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1. Wprowadzenie

Podstawow¹ cech¹ odró¿niaj¹c¹ nanomateria³y od
tradycyjnych materia³ów s¹ ich wymiary, z których co
najmniej jeden mie�ci siê w przedziale od 1 do 100 nm,
a tak¿e zwi¹zana z tym znacznie wiêksza powierzchnia
w³a�ciwa, czyli stosunek powierzchni do masy [37].
Dziêki tym cechom nanomateria³y wykazuj¹ du¿o
wiêksz¹ reaktywno�æ chemiczn¹, za� oddzia³ywania
pomiêdzy wchodz¹cymi w ich sk³ad atomami i innymi
cz¹steczkami s¹ silniejsze. Na w³a�ciwo�ci optyczne,
magnetyczne i elektryczne tej grupy materia³ów ogrom-
ny wp³yw wywieraj¹ efekty kwantowe, czyli zjawiska
fizyczne w mikro- i nanoskali. Nanomateria³y znalaz³y
szereg zastosowañ praktycznych w produkcji materia-
³ów kompozytowych, elektronice, chemii i medycynie.
Ich wykorzystanie pozwala nie tylko podnie�æ odpor-
no�æ chemiczn¹ i wytrzyma³o�æ mechaniczn¹ wyro-
bów hutniczych i tworzyw sztucznych, ale równie¿
zwiêksza skuteczno�æ terapii przeciwnowotworowych
i szybko�æ gojenia ran. Niektóre nanobiomateria³y,
takie jak np. polisacharydy i otrzymywane na drodze
ich modyfikacji materia³y kompozytowe, s¹ otrzymy-
wane z zastosowaniem biotechnologii. Ich przedsta-
wicielem jest celuloza bakteryjna i jej pochodne.

2. Przyk³adowe nanomateria³y, ich produkcja
i zastosowanie

Do nanomateria³ów nale¿¹ m.in.: a) nanokrysta-
liczne zwi¹zki nieorganiczne, g³ównie tlenki metali
(np. dwutlenek tytanu, tlenek cynku) lub ich siarczki

i selenki, b) zwi¹zki metalo-organiczne, zawieraj¹ce
atomy metali koordynacyjnie zwi¹zane z organiczny-
mi ligandami, c) nanostruktury zbudowane wy³¹cznie
z atomów wêgla, np. nanorurki, nanodiamenty, d) ma-
teria³y hybrydowe, bêd¹ce zawiesin¹ nieorganicznych
nanocz¹steczek w organicznej matrycy polimeru lub
zbudowane z nanocz¹steczek organicznego zwi¹zku,
równomiernie rozproszonych w nieorganicznej matry-
cy, takiej jak np. krzemionka lub inny tego typu tlenek,
e) nieorganiczne lub organiczne nanocz¹steczki zwi¹-
zane z matryc¹ o charakterze amfipatycznego kopoli-
meru, np. otrzymanego na bazie tlenku polietylenu lub
polipropylenu, f) szkliste i przejrzyste ¿ele otrzymane
w wyniku suszenia dendrymerów (omówionych poni-
¿ej kulistych polimerów o �rednicy do 5 nm), g) natu-
ralne lub modyfikowane biomoleku³y, otrzymywane
na drodze hodowli (g³ównie) drobnoustrojów lub
z zastosowaniem enzymów, np. peptydy, polisachary-
dy, polihydroksykwasy (np. polimleczan, polihydro-
ksyma�lan itp.).
Zastosowania nanomateria³ów obejmuj¹:
a) kontrolowany i ukierunkowany transport leków

(np. �rodków stosowanych w terapii nowotworów
wybiórczo do komórek rakowych) i substancji
od¿ywczych,

b) ochronê wszelkiego typu ran przed infekcjami
i przyspieszenie procesu ich gojenia oraz u³atwie-
nie regeneracji tkanek,

c) otrzymywanie: sztucznych organów hybrydowych;
inteligentnych opakowañ; ekologicznych pow³ok,
przeciwdzia³aj¹cych rozwojowi biofilmów; inteli-
gentnych materia³ów filtracyjnych (np. membran
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lub adsorbentów), umo¿liwiaj¹cych szybki i wyso-
ce wybiórczy rozdzia³ biomoleku³; inteligentnych
powierzchni i matryc do unieruchamiania enzymów
i receptorów; samoczyszcz¹cych siê powierzchni;
samoorganizuj¹cych siê polimerów; molekularnych
receptorów, umo¿liwiaj¹cych kontakt pomiêdzy
komputerem a �wiatem o¿ywionym, a tak¿e narzê-
dzi tn¹cych [23].
Dotychczas wiêkszo�æ nanomateria³ów otrzymuje

siê przy zastosowaniu metod chemicznych, fizycznych
i fizykochemicznych. Nanotechnologie, takie jak np.
fotolitografia, nak³adanie monowarstwy atomów, tech-
niki laserowe, synteza dendrymerów i nanorurek itp.,
wymagaj¹ stosowania wyspecjalizowanej aparatury
i sterylnej czysto�ci linii technologicznych.

Zastosowania niektórych nanomateria³ów wymaga-
j¹ ich kontaktu z ¿ywymi komórkami oraz tkankami
i z tego wzglêdu musz¹ one spe³niaæ wymogi stawiane
biomateria³om. W zale¿no�ci od zastosowania biomate-
ria³y albo musz¹ wykazywaæ wysok¹ adhezjê do bia³ek,
albo wprost przeciwnie, powinny zapobiegaæ przywie-
raniu tych biopolimerów [2]. Wyznacznikiem tej cechy
jest tzw. krytyczne naprê¿enie powierzchniowe (Criti-
cal Surface Tensions, CST), które w tym drugim przy-
padku powinno mie�ciæ siê w zakresie 20�30 mN/m.
Ponadto, biomateria³y musz¹ charakteryzowaæ siê bio-
kompatybilno�ci¹ (brakiem cytotoksyczno�ci) oraz bio-
funkcjonalo�ci¹ (mo¿liwo�ci¹ biologicznych, biofizycz-
nych i biochemicznych oddzia³ywañ z ¿ywym organiz-
mem) [30]. Nie mog¹ te¿ wywo³ywaæ reakcji systemu
immunologicznego i alergii, ani powodowaæ zagro-
¿enia nowotworami. Wszystkie te kryteria spe³niaj¹
nanobiomateria³y stosowane w medycynie.

3. Nanobiomateria³y stosowane w medycynie

Do nanobiomateria³ów stosowanych w medycynie
nale¿¹: nanomuszelki (nanoshells), nanorurki wêglo-
we, dendrymery, kwantowe punkciki (quantum dots),
superparamagnetyczne nanocz¹steczki, liposomy [19],
nanocz¹steczki o charakterze przeciwutleniaczy (np.
tlenek trójwarto�ciowego ceru) [16], a tak¿e niektóre
biomoleku³y, np. polipeptydy o charakterze kopolime-
rów [6] i polisacharydy [4], otrzymywane przy zasto-
sowaniu biotechnologii.

Mianem nanomuszelek okre�la siê nanoczasteczki
zbudowane z krzemowego centrum, otoczonego cie-
niutk¹ warstewk¹ atomów z³ota, które absorbuj¹ i roz-
praszaj¹ fale �wietlne o okre�lonej d³ugo�ci w zakre-
sie widzialnym i bliskiej podczerwieni. Mo¿na do nich
przy³¹czyæ przeciwcia³a specyficzne wobec komórek
rakowych (po uprzednim zwi¹zaniu tych przeciwcia³
z glikolem polietylenowym), dziêki czemu po wpro-
wadzeniu do organizmu (zastrzyk do¿ylny) kieruj¹ siê

wybiórczo do ich wnêtrza. Na�wietlanie falami o odpo-
wiedniej d³ugo�ci, np. 800 nm, powoduje, ¿e wnêtrze
komórek rakowych silnie siê nagrzewa, co prowadzi
do ich zniszczenia. W podobnym celu stosowane s¹
nanorurki wêglowe, które s³u¿¹ te¿ do transportu DNA
do wnêtrza komórek rakowych. W celach transporto-
wych u¿ywane s¹ tak¿e dendrymery, czyli nanocz¹s-
teczki o kszta³cie kuli, do których rozga³êzionego
j¹dra, zbudowanego np. z reszt kwasu akrylowego
i etylenodiaminy, do³¹czone s¹ silnie rozga³êzione ³añ-
cuchy, np. oligomery cukrów prostych. Ogromna ilo�æ
koñców, do których mo¿na przy³¹czyæ np. barwniki
fluorescencyjne, zwi¹zki rozpoznawane przez okre�lo-
ne receptory, leki przeciwnowotworowe itp. pozwala
na diagnostykê i niszczenie nowotworu. Nanopunkciki
kwantowe, czyli zbudowane z pó³przewodników (np.
selenku kadmu pokrytego siarczkiem cynku, razem
10�50 atomów) nanokryszta³y o �rednicy od 2 do 10 nm
mog¹ byæ zwi¹zane z ró¿nymi matrycami, tak¿e z bia³-
kami lub kwasami nukleinowymi. Mo¿na obserwowaæ
je dziêki fluorescencji wzbudzonej falami UV. Je�li s¹
przy³¹czone do specyficznych przeciwcia³, to mog¹
penetrowaæ komórki rakowe, u³atwiaj¹c ich wykrycie.
W podobnym celu wykorzystuje siê superparamagne-
tyczne nanocz¹steczki o �rednicy poni¿ej 10 nm, zbudo-
wane z tlenków ¿elaza, w tym magnetytu Fe3O4, które
s¹ doskona³ym �rodkiem kontrastowym podczas badañ
z zastosowaniem rezonansu magnetycznego. Liposomy
nie s¹ w³a�ciwie nanomateria³ami, gdy¿ �rednica tych
otoczonych dwuwarstw¹ lipidow¹ pêcherzyków waha
siê od 90 do 150 nm, ale i tak zalicza siê je do tej grupy
substancji. Podobnie jak poprzednio omówione nano-
materia³y stanowi¹ one doskona³y �rodek do ukierun-
kowanego transportu substancji leczniczych.

Dziêki rozwojowi nanobiotechnologii niektóre na-
nomateria³y s¹ otrzymywane z zastosowaniem enzy-
mów lub ¿ywych komórek, najczê�ciej drobnoustrojów.
Jednym z nanomateria³ów pochodzenia mikrobiolo-
gicznego jest celuloza bakteryjna (BC). Jest ona jed-
nym z wielu polisacharydów syntetyzowanych przez
drobnoustroje. Polimery te s¹, generalnie rzecz bio-
r¹c, doskona³ym przyk³adem gotowych do u¿ycia
nanobiomateria³ów, których w³a�ciwo�ci mo¿na jesz-
cze udoskonaliæ na drodze manipulacji genetycznych
(na poziomie szczepu producenta), poprzez zastoso-
wanie odpowiednich warunków podczas hodowli
drobnoustroju albo na drodze modyfikacji chemicz-
nych i/lub enzymatycznych polimeru uzyskanego na
drodze hodowli.

Najbardziej interesuj¹ce dla nanotechnologów s¹
pozakomórkowe polisacharydy drobnoustrojów, które
s¹ wytwarzane w celach ochronnych przez wiele z nich,
choæ interesuj¹ce s¹ równie¿ niektóre polisacharydy
wchodz¹ce w sk³ad �cian komórkowych grzybów, takie
jak $-glukany i chityna. Zalet¹ wiêkszo�ci polisacha-
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rydów mikrobiologicznych jest regularna, liniowa lub
rozga³êziona struktura, zapewniaj¹ca przyjmowanie
przez ³añcuch uporz¹dkowanej konformacji nawet
w rozcieñczonych roztworach wodnych i/lub tworzenie
stabilnych ¿eli lub liotropowych ciek³ych kryszta³ów
[8]. Polisacharydy syntetyzowane przez drobnoustroje
znalaz³y m.in. zastosowanie w medycynie i produkcji
opakowañ dla ¿ywno�ci.

4. W³a�ciwo�ci celulozy bakteryjnej

Celuloza bakteryjna jest nanomateria³em, gdy¿ jej
nanofibryle, zbudowane z u³o¿onych wspó³liniowo
³añcuchów liniowego $-1,4-glukanu o stopniu polime-
ryzacji zbli¿onym do 15000, maj¹ przekrój poprzeczny
5�10 nm × 30�35 nm [4]. Tworz¹ one wstêgi o szero-
ko�ci 70�150 nm (Rys. 1). Najwydajniejszymi produ-
centami tego polisacharydu, który ró¿ni siê od celulozy
ro�linnej mniejszym przekrojem poprzecznym w³ókien,
wysokim stopniem krystaliczno�ci (ponad 60%) i bra-
kiem zanieczyszczeñ takich jak hemicelulozy (hetero-
polisacharydy ro�linne) i lignina (silnie usieciowany,
ro�linny polimer aromatyczny), s¹ szczepy Glucono-
acetobacter xylinus (poprzednio sklasyfikowane jako
Acetobacter xylinum). Te Gram-ujemne, tlenowe bak-
terie syntetyzuj¹ bia³¹, skóropodobn¹, silnie uwodnio-
n¹ i elastyczn¹ membranê na powierzchni ciek³ych
po¿ywek, tak by zapewniæ komórkom dostêp tlenu.
Ka¿dy szczep G. xylinus i innych bakterii wytwa-
rzaj¹cych BC syntetyzuje membrany ró¿ni¹ce siê ela-
styczno�ci¹, zdolno�ci¹ wi¹zania wody, stopniem
polimeryzacji (zwykle 2000�6000, ale w niektórych
przypadkach nawet 16000 lub 20000) i stopniem kry-
staliczno�ci. Na cechy te maj¹ tak¿e silny wp³yw wa-
runki hodowli (stacjonarna lub wstrz¹sana), czas jej
trwania i sk³ad pod³o¿a (�ród³o C i N, obecno�æ in-
nych polimerów, np. kolagenu, hemiceluloz). Finalne
w³a�ciwo�ci BC zale¿¹ te¿ od metody jej oczyszcza-
nia z komórek bakterii i resztek pod³o¿a oraz rodzaju
ewentualnej modyfikacji po zakoñczeniu hodowli.

Nanofibrylarna budowa przestrzenna BC powodu-
je, ¿e stanowi ona doskona³y materia³ opatrunkowy,
�ci�le dopasowuj¹cy siê do wszelkiego typu ran [9].
Dok³adnie oczyszczona, to jest pozbawiona jakichkol-
wiek resztek komórek i sk³adników pod³o¿a do ho-
dowli, bakteryjna celuloza spe³nia wszystkie warunki
stawiane biomateria³om, tzn. jest biofunkcjonalna,
biokompatybilna, nie powoduje alergii oraz nie jest
mutagenna, czy teratogenna. Równie wa¿n¹ zalet¹ BC
jako opatrunku jest silne i trwa³e uwodnienie oraz
zdolno�æ wi¹zania wydzielin z ran. Wilgotny opatru-
nek z BC dobrze chroni ranê przed zaka¿eniami z oto-
czenia, ch³odzi i obni¿a odczucie bólu zwi¹zanego
z gojeniem siê rany oraz nie przywiera do odradzaj¹cej

siê tkanki, dziêki czemu zmiana tego opatrunku nie
uszkadza tej ostatniej i nie jest bolesna. Opatrunek ten
mo¿e mieæ dowolny kszta³t i wymiary (Rys. 2). Goje-
nie ran chronionych opatrunkami z BC jest szybsze
i nie pozostawia blizn. Lecznicze dzia³anie tych opa-
trunków mo¿na wzmocniæ wi¹¿¹c z BC leki, substancje
przyspieszaj¹ce angiogenezê lub �rodki przeciwbakte-
ryjne, takie jak np. nanosrebro, lizozym lub antybiotyki.
Odpowiednio formuj¹c powierzchniê, na której podczas
hodowli G. xylinus tworzy zwart¹ membranê mo¿na

Rys. 1. U³o¿enie przestrzenne nanow³ókien celulozy bakteryjnej
tworz¹cych membranê (powiêkszenie 3300×) [4]

Rys. 2. Opatrunek z celulozy bakteryjnej
(badania zespo³u S. Bieleckiego)
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uzyskaæ rurki o dowolnej �rednicy i d³ugo�ci (Rys. 3),
które s¹ doskona³ymi implantami naczyñ krwiono�-
nych i mog¹ byæ te¿ stosowane jako os³onki zerwanych
w³ókien nerwowych, przy�pieszaj¹ce ich regeneracjê.
Odpowiednia obróbka po zakoñczeniu hodowli po-
zwala te¿ uzyskaæ z BC materia³ o charakterze chrz¹st-
ki, który mo¿na stosowaæ do sporz¹dzania implantów,
zastêpuj¹cych chrz¹stki pochodzenia zwierzêcego.

Medyczne i pozamedyczne zastosowania BC przed-
stawiono w tabeli I [4].

5. Biosynteza celulozy bakteryjnej

Podstawowym problemem, napotykanym podczas
produkcji celulozy bakteryjnej w du¿ej skali jest zbyt
niska wydajno�æ syntezy i pojawianie siê mutantów
Cel�, czyli komórek G. xylinus, które nie s¹ zdolne do
biosyntezy tego glukanu, a jednocze�nie wykorzystuj¹
sk³adniki pokarmowe zawarte w pod³o¿u do hodowli
[4]. Mutacje te pojawiaj¹ siê szczególnie czêsto pod-

czas hodowli wg³êbnych z mieszaniem i napowietrza-
niem i s¹ znacznie rzadsze podczas hodowli stacjonar-
nych. Najbardziej prawdopodobn¹ przyczyn¹ tej ró¿-
nicy jest stosunkowo wysokie stê¿enie tlenu w ca³ej
objêto�ci napowietrzanego pod³o¿a w fermentorze i dla-
tego komórki bakterii nie musz¹ syntetyzowaæ maty
celulozowej, zapewniaj¹cej wzrost na powierzchni miê-
dzyfazowej po¿ywka/powietrze, co ma miejsce podczas
hodowli stacjonarnej. Jednak¿e, nadal nie ustalono,
jaki jest dok³adny mechanizm powstawania form Cel�

i z tego powodu wiele uwagi po�wiêca siê poznaniu
mechanizmów regulacji biosyntezy BC na poziomie
molekularnym. Nadal badany jest te¿ wp³yw innych
parametrów hodowli na wydajno�æ tego procesu.
Ogromn¹ zalet¹ szczepów G. xylinus jest dobry wzrost
na ró¿norodnych �ród³ach wêgla i azotu i dlatego aby
obni¿yæ koszty produkcji BC hodowane s¹ one czêsto
na po¿ywkach zawieraj¹cych substancje odpadowe,
takie jak np. glicerol, melasa, serwatka, odpady prze-
twórstwa warzyw itp. [1, 21, 35].

Poza typow¹ optymalizacj¹ sk³adu pod³ó¿ do ho-
dowli przeprowadzono równie¿ badania wp³ywu wy-
sokiego ci�nienia hydrostatycznego na tempo wzrostu
G. xylinus i ilo�æ wytwarzanej celulozy, które wykaza-
³y, ¿e bakteria ta nale¿y do drobnoustrojów barolote-
rancyjnych i potrafi zaadaptowaæ siê nawet do ci�nie-
nia 100 MPa nie trac¹c zdolno�ci biosyntezy BC, choæ
ze wzrostem ci�nienia wydajno�æ obni¿a³a siê [16].
Ponadto, szczepy G. xylinus potrafi¹ syntetyzowaæ BC
rosn¹c w jednym pod³o¿u z bakteriami kwasu mleko-
wego [32]. Zauwa¿ono równie¿, ¿e szczepy G. xylinus
wydajnie syntetyzuj¹ BC na pod³o¿ach sta³ych lub
o charakterze ¿elu [11]. Z kolei szeroko�æ wstêg BC,
z³o¿onych z nanofibryli uda³o siê zmieniæ dodaj¹c do
po¿ywki takie �rodki, jak np. chloramfenikol, które po-
woduj¹ wyd³u¿enie komórek G. xylinus, a tym samym
zmieniaj¹ wzajemne po³o¿enie porów, przez które wy-
dzielane s¹ poza komórkê ³añcuchy celulozy [40].

Rys. 3. Rurki z celulozy bakteryjnej o �rednicy wewnêtrznej
5�7 mm uformowane podczas hodowli G. xylinus

(badania w³asne zespo³u S. Bieleckiego)

Medycyna Materia³ opatrunkowy (sztuczna skóra) przyspieszaj¹cy gojenie wszelkiego typu ran, implanty
naczyñ, tchawicy itp., implanty dentystyczne

Kosmetyka Stabilizator emulsji (kremy, toniki itp.), sk³adnik sztucznych paznokci itp.
Przemys³ tekstylny Tkaniny, sztuczna skóra, materia³y o wysokich zdolno�ciach absorpcyjnych, materia³y do

produkcji namiotów i sprzêtu turystycznego
Papiernictwo Papier o specjalnych w³a�ciwo�ciach, naprawa starodruków, trwalsze banknoty i inne wyroby

papiernicze
Ochrona �rodowiska Ultrafiltracja wody, oczyszczanie �cieków, absorpcja zanieczyszczeñ ropopochodnych,

toksyn itp.

Produkcja ¿ywno�ci dietetycznej Jadalna celuloza typu �nata de coco�
Akustyka Membrany g³o�nikowe
Badania naukowe Unieruchamianie bia³ek, chromatografia, sk³adnik pod³ó¿ do hodowli

T a b e l a  I
Zastosowania celulozy bakteryjnej

Dziedzina Zastosowanie
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Proces biosyntezy celulozy rozpoczyna siê od prze-
kszta³cenia glukozy w urydynodifosfoglukozê (UDP-
glukozê), która jest donorem reszt $-D-glukopira-
nozy, do³¹czanych do rosn¹cego ³añcucha $-glukanu.
W procesie bierze udzia³ co najmniej 8 bia³ek, w tym
4 kluczowe enzymy, takie jak glukokinaza, fosfoglu-
komutaza, urydililotransferaza glukozo-1-fosforanowa
i syntaza celulozowa. Bia³ka te oraz sekwencje kodu-
j¹cych je genów s¹ dobrze poznane [4, 18], ale nadal
nie wiadomo do koñca, w jaki sposób regulowana jest
ich ekspresja, choæ wiadomo, ¿e stymulatorem bio-
syntezy BC jest cykliczny diguanozylomonofosforan
(c-di-GMP) [14]. Jest to zwi¹zek reguluj¹cy wiele ró¿-
nych procesów komórkowych i uzale¿niaj¹cy ich tem-
po od sygna³ów p³yn¹cych ze �rodowiska. Z kolei jego
stê¿enie jest regulowane przez aktywno�æ cyklazy
diguanylowej (CDG), katalizuj¹cej konwersjê 2 cz¹s-
teczek GTP do c-di-GMP oraz dwu enzymów prze-
kszta³caj¹cych ten ostatni zwi¹zek, odpowiednio,
w liniowy di-GMP lub dwie cz¹steczki GMP, takich
jak fosfodiesterazy A1 i B (PDEA1 i PDEB). Geny tych
trzech enzymów tworz¹ wspólny operon (pomimo
przeciwstawnych aktywno�ci), wystêpuj¹cy w 3 ró¿-
nych wariantach, których ekspresja dostarcza odpo-
wiednio 80, 15 i 5% tych bia³ek.

Poniewa¿ u wielu szczepów G. xylinus wydajno�æ
biosyntezy BC zwiêksza siê, je�li pod³o¿e zawiera do-
datek etanolu, co ogólnie uwa¿ane jest za warunki
stresowe, wiêc istnieje du¿e prawdopodobieñstwo,
¿e produkcja BC jest stymulowana przez czynnik sig-
ma B (SigB), którego gen ulega zwiêkszonej ekspresji
w ró¿nych warunkach stresowych [26].

Ca³kowity materia³ genetyczny stosowanych do
biosyntezy celulozy szczepów G. xylinus nie zosta³ jak
dot¹d ca³kowicie zsekwencjonowany. W bazach da-
nych zamieszczono jak dot¹d 67 sekwencji nukleoty-
dowych i 138 sekwencji bia³ek ró¿nych szczepów
G. xylinus. S¹ to g³ównie sekwencje genów i bia³ek
zwi¹zanych z biosyntez¹ celulozy. Dokonano ju¿ eks-
presji wiêkszo�ci tych genów w komórkach odpowied-
nich gospodarzy. Post¹piono tak m.in. z genami ko-
duj¹cymi podjednostki tworz¹ce syntazê celulozow¹,
które wchodz¹ w sk³ad jednego operonu. Syntaza ce-
lulozowa jest bia³kiem oligomerycznym [4], wystêpu-
j¹cym u wszystkich organizmów syntetyzuj¹cych ce-
lulozê (poza Gram-dodatni¹ bakteri¹ S. ventriculi)
i zbudowanym z 3 (AB, C i D) lub 4 podjednostek
(A, B, C i D). Ka¿da z tych podjednostek odgrywa
inn¹ rolê w procesie syntezy celulozy, np. podjednost-
ka A jest glikozylotransferaz¹ wyd³u¿aj¹c¹ ³añcuch
glukanu, za� podjednostki C i D s¹ odpowiedzialne za
jego transport poza komórkê. Synteza celulozy wyma-
ga wspó³dzia³ania syntazy celulozowej i bia³ek enzy-
matycznych, kodowanych przez pewne geny umiejs-
cowione poni¿ej i powy¿ej jej operonu, takich jak

$-glukozydaza, $-1,4-glukanaza i bia³ko CcpAX (cel-
lulose complementing protein Acetobacter xylinum).
Analiza porównawcza DNA poszczególnych szczepów
G. xylinus wykaza³a wysoki stopieñ homologii i kon-
serwatywno�æ sekwencji genów szlaku biosyntezy ce-
lulozy, co jednak nie przek³ada siê na podobn¹ produk-
tywno�æ tego polimeru u porównywanych szczepów.

Ten ostatni parametr uda³o siê zwiêkszyæ wprowa-
dzaj¹c mutacje w obrêbie genów niezwi¹zanych z ope-
ronem syntazy celulozowej, takich jak geny dehydroge-
nazy glukozy (przekszta³ca glukozê w kwas glukonowy
i ketoglukonowy) [34] oraz lewanosacharazy (katali-
zuje syntezê lewanu, czyli polimeru $-D-fruktofura-
nozy) [36], gdy¿ inaktywacja tych dwu enzymów blo-
kuje procesy konkuruj¹ce z syntez¹ celulozy.

Na wydajno�æ biosyntezy BC maj¹ te¿ wp³yw ru-
chome elementy insercyjne (IS), wchodz¹ce w sk³ad
plazmidowego DNA G. xylinus i zdolne do wbudowy-
wania siê do chromosomalnego DNA [39]. Ich obec-
no�æ wi¹¿e siê z czêstymi mutacjami, prowadz¹cymi do
spadku wydajno�ci biosyntezy BC. Szczepy G. xylinus
zawieraj¹ zwykle system kilku plazmidów o ró¿nej
wielko�ci (od 16 do 300 kpz). Na ogó³ komórki Cel+

i Cel� ró¿ni¹ siê profilem plazmidowym, ale nale¿y
podkre�liæ, ¿e znaleziono równie¿ szczepy syntetyzu-
j¹ce BC i nie posiadaj¹ce plazmidów.

Intensyfikacja badañ dotycz¹cych genetycznych uwa-
runkowañ i regulacji procesu biosyntezy BC przez
szczepy G. xylinus najprawdopodobniej pozwoli nie
tylko zwiêkszyæ jego wydajno�æ, ale tak¿e zmodyfiko-
waæ w³a�ciwo�ci tego nanomateria³u pod k¹tem okre�-
lonych zastosowañ.

6. Modyfikacje celulozy bakteryjnej

Nanokrystaliczna, uporz¹dkowana struktura BC zo-
sta³a wykorzystana w produkcji takich nanomateria³ów,
jak nanoprzewodniki zbudowane z nanokryszta³ów
TiO2 [41] lub ZnO [5], zwi¹zanych z nanomatryc¹ ce-
lulozow¹. Ponadto, na bazie BC otrzymywane s¹ ró¿-
norodne materia³y kompozytowe, zawieraj¹ce: kolagen
[38], chitozan [7], modyfikowan¹ skrobiê [27], ¿ywice
fenolowe [25], alginian i poliwinylopirolidon [29], po-
lifosforany [3], krzemionkê [22], celulozê ro�linn¹
[24] itp. Nieco innym typem kompozytu jest materia³
zawieraj¹cy wbudowane siateczki polipropylenowe,
szczególnie przydatny jako materia³ do zastosowañ
wewnêtrznych.

Kompozyty zawieraj¹ce BC s¹ stosowane zarówno
do celów medycznych (np. kompozyty z polifosfora-
nem sodu i hydroksyapatytem, o wysokiej odporno�ci
mechanicznej zastosowano do regeneracji ubytków
ko�ci i leczenia zmian wywo³anych osteoporoz¹),
jak i jako komponenty zwiêkszaj¹ce wytrzyma³o�æ
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mechaniczn¹ innych materia³ów. Nale¿y podkre�liæ, ¿e
otrzymywanie materia³ów kompozytowych z celulozy
bakteryjnej i ro�linnej jest utrudnione ze wzglêdu na
ich bardzo ograniczon¹ rozpuszczalno�æ i wysok¹ hy-
drofilowo�æ. Z tego wzglêdu rozpoczêto prace nad
kompozytami zawieraj¹cymi modu³y wi¹¿¹ce celulozê
(cellulose binding module, CBM), pochodz¹ce z cz¹s-
teczek celulaz. Modu³y te s¹ dobrze scharakteryzowane
pod wzglêdem strukturalnym (pod tym wzglêdem po-
dzielono je na 43 rodziny), co pozwoli³o rozpocz¹æ
ich produkcjê w skali laboratoryjnej [28]. Mog¹ one
pe³niæ rolê linkerów, s³u¿¹cych do wi¹zania z BC pep-
tydów o dzia³aniu biologicznym oraz bia³ek.

Oprócz materia³ów kompozytowych, wa¿n¹ rolê za-
równo w medycynie, jak i w produkcji opakowañ, two-
rzyw sztucznych i klejów odgrywaj¹ ró¿norodne estry
celulozy, które wytwarzane s¹ równie¿ z BC [10],
w tym karboksymetyloceluloza (CMC) [31], octan celu-
lozy [20] i estry wy¿szych kwasów organicznych [13].

Liczn¹ grupê pochodnych celulozy uzyskano na
drodze jej utleniania nadjodanem sodu (NaJO4), który
powoduje rozerwanie wi¹zania C2-C3 w pier�cieniu
glukopiranozy i powstanie reaktywnych grup alde-
hydowych, umo¿liwiaj¹cych kowalencyjne wi¹zanie
zwi¹zków zawieraj¹cych wolne grupy aminowe, w tym
bia³ek, np. lizozymu. Z kolei dzia³anie chlorkiem tozy-
lu, daj¹ce pochodn¹ tozylow¹, podstawion¹ przy C6
umo¿liwia wprowadzenie szeregu innych grup funkcyj-
nych do pier�cieni glukozy [12]. Modyfikacje BC obej-
muj¹ te¿ jej kontrolowan¹ enzymatyczn¹ hydrolizê [15].

7. Podsumowanie

Doskona³e w³a�ciwo�ci BC sprzyjaj¹ poszukiwa-
niu nowych zastosowañ tego nanobiomateria³u oraz
jego pochodnych. Przewidywane zastosowania celulo-
zy bakteryjnej obejmuj¹ m.in. produkcjê tzw. papieru
elektronicznego, czyli lekkich, elastycznych i jedno-
cze�nie trwa³ych wy�wietlaczy, zastêpuj¹cych monito-
ry komputerowe [33]. Zwi¹zanie jonów metali i barw-
ników zmieniaj¹cych kolor pod wp³ywem napiêcia
elektrycznego wokó³ nanofibryli celulozy umo¿liwi
przewodzenie pr¹du elektrycznego pomiêdzy prze-
zroczystymi elektrodami i odwracalne zmiany barwy
pikseli. Powstanie w ten sposób ekran o wysokim kon-
tra�cie, mog¹cy zast¹piæ gazetê, mapê, tapetê itp.
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1. Wprowadzenie

Ludzki wirus upo�ledzenia odporno�ci � HIV (hu-
man immunodeficiency virus) zosta³ przez grupê
M o n t a g n i e r a  z Instytutu Pasteura w Pary¿u po
raz pierwszy przed 25 latami wyizolowany z hodowli
limfocytów T, pochodz¹cych od chorego z przewlek-
³ym uogólnionym powiêkszeniem wêz³ów ch³onnych
i nazwany LAV (lymphadenopathy-associated virus)
[1]. W 1984 roku zespó³ G a l l o  z Narodowego
Instytutu Raka w Bethesdzie opisa³ nowy retrowirus,
HTLV-III (human T-lymphotropic virus type III)
i udokumentowa³ jego identyczno�æ z LAV [15].
W 1986 roku wyizolowano LAV-2/HTLV-IV od
chorych w Afryce Zachodniej [7]. Nazewnictwo obu
odkrytych wirusów zosta³o zmienione przez Miêdzy-
narodowy Komitet Taksonomii Wirusów (ICTV)
w 1986 roku; wprowadzono nazwy HIV-1 i HIV-2,
przyjête i zalecane do stosowania przez �wiatow¹
Organizacjê Zdrowia [8]. Wymienione wirusy wywo-
³uj¹ u ludzi przewlek³e zaka¿enie i w konsekwencji
� zespó³ nabytego upo�ledzenia odporno�ci (AIDS
� acquired immune deficiency syndrome). Pierwsze
raporty kliniczne dotycz¹ce AIDS pochodzi³y z USA
i ukaza³y siê w 1981 roku [4, 5, 20]. Aktualnie, za-
ka¿enia HIV i zachorowania na AIDS stwierdzono
ju¿ we wszystkich krajach (z wyj¹tkiem niektórych
pañstw wysp Pacyfiku), przy czym liczbê zaka¿onych

HIV szacuje siê obecnie na 60 mln osób. Pandemicz-
ne rozprzestrzenianie siê HIV/AIDS w �wiecie jest
w ponad 75% nastêpstwem ryzykownych kontaktów
heteroseksualnych.

W okresie 25 lat badañ nad HIV/AIDS, poznano
w bardzo szerokim zakresie HIV-1 i HIV-2 oraz pa-
togenezê ich zaka¿eñ, co przynios³o olbrzymi postêp
w terapii antyretrowirusowej. Jednak, nadal brak jest
leku skutecznie eliminuj¹cego infekcjê HIV oraz
szczepionki, zapewniaj¹cej efektywn¹ barierê immuno-
logiczn¹ anty-HIV. Wydaje siê, ¿e dalszy postêp w te-
rapii anty-HIV mo¿e wnie�æ wyciszanie genów wirusa
za po�rednictwem zjawiska interferencji RNA (RNAi)
oraz zastosowanie nowych leków blokuj¹cych bia³ka
komórki gospodarza, które s¹ niezbêdne w cyklu re-
plikacyjnym HIV, tzw. czynniki HIV-zale¿ne (HDFs
� HIV-dependency factors) [2, 21].

2. Taksonomia HIV-1 i HIV-2, ich geograficzne
wystêpowanie i pochodzenie

HIV-1 i HIV-2 nale¿¹c do kategorii wirusów z jed-
noniciowym RNA i odwrócon¹ (rewersyjn¹) trans-
krypcj¹, wchodz¹ w sk³ad podrodziny Lentivirinae,
wyodrêbnionej w rodzinie Retroviridae. W obecnej kla-
syfikacji wyró¿nia siê 3 filogenetyczne grupy HIV-1,
grupê M (main � g³ówn¹), O (outlier � oddzieln¹)
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i N (non-M, non-O) [38]. Rozprzestrzeniaj¹ce siê glo-
balnie zaka¿enia HIV-1 s¹ w przewa¿aj¹cej wiêkszo�ci
wywo³ywane grup¹ M, któr¹ tworzy 9 wyodrêbnionych
(w oparciu o stwierdzone 25�35% ró¿nice w sekwen-
cjach aminokwasów u produktów genu env) subtypów
HIV-1, oznaczonych literami A-D, F-H, J i K. Wystê-
powanie wszystkich subtypów HIV-1 zidentyfikowano
w Afryce Centralnej, przy czym najwiêksze zró¿nico-
wanie genetyczne wirusów grupy M stwierdzono na
terytorium Konga [41]. W Afryce Po³udniowej, Etiopii
i Indiach dominuje subtyp C, w Afryce Wschodniej
przewa¿a subtyp A. W Europie Zachodniej i Cen-
tralnej, USA i Australii, a tak¿e w Chinach dominuje
podtyp B [38, 43]. Jednocze�nie, dobrze ju¿ udoku-
mentowano, ¿e pomiêdzy ró¿nymi subtypami HIV-1
w przebiegu równoczesnego zaka¿enia mog¹ zachodziæ
rekombinacje genetyczne, których nastêpstwem jest
powstawanie wirusowych rekombinantów o mozaiko-
wej strukturze ró¿nych podtypów ulegaj¹cych rozprze-
strzenianiu (CRFs � circulating recombinant forms).
Opisano 16 CRFs, przy czym wiêkszo�æ z nich pocho-
dzi z Afryki [30]. Pog³êbiaj¹ce siê zró¿nicowanie ge-
netyczne pomiêdzy szczepami grupy M umo¿liwia
powstanie nowych subtypów HIV-1. Grupa O wirusów
charakteryzuje siê oko³o 50% ró¿nic¹ w sekwencjach
aminokwasów produktów genu env w porównaniu
z grup¹ M. Zaka¿enia szczepami HIV-1 grupy O wy-
stêpuj¹ sporadycznie w Afryce Centralnej, g³ównie
w Kamerunie [38]. Ponadto, tylko w Kamerunie stwier-
dzono pojedyncze przypadki infekcji wirusami grupy N
[31]. Analiza filogenetyczna wszystkich 3 grup HIV-1
wskazuje na ich niezale¿ne rodowody ewolucyjne, naj-
prawdopodobniej wywodz¹ce siê z 3 ga³êzi filogene-
tycznych retrolentiwirusów ma³pich, SIVcpz (simian
immunodeficiency virus), których rezerwuarem s¹ szym-
pansy (cpz � chimpanzee; Pan troglodytes). Jednocze�-
nie, na podstawie badañ retrospektywnych wykazano,
¿e najstarszy izolat HIV-1 nale¿y do grupy M i pocho-
dzi z 1959 roku od pacjenta z Konga. Szacuje siê wiêc,
¿e oko³o 1930 roku w Afryce Centralnej, filogenetycz-
nie odrêbne szczepy SIVcpz zosta³y przeniesione
z szympansów na cz³owieka prawdopodobnie poprzez
zaka¿on¹ krew lub kontakty seksualne, co zapocz¹tko-
wa³o wy³onienie siê 3 grup (M, O i N) HIV-1 [16, 40].

Z kolei, izolaty HIV-2 zosta³y dotychczas sklasyfi-
kowane w obrêbie 8 grup (A-H) [40]. Rozprzestrzenia-
nie siê HIV-2 jest geograficznie znacznie ograniczone;
g³ównie wystêpuje w Afryce Zachodniej. Analiza filo-
genetyczna wskazuje na wysoki stopieñ pokrewieñstwa
pomiêdzy grupami HIV-2 i heterogennymi ma³pimi
retrolentiwirusami izolowanymi od mangaby szarej
(SIVsm; sm � sooty mangaby; Cercocebus atys) [26,
40]. Mo¿liwym jest zatem, ¿e wszystkie grupy HIV-2
wy³oni³y siê niezale¿nie w Afryce Zachodniej w nastêp-
stwie zaka¿enia cz³owieka ró¿nymi szczepami SIVsm.

3. Genom HIV

Materia³ genetyczny HIV-1 i HIV-2, podobnie jak
innych retrowirusów, stanowi¹ dwie identyczne cz¹s-
teczki jednoniciowego RNA o dodatniej polarno�ci,
(+) ss RNA, d³ugo�ci oko³o 9,3 kb, po³¹czone wi¹-
zaniem wodorowym w pobli¿u koñców 5� [33]. Di-
ploidalno�æ genomu jest cech¹ wyj¹tkow¹ w �wiecie
wirusów i wydaje siê mieæ kluczow¹ rolê w cyklu re-
plikacyjnym retrowirusów, umo¿liwiaj¹c rekombinacjê
oraz zmiany matrycy podczas tworzenia cz¹steczek
wirusowego DNA na drodze odwrotnej transkrypcji.
Genom HIV, jak równie¿ HIV-2 zawiera 3 geny struk-
turalne oraz 6 genów pomocniczych (regulatorowych).
£¹cznie 9 genów HIV koduje jedynie 15 bia³ek wiru-
sowych [9]. Geny strukturalne odpowiedzialne s¹ za
syntezê bia³ek niezbêdnych do utworzenia pe³nogeno-
mowych cz¹stek wirusowych. Nale¿¹ do nich [33]:
gag (group-specific antigen) � koduj¹cy bia³ko pre-

kursorowi Gag (poliproteina � Pr, o m.cz. 55 kDa),
z którego w trakcie procesu sk³adania i dojrzewa-
nia powstaje koñcowe bia³ko matriksowe (MA),
kapsydu(CA), nukleokapsydu (NC) i p6 oraz dwa
peptydy, p1 i p2;

pol (polymerase) � koduj¹cy bia³ko prekursorowe Pol
(pocz¹tkowo pakowane w strukturê wirionu jako
Gag Pol, Pr, o m.cz. 160 kDa), z którego w wyniku
ciêcia proteolitycznego powstaj¹ enzymy wirusa:
proteza P, odwrotna transkryptaza (RT) z domen¹
RNazy-H (RH) oraz integraza (IN);

env (envelope) � koduj¹cy prekursor (gp 160) dla
glikolizowanych bia³ek os³onki wi¹zania receptora
(SU � surface glycoprotein, gp 120) i glikozylo-
wanego bia³ka transb³onowego fuzji b³on (TM
� transmembrane glycoprotein, gp 41).
Geny pomocnicze koduj¹ bia³ka regulatorowe, od-

dzia³ywuj¹c jako adaptery dla czynników komór-
kowych, moduluj¹c w ten sposób ekspresjê materia³u
genetycznego i infekcyjno�æ. Nale¿¹ do nich [12, 13,
19, 27, 28, 33, 46]:
tat (transcriptional transactivator) � koduj¹cy bia³ko

Tat, bêd¹ce niezwykle silnym transaktywatorem
ekspresji genów HIV. Podstawow¹ jego funkcj¹
jest wzmocnienie procesywnej aktywno�ci polime-
razy RNA II. Tat dzia³a poprzez przy³¹czenie siê
przy koñcu 5� do docelowej sekwencji TAR (trans-
activation response element) powstaj¹cego RNA
HIV, co umo¿liwia produkcjê pe³nej d³ugo�ci trans-
kryptów na matrycy prowirusowego DNA;

rev (regulator of expression of virion proteins) � ko-
duj¹cy bia³ko Rev, bêd¹cy regulatorem transportu
cz¹steczek mRNA z j¹dra do cytoplazmy, co za-
pewnia maksymaln¹ produkcjê wirionów. Rev dzia-
³a poprzez przy³¹czenie siê do docelowej sekwencji
RRE (Rev response element) w RNA HIV (o pe³nej
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d³ugo�ci lub tylko po pojedynczym splicingu), kie-
ruj¹c transkrypty na drogê eksportu do cytoplazmy,
gdzie dochodzi do translacji pó�nych bia³ek;

nef (negative regulatory factor) � koduj¹cy wieloczyn-
no�ciowe bia³ko Nef, które moduluje ekspresjê
powierzchniowych cz¹steczek CD4, jednocze�nie
nasila replikacjê, a tak¿e wywiera dzia³anie anty-
apoptyczne w zaka¿onych komórkach;

vif (viral infectivity factor) � koduje zasadow¹ fosfo-
proteinê Vif, która przy³¹czaj¹c siê do enzymów
komórkowych � deaminaz (APOBEC3), zapobie-
ga ich w³¹czeniu do nowo powstaj¹cych wirionów
i w ten sposób chroni przed inhibicj¹ replikacji HIV
w nastêpnie zaka¿anych komórkach (tzw. paradyg-
mat Vif/APOBEC3G). Delecja tego genu zmniejsza
25�100-krotnie zaka�no�æ cz¹stek wirusowych;

vpr (viral protein R) � koduje bia³ko R, odgrywaj¹ce
szczególn¹ rolê w procesie transportu prowiruso-
wego DNA (kompleksu preintegracyjnego, PIC) do
j¹dra komórkowego, umo¿liwiaj¹c jego przeniesie-
nie poprzez pory j¹drowe. Ponadto, bia³ko to indu-
kuje zatrzymanie proliferuj¹cych komórek w fazie
G2 cyklu podzia³owego. Zwiêksza to replikacjê
wirusa, która jest najbardziej aktywna w tej fazie
cyklu;

vpu (viral protein U) � wystêpuje jedynie u HIV-1,
koduj¹c bia³ko U, które zapewnia skuteczne wy-
p¹czkowywanie wirionów z b³ony cytoplazmatycz-
nej. Delecja tego genu powoduje akumulacjê cz¹s-
tek wirusowych w komórce;

vpx (viral protein X) � wystêpuje jedynie u HIV-2, ko-
duj¹c bia³ko X, bêd¹ce zwi¹zane z funkcj¹ produktu
genu Vpr. Jednak, nie indukuje zatrzymania fazy G2
cyklu komórkowego. Delecja tego genu zmniejsza
replikacjê HIV-2 w limfocytach T i makrofagach.
Poznanie funkcjonowania genów HIV jest rezulta-

tem wieloletnich, intensywnych badañ bardzo wielu
miêdzynarodowych zespo³ów. Jednak, prze³omowe s¹
ostatnio prezentowane wyniki zespo³u B r a s s a  [2].
Dokumentuj¹, ¿e w cyklu replikacyjnym HIV koniecz-
ny jest udzia³ 273 czynników komórkowych (HDFs),
kooperuj¹cych z produktami genów wirusa. Aktyw-
no�æ funkcji bia³ek HIV zale¿na jest wiêc od wspó³-
dzia³ania bardzo wielu kofaktorów komórkowych, co
ostatecznie umo¿liwia wirusowi efektywne zaka¿enie.
S¹ to, m.in. [11, 18, 39, 42]: cyklofilina A (CyA)
� bior¹ca udzia³ w odp³aszczeniu HIV i promuj¹ca
syntezê prowirusowego DNA; LEDGF/p75 (lens epi-
thelium-derived growth factor � czynnik wzrostu po-
chodz¹cy z nab³onka soczewki) � spe³niaj¹cy funkcjê
receptora dla cz¹stek PIC HIV-1, jednocze�nie katali-
zuj¹cego integracjê prowirusowego DNA z chromo-
somem gospodarza; cyklina T1 (CycT1) i cyklinoza-
le¿na kinaza (Cdk9) � determinuj¹ca aktywno�æ Tat;
heterogenna j¹drowa rybonukleoproteina A1 (hnRNP

A1) i bia³ko CRM-1 � bêd¹ce kofaktorami Rev; kina-
za Nak i regulator cytoszkieletu (Vav) � determinuj¹-
ce funkcjê Nef; endofiliny i endosomalne kompleksy
segreguj¹ce (ESCRT) � spe³niaj¹ce istotn¹ rolê w pro-
cesie uwalniania cz¹stek wirusowych z komórki.

4. Profilaktyka

W okresie 25 lat rozwijaj¹cej siê pandemii HIV/
AIDS, problem swoistej, czynnej immunoprofilaktyki
HIV sta³ siê jednym z najwa¿niejszych kierunków ba-
dawczych [10, 36]. Strategiê konstrukcji immunoge-
nów anty-HIV podporz¹dkowano 2 zasadniczym kry-
teriom, jakie powinna spe³niaæ szczepionka. S¹ to:

� indukcja d³ugotrwa³ej optymalnej odpowiedzi hu-
moralnej i komórkowej, wyra¿ona syntez¹ prze-
ciwcia³ neutralizuj¹cych i aktywacj¹ limfocytów
T cytotoksycznych (CTL) o swoisto�ci anty-HIV;

� brak potencjalnych w³asno�ci superantygenu
i krzy¿owej reaktywno�ci z autoantygenami.

Imponuj¹ca jest lista badanych preparatów, kandy-
datów na szczepionkê. W 1998 roku formalnie by³o
zg³oszonych 117 preparatów, przy czym 30 z nich oce-
niono w próbach klinicznych I fazy [17]. Najszersze
badania kliniczne (miêdzynarodowe fazy II) przepro-
wadzono ostatnio z u¿yciem preparatu opracowanego
przez firmê Merck (Merck V520). Preparat ten skon-
struowano, przy u¿yciu replikacyjnie defektywnego
rekombinantu adenowirusa serotyp 5 (rAd5), bêd¹cego
wektorem dla 3 syntetycznie otrzymanych genów HIV,
tj. gag, pol i nef [23]. Jednak, uzyskiwane wyniki doku-
mentowa³y, ¿e oceniany preparat Merck V520 nie tylko
nie chroni³ przed zaka¿eniem HIV, ale co wiêcej móg³
zwiêkszaæ podatno�æ na zaka¿enie [25, 32]. Program
badawczy zosta³ przerwany we wrze�niu 2007 roku.
Powa¿n¹ przeszkodê dla efektywno�ci szczepionki
anty-HIV stanowi szybka �ucieczka� wirusa (warun-
kowana zmienno�ci¹ antygenow¹) przed odpowiedzi¹
przeciwcia³ neutralizuj¹cych oraz dysfunkcja limfocy-
tów B, wcze�nie rozwijaj¹ca siê w nastêpstwie zaka-
¿enia [14, 29]. W kontek�cie tych danych, mo¿liwo�æ
uzyskania skutecznej szczepionki wydaje siê niepew-
na. Ostatnio uzyskane wyniki wskazuj¹, ¿e efektywna
odpowied� anty-HIV limfocytów T CD8 (CTL) jest
zale¿na od rozpoznania wysoko konserwatywnych de-
terminant regionu p24 Gag wirusa [34, 35]. Dane te
otwieraj¹ nowy okres badañ nad szczepionk¹ anty-
HIV, przyporz¹dkowywuj¹cy strategie jej konstrukcji
pog³êbionemu poznaniu swoistej wobec HIV reakcji
immunologicznej, g³ównie odpowiedzi CTL [44]. Kie-
runkiem aktualnych dzia³añ s¹ zatem poszukiwania
nowych mo¿liwo�ci aktywacji CTL w po³¹czeniach
immunogenu z nieswoistym czynnikiem stymuluj¹-
cym (jak IL-12, IL-15).
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Niezale¿nie od podejmowanych wysi³ków w celu
uzyskania skutecznej szczepionki, wdra¿ano dzia³ania
zapobiegaj¹ce zaka¿eniu HIV. W perspektywie 25 lat
stosowanej profilaktyki HIV/AIDS, wyra�na jest ewo-
lucja strategii postêpowania [6]. Wczesne dzia³ania
ukierunkowane na profilaktykê AIDS wdra¿ane by³y
z tradycyjnej p³aszczyzny zapobiegania i zwalczania
chorób zaka�nych. Strategia ta, okre�lana jako biome-
dyczna, wi¹za³a siê z wyodrêbnieniem grup ryzyka
(tzw. 4H), podejmowaniem prób unieszkodliwiania
�róde³ zaka¿enia (zakazy wjazdów nosicieli do nie-
których krajów, przypadki przymusowej izolacji), ale
tak¿e postêpowaniem w celu przeciêcia dróg szerzenia
(stosowanie sprzêtu jednorazowego u¿ytku, wprowa-
dzenie obowi¹zkowych testów serologicznych w krwio-
dawstwie, nowych metod sporz¹dzania preparatów
krwiopochodnych, zasad zapobiegania zaka¿enia HIV
u pracowników s³u¿by zdrowia). W koñcu lat 80-tych,
wraz z pog³êbianiem siê wiedzy o HIV/AIDS, wprowa-
dzono na szerok¹ skalê pojêcie zachowañ ryzykownych
oraz wdro¿ono ró¿norodne interwencje kszta³towania
i zmiany zachowañ. Strategia ta okre�lana jako beha-
wioralna, uwzglêdniaj¹c skuteczne zastosowania bio-
medyczne zapobiegania HIV/AIDS, promowa³a posta-
wy i umiejêtno�ci. Najnowsza strategia ochrony przed
zaka¿eniem, realizowana od po³owy lat 90-tych, jest
ukierunkowana na zmniejszenie podatno�ci. Okre�lana
jako strukturalna, polega na naukowym projektowaniu
przedsiêwziêæ profilaktycznych, które s³u¿¹ zmniej-
szeniu podatno�ci na podejmowanie ryzyka w obrêbie
ró¿nych spo³eczno�ci i kultur.

5. Terapia

Azydotymidyna (AZT, ZDV), bêd¹ca analogiem
tymidyny, wdro¿ona do leczenia AIDS w 1986 roku,
zapocz¹tkowa³a erê selektywnej terapii antyretrowiru-
sowej [3, 45]. Aktualnie w leczeniu zaka¿eñ HIV/AIDS
znajduje zastosowanie piêæ klas leków [37]. S¹ to: nuk-
leozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy (NRTI):
azydotymidyna (AZT, ZDV), didanozyna (ddI), zalci-
tabina (ddC), stawudyna (d4T), lamiwudyna (3TC),
abakawir (ABC), tenofovir (TDF) i emtricitabina (FTC);
nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy
(NNRTI): newirapina, efawirenz i delawirydyna; inhi-
bitory proteazy (PI): lopinawir, ritonawir, fosampre-
nawir, atazanawir, sakwinawir, nelfinawir, indinawir,
amprenawir; inhibitory integrazy (INI): raltegrawir
i inhibitory penetracji (EI): enfuwirtide. Istnieje kilka
miêdzynarodowych zbiorów zaleceñ, uaktualnionych
w ostatnim czasie, zastosowania leczniczego zestawów
ww. preparatów [22]. Jednak, leki te ograniczaj¹c repli-
kacjê HIV, nie powoduj¹ jego eradykacji z zaka¿onego
organizmu. Ponadto, istotnym problemem jest szybko

rozwijaj¹ca siê lekooporno�æ. Dlatego, bardzo atrakcyj-
ne s¹ nowe koncepcje terapeutyczne wykorzystuj¹ce
zjawisko interferencji RNA, jak równie¿ czynniki HIV-
zale¿ne (HDFs) [2, 21, 24]. Mo¿liwa wydaje siê byæ
rekonstrukcja uk³adu immunologicznego w AIDS za
po�rednictwem limfocytów T z transfekowanym HIV-
swoistym ma³ym interferuj¹cym RNA (si RNA).
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1. Wstêp

Obecnie w klasyfikacji organizmów prokariotycz-
nych stosowana jest powszechnie taksonomia wielo-
kierunkowa, która integruje informacjê z badañ feno-
typowych, genomowych i filogenetycznych [3, 26, 27,
30, 34, 37]. Od 1970 roku do wyznaczania gatunku
bakteryjnego stosuje siê metodê hybrydyzacji [35].
Zgodnie ze wspó³czesn¹ definicj¹, do gatunku bakte-
ryjnego nale¿¹ szczepy charakteryzuj¹ce siê odpowied-
nio wysokim stopniem podobieñstwa fenotypowego,
przynajmniej jedn¹ diagnostyczn¹ cech¹ fenotypow¹,
50�70% lub wy¿szym stopniem hybrydyzacji DNA
i ponad 97% stopniem identyczno�ci sekwencji 16S
rDNA [16, 30, 32, 35, 37]. Taksonomowie bakteryjni
zgadzaj¹ siê, ¿e jakkolwiek dzisiaj stosowana defini-
cja gatunku bakteryjnego nie jest doskona³a to jest po-
wszechnie akceptowana i spe³nia g³ówne cele takso-
nomii, tj. pozwala na szybk¹ oraz solidn¹ identyfikacjê
i klasyfikacjê bakterii. Jest ona jednak krytykowana
g³ównie ze wzglêdu na trudno�ci w implementacji me-
tody hybrydyzacji DNA-DNA do laboratoriów mikro-
biologicznych. Ad hoc komitet do spraw taksonomii
bakterii zachêca wiêc do reewaluacji obecnej definicji

gatunku bakteryjnego poprzez wprowadzanie nowych
metod pozwalaj¹cych na bardziej naturaln¹ klasyfika-
cjê organizmów [35]. W nurt ten doskonale w³¹czy³a
siê analiza sekwencji kompletnych genomów. Stanowi¹
one �ród³o dodatkowych informacji o ewolucyjnym
pokrewieñstwie miêdzy bakteriami, ustalanym w opar-
ciu o sk³ad i kolejno�æ genów, stopieñ podobieñstwa
sekwencji wspólnych genów rdzeniowych oraz cha-
rakterystyczne dla danego taksonu sekwencje podpi-
sów, którymi mog¹ byæ insercje i delecje czyli tzw.
indele [22, 23].

W prezentowanej pracy przedstawiamy przegl¹d
metod stosowanych do oceny taksonomicznego pokre-
wieñstwa miêdzy bakteriami oraz wspó³czesn¹ kon-
cepcjê i definicjê gatunku bakteryjnego.

2. Techniki taksonomiczne wprowadzone
do taksonomii w drugiej po³owie XX wieku

Wa¿nym etapem w rozwoju wspó³czesnej taksono-
mii bakteryjnej by³o wprowadzenie, pod koniec lat
piêædziesi¹tych XX wieku, analizy numerycznej cech
biochemicznych i fizjologicznych du¿ej liczby szczepów
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The dilemma with bacterial species definition and concept

Abstract: The concept and definition of a bacterial species is a recurrent problem of taxonomists. It has a long history strongly
connected with the development and implementation of new techniques, derived mainly from molecular biology into taxonomy.
Presently, universally applied and accepted by prokaryotic taxonomists is the phylo-phenetic species concept. According to this
concept, species is treated as a monophyletic, genomically coherent group of organisms sharing a high degree of phenotypic similarity
compared to the strains from other related groups. Practically, bacterial species is considered to be a group of strains with a high
degree of phenotypic similarity, 70% or higher degree of DNA hybridization, over 97% of 16S rRNA gene sequence identity and
differs from organisms of other named species by one or a few phenotypic characteristics. Although this polyphasic species definition is
practical and accepted by many bacteriologists, taxonomists are worting on more natural species concept oriented towards the genome.
It is expected that the availability of large and still growing number of completely sequenced genomes will facilitate the development
of a more natural species concept based on the gene content, gene order and the comparative sequence analysis of the genome con-
servative core genes. It has been found that 94% average nucleotide sequence identity (ANI) of the shared genes of two strains corre-
sponded to the traditional 70% DNA-DNA reassociation used as a standard of the current bacterial species definition. At the 94% ANI
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bakteryjnych [32]. Sta³o siê to podstaw¹ obiektywne-
go podzia³u bakterii na fenotypowo podobne, hierar-
chicznie u³o¿one grupy, poczynaj¹c od gatunku poprzez
rodzaj, rodzinê a¿ do domeny. Okres ten zbieg³ siê
z rozwojem chemotaksonomii, która wykorzystuje no-
woczesne techniki biochemiczne, g³ównie chromato-
graficzne i elektroforetyczne do badania sk³adu bia³ek,
cukrów i lipidów komórkowych [17, 30].

Poznanie struktury DNA i rozwój technik moleku-
larnych na pocz¹tku lat 60-tych XX wieku to pocz¹tek
nowej ery klasyfikacji organizmów opartej na analizie
porównawczej ich genomów. Pierwszym molekular-
nym markerem taksonomicznym, wywodz¹cym siê
z analizy kwasów nukleinowych, by³a zawarto�æ zasad
G+C w DNA [26, 27, 34]. Bakterie wykazuj¹ du¿e
zró¿nicowanie w zawarto�ci zasad G+C. Zawarto�æ za-
sad G+C w genomach tych organizmów wynosi od 20
do 80 mol%. Empirycznie ustalono, ¿e organizmy ró¿-
ni¹ce siê zawarto�ci¹ zasad G+C o wiêcej ni¿ 10 mol%
nie nale¿¹ do tego samego rodzaju, a w obrêbie gatun-
ku ró¿nice te nie s¹ wiêksze ni¿ 5 mol%. Nale¿y tak¿e
podkre�liæ, ¿e jakkolwiek ró¿nice w zawarto�ci zasad
s¹ istotne w ró¿nicowaniu szczepów nale¿¹cych do
ró¿nych taksonów, to jednak podobna zawarto�æ G+C
niekoniecznie wskazuje na ich bliskie pokrewieñstwo.
Kryterium to mo¿e byæ stosowane jedynie negatyw-
nie, poniewa¿ zawarto�æ zasad nie koresponduje z se-
kwencj¹ nukleotydów w DNA [30, 34].

Na pocz¹tku lat 70-tych XX wieku opracowano
pierwsze metody hybrydyzacji DNA, które pozwalaj¹
na okre�lenie stopnia podobieñstwa DNA bez ucieka-
nia siê do jego sekwencjonowania [26, 27, 30, 34, 35,
39]. Obecnie technika ta jest niezbêdna w wyznacza-
niu granic gatunku bakteryjnego. W standardowych
warunkach DNA dwóch szczepów bakteryjnych hy-
brydyzuje w stopniu zale¿nym od stopnia podobieñ-
stwa ich sekwencji nukleotydowych. Nie ma jednak
liniowej korelacji miêdzy stopniem podobieñstwa se-
kwencji DNA a stopniem hybrydyzacji. Ta ostatnia
warto�æ odzwierciedla wzglêdny stopieñ podobieñ-
stwa miêdzy genomami. Mierzymy go na podstawie
stopnia reasocjacji dwóch jednoniciowych cz¹steczek
DNA (RBR- Relative Binding Ratio) b¹d� te¿ w opar-
ciu o )Tm, tj. termiczn¹ stabilno�æ dupleksu DNA.
Stopieñ hybrydyzacji okre�lamy jako ilo�æ heterolo-
gicznych dupleksów wzglêdem homodupleksów DNA.
Heterodupleksy s¹ mniej trwa³e ni¿ homodupleksy,
a )Tm to ró¿nica w temperaturze topnienia (Tm) hetero-
i homodupleksów (Tm to temperatura, przy której 50%
DNA ulega denaturacji) [34, 39].

Okre�laj¹c te dwa parametry dla znanych gatunków
bakterii zarekomendowano stopieñ hybrydyzacji DNA
wynosz¹cy przynajmniej 70% i )Tm maksymalnie wy-
nosz¹ca 5°C jako parametry s³u¿¹ce klasyfikacji bak-
terii do gatunku. Warto�æ RBR nie odzwierciedla stop-

nia podobieñstwa sekwencji genomu na poziomie
struktury pierwszorzêdowej. Prokariotyczny DNA he-
terodupleksowy nie jest tworzony, je�li DNA wykazu-
je mniej ni¿ 80% komplementarnych sekwencji. Dwu-
dziestoprocentowe ró¿nice w identyczno�ci sekwencji
odnosz¹ siê do stopnia hybrydyzacji od 0 do 100%
[26, 34]. Analiza stopnia podobieñstwa DNA metod¹
hybrydyzacji, niezbêdna przy wyodrêbnianiu nowego
gatunku bakteryjnego, to technika wymagaj¹ca du¿ego
nak³adu pracy. Szczepy bada siê parami, a uzyskana
informacja nie mo¿e stanowiæ bazy danych do analizy
innych organizmów prokariotycznych. Jednak korzy�ci
tej metody przewy¿szaj¹ jej wady g³ównie dlatego, ¿e
stanowi ona ujednolicony i wymierny sposób wyzna-
czania granic gatunku bakteryjnego [3, 30].

Opracowanie technik sekwencjonowania kwasów
nukleinowych w latach 70-tych XX wieku zaowoco-
wa³o prze³omem w badaniach nad filogenez¹ bakterii.
Pierwszym markerem filogenetycznym wprowadzo-
nym do taksonomii organizmów prokariotycznych zo-
sta³a cz¹steczka 16S rDNA [41]. O wyborze genu 16S
rRNA do badania genealogii organizmów prokario-
tycznych zdecydowa³o: jego powszechne wystêpowa-
nie, odpowiednio du¿a ilo�æ informacji genetycznej
wynikaj¹ca z wielko�ci tej cz¹steczki, konserwatyw-
no�æ zwi¹zana z fundamentaln¹ rol¹ rybosomów w bio-
syntezie bia³ek oraz obecno�æ regionów bardziej kon-
serwatywnych (przydatnych we w³a�ciwym dopa-
sowaniu porównywanych cz¹steczek) jak i bardziej
zmiennych (s³u¿¹cych do pomiaru odleg³o�ci ewolu-
cyjnych), co umo¿liwia klasyfikacjê organizmów za-
równo na poziomie gatunku jak i rodzaju [33]. Porów-
nawcza analiza sekwencji 16S rDNA jest czê�ci¹
wielokierunkowego podej�cia przy opisie nowych ga-
tunków i wy¿szych taksonów [35]. Szczepy wykazu-
j¹ce przynajmniej 95% identyczno�æ sekwencji 16S

Rys. 1. Wspó³czesna praktyka ustalania pozycji taksonomicznej
bakterii z wykorzystaniem trzech etapów badañ

(wg Gevers i wsp., 2006) DDH � hybrydyzacja DNA-DNA
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rDNA nale¿¹ do tego samego rodzaju, a te o 97%
i wiêkszym stopniu podobieñstwa sekwencji 16S rDNA
mo¿na zaklasyfikowaæ do jednego gatunku bakteryj-
nego [3, 30, 33]. Nie nale¿y jednak definiowaæ gatun-
ku jedynie w oparciu o porównawcz¹ analizê sekwen-
cji genu 16S rRNA. Metoda ta wykazuje zbyt nisk¹
rozdzielczo�æ w przypadku organizmów bardzo blisko
spokrewnionych, a wiêc nale¿¹cych do jednego gatun-
ku. Dodatkowe korzy�ci z analizy sekwencji rDNA to
mo¿liwo�æ badania ró¿norodno�ci organizmów, których
nie umiemy hodowaæ oraz mo¿liwo�æ wyznaczania
sond rRNA do monitorowania bakterii bez ich hodo-
wania. Sekwencjonowanie genu 16S rRNA sta³o siê
obecnie standardem w systematyce bakterii i niemo¿li-
we jest wyodrêbnienie nowego gatunku bez oznaczenia
sekwencji rRNA ma³ej podjednostki rybosomu orga-
nizmów klasyfikowanych do tego taksonu [24]. Do-
stêpno�æ i ogromne zasoby baz danych zawieraj¹cych
sekwencje 16S rDNA z pewno�ci¹ przyczyniaj¹ siê do
powszechnego stosowania tego molekularnego marke-
ra w badaniach porównawczych organizmów proka-
riotycznych. Od chwili opublikowania przez W o e s e
i F o x  [41] uniwersalnego drzewa ¿ycia, ¿aden inny
gen nie by³ przebadany w celach filogenetycznych
w takim stopniu jak gen koduj¹cy 16S rRNA. W ostat-
nim czasie pojawi³y siê pewne zastrze¿enia co do tak-
sonomii i filogenezy opartej wy³¹cznie na analizie
genu koduj¹cego 16S rRNA. Mo¿e to wynikaæ z faktu,
¿e u niektórych bakterii stwierdzono wiêcej ni¿ jedn¹
kopiê tego genu (od 1 do 15). Kopie te mog¹ ró¿niæ
siê miêdzy sob¹ sekwencj¹ nukleotydow¹ [1]. Nale¿y
jednak podkre�liæ, ¿e u wiêkszo�ci bakterii, u których
stwierdzono kilka kopii genu 16S rRNA, sekwencje te
s¹ identyczne lub wykazuj¹ mniejsze ni¿ 1% ró¿nice
w sekwencji nukleotydowej [1]. I tak w�ród siedmiu
w pe³ni zsekwencjonowanych genomów bakterii bro-
dawkowych, trzy identyczne kopie genu 16S rRNA
stwierdzono u Rhizobium leguminosarum bv. viciae
szczep 3841 [42], Sinorhizobium meliloti szczep 1021
[7] i Rhizobium etli CFN42 [15]. Dwie identyczne
kopie zidentyfikowano u Mesorhizobium loti szczep
MAFF303099 [20] oraz dwóch fotosyntetycznych
szczepów rodzaju Bradyrhizobium, tj. BTAi1 i ORS278
[12]. Spo�ród w pe³ni zsekwencjonowanych genomów
bakterii brodawkowych jedynie Bradyrhizobium japo-
nicum szczep USDA110 posiada jedn¹ kopiê genu 16S
rRNA [21]. Problem z filogenez¹ opart¹ na analizie
tylko jednego markera genetycznego mo¿e wynikaæ
równie¿ z horyzontalnego transferu genów (HGT) mo-
g¹cego zachodziæ na drodze koniugacji, transdukcji
czy te¿ transformacji [9, 14, 28]. Poza tym, filogeneza
w oparciu o jeden gen niekoniecznie oddaje pokre-
wieñstwo organizmów, je�li ró¿nicowanie genu i dy-
wergencja gatunków nie zachodzi³y równolegle [29].
Dlatego w analizach filogenetycznych oprócz sekwen-

cji genu 16S rRNA czêsto wykorzystywane s¹ tak¿e
sekwencje innych genów, które s¹ powszechnie w�ród
bakterii, nie ulegaj¹ transferowi horyzontalnemu, wy-
stêpuj¹ w genomie w jednej kopii i posiadaj¹ d³ugo�æ
odpowiedni¹ dla zapewnienia wystarczaj¹cej ilo�ci
informacji. Dodatkowo takie sekwencje powinny cha-
rakteryzowaæ siê zdolno�ci¹ rozdzielcz¹ pozwalaj¹c¹
na �ledzenie ewolucji, tzn. nie powinny byæ ani zbyt
konserwatywne ani zbyt zmienne [9].

Do alternatywnych markerów stosowanych w ana-
lizach filogenetycznych nale¿¹ miêdzy innymi geny
koduj¹ce polimerazê RNA, gyrazê, syntazê ATP, bia³-
ko szoku cieplnego DnaK- homolog Hsp70, syntetazê
glutaminy czy uczestnicz¹ce w rekombinacji homolo-
gicznej bia³ko RecA [2, 3, 8, 36]. Wykazano zgodno�æ
topologii drzewa filogenetycznego genu 16S rRNA
z tymi opartymi na alternatywnych konserwatywnych
cz¹steczkach, co potwierdza wagê wszystkich tych
molekularnych markerów w �ledzeniu ewolucji orga-
nizmów prokariotycznych.

Badania taksonomiczne prowadzone s¹ dzisiaj na
trzech kolejno nastêpuj¹cych po sobie poziomach,
które mo¿na zobrazowaæ w formie trójpoziomowej
piramidy [10]. Ka¿dy wy¿szy poziom dostarcza dodat-
kowej informacji i redukuje liczbê szczepów w³¹cza-
nych do dalszej, bardziej kosztownej i pracoch³onnej
analizy. Badania rozpoczynaj¹ siê od metod przesie-
wowych obejmuj¹cych du¿¹ liczbê szczepów. Na tym
etapie stosowane s¹ m. in. testy biochemiczne, fizjolo-
giczne, analiza komórkowych kwasów t³uszczowych
[37] oraz szeroki zakres metod typowania w oparciu
o analizê DNA, w³¹czaj¹c w to badanie polimorfizmu
d³ugo�ci zamplifikowanych fragmentów restrykcyj-
nych [6], czy techniki PCR z zastosowaniem losowo
dobranych starterów [40]. Uzyskane wyniki poddawa-
ne s¹ analizie numerycznej, w wyniku czego szczepy
grupowane s¹ zgodnie z ich stopniem podobieñstwa.
Kolejny krok to analiza porównawcza sekwencji genu
16S rRNA szczepów reprezentuj¹cych poszczególne
grupy fenotypowe czy te¿ genomowe. Pozwala to na
ustalenie pozycji filogenetycznej bakterii. Wyniki z tego
etapu stanowi¹ podstawê selekcji organizmów do trze-
ciego poziomu badañ taksonomicznych, tj. oznacza-
nia stopnia podobieñstwa DNA-DNA metod¹ hybry-
dyzacji i ustalenie przynale¿no�ci gatunkowej. 70%
lub wy¿szy stopieñ reasocjacji DNA szczepu badane-
go, którego pozycja rodzajowa zosta³a okre�lona na
wcze�niejszym etapie, z DNA szczepu referencyjnego
nale¿¹cego do tego samego rodzaju pozwala zaklasy-
fikowaæ te bakterie do jednego gatunku genomowego
[11, 15]. Jednak genomogatunkowi wyznaczonemu je-
dynie w oparciu o stopieñ hybrydyzacji DNA nie mo¿e
byæ nadana dwucz³onowa nazwa gatunkowa. Mo¿e to
nast¹piæ dopiero po okre�leniu charakterystycznych
dla niego cech fenotypowych, które odró¿niaj¹ dany
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genomogatunek od innych znanych ju¿ gatunków bak-
terii. Niezbêdno�æ diagnostycznych cech fenotypowych
w klasyfikacji organizmów do gatunku podkre�la wagê
testów biochemicznych i fizjologicznych we wspó³-
czesnej taksonomii organizmów prokariotycznych.

3. Nowe genomowe spojrzenie
na definicjê gatunku prokariotycznego

Z powodu ograniczeñ, w funkcjonowaniu aktual-
nie obowi¹zuj¹cej definicji gatunku bakteryjnego, mi-
krobiolodzy poszukuj¹ nowych markerów s³u¿¹cych
do klasyfikacji organizmów na tym poziomie takso-
nomicznym. Du¿e nadzieje zwi¹zane s¹ z analiz¹ ge-
nomów, których sekwencje zosta³y w pe³ni poznane
[18]. K o n s t a n t i n i d i s  i T i e d j e  [23] porównali
in silico sk³ad genowy i sekwencje genów wspólnych
70-ciu w pe³ni zsekwencjonowanych genomów (kilka,
kilkana�cie z ka¿dego gatunku) i wykazali, ¿e 95%
stopieñ identyczno�ci genów wspólnych dwóch szcze-
pów (ANI � Average Nucleotide Identity) korespon-
duje z 70% stopniem hybrydydzacji DNA-DNA przyj-
mowanym za z³oty standard obecnej definicji gatunku
bakteryjnego. St¹d wniosek, ¿e szczepy z przynajmniej
95% ANI nale¿¹ do tego samego gatunku. Szczepy ta-
kie s¹ zró¿nicowane pod wzglêdem sk³adu genowego
i mog¹ ró¿niæ siê do 35% genów. Ró¿nica ta zmniejsza
siê do 20% po odjêciu genów hipotetycznych, fago-
wych i elementów transpozycyjnych. Nale¿y zauwa¿yæ,
¿e 20% ró¿nice w sk³adzie funkcjonalnych genów,
w przypadku genomów o wielko�ci 5 Mpz, dotycz¹ a¿
1000 genów [22], które w du¿ym stopniu odpowiadaj¹
za fenotypowe i ekologiczne zró¿nicowanie organiz-
mów prokariotycznych. Umo¿liwiaj¹ one bakteriom
nale¿¹cym do tego samego gatunku zasiedlanie ró¿-
nych nisz ekologicznych i s¹ podstaw¹ ró¿nicowana
ekotypów. Na fenotyp organizmów niew¹tpliwie wa¿-
ny wp³yw maj¹ tak¿e ró¿nice w poziomie ekspresji ge-
nów rdzeniowych, tj. wspólnych dla wszystkich szcze-
pów danego gatunku, które stanowi¹ od 65 do 90%
ca³ej puli genów, czyli pangenomu [23]. Metabolicz-
nie bardziej wszechstronne s¹ bakterie o wiêkszych
genomach np. rodzaju Burkholderia, E. coli, które eks-
ploatuj¹ wiêksz¹ liczbê nisz ekologicznych. Wykazuj¹
one tak¿e wiêksze wewn¹trzgatunkowe zró¿nicowa-
nie genomowe ni¿ gatunki o mniejszych genomach np.
rodzajów Streptococcus czy Staphylococcus [22]. Mo¿-
na wiêc wnioskowaæ, ¿e nisze ekologiczne w istotny
sposób wp³ywaj¹ na ewolucjê organizmów i kszta³tu-
j¹ ich fenotyp. Ekologia organizmów mo¿e byæ jed-
nym z elementów definicji gatunku bakteryjnego. Nie-
którzy badacze uwa¿aj¹, ¿e szczepy o ANI powy¿ej
98% zamieszkuj¹ce ró¿ne nisze ekologiczne mo¿na
zaliczyæ do ró¿nych gatunków, jak to jest np. w przy-
padku oportunistycznego patogenu Burkholderia pseu-

domallei ¿yj¹cego równie¿ w stanie wolnym i obliga-
toryjnego patogenu Burkholderia mallei, który pra-
wdopodobnie powsta³ z tego pierwszego w wyniku
redukcji genomu o 1.7Mpz [5, 22].

Analizuj¹c pe³ne sekwencje genomowe 20 szcze-
pów E. coli � Shigella, których ANI jest wiêksza ni¿
95% wykazano, ¿e ich sekwencje unikalne to �15 Mpz,
czyli oko³o 13.000 tzw. genów adaptatywnych (pomoc-
niczych), specyficznych dla poszczególnych szczepów,
podczas gdy ca³kowita liczba sekwencji rdzeniowych
w tych genomach wynosi 2.5 Mpz, czyli oko³o po³owy
genomu E. coli o wielko�ci 5.1 Mpz [22]. Ka¿dy do-
datkowo zsekwencjonowany genom dostarcza nowych
unikalnych genów zw³aszcza, gdy ANI tego szczepu
wzglêdem pozosta³ych genomów danego gatunku jest
mniejsza ni¿ 98�99% lub gdy szczep zamieszkuje inn¹
ni¿ pozosta³e bakterie niszê ekologiczn¹. Wyniki te
podkre�laj¹ ogromn¹ ró¿norodno�æ genomow¹ gatun-
ku bakteryjnego. Mo¿na nawet przypuszczaæ, ¿e ca³-
kowity rezerwuar genowy gatunku jest matematycz-
nie nieskoñczony [22].

Pe³ne sekwencje genomowe, które oferuj¹ rozdziel-
czo�æ na ka¿dym poziomie taksonomicznym mog¹ byæ
wykorzystywane jako referencyjne standardy przy
ewaluacji i kalibracji nowych technik taksonomicz-
nych. MLSA (Multi Locus Sequence Analysis) jest
jedn¹ z metod, która cieszy siê rosn¹c¹ popularno�-
ci¹ w badaniu wewn¹trzgatunkowego zró¿nicowania
bakterii [9, 13, 19]. Technika ta oparta jest na ³¹cz-
nej analizie 5�7 genów metabolizmu podstawowego.
K o n s t a n t i n i d i s, R a m e t t e  i T i e d j e  [22]
przeprowadzili pilota¿ow¹ ocenê techniki MLSA i po-
równali filogenezê opart¹ na kompletnych genomach
z filogenez¹ opart¹ na MLSA siedmiu genów me-
tabolizmu podstawowego siedmiu gatunków bakterii
rodzaju Burkholderia. Niezale¿nie od kombinacji u¿y-
tych genów obie filogenezy by³y zgodne, co w pe³-
ni uzasadnia stosowanie MLSA w badaniach takso-
nomicznych.

4. Podsumowanie

Koncepcja i definicja gatunku bakteryjnego to od-
wieczny problem bakteriologów a tre�æ tych pojêæ
ulega zmianom wraz z rozwojem technologicznym
i wprowadzaniem nowych metod do badañ taksono-
micznych. Poprzez okre�lenie �koncepcja gatunku�
rozumiemy teoretyczne podstawy pozwalaj¹ce zrozu-
mieæ, co to jest gatunek i jak on powstaje. Definicja
gatunku to zasady, którymi kierujemy siê by wyzna-
czyæ gatunek. Te dwa pojêcia wzajemnie siê zazêbia-
j¹. Lepsza koncepcja to tak¿e lepsza definicja gatun-
ku. Wed³ug obecnej do�æ powszechnie akceptowanej
przez mikrobiologów koncepcji, gatunek to monofile-
tyczne, genomowo spójne grono organizmów o wyso-
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kim stopniu podobieñstwa fentypowego, które ró¿ni
siê od osobników nale¿¹cych do innych pokrewnych
gatunków pod wzglêdem jednej lub kilku cech fenoty-
powych [4, 5, 30, 35]. Dwie si³y, tj. selekcja i rekom-
binacja spajaj¹ organizmy nale¿¹ce do takiego grona
[4, 5, 25, 38]. Potê¿n¹ si³¹ jest periodyczna selekcja,
która w sposób powtarzaj¹cy siê resetuje genetyczn¹
ró¿norodno�æ organizmów do zera. Si³¹ spajaj¹c¹
gatunek jest równie¿ rekombinacja, która zachodzi
czê�ciej w obrêbie gatunku ni¿ miêdzy gatunkami [25,
38]. Ta ró¿nica w stopniu rekombinacji jest si³¹ utrzy-
muj¹c¹ gatunek. Dzisiaj dysponujemy zbyt ma³¹ ilo�-
ci¹ informacji genomowych, aby oceniæ wagê selekcji
i rekombinacji i wprowadziæ te kryteria do koncepcji
gatunku bakteryjnego. Nie umiemy wiarygodnie oce-
niæ czêsto�ci tych procesów i ich wp³ywu na ewolucjê
organizmów prokariotycznych.

Obecnie znamy oko³o 5000 gatunków bakteryj-
nych. Jest to ma³a liczba, je�li uwzglêdni siê d³ugie,
bo licz¹ce 3.8 miliarda lat istnienie tych organizmów
na Ziemi, du¿y stopieñ ich zró¿nicowania oraz obec-
no�æ we wszystkich ekosystemach. Dzisiejsza defi-
nicja czê�ciowo wyja�nia tê ma³¹ liczbê nazwanych
gatunków prokariotycznych. Klasyfikacja bakterii do
gatunku wymaga bowiem charakterystyki fenotypo-
wej oraz oznaczenia stopnia hybrydyzacji DNA-DNA,
a wiêc hodowli bakterii w postaci czystych kultur bak-
teryjnych. Nale¿y pamiêtaæ, ¿e umiemy hodowaæ za-
ledwie 1% spo�ród wszystkich organizmów proka-
riotycznych. Stosowana w taksonomii od lat 80-tych
XX w. analiza sekwencji 16S rDNA pozwala klasyfi-
kowaæ organizmy od poziomu domeny a¿ do rodzaju.
Brak jej jednak rozdzielczo�ci poni¿ej tego ostatnie-
go poziomu. Genomika oferuje nowy wgl¹d do we-
wn¹trzgatunkowej ró¿norodno�ci organizmów i stwa-
rza szansê na opracowanie nowej koncepcji i definicji
gatunku bakteryjnego �ci�lej opartej na ewolucji or-
ganizmów. Obecnie, ze wzglêdu na zbyt ma³¹ liczbê
w pe³ni zsekwencjonowanych i przeanalizowanych
genomów, przedwcze�nie jest zmieniaæ koncepcjê
i definicjê gatunku bateryjnego na bardziej naturaln¹,
tj. �ci�lej zwi¹zan¹ z histori¹ ewolucyjn¹ organizmów.
Podpisów charakterystycznych dla gatunku nale¿y
szukaæ nie tylko w ró¿nicach sekwencji nukleotydo-
wych, ale tak¿e w tzw. indelach, tj. insercjach i dele-
cjach powoduj¹cych nabycie lub utratê specyficznych
dróg metabolicznych oraz w ró¿nicach poziomu eks-
presji genów. Prawdopodobnie bêdzie to mo¿liwe ju¿
w bliskiej przysz³o�ci ze wzglêdu na szybki wzrost
informacji genomowej.

Nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e dobra koncepcja i defi-
nicja gatunku bakteryjnego powinna byæ akceptowa-
na i stosowana przez wszystkich mikrobiologów tak¿e
tych, którzy stosuj¹ j¹ na co dzieñ w laboratoriach
diagnostycznych.
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1. Wstêp

Czê�æ rdzeniowa lipopolisacharydu (LPS) bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae wykazuje wysoki sto-
pieñ konserwatyzmu strukturalnego. Zbudowana jest
ona z dwóch czê�ci: rdzenia wewnêtrznego � bar-
dziej konserwatywnego i zwykle zawieraj¹cego kwas
2-keto-3-deoksyoktonowy (Kdo) oraz heptozy (naj-
czê�ciej L,D-heptozy rzadziej D,D-heptozy) oraz
zewnêtrznego, bardziej zró¿nicowanego zawieraj¹-
cego heksozy, heksozaminy czy kwasy uronowe [10].
U wielu bakterii Gram-ujemnych opisano jej komplet-
n¹ strukturê chemiczn¹ [6, 10, 13] a tak¿e zidentyfi-
kowano geny steruj¹ce jej syntez¹ [3, 6, 8, 10, 11].
Geny te s¹ zgrupowane w formie klastera waa. Pozo-
sta³e geny, koduj¹ce m.in. bia³ka odpowiedzialne za
do³¹czanie do oligosacharydu rdzeniowego dodatko-
wych podstawników takich jak fosfoetanoloamina lub
reszty 4-aminoarabinozy [1, 2, 9, 12, 14] mog¹ wystê-
powaæ w innych rejonach genomu.

Postêp w sekwencjonowaniu kompletnych geno-
mów bakteryjnych umo¿liwi³ dostêp do genów scha-
rakteryzowanych w bazach danych a zwi¹zanych z
biosyntez¹ lipopolisacharydów. Dziêki temu jest mo¿-
liwa bioinformatyczna analiza porównawcza homolo-
gii sekwencji aminokwasowych bia³ek zaanga¿owa-
nych w biosyntezê fragmentu rdzeniowego LPS oraz
organizacji ich genów w obrêbie operonów i klaste-
rów. Ze wzglêdu na stabiln¹ pozycjê w genomie, do-
brym modelem analitycznym s¹ tu geny biosyntezy
czê�ci rdzeniowej LPS u Enterobacteriaceae. Ze
wzglêdu na lokalizacjê, ale tak¿e i funkcjê, geny te
mo¿na podzieliæ na dwie grupy:

� geny nale¿¹ce do klastera waa koduj¹ce przede
wszystkim glikozylotransferazy oraz bia³ka od-
powiedzialne za syntezê ich substratów,

� geny zwi¹zane z do³¹czaniem dodatkowych pod-
stawników oligosacharydu rdzeniowego takich
jak 4-aminoarabinoza (geny pmr/pbg) czy fosfo-
etanoloamina, znajduj¹ce siê poza klasterem waa.
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2. Analiza porównawcza genów biosyntezy
czê�ci rdzeniowej LPS u Enterobacteriaceae

Geny biosyntezy czê�ci rdzeniowej LPS analizowa-
ne by³y w oparciu o dostêpne w bazach danych sekwen-
cje genomów bakterii z rodziny Enterobacteriaceae.
Geny odpowiedzialne za biosyntezê i podstawienie
lipidu A lub Kdo przez reszty 4-aminoarabinozy zi-
dentyfikowano w oparciu o opis funkcji genów pbg
u Photorhabdus luminescens subsp. laumondii [1, 2],
a nastêpnie przeprowadzono analizê porównawcz¹ se-
kwencji obecnych w genomach Proteus mirabilis, Sal-
monella enterica, Yersinia enterocolitica i Serratia
proteamaculans.

Geny odpowiedzialne za podstawienie heptozy fosfo-
etanoloamin¹ zidentyfikowano w oparciu o opis funk-
cji genów lpt i ich analogów u Haemophilus somnus,
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis oraz
Haemophilus influenzae [9, 12, 14] a nastêpnie prze-
prowadzono analizê porównawcz¹ tych genów z se-
kwencj¹ obecn¹ w genomie Proteus mirabilis.

Do analiz bioinformatycznych wykorzystano bazy
NCBI: GenBank, Genome, Blink, oraz program BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), a tak¿e bazy dostêpne
na stronie Instytutu Sangera (http://www.sanger.ac.uk/)
i bazê PEDANT (http://pedant.gsf.de). W analizie ho-
mologii sekwencji korzystano z programu ClustalW.

2.1. Klaster genów waa

Klaster waa jest podstawowym elementem sytemu
genów niezbêdnych do prawid³owej syntezy czê�ci
rdzeniowej LPS. Jest zbudowany z trzech operonów
odpowiedzialnych za syntezê ró¿nych fragmentów
tego rejonu LPS (rys. 1A). Operony te to:

� zewnêtrzne � waaA odpowiedzialny za przy³¹-
czanie Kdo do lipidu A i gmhD zwi¹zany z bio-
syntez¹ rdzenia wewnêtrznego a zw³aszcza
czê�ci zawieraj¹cej heptozy,

� wewnêtrzny � waaQ odpowiedzialny za do³¹-
czanie heksoz.

U pewnych rodzajów bakterii (np. Yersinia rys. 1B)
w obrêbie klasera waa mo¿e nie wystêpowaæ operon
waaQ. Wiêkszo�æ genów klastera waa koduje specy-
ficzne glikozylotransferazy odpowiedzialne za proces
syntezy czê�ci rdzeniowej.

2.1.1. Lokalizacja i charakterystyka klastera waa

Klaster waa we wszystkich analizowanych przypad-
kach zawsze znajduje siê pomiêdzy genami: tdh i kbl
znajduj¹cym siê przed operonem gmhD oraz genem
mutM le¿¹cym za operonem waaA. Geny mutM i kbl
maj¹ zawsze przeciwn¹ orientacje przestrzenn¹, wobec
s¹siaduj¹cych z nimi genów operonów: gmhD i waaA.

Rys. 1. Porównanie budowy klasterów waa: u Escherichia coli CFT073 (A) i u Yersinia enterocolitica 8081 (B);
brak operonu waaQ u Y. enterocolitica jest charakterystyczny dla wszystkich bakterii rodzaju Yerisnia
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Geny nale¿¹ce do operonu gmhD i waaA maj¹ tê
sam¹ orientacjê. Orientacja genów operonu waaQ
zwykle jest przeciwna wzglêdem genów operonów
gmhD i waaA. W obrêbie operonu waaQ wiêkszo�æ
genów zwykle ma taki sam zwrot, choæ zdarzaj¹ siê
wyj¹tki (np. waaX u Erwinia carotovora czy waaI
u Shigella flexneri).

Lokalizacja genu waaL koduj¹cego ligazê antyge-
nu O jest bardzo zmienna. Zwykle znajduje siê on
w obrêbie klastera waa, lecz u wielu gatunków bakterii
(np. z rodzaju Yersinia) wystêpuje on ca³kowicie poza
tym regionem. Je�li gen ten wystêpuje wewn¹trz klas-
tera waa to sama lokalizacja oraz zwrot tego genu jest
zró¿nicowany, czasem nawet miêdzy szczepami po-

chodz¹cymi z tego samego gatunku, co ma miejsce na
przyk³ad u ró¿nych szczepów E. coli (rys. 2A i 2B).

2.1.2. Operony waaA i gmhD

Operony te stanowi¹ podstawowy i sta³y element
strukturalny klastera waa (np. u bakterii Candidatus
Blochmannia pennsylvanicus nie wystêpuj¹ w nim
¿adne inne geny; rys. 3).

Operon waaA obejmuje gen waaA (oznaczany te¿
jako kdtA) koduj¹cy transferazê Kdo, oraz gen coaD
(inaczej kdtB) koduj¹cy adenylotransfeazê fosfo-
panteteinianow¹ (PPAT) bior¹c¹ udzia³ w biosyntezie
Kdo [4, 8, 10]. Oba te geny cechuje bardzo wysoki

Rys. 2. Zró¿nicowanie budowy klastera waa: Escherichia coli K-12 (A) i Escherichia coli UTI89 (B); zró¿nicowanie tego samego
klastera u ró¿nych szczepów E. coli jest typowe dla tego gatunku

Rys. 3. Budowa klastera waa u Candidatus Blochmannia pennsylvanicus; jest to najprostszy znany klaster
i zawiera on tylko podstawowe geny operonów waaA i gmhD
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C. rodentium + + + + � + + � � + + � � � � + + �

E. carotovora + + � � � � + � + � � � � � + � � �

E. coli APEC01 + + + � � � + � � + + � + + � � � �

E. coli CFT073 + + + � � � + � + � + � + + � � � �

E. coli K12 oraz W3110 + + + + � + + � + � + � � � � + + �

E. coli O157 + + + � � � + � + � + � � � � � � +

E. coli R1 + + + � � � � + � � � + + + � � � �

E. coli UTI89 + + + � � � + � + � + � + + � � � �

K. pneumoniae 52145, P. asymbiotica,
P. luminescens, P. mirabilis

+ + � � � � � � � � � � � � � � � �

S. bongori S. enterica Choleraesuis CDC01005 + + + � + + + � + � + � � � � + + �

S. enterica Choleraesuis SC-B67 + + + � � + + � + � + � � � � + + �

S. enterica Paratyphi A, Typhi CT18,
Typhi Ty2, Galinarium, Typhimurium LT2

+ + + � � + + � + � + � � � � + + �

S. enterica Enteritidis + (2x) + � � + + � � � + � � � � + + �

S . enterica Typhimurium DT 104 + + + � � + + � � + + � � � � + + �

S. enterica Typhimurium SL 1344 + + + � + + + � � � + � � � � + + �

S. marcescens Db11 oraz N28b (2x) + � � � � � � � � � � � � � � � �

S. boydii + + + � � � + � + � + � + � � � � �

S. dysenteriae M131649(M131) + + + � � � � + � � + + + � + � � �

S. dysenteriae Sd197 + + + � � � + � + � + � + � + � � �

S. flexneri 2a 2457T, 2a 301 oraz 5 8401 + + + � � � + � + � + � � � � � � +

S. sonnei 53G + + + � � � � + � � + + + + � � � �

S. sonnei Ss046 + + + � � � + � + � + � + + � � � �

+ � gen jest obecny,
� � gen jest nieobecny,
2x � s¹ obecne dwa geny o podobnej sekwencji.

T a b e l a  I
Zró¿nicowanie wystêpowania genów operonu waaQ u ro¿nych Enterobacteriaceae

waaDwaaKwaaZwaaXwaaVwaaWwaaTwaaYwaaRwaaJwaaOwaaIwaaBwaaHwaaSwaaPwaaGwaaQ
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konserwatyzm kodowanej przez nie sekwencji bia³kowej
(ok. 42% identycznych aminokwasów, ponad 90% ami-
nokwasów o podobnych w³a�ciwo�ciach chemicznych
dla bia³ka WaaA), co zapewne jest zwi¹zane z pow-
szechnym wystêpowaniem Kdo w lipopolisacharydach.

Operon gmhD obejmuje co najmniej trzy geny:
gmhD, waaF i waaC. Bia³ko GmhD jest odpowie-
dzialne za ostatni¹ fazê syntezy GDP-d-glicero-"-d-
mannoheptozy, substratu dla glikozylotransferaz [7]
za� bia³ka WaaC i WaaF to heptozylotransferazy [5,
8]. Równie¿ te bia³ka wykazuj¹ wysoki konserwatyzm
swoich sekwencji aminokwasowych.

2.1.3. Operon waaQ

Operon ten jest najbardziej zró¿nicowany spo�ród
sk³adników klastera waa. Nie wystêpuje on w ogóle
u bakterii z rodzaju Yersinia, ani Candidatus. U po-
zosta³ych analizowanych bakterii zidentyfikowano a¿
18 ró¿nych genów wystêpuj¹cych w tym operonie.
Niektóre geny wystêpuj¹ u ka¿dej bakterii � sa to np.
gen waaQ koduj¹cy heptozylotransferazê i waaG kodu-
j¹cy transferazê kw. galakturonowego [8, 11]. Inne s¹
charakterystyczne dla rodzaju. Czêsto te¿ np. u bak-
terii Escherichia coli obserwowano wysok¹ zmienno�æ
sk³adu genowego operonu waaQ zale¿n¹ od szczepu
(Tabela I). Przypuszczalne funkcje bia³ek kodowanych
przez geny tego operonu podano w Tabeli II [6]. Ana-
liza homologii sekwencyjnej tych bia³ek wykaza³a, ¿e
s¹ one wysoce konserwatywne (75�80% homologii).

3. Operon pbgPE i podstawienie
LPS 4-aminoarabinoz¹

Obecno�æ aminocukru � 4-aminoarabinozy w lipo-
polisacharydzie jest zwi¹zana z oporno�ci¹ bakterii na
polimiksyny np. kolistynê. Najczê�ciej tym aminocu-
krem podstawione s¹ fosforany obecne w lipidzie A
[10]. U niektórych bakterii obserwowano te¿ podsta-
wienie Kdo, zwi¹zanego bezpo�rednio z lipidem A
[13]. Geny koduj¹ce bia³ka niezbêdne do przeprowa-
dzenia reakcji takiego podstawienia znajduj¹ siê na
operonie pmrHFIJKLM u Salmonella enterica, opero-
nie pbgPE u Photorhabdus luminescens [1, 2], a tak-
¿e w genomach Y. enterocolitica, S. proteamaculans
i P. mirabilis. Operon ten jest zlokalizowany w innym
obszarze genomu ni¿ klaster waa. Homologia bia³ek
kodowanych przez geny tego operonu jest u wszyst-
kich badanych bakterii do�æ wysoka (od 60 do 80%).

4. Podstawianie heptoz fosfoetanoloamin¹

U wielu bakterii heptozy w czê�ci rdzeniowej LPS
s¹ podstawione reszt¹ fosfoetanoloaminy. Geny od-
powiedzialne za to podstawienie zosta³y zidentyfiko-
wane u N. meningitidis Z2491 [14], N.gonorrhoeae
FA 1090 [9] i H. somnus [12]. Spo�ród analizowanych
genomów Enterobacteriaceae bia³ko o podobnej ak-
tywno�ci znaleziono jedynie u P. mirabilis, co jest
w zgodzie w z wynikami analizy chemicznej struktury

waaA Transferaza Kdo
gmhD Epimeraza ADP-L-glycero-D-manno-heptozowa
waaC Transferaza heptozowa (I)
waaF Transferaza heptozowa (II)
waaQ Transferaza heptozowa (III)
waaG Transferaza heksozowa (I): LPS "1,3-glukozotransferaza
waaI Transferaza heksozowa (II): LPS "1,3-galaktozotransferaza
waaO Transferaza heksozowa (II): LPS "1,3-glukozotransferaza
waaJ Transferaza heksozowa (III): LPS "1,2-glukozotransferaza
waaR Transferaza heksozowa (III): LPS "1,2-glukozotransferaza
waaT Transferaza heksozowa (III): LPS "1,2-galaktozotransferaza
waaB Podstawienie heksozy (I): LPS "1,6-galaktozotransferaza
waaK Podstawienie heksozy (III): LPS "1,2-N-acetyloglukozamionotransferaza
waaU Podstawienie heksozy (III): Transferaza heptozowa (IV)
waaW Podstawienie heksozy (III): LPS "1,2-galaktozotransferaza
waaV Podstawienie heksozy (II): LPS $1,3-glukozotransferaza
waaX Podstawienie heksozy (II): LPS $1,4-galaktozotransferaza
waaD Podstawienie heksozy (III): LPS "1,2-glukozotransferaza
waaL Ligaza O-antygenu
waaP Fosforylacja heptozy (I)
waaY Fosforylacja heptozy (II)
waaS Prawdopodobna transferaza "-Rha-1 na 5-Kdo
waaZ nieznana

T a b e l a  I I
Przypuszczalne funkcje genów operonu waaQ wg [6]

Gen Przypuszczalna funkcja
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czê�ci rdzeniowej LPS tej bakterii [13]. Gen tego bia³-
ka znajduje siê poza klasterem waa, jednak w niewiel-
kiej odleg³o�ci od niego. Homologia sekwencyjna
wszystkich bia³ek podstawiaj¹cych fosfoetanoloami-
nê wynosi ok. 50%.

5. Geny biosyntezy czê�ci rdzeniowej LPS
u Proteus mirabilis

Bazuj¹c na analizie porównawczej bia³ek klastera
waa oraz enzymów inkrustuj¹cych cze�æ rdzeniow¹
lipopolisacharydu podjêto próbê zidentyfikowania ge-
nów odpowiedzialnych za biosyntezê tego fragmentu
LPS pa³eczek P. mirabilis. Struktura fragmentu rdze-
niowego lipopolisacharydu zosta³a u tej bakterii opi-
sana wcze�niej [13]. Bazuj¹c na analizie homologii
sekwencyjnej zidentyfikowano wiêkszo�æ genów od-
powiedzialnych za poszczególne etapy tej biosyntezy.
Rysunek 4 przedstawia strukturê klastera waa oraz
funkcje poszczególnych enzymów, kodowanych przez
geny tego klastera, zobrazowane na schemacie przed-
stawiaj¹cym budowê chemiczn¹ fragmentu rdzenio-
wego LPS. Nie uda³o siê zidentyfikowaæ enzymu dla
podstawienia bocznej heptozy wi¹zaniem " (1�7) przez
kwas $-galakturonowy. Ponadto dla wielu genów ko-
duj¹cych glikozylotransferazy nie uda³o siê przyporz¹d-
kowaæ odpowiedniego wi¹zania. Tym niemniej uda³o
siê skutecznie przypisaæ wiêkszo�ci genów ich funkcje.

Uda³o siê tak¿e zidentyfikowaæ geny odpowiedzialne
za podstawienie moleku³ inkrustuj¹cych (geny pbg dla
4-aminoarbinozy oraz gen lpt dla fosfoetanoloaminy).
Geny te s¹ zlokalizowane poza klasterem wwa.

6. Podsumowanie

Komputerowa analiza porównawcza wybranych
sekwencji aminokwasowych bia³ek zwi¹zanych z bio-
syntez¹ fragmentu oligosacharydu rdzeniowego lipo-
polisacharydów w rodzinie Enterobacteriaceae wyka-
za³a, ¿e dziel¹ siê one na dwie grupy. Do pierwszej
nale¿¹ bia³ka kodowane przez geny operonu waaQ.
Wystêpowanie i lokalizacja w klasterze ich genów jest
zró¿nicowana. Sekwencja aminokwasowa tych bia³ek
jest te¿ mniej zachowawcza ni¿ sekwencje bia³ek
nale¿¹cych do grupy drugiej, do której nale¿¹ bia³-
ka konserwatywne, zwi¹zane g³ownie z biosyntez¹
rdzenia wewnêtrznego. Koduj¹ce je geny zgrupowa0
ne s¹ w zewnêtrznej czê�ci klastera waa (operony
waaA oraz gmhD), a tak¿e poza tym klasterem (ope-
ron pmr/pbg oraz gen trasnferazy fosfoetanoloaminy
� lpt u P. mirabilis).

Komputerowa analiza porównawcza pozwala na
identyfikacjê enzymów odpowiedzialnych za kolejne
etapy biosyntezy czê�ci rdzeniowej lipopolisachary-
dów, oraz na przypisanie funkcji genom koduj¹cym te
enzymy. Mo¿na mieæ nadziejê, ¿e umo¿liwi ona pró-

Rys. 4. Budowa klastera waa (A) i struktura oligosacharydu rdzeniowego LPS (B) Proteus mirabilis; na rysunku B
przedstawiono identyfikacjê genów klastera waa, koduj¹cych enzymy tworz¹ce poszczególne wi¹zania

fragmentu rdzeniowego LPS.
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by przewidywania budowy chemicznej rdzenia LPS na
podstawie sekwencji genomu bakteryjnego, a tak¿e
na skonstruowanie systemu �uniwersalnych� starterów
PCR homologicznych do tych genów i pozwalaj¹cych
na ³atw¹ ich identyfikacjê.
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1. Wstêp � organizacja struktur zewnêtrznych
bakterii Gram-ujemnych

Zdrowy organizm cz³owieka posiada dobrze zor-
ganizowany i funkcjonuj¹cy uk³ad immunologiczny
zapewniaj¹cy obronê przed ewentualnymi atakami mi-
kroorganizmów, w tym bakterii Gram-ujemnych. Ze-
wnêtrzne os³ony komórkowe bakterii Gram-ujemnych
bior¹ce udzia³ w odpowiedzi na lityczne dzia³anie
uk³adu bia³ek dope³niacza czy niektórych komórek
cytotoksycznych odgrywaj¹ szczególn¹ rolê w mecha-
nizmach odporno�ci przeciwbakteryjnej.

Zewnêtrzne os³ony bakterii Gram-ujemnych ze
wzglêdu na sk³ad chemiczny, budowê oraz organiza-
cjê s¹ bardzo z³o¿onymi strukturami komórek proka-
riotycznych [25]. W sk³ad os³on komórkowych bakterii
Gram-ujemnych wchodz¹ trzy regiony: b³ona cytoplaz-
matyczna (IM, ang. inner membrane), mureina (pepty-
doglikan, PG) oraz b³ona zewnêtrzna (OM, ang. outer
membrane). Miejsca kontaktu miêdzy CM, a OM na-
zywane s¹ strefami adhezji (z³¹cza Bayer�a) [4].

B³ona cytoplazmatyczna zbudowana jest z fos-
folipidów i bia³ek. Fosfolipidy tworz¹ warstwê p³yn-

no-krystaliczn¹, w której zanurzone s¹ bia³ka struk-
turalne i enzymatyczne. G³ówne bakteryjne fosfoli-
pidy to: fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloglicerol,
difosfatydyloglicerol oraz kardiolipina. Bia³ka b³ony
cytoplazmatycznej bardzo zró¿nicowane pod wzglê-
dem swoich funkcji stanowi¹ nawet do 70% suchej
masy b³ony [20, 25].

Pomiêdzy b³on¹ cytoplazmatyczn¹ a b³on¹ zew-
nêtrzn¹ znajduje siê przestrzeñ peryplazmatyczna.
Najwiêkszy obszar przestrzeni peryplazmatycznej zaj-
muje mureina. W przestrzeni peryplazmatycznej wy-
stêpuj¹ tak¿e bia³ka PAL (peptidoglycan-associated
lipoproteiny) oraz oligosacharydy membranowe MDO
(membrane derived oligosaccharides), a tak¿e lipo-
proteiny. Mureina (peptydoglikan) to heteropolimer
z³o¿ony z ³añcuchów cukrowych, na które sk³adaj¹
siê u³o¿one na przemian reszty N-acetylo-glukozo-
aminy (GlcNAc) oraz kwasu N-acetylomuraminowego
(MurNAc) po³¹czone wi¹zaniem $-1,4-glikozydowym.
Grupy karboksylowe kwasu muraminowego s¹ z re-
gu³y podstawione pentapeptydem. £añcuch cukrowy
peptydoglikanu ma raczej budowê sta³¹, czê�æ peptydo-
wa wykazuje za� do�æ znaczne zró¿nicowanie w zale¿-
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no�ci od gatunku bakterii, warunków wzrostu czy wie-
ku komórki. Typowymi aminokwasami wystêpuj¹cymi
w peptydach bakterii Gram-ujemnych s¹: L-alanina,
kwas D-glutaminowy, kwas mezo-diaminopimelinowy,
L-lizyna oraz D-alanina. Kwas mezo-diaminopimeli-
nowy (m-DAP) u bakterii Gram-ujemnych odgrywa
istotn¹ rolê w sieciowaniu struktury mureiny [15, 25].

Istniej¹ dwie koncepcje architektury peptydoglika-
nu bakterii Gram-ujemnych. W jednej z nich mureina
przedstawiona jest jako struktura tworz¹ca warstwy
uk³adaj¹ce siê równolegle w stosunku do powierzchni
b³ony cytoplazmatycznej. Warstwy te po³¹czone s¹
mostkami peptydowymi. W drugiej koncepcji przed-
stawionej w 2005 przez D i m i t r i e v� a  [12] ³añcu-
chy GlcNac oraz MurNac s¹ zorientowane prostopadle
stosunku do powierzchni b³ony cytoplazmatycznej,
a mostki peptydowe równolegle oplataj¹ komórkê.

B³ona zewnêtrzna u bakterii Gram-ujemnych po-
dobnie jak b³ona cytoplazamtyczna wykazuje budowê
chrakterystyczn¹ dla b³on biologiczntych tj. budowê
tzw. �p³ynnej mozaiki�. Jednak b³ony OM i IM ró¿ni¹
siê zawarto�ci¹ protein, oraz aktywno�ci¹ wielu enzy-
mów. W OM mo¿na stwierdziæ aktywno�æ enzyma-
tyczn¹ fosfolipaz, lizofosfolipaz, proteaz, peptydaz syg-
na³owych, czy fosfataz kwasu lizofosfatydowego [18].
U bakterii jelitowych b³ona zewnêtrzna zawiera wspól-
ny enterobakteryjny antygen ECA (Enterobacterial
Common Antigen). ECA zbudowany jest z czê�ci
lipidowej (glicerolo-3-fosforan z estrowo zwi¹zanymi
kwasami t³uszczowymi), z któr¹ zwi¹zany jest ³añcuch
cukrowy (powtarzaj¹ce siê jednostki 4-acetamido-
-4,6-dideoksy-D-galaktozy, N-acetylo-D-glukozaminy
i kwasu N-acetylo-D-mannozaminouronowego). Nie-
wiele wiadomo o znaczeniu obecno�ci ECA dla ko-
mórki bakteryjnej. Zdolno�æ wi¹zania przez ECA jo-
nów Ca++ wskazywa³aby, ¿e antygen ten mo¿e mieæ
wp³yw na bilans wapnia w komórce [25, 28].

2. Lipopolisacharyd, bia³ka b³ony
zewnêtrznej, otoczki oraz fimbrie
jako sk³adowe os³on komórkowych
bakterii Gram-ujemnych

Lipopolisacharyd (LPS, endotoksyna bakteryjna)
jest g³ówn¹ struktur¹ powierzchniow¹ jak¹ eksponuj¹
na zewn¹trz komórki bakterie Gram-ujemne. W obrê-
bie LPS form g³adkich bakterii (S � smooth cells) wy-
ró¿nia siê trzy regiony: O-swoiste ³añcuchy boczne,
polisacharydowy rdzeñ oraz lipid A [25]. Mutanty R
� rough cells, tzw. formy szorstkie wytwarzaj¹ LPS
zwieraj¹cy lipid A i oligosacharyd rdzeniowy pozba-
wiony ³añcucha O-swoistego.

Istniej¹ dwie g³ówne grupy mutantów R:
� mutanty Ra � posiadaj¹ce defekt w biosyntezie

³añcucha O-swoistego i produkuj¹ce kompletny
rdzeñ po³¹czony z lipidem A,

� mutanty Rb÷Re � wykazuj¹ce defekt w biosyn-
tezie rdzenia i syntetyzuj¹ce niekompletny rdzeñ.

Bakterie mog¹ równie¿ syntetyzowaæ LPS w formie
pó³szorstkiej (SR), gdzie ³añcuch O-swoisty zawiera
tylko pojedyncz¹ jednostkê oligosacharydow¹ [31].

Czê�æ O-swoista LPS (antygen O) w sk³ad, którego
wchodzi od jednej do o�miu reszt wêglowodanowych
nadaj¹ca swoisto�æ serologiczn¹ formom g³adkim bak-
terii Gram-ujemnych jest elementem silnie immunogen-
nym. W sk³ad czê�ci O-swoistej LPS mo¿e wchodziæ
kwas sjalowy (pochodna kwasu neuraminowego, czyli
kwasu 5-amino-3,5 dideoksy-D-glicero-D-galakto-no-
nulozonowego) [17, 22]. Kwas sjalowy nie jest po-
wszechnym sk³adnikiem struktur powierzchniowych
bakterii. Obecno�æ kwasu sjalowego w polisacharydzie
otoczkowym bakterii wykaza³ w 1958 roku B a r r y
[3]. W 1977 J a n n  i wsp. wyró¿nili trzy serotypy
Escherichia coli zawieraj¹ce kwas sjalowy w LPS,
by³y to: O24, O56, O104 [17]. W roku 1978 wykaza-
no, ¿e kwas sjalowy jest integraln¹ czê�ci¹ ³añcucha
O-swoistego LPS Salmonella Toucra O48 [22].

Oligosacharyd rdzeniowy jest fragmentem LPS
znajduj¹cym siê pomiêdzy ³añcuchem O-swoistym
a lipidem A. Z lipidem A po³¹czony jest wi¹zaniem
ketozydowym. Rdzeñ w LPS wykazuje mniejsze zró¿-
nicowanie strukturalne w porównaniu do antygenu O.
W budowie rdzenia wyró¿nia siê jego czê�æ wewnêtrz-
n¹ i zewnêtrzn¹. Rdzeñ zewnêtrzny jest bogaty w he-
ksozy, a rdzeñ wewnêtrzny w heptozy oraz kwas 3-deo-
ksy-D-manno-oktulozonowy (Kdo).

Endotoksycznie aktywny lipid A jest najbardziej
konserwatywn¹ czê�ci¹ LPS. Lipid A posiada: hydrofi-
lowy szkielet cukrowy, do którego kowalencyjnie zwi¹-
zane s¹ cztery cz¹steczki kwasów t³uszczowych typu
(R)-3-hydroksy, w�ród których przynajmniej dwie resz-
ty s¹ acyloksyacylowe [16].

Bia³ka b³ony zewnêtrznej (OMPs � outer mem-
brane protein). Niemal po³owê masy OM bakterii
Gram-ujemnych stanowi¹ bia³ka integralne oraz miê-
dzyb³onowe lipoproteiny zakotwiczone w b³onie. Inte-
gralne bia³ka OMPs zbudowane s¹ z amfipatycznych,
równolegle do siebie u³o¿onych $-wstêg, które fa³duj¹
siê w cylindryczne struktury wystêpuj¹ce jako mono-
mery (np. OmpA, FhuA), dimery (Omp1A) lub trimery
(OmpF, LamB). Wnêtrza tych struktur tworzy jeden ka-
na³ lub kana³y [29]. Wybrane bia³ka OMP jako czynni-
ki wirulencji bakterii Gram-ujemnych zestawia tabela I.

Niektóre bakterie Gram-ujemne syntetyzuj¹ na ze-
wn¹trz OM otoczki polisacharydowe (CPS � capsu-
lar polysaccharide), czyli zewn¹trzkomórkowe sub-
stancje mog¹ce lu�no lub �ci�le przylegaæ do komórki.
Budowa chemiczna otoczek bakteryjnych jest bardzo
zró¿nicowana, ale równie¿ w obrêbie tych struktur ko-
mórkowych wykazano obecno�æ kwasu sjalowego, co
ma kluczowe znaczenie w wywo³ywaniu odpowiedzi
immunologicznej skierowanej na te antygeny. Wystê-
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powanie kwasu polisjalowego w antygenie otoczko-
wym stwierdzono u E. coli K1, E. coli K92, Neisseria
meningitidis grupy B oraz C, a tak¿e Pasteurella hae-
molytica A2 [36].

Fimbrie, jako elementy wchodz¹ce w sk³ad os³on
komórkowych wytwarzaj¹ g³ównie bakterie Gram-
ujemne, rzadziej Gram-dodatnie. Fimbrie wykazuj¹
du¿e zró¿nicowanie pod wzglêdem budowy oraz funk-
cji. Jeden gatunek bakterii mo¿e wytwarzaæ kilka ró¿-
nych rodzajów fimbrii. Fimbrie zbudowane s¹ z bia³ek
(bia³kowy monomer strukturalny to fimbryna), czasami
podlegaj¹cych glikozylacji (u N. gonorrhoeae) [21].

3. B³ona zewnêtrzna bakterii Gram-ujemnych
a aktywacja uk³adu immunologicznego

Proces zaka¿enia wywo³ywanego przez bakterie
Gram-ujemne warunkowany jest zdolno�ci¹ bakterii
do przemieszczania siê pomiêdzy gospodarzami, a tak-
¿e wykszta³ceniem cech umo¿liwiaj¹cych im koloni-
zacjê organizmu gospodarza, namna¿anie siê w nim
i jednocze�nie unikanie aktywno�ci uk³adu immuno-
logicznego. Cechy komórek bakterii Gram-ujemnych,
które umo¿liwiaj¹ im powy¿sze czynno�ci okre�lane
s¹ mianem czynników wirulencji. Do czynników wi-
rulencji bakterii Gram-ujemnych mo¿na zaliczyæ m.in.
wytwarzanie toksyn cytolitycznych, enzymów takich
jak katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa, proteaza,
a tak¿e obecno�æ w b³onie zewnêtrznej LPS, CPS,
pewnych OMPs oraz wytwarzanie fimbrii.

Wa¿n¹ cech¹ wielu chorobotwórczych bakterii
Gram-ujemnych jest ich adhezja do komórek gospo-
darza, co w konsekwencji prowadzi do kolonizacji tka-

nek, namna¿ania siê bakterii, rozprzestrzenienia siê
ich w organizmie oraz do rozwoju stanu zapalnego.
W proces adhezji zaanga¿owane s¹ takie struktury
komórki bakterii jak otoczki, fimbrie, lipopolisacha-
rydy, substancje �luzowe wydzielane do �rodowiska
a tak¿e pewne OMPs. Przyk³ady OMPs zaanga¿owa-
nych w proces adhezji do komórek gospodarza zesta-
wione s¹ w tabeli I.

Niektóre ze struktur powierzchniowych bakterii
Gram-ujemnych np. fimbrie typu 1 wystêpuj¹ce u pa-
togennych i nie patogennych E. coli zaanga¿owane s¹
w proces adhezji oraz jednocze�nie aktywuj¹ uk³ad
immunologiczny poprzez wi¹zanie siê do neutro-
fili, makrofagów i limfocytów, co uruchamia z kolei
wydzielanie przez nie mediatorów zapalnych, oraz ini-
cjuje proliferacjê limfocytów i wydzielanie przeciw-
cia³. Pierwszymi komórkami uk³adu odporno�ciowe-
go, które spotykaj¹ siê z bakteriami wytwarzaj¹cymi
fimbrie i zaka¿aj¹cymi uk³ad moczowy s¹ mastocyty.
Pobudzone mastocyty wydzielaj¹ histaminê, TNF",
leukotrien B4 [21].

OMPs bakterii Gram-ujemnych s¹ antygenami dla
przeciwcia³ skierowanych przeciwko komórkom bak-
terii. Niektóre bakterie Gram-ujemne maj¹ zdolno�æ
przylegania do komórek fagocytuj¹cych wykorzystu-
j¹c w tym celu w³a�nie OMPs. Przyk³adem jest S. Ty-
phimurium wykorzystuj¹ca bia³ko OmpC, w przyle-
ganiu do makrofagów. Uwa¿a siê, ¿e bia³ko to ma swój
wk³ad w pocz¹tkowe rozpoznanie bakterii przez ma-
krofagi [14]. Poryna PorB wystêpuj¹ca w b³onie ze-
wnêtrznej bakterii z rodzaju Neisseria tak¿e odgrywa
znacz¹c¹ rolê w procesie odpowiedzi immunologicz-
nej poprzez aktywacjê limfocytów B oraz komórek

OmpF po�redniczy w adherencji do makrofagów Escherichia coli

OmpA Tra T udzia³ w wirulencji bakterii poprzez neutralizacjê mechanizmów obronnych
gospodarza � warunkuje oporno�æ na bakteriobójcze dzia³anie dope³niacza

OmpD udzia³ w adhezji do komórek nab³onkowych Salmonella Typhimurium

PagC Rck warunkuje prze¿ycie komórek bakterii w makrofagach blokuje powstawanie
kompleksu MAC

OmpT OmpU warunkuje oporno�æ na dzia³anie soli ¿ó³ciowych u³atwia kolonizacjê jelit Vibrio cholerae

Ail udzia³ w adhezji do komórek epitelialnych warunkuje oporno�æ na bakteriobójcze Yersinia enterocolitica
dzia³anie dope³niacza

BrkA warunkuje oporno�æ na bakteriobójcze dzia³anie dope³niacza Bordetella pertussis

DsrA Opa, Opc warunkuje oporno�æ na bakteriobójcze dzia³anie dope³niacza adhezyny Haemophilus ducreyi
Haemophilus influenzae

OmpK36 aktywuje klasyczn¹ �cie¿kê uk³adu dope³niacza Klebsiella pneumoniae

OprF adhezja do komórek nab³onka p³ucnego Pseudomonas aeruginosa

BabA2 adhezja do receptorów gospodarza na komórkach b³ony �luzowej ¿o³¹dka Helicobacter pylori
lub dwunastnicy

PorB adhezja do b³on komórek gospodarza Neisseria gonorrhoeae

T a b e l a  I
OMPs jako czynniki wirulencji bakterii Gram-ujemnych [1, 5, 10, 23, 26, 29]

OMP Funkcja Wystêpowanie
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uk³adu APC (Antigen Presenting Cell) [26]. Makrofa-
gi ludzkie i mysie mog¹ ulegaæ aktywacji w wyniku
ich po³¹czenia z OmpA K. pneumoniae. Obserwacja
ta daje podstawê do wysuniêcia hipotezy, i¿ w zwi¹z-
ku z tym, ¿e OmpA wystêpuje czêsto w b³onie ze-
wnêtrznej Enterobacteriaceae i jest bia³kiem konser-
watywnym, uk³ad immunologiczny krêgowców naby³
zdolno�æ do rozpoznawania tego bia³ka na powierzch-
ni drobnoustrojów, co umo¿liwia aktywacjê uk³adu
immunologicznego poprzez tê klasê bakteryjnych bia-
³ek b³ony zewnêtrznej [9, 35].

Aktywno�æ biologiczna ka¿dej substancji zale¿y od
jej budowy chemicznej i powinowactwa do bia³ek
ustroju. Dotyczy to tak¿e endotoksyny bakteryjnej od-
grywaj¹cej znacz¹c¹ rolê w patogenezie wielu chorób.
Z uwolnionym z komórki bakterii LPS wi¹¿¹ siê obec-
ne w surowicy bia³ka. Najwa¿niejszymi z tych bia³ek
s¹: HDL (High Density Lipoprotein) oraz LBP (Lipo-
polysaccharide Binding Protein) [38]. HDL tworzy
kompleksy z LPS zarówno form S jak i R bakterii.
LBP wi¹¿e lipid A oraz lipopolisacharydy równie¿
form S jak i R bakterii. Uwolnienie LPS z powierzchni
b³ony zewnêtrznej drobnoustroju do krwiobiegu gospo-
darza powoduje ujawnienie siê jego aktywno�ci bio-
logicznej. Czê�æ O-swoista LPS wykazuje zdolno�æ
aktywacji uk³adu dope³niacza na drodze alternatywnej,
a efektywno�æ tej aktywacji jest najprawdopodobniej
uwarunkowana struktur¹ powtarzaj¹cych siê jednostek
antygenu O-swoistego [33]. Oligosacharyd rdzeniowy
aktywuje limfocyty B, indukuje wytwarzanie IL-1,
uczestniczy w wi¹zaniu LPS do hepatocytów i bia³ek
surowiczych oraz modyfikuje endotoksyczne w³a�ci-
wo�ci lipidu A. Czê�æ zewnêtrzna rdzenia lipopolisa-
charydu wi¹¿e tak¿e receptory powierzchniowe na
limfocytach T a tak¿e aktywuje dope³niacz [28, 34].
Lipid A zachowuje aktywno�æ toksyczn¹ nawet po
jego oddzieleniu od reszty LPS, co wskazuje ¿e wi¹-
zanie i rozpoznawanie lipidu A przez komórki uk³adu
immunologicznego jest konieczne i wystarczaj¹ce do
rozpoczêcia procesu zapalnego [24]. Lipid A aktywuje
makrofagi i monocyty, co prowadzi do wytwarzania
i uwalniania przez nie mediatorów procesu zapalnego:
prostaglandyn, leukotrienów, TNF" oraz interleukin
(IL-1, IL-6, IL-8, IL-10). Wysokie stê¿enie tych sub-
stancji w organizmie cz³owieka i zwierz¹t prowadzi
do podniesienia temperatury cia³a, obni¿enia ci�nienia
krwi, aktywacji uk³adu dope³niacza [32, 33].

4. Struktury zewnêtrzne bakterii Gram-ujemnych
a bakteriobójcze dzia³anie surowicy

Aktywno�æ bakteriobójcza surowicy stanowi jeden
z mechanizmów chroni¹cych organizm wy¿szy przed
zaka¿eniami wywo³ywanymi przez bakterie Gram-

ujemne. Bakterie Gram-ujemne nale¿¹ce do jednego
gatunku, rodzaju, a nawet serotypu s¹ w ró¿nym stop-
niu wra¿liwe na bakteriobójcze dzia³anie surowicy
[6�8, 27]. W mechanizmie bakteriobójczego dzia³ania
surowicy kluczow¹ rolê odgrywa uk³ad bia³ek dope³-
niacza (komplement). Aktywacja uk³adu dope³niacza
mo¿e zachodziæ na drodze klasycznej, alternatywnej
i lektynowej [32]. Ró¿nice w poziomie wra¿liwo�ci,
a tak¿e przyczyny oporno�ci bakterii Gram-ujemnych
na bakteriobójcze dzia³anie surowicy nie s¹ dotych-
czas w pe³ni poznane i wyja�nione, jednak badania
wskazuj¹, ¿e zjawiska te zwi¹zane s¹ z ochronn¹ rol¹
komórkowych struktur powierzchniowych bakterii tj.
LPS, otoczek a tak¿e bia³ek powierzchniowych [7, 8,
27]. W�ród szczepów N. meningitidis nale¿¹cych do
typów A, B i C obserwuje siê wystêpowanie du¿ego
odsetka szczepów opornych na bakteriobójcze dzia³a-
nie surowicy. Sk³adnikiem otoczki B jest kwas sjalo-
wy hamuj¹cy aktywacjê dope³niacza na drodze alter-
natywnej poprzez umo¿liwienie wi¹zania czynnika H
do bia³ka C3b. P l u s c h e  i wsp. [30] wykazali, ¿e
obecno�æ otoczki K1 jest jednym z elementów nie-
zbêdnych dla wytworzenia stanu oporno�ci na suro-
wicê pa³eczek E. coli. Jednak badania w³asne [8] wy-
kaza³y, i¿ du¿a grupa szczepów E. coli posiadaj¹cych
polisacharyd otoczkowy K1 bêd¹cy liniowym homopo-
limerem kwasu 2,8 N-acetylo-neuraminowego wykazy-
wa³a wra¿liwo�æ na bakteriobójcze dzia³anie dope³nia-
cza surowicy ludzkiej. Prawdopodobnie, o poziomie
wra¿liwo�ci na komplement decyduje nie tyle fakt po-
siadania otoczki K1, a ilo�æ kwasu sjalowego, jaki bu-
duje tê otoczkê. Dzia³anie ochronne wobec komplemen-
tu mo¿e wywieraæ równie¿ antygen powierzchniowy
K5 niektórych szczepów E. coli [11].

Wa¿n¹ rolê w ochronie bakterii Gram-ujemnych
przed dzia³aniem dope³niacza pe³ni¹ O-swoiste ³añ-
cuchy LPS [37]. Szczepy typu g³adkiego wykazuj¹
czêsto niewielk¹ wra¿liwo�æ na bakteriobójcze dzia³a-
nie surowicy, co t³umaczy siê ³atwym usuwaniem z po-
wierzchni ich komórek kompleksu MAC (membrane
attack complex), zanim wejdzie on w trwa³e hydrofo-
bowe po³¹czenia z lipidem A, zapocz¹tkowuj¹c tym
samym proces lizy komórki docelowej. Jednak wiele
g³adkich szczepów bakterii Gram-ujemnych pomimo
posiadania kompletnych ³añcuchów O-swoistych jest
wra¿liwych na bakteriobójcze dzia³anie dope³niacza,
co sugerowa³oby udzia³ innych struktur powierzchnio-
wych w tym procesie (OMPs) [7, 8, 27].

Wobec litycznego dzia³ania komplementu ochron-
ne dzia³anie mog¹ wykazywaæ tak¿e bia³ka OMPs.
Takie dzia³anie ochronne (przestrzenne uniemo¿liwia-
nie wbudowywania siê kompleksu MAC w struktu-
ry os³on zewnêtrznych) wykazano m.in. w przypadku
szczepów Campylobacter fetus, E. coli, N. gonor-
rhoeae oraz Aeromonas salmonicida. Bia³ka b³ony ze-
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wnêtrznej bakterii Gram-ujemnych odpowiedzialn
s¹ jednak nie tylko za ochronê komórek bakterii przed
cytolitycznym dzia³aniem surowicy, ale niektóre z nich
maj¹ zdolno�æ aktywowania uk³adu dope³niacza. Przy-
k³adem s¹ poryny S. Typhimurium, S. minnesota,
K. pneumoniae oraz A. hydrophila aktywuj¹ce uk³ad
dope³niacza na drodze klasycznej b¹d� alternatywnej
[2]. Aktywacja uk³adu dope³niacza za po�rednictwem
tych poryn polega na rozpoznaniu i zdeponowaniu
na eksponowanych w �rodowisku OMPs bia³ek opso-
nizacyjnych C3b, co nastêpnie skutkuje aktywacj¹
i przy³¹czeniem kolejnych sk³adowych dope³niacza,
a w konsekwencji wytworzeniem MAC, zdeponowa-
niem go na powierzchni komórki bakterii i liz¹ wra¿-
liwych na komplement komórek bakteryjnych.

Nie jest wykluczone, i¿ dopiero jednoczesna syn-
teza konkretnych bia³ek b³ony zewnêtrznej, lipopoli-
sacharydu typu g³adkiego oraz dodatkowo otoczek
zapewnia szczepom bakteryjnym pe³n¹ oporno�æ na
lityczne dzia³anie surowicy.

Na atak ze strony uk³adu odporno�ciowego szcze-
gólnie nara¿one s¹ patogeny, których cykl ¿yciowy
w ca³o�ci lub tylko czê�ciowo zwi¹zany jest z uk³adem
krwiono�nym i/lub limfatycznym. Dlatego te¿ mikro-
organizmy dysponuj¹ jeszcze innymi, ni¿ wy¿ej wymie-
nione, sposobami unikania reakcji obronnych ze strony
¿ywiciela. Do mechanizmów tych mo¿na zaliczyæ:
opuszczanie obszarów o wzmo¿onej aktywno�ci im-
munologicznej, �maskowanie� miejsc na powierzch-
niach komórek, które najsilniej wzbudzaj¹ odpowied�
immunologiczn¹, usuwanie zdeponowanych na �cia-
nie komórkowej sk³adników dope³niacza poprzez ich

enzymatyczny rozk³ad (najczê�ciej bia³ka C3a i C3b),
zmianê aktywno�ci bia³ek uk³adu dope³niacza poprzez
fosforylacjê, oraz udzia³ w zjawisku mimikry mole-
kularnej [39].

5. Mimikra molekularna (cz¹steczkowa)
bakteryjnych antygenów polisacharydowych

Zjawisko mimikry cz¹steczkowej polega na wystê-
powaniu homologii strukturalnej, serologicznej lub
biologicznej pomiêdzy antygenami mikroorganizmu
a antygenami obecnymi u gospodarza. Produkowanie
przez patogenny drobnoustrój antygenów bardzo po-
dobnych do wystêpuj¹cych u gospodarza jest bardzo
korzystne dla mikroorganizmu, gdy¿ chroni go przed
rozpoznaniem przez uk³ad immunologiczny gospoda-
rza i dziêki temu umo¿liwia mu prze¿ycie. Pojawiaj¹-
ca siê tolerancja immunologiczna na obecno�æ obcych
antygenów, lecz to¿samych z w³asnymi strukturami
sprawia, ¿e bakteria nierozpoznawalna jako �obca�
przez system obronny mo¿e migrowaæ i namna¿aæ siê
w organizmie, co prowadziæ mo¿e do zaka¿eñ, wstrz¹-
su septycznego, a tak¿e chorób immunologicznych.

Mechanizmy autoimmunizacyjne le¿¹ u podstaw
wielu chorób narz¹dowo swoistych i uk³adowych.
W patogenezie chorób autoimmunizacyjnych istot-
n¹ rolê przypisuje siê czynnikom genetycznym, czy
�rodowiskowym jednak istotna w rozwoju wielu cho-
rób jest reakcja krzy¿owa bakteria-gospodarz [32].
Zwi¹zek miedzy mimikr¹ molekularn¹ a rozwojem
choroby autoimmunizacyjnej odkryto na pocz¹tku lat

E. coli K1, otoczkowy homopolimer kwasu sjalowego ● namno¿enie bakterii w krwioobiegu,
Neisseria meningitidis grupy B po³¹czony wi¹zaniem "(2→8) � identyczny mo¿liwe prze³amanie bariery krew-mózg

ze sk³adnikiem cz¹steczek adhezyjnych ● zapalenie opon mózgowo-rdzeniowych
N-CAM komórek nerwowych ● bakteriemia u noworodków i osób doros³ych

● zaka¿enia dróg moczowych

Campylobacter jejunii terminalny kwas sjalowy na krótkim ³añcuchu ● zespó³ Guillain-Barrè (GBS) � polineuropatia
oligosacharydowym rdzenia LOS � po³¹czenie z postêpuj¹cym os³abieniem miê�ni
kwasu sjalowego z rdzeniem jest podobne ● zespó³ Miller-Fisher�a (MFS)
do po³¹czenia wystêpuj¹cego w glikolipidach
i glikoproteinach na powierzchni komórek
ssaków (gangliozydy GM1 obwodowego
uk³adu nerwowego)

Helicobacter pylori O-swoiste ³añcuchy LPS wykazuj¹ mimikrê ● dziêki zjawisku mimikry LPS wykazuje
cz¹steczkow¹ do antygenów grupowych krwi s³ab¹ aktywno�æ immunologiczn¹
Lewis(x) i Lewis(y) � ekspresjonowanych ● prze³amanie tolerancji immunologicznej
m.in. w tkance nab³onkowej ¿o³¹dka prowadzi do reakcji krzy¿owych z antyge-

nami �luzówki ¿o³¹dka

Yersinia, Shigella, Salmonella O-swoiste ³añcuchy LPS wykazuj¹ mimikrê ● reaktywny artretyzm
do ró¿nych typów ludzkiego kolagenu

T a b e l a  I I
Przyk³ady wybranych schorzeñ u pod³o¿a których le¿y zjawisko mimikry molekularnej struktur powierzchniowych

bakterii Gram-ujemnych do epitopów obecnych w komórkach gospodarza [19, 36]

Mikroorganizm Antygen wykazuj¹cy mimikrêObjawy obserwowane w organizmie cz³owieka
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osiemdziesi¹tych XX wieku [13]. Przyk³ady chorób
autoimmunizacyjnych u pod³o¿a, których upatruje siê
wcze�niejszej infekcji wywo³anej przez bakterie Gram-
ujemne zestawione s¹ w tabeli II.

6. Podsumowanie

Istnieje silna korelacja pomiêdzy aktywacj¹ uk³adu
immunologicznego a budow¹ struktur powierzchnio-
wych bakterii Gram-ujemnych tj. ³añcuchów O-swo-
istych lipopolisacharydu i bia³ek powierzchniowych,
otoczek i fimbrii. Przyczyna oporno�ci bakterii Gram-
ujemnych na bakteriobójcze dzia³anie dope³niacza ma
charakter wieloczynnikowy. Kwasy sjalowe s¹ pow-
szechnym sk³adnikiem tkanek organizmów wy¿szych,
jednocze�nie s¹ tak¿e rzadkim, ale istotnym sk³adni-
kiem struktur bakteryjnych. Jako, ¿e mikroorganizmy
posiadaj¹ce kwasy sjalowe w strukturach zewnêtrz-
nych s¹ ludzkimi patogenami wskazuje fakt, i¿ kwas
sjalowy zaanga¿owany jest w ich wirulencjê. OMPs
uczestnicz¹ w procesie adhezji komórki bakterii do
komórek gospodarza, s¹ antygenami dla przeciwcia³
skierowanych przeciwko komórkom bakterii. OMPs
umo¿liwiaj¹ tak¿e adaptacjê do �rodowiska i reagowa-
nie na zmiany w nim zachodz¹ce, zwiêkszaj¹c w ten
sposób szansê na przetrwanie komórki bakterii w tym
�rodowisku.
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1. Infekcje dróg moczowych wywo³ywane
przez uropatogenne szczepy E. coli

Zaka¿enia dróg moczowych, s¹ jednymi z najczê�-
ciej wystêpuj¹cych schorzeñ bakteryjnych u ludzi.
Ró¿nice w budowie anatomicznej uk³adu moczowo-
p³ciowego predysponuj¹ kobiety do wiêkszego nara-
¿enia na infekcje dróg moczowych, w porównaniu do
mê¿czyzn. Uwa¿a siê, ¿e prawie 30% kobiet i 12%
mê¿czyzn przynajmniej kilka razy w ¿yciu przecho-
dzi zapalenie górnych lub dolnych dróg moczowych.
W USA czêsto�æ wystêpowania tego typu schorzeñ
szacuje siê na 6 mln przypadków rocznie, za� koszty
leczenia przekraczaj¹ 1 mld dolarów w ci¹gu roku [20].

Najczêstszymi objawami klinicznymi zaka¿eñ uk³a-
du moczowego s¹: zapalenie pêcherza moczowego
(zwi¹zane z bolesnym i trudnym oddawaniem moczu,

nag³¹ potrzeb¹ oddawania moczu, bólem nad³ono-
wym), odmiedniczkowe zapalenie nerek (towarzysz¹
powik³ania w postaci bakteriemii prowadz¹cej czasami
do posocznicy) oraz zapalenie gruczo³u krokowego
dotykaj¹ce mê¿czyzn zw³aszcza w podesz³ym wieku.
W zwi¹zku z powy¿szym profilaktyka i w³a�ciwe le-
czeñ schorzeñ dróg moczowych mog¹ przyczyniæ siê
do znacznego zmniejszenia wska�ników zachorowal-
no�ci i obni¿enia kosztów opieki medycznej. Stoso-
wana terapia antybiotykowa jest skuteczna u wiêk-
szo�ci pacjentów, a pojawiaj¹ce siê nawroty choroby
zwi¹zane s¹ zwykle z ponownym zaka¿eniem bakte-
riami, które przedosta³y siê poprzez cewkê moczow¹
do pêcherza moczowego [16].

Jednym z mechanizmów obronnych komórek go-
spodarza przed zaka¿eniem dróg moczowych jest pro-
ces z³uszczania zniszczonych i zainfekowanych przez
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bakterie komórek nab³onkowych [15]. Proces ten jest
bardzo podobny do apoptozy i obejmuje fragmentacjê
DNA komórkowego oraz aktywacjê eznymów proteoli-
tycznych zwanych kaspazami [16]. Po oko³o sze�ciu
godzinach od momentu zainfekowania organizmu, uru-
chomiony zostaje proces migracji komórek wykazuj¹-
cych aktywno�æ fagocytarn¹ (neutrofile, makrofagi)
bezpo�rednio do pêcherza moczowego, warstw ko-
mórek le¿¹cych w g³êbszych partiach nab³onka (uro-
telium) oraz nerek. G³ówn¹ funkcj¹ tych komórek jest
zabijanie bakterii poprzez generowanie szkodliwych
rodników tlenowych [7].

Proces z³uszczania komórek nab³onkowych, migra-
cja komórek fagocytarnych i produkcja czynników an-
tybakteryjnych (rodniki tlenowe, tlenek azotu) stanowi¹
wyzwanie dla uruchomienia przez bakterie uropatogen-
ne mechanizmów warunkuj¹cych ich prze¿ywalno�æ
w �wietle dróg moczowych. Mechanizmy te obejmuj¹
zdolno�æ szczepów E. coli do dokonywania procesu
inwazji komórek nab³onkowych wy�cie³aj¹cych drogi
moczowe, a jednocze�nie uwalniania siê z tych ko-
mórek przed zakoñczeniem procesu z³uszczania. Wa-
runkuje to dyspersjê bakterii w obrêbie dróg moczo-
wych oraz stanowi ich zabezpieczenie przed mechaniz-
mami obronnymi ze strony komórek gospodarza [16].

Infekcje uk³adu moczowego w 80% przypadków
wywo³ywane s¹ przez uropatogenne szczepy E. coli,
wystêpuj¹ce równie¿ u ludzi zdrowych z prawid³owo
funkcjonuj¹cym uk³adem moczowym i odporno�cio-
wym. Wiêkszo�æ zaka¿eñ odbywa siê drog¹ wstêpu-
j¹c¹, przez cewkê moczow¹ do pêcherza moczowego
lub z pêcherza moczowego przez przewody moczowe
do nerek; czasami bakterie przemieszczaj¹ siê z krwio-
obiegu do nerek [17].

Powierzchniowo eksponowane czynniki wirulentne
uropatogennych szczepów E. coli obejmuj¹ hemolizy-
ny (pe³ni¹ funkcje toksyn uszkadzaj¹cych i destabilizu-
j¹cych b³ony komórkowe erytrocytów, leukocytów oraz
endotelialnych i nab³onkowych komórek nerki), anty-
geny O (z³o¿one z powtarzaj¹cych siê jednostek polisa-
charydowych stanowi¹ element lipopolisacharydów)
oraz struktury adhezyjne o okre�lonej postaci morfolo-
gicznej (wystêpuj¹ w formie pili, fimbrii lub otoczek
bia³kowych op³aszczaj¹cych komórki bakteryjne) [5, 21].

Struktury adhezyjne bakterii odpowiedzialne s¹ za
wysoce specyficzne rozpoznawanie receptorów znaj-
duj¹cych siê na powierzchni ludzkich komórek. Spe-
cyficzna interakcja pomiêdzy adhezyn¹ a receptorem
stanowi kluczowy etap w procesie patogenezy. Naj-
bardziej rozpowszechnionymi strukturami adhezyjnymi
uropatogennych szczepów E. coli s¹ pile typu 1 i pile
typu P. Pierwsze z nich s¹ odpowiedzialne za wywo-
³ywanie zapalenia pêcherza moczowego, drugie powo-
duj¹ odmiedniczkowe zapalenie nerek. Specyficznym
receptorem dla pili typu 1 s¹ reszty mannozy, nato-
miast pile typu P wchodz¹ w interakcje z resztami

Gal"(1,4)Gal zlokalizowanymi w warstwie glikolipido-
wej nab³onka wy�cie³aj¹cego drogi moczowe [30, 31].

Trzeci¹, co do wielko�ci grup¹ czynników adhezyj-
nych uropatogennych szczepów E. coli s¹ adhezyny
rodziny Dr, dla których receptorem komórkowym jest
bia³ko DAF (ang. decay-accelerating factor), odgry-
waj¹ce równie¿ rolê w procesie hamowania klasycz-
nej drogi aktywacji uk³adu dope³niacza. Ze wzglêdu
na obecno�æ bia³ka DAF na powierzchni erytrocytów
szczepy E. coli rodziny Dr wykazuj¹ zdolno�æ do pro-
cesu hemaglutynacji [19]. Bakterie E. coli z powierzch-
niow¹ ekspozycj¹ struktur adhezyjnych rodziny Dr
wywo³uj¹ wiele chorób, w�ród których wyró¿niæ mo¿-
na odmiedniczkowe zapalenie nerek (30%), zapalenie
pêcherza moczowego (30�50%), przewlek³e biegunki
u dzieci (50%) i nawracaj¹ce infekcje u m³odych ko-
biet (10�15%). Fizjologicznym czynnikiem u³atwiaj¹-
cym zaka¿enie dróg moczowych u kobiet jest ci¹¿a.
Zwiêkszona produkcja progesteronu (wytwarzanego
przez ³o¿ysko i cia³ko ¿ó³te) w czasie ci¹¿y stymuluje
wzrost ekspresji receptora DAF, co z jednej strony
chroni p³ód przed cytotoksycznym dzia³aniem dope³-
niacza, za� z drugiej warunkuje wzrost liczby recep-
torów komórkowych dla baterii E. coli rodziny Dr.
W ten sposób mo¿liwy jest proces adhezji i kolonizacji
komórek nab³onkowych dróg moczowych, zw³aszcza
nerek przez komórki bakteryjne [4, 20]. Odmiednicz-
kowe zapalenie nerek u kobiet ciê¿arnych prowadzi
do wielu powik³añ maj¹cych wp³yw na przebieg ci¹¿y
(opó�nienie rozwoju p³odu, uszkodzenie nerek, obni-
¿enie masy cia³a p³odu, przedwczesny poród) [20].

2. Biogeneza struktur adhezyjnych bakterii
Gram-ujemnych

Ze wzglêdu na kluczow¹ rolê multimerycznych
struktur adhezyjnych w procesie kolonizacji okre�lo-
nych tkanek i komórek gospodarza przez bakteryjne
szczepy patogenne, mechanizm biogenezy tych struk-
tur jest bardzo silnie zakonserwowany w�ród wszyst-
kich baterii Gram-ujemnych. Zakonserwowanie dotyczy
zarówno organizacji genetycznej operonu koduj¹cego
ca³¹ maszyneriê bia³kow¹ odpowiedzialn¹ za tworze-
nie struktur adhezyjnych (zewn¹trzb³onowe bia³ka ka-
na³owe, bia³ka opiekuñcze), jak i sekwencji amino-
kwasowej oraz struktury poszczególnych bia³ek tego
szlaku. System sekrecji okre�lany jako �bia³ko opie-
kuñcze-zewn¹trzb³onowe bia³ko kana³owe� (chape-
rone-usher pathway) wykorzystywany jest w procesie
biogenezy oko³o 30 ró¿nych struktur zewn¹trzkomór-
kowych o w³a�ciwo�ciach adhezyjnych (struktury pilo-
we/fimbrialne i afimbrialne) [27].

Fimbrie Dr kodowane przez operon dra s¹ struktu-
rami homopolimerycznymi (o �rednicy ok. 2 nm) zbu-
dowanymi z podjednostek bia³kowych DraE, w przeci-
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wieñstwie do heteropolimerycznych uk³adów pilowych
(o �rednicy ok. 7 nm) kodowanych przez operony fim
(pile typu 1) i pap (pile typu P). Fimbrie Dr, kodowane
przez chromosomalnie zlokalizowany operon dra, zo-
sta³y po raz pierwszy zidentyfikowane w szczepie E. coli
O75:K5:H� izolowanym z odmiedniczkowego zapale-
nia nerek [2]. W obrêbie operonu dra zidentyfikowano
i scharakteryzowano sze�æ otwartych ramek odczytu:
draA, draB, draC, draD, draP i draE [19] (Rys. 1).

