ceutycznym Akademii Medycznej w Warszawie, dnia
02.07.1962 otrzyma³a stopieñ doktora farmacji.

W Zak³adzie Farmakologii Instytutu Leków zajmo-
wa³a siê pracami dotycz¹cymi badañ ja³owo�ci. W roku
1966, kiedy Pracownia Mikrobiologii zosta³a prze-
kszta³cona w Samodzieln¹ Pracowniê Mikrobiologii,
zakres pracy zwi¹zany z mikrobiologiczn¹ analiz¹ le-
ków rozszerzy³ siê o ocenê dzia³ania przeciwbakteryj-
nego zwi¹zków o dzia³aniu tuberkulostatycznym. Pani
Profesor opracowa³a tak¿e metody mikrobiologiczne
oznaczania aminokwasów, co pozwoli³o na zastosowa-
nie nowych metod w badaniach bia³ek krwi w stanach
fizjologicznych i patologicznych. Metody te wykorzy-
sta³a w badaniu spektrum bia³ek w przebiegu gru�licy
eksperymentalnej. Przez osiem miesiêcy, w latach
1967�68, pracowa³a w Instytucie Pasteura, gdzie pro-
wadzi³a badania sk³adu aminokwasowego bia³ek BCG.
Prace te sta³y siê podstaw¹ rozprawy habilitacyjnej.
Dnia 20.06.1969, na podstawie rozprawy pt: �Badania
nad zmianami ilo�ciowymi i jako�ciowymi bia³ek oso-
cza w gru�licy do�wiadczalnej �winek morskich� i po
kolokwium habilitacyjnym na Wydziale Farmaceu-
tycznym Akademii Medycznej w Krakowie uzyska³a
stopieñ doktora habilitowanego nauk mikrobiologicz-
nych, który zosta³ zatwierdzony w 1972 r.

Równolegle do badañ naukowych, po powrocie ze
stypendium we Francji, w 1968 r. rozpoczê³a prace
nad nowym w Polsce zagadnieniem � ocen¹ czysto�ci

Profesor dr hab. n. farm.
Wanda Wo�niak-Parnowska
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mikrobiologicznej leków nieparenteralnych. Uzyskane
wyniki by³y przedmiotem konferencji naukowej zorga-
nizowanej w pa�dzierniku 1969 r. w Instytucie Leków.
W tym roku równie¿ rozpoczê³a prace nad opracowa-
niem norm dotycz¹cych badañ mikrobiologicznych
leków i materia³ów medycznych dla �Compendium Me-
dicamentorum� przygotowywanego w ramach RWPG.

Rozwiniêciem tych zainteresowañ by³a redakcja
ksi¹¿ki �Mikrobiologiczne metody badañ leków i mate-
ria³ów biologicznych� wydanej przez PZWL w 1973 r.,
w której by³a autorem wielu rozdzia³ów.

Zainteresowanie problemami mikrobiologii farma-
ceutycznej kontynuowane a¿ do koñca pracy w Insty-
tucie spowodowa³o, ¿e Pani Profesor by³a bardzo
cenionym fachowcem w tej dziedzinie.

Opublikowa³a ponad 100 prac naukowych zwi¹za-
nych g³ównie z kontrol¹ mikrobiologicznej jako�ci
produktów leczniczych i wyrobów medycznych, asep-
tycznym wytwarzaniem leków, badaniem aktywno�ci
przeciwdrobnoustrojowej zwi¹zków chemicznych, pre-
paratów antyseptycznych i dezynfekcyjnych, badaniem
skuteczno�ci �rodków konserwuj¹cych a tak¿e wali-
dacj¹ procesów sterylizacji. Wielokrotnie bra³a udzia³
w zjazdach krajowych i zagranicznych, wyg³asza³a
referaty i prezentowa³a wyniki badañ w postaci plaka-
tów. Wyg³asza³a wyk³ady we Wszechnicy PAN oraz
by³a autork¹ dwóch filmów edukacyjnych, bra³a kil-
kakrotnie udzia³ w imprezach organizowanych przez
Uniwersytet Warszawski i PAN w ramach Festiwalu
Nauki. By³a promotorem 2 prac doktorskich wykona-
nych w Instytucie Leków.

Bra³a udzia³ w opracowaniu szeregu monografii
mikrobiologicznych do V wydania Farmakopei Pol-
skiej. Przez kilka lat by³a przewodnicz¹c¹ podkomisji
mikrobiologii w Komisji Farmakopei Polskiej. Ponad-
to, w ramach dzia³alno�ci dydaktycznej prowadzonej
w Instytucie Leków oraz w Katedrze Farmacji Cen-
trum Medycznego Kszta³cenia Podyplomowego, pro-
wadzi³a szkolenia dotycz¹ce metod mikrobiologicz-
nych analizy leków oraz higieny procesu wytwarzania
produktów leczniczych, dla pracowników przemys³u,
laboratoriów kontrolnych i placówek naukowych.
Wielokrotnie wizytowa³a zak³ady przemys³u farma-
ceutycznego, uczestnicz¹c w rozwi¹zywaniu aktual-
nych problemów mikrobiologicznych.

Bieg³a znajomo�æ jêzyków francuskiego i angiel-
skiego, a tak¿e niemieckiego oraz studia filologiczne
pomaga³y jej w pracy naukowej i dydaktycznej.

Uchwa³¹ Rady Pañstwa z 27.10.1983 nadano doc.
Wandzie Wo�niak-Parnowskiej tytu³ naukowy profe-
sora nadzwyczajnego nauk farmaceutycznych, Mini-
ster Zdrowia i Opieki Spo³ecznej Tadeusz Szelachow-
ski powo³a³ J¹ w dniu 01.02.1984 na stanowisko
profesora nadzwyczajnego w Instytucie Leków.

Ponadto uzyska³a specjalizacjê II° w zakresie mi-
krobiologii i serologii. Z pocz¹tkiem 1983 r. powo³ana

zosta³a na stanowisko zastêpcy, a po roku na stano-
wisko przewodnicz¹cego Zespo³u Specjalistycznego
w dziedzinie farmacja na okres 3 lat.

Od 1970 roku by³a cz³onkiem Zespo³u Mikrobiolo-
gicznego Miêdzynarodowej Federacji Farmaceutycznej
� FIP (Federation International of Pharmacy) i aktyw-
nie uczestniczy³a w jej pracach (w latach 90-tych jedno
ze spotkañ tego Zespo³u FIP zorganizowa³a w Warsza-
wie pod opiek¹ Instytutu Leków). Wspó³praca nauko-
wa i teoretyczna z FIP pozwoli³a na szybkie docieranie
do naszego kraju miêdzynarodowych opinii i osi¹gniêæ
naukowych dotycz¹cych badañ ja³owo�ci i czysto�ci
mikrobiologicznej leków oraz zwi¹zanych z ograni-
czaniem niebezpieczeñstwa tzw. zaka¿eñ odlekowych.
Waga istniej¹cego problemu spowodowa³a, ¿e Rada
Naukowa przy Ministrze Zdrowia zleci³a Pani Profesor
opracowanie odpowiedniej monografii. Praca pt: �Mi-
krobiologiczne ska¿enie leków� zosta³a opublikowana
w 1975 r. W tym samym roku Pani prof. W. Wo�niak-
Parnowska napisa³a ksi¹¿kê pt: �Konserwacja leków�.

By³a podporucznikiem pomocniczej s³u¿by wojsko-
wej kobiet i prowadzi³a sprawy wojskowo-obronne
w Instytucie Leków. Bra³a udzia³ w obradach komisji
RWPG w kraju i za granic¹.

Zosta³a odznaczona Srebrnym Krzy¿em Zas³ugi
(1976), odznak¹ �Za wzorow¹ Prace w S³u¿bie Zdro-
wia� (1982), nagrod¹ specjaln¹ II stopnia MZiOS �Za
szczególne osi¹gniêcia w pracy na rzecz ochrony zdro-
wia i pomocy spo³ecznej� oraz honorowym medalem
im. £ukasiewicza, nadawanym osobom ze �rodowiska
farmaceutycznego.

Pani prof. dr hab. Wanda Wo�niak-Parnowska by³a
aktywnym cz³onkiem towarzystw naukowych: Pol-
skiego Towarzystwa Badañ Radiacyjnych, Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologów (przez dwie kadencje
by³a Przewodnicz¹c¹ Oddzia³u Warszawskiego PTM
i w roku 1983 organizowa³a XX Zjazd PTM), Polskie-
go Towarzystwa Farmaceutycznego (w latach 1996�
1999 by³a Prezesem Oddzia³u Warszawskiego PTF).

Pod koniec swojej pracy w Instytucie Leków,
w zwi¹zku z jubileuszem 50-lecia Instytutu napisa³a
ciekaw¹, bogato ilustrowan¹ ksi¹¿kê: �Instytut Leków
1951�2001 Dzieje � ludzie � dokonania�, wydan¹
w 2001 roku przez Instytut Leków. Równolegle przygo-
towa³a rozprawê: �Charakterystyka naukowego dorobku
Instytutu Leków (1951�2002)�, opublikowan¹ w perio-
dyku Instytutu Historii Nauki PAN Analecta w 2002 r.

Pani prof. dr hab. Wanda Wo�niak-Parnowska za-
koñczy³a pracê w Instytucie Leków tu¿ przed jego
przekszta³ceniem w Narodowy Instytut Zdrowia Pu-
blicznego (01.10 2002). Zmar³a 26.12.2007 r. i zosta³a
pochowana na Cmentarzu Komunalnym d. Wojsko-
wym na Pow¹zkach.

Stefan Tyski
Zak³ad Mikrobiologii i Antybiotyków

Narodowy Instytut Leków
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1. Wstêp

Wirus JC (JC virus, JCV) nale¿y do rodzaju Polyo-
mavirus znajduj¹cego siê w obrêbie rodziny Polyoma-
viridae (wcze�niej by³ klasyfikowany w rodzinie
Papovaviridae). Materia³ genetyczny cz¹steczki wi-
rusa stanowi dwuniciowy kolisty DNA wielko�ci ok.
5130 pz (par zasad) [30]. Jego naturalnym i jedynym
gospodarzem jest cz³owiek [21]. JCV jest ma³o znanym
wirusem, choæ bardzo powszechnie wystêpuj¹cym
w populacji �wiatowej. Obecno�æ przeciwcia³ anty-JCV
stwierdza siê u ok. 90% osób na �wiecie [11]. Nato-
miast, wed³ug szacunków ekspertów ok. 40% ludzi to
osoby zaka¿one nim, co oznacza, ¿e w ich moczu znaj-
duje siê wirusowe DNA, wykrywalne metod¹ PCR [2].
Wirusa JC po raz pierwszy wyizolowano w 1970 r.,
od osoby chorej na postêpuj¹c¹ wieloogniskow¹ leuko-
encefalopatiê (progressive multifocal leucoencephalo-
pathy � PML), chorobê polegaj¹c¹ na demielinizacji
o�rodkowego uk³adu nerwowego (OUN) [12]. W j¹d-
rach zaka¿onych komórek mikrogleju wykryto wiriony
o budowie typowej dla poliomawirusa, którego nazwa-
no od inicja³ów pacjenta wirusem JC [12]. Okaza³o siê
pó�niej, ¿e JCV jest czynnikiem etiologicznym PML
[38]. Choæ JCV jest szeroko rozpowszechniony w�ród

ludzi, to nie jest patogenny dla wiêkszo�ci z nich, wy-
wo³uj¹c jedynie przelotne zaburzenia uk³adu moczo-
wego u nielicznych osób. Wirus ten uaktywnia siê do-
piero w wyniku os³abienia uk³adu immunologicznego,
np. na skutek podawania leków immunosupresyjnych
po przeszczepach organów [38]. U osób bez zaburzeñ
immunologicznych PML prawie siê nie spotyka.

Celem tego artyku³u jest ogólne przedstawienie
wiedzy dotycz¹cej wirusa JC oraz jego zwi¹zku z nie-
którymi schorzeniami, zwi¹zanymi z os³abieniem uk³a-
du immunologicznego oraz nowotworami przewodu
pokarmowego i mózgu.

2. Budowa wirusa JC

2.1. Kapsyd

Wirion JCV zawiera ikozaedralny kapsyd o �red-
nicy 45�50 nm [34]. Kapsyd liczy 72 kapsomery zbu-
dowane z trzech bia³ek kodowanych przez genom
wirusa: VP1, o d³ugo�ci 360 reszt aminokwasowych
(360 cz¹steczek tego bia³ka przypada na wirion), VP2
o d³ugo�ci 350 reszt aminokwasowych (30�60 cz¹ste-
czek) i VP3 o d³ugo�ci ok. 230 reszt aminokwasowych
(30�60 cz¹steczek) [34].

ROLA WIRUSA JC W PATOGENEZIE
CHORÓB NOWOTWOROWYCH I ZABURZEÑ

ZWI¥ZANYCH Z OS£ABIENIEM ODPORNO�CI

Dariusz Kmieciak, Szymon Dêbicki

Katedra Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego
ul. �wiêcickiego 6, 60-781 Poznañ, tel. (0-61) 8546516; faks (0-61) 8546510, e-mail: dkmiec@am.poznan.pl
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Role of the JC virus in the pathogenesis of cancer diseases and disorders associated with compromised immunity

Abstract: JC virus is a common human virus, found by PCR analysis in the urine of about 40% of tested individuals. In case of
serious immune deficiency, like AIDS, some cancers or after organ transplantation, JCV can infect and proliferate in neural tissue. It
results in a demyelinating disease of the brain, progressive multifocal leukoencephalopathy (PML). Recent reports have also pointed
to a role of JCV in cancerogenesis, in which viral proteins, particularly large antigen T, are involved. It applies to different brain
tumors and cancers of gastrointestinal tract, especially esophageal carcinomas, gastric cancers and colon rectal carcinomas. The aim
of this article is to describe molecular mechanisms of the JCV-mediated oncogenesis.

1. Introduction. 2. JC virion structure. 2.1. Capsid. 2.2. Genome. 2.3. Replication cycle. 3. Infection mode and heterogeneity of JCV.
4. JCV as an etiological agent in diseases of central nervous system and gastrointestinal tract. 4.1. Role of JCV in progressive
multifocal leucoencephalopathy. 4.2. Molecular mechanism of JCV influence on tumor development. 4.2.1. Cancers of gastrointestinal
tract. 4.2.2. Brain tumors. 5. Conclusion

S³owa kluczowe: wirus JC, du¿y antygen T, guzy mózgu, nowotwory przewodu pokarmowego
Key words: JC virus, large antigen T, brain tumors, cancers of gastrointestinal tract
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2.2. Genom

Genom JCV stanowi dwuniciowy, superhelikalnie
zwiniêty, kolisty DNA o d³ugo�ci 5130 pz [30] (Rys. 1).
Organizacja genomu wirusa JC jest bardzo konserwa-
tywna i podobna do genomów innych poliomawiru-
sów: SV40 i BK [30]. Homologia miêdzy SV40 i JCV
wynosi 69%, a pomiêdzy genomami BK i JCV siêga
75% [30]. W genomie JCV mo¿na wyró¿niæ trzy
regiony: tzw. wczesny i pó�ny region koduj¹cy oraz
region regulatorowy (transcriptional control region
� TCR) [30] (Rys. 1). Region TCR zawiera liczne, za-
chodz¹ce na siebie sekwencje regulatorowe, a tak¿e
miejsce pocz¹tku replikacji (ori), wzmacniacze oraz
wczesne i pó�ne promotory, z których bezpo�rednio
zachodzi transkrypcja odpowiednich genów wczesnych
i pó�nych [30]. W obrêbie TCR znajduj¹ siê sekwen-
cje, rozpoznawane przez niektóre komórkowe czynniki
transkrypcyjne takie jak: c-Jun i c-Fos tworz¹ce ro-
dzinê AP-1 (activating protein 1 family) oraz czynnik
NF-1X (Nuclear factor 1X) [56]. Bliskie s¹siedztwo
miejsc wi¹zania obu czynników w promotorze JCV
wskazuje na mo¿liwo�æ ich interakcji miêdzy sob¹.
Badania in vitro wykaza³y, ¿e czynnik NF-1X wp³ywa
na zwiêkszenie produkcji bia³ek wirusowych [56].
Na wi¹zanie NF-1X oddzia³ywuje negatywnie c-Jun,
który w ten sposób obni¿a produkcjê bia³ek wiruso-
wych, a co zatem idzie, mo¿e regulowaæ poziom ak-
tywno�ci wirusa JC [56].

Produkty wczesnego regionu koduj¹cego, tzw. an-
tygeny T, pojawiaj¹ siê jako pierwsze w procesie trans-
krypcji zaraz po wnikniêciu wirusa do j¹dra i jego od-

p³aszczeniu, i bior¹ udzia³ w stymulacji komórki go-
spodarza do wytwarzania enzymów potrzebnych do
replikacji DNA komórkowego, przygotowuj¹c tym sa-
mym komórkê do replikacji wirusowego DNA [63].
Bia³ka pó�nego regionu koduj¹cego czyli bia³ka kap-
sydu (viral proteins 1�3; VP1, VP2 i VP3) oraz agno-
proteina powstaj¹ dopiero po replikacji wirusowego
genomu i nie bior¹ bezpo�redniego udzia³u w ekspre-
sji informacji genetycznej wirusa [34].

Wczesny prekursorowy mRNA wirusa JC podlega
alternatywnemu sk³adaniu (splicing) do piêciu dojrza-
³ych transkryptów, koduj¹cych bia³ka: du¿y antygen T
(T-Ag), ma³y antygen t (t-ag), T�(165), T�(136) oraz
T�(135) [51]. Wszystkie te bia³ka posiadaj¹ jednakowe
koñce aminowe (N-koñce) z³o¿one z 81 reszt amino-
kwasowych. Poza tym ka¿de bia³ko charakteryzuje siê
w³asnym unikalnym koñcem karboksylowym (C-ko-
niec), z wyj¹tkiem T-Ag i T�(165), u których C-koñce
pokrywaj¹ siê [51]. Obecno�æ podobnych sekwencji
miêdzy bia³kami wczesnymi wirusa JC sugeruje, ¿e an-
tygeny te wchodz¹ w interakcje miêdzy sob¹, a funk-
cjonaln¹ domen¹, która odpowiada za te oddzia³ywania
jest domena N-koñcowa [51]. Najlepiej zbadanym bia³-
kiem wczesnym wirusa JC jest du¿y antygen T (T-Ag)
[34]. Oko³o 95% T-Ag jest zlokalizowane w j¹drze
komórki gospodarza [34]. Wystêpuje tam w nukleoplaz-
mie w formie wolnej lub zasocjowanej z chromatyn¹
i macierz¹ j¹drow¹ [34]. Antygen T jest wieloczynno�-
ciowym bia³kiem, które poprzez bezpo�rednie interak-
cje z czynnikami komórkowymi bierze udzia³ w regu-
lacji cyklu komórkowego i przetrwaniu komórki [66].
Wykazano, ¿e czynniki c-Jun oraz c-Fos potrafi¹ zna-
cz¹co zmniejszyæ replikacjê i transkrypcjê genów JCV
[41]. Wynika to m.in. z fizycznej interakcji pomiêdzy
c-Jun, a bia³kiem regulatorowym wirusa T-Ag [41].
Jak siê wydaje, jest to jeden ze sposobów w jaki du¿y
antygen T-Ag powoduje transregulacjê promotorów
zarówno wirusowych, jak i komórkowych, której skut-
kiem s¹ zmiany w ekspresji genów [66]. Wreszcie,
T-Ag jest jedynym bia³kiem wirusowym wymaganym
do replikacji w³asnego DNA, wi¹¿¹c siê z nim i wyka-
zuj¹c aktywno�æ helikazy [3, 66]. Antygen T ulega
modyfikacjom potranslacyjnym g³ównie przez fosfo-
rylacjê reszt seryny i treoniny, ale równie¿ przez o-gli-
kozylacjê, acylacjê, adenylacjê, ADP-rybozylacjê [66].
Ma³y antygen t (t-ag) jest bia³kiem bogatym w cyste-
inê, zlokalizowanym g³ównie w j¹drze komórkowym
gospodarza, rzadziej w cytoplazmie. Posiada zdolno�æ
wi¹zania siê z niektórymi bia³kami komórkowymi,
czego efektem mo¿e byæ stymulacja wzrostu komórki
[34]. Bia³ka T�(135), T�(136), T�(165) s¹ izoformami
du¿ego antygenu T, które powstaj¹ w wyniku alterna-
tywnego sk³adania prekursorowego wczesnego mRNA.
Podobnie jak du¿y antygen T, mog¹ wi¹zaæ siê z nie-
którymi bia³kami regulacyjnymi komórki, takimi jak:

Rys. 1. Schemat genomu wirusa JC
Kolisty dwuniciowy DNA, o d³ugo�ci ok. 5130 pz, podzielony jest na
dwa regiony. Wczesny region koduj¹cy, obejmuje geny dla ma³ego anty-
genu t (t-ag) oraz du¿ego antygenu T (T-Ag), wraz z jego formami
powstaj¹cymi w wyniku alternatywnego sk³adania: T�(165), T�(136)
i T�(135). Pó�ny region koduj¹cy zawiera gen bia³ka pomocniczego agno-
proteiny (LP1) oraz geny bia³ek kapsydu VP1-3. Pomiêdzy nimi znajduje
siê region regulatorowy (TCR), w którym znajduje siê miejsce startu repli-
kacji (ori), a tak¿e sekwencje promotorowe i regulatorowe dla wczesnego
i pó�nego regionu koduj¹cego. Numeracja zasad (podana w kpz) rozpo-
czyna siê od miejsca ori i biegnie zgodnie z ruchem wskazówek zegara.
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p107 i p130, nale¿¹cymi do rodziny pRB (wiêcej w dal-
szej czê�ci tekstu), upo�ledzaj¹c ich funkcje, i w kon-
sekwencji doprowadzaj¹c do nowotworzenia [8].

Pó�ny rejon koduj¹cy wirusa JC zawiera geny agno-
proteiny (inaczej bia³ko LP1 � leader protein 1) oraz
trzech bia³ek kapsydu: VP1, VP2, VP3. Agnoproteina
jest 71-aminokwasowym bia³kiem o masie cz¹steczko-
wej 8 kD, produkowanym w pó�nej fazie cyklu repli-
kacyjnego wirusa, jednak¿e nie stwierdza siê jej wy-
stêpowania w wirionie [15, 26]. W komórkach mo¿na
j¹ znale�æ g³ównie w cytoplazmie, szczególnie w rejo-
nach oko³oj¹drowych, podczas gdy w j¹drze wystêpuje
w ma³ych ilo�ciach [15]. Podobn¹ lokalizacjê obser-
wowano w komórkach transfekowanych plazmidami
zawieraj¹cymi gen agnoproteiny [15]. Przypuszczalnie
bia³ko to pe³ni rolê regulatorow¹ w replikacji i ekspre-
sji genów wirusa, jak równie¿ w sk³adaniu wirionów
i ich rozprzestrzenianiu [15, 40]. Liczne badania poka-
za³y równie¿, ¿e agnoproteina ma mo¿liwo�æ wi¹zania
siê do innych bia³ek wirusowych (np. T-Ag), jak rów-
nie¿ do czynników komórkowych takich jak: p53 oraz
Ku70 i Ku80, dereguluj¹c cykl komórkowy [14, 15].
Obecno�æ samej agnoproteiny, bez innych bia³ek wiru-
sa JC, wp³ywa hamuj¹co na wzrost komórek poprzez
zatrzymanie ich g³ównie w fazie G2/M [14]. Obserwu-
je siê wtedy równie¿ zmniejszon¹ aktywno�æ cyklin A
i B [14]. Dodatkowo, agnoproteina wywiera toksyczny
wp³yw na komórkê poprzez hamowanie i uniemo¿li-
wianie naprawy uszkodzonego DNA [15]. Pod jej wp³y-
wem zwiêksza siê w komórce liczba pofragmentowa-
nych chromosomów oraz pojawiaj¹ siê zgrupowania
fragmentów j¹dra [15]. Rola agnoproteiny w hamowa-
niu procesu naprawy DNA polega na jej wi¹zaniu siê
do dwóch czynników, Ku70 i Ku80, bior¹cych udzia³
w tym procesie i inaktywacji ich [15]. Modulacja dzia-
³ania bia³ek Ku70 i Ku80 mo¿e byæ jednym z wa¿nych
czynników steruj¹cych cyklem ¿yciowym wirusa JC,
a tak¿e przyczyn¹ nowotworzenia [15]. W przypadku
koinfekcji astrocytów ludzkich wirusami JCV i HIV-1,
zaobserwowano spadek poziomu replikacji HIV-1,
z równoczesnym niewielkim podniesieniem poziomu
replikacji JCV [37]. Za efekt ten mo¿e byæ odpowie-
dzialna agnoproteina, gdy¿ eksperymenty wykaza³y, ¿e
wi¹¿e siê ona z bia³kiem Tat HIV-1 [37]. W ten sposób
hamuje ona jego interakcjê z sekwencj¹ docelow¹ RNA
HIV-1, TAR, a tak¿e z cyklin¹ T1, bia³kiem bêd¹cym
podjednostk¹ tzw. pozytywnego czynnika b elongacji
transkrypcji (positive transcription elongation factor
b, P-TEFb), z podjednostk¹ p65 czynnika NF-kappaB
oraz z czynnikiem Sp1 [37, 55]. W przypadku zabu-
rzonej funkcji Tat, polimeraza RNA II nie przeprowa-
dza wydajnej transkrypcji genów HIV-1 z miejsca
startu tj. z LTR (Long Terminal Repeat) wirusa, sekwen-
cji zawieraj¹cej miejsca wi¹zania ró¿nych komórko-
wych czynników transkrypcyjnych [37, 55].

2.3. Cykl replikacyjny

W cyklu replikacyjnym JCV mo¿na wyró¿niæ dwie
fazy: wczesn¹ i pó�n¹. Faza wczesna obejmuje adsorp-
cjê wirusów do komórki i trwa do rozpoczêcia repli-
kacji wirusowego DNA [34]. W tym czasie cz¹steczki
wirusa ³¹cz¹ siê z powierzchni¹ komórki, wykorzystu-
j¹c do tego celu reszty kwasu sjalowego obecne w re-
ceptorach glikoproteinowych [22, 31, 32]. Na podsta-
wie badañ z u¿yciem cz¹steczek wirusopodobnych,
tzw. VLP (virus-like particles), zawieraj¹cych na swo-
jej powierzchni tylko g³ówne bia³ko kapsydu VP1,

Rys. 2. Wej�cie wirusa JC do komórki
W adsorpcji JCV do komórki uczestnicz¹ reszty kwasu sjalowego, bêd¹-
cego sk³adnikiem glikoprotein powierzchniowych. Nastêpnie dochodzi
do po³¹czenia z receptorem. Doniesiono, ¿e tak¹ rolê pe³ni receptor
serotoninowy. W wyniku endocytozy zale¿nej od klatryny, bia³ka, które
uczestniczy w uformowaniu siê pêcherzyka endosomalnego, wirus wcho-
dzi do �rodka komórki. Jak siê s¹dzi, JCV, podobnie jak i inne ligandy,
przechodzi typow¹ drogê, polegaj¹c¹ na skierowaniu do wczesnych endo-
somów, a potem podlega sortowaniu, decyduj¹cemu o tym, czy znajdzie
siê w endosomie powracaj¹cym na powierzchniê komórki czy te¿ w endo-
somie pó�nym i/lub lizosomie. W przypadku wirusa JC, etapy te s¹ nadal
w trakcie badañ. Po dotarciu w pobli¿e j¹dra wirion opuszcza endosom
i zostaje zwi¹zany z importyn¹ ", która rozpoznaje sygna³ lokalizacji
j¹drowej (NLS) obecny na powierzchni bia³ka kapsydu VP1. Importyna
" tworzy heterodimer z importyn¹ $, która z kolei rozpoznaje kompleks
porowy j¹dra (nuclear pore complex, NPC). W rezultacie wirion wnika
przez ten kompleks do j¹dra, gdzie ulega odp³aszczeniu i dochodzi do

transkrypcji genów wirusowych.
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skonstruowano prawdopodobny mechanizm penetracji
wirusa JC [52, 53] (Rys. 2). Po wnikniêciu do komórki
drog¹ endocytozy zale¿nej od bia³ka komórkowego
klatryny, cz¹steczki wirusa zamkniête w endosomach
ulegaj¹ przemieszczaniu w kierunku j¹dra komórko-
wego. Opuszczenie endosomów przez wiriony nastê-
puje dopiero przy zewnêtrznej stronie b³ony j¹drowej
[52, 53]. Samo wej�cie wirusa JC do j¹dra nastêpuje
przez kompleks porowy j¹dra (nuclear pore complex
� NPC) przy udziale importyn " i $ [52, 53]. Jest to
mo¿liwe gdy¿ importyna " rozpoznaje sygna³ lokali-
zacji j¹drowej (nuclear localization signal � NLS)
obecny w bia³ku kapsydowym VP1 [52, 53] (Rys. 2).
W j¹drze komórkowym genom wirusowy ulega od-
p³aszczeniu i zachodzi jego transkrypcja z u¿yciem
polimerazy RNA II gospodarza, prowadz¹ca do po-
wstania mRNA wczesnych [63]. Na tych mRNA syn-
tetyzowane s¹ wirusowe bia³ka wczesne � antygeny T,
które stymuluj¹ komórkê gospodarza do wytwarzania
enzymów potrzebnych do replikacji DNA komórko-
wego, przygotowuj¹c tym samym komórkê do repli-
kacji DNA wirusowego [63]. Proces ten zachodzi
dziêki zdolno�ci antygenu T do aktywacji ekspresji
genów komórkowych oraz w³asnych [63]. Geny wiru-
sowe s¹ aktywowane po zwi¹zaniu siê T-Ag z rejo-
nem wzmacniacza transkrypcji promotora wiruso-
wego. Antygen T wi¹¿e siê tak¿e z polimeraz¹ DNA "
oraz z innymi bia³kami odpowiedzialnymi za regula-
cjê wzrostu komórki [62, 63].

Faza pó�na cyklu replikacyjnego wirusa JC roz-
poczyna siê wraz z inicjacj¹ replikacji DNA wiru-
sowego [34]. Jednak¿e trzeba zaznaczyæ, ¿e sam pro-
ces replikacji nie jest do koñca poznany w przypadku
wirusa JC, a przedstawiana wiedza w tym zakresie
opiera siê na badaniach nad innym, blisko spokrew-
nionym wirusem SV40. Replikacja zachodzi w j¹drze
komórki gospodarza i bierze w niej udzia³ antygen T
(T-Ag) oraz enzymy komórkowe [63]. Sze�æ cz¹ste-
czek antygenu T, dziêki jego zdolno�ci do wi¹zania
DNA i aktywno�ci helikazowej, przy³¹cza siê do DNA
wirusa w miejscu startu replikacji i katalizuje roz-
platanie nici DNA [3]. Po rozpleceniu nici DNA bia³-
ko to tworzy kompleks z bia³kiem replikacyjnym A
(RPA), tworz¹c kompleks preinicjuj¹cy replikacjê, do
którego przy³¹cza siê nastêpnie "-prymaza polimera-
zy DNA, przekszta³caj¹c go w kompleks inicjacyjny
[62]. Synteza DNA zachodzi w dwóch kierunkach
wokó³ kolistego DNA wirusa. Przesuwanie siê wide-
³ek replikacyjnych u³atwione jest dziêki aktywno�ci
helikazowej antygenu T [3]. W fazie pó�nej zachodzi
równie¿ ekspresja genów pó�nych koduj¹cych bia³ka
kapsydu wirusa, sk³adanie cz¹steczek wirusa w j¹drze
zaka¿onej komórki oraz uwolnienie wirusa z komórki
[34]. Proces uwolnienia wirusa JC prowadzi do lizy
komórek [20].

3. Sposób zaka¿enia i zmienno�æ JCV

Dane serologiczne wskazuj¹, ¿e bezobjawowe infek-
cje JCV czêsto zdarzaj¹ siê u ma³ych dzieci [65]. Po
zaka¿eniu JCV utrzymuje siê w komórkach gospoda-
rza z regu³y przez ca³e jego ¿ycie. Prawdopodobnie
wirus JC dostaje siê do organizmu cz³owieka drog¹
pokarmow¹ (gdzie stwierdza siê jego obecno�æ) wraz
z zanieczyszczon¹ wod¹ i ¿ywno�ci¹ [5]. Czêsto wy-
krywany jest w migda³kach co sugeruje, ¿e mo¿e to
byæ pocz¹tkowe miejsce jego infekcji [44]. Po wnik-
niêciu do organizmu wirus JC pozostaje w tkance ner-
kowej, replikuj¹c siê na relatywnie niskim poziomie
i mo¿e byæ izolowany z moczu [7]. W nerkach JCV
pozostaje w fazie utajonej, nie przechodz¹c pe³nego
cyklu replikacyjnego i tym samym nie doprowadza do
lizy komórek [65]. Wirus JC mo¿e równie¿ uaktyw-
niaæ siê (tzw. aktywna infekcja) in vivo w stanach
znacznego os³abienia uk³adu immunologicznego go-
spodarza [19, 65]. Wówczas wnika do neuronów wy-
korzystuj¹c, jak siê wydaje, ich receptory serotonino-
we [23]. Poza tkank¹ nerkow¹ i mózgow¹ wirus JC
mo¿e byæ wykrywany, jak wspomniano, w migda³-
kach, a tak¿e w okrê¿nicy, wêz³ach ch³onnych, szpiku
kostnym, �ledzionie i w¹trobie, oraz innych tkankach
wliczaj¹c osocze krwi i limfocyty [44, 24]. Te ostatnie
prawdopodobnie s³u¿¹ wirusowi do przemieszcza-
nia siê miêdzy nerkami (a tak¿e innymi tkankami),
a o�rodkowym uk³adem nerwowym [17].

Forma wirusa zwykle wykrywana w moczu nazy-
wana jest JCV archetypowym (archetype) i zawiera
pojedyncz¹ kopiê sekwencji wirusowego promotora
i wzmacniacza w rejonie regulatorowym (TCR) [27,
48]. Drugi wariant wirusa JC, nazywany przestawionym
(rearranged), jest kojarzony z aktywn¹ infekcj¹ wirusa
w mózgu, spowodowan¹ immunosupresj¹ gospodarza,
np. w wyniku zaka¿enia wirusem HIV-1 [27, 28, 48].
Ta forma posiada delecje i/lub duplikacje niektórych se-
kwencji regulatorowych, co w konsekwencji prowadzi
do zmiany tropizmu tkankowego oraz potencja³u pa-
togennego wirusa JC, przyczyniaj¹c siê do powstania
takich chorób jak postêpuj¹ca wieloogniskowa leuko-
encefalopatia (PML) i niektóre nowotwory [27, 28, 48].

Epidemiologicznie wirusy JC mo¿na podzieliæ na
przynajmniej siedem typów wystêpuj¹cych w ró¿nych
obszarach geograficznych [2]. Klasyfikacja wirusów
oparta jest o jego ró¿ne sekwencje w rejonie koduj¹-
cym bia³ko kapsydu VP1 oraz w rejonie regulatorowym
(TCR) [2]. Ró¿nice w sekwencjach miêdzy poszczegól-
nymi typami wynosz¹ od 1�3% [1]. Typ 1 wystêpuje
g³ównie w Europie, typy 2 i 7 s¹ charakterystyczne dla
Azji, a typy 3 i 6 dla Afryki. Ka¿dy typ mo¿e mieæ kil-
ka podtypów, ró¿ni¹cych siê nieznacznie genotypami
(0,5�1%) [35]. Charakterystycznymi typami dla krajów
rozwiniêtych Europy oraz USA s¹: 1A, 1B oraz 2 [1, 2].
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4. Rola JCV jako czynnika etiologicznego
w schorzeniach o�rodkowego uk³adu
nerwowego i przewodu pokarmowego

4.1. Udzia³ JCV w postêpuj¹cej wieloogniskowej
leukoencefalopatii

JCV jest g³ównie kojarzony jako czynnik etiologicz-
ny zespo³u klinicznego o nazwie postêpuj¹ca wieloog-
niskowa leukoencefalopatia (PML) [38, 39]. W 1958 r.
ukaza³ siê pierwszy opis tego zespo³u, charakteryzuj¹-
cego siê niedow³adem po³owicznym, zaburzeniami mo-
wy i widzenia, otêpieniem oraz nieuchronnym zgonem
chorego w ci¹gu kilku miesiêcy [12]. Nale¿y podkre�-
liæ, ¿e PML, rzadko opisywana, wystêpuje najczê�ciej
u starszych osób, u których ju¿ wcze�niej stwierdzono
schorzenie uk³adu siateczkowo-�ródb³onkowego [39].
Pierwsze trzy przypadki opisano u pacjentów chorych
na bia³aczkê limfatyczn¹ b¹d� na chorobê Hodgkina
[12]. Uszkodzenia mózgu polegaj¹ na pojawianiu siê
licznych ognisk demielinizacji tkanki nerwowej oraz
oligodendrocytów o nieprawid³owej budowie, które
s¹ g³ównym miejscem aktywnej infekcji JCV [12]. Te
cechy kliniczne i patologiczne odzwierciedla nazwa
zespo³u chorobowego � postêpuj¹ca wieloogniskowa
leukoencefalopatia (PML). W leczeniu PML stosowa-
no i wykazano niewielk¹ skuteczno�æ cytarabiny, ale
w praktyce rokowanie w przypadku tej choroby jest
zawsze niepomy�lne [12]. PML a¿ do niedawna by³a
stosunkowo rzadk¹ chorob¹. Wiêkszego znaczenia na-
bra³a ostatnio, jako objaw lub powik³anie AIDS, co nie
jest zaskakuj¹ce u tych chorych, maj¹cych tak bardzo
upo�ledzon¹ odporno�æ. PML powoduje �mieræ oko³o
5% chorych na AIDS [4]. Zasugerowano, ¿e po-
wi¹zanie pomiêdzy zaka¿eniem HIV-1, a rozwojem
PML wynika przynajmniej czê�ciowo z produkcji licz-
nych cytokin w centralnym uk³adzie nerwowym w od-
powiedzi na infekcjê HIV-1 [43]. Zwi¹zek przeciw-
zapalny, cyklosporyna A, zapobiegaj¹c aktywacji
czynnika transkrypcyjnego zwanego j¹drowym czyn-
nikiem aktywowanych komórek T 4 (nuclear factor
of activated T cells 4, NFAT4), hamowa³ zaka¿enie
komórek gleju wirusem JC [43]. Z kolei sam NFAT4,
jak wykazano, wi¹za³ siê do sekwencji promotoro-
wych wirusa JC, aktywuj¹c w ten sposób transkryp-
cjê zarówno genów wczesnych, jak i pó�nych, a pro-
dukty genów wczesnych dodatkowo wzmacnia³y efekt
NFAT4 [43]. Udzia³ NFAT4 w zaka¿eniu centralnego
uk³adu nerwowego przez JCV sugeruje zaanga¿owa-
nie �cie¿ki sygna³owej z u¿yciem jonów wapnia w celu
aktywacji tego czynnika [43].

Badania wykaza³y obecno�æ genów wirusa JC
w leukocytach 40,3% pacjentów chorych na AIDS [20].
Dla porównania u zdrowych ludzi procent ten wynosi
tylko 8 [20]. W wyniku analizy próbek mózgu pobra-

nych od osób z PML, zarówno HIV-pozytywnych, jak
i HIV-negatywnych, stwierdzono obecno�æ nacieków
zapalnych (inflammatory infiltrates) wewn¹trz i wokó³
zmienionej chorobowo tkanki [71]. Nacieki te zawie-
ra³y g³ównie limfocyty T CD8+, prawdopodobnie roz-
poznaj¹ce antygeny wirusowe [71].

4.2. Mechanizm molekularny wp³ywu JCV
na rozwój nowotworów

Drug¹ wa¿n¹ grup¹ schorzeñ, w których postuluje
siê udzia³ wirusa JC jako czynnika etiologicznego, s¹
nowotwory [69]. Zaburzaj¹c cykl komórkowy JCV
wp³ywa na komórkê gospodarza powoduj¹c jej przej�-
cie z fazy G1 do fazy S, co w efekcie prowadzi do
nieograniczonej i niekontrolowanej proliferacji komór-
kowej [66]. G³ównym elementem wirusa JC, który od-
powiada za rozwój nowotworu jest jedno z bia³ek
wczesnych wirusa, du¿y antygen T (T-Ag) [58, 69].
Molekularny mechanizm dzia³ania antygenu T polega
na wi¹zaniu siê do dwóch g³ównych czynników kon-
troluj¹cych cykl komórkowy, tj. bia³ek nale¿¹cych do
rodziny pRB (retinoblastoma protein family): p107
i p130 oraz p53, powoduj¹c ich inaktywacjê i zaburze-
nia w przebiegu cyklu komórkowego [9, 42] (Rys. 3).

Rys. 3. Udzia³ wirusa JC w nowotworzeniu
W cyklu komórkowym bia³ka pRB i p53 zapobiegaj¹ zbyt wczesnemu
podzia³owi komórki (pRB) oraz nagromadzeniu siê szkodliwych muta-
cji (p53). Zwi¹zanie pRb z czynnikiem transkrypcyjnym E2F powoduje,
¿e nie ulegaj¹ ekspresji kluczowe bia³ka odpowiedzialne za  przej�cie
komórki z fazy G1(G0) do fazy S cyklu. Du¿y antygen T (T-Ag) wirusa JC
wi¹¿e siê z pRB, przez co czynnik E2F zostaje uwolniony i aktywuje
transkrypcjê genów odpowiedzialnych za proliferacjê materia³u gene-
tycznego i podzia³ komórki. Dodatkowo, T-Ag wi¹¿e bia³ko p53, które
pe³ni rolê w utrzymaniu integralno�ci genomu poprzez wp³yw na eks-
presjê czynników bior¹cych udzia³ w naprawie DNA w przypadku jego
uszkodzenia, a gdy uszkodzenia s¹ zbyt du¿e, w zahamowaniu podzia³u
komórki i wyindukowaniu apoptozy. Procesy te prowadz¹ do akumulo-
wania siê zmian w materiale genetycznym i niekontrolowanego podzia³u
komórki, która przez to mo¿e przekszta³ciæ siê w komórkê nowotworow¹.
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Bia³ka pRb reguluj¹ przej�cie komórki z fazy G1(G0)
do fazy S cyklu komórkowego, natomiast p53 w przy-
padku uszkodzenia genomu komórki zatrzymuje cykl
w fazie G1, umo¿liwiaj¹c naprawê materia³u genetycz-
nego. Gdy uszkodzenia s¹ zbyt du¿e, kieruje ono ko-
mórkê na drogê apoptozy [9, 42].

