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1. Wprowadzenie. 2. Mechanizmy reakcji fotodynamicznej i terapii fotodynamicznej. 3. Zrodta $wiatta. 4. Fotosensybilizatory.
5. Terapia fotodynamiczna skierowana przeciw mikroorganizmom (PACT). 5.1. Badania PACT in vitro. 5.2. Efekty PACT badane
na biofilmach. 5.3. Badania PACT in vivo. 5.4. Fotodynamiczna inaktywacja patogenow. 6. Perspektywy i kierunki badan

Prospects for Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy — PACT

Abstract: Photodynamic therapy (PDT), also known as photoradiation therapy, phototherapy, or photochemotherapy, is a medical
treatment that utilizes light to activate a photosensitizing agent (photosensitizer) in the presence of oxygen. The exposure of the
photosensitizer to light of a specific wavelength results in the formation of oxygen species, such as singlet oxygen and free radicals,
causing localized photodamage and cell death. Applications of PDT in the treatment of cancer and in the photodynamic diagnosis
(PDD) of tumors and skin diseases are growing rapidly. There is also increased attention in photodynamic antimicrobial chemotherapy
(PACT) that may represent an alternative treatment for drug resistant organisms. PACT has been effective in the treatment of bacterial,
fungal, parasitic, and viral infections. The localized infections of the skin and the oral cavity are especially suitable for PACT since
they are relatively accessible to illumination. The development of resistance to PACT appears to be unlikely, because in microbial
cells singlet oxygen and free radicals interact with several cell structures and different metabolic pathways. PACT is equally effective
against antibiotic-resistant and antibiotic-susceptible bacteria, and repeated photosensitization has not induced the selection of
resistant strains. Bacteria that grow in biofilms, implicated in diseases like cystic fibrosis (Pseudomonas aeruginosa) or periodontitis
(Porphyromonas gingivalis), are also susceptible to PDT. Studies are now leading towards selective photosensitizers, since killing
the entire flora leaves patients open to opportunistic infections. Several publications have summarized the photobiology of PACT
in vitro, and its potential for the treatment of localized infections, but only a few studies have evaluated the use of PACT in animal
models or in clinical trials. Pre-clinical work has shown that photosensitizers are more toxic against microbial species than against
mammalian cells, that the illumination-based toxicity occurs much earlier in prokaryotic (bacteria) than in eukaryotic (fungi) cells,
and that Gram-positive bacteria are more sensitive to PACT than Gram-negative species. PACT will not replace antimicrobial
chemotherapy, but the photodynamic approach may improve the treatment of localized infections, speeding up and lowering the cost
of the treatment. Development of new photosensitizers and more efficient light delivery systems, and further animal studies are
required to establish the optimum treatment parameters for PACT before proceeding to clinical trials and eventual clinical use.

1. Introduction. 2. Mechanisms of photodynamic reaction and photodynamic therapy. 3. Light sources. 4. Photosensitizers. 5. Photo-
dynamic antimicrobial chemotherapy (PACT). 5.1. In vitro studies of PACT. 5.2. Effects of PACT on biofilms. 5.3. /n vivo studies
of PACT. 5.4. Photodynamic inactivation of pathogens. 6. Perspectives and future directions

Stowa kluczowe: biofilmy, fotosensybilizatory, terapia fotodynamiczna, terapia fotodynamiczna skierowana
przeciw mikroorganizmom

Key words:
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1. Wprowadzenie

Terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic the-
rapy, PDT) moze mie¢ zastosowanie w leczeniu cho-
rob nowotworowych [3, 4], infekcji bakteryjnych,
pasozytniczych, grzybiczych i wirusowych [13, 32],
tuszczycy [50], rogowacenia stonecznego [22], reuma-
toidalnego zapalenia stawow [30], zwiazanej z wiekiem

degeneracji plamki zé6ltej [31] oraz w fotodiagnostyce
[37]. Terapia fotodynamiczna zajmuje si¢ zespol zto-
zony z biochemika, chemika, biologa, lekarza, farma-
ceuty, fizyka i pielegniarki [4].

Znaczenie PDT w leczeniu choréb nowotworo-
wych wzrasta od ponad 30 lat dzigki pionierskim
badaniom przeprowadzonym przez zespo6t Thomasa
I. Dougherty’ego [16]. Terapia fotodynamiczna

* Autor korespondencyjny: Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego, Katedra i Zaktad Technologii Chemicznej
Srodkéw Leczniczych (Wydziat Farmaceutyczny), ul. Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan, tel.: (0 61) 854-66-37, Fax: (0 61) 854-66-39,

e-mail: tomasz.goslinski@amp.edu.pl
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charakteryzuje si¢ szeregiem korzystnych cech w po-
réwnaniu z konwencjonalnym leczeniem nowotworow
(chirurgia, radioterapia i chemioterapia). PDT jest
terapia nieinwazyjng, nie wymaga skomplikowane;j
aparatury, jest wygodna dla pacjentdw i moze by¢ sto-
sowana w warunkach ambulatoryjnych. Terapia foto-
dynamiczna nie nadaje si¢ do leczenia pacjentow z za-
awansowanymi zmianami nowotworowymi, ktorym
towarzysza przerzuty. Sprawdza si¢ ona natomiast
w leczeniu wezesnych i miejscowych zmian nowotwo-
rowych. Brak ograniczen zwiazanych z dawka cat-
kowita pozwala na wielokrotne powtarzanie terapii.
Dziatania niepozadane sa gtownie zwiazane z uczule-
niem na $wiatlo. PDT daje doskonate efekty kosme-
tyczne i nie pozostawia blizn [9]. Bardzo zachgcajace
sa wyniki badan klinicznych PDT na czterystu pacjen-
tach z chorobami nowotworowymi uzyskane w Bra-
zylii w latach 1997-2004 [4]. Fotouczulacze stosowane
w leczeniu chorob nowotworowych i badaniach kli-
nicznych to Photofrin®, Foscan® i ALA, a w leczeniu
zwiazanej z wiekiem degeneracji plamki zottej to
Visudyne™. Stosowanie PDT jest regulowane przez
instytucje rzadowe kontrolujace wprowadzanie nowych
lekow i metod terapeutycznych. W Europie sa do-
stepne wszystkie wymienione powyzej fotouczulacze,
natomiast w Stanach Zjednoczonych Amerykanska
Agencja ds. Zywnosci i Lekow (Food and Drug Ad-
ministration, FDA) zaakceptowata tylko Photofrin®,
ALA i Visudyne™,

Terapia fotodynamiczna skierowana przeciwko
drobnoustrojom (photodynamic antimicrobial chemo-
therapy, PACT) moze stac sig alternatywa dla konwen-
cjonalnej terapii zakazefn bakteryjnych, grzybiczych,
pasozytniczych i wirusowych [46].

Zastosowana w PACT kombinacja fotouczulacza
(fotosensybilizatora) i $wiatta widzialnego prowadzi
do selektywnej destrukcji komoérek drobnoustrojow.
Bakteriobojcze polaczenie barwnika i $wiatta znane
jest od ponad stu lat, ale rozwo6j PACT zostat zahamo-
wany w potowie ubiegltego wieku przez wprowadze-
nie antybiotykoéw. Pojawienie si¢ metycylinoopornych
szczepow Staphylococcus aureus (MRSA) oraz wan-
komycynoopornych szczepéw Enterococcus faecalis
i E. faecium (VREF) skierowato uwage na PACT.
Obecnie uwaza sig, ze terapia ta moglaby znalez¢ za-
stosowanie w leczeniu zlokalizowanych infekcji skory
i jamy ustnej. Standardowe leczenie przeciwgrzybicze
jest dlugotrwate i mato efektywne, a w przypadku le-
czenia systemowego — wysoce toksyczne. W ostatnich
latach problemem staje si¢ rozwoj opornosci wzgle-
dem przeciwgrzybiczych zwiazkdéw z grupy triazoli.
Konieczne jest wigc wprowadzenie nowych terapii
przeciwgrzybiczych, zwlaszcza u pacjentdOw z neutro-
penia, zapaleniem trzustki oraz u oséb zakazonych
wirusem HIV [13].

T. GOSLINSKI, K. KONOPKA, J. PISKORZ, M. KRYJEWSKI, M. WIERZCHOWSKI, S. SOBIAK

Kluczowym etapem reakcji fotodynamicznej jest
wytworzenie reaktywnych form tlenu, w tym tlenu
singletowego. Enzymy antyoksydacyjne (dysmutaza
ponadtlenkowa i katalaza) zabezpieczaja komorki
przeciwko pewnym formom rodnikowym tlenu, ale
nie przeciwko tlenowi singletowemu. Wydaje si¢ mato
prawdopodobne, aby bakterie i grzyby rozwingty
oporno$¢ w stosunku do cytotoksycznego dzialania
tlenu singletowego, poniewaz w komoérkach mikro-
organizméw wywiera on wptyw na rézne szlaki meta-
boliczne i organelle. PACT moze by¢ wigc skuteczna
zardwno wobec bakterii wrazliwych, jak i opornych
na antybiotyk. Wielokrotne stosowanie terapii nie do-
prowadzilo do wyselekcjonowania opornych szcze-
pow bakteryjnych. Nie zaobserwowano takze efektow
genotoksycznych 1 mutagennych w komorkach grzy-
bow 1 w komorkach ludzkich. PACT wykazuje poten-
cjal przeciwwirusowy wzgledem wirusa HIV, wiruséw
zapalenia watroby oraz arbowirusow (wywotujacych
z06tta goraczke, goraczke tropikalna i goraczke Za-
chodniego Nilu). Rozpatruje si¢ zastosowanie PACT
w zakazeniach wirusem Ebola i w zespole ostrej cigz-
kiej niewydolno$ci oddechowej (SARS) [13, 46].

Pomimo licznych sukceséw odniesionych w bada-
niach na kulturach komoérkowych, niewielka ilo§¢ prac
opisuje zastosowanie PACT w warunkach in vivo za-
réwno u zwierzat, jaki i u ludzi.

2. Mechanizmy reakcji fotodynamicznej
i terapii fotodynamicznej

Mechanizm terapii fotodynamicznej opiera si¢ na
wzajemnym dopasowaniu trzech elementow: $wiatla,
fotouczulacza i tlenu (Rys. 1). Fotouczulacz (lub jego
prekursor, ktory musi ulec metabolicznej aktywacji)
na$wietlony $wiattem o okreslonej dlugosci fali prze-
chodzi z niskoenergetycznego stanu podstawowego do
stanu wzbudzonego. Czasteczka fotouczulacza moze
powroci¢ do stanu podstawowego, czemu towarzyszy
fluorescencja lub przej$¢ do nizszego energetycznie
stanu tripletowego. Znane sa dwa mechanizmy reago-
wania fotouczulacza w tripletowym stanie wzbudzonym
z czasteczkami w komorce. Reakcje I typu dotycza
przeniesienia elektronu lub atomu wodoru bezposred-
nio z fotouczulacza na czasteczke substratu z utwo-
rzeniem wolnych rodnikow, ktore natychmiast reaguja
z tlenem. W efekcie wytwarzane sa wysoce reaktywne
formy tlenu, jak anionorodniki nadtlenkowe, rodniki
hydroksylowe, nadtlenck wodoru. Reakcje II typu po-
legaja na oddzialywaniu fotouczulacza z tlenem triple-
towym. Prowadza do wytworzenia elektronowo wzbu-
dzonej 1 wysoce reaktywnej formy tlenu zwanej
tlenem singletowym. Oba wymienione mechanizmy
wskazuja, ze na przebieg reakcji fotodynamicznej ma
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Rys. 1. Schemat reakcji fotodynamicznej i terapii fotodynamicznej wraz z wybranymi strukturami: porfiryny (A),
protoporfiryny IX (E) (metabolit kwasu S-aminolewulinowego (B)), ftalocyjaniny (C) i biekitu toluidyny (D).

wplyw zarowno stezenie tlenu, jak i fotouczulacza.
Tlen singletowy bgdacy gldownym czynnikiem bakte-
riobdjczym reakcji fotodynamicznej ma krotki okres
zycia 1 dyfunduje na odlegto$¢ 100 nm. U bakterii
zmiany letalne obserwuje si¢ na poziomie kwasow
nukleinowych i/lub blony cytoplazmatycznej [32].
W przypadku grzybdéw fotouczulacz przechodzi do
przestrzeni periplazmatycznej przez zewngtrzna $cia-
n¢ komorkowa ztozona z glukanu, mannanu, chityny
i lipoprotein. Nastepnie przenika on do cytoplazmy,
gdzie wywoluje lawing efektow biochemicznych i funk-
cjonalnych. Obserwuje si¢ dezaktywacj¢ enzymow,
biatek i peroksydacje¢ lipidow, co prowadzi do lizy
bton komérkowych, lizosomow i mitochondriow [13].

3. Zrodla §wiatla

W terapii fotodynamicznej uzywa sig niskoenerge-
tycznego zrodla §wiatta widzialnego, ktére aktywuje
fotosensybilizator. Zastosowanie znalazly lasery oraz
tanie i tatwiejsze do uzycia lampy. Miejsce ztozonych
i drogich zrédet Swiatla, gldwnie laserow: argonowe-
go, barwnikowych, laserow impulsowych na parach
ztota 1 miedzi, zajmuja obecnie tatwiejsze w obstudze,

przenosne i tanie lasery potprzewodnikowe, systemy
diodowe (light-emitting diode, LED) oraz lasery fem-
tosekundowe. W leczeniu wigkszych powierzchni sto-
suje si¢ niekoherentne zrodta $wiatla, jak np. lampy
wolframowe, halogenowe i ksenonowe [7, 26, 28, 34].

Fenotiazyny ulegaja aktywacji przy 600-660 nm,
a ftalocyjaniny 630—-690 nm. W lampach stosowanych
in vivo minimalizuje si¢ wplyw promieniowania ultra-
fioletowego z uwagi na ryzyko mutagenezy oraz pro-
mieniowania podczerwonego, zeby zapobiec prze-
grzaniu tkanki. Typowe nat¢zenie promieniowania
stosowane dla przeciwgrzybiczego PACT miesci si¢
w zakresie 10-100 mW c¢cm2, z dawka energii pomig-
dzy 10200 J cm 2. Swiatlo nie jest zdolne do gtebo-
kiej penetracji tkanki, stad kliniczne zastosowanie
PACT jest obecnie ograniczone do obszarow, ktore
mozna naswietla¢ powierzchniowo [13, 46].

4. Fotosensybilizatory

Fotosensybilizatory sa najczesciej zwiazkami ptaski-
mi o skoniugowanym systemie elektronow m. Wyste-
puja licznie w $§wiecie roslin. Przykladami moga by¢
produkty degradacji chlorofilu, hiperycyna, fagopiryna,
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Rys. 2. Fotouczulacze wyizolowane z ro$lin
o potencjalnym zastosowaniu w PACT: tertienyl (A),
fenyloheptatrien (B), hiperycyna (C).

psoralen, angelicyna, aflatoksyny, alkaloidy, pochod-
ne tiofenu i poliacetyleny (Rys. 2). Duze ilo$ci roslin-
nych fotouczulaczy znaleziono w lisciach pokrzywy
zegawki (Urtica urens) z rodziny pokrzywowatych
(Urticaceae). Tertienyl wystepujacy w réznych gatun-
kach aksamitek (7agetes sp.) z rodziny astrowatych
(Asteraceae) wykazuje aktywno$¢ fotodynamiczna
w stosunku do nicieni oraz Candida albicans. Przed-
stawiciel poliacetylenoéw, fenyloheptatrien wystepujacy
w rodzinach astrowatych (A4steraceae) i selerowatych
(Apiaceae) posiada wlasciwosci fototoksyczne i anty-
biotyczne w stosunku do bakterii, grzybow, ludzkich
fibroblastow, larw owadow. Przeciwwirusowe dziala-
nie hiperycyny z dziurawca zwyczajnego (Hypericum
perforatum) z rodziny dziurawcowatych (Guttiferae)
mogtoby znalez¢ zastosowanie do sterylizacji krwi [18].

Potencjalny fotouczulacz nie moze by¢ toksyczny,
ani aktywowany metabolicznie do zwiazkow tok-
sycznych. Fotosensybilizator musi by¢ rozpuszczalny
w wodzie. Gwarancja wysokiej toksycznosci fotosensy-
bilizatora wobec komoérek nowotworowych i mikroor-
ganizmow jest wytwarzanie tlenu singletowego i innych
reaktywnych form tlenu w reakcji ze $wiattem [1].

Do fotouczulaczy stosowanych w PACT naleza
barwniki fenotiazynowe: bigkit metylenowy i biekit
toluidyny, ftalocyjaniny: sulfonowana ftalocyjanina
glinowa i kationowa ftalocyjanina cynkowa, chloryny
i ich koniugaty: chloryna e6, polilizynowy koniugat
chloryny e6, porfiryny i ich prekursory: Photofrin®
i kwas S-aminolewulinowy (ALA), ksanteny: erytro-
zyna i monoterpeny: azulen [45] (Rys. 1).

Od tadunku fotouczulacza zalezy jego aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza. Zwiazki
o tadunku dodatnim sa bardziej aktywne niz zwiazki
o tadunku ujemnym lub obojetne. W poréwnaniu do
swoich anionowych odpowiednikéw, kationowe foto-
sensybilizatory charakteryzuja si¢ szerokim spektrum
dziatania wzgledem bakterii Gram-dodatnich i Gram-

T. GOSLINSKI, K. KONOPKA, J. PISKORZ, M. KRYJEWSKI, M. WIERZCHOWSKI, S. SOBIAK

ujemnych. Fotosensybilizatory kationowe np. fenotia-
zyny s3 aktywne w odniesieniu do bakterii Gram-do-
datnich, takich jak Staphylococcus aureus, S. epidermi-
dis, Streptococcus pyogenes, Propionibacterium acnes
i Corynebacterium minutissimum [10]. DoS§wiadczenia
z ftalocyjaninami cynkowymi wykazaty, ze zwiazki
kationowe sa rowniez efektywnymi fotosensybilizato-
rami wzgledem bakterii Gram-ujemnych. W badaniach
przetestowano ftalocyjaniny z ugrupowaniem kationo-
wym (grupy pirydyniowe), neutralnym (grupy sulfona-
midowe) i anionowym (grupy sulfonowe). Pomimo, ze
wszystkie zwiazki wytwarzaly reaktywne formy tlenu
z podobna wydajnoscia, to tylko sole pirydyniowe
byly aktywne w odniesieniu do FEscherichia coli
i Pseudomonas aeruginosa [46]. Wzglednie porowata
$ciana komoérkowa ztozona z peptydoglikanu i kwa-
sow lipotejchowych znajdujaca si¢ na zewnatrz blony
cytoplazmatycznej bakterii Gram-dodatnich jest wy-
starczajaco przepuszczalna dla fotosensybilizatorow
i pozwala im na dyfundowanie do miejsc wrazliwych.
Natomiast dodatkowa zewnetrzna blona komoérkowa
bakterii Gram-ujemnych, znajdujaca si¢ ponad $ciana
peptydoglikanowa i wewngtrzna btona komorkowa,
dziala jak fizyczna i funkcjonalna bariera pomigdzy
komorka i srodowiskiem. Fotosensybilizatory posia-
dajace tadunek oboj¢tny lub anionowy jedynie w pew-
nym stopniu lacza si¢ z zewngtrzng btona bakterii
Gram-ujemnych, nie wywotujac jednak ich dezaktywa-
¢ji po naswietleniu. Powinowactwo anionowych foto-
uczulaczy do bakterii Gram-ujemnych moze by¢ zwigk-
szone przez polaczenie fotouczulacza z czasteczka
kationowa (np. poli-L-lizynowa-chloryna e6), uzycie
zwiazkow powierzchniowo czynnych (np. Tris-EDTA)
oraz koniugowanie fotouczulacza z przeciwcialem
monoklonalnym, ktoére wiaze sig ze specyficznymi anty-
genami na powierzchni komorek [13, 21, 25, 35, 45].
Badania przeciwgrzybiczej PACT przeprowadzo-
no dla pochodnych fenotiazynowych, porfirynowych,
ALA oraz dla ftalocyjanin [10, 11, 13, 44, 46].
Zaobserwowano, ze pochodne fenotiazynowe, loka-
lizuja si¢ w btonie komérkowej drozdzy i prowadza do
jej uszkodzen po naswietleniu. Zwigkszona przepusz-
czalno$¢ blony jest przyczyna smierci komorki. Ko-
morki grzybow sa trudniej eliminowane przez PACT
niz bakterie. Jest to spowodowane obecnoscia btony
jadrowej, wielkoscia komorek i zredukowana iloScia
potencjalnych celow dla tlenu singletowego przypa-
dajacych na jednostke objetosci komorki. Nalezy pod-
kresli¢, ze fenotiazyny sa chemioterapeutykami, ktore
dzialaja bakteriobojczo takze bez dostgpu $wiatta.
Porfiryny nie sa wchianiane przez komorki grzybow
1ich dzialanie fototoksyczne zalezy od aktywacji w sta-
nie wolnym, niezwigzanym z blona. Po naswietleniu
porfiryn wytwarzane sa reaktywne formy tlenu, ktore
powoduja nieodwracalne zmiany w btonie cytoplazma-
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Rys. 3. Struktury przyktadowych fotosensybilizatorow stosowanych w PACT in vitro: r6z bengalski (A), porfiryna dikationowa (B),
porfiryna tetrakationowa (C), subftalocyjanina trikationowa (D), fuleren zawierajacy grupy pirolidynowe (E)

tycznej pozwalajace na penetracje fotouczulacza do
wnetrza komorki. Po powtdrnym naswietleniu docho-
dzi do zmian toksycznych w obregbie cytoplazmy i or-
ganelli. Hydrofilowos$¢ porfiryn, np. deuteroporfiryny,
jest szczegdlnie wazna dla przeciwgrzybiczego PACT.
ALA jest prekursorem w biosyntezie hemu. Jego
podanie prowadzi do kumulacji potencjalnego foto-
sensybilizatora protoporfiryny IX (PpIX). Niemniej
jednak pomigdzy komoérkami grzyboéw i ssakoéw wyste-
puja réznice, zwiazane gldwnie z obecno$cia cytoplaz-
matycznej oksydazy koproporfirynogenu. Aktywnosé
syntazy ALA i dehydratazy ALA jest kontrolowana
przez wewnatrzkomoérkowy poziom hemu. Z tego tez
wzgledu zawarto§¢ PpIX moze ulec podwyzszeniu
przy rownoczesnym podaniu zwiazkéw kompleksuja-
cych zelazo, np. EDTA. PpIX indukuje reakcje cyto-
toksyczne niszczace zar6wno btony komdrkowe, jak
i mitochondrialne. Przedtuzone nas§wietlanie prowadzi
do zmian w innych strukturach komorkowych oraz in-
hibicji syntezy DNA i RNA. PpIX nie powoduje jednak
efektow genotoksycznych i mutagennych.
Ftalocyjaniny nawet jako pochodne sulfonowe sa
stosunkowo hydrofobowe. Monosulfonowa ftalocyja-

nina cynkowa oraz tetrakationowa ftalocyjanina cyn-
kowa posiadajaca podstawniki 4-aminoalkilowe oka-
zaly si¢ bardzo dobrymi fotosensybilizatorami wobec
Candida albicans [13, 46].