Bia³ko DraE stanowi¹ce element strukturalny fim-
brii Dr równocze�nie pe³ni funkcjê adhezyjn¹ poprzez
rozpoznawanie receptora DAF, zlokalizowanego na
powierzchni komórek nab³onkowych i erytrocytów
[35]. Na szczycie fimbrii Dr znajduje siê bia³ko inwa-
zyny DraD (wykazuj¹ce równie¿ zdolno�æ do tworze-
nia bezpo�rednio na powierzchni komórek bakteryjnych
otoczki bia³kowej niezale¿nej od struktur fimbrial-
nych) (Rys. 2) specyficznie oddzia³ywuj¹ce z bia³kiem
integryny "5$1 i w ten sposób stymuluj¹ce proces in-
wazji komórek bakteryjnych do wnêtrza komórek na-
b³onkowych górnych dróg moczowych [33]. Bia³ko
DraB jest periplazmatycznym bia³kiem opiekuñczym
specyficznie zaanga¿owanym w proces sk³adania pod-
jednostek adhezyjnych DraE. Bia³ko DraC tworzy ho-
mooligomeryczny kana³ w b³onie zewn¹trzkomórkowej
bakterii, poprzez który odbywa siê proces polimery-
zacji podjednostek bia³kowych DraE w strukturê fim-
brialn¹. Bia³ka DraA i DraP s¹ odpowiedzialne za regu-
lacjê procesu transkrypcji operonu dra [22, 23]. Bardzo
specyficzn¹ w³asno�ci¹ fimbrii Dr jest ich zdolno�æ do
wi¹zania drugiego receptora � kolagenu typu IV (po-
przez domenê 7S bogat¹ w reszty aminokwasowe Cys
i Lys), sk³adnika b³ony podstawnej tkanki nab³onko-
wej [32]. Ta w³asno�æ, specyficzna tylko dla adhezyny
DraE w obrêbie ca³ej rodziny adhezyn Dr powoduje,
¿e szczepy E. coli Dr+ po dokonaniu inwazji komórek
nab³onkowych s¹ bardzo trudne do wyeliminowania
przez uk³ad odporno�ciowy zainfekowanego organiz-
mu oraz stosowan¹ terapiê antybiotykow¹. Szczepy te
s¹ klasycznym przyk³adem bakterii prowadz¹cych do
przewlek³ego odmiedniczkowego zapalenia nerek [4].

Wszystkie bia³ka strukturalne zaanga¿owane w bio-
genezê fimbrii Dr syntetyzowane s¹ w cytoplazmie
wraz z sekwencjami sygnalnymi. Nastêpnie podlegaj¹
one transportowi do przestrzeni periplazmatycznej na
drodze Sec-zale¿nej, podczas którego zlokalizowana
w b³onie wewnêtrznej sygnalna peptydaza Sec odcina
sekwencjê sygnaln¹ [23] (Rys. 2).

Bia³ko fimbrialne DraE, po przetransportowaniu
do periplazmy, ulega niespecyficznemu wbudowaniu
w b³onê cytoplazmatyczn¹ za po�rednictwem ekspono-
wanych powierzchniowo hydrofobowych reszt amino-
kwasowych. Wszystkie podjednostki bêd¹ce elementem
budulcowym struktur polimerycznych (pile/fimbrie,
afimbrialna otoczka) powstaj¹ce na drodze �bia³ko
opiekuñcze � zewn¹trzb³onowe bia³ko kana³owe� po-
siadaj¹ strukturê immunoglobulino-podobn¹ (Ig-po-
dobn¹). Klasyczna struktura immunoglobulinowa jest
sp³aszczon¹ beczk¹ zbudowan¹ z 7 anty-równoleg³ych
$-harmonijek (oznaczanych od $A do $G). W przy-
padku podjednostek struktur adhezyjnych mamy do
czynienia ze struktur¹ Ig-podobn¹, która posiada tylko
6 u³o¿onych anty-równolegle $-harmonijek (brakuje
$-harmonijki G). W efekcie, podjednostki strukturalne
nie s¹ w stanie spontanicznie uzyskaæ stabilnej struk-
tury immunoglobulinowej (Etap 1) [22, 24] (Rys. 2).

Periplazmatyczne bia³ko opiekuñcze DraB poprzez
specyficzne interakcje z podjednostkami fimbrialny-
mi DraE tworzy w periplazmie kompleksy, które s¹
w³a�ciwym substratem w procesie formowania fimbrii

Rys. 1. Schemat operonu dra koduj¹cego fimbrie typu Dr (opis w tek�cie)

Rys. 2. Biogeneza fimbrii Dr wed³ug zakonserwowanego mecha-
nizmu �bia³ko opiekuñcze-zewn¹trzb³onowe bia³ko kana³owe�

uropatogennych szczepów E. coli (opis w tek�cie)
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Dr (reakcja tworzenia kompleksu DraB-DraE nosi
nazwê komplementacji nici). W wyniku formowania
tego kompleksu nastêpuje proces sk³adania bia³ka ad-
hezyny DraE do postaci zdolnej do procesu polimery-
zacji. Bia³ko DraB posiada specyficzn¹ $-harmonijkê
donorow¹ G1, która w trakcie tworzenia kompleksu
z podjednostk¹ adhezyjn¹ uzupe³nia jej Ig-podob-
n¹ strukturê. W efekcie tego procesu podjednostka
fimbrialna zyskuje stabiln¹ strukturê Ig sk³adaj¹c¹ siê
z 7 anty-równoleg³ych $-harmonijek. $-harmonijka do-
norowa bia³ka opiekuñczego oddzia³uje bezpo�rednio
z C-terminaln¹ akceptorow¹ $-harmonijk¹ F podjed-
nostki (Etap 2) [22] (Rys. 2).

Utworzony w periplazmie kompleks DraB-DraE mi-
gruje do zlokalizowanego w b³onie zewnêtrznej bia³ka
kana³owego DraC. Tam, w specyficznym �rodowisku
tworzonym przez bia³ko DraC nastêpuje proces poli-
meryzacji kolejnych podjednostek DraE w strukturê
fimbrialn¹. W procesie tworzenia polimeru bierze
udzia³ nieustrukturyzowana N-terminalna niæ bia³ka
podjednostkowego, swobodnie �wystaj¹ca� ze struk-
tury Ig podjednostki i wypieraj¹ca bia³ko opiekuñcze
z oddzia³ywania z drug¹ podjednostk¹ fimbrialn¹, znaj-
duj¹c¹ siê z nim w kompleksie [18]. W efekcie struktu-
ra Ig podjednostki fimbrialnej zostaje uzupe³niona przez
N-terminaln¹ sekwencjê pochodz¹c¹ z innej podjed-
nostki poprzez mechanizm donorowej wymiany nici,
pe³ni¹c dok³adnie tê sam¹ funkcjê, co donorowa $-har-
monijka G1 bia³ka opiekuñczego (Etap 3) [24, 30, 31].

Bia³ko DraD, podobnie jak inne bia³ka buduj¹ce
struktury polimeryczne, posiada klasyczn¹ strukturê
Ig-podobn¹ zbudowan¹ z 6 $-harmonijek u³o¿onych
anty-równolegle. W strukturze tej widoczna jest cha-
rakterystyczna szczelina akceptorowa mog¹ca ulegaæ
donorowaniu przez N-terminaln¹ niæ donorow¹ po-
chodz¹c¹ z bia³ka DraE. Bia³ko DraD, w przeciwieñ-
stwie do adhezyny DraE, nie posiada sekwencji odpo-
wiadaj¹cej N-terminalnej nici donorowej. W efekcie
tego mo¿e byæ zlokalizowane tylko i wy³¹cznie na
szczycie fimbrii zbudowanej z bia³ek podjednostko-
wych DraE. Nie wyklucza to jednak mo¿liwo�ci loka-
lizacji bia³ka DraD na szczycie fimbrialnego polimeru
Dr bezpo�rednio na powierzchni komórek bakteryj-
nych [11]. Natywne bia³ko DraD syntetyzowane jest
w cytoplazmie wraz z sekwencj¹ sygnaln¹, dziêki
której nastêpuje jej transport do przestrzeni periplaz-
matycznej poprzez system Sec, a nastêpnie sekrecja
przez b³onê zewnêtrzn¹ na powierzchniê komórki po-
przez bia³ko GspD (szlak sekrecji typu II). Byæ mo¿e,
zakoñczenie polimeru bia³kowego zbudowanego z pod-
jednostek fimbrialnych DraE przez inwazynê DraD,
ju¿ po przetransportowaniu na powierzchniê komórki,
odgrywa szczególn¹ rolê w procesie prze¿ycia bakterii
po zainfekowaniu komórek gospodarza.

W przypadku wszystkich opisanych dotychczas
struktur adhezyjnych powstaj¹cych na drodze �bia³ko

opiekuñcze-zewn¹trzb³onowe bia³ko kana³owe� proces
tworzenia zewn¹trzkomórkowego polimeru odbywa
siê zawsze wed³ug tego samego modelu (przedstawio-
ny dla fimbrii Dr) [26]. Najwy¿szy poziom zakonser-
wowania w tym modelu wykazuj¹ bia³ka opiekuñcze
i zewn¹trzb³onowe bia³ka kana³owe, stanowi¹ce maszy-
neriê bia³kow¹ odpowiedzialn¹ za przeprowadzenie
procesu biogenezy. Natomiast podjednostki adhezyjne
stanowi¹ce element strukturalny uk³adów polimerycz-
nych wykazuj¹ zdecydowanie wiêksze zró¿nicowanie
sekwencyjne, jednak zawsze zostaje zachowana struk-
tura Ig-podobna.

3. Rodzina bia³ek PapD-podobnych jako
zakonserwowany element szlaku biogenezy
polimerycznych struktur adhezyjnych

Rodzina bia³ek PapD-podobnych odgrywa kluczo-
w¹ rolê w procesie biogenezy adhezyjnych struktur po-
limerycznych bakterii Gram-ujemnych (przyjmowanie
struktury natywnej przez podjednostki pilowe/fim-
brialne, uwalnianie podjednostek z b³ony wewnêtrznej
oraz ich zabezpieczenie przed nieukierunkowan¹ po-
limeryzacj¹ w periplazmie) zachodz¹cym wed³ug za-
konserwowanego systemu �periplazmatyczne bia³ko
opiekuñcze-zewn¹trzb³onowe bia³ko kana³owe�. Bia³-
ka te charakteryzuj¹ siê wysokim poziomem homologii
zarówno sekwencyjnej, jak i strukturalnej. Wszystkie
PapD-podobne bia³ka opiekuñcze wykazuj¹ strukturê
w kszta³cie bumerangu (litera L) z³o¿on¹ z dwóch glo-
bularnych domen. Reszty aminokwasowe odgrywaj¹-
ce w tych bia³kach istotne funkcje strukturalne (sta-
bilizacja struktury), jak i funkcjonalne (oddzia³ywania
z podjednostkami struktury polimerycznej) s¹ silnie
zakonserwowane [9, 22, 25].

Bia³ko opiekuñcze PapD, kodowane przez operon
pap uropatogennych szczepów E. coli, stanowi mode-
lowy przyk³ad periplazmatycznego bia³ka opiekuñcze-
go rodziny PapD, kontroluj¹cego proces biogenezy
pili typu P. W strukturze tego bia³ka wyró¿niæ mo¿na
dwie globularne domeny (domena N- i C-terminalna),
których wzajemna orientacja powoduje nadanie bia³-
ku kszta³tu bumerangu [9]. Badania z wykorzystaniem
mutagenezy ukierunkowanej wykaza³y obecno�æ w
obrêbie domeny N-terminalnej bia³ka PapD reszt ami-
nokwasowych (zw³aszcza Arg8 i Lys112 w obrêbie
C-koñca $-harmonijki donorowej G1) niezbêdnych
w procesie tworzenia kompleksów z podjednostkami
pilowymi. Reszty aminokwasowe Arg8 i Lys112 znaj-
duj¹ siê w szczelinie bia³ka opiekuñczego w bardzo
bliskim s¹siedztwie tworz¹c region � �kotwicê� o sil-
nym ³adunku dodatnim (Rys. 3). Region ten odpowie-
dzialny jest za oddzia³ywanie z grup¹ karboksylow¹
$-harmonijki akceptorowej F podjednostki pilowej.
W obrêbie utworzonego w ten sposób kompleksu bia³-
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ko opiekuñcze-podjednostka pilowa nastêpuje zwiniê-
cie podjednostki do formy natywnej zdolnej do procesu
polimeryzacji. Skierowane do wnêtrza szczeliny reszty
hydrofobowe $-harmonijki donorowej G1 bia³ka opie-
kuñczego stabilizuj¹ strukturê Ig podjednostki pilo-
wej poprzez oddzia³ywanie z resztami hydrofobowymi
rdzenia podjednostki, wystêpuj¹cymi g³ównie w obrê-
bie $-harmonijki akceptorowej F [25]. C-terminalna
domena bia³ka opiekuñczego jest w zdecydowanie
mniejszym stopniu zaanga¿owana w proces oddzia³y-
wañ z podjednostk¹ pilow¹, w porównaniu do domeny
N-terminalnej.

Rodzinê bia³ek PapD-podobnych, ze wzglêdu na
ró¿nicê w d³ugo�ci pêtli aminokwasowej ³¹cz¹cej $-har-
monijkê F1 z $-harmonijk¹ donorow¹ G1 w domenie
N-terminalnej, mo¿na podzieliæ na dwie podrodziny:
FGS (ang. F1-G1 short) i FGL (ang. F1-G1 long). Pod-
rodzina FGS obejmuje bia³ka opiekuñcze, które posia-
daj¹ pêtlê od d³ugo�ci 10�20 reszt aminokwasowych,
natomiast podrodzina FGL to bia³ka opiekuñcze zawie-
raj¹ce pêtlê o d³ugo�ci 21 do 29 reszt aminokwasowych
[3, 10]. Stwierdza siê wystêpowanie korelacji pomiê-
dzy struktur¹ uk³adu adhezyjnego a podrodzin¹, do
której nale¿y bia³ko opiekuñcze ogrywaj¹ce rolê w po-
wstawaniu danego uk³adu polimerycznego. Bia³ka opie-
kuñcze podrodziny FGS bior¹ udzia³ w biogenezie pili
o wyra�nej ustrukturyzowanej formie (pile typu 1
i typu P). W przeciwieñstwie do podrodziny FGS, bia³-
ka podrodziny FGL warunkuj¹ proces formowania
uk³adów adhezyjnych o strukturze fimbrialnej lub afim-
brialnej (fimbrie Dr, afimbrialna otoczka Afa). Proces
powstawania ró¿nego typu uk³adów adhezyjnych zwi¹-
zany jest ze specyficznym charakterem oddzia³ywañ
pomiêdzy bia³kiem opiekuñczym, a uk³adem reszt
hydrofobowych zlokalizowanych w obrêbie C-termi-
nalnej $-harmonijki akceptorowej F podjednostek pi-
lowych/fimbrialnych. W zwi¹zku z tym bia³ka opiekuñ-
cze podrodziny FGS (PapD, FimC, SfaE) wchodz¹
w interakcje z podjednostkami pilowymi charaktery-
zuj¹cymi siê obecno�ci¹ w pozycjach 4, 6, 8 reszt hy-
drofobowych, a w pozycji 14 reszty aminokwasowej
Gly (numeracja od C-koñca bia³ka podjednostkowe-
go). Bia³ka podrodziny FGL (DraB, Caf1M) oddzia-
³uj¹ z podjednostkami pilowymi posiadaj¹cymi C-ter-
minaln¹ sekwencjê charakteryzuj¹c¹ siê obecno�ci¹
reszt hydrofobowych w pozycjach 6 i 8 oraz reszt¹
aminokwasow¹ Gly w pozycji 14 [10] (Rys. 4).

4. Pilicydy jako specyficzne zwi¹zki blokuj¹ce
funkcjê bia³ek opiekuñczych rodziny PapD

W chwili obecnej brak jest chemioterapeutyków,
które zwalcza³yby infekcje dróg moczowych specy-
ficznie, poprzez blokowanie szlaku biogenezy bakte-
ryjnych struktur adhezyjnych typu �bia³ko opiekuñcze-

zewn¹trzb³onowe bia³ko kana³owe�. Pilicydy stanowi¹
ca³kowicie now¹ grupê potencjalnych chemoterapeu-
tyków, dla których celem molekularnym s¹ silnie za-
konserwowane bia³ka opiekuñcze szlaku �bia³ko opie-
kuñcze-zewn¹trzb³onowe bia³ko kana³owe� [6, 29].
Leki te w wyniku specyficznych interakcji z bia³kiem
opiekuñczym warunkowa³yby zablokowanie powsta-
wania polimerycznych struktur adhezyjnych. Tym
samym zniesiony zosta³by krytyczny etap w procesie
patogenezy uropatogennych szczepów E. coli � odzia-
³ywanie pomiêdzy komórka bakteryjn¹ a komórk¹
gospodarza. W przypadku dróg moczowych bakterie
z zablokowanym systemem biogenezy uk³adu adhe-
zyjnego by³yby wydalane wraz ze strumieniem prze-
p³ywaj¹cego moczu.

Analiza strukturalna bia³ek rodziny PapD wykaza³a,
i¿ najbardziej zakonserwowanym oraz funkcjonalnie
newralgicznym elementem budowy wszystkich tych
bia³ek jest dodatnio na³adowana �kotwica� Arg-Lys
bior¹ca udzia³ w dokowaniu podjednostek adhezyjnych
(Rys. 3). Obecnie prowadzone s¹ badania nad pilicy-
dami specyficznie blokuj¹cymi funkcjê biologiczn¹
bia³ek opiekuñczych PapD i FimC, odgrywaj¹cych
rolê w procesie biogenezy pili typu P i typu 1. Punktem
wyj�cia dla prowadzonych badañ by³y struktury krys-
talograficzne powy¿szych bia³ek opiekuñczych z pep-
tydami odpowiadaj¹cymi sekwencj¹ C-terminalnej

Rys. 3. Model struktury krystalograficznej kompleksu bia³ko
opiekuñcze PapD-podjednostka pilowa PapK.

W strukturze podjednostki PapK kolorem jasno szarym zaznaczono C-ter-
minaln¹ $-harmonijkê akceptorow¹ F. W szczelinie pomiêdzy domenami
bia³ka PapD wyeksponowano przy u¿yciu modelu patyczkowego (kolor
ciemno szary) reszty Arg8 i Lys112, stanowi¹ce dodatnio na³adowan¹
�kotwicê� oddzia³uj¹c¹ z grup¹ karboksylow¹ $-harmonijki F podjednost-
ki. W strukturze bia³ka opiekuñczego PapD kolorem jasno szarym za-
znaczono $-harmonijkê donorow¹ G1 w obrêbie domeny N-terminalnej.
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$-harmonijce F podjednostek pilowych lub te¿ kom-
pleksów podjednostka pilowa-bia³ko opiekuñcze. Uzy-
skane struktury krystalograficzne daj¹ precyzyjny ob-
raz interakcji zachodz¹cych pomiêdzy podjednostk¹
pilow¹ a bia³kiem opiekuñczym. Na bazie tych struk-
tur zaprojektowane zosta³y zwi¹zki bêd¹ce analoga-
mi strukturalnymi peptydu pilowego zakotwiczonego
w rejonie dodatnio na³adowanej kotwicy Arg-Lys oraz
donorowej $-harmonijki G1 bia³ka opiekuñczego [1,
8, 29]. Analizie poddane zosta³y zwi¹zki bêd¹ce po-
chodnymi 2-pirydonu i tyrozyny. Projektowane zwi¹z-
ki posiadaj¹ grupê karboksylow¹ niezbêdn¹ do oddzia-
³ywania z dodatnio na³adowan¹ �kotwic¹� Arg-Lys
bia³ek opiekuñczych oraz uk³ad grup hydrofobowych
bêd¹cych analogami reszt hydrofobowych $-harmo-
nijki akceptorowej F podjednostki pilowej (miejsce
oddzia³ywania z $-harmonijk¹ donorow¹ G1 bia³ka
opiekuñczego). Spo�ród 10 przebadanych zwi¹zków,
cztery z nich wykazywa³y najwiêksze powinowactwo
do bia³ek opiekuñczych PapD i FimC oraz zdolno�æ
do specyficznej dysocjacji kompleksów podjednostka
pilowa-bia³ko opiekuñcze [8].

5. Adhezyny jako potencjalne szczepionki
przeciwko uropatogennym szczepom E. coli

Adhezyny bakteryjne bêd¹ce elementem struktural-
nym uk³adów polimerycznych (pile/fimbrie) s¹ czynni-
kiem warunkuj¹cym zdolno�æ bakterii do specyficz-

nej interakcji (adhezji) z receptorami zlokalizowanymi
na powierzchni komórek gospodarza, czego efektem
jest kolonizacja okre�lonych komórek i tkanek oraz
zaka¿enie. Stwierdzono, ¿e pewne fragmenty struktu-
ry bia³kowej adhezyn s¹ szczególnie immunogenne
(regiony immunodominuj¹ce). Regiony te wystêpuj¹
najczê�ciej w okolicach pêtli polipeptydowych pozba-
wionych sztywnej struktury [36].

Cech¹ charakterystyczn¹ adhezyjnych struktur po-
wierzchniowych jest ich zmienno�æ antygenowa sta-
nowi¹ca jeden z mechanizmów obronnych komórek
bakteryjnych przed uk³adem odporno�ciowym ko-
mórek infekowanego organizmu. Zwi¹zane jest to ze
zdolno�ci¹ do wyra¿ania kilku ró¿nych wariantów an-
tygenowych sk³adnika komórki przez pojedynczy
szczep bakteryjny [14]. Podjednostki strukturalne cha-
rakteryzuj¹ siê równie¿ du¿¹ zmienno�ci¹ sekwencji
aminokwasowej. Otrzymane wyniki do�wiadczeñ zwi¹-
zane z brakiem reakcji krzy¿owej z przeciwcia³ami
skierowanymi przeciwko adhezynie DraE oraz adhe-
zynie DraE-II potwierdzaj¹ zró¿nicowanie antygeno-
we w obrêbie adhezyn rodziny Dr, które ma odbicie
w ograniczonej homologii sekwencji aminokwasowej
analizowanych adhezyn (stopieñ homologii 20%).
W zwi¹zku z tym otrzymane w wyniku immunizacji
przeciwcia³a skierowane przeciwko okre�lonej adhe-
zynie bêd¹ wykazywa³y ograniczon¹ funkcjê ochronn¹
organizmu gospodarza przed innymi spokrewnionymi
adhezynami (w omawianym przypadku adhezynami

Rys. 4. Analiza porównawcza sekwencji C-terminalnych $-harmonijek akceptorowych
podjednostek pilowych. Kolorem jasno szarym zaznaczono reszty hydrofobowe [10]

A. Analiza porónawcza sekwencji C-terminalnycj $-harmonijek akceptorowych podjednostek
pilowych tworz¹cych kompleksy z bia³kami opiekuñczymi podrodziny FGS.

B. Analiza porónawcza sekwencji C-terminalnycj $-harmonijek akceptorowych podjednostek
pilowych tworz¹cych kompleksy z bia³kami opiekuñczymi podrodziny FGL.
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rodziny Dr). Dlatego te¿ próby wykorzystania podjed-
nostek adhezyjnych jako celu molekularnego w bada-
niach nad szczepionkami powinny byæ skoncentrowa-
ne na poszukiwaniu zakonserwowanych determinant
antygenowych w strukturze bia³ek adhezyjnych [21].

Ze wzglêdu na silne w³a�ciwo�ci immunogenne
struktur pilowych/fimbrialnych oraz ich wystêpowanie
na powierzchni komórek bakteryjnej w du¿ej ilo�ci (ok.
500 kopii/komórkê) zastosowanie szczepionek zawie-
raj¹cych g³ówne sk³adniki immunodominuj¹ce pod-
jednostek adhezyjnych mo¿e byæ jednym ze sposobów
zapobiegania infekcjom bakteryjnym. Przeprowadzo-
ne do�wiadczenia na zwierzêtach wykaza³y, ¿e im-
munizacja oczyszczonymi preparatami fimbrialnymi
wywo³uje odpowied� humoraln¹, co �wiadczy o ich
immunogenno�ci. Badania potwierdzaj¹ równie¿ bez-
pieczeñstwo tego typu szczepionek, których podawa-
nie nie niesie ryzyka wywo³ania choroby [14].

Mo¿liwo�æ zastosowania szczepionek pilowych/
fimbrialnych w nieco innym aspekcie potwierdzi³y
wyniki badañ oparte na oczyszczonym kompleksie ad-
hezyny FimH (zlokalizowanej na szczycie pili typu 1)
i bia³ka opiekuñczego FimC (kodowanych przez ope-
ron fim) otrzymane na modelu zwierzêcym (w postaci
emulsji z adjuwantem Freund�a) oraz w do�wiadcze-
niach in vitro. Myszy C3H/HeJ immunizowane kom-
pleksem bia³kowym FimCH wykazywa³y wysoki po-
ziom przeciwcia³ IgG przez okres jednego roku.
Do�wiadczenia in vitro wykaza³y, ¿e przeciwcia³a
skierowane przeciwko adhezynie FimH skutecznie
blokuj¹ zdolno�æ uropatogennych szczepów E. coli za-
wieraj¹cych operon fim do adhezji z komórkami na-
b³onkowymi pêcherza moczowego (poprzez interakcje
z powierzchniowo zlokalizowanymi resztami mannozy)
[13]. Obiecuj¹ce wyniki otrzymano równie¿ po zasto-
sowaniu tego samego kompleksu bia³kowego w odnie-
sieniu do ma³p. Badaniom poddano 8 ma³p, z których
4 otrzyma³y kompleks FimCH w odstêpie 4 tygodni,
natomiast reszcie zwierz¹t podano �ródskórnie tylko
roztwór samego adjuwanta. Nastêpnie wszystkie ma³py
zainfekowano szczepami E. coli fim+ wywo³uj¹cymi
zapalenie pêcherza moczowego. 3 spo�ród 4 zaszcze-
pionych ma³p nie wykazywa³y objawów zapalenia pê-
cherza moczowego, co potwierdza skuteczno�æ zasto-
sowanej szczepionki FimCH. W przeciwieñstwie do
ma³p immunizowanych kompleksem FimCH, ma³py
kontrolne wykazywa³y objawy choroby [13].

Odmiennym aspektem wykorzystania podjednostek
strukturalnych pili/fimbrii jest ich zastosowanie jako
no�ników peptydowych determinant antygenowych po-
chodzenia bakteryjnego lub wirusowego [12]. Elemen-
tem ograniczaj¹cym jest wielko�æ determinanty anty-
genowej, która nie mo¿e zaburzaæ struktury adhezyny
w takim stopniu, aby uniemo¿liwiæ jej polimeryzacjê
w strukturê pili/fimbrii. Z tego wzglêdu miejscem in-

sercji heterologicznych epitopów s¹ zazwyczaj sekwen-
cje wystêpuj¹ce na zewn¹trz struktury bia³ka (zabez-
pieczaj¹ce strukturê hydrofobowego rdzenia) [33, 34].

Geny koduj¹ce adhezyny bakteryjne mog¹ byæ
równie¿ wykorzystane do otrzymywania szczepionek
DNA. W tym celu nale¿y wykorzystaæ ca³¹ sekwencjê
bia³ka adhezyny lub tylko sekwencjê koduj¹c¹ frag-
ment polipeptydowy stanowi¹cy epitopy rozpoznawa-
ne przez komórki uk³adu odporno�ciowego. Istnieje
równie¿ mo¿liwo�æ zastosowania kombinacji kilku ge-
nów koduj¹cych determinanty antygenowe adhezyn.
Korzystnym aspektem stosowania tego typu szczepio-
nek jest potencjalna mo¿liwo�æ wywo³ania trwa³ej od-
powiedzi immunologicznej, zarówno humoralnej, jak
i komórkowej [36].

6. Podsumowanie

Zaka¿enia dróg moczowych s¹ szeroko rozpo-
wszechnione. Wiêkszo�æ tych infekcji wywo³uj¹ uro-
patogenne szczepy E. coli. Wirulencja tych szczepów
warunkowana jest g³ównie przez powierzchniowo zlo-
kalizowane struktury adhezyjne (o okre�lonej postaci
morfologicznej � fimbrie, pile, otoczki) odpowiedzial-
ne za rozpoznawanie specyficznych receptorów komór-
kowych. Interakcja pomiêdzy adhezyn¹ a odpowiednim
receptorem stanowi najistotniejszy etap w procesie pa-
togenezy. Silne w³a�ciwo�ci immunogenne polimerycz-
nych struktur adhezyjnych wykorzystywane s¹ coraz
czê�ciej do konstrukcji szczepionek opartych na zakon-
serwowanych determinantach antygenowych adhezyn.

Ze wzglêdu na kluczow¹ rolê struktur adhezyjnych
w procesie kolonizacji okre�lonego �rodowiska przez
dany szczep bakteryjny, mechanizm biogenezy tych
struktur jest bardzo silnie zakonserwowany po�ród
wszystkich bakterii Gram ujemnych. Szczegó³owa
charakterystyka bia³ek opiekuñczych szlaku �bia³ko
opiekuñcze-zewn¹trzb³onowe bia³ko kana³owe� wy-
kaza³a, ¿e mog¹ byæ one wykorzystane jako znakomity
cel molekularny dla potencjalnych leków. Leki takie,
poprzez specyficzne oddzia³ywanie z bia³kiem opie-
kuñczym, uniemo¿liwia³yby powstawanie struktur ad-
hezyjnych z równoczesnym zablokowaniem procesu
adhezji i inwazji komórek bakteryjnych do wnêtrza
komórek infekowanego organizmu.
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1. Wprowadzenie

Ziemia jest planet¹ zimna. Oko³o 85% ca³ej biosfe-
ry ma temperaturê poni¿ej 5°C. Zimne �rodowiska to
Arktyka, Antarktyda, góry wiecznie o�nie¿one, g³êbiny
oceanów. Wody oceaniczne zajmuj¹ 75% powierzchni
globu ziemskiego, przy czym 90% wód oceanicznych
ma temperaturê poni¿ej 5°C. Pozosta³e zimne �rodowis-
ka to: wieczna zmarzlina (24% powierzchni l¹dów), lody
morskie (13% powierzchni Ziemi) oraz lodowce (10%
powierzchni l¹dów) a tak¿e zimne gleby, zimne pusty-
nie, jeziora i jaskinie [2]. Woda w glebach zamarza po-
ni¿ej 0°C, za� woda morska zamarza w temperaturze
oko³o �1,9°C. Kontynent Antarktydy jest miejscem wy-
stêpowania wielu wyspecjalizowanych biotopów. S¹ to:
(1) biotopy morskie (lód, osady, toñ wodna, morskie

solanki lodowe, morskie zwierzêta bezkrêgowe
i krêgowe),

(2) biotopy wodne na l¹dzie (stawy, okresowo pokryte
lodem jeziora, jeziora permanentnie skute lodem,
jeziora polodowcowe, lód jeziorny, rzeki i stru-
mienie),

(3) biotopy l¹dowe (�nieg, lodowce, gleby, wulkany,
ska³y).

Ka¿dy z tych biotopów jest determinowany przez
jeden lub kilka czynników takich jak niska temperatu-
ra, szeroki zakres fluktuacji temperatury, susza, silne
zasolenie, okresowo silne promieniowanie oraz niski
poziom substancji pokarmowych. Wiele mikroorganiz-
mów ¿yje w �rodowiskach zimnych: bakterie, arche-
ony, glony, grzyby i pierwotniaki.

Po raz pierwszy w 1887 roku F o s t e r  doniós³,
¿e bakterie mog¹ rosn¹æ i rozmna¿aæ siê w tempera-
turze 0°C [30]. Kilkana�cie lat pó�niej S c h m i d t -

N i e l s e n  (1902) wprowadzi³ termin bakterie psy-
chrofilne, do opisania tego typu zdolno�ci. Do izolacji
prawdziwych bakterii psychrofilnych dosz³o dopiero
w latach 1960-tych, które jak siê okaza³o zosta³y po-
dzielone na dwie kategorie: stenotermiczne i euryter-
miczne. M o r i t a  [30] wprowadza now¹ definicjê
i klasyfikacjê bakterii rosn¹cych w niskich temperatu-
rach. Przez d³ugi czas by³y one traktowane jako organiz-
my egzotyczne, ale w ostatnich latach wzros³o zaintere-
sowanie nimi z powodów biotechnologicznych. Jak siê
okazuje, bakterie psychrofilne s¹ silnie filogenetycznie
zró¿nicowane, nale¿¹ do ró¿nych taksonów, s¹ tak¿e re-
prezentantami wa¿nych grup fizjologicznych takich jak
metanotrofów, redukuj¹cych siarczany i metanogenów.

2. Co to s¹ psychrofile?

Termin psychrofile w ogólno�ci opisuje organizmy,
które rosn¹ w �rodowiskach zimnych. Psychrofile roz-
mna¿aj¹ siê w temp. 0�10°C, metabolizuj¹ w �niegu
i lodzie w temp. �20°C, przypuszcza siê, ¿e s¹ aktyw-
ne przy �40°C a mog¹ ¿yæ w temp. �45°C.

 �rodowiska zimne zasiedlone s¹ przez trzy grupy
mikroorganizmów [22, 30]:
(1) psychrofile (psychrofile obligatoryjne), które s¹

zdolne do wzrostu w temp. poni¿ej 20°C, przy
czym temperatura optymalna dla ich wzrostu jest
jeszcze ni¿sza (<15°C). Rosn¹ równie¿ w tempe-
raturze poni¿ej zera, ale nie rosn¹ w temperaturze
pokojowej (>20°C) [30],

(2) umiarkowane psychrofile, które s¹ zdolne do
wzrostu z minimaln¹ temp. ≤0°C oraz temp. ma-
ksymaln¹ ≤25°C [22],
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(3) psychrotolerancyjne, które mog¹ rosn¹æ w tempe-
raturze wody bliskiej zero, chocia¿ ich temperatura
optymalna waha siê zakresie od 20 do 40°C. S¹
one uwa¿ane jako mezofile toleruj¹ce niskie tem-
peratury.

Dla pierwszej, drugiej oraz trzeciej kategorii orga-
nizmów stosuje siê równie¿ nastêpuj¹ce terminy: ste-
nopsychrofile (do pierwszej grupy) oraz eurypsychro-
file (do drugiej i trzeciej grupy) [30]. Terminy te wedle
prawa tolerancji S h e l f o r d�  a opisuj¹ odpowiednio
w¹ski i szeroki zakres tolerancji na termiczny deter-
minant �rodowiskowy. Stenopsychrofile to mikroorga-
nizmy, które rosn¹ w w¹skim przedziale temperaturo-
wym i nie toleruj¹ wy¿szych temperatur, sprzyjaj¹cych
rozwojowi mezofili. Eurypsychrofile to takie mikro-
organizmy, które wystêpuj¹ w �rodowiskach zimnych,
ale rosn¹ najchêtniej w temperaturach sprzyjaj¹cych
rozwojowi mezofili. W ca³ej przyrodzie istnieje znacz-
nie wiêcej psychrotolerantów ni¿ prawdziwych psych-
rofili. Z badañ wynika, ¿e nawet �rodowiska arktyczne,
a tak¿e gleby i wody, zawieraj¹ wiêcej psychrotoleran-
tów ni¿ prawdziwych psychrofili. W strefie umiarkowa-
nej i tropikalnej wystêpuj¹ tylko psychrotoleranty [11],
za� psychrofile nie wystêpuj¹, poniewa¿ nie s¹ w stanie
wspó³zawodniczyæ z mikroorganizmami, które lepiej
rosn¹ w temperaturach wy¿szych. Istnieje jednak wiele
�rodowisk, które s¹ permanentnie zimne, faworyzuj¹
one wzrost i rozwój psychrofili obligatoryjnych.

3. Prokarioty psychrofilne

Psychrofile izoluje siê ze �rodowisk, które s¹ per-
manentnie zimne. Szczególnym �ród³em mikroorganiz-
mów psychrofilnych s¹ morskie �rodowiska arktyczne
i antarktyczne (wody morskie i osady o temp. ~ �1°C
oraz lód morski, w którego kanalikach wystêpuje so-
lanka w okresie zimy w temp. do �35°C) oraz lodow-
ce i pokrywa lodowa jezior do �5°C). Wody Arktyki
i Antarktydy ró¿ni¹ siê zasoleniem, zawarto�ci¹ tlenu,
g³êboko�ci¹ i grubo�ci¹ pokrywy lodowej. Z próby
pobranej z Jeziora Ace, w którym nie ma tlenu, nato-
miast du¿e ilo�ci metanu, izolowano pierwsze psy-
chrofilne gatunki archeonów metanogennych: Metha-
nococcoides burtonii i Methanogenium frigidum [16,
17]. M. frigidum jest psychrofilem, który nie ro�nie
w temp. >18°C. Jest fakultatywnym chemolitotrofem,
który w warunkach autotroficznych wykorzystuje wo-
dór jako �ród³o energii, w heterotroficznych mrówczan,
a tak¿e pepton i ekstrakt dro¿d¿owy (µmax 0,24×doba�1,
Td ~2,9 dni). M. burtonii jak siê okazuje jest psychroto-
lerantem, który ¿yje w strefie beztlenowej wód Jeziora
Ace i ro�nie w zakresie temperatur od 1,7 do 29,5°C,
z optimum 23,4°C (µmax ~0,3×doba�1). Psychromonas
ingrahamii zosta³ wyizolowany w 1991 roku z próby

pobranej z Elson Lagoon na Alasce z interfazy lód-
woda [10]. Jest zdolny do wzrostu w temp. poni¿ej
�12°C z czasem generacji 240 godz., natomiast tem-
peratura optymalna dla tego psychrofila wynosi 5°C
(czas generacji 12 godz.) Psychrofile s¹ liczebnie
i funkcjonalnie dominantami w permanentnie zimnych
�rodowiskach, adekwatnie do ilo�ci substancji od¿yw-
czych. W �rodowiskach niepermanentnie zimnych psy-
chrofile mog¹ byæ dominantami, ale pod warunkiem,
je�li dostateczna ilo�æ materii organicznej pozwala im
na szybk¹ reprodukcjê w krótkim okresie. W g³êbinach
oligotroficznych psychrofile i piezofile s¹ liczebnie
w mniejszo�ci, ale funkcjonalnie oczywi�cie w wiêk-
szo�ci [22]. Odgrywaj¹ one istotn¹ rolê nie tylko
w �rodowiskach permanentnie zimnych, ale i nieper-
manentnie zimnych.

Do tej pory wyizolowano niewiele ponad 100 no-
wych gatunków bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych, rezyduj¹cych w ekosystemach permanent-
nie zimnych, uwa¿anych za psychrofile sensu lato [5].
Nale¿¹ one do nastêpuj¹cych taksonów: Alcaligenes,
Alteromonas, Aquaspirillum, Arthrobacter, Bacillus,
Bacteroides, Brevibacterium, Clostridium, Colwellia,
Cellulophaga, Cytophaga, Gelidibacter, Glaciecola,
Marinomonas, Methanococcoides, Methanogenium,
Methanosarcina, Microbacterium, Micrococcus, Mo-
ritella, Octandecabacter, Phormidium, Photobacte-
rium, Polaribacter, Polaromonas, Psychroserpens,
Roseobacter, Shewanella, Sulfitobacter, Staleya i Vi-
brio. Analiza filogenetyczna sekwencji 16S rRNA
wskazuje, ¿e psychrofilne Bacteria i Archaea nale¿¹
do nastêpuj¹cych piêciu g³ównych linii hodowlanych:
Actinobacteria, Bacteroidetes i Proteobacteria oraz
Crenarchaeota i Euryarcheota. Ignoruje siê fakty, ¿e
grzyby i dro¿d¿e oraz niektóre gatunki glonów rosn¹
w temperaturach poni¿ej 0°C.

W�ród prokariotów do obligatoryjnych psychrofili
nale¿¹ mikroorganizmy wymienione w tabeli I.

4. �rodowiska psychrofilne

Psychrofile wystêpuj¹ w permanentnie zimnych
�rodowiskach tego rodzaju jak wody s³odkie i mor-
skie, lodowce i lód morski, �niegi, polarne i wysoko-
górskie gleby, zimne pustynie oraz wieczne zmarzliny.

¯ y c i e  b a k t e r i i  w  l o d a c h. Lód jest szcze-
gólnym �rodowiskiem ¿ycia mikroorganizmów psy-
chrofilnych. Mikroorganizmy wystêpuj¹ zarówno w lo-
dzie wiecznej zmarzliny, w lodowcach, w lodzie mor-
skim i jeziornym oraz �niegu. Mog¹ tam ¿yæ dziêki
temu, ¿e miêdzy kryszta³kami lodu istniej¹ przestrze-
nie z wod¹. Woda w tych przestrzeniach jest w stanie
p³ynnym, je�li temperatura lodowca nie przekracza
�5°C (lodowce), lub jak w lodzie morskim �35°C. Wy-
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stêpowanie w kanalikach lodu wody w stanie p³ynnym
jest �ci�le uzale¿nione od zasolenia. I tak, zasolenie
100, 145 i 216 g NaCl/l pozwala na utrzymanie wody
w stanie p³ynnym odpowiednio w temp. �6, �10 i �21°C
[31]. Najzimniejsze dot¹d zbadane formy lodu za-
wiera³y bakterie ¿yj¹ce w fazie ciek³ej, w kanalikach
i kieszonkach z wod¹ zasolon¹, powsta³ych po zamarz-
niêciu lodu morskiego. Ca³kowita liczba bakterii w ka-
nalikach lodu morskiego waha siê od 5,4×104 do
2,4×106 komórek/ml (¿ywotno�æ od 2�27%) i jest
o dwa rzêdy wy¿sza w porównaniu do ich liczby
w wodzie morskiej � do 5,1×104 komórek/ml i jest ich
wiêcej, gdy w kanalikach znajduj¹ siê tak¿e glony.
Bakterie heterotroficzne s¹ g³ównymi organizmami
wystêpuj¹cymi w lodzie morskim, odpowiednio za-
adaptowanymi do �rodowisk zimnych i zasolonych.
Za produkcjê materii organicznej w kanalikach lodu,
najintensywniej w �wie¿o powsta³ych kryszta³ach
lodu, odpowiedzialne s¹ Cyanobacteria oraz niektóre
glony. Z bakterii heterotroficznych dominuj¹ nale¿¹ce
do klasy "-Proteobacteria (Octadecabacter); (-Pro-
teobacteria [Alteromonas, Colwellia (C. psychrotro-
pica), Glaciecola, Pseudoalteromonas, Shewanella
(S. frigidimara)], typu Bacteroidetes (Cytophaga, Fla-
vobacterium, Gelidibacter i Polaribacter) oraz typu
Actinobacteria. Badania z zastosowaniem 3H-tymidy-

ny i leucyny prowadzone w lodach Antarktydy wska-
zuj¹ na aktywno�æ metaboliczn¹ bakterii w temp. �17°C
a w lodach tundry z zastosowaniem octanu do �20°C
[25]. Z badañ sk³adu chemicznego wody w kanalikach
lodów morskich Weddell Sea wynika, ¿e zawiera ona
znaczne ilo�ci substancji od¿ywczych a stê¿enie DOC
(Dissolved Organic Carbon) jest zacznie wy¿sze ni¿
stê¿enie DOC w wodzie morskiej i dochodzi do war-
to�ci ~1 mM C-org. [21]. Wêglowodany stanowi¹
oko³o 31% ca³ej puli DOC, co wskazuje na wystêpo-
wanie du¿ej biomasy glonów w korze i p³ytkach lodu.
W innych �rodowiskach lodowych zawarto�æ wêglo-
wodanów waha siê od 10 do 29% ca³ej puli wêgla or-
ganicznego, przy czym znaczn¹ czê�æ stanowi¹ mo-
nosacharydy [21].

W i e c z n a  z m a r z l i n a  (p e r m a f r o s t). Wiecz-
na zmarzlina obejmuje 26% powierzchni gleb i siêga
od 0,5 do ponad 1450 m w g³¹b od powierzchni Ziemi.
Wieczna zmarzlina to grunty, których temperatura przez
ca³y czas jest poni¿ej 0°C. Sezonowo temperatura na
powierzchni permafrost w okresie lata jest powy¿ej
zera a rozmarzniêta warstwa zwana jest warstw¹ ak-
tywn¹, o grubo�ci od kilku decymetrów w górnej czê�ci
Arktyki do 2 m. Wieczna zmarzlina jest szczególnym
termicznym fenomenem i nie zale¿y od sk³adu gruntu.
Temperatura wiecznej zmarzliny w Arktyce waha siê

Domena Archaea

typ Euryarchaeota Methanogenium M. frigidum
typ Crenarchaeota Cenarchaeum C. symbiosum

Domena Bacteria

typ Actinobacteria Micrococcus M. antarcticus
Cryobacterium C. psychrophilum

typ Bacteroidetes Flavobacterium F. omnivorum, F. segetis, F. weaverense, F. xjiangense
Polaribacter P. franzmanii, P. filamentus, P. ingensii
Psychrofluxus P. torquis
Psychroserpens P. burtonensis

typ Firmicutes Clostridium C. algoriphilum, C. bowmanii, C. estertheticum, C. frigoris, C. lacusfryxellense,
C. psychrophilum

typ Proteobacteria
"-Proteobacteria Octadecabacter O. arcticus, O. antarcticus
$-Proteobacteria Polaromonas P. vacuolata
(-Proteobacteria Colwellia C. demingiae, C. piezophila, C. psychrerythrea, C. rossensis

Glaciecola G. pallidula, G. psychrophila
Methylobacter M. psychrophilus
Moritella M. abyssi, M. dasanensis, M. japonica, M. marina, M. profunda, M. yayanosii
Photobacterium P. frigidiphilum, P. profundum
Psychrobacter P. frozii, P. glacincola, P. maritimus
Psychromonas P. hadalis, P. ingrahamii, P. kaikoae
Shewanella S. benthica, S. livingstonensis, violacea

*-Proteobacteria Desulfofaba D. gelida
Desulfofrigus D. oceanense
Desulfotalea D. psychrophila

T a b e l a  I
Lista obligatoryjnych psychrofili z Domeny Archaea i Bacteria, izolowanych ze �rodowisk zimnych

[5�10, 17, 19, 20, 24, 26�29, 32�36, 38, 39, 41, 44�47]

Typy/klasy Rodzaj/rodzaje Gatunek/gatunki
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od zera do �17°C, podczas gdy na Antarktydzie tem-
peratura waha siê od �18 do �27°C. Zmarzlina arktycz-
na zawiera od 0,35 do 10% wêgla organicznego, pH
neutralne oraz potencja³ redoks od + 40 do �256 mV
i zasolenie 5�7%, za� antarktyczna zmarzlina jest uboga
w wêgiel organiczny, jest lekko alkaliczna i charak-
teryzuje siê wysokimi warto�ciami redoks. W próbach
(3-metrowe profile) pobranych z wysokogórskich
(3833 m) wiecznych zmarzlin Gór Tianshan (Chi-
ny) wystêpuje 2,5�6,0 × 105 jtk/g s.m. inkubowanych
w temp. 4°C [1]. W�ród 91 tlenowych izolatów domi-
nuj¹ bakterie nale¿¹ce do czterech typów: Actinobac-
teria, Firmicutes, Proteobacteria oraz Bacteriodetes.
W znakomitej wiêkszo�ci bakterie nale¿¹ do rodza-
ju Arthrobacter. W�ród izolatów tylko dwa gatunki
Psychrobacter fozii i Psychrobacter maritimus s¹ psy-
chrofilami, pozosta³e 89 izolatów to umiarkowane
psychrotrofy i psychrotolerancyjne [1]. Cztery gatun-
ki psychrofilne Deinococcus izolowane z wiecznej
zmarzliny z profilu glebowego gór znacznie powy¿ej
strefy lasów oporne s¹ na promieniowanie gamma
(10% redukcja przy ≤4 KGy (Kilogrej): D. radiomol-
lis, D. claudionis, D. altitudinis, D. alpinitundrae.
W wiecznej zmarzlinie wystêpuj¹ ró¿ne struktury ter-
miczne, np. niezamarzniête miejsca w kszta³cie placków
(unfrozen taliks), kriopegi (solankowe lub solne obsza-
ry o wymiarach 0,5×3�5 m, zawieraj¹ce 140�300 g/l
soli), powsta³e w czasie regresji oceanu polarnego
120 tys. lat temu. W solankach kriopegów ca³kowita
liczba bakterii wynosi 107 jtk/ml i jest zbli¿ona do
ilo�ci bakterii w wodzie oraz zimnych osadach [18].
Z hodowalnych najliczniej reprezentowane s¹ gatunki
bakterii beztlenowych. Najczê�ciej izolowanymi to ga-

tunki nale¿¹ce do Psychrobacter (tylko Psychrobac-
ter glacincola jest bezwzglêdnym psychrofilem) [3, 4]
oraz gatunki nale¿¹ce do Clostridium (Tab. II).

P s y c h r o f i l e  w  o t w a r t y c h  p r z e s t r z e -
n i a c h  i  g ³ ê b i n a c h  o c e a n ó w. Pomimo ¿e
wody oceaniczne stanowi¹ 75% powierzchni globu
ziemskiego, badania nad mikroorganizmami s¹ w po-
cz¹tkowym stadium. G³êbiny oceanów poni¿ej 1000 m
pokrywaj¹ 60% powierzchni Ziemi i nale¿¹ do �rodo-
wisk skrajnych, poniewa¿ panuje tam ci�nienie docho-
dz¹ce do 110 MPa (=1100 atm.), woda osi¹ga temp.
2�4°C (okazjonalnie � przy kominach hydrotermal-
nych 400°C) i jest s³ona, panuj¹ tam ciemno�æ, ³atwo
dostêpne substancje pokarmowe wystêpuj¹ w ekstre-
malnie niskich stê¿eniach, przy dostatecznie wysokim
stê¿eniu tlenu w ca³ym (11-km) s³upie wody. W g³êbi-
nach oceanów wystêpuj¹ trzy kategorie bakterii psy-
chrofilnych: obligatoryjne i umiarkowane oraz psy-
chrotolerancyjne [43]. Na li�cie bakterii morskich,
zawieraj¹cej niewiele ponad 600 izolatów, nieliczne
gatunki to obligatoryjne psychrofile w rozumieniu
M o r i t y. Po 10 latach badañ, g³ównie Japoñczyków,
którzy prowadzili analizy mikrobiologiczne osadów
Rowu Japoñskiego i Rowu Mariañskiego w ramach
programu JAMSTEC (The Japan Agency for Marine-
Earth Science & Technology) mo¿na nieco wiêcej po-
wiedzieæ o bakteriach g³êbin morskich i oceanicznych.
W g³êbinach i osadach oceanów wystêpuj¹ psychrofile
(czê�æ z nich to tak¿e piezofile = barofile [26]), ze-
brane w piêciu rodzajach, nale¿¹cych wy³¹cznie do
(-Proteobacteria: Colwellia, Moritella, Photobacte-
rium, Psychromonas i Shewanella (patrz lista psychro-
fili). W Oceanie Arktycznym znaleziono nastêpne dwa

* czas generacji przy minimalnej temperaturze wzrostu

Psychrobacter cryopegella �10 22 62,5

Carnabacterium pleistocenium 0 24 �

Clostridium algoriphilum �5 5 2,1

Psychrobacter arcticus �2,5 26 3,5

Psychrobacter sp. 215�51 �2,5 26 3,5

Psychrobacter fozii � 12 �

Psychrobacter maritimus � 12 �

Exiguobacterium sibiricum �2,5 42 5,5

Virgibacillus sp. 0 30 2,4

Sulfobacillus sp. �4 25 3,5

D. altitudinis 5 10 �

D. alpinitundrae 5 10 �

D. claudionis 5 10 �

D. radiomollis 5 10 �

T a b e l a  I I
Charakterystyka bakterii izolowanych z wiecznej zmarzliny [1, 12, 37, 40]

Gatunek bakterii
Temperatura wzrostu Czas generacji

(dni)*min. opt.
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gatunki psychrofilne Moritella dasanensis i Glacieco-
la psychrophila oraz trzy psychrofilne gatunki bakterii
redukuj¹cych siarczany: Desulfotalea psychrophila,
Desulfofrigus oceanense i Desulfofaba gelida (*-Pro-
teobacteria).

Wyniki badañ H w e l m k e  i W e y l a n d  [22]
wskazuj¹, ¿e psychrofile stanowi¹ tylko czê�æ zespo³u
mikroorganizmów zasiedlaj¹cych toñ i g³êbiny oce-
anów (Tab. III i Tab. IV).

R o l a  e k o l o g i c z n a  b a k t e r i i  p s y c h r o -
f i l n y c h. Zdolno�æ eurypsychrofili do wzrostu w wy¿-
szych temperaturach jest ekologicznie istotna. Np. mi-
kroorganizmy wiecznych zmarzlin s¹ nara¿ane na cykle
zamra¿ania i rozmra¿ania w zakresie od �45°C do 25°C.
Takie zmiany temperatury maj¹ miejsce w tundrze.
W czasie zimy w pok³adach zmarzliny gromadz¹ siê
du¿e ilo�ci metanu, który w okresie letnim, po rozmro-
¿eniu pod³o¿a ulatnia siê do atmosfery. Tak¿e w zim-
nych g³êbokich wodach morskich np. podmorskich
górach w Baby Bare (1,8°C) po³o¿onej w Juan de Fuca
Ridge, bakterie i archeony mog¹ cyrkulowaæ w cieplej-
szej czê�ci (19°C) przez czê�æ swego cyklu ¿yciowego.
Jest to dobry przyk³ad si³, które prowadz¹ selekcjê
eurypsychrofilnych mikroorganizmów, rosn¹ efektyw-
nie w niskich temperaturach oraz toleruj¹ wy¿sze tem-
peratury. Przyk³adem bakterii, która jest dominantem
nale¿¹cym do eurypsychrofili jest Sphingopyxis ala-

skensis, wystêpuj¹cy w wodach P³n. Pacyfiku w pobli-
¿u Alaski i Japonii [42]. W otwartej przestrzeni oceanu
wystêpuje on w ilo�ci 105 komórek/ml, mimo ¿e najle-
piej ro�nie w temp. 37°C, a ro�nie nawet w 45°C. Jego
zdolno�æ do wspó³zawodnictwa w naturalnych �rodo-
wiskach wykazuje mo¿liwo�ci adaptacji do niskich tem-
peratur niezale¿nie od tego, ¿e temperatury optymalna
i maksymalna mieszcz¹ siê w zakresie mezofilno�ci.

5. Podsumowanie

Og³oszona w pa�dzierniku 1998 roku lista bakterii
morskich zawiera ponad 650 izolatów hodowalnych
w randze gatunku oraz szczepów nale¿¹cych do ok-
re�lonego rodzaju (microbe.cbl.umces.edu/MO2006/
marbac.html). Najliczniej reprezentowane s¹ gatunki
nale¿¹ce do (-Proteobacteria, w�ród nich jest zaled-
wie kilkana�cie bezwzglêdnych psychrofili. Oczeki-
wana nastêpna lista bakterii morskich bêdzie zapewne
rozszerzona o nastêpne odkryte hodowalne gatunki
bakterii. W ostatnich latach opisano nastêpn¹ grupê
bezwzglêdnych psychrofili, ale ich lista nie jest tak im-
ponuj¹ca jak by oczekiwano. Jest zaskakuj¹ce, jak nie-
wiele gatunków bakterii i archeonów na tle ogólnej
liczby prokariotów hodowalnych jest prawdziwymi
psychrofilami, pomimo ¿e nasza planeta jest zimna.

Lód morski 46180 2031 107 2,1
(4500�62900) (10�9090) (4�370) (1,2�3,1)

Roztopy 4700 27 670 2,0
(200�10800) (0�140) (20�3020) (1,2�3,0)

Powierzchnia wody 4800 450 49 1,3
(300�26200) (10�3382) (3�137) (1,2�1,4)

T a b e l a  I V
Liczebno�ci bakterii psychrofilnych i psychrotolerancyjnych w próbach Oceanu Arktycznego

(ARKXIII/2) [22]

Próby pobrane
z Oceanu Arktycznego

Temperatura Stosunek
jtk 1/22°C

Iloraz aktywno�ci
1/22°C1°C (jtk/ml)22°C (jtk/ml)

Lód morski 405200 200 2500 3,1

Powierzchnia wody 37 200 0,58 3,4
(10�60) (10�510) (0,12�1,0) (1,8�6,5)

Woda, g³êb. 1000 m 45 130 0,45 0,21
(30�60) (80�180) (0,16�0,75) (0,25�0,4)

Woda, g³êb. 2000 m 10 65 0,18 0,15
(0�20) (10�120) (0,16�0,20) (0,11�0,20)

T a b e l a  I I I
Liczebno�ci bakterii psychrofilnych i psychrotolerancyjnych w próbach pobranych

z Morza Weddell w po³udniowej czê�ci Oceanu Atlantyckiego (okolice Antarktydy) [22]

Próby
z Morza Weddell

Temperatura inkubacji Stosunek
jtk 1/22°C

Stosunek aktywno�ci
1/22°C1°C (jtk /ml) 22°C (jtk /ml)
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Bakterie psychrofilne s¹ wa¿ne z biotechnologicz-
nego punktu widzenia. Kwasy t³uszczowe omega-3 s¹
istotnymi sk³adnikami od¿ywczymi wy¿szych organiz-
mów, od zooplanktonu do ludzi (PUFA). Wiele orga-
nizmów, w³¹cznie z lud�mi nie jest zdolna do synte-
zy tych zwi¹zków de novo i wymaga ich w diecie.
Omega-3 s¹ kwasami nienasyconymi, zawieraj¹cymi
18, 20 lub 22 atomów wêgla w cz¹steczce, maj¹cymi
podwójne wi¹zanie C = C przy trzecim wêglu od koñca
(omega). Powszechnymi kwasami omega-3 s¹ kwasy:
ejkozapentenowy (EPA � C19H29COOH) oraz doko-
zaheksenowy (DHA � C21H31COOH) produkowane
przez psychrofile, zalecane przez lekarzy jako uzupe³-
nienie w diecie przeciwmia¿d¿ycowej. Nie jest jasne,
dlaczego pewne bakterie psychrofilne oraz piezofilne
produkuj¹ kwasy omega-3, np. psychrofilne gatunki
Shewanella a inne ich nie produkuj¹ np. Photobacte-
rium profundum [34].
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1. Wprowadzenie

Od 20 lat myksobakterie sta³y siê jednym z najbar-
dziej fascynuj¹cych obiektów badañ mikrobiologicz-
nych. Wed³ug klasyfikacji B e r g e y� a  myksobakterie
nale¿¹ obecnie do rzêdu Myxococcales.

Myksobakterie s¹ Gram-ujemnymi bakteriami
o kszta³cie pa³eczek, które powszechnie zasiedlaj¹ �ro-
dowisko glebowe. S¹ to dosyæ zagadkowe mikroorga-
nizmy ze wzglêdu na niezwyk³y sposób ¿ycia. Wyka-
zuj¹ charakterystyczny sposób poruszania siê poprzez
ruch �lizgowy po rozmaitych powierzchniach. Charak-
teryzuje je interesuj¹cy cykl ¿yciowy, podczas którego,
w warunkach wyczerpania substancji od¿ywczych for-
muj¹ specyficzne struktury przetrwalne, tzw. cia³a
owocuj¹ce, wewn¹trz których gromadzone s¹ komórki
wegetatywne przekszta³cone w myksospory o nie-
zwykle du¿ej odporno�ci na niekorzystne warunki �ro-
dowiska. Myksobakterie odznaczaj¹ siê ogromnym
potencja³em w syntetyzowaniu ró¿norodnych metabo-
litów wtórnych, spo�ród których wiele znajduje za-
stosowanie w medycynie i biotechnologii. Niektóre
gatunki myksobakterii wykazuj¹ drapie¿nictwo wobec

innych organizmów, a tak¿e charakteryzuj¹ siê du¿¹
aktywno�ci¹ hydrolityczn¹, szczególnie w rozk³adzie
komponentów drewna. Poza tym myksobakterie od-
znaczaj¹ siê z³o¿onym systemem interakcji miêdzyko-
mórkowych bêd¹cych zacz¹tkiem ¿ycia spo³ecznego
pomiêdzy komórkami bakterii [6, 7, 9, 25].

W Polsce pionierami badañ nad myksobakteriami
byli H e l e n a  i  S e w e r y n  K r z e m i e n i e w s c y.
Badacze Ci na pocz¹tku XX w. opublikowali kilka
podstawowych prac dotycz¹cych metodycznych aspek-
tów badañ myksobakterii oraz wystêpowania ich w gle-
bach Polski [16, 17, 18].

2. Wystêpowanie i ekologia

Pierwotnym i naturalnym �rodowiskiem ¿ycia
myksobakterii jest gleba, pocz¹wszy od wydm i pias-
ków pustyñ po ¿yzne czarnoziemy. Myksobakterie
najliczniej zasiedlaj¹ powierzchniowe warstwy gleby,
jednak¿e czynnikiem ograniczaj¹cym ich wystêpowa-
nie jest odczyn. Bakterie te preferuj¹ odczyn lekko
kwa�ny do lekko zasadowego, jednak¿e zdarzaj¹ siê
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The occurrence and role of myxobacteria in the environment

Abstract: Myxobacteria are strictly aerobic, Gram negative slime bacteria with rod-shaped vegetative cells. They are cosmopolitan
microorganisms which mostly occur in many types of soils. Myxobacteria also develop on the bark of trees, surface of leaves,
decaying plant debris and dung of herbivorous animals such as rabbits, hares, sheeps, deers and goats.

They are unique among prokaryotes because of very fascinating and complicated life cycle. They use cell-to-cell communica-
tion to engage in cooperative morphogenesis from which they produce characteristic survival structures called fruiting bodies. The
formation of fruiting bodies is induced by nutritional deficiency. These structures contain a large mass of myxospores which are
resistant to unfavourable environmental conditions.

Furthermore myxobacteria possess other interesting features such as cooperative gliding motility and collective food uptake.
Myxobacteria also display large enzymatic activity in biodegradation of many macromolecules. They use exoenzymes to decom-
pose cellulose, starch, xylan, chitin or even lyze cells of other microorganisms, especially eubacteria and yeasts.

Myxobacteria produce a lot of bioactive secondary metabolites with antibiotic and even antitumor activity so they can be useful
in various applications.

1. Introduction. 2. The occurrence and ecology. 3. Morphological characteristics of cells. 4. Myxobacterial colonies. 5. Social
behaviour of myxobacteria. 6. Physiology of myxobacteria and biollogically active secondary metabolites. 7. Application of
myxobacteria. 8. Summary

S³owa kluczowe: bakterie �luzowe, cia³a owocuj¹ce, mikroflora glebowa, myksobakterie
Key words: slime bacteria, fruiting bodies, soil microflora, myxobacteria
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równie¿ myksobakterie zasiedlaj¹ce �rodowiska o od-
czynie silnie zasadowym lub silnie kwa�nym. Obec-
no�æ myksobakterii stwierdza siê równie¿ w odchodach
zwierz¹t ro�lino¿ernych (dzikich królików, zajêcy, jele-
ni, owiec, kóz, ³osi), na rozk³adaj¹cych siê szcz¹tkach
ro�linnych oraz na korze i korzeniach drzew (w Euro-
pie najwiêcej gatunków izolowano z dzikiego bzu, buku
oraz grochodrzewu; s¹ to przede wszystkim mykso-

bakterie rozk³adaj¹ce celulozê z rodzaju Sorangium,
ale równie¿ pewne gatunki niecelulolityczne). Okazjo-
nalnie mo¿na zaobserwowaæ ich wystêpowanie na po-
wierzchni li�ci [25, 29].

Nadal niewiele wiadomo na temat liczebno�ci ko-
mórek myksobakterii w glebach. W 1 gramie ró¿nych
typów gleb liczba komórek myksobakterii waha siê
pomiêdzy 2 000 i 80 000 a nawet 450 000. Tak zró¿nico-

Fot. 2. M³oda kolonia Archangium gephyra (M.A. Micha³owska)

Fot. 1. Komórki wegetatywne Sorangium cellulosum o kszta³cie pa³eczek (M.A. Micha³owska)
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wane wyniki dotycz¹ce liczebno�ci myksobakterii �wiad-
cz¹ o du¿ym wp³ywie czynników �rodowiskowych na
ich wystêpowanie. Liczebno�æ myksobakterii jest �ci�le
uzale¿niona od szeregu w³a�ciwo�ci fizycznych i che-
micznych gleby, tj. od odczynu, zawarto�ci wêgla i azo-
tu, struktury gleby, obecno�ci mikroflory towarzysz¹-
cej, temperatury, wilgotno�ci, natlenienia (napowietrze-
nia) gleby oraz wp³ywu gospodarki cz³owieka [6, 17].

Myksobakterie uwa¿ane s¹ ogólnie za drobnoustroje
mezofilne z optimum temperatury wynosz¹cym 30°C.
Jednak¿e spotykane s¹ nielicznie psychrofilne gatunki
myksobakterii nale¿¹ce do rodzaju Polyangium i Nan-
nocystis zdolne do wzrostu i rozwoju w zakresie tem-
peratur 4�9°C, na przyk³ad w glebach Antarktydy.

Myksobakterie mog¹ równie¿ zasiedlaæ �rodowisko
wodne, m.in. ekosystemy s³odkowodne takie jak rze-
ki, jeziora czy stawy, chocia¿by w wyniku nanoszenia
ich wraz z cz¹stkami gleby za po�rednictwem wiatru.

Kolejnym, dosyæ interesuj¹cym i zagadkowym �rodo-
wiskiem bytowania myksobakterii s¹ bagna. Obecno�æ
myksobakterii, m.in. przedstawicieli rodzaju Angiococ-
cus, stwierdzono w alkalicznych bagnach o pH 6�8,7.
Zadziwiaj¹ce wydaje siê równie¿ stwierdzenie obec-
no�ci myksobakterii z rodzaju Myxococcus, Corallo-
coccus oraz Polyangium w torfach o pH 3,2�4,8 [6].

Ogólnie mo¿na stwierdziæ, ¿e myksobakterie zasie-
dlaj¹ rozmaite �rodowiska, pocz¹wszy od Antarktydy
po tropik i pustynie. W niekorzystnych warunkach
prze¿ywaj¹ pod postaci¹ myksospor odpornych na
niskie temperatury, wysuszenie czy silne promienio-
wanie s³oneczne. Najbogatsz¹ mikroflorê myksobak-
teryjn¹ obserwuje siê w ciep³ym, pó³suchym klima-

cie, m.in. w po³udniowo-zachodnich czê�ciach USA,
w pó³nocnych Indiach oraz Egipcie. Równie powszech-
nie wystêpuj¹ w centralnej Europie, �rodkowo-za-
chodniej czê�ci USA i strefach o podobnych warun-
kach klimatycznych. W najbardziej ekstremalnych
�rodowiskach, takich jak Sahara, pó³nocne lasy czy te-
reny po³o¿one na du¿ych wysoko�ciach, stwierdza siê
niewielk¹ ilo�æ gatunków, przede wszystkim z rodza-
ju Myxococcus, Corallococcus, Archangium i Nan-
nocystis [16, 17, 32].

3. Charakterystyka morfologiczna komórek

Komórki myksobakterii to �redniej d³ugo�ci Gram-
ujemne pa³eczki. W zale¿no�ci od gatunku posiadaj¹
0,6�0,9 µm szeroko�ci oraz 3�8 µm a niekiedy nawet
20 µm d³ugo�ci [12]. Komórki wegetatywne wystê-
puj¹ w dwóch ró¿nych formach:

Typ I komórki: cienkie, zwykle elastyczne pa³ecz-
ki do 1 µm szeroko�ci oraz do 20 µm d³ugo�ci z mniej
lub bardziej zwê¿onymi koñcami (podrz¹d: Cystobac-
terineae).

Typ II komórki: cylindryczne, mniej elastyczne pa-
³eczki z zaokr¹glonymi koñcami do 1 µm szeroko�ci
oraz do 10 µm d³ugo�ci (podrz¹d: Sorangineae).

Komórki myksobakterii posiadaj¹ �cianê komór-
kow¹ zbudowan¹ z cienkiej warstwy peptydoglikanu
(mureiny). Posiadaj¹ ponadto b³onê zewnêtrzn¹, która
sk³ada siê z bia³ek, fosfolipidów i lipopolisachary-
dów. Obok mannozy b³ona ta zawiera tak¿e galaktozê,
glukozaminê i wiele innych cukrów. Ponadto stwierdza

Fot. 3. Myksospory Sorangium cellulosum (M.A. Micha³owska)
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siê w niej obecno�æ kwasu ketodeoksyoctanowego.
W cytoplazmie komórek wegetatywnych gromadzone
s¹ materia³y zapasowe, tj. substancje t³uszczowe oraz
wolutyna [18, 25].

Wa¿nym sk³adnikiem buduj¹cym �cianê komórko-
w¹ oraz membrany komórek myksobakterii s¹ lipopoli-
sacharydy (LPS). Pod wzglêdem chemicznym, lipopoli-
sacharydy wystêpuj¹ce u myksobakterii, przypominaj¹
te, które odnajdujemy w komórkach enterobakterii.

Do�æ interesuj¹cym faktem wydaje siê równie¿
wyizolowanie ceramidów i cerebrozydów z komórek
Cystobacter fuscus. S¹ to specyficzne zwi¹zki t³uszczo-
we (ceramidy zbudowane s¹ przede wszystkim z niena-
syconych kwasów t³uszczowych; cerebrozydy to sub-
stancje lipidowe z³o¿one ze sfingozyny i glukozy lub
� tak jak w przypadku myksobakterii � z glukozy).
Zwi¹zki te s¹ bardzo powszechne u organizmów euka-
riotycznych i, co jest dosyæ interesuj¹ce, odgrywaj¹
znacz¹c¹ rolê we wzajemnym rozpoznawaniu komórek
a tak¿e ich adhezji. Wystêpuj¹ tak¿e u grzybów pod-
stawkowych z klasy Basidiomycetes, pe³ni¹c rolê
induktorów w powstawaniu owocników. Byæ mo¿e
odgrywaj¹ podobn¹ rolê u myksobakterii, co nadal po-
zostaje tajemnic¹ [31].

Przechodz¹c do charakterystyki pigmentów mykso-
bakteryjnych nale¿y podkre�liæ, i¿ s¹ to przede wszyst-
kim barwniki z grupy karotenoidów. S¹ one zlokalizo-
wane w b³onie cytoplazmatycznej. Ich synteza indu-
kowana jest za po�rednictwem �wiat³a. Podstawow¹
rol¹ karotenoidów jest ochrona komórek myksobakterii
przed fotooksydacj¹. Dominuj¹cym barwnikiem my-
ksobakterii jest tzw. myksobakton. Jednak¿e pewne
pigmenty s¹ charakterystyczne i wy³¹czne dla odpo-
wiednich podgrup taksonomicznych.

Wiele uwagi w charakterystyce chemicznej natury
komórek myksobakterii po�wiêca siê bia³kom po-
wierzchniowym, odgrywaj¹cym istotn¹ rolê w interak-
cjach typu komórka-komórka oraz w morfogenezie.
Do�æ czêsto obserwuje siê sytuacje, w których docho-
dzi do zmian ilo�ciowych jak i zmian tempa syntezy
b³onowych i rozpuszczalnych bia³ek, m.in. podczas
formowania cia³ owocuj¹cych, a w szczególno�ci na
etapie agregacji komórek wegetatywnych. Obserwuje
siê wówczas wzrost ilo�ci i tempa syntezy rozpusz-
czalnych bia³ek, których ilo�æ mo¿e wzrosn¹æ z 1%
(w komórkach wegetatywnych) nawet do 15% (pod-
czas formowania cia³ owocuj¹cych) [28].

Do�æ specyficznym bia³kiem jest myksobakteryjna
hemaglutynina o nazwie lektyna, której synteza indu-
kowana jest podczas agregacji komórek, m.in. u gatun-
ku M. xanthus. Bia³ko to gromadzone jest w przestrzeni
peryplazmatycznej komórki lub wystêpuje w formie
lu�no zwi¹zanej na powierzchni komórki � w tej for-
mie pe³ni ono funkcjê bia³ka receptorowego, zawie-
raj¹cego co najmniej dwa miejsca wi¹zania cukrów,

w przypadku myksobakterii wi¹¿e galaktozê, przyczy-
niaj¹c siê w ten sposób do aglutynacji komórek pod-
czas etapu agregacji.

Zaobserwowano równie¿ obecno�æ bia³ek wi¹¿¹-
cych nukleotydy. Stanowi¹ one przedmiot zaintereso-
wania ze strony wielu naukowców, chocia¿by z tego
wzglêdu, ¿e przypuszczalnie mog¹ one braæ w trans-
dukcji sygna³u, np. podczas rozwoju komórkowego
[31, 33].

Na powierzchni komórek niektórych myksobak-
terii, na przyk³ad u gatunku M. xanthus, stwierdzono
obecno�æ specyficznych wyrostków, tj. pili i fimbrii,
które maj¹ �cis³y zwi¹zek z interakcj¹ miêdzykomór-
kow¹. Pile u³o¿one s¹ polarnie, z kolei fimbrie roz-
mieszczone s¹ perytrychalnie, czyli dooko³a komórki.
Pe³ni¹ one istotn¹ rolê w adhezji komórek oraz w spo-
³ecznym �zachowaniu� myksobakterii [13, 34].

Komórki wegetatywne myksobakterii posiadaj¹
zdolno�æ ruchu �lizgowego. Istnieje wiele hipotez do-
tycz¹cych mechanizmów odpowiedzialnych za aktyw-
no�æ ruchow¹ myksobakterii. W cytoplazmie komórek
myksobakterii amerykañski biolog B u r c h a r d  wy-
kry³ obecno�æ pasm mikrotubul i fibryli. �rednica mi-
krotubul waha siê granicach od 10 do 16 nm (u gatunku
Ch. crocatus nawet od 15 do 19 nm), z kolei �rednica
fibryli wynosi od 4 do 5 nm (u gatunku Ch. crocatus
nawet od 7,5 do 10 nm). Fibryle s¹ zazwyczaj zgrupo-
wane w pakiety, które mog¹ posiadaæ 40 nm szero-
ko�ci i 3,5 µm d³ugo�ci. Pakiety te zlokalizowane s¹
zwykle w pobli¿u b³ony cytoplazmatycznej i czêsto
przebiegaj¹ wzd³u¿ osi komórki, czasami mog¹ byæ
równie¿ u³o¿one pionowo w postaci s³upków a nawet
uk³adaæ siê uko�nie. System kurczliwych fibryli jest
uwa¿any jako podstawowy mechanizm odpowiedzial-
ny za �lizgowy ruch komórek wegetatywnych [28].

L ü n s d o r f  i  R e i c h e n b a c h  [25] wykryli z
kolei inn¹ strukturê odpowiedzialn¹ za ruch mykso-
bakterii, przypominaj¹c¹ ³añcuch, zlokalizowan¹ po-
ni¿ej zewnêtrznej b³ony komórkowej. Ta struktura,
sk³adaj¹ca siê z kurczliwych pier�cieni, wprawia ko-
mórki w ruch, co widoczne jest na rozmaitych po-
wierzchniach w postaci charakterystycznych wzorów
czy fal. Wydzielanie �luzu, stanowi¹cego kompleks
bia³kowo-polisacharydowo-t³uszczowy, dodatkowo
wspomaga poruszanie siê komórek i uwidocznione
jest w formie wilgotnych, l�ni¹cych �ladów pozosta-
wianych przez myksobakterie [19].

4. Kolonie myksobakterii

Typowa kolonia myksobakterii jest uk³adem z³o-
¿onym z komórek i wydzielanego przez nie �luzu.
Wydzielany zewn¹trzkomórkowo �luz nadaje czêsto
kolonii charakterystyczny wygl¹d, przypominaj¹cy
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szlak splecionych �luzowych niteczek. Kolonia posiada
zazwyczaj widoczne ¿y³ki, pier�cienie czy wzniesienia
w postaci grzbietów, a nawet zag³êbienia w powierzch-
ni agaru. Takie wzory s¹ zwykle bardzo specyficzne
dla okre�lonych rodzin, rodzajów a nawet gatunków,
co mo¿e pos³u¿yæ jako jedna z u¿yteczniejszych cech
umo¿liwiaj¹cych identyfikacjê myksobakterii [25].

Kolonie mog¹ czasami ulegaæ rozp³yniêciu na po-
wierzchni pod³o¿a pod wp³ywem wody wydzielanej
na skutek rozk³adu agaru przez niektóre myksobakte-
rie, m.in. z rodzaju Cystobacter i Stigmatella. Czasa-
mi mo¿e równie¿ dochodziæ do silnego przyklejania
kolonii do powierzchni pod³o¿a, niekiedy do takiego
stopnia, ¿e agar ulega rozerwaniu na kawa³ki, w szcze-
gólno�ci w starzej¹cych siê koloniach (m.in. u przed-
stawicieli rodzaju Sorangium). W innych sytuacjach
kolonie s¹ tak delikatne i �luzowe w konsystencji, ¿e
bardzo ³atwo mo¿na je zebraæ z powierzchni pod³o¿a
hodowlanego (przede wszystkim gatunki nale¿¹ce do
rodzaju Myxococcus). Czêsto dochodzi do sytuacji,
w których myksobakterie penetruj¹ agar, wówczas ko-
lonia rozprzestrzenia siê poni¿ej powierzchni agaru,
wnikaj¹c niekiedy w najg³êbsze partie pod³o¿a, nawet
do samego dna szalki Petriego (takie przypadki obser-
wuje siê dosyæ czêsto u gatunków z rodzaju Polyan-
gium). Czasami mo¿e zdarzaæ siê, ¿e kolonie mog¹
ca³kowicie znikaæ pod powierzchni¹ agaru i s¹ jedy-
nie widoczne jako p³ytkie wg³êbienia w powierzchni
po¿ywki [23].

Brzeg kolonii przyjmuje czêsto wygl¹d charakte-
rystycznych wyrostków przypominaj¹cych kszta³tem
p³omienie. Czasami obserwuje siê szerokie, jêzyczko-
wate zag³êbienia (wytwarzane m.in. przez gatunki
z rodzaju Chondromyces) lub cieniutkie niteczki two-
rz¹ce brzeg kolonii, rozchodz¹ce siê promieni�cie od
centralnej czê�ci kolonii po ca³ej powierzchni agaru.

Niekiedy mo¿na dostrzec masywne grzbiety two-
rz¹ce siê na brzegu kolonii (rodzaj Chondromyces, Po-
lyangium, Cystobacter). W koloniach o du¿ych roz-
miarach wiêkszo�æ populacji komórek mo¿e byæ
obecna jedynie w zewnêtrznych regionach (strefach
brze¿nych kolonii), i je�li nie dochodzi do wytwarza-
nia myksospor i cia³ owocuj¹cych, �rodek kolonii
mo¿e byæ ca³kowicie pozbawiony komórek [25].

Niekiedy myksobakteryjne kolonie przybieraj¹
do�æ dziwny i niespotykany u innych bakterii wygl¹d
regularnie uformowanych grzbietów lub stref po-
marszczenia kolonii na powierzchni pod³o¿a. Podczas
nagrywania sekwencji filmowych cyklu ¿yciowego
bakterii z rodzaju Myxococcus i Corallococcus doko-
nano fenomenalnego odkrycia. Okaza³o siê, ¿e grzbie-
ty te maj¹ zdolno�æ poruszania siê w ten sposób, ¿e
ca³e ich zgrupowania wydaj¹ siê oscylowaæ. Od tego
momentu grzbiety okre�lono mianem oscyluj¹cych fal.
Co ciekawe, prêdko�æ poruszania siê grzbietów mo¿e

wzrastaæ lub zwalniaæ (�rednio wynosi 2 µm/min),
mo¿e dochodziæ równie¿ do ich pulsowania.

Oscyluj¹ce fale odkryto po pewnym czasie u innych
myksobakterii. Ich obecno�æ obserwuje siê u wszyst-
kich przedstawicieli podrzêdu Cystobacterineae i oka-
zjonalnie u niektórych bakterii z podrzêdu Sorangi-
neae, np. z rodzaju Chondromyces [6, 9, 25].

5. Spo³eczne zachowanie myksobakterii

Myksobakterie wykazuj¹ przejawy spo³ecznego
�zachowania� ujawniaj¹cego siê poprzez wspólne asy-
milowanie substancji pokarmowych, zbiorowe poru-
szanie siê a tak¿e spo³eczny rozwój.

Myksobakterie s¹ zdolne do altruizmu wobec ko-
mórek pozbawionych bia³ek b³onowych odpowie-
dzialnych za wytwarzanie struktur powierzchniowych
umo¿liwiaj¹cych poruszanie siê. W tym celu mykso-
bakterie sprawne ruchowo przekazuj¹ czê�æ swoich
w³asnych bia³ek b³onowych niesprawnym komórkom,
które nabywaj¹ w ten sposób zdolno�ci poruszania siê.

W celu ³atwiejszego przemieszczania siê za pokar-
mem a nastêpnie trawienia go, myksobakterie tworz¹
zgrane grupy, niemal gangi. Wspólnie mog¹ bowiem
wyprodukowaæ wystarczaj¹co du¿o enzymów tra-
wiennych [30].

Zdolno�æ wytwarzania cia³ owocuj¹cych i mykso-
spor jest najbardziej niezwyk³¹ i interesuj¹c¹ w³a�ci-
wo�ci¹ myksobakterii. Ten proces morfogenetyczny
uczyni³ myksobakterie najbardziej wyrafinowanymi
organizmami prokariotycznymi oraz obiektem znacz¹-
cych zainteresowañ naukowych.

Cia³a owocuj¹ce zbudowane s¹ z kulistych lub elip-
soidalnych struktur, tzw. sporangioli (cyst), które mog¹
wystêpowaæ pojedynczo lub w grupach, mog¹ spoczy-
waæ bezpo�rednio na lub w pod³o¿u albo umieszczone
s¹ na prostych lub rozga³êzionych �luzowych trzon-
kach [34]. W sporangiolach gromadzone s¹ tzw. my-
ksospory, czyli przekszta³cone (skrócone i rozdête)
komórki wegetatywne niezwykle odporne na nieko-
rzystne warunki �rodowiska [37].

Cia³a owocuj¹ce przyjmuj¹ rozmaite kszta³ty, cha-
rakterystyczne dla danego rodzaju a niekiedy nawet
gatunku, co mo¿e stanowiæ bardzo pomocn¹ cechê przy
okre�laniu przynale¿no�ci taksonomicznej poszczegól-
nych przedstawicieli myksobakterii.

Najprostsza organizacja morfologiczna cia³ owocuj¹-
cych wystêpuje u przedstawicieli rodzaju Myxococcus,
które przyjmuj¹ kszta³t kulisty o delikatnie �luzowej
konsystencji [3]. Dosyæ prost¹ budow¹ charakteryzuj¹
siê równie¿ cia³a owocuj¹ce przedstawicieli rodzaju
Polyangium i Sorangium, które zbudowane s¹ wy³¹cz-
nie z po³¹czonych �luzem skupisk kulistych sporan-
gioli ca³kowicie pozbawionych trzonków. Inne rodzaje,
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tj. Corallococcus i Archangium formuj¹ z kolei bar-
dziej dziwaczne, nieregularne w kszta³cie cia³a owo-
cuj¹ce o konsystencji zbitego, chrz¹stkowatego �luzu.
Przedstawiciele rodzaju Chondromyces i Stigmatella
tworz¹ cia³a owocuj¹ce o kszta³cie przypominaj¹cym
drzewka (Rys. 1).

Barwa cia³ owocuj¹cych mo¿e byæ bia³a, br¹zowa,
jasno¿ó³ta, pomarañczowa, czerwona czy liliowa. Ich
rozmiar waha siê w granicach 10 do 100 µm, a w nie-
których przypadkach nawet do 1000 µm, wskutek
czego niekiedy mo¿na zaobserwowaæ ich obecno�æ
go³ym okiem.

Proces formowania cia³ owocuj¹cych indukowany
jest deficytem sk³adników od¿ywczych w �rodowisku
bytowania myksobakterii. Sk³ada siê na niego sekwen-
cja nastêpuj¹cych po sobie faz:

Pod wp³ywem niedoboru zwi¹zków pokarmowych
olbrzymia liczba komórek wegetatywnych (105�107)
traci swoj¹ fizyczn¹ �indywidualno�æ�, wskutek czego
dochodzi do zahamowania wzrostu wegetatywnego.
W nastêpnym etapie komórki wegetatywne zaczynaj¹
gromadziæ siê w pewnych punktach kolonii. Na po-
wierzchni ka¿dej z komórek tworz¹ siê specyficzne
struktury umo¿liwiaj¹ce wzajemne ³¹czenie siê ko-
mórek na zasadzie adhezji, w efekcie czego dochodzi
do utworzenia aglomeratów komórkowych. Masa gêsto
upakowanych komórek (oko³o 65�90%) ulega autoli-
zie, formuj¹c w nastêpstwie elementy sk³adowe cia³
owocuj¹cych charakterystycznych dla danego gatunku,
tj. �ciany sporangioli, �luzowe trzonki. W nastêpnym
etapie cia³a owocuj¹ce dojrzewaj¹ i zaczynaj¹ przy-
bieraæ ostateczny kszta³t. W tej fazie komórki wegeta-
tywne znajduj¹ce siê we wnêtrzu sporangioli ulegaj¹
przekszta³ceniu w myksospory. Proces przeobra¿enia

komórek wegetatywnych polega na ich silnym skróce-
niu i rozdêciu. Zmiany kszta³tu s¹ dosyæ widoczne,
myksospory s¹ znacznie krótsze i grubsze ani¿eli ko-
mórki wegetatywne, staj¹ siê zaokr¹glone, silniej za-
³amuj¹ �wiat³o, ulegaj¹ dehydratacji. Myksospory s¹
okryte grubym, elektronogêstym p³aszczem, zbudowa-
nym z wêglowodanów, bia³ek i du¿ej ilo�ci glicyny.
Stanowi¹ oko³o 85 do 90% suchej masy cia³ owocu-
j¹cych. Charakteryzuje je odporno�æ na suszê, niskie
i wysokie temperatury, silnie kwa�ny i zasadowy od-
czyn �rodowiska, ultrad�wiêki a tak¿e na promienio-
wanie ultrafioletowe. W niekorzystnych warunkach
�rodowiska potrafi¹ przetrwaæ nawet do 10�25 lat.
W optymalnych warunkach otoczenia nastêpuje kie³-
kowanie myksospor, co wi¹¿e siê z miejscowym naru-
szeniem struktury p³aszcza z udzia³em proteaz sery-
nowych [1, 8, 14, 15, 24, 37].

Niezwykle interesuj¹c¹ cech¹ wybranych gatun-
ków myksobakterii jest zdolno�æ porozumiewania
siê komórek wegetatywnych za pomoc¹ chemicznych
cz¹steczek sygna³owych, zwanych autoinduktorami lub
feromonami, umo¿liwiaj¹cych koordynacjê zachowañ
oraz monitorowanie wielko�ci populacji. Zjawisko to
okre�la siê mianem quorum sensing (QS) [3, 5, 36].

Dotychczas owe zjawisko uda³o siê szerzej poznaæ
u gatunku Myxococcus xanthus, który wykorzystuje
system komunikowania w kolonizacji niezasiedlonych
obszarów, aktywno�ci ruchowej a przede wszystkim
w wytwarzaniu struktur przetrwalnych, tj. myksospor
i cia³ owocuj¹cych w odpowiedzi na deficyt substancji
od¿ywczych [11, 12, 21]. W odpowiedzi na niedobór
N, C, P oraz aminokwasów dochodzi do wzmo¿onej
syntezy i akumulacji alarmonów odpowiedzi �cis³ej,
tj. tetra- i pentafosforanów guanozyny. Wysokoufos-

Rys. 1. Budowa morfologiczna cia³ owocuj¹cych myksobakterii
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forylowana guanozyna stanowi bardzo wa¿n¹ infor-
macjê dotycz¹c¹ dostêpno�ci sk³adników od¿ywczych
(wska�nik deficytu). Jest ona akumulowana zewn¹trz-
komórkowo indukuj¹c produkcjê pierwszej moleku³y
sygna³owej, tj. Sygna³u � A, który równie¿ ulega kon-
centracji poza komórk¹ a poziom jego akumulacji
zwiêksza siê wraz ze wzrostem poziomu zagêszczenia
populacji komórek. Detekcja Sygna³u � A nastêpuje
za po�rednictwem sensora kinazy SasS, który dopro-
wadza do fosforylacji tzw. regulatora odpowiedzi
SasR. Ufosforylowane bia³ko SasR wraz z czynnikiem
F54 (bia³ko aktywatorowe transkrypcji) aktywuj¹ geny
docelowe odpowiedzialne za agregacjê komórek we-
getatywnych, efektem czego jest powstanie olbrzy-
mich agregatów komórek, które podlegaj¹ dalszym
przemianom. W nastêpnym etapie do dzia³ania wkra-
cza druga moleku³a sygna³owa, tj. Sygna³ � C, które-
go aktywno�æ ujawnia siê ju¿ po 6 godzinach od wy-
st¹pienia deficytu sk³adników od¿ywczych, jako efekt
funkcjonowania Sygna³u � A. Zwi¹zane jest to z fak-
tem, ¿e po zakoñczeniu fazy agregacji zagêszczenie
komórek jest wystarczaj¹co wysokie, a¿eby mo¿liwa
by³a ekspresja Sygna³u � C umo¿liwiaj¹cego zaj�cie
kolejnych etapów, tj. sporulacji oraz formowania cia³
owocuj¹cych. Cz¹steczki Sygna³u � C wystêpuj¹ce na
powierzchni jednej z komórek (bia³ko b³onowe) wcho-
dz¹ w interakcjê z komórk¹ s¹siaduj¹c¹ posiadaj¹c¹
sensor Sygna³u � C, umo¿liwiaj¹c w ten sposób ko-
munikowanie siê komórek i wywo³ywanie swoistej

odpowiedzi. Symptomem transmisji Sygna³u � C jest
aktywacja bia³ka FruA posiadaj¹cego trzy geny docelo-
we, tj. frz, devTRS oraz csgA. Gen docelowy frz koduje
bia³ka frizzy, które kontroluj¹ kierunek ruchu �lizgo-
wego komórek wegetatywnych. Drugi gen docelowy
devTRS jest niezbêdny w procesie sporulacji, z kolei
trzeci gen csgA koduje Sygna³ � C [2, 4, 8, 10, 20].

Zjawisko quorum sensing odkryto ponadto u innego
przedstawiciela myksobakterii, tj. u gatunku Stigma-
tella aurantiaca, jednak¿e w tym przypadku jest ono
poznane w ma³ym stopniu. Rolê moleku³y sygna³owej
pe³ni lipid o nazwie stigmolon, który zaanga¿owany
jest w indukcjê formowania cia³ owocuj¹cych [22, 35].

Tak wiêc, z³o¿ony system komunikacji miêdzyko-
mórkowej umo¿liwia zaj�cie pe³nego cyklu ¿yciowe-
go z wytworzeniem struktur przetrwalnych i �wiadczy
o istnieniu niezwykle fascynuj¹cego ¿ycia spo³eczne-
go, gdzie ka¿da z komórek kontaktuje siê i wymienia
informacje miêdzy sob¹ stanowi¹c tym samym jeden
wielki organizm.

6. Fizjologia myksobakterii oraz wytwarzanie
biologicznie aktywnych metabolitów wtórnych

Myksobakterie s¹ �ci�le tlenowymi organizmami
mezofilnymi, preferuj¹cymi temperatury umiarkowa-
ne w zakresie 9�38°C. Wszystkie myksobakterie cha-
rakteryzuje zdolno�æ do degradacji biologicznych

Rys. 2. Schemat cyklu ¿yciowego myksobakterii
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makrocz¹steczek. Z uwagi na kryterium rozk³adu ce-
lulozy myksobakterie tworz¹ dwie grupy:

Grupa I (organizmy celulolitycze, podrz¹d Sorangi-
neae) charakteryzuje zdolno�æ rozk³adu celulozy i wy-
korzystywanie nieorganicznych zwi¹zków azotowych
w czasie wzrostu na celulozie i glukozie.

Grupa II, do której nale¿y wiêkszo�æ gatunków
myksobakterii, charakteryzuje siê brakiem zdolno�ci
do degradacji celulozy. Pod wzglêdem zapotrzebowa-
nia na �ród³o azotu, rozwój ich uzale¿niony jest od do-
p³ywu aminokwasów (g³ównie pod³o¿a zawieraj¹ce
pepton). W naturalnych warunkach �rodowiska ta gru-
pa myksobakterii ¿ywi siê innymi organizmami, takimi
jak eubakterie czy dro¿d¿e. Wydzielane do �rodowiska
enzymy hydrolityczne (proteazy, nukleazy, lipazy, glu-
kanazy) niszcz¹ komórkê ofiary, w dalszej kolejno�ci
w proces rozk³adu w³¹czaj¹ siê pozosta³e enzymy hy-
drolizuj¹ce skrobiê, ksylan i chitynê. W wyniku ca³-
kowitej lizy komórek uwolnione zostaj¹ sk³adniki
od¿ywcze, stanowi¹ce bazê po¿ywienia myksobakterii
� mikropredatorów.

Do wybranych organizmów ¿ywych atakowanych
przez myksobakterie nale¿¹ m.in.:

� bakterie: E. coli, Micrococcus luteus, przedsta-
wiciele rodzaju Azotobacter, a tak¿e Phormi-
dium luridum nale¿¹ca do cyjanobakterii

� grzyby: dro¿d¿e, Rhizoctonia solani, Cochliobo-
lus miyabeanus

� algi z rodzaju Cladophora
Zdolno�æ myksobakterii do dezintegracji komórek

innych mikroorganizmów przyci¹ga uwagê wielu nau-
kowców. Mog¹ one atakowaæ zarówno ¿ywe jak i mart-

we komórki drobnoustrojów. Stwierdzono ponadto, ¿e
znacz¹c¹ rolê w zabijaniu i inaktywacji ¿ywych orga-
nizmów maj¹ substancje antybiotyczne [9, 25].

Oko³o 80% biologicznie aktywnych metabolitów
wtórnych syntetyzowanych jest przez organizmy pro-
kariotyczne, a oko³o 20% tych metabolitów wytwa-
rzanych jest przez organizmy eukariotyczne (w prze-
wa¿aj¹cej mierze przez grzyby). Obecnie znanych jest
oko³o 10 000 biologicznie aktywnych zwi¹zków che-
micznych pochodzenia mikrobiologicznego. Mykso-
bakterie produkuj¹ olbrzymi¹ liczbê takich bioaktyw-
nych cz¹steczek o dzia³aniu antybiotycznym czy
zapobiegaj¹cych rozwojowi komórek nowotworo-
wych. Spo�ród 2150 przebadanych szczepów mykso-
bakterii o w³a�ciwo�ciach bakteriolitycznych � 55%
wykazuje zdolno�ci do produkcji substancji bioaktyw-
nych, z kolei spo�ród 720 szczepów myksobakterii ce-
lulolitycznych � a¿ 95% posiada umiejêtno�ci syntezy
zwi¹zków biologicznie czynnych [26, 27].

W tabeli I przedstawiono kilka przyk³adów substan-
cji biologicznie czynnych wytwarzanych przez mykso-
bakterie [6].

7. Zastosowanie myksobakterii

Myksobakterie odgrywaj¹ znacz¹c¹ rolê w przy-
rodzie ze wzglêdu na wysok¹ aktywno�æ enzymatycz-
n¹. Bakteriolityczne w³a�ciwo�ci myksobakterii mog¹
byæ skutecznym narzêdziem w walce z wieloma szko-
dliwymi drobnoustrojami, m.in. cyjanobakteriami, sta-
nowi¹c tym samym szansê ochrony ekosystemów

Myksosporyna Blokowanie polimerazy RNA bakterii Gram-dodatnich M. fulvus, C. coralloides

Koralopyronina Blokowanie polimerazy RNA bakterii Gram-dodatnich C. coralloides

Sorangicyna
Blokowanie polimerazy RNA bakterii Gram-dodatnich, w wy¿szych
dawkach oddzia³ywuje równie¿ na bakterie Gram-ujemne

S. cellulosum

Myksowalargina
Blokowanie syntezy bia³ek u dro¿d¿y oraz niektórych gatunków M. fulvus, C. coralloides,
bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych A. gephyra

Myksotiazol
Blokowanie kompleksu cytochromowego w ³añcuchu
oddechowym grzybów

M. fulvus

Myksalamid
Blokowanie kompleksu oksydoreduktaza NADH � ubichinon
w ³añcuchu oddechowym grzybów

M. xanthus

Arachina
Blokowanie kompleksu oksydoreduktaza NADH � ubichinon
w ³añcuchu oddechowym grzybów

S. aurantiaca

Epotilon
Blokowanie podzia³ów komórkowych komórek nowotworowych
i doprowadzenie do ich �mierci na drodze apoptozy

S. cellulosum

Geosmina Nadawanie charakterystycznego zapachu gleby N. exedens

Pigmenty (estry kwasów Nadawanie specyficznej barwy cia³ owocuj¹cych Wiêkszo�æ gatunków
t³uszczowych karotenoidów) myksobakterii

T a b e l a  I
Substancje biologicznie czynne syntetyzowane przez myksobakterie

Substancja
biologicznie czynna

Efekt dzia³ania
Gatunek myksobakterii,

z której
zosta³a wyizolowana
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wodnych przed zakwitami wód wywo³ywanymi przez
owe bakterie.

Myksobakterie s¹ tak¿e u¿yteczne jako organizmy
wska�nikowe, czyli tzw. bioindykatory, przede wszyst-
kim w �rodowisku wodnym. S¹ to mikroorganizmy
bardzo czu³e na wszelkie zmiany w �rodowisku wy-
wo³ane wzrostem koncentracji czynników zanieczysz-
czaj¹cych, objawiaj¹ce siê zmniejszeniem zagêszcze-
nia populacji komórek i intensywnym formowaniem
struktur prztrwalnych.

Myksobakterie mog¹ byæ równie¿ wykorzystywa-
ne jako bogate �ród³o ró¿norodnych enzymów. Do�æ
u¿yteczne wydaj¹ siê endonukleazy restrykcyjne i spe-
cyficzne proteazy, które mog¹ znale�æ zastosowanie
w wielu dziedzinach nauki, m.in. biochemii czy bio-
technologii.

Najbardziej obiecuj¹cym przyk³adem biotechnolo-
gicznych zastosowañ myksobakterii jest wykorzystanie
metabolitów wtórnych, a w szczególno�ci zwi¹zków
chemicznych o biologicznej aktywno�ci, takich jak anty-
biotyki i inne inhibitory. Mimo, ¿e zdolno�æ myksobak-
terii do syntezy antybiotyków znana jest od ponad pó³
wieku, pomijaj¹c proste kwasy t³uszczowe uczestnicz¹-
ce w inhibicji kie³kowania zarodników grzybów, dopie-
ro niedawno poznano ich strukturê chemiczn¹. Pierw-
szym myksobakteryjnym antybiotykiem o wyja�nionej
strukturze chemicznej by³a ambrucytyna, silna substan-
cja przeciwgrzybicza izolowana z gatunku S. cellulo-
sum. Z gatunku M. xanthus wyizolowano z kolei anty-
koagulant krwinek czerwonych, tzw. myksalinê, która
jest glikopeptydem odpornym na wysokie temperatury.

Jedn¹ z najwa¿niejszych substancji biologicznie
czynnych stanowi¹cych potencjalne narzêdzie w walce
z rakiem jest epotilon, wytwarzany przez gatunek
S. cellulosum. Jego dzia³anie polega na niszczeniu wrze-
cion podzia³owych w komórkach nowotworowych,
wskutek czego dochodzi do zahamowania podzia³ów
komórkowych i w nastêpstwie zapobieganie rozrosto-
wi guzów, m.in. jelit, piersi czy jajników [9, 25].

8. Podsumowanie

Myksobakterie s¹ mikroorganizmami specyficzny-
mi i fascynuj¹cymi w swojej biologii. Wykazuj¹ bardzo
wysoki poziom aktywno�ci enzymatycznej, zarówno
w rozk³adzie komponentów drewna jak równie¿ ko-
mórek innych drobnoustrojów. Jako jedyni przedsta-
wiciele organizmów prokariotycznych formuj¹ niespo-
tykane dot¹d struktury przetrwalne okre�lane mianem
cia³ owocuj¹cych, we wnêtrzu których gromadzone s¹
myksospory o wysokim stopniu odporno�ci na nieko-
rzystne warunki otoczenia. Myksobakterie stanowi¹
bogate �ród³o biologicznie czynnych metabolitów
wtórnych, spo�ród których wiele mo¿e znale�æ zasto-
sowanie w medycynie.
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1. Wprowadzenie

W�ród licznych substancji, które dostaj¹ siê do �ro-
dowiska na skutek dzia³alno�ci cz³owieka, pestycydy
stanowi¹ szczególny przypadek. Wynika to z dwóch
powodów. Po pierwsze, s¹ one substancjami opraco-
wanymi i produkowanymi specjalnie w celu niszcze-
nia ¿ywych organizmów. Po drugie od licznych innych
polutantów odró¿nia je to, ¿e nie dostaj¹ siê do �rodo-
wiska przypadkowo, w sposób niezamierzony, lecz s¹
tam wprowadzane �wiadomie i celowo.

Jako substancje o du¿ej aktywno�ci biologicznej,
pestycydy wywieraj¹ poza zamierzonym dzia³aniem,
którym jest zniszczenie chwastów, szkodników ro�lin
i patogenów, tak¿e liczne efekty uboczne. Nale¿y do
nich eliminowanie organizmów nie bêd¹cych celem
dzia³ania, toksyczno�æ dla zwierz¹t i ludzi, nagroma-
dzanie siê w ³añcuchach pokarmowych, wreszcie � ró¿-
norodne oddzia³ywania na mikroflorê gleby. Te ostat-
nie maj¹ podstawowe znaczenie dla stanu i ¿yzno�ci
gleby, poniewa¿ mikrobiologiczne przemiany w tym
�rodowisku s¹ w oko³o 80% odpowiedzialne za nieza-
k³ócony przebieg metabolizmu gleby � cykli kr¹¿enia
pierwiastków i przep³yw energii � a w konsekwencji
tworzenie i utrzymanie ¿yzno�ci gleby.

2. Ocena wp³ywu pestycydów
na liczebno�æ mikroorganizmów w glebie

Pocz¹tkowo ocena wp³ywu preparatów ochrony ro�-
lin na mikroflorê gleby polega³a na okre�laniu wra¿li-
wo�ci wyizolowanych z niej szczepów bakterii, pro-
mieniowców lub grzybów na poszczególne preparaty
oraz na badaniu zmian liczebno�ci mikroflory wystê-

puj¹cych pod wp³ywem tych zwi¹zków (Rys. 1). Nie
mo¿na oczywi�cie stwierdziæ, ¿e badania takie niewiele
wnosi³y do poznania problemu. Uda³o siê wielokrot-
nie stwierdziæ znaczne przesuniêcia w sk³adzie gatun-
kowym mikroflory, wystêpuj¹ce pod wp³ywem pesty-
cydów zubo¿enie ró¿norodno�ci gatunkowej, czy te¿
ustaliæ wra¿liwo�æ wielu gatunków na szereg ró¿nych
pestycydów [9, 10]. Ci¹gle jednak pozostawa³ pewien
niedosyt. Czy bowiem eliminacja niektórych gatun-
ków z mikroflory i wej�cie na ich miejsce innych sta-
nowi znaczne zagro¿enie dla �rodowiska glebowego?
Podobne lub zbli¿one uzdolnienia metaboliczne ma
du¿a ilo�æ gatunków wystêpuj¹cych w mikroflorze
gleby. Odporne na pestycyd mog¹ ³atwo przej¹æ funk-
cje wykonywane dotychczas przez wra¿liwe, elimino-
wane. Dodatkowo, wywo³any przez preparat nacisk
selekcyjny powoduje uzyskanie potrzebnych, nowych
cech metabolicznych przez te szczepy, które ich nie
mia³y. Jest to mo¿liwe na drodze mutacji lub te¿
powszechnych u bakterii procesów paraseksualnych,
polegaj¹cych na wymianie pomiêdzy komórkami od-
cinków DNA. Dobrze znanym przyk³adem takiego
zjawiska jest lawinowe rozszerzanie siê w populacji
oporno�ci na antybiotyki.

Tak wiêc, przesuniêcia gatunkowe w sposób ogra-
niczony informuj¹, co zmienia siê w funkcjonowaniu
mikroflory a zw³aszcza w metabolizmie gleby. Dodat-
kowym utrudnieniem jest niejednoznaczno�æ uzyski-
wanych danych. W ró¿nych badaniach ten sam pesty-
cyd dzia³a w odmienny sposób. Jeden autor stwierdza
wp³yw hamuj¹cy, inny za� brak wp³ywu, lub nawet
stymulacjê. Na jednej glebie notowano du¿e dzia³a-
nie, na innej � niewielkie. Jak w takim razie zakwa-
lifikowaæ zagro¿enie ze strony tego pestycydu? Po-
jawi³a siê potrzeba opracowania nowych testów, które
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mog³yby syntetycznie uj¹æ i przedstawiæ oddzia³ywa-
nia uboczne �rodków ochrony ro�lin mo¿liwie w for-
mie wska�nika liczbowego a równocze�nie obejmo-
waæ pomiary i analizy takich zjawisk czy procesów
mikrobiologicznych, które maj¹ istotne znaczenie dla
�rodowiska glebowego.

3. Ocena wp³ywu pestycydów na aktywno�æ
mikroorganizmów w glebie

Stosunkowo dawno badacze zaczêli stosowaæ po-
miary ró¿nych przejawów aktywno�ci drobnoustrojów
w glebie do oceny wp³ywu pestycydów na mikroflorê.
Takie podej�cie opiera siê na za³o¿eniu, ¿e nie ilo�æ
mikroorganizmów, nie sk³ad gatunkowy mikroflory
jest rzecz¹ istotn¹, lecz jej aktywno�æ i zdolno�æ do
przeprowadzania przemian zwi¹zanych z utrzyma-
niem ¿yzno�ci gleby. Przedmiotem zainteresowania
sta³y siê wiêc zachodz¹ce pod wp³ywem pestycydów
zmiany w przebiegu najwa¿niejszych elementów cykli
kr¹¿enia pierwiastków, jak mikrobiologiczny rozk³ad
materii organicznej w glebie, przebieg wi¹zania azotu
przez asymilatory wolno ¿yj¹ce i symbiotyczne, amo-
nifikacja czy te¿ nitryfikacja [4, 15]. Badania liczebno�-
ci bakterii, promieniowców czy grzybów zosta³y zast¹-
pione okre�laniem ilo�ci drobnoustrojów z ró¿nych
grup fizjologicznych, zdolnych do hydrolizowania bia-
³ek, t³uszczu, wêglowodanów, celulozy itp. (Rys. 2, 3).
Podjête zosta³y te¿ próby okre�lania zmian profilu
metabolicznego gleby (Rys. 4), a wiêc procentowego

udzia³u w mikroflorze drobnoustrojów o ró¿nych uz-
dolnieniach metabolicznych [9].

Jako najogólniejszy wska�nik nie tylko ilo�ci, ale
równie¿ aktywno�ci mikroflory i nasilenia prowa-
dzonych przez mikroorganizmy przemian stosowane
s¹ pomiary oddychania gleby, poprzez oznaczanie
ilo�ci poch³anianego tlenu lub wydzielanego dwutlen-
ku wêgla. Z regu³y mikroflora reaguje zmian¹ inten-
sywno�ci oddychania po wprowadzeniu do gleby pe-
stycydów. K³opot polega na tym, ¿e w takiej glebie
obserwuje siê zwykle ca³¹ sekwencjê zmian, w której
okresy zmniejszonej intensywno�ci i stymulacji wy-
stêpuj¹ na przemian, zgodnie z rozwojem ró¿nych
grup drobnoustrojów. Trudno wiêc stwierdziæ jedno-
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znacznie, jaki jest wp³yw pestycydu a zw³aszcza jaka
jest wielko�æ tego wp³ywu.

Aby uzyskaæ jednoznaczn¹ odpowied� co do rodza-
ju i wielko�ci oddzia³ywania, mo¿na okre�liæ wspó³-
czynnik modyfikacji oddychania gleby zadanej pesty-
cydem. Po dodaniu do gleby ³atwo przyswajalnego
substratu, dostêpnego dla wszystkich drobnoustrojów,
obserwuje siê wzmo¿ony metabolizm i namna¿anie
mikroorganizmów. Skutkiem tego jest szybko narasta-
j¹ca ilo�æ wydzielanego CO2, pochodz¹cego z tego
w³a�nie substratu. Dopiero w momencie wykorzysta-
nia ca³ej ilo�ci substratu, wydzielanie CO2 gwa³tow-
nie maleje. Krzywa obrazuj¹ca wydzielanie dwutlen-

ku wêgla ma kszta³t piku z wyra�nie zaznaczonym
punktem maksimum (Rys. 5). W glebie, do której do-
dano pestycyd, je�li mikroflora zostanie zmniejszona
lub jej aktywno�æ spadnie, przebieg wspomnianej
krzywej jest bardziej p³aski a maksimum jest mniejsze
i wystêpuje pó�niej. (Je�li mikroflora jest stymulowana
� obraz jest odwrotny.) Efekt ten narasta z narastaj¹-
cym dzia³aniem hamuj¹cym, np. wraz z rosn¹c¹ dawk¹
pestycydu. Tak wiêc, im silniejszy wp³yw preparatu,
tym mniejsze jest maksimum i tym pó�niej siê pojawia
a im bardziej dzia³a on stymuluj¹co, tym maksimum na
krzywej oddychania jest wiêksze i wystêpuje wcze�niej
[5]. Powi¹zanie parametrów maksimum na krzywej
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oddychania w jeden wska�nik pozwala obliczyæ wspó³-
czynnik modyfikacji oddychania wg wzoru:

w którym:
Tk � czas wyst¹pienia maksimum na krzywej oddy-

chania dla próbki kontrolnej (h)
Hk � wielko�æ maksimum na krzywej oddychania dla

próbki kontrolnej (mg CO2/h)
Tp � czas wyst¹pienia maksimum na krzywej oddy-

chania dla próbki z pestycydem (h)
Hp � wielko�æ maksimum na krzywej oddychania dla

próbki z pestycydem (mg CO2/h)
Dzia³anie pestycydu na mikroflorê mo¿na wiêc

uj¹æ postaci wspó³czynnika, którego warto�æ kszta³tuje
siê pomiêdzy 0 i 1. W przypadku stymulacji mikro-
flory przez pestycyd, wspó³czynnik przybiera warto�ci
mniejsze od 1, natomiast im bardziej warto�æ wspó³-
czynnika przekracza 1, tym silniejsze jest dzia³anie ha-
muj¹ce pestycydu [3, 5] (Rys. 6).

Wska�nikiem nieco zbli¿onym do intensywno�ci
oddychania jest zawarto�æ biomasy ¿ywych mikroor-
ganizmów w glebie (Rys. 7). Ujmuje on tak¿e równo-

cze�nie ilo�æ jak i aktywno�æ mikroflory, gdy¿ ze
wzglêdu na stosowan¹ metodykê (metoda fizjologiczna
SIR) podaje informacjê o ¿ywych, aktywnych meta-
bolicznie komórkach drobnoustrojów. Zmiana ilo�ci
biomasy ¿ywych mikroorganizmów w glebie pod wp³y-
wem pestycydu powinna byæ niew¹tpliwie zjawiskiem
niepokoj¹cym, jednak najczêstszy zakres tej zmiany
w granicach kilku-kilkunastu procent nie sk³ania do
podnoszenia alarmu [13].

Kolejnym wska�nikiem o podobnym charakterze
jest pomiar ilo�ci ATP, substancji zwi¹zanej z funk-
cjonowaniem ¿ywej komórki (Rys. 8). W obecno�ci
pestycydów mo¿na ustaliæ zmiany ilo�ci ATP w glebie,
niew¹tpliwie spowodowane wp³ywem tego preparatu
na ¿ywe komórki drobnoustrojów [13].

Innym sposobem na pomiar zmian wielko�ci
i funkcjonowania mikroflory mo¿e byæ pomiar aktyw-
no�ci enzymów glebowych, zw³aszcza dehydrogenaz
(Rys. 9). Wszystkie enzymy glebowe pochodz¹ oczy-
wi�cie z ¿ywych komórek a dehydrogenazy s¹ szcze-
gólnie silnie z nimi zwi¹zane, jako katalizatory bio-
r¹ce udzia³ w procesach oddechowych. Tak wiêc wy-
niki oznaczeñ tych enzymów mog¹ byæ równie¿ miar¹
wielko�ci i aktywno�ci mikroflory w glebie [14].
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Dalszym rozwiniêciem metody oceny przez anali-
zê ilo�ci ATP jest okre�lenie ³adunku energetycznego
(Rys. 10). Ten wska�nik informuje nie tylko o wiel-
ko�ci mikroflory, jej aktywno�ci, ale tak¿e pozwala
oceniæ jej kondycjê i kierunek przebiegu procesów
metabolicznych w komórkach. Mo¿liwe jest stwier-
dzenie czy mikroflora w obecno�ci pestycydu znajduje
siê w stanie zastoju metabolicznego, podlega dzia³a-

niu toksycznemu czy te¿ znajduje siê w okresie inten-
sywnego metabolizmu [10].

Wszystkie ostatnio wymienione wska�niki, a wiêc
oddychanie gleby, ilo�æ biomasy ¿ywych mikroorganiz-
mów, ilo�æ ATP czy aktywno�æ dehydrogenaz a nawet
³adunek energetyczny mog¹ wskazywaæ na wielko�æ
i aktywno�æ mikroflory, pokazuj¹c niejako t¹ sam¹
rzecz z ró¿nych stron. Wydaje siê jednak, ¿e wskazuj¹
t¹ wielko�æ w sposób niejednakowy, albo te¿ wska-
zuj¹ jej ró¿ne aspekty. Do takiego wniosku sk³ania
fakt, ¿e przeprowadzone badania wykaza³y, ¿e istnieje
zwykle tylko bardzo niska korelacja pomiêdzy tymi
wska�nikami (Tab. I). Niewielka jest te¿ korelacja
pomiêdzy nimi a ilo�ci¹ pozosta³o�ci pestycydu, wg
zasady: wiêksza dawka pestycydu � wiêksze stê¿enie
� silniejsze dzia³anie na mikroflorê � wiêksza zmiana
warto�ci wska�ników [10, 12, 13].

Czy wiêc wska�niki nie s¹ przydatne do oceny
efektów pestycydowych? Dlaczego nie wskazuj¹ po-
dobnych tendencji? W rzeczywisto�ci wszystkie one
wskazuj¹ wbrew pozorom � ró¿ne zjawiska. Przede
wszystkim jednak wskazuj¹ �redni¹, przeciêtn¹ war-
to�æ z ogromnego bogactwa przemian zachodz¹cych
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w glebie. We�my dla przyk³adu przypadek najprost-
szy, rozwa¿aj¹c teoretycznie. Przyjmijmy, ¿e pestycyd
zabija po³owê komórek mikroorganizmów w glebie.
Zwolnione miejsce zajm¹ szczepy odporne, powiêk-
szaj¹c swoj¹ liczebno�æ. Po takiej operacji pomiar od-
dychania wyka¿e brak zmian w stosunku do pierwot-
nej mikroflory. Ilo�æ biomasy nie zmieni siê równie¿
albo ze wzglêdu na m³odszy wiek komórek uzyskana
warto�æ nieco wzro�nie. Aktywno�æ dehydrogenazy
powie o wielko�ci zapasu tego enzymu w glebie, uzbie-
ranego w ostatnim okresie i jego aktywno�ci wyzna-
czanej aktualnymi warto�ciami parametrów fizykoche-
micznych gleby. Ilo�æ ATP prawdopodobnie wzro�nie
ze wzglêdu na zwiêkszon¹ zawarto�æ m³odych, inten-
sywnie rosn¹cych komórkach, ³adunek energetyczny
wyka¿e wzrost intensywno�ci procesów anabolicznych.
Jakie warto�ci wyka¿¹ pomiary zale¿y te¿ w znacznej
mierze od momentu wykonania: natychmiast po apli-
kacji pestycydu, w trakcie odtwarzania mikroflory czy
te¿ po jej ustabilizowaniu. Tak wiêc, nawet w tak pros-
tym przypadku ka¿dy wska�nik w sposób uprawniony
poka¿e inny obraz. A przecie¿ w glebie procesy zacho-
dz¹ce po zadaniu pestycydem s¹ o wiele bardziej z³o-

¿one. Dziwne by³oby raczej, gdyby wszystkie wska�-
niki pokazywa³y to samo. Do czego siê w takim razie
mog¹ przydaæ? Mog¹ pomóc wyja�niæ, co dzieje siê
w mikroflorze po zadaniu pestycydem, pod warunkiem,
¿e dysponujemy wynikami oznaczenia nie jednego
� lecz kilku ró¿nych takich wska�ników, mo¿liwie
w funkcji czasu i poddamy je krytycznej ocenie. Poje-
dynczy wska�nik i pojedynczy pomiar niewiele powie
o zmianie stanu mikroflory. Mo¿e natomiast byæ u¿yty
do oceny si³y dzia³ania pestycydu a raczej porówny-
wania pod tym wzglêdem ró¿nych preparatów.

 Do oceny stopnia zagro¿enia stwarzanego przez
pestycyd dla funkcjonowania gleby natomiast nale¿a³o-
by wykorzystywaæ wspomniane wy¿ej pomiary skut-
ków dzia³ania mikroorganizmów � a wiêc szybko�æ
mineralizacji materii organicznej czy nitryfikacji. Jak
jednak oceniaæ stopieñ zagro¿enia, np. czy gro�ne jest
zmniejszenie szybko�ci mineralizacji o 10%? Mo¿e
o 20% albo dopiero o 40%?

 Jedynym dopracowanym sposobem takiej oceny
jest koncepcja przedstawiona przez D o m s c h a  [1].
Polega ona na warto�ciowaniu znaczenia wp³ywu wy-
wieranego przez pestycydy na mikroflorê gleby przez
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Rys. 10. Zmiany ³adunku energetycznego w glebach pod wp³ywem ró¿nych herbicydów (badania w³asne)
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porównanie stresu wywo³ywanego przez pestycyd ze
stresami wystêpuj¹cymi na skutek dzia³ania natural-
nych czynników �rodowiskowych. Tak d³ugo, jak stre-
sy pestycydowe nie s¹ wiêksze ni¿ naturalne � nie
nale¿y ich uznawaæ za niebezpieczne.

W warunkach naturalnych szereg czynników ogra-
nicza rozwój mikroorganizmów. Brak substratów po-
karmowych, brak tlenu (dla tlenowców), zmiany pH,
wahania temperatury, zmiany wilgotno�ci. Ka¿dy z nich
mo¿e powodowaæ istotne ograniczenie rozwoju dro-
bnoustrojów, które jednak szybko ustaje po ustaniu
przyczyny, jaka to ograniczenie wywo³a³a. Szybko�æ
odtworzenia mikroflory po stresie jest znaczna, wg
D o m s c h a  czas podwojenia ilo�ci biomasy lub licz-
by mikroorganizmów wynosi �rednio 10 dni. Tak
wiêc, po drastycznym zmniejszeniu ilo�ci mikroorga-
nizmów w glebie, np. podczas suszy, kiedy to ginie
ponad 90 procent komórek, czas odtworzenia po po-
nownym nawil¿eniu gleby wynosi oko³o miesi¹ca. Po-
równywalne efekty dzia³ania pestycydów nale¿y wiêc
uznaæ za dopuszczalne.

4. Interpretacja znaczenia efektów ubocznych
pestycydów na mikroflorê gleby

Ka¿dy efekt (stres) mo¿na opisaæ dwoma parame-
trami okre�laj¹cymi jego wielko�æ (nasilenie) i czas
trwania [1]. Na podstawie badañ i analizy literatury,
Domsch przedstawi³ schemat oceny takich wp³ywów
i zakwalifikowania ich do kategorii: nieistotnych, do-
puszczalnych i krytycznych.

Niestety, wiêkszo�æ relacjonowanych w literaturze
badañ nie pozwala na wysnucie jakichkolwiek wnios-
ków z tego punktu widzenia. Najczê�ciej bowiem, nie
jest mo¿liwe ustalenie ani wielko�ci oddzia³ywania,
ani te¿ jego czasu trwania. Nie powinno siê, jak to jest
spotykane, obserwowaæ np. zmian nitryfikacji przez
2 tygodnie i na tej podstawie ustaliæ dzia³ania pes-
tycydu. Do�wiadczenie powinno trwaæ tak d³ugo, a¿
efekt wystêpuj¹cy pod wp³ywem pestycydu pojawi
siê a nastêpnie ca³kowicie ust¹pi, co wymaga zwykle
3�8 tygodni. Podobnie w przypadku innych do�wiad-

czeñ � nale¿y je prowadziæ a¿ do momentu powrotu
mierzonej warto�ci do stanu wyj�ciowego lub ca³ko-
witego ustabilizowania siê sytuacji. W innym przypad-
ku uzyskujemy dane przypadkowe (Rys. 11).

Niezwykle wa¿ne jest te¿, w jakich warunkach pro-
wadzimy pomiary czy inkubacjê gleby. Parametry ta-
kie jak np. temperatura czy wilgotno�æ mog¹ dia-
metralnie zmieniaæ reakcjê poszczególnych gatunków
i ca³ej mikroflory na pestycydy [8] (Rys. 12). We�my
za przyk³ad temperaturê. Ka¿dy szczep bakterii czy
gatunek grzyba ma swoje w³asne wymagania pod tym
wzglêdem, temperaturê minimaln¹, maksymaln¹ i opty-
maln¹. Liczne badania wykaza³y, ¿e wra¿liwo�æ na
pestycydy jest najmniejsza w temperaturze optymal-
nej a zwiêksza siê w miarê oddalania siê od optimum
w kierunku temperatury minimalnej lub maksymalnej.
Porównuj¹c wiêc dwa szczepy w jednej temperaturze
mo¿emy stwierdziæ ich jednakow¹ wra¿liwo�æ, ale dla
jednego z nich mo¿e to byæ temperatura optymalna
a dla drugiego zbli¿ona do minimum. W tan sposób
porównanie daje b³êdny wynik [6] (Rys. 13). W³a�ciwe
jest ustalenie najpierw reakcji obydwu szczepów na
temperaturê a dopiero potem wykonanie pomiaru
wp³ywu oddzia³ywania pestycydu na jeden szczep we
w³a�ciwej dla niego temperaturze optymalnej i na drugi
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Rys. 11. Wp³yw d³ugo�ci okresu badañ na mo¿liwo�æ interpretacji wyników
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we w³a�ciwej dla tego drugiego temperaturze optymal-
nej, która mo¿e ró¿niæ ciê od temperatury optymal-
nej pierwszego szczepu (Rys. 14). Paradoksalnie wiêc
� dopiero zastosowanie ró¿nych temperatur pozwala
na w³a�ciwe porównanie.

Innym problemem jest stosowanie w warunkach
laboratoryjnych sta³ej temperatury. Wp³yw pestycydu
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Rys. 13. Wp³yw temperatury na wzrost i aktywno�æ amylolityczn¹ promieniowców glebowych (badania w³asne)
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temperaturach (badania w³asne)

mo¿e ró¿niæ siê istotnie w temperaturze sta³ej i zmien-
nej, jaka panuje w warunkach naturalnych. Tak wiêc,
przenosz¹c wnioski z badañ in vitro do warunków
in vivo, nale¿y takie zjawisko uwzglêdniæ.

W ka¿dej glebie rozwija siê charakterystyczna dla
niej mikroflora. Jest ona ukszta³towana warunkami,
jakie w niej panuj¹, jak parametry fizykochemiczne,
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Rys. 15. Ilo�æ biomasy ¿ywych mikroorganizmów w glebie
w ró¿nych warunkach temperatury i wilgotno�ci
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sk³ad mechaniczny, odczyn, zawarto�æ próchnicy, za-
sobno�æ w substraty pokarmowe i ich rodzaj, a tak¿e
wilgotno�æ, temperatura, szata ro�linna itp. Wiadomo
jednak, ¿e warto�ci ró¿nych parametrów �rodowisko-
wych nie s¹ sta³e, lecz podlegaj¹ wahaniom, zw³asz-
cza temperatura i wilgotno�æ gleby ulegaj¹ ci¹g³ym
zmianom. Mikroorganizmy bardzo szybko reaguj¹ na
wszelkie zmiany �rodowiska, st¹d wielko�æ mikro-
flory w glebie szybko mo¿e siê zmieniæ. W warun-
kach naturalnych rzadko, a je¿eli to przez krótki okres,
panuj¹ warunki optymalne dla mikroflory. Przewa¿-
nie jest za ciep³o albo za zimno, za mokro albo za su-
cho. St¹d ilo�æ biomasy mikroorganizmów dostoso-
wuje siê do aktualnych warunków. Dla ka¿dej gleby
mo¿na ustaliæ charakterystykê zmian ilo�ci biomasy
okre�laj¹c¹ jej zawarto�æ w zale¿no�ci od temperatury
i wilgotno�ci gleby i wyraziæ j¹ odpowiednim równa-
niem [2] (Rys. 15).

Wprowadzenie pestycydu jest jeszcze jednym, do-
datkowym czynnikiem wp³ywaj¹cym na mikroflorê.
Je¿eli preparat ma dzia³anie toksyczne, ilo�æ biomasy
mikroorganizmów bêdzie w ka¿dych warunkach obni-
¿ona w stosunku do mo¿liwej w tych warunkach ilo�ci
w glebie bez pestycydu (Rys. 16). I tu równie¿ mo¿na
wykonaæ charakterystykê zmian ilo�ci biomasy w gle-

bie z pestycydem w ró¿nych warunkach temperatury
i wilgotno�ci a nastêpnie ustaliæ, jakie obni¿enie ilo�ci
biomasy powoduje pestycyd przy dowolnych warto�-
ciach tych parametrów [2] (Rys. 17, 18).

5. Podsumowanie

Wszystkie przedstawione rozwa¿ania wskazuj¹, ¿e
pomimo prowadzenia badañ nad wp³ywem pestycy-
dów na mikroflorê gleby od dziesi¹tków lat, ci¹gle
brak jednego, uznanego standardowego testu, okre�-
laj¹cego precyzyjnie wp³yw tych preparatów na mi-
kroorganizmy. Wytworzy³ siê raczej zestaw typowych
badañ i oznaczeñ, a jego sk³ad wynika czê�ciowo
z powodów merytorycznych � znaczenia badanego
zjawiska a czê�ciowo ze wzglêdów praktycznych. Nie-
w¹tpliwie bowiem, pro�ciej jest zakopaæ do gleby kar-
toniki celulozowe i okre�liæ ró¿nicê ich wagi przed
i po inkubacji, ni¿ mozolnie analizowaæ zmiany
liczebno�ci i zestawu gatunków celulolitycznych.

Prowadzone badania dostarczy³y dotychczas ju¿
bardzo wielu danych, niestety czêsto sprzecznych, co
jest wynikiem nie tylko wp³ywu rodzaju gleby i para-
metrów �rodowiska, ale w znacznej mierze koncepcji
za³o¿onego do�wiadczenia, sposobu pomiaru i zesta-
wu wykonywanych oznaczeñ. �wiadectwem niedo-
statków stosowanych sposobów oceny wp³ywu pesty-
cydów na mikroflorê jest poszukiwanie ci¹gle nowych
metod. Czy jednak mo¿liwe jest opracowanie idealne-
go, w pe³ni poprawnego testu? Wydaje siê, ¿e nie jest
to mo¿liwe. Mo¿na natomiast oceniæ zmiany zacho-
dz¹ce pod wp³ywem pestycydów stosuj¹c kilka ró¿nych
badañ, i to jeszcze dobranych w sposób odpowiedni
do pytania, jakie sobie stawiamy. Za ma³o zapytaæ �jak
dzia³a pestycyd na mikroflorê?�. Trzeba pytaæ np. �Jak
pestycyd zmienia przemiany azotu w glebie?� albo
�Jakie zdolno�ci metaboliczne mikroflory pestycyd
stymuluje a jakie hamuje?�.

Czy taka konkluzja �wiadczy o niepowodzeniu po
latach badañ? Ale czy inne metody mikrobiologii gleby
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nie sprawiaj¹ podobnych k³opotów? Podobne proble-
my spotyka siê przy okre�laniu zmian w mikroflorze
pod wp³ywem metali ciê¿kich, substancji ropopochod-
nych i innych ska¿eñ. Co wiêcej, czy np. istnieje uni-
wersalna, niezawodna, dok³adna, powtarzalna i pre-
cyzyjna metoda okre�lania liczebno�ci drobnoustro-
jów w glebie? Pomimo tego, jednak nast¹pi³ znaczny
postêp w mikrobiologii gleby a nasza wiedza o roli
i zachowaniu drobnoustrojów w tym �rodowisku jest
coraz obszerniejsza, podobnie jak ma to miejsce w ba-
daniach nad okre�laniem wp³ywu pestycydów na �ro-
dowisko glebowe.
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1. Wprowadzenie

Jako�æ mikrobiologiczna produktów leczniczych
i wyrobów medycznych znajduj¹cych siê w obrocie ma
istotne znaczenie dla zdrowia chorych przyjmuj¹cych
leki i u¿ywaj¹cych rozmaitych wyrobów medycznych.
Zawarto�æ odpowiedniej substancji czynnej w dekla-
rowanej dawce i sk³ad leku zgodny ze specyfikacj¹,
powinny gwarantowaæ bezpieczeñstwo chorych. Leki
stosowane parenteralnie, do oczu, na rozleg³e rany
i oparzenia musz¹ byæ ja³owe, podobnie jak wyroby
medyczne stosowane w inwazyjnych zabiegach diag-
nostycznych i leczniczych np. ig³y, cewniki, linie naczy-
niowe oraz implanty. Druga grupa, to preparaty o okre�-
lonej czysto�ci mikrobiologicznej, ró¿nej w zale¿no�ci
od drogi podania oraz wyroby medyczne niepowodu-
j¹ce uszkodzenia ci¹g³o�ci skóry np. kaczki, baseny,
termometry. Dopuszczalna jest tu obecno�æ pewnych
drobnoustrojów.

Jako�æ produktów leczniczych i surowców stosowa-
nych w produkcji leków, a tak¿e metody analityczne
stosowane w badaniach jako�ci chemicznej i mikrobio-

logicznej leków opisane s¹ w opracowaniach farmako-
pealnych. W zwi¹zku z przyst¹pieniem Polski pod ko-
niec 2006 r. do Konwencji o Opracowaniu Farmakopei
Europejskiej, w naszym kraju obowi¹zuje Farmakopea
Europejska, która obecnie jest t³umaczona na jêzyk
polski i publikowana jako Farmakopea Polska.

2. Mikrobiologiczne bezpieczeñstwo leków

Wytwórcy produktów leczniczych i wyrobów me-
dycznych musz¹ mieæ �wiadomo�æ, ¿e ich produkty sto-
sowane s¹ nie przez zdrowe, m³ode, silne osoby, lecz
przez chorych, czêsto z ciê¿k¹ chorob¹ podstawow¹
(np. AIDS, cukrzyca, choroba nowotworowa) i towa-
rzysz¹c¹ upo�ledzon¹ odporno�ci¹. W zwi¹zku z tym,
jako�æ mikrobiologiczna produktów odgrywa bardzo
istotn¹ rolê dla bezpieczeñstwa stosuj¹cych je osób.
Nale¿y wiêc zagwarantowaæ, ¿e leki nie s¹ zanieczysz-
czone drobnoustrojami chorobotwórczymi, ich metabo-
litami (np. enzymami, toksynami), a tak¿e fragmentami
komórek (endotoksyna), mog¹cymi spowodowaæ po-
gorszenie siê stanu chorego lub nawet jego �mieræ.
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Opisano ca³y szereg przypadków, tzw. zaka¿eñ od-
lekowych, a pierwszy cytowany w pi�miennictwie
mia³ miejsce w 1907 roku i dotyczy³ zanieczyszczenia
laseczkami tê¿ca szczepionki przeciwko d¿umie [2, 5,
6]. Zaka¿enia odlekowe przede wszystkim maj¹ cha-
rakter sporadyczny, jednak¿e w 1972 roku w jednym ze
szwedzkich szpitali klinicznych opisano epidemiê duru
brzusznego (obejmuj¹c¹ ponad 200 osób) po podaniu
chorym leku doustnego zawieraj¹cego surowiec � gru-
czo³y tarczycy, ska¿ony pa³eczkami Salmonella. By³ to
klasyczny przyk³ad odlekowego zaka¿enia szpitalnego.
Podobny charakter mia³y przypadki posocznicy u dzie-
ci w Wielkiej Brytanii po podaniu roztworów do od¿y-
wiania pozajelitowego ska¿onych Pseudomonas aeru-
ginosa [1, 2]. Zaka¿enia obejmuj¹ce liczne przypadki
chorych, wywo³ywane by³y nie tylko przez chorobo-
twórcze drobnoustroje obecne w leku � np. w Afryce
zachodniej opisano zaka¿enia Vibrio cholerae po popi-
ciu leków doustnych wod¹ ska¿on¹ przecinkowcami.

W zwi¹zku z wprowadzaniem zasad Dobrej Prakty-
ki Wytwarzania (GMP) produktów leczniczych i upow-
szechnianiem procesu akredytacji wytwórców farma-
ceutycznych, liczba nieprawid³owych serii produktów
nie ja³owych lub zawieraj¹cych du¿¹ liczbê drobno-
ustrojów w tym tak¿e chorobotwórczych ci¹gle siê
zmniejsza [7, 10, 11]. Poprawie ulega higiena nie tylko
w zak³adach wytwarzaj¹cych leki, lecz równie¿ w jed-
nostkach s³u¿by zdrowia. Ci¹gle jednak zdarzaj¹ siê
w�ród chorych przypadki zaka¿eñ bakteryjnych i wi-
rusowych (np. WZW, HIV) zwi¹zanych z nieprawi-
d³ow¹ aseptyk¹ podczas wykonywania iniekcji oraz
nieprawid³ow¹ dezynfekcj¹ przedmiotów i pomiesz-
czeñ. Ponadto, przeszczepiane tkanki, narz¹dy oraz
podawane preparaty krwiopochodne równie¿ mog¹
niekiedy stanowiæ �ród³o zaka¿eñ (bakteryjnych, wiru-
sowych oraz prionowych).

Nie wszyscy zdaj¹ sobie sprawê, ¿e dzia³ania niepo-
¿¹dane, w tym nawet wstrz¹s toksyczny, mog¹ wyst¹piæ
u chorych po podaniu leków parenteralnych, ja³owych,
lecz zawieraj¹cych endotoksyny bakteryjne. Nieprawi-
d³owy proces produkcyjny leku, sprzyjaj¹cy namna¿a-
niu pa³eczek Gram-ujemnych w produktach po�rednich,
ale koñcz¹cy siê skuteczn¹ sterylizacj¹ produktu final-
nego, mo¿e doprowadziæ do powy¿szej sytuacji.

Osobnym problemem niektórych szpitali by³y za-
ka¿enia wywo³ane drobnoustrojami bytuj¹cymi i na-
mna¿aj¹cymi siê w preparatach dezynfekcyjnych (za-
liczanych obecnie do grupy produktów biobójczych),
zw³aszcza tych zawieraj¹cych czwartorzêdowe zwi¹zki
amoniowe [1, 2, 5, 7].

Z kolei pewne zaka¿enia, w tym oportunistyczne,
mog¹ byæ konsekwencj¹ stosowanej terapii. Leki obni-
¿aj¹ce odporno�æ naturaln¹ cz³owieka, takie jak cyto-
statyki, preparaty steroidowe inne preparaty immuno-
supresyjne, stosowane zw³aszcza w leczeniu chorób
nowotworowych oraz podczas przeszczepów mog¹

przyczyniaæ siê po�rednio do wzrostu podatno�ci cho-
rego na zaka¿enia zw³aszcza bakteryjne i grzybicze.

Czêsto, nieprawid³owo prowadzona antybiotykote-
rapia oraz chemioterapia przeciwdrobnoustrojowa pro-
wadzi do narastania oporno�ci mikroorganizmów na leki
a czêste, d³ugotrwa³e stosowanie antybiotyków sprzyja
pojawieniu siê i rozwojowi zaka¿eñ grzybiczych.

Powy¿sze zagadnienia s¹ �ci�le powi¹zane z mikro-
biologicznym bezpieczeñstwem stosowanych leków.

Istotnym problemem klinicznym zwi¹zanym z obec-
no�ci¹ drobnoustrojów w leku mog¹ byæ nie tylko
zaka¿enia odlekowe, lecz równie¿ utrata w³a�ciwo�ci
terapeutycznych produktów leczniczych podawanych
chorym. Mo¿e to byæ zwi¹zane z przemian¹ lub roz-
k³adem substancji leczniczych wskutek dzia³ania
drobnoustrojów � np. inaktywacja penicylin pod
wp³ywem $-laktamaz bakteryjnych, hydroliza aspi-
ryny w zawiesinie przez esterazy bakteryjne, rozk³ad
atropiny (krople do oczu) lub steroidów (ma�ci, kre-
my) pod wp³ywem grzybów. Problem mo¿e dotyczyæ
rozk³adu substancji konserwuj¹cych (opisano takie
przypadki spowodowane przez szczepy Pseudomonas
spp.), a nastêpnie procesu namna¿ania drobnoustrojów
w leku [1, 2, 6, 7].

Zmiany organoleptyczne leków spowodowane przez
drobnoustroje (jak np. pogorszenie wygl¹du i smaku
w przypadku syropów, zmiana barwy, plamy � tablet-
ki), a tak¿e niszczenie preparatów (np. rozpad tabletek,
skawalanie siê proszków i granulatów) wp³ywaj¹ nie
tylko na bezpieczeñstwo pacjentów, lecz maj¹ tak¿e
du¿e znaczenie ekonomiczne dla wytwórcy. Niedopusz-
czenie zanieczyszczonej mikrobiologicznie lub zmie-
nionej fizycznie serii produktu do obrotu albo koniecz-
no�æ wycofania serii leku z rynku, w sposób istotny
zwiêksza koszt wytwarzania produktów leczniczych.

Jednym z g³ównych zadañ mikrobiologii farmaceu-
tycznej jest okre�lanie jako�ci mikrobiologicznej pro-
duktów leczniczych. Jednak¿e problem zwi¹zany z re-
alizacj¹ tego celu w przemy�le farmaceutycznym jest
ogólny i obejmuje kontrole: �rodowiska wytwarzania
produktów leczniczych, procesu produkcyjnego (czy-
sto�æ mikrobiologiczn¹ powietrza, powierzchni i perso-
nelu), a tak¿e jako�ci surowców, produktów po�rednich
i produktu koñcowego [6�9]. Kluczowe znaczenie od-
grywa jako�æ mikrobiologiczna naturalnych surowców
farmaceutycznych � ro�linnych, zwierzêcych i mineral-
nych. Leki zio³owe s¹ obecnie grup¹ produktów stano-
wi¹cych najwiêkszy problem mikrobiologiczny.

3. Harmonizacja farmakopealnych monografii
mikrobiologicznych

W grudniu ubieg³ego roku opublikowano Suple-
ment 2007 Farmakopei Polskiej VII [3, 4], w którym
m.in. sygnalizowane s¹ du¿e zmiany w badaniach mi-
krobiologicznych produktów leczniczych nieja³owych
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oraz nowe kategorie podzia³u tych produktów. Zmia-
ny te wynikaj¹ z postêpuj¹cego procesu harmonizacji
Farmakopei Europejskiej (Ph. Eur.) z Farmakope¹
Japoñsk¹ (JP) i z Farmakope¹ Stanów Zjednoczonych
(USP). Dzia³ania te s¹ prowadzone w uzgodnieniu
z Miêdzynarodow¹ Konferencj¹ Harmonizacji (ICH),
a ich celem jest opracowywanie ujednoliconych mono-
grafii i tekstów podstawowych. Harmonizacja daje ko-
rzy�ci w postaci uproszczenia i racjonalizacji metod
kontroli jako�ci oraz procedur dopuszczania produk-
tów leczniczych do obrotu. Harmonizacja przyczynia
siê równie¿ do zmniejszeniem liczby badañ kontrol-
nych i tym samym obni¿enia kosztów. Komisje trzech
farmakopei zobowi¹za³y siê, ¿e nie bêd¹ wprowadzaæ
jednostronnych zmian do zharmonizowanych mono-
grafii i tekstów podstawowych, ale bêd¹ stosowa³y
uzgodnion¹ procedurê nowelizacji zgodnie, z któr¹
wszystkie jednostki bêd¹ wprowadza³y takie zmiany
jednocze�nie. Harmonizacja jest procesem bardzo z³o-
¿onym. Bior¹c pod uwagê ró¿ne obszary geograficz-
ne, gdzie obowi¹zuj¹ dane opracowania farmakopeal-
ne: Europê, Stany Zjednoczone i Japoniê, w trakcie
ujednolicania tekstów pojawiaj¹ siê problemy wyni-
kaj¹ce m.in. z rozmaitej drogi rozwoju przemys³u far-
maceutycznego i procesów wytwórczych. Ponadto
ujednolicenia wymagaj¹ zró¿nicowania wyp³ywaj¹ce
z odmiennej tradycji oraz ró¿nego rozwoju naukowe-
go tych obszarów. Ka¿dy region ma do�wiadczenie
w wykonaniu badañ swoimi metodami i prze�wiad-
czenie o prawid³owo�ci otrzymywanych wyników.
Prawie wszystkie kraje Europy podpisa³y ju¿ Kon-
wencjê o Opracowaniu Farmakopei Europejskiej, jed-
nak¿e w wielu z nich opracowywane s¹ farmakopee
narodowe, obejmuj¹ce istotne dla danego kraju w³as-
ne monografie.

Bardzo wa¿ne w trakcie harmonizacji jest poszuki-
wanie wyboru i kompromisu, co prowadzi do ograni-
czenia liczby metod badania ró¿nych kategorii pro-
duktów leczniczych, a tak¿e konieczno�ci rewalidacji
nowych metod. Niekiedy ³¹czy siê to z wprowa-
dzeniem nowych grup badañ do procesu wytwórcze-
go. Proces harmonizacji dodatkowo utrudniony jest
ze wzglêdu na ró¿ne przepisy prawne obowi¹zuj¹ce
w Europie, Stanach Zjednoczonych i Japonii, a tak-
¿e na odmienno�æ jêzyka japoñskiego i angielskiego
� wspólnego dla USP i Ph. Eur.

W obrêbie obszaru mikrobiologicznego, do tej pory
zharmonizowano monografie dotycz¹ce badañ ja³owo�-
ci leków, endotoksyn bakteryjnych oraz skuteczno�ci
ochrony przeciwdrobnoustrojowej leków. W listopa-
dzie 2005 r. Grupa Dyskusyjna Farmakopei uzgodni³a,
¿e nast¹pi harmonizacja monografii: �Badanie czys-
to�ci mikrobiologicznej produktów nieja³owych (ca³-
kowita liczba zdolnych do ¿ycia drobnoustrojów
tlenowych)�, �Badanie czysto�ci mikrobiologicznej

produktów nieja³owych (badanie obecno�ci okre�lo-
nych drobnoustrojów)� oraz �Mikrobiologiczna jako�æ
preparatów farmaceutycznych�. Do koñca 2008 r.
w ramach okresu przej�ciowego, obowi¹zuj¹ równo-
legle oba wymagania � dotychczasowe i zharmonizo-
wane. Natomiast od 01.01.2009 obowi¹zywaæ bêd¹
ju¿ tylko wymagania zharmonizowane. W obecnym
tek�cie podstawowym monografii [4] zamieszczono
akapit, w którym wyja�niono, ¿e aktualnie s¹ do-
puszczone do stosowania 2 grupy metod � pierwsza
przedstawia dotychczasowe metody porównawcze do
ustalenia zgodno�ci z monografiami. Odwo³anie siê
w monografii do tego rozdzia³u oznacza zastosowanie
pierwszej grupy badañ, dopóki nie zostanie zatwier-
dzone stosowanie drugiej grupy badañ. Natomiast
badania wykonane metodami z drugiej grupy (obej-
muj¹cej badania zharmonizowane, opracowane we
wspó³pracy Ph. Eur., JP i USP) równie¿ stanowi¹ ofi-
cjalne badania zgodne z farmakope¹ i mo¿na siê do
nich odwo³ywaæ, szczególnie w nowych wnioskach
o pozwolenie na dopuszczenie leków do obrotu.

Harmonizacja objê³a swoim zakresem równie¿
zmianê kategorii produktów leczniczych nieja³owych
i kryteriów ich akceptacji. W obowi¹zuj¹cym tek�cie
podstawowym przedstawiono 2 grupy zalecanych
kryteriów akceptacji jako�ci mikrobiologicznej. Do
koñca 2008 r. pierwsza grupa kryteriów podana w tym
rozdziale zostanie zast¹piona przez grupê drug¹. Poni-
¿ej przedstawiono najbardziej istotne zmiany w oma-
wianych monografiach.

3.1. Badanie czysto�ci mikrobiologicznej
produktów nie ja³owych (ca³kowita liczba
zdolnych do ¿ycia drobnoustrojów tlenowych)

Zamiast oznaczeñ literowych pod³o¿y wprowadzo-
no pe³ne ich nazwy zwyczajowe, które s¹ powszech-
nie znane osobom pracuj¹cym w mikrobiologii. Wpro-
wadzono jednoznaczne sformu³owania stwierdzaj¹ce,
¿e opisanych metod nie stosuje siê do produktów
zawieraj¹cych jako sk³adniki czynne, zdolne do ¿ycia
drobnoustroje oraz, ¿e alternatywne procedury mikro-
biologiczne, w³¹cznie z metodami zautomatyzowanymi
mog¹ byæ stosowane pod warunkiem, ¿e zostanie wy-
kazana ich równowa¿no�æ z metod¹ farmakopealn¹.

W tek�cie zharmonizowanym, w przypadku metody
oznaczania najbardziej prawdopodobnej liczby (NPL),
która jest zasadniczo najmniej dok³adn¹ metod¹ do
okre�lania liczby drobnoustrojów, przyjêto podej�cie,
¿e w przypadku niektórych grup produktów z bardzo
ma³ym zanieczyszczeniem mikrobiologicznym, NPL
mo¿e byæ metod¹ najbardziej w³a�ciw¹.

W metodzie zharmonizowanej, podczas badania
¿yzno�ci pod³o¿y hodowlanych i oceny przydatno�ci
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metod liczenia, zamiast szczepu E. coli stosuje siê
P. aeruginosa. Dok³adnie okre�lono techniki postêpo-
wania z tzw. materia³em siewnym. Drobnoustroje
u¿ywane do zaszczepiania powinny pochodziæ z nie
wy¿szego ni¿ 5 pasa¿ macierzystej serii siewnej. Przy-
gotowan¹ standaryzowan¹ zawiesinê drobnoustrojów
mo¿na stosowaæ w czasie 2 h, lub 24 h � w tym przy-
padku powinna ona byæ przechowana w temp. 2�8°C.

Stabilna zawiesina spor Clostridium sporogenes
mo¿e byæ przechowywana w temp. 2�8°C przez okres
potwierdzony w procesie walidacji. Ze wzglêdu na
du¿y b³¹d w wynikach testów mikrobiologicznych za-
miast pojêcia �walidacja metody�, zasadniczo przyjêto
okre�lenie �przydatno�æ metody do okre�lonego celu�.
Taka przydatno�æ metody musi byæ potwierdzona,
je¿eli wprowadzi siê zmianê w metodyce badania lub
w produkcie, mog¹c¹ wp³ywaæ na wynik badania.