Antygen T wi¹¿e siê z pRB po³¹czonym w kom-
pleksie z czynnikiem transkrypcyjnym E2F (E2F/pRB),
co prowadzi do rozbicia kompleksu E2F/pRB. Uwol-
niony w ten sposób czynnik transkrypcyjny E2F akty-
wuje liczne geny komórkowe, odpowiedzialne za wej�-
cie komórki w fazê S cyklu komórkowego [9, 70]
(Rys. 3). Formy alternatywne du¿ego antygenu T,
T�(135), T�(136) i T�(165) równie¿ wi¹¿¹ bia³ka z ro-
dziny pRB oraz wzmacniaj¹ replikacjê wirusowego
DNA [29]. Prawdopodobnie, mimo ¿e posiadaj¹ tak¹
sam¹ sekwencjê poczynaj¹c od koñca aminowego,
formy alternatywne T�(135), T�(136) i T�(165) wi¹¿¹
czynniki p107 oraz p130 i zmieniaj¹ poziom ich fos-
forylacji w ró¿nym stopniu, ale dzia³aj¹c wspólnie,
inaktywuj¹ bia³ka regulatorowe cyklu komórkowego,
w koñcu prowadz¹c do transformacji komórkowej [8].
Aktywno�æ samego antygenu T-Ag, jak równie¿ jego
form alternatywnych, tak¿e zale¿y od fosforylacji kon-
serwatywnej reszty treoniny w miejscu 125 (T125)
[66]. Mutacja tego miejsca polegaj¹ca na zamianie tre-
oniny na alaninê powoduje powstanie niestabilnej for-
my T-Ag, ale trzy bia³ka alternatywne T� zachowuj¹
swoje w³a�ciwo�ci i wi¹za³y, chocia¿ ze s³abszym po-
winowactwem, bia³ka rodziny pRB, jednak¿e nie by³y
zdolne do uwolnienia czynnika transkrypcyjnego E2F
z kompleksów RB-E2F [66]. Co ciekawe, zarówno an-
tygen T-Ag, jak i jego formy alternatywne T�, z muta-
cj¹ polegaj¹c¹ na zamianie T125 na asparaginian, wi¹-
za³y bia³ka pRB, p107 i p130, silniej ni¿ bia³ka typu
dzikiego, a dodatkowo formy T� wydajnie uwalnia³y
czynnik E2F z kompleksów RB-E2F [66]. Jak siê wy-
daje, w fosforylacji treoniny 125 bierze udzia³ kinaza
zale¿na od cykliny, w kompleksie z ni¹ (cyclin-cyclin-
dependent kinase), co wskazywa³oby na to, ¿e te
funkcje T-Ag i trzech form T�, które odpowiadaj¹ za
replikacjê wirusa i transformacjê onkogenn¹, s¹ regulo-
wane w sposób zale¿ny od cyklu komórkowego [66].

W przypadku p53 antygen T wi¹¿e siê z odpowied-
ni¹ domen¹ tego bia³ka (odpowiedzialn¹ za oddzia³y-
wania z DNA), przez co blokuje dostêp p53, jako
czynnika transkrypcyjnego, do odpowiednich sekwen-
cji w DNA (koduj¹cych czynniki bior¹ce udzia³ w na-
prawie DNA lub w apoptozie komórki) i tym samym
hamuje ich transkrypcjê [34, 42] (Rys. 3).

Wskazano równie¿ na wp³yw du¿ego antygenu T
na �cie¿kê sygna³ow¹ aktywowan¹ przez substrat dla
receptora insulinowego 1 (insulin receptor substrate 1,
IRS-1), g³ówn¹ cz¹steczkê sygna³ow¹ receptora insu-
linopodobnego czynnika wzrostu I (insulin-like growth

factor I receptor, IGF-IR) [57]. Po translokacji IRS-1
do j¹dra, w czym uczestniczy T-Ag, IRS-1 wi¹¿e bia³-
ko Rad51 na miejscu uszkodzonego DNA powoduj¹c
hamowanie jego naprawy na zasadzie rekombinacji
homologicznej (homologous recombination directed
DNA repair, HRR) [57]. W efekcie dochodzi do aku-
mulacji mutacji w komórce, a wraz z nimi do nie-
stabilno�ci genetycznej, naruszaj¹cej integralno�æ
materia³u genetycznego. Zarówno wadliwa naprawa
uszkodzonego DNA, czy te¿ defekty w zachowaniu
telomerów, rozdzia³u chromosomów, mog¹ z kolei
przyczyniæ siê do rozwoju nowotworów [57]. Ponie-
wa¿ wiadomo, ¿e du¿y antygen T JCV posiada zdol-
no�æ transformacji komórek in vitro, jak i przyczynia
siê do powstawania nowotworów u zwierz¹t do�wiad-
czalnych, opisany powy¿ej mechanizm jego wp³y-
wania na naprawê DNA mo¿e odgrywaæ wa¿n¹ rolê
w powstawaniu nowotworów u cz³owieka [57].

4.2.1. Nowotwory przewodu pokarmowego

Liczne do�wiadczenia potwierdzi³y wysok¹ czês-
totliwo�æ wystêpowania sekwencji genu T-Ag, a tak¿e
wydajn¹ syntezê T-Ag w nowotworach przewodu po-
karmowego, np. w raku prze³yku, ¿o³¹dka, jelita oraz
okrê¿nicy, co ma, jak siê wydaje, zwi¹zek z postulo-
wanym sposobem zaka¿enia tym wirusem, tj. poprzez
zanieczyszczon¹ wodê i ¿ywno�æ [10, 19, 46, 61]. Na
przyk³ad w tkankach nowotworowych okrê¿nicy (co-
lon rectal carcinoma) sekwencje DNA wirusa JC, jak
równie¿ blisko spokrewnionego wirusa BK, zosta³y
zidentyfikowane u 16 z 18 badanych pacjentów co sta-
nowi 88,9% [10]. Natomiast badania przeprowadzone
w Japonii wykaza³y, ¿e du¿y antygen T zosta³ ziden-
tyfikowany w 6 z 23 próbek tkanek raka okrê¿nicy, co
stanowi 26,1%. [36]. Jednocze�nie nie wykryto w nich
sekwencji swoistych dla bia³ka otoczki VP1 i agno-
proteiny [36]. W doniesieniu z USA wykazano meto-
d¹ PCR obecno�æ wczesnych sekwencji wirusowych
w 22 z 27 próbek raka okrê¿nicy [25]. W ponad 50%
pozytywnych przypadków stwierdzono ekspresjê bia-
³ek T-Ag oraz agnoproteiny, ale nie bia³ek otoczki
[25]. Nieobecno�æ tych ostatnich sugeruje, ¿e w ko-
mórkach zmienionych nowotworowo nie dochodzi do
replikacji wirusa zakoñczonej pojawieniem siê wi-
rionów potomnych [25, 36]. W komórkach rakach
okrê¿nicy antygen T mo¿e wchodziæ w interakcje
z beta-katenin¹ (beta-catenin), bia³kiem, którego ilo�æ
w cytozolu, a nastêpnie w j¹drze zwiêksza siê w wyni-
ku aktywacji �cie¿ki sygna³owej Wnt [25]. W j¹drze
$-katenina wchodzi w interakcje ze swoistymi czyn-
nikami transkrypcyjnymi, stymuluj¹c w ten sposób
ekspresjê genów, m.in. c-myc, którego produkt akty-
wuje cykl komórkowy i proliferacjê [25]. W przypadku
równoczesnej produkcji i obecno�ci tych dwóch bia³ek,
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tj. T-Ag oraz beta-kateniny, dochodzi do wzmocnienia
transkrypcji z promotora genu c-myc [25, 58]. Ponadto,
w nowotworach okrê¿nicy antygen T wirusa JC pro-
wadzi, jak siê wydaje, komórki do niestabilno�ci ge-
netycznej i epigenetycznej, w³a�nie poprzez interakcjê
m.in. z beta-katenin¹ i p53, co przejawia siê w postaci
zmienionych chromosomów [33, 47, 58]. Powód nie-
stabilno�ci chromosomalnej polegaj¹cej na delecjach,
duplikacjach i rearan¿acjach w komórkach raka okrê¿-
nicy jest ci¹gle kwesti¹ w du¿ej mierze do wyja�nienia.
W przypadku infekcji poliomawirusami postulowany
mechanizm transformacji nowotworowej polega na
tym, ¿e JCV obecny w przewodzie pokarmowym uak-
tywnia siê w przypadku zmian nowotworowych, lub
wywo³uje je, i poprzez swoje bia³ko du¿y antygen T
prowadzi do wy¿ej wymienionych procesów uszkadza-
j¹cych materia³ genetyczny [47]. Kiedy w ich wyniku
w komórkach nowotworowych dojdzie do inaktywacji
wystarczaj¹cej liczby tkankowo swoistych genów ha-
muj¹cych proces nowotworzenia, co zapewnia rozwój
nowotworu, dalsze transformacje materia³u genetycz-
nego spowodowane dzia³aniem wirusa JC mog¹ byæ
potencjalnie niebezpieczne dla komórek nowotworo-
wych i w jaki� sposób, metod¹ selekcji pozbywaj¹ siê
one wirusa [47]. Inne doniesienia wskazuj¹, ¿e obec-
no�æ antygenu T-Ag w komórkach raka okrê¿nicy
wp³ywa na wzór metylacji materia³u genetycznego
[33, 64]. W stu przebadanych próbkach tego nowo-
tworu ze stwierdzonymi niestabilno�ciami mikrosateli-
tarnymi i chromosomalnymi sekwencje DNA w³a�ciwe
dla T-Ag JCV wykryto metod¹ PCR w 77% przypad-
ków [33]. Nastêpnie metod¹ immunohistochemiczn¹
w 56% tych pozytywnych przypadków potwierdzono
obecno�æ du¿ego antygenu T [33]. Ponadto sprawdzo-
no wzór metylacji regionów promotorowych dziewiê-
ciu genów supresorowych, których zmieniona ekspre-
sja ma, jak siê s¹dzi, znaczenie w powstawaniu raka
okrê¿nicy i stwierdzono znacz¹c¹ korelacjê (P = 0,01)
pomiêdzy obecno�ci¹ T-Ag, a stopniem metylacji pro-
motorów tych genów, w porównaniu z próbkami,
w których nie wykryto T-Ag [33].

W badaniach dotycz¹cych nowotworów prze³yku
(esophageal carcinomas) du¿y antygen T wirusa JC
wykryto w 10 z 19 analizowanych próbek (53%),
a agnoproteinê w 8 próbkach (42%) [19]. W ¿adnej
z 51 próbek z prze³yku, z normaln¹ tkank¹ czy te¿ ze
zmianami ³agodnymi i przedrakowymi, nie stwierdzo-
no obecno�ci tych bia³ek wirusowych [19]. Natomiast
w wyniku analizy sekwencji DNA wirusa JC w wybra-
nych 5 próbkach pochodz¹cych z raka prze³yku usta-
lono, ¿e DNA JCV wystêpuje we wszystkich próbkach
(100%), a w badanych 13 próbkach kontrolnych w 11
z nich (85%) [19]. Tak du¿a czêsto�æ wystêpowania wiru-
sa JC w tkankach prze³yku mo¿e potwierdzaæ hipotezê
jego wnikania do organizmu drog¹ pokarmow¹ [5, 19].

Podobnie jak w nowotworach prze³yku, w nowo-
tworach ¿o³¹dka (gastric cancers) równie¿ stwier-
dzono nastêpuj¹c¹ prawid³owo�æ: obecno�æ sekwencji
DNA wirusa JC swoistych dla genu T-Ag w tkance
nowotworowej i w otaczaj¹cej nowotwór tkance nor-
malnej, ale tylko w tkance nowotworowej wykazano
ekspresjê T-Ag [61]. Z 37 analizowanych próbek no-
wotworu ¿o³¹dka, sekwencje DNA swoiste dla du¿ego
antygenu T JCV znaleziono w 21 (57%), a w bada-
niach 23 próbek, dotycz¹cych obecno�ci bia³ka T-Ag,
w 9 uzyskano pozytywny wynik (39%) [61]. Ponadto,
doniesienie na temat wykrycia sekwencji DNA wirusa
JC w nab³onku gruczo³owym prostaty (prostatic glan-
dular epithelium) stwarza mo¿liwo�æ udzia³u JCV
w kancerogenezie tego gruczo³u [72].

4.2.2. Guzy mózgu

Du¿¹ grup¹ nowotworów maj¹cych zwi¹zek z wi-
rusem JC s¹ guzy mózgu (brain tumors) [68]. Ekspe-
rymenty na zwierzêtach dowiod³y potencjalnie wa¿nej
roli JCV w etiologii tych nowotworów [68]. Kluczow¹
rolê w tej onkogenezie maj¹, wspomniane wcze�niej,
trzy bia³ka wirusa: T-Ag, t-ag i agnoproteina [68].
Przeprowadzone badania wykaza³y podwy¿szon¹ czê-
stotliwo�æ wystêpowania sekwencji genu VP1 oraz se-
kwencji TCR wirusa JC w guzach mózgu, co równie¿
wskazywa³oby na JCV jako czynnik etiologiczny no-
wotworów mózgu [6, 13, 50]. Dla przyk³adu 69%
pacjentów z ró¿nymi nowotworami mózgu wykazuje
obecno�æ sekwencji genów wczesnych JCV w tych
tkankach [18]. W innym badaniu stwierdzono wystê-
powanie sekwencji DNA charakterystycznych dla po-
liomawirusów w 50% badanych próbek ró¿nych gu-
zów mózgu, z czego 40,6% by³o swoistych dla JCV,
a pozosta³e dla wirusa BK [16]. Sekwencje te wyizo-
lowano z takich guzów mózgu jak: rdzeniak (medullo-
blastoma), wy�ció³czak (ependymoma), glejak wielo-
postaciowy (glioblastoma), gwia�dziak (astrocytoma),
sk¹podrzewiak (oligodendroglioma) oraz innych no-
wotworów pochodzenia glejowego [6, 13, 50]. O skali
oddzia³ywania JCV na ekspresjê genów w astrocytach
�wiadcz¹ eksperymenty in vitro, z u¿yciem techniki
mikromacierzy (oligonucleotide-based microarray),
pozwalaj¹cej zmierzyæ zmiany w wielko�ci transkryp-
cji 12600 genów [54]. Zauwa¿ono, ¿e pod wp³ywem
JCV nast¹pi³o wzmocnienie transkrypcji prawie 355
genów, a zmniejszenie w przypadku 130 genów [54].
Wiele z tych genów, których ekspresja wzros³a, koduje
bia³ka, które, jak siê s¹dzi, pe³ni¹ rolê w proliferacji
komórki [54]. Podobne badania, przeprowadzone z u¿y-
ciem ludzkich komórek zarodkowych gleju (primary
human fetal glial cells) potwierdzi³y powy¿sze donie-
sienie [67]. Stwierdzono w nich zmiany w ekspresji
w ponad 400 genach [67]. Podobnie, produkty wielu
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 z nich wp³ywaj¹ na wzrost komórki i oddzia³ywania
miêdzykomórkowe [67]. Ponadto, zauwa¿ono zwiêk-
szenie ekspresji genów zale¿nych od interferonu:
STAT1 (signal transducer and activator of transcrip-
tion 1), ISG56 (interferon stimulating gene 56), MxA
(myxovirus resistance 1), syntetaza 2�5�-oligoade-
nylowa (2�5�-oligoadenylate synthetase) i cig5 [67].
Wskazuje to na siln¹ odpowied� przeciwwirusow¹,
jak¹ wzbudza JCV, co prawdopodobnie przyczynia siê
do jego kontroli u osób bez zaburzeñ uk³adu immuno-
logicznego [67].

Sekwencje wirusa JC mo¿na wykryæ w tkance no-
wotworowej, jak i w p³ynie mózgowo-rdzeniowym,
choæ badanie p³ynu wydaje siê obni¿aæ liczbê wykry-
tych pozytywnych przypadków. Na przyk³ad 9 spo-
�ród 22 próbek nowotworów mózgu zawiera³o se-
kwencje wirusa JC (40,9%), ale spo�ród 15 próbek
p³ynu mózgowo-rdzeniowego pobranych od chorych
na raka mózgu, tylko 2 by³y pozytywne (13,3%) [6].

Na zakoñczenie warto dodaæ, ¿e kwestia powi¹-
zania wirusa JC z guzami mózgu i jego rola w proce-
sie nowotworzenia pozostaje nadal kontrowersyjna.
Badania z u¿yciem 60 próbek nowotworów mózgu
(w preparatach parafinowych), z których 55 by³o po-
chodzenia glejowego (gliomas), 5 rdzeniakami (medul-
loblastomas) oraz 15 próbek pochodz¹cych z mózgów
z przerostem astrocytów (gliosis) ujawni³y obecno�æ
DNA JCV swoistego dla regionu VP3 lub T-Ag tylko
w 5 przypadkach (3 nowotwory i 2 przerosty), a ¿adna
próbka nie by³a pozytywna w przypadku zastosowa-
nia przeciwcia³ swoistych dla antygenu T [45]. Dla
kontrastu wszystkie 4 próbki kontrolne uzyskane w wy-
niku biopsji post mortem od pacjentów HIV-pozytyw-
nych ze zdiagnozowanym PML zawiera³y sekwencje
DNA JCV oraz antygen T [45]. Inne badania przepro-
wadzone w dwóch ró¿nych laboratoriach z u¿yciem
tych samych 225 próbek guzów mózgu wykaza³y
obecno�æ sekwencji poliomawirusów odpowiednio:
w 9 (4%) przypadkach, z czego 3 by³y swoiste dla
JCV, 3 dla wirusa BK i 3 dla wirusa SV40 (w jednym
laboratorium); i w 1 przypadku, sekwencji swoistej dla
wirusa SV40 (w drugim laboratorium) [59]. Z tych
badañ wynika, ¿e DNA JCV, jak równie¿ innych po-
liomawirusów, jest jednak stosunkowo rzadko wykry-
walny w próbkach nowotworów mózgu.

5. Podsumowanie

Wirus JC jest ma³o znanym, ale powszechnie wy-
stêpuj¹cym wirusem w populacji �wiatowej. Jest on
jednym z najbardziej powszechnych wirusów DNA na
�wiecie. Poniewa¿ zasiêg JCV obejmuje ca³y glob, fakt
ten jest wykorzystywany do konstruowania filogenezy
tego wirusa oraz map migracji populacji ludzkiej [49,

60]. W ostatnich latach notuje siê wzrost zainteresowa-
nia wirusem JC jako czynnikiem etiologicznym PML
i jego zwi¹zkiem z AIDS [4]. Szereg doniesieñ wska-
zuje tak¿e na po�redni i/lub bezpo�redni udzia³ JCV
w procesie nowotworzenia [69]. Potwierdzeniem tego
taktu mog¹ byæ oddzia³ywania jednego z bia³ek wirusa
� T-Ag z bia³kami supresorowymi nowotworów, co
w konsekwencji zmienia ich dzia³anie [9, 42]. Drugim
argumentem jest stosunkowo wysoka czêstotliwo�æ
wystêpowania sekwencji wirusowych w tkankach no-
wotworowych jelita i mózgu [10, 61, 68]. Istotnym
czynnikiem w cyklu rozwojowym JCV, maj¹cym zna-
czenie dla jego patogenno�ci, jest zmiana statusu im-
munologicznego gospodarza [65]. Znaczne os³abienie
uk³adu siateczkowo-�ródb³onkowego wp³ywa na uak-
tywnienie wirusa w mózgu i nieuchronny zgon chore-
go w ci¹gu kilku miesiêcy [65]. Dok³adne poznanie
tego wirusa oraz jego cyklu ¿yciowego i miejsc wystê-
powania w zaka¿onych organizmie, sposobu transfor-
macji do formy wirulentnej, przyczyni siê do opraco-
wania lepszych metod leczenia zaka¿enia tym wirusem.
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1. Wstêp

Adenowirusy (AdV) s¹ szeroko rozpowszechniony-
mi w przyrodzie patogenami, wywo³uj¹cymi g³ównie
zaka¿enia górnych dróg oddechowych, przewodu po-
karmowego i oczu [3]. Pierwsze doniesienia o zaka¿e-
niach adenowirusami pochodz¹ z XIX wieku z Nie-
miec, gdzie u robotników fabrycznych zanotowano
liczne przypadki wystêpowania chorób oczu charak-
teryzuj¹cych siê zapaleniami rogówki. W roku 1953
R o w e  i wsp. prowadzili prace nad wyprowadzeniem
linii komórkowych z usuniêtych dzieciom migda³ków
w celu u¿ycia ich do namna¿ania wirusa polio [47].
Niestety w a¿ 33 spo�ród 53 przypadków, w hodow-
lach w krótkim czasie dosz³o do wolno postêpuj¹cego
procesu cytopatycznego. Czynnik odpowiedzialny za
ten efekt nazwany zosta³ od tkanki, w której wystê-
powa³ (ang. adenoid), co da³o pocz¹tek nazwie ca³ej
rodzinie wirusów.

Rodzina Adenoviridae dzieli siê na dwie podrodzi-
ny: Mastadenovirus i Aviadenovirus, których natural-
nymi gospodarzami s¹ odpowiednio ssaki i ptaki [3].
Ludzkie adenowirusy podzielono na sze�æ podrodzajów
oznaczonych literami od A do F, w obrêbie których
znajduje siê 51 serotypów znacznie ró¿ni¹cych siê pod
wzglêdem patogenno�ci [3, 51]. Ze wzglêdu na zró¿-

nicowany tropizm tkankowy mog¹ one wywo³ywaæ
rozmaite objawy chorobowe. Zaka¿enia adenowirusa-
mi stanowi¹ a¿ 13% wszystkich infekcji wirusowych
u cz³owieka, st¹d pod wzglêdem czêsto�ci wystêpo-
wania stawia je na drugim miejscu po rodzinie Herpes-
viridae. Szerz¹ siê g³ównie drog¹ kropelkow¹ oraz
fekalno-oraln¹; sporadycznie �ród³em zaka¿enia mo¿e
byæ zanieczyszczona woda. Adenowirusy nale¿¹ce do
podrodzaju A s¹ odpowiedzialne g³ównie za biegunki
u dzieci. Podrodzaj B wywo³uje g³ównie stany zapalne
dróg oddechowych w�ród dzieci oraz m³odych rekru-
tów. Najbardziej patogenny jest typ AdV7, powoduj¹cy
infekcje dróg oddechowych. Z kolei podrodzaj C odpo-
wiada za endemicznie wystêpuj¹ce przewlek³e zapale-
nia gard³a u pacjentów pediatrycznych. Stwierdzono,
¿e co najmniej 50% dzieci w wieku do 4 lat przesz³o
infekcjê wywo³an¹ przez wirusy AdV1 lub AdV2. Wi-
rusy nale¿¹ce do tego podrodzaju s¹ odpowiedzialne
za 50% wszystkich zaka¿eñ adenowirusowych zg³asza-
nych do WHO. W�ród 28 serotypów z podrodzaju D
typ AdV8 odpowiedzialny jest za ostre stany zapalne
spojówki, powoduj¹c epidemiczne zaka¿enia w�ród
ludzi ¿yj¹cych w gêsto zaludnionych rejonach o suchym
klimacie [3, 51]. Prowadzone w ostatnich latach bada-
nia nad nale¿¹cymi do tego podrodzaju adenowiru-
sami typu 36 i 37 wykaza³y ich przypuszczalny udzia³
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w wywo³ywaniu oty³o�ci u ludzi � doniesienia te s¹
jednak nieliczne i temat wymaga dalszych prac [2, 27].
Wirusy z podrodzaju E, wywo³uj¹ natomiast g³ownie
zaka¿enia dróg oddechowych, a w Europie oraz USA
wystêpuj¹ bardzo rzadko. W roku 1980 stwierdzono,
¿e adenowirus wywo³uj¹cy biegunkê w�ród niemow-
l¹t nale¿y do odrêbnego podrodzaju okre�lanego od-
t¹d jako podrodzaj F, do którego zaliczono tylko dwa
adenowirusy AdV40 i AdV41 wywo³uj¹ce zaka¿enia
przez ca³y rok [3, 51].

2. Budowa adenowirusów

Kompletny wirion adenowirusów czêsto opisywany
jest jako zbli¿ony wygl¹dem do sztucznego satelity.
Jest on zbudowany z pojedynczej dwuniciowej cz¹-
steczki kwasu dezoksyrybonukleinowego o wielko�ci
ok. 33�40 tysiêcy par zasad, zamkniêtej w kapsydzie
tworz¹cym swoisty p³aszcz bia³kowy. Ikoseadralny

kapsyd sk³ada siê z 252 jednostek strukturalnych,
z których 12 jest pentametrami a pozosta³e heksamera-
mi [54]. Na zakoñczeniu ka¿dego z pentonów wystêpu-
je wychodz¹ce na zewn¹trz cz¹stki wirusowej trimero-
we bia³ko, tzw. w³ókno [51]. Natomiast 240 heksonów
tworzy boczne �ciany i krawêdzie cz¹stki wirusowej
maj¹cej od 70 do 100 nm �rednicy. Obserwacje w mi-
kroskopie elektronowym oraz krystalografia rentge-
nowska wykaza³y, i¿ genom adenowirusów przybiera
postaæ o�miu domen o charakterze formy superzwiniê-
tej skondensowanej wokó³ bia³ek. Czêsto obrazuje siê
ja jako rozetê, na zewn¹trz której wystêpuje osiem pêtli
po³¹czonych w centralnej czê�ci z bia³kami [51, 54].

Zastosowanie ró¿norodnych metod genetycznych,
jak równie¿ hybrydyzacji mRNA do fragmentów DNA
wirusowego umo¿liwi³o stworzenie mapy genomu ade-
nowirusów. Bia³ka wczesne odpowiedzialne za funkcje
regulatorowe kodowane s¹ przez ORF: E1A, E1B,
E2A, E2B, E3 i E4. W genomie znajduj¹ siê równie¿
geny oznaczane od L1 do L5, które koduj¹ 1�5 bia³ek

A 12, 18, 31 zaburzenia jelitowe wysoka
B 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50 zaka¿enia górnych dróg oddechowych,

zapalenia p³uc, krwotoczne zapalenie pêcherza s³aba
C 1, 2, 5, 6 zaka¿enia górnych dróg oddechowych u dzieci niska

D 8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22�30, zapalenia rogówki, zaburzenia jelitowe niska
32�33, 36�39, 42�49, 51

E 4 zaka¿enia górnych dróg oddechowych, niska
zapalenia p³uc

F 40, 41 biegunki niska

T a b e l a  I
Klasyfikacja ludzkich adenowirusów [3, 48]

Podgrupa
Serotypy wystêpuj¹ce
w obrêbie podgrupy Choroby wywo³ywane u cz³owieka

Zdolno�æ do potencjalnej
onkogenezy u zwierz¹t

Rys. 1. Mapa genomu adenowirusów na przyk³adzie AdV2.
Strza³ki szare oznaczaj¹ geny z grupy wczesnych (E � early), których produkty pe³ni¹ dzia³anie regulatorowe.

Strza³ki cieniowane oznaczaj¹ geny pó�ne (L � late), koduj¹ce bia³ka strukturalne wirusa [25, 51, 55].
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pó�nych pe³ni¹cych funkcje strukturalne [25]. Szcze-
góln¹ uwagê po�wiêca siê bia³kom E1A i E1B, które
ze wzglêdu na mo¿liwo�æ ³¹czenia siê z bia³kami re-
guluj¹cymi cykl komórkowy gospodarza mog¹ odgry-
waæ potencjaln¹ rolê w powstawaniu nowotworów
[51, 55]. Do chwili obecnej nie potwierdzono onko-
gennego wp³ywu adenowirusów na komórki ludzkie,
za� wszystkie obserwacje opieraj¹ siê wy³¹cznie na
pracach na modelach zwierzêcych [51].

Transkrypcja genomu adenowirusów przebiega w ob-
rêbie j¹dra zaka¿onej komórki w dwóch oddzielonych
od siebie przedzia³ach czasowych, okre�lanych jako
fazy wczesne i pó�ne. Fazy te rozdzielone s¹ wyra�n¹
przerw¹, w której zachodzi replikacja wirusowego
DNA. W fazie wczesnej z najwiêksz¹ wydajno�ci¹ wy-
ra¿ane s¹ geny dla E1A, E1B i E4, podczas gdy eks-
presja pó�nych genów kierowana jest przez promotor
(MLP) przebiega na minimalnym poziomie [57].

Po rozpoczêciu replikacji DNA wirusowego roz-
poczyna siê transkrypcja pó�nych genów. W wyniku
tego procesu powstaje piêæ kaset transkryptów ozna-
czonych od L1 do L5 syntetyzowanych w wyniku
skomplikowanej obróbki pierwotnego transkryptu prze-
biegaj¹cej na drodze splicingu. Po rozpoczêciu replika-
cji DNA dochodzi do wysokiej ekspresji genów IVa2
i plX, a promotor MLP ulega odblokowaniu i aktywacji
oraz nastêpuje zahamowanie ekspresji wczesnych ge-
nów. Ogólnie przyjmuje siê, ¿e rozpoczêcie procesu
replikacji DNA wyznacza granicê pomiêdzy trans-
krypcj¹ dwóch klas mRNA � wczesnych i pó�nych.
Powstaj¹ce cz¹steczki mRNA s³u¿¹ jako matryca do

wytworzenia bia³ek strukturalnych oraz bia³ek bior¹-
cych udzia³ w procesie pakowania DNA i dojrzewania
cz¹stek wirusowych w j¹drze komórkowym [57].

3. Zaka¿enia górnych dróg oddechowych
i zapalenia p³uc

Typowe adenowirusowe zapalenia gard³a i górnych
dróg oddechowych dotycz¹ g³ównie dzieci pomiêdzy
6 miesi¹cem a 5 rokiem ¿ycia i powoduj¹ zazwyczaj
³agodne, samoograniczaj¹ce siê schorzenia, czêsto
jednak przebiegaj¹ce z wysok¹ gor¹czk¹ [5, 20]. Kli-
nicznie nie s¹ one odró¿nialne od podobnych infekcji
o etiologii wirusowej [5]. W badaniach laboratoryj-
nych wykryæ mo¿na natomiast: leukocytozê powy¿ej
15 000 komórek/ml, OB > 30 mm/godz. oraz podwy¿-
szony poziom bia³ka C-reaktywnego w surowicy.
Wszystkie te parametry s¹ atypowe dla zaka¿eñ orto-
i paramyksowirusami [48].

Kolejnym schorzeniem powszechnie wywo³ywa-
nym przez AdV (19% wszystkich przypadków) jest
zapalenie migda³ków podniebiennych. W tym przy-
padku rutynowe badania laboratoryjne s¹ zwodnicze,
gdy¿ podobne wyniki obserwuje siê przy zaka¿eniach
streptokokami [48]. Podstawow¹ ró¿nic¹ jest wiek
pacjenta � infekcje adenowirusowe najczê�ciej obser-
wuje siê u dzieci poni¿ej 3 roku ¿ycia, za� zapalenia
o etiologii bakteryjnej spotyka siê zw³aszcza u osób
pomiêdzy 5 a 17 rokiem. Zaka¿enia adenowirusowe
powoduj¹ tak¿e powstawanie na b³onach �luzowych

Rys. 2. Schemat cyklu ¿yciowego adenowirusów na przyk³adzie linii komórkowej HeLa zaka¿onej AdV2 [48, 51].
Widoczne szybkie tempo replikacji wirusa oraz jego negatywny wp³yw na syntezê DNA i bia³ek komórki zaka¿onej (za zgod¹ Wydawcy) .
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gard³a i migda³ków charakterystycznych delikatnych
nalotów o bia³awej barwie [44, 48].

Oko³o 20% zapaleñ p³uc u pacjentów pediatrycz-
nych wi¹zanych jest z zaka¿eniem adenowirusami.
Najczê�ciej izolowanymi z tych przypadków seroty-
pami s¹ typy: 7, 21 oraz 3 [40]. Adenowirusowe zapa-
lenie p³uc jest klinicznie nierozró¿nialne od chorób
p³uc wywo³anych przez inne rodziny wirusów. W ob-
razie rentgenowskim widoczne s¹ rozproszone obszary
przeja�nieñ oraz cechy niedodmy p³uc [21], podobne
do obserwowanych przy zaka¿eniach powodowanych
przez Mycoplasma pneumoniae. �miertelno�æ u dzieci
mo¿e byæ wysoka i dochodziæ do 30%. Szczególnie
niebezpieczne nastêpstwa mo¿e mieæ zaka¿enie AdV7,
bowiem 27 do 65% pacjentów wykazuje objawy trwa-
³ego uszkodzenia p³uc [23, 53]. Czynnikami predys-
ponuj¹cymi s¹ m³ody wiek oraz wspó³istniej¹ce zaka-
¿enie wirusem odry, którego przej�ciowe dzia³anie
supresyjne na odpowied� typu komórkowego u³atwia
namna¿anie adenowirusów [48].

Grup¹, w której adenowirusowe zaka¿enia dróg
oddechowych nios¹ szczególne zagro¿enie ¿ycia s¹
pacjenci po zabiegach transplantacyjnych, zw³aszcza
po przeszczepach szpiku [10]. Infekcje adenowiruso-
we u doros³ych obserwuje siê czê�ciej w pó�nym okre-
sie pooperacyjnym (>90 dnia) i wykrywa u oko³o 14%
pacjentów [34]. Istotnym czynnikiem ryzyka jest ostra
postaæ choroby przeszczep przeciw gospodarzowi
(Graft versus Host Disease � GvHD), wspó³istniej¹ce
zaka¿enia herpeswirusami (zw³aszcza wirusem cyto-
megalii) oraz izolowanie adenowirusów z rozmaitych
materia³ów klinicznych [17]. Mimo prób stosowania
terapii przeciwwirusowej czêstotliwo�æ zgonów jest
wysoka i mo¿e siêgaæ 50% [17, 24]

Ze wzglêdu na mo¿liwo�æ wyst¹pienia przy zapa-
leniu p³uc o etiologii adenowirusowej objawów suge-
ruj¹cych zaka¿enie bakteryjne, powszechne jest sto-
sowanie antybiotyków. Dzia³anie takie jest zbêdne i nie
przynosi ¿adnych korzy�ci terapeutycznych � o jego
czêsto�ci mo¿e za� �wiadczyæ, ¿e w czterech przepro-
wadzanych badaniach do 86% pacjentów z infekcj¹
wywo³an¹ przez adenowirusy pocz¹tkowo poddanych
by³o antybiotykoterapii [48, 58].

4. Okulistyczne nastêpstwa
zaka¿enia adenowirusami

Jednym z najwcze�niej opisanych skutków zaka-
¿enia wywo³anego przecz przedstawicieli rodziny
Adenoviridae jest adenowirusowe zapalenie rogówki.
Choroba dotyczy g³ównie doros³ych i jest wywo³ywa-
na przez typy 8, 19 oraz 37, nale¿¹ce do podgrupy D
[18]. Epidemie s¹ stwierdzane zazwyczaj na terenie
fabryk, szpitali, baz wojskowych i innych du¿ych, od-

izolowanych skupisk ludzkich [15, 50]. Wirus przenosi
siê przez dotyk nieumytych r¹k personelu medycznego
lub niedostatecznie odka¿one p³yny i instrumenty oku-
listyczne [28]. Sporadycznie �ród³em zaka¿enia mo¿e
byæ kontakt z rêcznikami, gdzie wirus w formie ak-
tywnej potrafi przetrwaæ do kilku tygodni [18].

Pierwotnymi objawami choroby s¹ ból, ³zawienie,
�wiat³owstrêt i zapalenie spojówek. Po 3�4 dniach po-
jawiaj¹ siê na rogówce pierwsze punktowe zmiany,
które zazwyczaj zanikaj¹ samoistnie po up³ywie na-
stêpnych 2 tygodni [8]. Przypadki d³u¿ej trwaj¹cych
zaka¿eñ, które prowadz¹ do trwa³ych zmian w oku s¹
sporadyczne i dotycz¹ g³ównie pacjentów z nieprawi-
d³owo funkcjonuj¹cym uk³adem immunologicznym.

5. Zaka¿enia uk³adu pokarmowego

Adenowirusy wykrywane s¹ w od 4 do 15% próbek
ka³u pobranych od dzieci z zaburzeniami ¿o³¹dkowo-
jelitowymi [6] i s¹ drugim w kolejno�ci, po rotawiru-
sach, czynnikiem etiologicznym biegunek u pacjentów
pediatrycznych. Najczê�ciej wykrywanymi s¹ serotypy
40 i 41 [30, 56], nale¿¹ce do podgrupy F, choæ udaje
siê izolowaæ z próbek ka³u tak¿e AdV1, 3 , 7 i 31 [30].

Biegunki adenowirusowe dotycz¹ g³ównie dzieci do
2 lat, bowiem u wiêkszo�ci pacjentów w wieku lat 4
wykrywane s¹ przeciwcia³a skierowane przeciwko
AdV40 i 41 [29]. Stolce s¹ zazwyczaj wodniste, bez
krwawych podbiegniêæ. Pasma �luzu wykrywa siê
w 19�57% przypadków. Ilo�æ dziennych wypró¿nieñ
mo¿e siêgaæ 15, choæ zazwyczaj jest mniejsza. Bie-
gunka o wywo³ania przez Adenoviridae trwa najczê�-
ciej do 11 dni, zauwa¿alnie d³u¿ej od choroby wywo-
³anej przez rotawirusy [29]. Typowa dla jej przebiegu
jest tak¿e zauwa¿alna gor¹czka oraz wymioty. W prze-
ciwieñstwie do zaka¿eñ rotawirusami rzadkie s¹ in-
fekcje w obrêbie jednej rodziny.

Zaka¿enia uk³adu pokarmowego wywo³ane przez
enterotropowe szczepy adenowirusów s¹ zazwyczaj
³agodne, z tendencjami do samoograniczenia. Mo¿liwe
s¹ jednak przypadki ciê¿kie, które prowadz¹ do zej�æ
�miertelnych � dotycz¹ one g³ównie pacjentów podda-
nych immunosupresji [19, 26] i osób z AIDS [14, 43].

6. Krwotoczne zapalenia pêcherza

Adenowirusy, zw³aszcza typ 11, s¹ podstawowym
czynnikiem etiologicznym krwotocznych zapaleñ pê-
cherza dzieci [52]. Choroba ta wystêpuje czê�ciej
u ch³opców ni¿ u dziewczynek i manifestuje siê krwio-
i czêstomoczem, ze wspó³istniej¹c¹ gor¹czk¹. U pacjen-
tów tych nie ma podwy¿szonego poziomu kreatyniny
w surowicy, a w wirusologicznym badaniu moczu ob-
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serwuje siê z³uszczone komórki nab³onka, w których
metodami immunofluorescencyjnymi wykryæ mo¿na
antygeny adenowirusów [48]. Wirusa ³atwo tak¿e wy-
izolowaæ z moczu w hodowlach komórkowych.

Znacznie ciê¿szy przebieg maj¹ adenowirusowe
zapalenia pêcherza u pacjentów po przeszczepie ko-
mórek krwiotwórczych oraz transplantacjach narz¹-
dów unaczynionych. Zaka¿enia te wystêpuj¹ do�æ
rzadko � wykrywa siê je zaledwie u 0,3�1% osób pod-
danych przeszczepowi szpiku [17] oraz u 4�10% pa-
cjentów po przeszczepie w¹troby [38]. Czynnikami
ryzyka s¹ w tym przypadku p³eæ ¿eñska, dodatni po-
ziom przeciwcia³ antyadenowirusowych oraz ostra cho-
roba przeszczep przeciw gospodarzowi. Szczyt czêsto-
tliwo�ci jej wystêpowania pojawia siê w 3�4 tygodniu
po operacji. Choroba trwa oko³o 2�4 tygodni i prze-
biega podobnie do opisywanej u dzieci, jednak u wiêk-
szo�ci chorych obserwuje siê podwy¿szony poziom
kreatyniny. Pozytywne wyniki daje leczenie pulsem
sterydowym (do 3 tygodni) [22], do¿ylne podawanie
cidofowiru oraz obni¿enie stosowanych dawek leków
immunosupresyjnych [41].

7. Neuroinfekcje powodowane przez adenowirusy

Neurologiczne powik³ania zaka¿eñ adenowirusami
s¹ rzadkie; nios¹ jednak ze sob¹ wysokie ryzyko zgo-
nu. Adenowirusy by³y izolowane zarówno z p³ynu
mózgowo-rdzeniowego, jak i bioptatów tkanek móz-
gowych, g³ównie od pacjentów z meningoencephalitis
[11]. Choroba czê�ciej dotyczy noworodków [46] oraz
osób z niewydolno�ci¹ uk³adu immunologicznego
[16]. W diagnostyce wa¿ne jest zastosowanie testów
biologii molekularnej, gdy¿ ze wzglêdu na niskie mia-
na wirusa w badanych materia³ach metody konwen-
cjonalne czêsto dysponuj¹ zbyt nisk¹ czu³o�ci¹.

8. Diagnostyka zaka¿eñ ludzkimi adenowirusami

Ze wzglêdu na dobre namna¿anie siê adenowiru-
sów w warunkach hodowli komórkowych przez d³u-
gie lata stanowi³a ona �z³oty standard� w diagnostyce
zaka¿eñ AdV. Do namna¿ania adenowirusów u¿ywa
siê g³ównie ustalonych linii HEp-2, HeLa oraz A549
lub pierwotnych hodowli nerki ma³piej. Specyficzny
efekt cytopatyczny pojawia siê najczê�ciej w ci¹gu od
5 do 14 dni [31]. Wyj¹tek stanowi¹ wirusy nale¿¹ce
do podgrupy F, których namna¿anie in vitro stanowi
wci¹¿ powa¿ny problem. Najlepszy ich wzrost osi¹ga
siê w linii Graham 239, która jest wyprowadzona
z embrionalnych komórek ludzkiej nerki transformo-
wanych DNA adenowirusa typu 5. Materia³em stoso-
wanym do zaka¿ania linii komórkowych mog¹ byæ

rozmaite próbki kliniczne, jak mocz, p³yn mózgowo-
rdzeniowy, surowica krwi oraz próbki tkanek [48].