5. Terapia fotodynamiczna skierowana
przeciw mikroorganizmom (PACT)

Efekt PACT in vitro badano gtéwnie na mikro-
organizmach rosnacych w hodowlach zawiesinowych
oraz w biofilmach. Mozna znalez¢ zaledwie kilka prac,
ktore opisuja zastosowanie PACT u zwierzat i badania
kliniczne u ludzi (zmiany wirusowe, tradzikowe, in-
fekcje zotadkowe Helicobacter pylori i ropnie mozgu)
[21, 32].

5.1. Badania PACT in vitro

W badaniach przeciwbakteryjnego i przeciwgrzy-
biczego PACT in vitro stosowano nastgpujace fotosen-
sybilizatory: r6z bengalski, btekit metylenowy, porfi-
ryny kationowe oraz fulereny (Rys. 3).
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Ro6z bengalski dodany do medium zawierajacego
Streptococcus mutans, juz w stezeniu od 0,5 uM wy-
kazywat efekt bakteriobdjczy po naswietleniu §wiat-
tem z podrecznego dentystycznego fotopolimeryzatora
(ang. handheld photopolymerizer, dental photopoly-
merizer) emitujacego dawke $wiatta 350500 mJ cm2
w zakresie 400-500 nm. Badania kontrolne przepro-
wadzone rownolegle na fibroblastach nie wykazaty
zmian cytotoksycznych [33]. Bigkit metylenowy oka-
zal si¢ grzybobodjczy wzgledem szczepoéw Candida
(C. albicans, C. dubliniensis, C. krusei, C. tropicalis)
po naswietleniu laserem diodowym z dawka energii
28 J cm™ przy 685 nm [11].

Bristow iwsp. uzyli porfiryny tetrakationowe;j,
ktéra charakteryzowata si¢ bardzo dobrymi parame-
trami fotoinaktywacji postaci promastigota pasozyta
Leishmania major. W warunkach in vitro dla zakresu
stezen od 2 do 7 uM osiagnigto 60% inaktywacje
L. major 1 90-100% inaktywacj¢ makrofagéw. Uzy-
skane dane wskazaly na mozliwo$¢ wyeliminowania
pasozyta w czasie kilku sesji [8]. Badania porfiryn
kationowych wykazaty, ze dodatni tadunek jest klu-
czowy dla osiagnigcia aktywnosci wzgledem bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Porfiryna dikatio-
nowa posiadata najlepsza aktywno$¢ w stosunku do
E. coli, P. aeruginosa i S. aureus. Modyfikacje lipofil-
nos$ci osiagnicto wprowadzajac dodatkowe grupy aro-
matyczne do ugrupowan pirydyniowych Iub zmienia-
jac liczbe tadunkéw dodatnich [5]. Dla trikationowe;j
subftalocyjaniny boronowej uzyskano wysokie stg-
zenie wewnatrzkomorkowe (~2 nmol/10° komorek)
w zawiesinie E. coli. Skuteczno$¢ PACT po 30 min
naswietlania kultur wynosita 99,7 % [41].

Chloryna e6 potaczona z polilizynowym pentame-
rem charakteryzowata si¢ bardzo dobra aktywnoscia
wzgledem bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych:
Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomy-
cetemcomitans, Bacteroides forsythus, Campylobacter
rectus, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum
subsp. polymorphum, Actinomyces viscosus i Strepto-
coccus spp. (S. sobrinus, S. mitis, S. oralis, S. mutans).
Nalezy podkresli¢, ze ,,nieskoniugowana” chloryna e6
byla nie tylko mniej aktywna, ale rowniez bardziej
cytotoksyczna wobec komorek ssakéw [35].

Fulereny C,, zawierajace grupy pirolidynowe sa
dobrymi i selektywnymi fotosensybilizatorami dla
E. coli, C. albicans, S. aureus [43].

5.2. Efekty PACT badane na biofilmach

Przylegajace do siebie drobnoustroje nalezace do
jednego lub kilku gatunkéw, zespolone produkowana
przez nie macierza pozakomorkowa, tworza hetero-
genng 1 zorganizowang struktur¢ zwana biofilmem.
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Biofilmy tworzone sa zaro6wno przez bakterie, jak
i grzyby. Zyjace w nich mikroorganizmy wykazuja
podwyzszona opornos¢ na antybiotyki oraz dziatanie
uktadu immunologicznego. Wielu autorow zajmuje si¢
problematyka niszczenia bakteryjnych i grzybiczych
biofilmoéw oraz zagadnieniami ich opornosci na trady-
cyjna farmakoterapig [14, 39]. Wood i wsp. postu-
gujac si¢ mikroskopem elektronowym stwierdzili
uszkodzenia biofilmu (wytworzonego in vivo w postaci
ptytki na emalii zgbowej) po zastosowaniu in vitro fta-
locyjaniny cynkowej i §wiatla [52]. Lee i wsp. wy-
kazali, ze biofilm P. aeruginosa jest bardziej oporny
na PACT niz hodowla zawiesinowa. W obu przypad-
kach po podaniu ALA zastosowano t¢ sama dawke
$wiatta, wynoszaca 240 J cm2. Dla biofilmu koniecz-
ne byto dwukrotne powtorzenie procedury przy wyz-
szym stezeniu substancji aktywnej (20 mM cm?),
podczas gdy w hodowli zawiesinowej wystarczyta
dawka jednorazowa (10 mM cm2) [27].

Biofilm E. faecalis rosnacy w uzyskanych po eks-
trakcji korzeniach zgbowych poddano PACT stosujac
biekit metylenowy w kombinacji z naswietlaniem przy
665 nm. Dawka $wiatta 222 J cm™? wyeliminowata
97% patogenu. Nalezy podkresli¢, ze juz dawka Swiatta
30 J cm™ eliminowata catkowicie Peptostreptococcus
micros, P. gingivalis, F. nucleatum subsp. nucleatum
oraz 53% E. faecalis. Celowym wydaje si¢ wigc za-
stosowanie PACT do niszczenia bakterii w kanatach
korzeni zgbowych podczas standardowego leczenia
endodontycznego [40]. Roéwnie obiecujace wyniki
uzyskano dla biofilmu Streptococcus intermedius przy
uzyciu btekitu toluidyny [36, 51].

Zakazenia grzybicze zdarzaja si¢ coraz czgsciej, sta-
nowiac istotny problem wspoélczesnej medycyny. Doty-
czy to zaréwno zakazen powierzchniowych (btony $lu-
zowe 1 skora), jak rowniez grzybic glgbokich (grzybice
narzadowe i fungemie) [14]. Grupa chorych szczegdl-
nie narazonych na zakazenia grzybicze s3 pacjenci ze
schorzeniami nowotworowymi oraz z zespolem na-
bytego uposledzenia odpornosci (AIDS). Rozwojowi
objawowej grzybicy sprzyjaja rowniez schorzenia en-
dokrynologiczne, szczegodlnie cukrzyca, przewlekla ste-
rydoterapia i antybiotykoterapia oraz stosowanie lekow
immunosupresyjnych. Tworzenie biofilmu przez rodzaj
Candida odgrywa istotna rolg w patogenezie zakazen
wywotlanych przez te drobnoustroje. Powaznym pro-
blemem sa zakazenia grzybicze u pacjentow, u ktorych
w celach diagnostycznych lub terapeutycznych stosu-
je si¢ urzadzenia wykonane z biomaterialéw (cewniki,
dreny, zespolenia naczyniowe, protezy stawowe i zgbo-
we, soczewki oczne i inne). Udowodniono, ze biofilm
Candida moze powstawaé na powierzchni tworzyw
sztucznych, takich jak polimetakrylan metylu, elastomer
silikonowy, polichlorek winylu — materiatow uzywa-
nych do produkcji cewnikow, drenéw oraz protez [17].
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Fotosensybilizatory osadzaja si¢ na emalii zgbowej
wywolujac jej przebarwienia i w zwiazku z tym nie
moga by¢ stosowane jako ptyny do ptukania w grzy-
bicach jamy ustnej. Idealnym rozwigzaniem wydaje
si¢ ,,przytrzymanie” fotosensybilizatora w miejscu po-
wierzchniowej PACT. Zapobiega to szybkiemu
usunigciu (wymyciu) fotouczulacza z obszaru podda-
wanego naswietlaniu, a takze ogranicza niepozadane
dzialania. W tym celu opracowano plastry z bigkitem
toluidyny (mucoadhesive patch). Plastry te sa przygo-
towywane na bazie hydrozeli po zmieszaniu PMVE/
MA [poli(metylowinyloeter)/bezwodnik maleinowy]
z DOWANOL™,em (eter propylenoglikolometylowy).
Stezenia biekitu toluidyny uwalnianego z plastra osiag-
nely wartosci 2,0-5,0 mg ml™!, co pozwolito po na-
$wietleniu lampa Patersona przy 635 nm na wyelimi-
nowanie ponad 90% populacji komoérek grzybow [12].

Wood i wsp. badali eliminacj¢ biofilmu S. mu-
tans stosujac blekit metylenowy, erytrozyng i Pho-
tofrin® oraz $wiatto z zakresu 500-650 nm o inten-
sywnosci 22,5-22,7 mW cm2. Erytrozyna wykazata
najwyzsza aktywno$¢ fotodynamiczna [53].

5.3. Badania PACT in vivo

Zaledwie kilka prac opisuje efektywnos¢ PACT
in vivo. Na uwage zastuguja badania przeprowadzone
na szczurach z uzyciem bigkitu toluidyny [24] oraz
na psach z uzyciem chloryny e6 oraz jej rozpuszczal-
nej pochodnej [38]. Badania dotyczyly zapalen przy-
zgbia (periodontitis) wywolanych przez P. gingivalis
1 F. nucleatum. U myszy z immunosupresja miejsco-
we zastosowanie bigkitu metylenowego w dawce 450
i 500 pg ml™! potaczone z naswietleniem laserem dio-
dowym (664 nm) catkowicie usungto C. albicans ze
zmian na jgzyku. Wyniki badan na zwierzgtach suge-
ruja, ze proponowany schemat mogtby znalez¢ zasto-
sowanie w leczeniu pacjentow z AIDS [44].

Zapalenie okotowszczepowe (periimplantitis) jest
spowodowane zainfekowaniem powierzchni implantu
i tworzeniem biofilmu. Plytka bakteryjna (bacterial
plaque) tworzaca si¢ na implancie powoduje zmiany
zapalne w sasiednich tkankach migkkich. U 15 pacjen-
tow z periimplantitis, biekit toluidyny zastosowany na
powierzchni implantdw i naswietlanie laserem diodo-
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wym (690 nm) zmniejszyto znacznie ilo$¢ 4. actino-
mycetemcomitans, P. gingivalis 1 Prevotella interme-
dia [15]. Haas i wsp. z powodzeniem uzyli biekit
toluidyny i $wiatto laserowe (906 nm) u 17 pacjentow
z periimplantitis [20].

Efektywnosc¢ klinicznag ALA-PACT badano u 9 pa-
cjentéw z migdzypalcowa grzybica stdp (ang. interdi-
gital foot mycosis). W terapii zastosowano 20% krem
z ALA, a po 4 godz. naswietlanie §wiatlem czerwo-
nym w dawce 75 J cm2. Jezeli kontrola przeprowa-
dzona po 7 dniach wykazala wynik negatywny, to
terapig¢ powtorzono jeszcze trzykrotnie w odstgpach
tygodniowych. Wyniki podsumowano po 4 tygo-
dniach. Kliniczng i biologiczng poprawe stwierdzono
u 6, w tym u 4 pacjentéw po jednorazowe;j terapii. Jed-
nakze u 2 pacjentow (jeden z C. albicans, drugi z Tri-
chophyton mentagrophytes) zaobserwowano upor-
czywa remisje. Tolerancja terapii byta dobra [10].

5.4. Fotodynamiczna inaktywacja patogenéw

Pandemia AIDS w latach osiemdziesiatych i zaka-
zenia wirusem HIV spowodowane transfuzja krwi
1 podawaniem preparatéw krwiopochodnych, zwrocity
uwage na problem fotosterylizacji krwi i preparatow
krwiopochodnych. Metody inaktywacji patogenow
obejmuja pasteryzacje, naswietlanie UV i nanofiltracje.
Z grupy fotosensybilizatoréw stosowanych w PACT
uzywa si¢ barwnikoéw fenotiazynowych ze wzgledu na
ich powinowactwo do kwasow nukleinowych, w tym
do DNA wirusowego. Fotodynamiczna inaktywacja
przy uzyciu bigkitu metylenowego i biekitu dwumety-
lenowego okazata si¢ skuteczna wobec Yersinia entero-
colitica i Pseudomonas fluorescens. Blgkit metylenowy
byt aktywny rowniez wzgledem wirusa HIV, HBYV, par-
wowirusa B19 i Wirusa Zachodniego Nilu (Rys. 4).

Blekit metylenowy jest stosowany do fotodezyn-
fekceji $wiezego mrozonego osocza (fresh frozen pla-
sma) wedlug procedury opracowanej przez Mohra
w 1991 roku i ulepszonej przez MacoPharma. Osocze
(200-315 ml) wprowadzone do pojemnika zawieraja-
cego filtr Blueflex i 85 ug biekitu metylenowego jest
naswietlane lampa sodowa przy 590 nm przez 20 min
dawka 180 J cm™. Blekit dwumetylenowy — tionina
moze znalez¢ tez zastosowanie do fotodynamicznej
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Rys. 4. Fotosensybilizatory fenotiazynowe: (A) btekit metylenowy; (B) bigkit dwumetylenowy
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sterylizacji koncentratow plytkowych. Prowadzone sa
proby uzycia fotosensybilizatorow do dezynfekceji
koncentratow krwinek czerwonych [19, 47-49].

6. Perspektywy i kierunki badan

PDT jest zaakceptowana przez organizacje rzado-
we Standéw Zjednoczonych, Unii Europejskiej, Ka-
nady, Rosji i Japonii do leczenia niektorych stanow
chorobowych [2, 3, 6, 26]. Badania zajmujace si¢
fotobiologia i zastosowaniem PACT w leczeniu miejs-
cowych infekcji wskazuja na jej potencjalng uzytecz-
no$¢ w eliminowaniu zakazen bakteryjnych, grzybi-
czych, pierwotniakowych i wirusowych [12, 13, 21,
23, 25, 32, 39, 45, 46, 53]. Wiele wynikow uzyska-
nych in vitro wymaga jednak dalszych badan zanim
PACT bedzie mozna stosowaé rutynowo w praktyce
klinicznej. Potencjalnie, PACT moze by¢ zastosowa-
ny w leczeniu ran oparzeniowych, infekcji skory, pa-
znokci, wloséw, jamy ustnej, przelyku i dolnego od-
cinka drég rodnych [13, 32]. Terapia fotodynamiczna
wydaje si¢ by¢ obiecujaca alternatywa w infekcjach
wywotanych mikroorganizmami opornymi, zwtaszcza
u pacjentow z chorobami nowotworowymi i uposle-
dzona funkcja systemu immunologicznego oraz w eli-
minowaniu biofilméw bakteryjnych z powierzchni
tworzyw sztucznych (cewniki, dreny, protezy).

Niski koszt PACT daje szanse leczenia zakazen po-
wierzchniowych w krajach rozwijajacych sig [25, 32,
47]. Rozwdj opornosci na dostgpne antybiotyki postg-
puje bardzo szybko. Zwigksza si¢ liczba patogenow
w chorobach przyzgbia opornych na amoksycyling,
penicyling G, metronidazol, doksycykling i roksytromy-
cyng. Szczepy oporne powstaja m.in. wskutek nie-
wiasciwej antybiotykoterapii. Metycylinooporne szcze-
py S. aureus moga tworzy¢ si¢ w ramach opornosci
krzyzowej do antybakteryjnego sktadnika, triklosanu,
dodawanego do past do zgbow [29].

PACT wykazuje szereg korzystnych cech w po-
rownaniu ze standardowa antybiotykoterapia. Daje
mozliwos¢ wielokrotnego dzialania na komorki mi-
kroorganizmow bez ryzyka wystapienia opornosci.
Terapia jest selektywna w stosunku do patogendéw
w poroéwnaniu z komoérkami ssakoéw oraz mato tok-
syczna. Nie opisano opornosci mikroorganizmdéw na
reaktywne formy tlenu. Zastosowanie PACT do lecze-
nia miejscowych infekcji skraca czas trwania terapii,
ogranicza efekty uboczne spowodowane systemowym
podawaniem antybiotykéw i obniza koszty leczenia
[13, 25, 32].

Fotouczulacze fenotiazyniowe, porfirynowe i fta-
locyjaninowe wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne
i przeciwgrzybicze. Pomimo tego, ze dla niektorych
grup fotosensybilizatoréw udato si¢ skorelowaé zalez-
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nos$¢ dziatania i struktury, wiele fotouczulaczy aktyw-
nych in vitro nie zawsze sprawdza si¢ w warunkach
in vivo. Opracowanie nowych fotouczulaczy dziata-
jacych specyficznie wobec wybranych mikroorganiz-
moéw np. poprzez sprzgganie z przeciwciatam i po-
zwoli na uniknigcie efektow fototoksycznych wobec
komorek pacjenta lub zwierzat do§wiadczalnych i flo-
ry komensalnej. Najbardziej podatna na PACT grupa
mikroorganizmow sa bakterie. Grzyby wymagaja
wickszych dawek $wiatta i fotouczulacza. Przeciw-
grzybicza PACT moze wigc doprowadzi¢ do zniszcze-
nia wszystkich mikroorganizméw w miejscu podda-
wanym leczeniu. Taki efekt wydaje si¢ niepozadany
przy eliminacji okreslonego patogenu. Skuteczne
moga by¢ wtedy koniugaty fotosensybilizatorow
z przeciwciatami np. Sn (IV) chloryna e6 polaczona
z przeciwciatami anti-P. aeruginosa, ktore okazaty si¢
efektywne w badaniach in vitro wzgledem P. aerugino-
sa, w tym szczepow metycylinoopornych. Prowadzone
sa tez badania zwigkszajace efektywnos$¢ wezesniej sto-
sowanych fotouczulaczy. Otrzymano polikationowy
koniugat chloryny e6 (poli-L-lizynowa-chloryna ¢6),
ktory jak wykazano na myszach posiada przeciwbak-
teryjne dzialanie w stosunku do Gram-ujemnych pate-
czek P. aeruginosa [25, 32].

Skuteczno$¢ PACT jest w duzym stopniu zalezna
od doboru dawki promieniowania, ktora eliminuje
mikroorganizm nie uszkadzajac komorek pacjenta.
W zwiazku z tym konieczna jest doktadna standaryza-
cja procesu naswietlania i dozymetrii oraz udoskona-
lenie systemow dostarczajacych $§wiatto. Problem ten
moga rozwiaza¢ badania nad $wiattowodami ze spe-
cjalnymi koncowkami optycznymi. Mogloby si¢ to
przyczyni¢ si¢ do znalezienia nowych zastosowan dla
PACT, w tym leczenia infekcji umiejscowionych pod-
skornie np. ropni. Bardzo istotne jest monitorowanie
wynikow terapii podczas jej trwania, po jej zakoncze-
niu oraz w czasie ewentualnych remisji. Immunolo-
giczne aspekty PACT wymagaja dalszych badan [32].

Zastosowanie PACT w leczeniu infekcji miejsco-
wych moze sta¢ si¢ istotnym uzupetnieniem trady-
cyjnych terapii przeciwbakteryjnych i przeciwgrzy-
biczych skracajac czas ich trwania, minimalizujac
uboczne skutki systemowego podawania chemiotera-
peutykow i obnizajac koszty leczenia. PACT moze by¢
tez zastosowana w przypadkach, ktére wymagaja
szybkiego obnizenia ilosci bakterii, wykazujacych od-
pornos¢ na standardowe leczenie np. szczepy ze Swie-
70 nabyta opornoscia [32].

Dla Taylora i Sommera PACT w przysz-
losci moze by¢ brana pod uwage podczas dtuzszego
pobytu w kosmosie z uwagi na ograniczonga wielko$¢
Lapteczki poktadowej” [42]. Z pewnos$cia bedziemy
swiadkami dalszego dynamicznego rozwoju tej me-
tody terapeutycznej.
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Abstract: Numerous plasmids can be found in the cells of Archaea, most of them have cryptic phenotypes. Among cryptic plasmids
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1. Wprowadzenie

Archeony, zwane wczesniej archebakteriami, zasied-
laja najbardziej niedostgpne i nieprzyjazne dla zycia
regiony Ziemi, w ktorych zyja tylko nieliczne gatunki
bakterii, a organizmy eukariotyczne nie wyst¢puja
wecale. Wsrod Archaea spotykamy wszystkie odmiany
organizmoéw ekstremofilnych.

Halofilne Archaea rozwijaja si¢ w zbiornikach
z bardzo stona woda, takich jak Morze Martwe. Acy-
dofile rosng w pH nizszym niz 3 i sg cz¢sto termo-
filne, alkalofile zyja w pH wyzszym niz 10 i sa czgsto
halofilne. Ekstremalne termofile, takie jak Pyrolobus
fumarii, wystgpuja w hypertermalnych kominach na
dnie moérz, gdzie temperatura przekracza 100°C. Na-
tomiast psychrofile zyja w zimnej wodzie morskie;j
i na Antarktydzie.

Archeony metanogenne, takie jak Methanobacte-
rium thermoautotrophicum, sa termofilne i bezwzgled-
nie beztlenowe. Posiadaja unikatowa wlasciwos$¢, jaka
jest metanogeneza — zdolno$¢ do pozyskiwania energii
z redukcji dwutlenku wegla do metanu [9].

Archaea przez dziesigciolecia byty uwazane za bak-
terie, co wynikato gtéwnie z morfologii ich komorek.
Analiza rybosomalnego RNA, zaproponowana przez
Carla Woesego [34], pozwolita na wylonienie trze-
ciej gatezi ewolucyjnej — domeny: oprocz Bacteria
i Eukarya pojawily si¢ Archaea. Nazwa Archaea,

nadana przez Woesego nawiazuje do najstarszego
okresu w dziejach Ziemi — archaiku (ang. Archaean)
i poczatkdw zycia.