Bardzo wa¿n¹ spraw¹, jednocze�nie komplikuj¹c¹
pracê, jest konieczno�æ badania ¿yzno�ci ka¿dej serii
gotowego pod³o¿a i ka¿dej serii pod³o¿a przygotowa-
nego z odwodnionego materia³u lub z podanych sk³ad-
ników. Poprzednio, mo¿na by³o oprzeæ siê na cer-
tyfikatach wytwórcy pod³o¿y, który bada³ u siebie ¿y-
zno�æ pod³o¿a danej serii. Wed³ug zapisu zhar-
monizowanego badanie ¿yzno�ci nale¿y wykonaæ
w laboratorium kontroluj¹cym jako�æ produktów lecz-
niczych. Zmniejszono nieco liczbê komórek drobno-
ustrojów w inokulum stosowanym do zaszczepiania
porcji bulionu z hydrolizatem kazeiny i soi oraz p³y-
tek agaru z hydrolizatem kazeiny i soi (obecnie � nie
wiêcej ni¿ 100 komórek).

Istotn¹ spraw¹ przy interpretacji otrzymanych wy-
ników jest wspó³czynnik 2 (uprzednio by³ wspó³czyn-
nik 5) okre�laj¹cy, ¿e uzyskany wzrost drobnoustro-
jów mo¿e byæ, co najwy¿ej 2 razy mniejszy/wiêkszy
od obliczonej warto�ci dla standaryzowanego ino-
kulum. Równie¿ podczas weryfikacji przydatno�ci
metody z u¿yciem s¹czków membranowych lub me-
tody posiewu bezpo�redniego, �redni wynik liczenia
ka¿dego drobnoustroju testowego mo¿e byæ, co naj-
wy¿ej 2 razy mniejszy/wiêkszy od warto�ci otrzyma-
nej dla kontroli bez produktu.

Przyjêto nastêpuj¹ce kryterium akceptacji dla liczeb-
no�ci drobnoustrojów: gdy kryterium jest 10 CFU,
to maksymalna dopuszczalna liczba koloni = 20; gdy
102 CFU, to maksymalnie dopuszcza siê 200 CFU,
a gdy 103 CFU, maksymalna dopuszczalna liczba to
2000 kolonii.

W tek�cie zharmonizowanym wprowadzono now¹
kategoriê produktów leczniczych � p³yny lub formy
sta³e w postaci aerozolu. Ponadto zachowano dawne
kategorie, takie jak: produkty rozpuszczalne w wo-
dzie, produkty niezawieraj¹ce t³uszczów, nierozpusz-
czalne w wodzie, produkty zawieraj¹ce t³uszcze, sys-
temy transdermalne.

W celu zneutralizowania aktywno�ci przeciwdro-
bnoustrojowej produktu, nale¿y zastosowaæ odpowied-
ni¹ metodê neutralizacji.

W metodzie zharmonizowanej okre�lono sytuacje,
kiedy mo¿na prowadziæ badania na zmniejszonej ilo�ci
produktu, zamiast zazwyczaj przyjêtej ilo�ci, tzn. 10 g
lub 10 ml produktu, 10 opakowañ aerozoli, 10 syste-
mów transdermalnych.

W przypadku produktów, gdzie ogólna liczba jed-
nostek w serii jest mniejsza ni¿ 200 (np. próbki u¿y-
wane w badaniach klinicznych), wielko�æ próbki mo¿e
byæ zmniejszona do 2 jednostek lub nawet 1 jednost-
ki, je¿eli wielko�æ serii jest mniejsza ni¿ 100. Dla ma-
teria³ów stosowanych jako substancje czynne, gdzie
ilo�æ próbki jest ograniczona lub wielko�æ serii jest
niezwykle ma³a (mniej ni¿ 1000 ml lub 1000 g), mo¿-
na badaæ tylko 1% serii o ile mniejsza ilo�æ nie jest
podana lub uzasadniona i zatwierdzona.

Wprowadzone zmiany harmonizacyjne dotycz¹
równie¿ bardzo istotnej sprawy � przyjêcia nowego
podej�cia w liczeniu komórek bakterii i grzybów. Pojê-
cie: ogólna liczba drobnoustrojów tlenowych (TAMC
� total aerobic microbial count) oznacza liczbê ko-
lonii, które wyros³y na pod³o¿u agarowym z hydro-
lizatem kazeiny i soi, przy czym je¿eli kolonie grzy-
bów s¹ wykrywane na tym pod³o¿u, zaliczane s¹ do
czê�ci TAMC. Zasadniczo jednak na pod³o¿u tym
rosn¹ kolonie bakterii, st¹d liczba TAMC �wiadczy
o liczbie komórek bakteryjnych. Je¿eli liczba drobno-
ustrojów jest okre�lana metod¹ najbardziej prawdo-
podobnej liczby (NPL), otrzymany wynik odpowiada
liczbie TAMC.

Pojêcie: ogólna, ³¹czna liczba dro¿d¿y i ple�ni
(TYMC � total yeast/moulds count) oznacza liczbê
kolonii równ¹ liczbie kolonii, które wyros³y na pod-
³o¿u agarowym Sabouraud z dekstroz¹. Je¿eli kolonie
bakterii s¹ wykrywane na tym pod³o¿u, zaliczane s¹
do czê�ci TYMC. W pewnych sytuacjach, gdy mo¿na
spodziewaæ siê, ¿e warto�æ TYMC przekroczy przy-
jête kryterium akceptacji w zwi¹zku ze wzrostem bak-
terii, mo¿na u¿yæ pod³o¿e agarowe Sabouraud z dek-
stroz¹ zawieraj¹ce antybiotyki (nie okre�lono jednak
jakie antybiotyki i w jakim stê¿eniu mo¿na je stosowaæ).
Zharmonizowane podej�cie do powy¿szego zagadnie-
nia jest nieco odmienne od dotychczasowego � czysto
mikrobiologicznego, gdzie zwracano uwagê, czy jest
to kolonia bakterii czy grzybów. Teraz analiza spro-
wadza siê do policzenia kolonii i domniemania, ¿e
na pod³o¿u agarowym z hydrolizatem kazeiny i soi
wyros³y tylko kolonie bakteryjne, a na pod³o¿u aga-
rowym Sabouraud tylko kolonie grzybów. Zgodnie
z obecnie przyjêtymi pojêciami, ogólna liczba drob-
noustrojów tlenowych to nie suma liczb kolonii bak-
terii i kolonii grzybów, ale liczba równa tylko liczbie
kolonii bakterii.
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3.2. Badanie czysto�ci mikrobiologicznej
produktów nie ja³owych (badanie obecno�ci
okre�lonych drobnoustrojów)

W metodzie zharmonizowanej mog¹ byæ stosowane
alternatywne procedury mikrobiologiczne, w³¹cznie
z metodami zautomatyzowanymi pod warunkiem, ¿e
zostanie wykazana ich równowa¿no�æ z metod¹ far-
makopealn¹. W nowych procedurach ogólnych od-
wo³ano siê do zapisów dotycz¹cych przygotowania
próbek, neutralizacji aktywno�ci przeciwdrobnoustro-
jowej i stosowania odpowiednich zwi¹zków po-
wierzchniowo czynnych. W metodzie zharmonizowa-
nej szczegó³owo omówiono sposób przygotowywania
szczepów testowych, do których w³¹czono C. albi-
cans, a tak¿e wprowadzono pewne zmiany w samej
procedurze badania ¿yzno�ci. Podkre�lono tak¿e ko-
nieczno�æ wykonania kontroli ujemnej podczas we-
ryfikacji warunków badania ¿yzno�ci i okre�lenia
przydatno�ci badania do wykrywania drobnoustrojów
w obecno�ci produktu badanego.

Analogicznie do wcze�niejszego rozdzia³u, przyjê-
to zapis o konieczno�ci badania ka¿dej serii gotowego
pod³o¿a i ka¿dej serii pod³o¿a przygotowanego z od-
wodnionego materia³u lub ze sk³adników. Ponadto
zwrócono uwagê na standaryzacjê zawiesin szczepów
testowych i stosowanie drobnoustrojów u¿ywanych
do zaszczepiania pod³o¿y, maksymalnie z 5 pasa¿u
macierzystej serii siewnej. Do zestawu drobnoustro-
jów testowych do³¹czono szczep C. albicans, który
nale¿y hodowaæ na pod³o¿u agarowym Sabouraud
z dekstroz¹ lub w bulionie Sabouraud z dekstroz¹
w temp. 20�25°C przez 2�3 dni. Podkre�lono, ¿e
nale¿y stosowaæ zawiesinê drobnoustrojów w czasie
2 h lub 24 h � w tym przypadku powinna byæ przecho-
wana w temp. 2�8°C. Zawiesina spor C. sporogenes
mo¿e byæ przechowywana w temp. 2�8°C ale przez
okres potwierdzony w procesie walidacji � nie okre�-
lono ogólnego czasu przechowywania.

W badaniu ¿yzno�ci pod³o¿y zwrócono uwagê, aby
zaszczepiaæ je ma³¹ liczb¹ komórek, to jest stosuj¹c
nie wiêcej ni¿ 100 komórek odpowiedniego drobno-
ustroju. Wa¿n¹ spraw¹ jest, aby podczas oceny ¿yz-
no�ci pod³o¿y, próby inkubowaæ w okre�lonej tempe-
raturze nie d³u¿ej ni¿ przez najkrótszy czas okre�lony
w badaniu. Natomiast podczas oceny w³a�ciwo�ci wy-
biórczych pod³o¿y, próby nale¿y inkubowaæ w okre�-
lonej temperaturze nie krócej ni¿ przez najd³u¿szy czas
okre�lony w badaniu. W tym wypadku nie powinien
wyst¹piæ wzrost drobnoustrojów testowych. Z kolei
w przypadku oceny w³a�ciwo�ci identyfikacyjnych
pod³o¿y, inkubacja szczepów testowych powinna
przebiegaæ w pe³nym zakresie czasu podanym w ba-
daniu, a wiêc w najkrótszym i najd³u¿szym. W ramach

badañ porównawczych serii pod³o¿y, wygl¹d i bada-
nia identyfikacyjne otrzymanych kolonii s¹ podobne
i wskazuj¹ na cechy kolonii uzyskanych wcze�niej na
uprzednio badanej i zatwierdzonej serii pod³o¿a.

Ka¿da aktywno�æ przeciwdrobnoustrojowa produk-
tu wymusza potrzebê modyfikacji procedury bada-
nia. Je¿eli w przypadku danego produktu aktywno�æ
ta w odniesieniu do drobnoustroju, który ma zostaæ
u¿yty w badaniu nie mo¿e byæ zneutralizowana przyj-
muje siê, ¿e hamowany drobnoustrój nie bêdzie obec-
ny w produkcie.

W tek�cie zharmonizowanym zmieniono równie¿,
w stosunku do FP VII, czê�æ warunków dotycz¹cych
prowadzenia hodowli drobnoustrojów.

3.3. Mikrobiologiczna jako�æ
preparatów farmaceutycznych

Produkty lecznicze nieja³owe mog¹ zawieraæ okre�-
lon¹ liczbê drobnoustrojów i nie powinny zawieraæ
zdefiniowanych bakterii i niekiedy te¿ grzybów. Obec-
no�æ nadmiernej liczby drobnoustrojów i wydziela-
nych przez nie enzymów, a tak¿e obecno�æ wyklucza-
nych bakterii mo¿e powodowaæ zniszczenie postaci
leku, mo¿e tak¿e prowadziæ do obni¿enia lub nawet
zniesienia leczniczego dzia³ania preparatu. W zwi¹z-
ku z tym, wytwórcy preparatów leczniczych powinni
zapewniæ jak najmniejsze zanieczyszczenie mikrobio-
logiczne produktu leczniczego poprzez wprowadzanie
aktualnych wytycznych Dobrej Praktyki Wytwarzania.

Mikrobiologiczne badania preparatów nieja³owych
powinny byæ prowadzone zgodnie z metodami poda-
nymi w odpowiednich rozdzia³ach Suplementu 2007
FP VII [4]. W tek�cie zharmonizowanym kryteria ak-
ceptacji oparte s¹ na ogólnej liczbie drobnoustrojów
tlenowych � TAMC i ogólnej liczbie ple�ni i dro¿d¿y
� TYMC, a tak¿e na wykluczeniu okre�lonych bak-
terii i grzybów. Przedstawiona lista kryteriów nie jest
ostateczna i dla okre�lonych preparatów mo¿e byæ
niezbêdne badanie innych drobnoustrojów w zale¿-
no�ci od rodzaju materia³ów wyj�ciowych i procesu
wytwarzania.

W przypadku, gdy ¿adna z podanych metod bada-
nia nie pozwala na wiarygodne okre�lenie liczby drob-
noustrojów na podanym poziomie, u¿ywa siê zwa-
lidowanej metody z granic¹ wykrywalno�ci blisk¹,
jak to tylko mo¿liwe, wskazanemu kryterium akcepta-
cji. Ponadto, oceniane jest znaczenie innych drobno-
ustrojów w zale¿no�ci od: drogi i sposobu podania
preparatu; jego zdolno�ci do podtrzymywania wzros-
tu drobnoustrojów; poziomu ochrony przeciwdrobno-
ustrojowej; ryzyka dla pacjentów nale¿¹cych do
ró¿nych grup (np. noworodków, osób z upo�ledzon¹
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odporno�ci¹, osób w podesz³ym wieku); stosowa-
nia dodatkowego leczenia (np. immunosupresyjnego,
przeciwzapalnego) oraz wystêpowania dodatkowych
chorób, ran, uszkodzeñ narz¹dów.

Bardzo istotn¹ spraw¹ jest wprowadzenie kryterium
czysto�ci mikrobiologicznej dla wszystkich substancji
stosowanych w procesie wytwarzania produktów lecz-
niczych � substancji czynnych oraz pomocniczych.
Przyjmuje siê, ¿e je¿eli czysto�æ mikrobiologiczna
dla danej substancji nie jest okre�lona w monografii
szczegó³owej, to powinna odpowiadaæ nastêpuj¹ce-
mu kryterium: TAMC � 103 cfu/g lub cfu/ml, TYMC
� 102 cfu/g lub cfu/ml.

4. Podsumowanie

Sygnalizowane powy¿ej wprowadzane zmiany w ba-
daniach mikrobiologicznych i kryteriach akceptacji dla
nie ja³owych produktów leczniczych, w pewnym sen-
sie wymuszone procesem harmonizacji, powoduj¹ du¿e
zamieszanie w przemy�le farmaceutycznym i zmuszaj¹
do podejmowania dodatkowych wysi³ków i czynno�ci
zwi¹zanych z walidacj¹ metod, wprowadzaniem zmian
w procedurach analitycznych i dokumentacji farma-
ceutycznej.

Nale¿y jednak mieæ nadziejê, ¿e wprowadzane od
nowego roku zmiany przyczyni¹ siê do poprawy ja-
ko�ci mikrobiologicznej leków i do zmniejszenia licz-
by zaka¿eñ zwi¹zanych ze stosowaniem produktów
leczniczych. Tym samym wzro�nie bezpieczeñstwo
chorych przyjmuj¹cych leki.
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1. Wstêp

Wodór jest uwa¿any za paliwo XXI wieku. Jego
wykorzystanie nie powoduje negatywnych skutków
ekologicznych, takich jakie wystêpuj¹ w przypadku
u¿ywania paliw kopalnych. Wodór ma bardzo wysok¹
warto�æ opa³ow¹ na jednostkê masy (143 MJ/kg), je-
den kilogram wodoru odpowiada 2,75 kg benzyny [7].
Ma to istotne znaczenie np. w transporcie lotniczym
i astronautyce. Wodór jest obecnie wykorzystywany
g³ównie do produkcji amoniaku, przetwarzania ropy
naftowej, syntezy metanolu i utwardzania t³uszczów
[25]. W przyrodzie wodór nie wystêpuje w czystej po-
staci. Nie jest zatem pierwotnym �ród³em energii tak
jak ropa naftowa czy wêgiel, ale jej no�nikiem. Do
jego wytworzenia potrzebne s¹ odpowiednie tech-
nologie. Wodór jest wytwarzany przede wszystkim
z ropy naftowej (50%) a tak¿e z gazu ziemnego (ok.
30%) i wêgla (15%) [21, 27]. Najczê�ciej stosowan¹
technologi¹ produkcji wodoru jest reforming wêglo-
wodorów z par¹ wodn¹:

CH4 + 2H2O → 4H2 + CO2 (1)
CnH2m + 2nH2O → (m + 2n)H2 + nCO2 (2)

W przypadku stosowania wêgla równie¿ otrzymuje
siê wodór i ditlenek wêgla:

C + H2O → CO + H2
CO + H2O → CO2 + H2

(3)

Wodór, który jest wytwarzany z paliw kopalnych,
nie mo¿e byæ uznany za w pe³ni ekologiczny no�nik
energii. Co prawda spalanie wodoru nie powoduje

powstawania gazów cieplarnianych ale podczas jego
produkcji powstaj¹ du¿e ilo�ci ditlenku wêgla.

Mo¿liwo�æ produkowania wodoru ze �róde³ odna-
wialnych, a zw³aszcza z biomasy, otwiera nowe per-
spektywy przed tym no�nikiem energii. Biomasa mo-
¿e byæ wykorzystana do wytwarzania wodoru b¹d�
w procesach termochemicznych (piroliza i gazyfikacja)
b¹d� w procesach mikrobiologicznych. Wytwarzanie
wodoru przez mikroorganizmy uniezale¿nia produk-
cjê od paliw kopalnych i wymaga mniejszych nak³a-
dów energii ni¿ metody termochemiczne. Mo¿e byæ
tak¿e po³¹czone z utylizacj¹ �cieków lub odpadów.

Wiele ró¿nych drobnoustrojów zaliczanych do ró¿-
nych grup taksonomicznych i fizjologicznych, mo¿e
produkowaæ wodór. Mikroorganizmy wytwarzaj¹ wo-
dór z dwóch zasadniczych powodów: jednym jest utle-
nienie nadmiaru równowa¿ników redukcyjnych (zre-
dukowanych dinukleotydów), drugim to asymilacja
azotu, w której wodór jest produktem ubocznym. Pod-
stawowymi bia³kami dla produkcji wodoru s¹ hy-
drogenazy i nitrogenazy [4, 34]. Enzymy te reguluj¹
metabolizm wodoru zarówno u prokariota jak i u nie-
których organizmów eukariotycznych np. zielonych
alg. Procesy biologicznego wytwarzania wodoru mo¿-
na podzieliæ na dwie g³ówne grupy: procesy z udzia-
³em �wiat³a i bez udzia³u energii �wietlnej. Do pierw-
szej grupy nale¿¹: biofotoliza wody i fotofermentacja
za� do drugiej ciemna fermentacja wodorowa, bio-
elektroliza oraz biokonwersja tlenku wêgla. W arty-
kule przedstawiono przegl¹d mo¿liwo�ci wykorzysta-
nia technik mikrobiologicznych do produkcji wodoru
i perspektywy ich rozwoju.
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2. Bezpo�rednia biofotoliza

Mikroalgi i cyjanobakterie mog¹ w warunkach
beztlenowych produkowaæ wodór w wyniku fotolizy
wody. Proces ten jest atrakcyjny z uwagi na wykorzy-
stanie powszechnie dostêpnego substratu � wody.

            energia �wietlna

 2H2O               → 2Η2 + Ο2 (4)

Mechanizm tego procesu przedstawiono na rysun-
ku 1. W wyniku absorpcji energii �wietlnej przez fo-
tosystem II (PSII), a nastêpnie fotosystem I (PSI),
rozbiciu ulega cz¹steczka wody oraz uwalniane s¹
elektrony. Elektrony przenoszone s¹ na ferredoksynê.
Hydrogenaza przyjmuje elektrony bezpo�rednio od
zredukowanej ferredoksyny, w wyniku czego powstaje
wodór cz¹steczkowy [7, 18]. Hydrogenaza jest hamo-
wana silnie przez tlen. W przypadku cyjanobakterii
powstawanie wodoru i tlenu jest przestrzennie roz-
dzielone. Wodór powstaje w wyniku dzia³ania hydro-
genazy w heterocystach, co zapewnia ochronê przed
dostêpem tlenu i dzia³aniem nitrogenazy [7].

Proces jednoczesnego wytwarzania wodoru i tlenu
przeprowadzono z powodzeniem tylko w warunkach,
gdy zawarto�æ tlenu w powietrzu by³a ni¿sza ni¿ 0,1%.
Osi¹gniêcie takich warunków do produkcji wodoru
na skalê przemys³ow¹ jest trudne [1, 4, 7]. Byæ mo¿e
w przysz³o�ci, dziêki in¿ynierii genetycznej bêdzie mo¿-
na uzyskaæ mutanty o podwy¿szonej tolerancji na tlen.

Efektywno�æ autotroficznej fotolizy charakteryzuje
siê najczê�ciej za pomoc¹ sprawno�ci fotochemicznej.
Jest to ilo�æ energii wytwarzanej w formie wodoru
w stosunku do energii �wietlnej zu¿ywanej w proce-
sie. Najczê�ciej sprawno�æ odnosi siê do energii pro-
mieniowania aktywnego w fotosyntezie: 400�700 nm

w przypadku zielonych alg i 400�950 nm dla bak-
terii purpurowych. W procesach autotroficznej foto-
lizy sprawno�æ fotochemiczna wynosi od 3% do 10%
[1]. Sprawno�æ fotochemiczna jest kluczowym czynni-
kiem wp³ywaj¹cym na koszty wytwarzania, w tym
g³ównie koszt fotoreaktora.

3. Dwuetapowa biofotoliza

W dwuetapowej biofotolizie (indirect biophotolysis)
reakcje, w wyniku których powstaje tlen i wodór, s¹
czasowo rozdzielone. W etapie pierwszym nastêpuje
rozk³ad wody i powstaje tlen, podobnie jak w przy-
padku bezpo�redniej biofotolizy. Wytwarzane elektro-
ny s¹ wykorzystywane do asymilacji ditlenku wêgla
i tworzenia materia³ów komórkowych. W etapie drugim
nastêpuje rozk³ad fermentacyjny materia³ów komór-
kowych, za� elektrony przenoszone s¹ przez ferredo-
ksynê na hydrogenazê i powstaje wodór. W przypadku
zielonych alg Chlamydomonas reinhardtii uzyskano
rozdzielenie asymilacji ditlenku wêgla od wytwarza-
nia wodoru dziêki przeniesieniu drobnoustrojów do
medium bez siarki [26]. Brak siarki w pod³o¿u powo-
dowa³ odwracalne hamowanie fotosystemu PSII i za-
trzymanie wytwarzania tlenu. Jednocze�nie aktywny
by³ fotosystem PSI i przenoszenie elektronów poprzez
ferredoksynê na hydrogenazê.

4. Fotofermentacja

Fotofermentacjê przeprowadzaj¹ heterotroficzne
bakterie fotosyntetyzuj¹ce (Rhodobacter sphaeroides,
R. capsulatus, R. sulidophilus, Rhodopseudomonas

Rys. 1. Schemat bezpo�redniej biofotolizy wody
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sphaeroides, Halobacterium haobium), których zdol-
no�æ do wytwarzania wodoru jest mo¿liwa dziêki dzia-
³aniu nitrogenazy. Substratami dla tych przemian s¹
kwasy organiczne np. kwas octowy:

                                 hv

CH3COOH + 2H2O  → 2ΧΟ2 4Η2 (5)

Standardowy potencja³ termodynamiczny tej prze-
miany wynosi + 104 kJ/mol. Zatem wymaga ona do-
starczania zewnêtrznej energii. Mechanizm fotofer-
mentacji przedstawiono na rysunku 2. Purpurowe
bakterie maj¹ tylko pojedynczy fotosystem (PS). Elek-
trony uwolnione z rozk³adu substratu organicznego
przenoszone s¹ przez odpowiednie no�niki elektro-
nów. W warunkach limitowania azotem, elektrony s¹
wykorzystane przez nitrogenazê do redukcji azotu cz¹s-
teczkowego do amoniaku. W przypadku braku azotu
cz¹steczkowego, nitrogenaza mo¿e wykorzystaæ wy-
twarzan¹ energiê do redukcji protonów do wodoru
cz¹steczkowego z udzia³em elektronów dostarczanych
przez ferredoksynê. Nitrogenaza jest bardzo wra¿liwa
na obecno�æ tlenu i hamowna przez jony amonowe.
Nie stwarza to jednak takich trudno�ci jak w przypad-
ku bezpo�redniej biofotolizy wody, gdy¿ tlen nie jest
wytwarzany w tych przemianach.

Maksymalna sprawno�æ fotochemiczna w przypad-
ku purpurowych bakterii wynosi 8,4% dla d³ugo�ci fali
522 nm i 19% dla promieniowania o d³ugo�ci 860 nm
[1]. Wyznaczona na podstawie pomiarów do�wiad-
czalnych sprawno�æ fotochemiczna zmienia siê od 0,2%
do 11,3% i zale¿y od rodzaju drobnoustrojów, budo-
wy fotoreaktora, intensywno�ci na�wietlania i rodzaju
po¿ywki [1]. Wiêksze sprawno�ci uzyskuje siê dla ma-
³ych intensywno�ci na�wietlenia ( do 15 W/m2), cze-
mu towarzyszy ma³a szybko�æ wytwarzania wodoru.

5. Bioelektroliza wody

Przemiana zwi¹zków organicznych, stanowi¹cych
produkty fermentacji wodorowej wymaga dostarcze-
nia energii (równanie 5). Mo¿liwe jest wykorzystanie
energii elektrycznej w miejsce energii �wietlnej. Sche-
mat takiego procesu bioelektrolizy wody przedstawio-
no na rysunku 3. Urz¹dzenie pracuje na takiej samej
zasadzie jak mikrobiologiczne ogniwa paliwowe.
Sk³ada siê z dwóch komór, anodowej i katodowej,
przedzielonych membran¹ przepuszczaj¹c¹ protony.
Na anodzie przebiega utlenianie substratu (np. kwasu
octowego) z udzia³em drobnoustrojów:

CH3COOH + 2H2O → 2CO2 + 8H+ + 8e� (6)

Standardowy potencja³ tej przemiany wynosi �
0,098 V.

Wodór wydzielany jest na katodzie:

8H+ + 8e� → 4H2 (7)

Standardowy potencja³ tej przemiany wynosi 0 V.
Zatem mo¿na siê spodziewaæ, ¿e przy napiêciach oko-
³o 0,1 V mo¿liwe jest wydzielanie wodoru. W prak-
tyce stosowane napiêcia s¹ wiêksze z uwagi na spadki
napiêcia na elektrodach i opory transportu w roztwo-
rze. Biolelektrolizê prowadzono dla napiêæ od 0,25 V
do 0,5 V uzyskuj¹c 53�73% maksymalnej wydajno�ci
wodoru [20, 30]. Stosowane napiêcia s¹ znacznie
mniejsze ni¿ w tradycyjnej chemicznej elektrolizie
wody (ok. 1,8�2V). W procesie bioelektrolizy uzyskuje
siê dodatni bilans energii: stosunek energii uzyskanej
do zu¿ytej wynosi 1,8 [24], za� w tradycyjnej chemicz-
nej elektrolizie ten stosunek wynosi 0,60�0,67.

Po³¹czenie procesu biolektrochemicznego z ciemn¹
fermentacj¹ pozwala na uzyskanie 8�9 moli wodoru

Rys. 2. Schemat wytwarzania wodoru w fotofermentacji
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z mola glukozy [20]. Szczególnie atrakcyjnie rysuj¹ siê
perspektywy tej metody produkcji wodoru w przypad-
ku wykorzystania �cieków i odpadów organicznych.

6. Biokonwersja tlenku wêgla

Niektóre fotoheterotroficzne bakterie z rodziny Rho-
dospirillaceae mog¹, w ciemno�ci, wykorzystywaæ tle-
nek wêgla jako �ród³o wêgla do wytwarzania energii
z jednoczesnym uwalnianiem wodoru [13, 23]. Tlenek
wêgla mo¿e pochodziæ z termicznej gazyfikacji bioma-
sy. Utlenianie tlenku wêgla do ditlenku wêgla z uwol-
nieniem wodoru przebiega zgodnie z reakcj¹:

CO + H2O → CO2 + H2 )G0� = �20kJ / mol (8)

W przypadku bakterii Rhodospirillum rubrum ho-
dowanych w rektorze przep³ywowym uzyskano sto-
pieñ konwersji tlenku wêgla 81,6% jednak wymagany
by³ dodatek octanu w celu potrzymania wzrostu
drobnoustrojów [11].

Purpurowe bakterie niesiarkowe Rubrivivax gelati-
nosus w ciemno�ci przekszta³caj¹ tlenek wêgla wytwa-
rzaj¹c prawie stechiometryczne ilo�ci wodoru za� na-
�wietlane wykorzystuj¹ CO jako g³ówne �ród³o wêgla
do budowy materia³ów komórkowych [ 18, 23].

7. Fermentacja wodorowa

Wodór mo¿e byæ wytwarzany przez bakterie anaero-
bowe, rosn¹ce w ciemno�ci na substratach wêglowoda-
nowych. Fermentacja przebiega zarówno w warunkach
mezofilnych (25�40°C), termofilnych (40�65°C) a tak-
¿e ekremotermofilnych (65�80°C) [18]. Bakterie zdol-

ne do takiej fermentacji nale¿¹ do rodzajów Entero-
bacter, Bacillus i Clostridium. Preferowanymi sub-
stratami dla fermentacji wodorowej s¹ wêglowodany.
Wytwarzanie wodoru przez bakterie heterotroficzne
ma wiele zalet: du¿¹ szybko�æ wytwarzania wodoru
w porównaniu z metodami fitobiologicznymi oraz mo¿-
liwo�æ wykorzystania jako surowców odpadów orga-
nicznych [8, 9, 12, 28].

Maksymalna teoretyczna wydajno�æ wodoru wy-
nosi 12 moli H2 na mol heksozy:

C6H12O6 + 6H2O → 6CO2 + 12H2
)G0� = �25 kJ / mol (9)

Efekt energetyczny takiej przemiany jest bardzo
ma³y i nie mo¿e byæ wykorzystany przez drobnoustro-
je. W praktyce wydajno�ci wodoru s¹ mniejsze i zale¿¹
do koñcowych produktów fermentacji. W przypadku
wytwarzania octanu uzyskuje siê 4 mole H2 z mola
glukozy, za� w przypadku powstawania kwasu propio-
nowego wydajno�æ wynosi 2 mole H2 na mol glukozy.

C6H12O6 + 2H2O → 2CH3COOH + 2CO2 + 4H2
)G0� = �182,4 kJ / mol (10)
C6H12O6 → CH3CH2CH2COOH + 2CO2 + 2H2
)G0� = �257,1 kJ / mol (11)

Przemiany metaboliczne prowadz¹ce do wytworze-
nia wodoru z glukozy s¹ dobrze poznane. Na rysunku 4
przedstawiono schemat wytwarzania wodoru przez
klostridia [6]. Glukoza rozk³adana jest w szlaku glikoli-
zy do pirogronianiu. Powstaj¹ce w procesie glikolizy
elektrony przenoszone s¹ na NAD. Pirogronian jest
utleniany przez oksyreduktazê priogronian:ferredok-
syna (PFOR) do acetyl-CoA i ditlenku wêgla, za� elek-
trony s¹ przenoszone na ferredoksynê. NADH mo¿e
byæ utleniony przez oksyreduktazê NADH:Fd (NFOR),

Rys. 3. Schemat elektrolizy wody wspomaganej mikrobiologicznie
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elektrony zostaj¹ przeniesione na ferredoksynê. Wo-
dór jest produkowany przez hydrogenazê, która kata-
lizuje redukcjê protonów wykorzystuj¹c przy tym
elektrony z ferredoksyny. Wytwarzanie wodoru jest
kontrolowane termodynamiczne przez stê¿enie wodoru
cz¹steczkowego [2]. PFOR mo¿e katalizowaæ reakcjê
redukcji protonów dla ci�nieñ cz¹stkowych wodoru
poni¿ej 30 kPa co odpowiada warunkom panuj¹cym
w bioreaktorach. Z kolei NFOR mo¿e prowadziæ wy-
twarzanie wodoru jedynie dla ci�nienia cz¹stkowego
wodoru mniejszego do 60�100 Pa, co wymaga stwo-
rzenia odpowiednich warunków w bioreaktorze.

Tlen jest inhibitorem hydrogenazy i hamuje wzrost
bezwzglêdnych beztlenowców oraz wytwarzanie wo-
doru. Dlatego dobre efekty uzyskuje siê stosuj¹c hete-
rogeniczne populacje mikroorganizmów, w których
obecne s¹ wzglêdne beztlenowce m.in.: Enterobacter
aerogenes, E. cloacae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae. Mikroorganizmy te przyswajaj¹ zawarty
w �rodowisku tlen, co nie hamuje wytwarzania wodoru
równie¿ przez Clostridium spp. Pozwala to na uzyska-
nie wodoru z wiêksz¹ wydajno�ci¹ ni¿ podczas stoso-
wania monokultur [35].

Uzyskanie wysokich wydajno�ci produkcji wodo-
ru wymaga usuniêcia z mieszanej populacji drobno-
ustrojów organizmów, które mog¹ zu¿ywaæ wodór:
metanogenów i acetogenów. Usuniêcie metanogenów
z osadu czynnego uzyskuje siê b¹d� przez obróbkê ter-
miczn¹ lub dobór odpowiednich warunków prowadze-
nia procesu. Zagrzanie osadu beztlenowego do tempe-
ratury ok. 80�104°C powoduje zabicie metanogenów,
podczas gdy tworz¹ce spory bakterie takie jak Clostri-
dium, Bacillus i Thermoanaerobacterium zostaj¹ za-
chowane [15, 29, 36]. Usuniêcie metanogenów z bio-

reaktora jest tak¿e mo¿liwe dziêki kontrolowaniu wa-
runków fermentacji. W przypadku reaktorów przep³y-
wowych, stosowanie czasów przebywania 6�12 h oraz
pH ok. 5.5 powoduje wymywanie metanogenów [10,
17]. Istnieje jednak mo¿liwo�æ tworzenia siê na �cian-
kach lub innych elementach bioreaktora biofilmu za-
wieraj¹cego metanogeny, co zmniejsza wydajno�æ pro-
cesu [14, 31, 36]

Wspomniane wy¿ej ograniczenia termodynamicz-
ne wskazuj¹, ¿e zmniejszenie ci�nienia cz¹stkowego
wodoru w reaktorze sprzyja jego wytwarzaniu. W ba-
daniach laboratoryjnych w celu usuniêcie gazowych
produktów fermentacji wodorowej stosowano prze-
puszczanie przez fermentor gazów obojêtnych [15] lub
prowadzenie procesu pod obni¿onym ci�nieniem [22].
Metody te zwi¹zane s¹ z dodatkowym zu¿yciem ener-
gii. Za to wykorzystanie pó³przepuszczalnej membrany
do usuwania gazów z brzeczki fermentacyjnej mo¿e
zwiêkszyæ wydajno�æ wytwarzania wodoru bez dodat-
kowych nak³adów energetycznych [19].

Warto�æ pH ma du¿y wp³yw na wytwarzanie wo-
doru przez mikroorganizmy. Od warto�ci pH zale¿y
m.in. aktywno�æ hydrogenazy oraz droga przemian me-
tabolicznych. Optymalne pH dla wytwarzania wodoru,
gdy substratem jest glukoza, to ok. 5,5 [5].

Wzrost temperatury sprzyja wytwarzaniu wodoru
[6]. Dla bakterii termofilnych i hipertermofilnych uzy-
skiwano wydajno�ci wytwarzania wodoru zbli¿one do
maksymalnej warto�ci 4 mole H2/mol glukozy. Jedno-
cze�nie szybko�æ wytwarzania wodoru by³a znacznie
mniejsza ni¿ w przypadku procesów mezofilnych.

In¿yniera metaboliczna mo¿e byæ wykorzystana do
zwiêkszenia wydajno�ci wodoru w fermentacji wodo-
rowej. Ogólna idea polega na takich zmianach szlaków

Rys. 4. Schemat wytwarzania wodoru przez klostridia
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metabolicznych by zwiêkszyæ strumienie w szlakach
prowadz¹cych do wytworzenia wodoru. Dla przyk³a-
du, os³abienie dehydrogenazy mleczanowej mo¿e spo-
wodowaæ zwiêkszenie ilo�ci pirogronianiu utleniane-
go przez PFL. Uzyskano szczep bakterii E. cloacae ze
zmniejszon¹ aktywno�ci¹ dehydrogenazy alkoholowej,
który wytwarza³ znacznie mniejsze ilo�ci kwasu mle-
kowego i mas³owego [16]. To przekierowanie meta-
bolizmu spowodowa³o wzrost wydajno�ci wodoru do
2,5 mola H2/mol glukozy.

W porównaniu z innymi technikami biologicznymi
wytwarzania wodoru ciemna fermentacja zapewnia
du¿e szybko�ci produkcji gazu, co oznacza mniejsze
koszty aparatury [18]. Nawet w przypadku najbardziej
wydajnej fermentacji wodorowej, uzyskuje siê jedy-
nie 1/3 stechiometrycznej ilo�ci wodoru i kwasy orga-
niczne, które wymagaj¹ dalszego zagospodarowania.
Jednym ze sposobów jest przeprowadzenie fotofer-
mentacji heterotroficznej, omówionej powy¿ej. Innym
znacznie prostszym sposobem, jest wykorzystanie od-
cieku po fermentacji wodorowej jako surowca do fer-
mentacji metanowej [3, 32, 33]. Zastosowanie proce-
sów hybrydowych tzn. po³¹czenie ciemnej fermentacji
z fotofermentacj¹, bioelektroliz¹ b¹d� fermentacj¹ me-
tanow¹ umo¿liwia uzyskanie wysokich sprawno�ci
energetycznych (ponad 80% energii zawartej w surow-
cu jest przekszta³cana do wodoru). W porównaniu ze
stosowan¹ obecnie metod¹ reformingu gazu ziemne-
go, biologiczne metody wytwarzania wodoru cechuje
bardzo korzystny bilans energetyczny. Stosunek ener-
gii uzyskanej w postaci wodoru do nak³adów energe-
tycznych w jego wytwarzaniu wynosi w przypadku re-
formingu gazu ziemnego 0,64 za� w przypadku metod
biologicznych wynosi od 1,9 (ciemna fermentacja) do
3, 0 (fotofermentacja, procesy hybrydowe) [24].

8. Podsumowanie

Wodór mo¿e byæ produkowany ró¿nymi metodami
biologicznymi. Bezpo�rednia fotoliza wody ma ograni-
czone zastosowanie z uwagi na nisk¹ wydajno�æ i du¿¹
wra¿liwo�æ hydrogenazy na tlen. W przypadku dwu-
stopniowej biofotolizy mo¿liwo�ci praktycznego wy-
korzystania s¹ ograniczone z uwagi na ma³¹ szybko�æ
procesu i wysokie koszty fotobioreaktorów. Najbar-
dziej obiecuj¹ce metody biologiczne, z których mo¿na
uzyskaæ wodór cz¹steczkowy z du¿¹ wydajno�ci¹ to:
fotofermentacja, ciemna fermentacja wodorowa oraz
bioelektroliza. Technologie te znajduj¹ siê obecnie
na etapie badañ laboratoryjnych. Ich wykorzystanie
w praktyce wymaga uzyskania odpowiednio wysokich
szybko�ci wytwarzania wodoru zapewniaj¹cych od-
powiednie zasilanie silników lub ogniw paliwowych.
Z kolei konkurencja z innymi no�nikami energii wy-

maga niskich kosztów produkcji. Mo¿na to osi¹gn¹æ
wykorzystuj¹c surowce odpadowe oraz zwiêkszaj¹c
efektywno�æ poszczególnych technik. Z tego powodu
biologiczne wytwarzanie wodoru, który mo¿e byæ pa-
liwem przysz³o�ci, jest obecnie przedmiotem inten-
sywnych i ró¿norodnych badañ.

Praca finansowana w ramach projektu badawcze-
go rozwojowego R12 0041 04 przez Narodowe Cen-
trum Badañ i Rozwoju.
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1. Wprowadzenie

Dro¿d¿e ³¹cz¹ zalety prokariotycznych i eukario-
tycznych systemów ekspresyjnych. Charakteryzuje je
szybki wzrost, osi¹gaj¹ te¿ znacznie wiêksz¹ biomasê
w porównaniu do bakterii, przekraczaj¹c¹ niekiedy
100 g sm/l hodowli [4, 24]. W odró¿nieniu od bak-
terii, dro¿d¿e zdolne s¹ do przeprowadzania mody-
fikacji posttranslacyjnych bia³ek (N- i O-glikozylacji,
tworzenia mostków disiarczkowych, proteolitycznego
dojrzewania), czêsto niezbêdnych dla prawid³owej
funkcji bia³ek pochodz¹cych z organizmów wy¿szych.
Kolejn¹ zalet¹ dro¿d¿owych systemów ekspresyjnych
jest zdolno�æ komórek dro¿d¿owych do sekrecji bia-
³ek do po¿ywki hodowlanej. Dziêki zastosowaniu
szczepu dro¿d¿owego produkuj¹cego bia³ko zewn¹trz-
komórkowo, mo¿liwe jest wyeliminowanie kilku eta-
pów otrzymywania bia³ek rekombinantowych, które
s¹ niezbêdne w przypadku produkcji bia³ek w bakte-
riach, np. lizy komórek, czy wieloetapowych procesów
oczyszczania. W laboratoriach naukowych i przemy�le
jako pierwszy zastosowany zosta³ system dro¿d¿owy
Saccharomyces cerevisiae, np. do przemys³owej pro-
dukcji insuliny czy HBsAg (bia³ka S wirusa zapalenia
w¹troby typu B) [14]. Nie spe³nia on jednak w pe³ni
wymagañ nowoczesnych biotechnologii ze wzglêdu

na niski poziom produkcji i sekrecji bia³ek, niestabil-
no�æ plazmidów rekombinantowych, hiperglikozylacjê
heterologicznych polipeptydów oraz w¹ski zakres sub-
stratów wykorzystywanych jako �ród³o wêgla i energii.
Przezwyciê¿enie tych problemów umo¿liwi³o opraco-
wanie systemów ekspresyjnych opartych o inne gatun-
ki dro¿d¿y, jak Schizosaccharomyces pombe, Pichia
pastoris, P. methanolica, Hansenula polymorpha,
Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica, czy Arxula
adeninivorans. Obecnie najczê�ciej wykorzystywane
s¹ uk³ady oparte o metylotroficzne dro¿d¿e P. pastoris
i H. polymorpha, które zapewniaj¹ niezwykle wysok¹
wydajno�æ zewn¹trzkomórkowej produkcji heterolo-
gicznych bia³ek, przekraczaj¹c¹ niekiedy 10 g/l po¿yw-
ki pohodowlanej [24]. Du¿y potencja³ biotechnologicz-
ny posiadaj¹ te¿ dimorficzne dro¿d¿e A. adeninivorans
i Y. lipolytica. Natomiast celem konstrukcji rekom-
binantowych szczepów S. cerevisie jest obecnie wy-
korzystanie ich do produkcji metabolitów niebia³ko-
wych, g³ównie etanolu, z niekonwencjonalnych �róde³
wêgla, np. laktozy zawartej w serwatce. Przedstawio-
na w pracy charakterystyka systemów ekspresyjnych
P. pastoris, H. polymorpha, A. adeninivorans i Y. lipo-
lytica obejmowaæ bêdzie szczepy gospodarzy ekspre-
syjnych oraz wektory ekspresyjne z uwzglêdnieniem
sekwencji promotorowych, markerów selekcyjnych
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oraz sekwencji umo¿liwiaj¹cych utrzymanie siê obce-
go DNA w komórkach dro¿d¿y. Zaprezentowane zo-
stan¹ sekwencje sygnalne pozwalaj¹ce na zewn¹trz-
komórkow¹ produkcjê rekombinantowych bia³ek oraz
mo¿liwo�ci zwiêkszenia wydajno�ci ich sekrecji. Przy-
toczone zostan¹ równie¿ przyk³ady zastosowania re-
kombinantowych dro¿d¿y do produkcji heterologicz-
nych bia³ek i etanolu.

2. Podstawowe w³a�ciwo�ci biochemiczne
P. pastoris, H. polymorpha, A. adeninivorans
i Y. lipolytica

P. pastoris i H. polymorpha nale¿¹ do dro¿d¿y me-
tylotroficznych, zdolnych do wykorzystywania meta-
nolu jako jedynego �ród³a wêgla i energii. Katabolizm
metanolu wymaga obecno�ci w komórce specyficznych
enzymów, z których pierwszy � oksydaza alkoholowa
katalizuje reakcjê utlenienia metanolu do formaldehy-
du. Powstaj¹cy nadtlenek wodoru jest rozk³adany przez
katalazê. Obie reakcje zachodz¹ w peroksysomach,
w celu zabezpieczenia komórki przed toksycznym dzia-
³aniem nadtlenku wodoru. Czê�æ powstaj¹cego formal-
dehydu opuszcza peroksysomy i jest utleniana w cyto-
plazmie do kwasu mrówkowego, a nastêpnie dwutlenku
wêgla, w reakcjach katalizowanych przez dehydroge-
nazê formaldehydow¹ i dehydrogenazê mrówczanow¹,
co stanowi �ród³o energii dla komórek. Pozosta³y w pe-
roksysomach aldehyd mrówkowy ulega reakcji konden-
sacji z ksylulozo-5-fosforanem, za� powstaj¹ce w jej
wyniku dihydroksyaceton i aldehyd 3-fosfogliceryno-
wy w³¹czane s¹ do zachodz¹cego w cytoplazmie cyklu
przemian prowadz¹cych do powstania aldehydu 3-fos-
foglicerynowego, wykorzystywanego do syntez komór-
kowych. Reakcja kondensacji katalizowana jest przez
obecn¹ w peroksysomach syntazê dihydroksyacetonu.
Regulacja ekspresji genów koduj¹cych enzymy bior¹ce
udzia³ w metabolizmie metanolu � oksydazy alkoho-
lowej (AOX), dehydrogenazy mrówczanowej (FMD)
oraz syntazy dihydroksyacetonu (DHAS), oparta jest
na mechanizmie represji/derepresji oraz indukcji
w obecno�ci ró¿nych �róde³ wêgla. Represja wystêpuje
w obecno�ci glukozy i etanolu, derepresja � glicerolu,
za� metanol jest induktorem ekspresji genów. W komór-
kach P. pastoris transkrypcja z promotora AOX1 zacho-
dzi jedynie w obecno�ci induktora � metanolu lub jego
pochodnych. Ogromn¹ zaletê dro¿d¿y H. polymorpha
stanowi natomiast fakt, i¿ do aktywacji promotorów
AOX, FMD i DHAS wystarcza derepresja w obecno�ci
glicerolu lub �ci�le limitowanych ilo�ci glukozy (g³o-
dzenie glukozowe). Innymi cechami odró¿niaj¹cymi
H. polymorpha od P. pastoris s¹ zdolno�æ do asymi-
lacji azotanów, a tak¿e termotolerancyjno�æ. Optymal-
na temperatura wzrostu P. pastoris wynosi 30°C, za�
H. polymorpha 37�43°C. Sugeruje siê, ¿e wy¿sza tem-
peratura wzrostu mo¿e byæ korzystna w przypadku

produkcji bia³ek ssaczych, równie¿ ludzkich, w ko-
mórkach dro¿d¿y [4, 9].

Podobnie jak H. polymorpha, równie¿ A. adenini-
vorans charakteryzuje siê termotolerancyjno�ci¹ oraz
zdolno�ci¹ do asymilacji azotanów. Ponadto, dro¿-
d¿e te wykazuj¹ temperaturozale¿ny dimorfizm, który
szczególnie mocno objawia siê w przypadku szczepu
A. adeninivorans LS3 wyizolowanego z hydrolizatów
drewna na Syberii. Szczep ten zachowuje zdolno�æ
wzrostu w temperaturze do 48°C, jednak w temp. prze-
kraczaj¹cej 42°C zmienia formê morfologiczn¹ z po-
jedynczych komórek na strzêpki. Zmianie tej towarzy-
szy zwiêkszenie poziomu sekrecji bia³ek do po¿ywki
hodowlanej oraz inny sposób glikozylacji. Badania
wykaza³y, ¿e A. adeninivorans hodowana w 45°C
syntetyzuje dwukrotnie wiêcej zewn¹trzkomórkowej
glukoamylazy i inwertazy od szczepu hodowanego
w 30°C. Ponadto wykazano, i¿ O-glikozylacja bia³ka
Afet3p, bior¹cego udzia³ w transporcie jonów ¿elaza,
zachodzi³a jedynie w pojedynczych komórkach dro¿-
d¿y, podczas gdy N-glikozylacja w obu formach mor-
fologicznych. Cecha ta mo¿e mieæ du¿e znaczenie
przy produkcji potencjalnych leków bia³kowych w ko-
mórkach dro¿d¿y, poniewa¿ umo¿liwia porównanie
aktywno�ci biologicznej oraz immunogenno�ci O-gli-
kozylowanych i nie-O-glikozylowanych polipepty-
dów. Kolejnymi zaletami tych dimorficznych dro¿d¿y
jest osmotolerancyjno�æ oraz zdolno�æ do wykorzys-
tywania ró¿nych zwi¹zków jako �ród³a wêgla, azotu
i energii. A. adeninivorans asymiluje szerok¹ gamê
wêglowodanów, w tym skrobiê, alkohole (z wy³¹cze-
niem metanolu), diole, kwasy karboksylowe i dikar-
boksylowe, n-alkany, a tak¿e pierwszorzêdowe alkilo-
aminy [12, 25, 26, 44, 45].

Dimorfizm oraz zdolno�æ do asymilacji niekon-
wencjonalnych �róde³ wêgla wykazuje równie¿ Y. lipo-
lytica. Dro¿d¿e te metabolizuj¹ glukozê, etanol, octan
oraz zwi¹zki hydrofobowe jak n-alkany i kwasy t³usz-
czowe, nie s¹ natomiast zdolne do asymilacji sacharozy.
Dzikie szczepy Y. lipolytica hodowane w po¿ywkach
zawieraj¹cych n-alkany jako �ród³o wêgla produkuj¹
zewn¹trzkomórkowo mieszaninê kwasu cytrynowego
i izocytrynowego. Natomiast w obecno�ci n-alkanów
oraz przy obni¿onej zawarto�ci tiaminy wydzielaj¹
du¿e ilo�ci "-ketoglutaranu. Dro¿d¿e te wykazuj¹
równie¿ zdolno�æ do sekrecji znacznych ilo�ci bia³ek.
Y. lipolytica hodowana w bogatej po¿ywce w pH 6,8
produkuje zewn¹trzkomórkowo alkaliczn¹ proteazê
w ilo�ci 1�2 g/l hodowli. Obni¿enie pH do 4,0 sprzyja
wydzielaniu kwa�nej proteazy. Dodatkowo Y. lipolytica
produkuje zewn¹trzkomórkowo RNazê, kwa�n¹ fos-
fatazê, lipazê oraz esterazê. Tworzenie przez Y. lipolyti-
ca strzêpek uzale¿nione jest od szczepu oraz warunków
�rodowiska. Procesowi temu sprzyja obecno�æ N-ace-
tyloglukozaminy jako jedynego �ród³a wêgla w po-
¿ywce hodowlanej. Maksymalna temperatura wzros-
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tu wiêkszo�ci szczepów Y. lipolytica nie przekracza
32�34°C, dlatego te¿ dro¿d¿e te nie s¹ patogenne dla
cz³owieka i mog¹ s³u¿yæ do produkcji zwi¹zków wy-
korzystywanych w przemy�le spo¿ywczym np. kwasu
cytrynowego [2]. Stwarza to równie¿ mo¿liwo�æ za-
stosowania ich do produkcji bia³ek dla przemys³u spo-
¿ywczego czy farmaceutycznego.

3. Dro¿d¿owe systemy ekspresyjne

Ka¿dy system ekspresyjny sk³ada siê z wektora eks-
presyjnego oraz komórek gospodarza. Dro¿d¿owe wek-
tory ekspresyjne s¹ wektorami wahad³owymi zawiera-
j¹cymi elementy pochodzenia bakteryjnego, umo¿liwia-
j¹ce klonowanie genów i namno¿enie DNA powsta³ego
konstruktu w komórkach E. coli � origin replikacji
i marker selekcyjny oraz elementy pochodzenia dro¿-
d¿owego umo¿liwiaj¹ce ³atw¹ selekcjê rekombinantów,
wydajn¹ ekspresjê klonowanego genu, jak równie¿
autonomiczn¹ replikacjê lub integracjê wprowadzone-
go DNA z genomem gospodarza ekspresyjnego.

Wektory plazmidowe stosowane w systemie eks-
presji P. pastoris zawieraj¹ sekwencje promotorowe
AOX1, FLD1, GAP, PEX8 czy YPT1 oraz sygna³ ter-
minacji transkrypcji AOX1[4]. Promotor genu oksy-
dazy alkoholowej (AOX1) to silny promotor induko-
wany metanolem [4]. Promotor genu dehydrogenazy
formaldehydowej (FLD1) mo¿e byæ indukowany za-
równo metanolem, jak i nietoksyczn¹ metyloamin¹
[37], natomiast promotor genu dehydrogenazy alde-
hydu 3-fosfoglicerynowego (GAP) umo¿liwia wydaj-
n¹ konstytutywn¹ ekspresjê genów klonowanych pod
jego kontrolê [47]. Promotor PEX8 zapewnia niski po-
ziom ekspresji genu, gdy komórki P. pastoris hodowa-
ne s¹ w po¿ywce zawieraj¹cej glukozê oraz 3�5-krot-
ny wzrost poziomu ekspresji po zmianie �ród³a wêgla
na metanol [4], za� YPT1 to s³aby konstytutywny pro-
motor aktywny zarówno w obecno�ci glukozy, jak
i metanolu [36].

Najczê�ciej wykorzystywanymi dro¿d¿owymi mar-
kerami selekcyjnymi s¹: Sh ble � gen oporno�ci na Zeo-
cynê oraz markery auksotroficzne � geny HIS4 P. pa-
storis lub S. cerevisiae i ARG4 S. cerevisiae. Scharakte-
ryzowano równie¿ inne markery selekcyjne P. pastoris,
np. URA3 czy ADE1 [4].

Wektory ekspresyjne wykorzystywane w systemie
P. pastoris ulegaj¹ integracji z genomem gospodarza
dro¿d¿owego w obrêbie promotora AOX1, promotora
GAP lub sekwencji markera selekcyjnego, na drodze
rekombinacji homologicznej. W wyniku transforma-
cji liniow¹ form¹ DNA plazmidowego, jedna kopia
wektora w³¹czana jest do genomu P. pastoris. Mo¿-
liwe jest jednak skonstruowanie szczepów rekombi-
nantowych zawieraj¹cych wiêcej kopii obcego genu
w obrêbie genomu [4].

Wszystkie ekspresyjne szczepy P. pastoris po-
chodz¹ od szczepu Y-11430 i zawieraj¹ mutacje w jed-
nym lub kilku genach, objawiaj¹ce siê odpowiedni¹
auksotrofi¹. Wiêkszo�æ ekspresyjnych szczepów P. pa-
storis, podobnie jak szczep dziki, zawiera dwa geny
oksydazy alkoholowej AOX1 oraz AOX2 i jest zdolna
do szybkiego wzrostu w po¿ywce zawieraj¹cej meta-
nol (fenotyp Mut+). Skonstruowano jednak szczepy
posiadaj¹ce delecjê w obrêbie genu AOX1, które wol-
no rosn¹ w po¿ywce z metanolem, jednak w nie-
których przypadkach produkuj¹ heterologiczne bia³ka
z wiêksz¹ wydajno�ci¹ i nie wymagaj¹ do ekspresji
genów tak du¿ej ilo�ci metanolu jak szczepy Mut+, co
jest szczególnie wa¿ne przy produkcji bia³ek na skalê
przemys³ow¹. Przyk³adem takiego szczepu jest P. pa-
storis KM71, gdzie gen AOX1 zosta³ czê�ciowo usu-
niêty i zast¹piony genem ARG4 S. cerevisiae. Skon-
struowano równie¿ szczepy ekspresyjne, w których
zmutowano geny koduj¹ce obecne w wakuolach pro-
teazy. Szczepy te wykazuj¹ zmniejszony poziom de-
gradacji obcych bia³ek, zw³aszcza przy produkcji na
du¿¹ skalê, gdzie liza nawet niewielkiego odsetka ko-
mórek powoduje stosunkowo wysokie straty zewn¹-
trzkomórkowych polipeptydów [4]. Przyk³ady ekspre-
syjnych szczepów P. pastoris przedstawiono w tabeli I.

Podobnie, jak u wcze�niej opisanych metylotrofów,
równie¿ u H. polymorpha silne indukowane promo-
tory genów koduj¹cych enzymy bior¹ce udzia³ w me-
tabolizmie metanolu zosta³y wykorzystane do kon-
strukcji wektorów ekspresyjnych: promotor oksydazy
metanolowej (MOX), syntazy dihydroksyacetonu
(DHAS) i dehydrogenazy mrówczanowej (FMD) [9].
Zastosowano równie¿ s³abszy promotor genu oksydazy
aminowej (AMO), którego induktorami s¹ pierwszo-
rzêdowe aminy np. metylo- i etyloamina, za� ca³kowi-
ta represja wystêpuje w obecno�ci jonów amonowych
[49]. Rzadziej wykorzystywane s¹ promotory genów
koduj¹cych enzymy ze szlaku asymilacji azotanów
(YNT1, YNI1 i YNR1), które s¹ indukowane przez azo-
tany, a ulegaj¹ represji w obecno�ci jonów amono-
wych [1]. Przyk³adami silnych konstytutywnych pro-
motorów s¹ PMA1 (promotor genu ATPazy b³ony
cytoplazmatycznej) [6, 17] i GAP (promotor genu de-
hydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego) [15].

Markery selekcyjne wektorów ekspresyjnych obej-
muj¹ geny LEU1.1, URA3, TRP3 i ADE11 H. poly-
morpha oraz geny LEU2 i URA3 S. cerevisiae. Ponad-
to, wykorzystywane s¹ geny oporno�ci na antybiotyki
pleomycynê i zeocynê [9].

Autonomiczn¹ replikacjê wektorów ekspresyjnych
w komórkach H. polymorpha zapewniaj¹ sekwencje
HARS. Dla otrzymania trwa³ych rekombinantów wy-
korzystywane s¹ natomiast sekwencje genów kodu-
j¹cych oksydazê alkoholow¹ i oksydazê aminow¹
[9]. Zastosowanie wektora zawieraj¹cego gen LEU2
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lub URA3 S. cerevisiae oraz odpowiedniego szczepu
H. polymorpha leu1.1 lub ura3 prowadzi do otrzyma-
nia transformantów zawieraj¹cych wiele kopii wektora
w obrêbie genomu dro¿d¿owego gospodarza, ze wzglê-
du na fakt, i¿ geny S. cerevisiae s³abo komplementuj¹
auksotrofiê H. polymorpha [18, 34].

Ekspresyjne szczepy H. polymorpha s¹ auksotro-
fami pochodz¹cymi od trzech szczepów macierzys-
tych H. polymorpha DL-1, H.polymorpha NCYC495
i H. polymorpha CBS4732 (tab. I).

Systemy ekspresyjne opracowane zosta³y tak¿e dla
dimorficznych dro¿d¿y A. adeninivorans i Y. lipolytica.
Wektory ekspresyjne przeznaczone dla A.adeninivorans
zawieraj¹, oprócz elementów pochodzenia bakteryjne-
go, silny konstytutywny promotor TEF1 A. adeninivo-
rans, terminator transkrypcji PHO5 S. cerevisiae, mar-
ker selekcyjny w postaci genu LEU2 A. adeninivorans
(ALEU2) [3], TRP1 A. adeninivorans (ATRP1) [39]
lub genu hph E. coli nadaj¹cego rekombinantowym
szczepom dro¿d¿y oporno�æ na higromycynê B [46],
a tak¿e sekwencjê 25S rDNA umo¿liwiaj¹c¹ integracjê
DNA wektora z genomem A. adeninivorans [39, 46].
Transformacja komórek dro¿d¿y DNA takich wekto-
rów prowadzi do uzyskania zazwyczaj tylko jednej
kopii wektora zintegrowanej z genomem gospodarza
[38]. Na integracjê wielu kopii DNA wektora eks-
presyjnego z genomem A. adeninivorans pozwoli³o
natomiast zastosowanie jako markera selekcyjnego
genu ATRP1 bêd¹cego pod kontrol¹ tylko krótkiego
fragmentu promotora genu ALEU2 (53 pz). Niski po-
ziom ekspresji genu ATRP1 kompensowany by³ przez
wielokrotn¹ integracjê [40].

Mutanty auksotroficzne A. adeninivorans wykorzys-
tywane jako szczepy ekspresyjne pochodz¹ od macie-
rzystego szczepu A. adeninivorans LS3. Uzyskano rów-
nie¿ szczepy, które w przeciwieñstwie do szczepu dzi-
kiego, tworz¹ strzêpki ju¿ w temperaturze 30°C (tab. I).

W przypadku systemu ekspresji Y. lipolytica, istniej¹
zarówno autonomiczne, jak i integracyjne wektory eks-
presyjne. Pierwsze z nich zawieraj¹ sekwencje ARS
Y. lipolytica, pe³ni¹ce zarówno funkcjê centromeru,
jak i origin replikacji [2]. W komórkach dro¿d¿y s¹
bardzo stabilne, ale wystêpuj¹ w bardzo niewielkiej
ilo�ci kopii, 1�3/komórkê [23, 43]. Wektory integra-
cyjne mog¹ byæ w³¹czane do genomu Y. lipolytica na
drodze rekombinacji homologicznej, która jest silnie
stymulowana przez linearyzacjê DNA wektora w obrê-
bie homologicznej do genomu sekwencji. Na tej drodze
zachodzi integracja pojedynczej kopii DNA wektora
ekspresyjnego z genomem dro¿d¿y. Dla zwiêkszenia
ilo�ci kopii wektora zintegrowanego z genomem go-
spodarza wykorzystuje siê kombinacjê sekwencji rDNA
i defektywnego markera selekcyjnego ura3d4 [21] lub
sekwencje LTR retrotranspozonu Ylt1 zwane sekwen-
cjami �zeta�. Sekwencje �zeta� zapewniaj¹ wielokrotn¹

integracjê na drodze rekombinacji homologicznej
w szczepach Y. lipolytica nios¹cych retrotranspozon
Ylt1 lub niehomologiczn¹ integracjê w szczepach nie
nios¹cych Ylt1 [28].

Do ekspresji genów w komórkach Y. lipolytica jako
pierwszy zastosowany zosta³ promotor genu zewn¹-
trzkomórkowej alkalicznej proteazy (XPR2). Jednak,
ze wzglêdu na fakt, i¿ jest on aktywny w pH powy¿ej
6 i do pe³nej aktywno�ci wymaga du¿ej ilo�ci peptonu
w po¿ywce hodowlanej, nie móg³ byæ wykorzystywa-
ny w procesach przemys³owych [29]. Skonstruowano
zatem promotor hybrydowy, zawieraj¹cy 4 powtórze-
nia sekwencji UAS1 promotora XPR2 oraz sekwencjê
TATA box promotora LEU2, który umo¿liwia ekspre-
sjê genów niezale¿nie od sk³adu po¿ywki hodowlanej.
Wykazano natomiast, ¿e ekspresja genów bêd¹cych
pod kontrol¹ hybrydowego promotora uzale¿niona jest
od fazy wzrostu hodowli Y. lipolytica i rozpoczyna siê
dopiero na pocz¹tku fazy stacjonarnej [23]. Ponadto, do

P. pastoris

Y-11430 Szczep dziki NRRL-Y-11430
GS115 His�, Mut+ [7]
SMD1168 His�, Pep4�, Mut+ [12]
KM71 His�, Muts [40]
GS190 Arg� [5]
JC254 Ura� [8]
JC227 Ade� Arg� [5]
JC305 Ade� Ura� [5]
JC300 Ade� Arg� His� [5]
JC303 Arg� His� Ura� [5]
JC308 Ade� Arg� His� Ura� [5]

H. polymorpha

DL-1 Szczep dziki ATCC26012
DL-1-L Leu� [11]
DL10 Leu�, Ura� [11]
uDLB11 Leu�, Ura�, Pep4� [11]
NCYC495 Szczep dziki [21]
L1 Leu� [11]
A11 Ade� [11]
CBS4732 Szczep dziki ATCC34438
LR9 Ura� [11]

A. adeninivorans

LS3 Szczep dziki [11]
135 Adm� (strzêpki w 30°C) [44]
G1211 Leu� [44]
G1212 Trp� [38]

Y. lipolytica

W29 Szczep dziki ATCC20460
Po1d Leu�, Ura�, )AEP, Suc+ [20]
Po1f Leu�, Ura�, )AEP, )AXP, Suc+ [22]

Po1g
Leu�, )AEP, )AXP, Suc+,

pBR322
[22]

YLP21 Ura�, )AEP, )AXP, Suc+ [27]

T a b e l a  I
Ekspresyjne szczepy P. pastoris, H. polymorpha,

A. adeninivorans i Y. lipolytica

Szczep Fenotyp Pi�miennictwo
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ekspresji heterologicznych genów w komórkach Y. lipo-
lytica wykorzystano promotory genów liazy izocytry-
nianowej (ICL1), oksydazy acylo-CoA (POX2) i tiolazy
3-okso-acylo-CoA (POT1), które s¹ silnie indukowane
przez kwasy t³uszczowe i n-alkany, a ulegaj¹ represji
w obecno�ci glukozy b¹d� glicerolu. Dodatkowymi in-
duktorami promotora ICL1 s¹ octan i etanol [19].

Podobnie, jak w przypadku opisanych wy¿ej dro¿-
d¿owych systemów ekspresyjnych, do konstrukcji wek
torów plazmidowych wykorzystywane s¹ najczê�ciej
auksotroficzne markery selekcyjne, np. geny LEU2
[22], URA3 [27] czy ADE1, chocia¿ stosuje siê te¿ gen
oporno�ci na pleomycynê oraz gen SUC2 inwertazy
S. cerevisiae nadaj¹cy komórkom Y. lipolytica zdolno�æ
do wzrostu na pod³o¿u zawieraj¹cym sacharozê [27].

Przyk³ady ekspresyjnych szczepów Y. lipolytica,
posiadaj¹cych mutacje delecyjne w genach koduj¹-
cych auksotroficzne markery selekcyjne oraz zewn¹-
trzkomórkowe proteazy przedstawiono w tabeli I.

Zewn¹trzkomórkow¹ produkcjê heterologicznych
bia³ek przez rekombinantowe szczepy dro¿d¿y umo¿-
liwiaj¹ ich w³asne sekwencje sygnalne, które s¹ za-
zwyczaj prawid³owo rozpoznawane w komórkach eks-
presyjnego gospodarza. Je¿eli produkowane bia³ko nie
posiada w³asnej sekwencji sygnalnej, najbardziej uni-
wersalna jest sekwencja prepro peptydu "-faktora
S. cerevisiae. W systemie ekspresji P. pastoris stosuje
siê ponadto pro sekwencjê kwa�nej fosfatazy P. pasto-
ris [4], natomiast sekrecjê bia³ek przez komórki H. po-
lymorpha umo¿liwia równie¿ sekwencja sygnalna
kwa�nej fosfatazy H. polymorpha [31] lub glukoamyla-
zy Schwanniomyces occidentalis [48]. Dro¿d¿e Y. lipo-
lytica wydajnie wydzielaj¹ heterologiczne bia³ka do
po¿ywki hodowlanej, je¿eli zawieraj¹ one sekwencje
prepro peptydu zewn¹trzkomórkowej alkalicznej pro-
teazy [23, 28] lub lipazy Y. lipolytica [28, 32]. Wyka-
zano, ¿e poziom sekrecji obcych bia³ek mo¿na zwiêk-
szyæ poprzez wprowadzenie do komórek dro¿d¿y
dodatkowych genów koduj¹cych foldazy i bia³ka opie-
kuñcze obecne w retikulum endoplazmatycznym, od-
powiedzialne za prawid³owe sk³adanie nowo zsynte-
tyzowanych polipeptydów. Jednym z tych bia³ek jest
kalneksyna � lektynowe bia³ko opiekuñcze odpowia-
daj¹ce za prawid³owe sk³adanie glikoprotein. Zwiêk-
szenie ilo�ci kalneksyny w komórkach H. polymorpha
pozwoli³o na 2�3-krotne zwiêkszenie poziomu sekre-
cji czterech testowanych bia³ek [20].

4. Produkcja bia³ek i etanolu
przez rekombinantowe szczepy dro¿d¿y

Stosuj¹c dro¿d¿owe systemy ekspresyjne uzyskaæ
mo¿na do 3 g bia³ka z litra po¿ywki pohodowlanej.
Ilo�ci takie otrzymywano produkuj¹c albuminê oso-

cza krwi ludzkiej (HSA), inwertazê S. cerevisiae czy
oksydazê glukozow¹ Aspergillus niger w komórkach
P. pastoris i H. polymorpha [4, 16, 42]. Natomiast
w przypadku systemu ekspresji Y. lipolytica wydajno�æ
produkcji by³a znacznie ni¿sza, 100 mg endoglukana-
zy I Trichoderma reesei [30], czy 160 mg prochymo-
zyny bydlêcej [23].

Wykorzystuj¹c metylotroficzne dro¿d¿e H. poly-
morpha, w jednym tylko przypadku uzyskano a¿ 13,5 g
bia³ka z litra po¿ywki pohodowlanej. Geny koduj¹ce
fitazê Aspergillus terreus, A. fumigatus i fitazê o zop-
tymalizowanej sekwencji (consensus phytase) klo-
nowane by³y pod kontrolê silnego promotora FMD,
a uzyskane szczepy rekombinantowe zawiera³y po
kilkadziesi¹t kopii genu zintegrowanego z genomem
H. polymorpha. Zoptymalizowanie warunków hodowli
dro¿d¿y pozwoli³o na uzyskanie 4,46 g fitazy A. ter-
reus, 6,1 g fitazy A. fumigatus oraz 13,49 g fitazy
o zoptymalizowanej sekwencji z litra p³ynu pohodow-
lanego, przy zastosowaniu �ci�le limitowanej ilo�ci
glukozy jako �ród³o wêgla w hodowli dolewowej [24].

Porównanie wydajno�ci zewn¹trzkomórkowej pro-
dukcji interleukiny 6 przez dro¿d¿e A. adeninivorans,
H. polymorpha i S. cerevisiae wykaza³o, ¿e najwydaj-
niejszym producentem IL-6 by³a A. adeninivorans
(210 mg/l). Gen koduj¹cy cytokinê klonowano pod
kontrolê promotora TEF1 A. adeninivorans, który jest
rozpoznawany przez wszystkie badane gatunki dro¿d¿y,
w wektorze o szerokim zakresie gospodarzy. Sekrecjê
bia³ka uzyskano dziêki fuzji genu z sekwencj¹ kodu-
j¹c¹ prepro peptyd "-faktora S. cerevisiae. Ponadto,
badania wykaza³y, ¿e tylko w komórkach A. adenini-
vorans prekursor MF"-IL-6 ulega³ prawid³owemu
proteolitycznemu dojrzewaniu. H. polymorpha i S. ce-
revisiae wydziela³y natomiast bia³ko nie posiadaj¹ce
o�miu aminokwasów na N-koñcu, z tak¹ sam¹ wydaj-
no�ci¹ 90 mg/litr po¿ywki [3].

W Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gdañskiej
skonstruowano wydajny system do produkcji protei-
nazy K Tritirachium album w komórkach P. pastoris.
Sekwencjê koduj¹c¹ prekursor bia³ka prepro-Lys-Arg-
proteinaza K klonowano pod kontrolê indukowanego
metanolem promotora AOX1. W wyniku biosyntezy
i oczyszczania proteinazy K metod¹ chromatografii
oddzia³ywañ hydrofobowych uzyskano 700 mg bia³ka
z litra po¿ywki pohodowlanej.

Zastosowanie rekombinantowych szczepów dro¿-
d¿y nie ogranicza siê jedynie do produkcji heterolo-
gicznych bia³ek. Rosn¹ce zapotrzebowanie na etanol
wykorzystywany jako sk³adnik biopaliw sprawi³o, ¿e
prowadzone s¹ intensywne badania nad konstrukcj¹
rekombinantowych szczepów S. cerevisiae zdolnych
do efektywnej produkcji etanolu ze �róde³ wêgla nie
metabolizowanych przez dzikie szczepy, np. laktozy.
Cel ten próbowano osi¹gn¹æ na drodze klonowania
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genów koduj¹cych $-D-galaktozydazê (LAC4) i per-
meazê laktozow¹ (LAC12) Kluyveromyces lactis w ko-
mórkach S. cerevisiae. Wektory ekspresyjne zastoso-
wane do konstrukcji rekombinantowych szczepów
dro¿d¿y zawiera³y indukowany galaktoz¹ hybrydowy
promotor CYC-GAL, zmutowany gen leu2d jako mar-
ker selekcyjny oraz sekwencjê rDNA umo¿liwiaj¹c¹
integracjê DNA plazmidowego z genomem S. cerevi-
siae. Uzyskane szczepy rekombinantowe by³y stabilne
genetycznie, zdolne do utylizacji laktozy, jednak ich
metabolizm zosta³ przesuniêty w kierunku tlenowego,
charakteryzuj¹cego siê du¿¹ produkcj¹ biomasy, kosz-
tem fermentacji alkoholowej [35]. Inne badania obej-
mowa³y konstrukcjê szczepu S. cerevisiae zawieraj¹ce-
go gen koduj¹cy $-D-galaktozydazê Aspergillus niger
wraz z w³asn¹ sekwencj¹ sygnaln¹, dziêki której enzym
by³ produkowany zewn¹trzkomórkowo. Rekombinan-
towy szczep nie spe³nia³ jednak wymagañ procesu fer-
mentacji alkoholowej, ze wzglêdu na w³a�ciwo�ci bio-
chemiczne enzymu, tj. optymaln¹ temperaturê dzia³ania
równ¹ 65°C i pH 3,5. Wykazywa³ on ponadto dwufa-
zowo�æ wzrostu i niestabilno�æ genetyczn¹. Zaledwie
10% populacji dro¿d¿y po procesie fermentacji za-
chowywa³a zdolno�æ do produkcji $-D-galaktozydazy
A. niger [33].

Wydajna produkcja etanolu z hydrolizatów biomasy
ro�linnej wymaga od stosowanych szczepów dro¿d¿y
zdolno�ci fermentacji nie tylko heksoz, ale równie¿
pentoz, przede wszystkim ksylozy, bêd¹cych g³ównym
sk³adnikiem frakcji hemicelulozowej drewna czy s³o-
my. Metylotroficzne dro¿d¿e H. polymorpha wykazu-
j¹ naturaln¹ zdolno�æ fermentacji ksylozy do etanolu,
jednak wydajno�æ procesu jest niska. Skonstruowanie
rekombinantowego szczepu H. polymorpha posiada-
j¹cego mutacje delecyjne w genach koduj¹cych enzy-
my katalizuj¹ce dwa pierwsze etapy utylizacji ksylozy
� NAD(P)H-zale¿nej reduktazy ksylozowej i dwóch
NAD-zale¿nych dehydrogenaz ksylitolowych oraz nio-
s¹cego gen izomerazy ksylolowej E. coli oraz dodat-
kowe kopie w³asnego genu ksylulokinazy pozwoli³o
natomiast na czterokrotne zwiêkszenie wydajno�ci
produkcji etanolu z ksylozy, jednak nadal jest ona zbyt
niska, by proces by³ ekonomicznie op³acalny [10].

5. Podsumowanie

Dro¿d¿owe systemy ekspresyjne stanowi¹ dosko-
na³e narzêdzie do produkcji bia³ek pochodzenia wiru-
sowego, prokariotycznego i eukariotycznego. Dostêp-
nych jest szereg szczepów dro¿d¿owych gospodarzy
ekspresyjnych oraz wektorów plazmidowych zawie-
raj¹cych sekwencje silnych promotorów transkrypcji,
zarówno indukowanych jak i konstytutywnych. Do-
brze udokumentowane s¹ równie¿ sekwencje sygnal-

ne umo¿liwiaj¹ce zewn¹trzkomórkow¹ produkcjê he-
terologicznych bia³ek w systemach dro¿d¿owych. Nie
ma jednak jednego optymalnego uk³adu do produkcji
wszystkich polipeptydów, poniewa¿ na wydajno�æ
biosyntezy oraz poprawno�æ modyfikacji posttransla-
cyjnych bia³ek wp³yw ma zarówno stosowany system,
jak i powstaj¹cy produkt. Dostêpno�æ systemów eks-
presyjnych opartych nie tylko o S. cerevisiae, ale rów-
nie¿ o gatunki metylotroficznych dro¿d¿y P. pastoris
i H. polymorpha oraz dimorficznych dro¿d¿y A. adeni-
nivorans i Y. lipolytica, stwarza jednak mo¿liwo�æ wy-
boru najlepszego uk³adu do produkcji konkretnego
bia³ka. Ponadto, potencjalnie mo¿liwe jest skonstruo-
wanie rekombinantowych szczepów dro¿d¿y zdolnych
do produkcji metabolitów niebia³kowych, jak alkohole
czy kwasy organiczne, z niekonwencjonalnych �róde³
wêgla, co dodatkowo poszerza zakres przemys³owego
zastosowania tych mikroorganizmów.
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1. Identyfikacja ludzkiego koronawirusa NL63

W styczniu 2003 roku, 7 miesiêczne dziecko zosta³o
przyjête do szpitala w Amsterdamie, z gor¹czk¹, obja-
wami choroby uk³adu oddechowego oraz zapaleniem
spojówek. Badania kliniczne wykaza³y typowe obja-
wy zapalenia oskrzeli i oskrzelików. Próbka kliniczna
z jamy nosowej pacjenta zosta³a pobrana 5 dni po po-
jawieniu siê pierwszych objawów chorobowych. Testy
diagnostyczne wykluczy³y bakteryjne pod³o¿e infek-
cji i nie wykaza³y obecno�ci znanych patogenów wiru-
sowych zwi¹zanych z chorobami uk³adu oddechowego
(wirus RS, adenowirus, wirusy grypy A i B, rinowi-
rus, enterowirus oraz koronawirusy).

Inokulacja hodowli komórkowych materia³em kli-
nicznym (pierwotne ludzkie p³odowe fibroblasty p³uc-
ne (HEL), trzeciorzêdowe komórki epitelialne z ma³-
piej nerki (tMK) oraz linie komórkowa HeLa) spowo-
dowa³a po 8 dniach od inokulacji objawy infekcji oraz
postêpuj¹c¹ �mieræ komórek w hodowli komórek
tMK. Podobny efekt pojawi³ siê równie¿ przy reinfek-
cji linii komórkowej LLC-MK2 (transformowane ko-
mórki epitelialne z ma³piej nerki). Aby zidentyfiko-
waæ nieznany patogen, wykorzystano now¹ metodê
VIDISCA (Virus Discovery based on cDNA-AFLP).

Stwierdzono, ¿e obecny w próbce patogen jest niezna-
nym wcze�niej wirusem � ludzkim koronawirusem
NL63 (HCoV-NL63) [28, 29, 38].

Sekwencjonowanie genomu wirusa pozwoli³o na
przeprowadzenie szczegó³owej analizy filogenetycz-
nej. Uzyskane wyniki potwierdzi³y, ¿e stanowi on od-
rêbny gatunek przynale¿¹cy do rodziny Coronaviridae
(rys. 1). Genom HCoV-NL63 o d³ugo�ci 27 553 nu-
kleotydów posiada organizacjê typow¹ dla rodziny
Coronaviridae (rys. 2) [29, 31, 32]. Najwy¿sze podo-
bieñstwo na poziomie sekwencji nukleotydowej zosta-
³o stwierdzone w stosunku do ludzkiego koronawirusa
229E i wynosi 65%. Pó�niejsza identyfikacja licznych
wariantów HCoV-NL63, z wieloma charakterystycz-
nymi cechami specyficznymi, podkre�la fakt, ¿e wirus
ten nie zosta³ wprowadzony do populacji w ostatnim
czasie. Grupowanie siê wariantów molekularnych nie
jest zwi¹zane z dystrybucj¹ geograficzn¹, jako ¿e z ba-
dañ jasno wynika, ¿e ró¿ne warianty koegzystuj¹ na
tym samym terytorium, wykazuj¹c cechy rekombinan-
tów wewn¹trzgatunkowych [31].

W krótkim czasie, inna holenderska grupa badaw-
cza potwierdzi³a odkrycie HCoV-NL63. Drugi raport
opisuje identyfikacjê wirusa NL63 w próbce pocho-
dz¹cej z wymazu z nosa, zebranego w roku 1988 od
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Rys. 1. Mapa filogenetyczna rodziny Coronaviridae. W analizie wykorzystano sekwencje genu N.
Drzewo zosta³o sporz¹dzone metod¹ Neighbor-joining z wykorzystaniem dwu-parametrycznego modelu Kimury.
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8-miesiêcznego ch³opca cierpi¹cego na zapalenie p³uc.
Hodowla komórkowa, podobnie jak w przypadku
pierwszego manuskryptu, pokaza³a, ¿e wirus wydaj-
nie replikuje w komórkach tMK, wywo³uj¹c zmiany
cytopatologiczne po 7 dniach od inokulacji. Ponadto,
badania wykaza³y, ¿e wirus replikuje równie¿ na ko-
mórkach Vero E6 (linia epitelialnych komórek z ma³-
piej nerki). Badanie próbki pochodz¹cej z hodowli ko-
mórkowej pod mikroskopem elektronowym wykaza³o
obecno�æ wirusów o �rednicy ~140 nm i charaktery-
stycznym dla koronawirusów kszta³cie. Losowa am-
plifikacja metod¹ RAP-PCR i pó�niejsze sekwencjo-
nowanie, potwierdzi³y, ¿e poszukiwany patogen jest
koronawirusem NL63 (izolat NL) [3].

Rok po ukazaniu siê obu prac, grupa J. K a h n
opisa³a identyfikacjê tego samego wirusa (94�100%
podobieñstwa na poziomie nukleotydów), nadaj¹c mu
now¹ nazwê: koronawirus New Haven (NH) [11]. Po
tym wydarzeniu, Miêdzynarodowa Komisja do spraw
Taksonomii Wirusów zatwierdzi³a pierwsz¹ nazwê ko-
ronawirus NL63, jako prawid³ow¹, obejmuj¹c¹ wszyst-
kie szczepy, w tym NL oraz NH.

2. Receptor komórkowy

Przy³¹czenie siê koronawirusa do komórki infeko-
wanej, nastêpuje poprzez wi¹zanie bia³ka fuzyjnego S
z receptorem na b³onie komórkowej. Bia³ko S korona-
wirusa NL63 jest bia³kiem fuzyjnym klasy I. N-koñ-
cowa domena bia³ka (S1) zawiera region odpowiedzial-
ny za interakcje z receptorem komórkowym, podczas
gdy czê�æ C-koñcowa jest zakotwiczona w b³onie ko-
mórkowej i zawiera dwa regiony HR (heptad repeat)
oraz peptyd fuzyjny, niezbêdne w procesie fuzji b³ony
wirusowej z b³on komórkow¹.

Bia³ko CD13 (aminopeptydaza N) by³o uznawane
przez wiele lat za receptor komórkowym dla wszyst-
kich koronawirusów grupy I [9, 36, 42], jednak¿e dane
uzyskane w badaniach dotycz¹cych tropizmu HCoV-
NL63 wskaza³y na odmienny mechanizm wej�cia wi-
rusa do komórki infekowanej [17, 38]. Badania wyka-
za³y, ¿e koronawirus NL63, jako jedyny z rodziny
Coronaviridae oprócz SARS-CoV, wykorzystuje en-
zym konwertuj¹cy angiotensynê 2 (angiotensin conver-
ting enzyme 2; ACE2), która wystêpuje m.in. na ko-

Rys. 2. Organizacja genomu koronawirusa NL63.
Geny odpowiedzialne za kodowanie bia³ek niestrukturalnych (m.in. proteazy, polimeraza, helikaza i.in.)

mieszcz¹ siê w dwóch ramkach odczytu 1a i 1b, zajmuj¹c 2/3 genomu; bia³ka strukturalne (S-Spike, ORF-3,
E-envelope, M-membrane, N-nucleocapsid) zajmuj¹ pozosta³¹ czê�æ genomu bli¿ej koñca 3�.
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mórkach nab³onka zarówno górnych jak i dolnych
dróg oddechowych [17]. Bia³ko ACE2 jest jednym
z kluczowych enzymów szlaku reninowo-angiotensy-
nowego. Jego homolog � bia³ko ACE enzymatycznie
trawi angiotensynê I, zmieniaj¹c j¹ w angiotensynê II,
podczas kiedy ACE2 inaktywuje angiotensynê II, za-
pewniaj¹c stan równowagi. I m a i  i wsp. postawili hi-
potezê, ¿e akumulacja angiotensyny II zwi¹zana z ob-
ni¿onym poziomem ACE2 w czasie infekcji wirusem
SARS-CoV jest powi¹zana z powa¿nym uszkodze-
niem p³uc w czasie infekcji [18, 22]. Teorii tej przecz¹
dane uzyskane dla koronawirusa NL63. Infekcja wiru-
sem NL63 wydaje siê powodowaæ podobne obni¿enie

poziomu bia³ka ACE2 w zaka¿onych komórkach co
infekcja wirusem SARS-CoV, pomimo ¿e objawy kli-
niczne zaka¿enia tymi wirusami ró¿ni¹ siê diametral-
nie (badania w³asne nieopublikowane).

3. Epidemiologia

Pierwsze prace nad HCoV-NL63 pokaza³y, ¿e pa-
togen ten nie jest endemiczny i wystêpuje na ca³ym
�wiecie. HCoV-NL63 jest odpowiedzialny za 1�10%
wszystkich zaka¿eñ uk³adu oddechowego w skali roku
(rys. 3), wystêpuj¹c znacznie czê�ciej w okresie zimy
i wczesnej wiosny [2�3, 10, 26, 37, 39].

Rys. 3. Epidemiologia a) Dystrybucja zaka¿eñ wirusem HCoV-NL63 na �wiecie.
Kraje, w których zidentyfikowano pacjentów cierpi¹cych na infekcje HCoV-NL63 s¹ zaznaczone kolorem czerwonym. Bia³e regiony rep rezentuj¹

kraje, w których nie przeprowadzono badañ b) Czêsto�æ wystêpowania ludzkiego koronawirusa NL63 w�ród pacjentów cierpi¹cych na i nfekcje
uk³adu oddechowego w ró¿nych krajach [1�8, 10�16, 19�21, 23�27, 33�35, 37�40, 43].
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Z badañ próbek klinicznych wynika, ¿e przy infek-
cji wirusem HCoV-NL63 czêsto spotyka siê równie¿
infekcjê drugim wirusem uk³adu oddechowego (czês-
to�æ superinfekcji ~50%) [39]. Infekcje podwójne s¹
czêstsze u pacjentów hospitalizowanych, ni¿ u pacjen-
tów leczonych ambulatoryjnie sugeruj¹c, ¿e podwójna
infekcja ma ostrzejszy przebieg ni¿ zaka¿enie spowo-
dowane tylko korona wirusem NL63 [6, 39]. Interesu-
j¹cy jest fakt, ¿e ilo�æ kopii koronawirusa NL63 w przy-
padku koinfekcji jest znacznie ni¿sza ni¿ przy infek-
cjach pojedynczych. Mo¿e to byæ spowodowane wielo-
ma czynnikami, m.in. kompetycj¹ wirusów o komórki,
które mog¹ ulec zaka¿aniu lub odpowiedzi¹ immuno-
logiczn¹ wywo³an¹ przez drugi wirus. Inna mo¿liwo�æ
zak³ada, ¿e w momencie superinfekcji drugim wiru-
sem, infekcja HCoV-NL63 jest ju¿ zahamowana przez
uk³ad immunologiczny. Sugerowa³oby to zwiêkszenie
predyspozycji do infekcji wirusami uk³adu oddecho-
wego poprzez infekcjê koronawirusem NL63.

4. Obraz kliniczny infekcji

Pierwsze opisane przypadki infekcji koronawiru-
sem NL63 dotyczy³y dzieci cierpi¹cych na powa¿ne
infekcje dolnych dróg oddechowych sugeruj¹c powi¹-
zanie infekcji wirusowej z powa¿nymi symptomami
klinicznymi [13, 38]. Fakt, ¿e jeden z pacjentów zmar³
w 5. dniu po wyst¹pieniu objawów, dodatkowo wska-
zuje na potencjalnie ciê¿ki przebieg infekcji [2].

Wszystkie wyniki uzyskane do tej pory wskazuj¹
na fakt, ¿e HCoV-NL63 podobnie jak pozosta³e znane
ludzkie koronawirusy (229E oraz OC43) mo¿e powo-
dowaæ choroby uk³adu oddechowego, g³ównie opisy-
wane jako przeziêbienia. Obserwacja ta jest potwier-
dzona równie¿ statystykami pokazuj¹cymi, ¿e wirus
jest najczê�ciej wykrywany u pacjentów leczonych
ambulatoryjnie, znacznie rzadziej wywo³uje infekcjê
prowadz¹c¹ do hospitalizacji. W niektórych jednak
przypadkach, HCoV-NL63 mo¿e powodowaæ powa-
¿an¹ chorobê o ostrym przebiegu u dzieci, osób star-
szych oraz osób o obni¿onym poziomie odporno�ci
[1�8, 10�16, 19�21, 23�27, 33�35, 37�40, 43].

Badania przeprowadzone na terytorium Niemiec
(PRI-DE) jasno wykaza³y istnienie silnej zale¿no�ci
pomiêdzy infekcj¹ HCoV-NL63 a wystêpowaniem
krupu u dzieci. Prawie po³owa dzieci zaka¿onych wiru-
sem NL63 wykazywa³a objawy krupu [39]. Z drugiej
strony, badania innych grup nie wykazuj¹ podobnej
zale¿no�ci. Ta niezgodno�æ mo¿e by zwi¹zana z fak-
tem, ¿e pacjenci z krupem bardzo rzadko podlegaj¹ ho-
spitalizacji i jeszcze rzadziej s¹ diagnozowani w kie-
runku obecno�ci wirusów uk³adu oddechowego, a co
za tym idzie, s¹ grup¹ czêsto pomijan¹ w badaniach.
Badania populacyjne pozwalaj¹ na identyfikacjê po-

dobnych zale¿no�ci i eliminacjê czynników zaburza-
j¹cych. Czêsto�æ wystêpowania krupu przy infekcji
HCoV-NL63 wynosi³a dla badañ z Niemiec: 43%,
Hong Kongu: 27%, Taiwanu: 43,4%, Korei: 64,2% [6,
16, 39, 40].

5. Terapia

W przypadku pacjentów hospitalizowanych, nie-
zbêdna mo¿e byæ substancja czynna, ograniczaj¹ca re-
plikacjê koronawirusa NL63, pozwalaj¹ca zatrzymaæ
rozwój choroby. Wiele inhibitorów zosta³o opisanych
jako leki skutecznie hamuj¹ce replikacjê koronawiru-
sów, w tym HCoV-NL63. Substancje te dzia³aj¹ w ró¿-
nych stadiach replikacji patogenu, przyk³adowo � in-
terferuj¹ z wi¹zaniem receptora, fuzj¹ z b³on¹
komórkow¹, transkrypcj¹ lub te¿ z obróbk¹ post-trans-
lacyjn¹ [30].

Unikalno�æ proteaz koronawirusowych oraz ich
funkcja w trakcie posttranslacyjnej obróbki bia³ek wi-
rusa sprawia, ¿e s¹ one doskona³ym celem dla sub-
stancji terapeutycznych. Yang i wsp. zaprojektowali
seriê inhibitorów protezy Mpro, spo�ród których sub-
stancja N3 wykazywa³a silne w³a�ciwo�ci przeciwko-
ronawirusowe, równie¿ w stosunku do HCoV-NL63
[41]. Innym ciekawym inhibiotorem mog¹ byæ synte-
tyczne peptydy HR, interferujace ze zmianami struk-
turalnymi w obrêbie bia³ka S odpowiaj¹cego za fuzjê
z komórk¹ gospodarza. Skuteczno�æ podobnego po-
dej�cia zosta³a ju¿ wcze�niej udowodniona dla licz-
nych rodzin wirusowych (np.: retrowirusy, paramyk-
sowirusy czy inne koronawirusy). Innym podej�ciem
jest zastosowanie wyciszania ekspersji genu S HCoV-
NL63 przy pomocy siRNA [30].

Zastosowanie analogów nukleozydów (b-D-N4-
hydroxycytydna oraz 6-azaurydyna) posiada równie¿
pewien potencja³, jednak ze wzglêdu na wysok¹ tok-
syczno�æ zastosowanie ich w warunkach klinicznych
mo¿e byæ utrudnione [30].

6. Podsumowanie

Ludzki koronawirus NL63 zosta³ po raz pierwszy
opisany w 2004 roku, jednak bardzo szybko okaza³o
siê, ¿e by³ on obecny w populacji ludzkiej od wielu lat
[31]. Najstarszy izolat kliniczny, w którym stwierdzo-
no obecno�æ HCoV-NL63 pochodzi z 1988 roku, na-
tomiast datowanie metod¹ zegara molekularnego su-
geruje, ¿e rozdzielenie siê gatunków HCoV-NL63
oraz HCoV-229E zasz³o w XI wieku naszej ery [31].
Prawdopodobnie wirus nie zosta³ zidentyfikowany
wcze�niej ze wzglêdu na niedoskona³e metody diagno-
styczne i trudno�ci natury technicznej. Mo¿liwe jest
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natomiast, ¿e liczne izolaty kliniczne koronawirusów
uzyskane w latach sze�ædziesi¹tych i osiemdziesi¹tych
reprezentowa³y w³a�nie ludzkiego koronawirusa NL63.

Dwa pierwsze raporty dotycz¹ce infekcji wirusem
NL63 pochodzi³y z Holandii. W bardzo krótkim czasie
liczne grupy badawcze z ca³ego �wiata og³osi³y wykry-
cie wirusa u pacjentów cierpi¹cych na choroby uk³adu
oddechowego. Czêsto�æ wystêpowania w wszystkich
badaniach oscyluje na poziomie 1�10% wszystkich
osób cierpi¹cych na choroby uk³adu oddechowego
[1�8, 10�16, 19�21, 23�27, 33�35, 37�40, 43].
Infekcje górnych i dolnych dróg oddechowych obser-
wowane w czasie infekcji koronawirusem NL63, przy-
pominaj¹ w du¿ym stopniu objawy kliniczne zaka¿e-
nia koronawirusami OC43 oraz 229E. Wyniki wielu
badañ wykaza³y, ¿e wirusy te u ludzi doros³ych mog¹
wywo³ywaæ krótkie infekcje o relatywnie ³agodnym
przebiegu, ale u dzieci, osób starszych i osób z ob-
ni¿onym poziomem odporno�ci mog¹ wywo³ywaæ
znacznie powa¿niejsze infekcje wymagaj¹ce hospita-
lizacji. Jednym z czynników ró¿nicuj¹cych te gatunki
jest zwi¹zek infekcji HCoV-NL63 z krupem u dzieci
[6, 16, 39, 40].
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1. Wprowadzenie

Pó�n¹ wiosn¹ 1925 roku w Genewie odby³a siê
miêdzynarodowa konferencja po�wiêcona kontroli nad
handlem broni¹ i sprzêtem wojskowym. Spotkanie
zorganizowano w reakcji na szok wywo³any przera¿a-
j¹cymi skutkami wykorzystania broni chemicznej po
I Wojnie �wiatowej. Jednym z zasadniczych osi¹gniêæ
by³o przyjêcie tzw. Protoko³u Genewskiego, zakazu-
j¹cego stosowania broni chemicznej. Dziêki zdecydo-
wanemu dzia³aniu delegacji polskiej pod przewodnic-
twem genera³a Kazimierza Sosnkowskiego, uczestnicy
konferencji przyjêli tak¿e zapis o zakazie stosowania
broni bakteriologicznej. Protokó³ Genewski jest nadal
obowi¹zuj¹cym aktem prawnym podpisanym przez
125 pañstw. Sytuacja w zakresie rozprzestrzeniania
broni biologicznej, zw³aszcza w obliczu narastaj¹cego
zagro¿enia terroryzmem miêdzynarodowym, jest jed-
nak nadal niepewna, mimo i¿ od czasu genewskiej
konferencji minê³y 83 lata. Dlatego ówczesne wezwa-
nie genera³a Sosnkowskiego, by w imiê cywilizacji nie
dopu�ciæ do wykorzystania bakteriologii, (ale tak¿e
wirusologii � przyp. Autorów) do celów barbarzyñ-
skich, pozostaje jak najbardziej aktualne [5].

Zainteresowanie mo¿liwo�ci¹ u¿ycia drobnoustro-
jów i ich toksyn jako broni biologicznej dotyczy g³ów-
nie: Bacillus anthracis, Pasteurella pestis, Francisella
tularensis, Clostridium botulinum, Poxvirus variolae
i wirusów gor¹czek krwotocznych. W przypadku ataku
biologicznego mog¹ one powa¿nie zagroziæ bezpie-
czeñstwu narodowemu i dlatego zaliczane s¹ do kate-
gorii A patogenów ludzkich i toksyn zestawionych

przez Centres for Diseases Control and Prevention
(CDC). Kategoria B obejmuje drobnoustroje o �rednim
tempie transmisji, daj¹cych stosunkowo niewysoki od-
setek �miertelno�ci. S¹ to bakterie: Rickettsiae, Staphy-
lococcus aureus wytwarzaj¹cy enterotoksynê B, Sal-
monella sp., Shigella sp., Escherichia coli O157:H7,
Vibrio cholerae, a tak¿e Cryptosporidium parvum. Do
kategorii C zaklasyfikowano natomiast Mycobacterium
tuberculosis oraz wirusy Nipah, Hantaan i wirusy ¿ó³-
tej febry. Patogeny nale¿¹ce do dwóch ostatnich grup
przenoszone s¹ drog¹ kropelkow¹ i poprzez zaka¿on¹
¿ywno�æ i wodê [4].

Nale¿y podkre�liæ, i¿ istnieje ryzyko u¿ycia jako bro-
ni biologicznej szczepów genetycznie modyfikowanych,
np. o zwiêkszonym powinowactwie do struktur doce-
lowych, wyj¹tkowej oporno�ci na chemioterapeutyki
i czynniki zewnêtrzne (temperatura, niska wilgotno�æ).

W roku 1972 Organizacja Narodów Zjednoczonych
(ONZ) przyjê³a Konwencjê o Zakazie Produkcji Broni
Biologicznej. Jej sygnatariuszami jest ponad 70 pañstw.
Mimo to w latach 90. ubieg³ego stulecia amerykañski
Departament Obrony przeznaczy³ na badania nad tego
typu broni¹ kilkadziesi¹t milionów dolarów. Wed³ug
dostêpnych szacunków, w XX wieku dokonano ponad
400 zamachów z u¿yciem broni biologicznej, chemicz-
nej i nuklearnej. Prace nad jej pozyskaniem prowadzo-
ne s¹ przez jawne ugrupowania terrorystyczne (np. Al
Quaida, sekta Raineeshee) oraz niektóre pañstwa (np.
Korea Pó³nocna) [5]. Przeciwwag¹ dla tego rodzaju
dzia³alno�ci ma byæ aktywno�æ �reszty �wiata� na
rzecz opracowania skutecznych systemów zapobiega-
nia bioterroryzmowi.
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2. Wirusy jako broñ biologiczna

Wirusy znajduj¹ siê wysoko w rankingu czynników
stanowi¹cych potencjaln¹ broñ biologiczn¹. W�ród
nich szczególne znaczenie maj¹ poxwirusy, a tak¿e
arenawirusy, filowirusy i flawiwirusy. Ich dostêpno�æ
jest zró¿nicowana, np. ospa prawdziwa, której czynni-
kiem etiologicznym jest poxwirus, uznawana jest za
chorobê wykorzenion¹, aczkolwiek oficjalne �ród³a
podaj¹, ¿e szczepy tego drobnoustroju przechowywa-
ne s¹ w dwóch o�rodkach wojskowych, amerykañskim
i rosyjskim [4].

Wirus ospy prawdziwej uzyska³ status broni biolo-
gicznej ze wzglêdu na jego wyj¹tkowe w³a�ciwo�ci
epidemiologiczne i infekcyjne, podobnie zreszt¹, jak
w przypadku arbowirusów i robowirusów, nale¿¹cych
do rodzin Flaviviridae, Bunyaviridae, Togaviridae
oraz Arenaviridae, a tak¿e wirusów Ebola i Marburg
z rodziny Filoviridae [4].

Wymienione wirusy s¹ mikrobiologom znane i do-
k³adnie opisane. Mo¿liwa jest jednak przera¿aj¹ca
wizja u¿ycia jako broni biologicznej wirusów nowo
odkrytych lub znanych, lecz o zmienionych cechach
epidemiologicznych. Manipulacje w obrêbie genomu
poxwirusów (np. poxwirusa ma³piego) mog¹ przy-
czyniæ siê do dramatycznego zwiêkszenia ich zjad-
liwo�ci, jak to mia³o miejsce z poxwirusem mysim. Po-
jawienie siê wirusa Zachodniego Nilu w Nowym Jorku
w roku 1999 oraz jego rozprzestrzenienie siê w ca³ym
kraju w latach nastêpnych, jest doskona³¹ ilustracj¹
mo¿liwo�ci pojawienia siê nieoczekiwanych zmian
w epidemiologii powa¿nych infekcji wirusowych. Rok
rocznie stwierdza siê na terenie Stanów Zjednoczonych
Ameryki tysi¹ce przypadków gor¹czki Nilu Zachodnie-
go oraz zaka¿eñ mózgu. Omawiany wirus mo¿e sze-
rzyæ siê wraz z przetaczan¹ krwi¹, przeszczepianymi
organami i przez ³o¿ysko. W roku 1993 w Ameryce
Pó³nocnej i Po³udniowej pojawi³y siê nowe wirusy
Hantaan, bêd¹ce czynnikami etiologicznymi zaka¿eñ
dolnych dróg oddechowych, charakteryzuj¹cych siê
znacznie wiêkszym wspó³czynnikiem �miertelno�ci ni¿
w przypadku wirusów gor¹czek krwotocznych prze-
biegaj¹cych z ostr¹ niewydolno�ci¹ nerek, wystêpu-
j¹cych od dziesi¹tków lat na terenie Azji i Europy.
Aphthovirus, nale¿¹cy do rodziny Picornaviridae, jest
natomiast czynnikiem etiologicznym tzw. zespo³u d³o-
ni, stóp i ust (ang. foot-and-mouth disease). Oprócz
infekcji wywo³ywanych w�ród zwierz¹t hodowlanych,
mo¿e równie¿ zaka¿aæ ludzi [5].

Wspomniany ju¿ poxwirus jest niezwykle gro�nym
dla cz³owieka patogenem. W przesz³o�ci na ró¿nych
kontynentach odnotowywano endemiczne zachorowa-
nia na ospê prawdziw¹. Wyró¿niano tzw. ospê wielk¹
lub inaczej klasyczn¹ (�miertelno�æ do 30%) oraz ospê
ma³¹ (�miertelno�æ ok. 1%). Rezerwuarem wirusa po-
zostaje wy³¹cznie cz³owiek, a okres wylêgania infekcji

wynosi 3 tygodnie. Transmisja odbywa siê drog¹ bez-
po�redni¹ (poprzez zaka¿ony aerozol lub kontakt ze
zmianami znajduj¹cymi siê na skórze i b³onach �luzo-
wych) oraz po�redni¹ (poprzez zanieczyszczon¹ odzie¿
i przedmioty u¿ytku codziennego). Choroba przebiega
gwa³townie, z gor¹czk¹, silnymi bólami g³owy, miê�ni
i grzbietu, uczuciem ogólnego rozbicia i coraz wiêk-
szego wyczerpania (objawy niespecyficzne, grypopo-
dobne). Objawem patognomonicznym jest natomiast
wysypka, przyjmuj¹ca kolejno formê plamek, grudek
i krost. Wykwity pojawiaj¹ siê najpierw na twarzy
i koñczynach, a nastêpnie na tu³owiu. Ostatnie zacho-
rowanie na ospê prawdziw¹ odnotowano w 1977 roku,
w nastêpstwie czego trzyna�cie lat pó�niej �wiatowa
Organizacja Zdrowia uzna³a tê chorobê za wyeradyko-
wan¹ i podjê³a decyzjê o zaprzestaniu szczepieñ profi-
laktycznych [11]. W tym miejscu nale¿y zaznaczyæ, i¿
odporno�æ po szczepieniu utrzymuje siê zaledwie przez
3�5 lat, co oznacza, ¿e u¿ycie dzi� poxwirusa jako bro-
ni biologicznej mia³oby katastrofalne nastêpstwa.

Kolejn¹ grup¹ drobnoustrojów stanowi¹cych poten-
cjalne zagro¿enie podczas ataku bioterrorystycznego
s¹ wirusy wywo³uj¹ce zapalenie mózgu, przenoszone
w zaka¿onym aerozolu, a tak¿e przez zainfekowane
kleszcze i komary. Jak dot¹d brak skutecznego leczenia
zaka¿eñ tymi wirusami. Procedury diagnostyczne rów-
nie¿ pozostawiaj¹ wiele do ¿yczenia. Poszukuje siê
skutecznych szczepionek [1]. Kleszczowe zapalenie
mózgu to jedno z najbardziej niebezpiecznych zaka-
¿eñ w Europie i Azji. Czynnik etiologiczny, flawiwi-
rus, nale¿y do rodziny Flaviviridae. W Rosji co roku
rejestruje siê ok. 11 tys. zachorowañ; w Europie � ok.
3 tys. przypadków. Wirusy o podobnej naturze, np. wi-
rus gor¹czki omskiej, czy wirus gor¹czki lasu Kyasa-
nur, klinicznie wywo³uj¹ raczej gor¹czki krwotoczne
ni¿ encephalitis [8]. Do�wiadczenia zwi¹zane z prze-
ciwdzia³aniem epidemii zaka¿eñ wirusami Nilu Za-
chodniego s¹ praktyczn¹ lekcj¹ ewentualnej walki ze
skutkami bioterroryzmu, a tak¿e sposobów zwalcza-
nia innych zaka¿eñ powoduj¹cych masowe nastêpstwa
sanitarno-epidemiologiczne, np. epidemie grypy [7].

Nowy wirus Nipah, nale¿¹cy do rodziny Paramy-
xoviridae, izolowano z przypadków zapaleñ mózgu
w Malezji. Jego w³a�ciwo�ci epidemiologiczne (wyso-
ka �miertelno�æ i trudno�ci w kontroli epidemii w po-
cz¹tkowym okresie, przyczyniaj¹ce siê do wzbudzania
paniki) predysponuj¹ go do u¿ycia podczas ataku bio-
terrorystycznego. Wirus mo¿e zaka¿aæ �winie, psy,
koty, konie i nietoperze, i t¹ drog¹ infekowaæ równie¿
populacjê ludzk¹ [9].

Wirus zapalenia mózgu Zachodniego Nilu pojawi³
siê pó�nym latem 1999 roku, wywo³uj¹c zachorowania
zarówno w�ród ludzi, jak i wolno ¿yj¹cych ptaków
egzotycznych. Patogen najprawdopodobniej trafi³ do
USA z Izraela, izolowane bowiem z tych obszarów
szczepy wykazywa³y du¿e podobieñstwo genetyczne.
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Transmisja nast¹piæ mog³a albo za po�rednictwem za-
ka¿onych papug i komarów, albo ludzi z wiremi¹.
Drobnoustrój reprezentuje interesuj¹cy model broni
biologicznej, nie poddaj¹cej siê kontroli amerykañ-
skiej s³u¿by zdrowia; jest przyczyn¹ tysiêcy zachoro-
wañ i setek zgonów na tamtym obszarze.

W przypadku wirusa wywo³uj¹cego ciê¿ki ostry ze-
spó³ oddechowy (ang. severe acute respiratory syndro-
me � SARS), niezmiernie trudno odró¿niæ zachorowa-
nia wystêpuj¹ce naturalnie od tych, bêd¹cych wynikiem
ataku bioterrorystycznego. Pocz¹wszy od 2003 roku,
zarejestrowano ok. 1000 zgonów z powodu SARS. Ta
liczba w ¿aden sposób nie dorównuje liczbie zgonów
spowodowanych gryp¹, jednak omawiany koronawirus
stanowi powa¿ne zagro¿enie dla zdrowia publicznego.
Trzeba tak¿e podkre�liæ konsekwencje ekonomiczne
dla Azji Po³udniowo-Wschodniej: straty ze wzglêdu
na ustanie ruchu turystycznego oceniono na 950 mi-
lionów dolarów. Wirus odpowiedzialny za SARS jest
przyk³adem adaptacji do nowego gospodarza [4].

Tak¿e wirus pryszczycy znajduje siê na li�cie po-
tencjalnych czynników mo¿liwych do wykorzystania
jako broñ biologiczna. Wspó³cze�nie hodowla i upra-
wa ro�lin charakteryzuj¹ siê masow¹ produkcj¹, trans-
portem i licznymi sytuacjami u³atwiaj¹cymi kontakt
z omawianym patogenem [4].

Gor¹czki krwotoczne charakteryzuj¹ siê podwy¿-
szon¹ temperatur¹ oraz powa¿nymi zaburzeniami
krzepniêcia krwi, st¹d wybroczyny podskórne, rozleg³e
krwawienia narz¹dów wewnêtrznych i zakrzepy na-
czyniowe. Zaka¿enie wirusem nastêpuje drog¹ kro-
pelkow¹, a pocz¹tkowe objawy infekcji s¹ niestety
niespecyficzne. �miertelno�æ szacuje siê w szerokich
granicach, od 0,2% a¿ do 50�90%. Grupa wirusowych
czynników etiologicznych wywo³uj¹cych gor¹czki
krwotoczne jest do�æ zró¿nicowana: nale¿¹ tu Arena-
viridae (wirus argentyñski, wenezuelski, boliwijski
i gor¹czki Lassa), Bunyaviridae (wirusy Hantaan i go-
r¹czki krymsko-kongijskiej), Filoviridae (wirusy Ebo-
la, Marburg, Denga i ¿ó³tej febry) (11).

W przypadku podejrzenia ataku bioterrorystycz-
nego ka¿dy pacjent z gor¹czk¹ oraz objawami uszko-
dzenia naczyñ (obni¿one ci�nienie krwi, wybroczyny,
zaczerwienienie lub przekrwienie twarzy i tu³owia,
obrzêki niewiadomego pochodzenia, a tak¿e krwawie-
nia wywo³ywane przez drobne urazy) powinien byæ
poddany diagnostyce ró¿nicowej w kierunku wiruso-
wej gor¹czki krwotocznej [11].

3. Profilaktyka

Potencjalne u¿ycie broni masowego ra¿enia, biolo-
gicznej i chemicznej, musi skutkowaæ poszukiwaniem
adekwatnych metod przeciwdzia³ania na poziomie

rz¹dowym, s³u¿by zdrowia i s³u¿b porz¹dkowych. Na-
le¿y podkre�liæ znaczenie i potrzebê permanentnej
edukacji w zakresie rozpoznania, ochrony i wykry-
wania ataków bioterrorystycznych oraz integracji
dzia³añ podejmowanych przez wszystkie powo³ane do
tego typu zadañ s³u¿by, np. w Stanach Zjednoczonych
utworzono regionalne centra koordynacji [1, 10].

W krajach Sojuszu Pó³nocnoatlantyckiego obowi¹-
zuj¹ ró¿ne systemy ochrony przed broni¹ biologiczn¹,
ale tylko w niektórych z nich wyodrêbniono w struk-
turach wojskowych Zespo³y Rozpoznania Biologicz-
nego, ukierunkowane wy³¹cznie na analizê ska¿eñ bio-
logicznych (np. Dania) [1].

W Europie �powo³ano do ¿ycia� Europejsk¹ Sieæ
Diagnostyki Wa¿nych Zaka¿eñ Wirusowych, w ramach
której badacze koncentruj¹ siê na infekcjach wywo-
³ywanych przez wirusy Hantaan, Denga, Lassa, filo-
wirusy, koronawirusy i poxwirusy [6].

Wszystkie kraje zagro¿one atakami terrorystyczny-
mi, w tym tak¿e Polska, winny udoskonalaæ systemy
ochrony przeciwepidemicznej w celu minimalizowania
skutków ewentualnych ataków. Szczepionki s¹ w tym
przypadku ma³o skuteczne, gdy¿ zwykle czynnik etio-
logiczny nie jest rozpoznany dostatecznie szybko,
a tempo rozprzestrzeniania siê epidemii jest zbyt du¿e.
Chemioterapia mo¿e okazaæ siê cennym narzêdziem
w walce z wirusami wykorzystanymi jako broñ bio-
logiczna, pod warunkiem jednak, ¿e nie u¿yto szcze-
pów uzyskanych na drodze in¿ynierii genetycznej (np.
o obni¿onej wra¿liwo�ci na leki) [2, 3].

4. Podsumowanie

Gro�ba wykorzystania �rodków biologicznych wy-
ra�nie wskazuje na potrzebê podejmowania adekwat-
nych dzia³añ na poziomie miêdzynarodowym. Ka¿de
osi¹gniêcie biotechnologiczne mo¿e mieæ dwojakie
przeznaczenie, st¹d mo¿liwe jest niestety ukrycie
rzeczywistego celu prowadzenia badañ i uzyskanie
ofensywnych �rodków biologicznych pod pozorem
legalnych badañ naukowych. Istnieje tak¿e niebez-
pieczeñstwo kradzie¿y procedur, technologii i innych
materia³ów przez terrorystów. Uwzglêdniaj¹c fakt,
i¿ broñ masowego ra¿enia, w tym broñ biologiczna,
pozostaje jednym z g³ównych zagro¿eñ wspó³czesne-
go �wiata oraz, ¿e wci¹¿ brak skutecznych metod
i �rodków zapobiegania i zwalczania skutków jej u¿y-
cia, problem ten musi pozostawaæ w sferze zaintereso-
wañ badaczy reprezentuj¹cych ró¿ne dziedziny nauki.
W zwi¹zku z ci¹g³ymi zmianami uwarunkowañ reli-
gijnych i politycznych, bioterroryzm pozostaje zagro-
¿eniem realnym, o znacz¹cych reperkusjach dla zdro-
wia publicznego. Bole�nie odczuwane s¹ ekonomiczne
skutki ataku bioterrorystycznego (ustanie turystyki
i inne zaburzenia spo³eczne).
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1. Wstêp

W patogenezie wielu bakteryjnych chorób daje siê
zauwa¿yæ wspólny mechanizm polegaj¹cy na modu-
lowaniu struktury i funkcji komórek gospodarza przez
drobnoustroje tak, aby mog³y zrealizowaæ w³asny cel,
którym jest przetrwanie. Wytwarzane przez bakterie
czynniki chorobotwórczo�ci, w�ród nich bia³ka efek-
torowe, dostarczane s¹ do komórki gospodarza za
pomoc¹ aparatu sekrecji typu III (ang. three type se-
cretion system � TTSS) bêd¹cego konserwatywn¹ mo-
lekularna struktur¹ wielobia³kow¹, bior¹c¹ pocz¹tek
w b³onie cytoplazmatycznej oraz wystaj¹c¹ poza b³o-
nê zewnêtrzn¹ �ciany komórkowej bakterii Gram-
ujemnych [13, 14]. Nazywana jest równie¿ zespo³em
ig³owym, strzykawk¹ molekularn¹ czy translokonem
i umo¿liwia transport bakteryjnych bia³ek z cytoplazmy
bakterii do komórek eukariotycznych w nastêpstwie
kontaktu komórek bakterii i gospodarza. Dostarczane
bia³ka doprowadzaj¹ do przej�ciowych zmian struk-
turalnych komórek eukariotycznych umo¿liwiaj¹cych

wnikanie patogenom równie¿ do komórek nie fagocy-
tuj¹cych, unikanie zabicia przez wyspecjalizowane ko-
mórki fagocytuj¹ce lub te¿ namno¿enia siê w komór-
kach gospodarza w strukturach nie podlegaj¹cych fuzji
z lizosomami. Opisany sposób interakcji pomiêdzy
bakteriami i gospodarzem jest charakterystyczny rów-
nie¿ dla pa³eczek Salmonella i zosta³ wypracowany
przez miliony lat ewolucyjnego przystosowywania siê
bakterii do paso¿ytniczego sposobu ¿ycia [25, 33].
Bakterie te wp³ywaj¹ modyfikuj¹co na komórkê go-
spodarza, produkuj¹c bia³ka imituj¹cego jego w³asne
lub te¿ strukturalnie odmienne, ale wype³niaj¹ce funk-
cje identyczne jak bia³ka gospodarza. Oddzia³ywanie
tych czynników nastêpuje w sposób przej�ciowy tak,
aby zminimalizowaæ zak³ócenie homeostazy komórki
gospodarza [13, 31]. W wyniku zaka¿enia pa³eczkami
Salmonella, które najczê�ciej nastêpuje drog¹ pokar-
mow¹, bakterie obecne w jelitach poprzez kontakt
z komórkami nab³onka jelitowego stymuluj¹ w³asn¹
internalizacjê. Kaskada towarzysz¹cych temu zja-
wisk uruchamiana jest w nastêpstwie dostarczenia do
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komórki gospodarza bakteryjnych bia³ek efektorowych
przez dwa TTSS kodowane w odrêbnych regionach
chromosomu Salmonella w miejscach okre�lonych jako
wyspy patogenno�ci 1 i 2 (SPI-1, SPI-2) [15]. TTSS
kodowany w SPI-1 (TTSS-1) decyduje o inwazji bak-
terii do komórek nab³onka jelitowego i indukcji enteri-
tis. Bia³ka efektorowe dostarczone do komórki przez
ten system sekrecji moduluj¹ jej biochemiczne przemia-
ny wp³ywaj¹c na szlaki transdukcji sygna³u, produkcjê
cytokin i strukturê cytoszkieletu aktynowego. Wierz-
cho³kowa czê�æ b³ony komórkowej w wyniku polime-
ryzacji aktyny ulega marszczeniu. Jej wg³obienie obej-
muje bakterie i zamyka w ten sposób w pêcherzyku
endocytarnym nazywanym SCV (ang. Salmonella con-
taining vacuole). Bia³ka dostarczane przez TTSS-1
indukuj¹ równie¿ rozwój zapalenia �luzówki jelita.
Prze¿ywanie i namna¿anie siê bakterii w SCV deter-
minowane jest przez bia³ka kodowane przez geny zlo-
kalizowane w SPI-2 i translokowane przez TTSS
(TTSS-2). Przyczyniaj¹ siê one do dojrzewania SCV,
ochrony przed zabijaniem bakterii przez mechanizm
tlenowy, rozprzestrzeniania siê zaka¿enia oraz pog³ê-
bienia zmian zapalnych w jelicie [2, 3].

W przejawianiu siê chorobotwórczo�ci pa³eczek
Salmonella, TTSS pe³ni wiêc zasadnicz¹ rolê i inakty-
wacja genów regulatorowych lub koduj¹cych struktu-
ralne komponenty systemu sekrecji, kompletnie znosi
w³a�ciwo�ci enteropatogenne i inwazjê tych bakterii
do komórek [31]. Hamuj¹c zatem powstawanie tej
struktury lub blokuj¹c jej funkcje mo¿na bakterie po-
zbawiæ cech chorobotwórczo�ci a tym samym uczyniæ
je niezdolnymi do wywo³ywania zaka¿enia. Tego typu
idea pokazuje nowe podej�cie do terapii chorób zaka�-
nych. Realizowana jest na razie na etapie do�wiadczeñ
z wykorzystaniem drobnocz¹steczkowych zwi¹zków
interferuj¹cych funkcjonalnie z wybranymi czynnikami
chorobotwórczo�ci ró¿nych bakterii. Dotychczasowe
pozytywne wyniki z hamowaniem adhezji i produkcji
toksyny przez drobnocz¹steczkowe zwi¹zki u Vibrio
cholerae, hamowanie aktywno�ci przez zwi¹zki aro-
matyczne TTSS u enteropatogennych szczepów E.coli,
czy przez salicylan acylowanych hydrazydów u Yersi-
nia enterocolitica i Chlamydia trachomatis, zachêcaj¹
do badañ na innych modelach patogenów w tym nad
pa³eczkami Salmonella [20, 30, 39].

2. Uruchomienie TTSS-1 warunkiem wnikanie
Salmonella do komórek nab³onka jelitowego

Do ekspresji TTSS-1 dochodzi zarówno w hodowli
pa³eczek Salmonella in vitro, jak i w jelicie. Nie doty-
czy to wszystkich komórek bakteryjnych lecz tylko
oko³o 20�40% z nich. Zostaj¹ one wyposa¿one w od
10 do100 aparatów sekrecji oraz w ich cytoplazmie
pojawiaj¹ siê cz¹steczki bia³ek efektorowych, dla

przyk³adu od 3000 do 9000 cz¹steczek bia³ka sipA
[33, 34]. Bia³ka mog¹ byæ spontanicznie uwolnione
poza komórkê bakteryjn¹, jednak¿e jest to proces po-
wolny i ma³o wydajny. Z chwil¹ bezpo�redniego kon-
taktu drobnoustroju z komórk¹ nab³onka jelitowego
dochodzi do gwa³townej, trwaj¹cej kilka sekund iniek-
cji bia³ek efektorowych do komórki potencjalnego go-
spodarza. U dzikich szczepów Salmonella Typhimu-
rium do ca³kowitej translokacji bia³ek SipA i SopE
potrzeba oko³o 80 do 200 sekund. Na pocz¹tku akty-
wacji ulegaj¹ tylko te aparaty TTSS-1, które pozostaj¹
w bezpo�rednim kontakcie z komórk¹ gospodarza.
Jednak¿e w wyniku dostarczonych przez nie bia³ek
zaczynaj¹ siê przemiany w komórce nab³onka, w wy-
niku których marszcz¹ca siê b³ona czê�ci apikalnej
otacza komórkê bakteryjn¹. To powoduje, ¿e ca³a ko-
mórka bakteryjna ma fizyczny kontakt z b³on¹ komór-
ki gospodarza, co z kolei aktywuje pozosta³e aparaty
TTSS, które dotychczas nie styka³y siê z komórk¹
eukariotyczn¹ i przyspiesza proces translokacji do niej.
Molekularny mechanizm, który wyzwala proces dostar-
czania bakteryjnych bia³ek efektorowych do komórek
gospodarza nie jest do koñca jasny. Bia³ka wydzielane
przez TTSS-1 mo¿na podzieliæ na dwie grupy: trans-
lokacyjne i efektorowe [2, 3, 32]. Bia³ka translokacyjne
SipB, SipC i SipD (ang. Salmonella invasion protein)
umiejscowione s¹ na koñcu ig³y TTSS (translokonu)
i tworz¹ pory w b³onie plazmatycznej komórki gospo-
darza, dziêki czemu mo¿liwe jest dostarczenie do niej
bia³ek efektorowych [8]. Bia³ka SipB i SipC przy-
twierdzaj¹ TTSS do b³ony protoplazmatycznej i to one
tworz¹ kompleks translokacyjny a bia³ko SipD praw-
dopodobnie reguluje tym procesem [8, 27, 33, 34]. Se-
krecj¹ bia³ek dostarczanych przez tranlokon reguluj¹
równie¿ bia³ka chaperonowe TTSS [1]. Niektóre dane
wskazuj¹ na bezpo�rednie wi¹zanie siê bia³ka SipB
z cholesterolem b³ony plazmatycznej komórki eukario-
tycznej, co inicjuje utworzenie siê translokonu. Nie-
wykluczone jednak, ¿e w uruchomieniu TTSS-1 bierze
udzia³ nie tylko sam cholesterol, ale równie¿ jego po-
³¹czenia z t³uszczami, bia³kami czy cukrami [17].

Aby pa³eczki Salmonella wniknê³y do komórki go-
spodarza potrzebnych jest co najmniej piêæ bia³ek
efektorowych oddzia³uj¹cych na drodze ró¿nych me-
chanizmów na cytoszkielet aktynowy. Niektóre bia³ka
translokacyjne wykazuj¹ równie¿ funkcje bia³ek efek-
torowych, jak np. SipC i wpólnie z SipA oddzia³uj¹
lokalnie w komórce gospodarza i bezpo�rednio na
aktynê, powoduj¹ jej polimeryzacjê i tworzenie wiazêk.
SipA zwiêksza polimeryzacjê aktyny oraz kontroluje
jej depolimeryzacjê przez bia³ka gospodarza, miêdzy
innymi hamuj¹c aktywno�æ bia³ek gospodarza (ADF/
kofilina i gelsolina) tn¹cych filamenty aktyny. Sip A
zaanga¿owane jest tak¿e w migracjê zale¿n¹ od kina-
zy C neutrofilów przez warstwy nab³onka. SipC rów-
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nie¿ inicjuje nukleacjê (tworzenie geometrycznych
form przestrzennych przez aktynê) i polimeryzacjê ak-
tyny [19, 27]. Wydaje siê jednak, ¿e wspomniane bia³-
ka powoduj¹ powstawanie lokalnych drobnych ognisk
filamentów aktynowych w miejscach, w których docho-
dzi do kontaktu bakterii z komórk¹ gospodarza. Nie s¹
w stanie spowodowaæ marszczenia b³ony plazmatycz-
nej w takim stopniu, aby wp³ywa³o to na wnikanie
bakterii do komórki nab³onka jelitowego [33]. Do istot-
nej rearan¿acji cytoszkieletu aktynowego dochodzi pod
wp³ywem innych tzw. pó�niejszych bia³ek efektoro-
wych znanych jako Sops (ang. Salmonella outer pro-
teins), takich jak SopE, SopE2 i SopB oddzia³uj¹cych
w ró¿nych miejscach komórki gospodarza [8, 40]. Nie
reaguj¹ one bezpo�rednio z aktyn¹, ale wp³ywaj¹ na
szereg wewnêtrznych szlaków przeka�nictwa sygna³u
w konsekwencji czego dochodzi do polimeryzacji akty-
ny i restrukturyzacji cytoszkieletu. Bia³ka SopE i SopE2
imituj¹ funkcje eukariotycznych czynników wymiany
nukleotydu guanylowego (GEF, ang. guanine nucleo-
lide exchanging factor) i katalizuj¹ usuniêcie GDP
a tym samy zwi¹zanie siê GTP. Nastêpuje to za po-
�rednictwem drobnocz¹steczkowych GTPaz z rodziny
Rho, przede wszystkim Cdc42 i Rac1 kontrolowanych
przez cykl GTPazowy [12, 31]. Maj¹ one dwa regio-
ny peptydowe okre�lane jako Switch I i Switch II,
w których dokonuj¹ siê zmiany konformacyjne w za-
le¿no�ci od tego, jaki nukleotyd jest przy³¹czony. Przy-
³¹czenie GTP powoduje aktywny stan bia³ka, w którym
konformacje Switch I i Switch II pozwalaj¹ na zainicjo-
wanie kaskady przemian doprowadzaj¹cych do zmian
w cytoszkielecie. Hydroliza GTP do GDP powoduje
nieaktywny stan GTA-az w wyniku konformacyjnych
zmian w regionach Switch [25]. SopE jest szczególnie
aktywnym czynnikiem wymiany nukleotydu guanylo-
wego, chocia¿ ulega szybkiej degradacji przez we-
wn¹trz komórkowe proteazy. Mo¿na zauwa¿yæ pewn¹
specyfikê do aktywowania GTPaz przez bia³ka Salmo-
nella i tak SopE2 aktywuje Cdc42, podczas gdy SopE
aktywuje zarówno Cdc42, jak i Rac1 [11].

Kolejne bia³ko efektorowe SopB jest fosfataz¹ fos-
fatydyloinozytolu i oddzia³uje równie¿ na proces prze-
budowy cytoszkieletu za po�rednictwem GTPaz Rho,
chocia¿ nie bezpo�rednio tylko za po�rednictwem GEF
gospodarza z rodziny Dbl [40]. Bia³ko to wi¹zane jest
z pó�niej zmianami nastêpuj¹cymi ju¿ po wnikniêciu
bakterii do komórki eukariotycznej i rozwijaj¹cym siê
zapaleniem oraz sekrecj¹ p³ynów do �wiat³a jelita. Po
translokacji bia³ka SopB dochodzi do przemian me-
taboliczych komórkowego fosforanu fosfoinozytolu
i fosforanu inozytolu przede wszystkim do ich defosfo-
rylacji [18]. Bia³ko SopB aktywuje Akt, kinazê seryno-
wo-treoninow¹ (znan¹ równie¿ jako kinaza bia³kowa B,
PBK), która pe³ni wa¿n¹ rolê w regulacji wewn¹trz-
komórkowych szlaków metabolicznych, wp³ywaj¹cych

na funkcje ¿yciowe komórki, proliferacjê, zachowanie
¿ycia czy apoptozê [26]. Podczas wnikania pa³eczek
Salmonella do komórki, Akt przemieszcza siê z cyto-
plazmy w kierunku b³ony protoplazmatycznej i zbiera
siê w marszcz¹cej siê czê�ci b³ony protoplazmatycz-
nej, w której znajdujê siê równie¿ wysoka koncentracja
trójfosforanu fosfatytydyloinozytolu [PtdIns(3,4,5)P3].
SopB defosforyluje ten zwi¹zek do dwufosforanu fos-
fatytydyloinozytolu [PtdIns(3,4,)P2], który przyczynia
siê do gromadzenia siê Akt i jej aktywacji, jak rów-
nie¿ eliminacji PtdIns(3,5)P2 u podstawy pomarszczo-
nej b³ony plazmatycznej oraz utrzymywania siê fosfo-
ranu fosfatytydyloinozytolu [PtdIns(3)P] w b³onie SCV
[37]. Sprzyja to ³¹czeniu siê makropinocytotycznych
pêcherzyków i tworzeniu fagosomu oraz dojrzewaniu
SCV stanowi¹cego bezpieczn¹ dla Salmonella we-
wn¹trzkomórkow¹ niszê, w której mog¹ siê namna¿aæ.
Tak wiêc, w sposób po�redni i to bia³ko wp³ywa na
przebudowe cytoszkieletu komórki gospodarza i przy-
czynia siê do prze¿ywania w niej pa³eczek Salmonella.
Aktywacja Cdc42 i Rac1 przez bia³ka SopB, SopE
i SopE2 przyczynia siê do powstania i aktywacji kom-
pleksu Arp2/3 (ang. actin related protein), który sprzy-
ja nukleacji i tworzeniu odga³êzieñ przez aktynê [9].
W procesie tym uczestnicz¹ bia³ka zespo³u Wiskott-
Aldrich, jak np. N-WASP aktywowane bezpo�rednio
przez Cdc42 i PtdIns(4,5)P2 oraz WAVE2 aktywowane
przez Rac1 przy udziale wielosk³adnikowego bia³ko-
wego kompleksu Nap1-Pir121-Abil [36]. Oddzia³ywa-
nie bia³ka SopB trwa d³u¿ej i zaznacza siê równie¿ po
utworzenie SCV miêdzy innymi udzia³em w ochronie
zaka¿onych komórek nab³onka jelitowego przed apop-
toz¹ czy stymulacj¹ do produkcji tlenku azotu kontro-
luj¹cego nadmierne namna¿anie siê bakterii [10]. Wy-
daje siê, ¿e mechanizmy te s³u¿¹ ochronie komórek
gospodarza, które daj¹ schronienie patogenowi.

Rearan¿acja cytoszkieletu aktynowego i marsz-
czenie b³ony plazmatycznej komórki nab³onka jelito-
wego zainicjowana przez Salmonella jest przej�ciowa
i zwykle architektura komórki powraca do stanu nor-
malnego po 2�3 godzinach od wnikniêcia bakterii.
W procesie tym pomaga gospodarzowi sam patogen
produkuj¹c i transportuj¹c przez TTSS-1 dwusk³adni-
kowe bia³ko SptP (ang. Salmonella protein tyrosine
phosphatase), którego jedna z dwu domen wykazuje
aktywno�æ GAP (ang. GTPaze activating protein)
i znosi skutki aktywacji GTAaz Rho przez SopE i po-
zosta³e bia³ka uczestnicz¹ce w tym procesie, poniewa¿
przyspiesza hydrolizê GTP i tym samym przepro-
wadza GTPazy w stan nieaktywny [12]. Na dynamikê
i roz³o¿enie w czasie przeciwstawnych sobie zjawisk
indukowanych przez SopE i SptP w komórce gospoda-
rza mo¿e mieæ równie¿ wp³yw do�æ szybka degradacja
pierwszego i wolniejsza drugiego z bia³ek, czym mo¿-
na t³umaczyæ przemijaj¹ca aktywacjê GTAaz Rho.
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3. Prze¿ywanie i namna¿anie siê
pa³eczek Salmonella w komórkach gospodarza
zale¿ne od TTSS-2

Jak przedstawiono to wcze�niej, wnikaniu pa³eczek
Salmonella do komórek nab³onka jelitowego towarzy-
szy marszczenie b³ony apikalnej jej czê�ci oraz dyna-
miczne przemiany cytoszkieletu. S¹ to relatywnie
krótko trwaj¹ce zjawiska i po internalizacji bakterii,
komórka gospodarza powraca do swojego normalnego
stanu. Okazuje siê jednak, ¿e organizacja cytoszkieletu
komórki gospodarza odgrywa równie¿ rolê w pó�niej-
szych etapach zaka¿enia, w czasie replikacji bakterii
i prze¿ywania wewn¹trz SCV. Do tego celu niezbêdne
s¹ bia³ka efektorowe transportowane przez TTSS-2,
które reguluj¹ procesem reorganizacji cytoszkieletu,
utrzymaniem integralno�ci b³ony SCV oraz utworze-
niem wypustek rozpo�cieraj¹cych siê z SCV tzw. Sifs
(ang. Salmonella induced filaments) [22, 38]. Tworze-
nie Sifs jest silnie uzale¿nione od organizacji mikro-
kanalików. Po wnikniêciu pa³eczek Salmonella do ko-
mórki gospodarza i utworzeniu siê pêcherzyka SCV
dochodzi do ekspresji TTSS-2, co zwykle ma miejsce
po oko³o 3 godzinach od zaka¿enia [38]. Niskie pH
pêcherzyka uruchamia iniekcjê przez jego b³onê wielu
bia³ek efektorowych za pomoc¹ TTSS-2. Zjawiska ta-
kie zachodz¹ce w makrofagach decyduj¹ o rozwoju
zaka¿enia uogólnionego. Produkcja i uwalnianie bia-
³ek nastêpuje w sposób ci¹g³y, co zapewnia przetrwa-
nie i namna¿anie siê bakteriom w d³u¿szym okresie
czasu. Znanych jest co najmniej kilkana�cie bia³ek
efektorowych dostarczanych do komórki gospoda-
rza przez TTSS-2, których biochemiczna aktywno�æ
i struktury docelowe nie s¹ do koñca okre�lone. Wiele
z nich moduluje funkcje komórki gospodarza, w tym
organizacjê cytoszkieletu i przemieszczania siê b³on,
w szczególno�ci wzd³u¿ mikrokanalików [28]. W pier-
wszym etapie wokó³ pêcherzyka daje siê zauwa¿yæ
polimeryzacje aktyny prawdopodobnie przy udziale
bia³ka SspH2, ale niewykluczone, ¿e równie¿ przy
udziale innych bia³ek efektorowych. Po 3 do 4 godzin
po zaka¿eniu, SCV przemieszcza siê w okolicê j¹dra
komórki gospodarza i poprzez kolejne bia³ko efekto-
rowe SseG ³¹czy siê z aparatem Golgiego. Prawdopo-
dobnie fakt ten wp³ywa na namna¿anie siê pa³eczek
Salmonella wewn¹trz SCV. Po 5�6 godzinach od in-
ternalizcji bakterii daje siê zauwa¿yæ odchodz¹ce od
SCV d³ugie wypustki (Sifs) o podobnym sk³adzie jak
b³ona pêcherzyka. Do ich powstania niezbêdne s¹ mi-
krokanaliki. Obecno�æ Sifs jest wska�nikiem pó�nego
stadium zaka¿enia oraz pocz¹tku bakteryjnej replika-
cji [6]. Innymi bia³kami zaanga¿owanymi w modulo-
wanie b³ony SCV s¹ SifA, SopD2, Ssef, SseG i SseJ.
Lokalizuj¹ siê one na b³onie SCV i Sifs, co sugeruje
ich bezpo�redni udzia³ w przemianie i zachowaniu in-

tegralno�ci b³ony [7]. Na zachowanie ci¹g³o�ci SCV,
w szczególno�ci wydaje siê miêæ wp³yw SifA, ponie-
wa¿ bakterie niezdolne do produkcji tego bia³ka nie s¹
w stanie zachowaæ integralno�ci pêcherzyka i uwal-
niaj¹ siê do cytozolu komórki gospodarza. SifA jest
powi¹zane z mikrotubulami i razem z bia³kiem gospo-
darza SKIP (ang. Sifa and kinesin-interacting protein)
uczestniczy w powstawaniu Sifs oraz proksymalnej
w stosunku do aparatu Golgiego lokalizacji SCV [4].
W tworzeniu Sifs przypisuje siê równie¿ udzia³ bia³-
kom SopD2, SseF i SseG. Zasadnicza funkcja bia³ek
SifA, SopD2, Ssef, SseG i SseJ wydaje siê zatem spro-
wadzaæ do zapewnienia bakteriom wewn¹trzkomórko-
wej niszy koniecznej do ich namno¿enia siê. Obni¿ona
zjadliwo�æ bakterii skorelowana jest z niezdolno�ci¹
do namna¿ania siê w makrofagach, co z kolei wynika
z braku produkcji wspomnianych bia³ek. Z drugiej
strony u Salmonella Typhimurium, które nie mia³y
zdolno�ci do wytwarzania bia³ka SopD, bêd¹cego ho-
mologiem SopD2 nie dochodzi³o do namna¿ania siê
bakterii w makrofagach i mimo, ¿e bakterie utraci³y
zjadliwo�æ to nie mia³o to wp³ywu na lokalizacjê oraz
utworzenie SCV i Sifs. Precyzyjny mechanizm, po-
przez który wspomniane bia³ka wp³ywaj¹ na dojrze-
wanie pêcherzyka nie jest znany. Umiejscowienie SseF
i SseG na mikrokanalikach sugeruje, ¿e mog¹ one za-
k³ócaæ zale¿ny od sieci mikrokanalików transport bia-
³ek w komórce gospodarza, aby zapewniæ dojrzewa-
nie SCV [23]. Z kolei SseJ ma domenê homologiczn¹
do acylotransferazy, co mo¿e wskazywaæ na bezpo-
�rednie modulowanie przez to bia³ko lipidów wcho-
dz¹cych w sk³ad SCV. Prawdopodobnie SifA i SopD2
stymuluj¹ ³¹czenie siê mikropêcherzyków w wiêksze
SCV, poniewa¿ bia³ka te powoduj¹ agregacje i zaokr¹g-
lenie endosomów [6, 7]. Bia³ka PipB, PiB2 i SiB s¹
obecne w okolicy pêcherzyka SCV i Sifs, nie wykaza-
no jednak ich udzia³u w przemianach strukturalnych
komórki gospodarza, czy te¿ wp³ywu na wewn¹trzko-
mórkowe namna¿anie siê pa³eczek Salmonella [21].

4. Wp³ywanie na relacje miedzy patogenem
a gospodarzem na poziomie molekularnym
jako nowa koncepcja terapeutyczna

Ostatnie lata przynios³y wiele nowych i szczegó³o-
wych danych na temat relacji na poziomie molekular-
nym pomiêdzy pa³eczkami Salmonella a gospoda-
rzem. Nasunê³y jednocze�nie pomys³, aby wp³ywaæ na
opisane wy¿ej zjawiska w sposób niezwyk³e specy-
ficzny i selektywny w celu wyeliminowania struktur
i organelli determinuj¹cych zjadliwo�æ bakterii, jak np.
TTSS, czy te¿ zablokowania funkcji wytwarzanych
bia³ek efektorowych, czêsto na poziomie reakcji miê-
dzy atomami struktur gospodarza i czynników bakte-
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ryjnych [24, 25, 35]. Poniewa¿ funkcjonowanie tych
organelli nie jest niezbêdne do ¿ycia pa³eczkom Sal-
monella, potencjalne leki, które bêd¹ hamowa³y ich
aktywno�æ mog¹ siê przyczyniæ do obni¿enia lub wy-
eliminowania cech zjadliwo�ci a nie samych bakterii,
przez co mo¿na spekulowaæ, nie bêdzie dochodzi³o do
wykszta³cania siê mechanizmów oporno�ci, jak to ma
miejsce w przypadku stosowania klasycznych chemio-
terapeutyków. Dodatkowo opisane organella i czyn-
niki chorobotwórczo�ci s¹ nieobecne lub niewytwa-
rzane u wiêkszo�ci bakterii niechorobotwórczych.
Potencjalne u¿ycie wiêc �rodków terapeutycznych
przeciwko nim skierowanych nie wp³ynie niekorzys-
tnie na mikroflorê fizjologiczn¹. Podobnie zablokowa-
nie funkcji czynników o charakterze bia³ek enzyma-
tycznych równie¿ mo¿e byæ sposobem bardzo specy-
ficznego oddzia³ywania terapeutycznego. Czynnikami
docelowymi mog¹ byæ bakteryjne bia³ka o funkcji
GAP, jak np. Sptp lub GEF, jak np. SopE imituj¹ce
oddzia³ywanie ich eukariotycznych odpowiedników
w komórce gospodarza. Niewykluczone, ¿e wielokie-
runkowe oddzia³ywanie bakteryjnych czynników zja-
dliwo�ci bêdzie wymaga³o jednoczesnego wp³ywania
na wiele z nich [35]. Jakakolwiek jednak mo¿liwo�æ
obni¿ania zjadliwo�ci drobnoustroju daje wiêksz¹
szansê na uruchomienie przez makroorganizm mecha-
nizmów obronnych, które mog¹ przyczyniæ siê do eli-
minacji patogenu. Zachowawcza struktura sk³ado-
wych TSST oraz niezwyk³e znaczenie tego organellum
w przejawianiu siê zjadliwo�ci pa³eczek Salmonella,
spowodowa³o, ¿e podjêto próby chemicznego hamo-
wania jego funkcji. Wcze�niej wykazano, ¿e drobno-
cz¹steczkowe zwi¹zki salicylanu acylowanych hydra-
zydów w sposób specyficzny hamuj¹ funkcje tego
organellum u Yersinia pseudotuberculosis i C. tracho-
matis [20, 30, 39]. Postanowiono wiêc sprawdziæ, czy
wspomniane substancje dzia³aj¹ równie¿ na TSST
u Salmonella. W do�wiadczeniu in vitro przeprowadzo-
nym przez N e g r e a  i wsp. na modelu Salmonella
Typhimurium, w którym u¿yto dziewiêciu struktural-
nie podobnych salicylanów acylowanych hydrazydów
i dodawano je do hodowli wspomnianego szczepu
wykazano, ¿e blokuj¹ one inwazjê bakterii do ko-
mórek nab³onka linii MDCK [29]. Nie obserwowano
podczas tego procesu obecno�ci bia³ek kodowanych
w SPI-1, jak np. SipA, SipB i SipC. Zjawisko to po-
twierdzili Hudson i wsp., którzy wyja�nili, ¿e wspom-
niane zwi¹zki nie hamuj¹ wzrostu Salmonella, lecz
blokuj¹ zale¿n¹ od TSST-1 sekrecjê bia³ek efektoro-
wych [16]. Reakcja jest zale¿na od dawki u¿ytych
zwi¹zków i im jest ona wiêksza tym efekt blokowania
wnikania bakterii do komórek eukatriotycznych jest
silniejszy. Najwy¿sza u¿yta w do�wiadczeniu daw-
ka 100 mM nie wywo³ywa³a efektu cytotoksycznego
w hodowli komórek HeLa, natomiast kompletnie ha-

mowa³a wnikanie do nich bakterii. Podobnie salicy-
lany acylowanych hydrazydów dodawane do hodowli
Salmonella hamowa³y tworzenie w b³onach erytrocy-
tów por przez bia³ko SipA. Okaza³o siê równie¿, ¿e
hodowanie in vitro Salmonella Typhi w obecno�ci
wspomnianych zwi¹zków a nastêpnie podanie takiej
hodowli do pêtli jelitowej u ciel¹t nie prowadzi do po-
wstania odpowiedzi sekrecyjnej i zapalnej. Bezpo�red-
nie podanie do pêtli jelitowej Salmonella i salicyla-
nu acylowanych hydrazydów nie wp³ywa³o w sposób
widoczny na akumulacjê p³ynu do �wiat³a jelita, czy
powstawanie odczynu zapalnego. Wkrótce wyja�nio-
no, ¿e nieobecno�æ bia³ek Sips w hodowlach Sal-
monella traktowanych wspomnianymi zwi¹zkami nie
wynika z braku ekspresji koduj¹cych je genów, lecz
zablokowania ich translokacjii z cytoplazmy komórek
bakteryjnych do komórek eukariotycznych. Fakt ten
wzbudzi³ podejrzenie, ¿e salicylany acylowanych hy-
drazydów prawdopodobnie blokuj¹ ekspresjê elemen-
tów sk³adowych TSST lub te¿ interferuj¹ z jego aktyw-
no�ci¹. W kolejnych do�wiadczeniach udowodniono, ¿e
wyciszaj¹ one transkrypcjê genów SPI-1, koduj¹-
cych aktywator transkrypcji HilA, bia³ko translokonu
PrgH, ale równie¿ bia³ko efektorowe SipC. Wycisze-
niem transkrypcji kluczowych genów SPI-1 mo¿na
wiêc wyt³umaczyæ obserwowane zjawisko braku bia³ek
efektorowych w hodowlach Salmonella w obecno�ci
wspomnianych zwi¹zków. Udowodniono równie¿, ¿e
salicylany acylowanych hydrazydów hamuj¹ namna¿a-
nie siê bakterii po ich wnikniêciu do mysich makrofa-
gów linii RAW 264.7. W sposób naturalny namna¿anie
siê pa³eczek Salmonella w makrofagach hamowane
jest przez tlenek azotu (NO) produkowany w wyniku
aktywacji indukowanej syntetazy nadtlenkowej. Z ko-
lei czynniki kodowane przez geny SPI-2 interferuj¹c
z NO komórek gospodarza stwarzaj¹ korzystniejsze
warunki do namna¿ania siê bakterii. Dodatek do
hodowli makrofagów zaka¿onych pa³eczkami Salmo-
nella salicylanu acylowanych hydrazydów powodowa³
wzrost ilo�ci NO i tym mo¿na wyt³umaczyæ hamowanie
w nich wzrostu bakterii. W procesie tym wykluczono
bezpo�rednie oddzia³ywanie salicylanu acylowanych
hydrazydów na syntetazê nadtlenkow¹, natomiast po-
twierdzono jego oddzia³ywanie na bakteryjny TSST-2.
Okaza³o siê, ¿e salicylany acylowanych hydrazydów
ograniczaj¹ równie¿ ruch bakterii, poniewa¿ hamuj¹
ekspresjê genów koduj¹cych rzêski i ujawnianie siê tej
cechy. Tak wiêc, wspomniane zwi¹zki oddzia³uj¹ce na
TTSS zale¿ny od SPI-1 i SPI-2 w podobny sposób
wp³ywaj¹ na system warunkuj¹cy poruszanie siê bak-
terii. Daje siê zauwa¿yæ pewne ró¿nice w oddzia³y-
waniu ró¿nych salicylanów acylowanych hydrazydów
na TSST, co mo¿e wynikaæ z pierwszorzêdowej struk-
tury wchodz¹cych w jego sk³ad bia³ek i reaguj¹cych
z nimi cz¹steczek wspomnianych substancji. Podobnie
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stwierdza siê drobne ró¿nice w oddzia³ywaniu tych
zwi¹zków na TSST u Chlamydia, Yersinia i Salmonel-
la, co z kolei sugeruje nieco odmienny dla nich punkt
uchwytu u tych bakterii, stwarza jednak mo¿liwo�ci
specyficznego oddzia³ywania na ró¿ne drobnoustroje.