Z metod serologicznych najpowszechniej stosowa-
ne s¹ testy aglutynacji lateksowej do wykrywania ade-
nowirusów biegunkowych [56], metody immunoflu-
oresencyjnej detekcji antygenów [13, 32] oraz testy
ELISA do okre�lania miana przeciwcia³ w surowicy
i p³ynie mózgowo-rdzeniowym [37]. Stwierdzenie wy-
stêpowania przeciwcia³ klasy IgM (markerów �wie¿o
przebytego zaka¿enia) ma wysok¹ warto�æ diagnostycz-
n¹, bowiem przeciwcia³a klasy IgG ze wzglêdu na roz-
powszechnienie adenowirusów w populacji ludzkiej s¹
mniej istotne i s¹ g³ównie u¿ywane do okre�lania sta-
tusu immunologicznego pacjentów oraz do monitoro-
wania przebiegu zaka¿enia i terapii.

Ze wzglêdu na coraz czêstsze stwierdzanie zaka¿eñ
adenowirusami w�ród osób poddanych immunosupre-
sji, niezbêdne sta³o siê wprowadzenie do diagnostyki
metod biologii molekularnej. Historycznie pierwszy-
mi by³y testy oparte na hybrydyzacji kwasów nukle-
inowych [45], lecz ze wzglêdu na czaso- i materia³o-
ch³onno�æ nie zyska³y one szerokiej popularno�ci.
Zdecydowanie wiêksze zastosowanie diagnostyczne
w wykrywaniu adenowirusów ma reakcja ³añcucho-
wej polimeryzacji (PCR) [1]. Konwencjonalne testy
PCR maj¹ jednak ograniczon¹ czu³o�æ, która utrudnia
detekcjê wirusa w tych materia³ach klinicznych, gdzie
poziom wirusa osi¹ga niskie miana � zw³aszcza w p³y-
nie mózgowo-rdzeniowym. Metody te s³u¿¹ g³ównie do
stwierdzania obecno�ci wirusa w hodowli komórkowej
przed wyst¹pieniem specyficznego efektu cytopatycz-
nego i stopniowo s¹ zastêpowane przez czulszy wariant,
jakim jest real-time PCR [32]. Technika ta sta³a siê
obecnie najlepszym testem w diagnostyce zaka¿eñ
adenowirusami, zw³aszcza w przypadkach neurologicz-
nych oraz u pacjentów poddanych immunosupresji [12].

Rys. 3. Typowy rozproszony efekt cytopatyczny wywo³any przez
adenowirusa typu 5 (AdV5) w hodowli komórkowej linii A549.
Strza³ki wskazuj¹ komórki zniszczone dzia³aniem wirusa. Powiêkszenie

mikroskopu x400.
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Jej szybko�æ wykonania i wysoka czu³o�æ umo¿liwiaj¹
wykrycie wirusa na niskim poziomie i wdro¿enie od-
powiedniego leczenia [35].

9. Leczenie chorób o etiologii adenowirusowej

W chwili obecnej nie ma skutecznej terapii, która
by³aby specyficzna dla zaka¿eñ wywo³ywanych przez
adenowirusy � na szczê�cie konieczno�æ jej stosowa-
nia dotyczy niemal wy³¹cznie pacjentów z dysfunk-
cjami uk³adu odporno�ciowego [35, 59]. Cidofowir
i rybawiryna wykazuj¹ wprawdzie dzia³anie przeciw-
wirusowe w warunkach in vitro. Brak jest przeprowa-
dzonych pe³nych badañ klinicznych, które udowodni-
³yby ich przydatno�æ w leczeniu in vivo. Nieliczne
dostêpne dane literaturowe podaj¹ informacje o sku-
tecznym wyniku do¿ylnego leczenia rybawiryn¹ adeno-
wirusowego zapalenia p³uc u pacjentów pediatrycznych
[7], podobnie jak krwotocznego zapalenia pêcherza
u biorców przeszczepów [9]. Inni autorzy uwa¿aj¹ jed-
nak rybawirynê za preparat nieskuteczny w leczeniu
pacjentów po zabiegach transplantacyjnych [33, 39].
W grupie tej sugerowana jest raczej kuracja cidofowi-
rem, jako lekiem o wiêkszej skuteczno�ci przeciw ade-
nowirusom ex vivo [4, 35, 42]. Brak jest jednak danych
o poziomie kopijno�ci wirusa w czasie i po zakoñ-
czeniu terapii, co mog³oby jednoznacznie potwierdziæ
efektywno�æ prowadzonego leczenia.

10. Zapobieganie i profilaktyka

Ze wzglêdu na typowe dla adenowirusów przeno-
szenie drog¹ fekalno-oraln¹, jedn¹ z najskuteczniej-
szych metod zapobiegania ich transmisji jest czêste
mycie r¹k i przedmiotów po kontakcie z chorym. Do
odka¿ania nale¿y stosowaæ 60% etanol, który wykazuje
wysok¹ skuteczno�æ dzia³ania wobec AdV [49], w prze-
ciwieñstwie do izopropanolu czy chlorheksydyny [18].

W przypadku zaka¿eñ szpitalnych sugerowane jest
odizolowanie zaka¿onych pacjentów, jak równie¿ nosze-
nie pe³nego ubioru ochronnego przez personel medycz-
ny. Nale¿y ponadto bezwzglêdnie przestrzegaæ nakazu
noszenia jednorazowych rêkawiczek oraz okularów,
w celu zapobie¿enia przypadkom zapaleñ rogówki
spowodowanych przez adenowirusy. Do dezynfekcji
powierzchni zalecany jest roztwór chloraminy T [18].

W 1971 roku zosta³a wprowadzona na rynek amery-
kañski szczepionka doustna zawieraj¹ca ¿ywego, nie-
atenuowanego wirusa, serotypów 4 i 7. Niespecyficzne
namna¿enie wirusów w komórkach nab³onka jelita
cienkiego nie powodowa³o objawów chorobowych,
a skutkowa³o wytworzeniem specyficznej odpowiedzi
humoralnej [48]. Program szczepieñ wdro¿ono w USA

pocz¹tkowo dla dzieci i m³odych mê¿czyzn w du¿ych
zbiorowiskach. Jego zastosowanie obni¿y³o w�ród ¿o³-
nierzy armii amerykañskiej czêstotliwo�æ zaka¿eñ ade-
nowirusami o 95�99%, a ogóln¹ ilo�æ infekcji dróg
oddechowych o 50�60% [36]. Ze wzglêdu na liczne
dzia³ania niepo¿¹dane oraz brak mo¿liwo�ci jej stoso-
wania u osób z niedoborami immunologicznymi,
zosta³a ona wycofana z u¿ycia. Do chwili obecnej brak
jest nowoczesnych i bezpiecznych u u¿yciu szczepio-
nek podjednostkowych, zw³aszcza skierowanym prze-
ciwko wariantom biegunkowym AdV40 i 41, niezwyk-
le istotnym z pediatrycznego punktu widzenia [48].

11. Podsumowanie

Rozwój transplantologii, zarówno w dziedzinie
przeszczepów narz¹dów unaczynionych i komórek
krwiotwórczych powoduje, ¿e w zwi¹zku z wytworzo-
n¹ g³êbok¹ immunosupresj¹ zaka¿enia ludzkimi ade-
nowirusami mog¹ przebiegaæ czê�ciej i z nasilonymi
objawami. Dodatkowo w grupie pacjentów z obni¿o-
n¹ wydolno�ci¹ uk³adu immunologicznego powa¿nym
problemem staj¹ siê infekcje mieszane, spowodowane
przez nadka¿enia bakteryjne.

Choæ w wiêkszo�ci przypadków zaka¿eñ u osób
z prawid³ow¹ czynno�ci¹ uk³adu odporno�ciowego
zaka¿enia adenowirusowe nie wymagaj¹ leczenia, brak
jest niestety zweryfikowanych skutecznych form terapii
przeciwwirusowej. Dostêpna do 2001 roku szczepion-
ka zapobiega³a wy³¹czne zaka¿eniom adenowirusami
wywo³uj¹cymi infekcje oddechowe i zawiera³a ¿ywe
wiriony � z tego te¿ powodu nie by³o mo¿liwe stoso-
wanie jej u pacjentów poddanych immunosupresji. Nie
eliminowa³a tak¿e zagro¿enia ze strony adenowirusów
biegunkowych nale¿¹cych do podgrupy F, które s¹
najwiêkszym zagro¿eniem dla dzieci. Tym bardziej
konieczne jest zastosowanie najczulszych metod dia-
gnostycznych w celu ograniczenia ryzyka rozprze-
strzeniania siê chorób o etiologii adenowirusowej.
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1. Wstêp

Apoptoza, czyli zaprogramowana �mieræ komórki
jest procesem umo¿liwiaj¹cym utrzymanie homeos-
tazy w organizmach wielokomórkowych. Uczestniczy
w wielu procesach: w usuwaniu komórek z nieodwra-
calnie uszkodzonym DNA, ontogenezie, odnowie tkan-
kowej czy odpowiedzi immunologicznej. W odró¿-
nieniu od martwicy, nie wywo³uje odczynu zapalnego
w trakcie usuwania komórek [6].

Apoptoza wp³ywa tak¿e na patogenezê chorób za-
ka�nych. Bakterie wykszta³ci³y wiele mechanizmów
indukuj¹cych zaprogramowan¹ �mieræ zaka¿onych ko-
mórek [69, 76]. W ostatnich latach pojawi³y siê liczne
dowody wskazuj¹ce na to, ¿e drobnoustroje wykazuj¹
w³a�ciwo�ci antyapoptotyczne. Konsekwencj¹ tego
mo¿e byæ nabywanie przez zaka¿one komórki cech
nowotworowych, co obserwuje siê w przypadku zaka-
¿eñ z udzia³em Helicobacter pylori [67] lub Chlamydia
trachomatis [33]. Prawdopodobnie dzia³anie antyapop-
totyczne Neisseria meningitidis jest jednym z mecha-
nizmów modyfikuj¹cych odpowiedz immunologiczn¹
zaka¿onego organizmu. Umo¿liwia tym bakteriom
adaptacjê do warunków panuj¹cych w komórkach go-
spodarza i dalszy rozwój zaka¿enia [46]. Podobne zna-
czenie maj¹ w³a�ciwo�ci antyapoptotyczne Salmonella
Typhimurium [32]. Wykazano, ¿e hamowanie apoptozy

monocytów przez bakterie Bartonella henselae prowa-
dzi do przed³u¿onego wytwarzania czynnika wzrostu
VEGF (vascular endothelial cell growth factor), maj¹-
cego znaczenie w patogenezie takich chorób jak naczy-
niakowato�æ bakteryjna czy plamica w¹trobowa [30].

2. Przebieg apoptozy

Apoptoza jest z³o¿onym procesem, któremu mo¿e
podlegaæ w³a�ciwie ka¿da komórka organizmu. Jest
niezbêdna do prawid³owego funkcjonowania ka¿dego
organizmu. Podlega szeregowi regulacji, równie¿ ze
strony bakterii lub ich metabolitów.

Do zapocz¹tkowania apoptozy niezbêdna jest ini-
cjacja, która mo¿e przebiegaæ jedn¹ z dwóch g³ów-
nych dróg: zewn¹trzpochodn¹, do których zaliczana
jest �cie¿ka receptorowa i szlak zale¿ny od perforyn
i granzymów oraz wewn¹trzpochodn¹, zale¿n¹ od
mitochondrium lub siateczki �ródplazmatycznej [25].

Droga zewn¹trzpochodna wymaga po³¹czenia ligan-
du z odpowiednim receptorem na powierzchni komórki
docelowej. Z tego powodu okre�lana jest mianem
receptorowej. Do receptorów, które bior¹ udzia³ w tej
drodze inicjacji apoptozy, nale¿¹: Fas, TRIAL (TNF
related apoptosis inducing ligand), TNFR (tumor
necrosis factor receptor). Ich charakterystyczn¹ cech¹
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Abstract: Apoptosis or programmed cell death is an active, genetically controlled process. It is an integral part of life that maintains
homeostasis in multicellular organisms. In contrast to necrosis, apoptosis allows the organism to eliminate unnecessary or damaged
cells without an inflammatory reaction.

Programmed cell death also plays an important role in the pathogenesis of various infectious diseases. There is much evidence, that
bacteria have the ability to induce and/or block apoptosis. Bacteria can inhibit programmed cell death in a direct or indirect way. In the
first case, bacteria directly interact with the apoptotic pathway. Indirect effect on apoptosis is mediated through signal transduction
pathways inside the host cell such as the nuclear factor kappa B (NF-6B) and phosphatidylinositol-3-kinase/Akt (PI3K/Akt) pathways.

Many mechanisms by which bacterial pathogens inhibit the host cell apoptotic pathways are not fully understood. Further
studies are necessary for a better understanding of the host-pathogen relationship.
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jest obecno�æ domeny �mierci (death domain, DD).
W wyniku po³¹czenia receptora z ligandem dochodzi
do jego oligomeryzacji i rekrutacji bia³ek adaptorowych
zwi¹zanych z DD Fas (adaptor protein Fas-associated
death domain, FADD), które razem z prokaspaz¹-8
tworz¹ kompleks DISC (death-inducing signaling
complex). DISC ma zdolno�æ proteolizy zymogenu
kaspazy-8 do jej aktywnej formy, co uruchamia kas-
kadê kaspaz [25].

W drodze wewn¹trzpochodnej w inicjacji apoptozy
bior¹ udzia³ cz¹steczki, które znajduj¹ siê w obrêbie
mitochondrium, a od cytoplazmy komórkowej oddziela
je podwójna b³ona mitochondrialna. Zaburzenia w po-
laryzacji tej b³ony wywo³uj¹ zmiany przepuszczal-
no�ci, m.in. dla cz¹steczek cytochromu c, bia³ka Smac/
DIABLO (second mitochondria derived activator
of caspase/direct IAP binding protein with low PI,
Smac/DIABLO).

Za utrzymanie w³a�ciwej polaryzacji b³on mitochon-
drialnych odpowiadaj¹ bia³ka z rodziny Bcl-2 (B cell
leukemia/lymphoma-2, Bcl-2). Jedna grupa tych bia³ek,
do których nale¿¹ Bcl-XL, Bcl-2, A1/Bfl-1, Mcl-1,
zwiêksza integralno�æ b³on mitochondrium. Bia³ka Bak,
Bok/Mtd, Bax, Bcl-XS, Bid, Bim/Bod, Bad, MAP-1,
Bmf zaliczane s¹ do drugiej grupy, któr¹ okre�la siê jako
proapoptotyczne [41].

Po uwolnieniu cz¹steczek cytochromu c do cyto-
plazmy, ³¹cz¹ siê one z czynnikiem aktywuj¹cym pro-
teazy apoptozy (apoptosis protease-activating factor 1,
Apaf-1), ATP i prokaspaz¹-9. Dochodzi do aktywacji
kaspazy-9, która zapocz¹tkowuje kaskadê kaspaz [25].

Trzecia �cie¿ka aktywacji apoptozy przebiega z
udzia³em perforyn, które s¹ zlokalizowane w b³onie
komórkowej. Perforyny wi¹¿¹ wybiórczo granzym B,

czego konsekwencj¹ jest uszkodzenie b³ony komórko-
wej i uaktywnienie bezpo�rednio kaspazy-3.

Czwarta �cie¿ka, zale¿na od siateczki �ródplazma-
tycznej i zale¿na od aktywacji kaspazy-12 pozostaje
nadal s³abo poznana.

Bez wzglêdu na rodzaj drogi inicjacji, kolejne etapy
apoptozy przebiegaj¹ jednakowo. Obejmuj¹ one akty-
wacjê kaspaz wykonawczych, do których zaliczane s¹
kaspazy-3, -6, -7. W wyniku ich dzia³ania dochodzi
do uaktywnienia bia³ek odpowiedzialnych za konden-
sacjê i fragmentacjê DNA, zagêszczenie cytoplazmy
i wytworzenie charakterystycznych dla apoptozy cia³ek
apoptotycznych, które zawieraj¹ elementy cytoplazmy,
organelli komórkowych i chromatyny [25]. Schemat
przebiegu apoptozy przedstawia rys. 1.

3. Hamowanie apoptozy przez bakterie

Bakterie wykszta³ci³y wiele mechanizmów hamu-
j¹cych apoptozê. Mog¹ wywieraæ bezpo�redni lub po-
�redni wp³yw na zaprogramowan¹ �mieræ komórek.
Pierwsza mo¿liwo�æ jest zwi¹zana z bezpo�rednim
niszczeniem lub blokowaniem czynników uczestni-
cz¹cych w apoptozie. Natomiast dzia³anie po�rednie
jest zale¿ne od szlaków przeka�nikowych zlokali-
zowanych wewn¹trz zaka¿onej komórki takich, jak
NF-6B czy PI3K/Akt. S¹ one aktywowane przez
struktury bakteryjne wi¹¿¹ce siê z receptorem na po-
wierzchni komórki gospodarza lub przez substancje
wytwarzane przez drobnoustroje i transportowane do
ich wnêtrza. Nie wszystkie mechanizmy s¹ w pe³ni
poznane, a wiele z nich opartych jest w du¿ym stopniu
na hipotezach (tab. I).

Rys. 1. Przebieg apoptozy
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3.1. Bezpo�rednie oddzia³ywanie
z elementami szlaku apoptozy

Do bakterii wywieraj¹cych bezpo�redni wp³yw na
zaprogramowan¹ �mieræ komórki nale¿¹ Chlamydia
spp., które hamuj¹ apoptozê poprzez proteolityczn¹
degradacjê bia³ek BH3-only (Bcl-2 homology domain
3 only) takich, jak: Bim, Puma, Bad [15], Bmf, Noxa,
tBid [83] i Bik [12]. Bia³ka BH3-only s¹ czynnikami
proapoptotycznymi. Aktywuj¹ bia³ka Bax i Bak, po-
woduj¹ce uwolnienie cytochromu c z mitochondrium
[29]. Jak wynika z badañ P i r b h a i  i wsp. [59] za
proteolityczn¹ degradacjê bia³ek BH3-only w komór-
kach zaka¿onych przez C. trachomatis jest odpowie-
dzialna wydzielana do cytozolu proteaza CPAF (Chla-
mydial protease/proteasome-like activity factor).

Mechanizm antyapoptotycznego dzia³ania bakterii
z rodzaju Chlamydia mo¿e byæ tak¿e zwi¹zany z se-
kwestracj¹ kinazy bia³kowej C* (protein kinase C*,
PKC*) na wodniczkach lub ich bezpo�redniej blisko�ci
[70]. Enzym PKCä jest czynnikiem proapoptotycz-
nym. Aktywowana kinaza przemieszcza siê do mito-
chondrium [35, 44], gdzie wp³ywa na uwolnienie
cytochromu c [44]. Zdaniem badaczy czynnikiem od-
powiedzialnym za odizolowanie kinazy bia³kowej C*
od miejsca docelowego dzia³ania, jest obecny w wod-
niczkach DAG (diacyloglicerol), wi¹¿¹cy siê z dome-
n¹ C1 enzymu [70].

Drobnoustroje mog¹ niszczyæ receptory niezbêdne
do indukcji apoptozy. Jak wynika z badañ B e c k  i wsp.
[3] bakterie Neisseria gonorrhoeae wytwarzaj¹ pro-
teazê IgA1, która powoduje proteolityczn¹ degradacjê
receptora TNF-RII (tumor necrosis factor receptor II)
znajduj¹cego siê na powierzchni komórek monocytar-
nych U937 i zapobiega apoptozie wywo³ywanej przez
TNF" (tumor necrosis factor ").

Pr¹tki Mycobacterium tuberculosis s¹ zdolne do
hamowania apoptozy ludzkich makrofagów równie¿
przez mechanizm zale¿ny od TNF-" [1]. W wyniku
zaka¿enia makrofagów szczepami M. tuberculosis do-
chodzi do wzrostu syntezy IL-10, która ma zdolno�æ

wywo³ywania akumulacji rozpuszczalnych recepto-
rów dla TNF" (soluble TNF" receptor 2, sTNFR2).
sTNFR2 wi¹¿¹ TNF", tworz¹c nieaktywny biologicz-
nie kompleks ligand-receptor. Zablokowany TNF" nie
posiada zdolno�ci indukowania apoptozy, przez co
makrofag zachowuje zdolno�æ proliferacji.

Bezpo�redni wp³yw bakterii na zaprogramowan¹
�mieræ komórek jest zwi¹zany hamowaniem aktywno�-
ci kaspaz, kluczowych enzymów apoptozy. Z badañ
H e c z k i  i wsp. [20] wynika, ¿e enteropatogenne
szczepy Escherichia coli O103 (enteropathogenic
E. coli O130, EPEC O130) mog¹ hamowaæ apoptozê
króliczych komórek jelita i kêpek Peyera. Mechanizm
tego dzia³ania nie zosta³ jeszcze w pe³ni wyja�niony,
ale prawdopodobnie zale¿y od wydzielania przez pa-
³eczki EPEC wirulentnego bia³ka, które bezpo�rednio
hamuje aktywno�æ kaspazy-3.

W inny sposób hamuje apoptozê makrofagów linii
THP-1 (human monocytic leukemia cell line) wywo-
³ywan¹ czynnikami chemicznymi Orientia tsutsuga-
mushi [31]. Mechanizm ten jest niezale¿ny od NF-6B
i obejmuje zahamowanie uwalniania wewn¹trzko-
mórkowego wapnia. Czynnikiem odpowiedzialnym za
zablokowanie apoptozy jest przypuszczalnie termosta-
bilne bia³ko syntetyzowane przez O. tsutsugamushi,
ale nieznany jest szlak przekazywania sygna³u do ko-
mórki gospodarza.

Drobnoustroje mog¹ bezpo�rednio oddzia³ywaæ z
b³on¹ mitochondrium zapobiegaj¹c uwolnieniu cyto-
chromu c. Wed³ug M a s s a r i  i wsp. [45, 46] zlokali-
zowana na b³onie zewnêtrznej Neisseria meningitidis
poryna PorB, w zaka¿onej komórce wi¹¿e siê z mito-
chondrium. Bia³ko PorB oddzia³uje z bia³kowym sk³ad-
nikiem por mitochondrialnych, poryn¹ VDAC (voltage-
dependent anion channel, zale¿ny od napiêcia kana³
anionowy) stabilizuj¹c elektrycznie b³ony mitochon-
drialne i zapobiegaj¹c uwolnieniu cytochromu c do cy-
tozolu [45]. Jak wynika z badañ Va n d e r  H e i d e n
i wsp. [71] zamkniêcie VDAC zapobiega wymianie
ATP i ADP pomiêdzy cytozolem i macierz¹ mitochon-
drium, co prowadzi do nagromadzenia fosfokreatyny

Chlamydia trachomatis [74]
Salmonella Typhimurium [32]
Porphyromonas gingivalis [82]

T a b e l a  I
Hamowanie apoptozy przez bakterie

Bezpo�rednie oddzia³ywanie bakterii
z elementami szlaku apoptozy

Po�redni wp³yw na apoptozê

Udzia³ czynnika j¹drowego NF-6B Udzia³ szlaku PI3K/Akt

Chlamydia trachomatis [59, 70]
Neisseria gonorrhoeae [3]
Mycobacterium tuberculosis [1]
Neisseria meningitidis [45, 46]
Escherichia coli O103 [20]
Escherichia coli  K1 [68]

Rickettsia rickettsii [9]
Ehrlichia chaffeensis [84]
Helicobacter pylori [42, 56, 81]
Escherichia coli [16]
Staphylococcus epidermidis [48]
Staphylococcus aureus [40]
Bartonella henselae[30]
Neisseria gonorrhoeae [4]
Chlamydophila pneumoniae [75]



26 ADRIAN RE�LIÑSKI, JOANNA KWIECIÑSKA, EUGENIA GOSPODAREK

w przestrzeni miêdzyb³onowej. Zaburzenia mitochon-
drialnej wymiany ATP/ADP s¹ uwa¿ane za jeden
z czynników mog¹cych braæ udzia³ w inicjacji apop-
tozy [72]. Byæ mo¿e poryna PorB wp³ywa na kana³
anionowy zale¿ny od napiêcia w sposób podobny do
antyapoptotycznej proteiny Bcl-xL, która hamuje zam-
kniêcie VDAC i utrzymuje przepuszczalno�æ zewnêtrz-
nej b³ony mitochondrium dla ATP i ADP [73].

Blokowanie depolaryzacji b³on mitochondrium ma-
krofagów zaobserwowano u pa³eczek E. coli [68].
Szczepy E. coli K1, które wytwarzaj¹ zewnêtrzne bia³-
ko b³onowe A (outer membrane protein A, OmpA)
aktywuj¹ transkrypcjê Bcl-XL � antyapoptotycznych
genów, których produkty zapobiegaj¹ przemieszczeniu
cz¹steczek cytochromu c z mitochondrium do cytoplaz-
my. Ponadto, w makrofagach zaka¿onych E. coli K1
dochodzi do spadku aktywno�ci kaspazy-3, -6 i -9.
Obecno�æ bia³ka OmpA jest niezbêdna dla replikacji
i prze¿ycia E. coli K1 wewn¹trz makrofagów. Sam me-
chanizm antyapoptotyczny nie jest jasny, ale prawdo-
podobnie jest zwi¹zany z receptorami dla OmpA obec-
nymi na makrofagach [68].

3.2.1. Udzia³ czynnika j¹drowego NF-6B

J¹drowy czynnik-6B (nuclear factor-6B, NF-6B)
pe³ni wa¿n¹ rolê jako regulator transkrypcji. Aktywuje
ekspresjê szeregu genów, m. in., zwi¹zanych z dzia³a-
niem antyapoptotycznym. Po�rednio wp³ywa na apop-
tozê przez bia³ka cFLIP, które jest inhibitorem kas-
pazy 8 [18].

Rodzinê bia³ek tworz¹cych czynnik transkrypcji
j¹drowej NF-6B ssaków tworzy 5 cz¹steczek Rel,
do których nale¿¹: NF-6B1 (p105/p50), NF-6B2
(p100/p52), RelA (p65), c-Rel, RelB. Bia³ka NF-6B1
i NF-6B2 powstaj¹ w komórce w postaci nieaktyw-
nych cz¹steczek prekursorowych p105 i p100, które
w trakcie modyfikacji potranslacyjnej zostaj¹ prze-
kszta³cone w aktywne bia³ka p50 i p52 [5].

Wszystkie bia³ka Rel posiadaj¹ na N-koñcu kon-
serwatywn¹ domenê homologiczn¹ Rel (rel homology
domain, RHD), której sekwencja wi¹¿e bia³ka hamu-
j¹ce (inhibitor � 6B, I6B) i sekwencje docelowe w ob-
rêbie ³añcucha DNA. Wa¿nym elementem RHD jest
sekwencja lokalizacji j¹drowej (nuclear localisation
signal, TLS), która jest odpowiedzialna za przemiesz-
czenie NF-6B do j¹dra komórkowego [62].

Cz¹steczki Rel tworz¹ formy z³o¿one, bêd¹ce homo-
lub heterodimerami. Najczêstsz¹ postaci¹ jest hetero-
dimer zbudowany z podjednostek RelA (p65) i NF6B1
(p50) [18].

Fizjologicznie NF-6B znajduje siê w cytoplazmie
w nieaktywnej postaci. NF-6B jest zwi¹zany ze swoim
inhibitorem � I6B (I6B", I6B$, I6B(/p105, I6B*/p100,
I6B., I6Bg i Bcl-3). Aktywacja NF-6B w komórce

mo¿e nast¹piæ dwiema drogami. Pierwsza z nich okre�-
lana jest mianem klasycznej i obejmuje przede wszyst-
kim dzia³anie kinaz I6B (I6B � kinases, IKK). Aktywa-
cja IKK prowadzi do fosforylacji dwóch specyficznych
reszt serynowych I6B, czego efektem jest przy³¹cze-
nie do I6B cz¹steczek ubikwityny i proteoliza z udzia-
³em podjednostki 26S proteasomu. W wyniku degrada-
cji I6B zostaj¹ ods³oniête sekwencje TLS, uwolnione
cz¹steczki dimeru NF-6B zostaj¹ przemieszczone do
j¹dra komórkowego, gdzie reguluj¹ ekspresjê okre�-
lonych genów.

Bod�ce stymuluj¹ce mog¹ poprowadziæ do aktywa-
cji innych kinaz, fosforyluj¹cych bia³ka inhibitorowe
I6B. Nale¿¹ do nich: kinazy bia³kowe aktywowane
mitogenami (mitogen activated protein kinase, MAPK),
kinazy MEKK 1, 2, 3 (MAPK/ERK kinase), kinaza
bia³kowa Akt (Akt/Protein kinase), kinaza bia³kowa
C . (protein kinase C., PKC .) [62].

Druga z dróg aktywacji NF-6B � alternatywna, do-
tyczy NF-6B, które jest dimerem RelB i p52. Czynni-
kami aktywuj¹cymi ten szlak, s¹ przede wszystkim
cytokiny. Wymaga on dzia³ania IKK" oraz kinaz in-
dukuj¹cych NF-6B (NF-6B inducing kinases, NIK).
NIK katalizuje fosforylacjê IKK", które w tej postaci
powoduje przekszta³cenie nieaktywnego p100 do jego
czynnej formy � p52. Kompleks RelB/p52 zostaje
przemieszczony do j¹dra komórkowego [62].

Aktywacja NF-6B przez bakterie lub ich produkty
zachodzi za po�rednictwem receptorów TLR (Toll-like
receptor, TLR) klasyczn¹ drog¹ [5, 61]. TLR s¹ kon-
serwatywnymi receptorami rozpoznaj¹cymi wzorzec
(pattern recognition receptor, PRR), prezentowany
przez ró¿ne drobnoustroje (pathogen-associated mi-
crobial pattern, PAMP) [19].

 Receptory TLR2 wi¹¿¹ siê z peptydoglikanem
i lipoproteinami bakterii Gram-dodatnich, TLR4 z lipo-
polisacharydem (LPS) bakterii Gram-ujemnych, TLR5
rozpoznaj¹ rzêski bakteryjne, a TLR9 � niezmetylo-
wany bakteryjny DNA [19, 43]. Niezale¿nie od typu
receptora TLR dochodzi do ekspresji genów zale¿nych
od NF-6B.

Niezbêdna dla aktywacji TLR jest obecno�æ bia³ka
adaptorowego (myleoid-differentiation marker, MyD88).
MyD88 posiada równie¿ dwie domeny: TIR i domenê
�mierci (death domain, DD). Interakcje pomiêdzy do-
menami MyD88 i TLR prowadz¹ do aktywacji kinaz
serynowo-treoninowych zwi¹zanych z receptorem dla
IL-1 (IL-1 RI associated protein kinases, IRAK).
W wyniku szeregu procesów dochodzi do aktywacji
kinazy aktywuj¹cej NF-6B (NF-6B inducing kinase,
NIK), która fosforyluje i aktywuje trzy podjednostki
IKK (IKK", IKK$ i IKK(). IKK uwalniaj¹ NF-6B z
jego nieaktywnego kompleksu z I6B [19].

K r a p p m a n n  i wsp. [34] udowodnili, ¿e LPS
poprzez wi¹zanie siê z TLR4 wywo³uje aktywacjê
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NF-6B, który z kolei reguluje aktywno�æ transkryp-
cyjn¹ AP-1 (activating protein-1, AP-1).

NF-6B jest czynnikiem, który reguluje ekspresjê
oko³o 150 genów. Wykazano jego anty- i proapopto-
tyczne dzia³anie [37]. NF-6B ma zdolno�æ hamowania
apoptozy, w której uczestniczy TNF-" w pierwotnych
fibroblastach ludzkich i szczurzych, komórkach T Jur-
kat i komórkach T24 linii ludzkiego raka pêcherza. Od-
grywa równie¿ rolê w apoptozie zró¿nicowanych ma-
krofagów, w któr¹ zaanga¿owane s¹ PPAR" i PPAR(.

Zidentyfikowano szereg produktów genów anty-
apoptotycznych regulowanych przez NF-6B. Nale¿¹
do nich m.in. inhibitory apoptozy (inhibtors of apop-
tosis, IAPs), bia³kowe inhibitory kaspazy-8 (FADD-
like interleukin-1$-converting enzyme-like protease,
cFLIP), A1 okre�lanego te¿ jako Bfl1, czynniki zwi¹-
zane z TNFR (TNFR-associated factor, TRAF) [28].

W grupie IAP wyró¿nia siê kilka rodzajów bia³ek,
do których nale¿¹, m. in., komórkowe inhibitory apop-
tozy (cellular inhibitor of apoptosis, cIAP), inhibitory
zwi¹zane z chromosomem X (X-linked inhibitor of
apoptosis protein, XIAP) [28]. cIAP dzia³aj¹ anty-
apoptotycznie poprzez bezpo�rednie wi¹zanie siê
z kaspazami efektorowymi: kaspaz¹-3 i -7, zapobie-
gaj¹c aktywacji proteolitycznej prokaspazy-6 i -9.
Antyapoptotyczne dzia³anie XIAP polega równie¿ na
blokowaniu kaspaz-3 i -7, co uniemo¿liwia aktywacjê
prokaspazy-9.

W inny sposób antyapoptotycznie dzia³aj¹ bia³ka
cFLIP [28]. Zawieraj¹ dwie efektorowe domeny
�mierci (death efector domains, DEDs) i katalitycznie
nieaktywn¹ domenê podobn¹ do kaspaz. cFLIP hamu-
je apoptozê poprzez dzia³anie na prokaspazê-8. Do-
datkowo cFLIP oddzia³uje z TRAF2 i bia³kami dzia-
³aj¹cymi z receptorami (receptor-interacting protein,
RIP), które s¹ odpowiedzialne za aktywacjê JNK i
IKK przez kompleks TNFR1. Aktywne bia³ko cFLIP
powoduje nasilone uwalnianie NF-6B [28].

NF-6B mo¿e wp³ywaæ na drogê apoptozy zale¿n¹
od mitochondriów [28]. Poprzez oddzia³ywania z bia³-
kami rodziny Bcl-2: A1 i BclXL stabilizuje b³ony mito-
chondrialne i zapobiega uwalnianiu cz¹steczek cytochro-
mu c. Bia³ko A1 hamuje tak¿e aktywacjê kaspazy-9.

Z badañ C l i f t o n  i wsp. [9] wynika, ¿e anty-
apoptotyczny mechanizm zale¿ny od aktywacji NF-6B
wykorzystuj¹ bakterie z rodzaju Rickettsia. Szczepy
R. rickettsii s¹ obligatoryjnymi patogenami wewn¹trz-
komórkowym, które s¹ odpowiedzialne za szereg za-
ka¿eñ �ródb³onka naczyniowego.

Badania przeprowadzono na komórkach ludzkiego
�ródb³onka (endothelial cells, ECs). Po zaka¿eniu ECs
R. rickettsii dochodzi³o do wzrostu aktywno�ci NF-6B
w j¹drze komórkowym [9]. Zmiana aktywno�ci NF-6B
mia³a charakterystyczny � dwufazowy przebieg. Pierw-
szy szczyt wzrostu aktywno�ci obserwowano po trzech

godzinach od zaka¿enia ECs, a drugi � pomiêdzy 18
a 24 godzin¹. Zaobserwowano, ¿e wzrost NF-6B jest
poprzedzony zwiêkszeniem aktywno�ci IKK" i IKK$,
które prowadz¹ do fosforylacji I6B", a w konsekwen-
cji do jego proteolizy i uwolnienia aktywnej formy
NF-6B [9]. Wyniki pomiaru poziomu mRNA dla I6B"
w grupie komórek zaka¿onych by³y siedmiokrotnie
wy¿sze ni¿ w grupie kontrolnej. Nieznany jest czyn-
nik, który aktywuje IKK.

Konsekwencj¹ aktywacji NF-6B jest zablokowanie
przekszta³cania prokaspazy-8 i -9, co hamuje kaskadê
kaspaz. Badania J o s h i  i wsp. [27] dowodz¹, ¿e
w czasie zaka¿enia R. rickettsii dochodzi do stabiliza-
cji b³on mitochondrialnych. Odpowiedzialne za to s¹
bia³ka z rodziny Bcl-2 [26].

Mechanizm zwi¹zany z aktywacj¹ NF-6B zaobser-
wowano tak¿e u Ehrlichia chaffeensis [84]. Jest to obli-
gatoryjny patogen wewn¹trzkomórkowy, który przeby-
wa w endosomach monocytów. Z h a n g  i wsp. [84]
przeprowadzili badania na ludzkich monocytach linii
TPH1. Zaobserwowali, ¿e zaka¿enie TPH1 E. chaf-
feensis powoduje aktywacjê NF-6B oraz BCL2A1,
BIRC3, IER3 i MCC1, które nale¿¹ do grupy bia³ko-
wych inhibitorów apoptozy. W pierwszych 7 godzi-
nach od zaka¿enia hodowli dochodzi³o do represji
antagonistów Bcl-2: BIK i BNIP3L. Prowadzi³o to do
ustabilizowania b³on mitochondrialnych i zatrzymania
cz¹steczek cytochromu c w obrêbie mitochondrium.
Powoduje to zatrzymanie wewn¹trzkomórkowego szla-
ku apoptozy. Szczepy E. chaffeensis hamuj¹ tak¿e dro-
gê kinaz Janusowych (Janus kinase, JAK) i bia³ka
przekazuj¹cego sygna³y i aktywatora transkrypcji (sig-
nal transducers and activators of transcription, STAT)
[84]. JAK1-STAT1 s¹ hamowane we wczesnej fazie
zaka¿enia E. chaffeensis.

JAK-STAT pe³ni kluczow¹ rolê w sygnalizacji cy-
tokinowej. JAK uczestniczy w przenoszeniu aktywa-
cyjnych grup fosforowych na bia³ka STAT. Aktywny
STAT jest natychmiast transportowany z cytoplazmy
do j¹dra komórkowego i anga¿owany w wi¹zanie
DNA, co powoduje aktywno�æ transkrypcyjn¹ odpo-
wiednich genów, w zale¿no�ci od czynnika stymulu-
j¹cego JAK. Ligandy dla receptorów wi¹¿¹cych JAK
to: IFN-", -$, -(, IL-2, IL-7, IL-10, IL13, IL-15, ery-
tropoetyna, hormon wzrostu, prolaktyna, trombopo-
etyna i inne polipeptydy. Konsekwencj¹ aktywacji
JAK-STAT przekazywanie sygna³ów z zewn¹trz ko-
mórki do jej j¹dra. Zaburzenia w sygnalizacji komór-
kowej powoduj¹, ¿e staje siê ona mniej wra¿liwa na
bod�ce apoptotyczne [84].

E. chaffeensis powoduje obni¿enie syntezy kinaz 2
fosforyzuj¹cych N-koniec bia³ka Jun (c-Jun amino-
terminal kinase, JNK2) podczas wczesnej fazy zaka-
¿enia [84]. Brak JNK2 stabilizuje b³ony mitochon-
drialne, co zapobiega przedostawaniu siê cz¹steczek
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cytochromu c do cytoplazmy komórkowej. Innym
dzia³aniem JNK2 jest fosforylacja bia³ka Jun, zwiêk-
szaj¹ca jego aktywno�æ transkrypcyjn¹. c-Jun razem
z c-Fos, jest sk³adnikiem bia³ek apoptotycznych AP-1.
Zahamowanie syntezy JNK2 wywo³uje wiêc, poprzez
spadek fosforylacji Jun, spadek poziomu czynnika
transkrypcyjnego AP-1 [84].

Podczas zaka¿enia E. chaffeensis dochodzi dodat-
kowo do zmiany aktywno�ci niektórych cyklin i kinaz
bia³kowych zale¿nych od cyklin (cyclin-dependent pro-
tein kinases, CDKs) [84]. We wczesnej fazie zaka¿e-
nia nastêpuje obni¿enie syntezy CDC2, CDK5, CDK8
i cykliny G1, które zatrzymuj¹ cykl komórkowy w fa-
zie G1. W pó�nym etapie zaka¿enia wzrasta poziom
cykliny E i CDC25, które odpowiadaj¹ za wej�cie ko-
mórki w fazê replikacji DNA. Dochodzi do intensyw-
nej proliferacji komórki.

Dzia³anie antyapoptotyczne przez NF-6B zaobser-
wowali M a e d a  i wsp. [42]. Szczepy Helicobacter
pylori, wydzielaj¹ce bia³ka cagA kodowane przez geny
zwi¹zane z wysp¹ patogenno�ci cag (cagA pathoge-
nicity island, cagPAI), s¹ zdolne do aktywacji cykliny
D1, Elk-1 i bia³ka c-Fos, które s¹ zaanga¿owane
w proliferacjê komórkow¹ i mog¹ odgrywaæ pewn¹
rolê w karcinogenezie przez aktywacjê ERK/MAPK.
Bia³ka cagA s¹ wydzielane przez IV system sekrecji
bia³ek (type 4 secretion system, T4SS) [17].

Badania Ya n a i  i wsp. [81] dowodz¹, ¿e szczepy
H. pylori cagPAI aktywuj¹ NF-6B, które jest odpo-
wiedzialne za indukcjê cIAP2. Zaobserwowano, ¿e w
komórkach ludzkiego gruczolakoraka ¿o³¹dka z linii
MKN45 dochodzi do wzrostu transkrypcji mRNA dla
cIAP2. cIAP2 powoduje nasilon¹ ubikwitynacjê ka-
spazy-3 i -7, co hamuje szlak apoptozy. Podanie inhibi-
torów NF-6B w tych komórkach wywo³ywa³o spadek
ekspresji cIAP2, co jednoznacznie �wiadczy o udziale
NF-6B w szlaku antyapoptotycznym indukowanym
H. pylori cagPAI.

H i r a t a  i wsp. [21] wykazali, ¿e szczepy H. pylori
cagPAI powoduj¹ aktywacjê w komórkach raka ¿o³¹d-
ka linii AGS obu podjednostek IKK: " i $. IKK$ od-
powiada za aktywacjê NF-6B, dzia³aj¹c jak kinaza
I6B", natomiast IKK" � zostaje przemieszczone do
j¹dra komórkowego i jest konieczne do wywo³ania
w³a�ciwej odpowiedzi zapalnej. Znamienn¹ rolê przy-
pisuje siê aktywacji kinazy serynowo-treoninowej
TAK1 (TGF-beta-activated kinase), która odpowiada
bezpo�rednio za fosforylacjê IKK.

Z badañ prowadzonych przez O h m a e  i wsp. [56]
wynika, ¿e supresja apoptozy ludzkich limfocytów B
i fibroblastów zachodzi z udzia³em aktywacji alterna-
tywnej drogi NF-6B. Odpowiada za to LPS H. pylori,
natomiast nie jest zale¿ne od obecno�ci genu cag.