Ilos¢ informacji na temat Archaea gwaltownie ros-
nie w ostatnich latach. Identyfikowane sa nowe gatunki
archeonow, ale wiele danych pochodzi z analizy probek
pochodzacych wprost ze srodowiska. Poszukuje si¢
w nich rRNA i genomowego DNA, ktory nastgpnie jest
sekwencjonowany i analizowany komputerowo, bez
koniecznosci izolacji i hodowli organizmu, z ktoérego
pochodzi [8, 31]. Ponad 75% dostgpnych obecnie se-
kwencji rRNA dla archeonéw pochodzi od organiz-
mow, ktore nigdy nie zostaty wyhodowane [28]. Bada-
nia §rodowiskowe pozwolity ustali¢, ze przedstawiciele
Archaea zyja we wszystkich srodowiskach; w morzach,
wodach stodkich, osadach dennych, glebie, na korze-
niach roslin, w przewodach pokarmowych przezuwa-
czy 1 bezkrggowcow [18, 28], a takze w jamie ustnej
i jelitach ludzi [19]. Te dane sprawiaja, ze konieczne
jest nowe spojrzenie na mikroorganizmy z domeny
Archaea, gdyz nie da si¢ dluzej traktowac ich tylko jako
ekstremofili — zywych skamienielin z czasu poczatkéw
zycia na Ziemi. Szacuje si¢, ze komorki Archaea moga
stanowi¢ od 10 do 20% catej biomasy Ziemi [8, 28]

Obecnie domeng Archaea dzieli si¢ na cztery jed-
nostki, okre$lane jako typy lub krolestwa — Eury-
archaeota, Crenarchaeota, Nanoarchaeota 1 Korar-
chaeota [13, 26].
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Euryarchaeota sa krolestwem najbardziej zrdzni-
cowanym, zawiera ono archeony metanogenne, halo-
filne oraz gatunki termofilne i psychrofilne. Do tego
krélestwa naleza, omawiane w ponizszym tekScie:
rzad Thermococcales z rodzajem Pyrococcus, archeony
metanogenne z rodzajami Methanococcus i Methano-
bacterium, ekstremalne termofile, jak Pyrococcus furio-
sus, oraz archeony halofilne — Haloferax volcanii, Halo-
bacterium sp. 1 Natronobacterium.

Crenarchaeota grupuje ekstremalne termofile i nie-
liczne psychrofile. Naleza do nich omawiane ponizej
rodzaje Sulfolobus i Acidianus. Do Sulfolobus naleza
organizmy tlenowe, acydofile, o optymalnej tempera-
turze wzrostu ok. 80°C. Gatunki z tego rodzaju izolo-
wano z goracych, siarkowych zrodet na Islandii, we
Witoszech, Japonii, Nowej Zelandii, Rosji i Stanach
Zjednoczonych. W §rodowisku naturalnym drobno-
ustroje te sa chemolitoautotrofami, pozyskuja energi¢
przeprowadzajac, w warunkach tlenowych, zwiazki
siarki w kwas siarkowy. Potrafia funkcjonowac takze
jako heterotrofy wykorzystujace réozne zwiazki orga-
niczne jako zrodto wegla i azotu. W warunkach la-
boratoryjnych organizmy te daja si¢ wzglednie tatwo
hodowa¢ na podtozach ptynnych i statych. Sa mode-
lowymi przedstawicielami Archaea. S. solfataricus
i S. acidocaldarius, wyizolowane z goracych zrodet
Parku Yellowstone, sa najlepiej scharakteryzowanymi
przedstawicielami tej grupy [5].

Nanoarchaeota zawiera pojedynczy gatunek Nano-
archaeum equitans. Jest to bezwzgledny symbiont, za-
lezny od gatunku Ignicoccus hospitalis, archeona nale-
zacego do Crenarchaeota [14, 15]. Genom N. equitans
o wielkos$¢ 491 tys. par zasad (kpz) jest rekordowo
maty i bardzo silnie upakowany, 95% jego obje¢tosci
to sekwencje kodujace [33]. Wedtug jednych autorow
jest to prawdopodobnie pierwszy z wielu gatunkéw,
ktére niebawem zostana odkryte [25], wedtug innych
autorow wydzielanie nowego krolestwa jest w tym
przypadku przedwczesne i nieuzasadnione [13, 18].

Typ Korarchaeota grupuje sekwencje kwasow nu-
kleinowych uzyskane z analizy probek srodowisko-
wych. Dane te nalezy traktowac jako cenne, ale wstgp-
ne informacje [3, 18].

2. Plazmidy kryptyczne

Ilo§¢ informacji na temat plazmidéw obecnych w
komorkach Archaea jest niewielka, zwlaszcza jesli po-
réwnac ja z ilo$cia danych na temat plazmidoéw bakte-
ryjnych. Mozna jednak sadzi¢, ze plazmidy wystepuja
u tych organizméw powszechnie; w rzedzie Thermo-
coccales, nalezacym do intensywnie badanej grupy
metanogenow, stwierdzono plazmidy u 20% badanych
szczepow [11]. Wigkszos¢ wyizolowanych i zbadanych
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plazmidow sa to plazmidy kryptyczne, kilka z nich
zostato w caloéci zsekwencjonowanych.

Bardzo intensywnie badana grupa archeonow jest
rodzaj Sulfolobus, w tym gatunki S. islandicus, S. sol-

fataricus 1 S. tokodaii [20]. Plazmidy wyizolowane

z rodzaju Sulfolobus tworza rodzing pRN. W jej sktad
wchodza pRN1, pRN2, pSSVx i pHEN7, pochodzace
z Sulfolobus islandicus (REN1H1) [11], oraz pDL10,
wyizolowany z Acidianus ambivalens [16]. Plazmidy
wystepuja w komorkach gospodarzy w formie auto-
nomicznych czasteczek lub sa zintegrowane z chro-
mosomem. Te ostatnie wykryto w genomach S. solfa-
taricus (pXQ1) 1 S. tokodaii (pST1, pST3) [30]. Maja
wielkos$¢ od 5,0 do 7,8 kpz. Plazmidy pDL10 i pSSVx
wystepuja w stosunkowo wysokiej liczbie kopii — od
15 do 35 na komorke, moga wystgpowaé w formie
zrelaksowanej lub superskreconej. W kazdym z tych
plazmidéw mozna wyr6zni¢ konserwowany obszar
o wielkosci 44,5 kpz, ktory moze funkcjonowaé jako
minireplikon. Obszar ten koduje trzy charakterystycz-
ne biatka: biatko RepA — warunkujace replikacje plaz-
midu, biatko CopG (ang. copy control protein) — regu-
lujace liczbe kopii plazmidu i biatko PlrA (plasmid
regulator A), silnie wiazace si¢ z DNA [11]. Dla plaz-
midu pRN1 wykazano istnienie czterech waznych
transkryptow. Pierwszy powstaje po transkrypcji ge-
néw copG 1 repA, drugi genu plrd, dwa kolejne sa
antytranskryptami komplementarnymi do 5’kofcowej
czesci pierwszego 1 drugiego transkryptu. Obecnosc
antysensownego RNA powoduje, poprzez komple-
mentacj¢ matrycowego RNA, ograniczenie ekspresji
genow copA, repA i plrA [4]. Podobny mechanizm jest
wykorzystywany w przypadku regulacji replikacji
kryptycznych plazmidéw bakteryjnych. Biatko CopG
W postaci tetrameru wiaze si¢ z sekwencja o dlugosci
12 par zasad (pz), w obrgbie ktorej znajduje si¢ punkt
startu transkrypcji genow copG i repA. Jest to drugi
mechanizm ograniczajacy ekspresje genow copG i repA
[11]. Podobne wtasciwosci wykazuje biatko PIrA,
wiaze si¢ ono z sekwencja powyzej kodujacego je
genu. W plazmidzie stwierdzono dwie takie sekwen-
cje, oddalone od siebie o 65 pz; podobna struktura
znajduje si¢ takze w plazmidach koniugacyjnych
Archaea. Bialtko PIrA wiazac si¢ z DNA tworzy multi-
meryczny kompleks [20].

Produkt genu repA jest bialkiem o unikatowej
strukturze 1 funkcji. Jest to duze biatko, zbudowane
z 900-1000 aminokwasow, kodujacy je gen stanowi
jedna trzecia lub nawet potowe wielkosci plazmidow
z rodziny pRN. Szczegdélowym badaniom poddano
gen repA zlokalizowany w plazmidzie pRN1. 255 ami-
nokwasow stanowiacych N-koncowa czgs$¢ biatka ma
aktywno$¢ primazy i polimerazy DNA. Jest zdolne do
syntezy de novo starteréw ztozonych z 8 deoksynu-
kleotydow, nastgpnie, dzigki aktywnoS$ci polimerazy
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DNA syntetyzowany jest tancuch DNA o dtugosci ty-
sigcy zasad. Badajac aktywno$¢ produktu sklonowa-
nego genu repA wykazano, ze aminokwasy w pozycji
111 (asparagina), 113 (glutamina), 171 (asparagina) sa
krytyczne dla aktywnosci enzymu i ze centrum aktyw-
ne jest wspolne dla obu aktywnosci — primazy i poli-
merazy DNA [21]. Fragment obejmujacy aminokwa-
sy 550-800 biatka RepA posiada aktywno$¢ helikazy
o polarnosci 3°-5°. Sekwencja wykazuje homologi¢ do
helikaz z superrodziny III, utworzonej z biatek kodo-
wanych przez plazmidy bakteryjne i wirusy. N-kon-
cowa czg$¢ biatka, posiadajaca podwdjna aktywnos$é
primaza/polimeraza, nie wykazuje zadnej homologii
do znanych biatek [20]. Stwierdzono podobienstwo
do primazy innego archeona, Pyrococcus furiosus, ale
ogranicza si¢ ona do czterech zasad w centrum aktyw-
nym enzymu [2]. Tak nieznaczna homologia moze
wynika¢ zarowno z daleko posunigtej ewolucyjnej dy-
wergencji bialek pochodzacych od wspolnego przod-
ka, jak i z ewolucyjnej konwergencji.

Biatko RepA stanowi nowy typ biatka replikacyj-
nego. Wlasciwos$ci domeny majacej aktywno$¢ prima-
zy/polimerazy wskazuja, ze powstala ona niezaleznie
od primaz i polimeraz DNA opisanych dla $wiata bak-
terii 1 eukariontow. Wstepny schemat replikacji plaz-
midow z rodziny pRN sktadat by si¢ z nastgpujacych
etapow: biatko RepA lub kompleks RepA-PIrA roz-
poznaje punkt startu replikacji, nast¢pnie domena he-
likazowa biatka RepA rozwija DNA w obszarze startu
replikacji dzigki energii pozyskiwanej z ATP. Aktyw-
no$¢ primazy biatka RepA pozwalataby na synteze¢
starterow z deoksynukleotydow. Elongacje nici moze
prowadzi¢ biatko RepA dzigki swojej aktywnosci po-
limerazy DNA. Biatko RepA wykazuje niska efektyw-
nos$¢ katalityczna, dodatkowo nie stwierdzono u niego
ani aktywnosci nukleolitycznej 3°-5°, ani 5’-3°. Moz-
liwe jest zatem, Ze opisane wyzej enzymy inicjuja
replikacj¢ plazmidow z rodziny pRN i jest ona kon-
tynuowana przez maszyneri¢ replikacyjna komorki
gospodarza. Aktywnos¢ biatka CopG ogranicza ilo$¢
biatka replikacyjnego RepA w komorce, spada wigc
czestos$¢ inicjacji replikacji, co prowadzi do zmniej-
szenia liczby kopii plazmidu w komorce. Zjawiska te
sktadaja si¢ na opisywana wczesniej aktywnos¢ biatka
CopG jako regulatora liczby kopii plazmidu [20].

Zgromadzone dane nie pozwalaja na przypisanie
plazmidom z rodziny pRN zadnego ze znanych modeli
replikacji. W przypadku plazmidéw pGTS5 i pRT1, wy-
izolowanych z roznych gatunkéw z rodzaju Pyro-
coccus wykazano, ze replikuja si¢ one wedlug modelu
toczacego si¢ kota (ang. rolling circle replication) [10,
32]. Plazmid pNB101, pochodzacy z haloarcheona
Natronobacterium sp., takze replikuje si¢ wedtug mo-
delu toczacego sig kota, ale posiada unikatowy system
regulacji replikacji [36].
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Plazmidy pHEN7 i pDL10 zawieraja dodatkowe
ramki odczytu o nieznanej funkcji. Sa one otoczone
sekwencjami TTAGAATGGGGATTC. Sekwencje te
i sekwencje do niej zblizone okresla sig¢ jako R .
Wystegpuja one takze w malych plazmidach, pRN1
i pRN2, dwie takie sekwencje sa rozdzielone kilkoma
parami zasad. Uwaza sig, ze rekombinacja z udziatem
tych obszaréw jest odpowiedzialna za rearanzacje
w czasteczce plazmidu. Polegaja one na odwracalnym
wlaczaniu fragmentéw DNA do czasteczki plazmidu,
co jest zrodtem zmiennos$ci w populacji plazmidow
[25]. Bardzo wysoka stabilno$cia strukturalng i segre-
gacyjna charakteryzuje si¢ plazmid pIT3, wyizolowa-
ny z S. solfataricus 1T3. Plazmid pIT3 jest niekiedy
zaliczany do rodziny pRN, ale ze wzgledu na szereg
unikatowych wlasciwosci bywa tez z niej wydzielany
[27]. Analiza genomowego DNA Archaea wskazuje
na wysoka czestosc ,,tasowania” informacji genetycz-
nej, znaczny udzial maja w tym elementy mobilne,
a zwtlaszcza sekwencje insercyjne [7, 6].

Plazmidy pTAU4, pTIK4 i pORA1, pochodzace
z S. neozealandicus, posiadaja homologiczny obszar,
obserwowany tylko w tych czasteczkach, co moze by¢
zwiazane z ich specyficzno$cia wzgledem gospodarza.
Plazmidy te ro6znia si¢ pomigdzy soba w zakresie bia-
ek replikacyjnych, pTIK4 i pPORA1 zawieraja homo-
logi genu repA, kodujacego opisana wczesniej domeng
primaza/polimaraza, a w strukturze plazmidu pTAU4
nie stwierdzono takiego genu. Plazmid ten niesie gen
kodujacy biatko MCM (ang. minichromosome main-
tenance) homologiczne do helikazy eukariontow. Od-
krycie genu kodujacego biatko MCM w plazmidzie
pTAU4 i obecnos¢ w C-koncowej czesci biatka RepA
obszaru wykazujacego homologi¢ do eukariotycznych
helikaz z superrodziny III sugeruje, ze kryptyczne
plazmidy Archaea wymagaja aktywnosci helikazy do
replikacji [20].

Unikatowy sposob rozprzestrzeniania opisano dla
plazmidu pSSVx, wyizolowanego z S. islandicus
REY15/4; wykorzystuje on aktywno$¢ jednego z wi-
ruséw Archaea. Wirusy wystgpujace w komorkach
Sulfolobus dzieli si¢ na cztery rodziny: Fuselloviridae,
Rudiviridae, Lipothrixviridae i Guttaviridae. Najlepiej
poznana grupa to Fuselloviridae, wirusy, ktérych ge-
nom ma wielkos$¢ ok. 15 kpz., a kapsyd — ksztatt wrze-
ciona. Ich replikacja i uwalniania do srodowiska nie
powoduje lizy komodrek gospodarza. Sposrod 18 ra-
mek odczytu, ktore koduja biatka konserwowane w tej
grupie wirusow, tylko w przypadku czterech ustalono
funkcjg. Trzy biatka stanowia element strukturalny
kapsydu, a czwarte jest integraza odpowiedzialna za
wlaczanie genomu wirusa do chromosomu gospodarza
[20]. Plazmid pSSVx moze by¢ pakowany do kapsy-
dow fusellowirusa SSV2, ktory wystepuje w szczepie
REY15/4. Jest to zwiazane z obecno$cia w strukturze
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Tabela I
Plazmidy archeondéw metanogennych

Archeon Plazmid WEEE(Z(;SC ]que ];‘ZEEE;;
Methanobacterium thermoautotrophicum Marburg | pME2001 4,5 X1720
Methanobacterium thermoautotrophicum ZH3 pME2200 6,2 [22]
Methanobacterium thermoformicicum THF pFV1 13,5 [23]
Methanobacterium thermoformicicum Z-245 pFZ1 11 [23, 24]
Methanobacterium thermoformicicum FTF pFZ2 11 [24]
Methanococcus maripaludis pURB500 8,3 U47023
Methanococcus st. AG86 pURB900 20 [35]
Methanococcus jamnasachii pURBS800 64 L77118
Methanococcus jamnasachii pURB&01 18 L77119
Methanosarcina acetivorans C2A pC2A 5,5 U78295

* Numer zgloszenie do bazy danych GenBank NCBI (National Centre for Biotechnology Information,

Stany Zjednoczone)

pSSVx dwoch ramek odczytu, homologicznych do
ORF-6w wystepujacych w genomie fusellowirusoéw.
Plazmid pSSVx jest wigc naturalnym, wywodzacym
si¢ z Archaea, odpowiednikiem fagemidow, wektoréw
stworzonych na potrzeby inzynierii genetycznej przez
polaczenie gendéw fagdéw i plazmidow bakteryjnych.
Wszystkie opisane dotychczas plazmidy z rodziny
pRN zostaly wyizolowane z komoérek Crenarchaeota.
Plazmidy te nie wykazuja istotnej homologii do zna-
nych plazmidéw Archaea i Eubacteria [11].

W przypadku archeonéw metanogennych plazmidy
obserwowano zarowno w szczepach gatunkow termo-
filnych jaki i mezofilnych (tab. I). Dostgpne sa tylko
nieliczne informacje na temat tych czasteczek: wyste-
puja w niskiej liczbie kopii w komorce, posiadaja duza
liczbe odwréconych i prostych sekwencji powtorzo-
nych, zwiazanych z replikacja lub rekombinacyjna
zmienno$cia plazmidow [17]. Ustalono petna sekwen-
cj¢ nukleotydowa plazmidu pURBS500 z Methanococ-
cus maripaludis 1 stwierdzono, ze zawiera on 18 ra-
mek odczytu. Tylko jednej z nich udato si¢ przypisaé
potencjalng aktywno$¢ produktu: jest to integraza [22].

3. Plazmidy koniugacyjne

Plazmidy koniugacyjne wyizolowane z komorek
S. islandicus maja wielko$¢ od 24,6 do 41,2 kpz. Do-
tychczas przeanalizowano 15 plazmidow, ktore podzie-
lono na klasy; plazmidy nalezace do jednej klasy wy-
kazuja znaczna homologi¢ sekwencji nukleotydowe;.

Ustalono pelna sekwencje nukleotydowa szesciu
plazmidow koniugacyjnych [12 i NC005969.1]. Wy-
kazuja one znaczne podobienstwa w strukturze. Naj-
bardziej konserwowane geny sa zebrane w dwa klas-
tery. W pierwszym z nich zlokalizowane jest sze$¢
genow, stanowiacych podstawe aparatu koniugacyj-

nego Archaea. Drugi klaster zawiera siedem genow,
w tym geny copG 1 plrA, ktore zwiazane sa z replikacja,
oraz gen int kodujacy integraze. Gen copG wystepuje
zaro6wno w plazmidach kryptycznych jak i koniugacyj-
nych, stwierdzono takze jego obecno$¢ w genomach
wirusow Archaea. Gen plrA obecny jest rowniez we
wszystkich analizowanych dotychczas plazmidach ko-
niugacyjnych Archaea. Konserwowana jest takze od-
wrocona powtorzona sekwencja, do ktorej wiaze si¢
biatko PIrA, oraz dystans, 65 pz, oddzielajacy dwie
takie sekwencje. Stopien konserwowania tych struktur
wskazuje na znaczenie ich funkcji dla komorki [11].
W sekwencji plazmidoéw z rodziny pING (S. islan-
dicus) stwierdzono obecno$¢ sekwencji powtorzo-
nych. W przypadku plazmidu pINGI jest to sekwen-
cja TAAACTGGGGAGTTTA. W innych plazmidach
koniugacyjnych stwierdzono podobne sekwencje po-
wtorzone, zawierajace charakterystyczny motyw czte-
rech reszt guaninowych. W obrgbie tych sekwencji
moze dochodzi¢ do rekombinacji, prowadzacych do
powstawania delecyjnych form plazmidéow. Analogicz-
ne zjawisko opisano dla plazmidéw kryptycznych [11].
Zjawisko partycji nie jest dostatecznie zbadane
w przypadku plazmidéw koniugacyjnych. W struktu-
rze kilku plazmidoéw znaleziono geny kodujace homo-
logi, lub fragmenty homologéw, bialek ParA i ParB
oraz klaster krotkich powtdrzonych sekwencji, ktore
moga by¢ obszarem wiazania ParB. Mozna sadzi¢, ze
w tych przypadkach mechanizm partycji jest analogicz-
ny do tego obserwowanego w komorkach bakteryjnych.
Opisano rozprzestrzenianie si¢ plazmidéow na dro-
dze koniugacji. W tym przypadku nie dochodzi do for-
mowania pili, koniugacja zachodzi poprzez rozlegly
kontakt komorek. Przebiega do$¢ wydajnie, prowa-
dzac do rozprzestrzenienia si¢ plazmidu na cata ho-
dowlg archeona, plazmidy replikuja si¢ do wysokiego
poziomu 20—40 kopii na komoérke. W strukturze plaz-



PLAZMIDY ARCHAEA

midow dochodzi czgsto do rearanzacji. W wyniku tych
proceséw niektore plazmidy traca geny pard i parB,
co skutkuje spadkiem stabilnosci plazmidow, a nie-
kiedy ich gubieniem. Delecyjne pochodne plazmidow
koniugacyjnych moga podlega¢ kokoniugacji.

W pierwszym z dwoch klasterow obserwowanych
w strukturze plazmidéw koniugacyjnych zlokalizowa-
ne jest sze$¢ genow zwiazanych z koniugacja. Dwa
z nich wykazuja niewielka homologi¢ do genéw ko-
dujacych bakteryjne biatka TraG i TrbE, ktdére uczest-
nicza w przemieszczaniu jednoniciowego DNA przez
btony komorkowe. Motywy Walkera (A i B) wskazuja,
ze biatka te moga hydrolizowa¢ ATP, uzyskujac w ten
sposob energig. Trzecie biatko zawiera liczne domeny
transmembranowe, ktore moga tworzy¢ pory w btonach
komorek gospodarza [11]. Wydaje sig, ze stosunkowo
niewielka liczba biatek uczestniczy w procesie koniu-
gacji archeonow, a koniugacja przebiega wedlug inne-
go mechanizmu niz ten opisany dla proteobakterii [20].

4. Integracja do chromosomu

Plazmidy kryptyczne i koniugacyjne Archaea moga
kodowa¢ integrazy, ktorych aktywno$¢ umozliwia od-
wracalne wlaczanie plazmidu do DNA chromosomal-
nego. Miejscem integracji jest najczgsciej gen tRNA,
podobnie jak w przypadku bakterii, ale integrazy nie
wykazuja istotnej homologii sekwencji do integraz
bakteryjnych.