5. Podsumowanie

W wyniku dokonuj¹cej siê przez miliony lat ko-
ewolucji pa³eczek Salmonella i ich gospodarzy, dosz³o
do wykszta³cenia przez bakterie szeregu skompliko-
wanych mechanizmów, poprzez które moduluj¹ funk-
cje komórek gospodarza podporz¹dkowuj¹c je w³as-
nym celom. Uwalniane z komórek bakterii czynniki
zjadliwo�ci, w sposób po�redni (oddzia³ywanie na szlak
transdukcji sygna³u) lub bezpo�redni (oddzia³ywanie
na bia³ka cytozolu) doprowadzaj¹ do internalizacji
patogenu, jego replikacji i przetrwania w komórkach
gospodarza. Wykorzystywany do dostarczania przez
pa³eczki Salmonella do komórki gospodarza inwazyj-
nych czynników aparat sekrecji trzeciego typu, zbu-
dowany jest podobnie jak u wielu innych bakterii
z konserwatywnych bia³ek. Struktura ta wydaje siê byæ
pewn¹ odkrywan¹ s³abo�ci¹ potogenu, poniewa¿ two-
rz¹ce TTSS bia³ka mog¹ byæ punktami uchwytu dla
hamuj¹cych ich funkcjê substancji chemicznych. Idea
ta znajduje potwierdzenie, na razie na etapie nielicznych
do�wiadczeñ, w blokowaniu zjadliwo�ci pa³eczek Sal-
monella poprzez zastosowanie drobnocz¹steczkowych
substancji salicylanu acylowanych hydrazydów. Nie-
wykluczone, ¿e zaprezentowana koncepcja bêdzie po-
cz¹tkiem nowej strategii terapii bakteryjnych chorób
zaka�nych.
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1. Wprowadzenie

Bartonelozy s¹ chorobami wystêpuj¹cymi na ca³ym
�wiecie. Do niedawna bakterie je wywo³uj¹ce by³y
ma³o znacz¹cymi patogenami, którym nie po�wiêcano
wiele uwagi. Obecnie znanych jest 20 gatunków za-
klasyfikowanych do rodzaju Bartonella, ponad po³o-
wa spo�ród nich jest patogenami cz³owieka [3, 8, 15].
Rozwój wiedzy na temat bartoneloz wi¹¿e siê g³ów-
nie z wprowadzeniem do diagnostyki tych zaka¿eñ
zaawansowanych metod molekularnych o wysokiej
czu³o�ci. Bartonelozy u ludzi s¹ wywo³ywane przez
znane od prawie 100 lat dwa gatunki B. bacilliformis
i B. quintana oraz poznane w ci¹gu ostatnich 20 lat
B. henselae, B. elizabethae, B. vinsonii subsp. berk-
hoffi, B. vinsonii subsp. arupensis, B. koehlerae,
B. washoensis, B. alsatica, B. clarridgeiae B. rocha-
limae sp. nov., B. tamiae sp. nov. [5, 8, 15].

B. henselae jest odpowiedzialna za najwiêcej zaka-
¿eñ o tej etiologii. Wi¹¿e siê to prawdopodobnie z roz-

powszechnieniem bakterii tego gatunku na wszystkich
kontynentach. U osób immunokompetentnych B. hen-
selae najczê�ciej wywo³uje chorobê kociego pazura
(ang. cat-scratch diseases � CSD), najpowszechniej
rozpoznawan¹ bartoneloz¹ na �wiecie [3]. Postacie kli-
niczne zaka¿eñ wywo³anych przez B. henselae dotycz¹
szeregu schorzeñ, pocz¹wszy od ³agodnych zaka¿eñ
bezobjawowych do zapalenia mózgu czy zapalenia
wsierdzia. Pozosta³e gatunki rodzaju Bartonella izo-
lowane od chorych z zapaleniem wsierdzia to: B. quin-
tana, B. elizabethae, B. vinsonii subsp. berkhoffii,
B. vinsonii subsp. arupensis, B. kohlerae, B. alsatica,
B. grahamii. Szacuje siê, ¿e oko³o 3�4%, a wed³ug in-
nych �róde³ 1�15%, wszystkich przypadków zapale-
nia wsierdzia jest wywo³anych w³a�nie przez Barto-
nella sp. [22, 26, 45]. Opisane przypadki zapalenia
wsierdzia zwi¹zanego z B. henselae wskazuj¹, ¿e
na endocarditis o tej etiologii szczególnie podatne s¹
osoby z uszkodzonymi zastawkami [3, 19, 26, 29]. Za-
palenia wsierdzia o tej etiologii nie s¹ rozpoznawane
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w rutynowo wykonywanych posiewach krwi. Najczês-
tsz¹ metod¹ diagnostyczn¹ ich detekcji jest wykrywa-
nie wysokiego poziomu swoistych przeciwcia³ technik¹
immunofluorescencji [26, 33]. Zaka¿enie Bartonella
nale¿y braæ pod uwagê poszukuj¹c przyczyn gor¹czki
o nieokre�lonej etiologii, limfadenopatii, chorób oczu
(neurorenitis, uveitis, Parinauld oculoglandural syn-
drome), myocarditis, zaburzeñ neurologicznych.

Bartonele to bakterie wywo³uj¹ce równie¿ zaka¿e-
nia oportunistyczne. B. quintana u chorych z AIDS
jest przyczyn¹ bacillary angiomatosis. U tych chorych
opisuje siê ciê¿ki przebieg CSD ze zmiany chorobo-
wymi w ró¿nych organach m.in.: w¹trobie (peliosis
hepatis), skórze (bacillary angiomatosis), p³ucach,
zastawkach serca, ko�ciach, centralnym uk³adzie ner-
wowym [15, 26].

2. Dane epidemiologiczne na temat bartonelozy
w Polsce

Mimo danych wskazuj¹cych na znaczne rozpo-
wszechnienie CSD na ca³ym �wiecie, w Polsce limfa-
denopatiê o tej etiologii rozpoznaje siê sporadycznie.
Z szacunkowych danych opieraj¹cych siê na badaniach
serologicznych wynika, ¿e w roku 1998 rozpoznano
21 zachorowañ na CSD, w 1999 � 30, w 2000 � 55,
w 2001 � 40, w 2002 � 45, w 2003 � 37, w 2004 � 59,
w 2005 � 90, w 2006 � 34, w 2007 � 79. Wyliczony na
tej podstawie wspó³czynnik zapadalno�ci w kolejnych
latach waha³ siê od 0,05 do 0,25 na 100 000 osób [44].
Dla porównania, w Belgii wspó³czynnik zapadalno�ci
wynosi 0,69 na 100 000 mieszkañców [11], w Holandii
12,5 na 100 000 osób [1], w USA 9,3 na 100 000 leczo-
nych ambulatoryjnie chorych [1]. Na uwagê zas³uguje
fakt, ¿e w niektórych województwach przez 10 lat nie
próbowano potwierdziæ serologicznie nawet jednego
przypadku CSD. Dotyczy to województw: lubuskiego
i opolskiego. Wed³ug badañ przeprowadzonych w Niem-
czech [15] i Francji [15] bakterie nale¿¹ce do gatunku
B. henselae s¹ odpowiedzialne za wiêkszo�æ limfadeno-
patii u dzieci i doros³ych w tych krajach. Sytuacja ta ma
zwi¹zek ze �wiadomo�ci¹ lekarzy i z powszechnym wy-
konywaniem badañ diagnostycznych w tym kierunku.

Kilka lat temu przeprowadzone zosta³y badania na
temat wystêpowania zaka¿eñ Bartonella henselae
i B. quintana w wybranych grupach ryzyka w Polsce
[6]. Zbadano 120 osób, w tym 29 bezdomnych alkoho-
lików, 6 narkomanów, 20 weterynarzy, 15 w³a�cicieli
kotów. Grupê odniesienia stanowi³o 50 dawców krwi.
Zaka¿enie Bartonella spp. wykrywano metod¹ serolo-
giczn¹, oznaczaj¹c poziom swoistych dla B. henselae
i B. quintana przeciwcia³ klasy IgG i IgM technik¹ im-
munofluorescencji po�redniej. Jako miano znamiennie
dodatnie przyjêto warto�æ 1:64 dla przeciwcia³ klasy

IgG i 1:10 dla przeciwcia³ IgM. Swoiste dla B. hen-
selae przeciwcia³a klasy IgG wykryto u 48,3% (14/29)
bezdomnych alkoholików, u 45.0% (9/20) weterynarzy
i u 53.3% w³a�cicieli kotów. W grupie kontrolnej prze-
ciwcia³a dla tych bakterii stwierdzono u 24% krwio-
dawców. U ¿adnego z badanych bezdomnych nar-
komanów nie wykryto przeciwcia³ dla B. henselae
i B. quintana. Najwy¿sze miana przeciwcia³ dla B. hen-
selae wykrywano u w³a�cicieli kotów (1:4096). W po-
zosta³ych grupach badanych najwy¿sze wykrywane
miana wynosi³y: u bezdomnych alkoholików 1:256,
u wetrynarzy 1:128. Wysokie miana wynosz¹ce 1:256
i 1:1024 przeciwcia³ klasy IgG swoistych dla B. quin-
tana stwierdzono u dwóch bezdomnych alkoholików.

Wyniki przeprowadzonych badañ wykaza³y, ¿e za-
ka¿enia B. henselae w�ród osób bezdomnych w Polsce
s¹ prawie dwukrotnie czêstsze ni¿ w zdrowej populacji
[6]. Przeprowadzone badania wskazuj¹ równie¿, ¿e
w Polsce tak¿e wystêpuj¹ zaka¿enia B. quintana. Zdro-
wi ludzie maj¹ kontakt z Bartonella spp. za po�rednic-
twem zwierz¹t obecnych w ich otoczeniu. Wynikiem
takich kontaktów s¹ wystêpuj¹ce sporadycznie scho-
rzenia o tej etiologii. Czê�ciej kontakt skutkuje bez-
objawowym zaka¿eniem, którego dowodem s¹ swoiste
przeciwcia³a wykrywane w krwi zdrowych osób.

3. Jak dochodzi do zaka¿enia cz³owieka
Bartonella spp.?

Zaka¿enia Bartonella spp. reprezentuj¹ grupê cho-
rób transmisyjnych. Poniewa¿ krew jest naturalnym
�rodowiskiem dla tych patogenów, udzia³ hematofa-
gicznego wektora jest podstawow¹ drog¹ przenosze-
nia Bartonella spp. Zdolno�æ gatunków rodzaju Bar-
tonella do d³ugotrwa³ego utrzymywania siê we krwi
gospodarza jest ich istotn¹ ewolucyjnie zdobycz¹
umo¿liwiaj¹c¹ przetrwanie [26]. Obecne przez wiele
miesiêcy we krwi gospodarza bakterie zwiêkszaj¹
prawdopodobieñstwo przetrwania gatunku [8, 21]. Re-
zerwuarem tych drobnoustrojów jest wiele gatunków
dziko ¿yj¹cych i domowych ssaków.

Innym sposobem transmisji tych patogenów jest
mechaniczne przeniesienie z jednego osobnika na dru-
giego [26]. W�ród narkomanów zaka¿enie B. quinta-
na jest przenoszone przez ig³y u¿ywane przez kilka
osób. Pazury kotów zabrudzone odchodami pche³ za-
wieraj¹cymi B. henselae, przy zadrapaniu mechanicz-
nie przenosz¹ zaka¿enie na ludzi [9].

W przypadku wielu, zw³aszcza nowo opisanych
gatunków rodzaju Bartonella dotychczas brak jest da-
nych na temat przenosz¹cego wektora lub alternatyw-
nego sposobu transmisji, jak np.: zaka¿enia B. vinsonii
subsp. berkhoffii, B. vinsonii subsp. arupensis, B. wa-
shoensis, B. alsatica [8, 26].
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4. Znany rezerwuar Bartonella spp. na �wiecie
i w Polsce

Rezerwuarem gatunków nale¿¹cych do rodzaju
Bartonella s¹ zwierzêta domowe i dzikie. W�ród zwie-
rz¹t domowych naturalnym �rodowiskiem dla tych bak-
terii s¹ koty i psy. Gatunki zwierz¹t dzikich u których
bakterie te wywo³uj¹ bezobjawowe, d³ugo utrzymuj¹ce
siê bakteriemie to: krowa, sarna, kojot, wiewiórka
ziemna, królik, kret, kangur oraz gryzonie Rattus nor-
vegicus, Clethrionomys glareoulus, Microtus agresi-
tis, Apodermus flavicolis, Peromyscus leucopus. Dla
B. quintana i B. bacilliformis naturalnym biologicz-
nym �rodowiskiem jest cz³owiek, chocia¿ B. quintana
zosta³a niedawno wykryta w krwi kotów i psów, co
obala twierdzenie, ¿e cz³owiek jest jedynym gospoda-
rzem [2, 3, 8, 18, 26, 32].

W naszych badaniach prowadzonych w Polsce sku-
pili�my siê na stwierdzeniu obecno�ci Bartonella spp.
w rezerwuarach istniej¹cych w najbli¿szym otoczeniu
cz³owieka, to znaczy u zwierz¹t domowych: kotów,
psów i krów [42].

W pierwszych badaniach poddano ocenie wystê-
powanie zaka¿enia B. henselae u 137 kotów i 54 psów
[42]. Zwierzêta by³y zdrowe i pochodzi³y z obszarów
miejskich Warszawy i okolic. Od zwierz¹t pobierano
krew i prowadzono hodowlê na pod³o¿u czekoladowym
z IsoVitalex przez 4�6 tygodni w atmosferze 5% CO2.
W krwi badanych zwierz¹t wykrywano równie¿ swo-
iste dla B. henselae przeciwcia³a klasy IgG. W przy-
padku psów dodatkowo wykrywano przeciwcia³a dla
B. vinsonii subsp. berkhoffii. Od 14 z 137 badanych ko-
tów (10,2%) wyhodowano 19 szczepów Bartonella spp.
Ze wzglêdu na ma³¹ aktywno�æ biochemiczn¹ bakterii
nale¿¹cych do tego rodzaju, identyfikacjê wyhodo-
wanych szczepów wykonanometod¹: PCR-RFLP dla
fragmentu genu syntetazy ryboflawinowej (rib C) oraz
sekwencjonowania produktów reakcji PCR dla frag-
mentu genu syntetazy cytrynianowej gltA [27,39].
Spo�ród 19 izolatów: 18 zidentyfikowano jako nale-
¿¹ce do gatunku B. henselae, a jeden jako B. clarrid-
geiae. U 45% badanych kotów stwierdzono wystêpo-
wanie swoistych dla B. henselae przeciwcia³ w mianie
1:64. Najwy¿sze z okre�lonych mian wynosi³o 1:4096.

Wyniki naszych badañ wskazuj¹, ¿e najistotniejszym
czynnikiem ryzyka zaka¿enia Bartonella sp. u kotów
jest tryb ¿ycia. U kotów wychodz¹cych na zewn¹trz
stwierdzono znacznie czêste wystêpowanie przeciw-
cia³ dla B. henselae jak i czêstsz¹ bakteriemiê, ni¿
u kotów niewychodz¹cych (42,9% i 17,1% kotów wy-
chodz¹cych ze swoistymi przeciwcia³ami i bakteriemi¹
vs 13,1% i 0 u kotów niewychodz¹cych z domu).

Od ¿adnego z badanych psów nie wyhodowano
Bartonella spp. Hodowla Bartonella spp. z krwi psów
jest bardzo trudna. Problem wynika z niewielkiej gês-
to�ci tych bakterii we krwi tych zwierz¹t. Z 1 ml krwi

zaka¿onego psa wyrastaj¹ 1�4 kolonie Bartonella spp.
[4]. Dla porównania, u kotów bakterie te we krwi osi¹-
gaj¹ gêsto�æ siêgaj¹c¹ 104�106 CFU/ml [2]. U 27 spo-
�ród 54 badanych psów stwierdzono obecno�æ swois-
tych dla B. henselae przeciwcia³. Nale¿y jednak za-
znaczyæ, ¿e u 96,2% z seropozytywnych zwierz¹t
przeciwcia³a wystêpowa³y w niskich mianach 1:64,
a tylko u jednego z psów stwierdzono miano 1:512. Psy
s¹ uznanym rezerwuarem B. vinsonii subsp. berkhofii.
Ze wzglêdu na nisk¹ czu³o�æ hodowli, oznaczenie wy-
stêpowania przeciwcia³ jest jedynym sposobem stwier-
dzenia obecno�ci bakterii tego gatunku w ich pierwot-
nym rezerwuarze. Wyniki naszych badañ s¹ podobne
do danych z innych krajów europejskich, w których
stwierdzano obecno�æ swoistych przeciwcia³ u oko³o
5% badanych psów [42]. Opisano pojedyncze przy-
padki transmisji zaka¿enia Bartonella spp. z psów na
cz³owieka oraz przypadek osteomyelitis po zadrapa-
niu przez psa [28, 49]. Ostatnio pojawi³o siê doniesie-
nie o stwierdzeniu na podstawie badañ serologicznych
zaka¿enia B. vinsonii u dzieci z limfadenopati¹ po-
gryzionych przez psy. Na mo¿liwo�æ zaka¿enia w wy-
niku pogryzienia przez psa wskazuj¹ ostatnie badania
D u n c a n  i wsp., którzy w �linie 11,4% psów wykryli
trzy gatunki rodzaju Bartonella: B. bovis, B. henselae
i B. quintana [17].

Ostatnim z badanych przez nas rezerwuarów Bar-
tonella spp. s¹ krowy. Dotychczas od byd³a wyhodo-
wano 4 gatunki z rodzaju Bartonella: B. schoenbu-
chensis i B. capreoli wyizolowane z krwi sarny oraz
B. bovis i B. chomelii wywo³uj¹ce bakteriemie u krów
[35]. B. bovis, wcze�niejsza nazwa B. weissii, zosta³a
po raz pierwszy wyizolowana z krwi kotów w USA
[2]. Po wyhodowaniu B. bovis od byd³a stwierdzono
80% homologiê miêdzy szczepami nale¿¹cymi do
B. weissii. Ze wzglêdu na znaczne rozpowszechnienie
B. bovis siêgaj¹ce oko³o 30�35% u byd³a przypuszcza
siê, ¿e nast¹pi³o przeniesienie tych bakterii do kotów.

Zbadali�my 55 krów z województwa lubelskiego.
W próbkach krwi pobranych od tych zwierz¹t, w reak-
cji PCR z rodzajowo swoistymi starterami stwierdzili�-
my obecno�æ DNA B. bovis u 30% badanych zwierz¹t.

Pomimo, ¿e dotychczas u ludzi nie zdiagnozowano
zaka¿enia B. bovis, bakterie te nale¿y traktowaæ jako
potencjalnie chorobotwórcze dla cz³owieka ze wzglê-
du na ekspozycjê na zaka¿on¹ krew podczas uboju
byd³a, zabiegów weterynaryjnych czy polowañ na
zwierzynê p³ow¹. Ostatnio pojawi³y siê doniesienia
wskazuj¹ce u krów na endocarditis o tej etiologii [35].

5. Wektory Bartonella spp. Kleszcze jako
prawdopodobny wektor Bartonella spp.

Wektorami Bartonella spp. przenosz¹cymi bakte-
rie bezpo�rednio ze zwierz¹t stanowi¹cych ich rezer-
wuar na zwierzêta wra¿liwe, s¹ ss¹ce krew stawonogi



278 EDYTA PODSIAD£Y, STANIS£AWA TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA

np. kot � pch³a (B. henselae) � kot. W przypadku
transmisji patogenów do zwierz¹t bêd¹cych przypad-
kowymi gospodarzami danego gatunku Bartonella,
zwierzê z którego zosta³a przeniesiona infekcja stano-
wi �ród³o zaka¿enia np. kot � odchody pch³y (B. hen-
selae/B. clarridgeiae) � cz³owiek. Zaka¿enie przypad-
kowego gospodarza zawsze skutkuje rozwojem
bartonelozy. Podczas gdy u ¿ywicieli pierwotnych sta-
nowi¹cych rezerwuar Bartonella wystepuje bezobja-
wowa bakteriemia.

Jak wspomniano wcze�niej, wektorami bakterii z ro-
dzaju Bartonella s¹ krwiopijne stawonogi. Do grupy
tej nale¿¹ miêdzy innymi: pch³a kocia Ctenocephalides
felis, muszki piaskowe Lutzomia verrucarum, wszy
odzie¿owe Pediculus humanis, pch³a szczurza Xeno-
psylla cheopis. Ka¿dy z wektorów wykazuje specy-
ficzno�æ zarówno w odniesieniu do ¿ywiciela jak i ga-
tunku Bartonella [9, 10].

W ostatnich kilku latach zwraca siê uwagê na bar-
dzo prawdopodobn¹ rolê kleszczy w transmisji tych
patogenów. Ju¿ w 1926 roku opisano eksperymentalne
przeniesienie B. bacilliformis na ma³py przez Derma-
centor andersoni. Kleszcze ¿ywi³y siê na zaka¿onych
zwierzêtach przez 5 dni. Po tym czasie czê�ciowo na-
jedzone stawonogi zosta³y usuniête i umieszczone na
zdrowych ma³pach. W wyniku infestacji zaka¿onymi
kleszczami u badanych zwierz¹t dosz³o do zaka¿enia
i rozwoju infekcji [12]. W kilku przeprowadzonych
w ostatnim czasie badaniach w o�rodkach europejskich
i amerykañskich, DNA Bartonella spp. (B. vinsonii
subsp. berkhoffii, B. quintana i B henselae) wykrywa-
no w stadium nimfy i stadium doros³ym u g³odnych
i najedzonych kleszczy [1, 23, 31, 43, 47, 48].

Hipotezê o kleszczach jako wektorze Bartonella
spp. potwierdzaj¹ liczne dowody po�rednie jak: wy-
krycie Bartonella DNA we krwi osoby pok³utej przez
kleszcze [37], B. henselae bakteriemiê u 3 chorych bez
kontaktu z kotem pok³utych przez kleszcze [34]. Wy-
kazano, ¿e silna infestacja kleszczami jest istotnym
czynnikiem ryzyka wyst¹pienia u psów swoistych
przeciwcia³ dla Bartonella spp. (OR 14.2) [41].

Szereg w¹tpliwo�ci dotycz¹cych udzia³u klesz-
czy w przenoszeniu Bartonella spp. zosta³o wyja�nio-
nych w opublikowanej w 2008 roku pracy zespo³u
M. Va y s s i e r - T a u s s a t  [12]. Wykorzystali oni
metodê sztucznego karmienia kleszczy do weryfikacji
powy¿szej hipotezy. Badanie przeprowadzono na gru-
pie 433 kleszczy I. ricinus w tym 200 larw, 178 nimf
i 55 postaci doros³ych. Wszystkie kleszcze ¿ywiono
krwi¹ owcz¹ zaka¿on¹ B. henselae do momentu osi¹g-
niêcia przez nie syto�ci. Krew wymieniano dwa razy
dziennie w ci¹gu ca³ego do�wiadczenia. Nastêpnie
kleszcze przechodzi³y w kolejne stadium rozwojowe,
a doros³e samice sk³ada³y jaja. Po dwóch miesi¹cach
okresu spoczynkowego kleszcze ponownie ¿ywiono

ja³owa krwi¹. Po 84 godzinach kleszcze usuwano i ba-
dano na obecno�æ w ich gruczo³ach �linowych i tkan-
kach cia³a DNA B. henselae (PCR) i ¿ywych bakterii
tego gatunku (hodowla). Ponadto zhomogenizowanym
materia³em z gruczo³ów �linowych I. ricinus zaka¿ano
koty, ¿eby zbadaæ patogenno�æ szczepów przeniesio-
nych przez stawonogi. DNA B. henselae stwierdzono
u wszystkich (100%) nimf i w 67% doros³ych kleszczy
¿ywionych w poprzednim stadium zaka¿on¹ B. hen-
selae krwi¹. Wynik taki wskazuje, ¿e DNA bakterii
utrzyma³o siê w kleszczach w czasie wszystkich pro-
cesów zachodz¹cych podczas linienia i przeobra¿enia
w kolejne stadium. �wiadczy o transtadialnym prze-
kazie bakterii Bartonella. Mimo, ¿e DNA B. henselae
wykryto w jajach z³o¿onych przez samice ¿ywione za-
ka¿on¹ krwi¹, materia³u genetycznego tych bakterii
nie stwierdzono w larwach z nich wyklutych. Ten wy-
nik wskazuje, ¿e prawdopodobnie Bartonella nie jest
przekazywana nastêpnym pokoleniom kleszczy. Istot-
nym spostrze¿eniem przeprowadzonego eksperymentu
jest potwierdzenie ¿ywotno�ci i patogenno�ci przeka-
zywanego szczepu. B. henselae zosta³a wyhodowana
na sztucznym pod³o¿u z gruczo³ów �linowych zaka-
¿onych kleszczy. Materia³ z tych gruczo³ów wywo³a³
u kota wysoki poziom bakteriemmi o tej etiologii
w ci¹gu 2 tygodni od zaka¿enia. Kolejnym etapem po-
twierdzenia udzia³u I. ricinus w przenoszeniu Barto-
nella by³oby wykazanie infekcji u zwierz¹t po uk³uciu
przez zaka¿onego Bartonella spp. kleszcza [12].

Celem przeprowadzonych przez nas badañ by³o
stwierdzenie obecno�ci drobnoustrojów nale¿¹cych do
rodzaju Bartonella u doros³ych postaci kleszczy ga-
tunku I. ricinus i Dermacentor reticulatus. Zbadano
447 doros³e kleszcze, w tym 242 gatunku I  ricinus
i 205 D. reticulatus. Dwie�cie osiemdziesi¹t jeden
kleszczy zebrano metod¹ flagowania z ro�linno�ci
z ró¿nych obszarów Polski: Warszawa i okolice, Bia-
³owie¿a, okolice Biebrzy natomiast 166 ze zwierz¹t:
psów, kotów i krów z terenów województwa mazo-
wieckiego (Warszawa i okolice), ³ódzkiego (Radomsko)
i lubelskiego (Bia³a Podlaska). DNA Bartonella spp.
wykrywano w reakcji PCR ze starterami komplemen-
tarnymi do fragmentu genu gltA [39].

U 1 ze 205 badanych kleszczy gatunku D. reticula-
tus stwierdzono obecno�æ fragmentów Bartonella spp.
Po porównaniu sekwencji uzyskanego amplikonu ze
zgromadzonymi w kolekcji NCBI, stwierdzono >80%
homologi z odpowiadaj¹cym mu fragmentem genu
syntetazy cytrynianowej B. quintana. Kleszcz ten zo-
sta³ zebrany z ro�linno�ci na terenach zielonych War-
szawy (Czerniaków).

Fragmenty DNA Bartonella wykryto u 9 z 242 ba-
danych kleszczy I. ricinus. Kleszcze, w których stwier-
dzono obecno�æ DNA Bartonella spp. zebrane by³o
podczas ich ¿erowania na zwierzêtach: 8 zebrano
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z psów, a 1 z krowy. Jeden z psów, z których usuniêto
wspomniane kleszcze pochodzi³ z województwa ³ódz-
kiego, pozosta³e z Warszawy. W 7 przypadkach otrzy-
mane sekwencje amplikonów by³y w 99% homo-
logiczne z fragmentem genu syntetazy cytrynianowej
gatunku B. henselae.

Mimo, ¿e wyniki naszych prac wskazuj¹ na klesz-
cze jako mo¿liwy wektor Bartonella spp., dalsze ba-
dania s¹ niezbêdne dla ostatecznego potwierdzenia tej
hipotezy.

Niedawno H a l o s  i wsp. [24] stwierdzili obec-
no�æ B. schoenbuchensis, B. chomelii, B. bovis, B. ca-
preoli (gatunki Bartonella izolowane od prze¿uwaczy)
w muchach nale¿¹cych do rodziny Hippoboscidae:
Lipoptena cervi, Hippobosca equina, Melophagus ovi-
nus. W naszych badaniach nad rozprzestrzenieniem
Bartonella w ró¿nych wektorach poddali�my ocenie
mo¿liwo�æ transmisji tych bakterii przez muchy. Zba-
dano 60 much od³owionych w oborach, w których
znajdowa³y siê krowy ze stwierdzon¹ bakteriemi¹
B. bovis. Z owadów izolowano DNA, a nastêpnie po-
szukiwano DNA Bartonella spp. metod¹ PCR [30].
U jednej z badanych much stwierdzono obecno�æ frag-
mentu DNA genu gltA homologicznego (>80%) do
fragmentu tego genu u B. quintana.

Doniesienia te s¹ sygna³em sugeruj¹cym mo¿liwo�æ
pojawienia siê nowego zagro¿enia w bezpo�rednim
otoczeniu cz³owieka. Zw³aszcza, ¿e zmiany w �rodo-
wisku spowodowane dzia³alno�ci¹ cz³owieka, przy-
czyni³y siê m.in. do: przesuniêcia rozprzestrzenienia
paso¿ytniczych owadów i pajêczaków, zmian w ich
sk³adzie gatunkowym, zmian w przebiegu aktywno�ci
sezonowej. Obserwowanym obecnie zjawiskiem jest
przesuniêcie zasiêgu wystepowania paso¿ytniczych
owadów i pajêczaków, w tym kleszczy w kierunku
aglomeracji miejskich. Ocieplenie klimatu i zmiana
wilgotno�ci w siedliskach stawonogów ma wp³yw na
wyd³u¿enie czasu ich aktywno�ci sezonowej, co prze-
k³ada siê równie¿ na wyd³u¿enie okresu, w którym
mo¿e doj�æ do transmisji zaka¿enia.

6. Charakterystyka polskich szczepów B. henselae

Zarówno identyfikacja jak i charakterystyka szcze-
pów B. henselae prowadzone s¹ przede wszystkim me-
todami molekularnymi.

Podstawowym podzia³em w obrêbie gatunku B. hen-
selae jest podzia³ na dwa genotypy: genotyp I i ge-
notyp II. W obrêbie genotypu I wyró¿nia siê wariant
Houston-1 i ZF-1. Natomiast genotyp II dzieli siê na
wariant: Marseille i CAL-1. Przynale¿no�æ do okre�-
lonego genotypu determinuje posiadanie przez dany
szczep okre�lonego profilu bia³kowego, charakterystyki
antygenowej, zjadliwo�ci i jest równoznaczna z przy-

nale¿no�ci¹ do serotypu Marseille lub Houston-1 [20].
Filogenetyczny podzia³ na genotyp I i II jest szeroko
przyjêty i zaakceptowany, jednak jego znaczenie nie
jest do koñca udowodnione. Kilka doniesieñ wskazuje
na wiêksz¹ zjadliwo�æ szczepów nale¿¹cych do geno-
typu I, wyniki innych badañ wykluczaj¹ taki zwi¹zek
[20]. Wyniki naszych badañ przeprowadzonych na
11 szczepach B. henselae wyhodowanych od polskich
kotów wskazuj¹, ¿e za wywo³ywanie CSD na terenie
Polski mog¹ byæ odpowiedzialne oba genotypy. Ana-
liza wykonana metod¹ PCR ze starterami BH1/16SF
dla genotypu I i starterami BH2/16SF dla genoty-
pu II, wykaza³a u 10 z badanych szczepów genotyp II
a u 1 genotyp I.

Wyhodowane szczepy B. henselae poddano geno-
typowaniu technik¹ MLVA i PFGE. Zastosowano
kombinacjê piêciu VNTRs (variable-numer tandem
repeats). Amplifikacjê i rozdzia³ prowadzono w warun-
kach opisanych przez Monteil i wsp. [36]. W wyniku
typowania szczepów metod¹ MLVA uzyskano dziesiêæ
ró¿nych profili. Wykonana przez nas analiza chromo-
somalnego DNA badanych szczepów B. henselae me-
tod¹ PFGE, po ciêciu enzymem restrykcyjnym Sma I
wykaza³a istnienie w�ród nich 6 typów wzorów PFGE
(A, B, C, D, E, F). Uzyskane wyniki porównano z da-
nymi epidemiologicznymi na temat kotów, od których
zosta³y wyhodowane badane szczepy. Dwa z analizo-
wanych szczepów pochodzi³y od kotów, które miesz-
ka³y w tym samym domu i od których pobrano w tym
samym czasie krew na posiew. Zarówno w metodzie
MLVA jak i PFGE szczepy te sklasyfikowano jako na-
le¿¹ce do tych samych typów. Wynik ten potwierdza
du¿¹ si³ê dyskryminuj¹c¹ MLVA przy jednocze�nie
zachowanej czu³o�ci tej metody. Wstêpne porównanie
polskich szczepów z wyhodowanymi we Francji,
Niemczech i na Filipinach wykaza³o u 8 szczepów
obecno�æ oryginalnego profilu z 3 allelami w obrêbie
dwóch loci niewystêpuj¹cym poza Polsk¹. Technika
MLVA umo¿liwia przeprowadzenie typowania bez ko-
nieczno�ci wyhodowania izolatów. Jest to szczególnie
wa¿ne przy ró¿nicowaniu izolatów obecnych w prób-
kach klinicznych u chorych na CSD, wyhodowanie
szczepów z pobranego od nich materia³u klinicznego
jest sporadyczne. Obecnie CSD w Polsce rozpoznaje
siê na podstawie badania histopatologicznego wycin-
ka z wêz³a ch³onnego, a w drugiej kolejno�ci � bada-
nia serologicznego. Badanie histopatologiczne wêz³a
ch³onnego mo¿e jedynie wskazywaæ na CSD, gdy¿
podobne zmiany w wê�le wystêpuj¹ w przypadku bar-
tonelozy, tularemii, gru�licy i innych limfadenopatii
wywo³anych przez bakteryjne czynniki, a niekiedy
tak¿e zmiany nowotworowe [7]. Wprowadzenie kolej-
nego kryterium diagnostycznego w postaci wykrywa-
nia fragmentów DNA B. henselae w wycinkach z wêz-
³ów ch³onnych od osób z podejrzeniem CSD jest
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istotnym narzêdziem diagnostycznym zarówno w przy-
padkach wyników w¹tpliwych jak i podstawowych
badañ ró¿nicuj¹cych [43]. Rutynowo wykonywane
badanie wykrywaj¹ce DNA Bartonella spp. w cho-
robowo zmienionych wêz³ach ch³onnych mo¿e byæ
równie¿ bardzo u¿yteczne w przypadku konieczno�ci
ró¿nicowania miêdzy zaka�nym lub nowotworo-
wym pod³o¿em choroby. Wyizolowane od chorych
DNA B. henselae mo¿e byæ w dalszym etapie wyko-
rzystane do badañ epidemiologicznych co przyczyni
siê do poszerzenia istniej¹cej wiedzy na temat barto-
neloz w Polsce.
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1. Wstêp

Jersinioza (Y. pseudotuberculosis) jest gro�n¹ cho-
rob¹ odzwierzêc¹ cz³owieka. G³ównym rezerwuarem
zarazka s¹ wolno ¿yj¹ce, hodowlane lub laboratoryjne
gryzonie. �ród³em infekcji mo¿e byæ tak¿e woda lub
warzywa kontaminowane ka³em tych zwierz¹t [2, 4,
8, 9]. Zaka¿enia cz³owieka przebiegaj¹ w formie ró¿-
nych syndromów klinicznych. Najczê�ciej s¹ to: za-
palenie wêz³ów ch³onnych krezki jelitowej (objawy
typowe dla ostrego zapalenia wyrostka robaczkowego
lub odcinkowego zapalenia krêtnicy), zapalenie jelita
cienkiego lub ¿o³¹dka i jelita cienkiego oraz stan
zapalny cienkiego i grubego jelita (tzw. �brzuszna
postaæ ³agodna�), bakteriemia i posocznica przebiega-
j¹ce z du¿¹ �miertelno�ci¹ (przekraczaj¹c¹ 30%), za-
ka¿enia ropne z ró¿n¹ lokalizacj¹ (zapalenie stawów,
opon mózgowo-rdzeniowych, zapalenie w¹troby i �le-
dziony, rumieñ guzowaty lub wielopostaciowy, zaka-
¿enie uk³adu moczowego) oraz szkarlatynopodobna
gor¹czka, wystêpuj¹ca endemicznie w postaci epide-
mii na terenie wschodnich regionów by³ego Zwi¹zku
Radzieckiego oraz w Japonii [1, 29]. Zapalenie krez-
kowych wêz³ów ch³onnych wystêpuje najczê�ciej
u dzieci i m³odzie¿y miêdzy 6 a 18 rokiem ¿ycia (czê�-

ciej u ch³opców ni¿ u dziewcz¹t), brzuszna forma ³a-
godna u pacjentów powy¿ej 18 roku ¿ycia, a rumieñ
guzowaty g³ównie u kobiet w wieku 21�68 lat [1]. Ze
wzglêdu na znaczn¹ oporno�æ na czynniki fizyczne
oraz mo¿liwo�ci adaptacyjne Y. pseudotuberculosis
poza organizmem gospodarza zarazki s¹ stosunkowo
czêsto izolowane z wód powierzchniowych, gleby, ro�-
lin oraz z paszy [4, 8, 9]. Za czynniki powoduj¹ce za-
chorowanie ludzi i zwierz¹t, poza endotoksyn¹, uwa¿a
siê integryny oraz inwazyny, których synteza odbywa
siê pod nadzorem genów obecnych w chromosomie
bakterii lub w plazmidach. Szereg genów wystêpuje
w wyspach patogenno�ci (virulon Yop oraz HPI). Do-
chodzi tam do syntezy wirulentnych bia³ek Yops, hamu-
j¹cych reakcje obronne organizmu gospodarza [18].

2. Etapy badañ

Badania realizowano w okresie 1964�2006. Ze
wzglêdu na bardzo obszerny materia³, zostan¹ przed-
stawione najwa¿niejsze i mniej znane elementy z za-
kresu epidemiologii oraz kliniki jersiniozy zwierz¹t
i cz³owieka oraz biologii pa³eczki Y. pseudotubercu-
losis. Prace badawcze i diagnostyka by³y realizowane
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w Zak³adzie Higieny Weterynaryjnej w Katowicach
(1964�1973 oraz 1976�1979), w Instytucie Rolniczym
w Balcarce (Argentyna, prow. Buenos Aires, 1973�1976)
oraz w Katedrze Immunologii i Mikrobiologii Aka-
demii Rolniczej w Szczecinie (1979�2006). W pierw-
szym przypadku analizowano materia³ zwierzêcy z te-
renu Górnego i Cieszyñskiego �l¹ska oraz Zag³êbia,
w drugim pochodzi³ on z terenów Sierra de Balcarce
oraz okolic nadmorskich Mar del Plata, w trzecim
g³ównie z Pomorza Zachodniego.

3. Aspekty epidemiologiczne i kliniczne jersiniozy

Kilkakrotnie obserwowano wyst¹pienie tej choroby
w formie enzootii [21, 24]. Po raz pierwszy w 1964 roku
odnotowano masowe zaka¿enie w du¿ym stadzie in-
dyków (Meleagris gallopavo), w sk³ad którego wcho-
dzi³y ptaki o szarym zabarwieniu oraz bia³ej odmiany
(Beltsville). Jest spraw¹ bardzo ciekaw¹, i¿ choroba
wyst¹pi³a tylko u bia³ych indyków. Objawy kliniczne
ogranicza³y siê z regu³y do osowia³o�ci ptaków, braku
apetytu oraz biegunki. W wyniku sekcji odnotowano
zwyrodnienie w¹troby oraz pojedyncze ogniska mart-
wicze na powierzchni tego narz¹du. W rezultacie po-
siewu wycinków w¹troby, nerek, p³uc i serca stwier-
dzono wzrost w czystej kulturze bakterii Y. pseudo-
tuberculosis [11]. Brak zachorowañ w�ród szarych
indyków mo¿na wi¹zaæ ze zjawiskiem odporno�ci ra-
sowej. Szereg enzootii tej choroby odnotowano w ho-
dowlach szynszyli [10, 20, 21, 24]. Zej�cia �miertelne
wystêpowa³y u tych gryzoni nagle, bez wyra�nych ob-
jawów klinicznych. Sekcyjnie stwierdzano najczê�ciej
pseudotuberculosis hepatis, enteritis catarrhalis, sple-
nitis haemorrhagica; u ciê¿arnych samic: ropomacicze,
martwicê p³odu z zaleganiem w tym narz¹dzie. Histo-
patologicznie odnotowywano: martwicê hepatocytów
z piknoz¹ i rozpryskiem j¹der, liczne ziarniniaki, ogni-
ska zapalne utkane z histiocytów i neutrofilów [20].
W posiewach z regu³y obserwowano wzrost w czystej
kulturze ze wszystkich narz¹dów Y. pseudotuberculo-
sis, co mo¿e �wiadczyæ o zaka¿eniu w postaci bakte-
riemii. Podobny przebieg choroby stwierdzono w Ar-
gentynie u wiskaczy i hodowlanej �winki morskiej
[18]. Wiskacza (Lagostomus maximus) jest gryzoniem
z rodziny szynszylowatych, wystêpuj¹cym na pampie
w Argentynie oraz w Paragwaju i Boliwii. Obserwo-
wano liczne zej�cia �miertelne tych zwierz¹t. Izolacja
jersinii z narz¹dów wewnêtrznych �winek morskich
oraz z prób ka³u dzieci zosta³y uznane za pierwsze wy-
osobnienie tych drobnoustrojów w Argentynie [16, 17,
18]. W 1966 roku po raz pierwszy w Polsce stwier-
dzono jersiniozê u ma³p patasów oraz koczkodanów
zielonych [28]. Choroba wyst¹pi³a w Katowickim
Ogrodzie Zoologicznym. Sekcyjnie u osobników pa-

d³ych stwierdzono nie¿yt b³ony �luzowej jelit grubych
z tendencj¹ do owrzodzeñ, obrzêk i przekrwienie krez-
kowych wêz³ów ch³onnych, splenohepatomegaliê oraz
bardzo liczne ogniska gru�liczopodobne w w¹trobie
i �ledzionie. Podobne zmiany anatomopatologiczne
odnotowywano u pad³ych na jersiniozê nutrii i zajêcy
[28]. Odmiennie natomiast przebiega³y objawy kli-
niczne u kota. Zwierzê to by³o nadpobudliwe, z wy-
ra�nymi symptomami neurologicznymi, które dopro-
wadzi³y do bardzo szybkiego zej�cia �miertelnego.
Pierwotnie podejrzewano zatrucie chemiczne, dlatego
te¿ wykonano szereg badañ toksykologicznych. Ponie-
wa¿ nie stwierdzono zatrucia, przeprowadzono analizê
bakteriologiczn¹ poprzedzon¹ badaniem sekcyjnym.
W narz¹dach wewnêtrznych odnotowano liczne ognis-
ka martwicze; w posiewach uzyskano czyst¹ kulturê
Y. pseudotuberculosis [28]. W 1995 roku stwierdzono
jersiniozê u �rebi¹t z objawami ropnego zapalenia p³uc
i biegunk¹ [2, 3, 5, 6, 23]. By³ to pierwszy przypadek
tej choroby w Polsce, rzadko odnotowywany na �wie-
cie u koni. Przebieg zaka¿enia by³ ostry, mimo antybio-
tykoterapii obserwowano zej�cia �miertelne. Wyizolo-
wany od zwierz¹t pad³ych szczep Y. pseudotuberculosis,
nale¿¹cy do serotypu O:1a, prezentowa³ szereg cech
chorobotwórczych. Wytwarza³ ciep³ochwiejn¹ entero-
toksynê LT, zawiera³ gen inv, wykazywa³ w³a�ciwo�ci
hydrofobowe, wapniozale¿ny wzrost w temp. 37°C
i zdolno�æ do autoaglutynacji w wymienionej tempera-
turze, nie syntetyzowa³ pyrazynamidazy w temp. 30°C
i nie posiada³ genu yadA [3, 25]. Odnotowano, i¿ im-
munostymulacja klaczy preparatem przygotowanym
z Propionibacterium acnes, a nastêpnie wakcynacja
inaktywowan¹ szczepionk¹ przygotowan¹ z wyizo-
lowanego szczepu Y. pseudotuberculosis, skutecz-
nie zapobieg³a jersiniozie �rebi¹t [6, 7]. Podobny sys-
tem zapobiegania tej chorobie zastosowano wcze�niej
w hodowli szynszyli [10, 20].

4. Odzwierzêce zaka¿enia cz³owieka

Stwierdzono przypadek epidemii rodzinnej na tle
Y. pseudotuberculosis w mie�cie Balcarce (prow.
Buenos Aires). �ród³em zaka¿enia dwóch dziewczynek
okaza³a siê �winka morska kupiona w sklepie zoolo-
gicznym. Gryzoñ by³ karmiony warzywami, które
w surowym stanie spo¿yli rodzice, dziewczynki oraz
s³u¿¹ca. Po dwóch miesi¹cach u wszystkich osób wy-
st¹pi³a biegunka, bóle okolicy brzucha, uczucie rozbi-
cia i os³abienia. W wyniku intensywnej terapii (sulfa-
guanidinum oraz mleko bizmutowe) objawy u ludzi
ust¹pi³y, stwierdzono natomiast zachorowanie �winki
morskiej: biegunkê, postêpuj¹ce pora¿enie miê�ni
koñczyn i zaburzenia w oddychaniu. Zwierzê pad³o;
na sekcji stwierdzono enterocolitis acuta, adenitis
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mesenterica, pseudotuberculosis oraz liczne drobne
jasnoszare ogniska martwicze pod torebk¹ w¹troby.
Badanie histopatologiczne w¹troby wykaza³o, i¿ ich
budowa przypomina gruze³ki gru�licze. Z w¹troby
oraz innych narz¹dów wyizolowano szczep Y. pseudo-
tuberculosis, wykazuj¹cy charakterystyczne w³a�ci-
wo�ci biochemiczne dla tego gatunku. W wyniku ba-
dañ serologicznych okre�lono go jako serotyp 1. Ten
sam szczep wyizolowano z ka³u jednej z dziewczynek.
W zwi¹zku z mo¿liwym nosicielstwem Y. pseudotu-
berculosis u pozosta³ych cz³onków rodziny zasugero-
wano przeprowadzenie antybiotykoterapii. Po okre�le-
niu wra¿liwo�ci na antybiotyki zastosowano terapiê
Bactrimem (trimetoprim-sulfametoksazol). Po dwóch
tygodniach wykonano badania kontrolne ka³u wszyst-
kich cz³onków rodziny, nie stwierdzaj¹c obecno�ci
Y. pseudotuberculosis. By³ to pierwszy przypadek epi-
demii rodzinnej na tle tego drobnoustroju w Argenty-
nie oraz pierwsza izolacja Y. pseudotuberculosis w tym
kraju [17, 18]. Po wys³aniu szczepu do profesora
H.H. M o l l a r e t  (Instytut Pasteura), otrzymano po-
twierdzenie rozpoznania [16]. Diagnostykê jersiniozy
zwierz¹t w Argentynie realizowano w sposób planowy,
obserwuj¹c faunê pampy i korzystaj¹c z dobrze wypo-
sa¿onego laboratorium (projekt FAO). Wstêpne wyniki
dotycz¹ce tych elementów i pierwszych badañ opubli-
kowano w czasopismach argentyñskich [13, 14, 15].

5. Charakterystyka szczepów

W wyniku jersiniozy ró¿nych gatunków ssaków
i ptaków wyosobniono wiele szczepów tego rodzaju
bakterii. Dok³adnej analizie fenotypowej i genotypowej
(od 1999 roku) poddano 70 szczepów, w tym 10 wy-
izolowanych z gleby b¹d� wody. Stwierdzono, i¿
62 szczepy (88,6%) nale¿a³y do serotypu 1, 6 (8,6%)
do serotypu 2; dwóch nie uda³o siê oznaczyæ serolo-
gicznie. Wymienione szczepy prezentowa³y cechy swo-
isto�ci gatunkowej oraz chorobotwórczo�ci, okre�lone
metodami fenotypowymi i genotypowymi (PCR-RFLP).
Nale¿y wymieniæ tutaj obecno�æ genów: ypm (swo-
isto�æ), malF (synteza permeazy maltozowej), lacZ
(wytwarzanie $-galaktozydazy), inv, yad i niekiedy ail
(inwazyjno�æ). Nie zawiera³y natomiast genu elt, de-
terminuj¹cego syntezê enterotoksyny ciep³ochwiejnej,
chocia¿ w te�cie odwróconej biernej aglutynacji latek-
sowej z regu³y uzyskiwano rezultaty pozytywne. Po-
nadto reagowa³y pozytywnie w próbach autoagluty-
nacji, wapniozale¿no�ci oraz �salt out� te�cie, daj¹c
negatywne reakcje na wytwarzanie pyrazynamidazy
w temp. 30°C [3, 10, 19, 25]. Wszystkie szczepy bar-
dzo intensywnie hydrolizowa³y mocznik, dziêki obec-
no�ci ureazy; reakcja dodatnia by³a widoczna ju¿ po
2 godzinach inkubacji w temp. 37°C [23]. Mimo dodat-

niej reakcji ONPG na $-galaktozydazê nie fermento-
wa³y laktozy, co mo¿e �wiadczyæ o braku enzymu per-
meazy. Sugestiê tê potwierdzono seri¹ badañ nad ge-
netyczn¹ determinacj¹ w³a�ciwo�ci sacharolitycznych
szczepów Y. pseudotuberculosis oraz Escherichia coli.
Ustalono, i¿ szczepy pierwszego gatunku posiadaj¹
zdolno�æ do syntetyzowania $-galaktozydazy, a nie wy-
twarzaj¹ permeazy $-galaktozydowej, odpowiedzialnej
miêdzy innymi za transport laktozy do komórki bakte-
ryjnej. Odnotowano, ¿e dzieje siê to mimo obecno�ci
w komórce genu lacY (determinuj¹cego syntezê perme-
azy), ale brak jest jego ekspresji. W podobny sposób
zachowuj¹ siê szczepy Y. pestis [26]. Stanowi to wa¿ny
element w diagnostyce (test ONPG dodatni, brak fer-
mentacji laktozy). Ponadto zwrócono uwagê, i¿ dziêki
metodzie PCR-RFLP istnieje mo¿liwo�æ ró¿nicowania
szczepów bakteryjnych na poziomie DNA, w obrêbie
genów malF i lacY, miêdzy gatunkami Y. pseudotuber-
culosis oraz E. coli, z jednoczesn¹ determinacj¹ gene-
tyczn¹ ich w³a�ciwo�ci sacharolitycznych [26].

6. Podsumowanie

Jersinioza wystêpuje najczê�ciej u dzikich, hodow-
lanych oraz laboratoryjnych gryzoni (wiskacze, szyn-
szyle, �winki morskie), wywo³uj¹c zmiany w przewo-
dzie pokarmowym. Najczê�ciej atakowanym narz¹dem
jest w¹troba; obserwuje siê zapalenie, hepatomegaliê
(rzadziej splenohepatomegaliê), liczne ogniska mar-
twicze pod torebk¹ tego narz¹du oraz na powierzchni
nerek, �ledziony, p³uc i osierdzia. Nosicielami jersinii
w przyrodzie s¹ g³ównie polne myszy i inne drobne gry-
zonie. Jersinioza u gryzoni mo¿e wystêpowaæ w pos-
taci enzootii. U zwierz¹t, u których choroba ta pojawia
siê rzadko, jej obraz kliniczny jest odmienny; u koni
ma charakter ropnego zapalenia p³uc, u kotowatych
dochodzi do zaburzeñ centralnego uk³adu nerwowego,
u ma³p patasów i koczkodanów zielonych objawy cho-
roby i zmiany anatomopatologiczne s¹ podobne do za-
burzeñ wystêpuj¹cych u ludzi (stan zapalny jelit, silne
przekrwienie krezkowych wêz³ów ch³onnych, ogniska
gru�liczopodobne w w¹trobie). Z ptactwa hodowlane-
go najbardziej wra¿liwa jest bia³a odmiana indyków.
Choroba mo¿e mieæ charakter odzwierzêcy, pojawiaj¹c
siê w formie epidemii rodzinnych. Diagnostyka labora-
toryjna winna mieæ charakter �ci�le ukierunkowany.
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1. Wstêp

Giardioza jest chorob¹ ludzi i zwierz¹t powodo-
wan¹ przez pierwotniaka Giardia intestinalis (syn.
Giardia lamblia, Giardia duodenalis). Paso¿yt ten na-
le¿y do rodziny Diplomonadidae, rzêdu Diplomonado-
rida, podtypu Mastigophora, typu Sarcomastigophora
[1, 42]. Inwazja G. intestinalis jest jedn¹ z przyczyn
wystêpowania biegunki zarówno u ludzi, jak i u zwie-
rz¹t na ca³ym �wiecie. Szacuje siê, i¿ rocznie docho-
dzi do oko³o 280 milionów zara¿eñ u ludzi. ¯ywicie-
lem s¹ kozy, owce, byd³o, �winie, konie, psy, koty,
szczury, szynszyle, �winki morskie, ma³py, bobry oraz
cz³owiek i inne naczelne, a prawdopodobnie wszystkie
ssaki [1, 42, 43]. Gatunek G. intestinalis dzieli siê na
7 grup Mayrhofera oznaczonych literami od A do G.
Ponadto grupa A dzieli siê na dwie podgrupy okre�-
lane jako A-1 (nazywana równie¿ szczepem polskim)
i A-2. Spo�ród siedmiu grup Mayrhofera jedynie gru-
pa A (zarówno A-1, jak i A-2) i grupa B (nazywana
równie¿ szczepem belgijskim) powoduj¹ inwazje u lu-
dzi [1]. W niniejszym opracowaniu grupy Mayrhofera,
zgodnie z nomenklatur¹ proponowan¹ przez A d a m a
[1], nazywane s¹ genotypami.

W cyklu rozwojowym G. intestinalis wystêpuje je-
den ¿ywiciel. Zara¿enie nastêpuje drog¹ pokarmow¹.

Stadium inwazyjnym s¹ cysty, które w wilgotnym �ro-
dowisku zewnêtrznym mog¹ prze¿yæ od kilku do kil-
kunastu miesiêcy [24, 49]. Cysty G. intestinalis o wy-
miarach 8�12/7�10 µm s¹ owalne, posiadaj¹ 4 j¹dra
[42]. W ¿o³¹dku pod wp³ywem kwasu solnego docho-
dzi do uwolnienia z cysty ekscyzoitu (ekscystacja),
który po podziale komórkowym daje potomne trofozo-
ity [7]. Trofozoity s¹ stadium rozwojowym zasiedlaj¹-
cym dwunastnicê i pocz¹tkowy odcinek jelita cienkie-
go. Za pomoc¹ tarczy przyssawkowej przylegaj¹ do
b³ony �luzowej. Poruszanie siê w �wietle jelita umo¿-
liwia trofozoitom obecno�æ czterech par wici [1, 49].
Trofozoity kszta³tem przypominaj¹ ³zê o wymiarach
12�15/5�9 µm [42]. Kolejnym etapem w cyklu roz-
wojowym jest podzia³ trofozoitów na trofozoity po-
tomne, które kolonizuj¹ kolejne odcinki b³ony �luzo-
wej jelita cienkiego. Czê�æ potomnych trofozoitów nie
zasiedla nastêpnych fragmentów b³ony �luzowej, lecz
w procesie encystacji formuje cysty, które wraz z ka-
³em wydalane s¹ do �rodowiska zewnêtrznego [1].

Inwazja G. intestinalis rozprzestrzenia siê bezpo-
�rednio pomiêdzy lud�mi i zwierzêtami drog¹ fekalno-
oraln¹ b¹d� te¿ za po�rednictwem wody i sporadycznie
¿ywno�ci ska¿onej cystami (Rys. 1). Najwiêksze znacze-
nie w rozprzestrzenianiu siê inwazji w�ród ludzi odgry-
wa spo¿ywanie wody zawieraj¹cej cysty pierwotniaka
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[18, 49]. Stwierdzono, i¿ chlorowanie stosowane do
uzdatniania wody wodoci¹gowej nie zabija cyst. Wy-
stêpowanie cyst stwierdzano zarówno w rzekach, jezio-
rach, wodzie �ródlanej i morskiej, jak i w wodzie kra-
nowej, a nawet w butelkowanej wodzie pitnej [13, 16,
21, 48]. Dotychczas nie okre�lono jednoznacznie, jak¹
rolê odgrywaj¹ zwierzêta. Wiele badañ prowadzonych
na �wiecie wskazuje, i¿ wy¿szy odsetek zara¿eñ w�ród
ludzi wystêpuje w rejonach, w których wystêpuje wy¿-
sza ekstensywno�æ inwazji w�ród zwierz¹t. Zjawisko
to jednak dotyczy krajów b¹d� spo³eczeñstw i grup lu-
dzi, o niskich standardach higienicznych [5, 11, 18,
26, 34]. Ponadto stwierdzono wystêpowanie tych sa-
mych genotypów u ludzi i zwierz¹t towarzysz¹cych
zamieszkuj¹cych na tych samych terenach [5, 43].

Wystêpowanie u zwierz¹t genotypów G. intestinalis
gro�nych dla cz³owieka pozwala przypuszczaæ, i¿ mo¿-
liwe jest zara¿enie cz³owieka cystami pochodz¹cymi od
zwierz¹t bezpo�rednio drog¹ fekalno-oraln¹ b¹d� za
po�rednictwem wody zanieczyszczonej odchodami zwie-
rz¹t. Mo¿na równie¿ przypuszczaæ, ¿e zwierzêta mog¹
ulegaæ zara¿eniu cystami obecnymi w kale cz³owieka.
Przeprowadzone zara¿enia eksperymentalne psów oraz
cz³owieka potwierdzi³y te przypuszczenia [27, 37].

2. Wystêpowanie giardiozy u ludzi na �wiecie
i w Polsce

Na �wiecie odsetek zara¿onych ludzi wynosi od
0,004% do blisko 100%. Najwy¿sza prewalencja doty-
czy dzieci w wieku poni¿ej 2 lat w krajach rozwijaj¹-
cych siê [19]. W znacznym stopniu zale¿y od czynni-
ków takich jak: nawyki higieniczne, dieta, jako�æ
dostêpnej wody pitnej, zagêszczenie ludno�ci na danym

terenie, metody stosowane do nawo¿enia upraw rolnych
oraz przedzia³ wiekowy badanej grupy. Niskie standar-
dy higieniczne, picie surowej wody kranowej oraz po-
³ykanie wody podczas k¹pieli w sztucznych i natural-
nych zbiornikach wodnych, jak równie¿ spo¿ywanie
surowych warzyw i owoców (zw³aszcza sa³aty) w znacz-
nym stopniu zwiêkszaj¹ ryzyko zara¿enia giardioz¹.
Szacuje siê, i¿ ryzyko zara¿enia wzrasta równie¿ u osób
wyje¿d¿aj¹cych do krajów o niskich standardach higie-
nicznych, a odsetek osób zara¿onych powracaj¹cych
z takich podró¿y mo¿e przekraczaæ 50% [10, 11, 19].

Odsetek zara¿onych ludzi w Afryce, Ameryce Pó³-
nocnej, Europie i Australii �rednio wynosi 1,2�32%
[30]. W Nowej Zelandii �rednia ekstensywno�æ inwazji
wynosi 0,05%, a najwy¿szy odsetek zara¿eñ stwierdza-
ny jest w grupach wiekowych 1�4 oraz 30�39 lat [17].
W Brazylii stwierdzono bardzo wysok¹ ekstensywno�æ
inwazji G. intestinalis (27,7%) u dzieci w przedziale
wiekowym od 9 miesiêcy do 4 lat. U osób doros³ych
by³a znacznie ni¿sza i wynosi³a 1,7% [47]. W krajach
europejskich na ogó³ odsetek zara¿onych ludzi jest ni¿-
szy, wyj¹tek stanowi Albania i Turcja, gdzie inwazjê
G. intestinalis wykrywano u 6,1�17,6% badanych [8,
31]. U dzieci w Polsce w latach 1992�1993 pierwotnia-
ka stwierdzano u 1,56%, w latach 1997�1998 u 1,02%,
natomiast w latach 2002�2003 odsetek osób zara¿onych
obni¿y³ siê do 0,69% [9]. Najwy¿szy odsetek zara¿o-
nych dzieci w okresie 2002�2003 odnotowano w wo-
jewództwie Wielkopolskim, gdzie zara¿onych by³o 70
spo�ród 3509 (1,99%) badanych, najni¿szy za� w woje-
wództwie Opolskim gdzie na 824 badane dzieci nie
stwierdzono ani jednego przypadku giardiozy. W woje-
wództwie tym badano jednak wy³¹cznie dzieci z miast,
natomiast najni¿szy odsetek zara¿eñ, gdzie badano za-
równo dzieci z miast, jak i wsi stwierdzono w woje-
wództwie Podkarpackim, gdzie na 2292 badanych
inwazjê stwierdzono u jednego dziecka (0,04%) [9].

Analiza molekularna DNA pierwotniaka G. intesti-
nalis stwierdzanego u ludzi wykaza³a, i¿ za wiêkszo�æ
inwazji odpowiada genotyp B. Na stwierdzonych
1438 przypadków giardiozy u ludzi we W³oszech,
Wielkiej Brytanii, Holandii, USA, Australii, Chi-
nach, Korei, Laosie, Indiach, Peru, Ugandzie i Turcji,
986 (69%) spowodowanych by³o przez genotyp B,
370 (26%) przez genotyp A, natomiast pozosta³e 6%
inwazji by³y to inwazje mieszane powodowane przez
obydwa genotypy [11].

3. Wystêpowanie giardiozy u zwierz¹t na �wiecie
i w Polsce

Na �wiecie ekstensywno�æ inwazji u zwierz¹t zale¿-
nie od gatunku wynosi 0,6�100% (Tabela I). Najwy¿-
szy odsetek wystêpuje u nornicy i pi¿maka w Ameryce
Pó³nocnej [30].

Rys. 1. Diagram przedstawiaj¹cy cykle rozprzestrzeniania
inwazji Giardia intestinalis [18]
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Dotychczas opublikowano zaledwie kilka prac do-
tycz¹cych wystêpowania giardiozy u zwierz¹t w Pols-
ce. Najwy¿szy odsetek zara¿eñ Giardia sp. stwierdzo-
no u dzikich gryzoni takich jak nornica ruda i nornik
zwyczajny na terenach Polski pó³nocno-wschodniej;
wynosi³ on odpowiednio 93,9% oraz 96,3% [4]. Inwa-
zjê Giardia sp. w pó³nocno-wschodniej czê�ci naszego
kraju stwierdzano równie¿ u takich dzikich zwierz¹t
jak mysz le�na, wilk, bóbr europejski, ¿ubr europejski,
sarna oraz jeleñ europejski, u których ekstensywno�æ
inwazji wynosi³a odpowiednio 48,3%, 45,5%, 7,7%,
7,5%, 4,5% oraz 1,7% [4, 22, 32]. W Wielkopolsce
natomiast przeprowadzono badania nad wystêpowa-
niem cyst Giardia sp. w kale ciel¹t. W pracy tej wy-

kryto inwazjê u 14% badanych osobników [6]. Naj-
wiêcej badañ nad wystêpowaniem inwazji Giardia sp.
u zwierz¹t w Polsce przeprowadzono u psów. Eksten-
sywno�æ inwazji tego pierwotniaka u psów wynosi³a
od 10�35,9% [3, 15, 50].

Przeprowadzona analiza molekularna DNA wy-
krywanych u zwierz¹t pierwotniaków z gatunku G. in-
testinalis pozwala porównaæ ekstensywno�æ inwazji
u zwierz¹t i ludzi powodowanych przez te same geno-
typy. Zale¿nie od regionu, w którym przeprowadzono
badania, stwierdzano ró¿ny odsetek poszczególnych
genotypów G. intestinalis u zara¿onych osobników.
Udzia³ poszczególnych genotypów G. intestinalis od-
powiedzialnych za inwazje u zwierz¹t przedstawiono

Pies A (17,14), C (11,43), D (71,43) Polska [50]

A (87,3), C (9,1), D (3,6) Niemcy [25]

A (33,3), C (4,8), D (61,9) W³ochy [23]

C (25,9), D (74,1) Brazylia [40]

A (70,8), C (4,2), D (25) Japonia [20]

Kot A (42,1), F (57,9) Brazylia [40]

F (100) Japonia [20]

Koñ A (40), B (60) USA, Australia [44]

Krowa A (2,4), B (58,3), E (41,7�97,6) Kanada [2, 12]

A (6�9), E (91�94) USA [45, 46]

A (20), E (80) Japonia [20]

A (20), E (80) Brazylia [40]

A (66,7), B (20,8), E (12,5) W³ochy [23]

A (22,2), E (77,8) Australia [28]

A (14,3), B (7,1), E (78,6) Portugalia [29]

Owca A (100) W³ochy [14]

A (23,9), E (76,1) Australia [38]
A (8,3), E (91,7) USA [39]

T a b e l a  I I
Udzia³ poszczególnych genotypów Giardia intestinalis odpowiedzialnych za inwazje u zwierz¹t

Gatunek zwierzêcia
Procentowy udzia³ poszczególnych

genotypów w inwazji (%) Kraj Pi�miennictwo

Pies 1,6�53% Azja, Australia, Europa, Ameryka Pó³nocna, �rodkowa, Po³udniowa

Kot 0,6�80% Australia, Europa, Japonia, Nowa Zelandia, USA

Owca 7�35,6% Meksyk, Kanada

Byd³o 10,3�27,7% Ameryka Pó³nocna i �rodkowa, Szwajcaria

�winia 3% Meksyk

Szczur 14,7% Hiszpania, Granada

Bóbr 9,2�18% USA

Pi¿mak 36,6�100% USA

Nornica 33�98,8% Kanada

Cz³owiek 1,2�32% Afryka, Australia, Europa, Ameryka Pó³nocna

T a b e l a  I
Odsetek zara¿onych ¿ywicieli G. intestinalis na �wiecie [30]

¯ywiciel
Odsetek osobników

zara¿onych w populacji Kontynent/kraj
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w tabeli II. Dla uproszczenie inwazje mieszane po-
wodowane przez dwa genotypy, z których jeden jest
patogenny dla cz³owieka zaliczono do genotypu o po-
tencjale zoonotycznym (odpowiednio A lub B). Przed-
stawione w tabeli II dane procentowe znacznie ró¿ni¹
siê od siebie. Ró¿nice te wynikaæ mog¹ z ró¿nych
standardów higienicznych w poszczególnych krajach
oraz ró¿nych warunków sanitarnych w poszczególnych
hodowlach zwierz¹t. Ponadto na wysoki odsetek geno-
typu A lub B u zwierz¹t wp³ywaæ mo¿e zagêszczenie
zwierz¹t na danym terenie, bliski kontakt z cz³owiekiem
oraz niewielka grupa badana np. w przypadku stwier-
dzenia we W³oszech u 100% zara¿onych owiec geno-
typu A. Nale¿y podkre�liæ, i¿ ekstensywno�æ inwazji
w tej populacji wynosi³a zaledwie 1,5% [14]. Najwy¿-
szy odsetek zara¿eñ genotypem A stwierdzano u psów
w Niemczech i Japonii oraz u krów we W³oszech, na-
tomiast znacz¹cy odsetek zara¿eñ powodowany przez
genotyp B obserwowano u krów w Kanadzie oraz u
koni w USA i Australii [12, 20, 23, 25, 44]. W krajach
tych zwierzêta takie jak psy, konie i domowe prze¿u-
wacze zara¿one patogennymi dla cz³owieka genotypa-
mi stanowiæ mog¹ rezerwuar inwazji u ludzi. Z drugiej
strony w Brazylii nie stwierdzono u psów genotypu A
b¹d� B, natomiast stwierdzono wysoki odsetek wystê-
powania genotypu A u kotów [40]. Obserwacje te
wskazywaæ mog¹, i¿ w ró¿nych regionach inne ga-
tunki zwierz¹t stanowiæ mog¹ rezerwuar inwazji. Nie
mo¿na równie¿ wykluczyæ, i¿ to cz³owiek stanowiæ
mo¿e rezerwuar giardiozy dla zwierz¹t.

4. Podsumowanie

W Polsce giardioza stwierdzana jest u 0�41,4% lu-
dzi, zale¿nie od grupy wiekowej, warunków sanitar-
nych i higienicznych, materialnych i innych [33, 35,
41]. Najwy¿szy odsetek obserwowano u dzieci w do-
mach dziecka [33]. Obserwacja ta wskazywaæ mo¿e, i¿
g³ównym rezerwuarem giardiozy cz³owieka jest cz³o-
wiek. Mo¿liwe jest, i¿ zwierzêta nie odgrywaj¹ zna-
cz¹cej roli jako rezerwuaru tej choroby w Polsce.
Wskazywaæ na to mo¿e z jednej strony w wiêkszo�ci
badañ fakt znacznie wy¿szej ekstensywno�ci inwazji
u zwierz¹t ni¿ u ludzi, z drugiej za� strony umiarko-
wanie niski odsetek zara¿eñ u zwierz¹t powodowa-
nych przez genotypy patogenne dla cz³owieka. Odpo-
wied� na pytanie czy w Polsce zwierzêta stanowi¹
rezerwuar giardiozy cz³owieka mog¹ daæ jedynie wy-
niki badañ molekularnych i genotypowania izolatów
G. intestinalis uzyskanych z próbek dodatnich ka³u
zwierz¹t. Wiêkszo�æ prac dotycz¹cych wystêpowania
G. intestinalis u zwierz¹t w Polsce opartych by³o na
badaniach mikroskopowych oraz testach immunolo-
gicznych. Dane uzyskane w wyniku przeprowadzenia

tego typu badañ s¹ bardzo pomocne i pozwalaj¹ okre�-
liæ skalê problemu wystêpowania giardiozy u zwierz¹t,
jednak s¹ niewystarczaj¹ce do okre�lenia potencjalne-
go ryzyka, jakie niesie ze sob¹ kontakt bezpo�redni
b¹d� po�redni z zara¿onymi zwierzêtami. Na zakoñ-
czenie warto równie¿ dodaæ, i¿ zaobserwowano do-
datni¹ korelacjê nasilenia objawów klinicznych giar-
diozy u ludzi z inwazj¹ powodowan¹ przez genotyp A
[36]. W zwi¹zku z tym okre�lenie genotypów G. inte-
stinalis wystêpuj¹cych w Polsce u ludzi i zwierz¹t po-
zwoliæ mo¿e nie tylko okre�liæ ryzyko, jakie niesie ze
sob¹ kontakt ze zwierzêtami, ale równie¿ przewidy-
waæ potencjalne nasilenie objawów choroby w przy-
padku zara¿eñ genotypami pochodz¹cymi od zwierz¹t.
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1. Wstêp

Wiêkszo�æ krwiopijnych paso¿ytów zewnêtrznych
krêgowców l¹dowych nale¿y do dwóch gromad typu
Arthropoda (stawonogi), takich jak owady (Insecta)
i pajêczaki (Arachnida) [20]. Czê�æ z nich odgrywa
rolê wektorów w przenoszeniu chorób zaka�nych i pa-
so¿ytniczych o du¿ym znaczeniu jak np. æmianki bê-
d¹ce wektorami pierwotniaków z rodzaju Leishmania
czy te¿ komary przenosz¹ce zarod�ce malarii [5]. Naj-
wiêksz¹ jednak liczbê chorób zaka�nych i paso¿yt-
niczych o du¿ym znaczeniu medycznym przenosz¹
pajêczaki z podrzêdu Ixodida (kleszcze). Do tego pod-
rzêdu nale¿¹ trzy rodziny takie jak: Argasidae, Ixodi-
dae oraz Nuttalliellidae. W obrêbie kleszczy najwiêk-
sze znaczenie w przenoszeniu chorób transmisyjnych
odgrywaj¹ kleszcze z rodziny Ixodidae (kleszcze w³a�-
ciwe) [17, 20].

Kleszcze z rodziny Ixodidae odgrywaj¹ szczegól-
n¹ rolê w podtrzymywaniu naturalnych ognisk chorób
transmisyjnych ludzi i zwierz¹t. Stanowi¹ one zarówno
rezerwuar, jak i s¹ wektorami wielu chorób wiru-
sowych, bakteryjnych i pierwotniaczych. Rodzina
Ixodidae dzieli siê na 5 podrodzin: Ixodinae, Am-
blyomminae, Haemophysalinae, Hyalomminae oraz
Rhipicephalinae. Do rodziny tej nale¿y 13 rodzajów

mieszcz¹cych w sobie oko³o 640 gatunków kleszczy
[22]. Przedstawiciele rodziny Ixodidae wystêpuj¹ we
wszystkich �rodowiskach l¹dowych od okolic podbie-
gunowych po strefê miêdzyzwrotnikow¹. Szczególna
zdolno�æ kleszczy w³a�ciwych do przenoszenia cho-
rób oraz podtrzymywania ich naturalnych ognisk wy-
stêpowania wynika w znacznym stopniu z ich biologii
[23]. Do czynników biologicznych maj¹cych zna-
czenie w przenoszeniu chorób transmisyjnych przez
kleszcze i utrzymywania ich ognisk nale¿¹: cykl roz-
wojowy, ¿erowanie i sposób pobierania pokarmu, oraz
d³ugi czas ¿ycia kleszczy. Ponadto, istotne znaczenie
ma równie¿ immunomoduluj¹ce dzia³anie bia³ek za-
wartych w �linie kleszcza.

2. Cykle rozwojowe

W cyklu rozwojowym kleszczy wyró¿nia siê 4 sta-
dia takie jak: jajo, larwa, nimfa i postaæ doros³a. Istnieje
�cis³a zale¿no�æ pomiêdzy linieniem stadiów m³odocia-
nych oraz sk³adaniem jaj przez samice, a ¿erowaniem.
Przekszta³cenie jednego aktywnego stadium w kolejne
oraz z³o¿enie jaj przez samice mo¿liwe jest jedynie po
pobraniu pokarmu. Ka¿de z aktywnych stadiów rozwo-
jowych ¿eruje jeden raz; czas ¿erowania, zale¿nie od
gatunku, wynosi od kilku do kilkunastu dni [16].

BIOLOGIA KLESZCZY W£A�CIWYCH JAKO WEKTORA
CHORÓB ZAKA�NYCH I PASO¯YTNICZYCH
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Ixodid ticksas vectors of infectious and parasitic diseases

Abstract: Ixodid ticks are blood-feeding ectoparsites of humans and animals. They are vectors of a broad range of viral, rickettsial,
bacterial and protozoan diseases and, in fact, they play a significant role in the transmission of vector-borne diseases. Then results
mainly from the biology of ticks belonging to the Ixodidae family. The life cycle and a broad spectrum of hosts of three-host ticks,
the mechanism of blood-feeding and the immunomodulatory effect of the tick saliva play the most important role in biology
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1. Introduction. 2. Life cycles. 3. Host-seeking behaviour and blood-feeding of ixodid ticks. 4. Mechanism of blood-feeding.
5. Immunomodulatory effect of proteins present in the tick saliva. 6. Other factors influencing the transmission of diseases by ixodid
ticks 7. Summary

S³owa kluczowe: biologia, kleszcze w³a�ciwe, przenoszenie choroby, wektor choroby
Key words: biology, ixodid ticks, transmission of a disease, vector of a disease



294 WOJCIECH ZYGNER, HALINA WÊDRYCHOWICZ

Ze wzglêdu na liczbê ¿ywicieli w cyklu ¿yciowym
wyró¿nia siê kleszcze jedno¿ywicielowe, dwu¿y-
wicielowe oraz trój¿ywicielowe. W cyklu kleszczy
jedno¿ywicielowych samica sk³ada jaja poza cia³em
¿ywiciela (na powierzchni gleby, w �ció³ce, pod ka-
mieniami). Larwy po wykluciu aktywnie przedostaj¹
siê na ¿ywiciela i po ¿erowaniu pozostaj¹ na nim. Po
przekszta³ceniu do stadium nimfy ponownie ¿eruj¹,
po czym liniej¹ do stadium doros³ego. Doros³e osob-
niki po pobraniu pokarmu kopuluj¹. Nasycone pokar-
mem i zap³odnione samice odpadaj¹ od ¿ywiciela i na
powierzchni gleby b¹d� �ció³ki sk³adaj¹ jaja [16, 22].
W cyklu kleszczy dwu¿ywicielowych podobnie jak
w cyklu kleszczy jedno¿ywicielowych samice sk³a-
daj¹ jaja na pod³o¿u, gdzie z jaj wylêgaj¹ siê larwy.
Larwy i nimfy ¿eruj¹ na tym samym osobniku ¿ywi-
cielskim. Nastêpnie nimfy odpadaj¹ od ¿ywiciela by
na pod³o¿u przekszta³ciæ siê w osobniki doros³e, które
aktywnie przedostaj¹ siê na drugiego ¿ywiciela, na
którym ¿eruj¹ i kopuluj¹. Zap³odnione samice odcze-
piaj¹ siê od ¿ywiciela i opadaj¹ na pod³o¿e, gdzie sk³a-
daj¹ jaja [16, 22]. W cyklu kleszczy trój¿ywicielo-
wych ka¿de aktywne stadium rozwojowe ¿eruje na
innym ¿ywicielu. Przekszta³cenie do kolejnych sta-
diów rozwojowych oraz sk³adanie jaj odbywa siê poza
¿ywicielem [16, 22]. Najczê�ciej przedstawiciele ka¿-
dego kolejnego stadium rozwojowego ¿eruj¹ na ¿ywi-
cielu wiêkszym od poprzedniego [14]. Z regu³y larwy
i nimfy atakuj¹ p³azy, gady, ptaki i mniejsze ssaki,
natomiast osobniki doros³e atakuj¹ ptaki b¹d� ssaki
wiêksze w stosunku do poprzednich ¿ywicieli [24].
Przyk³adem mo¿e byæ kleszcz ³¹kowy Dermacentor
reticulatus, którego larwy atakuj¹ m.in. nornicê rud¹
czy ryjówkê aksamitn¹. ¯ywicielem nimf mog¹ byæ
zaj¹c szarak b¹d� królik, natomiast doros³e osobniki
atakuj¹ m.in. psy, ³osie, konie oraz domowe prze¿u-
wacze. W cyklu trój¿ywicielowym istniej¹ odstêpstwa
od tej regu³y; przyk³adem mo¿e byæ kleszcz Ixodes
ricinus, którego zarówno larwy, nimfy jak i osobniki
doros³e paso¿ytuj¹ u cz³owieka [16, 22]. Cykl klesz-
czy trój¿ywicielowych jest najczê�ciej spotykanym
cyklem rozwojowym. Spo�ród znanych oko³o 640 ga-
tunków kleszczy w³a�ciwych ponad 95% nale¿y do
kleszczy trój¿ywicielowych, w tym wszystkie gatunki
wystêpuj¹ce w Polsce [16].

Cykl rozwojowy kleszczy trój¿ywicielowych jest
jednym z istotnych czynników wp³ywaj¹cych na zdol-
no�æ do transmisji chorób. Jak wcze�niej wspomnia-
no, w tego typu cyklu kolejni ¿ywiciele nale¿¹ do in-
nego gatunku, dziêki temu utrzymywana jest ci¹g³o�æ
kr¹¿enia patogenów w populacji dzikich zwierz¹t [19,
24]. Równocze�nie mo¿liwe jest przenoszenie chorób
na cz³owieka i zwierzêta towarzysz¹ce np. psy, które
maj¹ sporadyczny kontakt b¹d� nie maj¹ w ogóle kon-
taktu bezpo�redniego z dzikimi zwierzêtami, bêd¹cymi

naturalnymi ¿ywicielami kleszczy oraz rezerwuarami
chorób przez nie przenoszonych [1, 14]. Przyk³adem
takiej choroby jest borelioza, której rezerwuarem za-
le¿nie od genogatunku Borrelia burgdorferi s¹ ptaki
(B. garinii) oraz gryzonie (B. afzelii). Inn¹ chorob¹
zarówno zwierz¹t jak i cz³owieka jest anaplazmoza
granulocytarna, której rezerwuarem mog¹ byæ dzikie
prze¿uwacze oraz gryzonie. W przypadku tych cho-
rób tak cz³owiek, jak i zwierzêta mu towarzysz¹ce
s¹ przypadkowymi ¿ywicielami podczas kr¹¿enia za-
razków w populacji dzikich zwierz¹t [1, 2, 9]. Wp³y-
wa na to kolejny czynnik maj¹cy istotne znaczenie
w przenoszeniu chorób przez kleszcze. Czynnikiem
tym jest niska swoisto�æ kleszczy trój¿ywicielowych
wzglêdem ¿ywiciela [23]. ¯ywicielem doros³ych sa-
mic kleszcza pospolitego I. ricinus mo¿e byæ zarów-
no byd³o, jak i cz³owiek, a tak¿e dzikie prze¿uwacze,
psy, lisy oraz wszystkie inne l¹dowe krêgowce sta³o-
cieplne [17, 22].

3. ¯erowanie kleszczy w³a�ciwych

Kleszcze w³a�ciwe aktywnie poszukuj¹ swoich
¿ywicieli. Gatunki kleszczy trój¿ywicielowych przed
¿erowaniem czekaj¹ na ¿ywiciela na ro�linach, naj-
czê�ciej na wysoko�ci odpowiedniej dla swojego
¿ywiciela [16, 23]. W jego rozpoznaniu g³ówn¹ rolê
odgrywaj¹ receptory organu Hallera, g³aszczek, szczêk
oraz tarczki grzbietowej [22, 23]. Rozpoznawanymi
przez kleszcze bod�cami, które informuj¹ je o obec-
no�ci ¿ywiciela, s¹ dwutlenek wêgla, drgania pod³o¿a
oraz wy¿sza temperatura cia³a ¿ywiciela wzglêdem
otoczenia [3]. Przyk³adem mo¿e byæ reakcja larw
kleszcza Boophilus microplus na czêstotliwo�æ drgañ
w przedziale 80�800 Hz, która odpowiada zakresowi
d�wiêków wytwarzanych przez wypasaj¹ce siê byd³o
[22]. Kleszcze po rozpoznaniu ¿ywiciela aktywnie
przedostaj¹ siê na jego cia³o, po czym rozpoczynaj¹
wêdrówkê, trwaj¹c¹ do kilku godzin, w poszukiwaniu
miejsc przyczepu. Jako miejsce przyczepu wybieraj¹
miejsca silnie ukrwione, z delikatn¹ skór¹, os³oniête
przed s³oñcem o sta³ej temperaturze i wilgotno�ci [16].
Takimi miejscami u zwierz¹t s¹: ma³¿owiny uszne,
szyja, pachy, pachwiny, okolica odbytu oraz brzuszna
strona tu³owia [6, 13].

Okres pobierania pokarmu, trwaj¹cy kilka do kil-
kunastu dni, sprzyja przeniesieniu zarazków zarówno
z kleszcza na ¿ywiciela, jak i zaka¿enie ¿eruj¹cego
kleszcza [12, 19]. D³u¿szy, w porównaniu z innymi
krwiopijnymi paso¿ytami zewnêtrznymi, okres pobie-
rania pokarmu przez kleszcze w³a�ciwe ma prawdo-
podobnie istotny wp³yw na transmisjê chorób zaka�-
nych i paso¿ytniczych. Przypuszczenie to potwierdzaæ
mo¿e fakt, i¿ obrze¿ki (kleszcze z rodziny Argasidae)
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pobieraj¹c pokarm przez kilka do kilkudziesiêciu
minut odgrywaj¹ niewielk¹ rolê jako wektor chorób
transmisyjnych [11]. Przyk³adami chorób przenoszo-
nych przez kleszcze w³a�ciwe wymagaj¹cych d³u¿sze-
go czasu ¿erowania mog¹ byæ borelioza i babeszjoza.
W przypadku boreliozy zaka¿enie ludzi i zwierz¹t
krêtkami Borrelia burgdorferi nastêpuje dopiero po
up³ywie 24 do 50 godzin od rozpoczêcia przez klesz-
cza pobierania pokarmu [8]. Natomiast eksperymen-
talne zara¿enie chomików sporozoitami pierwotnia-
ków z rodzaju Babesia jest tym efektywniejsze im
d³u¿ej kleszcze pobieraj¹ od nich krew. Stwierdzono,
i¿ stu-procentowa ekstensywno�æ inwazji w grupie
chomików nastêpowa³a dopiero w przypadku, gdy
kleszcze po wysyceniu pokarmem same odpada³y od
swoich ¿ywicieli [10].

Zarówno larwa, nimfa, jak i doros³a samica ¿eruj¹
tylko jeden raz. Samce niektórych gatunków nie od¿y-
wiaj¹ siê krwi¹. Ca³kowite nasycenie pokarmem jest
niezbêdne larwom i nimfom na przej�cie do kolejnego
stadium rozwojowego, natomiast samicom na z³o¿e-
nie jaj. Czas ¿erowania zale¿y od stadium rozwojowe-
go oraz gatunku kleszcza. Larwy gatunków z rodzaju
Ixodes i Rhipicephalus ¿eruj¹ oko³o 3�4 dni, natomiast
larwy gatunków z rodzaju Dermacentor 5�8 dni. Nim-
fy tych samych gatunków ¿eruj¹ odpowiednio 3�4 oraz
5�6 dni, natomiast doros³e samice wiêkszo�ci gatun-
ków kleszczy w³a�ciwych 6�12 dni [16]. Kilkudnio-
wy okres ¿erowania larw, nimf i doros³ych samic
w po³¹czeniu ze zmian¹ ¿ywiciela przez ka¿de kolej-
ne stadium rozwojowe sprzyja przenoszeniu chorób
przez kleszcze w³a�ciwe z jednych gatunków zwierz¹t
na inne oraz ze zwierz¹t na cz³owieka. Istotne jest
w tym przypadku wystêpuj¹ce u kleszczy w³a�ciwych
zjawisko okre�lane jako transstadialne przenoszenie
zaka¿enia polegaj¹ce na zdolno�ci przetrwania zaraz-
ków w organizmie wektora przez okres metamorfozy
i linienia pomiêdzy jego poszczególnymi stadiami roz-
wojowymi [18].

4. Mechanizm pobierania pokarmu

W miejscu przyczepu kleszcz wbija szczêki w skórê
¿ywiciela. Wprowadzaniu szczêk i hypostomu (wy-
posa¿one w zêby, zro�niête wyrostki brzusznej pod-
stawy aparatu gêbowego) towarzyszy wydzielanie
znacznej ilo�ci szybko twardniej¹cej �liny, która two-
rzy pochewkê zwan¹ futeralikiem cementowym. Twór
ten wzmacnia przyczep kleszcza do skóry ¿ywiciela
u³atwiaj¹c w ten sposób d³ugi okres pobierania po-
karmu. Ca³kowite uformowanie futeralika trwa oko³o
48�72 godzin [4, 16].

Pobieranie pokarmu przez kleszcze w³a�ciwe od-
bywa siê dziêki ss¹co-t³ocz¹cemu dzia³aniu gardzieli,

co powoduje naprzemienne wstrzykiwanie �liny do
rany w skórze ¿ywiciela oraz zasysanie p³ynnego po-
karmu. Wstrzykiwanie �liny trwa do 1 s, natomiast
zasysanie pokarmu 1�30 s. Pomiêdzy tymi okresami
pojawiaj¹ siê przerwy trwaj¹ce kilka sekund do kilku
minut [16]. Ponadto, u niektórych gatunków kleszczy
wystêpowaæ mo¿e zjawisko okre�lane jako regurgi-
tacja, polegaj¹ce na zwracaniu p³ynnej tre�ci pokar-
mowej do rany w skórze ¿ywiciela. Zjawisko takie
zaobserwowano u kleszcza psiego Rhipicephalus san-
guineus [3]. Naprzemienne wstrzykiwanie �liny i za-
sysanie krwi oraz regurgitacja sprzyjaj¹ wprowadza-
niu zarazków do organizmu ¿ywiciela. Wraz ze �lin¹
kleszczy wprowadzane do organizmu ¿ywiciela s¹
miêdzy innymi takie patogeny jak Anaplasma phago-
cytophilum czy pierwotniaki z rodzaju Babesia [7, 10].

Po nasyceniu pokarmem masa cia³a samicy mo¿e
zwiêkszyæ siê do 200 razy [22], jednak ca³kowita masa
pobranego pokarmu przekracza kilkakrotnie masê na-
jedzonego kleszcza [16]. Mo¿liwe to jest dziêki pro-
cesowi zagêszczania pokarmu, co zachodzi podczas
¿erowania. Nadmiar wody pobrany wraz z krwi¹ wy-
dalany jest ze �lin¹ kleszcza. Równocze�nie pobrany
pokarm zu¿ywany jest na procesy energetyczne oraz
powiêkszenie narz¹dów wewnêtrznych i okrywy cia³a
[4, 16, 22]. Przyk³adowo samica kleszcza Dermacen-
tor reticulatus wa¿¹ca przed ¿erowaniem �rednio
8,2 mg pobiera podczas ¿erowania 3657 µl krwi, a jej
masa koñcowa wynosi 510,5 mg, natomiast samica
Ixodes persulcatus wa¿¹ca �rednio przed ¿erowaniem
2,2 mg pobiera 733 µl krwi, a jej masa koñcowa wy-
nosi 262,4 mg [16]. Znaczna objêto�æ jednorazowo
pobieranego pokarmu jest jednym z czynników wp³y-
waj¹cych na zara¿enie kleszczy ¿eruj¹cych na ¿ywi-
cielach bêd¹cych nosicielami chorób odkleszczowych.
Równocze�nie nadmiar pobranej wody i jonów zwiêk-
sza wydzielanie �liny, co równie¿ jest jednym z czyn-
ników sprzyjaj¹cych wprowadzaniu zarazków do or-
ganizmu ¿ywiciela kleszczy w³a�ciwych [3].

5. Immunomoduluj¹ce dzia³anie bia³ek obecnych
w �linie kleszczy

Równocze�nie z formowaniem futeralika cemento-
wego wydzielany jest drugi rodzaj �liny zawieraj¹cej
cz¹steczki o w³a�ciwo�ciach antykoagulacyjnych. Za-
le¿nie od gatunku kleszczy opisano ró¿ne substancje
zawarte w ich �linie zapobiegaj¹ce krzepniêciu krwi.
Najczê�ciej s¹ to bia³kowe inhibitory trombiny (ixi-
na), tromboplastyny (ixodina) oraz czynnika X [4, 12].
Konsekwencj¹ dzia³ania tych substancji jest zaha-
mowanie powstawania trombiny niezbêdnej do prze-
kszta³cenia obecnego w osoczu krwi fibrynogenu do
fibryny, co skutkuje zahamowaniem krzepniêcia krwi
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w miejscu przyczepu kleszcza [21]. Poza bia³kami
o w³a�ciwo�ciach antykoagulacyjnych, �lina kleszczy
zawiera równie¿ substancje o dzia³aniu przeciwzapal-
nym w mikro�rodowisku, jakim jest miejsce przyczepu
kleszcza. Dziêki temu dzia³aniu ¿erowanie kleszcza
nie powoduje bólu. Stwierdzono, i¿ zawarta w �linie
kleszcza Ixodes scapularis karboksypeptydaza blokuje
bradykininê ograniczaj¹c w ten sposób rozwój proce-
su zapalnego. Innym przyk³adem jest obecno�æ w wy-
dzielinie gruczo³ów �linowych kleszcza Rhipicephalus
appendiculatus bia³ka wi¹¿¹cego histaminê, co rów-
nie¿ ogranicza rozwój zapalenia [4]. �lina kleszczy
zawiera tak¿e prostaglandynê E2 (PGE2), która roz-
szerza naczynia krwiono�ne w miejscu przyczepu
kleszcza, hamuje agregacjê p³ytek krwi, degranulacjê
komórek tucznych oraz aktywacjê limfocytów T [4,
12]. Dziêki tym mechanizmom kleszcz czêsto po-
zostaje niezauwa¿ony przez ¿ywiciela, co umo¿liwia
mu pobieranie pokarmu przez d³ugi czas. Ponadto
immunomoduluj¹ce dzia³anie bia³ek zawartych w �li-
nie kleszczy w³a�ciwych zwiêksza szansê na przetrwa-
nie zarazków wprowadzonych wraz z jego �lin¹ do
rany ¿ywiciela w miejscu przyczepu kleszcza. Mody-
fikacja ta sprzyja rozwojowi choroby, gdy¿ znaczna
czê�æ patogenów przenoszonych przez kleszcze to za-
razki wewn¹trzkomórkowe [4]. Przyk³adem mo¿e byæ
dzia³anie bia³ek, obecnych w �linie kleszcza psiego
Rhipicephalus sanguineus, upo�ledzaj¹ce proliferacjê
limfocytów T oraz aktywno�æ makrofagów. Stwier-
dzono, i¿ �lina kleszczy indukuje lokaln¹ odpowied�
immunologiczn¹ typu Th2 hamuj¹c za po�rednictwem
IL-10 odpowied� komórkow¹ oraz reakcjê zapaln¹
w miejscu przyczepu kleszcza [3]. Dok³adny mecha-
nizm zmiany profilu odpowiedzi immunologicznej
z Th1 na Th2 nie jest znany. Najprawdopodobniej nie
uczestniczy w nim IL-4 indukuj¹ca ró¿nicowanie lim-
focytów Th0 w kierunku Th2. W do�wiadczeniu prze-
prowadzonym na myszach stwierdzono, i¿ wielokrotna
ekspozycja na inwazjê kleszczy myszy ze znokauto-
wanym genem dla IL-4 prowadzi do rozwoju odpo-
wiedzi immunologicznej typu Th2 [4].

6. Inne czynniki wp³ywaj¹ce na przenoszenie
chorób przez kleszcze w³a�ciwe

Spo�ród pozosta³ych czynników wp³ywaj¹cych na
przenoszenie chorób przez kleszcze nale¿y wymieniæ
nastêpuj¹ce: d³ugi czas ¿ycia kleszczy (zale¿nie od ga-
tunku od kilku miesiêcy do ponad 20 lat) oraz trans-
owarialne przekazywanie patogenów. Zjawisko trans-
owarialnego przekazywania drobnoustrojów polega
na przenikaniu patogenów do wnêtrza rozwijaj¹cego
siê oocytu bez uszkodzenia zarodka, co prowadzi do
zara¿enia okre�lonymi patogenami potomnego poko-

lenia kleszczy. Stwierdzono, i¿ kleszcz Rhipicephalus
bursa zara¿ony pierwotniakiem Babesia ovis przeka-
zywaæ go mo¿e 44 pokoleniom potomnym [14, 15,
19]. D³ugi czas ¿ycia kleszczy oraz transowarialne
przekazywanie drobnoustrojów sprzyjaj¹ przetrwaniu
naturalnych ognisk chorób transmisyjnych.

7. Podsumowanie

Kleszcze w³a�ciwe odgrywaj¹ szczególn¹ rolê w
przenoszeniu chorób transmisyjnych. Rola ta w znacz-
nym stopniu wynika z biologii tych roztoczy. Szcze-
gólne znaczenie maj¹ tutaj takie czynniki jak: niska
swoisto�æ wzglêdem ¿ywiciela kleszczy trój¿ywicie-
lowych, d³ugi okres i mechanizm pobierania pokarmu
oraz immunomoduluj¹ce dzia³anie bia³ek �liny klesz-
czy w³a�ciwych. Ponadto na zakoñczenie nale¿y do-
daæ, i¿ wp³yw na rozprzestrzenianie chorób trans-
misyjnych wp³ywaj¹ równie¿ czynniki niezwi¹zane
bezpo�rednio z biologi¹ kleszczy, lecz z zachowania-
mi ¿ywicieli kleszczy. Do czynników tych zaliczyæ
mo¿na wêdrówki ptaków przenosz¹cych paso¿ytuj¹ce
u nich kleszcze na znaczne odleg³o�ci oraz rozwój tu-
rystyki, a w szczególno�ci ludzi wraz z towarzysz¹cy-
mi im zwierzêtami [18].
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1. Wprowadzenie

W latach 90-tych ubieg³ego wieku wzros³a znacz-
nie w Europie zachorowalno�æ na nie notowane wcze-
�niej choroby przenoszone przez kleszcze (Acari: Ixo-
didae), tzw. emerging tick-borne diseases (rozwijaj¹ce
siê choroby odkleszczowe) [23]. S¹ to typowe zoonozy
jak: borelioza (choroba z Lyme), ehrlichioza, anaplaz-
moza, bartonelloza i babesioza (piroplasmoza), których
czynniki etiologiczne nale¿¹ do rodzajów Borrelia
(Spirochaetaceae), Ehrlichia i Anaplasma (Anaplas-
mataceae), Bartonella (Bartonellaceae) i Babesia (Ba-
besiidae). Wspólnymi cechami dla tych do�æ odleg³ych
systematycznie grup organizmów s¹ m.in. endemiczne
wystêpowanie na obszarze Pó³kuli Pó³nocnej oraz prze-
noszenie drog¹ krwi przy udziale wektorów � kleszczy
z grupy Ixodes persulcatus �complex� [15].

2. Taksonomia i cykl rozwojowy paso¿ytów
z rodzaju Babesia

Obecnie Babesia zaliczane s¹ do Chromalveolata
[1], typ Apicomplexa, rz¹d Piroplasmorida [49],
rodzina Babesiidae [28]. Do rodzaju Babesia nale¿y
ponad 110 gatunków obligatoryjnych wewn¹trzkomór-
kowych paso¿ytów krêgowców (ssaków i ptaków),
w tym równie¿ cz³owieka. Po zaka¿eniu ¿ywiciela, pa-
so¿yty Babesia wywo³uj¹ chorobê � babesiozê [20].
Organizmy te w formie troficznej maj¹ kszta³t grusz-
kowaty (st¹d druga nazwa, rzadziej u¿ywana � piro-
plazma), wielko�æ od 1 do 3 µm i paso¿ytuj¹ wy³¹cz-
nie w erytrocytach swoich ¿ywicieli. Wyj¹tek stanowi
gatunek Babesia microti ci¹gle zaliczany do rodzaju
Babesia, którego pocz¹tkowa faza cyklu rozwojowego
mo¿e przebiegaæ równie¿ w limfocytach i makrofagach,
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podobnie jak ma to miejsce u paso¿ytów z rodzaju
Theileria. Paso¿yty w formie sporozoitów przenoszo-
ne s¹ do ¿ywiciela wraz ze �lin¹ ¿eruj¹cego kleszcza.
Sporozoity zaka¿aj¹ erytrocyty, w których bezpo�red-
nio w cytozolu, nie tworz¹c wakuoli (parasitophorus
vacuole), rozwijaj¹ siê do formy zwanej piroplazm¹.
W procesie p¹czkowania na dwie (czasami cztery) sio-
strzane komórki powstaj¹ tzw. merozoity, które zaka-
¿aj¹ kolejne erytrocyty. U paso¿ytów z rodzaju Babesia
brak jest schizogonii egzoerytrocytarnej oraz nie pozo-
stawiaj¹ one w erytrocytach pigmentu (niestrawiona he-
moglobina) i tym ró¿ni¹ siê od innych hemopaso¿ytów
z rodzaju Plasmodium i Haemoproteus. Dla kleszczy
Ixodidae piroplazmy Babesia s¹ infekcyjne podczas
¿erowania na zaka¿onym ¿ywicielu. Wraz z krwi¹ ¿y-
wiciela do kleszcza przedostaj¹ siê gametocyty [49],
które w jelicie kleszcza przekszta³caj¹ siê w mikroga-
mety i makrogamety, a nastêpnie po po³¹czeniu siê
tworz¹ ruchliw¹ zygotê [29]. Zygota wnika do ko-
mórek nab³onka jelita kleszcza i tam przekszta³ca siê
w amebowat¹ kinetê. Kineta dzieli siê i tak zwane
�vermicules� zaka¿aj¹ hemocyty, w³ókna miê�niowe,
cewkê Malpighiego, a u samic wnikaj¹ do jajników
i zaka¿aj¹ oocyty, a tym samym z³o¿one jaja kleszcza
i wylêgaj¹ce siê z nich larwy s¹ zaka¿one tym paso¿y-

tem. Tê drogê zaka¿enia nazywamy transowarialn¹.
Alternatywnie, je¿eli dochodzi do zaka¿enia hemocy-
tów, w³ókien miê�niowych, cewek Malpighiego u larw
b¹d� nimf kleszcza, staj¹ siê one wówczas infekcyjne
dla nowego ¿ywiciela w stadium nimfy lub postaci
dojrza³ej. Tê drogê zaka¿enia kleszczy nazywamy
transstadialn¹. Kinety dostaj¹ce siê do gruczo³ów �li-
nowych przekszta³caj¹ siê w du¿e sporonty, w których
w wyniku licznych bezp³ciowych podzia³ów (sporogo-
nia) powstaj¹ tysi¹ce (ok. 100000) ma³ych sporozoitów.
Sporozoity w czasie kolejnego ¿erowania kleszcza do-
staj¹ siê do krwi nowego ¿ywiciela. Dojrza³e sporozo-
ity wykazuj¹ wszystkie cech budowy charakterystycz-
ne dla Apicomplexa, z wyj¹tkiem barku konoidów.
Schemat cyklu rozwojowego paso¿ytów z rodzaju Ba-
besia przestawia Rys. 1.

3. Babesioza u ludzi w Europie i na �wiecie
oraz �ród³a zaka¿enia

Pierwszy przypadek zaka¿enia u ludzi w Europie
by³ opisany w 1957 r. w by³ej Jugos³awii u rolnika
pozbawionego �ledziony [43]. U cz³owieka tego wy-
kazano zaka¿enie B. divergens. Dotychczas opisano
w Europie, g³ównie we Francji, Irlandii, Portugalii,

Rys. 1. Cykl ¿yciowy i obieg Babesia spp. (IRBC � infected red blood cells)

(za zgod¹ National Center for Infectious Diseases, CDC, www.cdc.gov ze zmianami)



301BABESIA SPP. W POLSCE: IDENTYFIKACJA I EPIDEMIOLOGICZNE ZNACZENIE

Hiszpanii, Belgii, Niemczech, Austrii i Szwajcarii oraz
by³ej Jugos³awii 39 przypadków babesiozy u ludzi,
wiêkszo�æ z nich (25 przypadków) by³a spowodowa-
na zaka¿eniem B. divergens u ludzi asplenicznych.
Po 2000 roku opisano, równie¿ u osób pozbawionych
�ledziony, dwa przypadki zaka¿enia w Austrii i we
W³oszech przez paso¿yty okre�lone jako EU1 (B. ve-
natorum) stanowi¹ce siostrzan¹ grupê do B. divergens
i B. odocoilei [17]. W Szwajcarii stwierdzono bada-
niami serologicznymi 5 przypadków zaka¿enia przez
B. microti [12]. Równie¿ po raz pierwszy w Niem-
czech opisano przypadek zaka¿enia przez B. microti
u 42 letniej kobiety z obni¿on¹ odporno�ci¹ [18]. Wy-
stêpowanie B. venatorum (EU1) potwierdzono rów-
nie¿ u kleszczy I. ricinus w S³owenii [10], Szwajcarii
[6], Francji [3] i Holandii [30]. Najczêstszym �ród-
³em zaka¿enia dla kleszczy tym gatunkiem paso¿yta
s¹ dziko ¿yj¹ce zwierzêta, g³ównie sarny. Natomiast
H i l p e r t s h a u s e r  i wsp. w 2006 r. [19] wykryli
u kleszczy I. ricinus zebranych z jelenia genotyp Ba-
besia CH1, bardzo blisko spokrewniony z B. odocoilei.
Cytowane badania wyra�nie wskazuj¹, ¿e w Europie
jest kilka gatunków Babasia filogenetycznie bliskich
B. divergens, które mog¹ byæ inwazyjne dla cz³owieka.

Najwiêcej przypadków zaka¿enia Babesia u lu-
dzi stwierdzano w Stanach Zjednoczonych, gdzie od
1968 roku opisano kilkaset zaka¿eñ, g³ównie powodo-
wanych przez B. microti. Ponadto, wykazano równie¿
zaka¿enie w kilku przypadkach genetycznie odmienny-
mi gatunkami takimi jak B. duncani (WA-1) � 7 przy-
padków [9], B. divergens (MO1) � 1 przypadek lub
szczep Babesia CA1 o nieokre�lonej przynale¿no�ci
gatunkowej. Zaka¿enie u ludzi paso¿ytami z rodzaju
Babesia stwierdzano w Afryce, Chinach, Meksyku, Ja-
ponii i na Tajwanie. Jeden przypadek przywleczonej
babesiozy, niepotwierdzony badaniami serologicznymi
i molekularnymi, opisano równie¿ w Polsce [21].

3.1. �ród³a zaka¿enia w Polsce

W �rodowisku naturalnymi ¿ywicielami dla B. mi-
croti s¹ licznie wystêpuj¹ce w ró¿nych siedliskach na
terenie ca³ej Polski gryzonie nale¿¹ce do dwóch rodzin:
nornikowatych (Arvicolidae) i myszowatych (Muridae)
[32, 38, 39]. Jak wykaza³y ostatnie badania [48], g³ów-
nym �ród³em zaka¿enia dla kleszczy I. ricinus i Der-
macentor reticulatus oraz innych ¿ywicieli mo¿e byæ
nornik zwyczajny (Microtus arvalis), u którego stwier-
dzono ekstensywno�æ 35% oraz nornik pó³nocny o eks-
tensywno�ci 32%. Kleszcze paso¿ytuj¹ce na tych zwie-
rzêtach by³y równie¿ w znacznym stopniu zaka¿one
B. microti � od 3,4 do 12%. Szczegó³owe wyniki tych
badañ przedstawia tabela I. Rola kleszczy Ixodidae
w szerzeniu siê babesiozy u ludzi w Polsce jest prak-
tycznie nieznana. Wiadomo, ¿e kleszcze I. ricinus s¹
dobrymi wektorami B. microti i B. divergens, oba ga-
tunki paso¿ytów badano u kleszczy w fazie wolno ¿y-
j¹cej tylko w wybranych rejonach Polski [33, 37, 40].
Zaka¿enie samych kleszczy I. ricinus przez B. microti
mo¿e odbywaæ siê w stadium larwy lub nimfy (zaka-
¿enie transstadialne), co bardzo ogranicza kr¹¿enie
paso¿yta w �rodowisku naturalnym. Natomiast, zaka-
¿enie kleszczy przez B. divergens przebiega na drodze
transowarialnej i transstadialnej (jajo � larwa � nimfa
� postaæ dojrza³a), co w znacznym stopniu mo¿e sprzy-
jaæ rozprzestrzenianiu siê tego gatunku w �rodowisku
naturalnym.

4. Koinfekcje

Pierwsze przypadki koinfekcji Babesia z innymi
patogenami, g³ównie z Borrelia burgdorferi w Europie
by³y opisane w 1998 roku [14]. Natomiast w Stanach
Zjednoczonych poza koinfekcj¹ Babesia i B. burgdorferi

Babesia microti Gryzonie [48]
Apodemus flavicollis 13
Myodes glareolus 12
Microtus arvalis 35
Microtus oeconomus 32

T a b e l a  I
Charakterystyka �ród³a zaka¿enia dla dwóch gatunków Babesia w Polsce

Gatunek paso¿yta �ród³o zaka¿enia % zaka¿enia Kleszcze Ixodidae % zaka¿enia

Kleszcze zebrane ze zwierz¹t [48]
 Ixodes ricinus

 larwy 3,4
 nimfy 5

Dermacentor reticulatus
larwy 12
nimfy 4

Kleszcze zebrane ze �rodowiska [37]
Ixodes ricinus

nimfy 8
doros³e 3

Babesia divergens Jeleniowate [36]
Capreolus capreolus 24
Cervus elaphus

Kleszcze zebrane ze �rodowiska [40]
Ixodes ricinus (doros³e) 6
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[24] stwierdzano równie¿ zaka¿enie Babesia u osób
HIV pozytywnych, co bardzo niekorzystnie wp³ywa³o
na przebieg babesiozy [11, 31].

W celu oszacowania ryzyka wystêpowania u ludzi
koinfekcji Babesia spp. z innymi patogenami, przepro-
wadzono po raz pierwszy w Polsce badania na grupie
46 pacjentów, którzy w wywiadzie epidemiologicznym
podali kontakt z kleszczem oraz wszyscy mieli zdiag-
nozowan¹ przewlek³¹ boreliozê. U 64% chorych
(n = 14/22) wcze�niej stwierdzono badaniami serolo-
gicznymi obecno�æ przeciwcia³ IgG przeciw antyge-
nom B. microti, natomiast u 43% potwierdzono obec-
no�æ przeciwcia³ skierowanych przeciw Bartonella
spp. Przeprowadzone przez nas badanie PCR nie po-
twierdzi³o obecno�ci DNA Babesia i Bartonella we
krwi badanych chorych. U jednej osoby wykryto ko-
infekcjê B. burgdorferi i Anaplasma phagocytophilum.
Zaka¿enie A. phagocytophilum zosta³o potwierdzone
metod¹ Real Time PCR.

4.1. Koinfekcje u kleszczy I. ricinus

Koinfekcje u kleszczy I. ricinus opisywano wielo-
krotnie na �wiecie oraz w Europie. Najczê�ciej u klesz-
czy zara¿eniom Babesia towarzyszy³y równocze�nie
infekcje B. burgdorferi i A. phagocytophilum, rzadziej
Bartonella spp. [16, 47]. W Polsce odsetek kleszczy
zara¿onych Babesia spp. i B. burgdorferi s.l. waha siê
w granicach od 0.3 do 3.1% [41, 45], rzadziej opisy-
wane s¹ konfekcje Babesia spp. i A. phagocytophilum
(0.7�2.0%). Przypadki koinfekcji trzema paso¿ytami
(Babesia, B. burgdorferi, A. phagocytophilum) odno-
towywane s¹ sporadycznie [42].

5. Czynniki odpowiedzialne za status babesiozy
jako rozprzestrzeniaj¹cej siê choroby
(emerging disease)

Rozprzestrzeniaj¹ca siê choroba (emerging disease)
wed³ug definicji jest now¹ lub na nowo pojawiaj¹c¹
siê infekcj¹, na ogó³ oporn¹ na leczenie, na któr¹ za-
chorowalno�æ ludzi w ci¹gu ostatnich dwóch dekad
wzrasta, lub której zagro¿enie wzro�nie w niedalekiej
przysz³o�ci [26]. Wed³ug tej definicji babesioza jest
szerz¹c¹ siê chorob¹ u ludzi. Jej pojawianie siê jest
warunkowane wystêpowaniem w naturalnym �rodowis-
ku zaka¿onych zwierz¹t oraz kleszczy Ixodidae, które
s¹ przenosicielami paso¿ytów ze zwierz¹t do cz³o-
wieka. Zmieniaj¹ce siê warunki �rodowiskowe, w tym
zmniejszaj¹ca siê bioró¿norodno�æ w ekosystemach
oraz globalne ocieplenie klimatu, mog¹ mieæ istotny
wp³yw na szerzenie siê zaka¿enia tym paso¿ytem
w�ród dziko ¿yj¹cych i hodowlanych zwierz¹t oraz
w populacjach kleszczy I. persulcatus �complex�.

W naturalnym ognisku babesiozy ma miejsce wer-
tykalna i horyzontalna transmisja paso¿ytów. Transmi-
sja wertykalna zachodzi w obrêbie populacji kleszczy,
dla B. microti wi¹¿e siê z transstadialnym transferem
paso¿ytów, a w przypadku B. divergens � z transferem
transstadialnym i transowarialnym (z samicy na po-
tomstwo). Transmisja horyzontalna odbywa siê pomiê-
dzy kleszczami a zwierzêtami, bêd¹cymi �ród³em pa-
so¿ytów. Kleszcze, które ulegaj¹ zaka¿eniu podczas
¿erowania (ssanie krwi) na zainfekowanym ¿ywicielu,
po transferze transstadialnym przekazuj¹ paso¿yty na-
stêpnemu ¿ywicielowi podczas kolejnego ¿erowania.
Cz³owiek nie jest w³a�ciwym ¿ywicielem dla kleszczy
I. persulcatus �complex�, w tym I. ricinus, jedynie
przypadkowo bywa w³¹czony w cykl rozwojowy, po-
cz¹tkowo kleszcza, a nastêpnie paso¿yta. Wzrastaj¹ca
liczba ludzi dotkniêtych immunosupresj¹ (splenekto-
mia, leczenie kortykosteroidami, AIDS, wiek >50 lat)
oraz koinfekcje innymi patogenami przenoszonymi
przez kleszcze s¹ czynnikami wp³ywaj¹cymi na szerze-
nie siê babesiozy u ludzi. Coraz czê�ciej stwierdzane s¹
w Stanach Zjednoczonych zaka¿enia Babesia przeno-
szone nie przez kleszcze, a w czasie transfuzji zaka¿o-
nej krwi, nie badanej pod k¹tem obecno�ci tych pier-
wotniaków [27, 44]. W�ród dawców krwi z obszarów
endemicznych dla kleszczy w USA stwierdzono 3.7%
seropozytywnych prób w stosunku do antygenów
B. microti [34]. W Europie, choæ nie mo¿na wykluczyæ
pewnego ryzyka, nie notowano dotychczas przypadków
zaka¿enia przez Babesia spp. drog¹ transfuzji krwi.

6. Wykrywanie zaka¿eñ Babesia spp.

Nadal do wykrywania zaka¿enia Babesia spp. u lu-
dzi stosuje siê badania mikroskopowe rozmazów krwi
barwionych najczê�ciej metod¹ Giemsa lub Wrighta.
W erytrocytach zaka¿onych osobników mo¿na wyró¿niæ
kilka postaci morfologicznych paso¿yta: gruszkowat¹,
pier�cieniowat¹, ameboidaln¹, owaln¹, krzy¿ Maltañski
(forma charakterystyczna dla B. microti). Na podsta-
wie analizy mikroskopowej nie mo¿na jednoznacznie
zró¿nicowaæ w erytrocytach trofozoitów B. divergens
i B. microti, gdy¿ oba gatunki w erytrocytach ludzkich
wykazuj¹ du¿y pleomorfizm i trofozoity Babesia mog¹
byæ podobne do postaci wewn¹trzkrwinkowych Plas-
modium spp. Analiza preparatu zale¿y w du¿ej mierze
od do�wiadczenia badaj¹cego. Przyjmuje siê, ¿e do-
�wiadczony badacz mo¿e wykryæ w krwince pojedyn-
cze paso¿yty na 105�106 badanych erytrocytów [4].

6.1. Próba biologiczna

Próba biologiczna polega na inokulacji zwierz¹t la-
boratoryjnych krwi¹ osoby, u której metod¹ mikrosko-
pow¹ wykryto zaka¿enie. Próbê biologiczn¹ stosuje
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siê zawsze w celu potwierdzenia zaka¿enia u osób
z niespecyficznymi objawami chorobowymi, immuno-
logicznie kompetentnych, nie pozbawionych �ledzio-
ny, u których parazytemia waha siê od 1 do 20%.
U asplenicznych chorych parazytemia mo¿e osi¹gaæ
a¿ 80% zaka¿onych krwinek (tab. II). W próbie biolo-
gicznej do wykrycia zaka¿enia B. microti wykorzystu-
je siê chomiki, natomiast gerbile do wykrycia zaka¿e-
nia B. divergens. Zwierzêta u¿yte w próbie biologicznej
s¹ monitorowane stosuj¹c technikê mikroskopow¹
(analiza rozmazu krwi barwionego odczynnikiem
Giemsy) przez 6 tygodni po inokulacji. Metoda ta jest
stosunkowo czu³a i pozwala na wykrycie ju¿ 300 pa-
so¿ytów B. microti w 1 ml badanej krwi [23].

6.2. Metody immunologiczne

Wyniki badañ mikroskopowych powinny byæ po-
twierdzone metodami serologicznymi prowadz¹cymi
do okre�lenia miana swoistych przeciwcia³ skierowa-
nych przeciwko antygenom Babesia. Do najczê�ciej
stosowanych testów nale¿¹: test immunofluorescencji
po�redniej (IFA) i test immunoenzymatyczny (ELISA)
[7, 25]. Do wykazania ostrego zaka¿enia B. microti
w IFA stosuje siê znakowane FITC przeciwcia³a anty
ludzkie IgM. Testem IFA stosowanym do wykrycia
zaka¿enia B. divergens wykrywa siê przeciwcia³a
w okresie 7�10 dni po hemoglobinurii. Test ten jest
ma³o swoisty, gdy¿ antygeny B. divergens reaguj¹ krzy-
¿owo z Plasmodium spp. i innymi gatunkami Babesia.
Wykazanie w IFA swoistych przeciwcia³ Ig (wszyst-
kich immunoglobulin) lub przeciwcia³ IgG o mianach
>1:256 �wiadczy o zara¿eniu Babesia spp. Test ELISA

z u¿yciem rekombinowanych antygenów B. divergens
jest stosowany na szerok¹ skalê do wykrywania zaka-
¿enia u byd³a. Metody serologiczne maj¹ mniejsze zna-
czenie w diagnozowaniu babesiozy u ludzi po splenek-
tomii lub chorych na AIDS, nie maj¹ natomiast ¿adnego
zastosowania do wykrywania zaka¿enia u kleszczy.

6.3. Metody molekularne

Najwiêksz¹ trudno�æ w diagnozowaniu zaka¿eñ
Babesia u ludzi i zwierz¹t oraz monitorowaniu zara-
¿enia kleszczy stanowi zbyt ma³a liczba pierwotnia-
ków w materiale badawczym. Dlatego w diagnostyce
babesiozy oraz badaniach epidemiologicznych stosuje
siê obecnie niezwykle czu³e metody molekularne
(PCR, nested PCR, Real Time PCR). Gen ma³ej pod-
jednostki rybosomu (18S rRNA) jest najczê�ciej wy-
korzystywanym markerem genetycznym w badaniach
molekularnych Babesia. Wielko�æ genu 18S rRNA
wynosi oko³o 1700 pz, zawiera on zarówno sekwencje
konserwatywne ewolucyjnie, jak i charakteryzuj¹ce
siê wysok¹ zmienno�ci¹, co umo¿liwia analizê pokre-
wieñstwa badanych izolatów [2, 8]. Gen $-tubuliny
koduje podjednostkê $ bia³ka tubuliny, które wchodzi
w sk³ad komórkowych protofilamentów i mikrotubul.
Analiza produktów PCR wykaza³a znaczne ró¿nice
w ich wielko�ci w zale¿no�ci od gatunku Babesia, co
umo¿liwia bezpo�redni¹ identyfikacjê paso¿yta, bez
konieczno�ci przeprowadzania dalszych badañ, tj. po-
przez analizê RFLP czy sekwencjonowanie uzyskane-
go produktu. Jednak przy amplifikacji genu $-tubuli-
ny Babesia zaobserwowano równoczesne namna¿anie
DNA zara¿onego ¿ywiciela, tym wydajniejsze, im ni¿-
sza by³a obserwowana parazytemia [5]. Gen bia³ka
szoku cieplnego hsp70 jest jednym z najsilniej kon-
serwatywnych bia³ek szoku cieplnego, które wystêpuj¹
powszechnie u wszystkich organizmów ¿ywych i ule-
gaj¹ aktywacji oraz biosyntezie w czasie stresu komór-
kowego. Gen hsp70 wykazuje du¿y konserwatyzm na-
wet pomiêdzy niespokrewnionymi gatunkami, dlatego
nie znajduje zastosowania w badaniach filogenetycz-
nych i epidemiologicznych [22, 50].

Klindamycyna (clindamycin) 600 mg co 8 godzin 7�10 dni
+ chinina (quinine) 650 mg co 8 godzin 7�10 dni

Atowakon (atovaquone) 750 mg co 12 godzin 7�10 dni
+ azytromycyna (azithromycin) 500�600 mg raz dziennie jednorazowa 7�10 dni

250 mg codziennie po 1 dniu leczenia

T a b e l a  I I I
Leczenie babesiozy objawowej po zaka¿eniu Babesia microti

Antybiotyk

Stosowanie leku

Dawka doustna
dla doros³ych

Czêsto�æ podawania Czas leczenia

Babesia microti 1�20% >80% [35]

Babesia divergens 1�50% � [14]

T a b e l a  I I
Zakres parazytemii u ludzi zaka¿onych ró¿nymi

gatunkami Babesia

Gatunek
paso¿yta

Ludzie o prawi-
d³owym uk³adzie

immunologicznym

Ludzie
po

spelnektomii

Pi�mien-
nictwo
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7. Leczenie

W leczeniu objawowej babesiozy (piroplazmozy)
stosuje siê jednocze�nie chininê i antybiotyki z grupy
linkozamidów: klindamycynê lub atowakon i azytromy-
cynê. Dawki i sposób leczenia wg S t o w e l l a  i wsp.
[46] przedstawia tab. III. Ludzie z grupy podwy¿szone-
go ryzyka zaka¿enia (asplenia, immunosupresja, wiek
powy¿ej 50 lat), przy wystêpuj¹cych objawach takich
jak: zaburzenia oddechowe, du¿a hemoliza, ostre za-
burzenia pracy nerek, rozsiana wewn¹trznaczyniowa
koagulacja krwinek, oraz, co jest bardzo wa¿ne, przy
parazytemii powy¿ej 10%, kwalifikuj¹ siê do aferezy
erytrocytów. Koinfekcje z innymi patogenami wywo-
³uj¹cymi choroby odkleszczowe takie jak: borelioza,
ehrlichioza i anaplazmoza, znacznie utrudniaj¹ proces
leczenia babesiozy. Najdok³adniej zosta³o to wykaza-
ne w przypadku równoczesnego zaka¿enia z wirusem
HIV [11, 31] lub Borrelia burgdorferii s.l. [24].

8. Podsumowanie

Badania ostatnich lat wykaza³y, ¿e w Europie istnie-
je kilka gatunków (genotypów) Babesia filogenetycz-
nie bliskich B. divergens, które mog¹ byæ infekcyjne
dla cz³owieka. Wykazano równie¿ pierwszy udokumen-
towany przypadek zaka¿enia cz³owieka przez B. mi-
croti. Oba gatunki paso¿ytów, które mog¹ byæ przyczy-
n¹ pojawiania siê nowych zoonoz (emerging tick-borne
diseases) s¹ w Polsce niedostatecznie poznane. Wstêp-
ne badania epidemiologiczne prowadzone w naszym
kraju niew¹tpliwie wskazuj¹ na istotn¹ rolê zoono-
tycznych �róde³ (gryzonie i jeleniowate) oraz wektora
� kleszczy I. ricinus w utrzymywaniu w �rodowisku
naturalnym, czêsto w bliskim s¹siedztwie cz³owieka,
ognisk zaka¿enia. Wyniki tych badañ, zgodnie ze
�wiatowym postêpem wiedzy w tym zakresie, powinny
byæ wskazówk¹ dla s³u¿by zdrowia (g³ównie lekarzy),
w uwzglêdnianiu równie¿ babesiozy przy diagnozo-
waniu zoonoz odkleszczowych.
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1. Wprowadzenie

W ostatnich latach klasyfikacja riketsji uleg³a mo-
dyfikacji. Jak inne Gram-ujemne bakterie te zaliczane
s¹ do grupy alfa-proteobakterii. Na podstawie analizy
genetycznej, rz¹d Rickettsiales podzielono na dwie ro-
dziny: Rickettsiaceae i Anaplasmataceae, jednocze�-
nie usuwaj¹c rodziny Bartonellaceae oraz Coxiella-
ceae, historycznie nale¿¹ce do grupy drobnoustrojów
okre�lanych jako riketsje. Rodzina Rickettsiaceae za-
wiera rodzaj Rickettsia i Orientia. Rodzaj Rickettsia
jest podzielony na grupê durów wysypkowych oraz
grupê gor¹czek plamistych. Wszystkie riketsje przeno-
szone przez kleszcze (z wyj¹tkiem R. belli i R. cana-
diensis) nale¿¹ do grupy riketsji wywo³uj¹cych go-
r¹czki plamiste (ang. Spotted Fever Group, SFG).
Grupa ta przechodzi obecnie najwiêkszy rozwój.

Ró¿ne gatunki bakterii nale¿¹ce do rzêdu Rickett-
siales wywo³uj¹ ostre choroby gor¹czkowe. W obrêbie
tych zaka¿eñ mo¿na wyró¿niæ riketsjozy znane od wie-
lu lat, a tak¿e odkryte stosunkowo niedawno. Do riket-
sjoz zaliczamy grupê durów wysypkowych (dur wysyp-
kowy epidemiczny, sporadyczny i dur szczurzy) oraz
grupê gor¹czek plamistych (gor¹czka plamista Gór
Skalistych, gor¹czka �ródziemnomorska, pó³nocno-
azjatycka gor¹czka kleszczowa, ospa riketsjowa, dur
kleszczowy z Queensland i dur zaro�lowy).

Dur wysypkowy epidemiczny (wywo³ywany przez
R. prowazekii) szerz¹cy siê podczas wojen i klêsk
¿ywio³owych obecnie wystêpuje sporadycznie. Rezer-
wuar w czasie epidemii stanowi cz³owiek, a wektorem
jest wesz odzie¿owa (Pediculus humanus corporis). Do
zaka¿enia dochodzi poprzez przypadkowe wtarcie ka³u

wszy w uszkodzone miejsca skóry. Objawy kliniczne
to przede wszystkim silny ból g³owy, ból miê�ni i wy-
soka gor¹czka, wysypka plamista pocz¹tkowo na tu³o-
wiu, a nastêpnie na ca³ym ciele. Przebieg choroby jest
bardzo ciê¿ki, z zaburzeniami �wiadomo�ci i uszko-
dzeniem uk³adu kr¹¿enia. U osób, które przechorowa³y
dur wysypkowy epidemiczny lub mia³y kontakt z oso-
bami chorymi zdarzaj¹ siê nawroty pod postaci¹ choro-
by Brill-Zinssera, która cechuje siê znacznie ³agodniej-
szym przebiegiem. Obecnie epidemie duru wysypko-
wego wystêpuj¹ w�ród ludno�ci na terenach o niskim
poziomie ekonomicznym, któremu towarzysz¹ zanied-
bania higieniczne. Do masowych zachorowañ docho-
dzi czêsto w obozach przesiedleñczych. Do takiej epi-
demii dosz³o np. w Burundi, po wojnie domowej, gdzie
liczba przypadków duru dosz³a do ok. 100 tysiêcy.
Ma³e ogniska oraz pojedyncze przypadki opisywane s¹
tak¿e na terenie Rosji i USA. Podobnie dur szczurzy
(wywo³ywany przez R. mooseri), dotyczy przede wszyst-
kim biednych rejonów, czêsto wystêpuje w obozach dla
uchod�ców, gdzie poziom sanitarny jest bardzo niski.
Ogniska tej choroby to tak¿e rejony miast, w których
bytuj¹ du¿e populacje szczurów (miasta portowe). Przy-
padki zachorowañ stwierdzano w USA (stan Texas),
w Afryce, w po³udniowo-wschodniej Azji. Riketsjoza
ta przenoszoszona jest na cz³owieka przez pch³y i wszy
ludzkie (Pulex irritans, Pediculus humanus), a do za-
ka¿enia dochodzi drog¹ wziewn¹ lub przez kontakt
uszkodzonej skóry z odchodami pche³ [12, 21, 32].

Gor¹czki plamiste s¹ wywo³ywane przez ró¿ne ga-
tunki riketsji, których wystêpowanie wi¹¿e siê z okre�-
lonymi rejonami geograficznymi. Zaka¿enie przenoszo-
ne jest przez ró¿ne gatunki kleszczy obecne w danym
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regionie. Najlepiej poznane to: gor¹czka �ródziemno-
morska (R. conori) opisana w 1909 roku i gor¹czka
plamista Gór Skalistych (R. rickettsii) opisana w 1899.
Wiêkszo�æ z nich charakteryzuje siê wyst¹pieniem
w miejscu uk³ucia przez kleszcza zmiany martwiczej
w postaci czarnego strupa (oprócz gor¹czki plamistej
Gór Skalistych) z powiêkszeniem okolicznych wêz³ów
ch³onnych i wysok¹ gor¹czk¹, a po kilku dniach wy-
sypki plamistej [19, 20, 28].

Stosowane dawniej tradycyjne metody mikrobiolo-
giczne (barwienie metod¹ Giemsy lub Castaneda) po-
zwala³y jedynie na ogóln¹ charakterystykê riketsji opar-
t¹ o ich cechy morfologiczne. Metody serotypowania
oparte na mikroimmunofluorescencji, wykorzystuj¹ce
trzy bia³ka powierzchniowe OmpA, OmpB i PS120,
choæ niedoskona³e, by³y podstaw¹ do identyfikacji po-
szczególnych gatunków w latach 80-tych i 90-tych.
Du¿e podobieñstwo sekwencji 16S rRNA w�ród riket-
sji, tak¿e ogranicza³o przydatno�æ tego genu w identy-
fikacji nowych gatunków.

Prze³om w identyfikacji nowych gatunków nast¹pi³
po zsekwencjonowaniu w 2001 roku genomu R. conori
(szczep Seven). Obecnie klasyfikacja izolowanych
szczepów riketsji do rodzaju, grupy i gatunku opiera siê
na sekwencjonowaniu amplifikowanych fragmentów
piêciu genów tj. 16S rRNA, gltA, ompA, ompB, oraz
genu bia³ka D. Zgodnie z tymi zasadami, aby szczep
zaklasyfikowaæ do danego gatunku, stopieñ homologii
sekwencji ich genów nie mo¿e byæ mniejszy ni¿ 99,8%
dla 16S rRNA, 99,9% dla gltA, 98,8% dla ompA,
99,2% dla ompB oraz 99,3% dla genu bia³ka D. Na tej
zasadzie riketsje wywo³uj¹ce gor¹czki plamiste (SFG)
podzielono na 5 grup:

grupa R. rickettsii,
grupa R. massiliae,
grupa R. helvetica,
grupa R. akari
oraz grupa pierwotna (ang. Ancestral group).
Przyjête zasady w przysz³o�ci, ze wzglêdu na now¹

wiedzê, mog¹ byæ modyfikowane [4, 8, 9, 22, 23, 24].
Nowe riketsjozy, opisane m.in. dziêki tym meto-

dom w ostatnim dwudziestoleciu, to japoñska gor¹cz-
ka plamista (R. japonica), gor¹czka plamista wyspy
Flindersa (R. honei), kleszczowa gor¹czka afrykañska
(R. africae), riketsjoza kaliforniñska (R. felis), a tak¿e
nienazwane dot¹d riketsjozy wywo³ywane przez R. hei-
lonjiangensis, R. aeschlimannii, R. parkeri.

Nowymi riketsjozami opisanymi w ostatniej deka-
dzie w Europie s¹ zaka¿enia wywo³ywane przez R. slo-
vaca, R. helvetica, R. aeschlimannii, R. massilliae.

2. R. slovaca

Po raz pierwszy R. slovaca zosta³a wyizolowana
w 1968 roku z kleszcza Dermacentor marginatus na
terenach dawnej Czechos³owacji. Obecnie wiadomo,

¿e riketsje te wystêpuj¹ w ca³ej Europie. Ich wekto-
rem s¹ kleszcze z gatunków I. ricinus, Haemaphisalis
punctata oraz H. sulcata. Przez blisko 20 lat by³a
uznawana za niepatogenny gatunek wystêpuj¹cy jedy-
nie w kleszczach. Pierwszy przypadek zachorowania
opisano w 1997 roku, lecz pierwsza izolacja od cho-
rego mia³a miejsce w 2003 roku. Cech¹ charakterys-
tyczn¹ tych zaka¿eñ jest pojedynczy strup w miejscu
uk³ucia przez kleszcza na skórze ow³osionej g³owy,
któremu towarzyszy powiêkszenie wêz³ów ch³onnych
okolicy szyi. Gor¹czka i zaczerwienienie wystêpuj¹
u oko³o po³owy chorych. Nastêpstwem przechorowa-
nia mo¿e byæ miejscowy brak w³osów i przewlek³e
zmêczenie. Taki obraz by³ opisywany wcze�niej jako
TIBOLA (ang. Tick-borne lymphadenopathy). Zespó³
o podobnych objawach i przebiegu stwierdzany na te-
renie Hiszpanii nazwano DEBONEL (ang. Dermacen-
tor-borne necrosis-erythema-lymphadenopathy). Wiêk-
szo�æ zachorowañ wystêpuje miêdzy pa�dziernikiem
i kwietniem (szczyt w listopadzie). Zaka¿enie dotyczy
g³ównie dzieci. Obserwowany okres wylêgania cho-
roby wynosi do 8 dni. Do 2000 roku wykryto kilka-
dziesi¹t takich przypadków we Francji, na Wêgrzech,
w Bu³garii i w Hiszpanii, czê�æ potwierdzono meto-
dami biologii molekularnej [5, 10].

W Polsce dotychczas nie stwierdzono chorych
z TIBOLA. Jednak badania kleszczy I. ricinus oraz
D. reticulatus przeprowadzone w NIZP-PZH w Warsza-
wie oraz w innych o�rodkach potwierdzi³y wystêpowa-
nie R. slovaca u tych stawonogów. Dotychczas wykry-
to je w województwach Podlaskim oraz Mazowieckim.

3. R. aeschlimannii

W Europie ten gatunek riketsji wykrywano w klesz-
czach Haemaphysalis inermis i Hyalomma margina-
tum marginatum w Portugalii, Hiszpanii, Chorwacji
i w Grecji. Pierwsze zachorowania o tej etiologii to dwa
przypadki importowane z Maroka i RPA w 2002 roku,
potwierdzone metod¹ PCR i badaniami serologicz-
nymi. Zaka¿enie to objawia siê jako zmiana skórna
w postaci strupa z towarzysz¹c¹ plamisto-grudkow¹
wysypk¹ i gor¹czk¹.

Prawdopodobne rodzime przypadki zaka¿eñ R. aes-
chlimannii mia³y miejsce w Hiszpanii. Analizowano
mianowicie przypadki gor¹czki �ródziemnomorskiej
tam wystêpuj¹cej. Jej wektorem jest kleszcz Rhipice-
phalus sanguineus sporadycznie atakuj¹cy ludzi. Pozo-
stawia on zwykle jedn¹ zmianê na skórze w przeci-
wieñstwie do kleszczy Hyalomma marginatum margi-
natum, które chêtnie atakuj¹ cz³owieka i s¹ czêsto
przyczyn¹ wizyt w gabinetach zabiegowych. Dlatego
na podstawie obrazu klinicznego oraz faktu wykrywa-
nia R. aeschlimannii u tych kleszczy, rozpoznano go-
r¹czkê plamist¹ o tej etiologii [11].
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4. R. massiliae

Po raz pierwszy R. massiliae izolowano z krwi
45-letniego mê¿czyzny w 1985 roku we W³oszech.
Szczep sklasyfikowano pierwotnie jako R. conorii.
U mê¿czyzny stwierdzono strup z widoczn¹ martwic¹,
wysypkê plamisto-grudkow¹ okolic d³oni oraz stóp,
gor¹czkê i powiêkszon¹ w¹trobê. Maksymalne miano
przeciwcia³ w surowicy krwi dla R. conorii wynios-
³o 80. Dopiero 20 lat pó�niej, na podstawie sekwen-
cjonowania fragmentów genów gltA oraz ompA, osta-
tecznie zidentyfikowano etiologiê zaka¿enia.

Wektorem R. massiliae w Europie s¹ kleszcze Rhi-
picephalus sanguineus i Rhipicephalus turanicus wy-
stêpuj¹ce w basenie Morza �ródziemnego. Bakterie te
stwierdzono w �linie kleszczy, co �wiadczy o tym, ¿e
do zaka¿enia mo¿e dochodziæ podczas nak³ucia skóry
przez kleszcza.

5. R. helvetica

R. helvetica zosta³a wyizolowana w Szwajcarii
w 1979 roku i by³a uwa¿ana za niepatogenny gatunek
wystêpuj¹cy w kleszczach Ixodes ricinus w wielu kra-
jach Europy, m.in.: we Francji, Szwecji, S³owenii, Por-
tugalii, W³oszech, Bu³garii. W 1999 roku R. helvetica
by³a przyczyn¹ zapaleniem osierdzia u pacjentów
w Szwecji, a etiologiê ustalono na podstawie badañ
metod¹ PCR, metod¹ serologiczn¹ oraz w mikroskopie
elektronowym [14�16]. Rok pó�niej opisano gor¹cz-
kê niewiadomego pochodzenia u pacjenta we Francji,
u którego obserwowano serokonwersjê w badaniach
serologicznych z antygenem R. helvetica. Podobne po-
jedyncze przypadki stwierdzano na terenie Szwajcarii
i W³och, a etiologiê ustalono na podstawie mikroim-
munofluorescencji oraz badania metod¹ Western-blot
[2, 3, 7, 18, 29].

Badania kleszczy na terenie Polski wskazuj¹, ¿e
R. helvetica wystêpuje w pó³nocnych oraz w central-
nych rejonach kraju. Brak jest jednak doniesieñ o za-
chorowaniach wywo³anych przez te drobnoustroje
w Polsce.

6. Szczepy niepatogenne

Obok gatunków chorobotwórczych, w kleszczach
na terenie Europy stwierdzono obecno�æ szeregu nie-
patogennych szczepów o nieustalonej taksonomii.
W koñcu lat 90-tych w europejskiej i azjatyckiej czê�ci
Rosji wykryto szczep RpA4 w kleszczach Dermacen-
tor reticulatus, D. niveus i Rhipicephalus pumilio.
Chocia¿ nie udowodniono jego w³a�ciwo�ci chorobo-
twórczych, to u chorego, u którego wykryto jedynie

sekwencje DNA charakterystyczne dla RpA4, obserwo-
wano objawy podobne do zaka¿enia R. slovaca. Tak¿e
w Rosji, po raz pierwszy wykrywane by³y inne szczepy
niepatogenne: DnS14 i DnS28. Stwierdzono je w klesz-
czach D. nutalli, D. silvarum i D. niveus. Na podsta-
wie analizy fragmentów DNA wiadomo, ¿e szczepy te
s¹ podobne do R. massiliae [6, 13, 25, 26, 27].

Badania epidemiologiczne dotycz¹ce wystêpowa-
nia niepatogennych gatunków riketsji w kleszczach na
terenie Europy wskazuj¹ na ich rozprzestrzenienie na
ca³ym kontynencie. Potwierdzaj¹ to podobne badania
przeprowadzone na terenie Polski � obecno�æ riketsji
stwierdzono w okolicach Puszczy Bia³owieskiej, ale
tak¿e w centralnych i po³udniowych regionach [30,
31]. S¹ one wykrywane (badania w³asne NIZP-PZH)
u oko³o 20% kleszczy I. ricinus i u ponad po³owy
kleszczy D. reticulatus.

7. Ludzka granulocytarna anaplazmoza
(ehrlichioza)

Bakterie z rodzaju Anaplasma phagocytophilum
(dawniej Ehrlichia phagocytophilum) jak i Ehrlichia
chaffensis by³y uwa¿ane za czynnik etiologiczny zaka-
¿eñ wystêpuj¹cych u prze¿uwaczy. Stwierdzone w la-
tach 90-tych przypadki wystêpowania choroby o tej
etiologii w�ród ludzi zapocz¹tkowa³y intensywne ba-
dania, w wyniku których uleg³a zmianie systematyka
tych bakterii oraz dok³adnie poznano w³a�ciwo�ci cho-
robotwórcze i epidemiologiê tych zaka¿eñ.

Ehrlichioza jest ostr¹ chorob¹ zaka�n¹ wywo³ywan¹
przez dwa gatunki bakterii: Ehrlichia chaffensis oraz
Anaplasma phagocytophilum. Gatunki te nale¿¹ do bez-
wzglêdnych paso¿ytów wewn¹trzkomórkowych krwi-
nek bia³ych. E. chaffensis bytuje g³ównie w makrofa-
gach i monocytach wywo³uj¹c ludzk¹ monocytarn¹
ehrlichiozê (human monocytic ehrlichiosis � HME)
wystêpuj¹c¹ na terenie Ameryki Pó³nocnej i na Dale-
kim Wschodzie. A. phagocytophilum, odpowiedzialna
jest za ludzk¹ granulocytarn¹ anaplazmozê (human
granulocytic anaplasmosis � HGA), a znajdowana jest
w granulocytach obojêtnoch³onnych. Przypadki HGA
wystêpuj¹ zarówno w Europie, jak i W Ameryce Pó³-
nocnej. Wektorem przenosz¹cym zaka¿enie A. pha-
gocytophilum na cz³owieka s¹ w kleszcze z rodzaju
Ixodes (w Europie I. ricinus, a w Ameryce Pó³nocnej
I. scapularis i I. pacificus). Zaka¿enie E. chaffensis
przenosz¹ kleszcze Amblyomma americanum.

Ma³o charakterystyczne objawy kliniczne HGA
stwarzaj¹ trudno�ci w prawid³owym ukierunkowaniu
badañ diagnostycznych. Najczê�ciej obserwuje siê
objawy grypopodobne, takie jak wysoka gor¹czka,
bóle miê�ni, stawów, os³abienie, bóle i zawroty g³o-
wy, wymioty, biegunkê, a tak¿e powiêkszenie w¹troby
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i �ledziony. U czê�ci chorych mo¿e wyst¹piæ zapalenie
p³uc z zaburzeniami oddychania, niewydolno�æ nerek
oraz objawy neurologiczne z zaburzeniami �wiado-
mo�ci. Przebieg zaka¿enia i nasilenie objawów mo¿e
mieæ ró¿ny charakter, od bezobjawowych do bardzo
ciê¿kich przypadków zakoñczonych zgonem, szcze-
gólnie u osób z obni¿on¹ odporno�ci¹ lub innymi ciê¿-
kimi chorobami autoimmunologicznymi oraz u osób
starszych. �miertelno�æ waha siê w granicach 2�10%.
W Polsce ludzk¹ granulocytarn¹ anaplazmozê stwier-
dza siê od 2001 roku.

W badaniach dodatkowych czêsto stwierdza siê
trombocytopeniê, leukopeniê i podwy¿szon¹ aktyw-
no�æ aminotransferaz. W preparacie rozmazu krwi ob-
wodowej barwionym metod¹ Wrighta lub Giemsy
u oko³o 62% chorych w pierwszym tygodniu choroby
stwierdza siê w badaniu mikroskopowym morule, czyli
zlepy komórek w cytoplazmie granulocytów. Rzadziej
wystêpuje zwiêkszony poziom bia³ka CRP.

8. Podsumowanie

Przypadki wystêpowania riketsjoz u ludzi rejestro-
wane s¹ na ca³ym �wiecie. Choroby te maj¹ znacz¹cy
udzia³ w grupie chorób gor¹czkowych o nieznanej
etiologii. �wiadomo�æ ich wyst¹pienia powinna byæ
zawsze tam, gdzie wystêpuj¹ trudne warunki bytowe
i zwi¹zane z nimi zaniedbania sanitarne (grupa durów
wysypkowych). Mog¹ one tak¿e stanowiæ zagro¿enie
dla osób podró¿uj¹cych po krajach egzotycznych (licz-
na grupa zarówna starych jak i nowych gor¹czek pla-
mistych). Wykrycie w kleszczach na terenie Polski
R. slovaca i R. helvetica wskazuje tak¿e na mo¿liwo�æ
wystêpowania rodzimych przypadków gor¹czek pla-
mistych. Pojawianie siê nowych chorobotwórczych
i niechorobotwórczych riketsji jest wynikiem w znacz-
nym stopniu zwiêkszenia wykrywalno�ci zwi¹zanego
z rozwojem metod diagnostycznych opartych o tech-
niki molekularne. Coraz wiêksza ich dostêpno�æ
sprzyja rozwojowi badañ ukierunkowanych na wykry-
wanie i identyfikacjê czynników chorobotwórczych.
Zastosowanie technik molekularnych pozwala tak¿e
na wykrycie i charakterystykê nowych gatunków, które
mog¹ stanowiæ potencjalne zagro¿enie dla cz³owieka
i zostaæ uznane za patogenne w przysz³o�ci.
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1. Wprowadzenie

W 2008 roku mija 30 lat od dnia, kiedy w New
England Journal of Medicine ukaza³ siê pierwszy arty-
ku³ autorstwa zespo³u J o h n a  B a r t l e t t a  na temat
roli Clostridium difficile w etiologii rzekomob³onias-
tego zapalenia jelit [1]. W tym¿e 1978 roku ten sam
zespó³ w czasopi�mie Lancet opublikowa³ pracê na
temat skuteczno�ci wankomycyny w leczeniu przypad-
ków zaka¿eñ C. difficile [7]. Podobne wyniki uzyskali
w tym czasie tak¿e autorzy brytyjscy. Jednocze�nie
w Lancet ukaza³y siê artyku³y na temat skuteczno�ci
metronidazolu w leczeniu CDAD (C. difficile � asso-
ciated disease) [5, 11]. Pierwsze randomizowane ba-
dania na ten temat zosta³y opublikowane w 1983 roku
[20]. Dopiero w 1996 roku ukaza³a siê pierwsza praca
opisuj¹ca porównywaln¹ skuteczno�æ metronidazolu
i wankomycyny w leczeniu CDAD [21]. Pojawi³y siê
tak¿e artyku³y sugeruj¹ce konieczno�æ ograniczenia
stosowania wankomycyny ze wzglêdu na wzrost liczby
szczepów wankomycynoopornych enterokoków (VRE)
[3]. W 1997 roku American College of Gastroentero-
logy przedstawi³ rekomendacje zalecaj¹ce stosowa-
nie metronidazolu w wiêkszo�ci przypadków CDAD
i tylko w nielicznych, o bardzo ciê¿kim przebiegu kli-
nicznym, zalecano stosowanie wankomycyny. Przez
szereg lat ostatniej dekady XX wieku nie by³o po-
wodów do poszukiwañ nowych leków skutecznych
w leczeniu CDAD. Dopiero z pocz¹tkiem XXI wieku
narastaj¹ca liczba przypadków spowodowanych hyper-
wirulentnym szczepem NAP1/027 opornym na fluoro-

chinolony, sta³a siê impulsem do poszukiwania nowych
leków. Szczê�liwie, nie ma jeszcze powodów do obaw
przed oporno�ci¹ C. difficile na metronidazol i wanko-
mycynê nawet w przypadku hyperwirulentnego szcze-
pu NAP1/027.