Udzia³ klasycznej drogi aktywacji NF-6B zaobser-
wowano w przypadku zahamowania �mierci makrofa-

gów linii RAW 264.7 i wywodz¹cych siê ze szpiku
kostnego zaka¿onego E. coli [16]. Komórki gospoda-
rza po fagocytozie E. coli wykazywa³y wzrost ekspre-
sji Bcl-2, co stabilizuje potencja³ b³onowy mitochon-
drium, wzmo¿on¹ syntezê cIAP-2 oraz blokowanie
kaskady kaspaz efektorowych.

L i u  i wsp. [38] zaobserwowali, ¿e pa³eczki E. coli,
które wytwarzaj¹ werotoksynê 2 (Verotoxin-2, VT-2),
s¹ w stanie hamowaæ spontaniczn¹ apoptozê neutrofili.
W badaniach in vitro podanie inhibitora PKC powo-
dowa³o zniesienie antyapoptotycznego dzia³ania VT-2,
co sugeruje mechanizm zale¿ny od PKC. Aktywacja
PKC mo¿e prowadziæ do uwalniania NF-6B w komór-
ce gospodarza, który mo¿e byæ bezpo�rednio zaanga-
¿owany w proces regulacji apoptozy komórek zaka-
¿onych E. coli VT-2 [7].

Hamowanie spontanicznej apoptozy zosta³o udo-
wodniono w przypadku Staphylococcus epidermidis
[36]. L i l e s  i wsp. [36] wyizolowali modulinê roz-
puszczaln¹ w fenolu (phenol-soluble modulin, PSM).
Jest to zwi¹zek syntetyzowany przez drobnoustroje
o w³a�ciwo�ciach stymulacji wytwarzania cytokin po-
zapalnych. In vitro PSM hamuje spontaniczn¹ apopto-
zê neutrofili i monocytów. W przypadku monocytów
linii THP-1 mechanizm tego zjawiska obejmuje akty-
wacjê NF-6B [48].

Kwas lipoteicholowy S. aureus wykazuje aktyw-
no�æ antyapoptotyczn¹ w stosunku do neutrofili [65].
Z badañ L o t z  i wsp. [40] wynika, ¿e w mechanizm
indukcji genów antyapoptotycznych zaanga¿owane s¹
obecne na komórce neutrofili receptory CD14 i TLR2,
których aktywacja wywo³uje uwalnianie NF-6B z po³¹-
czenia z inhibitorem. M o r e i l h o n  i wsp. [50] wyka-
zali, ¿e aktywacja genów antyapoptotycznych (BIRC3,
SGK, PIM, BCL2A1) zachodzi g³ównie w przypadku
zaka¿enia komórek nab³onka oddechowego bezkomór-
kowym supernatantem S. aureus, za� w mniejszym
stopniu � ¿ywymi komórkami. Czynnikiem, odpowie-
dzialnym za wzmo¿enie transkrypcji genów hamuj¹-
cych apoptozê, jest prawdopodobnie bia³ko zwi¹zane
ze �cian¹ komórkow¹, rozpuszczalne w wodzie.

Zdaniem K e m p f  i wsp. [30] antyapoptotyczne
dzia³anie Bartonella henselae wobec komórek mono-
cytarnych linii Mono Mac 6 jest zwi¹zane z aktywacj¹
czynnika transkrypcyjnego NF-6B oraz ze wzrostem
poziomu komórkowych inhibitorów apoptozy cIAP-1
i -2 zale¿nych od NF-6B. Inhibitory apoptozy (inhi-
bitor of apoptosis proteins, IAPs), do których nale¿¹
cIAP-1 i -2 hamuj¹ kaspazê-3, -7, -9 [11].

Stwierdzono, ¿e hamowanie apoptozy komórek
�ródb³onka naczyniowego przez bakterie B. henselae
i B. quintana jest zale¿ne od IV systemu sekrecji VirB/
VirD4 [63, 64]. Czynnikiem antyapoptotycznym jest
bia³ko efektorowe BepA dostarczane do wnêtrza ko-
mórki przez T4SS. W komórkach �ródb³onka naczy-
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niowego bia³ko BepA wi¹¿e siê z b³on¹ plazmatyczn¹
i powoduje wzrost wewn¹trzkomórkowego poziomu
cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP). Zda-
niem S c h m i d  i wsp. [63] zwiêkszenie zawarto�ci
cAMP wewn¹trz komórki mo¿e wynikaæ z bezpo�red-
niego wp³ywu bia³ka BepA na cyklazê adenylow¹.
Mo¿e byæ tak¿e efektem oddzia³ywania z bia³kami G
zwi¹zanymi z b³on¹ plazmatyczn¹ lub te¿ z receptora-
mi sprzê¿onymi z bia³kiem G reguluj¹cymi aktywno�æ
cyklazy. Nie wiadomo, w jaki sposób cAMP zapobie-
ga apoptozie komórek �ródb³onka naczyniowego. Byæ
mo¿e powoduje indukcjê komórkowego inhibitora
apoptozy 2 cIAP-2 [53]. Wed³ug badaczy dzia³anie
bia³ka BepA jest niezale¿ne od czynnika j¹drowego
NF-6B [63]. Byæ mo¿e odmienne wyniki w stosunku
do badañ K e m p f  i wsp. [30] wynikaj¹ z zastosowa-
nia ró¿nych linii komórkowych.

Jak wynika z badañ B i n n i c k e r  i wsp. [4] anty-
apoptotyczny wp³yw N. gonorrhoeae na komórki na-
b³onkowe cewki moczowej jest zwi¹zany z udzia³em
czynnika transkrypcyjnego NF-6B. Stwierdzono, ¿e
sk³adnik b³ony zewnêtrznej, bia³ko Por IB, powoduje
aktywacjê czynnika NF-6B i wzrost ekspresji zale¿-
nych od niego genów bfl-1, cox-2 i c-IAP2, których
bia³kowe produkty mog¹ hamowaæ zaprogramowan¹
�mieræ komórki na drodze ró¿nych mechanizmów.
Bia³ko Bfl-1 oddzia³uje z czynnikami proapoptotycz-
nymi i zapobiega uwolnieniu cytochromu c z mitochon-
drium [77, 85]. Nadekspresja bia³ka COX-2 powoduje
zale¿ny od aktywacji szlaku PI3K/Akt wzrost poziomu
bia³ka Mcl-1 [39] hamuj¹cego proapoptotyczny czyn-
nik Bok [24]. Wykazano równie¿, ¿e bia³ko Mcl-1 mo¿e
hamowaæ apoptozê powodowan¹ nadekspresj¹ c-Myc
[60] oraz wi¹zaæ siê z bia³kiem Bax, powoduj¹c jego
sekwestracjê [78]. Dok³adny mechanizm dzia³ania po-
ryny Por IB N. gonorrohoeae nie jest w pe³ni znany.

Hamuj¹cy wp³yw bakterii z rodzajów Chlamydia
i Chlamydophila na zaprogramowan¹ �mieræ ró¿nych
typów komórek mo¿e byæ zwi¹zany z czynnikiem
transkrypcyjnym NF-6B, chocia¿ istniej¹ sprzeczne
doniesienia na ten temat [14, 75, 79].

Wed³ug W a h l  i wsp. [75] Ch. pneumoniae indu-
kuje zale¿n¹ od NF-6B ekspresjê inhibitora apoptozy
c-IAP2 (cellular inhibitor of apoptosis 2) w zaka¿onych
komórkach monocytarnych Mono Mac 6. Odmienne
wyniki uzyskali F i s c h e r  i wsp. [14]. Zdaniem bada-
czy antyapoptotyczne dzia³anie Ch. pneumoniae wobec
komórek HeLa zwi¹zane z zablokowaniem uwolnie-
nia cytochromu c i zale¿nej od niego aktywacji kaspaz
nie wymaga udzia³u NF-6B. Równie¿ X i a o  i wsp.
[79] zauwa¿yli, ¿e bakterie C. trachomatis zapobiega-
j¹ apoptozie zaka¿onych komórek HeLa niezale¿nie
od czynnika transkrypcyjnego NF-6B. Zarówno che-
miczne zablokowanie aktywacji NF-6B, jak usuniêcie
genu p65 koduj¹cego ten czynnik, nie wp³ynê³o na ha-

mowanie zaprogramowanej �mierci komórek HeLa.
Byæ mo¿e odmienne wyniki badañ s¹ spowodowane
u¿yciem ró¿nych linii komórkowych lub szczepów
bakteryjnych.

3.2.2. Udzia³ szlaku PI3K/Akt

Z antyapoptotycznym dzia³aniem bakterii jest zwi¹-
zany tak¿e szlak przeka�nikowy obejmuj¹cy 3-kina-
zê fosfatydylinozytolu (phosphatidylinositol-3-kinase,
PI3K) oraz kinazê Akt. 3-kinaza fosfatydylinozytolu
jest enzymem sk³adaj¹cym siê z podjednostki katali-
tycznej (P110) oraz podjednostki adaptorowej/regula-
torowej (P85), aktywowanej przez receptory o aktyw-
no�ci kinazy tyrozynowej (receptors tyrosine kinase,
RTK) i receptory sprzê¿one z bia³kiem G (G protein-
coupled receptor, GPCR). Aktywny enzym PI3K prze-
kszta³ca 4,5-difosforan fosfatydylinozytolu w 3,4,5-tri-
fosforan fosfatydylinozytolu [57].

Enzym Akt jest kinaz¹ serynowo-treoninow¹ na-
zywan¹ tak¿e kinaz¹ bia³kow¹ B (protein kinase B,
PKB). Wystêpuje u ssaków w postaci trzech izoform:
Akt1 (PKB"), Akt2 (PKB$) i Akt3 (PKB(), z których
ka¿da posiada N-koñcow¹ domenê PH (pleckstrin ho-
mology domain), domenê �rodkow¹ kinazy oraz C-koñ-
cow¹ domenê regulatorow¹. Kinaza Akt ulega prze-
mieszczeniu do b³ony plazmatycznej i poprzez domenê
PH oddzia³uje z 3,4,5-trifosforanem fosfatydylinozy-
tolu, czego efektem jest zmiana konformacji enzymu,
umo¿liwiaj¹ca aktywacjê kinazy. Aktywacja enzymu
Akt wynika z fosforylacji dwu reszt aminokwasów.
Dla kinazy Akt1 jest to Thr308 zlokalizowana w do-
menie �rodkowej kinazy, fosforylowana przez kinazê
PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1, kinaza 1
zale¿na od fosfoinozyny) oraz Ser473 w C-koñcowej
domenie regulatorowej, która mo¿e ulegaæ autofosfo-
rylacji lub byæ fosforylowana przez inn¹ kinazê sery-
now¹, np. kinazê zwi¹zan¹ z integryn¹ (integrin-linked
kinase, ILK), b¹d� PDK2 [57].

Aktywny enzym Akt wp³ywa na wiele procesów
zachodz¹cych w komórce, m.in., na proliferacjê, meta-
bolizm i apoptozê [57]. Kinaza Akt mo¿e zapobiegaæ
zaprogramowanej �mierci komórek dzia³aj¹c bezpo-
�rednio na czynniki proapoptotyczne. Wykazano, ¿e
hamuje zmianê konformacji bia³ka Bax i jego prze-
mieszczenie do mitochondrium, co uniemo¿liwia uwol-
nienie cytochromu c i aktywacjê kaskady kaspaz [80].
Kinaza Akt inaktywuje proapoptotyczne bia³ko Bad
[57]. Ponadto, jak wynika z badañ C a r d o n e  i wsp.
[8] fosforyluje kaspazê-9, co skutkuje os³abieniem jej
aktywno�ci.

Antyapoptotyczne dzia³anie kinazy Akt zwi¹zane
jest tak¿e z regulacj¹ czynników transkrypcyjnych kon-
troluj¹cych pro- i antyapoptotyczne geny. Fosforylacja
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czynników transkrypcyjnych AFX, nazywany tak¿e
FOXO4 (forkhead box protein O4), FKHR (forkhead
homolog 1 rhabdomyosarcoma) i FKHRL1 (forkhead
homolog rhabdomyosarcoma like 1), nale¿¹cych do
rodziny Forkhead zapobiega transkrypcji proapopto-
tycznych genów koduj¹cych bia³ka FasL, IGFBP-1 oraz
Bim. Z kolei fosforylacja i aktywacja czynnika trans-
krypcyjnego CREB (cAMP-response element binding
protein) skutkuje wzrostem ekspresji antyapoptotycz-
nych genów bcl-2 i mcl-1. Kinaza Akt mo¿e tak¿e
fosforylowaæ i aktywowaæ kinazê I6B, indukuj¹c¹
degradacjê I6B, inhibitora czynnika trasnskrypcyjne-
go NF-6B. Prowadzi to do aktywacji NF-6B i trans-
krypcji zale¿nych od czynnika j¹drowego genów ko-
duj¹cych bia³ka Bcl-xL, inhibitory kaspaz oraz bia³ko
c-Myb [57]. Jak wynika z badañ B a s u  i wsp. [2] en-
zym Akt fosforyluje bia³ko Yap (Yes-associated prote-
in) bêd¹ce koaktywatorem czynnika transkrypcyjnego
p73. Ufosforylowanie proteiny Yap powoduje supresjê
po�redniczonej przez p73 transkrypcji genów koduj¹-
cych bia³ka proapoptotyczne, np. Bax w odpowiedzi
na czynniki uszkadzaj¹ce DNA. Kinaza Akt fosfory-
luje tak¿e bia³ko Mdm2 (murine double minute-2) [47],
bêd¹ce ligaz¹ ubikwityny E3 [23]. Proteina Mdm2 po-
woduje obni¿enie komórkowego poziomu bia³ka p53
oraz zmniejszenie jego aktywno�ci transkrypcyjnej
[47]. Proteina p53 jest odpowiedzialna za ekspresjê
bia³ek proapoptotycznych, m.in.: B a x  [49], N o x a
[55] i P u m a  [52].

Kinaza Akt mo¿e zapobiegaæ apoptozie poprzez
regulacjê metabolizmu komórki. Fosforylacja kinazy 3
syntazy glikogenu (glycogen synthase kinase 3, GSK3),
enzymu zwi¹zanego z syntez¹ glikogenu w odpowiedzi
na wysoki poziom insuliny [10] hamuje zaprogramo-
wan¹ �mieræ komórki [58].

Bakterie C. trachomatis zapobiegaj¹ zaprogramo-
wanej �mierci komórek równie¿ za po�rednictwem ki-
nazy fosfatydyloinozytolu PI3K. Jak wynika z badañ
Ve r b e k e  i wsp. [74] w zaka¿onych komórkach na-
stêpuje aktywacja kinazy PI3K, która z kolei wp³ywa
na aktywacjê kinazy bia³kowej Akt. Aktywny enzym
Akt fosforyluje proapoptotyczne bia³ko Bad wi¹¿¹ce
siê poprzez bia³ko adaptorowe 14-3-3$ z bia³kiem
IncG znajduj¹cym siê w b³onie cia³ka wtrêtowego.
Odizolowanie bia³ka Bad od mitochondrium zapobie-
ga stymulacji uwalniania cytochromu c. Nie wiadomo,
w jaki sposób dochodzi do aktywacji kinezy PI3K
w komórkach zaka¿onych przez C. trachomatis. Zda-
niem badaczy proces ten mo¿e byæ spowodowany anty-
apoptotycznym czynnikiem wytwarzanym przez bakte-
rie i wydzielanym do cytozolu przez III system sekrecji
(type three secretion system, TTSS) [74].

Czynnikiem odpowiedzialnym za zahamowanie
apoptozy komórek nab³onkowych zaka¿onych przez
Salmonella Typhimurium jest bia³ko efektorowe SopB

[32], dostarczane do wnêtrza komórki przez III system
sekrecji (TTSS) [13]. Bia³ko SopB posiadaj¹ce aktyw-
no�æ fosfatazy fosfatydylinozytolu [54] powoduje
ci¹g³¹ fosforylacjê i aktywacjê serynowo-teroninowej
kinazy Akt. Ponadto, jak wynika z badañ K n o d l e r
i wsp. [32] bia³ko SopB zapobiega aktywacji kaspazy-3.

Dzia³anie antyapoptotyczne pa³eczek Porphyromo-
nas gingivalis jest zwi¹zane z fosforylacj¹ bia³ka Akt
przez 3-kinazê fosfatydylinozytolu (phosphatidylino-
sitol 3-kinase, PI3K) [82]. Nie jest znany czynnik ak-
tywuj¹cy kinazê PI3K w zaka¿onych komórkach. Byæ
mo¿e jest nim LPS P. gingivalis wykazuj¹cy dzia³anie
antyapoptotyczne wobec neutrofili [51]. LPS tych bak-
terii wi¹¿e siê z receptorem TLR2 [22]. S t r a s s h e i m
i wsp. [66] opisali aktywacjê PI3K za po�rednictwem
receptora TLR2 u neutrofili.

4. Podsumowanie

Prowadzone w ostatnich latach do�wiadczenia przy-
czyni³y siê do lepszego poznania wp³ywu bakterii na
zaka¿one komórki. Wykazano, ¿e drobnoustroje mog¹
zarówno indukowaæ, jak i hamowaæ apoptozê. Bakterie
mog¹ zapobiegaæ zaprogramowanej �mierci komórek
dzia³aj¹c bezpo�rednio na struktury i enzymy uczest-
nicz¹ce w apoptozie takie, jak: receptory, kaspazy czy
mitochondria. Antyapoptotyczny wp³yw drobnoustro-
jów mo¿e mieæ tak¿e charakter po�redni i byæ zwi¹zany
z aktywacj¹ szlaków przeka�nikowych zlokalizowa-
nych wewn¹trz zaka¿onych komórek.

Apoptoza jest procesem maj¹cym istotne znacze-
nie w patogenezie chorób wywo³anych przez bakterie.
Jak wynika z przeprowadzonych badañ, hamowanie
apoptozy umo¿liwia drobnoustrojom rozmna¿anie siê
w zaka¿onych komórkach chroni¹c je przed dzia³a-
niem uk³adu odporno�ciowego.

Mimo znacznego postêpu w badaniach nad zapro-
gramowan¹ �mierci¹ komórek wiele mechanizmów
antypoptotycznego dzia³ania bakterii nie zosta³o do
koñca wyja�nionych, a wiele z nich opiera siê w du-
¿ym stopniu na hipotezach. Konieczne s¹ dalsze prace
badawcze, które umo¿liwi¹ dok³adne poznanie wp³ywu
drobnoustrojów na zaka¿one komórki oraz pozwol¹ na
opracowanie nowych metod zapobiegania i leczenia
chorób wywo³anych przez bakterie.
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1. Wprowadzenie

W roku 1942 M c I n t i r e  i wspó³pracownicy opi-
sali cykliczne oligomery glukozy wyizolowane z po-
¿ywki, w której hodowano bakterie z gatunku Agrobac-
terium tumefaciens (obecnie: Rhizobium radiobacter)
[32]. S¹dzono, ¿e stanowi¹ one now¹ podklasê egzo-
polisacharydów. Nieco pó�niej podczas badañ nad me-
tabolizmem fosfolipidów u E. coli wykazano obecno�æ
podobnych zwi¹zków w peryplazmie tych bakterii.
Wykazano wtedy, ¿e przemiany fosfatydyloglicerolu
s¹ zwi¹zane z transferem reszty sn-1-fosfoglicerolu
na cz¹steczkê peryplazmatycznego glukanu. W lite-
raturze przyj¹³ siê skrót MDO (membrane derived
oligosaccharides) dla okre�lenia tych oligosachary-
dów. Okaza³o siê, ¿e zarówno glukany wyizolowane
z komórek A. tumefaciens, jak i MDO z peryplazmy
E. coli podlegaj¹ regulacji osmotycznej. St¹d wywo-
dzi siê ich wspólna nazwa: osmoregulowalne pery-
plazmatyczne glukany (osmoregulated periplasmic
glucans � OPG) [27, 34].

Obecnie przyjmuje siê, ¿e OPG s¹ powszechne
u bakterii Gram-ujemnych i mieszcz¹ siê w przestrzeni

peryplazmatycznej. Przestrzeñ ta jest wype³niona ma-
cierz¹ maj¹c¹ postaæ ¿elu, w której oprócz glukanów
i woreczka mureinowego obecne s¹ liczne bia³ka: miê-
dzy innymi enzymy, bia³ka opiekuñcze, przeno�niki
substancji drobnocz¹steczkowych, takich jak: amino-
kwasy, peptydy, cukry, witaminy, koenzymy, nukleo-
tydy i jony zwi¹zków nieorganicznych. W poszcze-
gólnych grupach bakterii glukany maj¹ ró¿n¹ budowê,
jednak mo¿na dopatrzyæ siê pewnych cech wspólnych.
S¹ to polimery D-glukozy, która mo¿e byæ dodatkowo
podstawiona sk³adnikami niecukrowymi. Z regu³y resz-
ty glukozy s¹ ze sob¹ po³¹czone wi¹zaniami $-gliko-
zydowymi, a wi¹zania "-glikozydowe spotyka siê spo-
radycznie. Glukany mog¹ stanowiæ od 5 do 20%
ca³kowitej suchej masy komórki. Ich ilo�æ zale¿y od
gatunku bakterii, warunków hodowli, a tak¿e od fazy
wzrostu komórek. Najwiêcej tych oligocukrów pow-
staje w logarytmicznej fazie wzrostu hodowli. W prze-
strzeni peryplazmatycznej mog¹ osi¹gaæ stê¿enie od 10
do 100 mM. Czê�æ glukanów jest wydzielana do pod-
³o¿a. Tutaj ich ilo�æ ró¿ni siê znacznie i zale¿y od ga-
tunku bakterii, a tak¿e jest silnie uwarunkowana przez
fazê wzrostu oraz czynniki otoczenia. Wydzielanie
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peryplazmatycznych glukanów na zewn¹trz komórki
wzmaga wysoka temperatura oraz osmotycznie czyn-
ne sk³adniki po¿ywek. Du¿e ich stê¿enie w pod³o¿u
stwierdza siê w stacjonarnej fazie hodowli.

2. Struktura peryplazmatycznych glukanów

Na podstawie budowy cz¹steczek mo¿na oligocukry
te zaklasyfikowaæ do czterech grup:

1. liniowe $-(1,2)-glukany;
2. cykliczne $-(1,2)-glukany;
3. cykliczne $-(1,2)-glukany z jednym wi¹zaniem

typu "-(1,6);
4. cykliczne $-(1,3);(1,6)-glukany.

2.1. Liniowe $-(1,2)-glukany

Do tej grupy nale¿¹ peryplazmatyczne oligocukry
pochodz¹ce z komórek E. coli oraz innych enterobak-
terii. Szkielet cz¹steczki najczê�ciej jest utworzony
z 8�9 reszt glukozy, choæ spotyka siê równie¿ cz¹s-
teczki zbudowane z 5 a nawet 12 reszt (rys. 1A). Cz¹s-
teczki glukozy w g³ównym ³añcuchu s¹ ze sob¹ po³¹-
czone wi¹zaniami typu $-(1,2). Stwierdzono obecno�æ
licznych odga³êzieñ przy³¹czonych wi¹zaniami $-(1,6)
glikozydowymi. Charakterystyczn¹ cech¹ tej klasy
peryplazmatycznych glukanów jest obecno�æ pod-
stawników niecukrowych. Najczê�ciej s¹ to reszty fos-
foglicerolu, fosfoetanolaminy, kwasu bursztynowego
i octowego. W zwi¹zku z tym wiêkszo�æ cz¹steczek
glukanów znajduj¹cych siê w przestrzeni peryplazma-
tycznej komórek E. coli ma charakter anionowy [27].
Podobn¹ budowê posiadaj¹ liniowe oligocukry izo-
lowane z innych bakterii nale¿¹cych do (-Proteobac-
teria, jak np. Erwinia chrysanthemi (u której wystêpu-
j¹ glukany zbudowane z 5�12 reszt glukozy) [13] oraz
Pseudomonas syringae (6�13 reszt glukozy w cz¹s-
teczce glukanu) [43].

2.2. Cykliczne $-(1,2)-glukany (cyklosoforany)

S¹ to oligosacharydy syntetyzowane przez bakte-
rie nale¿¹ce do Rhizobiales, z rodzajów: Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Agrobacterium oraz
Brucella [10, 12, 22, 23]. Cz¹steczki tych oligosacha-
rydów s¹ cykliczne, a monomery glukozy ³¹cz¹ siê
wy³¹cznie wi¹zaniami $-(1,2). Stopieñ polimeryzacji
reszt glukozy (DP) jest do�æ zró¿nicowany [9]. U Rhi-
zobium leguminosarum wynosi od 17 do 25, u Me-
sorhizobium huakuii DP = 17�28, natomiast u Sino-
rhizobium meliloti mo¿e siêgaæ nawet 40 reszt glukozy
w pier�cieniu. Nie uda³o siê stwierdziæ $-(1,2)-gluka-
nów o liczbie podjednostek mniejszej ni¿ 17. Prawdo-
podobnie mniejsze pier�cienie przy tym typie wi¹zañ

nie s¹ energetycznie uprzywilejowane [46]. Strukturê
cyklicznego $-(1,2)-glukanu przedstawiono na rys. 1B.

Pocz¹tkowo sugerowano, ¿e cykliczne $-(1,2)-glu-
kany to oligocukry niemodyfikowane, a wiêc o cha-
rakterze obojêtnym [33]. Okaza³o siê jednak, ¿e mog¹
one ulegaæ przemianom polegaj¹cym na do³¹czeniu
anionowych podstawników takich, jak sn-1-fosfogli-
cerol, bursztynian, czy metylomalonian [9, 23, 35].
Dominuj¹cym podstawnikiem cyklicznych glukanów
u Sinorhizobium i Agrobacterium tumefaciens jest
sn-1-fosfoglicerol, pochodz¹cy z czê�ci polarnej fosfa-
tydyloglicerolu, bêd¹cego budulcem b³on lipidowych.
Podstawnik ten jest zwi¹zany z cz¹steczk¹ glukozy
w pozycji C-6 poprzez wi¹zanie fosfodiestrowe. Stwier-
dzono, ¿e podczas logarytmicznej fazy wzrostu bakterii,
liczne cz¹steczki cyklicznych oligomerów s¹ podsta-
wiane jedn¹ do czterech reszt sn-1-fosfoglicerolu, na-
tomiast w fazie stacjonarnej obserwuje siê g³ównie
syntezê glukanów obojêtnych [35].

Rys. 1. Struktury wybranych peryplazmatycznych glukanów:
A) E. coli [26];
B) Mesorhizobium huakuii [12];
C) Ralstonia solanacearum [29];
D) Azorhizobium caulinodans [27].

n � liczba reszt glukozy w pier�cieniu
x, y � liczba reszt glukozy po³¹czonej odpowiednio

wi¹zaniem $-(1,3) i $-(1,6)
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2.3. Cykliczne $-(1,2)-glukany
z jednym wi¹zaniem typu "-(1,6) w pier�cieniu

Do tej grupy zaliczane s¹ cykliczne oligosacharydy
wyizolowane z komórek Ralstonia solanacearum, Xan-
thomonas campestris i Rhodobacter sphaeroides [42,
45]. Cz¹steczki glukanu Ralstonia zawieraj¹ 13 reszt
glukozy w pier�cieniu, Xanthomonas wytwarza glu-
kany zbudowane z 16 reszt, za� Rhodobacter z 18.
W pier�cieniu oligocukrowym jedno wi¹zanie jest typu
"-(1,6), a pozosta³e reszty glukozy po³¹czone s¹ wi¹za-
niami typu $-(1,2) (rys. 1C). Prawdopodobnie obecno�æ
wi¹zania "-(1,6) powoduje wiêksze usztywnienie cz¹s-
teczki polimeru w porównaniu z bardziej elastyczny-
mi strukturami cyklicznych glukanów posiadaj¹cych
w szkielecie wy³¹cznie wi¹zania typu $-(1,2) [30].

2.4. Cykliczne $-(1,3);(1,6)-glukany

Ta grupa obejmuje polimery, w których reszty glu-
kozy s¹ ze sob¹ po³¹czone wi¹zaniami $-(1,3) i $-
(1,6)-glikozydowymi. Obecno�æ takich oligosachary-
dów stwierdzono u bakterii z rodzaju Bradyrhizobium,
u gatunków: Azospirillum brasilense oraz Azorhizobium
caulinodans [1, 28, 41].

Bradyrizobia syntetyzuj¹ cykliczne $-glukany za-
wieraj¹ce od 10 do 13 reszt glukozy w pier�cieniu.
W cz¹steczce zbudowanej z 13 reszt, dwana�cie tworzy
szkielet g³ówny, natomiast trzynasta reszta jest rozga³ê-
zieniem ³¹cz¹cym siê z pier�cieniem poprzez grupê OH
przy wêglu C-6 glukozy tworz¹cej wi¹zanie $-(1,3)-
glikozydowe. W takim oligomerze reszty glukozy po-
³¹czone wi¹zaniami $-(1,3) mog¹ byæ zgrupowane
w uk³ady tripletowe, które s¹ oddzielone resztami glu-
kozy po³¹czonej wi¹zaniami $-(1,6). Sekwencje zawie-
raj¹ce wi¹zania typu $-(1,6), mog¹ wystêpowaæ w gru-
pach: po dwie, cztery lub piêæ reszt glukozy. Cz¹steczki
glukozy tworz¹ce wi¹zanie $-(1,3) s¹ podstawione
fosfocholin¹, przy³¹czon¹ do C-6 reszty glukozy. Fosfo-
cholina bêd¹c podwójnym jonem (zwitter ion) powo-
duje, ¿e ³adunek elektryczny glukanu zale¿y od w³as-
no�ci roztworu, w którym s¹ one rozpuszczone [9, 41].

Opisane niedawno peryplazmatyczne glukany Azo-
rhizobium caulinodans maj¹ budowê podobn¹ do oligo-
cukrów bradyrizobiowych (rys. 1D). Stopieñ polime-
ryzacji tych cyklicznych moleku³ wynosi od 10 do 13.
Zdecydowan¹ wiêkszo�æ (97%) stanowi¹ cz¹steczki
jedenastomerowe. Stwierdzono, ¿e w tych oligocukrach
wi¹zania typu $-(1,3) mog¹ wystêpowaæ w grupach
zawieraj¹cych od dwóch do siedmiu reszt glukozy,
z widoczn¹ przewag¹ fragmentów z³o¿onych z trzech
i czterech monomerów. W przeciwieñstwie do gluka-
nów Bradyrhizobium, u Azorhizobium brak jest odga³ê-
zieñ, a cz¹steczki maj¹ charakter obojêtny, nie stwierdzo-
no bowiem u nich jakichkolwiek podstawników [27].

Peryplazmatyczne glukany wyizolowane z komórek
Azospirillum brasilense s¹ mieszanin¹ trzech typów
oligomerów. Podstawowy typ zbudowany jest z 12 reszt
glukozy, po³¹czonych trzema wi¹zaniami typu $-(1,3),
o�mioma $-(1,6) i jednym wi¹zaniem typu $-(1,4).
Drugi typ glukanu powstaje przez przy³¹czenie wi¹-
zaniem "-(1,3) jednej reszty glukozy do wspomnia-
nej struktury podstawowej. Trzeci typ to modyfikacja
glukanu typu drugiego. Polega ona na metylowaniu
"-(1,3)-zwi¹zanej reszty glukozy w pozycji C-2 [1].

3. Synteza peryplazmatycznych glukanów

3.1. Biosynteza szkieletu cukrowego

Na podstawie analizy fenotypów mutantów nie-
zdolnych do syntezy glukanów wyodrêbniono i scha-
rakteryzowano szereg genów niezbêdnych w biosyn-
tezie OPG.

U E. coli wykryto dwa geny tworz¹ce operon
opgGH (lub mdoGH). Znajduje siê on w bezpo�rednim
s¹siedztwie genu pyrC, którego produkt bierze udzia³
w syntezie uracylu [8, 27]. Produktem genu opgH jest
bia³ko b³onowe o masie cz¹st. 97 kDa. Osiem segmen-
tów transmembranowych po³¹czonych trzema d³ugimi
regionami cytoplazmatycznymi tworzy kana³, s³u¿¹cy
do translokacji OPG do przestrzeni peryplazmatycznej.
Proces translokacji odbywa siê równolegle z biosynte-
z¹ ³añcucha cukrowego [14]. Bia³ko OpgH (MdoH) jest
niezbêdne do wyra¿enia aktywno�ci glukozylotrans-
ferazy, katalizuj¹cej in vitro powstawanie liniowego
³añcucha $-(1,2)-oligosacharydowego z UDP-glukozy
jako prekursora [27]. G³ówna domena OpgH wykazuje
pewne podobieñstwa strukturalne z rodzin¹ 2-gliko-
zylotransferaz [7].

OpgG (MdoG) jest bia³kiem peryplazmatycznym
o masie cz¹st. 56 kDa, zawiera ono dwie domeny
o strukturze $. Miejsce aktywne tego bia³ka enzyma-
tycznego zbudowane jest z aminokwasów kwa�nych
i aromatycznych, wykazuj¹c podobieñstwo struktural-
ne do takich enzymów jak mutarotaza galaktozowa
i glukodekstranaza. OpgG wspó³pracuje z OpgH, ka-
talizuj¹c proces tworzenia odga³êzieñ od g³ównego
szkieletu glukanu. Poniewa¿ prekursor do tej reakcji
(UDP-glukoza) znajduje siê wy³¹cznie w cytoplazmie,
to najbardziej prawdopodobne jest, ¿e rozga³êzienia
mog¹ powstawaæ poprzez rearan¿acjê podjednostek
glukozowych pierwotnie przy³¹czonych do liniowego
szkieletu wi¹zaniem $-(1,2)-glikozydowym. Przypusz-
cza siê, ¿e po peryplazmatycznej stronie b³ony cyto-
plazmatycznej OpgG wycina i przenosi reszty glukozy
na tê sam¹ lub inn¹ cz¹steczkê glukanu, tworz¹c roz-
ga³êzienia przy³¹czone wi¹zaniem $-(1,6)-glikozydo-
wym. Podobny proces zachodzi podczas powstawania
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rozga³êzieñ w cz¹steczkach glikogenu [21]. Udowod-
niono, ¿e operon opgGH (mdoGH) podlega kontroli
osmotycznej [7, 27].

Geny homologiczne do opgGH wyizolowano z ko-
mórek Pseudomonas syringae i Erwinia chrysan-
themi [7, 27]. Obecno�æ konserwatywnych sekwencji
wykazuj¹cych podobieñstwo do sekwencji opgGH
stwierdzono równie¿ u innych bakterii nale¿¹cych do
(-Proteobacteria. U $-Proteobacteria takie sekwencje
stwierdzono w genomie Nitrosomonas europeae [27].

Bakterie Sinorhizobium meliloti posiadaj¹ dwa
sprzê¿one geny: ndvB i ndvA (nodule development)
[9]. Gen ndvB koduje du¿e bia³ko b³onowe o masie
cz¹st. oko³o 319 kDa. Aktywno�æ enzymatyczn¹ NdvB
badano in vitro. Wykazano, ¿e jedynie 60 % cz¹steczki
tego bia³ka, licz¹c od koñca aminowego, jest niezbêdne
do syntezy glukanu. Produktem genu ndvA jest bia³ko
cytoplazmatyczne o masie cz¹st. 67 kDa. Sekwencja
aminokwasowa tego bia³ka wykazuje podobieñstwo do
sk³adników systemu sekrecyjnego typu I (ABC-trans-
porter), a zw³aszcza do bia³ka HlyB. Prawdopodobnie
bia³ko NdvA bierze udzia³ w translokacji glukanu do
przestrzeni peryplazmatycznej oraz do �rodowiska ze-
wnêtrznego [44].

U Agrobacterium tumefaciens (R. radiobacter) zi-
dentyfikowano podobne geny. Nazwano je chvB i chvA
(chromosomal virulence). U Sinorhizobium fredii
stwierdzono obecno�æ genu ndvB za� u Brucella abor-
tus genu cgs [26]. Wykazano, ¿e geny te mog¹ kom-
plementowaæ wadliwe szlaki biosyntezy OPG u mu-
tantów ndvB� S. meliloti [44]. Prawdopodobnie bia³ka
NdvB i ChvB uczestnicz¹ we wszystkich etapach bio-
syntezy szkieletu rozpoczynaj¹c od UDP-glukozy jako
substratu. Do ich aktywacji wymagana jest obecno�æ
jonów Mg2+ i Mn2+.

Dwa sprzê¿one geny ndvB i ndvC zidentyfikowano
u Bradyrhizobium japonicum. Produktem genu ndvB
jest bia³ko o masie cz¹st. 102 kDa, za� genu ndvC
� bia³ko o masie cz¹st. 62 kDa. Prawdopodobnie oba
s¹ bia³kami b³onowymi. Inaktywacja genu ndvB pro-
wadzi do zahamowania syntezy OPG, natomiast gdy
inaktywacji ulega gen ndvC, produkowana jest nor-
malna ilo�æ OPG lecz w szkielecie reszty glukozy po-
³¹czone s¹ wy³¹cznie wi¹zaniami typu $-(1,3). Nale¿y
wnosiæ, ¿e bia³ko NdvB jest niezbêdne do zainicjowa-
nia polimeryzacji $-(1,3) zwi¹zanych reszt glukozy.
Z kolei NdvC jest odpowiedzialne za powstawanie
wi¹zañ typu $-(1,6). Ostateczna forma glukanu mo¿e
powstawaæ na drodze przy³¹czenia kolejnej podjed-
nostki glukozowej wi¹zaniem $-(1,6), albo te¿ po-
przez rearan¿acjê wi¹zañ $-(1,3) pierwotnej moleku³y
[6]. Bia³ko NdvB B. japonicum nie wykazuje znacz¹-
cych podobieñstw z sekwencj¹ aminokwasow¹ analo-
gicznego bia³ka S. meliloti. Nale¿y ono do tej samej kla-
sy glikozylotransferaz co OpgH. Natomiast gen ndvC

ma podobn¹ sekwencjê do niektórych genów dro¿d¿o-
wych, bior¹cych udzia³ w metabolizmie glukanów
u tych mikroorganizmów [6].

3.2. Modyfikacja oligosacharydów

Szkielet OPG jest modyfikowany poprzez przy³¹-
czenie ró¿nych podstawników. Podstawniki te mog¹
pochodziæ od fosfolipidów b³onowych, jak np.: fosfa-
tydyloglicerol, fosfatydyloetanolamina czy fosfatydy-
locholina. Mog¹ to byæ równie¿ metabolity po�rednie,
np.: acetyl, bursztynian, metylomalonian, których do-
norem jest odpowiedni acylo-CoA.

Stwierdzono, ¿e zarówno u E. coli jak i u S. meliloti,
przenoszenie reszt fosfoglicerolu nastêpuje w prze-
strzeni peryplazmatycznej [27, 33, 44]. I tak, u E. coli,
wykryto gen opgB (mdoB), który koduje bia³ko b³o-
nowe. Wykazano, ¿e przenosi ono resztê fosfoglice-
rolu z zewnêtrznej powierzchni b³ony komórkowej na
sztuczny akceptor, jakim by³a arbutyna, ale nie katali-
zuje tego procesu w obecno�ci rozpuszczalnych cz¹ste-
czek peryplazmatycznych glukanów. W zwi¹zku z tym
wydaje siê, ¿e reszty fosfoglicerolu mog¹ byæ przy³¹-
czane jedynie do cz¹steczek glukanów pozostaj¹cych
jeszcze w b³onie cytoplazmatycznej. U S. meliloti zi-
dentyfikowano gen cgmB, którego produkt wykazuje
pewne podobieñstwo do OpgB [44]. Przypisuje siê mu
funkcjê przeno�nika reszt fosfoglicerolu.

Stwierdzono, ¿e w komórkach S. meliloti proces
przy³¹czania reszt bursztynianowych do OPG zachodzi
w przestrzeni peryplazmatycznej. W przypadku E. coli
nie zlokalizowano jak dot¹d miejsca, w którym zacho-
dzi bursztynylacja OPG. Wykazano jedynie, ¿e niezbêd-
ny do tego procesu gen opgC (mdoC) koduje bia³ko
zawieraj¹ce 10 transb³onowych segmentów. Wydaje
siê, ¿e bia³ko to katalizuje transfer reszt bursztynianu
z warstwy cytoplazmatycznej b³ony komórkowej do
szkieletu glukanowego znajduj¹cego siê po stronie pe-
ryplazmatycznej b³ony [29].

3.3. Regulacja biosyntezy OPG

Biosynteza peryplazmatycznych $-glukanów jest
regulowana przez bakterie dwiema drogami. Pierwsza
z nich to regulacja osmotyczna. OPG s¹ syntetyzo-
wane obficie gdy osmolarno�æ �rodowiska jest bardzo
niska (mniejsza ni¿ 100 mOsm). Gdy wzrasta powy¿ej
600 mOsm, to ilo�æ OPG zmniejsza siê nawet 10-krot-
nie [29]. Taki mechanizm regulacji zaobserwowano
u wiêkszo�ci przebadanych dot¹d gatunków bakterii,
np. u R. sphaeroides, R. solanacearum, E. chrysan-
themi, E. coli. Zarówno w komórkach E. coli jaki
i S. meliloti obserwowano opó�nienie pomiêdzy zmia-
n¹ warunków osmotycznych �rodowiska, a odpowie-
dzi¹ komórki na stres osmotyczny, która objawia siê
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zmian¹ stê¿enia OPG w przestrzeni peryplazmatycz-
nej [15]. Przy gwa³townym obni¿eniu osmolarno�ci
�rodowiska obserwuje siê stopniowy wzrost syntezy
OPG, przy czym musi up³yn¹æ czas potrzebny do po-
wstania kolejnej generacji, aby to stê¿enie osi¹gnê³o
wielko�æ charakterystyczn¹ dla gatunku. Przy gwa³-
townym wzro�cie osmolarno�ci pod³o¿a synteza OPG
nagle ustaje, lecz nie obserwuje siê degradacji ist-
niej¹cych oligosacharydów. Rozcieñczenie nastêpuje
wy³¹cznie poprzez rozdzielenie wyj�ciowej puli glu-
kanów do komórek potomnych [29]. Wydaje siê, ¿e
regulacja biosyntezy OPG, w zale¿no�ci od gatunku
bakterii, mo¿e mieæ miejsce na poziomie transkryp-
cyjnym i/lub posttranskrypcyjnym � czyli albo poprzez
regulacjê ekspresji genów albo aktywno�ci bia³ek.
Stwierdzono, ¿e w odpowiedzi na zmianê osmolar-
no�ci �rodowiska w komórkach bakteryjnych zmienia
siê stê¿enie niektórych substancji. I tak w komórkach
E. coli nastêpuje akumulacja jonów K+ i glutaminianu.
Pozwala to na adaptacjê do �rodowiska o umiarkowa-
nie wysokiej osmolarno�ci. Natomiast przy wysokiej
osmolarno�ci, bakterie te zastêpuj¹ jony potasu pod-
wy¿szonym stê¿eniem innych zwi¹zków. Mog¹ to byæ
poliole, np. trehaloza, aminokwasy, np. prolina, lub te¿
metyloaminy, np. betaina glicynowa [31]. Zjawisko
nagromadzenia w cytoplazmie takich substancji jak
jony potasu czy jony glutaminianowe obserwowano
równie¿ u rizobiów oraz u Agrobacterium [36]. Rol¹
tych zwi¹zków jest utrzymanie turgoru komórki. Do-
wiedziono, ¿e u tych bakterii syntetaza $-(1,2)-glu-
kanów jest wra¿liwa na obecno�æ jonów potasu i glu-
taminianu [24].