Integrazy wykryto u fusellowirusa SSV1 wystepu-
jacego w komorkach Sulfolobus, potem homologiczne
geny znaleziono w genomach wielu wirusoéw z tej ro-
dziny [20]. Wydaje sig, ze plazmidy, w tym plazmidy
z rodziny pRN, wykorzystuja ten typ integrazy. Miejs-
ce att (ang. attachment site), w ktdrym czasteczka plaz-
midu zostanie rozcigta, by zosta¢ wlaczona do chromo-
somu, znajduje si¢ w obrgbie ramki odczytu kodujacej
integraze (int), w jej poczatkowej czgsci. Proces inte-
gracji prowadzi do uszkodzenia genu, a sekwencja
wlaczona jest oflankowana fragmentami genu integra-
zy (intN 1 intC). Taki obraz stwierdzono dla plazmidow
pXQ1 (8. solfataricus) i pST1 (S. tokodaii). Powstate
w wyniku integracji fragmenty genu int znajdowano
w genomach roéznych archeonéw w wielu kopiach,
flankuja one obszary DNA o wielko$ci od 4 do 67 kpz.
Znajduja si¢ tam zintegrowane plazmidy, ale takze
geny kodujace enzymy metaboliczne. Ten rodzaj inte-
gracji prowadzi do uszkodzenia genu integrazy, jest
wigc nieodwracalny. Zapewne wlaczony fragment moze
zosta¢ wycigty, gdy integraza zostanie wytworzona
dzigki obecnosci plazmidu, niosacego nieuszkodzony
gen, lub obecnosci wirusa. Komorki S. acidocaldarius
maja zdolno$¢ wymiany materiatu genetycznego. Ak-
tywnos$¢ ta jest taczona z obecnoscia w ich genomie
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plazmidu pSAC3, ktory otaczaja fragmenty intN 1 intC
integrazy. Opisano takze plazmid pST3, nalezacy do ro-
dziny pRN, w przypadku ktérego miejsce integracji jest
zlokalizowane poza sekwencja kodujaca genu int [11].

Aktywno$¢ integrazy kodowanej przez plazmidy
koniugacyjne takze prowadzi do integracji do chromo-
somu. Najlepiej zbadanym przykladem jest plazmid
pNOBS pochodzacy z S. solfataricus [30]. W przypad-
ku plazmidéw koniugacyjnych nie dochodzi do roz-
bicia na czg$ci genu integrazy w momencie wiaczania
do chromosomu. Niektorzy autorzy dziela integrazy
na dwie klasy: typ NOBS8 — nie podlegajace podziele-
niu przy integracji i typ SSV, w przypadku ktérego na-
stepuje rozerwanie genu int [20].

5. Megaplazmidy i plazmidy metaboliczne

Plazmidy o wysokiej masie czasteczkowej obserwo-
wano w komorkach wielu szczepdéw halofilnych archeo-
néw. Haloferax volcanii niesie trzy plazmidy o wiel-
kosci 690, 442 i 86 kpz. W komorkach Halobacterium
NRC-1 stwierdzono obecnos¢ dwoch plazmidow, ktore
okresla si¢ jako minichromosomy, gdyz maja wielkos$¢
3651 191 kpz i zawieraja geny niezbe¢dne do funkcjo-
nowania komorki. Duza czg$¢ ich sekwencji (145 kpz)
jest identyczna. Postuluje sig, ze powstaly z potaczenia
trzech réznych plazmidow, a nastgpnie zostaty powigk-
szone przez wlaczenie geno6w chromosomalnych przy
udziale sekwencji insercyjnych. Halobacterium salina-
rium posiada plazmid pHH1, ktory zawiera region vac
grupujacy geny warunkuja formowanie si¢ kanalikéw
gazowych. Gaz gromadzacy si¢ w kanalikach umozli-
wia komdrkom regulowanie poziomu zanurzenia w wo-
dzie, co zapewnia im dostateczny dostgp do Swiatla.
Mikroorganizm ten rozwinat niezwykty system po-
zwalajacy mu na syntez¢ ATP z ADP dzigki reakcji
fotochemicznej, zachodzacej na blonie cytoplazma-
tycznej komorki. W plazmidach Methanobacterium
thermoformicicum zlokalizowano dwa roézne systemy
restrykcja-modyfikacja [11, 23, 24].

6. Podsumowanie

Archaea stanowig trzecia, najp6zniej odkryta do-
meng zycia. Ewolucja tych organizméw przebiegata
w znacznym stopniu niezaleznie od ewolucji pozosta-
lych domen. Archaea posiadaja szereg wlasciwosci
niespotykanych u innych istot zywych. Jest to spe-
cyficzna budowa bton komoérkowych, wlasny system
enzymow zwiazanych z replikacja DNA, odwrotna
gyraza DNA, zapewniajaca wlasciwy stopien zwinig-
cia DNA u archeonow termofilnych oraz zdolnos¢ do
metanogenezy archeonéw metanogennych.
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Stwierdzenie licznej obecnosci archeondw poza §ro-
dowiskami ekstremalnymi na pewno zwigkszy zaintere-
sowanie ta grupa drobnoustrojow. Trwaja badania maja-
ce na celu ustalanie wplywu Archaea na zdrowie ludzi.
Zwazywszy na ich niezalezng ewolucje mozna mie¢ na-
dzieje, ze sa to organizmy niepatogenne, ale z drugiej
strony brak takich danych moze wynika¢ z braku tech-
nik pozwalajacych na hodowanie tych drobnoustrojow.
Opublikowano wyniki badan, ktére pozwalaja wigzaé
obecno$¢ Archaea z rozwojem paradontozy [19].

Analiza plazmidowego DNA jest bardzo interesu-
jacym obszarem badawczym. Plazmidy Archaea po-
siadaja wilasciwosci, ktore roznia je od plazmidow
bakteryjnych. Badania nad plazmidowym DNA to
pierwszy krok konstrukcji narzedzi do badan moleku-
larnych nad archeonami. Istnieja juz dobre wektory
plazmidowe Archaea, ktére umozliwiaja przepro-
wadzanie podstawowych manipulacji genetycznych
[1, 11, 17, 20]. Enzymy pochodzace z organizmow
ekstremofilnych, ze wzgledu na ich unikatowe cechy,
znalazty juz wiele zastosowan przemystowych. Biat-
ko Myc, uzyskane z archeondw, znalazto zastosowa-
nie w testach onkologicznych do poszukiwania prze-
ciwcial w surowicy pacjentow, gdyz wykazuje cenna,
szczegolnie silng reaktywno$¢. Nalezy jednak pamig-
ta¢, ze w genomach tych Archaea, ktore w catosci zo-
staly zsekwencjonowane, 25-40% genow pozostaje
nierozpoznanych, nie przypisano im zadnej funkcji
[28]. Liczby te wskazuja, jak wiele w przypadku
Archaea jest jeszcze do odkrycia. Zapewne dotychczas
zbadane zostaty gtownie zjawiska najbardziej podobne
do znanych ze §wiata bakterii i eukariontow.
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Hydrogen production by microorganisms

Abstract: Hydrogen is considered as an attractive energy carrier that can replace conventional fossil fuels in the future. Current
methods of hydrogen production are based on conventional fossil fuels like natural gas, petroleum and coal. These methods are
energy-expensive and cause environmental pollution. This is the reason behind the great interest in hydrogen production from
biomass by microorganisms under anaerobic conditions. This direction seems to be very attractive because biomass is a versatile and
renewable energy source and can be a method of utilization of various organic wastes. The article presents known biological processes
leading to hydrogen production: dark fermentation, photofermentation, direct and indirect biophotolysis, anaerobic respiration
of sulphate-reducing bacteria under conditions of sulphate depletion. Dark fermentation and dark fermentation followed by
photofermentation seem to be the most promising concepts for the future applications. Many investigations now are focused
on improving the yield of hydrogen during fermentation. Molecular techniques like the analysis of 16S rRNA gene or fluorescent
in situ hybridization (FISH) are employed to identify and isolate new species of hydrogen-producing bacteria. Hydrogenases are key
enzymes responsible for hydrogen evolution in all of the known biological processes. They are metalloenzymes carring out a simple
chemical reaction: 2H" + 2e” ~ H,. In anaerobic hydrogen-producing eukaryotic microorganisms hydrogenases are usually located
in special organella — hydrogenosomes. Hydrogenosomes are an adaptation to anaerobic conditions and become energetic centers of
the cell. Microorganisms responsible for hydrogen production in rumen, a specific fermentative chamber, are also described.

1. Introduction. 2. Hydrogen production in biological processes. 2.1. Direct biophotolysis. 2.2. Indirect biophotolysis. 2.3. Dark
fermentation. 2.3.1. Pirogronian formation. 2.3.2. Butyrate-butanol fermentation. 2.3.3. Mixed-acid fermentation. 2.3.4. Regulation
of hydrogen production during mixed-acid fermentation. 2.3.5. Substrates for hydrogen fermentation. 2.3.6. Hydrogen yield during
fermentation. 2.3.7. Improvement of hydrogen yield during fermentation. 2.4. Photofermentation. 2.5. Rumen fermentation.
2.6. Hydrogenosomes. 2.7. Hydrogenases. 2.8. Sulphate reducing bacteria. 3. Summary
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1. Wprowadzenie

Wodor, najlzejszy ze znanych gazow, pierwiastek
chemiczny rozpoczynajacy uktad okresowy, uwazany
jest za jeden z istotniejszych no$nikow energii przysz-
tosci, okreslany jest nawet mianem paliwa XXI wieku.
Zainteresowanie wodorem jako paliwem energetycz-
nym wynika z perspektywy wyczerpania si¢ zi6z
tradycyjnych zrodet energii, jakimi sa wegiel czy ropa
naftowa. Wodor stanowi czyste zrodlo energii, bowiem
jedynym produktem jego spalania jest woda, nie po-
wstaje przy tym dwutlenek wegla. Reakcja spalania
czasteczki wodoru przebiega wedlug wzoru opisane-
g0 przez roOwnanie 1:

H,+%0, - H,0 (réwnanie 1)

Dzigki temu spalanie wodoru nie przyczynia si¢ do
powstawania dziury ozonowej, efektu cieplarnianego
i kwasnych deszczy [48, 59].

Wodor jest rowniez bardzo wydajnym zrédlem
energii. Jego energia wlasciwa wynosi 33 Wh/g i jest
najwyzsza spos$rod wszystkich paliw. Dla poréwnania
energia wlasciwa metanu wynosi 14,2 Wh/g a wegla
9,1 Wh/g. Jednak ggstos¢ energii paliwa, ktora jest
iloczynem energii wlasciwej paliwa i ggstosci paliwa
w g/cm?, dla skroplonego wodoru jest do$¢ niska i wy-
nosi 2,7 Wh/cm?, dla poréwniania skroplonego meta-
nu 6,0 Wh/cm? a wegla 19,2 Wh/cm?3. Wynika to z nis-
kiej gestosci skroplonego gazu [64]. Wodor moze by¢
przeksztalcany w energi¢ w silnikach spalinowych
oraz w chemicznych ogniwach paliwowych. Jednak tej
pory wodor nie jest wykorzystywany jako paliwo
energetyczne na wigksza skalg. Wchodzi natomiast
w sktad paliw rakietowych. Pewne nadzieje wiaze
si¢ z wykorzystaniem wodoru jako paliwa samocho-
dowego. Jednak istnieja dzi§ powazne ograniczenia
w zastosowaniach wodoru jako no$nika energii. Sa to
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wybuchowos$¢ substancji, konieczno§¢ zmniejszenia
objetosci wodoru przez kompresje czy skroplenie, pro-
blemy z jego przechowywaniem i dystrybucja oraz
obecne metody jego otrzymywania. Wodér wykorzys-
tywany jest w przemysle chemicznym, m.in. do produk-
cji amoniaku, chlorowodoru, metanolu, w reakcjach
redukcji jak redukcja tlenkow do wolnych metali,
w usuwaniu zwiazkow siarki i azotu, w reakcjach uwo-
dornienia, wysycania wigzan jak utwardzanie ttusz-
czow ciektych, do usuwania $ladowych ilosci tlenu
W zapobieganiu procesom utleniania i powstawaniu
korozji. Wodor stosowany jest tez w palnikach tleno-
wo-wodorowych [17].

Mimo ze wodor jest najbardziej rozpowszechnio-
nym pierwiastkiem w przyrodzie to w czystej postaci
nie wystepuje, istnieje jedynie w zwiazkach chemicz-
nych. Obecnie wodor otrzymuje si¢ gtownie z kon-
wencjonalnych zrodel energii. Do tradycyjnych spo-
sobow produkcji wodoru naleza:

o konwersja z para wodna (reforming parowy)
gazu i ropy naftowej; jest to reakcja wegglowodo-
roOw z para wodna w bardzo wysokich tempe-
raturach 700-1100°C w obecnosci katalizatora
metalicznego, czego wynikiem jest powstanie
mieszaniny gazow (ang. syngas), tlenku wegla,
dwutlenku wegla i wodoru; w wyniku w dalszej
reakcji tlenku wegla z para wodna powstaje dwu-
tlenek wegla i wodor.

o gazyfikacja wegla lub koksu (réwniez oparta na
reakcji z para wodna, proces analogiczny do re-
formingu parowego);

o clektroliza wody, czyli rozktad wody pod wpty-
wem statego pradu elektrycznego;

Znana jest tez technologia plazmowa, czyli roz-
dzielanie weglowodorow na wodor i czysty wegiel
w temperaturze 1600-2000°C. Wszystkie te procesy sa
energochtonne, opieraja si¢ na nieodwracalnych zrod-
fach energii i powoduja zatrucie srodowiska. Otrzy-
manie czystego paliwa energetycznego takim kosztem
jest bezzasadne. Stad duze zainteresowanie produkcja
wodoru z biomasy, w tym procesami prowadzonymi
przez drobnoustroje [48, 59].

Biomasa jest to ogdlna masa materii organicznej
pochodzenia ro§linnego lub zwierzecego, w ktorej
w wyniku procesu fotosyntezy akumulowana jest ener-
gia stoneczna. Ilo$¢ laséw na kuli ziemskiej szacuje
si¢ na 700 bilionéw ton. Jest to odpowiednik energe-
tyczny 5 biliondw ton ropy naftowej. Do celéw ener-
getycznych mozna wykorzysta¢ odpady produkc;ji rol-
niczej jak stoma, niejadalne czesci roslin uprawnych;
odchody zwierzat; odpady przemystu cukrowniczego,
migsnego, thuszczowego, drzewnego, skdrzanego, pa-
pierniczego; osady $ciekowe; rosliny szybko rosnace
uprawiane specjalnie na potrzeby produkcji biomasy
(np. wierzba wiciowa, trawy). List¢ ta mozna jeszcze
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znacznie wydtuzy¢. Cecha biomasy jako zrédta energii
jest odnawialno$¢ i uniwersalnos$¢. Dwutlenek wegla,
ktory jest produktem ubocznym rozktadu biomasy, nie
przyczynia si¢ do powstania efektu cieplarnianego,
gdyz pochodzi z biezacej produkcji roslinnej i moze by¢
zaabsorbowany w procesach fotosyntezy. To wszystko
sprawia, ze biomas¢ uwaza si¢ za wazne odnawialne
zroédto wodoru w niedalekiej przysztosci. Wodor z bio-
masy mozna otrzymaé¢ w wyniku nastepujacych typow
procesow [12, 59]:
« gazyfikacja biomasy, jest to reakcja z para wodna
w wysokiej temperaturze ok. 800—1000°C podob-
nej do reformingu parowego i gazyfikacji wegla;

e piroliza, czyli przeksztalcenie biomasy w mie-

szaning gazow, frakcje ptynna biooil (bio-olej)
oraz wegiel drzewny pod wplywem wysokiej
temperatury 500-700°C bez udziatu tlenu, frak-
cja ptynna poddawana jest nast¢pnie reformin-
gowi parowemu;

 nadkrytyczne przeksztatcenie biomasy do dwu-

tlenku wegla 1 wodoru, ktore polega na tym, ze
mieszanina biomasy i wody o jednolitej konsys-
tencji poddawana jest dziataniu bardzo wysokie-
go ci$nienia 22MPa (krytyczne ci$nienie wody),
temperatura procesu jest nizsza niz w przypadku
gazyfikacji i pirolizy.

Jak wida¢ wszystkie te procesy wymagaja dostar-
czenia energii. Rozwaza si¢ wykorzystanie energii sto-
necznej w procesach gazyfikacji biomasy.

e procesy prowadzone przez mikroorganizmy.

2. Produkcja wodoru w procesach biologicznych
2.1. BezpoSrednia biofotoliza

Bezposrednia biofotoliza, czyli fotosyntetyczna
produkcja wodoru z wody jest procesem biologicz-
nym, w ktorym energia Swietlna jest wykorzystywana
do rozbicia czasteczki wody na wodor i tlen wedtug
rownania 2:

energia $wietlna

2H,0 — 2H, + 0, (réwnanie 2)

Zjawisko to wykryto i opisano dla mikroskopij-
nych glonow, np. zielenic w warunkach beztlenowych.
Przyktadowymi gatunkami sa Chlamydomonas rein-
hardtii, Chlorella fusca, Scenedesmus obliquus. Foto-
produkcja wodoru przez mikroskopijne glony znajduje
si¢ W centrum zainteresowania badaczy, gdyz stano-
wi potencjalne zrodlo odnawialnego wodoru z wody
i energii stonecznej. Mechanizm tego zjawiska wygla-
da w nastepujaco. Energia Swietlna absorbowana jest
przez transblonowy kompleks polipeptydow zwany
fotosystemem II, ktory katalizuje transport elektrondw
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z wody do plastochinolu wedtug reakcji opisanej przez
rownanie 3. Proces ten stymulowany jest §wiattem.

energia $wietlna
2PQ (plastochinol utl.) + 2H,0 —  2PQH,
(plastochinol zred.) + O, (réwnanie 3)

Nastegpnie elektrony sa przenoszone z plastochino-
lu na plastocyjaning przez cytochrom bf. A dalej inny
transbtonowy kompleks peptydowy zwany fotosyste-
mem [ przenosi je na ferredoksyng. Hydrogenaza, en-
zym odpowiedzialny za produkcj¢ wodoru (patrz
rozdz. 2.7), odbiera elektrony ze zredukowanej ferro-
doksyny i redukujac protony uwalnia wodér. W wa-
runkach tlenowych wodér wykorzystywany jest do
redukcji dwutlenku wegla. Aby nastapila produkcja
wodoru przez zielenice wymagana jest inkubacja glo-
no6w w warunkach beztlenowych od kilku minut do
kilku godzin. Czas ten jest niezbedny do indukcji
biatek odpowiedzialnych za produkcj¢ wodoru, w tym
najwazniejszego, czyli hydrogenazy. Hydrogenazy sa
bardzo wrazliwe na tlen. Tak wigc aby nastapita pro-
dukcja wodoru musi istnie¢ oddzielenie czasowe
1 przestrzenne etapu prowadzacego do powstawania
tlenu od etapu prowadzacego do tworzenia wodoru.
Taki stan moze by¢ osiagnigty, gdy hodowla zielenic
zostanie umieszczona w Srodowisku ubogim w siarke.
W warunkach niedoboru siarki nastgpuje zahamowa-
nie syntezy biatka D1, podjednostki czgsci rdzeniowej
fotosystemu II, ktora ulega czgstej wymianie. Biatko
D1 jest bogate w aminokwasy zawierajace siarke jak
cysteina i metionina. W opisanych warunkach w krot-
kim czasie produkcja tlenu i absorpcja dwutlenku
wegla ustaja i tworzy si¢ woddr. Uwalnianie wodoru
stymuluje syntezg ATP w komorce. Konstruowane sa
mutanty, ktore posiadatyby hydrogenazy odporne na
tlen i produkowalyby wodor w warunkach tlenowych
[25, 30, 44]. W komorkach zielenic wykryto liazg pi-
rogronian:mréwczan (PFL) jak rowniez oksydoreduk-
tazg pirogronian : ferrodeksyna i inne enzymy umozli-
wiajace oddychanie w warunkach beztlenowych [6].

2.2. Posrednia biofotoliza

Wodor produkowany jest rowniez przez since, pro-
kariotyczne fotosyntetyzujace organizmy. Fotosynteza
przebiega podobnie jak u roslin. Proces, ktory prowa-
dzi do powstawania wodoru to tzw. posrednia fotoliza.
Wiele gatunkdw sinic potrafi wiazaé azot atmosferycz-
ny redukujac go do amoniaku. Sinice maja bardzo
ubogie wymagania pokarmowe. Potrzebuja dwutlen-
ku wegla i azotu z powietrza, wody, soli mineralnych
1 $wiatla jako jedynego zrodta energii. Fotoliza posred-
nia jest procesem dwuetapowym. Pierwszym etapem
jest normalna fotosynteza w wyniku ktorej nastgpuje
redukcja dwutlenku wegla do weglowodanow. Dwu-
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tlenek wegla jest wigc nosnikiem elektronow i proto-
now powstatych w wyniku rozktadu czasteczki wody.
W drugim etapie we¢glowodany ulegaja rozktadowi
czg$ciowo na drodze fermentacji a czg$ciowo przy
udziale fotosystemu I pod wptywem $wiatta. Nastgpuje
przeniesienie elektronow z czasteczki cukru na ferre-
doksyng za posrednictwem biatek fotosystemu I pod
wplywem energii §wietlnej. W powstawaniu wodoru
w procesie posredniej fotolizy istotna rolg odgrywaja
trzy enzymy, nitrogenaza i dwie hydrogenazy NiFe,
jedna pobierajaca, ktora rozklada czasteczke wodoru
do dwoch protonow i dwoch elektrondow (ang. uptake
hydrogenase), druga prowadzaca dwukierunkowa re-
akcje: H, « 2H"+2e. Nitrogenaza katalizuje reakcje
redukcji azotu atmosferycznego do amoniaku z jedno-
czesng redukcja protonu i uwolnieniem wodoru we-
dlug reakcji opisanej przez rownanie 4. Jest to reakcja
bardzo energochtonna.