C. difficile, sporuluj¹ca beztlenowo rosn¹ca Gram-
dodatnia laseczka, wywo³uje schorzenia o do�æ zró¿-
nicowanym przebiegu klinicznym: od samoistnie ustê-
puj¹cych biegunek poantybiotykowych do ciê¿kich
przypadków rzekomob³oniastego zapalenia jelit (PMC
� pseudomembranous colitis) [10, 14]. Patogeneza
schorzeñ zwi¹zana jest g³ównie z wysok¹ toksyno-
twórczo�ci¹ szczepów. Poprzedzaj¹ca biegunki antybio-
tykoterapia, zw³aszcza klindamycyn¹ i ciprofloksacyn¹,
zaburzaj¹ca fizjologiczn¹ florê jelitow¹, jest uwa¿ana
za pierwotny czynnik ryzyka rozwoju zaka¿eñ C. diffi-
cile. Drobnoustrój ten zaliczono do najwa¿niejszych
czynników etiologicznych zaka¿eñ szpitalnych, wp³y-
waj¹cych istotnie na wzrost kosztów hospitalizacji ze
wzglêdu na d³u¿szy pobyt pacjentów w szpitalu i wy-
magane dodatkowe leczenie [9].

Historycznie C. difficile ³¹czymy z zaka¿eniami
u pacjentów w starszym wieku, g³ównie przebywaj¹-
cych w domach opieki lub leczonych w oddzia³ach ge-
riatrycznych. Z koñcem XX i pocz¹tkiem XXI wieku
notuje siê jednak coraz wiêcej przypadków zaka¿eñ
nie zwi¹zanych z poprzedzaj¹c¹ antybiotykoterapi¹
i hospitalizacj¹ � s¹ to tak zwane zaka¿enia pozaszpi-
talne CA-CDAD (community-associated C. difficile
� associated disease). G³ówn¹ przyczyn¹ tych zaka¿eñ
jest �hyperwirulentny� epidemiczny szczep C. difficile
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North American Pulse-field type 1 (NAP1) o ryboty-
pie 027 i toksynotypie III, produkuj¹cy toksynê bi-
narn¹ i du¿e ilo�ci toksyny A i toksyny B. Szczep ten
zosta³ wyhodowany i opisany po raz pierwszy w Ka-
nadzie. Jest on przyczyn¹ schorzeñ o wysokiej zaka�-
no�ci i �miertelno�ci.

W ci¹gu ostatnich 8 lat wed³ug danych CDC i ECDC
obserwujemy tendencjê wzrostu liczby zaka¿eñ szcze-
pem NAP1/027 [2, 6, 8, 15], co sugeruje, ¿e oprócz
tradycyjnie uznanych, pojawi³y siê inne, dotychczas
jeszcze nieznane czynniki ryzyka zaka¿eñ, zw³aszcza
w przypadkach CA-CDAD. Mamy wiêc do czynienia
ze zjawiskiem podobnym do stwierdzonego w przy-
padkach zaka¿eñ CA-MRSA (pozaszpitalne zaka¿enia
metycylinoopornym gronkowcem z³ocistym).

2. Sytuacja epidemiologiczna

Wed³ug danych CDC (www.cdc.gov/mmwr/preview
/mmwrhtml/mm5713a3.htm) w Connecticut od stycz-
nia 2006 roku CA-CDAD wpisano do listy zaka¿eñ
podlegaj¹cych zg³aszaniu [19]. Przypadki podlegaj¹ce
zg³aszaniu zdefiniowano nastêpuj¹co: wyst¹pienie ob-
jawów ¿o³¹dkowo-jelitowych z pozytywnym testem
na obecno�æ toksyn C. difficile u osób niehospitalizo-
wanych lub nieleczonych w obiektach s³u¿by zdrowia
w ci¹gu 3 poprzedzaj¹cych miesiêcy, lub obecno�æ
podobnych objawów u pacjentów w ci¹gu pierwszych
48 godzin hospitalizacji [11]. Badania przeprowadzone
w 2006 roku w 32 szpitalach w Connecticut wykaza³y,
¿e spo�ród wszystkich zarejestrowanych przypadków
74% zanotowano u pensjonariuszy domów opieki.
Spo�ród 32 szpitali w 28 (88%) zanotowano, co naj-
mniej po jednym przypadku zaka¿eñ C. difficile (od
1 do 23 przypadków). Oko³o 46% pacjentów hospita-
lizowano celem zdiagnozowania i leczenia biegunki,
12% pacjentów hospitalizowano w oddzia³ach inten-
sywnej terapii, u 2% pacjentów ze zdiagnozowan¹
okrê¿nic¹ olbrzymi¹ przeprowadzono kolektomiê, 2%
pacjentów zmar³o na skutek komplikacji po zaka¿eniu
C. difficile. Czas hospitalizacji pacjentów waha³ siê od
jednego do 39 dni. Analizuj¹c sytuacjê epidemiolo-
giczn¹ w Connecticut zwrócono szczególn¹ uwagê,
i¿ 25% przypadków zaka¿eñ (biegunka najczê�ciej
z domieszk¹ krwi) wyst¹pi³a w�ród osób stosunkowo
m³odych (<45 lat, p<0,04), nieleczonych w obiek-
tach s³u¿by zdrowia w ci¹gu 12 miesiêcy poprzedza-
j¹cych biegunkê [19]. Liczba zaka¿eñ w Connecticut
w 2006 roku stanowi³a 6.9 przypadków na 100.000
osób, z du¿¹ przewag¹ osób w podesz³ym wieku. Po-
dobne badania przeprowadzono wcze�niej w Wielkiej
Brytanii (2004 rok) gdzie odnotowano 22 przypadki na
100.000 osób oraz w Filadelfii (2005 rok) � 7,6 przy-
padków na 100.000 [4]. We wszystkich badaniach

zwrócono uwagê, i¿ oko³o jedna czwarta przypadków
zaka¿eñ wyst¹pi³a u osób bez okre�lonych czynników
ryzyka (podesz³y wiek i poprzedzaj¹ca hospitalizacja).
U ponad jednej trzeciej pacjentów, nie zanotowano
poprzedzaj¹cego leczenia antybiotykami lub chemio-
terapeutykami. Fakty te �wiadcz¹ wed³ug CDC o ko-
nieczno�ci dalszych badañ epidemiologicznych oraz
prowadzenia dok³adnej charakterystyki mikrobiologicz-
nej i genetycznej szczepów C. difficile izolowanych
z przypadków zaka¿eñ.

Zaka¿enie C. difficile CA-CDAD nastêpuje g³ównie
poprzez bezpo�redni kontakt z osob¹ zaka¿on¹/nosi-
cielem lub poprzez kontakt ze ska¿onymi przedmio-
tami �rodowiska szpitalnego/ambulatoryjnego, lub te¿
poprzez spo¿ywanie ska¿onej ¿ywno�ci. Hyperwiru-
lentny szczep NAP1/027 wyhodowano z miêsa wo³o-
wego sprzedawanego w jednej z hurtowni w Kanadzie
[16]. Konieczne s¹ dalsze badania dla wyja�nienia pro-
blemu zaka¿enia C. difficile po spo¿yciu zainfekowa-
nej ¿ywno�ci.

Mo¿liwo�æ wytwarzania spor jest cech¹ sprzyjaj¹c¹
prze¿ywaniu bakterii przez d³ugi czas w �rodowisku
zewnêtrznym, poza organizmem cz³owieka lub zwie-
rzêcia, umo¿liwiaj¹c¹ do�æ ³atwe rozpowszechnianie
siê szczepów (g³ównie drog¹ fekalno-oraln¹). �ród³em
szczepów C. difficile s¹ chorzy z klinicznymi objawa-
mi CDAD, bezobjawowi nosiciele (zw³aszcza osoby
w starszym wieku), zdrowe noworodki, �rodowisko
szpitalne, zwierzêta (psy, koty, konie, cielêta, nowo-
rodki �wiñ, ptaki itd.) [9]. Toksynotwórcze szczepy
C. difficile izoluje siê z ka³u ok. 70�80% noworodków
i niemowl¹t do 2-ego roku ¿ycia. Brak objawów choro-
by t³umaczy siê g³ównie niedorozwojem uk³adu odpor-
no�ciowego i brakiem receptorów jelitowych, zw³asz-
cza dla toksyny A u ma³ych dzieci.

CDAD mo¿e manifestowaæ siê ró¿nymi objawami:
od biegunki o �redniej ciê¿ko�ci do ciê¿kiego PMC,
posocznic¹, pora¿eniem wielonarz¹dowym a nawet
�mierci¹. Oprócz tradycyjnych metod mikrobiologicz-
nych, w diagnostyce tych schorzeñ bardzo pomocny jest
wska�nik poziomu leukocytozy. Przyk³adowo w jednej
z publikacji opisano, i¿ u po³owy z 60 hospitalizowa-
nych pacjentów z leukocytoz¹ o niewyja�nionej etio-
logii zdiagnozowano CDAD. Wed³ug definicji Amery-
kañskiego Towarzystwa Chorób Zaka�nych i Epide-
miologii jako ciê¿ki przypadek CDAD traktuje siê
przypadek pacjenta z leukocytoz¹ >/ = 15000/mm3 lub
wzrostem poziomu kreatyniny ponad 50% powy¿ej nor-
my. Do przypadków o �redniej ciê¿ko�ci s¹ zaliczane
przypadki pacjentów z leukocytoz¹ poni¿ej 15000/mm3

i wzrostem poziomu kreatyniny poni¿ej ni¿ 1,5-krot-
ny wzrost [14].

W pocz¹tkowej fazie CDAD obserwuje siê objawy
nieswoiste, na które warto zwróciæ uwagê podczas ba-
dañ, np. zaczerwienienie �luzówki jelit podczas en-
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doskopii lub obecno�æ ognisk zapalnych zlokalizowa-
nych w lewej czê�ci okrê¿nicy. Choroba mo¿e przej�æ
w postaæ ciê¿k¹ � PMC. Ciê¿kim przypadkom CDAD
towarzyszy gor¹czka, leukocytoza, hypoalbuminemia
i wysokie stê¿enia CRP. Pacjent z takimi objawami
wymaga agresywnej terapii celem prewencji powsta-
wania okrê¿nicy olbrzymiej, perforacji jelit i patologii
wielonarz¹dowej [14]. W przypadku pacjentów z ciê¿-
kim przebiegiem zaka¿enia zalecana jest terapia wan-
komycyn¹, poniewa¿ farmakokinetyka wankomycyny
warunkuje mniejsze prawdopodobieñstwo powstawa-
nia powik³añ. Ze wzglêdu na to, ¿e nie istnieje jeszcze
mo¿liwo�æ szybkiego typowania C. difficile celem
wykazania obecno�ci szczepów NAP1/027, w ka¿dym
przypadku ciê¿kiej postaci zaka¿enia nale¿y stosowaæ
wankomycynê. W kwietniu 2008 roku w czasopi�-
mie Clinical Infectious Diseases ukaza³ siê artyku³
J a c q u e s� a  P e p i n� a  pod tytu³em: �Vancomycin
for the treatment of C. difficile infection: for whom is
this expensive bullet really magic?� [14]. Autor, anali-
zuj¹c wyniki wszystkich dotychczasowych badañ do-
tycz¹cych leczenia CDAD dochodzi do wniosku, ¿e
stosowanie tak drogiego antybiotyku (koszt leczenia
wankomycyn¹ wynosi ok. 400 $, metronidazolem tyl-
ko 20 $) ma sens tylko w ciê¿kich przypadkach CDAD,
natomiast w pozosta³ych zalecane jest rozpoczêcie le-
czenia od podawania metronidazolu [14].

3. Czynniki wirulencji

C. difficile produkuje dwie du¿e bia³kowe toksyny:
toksynê A (TcdA) � enterotoksynê o wielko�ci 308 kDa
i toksynê B (TcdB) � cytotoksynê o wielko�ci 270 kDa,
które s¹ glikozylotransferazami, oraz toksynê binarn¹,
pe³ni¹c¹ funkcjê rybozylotransferazy. Toksyna binarna
wystêpuje u ~10% szczepów C. difficile, dzia³a we-
wn¹trzkomórkowo, modyfikuje cz¹steczki aktyny [9].
Opisano szczepy C. difficile posiadaj¹ce tylko toksynê
binarn¹ (TcdA-/TcdB-/binarna+), której rola w pato-
genezie zaka¿eñ C. difficile nie jest do koñca wyja�-
niona. Przez ostatnie lata opisano szczepy C. difficile
posiadaj¹ce toksynê B przy braku toksyny A (TcdA-/
TcdB+). Wykazano epidemiczne znaczenie tych szcze-
pów i udowodniono, ¿e szczepy te maj¹ identyczn¹
delecjê w genach koduj¹cych toksynê A. W zale¿no�ci
od kombinacji trzech toksyn produkowanych przez
C. difficile zidentyfikowano siedem g³ównych typów:
A+B+CDT-, A-B+CDT-, A-B+CDT+, A+B-CDT+,
A+B+CDT+, A-B-CDT+, A-B-CDT-[17].

Geny, koduj¹ce toksyny A i B (tcdA i tcdB) s¹ zloka-
lizowane w regionie chromosomalnym, zwanym PaLoc
(Pathogenicity Locus) o wielko�ci 19000 par zasad
(w nietoksynotwórczym szczepie tylko 115 par zasad).

S¹ tutaj tak¿e 3 dodatkowe geny, spe³niaj¹ce funkcje
regulatorowe i transportowe (tcdD, tcdE i tcdC).
W szczepach C. difficile NAP1/027 wykryto toksynê
binarn¹ i delecjê o wielko�ci 18-bp w tcdC (negatywny
regulator toksynotworzenia), a tak¿e dodatkow¹ dele-
cjê pojedynczych par zasad w pozycji 117 [17].

Toksynotypy szczepów C. difficile zdefiniowano na
podstawie wykrywanych identycznych zmian w PaLoc.
Toksynotypowanie oparte jest na metodzie RFLP-PCR.
Po amplifikacji PaLoc o wielko�ci 19 kpz otrzymuje
siê 10 fragmentów, które porównuje siê z fragmentami
referencyjnego szczepu VPI 10463. Ka¿dy gen kodu-
j¹cy toksynê wykazuje 3 fragmenty koresponduj¹ce
z domen¹ katalityczn¹ (A1 i B1), translokacyjn¹ (A2
i B2) i powtarzaln¹ (A3 i B3). Amplifikacja wszyst-
kich 10 fragmentów jest bardzo pracoch³onna, dlatego
te¿ do celów skryningowych stosuje siê zaproponowa-
n¹ przez R u p n i k  i wsp. metodê wykrywania dwóch
najbardziej zmiennych fragmentów: B1 odtwarzaj¹ce-
go czê�æ 5� w tcdB i A3, koduj¹cego czê�æ 3� tcdA
[18]. Wzory restrykcyjne HincII/AccI(B1) i EcoRI
(A3) decyduj¹ o okre�lanych 7 rodzajach wzorów re-
strykcyjnych B1 HincII/AccI i 11 typach wzorów A3
EcoRI (http://www.mf.uni-mb.si/mikro/tox). Je¿eli zo-
staje opisany dotychczas nieznany wzór restrykcyjny,
okre�la siê go jako nowy toksynotyp szczepu i poddaje
siê szczegó³owej analizie ca³y jego PaLoc. Wzorcowy
szczep VPI 10463 reprezentuje toksynotyp 0. Znane
s¹ dotychczas 24 toksynotypy (I�XXIV) ró¿ni¹ce siê
zmianami w PaLoc w postaci delecji, insercji lub mu-
tacji punktowych. Generalnie 3 rodzaje mutacji domi-
nuj¹ w PaLoc szczepów C. difficile: delecje dominuj¹
w tcdA, nie s¹ opisane w tcdB, mutacje punktowe s¹
bardziej charakterystyczne dla tcdB.

4. Podsumowanie

W tegorocznym marcowym numerze PLoS One
(www.plosone.org) ukaza³ siê artyku³ angielskich ba-
daczy pod tytu³em �Clinical severity of C. difficile
PCR ribotype 027: a case-case study� [13], opisuj¹cy
przeprowadzon¹ retrospektywn¹ analizê 123 przypad-
ków zaka¿eñ C. difficile zdiagnozowanych w ci¹gu
2006 roku w szpitalach wschodniej Anglii. W analizie
statystycznej testem dla wielu zmiennych porównuj¹-
cej ciê¿ko�æ zaka¿eñ w zale¿no�ci od wieku, p³ci, po-
przedzaj¹cego leczenia szpitalnego w ci¹gu ostatnich
60 dni udowodniono, ¿e szczep 027 nie wydaje siê
ró¿niæ stopniem zjadliwo�ci od pozosta³ych nienale-
¿¹cych do rybotypu 027. Autorzy tego artyku³u, pod-
sumowuj¹c wyniki swojej analizy, zakwestionowali
wyolbrzymienie znaczenia szczepów o rybotypie 027
w ciê¿kich przypadkach zaka¿eñ C. difficile w Ameryce
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Pó³nocnej i Europie, szeroko opisywane ostatnio w lite-
raturze medycznej. W zwi¹zku z powy¿szym mo¿na
stwierdziæ, ¿e tylko dalsze badania mikrobiologiczne,
kliniczne i genetyczne wyja�ni¹ przyczyny ciê¿kich
zaka¿eñ C. difficile, a tak¿e rolê okre�lonych patoty-
pów w tych zaka¿eniach.
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1. Wstêp

Mimo, ¿e up³ynê³o ponad æwieræ wieku od ukazania
siê pierwszych wytycznych CDC (Centers for Disease
Control) [wg 15] na temat identyfikacji Gram-dodat-
nich pa³eczek z grupy coryneform, w wielu laborato-
riach s¹ one identyfikowane jedynie do rodzaju lub
pomijane. Nadal te¿, ocena udzia³u w zaka¿eniach
oportunistycznych gatunków Corynebacterium spp.
i innych coryneform bakterii �ci�le wi¹¿e siê z mo¿-
liwo�ciami diagnostycznymi, tj. wiedz¹ mikrobiologa
i metodami, jakimi dysponuj¹ laboratoria.

Po publikacji CDC [wg 15] ukaza³o siê kilka opra-
cowañ na temat coryneform bakterii [9, 13, 15, 21],
w których szczegó³owo opisano metody identyfikacji
tych drobnoustrojów oraz ich udzia³ w zaka¿eniach
u cz³owieka. W ci¹gu ostatnich dwóch dekad w pi�-
miennictwie anglojêzycznym pojawi³o siê wiele pu-
blikacji, których autorzy opisuj¹ przypadki zaka¿eñ
z udzia³em Corynebacterium spp. [1, 4, 11, 19, 23, 29,
33, 48], lekowra¿liwo�æ [16, 18, 22, 24, 44, 45] i epide-
miologiê coryneform bakterii [23, 30, 33, 39]. W do-
stêpnym pi�miennictwie polskim na temat coryneform
bakterii jest niewiele publikacji [5, 20, 26, 27, 29, 31,
37, 48, 49]. Ponadto, dopiero niedawno w jednym
z podrêczników [41] wprowadzono okre�lenie �cory-
neform�, od dawna stosowane na �wiecie i zrozumia³e
dla specjalistów.

Postêp medycyny w zakresie diagnostyki i lecze-
nia chorób paradoksalnie przyczynia siê do wzrostu
zaka¿eñ oportunistycznych u chorych z obni¿on¹ od-
porno�ci¹, dla których zagro¿enie stanowi¹ drobno-
ustroje nale¿¹ce do mikroflory fizjologicznej cz³owie-

ka, m.in. Corynebacterium spp. Wspó³cze�nie, nie w¹t-
pi siê w znaczenie koagulazo-ujemnych gronkowców
w zaka¿eniach zwi¹zanych np. z biomateria³ami, czy
udzia³u enterokoków w ró¿nych postaciach zaka¿eñ
szpitalnych. Uznanie Gram-dodatnich maczugowatych
pa³eczek za przyczynê oportunistycznych zaka¿eñ
szpitalnych jest trudniejsze � bakterie te mog¹ byæ izo-
lowane prawie ze wszystkich próbek klinicznych, po-
niewa¿ powszechnie wystêpuj¹ na skórze i b³onach
�luzowych cz³owieka. Ponadto coryneform bakterie,
a tak¿e Corynebacterium spp. charakteryzuje zró¿nico-
wanie cech morfologicznych i biochemicznych, niespo-
tykane w�ród innych grup drobnoustrojów. Polimor-
fizm, ró¿ne wymagania od¿ywcze w obrêbie rodzaju
oraz czas hodowli dodatkowo utrudniaj¹ diagnostykê.

Zaka¿enia z udzia³em oportunistycznych gatunków
Corynebacterium spp. nale¿¹ do rzadkich, st¹d praw-
dopodobnie ich diagnostyka stwarza wiele trudno�ci.
Niejednokrotnie problem stanowi ich hodowla, iden-
tyfikacja, a przede wszystkim ocena lekowra¿liwo�ci.
Mimo, ¿e znaczenie kliniczne coryneform bakterii na-
dal budzi wiele kontrowersji, to niezaprzeczalna jest
te¿ potrzeba jasnych rekomendacji dotycz¹cych diag-
nostyki zaka¿eñ z udzia³em tych drobnoustrojów.

2. Systematyka rodzaju

Coryneform (gr. coryne � maczuga, ang. form
� kszta³t) bakterie to Gram-dodatnie, nieregularne, nie-
kwasooporne pa³eczki zwi¹zane z zaka¿eniami u cz³o-
wieka. Do grupy tej oprócz Corynebacterium (gr.
coryne � maczuga, bakterion � ma³e pa³eczki) nale¿¹
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obecnie: Turicella, Arthrobacter, Brevibacterium, Der-
mabacter, Rothia, Exiguobacterium, Oerskovia, Cellu-
lomonas, Cellulosimicrobium, Microbacterium, Curto-
bacterium, Leifsonia, Arcanobacterium [4, 14].

Rodzaj Corynebacterium nale¿y do klasy Actino-
bacteria, rzêdu Actinomycetales, podrzêdu Corynebac-
terineae, rodziny Corynebacteriaceae. Rodzaj zawiera
obecnie 72 gatunki, w tym 43 o znaczeniu klinicznym
(tab. I), a 29 niezwi¹zanych z zaka¿eniami u cz³owieka
jest izolowanych od zwierz¹t, ro�lin i ze �rodowiska:
C. ammoniagenes, C. aquilae, C. auriscanis, C. callu-
nae, C. camporealense, C. capitovis, C. casei, C. cas-
pium, C. ciconiae, C. cystitidis, C. efficiens, C. felinum,
C. flavescens, C. glaucum, C. glutamicum, C. haloto-
lerans, C. kutcheri, C. mastitidis, C. mooreparkense,
C. phocae, C. pilosum, C. renale, C. sphenisci, C. sphe-
niscorum, C. suicordis, C. terpenotabidum, C. testudi-
noris, C. variabile, C. vitaeruminis [4, 10, 12, 14, 17,
32, 35, 36, 38, 47].

3. Corynebacterium spp. � charakterystyka

W metodzie Grama Corynebacterium spp. barwi¹
siê nierównomiernie. S¹ to cienkie, zakrzywione pa-
³eczki, czasem kszta³tem przypominaj¹ce maczugê (roz-
szerzone koñce). Komórki uk³adaj¹ siê najczê�ciej rów-
nolegle, palisadowo lub k¹towo (formy V, Y) [14, 15].

Corynebacterium spp. maj¹ dobrze zdefiniowane
w³a�ciwo�ci chemotaksonomiczne, jednak mo¿liwo�æ
ich analizy maj¹ tylko o�rodki referencyjne. W odró¿-

nieniu od pozosta³ych coryneform, w sk³ad �ciany ko-
mórkowej Corynebacterium spp. (z wyj¹tkiem C. amy-
colatum, C. kroppenstedtii i C. atypicum) [7, 8, 17]
wchodz¹ krótko³añcuchowe 22�36 � wêglowe kwasy
mykolowe. Poza g³ównymi komórkowymi nienasyco-
nymi kwasami t³uszczowymi (palmitynowy, oleinowy,
stearynowy) obecnymi u wszystkich maczugowców,
C. urealyticum i C. confusum dodatkowo zawieraj¹
kwas tuberkulostearynowy [14]. Oprócz kwasu mezo-
diaminopimelinowego �ciana komórkowa Corynebac-
terium spp. zawiera arabinozê i galaktozê. Ró¿norod-
no�æ w obrêbie rodzaju odzwierciedla zawarto�æ par
zasad G+C, która waha siê od 46 mol% (u C. kutcheri)
do 74 mol% (u C. auris) [13�15].

Wszystkie gatunki Corynebacterium spp. s¹ katalazo-
dodatnie. Gatunki o znaczeniu klinicznym s¹ zawsze
nieruchliwe i oksydazo-ujemne (z wyj¹tkiem rzadko
izolowanego C. bovis, który mo¿e byæ oksydazo-do-
datni), nie wytwarzaj¹ ¿elatynazy i bardzo rzadko
hydrolizuj¹ eskulinê (C. durum, C. glucuronolyticum,
C. kroppenstedtii, C. matruchotii).

Rodzaj zawiera gatunki lipofilne i nielipofilne oraz
fermentuj¹ce i niefermentuj¹ce [13�15].

4. Identyfikacja

Obecnie, aby opisaæ nowy gatunek Corynebacte-
rium spp. lub przypadek kliniczny z udzia³em tych bak-
terii niezbêdne jest wykorzystanie chemotaksonomii,
metod fenotypowych i genotypowych [4], chocia¿ wg

  * � gatunki najczê�ciej izolowane w badaniach w³asnych
** � gatunki bardzo rzadko izolowane
pogrubion¹ czcionk¹ zaznaczono gatunki lipofilne

T a b e l a  I
Oportunistyczne gatunki Corynebacterium spp. o znaczeniu klinicznym

[4, 7, 8, 12, 14, 17, 32, 35, 36, 38, 47]

Czêsto izolowane Rzadko izolowane Opisano pojedyncze szczepy

C. amycolatum*
CDC group F-1*
CDC group G*
C. glucuronolyticum
C. jeikeium*
C. macginleyi*
C. minutissimum*
C. nigricans
C. pseudodiphtheriticum
C. riegelii
C. striatum*
C. urealyticum*

C. accolens*
C. afermentans subsp. afermentans
C. afermentans subsp. lipophilum*
C. argentoratense
C. auris
C. bovis**
C. confusum
C. coyleae
C. durum
C. falsenii
C. imitans
C. kroppenstedtii
C. matruchotii**
C. mucifaciens
C. mycetoides
C. propinquum
C. thomssenii**
C. tuberculostearicum**
C. xerosis

C. appendicis
C. atypicum
C. aurimucosum
C. freneyi
C. hansenii
C. lipophiloflavum
C. resistens
C. sanguinis
C. simulans
C. singulare
C. sundsvallense
C. tuscaniae
C. uricelerivorans
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F u n k e  i wsp. [14] �z³oty standard� w identyfikacji
stanowi szczegó³owa ocena cech fenotypowych.

W schemacie von G r a e v e n i t z a  i F u n k e
[15] podstawê identyfikacji coryneform bakterii sta-
nowi morfologia komórki (wynik barwienia metod¹
Grama) i kolonii (kszta³t, wielko�æ, konsystencja, ko-
lor, zapach). Cechy te pozwalaj¹ na odró¿nienie Cory-
nebacterium spp. od innych coryneform bakterii, a na-
wet wstêpne zró¿nicowanie niektórych gatunków
Corynebacterium. Na przyk³ad typowy wygl¹d ma-
czugowatych, drobnych pa³eczek jest charakterystycz-
ny tylko dla Corynebacterium spp. (z wyj¹tkiem C. du-
rum, C. matruchotti), Turicella spp. to d³ugie pa³eczki,
a kokopa³eczki i bardzo krótkie pa³eczki tworzy Arthro-
bacter spp. i Dermabacter spp. [4, 13�15]. Drobne,
g³adkie kolonie s¹ charakterystyczne dla gatunków
lipofilnych (np. C. urealyticum), suche, woskowe z nie-
regularnym brzegiem s¹ typowe dla C. amycolatum,
a �luzowe dla C. mucifaciens (opisano szczep atypowy)
[4, 14]. Tylko nieliczne gatunki tworz¹ zabarwione ko-
lonie, np. C. lipophiloflavum � ¿ó³te [14], C. nigricans
� czarne [38], a jedynie szczepy Brevibacterium spp.
wydzielaj¹ charakterystyczny podobny do sera zapach

[4, 14, 15]. Ponadto, w�ród gatunków lipofilnych tylko
szczepy C. urealyticum hydrolizuj¹ mocznik w ci¹gu
5 minut, a $-glukuronidazê wytwarzaj¹ jedynie szcze-
py C. glucuronolyticum (synonim C. seminale) [14,
15]. Oprócz oceny morfologii schemat identyfikacji
von G r a e v e n i t z a  i F u n k e  [15] zawiera: oce-
nê obecno�ci katalazy, fermentacji/utleniania cukrów,
zdolno�ci ruchu, redukcji azotanów, hydrolizy mocz-
nika (24 godziny), eskuliny (48 godzin), wytwarzania
kwasów (48 godzin) z glukozy, maltozy, sacharozy,
mannitolu i ksylozy, test CAMP (24 godziny) oraz
lipofilno�ci (obfity wzrost na pod³o¿ach z 0,1�1%
Tween 80) [4, 14]. Cechy te zosta³y szczegó³owo
przedstawione [26, 27].

Z wielu dostêpnych komercyjnych testów identy-
fikacyjnych u¿yteczne w ró¿nicowaniu coryneform
mog¹ byæ g³ównie API Coryne (bioMérieux) i Rapid
CB Plus (Remel) [14]. Dostêpny na polskim rynku
test API Coryne umo¿liwia prawid³ow¹ identyfika-
cjê gatunków oportunistycznych takich jak: C. acco-
lens, CDC group G, C. glucuronolyticum, C. macgin-
leyi, C. propinquum, C. pseudodiphtheriticum, C. ure-
alyticum oraz uznanych patogenów C. diphtheriae,

C. amycolatum
suche, woskowe, z nieregularnym

3100325, 3100324
z C. striatum, C. minutissimum, C. xerosis

brzegiem, 1�2 mm [48, 49]

C. accolens** wypuk³e, g³adkie, drobne, < 0,5 mm 3000305, 3000105 �

C. afermentans
subsp. afermentans

g³adkie, okr¹g³e, 1�1,5 mm 2100004, z C. auris, Turicella otitidis [26, 27]

subsp. lipophilum**
wypuk³e, g³adkie, drobne, < 0,5 mm 2100004 �

CDC group F-1** wypuk³e, g³adkie, drobne, < 0,5 mm 2001125, 3001125
gatunek lipofilny fermentuj¹cy cukry,
ureazo-dodatni

CDC group G** wypuk³e, g³adkie, drobne, < 0,5 mm 2100104
z C. jeikeium [14, 26, 27],
mo¿e fermentowaæ fruktozê

wytwarza $-glukuronidazê, ureazê,
C. glucuronolyticum ¿ó³to-bia³e, wypuk³e, g³adkie, 1�1,5 mm 2040125, 3240165 test CAMP � dodatni, mo¿e hydrolizowaæ

eskulinê

C. jeikeium** wypuk³e, g³adkie, drobne, < 0,5 mm 2100304, 2100204 z CDC gr. G, nie fermentuje fruktozy

C. macginleyi** wypuk³e, g³adkie, drobne, < 0,5 mm 1100105, 1100115 �

2100135,
z C. striatum, C. amycolatum, C. xerosis

C. minutissimum b³yszcz¹ce, okr¹g³e, wilgotne, 1�1,5 mm
2100335, 2100325

[48,49], hydrolizuje tyrozynê, wytwarza
DNazê

C. nigricans czarne, okr¹g³e, szorstkie, 0,5�1,5 mm 2000125, 0000125 �

C. pseudo-
diphtheriticum

suche, okr¹g³e, 1�2 mm po 48 godz. 3101004 �

C. riegelii
wypuk³e, okr¹g³e, b³yszcz¹ce, 0101224, ureazo-dodatni, fermentuje maltozê
czasem kleiste, do 1,5 mm po 48 godz. 2001224, 2101224 (z opó�nieniem)

C. striatum
podobne do gronkowców

3100105, 3100305
z C. amycolatum, C. minutissimum,

koagulazo-ujemnych, 1�1,5 mm C. xerosis [48,49], hydrolizuje tyrozynê

C. urealyticum** wypuk³e, g³adkie, drobne, < 0,5 mm 2001004, 2101004 �

T a b e l a  I I
Wybrane cechy najwa¿niejszych klinicznie oportunistycznych gatunków Corynebacterium spp. [7, 14, 28, 38]

Gatunek Morfologia kolonii* Kod APICoryne Ró¿nicowanie

  * � morfologia kolonii 24-godzinnej hodowli na pod³o¿u Columbia Agar z 5% krwi¹ barani¹,
** � gatunki lipofilne na pod³o¿u z Tween 80 tworz¹ 24 godzinach kolonie >1 mm
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C. pseudotuberculosis i C. ulcerans [14, 15, 28]. Iden-
tyfikacja C. amycolatum, C. striatum i C. minutissi-
mum przy pomocy API Coryne wymaga wykonania
dodatkowych testów [15, 28]. Schemat ró¿nicowania
wymienionych gatunków opisano wcze�niej [27, 48,
49]. W identyfikacji pozosta³ych gatunków Coryne-
bacterium spp. ten system identyfikacji mo¿e mieæ za-
stosowanie do oceny poszczególnych cech bioche-
micznych [26, 27]. Nale¿y jednak uwzglêdniæ czas
wzrostu poszczególnych gatunków Corynebacterium
spp. i wyd³u¿yæ czas inkubacji w przypadku gatunków
lipofilnych do 48 godzin, a wyj¹tkowo 72 godzin
(C. coyleae natomiast fermentuje glukozê w ci¹gu
3�6 dni) [28, 14, 15] (tab. II).

Rapid CB Plus poprawnie pozwala zidentyfiko-
waæ: C. confusum, C. coyleae, C. durum, C. jeikeium,
C. propinquum, C. pseudodiphtheriticum, C. diphthe-
riae, C. pseudotuberculosis, C. ulcerans, C. urealy-
ticum [14].

W chemotaksonomii bardzo przydatne s¹ techniki
chromatograficzne (cieczowa, gazowa, cienkowars-
twowa) oraz spektrometria masowa, które podobnie
jak metody molekularne (rybotypowanie, hybrydyzacja
DNA-DNA) nie s¹ dostêpne w wielu polskich laborato-
riach mikrobiologicznych. Komercyjne systemy iden-
tyfikacji � oparte na chromatografii gazowo-cieczowej
Sherlock system (MIDI) i analizie 16S rRNA Micro-
Seq 500 (Perkin-Elmer) s¹ równie¿ niedoskona³e i nie
umo¿liwiaj¹ rozró¿nienia wszystkich gatunków [14, 43].

5. Diagnostyka mikrobiologiczna

W przypadku drobnoustrojów oportunistycznych,
nale¿¹cych do mikroflory cz³owieka okre�lenie ich
udzia³u w procesie chorobowym jest bardzo trudne
i zawsze wymaga wspó³pracy mikrobiologa i klini-
cysty. W odniesieniu do Corynebacterium spp. jest to
tym trudniejsze, ¿e do niedawna nie by³o wytycznych
odno�nie udzia³u tych drobnoustrojów w zaka¿eniach
szpitalnych. Coraz liczniejsze, dobrze udokumentowa-
ne przypadki kliniczne z udzia³em Corynebacterium
spp. w procesie chorobowym [1, 4, 11, 19, 23, 33],
szczególnie w przypadku nowych gatunków [7, 8, 12,
17, 32, 35, 36, 38, 47] oraz okre�lenie grup i czynników
ryzyka zaka¿eñ z udzia³em coryneform bakterii [3, 31]
z pewno�ci¹ przyczyni³y siê do poszerzenia wiedzy na
temat tych drobnoustrojów, a przede wszystkim do
wypracowania jasnych regu³ postêpowania. Wed³ug
F u n k e  i wsp. [14] coryneform bakterie powinny byæ
identyfikowane do gatunku i brane pod uwagê jako
czynnik etiologiczny zaka¿enia w przypadku:
a. izolacji z miejsc fizjologicznie ja³owych (np. krew,

je�li nie jest to jedna dodatnia próbka z kilku po-
branych); bardzo rzadko szczep izolowany z poje-

dynczej próbki stanowi czynnik etiologiczny zaka-
¿enia (z wyj¹tkiem przypadków leczonego zapale-
nia wsierdzia),

b. z odpowiednio pobranych próbek, je¿eli s¹ izolo-
wane w monokulturze lub jako mikroorganizm do-
minuj¹cy,

c. z moczu w ilo�ci 104 cfu/ml, je¿eli s¹ izolowane
w monokulturze lub >105 cfu/ml w hodowli mie-
szanej jako mikroorganizm dominuj¹cy.
Udzia³ coryneform bakterii w zaka¿eniu dodatko-

wo potwierdza fakt izolacji tego samego szczepu z kil-
ku próbek, obecno�æ coryneform w preparacie bez-
po�rednim, przy jednoczesnej leukocyturii lub je¿eli
w hodowli mieszanej drobnoustroje towarzysz¹ce na-
le¿¹ do bakterii saprofitycznych.

Jako mikroflorê fizjologiczn¹ nale¿y potraktowaæ
szczepy izolowane z próbek fizjologicznie nieja³o-
wych, gdy coryneform s¹ izolowane w równych lub
mniejszych ilo�ciach z innymi drobnoustrojami nale-
¿¹cymi do mikroflory cz³owieka.

Do izolacji Corynebacterium spp. wystarcza pod-
³o¿e z 5% krwi¹ barani¹ (lepszy wzrost na agarze Co-
lumbia ni¿ na agarze tryptozowo-sojowym). Hodowle
nale¿y jednak przed³u¿yæ do minimum 72 godzin. Do
rozwa¿enia pozostaje stosowanie pod³ó¿ wybiórczych
z fosfomycyn¹ (100 µg/ml) i glukozo-6-fosforanem
(12,5 µg/ml) lub furazolidonem (50�100 µg/ml), kr¹¿-
ków z fosfomycyn¹ (50 µg) i glukozo-6-fosforanem
(50 µg) [15] oraz pod³o¿a lub kr¹¿ków (200 µg) z mu-
pirocyn¹ [28], na które to zwi¹zki coryneform wyka-
zuj¹ oporno�æ. Niekiedy konieczne jest zastosowanie
pod³ó¿ specjalnych z 0,1�1% Tween 80 dla gatunków
lipofilnych, z uwagi na to, ¿e dla niektórych szczepów
bardzo sk¹py wzrost uzyskuje siê po 72 godzinach na
pod³o¿ach wzbogaconych krwi¹ [14, 15, 28].

6. Znaczenie kliniczne

Corynebacterium spp. podobnie jak koagulazo-
ujemne gronkowce stanowi¹ istotny sk³adnik sta³ej
mikroflory skóry i b³on �luzowych cz³owieka. Drobno-
ustroje te nie s¹ jednakowo rozmieszczone na skórze
cz³owieka; bytuj¹ w jamie nosowo-gard³owej, krtani,
koñcowym odcinku jelita cienkiego i w jelicie grubym,
w uk³adzie moczowo-p³ciowym (g³ównie w pochwie
i szyjce macicy), a tak¿e worku spojówkowym [14,
20]. Zaka¿enia o etiologii Corynebacterium spp. maj¹
najczê�ciej charakter endogenny, oportunistyczny.
Nieliczne s¹ doniesienia na temat zaka¿eñ egzogen-
nych, kiedy �ród³em szczepów mo¿e byæ inny skolo-
nizowany pacjent, personel medyczny lub �rodowisko
szpitalne [30, 33].

W�ród czynników predysponuj¹cych do zaka¿enia
o etiologii Corynebacterium spp. mo¿na wymieniæ:
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immunosupresjê, d³ugotrwa³¹ i szeroko zakresow¹
antybiotykoterapiê, sterydoterapiê, zabiegi operacyjne,
wiek powy¿ej 65 lat, choroby podstawowe (choroba
niedokrwienna serca, niewydolno�æ nerek, niewydol-
no�æ oddechowa, cukrzyca), w tym choroby nowotwo-
rowe (bia³aczka, szpiczak mnogi, ch³oniak, niedokrwis-
to�æ plastyczna, rak przewodowy sutka, rak pêcherza
moczowego i rak odbytu) oraz urazy wielonarz¹dowe,
zaka¿enia wirusami HIV, CMV i wcze�niactwo. Rów-
norzêdn¹ rolê odgrywa przerwanie ci¹g³o�ci skóry
i b³on �luzowych (cewnikowanie ¿y³y centralnej, pê-
cherza moczowego, serca i tracheotomia) oraz inwa-
zyjne procedury lecznicze (amputacje, zabiegi uro-
logiczne, transplantacje narz¹dów, szpiku kostnego,
mechaniczna wentylacja, hemodializa, dializa otrzew-
nowa, wszczepianie protez naczyniowych i sztucz-
nych zastawek). D³ugotrwa³a hospitalizacja i szeroko
zakresowa antybiotykoterapia mo¿e wp³ywaæ na zmia-
nê w sk³adzie mikroflory skóry i umo¿liwiaæ koloni-
zacjê przez wyselekcjonowane, wielolekoporne szcze-
py [1, 3, 16, 20, 22, 28, 31, 33]. Stwierdzono,
¿e izolowane od chorych hospitalizowanych szczepy
Corynebacterium spp. czêsto charakteryzuj¹ siê opor-
no�ci¹ na wiele grup antybiotyków, w odró¿nieniu od
wielolekowra¿liwych szczepów pochodz¹cych od osób
nie leczonych w szpitalu [5, 22, 39].

Oportunistyczne gatunki Corynebacterium spp.
najczê�ciej s¹ przyczyn¹ zaka¿eñ krwi, zaka¿eñ dróg
moczowo-p³ciowych i zaka¿eñ zwi¹zanych z bioma-
teria³ami [1, 3, 4, 9, 13�15, 21, 23, 26�29, 31, 37,
 48] (tabela III).

7. Lekowra¿liwo�æ

Do niedawna brak zaleceñ CLSI (Clinical Labo-
ratory Standards Institute) sprawia³o wiele trudno�ci
w ocenie lekowra¿liwo�ci Corynebacterium spp. Re-
komendowan¹ od 2006 roku przez CLSI [6] metod¹
oceny lekowra¿liwo�ci dla Corynebacterium spp. jest

metoda mikrorozcieñczeñ w bulionie Mueller-Hinton
z 2,5�5% krwi¹ koñsk¹, zbyt czasoch³onna i kosztow-
na do stosowania w codziennej pracy laboratorium.
Korzystniejszym rozwi¹zaniem jest zastosowanie
metody Etest (AB Biodisk), która wykazuje wysok¹
korelacjê warto�ci uzyskanych MIC (Minimal Inhi-
bitory Concentration) z warto�ciami otrzymanymi
metod¹ referencyjn¹ [61]. Producent Etestów zaleca
do oceny lekowra¿liwo�ci Corynebacterium spp. pod-
³o¿e Mueller-Hinton Agar z 5% krwi baraniej, za-
wiesinê bakteryjn¹ o gêsto�ci 1 McFarland oraz prze-
prowadzanie inkubacji w temperaturze 35°C w atmos-
ferze wzbogaconej 5% CO2 (w razie potrzeby) przez
24�48 godzin [46]. Kryteria umo¿liwiaj¹ce interpre-
tacjê warto�ci MIC uzyskanych dla Corynebacterium
spp. w dokumencie CLSI podano dla $-laktamów (pe-
nicylina, cefotaksym, ceftriakson, cefepim, imipenem,
meropenem), tetracyklin (tetracyklina, doksycyklina),
wankomycyny, daptomycyny, gentamicyny, erytromy-
cyny, klindamycyny, ciprofloksacyny, trimetoprimu-
sulfamethoksazolu, rifampicyny, quinuprostiny-dal-
fopristiny i linezolidu [6].

W minionej dekadzie ukaza³a siê ograniczona licz-
ba prac na temat wra¿liwo�ci coryneform na anty-
biotyki i chemioterapeutyki. Zaledwie kilka ujmuje
ten temat w sposób kompleksowy, wiêkszo�æ dotyczy
zazwyczaj tylko kilku wybranych antybiotyków lub
gatunków [16, 18, 21, 24, 29, 40, 45].

Wielolekooporno�æ jest prawdopodobnie g³ównym
czynnikiem u³atwiaj¹cym Corynebacterium spp. kolo-
nizacjê skóry, biomateria³ów, utrzymywanie siê w �ro-
dowisku szpitalnym i udzia³ w zaka¿eniach [1, 5, 28,
22, 30]. Corynebacterium spp. wykazuj¹ oporno�æ na
beta-laktamy, makrolidy, linkozamidy, chinolony, ami-
noglikozydy, kwas fusydowy i tetracyklinê [13�15,
26�29]. Najczê�ciej wielolekoporne s¹ szczepy z ga-
tunku C. jeikeium, C. urealyticum, C. amycolatum,
C. resistens [13�15, 26�29, 32], rzadziej C. striatum
i CDC grupa G [14, 33], w badaniach w³asnych
równie¿ C. afermentans subsp. lipophilum [28, 29].

C. atypicum 2003 Nieznany

C. nigricans 2003 Wymaz z dróg moczowo-p³ciowych kobiet (ci¹¿a powik³ana)

C. sanguinis 2003 Krew

C. tuberculostearicum 2004 Szpik kostny, krew, p³yn z otrzewnej, mocz wymaz z cewki moczowej, skóry, z ropnia

C. resistens 2005 Krew, pop³uczyny oskrzelowe, wymaz z ropnia

C. tuscaniae 2006 Krew

C. hansenii 2007 Wymaz z kikuta po amputacji koñczyny dolnej (t³uszczakomiêsak)

C. uricelerivorans 2007 Krew

T a b e l a  I I I
Gatunki Corynebacterium spp. opisane po 2002 roku* [12, 15, 17, 32, 35, 36, 38, 47]

* � gatunki opisane do 2002 r. przedstawiono wcze�niej [26�28]

Gatunek Rok opisu Rodzaj materia³u/przypadek kliniczny



322 AGNIESZKA MIKUCKA

Szczepy wielolekooporne pozostaj¹ wra¿liwe na gli-
kopeptydy (wankomycyna i teikoplanina), linezolid,
rimfapicynê oraz czêsto na doksycyklinê, minocyklinê
i tigecyklinê [13�15, 26�29, 32]. W badaniach w³as-
nych otrzymany zakres warto�ci MIC glikopeptydów
dla szczepów Corynebacterium spp. by³ wy¿szy (wan-
komycyna 0,19�1,5 µg/ml, teikoplanina 0,25�2 µg/ml)
w porównaniu do dotychczas opisywanych [24, 40],
co sugeruje ryzyko narastania oporno�ci na glikopep-
tydy w tej grupie pa³eczek w Polsce. Opisano ju¿ opor-
ne na wankomycynê szczepy Corynebacterium spp.
[2] i Brevibacterium spp. [45] oraz wykryto u coryne-
form gen vanA [34]. Warto�ci MIC uzyskiwane dla
linezolidu s¹ kilkakrotnie ni¿sze [18] (nie przekracza³y
MIC 0,2 µg/ml w badaniach w³asnych) w porównaniu
do MIC glikopeptydów.

Mechanizm nabywania oporno�ci przez Coryne-
bacterium spp. pozostaje niewyja�niony ale najbar-
dziej prawdopodobn¹ hipotez¹ jest nabywanie przez
nie oporno�ci od pa³eczek Gram-ujemnych w uk³a-
dzie pokarmowym, a nastêpnie stopniowa koloniza-
cja skóry [22, 39]. Przypuszcza siê, ¿e wielolekoopor-
no�æ Corynebacterium spp. zwi¹zana jest prawdo-
podobnie z zaburzeniami w przepuszczalno�ci �ciany
komórkowej [15].

U wielolekoopornego szczepu C. jeikeium opisano
bia³ko b³onowe MatE, które odpowiada za mechanizm
wypompowywania i nale¿y do rodziny bia³ek MATE
(multidrug and toxic compound extrusion) chroni¹-
cych komórkê przed antybiotykami i innymi toksycz-
nymi czynnikami. Prawdopodobnie zespo³y bia³ek
(NorM, DinF) z rodziny MATE s¹ w g³ównej mie-
rze odpowiedzialne za wielolekooporno�æ szczepów
C. jeikeium [42].

Dotychczas najszerzej opisano geny warunkuj¹ce
oporno�æ na makrolidy, linkozamidy, tetracykliny
i chloramfenikol [26]. Fenotyp MLSB, tj. oporno�æ na
makrolidy, linkozamidy i streptograminy B determino-
wany jest obecno�ci¹ genu erm(X). Przypuszcza siê, ¿e
fenotyp ten jest nabywany od szczepów posiadaj¹cych
naturaln¹ oporno�æ tego typu, kolonizuj¹cych skórê
i b³ony �luzowe. Gen erm(X) mo¿e byæ zlokalizowany
w transpozonie (np. Tn5432 u C. xerosis), w plaz-
midzie (np. pNG2 u C. diphtheriae) lub zintegrowany
z chromosomem (np. C. jeikeium, C. striatum) [42].

8. Podsumowanie

Od czasu ukazania siê pierwszych publikacji na te-
mat Corynebacterium spp. nast¹pi³ znaczny postêp
w wiedzy o tych bakteriach oraz wypracowano pewne
zalecenia dotycz¹ce identyfikacji, oceny lekowra¿-
liwo�ci i okre�lenia udzia³u w procesie chorobowym
pa³eczek z grupy coryneform. Nadal jednak identyfi-

kacja i ocena lekowra¿liwo�ci Corynebacterium spp.
s¹ problematyczne. Precyzyjna identyfikacja wielu no-
wych gatunków Corynebacterium spp. nie jest mo¿li-
wa w wiêkszo�ci laboratoriów polskich. Nadal pozo-
staje nierozstrzygniêta mo¿liwo�æ stosowania metody
kr¹¿kowo-dyfuzyjnej dla coryneform. Metoda ta coraz
czê�ciej jest niewystarczaj¹ca do oznaczania leko-
wra¿liwo�ci drobnoustrojów wielolekopornych, a nie-
wykluczone, ¿e równie¿ dla coryneform nie znajdzie
ona zastosowania. Proponowane pod³o¿e Mueller-
Hinton z krwi¹ koñsk¹ lub barani¹ nie zawsze jest wy-
starczaj¹ce do uzyskania wzrostu gatunków lipofil-
nych (wzrost po 96 godzinach lub brak wzrostu).
Mo¿e nale¿a³oby zró¿nicowaæ metodê i zamiast ogól-
nie rekomendowanego, dla niewymagaj¹cych gatun-
ków Corynebacterium spp. stosowaæ pod³o¿e Mueller-
Hinton Agar, a dla lipofilnych � pod³o¿e Mueller-
Hinton Agar z Tweenem 80. Wprawdzie dodanie
Tween 80 prawdopodobnie utrudnia dyfuzjê antybio-
tyków [50], co wyra¿a siê w wy¿szych warto�ciach
MIC glikopeptydów na pod³o¿u z dodatkiem Tween 80
ni¿ na pod³o¿u z krwi¹ barani¹, jednak w niektórych
przypadkach umo¿liwia wzrost lipofilnych Coryne-
bacterium spp. lub znacznie skraca czas oczekiwania
na wynik. Zastosowanie innego pod³o¿a ni¿ dotych-
czas proponowane z pewno�ci¹ wymaga³oby zmiany
kryteriów interpretacji uzyskanych wyników.

Na obecnym poziomie wiedzy optymaln¹ propo-
zycj¹, mo¿liw¹ do zastosowania w laboratoriach sze-
rokoprofilowych, wydaje siê oznaczanie lekowra¿li-
wo�ci Corynebacterium spp. metod¹ E-testów dla
glikopeptydów i linezolidu, na które drobnoustroje
te wykazuj¹ wra¿liwo�æ a jednocze�nie antybiotyki te
najczê�ciej uwzglêdniane s¹ w terapii empirycznej.
Jednak konieczne jest monitorowanie narastania opor-
no�ci na antybiotyki równie¿ w�ród coryneform.
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1. Wstêp

Legioneloza jest to zachorowanie wywo³ane przez
bakterie nale¿¹ce do rodziny Legionellaceae. Bakterie
te wraz z nale¿¹cymi do rodziny Coxiellaceae tworz¹
rz¹d Legionellales. Obecnie trwa dyskusja dotycz¹ca
dalszego podzia³u taksonomicznego w obrêbie rodziny
Legionellaceae. Wielu naukowców uwa¿a, ¿e oprócz
rodzaju Legionella, nale¿y tak¿e wyró¿niæ rodzaje
Fluoribacter i Tatlockia, obejmuj¹ce niektóre gatunki
do tej pory zaliczane do rodzaju Legionella takie jak
L. bozemanii (F. bozemanii) i L. micdadei (T. micdadei)
[2]. Ze wzglêdu na wystêpowanie bakterii Legionel-
laceae w �rodowisku wodnym, szczególnie tym stwo-
rzonym przez cz³owieka oraz zdolno�æ tych bakterii
do namna¿ania siê w temperaturze od 20°C do 50°C,
zaka¿enia pa³eczkami Legionella spp. uwa¿ane s¹ za
jedn¹ z chorób cywilizacyjnych.

2. Legioneloza

Legioneloza mo¿e manifestowaæ siê jako: zapalenie
p³uc (legionelozowe zapalenie p³uc, choroba legioni-
stów, LD) lub zaka¿enie o umiejscowieniu pozap³uc-
nym czêsto maj¹ce grypopodobne objawy (np. gor¹cz-
ka Pontiac). Zaka¿enia powoduj¹ przede wszystkim
pa³eczki zaliczane do gatunku L. pneumophila grupy

serologicznej 1 (ok. 50�80% wykrywanych zachoro-
wañ) i L. pneumophila sg 2�15 (ok. 10�20%). Z za-
chorowaniami wi¹zanych jest jednak co najmniej
20 gatunków Legionella m.in. L. micdadei (T. micda-
dei), L. bozemanii (F. bozemanii), L. longbeachae,
L. feeleii. Zaka¿enie nastêpuje poprzez inhalacjê ska-
¿onego tymi bakteriami aerozolu wodno-powietrz-
nego o wielko�ci kropli 2�5 µm lub aspiracjê wody.
�ród³em zaka¿enia mog¹ byæ wszelkie urz¹dzenia wy-
twarzaj¹ce aerozol wodno-powietrzny. �miertelno�æ
w�ród osób, u których stwierdzono chorobê legio-
nistów waha siê od 5 do 30% chorych i zale¿y od ogól-
nego stanu pacjenta, zjadliwo�ci szczepu Legionella
spp. wywo³uj¹cego zachorowanie, czasu nara¿enia na
zaka¿enie oraz zastosowanego leczenia. Do grupy ry-
zyka zaka¿eniami Legionella zaliczane s¹ osoby star-
sze, chorzy poddani leczeniu immunosupresyjnemu,
przeciwnowotworowemu, d³ugotrwa³ej antybiotykote-
rapii, z przewlek³ymi schorzeniami dróg oddecho-
wych lub chorobami metabolicznymi np. cukrzyc¹,
uzale¿nieni od alkoholu, nikotyny itp. S¹ to tak¿e oso-
by bez dodatkowych schorzeñ, ale pracuj¹ce w �rodo-
wisku, w którym wytwarzany jest aerozol wodno-po-
wietrzny np. obs³uguj¹cy bicze wodne, wanny wirowe
itp. w sanatorium, myjniê samochodów, myjniê wa-
rzyw oraz osoby korzystaj¹ce z wanien wirowych, ma-
sa¿y wodnych, nawil¿aczy itp. Czynnikiem ryzyka
jest te¿ przepracowanie i zestresowanie oraz czêste
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Risk of nosocomial legionellosis � technical or microbiological problem?

Abstract: Legionnaires� disease was first time described in 1976, but in Poland legionellosis, especially nosocomial infection, should
be considered an emerging-disease. The number of reported hospital infections is underestimated. Only one outbreak of hospital
acquired pneumonia due to L. pneumophila was discovered in Poland in 2007. According to the results of our study the majority of
examined hospital hot water systems were colonized with L. pneumophila, in a number highly exceeding the limit of 100 cfu/100 ml.
Some of the strains isolated from the water system expressed virulence markers such as epitope MAb3/1 or toxin RTX. The problem
of colonization of hot water systems with L. pneumophila should be recognized asthe outcome of technically defective construction
and not improper maintenance of water systems in hospitals. For the evaluation of the risk of L. pneumophila nosocomial infections,
the analysis of technical problems connected with the multiplication of Legionella in the water system and equipment of hospitals,
i.e. the number of Legionella cells in water samples (cfu/100 ml), exposure of people belonging to the high risk group for infection
and virulence properties of L. pneumophila strains isolated from water systems should be analyzed.

1. Introduction. 2. Legionellosis. 3. Control and reduction of risk of nosocomial Legionella infections. 4. Summary
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podró¿e, a czasem przebywanie w zasiêgu klimatyza-
tora i jego wie¿y ch³odniczej [26].

Ze wzglêdu na miejsce zaka¿enia zachorowania
wywo³ane przez Legionella spp. podzielono na po-
zaszpitalne (community acquired pneumonia), nabyte
w szpitalu (hospital-acquired pneumonia � HAP) oraz
podczas podró¿y. Zgodnie z danymi European Wor-
king Group for Legionella Infections (EWGLI) w la-
tach 1993�2006 zg³oszono w krajach cz³onkowskich
EWGLI (obecnie 35 krajów) ogó³em 41627 zachoro-
wañ na LD, w tym w latach 2005�2006 � 11 980. Spo-
�ród 11980 chorych na legionelozê w latach 2005�2006
zmar³o 377 osób (6,6%), a zachorowania pozaszpitalne
stanowi³y 58,8%. Zachorowania wi¹zane z podró¿ami
stwierdzono w 21,8% przypadkach, w tym podró¿y
zagranicznej w 11,6%. Zg³oszono 629 (5,3%) przypad-
ki legionelozowego zapalenia p³uc nabytego podczas
hospitalizacji. Ogó³em w tych latach stwierdzono 214
ognisk legionelozy (1028 zachorowañ) w tym 66,8%
stanowi³y zachorowania wi¹zane z podró¿ami [18].

Odsetek zaka¿eñ szpitalnych wywo³ywanych przez
pa³eczki Legionella spp. systematycznie maleje z 7,6%
w roku 2003 do 4,9% w roku 2006, ale liczba wykry-
wanych zaka¿eñ pozostaje na podobnym poziomie
(tab. I) [18, 19].

W Polsce opisano do tej pory 1 ognisko szpitalnego
legionelozowego zapalenia p³uc, które wykryto w grud-
niu 2006 roku. Zachorowa³y 4 osoby, 3 z nich zmar³y
(�miertelno�æ 75%). U dwojga zmar³ych pacjentów
diagnozê postawiono ju¿ po ich �mierci, 3 chora zmar-
³a po kilku tygodniach na skutek zmian ogólnoustro-
jowych [21]. W szpitalu tym nie prowadzono diagno-
styki legionelozy, ale 2 gwa³towne zgony w wyniku
zapalenia p³uc u chorych hospitalizowanych na od-
dziale okulistycznym zwróci³y uwagê lekarzy oraz ze-
spo³u ds. zaka¿eñ szpitalnych.

Tak znikomy stan wiedzy nt. legionelozy szpitalnej
w Polsce jest wynikiem nie tylko braku prowadzonych
badañ diagnostycznych w kierunku legionelozy. Testy
komercyjne oferuj¹ prawie wy³¹cznie wykrywanie za-
ka¿eñ wywo³anych przez pa³eczki L. pneumophila
sg 1. Natomiast istnieje zró¿nicowanie geograficzne
pod wzglêdem czêsto�ci zachorowañ wywo³ywanych
przez poszczególne odmiany pa³eczek Legionella spp.
H e l b i g  i wsp. [11] wykazali, ¿e w�ród czynników
powoduj¹cych szpitalne legionelozowe zapalenie p³uc
w krajach basenu Morza �ródziemnego dominuj¹ pa-
³eczki L. pneumophila sg 1 (76,6%). Natomiast legio-
nelozowe zapalenie p³uc nabyte podczas hospitaliza-
cji w krajach skandynawskich wywo³ane by³o przede
wszystkim (71,2%) przez bakterie L. pneumophila
sg 2�15 i inne gatunki Legionella spp. Tak wiêc zasto-
sowanie testów ukierunkowanych na L. pneumophila
sg 1 mo¿e uniemo¿liwiæ wykrycie zaka¿enia wywo³a-
nego przez bakterie Legionella inne ni¿ L. pneumophila
sg 1. Wybrane przyk³ady czynników legionelozowego
szpitalnego zapalenia p³uc przedstawiono tabeli II.

Zgodnie z Rozporz¹dzeniem MZ w sprawie re-
jestrów zaka¿eñ zak³adowych (Dz.U. 2005, Nr 54,
poz. 484) pa³eczki Legionella pneumophila s¹ zalicza-
ne do drobnoustrojów alarmowych. W ka¿dym przy-
padku stwierdzenia zaka¿enia wywo³anego przez pa-
³eczki Legionella nale¿y sprawdziæ okres hospitalizacji
chorego. Je�li czas hospitalizacji do wyst¹pienia pierw-
szych objawów by³ d³u¿szy ni¿ 2 dni wówczas nale¿y
rozwa¿yæ mo¿liwo�æ wyst¹pienia zaka¿enia szpital-
nego. Zgodnie z nasz¹ wiedz¹ sporadyczne zachoro-
wania na legionelozê nabyt¹ w szpitalu stwierdzono
tak¿e w kilku szpitalach w Polsce, jednak dane te nie
zosta³y opublikowane.

3. Kontrola i redukcja zagro¿enia zaka¿eniami
pa³eczkami Legionella spp. w szpitalu

Analiza danych z Polski i z innych krajów wska-
zuje, ¿e zaka¿enia szpitalne wywo³ane przez pa³eczki
Legionella spp. w Polsce s¹ nowo-rozpoznanym pro-
blemem, który bêdzie narasta³. Problem ten nie ogra-
nicza siê do szpitali/oddzia³ów, na których przeprowa-

2003 4578 343 (7,6)
2004 4588 308 (6,7)
2005 5700 322 (5,6)
2006 6280 307 (4,9)

T a b e l a  I
Szpitalne legionelozowe zapalenia p³uc (HAP-L) zg³oszone
w latach 2003�2006 w Europie wg danych EWGLI [18, 19]

Rok
Liczba wykrytych zachorowañ
na chorobê legionistów ogó³em

w Europie (EWGLI)

Liczba HAP-L
(%)

W Polsce legioneloza podlega rejestracji od 1.01.
2002 roku (Dz.U.2001, Nr 126, poz. 1384). W roku
2003 zg³oszono w Polsce 3 zachorowania na legionelo-
zê, w 2004 r. � 8, w 2005 r. � 21, w 2006 r. � 89, nato-
miast w 2007 r. � 28 [22]. Liczby zg³oszonych zachoro-
wañ nie obrazuj¹ sytuacji epidemiologicznej w Polsce.
Wzrost liczby zachorowañ w roku 2006 nale¿y wi¹zaæ
z prowadzonymi przez nas badaniami naukowymi
i wspó³pracy z kilkoma wybranymi o�rodkami w woje-
wództwie mazowieckim. W 2006 roku a¿ 76 spo�ród
89 zachorowañ zg³oszonych zosta³o w województwie
mazowieckim. Z tego powodu dostêpne dane epide-
miologiczne nt. legionelozy w Polsce nale¿y uznaæ za
znacznie zani¿one oraz niereprezentatywne dla ca³e-
go kraju, bêd¹ce jedynie obrazem stopnia zaintereso-
wania diagnostyk¹ legionelozy. Mo¿na wiêc uznaæ za-
ka¿enia pa³eczkami Legionella spp. za nowo ujawniane
zagro¿enia dla zdrowia publicznego, tak¿e w Polsce.
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dzane s¹ wysoce specjalistyczne procedury medyczne
np. transplantacje, leczenie przeciwnowotworowe itp.
[4]. Chorzy, hospitalizowani na innych oddzia³ach s¹
tak¿e nara¿eni na zaka¿enie bakteriami Legionella.

Podstawowym czynnikiem powoduj¹cym zagro¿e-
nie jest przede wszystkim zasiedlenie przez bakterie
Legionella spp. systemu wodnego szpitala lub po-
szczególnych urz¹dzeñ wytwarzaj¹cych aerozol wod-
no-powietrzny. Na �wiecie przeprowadzono szereg ba-
dañ maj¹cych na celu okre�lenie czêsto�ci zasiedlenia
systemów wodnych w szpitalach przez pa³eczki Le-
gionella (tab. III). W naszych badaniach stwierdzili-

tego systemu, wprowadzanych licznych zmian w trak-
cie eksploatacji, zastosowania nieodpowiednich ma-
teria³ów oraz niew³a�ciwego utrzymywania systemu
wodnego [26].

Najwa¿niejsze i podstawowe elementy niezbêdne
do spe³nienia to:
1. ograniczenie powstawania biofilmu przez brak stag-

nacji wody (wymuszona cyrkulacja wody ciep³ej
i zimnej; brak martwych koñców i �lepych odnóg;
ograniczenie do niezbêdnego minimum liczby wy-
lewek itp., unikanie bardzo d³ugich po³¹czeñ) oraz
unikanie stratyfikacji (powstawania warstw wody
zimniejszej i cieplejszej) w zbiorniku wody zimnej
i podgrzewaczu; stosowanie odpowiednich materia-
³ów, z których wykonane s¹ zbiorniki, rury itp. (np.
nie powinno stosowaæ siê w szpitalu tzw. giêtkich
po³¹czeñ);

2. utrzymywanie temperatury wody ciep³ej powy¿ej
55°C na najdalszych wylewkach, a zimnej poni¿ej
20°C , zamontowanie odpowiedniego pogrzewacza
wody, izolacja przewodów odpowiednio oznakowa-
nych; wykonanie przewodów z odpowiednich ma-
teria³ów umo¿liwiaj¹cych dezynfekcjê termiczn¹;

3. ograniczenie substancji od¿ywczych: system wod-
ny (rury, zbiorniki, krany, prysznice itp.) powinien
byæ bez korozji, osadów, biofilmu, �luzu itp..
Wszelkie wylewki (np. sitka pryszniców) powinny
byæ regularnie czyszczone, a te rzadziej u¿ywane
ni¿ 1 raz w tygodniu � przep³ukiwane.
Aby zapewniæ kontrolê nad ska¿eniami systemu

wodnego przez Legionella konieczne jest wprowadze-
nie procedur czyszczenia, dezynfekcji systemu oraz
monitorowania parametrów fizycznych i chemicznych
wody. Istnieje wiele ró¿nych metod dezynfekcji, które
musz¹ byæ odpowiednio dobrane do wielko�ci i w³a-
�ciwo�ci danej sieci wodnej.

USA (Pitsburg) 1987�96 L.pneumophila (Lp) ró¿ne sg 25 13 (52%) [14]

Szwecja 1993 Lp sg 4, 10 8 0 [3]

USA (Delaware) 1994 Lp sg 1 29 0 [6]

Hiszpania (Barcelona) 1994�98 Lp sg 6 5 0 [7]

USA (Pitsburg) 1995 Lp sg 5 3 0 [8]

USA (Pitsburg) 1996�97 Lp sg 1, 3, 5 12 0 [10]

USA (Pitsburg) 1999 Lp sg 1 6 0 [20]

Japonia (Nagoja) 2000 Lp sg 10 1 1 (100%) [23]

Izrael 2000 Lp sg 3 4 1 (25%) [17]

Szwecja (Sztokholm) 2004 Lp sg 6 3 0 [9]

W³ochy (Rzym) 2004 Lp sg 1 1 0 [5]

Polska 2006 Lp sg 1 4 3 (75%) [21]

T a b e l a  I I
Wybrane zachorowania na legionelozowe zapalenie p³uc nabyte podczas hospitalizacji

Kraj (miasto/stan) Rok Czynnik etiologiczny
Liczba

chorych
Liczba (%)

zgonów
Pi�mien-
nictwo

�my obecno�æ pa³eczek L. pneumophila w systemach
wodnych wszystkich 8 badanych szpitali.

Warunkami niezbêdnymi do namna¿ania siê pa³e-
czek Legionella spp. s¹: dogodne warunki do powsta-
nia biofilmu czyli stagnacja wody, dostêp substancji
od¿ywczych i temperatura w zakresie 20�45oC. Koloni-
zacja przez pa³eczki Legionella spp. systemu wodnego,
przede wszystkim sieci wody ciep³ej, jest wynikiem
szeregu czynników m.in. b³êdnego zaprojektowania

Wielka Brytania 40 70
69 55
17 12

Kanada 84 68

USA 12 91
6 83

Polska � badania w³asne 8 100

T a b e l a  I I I
Przyk³adowe wyniki badania czêsto�ci wystêpowania koloniza-
cji systemów wodnych szpitali przez pa³eczki Legionella sp.

[10, 13, 16, 25]

Kraj
Liczba

badanych
szpitali

% szpitali zasiedlonych
przez

pa³eczki Legionella
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Mo¿na wyró¿niæ dezynfekcjê w trybie alarmowym
oraz wdro¿enie procedur regularnej/sta³ej dezynfekcji.

Do metod stosowanych w trybie alarmowym zali-
cza siê m.in.:

● szok termiczny � jest to dezynfekcja wod¹ pod-
grzan¹ do temperatury co najmniej 70°C (tem-
peratura mierzona w najdalej wysuniêtym wyp³y-
wie) przez czas okre�lony pojemno�ci¹ i d³ugo�-
ci¹ sieci wodnej;

● szok chemiczny � dezynfekcja z zastosowaniem
najczê�ciej zwi¹zków chloru w stê¿eniu 50 mg/l
przez czas 1�2 godziny (w zale¿no�ci od wiel-
ko�ci tego systemu wodnego). Po takiej dezyn-
fekcji nale¿y sieæ wodn¹ przep³ukaæ i dopro-
wadziæ do dozwolonego stê¿enia jonów chloru
w wodzie pitnej;

● filtry � mechaniczne zatrzymywanie drobno-
ustrojów na membranie (filtry na wylewce).

W�ród metod stosowanych do sta³ej dezynfekcji naj-
czê�ciej stosowane s¹:

● �re¿im temperaturowy� tj. sta³e utrzymywanie
w sieci temperatury wody zimnej poni¿ej 20°C,
oraz wody ciep³ej powy¿ej 55°C;

● sta³a dezynfekcja chemiczna � sta³e dozowanie
�rodka dezynfekcyjnego i monitorowanie jego
stê¿enia. Najczê�ciej stosowane s¹ zwi¹zku chlo-
ru i bromu;

● promieniowanie UV;
● jonizacja (jony srebra i miedzi) i inne [26].

Ka¿da metoda dezynfekcji ma swoje ograniczenia,
nie tylko zwi¹zane z kosztami. Zastosowanie jednora-
zowe jedynie szoku termicznego mo¿e doprowadziæ
do znacznego wzrostu liczby Legionella spp. w wodzie.
Wysoka temperatura wody spowoduje obumarcie po-
wierzchniowych warstw biofilmu, ale bakterie znajdu-
j¹ce siê g³êbiej prze¿yj¹ i ponownie namno¿¹ maj¹c
do wykorzystania bogate �ród³o materia³ów od¿yw-
czych (zabite bakterie, pierwotniaki). Bakterie wystê-
puj¹ce w biofilmie s¹ tak¿e chronione przed dzia³a-
niem chemicznych �rodków dezynfekuj¹cych. Z tego
wzglêdu procedury alarmowej dezynfekcji powinny
uwzglêdniaæ wielokrotne przeprowadzenie tego pro-
cesu lub zastosowanie kilku metod (np. szoku termicz-
nego i chemicznego) [26].

Wybór metody dezynfekcji i wprowadzenie jej do
rutynowej procedury równie¿ nastrêcza wiele proble-
mów. Wiele zale¿y tak¿e od w³a�ciwo�ci wody. Im
wy¿sza temperatura wody i pH tym mniej aktywnego
chloru w wodzie. Warto�æ pH ma równie¿ istotny
wp³yw na skuteczno�æ dezynfekcji metod¹ jonizacji
(Cu-Ag) [15]. Stosowanie promieniowania UV jest sku-
teczne jedynie wobec bakterii w bardzo czystej wodzie.
Wszelkie zanieczyszczenia bardzo zmniejszaj¹ bak-
teriobójcze dzia³anie. Natomiast zastosowanie filtrów
w systemie, w którym jest bardzo wiele osadów lub

biofilmu mo¿e spowodowaæ konieczno�æ szybszej wy-
miany tych filtrów.

Czêsto, ze wzglêdu na koszty, warunki fizyczne
i chemiczne wody oraz mo¿liwo�ci techniczne, stosuje
siê kompilacjê kilku metod np: utrzymywanie tempe-
ratury wody ciep³ej powy¿ej 55°C oraz chlorowanie
wody zimnej.

Niestety, ca³kowita eliminacja pa³eczek Legionella
spp. jest bardzo trudna. Dlatego celem wielu procedur
jest redukcja liczby tych bakterii do poziomu uznawa-
nego za bezpieczny. Rozporz¹dzenie Ministra Zdrowia
z dnia 29.03.2007 (Dz.U. 2007 nr 61, poz. 417) w spra-
wie wymagañ mikrobiologicznych, jakim powinna od-
powiadaæ ciep³a woda do spo¿ycia przez ludzi, okre�la
dozwolony limit w szpitalach: 100 jtk Legionella spp./
100 ml wody oraz 0 jtk Legionella spp./100 ml w od-
dzia³ach gdzie hospitalizowani s¹ pacjenci w immuno-
supresji. Na mocy tego rozporz¹dzenia od 1.01.2008
wykonywane s¹ mikrobiologiczne badania próbek wo-
dy w szpitalach, równie¿ w kierunku Legionella.

Wydaje siê, ¿e problem zagro¿enia zaka¿eniami pa-
³eczkami Legionella spp. jest wy³¹cznie zagadnieniem
technicznym. Jednak wyznaczenie bezpiecznego po-
ziomu dla ska¿enia pa³eczkami Legionella spp. wody
w sieci wodnej szpitali budzi wiele w¹tpliwo�ci. Na
�wiecie prowadzone s¹ badania maj¹ce na celu okre�-
lenie stopnia nara¿enia w zale¿no�ci od wielko�ci
dawki zaka�nej [1].

Bakterie zaliczane do rodzaju Legionella ró¿ni¹ siê
bardzo pod wzglêdem w³a�ciwo�ci wirulentnych.
Obecnie prowadzone s¹ w wielu o�rodkach badania
nad tymi w³a�ciwo�ciami. Jednym z elementów zja-
dliwo�ci jest struktura antygenowa, która u bakterii
L. pneumophila sg 1 nie jest jednolita. W obrêbie tej
grupy serologicznej wyznaczono podgrupy, z których
czê�æ zawiera epitop MAb 3/1 wi¹zany ze zjadliwo�-
ci¹. S¹ to podgrupy: Benidorm, Philadelphia, Knoxville,
France/Allentown. Zdolno�æ Legionella do wnikania
do komórek ludzkich jest wynikiem np. obecno�ci pili
typu IV, bia³ka szoku termicznego Hsp60, bia³ka Mip
(macrophage infectivity potentiator), cytolitycznego
dzia³ania toksyny RTX. Zdolno�æ do namna¿ania siê
wewn¹trz komórek ludzkich jest uwarunkowana przez
wiele ró¿nych czynników m.in system transportu ty-
pu IV (icm/dot), system transportu typu II (lvh, pilD),
pozyskiwanie jonów ¿elaza (feoB, iraA, ccmC), czyn-
niki regulatorowe np. RpoS i inne [12].

Analizuj¹c wyniki badañ naszego zespo³u (tab. IV)
stwierdzono, ¿e ¿aden spo�ród badanych szpitali nie
spe³nia wymogów w �wietle Rozporz¹dzenia Ministra
Zdrowia z dnia 29.03.2007. Systemy wodne we wszyst-
kich badanych szpitalach by³y skolonizowane przez
L. pneumophila (wysoki odsetek prób dodatnich)
w liczbie znacznie przekraczaj¹cej dozwolony limit.
W szpitalu E, uznany za bezpieczny limit zosta³ prze-
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kroczony nawet 1500-krotnie, a 100% próbek wody
ciep³ej by³o dodatnich. Jedynie w próbkach wody zim-
nej nie stwierdzono obecno�ci pa³eczek Legionella
spp. Niestety, nie mieli�my mo¿liwo�ci badania próbek
pobranych od chorych z zapaleniem p³uc hospitalizo-
wanych w szpitalu E.

W naszych badaniach wykazano silny zwi¹zek miê-
dzy wyst¹pieniem zachorowania na legionelozê a zdol-
no�ci¹ bakterii do wytwarzania toksyny RTX oraz
obecno�ci¹ epitopu MAb 3/1 (p<0,05). Nie stwierdzo-
no tak silnej zale¿no�ci w analizie obecno�ci genu pilD
oraz icmX w genomie pa³eczek L. pneumophila. Wiêk-
szo�æ szczepów L. pneumophila RTX(+) nale¿a³a do
grupy serologicznej 1. Nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e tok-
synê tê mog¹ wytwarzaæ nie tylko bakterie L. pneu-
mophila sg 1, ale tak¿e nale¿¹ce do innych serogroup
(w naszych badaniach by³y to szczepy okre�lone jako
nale¿¹ce do serogrupy 2, 3, 6).

Szczególnie istotne by³o stwierdzenie, ¿e zgony
w wyniku zaka¿enia pa³eczkami L. pneumophila stwier-
dzono w szpitalu G, w którym maksymalna liczba
Legionella w próbce wody (rzêdu 1000 jtk/100 ml)
by³a ni¿sza ni¿ w innych badanych szpitalach, choæ
przekracza³a dozwolony limit. Natomiast najni¿sza
oznaczona liczba tych bakterii mie�ci³a siê tzw. bez-
piecznym limicie. Nale¿y zwróciæ uwagê, ¿e a¿ 82%
badanych bakterii nale¿a³o do L. pneumophila sg 1,
podgrupy Benidorm (MAb3/1(+)) i a¿ 64% spo�ród
badanych szczepów wykazywa³o obecno�æ genu ko-
duj¹cego toksynê RTX.

4. Podsumowanie

Na podstawie naszych wyników oraz danych z pi�-
miennictwa postawiono tezê, ¿e pe³na ocena zagro¿e-
nia legioneloz¹ powinna obejmowaæ analizê danych czy
w budynku:

1. wystêpuj¹ urz¹dzenia wytwarzaj¹ce aerozol wodno-
powietrzny o odpowiedniej wielko�ci kropli,

2. wystêpuj¹ odpowiednie warunki do namna¿ania siê
pa³eczek Legionella (temperatura, �ród³o substancji
od¿ywczych),

3. stwierdzono obecno�æ pa³eczek Legionella w prób-
kach pobranych z tych urz¹dzeñ i sieci wodnych,

4. czy nara¿eni byli ludzie, a je�li tak czy nale¿¹ oni do
grup podwy¿szonego ryzyka,

5. czy izolowane szczepy L. pneumophila posiadaj¹
w³a�ciwo�ci wskazuj¹ce na podwy¿szony potencja³
chorobotwórczy.
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1. Wprowadzenie

Streptococcus pneumoniae w polskim mianownic-
twie jest znany jako pneumokok lub dwoinka zapale-
nia p³uc. Nale¿y do rodzaju Streptococcus, do grupy
S. mitis. Bakterie te zosta³y wyizolowane w 1880 roku
niezale¿nie przez S t e r n b e r g a  i P a s t e u r a,
a w roku 1886 uznane przez W e i c h s e l b a u m a  za
przyczynê p³atowego zapalenia p³uc, co odzwierciedla
ich stara nazwa � Diplococcus pneumoniae [5].

Pneumokoki nale¿¹ do istotnych klinicznie ludz-
kich patogenów. Posiadaj¹ szeroki wachlarz czynni-
ków zjadliwo�ci. Wywo³uj¹ nie tylko ciê¿kie zaka¿e-
nia inwazyjne, ale równie¿ wiêkszo�æ bakteryjnych
zaka¿eñ uk³adu oddechowego, stanowi¹cych najczêst-
szy powód wizyt chorych wszystkich grup wiekowych
u lekarzy rodzinnych. Zaka¿enia inwazyjne, zwi¹zane
z penetracj¹ ³o¿yska krwi s¹ jedn¹ z g³ównych przy-
czyn znacznej zachorowalno�ci i �miertelno�ci, nieza-
le¿nie od regionu �wiata [20]. Zaka¿eniom sprzyja no-
sicielstwo pneumokoków w nosogardle, szczególnie
wysokie u ma³ych dzieci [39]. W ostatnich latach le-
czenie zaka¿eñ pneumokokowych wi¹¿e siê z coraz
wiêksz¹ liczb¹ niepowodzeñ klinicznych. Ma to zwi¹-
zek z narastaniem oporno�ci na ró¿ne grupy chemio-
terapeutyków, zmienno�ci¹ antygenow¹ oraz ³atwo�ci¹
klonalnego rozprzestrzeniania siê wieloopornych szcze-
pów w �rodowisku [37]. Jest to naturalna odpowied�
mikroorganizmów na próby ich zwalczania.

2. Czynniki wirulencji

S. pneumoniae wytwarza szereg struktur powierzch-
niowych i enzymów, u³atwiaj¹cych adhezjê do ko-
mórek nab³onkowych, nastêpnie inwazjê tkanek i ³o¿ys-
ka naczyniowego, wywo³ywanie zmian patologicznych
oraz obronê przed uk³adem odporno�ciowym cz³owie-
ka. Do najwa¿niejszych czynników wirulencji nale¿¹:
otoczka, pneumolizyna, adhezyna, bia³ko Psp A, pro-
teaza IgA, neuraminidaza, hialuronidaza oraz auto-
lizyna [8, 34].

Najwiêcej uwagi po�wiêcono wielocukrowej otocz-
ce. Otoczka utrudnia opsonizacjê komórek poprzez
sk³adnik C3b dope³niacza oraz przeciwcia³a przeciw
zawartym w �cianie kwasom teichojowym, przez co
zmniejsza zdolno�æ fagocytarn¹ leukocytów. Podczas
inwazji, powierzchnia szczepów otoczkowych jest
wielokrotnie bardziej wirulentna ni¿ bezotoczkowych.
Znaczna zmienno�æ antygenowa otoczki sta³a siê pod-
staw¹ podzia³u pneumokoków na 90 typów serolo-
gicznych. Okre�lanie typu serologicznego polisacha-
rydowej otoczki opiera siê na zdolno�ci wi¹zania ze
specyficznymi przeciwcia³ami powoduj¹cymi pêcznie-
nie otoczek. Polisacharydowa otoczka, jako antygen
T-niezale¿ny, jest gorzej rozpoznawana przez uk³ad
odporno�ciowy. Nie pobudza limfocytów T, co powo-
duje brak rozwoju trwa³ej pamiêci immunologicznej
i spowolnienie eliminacji patogenu. Powstaj¹ce w wy-
niku zaka¿enia przeciwcia³a maj¹ s³abe w³a�ciwo�ci
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bakteriobójcze i opsonizuj¹ce wobec ¿ywych drobno-
ustrojów, nie zapewniaj¹ tak¿e trwa³ej ochrony przed
kolejnym zaka¿eniem [3].

Autolizyna (LytA, B, C), odpowiedzialna jest za
autolizê pneumokoków w stacjonarnej fazie wzrostu,
przez co kolonia bakteryjna staje siê bardziej p³aska,
a nastêpnie zapadniêta w �rodku. W obecno�ci anty-
biotyków u³atwia uwolnienie sk³adników �ciany ko-
mórkowej i innych aktywnych biologicznie substancji
nasilaj¹cych stan zapalny i efekt cytotoksyczny, w�ród
których najbardziej znacz¹ce s¹ pneumolizyna i nad-
tlenek wodoru [53].

Hemolizyna pneumokokowa wi¹¿e siê bezpo�red-
nio z cholesterolem b³on komórkowych powoduj¹c ich
lizê, stymuluje produkcjê cytokin pozapalnych (Il-1,
Il-6, TNF), aktywuje dope³niacz, hamuje funkcjê
neutrofili i proliferacjê limfocytów. Prozapalne cyto-
kiny mog¹ prowadziæ nawet do wstrz¹su septycznego.

Wi¹zanie pneumokoka z komórk¹ zachodzi rów-
nie¿ poprzez ligandy fosforylocholinowe, które ³¹cz¹
siê z receptorem dla czynnika aktywuj¹cego p³ytki
(PAF) na komórce nab³onkowej, a tak¿e dziêki bia³-
kom powierzchniowym (PsaA, Pbc, SpsA, CbpA).

Neuraminidaza, hialuronidaza, a tak¿e pneumo-
lizyna u³atwiaj¹ rozprzestrzenianie siê i inwazjê tka-
nek [8, 34].

Patogenno�ci gatunku S. pneumoniae sprzyja natu-
ralny system transformacji genetycznej i szczególna
³atwo�æ w³¹czania do swego genomu fragmentów
DNA pochodz¹cych od innych ulegaj¹cych lizie ko-
mórek tego samego, a nawet pokrewnych gatunków
[16]. Dochodzi wówczas do nabywania nowych ge-
nów oraz modyfikacji ju¿ posiadanych, co sprawia, ¿e
kodowane przez nie bia³ka wykazuj¹ budowê mozai-
kow¹. Polimorfizm dotyczy g³ównych czynników zja-
dliwo�ci, do których nale¿¹: otoczka wielocukrowa
(geny cps), pneumolizyna (gen ply), autolizyny (lytA),
neuraminidazy (nanA i nanB), hialuronidaza (hyl),
powierzchniowe bia³ko A (pspA). Transformacja
genetyczna, a nastêpnie rekombinacje mog¹ tak¿e
u³atwiaæ narastanie oporno�ci na antybiotyki, w tym
penicylinê, niezale¿nie od wielostopniowych mutacji
w genach pbp [41].

3. Chorobotwórczo�æ

S. pneumoniae jest najwa¿niejsz¹ przyczyn¹ cho-
rób u ma³ych dzieci, u osób w podesz³ym wieku i pa-
cjentów ze wspó³istniej¹cymi schorzeniami upo�le-
dzaj¹cymi odporno�æ. Odpowiedzialny jest g³ównie za
zaka¿enia pozaszpitalne � 30�70%, jako najczêstszy
bakteryjny czynnik etiologiczny zaka¿eñ dróg odde-
chowych. Wywo³uje wiele niebezpiecznych zaka¿eñ
inwazyjnych, które czêsto przebiegaj¹ z bakteriemi¹

(30% przypadków zapaleñ p³uc), mog¹ prowadziæ do
posocznicy, ciê¿kich powik³añ oraz zgonów. S. pneu-
moniae jest najczêstsz¹ (25�35%) przyczyn¹ poza-
szpitalnego, p³atowego i odoskrzelowego zapalenia
p³uc i op³ucnej oraz jednym z trzech g³ównych patoge-
nów wywo³uj¹cych zapalenia opon mózgowo-rdzenio-
wych. Jest g³ównym czynnikiem etiologicznym zapa-
leñ ucha �rodkowego (30�50%) oraz zatok (30�40%).
To tak¿e druga, co do czêsto�ci, przyczyna bakteryj-
nych powik³añ grypy oraz zaostrzeñ w przewlek³ym
zapaleniu oskrzeli. Rzadziej pneumokoki wywo³uj¹
ropne zapalenia spojówek, stawów i ko�ci, otrzewnej
i wsierdzia [5, 44].

Wed³ug danych Centrum Kontroli Zaka¿eñ (CDC)
pneumokoki s¹ odpowiedzialne za wiêcej przypadków
�mierci na �wiecie, ni¿ jakikolwiek inny patogen.
W�ród doros³ych najwy¿sza umieralno�æ dotyczy za-
palenia p³uc, u dzieci poni¿ej 2 roku ¿ycia zapalenia
opon mózgowo-rdzeniowych i bakteriemii. Wzrost
populacji osób z grup ryzyka zaka¿eñ pneumokoko-
wych jest wynikiem starzenia siê spo³eczeñstw oraz
coraz bardziej skutecznego leczenia osób przewlekle
chorych i zwiêkszenia siê prze¿ywalno�ci pacjentów
ze skrajnych grup wiekowych (wcze�niaki, >80 lat).
Rocznie na ca³ym �wiecie umiera na zapalenie p³uc
oko³o 3 miliony dzieci poni¿ej 5 roku ¿ycia, z czego
1 milion zgonów powoduj¹ pneumokoki [23].

W Polsce rocznie mo¿e wystêpowaæ oko³o 100 000
przypadków pneumokokowego zapalenia p³uc, co przy
�miertelno�ci 5�10% jest przyczyn¹ zgonu oko³o
5 000�10 000 osób (dok³adnych danych nie ma).
W�ród dzieci poni¿ej 5 roku ¿ycia hospitalizowanych
w 5 województwach naszego kraju w latach 2003�2004
inwazyjna choroba pneumokokowa wystêpowa³a u 17,6
na 100 000, z czego zapalenie opon mózgowo-rdze-
niowych dotyczy³o 29 z 134 dzieci [25]. Wed³ug
danych opracowanych przez Krajowy O�rodek Refe-
rencyjny ds. Bakteryjnych Zapaleñ O�rodkowego
Uk³adu Nerwowego w Polsce w latach 1997�2002
S. pneumoniae by³ odpowiedzialny za 23% ropnych
zaka¿eñ opon mózgowo-rdzeniowych [52]. Z kolei
z badañ przeprowadzonych w latach 1999�2002
w Centrum Zdrowia Dziecka� pneumokoki by³y od-
powiedzialne za 40% zapaleñ zatok, 44% zapaleñ
ucha, 61% zapaleñ p³uc i 34% innych schorzeñ dróg
oddechowych [51].

4. Epidemiologia zaka¿eñ S. pneumoniae

S. pneumoniae jest szeroko rozprzestrzenionym pa-
togenem bakteryjnym, który nie tylko wywo³uje zaka-
¿enia, w tym inwazyjne, ale równie¿ bezobjawowo
kolonizuje drogi oddechowe. Bytuje g³ównie w jamie
nosowo-gard³owej lub ustno-gard³owej osób zdrowych
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w formie tzw. nosicielstwa. Kolonizacja utrzymuje siê
tygodniami (od 1 do 17 miesiêcy), najczê�ciej ustêpuje
samoistnie [22]. Mo¿e dotyczyæ szczepów o ró¿nych
serotypach jednocze�nie, a ich zmiana wystêpuje co
kilka tygodni, rzadziej w zimie i w przypadku seroty-
pów mniej immunizuj¹cych jak 6A, 6B, 14 [22, 47].
Analiza genetyczna pneumokoków izolowanych z no-
sogardzieli dzieci przez pierwsze 2 lata ¿ycia wyka-
za³a, ¿e zmiana serotypów szczepów nosicielskich to
g³ównie wynik wymiany szczepów, a nie rekombina-
cyjna wymiana serotypu [43].

Nosicielstwo S. pneumoniae jest zró¿nicowane.
Czê�ciej wystêpuje u m³odszych dzieci oraz osób
w podesz³ym wieku, szczególnie pensjonariuszy do-
mów opieki i placówek opiekuñczych, a tak¿e u per-
sonelu medycznego i osób przebywaj¹cych z dzieæmi.
U ma³ych dzieci obejmuje 20�70% populacji, u doros-
³ych 5�10% [24].

Efektem kolonizacji nosogardzieli s¹ zarówno za-
ka¿enia pneumokokowe, jak i rozprzestrzenianie siê
bakterii drog¹ kropelkow¹. Transmisja pneumokoków
jest najbardziej nasilona w miesi¹cach zimowych oraz
w du¿ych zbiorowo�ciach (¿³obki, przedszkola, szko³y,
domy opieki). Sprzyjaj¹ jej bliskie kontakty oraz
zwiêkszenie ilo�ci wydzieliny w drogach oddecho-
wych w czasie ostrych zaka¿eñ wirusowych uk³adu
oddechowego. Badania epidemiologiczne szczepów
izolowanych z nosogardzieli, jako wspólnego rezer-
wuaru szczepów infekcyjnych i nosicielskich, mog¹
byæ reprezentatywne dla biologii tego gatunku [18].

Zaka¿enia pneumokokowe w wiêkszo�ci przypad-
ków maj¹ charakter endogenny i s¹ wynikiem rozprze-
strzeniania siê bakterii nie tylko do ja³owych miejsc
uk³adu oddechowego, ale tak¿e do ³o¿yska krwi, a wraz
z ni¹ do innych uk³adów organizmu.

Do najwa¿niejszych czynników ryzyka predyspo-
nuj¹cych do wyst¹pienia ciê¿kich zaka¿eñ pneumoko-
kowych nale¿¹: skrajne grupy wiekowe (noworodki,
dzieci do 3 roku ¿ycia, osoby po 65 roku ¿ycia),
jesienno-zimowa pora roku, infekcje wirusowe, z³e
warunki bytowe, alkoholizm, anemia, wrodzone i na-
byte zaburzenia odporno�ci miejscowej i ogólnej (za-
ka¿enie HIV, funkcjonalna lub anatomiczna asplenia,
zespó³ nerczycowy, choroba nowotworowa, przewlek³e
schorzenia uk³adu oddechowego, uk³adu kr¹¿enia,
nerek, cukrzyca). Dodatkowymi czynnikami predys-
ponuj¹cymi do nosicielstwa i zaka¿enia opornym
szczepem s¹ przewlekaj¹ce siê infekcje i wcze�niej-
sza, szczególnie d³ugotrwa³a antybiotykoterapia � ry-
zyko zwiêksza siê 2�9-krotnie [45]. Ryzyko zaka-
¿enia opornym szczepem S. pneumoniae mo¿e byæ
zwi¹zane tak¿e z po³o¿eniem geograficznym. Opor-
no�æ koreluje z zu¿yciem antybiotyków, st¹d w kra-
jach o najwy¿szym zu¿yciu antybiotyków obserwuje
siê najwy¿sze odsetki szczepów opornych [4].

5. Oporno�æ na antybiotyki

Najlepsz¹ aktywno�æ, w³a�ciwo�ci bójcze i wysokie
bezpieczeñstwo w terapii zaka¿eñ pneumokokowych
wykazuj¹ antybiotyki z grupy $-laktamów. Alternatyw¹
w przypadku nadwra¿liwo�ci na leki $-laktamowe s¹
makrolidy. Mniej skutecznymi lekami s¹ tetracykliny,
zalecane w niektórych krajach jako profilaktyka zaos-
trzeñ przewlek³ej obturacyjnej choroby p³uc oraz klin-
damycyna � w przypadkach przewlek³ego zapalenia
zatok lub zach³ystowego zapalenia p³uc. Czêst¹ opcj¹
terapeutyczn¹, szczególnie w leczeniu dzieci, z nie do
koñca uzasadnionych wzglêdów jest kotrimoksazol.
Rzadko stosowany jest chloramfenikol, mimo swej do-
skona³ej penetracji do centralnego uk³adu nerwowego
i dobrej aktywno�ci przeciwpneumokokowej oraz rifam-
picyna. Jedynym do niedawna lekiem, ratuj¹cym ¿ycie
w zwi¹zku ze sw¹ niemal stuprocentow¹ aktywno�ci¹
by³a wankomycyna. Nowymi opcjami terapeutycznymi
s¹ oksazolidynony, chinupristyna/dalfopristyna, ketoli-
dy, chinolony nowej generacji (moksifloksacyna, lewo-
floksacyna), ewerinomycyna, minocyklina.

Jako pierwsza pojawi³a siê oporno�æ pneumoko-
ków na penicylinê, a nastêpnie na niemal wszystkie
podstawowe grupy antybiotyków: inne ni¿ penicylina
$-laktamy, makrolidy, linkozamidy, tetracykliny, ko-
trimoksazol, chloramfenikol, fluorochinolony. Obni-
¿on¹ wra¿liwo�æ na penicylinê po raz pierwszy wyka-
zano w warunkach laboratoryjnych ju¿ w 1943 roku,
zaraz po wprowadzeniu leku do u¿ytku. Pierwszy
oporny izolat kliniczny stwierdzono w 1965 roku
w Bostonie [36], za� pierwsz¹ infekcjê wywo³an¹ przez
oporny szczep opisano w 1967 roku w Australii [27].

Oporno�æ na penicylinê jest konsekwencj¹ wielo-
stopniowych mutacji i powstawania ró¿nych genów
� pbp1a, 1b, 2a, 2x i 2b, 3, odpowiedzialnych za syn-
tezê bia³ek wi¹¿¹cych penicylinê o zmienionym powi-
nowactwie do penicyliny (PBP-2b, PBP-2x, PBP-1a),
czêsto po³¹czonym ze zró¿nicowanym powinowac-
twem do innych antybiotyków $-laktamowych [26].
W zale¿no�ci od stopnia oporno�ci pneumokoki dzieli
siê na: w pe³ni wra¿liwe (PSSP) � MIC ≤0,06 µg/ml,
o umiarkowanym (PISP) � 0,12�1 µg/ml, i wysokim
stopniu oporno�ci (PRSP) � ≥2 µg/ml. Skuteczno�æ
wobec szczepów �rednio wra¿liwych na penicylinê ma
amoksycylina w podwy¿szonych dawkach oraz nie-
które cefalosporyny II, III i IV generacji, natomiast
aktywno�æ wobec PRSP mog¹ wykazywaæ cefalo-
sporyny III i IV generacji oraz antybiotyki glikopep-
tydowe. Wykazano, ¿e tam, gdzie narasta oporno�æ
pneumokoków na $-laktamy, jeszcze szybciej narasta
na pozosta³e antybiotyki, na które pneumokoki by³y
zwykle wysoce wra¿liwe.

Oporno�æ pneumokoków na makrolidy mo¿e byæ
uwarunkowana obecno�ci¹ dwóch ró¿nych genów:
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fenotyp oporno�ci krzy¿owej MLSB na makrolidy
(MIC ≥64 µg/ml), linkozamidy i streptograminy
zwi¹zany z metylacj¹ rybosomalnego miejsca recepto-
rowego (gen ermB) oraz fenotyp M oporny tylko na
makrolidy (MIC 1�32 µg/ml) w wyniku czynnego usu-
wania leku z komórki (gen mefA) [48]. Opisano rów-
nie¿ szczepy o podobnych fenotypach, nieposiadaj¹ce
wymienionych genów jak równie¿ posiadaj¹ce oba
geny. Za oporno�æ na makrolidy mog¹ tak¿e odpowia-
daæ zmiany wysoko konserwatywnego regionu w do-
menie V 23RNA wi¹¿¹cego makrolidy w bia³kach
rybosomalnych (geny erm, ermA) [14].

Z oporno�ci¹ na tetracykliny s¹ zwi¹zane geny
tetM, O, K, L, odpowiedzialne za produkcjê ochron-
nych bia³ek cytoplazmatycznych o wysokim powino-
wactwie do antybiotyku, a przez to uniemo¿liwiaj¹ce
jego ³¹czenie siê z miejscem receptorowym 23S rRNA
w komórkach bakterii [13]. Jest to jedyny znany me-
chanizm oporno�ci na tetracykliny u pneumokoków
i w znacznej wiêkszo�ci dotyczy genu tetM, który
cechuje budowa mozaikowa i heterogenno�æ w popu-
lacji. Warunkuje to ró¿ny profil oporno�ci na tetracy-
kliny (tj. tetracyklinê, doksycyklinê i minocyklinê)
oraz �wiadczy o ci¹g³ej rekombinacji i horyzontalnym
transferze genu w obrêbie i pomiêdzy gatunkami [15].

Z oporno�ci¹ na kotrimoksazol zwi¹zane s¹ zarów-
no mutacje punktowe i duplikacje, jak i rekombinacja
wewn¹trzgatunkowa genów zlokalizowanych w chro-
mosomie bakteryjnym, koduj¹cych alternatywne enzy-
my szlaku kwasu foliowego (geny dfr folA, folB, sulA).

Oporno�æ na fluorochinolony determinuje g³ównie
mutacja punktowa chromosomalnych genów topoizo-
merazy IV (parC, i/lub parE) i gyrazy (gen gyrA), rza-
dziej wystêpowanie genu nor i pmrA koduj¹cego pom-
pê wypompowuj¹c¹ leki z komórki oraz genu ompF
koduj¹cego bia³ka kana³ów porowych, przez które
wp³ywa antybiotyk.

Oporno�æ na chloramfenikol warunkowana jest
obecno�ci¹ genu cat i enzymatyczn¹ inaktywacj¹ leku
przez acetylotransferazê [17].

Oporno�æ nie jest zjawiskiem jednorodnym i sta-
³ym. Ma zwi¹zek z konsumpcj¹ i polityk¹ antybio-
tykow¹ prowadzon¹ w danym regionie geograficz-
nym [4]. Gwa³towne narastanie oporno�ci na leki
$-laktamowe oraz antybiotyki z innych grup, obser-
wowane od lat 80-tych zmusi³o do monitorowania
tego procesu przez liczne wieloo�rodkowe programy
oraz badania lokalne w wielu krajach. Z badañ epide-
miologicznych prowadzonych w Polsce od 1993 roku
wynika, ¿e odsetek szczepów o obni¿onej wra¿liwo�ci
na penicylinê, w zale¿no�ci od miejsca izolacji waha
siê w granicach 12�20% [54], co odpowiada �redniej
europejskiej (18,2%) [2]. W wielu krajach du¿ym pro-
blemem jest szybki wzrost oporno�ci S. pneumoniae
na makrolidy [33], a tak¿e wysokie odsetki oporno�ci

na kotrimoksazol (24.8%) i tetracykliny [2, 6]. Szcze-
gólnie niepokoj¹cy jest fakt wspó³wystêpowania opor-
no�ci na wiele antybiotyków jednocze�nie. W przy-
padku oporno�ci na antybiotyki nale¿¹ce do trzech
i wiêcej grup u¿ywa siê pojêcia tzw. wielooporno�ci
(MDR � multi drug resistance). Pierwsze MDR pneu-
mokoki opisano ju¿ w 1978 roku [32]. Takie szczepy,
jako bardziej oporne na próby eliminacji, wykazuj¹
szczególn¹ ³atwo�æ klonalnego szerzenia siê. Wyizo-
lowano i opisano wiele klonów wieloopornych o za-
siêgu narodowym, a tak¿e kilka, które zyska³y miano
szczepów pandemicznych (Spain23F-1; Spain6B-2
i Spain 9V-3). Organizmy te posiadaj¹ pe³n¹ wirulen-
cjê i ograniczaj¹ siê do kilku serotypów: 6A, 6B, 9V,
14, 19A i 23F [42]. W Polsce w latach 90-tych wy-
kryto obecno�æ dwóch z nich (Spain23F-1 i Spain 9V-3),
a tak¿e opisano kolejne dwa epidemiczne klony naro-
dowe o serotypach 6B i 23F [46].

Zwiêkszenie czêsto�ci zaka¿eñ i przypadków nie-
powodzeñ klinicznych wywo³anych przez pneumo-
koki o zmniejszonej wra¿liwo�ci na penicylinê i inne
antybiotyki spowodowa³o, ¿e WHO uzna³o S. pneumo-
niae za jeden z patogenów alarmowych. W 1997 roku
powsta³a miêdzynarodowa grupa ekspertów, w udzia-
³em Polski � Pneumococcal Molecular Epidemiology
Network (PMEN), której celem jest charakterystyka,
nomenklatura, standaryzacja i klasyfikacja klonów
epidemicznych, a tak¿e rozpowszechnianie tych infor-
macji [42]. Stworzono kolekcjê wzorców przedstawi-
cieli klonów epidemicznych zdeponowan¹ w Amery-
kañskiej Kolekcji Kultur Typowych (ATCC � American
Type Culture Collection) oraz bazy danych okre�laj¹-
cych serotyp, wzór antybiotykooporno�ci, profil genu
pbp, rodzaj genu oporno�ci na makrolidy oraz wzory
PFGE i MLST, ogólnodostêpne pod adresem interne-
towym www.sph.emory.edu/pmen.

Pocz¹tkowo opisano 16 klonów miêdzynarodo-
wych, aktualnie za klony epidemiologiczne uznano
43 szczepy, a scharakteryzowano 26 klonów, w tym
dwa zidentyfikowane po raz pierwszy w Polsce � klony
Poland23F-16 i Poland6B-20. Oba polskie s¹ wieloopor-
nymi klonami: Poland23F-16 wykazuje oporno�æ na pe-
nicylinê � MIC 8 µg/ml, cefotaksym � 8 µg/ml, erytro-
mycynê � 8 µg/ml, tetracyklinê � 16 µg/ml oraz chlor-
amfenikol � 16 µg/ml, kotrimoksazol � 4/76 µg/ml,
natomiast Poland6B-20 jest �redniowra¿liwy na peni-
cylinê � MIC 0,12 µg/ml, ale wra¿liwy na cefotaksym
i chloramfenikol oraz oporny na erytromycynê � 8 µg/ml
i tetracyklinê � 16 µg/ml [42].

W krajach Uni Europejskiej funkcjonuje Europejski
Program Monitorowania Oporno�ci na Antybiotyki
(EARSS � European Antibiotic Resistance Surveilance
System), z którym Polska wspó³pracuje [21]. Sze-
reg polskich laboratoriów uczestniczy w innych miê-
dzynarodowych sieciach monitorowania oporno�ci
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(np. Projekt Alexander, GRASP, SENTRY, ENARE).
W 1997 roku Minister Zdrowia powo³a³ Krajowy
O�rodek Referencyjny ds. Lekooporno�ci Drobno-
ustrojów, Krajowy O�rodek Referencyjny ds. Bakte-
ryjnych Zapaleñ O�rodkowego Uk³adu Nerwowego
oraz patronuje resortowemu programowi OPTY mo-
nitoruj¹cemu oporno�æ w sieci 30 szpitali. Na bazie
krajowych danych epidemiologicznych gatunku usta-
lane s¹ zalecenia i wytyczne racjonalnej antybiotyko-
terapii. Taka strategia powoduje zmniejszenie szansy
powstawania i rozprzestrzenia siê opornych drobno-
ustrojów. Sta³a aktualizacja wytycznych racjonalnej
antybiotykoterapii ma na uwadze nie tylko sukces kli-
niczny, ale równie¿ eradykacjê drobnoustroju z miejsc
nosicielstwa, a wiêc sukces mikrobiologiczny.

Ponadto poszukuje siê nie tylko nowych skutecz-
nych leków przeciwpneumokokowych omijaj¹cych
powsta³e mechanizmy oporno�ci, ale równie¿ innych
opcji terapeutycznych. Jak dot¹d, najbardziej sku-
teczn¹ i coraz czê�ciej stosowan¹ w praktyce wydaje
siê byæ profilaktyka szczepionkowa.

6. Profilaktyka

Rosn¹ca liczba osób ze schorzeniami predysponu-
j¹cymi do wyst¹pienia ciê¿kich inwazyjnych zaka¿eñ
pneumokokowych, jak równie¿ narastanie oporno�ci
na antybiotyki, wymagaj¹ nowoczesnych dzia³añ pro-
filaktycznych. Sukces kliniczny dotychczasowych
szczepieñ uzasadnia podejmowanie wysi³ków w celu
wprowadzenia narodowych programów zapobiegania
inwazyjnym zaka¿eniom wywo³ywanym przez S. pneu-
moniae. Szczepienia pozwalaj¹ na poprawê jako�ci
¿ycia chorych z grup ryzyka oraz zmniejszenie kosz-
tów � koszty leczenia zapalenia p³uc s¹ znacznie wy¿-
sze ni¿ stosowania szczepionek pneumokokowych [19].

Pierwsze prace nad produkcj¹ szczepionki przeciw
pneumokokom podjêto na pocz¹tku XX wieku, jednak
przerwano w zwi¹zku z wprowadzeniem skutecznych
antybiotyków. Pojawienie siê antybiotykooporno�ci
wywo³a³o ponowne zainteresowanie szczepionkami.
Udane próby immunizacji 4, a pó�niej 6 serotypami
mia³y miejsce ju¿ w 1945 roku, jednak pierwsz¹ sku-
teczn¹, 14-walentn¹ szczepionkê zarejestrowano dopie-
ro w 1977 roku, a w 1983 wprowadzono stosowan¹ do
dzi� szczepionkê 23-walentn¹ � PPV23 [40]. G³ównym
sk³adnikiem szczepionki jest wielocukrowa otoczka.

Spo�ród 90 serotypów, odpowiedzialne za wywo-
³ywanie zaka¿eñ inwazyjnych s¹: 1, 3, 4, 5, 6B, 7F,
9V, 14, 18C, 19F, 23F, inne dodatkowo wykazuj¹
³atwo�æ kolonizacji i szerokie klonalne rozprzestrze-
nienie oraz znaczny stopieñ oporno�ci ( 6B, 9V, 14,
19 i 23F) [29, 30, 40]. Serotypy te wystêpuj¹ z ró¿n¹
czêsto�ci¹ w ró¿nych grupach populacyjnych i regio-

nach geograficznych. W Europie od 1975 roku naj-
popularniejszymi serotypami s¹: 14�18,7%, 6�15,4%,
19�12,7%, 18�9,6%, 23�8,1%, 9�6,3%, 1�6,1%,
7�4,7%, 4�3,6%, 5�2,1% [28].

Otoczkowe typy serologiczne zawarte w 23-wa-
lentnej szczepionce (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V,
10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F,
23F, i 33F), obejmuj¹ serotypy odpowiedzialne za po-
nad 90% inwazyjnych zaka¿eñ u doros³ych, 70�80%
odpowiedzialnych za zapalenie ucha �rodkowego,
88% opornych na penicylinê [10]. Obliczono, ¿e
szczepionka pozwala na redukcjê do 83% inwazyj-
nych zaka¿eñ wywo³anych szczepami penicylinonie-
wra¿liwymi wchodz¹cymi w sk³ad szczepionki i a¿
73% wszystkich inwazyjnych [31]. Niestety, szcze-
pionka nie rozwi¹zuje problemu zaka¿eñ nieinwazyj-
nych u dzieci i nie eliminuje nosicielstwa, a wiêc nie
ma znaczenia epidemiologicznego [50]. Po podaniu
jednorazowej dawki odpowied� poszczepienna utrzy-
muje siê 3 do 10 lat, w zale¿no�ci od wieku pacjenta,
schorzeñ towarzysz¹cych i kontaktów z pneumoko-
kami w naturze. Dawka przypominaj¹ca wymagana
jest u osób z os³abion¹ odporno�ci¹ w okresie 3�5 lat
od pierwszego szczepienia. Ze wzglêdu na nisk¹ im-
munogenno�æ antygenów wielocukrowych, szczepion-
ka nie jest skuteczna u dzieci poni¿ej 2 roku ¿ycia
i cechuje siê równie¿ s³absz¹ immunogenno�ci¹ u dzie-
ci poni¿ej 7�8 roku oraz w grupach pacjentów z upo-
�ledzon¹ odporno�ci¹.

Szczepionki nowej generacji, dziêki po³¹czeniu po-
lisacharydów otoczkowych z no�nikiem bia³kowym
sta³y siê bardziej immunogenne i daj¹ wysok¹ skutecz-
no�æ w grupie dzieci od 6 tygodnia do 2 roku ¿ycia
oraz u osób z obni¿on¹ odporno�ci¹. Skojarzone z tok-
soidem b³oniczym CRM197 zawieraj¹ antygeny otocz-
kowe serotypów 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F (7-wa-
lentna), 9-walentana dodatkowo 1 i 5, a 11-walentna 3
i 7F [1]. Obejmuj¹ ponad 90% serotypów izolowanych
od dzieci z posocznic¹ i zapaleniem opon mózgowo-
rdzeniowych oraz 60�70% serotypów odpowiedzial-
nych za zapalenie ucha �rodkowego u dzieci [11].
Zgodno�æ populacji pneumokoków ze spektrum zawar-
tym w szczepionkach jest wiêksza w USA, gdzie przy-
gotowano sk³ad szczepionki � 85�90%, ni¿ w Europie
� 68�81% [28]. Porównanie danych z lat 1994�2000
z danymi w rok po wprowadzeniu obowi¹zkowych
szczepieñ w USA wykaza³o spadek o 58% w 2001 i 66%
w 2002 roku czêsto�ci inwazyjnych zaka¿eñ pneumo-
kokowych u dzieci do 2 roku ¿ycia, a o 63% i 77%
wywo³anych typami szczepionkowymi oraz wzrost
liczby zaka¿eñ szczepami nieszczepionkowymi o 28%
i 66% [35]. Inne badania udowodni³y skuteczno�æ
szczepionek koniugowanych tak¿e w redukcji zacho-
rowañ na zapalenie p³uc i ucha �rodkowego oraz no-
sicielstwa pneumokoków w drogach oddechowych.
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Zaobserwowano równie¿ zmniejszenie czêsto�ci zaka-
¿eñ pneumokokowych u osób nieszczepionych i do-
ros³ych, dla których rezerwuarem s¹ dzieci [55]. Za-
mierzonym efektem wprowadzenia szczepieñ jest nie
tylko redukcja zachorowalno�ci, ale tak¿e eliminacja
z populacji kr¹¿¹cych penicylinoopornych i wielo-
opornych szczepów [7].

Liczne doniesienia wskazuj¹, ¿e szczepienia pro-
wadz¹ do eliminacji z populacji szczepów o seroty-
pach szczepionkowych i zastêpowania ich przez
szczepy nieszczepionkowe [7, 38]. Zasiêg, czas i zna-
czenie kliniczne tego zjawiska nie s¹ jeszcze znane.
Bior¹c pod uwagê ogromne zdolno�ci przystosowaw-
cze pneumokoków mo¿na spodziewaæ siê zarówno
transferu oporno�ci miêdzy szczepami o serotypach
szczepionkowych i nieszczepionkowych, jak równie¿
serotypów pomiêdzy szczepami wra¿liwymi i oporny-
mi [7, 12]. Uzasadnia to potrzebê monitorowania tego
procesu i ewentualnej zmiany sk³adu szczepionki
w przysz³o�ci. Trwaj¹ tak¿e prace nad uzyskaniem in-
nych skutecznych szczepionek, z uwzglêdnieniem bia-
³ek powierzchniowych (np. PspC, PsaA, Cbp) [9, 49].

Do niedawna zarejestrowane by³y dwie szcze-
pionki 23-walentne: Pneumo 23 i Pneumovax 23, za-
lecane jako wa¿na opcja terapeutyczna w grupach
ryzyka u osób powy¿ej 2 roku ¿ycia. Obecnie do-
stêpna jest równie¿ szczepionka skoniugowana 7-wa-
lentna Prevenar.

7. Podsumowanie

S. pneumoniae to patogen o szczególnych w³a�-
ciwo�ciach umo¿liwiaj¹cych przetrwanie i rozprze-
strzenianie siê w organizmie ludzkim. Zmienno�æ
antygenowa, bêd¹ca konsekwencj¹ polimorfizmu na
poziomie genów u³atwia pneumokokom unikanie me-
chanizmów obronnych makroorganizmu w trakcie ko-
lonizacji tkanek i rozwój procesu zapalnego, a tak¿e
determinuje oporno�æ na próby ich eliminacji.

Trwaj¹ badania naukowe maj¹ce na celu poznanie
mechanizmów oporno�ci, ich szerzenie siê w obrêbie
i pomiêdzy gatunkami oraz rozprzestrzenianie siê
w �rodowisku. Zjawisko to wykazuje znaczne zró¿ni-
cowanie geograficzne i regionalne, uwarunkowane jest
stosowan¹ lokalnie polityk¹ antybiotykow¹ i wymaga
sta³ego, wieloo�rodkowego monitorowania.

�ledzenie typów serologicznych na danym terenie
ma swoje uzasadnienie i praktyczne zastosowanie
w �wietle profilaktyki szczepionkowej, która w dobie
narastaj¹cej antybiotykooporno�ci staje siê najwa¿-
niejsz¹ alternatyw¹ zwalczania zaka¿eñ pneumo-
kokowych. Warto zachêcaæ do szerszego korzystania
z szczepionek przeciwpneumokokowych, szczególnie
nowej generacji.
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Hospital enterococcal bacteremias

Abstract: The role of enterococci as nosocomial pathogenes has been increasing for the last 20 years. The most important infections
are those involving bloodstream. Nearly 5% of all microorganisms isolated from blood belong to the genus Enterococcus. In patients
with hospital acquired infections they are responsible for 10% of bacteremia cases and in patients from intensive care units, haema-
tology or oncology wards even 20%. The majority of bacteremias is caused by E. faecalis, however the incidence of E. faecium
infections is increasing. It is especially true in haematology wards where they may be the etiological cause of even 80% of bac-
teremias. Other enterococci are only seldom involved in bacteremia. Enterococcal bloodstream infections are most prevalent
in patients with haematological malignancies.

1. Introduction. 2. General characteristics of enterococci. 3. Enterococcal virulence. 4. Infections caused by enterococci. 5. Entero-
coccal bacteremias. 6. Summary
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1. Wprowadzenie

Drobnoustroje wywo³uj¹ce posocznicê u pacjentów
hospitalizowanych ulegaj¹ ci¹g³ym zmianom. Dotyczy
to zarówno gatunków drobnoustrojów wywo³uj¹cych to
ciê¿kie zaka¿enie jak i ich wra¿liwo�ci na antybiotyki.
W ci¹gu 65 lat stosowania antybiotyków w leczeniu
zaka¿eñ u cz³owieka podstawowe zmiany dotyczy³y
udzia³u w zaka¿eniach bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych oraz dro¿d¿aków. W niektórych opracowa-
niach dodatkowo zwracano uwagê na udzia³ bakterii
beztlenowych. W obrêbie wymienionych grup dro-
bnoustrojów zmieniaj¹ siê równie¿ gatunki bêd¹ce
dominuj¹cym czynnikiem etiologicznym posocznicy.
Dobrym przyk³adem zmiany znaczenia wybranych ga-
tunków bakterii jako czynnika etiologicznego zaka¿e-
nia krwi s¹ enterokoki. Drobnoustroje te przez wiele
lat nie odgrywa³y znaczniejszej roli jako czynnik etio-
logiczny zaka¿eñ u ludzi. S¹ one wa¿nym drobno-
ustrojem wywo³uj¹cym zapalenia wsierdzia, ale utrzy-
muj¹ca siê ci¹gle wra¿liwo�æ Enterococcus faecalis na
penicyliny umo¿liwia skuteczne leczenie tego zaka¿e-
nia. Mog¹ byæ czynnikiem etiologicznym zaka¿enia
dróg moczowych, prostaty, ran i jamy brzusznej po za-
biegach operacyjnych lub perforacji jelit.

W ci¹gu ostatnich 20 lat, rola enterokoków, jako
drobnoustrojów wywo³uj¹cych zaka¿enia szpitalne
znacznie wzros³a. Szczególnie zauwa¿alny jest wzrost
ich znaczenia jako czynnika etiologicznego posoczni-
cy, zaka¿enia ran i zaka¿enia dróg moczowych. Czyn-

nikiem decyduj¹cym o rosn¹cej liczbie zaka¿eñ en-
terokokowych jest z jednej strony znaczna naturalna
oporno�æ tych bakterii na antybiotyki, z drugiej bar-
dzo rozpowszechnione w tym okresie stosowanie do
leczenia zaka¿eñ antybiotyków z grupy cefalosporyn,
na które drobnoustroje te s¹ naturalnie oporne.

Spo�ród oko³o 30 gatunków zaliczanych do rodza-
ju Enterococcus, wiêkszo�æ zaka¿eñ u cz³owieka wy-
wo³uje Enterococcus faecalis. Wed³ug ró¿nych opra-
cowañ jest on czynnikiem etiologicznym od 70% do
90% zaka¿eñ wywo³anych przez ten rodzaj bakterii.
Drugim gatunkiem jest E. faecium � 5�25% zaka¿eñ
enterokokowych. Pozosta³e 5% wywo³uj¹: E. durans,
E. avium, E. gallinarum, E. casseliflavus. Inne gatunki
u ludzi wystêpuj¹ sporadycznie.

2. Ogólna charakterystyka enterokoków

Enterokoki s¹ Gram-dodatnimi ziarenkowcami,
wystêpuj¹cymi powszechnie w przewodzie pokarmo-
wym ludzi i zwierz¹t jako normalny sk³adnik flory
fizjologicznej. Ich obecno�æ stwierdza siê równie¿
czêsto w ¿ywno�ci, �ciekach i wodzie [4, 5, 20].

Komórki bakterii z rodzaju Enterococcus maj¹
kszta³t kulisty lub owalny, barwi¹ siê Gram-dodatnio.
Przestrzennie uk³adaj¹ siê w pary lub ³añcuszki o ró¿-
nej d³ugo�ci w zale¿no�ci od warunków hodowli. Nie
posiadaj¹ rzêsek, z wyj¹tkiem nale¿¹cych do gatunku
E. casseliflavus i bardzo rzadko niektórych szczepów
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E. faecalis. Nie tworz¹ równie¿ typowych otoczek,
aczkolwiek spotykano szczepy produkuj¹ce niewielkie
ilo�ci materia³u �luzowego. Cechami diagnostycznymi
odró¿niaj¹cymi enterokoki od innych tlenowo rosn¹-
cych Gram-dodatnich bakterii kulistych s¹: brak ak-
tywno�ci katalazy (ró¿nicuje enterokoki od gronkow-
ców), wzrost w bulionie zawieraj¹cym 6,5% NaCl,
wzrost na pod³o¿u zawieraj¹cym 40% ¿ó³ci, prze-
¿ywalno�æ w temp. 60°C przez 30 min oraz wzrost
w bulionie o pH 9,5 co odró¿nia enterokoki od pacior-
kowców [4, 5, 8, 20].

Enterokoki nale¿¹ do paciorkowców grupy D we-
d³ug L a n c e f i e l d  [11]. Przynale¿no�æ do tej grupy
nie jest jednoznaczna z zakwalifikowaniem tych bak-
terii do rodzaju Enterococcus, poniewa¿ w tej grupie
wystêpuj¹ równie¿ tzw. gatunki �nieenterokokowe�
(np. Streptococcus bovis), u których nie wystêpuj¹
wszystkie, wcze�niej wymienione cechy diagnostyczne.

Drobnoustroje nale¿¹ce do gatunku E. faecalis wy-
stêpuj¹ w jelicie grubym u oko³o 90% ludzi zdrowych.
E. faecium wystêuje znacznie rzadziej, u oko³o 10%
osób zdrowych [4, 5, 19, 20]. Gatunki te w niewielkiej
ilo�ci wystêpuj¹ równie¿ w jamie ustnej, pochwie i na
skórze. Pozosta³e gatunki spotyka siê sporadycznie,
a niektórych nigdy nie wyizolowano od ludzi. Wszyst-
kie gatunki wystêpuj¹ z ró¿n¹ czêsto�ci¹ w przewo-
dzie pokarmowym zwierz¹t [1, 2, 4, 7, 19, 20].

3. Zjadliwo�æ enterokoków

U bakterii z rodzaju Enterococcus wykryto szereg
czynników warunkuj¹cych chorobotwórczo�æ. S¹ to:
cytolizyna (hemolizyna), ¿elatynaza, proteaza sery-
nowa, bia³ko wi¹¿¹ce kolagen (Ace), bia³ko wi¹¿¹ce
fibrynogen (SagA), substancja agreguj¹ca (AS), ze-
wn¹trzkomórkowe bia³ko powierzchniowe (Esp), ad-
hezyny �ciany komórkowej (bia³ko Efa), wytwarza-
nie nadtlenków, hialuronidaza, kwasy lipotejchojowe,
DNAza, lipaza, otoczka polisacharydowa.

Szczepy enterokoków posiadaj¹ce czynniki zjadli-
wo�ci wywo³uj¹ w testach in vivo zaka¿enia o ciê¿-
szym przebiegu ni¿ szczepy ich pozbawione. Jako do-
datkowy czynnik zjadliwo�ci rozpatruje siê znaczn¹,
naturaln¹ i nabyt¹ oporno�æ enterokoków na antybio-
tyki. Cecha ta umo¿liwia przetrwanie tym drobnoustro-
jom w warunkach szpitalnych, gdzie s¹ poddawane
sta³ej presji antybiotykowej.

4. Zaka¿enia wywo³ywane przez enterokoki

W materiale klinicznym pobieranym od ludzi naj-
czê�ciej wystêpuje gatunek E. faecalis, do którego
nale¿y 70�80% wszystkich izolatów enterokoków. Na

drugim miejscu znajduje siê E. faecium stanowi¹cy
10�15% ogó³u enterokoków. Oko³o 3% izolatów
enterokoków nale¿y do gatunku E. durans, 1% do
E. avium. Pozosta³e gatunki stanowi¹ razem oko³o 1%
ogó³u enterokoków wystêpuj¹cych w próbkach mate-
ria³ów pobieranych od ludzi [4, 5, 19, 20].

Translokacja enterokoków z przewodu pokarmo-
wego, bêd¹cego miejscem ich naturalnego wystêpo-
wania, do przestrzeni i tkanek naturalnie ja³owych
prowadzi do rozwoju zaka¿enia. Enterokoki wywo³uj¹
zaka¿enia uk³adu moczowego, zaka¿enia ran, zapale-
nia wsierdzia, zaka¿enia krwi (posocznice), zaka¿enia
narz¹dów wewnêtrznych w obrêbie miednicy mniej-
szej, jamy brzusznej i klatki piersiowej oraz zapalenia
opon mózgowo-rdzeniowych i posocznice u noworod-
ków [3�6, 13, 15�20]. S¹ jednym z g³ównych czynni-
ków etiologicznych zapalenia gruczo³u krokowego
[4]. Czêsto wchodz¹ one w sk³ad zespo³u ró¿nych
gatunków bakterii tlenowych i beztlenowych, wywo-
³uj¹c zaka¿enia o charakterze mieszanym. W tych
przypadkach nierzadko trudno jest okre�liæ rolê ente-
rokoków w tocz¹cym siê procesie zapalnym. Uwa¿a
siê, ¿e drobnoustroje z rodzaju Enterococcus wywo-
³uj¹ oko³o 10% zaka¿eñ miejscowych i 5% zaka¿eñ
krwi u pacjentów leczonych w szpitalach [4, 5, 9, 19].

Rola enterokoków jako drobnoustrojów wywo³u-
j¹cych zaka¿enia szpitalne w ostatnich dwóch deka-
dach szybko ros³a z powodu ich naturalnej oporno�ci
na szeroko w tym czasie stosowane antybiotyki z gru-
py cefalosporyn. Wi¹¿e siê to równie¿ z nabywaniem
przez nie oporno�ci na wysokie stê¿enia aminogliko-
zydów i antybiotyki glikopeptydowe (wankomycyna
i teikoplanina). Nie dzia³aj¹ na nie antybiotyki z grupy
linkozamidów. Aktywno�æ wykazuj¹ jedynie penicy-
liny, tetracykliny, chloramfenikol, glikopeptydy, linezo-
lid i niektóre fluorochinolony [12]. Penicylina benzylo-
wa w po³¹czeniu z gentamycyn¹ dzia³a synergistycznie
na wiêkszo�æ enterokoków, natomiast w po³¹czeniu ze
streptomycyn¹ wykazuje takie dzia³anie w stosunku
do ok. 40% szczepów. Brak synergizmu wi¹¿e siê
z wyj¹tkowo wysok¹ oporno�ci¹ na streptomycynê
i/lub gentamycynê wystêpuj¹c¹ u niektórych szcze-
pów enterokoków [12]. Jest ona wynikiem powsta-
³ych na drodze mutacji zmian rybosomalnych bia³ek
wi¹¿¹cych streptomycynê i gentamycynê [12]. Wyso-
ki poziom oporno�ci na te antybiotyki mo¿e wystê-
powaæ niezale¿nie od siebie. Brak synergizmu dzia-
³ania penicylin i aminoglikozydów na enterokoki
mo¿e byæ zwi¹zany równie¿ z enzymami modyfik-
uj¹cymi aminoglikozydy [12]. Enzymy te, do których
nale¿¹ acetylotransferazy, fosfotransferazy i nukleo-
tydylotransferazy, modyfikuj¹ cz¹steczki antybiotyku,
w wyniku czego staje siê on nieaktywny [12]. U pod-
stawy ca³kowitej lub wzglêdnej oporno�ci entero-
koków na penicylinê le¿y wytwarzanie bia³ek PBP
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o niskim powinowactwie do tego antybiotyku [5, 12,
20]. U niektórych szczepów enterokoków wykazano
równie¿ enzymatyczny mechanizm oporno�ci na pe-
nicyliny [4, 5, 12, 14].

5. Enterokokowe zaka¿enia krwi

G³ównymi miejscami wyj�cia enterokokowych za-
ka¿eñ krwi s¹: przewód pokarmowy, zaka¿one drogi
moczowe, zaka¿one tkanki miêkkie, zaka¿enia w ob-
rêbie jamy brzusznej i cewniki naczyniowe. Koloni-
zacja skóry pacjenta przez enterokoki zwiêksza ryzy-
ko zaka¿enia cewnika naczyniowego, a nastêpnie
zaka¿enia krwi. Badania nad enterokokowymi zaka-
¿eniami krwi doprowadzi³y do opisania ró¿nych mo-
deli wyja�niaj¹cych rozwój tego zaka¿enia. Jeden
z nich zak³ada, ¿e naruszenie naturalnej równowagi
panuj¹cej w organizmie miêdzy bakteriami wchodz¹-
cymi w sk³ad flory fizjologicznej a uk³adem odpor-
no�ciowym, skutkuje prze³amaniem przez bakterie
miejscowych barier immunologicznych i wywo³aniem
zaka¿enia. Taki przebieg zaka¿enia krwi (w tym wy-
wo³anego przez enterokoki) wystêpuje u pacjentów
z neutropeni¹ i chorobami nowotworowymi. U tych
chorych enterokoki z przewodu pokarmowego (nawet
nieuszkodzonego) przenikaj¹ do uk³adu krwiono�ne-
go wywo³uj¹c zaka¿enie krwi [10].

Inny model zak³ada pocz¹tkow¹ inwazjê zjadli-
wych szczepów enterokoków do komórek nab³on-
kowych jelita, a nastêpnie translokacjê do naczyñ
krwiono�nych. Model ten wyja�nia przebieg zaka¿e-
nia u pacjentów bez upo�ledzonej odporno�ci. Czyn-
nikiem decyduj¹cym w tym przypadku jest posiadanie
przez szczep wywo³uj¹cy zaka¿enie zwiêkszonej zja-
dliwo�ci, umo¿liwiaj¹cej prze³amanie bariery immu-
nologicznej organizmu.

Na podstawie licznych badañ nad czynnikami etio-
logicznymi zaka¿eñ krwi ustalono, ¿e enterokoki wy-
wo³uj¹ oko³o 5% wszystkich zaka¿eñ krwi. Dotyczy
to zaka¿eñ wystêpuj¹cych u wszystkich pacjentów,
u których rozpoznano bakteryjne zaka¿enie krwi (bak-
teriemia, posocznica). Drobnoustroje te s¹ czêstszym
czynnikiem etiologicznym zaka¿enia krwi u pacjen-
tów leczonych w oddzia³ach intensywnej terapii oraz
w�ród chorych oddzia³ów hematologicznych i onko-
logicznych. W tych grupach wywo³uj¹ nawet do 20%
bakteriemii i posocznic.

U pacjentów leczonych w latach 2005�2007 w Aka-
demickim Centrum Klinicznym (ACK) w Gdañsku
enterokoki wywo³a³y 18,08% bakteriemii. W Klinice
Hematologii Doros³ych by³y czynnikiem etiologicz-
nym 28,09% bakteriemii. W innych klinikach odsetek
bakteriemii enterokokowych utrzymywa³ siê na pozio-
mie oko³o 10% (tabela I).

W�ród drobnoustrojów izolowanych z posiewów
krwi pobranej od pacjentów leczonych w latach
2005�2007 w ACK w Gdañsku enterokoki stanowi³y
12,29% ogólnej liczby izolatów (tabela II).

Nale¿a³y one w wiêkszo�ci do dwóch gatunków.
Dominowa³ gatunek E. faecium � 67,81% izolatów.
Drugim gatunkiem by³ E. faecalis � 31,57% izolatów.
Dwa pozosta³e gatunki E. avium i E. gallinarum by³y
reprezentowane przez pojedyncze izolaty (tabela III).

Tak du¿y udzia³ gatunku E. faecium w wywo³ywa-
niu bakteriemii u pacjentów ACK wi¹¿e siê z utrzy-
muj¹c¹ siê epidemi¹ zaka¿eñ wywo³ywanych przez
wankomycyno-oporne szczepy tego gatunku w Klinice
Hematologii Doros³ych. Jest to odwrotna sytuacja ni¿
najczê�ciej spotykana, gdzie dominuj¹cym gatunkiem

E. faecalis 101 31,57%

E. faecium 217 67,81%

E. avium 1 0,31%

E. gallinarum 1 0,31%

Razem 320 100%

T a b e l a  I I I
Gatunki enterokoków izolowane z krwi od pacjentów ACK

w Gdañsku

Gatunek Liczba izolatów Odsetek

Pa³eczki Gram-ujemne 748 28,79%

Ziarenkowce Gram-dodatnie 1698 65,35%

w tym: E. faecalis 101 3,88%
E. faecium 217 8,35%
E. avium 1 0, 03%
E. gallinarum 1 0,03%

Dro¿d¿aki 89 3,42%

Beztlenowce 37 1,42%

Pa³eczki Gram-dodatnie 26 1.02%

Razem 2598 100%

T a b e l a  I I
Drobnoustroje izolowane z posiewów krwi

Drobnoustroje Liczba izolatów Odsetek

Klinika Hematologii 598 168 28,09%

Kliniki chirurgiczne 542 51 9,40%

Kliniki internistyczne 681 65 9,54%

Klinika Intensywnej Terapii 348 36 10,34%

Razem 1769 320 18,08%

T a b e l a  I
Bakteriemie enterokokowe w wybranych klinikach ACK

w Gdañsku

Klinika

Ogólna
liczba
bak-

teriemii

Liczba
bakteriemii

entero-
kokowych

Odsetek
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enterokoków wywo³uj¹cym ró¿ne zaka¿enia, w tym
bakteriemie, jest E. faecalis.

Udzia³ poszczególnych gatunków enterokoków
w wywo³ywaniu bakteriemii enterokokowych u pa-
cjentów ró¿nych klinik przedstawia³ siê odmien-
nie. W Klinice Hematologii Doros³ych gatunek E. fa-
ecium wywo³a³ 87,50%, E. feacalis 12.50% bak-
teriemii enterokokowych. W klinikach chirurgicz-
nych wiêkszo�æ tych zaka¿eñ wywo³a³ E. faecalis
� 58,82%, podobnie jak w klinikach internistycznych
� 50,76%. W Klinice Intensywnej Terapii wiêkszo�æ
bakteriemii enterokokowych wywo³a³ E. faecium,
ale jego udzia³ by³ znacznie ni¿szy ni¿ w Klinice
Hematologii Doros³ych i wynosi³ 52,78%. Udzia³
E. faecium w wywo³ywaniu zaka¿eñ krwi u pacjentów
leczonych w ACK jest wielokrotnie wy¿szy ni¿ poda-
wany w publikacjach (ok. 10�20%) i wynosi ok. 68%
(tabela IV).

na glikopeptydy (wankomycyna, teikoplanina). Z kolei
112 izolatów E. faecium spo�ród 217 badanych, wy-
kazywa³o oporno�æ na tê grupê antybiotyków. Odse-
tek izolatów opornych na teikoplaninê by³ ni¿szy ni¿
w przypadku wankomycyny. Wiêkszo�æ enterokoków
opornych na wankomycynê (VRE) nale¿a³a do feno-
typu VanA charakteryzuj¹cego siê wysok¹ oporno�ci¹
na wankomycynê i teikoplaninê. Tylko pojedyncze
izolaty nale¿a³y do fenotypów VanB i VanC. W�ród
320 izolatów enerokoków wyizolowanych z krwi czte-
ry by³y oporne na linezolid. Nale¿a³y one do gatunku
E. faecium i by³y jednocze�nie oporne na wankomy-
cynê i teikoplaninê. Tylko co drugi izolat E. faecalis
i co czwarty izolat E. faecium by³ wra¿liwy na wyso-
kie stê¿enie gentamycyny (tabela V).

Najczêstszym punktem wyj�cia bakteriemii entero-
kokokowej jest przewód pokarmowy. W badaniach
w³asnych stanowi³ on �ród³o enterokoków u ponad
po³owy pacjentów z bakteriemi¹ wywo³an¹ przez te
drobnoustroje. Byli to chorzy z neutropeni¹, ostr¹ bie-
gunk¹ i zapaleniem b³ony �luzowej przewodu pokar-
mowego, jako ubocznymi skutkami leczenia chorób
hematologicznych i immunosupresji po przeszczepach
szpiku kostnego.

Drugim wa¿nym �ród³em zaka¿enia krwi entero-
kokami by³ zaka¿ony uk³ad moczowy. Bakteriemie
wychodz¹ce z tego uk³adu stanowi³y ok. 20% ca³ko-
witej liczby bakteriemii enterokokowych. W grupie tej
dominowali pacjenci z chorobami nerek, w tym chorzy
po przeszczepach. Szczególn¹ grup¹ zwiêkszonego
ryzyka wyst¹pienia zaka¿enia enterokokowego krwi,
w tym szczepami VRE, s¹ chorzy dializowani otrzew-
nowo. U tych pacjentów czêsto obserwuje siê nosiciel-
stwo wankomycyno-opornych enterokoków w prze-
wodzie pokarmowym.

Klinika Hematologii E. faecalis 21 12,50%
E. faecium 147 87,50%

Kliniki chirurgiczne E. faecalis 30 58,82%
E. faecium 20 39,21%
E. avium 1 1,96%

Kliniki internistyczne E. faecalis 33 50,76%
E. faecium 31 47,69%
E. gallinarum 1 1,53%

Klinika Intensywnej E. faecalis 17 47,22%
Terapii E. faecium 19 52,78%

T a b e l a  I V
Gatunki enterokoków izolowane z krwi w wybranych klinikach

ACK w Gdañsku

Klinika Gatunek Liczba
izolatów

Odsetek

E. faecalis 101 100,0% 98,24% 98,24% 100% 48,65%

E. faecium 217 0,00% 52, 45% 56,65% 98,15% 24,85%

T a b e l a  V
Wra¿liwo�æ enterokoków izolowanych z krwi od pacjentów ACK na antybiotyki

Gatunek
Liczba

izolatów

Odsetek izolatów wra¿liwych na antybiotyki

Ampicylina Wankomycyna Teikoplanina Linezolid Gentamycyna*

* � wysokie stê¿enie antybiotyku

Wra¿liwo�æ na antybiotyki izolatów nale¿¹cych do
dwóch dominuj¹cych gatunków jest bardzo zró¿ni-
cowana. W szczególno�ci dotyczy to antybiotyków
z grupy penicylin i glikopeptydów. Wszystkie izolaty
E. faecalis z krwi pacjentów ACK by³y wra¿liwe na
antybiotyki z grupy penicylin (penicylina, ampicylina)
natomiast wszystkie izolaty E. faecium by³y oporne.
Tylko 2 spo�ród 101 izolatów E. faecalis by³y oporne

Zaka¿enia w obrêbie skóry, tkanki miê�niowej oraz
jamy brzusznej s¹ czêstym �ród³em bakteriemii ente-
rokokowych u pacjentów oddzia³ów chirurgicznych.
Stanowi³y one punkt wyj�cia ok.10% rozpoznanych
przypadków bakteriemii wywo³anych przez enteroko-
ki. Bakteriemie enterokokowe, gdzie �ród³em drobno-
ustrojów by³y zaka¿one cewniki naczyniowe stanowi³y
tylko kilka procent tych zaka¿eñ (tabela VI).
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6. Podsumowanie

Enterokoki, drobnoustroje o stosunkowo ma³ej zja-
dliwo�ci, powszechnie wystêpuj¹ce w organizmie
cz³owieka jako jeden z istotnych sk³adników flory
jelitowej s¹ od dawna znanym czynnikiem etiologicz-
nym zaka¿eñ o ró¿nej lokalizacji. W przesz³o�ci jedy-
nym powa¿nym z zaka¿eniem wywo³ywanym przez
te drobnoustroje by³o zapalenie wsierdzia. Wprowa-
dzenie penicyliny a nastêpnie streptomycyny, umo¿li-
wi³o skuteczne leczenie enterokokowego zapalenia
wsierdzia wywo³ywanego w oko³o 95% przypadków
przez gatunek E. faecalis. Drobnoustrój ten by³ wra¿-
liwy na penicyliny i wysokie stê¿enia aminoglikozy-
dów, co umo¿liwia³o zastosowanie skojarzonej anty-
biotykoterapii gwarantuj¹cej wiêksz¹ skuteczno�æ
leczenia. Wzrost znaczenia enterokoków jako drobno-
ustrojów wywo³uj¹cych zaka¿enia krwi wi¹¿e siê
z kilkoma procesami. Pierwszym by³ wzrost oporno�ci
enterokoków na wysokie stê¿enia aminoglikozydów,
co przyczyni³o siê do pogorszenia skuteczno�ci trady-
cyjnej terapii, polegaj¹cej na jednoczesnym podawaniu
penicyliny i aminoglikozydu. Powszechne stosowanie
tych antybiotyków w leczeniu zaka¿eñ wystêpowa³o
w latach sze�ædziesi¹tych, siedemdziesi¹tych i na po-
cz¹tku lat osiemdziesi¹tych. Wprowadzenie do lecz-
nictwa antybiotyków z grupy cefalosporyn i szerokie
ich stosowanie od pocz¹tku lat osiemdziesi¹tych
w lecznictwie ambulatoryjnym i szpitalnym przyczy-
ni³o siê do dominacji enterokoków w tlenowej florze
jelitowej pacjentów otrzymuj¹cych te antybiotyki.
W tym samym czasie ros³a równie¿ liczba pacjentów
z obni¿on¹ odporno�ci¹, co wi¹¿e siê z postêpem
w leczeniu chorób hematologicznych i onkologicz-
nych oraz rozwojem transplantologii. W efekcie dosz³o
do wzrostu ryzyka wyst¹pienia bakteriemii enterokoko-
wej w tych grupach chorych leczonych w szpitalach.
Kolejnym zjawiskiem, które przyczyni³o siê do wzro-
stu roli enterokoków by³ wybuch w szpitalach epide-
mii zaka¿eñ wywo³ywanych przez MRSA i szerokie
wprowadzenie do lecznictwa wankomycyny. Antybio-
tyk ten stanowi lek drugiego rzutu w leczeniu zaka¿eñ

wywo³anych przez enterokoki oporne na penicyliny
i aminoglikozydy. Powszechne stosowanie wankomy-
cyny do leczenia zaka¿eñ i w profilaktyce oko³oope-
racyjnej przyczyni³o siê do wyselekcjonowania na po-
cz¹tku lat osiemdziesi¹tych enterokoków opornych na
wankomycynê. W ci¹gu nastêpnych 15 lat rozprze-
strzeni³y siê one w szpitalach na ca³ym �wiecie.

By³ to kolejny krok prowadz¹cy do wzrostu zna-
czenia tych bakterii w wywo³ywaniu ró¿nych zaka¿eñ,
w tym zaka¿eñ krwi. Kolejnym wa¿nym etapem by³o
wprowadzenie do lecznictwa imipenemu. Antybiotyk
ten wykazuje aktywno�æ wobec szczepów E. faecalis
ale nie obejmuje swoim spektrum szczepów E. fae-
cium. W efekcie, u pacjentów leczonych imipenemem
w uprzywilejowanej pozycji znajduj¹ siê szczepy
E. faecium i to one dominuj¹ w tlenowej florze jelito-
wej tych chorych. Wzrost liczby chorych z dominuj¹-
cym we florze jelitowej gatunkiem E. faecium, którego
szczepy s¹ naturalnie znacznie bardziej oporne na anty-
biotyki ni¿ E. faecalis stanowi kolejny czynnik ryzyka
wyst¹pienia enterokokowego zaka¿enia krwi.

Z analizy danych przedstawionych w tym opraco-
waniu wynika, ¿e najwiêcej enterokokowych zaka¿eñ
krwi w ACK wystêpuje u pacjentów Kliniki Hemato-
logii Doros³ych. W zwi¹zku z chorob¹ podstawow¹,
chorzy ci otrzymuj¹ szereg chemioterapeutyków pro-
wadz¹cych do znacznego obni¿enia odporno�ci. Aby
zapobiec zaka¿eniom otrzymuj¹ równie¿ profilaktycz-
nie antybiotyki. Czêsto stosowanymi w tym celu s¹
cefalosporyny trzeciej generacji (np. ceftazydym), kar-
bapenemy (np. imipenem) i glikopeptydy (np. wan-
komycyna). Taka terapia antybiotykowa, eliminuj¹ca
szczególnie Gram-ujemne pa³eczki jelitowe, przyczy-
nia siê do selektywnego namna¿ania enterokoków we
florze jelita. W nastêpnym etapie, u pacjentów otrzymu-
j¹cych imipenem, dochodzi do namna¿ania siê szcze-
pów E. faecium. Z kolei podawanie wankomycyny
selekcjonuje w obrêbie tego gatunku szczepy VRE.
Proces selekcji drobnoustrojów opornych na antybio-
tyki, takich jak enterokoki oporne na wankomycynê,
u pacjentów z wysokim ryzykiem wyst¹pienia zaka¿e-
nia krwi (z³y stan ogólny, znaczne os³abienie odporno�-
ci) przyczyni³ siê do znacznego wzrostu liczby przy-
padków zaka¿eñ krwi wywo³anych przez enterokoki.
Dotyczy to g³ównie pacjentów leczonych w oddzia-
³ach hematologicznych, onkologicznych, transplantolo-
gicznych oraz oddzia³ach intensywnej terapii.
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1. Wstêp

Pa³eczki z rodzaju Acinetobacter zalicza siê � obok
drobnoustrojów takich jak Pseudomonas aeruginosa,
Stenotrophomonas maltophilia i Burkholderia cepacia
� do grupy tak zwanych Gram-ujemnych pa³eczek nie-
fermentuj¹cych. Bakterie te wystêpuj¹ powszechnie
w �rodowisku � w glebie, wodach powierzchniowych
i �ciekach [6, 37]. Mog¹ byæ równie¿ wykrywane
u ro�lin i zwierz¹t oraz w produktach spo¿ywczych.
W �rodowisku szpitalnym wystêpuj¹ g³ównie w miejs-
cach wilgotnych � umywalkach, nawil¿aczach powie-
trza, ssakach, rurach respiratorów, itp., jak równie¿
w wodzie wodoci¹gowej. Mog¹ ska¿aæ powierzchnie,
na których prze¿ywaj¹ nawet przez kilka tygodni lub
miesiêcy [41, 67]. Mimo i¿ bakterie te z regu³y wystê-
puj¹ w �rodowisku wilgotnym, obecnie coraz czê�ciej
podkre�la siê ich zdolno�æ do przetrwania tak¿e w �ro-
dowisku suchym, co zwiêksza ich potencja³ do wywo-
³ywania zaka¿eñ szpitalnych.