Stê¿enie OPG w przestrzeni peryplazmatycznej
mo¿e byæ monitorowane przez jedno lub kilka bia³ek
sensorowych [17, 18]. Sugeruje siê, ¿e wchodz¹ one
w sk³ad systemu bêd¹cego wewnêtrznym licznikiem
liczby podzia³ów komórkowych i po�rednio kontrole-
rem gêsto�ci populacji (�quorum sensing�).

U bakterii nale¿¹cych do rodzaju Brucella i mutan-
ta S. meliloti GR4 nie stwierdzono zale¿no�ci ilo�ci
$-glukanów w peryplazmie od warunków �rodowiska
zewnêtrznego [10, 36, 47]. U tych mikroorganizmów
syntetaza $-(1,2)-glukanów nie jest wra¿liwa na obec-
no�æ jonów K+ i glutaminianu [24]. W warunkach pod-
wy¿szonej osmolarno�ci �rodowiska obserwowano
u S. meliloti zahamowanie procesu podstawiania cz¹s-
teczek glukanu resztami anionowymi. Nale¿y wiêc s¹-
dziæ, ¿e synteza OPG i modyfikowanie gotowych cz¹s-
teczek to procesy niezale¿ne [24]. Prawdopodobnie
odpowied� komórek na stres osmotyczny przebiega
tutaj poprzez nagromadzenie innych zwi¹zków osmo-
tycznie czynnych takich jak betaina glicynowa [10].

Drugim mechanizmem regulacji syntezy OPG, jak
dot¹d s³abo zbadanym, jest kontrola metaboliczna,
oparta na zjawisku sprzê¿enia zwrotnego (tzw. �feed-

back control�). Ten mechanizm zosta³ odkryty podczas
badañ nad szczepami E. coli niezdolnymi do syntezy
OPG przy braku glukozy w po¿ywce. Po dodaniu glu-
kozy do pod³o¿a nastêpowa³a szybka akumulacja glu-
kanów w komórkach [27, 28]. Prawdopodobnie ten
mechanizm regulacji wystêpuje równie¿ w komórkach
Azorhizobium caulinodans. U tych bakterii produkcja
glukanu nie podlega regulacji osmotycznej. Zaobser-
wowano jednocze�nie znaczny przyrost ilo�ci peryplaz-
matycznych glukanów w komórkach podczas wzrostu
w warunkach stresu osmotycznego spowodowanego
dodatkiem glukozy do pod³o¿a [28].

4. Rola peryplazmatycznych glukanów

Badania fenotypów mutantów bakteryjnych defek-
tywnych w procesie syntezy glukanów dostarczy³y in-
formacji pozwalaj¹cych na okre�lenie ich znaczenia
biologicznego. Mutanty hrpM Pseudomonas syringae
oraz mutanty chv Agrobacterium tumefaciens (R. radio-
bacter) s¹ niezdolne do wywo³ania reakcji nadwra¿li-
wo�ci (HR) u ro�lin [11], za� mutanty ndv S. meliloti
tworz¹ defektywne brodawki na korzeniach lucerny
[19]. Mutacje w genie ndvB u B. japonicum powoduj¹
ca³kowity brak OPG, natomiast zmiany w genie ndvC
objawiaj¹ siê powstawaniem strukturalnie odmien-
nych glukanów zawieraj¹cych jedynie wi¹zania typu
$-(1,3), o czym wspomniano w rozdziale 3.1. Mutanty
ndvB maj¹ upo�ledzon¹ zdolno�æ do ruchu i do wzrostu
na pod³o¿u hipoosmotycznym, a tak¿e tworz¹ nieefek-
tywne, ale wyra�nie zró¿nicowane brodawki na ko-
rzeniach soi, ro�linnym gospodarzu B. japonicum [5].
Z kolei zaobserwowano, ¿e mutanty w genie ndvC
produkuj¹ce cykliczne glukany zawieraj¹ce wy³¹cznie
wi¹zania typu $-(1,3) (tzw. cyklodekakis-(1,3)-$-glu-
kany), wykazuj¹ zdolno�æ do ruchu i wzrostu w wa-
runkach obni¿onego ci�nienia osmotycznego na po-
ziomie szczepu rodzicielskiego, ale nie s¹ zdolne do
nawi¹zania efektywnej symbiozy [4]. Proces bro-
dawkowania jest wydatnie opó�niony, a pozbawione
bakterii pseudobrodawki, zawieraj¹ komórki o pogru-
bionej �cianie, zagêszczonej cytoplazmie i licznych
wakuolach [6]. Na podstawie tych obserwacji wysu-
niêto wniosek, ¿e odpowiednia struktura cyklicznego
$-glukanu jest wa¿na dla prawid³owego przebiegu
interakcji symbiotycznych oraz, ¿e glukany bakterii
symbiotycznych, oprócz swej roli osmoregulacyjnej,
prawdopodobnie pe³ni¹ równie¿ inne, jeszcze bli¿ej
nieokre�lone funkcje.

Wykazano, ¿e OPG wytwarzane przez bakterie B. ja-
ponicum zawieraj¹ce w swej strukturze wi¹zania typu
$-(1,3);(1,6) s¹ podobne strukturalnie do frakcji nie-
cyklicznych $-(1,3);(1,6)-heptaglukozowych oligocuk-
rów, pochodz¹cych ze �ciany komórkowej grzybowych
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patogenów soi. Oligocukry te s¹ potê¿nymi aktywa-
torami fitoaleksyn (g³ównie gliceoliny sojowej) [2].
W przeciwieñstwie do glukanów grzybowych, cyklicz-
ne $-glukany bradyrizobiów s¹ s³abymi aktywatorami
produkcji gliceoliny. Jednocze�nie stwierdzono, ¿e
$-(1,3);(1,6)-glukany B. japonicum USDA 110 wstrzy-
muj¹ odpowied� obronn¹ indukowan¹ obecno�ci¹
oligocukrów grzybowych [37]. Nale¿y wiêc mniemaæ,
¿e cz¹steczki te funkcjonuj¹ równie¿ jako supresory
odpowiedzi obronnej gospodarza podczas inwazji ko-
mórek korzenia soi przez bradyrizobia [6].

Podczas, gdy cykliczne $-(1,3);(1,6)-glukany B. ja-
ponicum wydaj¹ siê byæ niezbêdne do prawid³owego
przebiegu procesu brodawkowania, takiej zale¿no�ci
nie obserwuje siê w przypadku glukanów S. fredii [25].
Bakterie te produkuj¹ cykliczne $-(1,2)-glukany, które
posiadaj¹ ³adunek ujemny uwarunkowany obecno�ci¹
reszt fosfoglicerolu. Mutanty w genie ndvB mimo,
¿e nie by³y zdolne do wytwarzania glukanu, to jednak
indukowa³y aktywne, wi¹¿¹ce azot brodawki na ko-
rzeniach dwóch ró¿nych odmian soi.

Z kolei badania przeprowadzone przez D y l a n� a
i wsp. [16] na mutantach S. meliloti, defektywnych
w syntezie $-(1,2)-glukanu, pozwoli³y stwierdziæ, ¿e
mutanty te nie s¹ zdolne do tworzenia efektywnych
brodawek. Powstaj¹ce pseudobrodawki s¹ ma³e, bia³e
i niezasiedlone. Mutanty ndvA i ndvB S. meliloti cha-
rakteryzuj¹ siê utrat¹ ruchliwo�ci, podwy¿szon¹ od-
porno�ci¹ na bakteriofagi i wzrostem wra¿liwo�ci na
niektóre antybiotyki. Mutanty ndv s¹ defektywne
zarówno w zdolno�ci do przylegania do powierzchni
komórek ro�linnych jak równie¿ maj¹ ograniczon¹
zdolno�æ do inicjacji nici infekcyjnych na korzeniach
lucerny. Pseudorewertanty tych mutantów, mimo braku
zdolno�ci do syntezy peryplazmatycznego glukanu,
zdolne by³y do wzrostu w warunkach obni¿onej osmo-
larno�ci �rodowiska. Zaobserwowano równie¿ istotn¹
poprawê zdolno�ci do przylegania lecz jednocze�nie
niewielki wzrost zdolno�ci do tworzenia nici infekcyj-
nych. Wysuniêto tezê, ¿e cykliczne $-(1,2)-glukany
wytwarzane przez sinorizobia mog¹ funkcjonowaæ
jako cz¹stki sygnalne i osmoprotektanty wspieraj¹ce
nodulacjê, lecz nie s¹ one kluczowe dla samego pro-
cesu brodawkowania [16].

Mutacje w genach opgGH E. chrysanthemi powo-
duj¹ plejotropowe zmiany w fenotypie bakterii, obej-
muj¹ce: nadprodukcjê egzopolisacharydów (co spra-
wia, ¿e kolonie s¹ �luzowe), os³abion¹ ruchliwo�æ,
wzmo¿on¹ wra¿liwo�æ na sole ¿ó³ciowe, obni¿on¹
produkcjê enzymów celulolitycznych, proteolitycz-
nych oraz pektynolitycznych, co w konsekwencji pro-
wadzi do utraty wirulencji [13, 38]. Po�ród ró¿nych
efektów obserwowanych u mutantów opg� E. chrysan-
themi najwa¿niejsza wydaje siê byæ redukcja wytwa-
rzania i sekrecji liazy pektynowej, pe³ni¹cej kluczow¹

rolê w wirulencji. Wydaje siê, ¿e OPG obecne w prze-
strzeni peryplazmatycznej tych bakterii s¹ niezbêdne
dla wzrostu na gospodarzu ro�linnym, nie tylko pod-
czas samej kolonizacji ro�liny, lecz równie¿ podczas
namna¿ania siê bakterii w zmacerowanej tkance [38].

Oporno�æ E. coli na detergenty typu SDS jest zwi¹-
zana z obecno�ci¹ OPG. Brak lub zahamowanie syn-
tezy OPG w obecno�ci SDS prowadzi do lizy komórek.
Stwierdzono, ¿e nadwra¿liwo�æ na SDS wystêpuje za-
równo u mutantów w genie opgG jak i opgH. Odnoto-
wano równie¿ wzrost wra¿liwo�ci na szok wywo³any
obecno�ci¹ SDS w komórkach szczepów rodzicielskich
E. coli rosn¹cych w warunkach indukuj¹cych obni¿e-
nie ilo�ci OPG w przestrzeni peryplazmatycznej [40].

Mutanty niezdolne do syntezy OPG wykazuj¹ plejo-
tropowe zmiany w fenotypie, wynikaj¹ce z upo�ledze-
nia funkcji os³on komórkowych. Mutanty A. tumefa-
ciens i S meliloti o fenotypie Opg� wyra�nie s³abiej
rosn¹ na pod³o¿u hipoosmotycznym [9], podczas gdy
wzrost podobnych mutantów E. coli czy E. chrysan-
themi jest tylko lekko upo�ledzony [27]. Obserwuje
siê równie¿ zmiany w chemotaksji i ruchliwo�ci, co
mo¿e byæ konsekwencj¹ zmniejszonego poziomu syn-
tezy flagelliny. Mutanty opg� E. coli maj¹ inny sk³ad
poryn, tzn. b³ona tych bakterii zawiera podwy¿szon¹
ilo�æ OmpC. Ponadto te bakterie s¹ odporne na lizuj¹ce
bia³ko faga MS2 i wytwarzaj¹ zwiêkszon¹ ilo�æ kap-
sularnego polisacharydu (CPS), zwanego kwasem ko-
lanowym [17, 27]. Wydaje siê, ¿e aktywacja genów
odpowiedzialnych za proces biosyntezy CPS mo¿e po-
legaæ na wzajemnym oddzia³ywaniu pomiêdzy OPG
i bia³kiem RcsC (sensorem) oraz bia³kiem RcsB (po-
zytywnym regulatorem).

Peryplazmatyczne glukany s¹ zaanga¿owane w me-
chanizmy osmoprotekcji, wirulencji oraz oporno�ci na
antybiotyki. Odgrywaj¹ one równie¿ rolê w regulacji
syntezy EPS, który jest niezbêdny w rozwoju archi-
tektury biofilmu [39]. Mikroorganizmy uorganizowa-
ne w postaci biofilmu s¹ oporne na dzia³ania obronne
gospodarza i terapiê antybiotykow¹. Przyk³adem niech
bêd¹ biofilmy uropatogennych szczepów E. coli two-
rz¹ce siê w drogach moczowych i na powierzchni cew-
ników. W obrêbie powstaj¹cych ognisk infekcji obser-
wuje siê wzrost oporno�ci na rutynowo stosowane
antybiotyki. Nale¿y nadmieniæ, ¿e zaka¿enia dróg mo-
czowych stanowi¹ najbardziej pospolite zaka¿enia bak-
teryjne wystêpuj¹ce u ludzi [20].

Peryplazmatyczne glukany to wa¿ny, integralny
sk³adnik os³on zewnêtrznych bakterii Gram-ujemnych.
Odgrywaj¹ one istotn¹ rolê w prze¿ywalno�ci bakterii
w ekstremalnych warunkach �rodowiska oraz podczas
interakcji bakterii z organizmami eukariotycznymi.
Peryplazmatyczne glukany nios¹ce ³adunek ujemny
bior¹ udzia³ w utrzymaniu potencja³u Donnana w po-
przek b³ony zewnêtrznej bakterii [27]. Ponadto, wcho-



41PERYPLAZMATYCZNE $-GLUKANY BAKTERII GRAM-UJEMNYCH

dz¹c w interakcjê z innymi sk³adnikami, takimi jak np.
fosfolipidy, czy peptydoglikan, pe³ni¹ równie¿ rolê
strukturaln¹ w organizacji os³on komórkowych [3,7].
OPG mog¹ funkcjonowaæ jako cz¹stki informacyjne,
wra¿liwe na obecno�æ specyficznych bia³ek w prze-
strzeni peryplazmatycznej [15]. Du¿e cz¹steczki cy-
klicznych $-(1,2)-glukanów mog¹ tworzyæ kompleksy
inkluzyjne z substancjami hydrofobowymi. Ich kon-
formacja przestrzenna umo¿liwia powstanie miejsc,
w których mieszcz¹ siê cz¹steczki hydrofobowe. Te
cykliczne oligocukry nie s¹ degradowane przez enzy-
my obecne w organizmach zwierzêcych [7, 9].

5. Podsumowanie

Osmoregulowane peryplazmatyczne glukany (OPG)
s¹ istotnym sk³adnikiem os³on zewnêtrznych bakterii
Gram-ujemnych. Mimo swej ró¿norodno�ci posiadaj¹
one pewne cechy wspólne: jedynym sk³adnikiem cu-
krowym jest D-glukoza, po³¹czona g³ównie wi¹zania-
mi typu $-glikozydowego, a ich synteza i nagroma-
dzenie w peryplazmie jest odwrotnie proporcjonalne
do si³y osmotycznej �rodowiska. Dotychczas opisano
cztery rodziny peryplazmatycznych glukanów.

Oprócz roli w osmoprotekcji, peryplazmatyczne
glukany s¹ istotne w wirulencji, w symbiozie, w trak-
cie tworzenia biofilmu oraz w oporno�ci szczepów na
antybiotyki.

W³a�ciwo�ci cyklicznych $-glukanów wskazuj¹
drogi do ich potencjalnego zastosowania w przemy�le
farmaceutycznym i spo¿ywczym.
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1. Introduction

Lipases occur widely in nature but only microbial
lipases constitute an important group of biotechno-
logically valuable enzymes, which have become very
attractive for industrial and environmental applications.
Because of a great variety of catalytic activities, ease
of genetic manipulations, rapid growth of microorgan-
isms on inexpensive media as well as more convenient
and safer production, they are more useful than en-
zymes derived from plants or animals. Moreover, most
of them can be produced in large quantities and are
quite stable under non-natural conditions such as high
temperature and nonaqueous organic solvents em-
ployed in many applications [54]. Microbial lipases
can be produced by fermentation of biobased materials
but most of the commercially used lipases are pro-
duced in synthetic media by recombinant strains of
bacteria, yeast and fungi [21, 56]. Particularly, bacte-
ria from the genera Pseudomonas, Staphylococcus,
Burkholderia, Bacillus, Micrococcus, Acinetobacter,
Chromobacterium and Streptomyces have been ex-
ploited for the production of these enzymes [14, 35,
45, 49, 57]. The main producers of fungal lipases are
species of filamentous fungi Aspergillus, Rhizopus,

Penicillium, Mucor, Geotrichum, Humicola and Fusa-
rium. Lipases from Candida, Yarrowia and Pichia
have also been reported [4, 23, 47, 50, 56].

Microbial lipases find promising applications in
organic chemical processing, detergent formulations,
synthesis of biosurfactants, the oleochemical, dairy
and agrochemical industries, paper manufacture, nutri-
tion, cosmetics, perfumery and biocatalytic resolution
of pharmaceuticals [21, 53]. Furthermore, novel lipase
applications have been successfully established as a in
solution to many environmental problems. For exam-
ple, technologies of in vitro synthesis of biopolymers
instead of biostable and nonbiodegradable polyolefins
used as packaging materials and the synthesis of
biofuels as an alternative source of energy have been
implemented. Microbial lipases are also helpful in the
breakdown of fats in domestic sewage and anaerobic
digesters [24, 64].

2. Characteristics of lipases

Lipases (triacylglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3)
catalyze the hydrolysis and transesterification of trigly-
cerides, enantioselective synthesis, and the hydrolysis

MICROBIAL LIPASES AND THEIR SIGNIFICANCE
IN THE PROTECTION OF THE ENVIRONMENT

Agnieszka Mrozik, Katarzyna Hupert-Kocurek, Bo¿ena Nowak, Sylwia £abu¿ek

Katedra Biochemii Uniwersytetu �l¹skiego ul. Jagielloñska 28, 40-032 Katowice, e-mail: amrozik@us.edu.pl

Wp³ynê³o w lipcu 2007

1. Introduction. 2. Characteristics of lipases. 3. Applications of lipases 3.1. Leather industry 3.2. Paper and pulp manufacture. 3.3. De-
tergent industry 3.4. Biodiesel production 3.5. In vitro synthesis of biodegradable polyesters 3.6. Wastewater treatment. 4. Summary

Abstract: Microbial lipases represent an extremely versatile group of enzymes that are capable of performing a variety of important
reactions. They belong to the class of serine hydrolases and act at the interface generated by a hydrophobic lipid substrate in
a hydrophilic medium. Their synthesis and secretion by microorganisms is influenced by many factors like temperature, pH, ions,
carbon and nitrogen sources and dissolved oxygen concentration. Microbial lipases are used in leather, detergent, pulp and paper
industry, sewage treatment, biodiesel and biodegradable polymers production and bioremediation. Due to various properties lipases
are helpful tools in biotechnology and environment  protection fields.

Lipazy pochodzenia mikrobiologicznego i ich znaczenie w ochronie �rodowiska

Streszczenie: Lipazy bakterii i grzybów stanowi¹ ró¿norodn¹ grupê enzymów przeprowadzaj¹cych reakcje: hydrolizy, trans-estryfi-
kacji triacylogliceroli, enancjoselektywna syntezê i hydrolizê ró¿nych estrów. Pod wzglêdem budowy nale¿¹ do klasy hydrolaz
serynowych i charakteryzuj¹ siê zdolno�ci¹ katalizy miêdzyfazowej, czyli przeprowadzania reakcji w uk³adach typu lipid-woda.
Ró¿norodne zdolno�ci katalityczne lipaz umo¿liwiaj¹ zastosowanie ich w wielu procesach biotechnologicznych i ochronie �rodowi-
ska. Enzymy te coraz czê�ciej wykorzystuje siê we wstêpnej obróbce skór, przemy�le papierniczym, w produkcji detergentów
i surfaktantów, w syntezie biodegradowalnych materia³ów opakowaniowych, produkcji biopaliw jako alternatywnego �ród³a energii
oraz oczyszczaniu �cieków.

1. Wstêp. 2. Charakterystyka lipaz. 3. Zastosowanie lipaz. 3.1. Przemys³ skórzany. 3.2. Produkcja papieru. 3.3. Produkcja detergentów.
3.4. Biopaliwa. 3.5. Synteza in vitro biodegradowalnych poliestrów. 3.6. Oczyszczanie �cieków. 4. Podsumowanie

Key words: application, lipases, microorganisms
S³owa kluczowe: mikroorganizmy, lipazy, zastosowanie
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of a variety of esters. They belong to the class of ser-
ine hydrolases and contain the consensus sequence
G-X1-S-X2-G as the catalytic moiety, where G= glycine,
S = serine, X1 = histidine and X2 = glutamic or aspartic
acid. All known lipases span a molecular weight range
of 19 to 60 kDa and exhibit a characteristic folding
pattern "/$-hydrolase fold. The core of enzymes is
composed of a central $-pleated sheet consisting of up
to eight different b strands ($1-$8) connected by up to
six " helices (A-F). Distinctive feature of the lipases
is covering of their active site by a lid-like structure
composed of one or two a helices. The lid moves al-
lowing the active site to become accessible for the
substrate [3, 41, 59].

The majority of the microbial lipases is secreted
extracellularly and does not require any cofactors.
Lipases isolated from bacteria and fungi posses a wide
range of properties depending on their sources with
respect to positional and fatty acid specificity, thermo-
stability and pH optimum. Most of lipases attack the
fatty acids at 1 or 3 carbon position of glycerol or both
the positions but not the fatty acid at the 2 position of
the glycerol molecule. However, through random acyl
migration, the 2-fatty acid monoglyceride undergoes
rearrangement pushing the fatty acid to the 1 or 3 po-
sition of the glycerol molecule [53].

Interestingly, under natural conditions lipases cata-
lyse the hydrolysis of ester bonds at the interface be-
tween an insoluble substrate phase and the aqueous
phase in which the enzyme is dissolved. Kinetics of
lipases cannot be described with the Michaelis-Menten
model since this model is valid only in the case of one
homogenous phase. The interfacial catalysis proceeds
in two stages. Firstly, the physical adsorption of the
enzyme at the lipid interface connected with the en-
zyme activation through opening of the lid blocking
the active site takes place. Upon opening, the exposed
substrate-binding site and the inside of the lid form
a large hydrophobic patch, which is supposed to inter-
act with the hydrophobic substrate interface. Secondly,
the formation of the enzyme/substrate complex fol-
lowed by substrate hydrolysis regenerates and releases
the adsorbed enzyme. However, some of the lipases
do not show interfacial activation because of shorter
aminoacid sequence of the lid oligopeptide as ob-
served for Burkholderia glumae or lack of this struc-
ture in Bacillus subtilis lipase [5, 62, 63].

3. Applications of lipases

Enzymes are major contributors to clean industrial
products and processes. Various industries have re-
placed old processes using chemicals that have detri-
mental effects on the environment and equipment with

new processes that use enzymes under less corrosive
conditions. The applications in which enzymes, among
them lipases, are used are many and diverse.

Since most of the industrial processes in which
lipases are employed function at temperatures exceed-
ing 45°C, thermal stability of lipases related to their
structure is the most desirable characteristic. Among
features stabilising enzyme structure are: low fre-
quency of valine, isoleucine and threonine, many di-
sulphide bonds, hydrophobic and aromatic interac-
tions, ion-pair networks, increase core hydrophobicity,
low level of surface amino acids prone to deamidation
(Gln, Asn) and oxidation (Cys, Met) [61]. Thermosta-
ble lipases stable at 55�75°C have been isolated from
many sources, including Pseudomonas fluorescens,
Geobacillus sp., Kurtzmanomyces sp. I-11 [1, 26, 32,
56]. Although few lipases, for example of Burkhol-
deria cepacia and Pyrococcus horikoshii, are able to
operate at 90�100°C, their half-lives are reported
to be short [48, 65]. Cold-adapted lipases are largely
distributed in microorganisms existing at low tempera-
tures in Antarctic, Polar and Alpine regions, deep see
and frozen food. Such enzymes probably are structur-
ally modified by an increasing flexibility of the poly-
peptide chain enabling an easier accomodation of
substrates at low temperature. A very low proportion
of arginine residues as compared to lysine, a low con-
tent in proline residues, a small hydrophobic core,
a very small number of salt bridges and of aromatic-
aromatic interactions, as well as a large proportion
of arginine on protein surface make lipases active at
low temperature [25]. Cold-active enzymes exibit
higher catalytic activities at low temperatures than do
their mesophilic and thermophilic counterparts, for
example Acinetobacter sp. strain no. 6 lipase with op-
timum at 20°C [58].

3.1. Leather industry

Leather industry contributes to one of the major in-
dustrial pollution problems. The pollution causing
chemicals are: lime, sodium sulphide, salts, solvents
(trichloroethylene, white spirit, marlophen 89) and
surfactants (nonyl phenol ethoxylate, alkyl alcohol
ethoxylate). The formation of pollution is significantly
higher in the pre-tanning than the post-tanning opera-
tions. In order to overcome the hazards caused by the
tannery effluents the use of enzymes as an alternative
tool has been applied in pre-tanning operations such
as soaking, dehairing, bating, degreasing and offal
treatment [27].

Lipases are enzymes that specifically degrade fat
and so cannot damage the leather itself. They hydro-
lyse not only the fat on the outside of the hides and
skins but also the fat inside the skin structure. Alka-
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line lipases are applied during soaking and/or liming
preferably in combination with the relevant protease.
The combination of alkaline lipases and proteases ap-
plied in enzyme-assisted liming process speeds up the
reaction led with the standard chemicals. The role
of protease is opening up the membranes surrounding
the fat cell, making the fat accessible to the lipase. It
makes fat more mobile and the breakdown products
emulsify the intact fat, so that in many cases proper
degreasing with surfactants is not necessary. The com-
position of enzymes breaks down fat and proteinaceous
matter such as dermatan sulphate, thus facilitating the
opening up of the structure and removal of hair [21].

Degreasing is the next step in the leather treatment.
This process is generally carried out using aqueous
emulsification with detergents or by solvent extraction.
It is well known that organic solvents like kerosene,
petrol, perchloroethylene, trichloroethylene and sur-
factants such as nonyl phenol ethoxylate are highly
unsafe and hazardous to the workers and heavily pol-
lute the environment. When using lipases the original
surfactant dosage can be reduced by at least 50% in
the case of both sheepskins and pigskins. For bovine
hides lipases allow tensides to be replaced completely.
Furthermore, the application of lipases, which are
projected as alternatives for solvents and detergents,
allow the recovery of valuable by-products [42].

The additional advantage of using lipases is more
uniform colour and a cleaner appearance of the leather
manufactures. Moreover, good opening of the fibre
structure by lipases improves the subsequent uptake
of the waterproofing chemicals during the produc-
tion of hydrophobic and waterproof and low-fogging
leathers. Lipases can also be applied in an acid proc-
ess, for example for pickled skin or wool-on and fur,
or semiacid for wetblue.

In the last decade, the leather industry has success-
fully applied commercial bioproducts containing micro-
bial lipases. Among them are Forenzym SK and LM
(bacterial lipases and proteases) for soaking and
dehairing, Novolime (microbial lipase and protease
blend) for liming, Forenzym BT (pancreatic tripsin
and bacterial lipase and protease) for bating, Foren-
zym WG-L (bacterial acid lipase), Forenzym DG (bac-
terial lipase), Greasex (microbial alkaline lipase) and
NovoCor A (microbial acid lipase) for degreasing [60].

3.2. Paper and pulp manufacture

Certain types of wood, especially from pines, con-
tain lipophilic extractives in which resin acids,
triglycerides, steryl esters, terpenes, terpenoids and
waxes constitute the major part. These compounds
cause production problems in pulp and paper manu-
facturing when released together with carbohydrates

and lignin into the process waters during mechanical
pulping [51]. Dispersed as colloidal droplets, ranging
in size from 0,15 to 0,4 µm, and sterically stabilised
by polysaccharides, these substances cause numerous
problems in pulp and paper manufacture, including
deposits in and on equipment, adverse effect on water
absorption by the pulps, holes and tearing, discolora-
tion and hydrophobic spots on the paper. As individual
compounds the most troublesome components of
resins are triglycerides, fatty acid esters of glycerol,
because of the greatest negative effect on paper tensile
strength [33]. The presence of extractives can also
result in odour and taste problems in food packaging
materials. Some of wood extractives together with
organic solvents may also be detrimental to the envi-
ronment when released into the wastewaters. Current
methods for controlling pitch include traditional me-
thods such as debarking and wood seasoning before
pulping, which allow pitch to deteriorate by the action
of indigenous microorganisms, and adding talc or
other chemicals to the pulp to coat the resin and deac-
tivate its surface [36]. Seasoning takes a long time and
often leads to discoloration and the chemical pulping
leaves a large proportion of free sterols, fatty acids and
their derivatives [28]. Alternatively, biological pitch
control by microbial pre-treatment i.e. spraying se-
lected microorganisms onto wood chips or logs has
been developed. The drawbacks of this method are
rather long treatment time and the necessary adjust-
ment of conditions, as well as decreased pulp yield and
paper optical quality [6, 20].

Microbial enzymes are potential tools for pitch
control due to their specifity enabling new techno-
logies for processing pulps and fibers. Lipases can re-
duce pitch problems by lowering the triglycerides con-
tent of groundwood pulp. An enzyme obtained from
Candida cylindrica, when added to the groundwood
stock chest reduced pitch problems and talc consump-
tion considerably. The dosage of chemicals was re-
duced, the time of seasoning of the wood was greatly
shortened, resulting in lowered bleach consumption.
Additionally lipase improved pulp properties and
speeded water absorption, increased the strength and
the specific volume of the resulting paper [28].

Because enzymes adsorb rapidly on pulp fiber it is
not possible to recycle or reuse it. On the other hand,
its adsorptive properties enable application at low pulp
constistencies and the enzymes remain active and at-
tached during various treatments and washing stages
[15]. The lipase process has been scaled-up in a 12-ton
per day pulp trial and has been shown to remove 90%
of the triglycerides in 3 h with stirring at 37°C. At
industrial scale, commercial recombinant lipase ex-
pressed in Aspergillus oryzae, known as Resinase
(Novozymes), is used [9].
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3.3. Detergent industry

Nowadays, there is a tendency to use lipases in the
detergent industry for removal of fatty residues in
laundry, dishwashers and for cleaning of clogged drains
[48]. Enzymes break down soils into simpler forms that
can easily be removed by the cleaner. The importance
of lipases in washing agents results not only from their
high efficiency, but also their role in environmental
protection. Enzymes can reduce the environmental load
of detergents, are biodegradable, leave no harmful
residues, have no negative impact on sewage treatment
processes and, what is more important, do not present
a risk to aquatic life. An ideal detergent enzyme should
be stable at high pH and temperature, effective at low
enzyme level and have broad substrate specificity.
Moreover, it should withstand oxidising and chalating
agents and resist degradation caused by other enzymes
present in detergent washing formula [22].

Good candidates for detergent applications are lipa-
ses produced both by bacteria and fungi. For example,
bacterial lipase from Ralstonia pickettii improved the
removal of oil from cotton fabric by 24�27% as an
additive to detergent, at 40°C as washing temperature,
20 min as washing time and 0.6% as detergent concen-
tration. The high efficiency in olive oil removal from
cotton fabric exhibited also fungal lipases from Can-
dida cylindracea and Aspergillus niger [22]. Recently
R a t h i  et al. [48] found a novel alkaline lipase syn-
thesized by Burkholderia cepacia RGP-10 with pH
optimum of 11 and activity in the range of 25�100°C.
The isolated lipase was highly stable towards oxidis-
ing agents, alkaline proteases, both ionic and non-ionic
surfactants as well as commercial detergents which
makes this enzyme a potential additive for detergent
formulation.

The first commercial lipase introduced in 1994 by
Novo Nordisk into detergent industry was Lipolase
originated from the fungus Thermomyces lanuginosus
and expressed in Aspergillus oryzae. Lipolase TM,
active and stable under alkaline conditions and over
a broad temperature range, has a remarkable resistance
to proteolytic activity of commonly used detergent
proteases. It has been reported that significant benefit
of using Lipolase� was not revealed during a single
wash system but only after repeated wash and dry cy-
cles. It resulted from the low adsorption level of the
enzyme caused by the presence of surfactant molecules
required for dissolution of hydrolysis products in
the water phase. Additionally, application of calcium
chelators keeping low calcium concentration during
the wash cycle decreases activity of this calcium-de-
pendent enzyme. The free calcium concentration can-
not be increased since it decreases general detergency.
Moreover, in the presence of calcium, calcium soaps

are formed that are poorly water soluble and hard to
remove from the fabric. Due to this inconvenience
cutinases seem to be more practical in fatty soil removal.
Contrary to lipases, cutinases are able to hydrolyze in
the absence of calcium, although at a low adsorption
rate of lipolytic enzymes are also hampered by the
presence of surfactants [17].

3.4. Biodiesel production

Biodiesel has become more attractive recently be-
cause of its environmental benefits and the fact that it
is made from renewable resources [38]. It can be pro-
duced from many vegatable oils (soybean, canola, co-
conut and sunflower oils), animal fats (tallow, grease),
recycled greases and used vegetable oils or algae [24].
Chemically, it is a mix of monoalkyl esters of long
chain fatty acids, non-flammable, non-explosive with
a flash point of 150°C. Unlike petrodiesel, it is biode-
gradable and significantly reduces tailpipe emissions,
visible smoke, noxious fumes and odors [11].

Biodiesel is obtained during a reaction between tri-
acyloglicerols in vegatable oils or fat and a monohydric
alcohol such as methanol (transesterification) in the
presence of basic catalyst (NaOH or KOH) to give the
corresponding mono-alkyl esters. After the reaction,
free glycerol and the residual catalyst are removed dur-
ing the water washing process. Principally, methanol is
used as the efficient and cheapest alcohol for trans-
esterification. The same reaction using ethanol is more
complicated, because water-free alcohol and oil with
low water content are required in order to obtain gly-
cerol separation. On the other hand, ethanol derived
from agricultural products, is renewable and biologi-
cally less objectionable in the environment [11, 55]. So
far, all commercial biodiesel producers used alkali-cata-
lyzed process for the transesterification but acid and
enzyme catalysis has been also proposed lately [8, 46].

Although, the enzyme-catalyzed transesterification
processes are not yet commercially developed many
laboratory results have been reported. For example,
S a l i s  et al. [52] tested three different immobilized
lipases from Candida antarctica B, Rhizomucor miehei
and Burkholderia cepacia towards the reaction between
triolein and short chain alcohols to produce oleic acid
alkyl esters (biodiesel) in solvent free conditions. They
observed that secondary alcohols usually are less re-
active than primary alcohols, conversely, linear and
branched primary alcohols with short alkyl chains
C2-C4 showed high reaction and conversion rate.
Moreover, the mixture of linear and branched short
chain alcohols was successfully used for oleic acid es-
ter synthesis. In other studies, D e n g  et al. [12] used
immobilized lipase from Candida sp. 99�125 for the
production of biodiesel through enzymatic reaction be-
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tween long-chain fatty acids and methanol in a solvent
system. Biofuel was also produced from two Nigerian
lauric oils: palm kernel oil and coconut oils by
transesterification with different alcohols using PS30
lipase as a catalyst. In the conversion of palm kernel
oil to alkyl esters, ethanol gave the highest conversion
of 72%, whereas methanol only 15%. With coconut
oil, 1-butanol and iso-butanol achieved the highest
conversion of 40% while only traces of methyl esters
were observed using methanol [2].

Environmental benefits of using biodiesel in com-
parison to petroleum based fuels are significant.
Biodiesel reduces emission of carbon monoxide by
approximately 50% and carbon dioxide by 78.5% on
a net basis. It contains less aromatic hydrocarbons than
common fuels, eliminates sulfur emissions and reduces
by as much as 65% the emission of particulates (small
particles of solid combustion products). Biodiesel
causes more NOx emissions than petrodiesel but these
contaminants can be reduced through the use of cata-
lytic converters. Moreover, it has a higher catane rating
then petrodiesel and therefore ignites more rapidly
when injected into the engine. The limitations include
the relatively high production cost, moderate reaction
yields, difficulties found during purification of the un-
reacted substrates and inaccessibility of feedstocks [53].

3.5. In vitro synthesis of biodegradable polyesters

Various and relatively easily adjustable properties
of plastics make them ideal material for a variety of
products and applications. However, significant amount
of nonbiodegradable polymers used for packaging,
sanitary and agricultural uses causes serious problem
of plastic waste accumulation. One way to solve the
problem of waste management is by replacing bio-
resistant synthetic polymers with biodegradable ones.
Presently polyesters constitute the most attractive class
of artificial polymers which, after use, can be degraded
under environmental conditions [16].

It is known that the ability of various types of
hydrolases to degrade polyesters accompany their abil-
ity to synthetize polyesters, because enzymes, like other
catalysts, affect rates of reversible reactions in both
directions. To displace the equilibrium in favor of syn-
thesis rather than hydrolysis, these reactions are per-
formed in non-aqueous or micro aqueous media.
Moreover, the lack of sensitive cofactors, which have
to be recycled, makes hydrolases such as lipases par-
ticularly attractive for organic synthesis. New strategy
for enzymatic in vitro synthesis of polyesters via no-
metabolic pathways also offers a great opportunity for
using non-petrochemical renewable resources as start-
ing substrates of functional polymeric materials and

thus contributes to global sustainability without deple-
tion of scarce resources [31].

Taking into consideration catalytic specificity of
lipases, polyester synthesis could proceed via various
polymerization modes so called ring-opening poly-
merization (ROP) of lactones or lactides, polyconden-
sation of dicarboxylic acids with glycols or polycon-
densation of oxyacids and their esters [30].

Ring-opening polymerization is an addition poly-
merization in which an end of growing polymer chain
can react with additional cyclic monomers to propa-
gate the chain. Because catalytic site of lipase is a ser-
ine residue the first step is the cleavage of the lactone
ring to give an acyl-enzyme intermediate. Then nucleo-
philic attack of water, included partly in the enzyme,
onto the acyl carbon of the intermediate produce
T-hydroxycarboxylic acid. In the propagation stage, the
intermediate is nucleophilically attacked by the termi-
nal hydroxyl group of a propagating polymer. The poly-
merization of lactones is carried out mostly in bulk or
in solution. The type of organic solvent seemed to be
an important factor affecting polyester synthesis [30].

Among the most widely used lactones or lactides in
ROP are 4 to 17-membered lactones such as $-propio-
lactones polymerized by Pseudomonas family lipases
and Candida cylindracea lipase [39, 43], *-valerolac-
tone and g-caprolactone polymerized by commercially
available lipases originated from Candida antarctica,
Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia and
porcine pancreas lipase [29, 44] as well as 12�17
membered macrolides, for which polymerization reac-
tion proceeded even in aqueous medium [30].

High molecular weight poly(g-caprolactone) is a com-
mercially available biodegradable plastic. Caprolactone
was the first monomer which was reported to be sub-
ject to lipase catalyzed ring-opening polymerization.
In the case of crude industrial lipases such as porcine
pancreas lipase, Burkholderia cepacia and Pseudo-
monas fluorescens lipase, often more than 40 wt.% of
the enzymes was required for the efficient production
of the poly(g-caprolactone), when less than 1 wt.% of
Candida antarctica lipase was enough to induce the
polymerization. Furthermore, the catalytic activity re-
mained unchanged over five cycles indicating the pos-
sibility of reusing this enzyme for the polymerization.
Additionally, the linear polymer was obtained when
polymerization proceeded in bulk, whereas the main
product obtained in organic solvents, among which tolu-
ene was the most appropriate, had cyclic structure [10].

Polycondensation is a reaction leading to the propa-
gation of the polymer chain by a repeated condensa-
tion process proceeding with simultaneous releasing
of simple molecules. The chemical catalytic processes
normally require high temperature that makes the in-
corporation of thermally unstable moieties into the
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products impossible. Also the preparation of linear
polymers when using monomers having multiple func-
tional groups could be problematic if the protection-
deprotection protocols were be applied. Owing to the
enzymes, it is possible to overcome some or all of
these difficulties due to some unique features of lipases
like enantio-, chemo-, and regioselectivity [34].

The scale-up experiment on polymer synthesis with
Candida antarctica lipase revealed that it is possible to
obtain polyester from adipic acid and 1,6-hexanediol in
more than 200 kg yield. Moreover, this solvent-free
system displayed potential as an environmentally clean
process owing to mild conditions and no use of organic
solvents and toxic catalysts [30].

Limiting factors for a broader use of synthetic
aliphatic polyesters derived from diols and diacids are
their poor mechanical properties and low melting tem-
perature. It has been proven that the incorporation of
rigid aromatic structures into aliphatic copolyesters
was helpful for the synthesis of polymers with im-
proved mechanical and thermal properties. In this
process there were many critical factors affecting mo-
lar mass of growing polyester such as relative position
of the two functional groups on a benzene ring, the type
of diol and reduced pressure. Additionally, L i n k o
et al. [37] demonstrated the inability of commercially
available crude lipase of Rhizomucor miehei to propa-
gate polyester chain when terephtalic acid (1,4-ben-
zene dicarboxylic acid) instead of isophtalic acid
(1,3-benzene dicarboxylic acid) was used as substrate.
In this case, only immobilized Novozyme-435 lipase
(Candida antarctica lipase) was found to be an effi-
cient biocatalyst. Also the influence of different fac-
tors on various multi-component copolyesters synthesis
using Novozyme-435 lipase was investigated [19]. The
results indicated that the flexibility in the methodology
permits the enzymatic introduction of various func-
tionalities in the polymeric system for any specific ap-
plication for example in plant therapy for controlled
delivery of pesticides or insecticides in agriculture.