N, + 8H* + 8¢~ + 16ATP — 2NH, +

+H,+16 ADP + 16 P, (réwnanie 4)

Nitrogenaza moze roéwniez redukowac protony do
wodoru czasteczkowego zgodnie z reakcja opisang
przez rownanie 5:

2H" +2e +4ATP — H, +4ADP +4 P,
(rownanie 5)

Nitrogenaza jest kompleksem biatkowym sktada-
jacym si¢ z dwoch biatek, reduktazy dinitrogenazy
(zwanej biatkiem Fe) zbudowanej z dwoch podjednos-
tek, produktéw genu nifH oraz dinitrogenazy (zwanej
biatkiem MoFe), ktora jest heterotetramerem ., [3,
utworzonym z biatek kodowanych przez geny nifD
(podjednostka «) i nifK (podjednostka ). Dinitroge-
naza reduktaza odbiera elektrony od zewngtrznego
donora typu ferredoksyna i przekazuje je dinitrogena-
zie, ktora przeprowadza wilasciwa reakcje redukcji
substratu. Proces wiazania azotu jest kontrolowany
i regulowany przez wiele innych jeszcze biatek. Nitro-
genaza jest bardzo wrazliwa na tlen. Wielokomorkowe
sinice np. z rodzaju Nostoc, Anabaena, Oscillatoria
czy Calothrix, ktore tworza filamenty, posiadaja wy-
specjalizowane komorki, tzw. heterocysty, w ktorych
zachodzi proces absorpcji azotu czasteczkowego. He-
terocysty zapewniaja warunki beztlenowe niezbgdne
dla funkcjonowania nitrogenazy. Sa otoczone gruba
$ciang komodrkowa ograniczajaca dyfuzj¢ tlenu, nie
posiadaja kompleksu biatkowego fotosystemu II, od-
znaczaja si¢ podwyzszona konsumpcja tlenu w oddy-
chaniu komoérkowym. Substratem dla hydrogenazy
katalizujacej reakcje jednokierunkowa, czyli rozktad
czasteczki wodoru do protondw i elektronow, jest wo-
dor produkowany w trakcie redukcji azotu. Powstate
protony moga by¢ wykorzystane do redukcji kolejnej
czasteczki azotu. Hydrogenaza ta sktada si¢ z dwoch
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biatek HupL oraz HupS i jest mato wrazliwa na tlen.
Zawsze towarzyszy ona nitrogenazie. Konstruuje si¢
mutanty z nicaktywna hydrogenaza pobierajaca w celu
zwigkszenia produkcji wodoru przez sinice. Druga
hydrogenaza, prowadzaca reakcje dwukierunkowa,
wystepuje zar6wno u gatunkéw majacych jak i nie ma-
jacych zdolnos$ci do wiazania azotu atmosferycznego.
Zbudowana jest ona z dwoch podjednostek, diaforazy,
ktéra odbiera elektrony z czasteczki NADH, w sklad
ktérej wehodza biatka HoxU 1 HoxF oraz hydrogena-
zy utworzonej przez biatka HoxH i HoxY. Jej rola nie
jest doktadnie poznana. Prawdopodobnie usuwa nad-
miar sity redukujacej w postaci NADH w warunkach
beztlenowych. Najintensywniejsza produkcja wodoru
ma miejsce w warunkach niedoboru azotu. S tez ga-
tunki wigzace azot a nie tworzace heterocyst. Naleza
do nich jednokomoérkowe sinice z rodzaju Synecho-
coccus, Microcystis, Gloebacter, Aphanocapsa. Aby
byla mozliwa produkcja wodoru musi nastapi¢ oddzie-
lenie w czasie tego procesu od procesu fotosyntezy [9,
68, 77]. Wydajnos¢ produkcji wodoru w procesach
biofotolizy bezposredniej i posredniej jest niska [34].

2.3. Fermentacje bakteryjne

Fermentacja jest typem oddychania beztlenowego
o niskiej wydajnosci energetycznej, w ktorym ostatecz-
nym akceptorem elektronow sa produkty rozktadu sub-
stratu oddechowego (donora elektronéw). Brak jest ze-
wnetrznego akceptora elektrondw. W czasie fermentacji
tworza si¢ réznorodne, zalezne od typu fermentacji,
zwiazki organiczne oraz gazy (dwutlenek wegla i wo-
dor). Obecnosé i ilos¢ powstatego wodoru zalezy od
rodzaju fermentacji. Na podstawie dominujacego cha-
rakterystycznego produktu koncowego wyrdézniamy
nastepujace typy fermentacji bakteryjnej: mlekowa
(homo- i heterofermentacja), propionowa, alkoholowa,
kwasow mieszanych (mrowkowa), mastowo-butanolo-
wa. Fermentacje mlekowa, propionowa, alkoholowa nie
maja znaczenia w produkcji wodoru. Fermentacjami
wodorowymi sg fermentacja mastowo-butanolowa oraz
fermentacja kwaséw mieszanych. Podczas fermentacji
mastowo-butanolowej tworza si¢ kwas mastowy, bu-
tanol, wodor, dwutlenek wegla, kwas octowy oraz inne
zwiazki jak aceton, 2-propanol, etanol, kwas mlekowy,
kwas kapronowy, acetoina. Z dotychczasowej wiedzy
wynika, ze fermentacja ta jest charakterystyczna przede
wszystkim dla przetrwalnikujacych bakterii z rodzaju
Clostridium oraz innych nie tworzacych zarodnikow,
np. bakterii zwaczowych. Znanymi bakteriami prowa-
dzacymi fermentacjg kwaséw mieszanych sg bakterie
z rodziny Enterobacteriaceae, takze gatunki rodzaju
Bacillus, a do koncowych produktow procesu naleza
kwas mrowkowy, kwas octowy, etanol, wodor, dwutle-
nek wegla, kwas mlekowy, a takze kwas bursztynowy,
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glicerol, acetoina i 2,3-butanodiol. Enterobacteriaceae
sa duza rodzing bakterii, do ktorej nalezy wiele ga-
tunkéw symbiotycznych zamieszkujacych przewdd
pokarmowy ludzi i zwierzat oraz patogennych. Nale-
73 tu nastgpujace przykladowe gatunki: Escherichia
coli, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Serra-
tia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium, Shigella dysenteriae, Vibrio cholerae,
Yersinia pestis, rodzaj Citrobacter i wiele innych. Sa
to Gram-ujemne, nie tworzace przetrwalnikow fakul-
tatywne beztlenowce [72].

2.3.1. Powstawanie pirogronianu

Wigkszos¢ fermentacji to fermentacje glikolityczne,
czyli ich pierwszym etapem jest glikoliza inaczej szlak
fruktozo-1,6-bifosforanowy (szlak Embdena-Meyer-
hoffa-Parnasa). W wyniku glikolizy nastgpuje prze-
ksztatcenie glukozy w pirogronian. Pierwszym etapem
glikolizy jest przeksztatcenie glukozy we fruktozo-
1,6-bifosforan w wyniku reakcji fosforylacji i izome-
ryzacji. Nastepnie fruktozo-1,6-bifosforan jest roz-
szczepiany na dwa izomeryczne zwiazki trojweglowe:
aldehyd 3-fosfoglicerynowy i fosfodihydroksyaceton.
W efekcie dziatania izomerazy triozofosforanowej
z fosfodihydroksyacetonu tworzy sig aldehyd 3-fosfo-
glicerynowy. Dwie czasteczki aldehydu 3-fosfoglice-
rynowego ulegaja przeksztatceniu do dwodch czasteczek
1,3-bifosfoglicerynianu. Kolejna reakcje katalizuje ki-
naza fosfoglicerynianowa, w wyniku czego z 1,3-bi-
fosfoglicerynianu powstaje ATP i 3-fosfoglicerynian.
Ostatnim etapem jest przeksztalcenie 3-fosfoglicery-
nianu w pirogronian przy jednoczesnym powstaniu
czasteczki ATP. Podsumowujac, produktami rozktadu
1 czasteczki glukozy w procesie glikolizy sg 2 cza-
steczki pirogronianu, 2 czasteczki ATP (zysk netto)
1 2 czasteczki NADH [76].

Pirogronian moze powstac tez w szlaku 2-keto-3-
deoksy-6-fofsoglukaniowym (szlak Entnera-Doudorof-
fa) a aldehyd 3-fosfoglicerynowy w szlaku pentozo-
fosforanowym (szlak Warburga-Dickensa-Horeckera).
W szlaku Entnera-Doudorofta glukozo-6-fosforan ule-
ga odwodorowaniu do 6-fosfoglukonianu przez de-
hydrogenazg glukozo-6-fosforanowa. Powstaje wtedy
1 czasteczka NADPH. Nastgpnie w wyniku dziatania
dehydratazy fosfoglukanionowej powstaje 2-keto-3-
deoksy-6-fosfoglukonian, ktory rozszczepiany jest do
pirogronianu i aldehydu 3-fosfoglicerynowego przez
aldolazg 2-keto-3-deoksyfosfoglukanionowa. Dalej al-
dehyd 3-fosfoglicerynowy przeksztatcany jest do piro-
gronianu. W szlaku Entnera-Doudoroffa z 1 czasteczki
glukozy powstaja 2 czasteczki pirogronianu, 1 czastecz-
ka NADPH, 1 czasteczka NADH i 1 czasteczka ATP.
U bakterii fermentacyjnych moga wystepowac rdzne
odmiany tego szlaku. Pirogronian jest substratem wyjs$-
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ciowym do dalszych przemian w procesach fermen-
tacji. W fermentacji mlekowej ulega przeksztalceniu
w mleczan, w fermentacji alkoholowej w etanol, w fer-
mentacji propionowej w szczawiooctan. W fermenta-
cjach mastowo-butanolowej i kwaséw mieszanych piro-
gronian jest utleniany do acetylo-koenzymu A (acetylo-
-CoA) [72, 76]. Pirogronian moze powsta¢ tez z innych
substratow co zostalo opisane w rozdziale 2.3.5.

2.3.2. Fermentacja mastowo-butanolowa
Wzorcowy schemat przebiegu fermentacji mastowo-

butanolowej na przyktadzie Clostridium acetobutyli-
cum przedstawia rysunek 1. Reakcja utleniania pirogro-

glukoza
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nianu do acetylo-CoA katalizowana jest przez oksydo-
reduktaze pirogronian:ferredoksyna (PFOR, pyruvate:
ferredoxin oxidoreductase) przy udziale ferredoksyny,
ktora ulega redukcji wedtug réwnania 6:

Pirogronian + CoA +

Oksydoreduktaza
pirogronian : ferredoksyna (PFOR)

+ felTedOkSynautleniona (Fd)

—>

acetylo-CoA + ferredoksyn (FdH) + CO,

(réwnanie 6)

azredukowana

Ferredoksyna jest niewielkim rozpuszczalnym w wo-
dzie bialkiem zawierajacym centrum zelazowo-siar-
kowe [4Fe-4S] polaczone z resztami cysteiny. Z acety-
lo-CoA tworzy si¢ szereg produktéw fermentacji jak

NAD*
NADH

Oksydoreduktaza NADH:forredoksyna

NADH + Fd,q - NAD* + Fd, g

Inne substraty
fermentacji

r

Dehydrogenaza mleczanowa

NADH NAD'

pirogronian ——— mleczan

Hydrogeneza
Fdred ind I:Dutl + H2

Fdyy -» Fdyeq+ Co,

HSCoA §_o

Oksydaza
pirogronian:ferrodoksyna

Acetylo-CoA
Dehydrogenaza cetylo-xo

aldehydu octowego oraz
dehydrogenaza etanolowa

2 NADH

AD"

etanol
NADH

Transferaza CoA NAD"

ADP ATP

Acetoacetylo-CoA

Acetylotransferaza fosforanowa oraz
kinaza octanowa

a>

tiolaza

octan

?@ Dehydrogenaza 3-hydroksybutyrylo-CoA

3-hydroksybutyrylo-CoA

?l Dehydrogenaza butyrylo-CoA

Acetooctan
Krotonaza
Dekarboksylaza l
acetoacetonu
Krotonylo-CoA
Aceton
- NADH
NAD*
Butyrylo-CoA
Transbutyrylaza utyry
fosforanowa

1 kinaza maslanowa
ADP ATP

Maslan

NADH ?\

NAD"

Aldehyd maslowy
NADH ?
NAD"

Butanol

Rys. 1. Schemat przebiegu fermentacji mastowo-butanolowej prowadzonej przez Clostridium acetobutylicum.
Zaznaczono szlaki prowadzace do powstania wodoru
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kwasy organiczne, etanol czy butanol. Zredukowana
ferredoksyna moze tez powsta¢ w reakcji z NADH przy
udziale oksydoreduktazy NADH:ferredoksyna (NFOR,
ang. NADH: ferredoxin oxidoreductase) wedhug row-

nania 7:

Oksydoreduktaza
NADH : ferredoksyna (NFOR)

NADH + ferredoksyna ,, (Fd)
NAD" + ferredoksyna_; (FdH)

NADH pochodzi z procesu glikolizy lub szlaku Entnera-
Doudoroffa.

Nastepnie wodor jest uwalniany w reakcji prowa-
dzonej przez hydrogenazg — oksydoreduktaze ferre-
doksyna:H, wedtug rownania 8:

Hydrogenaza — Oksyreduktaza
Ferredoksyna : H,

—>

(réwnanie 7)

—>

ferredoksyna, ; (FdH)
ferredoksyna,, (Fd) + H,

Hydrogenazy przenosza elektrony z wewnatrzko-
morkowych nosnikow elektronow na protony. Protony
sa akceptorami elektronow i ulegaja redukcji. Protony
sa stabymi akceptorami elektronow i wymagaja silnego
czynnika redukujacego. Aktywnos¢ enzymoéw PFOR
1 NFOR jest regulowana przez st¢zenie wyprodukowa-
nego wodoru. Ci$nienie czasteczkowe wodoru wyzsze
niz 60 Pa hamuje aktywnos$¢ biatka NFOR. W tych
warunkach w komoérce wystepuje rownowaga stezen
utlenionych oraz zredukowanych form ferredoksyny
1 NADH. Produkcja wodoru staje si¢ niekorzystna ter-
modynamicznie, wigc powstajq inne produkty fermen-
tacji jak maslan, mleczan, czy etanol. Biatko PFOR
jest natomiast aktywne, gdy cis$nienie czasteczkowe
wodoru wynosi do 3 x 10* Pa. Zatem im nizsze ci$nie-
nie czasteczkowe wodoru tym wydajniejsza produkcja
wodoru [4, 29]. Mleczan tworzy si¢ w wyniku redukc;ji
pirogronianu. Etanol powstaje w wyniku redukcji ace-
tylo-CoA przez przez dehydrogenazeg aldehydu octowe-
go oraz dehydrogenaze etanolowa. Acetylotransferaza
fosforanowa oraz kinaza octanowa przeksztalcaja ace-
tylo-CoA do octanu. Tiolaza katalizuje reakcj¢ konden-
sacji dwoch czasteczek acetylo-CoA w wyniku czego
tworzy si¢ acetoacetylo-CoA, ktory ulega redukcji
przez dehydrogenazg 3-hydroksybutyrylo-CoA do 3-hy-
droksybutyrylo-CoA. Ten zwiazek ulega dalej dehy-
dratacji przez krotonazg do krotonylo-CoA, ktoéry
z kolei jest redukowany do butyrylo-CoA przez dehy-
drogenaze do butyrylo-CoA. Przy udziale transbuty-
rylazy fosforanowej i kinazy maslanowej powstaje
maslan. Dehydrogenaza aldehydu mastowego i de-
hydrogenaza butanolowa przeksztatcaja butyrylo-CoA
w butanol. Z acetoacetylo-CoA moze powstac tez aceto-
octan, z ktérego po dekarboksylacji tworzy si¢ aceton.
Aceton moze ulec redukcji do 2-propanolu. Koncowy-
mi produktami fermentacji mastowo-butanolowej sa
wiec maslan, octan, mleczan, etanol, butanol, aceton,
dwutlenek wegla i wodor [26, 29].

(rownanie 8)
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2.3.3. Fermentacja kwasow mieszanych

W fermentacji kwaséw mieszanych w wyniku prze-
ksztalcenia pirogronianu katalizowanej przez liazg
pirogronian : mrowczan (PFL, pyruvate formate-lyase)
wedlug rownania 9 oprocz acetylo-CoA powstaje tez
mrowczan, ktory ulega rozktadowi do dwutlenku
wegla i wodoru pod wptywem liazy mréwczan:H2
(FHL, formate hydrogenlyase) wedhug rownania 10.

liaza pirogronian : mrowczan (PFL)

Pirogronian + CoA acetylo-CoA

+ mréwczan (réwnanie 9)

liaza mrowczan:H, (FHL)

e

Mréwcezan (HCOOH) —

H,+CO,
(rownanie 10)

Wyrézniamy 2 typy fermentacji mieszanej, typ
E. coli i typ Enterobacter. Produktami fermentacji typu
E. coli sa etanol, octan, mleczan i bursztynian. Bursz-
tynian powstaje w wyniku przeksztatcenia fosfoeno-
lopirogronianu przez reduktaze fumaranowa FrdBC,
mleczan w wyniku przeksztatcenia pirogronianu przez
dehydrogenazg mleczanowa LdhA, octan w wyniku
przeksztalcenia pirogronianu przez oksydaze pirogro-
nianu PoxB oraz acetylo-CoA przez acetylotransfera-
z¢ fosforanowa PTA 1 kinaz¢ octanowa ACK a etanol
w wyniku redukcji acetylo-CoA (rys. 2) [49, 71]. Na-
tomiast w fermentacji typu Enterobacter kwasow two-
rzy si¢ niewiele a przewazaja acetoina, 2,3-butanodiol
oraz diacetyl. Acetoina powstaje z dwdch czasteczek
pirogronianu, 2,3-butanadiol to produkt redukcji aceto-
nu, diacetyl tworzy si¢ w efekcie utleniania sig¢ acetoiny
na powietrzu [72]. Ponadto uwaza sig, ze w fermentacji
typu Enterobacter woddr powstaje réwniez z NADH
przy udziale oksydoreduktazy NADH:ferredoksyna jak
opisano dla fermentacji mastowo-butanolowej. Two-
rzy si¢ wtedy zredukowana ferredoksyna (wg réwna-
nia 7) a wodor jest uwalniany w reakcji prowadzonej
przez hydrogenaze — oksydoreduktaze ferredoksy-
na:H, (wg rownania 8). Ma to miejsce przy wysokim
poziomie NADH w komorce [58].

Do Enterobacteriaceae nalezy rodzaj Citrobacter.
Sa to fakultatywne beztlenowce o wysokiej wydajnosci
produkcji wodoru (2.49 mola H, na 1 mol glukozy).
Bakterie te zdolne sa réwniez do produkcji wodoru
z tlenku wegla i wody [62]. Zjawisko to jest dobrze
poznane dla bakterii fotosyntetyzujacych i opisane
w rozdziale 2.4.

2.3.4. Regulacja produkcji wodoru
w czasie fermentacji kwas6w mieszanych

Regulacja wytworzenia wodoru w czasie fermen-
tacji kwaséw mieszanych zostanie omoéwiona na przy-
ktadzie modelowego przedstawiciela rodziny Entero-
bacteriaceae, bakterii Escherichia coli. Podobnie jak
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glukoza
FrdBC l glikoliza
bursztynian <— fosfoenolopirogronian
redukcja azotanow + pirogronian
oddychanie tlenowe LdhA
PFL
FDH-O PoxB
mréwczan + Acetylo-CoA mleczan
octan + CO,
FDH-N PTA D g
redukcja ACK recuEaa
tano acetyloCoA
azotanow ATP
FHL
octan etanol

Rys. 2. Schemat fermentacji kwasow mieszanych u Escherichia coli.

FrdBC — reduktaza fumaranowa, LdhA — dehydrogenaza mleczanowa, PoxB — oksydaza pirogronianu,
FDH-O i FDH-N — dehydrogenazy mrowczanu, PTA — acetylotransferaza fosforanowa, ACK — kinaza octanowa,
PFL — liaza pirogronian:mrowczan, FHL — liaza mrowczan:wodoér. Zaznaczono szlak prowadzacy do powstania wodoru

inne bakterie z tej rodziny jest ona fakultatywnym bez-
tlenowcem. Globalnymi regulatorami kontrolujacymi
ekspresj¢ genéw kodujacych enzymy oddychania tle-
nowego i beztlenowego sa kompleks ArcAB i biatko
FNR wrazliwe na stg¢zenie tlenu i potencjat oksydore-
dukcyjny w komorce [2, 40]. W warunkach tlenowych
pirogronian ulega oksydatywnej dekarboksylacji przez
dehydrogenaze pirogronianu (PDHc, pyruvate dehy-
drogenase complex) do acetylo-CoA 1 wlaczany jest
w cykl Krebsa. W warunkach anaerobowych lub mi-
kroanaerobowych nast¢puje aktywacja liazy pirogro-
nian:mréwczan (PFL), ktora przeksztalca czesé piro-
gronianu w mrowczan. Z pirogronianu moze powstacé
tez mleczan i octan a z fosfoenolopirogronianu bursz-
tynian. Stwierdzono, ze ok. 33% glukozy ulega prze-
ksztalceniu w kwas mrowkowy, ktory gromadzi si¢
w cytoplazmie i powoduje zakwaszenie Srodowiska
komorki. Mrowczan moze by¢ metabolizowany w ko-
morce na 3 roézne sposoby. Metabolizm mréwczanu
jest wigc istotnym elementem fermentacji kwasow
mieszanych i produkcji wodoru. W komorce E. coli
wykryto 3 dehydrogenazy mréwczanowe. Pierwsza to
biatko FDH-N, produkt operonu fdnGHI, syntetyzo-
wane, gdy komorki rosna w warunkach beztlenowych
w obecnosci azotandw. Enzym ten przeprowadza utle-
nianie mrowczanu przy jednoczesnej redukcji azotanow
z udziatem reduktazy azotanowej. Druga dehydroge-
naze¢ mrowczanowa, biatko FDH-O, koduje operon
fdoGHI, gdy pojawiaja si¢ warunki tlenowe oraz gdy

w podiozu znajduja si¢ akceptory elektronow w po-
staci azotanow. Obie dehydrogenazy sa biatkami bto-
nowymi a ich centra aktywne znajduja si¢ od strony
periplazmy. Trzecia dehydrogenaza mrowczanowa to
produkt genu fdhF, bialko FDH-H, ktorego ekspresja
zachodzi w warunkach fermentacyjnych, gdy brak ze-
wnetrznych akceptorow elektrondéw. Centrum aktyw-
ne FDH-H zawiera selen oraz molibden i skierowane
jest do wnetrza cytoplazmy. Enzym ten jest kluczo-
wym elementem kompleksu liazy mrowczan:wodor
(FHL) odpowiedzialnej za rozktad kwasu mrowkowe-
go do dwutlenku wegla i wodoru. FHL jest komplek-
sem biatkowym zakotwiczonym w blonie komoérko-
wej skladajacym si¢ z siedmiu biatek: FDH-H oraz
6 bialek Hyc, produktow operonu Ayc. Sa to biatka
HycB, HycC, HycD, HycF i HycG odpowiedzialne za
transport elektronéw oraz biatko HycE (Hyd-3), hy-
drogenaza, jedna z czterech hydrogenaz NiFe E. coli.
Hydrogenazy NiFe sa oméwione w rozdziale 2.7. In-
duktorem genu fdhF i genéw operonu hyc, ktérych
produkty tworza liazg mrowczan:wodor, jest sam kwas
mréwkowy. W komorce istnieje regulon mréwczano-
wy w sktad ktérego wchodza ponadto operony hypA-E,
fhiA oraz hydN-hypF (rys. 3). Geny te ulegaja trans-
krypcji w warunkach obnizonego pH, przy akumula-
cji mrowczanu. Do ich transkrypcji wymagana jest
podjednostka 6°* w polimerazie RNA. Biatka HypA-E
i HypF sa odpowiedzialne za dojrzewanie hydroge-
nazy Hyd-3 i formowanie kofaktora NiFe. Gen fhiA4
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> Mrdwczan + FHLA = induktor regulonu mroéwczanu

Regulon mrowczanowy = geny fdhF, fhiA, operony hyc,

hypA-E, hydN-hypF

Kompleks FHL = dehydrogenaza mréwczanu FDH-H;
biatka odpowiedzialne za transport
elektronéw HycB,C,D,F,G; hydrogenaza

Transkrypcja gendw regulonu przy udziale
podjednostki ¢3* polimerazy RNA

Biatka HypA-E, HypF
odpowiedzialne za
dojrzewanie

hydrogenazy HycE

2HCOO- - 2CO, + 2H* + 2¢- - 2CO, + H,

blona
komorkawa
spadek pH na wewnatrz komorki
zZewnatrz
komorki
) Biatka FocA
(FocB?)
Warunki
beztlenowe
HycE
Warunki Biatko HYCA, OxyS RNA
tlenowe X
Wygaszanie regulonu mrowczanu

Rys. 3. Schemat dziatania regulonu mréwczanu u Escherichia coli.