Klasyfikacja gatunków w obrêbie rodzaju Acineto-
bacter nadal nie jest jeszcze dok³adnie ustalona i pod-
lega ci¹g³ym zmianom [9, 18]. Aktualnie wyró¿nia siê
co najmniej 33 gatunki zidentyfikowane genetycznie
� tzw. genogatunki (ang. genomic species) [18]. Kla-
syfikacjê rodzaju Acinetobacter komplikuje powstanie
dwóch odrêbnych systemów nazewnictwa tych bak-
terii � B o u v e t a  i J e a n j e a n  oraz T j e r n b e r g
i U r s i n g a  [9]. Obecnie trwaj¹ prace nad ustaleniem
podobieñstwa b¹d� identyczno�ci poszczególnych ga-
tunków, objêtych tymi dwoma systemami taksono-
micznymi. Oprócz uznanych 33 genogatunków, na
podstawie badañ molekularnych wyodrêbniono dodat-
kowo 31 grup izolatów [18]. W praktyce klinicznej
najwiêksze znaczenie maj¹ szczepy nale¿¹ce do ga-
tunku A. baumannii (dawniej: Acinetobacter calcoace-
ticus var. anitratus), którego aktualn¹ nazwê zatwier-
dzono w 1986 r. [9].

Bakterie z rodzaju Acinetobacter charakteryzuj¹ siê
wieloma czynnikami, które warunkuj¹ ich zjadliwo�æ
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Clinical significance of Acinetobacter spp. � emerging problems

Abstract: Acinetobacter spp., particularly A. baumannii, are opportunistic microorganisms, causing infections most often in patients
undergoing intensive therapy and in immunocompromised individuals. In the recent years, their clinical significance has been
increasing. Due to the wide distribution of Acinetobacter spp. rods in the environment, as well as their ability to survive in different
conditions, they may cause extensive and prolonged difficulties in to controling the epidemic outbreaks in healthcare institutions.
Molecular techniques used for typing of bacterial isolates confirm their spread and show their ability to cause recurrent epidemics
even several months after the first outbreak. To date, three epidemic clones of A. baumannii have been identified in Europe.
Recently, it has been reported that isolates genetically identical to the European clone I and II are circulating in Poland.

Bacteria of the genus Acinetobacter are characterised by natural resistance to many antibacterial agents. They also easily acquire
genes conferring resistance to other groups of antimicrobials, including carbapenems. Recently, the presence of a gene encoding
metallo-$-lactamase type VIM has been detected in carbapenem-resistant clinical strains of Acinetobacter baumannii isolated
in Warsaw. This was the first report in Poland, while the presence of VIM enzymes in A. baumannii has been reported so far only in
South Korea, Spain and Greece. Detection of blaVIM gene in A. baumannii strains belonging to the European clone II, with the
increased potential for epidemic spread, indicates the need to take effective measures which would prevent the spread of infections
and would limit the selection of multidrug-resistant strains.

Formation of a biofilm by microorganisms is now increasingly recognized as their virulence factor contributing to the
pathogenesis of infections. It is estimated that over 60% of all bacterial infections are caused by biofilms, including infections
derived from the use of medical devices, such as central and peripheral vascular catheters, urinary catheters or implants. A wide
variation in biofilm formation was detected among the clinical strains of A. baumannii.

1. Introduction. 2. Clinical significance of bacteria of the genus Acinetobacter. 3. Resistance of Acinetobacter rods to antibiotics.
4. Epidemiology of Acinetobacter spp. infections. 5. Control of nosocomial infections. 6. Formation of biofilms by Acinetobacter spp.
7. Summary

S³owa kluczowe: Acinetobacter, oporno�æ na karbapenemy, metalo-$-laktamazy (MBL) typu VIM, biofilmy
Key words: Acinetobacter, carbapenem resistance, VIM-type metallo-$-lactamases (MBL), biofilms
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oraz u³atwiaj¹ kolonizacjê lub infekcjê pacjentów pod-
dawanych zabiegom diagnostycznym i leczniczym.
Ma³o jednak wiadomo na temat genów i czynników
odgrywaj¹cych rolê w ich podstawowej fizjologii. Ist-
niej¹ doniesienia, ¿e alkohol mo¿e stanowiæ jedyne
�ród³o wêgla dla tych bakterii i zwiêksza ich wirulencjê
[2, 49]. Podwa¿y³oby to zasadno�æ stosowania �rod-
ków do dezynfekcji r¹k na bazie alkoholu, co stanowi
obecnie podstawê profilaktyki zaka¿eñ szpitalnych.

2. Znaczenie kliniczne bakterii z rodzaju
Acinetobacter

Pa³eczki niefermentuj¹ce stanowi¹ coraz wiêksze
zagro¿enie dla osób poddawanych intensywnej terapii
[6, 40, 66, 73]. Szczepy Acinetobacter spp. mog¹ sta-
nowiæ 10�13% ogó³u bakterii izolowanych od hospi-
talizowanych pacjentów [37]. �miertelno�æ zwi¹zana
z tymi zaka¿eniami jest du¿a i siêga 30�80% [33, 36].

Bakterie z rodzaju Acinetobacter s¹ wa¿nymi czyn-
nikami etiologicznymi zapaleñ p³uc zwi¹zanych ze sto-
sowaniem respiratora (ang. ventilator-associated pneu-
monia, VAP) [6, 46, 63, 70]. Kolonizuj¹ otwarte rany
i rurki tracheostomijne, jak równie¿ odgrywaj¹ rolê
w zaka¿eniach uk³adu moczowego, zaka¿eniach krwi,
infekcjach skóry i tkanek miêkkich, zapaleniu opon
mózgowo-rdzeniowych, bakteryjnym zapaleniu wsier-
dzia oraz zaka¿eniach oczu [6, 36, 46, 47, 63, 70].
W ostatnich latach notuje siê coraz wiêcej zaka¿eñ
Acinetobacter spp. u hospitalizowanych dzieci [33].
Bakterie te rzadko wywo³uj¹ zaka¿enia pozaszpitalne,
lecz mog¹ one mieæ ciê¿ki przebieg [37, 38].

Najwiêksz¹ rolê w praktyce klinicznej odgrywa ga-
tunek A. baumannii, stanowi¹cy 70�90% klinicznych
izolatów z rodzaju Acinetobacter [6, 37]. U pacjentów
hospitalizowanych na OIT powoduje on najczê�ciej
VAP (25� 49% przypadków), zaka¿enia krwi i linii
naczyniowych (27�38%), zaka¿enia uk³adu moczo-
wego (19�22%) oraz infekcje ran (16�32%) [6, 37].
Stosunkowo czêsto od hospitalizowanych pacjentów
izoluje siê te¿ szczepy A. lwoffii, A. johnsonii i A. ha-
emolyticus [37]. Postacie kliniczne zaka¿eñ wywo³y-
wanych przez bakterie z rodzaju Acinetobacter przed-
stawiono w tabeli I.

Zaka¿enia uk³adu oddechowego stanowi¹ najczêst-
szy rodzaj infekcji wywo³anych przez szczepy Acineto-
bacter spp., zw³aszcza u pacjentów hospitalizowanych
na OIT [6, 32, 33, 71]. Szacuje siê, ¿e 3�10% szpital-
nych zapaleñ p³uc jest wywo³anych przez Acinetobac-
ter spp., a w grupie pacjentów wentylowanych za po-
moc¹ respiratora odsetek ten wynosi nawet 10�27%
[33, 34]. Ogó³em �miertelno�æ (ang. crude mortality)
w przebiegu zaka¿eñ uk³adu oddechowego wywo³a-
nych przez Acinetobacter spp. waha siê od 30 do 75%
i jest najwiêksza w grupie pacjentów z VAP. Pojawi³o

siê te¿ doniesienie o rosn¹cej roli bakterii z rodzaju
Acinetobacter w wywo³ywaniu pozaszpitalnego zapa-
lenia p³uc, o ciê¿kim przebiegu klinicznym i obarczo-
nego du¿¹ �miertelno�ci¹, co mo¿e stanowiæ nowy ze-
spó³ chorobowy [38]. Zaka¿enia uk³adu oddechowego
o etiologii Acinetobacter spp., wywo³ane przez szcze-
py wielolekooporne, stwierdzono te¿ u osób, które
prze¿y³y tsunami [25].

Zaka¿enia krwi s¹ wa¿n¹ postaci¹ infekcji wywo-
³ywanych przez szczepy Acinetobacter spp. [46]. We-
d³ug wieloo�rodkowych badañ w USA i Europie Aci-
netobacter spp. zaliczony zosta³ do 10 najczêstszych
patogenów zaka¿eñ krwi [24, 45]. Czêsto�æ izolacji
Acinetobacter spp. w szpitalnych zaka¿eniach krwi
wynosi 1�10% ogó³u szczepów [13, 37, 69]. Ponad
70% szpitalnych zaka¿eñ krwi o etiologii Acinetobac-
ter spp. wystêpuje na OIT [13]. Bakterie te mog¹
powodowaæ sepsê, prowadz¹c¹ w 25�30% przypad-
ków do wstrz¹su septycznego [13, 33, 37]. Mog¹ te¿
byæ czynnikiem etiologicznym bakteryjnego zapalenia
wsierdzia, rozwijaj¹cego siê po leczeniu stomatolo-
gicznym lub po zabiegach kardiochirurgicznych [31,
42]. Ostatnio zwrócono uwagê na du¿¹ czêsto�æ wy-
stêpowania bakteriemii spowodowanej przez Acineto-
bacter spp. w�ród ¿o³nierzy rannych w Iraku i w Af-
ganistanie [35, 48]. Znaczna czê�æ tych szczepów
charakteryzuje siê oporno�ci¹ na wiele grup leków,
a ponad 60% szczepów wykazuje podobieñstwo ge-
netyczne do trzech klonów dominuj¹cych w Europie.

Czêst¹ postaæ infekcji wywo³ywanych przez szcze-
py Acinetobacter spp. stanowi¹ zaka¿enia ran i skóry
[37]. W ci¹gu ostatnich 10 lat zanotowano znaczny
wzrost udzia³u tych bakterii w etiologii infekcji skóry
i tkanek miêkkich z 25% do 45%. Bakterie z rodzaju
Acinetobacter szczególnie czêsto kolonizuj¹ lub zaka-
¿aj¹ rany operacyjne u hospitalizowanych pacjentów,
co mo¿e prowadziæ do bakteriemii [33]. S¹ te¿ wa¿-
nymi czynnikami etiologicznymi zaka¿eñ ran oparze-
niowych (zw³aszcza rozleg³ych) oraz odle¿yn [37, 41].
Zaobserwowano równie¿ czêste wystêpowanie tych
bakterii w zaka¿eniach ran u ¿o³nierzy w Iraku, praw-
dopodobnie wskutek ska¿enia ran ziemi¹ [35, 48].
Wielolekooporne szczepy tych bakterii wyizolowa-
no równie¿ z zaka¿onych ran u osób, które prze¿y³y
tsunami [25].

Czêsto�æ szpitalnych zaka¿eñ uk³adu moczowego,
wywo³ywanych przez bakterie z rodzaju Acinetobac-
ter, waha siê od 2% do ponad 60% [6, 37]. Infekcje
te najczê�ciej wystêpuj¹ u osób w podesz³ym wieku,
z innymi wspó³istniej¹cymi schorzeniami, u leczonych
na OIT oraz z za³o¿onymi na sta³e cewnikami moczo-
wymi. Niedawno zaka¿enie uk³adu moczowego wy-
wo³ane przez wielolekooporny szczep A. baumannii
stwierdzono u pacjentki z urazem pêcherza moczowe-
go wskutek tsunami [25].
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Acinetobacter spp. uwa¿ane s¹ za wa¿ne czynniki
etiologiczne szpitalnych zaka¿eñ o�rodkowego uk³adu
nerwowego [6, 23, 63, 72]. �miertelno�æ w przypad-
kach zapaleñ opon mózgowo-rdzeniowych wywo-
³anych przez Acinetobacter spp. jest szacowana na
20�27% [6, 23]. Bakterie te mog¹ powodowaæ nawra-
caj¹ce epidemie w oddziale szpitalnym, co wymaga
ci¹g³ego �cis³ego przestrzegania zasad kontroli zaka-
¿eñ [71, 72].

Szczepy z rodzaju Acinetobacter izolowano w przy-
padkach zapalenia spojówek, zaka¿enia oka po urazie
lub po zabiegach okulistycznych, infekcji przeszcze-
pionej rogówki lub zaka¿enia oka u osób nosz¹cych
soczewki kontaktowe [14, 30]. Bakterie te izolowane
s¹ z przewodów wodnych w unitach dentystycznych
oraz ze sprzêtu stosowanego w pracowniach prote-
tycznych, co mo¿e przyczyniaæ siê do zaka¿eñ u osób
z zaburzeniami odporno�ci, poddawanych zabiegom
stomatologicznym [43, 74].

3. Oporno�æ pa³eczek Acinetobacter spp.
na antybiotyki

Bakterie Acinetobacter spp. charakteryzuj¹ siê natu-
raln¹ oporno�ci¹ na wiele leków (ampicylina, amoksy-
cylina, cefalosporyny pierwszej generacji), a w miarê

up³ywu lat naby³y oporno�æ na kolejne ich grupy.
Obecnie notuje siê szybki wzrost czêsto�ci wystêpo-
wania wielolekoopornych (ang. multidrug-resistant,
MDR) szczepów z rodzaju Acinetobacter, w tym opor-
nych na karbapenemy, co sprawia, ¿e mo¿liwo�ci le-
czenia staj¹ siê coraz bardziej ograniczone [1, 3, 36,
40, 47, 60]. Ostatnio coraz czê�ciej od hospitalizowa-
nych pacjentów izoluje siê szczepy wra¿liwe tylko na
sulbaktam i kolistynê [29, 40, 60].

W obrêbie rodzaju Acinetobacter wykryto kilka
mechanizmów oporno�ci na leki $-laktamowe o sze-
rokim spektrum, takie jak zmiany w obrêbie bia³ek
wi¹¿¹cych penicyliny (ang. penicillin binding protein,
PBP) lub zmniejszona przepuszczalno�æ b³ony ze-
wnêtrznej wskutek utraty bia³ek porynowych [8, 21,
78]. Najczê�ciej wystêpuj¹cym mechanizmem jest jed-
nak obecno�æ $-laktamaz kodowanych przez geny
znajduj¹ce siê w obrêbie chromosomów lub na plaz-
midach [6, 8, 21, 78]. Kumulacja kilku mechanizmów
prowadzi do powstania szczepów MDR, a nawet opor-
nych na wszystkie dostêpne leki przeciwdrobnoustro-
jowe � PDR (ang. pandrug-resistant) [8, 34, 66].

Oporno�æ na karbapenemy najczê�ciej spowodowa-
na jest wytwarzaniem przez bakterie enzymów hydroli-
zuj¹cych te leki, zwanych karbapenemazami [44, 60].
Nale¿y do nich wiêkszo�æ metalo-$-laktamaz � MBL
(klasa B wed³ug klasyfikacji Amblera) oraz niektóre

uk³ad oddechowy ● szpitalne zapalenie p³uc (w tym respiratorowe zapalenie p³uc)
● pozaszpitalne zapalenie p³uc

uk³ad kr¹¿enia ● bakteriemia
● bakteryjne zapalenie wsierdzia (po zabiegach  kardiochirurgicznych, stomatologicznych)
● sepsa

skóra i tkanka podskórna ● zaka¿enia ran pooperacyjnych
● zaka¿enia ran oparzeniowych
● zaka¿enia ran u ¿o³nierzy
● zaka¿enia ran u osób, które prze¿y³y tsunami

uk³ad moczowy ● zaka¿enie uk³adu moczowego u osób z cewnikiem moczowym
● pourazowe zaka¿enie uk³adu moczowego

uk³ad nerwowy ● zapalenie opon mózgowo-rdzeniowych po zabiegach  neurochirurgicznych
● pourazowe zapalenie opon mózgowo-rdzeniowych
● zapalenie opon mózgowo-rdzeniowych zwi¹zane z obecno�ci¹  uk³adu zastawkowego do

drena¿u komorowego

uk³ad pokarmowy i jama brzuszna ● zapalenie dróg ¿ó³ciowych
● zapalenie otrzewnej

oko ● zapalenie spojówek
● pourazowe zaka¿enia oka
● zaka¿enia oka po zabiegach okulistycznych
● zaka¿enia przeszczepionej rogówki
● zaka¿enia oka u osób nosz¹cych soczewki kontaktowe

inne zaka¿enia ucha
ropieñ tarczycy
zaka¿enia po zabiegach stomatologicznych

T a b e l a  I
Postacie kliniczne zaka¿eñ wywo³ywanych przez bakterie z rodzaju Acinetobacter

Uk³ad/narz¹d Rodzaj zaka¿enia/postaæ kliniczna
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$-laktamazy klasy A i D [44, 65]. Szczepy A. bau-
mannii wytwarzaj¹ te¿ cefalosporynazê AmpC o s³abej
aktywno�ci karbapenemazy [15]. Inne mechanizmy
oporno�ci na tê grupê antybiotyków to zmniejszone
powinowactwo bia³ek wi¹¿¹cych penicylinê (PBP) do
karbapenemów, zwiêkszone usuwanie/wypompowywa-
nie antybiotyków $-laktamowych z komórki bakteryj-
nej wskutek nadmiernej aktywacji pomp b³onowych,
zmniejszona przepuszczalno�æ b³ony zewnêtrznej wy-
wo³ana defektami bia³ek porynowych, jak równie¿
jednoczesne wystêpowanie zmniejszonej przepuszczal-
no�ci i wysokiego poziomu wytwarzania $-laktamazy,
zw³aszcza typu AmpC [3, 21, 44, 65]. W Europie w�ród
izolatów Acinetobacter spp. opornych na karbapenemy
dominuj¹ szczepy wytwarzaj¹ce metalo-$-laktamazy
typu IMP oraz karbapenemazy typu OXA [44, 65].

Wytwarzanie enzymów MBL typu VIM przez
szczepy Acinetobacter spp. jest rzadko�ci¹. Obecno�æ
genu koduj¹cego enzymy typu VIM-2 stwierdzono
w Niemczech u szczepu z rodzaju Acinetobacter na-
le¿¹cego do genogatunku 14TU oraz w Polsce u jed-
nego szczepu sklasyfikowanego jako genogatunek 3
[22, 56]. Jednak wystêpowanie MBL typu VIM
u szczepów A. baumannii, gatunku odgrywaj¹cego
najwiêksz¹ rolê w medycynie, opisano dot¹d tylko
w kilku krajach � w Korei Po³udniowej, w Hiszpanii,
w Grecji i w Polsce [11, 59, 76, 77]. Wytwarzanie tych
enzymów przez szczepy A. baumannii, maj¹ce poten-
cja³ epidemiczny, stanowi bardzo du¿e zagro¿enie dla
pacjentów (zw³aszcza hospitalizowanych na OIT)
i znaczne ograniczenie mo¿liwo�ci terapeutycznych.

4. Epidemiologia zaka¿eñ wywo³ywanych
przez Acinetobacter spp.

Badania molekularne epidemicznych szczepów
A. baumannii pozwoli³y na zidentyfikowanie trzech do-
minuj¹cych w Europie klonów � I, II i III [17, 61]. Wy-
wo³uj¹ one trudne do kontroli ogniska epidemiczne
i mog¹ przetrwaæ w szpitalu endemicznie. Klony I i II
by³y odpowiedzialne za ogniska epidemiczne w pó³noc-
no-zachodniej Europie [17, 18, 61]. Europejski klon III
zarejestrowano we Francji, Hiszpanii, W³oszech, Belgii
i Holandii [61]. W literaturze istnia³a wzmianka o wy-
stêpowaniu klonu I i II tak¿e w Polsce na podstawie
jednego izolatu z ka¿dej grupy, brak jednak by³o anali-
zy tego zjawiska [61]. Ostatnio opisano wystêpowanie
szczepów A. baumannii, reprezentuj¹cych te klony,
w szpitalach klinicznych w Warszawie [76]. Stwier-
dzenie wystêpowania genu blaVIM u szczepów zalicza-
nych do europejskiego klonu II, o wzmo¿onym poten-
cjale epidemicznym, wskazuje na konieczno�æ podjêcia
skutecznych dzia³añ zapobiegaj¹cych zaka¿eniom oraz
ograniczenia selekcji szczepów wielolekoopornych.

Acinetobacter spp., w przeciwieñstwie do innych
pa³eczek Gram-ujemnych, czêsto wystêpuj¹ na skórze
zdrowych osób, stanowi¹c fizjologiczn¹ florê osiad³¹
[7]. Bakterie te mog¹ wystêpowaæ na skórze oko³o
25% zdrowych osób, w niektórych regionach geogra-
ficznych czê�ciej ni¿ w innych [7, 57]. U osób zdro-
wych dominuj¹ gatunki inne ni¿ A. baumannii.
W przeciwieñstwie do tego, w warunkach szpitalnych,
zw³aszcza w ognisku epidemicznym, bardzo czêsto
stwierdza siê wystêpowanie A. baumannii na skórze
zarówno pacjentów, jak i personelu medycznego [33].
U hospitalizowanych pacjentów nosicielstwo Acineto-
bacter spp. na skórze mo¿e dotyczyæ nawet jednej
trzeciej chorych i zwiêksza siê podczas pobytu w szpi-
talu. Bakterie z rodzaju Acinetobacter szczególnie
czêsto kolonizuj¹ rany oparzeniowe � nawet u ponad
50% pacjentów [33].

Nosicielstwo Acinetobacter spp. w jamie ustnej lub
w górnych drogach oddechowych wystêpuje rzadko
u osób zdrowych, w przeciwieñstwie do hospitalizowa-
nych pacjentów, u których pa³eczki te mog¹ równie¿
kolonizowaæ uk³ad pokarmowy i pochwê [6, 13, 55,
57]. Kolonizacja pacjentów, zw³aszcza leczonych na
OIT, sprzyja ska¿eniu r¹k personelu medycznego i �ro-
dowiska szpitalnego [55, 57]. Wskazuje to na koniecz-
no�æ �cis³ego przestrzegania higieny r¹k podczas opie-
ki nad pacjentami [7, 29, 60, 66].

Pa³eczki Acinetobacter spp. szczególnie czêsto wy-
stêpuj¹ w �rodowisku wilgotnym, obecnie jednak pod-
kre�la siê, ¿e szczepy tych bakterii mog¹ prze¿yæ przez
d³u¿szy okres czasu nawet na suchych powierzchniach
i w powietrzu [4, 6, 27, 67]. Ska¿enie powierzchni
i powietrza jest szczególnie du¿e, gdy na sali przebywa
pacjent skolonizowany lub zaka¿ony Acinetobacter
spp. [4, 23, 33]. Nale¿y zwróciæ uwagê, i¿ ska¿enie po-
wietrza mo¿e odgrywaæ znacznie wiêksz¹ rolê w sze-
rzeniu siê bakterii Acinetobacter spp. w �rodowisku
szpitalnym ni¿ dotychczas uwa¿ano [4, 26, 54]. Pa³ecz-
ki z rodzaju Acinetobacter, oprócz minimalnych wyma-
gañ od¿ywczych, wykazuj¹ zdolno�æ prze¿ycia w sze-
rokim zakresie temperatur i pH. Udokumentowano
utrzymywanie siê ska¿enia �rodowiska szpitalnego pa-
³eczkami Acinetobacter spp. nawet przez wiele dni
po wypisaniu pacjenta [6]. Bakterie te mog¹ pozostaæ
¿ywotne w suchym �rodowisku przez okres kilku tygo-
dni lub miesiêcy, a nawet do roku (tabela II) [27, 64,
67]. Wspomniane wcze�niej doniesienia o zdolno�ci
A. baumannii do wykorzystywania etanolu jako �ród³a
wêgla, potrzebnego na namna¿ania siê bakterii, mo¿e
stanowiæ du¿y problem w zakresie kontroli zaka¿eñ
szpitalnych, poniewa¿ obecnie do odka¿ania powierzch-
ni i sprzêtu medycznego powszechnie stosuje siê pre-
paraty dezynfekcyjne na bazie alkoholu etylowego.

Acinetobacter spp., zw³aszcza A. baumannii, z ³at-
wo�ci¹ ska¿aj¹ te¿ sprzêt medyczny, taki jak respira-
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tory, butle ssaków, worki resuscytacyjne typu Ambu,
dializatory i aparatura do odsysania [23, 32, 60, 66].
Autoklawowanie i sterylizacja w tlenku etylenu inak-
tywuj¹ pa³eczki Acinetobacter, lecz kliniczne izolaty
tych bakterii mog¹ byæ oporne na promieniowanie
jonizuj¹ce i ultrafioletowe [12, 28, 32]. Nale¿y te¿
zwróciæ szczególn¹ uwagê na jako�æ wody stosowa-
nej w opiece nad pacjentami, zw³aszcza w oddzia³ach
intensywnej terapii [23].

5. Kontrola zaka¿eñ szpitalnych

Szacuje siê, ¿e oko³o po³owa klinicznych izolatów
Acinetobacter spp. to szczepy epidemiczne. Nabywa-
nie przez te bakterie genów oporno�ci na wiele leków
przeciwbakteryjnych ogranicza w znacznym stopniu
mo¿liwo�ci terapeutyczne w ognisku zaka¿eñ, za� sama
kontrola zaka¿eñ szpitalnych wywo³ywanych przez
wielolekooporne szczepy jest kompleksowym zada-
niem obejmuj¹cym wiele dzia³añ. Opisano przypadki
importowania wielolekoopornych szczepów A. bau-
mannii wskutek transferu pacjenta z OIT w kraju
o du¿ej czêsto�ci wystêpowania takich szczepów do
innego kraju [58, 64]. Istnieje równie¿ obawa, i¿ wielo-
lekooporne szczepy Acinetobacter spp. izolowane od
¿o³nierzy rannych w Iraku, mog³y byæ przeniesione do
lecz¹cych tych pacjentów szpitali w USA, Wielkiej
Brytanii i w Niemczech [35, 48]. Podkre�la siê wiêc
potrzebê badañ skriningowych w kierunku wykrywa-
nia wielolekoopornych bakterii u pacjentów przyj-
mowanych z zagranicy, z OIT lub innych oddzia³ów
[50, 58]. Szczepy Acinetobacter spp. mog¹ wystê-
powaæ w szpitalach endemicznie, zw³aszcza na OIT
[1, 26, 39, 63]. W przypadku przenoszenia pacjenta
skolonizowanego lub zaka¿onego wielolekoopornym
szczepem A. baumannii do innej placówki ochrony
zdrowia, bardzo wa¿ne jest poinformowanie tej insty-
tucji o zagro¿eniu.

W celu skutecznego opanowania ogniska epide-
micznego w szpitalu nale¿y stosowaæ kompleksowy
program dzia³añ w zakresie kontroli zaka¿eñ, obejmu-

j¹cy izolacjê lub kohortowanie zaka¿onych lub skolo-
nizowanych pacjentów, higienê r¹k personelu, stoso-
wanie jednorazowych rêkawiczek i innych �rodków
ochrony osobistej oraz w³a�ciw¹ dezynfekcjê �rodo-
wiska szpitalnego, jak równie¿ wprowadzenie racjo-
nalnej polityki antybiotykowej i skuteczne leczenie za-
ka¿eñ [29, 36, 60, 66].

6. Wytwarzanie biofilmów przez Acinetobacter spp.

Wytwarzanie biofilmów przez drobnoustroje wzbu-
dza aktualnie ogromne zainteresowanie naukowców.
Komórki bakteryjne wystêpuj¹ce w obrêbie biofilmu
mog¹ byæ do 1000 razy bardziej oporne na antybiotyk
ni¿ ten sam drobnoustrój namna¿aj¹cy siê w formie
planktonowej [19, 51]. Obecnie szacuje siê, ¿e wytwa-
rzanie biofilmu odgrywa istotn¹ rolê w ponad 60%
wszystkich zaka¿eñ bakteryjnych, w tym w zaka¿e-
niach zwi¹zanych ze stosowaniem tworzyw sztucz-
nych w postaci centralnych i obwodowych cewników
naczyniowych, cewników moczowych, uk³adu za-
stawkowego do drena¿u komorowego czy implantów
[19, 68]. Przyleganie do powierzchni abiotycznych
oraz wytwarzanie biofilmu przez bakterie i grzyby jest
obecnie oceniane jako wa¿ny czynnik wirulencji tych
patogenów [5, 19, 20, 68].

Infekcje Acinetobacter spp. u hospitalizowanych
pacjentów czêsto poprzedzone s¹ kolonizacj¹ tym
drobnoustrojem, zw³aszcza w odniesieniu do materia-
³ów wszczepialnych [68]. Zdolno�æ danego izolatu do
wytwarzania biofilmu mo¿e mieæ istotne znaczenie
w u³atwianiu tym bakteriom kolonizacji, a nastêpnie
zaka¿enia pacjenta. Jednak istniej¹ tylko nieliczne do-
niesienia naukowe (w wiêkszo�ci nieopublikowane)
na temat wytwarzania biofilmu przez kliniczne szcze-
py Acinetobacter spp., izolowane od hospitalizowa-
nych pacjentów [10, 16, 62, 75]. Obecno�æ Acineto-
bacter spp. stwierdzono w biofilmach utworzonych na
powierzchni cewników moczowych oraz w obrêbie
przewodów wodnych unitów stomatologicznych [52,
53]. Wytwarzanie biofilmu przez A. baumannii praw-
dopodobnie sprzyja przetrwaniu tej bakterii na po-
wierzchniach w �rodowisku szpitalnym i chroni przed
ewentualnym dzia³aniem czynników przeciwbakteryj-
nych [62]. Mo¿e to mieæ ogromne znaczenie w ogra-
niczeniu skuteczno�ci �rodków dezynfekcyjnych sto-
sowanych w szpitalu.

7. Podsumowanie

Bakterie Acinetobacter spp., zw³aszcza A. bauman-
nii, s¹ drobnoustrojami oportunistycznymi, wywo³u-
j¹cymi infekcje najczê�ciej u pacjentów poddawanych

laminat 3�13 dni

sucha bibu³a 6 dni

szk³o 7 dni � 11 miesiêcy

bawe³na 9�25 dni

porcelana, PVC, stal, guma kilka miesiêcy

polietylen, poliuretan >60 dni

fartuchy (bawe³na/poliester) >11 dni

T a b e l a  I I
Prze¿ywalno�æ szczepów Acinetobacter spp.

na powierzchniach abiotycznych

Rodzaj powierzchni Okres prze¿ycia



350 MARTA WRÓBLEWSKA

intensywnej terapii oraz u chorych z zaburzeniami od-
porno�ci. W ostatnich latach ich znaczenie kliniczne
znacznie wzros³o. Ze wzglêdu na powszechne wystê-
powanie tych pa³eczek w �rodowisku oraz zdolno�æ
do prze¿ywania w ró¿nych warunkach, mog¹ one wy-
wo³ywaæ w placówkach ochrony zdrowia rozleg³e
i przed³u¿aj¹ce siê, trudne do wygaszenia ogniska epi-
demiczne. Zastosowanie technik molekularnych do
typowania bakterii potwierdza ich szerzenie siê, jak
równie¿ zdolno�æ do wywo³ywania nawracaj¹cych
epidemii nawet kilka miesiêcy po wyst¹pieniu pierw-
szego ogniska. W Europie zidentyfikowano dot¹d trzy
klony epidemiczne A. baumannii. Niedawno opisano
wystêpowanie w Polsce izolatów tego gatunku iden-
tycznych genetycznie z europejskim klonem I i II.

Bakterie z rodzaju Acinetobacter cechuj¹ siê natu-
raln¹ oporno�ci¹ na wiele leków przeciwbakteryjnych,
jak równie¿ ³atwym nabywaniem genów oporno�ci na
inne grupy, w tym na karbapenemy. Ostatnio, u opor-
nych na karbapenemy szczepów Acinetobacter bau-
mannii, wyizolowanych w Warszawie, wykazano obec-
no�æ genu koduj¹cego metalo-$-laktamazê typu VIM.
Jest to pierwsze doniesienie w Polsce, a na �wiecie
obecno�æ tego typu enzymów u szczepów A. bauman-
nii opisano dot¹d tylko w Korei Po³udniowej, Hiszpa-
nii i Grecji. Stwierdzenie wystêpowania genu blaVIM
u szczepów zaliczanych do europejskiego klonu II,
o wzmo¿onym potencjale epidemicznym, wskazuje na
konieczno�æ podjêcia skutecznych dzia³añ zapobiega-
j¹cych zaka¿eniom oraz ograniczenia selekcji szcze-
pów wielolekoopornych.

Zdolno�æ drobnoustrojów do wytwarzania biofil-
mów jest w coraz wiêkszym stopniu uwa¿ana za ich
czynnik wirulencji, istotny w patogenezie infekcji.
Szacuje siê, ¿e biofilmy odgrywaj¹ rolê w ponad 60%
wszystkich zaka¿eñ bakteryjnych, w³¹cznie z infekcja-
mi zwi¹zanymi ze stosowaniem centralnych i obwo-
dowych cewników naczyniowych, cewników moczo-
wych czy implantów. W�ród klinicznych szczepów
A. baumannii stwierdzono du¿e zró¿nicowanie zdol-
no�ci do produkcji biofilmu.
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1. Wprowadzenie

W kwietniu 2008 roku w bazie PubMed odnoto-
wano ponad 8700 publikacji po�wiêconych biofilmom
ró¿norodnych gatunków bakterii i grzybów. Znakomita
wiêkszo�æ tych prac prezentowa³a wyniki badañ prze-
prowadzonych in vitro. Badania te potwierdza³y, ¿e na
granicy faz (cieczy i powietrza, cia³a sta³ego i powie-
trza oraz dwóch cieczy o ró¿nych gêsto�ciach) tworz¹
siê biofilmy � skupiska drobnoustrojów, charaktery-
zuj¹ce siê uporz¹dkowaniem przestrzennym [21].
Drobnoustroje te wyra¿aj¹ specyficzne cechy fenoty-
powe, takie jak tworzenie macierzy pozakomórkowej
� EPS (ang. extracellular polymeric substances) oraz
zwiêkszon¹ tolerancjê na �rodki przeciwdrobnoustro-
jowe. Cechy te warunkuj¹, przynajmniej in vitro, brak
mo¿liwo�ci eradykacji tych drobnoustrojów za pomoc¹
antybiotyków lub antymikotyków, nawet w bardzo wy-
sokich stê¿eniach. Po zaprzestaniu stosowania �rodków
bójczych liczba drobnoustrojów w biofilmach stosun-
kowo szybko powraca do wyj�ciowego poziomu.

Obserwacje te nasunê³y skojarzenia z przewlek³y-
mi i nawracaj¹cymi zaka¿eniami bakteryjnymi i grzy-
biczymi oraz nada³y kierunek przysz³ym badaniom,
maj¹cym na celu wykazanie udzia³u biofilmów w pa-
togenezie chorób cz³owieka. Zadanie to okaza³o siê
stosunkowo proste w odniesieniu do zasiedlonych
wszczepialnych biomateria³ów: rozruszników, protez
stawowych itp. Biomateria³y te stanowi³y, ³atwe do
identyfikacji, �ród³o gro�nych nawracaj¹cych zaka¿eñ
(nawet uogólnionych). Wymiana zasiedlonego bioma-
teria³u, po³¹czona z agresywn¹ antybiotykoterapi¹
oko³ooperacyjn¹, skutkowa³a wyra�n¹ popraw¹ stanu

zdrowia chorego oraz najczê�ciej jego pe³nym wyle-
czeniem. Na powierzchni usuniêtych biomateria³ów za
pomoc¹ technik mikroskopowych obserwowano bio-
filmy � mikrokolonie bakterii, otoczone EPS [20].

Du¿o trudniejszym wyzwaniem okaza³o siê wyka-
zanie wzrostu drobnoustrojów w postaci biofilmów
w zaka¿eniach bakteryjnych, grzybiczych lub miesza-
nych narz¹dów i tkanek cz³owieka. Nastêpuj¹ce kry-
teria zosta³y przyjête dla zakwalifikowania danej jed-
nostki chorobowej jako zaka¿enia przebiegaj¹cego
z udzia³em biofilmu: 1) zaka¿enie przebiega miejsco-
wo; 2) drobnoustroje przylegaj¹ do powierzchni two-
rz¹c mikrokolonie, otoczone EPS; 3) zaka¿enie nie jest
mo¿liwe do wyleczenia przy u¿yciu �rodkow przeciw-
drobnoustrojowych pomimo, ¿e wyniki badañ leko-
wra¿liwo�ci wskazuj¹ na wra¿liwo�æ bakterii i grzybów
na stosowany antybiotyk lub antymikotyk [23]. Uzys-
kanie wyników �wiadcz¹cych o tym, ¿e w tkankach
drobnoustroje rosn¹ w postaci mikrokolonii by³o trud-
ne ze wzglêdu na brak dostêpu do nowoczesnych tech-
nik obrazowania. Techniki te umo¿liwiaj¹ obserwacje
biofilmów � trójwymiarowych struktur, w których woda
stanowi od 75% do 90% masy. Spo�ród nowoczesnych
technik obrazowania do badañ biofilmów najczê�ciej
wykorzystywana jest mikroskopia konfokalna (MK)
wraz z metod¹ FISH (ang. fluorescent in situ hybridi-
zation) oraz mikroskopia si³ atomowych [9]. Jednak
nawet przy u¿yciu technik obrazowania nadal trudnym
zadaniem jest jednoczesne uwidocznienie skupisk ¿y-
wych bakterii i EPS w wycinkach tkanek, czyli spe³-
nienie drugiego, z wymienionych powy¿ej kryteriów.

Nale¿y podkre�liæ, ¿e wiêkszo�æ prac po�wiêconych
badaniom osiad³ych skupisk bakterii w zaka¿eniach
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cz³owieka zosta³a opublikowana w ci¹gu ostatnich
dwóch � trzech lat. St¹d metody badawcze s¹ dalekie
jeszcze od standaryzacji, a wyniki badañ z ró¿nych
o�rodków � trudne do porównania. Jednak¿e wyniki
tych badañ s¹ niezwykle interesuj¹ce a ich zestawie-
nie mo¿e byæ pomocne w uzyskaniu odpowiedzi na
pytanie: czy biofilmy odgrywaj¹ istotn¹ rolê w roz-
woju zaka¿eñ cz³owieka?

2. Zaka¿enia w otolaryngologii

Do dnia dzisiejszego nie s¹ znane patomechanizmy
przewlek³ego zapalenia ucha �rodkowego, migda³ków,
nosogard³a i zatok. Analiza danych klinicznych doty-
cz¹cych skuteczno�ci terapii antybiotykowej w tych
zaka¿eniach pokaza³a, ¿e poprawa stanu klinicznego
obserwowana jest jedynie u niewielkiego odsetka cho-
rych. Posiewy np. tre�ci z ucha �rodkowego s¹ czêsto
ujemne, choæ za pomoc¹ technik molekularnych w wy-
siêku wykrywana jest obecno�æ bakteryjnego mRNA,
wskazuj¹ca na obecno�æ ¿ywych bakterii. Obserwacje
te stanowi³y przes³anki dla podjêcia badañ roli biofil-
mów w patogenezie tych zaka¿eñ.

Pierwsze przes³anki wskazuj¹ce na wzrost nietypo-
walnych pa³eczek Haemophilus influenzae w postaci
biofilmu uzyskano po obserwacjach skupisk bakterii na
powierz-chni nab³onka ucha �rodkowego zaka¿onych
szynszyli z u¿yciem skaningowej mikroskopii elektro-
nowej (SEM) [24]. Na modelu tym wykazano obec-
no�æ co najmniej trzech form bezotoczkowych szcze-
pów H. influenzae, takich jak komórki planktonowe,
fragmenty biofilmu oraz formy nitkowate, z których
ka¿da wykazywa³a inny wzór ekspresji genów [16].

Pierwsze badania pokazuj¹ce obecno�æ mikrokolo-
nii na b³onie �luzowej u 26 dzieci z wysiêkowym i/lub
nawracaj¹cym zapaleniem ucha wewnêtrznego prze-
prowadzono z u¿yciem MK oraz metody 16S rRNA
FISH [12]. Umo¿liwi³o to precyzyjn¹ lokalizacjê ka¿-
dego z trzech poszukiwanych gatunków bakterii: Strep-
tococcus pneumoniae, H. influenzae oraz Moraxella
catarrhalis w próbkach z biopsji b³ony �luzowej ucha
wewnêtrznego. Jedynie z 19% próbek pobranych od
chorych z wysiêkiem z ucha wyhodowano bakterie.
Natomiast specyficzne dla poszukiwanych gatunków
bakterii fragmenty DNA wykryto metod¹ PCR we
wszystkich badanych próbkach p³ynu wysiêkowego.
W 92% próbek z biopsji zaobserwowano mikroko-
lonie bakterii z u¿yciem MK. W próbach kontrolnych
� bioptatach pobranych od o�miu pacjentów, u których
wykonywano zabieg wszczepienia implatów �limako-
wych, nie znaleziono przylegaj¹cych do b³on �luzo-
wych skupisk bakterii.

Mikrokolonie bakterii zaobserwowano przy u¿yciu
SEM w 80% próbek tkanek pobranych z zatok przy-
nosowych od 30 chorych z przewlek³ym zapaleniem

b³ony �luzowej nosa i zatok przynosowych (CRS � ang.
chronic rhinosinusitis) w trakcie endoskopii [29]. Po-
dobne badania przeprowadzono na grupie siedmiorga
dzieci, którym usuniêto migda³ki gard³owe z powodu
CRS. Za pomoc¹ SEM okre�lano wielko�æ powierzch-
ni tych migda³ków, która zosta³a zasiedlona przez
grub¹ warstwê drobnoustrojów [6]. Zaobserwowano
istotne ró¿nice pomiêdzy wielko�ci¹ zasiedlonej po-
wierzchni migda³ków od dzieci z CRS (94,9%),
a wielko�ci¹ zasiedlonej powierzchni migda³ków usu-
niêtych dziewiêciorgu dzieciom z zespo³em obturacyj-
nego bezdechu sennego (1,9%). W 2007 r. przy u¿y-
ciu MK wykazano obecno�æ mikrokolonii jedynie
w 44,7% bioptatów b³ony �luzowej przewodu �rodko-
wego nosowego i zatoki sitowej pobranych od 38 cho-
rych z CRS [25]. Z 31 bioptatów wykonano posiewy
na pod³o¿a mikrobiologiczne; wyhodowano Staphylo-
coccus aureus (z 16 próbek) i grzyby (z 6 próbek).
Nie znaleziono zale¿no�ci pomiêdzy dodatnimi wyni-
kami hodowli a obecno�ci¹ mikrokolonii na powierzch-
ni tkanek. Z u¿yciem MK poszukiwano równie¿ bio-
filmu S. aureus na modelu zwierzêcym, indukuj¹c
zapalenie nosa i zatok przynosowych u owiec [11].
Wykazano wrost S. aureus w postaci mikrokolonii
w zatokach wszystkich badanych owiec (n = 12) z eks-
perymentalnie utudnionym odp³ywem wydzieliny.

W tym samym roku podjêto pierwsz¹ próbê jedno-
czesnego uwidocznienia komórek bakteryjnych i poli-
sacharydów EPS na powierzchni tkanek, stosuj¹c bar-
wienie preparatów wycinków migda³ków za pomoc¹
jodku propidyny i konkanawaliny A znakowanej izo-
tiocjanianem fluoresceiny [15]. Jednak¿e barwienie
z u¿yciem konkanawaliny A, lektyny wi¹¿¹cej swo-
i�cie reszty "-glukozylowe i "-mannozylowe, nie by³o
barwieniem specyficznym dla polisacharydów EPS
bakterii. Badanie przeprowadzono na grupie 24 dzieci
z przewlek³ym lub nawracaj¹cym zapaleniem migda³-
ków podniebiennych. Za pomoc¹ SEM zaobserwo-
wano, ¿e bakterie przylegaj¹ do komórek nab³onka
w 35,7% badanych migda³ków (n = 14), tworz¹c mikro-
kolonie. Mikrokolonie te po³o¿one by³y w kryptach
migda³ków. Za pomoc¹ MK wykazano w 70,8% ba-
danych próbek (n = 24) obecno�æ trójwymiarowych
struktur zawieraj¹cych ziarenkowce w amorficznej
substancji, wi¹¿¹cej konkanawalinê A.

Z powy¿szych obserwacji wynika, ¿e w zaka¿eniach
górnych dróg oddechowych w tkankach wystêpuj¹
mikrokolonie rozproszone w trójwymiarowej amor-
ficznej substancji. Jednak¿e ze wzglêdu na brak wy-
ników �wiadcz¹cych o wspó³wystêpowaniu bakterii
i charakterystycznych dla biofilmów polimerów EPS
w badanych wycinkach tkanek niektórzy autorzy kwe-
stionuj¹ obecno�æ biofilmów in vivo [19]. Ponadto do-
tychczasowe wyniki wskazuj¹, ¿e mikrokolonie bak-
terii nie wystêpuj¹ u wszystkich chorych. Obserwacje
te utrudniaj¹ zatem roztrzygniêcie, czy mikrokolonie
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stanowi¹ �naturalny� stan kolonizacji dróg oddecho-
wych gospodarza, czy te¿ bezpo�rednio uczestnicz¹
w rozwoju zaka¿enia i/lub jego nawrotach. S¹ pewne
przes³anki dla przypuszczeñ, ¿e na b³onie �luzowej
zatok mog¹ bytowaæ niepatogenne biofilmy. Z 97%
próbek pop³uczyn z zatok osób, niewykazuj¹cych ¿ad-
nych objawów chorobowych, wyhodowano koagu-
lazoujemne gronkowce, gronkowca z³ocistego oraz
maczugowce z rodzaju Corynebacterium. Wykazano
jednak¿e, ¿e chorzy z CRS, u których na b³onach �lu-
zowych zatok znaleziono mikrokolonie przy u¿yciu
MK, stosunkowo szybko po zabiegach oparacyjnych
odczuwaj¹ ponownie objawy CRS i wykazuj¹ obja-
wy zapalenia w przeciwieñstwie do tych chorych,
u których wystêpowania mikrokolonii nie obserwo-
wano [26]. Wielogatunkowe mikrokolonie wykryto
równie¿ w kryptach migda³ków usuniêtych dzieciom
z bezdechem bez objawów zaka¿enia górnych dróg
oddechowych [5].

Hipotezy dotycz¹ce udzia³u biofilmów w patoge-
nezie CRS zak³adaj¹ nastêpuj¹c¹ sekwencjê rozwoju
zaka¿enia: 1) b³ona �luzowa nosogard³a ulega uszko-
dzeniu wskutek zaka¿enia wirusowego, reakcji uczu-
leniowej lub kwa�nego refluksu ¿o³¹dkowo-jelitowe-
go; 2) zostaje ona zasiedlona przez chorobotwórcze
bakterie, które tworz¹ pierwotny biofilm, bêd¹cy �ród-
³em wtórnego zaka¿enia (okresowo rozsiewane s¹
bakterie planktonowe); 3) w wyniku rozsiewu zostaj¹
zasiedlone jamy zatok szczêkowych, na których b³o-
nie �luzowej rozwija siê biofilm wtórny [6]. Obecno�æ
wtórnego biofilmu, którego nie mo¿na zwalczyæ za
pomoc¹ antybiotyków warunkuje przewlek³e i nawra-
caj¹ce zaka¿enia nosogard³a i zatok.

3. Zaka¿enia oskrzelowo-p³ucne
u chorych na mukowiscydozê

U chorych z przewlek³¹ chorob¹ oskrzelowo-p³ucn¹
P. aeruginosa wytwarza �luz, przejawia wieloleko-
oporno�æ i znaczn¹ zmienno�æ fenotypow¹ [10]. Pa-
³eczki te bytuj¹ w postaci mikrokolonii o znacznej
�rednicy (>100 µm) w �wietle dróg oddechowych
w warstwie �luzu i nie przylegaj¹ bezpo�rednio do
komórek nab³onka, co zaobserwowano w wycinkach
p³uc siedmiu chorych na mukowiscydozê w wyniku
analizy z u¿yciem SEM [33]. Warunki zmniejszonego
ci�nienia tlenu panuj¹ce w warstwie �luzu indukuj¹
wzmo¿on¹ syntezê alginianu, podstawowego sk³adnika
EPS biofilmów P. aeruginosa [4]. Podobne zjawisko
ekspresji �luzowego fenotypu zachodzi u S. aureus
w warunkach ograniczonego dostêpu tlenu. Dehydra-
tacja �luzu ogranicza przemieszczanie siê bakterii
w jego obrêbie na pierwszym etapie kolonizacji i po-
przez lokalne zwiêkszenie stê¿enia autoinduktorów

systemu quorum sensing mo¿e po�rednio prowadziæ
do wytworzenia biofilmu [17].

W zaka¿eniach oskrzelowo-p³ucnych u chorych
z mukowiscydoz¹ obserwowana jest znaczna zmien-
no�æ wewn¹trzgatunkowa bakterii [13]. Klonalne izo-
laty P. aeruginosa w ci¹gu wielu lat kolonizacji cho-
rego ulegaj¹ wielu mutacjom i zmianom fenotypowym
[30]. U chorych tych mo¿na tak¿e zaobserwowaæ
znaczn¹ zmienno�æ miêdzygatunkow¹ w�ród drobno-
ustrojów izolowanych z dolnych dróg oddechowych.
Sekwencjonowanie genu koduj¹cego 16S rRNA drob-
noustrojów z plwociny trzech chorych z mukowiscy-
doz¹ pozwoli³o na identyfikacjê 19 gatunków bakterii
z 15 rodzajów, w tym wielu gatunków bakterii beztle-
nowych [28]. Metodami hodowlanymi wykazano wy-
stêpowanie znacznej liczby bakterii z rodzajów Pre-
votella, Veillonella, Propionibacterium i Actinomyces
w 42 próbkach z 66 badanych (64%) [32].

Wobec nowych obserwacji z dziedziny ekologii
dróg oddechowych chorych z mukowiscydoz¹ rozwa-
¿anie mechanizmów patogenezy zaka¿eñ oskrzelowo-
p³ucnych jest zadaniem trudnym. W dotychczasowych
hipotezach dotycz¹cych tego zagadnienia nie uwzglêd-
niano wzajemnych oddzia³ywañ wielu chorobotwór-
czych drobnoustrojów oraz ich jednoczasowego wp³y-
wu na organizm gospodarza. Je�li w tkankach chorego
wystêpuj¹ wielogatunkowe biofilmy, to czy warunkuj¹
one zwiêkszon¹ zjadliwo�æ drobnoustrojów? Czy nie-
odwracalne uszkodzenia tkanek gospodarza, prowadz¹-
ce do jego zgonu, powoduje silna odpowied� immuno-
logiczna? Jest wielu zwolenników ostatniego pogl¹du,
którzy na jego poparcie przytaczaj¹ dowody �wiadcz¹-
ce o znacznym nasileniu odpowiedzi immunologicz-
nej u chorych z mukowiscydoz¹, nieproporcjonalnym
do intensywno�ci bakteryjnego zaka¿enia [27].

Przez wiele lat jako pewnik przyjmowano stwier-
dzenie, ¿e charakterystyczn¹ cech¹ drobnoustrojów
w biofilmach jest ich obni¿ona aktywno�æ metabolicz-
na, wyra¿aj¹ca siê miêdzy innymi zmniejszonym wy-
dzielaniem czynników zjadliwo�ci. Mia³a byæ to jed-
na ze strategii pozwalaj¹ca na unikanie odpowiedzi
immunologicznej, indukowanej przez rozpuszczalne
antygeny � czynniki zjadliwo�ci. Badania wspó³czes-
ne, pokazuj¹ce olbrzymie zró¿nicowanie fenotypowe
izolatów S. aureus uzyskanych od jednego pacjenta
i ich wysok¹ aktywno�æ metaboliczn¹, zaprzeczaj¹ po-
wy¿szym twierdzeniom [34]. W molekularnych bada-
niach poziomu ekspresji genów P. aeruginosa wy-
kazano, ¿e w �wie¿o pobranych próbkach plwociny od
49-letniego chorego z mukowiscydoz¹ jest obecne
mRNA koduj¹ce informacje o syntezie alginianu, lipaz,
fosfolipaz, kilku proteaz, ramnolipidu i piocheliny
[31]. Aktywno�æ metaboliczn¹ biofilmów mo¿na te¿ za-
obserwowaæ w badaniach in vitro, obserwuj¹c wydzie-
lanie aktywnych proteaz i piowerdyny P. aeruginosa
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lub aspartylowej proteazy Candida albicans do po-
d³o¿a hodowlanego [18, 22]. W plwocinie chorych
z mukowiscydoz¹, z d³ugotrwa³ym zaka¿eniem o etio-
logii P. aeruginosa (co najmniej 13 lat), pa³eczki te
stosunkowo szybko dziel¹ siê � obserwacja ta nie jest
zatem zgodna z wynikami badañ in vitro sugeruj¹cymi
wolny wzrost bakterii w biofilmach [35].

Obserwacje powy¿sze sugeruj¹, ¿e w biofilmach
drobnoustroje nie s¹ �u�pione� metabolicznie. Wydzie-
lane przez nie czynniki zjadliwo�ci mog¹ prowadziæ do
destrukcji tkanek gospodarza. Konieczno�æ pozyski-
wania sk³adników od¿ywczych przez szybko dziel¹ce
siê populacje bakterii mo¿e byæ jednym z mecha-
nizmów prowadz¹cych do bezpo�rednich uszkodzeñ
tkanek (proteazy, lipazy) oraz indukcji silnej odpo-
wiedzi zapalnej.

4. Zaka¿enia ran

Spo�ród ran przewlekle zaka¿onych najtrudniejsze
w leczeniu s¹ ¿ylne owrzodzenia podudzi, zespó³ sto-
py cukrzycowej oraz rany odle¿ynowe. Podniesiony
poziom cytokin i zwiêkszona aktywno�æ metalopro-
teaz macierzy pozakomórkowej s¹ charakterystycz-
nymi cechami tych ran wraz z intensywnym nap³ywem
neutrofilów, wydzielaj¹cych enzymy cytotoksyczne
i cz¹steczki prozapalne. Przewlek³e rany wype³nione
s¹ ziarnin¹, zbudowan¹ g³ównie z w³ókien kolage-
nu i glikoprotein macierzy pozakomórkowej, które s¹
rozpoznawane przez chorobotwórcze drobnoustroje
i mog¹ stanowiæ substraty ich swoistej adhezji do tka-
nek gospodarza.

B j a r n s h o l t  i wsp. [3] pokazali w preparatach
wycinków z przewlek³ej rany obecno�æ mikrokolonii
bakterii otoczonych fagocytami, najprawdopodobniej
neutrofilami. Podobne mikrokolonie bakterii otoczone
amorficzn¹ substancj¹ polisacharydow¹ zaobserwowa-
no na zwierzêcym modelu rany zaka¿onej S. aureus na
podstawie analizy materia³ów biopsyjnych za pomoc¹
mikroskopii �wietlnej, SEM i FISH [7]. Mikrokolonie
S. aureus i Streptococcus pyogenes obserwowano te¿
w zapaleniu skóry u myszy przy u¿yciu MK [1, 2].

Szeroko zakrojone badania flory mikrobiologicz-
nej przewlek³ych ran przeprowadzili z u¿yciem tech-
nik biologii molekularnej (PCR, DGGE, i sekwencjo-
nowania) J a m e s  i wsp. [14]. Badaniom poddano
50 zaka¿onych ran przewlek³ych i ostrych. Celem ba-
dañ nie by³y jedynie obserwacje mikroskopowe po-
wierzchni ran, ale te¿ analiza ró¿norodno�ci gatun-
kowej drobnoustrojów w ranach. Za pomoc¹ SEM
w 30 z 50 (60%) wycinków tkanek z ran przewlek³ych
obserwowano mikrokolonie bakterii, natomiast tylko
w jednym wycinku z 16 (6%) zaka¿onych ran ostrych.
Autorzy wykazali w przewlek³ych ranach obecno�æ co

najmniej 15 ró¿nych gatunków (rodzajów) bakterii,
w tym beztlenowce z rodzajów Prevotella, Clostridium
i Porphyromonas. Jeszcze wiêksze zró¿nicowanie ga-
tunków i rodzajów bakterii w przewlek³ych ranach za-
obserwowali D o w d  i wsp. [8]. Za pomoc¹ pyrose-
kwencjonowania, DGGE, oraz sekwencjonowania
technik¹ �shotgun� stwierdzili, ¿e zarówno w zespole
stopy cukrzycowej, ¿ylnych owrzodzeniach podudzi,
jak i w ranach odle¿ynowych w sk³ad flory ran wcho-
dzi co najmniej 20�30 gatunków (rodzajów) bakterii.
Ka¿dy z tych rodzajów ran charakteryzuje siê nieco
odmiennym sk³adem gatunkowym bakterii, a najwy¿-
szy odsetek (62%) drobnoustrojów bezwzglêdnie bez-
tlenowych wystêpuje w ranach odle¿ynowych.

5. Podsumowanie

Obserwacje dotycz¹ce flory mikrobiologicznej w
przewlek³ych ranach oraz w górnych i dolnych drogach
oddechowych cz³owieka wskazuj¹ na jej dwie charakte-
rystyczne cechy: wzrost drobnoustrojów w postaci mi-
krokolonii oraz ich znaczn¹ ró¿norodno�æ gatunkow¹.
W celu pe³nej charakterystyki chemicznej, fizjologicz-
nej i mikrobiologicznej mikrokolonii wystêpuj¹cych
w tkankach konieczne s¹ dalsze badania, które pozwol¹
na potwierdzenie lub wykluczenie ich podobieñstwa do
biofilmów na powierzchniach abiotycznych oraz okre�-
lenie ich roli w patogenezie zaka¿eñ cz³owieka.
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1. Wstêp

Biofilmy bakteryjne s¹ strukturami uniwersalnymi,
pocz¹wszy od tych ¿yj¹cych w �rodowisku natural-
nych zbiorników wodnych czy w mikoryzach glebo-
wych, do biofilmów tworzonych w ró¿nych miejscach
anatomicznych organizmu zwierz¹t i ludzi. Biofilmy
naturalne zwykle sk³adaj¹ siê z wielu gatunków drob-
noustrojów, pozostaj¹cych tam w stosunku symbiozy
lub komensalizmu, podczas gdy biofilmy odpowie-
dzialne za stan chorobowy tworzone s¹ najczê�ciej
przez jeden gatunek. Wynika to, miêdzy innymi, ze
s³abiej lub silniej wyra¿onego wzajemnego oddzia³y-
wania bakterii na siebie � symbiotycznego lub konku-
rencyjnego, zmierzaj¹cego do sukcesji danej mikro-
niszy [2, 12, 14, 25, 29, 34].

Zjawisko symbiozy/kooperacji bakterii mo¿na za-
obserwowaæ ju¿ w pierwszej fazie tworzenia biofilmu
naturalnego, któr¹ jest przyleganie drobnoustrojów do
powierzchni sta³ej. Proces tworzenia biofilmu zapocz¹t-
kowuj¹ bakterie o silnych w³a�ciwo�ciach adhezyjnych
(pierwotne organizmy kolonizatorskie). Kolejno, do ich
mikrokolonii ulegaj¹ adhezji komórki tego samego lub
innych gatunków bakterii (wtórne organizmy koloni-

zatorskie). Na tym etapie znaczenie ma równie¿ zja-
wisko koagregacji (przyleganie do siebie genetycznie
odmiennych bakterii) oraz koadhezji (przyleganie
utworzonych koagregatów do mikrokolonii pierwot-
nych kolonizatorów). Wybitn¹ zdolno�æ do koagregacji
wykazuj¹ drobnoustroje wchodz¹ce w sk³ad natural-
nych ekosystemów: bakterie p³ytki nazêbnej, izolo-
wane z systemów wodnych, drobnoustroje izolowane
z uk³adu moczo-p³ciowego cz³owieka, ale przede
wszystkim uk³adu pokarmowego [3, 6, 12, 13, 26].

W relacjach miêdzy drobnoustrojami czêsto ma
miejsce równie¿ ostra konkurencja, której celem jest
zajêcie i utrzymanie okre�lonej niszy ekologicznej.
Dominuj¹ce drobnoustroje zyskuj¹ wtedy lepszy dostêp
do �rodków od¿ywczych, mimo i¿ wiêkszo�æ natural-
nych ekosystemów obfituje zarówno w przestrzeñ, jak
i materia³y pokarmowe. Zupe³nie odmienne warunki
panuj¹ we wnêtrzu organizmów ¿ywych, np. cz³owieka
i zwierz¹t, w których drobnoustroje próbuj¹ znale�æ dla
siebie nisze ekologiczne. Tym samym, konkurencja
miêdzy mikroorganizmami musi byæ w tym wypadku
silniej wyra¿ona, aby by³a efektywna [9, 13, 18, 32].

Rozpatruj¹c reakcje antagonistyczne miêdzy dro-
bnoustrojami nale¿y podkre�liæ fakt istnienia dwóch
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Intestinal biofilm � can we and should we interfere in its composition and activity?

Abstract: The mammalian microbiota contains thousands of cells of different bacterial species, mainly associated with the skin and
mucous membranes. They usually form very well organized communities attached to a surface and enclosed in a matrix, namely
biofilms. Intestinal tract is the richest in bacteria ecological micro-niche in the human body. Consortia of gut bacteria include such
genera as Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Peptostreptococus, Peptococcus, Propionibacte-
rium and Escherichia. Intestinal biofilm develops very early after birth and has an important role in human nutrition and health. First
of all, natural gut microflora prevents pathogen colonization through competition for the attachment sites and nutrients, as well as
trough the production of antibacterial compounds and the modification of intestinal conditions. It also educates and maintains
mucosal immunity by stimulating local lymphocytes and antigen presenting cells. Gut-associated lymphoid tissue contains the
largest pool of immunocompetent cells in the human body, which are the basis for systemic immune competence. The observed
effects of commensal gut bacteria activity have led to the development of a new field of probiotics � �live microbial food ingredients
that are beneficial to health�. By applying probiotic bacteria (mainly Lactobacillus strains), we can interfere in the gut biofilm,
which sometimes is necessary, for instance for the restoration of natural microflora destroyed during antibacterial therapy. However,
before making the decision about the application of probiotics, we should consider also their immune modulation ability.

1. Introduction. 2. Intestinal biofilm. 2.1. Process of formation. 2.2. Immunobiological role of commensal gut bacteria. 3. Interference in
gut biofilm � the pros and cons. 4. Conclusions.
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odmiennych, chocia¿ czêsto uzupe³niaj¹cych siê sposo-
bów oddzia³ywania. Do niedawna s¹dzono, i¿ dzia³anie
�bezpo�rednie� na komórki konkurencyjnych bakterii
jest jedyn¹ mo¿liwo�ci¹. W jej ramach mie�ci siê za-
równo zmiana fizyko-chemicznych warunków oto-
czenia, jak i produkcja ró¿nego rodzaju zwi¹zków
powierzchniowo czynnych, typu surfaktantów i bak-
teriocyn. Zdolno�æ tak¹ posiada szereg drobnoustro-
jów, a biologiczna rola tych zwi¹zków jest bardzo
zró¿nicowana. Obejmuje ona miêdzy innymi modyfi-
kacjê powierzchni nierozpuszczalnych substratów tak,
by sta³y siê one przyswajalne dla drobnoustrojów,
zmianê zdolno�ci adhezyjnych bakterii, wi¹zanie me-
tali ciê¿kich, a wiele z produkowanych surfaktantów
czy bakteriocyn wykazuje równie¿ dzia³anie bakterio-
bójcze lub bakteriostatyczne [21, 28, 31, 33]. Ostatnio
wiele uwagi po�wiêca siê równie¿ drugiemu z mo¿li-
wych sposobów wzajemnego oddzia³ywania mikro-
organizmów � kontroli ekspresji okre�lonych genów
danej populacji przez produkty ekspresji genów po-
pulacji symbiontów lub antagonistów zasiedlaj¹cych
wspólny ekosystem abiotyczny lub biotyczny [13, 16,
21, 24, 35].

Jak wynika z przestawionych rozwa¿añ, stosunki
panuj¹ce w �wiecie drobnoustrojów bywaj¹ bardzo
z³o¿one i mog¹ przyjmowaæ zupe³nie skrajne formy
w zale¿no�ci od bilansu ewentualnych zysków i strat,
czyli aktualnych potrzeb mikroorganizmów znajduj¹-
cych siê w okre�lonej niszy ekologicznej.

2. Biofilm jelitowy

2.1. Etapy kszta³towania

Najbogatszym w drobnoustroje ekosystemem w or-
ganizmie cz³owieka jest uk³ad pokarmowy � w koñ-
cowym odcinku jelita osób doros³ych liczba bakterii
dochodzi do 1011�1012 CFU na 1 g masy ka³owej,
a liczba gatunków dominuj¹cych siêga 40 spo�ród kil-
kuset ró¿nych gatunków wyizolowanych z jelita gru-
bego cz³owieka. Utworzenie tak z³o¿onego i bogatego
w drobnoustroje ekosystemu wymaga czasu [15, 17, 19].

Zak³ada siê, i¿ zdrowy p³ód w macicy pozostaje ja-
³owy, miêdzy innymi dziêki obecno�ci w szyjce maci-
cy specjalnego �czopu� (cervical plug), który oddzie-
la skolonizowan¹ pochwê od sterylnej jamy macicy
i dodatkowo zawiera peptydy bójcze. Ponadto komórki
³o¿yska uwalniaj¹ do wód p³odowych ró¿ne czynniki
o charakterze przeciwzaka�nym, jak bia³ko BPI (bac-
tericidal/permeability-increasing protein), defensyny,
fosfolipaza A2, laktoferyna. Pierwszy kontakt p³odu
z drobnoustrojami nastêpuje w trakcie porodu, i tak,
w ci¹gu 12�24 godzin od urodzenia rozpoczyna siê
kolonizacja uk³adu pokarmowego. Jako pierwsze po-
jawiaj¹ siê w nim bakterie wzglêdnie beztlenowe

� zwykle s¹ to pa³eczki Escherichia coli i ziarniaki
z rodzaju Enterococcus sp. Drobnoustroje te, wyko-
rzystuj¹c tlen obecny w jelitach noworodka, przygo-
towuj¹ mikroniszê uk³adu pokarmowego do zasied-
lenia przez bakterie bezwzglêdnie beztlenowe. Oko³o
7�10 dnia po porodzie, w jelitach pojawiaj¹ siê zatem
takie drobnoustroje, jak Bifidobacterium sp., Clostri-
dium sp. czy Bacteroides sp. Mniej wiêcej w tym sa-
mym czasie, uk³ad kolonizowany jest równie¿ przez
Lactobacillus sp. Jednak obecno�æ, liczebno�æ czy
proporcje danych rodzajów bakterii kolonizuj¹cych
jelita noworodka stanowi¹ cechê osobnicz¹, zale¿n¹
od wielu czynników zewnêtrznych. W tym, zale¿n¹ od
sposobu narodzin (poród naturalny, cesarskie ciêcie),
terminu porodu (prawid³owy, przedwczesny) czy od
sposobu karmienia (mleko matki, pokarm sztuczny).
Noworodki urodzone przedwcze�nie albo za pomoc¹
cesarskiego ciêcia zwykle zasiedlane s¹ z opó�nieniem
i czêsto, z uwagi na warunki/formê porodu oraz ko-
nieczno�æ pó�niejszego przebywania w inkubatorach
podtrzymuj¹cych ich funkcje ¿yciowe, s¹ kolonizowa-
ne drobnoustrojami ze �rodowiska szpitalnego, co nie-
stety, mo¿e stanowiæ zagro¿enie dla ich zdrowia, a na-
wet ¿ycia. Badania dowiod³y równie¿, i¿ bakterie
z rodzaju Bifidobacterium sp. czê�ciej i liczniej zasied-
laj¹ jelita niemowl¹t karmionych naturalnie mlekiem
matki ni¿ karmionych sztucznymi mieszankami [19].

Ostateczny sk³ad mikroflory jelitowej kszta³tuje siê
u dzieci w wieku 7�10 lat i bez ingerencji czynników
zewnêtrznych (np. doustnej antybiotykoterapii) pozo-
staje w miarê stabilny a¿ do okresu staro�ci. Dominuj¹
w niej bakterie bezwzglêdnie beztlenowe, a g³ówni
przedstawiciele nale¿¹ do takich rodzajów, jak: Bacte-
roides, Eubacterium, Bifidobacterium, Clostridium,
Lactobacillus, Ruminococcus, Peptostreptococus, Pep-
tococcus, Actinomyces, Propionibacterium, Fusobac-
terium czy Escherichia. Tym samym, sk³ad gatunkowy
naturalnej flory jelita u wiêkszo�ci ludzi jest podobny,
choæ mo¿e te¿ posiadaæ pewne cechy indywidualne
zale¿ne od otoczenia, diety czy stanu fizjologicznego
gospodarza [15, 17, 19].

2.2. Immunobiologiczna rola naturalnej
mikroflory jelit

Mówi¹c o znaczeniu naturalnej flory uk³adu pokar-
mowego dla makroorganizmu mo¿na wyró¿niæ trzy
podstawowe obszary jej dzia³ania: korzy�ci �od¿ywcze�
czerpane przez gospodarza, a wynikaj¹ce z w³a�ciwo�-
ci metabolicznych drobnoustrojów, ochrona przed za-
ka¿eniami z udzia³em patogenów, oparta g³ównie na
zjawisku konkurencji miêdzy mikroorganizmami oraz
edukacja uk³adu odporno�ciowego gospodarza.

Korzy�ci �od¿ywcze�, które gospodarz odnosi
z symbiozy z drobnoustrojami przewodu pokarmowe-
go, opieraj¹ siê z jednej strony na rozk³adzie z³o¿onych
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zwi¹zków biochemicznych, z drugiej za� na syntezie
lub/i przyswajaniu zwi¹zków, których sam nie potrafi
wyprodukowaæ, a których obecno�æ jest niezbêdna do
prawid³owego funkcjonowania organizmu. I tak, wiele
cukrów, bia³ek i t³uszczy mo¿e staæ siê dla organizmu
wy¿szego �ród³em energii, po�rednich zwi¹zków bu-
dulcowych i metabolicznych czy pierwiastków dopiero
po wstêpnym przetworzeniu przez drobnoustroje dys-
ponuj¹ce odpowiednimi zestawami enzymów. Miêdzy
innymi poruszana jest kwestia zatrzymywania azotu
w organizmie cz³owieka, co nastêpuje dziêki przekszta³-
caniu, przez bakterie mikroflory uk³adu pokarmowego,
mocznika uwalnianego do jelit (oko³o 30% ca³kowitej
produkcji tego zwi¹zku) w aminokwasy dostêpne dla
organizmu gospodarza. Symbiotyczne drobnoustroje
przewodu pokarmowego s¹ równie¿ producentami wie-
lu witamin, takich jak witamina B12, K, kwas foliowy,
biotyna czy ryboflawina (witamina B2), co swego cza-
su znalaz³o prze³o¿enie na izolacjê szczepów wyko-
rzystywanych do produkcji witamin na skalê przemys-
³ow¹. Obecno�æ mikroflory jelitowej wp³ywa tak¿e na
procesy detoksyfikacyjne, np. na wi¹zanie i szybsze
uwalnianie metali ciê¿kich z organizmu oraz powoduje
pozytywn¹ transformacjê i przyswajanie wielu dodat-
kowych zwi¹zków (nie tyle o funkcjach strategicz-
nych, co uzupe³niaj¹cych), dostarczanych wraz z po-
karmem [11, 17, 19].

Jak ju¿ wspomniano, dzia³anie przeciwzaka�ne
mikroflory uk³adu pokarmowego oparte jest przede
wszystkim na zjawisku konkurencji. Drobnoustroje,
które jako pierwsze zasiedl¹ nie tylko przewód pokar-
mowy, ale i dowoln¹ inn¹ mikroniszê, dysponuj¹ wie-
loma �rodkami umo¿liwiaj¹cymi im dzia³anie antago-
nistyczne w stosunku do ewentualnych konkurentów,
w tym tak¿e patogenów. Przede wszystkim, maj¹ ju¿
przewagê fizyczn¹, zajmuj¹c okre�lone miejsce i blo-
kuj¹c receptory na powierzchni komórek gospodarza.
Tym samym wspó³zawodnicz¹ o sk³adniki od¿ywcze
wystêpuj¹ce w danej mikroniszy. Dodatkowo mog¹
w sposób chemiczny modyfikowaæ �rodowisko, np.
zmieniaj¹c jego pH, potencja³ oksydoredukcyjny czy
produkuj¹c metabolity toksyczne dla innych drobno-
ustrojów (np. pa³eczki E. coli s¹ producentami koli-
cyn). Warto zwróciæ tak¿e uwagê na jeden z po�red-
nich sposobów konkurencyjnego dzia³ania mikroflory
uk³adu pokarmowego, która wp³ywa na komórki jelita
tak, by zmianie uleg³ sk³ad �luzu pokrywaj¹cego na-
b³onek, a co za tym idzie tak¿e miejsca adhezyjne dla
drobnoustrojów [4, 7, 11, 15, 17].

Kolejn¹, niezwykle istotn¹ rolê odgrywa naturalna
mikroflora jelitowa w szeroko rozumianej edukacji
uk³adu odporno�ciowego. Dotyczy to zarówno odpor-
no�ci miejscowej, warunkowanej g³ównie przez tkankê
limfatyczn¹ b³ony pod�luzowej i �luzowej uk³adu po-
karmowego � GALT (gut-associated lymphoid tissue),

jak i odporno�ci ogólnoustrojowej, bêd¹cej wynikiem
migracji aktywowanych komórek immunokompetent-
nych. Niemniej, faza indukcyjna tego zjawiska zacho-
dzi w jelitach. Podstawow¹ funkcj¹ tkanki limfatycz-
nej b³on �luzowych jest produkcja przeciwcia³ klasy
IgA w ich formie sekrecyjnej (s-IgA), które spe³niaj¹
rolê obronn¹ g³ównie przez op³aszczanie i aglutynacjê
drobnoustrojów, co zapobiega ich adhezji i przecho-
dzeniu przez barierê b³on �luzowych oraz u³atwia ich
fagocytozê. Do indukcji odpowiedzi immunologicz-
nej, w wyniku miêdzy innymi kontaktu z drobnoustro-
jami przewodu pokarmowego lub sk³adnikami ich
komórek (np. lipopolisacharydem � LPS), dochodzi
przede wszystkim w zorganizowanych strukturach
limfatycznych uk³adu GALT � kêpkach Peyera. Dro-
bnoustroje i pochodz¹ce od nich makrocz¹steczki s¹
wychwytywane przez komórki M, licznie obecne
w nab³onku pokrywaj¹cym grudki limfatyczne. Nastêp-
nie ich antygeny mog¹ byæ bezpo�rednio prezentowa-
ne limfocytom (stanowi¹ podstawowy sk³adnik gru-
dek limfatycznych) lub podlegaj¹ dalszej �obróbce�
w makrofagach i dopiero przez nie, b¹d� przez inne
komórki, np. dendrytyczne obecne w regionach pod-
nab³onkowych kêpków, s¹ prezentowane limfocytom.
Limfocyty pierwotnie aktywowane w kêpkach Peyera
przedostaj¹ siê wraz z limf¹ do wêz³ów ch³onnych,
gdzie dochodzi do ich dalszego dojrzewania, potem
do krwiobiegu. Wraz z krwi¹ ponownie wracaj¹ do
b³on �luzowych, m.in. przewodu pokarmowego, gdzie
jako w pe³ni dojrza³e komórki produkuj¹ce przeciw-
cia³a lokuj¹ siê g³ównie w rejonie podstawy kosmków.
Ca³y proces dojrzewania limfocytów B i przekszta³ca-
nia ich w plazmocyty IgA+ jest zjawiskiem niezwykle
z³o¿onym i jego omawianie nie jest celem niniejszego
opracowania. Z uwagi na rozwa¿an¹ rolê biologiczn¹
mikroflory uk³adu pokarmowego, nale¿y wspomnieæ
o jednym z jego etapów, tj. prze³¹czaniu klas pro-
dukowanych przeciwcia³, które zachodzi w kêpkach
Peyera. Jednym z czynników reguluj¹cych prze³¹cza-
nie klas jest sam antygen i wykazano, ¿e LPS (aktyw-
nie uwalniany przez drobnoustroje flory naturalnej je-
lit od samego pocz¹tku ich zasiedlania) ma zdolno�æ
do prze³¹czania profilu produkowanych przeciwcia³
z IgM na IgA [7, 8, 10, 30].

Innym, kluczowym i niestety nie do koñca wyja�-
nionym zjawiskiem, obserwowanym w ramach eduka-
cji uk³adu odporno�ciowego gospodarza jest miejsco-
wa tolerancja na zwykle dzia³aj¹ce silnie prozapalnie
antygeny drobnoustrojów mikroflory naturalnej jelit,
takie jak flagellina czy peptydoglikan (PG). Prawdo-
podobnie, czê�ciowo wynika ona z bardzo wczesnego
(tu¿ po urodzeniu) zasiedlania uk³adu pokarmowego
przez te drobnoustroje, kiedy fizyczna bariera szczel-
no�ci b³on �luzowych jelit nie jest jeszcze w pe³ni
rozwiniêta, a sk³adnikami uk³adu GALT s¹ przede
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wszystkim komórki naiwne. £atwo dochodzi wówczas
do przenikania antygenów bakteryjnych do warstw
pod�luzówkowych i prezentacji ich komórkom immo-
nokompetentnym jako naturalnych dla tej mikroniszy
antygenów. Mo¿e to indukowaæ delecjê klonaln¹,
anergiê i aktywn¹ supresjê komórek uk³adu odporno�-
ciowego, co le¿y u podstaw zjawiska tolerancji, w tym
tak¿e tolerancji pokarmowej. Jednak samo u³atwione
przechodzenie antygenów do warstwy pod�luzówkowej
nie jest wystarczaj¹cym wyja�nieniem, tym bardziej,
¿e u dzieci obserwuje siê tzw. alergie pokarmowe (zwy-
kle zanikaj¹ce wraz z wiekiem), których przyczyn upa-
truje siê w³a�nie w bardziej intensywnym przenikaniu
antygenów spo¿ywanych wraz z pokarmem przez b³o-
nê �luzow¹ jelit. Prawdopodobnie, tak jak w przypad-
ku rozwoju tolerancji pokarmowej, rozwój tolerancji
na antygeny bakteryjne zale¿y równie¿ od samego an-
tygenu, jego dawki, czêsto�ci pojawiania i typu indu-
kowanej przezeñ odpowiedzi immunologicznej oraz
od aktywacji produkcji okre�lonego profilu cytokin.
Prowadzone badania wskazuj¹ równie¿ na limfocyty
T regulatorowe i ich udzia³ w aktywnej supresji, jako
podstawê rozwoju zjawiska tolerancji (zarówno miejs-
cowej, jak i ogólnoustrojowej) na drobnoustroje auto-
chtoniczne [4, 17, 22]. Stwierdzono tak¿e przeciw-
zapaln¹ aktywno�æ niektórych bakterii wchodz¹cych
w sk³ad mikroflory jelit, np. beztlenowych pa³eczek
Bacteroides thetaiotaomicron. Aktywno�æ ta nie ujaw-
nia siê swoi�cie tylko w obecno�ci drobnoustrojów
autochtonicznych i ich produktów, ale równie¿ w przy-
padku pojawienia siê patogenów. Oparta jest bowiem
na zjawisku hamowania wewn¹trzkomórkowego prze-
noszenia sygna³ów z receptorów TLR (toll-like recep-
tors) � g³ównych receptorów na komórkach gospo-
darza, rozpoznaj¹cych charakterystyczne struktury
bakterii, takie jak PG oraz na inaktywacji czynnika
transkrypcyjnego NF-6B [1, 8, 17]. Prawdopodobnym
jest, i¿ wszystkie mechanizmy wyja�niaj¹ce zjawisko
tolerancji na antygeny bakterii stanowi¹cych natural-
na mikroflorê jelit s¹ poprawne i funkcjonuj¹ równo-
legle, jednak niezale¿nie od podstaw fizjologicznych
czy molekularnych tego zjawiska trudno wyobraziæ
sobie skutki braku istnienia tego typu tolerancji.

3. Ingerencja w naturalny biofilm jelitowy
� za i przeciw

Obserwacje naturalnej mikroflory przewodu pokar-
mowego i zwrócenie uwagi na jej istotn¹ rolê biolo-
giczn¹ przyczyni³y siê do rozwoju nowej dyscypliny
badawczej zajmuj¹cej siê mo¿liwo�ciami wykorzysta-
nia w praktyce (g³ównie w profilaktyce i ochronie
zdrowia, ale tak¿e w terapii zaka¿eñ) szczepów bakterii
i grzybów odpowiednio wyselekcjonowanych spo�ród

drobnoustrojów naturalnie zasiedlaj¹cych miêdzy inny-
mi uk³ad pokarmowy. Pa³eczki Lactobacillus, z uwagi
na swoje wyj¹tkowe w³a�ciwo�ci i szeroki wachlarz
sposobów antagonistycznych oddzia³ywañ, stanowi¹
g³ówny obiekt zainteresowania naukowców z tej dzie-
dziny. W literaturze �wiatowej daj¹ siê wyodrêbniæ
dwa g³ówne kierunki badañ: �ledzenie efektów miejs-
cowego zastosowania Lactobacillus (probiotyki) oraz
analiza ich dzia³ania protekcyjnego przeciwko za-
ka¿eniu czy zapaleniu odleg³ego w czasie i miejscu,
bêd¹cego wynikiem modulacji odpowiedzi uk³adu od-
porno�ciowego (immunobiotyki) [11, 20, 23, 30].

Miejscowe dzia³anie probiotycznych szczepów La-
ctobacillus skupia siê z jednej strony na ich aktywno�ci
antagonistycznej w stosunku do innych drobnoustrojów
(w tym patogennych) próbuj¹cych zasiedliæ mikroniszê
jelita, z drugiej za� na ich korzystnym wp³ywie na
barierê anatomiczn¹ b³on �luzowych jelit. Aktywno�æ
antagonistyczna Lactobacillus opiera siê przede
wszystkim na zjawisku konkurencji drobnoustrojów,
zarówno o miejsce do zasiedlenia, jak i o substancje
od¿ywcze. Przydatne w tym celu okazuj¹ siê zdolno�-
ci adhezyjne tych bakterii wykazywane w stosunku do
komórek nab³onkowych b³on �luzowych, synteza bia-
³ek wi¹¿¹cych ECM (extracellular matrix proteins)
oraz umiejêtno�æ tworzenia naturalnego biofilmu.
Rozwijaj¹ce siê pa³eczki Lactobacillus s¹ równie¿
producentami wielu czynników o charakterze przeciw-
drobnoustrojowym, np. bakteriocyn, nadtlenku wodoru
czy kwasów organicznych obni¿aj¹cych pH �rodo-
wiska. Korzystny wp³yw Lactobacillus na barierê ana-
tomiczn¹ b³on �luzowych zwi¹zany jest miêdzy inny-
mi ze stymulacj¹ produkcji �luzu tworz¹cego warstwê
ochronn¹ nab³onka jelitowego oraz z przywracaniem
prawid³owej przepuszczalno�ci nab³onka w sytuacji
zaistnienia stanu zapalnego [5, 11, 20, 27, 30]. Inny
aspekt oddzia³ywania tych drobnoustrojów na komórki
nab³onka czê�ciowo nak³ada siê ju¿ na zjawisko mo-
dulacji odpowiedzi uk³adu odporno�ciowego. Stwier-
dzono regulacyjny wp³yw Lactobacillus na produkcjê
cytokin, zarówno przez enterocyty, jak i prezentuj¹ce
antygen komórki dendrytyczne rozsiane w �luzówce
jelita oraz makrofagi. Po podaniu probiotycznych
szczepów tych pa³eczek obserwowano hamowanie
wydzielania cytokin pozapalnych, takich jak TNF-",
IL-8, IL-12p70 (choæ równie czêsto donosi siê o na-
sileniu produkcji TNF-", jednak pozostaj¹cym bez
wp³ywu na eskalacjê odpowiedzi zapalnej). Dochodzi
tak¿e do pobudzenia syntezy cytokin przeciwzapal-
nych (TGF-$) i regulatorowych (IL-4, IL-6, IL-10)
oraz zale¿nego od profilu produkowanych cytokin
przesuniêcia równowagi miêdzy odpowiedzi¹ immu-
nologiczn¹ typu Th1 i typu Th2, zwykle na korzy�æ
odpowiedzi typu humoralnego z uruchomieniem pro-
dukcji przeciwcia³ klasy IgA i IgG.
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Immunomodulacyjna aktywno�æ Lactobacillus mo-
¿e przybieraæ nie tylko formê miejscow¹, ale rozsze-
rzaæ siê na oddzia³ywanie ogólnoustrojowe. Jako efekt
dzia³ania tych drobnoustrojów obserwuje siê wzrost
ogólnej liczby komórek NK, nasilenie aktywno�ci ma-
krofagów, wzrost liczby aktywowanych limfocytów B
i T, zarówno obrêbie uk³adu odporno�ciowego przewo-
du pokarmowego (GALT), jak i kr¹¿¹cych w krwio-
obiegu. Wykazano tak¿e wzrost produkcji IFN-(,
którego obecno�æ jest niezbêdna do dojrzewania nie-
których komórek uk³adu odporno�ciowego i kontroli
ich proliferacji [10, 11, 22, 27, 30]. Nale¿y podkre�liæ,
i¿ efekt dzia³ania probiotyku na uk³ad odporno�ciowy
gospodarza zale¿y od u¿ytego szczepu drobnoustroju,
a �ci�lej mówi¹c od budowy struktur bakterii, takich
jak peptydoglikan czy kwas lipotejchojowy (LTA).
Struktury te s¹ rozpoznawane przez specyficzne recep-
tory na komórkach gospodarza, tzw. PPR (pattern re-
cognition receptors), np. receptory TLR. Nawet od
niewielkich ró¿nic w budowie PG czy LTA zale¿y
aktywacja okre�lonego typu receptorów TLR i tym
samym uruchomienie innej kaskady sygna³ów bioche-
micznych, co w konsekwencji mo¿e prowadziæ do
zupe³nie odmiennych efektów, jak produkcja cytokin
przeciwzapalnych lub cytokin pozapalnych [1, 22].

Osobn¹ kwesti¹ jest badanie mo¿liwo�ci wykorzys-
tania w terapii nie tyle samych bakterii z rodzaju Lac-
tobacillus, co ich produktów metabolizmu wykazuj¹-
cych dzia³anie antybiotyczne lub surfaktantowe. Taki
nurt badañ koncentruje siê na pog³êbianiu wiedzy do-
tycz¹cej zapobieganiu lub leczeniu zaka¿eñ, w których
znaczenie ma tworzenie biofilmów drobnoustrojów
[28, 31, 33].

4. Podsumowanie

Nie ulega w¹tpliwo�ci, i¿ prawid³owo rozwiniêta
i funkcjonuj¹ca mikroflora jelita stanowi najlepszy ele-
ment obrony tej mikroniszy przed zaka¿eniami wywo-
³anymi drobnoustrojami patogennymi oraz edukacji
uk³adu odporno�ciowego gospodarza. Podobne funkcje
spe³niaj¹ mikroorganizmy probiotyczne. Wiedza na te-
mat ich w³a�ciwo�ci pozwala na zastosowanie probio-
tyków u ludzi w przypadku zaburzeñ jako�ciowych
i ilo�ciowych sk³adu naturalnej mikroflory uk³adu po-
karmowego, spowodowanych przyk³adowo odmienn¹
diet¹, zmianami hormonalnymi czy innymi chorobami
wspó³towarzysz¹cymi, ale przede wszystkim anty-
biotykoterapi¹. Nie nale¿y równocze�nie zapominaæ
o w³a�ciwo�ciach immunomodulacyjnych probiotyków,
które w wielu przypadkach wydaj¹ siê korzystne dla
organizmu gospodarza, g³ównie przez swoje dzia³anie
przeciwzapalne. Jednak efekty oddzia³ywania organiz-
mów probiotycznych na uk³ad odporno�ciowy zale¿¹

zarówno od u¿ytego szczepu bakterii, jak i od stanu
pobudzenia komórek b³on �luzowych jelit gospodarza.
Tym samym s¹ trudne do przewidzenia, a uniwer-
salno�æ struktur bakterii bior¹cych udzia³ w relacjach
gospodarz-patogen, które mog¹ zarówno wywo³aæ re-
akcjê zapaln¹, jak i j¹ wyhamowaæ, dodatkowo kom-
plikuje obraz dzia³ania probiotyków. St¹d w literaturze
spotyka siê czasem sprzeczne informacje dotycz¹ce
uogólnionych efektów stosowania drobnoustrojów pro-
biotycznych, tak jak hamowanie/nasilenie produkcji
TNF-" czy przesuniêcie odpowiedzi immunologicznej
na korzy�æ odpowiedzi humoralnej (Th2) lub komór-
kowej (Th1), co mo¿e prowadziæ do rozwoju procesów
patologicznych, takich jak alergie, przewlek³e zapale-
nie jelit czy zmiany nowotworowe. Tak wiêc, efekty
dzia³ania probiotyków, zw³aszcza z zakresu modulacji
odpowiedzi immunologicznej gospodarza, powinno
siê zawsze odnosiæ do danego szczepu. Wszystkie te
aspekty nale¿y niew¹tpliwie wzi¹æ pod uwagê przed
podjêciem decyzji o ingerencji w sk³ad mikroflory
uk³adu pokarmowego, szczególnie z zastosowaniem
probiotycznych preparatów farmaceutycznych.
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1. Wprowadzenie

Quorum sensing (QS) jest mechanizmem, dziêki
któremu bakterie koordynuj¹ ekspresjê pewnych genów
w odpowiedzi na w³asn¹ gêsto�æ populacji poprzez
wytwarzanie, wyzwalanie i wykrywanie cz¹steczek
sygna³owych, zwanych autoinduktorami. System ten
wykryto po raz pierwszy u morskich bakterii Vibrio
fischeri [22]. Obecno�æ podobnych systemów stwier-
dzono u wielu bakterii Gram-ujemnych i Gram-
-dodatnich. Bakterie Gram-ujemne wykorzystuj¹ jako
cz¹steczki sygna³owe acylowany lakton homoseryny
(AHL). Systemy QS oparte o AHL mog¹ wystêpowaæ
tak¿e u bakterii Gram-dodatnich, jednak te czê�ciej
wykorzystuj¹ zwi¹zki peptydowe (AIP) jako cz¹stecz-
ki sygna³owe. Trzeci system QS, poznany pierwotnie
u �wiec¹cej bakterii Vibrio harveyi [3] zawiera 2 kom-
ponenty: autoinduktor 1 (AI-1) i autoinduktor 2 (AI-2).
AI-1 jest AHL i ze wzglêdu na specyficzno�æ, jest wy-
korzystywany w komunikowaniu siê wewn¹trzgatun-
kowym. Natomiast AI-2 jest furanozolowym estrem
kwasu borowego, wykrywanym u wielu gatunków bak-
terii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich, który bierze
udzia³ w komunikowania siê miêdzygatunkowym.

Systemy QS u bakterii kontroluj¹: luminiscencjê,
koniugacjê, ruch pe³zaj¹cy, sporulacjê, biokorozjê, wy-
twarzanie bakteriocyn, antybiotyków, ekspresjê czyn-
ników wirulencji, tworzenie biofilmu. Drobnoustroje
poprzez QS zmieniaj¹ siebie w ¿ywicielu poprzez
wstrzymanie wytwarzania czynników wirulencji a¿
gêsto�æ populacji dostatecznie �przyt³oczy� uk³ad
obronny gospodarza.

2. System komunikacji miêdzy bakteriami
i nowym celem terapeutycznym

Konwencjonalne metody, takie jak stosowanie an-
tybiotyków i �rodków dezynfekcyjnych przynosz¹
ograniczony sukces w zapobieganiu lub leczeniu
zaka¿eñ. Ich czêste, zw³aszcza nieracjonalne stosowa-
nie, przyczynia siê do powstawania oporno�ci u drob-
noustrojów. St¹d, istnieje potrzeba rozwoju alterna-
tywnych strategii jak: leczenie fagami, stosowanie
probiotyków, immunostymulantów i szczepionek oraz
interferencja z QS.

Jednym ze sposobów interferencji z QS jest hamo-
wanie biosyntezy cz¹steczek sygna³owych, które ma
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na celu zak³ócenie QS. Wykazano, ¿e analogi S-adeno-
zylometioniny, tj. S-adenozylocysteina, S-adenozylo-
homocysteina i sinefungina mog¹ byæ potencjalnymi
inhibitorami syntezy AHL u Pseudomonas aeruginosa
[23]. Wynikiem ich dzia³ania jest spadek wytwarzania
czynników wirulencji. W organizmach pro- i eukario-
tycznych mo¿liwe jest u¿ycie tych analogów jako spe-
cyficznych inhibitorów QS bez oddzia³ywania na inne
procesy ¿yciowe.

Nale¿y podkre�liæ, ¿e antybiotyki oprócz znacze-
nia ekologicznego, ewolucyjnego i terapeutycznego,
mog¹ równie¿ interferowaæ w komunikowanie siê
bakterii wystêpuj¹cych w ¿ywicielu [8].

Procesy fizjologiczne bakterii z udzia³em QS s¹
czêsto powi¹zane z interakcjami z organizmem gospo-
darza. Organizmy wy¿sze posiadaj¹ mechanizmy, które
niszcz¹ QS. Jednym z nich jest wytwarzanie antagonis-
tów QS � cz¹steczek, które mog¹ wi¹zaæ regulatory
odpowiedzi QS, ale nie uczynniaj¹ ich.

Czerwona alga australijska Delisea pulchra przy-
ci¹gnê³a uwagê biologów, poniewa¿ nie by³a skoloni-
zowana przez bakterie, w przeciwieñstwie do innych
ro�lin obecnych w tym samym �rodowisku. Wytwarza
ona co najmniej 30 ró¿nych halogenowanych furano-
nów, które pe³ni¹ rolê antagonistów AHL po�rednicz¹-
cych w QS i najprawdopodobniej wi¹¿¹ bia³ka typu
LuxR bez ich aktywacji [4]. Mechanizm ten chroni
D. pulchra przed kolonizacj¹ bakteryjn¹.

Z kolei M a n e f i e l d  i wsp. [20] wykazali, ¿e
�miertelno�æ krewetek Penaeus monodon zaka¿onych
V. harveyi by³a ni¿sza o 50% po domiê�niowym poda-
niu rozcieñczonego ekstraktu supernatantu hodowli
tych pa³eczek prowadzonej w obecno�ci halogenowa-
nego furanonu.

Badania wskazuj¹, ¿e liczne bromowane furanony
alg morskich zak³ócaj¹ systemy QS bakterii Gram-
ujemnych w stê¿eniach, które nie hamuj¹ wzrostu bak-
terii [12]. Wystêpuje korelacja miêdzy struktur¹ i ak-
tywno�ci¹ bromowanych furanonów. Najwa¿niejszy
element strukturalny, bromek winylowy w pozycji *
po³¹czony z pier�cieniem bromowanego furanonu jest
istotny w hamowaniu tworzenia biofilmu u Escheri-
chia coli. Furanony maj¹ zdolno�æ penetracji biofilmów.

G i v s k o v  i wsp. [10] stwierdzili, ¿e pe³zaj¹cy
wzrost Serratia liquefaciens na pod³o¿u agarowym
mo¿e byæ zahamowany przez dodanie 100 mg/L (5Z)-4-
bromo-5-(bromometyleno)-3-butylo-2(5H)-furanonu.

Niektóre naturalnie wystêpuj¹ce moleku³y AHL
mog¹ stymulowaæ wytwarzanie barwnika u Chromo-
bacterium vialaceum, podczas gdy inne hamuj¹ ten
fenotyp. Efekty te ³¹czono ze struktur¹ acylowanego
³añcucha bocznego cz¹steczki AHL zawieraj¹cego do
8 atomów wêgla i dzia³aj¹cego jako agonista QS. AHL
z acylowanym ³añcuchem zawieraj¹cym 10 lub wiêcej
atomów wêgla dzia³a jako antagonista QS. Z h u  i wsp.
[35] wykazali, ¿e heterologiczne AHL s¹ silnymi an-

tagonistami AHL uczestnicz¹cymi w QS u bakterii,
które wydzielaj¹ bia³ka typu LuxR. Nadprodukcja
tych bia³ek znosi represjê. Badania S w i f t  i wsp.
[28] wskazuj¹, ¿e heterologiczne AHL s¹ zdolne
do zmniejszenia wytwarzania czynników wirulencji
u Aeromonas hydrophila i A. salmonicida. Wytwa-
rzanie proteazy serynowej przez A. salmonicida ulega
obni¿eniu do 50% po zastosowaniu laktonu N-(3-
oksododekanoylo)-L-homoseryny w stê¿eniu 10 µM.

Syntetyczna pochodna chlorowcowanych furano-
nów D. pulchra, (5Z)-4-bromo-5-(bromometyleno)-
2(5H)-furanon, jest najbardziej aktywnym antagonist¹
AHL opisanym dotychczas w pi�miennictwie. Ten fu-
ranon w stê¿eniu 10 µM prawie ca³kowicie redukuje
ekspresjê czynników wirulencji P. aeruginosa PA01
[14]. Jest aktywny wobec biofilmu bakterii i komórek
wolno¿yj¹cych czyni¹c je wra¿liwymi na SDS i anty-
biotyki. Przy braku furanonu do eradykacji biofilmu
utworzonego przez bakterie nale¿a³oby zastosowaæ
100�1000-krotnie wy¿sze dawki antybiotyków ni¿
w przypadku jego nieobecno�ci [1]. H e n t z e r  i wsp.
[13] wykazali, ¿e furanon jest tak¿e aktywny w tkance
p³ucnej myszy po ich zaka¿eniu szczepem P. aerugi-
nosa. Sygna³ fluorescencji ze szczepu P. aeruginosa
jest znacznie s³abszy po podskórnym podaniu furano-
nu. Po 8 godzinach sygna³ ponownie wystêpuje wska-
zuj¹c, ¿e furanon zosta³ usuniêty z organizmu myszy.

Strukturê AI-2 opisali C h e n  i wsp. [3] dopiero
w 2002 roku. St¹d te¿ dotychczas przeprowadzono nie-
wiele prób ingeruj¹cych w system QS z udzia³em tego
autoinduktora. R e n  i wsp. [24] stwierdzili, ¿e halo-
genowany furanon D. pulchra wcze�niej opisany jako
analog antagonistyczny AHL hamuje ruch pe³zaj¹cy
E. coli regulowany przez AI-2. Furanon obni¿a gru-
bo�æ biofilmu E. coli do 55% i procent ¿ywych ko-
mórek w biofilnie do 87%. Hamuje tak¿e luminiscen-
cjê u V. harveyi po�redniczon¹ przez AHL i AI-2 oraz
mo¿e obni¿aæ ekspresjê niektórych czynników wiru-
lencji tego patogenu.

Badania wskazuj¹, ¿e ekstrakty wielu gatunków
ro�lin, m.in. grochu, ry¿u, fasoli sojowej, ziemniaków,
cieciorki pstrej i Medicago truncatula pobudzaj¹ lub
hamuj¹ system QS zale¿ny od AHL [9, 29]. Wystêpuje
kilka ró¿nych AHL przypominaj¹cych substancje obec-
ne w ekstraktach grochu i sadzonkach M. truncatula,
alg Chlamydomonas reinhardtii, Chl. mutablis, Chlo-
rella vulgaris i Ch. fusca [30], które stymuluj¹ QS
u V. harveyi i E. coli.

3. Chemiczna inaktywacja
cz¹steczek sygna³owych quorum sensing

Cz¹steczki AHL mog¹ byæ inaktywowane poprzez
hydrolizê alkaliczn¹, w wyniku której powstaj¹ po-
chodne acylowane homoseryny oraz w reakcji z utle-
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nionymi chlorowcami o aktywno�ci przeciwdrobno-
ustrojowej [32]. Zwi¹zki te w stê¿eniu 0,14 mM obni-
¿aj¹ stê¿enie pochodnych AHL podstawione w pozycji
3-okso AHL do oko³o ¼ po inkubacji przez jedn¹ mi-
nutê [2]. Inaktywacjê 3-okso AHL wykazano w obec-
no�ci sk³adników polisacharydowych biofilmu.

W pH 6,0 moleku³y 3-okso AHL reaguj¹ szybko
z dwiema cz¹steczkami bromowodorku lub kwasu
podchlorawego, wytwarzaj¹c cz¹steczkê 2,2-dihalo-3-
okso AHL. Nastêpnie, ³añcuch acylowy jest hydroli-
zowany z wytworzeniem kwasu t³uszczowego i laktonu
2,2-dihalogeno-N-etanoylo-homeseryny. W pH 3 reak-
cja jest wstrzymywana po etapach halogenowania, pod-
czas gdy w pH 8,0 � pier�cieñ laktonu 2,2-dihalo-
geno-N-etanyolo-L-homeoseryny jest hydrolizowany.
Dane te wskazuj¹, ¿e traktowanie hodowli wod¹ za-
wieraj¹c¹ niskie stê¿enia silnie utleniaj¹cych czynni-
ków, takich jak ozon, mo¿e byæ u¿yteczne w leczeniu
zaka¿eñ poprzez usuniêcie cz¹steczek sygna³owych
QS patogenu [27].

4. Enzymatyczna inaktywacja i biodegradacja
cz¹steczek quorum sensing

Zdolno�æ degradacji AHL w�ród bakterii jest rozpo-
wszechniona w naturze. Enzymy zdolne do inaktywacji
AHL wykryto u $-Proteobacteria, "-Proteobacteria
i (-Proteobacteria, jak i u bakterii Gram-dodatnich
[5, 16, 18, 31, 34]. Bakterie te mog¹ blokowaæ syste-
my QS konkurentów w celu uzyskania selektywnej
przewagi nad nimi w danym ekosystemie. Inaktywa-
cja cz¹steczek sygna³owych QS mo¿e odbywaæ siê
z udzia³em dwóch typów enzymów: laktonazy i acyla-
zy AHL, które rozszczepiaj¹ pier�cieñ laktonowy cz¹-
steczek AHL sprawiaj¹c, ¿e staj¹ siê one niezdolne do
aktywacji pokrewnych regulatorów transkrypcyjnych.
Acylazy wytwarzane przez Eucaryota mog¹ byæ rów-
nie¿ zdolne do inaktywacji AHL [33].

4.1. Bakteryjne laktonazy AHL

Pierwszego dowodu wskazuj¹cego, ¿e inaktywacja
enzymatyczna AHL mo¿e byæ u¿yta jako strategia
w kontroli mikroorganizmów dostarczyli D o n g  i wsp.
[5], którzy badaj¹c ponad 500 szczepów bakteryjnych
w celu oceny aktywno�ci wobec AHL, wykazali obec-
no�æ 24 szczepów o ró¿nej aktywno�ci enzymatycznej
eliminuj¹cej AHL. Enzymy odpowiedzialne za aktyw-
no�æ inaktywuj¹c¹ AHL (AiiA) izolowano ze szczepu
Bacillus spp. 240B1, który wykazywa³ najsilniejsz¹
aktywno�æ. Oczyszczony enzym w stê¿eniu 50 mg/L
obni¿a³ stê¿enie laktonu N-(3-oksoheksanoylo)-L-ho-
moseryny po 10 minutach. Enzym AiiA hydrolizuje
wi¹zania amidowe AHL.

Wykazano, ¿e ekspresja enzymu AiiA Erwinia ca-
rotovora w ro�linie transgenicznej obni¿a wytwarza-
nie enzymów degraduj¹cych �cianê komórkow¹ przez
patogen w oko³o 10% i hamuje objawy choroby [6].
Z kolei M o l i n a  i wsp. [21] oceniali skuteczno�æ
szczepu Bacillus spp. degraduj¹cego AHL wobec bak-
teryjnych chorób ro�lin. Zmniejsza³ on zaka¿enie
u ziemniaków powodowane przez E. carotovora o 15%,
a wywo³ane przez Agrobacterium tumefaciens o 10%.
Degradacja AHL nie tylko ma dzia³anie ochronne, ale
tak¿e lecznicze. Podobne wyniki otrzymano w przy-
padku Bacillus thuringiensis [7, 17].

4.2. Bakteryjne acylazy AHL

D o n g  i wsp. [5] odkryli szczep Bacillus spp. de-
graduj¹cy AHL, a L e a d b e t t e r  i G r e e n b e r g
[16] izolowali szczep Variovorax paradoxus VAI-C,
który namna¿a³ siê na pod³o¿u wzbogaconym 500 mg/l
laktonu N-(3-oksoheksanoylo)-L-homoseryny jako �ród-
le wêgla i wodoru. Badacze wnioskowali, ¿e V. para-
doxus rozcina AHL za pomoc¹ acylazy AHL, wyzwa-
laj¹c lakton homoseryny i kwas t³uszczowy.

L i n  i wsp. [18] izolowali z biofilmu wielogatun-
kowego szczep Ralstonia spp. XJ12B inaktywuj¹cy
AHL. Enzym odpowiedzialny za aktywno�æ inakty-
wuj¹c¹ AHL nazwano AiiD. Ekspresja enzymu AiiD
w transformowanym szczepie P. aeruginosa PA01 ha-
muje ruch pe³zaj¹cy tych pa³eczek i zmniejsza �mier-
telno�æ zaka¿onych nicieni Caenorhabditis elegans
o oko³o 15% w porównaniu ze szczepem dzikim PA01.

4.3. Acylazy eukariotyczne

Poniewa¿ ró¿ne bakteryjne acylazy AHL mog¹ in-
aktywowaæ AHL poprzez deacylacjê, X u  i wsp. [33]
badali zdolno�æ odpowiednich enzymów eukariotycz-
nych w celu inaktywacji cz¹steczek AHL. Ró¿ne AHL
s¹ inaktywowane przez acylazê I nerki �wini. Inakty-
wacja zachodzi w najwy¿szej warto�ci pH, co mo¿e
byæ spowodowane alkaliczn¹ hydroliz¹ pier�cienia
laktonu. Acylaza mo¿e zmniejszaæ tworzenie biofilmu
wytwarzanego przez Pseudomonas spp. i Microbacte-
rium spp. wskazuj¹c, ¿e enzym ten mo¿e byæ zdol-
ny do inaktywacji AHL w stê¿eniach wystêpuj¹cych
w warunkach naturalnych.

5. Zastosowanie agonistów quorum sensing

Wiele prób podejmowano w celu inaktywacji sys-
temu QS reguluj¹cego ekspresjê czynników wirulencji.
M ä e  i wsp. [19] badali strategiê przeciwn¹: aktywo-
wali sygnalizacjê QS reguluj¹c¹ ekspresjê czynników
wirulencji z zastosowaniem agonistów QS. Idea tej
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strategii zak³ada, ¿e poprzez dodanie cz¹steczek syg-
na³owych QS danego drobnoustroju ekspresja czynni-
ków wirulencji mo¿e byæ aktywowana przy niskiej
gêsto�ci populacji. Czynniki wirulencji mog¹ aktywo-
waæ uk³ad obronny gospodarza do rozwoju oporno�ci.
W swoich badaniach M ä e  i wsp. [19] poprzez doda-
nie 5 mM roztworu AHL patogenu uzyskali zmniej-
szenie do 10% wystêpowania choroby tytoniu powo-
dowanej przez E. caratovora. Zdolno�æ E. caratovora
do wywo³ania zmian chorobowych po miejscowym
podaniu 106 komórek patogenu/na ro�linê zmniejsza
siê o 50% w transgenicznym tytoniu wytwarzaj¹cym
AHL patogenu w porównaniu z lini¹ dzik¹. Je�li pro-
ces chorobowy jest wcze�nie wykryty lub je�li wiel-
ko�æ inokulum jest 4-krotnie wy¿sze, nie wystêpuj¹
znacz¹ce ró¿nice miêdzy ro�lin¹ wytwarzaj¹c¹ AHL
a kontrol¹. Patogen w tych przypadkach jest obecny
w wystarczaj¹co du¿ej liczbie, aby pokonaæ system
obronny ro�liny. Wyniki te s¹ zgodne z hipotez¹, ¿e
QS jest wykorzystywany w celu unikniêcia przed-
wczesnego wytwarzania czynników wirulencji i akty-
wacji reakcji obronnej ro�lin.

6. Hormony ludzkie interferuj¹ce
z quorum sensing

Badanie enterokrwotocznych E. coli (Enterohe-
morrhagic E. coli � EHEC) wykaza³y, ¿e ludzkie hor-
mony wzajemnie komunikuj¹ siê z systemem QS [26].
System QS zale¿ny od LuxS u EHEC kontroluje ró¿-
ne fenotypy, w³¹czaj¹c patogenno�æ i sekrecjê typu III
[25]. Sekrecja typu III i wytwarzanie czynników wi-
rulencji s¹ przywrócone u mutanta luxS przez dodanie
hormonów ludzkich: adrenaliny i noradrenaliny.

Traktowane komórki antagonistami w stosunku do
receptorów adrenergicznych (receptory hormonalne
w ludzkiej b³onie komórkowej) blokuj¹ wzajemn¹ ak-
tywacjê luxS mutanta przez ludzkie hormony. S p e -
r a n d i o  i wsp. [26] tak¿e sugeruj¹ obecno�æ trzeciego
typu autoinduktora, AI-3, który jest zale¿ny od syste-
mu luxS. Proponuj¹ oni, ¿e geny u szczepów EHEC s¹
regulowane przez sygna³y AI-3/adrenalina-noradrena-
lina, co mo¿e wp³ywaæ na proces zaka¿enia poprzez
skoordynowanie czasu i warunków rozwoju wirulencji.

7. Inne metody niszczenia quorum sensing

W ostatnich latach wy³aniaj¹ siê firmy, zajmuj¹ce
siê produkcj¹ leków anty-QS i anty-biofilm. Poniewa¿
celem dla tych leków s¹ bakteryjne systemy regulato-
rowe zawiaduj¹ce ekspresj¹ czynników wirulencji,
okre�la siê je mianem leków antypatogennych. Inhi-
bitory QS mog³yby stworzyæ now¹ generacjê leków

antybakteryjnych przydatnych w wielu dziedzinach,
w tym w medycynie, weterynarii, rolnictwie, produk-
cji ¿ywno�ci i w przemy�le wodnym.

Innym sposobem hamowania wi¹zania cz¹steczek
AHL z receptorem jest zastosowanie specyficznych
przeciwcia³. Cz¹steczki AHL dyfunduj¹ce do �rodo-
wiska zewn¹trzkomórkowego mog³yby zostaæ zwi¹-
zane przez przeciwcia³a, co uniemo¿liwi³oby ich wej�-
cie do komórki bakteryjnej i aktywacjê regulatorów
transkrypcyjnych.

Powsta³ równie¿ pomys³ zastosowania antysensow-
nych oligonukleotydów, które wi¹za³yby siê specy-
ficznie z transkryptami kaskady QS i hamowa³y eks-
presjê genów [11, 15]. Badania przeprowadzone
u Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis
i E. coli wykaza³y, ¿e antysensowne oligonukleotydy
mog¹ specyficznie wi¹zaæ siê z celowanymi transkryp-
tami i hamowaæ ekspresjê genow¹. Leczenie antysen-
sowne wydaje siê byæ o tyle korzystne, ¿e regulacja
antysensowna jest powszechnym zjawiskiem wystêpu-
j¹cym u bakterii. Skuteczno�æ tej techniki nie zosta³a
dot¹d dobrze oceniona.

8. Ograniczenia zniszczenia bakteryjnego
quorum sensing

8.1. Rozwój oporno�ci

Pierwszym ograniczeniem zastosowania technik
niszcz¹cych QS jako nowej strategii przeciw zaka¿e-
niom mo¿e byæ rozwój oporno�ci. Badania Z h u  i wsp.
[35] wskazuj¹, ¿e bakterie mog¹ blokowaæ QS przez
nadprodukcjê genów QS. Liczne syntetyczne analogi
AHL stanowi¹ silne inhibitory odpowiedzi QS u dzi-
kich szczepów Agrobacterium tumefaciens, podczas
gdy w transformowanym szczepie A. tumefaciens,
który nadprodukowa³ TraR � homolog LuxR � inhibi-
cji nie wykrywano dla innych analogów. Zniszczenie
QS prawdopodobnie nie sprzyja presji selektywnej do-
prowadzaj¹cej do rozwojowi oporno�ci, jak to stwier-
dza siê w przypadku konwencjonalnych leków prze-
ciwdrobnoustrojowych [13, 14]. Powstaj¹ce zmiany
u mutantów QS mog¹ byæ raczej niewielkie.

7.2. Brak specyficzno�ci

Niezale¿nie od rozwoju oporno�ci, brak specyficz-
no�ci mo¿e tak¿e ograniczaæ u¿ycie metod zak³ócaj¹-
cych QS. Mo¿e doj�æ do inaktywacji szerokiego za-
kres cz¹steczek sygna³owych AHL. Zatem wiêkszo�æ
metod niszcz¹cych systemy QS opiera siê na niespe-
cyficznym blokowaniu systemu QS jednego lub wiê-
cej drobnoustrojów. Na podstawie dostêpnej wiedzy
nale¿y uwzglêdniæ fakt, ¿e nie wszystkie bakterie,
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które korzystaj¹ z systemów QS s¹ patogenami. Za-
k³ócenie b¹d� zniszczenie QS mo¿e oddzia³ywaæ od-
wrotnie lub w sposób nieznany wobec oczekiwañ.
Mo¿e sprzyjaæ lub utrudniaæ procesy regulowane
przez QS w ró¿nych ekosystemach. Wprowadzenie
technik, które tylko bêd¹ niszczy³y system QS jednego
patogennego gatunku mo¿e byæ trudne.

8. Podsumowanie

Wyniki otrzymane z zastosowaniem metod, które
niszcz¹ system QS bakterii patogennych wskazuj¹, ¿e
s¹ one obiecuj¹c¹ alternatyw¹ przy braku skuteczno�ci
antybiotyków w zwalczaniu zaka¿eñ. Badania doty-
cz¹ce systemu QS pozostaj¹ jeszcze na etapie pozna-
wania mechanizmów, poprzez które system QS jest
regulowany, aktywowany i hamowany. Wiêkszo�æ ba-
dañ dotyczy QS z udzia³em AHL patogenów Gram-
ujemnych ludzi i ro�lin. W przysz³o�ci nale¿a³oby po-
szukiwaæ metod umo¿liwiaj¹cych niszczenie systemów
QS innych drobnoustrojów.

Przed wprowadzeniem tej nowej strategii trzeba
rozwa¿yæ zagadnienia, którym nale¿a³oby sprostaæ.
Oddzia³ywanie zniszczonego systemu QS ró¿nych
drobnoustrojów na ich wirulencjê powinno byæ dok³ad-
nie badane w celu wyja�nienia, czy jest to skuteczna
strategia w zapobieganiu zaka¿eniom. Ró¿ne metody
niszcz¹ce QS powinny byæ szeroko badane celem
okre�lenia, które z nich s¹ najbardziej odpowiednie do
zastosowania w okre�lonym ekosystemie. Do oceny
pozostaje wp³yw niszczenia systemu QS na zdrowie
chorych, ostatecznych konsumentów produktów ¿yw-
no�ciowych. Nale¿y uwzglêdniæ, ¿e zniszczenie QS
mo¿e oddzia³ywaæ przeciwnie ni¿ oczekuje siê, w nie-
znany jeszcze sposób, faworyzuj¹cy zjawiska podle-
gaj¹ce regulacji przez ten z³o¿ony mechanizm. Prze-
analizowania wymagaj¹ problemy natury praktycznej,
takie jak koszty leczenia oraz sposób dostarczenia
komponentu niszcz¹cego QS do miejsca jego dzia³a-
nia. Nie nale¿y pomijaæ problemu ewentualnego roz-
woju oporno�ci, choæ uwa¿a siê, ¿e zwi¹zki niszcz¹ce
QS s¹ mniej prawdopodobnymi czynnikami selektyw-
nymi w rozwoju oporno�ci ni¿ konwencjonalne czyn-
niki przeciwdrobnoustrojowe.
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1. Wstêp

Maj¹c na uwadze naturaln¹ i powszechn¹ sk³on-
no�æ drobnoustrojów do tworzenia wielowarstwowych
skupisk komórek zwanych biofilmem, kilkana�cie lat
temu postawiono pytanie, czy patogeneza niektórych
zaka¿eñ u ludzi ma zwi¹zek z tworzeniem takich
struktur. Pytanie to wyda³o siê wa¿ne, szczególnie
w odniesieniu do zaka¿eñ o charakterze przewlek³ym,
trudnych lub niemo¿liwych do wyleczenia. Pó�niej,
istotnie potwierdzono zdolno�æ do tworzenia biofilmu
przez drobnoustroje izolowane z okre�lonych przy-
padków zaka¿eñ, w tym czêsto towarzysz¹cych stoso-
waniu inwazyjnych procedur medycznych. Pozwoli³o
to na uznanie biofilmu, rozwijaj¹cego siê na po-
wierzchni uszkodzonej tkanki lub biomateria³u urz¹-
dzeñ medycznych, za strukturê biologiczn¹ odpowie-
dzialn¹ za specyficzny charakter takich zaka¿eñ. Dane
epidemiologiczne wskazuj¹, i¿ w�ród najczê�ciej izo-
lowanych czynników etiologicznych �trudnych� zaka-
¿eñ znajduj¹ siê gronkowce: Staphylococcus aureus
i Staphylococcus epidermidis, paciorkowce, pa³eczki
Gram-ujemne: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Escherichia coli oraz
grzyby dro¿d¿opodobne, g³ównie z rodzaju Candida.
Jak stwierdzono w licznych badaniach in vitro oraz
wykazano na modelach zaka¿eñ eksperymentalnych
u zwierz¹t, wszystkie z tych drobnoustrojów szybko
i ³atwo tworz¹ biofilmy. Nawet, gdy takie zaka¿enie

rozwija siê u osobnika ze sprawnie dzia³aj¹cym uk³a-
dem odporno�ciowym, nie zawsze jego aktywno�æ do-
prowadza do eradykacji drobnoustrojów. Terapia anty-
biotykami przynosi wprawdzie okresow¹ poprawê sta-
nu klinicznego, eliminuj¹c uwalniane drobnoustroje
planktoniczne, ale nie niszczy ca³ej struktury biofilmu.
Tak wiêc, cech¹ charakterystyczn¹ infekcji, u pod³o¿a
której le¿y tworzenie biofilmu jest najczê�ciej brak
mo¿liwo�ci eradykacji zaka¿enia [8, 16, 18, 28].

Od lat rozwijaj¹ siê nowe kierunki badawcze nad
alternatywnymi strategiami zwalczania biofilmów. Ich
g³ówne cele ukierunkowane s¹ na blokowanie kolej-
nych etapów procesu powstawania biofilmu i zak³a-
daj¹ m.in. [9, 21, 24, 27, 30, 32, 34, 42]:

● zapobieganie adhezji bakterii poprzez ³¹czenie
z powierzchni¹ biomateria³u czynników prze-
ciwbakteryjnych,

● blokowanie powstawania/dzia³ania mediatorów
komunikacji miêdzykomórkowej (inhibitory quo-
rum sensing),

● hamowanie namna¿ania drobnoustrojów przez
zastosowanie antybiotyków w monoterapii cy-
klicznej lub terapii skojarzonej z nieantybioty-
kowymi produktami biobójczymi,

● blokowanie powstawania substancji zewn¹trzko-
mórkowej (EPS),

● niszczenie EPS i ca³ej struktury biofilmu przez
zastosowanie enzymów litycznych, surfaktantów,
bakteriofagów i innych.
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Skrót wyk³adu przedstawionego na XXVI Zje�dzie Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów
w Szczecinie w dniach 4�7 wrze�nia 2008 r.

Barbara Ró¿alska*, El¿bieta Walencka

Zak³ad Biologii Zaka¿eñ, Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Instytut Mikrobiologii i Immunologii
Uniwersytet £ódzki, ul. Banacha 12/16, 90-237 £ód�,  tel. (42) 635 44 72

* Autor korespondencyjny: e-mail: rozab@biol.uni.lodz.pl

1. Wstêp. 2. Naturalne produkty o dzia³aniu przeciwbakteryjnym. 2. 1. Antagonistyczne produkty drobnoustrojów. 2. 2. Peptydy
bójcze komórek eukariotycznych. 3. Fitozwi¹zki o dzia³aniu przeciwdrobnoustrojowym. 4. Konkurencja makroorganizmu i drobno-
ustrojów o mikroelementy. 5. Podsumowanie

Anti-biofilm therapy � an alternative to antibiotics

Abstract: Frequent failures in the treatment of infections, including those associated with the use of biomaterials, do not allow to be
optimistic about the perspectives of therapy with antibiotics. It is estimated that biofilms, which are the most common factor respon-
sible for such infections, can demonstrate even 500�1000 fold higher drug resistance than dispersed populations of a given species
of bacteria. A relatively slow development of new antibiotics, observed in the last 2�3 decades, suggests a need for looking for a
new approach in anti-infectious therapy, alternative to the therapy with antibiotics. There is an increasing interest in applying natural
components of the plant and animal immune systems. The advantage of such products could be the fact that they act irrespective of
the drug-sensitivity profile and the preferred phenotype (sessile or planktonic) of a given microorganism as well as present only
minimum risks of generating resistance. Nowadays, the discovery of new agents that wpuld increase the effectiveness of anti-
biofilm therapy is a challenge for medicine and mircrobiology.

1. Introduction. 2. Natural antimicrobial products. 2.1. Antagonistic microbe-derived products. 2. 2. Eukaryotic cell-derived peptides.
3. Antimicrobial phytochemicals. 4. Host-microbes competition for microelements. 5. Summary

S³owa kluczowe: biofilm, biosurfaktanty, chelatory jonów metali, fitozwi¹zki, peptydy przeciwdrobnoustrojowe
Key words: biofilm, biosurfactants, metal chelators, phytochemicals, antimicrobial peptides
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2. Naturalne produkty przeciwbakteryjne

Liczne niepowodzenia w leczeniu zaka¿eñ, w tym
towarzysz¹cych wykorzystaniu biomateria³ów, nie po-
zwalaj¹ na nadmierny optymizm w kwestii perspek-
tyw antybiotykoterapii. Szacuje siê bowiem, i¿ biofil-
my bêd¹ce najczêstsz¹ przyczyn¹ takich zaka¿eñ mog¹
wykazywaæ nawet 500�1000-krotnie wy¿sz¹ leko-
oporno�æ ni¿ populacje rozproszone danego gatun-
ku bakterii. Niewielki w ostatnich dekadach postêp
w opracowaniu i wprowadzeniu do lecznictwa nowych
antybiotyków, uzasadnia zwrot w kierunku poszuki-
wania alternatywnych do antybiotykoterapii sposobów
zwalczania zaka¿eñ. Coraz czê�ciej rozwa¿a siê wy-
korzystanie naturalnie istniej¹cych produktów wcho-
dz¹cych w sk³ad uk³adu obronnego ro�lin i zwierz¹t.
Ich zalet¹ mo¿e byæ dzia³anie niezale¿ne od repre-
zentowanego profilu lekowra¿liwo�ci i preferowane-
go fenotypu (osiad³ego lub planktonicznego) danego
drobnoustroju i znikome zagro¿enie generowania me-
chanizmów oporno�ci.

Znalezienie sposobu na podniesienie efektywno�ci
terapii przeciwbiofilmowej stanowi wyzwanie nowo-
czesnej medycyny i mikrobiologii. Wa¿nym nurtem
dociekañ naukowych w tym zakresie jest badanie mo¿-
liwego synergistycznego dzia³ania znanych �starych�
antybiotyków i produktów naturalnych. Podejmowa-
ne s¹ np. badania nad zastosowaniem, oddzielnie
lub ³¹cznie z antybiotykami, produktów bakteryjnych
i grzybowych, takich jak enzymy lityczne, bakterio-
cyny, biosurfaktanty oraz licznych substancji wywo-
dz¹cych siê z grupy eukariotycznych peptydów i bia-
³ek przeciwdrobnoustrojowych [12, 21, 23, 32].

2.1. Antagonistyczne produkty drobnoustrojów

Jednym z bogatych �róde³ skutecznych czynników
biobójczych wydaj¹ siê byæ same mikroorganizmy.
Oddzia³ywania o charakterze antagonistycznym miêdzy
drobnoustrojami wynikaj¹ zazwyczaj z potrzeby ich
konkurowania o zasiedlan¹ niszê. W kategorii czyn-
ników antybiotycznych znajduj¹ siê produkty bia³ko-
we o aktywno�ci enzymów litycznych, bakteriocyny
a tak¿e biosurfaktanty. Analiza danych pi�miennictwa
dotycz¹cego mo¿liwo�ci niszczenia biofilmu z zasto-
sowaniem enzymów litycznych produkowanych przez
drobnoustroje, wskazuje na dwa równoleg³e nurty ba-
dañ prowadzonych w tym zakresie. W jednym z nich
rozwa¿a siê zasadno�æ u¿ycia enzymów litycznych,
których punktem docelowym jest �ciana komórkowa
bakterii (np. lizostafina). W drugim, przedmiotem ba-
dañ s¹ enzymy niszcz¹ce glikokaliksow¹ macierz bio-
filmu lub substancje bêd¹ce inhibitorami enzymów
bakteryjnych uczestnicz¹cych w biosyntezie �ciany ko-
mórkowej lub substancji zewn¹trzkomórkowej. Przy-

k³adem enzymu aktywnego wobec struktur �ciany
komórkowej np. gronkowców, oprócz dobrze znanej
lizostafiny, jest endopeptydaza produkowana przez
P. aeruginosa � Las A proteaza (stafylolizyna). Innym
enzymem, od niedawna branym pod uwagê w wyko-
rzystaniu przeciwko bakteriom osiad³ym w biofilmie
jest dyspersyna B wytwarzana przez Actinobacillus
actinomycetemcomitans � hydrolaza glikozydowa,
która posiada zdolno�æ niszczenia np. egzopolisacha-
rydu gronkowców [6, 21].

Wiadomo, ¿e w�ród istotnych strategii ogranicza-
nia adhezji drobnoustrojów do powierzchni przyrz¹dów
medycznych, znajduje siê wprowadzanie do struktury
polimeru czynników zmniejszaj¹cych jego hydrofobo-
wo�æ lub ³adunek powierzchniowy. Substancje o po-
¿¹danych w³a�ciwo�ciach w tym zakresie okre�lane s¹
jako surfaktanty. Obok dotêpnych komercyjnie synte-
tycznych surfaktantów, te naturalnie wytwarzane s¹
najbardziej atrakcyjne. Wytwarzane s¹ przez ró¿ne
drobnoustroje, maj¹ ró¿n¹ strukturê chemiczn¹ oraz
odmienne funkcje dla komórek producenta. Grupa na-
turalnych zwi¹zków obejmuje niskocz¹steczkowe czyn-
niki obni¿aj¹ce napiêcie powierzchniowe i fazowe
oraz wielkocz¹steczkowe polimery, wi¹¿¹ce siê silnie
z powierzchni¹. Pod wzglêdem chemicznym, nisko-
cz¹steczkowe biosurfaktanty to glikolipidy (ramnoli-
pid Pseudomonas), lipopeptydy (surfaktyna Bacillus
subtilis), peptydy (gramicydyna S B. brevis i polimyk-
syna B B. polimyxa) lub peptydolipidy (wiskozyna
Pseudomonas). Obok zwiêkszania dostêpno�ci danej
powierzchni dla komórek drobnoustrojów lub dostêp-
no�ci metabolicznych substratów nierozpuszczalnych
w wodzie, biosurfaktanty mog¹ wykazywaæ bezpo�red-
ni¹ aktywno�æ przeciwdrobnoustrojow¹. Kilka surfak-
tantów lipopeptydowych stanowi potencjalne antybio-
tyki; np. cykliczne lipopeptydy B. subtilis (surfaktyna
lub subtilizyna), zewn¹trzkomórkowy peptyd � strep-
tofaktyna Streptococcus tendae i dekapeptyd � grami-
cydyna S B. brevis oraz polimyksyny produkowane
przez B. polimyxa i pokrewne laseczki. Inn¹, znacz¹c¹
rolê odgrywaj¹ biosurfaktanty w regulacji oddzia³y-
wania mikroorganizmów z powierzchni¹, u³atwiaj¹c
ich przyleganie lub od³¹czanie. Z kolei, spadek hydro-
fobowo�ci powierzchni P. aeruginosa nastêpuje wraz
ze wzrostem syntezy ramnolipidu. Hydrofobowo�æ
powierzchni szczepów Acinetobacter tak¿e ulega re-
dukcji pod wp³ywem obecno�ci powierzchniowego
emulgatora. Podobn¹ rolê mog¹ pe³niæ tak¿e biosur-
faktanty innych drobnoustrojów, których produkcja
odbywa siê podczas fazy stacjonarnej wzrostu, a ostat-
nie do�wiadczenia potwierdzaj¹, i¿ jest ona zale¿na od
funkcjonowania systemu komunikacji miêdzykomór-
kowej � quorum sensing (QS). Wynika z tego, ¿e same
mikroorganizmy pokazuj¹, w jaki sposób, zgodnie
z okre�lon¹ potrzeb¹, regulacja hydrofobowo�ci ich
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struktur powierzchniowych zapewnia im przyleganie
lub odrywanie od danej powierzchni. Nale¿y zauwa-
¿yæ, ¿e w³a�nie z tego typu zjawiskami mamy do czy-
nienia podczas kolejnych etapów tworzenia, dojrzewa-
nia i starzenia siê biofilmów, zarówno w warunkach
zdrowia, jak i choroby. Nie dziwi wiêc zainteresowa-
nie biosurfaktantami, w kontek�cie ich zastosowania
w medycynie do zwalczania biofilmów patologicz-
nych [5, 11, 29, 32].

Zamierzony, destrukcyjny wp³yw na strukturê
biofilmu obserwowano w badaniach prowadzonych
w wielu o�rodkach dla surfaktantów produkowanych
przez Lactobacillus sp., B. subtilis, Streptococcus sp.,
Candida antarctica. Próby wykorzystania biosurfak-
tantów do hamowania adhezji drobnoustrojów pato-
gennych do powierzchni potwierdzi³y, i¿ np. surfaktyna
B. subtilis obni¿a kolonizacjê cewników i studzienek
mikrop³ytek wykonanych z chlorku poliwinylu przez
ró¿ne bakterie, a surfaktanty L. acidophilus hamuj¹
tworzenie biofilmu na cewnikach urologicznych przez
patogeny dróg moczowych i dro¿d¿e. Potwierdzono
tak¿e do�wiadczalnie hamowanie tworzenia biofilmu
in vitro i in vivo przez substancje powierzchniowo
czynne produkowane przez L. fermentum. W tym kon-
tek�cie, niezwykle interesuj¹co przedstawiaj¹ siê ob-
serwacje E s p i n o s a - U r g e l  [14] oraz D a v e y
i wsp. [11], dotycz¹ce roli ramnolipidu � surfaktantu
P. aeruginosa. Wykazano jego rolê, nie tylko w utrzy-
mywaniu okre�lonego ³adu przestrzennego z³o¿onej
architektury biofilmu, ale tak¿e funkcjê �stra¿nika�
chroni¹cego w³asny biofilm przed wspó³zasiedleniem
mikroflor¹ konkurencyjn¹. Co wiêcej, okaza³o siê, ¿e
ramnolipid odgrywa inn¹ istotn¹ rolê w patogenezie
zaka¿eñ z udzia³em tego drobnoustroju, tj. w hamo-
waniu aktywno�ci leukocytów penetruj¹cych miejsce
utworzonego biofilmu. Wydaje siê wiêc, ¿e ingerencja
w produkcjê ramnolipidu, podlegaj¹cej kontroli przez
system quorum sensing, mo¿e byæ sposobem na prze-
zwyciê¿enie ograniczenia mo¿liwo�ci eradykacji bio-
filmu P. aeruginosa [11, 14, 29, 32]. W badaniach w³a-
snych wykazano wysok¹ skuteczno�æ anty-adhezyjn¹
i anty-biofilmow¹ surfaktantu otrzymanego z prze-
s¹czu hodowli L. acidophilus oraz mannoproteiny wy-
ekstrahowanej ze �ciany komórkowej dro¿d¿y Saccha-
romyces cerevisiae [39, 40].

2.2. Peptydy bójcze komórek eukariotycznych

Mechanizmy odporno�ci nieswoistej zwierz¹t i cz³o-
wieka obejmuj¹ obok barier fizycznych tak¿e pro-
dukcjê przeciwbakteryjnych bia³ek i peptydów katio-
nowych, jak lizozym, laktoferyna, defensyny, kateli-
cydyny i in. Z uwagi na powszechno�æ wystêpowania
i skuteczno�æ dzia³ania, rozwa¿ane jest u¿ycie nie-
których z nich w pomocniczej terapii zaka¿eñ. Wiado-

mo, ¿e g³ówn¹ czê�æ odporno�ci nieswoistej wrodzo-
nej stanowi¹ defensyny, odpowiadaj¹ce za pierwsz¹
liniê obrony przeciwko wnikaj¹cym patogenom oraz
podnoszenie skuteczno�ci odpowiedzi humoralnej.
Charakterystyczn¹ cech¹ s¹ ich w³a�ciwo�ci �bakte-
riocynowe�, bowiem oddzia³uj¹ one z negatywnie na-
³adowanymi lipidami na powierzchni bakterii, grzybów
lub wirusów, czego efektem jest cytoliza drobnoustro-
jów [12, 15, 33]. Niestety, wiele z tych peptydów nie
jest w pe³ni skutecznych w niszczeniu niektórych gro�-
nych patogenów, a szczególnie struktury ich dojrza³ego
biofilmu. Wprawdzie, dziêki dodatniemu ³adunkowi
i hydrofobowym w³a�ciwo�ciom, peptydy ³atwo osi¹-
gaj¹ powierzchniê os³on komórkowych bakterii na³a-
dowanych ujemnie. Ale mechanizm oporno�ci drobno-
ustrojów na dzia³anie defensyn polega, np. u S. aureus
w³a�nie na modyfikacji struktury �ciany i b³ony komór-
kowej prowadz¹cych do zmiany ³adunku. W przypad-
ku S. aureus, mo¿e to wynikaæ ze zmian w strukturze
kwasów tejchojowych, modyfikowanych przez doda-
nie D-alaniny i N-acetylo-glukozaminy. Podobny efekt
mo¿e zale¿eæ od pojawienia siê w b³onie komórkowej
S. aureus dodatnio na³adowanego, �lizynowanego� fos-
fatydyloglierolu (L-PG), jako produktu syntazy lizyno-
fosfatydylo-glicerolowej (MprF), kodowanej przez gen
mprF. Homologi genu mprF warunkuj¹cego oporno�æ
na wiele peptydów przeciwbakteryjnych znaleziono
tak¿e u innych drobnoustrojów, np. u E. faecalis,
P. aeruginosa, B. subtilis, Agrobacterium tumefacjens.
Mechanizm taki nie stanowi jednak przyczyny wiêk-
szej oporno�ci S. epidermidis i innych gronkowców
koagulazo-ujemnych, które zawieraj¹ lizynofosfoglice-
rol w ilo�ci znacznie mniejszej ni¿ S. aureus. Mecha-
nizm oporno�ci wobec peptydów kationowych u S. epi-
dermidis zwi¹zany jest raczej z produkcj¹ kwasu
poly-(-glutaminowego (PGA), kodowanego przez geny
cap o podobnej funkcji u B. anthracis i B. subtilis.
Ostatnie badania wskazuj¹, ¿e geny cap ulegaj¹ nad-
ekspresji w strukturze biofilmu, dowodz¹c znaczenia
ich produktów w wysokiej oporno�ci biofilmu na dzia-
³anie ró¿nych czynników odporno�ci nieswoistej [12].

Ostatnio wzrasta zainteresowanie innym przeciw-
bakteryjnym peptydem kationowym � indolicydyn¹,
pierwotnie izolowanym z ziarnisto�ci neutrofilów
bydlêcych. Obecnie wiadomo, i¿ wystêpuje tak¿e u in-
nych krêgowców, bezkrêgowców i ro�lin. Indolicydy-
na posiada masê cz¹steczkow¹ ok. 4 kDa, zaliczana
jest wiêc do grupy najmniejszych istniej¹cych pep-
tydów przeciwbakteryjnych. Peptyd ten przedstawia
unikatowy sk³ad aminokwasowy, posiada bowiem naj-
wiêksz¹ zawarto�æ tryptofanu (5 reszt) w�ród wszyst-
kich znanych peptydów, a a¿ 3 z pozosta³ych 8 amino-
kwasów to podjednostki proliny. Obecno�æ takiego
sk³adu determinuje silnie hydrofobowy charakter pep-
tydu oraz jego dodatni ³adunek. Uwa¿a siê, ¿e sk³ad
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aminokwasowy oraz plastyczno�æ tego liniowego pep-
tydu mo¿e mieæ istotne znaczenie dla jego aktywno�ci
biologicznej. Indolicydyna wykazuje szeroki zakres
dzia³ania bójczego zarówno wobec bakterii Gram-
dodatnich, Gram-ujemnych, jak i grzybów czy pier-
wotniaków. Mechanizm dzia³ania indolicydyny jest
zale¿ny od stê¿enia peptydu; wysokie umo¿liwia wbu-
dowywanie i akumulacjê w b³onie komórkowej oraz
zaburzanie jej potencja³u membranowego, prowadz¹ce
do lizy komórki. Ponadto, wed³ug danych pi�miennic-
twa, indolicydyna i jej syntetyczne pochodne s¹ przy-
k³adem peptydów nie tylko o unikalnym sk³adzie, ale
i szerszym ni¿ inne peptydy zakresie dzia³ania prze-
ciwbakteryjnego. Poza zaburzaniem ci¹g³o�ci b³ony
cytoplazmatycznej, wykazuj¹ tak¿e negatywny wp³yw
na strukturê bia³ek, RNA i DNA, a wiêc i ich funkcjê
[12]. W badaniach w³asnych wykazano, i¿ mechanizm
dzia³ania indolicydyny pozwala nie tylko na bezpo-
�redni¹ aktywno�æ bójcz¹ wobec gronkowców, ale tak-
¿e na uzyskanie efektu synergistycznego w ³¹cznym
u¿yciu z oksacylin¹. Niestety, indolicydyna, podobnie
jak wcze�niej wspomniane inne �eukariotyczne� pep-
tydy kationowe, nie wykazuje znacz¹cej aktywno�ci
zarówno wobec biofilmu tworzonego przez szczepy
S. aureus jak i przez S. epidermidis. Niewykluczone,
¿e nagromadzenie w masie biofilmu ró¿norodnych
produktów metabolizmu o znaczeniu �anty-stresowym�
oraz du¿ej ilo�ci proteaz mo¿e byæ jedn¹ z przyczyn
(manuskrypt w przygotowaniu).

Z kolei, inne znane peptydy � lizozym i laktoferyna,
nale¿¹ do kategorii du¿ych peptydów kationowych,
które ulegaj¹ ekspresji w gruczo³ach pod�luzówko-
wych, neutrofilach i makrofagach (tylko lizozym),
gdzie mog¹ byæ przechowywane a nastêpnie wydzie-
lane podczas reakcji zapalnej. Lizozym (muramidaza),
nale¿y do grupy enzymów o silnych w³a�ciwo�ciach
bakteriolitycznych. Hydrolizuje wi¹zania w obrêbie
$-1,4 glikozydowych mostków tlenowych pomiêdzy
podjednostkami glikanowymi, tworzonymi przez kwas
N-acetylomuramidowy i N-acetyloglukozaminê. Po-
woduje to wzrost przepuszczalno�ci os³on komórko-
wych oraz prowadzi do zaburzeñ ich prawid³owej
struktury i funkcji. Dzia³anie lizozymu jest niespecy-
ficzne, dziêki czemu wykazuje on szerokie spektrum
aktywno�ci wobec szeregu bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych. U ssaków lizozym wystêpuje w mo-
czu, �linie, ³zach, mleku, �luzie szyjkowym, leukocy-
tach i w ró¿nych stê¿eniach w poszczególnych tkan-
kach: w¹trobie, chrz¹stkach stawowych i nerkach,
gdzie pe³ni funkcje ochronne. Mimo tak szerokiego
wystêpowania i wielokierunkowej aktywno�ci lizozy-
mu notuje siê powszechn¹ oporno�æ drobnoustrojów
na jego dzia³anie. T³umaczy siê ten fakt, miêdzy inny-
mi z³o¿ono�ci¹ budowy peptydoglikanu, która czêsto
uniemo¿liwia kontakt enzymu z miejscem docelowego

dzia³ania. Z kolei, modyfikacje struktury peptydogli-
kanu, poprzez O-acetylacjê kwasu N-acetylomurami-
nowego lub deacetylacjê N-acetyloglukozaminy, s¹
kolejn¹ przyczyn¹ oporno�ci bakterii na muramidazê.
Np. u bakterii z gatunku S. aureus oporno�æ na dzia³a-
nie lityczne lizozymu, zwi¹zana z procesem O-ace-
tylacji wystêpuje u 35�90% izolatów gronkowców,
pomimo znanej ogólnej wra¿liwo�ci bakterii Gram-
dodatnich na aktywno�æ przeciwbakteryjn¹ tego en-
zymu [12, 33].

Laktoferyna, bia³ko o du¿ym powinowactwie do
¿elaza nale¿¹ce do rodziny transferyn, obecna jest
w mleku i wydzielinach �luzowych oraz ziarnach gra-
nulocytów. Wystêpuje w formie wolnej (apolaktofe-
ryna) lub zwi¹zanej z cz¹steczkami ¿elaza (hololak-
toferyna), przy czym uwa¿a siê, i¿ za dzia³anie prze-
ciwbakteryjne odpowiedzialna jest pierwsza forma.
Zasadniczy mechanizm dzia³ania laktoferyny polega
na wi¹zaniu ¿elaza niezbêdnego do wzrostu bakterii,
co powoduje blokowanie jego dostêpno�ci i tworzenie
�rodowiska bakteriostatycznego. Inny mechanizm po-
lega na oddzia³ywaniu na b³onê zewnêtrzn¹ bakterii
Gram-ujemnych, prowadz¹cym do jej destabilizacji
i lizy. Za ten typ dzia³alno�ci odpowiada silnie katio-
nowa N-koñcowa czê�æ bia³ka, bogata w podjednostki
argininy, okre�lana jako laktoferycyna. Laktoferyna
zwiêksza ponadto dzia³anie przeciwbakteryjne lizozy-
mu i niektórych antybiotyków oraz blokuje aktywno�æ
katalityczn¹ ¿elaza w tworzeniu wolnych rodników
hydroksylowych podczas reakcji Haber-Weissa. Ostat-
nio zaobserwowano tak¿e dzia³anie przeciwbiofilmo-
we laktoferyny wobec P. aeruginosa, polegaj¹ce na
os³abieniu zdolno�ci bakterii do kolonizacji i tworze-
nia mikrokolonii, w wyniku wywo³anej zwiêkszonej
aktywno�ci motorycznej tych bakterii [4, 35, 41].
Temat rozwa¿añ dotycz¹cych, nie tyle bezpo�redniej
roli biobójczej (niestety ma³o skutecznej) laktoferyny,
co mo¿liwo�ci jej wp³ywu na rozwój i utrzymanie siê
stabilnej struktury biofilmów, poprzez �manipulacjê�
w poziom dostêpnych jonów ¿elaza jest niezwykle
interesuj¹cy i perspektywiczny. W¹tek ten zostanie
rozwiniêty w podrozdziale 4 niniejszego opracowania.

Jedn¹ z propozycji przeciwdzia³ania lekooporno�-
ci drobnoustrojów jest po³¹czenie dzia³ania litycznego
lizozymu i chelatuj¹cego laktoferyny wraz z antybio-
tykami. Synergizm tych naturalnych substancji prze-
ciwdrobnoustrojowych mo¿e zwiêkszyæ skuteczno�æ
powszechnie stosowanych antybiotyków, prowadz¹c
do obni¿enia warto�ci MIC antybiotyku wobec biofil-
mu, wobec komórek uwolnionych z biofilmu lub ko-
mórek z hodowli zawiesinowych. Inn¹ przyczyn¹
wzrostu zainteresowania naturalnymi peptydami o ak-
tywno�ci przeciwdrobnoustrojowej jest mo¿liwo�æ
i ³atwo�æ ich syntezy de novo, modyfikacji lub po³¹-
czenia z innymi cz¹steczkami tak, aby wykazywa³y
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dzia³anie bójcze bardziej skuteczne i w dodatku ukie-
runkowane na okre�lony drobnoustrój. Tego typu stra-
tegia modyfikacji naturalnych peptydów mo¿e po-
zwoliæ, nie tylko na podniesienie ich aktywno�ci, ale
równie¿ na ograniczenie niepo¿¹danych efektów ubocz-
nych obserwowanych podczas terapii antybiotykami
(niszczenie naturalnej mikroflory, generowanie szcze-
pów opornych). Cz¹steczki o wybiórczej aktywno�ci
bójczej nazwano STAMPs (ang. Specifically targeted
antimicrobial peptides). Otrzymuje siê je dokonuj¹c
fuzji regionu peptydu o w¹skim zakresie dzia³ania
z regionem innego peptydu wykazuj¹cego szersz¹ ak-
tywno�æ przeciwdrobnoustrojow¹. Wysoce specyficz-
ny, wybiórczo dzia³aj¹cy region takiego fuzyjnego
peptydu mo¿e wywodziæ siê unikatowych cz¹steczek
autoindukcyjnych systemu quorum sensing, jak wia-
domo niezbêdnych dla skoordynowanego zachowania
siê ca³ej populacji drobnoustrojów. Przyk³adem niech
bêdzie po³¹czenie peptydu RIP, inhibitora QS S. aureus,
z pochodn¹ dermaseptyny � peptydu biobójczego wy-
izolowanego ze skóry ¿aby. Nale¿y wyraziæ nadziejê,
i¿ technologia �STAMP�, maj¹c aktualnie do dyspo-
zycji doskona³e techniki syntezy peptydów oraz za-
awansowane narzêdzia biologii molekularnej, posia-
da odpowiedni warsztat, aby dostarczyæ w bliskiej
przysz³o�ci wielu cz¹steczek o potencjalnej warto�ci
terapeutycznej [3, 13, 19].