As mentioned above, the important feature of enzyme
catalysis is its reversible nature depending on reaction
conditions. Studies conducted with aliphatic polyesters
subjected to hydrolytic degradation by various lipases
have shown that, under certain conditions, previously
synthesized polymer could be decomposed to give
oligomers with fixed molecular weight. Contrary to
enzymatic degradation, acid-catalyzed degradation leads
to random bond cleavage of polymer. Moreover, after
removal of the solvent, mixture of the oligomers could
be easily polymerized again in the presence of the same
lipase. These data indicate that the lipase-dependent
polymerization and degradation processes could be
controlled by the presence or absence of the solvent,
providing a new methodology of plastics recycling [30].

3.6. Wastewater treatment

Domestic and restaurant wastewaters as well as
wastewater from dairies are rich in biodegradable
organic molecules and usually contain high levels of
lipids and proteins. Excessive amount of oil and grease
can form oil films on water surfaces preventing the
diffusion of oxygen from air into water causing prob-
lems in the aeration system and leading to the devel-
opment of undesirable filamentous microorganisms as
Thiothrix, Beggiatoa and Nocardia. Aggregates formed
by oil and other particles present in wastewater can
cause blockage of water drainage lines. Moreover, these
substances reduce the cell-aqueous phase transport rate
through the formation of a lipid coat around biological
flock. They also hinder flocculation and sedimentation,
the reason of microbial biomass decrease. To overcome
these difficulties it is necessary to reduce the concentra-
tion of fat and oils or to eliminate these materials from
wastewaters. Commonly used mechanical and physico-
chemical methods of oil and grease removal are ex-
pensive and low efficient while the addition of micro-
bial lipases to lipid-rich wastewater before its released
into the environment may significantly accelerate the
biodegradation processes in wastewaters [7, 13].

Reports on the production of lipases by microorgan-
isms and their potential future application for waste-
water treatment have been published. Among many
described fungal strains producing the hydrolytic en-
zymes, Penicillium restrictum is the most promising. It
was identified as a not only lipase but also glucoamylase
and protease producer both in submerged and solid
state fermentation. Lipase activity of this strain de-
pended on C/N ratio and the highest (30.3 U/g initial
dry weight) was observed after 24 h of culturing in the
presence of 2% olive oil [18]. From bacterial lipolytic
enzymes particularly useful is lipase of Pseudomonas
aeruginosa LP602. This enzyme added to lipid-rich
restaurant wastewater reduced the lipid concentration
to less than 10 mg/ml and the lipid fraction was de-
graded by 70% during the first 24 h [13]. The studies
on biodegradation of lipid-rich wastewater were also
conducted using mixed bacterial consortium composed
of lipase producing strains Pseudomonas aeruginosa
and Acinetobacter calcoaceticus LP009LP602, and
protease and amylase producer Bacillus sp. B304. The
mixed culture was very effective in lipid degradation.
Whithin 12 days under aerobic conditions, lipid content
was reduced from 20,000 mg/l to less than 20 mg/l [40].

4. Summary

Microbial lipases are currently attracting attention
because of their application in environmental protec-
tion. Factors posing limitations include relatively high
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cost of lipases production and lack of individual en-
zymes with the catalytic specifities and properties re-
quired in a wide variety of processes. The decreasing
cost of their mass production, persistent screening for
new microorganisms and characterization of their lipo-
lytic enzymes will open new ways to solve many ur-
gent environmental problems.
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1. Wstêp

Rodzaj Bacillus liczy aktualnie 215 gatunków [38]
z czego sze�æ blisko ze sob¹ spokrewnionych, tj. B. ce-
reus sensu stricto, B. thuringiensis, B. mycoides, B. an-
thracis, B. weihenstephanensis [75] i B. pseudomyco-
ides [90] tworzy wydzielon¹ grupê Bacillus cereus [59].

Z obecno�ci¹ laseczek z grupy B. cereus w �rodo-
wisku ¿ywno�ci, wi¹¿e siê okre�lone zagro¿enie dla
zdrowia konsumenta. �rodkami spo¿ywczymi najczê�-
ciej wskazywanymi jako no�nik B. cereus, w odnoto-
wanych przypadkach zachorowañ wywo³anych t¹ bak-
teri¹, by³y produkty zbo¿owe, makarony, ry¿, p³atki
[46, 76, 91, 104, 109]. Z przypadkami zatruæ pokar-
mowych na tle B. cereus ³¹czono tak¿e miêso, mleko,
sosy i desery [47, 73, 77, 92, 97]. Suszone produkty
mleczne s¹ czêsto zanieczyszczone sporami B. cereus,
a pokarmy zawieraj¹ce zarówno sk³adniki mleczne jak
i zbo¿owe, takie jak pokarmy dla niemowl¹t, nios¹
wiêksze ryzyko zatrucia tymi bakteriami [20].

1.1. Charakterystyka grupy Bacillus cereus

Bakteriami z grupy B. cereus, podobnie jak i przed-
stawicielami rodzaju Bacillus, s¹ Gram-dodatnie, ru-
chliwe, tlenowe lub wzglêdnie beztlenowe laseczki,

zdolne do wytwarzania form przetrwanych, naturalnie
bytuj¹ce w ziemi. Z tego �ród³a, jako zanieczyszcze-
nie pierwotne lub wtórne, trafiaæ mog¹ np. na surowce
ro�linne i zwierzêce, do �rodowiska produkcji ¿ywno�-
ci, na gotowe produkty, zarówno pochodzenia ro�lin-
nego jak i zwierzêcego.

Spory bakterii z grupy B. cereus s¹ ciep³ooporne
a ich decymalny czas redukcji w 100°C okre�lono na
2,2�5,4 min. Formy wegetatywne niektórych przedsta-
wicieli grupy maj¹ zdolno�æ wzrostu w 4�5°C [30, 35].
W okre�lonych warunkach delikatna obróbka cieplna
mo¿e stanowiæ bodziec aktywuj¹cy spory do kie³ko-
wania, zwiêkszaj¹c ryzyko zatruæ pokarmowych na
tym tle [68].

Sze�æ gatunków zaliczanych obecnie do grupy
B. cereus cechuje znaczne podobieñstwo fenotypowe
[59] i genotypowe. Zdaniem C a r l s o n  i wsp. [29]
podobieñstwo sekwencji 16S rRNA gatunków B. ce-
reus, B. thuringiensis, B. anthracis i B. mycoides prze-
kracza 99%. Ró¿nice w sekwencji rybosomalnego
RNA (16S rRNA) szczepów B. cereus, B. anthracis,
B. mycoides i B. thuringiensis dotycz¹ jedynie 9 nu-
kleotydów [15, 83, 84].

Podobieñstwo fenotypowe i genotypowe B. cereus,
B. anthracis i B. thuringiensis, jest przyczyn¹ roz-
bie¿no�ci w opiniach bakteriologów co do ich pozycji
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systematycznej. Na pytanie, czy s¹ to odrêbne gatunki
(opcja aktualnie obowi¹zuj¹ca) czy tylko odmiany
B. cereus sensu lato nie uzyskano, jak dot¹d, jedno-
znacznej odpowiedzi [100].

Jednymi z lepiej poznanych gatunków grupy Ba-
cillus s¹ B. anthracis i B. thuringiensis. Ró¿ni¹ siê
zjadliwo�ci¹, rodzajem produkowanych toksyn i do-
celowym organizmem.

B. anthracis (laseczka w¹glika) jest czynnikiem
sprawczym �miertelnej w skutkach choroby zwanej
w¹glikiem. Poza prze¿uwaczami � pierwszymi zwie-
rzêtami u których rozpoznano t¹ chorobê � podobna
wra¿liwo�æ na B. anthracis charakteryzuje wszystkie
ssaki [100]. U ludzi B. anthracis wywo³ywaæ mo¿e
skórn¹ odmianê w¹glika (bolesna zmiana na skórze
z czarnym �rodkiem) albo powa¿n¹ infekcjê p³uc.
Skutkiem wdychania spor B. anthracis s¹, pocz¹t-
kowo, objawy przypominaj¹ce grypê, prowadz¹ce do
powa¿nej infekcji p³uc która, nie leczona, koñczy siê
zwykle �mierci¹.

Cechy odpowiedzialne za zjadliwo�æ szczepów
B. anthracis s¹ kodowane plazmidowo. Wirulentne
szczepy B. anthracis s¹ no�nikiem 2 du¿ych plazmi-
dów pXO1(181 kb) i pXO2 (96 kb), w których zakodo-
wana jest informacja dotycz¹ca zdolno�ci do produkcji
dwóch toksyn oraz otoczki zbudowanej z kwasu poli-
(-D-glutaminowego [26, 100]. Egzotoksyny B. an-
thracis zbudowane s¹ z 3 bia³ek: antygenu ochronnego
(PA = protective antygen), czynnika letalnego LF =
= lethal factor) oraz czynnika obrzêku (EF = edema
factor). Toksyna letalna (PA + LF) prowadzi do wstrz¹-
su anafilaktycznego, prowadz¹cego do �mierci chorych
w wyniku ogólnoustrojowej odmiany w¹glika [108].

Toksyna obrzêku (PA + EF), wprowadzona podskór-
nie, powoduje obrzêk.

B. thuringiensis ró¿ni od B. cereus, towarzysz¹ce
sporulacji, wytwarzanie kryszta³ów protoksyny (krysta-
liczne bia³ko Cry) � prekursora *-endotoksyn o dzia-
³aniu owadobójczym. Spory B. thuringiensis to znany
biopestycyd. Przez d³ugi czas B. thuringiensis uwa¿any
by³ wy³¹cznie za patogena owadów. Dzia³anie owado-
bójcze potwierdzone zosta³o w przypadku 82 seroty-
pów B. thuringiensis. Skuteczno�æ bójcza dotyczy
g³ównie owadów z rzêdu Lepidoptera, Diptera i Ko-
leoptera, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera i Mal-
lophaga [70, 100]. Niektóre szczepy B. thuringiensis
okaza³y siê tak¿e skuteczne w zwalczaniu komarów
przenosz¹cych malariê i ¿ó³t¹ febrê, nicieni, roztoczy
i pierwotniaków [100].

Praktycznie identyczne geny 16S i 23SrRNA
u B. thuringiensis i B. cereus umo¿liwiaj¹ ró¿nicowa-
nie obu gatunków na podstawie identyfikacji genów
koduj¹cych *-endotoksyny [15, 16, 84, 85].

Rizoidalne kolonie na pod³o¿ach agarowych to ce-
cha odró¿niaj¹ca Bacillus mycoides od innych przed-
stawicieli grupy.

Bacillus weihenstephanensis jest bakteri¹ psychro-
tolerancyjn¹ zdoln¹ do wzrostu w temp. <7°C. Bakte-
ria ta dominowa³a w pasteryzowanym mleku przecho-
wywanym w 7°C. Nieliczne szczepy produkowa³y
znaczne ilo�ci toksyny NheA, wskazywanej jako jeden
z g³ównych czynników toksyczno�ci B.cereus [118].
Za podstawê do wydzielenia B. weihenstephanensis
z grupy B. cereus uznano ró¿nice w sekwencjach 16S
rRNA, 23S rRNA, regionu pomiêdzy 16S rRNA i 23S
rRNA, oraz obecno�æ genów koduj¹cych bia³ka szoku

Morfologia kolonii Bia³e Bia³e / szare Rizoidalne Bia³e
Hemoliza + + (+) -
Ruchliwo�æ + + - -
Oporno�æ na penicylinê - - - +
Inkluzje kryszta³owe - + - -
Barwienie Gramem + (a) + + +

Katalaza + + + +
Ruchliwo�æ +/- (b) +/- - (c) -
Redukcja azotanów + +/- + +
Rozk³ad tyrozyny + + +/- - (d)
Odporno�æ na lizozym + + + +
Reakcja egg-yolk + + + +

Beztlenowy rozk³ad glukozy + + + +
Reakcja VP + + + +

T a b e l a  I
Cechy ró¿nicuj¹ce w grupie B. cereus

Cecha B. cereus B. thuringiensis B. mycoides B. anthracis

a � 90 � 100% szczepów daje reakcjê dodatni¹
b � 50% szczepów daje reakcjê dodatni¹
c � 90 � 100% szczepów daje reakcjê ujemn¹
d � wiêkszo�æ szczepów daje reakcjê ujemn¹
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zimna (homolog cspA). B. weihenstephanensis mo¿e
wzrastaæ w temp. +4 do +7°C, lecz nie ro�nie w +43°C
� temp. typowej dla B. cereus [75]. Okre�lenie czy
szczep nale¿y do B. weihenstephanensis nie zawsze
jest mo¿liwe wg L e c h n e r  i wsp. [75], raz z uwagi
na obecno�æ zimnolubnych szczepów B. cereus a dwa
zdolno�æ wytwarzania toksyn identycznych z typowy-
mi dla B. cereus [117].

B. pseudomycoides jest bakteri¹ wyró¿niaj¹c¹ siê
odmienn¹ budow¹ kwasów t³uszczowych od pozosta-
³ych przedstawicieli grupy B. cereus [117].

W tabeli I zestawiono cechy pozwalaj¹ce na wstêp-
ne ró¿nicowanie gatunków w grupie B. cereus. Ze
wzglêdu na brak kompletnych danych uwzglêdniono
cztery z sze�ciu gatunków nale¿¹cych do tej grupy.

Spokrewnione ze sob¹ bakterie grupy B. cereus
ró¿ni¹ siê w du¿ej mierze nie tyle DNA chromosomo-
wym, co DNA episomalnym. Kodowane plazmidowo
czynniki wirulencji B. anthracis czy produkcja *-en-
dotoksyn u B. thuringiensis, mog¹ byæ utracone lub te¿
przekazywane innym szczepom B. cereus podczas np.
koniugacji [65, 86, 120].

2. Chorobotwórczo�æ B. cereus

Chorobotwórczo�æ bakterii grupy B. cereus jest de-
terminowana produkcj¹ toksyn i enzymów o charakte-
rze toksyn. G³ówne z nich to cztery typy hemolizyn,
trzy typy fosfolipazy C, toksyna emetyczna i dwa
kompleksy enterotoksyn [50, 71, 79, 113].

Aktywno�æ hemolityczna, cytotoksyczna i martwi-
cza, wzrost przepuszczalno�ci naczyñ i sekrecji p³ynów
do �wiat³a jelita cienkiego ³¹czone s¹ z dzia³alno�ci¹
enterotoksyn B. cereus [2, 22, 78]. Inwazyjno�æ B. ce-
reus wi¹zana jest z zewnêtrznymi strukturami komórek
tych bakterii, ich hydrofobowo�ci¹ lub hydrofilno�ci¹,
oraz zdolno�ci¹ do adhezji i namna¿ania siê w organi-
zmie cz³owieka.

2.1. Inwazyjno�æ B. cereus

Poza b³on¹ cytoplazmatyczn¹ i �cian¹ komórkow¹
u niektórych szczepów grupy B. cereus wystêpuje po-
nadto krystaliczna bia³kowa, po³¹czona ze struktura-
mi �ciany komórkowej, warstwa powierzchniowa, tzw.
warstwa S [71]. Komórki wegetatywne wydzielaj¹
bia³ka warstwy S w du¿ych ilo�ciach i czasami odry-
waj¹ siê one od �ciany komórkowej. Ruchliwe szcze-
py grupy B. cereus posiadaj¹ u³o¿one perytrichalnie
rzêski, jednak¿e nie wszystkie szczepy wykazuj¹ zdol-
no�æ poruszania siê (B. anthracis).

W normalnych warunkach B. cereus szybko wytwa-
rza subterminalne endospory o wyd³u¿onym kszta³cie
i szcz¹tkowej aktywno�ci metabolicznej, oporne na eks-

tremalne warunki �rodowiskowe (ogrzewanie, zamra-
¿anie, suszenie, promieniowanie). Poza rol¹ w roz-
przestrzenianiu siê B. cereus w �rodowisku, u nie-
których szczepów spory stanowi¹ dodatkowy czynnik
wirulencji [71]. Hydrofobowa powierzchnia spory u³a-
twia im przytwierdzanie siê do komórek nab³onko-
wych jelita [6] czy powierzchni roboczych stanowi¹c,
m.in. powa¿ny problem w �rodowisku przetwórstwa
¿ywno�ci, np. w przemy�le mleczarskim. Szczepy
z grupy B. cereus wytwarzaj¹ spory o wyj¹tkowych
w³a�ciwo�ciach adhezyjnych i silnej, tak¿e w porów-
naniu ze sporami innych Bacillus spp., hydrofobowo�-
ci [6]. Przypuszcza siê, ¿e ma to zwi¹zek z wiêksz¹
zjadliwo�ci¹ szczepów.

Szczepy charakteryzuj¹ce siê du¿¹ adhezyjno�ci¹,
mimo dawki infekcyjnej nie przekraczaj¹cej 5 × 104

spor (200 spor g�1 spo¿ytego pokarmu) by³y powo-
dem d³u¿ej trwaj¹cych i ciê¿szych przypadków zacho-
rowañ wymagaj¹cych hospitalizacji [6]. Przytwier-
dzone spory, kie³kuj¹c w �rodowisku jelita cienkiego,
tworz¹ formy wegetatywne produkuj¹ce enterotoksy-
nê bezpo�rednio w miejscu docelowym. Hydrofobo-
wo�æ uwa¿ana jest za istotny czynnik warunkuj¹cy
adhezjê, jednak w niektórych przypadkach nie mo¿na
przewidzieæ zdolno�ci adhezyjnych bakterii na pod-
stawie w³asno�ci hydrofobowych, gdy¿ zale¿¹ one
równie¿ od takich czynników jak sk³ad po¿ywki czy
faza wzrostu [102].

Uwa¿a siê tak¿e, ¿e bia³kowa warstwa S jest wa¿-
nym determinantem hydrofobowo�ci powierzchni ko-
mórek bakteryjnych. W zale¿no�ci od gatunku bakte-
rie posiadaj¹ce warstwê S s¹ albo hydrofobowe albo
hydrofilne. W przypadku niektórych szczepów B. ce-
reus opisanych przez K o t i r a n t a  i wsp. [71], war-
stwa S zwiêksza³a ich hydrofobowo�æ, co powodowa³o
lepsz¹ adhezjê komórek do kolagenu typu I, lamininy,
fibronektyny i fibrynogenu w porównaniu z komórka-
mi nie posiadaj¹cymi tej warstwy. Obecno�æ warstwy
S jest konieczna dla efektywnej adhezji komórek bak-
teryjnych do ludzkich bia³ek strukturalnych. Prawdo-
podobnie warstwa S zwiêksza tak¿e oporno�æ ko-
mórek wegetatywnych na napromieniowanie [71].

2.2. Toksyny B. cereus i mechanizm wywo³ywania
objawów chorobowych

Bacillus cereus jest zdolny do wytwarzania dwóch
g³ównych typów toksyn odpowiedzialnych za zatru-
cia pokarmowe, tj. enterotoksyn i toksyny emetycznej
(wymiotnej).

Poza wymienionymi wy¿ej bakterie z grupy B. ce-
reus mog¹ produkowaæ ró¿ne zewn¹trzkomórkowe
hemolizyny oraz uwa¿ane za potencjalny czynnik
zjadliwo�ci enzymy o charakterze toksyn, tj. fosfoli-
pazy C, cereolizynê, sfingomielinazê, cereolizynê AB,
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hemolizynê II, hemolizynê BL, hemolizynê III [17] czy
hemolizynê podobn¹ do cereolizyny [63].

Cereolizyna jest ciep³olabiln¹ hemolizyn¹ aktywo-
wan¹ przez grupy tiolowe, wykazuj¹c¹ podobieñstwo
do streptolizyny O [52]. Jest inaktywowana przez cho-
lesterol, domniemany receptor b³onowy.

Tak¿e ciep³ostabilna hemolizyna II (HlyII), niszczy
komórki docelowe i wywo³uje ich lizê poprzez dzia³a-
nie na ich b³onê. Nie inaktywowana przez cholesterol
jest rozpowszechniona w�ród bakterii grupy B. cereus,
w tym B. thuringiensis [27]. Nale¿y do tzw. toksyn
porotwórczych $-PFT (pore forming toxins), typowych
dla bakterii Gram-dodatnich. Dzia³a cytolityczne, jed-
nak jej rola w wirulencji mikroorganizmu pozostaje
spraw¹ otwart¹ [8]. Przyk³adem tej samej grupy toksyn
jest hemolizyna III (Hly-III). Atakuje b³onê erytrocy-
tów w formie monomeru i dopiero wiele monomerów
zgromadzonych na powierzchni erytrocyta warunkuje
jego lizê. Jest to tzw. mechanizm wielouderzeniowy,
typowy dla streptolizyny O i theta-toksyny Clostridium
perfringens [17]. Inn¹ toksyn¹ nale¿¹c¹ do tej samej
grupy toksyn jest cytotoksyna K (CytK) [81].

Sfingomielinaza, bia³ko o masie cz¹st. 34 kDa,
przyczepia siê do sfingomieliny erytrocytów. Sfingo-
mielinaza, wg G r a n u m  i N i s s e n  [50], jest czê�-
ci¹ kompleksu wchodz¹cego w sk³ad enterotoksyn
B. cereus.

Fosfolipaza C uznawana jest za czynnik zjadliwo�ci
wielu bakterii. S¹dzi siê, ¿e bierze udzia³ w niszczeniu
tkanki poprzez pobudzanie degranulacji ludzkich neu-
trofili [123]. B. cereus produkuje trzy rodzaje fosfoli-
pazy C, z których ka¿da wykazuje inny mechanizm
dzia³ania. Nale¿¹ do nich hydrolaza fosfatydyloino-
zytolu, hydrolaza fosfatydylocholiny i hemolityczna
sfingomielinaza [52]. Hydrolaza fosfatydylo-inozytolu
rozszczepia fosfatydyloinozytol i pochodne glikozy-
dowe fosfatydyloinozytolu, które zakotwiczaj¹ wiele
bia³ek do powierzchni b³ony cytoplazmatycznej [60].
Hydrolaza fosfatydylocholiny hydrolizuje fosfatydylo-
cholinê, fosfatydoloetanoloaminê i fosfatydyloserynê,
podczas gdy sfingomielinaza wykazuje aktywno�æ
przeciwko sfingomielinie [52]. Wykazano, ¿e fosfoli-
paza C B. cereus indukuje produkcjê strukturalnej me-
taloproteinazy (MMP) w ludzkich komórkach nab³on-
kowych, szczególnie ¿elatynazy o masie cz¹steczkowej
92 kDa [42] wspomagaj¹c proces leczenia poprzez
degradacjê nab³onka zainfekowanych komórek.

2.2.1. Enterotoksyny Bacillus cereus

Biegunkowy typ zatrucia pokarmowego wywo³any
B. cereus mo¿e byæ spowodowany dwoma ró¿nymi
bia³kowymi enterotoksynami, tj. hemolizyn¹ BL (HBL)
[21] i niehemolityczn¹ enterotoksyn¹ (NHE) [78].
Obie enterotoksyny sk³adaj¹ siê z trzech komponentów

bia³kowych. Wegetatywne komórki B. cereus wytwa-
rzaj¹ enterotoksyny w jelicie cienkim cz³owieka, w fa-
zie wzrostu logarytmicznego bakterii. Optymalna tem-
peratura dla produkcji enterotoksyn to 37°C [40].
Wy¿sza aktywno�æ enterotoksyczna charakteryzuje
szczepy zdolne do fermentacji laktozy � wykorzystu-
j¹ce j¹ jako �ród³o wêgla [47].

Termostabilna trójsk³adnikowa enterotoksyna HBL
sk³ada siê z trzech komponentów bia³kowych: B, L1
i L2 [22�24]. o masie cz¹steczkowej, odpowiednio,
37 kDa, 38 kDa i 46 kDa. Obecno�æ wszystkich kom-
ponentów jest konieczna do wywo³ania objawów
chorobowych [23]. Nie wszystkie szczepy s¹ zdolne
do produkcji trzech komponentów tej enterotoksyny
[121]. Ka¿da z czê�ci bia³kowych hemolizyny BL
jest kodowana genomowo, a jednemu komponen-
towi odpowiada jedna sekwencja DNA. Wszystkie
komponenty HBL ulegaj¹ transkrypcji z jednego ope-
ronu hbl [105] z³o¿onego z hblC � koduj¹cego bia³ko
L2, hblD � koduj¹cego bia³ko L1, hblA � koduj¹cego
bia³ko B i hblB � koduj¹cego bia³ko B� (prawdopo-
dobnie substytut bia³ka B), podobnego w 73% do
bia³ka B [53]. Nie wszystkie szczepy posiadaj¹ce ope-
ron hbl posiadaj¹ sekwencjê hblB, szczególnie ¿e
operon hbl znajduje siê w niestabilnej czê�ci chromo-
somu B. cereus [53].

Enterotoksyna HBL wykazuje dzia³anie dermone-
krotyczne, wp³ywa na przepuszczalno�æ naczyñ w³oso-
watych i aktywuje jelitow¹ cyklazê adenylanow¹, co
powoduje sekrecjê p³ynów w jelitach (biegunkê).
Jeden z modeli opisuj¹cych dzia³anie HBL sugeruje,
¿e komponent B jest tym, który wi¹¿e enterotoksynê
do powierzchni komórki, za� komponenty L1 i L2 maj¹
dzia³anie lityczne [21]. Ka¿dy komponent hemolizy-
ny BL g. Beecher i Wong [24] ³¹czy siê z komórk¹
niezale¿nie, a nastêpnie tworzy kompleks atakuj¹cy
b³onê komórkow¹ co prowadzi do lizy komórki.

Niehemolityczna toksyna NHE sk³ada siê z trzech
komponentów bia³kowych ró¿nych od tych typowych
dla HBL. Tymi komponentami s¹ NheA o masie cz¹st.
41 kDa, NheB o masie cz¹st. 39 kDa i prawdopodob-
nie NheC o masie cz¹st. 105 kDa [80]. Komponent
NheA nie jest konieczny do wywo³ywania objawów
chorobowych, a kombinacja dwóch z trzech kompo-
nentów toksyny ma dzia³anie biologiczne. Najsilniej-
sze dzia³anie wykazuj¹ jednak wszystkie trzy kompo-
nenty obecne jednocze�nie [78]. Pierwotnie s¹dzono,
¿e NheA regulowany jest przez plcR [53], jednak¿e
pó�niejsze badania wykaza³y, ¿e operon nhe u B. ce-
reus zawiera trzy otwarte ramki odczytu nheA, nheB
i nheC. Pierwsze dwie z nich koduj¹ dwie czê�ci tok-
syny niehemolitycznej � NheA i NheB, funkcja nheC
jest nieznana. PlcR jest natomiast regulatorem trans-
krypcji zarówno toksyny NHE jak i HBL u B. cereus
jak i B. thuringiensis [54].
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Badania nad interakcj¹ miêdzy NHE i komórkami
Vero pokaza³y, ¿e komponent NheC mo¿e byæ bia³-
kiem ³¹cz¹cym siê z komórk¹, a pozosta³e dwa kom-
ponenty prawdopodobnie nie s¹ w stanie same wi¹zaæ
siê z powierzchni¹ komórki [79]. Nadal nie jest jasne
czy kompleksy HBL i NHE tylko niszcz¹ b³onê plaz-
matyczn¹ komórki, czy te¿ jakie� komponenty tych
toksyn dostaj¹ siê do cytozolu i wywo³uj¹ lizê komór-
ki [53]. Jednak wykazano ju¿, ¿e komponent o masie
cz¹st. 105 kDa (NheC) wykazuje dzia³alno�æ kolage-
nazy i ¿elatynazy, co mo¿e stanowiæ czynnik zwiêk-
szaj¹cy zjadliwo�æ szczepu [80].

Cytotoksyna K (CytK) wyizolowana z przypadków
zatrucia pokarmowego na tle B. cereus, by³a przy-
czyn¹ zgonu trzech osób z rozpoznaniem martwicze-
go zapalenie ¿o³¹dka [81]. CytK jest bia³kiem wy-
kazuj¹cym toksyczno�æ w stosunku do komórek Vero
i posiadaj¹cym w³a�ciwo�ci hemolityczne. Sekwencja
DNA koduj¹ca cytotoksynê K wykazuje du¿e podo-
bieñstwo do $-bary³kowych toksyn, w tym do "-tok-
syny Staphylococcus aureus i $-toksyny typu C Clo-
stridium perfringens [49, 81]. Wykryto dwa rodzaje
cytotoksyny K, o budowie aminokwasowej podobnej
w 89%. Pierwsz¹ z nich, nazwan¹ CytK-1 charakte-
ryzuje wy¿sza toksyczno�æ w stosunku do komórek
ssaków ni¿ CytK-2 [39]. Dane �ród³owe sugeruj¹,
¿e geny cytotoksyny K s¹ bardzo rozpowszechnione
w�ród ró¿nych szczepów nale¿¹cych do grupy B. ce-
reus [56, 103 116].

Pierwotnie uwa¿ano, ¿e jest jeszcze enterotoksyna
T (BcET) [3], brak jednak potwierdzonego przypadku
zatrucia pokarmowego wywo³anego t¹ toksyn¹. Co
wiêcej, enterotoksyna T (41 kDa), w odró¿nieniu do
innych toksyn B. cereus, nie posiada peptydu sygna³o-
wego i z tego wzglêdu pozostaje w peryplazmie. Gen
bceT jest szeroko rozpowszechniony w�ród szczepów
B. cereus [52], jednak¿e wg C h o m a  i G r a n u m
[31] toksyna ta nie jest enterotoksyn¹, gdy¿ nie dzia³a
toksycznie na komórki nab³onka jelita i nie stymuluje
cyklazy adenylowej do konwersji ATP do cAMP.

Podstawowymi testami diagnostycznymi u¿ywany-
mi przy wykrywaniu enterotoksyn s¹: BCET-RPLA
(Bacillus cereus Enterotoxin Reverse Passive Agglu-
tination Test), Tecra BDE-VIA (Bacillus Diarrhoeal
Enterotoxin Visual Immuno Assay), oraz techniki ge-
netyczne (PCR, sondy molekularne).

2.2.2. Toksyna emetyczna

Toksyna emetyczna (wymiotna), zwana cereulidem,
ma formê pier�cienia zbudowanego z trzech powtórzeñ
czterech amino i/lub oksykwasów: [D-O-Leu-D-Ala-
L-O-Val-L-Val]3. Ta struktura pier�cieniowa (dode-
kadepsipeptyd) posiada masê cz¹steczkow¹ równ¹
1,2 kDa i jest zbli¿ona do jonoforu potasowego walino-

mycyny [1]. Toksyna emetyczna produkowana jest
podczas stacjonarnej fazy wzrostu B. cereus i wydzie-
lana do �rodowiska wzrostowego.

Podobnie jak w przypadku innych antybiotyków
peptydowych i biologicznie czynnych peptydów wy-
dzielanych przez B. cereus, takich jak gramicydyna
czy sulfactin, iturin, bitracyna, lichenizyna, polimyk-
syna i tyrocydyna, cereulid jest produkowany przez
system NRPS (non-ribosomal peptide synthetases)
syntetaz peptydowych [64]. Ten ogromny komp-
leks enzymatyczny syntetaz peptydowych, wystêpuj¹-
cy u wszystkich szczepów B. cereus, jest kodowany
genomowo i wykazuje nieznaczne ró¿nice w sekwen-
cji nukleotydowej u szczepów emetycznych, w porów-
naniu do szczepów nie emetycznych. Toksyna eme-
tyczna nie jest bezpo�rednio kodowana genowo, ale
system enzymów niezbêdny do jej syntezy zakodowa-
ny jest w genomie szczepów emetycznych.

Toksyna emetyczna jest ciep³o- i kwasoodporna i nie
wykazuje dzia³ania antygenowego. Nie posiada punk-
tu izoelektrycznego i jest stabilna w temperaturze
121°C przez 90 minut i w pH od 2 do 11, a tak¿e nie
ulega proteolizie (oporna na dzia³anie pepsyny i tryp-
syny) [4, 6, 107]. St¹d du¿e prawdopodobieñstwo, ¿e
dostaje siê do dolnych partii przewodu pokarmowego
w formie toksycznej. Wykazuje dzia³anie hamuj¹ce na
ludzkie bia³e krwinki o dzia³aniu cytotoksycznym
(tzw. killer cells) i tym samym mo¿e wp³ywaæ na dzia-
³anie uk³adu immunologicznego. Wymioty s¹ wyni-
kiem po³¹czenia toksyny emetycznej z receptorem
5-HT3 i stymulacji do�rodkowego nerwu b³êdnego
[2]. Cereulid jest tak¿e odpowiedzialny za hamowanie
oksydacji kwasów t³uszczowych w mitochondriach
hepatytów w¹trobowych, prowadz¹ce do uszkodzenia
w¹troby [82, 107].

Toksyna emetyczna produkowana jest przez szcze-
py B. cereus nale¿¹ce g³ównie do serowaru H-1 (urzê-
sionego), a tak¿e przez nieliczne szczepy nale¿¹ce do
serowarów H-3, H-5 i H-12. Szczepy tzw. biegunkowe,
nie produkuj¹ce cereulidu, to najczê�ciej przedsta-
wiciele serotypów H-2, H-6, H-8, H-9 i H-10 [4, 87].

Szczepy emetyczne, wg C a r l i n  i wsp. [28], nie
wykazuj¹ wzrostu w temperaturach poni¿ej 10°C (co
wyklucza szczepy B. weihenstephanensis), za to wszyst-
kie s¹ w stanie rosn¹æ w 48°C. Co wiêcej, spory szcze-
pów emetycznych wykazywa³y wy¿sz¹ oporno�æ na
dzia³anie temperatury 90°C i kie³kowa³y wolniej w 7°C.
Szczepy emetyczne, na ogó³, odró¿nia od szczepów
wywo³uj¹cych biegunkê, nieznaczna aktywno�æ he-
molityczna i brak zdolno�ci do hydrolizy skrobi [97].

Jak wynika z badañ R a j k o v i c  [99] ilo�æ produ-
kowanej toksyny emetycznej zale¿y od szczepu B. ce-
reus, sk³adu �rodowiska wzrostowego, pH �rodowiska,
temperatury i dostêpu tlenu. W hodowlach wstrz¹-
sanych, w przeciwieñstwie do hodowli statycznych,
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toksyna emetyczna nie by³a wytwarzana. W hodow-
lach statycznych produkcja toksyny mia³a miejsce
w 22°C i 30°C nie za� w 12°C po 24 godz. Nie obser-
wowano produkcji cereulidu w pH 6.0 i du¿o szybsz¹
produkcjê tej toksyny w pH 7.4 ni¿, w mniej korzyst-
nym dla B. cereus, pH 6.4. Najwy¿sz¹ zdolno�æ pro-
dukcji toksyny emetycznej posiada³y szczepy rosn¹ce
na pod³o¿u TSA, przy czym wzrost kolonii i produkcja
toksyny wykazywa³y wyra�n¹ zale¿no�æ od zawarto�ci
tlenu. Zawarto�æ O2 <1,6%, zdaniem R a j k o v i c
i wsp. [99], hamuje produkcjê toksyny emetycznej. Zda-
niem innych autorów, cytowanych przez R a j k o v i c
i wsp. [99], nie jest to tak oczywiste i wi¹¿e siê raczej
z wyczuwaniem liczebno�ci przez bakterie (QS).

F i n l a y  i wsp. [41] za optymaln¹ dla produkcja
cereulidu przez B. cereus uznali temperaturê pomiê-
dzy 15 a 30°C, dowodz¹c, ¿e w temperaturze 37°C
produkcja ta jest znikoma lub ¿adna. Na tej podstawie
autorzy ci uznali mo¿liwo�æ produkcji cereulide w orga-
nizmie cz³owieka za ma³o prawdopodobn¹, sugeruj¹c,
¿e jedynym powodem wyst¹pienia objawów wymiot-
nych jest spo¿ycie toksyny ju¿ obecnej w pokarmie.

Ilo�æ toksyny emetycznej w ¿ywno�ci, która wy-
wo³ywa³a wymioty, waha³a siê od 0.02 do 1,28 µg ce-
reulidu g�1 [4]. Ry¿ i produkty ry¿owe s¹ �rodowi-
skiem sprzyjaj¹cym wytwarzaniu cereulidu przez
B. cereus. Jednocze�nie typ emetyczny zatruæ pokar-
mowych, g³ównie po spo¿yciu dañ z udzia³em ry¿u,
notowano najczê�ciej w Japonii [79, 91, 104].

Toksyna emetyczna dzia³a jak jonofor transportu-
j¹cy jony K+ do mitochondriów zgodnie z gradientem
stê¿eñ i gradientem elektrycznym. Mechanizm ten
przypomina dzia³anie walinomycyny. Dzia³anie cereu-
lidu unieczynnia mitochondria, które przestaj¹ prze-
prowadzaæ procesy oksydoredukcyjne, co objawia siê
np. zmian¹ ruchliwo�ci plemników w obrazie mikro-
skopowym [99]. St¹d te¿ do wykrywania obecno�ci
cereulidu stosuje siê powszechnie testy na aktywno�æ
wakuolityczn¹, np. testy oparte na badaniu ruchliwo�ci
plemników (sperm based biosassay-boar spermato-
zan motility test), metody chromatograficzne (LC-ion-
trap-MS, HPLC-MS), czy techniki genetyczne oparte
g³ównie na PCR [36] w tym RT PCR [45].

Szczepy emetyczne B. cereus ró¿ni¹ od pozo-
sta³ych niektóre cechy biochemiczne (brak amylazy,
s³aba aktywno�æ hemolityczna), inne wymagania tem-
peraturowe i niewielkie ró¿nice w oporno�ci cieplnej.
Szczepy emetyczne wykazuj¹ nieznacznie wy¿sz¹
oporno�æ na ogrzewanie, lecz mniejsz¹ aktywno�æ
w niskich temperaturach [28] st¹d stanowi¹ potencjal-
ne zagro¿enie w ¿ywno�ci podgrzewanej i przetrzy-
mywanej w temperaturze pokojowej (restauracje,
bary). ¿ywno�æ przechowywana ch³odniczo nie po-
winna w przypadku tych szczepów stanowiæ zagro¿e-
nia zdrowotnego.

2.2.3. Toksyny innych przedstawicieli
grupy B. cereus

W grupie B. cereus szczepy B. cereus sensu stricto
s¹ producentami biegunkowej enterotoksyny w oko³o
50%. Analiza przeprowadzona przy u¿yciu odwrotnej
biernej aglutynacji lateksowej (RPLA � reverse passi-
ve latex agglutination) wykaza³a tak¿e, ¿e i B. thurin-
giensis i B. mycoides s¹ zdolne do produkcji entero-
toksyn [19]. Tak¿e w przypadku B. weihenstephanensis
udowodniono obecno�æ genów koduj¹cych przynaj-
mniej jeden z komponentów toksyn biegunowych
(HBL, NHE lub CytK) [116, 118]

Badania genomu przy u¿yciu PCR i testy na cyto-
toksyczno�æ dowiod³y, ¿e geny koduj¹ce kompleksy
toksyn HBL i NHE s¹ szeroko rozpowszechnione nie
tylko u B. cereus, ale tak¿e u B. thuringiensis i B. my-
coides [43, 58, 98, 101]. F l e t c h e r  i L o g a n  [43]
prowadz¹c badania nad cytotoksyczno�ci¹ enterotok-
syny znale�li jeden szczep B. anthracis wykazuj¹cy
s³ab¹ dzia³alno�æ cytotoksyczn¹, za� M e n d e l s o n
i wsp. [86] wykryli u B. anthracis geny homologiczne
do tych koduj¹cych komponent NheA toksyny NHE
B. cereus. Zdaniem autorów B. anthracis jest zdolny
produkowaæ bia³kowy komponent toksyny i ¿e nie jest
to równoznaczne ze zjadliwo�ci¹ szczepu producenta.
Co ciekawsze, istnieje udokumentowany przypadek
infekcji przypominaj¹cej w¹glika wziewnego z które-
go wyizolowano szczep B. cereus posiadaj¹cy geny
toksyny w¹glikowej [61].

Wykazano równie¿, ¿e szczepy B. licheniformis,
B. megaterium, B. firmus i B. simplex produkuj¹ cie-
p³ooporne toksyny, które przypominaj¹ toksynê eme-
tyczn¹ B. cereus [119]. Czê�ciowe oczyszczenie tok-
syn uzyskanych ze szczepów B. megaterium, B. simplex
i B. firmus pokaza³o, ¿e dzia³anie tych toksyn jest
podobne do cereulidu, tj. wykazuje aktywno�æ wakuo-
lityczn¹. Wszystkie nowe ciep³osta³e toksyny wykazy-
wa³y du¿¹ hydrofobowo�æ, rozpuszczalno�æ w metano-
lu, lecz ¿adna z nich nie by³a identyczna z cereulidem
(brak reakcji ze specyficznymi primerami w PCR)
[119]. Sugeruje to, ¿e nie tylko B. cereus jest czynni-
kiem etiologicznym zatruæ pokarmowych. Co wiêcej
zwraca uwagê na potrzebê prawid³owej identyfikacji
izolowanych szczepów.

Bacillus thuringiensis produkuje endotoksyny � bia³-
ka Cry, które dzia³aj¹ specyficznie na niektóre owady
[112], a tak¿e niebia³kowe egzotoksyny owadobójcze,
z których najbardziej znan¹ jest $-egzotoksyna I, sta-
³ocieplny i rozpuszczalny w wodzie zwi¹zek o masie
cz¹steczkowej równej 701 Da, wydzielany przez oko-
³o 50% szczepów B. thuringiensis [37]. Cry 1, wydzie-
lana np. przez szczepy B. thuringiensis subsp. kurstaki,
jest toksyczna w stosunku do rodzaju Lepidoptera
(æmy i motyle), Cry 11, produkowana przez B. thurin-
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giensis subsp. israelensis, jest toksyczna w stosunku do
insektów z rodzaju Diptera (muchy i komary), a Cry 3,
wydzielana przez B. thuringiensis sbpsp. tenebronis,
wykazuje dzia³anie przeciwko Coleoptera (¿uki) [62].
Scharakteryzowano ponad 100 *-endotoksyn, z których
wiêkszo�æ wykazuje aktywno�æ insektobójcz¹. Inne
toksyny wytwarzane przez B. thuringiensis stanowi¹
bia³ka cytolityczne (Cyt) i nie s¹ one specyficzne prze-
ciwko okre�lonym owadom, lecz wykazuj¹ tak¿e dzia-
³anie hemolityczne i cytolityczne w stosunku do ko-
mórek ssaczych [33]. P e r c h a t  i wsp. [95] stwierdzili,
¿e B. cereus tak¿e zdolny jest do wytwarzania niebia³-
kowych toksyn, obok cereulidu, ró¿nych od $-egzo-
toksyny I. Niektóre szczepy B. cereus produkuj¹ tak-
¿e bia³kowe toksyny owadobójcze nazwane Vip [122].