Objasnienia w tekscie

koduje biatko FHLA, oddziatywujace z mréwczanem,
ktore petni funkcj¢ induktora regulonu mrowczanu.
FHLA Iaczy si¢ z DNA w postaci tetrameru aktywu-
jac w ten sposob transkrypcje genow regulonu. Gen
fhiA ulega autoregulacji na zasadzie sprzezenia zwrot-
nego dodatniego. Wygaszanie regulonu nastgpuje przez
biatko represorowe HYCA, produkt genu hycA oraz
antysensowne RNA OxyS. Represor HY CA odziatywu-
je z bialkiem induktorowym FHLA oraz z kompleksem
FHLA z mrowczanem. OxyS jest 109 nukleotydowym
fragmentem RNA, ktory nie ulega translacji i jest indu-
kowany w warunkach stresu oksydacyjnego. Uwaza sig,
ze jest to globalny regulator ekspresji ok. 40 genow.
Pokazano, ze OxyS RNA wiaze si¢ z sekwencja Shine-
Dalgarno mRNA dla biatka FHLA blokujac miejsce
wiazania rybosomy. W regulacji regulonu mrowcza-
nowego wazna rolg odgrywa rowniez transmembrano-
we biatko FocA odpowiedzialne za transport mrow-
czanu do i na zewnatrz komorki. Nalezy ono do klasy
biatek transportujacych kwasy organiczne. Mutanty

JfocA gromadza mroéwczan wewnatrz komorki w po-
rownaniu ze szczepem dzikim. Wykazano, ze kwas
mrowkowy zostaje poczatkowo usuni¢ty z komorki,
a gdy pH podloza ulega zakwaszeniu (spadek pH po-
nizej 6,8), jest pobierany z powrotem i ulega rozkta-
dowi przez liaz¢ FHL. Doktadny mechanizm transpor-
tu mrowczanu nie jest poznany. Prawdopodobnie
bierze w nim udzial réwniez inne biatko FocB (pro-
dukt genu focB). Powrdét mrowczanu do komoérki ma
miegjsce, gdy brak jest zewnetrznego akceptora elek-
trondw jak azotany czy tlen. Ciekawe jest, ze gen focA
1 pfl kodujacy liazg pirogronian:mréwczan PFL two-
rza wspolny operon focApfl [3, 21, 71].

2.3.5. Substraty fermentacji

Substratami fermentacji sa przede wszystkim we-
glowodany. Powstawanie pirogronianu z glukozy jest
podstawowym schematem rozwazanym przy omawia-
niu procesow fermentacji. Jednak pirogronian moze
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powstawac z réznorodnych zwiazkow. Sa to inne niz
glukoza cukry proste, jak fruktoza, galaktoza, ksy-
loza, arabinoza, ryboza. Cukry te moga by wlaczane
w cykl glikolityczny lub inne cykle (szlak 2-keto-3-
deoksy-6-fofsoglukaniowy czy szlak pentozofosforano-
wy). Na przyktad galaktoza moze by¢ przeksztalcona
w glukozo-6-fosforan, a fruktoza w aldehyd glicery-
nowy i fosfodihydroksyaceton po uprzedniej fosfory-
lacji do fruktozo-1-fosforanu. Substratami fermentacji
sa polisacharydy, jak np. celuloza, hemiceluloza, skro-
bia; dwucukry, jak np. sacharoza, maltoza po uprzed-
niej hydrolizie na cukry proste [34, 45].

Kolejnymi zwiazkami, z ktérych w wyniku procesu
fermentacji powstaje wodor sa aminokwasy. Wiadomo,
ze w wyniku fermentacji glutaminy prowadzonej przez
Clostridium tetanomorphum, C. pascui, C. tetani, C. co-
chlearium, C. malenominatum, C. limosum powstaja
amoniak, wodor, dwutlenek wegla, octan, maslan oraz
etanol. Glutamina przeksztalcana jest do octanu i piro-
gronianu w wieloetapowym procesie. Produktami po-
srednimi sa 2-metylo-asparaginian, 2-metylo-fumaran,
2-metylo-jabtczan [11, 72, 80]. Stwierdzono, ze wodor
jest takze produkowany przez bakterie fermentujace
glicyng, np. Peptococcus anaerobius oraz treoning, np.
Clostridium propionicum [11].

Znaczaca produkcje wodoru obserwowano dla ho-
dowli Enterobacter aerogenes [32] oraz Klebsiella
pneumoniae [46] rosnacych na podtozach bogatych
w glicerol. Gléwnymi produktami fermentacji byly
etanol i wodor. Inna bakteria Clostridium kluyveri pro-
wadzi fermentacjg etanolu i octanu lub bursztynianu
w wyniku ktérej powstaje maslan, kapronian oraz wo-
dor [36]. Wyizolowano bakteri¢ Clostridium dolis,
ktora prowadzi fermentacj¢ mieszaniny kwaséw mle-
kowego i1 octowego, ktorej produktem sa wodor i kwas
mastowy [53].

W zwiazku z duzymi nadziejami jakie wiaze si¢
z wodorem jako paliwem w przysztosci uzyskiwanym
z biomasy, znaczna czg¢$¢ badan naukowych i publi-
kowanych prac dotyczy produkcji wodoru z réznorod-
nych odpadoéw organicznych, takich jak odpady prze-
mystu rolno-spozywczego, zwlaszcza bogate w skrobig
i celuloze [4, 34, 53, 63], melasa [69], odpady prze-
mystu thuszczowego [23], odpady bogate w keratyne
[7], obornik i odchody innych zwierzat [15, 84, 90],
odpady z produkcji biopaliw [32, 46], odpady prze-
myshu papierniczego [78].

2.3.6. Wydajnos$¢ produkeji wodoru
w procesie fermentacji

Gdyby biomas¢ potraktowaé jako cukry proste
typu glukoza to w wyniku catkowitego rozktadu 1
mola glukozy powstatoby 12 moli wodoru zgodnie
z rébwnaniem 11:
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CH

¢H,,0, 6 H,0 - 12 H, + 6 CO,

(réwnanie 11)

Rozwazajac rownania 6-8 z rozdzialu 2.3.2.,
w optymalnych warunkach w czasie fermentacji z jed-
nego mola glukozy mozna otrzymaé 4 mole wodoru
(2 mole w wyniku dziatania biatka PFOR 1 2 mole
w wyniku dziatania biatka NFOR), 4 mole dwutlenku
wegla 1 2 mole octanu zgodnie z reakcja opisana
przez rownanie 12. Jest to maksymalna ilo§¢ wodoru
jaka mozna uzyskaé w procesie fermentacji z 1 mola
glukozy.

CH,,0,+2H,0 - 4H,+2CO, +2CH,;COOH
(rownanie 12)

Jest to wige 33% warto$ci przedstawione] przez
roOwnania 6 1 11. W rzeczywisto$ci jest to mniej, bo
8-20%, czyli 1-2,5 mola wodoru z 1 mola glukozy.
Tworzenie kwasu maslowego obniza ilo§¢ powstatego
wodoru do 2 moli (réwnanie 13):

CH,,0,+2H,0 - 2H,+2CO, +

+ CH,CH,CH,COOH (réwnanie 13)

Powstawanie kolejnych produktow fermentacji (in-
ne kwasy organiczne, alkohole) powoduja dalsze obni-
zenie ilosci wyprodukowanego wodoru [4, 40, 48].
Natomiast maksymalna teoretyczna wydajnos¢ fer-
mentacji mieszanej wynosi 2 mole wodoru na 1 mol
glukozy [87].

Szacuje sig, ze wydajnos¢ produkcji wodoru powin-
na wynosi¢ 60-80%, aby produkcja wodoru z biomasy
byta optacalna z ekonomicznego punktu widzenia [8,
48]. Stad duze zainteresowanie sposobami zwigksza-
nia wydajnosci produkcji wodoru. W pracach spotkaé
mozna rézny sposob przedstawienia wydajnos$ci pro-
dukowanego wodoru w procesach fermentacji. Jedni
autorzy pokazuja to jako liczb¢ moli wodoru na 1 mol
substratu roztozonego, inni na 1 mol substratu doda-
nego do pozywki. Jeszcze inni pokazuja produktyw-
no$¢ wodoru w %, gdzie za 100% przyjmuje si¢ ilo$¢
moli wodoru powstatego z catkowitego rozktadu 1 mola
substratu (12 moli wodoru w przypadku rozkladu czas-
teczki glukozy) [41]. Czgsto podaje si¢ tempo produk-
cji wodoru w jednostkach objgtosci produkowanego
gazu w jednostce czasu (np. ml/h) zaznaczajac obje-
tos¢ hodowli, jej gesto$¢ lub liczebnos¢ bakterii czy
tez sucha mas¢. Mozna tez wyliczy¢ ilo§¢ mmoli wo-
doru na gram suchej masy [57], ilo§¢ mmoli wodoru
na godzing na litr hodowli ([86], ilo§¢ pmoli wodoru
na mg biatka [49] itp.

2.3.7. Sposoby zwigkszania wydajnosci produkcji
wodoru w procesach fermentacji

W bioreaktorach, gdzie zachodzi fermentacja i pro-
dukowany jest wodor, rozwijaja si¢ zazwyczaj trzy
grupy mikroorganizméw. Oprocz producentdéw wodoru
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pojawiaja si¢ tam bakterie, ktore wykorzystuja wodor
w swoich procesach zyciowych. Sa to metanogeny
i acetogeny, a produktami ich metabolizmu sa odpo-
wiednio metan i kwas octowy. Zatem istotnym czynni-
kiem w optymalizacji produkcji wodoru jest ogranicze-
nie procesOw metanogenezy i acetogenezy. Archeony
metanogenne sa bezwzglednymi beztlenowcami, wy-
twarzaja metan w przemianie octanu i redukcji wodoru
CO, w warunkach beztlenowych. Bakterie acetogenne
produkuja kwas octowy z wodoru i dwutlenku wegla
wg reakcji opisanej przez rownanie 14:

4H,+2CO, - CH,COOH + 2 H,0
(rownanie 14)

Jednym ze sposobdéw hamowania procesow meta-
nogenezy i acetogenezy jest traktowanie hodowli wy-
soka temperatura 80—-104°C przez 15—120 min. Selek-
cjonowane sa wtedy bakterie fermentujace o duzej
produkcji wodoru, zdolne do wytwarzania zarodnikow
z rodzaju Clostridium, Bacillus czy Thermoanaero-
bacterium. W takich warunkach gina jednak bakterie
produkujace jak np. z rodzaju Enterobacter czy Citro-
bacter wodor a nie zarodnikujace. W inoculum moga
pozostaé tez tworzace spory bakterie octowe (z rodzaju
Acetobacterium, Sporomusa czy Clostridium), bakterie
propionowe, bakterie kwasu mlekowego czy bakterie
wykorzystujace wodor do redukcji siarczanow [41].
Pokazano, ze efektywna metoda poprawiajaca pro-
dukcje wodoru jest traktowanie hodowli zwiazkami
chemicznymi, ktore specyficznie hamuja rozwdj me-
tanogendw i procesy metanogenezy jak kwas 2-bro-
moetanosulfonowy (BESA) czy jodopropan. Podobne
efekty przynosi prowadzenie hodowli bakterii w warun-
kach obnizonego pH do ok. 5,5 czy traktowanie inocu-
lum kwasem. Nalezy tu zaznaczy¢, ze gdy fermentacja
przebiega w optymalnych warunkach, nastepuje spadek
pH hodowli do wartosci ok. 5,0 na skutek produkcji
kwasow organicznych, co w naturalny sposoéb hamuje
rozwoj metanogendéw. Kolejna metoda ograniczajaca
tworzenie metanu i zwigkszajaca produkcje wodoru
jest pulsowe napowietrzenie hodowli bakteryjnej [89].

Innym podejsciem do zwigkszenia wydajnosci pro-
dukcji wodoru jest dazenie do osiagnigcia warunkow
fermentacji, w ktorych nastgpuje ograniczenie powsta-
wania réznorodnych produktéw koncowych. W przy-
padku fermentacji mastowo-butanolowej celem jest
osiagnigcie warunkow opisanych przez rownanie 12.
Przypomnijmy, ze ci$nienie czasteczkowe wodoru wyz-
sze niz 60 Pa hamuje aktywnos¢ biatka NFOR. W przy-
padku fermentacji kwasow mieszanych celem jest uzy-
skanie jak najwigkszej produkcji kwasu mrowkowego.
Wiaze sig¢ to z utrzymywaniem niskiego ci$nienia
czasteczkowego wodoru w hodowli, co sprzyja jego
produkcji. Stosuje si¢ rozne techniki usuwania gazow
fermentacyjnych (wodoér i dwutlenek wegla) rozpusz-

ANNA SIKORA

czonych w hodowli bakterii. Jednoczesne usuwanie
wodoru i dwutlenku wegla zapobiega procesowi po-
wstawania kwasu octowego. Najczestsza technika ob-
nizania st¢zenia rozpuszczonych gazow fermentacyj-
nych w bioreaktorach, gdzie produkowany jest wodor,
stanowi ich wypieranie przez przedmuchiwanie innym
gazem obojetnym (ang. gas sparging). Stosuje si¢ tu
zwykle argon i azot, a takze metan czy dwutlenek wg-
gla. Wzrost produkcji wodoru w takich warunkach ob-
serwuje si¢ zarowno w hodowlach czystych kultur np.
Enterobacter aerogenes, Clostridium butyricum, Rho-
dopseudomonas palustris, jak i mieszanych [41, 59].
Innymi metodami sa wytrzasanie czy mieszanie ho-
dowli fermentacyjnych, co sprzyja przechodzeniu ga-
z6w metabolicznych z fazy ciektej do przestrzeni nad
hodowla w reaktorze. Pokazano tez, ze sposobem na
zwigkszenie produkcji wodoru moze by¢ obnizenie cis-
nienia czasteczkowego wodoru w atmosferze nad ho-
dowla bakteryjna. Obnizenie ogdlnego cisnienia gazow
w kolbie z hodowla Enterobacter cloacae z 760 mmHg
do 380 mmHg przez zastosowanie pompy perystaltycz-
nej zwickszyto wydajnos¢ produkciji wodoru z 1,9 mola
H, na 1 mol glukozy do 3,9 mola H, na 1 mol glukozy.
Uzyty szczep byt mutantem charakteryzujacym sig
podwyzszona produkcja wodoru w stosunku do szcze-
pu dzikiego w wyniku zaburzen w funkcjonowaniu
szlakow syntezy alkoholi i kwaséw organicznych.
W eksperymencie tym ponadto pochlaniany byt dwu-
tlenek wegla przez roztwor KOH [50]. Zastosowanie
roztworu KOH jest znana metoda usuwajaca dwutle-
nek wegla, co rowniez zwigksza ilo$¢ produkowanego
wodoru w procesie fermentacji. Zbyt wysokie cisnie-
nie czasteczkowe dwutlenku wegla, powyzej 0,5 atm
dziata hamujaco na wzrost bakterii oraz zmniejsza roz-
norodno$¢ gatunkowa w kulturach mieszanych [41, 44].
Stwierdzono, ze dodanie kwasu mrowkowego w wa-
runkach beztlenowych do hodowli bakterii prowadza-
cych fermentacje kwasow mieszanych, np. Enterobac-
ter aerogenes zwicksza produkcje wodoru. Jest to wynik
podwyzszenia indukcji biatka FHL przez zwigkszone
stezenie mréwczanu w komorce. Egzogennie podany
kwas mrowkowy jest transportowany do wngtrza ko-
morki. Uwaza sig, ze w tych warunkach nastgpuje
réwniez podwyzszenie poziomu NADH w komorce,
ktory wykorzystywany jest do produkeji wodoru [43].
Innym podejsciem do problemu zwigkszania wy-
dajnosci produkcji wodoru w procesie fermentacji sa
proby modyfikacji genetycznych bakterii. Obecne me-
tody genetyczne umozliwiaja stworzenie mutantow,
ktore maja zablokowane pewne szlaki metaboliczne
lub nadprodukuja wybrane biatka. Skonstruowano po-
chodne E. coli z delecja genu hycA oraz z nadekspresja
genu fhiA z plazmidowego DNA. Mutanty te nie po-
siadaty bialka represorowego HycA dla regulonu
mrowczanu lub nadprodukowaty biatko induktorowe
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tego regulonu, lub niosty obie te cechy. W mutancie
hycA nadprodukujacym biatko FHLA obserwowano
2,8-krotny wzrost tempa produkcji wodoru w porow-
naniu do dzikiego szczepu. Podwyzszenie produkcji
wodoru stwierdzono tez w pojedynczym mutancie
AhycA oraz w szczepie bez mutacji a nadprodukuja-
cym biatko FHLA [86]. Ci sami autorzy skonstruowa-
li kolejne mutanty E. coli z zablokowanymi szlakami
produkcji kwasu mlekowego i kwasu bursztynowego
w czasie fermentacji. Byly to mutanty delecyjne /dhA
i1 frdBC. Gen ldhA koduje dehydrogenazg mleczanowa
przeksztalcajaca pirogronian w mleczan a gen frdBC
reduktaze fumaranowa, enzym szlaku syntezy bursz-
tynianu z fosfoenolopirogronianu. Wydajnos$¢ produk-
¢ji wodoru w podwojnym mutancie AldhA AfrdBC
wynosita 1,87 mola H, na 1 mol glukozy w poréwna-
niu ze szczepem dzikim (1,08 mola H, na 1 mol glu-
kozy) i osiagneta 90% maksymalnej teoretycznej wy-
dajnosci dla fermentacji kwaséw mieszanych (2 mole
H, na 1 mol glukozy) [87]. Prowadzone w tej dziedzi-
nie badania polegaja na wprowadzaniu kolejnych mu-
tacji w genomowym DNA i sprawdzaniu ich fenoty-
powych efektow. Skonstruowano szereg mutantow
E. coli niosacych mutacje w genach hycA, hyaB (kodu-
jacym hydrogenazeg 1, patrz rozdz. 2.7), hybC (kodu-
jacym hydrogenaze 2, patrz rozdz. 2.7) oraz posiada-
jacych uszkodzenia w czterech innych genach sposrod
nastepujacych: fdnG (kodujacym podjednostke o dehy-
drogenazy FDH-N), fdoG (kodujacym podjednostke «
dehydrogenazy FDH-O), focA, focB, frdC, ldhA, narG
(kodujacym podjednostke o reduktazy azotanéw A),
poxB (kodujacym oksydazg pirogronianu) i aceE (ko-
dujacym dehydrogenazg pirogronianu). Mutanty te nad-
produkowaty tez biatkko FHLA. Najwigksza produkcje
wodoru, 4,6 razy wigksza w poroéwnaniu do szczepu
dzikiego, uzyskano dla szczepu niosacego siedem mu-
tacji: hyaB, hybC, hycA, fdoG, frdC, IdhA i aceE [49].
W innych badaniach na drodze mutagenezy chemicz-
nej stosujac metanosulfoniam etylu otrzymano mutanta
Enterobacter cloacae z zablokowanymi szlakami syn-
tezy etanolu, butanodiolu i kwaséw organicznych.
Mutant ten wykazywat 1,5-krotny wzrost produkcji
wodoru w poréwnaniu ze szczepem dzikim [42]. Warto
tu zaznaczy¢, ze z jednej strony zmodyfikowane szcze-
py bakteryjne czgsto wykazuja spowolniony wzrost
i wymagaja warunkow laboratoryjnych do hodowli,
z drugiej za$ strony istnieja obawy przed przedosta-
niem si¢ genetycznie modyfikowanych organizméw
do $rodowiska naturalnego.

Znacznie bardziej obiecujacym kierunkiem badan
jest zastosowanie nowoczesnych metod biologii mo-
lekularnej do poszukiwania, selekcji, izolacji i iden-
tyfikacji nowych gatunkow bakterii produkujacych
wodor z duza wydajnoscia z naturalnych $rodowisk.
Do metod tych naleza gléwnie analiza gen6w koduja-

475

cych 16S rRNA oraz fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ (FISH). Szacuje sig, ze do tej pory zostato wyhodo-
wany i zbadany niewielki procent wszystkich mikro-
organizméw wystepujacych w przyrodzie [74]. Ana-
liza sekwencji genu 16S rRNA oraz metoda FISH sa
w ostatnich latach stosowane do analizy molekularne;j
sktadu mikrobiologicznego hodowli w bioreaktorach,
gdzie produkowany jest wodor w procesach fermenta-
cji. Badane sa réwniez rozne naturalne srodowiska [1,
31, 33, 38, 53, 69, 73]. Oprocz gendéw kodujacych 16S
rRNA analizowane sa rowniez geny kodujace hydro-
genazy [33]. W ten sposdb wykrywa si¢ nowe gatunki
bakterii. Z goracych zréodet w chinskiej prowincji
Fujian wyizolowano gatunek bakterii, ktory charakte-
ryzuje si¢ zdolno$cia do fermentacji roznych cukrow,
wysoka wydajnoscia produkcji wodoru i tolerancja na
tlen. Metoda analizy sekwencji 16S rRNA zidentyfiko-
wano, ze jest to Klebsiella oxytoca HP1. Bakteria ta ro-
snac na pozywce zawierajacej sacharoze produkowata
wodor z wydajnoscia 3,6 mola/mol sacharozy [57].
Nowe gatunki izoluje si¢ z roznorodnych $ciekow.
Przyktadami moga by¢ Clostridium diolis [53], Bacil-
lus coagulans [39]. Wydajno$¢ produkcji wodoru dla
B. coagulans bylta najwyzsza w fazie stacjonarnego
wzrostu i wynosita 2,28 mola H, na 1 mol glukozy.