3. Fitozwi¹zki o dzia³aniu
przeciwdrobnoustrojowym

Uzasadnieniem dla obserwowanego wzrostu zainte-
resowania ro�linami, jako naturalnymi �ród³ami czyn-
ników przeciwdrobnoustrojowych, jest niew¹tpliwie
pog³êbiaj¹cy siê kryzys epidemiologiczny zwi¹zany
z narastaj¹c¹ antybiotykooporno�ci¹. Dodatkow¹ mo-
tywacj¹ s¹ niepowodzenia w tradycyjnym zwalczaniu
biofilmów, z racji ich zdecydowanie wiêkszej oporno�-
ci. Celem badañ prowadzonych na ca³ym �wiecie, jest
nie tylko naukowe potwierdzenie warto�ci znanych
ro�lin leczniczych, ale tak¿e identyfikacja nowych
�róde³ bardziej skutecznych leków. Ro�liny, podobnie
jak organizmy zwierzêce, wykszta³ci³y w drodze ewo-
lucji mechanizmy pozwalaj¹ce na unikanie efektów
ataku mikroorganizmów, oparte na wytwarzaniu sub-
stancji ochronnych, zazwyczaj drugorzêdnych meta-
bolitów. Produkty te obejmuj¹ dwa rodzaje substancji
syntetyzowanych w celu zapobiegania (prohibitiny)
lub naprawy zaistnia³ych uszkodzeñ tkanek (fitoalek-
syny). Zwi¹zki o silnej aktywno�ci bakteriostatycznej
i bakteriobójczej zaliczane s¹ w wiêkszo�ci do fito-
aleksyn. W obrêbie tej grupy wydaj¹ siê najwa¿niejsze
olejki eteryczne, pod wzglêdem chemicznym � z³o¿one
mieszaniny substancji, z których przynajmniej jedna

wykazuje dzia³anie przeciwdrobnoustrojowe. Najwiêk-
sza grupa zwi¹zków chemicznych wchodz¹cych w ich
sk³ad to terpeny, syntetyzowane z jednostek izopreno-
wych Nale¿¹ce do tej klasy monoterpeny i seskwiterpe-
ny s¹ najczêstszymi jednostkami chemicznymi identy-
fikowanymi w olejkach eterycznych, obok diterpenów
i innych zwi¹zków aromatycznych (fenole, garbniki,
flawonoidy) lub alifatycznych (alkohole, estry, aldehy-
dy, ketony, tlenki, alkeny, wêglowodory) [10, 17].

Pomimo, i¿ dok³adny mechanizm dzia³ania wielu
sk³adników olejków eterycznych nie zosta³ dot¹d po-
znany, rozwa¿a siê istnienie kilku mo¿liwych szlaków
ich aktywno�ci przeciwdrobnoustrojowej. Uwa¿a siê,
i¿ mechanizmy te mog¹ byæ czê�ciowo zale¿ne od hy-
drofobowo�ci wielu fitozwi¹zków, która umo¿liwia im
³atwe wbudowywanie i uszkadzanie dwuwarstwy lipi-
dowej b³ony komórkowej, zwiêkszaj¹c jej przepusz-
czalno�æ i prowadz¹c do lizy komórki. Innym mecha-
nizmem potencjalnego dzia³ania olejków ro�linnych
mo¿e byæ upo�ledzenie dzia³ania systemów enzy-
matycznych bakterii. Sk³adniki olejków eterycznych
mog¹ tak¿e oddzia³ywaæ na bia³ka zlokalizowane
w dwuwarstwie lipidowej, w wyniku akumulacji lipo-
filnych cyklicznych wêglowodorów i zak³ócania inter-
akcji pomiêdzy bia³kami i lipidami, b¹d� te¿ wi¹zania
z odpowiednimi fragmentami hydrofobowymi samych
bia³ek. Na szczególn¹ uwagê, w kontek�cie rosn¹cej
oporno�ci drobnoustrojów wobec dostêpnych leków,
zas³uguje opisywana ostatnio mo¿liwo�æ wykorzysta-
nia produktów ro�linnych jako czynników moduluj¹-
cych oporno�æ drobnoustrojów (RMAs � ang. resistan-
ce modyfying agents). Jak siê bowiem okazuje, wiele
zwi¹zków ro�linnych posiada zdolno�æ oddzia³ywania
na niektóre struktury (bia³ko PBP2�) i niektóre mecha-
nizmy (pompy MDR) odpowiedzialne za dany feno-
typ antybiotykooporno�ci [10, 17, 20, 25, 26, 31].

�ledzenie doniesieñ literaturowych na temat badañ
nad aktywno�ci¹ substancji pochodz¹cych z ro�lin po-
twierdzi³o, i¿ wiele aspektów aktywno�ci fitozwi¹z-
ków wobec bakterii nie zosta³o do tej pory wystar-
czaj¹co zbadanych; dotyczy to m.in. ich dzia³ania
przeciwbiofilmowego. Na podkre�lenie zas³uguje fakt,
i¿ potwierdzenie w pracy w³asnej aktywno�ci prze-
ciwgronkowcowej produktów pozyskanych z Salvia
sclarea wobec hodowli planktonicznych i zachêcaj¹ce
efekty ich dzia³ania zwalczaj¹cego biofilmy gronkow-
ców, spotka³y siê z akceptacj¹ wyników badañ i ich
publikacji w czasopismach fitomedycznych [23, 38].
Prezentowana w tych i innych pracach zdolno�æ blo-
kowania przez zwi¹zki pochodz¹ce z ro�lin ró¿nych
mechanizmów odpowiedzialnych za oporno�æ bak-
terii wobec antybiotyków, stanowi wa¿ne odkrycie na
drodze do rozwoju nowych strategii terapii, zw³aszcza
wobec szczepów wielolekoopornych. W literaturze
z ostatnich lat znale�æ mo¿na kilka prac dotycz¹cych
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badañ nad przeciwbiofilmow¹ aktywno�ci¹ fitozwi¹z-
ków, co zapowiada intensyfikacjê badañ w tym za-
kresie. Niezwykle interesuj¹cy aspekt tych badañ, to
kierowanie uwagi na mo¿liwo�æ hamowania proce-
sów metabolicznych bakterii i grzybów regulowanych
w systemach quorum sensing, przez produkty ro�linne
[1, 20, 30, 36].

4. Konkurencja makroorganizmu
i drobnoustrojów o mikroelementy

¯elazo jest pierwiastkiem szeroko rozpowszech-
nionym w przyrodzie, jednocze�nie niezbêdnym dla
funkcjonowania ¿ywych komórek. Wystêpuj¹c zarów-
no w formie wolnej, jak i zwi¹zanej z bia³kami, od-
grywa zasadnicz¹ rolê jako kofaktor enzymów trans-
portuj¹cych elektrony w metabolizmie tlenowym oraz
bia³ek transportuj¹cych tlen w ustroju. Wiadomo, ¿e
kontrolowany precyzyjnie niski poziom dostêpngo dla
mikroorganizmów wolnego ¿elaza (ok. 10�18M), za-
bezpiecza gospodarza przed ich namna¿aniem. �rodo-
wisko ubogie w atomy ¿elaza jest rezultatem aktyw-
no�ci siderofilin, tj. g³ównych bia³ek chelatuj¹cych
¿elazo � transferyny i laktoferyny, których nasycenie
¿elazem wynosi oko³o 30�40%. Zaistnienie procesu
infekcyjnego jest sygna³em dla makroorganizmu do
wzrostu np. poziomu laktoferyny i tym samym dodat-
kowego obni¿ania poziomu dostêpnego ¿elaza (hy-
poferemia infekcyjna). Znacz¹c¹ rolê regulatorow¹
w tym procesie pe³ni hepcydyna. Jest to bia³ko sk³a-
daj¹ce siê z 25 aminokwasów, które jest produkowane
g³ównie w w¹trobie, chocia¿ ostatnio stwierdzono
równie¿ jego syntezê w neutrofilach i makrofagach.
Wprawdzie struktura cz¹steczki hepcydyny przypomi-
na budowê wielu peptydów/bia³ek przeciwbakteryj-
nych, ale wykazuje ona in vitro tylko niewielk¹ bez-
po�redni¹ aktywno�æ bójcz¹. Nie znaczy to, ¿e udzia³
hepcydyny w patogenezie zaka¿eñ mo¿na pomin¹æ;
obecne badania koncentruj¹ siê bowiem na wyja�nie-
niu hepcydyno-zale¿nych mechanizmów reguluj¹cych
ogólny metabolizm ¿elaza w procesach fizjologicz-
nych i patologicznych. Wykazano jej niezaprzeczaln¹
rolê w regulacji wch³aniania ¿elaza w jelicie cienkim
i uwalniania z makrofagów, poprzez wi¹zanie i inakty-
wacjê ferroportyny, która jest jedynym znanym trans-
porterem usuwaj¹cym ¿elazo z komórek [2, 7, 41].

Zjawisko bakteriostazy wywo³ywanej przez czyn-
niki sekwestruj¹ce jony ¿elaza jest zwykle krótko-
trwa³e i wynika z wykszta³cenia przez drobnoustroje
skutecznych sposobów jego odzyskiwania, z udzia³em
ró¿nych mechanizmów. Nale¿¹ do nich produkowane
przez bakterie Gram-ujemne i Gram-dodatnie side-
rofory wychwytuj¹ce ¿elazo zwi¹zane z cz¹steczkami
siderofilin a tak¿e systemy transportowe, do których

zaliczane s¹ transportery ABC oraz wystêpuj¹ce na
powierzchni komórki bakteryjnej receptory dla np. lak-
toferyny i transferyny. Badania prowadzone od wielu
lat dostarczy³y przekonywuj¹cych dowodów potwier-
dzaj¹cych wcze�niejsze obserwacje, i¿ jony ¿elaza s¹
jednym z najwa¿niejszych czynników wp³ywaj¹cych
na rozmna¿anie bakterii, ekspresjê okre�lonych czyn-
ników wirulencji i ich zdolno�æ m.in. do tworzenia
biofilmu. Uzasadnia to zainteresowanie mo¿liwo�ci¹
zamierzonej interwencji w pozyskiwanie ¿elaza przez
drobnoustroje, które od kilku lat ma wyraz w licznych
publikowanych pracach do�wiadczalnych. Wykazano
w nich, ¿e np. zastosowanie chelatora jonów metali
dwuwarto�ciowych � EDTA powoduje �uwra¿liwie-
nie� bakterii na dzia³anie wielu produktów biobój-
czych. Co ciekawe, stwierdzono, ¿e zastosowanie tego
chelatora w po³¹czeniu np. z minocyklin¹ skutkuje
niszczeniem biofilmu tworzonego na powierzchni
cewników przez bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujem-
ne oraz grzyby dro¿d¿opodobne. W badaniach nad
mo¿liwo�ci¹ zastosowania EDTA w odniesieniu do bio-
filmu P. aeruginosa stwierdzono niszczenie, g³ównie
wewnêtrznych warstw grzybkowatych dojrza³ego bio-
filmu i jego ³atwiejsz¹ dyspersjê. Skuteczno�æ dzia³a-
nia EDTA, zwi¹zku o stosunkowo szerokim zakresie
w³asno�ci chelatuj¹cych, nie tylko w stosunku do jo-
nów ¿elaza, ale i magnezu oraz wapnia, sugeruje wspól-
ny udzia³ tych jonów w tworzeniu biofilmu i stabiliza-
cji jego struktury. Jednak¿e, tylko chelatowanie jonów
¿elaza i wapnia, w mniejszym stopniu magnezu i baru,
okaza³o siê byæ skutecznym sposobem niszczenia bio-
filmu. Wydaje siê, ¿e te dwa pierwsze jony maj¹ naj-
wiêksze znaczenie stabilizuj¹ce usieciowanie egzopli-
sacharydów matriks biofilmu. Natomiast, nie do koñca
wyja�niona jest kwestia bezpo�redniego wp³ywu bio-
pierwiastków, zastosowanych samodzielnie lub ³¹cznie
z innymi preparatami bójczymi, na stopieñ ¿ywotno�ci
bakterii. Jak siê sugeruje w nielicznych opracowa-
niach, negatywny wp³yw deficytu magnezu na stabil-
no�æ LPS i jego uwalnianie ze �ciany komórkowej
skutkuj¹ce wzrostem przepuszczalno�ci os³on, mo¿e
byæ jedn¹ z przyczyn �uwra¿liwienia� bakterii na dzia-
³anie np. antybiotyków. Obiecuj¹ce obni¿enie pew-
nych parametrów wirulencji drobnoustrojów w wyniku
ograniczenia dostêpu do jonów ¿elaza przez stosowa-
nie chelatorów ¿elaza uzyskane w warunkach labora-
toryjnych, niestety nie zawsze przek³ada siê na sukces
w warunkach in vivo [4].

Umiarkowany optymizm w kwestii mo¿liwo�ci
niszczenia lub choæby naruszania struktury biofilmu
przez ograniczanie dostêpu ¿elaza, by³ przyczyn¹ za-
interesowania innymi sposobami ingerencji w ¿ywot-
ne procesy metaboliczne drobnoustrojów. W tym celu
u¿yto galu, pierwiastka bardzo podobnego do ¿elaza.
Pomys³ u¿ycia galu jako substytutu ¿elaza zosta³ opra-
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cowany przez grupê prowadzon¹ przez S i n g h  i wsp.
[22, 33]. Okaza³o siê, ¿e gal zachowuje siê jak �koñ
trojañski� dla bakterii poszukuj¹cej ¿elaza. Chocia¿
tak podobny do ¿elaza, ¿e wiele uk³adów biologicz-
nych nie odró¿nia Ga3+ od Fe3+, gal nie podlega re-
dukcji do stanu Ga2+. Obserwacja ta ma ogromne po-
tencjalne znaczenie terapeutyczne, bo jak wiadomo,
g³ównie jony Fe2+ spe³niaj¹ w³a�ciw¹ wewn¹trzko-
mórkow¹ rolê biologiczn¹. Tak wiêc, na �nieszczê�cie
bakterii�, pozyskany przez komórki gal, kiedy ju¿ jest
w jej wnêtrzu, nie mo¿e pe³niæ funkcji ¿elaza, co wp³y-
wa negatywnie na wiele funkcji drobnoustroju. Wyka-
zano, ¿e gal zapobiega nie tylko tworzeniu biofilmu,
ale bezpo�rednio przyczynia siê do zabijania drobno-
ustrojów. Istotne jest tak¿e spostrze¿enie, i¿ dzia³anie
galu zwiêksza siê, gdy w �rodowisku jest ma³o jonów
¿elaza, a taka w³a�nie sytuacja ma miejsce podczas in-
fekcji w ludzkim organizmie (wydajne sekwestrowa-
nie jonów ¿elaza przez uk³ady hepcydyna/siderofiliny/
ferrytyna oraz zmiany w ekspresji komórkowych re-
ceptorów dla bia³ek wi¹¿¹cych ¿elazo). Jak na razie,
terapia galem zosta³a dopuszczona do zastosowania
klinicznego przez FDA w Stanach Zjednoczonych,
w przypadkach niektórych nowotworów i stanach hi-
perkalcemi. W odniesieniu do u¿ycia galu w stanach
infekcyjnych, zastosowanie to na razie pozostaje w sfe-
rze badañ laboratoryjnych, ale ich wyniki s¹ bardzo
obiecuj¹ce. Wiêkszo�æ z nich dotyczy ograniczenia
wzrostu, zahamowania rozwoju biofilmu i zabijania
P. aeruginosa in vitro [22].

5. Podsumowanie

Powy¿szy przegl¹d danych z pi�miennictwa s³u¿y
uzasadnieniu faktu podejmowania szeroko zakrojo-
nych badañ nad alternatywnymi sposobami zwalczania
infekcji, szczególnie tych, u których podstaw patoge-
nezy le¿y utworzenie biofilmu. Niew¹tpliwie, podnie-
sienie skuteczno�ci antybiotykoterapii i wypracowania
standardów alternatywnego leczenia przez zastosowa-
nie kombinacji ró¿nych czynników biobójczych jest
wyzwaniem nowoczesnej mikrobiologii i medycyny.
Osobn¹ kwesti¹, któr¹ nale¿y zasygnalizowaæ, a która
w niniejszym opracowaniu nie zostanie rozwiniêta, to
mo¿liwo�æ terapeutycznego wykorzystania naturalnie
produkowanych cz¹steczek zak³ócaj¹cych komunika-
cjê miêdzy komórkami drobnoustrojów � quorum sen-
sing (QS). Poza pierwszymi opisanymi produktami
tego typu, pochodz¹cymi z plechy australijskiej czer-
wonej algi Delisea pulchra, aktualnie znanych jest co
najmniej kilkana�cie naturalnych produktów wykazu-
j¹cych aktywno�æ w stosunku do bakteryjnych cz¹ste-
czek QS. Wiele innych ro�lin wy¿szych, grzybów i bak-
terii jest bogatym �ród³em, zarówno analogów autoin-

duktorów bakterii o dzia³aniu inhibicyjnym w stosun-
ku do QS, jak i analogów o dzia³aniu stymuluj¹cym.
Kilka lat temu produkcjê inhibitorów bakteryjnych
sygna³ów miêdzykomórkowych stwierdzono równie¿
w komórkach nab³onkowych b³on �luzowych i fago-
cytach cz³owieka. Bakterie, glony, ro�liny wy¿sze oraz
komórki zwierzêce mog¹ tak¿e zaburzaæ procesy ko-
munikacji QS przez obni¿anie stê¿enia autoinduk-
torów w danej mikroniszy, np. przy pomocy enzymów
degraduj¹cych ich strukturê i niekiedy przez wykorzys-
tywanie cz¹steczek autoinduktorów jako �ród³a wêgla,
azotu i energii [1, 28, 30].

�ledz¹c tre�æ w¹tków dyskusji rozwijaj¹cych siê
podczas dorocznego sympozjum nt. biofilmów, opubli-
kowanych w postaci �Meeting Review, Biofilms 2007:
Broadened Horizons and New Emphases� [28], mo¿na
zauwa¿yæ zbie¿no�æ najbardziej aktualnych tematów
rozwa¿añ nad metodami zwalczania biofilmów, z te-
matami/problemami przywo³anymi w niniejszym
opracowaniu.
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1. Gru�lica

Na pocz¹tku 21-ego wieku, znakomita wiêkszo�æ
ludzi na s³owo gru�lica reaguje pewn¹ obaw¹. Nawet
m³odzi ludzie, którzy wiedz¹ niewiele o zmieniaj¹cych
wizerunek �wiata wydarzeniach sprzed dwudziestu
lat, na s³owo gru�lica pomy�l¹ o geniuszach w dzie-
dzinie muzyki, literatury, malarstwa, których twór-
czo�æ przerwa³a ta choroba. Czy uzasadnione s¹ nadal
obawy przed gru�lic¹? Niestety, na pytanie to musimy
odpowiedzieæ twierdz¹co, jakkolwiek nie mo¿emy nie
dostrzegaæ tego, co w walce z gru�lic¹ uda³o siê osi¹g-
n¹æ. Do przesz³o�ci nale¿y czas, gdy w 19-tym wieku,
25% zgonów, najczê�ciej m³odych ludzi, by³o spo-
wodowanych gru�lic¹. Rozpoczête, w latach 50-tych
XX wieku przyczynowe leczenie gru�licy i stosowanie
na szerok¹ skalê szczepionki BCG (Bacille Calmette
Guérin) pozwoli³o na systematyczne zmniejszanie za-
padalno�ci i umieralno�ci z powodu gru�licy. Jednak
pó�ne lata 80-te to zahamowanie spadku zapadalno�ci
na gru�licê, a w Afryce Subsaharyjskiej dramatyczny
wzrost czêsto�ci zachorowañ na tê chorobê. Pewien
wzrost zachorowalno�ci na gru�licê odnotowano rów-
nie¿ w krajach wysoko rozwiniêtych. By³ to alarm,
który spowodowa³ sprzymierzenie siê miêdzynarodo-
wych organizacji rz¹dowych wielu pañstw i koncer-
nów przemys³owych z organizacjami, które od dawna
walczy³y z gru�lic¹. Opracowano miêdzynarodowy
program DOTS (The International Recommended Stra-
tegy for TB Control) obejmuj¹cy akty prawne i pomoc
krajom o najwy¿szym wspó³czynniku zapadalno�ci na

gru�licê, standardow¹ diagnostykê bakteriologiczn¹,
standardy leczenia i monitoringu epidemiologicznego.
Stan obecny to oko³o 2 biliony ludzi zaka¿onych My-
cobacterium tuberculosis. Liczba chorych na gru�licê
w roku 2006 � 14,6 miliona, najwiêcej (83%) w Af-
ryce, Po³udniowej Azji i Zachodnim Pacyfiku [5].
Przybli¿ona liczba nowych zachorowañ na gru�licê
w 2006 r. wynios³a 9,2 miliona, w tym 1,7 miliona
osób zaka¿onych HIV. W tym samym roku, z powodu
gru�licy umar³o 1,7 miliona ludzi, w tym 0,2 miliona
zaka¿onych HIV. Szybko narastaj¹cy problem stanowi
gru�lica oporna na podstawowe leki przeciwpr¹tkowe
(MDR � multi drug resistant); w 2006 r liczbê przy-
padków gru�licy MDR oceniono na oko³o 0,5 miliona
[3]. Obecnie izoluje siê ju¿ od chorych szczepy XDR
M. tuberculosis, oporne na izoniazyd, rifampicynê
i dodatkowy/e leki przeciwgru�licze. Ogólno�wiatowy
program walki z gru�lic¹ zak³ada³ diagnozowanie 70%
przypadków gru�licy wykrywanej w badaniu bakte-
rioskopowym i wyleczenie 85% takich przypadków do
roku 2005, co spowodowa³o znaczny postêp w wy-
krywaniu choroby. Program ten zak³ada równie¿ 50%
zmniejszenie czêsto�ci gru�licy do roku 2015, co po-
zwoli³oby wróciæ do danych notowanych w latach
80-tych XX wieku. W roku 2050, gru�lica ma prze-
staæ byæ chorob¹ spo³eczn¹, z notowaniem mniej ni¿
1 przypadek aktywnej choroby/milion ludzi. Dla po-
równania, ogólno�wiatowy wska�nik oszacowany dla
roku 2006 to 139 przypadków gru�licy/100 000 ludzi
[5]. W zwi¹zku z takimi za³o¿eniami formu³owane s¹
nastêpuj¹ce cele szczegó³owe:
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1. Skrócenie czasu leczenia gru�licy; obecnie, lecze-
nie gru�licy z zastosowaniem polecanych schema-
tów trwa 6�9 miesiêcy.

2. Zredukowanie czêsto�ci powtórnych zachorowañ na
gru�licê.

3. Zmniejszenie efektów ubocznych leków przeciw-
gru�liczych, uci¹¿liwych dla pacjentów.

4. Opracowanie schematów jednoczesnego leczenia
gru�licy i AIDS.

5. Opracowanie schematów pozwalaj¹cych leczyæ
gru�licê MDR i XDR.

6. Produkcja nowych leków przeciwgru�liczych; ostat-
ni wprowadzony do terapii gru�licy lek to rifampi-
cyna (1963 rok). Obecnie, du¿e koncerny farmaceu-
tyczne podjê³y produkcjê nowych leków (g³ównie
z grupy chinolonów), spo�ród których niektóre s¹
ju¿ w II � III fazie badañ przedklinicznych.

7. Opracowanie �biomarkerów� pozwalaj¹cych szyb-
ko i tanio diagnozowaæ gru�licê i �ledziæ efekty
leczenia.

8. Opracowanie nowych szczepionek przeciwgru�li-
czych, bardziej efektywnych ni¿ szczepionka BCG.

9. Dalsze zwiêkszenie nak³adów na �wiatowe prog-
ramy walki z gru�lic¹: obecnie nak³ady takie s¹
100-krotnie wiêksze ni¿ w latach 80-tych i 10-krot-
nie wiêksze ni¿ w latach 90-tych XX wieku.

2. Odporno�æ w zaka¿eniach M. tuberculosis

Czêsto�æ choroby zaka�nej zale¿y g³ównie od trzech
czynników: a) liczby osobników zaka¿onych (2 mi-
liardy ludzi zaka¿onych M. tuberculosis) b) zdolno�ci
transmisyjnych patogenu (nadzwyczajna oporno�æ pr¹t-
ków gru�licy na czynniki inaktywuj¹ce inne drobno-
ustroje zwiêksza szansê zaka¿ania na drodze inhala-
cyjnej) c) liczby osobników podatnych na zaka¿enie
i chorobotwórcze dzia³anie patogenu (pomimo ogrom-
nego postêpu nadal nie potrafimy w jednoznaczny
sposób odpowiedzieæ na pytanie, na czym polega od-
porno�æ na gru�licê, i jak j¹ mierzyæ). Bardzo sku-
teczn¹ broni¹ przeciwko pr¹tkom gru�licy s¹ wrodzone
mechanizmy odporno�ci (innate immunity) (Rys. 1).
S¹ one w istotnym stopniu odpowiedzialne za to, ¿e
90�95% ludzi zaka¿onych M. tuberculosis nigdy nie
choruje na gru�licê. Przyjmuj¹c jednak, ¿e obecnie
2 miliardy ludzi jest zaka¿onych takimi bakteriami,
mo¿emy wyliczyæ, ¿e wcze�niej lub pó�niej, zachoruje
na gru�licê 100�200 milionów spo�ród nich. Zrozu-
mienie mechanizmów odporno�ci, które zapewniaj¹
trwa³e, utrzymuj¹ce siê przez ca³e ¿ycie, wygaszenie
pierwotnych ognisk gru�liczych u 90�95% osób zaka-
¿onych pr¹tkami gru�licy pozostaje s³abo zrozumia³e.
Bior¹c pod uwagê przynale¿no�æ M. tuberculosis do

Rys. 1. Udzia³ limfocytów T w niszczeniu pr¹tków gru�licy rozwijaj¹cych siê w pêcherzykach fagocytarnych makrofagów.
Limfocyty efektorowe, nabytej odporno�ci komórkowej, pomocnicze CD4(+) i cytotoksyczne CD8(+), rozpoznaj¹ antygeny bia³kowe pr¹tków
na zaka¿onych makrofagach, wydzielaj¹ IFN-(, który aktywuje makrofagi, zwiêksza ich aktywno�æ pr¹tkobójcz¹, miêdzy innymi przez nasilenie
powstawania toksycznych pochodnych tlenku azotu oraz reaktywnych form tlenu (ROI � rective oxygen intermediate). Limfocyty T CD8(+) rozpo-
znaj¹ce bia³ka pr¹tków oraz komórki NK (natural kliller) stanowi¹ce mechanizm wrodzonej odporno�ci, rozpoznaj¹ce glikolipidy bakterii, niszcz¹
s³abo aktywne makrofagi, stanowi¹ce niszê ¿yciow¹ pr¹tków gru�licy, w bezpo�redniej reakcji cytotoksycznej. Uwalniane pr¹tki mog¹ byæ poch³o-
niête i zniszczone przez bardziej aktywne makrofagi. Limfocyty z receptorami dla antygenu (/* rozpoznaj¹ fosfoantygeny mykobakterii, uwalniaj¹

IFN-( zwiêkszaj¹cy aktywno�æ bójcz¹ makrofagów.
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grupy wzglêdnie wewn¹trzkomórkowych patogenów
bakteryjnych, namna¿aj¹cych siê w pêcherzykach fago-
cytarnych makrofagów, mo¿na by s¹dziæ, ¿e zaka¿one
M. tuberculosis osoby, które nigdy nie zachoruj¹ na
gru�licê, posiadaj¹ makrofagi naturalnie bardziej sku-
teczne w zwalczaniu pr¹tków gru�licy ni¿ osoby zapa-
daj¹ce na tê chorobê. Pogl¹d taki czê�ciowo wspiera
obserwowana w pewnych populacjach, zwiêkszona
czêsto�æ wystêpowania u chorych na gru�licê, alleli po-
limorficznych genów: a) reguluj¹cych funkcje makro-
fagów np. slc11a1 (nramp-1 � natural resistance-asso-
ciated macrophage protein-1), b) koduj¹cych receptory
makrofagowe rozpoznaj¹ce wzorce molekularne pato-
genów (PAMP � pathogen associated molecular pa-
tern), takie jak TLR2 (Toll-like receptor 2), c) warian-
tów genowych mbl-2 determinuj¹cych niski lub wysoki
poziom MBL (mannose binding lectin), istotnej w pro-
cesie fagocytozy. Jednak obserwacje takie, poczynione
w odniesieniu do populacji o bardzo wysokiej i wyso-
kiej czêsto�ci zapadalno�ci na gru�licê, nie znalaz³y
potwierdzenia w badaniach obejmuj¹cych mieszkañ-
ców krajów o �rednim wspó³czynniku zachorowalno�ci
na tê chorobê np. Polski [4]. To sugeruje brak prostego
prze³o¿enia silnej aktywno�ci pr¹tkobójczej makrofa-
gów na odporno�æ na gru�licê. Z drugiej strony nie
sposób zaprzeczyæ, ¿e aktywno�æ makrofagów ma klu-
czowe znaczenie w odporno�ci na gru�licê [12]. Mo¿na
wyraziæ nadziejê, ¿e lepsze poznanie molekularnych
procesów zachodz¹cych w zaka¿onych M. tuberculosis
makrofagach, doprowadzaj¹cych do zniszczenia pr¹t-
ków lub odwrotnie u³atwiaj¹cych im wewn¹trzkomór-
kowy rozwój, pozwoli lepiej zrozumieæ istotê wrodzo-
nej odporno�ci przeciwgru�liczej i opracowaæ sposoby
jej potêgowania przez u¿ycie odpowiednich immuno-
modulatorów oraz produkowaæ nowe leki przerywaj¹-
ce szlaki metaboliczne niezbêdne dla rozwoju myko-
bakterii w fagosomach makrofagów (patrz praca Marka
F o l a  w tym zeszycie).

Pr¹tki gru�licy s¹ patogenami �oszczêdzaj¹cymi�
swoj¹ niszê ¿yciow¹, jak¹ stanowi zaka¿ony nimi or-
ganizm cz³owieka. Tylko u niewielkiego procentu osób
zaka¿onych M. tuberculosis, zazwyczaj z defektami
odporno�ci komórkowej, dochodzi do przej�cia gru�li-
cy pierwotnej bezpo�rednio w aktywn¹ chorobê. U zna-
komitej wiêkszo�ci ludzi zaka¿onych pr¹tkami gru�-
licy, nastêpuje rozwój swoistej nabytej odporno�ci
komórkowej, �zamkniêcia� pr¹tków wewn¹trz ziarni-
niaków (granuloma) i utrwalenia siê zaka¿enia latentne-
go [12]. Takie zaka¿enie u wiêkszo�ci ludzi utrzymuje
siê przez ca³e ¿ycie, ale ca³y czas grozi up³ynnieniem
ziarniniaków i rozwojem choroby, która jest do�wiad-
czeniem 5�10% osób zaka¿onych M. tuberculosis. To
przekonuje o tym, ¿e naturalnie powstaj¹ca odporno�æ
na gru�licê nie stanowi wystarczaj¹cego zabezpiecze-
nia przed chorob¹. Rozwi¹zania tego problemu, z suk-

cesem podjêli siê badacze francuscy, C a l m e t t e
i G u é r i n, którzy na pocz¹tku lat 20-tych XX wieku,
opracowali szczepionkê BCG. Szczepionkê t¹ stanowi¹
¿ywe pr¹tki M. bovis, które w wyniku d³ugotrwa³ego
pasa¿owania na pod³o¿ach (oko³o 230 pasa¿y) utraci³y
w³a�ciwo�ci chorobotwórcze, uleg³y trwa³ej, nieodwra-
calnej atenuacji. Pr¹tki te zachowa³y jednak czê�ciow¹
zdolno�æ do prze¿ywania w organizmie, na tyle d³ugo,
aby wywo³aæ rozwój swoistej odporno�ci komórkowej.
Masowe szczepienia BCG rozpoczêto na pocz¹tku lat
50-tych ubieg³ego stulecia. Jak siê ocenia, szczepion-
k¹ t¹ zaszczepiono oko³o 3 miliardy ludzi, w ponad
180-ciu krajach. Skuteczno�æ szczepionki oceniana jest
ró¿nie, w zale¿no�ci od terenu badañ, od 80% w kra-
jach Europy zachodniej do 0 w Indiach, w których by³a
i jest bardzo wysoka ekspozycja na pr¹tki M. tuber-
culosis (ponad 1,8 miliona zachorowañ na gru�licê
w 2006 roku) [5] oraz mykobakterie �rodowiskowe,
mog¹ce krzy¿owo reagowaæ z pr¹tkami gru�licy [10].
Ogólnie twierdzi siê, ¿e szczepienia BCG zapobiegaj¹
gru�licy uogólnionej (prosówce) i centralnego uk³adu
nerwowego u dzieci. Aktywno�æ protekcyjna szcze-
pionki BCG u doros³ych nie przekracza 50%.

3. Nowe szczepionki przeciwgru�licze

Fakt, i¿ masowe u¿ycie szczepionki BCG nie zli-
kwidowa³o problemu gru�licy jako choroby spo³ecz-
nej, pojawienie siê nowych problemów, jakimi s¹ ko-
infekcja M. tuberculosis � wirus HIV oraz gru�lica
MDR i XDR, narzucaj¹ konieczno�æ opracowania no-
wej/nowych szczepionek przeciwgru�liczych, bardziej
skutecznych ni¿ szczepionka BCG. Opracowanie takich
szczepionek podjêto w wielu renomowanych o�rod-
kach naukowych i koncernach biotechnologicznych.
Rozpatrywana jest produkcja szczepionek nowej ge-
neracji, rekombinowanych, jednostkowych i DNA.

W dalszej czê�ci artyku³u dyskusji poddam cztery
szczepionki przeciwgru�licze, które na podstawie
wstêpnych badañ dopuszczone zosta³y do zastosowa-
nia u ludzi, w badaniach przedklinicznych (faza II i III).
Wszystkie te szczepionki wykorzystuj¹, albo na etapie
produkcji, albo na etapie schematu szczepieñ, szcze-
pionkê BCG, która stosowana na szerok¹ skalê, okaza-
³a siê bezpieczn¹, mo¿liw¹ do wstrzykiwania noworod-
kom tu¿ po urodzeniu, zawieraj¹c¹ natywne antygeny
mykobakterii z grupy Mycobacterium tuberculosis
Complex, indukuj¹c¹ odporno�æ komórkow¹ obejmu-
j¹c¹ aktywacjê limfocytów pomocniczych CD4(+) oraz
limfocytów cytotoksycznych CD8(+) (Rys.1), a tak¿e
wzglêdnie tani¹. Pe³ne bezpieczeñstwo szczepionki
BCG jest kwestionowane tylko w odniesieniu do osób
zaka¿onych wirusem HIV, u których mo¿e ona po-
wodowaæ powa¿niejsze, patologiczne efekty uboczne,
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a ponadto, przynajmniej teoretycznie, pobudzaj¹c lim-
focyty T mo¿e sprzyjaæ namna¿aniu siê wirusa.

Nowo produkowane szczepionki przeciwgru�licze
powinny umo¿liwiæ:
1. doszczepianie ludzi doros³ych, u których os³abieniu

uleg³a odporno�æ komórkowa wzbudzona szcze-
pionk¹ BCG podan¹ tu¿ po urodzeniu (szczepionki
typu �booster�),

2. zwiêkszenie bezpieczeñstwa szczepionki, tak aby
mog³a byæ ona stosowana u osób zaka¿onych wiru-
sem HIV,

3. zastosowanie szczepionki w terapii gru�licy MDR
i XDR.
Rozwój genomiki i proteomiki w powi¹zaniu

z udoskonaleniem metod immunologii komórkowej,
dostarczy³ nowej wiedzy o antygenach pr¹tków gru�-
licy i ich immunogenno�ci. Jednym z g³ównych im-
munogenów M. tuberculosis jest z³o¿ony antygen se-
krecyjny Ag85. M c S h a n e  i wsp. [9] zastosowali
podjednostkê Ag85A tego antygenu do otrzymania
rekombinowanej szczepionki ¿ywej wykorzystuj¹cej
wysoko ekspresyjny zmodyfikowany wirus Vaccinia
Ankara MVA (Modified Vaccinia Ankara). Przygoto-
wana szczepionka MVA85A opracowana zosta³a w celu
wzmacniania odporno�ci na gru�licê osób szczepio-
nych atenuowanymi pr¹tkami BCG w dzieciñstwie.
Jednym z rozpatrywanych powodów niedostatecznych
w³a�ciwo�ci protekcyjnych szczepionki BCG jest, po-
stêpuj¹cy wraz z wiekiem, zanik swoistej pamiêci im-
munologicznej. Szczepienia BCG zapobiegaj¹ gru�-
licy u dzieci, a efekt protekcyjny jest znacznie s³abiej
zaznaczony u doros³ych. W zwi¹zku z takim t³uma-
czeniem, interesuj¹cy jest zaobserwowany przez nas
znamiennie wy¿szy odsetek ujemnych testów tuberku-
linowych u starszych ni¿ m³odszych pacjentów z ak-
tywn¹ gru�lic¹. M c S h a n e  i wsp. [9] dokonali
wstêpnej oceny szczepionki MVA85A u myszy, �wi-
nek morskich i naczelnych. Czê�æ zwierz¹t by³a szcze-
piona tylko szczepionk¹ BCG (priming), druga czê�æ
by³a szczepiona BCG, a nastêpnie doszczepiana (boos-
ter) szczepionk¹ rekombinowan¹ MVA85. Trzeci¹
grupê stanowi³y zwierzêta nieszczepione. Efekt pro-
tekcyjny szczepieñ oceniano po zaka¿eniu zwierz¹t
M. tuberculosis drog¹ aerozolow¹. Stwierdzono, ¿e
zwierzêta doszczepiane szczepionk¹ MVA85 wykazy-
wa³y wy¿szy stopieñ protekcji ni¿ zwierzêta szczepio-
ne tylko pr¹tkami BCG. Wyniki tych badañ uprawni³y
do podjêcia prób u ludzi. Szczepionkê MVA85 poda-
no zdrowym ochotnikom, którzy nie byli szczepieni
BCG, z wykluczonym zaka¿eniem latentnym M. tuber-
culosis. Zaobserwowano nasilenie antygenowo swois-
tej reaktywno�ci limfocytów T. Szczepionka MVA85
okaza³a siê równie¿ bezpieczna u osób z latentnym za-
ka¿eniem M. tuberculosis, oraz  u mieszkañców Gam-
bii i Po³udniowej Afryki, krajów uznawanych za en-

demiczne w odniesieniu do gru�licy. Efekty szczepieñ
MVA85 sprawdzano na podstawie aktywno�ci limfo-
cytów T, obserwowanej w hodowlach komórkowych.
Przechodz¹c do oceny efektywno�ci tej i innych szcze-
pionek przeciwgru�liczych trzeba zaznaczyæ, ¿e nie
jest to zadanie ³atwe. Interakcja mykobakterii z me-
chanizmami obronnymi atakowanego gospodarza jest
niezwykle z³o¿ona (Rys. 1), obejmuje wspó³dzia³anie
ró¿norodnych komórek uk³adu odporno�ciowego, lim-
focytów T, makrofagów, komórek dendrytycznych i in-
nych, receptorów, cytokin, chemokin [8, 12]. Niektóre
z tych reakcji s¹ korzystne dla zaka¿onej osoby, inne
przeciwnie, s¹ odpowiedzialne za zmiany patologiczne
w gru�licy. Czy, a je�li tak to na ile, przyjmowane
obecnie standardowe metody oceny parametrów im-
munologicznych pozwalaj¹ przewidywaæ skuteczno�æ
poszczepiennej odporno�ci na chorobotwórcze dzia³a-
nie pr¹tków gru�licy? Pytanie to pozostaje w³a�ciwie
otwarte. Rozwijana przez lata i potwierdzana w bada-
niach laboratoryjnych i klinicznych rola IFN-( w od-
porno�ci na gru�licê (Rys. 1) sprawia, ¿e standardo-
w¹ metod¹ oceny skuteczno�ci nowo konstruowanych
szczepionek przeciwgru�liczych jest hodowla jedno-
j¹drzastych leukocytów krwi pobudzanych antygenami
mykobakterii, w której ocenia siê proliferacjê i sekre-
cjê IFN-( przez limfocyty pomocnicze CD4(+) typu
Th1, jako g³ówne komórki produkuj¹ce tê cytokinê
w odpowiedzi na swoisty antygen. Przyjmuj¹c taki
standard oceny, szczepionka MVA85, podana osobom
uprzednio szczepionym BCG, spowodowa³a nasilenie
odpowiedzi limfocytów T na zawarty w szczepionce
antygen 85A M. tuberculosis. W reakcji na ten antygen
proliferowa³y swoiste limfocyty CD4(+) Th1. Nast¹-
pi³o pobudzenie limfocytów pamiêci immunologicz-
nej o fenotypie CD45RO(+), co jest istotnie znacz¹ce
w przypadku szczepionki przeznaczonej do �doszcze-
piania� (booster). Ponadto, u osób szczepionych BCG
i doszczepianych szczepionk¹ MVA85 zanotowano
aktywacjê limfocytów o fenotypie CD57, czynnych
w cytotoksyczno�ci niezale¿nej od cz¹steczek G³ów-
nego Uk³adu Zgodno�ci Tkankowej MHC (Major
Histocompatibility Complex) oraz wzmocnienie ak-
tywno�ci limfocytów T swoistych w stosunku do anty-
genów M. tuberculosis, Ag85A oraz ESAT-6 (early
secretory antigenic target).

Antygeny ESAT-6 oraz TB-10.4 kodowane s¹
przez geny regionu RD1 M. tuberculosis, które zosta-
³y utracone podczas atenuacji M. bovis, i których brak
w szczepach BCG. Brak tych antygenów w obecnie
stosowanej szczepionce przeciwgru�liczej mo¿e t³u-
maczyæ jej s³absz¹ od oczekiwanej skuteczno�æ pro-
tekcyjn¹. A g g e r  i wsp. [1] otrzymali szczepionkê
jednostkow¹, która ich zdaniem mo¿e byæ wprowadza-
na wraz z szczepionk¹ BCG ma³ym dzieciom (Tan-
dem administration), stosowana u ma³ych dzieci, krót-
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ko po wprowadzeniu szczepionki BCG (Early boost)
oraz u osób doros³ych szczepionych BCG w dzieciñ-
stwie, u których odporno�æ poszczepienna ulega os³a-
bieniu (Late boost). Przygotowano dwie szczepionki
rekombinowane zawieraj¹ce:

ESAT-6 + Ag85B + adiuwant IC31,
TB10.4 + Ag85B + adiuwant IC31.
Adiuwant nowej generacji IC31 to oligodeoxynukle-

otyd zawieraj¹cy deoxy-inozynê i deoxy-cytozynê oraz
antybakteryjny peptyd KLKL(5)KLK. Faza I badañ
przeprowadzona u zwierz¹t wykaza³a, ¿e przygotowane
szczepionki pobudza³y swoiste limfocyty T pomocnicze
CD4(+) Th1, co manifestowa³o siê produkcj¹ IFN-(
i IL-2, jako czynnika wzrostowego wszystkich limfo-
cytów T. W fazie II badañ szczepionkê podano 36 oso-
bom zdrowym, które nigdy nie chorowa³y na gru�licê,
z ujemnym odczynem tuberkulinowym, bez kontaktu
z chorymi na gru�licê, z wykluczonym zaka¿eniem la-
tentnym M. tuberculosis, stwierdzaj¹c u zaszczepionych
osób, brak reakcji poszczepiennych poza przej�cio-
wymi, niewielkimi zmianami w miejscu wstrzykniêcia.
W testach komórkowych obserwowano odpowied�
g³ównie na antygen Ag85. Omawiane szczepionki jed-
nostkowe by³y równie¿ dobrze tolerowane przez osoby,
które wcze�niej otrzymywa³y szczepionkê BCG. Obec-
nie trwaj¹ próby otrzymania i oceny bia³ka fuzyjnego
Ag85B/ESAT-6/TB10.4.

H o r o w i t z  i wsp. [6] pracê nad przygotowaniem
nowej szczepionki przeciwgru�liczej rozpoczêli od

otrzymania rekombinanta BCG produkuj¹cego sekre-
cyjne bia³ko Ag85B M. tuberculosis o masie 30 kDa
(rBCG30). W fazie I badañ, �winki morskie szczepiono
BCG lub rBCG30, a nastêpnie po 10 tygodniach zaka-
¿ano je aerozolem zawieraj¹cym M. tuberculosis. Dzie-
siêæ tygodni pó�niej, oceniono liczbê pr¹tków M. tu-
berculosis w p³ucach zaka¿onych zwierz¹t. �winki
morskie szczepione rBCG30 eliminowa³y pr¹tki gru�-
licy efektywniej i prze¿ywa³y d³u¿ej ni¿ zwierzêta
szczepione BCG. Rekombinowane pr¹tki rBCG30 by³y
silniejszym induktorem nadwra¿liwo�ci pó�nej (de-
layed type hypersensitivity � DTH) na bia³ko r30 ni¿
pr¹tki BCG. W fazie II badañ, szczepionkê rBCG30
podano ludziom, którzy j¹ dobrze tolerowali. Ponad-
to, szczepionka rBCG30 w porównaniu do szczepion-
ki BCG, silniej pobudza³a proliferacjê swoistych lim-
focytów pomocniczych CD4(+) i cytotoksycznych
CD8(+), oraz pobudza³a silniejsz¹ produkcjê IFN-(.
Aby wzmocniæ uodporniaj¹c¹ aktywno�æ szczepionki
autorzy otrzymali rekombinanta rBCG30 z ekspre-
sj¹ ludzkiego IFN-( (rBCG30/hIFN-(). �winki mor-
skie uodporniane takim rekombinantem, po zaka¿eniu
M. tuberculosis, jeszcze skuteczniej eliminowa³y pr¹t-
ki gru�licy ni¿ zwierzêta szczepione rekombinantem
rBCG30. Aby zwiêkszyæ bezpieczeñstwo szczepionki
rBCG30, pozwalaj¹ce na u¿ycie jej u osób z os³abion¹
odporno�ci¹ komórkow¹ np. zaka¿onych HIV, otrzyma-
no mutanta [rBCG(mtb)30] z defektem w syntezie my-
kobaktyny, niezbêdnej dla pozyskiwania ¿elaza przez

Rys. 2. Przetwarzanie antygenów pr¹tków rozpoznawanych przez cytotoksyczne limfocyty T CD8(+), w proteosomach
komórek prezentuj¹cych antygen (APC � antigen presenting cell).

Przenikaj¹ce do cytosolu APC antygeny pr¹tków s¹ ciête do peptydów w proteosomach, przenoszone przez bia³ka transportuj¹ce TAP (transporter
associated with antigen processing) do retikulum �ródplazmatycznego, ³¹czone z cz¹steczkami g³ównego uk³adu zgodno�ci tkankowej MHC (major
histocompatibility complex) klasy I i eksponowane na powierzchni. Przetworzone peptydy po³¹czone z MHC klasy I s¹ rozpoznawane przez receptory

dla antygenu na limfocytach cytotoksycznych (CTL � cytotoxic T lymphocyte).
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pr¹tki. Taki mutant ma ograniczone mo¿liwo�ci re-
plikacji w organizmie. U¿yty do uodpornienia �winek
morskich, przed ich zaka¿eniem M. tuberculosis, wzma-
ga³ proces eliminacji pr¹tków gru�licy i rozwój DTH
na bia³ko r30, w wiêkszym stopniu ni¿ pr¹tki BCG.

Liczni badacze kluczowe znaczenie w odporno�ci
na gru�licê przypisuj¹ swoistym limfocytom cytotok-
sycznym T o fenotypie CD8(+). Wiadomo, ¿e s³abo
aktywne makrofagi nie s¹ w stanie zabiæ poch³oniê-
tych pr¹tków gru�licy i stanowi¹ niszê ¿yciow¹ tych
bakterii. Limfocyty cytotoksyczne rozpoznaj¹ antyge-
ny pr¹tków na takich makrofagach, niszcz¹ te komór-
ki w bezpo�redniej reakcji cytotoksycznej (Rys. 1).
Uwalniaj¹ce siê z takich makrofagów pr¹tki gru�licy
mog¹ byæ poch³oniête przez bardziej aktywne makro-
fagi, które je zniszcz¹. Przyjmuj¹c naczeln¹ rolê lim-
focytów T cytotoksycznych w odporno�ci na gru�licê
trzeba by³o wyznaczyæ odbiegaj¹c¹ od schematów
strategiê przygotowania szczepionki przeciwgru�li-
czej. Limfocyty T cytotoksyczne CD8(+) rozpoznaj¹
swoiste antygeny, przetwarzane do peptydów w prote-
asomach, w cytosolu komórki, i po³¹czone z cz¹stecz-
kami MHC klasy I (Rys. 2). Jednak pr¹tki gru�licy
rozwijaj¹ siê w pêcherzykach fagocytarnych makrofa-
gów. Zatem ich antygeny podlegaj¹ rozcinaniu do pep-
tydów w endosomach i s¹ ³¹czone z cz¹steczkami
MHC klasy II (Rys. 3). W takiej postaci rozpoznaj¹
je limfocyty T pomocnicze CD4(+), w tym limfo-

cyty o fenotypie Th1, które pobudzone wydzielaj¹
IFN-(, który aktywuje makrofagi zwiêkszaj¹c ich ak-
tywno�æ pr¹tkobójcz¹ (Rys. 1). K a u f m a n n  i wsp.
[7] i R e e c e  i K a u f m a n n  [11] chc¹c umo¿liwiæ
przetwarzanie antygenów szczepionkowych pr¹tków
na drodze cytosolowej, otrzymali rekombinowane pr¹t-
ki BCG z ekspresj¹ listeriolizyny, g³ównego czynnika
chorobotwórczo�ci bakterii Listeria monocytogenes.
Listeriolizyna O, tworz¹ca pory hemolizyna, kodowa-
na przez gen hlyA, umo¿liwia pa³eczkom L. monocy-
togenes ucieczkê z pêcherzyków fagocytarnych do cy-
toplazmy, w której mog¹ siê namna¿aæ nie nara¿one
na dzia³anie enzymów lizosomalnych. Aby zapewniæ
optimum dzia³ania listeriolizynie O, w �rodowisku
kwa�nym, w rekombinancie BCG-Hly zinaktywowano
gen ureazy. Przygotowana rekombinowana szczepion-
ka rBCG:)ureC-Hly wykaza³a znacznie silniejsze w³a�-
ciwo�ci protekcyjne u myszy zaka¿anych M. tubercu-
losis ni¿ szczepionka BCG. W roku 2005 zosta³a ona
dopuszczona do u¿ycia w badaniach przedklinicznych
u ludzi. Szczepionka rBCG:)ureC-Hly skonstruowa-
na zosta³a w sposób umo¿liwiaj¹cy pobudzenie swois-
tych limfocytów cytotoksycznych CD8(+) na drodze
tzw. alternatywnej z wykorzystaniem tzw. krzy¿owego
przetwarzania antygenów egzogennych w cytosolu ko-
mórek prezentuj¹cych antygen (komórek dendrytycz-
nych i makrofagów) i ³¹czenia ich z cz¹steczkami
MHC klasy I. Krzy¿owe przetwarzanie (cross-proces-

Ryc. 3. Przetwarzanie antygenów pr¹tków rozpoznawanych przez pomocnicze limfocyty T CD4(+),
w endosomach komórek prezentuj¹cych antygen (APC � antigen presenting cell).

1. Poch³aniane przez makrofagi lub komórki dendrytyczne pr¹tki gru�licy, prze¿ywaj¹ i namna¿aj¹ siê w pêcherzykach fagocytarnych (fagosomach).
2. Z chwil¹ zakwaszenia fagosomu, optimum aktywno�ci uzyskuj¹ enzymy lizosomalne, które rozcinaj¹ antygeny pr¹tków do peptydów.  3. Syntety-
zowane cz¹steczki g³ównego uk³adu zgodno�ci tkankowej (MHC) klasy II ³¹cz¹ siê z peptydami mykobakterii. 4. Powstaj¹ce immunopeptydy
(peptyd � MHC klasy II) s¹ eksponowane na powierzchni makrofaga/komórki dendrytycznej i mog¹ byæ rozpoznawane przez receptory antygenów

pomocniczych limfocytów T CD4(+).
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sing) antygenów pr¹tków M. tuberculosis, odpowie-
dzialne za cross-priming w zaka¿onym organizmie,
mo¿e odbywaæ siê na kilku drogach [2]. Pêcherzyki
fagocytarne (fagosomy) makrofagów zawieraj¹ce pr¹t-
ki gru�licy nie s¹ �szczelne�. Pewne antygeny bakterii
mog¹ przemieszczaæ siê bezpo�rednio z fagosomu do
cytosolu i byæ przetwarzane w proteosomach. Zaka-
¿one pr¹tkami gru�licy makrofagi mog¹ tworzyæ egzo-
somy zawieraj¹ce antygeny pr¹tków, które mog¹ byæ
poch³aniane przez s¹siednie komórki dendrytyczne,
przetwarzane i ³¹czone z cz¹steczkami MHC klasy I.
Wreszcie, zaka¿one pr¹tkami gru�licy makrofagi mog¹
ulegaæ apoptozie, z powstawaniem cia³ek apoptycz-
nych zawieraj¹cych antygeny bakterii. W tej formie
antygeny pr¹tków gru�licy mog¹ byæ poch³aniane przez
komórki dendrytyczne i prezentowane swoistym limfo-
cytom cytotoksycznym na cz¹steczkach MHC klasy I.

4. Podsumowanie

Wypadkowa reakcja odporno�ciowa na pr¹tki gru�-
licy, która decyduje o odporno�ci na chorobotwór-
cze dzia³anie M. tuberculosis, obejmuje wiele ogniw,
które mog¹ decydowaæ o indywidualnej odporno�ci
na gru�licê lub przeciwnie o podatno�ci na t¹ cho-
robê. Stwarza to szerokie mo¿liwo�ci proponowania
ró¿norodnych modeli uodporniania ludzi i zwierz¹t
na gru�licê, ale z drugiej strony sugeruje, ¿e przygoto-
wanie szczepionki przeciwgru�liczej lepszej ni¿ BCG,
która pozwoli³aby pokonaæ w pe³nym stopniu dosko-
na³¹ adaptacjê pr¹tków M. tuberculosis do rozwoju
w ¿ywych komórkach gospodarza, nie jest zadaniem
³atwym. W obecnej chwili istnieje równie¿ pilna po-
trzeba okre�lenia sposobów oceny skuteczno�ci pro-
tekcyjnej konstruowanych nowych szczepionek prze-
ciwgru�liczych na podstawie mierzalnych parametrów
reaktywno�ci komórek uk³adu odporno�ciowego.
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1. Wstêp

Gru�lica niezmiennie pozostaje jedn¹ z najbardziej
rozpowszechnionych bakteryjnych chorób zaka�nych,
staj¹c siê co roku przyczyn¹ �mierci co najmniej
1,5 miliona ludzi na ca³ym �wiecie. Szacuje siê, ¿e
ogó³em niemal 1/3 populacji Ziemi jest w chwili obec-
nej zaka¿ona pr¹tkami gru�licy, a ponad 1,5 miliona
zgonów rocznie jest nastêpstwem tej choroby [14].
Sprawia to, ¿e po�ród wszystkich chorób zaka�anych,
gru�lica pod wzglêdem �miertelno�ci plasuje siê na
drugim miejscu, tu¿ za AIDS [12, 14, 28]. Chocia¿
obszarami szczególnie dotkniêtymi gru�lic¹ s¹ kraje
rozwijaj¹ce siê Regionu Azji Po³udniowo-Wshodniej
oraz Afryki Subsaharyjskiej, to w przypadku krajów
wysokouprzemys³owionych zauwa¿a siê wyhamowa-
nie krzywej spadkowej zachorowañ, co sprawia, i¿
w skali globu z niepokojem odnotowuje siê tendencjê
wzrostow¹ zachorowañ na gru�licê [14]. W Polsce
problem gru�licy pozostaje powa¿ny. W 2001 r. szaco-
wana liczba zachorowañ na gru�licê wynosi³a 26 na
100.000 mieszkañców, a w 2004 � 23, co stanowi
nadal wysoki odsetek na tle innych krajów Europy
Zachodniej [46]. Ponadto notuje siê szybki wzrost czês-

to�ci izolacji szczepów MDR M. tuberculosis (multi-
drug resistant tuberculli) oraz izolowane s¹ szcze-
py o zwiêkszonej transmisyjno�ci. Uwzglêdniæ nale¿y
bardzo wysok¹ zapadalno�æ na gru�licê w s¹siaduj¹-
cych z Polsk¹ krajach by³ych Republik Radzieckich
(70�100 przypadków gru�licy na 100.000 mieszkañ-
ców) [46] oraz najczêstsze izolowanie od chorych
z tych rejonów szczepów opornych na leki przeciw-
pr¹tkowe (ponad 10% nowych przypadków w Estonii,
£otwie i czê�ci Rosji) [14].

Szacuje siê, ¿e u oko³o 90% zainfekowanych osób
zaka¿enie przebiega bez ¿adnych klinicznych obja-
wów nawet przez ca³e ¿ycie, przybieraj¹c formê in-
fekcji latentnej. Nie obserwuje siê wówczas ¿adnych
oznak infekcji i nie dochodzi równie¿ do transmisji
drobnoustrojów od osoby zainfekowanej do pozosta-
³ych osób. Os³abienie b¹d� za³amanie siê mechaniz-
mów obronnych uk³adu immunologicznego stwarza
warunki dla �reaktywacji� zaka¿enia u 5�10% zainfe-
kowanych osób, co prowadzi do rozwoju tzw. gru�li-
cy wtórnej. Najczê�ciej zwiazane jest to z zaka¿eniem
wirusem HIV, podesz³ym wiekiem, niedo¿ywieniem.
Równie¿ stres i przepracowanie mog¹ byæ takimi
bod�cami [12, 28, 31].

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
� JAK PRZETRWAÆ NA WROGIM TERENIE?

Skrót wyk³adu przedstawionego na XXVI Zje�dzie Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów
w Szczecinie w dniach 4�7 wrze�nia 2008 r.
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1. Wstêp. 2. Hamowanie fuzji fagosomalno-lizosomalnej. 3. System mtrA-mtrB i jego potencjalny wp³yw na prze¿ywalno�æ pr¹t-
ków w makrofagach. 4. Dysfunkcja mykobakteryjnych fagosomów w zakresie obni¿ania pH. 5. Zmiany w ekspresji cz¹steczek
MHC kl. II w obecno�ci pr¹ków gru�licy. 6. Mykobakterie kontra indukowalna syntaza tlenku azotu (iNOS, NOS2). 7. Bia³ko
TACO a prze¿ywalno�æ pr¹tków w makrofagach. 8. Znaczenie lipidów b³ony komórkowej w strategii obronnej mykobakterii.
9. Podsumowanie

Mycobacterium tuberculosis � how to survive in a hostile environment?

Abstract: Mycobacterium tuberculosis is responsible for at least one and half million deaths per year. Estimates are that one third
of the world�s population is infected with thist bacterial pathogen. Macrophages are known to be the reservoir of infection by
mycobacteria. Infected host develops a strong immune response, however it is believed that the immune response can control, but
not eliminate, the infection, indicating that M. tuberculosis has possessed mechanisms to modulate or avoid defense action mounted
by the host. The successful parasitization of macrophage by M. tuberculosis involves: inhibition of phagolysosome fusion as
a consequence of the deficiency in the early-late endosome transfer or maturation, reduced acidification of mycobacterial
phagosomes, prevention or reduction of iNOS colocalization with mycobacterial phagosomes and downregulation of MHC class II
expression required for effective antigen presentation. The author has also included in the review the possible participation of 2CR
bacterial signal transduction system mtrA-mtrB and mycobacterial membrane lipids tn the successful survival of M. tuberculosis
within macrophages.

1. Introduction. 2. Inhibition of the fusion of mycobacteria-containing phagosomes with lysosomes. 3. mtrA-mtrB system and its
potential influence on the survival of mycobacteria in macrophages. 4. Limited acidification of mycobacterial phagosomes.
5. Changes of MHC class II molecules in the presence of mycobacteria. 6. Mycobacteria versus inducible nitric oxide synthase
(iNOS, NOS2). 7. TACO protein and survival of bacilli in macrophages. 8. Importance of membrane lipids in the defense strategy
of mycobacteria. 9. Summary

S³owa kluczowe: pr¹tki gru�licy, fagosom, lipidy mykobakteryjne, 2CR, syntaza tlenku azotu
Key words: Tubercle bacilli, phagosome, mycobacterial lipids, 2CR, nitric oxide synthase
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2. Hamowanie fuzji fagosomalno-lizosomalnej

W przypadku pr¹tków gru�licy pierwszoplanow¹
rolê w skutecznym �zasiedleniu� gospodarza odgrywa
ich zdolno�æ do efektywnego wnikniêcia do komórek
monocytarno-makrofagowych, wewn¹trz których prze-
¿ywaj¹ i namna¿aj¹ siê sprawiaj¹c, ¿e staj¹ siê one ko-
mórkami rezerwuarowymi dla tych drobnoustrojów
[7]. We wnikaniu komórek mykobakterii do wnêtrza ko-
mórek fagocytarnych po�rednicz¹ m.in.: receptory Fc,
receptory dope³niacza czy receptory mannozowe [1, 7,
28, 34, 35, 43]. Wyra�nym przyk³adem zmian zacho-
dz¹cych w zainfekowanych przez pr¹tki gru�licy ko-
mórkach jednoj¹drzastych fagocytów jest brak formowa-
nia pêcherzyka fagolizosomalnego, powstaj¹cego w na-
stêpstwie po³¹czenia siê fagosomu z lizosomem [10, 28,
29, 32]. Dziêki zastosowaniu mikroskopii elektronowej,
ju¿ we wczesnych latach 70-tych zaoberwowano, ¿e
w lizosomach gromadzone s¹ zabite pr¹tki podczas gdy
¿ywe znajdowa³y siê w wakuolach odmiennych morfo-
logicznie od lizosomów, które okre�lono mianem fago-
somów mykobakteryjnych. Pó�niejsze badania, opiera-
j¹ce siê o bardziej nowoczesne techniki, potwierdzi³y,
¿e ¿ywe komórki mykobakterii po sfagocytowaniu
przez makrofaga umiejscawiane s¹ w obrêbie organelli
zawieraj¹cych markery wczesnych, a nie pó�nych struk-
tur endosomalnych [7, 28]. Badania D e r e t i c  i wsp.
wykaza³y, i¿ na powierzchni fagosomów zawieraj¹cych
komórki M. bovis BCG dochodzi do akumulacji cz¹ste-
czek Rab5, zwi¹zanych z wczesnymi endosomami, na-
tomiast fagosomy te pozbawione s¹ markera Rab7,
charakterystycznego dla fagosomów pó�nych. Wybiór-
cze gromadzenie Rab5 i jednoczesne wykluczenie Rab7
z grupy markerów obecnych na powierzchni fago-
somów z poch³oniêtymi komórkami mykobakterii
mo¿e charakteryzowaæ cz¹steczki Rab (nale¿¹ce do
grupy niskocz¹steczkowych GTP-az) jako �molekular-
ne� prze³¹czniki procesu fuzji fagosomów z odpowied-
nio: wczesnymi i pó�nymi endosomami [8, 20, 44].

3. System mtrA-mtrB i jego potencjalny wp³yw
na prze¿ywalno�æ pr¹tków w makrofagach

W wewn¹trzmakrofagowym prze¿ywaniu pr¹tków
gru�licy zwraca uwagê rola bakteryjnych dwukom-
ponentowych regulatorowych systemów przeka�niko-
wych (2CR � two-component regulatory signal trans-
duction system). Na system 2CR sk³adaj¹ siê pary bia-
³ek sensorowych i regulatorowych [19, 26, 39]. System
ten uczestniczy w odbieraniu sygna³ów ze �rodowiska
zewnêtrznego, a nastêpnie w przesy³aniu ich do komór-
ki bakteryjnej co skutkuje podjêciem okre�lonych reak-
cji z jej strony. Genom M. tuberculosis posiada 11 zi-
dentyfikowanych par genów koduj¹cych systemy 2CR

[2], po�ród których jedynie system mtrA-mtrB jest ca³-
kowicie niezbêdny dla wzrostu tych bakterii [45]. Wy-
kazano, i¿ nadekspresja genu mtrA skutkuje zmniejsze-
niem prze¿ywalno�ci takiego mutanta w makrofagach
linii komórkowej THP-1 jak i w makrofagach pocho-
dz¹cych z monocytów krwii obwodowej. Podobnego
zjawiska nie odnotowano w odniesieniu do szczepów
z nadekspresj¹ poszczególnych sk³adowych innych
systemów 2CR. Pozwala to sugerowaæ, ¿e nadekpresja
genu mtrA jest odpowiedzialna za obserwowan¹ ate-
nuacjê mutanta przejawiaj¹c¹ siê os³abieniem wzrostu
nie tylko w warunkach in vitro, ale równie¿ w p³ucach
i �ledzionie zainfekowanych myszy. Stosuj¹c mikro-
skopiê konfokaln¹ zaobserwowano, i¿ wiêkszo�æ ko-
mórek M. tuberculosis z nadekspresj¹ mtrA podlega³a
kolokalizacji z lizosomami posiadaj¹cymi na swej po-
wierzchni cz¹steczkê LAMP-1 (lysosome associated
membrane protein one) uwa¿an¹ za marker pó�nych
(dojrza³ych) fagosomów [13].

4. Dysfunkcja mykobakteryjnych fagosomów
w zakresie obni¿ania pH

Brak fuzji fagosomalno-lizosomalnej to nie jedyny
przejaw zmian zachodz¹cych wewn¹trz fagocytów
jednoj¹drzastych po wnikniêciu do nich mykobakterii,
umo¿liwiaj¹cych tym drobnoustrojom prze¿ycie. My-
kobakteryjne fagosomy charakteryzuj¹ siê równie¿
dysfunkcj¹ w zakresie pH. Standardowo, sfagocytowa-
ny materia³ poddawany jest dzia³aniu coraz ni¿szego pH
w trakcie jak dochodzi do dojrzewania pêcherzyka
fagosomalnego od fazy wczesnego do fazy pó�nego
endosomu [22]. Za g³ówny czynnik decyduj¹cy o za-
kwaszaniu �rodowiska fagosomu uwa¿a sie enzymy
z grupy ATP-az typu wakuolarnego (V-ATP-ases � va-
cuolar-type ATPases) [17]. W przypadku mykobakte-
ryjnych fagosomów ma miejsce, dot¹d nie w pe³ni po-
znany, mechanizm powoduj¹cy redukowanie poziomu
zakwaszenia. W�ród mo¿liwych przyczyn tego zja-
wiska wymienia siê wybiórcze hamowanie fuzji pê-
cherzyka fagosomalnego z pêcherzykami pe³ni¹cymi
rolê donorów czêsteczek pomp protonowych z grupy
ATP-az lub wskazuje siê na mo¿liwo�æ bardzo szyb-
kiego usuwania tych cz¹steczek z powierzchni myko-
bakteryjnych fagosomów [40]. Istniej¹ jednak¿e prace
wskazuj¹ce, i¿ wewn¹trz fagosomów zawieraj¹cych po-
ch³oniête ¿ywe M. bovis odnotowuje siê pewien spadek
poziomu zakwaszenia wzglêdem cytozolu, chocia¿ nie
taki jak w przypadku fagosomów z zabitymi drobno-
ustrojami. Mo¿e to sugerowaæ, i¿ cz¹steczki V-ATP-az
obecne s¹ na powierzchni takich fagosomów tylko
przej�ciowo lub owo ograniczone zakwaszenie na-
stêpuje wskutek fuzji z alternatywnymi pêcherzykami
o kwa�nym �rodowisku, pozbawionymi ATP-az [17].
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5. Zmiany w ekspresji cz¹steczek MHC kl. II
w obecno�ci pr¹tków gru�licy

Efektywna reakcja immunologiczna na zaka¿enia
bakteryjne wymaga udzia³u ró¿nych typów komórek
uk³adu immunologicznego. W przebiegu infekcji pr¹t-
kami pierwszoplanow¹ role odgrywaj¹ nie tylko makro-
fagi, ale równie¿ wspó³pracuj¹ce z nimi limfocyty CD4+

bêd¹ce producentami szeregu cytokin, m.in. IFN-(
i TNF-" [42]. Limfocyty te rozpoznaj¹ zainfekowane
przez mykobakterie komórki fagocytarne (makrofagi
i komórki dendrytyczne) poprzez prezentowane przez
nie, w kontek�cie czasteczek MHC kl. II, antygeny pr¹t-
kowe. Wykazano, i¿ powstawanie kompleksu zawie-
raj¹cego cz¹steczkê MHC kl. II i cz¹steczkê antygenu
pr¹tkowego (podlegaj¹c¹ nastêpnie prezentacji limfo-
cytom) ma miejsce ju¿ w obrêbie fagosomu, a nie pó�-
niej w trakcie �eksportu� antygenu bakteryjnego z fa-
gosomu. Zauwa¿ono jednak¿e, i¿ w fagosomach zawie-
raj¹cych uprzednio zabite komórki pr¹tków (heat-kil-
led) powstaje wiêcej kompleksów: MHC kl.II � antygen
M. tb ni¿ w przypadku fagosomów z ¿ywymi pr¹tkami
[30]. W badaniach in vitro wykazano istnienie odwrot-
nej zale¿no�ci miêdzy inensywno�ci¹ infekcji a pozio-
mem prezentacji cz¹steczek MHC kl.II [24]. Zaob-
serwowano, i¿ w przypadku makrofagów szpikowych
pochodzenia mysiego aktywowanych przez IFN-(, za-
równo ¿ywe jak i zabite komórki M. tuberculosis mog¹
hamowaæ prezentacjê antygenów pr¹tkowych poprzez
cz¹steczeki MHC kl. II. Jednocze�nie ze spadkiem
ekspresji powierzchniowych cz¹steczek MHC docho-
dzi do spadku ekspresji mRNA dla MHC kl. II [10, 24].
Chocia¿ sama synteza cz¹steczek MHC kl. II a nastêp-
nie ich tranzyt do struktur Golgiego zachodz¹ w sposób
w³a�ciwie niezak³ócony w komórkach makrofagowych
infekowanych M. tuberculosis, to nie obserwuje siê
kolokalizacji MHC a markerami powierzchniowymi
pó�nych endosomów i lizosomów (zw³aszcza z mar-
kerem LAMP-1). Postuluje siê istnienie wadliwego
transportu i przetwarzania (processing) cz¹steczek
MHC w obrêbie systemu endosomalno-lizosomalne-
go, co mo¿e odpowiadaæ za zmniejszenie ekspresjii
tych cz¹steczek na powierzchni komórek zinfekowa-
nych pr¹tkami gru�licy [18].

6. Mykobakterie kontra indukowalna syntaza
tlenku azotu (iNOS, NOS2)

Aktywowane makrofagi wytwarzaj¹, obok aktyw-
nych form tlenu (ROI, reactive oxygen intermediates),
równie¿ aktywne formy azotu (RNI, reactive nitrogen
intermediates), wykazuj¹ce dzia³anie bójcze m.in.
w stosunku do pr¹tków mykobaterii [6, 33]. Enzymem
generuj¹cym wytwarzanie RNI w komórkach uk³adu
odporno�ciowego jest iNOS, który doprowadza do

przekszta³cenia cz¹steczki L-argininy do L-cytruliny
z wytworzeniem rodnika tlenku azotu NOÿ, bêd¹cego
punktem wyj�cia dla powstania kolejnych RNI: NO2

�,
NO3

�, ONOO� [21]. W badaniach z udzia³em Myco-
bacterium fortuitum i komórek linii makrofagowej
J774 wykazano m.in., i¿ bakterie te wykazuj¹ zdol-
no�æ do ograniczania produkcji tlenku azotu (NO)
przez komórki makrofagowe aktywowane IFN-(,
a obecno�æ IFN-( nie wp³ywa na zintensyfikowanie
czêsto�ci zachodzenia fuzji miêdzy zawieraj¹cymi
pr¹tki fagosomami i lizosomami [4]. Odnotowano, i¿
po wnikniêciu pr¹tkow gru�licy do komórki makrofa-
gowej i zamkniêciu ich w pêcherzykach fagosomow
nie dochodzi do rekrutacji aktywowanej IFN-( syntazy
NO i jej kolokalizacji w bezpo�rednim s¹siedztwie
b³ony fagosomalnej. Tym samym, powstaj¹cy z dala
od bakterii tlenek azotu jest mniej skuteczny, co m.in.
przyczynia siê do prze¿ywalno�ci mykobakterii we-
wn¹trz fagocytów i u³atwia tym drobnoustrojom pozo-
stanie przez d³ugi czas w fazie latentnej [23].

7. Bia³ko TACO a prze¿ywalno�æ pr¹tków
w makrofagach

Analizuj¹c bia³ka makrofagowe zwi¹zane z fagoso-
mami mykobakteryjnymi zaobserwowano, ¿e w odró¿-
nieniu od fagosomów zawieraj¹cych zabite (heat-killed)
pr¹tki, na powierzchni tych zawieraj¹cych ¿ywe bakte-
rie zidentyfikowano obecno�æ bia³ka TACO (tryptopha-
ne aspartate-containing coat protein), zwanego równie¿
coronin¹1 (coronin1). Na przyk³adzie makrofagów
J774A.1 zaobserwowano, ¿e w komórkach niezainfe-
kowanych bia³ko to wykazuje siln¹ kolokalizacjê z tu-
bulin¹ i pozostaje w czê�ci obwodowej komórki (cor-
tical), nie ³acz¹c siê z powierzchni¹ organelli uk³adu
endosomalno-lizosomalnego. Natychmiast po infekcji
¿ywymi pr¹tkami bia³ko to przemieszcza siê w bezpo-
�rednie s¹siedztwo fagosomów i w ci¹gu pierwszych
dwóch godzin ca³kowicie zanika w czê�ci kortykalnej
komórki makrofaga. Nasuwa to przypuszczenia, i¿ bê-
d¹c silnie zwi¹zane jedynie z fagosomami posiadaj¹cy-
mi ¿ywe mykobakterie, bia³ko TACO najprawdopodob-
niej przyczynia siê do hamowania procesu dojrzewania
takich fagosomów i w dalszej kolejno�ci ich fuzji
z lizosomami [9, 10, 28], chocia¿ pojawiaj¹ siê przes-
³anki pozwalaj¹ce przypuszczaæ, i¿ bia³ko TACO nie jest
jedynym mog¹cym uczestniczyæ w tym zjawisku [36].

8. Znaczenie lipidów b³ony komórkowej
w strategii obronnej mykobakterii

W badaniach mechanizmów obronnych mykobak-
terii uwagê badaczy zwracaj¹ m.in. zwi¹zki lipidowe
ich b³ony komórkowej, które obok bia³ek stanowi¹



390 MAREK FOL

podstawowy jej element. Jedn¹ ze szczególnych w³a�-
ciwo�ci mykobakterii jest ich wyj¹tkowo bogata
w zwi¹zki t³uszczowe �ciana komórkowa, co rodzi
przypuszczenia, i¿ zwi¹zki te mog¹ uczestniczyæ w pa-
togenezie tych drobnoustrojów [28]. Mykobakterie
nale¿¹c do wewn¹trzkomórkowych patogenów, posia-
daj¹ zdolno�æ do prze¿ywania i namna¿ania siê we-
wn¹trz komórek fagocytarnych gospodarza, a ich cha-
rakterystyczna struktura os³on komórkowych czyni je
wyj¹tkowymi w grupie bakterii Gram-dodatnich, do
których s¹ zaliczane. Komórka mykobakterii chronio-
na jest bowiem nie tylko przez b³onê komórkow¹ zbu-
dowan¹ z podwójnej warstwy fosfolipidów i bia³ek,
ale równie¿ otoczona jest warstw¹ peptydoglikanu,
zwi¹zanego kowalencyjnie z arabinogalaktanem po-
³¹czonym z kolei z kwasami mykolowymi. Ponadto
w sk³ad os³ony pr¹tków wchodz¹ zwi¹zki cukrowe:
lipooligosacharydy i lipoarabinomannan oraz glikoli-
pidy powierzchniowe. Wszystko to sprawia, i¿ komór-
ka pr¹tka gru�licy okryta tak skonstruowanym szkie-
letem �ciany komórkowej mo¿e byæ z jednej strony
skutecznie chroniona przed mechanizmami odporno�-
ciowymi, z drugiej za� � mo¿e to wp³ywaæ na jej suk-
ces w wewn¹trzkomórkowym prze¿ywaniu czy party-
cypowaæ w wirulencji [3, 5, 16]. Zaobserwowano, ¿e
wyj¹tkowo bogata w glikolipidy �ciana komórkowa
tych bakterii mo¿e braæ udzia³ w interakcjach pr¹tków
gru�licy z cholesterolem obecnym w membranie ze-
wnêtrznej komórki fagocytarnej gopodarza, co z kolei
mo¿e przek³adaæ siê na zdolno�æ tych bakterii do wni-
kania do wnêtrza fagocytów [15]. Wiadomo ponadto,
i¿ niektóre bakterie zdolne s¹ do zmiany ³adunku po-
wierzchniowego fosfolipidów z ujemnego na dodatni.
Dzieje siê tak w wyniku przy³¹czania cz¹steczki L-lizy-
ny do fosfatygyloglicerolu (PG) obecnego w b³onie
komórkowej. W efekcie dochodzi do powstania lizylo-
fosfatydyloglicerolu (L-PG) obdarzonego ³adunkiem
dodatnim. Dziêki takiemu mechanizmowi powierzch-
nia komórki bakterii staje siê mniej wra¿liwa na atak
bia³ek CAMP gospodarza (cationic antimicrobial pep-
tides), posiadaj¹cych rownie¿ ³adunek dodatni. Obec-
no�æ takiego mechanizmu opisano najpierw u Staphy-
lococcus aureus, u którego gen mprF detrminowa³
syntezê bia³ka MprF (multiple peptide resistant factor)
o aktywno�ci lizylotransferazy, odpowiedzialnego za
przy³¹czanie L-lizyny (której �ród³em jest lizylo-tRNA)
do PG i powstawanie L-PG. Mutant wykazuj¹cy dele-
cjê genu mprF by³ zdecydowanie bardziej efektywnie
niszczony przez neutrofile bêd¹ce producentami anty-
bakteryjnych bia³ek z grupy defensyn [25, 27, 37].
Chocia¿ istnieje du¿a grupa bakterii posiadaj¹ca bia³-
ka podobne w strukturze i sekwencji do MprF (MprF-
related) to tylko u nielicznych bakterii stwierdzono
obecno�æ L-PG, jak np. Listeria monocytogenes, czy
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis i Pseudomonas

aeruginosa [27, 38, 41]. Ponadto nie wiadomo czy
owe MprF-pokrewne bia³ka rzeczywi�cie bezpo�red-
nio uczestnicz¹ u nich w powstawaniu L-PG. W przy-
padku L. monocytogenes zidentyfikowano ostatnio gen
lmo1695 koduj¹cy bia³ko Lmo1695 o masie cz¹stecz-
kowej 98kDa, bêd¹ce sk³adow¹ b³ony komórkowej.
Bia³ko to wykazuje wysoki stopieñ homologii do MprF
z S. aureus jednak¿e zaanga¿owane jest nie tylko
w syntezê lizylofosfatydyloglicerolu (L-PG), lecz rów-
nie¿ w lizynylacjê dwufosfatydyloglicerolu (DPG),
który obok PG jest tak¿e powszechnie obecnym w b³o-
nie komórkowej bakterii. Mutant w zakresie delecji
lmo1695 by³ szczególnie wra¿liwy na dzia³anie bia³ek
CAMPs, a jego wirulencja byla zdecydowania zredu-
kowana, co wykaza³y do�wiadczenia na modelu zwie-
rzêcym [41]. Na podstawie analizy bioinformatycznej
wykazano, i¿ u M. tuberculosis (M.tb) gen lysX (tzw.
fusion gene) koduje enzym lizylotransferazy (mprF)
oraz lizylo-tRNA syntetazy (lysU). Chocia¿ wiêkszo�æ
lipidów pr¹tków jest dobrze scharakteryzowana to na-
dal nie wiadomo czy M.tb lizynyluje jakikolwiek lipid
mimo posiadania genu lysX. Przeprowadzone dot¹d
badania z udzia³em szczepu M.tb z delecj¹ genu lysX
staraj¹ siê udzieliæ odpowiedzi na to pytanie (prace
przygotowywane do druku). Wykazano, i¿ szczep nie-
posiadaj¹cy genu lysX ma os³abion¹ prze¿ywalno�æ
w makrofagach linii komórkowych i krwi obwodowej,
a tak¿e w p³ucach i �ledzionie infekowanych zwierz¹t.
Wykazuje on ponadto zdecydowanie wiêksz¹ wra¿li-
wo�æ na dzia³anie wybranych antybiotyków z grupy
bia³ek kationowych. Mutant ten zdecydowanie inten-
sywniej stymulowa³ makrofagi do wytwarzania TNF-"
i IL-12. Nie mo¿na wykluczyæ, i¿ obserwowane zja-
wiska wynikj¹ przynajmniej po czê�ci ze zmienionego
profilu lipidowego bêd¹cego konsekwencj¹ usuniêcia
genu lysX. Profil ten, obok lipidów wspólnych ze szcze-
pem kontrolnym, wykazuje obecno�æ kilku innych lipi-
dów charakterystycznych tylko dla mutanta oraz brak
pewnych lipidów bêd¹cych we wzorze lipidowym
kontrolnym (prace przygotowywane do druku).

9. Podsumowanie

W przebiegu infekcji pr¹tkami gru�licy udzia³ bio-
r¹ zarówno mechanizmy odporno�ci wrodzonej jak
i nabytej sprawiaj¹c, i¿ odpowied� immunologiczna
ma charakter wielowymiarowy [11, 12, 29, 31]. Ko-
mórki M. tuberculosis wykszta³ci³y jednak¿e szereg
mechanizmów chroni¹cych je przed skutkami reakcji
immunologicznych gospodarza lub moduluj¹cych te
reakcje. Najistotniejsze zmiany zachodz¹ce w obrêbie
makrofagów zainfekowanych pr¹tkami gru�licy obej-
muj¹: brak formowania fagolizosomów, zahamowanie
procesu dojrzewania mykobakteryjnych pêcherzyków



391MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS � JAK PRZETRWAÆ NA WROGIM TERENIE?

endosomalnych (czego wyrazem jest chocia¿by brak
markerów charakterystycznych dla tzw. pó�nych en-
dosomów jak np. Rab7), brak efektywnego obni¿ania
poziomu pH w fagosomach, spadek poziomu ekspresji
cz¹steczek MHC kl. II, zmniejszenie rekrutacji synta-
zy NO w bezpo�rednie s¹siedztwo fagosomów. Pe³-
niejsze poznanie tych zjawisk i procesów z wykorzy-
staniem nowych mutanów M. tuberculosis w obrêbie
systemów 2CR oraz w obrêbie komponentów lipido-
wych ich os³on komórkowych przyczyni siê do po-
wstania pe³niejszego obrazu strategii tych drobno-
ustrojów umo¿liwiaj¹cej im skuteczne przetrwanie
w potencjalnie niesprzyjaj¹cym �rodowisku fagocy-
tów i byæ mo¿e pozwoli na opracowanie w przysz³o�ci
skuteczniejszych preparatów szczepionkowych czy te¿
leków przeciwgru�liczych.
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1. Staphylococcus aureus � ogólna charakterystyka

Gronkowiec z³ocisty (Staphylococcus aureus) jest
Gram-dodatnim ziarniakiem uwa¿anym za jeden z naj-
gro�niejszych patogenów organizmu cz³owieka, jako
¿e jest czynnikiem etiologicznym rozlicznych infek-
cji. Obok schorzeñ o ³agodnym przebiegu, maj¹cych
czêsto charakter lokalny (np. infekcje skórne, zatrucia
pokarmowe) drobnoustrój ten mo¿e byæ przyczyn¹
zagra¿aj¹cych ¿yciu infekcji systemowych, takich jak
artretyzm czy posocznica. Swoj¹ zjadliwo�æ bakteria
ta zawdziêcza szerokiemu spektrum czynników pato-
gennych, do których zalicza siê elementy strukturalne
komórki, takie jak otoczki lub adhezyny powierzchnio-
we, a tak¿e szereg bia³ek sekrecyjnych (egzotoksyny,
enzymy zewn¹trzkomórkowe). Najgro�niejszymi czyn-
nikami wirulencji gronkowca z³ocistego s¹ toksyny,
które mog¹ dzia³aæ lokalnie lub systemowo, induku-
j¹c powa¿ne stany chorobowe. Na szczególn¹ uwagê
zas³uguj¹: enterotoksyna wywo³uj¹ca zatrucia pokar-
mowe, toksyna epidermolityczna odpowiedzialna za

pêcherzycê noworodków, p³onicê gronkowcow¹, mar-
twicê i z³uszczanie naskórka (SSSS � staphylococcal
scaled skin syndrome), czy toksyna wstrz¹su toksycz-
nego powoduj¹ca zespó³ wstrz¹su toksycznego (TSS
� toxic shock syndrom) [1, 37, 43].

Gronkowiec z³ocisty jest niezwykle adaptatywnym
patogenem, co zawdziêcza takim cechom, jak: zdolno�æ
szybkiego namna¿ania w miejscu infekcji, koloniza-
cja ró¿norodnych tkanek, inwazyjno�æ oraz umiejêt-
no�æ przetrwania w ustroju gospodarza dziêki interfe-
rencji z jego mechanizmami obronnymi [1, 37].

2. S. aureus jako patogen wewn¹trzkomórkowy

Przez szereg lat S. aureus by³ postrzegany jako ty-
powo zewn¹trzkomórkowy patogen, jednak¿e badania
naukowe ostatnich kilkunastu lat niezbicie wskazuj¹
na adaptacjê tego ziarniaka do wewn¹trzkomórkowej
niszy ekologicznej. Obecnie uwa¿a siê, ¿e pod³o¿e
wielu przewlek³ych, nawracaj¹cych siê i trudnych do
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leczenia infekcji gronkowcowych jest zwi¹zane w³a�-
nie ze zdolno�ci¹ gronkowca z³ocistego do prze¿ywa-
nia wewn¹trz komórek gospodarza [11, 36].

2.1. Nieprofesjonalne fagocyty

Przeprowadzone w ostatnich latach badania in vitro
wykaza³y, ¿e gronkowiec z³ocisty mo¿e dokonywaæ
inwazji wielu nieprofesjonalnych komórek fagocytu-
j¹cych, w tym: keratynocytów, fibroblastów, komórek
�ródb³onkowych, nab³onkowych, enterocytów i oste-
oblastów [6, 26, 28, 40, 45]. Poch³anianie bakterii jest
mo¿liwe dziêki tworzeniu mostków fibronektynowych
pomiêdzy integrynami "5$1 gospodarza a gronkowco-
wymi bia³kami wi¹¿¹cymi fibronektynê (FnBPs � fibro-
nectin binding proteins) [15, 19, 53]. Proces ten prowa-
dzi do aktywacji przekazu sygna³u z udzia³em tyrozy-
nowych kinaz bia³kowych Src, co skutkuje rearan¿acj¹
cytoszkieletu komórki i umo¿liwia internalizacjê ad-
herentych bakterii przez tzw. mechanizm zamka b³y-
skawicznego (zipper mechanism) [18]. Poch³oniête
bakterie rezyduj¹ w wakuolach endosomalnych, b¹d�
trafiaj¹ do autofagosomów. Proces ten zale¿y zarówno
od typu infekowanej komórki, jak równie¿ od szczepu
S. aureus [50]. Udowodniono, ¿e gronkowiec mo¿e
uwalniaæ siê do cytoplazmy i tym samym indukowaæ
�mieræ komórki na drodze apoptozy [6, 40, 45]. Istniej¹
równie¿ dowody na to, ¿e proces apoptozy komórek
skolonizowanych przez gronkowca zostaje poprzedzo-
ny wewn¹trzkomórkow¹ proliferacj¹ bakterii [31].

W �wietle tych faktów wydaje siê wielce prawdo-
podobne, ¿e patogeneza takich chorób jak np. zapa-
lenie wsierdzia (endocarditis), gruczo³u sutkowego
u byd³a (mastitis), czy zapalenie szpiku kostnego (oste-
omyelitis) ma swoje pod³o¿e m.in. w wewn¹trzkomór-
kowej aktywno�ci bakterii S. aureus odpowiednio
w komórkach �ródb³onka naczyñ wieñcowych, epite-
lium gruczo³u sutkowego oraz osteoklastów [36].

2.2. Profesjonalne fagocyty

Zjawisko inwazji komórek gospodarza przez gron-
kowca z³ocistego obserwuje siê równie¿ w przypad-
ku profesjonalnych komórek fagocytuj¹cych, w tym:
neutrofili, monocytów i makrofagów, których rol¹ jest
aktywne poch³anianie drobnoustrojów i ich zabijanie.
Tylko nieliczne patogeny maj¹ zdolno�æ neutralizacji
mechanizmów obronnych komórek uk³adu immuno-
logicznego. Drobnoustroje te stosuj¹ rozmaite strate-
gie pozwalaj¹ce na prze¿ycie i proliferacjê w profe-
sjonalnych fagocytach. Niektóre bakterie modyfikuj¹
�rodowisko fagosomu i przekszta³caj¹ je w dogodne
miejsce do replikacji (Legionella pneumophila) [52],
inne za� stosuj¹ strategiê ucieczki z fagosomu do cyto-
plazmy (Shigella) [20].

Pierwsze wzmianki dotycz¹ce prze¿ywania gron-
kowca wewn¹trz ssaczych, w tym równie¿ ludzkich
leukocytów (monocytów i neutrofili), siêgaj¹ lat
50-tych [32, 39, 48]. W latach 80-tych pojawi³o siê
kilka doniesieñ dokumentuj¹cych analogiczne zjawi-
sko prze¿ywania S. aureus w makrofagach. Badania te
w wiêkszo�ci ogranicza³y siê do krótkotrwa³ego (do
24 godzin) monitorowania proliferacji bakterii [5, 30],
a jedynie C r a v e n  i wsp. udokumentowali obecno�æ
S. aureus w makrofagach w 4 dniu od fagocytozy bak-
terii [12]. Najnowsze badania z wykorzystaniem ludz-
kiego modelu makrofagów ró¿nicowanych in vitro
z monocytów krwi obwodowej (hMdMs � human mo-
nocyte-derived macrophages) dowiod³y, ¿e pojedyncze
komórki sfagocytowanego gronkowca maj¹ zdolno�æ
do przetrwania wewn¹trz fagocyta w metabolicznie
aktywnej formie przez 4�6 dni bez naruszenia ¿ywot-
no�ci komórki gospodarza, po czym mog¹ siê uwal-
niaæ i b³yskawicznie namna¿aæ w medium hodow-
lanym doprowadzaj¹c do lizy pozosta³ych komórek
w hodowli [34].

Badania z wykorzystaniem transmisyjnej mikro-
skopii elektronowej wykaza³y, ¿e ludzkie makrofa-
gi w hodowli in vitro bardzo wydajnie poch³aniaj¹
S. aureus poprzez utworzenie typowego, przestrzen-
nego pseudopodium w postaci kubka (phagocytic cup)
powsta³ego wskutek reorganizacji elementów cyto-
szkieletu i b³ony komórkowej. W procesie fagocytozy
zaanga¿owane s¹ m.in. receptory zmiatacze (scaven-
ger receptors) klasy A i B (CD36), które przy³¹czaj¹
zopsonizowane bia³kami ludzkiej surowicy bakte-
rie [54]. Pocz¹tkowo gronkowce zostaj¹ ulokowane
w �ciasnych�, otoczonych b³on¹ komórkow¹ wakuo-
lach, które w kolejnych dniach od fagocytozy powiêk-
szaj¹ swoje rozmiary i rozlu�niaj¹ swoj¹ strukturê
prawdopodobnie wskutek aktywno�ci zewn¹trzwy-
dzielniczej poch³oniêtego gronkowca. W 4�5 dniu po
infekcji obserwuje siê czê�ciow¹ lub ca³kowit¹ degra-
dacjê otaczaj¹cej wakuolê b³ony komórkowej, a w ko-
lejnych dniach gronkowiec uwalnia siê do �rodowiska
zewnêtrznego. Istotnym jest fakt, ¿e w ka¿dym dniu
po infekcji dostrzegalne s¹ komórki gronkowca w fa-
zie podzia³u poprzecznego. Obserwacje te, poczynio-
ne na utrwalonych preparatach, potwierdzaj¹ wyniki
do�wiadczeñ wykonanych z wykorzystaniem techniki
obrazowania konfokalnego wskazuj¹cych na prze¿y-
wanie S. aureus wewn¹trz makrofagów [34]. Podob-
nych obserwacji dokonali G r e s h a m  i wsp. badaj¹c
mysie neutrofile wyizolowane z miejsca tocz¹cej siê
infekcji gronkowcowej [21]. Na tej podstawie mo¿na
jednoznacznie stwierdziæ, ¿e gronkowiec z³ocisty
w wakuolach fagocytarnych komórek ¿ernych jest od-
porny na bakteriobójczy atak licznych czynników anty-
bakteryjnych. Powy¿sze przyk³ady niezbicie udowad-
niaj¹ fakt prze¿ywania gronkowca wewn¹trz profe-



395STAPHYLOCOCCUS AUREUS JAKO WEWN¥TRZKOMÓRKOWY PATOGEN KOMÓREK UK£ADU IMMUNOLOGICZNEGO

sjonalnych fagocytów, ale nie t³umacz¹ mechanizmu
zaanga¿owanego w ten proces. Najnowsze badania
przeprowadzone na komórkach HeLa wskazuj¹ na
wykorzystanie przez gronkowce szlaku autofagii, co
umo¿liwia unikniêcie fuzji fagosomu z lizosomem [50].

Dalsze losy profesjonalnych fagocytów, bêd¹cych
nosicielem ¿ywego gronkowca, s¹ zró¿nicowane. Kon-
sekwencj¹ prze¿ywania gronkowca wewn¹trz mono-
cytów i neutrofili mo¿e byæ uruchomienie mechaniz-
mów prowadz¹cych do programowanej �mierci ko-
mórkowej � apoptozy [2, 3, 38]. Z kolei inne donie-
sienia wykazuj¹, ¿e fagocytoza gronkowca z³ocistego
przez neutrofile mo¿e powodowaæ opó�nienie �mierci
tych komórek [2, 42]. Zainfekowane S. aureus makro-
fagi, nie wykazuj¹ symptomów �mierci komórkowej,
maj¹ integraln¹ b³onê fosfolipidow¹, aktywne mito-
chondria i zachowuj¹ swoje fizjologiczne funkcje [34].
Ponadto, obserwacje w³asne wskazuj¹, ¿e makrofagi
zainfekowane gronkowcem s¹ odporniejsze ni¿ ko-
mórki kontrolne na apoptozê indukowan¹ ró¿nymi
czynnikami. Proces regulacji �mierci komórkowej
przez gronkowca jest procesem bardzo z³o¿onym i in-
tensywnie badanym. Przyk³adowo wykazano, ¿e se-
krecja "-toksyny, bêd¹cej jednym z kluczowych czyn-
ników wirulencji S. aureus, indukuje �mieræ komórki
gospodarza [16, 24]. Wydaje siê jednak wielce prawdo-
podobnym, ¿e równie¿ inne komponenty zinternalizo-
wanej, metabolicznie aktywnej bakterii s¹ wymagane
do indukcji apoptozy [23].

Z rozmaito�ci¹ czynników wirulencji i ich wp³ywu
na komórki fagocytuj¹ce wi¹¿e siê równie¿ zró¿nico-
wanie wewn¹trzkomórkowego prze¿ywania gronkow-
ca. Wykazano bowiem, ¿e wewn¹trzkomórkowe prze-
¿ycie gronkowca jest zale¿ne od fenotypu i genotypu
tego patogenu. Badania przeprowadzane przez Va n -
d e  Ve l d e  i wsp. jeszcze pod koniec XIX wieku do-
wodz¹, ¿e szczepy atenuowane maj¹ mniejsz¹ zdolno�æ
do przetrwania w surowych warunkach wnêtrza ma-
krofaga [32, 39, 48]. Dane te sugeruj¹, ¿e wewn¹trz-
komórkowe prze¿ywanie gronkowca jest jednym z me-
chanizmów wirulencji. Dotychczas przeprowadzono
wiele badañ z zastosowaniem zmutowanych szczepów
S. aureus, jednak¿e nie daj¹ one jednoznacznych wyni-
ków. Przyk³adowo, przetrwanie gronkowca w komór-
kach �ródb³onka jest zale¿ne od ekspresji globalnego
regulatora ekspresji genów agr (accessory gene regula-
tor) i alternatywnego czynnika transkrypcyjnego sig-
ma B (sigB), za� nie od globalnego systemu regulacji
transkrypcji czynników wirulencji sarA (staphylococ-
cal accessory regulator) [23]. Podobn¹ zale¿no�æ od-
notowano w przypadku ludzkich makrofagów, gdzie
szczepy gronkowcowe z mutacj¹ w operonie sarA
charakteryzowa³y siê kinetyk¹ prze¿ycia wewn¹trz-
komórkowego zbli¿on¹ do szczepu rodzicielskiego
[34]. W sprzeczno�ci z powy¿szymi danymi s¹ dane

G r e s h a m  i wsp., które wykazuj¹, ¿e sarA jest wy-
magany do przetrwania gronkowca wewn¹trz mysich
neutrofili [21]. Wyja�nieniem tego zjawiska mo¿e byæ
plejotropowa aktywno�æ regulatorowa SarA. Dane
literaturowe dowodz¹, ¿e wewn¹trzkomórkowe prze-
trwanie jest procesem niezwykle z³o¿onym, determi-
nowanym zarówno przez czynniki wirulencji bakterii
(np. "-toksyna, aureolizyna, sortaza A) jak i przez
osobnicze predyspozycje gospodarza (np. aktywacja
makrofagów wskutek podniesionego poziomu cytokin
w surowicy) [34].

3. Udzia³ wewn¹trzkomórkowego S. aureus
w rozwoju infekcji

Wiêkszo�æ prac opisuj¹cych wewn¹trzkomórkowe
prze¿ywanie S. aureus zosta³o wykonanych na wyizo-
lowanych uk³adach in vitro [5, 32, 34, 39]. Istnieje na-
tomiast niewiele danych eksperymentalnych opartych
na badaniach in vivo, g³ównie z zastosowaniem modelu
mysiego, które bezpo�rednio udowadniaj¹, ¿e we-
wn¹trzkomórkowe prze¿ywanie i namna¿anie S. aureus
odgrywa rolê w patogenezie infekcji gronkowcowych
[9, 12, 21, 25]. Istotnym argumentem przemawiaj¹cym
za t¹ tez¹ jest fakt wyizolowania z miejsca tocz¹cego
siê stanu zapalnego komórek (makrofagów, neutrofili)
zawieraj¹cych ¿ywe gronkowce [12, 21]. Przyczyn¹
tak nielicznych udokumentowanych przypadków obec-
no�ci wewn¹trzkomórkowego gronkowca in vivo mo¿e
byæ zbyt ma³a ilo�æ komórek bakteryjnych w miejscu
infekcji, a przede wszystkim typowe dla infekcji gron-
kowcowych znaczne uszkodzenie tkanek objêtych za-
ka¿eniem [13].

Obserwacje kliniczne infekcji S. aureus u pacjen-
tów z neutropeni¹, b¹d� funkcjonalnym defektem wie-
loj¹drzastych leukocytów wskazuj¹ na istotn¹ rolê
tych komórek uk³adu odporno�ciowego w obronie or-
ganizmu w zaka¿eniach gronkowcowych [57]. Zosta-
³o to potwierdzone w indukowanym S. aureus mysim
modelu zapalenia stawów. U zainfekowanych gron-
kowcem myszy pozbawionych granulocytów wykaza-
no wzrost �miertelno�ci zaka¿onych osobników kore-
luj¹cy z nasileniem bakteriemii, co wskazuje, ¿e pewna
ilo�æ neutrofili jest niezbêdna do obrony przeciwgron-
kowcowej [58]. Z kolei inne prace dowodz¹, ¿e wyso-
ka ilo�æ neutrofili sprzyja rozwojowi infekcji bakte-
ryjnej, za� ograniczenie ich migracji do miejsca infekcji
hamuje rozwój zaka¿enia [10, 21, 35]. Powy¿sze dane
wskazuj¹, ¿e neutrofile mog¹ mieæ zarówno protekcyj-
ny, jak i szkodliwy wp³yw na rozwój infekcji gronkow-
cowej. Ich szkodliwy wp³yw mo¿e byæ czê�ciowo t³u-
maczony w³a�nie zdolno�ci¹ S. aureus do prze¿ywania
wewn¹trz granulocytów [60]. Co wiêcej, G r e s h a m
i wsp. wykazali, ¿e neutrofile badane w uk³adzie in vivo
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stwarzaj¹ dogodne warunki do wewn¹trzkomórko-
wego wzrostu gronkowca i do rozprzestrzeniania siê
infekcji. Wyizolowane z miejsca tocz¹cej siê infekcji
granulocyty zawieraj¹ce ¿ywe gronkowce podano zdro-
wym myszom, u których zaobserwowano nastêpnie
rozwój zaka¿enia gronkowcowego [21]. Powy¿sze
dane wskazuj¹, ¿e gronkowiec jest w stanie przetrwaæ
wystarczaj¹co d³ugo wewn¹trz granulocyta, aby ta wy-
specjalizowana w zabijaniu bakterii komórka sta³a siê
dla patogena no�nikiem infekcji. Warto zwróciæ uwa-
gê na fakt, ¿e wieloj¹drzaste leukocyty s¹ komórkami
krótko¿yj¹cymi, co powoduje, ¿e nie s¹ w stanie braæ
wydajnego udzia³u w roznoszeniu bakterii z wrót za-
ka¿enia do krwioobiegu [49]. Inaczej jest natomiast
w przypadku d³ugo¿yj¹cych, mobilnych makrofagów,
które transportuj¹ sfagocytowane bakterie do tkanki
limfoidalnej [7, 22]. Komórka makrofaga mo¿e stano-
wiæ no�nik dla bakterii i umo¿liwiaæ jej rozprzestrze-
nianie po ca³ym organizmie, tak jak ma to miejsce
w przypadku Salmonella Typhimurium, która wêdruje
w makrofagach z kêpek Peyera do wêz³ów ch³onnych,
�ledziony i w¹troby [41, 56] czy Listeria monocytoge-
nes, która po penetracji epitelium przewodu pokarmo-
wego namna¿a siê w makrofagach, co przyczynia siê
do rozprzestrzenienia tej bakterii w ró¿nych tkankach
[14]. Poniewa¿ gronkowiec z³ocisty prze¿ywa przez
kilka dni wewn¹trz makrofaga, st¹d istnieje prawdo-
podobieñstwo, ¿e na tej drodze lokalna gronkowcowa
infekcja mo¿e siê rozprzestrzeniaæ do uk³adu krwio-
no�nego i atakowaæ ca³y organizm, co dotychczas jed-
nak nie zosta³o udowodnione [47].

Lokalne zaka¿enia gronkowcowe czêsto koñcz¹ siê
ogólnoustrojow¹ inwazj¹, st¹d dalsze zbadanie zja-
wiska rozprzestrzeniania infekcji gronkowcowej przy
udziale komórek uk³adu immunologicznego wydaje
siê byæ istotnym zagadnieniem.

4. Modulacja ekspresji genów gospodarza
pod wp³ywem S. aureus

Jest wielce prawdopodobne, ¿e wewn¹trzkomórko-
we gronkowce maj¹ zdolno�æ do stopniowego przej-
mowania kontroli nad komórkowymi mechanizmami
regulacyjnymi (aparat transkrypcyjny) podporz¹dko-
wuj¹c wybrane funkcje komórki w³asnym celom [8,
44]. Zgodnie z tym za³o¿eniem, gronkowcowy mecha-
nizm wirulencji polega³by przyk³adowo na przystoso-
waniu wnêtrza komórek uk³adu immunologicznego
gospodarza do wewn¹trzkomórkowego przetrwania,
zmieniaj¹c tym samym pierwotn¹ funkcjê tych ko-
mórek. Wyniki kompleksowych analiz zmian transkryp-
tomu makrofagów pod wp³ywem dzia³ania ró¿nych
bakterii, przeprowadzonych z zastosowaniem meto-
dy mikromacierzy wskazuj¹, ¿e ró¿norodne patogeny

(Gram-dodatnie, Gram-ujemne, mykobakterie) indu-
kuj¹ b¹d� hamuj¹ w komórkach transkrypcjê podob-
nych grup genów (receptorów powierzchniowych,
cz¹steczek sygna³owych, czynników transkrypcyjnych,
bia³ek adhezyjnych, enzymów czy bia³ek antyapopto-
tycznych). Zjawisko to zosta³o okre�lone mianem
�programu aktywacji makrofagów�. Dodatkowe bada-
nia wykaza³y, ¿e do indukcji tych zmian wystarczaj¹ce
mog¹ byæ jedynie specyficzne antygeny bakteryjne np.
LPS, kwas lipotejchojowy, czy dipeptyd muramylowy,
bêd¹ce agonistami receptorów TLRs, za� nie bakterie
sensu stricte [44]. Nale¿y zwróciæ uwagê, ¿e obser-
wowane w zwi¹zku z tym zmiany ekspresji genów
w komórkach pod wp³ywem bakterii mog¹ byæ nie-
specyficzne, bêd¹c skutkiem oddzia³ywania okre�lo-
nych antygenów bakteryjnych na uniwersalne recep-
tory TLR. W patogenezie poszczególnych gatunków
bakterii istotnym natomiast by³oby wykazanie swoi�cie
zale¿nej od danego patogenu odpowiedzi. Przeprowa-
dzone w tym celu badania porównawcze zmian trans-
kryptomu makrofagów pod wp³ywem M. tuberculosis,
E. coli i S. aureus wykaza³y, ¿e pomimo wspomniane-
go powy¿ej wspólnego programu aktywacji makro-
fagów, ró¿nice zmian transkyptomu zainfekowanych
odmiennymi patogenami makrofagów s¹ jednak roz-
ró¿nialne. Po fagocytozie S. aureus zanotowano m.in.
spadek ekspresji genów koduj¹cych bia³ka cytoszkie-
letu, za� wzrost negatywnych regulatorów genów
zwi¹zanych z przekazem sygna³u przez bia³ka G [44].
Podobne obserwacje poczyniono w przypadku ekspo-
zycji neutrofili na ró¿norodne patogeny, przy czym
zanotowano tylko nieliczne zale¿ne od typu patogenu,
swoiste zmiany ekspresji genów [8]. Analogiczn¹ za-
le¿no�æ stwierdzono in vivo na mysim modelu posocz-
nicy indukowanej S. aureus i E. coli, gdzie z po�ród
6 144 oznaczanych genów znaleziono znacz¹ce ró¿nice
w poziomie ekspresji jedynie w przypadku 17 genów
[61]. Natomiast w badanych próbkach klinicznych po-
branych od pacjentów z posocznic¹ wywo³an¹ pato-
genami Gram-dodatnimi i Gram-ujemnymi nie stwier-
dzono zmian [55].

Chocia¿ rola receptorów TLR jest w procesie re-
gulacji transkrypcji genów gospodarza niepodwa¿al-
na, to dane literaturowe wskazuj¹ na alternatywn¹ dro-
gê przekazu sygna³u [8, 44]. Zosta³o to wykazane na
przyk³adzie wewn¹trzkomórkowego patogenu � Bor-
detella pertussis. Boldrick i wsp. udowodnili znaczn¹
ró¿nicê w profilu ekspresji genów ludzkich jednoj¹-
drzastych komórek krwi po fagocytozie ¿ywych i mar-
twych bakterii [8]. Szybka i wysoka indukcja ekspresji
genów koduj¹cych: TNF", MIP1$, IL-1", IL-1$ zo-
sta³a zahamowana w komórkach fagocytuj¹cych ¿ywe
bakterie, w przeciwieñstwie do komórek ze sfagocy-
towanymi martwymi bakteriami, w których wysoka
ekspresja wymienionych genów zosta³a podtrzymana.
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Wynik ten wskazuje na zdolno�æ ¿ywych patogenów
do zahamowania produkcji bia³ek maj¹cych dzia³anie
antybakteryjne. Udzia³ w alternatywnej do TLR dro-
dze oddzia³ywania na komórki gospodarza mog³yby
mieæ bia³ka z rodziny NOD (nucleotide-binding oligo-
merization domain) bêd¹ce wewn¹trzkomórkowymi
receptorami dla molekularnych wzorców zwi¹zanych
z patogenami (PAMPs � ang. pathogen associated
molecular patterns) [29]. W wewn¹trzkomórkowym
rozpoznaniu gronkowca postuluje siê udzia³ Nod2
wi¹¿¹cego dipeptyd muramylowy [17].

Badanie zmian ekspresji genów komórek gospoda-
rza pod wp³ywem sfagocytowanych bakterii pozwala
wyja�niæ szereg obserwowanych zjawisk klinicznych
zwi¹zanych z aktywno�ci¹ tych komórek, jak cho-
cia¿by tendencje do wywo³ywania ostrych b¹d� chro-
nicznych infekcji. Innym przyk³adem jest gwa³towna
indukcja apoptozy w neutrofilach pod wp³ywem sfago-
cytowanego S. aureus, t³umaczona wzrostem ekspre-
sji genów bezpo�rednio zaanga¿owanych w inicjacjê
i egzekucjê procesu apoptozy, takich jak np.: TNF",
czy TNFSF10 [33].

5. Podsumowanie

Pomimo prowadzonych w ostatnich latach, zakro-
jonych na szerok¹ skalê badañ nad etiologi¹ zaka¿eñ
S. aureus, gatunek ten pozostaje jednym z najgro�niej-
szych patogenów organizmu cz³owieka. Gronkowiec
z³ocisty rezyduj¹cy wewn¹trz komórek gospodarza,
mo¿e siê przyczyniaæ do powtarzaj¹cych siê gronkow-
cowych nie¿ytów nosa, czy nawrotu infekcji po tera-
pii antybiotykowej [11, 36]. Co wiêcej, obecnie notuje
siê dramatycznie rosn¹c¹ ilo�æ szczepów gronkowco-
wych opornych na znane i powszechnie stosowane an-
tybiotyki. Obok metycylinoopornych (MRSA � methi-
cilin-resistant S. aureus), czy niewra¿liwych na gliko-
peptydy (GISA � glycopeptide-intermediate S. aureus)
zanotowano równie¿ pojawienie siê szczepów opor-
nych na wankomycynê (VRSA � vancomycin-resistant
S. aureus) [27, 62]. W zwi¹zku z powy¿szym zagad-
nienie prze¿ywania S. aureus wewn¹trz komórek go-
spodarza, jest obecnie intensywnie badane, a prowa-
dzone badania koncentruj¹ siê przede wszystkim
wokó³ wp³ywu leków i potencjalnych terapeutycznych
zwi¹zków na wewn¹trzkomórkow¹ proliferacjê tych
bakterii [4, 46, 51].

Na zakoñczenie nale¿y wspomnieæ, ¿e wiele do-
niesieñ dotycz¹cych wewn¹trzkomórkowego prze¿y-
wania gronkowca koncentruje siê na fenotypie SCVs
(small-colony variants) � wolno rosn¹cej subpopula-
cji S. aureus, o obni¿onej aktywno�ci metabolicznej
opornej na dzia³anie antybiotyków powoduj¹cej prze-
wlek³e i nawracaj¹ce infekcje [59].

Zwa¿ywszy, na wci¹¿ niebezpieczne, nawracaj¹ce
siê infekcje oraz pojawiaj¹ce siê zmutowane szczepy
bakterii, poznanie mechanizmu wewn¹trzkomórkowe-
go prze¿ywania gronkowca z³ocistego w komórkach
uk³adu immunologicznego, wydaje siê byæ istotnym
krokiem do stworzenia w pe³ni skutecznej terapii prze-
ciwgronkowcowej.
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1. Wprowadzenie

Choroba Le�niowskiego-Crohna (ChL-C) oraz co-
litis ulcerosa (CU) zwana wrzodziej¹cym zapaleniem
jelita grubego (WZJG) s¹ uwa¿ane ostatnio za dwie
postacie jednego schorzenia, okre�lanego wspólnym
mianem nieswoistych chorób zapalnych jelit (NChZJ),
po angielsku Inflammatory Bowel Disease � (IBD).

Choroba Le�niowskiego-Crohna to przewlek³e, nie-
swoiste zapalenie �ciany przewodu pokarmowego.
Mo¿e dotyczyæ ka¿dej czê�ci przewodu pokarmowego,
od jamy ustnej (np. owrzodzenie jêzyka) do odbytu.

U pacjentów z colitis ulcerosa obserwuje siê obja-
wy ogólne � chudniêcie, os³abienie, stany gor¹czkowe.
Charakterystycznymi objawami tego stanu zapalnego
s¹ lu�ne stolce, które pocz¹tkowo mog¹ zawieraæ nie-
wielk¹ domieszkê krwi, ale przy intensywnym nasile-
niu choroby w stolcu mo¿e byæ widoczny wrêcz sam
�luz z krwi¹. Przy tego rodzaju biegunkach najczê�ciej
dochodzi do utraty masy cia³a, gor¹czki oraz ogólnego
os³abienia organizmu. Choroba przebiega najczê�ciej
w postaci lekkich, �rednio ciê¿kich lub ciê¿kich rzu-
tów przedzielonych okresami remisji.

Dane epidemiologiczne wskazuj¹, ¿e w krajach
uprzemys³owionych o wysokim dochodzie przypada-
j¹cym na jednego mieszkañca odnotowuje siê w ostat-
nich 30 latach niepokoj¹cy wzrost przypadków obu
postaci IBD. Dotyczy to np. krajów skandynawskich,
Anglii, oraz krajów Ameryki Pó³nocnej: Kanady i Sta-
nów Zjednoczonych, w których odnotowuje siê �redni¹

zapadalno�æ na WZJG w wysoko�ci 20 przypadków/
100 tysiêcy, za� na chorobê Le�niowskiego-Crohna
5�7 przypadków/100 tysiêcy [23].

W Polsce, w oparciu o badania retrospektywne
przeprowadzone na terenach po³udniowo-wschodnich,
zaobserwowano obni¿enie wieku wyst¹pienia obja-
wów IBD u dzieci. Odnotowano te¿ wzrost chorobo-
wo�ci IBD z poziomu 0.65/100 000 dzieci w latach
1992�96 do 1.14/100 000 w latach 1996�2000. Tak
szybki wzrost chorobowo�ci mo¿e budziæ szczególny
niepokój ze wzglêdu na ciê¿kie rokowania i kosz-
towne leczenie.

2. Etiologia i patogeneza IBD

Przebieg IBD cechuje siê samoistnymi remisjami
i nawrotami, których przyczyna pozostaje nadal nie do
koñca wyja�niona. Na podstawie licznych obserwacji
klinicznych, a tak¿e w oparciu o badania prowadzone
na zwierzêcych modelach IBD, stawiana jest spójna
hipoteza, ¿e do rozwoju przewlek³ego zapalenia jelit
dochodzi w momencie wspó³istnienia trzech czyn-
ników to jest:

● predyspozycji genetycznych pacjenta,
● zaburzeñ funkcjonowania uk³adu odporno�cio-

wego (w tym przerwania bariery �luzówkowej),
● oddzia³ywania szeregu czynników �rodowisko-

wych (w tym mikroflory przewodu pokarmo-
wego [6].
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streptococci as well lactic acid bacteria. In the intestinal content, there was a significant rise in the number of gram negative rods as
well enterococci and streptococci. Using the G"i2 IBD animal model we were able to demonstrate a correlation between the increasing
inflammatory state verified in the intestinal mucosal biopsies by means of histopathological methods and the growing number of
bacteria adhering to the mucosa, especially gram negative rods, streptococci, enterococci and lactobacilli

1. Introduction. 2. Etiology and pathogenesis of IBD. 3. Animal models of IBD. 4. Self research results. 5. Discussion

S³owa kluczowe: Escherichia coli, Lactobacillus, model zwierzêcy, przewlek³e stany zapalne jelit
Key words: Escherichia coli, Lactobacillus, animals models, inflammatory bowel disease (IBD)



402 MAGDALENA STRUS, ELIZABETH HULTGREN HORNQUIST, LENA OHMAN, PIOTR B. HECZKO

P o d ³ o ¿ e  g e n e t y c z n e. Za istotn¹ rol¹ ge-
netycznego pod³o¿a nieswoistych zapaleñ jelit prze-
mawia fakt, ¿e w tej samej rodzinie mog¹ wystêpowaæ
zarówno przypadki choroby Le�niowskiego-Crohna,
jak i colitis ulcerosa [25]. Ponadto wiadomo, ¿e ry-
zyko zachorowania na colitis ulcerosa jest 10-krot-
nie wy¿sze u cz³onków rodzin chorych na tê choro-
bê ni¿ w pozosta³ej populacji. Tak wiêc zak³ada siê,
¿e do rozwoju IBD dochodzi tylko u osób predys-
ponowanych genetycznie. W ostatnich latach ustalo-
no po³o¿enie kilku genów zwi¹zanych z podatno�-
ci¹ na tê chorobê w obrêbie chromosomów 1, 5, 6,
12, 14, 16, 19 [1].

Z a b u r z e n i a  f u n k c j o n o w a n i a  k o m ó r e k
u k ³ a d u  i m m u n o l o g i c z n e g o. Zaburzenia pra-
wid³owego funkcjonowania komórek uk³adu immuno-
logicznego s¹ bez w¹tpienia jednym z podstawowych
elementów odpowiedzialnych za pojawienie siê obu
postaci IBD. Podejrzewa siê, ¿e do rozwoju procesu
zapalnego dochodzi w momencie, gdy zaburzeniu ule-
ga jeden z dwóch kierunków interakcji pomiêdzy
komórkami nab³onkowymi a komórkami uk³adu im-
munologicznego wystêpuj¹cymi w warstwie pod�cielis-
kowej (tzw. lamina propria). W pierwszym przypadku
przypuszcza siê, ¿e proces zapalny rozpoczyna siê od
warstwy pod�cieliskowej, w której pobudzone komór-
ki uk³adu immunologicznego bezpo�rednio wp³ywaj¹
na zmianê funkcji oraz procesy podzia³owe komórek
nab³onkowych. W drugim zak³ada siê, ¿e najpierw do-
chodzi do przerwania bariery �luzówkowej i do zabu-
rzenia funkcji przepuszczalno�ci nab³onka jelitowego,
co w konsekwencji prowadzi do swobodnego przep³y-
wu znacznej liczby ró¿nych antygenów ze �wiat³a je-
lita do lamina propria [18, 19].

B a r i e r a  � l u z ó w k o w a. Prawid³owe wydzie-
lanie odpowiedniej jako�ci �luzu na poszczególnych
piêtrach przewodu pokarmowego odgrywa bardzo
wa¿n¹ rolê w zachowaniu tzw. bariery �luzówkowej,
która chroni komórki gospodarza przed dzia³aniem wie-
lu czynników �rodowiskowych, w tym chorobotwór-
czych patogenów przewodu pokarmowego. W oparciu
o liczne badania, prowadzone zarówno na nowotwo-
rowych liniach tkankowych, jak i na modelach zwie-
rzêcych udowodniono, i¿ bariera �luzówkowa general-
nie zatrzymuje penetracjê wiêkszo�ci drobnoustrojów
chorobotwórczych, w tym enteropatogennych szcze-
pów Escherichia coli, rotawirusów, czy Entamoeba
histolytica [4, 15, 26]. Nawet w przypadku Helicobac-
ter pylori K a m i s a g o  udowodni³ w badaniach in
vitro wyra�ny spadek adherencji klinicznych izolatów
H. pylori do nowotworowej linii komórek ¿o³¹dkowych
pokrytej uprzednio wypreparowanym �luzem [11].
U pacjentów, u których stwierdzono rozwój ChL-C lub
WZJG zaznaczaj¹ siê wyra�ne zmiany w budowie fizy-
ko-chemicznej i konsystencji �luzu, a przede wszyst-

kim grubo�ci bariery �luzówkowej. Ponadto, u tych
pacjentów odnotowuje siê wzrost aktywno�ci enzymów
degraduj¹cych �luz, tzw. mucynaz, których pochodze-
nie nie jest jeszcze do koñca wyja�nione. Wiêkszo�æ
autorów uwa¿a, ¿e s¹ one pochodzenia bakteryjnego,
a ich wzrost spowodowany jest liczbowym zwiêksze-
niem siê ca³kowitej populacji bakterii przywartych do
nab³onka jelita grubego [8].

O d d z i a ³ y w a n i e  c z y n n i k ó w  � r o d o w i s -
k o w y c h. W�ród czynników �rodowiskowych, mo-
g¹cych uczestniczyæ w uruchamianiu procesu zapal-
nego wymienia siê, oprócz pewnych antygenów po-
karmowych, przede wszystkim bakterie wchodz¹ce
w sk³ad flory komensalnej, stale kolonizuj¹ce ludzki
przewód pokarmowy.

Analizuj¹c wp³yw mikroflory na rozwój i przebieg
zarówno ChL-C, jak i CU pocz¹tkowo s¹dzono, ¿e uda
siê wyizolowaæ pojedynczy czynnik etiologiczny bez-
po�rednio odpowiedzialny za rozwój IBD. Pod uwagê
brano pa³eczki Gram-ujemne, takie jak: Salmonella,
Shigella, Campylobacter i o Listeria monocytogenes.
Szczególn¹ rolê przypisywano atypowym pr¹tkom
z rodzaju Mycobacterium z uwagi na wystêpowanie
u pacjentów z ostrymi objawem choroby Le�niowskie-
go-Crohna ziarniny przypominaj¹cej ziarninê gru�licz¹.

Chlamydia Shigella

Pseudomonas maltophilia Ró¿ne wirusy RNA

Mycobacterium paratuberculosis Escherichia coli

Reowirusy Salmonella

Paramyksowirusy Yersinia sp.

Listeria monocytogenes Campylobacter jejuni

T a b e l a  I
Wybrane czynniki etiologiczne podejrzewane o udzia³

w patogenezie choroby Le�niowskiego-Crohna i wrzodziej¹cego
zapalenia jelita grubego

Choroba Le�niowskiego-Crohna Colitis ulcerosa

Nigdy jednak nie uda³o siê wykryæ u chorych wy-
mienionych bakterii w wyra�nie zwiêkszonych popu-
lacjach. Powszechne wprowadzenie do badañ zwierzê-
cych modeli IBD oraz oparcie siê na nowoczesnych
metodach molekularnych doprowadzi³o do zmiany
samej koncepcji udzia³u bakterii w IBD, a mianowi-
cie pojawi³y siê doniesienia mówi¹ce o istotnym zna-
czeniu ca³ej mikroflory jelita grubego, a nie jedynie
pojedynczego czynnika etiologicznego [9, 14]. Tak
wiêc, przez kilka ostatnich lat w pracach po�wiêco-
nych tym zagadnieniom obserwuje siê nowy kierunek
badawczy. Analizuje siê g³ównie jako�ciowe i ilo�-
ciowe zmiany zachodz¹ce we florze bakteryjnej, za-
równo tre�ci jelitowej, jak i zmienionych procesem
zapalnym wycinków jelita, pobranych od pacjentów
z ChL-C, jak i WZJG.
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3. Zwierzêce modele IBD

Na prze³omie lat 70, dziêki opracowaniu przez ge-
netyków modeli zwierzêcych dla niektórych jednostek
chorobowych, w tym IBD, zanotowano istotny postêp
w zbieraniu i analizowaniu podstawowych informacji.
Pozwalaj¹ one na �ledzenie przebiegu tej choroby
wraz z ocen¹ narastania zmian chorobowych powsta-
j¹cych w wyniku zaburzeñ mechanizmów funkcjono-
wania organizmu w warunkach in vivo.

Dobrze scharakteryzowanym pod wzglêdem gene-
tycznym i funkcjonalnym modelem IBD jest mysi mo-
del G"i2. U tych zwierz¹t, na skutek celowanej mutacji
w zakresie genu koduj¹cego bia³ko G, dochodzi do
dysfunkcji limfocytów T. Bia³ka G stanowi¹ rodzinê
heterotrimerów bia³kowych zawieraj¹cych podjednost-
ki ", $ i ), które dziêki interakcjom z ró¿nymi recepto-
rami, uczestnicz¹ w transdukcji sygna³ów miêdzyko-
mórkowych [5]. U myszy homozygotycznych rozwija
siê w ci¹gu kilku do kilkunastu tygodni od urodzenia
proces zapalny jelita przypominaj¹cy bardzo ludzk¹
postaæ colitis ulcerosa [20].

Dziêki zastosowaniu metody hodowli zwierz¹t w wa-
runkach ja³owych (zwierzêta germ-free lub gnotobio-
tyczne) wykazano, ¿e obecno�æ bakterii zasiedlaj¹cych
jelito jest niezbêdna do wywo³ania zmian zapalnych.
Zaobserwowano, ¿e zwierzêta genetycznie predyspo-
nowane do IBD nie mia³y zapalenia, je�li by³y poz-
bawione mikroorganizmów, natomiast przywrócenie
mikroflory jelita powodowa³o wyst¹pienie zapalenia.
Wprowadzenie mo¿liwo�ci hodowli gryzoni w warun-
kach ograniczonego dop³ywu bakterii z zewn¹trz, czyli
w tzw. warunkach specific pathogen free (SPF) oraz
skolonizowanie takich zwierz¹t za pomoc¹ sztucznie
przygotowanych przez cz³owieka mieszanin wybranych
gatunków bakterii, tzw. flor¹ Schaedlera, pozwoli³o na
potwierdzenie hipotezy, ¿e sta³a mikroflora jelita jest
niezbêdnym, ale i wystarczaj¹cym czynnikiem powo-
duj¹cym powstawanie zmian zapalnych jelita [21].

W Katedrze Mikrobiologii UJCM w Krakowie od
2000 roku prowadzone s¹ intensywne badania nad
udzia³em wybranych rodzajów i gatunków bakterii,
wchodz¹cych w sk³ad komensalnej flory przewodu
pokarmowego w podtrzymywaniu przewlek³ego stanu
zapalnego jelit. Badania prowadzono na mysim mo-
delu IBD tj. G"i2 w ramach grantu Unii Europejskiej
� QLGI-1999-00050 zatytu³owanego: �Badania nad
udzia³em flory jelitowej w patogenezie przewlek³ych
zapaleñ jelit w oparciu o modele zwierzêce�.

4. Badania w³asne
4.1. Materia³ i metody

Myszy G"i2 przebywa³y w warunkach SPF (Speci-
fic Pathogen Free) w zwierzêtarni Instytutu Klinicznej
Immunologii i Patologii Uniwersytetu w Goeteborgu.

W tym modelu IBD do manifestacji objawów klinicz-
nych dochodzi³o samoistnie, tylko u osobników homo-
zygotycznych, w kilka do kilkunastu tygodni po uro-
dzeniu. Do badania w³¹czono 56 homozygotycznych
myszy, które co tydzieñ by³y parami usypiane i u�mier-
cane, a nastêpnie poddawane sekcji i badaniom histo-
patologicznym. W ten sposób otrzymano materia³y za-
równo od zwierz¹t z pocz¹tkowymi stadiami rozwoju
zapalenia jelit, jak i z pe³nymi objawami IBD tj. krwawej
biegunki, spadku masy cia³a, braku ³aknienia. Kontrolê
stanowi³o 14 myszy heterozygotycznych, u których nie
dosz³o do rozwoju stanu zapalnego jelit. U myszy G"i2
przeprowadzono na fragmentach tkanek ocenê histopa-
tologiczn¹ (przeanalizowano przerost nab³onka, utratê
komórek kubkowych oraz naciek zapalny w b³onie
podstawowej) [2]. U kilku wybranych myszy G"i2
(z objawami i bez objawów IBD) dodatkowo analizo-
wano na przekroju poprzecznym jelita grubo�æ warstwy
�luzowej stosuj¹c do tego celu fluorescencyjny barw-
nik b³êkit Alcianu [3]. Badania na zwierzêtach uzy-
ska³y zgodê lokalnych komisji bioetycznych.

4.2. Badania mikrobiologiczne

Celem wykonania badañ mikrobiologicznych w my-
sim modelu IBD pobierano odcinek przewodu po-
karmowego od wpustu ¿o³¹dka do dystalnej czê�ci
prostnicy (przed fragmentem wyciêtym do badania
histopatologicznego). Z obu koñców odcinek ten by³
podwi¹zywany ja³owymi niæmi chirurgicznymi, a ca-
³o�æ natychmiast umieszczana w ja³owym pojemniku
zawieraj¹cym 50 ml p³ynnego pod³o¿a Schaedlera
(SAB, Difco, USA) z 10% glicerolem. Pobrany ma-
teria³ zamra¿ano do temperatury �80°C, a nastêpnie
w g³êbokim zamro¿eniu transportowano do Zak³adu
Bakteriologii Collegium Medicum. Po dostarczeniu,
próbki by³y delikatnie rozmra¿ane, nastêpnie z dystal-
nej czê�ci jelita grubego na wysoko�ci 3 cm od odbytu
pobierano fragment d³ugo�ci 1 cm, z którego usuwano
jego tre�æ, przenosz¹c j¹ do wytarowanej probówki
zawieraj¹cej 10 ml bulionu Schaedlera, a nastêpnie
ca³o�æ wa¿ono. Odcinek jelita dok³adnie przep³ukiwa-
no w 10 ml PBS w celu usuniêcia pozosta³o�ci flory
planktonowej, umieszczano w wytarowanej probów-
ce zawieraj¹cej 1 ml bulionu Schaedlera i równie¿
wa¿ono. Zarówno tre�æ jelitow¹, jak i tkankê jelita
bardzo starannie rozdrabniano za pomoc¹ szklane-
go mo�dzierza. Powy¿sze czynno�ci przeprowadzano
w warunkach ja³owych w komorze przeznaczonej
do hodowli w warunkach beztlenowych (MACS-MG
500 Work Station, DW Scientific, UK) w atmosferze
N2 (85%), H2 (10%) i CO2 (5%). Z tak przygo-
towanych materia³ów wykonywano rozcieñczenia
dziesiêtne w probówkach zawieraj¹cych po 1 ml bu-
lionu Schaedlera, a nastêpnie z ka¿dego rozcieñcze-
nia wysiewano po 100 ml badanego materia³u na
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odpowiednie, sta³e pod³o¿a wzrostowe. Zestaw pod-
³ó¿ podano w tabeli 2.

P³ytki umieszczano w odpowiednich warunkach
inkubacji tj. tlenowych lub beztlenowych, przy czym
inkubacjê beztlenow¹ przeprowadzano w komorze
MACS-MG 500 Work Station, DW. Ró¿nice liczeb-
no�ci populacji poszczególnych grup bakterii dla my-
szy G"i2 z objawami i bez objawów IBD oceniano
statystycznie za pomoc¹ testu Manna-Whitneya, wyko-
rzystuj¹c program statystyczny � Statistica (StatSoft
Inc. USA).

4.3. Wyniki badañ w³asych

Po przeanalizowaniu zmian zachodz¹cych w mikro-
florze jelita grubego u myszy G"i2, pod wp³ywem IBD,
wyci¹gniêto nastêpuj¹ce wnioski:
1. W mysim modelu G"i2, w materia³ach z tkanek je-

litowych pobranych od chorych myszy, wyst¹pi³a

znamiennie wy¿sza, globalna liczba bakterii, ale
równie¿ liczby pa³eczek Gram-ujemne, paciorkow-
ców z rodzajów Enterococcus i Streptococcus oraz
bakterii z rodzaju Lactobacillus. W materia³ach po-
chodz¹cych z tre�ci jelitowej odnotowano jedynie
wy¿sz¹ liczbê pa³eczek Gram-ujemnych oraz pa-
ciorkowców Enterococcus i Streptococcus..

2. Na przekroju poprzecznym jelita grubego chorych
myszy zaobserwowano zanik warstwy �luzowej na
powierzchni nab³onka jelitowego oraz przemiesz-
czenie siê flory bakteryjnej ze �wiat³a jelita w kie-
runku nab³onka.

5. Dyskusja

Zastosowanie zwierzêcych modeli przewlek³ych
stanów zapalnych jelit oraz skolonizowanie ich za
pomoc¹ sztucznie przygotowanych przez cz³owieka
mieszanin wybranych gatunków bakterii tzw. flor¹

McConkey Agar (Oxoid) Enterobacteriaceae 24

Columbia Agar (Difco) z 5%krwi¹ barani¹ Staphylococcus, Streptococcus 24

Enterococcosel Agar (BBL) Enterococcus 24

MRS Agar (Oxoid) Lactobacillus 24�48

Columbia Agar (Difco) z 5% krwi¹ barani¹ i witamin¹ K Bacteroides oraz inne nie sporuj¹ce beztlenowce 48�72

Reinforced Clostridia Agar (Oxoid) Clostridium 48

Columbia Agar z selektywnym suplementem (Oxoid) Helicobacter, Campylobacter 72�96

Sabouraud Agar (bioMerieux) Grzyby 24

T a b e l a  I I
Wykaz pod³o¿y stosowanych do hodowli materia³u pochodz¹cych z przewodu pokarmowego

Pod³o¿a przeznaczone do hodowli flory tlenowej
i beztlenowej

Izolowane rodzaje bakterii
i grzybów

Czas inkubacji
w godz.

Globalna liczba bakterii 2,02×107 7,33×109 p=0,0264

Pa³eczki Gram-ujemne 2×103 6.7×106 p<0.000065

Enterococcus i Streptococcus 2×105 2×107 p<0.000001

Staphylococcus 1×104 6×104 ns (p>0,05)

Lactobacillus 2×107 7,3×109 p<0.000007

Bakterie beztlenowe 1×103 1×103 ns (p>0,05)

Tre�æ jelitowa Tre�æ jelitowa

Globalna liczba bakterii 1,01×109 2,18×109 ns (p>0,05)

Pa³eczki Gram-ujemne 8×104 5×107 p<0.008

Enterococcus i Streptococcus 7×106 2.3×108 p<0.005

Staphylococcus 1.3×106 1×106 ns (p>0,05)

T a b e l a  I I I
Porównanie liczebno�ci populacji poszczególnych grup bakterii (c.f.u/gram) wyizolowanych z tkanki

jelita oraz tre�ci jelitowej zdrowych i chorych myszy G"i2

ns � brak istotno�ci

Grupy bakterii

Liczba bakterii [c.f.u/gram]
wyizolowana u zdrowych

myszy G"i2
n = 14

Tkanka jelitowa

Liczba bakterii [c.f.u/gram]
wyizolowana u chorych

myszy G"i2.
n = 56

Tkanka jelitowa

Znamienno�æ
statystyczna
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Schaedlera, pozwoli³o na potwierdzenie hipotezy, ¿e
sta³a mikroflora jelita jest niezbêdnym czynnikiem po-
woduj¹cym powstawanie zmian zapalnych w IBD [17].

W mysim modelu IBD- G"i2, pomimo, ¿e sk³ad
jako�ciowy bakterii by³ niemal¿e identyczny, dosz³o
do rozwoju stanu zapalnego. �wiadczyæ to mo¿e o
mniejszym znaczeniu poszczególnych rodzajów czy
gatunków bakterii w porównaniu z ca³¹ flor¹ w roz-
woju IBD. Nie wyklucza to ich nierównego udzia³u w
tym procesie, co mo¿e przejawiaæ siê np. przyrostem
liczbowym jednych populacji bakterii wzglêdem dru-
gich. W badaniach ilo�ciowych stwierdzono znamien-
ny przyrost liczby bakterii z rodzaju Lactobacillus za-
adherowanych do powierzchni nab³onka jelit u myszy
z rozwiniêtym stanem zapalnym jelit w porównaniu z
myszami zdrowymi.

Bakterie z rodzaju Lactobacillus stanowi¹ jeden
z dominuj¹cych sk³adników flory przewodu pokarmo-
wego gryzoni i tak np. w jelicie grubym liczebno�æ tej
populacji mo¿e wynosiæ 1×107 � 1×108 c.f.u/gram
[22]. Na podstawie uzyskanych wyników wykazano
wyra�ny wzrost populacji Lactobacillus w chorej
tkance jelita grubego, przekraczaj¹cy �rednie warto�ci
podane przez grupê T a n n o c k a  prawie o 2 log.
Mo¿na siê zastanawiaæ, dlaczego w³a�nie ta grupa
bakterii, zaliczana do niechorobotwórczych rodzajów
bakterii nale¿¹cych do flory jelita gryzoni, zwiêksza
istotnie swoj¹ populacjê w chorych tkankach. Dzieje
siê tak prawdopodobnie dziêki wytworzeniu na po-
wierzchni komórki pewnych mechanizmów (np. pro-
dukcji egzopolisacharydu), które u³atwiaj¹ adherencjê
tych bakterii do ods³oniêtego nab³onka jelita gospoda-
rza. Jako bakterie stale kolonizuj¹ce jelito gryzoni,
bakterie z rodzaju Lactobacillus podlegaj¹ w stanie
zdrowia tolerancji immunologicznej, pozwalaj¹cej za
�zgod¹� gospodarza na przemieszczanie siê bakterii
w kierunku nab³onka celem zajmowania wolnych re-
ceptorów na jego powierzchni. Tym samym, zmniej-
sza siê zdolno�æ do adherencji pozosta³ych, bardziej
chorobotwórczych sk³adników flory jelita lub zdefi-
niowanych patogenów. Oprócz takiego blokowania
receptorów, bakterie z rodzaju Lactobacillus s¹ w sta-
nie selektywnie hamowaæ namna¿anie siê niektórych
innych sk³adników flory, bowiem wiêkszo�æ szczepów
Lactobacillus produkuje swoiste peptydy antybakt-
eryjne, zwane dawniej bakteriocynami, a obecnie lan-
tybiotykami [24].

Analizuj¹c pozosta³e zmiany liczbowe, zachodz¹-
ce w populacjach bakterii w badanych mysich mode-
lach IBD, wykazano u chorych myszy G"i2 istotny
wzrost liczby pa³eczek Gram-ujemnych, w szczegól-
no�ci E. coli, zarówno w tkance, jak i w tre�ci jeli-
towej. Mo¿na wiêc zak³adaæ, ¿e tocz¹cy siê proces
zapalny by³ bezpo�rednio zwi¹zany ze wzrostem po-
pulacji E. coli, musia³y zatem wyst¹piæ dodatkowe

czynniki, które regulowa³y t¹ populacjê bakterii.
W trakcie zaostrzenia siê stanu zapalnego jelit, obser-
wuje siê m.in. pojawienie siê krwi w tre�ci jelitowej,
co mo¿e bezpo�rednio prowadziæ do uwolnienia siê
znacznej ilo�ci jonów ¿elaza. W zdrowym organizmie
gospodarza stê¿enia wolnych jonów ¿elaza s¹ bardzo
niskie i wynosz¹ poni¿ej 10�18 M. Utrzymywanie tak
niskiego stê¿enia tych jonów w przestrzeniach poza-
komórkowych jest mo¿liwe dziêki silnemu ich wi¹-
zaniu przez bia³ka gospodarza, takie jak transferyna
i laktoferyna [7, 13]. Mo¿na jednak przypuszczaæ, ¿e
w trakcie przewlek³ego stanu zapalnego jelit mechaniz-
my te zawodz¹, w wyniku czego mo¿e dochodziæ do
znacznego, niekontrolowanego uwalniania siê du¿ej
liczby cz¹steczek hemoglobiny, potem hemu, a nastêp-
nie jonów ¿elaza, które s¹ natychmiast wy³apywane
przez siderofory produkowane przez E. coli [10, 12].
Wzrost stê¿enia wolnych jonów ¿elaza, a tak¿e innych
substancji od¿ywczych, w tym równie¿ zwiêkszone
stê¿enie tlenu w przewodzie pokarmowym chorych
myszy wp³ywa prawdopodobnie na wzrost populacji
tego gatunku bakterii [16]. Tak wiêc, wzrost populacji
pa³eczek E.coli, a nie ich wyj¹tkowa wirulencja, mo¿e
byæ ju¿ wystarczaj¹cym czynnikiem reguluj¹cym pod-
trzymywanie procesu zapalnego jelit.
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1. Wprowadzenie

Wprowadzenie metod biologii molekularnej zrewo-
lucjonizowa³o diagnostykê chorób zaka�nych, w tym
zaka¿eñ wirusowych. Wraz z pojawieniem siê nowych
patogennych wirusów oraz postêpem w terapii prze-
ciwwirusowej wzrasta potrzeba szybkiej i precyzyjnej
diagnostyki wirusologicznej. Techniki oparte na ho-
dowli wirusów s¹ czasoch³onne, nios¹ ze sob¹ ryzyko
zaka¿enia pracowników laboratorium, poza tym nie
wszystkie wirusy mog¹ siê namna¿aæ w hodowlach
komórkowych. Testy serologiczne wykrywaj¹ce swo-
iste przeciwcia³a pozwalaj¹ na �po�redni� pomiar ak-
tywno�ci zaka¿enia wirusowego, lecz w du¿ym stopniu
zale¿¹ od stanu uk³adu immunologicznego pacjenta.
St¹d te¿, metody oparte na bezpo�redniej detekcji wiru-
sowego kwasu nukleinowego niejednokrotnie stanowi¹
�z³oty standard� w diagnostyce szerokiego spektrum
zaka¿eñ wirusowych, umo¿liwiaj¹c wykrycie wirusów
przed wyst¹pieniem objawów klinicznych zaka¿enia.

W metodach molekularnych wykorzystuje siê am-
plifikacjê kwasów nukleinowych lub wzmocnienie
sygna³u detekcji. Obok reakcji ³añcuchowej polimera-
zy (PCR), metodami z pierwszej grupy powszechnie
wykorzystywanymi w diagnostyce wirusologicznej s¹
NASBA i TMA. Poza tym czêsto wykorzystuje siê
techniki oparte na zwielokrotnieniu sygna³u tj. bDNA,

czy �hybrid capture�. Powy¿sze metody dostêpne s¹
jako komercyjne zestawy diagnostyczne, a czê�æ z nich
posiada akceptacjê FDA (Food and Drug Administra-
tion). Poza testami komercyjnymi w diagnostyce nie-
których, istotnych pod wzglêdem klinicznym zaka¿eñ
wirusowych, wykorzystuje siê równie¿ tzw. metody
�in-house� (opracowane w konkretnym laboratorium
dla jego potrzeb).

Molekularna diagnostyka zaka¿eñ wirusowych spro-
wadza siê do oznaczeñ jako�ciowych, ilo�ciowych,
genotypowania (w tym wykrywania mutacji determi-
nuj¹cych oporno�æ na leki). Oznaczenie jako�ciowe
pozwala na stwierdzenie obecno�ci lub braku materia³u
genetycznego wirusa w danym materiale klinicznym
i jest markerem zaka¿enia szczególnie istotnym w sy-
tuacjach, gdy potrzebne jest potwierdzenie zaka¿enia
(np.: wykrycie materia³u genetycznego wirusa w p³ynie
mózgowo-rdzeniowym � HSV, CMV, HIV, lub owo-
dniowym � HIV, B19, CMV) lub gdy oznaczenia se-
rologiczne nie daj¹ jednoznacznej odpowiedzi (�okno
serologiczne�, obecno�æ przeciwcia³ matki u dziecka,
pacjent w immunosupresji) [1]. W wielu sytuacjach
klinicznych oznaczenia jako�ciowe s¹ niewystarcza-
j¹ce, a priorytetem jest pytanie o poziom wiremii. Ilo�-
ciowe oznaczenie kwasu nukleinowego wirusa (np.
HIV, HBV, HCV, CMV, EBV) czêsto jest wykorzysty-
wane jako wska�nik prognostyczny przebiegu choroby,

NOWE MO¯LIWO�CI WYKRYWANIA
I MONITOROWANIA ZAKA¯EÑ WIRUSOWYCH

Skrót wyk³adu przedstawionego na XXVI Zje�dzie Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów
w Szczecinie w dniach 4�7 wrze�nia 2008 r.

Beata Kasztelewicz1, Katarzyna Dzier¿anowska-Fangrat1,2*

1 Zak³ad Mikrobiologii i Immunologii, Instytut-Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka
Aleja Dzieci Polskich 20, 04-730 Warszawa, tel. (22) 815 71 64

2 Instytut Pielêgniarstwa i Po³o¿nictwa, Uniwersytetu Rzeszowskiego, Rzeszów
* Autor korespondencyjny: e-mail: fangrat@supermedia.pl

1. Wprowadzenie. 2. Metody oparte na PCR, real-time PCR. 3. Inne metody oparte na amplifikacji kwasów nukleinowych.
3.1. NASBA (nucleic acid sequence-based amplification). 3.2. TMA (transcription-mediated amplification). 4. Metody wykorzystuj¹ce
wzmocnienie sygna³u detekcji. 4.1. Technologia �hybrid capture�. 4.2. Branch-chained DNA (bDNA). 5. Trendy w molekularnej
diagnostyce zaka¿eñ wirusowych. 6. Podsumowanie

New methods for detection and monitoring of viral infections

Abstract: In recent years a number of molecular diagnostic techniques have been developed for the detection of viral genome,
genotyping and measuring of the viral load. The enhanced detection of viruses can be achieved either by amplifying the target
nucleic acid (PCR-based methods, NASBA, TMA) or by amplifying the signal (bDNA, hybrid capture). These molecular methods
are widely used in routine diagnosis and a number of commercial assays is available, which contributes to the improvement in
patient care. Automation and microarrays (DNA chips) hold great promise of improvement in the field of viral diagnostics.

1. Introduction. 2. PCR-based methods, real-time PCR. 3. Other nucleic acid amplification-based techniques. 3.1. NASBA (nucleic acid
sequence-based amplification). 3.2. TMA (transcription-mediated amplification). 4. Signal amplification based methods. 4.1 Hybrid
capture. 4.2. Branch-chained DNA (bDNA). 5. New trends in molecular diagnosis of viral infections. 6. Summary

S³owa kluczowe: bDNA, hybrid capture, NASBA, real-time PCR, TMA
Key words: bDNA, hybrid capture, NASBA, real-time PCR, TMA



408 BEATA KASZTELEWICZ, KATARZYNA DZIER¯ANOWSKA-FANGRAT

w ocenie rokowania (na podstawie pocz¹tkowego po-
ziomu RNA/DNA wirusa) oraz s³u¿y do monitorowa-
nia leczenia przeciwwirusowego. Dodatkowo wagê
oznaczeñ ilo�ciowych potwierdza fakt, ¿e niektóre
wirusy (np.: herpeswirusy) mog¹ przetrwaæ w stanie
latencji po zaka¿eniu pierwotnym i w ten sposób od-
powiadaæ za dodatnie wyniki oznaczeñ jako�ciowych
u osób zdrowych. St¹d te¿, oznaczenie ilo�ci materia³u
genetycznego wirusa jest przydatne w ró¿nicowaniu
miêdzy zaka¿eniem aktywnym a latentnym [1, 5, 43].
Genotypowanie (g³ównie dotyczy wirusów: HCV, HIV,
HBV, HPV, HSV) w oparciu o detekcjê i identyfikacjê
ró¿nic w genomie ró¿nych szczepów/podtypów wirusa
mo¿e stanowiæ marker prognostyczny oraz determino-
waæ strategiê leczenia przeciwwirusowego [5].

2. Metody oparte na PCR, real-time PCR

Metoda PCR w ró¿nych wariantach jest najczê�ciej
stosowan¹ technik¹ biologii molekularnej zarówno
w badaniach naukowych, jak i w diagnostyce. Metody
oparte na tradycyjnej reakcji PCR s¹ powszechnie wy-
korzystywane w komercyjnych zestawach przeznaczo-
nych do wykrywania wirusów DNA i RNA (w tym
ostatnim przypadku stosuje siê RT-PCR, czyli PCR
poprzedzon¹ odwrotn¹ transkrypcj¹), oznaczenia po-
ziomu wiremii oraz w genotypowaniu (tab. I).