Niebezpieczeñstwo stanowi intensywne spryskiwa-
nie ro�lin uprawnych i warzyw dzia³aj¹cymi owado-
bójczo preparatami B. thuringiensis. W sk³ad tych pre-
paratów wchodzi mieszanina endospor i kryszta³ów
bia³kowych toksyn, a produkty zawieraj¹ce B. thurin-
giensis stanowi¹ 90% preparatów owadobójczych do-
stêpnych na rynku [57]. W zwi¹zku z mo¿liw¹ obec-
no�ci¹ B. thuringiensis na surowcach ro�linnych [32,
102, 104], wa¿ne jest by tak¹ ¿ywno�æ przechowywaæ
w sposób zapobiegaj¹cy kie³kowaniu spor i wzrosto-
wi tych bakterii.

Najbardziej patogennym dla ludzi przedstawicie-
lem grupy B. cereus jest laseczka w¹glika � Bacillus
anthracis. Letalno�æ tej bakterii zwi¹zana jest z dwoma
czynnikami zjadliwo�ci � polisacharydow¹ otoczk¹,
która przeciwdzia³a fagocytozie, oraz wydzielaniem
toksyny w¹glikowej, która jest cytotoksyczna g³ównie
w stosunku do makrofagów. Na toksynê w¹glikow¹
sk³adaj¹ siê trzy bia³ka � antygen ochronny (PA � pro-
tective antigen), czynnik obrzêku (EF � endema factor)
i czynnik letalny (LF � lethal factor). Bia³ka te funkcjo-
nuj¹ razem doprowadzaj¹c do apoptozy zainfekowanej
komórki. Dwa zjadliwe enzymy � EF i LF, zale¿¹ od
antygenu ochronnego (PA), który przenosi je do wnê-
trza komórki. Ka¿de z tych bia³ek samo w sobie nie jest
toksyczne dla komórek, a kombinacja wszystkich trzech
prowadzi do �miertelnych objawów w¹glika. Synergi-
styczne dzia³anie trzech bia³ek prowadzi do zniszcze-
nia komunikacji komórkowej i pozwala bakterii na
unikniêcie dzia³ania systemu obronnego gospodarza.

Czynnik obrzêku (EF) inaktywuje neutrofile, co
zapobiega fagocytozie bakterii, nadaje komórce w³a�-
ciwo�ci cyklazy adenylanowej, prowadzi do zwiêksze-
nia w niej cAMP co skutkuje rozregulowaniem pro-
cesów wewn¹trzkomórkowych (zaburzenie transportu
jonów w szczególno�ci), wydzielaniem na zewn¹trz
komórki elektrolitów i utrata wody.

Czynnik LF tak¿e posiada aktywno�æ enzymatyczn¹
i blokuje w komórce szlak transdukcji sygna³ów ko-
nieczny do prawid³owej odpowiedzi immunologicz-
nej. Obok aktywacji makrofagów pobudza je do pro-

dukcji TNF-" i interleukiny 1-$, co powoduje reakcjê
zapaln¹ i szok septyczny. Atakuje równie¿ komórki
�ródb³onka, powoduj¹c wyciek naczyniowy i wstrz¹s
hipowolemiczny spowodowany utrat¹ krwi. Zjadli-
wo�æ szczepu B. anthracis jest zale¿na od wystêpowa-
nia otoczki zbudowanej z kwasu poli-D-glutaminowe-
go, która jest wytwarzana w organizmie gospodarza,
oraz od obecno�ci toksyn. Do zaka¿enia mo¿e doj�æ
drog¹ pokarmow¹, oddechow¹ lub poprzez skórê,
a �ród³em zaka¿enia s¹ g³ównie zwierzêta i ich odcho-
dy. Obecno�æ toksyn w¹glikowych jest kodowana plaz-
midowo [55]. Zdolno�æ bakterii do wytwarzania otocz-
ki jest zdeterminowana genetycznie i jest kodowana
na plazmidzie pX02. Do jej wytwarzania konieczna
jest ekspresja trzech genów: capB, capC i capA kodu-
j¹cych enzymy zwi¹zane z b³on¹ komórkow¹ bakterii.
Ekspresja tych genów regulowana jest przez oddzia³y-
wanie bia³ka kodowanego na plazmidzie pX02 z pro-
duktem genu atxA znajduj¹cego siê na drugim plazmi-
dzie pX01. Plazmid ten determinuje syntezê toksyny.
Jak widaæ synteza otoczki jest czê�ciowo sprzê¿ona
z wytwarzaniem toksyn.

Udokumentowany przypadek izolacji szczepu B. ce-
reus posiadaj¹cego toksynê w¹glikow¹, z przypadku
infekcji przypominaj¹cej w¹glika wziewnego [61] mo¿e
sugerowaæ mo¿liwo�æ przenoszenia plazmidów miê-
dzy szczepami nale¿¹cymi do grupy B. cereus.

2.2.4. Enzymy

$-laktamazy stanowi¹ przyczynê oporno�ci bakte-
rii na antybiotyki $-laktamowe. U ró¿nych szczepów
B. cereus zauwa¿ono trzy ró¿ne formy $-laktamaz.
$-laktamaza I nale¿y do klasy A $-laktamaz i jest ze-
wn¹trzkomórkow¹ penicylinaz¹ posiadaj¹c¹ serynê
w miejscu aktywnym. $-laktamaza II, nale¿¹ca do kla-
sy B $-laktamaz, jest aktywowana przez przy³¹czenie
jonów Zn (II) i Co(II) [94]. $-laktamaza III nale¿y do
klasy A lipoprotein b³onowych. Szczepy B. cereus izo-
lowane z ró¿nych infekcji by³y zazwyczaj oporne na
antybiotyki $-laktamowe, w tym cefalosporyny trzeciej
generacji, ale by³y wra¿liwe na chloramfenikol, klin-
damycynê, wankomycynê, ciprofloksacynê, erytromy-
cynê, gentamycynê i streptomycynê [5, 33, 104,115].

Niektóre szczepy B. cereus s¹ producentami ko-
lagenozy. Jej produkcja zale¿y od szczepu i pod³o¿a
i jest wiêksza w warunkach beztlenowych ni¿ tleno-
wych [72]. Kolagenaza degraduje rozpuszczalne i nie-
rozpuszczalne formy kolagenu, ¿elatynê i bradykininê
do ma³ych peptydów.

Proteazy B. cereus pe³ni¹ prawdopodobnie rolê
w infekcjach pozajelitowych. Neutralna proteaza uzy-
skana ze zjadliwego szczepu B. cereus posiada³a zdol-
no�ci hydrolizy hemoglobiny, albuminy i kazeiny [114].
Izolowano tak¿e inne proteazy, w tym rozk³adaj¹ce ka-
zeinê i insulinê zawarte w b³onie komórkowej [44].
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2.3. Objawy chorobowe wywo³ywane
przez Bacillus cereus

B. cereus jest najlepiej poznanych patogenem grupy
B. cereus. Pierwsze ognisko zatrucia pokarmowego na
tym tle opisane zosta³o w 1906 r. przez L u b e n a u
[69]. Hospitalizowano ogó³em 300 osób. No�nikiem
du¿ej liczby bakterii zidentyfikowanej wówczas jako
B. peptonificans (pó�niej zaklasyfikowanej jako B. ce-
reus) by³y pulpety miêsne. B. cereus odpowiada za
dwa rodzaje zatruæ pokarmowych objawiaj¹cych siê
biegunk¹ lub wymiotami. Mo¿liwe jest te¿ ³¹czne wy-
st¹pienie obu typów objawów.

Tzw. typ biegunkowy zatrucia, spowodowany jest
wprowadzeniem do organizmu, wraz z pokarmem,
okre�lonej liczby ¿ywych komórek B. cereus (najczê�-
ciej spor). Dawka infekcyjna to 103�107 cfu (colony
forming units � jednostek tworz¹cych kolonie). Cha-
rakteryzuje siê zazwyczaj wodnist¹ biegunk¹ oraz
bólami brzucha (objawy przypominaj¹ce zatrucie na
tle Clostridium perfringens) pojawiaj¹cymi siê po
8�16 godz. od spo¿ycia zanieczyszczonej tymi bakteria-
mi ¿ywno�ci. Objawy utrzymuj¹ siê przewa¿nie od 12
do 24 godz. Do rzadko�ci nale¿¹ przypadki biegunek
na tym tle trwaj¹cych kilka dni. Objawy s¹ skutkiem
dzia³ania enterotoksyny uwalnianej, przez zakotwiczo-
ne w jelicie cienkim gospodarza komórki B. cereus.
Uwalniana przy¿yciowo ciep³olabilna enterotoksyna,
aktywuje jelitow¹ cyklazê adenylanow¹ powoduj¹c
zwiêkszon¹ sekrecjê p³ynów w jelicie gospodarza.

Produktami ³¹czonymi najczê�ciej z przypadkami
zaka¿eñ pokarmowych na tym tle s¹ g³ównie produkty
miêsne, zupy, warzywne, puddingi (budynie) i sosy,
mleko i produkty mleczne.

Typ wymiotny zatruæ pokarmowych to efekt wpro-
wadzenia do organizmu, wraz z pokarmem, wyprodu-
kowanej w nim przez szczepy B. cereus toksyny eme-
tycznej � cyklicznego peptydu zwanego cereulidem.
Ten typ zatrucia pokarmowego charakteryzuje siê nud-
no�ciami i wymiotami pojawiaj¹cymi siê po 0,5�6 godz.
od spo¿ycia zanieczyszczonej cereulidem ¿ywno�ci
[93] i utrzymuj¹cymi siê przez 6�24 godz. Symptomy
towarzysz¹ce zatruciu na tym tle przypominaj¹ zatru-
cie enterotoksyn¹ gronkowcow¹. Liczba komórek
B. cereus zdolna wyprodukowaæ ilo�æ toksyny koniecz-
n¹ do wywo³ania objawów okre�lana jest na 105 do
108 cfu×g�1. Z uwagi na du¿e ró¿nice w ilo�ci entero-
toksyny produkowanej przez ró¿ne szczepy B. cereus,
nawet ¿ywno�æ zawieraj¹ca 103 cfu B. cereus g-1 mo¿e
okazaæ siê niebezpieczna dla zdrowia konsumenta [53].

Produktami spo¿ywczymi odpowiedzialnymi za
ten typ zatrucia pokarmowego s¹ najczê�ciej sma¿ony
i gotowany ry¿, makaron, ciastka i kluski [1, 53].

Blisko spokrewniony z B. cereus B. thuringiensis,
wg J a c k s o n  i wsp. [66], tak¿e jest w stanie wytwa-

rzaæ enterotoksyny i powodowaæ zatrucia typu biegun-
kowego. R o s e n q u i s t  i wsp. [103] wskazali na
znacz¹c¹ liczebnie obecno�æ B. thuringiensis g³ównie
w gotowanych pokarmach skrobiowych oraz surowych
warzywach. Zdaniem tych autorów szczepy B. thurin-
giensis maj¹ co najmniej jeden komponent enterotok-
syny (HBL lub NHE lub te¿ obu), lecz nie s¹ zdolne
do wytwarzania toksyny emetycznej.

B. cereus, oprócz zatruæ pokarmowych, mo¿e wy-
wo³ywaæ i inne schorzenia, szczególnie u osób z obni-
¿on¹ odporno�ci¹, starszych, niemowl¹t, alkoholików
i narkomanów itp. Bakteriemie na tym tle nale¿¹ do
rzadko�ci i s¹, w wiêkszo�ci przypadków, krótkotrwa-
³e i niegro�ne.

B. cereus jest natomiast jednym z najwa¿niejszych
czynników wywo³uj¹cych zaka¿enia oczu takie jak za-
palenie rogówki, wewnêtrzne zapalenie oka i zapale-
nie ca³ej ga³ki ocznej. D r o b n i e w s k i  [33] wylicza
35 przypadków powa¿nych infekcji oka, a P i n n a
i wsp. [96] opisuj¹ przypadek zapalenia rogówki spo-
wodowany kontaktem oka z zanieczyszczonymi B. ce-
reus szk³ami kontaktowymi.

Zaka¿enia przyranne i infekcje ran powypadko-
wych i pooperacyjnych s¹ powi¹zane z produkcj¹
przez B. cereus czynnika HBL, czynnika przenikal-
no�ci naczyniowej martwiczego zapalenia skóry [67].
B. cereus jest te¿ do�æ czêst¹ przyczyn¹ infekcji ran
otwartych [34]. W literaturze opisane zosta³y pojedyn-
cze przypadki perforacji jelit z infekcjami spowo-
dowanymi B. cereus u wcze�niaka [48], bakteriemia
z bakteryjnym zapaleniem wsierdzia spowodowana
infekcj¹ rany przez B. cereus [125], martwicza infek-
cja opon mózgowych wywo³ana B. cereus u pacjenta
z leukemi¹ [88], pooperacyjne zapalenie opon mózgo-
wych u dwóch pacjentów wywo³ane zanieczyszcze-
niem szpitalnej po�cieli [18], zapalenie opon mózgo-
wych u pacjenta z przetok¹ komorow¹ [25], trzy
przypadki szoku septycznego i �pi¹czki u pacjentów
z leukemi¹ [89], nag³e uszkodzenie w¹troby spowo-
dowane emetycznym szczepem B. cereus [92], zapa-
lenie p³uc u pacjenta z upo�ledzon¹ odporno�ci¹ [33],
infekcje przewodu moczowego [110], czy wreszcie
martwicze zapalenie ¿o³¹dka u pacjenta z obni¿on¹
odporno�ci¹ [74].

2.4. Epidemiologia infekcji i zatruæ pokarmowych
na tle B. cereus

Wed³ug danych CDC (Centre for Disease Control
and Prevention) B. cereus odpowiada za mniej ni¿ 1%
ogniskowych zatruæ pokarmowych w USA [9] a licz-
ba odnotowywanych przypadków, rocznie, waha siê
od 6 do 50. Jednak, zdaniem znawców problemu, fak-
tyczna liczba przypadków zatruæ pokarmowych na
tym tle mo¿e byæ znacznie wiêksza.
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Porównanie skali tego zjawiska w ró¿nych krajach
jest utrudnione z uwagi na dobrowolny charakter takiej
ewidencji. Dostêpne dane dotycz¹ce Europy (Tab. II)
wskazuj¹ na przewagê 1�2 ognisk zachorowañ spo-
wodowanych infekcj¹ B. cereus rocznie w wiêkszo�ci
porównywanych krajów w latach 1999�2000 [124].
Zdecydowanie wiêcej przypadków zachorowañ na tym
tle odnotowano w Holandii, Norwegii czy na Wêgrzech.
Na Wêgrzech np. liczba przypadków w ognisku za-
chorowañ na tle B. cereus w 2000 r. przekracza³a 40.
Dane �ród³owe potwierdza³y, ¿e do zachorowañ na tym
tle dochodzi³o przewa¿nie w miejscach zbiorowego
¿ywienia, takich jak. restauracje, sto³ówki, hotele, itp.

W Polsce, w latach 1998�2001, 37 do 313 przy-
padków bakteryjnych zatruæ pokarmowych (�rednio
88 rocznie) zaklasyfikowano jako spowodowane przez
�inne bakterie, w tym B. cereus i V. parahaemolyti-
cus�. W kolejnych latach (2002 i 2003) liczba zacho-
rowañ wywo³anych przez �inne bakterie� dotyczy³a,
odpowiednio, 317 i 110 przypadków [106].

Nieliczne dostêpne dane dotycz¹ce B. cereus jako
czynnika sprawczego zatruæ pokarmowych (z wy³¹-
czeniem infekcji wirusowych) dowodz¹, ¿e bakterie te
odpowiada³y np. za 8.5% przypadków zachorowañ
w Holandii w 1991r. i 5% w Danii w latach 1990�1992
[106]. Du¿o ni¿sz¹ zapadalno�æ na tym tle notowano,
np. w Anglii i Walii (0,7%), Japonii (0,8%), USA
(1,3%) czy Kanadzie (2,2%) [53]. W Holandii, Anglii
i Walii w latach 1993�2000 B. cereus by³ przyczyn¹ ok.
2% ³¹cznej liczby ognisk zatruæ pokarmowych o znanej
etiologii [124]. We Francji czêsto�æ zatruæ pokarmo-
wych na tle B. cereus okre�la siê na 4�5%, a w Stanach
Zjednoczonych 1�2% ogó³u odnotowanych [103].

Dane dotycz¹ce liczby ognisk/przypadków zatruæ
pokarmowych na tle B. cereus zg³oszonych w USA,
Australii i Nowej Zelandii w latach 2001�2005, po-
twierdzaj¹ niewielk¹ skalê tego zjawiska (Tab. III).
Przy jednocyfrowej liczbie ognisk zachorowañ na tym
tle, liczba przypadków w ognisku, w badanym okresie,
rzadko przekracza³a 20. Jednocze�nie z odnotowanych

USA 5 61 7 42 2 50 6 103 3 37 [9]

Australia � � 1 37 � � 1 6 � � [11�13]

Nowa Zelandia 6 21 4 16 6 25 0 1 5* 10*

T a b e l a  I I I
Liczba zg³oszonych zatruæ pokarmowych na tle Bacillus cereus w latach 2001�2005 w Australii, Nowej Zelandii i USA

[9, 11�13]

Kraj
2001 �ród³o

informacjiO P

* Bacillus spp.; � brak danych

OOOO PPPP

2005200420032002

Anglia i Walia 0 0 1 � 0 0

Finlandia 3 29 1 5 2 12

Francja 7 � 2 � 13 �

Holandia � � 10 31* 14 165**

Islandia 1 2 2 10 0 0

Niemcy � � 2 16 2 26

Norwegia 5 � 7 145 7 104

Polska � � 0 0 1 36

Portugalia � 3 1 7 1 6

Rosja � � 1 53 0 0

S³owenia � � 1 68 0 0

Szkocja 1 � 1 � 0 0

Szwecja 2 5 1 2 1 2

Wêgry 5 177 4 139 2 88

W³ochy 1 � 2 10 1 8

T a b e l a  I I
Liczba zg³oszonych zatruæ pokarmowych na tle Bacillus cereus w latach 1998�2000 [124]

Kraj
1998 1999 2000

Ogniska Przypadki

 * 1 przypadek choroby poza zg³oszonymi ogniskami
** 3 przypadki choroby poza zg³oszonymi ogniskami choroby
 � brak danych

Ogniska OgniskaPrzypadki Przypadki
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przypadków zachorowañ oprócz B. cereus izolowano
innych przedstawicieli rodzaju Bacillus (Tab. III).

Typ zatruæ pokarmowych na tle B. cereus ró¿ni siê
zale¿nie od kraju. W Japonii np. dominuje typ eme-
tyczny, natomiast w Europie i USA s¹ to najczê�ciej
infekcje pokarmowe typu biegunkowego.

3. Podsumowanie

Wzrastaj¹ce zainteresowanie grup¹ Bacillus cereus
zwi¹zane jest z coraz czêstszym izolowaniem tych
bakterii ze zdiagnozowanych przypadków zachoro-
wañ na tym tle.

Grupa B. cereus stanowi¹ drobnoustroje wszêdo-
bylskie, sporotwórcze, a co za tym idzie, obecne w �ro-
dowisku zwi¹zanym z produkcj¹, przetwórstwem ¿yw-
no�ci i ¿ywno�ci¹ jako tak¹.

Grupê B. cereus reprezentuje aktualnie sze�æ gatun-
ków: B. cereus sensu stricto, B. thuringiensis, B. mycoi-
des, B. anthracis, B. weihenstephanensis, B. pseudomy-
coides. Niewielkie ró¿nice w fenotypie przedstawicieli
grupy sprawiaj¹, ¿e rozró¿nienie ich za pomoc¹ kla-
sycznych metod diagnostycznych nie jest mo¿liwe. Co
wiêcej, du¿e podobieñstwo dotyczy tak¿e rodzaju toksyn
produkowanych zarówno przez przedstawicieli grupy
B. cereus jak i rodzaju Bacillus takich jak np. B. liche-
niformis, B. megaterium, B. simplex czy B. firmus.

To, ¿e rodzaj i ilo�æ wytwarzanych przez B. cereus
toksyn zale¿y od warunków �rodowiskowych (tempe-
ratury, pH, dostêpno�ci tlenu, sk³adników dostêpnych
w �rodowisku) oraz szczepu producenta sprawia, ¿e
produktem spo¿ywczym zagra¿aj¹cym zdrowiu kon-
sumenta mo¿e byæ ju¿ produkt zawieraj¹cy 103 ko-
mórek lub spor w 1 g.

Zdolno�æ do produkcji niektórych toksyn kodowa-
na plazmidowo, sprawia, ¿e odpowiedzialne za tak¹
zdolno�æ geny mog¹ byæ utracone w ci¹gu kilku po-
koleñ (B. anthracis, B. thuringiensis) lub przeniesione
na inne blisko spokrewnione gatunki grupy B. cereus.
Bliskie pokrewieñstwo B. cereus do B. anthracis stwa-
rza mo¿liwo�æ wystêpowania szczepów B. cereus po-
siadaj¹cych toksyny w¹glika. Bliskie pokrewieñstwo
B. thuringiensis i B. cereus niesie ze sob¹ realne ry-
zyko zatruæ pokarmowych przez B. thuringiensis.
Powszechnie stosowany jako preparat owadobójczy
w hodowli ro�lin, B. thuringiensis, podobnie jak inni
przedstawiciele grupy B. cereus by³ ju¿ izolowany
z przypadków zatruæ pokarmowych.
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1. Wstêp

Kosmetyki i �rodki higieniczne pozwalaj¹ na utrzy-
manie czysto�ci, przyjemnego zapachu oraz odpowied-
niego wygl¹du ludzkiego cia³a. Powszechno�æ stoso-
wania tych �rodków sprawia, ¿e ich jako�æ ma bardzo
du¿e znaczenie dla zdrowia konsumentów. O jako�ci
kosmetyków decyduje w równym stopniu bezpo�red-
ni efekt ich stosowania, jak i potencjalna obecno�æ
czynników niepo¿¹danych, g³ównie zanieczyszczeñ
mikrobiologicznych i chemicznych. Szczególnie nie-
bezpieczne s¹ ska¿enia mikrobiologiczne, które mog¹
byæ powodem wielu problemów zwi¹zanych g³ównie
z ich negatywnym wp³ywem na zdrowie ludzi.

Generalnie, produkty kosmetyczne mo¿na podzie-
liæ na kilka grup. Pierwsz¹ stanowi¹ codzienne �rodki
higieniczne, jak: myd³a, szampony, ¿ele do k¹pieli,

pasty do zêbów czy p³yny do p³ukania jamy ustnej.
Mimo, ¿e zazwyczaj nie s¹ one produkowane w ste-
rylnych warunkach, z uwagi na wysok¹ zawarto�æ
�rodków aktywnych wystêpuj¹ce w nich mikroorga-
nizmy maj¹ niewielk¹ szansê na namna¿anie siê oraz
syntezê toksycznych metabolitów. W sk³ad drugiej
grupy wchodz¹ produkty dzia³aj¹ce ³agodz¹co, nawil-
¿aj¹co, nadaj¹ce elastyczno�æ oraz regeneruj¹ce po-
wierzchniê skóry i b³on �luzowych, jak balsamy i kre-
my do cia³a oraz oliwki dla dzieci i niemowl¹t. �rodki
te zawieraj¹ substancje od¿ywcze, co w po³¹czeniu
z beztlenowymi warunkami sprzyjaæ mo¿e prolifera-
cji potencjalnie niebezpiecznych beztlenowców. Trze-
cia grupa to szeroko rozumiane kosmetyki kolorowe
stosowane w celu poprawy estetyki oraz ukryciu nie-
wielkich defektów skórnych. Zaliczyæ tu mo¿emy pro-
dukty o ogromnej ró¿norodno�ci, takie jak: tusze do
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rzês, pomadki do ust, podk³ady, cienie do powiek,
korektory, pudry itp. Ich charakter chemiczny, konsy-
stencja i czêsto nik³a zawarto�æ wody sprawia, ¿e s¹
nieodpowiednim medium do rozwoju bakterii i grzy-
bów. Niemniej mo¿na oczekiwaæ wystêpowania w nich
przetrwalników tlenowych laseczek z rodzaju Bacil-
lus oraz zarodników grzybów. Z uwagi na ogromn¹
ró¿norodno�æ warunków produkcji i stosowania ko-
smetyków oraz �rodków higienicznych, ich producen-
ci napotykaj¹ na liczne problemy dotycz¹ce zapewnie-
nia odpowiedniej jako�ci tych wyrobów. W ostatnim
dziesiêcioleciu obserwuje siê wzrost �rodków finan-
sowych przeznaczonych na badania naukowe w tym
zakresie, bowiem presja ze strony konsumentów oraz
coraz ostrzejszych wymogów prawnych zmusza wy-
twórców do nieustannego doskonalenia procesu pro-
dukcji i podnoszenia jako�ci wyrobów.

Ska¿enie mikrobiologiczne, wynikaj¹ce z obecno�-
ci mikroorganizmów w surowcach oraz urz¹dzeniach
produkcyjnych, a tak¿e z kontaktu gotowego ju¿ pro-
duktu z drobnoustrojami mo¿e prowadziæ do powa¿-
nych i niebezpiecznych dla zdrowia cz³owieka konse-
kwencji. Nadmierna proliferacja komórek bakteryjnych
mo¿e skutkowaæ obni¿eniem jako�ci produktu, co
przejawia siê np. zmianami konsystencji, barwy czy
nieprzyjemnym zapachem [25]. Dodatkowo, metabo-
lity bakteryjne oraz przetworzone substancje aktywne
w kosmetykach oddzia³ywuj¹c na wra¿liw¹ skórê pro-
wadz¹ czêsto do reakcji alergicznych b¹d� lokalnych
stanów zapalnych. Wreszcie kontakt potencjalnie cho-
robotwórczych bakterii ze skór¹ czy b³onami �luzo-
wymi mo¿e skutkowaæ rozwojem typowych stanów
chorobowych [3, 4]. Znane s¹ przypadki powa¿nych
powik³añ zdrowotnych zwi¹zanych z zastosowaniem
kosmetyków ska¿onych bakteriologicznie. Najbardziej
drastycznymi przyk³adami s¹: uszkodzenie wzroku
bêd¹ce konsekwencj¹ zastosowania tuszu do rzês za-
wieraj¹cego Pseudomonas sp., owrzodzenie rogówki
po dotkniêciu powierzchni oka szczoteczk¹ do rozpro-
wadzania tuszu, miejscowe zapalenie skóry wywo³ane
przez Klebsiella pneumoniae obecne w kremie do r¹k.
Konieczno�æ zabezpieczenia siê przed podobnymi
zagro¿eniami doprowadzi³a do ustalenia norm postê-
powania w czasie produkcji kosmetyków. Zalecono
u¿ywanie bezpiecznych dla konsumenta �rodków kon-
serwuj¹cych oraz odpowiednich opakowañ utrudnia-
j¹cych dostêp mikroorganizmów do kosmetyków [26].
Jednocze�nie okre�lono szereg czynników sprzyjaj¹-
cych przedostawaniu siê mikroorganizmów do kosme-
tyków w czasie ich produkcji. Obecnie w przemy�le
kosmetycznym obowi¹zuj¹ zasady dobrej praktyki
wytwórczej, w skrócie � GMP (ang. � Good Manufac-
turing Practice). Aktualne wytyczne GMP zawarte
w dyrektywie UE 2003/15/CE maj¹ sprawiæ, ¿e pro-
dukty kosmetyczne odpowiedniej jako�ci s¹ wytwa-

rzane i testowane zgodnie z normami wspólnymi dla
wszystkich krajów Unii Europejskiej [6]. Polska rów-
nie¿ posiada krajowe normy standaryzuj¹ce jako�æ wy-
twarzanych kosmetyków i �rodków higienicznych. S¹
one okre�lone dla poszczególnych grup produktów, np.:
myd³a, szampony i odp³atnie dostêpne w Internecie
[http://pin.atr.bydgoszcz.pl/index.aspx?plik=i_kata-
log_seg]. Dziêki odpowiedniemu pozyskiwaniu i dobo-
rowi surowców, ich przetwarzaniu oraz przechowy-
waniu, gotowe kosmetyki powinny byæ wolne m.in.
od drobnoustrojów takich jak: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus sp., Clostridium
perfringens, C. tetani, Pseudomonas aeruginosa, przed-
stawicieli rodziny Enterobacteriaceae oraz grzybów
z rodzaju Candida, Aspergillus czy Trichophyton [16].

Aktualne zalecenia nakazuj¹, aby wszelkie normy
zwi¹zane z produkcj¹, pakowaniem, dystrybucj¹ i hand-
lem kosmetykami w ca³ej UE by³y identyczne. Kon-
sumentom za� nale¿y u�wiadamiaæ, ¿e poprzez swoje
niektóre dzia³ania mog¹ mieæ niekorzystny wp³yw na
jako�æ zakupionego produktu.

2. Ska¿enia mikrobiologiczne zwi¹zane
z produkcj¹ kosmetyków

Ka¿dy etap wytwarzania produktów, pocz¹wszy od
pozyskiwania surowców, przez ich przetwarzanie,
pakowanie i dystrybucjê obarczony jest potencjalnym
ryzykiem kontaminacji mikrobiologicznej. Ró¿norod-
ne substancje, w zale¿no�ci od ich sk³adu chemicznego
oraz zasobno�ci w wodê stwarzaj¹ odmienne warunki
do wzrostu drobnoustrojów. Zazwyczaj bezwodne,
syntetyczne substancje chemiczne (sztuczne oleje,
woski i t³uszcze oraz zwi¹zki powierzchniowo czynne)
s¹ wolne od zanieczyszczeñ, b¹d� zawieraj¹ tylko nie-
liczne mikroorganizmy, które z uwagi na warunki nie
s¹ w stanie rozmna¿aæ siê. Takie surowce mog¹ byæ
bezpiecznie przechowywane przez stosunkowo d³ugi
okres w fabrykach bez obaw zwi¹zanych z pogorsze-
niem ich jako�ci. Jednak ich przetwarzanie, wzboga-
canie w sk³adniki pochodzenia naturalnego i wodê po-
woduje, ¿e sytuacja zmienia siê gwa³townie. Sk³adniki
pochodzenia naturalnego czêsto zawieraj¹ ró¿norod-
ne mikroorganizmy, zazwyczaj charakterystyczne dla
�róde³ pozyskiwanych materia³ów. Efektem tego jest
zró¿nicowana jako�æ mikrobiologiczna kosmetyków
w zale¿no�ci od mikroflory surowców naturalnych.

Do najczê�ciej stosowanych w produktach kosme-
tycznych i higienicznych sk³adników nale¿y woda.
Mo¿e ona m.in. zawieraæ potencjalnie niebezpieczne
pa³eczki z rodziny Enterobacteriaceae. Istniej¹ wytycz-
ne okre�laj¹ce jako�æ wody. Przyk³adowo, wed³ug dy-
rektywy Unii Europejskiej nr 98/83/EC [14] w wodzie
konsumpcyjnej nie mog¹ wystêpowaæ takie patogeny,
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jak Enterococcus sp., E. coli czy C. perfringens zarów-
no w formie wegetatywnej jak i przetrwalnikowej [35].
Woda technologiczna, stosowana do procesów produk-
cyjnych czy te¿ czyszczenia instalacji niejednokrotnie
zawiera liczne bakterie i zarodniki grzybów. W ostat-
nich latach pojawi³y siê doniesienia wskazuj¹ce na
wystêpowanie w wodzie spo¿ywczej niebezpiecznych
organizmów jak pierwotniaki: Cryptosporidium par-
vum, Giardia sp., oraz bakterie: Aeromonas sp., Helico-
bacter pylori, Legionella pneumophila, Pseudomonas
aeruginosa i Mycobacterium sp. [20, 31, 33, 38].
Zgodnie z nowoczesnymi trendami w kosmetologii,
coraz wiêkszego znaczenia nabiera woda pochodz¹ca
ze specyficznych miejsc, na przyk³ad bagien, lodow-
ców czy gor¹cych �róde³. Mo¿e ona zawieraæ liczne
sk³adniki od¿ywcze oraz regulatory wzrostu [15]. Jej
zastosowanie niesie ze sob¹ ryzyko wprowadzenia
bakterii o unikalnych w³a�ciwo�ciach, jak skrajna
ciep³ooporno�æ czy zdolno�æ do proliferacji na bardzo
ubogich mediach [22].

W produkcji kosmetyków czêsto wykorzystywane
s¹ surowce ro�linne i zwierzêce. Do produkcji peelin-
gów stosuje siê rozdrobnione ³upiny kokosów czy
orzecha w³oskiego, kryszta³y cukru i soli. Jako sub-
stancje ³agodz¹ce, zapachowe, nawil¿aj¹ce i regene-
ruj¹ce w p³ynach do k¹pieli, ¿elach pod prysznic czy
szamponach do w³osów zastosowanie znajduj¹ soki
lub wyci¹gi ro�linne (na przyk³ad rumianek, sza³wia,
pokrzywa, nagietek) oraz mleko. ¯adna z tych sub-
stancji nie jest wolna od bakterii. Szczególnie ³atwo
mo¿emy spotkaæ przedstawicieli tlenowych sporulu-
j¹cych laseczek z rodzaju Bacillus. Udowodniono, ¿e
w mleku powszechnie wystêpuje Bacillus cereus sensu
lato, grupa sze�ciu szeroko rozpowszechnionych
w przyrodzie gatunków, które mog¹ m.in. wywo³ywaæ
u ludzi zatrucia pokarmowe oraz okazjonalnie owrzo-
dzenia skóry, zaka¿enia ran, zapalenia przyzêbia [2,
11, 30]. Zagro¿enie staje siê tym bardziej realne, ¿e
wszystkie laseczki s¹, dziêki wytwarzaniu endospor,
bardzo oporne na wysok¹ temperaturê. Bacillus spo-
rothermodurans wytrzymuje ogrzewanie w tempera-
turze 100°C przez 30 minut [28]. Wiele szczepów Ba-
cillus sp. zachowuje tak¿e zdolno�æ do namna¿ania w
temperaturach ni¿szych ni¿ 10°C wytwarzaj¹c w tych
warunkach liczne enzymy powoduj¹ce rozk³ad sub-
stancji organicznych, na przyk³ad lecytynazy i inne.
Równie¿ wystêpowanie Gram-ujemnych bakterii psy-
chrotroficznych, takich jak: pa³eczki jelitowe, przedsta-
wiciele rodzaju Pseudomonas czy Aeromonas stanowi
potencjalne niebezpieczeñstwo. Mog¹ one prowadziæ
do problemów w przechowywaniu i wykorzystywaniu
poszczególnych sk³adników [12].

Ogromny wp³yw na jako�æ substancji wykorzysty-
wanych w produkcji �rodków kosmetycznych i higie-
nicznych maj¹ warunki i sposób ich pozyskiwania. Nie-

w³a�ciwe zbieranie surowców, ich suszenie, t³oczenie
soku komórkowego czy przygotowywanie ekstraktów
mog¹ prowadziæ do nadmiernego nagromadzenia mi-
kroorganizmów. Fragmenty ro�linne mog¹ ulegaæ ple�-
nieniu podczas przechowywania. Staj¹ siê pó�niej �ród-
³em zarodników grzybów ple�niowych, zawieraj¹ ró¿ne
toksyny. Jest to przedmiotem kolejnego istotnego prob-
lemu zwi¹zanego z ochron¹ mikrobiologiczn¹ kosme-
tyków, a mianowicie wykrywaniem i eliminacj¹ �róde³
kontaminacji w samym zak³adzie przemys³owym.

Zgodnie z raportem Agencji Ochrony �rodowis-
ka Stanów Zjednoczonych (2002) sama instalacja do
oczyszczania wody, gdzie swobodnie namna¿aj¹ siê
zasiedlaj¹ce j¹ bakterie, mo¿e byæ �ród³em ska¿enia
wody. Równie¿ inne urz¹dzenia, szczególnie rury,
zbiorniki, filtry i odstojniki tworz¹ dobre warunki do
formowania biofilmów przez niektóre bakterie. Dziêki
specyficznej budowie �cian i otoczek komórkowych,
liczne gatunki Bacillus sp. ³atwo przylegaj¹ do stalo-
wych i szklanych powierzchni pokrywaj¹c je cienk¹,
trudn¹ do usuniêcia b³on¹ [8, 23, 24]. Tak¿e wszelkie
punkty bezodp³ywowe, gdzie dochodzi do gromadze-
nia siê ró¿nych substancji stanowi¹ doskona³e miejsce
do namna¿ania siê drobnoustrojów i formowania przez
nie b³on biologicznych. Przyk³adem tego mo¿e byæ
produkcja ¿ywno�ci, gdzie wykazano, ¿e pasteryzator
s³u¿¹cy do obróbki cieplnej p³ynów oraz urz¹dzenia
do nape³niania by³y �ród³em ska¿enia mikrobiologicz-
nego [7, 30]. Dlatego te¿ odpowiednie procedury de-
zynfekcji, w³a�ciwa konstrukcja urz¹dzeñ produkcyj-
nych oraz stosowanie zasad dobrej praktyki wytwórczej
jest niezwykle wa¿ne dla dobrej jako�ci produktu koñ-
cowego. Brak elementów, w których dochodzi³oby do
akumulacji materii, instalowanie odp³ywów pozwalaj¹-
cych usun¹æ pozosta³e resztki cieczy, elementy ³atwe
w demonta¿u i czyszczeniu pozwalaj¹ minimalizowaæ
opisane ryzyko. Producenci winni zwróciæ szczególn¹
uwagê na przestrzeganie zasad higieny nie tylko w za-
k³adach produkuj¹cych ostateczny produkt, a równie¿
przy obróbce poszczególnych komponentów oraz przy
pakowaniu produktów kosmetycznych. Nale¿y do³o-
¿yæ wszelkich starañ, aby zminimalizowaæ mo¿liwo�æ
zanieczyszczenia koñcowego produktu mikroorganiz-
mami. Mo¿e to zagroziæ zdrowiu konsumenta, a tak¿e
znacznie obni¿yæ jako�æ i trwa³o�æ kosmetyku.

3. Ska¿enia mikrobiologiczne zwi¹zane
z u¿ywaniem kosmetyków

W momencie otwarcia opakowania produkty ko-
smetyczne nara¿one s¹ na nowe �ród³a potencjalnie
patogennych mikroorganizmów, które dla uproszcze-
nia i lepszego zrozumienia nazywamy �rodowiskiem
konsumenckim. Pojêcie to okre�la bardzo ró¿norodne
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warunki, w jakich kosmetyki i �rodki higieniczne s¹
powszechnie u¿ytkowane. Aby w pe³ni u�wiadomiæ
zagro¿enie, nale¿y przeanalizowaæ warunkami domo-
wego przechowywania i stosowania kosmetyków.

Liczne �rodki do pielêgnacji cia³a przetrzymywane
s¹ w ³azience. Panuj¹ce tam warunki, z uwagi na wil-
goæ i wysok¹ temperaturê stwarzaj¹ dogodne warunki
do rozwoju bakterii i grzybów ple�niowych. Mog¹
one z kolei ³atwo penetrowaæ do produktów kosme-
tycznych, szczególnie tych, których opakowanie nie
ogranicza ca³kowicie kontaktu produktu ze �rodo-
wiskiem zewnêtrznym. Taka sytuacja stawia przed
producentami liczne wyzwania i zmusza do stosowa-
nia szeregu konserwantów, �rodków grzybo- i bak-
teriobójczych ograniczaj¹cych wzrost niepo¿¹danych
drobnoustrojów [21].

�rodki do pielêgnacji cia³a stosujemy równie¿ w in-
nych miejscach. W czasie wakacji nieod³¹cznym atry-
butem pla¿owicza jest olejek, krem b¹d� emulsja do
opalania, zazwyczaj z filtrem promieni UV. To kolejny
przyk³ad sytuacji, w której czêsto dochodzi do konta-
minacji ró¿nych kosmetyków. Bardzo ³atwo do nasze-
go produktu dostaj¹ siê wtedy mikroskopijne ilo�ci
piasku i kurzu unosz¹cego siê w powietrzu. Wykazano,
¿e w czasie dwutygodniowych wakacji emulsja do opa-
lania, pomimo stosowania zgodnie z zaleceniami produ-
centa, ulega znacznemu ska¿eniu mikrobiologicznemu.
Kolejne badania, wykonane po rocznym przechowywa-
niu i ponownym stosowaniu w okresie urlopu wykaza-
³y, ¿e ilo�æ drobnoustrojów w takim produkcie zbli¿a³a
siê do poziomu 1000 cfu/g produktu, co mo¿e skutko-
waæ niebezpiecznymi dla zdrowia konsekwencjami [26].

Czynnikiem, który dodatkowo sprzyja ska¿eniu ko-
smetyków jest flora fizjologiczna skóry konsumentów,
szczególnie d³oni. D¹¿y siê wiêc do maksymalnego
ograniczenia kontaktu r¹k z kosmetykiem w opako-
waniu. Wygodnym i skutecznym sposobem jest stoso-
wanie opakowañ posiadaj¹cych odpowiedni¹ pompkê
lub dozownik, jaki znamy na przyk³ad z myde³ w p³y-
nie oraz niektórych markowych kremów i balsamów.
Skóra ma wówczas kontakt wy³¹cznie z pobieran¹
porcj¹ kosmetyku, nie ma natomiast mo¿liwo�ci ska-
¿enia pozosta³ej czê�ci produktu [5]. Inn¹ wa¿n¹ spra-
w¹, na któr¹ nale¿y zwróciæ uwagê, jest wielko�æ opa-
kowania. Im wiêksza porcja specyfiku, tym d³u¿szy
czas jego stosowania, a tym samym okres, w którym
mikroorganizmy mog¹ siê w nim namna¿aæ [26]. Tak¿e
stosowanie tego samego opakowania produktu kosme-
tycznego przez kilka osób jednocze�nie mo¿e negatyw-
nie wp³ywaæ na jego jako�æ. Wi¹¿e siê to z ogromn¹
ró¿norodno�ci¹ flory fizjologicznej ludzi oraz natural-
nych populacji drobnoustrojów, nawet blisko ze sob¹
spokrewnionych.