2.4. Fotofermentacja

Kolejnym procesem biologicznym, w ktérym pro-
dukowany jest wodor jest fotosynteza prowadzona
przez bakterie beztlenowe. Do bakterii fotosyntetyzu-
jacych naleza bakterie purpurowe i bakterie zielone.
Wyréznia sig cztery grupy tych bakterii: zielone i pur-
purowe bakterie siarkowe, zielone i purpurowe bakte-
rie bezsiarkowe. Fotosynteza bakteryjna w warunkach
beztlenowych przebiega inaczej niz u roslin. Donorem
wodoru i elektrondow do wiazania dwutlenku wegla nie
jest woda, ale zwiazki siarki (siarkowodor, tiosiarcza-
ny, siarka) i wodor czasteczkowy dla bakterii siarko-
wych oraz zwiazki organiczne i wodor czasteczkowy
dla bakterii bezsiarkowych. W fotosyntezie bakteryjnej
nie jest produkowany tlen, stad jej nazwa — fotosynteza
anoksygenowa. W btonach bakteryjnych znajduja sig
barwniki absorbujace energi¢ $wietlna oraz biatka
odpowiedzialne za transport elektronow. W wyniku
transportu elektrondw powstaje sita protomotoryczna
1 wytwarzana jest energia w postaci ATP. Elektrony
przenoszone sa na ferredoksyne i dalej na NAD™, w ten
sposob produkowana jest sita redukujaca w postaci
NADH [72]. Do najlepiej poznanych bakterii foto-
syntetyzujacych, ktére produkuja wodor naleza bakte-
rie purpurowe bezsiarkowe Rhodospirillaceae a wsrdd
nich rodzaje Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Rho-
dobacter, Rhodobium wykorzystujace zwiazki orga-
niczne. Czgsto badanym gatunkiem jest Rhodospirillum
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rubrum. Do powstania wodoru u Rhodospirillum rub-
rum podobnie jak u innych bakterii bezsiarkowych
dochodzi podczas redukcji azotu czasteczkowego
w wyniku aktywno$ci nitrogenazy, ktora podobnie jak
w przypadku sinic redukuje tez protony do wodoru
czasteczkowego [17, 30]. Uwaza si¢, ze budowa
i funkcjonowanie nitrogenazy bakterii purpurowych
bezsiarkowych jest podobna do budowy nitrogenazy
sinic i nie odbiega od ogdlnego schematu dla nitroge-
naz [13, 88]. Podobnie jak w przypadku sinic nitroge-
nazie towarzyszy hydrogenaza pobierajaca Hup roz-
ktadajaca czasteczke¢ wodoru do dwoch protondw
i dwoch elektronow, ktora dostarcza protony do reduk-
cji azotu. Mutanty wykazujace brak aktywnosci tej hy-
drogenazy wykazuja podwyzszona produkcje wodoru
zalezna od nitrogenazy [37]. U Rhodospirillum rub-
rum wykryto jeszcze aktywnosci trzech innych hydro-
genaz. Jedna pozwala tez wykorzystywac¢ wodor czas-
teczkowy ze Srodowiska do redukcji dwutlenku wegla
[37, 51]. Druga to hydrogenaza zwiazana jest ze wzros-
tem w ciemnos$ci w warunkach fermentacji, rozktada-
jaca mrowczan do dwutlenku wegla i wodoru, analo-
giczna do biatka FHL E. coli. Oznacza to, ze bakterie
te przy braku $wiatta prowadza fermentacj¢ kwasow
mieszanych [27, 51]. Trzecia hydrogenaza indukowa-
na jest przez tlenek wegla i stanowi sktadnik komplek-
su zwiazanego z btona komodrkowa utleniajacego tle-
nek wegla wedlug reakceji opisanej przez rownanie 15:

CO +H,0 ~ CO,+H, (r6wnanie 15)

Dehydrogenaza tlenku wegla, biatko CODH, pro-
dukt genu cooS utlenia tlenek wegla do dwutlenku
wegla przekazujac elektrony i protony na podjednostke
przypominajacg ferredoksyng, produkt genu cooF’, skad
transportowane sa do hydrogenazy, produkt genu cooH,
w wyniku redukcji protonéw powstaje wodor [22, 51].
Pokazano, ze podajac do hodowli Rhodospirillum
rubrum gaz bogaty w tlenek wegla (ang. syngas), bak-
terie wytwarzaja wodor [85]. Gaz (syngas) jest mie-
szaning glownie tlenku wegla, dwutlenku wegla oraz
wodoru i moze by¢ produktem gazyfikacji biomasy
[19]. Niektore purpurowe bakterie bezsiarkowe, np.
Rubrivivax gelatinosus, sa zdolne do wzrostu w warun-
kach gdzie jedynym zrodtem wegla jest tlenek wegla
a zrodlem energii jest §wiatlo [52]. Zjawisko powsta-
wania wodoru reakcji z tlenkiem wegla i wody zostato
tez opisane dla przedstawiciela Enterobacteriaceae,
rodzaju Citrobacter [62].

Jak wiadomo produktami ubocznymi fermentacji
sa kwasy organiczne (niskoczasteczkowe kwasy thusz-
czowe) oraz alkohole. Kwasy organiczne nie sa w za-
den sposob wykorzystane przez bakterie fermentujace.
Ponadto zbyt silne zakwaszenie podtoza (pH ponizej 5)
powoduje zahamowanie produkcji wodoru. Kwasy or-
ganiczne i alkohole moga natomiast stanowi¢ zrodto
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elektronéw 1 wodoru do redukcji dwutlenku wegla
a takze zrodto wegla dla bakterii fotosyntetyzujacych
bezsiarkowych. Zjawisko to nazywamy fotofermen-
tacja. Potaczenie proceséw fermentacji i fotofermen-
tacji zwicksza wydajnos¢ produkcji wodoru [14, 17,
30]. Tworzy si¢ uktady dwuetapowe, w ktérych naj-
pierw ma miejsce fermentacja a potem produkty od-
padowe z tego procesu stanowia substrat dla bakterii
fotosyntetyzujacych. Prowadzono hodowle Entero-
bacter cloacae na podtozu zawierajacym glukoze
w warunkach beztlenowych, wydajno$¢ produkcji
wodoru wynosita 1,86 mola H, na 1 mol glukozy. Na-
stepnie podtoze z tej hodowli stanowito pozywke dla
hodowli Rhodobacter sphaeroides w wyniku czego
otrzymano 1,5-1,72 mola H, na 1 mol octanu [60].
W innym uktadzie badawczym zastosowano mieszana
hodowle Lactobacillus amylovorus i Rhodobium ma-
rinum a substrat stanowita bogata w skrobi¢ biomasa
zielenic. W pierwszym etapie skrobia z glonéw byla
przeksztalcana w kwas mlekowy, ktory stanowit sub-
strat dla bakterii fotosyntetyzujacych [35]. Uwaza sig,
ze w optymalnych warunkach w wyniku potaczenia
proceséw fermentacji i fotofermentacji mozliwe jest
nawet osiagnigcie 12 moli wodoru z jednego mola glu-
kozy, czyli najwyzszej mozliwej teoretycznej wydaj-
nosci produkcji wodoru z catkowitego rozkladu czas-
teczki glukozy jak to opisuje rownanie 11 [44].

2.5. Procesy fermentacyjne zachodzace w Zwaczu

Zotadek przezuwaczy jest rozbudowana struktura,
przystosowana do odzywiania si¢ zwierzat pokarmem,
ktérego podstawowym sktadnikiem jest biomasa ros-
linna. W pokarmie tym przewazaja weglowodany: ce-
luloza, hemiceluloza, pektyny, skrobia, fruktany, oligo-
sacharydy i cukry proste. Zotadek przezuwaczy sklada
si¢ z czterech komor. Sa to zwacz, czepiec, ksiggi
i trawieniec. Zwacz przezuwaczy stanowi swoisty bez-
tlenowy ekosystem, jest komora fermentacyjna, gdzie
zyja liczne mikroorganizmy, bakterie, pierwotniaki
(gtownie orzeski) i grzyby. Czgs¢ drobnoustrojow za-
siedlajacych zwacz produkuje enzymy celulolityczne,
hemicelulolityczne i pektynolityczne umozliwiajace
trawienie ros$linnych wegglowodandéw strukturalnych.
Produkty tego trawienia, cukry proste stanowia zrodto
energii dla zyjacych tam mikroorganizméw. W wyni-
ku proceséw fermentacji w zwaczu produkowane sa
gazy, wodor i dwutlenek wegla, ktore stanowia sub-
straty dla innych mikroorganizméw, gtéwnie do pro-
dukcji metanu przez metanogeny. Istnieje Scisty zwia-
zek typu syntrofia migdzy producentami wodoru
a metanogenami [81].

Producentami wodoru w zwaczu sa bakterie, pier-
wotniaki i grzyby [70]. Znanymi gatunkami bakterii
produkujacymi wodoér w zwaczu sa celulolityczne
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Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens, Bu-
tyrovibrio fibrisolvens, Clostridium cellobioparum jak
rowniez pektynolityczne Lachinospira multiparus,
Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium [5,
16, 55, 56, 70]. Ruminococcus albus prowadzi fermen-
tacje, w ktorej produktami koncowymi sa octan, etanol,
dwutlenek wegla i wodoér. W warunkach niskiego stgze-
nia wodoru bakteria ta moze osiagna¢ wydajnos¢ pro-
dukcji wodoru bliska maksymalnej, czyli 4 mole na
1 mol glukozy i produkowa¢ tylko octan, dwutlenek
wegla 1 wodor. Ma to miejsce w warunkach, gdy wodor
wykorzystywany jest przez inne drobnoustroje [55].
Pierwotniakami produkujacymi wodor w zwaczu sa
celulolityczne orzeski z rodzaju Entodiniomorphida
oraz pektynolityczne z rodzaju Holotricha. Badania
nad Holotricha ograniczaja si¢ do trzech gatunkow,
Dasytricha ruminantium, Isotricha prostoma i Isotri-
cha intestinalis. Wykorzystuja one gléwnie rozpusz-
czalne cukry proste jak D-glukoza, D-fruktoza, D-ga-
laktoza a takze rozpuszczalne oligo- i polisacharydy.
Znaczenie pierwotniakow rodzaju Holotricha w fer-
mentacji w zwaczu zalezy od rodzaju pokarmu, ktérym
karmi si¢ zwierzgta. Jest ono mate, gdy pasze¢ stanowi
siano, a znacznie wigksze, gdy jest to pokarm bogaty
w cukry, np. melasowane wystodki buraczane. Pro-
duktami fermentacji orzeskow Holotricha sa kwas
mlekowy, kwas octowy, kwas mastowy, dwutlenek
wegla i wodor. Wykrywa sig réwniez niewielkie iloSci
kwasu mréwkowego oraz propionowego. U pierwot-
niakow tych nie stwierdzono obecno$ci dehydrogenazy
mrowczanu. Uwaza si¢, ze przeksztatcenie pirogronia-
nu do acetylo-CoA jak réwniez szlaki prowadzace do
powstania koncowych produktéow fermentacji (mleczan,
octan, maslan) przebiegaja w analogiczny sposob jak te
w fermentacji mastowej prowadzonej przez bakterie.
Przeksztatcenie pirogronianu do acetylo-CoA, i dal-
sze reakcje prowadzace do powstania octanu oraz pro-
dukcja wodoru zlokalizowane sa w wewnatrzkomor-
kowych organellach jakimi sa hydrogenosomy [81],
ktore beda omoéwione w nastgpnym rozdziale.
Obecnie nie ma opracowanych warunkow, aby ho-
dowa¢ pierwotniaki z rodzaju Holotricha poza zwa-
czem dhuzej niz do 48 godzin. Z badan wiasnych autor-
ki artykutu wiadomo, ze hodowla in vitro Dasytricha
ruminantium i Isotricha prostoma z glukoza jako zréd-
fem wegla i przy ograniczeniu procesow metanogenezy
produkuje gaz, ktory zawiera do 50% wodoru. Gaz ten
jest w stanie zasili¢ chemiczne ogniwo paliwowe
(niskotemperaturowe, polimerowe ogniwo paliwowe)
pracujace w temperaturze pokojowej tak jak czysty
wodor [65, dane przygotowywane do publikacji]. Dru-
ga grupa pierwotniakoéw produkujacych wodor w zwa-
czu sa amylolityczne i celulolityczne orzgski z rodziny
Entodiniomorphida. Przyktadowe gatunki to Ento-
dinium caudatum, Epidinium caudatum, Ophryosco-
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lex caudatus. Produktami ich metabolizmu sa kwas
octowy, mastowy, dwutlenek wegla, wodor, a takze
niewielkie ilosci kwasu mlekowego, mréwkowego
1 propionowego [82].

Zwaczowymi grzybami produkujacym wodor sa np.
Neocallimastix frontalis, rodzaje Piromyces, Orpino-
myces czy Anaeromyces [61, 66]. Najlepiej poznany
jest gatunek Neocallimastix frontalis. W procesie fer-
mentacji prowadzonej przez Neocallimastix frontalis
pirogronian powstaly w czasie glikolizy przeksztatcany
jest w octan, etanol, mleczan i bursztynian. U Neocalli-
mastix frontalis oraz u grzybow z rodzaju Piromyces
wykryto liazg pirogronian:mréwczan (PFL) w cyto-
plazmie i w hydrogenosomach. Stwierdzono tez brak
obecnosci enzymu PFO [28, 61]. Procesy prowadzace
do powstania wodoru opisano w rozdziale dotyczacym
hydrogenosomow.

2.6. Hydrogenosomy

Hydrogenosomy sa to organella komorkowe oto-
czone podwdjna btong lipidowo-biatkowa, ktore pet-
nia funkcje energetyczne u beztlenowych organizmow
eukariotycznych. Sa przystosowaniem do zycia w $ro-
dowisku anaerobowym. Struktury te wykryto u bez-
tlenowych pierwotniakow: pasozytniczych wiciowcow,
np. Trichomonas vaginalis (rzgsistek pochwowy), bez-
tlenowych orzgskow, i beztlenowych grzybow. Orga-
nella te uwaza si¢ za odpowiedniki mitochondriéw.
Dane biochemiczne i molekularne wskazuja na wspdl-
ne pochodzenie mitochondriow i hydrogenosomow.
Stosunkowo dobrze poznane sa hydrogenosomy 77i-
chomonas vaginalis. W hydrogenosomach pierwotnia-
kéw znajduja si¢ enzymy: oksydoreduktaza pirogro-
nian:ferrodoksyna (PFO) oraz hydrogenazy. Pirogronian
powstaty w procesie glikolizy transportowany jest do
hydrogenosomu. Tam ulega dekarboksylacji przez
oksydoreduktazeg pirogronian:ferrodoksyna do acety-
lo-CoA i dwutlenku wegla przy udziale ferredoksyny,
ktora jest redukowana. Nastgpnie w wyniku przeksztat-
cania acetylo-CoA w octan na drodze fosforylacji sub-
stratowe] przez transferaz¢ octanowo-bursztynylo-
CoA i syntetazg bursztynylo-CoA produkowane jest
ATP. W ekstraktach komoérkowych z pierwotniakoéw
z rodzaju Holotricha nie wykryto tych dwoch enzy-
mow. U tych pierwotniakodw octan powstaje w wyniku
reakcji prowadzonych przez fosfoacetylotransferaze
1 kinazg octanowa [10, 28, 81]. Elektrony przekazy-
wane sa na ferrodoksyng a nastepnie przy udziale
hydrogenaz nastgpuje redukcja protonéw do wodoru
czasteczkowego. Stad nazwa organellum. W ten spo-
sob nastepuje oddzielenie ostatnich etapéw beztleno-
wych procesow metabolicznych prowadzacych do pro-
dukcji energii w komorce eukariotycznej. Oddzielenie
to stuzy zwigkszeniu syntezy ATP przez generowanie
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sily protomotorycznej analogicznie jak odbywa sig
to w mitochondriach. Usuwanie protondw z matrix
hydrogenosoméw przez tworzenie si¢ czasteczek wo-
doru i ich dyfuzj¢ powoduje powstanie gradientu pH,
co sprzyja syntezie ATP [10, 28]. U pierwotniakow
z rodzaju Holotricha stwierdzono, ze aktywnos$¢ enzy-
mow syntezy maslanu, fosfobutyrylotransferazy i kina-
zy maslanu oraz dehydrogenazy mleczanu jest réw-
niez czg¢sciowo zwiazana z hydrogenosomami [81].
W hydrogenosomach grzybdéw Neocallimastix fron-
talis podobnie jak z rodzaju Piromyces pirogronian
przeksztalcany jest do acetylo-CoA i mréwczanu przez
liazg pirogronian:mréwczan. U organizméw tych nie
wykryto oksydoreduktazy PFO. Acetylo-CoA ulega
fosforylacji substratowej przy udziale transferazy octa-
nowo-bursztynylo-CoA i syntetazy bursztynylo-CoA
w wyniku czego produkowane jest ATP i wodoér jak
opisano u pierwotniakow [24, 28]. Charakterystyczna
cecha fermentacji Neocallimastix 1 Piromyces jest po-
wstawanie znaczacej ilosci pirogronianu z malonianu
w hydrogenosomach. Wedlug jednych autoréw pirogro-
nian powstaty w procesie glikolizy przeksztalcany jest
w cytoplazmie przez karboksylazg pirogronianu do
szczawiooctanu [61]. Wedlug innych szczawiooctan
powstaje z fosfoenolopirogronianu w wyniku reakcji
katalizowanej przez karboksykinazg fosfoenolopirogro-
nianu. Nastepnie szczawioctan ulega redukcji do malo-
nianu przez dehydrogenaz¢ malonianu. Malonian jest
transportowany do hydrogenosomu, gdzie nastepuje
jego utlenianie przez tzw. enzym malonianowy, w wy-
niku czego powstaje pirogronian (substrat dla liazy pi-
rogronian:mréowczan), dwutlenek wegla i NAD(P)H.
Elektrony przenoszone sa przez oksydoreduktazeg NADH:
ferrodoksyna na ferrodoksyng. Dalej w wyniku aktyw-
nos$ci hydrogenazy nastgpuje redukcja protonow i pro-
dukowany jest wodér. W wyniku przeksztatcen malo-
nianu w cytoplazmie powstaje bursztynian [28, 61].
U Trichomonas vaginalis rtdwniez istnieje podobny szlak
i czg$¢ pirogronianu tworzy si¢ z malonianu w hydro-
genosomach w wyniku dziatania enzymu malonianowe-
go [20]. U orzeskow rodzaju Holotricha pirogronian
réwniez moze powsta¢ z malonianu w podobny spo-
sob, ale ma to miejsce w cytoplazmie [83]. Istnieja tez
mikroorganizmy, ktdre nie posiadaja hydrogenosomoéw,
a wykryto u nich hydrogenazy i wiadomo, ze sg zdolne
do produkcji wodoru. Naleza do nich pasozytnicze pier-
wotniaki, np. Giardia intestinalis, wiciowiec powodu-
jacy infekcje przewodu pokarmowego czlowieka, czy
Entamoeba histolytica oraz Spironucleus barkhanus [47).

2.7. Hydrogenazy
Mianem hydrogenaz okresla si¢ rodzing metaloen-

zymow, ktore katalizuja odwracalnag reakcj¢ utlenia-
nia wodoru opisana przez rownanie 16:
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2H"+2¢ o~ H, (réwnanie 16)

Substrat hydrogenaz jest najmniejszym znanym
w biologii. Ze wzgledu na metal grupy prostetycznej
znajdujacej si¢ w centrum aktywnym enzymu, hydro-
genazy mozna podzieli¢ na dwie gtowne klasy: hydro-
genazy [FeFe], posiadajace dwa atomy zelaza oraz
hydrogenazy [FeNi], posiadajace jeden atom zelaza
1 jeden atom niklu. Uwaza sig, Ze u organizmow pro-
kariotycznych bardziej rozpowszechnione sa hydro-
genazy [NiFe] niz hydrogenazy [FeFe]. Obecnos¢
hydrogenaz [NiFe] stwierdzono tylko u organizmow
prokariotycznych, u bakterii najwigcej w klasie Clo-
stridia, y-Proteobacteria i u archeoné6w. Hydrogenazy
[FeFe] wystepuja u bakterii i organizmoéw eukariotycz-
nych, nie wykryto ich natomiast u archeonéw. Funk-
cja hydrogenaz [FeFe] jest produkcja wodoru cza-
steczkowego. Wickszo$¢ poznanych hydrogenaz [NiFe]
przeprowadza reakcj¢ utleniania wodoru do protonow
i elektronéw. Naleza tu hydrogenazy pobierajace (ang.
uptake hydrogenases). Hydrogenazami [NiFe], ktore
katalizuja reakcje wytwarzania wodoru sa hydroge-
nazy bakterii fermentacji mieszanej, np. Escherichia
coli. U E. coli znane sa cztery hydrogenazy [NiFe].
Dwie z nich, biatka Hyd-1 i Hyd-2 utleniaja wodor.
Hydrogenaza Hyd-3 wchodzi w sklad omawianego
w rozdz. 2.3.3 i 2.3.4 kompleksu FHL odpowiedzial-
nego za produkcje wodoru w warunkach fermentacyj-
nych. Wykryto tez hydrogenaz¢ Hyd-4, produkt jed-
nego z genow operonu hyf. Uwaza si¢, ze kompleks
Hyf pelni analogiczna funkcje do kompleksu FHL,
chociaz ekspresja gend6w operonu Ayf jest staba.

W budowie obu klas hydrogenaz [NiFe] i [FeFe]
wyroznia si¢ silnie konserwowany rdzen oraz réznorod-
ne pomocnicze domeny i podjednostki. W przypadku
hydrogenaz [FeFe] rdzen ten sktada si¢ z domeny H
o masie czast. 40 kDa zbudowanej z 350 aminokwa-
sOw, ktora jest potaczona z grupa prostetyczna [FeFe]
oraz centrum zelazowo-siarkowym [4Fe-4S] poprzez
atom siarki jednej reszty cysteiny (rys. 4a). Rdzen hy-
drogenaz [NiFe] zbudowany jest z duzej i malej pod-
jednostki. Duza podjednostka o masie czast. 60 kDa
zwigzana jest z grupa prostetyczna [NiFe] przez atomy
siarki czterech reszt cystein lub rzadziej trzech reszt
cystein i jednej reszty selenocysteiny (rys. 4b). Mata
podjednostka o masie czast. 30 kDa wiaze od jednego
do trzech centréw zelazowo-siarkowych [4Fe-4S] lub
[3Fe-4S]. Budowa rdzenia obu typéw hydrogenaz i ich
dojrzewanie sa zupetnie odmienne, co wskazuje na od-
rebne pochodzenie ewolucyjne mimo petnienia podob-
nych funkcji. Natomiast cecha wspdlna obu hydro-
genaz sa dwuatomowe ligandy CO i CN™ potaczone
z atomami zelaza grup prostetycznych hydrogenaz.
Hydrogenazy [NiFe] posiadaja jedna czasteczke CO
i dwie czasteczki CN~. Hydrogenazy [FeFe] maja pig¢
ligandow, kazdy atom Fe zwiazany jest z jedna czas-
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Rys. 4. Centra aktywne hydrogenaz [FeFe] (a) i [FeNi] (b).
Objasnienia w tekscie.

teczkg CO i jedng CN, jest jeszcze dodatkowa czas-
teczka CO taczaca ze soba dwa atomy zelaza.