Istotnym postêpem w metodach PCR by³o wprowa-
dzenie technologii real-time PCR, która jako narzêdzie
diagnostyczne o du¿ym potencjale, cieszy siê coraz
wiêksz¹ popularno�ci¹. Real-time PCR ³¹czy w sobie
tradycyjn¹ reakcjê PCR z równoczesn¹ detekcj¹ pro-
duktu amplifikacji w czasie rzeczywistym. Technolo-
gia real-time PCR opiera siê na wykryciu i pomiarze
fluorescencji, która wzrasta proporcjonalnie do ilo�ci
produktu PCR. Im wy¿sza pocz¹tkowa ilo�æ kopii se-
kwencji docelowej, tym wcze�niej obserwuje siê istot-
ny wzrost fluorescencji. Kluczow¹ w³a�ciwo�ci¹ tech-
nologii real-time PCR jest mo¿liwo�æ monitorowania
postêpu reakcji w czasie rzeczywistym. Sta³o siê to
mo¿liwe dziêki zastosowaniu odpowiednich substratów
oraz aparatury. Ogólnie, chemia reakcji real-time PCR
opiera siê na barwnikach interkaluj¹cych lub swoistych
sondach znakowanych barwnikami fluorescencyjnymi.

a. Barwniki interkaluj¹ce
SYBRGreen I®, EvaGreen�, BOXTO, LC Green�

dzia³aj¹ podobnie jak bromek etydyny, tj. nieswoi�cie
wbudowuj¹ siê w dwuniciow¹ strukturê DNA i w sta-
nie zwi¹zanym, po wzbudzeniu �wiat³em lasera/lampy
halogenowej emituj¹ fluorescencjê. W miarê jak poli-
meraza wyd³u¿a primery, coraz wiêksza ilo�æ barwnika
wi¹¿e siê z nowo syntetyzowanymi niæmi DNA, w ten
sposób maksymalny poziom fluorescencji osi¹gany

jest na koñcu etapu wyd³u¿ania. Na etapie denaturacji
barwnik jest uwalniany i fluorescencja spada. Poziom
fluorescencji rejestrowany w ka¿dym cyklu reakcji na
koñcu etapu elongacji odzwierciedla ilo�æ powsta-
j¹cego produktu PCR. Zaletami takiego systemu s¹
³atwa walidacja metody oraz niski koszt oznaczenia.
Co wiêcej, w przeciwieñstwie do formatu real-time
PCR opartego na swoistych sondach, mutacje w obrê-
bie amplifikowanej sekwencji nie wp³ywaj¹ na inten-
sywno�æ sygna³u oraz jego ilo�æ. Ma to szczególne
znaczenie w przypadku wykrywania wirusów charak-
teryzuj¹cych siê wysok¹ zmienno�ci¹ genetyczn¹ (RNA
wirusy). Z drugiej strony, brak sond swoi�cie rozpo-
znaj¹cych sekwencje docelowe przyczynia siê do ni¿-
szej czu³o�ci i swoisto�ci metody. Barwniki inter-
kaluj¹ce mog¹ wi¹zaæ siê z nieswoistymi produktami
PCR, w tym z dimerami primer-primer. St¹d te¿,
w celu weryfikacji swoisto�ci amplifikowanego frag-
mentu po zakoñczeniu reakcji PCR wykonuje siê ana-
lizê krzywej dentaruacji [5, 13, 26, 32, 41 ].

b. Wykrywanie oraz ilo�ciowa ocena
poziomu wirusowego materia³u genetycznego
z wykorzystaniem swoistych sond
W metodach diagnostycznych najczê�ciej wyko-

rzystuje siê format reakcji real-time oparty na sondach
komplementarnych do swoistych sekwencji kwasów
nukleinowych. Stosuje siê wiele typów sond i ka¿da
z nich ma unikatowe w³a�ciwo�ci, jednak niezale¿nie
od rodzaju sondy strategia jej dzia³ania jest ta sama
� zmiany fluorescencji generowane z udzia³em sondy
musz¹ odzwierciedlaæ zmiany w ilo�ci amplifikowa-
nego produktu.

S o n d y  h y d r o l i z o w a n e. Wiêkszo�æ metod
real-time PCR wykrywaj¹cych wirusowe DNA lub
RNA wykorzystuje sondy hydrolizowane, czêsto na-
zywane sondami typu TaqMan®, które swoi�cie wi¹¿¹
siê z sekwencj¹ docelow¹ miêdzy par¹ primerów. S¹
to liniowe oligonukleotydy, na koñcach wyznakowa-
ne barwnikiem fluorescencyjnym � na koñcu 5� tzw.
barwnikiem reporterowym (np. FAM lub VIC), oraz
tzw. quencherem (barwnikiem wyciszaj¹cym) na koñ-
cu 3�. W momencie wzbudzenia fluorescencji (�wiat-
³em lasera lub lampy halogenowej), energia fluores-
cencji reportera jest absorbowana przez quencher.
Transfer energii zachodzi najbardziej efektywnie jedy-
nie na krótkich odleg³o�ciach (reporter znajduje siê
w bliskim s¹siedztwie quenchera) i zanika, gdy reporter
jest oddalony od quenchera. W trakcie reakcji PCR, gdy
polimeraza DNA wyd³u¿a startery, sonda jest degra-
dowana w wyniku aktywno�ci 5�nuklezay polimerazy
TaqMan®, w ten sposób barwnik reporterowy i quen-
cher s¹ rozdzielane. Transfer energii fluorescencji re-
portera do quenchera zanika i sygna³ fluorescencji re-
portera jest rejestrowany przez aparat (na koñcu etapu
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Roche AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, v 1.51 RT-PCR RNA HIV-1 ilo�ciowo 50�750 000 kopii/ml
COBAS AmpliPrep/COBAS TaqMan HIV-1 Test1 real-time PCR RNA HIV-1 ilo�ciowo 48�10 000 000 kopii/ml
COBAS AmpliPrep/COBAS AMPLICOR HBV Test PCR DNA HBV ilo�ciowo 54,5�110 000 000 IU/ml
COBAS AmpliPrep/ COBAS TaqMan HCV Test real-time PCR RNA HCV ilo�ciowo 43�69000 000 IU/ml
LINEAR ARRAY HCV Genotyping Test RT-PCR Genotypowanie HCV identyfikacja 6 genotypów HCV
LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test PCR Genotypowanie HPV identyfikacja 37 genotypów HPV
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test PCR DNA CMV ilo�ciowo 600�100 000 kopii/ml
LightCycler CMV Quant Kit real-time PCR DNA CMV ilo�ciowo 103�2×107 kopii/ml
LightCycler EBV Quant Kit real-time PCR DNA EBV ilo�ciowo 103�2×107 kopii/ml
LightCycler SARS-Co real-time PCR RNA SARS ilo�ciowo 102�106 kopii/ml
LightCycler HSV1/2 Qual Kit real-time PCR DNA HSV jako�ciowo detekcja i ró¿nicowanie miêdzy HSV-1 i HSV-2

Digene Hybrid Capture 2 HBV DNA test hybrid capture DNA HBV ilo�ciowo 1,42×105�1,7×109 kopii/ml
Hybrid Capture 2 HPV-DNA test1 hybrid capture DNA HPV jako�ciowo detekcja i ró¿nicowanie 13 genotypów HPV

bioMérieux NucliSENS HIV-1 QT NASBA RNA HIV-1 ilo�ciowo 176�3,47×106 kopii/ml
NucliSENS EasyQ HIV-1 NASBA/real-time RNA HIV-1 ilo�ciowo 50�3×106 IU/ml

Gen-Probe Versant HCV RNA Qualitative Assay1 TMA RNA HCV jako�ciowo
PROCLEIX HIV-1/HCV1 TMA RNA HIV-1, RNA HCV, jako�ciowo
PROCLEIX ULTRIO1 TMA DNA HBV, RNA HIV-1, RNA HCV,

jako�ciowo
PROCLEIX WNV1 TMA RNA WNV jako�ciowo
Abbott Realtime HIV-11 real-time PCR RNA HIV-1 ilo�ciowo 40�107 kopii/ml
Abbott Realtime HBV real-time PCR DNA HBV ilo�ciowo 10�109 IU/ml
Abbott Realtime HCV real-time PCR RNA HCV ilo�ciowo 12�108 IU/ml

Bayer Versant HIV-1 RNA 3.0 Assay (bDNA)1 bDNA RNA HIV-1 ilo�ciowo 75�500 000 kopii/ml
Versant HCV RNA 3.0 Assay (bDNA) bDNA RNA HCV ilo�ciowo 3200�4×107 kopii/ml

Genomica Clinical Arrays HPV Genotyping low-density microarray Detekcja 35 genotypów
� technologia, ArrayTube wirusa HPV, jako�ciowo

T a b e l a  I
Przyk³ady komercyjnych testów molekularnych stosowanych w diagnostyce wirusologicznej

Producent Test Technologia Zastosowanie Zakres liniowo�ci/uwagi

1 akceptacja FDA
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elongacji). W optymalnych warunkach reakcji, istnieje
liniowa korelacja miêdzy liczb¹ uwolnionych cz¹ste-
czek reportera a ilo�ci¹ syntetyzowanego produktu
w ka¿dym cyklu reakcji PCR. Ta zale¿no�æ stanowi
podstawê kalkulacji pocz¹tkowej liczby kopii sekwen-
cji docelowej. G³ówn¹ zalet¹ metody real-time PCR
z wykorzystaniem sond hydrolizowanych jest wysoka
czu³o�æ i swoisto�æ determinowana zarówno przez
startery jak i sondê. Niemniej jednak, nale¿y pamiê-
taæ, ¿e mutacje punktowe w regionie rozpoznawanym
przez sondê mog¹ negatywnie wp³ywaæ na detekcjê
produktu, w rezultacie mo¿liwe jest uzyskanie wyni-
ków fa³szywie ujemnych lub zani¿onych, co stanowi
potencjalny problem w oznaczeniach wirusów HIV,
HCV charakteryzuj¹cych siê du¿¹ zmienno�ci¹ geno-
mu [13, 30, 32, 35, 37].

S o n d y  h y b r y d y z u j ¹ c e  (HybProbe). W for-
macie real-time PCR opartym na sondach hybrydy-
zuj¹cych wykorzystuje siê dwie sekwencje oligonu-
kleotydowe, które hybrydyzuj¹ w bliskim s¹siedztwie
w obrêbie sekwencji docelowej, miêdzy primerami.
Jedna z sond na koñcu 3� jest wyznakowana barwin-
kiem donorowym (np. fluorescein¹, emituj¹c¹ �wiat³o
zielone), druga sonda na koñcu 5� posiada barwnik ak-
ceptorowy (np. LC Red 640, emituj¹cy �wiat³o czerwo-
ne). Sondy s¹ tak zaprojektowane, by hybrydyzowa³y
z t¹ sam¹ nici¹ DNA w konfiguracji g³owa-ogon, w od-
leg³o�ci 1�5 nukleotydów, tak by zapewniæ odpowied-
ni¹ blisko�æ obu barwników. Barwniki �wiec¹ tylko
wtedy, gdy znajduj¹ siê w bezpo�rednim s¹siedztwie.
�ród³o �wiat³a generowane przez aparat pobudza
barwnik donorowy (3� zielony), a ten z kolei prze-
kazuje energiê fluorescencji na barwnik akceptorowy
(5� czerwony). Pomiar czerwonego �wiat³a (wzbudzo-
nego przez zielone) zachodzi na koñcu etapu przy³¹-
czania starterów i sond. Nastêpnie temperatura jest
podwy¿szana (etap wyd³u¿ania starterów), sondy od³¹-
czaj¹ siê od sekwencji docelowej, barwniki donorowy
i akceptorowy s¹ oddalone i nie dochodzi do emisji
czerwonego �wiat³a. Ilo�æ fluorescencji �wiat³a czer-
wonego jest proporcjonalna do ilo�ci powstaj¹cego
produktu i podobnie jak w przypadku sond hydrolizo-
wanych kinetyka fluorescencji pozwala na oszacowa-
nie ilo�ci pocz¹tkowej kopii sekwencji docelowej. Za-
let¹ sond hybrydyzuj¹cych jest to, ¿e nie ulegaj¹
degradacji, w ten sposób mo¿liwa jest analiza krzywej
dysocjacji (weryfikacja swoisto�ci reakcji). Potencjaln¹
wad¹ takiego rozwi¹zania jest konieczno�æ zaprojek-
towania dwóch odrêbnych sond oligonukleotydowych,
zdolnych do hybrydyzacji w rejonie miêdzy primera-
mi, st¹d te¿ w zale¿no�ci od sekwencji docelowej,
mo¿e byæ trudne znalezienie sekwencji o odpowied-
niej d³ugo�ci, by w jej obrêbie umie�ciæ parê prime-
rów oraz dwie sondy [7, 32, 41].

M o l e c u l a r  B e a c o n®. Sonda Molecular Be-
acon® charakteryzuje siê wysok¹ swoisto�ci¹, która

determinowana jest przez jej strukturê. Sonda posiada
barwnik fluorescencyjny na jednym i quencher na dru-
gim koñcu. W stanie wolnym sonda Molecular Beacon®

przyjmuje strukturê �szpilki do w³osów�, barwnik repor-
terowy oraz quencher znajduj¹ siê w bliskim s¹siedz-
twie i quencher wygasza sygna³ fluorescencji reportera.
Jest to stabilna konformacja i tylko w obecno�ci kom-
plementarnej sekwencji docelowej sonda hybrydyzuje
w regionie pêtli, co prowadzi do zmiany jej konfigura-
cji � przyjmuje strukturê liniow¹. W konsekwencji re-
porter i quencher s¹ oddalone od siebie i nie dochodzi
do wygaszania fluorescencji reportera. Jakiekolwiek
zmiany w sekwencji docelowej znacznie redukuj¹ sku-
teczno�æ wi¹zania siê sondy i mog¹ prowadziæ do otrzy-
mania wyników fa³szywie ujemnych [7, 13, 41].

N o w e  t y p y  s o n d. Sondy PNA (zbudowane
z syntetycznego analogu DNA � kwasu peptydonukle-
inowego, peptide-nucleic acid) oraz sondy i primery
LNA (locked nucleic acid, zmodyfikowane oligonu-
kleotydy zawieraj¹ce bicykliczn¹ rybozê) charaktery-
zuj¹ siê wysok¹ stabilno�ci¹ i zwiêkszon¹ swoisto�ci¹
wi¹zania do komplementarnej sekwencji DNA. Dziêki
modyfikacjom oligonukleotydu ró¿nica w temperaturze
topnienia sondy komplementarnej i czê�ciowo kom-
plementarnej jest wyra�na i pozwala na precyzyjne
ró¿nicowanie miêdzy docelowymi sekwencjami ca³ko-
wicie i czê�ciowo komplementarnymi, co ma istotne
znaczenie w oznaczeniach jako�ciowych i ilo�ciowych
ró¿nych serotypów lub szczepów wirusa, które mog¹
ró¿niæ siê jednym nukleotydem w regionie amplifiko-
wanym [20, 32, 41].

Technika real-time PCR znalaz³a szerokie zastoso-
wanie w diagnostyce zaka¿eñ wirusowych, niejedno-
krotnie staj¹c siê atrakcyjn¹ alternatyw¹ dla metod
opartych na standardowej reakcji PCR. Poza mo¿li-
wo�ci¹ wykrywania pojedynczych wirusów, technolo-
gia real-time PCR w wariancie multipleks, dziêki za-
stosowaniu swoistych sond wyznakowanych ró¿nymi
barwnikami fluorescencyjnymi, pozwala na równoczes-
n¹ detekcjê kilku ró¿nych szczepów lub rodzajów wi-
rusów. Multipleks real-time PCR powszechnie stoso-
wany jest m.in. w wykrywaniu wirusów zapalenia
w¹troby HBV i HCV, wirusów grypy (A i B), wiru-
sów paragrypy (PIV 1-4) [41]. Technologia real-time
PCR obok identyfikacji czynnika zaka�nego, typowa-
nia (m.in. wirusów grypy, HCV, HPV) i detekcji mu-
tacji determinuj¹cych oporno�æ na leki, stosowana jest
w oznaczeniach ilo�ciowych. Komercyjne zestawy do
ilo�ciowej oceny poziomu wirusa s¹ dostêpne dla
ograniczonej liczby patogenów (w tym m.in. HBV,
HCV, HIV, CMV, EBV, SARS) (tab. I).

Dla pozosta³ych istotnych z punktu widzenia kli-
nicznego wirusów opracowano wiele metod �in-house�,
które charakteryzuje bardzo wysoka czu³o�æ, z limitem
detekcji 1�10 kopii sekwencji docelowej oraz szeroki
zakres dynamiki pomiaru (ponad 7 log) [7, 29, 41].
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W porównaniu do metod opartych na standardowej
reakcji PCR, real-time PCR charakteryzuje siê lepsz¹
czu³o�ci¹, wiêkszym zakresem liniowo�ci, przy zredu-
kowanym ryzyku kontaminacji [5, 18, 19, 23, 28�30,
37, 44, 46]. Technologia real-time PCR jest metod¹
nowoczesn¹, stosunkow¹ tani¹ (je�li nie liczyæ kosz-
tów zakupu aparatury) i co wa¿niejsze, o du¿ym po-
tencjale diagnostycznym, niemniej wymaga dalszych
badañ zmierzaj¹cych do jej normalizacji i standaryza-
cji (szczególnie dotyczy to oznaczeñ ilo�ciowych).

3. Inne metody oparte na amplifikacji kwasów
nukleinowych

3.1. NASBA (nucleic acid sequence-based
amplification)

NASBA jest izotermiczn¹ reakcj¹ amplifikacji se-
kwencji RNA. Zasada metody przypomina strategiê
replikacji retrowirusów. NASBA wykorzystuje 3 enzy-
my (AMV RT, RNazê H oraz polimerazê RNA faga T7)
oraz dwa startery i pozwala na uzyskanie 108 kopii
RNA w czasie zaledwie 30 minut [9]. W pocz¹tko-
wym etapie NASBA, primer 1 zawieraj¹cy sekwencjê
promotora dla polimerazy RNA faga T7 przy³¹cza siê
do komplementarnej sekwencji docelowego RNA. En-
zym odwrotna transkryptaza (AMV RT) syntetyzuje
cDNA poprzez wyd³u¿enie primera 1 i w rezultacie
powstaje hybryda RNA:cDNA. Nastêpnie RNaza H
degraduje pierwotny RNA. Primer 2 przy³¹cza siê do
cDNA i odwrotna transkryptaza (która posiada rów-
nie¿ aktywno�æ polimerazy DNA zale¿nej od DNA)
syntetyzuje komplementarn¹ niæ DNA poprzez wyd³u-
¿anie primera 2. Polimeraza RNA faga T7 wi¹¿e siê
z sekwencj¹ promotora i syntetyzuje niæ RNA. Nowo
powsta³a niæ RNA jest komplementarna do wyj�ciowej
(matrycowej) nici RNA. W kolejnych etapach syntety-
zowane jest cDNA, nastêpnie potomne nici RNA, które
z kolei s³u¿¹ jako matryca do syntezy nowych RNA.

Amplifikacja NASBA mo¿e byæ przeprowadzona
w wariancie multipleks, w oznaczeniach wiêcej ni¿
jednej sekwencji docelowej lub z uwzglêdnieniem kon-
troli wewnêtrznej umo¿liwiaj¹cej monitorowanie prze-
biegu oznaczenia od momentu ekstrakcji kwasów nu-
kleinowych po detekcjê swoistego produktu. Metoda
NASBA zosta³a zaadaptowana zarówno do oznaczeñ
jako�ciowych, jak i ilo�ciowych. W wykrywaniu pro-
duktu koñcowego wykorzystuje siê uk³ad ECL (detek-
cja w oparciu o elektrochemiluminescencjê przy za-
stosowaniu cz¹stek magnetycznych op³aszczonych
streptawidyn¹ oraz sond znakowanych rutenem), a od
niedawna równie¿ technologiê real-time z zastosowa-
niem sond typu Molecular Bacon [5, 10, 14]. Po³¹cze-
nie tradycyjnej techniki NASBA z detekcj¹ produktu

w formacie real-time przyczyni³o siê do redukcji ry-
zyka kontaminacji [30, 45].

NASBA stanowi alternatywê dla metod PCR, cha-
rakteryzuje siê podobn¹ szybko�ci¹ i czu³o�ci¹. W prze-
ciwieñstwie do RT-PCR (która wymaga oczyszczonego
RNA, wolnego od DNA) technika ta pozwala na selek-
tywn¹ amplifikacjê RNA nawet przy du¿ej zawarto�ci
DNA. Dodatkowo jest to reakcja izotermiczna, jej wa-
runki s¹ wzglêdnie sta³e i standardowe dla wszystkich
aplikacji, st¹d te¿ w porównaniu do PCR optymaliza-
cja metody jest prostsza.

Na rynku dostêpnych jest kilka zestawów firmy
bioMerieux, wykorzystuj¹cych technologiê NASBA,
w tym do oznaczenia wiremii HIV (NucliSENS EasyQ
HIV 1 v 1.2), ilo�ciowego oznaczenia replikacji wiru-
sa CMV (NucliSENS CMV pp67), diagnostyki zaka-
¿eñ dolnych dróg oddechowych (NucliSENS EasyQ
RSV A+B) oraz diagnostyki zaka¿eñ centralnego
uk³adu nerwowego (NucliSENS EasyQ Enterovirus,
NucliSENS EasyQ HSV 1/2).

3.2. TMA (transcription-mediated amplification)

TMA jest izotermiczn¹ amplifikacj¹ RNA. Zasada
metody jest podobna do NASBA, z tym, ¿e zamiast
trzech enzymów wykorzystuje siê dwa � odwrotn¹
transkryptazê i polimerazê RNA faga T7. Odwrotna
transkryptaza tworzy dwuniciowy DNA, który jest wy-
korzystywany przez polimerazê RNA do syntezy poje-
dynczych nici RNA W wyniku amplifikacji TMA po-
wstaje do 10 bilionów kopii RNA w ci¹gu 15�30 minut
[10, 17]. TMA i NASBA ró¿ni¹ siê tak¿e sposobem
detekcji produktu. Produkt TMA jest wykrywany
w oparciu o tzw. test hybrydyzacyjnej protekcji HPA
(hybrydization protection assay). HPA wykorzystuje
sondy DNA znakowane estrem akrydyny. Dodanie od-
czynnika lizuj¹cego estry akrydyny pozwala na roz-
ró¿nienie miêdzy sond¹ zwi¹zan¹ i niezwi¹zan¹ z do-
celowym RNA. W sytuacji, gdy nie powstaje swoisty
produkt amplifikacji i sonda nie hybrydyzuje, docho-
dzi do hydrolizy estru akrydyny, natomiast tworzenie
dupleksu sonda:RNA �chroni� estry akrydyny przed
hydroliz¹. Dodanie kolejnych odczynników wywo³uje
chemiluminescencjê pochodz¹c¹ od zwi¹zanych sond.
Sygna³ chemiluminescencji jest mierzony przez de-
tektor luminescencji i wyra¿any w jednostkach RLU
(relative light unit) [11].

Metodê TMA wykorzystuje siê g³ównie w ozna-
czeniach jako�ciowych. Firma Gen-Probe zastosowa-
³a technologiê TMA w zestawach przeznaczonych do
wykrywania materia³u genetycznego najwa¿niejszych
wirusów przenoszonych drog¹ krwi zarówno w poje-
dynczych donacjach, jak i w puli osocza. PROCLEIX
HIV-1/HCV oraz PROCLEIX ULTRIO s³u¿¹ do równo-
czesnej detekcji materia³u genetycznego, odpowiednio
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wirusów HCV i HIV-1 oraz HCV, HBV i HIV-1. S¹ to
testy powszechnie wykorzystywane w krwiodawstwie
w USA i Europie (w Polsce od 2003 roku, [2]). Ostat-
nio firma wprowadzi³a na rynek kolejny test oparty
na TMA do detekcji materia³u genetycznego wirusa
Zachodniego Nilu (PROCLEIX WNV).

TMA jest metod¹ czulsz¹ od RT-PCR [4, 15, 21,
31] i bDNA [6]. Dodatkowo, przeprowadzanie izola-
cji, oczyszczania i amplifikacji w pojedynczej pro-
bówce redukuje ryzyko kontaminacji.

4. Metody wykorzystuj¹ce wzmocnienie
sygna³u detekcji

4.1. Technologia �hybrid capture�

Test hybrydyzacji pozwala na detekcjê kwasów
nukleinowych o komplementarnych sekwencjach (s¹
lub ich nie ma), umo¿liwia równie¿ ilo�ciowe ozna-
czenie swoistego DNA lub RNA. W tym celu wyko-
rzystuje siê wyznakowane jednoniciowe fragmenty
kwasu nukleinowego o dok³adnie znanej sekwencji
nukleotydów komplementarnych do sekwencji wystê-
puj¹cej w kwasie nukleinowym, który jest wykrywa-
ny lub oceniany ilo�ciowo. Mo¿liwe s¹ ró¿ne rozwi¹-
zania techniczne. W celu zwiêkszenia czu³o�ci technik
hybrydyzacji opracowano metody wzmocnienia syg-
na³u generowanego przez sondê po jej zwi¹zaniu siê
z komplementarn¹ sekwencj¹ docelowego kwasu nu-
kleinowego. Teoretycznie wzmocnienie sygna³u de-
tekcji jest mo¿liwe do osi¹gniêcia m.in. poprzez przy-
³¹czenie do sondy du¿ej ilo�ci znacznika. Metody te
w przeciwieñstwie do technik amplifikacji kwasów
nukleinowych, s¹ w mniejszym stopniu podatne na
kontaminacjê. Z drugiej strony czu³o�æ metod opar-
tych na wzmocnieniu sygna³u detekcji jest ni¿sza od
czu³o�ci enzymatycznych metod amplifikacji kwasów
nukleinowych [25].

Opracowana przez firmê Digene technologia �hy-
brid capture� wykorzystuje hybrydyzacjê zdenaturo-
wanego DNA wirusa z komplementarn¹ sond¹ RNA.
Swoiste przeciwcia³a unieruchomione na mikrop³ytce
wi¹¿¹ powsta³e hybrydy DNA:RNA. Nastêpnie z unie-
ruchomionymi hybrydami wi¹¿¹ siê inne przeciwcia³a
skoniugowane z fosfataz¹ alkaliczn¹ (AP). Do pojedyn-
czej hybrydy DNA:RNA przy³¹cza siê kilka przeciw-
cia³ skoniugowanych z wieloma cz¹steczkami AP, w ten
sposób osi¹ga siê zwielokrotnienie sygna³u chemilumi-
nescencji generowanego w wyniku rozk³adu przez en-
zym AP substratu chemiluminescencyjnego [31]. �Hy-
brid capture� zastosowano w komercyjnych zestawach
przeznaczonych do diagnostyki zaka¿eñ wirusami
HBV, HPV i CMV firmy Digene. �Hybrid capture� cha-
rakteryzuje siê wy¿sz¹ czu³o�ci¹ od metod hodowla-

nych oraz oznaczeñ serologicznych, niemniej jednak
jest mniej czu³y w porównaniu z PCR i innymi meto-
dami amplifikacji kwasów nukleinowych [12, 25, 39].

4.2. Branch-chained DNA (bDNA)

W porównaniu do ilo�ciowych metod amplifikacji
kwasów nukleinowych, bDNA wykazuje lepsz¹ po-
wtarzalno�æ, jest metod¹ mniej pracoch³onn¹, nie wy-
maga rozcieñczania próbki, niemniej jednak jest mniej
czu³a [3, 4, 14]. Dostêpne s¹ komercyjne zestawy do
ilo�ciowych oznaczeñ HBV, HCV, HIV (Quantiplex�
Bayer Diagnostics). W technologii bDNA stosuje siê
diwalentn¹ sondê, która swoi�cie wi¹¿e siê z wiruso-
wym RNA lub DNA i unieruchamia go na mikrop³ytce.
Inna diwalentna sonda wi¹¿e op³aszczon¹ docelow¹
sekwencjê z syntetyczn¹ wielokrotnie rozga³êzion¹
cz¹steczk¹ DNA (bDNA, tzw. amplifier). Nastêpnie
w nadmiarze dodawana jest sonda skoniugowana z en-
zymem, która wi¹¿e siê do wielu miejsc w obrêbie
bDNA. Po etapie p³ukania dodaje siê substrat chemi-
luminescencyjny (dioxetane) i generowany jest sygna³
chemiluminescencyjny. Jego natê¿enie jest propor-
cjonalne do ilo�ci wirusowego kwasu nukleinowego.
Ilo�æ wirusowego kwasu nukleinowego w badanej
próbce jest okre�lana na podstawie krzywej stan-
dardowej generowanej z analizowanych standardów
o znanej ilo�ci kopii i wyra¿ana w kopiach na mili-
litr. bDNA pozwala na nawet 3000-krotne zwiêksze-
nie sygna³u detekcji [24].

Metoda bDNA zosta³a zaadaptowana w diagnos-
tyce zaka¿eñ wirusami charakteryzuj¹cymi siê du¿¹
zmienno�ci¹ genomu (HCV, HIV) � pozwala na rów-
noczesn¹ detekcjê wielu ró¿nych sekwencji docelo-
wego kwasu nukleinowego poprzez zastosowanie ró¿-
norodnych sond.

VERSANT® HIV-1 RNA 3.0 Assay (bDNA) firmy
Bayer pozwala na ilo�ciowe oznaczenie HIV-1 RNA
w osoczu w zakresie 75�500000 kopii/ml. Zastosowa-
nie ponad 80 ró¿nych sond swoistych dla konserwa-
tywnych sekwencji wirusowego genomu (regionu pol)
pozwala na wykrywanie i ilo�ciowe oznaczenie wszyst-
kich g³ównych podtypów wirusa HIV-1. VERSANT®

HIV-1 RNA 3.0 Assay (bDNA) jest wykorzystywany
w monitorowaniu skuteczno�ci leczenia przeciwwiru-
sowego oraz ocenie progresji zaka¿enia. Nie jest zale-
cany w badaniach przesiewowych w kierunku HIV
oraz jako test potwierdzenia zaka¿enia HIV. Inny ze-
staw � VERSANT® HCV RNA 3.0 Assay (bDNA)
Bayer pozwala na pomiar liczby kopii wszystkich
6 genotypów wirusa HCV w szerokim zakresie linio-
wo�ci (3 200�40 000 000 kopii/ml). W porównaniu
do testu COBAS Amplicor HCV Monitor v.2.0, bDNA
v 3.0 charakteryzuje siê lepsz¹ powtarzalno�ci¹ i wiêk-
szym zakresem liniowo�ci [22].
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5. Trendy w molekularnej diagnostyce
zaka¿eñ wirusowych

Wraz z d¹¿eniami, by nowe testy molekularne by³y
coraz szybsze, prostsze w wykonaniu oraz bardziej
precyzyjne, a przez to wiarygodne, pojawi³a siê ten-
dencja do automatyzacji oznaczeñ, w tym najbardziej
pracoch³onnego etapu � procesu izolacji i oczyszczania
kwasów nukleinowych. Na rynku dostêpnych jest kilka
systemów automatycznych (BioRobot MDX, Qiagen;
MagNA Pure LC, Roche Applied Science; ABI Prism
6700, Applied Biosystems; NucliSens Extractor, bio-
Mèrieux), które w krótkim czasie umo¿liwiaj¹ prze-
prowadzanie wielu izolacji z szerokiego spektrum ma-
teria³ów klinicznych. W porównaniu do metod manu-
alnych, systemy automatyczne charakteryzuje wysoka
niezawodno�æ, wydajno�æ, powtarzalno�æ wyników
i zredukowane ryzyko kontaminacji [7, 37, 41, 42].
Niew¹tpliwie wad¹ systemów automatycznych jest ich
wysoka cena, st¹d te¿ instalowane s¹ g³ównie w labo-
ratoriach wykonuj¹cych du¿e liczby oznaczeñ.

Technologi¹ przysz³o�ci mog¹ okazaæ siê mikro-
macierze, czyli chipy DNA, zawieraj¹ce du¿¹ liczbê
ró¿nych sekwencji oligonukleotydowych (sond DNA),
umieszczonych w okre�lonych miejscach na powierzch-
ni p³ytki, co pozwala na równoczesne przeprowadze-
nie, w krótkim czasie, kilku eksperymentów hybrydy-
zacyjnych. Aktualnie trwaj¹ badania nad przystosowa-
niem techniki mikromacierzy do celów diagnostycz-
nych. W literaturze mo¿na znale�æ wiele doniesieñ
dotycz¹cych praktycznych zastosowañ mikromacierzy
w szeroko rozumianej diagnostyce chorób wirusowych
[8, 9, 16, 27, 33, 36, 40, 47]. Mikromacierze zastoso-
wano nie tylko do detekcji i identyfikacji wirusów, ale
równie¿ w badaniach nad mechanizmami chorób,
w tym aktywno�ci transkrypcyjnej genów gospodarza
i genów wirusowych (np. w zaka¿eniu aktywnym i la-
tentnym), w identyfikacji markerów pozwalaj¹cych na
ocenê ryzyka rozwoju zaka¿enia, do okre�lenia miejsc
docelowego dzia³ania nowych leków. Potencjalnie,
dziêki mikromacierzom mo¿liwe bêdzie pe³niejsze
rozpoznanie i dostosowanie leczenia do indywidual-
nego przypadku pacjenta. Przeszkod¹ na drodze do
wprowadzania mikromacierzy do rutynowej diagnosty-
ki, poza wysokim kosztem, s¹ trudno�ci w standaryza-
cji i optymalizacji tego wysoce z³o¿onego narzêdzia.

6. Podsumowanie

Metody biologii molekularnej niejednokrotnie sta-
nowi¹ z³oty standard w diagnostyce szerokiego spek-
trum zaka¿eñ wirusowych. Na potrzeby diagnostyki
zaadaptowano wiele technik, które w ró¿nym stopniu
zautomatyzowane, pozwalaj¹ na uzyskanie wiarygod-

nego wyniku w coraz krótszym czasie. W ostatnich
latach szczególnego znaczenia nabra³a metoda real-
time PCR, która jest narzêdziem o bardzo wysokiej
czu³o�ci. Trwaj¹ intensywne badania maj¹ce na celu
standaryzacjê oznaczeñ ilo�ciowych. Nadziej¹ na przy-
sz³o�æ jest technologia mikromacierzy, która pozwoli
byæ mo¿e na wielokierunkow¹ diagnostykê zaka¿eñ
uwzglêdniaj¹c¹ czynniki prognostyczne przebiegu cho-
roby i odpowiedzi na leczenie.
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1. Wprowadzenie

Pa³eczki Gram-ujemne s¹ to bakterie powszechnie
wystêpuj¹ce w naszym �rodowisku � bytuj¹ w glebie,
w �rodowiskach wodnych (w tym w �ciekach), na ro-
�linach oraz u zwierz¹t. Niektóre z nich stanowi¹ na-
turaln¹ mikroflorê cz³owieka. Wiêkszo�æ poznanych
dotychczas pa³eczek Gram-ujemnych to bakterie opor-
tunistyczne, które wywo³uj¹ zaka¿enia g³ównie u osób
z obni¿on¹ odporno�ci¹. Zasadniczo, bakterie Gram-
ujemne w porównaniu do bakterii Gram-dodatnich
charakteryzuj¹ siê mniejsz¹ wra¿liwo�ci¹ na wiêk-
szo�æ stosowanych antybiotyków, chemioterapeuty-
ków i �rodków dezynfekcyjnych. Wynika to przede
wszystkim z bardziej z³o¿onej budowy os³on komór-
kowych. U pa³eczek Gram-ujemnych wystêpuje do-
datkowo b³ona zewnêtrzna (OM � outer membrane),
która stanowi naturaln¹ barierê chroni¹c¹ komórkê
przed dzia³aniem szkodliwych czynników �rodowis-
kowych, a jednocze�nie utrudniaj¹c¹ wnikanie zwi¹z-
ków przeciwbakteryjnych do wnêtrza komórek. Ponad-
to u pa³eczek Gram-ujemnych wystêpuj¹ w os³onach
komórkowych systemy pomp MDR (multi-drug resis-
tance), które aktywnie usuwaj¹ na zewn¹trz komórek
substancje szkodliwe dla bakterii, w tym antybiotyki,
chemioterapeutyki i �rodki dezynfekcyjne. W odró¿-

nieniu od pomp obecnych u bakterii Gram-dodatnich,
substratami dla systemów MDR u pa³eczek s¹ nie tyl-
ko zwi¹zki o zbli¿onej budowie, ale tak¿e kilka grup
substancji znacznie ró¿ni¹cych siê miêdzy sob¹. Sys-
temy pomp MDR s¹ jednym z podstawowych i po-
wszechnie wystêpuj¹cych mechanizmów oporno�ci
pa³eczek z rodziny Enterobacteriaceae oraz Pseudo-
monas spp. na zwi¹zki przeciwbakteryjne. Prawdopo-
dobnie pompy MDR by³y obecne u bakterii jeszcze
przed wprowadzeniem do lecznictwa pierwszych anty-
biotyków i pe³ni³y naturaln¹ fizjologiczn¹ rolê w usu-
waniu substancji szkodliwych. Wykazano obecno�æ
pomp MDR u szczepów Escherichia coli i Salmonella
enterica serovar Typhimurium tworz¹cych mikroflorê
jelit ssaków oraz ptaków. Pompy te warunkuj¹ wro-
dzon¹ oporno�æ pa³eczek na ¿ó³æ i sole ¿ó³ciowe, które
s¹ naturalnymi substancjami przeciwbakteryjnymi
wystêpuj¹cymi w �wietle jelit. Ponadto pompy MDR
pe³ni¹ fizjologiczn¹ rolê w sekrecji wewn¹trzkomór-
kowych metabolitów oraz bia³ek. Wprowadzenie do
powszechnego u¿ycia antybiotyków pozwoli³o nie
tylko na rozwi¹zanie problemu leczenia zaka¿eñ bak-
teryjnych, ale jednocze�nie spowodowa³o rozwój me-
chanizmów oporno�ci bakterii na te zwi¹zki. Wiêk-
szo�æ opisanych dotychczas pomp MDR ma charakter
indukcyjny, a w zakres substratowy pomp pa³eczek
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MDR efflux pumps � the mechanism of Gram-negative rods resistance to antibiotics

Abstract: The most common cause of multidrug resistant strains is the presence of efflux pumps i.e. special transport systems of
antibiotics through the cell membrane. The presence of such efflux systems has been described for the majority of the main patho-
gens belonging to Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Salmonella enterica, Serratia spp.) as well as to the non-fermentative
Gram-negative rods (Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia). There are five different
families of efflux pumps: ABC, RND, MFS, SMR and MATE. The range of substrates for MDR systems depends on the pump and
bacterial species. MDR efflux pumps contribute to the inherent drug resistance of many Gram-negative rods. The most important
role in resistance to antibiotics plays the RND-type efflux pumps. These three-component systems extrude various antibiotics (like
quinolones, tetracycline, chloramphenicol, macrolides, aminoglycosides and some $-lactams), disinfectants, dyes and detergents.
The genes encoding RND efflux pumps are organized in an operon that is under the control of local and global regulatory genes. The
most importantclinical problem is the presence of �efflux mutants� with the constitutive overexpression of RND pump genes.
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Gram-ujemnych wchodzi szereg ró¿nych grup antybio-
tyków. Wykazano, ¿e niektóre z antybiotyków silnie
indukuj¹ ekspresjê operonów koduj¹cych bia³ka two-
rz¹ce pompy, a d³ugotrwa³e ich stosowanie mo¿e pro-
wadziæ do mutacji w obrêbie systemów kontroluj¹cych
geny �pomp MDR�. W ostatnich 10-latach opisano wy-
stêpowanie w�ród izolatów klinicznych P. aeruginosa
oraz bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, szczepów
MDR, u których przyczyn¹ wielolekooporno�ci by³a
nadekspresja operonów koduj¹cych systemy pomp.

2. Klasyfikacja i budowa pomp MDR

Wyró¿niamy 5 klas (zwanych rodzinami lub super-
rodzinami) pomp MDR [23]:

● ABC (ATP-binding cassette family),
● RND (resistance-nodulation-division family),
● MFS (major facilitator superfamily),
● SMR (small multidrug resistance family),
● MATE (multidrug and toxic compound extru-

sion family).
Ró¿nego rodzaju substancje s¹ usuwane na zewn¹trz

komórki bakteryjnej przy udziale ww. systemów na dro-
dze aktywnego transportu. Spo�ród wymienionych klas
jedynie pompy z rodziny ABC pobieraj¹ energiê z roz-
padu ATP. Pozosta³e klasy pomp to pompy protonowe.
Ponadto pompy rodziny MATE mog¹ tak¿e wykorzys-
tywaæ ró¿nicê w gradiencie stê¿eñ jonów sodowych.

Najwiêksze znaczenie w oporno�ci, zarówno szcze-
pów �rodowiskowych jak i klinicznych pa³eczek Gram-
ujemnych na szereg antybiotyków z ró¿nych grup ma-
j¹ systemy pomp RND (nazywane RND-MEF-OMP
efflux systems) [23]. Sk³adaj¹ siê one z trzech grup
bia³ek:

● bia³ek RND (resistance-nodulation-division pro-
tein) � transporter w b³onie cytoplazmatycznej,

● bia³ek OMF (outer-membrane factor), nale¿¹ce
do grupy bia³ek OMP (outer-membrane protein)
� pe³ni¹ funkcje kana³u w b³onie zewnêtrznej,

● bia³ek MFP (periplasmic membrane fusion pro-
tein) � tworz¹ kana³ ³¹cz¹cy transporter RND
z bia³kami OMF.

W ostatnich latach prowadzone s¹ intensywne ba-
dania nad ustaleniem krystalograficznych struktur bia-
³ek tworz¹cych systemy RND oraz badania genetycz-
ne, które wspólnie mog¹ doprowadziæ do wyja�nienia
mechanizmów funkcjonowania tych pomp. Najbar-
dziej zaawansowane s¹ obecnie badania dotycz¹ce
dwóch systemów pomp, tj. AcrAB-TolC (wystêpuje
u E. coli) i MexAB-OprM (u P. aeruginosa) [4, 11, 32].
Wykazano, ¿e za zakres substratowy systemu pomp
odpowiada cytoplazmatyczny transporter RND, który
sk³ada siê z trzech monomerów. W ka¿dym takim bia³-
kowym monomerze wyró¿niamy 12 �" helis� (przeni-

kaj¹ b³onê cytoplazmatyczn¹ na ca³ej jej grubo�ci)
oraz charakterystyczne dwie du¿e pêtle uformowane
pomiêdzy okre�lonymi ³añcuchami aminokwasowymi
(helisami) tych bia³ek (po³o¿one s¹ w przestrzeni pe-
ryplazmatycznej). Miejsce aktywne (central cavity),
do którego przy³¹czaj¹ siê okre�lone substraty, to du¿a
przestrzeñ we wnêtrzu pompy RND po³o¿ona na
wysoko�ci b³ony cytoplazmatycznej i przechodz¹ca
do czê�ci peryplazmatycznej. Dotarcie substratów do
miejsca aktywnego u³atwiaj¹ struktury zwane przed-
sionkami (vestibules). W pompie AcrB miejsce ak-
tywne otoczone jest przez trzy takie przedsionki, co
warunkuje jednoczesne przy³¹czanie siê trzech cz¹ste-
czek substratów. Zwi¹zanie siê substratów z miejscem
aktywnym prawdopodobnie powoduje otwarcie w¹-
skiego ³¹cznika (pore), poprzez który zwi¹zki trans-
portowane s¹ do peryplazmatycznego kana³u (funnel)
pompy RND, w kierunku bia³ek OMF. Badania kry-
stalograficzne bia³ek AcrB i TolC wykaza³y, ¿e górne
czê�ci peryplazmatycznych domen pompy AcrB bez-
po�rednio stykaj¹ siê z bia³kami formuj¹cymi kana³
TolC. Natomiast bia³ka MFP scalaj¹ konstrukcjê sys-
temów pomp RND.

O wiele bardziej z³o¿ony jest mechanizm dzia³ania
oraz budowa systemów pomp RND, w których kom-
pleks RND-MFP ³¹czy siê z ró¿nymi kana³ami OMF
w zale¿no�ci od aktywnie usuwanych substratów.
Przyk³adem takich systemów jest MexJK-OprM/
OpmH wystêpuj¹cy u P. aeruginosa. Prawdopodob-
nie w systemach tych transporter RND po³¹czony jest
bezpo�rednio jedynie z bia³kami MFP, które tworz¹
zamkniêty kana³. W przypadku obecno�ci substratu
jednostka RND-MFP ³¹czy siê z odpowiednim trans-
porterem OMF, co powoduje otwarcie kana³u utworzo-
nego przez bia³ka MFP. Byæ mo¿e, taki model funkcjo-
nowania dotyczy wszystkich pomp z grupy Mex.
Badano mutanty posiadaj¹ce systemy MexEF-OprN
lub MexCD-OprJ z uszkodzonym odpowiednio genem
oprN lub oprJ. Wykazano, ¿e podjednostki pomp
MexEF i MexCD mog¹ ³¹czyæ siê z bia³kiem OprM
tworz¹c system pomp o niezmienionej funkcji [15, 23].

Systemy pomp RND maj¹ zdolno�æ aktywnego
usuwania szerokiej gamy ró¿nych zwi¹zków bezpo-
�rednio na zewn¹trz komórek bakteryjnych. Ich sub-
stratami s¹ zarówno substancje, których obecno�æ wy-
kazano w cytozolu komórek, jak i zwi¹zki, które ze
wzglêdu na swoj¹ budowê przenikaj¹ poprzez b³onê
plazmatyczn¹ jedynie do przestrzeni peryplazmatycz-
nej. Obecnie uwa¿a siê, ¿e substraty mog¹ byæ aktyw-
nie usuwane przez systemy RND w dwojaki spo-
sób [23, 32]. W przypadku zwi¹zków, wystêpuj¹cych
w przestrzeni peryplazmatycznej, dochodzi w pierw-
szym etapie do przy³¹czanie siê ich do zewnêtrznej po-
wierzchni fosfolipidów tworz¹cych b³ony cytoplazma-
tyczne, w pobli¿u pomp RND. Nastêpnie zwi¹zki te
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przenikaj¹ na drodze dyfuzji do przedsionków, za po-
�rednictwem których dostaj¹ siê do miejsca aktywnego
transportera RND po³o¿onego w czê�ci peryplazma-
tycznej. W ten sposób aktywnie usuwana jest np.
karbenicylina oraz ceftriakson. Natomiast w przypad-
ku substancji wystêpuj¹cych w cytoplazmie nastê-
puje prawdopodobnie ich bezpo�redni transport do
czê�ci miejsca aktywnego, po³o¿nego w b³onie cyto-
plazmatycznej. Do takich substratów pomp zaliczamy
np. chinolony.

Pompy z rodziny ABC wystêpuj¹ce u bakterii Gram-
dodatnich jak i Gram-ujemnych zbudowane s¹ z bia³ek,
które tworz¹ kana³ transportowy w b³onie cytoplazma-
tycznej. W budowie tych bia³ek wyró¿niamy dwie
wa¿ne domeny � hydrofobow¹ zwi¹zan¹ z b³on¹ oraz
hydrofilow¹ domenê NBD (nucletide-binding domein)
zawieraj¹c¹ charakterystyczne konserwatywne sekwen-
cje bior¹ce udzia³ w hydrolizie ATP [12, 17, 23]. Zasad-
niczo pompy te maj¹ budowê bia³kowych homodime-
rów. Dotychczas u pa³eczek Gram-ujemnych opisano
jedynie kilka pomp nale¿¹cych do rodziny ABC. S¹
to pompy MsbA wystêpuj¹ce u E. coli oraz VcaM
u non-O1 Vibrio cholerae. W odró¿nieniu od nich,
pompa SmdAB opisana u Serratia marcescens ma bu-
dowê heterodimeru [17]. Zarówno bia³ko SmdA jak
i SmdB posiadaj¹ charakterystyczne konserwatywne
sekwencje niezbêdne do hydrolizy ATP. Unikatow¹
budowê w�ród rodziny ABC posiada pompa MacAB
[12]. Bia³ko MacA jest po³o¿one w przestrzeni pery-
plazmatycznej i jednocze�nie umocowane w b³onie
cytoplazmatycznej. Natomiast MacB jest bia³kiem
b³ony cytoplazmatycznej. Bia³ka te tworz¹ kompleks
MacAB, który ³¹cz¹c siê z bia³kiem TolC (jedno
z wa¿niejszych bia³ek OMP) tworz¹ trzysk³adniko-
wy system pompy rodziny ABC. Obecno�æ systemów
MacAB-TolC wykazano u szczepów E. coli i S. enteri-
ca serovar Typhimurium. System MacAB-TolC podob-
nie jak pompy z rodziny RND aktywnie usuwa zwi¹z-
ki bezpo�rednio na zewn¹trz komórki bakteryjnej.

Pompy zaliczane do pozosta³ych trzech rodzin, tj.
MFS, SMR oraz MATE zbudowane s¹ z bia³ek, które
tworz¹ transportery po³o¿one w b³onie cytoplazma-
tycznej [23]. U pa³eczek Gram-ujemnych transportuj¹
one zwi¹zki z wnêtrza komórki do przestrzeni
peryplazmatycznej. W dalszym etapie zwi¹zki te s¹
usuwane na zewn¹trz komórek poprzez kana³y OMP.
Wyj¹tkow¹ budow¹ charakteryzuje siê pompa EmrAB
zaliczana do klasy MFS [8]. Jej obecno�æ wykazano
u E. coli. Podobnie jak systemy RND i MacAB-TolC
pompa EmrAB sk³ada siê z dwóch grup bia³ek � trans-
portera w b³onie cytoplazmatycznej i grupy bia³ek za-
kotwiczonych w b³onie, a po³o¿onych w przestrzeni
peryplazmatycznej. Kompleks EmrAB ³¹czy siê z ka-
na³em TolC aktywnie usuwaj¹c zwi¹zki bezpo�rednio
na zewn¹trz komórki bakteryjnej.

3. Zakres substratowy pomp MDR

Zazwyczaj u pa³eczek Gram-ujemnych wystêpuj¹
jednocze�nie pompy nale¿¹ce do ró¿nych klas. G³ówn¹
rolê w oporno�ci pa³eczek na antybiotyki odgrywaj¹
systemy pomp RND [23, 25, 26]. Systemy te charakte-
ryzuj¹ siê szerokim zakresem substratowym. Maj¹ one
zdolno�æ aktywnego usuwania na zewn¹trz komórki
jednocze�nie kilku ró¿nych klas antybiotyków (g³ów-
nie chinolonów, tetracyklin, chloramfenikolu, amino-
glikozydów, $-laktamów, erytromycyny) oraz bromku
etydyny, SDS, triklosanu, a tak¿e rozpuszczalników
organicznych. Zwiêkszona ekspresja genów koduj¹-
cych systemy pompy RND powoduje oporno�æ lub ob-
ni¿on¹ wra¿liwo�æ szczepów na szereg ró¿nych grup
antybiotyków, które wchodz¹ w zakres substratowy
tych pomp. U szczepów tych wykazano 2�8-krotny
wzrost warto�ci MIC antybiotyków w porównaniu do
szczepów o niezmienionym poziomie ekspresji genów.
Przy czym wystêpowanie dodatkowych mechanizmów
oporno�ci (np. $-laktamaz, enzymów inaktywuj¹cych
aminoglikozydy czy mutacji w topoizomerazie IV oraz
gyrazie DNA) znacznie zwiêksza poziom oporno�ci
szczepów klinicznych na $-laktamy, aminoglikozydy
oraz fluorochinolony. Najwiêksz¹ liczbê systemów
pomp z klasy RND wykazano u P. aeruginosa. Do-
tychczas opisano wystêpowanie u tego gatunku 11 sys-
temów RND, przy czym tylko jeden z nich (system
CzcCBA) nie bierze udzia³u w aktywnym usuwaniu
antybiotyków z komórki, a z pozosta³ych 9 systemów
to pompy z grupy Mex (broadly-specific multidrug
efflux systems). Zakresy substratowe dla poszczegól-
nych systemów pomp podano w tabeli I.

Charakterystyczn¹ cech¹ pomp Mex jest ich udzia³
w aktywnym usuwaniu laktonów acylohomoseryny
(autoinduktorów w procesie QS � Quorum Sensing).
Ponadto 6 systemów RND z grupy Mex opisano do-
piero w ostatnich latach � zaliczamy do nich MexJK-
OprM/OpmH, MexVW-OprM [25], MexGHI-OpmD
[1], MexPQ-OpmE, MexMN-OprM [19] oraz TriABC-
OpmH [18]. Nieznany jest jeszcze w pe³ni zakres
substratowy tych pomp ani mechanizmy reguluj¹ce eks-
presjê koduj¹cych je genów. Nie wiadomo tak¿e, z jak¹
czêsto�ci¹ wystêpuj¹ te pompy u szczepów klinicz-
nych oraz czy s¹ obecne u szczepów �rodowiskowych.

Równie szeroki zakres substratowy posiadaj¹ sys-
temy pomp AcrAB-TolC oraz AcrEF-TolC (tabela II).

Obecno�æ obydwu pomp wykazano u E. coli [23],
a ponadto AcrAB-TolC powszechnie wystêpuje u S. en-
terica sv. Typhimurium [2]. Systemy pomp AcrAB-
TolC, AcrEF-TolC (u ww. gatunków) oraz MexAB-
OprM i MexXY-OprM (u P. aeruginosa) warunkuj¹
�naturaln¹� oporno�æ lub obni¿on¹ wra¿liwo�æ szcze-
pów �rodowiskowych oraz klinicznych na szereg anty-
biotyków i chemioterapeutyków [23].
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Pozosta³e rodziny pomp (tj. ABC, MFS, SMR oraz
MATE) wystêpuj¹ce u pa³eczek Gram-ujemnych mog¹
warunkowaæ oporno�æ szczepów na jeden lub dwa kon-
kretne antybiotyki lub grupê antybiotyków (tabela III).

4. Geny koduj¹ce bia³ka pomp i ich ekspresja

Jeszcze do niedawna uwa¿ano, ¿e geny koduj¹ce
wszystkie znane systemy pomp MDR u pa³eczek
Gram-ujemnych zlokalizowane s¹ w chromosomach
bakteryjnych [23]. Jednak¿e w ostatnich latach opisa-
no wystêpowanie nowych pomp OqxAB [9, 10] oraz
QepA [31], które s¹ kodowane przez geny zlokalizo-
wane w plazmidach koniugacyjnych. O ile operon ko-
duj¹cy system OqxAB wystêpowa³ u szczepów E. coli
izolowanych od �wiñ, to obecno�æ pompy QepA wy-
kazano u dwóch izolatów klinicznych E. coli � jeden
z nich pochodzi³ z Japonii, drugi natomiast z Belgii.
Obydwa plazmidy oprócz genów koduj¹cych pompê
QepA zawiera³y równie¿ geny rmtB (koduj¹ce ryboso-
maln¹ metylotransferazê), co w konsekwencji warun-

kowa³o oporno�æ szczepów na hydrofilowe chinolo-
ny. Okre�lono wielko�æ jednego z plazmidów na ok.
100 tys. par zasad. W Japonii przebadano 751 szcze-
pów klinicznych E. coli, izolowanych w latach 2002�
2006 w 140 szpitalach, w celu poszukiwania izolatów
posiadaj¹cych geny qepA. Jedynie u dwóch szczepów
stwierdzono obecno�æ takich genów [31]. Ostatnio
wykazano u szczepów klinicznych pa³eczek Gram-
ujemnych obecno�æ tak¿e genów cml na ruchomych
elementach genetycznych, takich jak plazmidy czy
transpozony [27].

W przypadku systemów pomp z rodziny RND oraz
MacAB-TolC (system ABC), które zbudowane s¹
z trzech grup bia³ek, geny je koduj¹ce tworz¹ opero-
ny zlokalizowane w chromosomach [23]. Najczê�ciej
w sk³ad operonów wchodz¹ kolejno: promotor dla ge-
nów koduj¹cy bia³ka pompy, gen koduj¹cy bia³ko
MFP, gen koduj¹cy bia³ko transportera w b³onie cyto-
plazmatycznej, a w przypadku operonów �pomp RND�
tak¿e gen koduj¹cy bia³ko OMF. Jednak¿e w przypad-
ku niektórych systemów pomp RND, geny koduj¹ce
bia³ka OMF po³o¿one s¹ w znacznej odleg³o�ci od

Pseudomonas MexA MexB OprM chinolony, makrolidy, tetracykliny, tigecyklina, linkomycyna, chlor- [25, 26]
aeruginosa amfenikol, nowobiocyna, trimetoprim, sulfonamidy, $-laktamy poza

imipenemem, triklosan, SDS, wêglowodory aromatyczne, laktony
homoseryny, tiolaktomycyna, fiolet krystaliczny, bromek etydyny

MexC MexD OprJ chinolony, makrolidy, tetracykliny, tigecyklina, linkomycyna, chlor-
amfenikol, nowobiocyna, penicyliny poza karbenicylin¹, cefalosporyny
poza ceftazydymem, meropenem, sulfonamidy, trimetoprim, triklosan,
fiolet krystaliczny, wêglowodory aromatyczne, SDS, bromek etydyny

MexX MexY OprM aminoglikozydy, makrolidy, tetracykliny, tigecyklina, chinolony,
linkomycyna, chloramfenikol, penicyliny poza karbenicylin¹,
cefalosporyny poza ceftazydymem, meropenem

MexE MexF OprN chinolony, chloramfenikol, trimetoprim, triklosan, laktony homoseryny, [15, 25,
wêglowodory aromatyczne 26]

MexJ MexK OprM tetracykliny, erytromycyna [25, 26]

OpmH triklosan

MexV MexW OprM chinolony, chloramfenikol, tetracykliny, erytromycyna, bromek etydyny [25]

MexGH MexI OpmD norfloksacyna, laktony homoseryny, bromek etydyny [1]

MexM MexN OprM chloramfenikol [19]

MexP MexQ OpmE erytromycyna, chinolony, tetracyklina, chloramfenikol

TriAB TriC OpmH triklosan [18]

Stenotrophomonas SmeD SmeE SmeF chinolony, tetracykliny, chloramfenikol, erytromycyna, triklosan [5, 26]

maltophilia SmeA SmeB SmeC aminoglikozydy, fluorochinolony, $-laktamy

Acinetobacter AdeA AdeB AdeC fluorochinolony, aminoglikozydy, chloramfenikol, erytromycyna, [29]
baumannii tetracykliny, $-laktamy, bromek etydyny

AdeI AdeJ AdeK fluorochinolony, chloramfenikol, tetracyklina, erytromycyna,
$-laktamy, linkosamidy, kwas fusydowy, nowobiocyna, ryfampicyna,
trimetoprim, SDS

T a b e l a  I
Zakres substratowy systemów pomp RND wystêpuj¹cych u wybranych gatunków Gram-ujemnych pa³eczek niefermentuj¹cych

Bakterie

Elementy systemów
pomp RND

Substraty systemów pomp
Pi�mien-
nictwoMFP RND OMF
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Escherichia coli AcrAB-TolC chloramfenikol, makrolidy, $-laktamy, chinolony, tetracykliny, tigecyklina, [6, 25,
ryfampicyna, oksazolidynony, kwas fusydowy, triklosan, czwartorzêdowe  26]
sole amoniowe, bromek etydyny, sole ¿ó³ciowe, SDS, triton X-100

AcrEF-TolC chinolony, tetracykliny, trimetoprim, makrolidy, $-laktamy, oksazolidynony, [25, 26]
sole ¿ó³ciowe, SDS

AcrAD-TolC aminoglikozydy, nowobiocyna, niektóre $-laktamy, SDS [25, 26]

MdtABC-TolC nowobiocyna, niektóre $-laktamy, SDS, sole ¿ó³ciowe [25]

YhiUV-TolC erytromycyna, nowobiocyna, bromek etydyny, fiolet krystaliczny, SDS, [25, 26]
(MdtEF-TolC) chlorek benzalkoniowy

OqxAB-TolC chloramfenikol, bromek etydyny [9, 10]

Serratia marcescens SdeXY erytromycyna, tetracyklina, norfloksacyna, triklosan, [25, 26]
chlorek benzalkoniowy, chlorheksydyna, bromek etydyny

SdeAB fluorochinolony, chloramfenikol, SDS, bromek etydyny [13]

SdeCDE fluorochinolony, chloramfenikol, SDS, bromek etydyny [3]

Klebsiella pneumoniae AcrAB-KocC chinolony, erytromycyna, $-laktamy, tetracykliny, bromek etydyny, SDS [14]

Enterobacter aerogenes AcrAB-TolC chloramfenikol, makrolidy, chinolony, tetracyklina, nowobiocyna, SDS [6, 16]

EefABC chloramfenikol, makrolidy [16]

E. cloaceae AcrAB-TolC makrolidy, chinolony, niektóre $-laktamy [22]

Proteus mirabilis AcrAB-TolC chinolony, chloramfenikol, erytromycyna, nowobiocyna, SDS, [23]
bromek etydyny, tigecyklina,

Salmonella enterica AcrAB-TolC chinolony, niektóre $-laktamy, chloramfenikol, tetracyklina, triklosan, [2, 26]
serovar Typhimurium sole ¿ó³ciowe

Morganella morganii AcrAB tigecyklina [23]

T a b e l a  I I
Zakres substratowy systemów pomp RND wystêpuj¹cych u wybranych gatunków pa³eczek z rodziny Enterobacteriaceae

Bakterie System pomp Substraty systemów pomp Pi�mien-
nictwo

P. aeruginosa CmlA MFS chloramfenikol [27]

PmpM MATE fluorochinolony, chlorek benzalkoniowy, bromek etydyny [23]

EmrE SMR aminoglikozydy, bromek etydyny [25]

A. baumannii Tet(A) MFS tetracyklina [29]

Tet(B) MFS tetracyklina, minocyklina

MdfA MFS chloramfenikol, cyprofloksacyna

CmlA MFS chloramfenikol

AbeM MATE niektóre fluorochinolony (cyprofloksacyna, ofloksacyna, norfloksacyna),
gentamycyna, daunorubicyna, doksorubicyna, triklosan, bromek etydyny

E. coli MacAB-TolC ABC makrolidy [8, 12]

EmrAB-TolC MFS kwas nalidyksowy [8]

EmrD MFS chinolony, chloramfenikol [25]

MdfA MFS chloramfenikol, fluorochinolony, aminoglikozydy, erytromycyna, [7, 26]
(Cmr lub CmlA) tetracykliny, ryfampicyna, chlorek benzalkoniowy, bromek etydyny

QepA MFS fluorochinolony [31]

YdhE (NorE) MATE fluorochinolony, aminoglikozydy, barwniki [25]

EmrE SMR tetracykliny, chlorek benzalkoniowy, bromek etydyny [25, 26]

S. marcescens SmdAB ABC norfloksacyna, tetracyklina [17]

SmfY MFS norfloksacyna, chlorek benzalkoniowy, bromek etydyny [28]

SsmE SMR bromek etydyny [20]

K. pneumoniae KmrA MFS aminoglikozydy, norfloksacyna, bromek etydyny [21]

KdeA MFS norfloksacyna, chloramfenikol, bromek etydyny [24]

T a b e l a  I I I
Zakres substratowy systemów pomp ABC, MFS, MATE, SMR wystêpuj¹cych u wybranych gatunków Gram-ujemnych pa³eczek

niefermentuj¹cych oraz u pa³eczek z rodziny Enterobacteriaceae

Bakterie System pomp
Rodzina
pompy

Substraty systemów pomp
Pi�mien-
nictwo
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operonu i ulegaj¹ ekspresji niezale¿nej od ekspresji
operonu �pompy�, np. u E. coli dotyczy to operonu
acrAB i genu tolC, a u P. aeruginosa operonu mexXY
i genu oprM. Przed operonami �pomp� po³o¿one s¹
lokalne geny regulatorowe.

Ekspresja operonów �pomp� jest kontrolowana
przede wszystkim przez lokalne geny regulatorowe, ale
tak¿e przez globalne geny regulatorowe [23]. Wiêk-
szo�æ operonów podlega �negatywnej� regulacji przez
produkt lokalnego genu regulatorowego, który koduje
bia³ko o aktywno�ci represora. Represor wi¹¿e siê z re-
gionem operator-promotor operonu �pomp� i powodu-
je obni¿enie poziomu transkrypcji operonu. W tabeli IV
podano represory reguluj¹ce ekspresjê operonów ko-
duj¹cych systemy pomp, najistotniejsze z punktu
widzenia lekooporno�ci bakterii.

W inny sposób regulowana jest ekspresja operonu
koduj¹cego bia³ka pompy MexEF-OprN, wystêpuj¹-
cego u P. aeruginosa. Ekspresja tego operonu podlega
�dodatniej� regulacji przez produkt lokalnego genu re-
gulatorowego mexT, który koduje bia³ko o aktywno�ci
aktywatora. Ostatnio wykazano, i¿ ekspresja operonu
�pompy MexEF-OprN� jest tak¿e regulowana przez
produkt genu mexS, który zlokalizowany jest w chro-
mosomie tu¿ przed genem mexT. Bia³ko MexS jest
represorem tego operonu. Mutacje w genie mexS po-
woduj¹ wzrost ekspresji operonu �pompy MexEF-
OprN�, a tak¿e obni¿enie produkcji bia³ka porynowe-
go OprD � co powoduje wzrost oporno�ci bakterii na
imipenem (odkryto u szczepu klinicznego). Ponadto
wykazano, i¿ w komórkach szczepów dzikich posia-
daj¹cych system MexEF-OprN wystêpuj¹ ró¿ne wa-
rianty genu regulatorowego mexT, co powoduje syn-
tezê zmodyfikowanych bia³ek regulatorowych mexT.
W konsekwencji obserwowany jest ró¿ny poziom eks-
presji operonu �pompy MexEF-OprN�. U wielu szcze-
pów stwierdzono niski poziom ekspresji tego operonu.

Obecnie tak¿e wiadomo, ¿e operon koduj¹cy sys-
tem pomp mo¿e byæ kontrolowany przez wiêcej ni¿
dwa lokalne geny regulatorowe [23]. Takim systemem

jest MexAB-OprM, wystêpuj¹cy zarówno u szczepów
�rodowiskowych jak i klinicznych P. aeruginosa. Eks-
presja operonu mexAB podlega regulacji przez trzy
lokalne geny regulatorowe: mexR, nalC oraz nalD.
Wszystkie geny koduj¹ bia³ka o aktywno�ci represora.
Opisano tak¿e wystêpowanie w operonie mexAB dwóch
promotorów zlokalizowanych obok siebie. Wiadomo,
i¿ jeden z nich jest miejscem przy³¹czania bia³ka re-
gulatorowego NalD, a drugi bia³ka MexR.

Jeszcze inny sposób regulacji operonów �pomp
RND� opisano w przypadku pompy AdeABC u Acine-
tobacter baumannii [29]. Operon �pompy�, który two-
rz¹ kolejno geny adeA, adeB oraz adeC, jest poprze-
dzony operonem adeRS. Ekspresja adeABC jest tutaj
regulowana przez dwusk³adnikowy system regulatoro-
wy AdeRS, który zaliczany jest do dwusk³adnikowych
systemów transdukcji TCST (two-component signal
transduction system). Systemy TCST s¹ powszech-
nie wystêpuj¹cymi mechanizmami reguluj¹cymi pod-
stawowe funkcje tak w komórkach bakteryjnych jak
i w eukariotycznych. Transkrypcja operonów koduj¹-
cych bia³ka sytemów TCST przebiega w odwrotnym
kierunku ni¿ transkrypcja operonów �pomp�. Bia³ko
AdeS jest kinaz¹ histydynow¹ pe³ni¹c¹ rolê �sensora�.
Aktywno�æ kinazy w systemach TCST jest regulowa-
na przez czynniki �rodowiskowe. Bia³ko to zawiera
dwie istotne domeny His-box oraz Hpt (second type of
His-acceptor domain), w których dochodzi do auto-
fosforylacji reszt histydynowych. W nastêpnym eta-
pie fosforyzacji ulegaj¹ reszty kwasu asparaginowego
w domenie bia³ka regulatorowego AdeR, co w konse-
kwencji aktywuje ekspresjê operonu adeABC. Wy-
stêpowanie podobnych dwusk³adnikowych systemów
regulatorowych TCST, które aktywuj¹ transkrypcjê
operonów �pomp�, opisano tak¿e w przypadku kil-
ku innych pomp z rodziny RND: MdtABC i MdtEF
u E. coli oraz SmeABC u S. maltophilia [23].

Ekspresja operonów �pomp� oprócz regulacji po-
przez bia³ka kodowane przez lokalne geny regulatoro-
we jest tak¿e kontrolowana przez produkty globalnych

P. aeruginosa MexAB-OprM MexR, NalC, NalD

MexCD-OprJ NfxB

MexXY-OprM MexZ

MexEF-OprN MexS MexT

MexJK-OprM/OpmH MexL

E. coli, P. mirabilis, E. aerogenes,
S. enterica sv. Typhimurium

AcrAB-TolC AcrR

E. coli AcrEF-TolC AcrS

T a b e l a  I V
Lokalne bia³ka regulatorowe kontroluj¹ce ekspresjê operonów koduj¹cych wybrane systemy

pomp RND u pa³eczek Gram-ujemnych [23]

Bakterie Systemy pomp MDR
Represor

Bia³ka regulatorowe

Aktywator
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genów regulatorowych [23]. U pa³eczek Gram-ujem-
nych z rodziny Enterobacteriaceae wystêpuj¹ cztery
grupy bia³ek (tj. Mar, Sox, Rob i Ram), które pe³ni¹
rolê globalnych regulatorów genów koduj¹cych pom-
py. Bia³ka te pe³ni¹ rolê transkrypcyjnych aktywato-
rów zaliczanych do rodziny XylS/AraC. Najpe³niej
udokumentowano ich wp³yw na syntezê pomp z ro-
dziny RND, a w tym na aktywno�æ pompy AcrAB-
TolC. U szczepów E. coli oraz S. enterica ekspresja
operonu acrAB jest aktywowana przede wszystkim
przez bia³ka MarA (kodowane przez operon marRAB)
oraz SoxS (kodowane przez operon soxRS). Dodatko-
wo u szczepów E. coli w regulacji tego operonu �pom-
py� bior¹ tak¿e udzia³ bia³ka grupy Rob. U szczepów
z innych rodzajów ni¿ Escherichia w obrêbie rodziny
Enterobacteriaceae najwa¿niejszym globalnym regu-
latorem jest bia³ko RamA. Jego dominuj¹cy udzia³
w kontroli ekspresji operonu acrAB opisano u szcze-
pów S. enterica sv. Typhimurium, E. aerogenes oraz
K. pneumoniae. Natomiast w przypadku Gram-ujem-
nych pa³eczek niefermentuj¹cych najlepiej poznano
dotychczas systemy reguluj¹ce pompy Mex u P. aeru-
ginosa. Najwa¿niejszym globalnym genem regula-
torowym u tego gatunku jest bia³ko SoxR. U wielo-
lekoopornych szczepów klinicznych P. aeruginosa
wykazano, ¿e regulator SoxR jest odpowiedzialny za
zwiêkszony poziom ekspresji genów koduj¹cych dwie
pompy Mex, tj. MexAB-OprM i MexEF-OprN lub
pompy MexAB-OprM i MexXY-OprM.

Wiêkszo�æ systemów RND kodowana jest przez
geny, których ekspresja zwiêksza siê gdy w �rodowis-
ku znajduje siê substrat dla danej pompy. Przyk³adem
natomiast systemów, które kodowane s¹ przez opero-
ny ulegaj¹ce ekspresji konstytutywnej s¹ dwie pompy
MexAB-OprM i MexXY-OprM u P. aeruginosa. Naj-
czêstsz¹ przyczyn¹ znacznego sta³ego zwiêkszenia po-
ziomu syntezy bia³ek tworz¹cych pompy i/lub aktyw-
no�ci systemów s¹ mutacje w genach regulatorowych.
U wiêkszo�ci szczepów klinicznych zjawisko �over-
expression of MDR pomps� jest zwi¹zane z muta-
cjami w lokalnych genach regulatorowych koduj¹cych
represora [23].

5. Podsumowanie

Oporno�æ na antybiotyki i chemioterapeutyki pa³e-
czek Gram-ujemnych uwarunkowana jest wystêpowa-
niem w komórkach bakteryjnych kilku niezale¿nych
mechanizmów oporno�ci, takich jak systemy pomp,
$-laktamazy (szczególnie typu ES$L, metalo-$-lakta-
mazy), enzymy inaktywuj¹ce zwi¹zki, np. aminogli-
kozydy, czy zmiany w miejscu docelowego dzia³ania
antybiotyków. Systemy pomp MDR s¹ jednym z pod-
stawowych i powszechnie wystêpuj¹cych mechaniz-

mów oporno�ci pa³eczek z rodziny Enterobacteriace-
ae oraz Pseudomonas spp. i A. baumannii na zwi¹zki
przeciwbakteryjne. G³ówn¹ rolê w oporno�ci tych pa-
³eczek na antybiotyki odgrywaj¹ systemy pomp RND,
które charakteryzuj¹ siê szerokim zakresem substra-
towym. Maj¹ one zdolno�æ aktywnego usuwania na
zewn¹trz komórki jednocze�nie kilku zwi¹zków z ró¿-
nych klas antybiotyków, chemioterapeutyków, �rod-
ków dezynfekcyjnych oraz bromku etydyny, SDS,
a tak¿e rozpuszczalników organicznych. Ekspresja ge-
nów koduj¹cych pompy mo¿e byæ kontrolowana jed-
nocze�nie przez ró¿ne regulatory, w tym globalne geny
regulatorowe. Wykazano zale¿no�æ pomiêdzy pozio-
mem aktywno�ci systemów pomp, a poziomem synte-
zy bia³ek OMP [30]. U pa³eczek Enterobacteriaceae
globalny regulator MarA jest z jednej strony aktywa-
torem operonów �pomp�, a ponadto represorem w sys-
temie kontrolowania ekspresji genów koduj¹cych ka-
na³y OMP. Podsumowuj¹c, na poziom oporno�ci
szczepów na antybiotyki ma wp³yw zarówno aktyw-
no�æ ró¿nych systemów MDR, jak równie¿ obni¿enie
liczby aktywnych kana³ów OMP (odpowiadaj¹cych za
wnikanie antybiotyków do wnêtrza komórki tzw. in-
flux). Ponadto u pa³eczek Gram-ujemnych aktywno�æ
systemów pomp MDR ma zwi¹zek ze zjawiskiem QS,
zdolno�ci¹ szczepów do wzrostu w postaci biofilmu
oraz ze zjadliwo�ci¹ szczepów.
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1. Wstêp

Gronkowce i wywo³ywane przez nie zaka¿enia
towarzysz¹ ludzko�ci od zarania dziejów. Bakterie za-
adoptowane do wykorzystywania organizmu cz³owie-
ka jako swojego terytorium ¿yciowego, przystosowy-
wa³y siê do wszelkich zmian trybu ¿ycia zwi¹zanych
z rozwojem cywilizacji. Szczególnym wyzwaniem by³o
wynalezienie penicyliny, a pó�niej innych antybioty-
ków. Wkrótce po wprowadzeniu penicyliny do lecz-
nictwa pojawi³y siê pierwsze szczepy S. aureus oporne
na ten antybiotyk. Potem okaza³o siê, ¿e zjawisko na-
bywania oporno�ci przez pocz¹tkowo wra¿liwe szcze-
py S. aureus wystêpuje regularnie, w kilka do kilku-
nastu lat od wprowadzenia, na wiêkszo�æ nowych
antybiotyków. Najwiêkszy problem spowodowa³o po-
jawienie siê szczepów S. aureus opornych na metycy-
linê (MRSA � methicillin resistant S. aureus, w odró¿-
nieniu od MSSA � methicillin sensitive S. aureus).
Oporno�æ na metycylinê (i na wszystkie, jak dot¹d,
stosowane w lecznictwie antybiotyki $-laktamowe)
opisano ju¿ w 1961 roku, jednak szczepy MRSA roz-
przestrzeni³y siê dopiero wówczas, kiedy w szpitalach
na masow¹ skalê zaczêto stosowaæ cefalosporyny. Przez
wiele lat szczep MRSA by³ uwa¿any za synonim
szczepu szpitalnego (HA-MRSA � hospital aquired
MRSA). W latach 90-tych XX wieku zaczê³y pojawiaæ
siê nowe warianty szczepów MRSA u chorych nie-
hospitalizowanych (CA-MRSA � community aquired
MRSA). W tym okresie opisano równie¿ szczepy �red-

nio-wra¿liwe na wankomycynê (VISA � vancomycin
intermediate S. aureus). W 2002 roku doniesiono
o pojawieniu siê pierwszych szczepów opornych na
wankomycynê (VRSA � vancomycin resistant S. aure-
us) posiadaj¹cych operon VanA w transpozonie Tn1546
opisany u rodzaju Enterococcus w 1968 roku. Szczepy
MRSA, VISA i VRSA zaliczono w Polsce do tak zwa-
nych szczepów alarmowych (Dz.U. Nr 54 poz. 484
z dn. 11.03.2005). W 2008 roku opisano pierwsze
kliniczne szczepy S. aureus i S. epidermidis wytwa-
rzaj¹ce kodowan¹ przez plazmidy metylazê Cfr wa-
runkuj¹c¹ oporno�æ na linezolid [13].

2. Mechanizmy oporno�ci na antybiotyki
$-laktamowe

Oporno�æ na $-laktamy u S. aureus mo¿e byæ wy-
nikiem jednego lub kilku nastêpuj¹cych mechaniz-
mów: synteza PBP2a kodowanego przez gen mecA
zlokalizowany w kasetach SCCmec (MRSA), mutacje
w PBP2 i PBP4 (MODSA) oraz synteza $-laktamaz
(penicylinaz) o w¹skim spektrum, kodowanych przez
operon blaI-blaR1-blaZ wystêpuj¹cy w plazmidach
i transpozonach (np. Tn552, Tn4002, Tn4201). Opisa-
no pojedyncze szczepy tzw. BORSA, u których synteza
$-laktamazy warunkowa³a MIC oksacyliny 4�8 mg/L.

Najwiêksze znaczenie kliniczne maj¹ MRSA. Szcze-
py MRSA, w odró¿nieniu od metycylino-wra¿liwych
MSSA, syntetyzuj¹ now¹, niepodatn¹ na dzia³anie
antybiotyków $-laktamowych transpeptydazê PBP2A
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 (PBP2a lub PBP2�), która przejmuje funkcjê innych,
zinaktywowanych PBP. Jest ona odpowiedzialna za
tworzenie mostków pentaglicynowych pomiêdzy ³añ-
cuchami peptydoglikanu, co umo¿liwia syntezê �ciany
komórkowej i powoduje oporno�æ MRSA na wszystkie
stosowane aktualnie w lecznictwie antybiotyki $-lak-
tamowe. Byæ mo¿e, znajduj¹cy siê w III fazie badañ
klinicznych ceftobiprol, bêdzie pierwszym antybioty-
kiem $-laktamowym dzia³aj¹cym na MRSA. Za kry-
terium oporno�ci MRSA przyjmuje siê MIC dla oksa-
cyliny ≥4 mg/L [21]. Ekspresja PBP2A mo¿e byæ
indukcyjna lub konstytutywna. [15].

2.1. Kasety SCCmec

Synteza PBP2A zwi¹zana jest z obecno�ci¹ w chro-
mosomie gronkowca z³ocistego kompleksu genów mec
(np. mecI-mecR-mecA) w obrêbie kaset chromosomal-
nych SCCmec (ang. staphylococcal chromosomal cas-
sette mec), zaliczanych do tzw. wysp genomowych
(genomic islands � GI) [9]. Geny mec przekazywane
s¹ do szczepów wra¿liwych ³¹cznie z ca³¹ struktur¹
SCCmec. Opisano i zsekwencjonowano sze�æ g³ów-
nych typów SCCmec oraz w obrêbie typów g³ównych
kilka podtypów [8, 22, 23]. Opisane SCCmec maj¹
wielko�æ od 21 do 68 tys nukleotydów (od 21 do
97 orf). W budowie kaset SCCmec wyszczególnia
siê najczê�ciej 5 regionów: J1-ccr-J2-mec-J3. Podzia³
SCCmec na typy g³ówne zwi¹zany jest z typem re-
kombinazy chromosomalnej Ccr (1�5) i klas¹ regionu
mec (A1, A2, A3, A4, B1, B2, B3, B4, C1, C2, D, E),
ró¿ni¹cych siê stopniem delecji genów regulatorowych
mecI-mecR.()mecR1) oraz ich s¹siedztwem i odleg³o�-
ci¹ od kompletnych lub zredukowanych (),Q) se-
kwencji insercyjnych IS431, IS1182 i IS1272 [26].
Podzia³ na podtypy oparty jest na podklasach regionu
mec i budowie regionów J1, J2, i J3.

Klasyczny podzia³ poznanych do roku 2008 kaset
SCCmec obejmuje typy I�VI i w ich obrêbie podtypy
oznaczane ma³ymi lub du¿ymi literami. W nawiasie
podano propozycjê nowego nazewnictwa (nr ccr, kla-
sa mec, podklasa mec, wariant SCCmec) [2]. Poni¿ej
przedstawiono schematy opisanych dotychczas kaset
SCCmec. [8, 14, 22, 23, 26].

Okre�lenie typu SCCmec jest jedn¹ z wielu metod
typowania MRSA. Ponadto do najczê�ciej stosowanych
metod typowania nale¿¹: PFGE, MLST (MLSTCC,
MLSTST), typ spa, typ coa, fagotypowanie i inne [4, 15].

3. Oporno�æ na makrolidy, ketolidy, linkozamidy
i streptograminy B

Antybiotyki z grupy makrolidów, linkozamidów
i streptogramin B (MLS-B) wykazuj¹ ten sam mecha-
nizm dzia³ania na komórkê bakteryjn¹. Punktem doce-

lowym dla tych antybiotyków jest czteronukleotydowy
fragment rRNA (w regionie peptydylotransferazy)
w obrêbie V domeny 23S rRNA, w podjednostce 50S
rybosomu. Kryterium oporno�ci na MLS-B, to MIC
erytromycyny, klarytromycyny, dirytromycyny, azytro-
mycyny ≥8 mg/L; MIC telitromycyny, klindamycyny
≥4 mg/L [21]. Istniej¹ ró¿ne mechanizmy oporno�ci
bakterii na antybiotyki nale¿¹ce do tej grupy. Najczê�-
ciej wystêpuje mechanizm polegaj¹cy na modyfika-
cji miejsca docelowego dla antybiotyku. Modyfikacja
przeprowadzana jest przez enzymy adenylo-N-metylo-
transferazy Erm (erythromycin rybosome methylation),
metyluj¹ce adeninê 2058, co prowadzi do oporno�ci
na wszystkie MLS-B. Synteza metylaz Erm mo¿e za-
chodziæ konstytutywnie, wówczas szczepy wykazuj¹
oporno�æ na wszystkie MLS-B, lub indukcyjnie, wów-
czas oporno�æ wystêpuje tylko na antybiotyki, które s¹
induktorami syntezy metylazy: makrolidy o pier�cieniu
14 cz³onowym (M14 z wyj¹tkiem ketolidów np. erytro-
mycynê, klarytromycynê, oleandomycynê) i 15-cz³ono-
wym (M15, np azytromycynê). Oporno�æ na pozosta³e
MLS-B wymaga obecno�ci induktora, którym mo¿e
byæ erytromycyna lub inny makrolid M14�15. Wpro-
wadzenie przez CLSI do badañ rutynowych testu na
indukcyjn¹ oporno�æ na MLS-B u gronkowców i pa-
ciorkowców mia³o na celu wykluczenie stosowania
klindamycyny w przypadku chorych zaka¿onych bak-
teriami, które, mimo, ¿e wykazuj¹ wra¿liwo�æ na klin-
damycynê, bardzo ³atwo mog¹ staæ siê na ni¹ oporne
w trakcie leczenia. Indukcyjna oporno�æ na MLS-B
u S. aureus jest najczê�ciej warunkowana przez geny
ermA lub ermC. Czêsto�æ powstawania wariantów
konstytutywnych z indukcyjnych genów ermA okre�lo-
no na ok. 10�6�10�8, a w przypadku indukcyjnych ge-
nów ermC, czêsto�æ ta jest zwykle znacznie wy¿sza.
Przyczyn¹ powstawania wariantów konstytutywnych s¹
delecje, duplikacje, insercje oraz stosunkowo rzadko
mutacje punktowe, w regionie o wielko�ci ok. 200 pz,
poprzedzaj¹cym koniec 5� genu erm. Ró¿nice w czês-
to�ci powstawania wariantów konstytutywnych zwi¹za-
ne s¹ prawdopodobnie z ró¿n¹ lokalizacj¹ oraz ró¿n¹
liczb¹ kopii na komórkê genów ermA i ermC. Gen
ermA, wystêpuj¹cy u S. aureus w chromosomie jako
czê�æ transpozonu Tn554 (ermA-spc), ma jedno miejs-
ce o wysokiej preferencji oraz drugie o 1000 × mniej-
szej preferencji do integracji z chromosomem. Tn554
wystêpuje najczê�ciej w jednej kopii w przeliczeniu na
chromosom. U szczepów MRSA Tn554 wystêpuje do-
datkowo w kasetach SCCmec typu II lub III. Gen ermC
zlokalizowany jest najczê�ciej w obrêbie ma³ych plaz-
midów (np. pE194, pWBG738) o wielko�ci 2,5�5,0 kb,
wystêpuj¹cych w du¿ej liczbie kopii oraz w obrê-
bie du¿ych plazmidów koniugacyjnych, np. pUSA03
(37 kb), gdzie wystêpuje ³¹cznie z genem ileS (opor-
no�æ na mupirocynê) [5, 18, 27].
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• typ I (1B.1.1) � ok. 34 kb, szczepy NCTC 10422, COL 
J1(pls)-ccrA1/B1-J2-∆∆IS1272∆∆mecR1-mecA-IS431mec-J3(dcs) 
 

• typ IA (1B.1.2) szczepy PER34, HPV1007 
J1(pls)-ccrA1/B1-J2-∆∆IS1272∆∆mecR1-mecA-IS431mec-J3(dcs, pUB110) 

___________________________________________________________________________________ 
• typ II (2A.1) ,  

J1(kdpCBE)-ccrA2/B2-J2(Tn554)-mecI-mecR1-mecA- IS431mec-J3(pUB110, dcs) 
 

• typ IIa (2A.1.1)- �ok. 57 kb, szczepy N315, Mu50, MRSA252 
J1(kdpCBE)-ccrA2/B2-J2(Tn554)-mecI-mecR1-mecA--IS431mec-J3( pUB110, dcs) 
 

• typ IIb (2A.2) 
J1(IIb)-ccrA2/B2-J2(Tn554)-mecI-mecR1-mecA--IS431mec-J3(pUB110, dcs) 
 

• typ IIA (2A4.1/2A3.1) � ok. 40 kb, szczep AR14/0298 
J1(IVb)-ccrA2/B2-J2(Tn554)-∆∆mecI-IS11282-∆∆mecI-mecR1-mecA-IS431mec-J3(pUB110, dcs) 
 

• typ IIB (2A.3.2) � ok. 31 kb 
J1(IVb)-ccrA2/B2-J2-mecI-mecR1-mecA-IS431mec-J3(pUB110, dcs) 
 

• typ IIC (2A.3.3) � ok. 33 kb 

J1(IVb)-ccrA2/B2-J2(Tn554)-IS1182-∆∆mecI-mecR1-mecA-IS431mec-pUB110-IS431-dcs 
 

• typ IID (2A4.4/2A.3.4) � ok. 33 kb, szczep AR13/3635.2 
J1(IVb)-ccrA2/B2-J2(Tn554)- ∆∆mecI-IS11282-∆∆mecI-mecR1-mecA-IS431mec-J3(dcs) 
 

• typ IIE (2A.3.5) � ok. 27 kb, szczep AR13.1/3320.2 
J1(typIVb)-ccrA2/B2-J2(Tn554)- IS1182-∆∆mecI-mecR1-mecA- IS431mec-J3(dcs) 

___________________________________________________________________________________ 

• typ III (3A.1) � ok. 67 kb, szczep 85/2082, 85/3907 
J1-ccrA3/B3-J2(ΨΨTn554)-mecI-mecR1-mecA-IS431mec-J3(pT181, ∆pI258, Tn554) 
 

• typ IIIA (3A.1.2) szczep HU25 
J1-ccrA3/B3-J2(ΨΨTn554)-mecI-mecR1-mecA-IS431mec-J3(∆pI258, Tn554) 
 

• typ IIIB (3A.1.3) szczep HDG3 
J1-ccrA3/B3-J2(ΨΨTn554)-mecI-mecR1-mecA-IS431mec-J3 
 

• typ IIIC (3A.1.4)  
J1-ccrA3/B3-J2(ΨΨTn554)-mecI-mecR1-mecA-IS431mec-J3(pT181) 

___________________________________________________________________________________ 
• typ IVa (2B.1) � ok. 24 kb, szczepy CA05, JCSC4744, JCSC1469, JCSC2167, MW2 

J1(typIVa)-ccrA2/B2-J2-ΨΨIS1272∆∆mecR1-mecA-IS431mec-J3(dcs)  
 

• typ IVb (2B.2.1)� ok. 21 kb, szczep 8/6-3P(JCSC1978) 
J1(typIVb)-ccrA2/B2-J2-ΨΨIS1272∆∆mecR1-mecA-IS431mec- J3(dcs) 
 

• typ IVc (2B.3.1) � ok. 25 kb, szczep81/108 
J1(typIVc)-ccrA2/B2-J2-ΨΨIS1272∆∆mecR1-mecA-IS431mec-J3(∆∆dcs, Tn4001) 
 

• typ IVc (2B.3.2) szczep 2314 
J1(typIVc)-ccrA2/B2-J2-ΨΨIS1272∆∆mecR1-mecA-IS431mec-J3(dcs) 
 

• typ IVd (2B.4) szczep JCSC4469 
J1(typIVd)-ccrA2/B2-J2-ΨΨIS1272∆∆mecR1-mecA-IS431mec- J3(dcs) 
 

• typ IVE (2B.3.3)� ok. 23 kb, szczep AR43/3330.1 
J1(typIVc)-ccrA2/B2-J2-ΨΨIS1272∆∆mecR1-mecA-IS431mec- J3 
 

• typ IVF (2B.2.2)- ok. 23 kb 
J1(typIVb)-ccrA2/B2-J2-ΨΨIS1272∆∆mecR1-mecA-IS431mec- J3 
 

• typ IVg (2B.5) szczep M03-68 
J1(typIVg)-ccrA2/B2-J2-ΨΨIS1272∆∆mecR1-mecA-IS431mec- J3(dcs) 
 

• typ IVh (2B.6) szczepy HGSA157,HGSA158, HGSA163, HGSA168, HAR22 
J1(typIVh)-ccrA2/B2-J2-ΨΨIS1272∆∆mecR1-mecA-IS431mec- J3(dcs) 

___________________________________________________________________________________ 
• typ V (5C.2) �ok. 29 kb, szczepy JSGH17, WIS(WBG8318) 

J1(hsdMSR)-ccrC∆∆IS431---∆∆mecR1-mecA-IS431mec 

___________________________________________________________________________________ 

• typ VI (4B) szczep HDE288 
J1-ccrA4/B4-J2-ΨΨIS1272∆∆mecR1-mecA-IS431mec- J3(dcs) 

Rys. 1. Schemat budowy
             SCCmec*
* Obja�nienia zastosowanych skrótów
   zosta³y podane w tek�cie pracy



426 ANDRZEJ M£YNARCZYK, GRA¯YNA M£YNARCZYK

Regulacja ekspresji genów ermA i ermC, zachodzi
na etapie translacji. Gen ermA poprzedzaj¹ w nici po-
licistronowej dwa geny koduj¹ce peptydy liderowe
pepL i pep1, natomiast w przypadku ermC jeden, pep.
Tworzone przez rRNA pep struktury spiête uniemo¿-
liwiaj¹ dostêp rybosomu do RBS (ang. ribosom bin-
ding site) dla genu erm. Dlatego przy braku induktora
nie zachodzi synteza metylazy Erm. Natomiast, je¿eli
wcze�niej do rybosomu przy³¹czy siê cz¹steczka in-
duktora (M14�15) wówczas translacja peptydu lidero-
wego zostanie przerwana i nie nast¹pi od³¹czenie ry-
bosomu. Powoduje to trwa³e rozchylenie struktury
spiêtej mRNA, umo¿liwiaj¹c dostêp rybosomów do
RBS dla genu erm i jego translacjê [17, 27]

U pojedynczych szczepów S. aureus opisywane by³y
równie¿ inne mechanizmy oporno�ci, takie jak synte-
za metylaz ErmGM (ermY), ErmB (czêsto u szczepów
VRSA), ErmF, synteza bia³ek b³onowych powodu-
j¹cych aktywny wyp³yw antybiotyku, MsrA (czêsto
u szczepów VRSA), MsrB (oporno�æ na M14S-B),
MsrSA oporno�æ na M14�15S-B, MefA (oporno�æ na
M14), metylotransferazy Cfr (oporno�æ na linkozamidy)
[13, 19, 28] oraz synteza enzymów inaktywuj¹cych
MLS-B takich jak esterazy EreA, EreB (inaktywuj¹
M14 i M16); nukleotydylotransferazy LinA, LinA1 lub
LinA� (oporno�æ tylko na linkomycynê), liazy VgbA
i VgbB (inaktywuj¹ S-B), fosfotransferazy makrolido-
wej MphBM [19, 27]. Oporno�æ mo¿e byæ równie¿
wynikiem mutacji genów chromosomalnych, koduj¹-
cych rybosomalne bia³ka L22 (oporno�æ S. aureus na
erytromycynê, telitromycynê, quinopristinê i quino-
pristinê/dalfopristinê) i L4 (oporno�æ S. aureus na ery-
tromycynê i spiramycynê) [19, 27].

4. Oporno�æ na streptograminy A

Streptograminy A dzia³aj¹ na 23SrRNA podjed-
nostki 50S rybosomu, ale w innym miejscu ni¿ MLS-B.
Oporno�æ na streptograminy A mo¿e byæ wynikiem
wytwarzania acetylotransferaz kodowanych przez plaz-
midowe geny vatA, vatB, vatC, vatD, vatE, wi¹¿¹cych
ATP bia³ek b³onowych odpowiedzialnych za aktywny
wyp³yw streptogramin A kodowanych przez plazmidy
i transpozony geny vgaA, vgaB, vgaAv (Tn5406), liaz
kodowanych przez geny vgbA i vgbB, oraz metylo-
transferazy Cfr modyfikuj¹cej miejsce docelowe dla
streptogramin A [6, 13].

5. Oporno�æ na chinupristinê/dalfopristinê
(Synercid)

Synergistyczne dzia³anie streptogramin A (dalfo-
pristiny) i B (chinupristiny) powoduje efekt bójczy
u S. aureus (w tym u MRSA, VRSA, VISA). Po stoso-

waniu Synercidu wystêpuje efekt postantybiotykowy
(PAE) tzn. hamowanie wzrostu bakterii przy stê¿eniu
leku mniejszym ni¿ MIC. Warto�ci PAE wynosi³y dla:
S. aureus 2�8 godz. [18]. Za kryterium oporno�ci uwa-
¿a siê MIC synercidu ≥4 mg/L [21]. Oporno�æ na
Synercid jest najczê�ciej wynikiem obecno�ci dwóch
mechanizmów oporno�ci: konstytutywnej oporno�ci
na MLS-B oraz oporno�ci na streptograminy A. Obec-
no�æ tylko jednego z tych mechanizmów powoduje,
¿e Synercid nie dzia³a bójczo tylko bakteriostatycznie
(w badaniu bakteriologicznym takie bakterie wykazuj¹
wra¿liwo�æ na Synercid). Ponadto, mutacja chromoso-
malnego genu koduj¹cego rybosomalne bia³ko L22 po-
woduje oporno�æ szczepu S. aureus na Synercid [18, 19].

6. Oporno�æ na aminoglikozydy

Za kryterium oporno�ci na aminoglikozydy przyj-
muje siê: MIC gentamycyny i tobramycyny ≥16 mg/L;
MIC netylmycyny ≥32 mg/L; MIC amikacyny i kana-
mycyny ≥64 mg/L [21]. Najbardziej rozpowszechnio-
ny mechanizm oporno�ci na aminoglikozydy polega
na syntezie enzymów z grupy transferaz AAC(6�)-Ie/
APH(2�)-Ia (oporno�æ na gentamycynê, tobramycynê,
kanamycynê oraz czêsto na amikacynê i netylmy-
cynê), ANT(4�)-Ia (oporno�æ na tobramycynê, ka-
namycynê, neomycynê, liwidomycynê), APH(3�)-IIIa
(oporno�æ na kanamycynê, neomycynê, liwidomycynê)
i APH(3�)-III (oporno�æ na kanamycynê i neomycynê)
kodowan¹ przez gen aphA-3 wystêpuj¹cy w Tn3851,
Tn4031 i Tn5404 [28].

Geny aacA-aphD koduj¹ce acetylo/fosfotransferazê
AAC(6�)-Ie/APH(2�)-Ia wystêpuj¹ w transpozonach
(np. Tn4001, Tn4001-like) zlokalizowanych w du¿ych
plazmidach i chromosomie (np. SCCmec IVc). Nie-
które Tn4001-like zachowa³y promotor operonu $-lak-
tamazowego (zredukowany blaZ), co mo¿e powodo-
waæ siln¹ indukcjê oporno�ci na aminoglikozydy przez
antybiotyki $-laktamowe i antagonizm $-laktamów
i aminoglikozydów (np. netylmycyny) [7]. Niektóre
mutacje punktowe genu aacA-aphD mog¹ rozszerzaæ
spektrum AAC(6�)-Ie/APH(2�)-Ia np. o arbekacynê.
Gen aadD koduj¹cy nukleotydylotransferazê ANT(4�)-
Ia wystêpuje zarówno w ma³ych (pUB110) i w du¿ych
plazmidach np. koniugacyjnych. Kopia pUB110 wy-
stêpuje w niektórych SCCmec. Gen aph(3�)-IIIa ko-
duj¹cy fosfotransferazê APH(3�)-IIIa wystêpuje naj-
czê�ciej w plazmidach. Wysokie MIC >1024 mg/L
lividomycyny pozwala fenotypowo odró¿niæ ten gen
od pozosta³ych [7].

Ponadto S. aureus mo¿e syntetyzowaæ transferazy,
np. ANT(6), kodowan¹ przez gen ant(6) plazmidu
pS194, lub ant(6)-Ia (aadE), inaktywuj¹ce streptomy-
cynê. Oporno�æ na streptomycynê mo¿e byæ równie¿
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wynikiem mutacji genu koduj¹cego rybosomalne bia³-
ko S12. Obni¿ona wra¿liwo�æ na aminoglikozydy
mo¿e byæ wynikiem zak³ócenia transportu aminogli-
kozydów do wnêtrza komórki bakteryjnej [15, 28].

7. Oporno�æ na fluorochinolony

Kryteria oporno�ci to: MIC moksifloksacyny ≥2 mg
/L; MIC ciprofloksacyny, lewofloksacyny 4 mg/L; MIC
norfloksacyny ≥16 mg/L [21]. Przyczyn¹ oporno�ci na
fluorochinolony s¹ zmiany mutacyjne w obrêbie genu
gyrA i gyrB (topoizomeraza II) oraz grlA (topoizome-
raza IV). W wyniku mutacji powstaj¹ bia³ka o obni¿o-
nej podatno�ci lub niewra¿liwe na dzia³anie fluorochi-
nolonów [11, 15]. Opisano równie¿ nadprodukcjê
chromosomalnego bia³ka NorA (aktywne usuwanie
fluorochinolonów z komórki bakteryjnej) [15].

8. Oporno�æ na tetracykliny

Kryterium oporno�ci to: MIC tetracykliny, do-
ksycykliny, minocykliny ≥16 mg/L [21]. Mechanizm
oporno�ci zwi¹zany z aktywnym usuwaniem lub od-
³¹czaniem od 30S rybosomu i usuwaniem tetracyklin
z komórki przez bia³ka Tet(K), Tet(L), Tet(M), Tet(O),
Tet(S) i Tet(U). Geny tet(K) wystêpuj¹ w ma³ych
plazmidach (ok. 4,5 kb), np. pT181 (wystêpuje rów-
nie¿ w SCCmec III), pT127, pBC16. Gen tet(M) wy-
stêpuje w chromosomie (np. Tn5801). Plazmidalne
geny tet(S) i tet(U) s¹ charakterystyczne dla szczepów
VRSA [15, 28].

9. Oporno�æ na linezolid

Linezolid nale¿y do grupy oksazolidynonów, dzia-
³a na 23 S rRNA w podjednostce 50S rybosomu i wy-
kazuje du¿¹ aktywno�æ w stosunku do MSSA, MRSA,
VRSA i VISA. Dzia³anie linezolidu polega na wi¹-
zaniu siê z konserwatywnym nukleotydem A2602,
bêd¹cym czê�ci¹ V domeny cz¹steczki 23 S rRNA
w podjednostce 50S, oraz z dwoma bia³kami na tej
samej podjednostce: bia³kiem rybosomalnym L27,
którego koniec N �ci�le s¹siaduje z centrum aktyw-
nym transferazy peptydylowej oraz z bia³kiem LepA
[3]. Kryterium oporno�ci to MIC ³8 mg/L [21]. Opor-
no�æ na linezolid mo¿e byæ wynikiem dwóch me-
chanizmów: mutacji genu rrn lub ekspresji genu crf.
Mutacja w genie rrn koduj¹cym 23S rRNA w podjed-
nostce 50S rybosomu powoduje modyfikacjê miejsca
docelowego dla linezolidu w obrêbie domeny V 23S
rRNA i uniemo¿liwia dzia³anie linezolidu. W�ród
szczepów izolowanych z przypadków klinicznych,

najwiêksze znaczenie wydaje siê mieæ mutacja G2576U
(G2576T w rDNA). Mutacja ta zosta³a stwierdzona
u kilku opornych szczepów Enterococcus oraz w po-
jedynczych szczepach S. aureus, S. epidermidis oraz
S. oralis [29]. W jednym szczepie S. aureus opornym
na linezolid stwierdzono obecno�æ innej mutacji, mia-
nowicie T2500A, przy braku G2576U [12]. Stwier-
dzono, ¿e w przypadku 4 opornych klinicznych izola-
tów S. aureus, charakteryzuj¹cych siê warto�ciami MIC
linezolidu 16 mg/L (3 szczepy) i 8 mg/L (1 szczep),
mutacja G2576T wystêpowa³a zawsze w dwóch alle-
lach na piêæ, przy czym zawsze by³a obecna w kopii 5
(rrn5) [12].

Drugi mechanizm polega na syntezie metylotransfe-
razy Cfr powoduj¹cej metylacjê 23SrRNA w pozycji
A2503. Gen cfr znaleziono w plazmidzie p004-737X
(istAS-istBS-cfr-Dtnp) o wielko�ci 55 kb. Ekspresja
genu cfr powoduje oporno�æ na linezolid, linkozami-
dy, fenikole (chloramfenikol), streptograminy A i re-
tapamulin [13].

10. Oporno�æ na glikopeptydy

Kryterium oporno�ci: MIC wankomycyny ≥16 mg/L
a MIC teikoplaniny ≥32 mg/L [21]. Pojedyncze szcze-
py VRSA opisano w ostatnich latach w USA i Azji
[25, 30]. Szczepy VRSA naby³y geny oporno�ci na
wankomycynê typu vanA od enterokoków. Jak dot¹d
opisano siedem takich szczepów w USA. Pierwsze
dwa szczepy opisano w 2002 roku, u obu stwierdzono
obecno�æ Tn1546, elementu nosz¹cego operon vanA
[16]. Pierwszy z wyizolowanych szczepów, szczep
Michigan (MI-VRSA) wykazywa³ oporno�æ na wyso-
kie stê¿enia wankomycyny i teikoplaniny, natomiast
drugi, pochodz¹cy z Pensylwanii (PE-VRSA) wykazy-
wa³ oporno�æ tylko na wankomycynê. Okaza³o siê, ¿e
geny warunkuj¹ce oporno�æ na wankomycynê u szcze-
pu MI-VRSA wykazuj¹ znaczn¹ stabilno�æ, podczas
gdy w przypadku szczepu PE-VRSA s¹ bardzo ³atwo
tracone [24]. Szczep MI-VRSA ma plazmid o wiel-
ko�ci 57,9 kb, który powsta³ z plazmidu podobnego do
pSK41, z insercj¹ Tn1546-like [16, 30]. W 2004 roku
wyizolowano w Nowym Jorku szczep, który charak-
teryzuje siê najni¿sz¹ oporno�ci¹. Szczepy tego typu,
przy zastosowaniu rutynowych metod badania wra¿li-
wo�ci na antybiotyki, mog¹ zostaæ ³atwo przeoczone
[1]. Stwierdzono, ¿e wszystkie szczepy VRSA nale¿a³y
do wspólnego kompleksu klonalnego ST5. Ponadto,
u wszystkich VRSA stwierdzono mutacjê w genie hsdR,
koduj¹cym Sau1 (1 system modyfikacyjno-restryk-
cyjny) [30]. U kilku szczepów S. aureus, u których
stwierdzono obecno�æ genu vanA (niezale¿nie od jego
ekspresji) wykryto obecno�æ innych genów oporno�-
ci: ermB-aadE-sat4-aphA-3, msrA, aac(6')-aph(2")-Ia
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oraz tet(S) i tet(U), pochodz¹cych prawdopodobnie od
Enterococcus faecium [28].

Poza szczepami VRSA (GISA) wyszczególnia siê
szczepy VISA (MIC wankomycyny 4�8 mg/L), hVISA
(heterogenne VISA) oraz VTSA (vancomycin toleran-
ce S. aureus, MBC wankomycyny ≥32 MIC). Zmniej-
szona wra¿liwo�æ na wankomycynê wynika prawdo-
podobnie z ró¿nych reorganizacji genomu [10, 20].

11. Oporno�æ na mupirocynê

Przyczyn¹ oporno�ci na mupirocynê jest produk-
cja kodowanej przez wystêpuj¹cy w plazmidach (np.
pGO400, pJ2947, pUSA03) gen ileS syntetazy izoleu-
cylo-t-RNA niewra¿liwej na mupirocynê lub o zmniej-
szonym powinowactwie do mupirocyny (mutacje w ge-
nie chromosomalnym). Oporno�æ kodowana przez plaz-
midy warunkuje zwykle MIC>500 mg/L. [5, 11, 15].
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1. Obecne i przysz³e zastosowania probiotyków

Probiotyki s¹ stosowane do leczenia szerokiego za-
kresu stanów chorobowych u ludzi i zwierz¹t. Zapro-
ponowano tak¿e wiele przysz³ych zastosowañ, ale
dopiero wyniki badañ do�wiadczalnych i klinicznych
zadecyduj¹ o ich realno�ci (Tabela I). Jednak¿e zakres
wskazañ medycznych oparty na dowodach medycznych
jest o wiele wê¿szy ni¿ zastosowania, co wskazuje na
nadmierny entuzjazm lekarzy lub bezkrytyczne sto-
sowanie probiotyków bez dowodów, pod wp³ywem
reklamy rozpowszechnianej przez nierzetelnych pro-
ducentów. Ponadto szereg zastosowañ, nawet tych

opartych na dowodach, wydaje siê byæ raczej dzie³em
szczê�liwego przypadku lub te¿ bardzo szerokiego
zakresu prowadzonych badañ klinicznych, a nie kon-
sekwentnego poszukiwania probiotyków o w³a�ciwo�-
ciach wskazuj¹cych na potencjalne mo¿liwo�ci wp³y-
wania na przyczynê lub przebieg danego schorzenia.

Chocia¿ badania nad bakteriami spe³niaj¹cymi kry-
teria probiotyków trwaj¹ od oko³o 15 lat, absolutna
wiêkszo�æ szczepów, które zosta³y zbadane, opisane
i wdro¿one do produkcji leków (produktów leczni-
czych) nale¿y do kilku gatunków Lactobacillus: rham-
nosus, casei, plantarum i acidophilus (sensu lato),
kilku gatunków Bifidobacterium: bifidum, longum
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Silny Ostre zapalenie ¿o³adka i jelit
Biegunka zwi¹zana z stosowaniem antybiotyków

�redni Reakcje alergiczne, szczególnie atopowe zapalenie skóry

Obiecuj¹cy Zaka¿enia dróg oddechowych u dzieci,
Próchnica zêbów,
Eliminacja nosicielstwa nosowego patogenów,
Zapobieganie nawrotowemu zapaleniu jelit zwi¹zanemu z Clostridium difficile,
Przewlek³e zapalenie jelit

Potencjalne przysz³e zastosowania Reumatoidalne zapalenie stawów,
Zespó³ dra¿liwego jelita,
Zapobieganie nowotworom,
Alkoholowe uszkodzenie w¹troby,
Cukrzyca,
Choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi

T a b e l a  I
Obecne i przysz³e zastosowania kliniczne probiotyków oceniane na podstawie poziomu skuteczno�ci,

wg Goldina i Gorbacha [3]

Poziom dowodów medycznych Zakres zastosowañ
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i infantis oraz jednego szczepu trudnego do sklasyfi-
kowania grzyba dro¿d¿opodobnego, Saccharomyces
boulardii. Mo¿na tak¿e znale�æ pojedyncze szczepy
innych gatunków, nawet o pewnym potencjale patogen-
nym, takie jak Escherichia coli i Enterococcus faecium.
Dane na temat bakterii probiotycznych zosta³y zebra-
ne w Tabeli II.

2. Znane mechanizmy dzia³ania probiotyków
na organizm gospodarza

W stosunku do szeroko�ci zastosowañ, w gruncie
rzeczy gruntownie poznano niewiele mechanizmów
dzia³ania probiotyków. Najwcze�niej odkrytym z nich
jest zdolno�æ bakterii kwasu mlekowego, przede
wszystkim Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus do produkcji enzymu
laktazy. Produkty fermentacji mleka, takie jak jogurt,
zawieraj¹ce laktazê mog¹ w ten sposób poprawiaæ
trawienie u osób z nietolerancj¹ laktozy wynik³¹ z nie-
doboru w³asnej laktazy spowodowanego defektem ge-
netycznym, albo zwi¹zan¹ z wiekiem [9].

Stosunkowo do�æ wcze�nie poznano antybakteryjne
dzia³anie probiotyków, czyli ich zdolno�æ do hamowa-
nia namna¿ania siê innych bakterii i grzybów w warun-
kach in vitro, a tak¿e in vivo w organizmach zwierz¹t
do�wiadczalnych [6]. Wydaje siê, ¿e na tym mechaniz-
mie opiera siê korzystne dzia³anie probiotyków w za-
pobieganiu biegunce podró¿nych [7], a nawet próch-
nicy zêbów [16].

Innym dobrze, choæ nie do koñca poznanym me-
chanizmem dzia³ania probiotyków, który prawdopo-
dobnie leg³ u podstaw ich zastosowañ w schorzeniach
o zapalnym pod³o¿u jest ich dzia³anie przeciwzapalne.
W szeregu badañ przeprowadzonych w warunkach

in vitro i in vivo na wielu modelach zwierz¹t do�wiad-
czalnych wykazano, ¿e wiele ró¿nych szczepów bak-
terii probiotycznych powoduje podwy¿szenie poziomu
cytokin przeciwzapalnych, takich jak IL-10, jednocze�-
nie powoduj¹c obni¿enie poziomu cytokin prozapal-
nych, takich jak np. TNF" i IL-8 [5]. Uwa¿a siê, ¿e na
tym mechanizmie opiera siê korzystne dzia³anie probio-
tyków na przebieg przewlek³ego zapalenia jelit w po-
staci choroby Le�niowskiego-Crohna lub wrzodziej¹-
cego zapalenia jelita [19], na wygaszanie reakcji aler-
gicznych, szczególnie atopowego zapalenia skóry [8],
czy nawet na poprawê metabolizmu w cukrzycy, co jak
dot¹d wykazano tylko u zwierz¹t do�wiadczalnych [1].

3. Mechanizmy dzia³ania probiotyków
bêd¹ce przedmiotem aktualnych badañ

Badania nad mechanizmami dzia³ania probiotyków
s¹ prowadzone zarówno w tych zakresach, które s¹
przedmiotem praktycznych zastosowañ, ale nieznana
jest przyczyna prowadz¹ca do efektów klinicznych,
jak i w celu znalezienia nowych zastosowañ logicznie
wynikaj¹cych z wykrytych mechanizmów uruchamia-
nych przez wybrane szczepy bakterii. Do pierwszej
grupy nale¿¹ poszukiwania nad interakcjami pomiê-
dzy komórkami nab³onka jelita, a bakteriami z rodza-
ju Lactobacillus. Wykazano, ¿e pewne szczepy tych
bakterii wp³ywaj¹ na szczelno�æ bariery jelitowej i to
dziêki kilku ró¿nym mechanizmom: zwiêkszaniu pro-
dukcji mucyny pokrywaj¹cej nab³onek [14], stymula-
cji komórek nab³onkowych do zwiêkszonej produkcji
bia³ek po³¹czeñ �cis³ych [13] oraz uruchamianiu syn-
tezy defenzyn [17]. Wiedz¹c, ¿e nieszczelno�æ bariery
jelitowej jest jedn¹ z po�rednich przyczyn prowadz¹-
cych do pobudzania odczynu zapalnego w trakcie

Nietolerancja laktozy LAB, Streptococcus salivarius susp. thermophilus

Ostra biegunka LAB, Bif lub Sbu

Biegunka zwi¹zana z antybiotykami LAB lub Sbu

Biegunka podró¿nych LAB lub Sbu

Alergie LAB

Biegunka powodowana przez Clostridium difficile LAB

Próchnica zêbów LAB

Zaburzenia trawienia u dzieci z mukowiscydoz¹ LAB

Zaka¿enia dróg oddechowych u dzieci LAB

Kolonizacja nosa przez czynniki patogenne LAB

Przewlek³e zapalenie jelit lub zespó³ dra¿liwego jelita LAB i Bif, Sbu + lek, Sbu samo, LAB sama

T a b e l a  I I
Probiotyki maj¹ce zastosowania medyczne

Schorzenia Grupy probiotyków

Obja�nienia skrótów: LAB � laseczki kwasu mlekowego, Bif � ró¿ne gatunki Bifidobacterium,
Sbu � Saccharomyces boulardii
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przewlek³ego zapalenia jelit, mo¿na wyt³umaczyæ dla-
czego uzyskiwano pozytywne efekty kliniczne u cho-
rych z t¹ chorob¹ po podaniu pewnych probiotyków
[4], ale tak¿e mo¿na na podstawie odpowiednich badañ
in vitro wybraæ szczepy o najkorzystniejszych cechach
pod k¹tem takich zastosowañ.

Niew¹tpliwie, najszerzej zakrojone i prowadzone
badania dotycz¹ wp³ywu bakterii probiotycznych na
rozwój odporno�ci gospodarza (Tabela III).

Szczególnym schorzeniem bêd¹cym wynikiem
zaburzeñ mechanizmów odporno�ciowych w okresie
noworodkowym, w którym wykazano skuteczno�æ
probiotyków, chocia¿ nie poznano mechanizmów ich
ochronnego dzia³ania jest martwicze zapalenie jelit
(necrotizing enterocolitis, NEC) [12], najgro�niejsze
schorzenie noworodków z bardzo nisk¹ mas¹ urodze-
niow¹. Prowadzi siê zatem kilka projektów maj¹cych
na celu ich wyja�nienie. Wykazano ju¿, ¿e w niedoj-
rza³ych enterocytach nie dochodzi do wytwarzania
czynnika I6B, inhibitora szlaku Nb w komórkach, co
prowadzi do nadmiernej produkcji prozapalnej cytoki-
ny IL-8 i uruchomienia zapalenia jelita [2]. Kontakt nie-
dojrza³ych enterocytów z przes¹czami hodowli bakterii
probiotycznych zapobiegaj¹cych NEC powoduje zwiêk-
szon¹ ekspresjê genów zwi¹zanych z odporno�ci¹ wro-
dzon¹ (receptorów TLR i cz¹steczek sygna³owych),
a tym samym wyra�ne zahamowanie produkcji IL-8,
co mo¿e byæ w³a�nie mechanizmem protekcyjnego
dzia³ania probiotyków w tym schorzeniu [20].

Zupe³nie nowe spojrzenie na mo¿liwo�ci wykorzy-
stania mechanizmów uruchamianych przez probiotyki
stwarzaj¹ aktualne technologie molekularne, szczegól-
nie mikromacierze DNA. Dziêki takiemu podej�ciu
mo¿liwe jest �ledzenie wp³ywu bakterii probiotycznych
na ekspresjê pewnych genów komórek nab³onkowych
po wzajemnym kontakcie stworzonym przez koloniza-
cjê [11]. Takie podej�cie stwarza nowe szanse na wyja�-
nienie kolejnych mechanizmów dzia³ania probiotyków.

4. Podsumowanie

Zastosowania probiotyków w medycynie gwa³tow-
nie siê ostatnio rozszerzaj¹ w wyniku badañ klinicz-
nych wykazuj¹cych ich korzystny wp³yw na przebieg
choroby. Tym niemniej najczê�ciej s¹ poparte poje-
dynczymi doniesieniami, o wiele rzadziej lekarz ma
do dyspozycji bardziej obszerne dowody wynikaj¹ce
z badañ wieloo�rodkowych lub metaanaliz. Najczê�-
ciej wyniki obserwacji klinicznych nie s¹ poparte
wcze�niejszymi badaniami laboratoryjnymi maj¹cy-
mi na celu wybranie takich bakterii probiotycznych,
które posiadaj¹ mechanizmy umo¿liwiaj¹ce im inte-
rakcje z patomechanizmami choroby, w której maj¹
byæ stosowane. Brak równie¿ wcze�niejszych badañ
in vivo, których celem jest potwierdzenie skutecznego
dzia³ania na odpowiednim modelu zwierzêcym, jak
i, co wa¿niejsze, udowodnienie braku dzia³añ nega-
tywnych wybranego probiotyku. Dlatego te¿ coraz
czê�ciej pojawiaj¹ siê doniesienia o negatywnych
skutkach podawania probiotyków, a nawet o powa¿-
nych dzia³aniach ubocznych. Zagadnienia bezpieczeñ-
stwa probiotyków bêd¹ przedmiotem osobnej publi-
kacji w tym zeszycie Postêpów Mikrobiologii.

Za³o¿eniem do tych badañ jest znany fakt, ¿e do-
noszony noworodek ma potencjaln¹ zdolno�æ do wy-
tworzenia odpowiedniej odporno�ci, jednak aby do
tego dosz³o, tkanka limfatyczna jelita musi byæ stale
stymulowana przez bakterie kolonizuj¹ce jelito. Taka
stymulacja powoduje rozwój komórek w kepkach
Peyera umo¿liwiajacych kontakt pomiedzy drobno-
ustrojami a komórkami. Dodatkowo nastepuje akty-
wacja komórek osiadlych w nab³onku i pod�cielisku
do produkcji cytokin ochronnych, zas komórki krez-
kowych wez³ów chlonnych produkuja polimeryczne
IgA. Zatem rola bakterii probiotycznych, w prze-
ciwienstwie do drobnoustrojów patogennych, jest
u³atwianie i ukierunkowywanie tych procesów. Kilka
z tych mechanizmów budzi dzisiaj szczególne zainte-
resowanie badaczy.

Prowadzi siê w tym zakresie badania nad szcze-
gó³owymi mechanizmami powoduj¹cymi wygaszanie
procesów zapalnych przez probiotyki na drodze re-
gulacji immunologicznej. Okaza³o siê, ¿e szczepy
L. rhamnosus powoduj¹ indukcjê znacznych ilo�ci
czynnika stymuluj¹cego granulocyty (G-CSF) w ma-
krofagach, który powoduje zahamowanie produkcji
TNF" indukowanego w tych komórkach przez E. coli
lub izolowany lipolisacharyd. Proces ten jest po�red-
niczony przez aktywacjê kinaz komórkowych [10].
Z kolei szczepy L. casei, które wykazuj¹ dzia³anie
ochronne na do�wiadczalne reumatoidalne zapalenie
stawów u myszy powoduj¹ zmniejszenie produkcji cy-
tokin prozapalnych reaguj¹cych z kolagenem typu II
przez komórki CD4(+) dziêku zahamowaniu tran-
slokacji czynnika NF6B do j¹dra komórkowego [18].
W �wietle innych badañ mo¿na przypisaæ takie dzia-
³anie pewnym strukturom obecnym na powierzchni
Lactobacillus, takim jak egzopolisacharyd i kwasy
lipotejchowe [15].

Uogólniona odpowied� odporno�ciowa �luzówek

Zrównowa¿ona odpowied� ze strony
komórek pomocniczych T

Ograniczona odpowied� zapalna

Wieloraka odpowied� w zakresie IgA

T a b e l a  I I I
Wp³yw probiotyków na rozwój odporno�ci
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1. Wprowadzenie

S³owo �probiotyk� pochodzi z greki od s³ów pro
� �dla� i bios � �¿ycie�. Pionierami w tej dziedzi-
nie badawczej, na pocz¹tku ubieg³ego wieku, byli:
M i e c z n i k o w, który w swoich pracach sugerowa³,
¿e przyjmowanie z pokarmem bakterii o nieznacznym
dzia³aniu proteolitycznym, rozk³adaj¹cych cukry i wy-
twarzaj¹cych kwas mlekowy, mog³oby spowodowaæ
�wszczepienie korzystnych� bakterii do uk³adu pokar-
mowego, tym samym zastêpuj¹c bakterie patogenne;
T i s s i e r, który u dzieci z biegunk¹ zaobserwowa³
mniejsze liczby dwudzielnych bakterii nazwanych Bi-
fidobacterium; S h i r o t a, dziêki któremu w Japonii
wprowadzony zosta³ w latach trzydziestych napój za-
wieraj¹cy bakterie kwasu mlekowego [12, 13, 21].
Jednak dopiero w drugiej po³owie dwudziestego wieku
zaczêto u¿ywaæ s³owa �probiotyki�, wtedy okre�laj¹ce
czynniki produkowane przez drobnoustroje, które pro-
mowa³y wzrost innych gatunków mikroorganizmów
[9]. Prze³om nast¹pi³ jednak pod koniec XX wieku,
kiedy to zaczêto przygl¹daæ siê probiotykom uwa¿niej
i formu³owaæ coraz to aktualniejsze definicje. Przeszu-
kuj¹c bazê publikacji PubMed (www.pubmed.com)
za pomoc¹ jednego tylko has³a �probiotics� w latach
1950�1990 mo¿na znale�æ jedynie 18 publikacji. Od
roku 1990 do dzi� (tzn. 28 kwietnia 2008 r.) to sa-
mo has³o odnajdywane jest a¿ 4216 razy! Komen-
tarz jest zbyteczny, dziedzina ta rozwija siê z dnia na

dzieñ, a poniewa¿ w dalszym ci¹gu mechanizmy dzia-
³ania drobnoustrojów probiotycznych nie s¹ poznane,
tak¿e ich bezpieczeñstwo nie mo¿e byæ uznane za
100% pewne.

2. Bezpieczeñstwo probiotyków

Zgodnie z przyjêt¹ przez Organizacjê Narodów
Zjednoczonych ds. Wy¿ywienia i Rolnictwa (FAO)
oraz �wiatow¹ Organizacjê Zdrowia (WHO) w 2001/
2002 roku definicj¹, probiotyki to ¿ywe drobnoustro-
je, które podane w odpowiedniej ilo�ci, wywieraj¹
korzystny wp³yw na zdrowie gospodarza [5, 6, 19].
W 2006 roku wzoruj¹c siê na Miêdzynarodowym Sto-
warzyszeniu Naukowym na rzecz Probiotyków i Pre-
biotyków (ang. International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics, ISAPP) w Polsce powsta³o
towarzystwo naukowe dedykowane tej dziedzinie
o nazwie Polskie Towarzystwo Probiotyczne i Prebio-
tyczne. Od pocz¹tku swojego istnienia promuje ono
stanowisko zgodne z zaleceniami FAO/WHO.

Zalecenia WHO/FAO z 2001 oraz 2002 roku zo-
sta³y w 2006 skompilowane przez te organizacje w ca-
³o�æ i wydane w 2007 roku � za ich zgod¹ � w formie
przewodnika przez Polskie Towarzystwo Probiotycz-
ne i Prebiotyczne [19]. W przewodniku po�wiêcono
du¿o uwagi bezpieczeñstwu drobnoustrojów probio-
tycznych i nie omieszkano zamie�ciæ doniesieñ o dzia-
³aniach niepo¿¹danych dostêpnych w literaturze.
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Safety of probiotics in clinical applications

Abstract: According to FAO/WHO definition, supported in Poland by the local scientific organization i.e. the Polish Society for
Probiotics and Prebiotics, probiotics are live microorganisms, which when administered in adequate amount confer a health benefit
on the host. In most cases the application of probiotics is not associated with adverse events however, the latest report from a study
in Holland shows that safety of probiotics is as important as their efficacy. This paper aims at showing specific situations which were
not safe or were associated with the risk of complications. The materials used were the currently available, state of the art l iterature
as well as reports on safety and adverse events from clinical studies. Recent reports on infections with probiotic strains were
included in the analyses, especially the PROPATRIA study. The paper concludes that nowadays there are some documented cases in
which the use of probiotics is contraindicated. It seems possible that in the future probiotics will be applied only to certain groups,
since some strains may be beneficial to some people but harmful to others.

1. Introduction. 2. Safety of probiotics. 3. Current reports on infections and adverse events. 4. Conclusions

S³owa kluczowe: badania, bezpieczeñstwo, dzia³ania niepo¿¹dane, probiotyki
Key words: adverse effects, probiotics, safety, trials
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Rozwa¿ania nad bezpieczeñstwem probiotyków
powinny obejmowaæ badania in vitro oraz in vivo.
Poniewa¿ wiêkszo�æ bakterii wykazuje oporno�æ na
antybiotyki, jedn¹ z podstawowych czynno�ci jest
ustalenie profilu oporno�ci probiotyku na �rodki prze-
ciwdrobnoustrojowe. Jak dotychczas nie ma wystar-
czaj¹cych danych i nie jest wiadomo, przy jakich oka-
zjach stwarza³oby to problemy kliniczne. Eksperci s¹
jednak zgodni, ¿e bakterie, które posiadaj¹ zdolno�æ
transferu genów oporno�ci nie mog¹ byæ stosowane
w ¿ywno�ci i uwa¿aj¹, ¿e konieczne s¹ dalsze badania
maj¹ce na celu wyja�nienie potencja³u przekazywania
materia³u genetycznego innym drobnoustrojom po-
chodz¹cym z przewodu pokarmowego lub ze �rodo-
wiska zewnêtrznego [19].

Maj¹c na uwadze bezpieczeñstwo probiotyków
u ludzi uwa¿a siê, i¿ w przypadku okre�lonego szcze-
pu probiotycznego ryzyko stosowania musi byæ nie-
obecne lub niskie wobec znacz¹cych korzy�ci zdro-
wotnych. Tym samym ocena bezpieczeñstwa wymaga
przeprowadzenia przynajmniej niektórych badañ in vivo
nie tylko z udzia³em zwierz¹t, ale tak¿e ludzi, a bada-
nie takie powinno uwzglêdniaæ kwestie ostatecznego
przeznaczenia szczepu probiotycznego. Innymi s³owy,
badanie bezpieczeñstwa musi uwzglêdniaæ ostateczn¹
drogê podawania oraz dan¹ grupê pacjentów/konsu-
mentów docelowych [19].

Wiêkszo�æ probiotyków na �wiecie jest sprzedawa-
na jako suplementy diety lub leki, dlatego tak wa¿ne
s¹ prace nad ich bezpieczeñstwem. Wiele bakterii
kwasu mlekowego posiada d³ug¹ historiê stosowania
bez ryzyka potwierdzonego u ludzi i czêsto s¹ okre�l-
ane terminem GRAS (ang. generally recognized as
safe), tzn. ogólnie uznawane za bezpieczne. Fakt ten
nadal pozostaje najlepszym dowodem ich bezpieczeñ-
stwa [4, 14, 18, 22]. Dobrym przyk³adem jest badanie
epidemiologiczne przeprowadzone w Finlandii, doty-
cz¹ce oceny systematycznie pobieranych próbek pod
k¹tem bakteriemii wywo³anej bakteriami z rodzaju
Lactobacillus, które nie wykaza³o wzrostu zachoro-
walno�ci ani czêsto�ci bakteriemii przy wzmo¿onym
stosowaniu probiotycznych szczepów Lactobacillus
[17]. Tym niemniej, w niektórych okoliczno�ciach
wybrane szczepy drobnoustrojów uznawane za pro-
biotyczne mog¹ byæ zwi¹zane z dzia³aniami niepo-
¿¹danymi. Ci sami autorzy trzy lata pó�niej donosz¹
o 89 przypadkach bakteriemii wywo³anej szczepami
Lactobacillus, w tym w 11 przypadkami bakteriemii
Lactobacillus rhamnosus GG [16]. Wiadome jest, ¿e
niektóre drobnoustroje nale¿¹ce do bakterii kwasu
mlekowego, jak np. enterokoki, mog¹ posiadaæ cechy
zjadliwo�ci i eksperci uwa¿aj¹, i¿ nie powinny byæ
probiotykiem do u¿ytku ludzkiego, pomimo i¿ nie-
które szczepy enterokoków posiadaj¹ w³a�ciwo�ci
probiotyczne i mog¹ nie wykazywaæ oporno�ci np. na
wankomycynê na etapie przygotowania. Jednak ciê¿ar

odpowiedzialno�ci spoczywa na producencie i on musi
udowodniæ, ¿e dany szczep nie mo¿e przekazaæ opor-
no�ci na antybiotyki lub staæ siê zjadliwym i wywo³aæ
zaka¿enie. Istotne jest tak¿e, aby ka¿da bakteria kan-
dyduj¹ca do miana probiotyku zosta³a przebadana in-
dywidualnie, nie mo¿na ekstrapolowaæ dzia³ania jed-
nego gatunku na inny [19].

Badania nad zastosowaniem probiotyków, oprócz
zastosowañ w przemy�le spo¿ywczym, s¹ tak¿e pro-
wadzone w wielu dziedzinach medycyny. Warto, miê-
dzy innymi, wymieniæ tutaj badania nad zastosowa-
niem probiotyków w pediatrii i neonatologii, gdzie
badacze weryfikuj¹ dzia³anie probiotyków w leczeniu
biegunek i NEC, w ginekologii, gdzie skupiaj¹ siê na
utrzymaniu w równowadze mikroflory i leczeniu scho-
rzeñ zapalnych pochwy oraz w gastroenterologii, w le-
czeniu biegunek poantybiotykowych, zaparæ i poten-
cjalnie w profilaktyce nowotworów jelita grubego. Ze
wzglêdu na fakt, i¿ probiotyki s¹ stosowane na sze-
rok¹ skalê w ¿ywno�ci (jako suplementy diety) oraz
jako leki, dotychczas by³y uwa¿ane za bezpieczne.
Dopiero w nowym milenium zaczêto szczegó³owo
przygl¹daæ siê ich bezpieczeñstwu i analizowaæ przy-
padki dzia³añ niepo¿¹danych [3, 5, 6, 19].

Wg zaleceñ FAO/WHO probiotyki mog¹ teoretycz-
nie byæ odpowiedzialne za cztery typy dzia³añ niepo-
¿¹danych [19]:

1. Zaka¿enia uk³adowe,
2. Szkodliw¹ dzia³alno�æ metaboliczn¹,
3. Nadmiern¹ stymulacjê uk³adu odporno�ciowe-

go u podatnych jednostek,
4. Transfer genów.
Parametry, jakie nale¿y mieæ na uwadze oceniaj¹c

bezpieczeñstwo drobnoustrojów to patogenno�æ, zaka�-
no�æ i zjadliwo�æ, w³¹czaj¹c produkcjê toksyn, aktyw-
no�æ metaboliczn¹ oraz inherentne cechy bakterii [4].
Podsumowuj¹c, badania zalecane przez FAO/WHO
pod k¹tem bezpieczeñstwa probiotyków obejmuj¹:
a) okre�lenie schematów oporno�ci antybiotykowej;
b) okre�lenie wybranych procesów metabolicznych
(np. wytwarzanie D-mleczanów, dekoniugacja soli
kwasów ¿ó³ciowych); c) ocenê dzia³añ niepo¿¹da-
nych podczas badañ klinicznych; d) nadzór epidemio-
logiczny nad zdarzeniami niepo¿¹danymi u konsu-
mentów (po wprowadzeniu na rynek); d) je�li szczep
badany nale¿y do szczepów wytwarzaj¹cych toksy-
nê dzia³aj¹c¹ na ssaki, musi byæ przebadany w kierun-
ku wytwarzania tej toksyny (np. wg zaleceñ unijnych
� EU Scientific Committee on Animal Nutrition);
e) je�li szczep badany nale¿y do szczepów posiadaj¹-
cych w³a�ciwo�ci hemolityczne, wymagane jest okre�-
lenie tej aktywno�ci. Ponadto ocena wykazuj¹ca nie-
zaka�no�æ i brak dzia³añ niepo¿¹danych szczepu
probiotycznego, dokonana na zwierzêtach z upo�le-
dzon¹ odporno�ci¹, podnosi bezpieczeñstwo ocenia-
nego probiotyku [19].
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3. Aktualne doniesienia o zaka¿eniach
i dzia³aniach niepo¿¹danych

Dokonuj¹c przegl¹du literatury �wiatowej mo¿na
zauwa¿yæ, i¿ w ostatnich latach pojawia siê wiele
artyku³ów, dotycz¹cych izolowania drobnoustrojów
z rodzajów Lactobacillus, Bacillus, Saccharomyces,
Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus oraz Bifido-
bacterium w wielu ró¿nych zaka¿eniach. Bior¹c pod
uwagê fakt, i¿ wiele z wymienionych gatunków to pro-
biotyki, nale¿y dok³adnie przeanalizowaæ dostêpne
dane dotycz¹ce bezpieczeñstwa probiotyków stosowa-
nych komercyjnie oraz w przemy�le [4].

Ostatnie kilka lat przynios³o tak¿e nowe dane, doty-
cz¹ce dzia³añ niepo¿¹danych zwi¹zanych ze stosowa-
niem probiotyków. Ju¿ w 2002 roku w �Wytycznych
do oceny probiotyków w ¿ywno�ci�, tzn. raporcie
Po³¹czonej Grupy Roboczej FAO/WHO wymienia siê
badania, gdzie stwierdzono udzia³ bakterii wymie-
nionych powy¿ej, w tym dwa przypadki z udzia³em
L. rhamnosus prawdopodobnie po spo¿yciu probiot-
yku, trzyna�cie przypadków fungemii spowodowanej
Saccharomyces ze ska¿onych cewników naczynio-
wych, trzy doniesienia o zaka¿eniach wywo³anych
bakteriami Bacillus, zwi¹zanych ze spo¿yciem probio-
tyku, opisuj¹ce w szczegó³ach 7 przypadków bakte-
riemii, posocznicy oraz zapalenia dróg ¿ó³ciowych,
wywo³anych B. subtilis, wszystkie u pacjentów ze
schorzeniem pierwotnym. Enterokoki pojawiaj¹ siê
jako istotna przyczyna zaka¿eñ szpitalnych z izolata-
mi wykazuj¹cymi rosn¹c¹ oporno�æ na wankomycynê
i przez wielu autorów nie s¹ uwa¿ane za probiotyki,
podobnie jak paciorkowce. Grupa Robocza FAO/WHO
zauwa¿y³a, ¿e niektóre gatunki Enterococcus przeja-
wiaj¹ w³a�ciwo�ci probiotyczne i w chwili w³¹czania
w sk³ad produktu mog¹ nie wykazywaæ oporno�ci na
wankomycynê. Odpowiedzialno�æ ci¹¿y jednak na
producencie. Musi on zapewniæ, ¿e u¿yty szczep pro-
biotyczny nie stanowi znacz¹cego ryzyka w odnie-
sieniu do przekazania oporno�ci antybiotykowej lub
innych w³a�ciwo�ci dotycz¹cych zjadliwo�ci [6].

Nie sposób opisaæ wszystkich doniesieñ, których
liczba jest ostatnio bardzo du¿a i jest to materia³ co
najmniej na rozprawê doktorsk¹, dlatego skoncentrujê
siê na kilku ostatnich, wa¿nych publikacjach.

Tematyka bezpieczeñstwa probiotyków zawsze bu-
dzi³a kontrowersje z wielu powodów. Jednym z nich
jest fakt, ¿e je�li co�, co z za³o¿enia i definicji ma przy-
nosiæ korzy�ci dla zdrowia powoduje dzia³ania nie-
po¿¹dane � wzbudza to niepokój. Tym bardziej, ¿e
wiêkszo�æ probiotyków to suplementy diety, które nie
powinny powodowaæ dzia³añ niepo¿¹danych. Ponadto
bardzo niechêtnie mówi siê o dzia³aniach niepo¿¹-
danych z punktu widzenia marketingowego. Z drugiej
jednak strony nale¿y pamiêtaæ, i¿ jedynie przez po-

znanie tych dzia³añ niepo¿¹danych bêdziemy w stanie
zbadaæ ich mechanizmy, a co za tym idzie dobieraæ
najbardziej odpowiednie szczepy drobnoustrojów dla
poszczególnych zastosowañ.

Opisane w literaturze przypadki zaka¿eñ wywo³ane
bakteriami z rodzaju Lactobacillus (w 4 przypadkach
na 241 by³y zwi¹zane z nadmiernym spo¿yciem prze-
tworów mlecznych) odnosz¹ siê najczê�ciej do bakte-
riemii, infekcyjnego zapalanie wsierdzia oraz zaka¿eñ
zlokalizowanych. Pod wzglêdem gatunków najczê�ciej
identyfikowano L. casei oraz L. rhamnosus, w 29%
by³y to zaka¿enia wieloczynnikowe i dotyczy³y pa-
cjentów ze schorzeniem pierwotnym np. nowotworem,
cukrzyc¹ lub pacjentów po przeszczepie [24]. W zaka-
¿eniach u pacjentów z upo�ledzon¹ odporno�ci¹ istot-
n¹ rolê mog³a odgrywaæ upo�ledzona bariera jelitowa
i mechanizm translokacji, zaka¿enia te mog¹ tak¿e byæ
trudne w leczeniu [11, 23]. Ze wzglêdu na fakt, i¿
wiêkszo�æ bakterii z rodzaju Lactobacillus nie jest pa-
togenna trudno jest oceniæ ich cechy inherentne i w³a�-
ciwo�ci szczepo-zale¿ne, które mog¹ nie�æ ryzyko dla
zdrowia. Niektórzy autorzy badaj¹ cechy zjadliwo�ci
probiotyków podobnie jak dla patogenów, czyli np.
zdolno�æ adherencji do ludzkiego kolagenu typu IV,
fibrynogenu lub �luzu jelitowego, hemolizê " lub $,
nisk¹ indukcjê wybuchu tlenowego w mononukleocy-
tach z krwi obwodowej oraz oporno�æ na serologiczne
mechanizmy zabijania [24].

Maj¹c na uwadze dzia³ania niepo¿¹dane, T a y l o r
i wsp. [20] na podstawie randomizowanego badania
kontrolowanego placebo z podwójnie �lep¹ prób¹ na
grupie koñcowej 178 dzieci donosz¹, i¿ suplementacja
probiotykiem w pierwszych 6 miesi¹cach ¿ycia dzieci
o wysokim ryzyku wyst¹pienia atopowego zapalenia
skóry nie tylko nie zdo³a³a obni¿yæ ryzyka wyst¹pienia
choroby, ale wrêcz wzmog³a uczulenie u tych dzieci.
Szczepem stosowanym w tym badaniu by³ Lacto-
bacillus acidophilus (LAVRI-A1) a autorzy sugeruj¹,
i¿ wyniki badania kwestionuj¹ stosowanie probioty-
ków w zapobieganiu alergii. Z kolei w fiñskim bada-
niu z randomizacj¹ i podwójnie �lepa prób¹ autorstwa
K a l l i o m ä k i  i wsp. [7] przy u¿yciu L. rhamnosus
GG wynik jest pozytywny. Autorzy udowadniaj¹, ¿e
szczep ten podawany matkom w ostatnim miesi¹cu ci¹-
¿y a potem ich dzieciom przez 6 miesiêcy (grupa koñco-
wa 116 dzieci) zmniejsza ryzyko wyst¹pienia wyprys-
ku w ci¹gu pierwszych 7 lat ¿ycia. Nie potwierdza tego
z kolei badanie niemieckie grupy K o p p a  i wsp. [8],
gdzie suplementacja probiotyku na zasadach opartych
o badanie fiñskie, równie¿ szczepem Lactobacillus GG,
nie tylko nie obni¿y³a zachorowalno�ci czy ciê¿ko�ci
przebiegu atopowego zapalenia skóry, ale by³a zwi¹-
zana z nawracaj¹cymi epizodami zapalenia oskrzeli ze
�wiszcz¹cym oddechem. Jako konkluzjê, badacze nie
zalecaj¹ stosowania Lactobacillus GG w pierwotnym
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zapobieganiu tej chorobie. Nie wiadomo, czy ró¿nice
wynikaj¹ z faktu, i¿ konieczne s¹ dalsze badania oce-
niaj¹ce d³ugo-terminowe dzia³anie probiotyku czy te¿
skuteczno�æ to efekt szczepo-zale¿ny. Natomiast auto-
rzy pracy przegl¹dowej C o c h r a n e, dotycz¹cej zapo-
biegania alergii i nadwra¿liwo�ci pokarmowej za po-
moc¹ probiotyków, sugeruj¹ we wnioskach, i¿ w dalszym
ci¹gu nie ma wystarczaj¹cych dowodów, aby zalecaæ
dodawanie probiotyków do pokarmów podawanych
dzieciom. Pomimo spadku czêsto�ci egzemy, dzia³anie
to nie by³o potwierdzone we wszystkich badaniach [15].

Najbardziej niepokoj¹ce okaza³o siê niedawno
opublikowane doniesienie z badania holenderskiego
PROPATRIA (ang. PRObiotics in PAncreatitis TRIAl).
W tym wieloo�rodkowym randomizowanym badaniu
z podwójnie �lep¹ prób¹ i kontrol¹ placebo, przepro-
wadzonym na grupie 298 pacjentów z ostrym zapale-
niem trzustki, którego celem by³o wykazanie mniejszej
liczby powik³añ przy dojelitowym podawaniu wielo-
gatunkowego preparatu probiotycznego (zawieraj¹cego
Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. salivarius, Lac-
tococcus lactis, Bifidobacterium bifidum oraz B. lactis
w dawce 1010) dwa razy dziennie przez 28 dni wykaza-
no, ku zaskoczeniu �wiata nauki, wy¿sz¹ �miertelno�æ
w grupie przyjmuj¹cej preparat probiotyczny. Po wy-
kluczeniu 2 pacjentów z badania z powodu z³ego roz-
poznania, w grupie probiotycznej znalaz³y siê 152 oso-
by, a w grupie przyjmuj¹cej placebo 144. Grupy by³y
zbli¿one pod wzglêdem charakterystyki pacjentów,
nasilenia objawów i przebiegu choroby. Do powik³añ
zaka�nych dosz³o u 30% pacjentów w grupie probio-
tycznej i 28% w grupie placebo. Istotna ró¿nica doty-
czy³a �miertelno�ci � w grupie przyjmuj¹cej probiotyki
zmar³y 24 osoby (16%) wobec 9 osób (6%) w grupie
placebo. U dziewiêciu pacjentów przyjmuj¹cych pro-
biotyki dosz³o do niedotlenienia jelit (8 zmar³o),
w grupie placebo takie powik³anie nie mia³o miejsca
(p = 0,004). Mo¿na tylko domy�laæ siê mechanizmów,
które doprowadzi³y do niedotlenienia jelit. Podawanie
10 miliardów bakterii probiotycznych dziennie, ³¹cznie
z ¿ywieniem dojelitowym, mog³o zwiêkszyæ miejs-
cowe zapotrzebowanie na tlen, pogarszaj¹c i tak ju¿
niski poziom ukrwienia jelit. Drugim mo¿liwym wy-
t³umaczeniem mo¿e byæ obecno�æ probiotyków, która
spowodowa³a miejscowy stan zapalny na poziomie
�luzówki. Wniosek z pracy jest jeden � w przypadku
pacjentów z wymienion¹ powy¿ej chorob¹ nie nale¿y
stosowaæ profilaktyki probiotycznej [1].

Wnioski

Pomimo, i¿ ryzyko zaka¿enia bakteriami kwasu
mlekowego, za wyj¹tkiem enterokoków, oraz innymi
gatunkami probiotycznymi jest nadal niskie, a nie-

którzy autorzy postuluj¹, i¿ pojawiaj¹ce siê coraz to
nowe doniesienia o niebezpieczeñstwie s¹ skutkiem
coraz czêstszych badañ w tym kierunku [24]; w opinii
autorów nale¿y dok³adniej przyjrzeæ siê stosowaniu
probiotyków u pacjentów, szczególnie z ciê¿kimi scho-
rzeniami pierwotnymi, upo�ledzeniem odporno�ci, on-
kologicznych i po przeszczepach, leczonych lekami
immunosupresyjnymi. S¹ to grupy osób, u których
najczê�ciej dochodzi do zaka¿eñ i trudno powiedzieæ,
czy jest to zwi¹zane po prostu z drobnoustrojami jako
czynnikiem zaka�nym, z którymi nie radzi³ sobie
uk³ad odporno�ciowy, czy te¿ ze �le dobranymi szcze-
pami, powoduj¹cymi nie tak¹ reakcjê organizmu ja-
kiej spodziewali�my siê [2]. Czy w nied³ugim czasie
znajdziemy ostrze¿enia producentów, aby nie stosowaæ
probiotyków u wy¿ej wymienionych osób? Czy obok
laktobacylemii (ang. lactobacillemia) pojawi siê nowe
okre�lenie jednostki chorobowej, brzmi¹ce dosyæ kon-
trowersyjnie � �zaka¿enie probiotyczne�? Czas i dal-
sze badania poka¿¹, ale na pewno musimy byæ przy-
gotowani na coraz wiêcej tego typu doniesieñ. Wydaje
siê te¿, i¿ w przysz³o�ci konieczne bêdzie rozdzielenie
zastosowania probiotyków na poszczególne grupy
osób, dlatego, ¿e to, co dla jednych mo¿e mieæ dzia³a-
nie korzystne, dla innych bêdzie niebezpieczne.
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