Bior¹c pod uwagê wy¿ej analizowane uwarunko-
wania uwa¿a siê, ¿e najbardziej nara¿one na ska¿enie

zwi¹zane ze stosowaniem s¹ kosmetyki zawieraj¹ce
wodne emulsje olejów, bogate w t³uszcze, witaminy
i sole mineralne, w du¿ych opakowaniach i stosowane
równocze�nie przez kilka osób. Niestety, w�ród kon-
sumentów panuje niska �wiadomo�æ tego zagadnienia.
Producenci kosmetyków powinni skupiæ wiêksz¹ uwa-
gê na propagowanie w�ród klientów zasad w³a�ciwego
stosowania i przechowywania kosmetyków. Wszyscy
powinni�my mieæ �wiadomo�æ, ¿e niew³a�ciwie prze-
chowywane i u¿ywane kosmetyki, podobnie jak arty-
ku³y spo¿ywcze, ulegaj¹ zepsuciu i mog¹ byæ przy-
czyn¹ ró¿nych chorób. Z uwagi na powy¿sze zjawiska
Unia Europejska w marcu 2005 roku wyda³a odpo-
wiednie przepisy dotycz¹ce miêdzy innymi okresu, jaki
mo¿e min¹æ od chwili otwarcia danego produktu do
up³ywu terminu jego przydatno�ci do u¿ycia [6, 25].

4. Konsekwencje ska¿enia mikrobiologicznego
produktów kosmetycznych

Wystêpowanie drobnoustrojów w produktach kos-
metycznych jest rzecz¹ powszechn¹. Chocia¿ przyjmu-
je siê, ¿e kosmetyki nie musz¹ byæ sterylne, to jednak
obecno�æ bakterii i grzybów jest w nich niewskazana,
szczególnie mikroflory potencjalnie chorobotwórczej.
Pierwszym efektem namna¿ania siê bakterii i wzrostu
ich aktywno�ci metabolicznej jest zmiana w³a�ciwo�ci
ska¿onego produktu. Mo¿e ona przejawiaæ siê w zmia-
nach konsystencji, zapachu, struktury, koloru i sk³a-
du chemicznego [25]. Egzokomórkowe wydzielanie
lipaz, proteaz czy lecytynaz, spotykane miêdzy innymi
w przypadku B. cereus powoduje rozk³ad sk³adników
od¿ywczych dodawanych do kremów, balsamów oraz
od¿ywek. Jak wykazali B e h r a v a n  i wsp. [47] do
gatunków licznie zasiedlaj¹cych kosmetyki nale¿¹,
oprócz Bacillus sp. tak¿e inne Gram-dodatnie bakterie.
Najwiêksze zagro¿enie stwarza S. aureus. Gatunek
ten, nale¿¹cy do naturalnej flory bakteryjnej skóry
i b³on �luzowych cz³owieka, spotykany jest czêsto
w balsamach i kremach do cia³a [29]. Z uwagi na zró¿-
nicowan¹ patogenezê zwi¹zan¹ z wydzielaniem tok-
syn o charakterze superantygenów oraz szeregu enzy-
mów mo¿e stanowiæ powa¿ne zagro¿enie zdrowotne.
Potencjalne niebezpieczeñstwo wi¹¿e siê przede
wszystkim z wnikaniem bakterii do uszkodzonej mi-
krourazami skóry lub na powierzchniê oka, na przy-
k³ad przy aplikacji tuszu do rzês. Zaka¿enie S. aureus
mo¿e doprowadziæ do przypadków zespo³u wstrz¹su
toksycznego (ang. TSS � toxic shock syndrome) lub
zespo³u oparzonej skóry noworodków (ang. staphylo-
coccal skalded skin syndrome � dermatitis exfoliativa
neonatorum Ritter) zwi¹zanych ze stosowaniem ska-
¿onego gronkowcem z³ocistym kremu do cia³a. Cho-
roba objawia siê rozleg³ymi pêcherzami, intensywnym
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z³uszczaniem siê naskórka i ods³anianiem skóry w³a�-
ciwej na du¿ych przestrzeniach (tzw. zespó³ Rittera)
lub powstawaniem mniej rozleg³ych zmian pod posta-
ci¹ liszajca pêcherzykowego czy wysypki rumienio-
wej [1]. Obecno�æ innych gronkowców: Staphylo-
coccus warneri, S. epidermidis opisano w myd³ach,
szamponach i p³ynach do k¹pieli [6]. Wystêpowanie
S. epidermidis w kosmetykach i �rodkach higienicz-
nych mo¿e byæ zwi¹zane z wtórnym zanieczyszcze-
niem produktu w zak³adzie wytwórczym. Bakterie te
posiadaj¹ du¿¹ zdolno�æ tworzenia biofilmu, trudnego
do usuniêcia w trakcie produkcji [10].

Dzieci oraz osoby z obni¿on¹ odporno�ci¹ s¹
szczególnie podatne na skutki uboczne zwi¹zane ze
ska¿eniem kosmetyków i produktów kosmetycznych.
Wyj¹tkowo drastyczny przypadek �mierci czworga
dzieci wskutek infekcji bêd¹cej efektem stosowania
talku dla niemowl¹t zawieraj¹cego endospory beztle-
nowych bakterii Clostridium tetani opisa³ w 1946 roku
T r e m e w a n  [32]. Równie¿ dzieci by³y ofiarami po-
wa¿nej infekcji P. aeruginosa na oddziale noworod-
kowym. Dochodzenie epidemiologiczne wykaza³o, ¿e
�ród³em zaka¿enia by³ zanieczyszczony bakteriami
krem do r¹k stosowany przez personel oddzia³u [3].
P. aeruginosa, niekiedy ³¹cznie z K. pneumoniae izo-
lowany jest czêsto z kosmetyków kolorowych, takich
jak tusze do rzês czy cienie do powiek [9, 17, 27].
Czêsto P. aeruginosa s¹ odpowiedzialne za gro�ne
infekcje oka, jak owrzodzenie rogówki i g³êbokie
zaka¿enie rogówki [27, 37]. Wystêpowanie innego
gatunku z tego rodzaju, Pseudomonas putida wykryto
w �rodkach stosowanych do k¹pieli [6]. Dok³adne
badania testerów cieni do powiek ró¿nych marek wy-
kaza³y obecno�æ Micrococcus sp., Corynebacterium
sp., Actinetobacter oraz Moraxella sp., Neisseria sp.
oraz gronkowców [9]. Szampon do w³osów mo¿e byæ
natomiast �ród³em chorobotwórczych bakterii Serra-
tia marcescens, Citrobacter freundii, Enterobacter sp.
czy Klebsiella sp. [5]. Powy¿sze przyk³ady obecno�ci
w kosmetykach bakterii Gram-ujemnych, uwa¿anych
za rzadziej wywo³uj¹ce infekcje skórne powinny bu-
dziæ uzasadniony niepokój [29, 36]. Obserwacje
B e h r a v a n a  i wsp. z 2000 r., wskazuj¹, ¿e wpraw-
dzie znaczna czê�æ fabrycznie nowych, nieotwieranych
kosmetyków zawiera E. coli oraz P. aeruginosa, to
wraz z u¿ywaniem tych produktów odsetek ska¿onych
opakowañ, podobnie jak i ilo�æ bakterii na jednostkê
masy produktu drastycznie wzrasta. Niezwykle wa¿ny
jest wiêc rodzaj opakowania. Dowiedziono, ¿e pro-
dukty w opakowaniach z dozownikami, które wyklu-
czaj¹ kontakt substancji ze �rodowiskiem zewnêtrz-
nym s¹ znacznie bezpieczniejsze i mniej podatne na
ska¿enia w trakcie stosowania [5].

Grzyby do�æ powszechnie wystêpuj¹ w ca³ej gamie
opisywanych produktów kosmetycznych. Wystêpowa-

nie Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus
funigatus oraz Penicillum sp. stwierdzono w kremie do
r¹k [18, 21] natomiast w cieniach do powiek obecno�æ
dro¿d¿y [9]. Grzyby, szczególnie ple�niowe, generalnie
odpowiadaj¹ za obni¿anie jako�ci produktów, w wyj¹t-
kowych przypadkach mog¹ stawaæ siê przyczyn¹ scho-
rzeñ. U pacjenta poddanego immunosupresji opisano
przypadek grzybicy skórnej wywo³anej przez Paecilo-
myces lilacinus pochodz¹cy z balsamu do cia³a [19].

Powy¿sze przyk³ady niebezpieczeñstw zwi¹zanych
z obecno�ci¹ drobnoustrojów w �rodkach pielêgnacyj-
nych i upiêkszaj¹cych podkre�laj¹ celowo�æ odpo-
wiedniego kszta³towania �wiadomo�ci konsumentów
oraz sta³e dbanie o jako�æ wytwarzanych produktów.
W³a�ciwe przechowywanie i stosowanie powinno wte-
dy uchroniæ nas zarówno przed zepsuciem siê kosme-
tyków jak i przykrymi konsekwencjami u¿ycia pro-
duktów ska¿onych.

5. Priorytety w produkcji kosmetyków
oraz normy mikrobiologiczne

W produkcji kosmetyków do zadañ priorytetowych,
oprócz zapewnienia odpowiedniego dzia³ania produk-
tu, nale¿y dba³o�æ o czysto�æ chemiczn¹ i mikrobiolo-
giczn¹. Aby u³atwiæ wytwórcom osi¹gniêcie w³a�ci-
wej jako�ci, opracowano system kontroli krytycznych
punktów produkcji oznaczany skrótem HACCP (ang.
Hazard Analysis Critical Control Points). Procedura
ta, obowi¹zuj¹ca miêdzy innymi w przemy�le spo¿yw-
czym, farmaceutycznym i kosmetycznym sk³ada siê
z siedmiu podstawowych zasad, których przestrzeganie
minimalizuje ryzyko wyprodukowania i wprowadzenia
do obiegu wadliwego lub zanieczyszczonego �rodka.
Kluczowym warunkiem wdro¿enia tego systemu jest
przeprowadzenie analizy wszystkich potencjalnych za-
gro¿eñ dla ca³ego szlaku produkcji i dystrybucji oraz
okre�lenie krytycznych punktów kontroli, czyli miejsc,
w których nale¿y podj¹æ szczególne �rodki ostro¿no�ci
z uwagi na najwy¿sze ryzyko ska¿enia surowców lub
gotowego produktu. Nastêpnie opracowuje siê odpo-
wiednie normy i z³o¿ony system kontroli jako�ci
uwzglêdniaj¹cy CCP, a tak¿e okre�la postêpowanie
w przypadku stwierdzenia przekroczenia dopuszczal-
nych zakresów ska¿enia w poszczególnych punktach
kontroli. Aby system dzia³a³ poprawnie, konieczna
jest równie¿ odpowiednia metodyka weryfikuj¹ca jego
funkcjonowanie.

W USA stosowne normy, dotycz¹ce w szczegól-
no�ci gatunków wska�nikowych, przede wszystkim
E. coli, P. aeruginosa, Salmonella sp. i S. aureus, s¹
zawarte w odpowiedniku naszej Farmakopei � United
States Pharmacopeia [34]. W Wielkiej Brytanii The Co-
smetics, Toiletery & Perfumery Association okre�li³o
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maksymalne dopuszczalne ilo�ci bakterii w produk-
tach kosmetycznych przeznaczonych do stosowania
na skórze wra¿liwej (skóra dzieci, okolice oczu) na
poziomie 100 cfu/g produktu, podczas gdy w pozosta-
³ych kosmetykach poziom ska¿enia mikrobiologicz-
nego nie mo¿e przekraczaæ 1000 cfu/g produktu [26].
Europejska Farmakopea zawiera szczegó³owe wytycz-
ne, dotycz¹ce g³ównie rodziny Enterobacteriaceae
[13]. Odpowiednie przepisy, zawarte w dyrektywie
UE 2003/15/CE wyda³a te¿ Unia Europejska. Ich skut-
kiem jest, miêdzy innymi okre�lenie wska�nika PAO
(ang. Period After Opening) czyli czasu od otwarcia
kosmetyku do momentu, kiedy jego ska¿enie mikro-
biologiczne osi¹gnie poziom stwarzaj¹cy zagro¿enie
dla konsumentów. Okres ten wyra¿any jest w miesi¹-
cach (�M�) i umieszczany na opakowaniu. Je�li wiêc
okres PAO dla danego produktu wynosi 1 rok to na
opakowaniu bêdzie widnieæ napis 12 M. [25].

Wszystkie powy¿sze zalecenia, podobnie jak wy-
tyczne Dobrej Praktyki Produkcyjnej (ang. Good Ma-
nufacture Practice � GMP) oraz Dobrej Praktyki Higie-
nicznej (ang. Good Higiene Practice � GHP) maj¹
na celu niedopuszczenie do obrotu towarów, których
jako�æ stwarza³aby realne zagro¿enie dla konsumen-
tów. Jednak pomimo wprowadzenia licznych �rod-
ków zapobiegawczych czy stosowania konserwantów
oraz �rodków bakterio- i grzybobójczych nie mamy,
jako konsumenci pe³nej gwarancji, ¿e kosmetyki,
które nabywamy s¹ pod wzglêdem mikrobiologicznym
zupe³nie bezpieczne. �wiadomo�æ klientów w tym
zakresie odgrywa niebagateln¹ rolê, gdy¿ nawet naj-
lepsze normy i zasady produkcji nie chroni¹ przed
skutkami rekontaminacji produktów w trakcie ich
stosowania. Tak wiêc, z uwagi na potencjalne zagro-
¿enia zwi¹zane z wykorzystywaniem ska¿onych pro-
duktów zarówno wytwórcy jak i u¿ytkownicy musz¹
zachowaæ czujno�æ i rozs¹dek. Takie postêpowanie
sprawi, ¿e kosmetyki bêd¹ zawsze kojarzyæ siê tylko
z pozytywnymi odczuciami.
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INFORMACJA DLA AUTORÓW PRAC DRUKOWANYCH
w �Postêpach Mikrobiologii�

Uprzejmie informujemy PT Autorów PM, i¿ zgodnie z decyzj¹ Zarz¹du G³ównego Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologów z dnia 6 lutego 2007 roku zmianie ulegn¹ zasady przyjmowania prac do druku w naszym pi�mie.
Autorzy manuskryptów proszeni s¹ od zeszytu numer 1/2008 o wnoszenie op³at za ka¿dy artyku³ (250 PLN) na
konto Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów:

Bank BPH S.A. 53 1060 0076 0000 3200 0105 5596

Dotychczasowa instrukcja opisana w INFORMACJI DLA AUTORÓW (Post. Mikrobiol., 2007, 46,
73�75 i 79�80) pozostaje bez zmian.

Op³atê mo¿na wnosiæ indywidualnie, wtedy dowód wp³aty jest warunkiem uruchomienia procedury wy-
dawniczej. W przypadku op³aty przelewem (instytucja, fundacja itp.) Autorzy korzystaj¹cy z tej formy p³atno�ci
s¹ zobowi¹zani do z³o¿enia u Sekretarza Redakcji wraz z manuskryptem pisemnego zobowi¹zania siê do
bezzw³ocznej op³aty za publikacjê po otrzymaniu faktury VAT.

Na adres siedziby Zarz¹du PTM: 00-725 Warszawa ul. Che³mska 30/34 nale¿y przesy³aæ zg³oszenia przygo-
towanych do publikacji artyku³ów wraz z danymi do wystawienia faktury VAT (NIP, nazwa i adres instytucji
lub osoby fizycznej) faksem (022) 841-29 49 lub drog¹ pocztow¹. Do zg³oszenia nale¿y do³¹czaæ informacje
zawieraj¹ce tytu³ pracy i nazwisko autora korespondencyjnego oraz ewentualnie kopiê dowodu wp³aty.

Otrzymanie przez Redakcjê pracy wraz z kopi¹ potwierdzenia wp³aty lub zobowi¹zaniem zap³aty jest wa-
runkiem uruchomienia procedury wydawniczej.

W przypadku nie przyjêcia przez Redakcjê do druku pracy zwrot op³aty wraz z korekt¹ faktury dokonany
bêdzie przez ksiêgowo�æ PTM.

I N F O R M A C J E, K O M U N I K A T Y, R E C E N Z J E

Od Redakcji

Uprzejmie informujê, i¿ znaczna czê�æ 2-go zeszytu Postêpów Mikrobiologii w roku 2008 zosta³a oddana do
dyspozycji Komitetu Naukowego XXVI Zjazdu Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów. W zeszycie tym dru-
kowane bêd¹ streszczenia zjazdowe planowanych referatów plenarnych.

Redakcja PM przeprasza za mo¿liwo�æ opó�nienia druku zakwalifikowanych ju¿ do publikacji prac przys³a-
nych wcze�niej do Redakcji.

Jerzy Hrebenda
                           Redaktor Naczelny



INSTRUKCJA DLA AUTORÓW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTÊPY MIKROBIOLOGII

W celu u³atwienia publikowania w jednym miejscu artyku³ów o podobnej problematyce, Postêpy Mikrobiologii
wydawaæ bêd¹ w formie suplementów, nastêpuj¹ce prace naukowe:

1. Referaty z sesji plenarnych Zjazdów naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjów organizowanych
staraniem Zarz¹du G³ównego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów oraz Komitetu Mikrobiologii Polskiej
Akademii Nauk. Manuskrypt pojedynczego referatu nie powinien przekraczaæ 25-ciu stron i powinien byæ przy-
gotowany wg Informacji dla Autorów Postêpów Mikrobiologii. Ca³o�æ materia³ów przygotowanych do jednego
suplementu nie mo¿e przekraczaæ 150 stron maszynopisu.

2. Streszczenia przyjêtych przez organizatorów referatów oraz doniesieñ prezentowanych na ww. Zjazdach nauko-
wych, Konferencjach oraz Sympozjach. Streszczenie nie powinno przekraczaæ jednej strony maszynopisu i koñ-
czyæ siê nie wiêcej jak trzema pozycjami cytowanego pi�miennictwa.

W suplemencie nie bêd¹ publikowane oryginalne prace do�wiadczalne prezentowane na ww. Zjazdach naukowych.
Prace te po odpowiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukcj¹ dla autorów, mo¿na przesy³aæ do Redakcji Polish
Journal of Microbiology (Acta Microbiologica Polonica) lub innego czsopisma naukowego.

Autorzy lub zamawiaj¹cy suplement ponosz¹  pe³ny koszt jego opracowania oraz wydania. Mo¿liwy jest druk
czterech suplementów rocznie. Poniewa¿ materia³y przeznaczone do suplementu nie s¹ opracowywane oraz nie podle-
gaj¹ ocenie Zespo³u Redakcyjnego Postêpów Mikrobiologii, zamawiaj¹cy suplement, tj. osoba upowa¿niona przez
Zarz¹d G³ówny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów lub Komitet Mikrobiologii PAN, bierze ca³kowit¹ odpowie-
dzialno�æ za redakcjê oraz warto�æ merytoryczn¹ suplementu. Wydanie suplementu powinno byæ poprzedzone jego
akceptacj¹ przez Zespó³ Redakcyjny Postêpów Mikrobiologii.

Redakcja nie ponosi odpowiedzialno�ci za tre�æ reklam i og³oszeñ

Oferta Reklamy

Postêpy Mikrobiologii udostêpni¹ w ka¿dym numerze kilka stron (³¹cznie z wewnêtrznymi stronami ok³adek)
reklamie.

Pismo nasze dociera co kwarta³ do kilku tysiêcy odbiorców. S¹ w�ród nich specjali�ci ró¿nych dziedzin mikrobio-
logii, pracuj¹cy jako nauczyciele wy¿szych uczelni, szkó³ �rednich oraz pracownicy naukowi instytutów badawczych,
biotechnolodzy oraz lekarze. Du¿¹ grupê naszego pisma stanowi¹ studenci.

Cena og³oszenia czarno-bia³ego wewn¹trz numeru wynosi:
1/2 strony 250,� z³
ca³a strona 500,� z³
Proponujemy równie¿ og³oszenia kolorowe � cena do uzgodnienia.

Teksty opracowanych graficznie reklam proszê sk³adaæ na adres Redakcji Postêpów Mikrobiologii, 02-007 War-
szawa, ul. Oczki 3, tel. 628 08 22.
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Postêpy Mikrobiologii zamieszczaj¹ artyku³y przegl¹dowe
ze wszystkich dziedzin mikrobiologii nie drukowane w innych
czasopismach oraz w dziale Nowo�ci Wydawniczych recenzje
nowych ksi¹¿ek z zakresu mikrobiologii i nauk pokrewnych,
które ukazuj¹ siê w Polsce. Artyku³y drukowane w Postêpach
Mikrobiologii nie mog¹ byæ bez zgody Redakcji publikowane
w innych periodykach.

1. Sposób przygotowania manuskryptu.
1.1. Tekst
Prace nale¿y przysy³aæ do Sekretariatu Redakcji w postaci

elektronicznego zapisu tekstu w edytorze Microsoft Word do-
wolnej edycji w wersji PL na dyskietkach komputerowych (3,5�
1,44 MB), na p³ytach CD lub DVD. Do dyskietki powinny byæ
do³¹czone 2 egz. tekstu artyku³u ca³kowicie zgodnego z zapi-
sem elektronicznym. Objêto�æ pracy nie powinna przekraczaæ
wraz z pi�miennictwem i ilustracjami 30 stron maszynopisu.
Maszynopis powinien byæ jednostronny (wielko�æ czcionki 12,
odstêp pomiêdzy wierszami 1,5), z numeracj¹ stron. Po tytu³ach
wydzielonych nie nale¿y stawiaæ kropek. Na oddzielnej stronie
(strona tytu³owa) nale¿y podaæ tytu³ pracy, pod nim w pe³nym
brzmieniu imiona i nazwiska autorów, spis tre�ci (tytu³y po-
szczególnych rozdzia³ów) oraz kilka (nie wiêcej jak piêæ) s³ów
kluczowych (keywords). Tytu³ pracy i spis tre�ci nale¿y pow-
tórzyæ w jêzyku angielskim. S³owa kluczowe mog¹ b¹d� nie po-
jawiaæ siê w tytule pracy � nale¿y je podaæ w porz¹dku alfabe-
tycznym. Praca powinna koñczyæ siê krótkim podsumowaniem,
zawieraj¹cym najistotniejsze elementy tre�ci. Na oddzielnej stro-
nie nale¿y do³¹czyæ krótkie streszczenie pracy w jêzyku angiel-
skim (maksymalnie 250 s³ów). Tekst pracy powinien byæ zgodny
z zaleceniami szczegó³owymi Redakcji.

Przes³ane do redakcji prace winny byæ napisane poprawn¹
polszczyzn¹. Redakcja rekomenduje P.T. Autorom S³ownik Po-
prawnej Polszczyzny (red. Witold Doroszewski, Halina Kurkow-
ska, Wydawnictwo Naukowe PWN. Warszawa,1998) jako po-
moc w redagowaniu tekstu. Jakkolwiek Postêpy Mikrobiologii
s¹ polskojêzyczne, nie wyklucza siê druku prac, napisanych po
angielsku.

1.2. Ilustracje
Tabele i rysunki (po dwa egz., o rozmiarze nie przekraczaj¹-

cym 26,5 cm × 18 cm) winny byæ wykonane starannie (dok³adne
krycie) czarnym tuszem na kalce technicznej lub w formie wy-
druku z drukarki laserowej lub atramentowej. Fotografie (po dwa
egz.) nale¿y sporz¹dzaæ na b³yszcz¹cym papierze, najlepiej w for-
macie 13 cm×18 cm. Materia³y te nale¿y za³¹czyæ oddzielnie. Nie
nale¿y pozostawiaæ w maszynopisach wolnych miejsc na rysunki
i zdjêcia, a tylko na kopii zaznaczyæ miejsce, w którym powinny
byæ umieszczone, np. tab. 1, rys. 1. Liczbê rysunków i tabel nale-
¿y ograniczyæ do istotnie niezbêdnej ilo�ci. Te same wskazówki
odnosz¹ siê do pojedynczych wzorów chemicznych. Ka¿da tabe-
la powinna byæ oznaczona kolejnym numerem rzymskim oraz
mieæ nag³ówek opisuj¹cy jej tre�æ. Na osobnej kartce nale¿y za³¹-
czyæ spis z obja�nieniami jakie powinny siê znale�æ pod rysunka-
mi lub z uwag¹ �obja�nienia w tek�cie�. Podpisy pod wykresami,
rysunkami, zdjêciami nale¿y umie�ciæ na osobnej stronie.

1.3. Pi�miennictwo
Cytowan¹ literaturê (Pi�miennictwo) nale¿y wpisaæ oddziel-

nie jako ostatnie strony maszynopisu, wymieniaj¹c pozycje
w kolejno�ci alfabetycznej. W wykazie powinny byæ podane ko-
lejno: liczba porz¹dkowa, nazwisko autora, pierwsze litery
imion, nazwiska wspó³autorów pracy i pierwsze litery ich imion
(w kolejno�ci podanej w cytowanej pracy), pe³ny tytu³ cytowa-
nej pracy, skrócony tytu³ czasopisma, tom, strona, i rok wydania
(w nawiasach).

Dla cytowanych wydawnictw nieperiodycznych nale¿y po-
daæ kolejno: nazwisko i pierwsze litery imion autora, lub wspó³-
autorów, tytu³ dzie³a, wydawnictwo, miejsce i rok wydania.
W przypadku odwo³ywania siê do artyku³u w pracy zbiorowej
nale¿y dodatkowo podaæ tytu³ tej pracy oraz nazwisko jej re-
daktora, wydawnictwo, miejsce wydania, rok, tom oraz na koñcu
stronê, np.

Portnoy D. A., Sun A. N., Bielecki J. E., Escape from the
phagosome and cell-to-cell spread of Listeria monocytoge-
nes (w) Microbial Adhesion and Invasion, red. M. Hook, L.
�witalski, Springer Verlag, New York, 1991, s. 86.
W przypadku gdy liczba wspó³autorów pracy przekracza 10,

nale¿y podaæ nazwiska i inicja³y pierwszego oraz ostatniego
wspó³autora a nastêpnie dodaæ uwagê i wsp. np.

Tomb J.F., J.C. Venter i wsp.: The complete genome sequence
of the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nature 338,
539�543 (1997)
(wy¿ej cytowana praca jest dzie³em 42 autorów)
Powo³ywanie siê w tek�cie na pozycje cytowanej literatury

nastêpuje przez wymienienie liczby porz¹dkowej w nawiasach
np. (10). Ilo�æ cytowañ w pi�miennictwie nie mo¿e przekraczaæ
100 pozycji.

1.3.1. Pi�miennictwo danych cytowanych
z sieci internetowej

Cytowanie danych z sieci internetowej mo¿e jedynie doty-
czyæ informacji pochodz¹cych z prac oryginalnych zamieszcza-
nych w sieci przez uznane w �rodowisku naukowym oraz recen-
zowane czasopisma. Redakcja bêdzie równie¿ uznawaæ cytacje
informacji ze �róde³ autoryzowanych przez uznane w �rodowi-
sku autorytety z dziedziny nauk przyrodniczych. Warunkiem
koniecznym przy u¿yciu informacji ze strony internetowej jest
sprawdzenie i aktualizacja zapisu informacyjnego na stronie
WEB w dniu wysy³ania maszynopisu. W przypadku niew³a�ci-
wego adresu i niemo¿liwo�ci odtworzenia informacji z sieci
komputerowej, prace bêd¹ zwracane autorom. Cytowanie infor-
macji publikowanej na stronach sieci internetowej powinno wy-
gl¹daæ nastêpuj¹co:

14. XYZ Website 14 listopada 2004 roku (online), nazwisko
wydawcy, je�li jest znane, http://cbx.iou.pgr. (10 Pa�dziernika
2004 roku, data ostatniego sprawdzenia adresu). Cytowanie
ksi¹¿ek powinno zawieraæ szczegó³owe dane o wydawnictwie.
Cytacje prac oryginalnych przesy³anych poprzez sieæ kompute-
row¹ powinna zawieraæ nastêpuj¹ce dane:

Nazwisko autora, inicja³y imion, data przyjêcia pracy, tytu³
pracy. Nazwa czasopisma, numer: strony (je�li s¹ dostêpne) (on-
line), adres internetowy, data potwierdzenia wa¿no�ci adresu.

INFORMACJA DLA AUTORÓW



76 INFORMACJA DLA AUTORÓW

1.3.2. Elektroniczne wersje ilustracji
Redakcja Postêpów Mikrobiologii  akceptuje ilustracje za-

chowane w formatach: TIFF, JPG lub EPS.  Wszystkie grafiki
nale¿y przesy³aæ w 100% wymiarze bez konieczno�ci skalowa-
nia. Minimalna rozdzielczo�æ stosowana w ilustracjach powinna
wynosiæ 300 dpi dla zdjêæ szarych i kolorowych, 600 dpi dla
liter i 1200 dpi dla linii w wykresach. Grafiki kolorowe nale¿y
zachowywaæ w formacie CMYK. Dane s¹ przyjmowane na stan-
dardowych mediach takich jak dyskietki (3,5 cala), p³yty CD
lub DVD. Przes³ane dyski lub dyskietki nie bêd¹ zwracane auto-
rom. Zalecana przez redakcjê kompresja informacji to ZIP lub
RAR. W celu szczegó³owej informacji proszê wysy³aæ zapyta-
nie przez e-mail na adres jbielecki@biol.uw.edu.pl.

2. Prawo autorskie
W przypadku reprodukcji w pracy cudzych rysunków lub tabel

� nawet w formie zmodyfikowanej � b¹d� cytowania fragmentów
cudzego tekstu, Autorzy Postêpów Mikrobiologii przed przys³a-
niem tych materia³ów do Redakcji s¹ zobowi¹zani do uzyskania
pisemnej zgody od Autorów oryginalnych prac i Wydawnictwa
(z której materia³y te pochodz¹) na ich reprodukcjê. Cytowany
tekst powinien byæ wyra�nie oznaczony w odpowiednim miejscu
manuskryptu, za� u do³u strony powinna byæ zamieszczona infor-
macja dotycz¹ca pochodzenia cytatu oraz uzyskanej zgody na
przedruk. Za�wiadczenia wraz z informacj¹ którego rysunku,
tabeli lub cytatu dotycz¹, nale¿y przes³aæ wraz z manuskryptem
przeznaczonej do publikacji pracy. Uprzejmie zawiadamiamy,
i¿ Autorów PM obowi¹zuje sk³adanie wraz z manuskryptem
�O�wiadczenia dotycz¹cego praw Autorskich� oraz �O�wiadcze-
nia dotycz¹cego konfliktów interesów�. Za³¹czenie ww. doku-
mentów jest warunkiem uruchomienia procedury wydawniczej.

3. Zalecenia szczegó³owe*
3.1. Nazewnictwo drobnoustrojów
Nale¿y stosowaæ dwucz³onowe nazwy zawieraj¹ce nazwê

rodzajow¹ oraz gatunkow¹ (np. Escherichia coli). Nazwy ro-
dzajowe mog¹ byæ u¿yte same tj. bez nazwy gatunkowej, nato-
miast nie mo¿na u¿yæ samych tylko nazw gatunkowych. Gdy w
pracy podaje siê pierwszy raz nazwê gatunku, musi ona sk³adaæ
siê z pe³nych wyrazów, przy ponownym u¿yciu tej nazwy, po-
daje siê tylko pierwsz¹ literê nazwy rodzajowej (zawsze du¿¹ )
oraz nazwê gatunkow¹ w pe³nym brzmieniu np. E. coli. Nazwy
gatunku, rodziny, rzêdu, klasy, dzia³u oraz królestwa nale¿y pisaæ
kursyw¹. Informacje szczegó³owe dotycz¹ce pisowni oraz pra-
wid³owego nazewnictwa (zgodnego z wymogami wspó³czesnej
systematyki ) � przyjête przez Redakcjê Postêpów Mikrobiologii,
za instrukcj¹ ASM � mo¿na znale�æ w Instructions to Authors,
J. Bacteriol. Jan. 1999.

Zgodnie z propozycjami WHO � Collaborating Centre for
Reference and Research on Salmonella (�Antigenic Formulas of
the Salmonella Serovars� (M.Y. Popoff and L. Le Minor, WHO
Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella,
Institut Pasteur, Paris, France, 1997) and �Identification and Sero-
typing of Salmonella and an Update of the Kaufmann-White
Scheme� (A.C. McWhorter-Murlin and F.W. Hickman-Brenner,
Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Ga.) do
rodzaju Salmonella nale¿¹ tylko dwa gatunki tj. S. enterica
i S. bongori � pierwszy z nich podzielony zosta³ na 6 podgatun-
ków. Stosowane dotychczas zwyczajowe nazwy, nie posiadaj¹ce
statusu taksonomicznego, takie jak serotyp, typ serologiczny,
zosta³y zast¹pione nazw¹ serowaru (w oryginale serovar, sv.).
Nazwê serowaru nale¿y pisaæ du¿¹ liter¹ oraz prostym pismem

(np. Typhi, Paratyphi B, Typhimurium itp.). Zgodnie z po-
wy¿szym, nazwê pierwszego podgatunku rodzaju Salmonella
mo¿na zapisaæ: S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium lub
Salmonella subsp. I. sv. Typhimurium, b¹d� po prostu, Salmo-
nella Typhimurium.

3.2. Nomenklatura genetyczna
W³a�ciwo�ci genetyczne szczepu opisywane s¹ w terminach

fenotypu oraz genotypu. Fenotyp opisuje obserwowane w³a�ci-
wo�ci organizmu. Genotyp okre�la genetyczn¹ strukturê organiz-
mu, zwykle odnosi siê do szczepu dzikiego. Ww. okre�lenia s¹ bli-
¿ej obja�nione w pracy Demerec i wsp. Genetics 54 61: 76, 1966.
(a) Fenotypowe okre�lenie w³a�ciwo�ci organizmu stosuje siê

gdy zmutowane loci nie zosta³y zidentyfikowane oraz zmapo-
wane. Mo¿e byæ tak¿e u¿yte w przypadku, gdy identyfikuje
siê produkt genu np. bia³ko OmpA. Zapis fenotypu zasadni-
czo sk³ada siê z trzech liter, nie mo¿na ich pisaæ kursyw¹,
pierwsza litera powinna byæ zawsze du¿¹ liter¹. Preferuje
siê u¿ycie liczb rzymskich lub arabskich dla oznaczania bli�-
niaczych fenotypów np. Pol1, Pol2, Pol3 itd. Typ dziki mo¿na
zapisaæ dodatkowym oznaczeniem plus (Pol+); w odró¿nieniu
do tego oznaczenie minus okre�laæ bêdzie fenotyp mutanta
(Pol�). Czasami pewne charakterystyczne w³a�ciwo�ci orga-
nizmu mo¿na zapisaæ u¿ywaj¹c liter np. (StrS ).

(b) Genotypowe oznaczenia s¹ podobne do fenotypowych � w
obu przypadkach stosuje siê zestaw trzech liter; genotyp
pisze siê zawsze ma³ymi literami oraz kursyw¹ (np. ara, his,
rps.). Promotor, terminator oraz operator oznacza siê litera-
mi p, t oraz o (np. lacZp, lacZt, lacZo;. Bachman i Low;
Microbiol. Rev. 44, 1�56, 1980).

(c) Typ dziki alleli mo¿na zaznaczyæ wpisuj¹c dodatkowe ozna-
czenie plus nad oznaczeniem genu np. ara+, his+, nie ozna-
cza siê natomiast zmutowaych alleli znakiem minus.

(d) Miejsca mutacji oznacza siê poprzez wstawiania liczby
kolejnych izolacji (liczby alleli) po symbolu zmutowanego
locus (np. araA1, araA2 itp.). W przypadku, gdy tylko jedno
takie locus istnieje, lub gdy nie wiadomo w którym kolej-
nym locus mutacja powsta³a � po oznaczeniu genu wstawia
siê my�lnik w miejscu du¿ej litery oznaczaj¹cej locus, za�
dalej podaje siê liczbê izolacji (np. ara-23).

(e) Zapis genotypu mo¿e byæ wzbogacony innymi oznaczeniami
jak plus, dla typu dzikiego czy minus dla mutanta � mo¿na
wprowadziæ oznaczenia okre�laj¹ce mutacje jak np. mutacja
Amber (Am), mutant termowra¿liwy (Ts), mutant konstytu-
tywny (Con), mutant wra¿liwy na niskie temperatury (Cs),
bia³ko hybrydowe (Hyb) np. araA230(Am), his D21(Ts).
Wprowadzanie innych wzbogaceñ powinno byæ poprzedzo-
ne w tek�cie odpowiednim wyja�nieniem.

(f) Dodatkowe oznaczenia mog¹ te¿ byæ u¿yte w przypadku
konieczno�ci rozró¿nienia tego samego genu znajduj¹cego siê
w ró¿nych organizmach lub szczepach tego samego gatunku
np. hisE.coli lub hisK-12. Dodatkowe oznaczenia stosuje siê
równie¿ dla rozró¿nienia pomiêdzy genetycznymi elemen-
tami o tej samej nazwie np. promotory operonu gln; glnA1
i glnA2.

(g) Delecjê oznacza siê symbolem, D usytuowanym przed zde-
lecjonowanym genem lub regionem np. D trpA432, D (aroP-
aceE)419, lub D his(dhuA hisJ hisQ)1256. Fuzjê genów ara
i lac mo¿na przedstawiæ w ten sam sposób � F (ara-lac)1256.
Podobnie F (araB� -lacZ+)(Hyb) oznacza, ¿e fuzja nast¹pi³a
pomiêdzy genami araB a lacZ. Inwersja jest oznaczana na-
stêpuj¹co IN (rrnD-rrnE)1. Insercjê genu his E. coli do plaz-
midu pSC101 w pozycji 0 zasad (0kb) zapisuje siê nastêpu-
j¹co pSC101 W (Okb::K-12hisB)4.
Oznaczenie obecno�ci episomu polega na podaniu jego sym-

boli w nawiasie po nazwie szczepu rodzicielskiego np. W3110/F�
8(gal+).

* fragmenty instrukcji dla autorów czasopism wydawanych
przez American Society for    Microbiology � wykorzystywanie
w P.M. za zgod¹ Journals Departments ASM.
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3.3. Skróty nazw chemicznych
Nie wymagaj¹ dodatkowych wyja�nieñ skróty nazw, takich jak:

� nazwy miar i wag regulowanych przez Systeme Interna-
tional dc Unites (SI), ogólnie akcetowane jednostki takie
jak bp, kb, Da, masa cz¹st., m. cz¹st.

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

� ATPaza, dGTPaza itp. NAD+, NADH, NADPH, NADP+,
poly(A), poly(dT) itp.,

� nazwy powszechnie stosowanych technik biologii mole-
kularnej np. PCR, SDS-PAGE, nazwy ogólnie znanych
linii komórkowych np. HeLa, J774

� nazwy jednostek biologicznych; PFU ( jednostka formo-
wania ³ysinek), CFU (jednostka formowania kolonii),
MIC ( minimalne stê¿enia hamuj¹ce wzrost), itp.

Nowe zasady kszta³towania nomenklatury endonukleaz re-
strykcyjnych oraz metylotransferaz zosta³y opublikowane w
Nucleic Acids Research 2003, 31: 1805�1812. Przy pisaniu prac
prosimy o korzystanie z zawartych tam informacji.

3.4. Pisownia danych numerycznych
Standardowe jednostki metryczne s¹ stosowane dla okre�la-

nia d³ugo�ci, wagi i objêto�ci. W przypadku przedstawiania tych
warto�ci oraz molarno�ci nale¿y stosowaæ przedrostki m, µ, n
oraz p dla warto�ci 10�3, 10�6, 10�9 oraz 10�12. Temperaturê na-
le¿y przedstawiaæ tylko w stopniach Celsjusza np. 37°C.

3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami
Je�li wyznakowana jest pojedyncza cz¹steczka w zwi¹zku

chemicznym nale¿y nazwê tego zwi¹zku zapisaæ w nastêpuj¹cy
sposób 14CO2, 3H2O, H2

35SO4. Taki sam sposób zapisu stosuje

siê gdy radioaktywna cz¹steczka nie wystêpuje w naturalnej
formie wyznakowanego zwi¹zku np. 32S-ATP lub gdy symbol
izotopu zwi¹zany jest z niespecyficzn¹ nazw¹ zwi¹zku np. 14C
aminokwasy, 3H-liganty itp. W przypadku niektórych specyficz-
nych zwi¹zków chemicznych mo¿na stosowaæ nawiasy kwa-
dratowe obejmuj¹ce symbole radioaktywnej cz¹steczki przed
nazw¹ chemiczn¹ zwi¹zku np. [14C] mocznik, L-[metylo-14C]
metionina, [g�32P] ATP.

 4. Uwagi dodatkowe
Redakcja zastrzega sobie mo¿liwo�æ dokonywania skrótów

i poprawek nie wp³ywaj¹cych na tre�æ pracy. W przypadku
konieczno�ci wprowadzenia zmian w tre�ci odsy³a siê autorowi
jeden egzemplarz pracy oraz dyskietkê w celu dokonania popra-
wek. Adresy instytucji, w których pracuj¹ autorzy (adres pocz-
towy oraz e-mail) nale¿y podawaæ w maszynopisie pracy po pi�-
miennictwie. Prace nie odpowiadaj¹ce wymaganiom Redakcji
bêd¹ odsy³ane autorom bez rozpatrzenia merytorycznego. W ra-
zie nie przyjêcia pracy do druku Redakcja zwraca dyskietkê oraz
jeden egzemplarz wydruku, drugi zatrzymuje u siebie. Za datê
wp³ywu przyjmuje siê dzieñ otrzymania pracy w formie zgodnej
z instrukcj¹ dla autorów. Autorzy otrzymuj¹ bezp³atnie 15 odbi-
tek pracy. Za prace opublikowane w Postêpach Mikrobiologii
nie przewiduje siê honorariów autorskich. Prace nale¿y nadsy³aæ
na adres sekretarza naukowego redakcji:

Dr Bohdan Jerzy Staro�ciak
Zak³ad Mikrobiologii Farmaceutycznej
Akademia Medyczna
ul. Oczki 3
02 - 007 Warszawa
tel. (22) 628-08-22 lub 621-13-51
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