Funkcja domen i podjednostek pomocniczych hy-
drogenaz jest transport elektronéw do i z centrum ak-
tywnego hydrogenazy. W przypadku obu hydrogenaz
sa one podobne i zawieraja centra zelazowo-siarkowe
[Fe-S]. Hydrogenazy [NiFe] sa dimerami, a hydroge-
nazy [FeFe] glownie monomerami, spotyka si¢ row-
niez dimery, trimery i tetramery. Hydrogenazy [FeFe]
w przeciwienstwie do wigkszosci hydrogenaz [NiFe]
sa bialkami cytoplazmatycznymi, formy peryplazma-
tyczne czy tez zwigzane z btonami komérkowymi na-
leza do rzadkoSci.

Dojrzewanie hydrogenaz [NiFe] jest dobrze pozna-
ne dla hydrogenaz E. coli. Cecha charakterystyczna dla
tych hydrogenaz jest to, ze geny je kodujace oraz biatka
pomocnicze tworza operony (patrz tez rozdz. 2.3.4).
Poszczegblnymi etapami sa synteza ligandow CN-
i CO, wiazanie z atomami zelaza i niklu, potaczenie
z duza podjednostka hydrogenazy za co odpowiedzial-
ne sa biatka pomocnicze Hyp; dojrzewanie centrum
aktywnego hydrogenaz przez endoproteolityczne od-
cigcie C-terminalnego peptydu duzej podjednostki ka-
talizowane przez specyficzne proteazy, inne dla kazdej
hydrogenazy; transport hydrogenaz do miejsc dziata-
nia. Dojrzewanie hydrogenaz [FeFe] jest znacznie sta-
biej poznane niz hydrogenaz [NiFe]. Do tej pory nie
stwierdzono istnienia operondéw gendéw odpowiedzial-
nych za dojrzewanie hydrogenaz [FeFe]. Duzym po-
stgpem bylo wykrycie funkcji biatek kodowanych
przez geny hydE, hydF i hydG Chlamydomonas rein-
hardtii, ktore uczestnicza w dojrzewaniu hydrogenaz
[FeFe]. Ich homologi stwierdzono u innych organiz-
mow, u ktorych wystepuja hydrogenazy [FeFe].

Wyréznia si¢ tez trzecia klase¢ hydrogenaz. Sa to hy-
drogenazy Hmd wystepujace u metanogenéw. W ich
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centrum aktywnym wystepuje tylko jeden atom zelaza,
nie posiadaja tez centrow zelazowo-siarkowych [Fe-S].
Katalizuja one reakcj¢ posrednia w procesie metano-
genezy, utleniania wodoru i redukcji N°,N’-metenyl-
tetrahydrometanopteryny do N, N/-metylenetetrahy-
drometanopteryny i protonu. Enzym ten tez posiada
ligandy w postaci CO i CN [18, 21, 54, 67].

2.8. Redukcja siarczanéw

Wodor jest produkowany w czasie oddychania bez-
tlenowego przez bakterie redukujace siarczany jako
ostateczny receptor elektronow w procesie oddycha-
nia. Dobrze poznang bakteria jest Desulfovibrio vul-
garis. Substratami dla bakterii redukujacych siarczany
sa kwas mlekowy, takze inne kwasy, alkohole oraz
wodor. Gdy substratem jest np. kwas mlekowy to ulega
on przeksztalceniu do pirogronianu, ten do acety-
lo-CoA, ostatecznym produktem procesu jest octan.
U bakterii tych wykryto obecnos$¢ zar6wno oksydore-
duktazy pirogronian:ferredoksyna jak i liazy pirogro-
nian:mrowczan. Powstaje wigc tez mrowczan. Reak-
cjom tym towarzyszy uwalnianie wodoru w wyniku
aktywnos$ci hydrogenaz cytoplazmatycznych. Periplaz-
matyczne hydrogenazy utleniaja wodor do protonow
i elektrondéw. Protony przekazywane sa do siarczanu
redukujac go do siarkowodoru. Jednoczesnie transpor-
towane sg elektrony, w wyniku fosforylacji oksydatyw-
nej powstaje ATP. Analizujac produkty gazowe Desul-
fovibrio vulgaris stwierdzono, ze zanim pojawi si¢
siarkowodor, najpierw wykrywa si¢ wodor a takze
tlenek wegla. Tlenek wegla przeksztatcany jest do dwu-
tlenku wegla i wodoru w wyniku dziatania dehydro-
genazy CO (CODH) podobnie jak ma to miejsce
u Rhodospirillum rubrum [79].

Przy braku siarczanu w podtozu ma miejsce fermen-
tacja, ktorej ostatecznymi produktami sa octan i wodor.
Taki uktad moze istnie¢ np. przy synantroficznych
zwiazkach bakterii redukujacych siarczany i meta-
nogenow. Te ostatnie zapewniaja korzystne warunki
termodynamiczne do powstawania wodoru, utrzymuja
niskie jego stezenie przez wykorzystanie wodoru do
produkcji metanu [75].

3. Podsumowanie

Wodoér uwazany jest za nos$nik energii, ktory w przy-
szlosci moze, przynajmniej czgSciowo, zastapic trady-
cyjne zrodta energii. W zwiazku z tym, ze obecne me-
tody produkcji wodoru sa energochtonne, opieraja sig
na tradycyjnych zrodtach energii, powoduja zatrucie
srodowiska i nie moga by¢ stosowane na wigksza ska-
lg, nastapito duze zainteresowanie produkcja wodoru
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z biomasy w procesach prowadzonych przez drobno-
ustroje w warunkach beztlenowych. Kierunek ten wy-
daje si¢ bardzo atrakcyjny, poniewaz produkcja wo-
doru z biomasy moze stanowi¢ sposob usuwania
réznorodnych odpadéw organicznych. W artykule zo-
staly szczegblowo omowione znane procesy biologicz-
ne w wyniku ktorych powstaje wodoér:fermentacja,
fotofermentacja, bezposrednia i posrednia biofotoliza,
oddychanie beztlenowe bakterii redukujacych siarcza-
ny przy braku siarczanu w podtozu. Najbardziej obie-
cujace z punktu widzenia przysztych zastosowan wy-
daja si¢ by¢ procesy fermentacji. Wiele obecnych badan
dotyczy sposobow zwigkszenia wydajnosci produkcji
wodoru w warunkach fermentacji. Obiecujacym Kkie-
runkiem badan jest zastosowanie nowoczesnych metod
biologii molekularnej do selekcji, izolacji i identyfi-
kacji nowych gatunkéw bakterii produkujacych wodor
z duza wydajnoscia z réznych srodowisk. Enzymami
odpowiedzialnymi za produkcj¢ wodoru we wszystkich
procesach biologicznych sa hydrogenazy. Sa to meta-
loenzymy katalizujace odwracalna reakcjg utleniania
wodoru zgodnie z rownaniem: 2H" + 2¢~ ~ H,. U bez-
tlenowych mikroorganizméw eukariotycznych hydro-
genazy znajduja si¢ zwykle w wyspecjalizowanych
organellach komoérkowych zwanych hydrogenoso-
mami. Hydrogenosomy sa przystosowaniem do zycia
w $Srodowisku anaerobowym. Organella te uwaza si¢
za odpowiedniki mitochondriow u organizmow tleno-
wych. W artykule omowiono réwniez drobnoustroje
odpowiedzialne za produkcj¢ wodoru w zwaczu prze-
zuwaczy, ktory jest specyficznym ekosystemem, swo-
ista komora fermentacyjna.
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The effect of subinhibitory concentrations (sub-MICs) of antibiotics on the external surface of Gram-negative bacteria

Abstract: The subinhibitory concentrations (sub-MICs) of various antibiotics are able to modify the molecular architecture
of the external surface of bacteria and some bacterial functions, such as the ability to adhere to the host cell, the production
of toxins, the susceptibility to host defense mechanisms and motility. It has been reported in literature that treatment of dif-
ferent bacteria with various antimicrobial agents at low doses results in cell wall, cytoplasmic and outer membrane as well
as capsule changes. This review focuses on studies describing the effects of sub-MICs of antibiotics on the surface architecture
of Gram-negative bacteria.

1. Introduction. 2. Effect of sub-MICs of antibiotics on the synthesis of cell wall. 3. Effect of sub-MICs of antibiotics on outer

membrane proteins. 4. Effect of sub-MICs of antibiotics on the synthesis of capsules. 5. Summary

Stowa kluczowe: antybiotyki, stgzenia podprogowe, ostony bakteryjne
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antibiotics, subinhibitory concentrations, external surface of bacteria

1. Wstep

Jednym z parametrow charakteryzujacych relacj¢
migdzy antybiotykiem, a drobnoustrojem jest mini-
malne stgzenie hamujace wzrost (MIC — minimal inhi-
bitory concentration). Jest to najmniejsze st¢zenie
leku, ktore catkowicie hamuje wzrost bakterii. Po-
wszechnie uwaza si¢, ze dobry efekt terapeutyczny
mozna osiagnaé wowczas, gdy pomiedzy kolejnymi
dawkami leku, przez okoto polowe czasu, stezenie
antybiotyku przewyzsza warto§¢ MIC. Czgsto jednak
w przebiegu antybiotykoterapii bakterie przez wigk-
szo$¢ czasu poddane sa dziataniu leku o stgzeniu pod-
progowym, czyli nizszym niz MIC (sub-MIC — sub-
minimal inhibitory concentration).

Znajomo$¢ wplywu dawek podprogowych na dro-
bnoustroje jest bardzo przydatna, szczegoélnie w przy-
padku lekow, ktorych penetracja do pewnych tkanek
i narzadow jest ograniczona [13]. Przykladem tego
moze by¢ penicylina benzylowa oraz antybiotyki ami-
noglikozydowe, ktorych przenikanie do kosci jest
utrudnione, a ich st¢zenia sa mniejsze niz MIC. Chino-
lony, makrolidy oraz aminoglikozydy gorzej przenikaja
do pltynu mézgowo-rdzeniowego przez barierg krew-
moézg. Rowniez ograniczona jest penetracja lekéw
aminoglikozydowych do ptuc, a ich stezenie w wy-
dzielinie drzewa oskrzelowego jest niewielkie [15].

Podprogowe stgzenia lekow nie zabijaja bakterii,
sa one w stanie indukowaé¢ zmiany w morfologii
i strukturach powierzchniowych komoérek, hamowaé
produkcje toksyn oraz adhezje do komoérek gospoda-
rza. Znajomo$¢ wptywu dawek sub-MICs antybioty-
kéw na drobnoustroje w polaczeniu z ich parametrami
farmakodynamicznymi, moze okazaé si¢ bardzo przy-
datna w racjonalnej antybiotykoterapii. Stgzenia pod-
progowe lekow przyczyniaja si¢ jednak do wyse-
lekcjonowania szczepow opornych, a powstawanie
zmienionych morfologicznie komorek bakteryjnych
utrudnia ich identyfikacje [5-7, 28].

Ostony powierzchniowe bakterii Gram-ujemnych,
do ktorych zaliczany jest peptydoglikan, blona zew-
netrzna i cytoplazmatyczna oraz ewentualnie otoczka,
stanowia bariere ochronng, biorg one udzial w trans-
porcie substancji odzywczych do cytoplazmy, a takze
w usuwaniu zbgdnych metabolitow na zewnatrz ko-
morki. Dzigki tym strukturom bakterie moga koloni-
zowac zarowno tkanki organizmow wyzszych jak i po-
wierzchnie abiotyczne. Prawidlowa struktura oston
bakteryjnych odgrywa znaczaca rolg w ochronie drob-
noustrojow przed wnikaniem czasteczek antybiotykow
do ich wnetrza [16].

W ponizszej pracy opisano wyniki badan, dotycza-
cych wptywu dziatania sub-MICs lekéw na ostony ko-
morkowe bakterii Gram-ujemnych (Tabela I).
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Tabela I

Efekty dzialania sub-MICs antybiotykow i chemioterapeutykoéw na strukture oston
powierzchniowych bakterii Gram-ujemnych

An.tyblotyk/ Drobnoustroj Efekt Pls.mlen—
chemioterapeutyk nictwo
Cefalosporyny:
ceftazydym
cefotaksym E. coli filamentacja komorek [1,9,25]
ceftriakson
cefodyzym
cefodyzym K. pneumoniae | zmniejszona grubos$¢ otoczk | [19]
Karbapenemy:
imipenem E. coli
meropenem S. marcescens
panipenem K. pneumoniae | formy kuliste [9]
biapenem P aeruginosa
P vulgaris
P. mirabilis
imipenem E. aerogenes zmieniona liczba OMP [31]
Chinolony:
ciprofloksacyna E. coli filamentacja komorek [25, 30]
komorki typu ,,ghost” [30]
zmieniona liczba OMP [27]
zmniejszona liczba komorek | [29]
posiadajacych otoczki
rufloksacyna E. coli filamentacja komorek [2]
komorki typu ,,ghost”
moksyfloksacyna K. pneumoniae | filamentacja komorek [4]
lewofloksacyna } P aeruginosa zmieniona liczba OMP [18]
ofloksacyna
Aminoglikozydy:
amikacyna E. coli filamentacja komoérek [30]
zmieniona liczba OMP [27]
zmniejszona liczba komorek | [29]
posiadajacych otoczki
gentamycyna P aeruginosa zmniejszona grubos$¢ otoczki | [20]
azytromycyna E. coli formy kuliste [25]
trimetoprim E. coli zmieniona liczcba OMP [24]
diazepam K. pneumoniae | zmieniona liczba OMP [23]

2. Wplyw sub-MICs antybiotykow
na synteze Sciany komérkowej

Antybiotyki B-laktamowe sa lekami hamujacymi
syntezg $ciany komorkowej bakterii. Miejscem doce-
lowym ich dziatania jest grupa specyficznych biatek
PBP (penicillin binding proteins), odpowiedzialnych za
synteze peptydoglikanu w obrgbie bakteryjnej $Sciany
komorkowej. PBP sg enzymami o charakterze trans-
peptydaz, transglikozydaz i karboksypeptydaz, ktore
uczestnicza w tworzeniu polaczen poprzecznych (sie-
ciowania) migdzy tancuchami peptydoglikanu. Jednym
z najlepiej poznanych biatek wiazacych penicyling
u Escherichia coli jest PBP1B. Jest ono gtowna trans-
peptydaza i transglikozylaza uczestniczaca w procesie
wbudowywania nowo syntetyzowanych fragmentow
peptydoglikanu do ,,starej” mureiny. Biatko PBP1B

bierze udzial w polimeryzacji mureiny z prekursorow,
ztozonych z disacharydopentapeptydu, oraz w two-
rzeniu mostkéw peptydowych pomiedzy sasiednimi
taficuchami peptydowymi. W ostatnim etapie syntezy
mureiny bierze udzial biatko PBP1A, wykazujace
réwniez podwojna aktywno$¢ enzymatyczna — trans-
peptydazy i transglikozylazy. Natomiast biatko PBP3
uczestniczy w syntezie mureiny podziatowej (przegro-
dowej). Zaburzenia w funkcjonowaniu PBP3 hamuje
wytwarzanie przegréd wewnatrzkomorkowych i tym
samym powoduje wzrost bakterii w postaci wydtuzo-
nych filamentow [3].

Zmiany w morfologii komorek bakteryjnych pod
wplywem dziatania sub-MICs lekow B-laktamowych
sa wynikiem zahamowania lub zaburzen procesu syn-
tezy sktadnikéw §ciany komérkowej. Vranes i wsp.
[25] badali wptyw sub-MICs ceftazydymu na morfo-
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logig komorek E. coli. Stgzenie 1/2 MIC leku powo-
dowato tworzenie si¢ filamentow. Takie formy morfo-
logiczne obecne byly takze w hodowlach E. coli pod-
danych dziataniu sub-MICs cefodyzymu, cefotaksymu
oraz ceftriaksonu. Najwigcej zmienionych morfologicz-
nie komoérek powstawalo w obecnosci 1/8 MIC cefo-
dyzymu oraz 1/16 MIC cefotaksymu i ceftriaksonu
[1]. Horii iwsp. [9] badali wptyw 1/2 MIC ceftazy-
dymu, imipenemu, panipenemu, meropenemu i bia-
penemu na komorki Serratia marcescens, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulga-
ris oraz Proteus mirabilis. Jedynie caftazydym induko-
wal powstawanie filamentow, natomiast karbapenemy
powodowatly pojawienie si¢ form kulistych.

Zmiany ksztattu komorek bakterii byly takze ob-
serwowane podczas inkubacji drobnoustrojow w sub-
MICs lekéw z innych grup niz B-laktamy [2, 4, 25,
30]. Braga iwsp. [2] zaobserwowali pojawienie si¢
krétkich filamentdéw o dhugosciach od 5 do 15 pm oraz
dtugich filamentéw o dlugo$ciach powyzej 15 um
w hodowlach E. coli w obecnosci sub-MICs rufloksa-
cyny. Najwigcej zmienionych morfologicznie komorek
powstawato pod wptywem 1/2 MIC po 2 godzinach
inkubacji. Pozostate stezenia — 1/4, 1/8, 1/161 1/32 MIC
powodowaty powstanie filamentéw w mniejszej ilosci.
Ci sami autorzy zaobserwowali wystgpowanie komorek
typu ,,ghost”. juz w 4-godzinnej hodowli pateczek
okreznicy w obecnosci wszystkich sub-MICs ruflo-
ksacyny, z wyjatkiem 1/16 MIC. Zjawisko filamentacji
komorek K. pneumoniae w obecno$ci 1/4 1 1/8 MIC
moksyfloksacyny zaobserwowali Drago i wsp. [4].
Pateczki E. coli poddane dzialaniu sub-MICs cipro-
floksacyny utworzyly filamenty, natomiast inkubacja
tych szczepdw w obecnosci sub-MICs azytromycyny
spowodowala powstanie komorek o ksztalttach kulis-
tych [25]. W badaniach wlasnych takze obserwowano
znaczace zmiany w morfologii komorek E. coli w obec-
nosci sub-MICs ciprofloksacyny [30]. Stezenie 1/32 MIC
powodowato pojawienie si¢ w hodowli szczepu E. coli
998 dtugich filamentéw. Obecne byly one takze
w probach zawierajacych 1/16 MIC (E. coli 353, 998
15643)11/8 MIC (E. coli 315,353 1 998). Ekspozycja
wszystkich badanych szczepow na 1/4 lub 1/2 MIC
ciprofloksacyny powodowata powstawanie dtugich fila-
mentow. Krotkie filamenty obserwowano we wszyst-
kich hodowlach poddanych dziataniu sub-MICs tego
fluorochinolonu. W niektérych hodowlach baktery;j-
nych zwrdcono uwage na obecnos¢ komorek typu
,»ghost”, pozbawionych czgéciowo $ciany komorkowe;.
Pojawily sig¢ one w przypadku dwoch szczepow E. coli
poddanych dziataniu 1/8 lub 1/4 MIC ciprofloksacyny,
a takze we wszystkich badanych szczepach inkubowa-
nych w obecnosci 1/2 MIC tego antybiotyku. Nato-
miast w obecno$ci sub-MICs amikacyny tylko nie-
wielka liczba pateczek E. coli ulegata wydhuzeniu.
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Dziatanie stgzen podprogowych fluorochinolonow
na komorki bakteryjne zwiazane jest z ich oddziaty-
waniem na kompleks DNA-gyraza. Gyraza, produkt
gendw gyrd oraz gyrB, wspoldziala z topoizomeraza
typu L. Ich aktywno$¢ jest niezbgdna do utrzymania
superspiralnej struktury chromosomu bakteryjnego,
co warunkuje wlasciwa replikacje DNA. Inhibicja gy-
razy powoduje zahamowanie procesu syntezy DNA.
Fluorochinolony w stezeniach podprogowych moga
zaburza¢ dzialanie gyrazy, a w konsekwencji replika-
cje chromosomu bakteryjnego, transkrypcje i transla-
cje biatek enzymatycznych PBP1B i PBP3 bioracych
udziat w syntezie mureiny [21]. Eick i wsp. [5] wy-
kazali, ze stgzenia 1/4 MIC moksyfloksacyny i gati-
floksacyny, powodowaty spontaniczne mutacje w ge-
nie gyrAd, kodujacym podjednostke A gyrazy. Mozna
na tej podstawie przypuszczaé, ze w komorkach bak-
teryjnych, do ktorych wniknat lek, nastgpuje indukcja
systemu SOS sktadajacego si¢ z réznych genow i ich
biatkowych produktéw, ktore biora udzial w reperacji
DNA. W czasie naprawy DNA zahamowane zostaja
podziaty komorek bakteryjnych, nie tworza si¢ septy,
a cytoplazma ulega silnej wakuolizacji [8, 11, 17, 22].

Powstawanie filamentéw pod wptywem sub-MICs
aminoglikozydow wiaze si¢ z ich mechanizmem dzia-
lania. Po wniknigciu do wnetrza komorki bakteryjnej
czasteczki lekow wiaza si¢ z matymi podjednostkami
rybosomu (308S), czego konsekwencja moze by¢ zaha-
mowanie powstawania kompleksu inicjujacego (70S)
i catego procesu biosyntezy biatka. W sytuacji takiej
nie powstaja m.in. enzymy uczestniczace w syntezie
sciany komorkowej bakterii. Zwiazanie aminogliko-
zydu z podjednostka 30S moze prowadzi¢ takze do
zaburzen w etapie elongacji tancuchow biatkowych,
z powodu btednego odczytywania kodonow w mRNA
przez czasteczki tRNA. Powstaja wtedy czasteczki
biatka ze zmieniong sekwencja aminokwasow, ktore
w przypadku enzymdéw nie sa w stanie spetniaé¢ swo-
ich funkcji [14].

Przyczyna powstawania filamentéw jest rowniez
brak przegréd oddzielajacych siostrzane komorki.
W ich budowie bierze udziat biatko FtsZ. Zaburzenie
aktywnos$ci gyrazy oraz procesu translacji moze po-
wodowaé niewlasciwa ekspresjg genu fis. Wowczas
biatko FtsZ jest syntetyzowane w zbyt matych ilos-
ciach lub z powodu zmienionej sekwencji nie moze
spetniaé swojej funkcji [12].

3. Wplyw sub-MICs antybiotykéw
na bialka blony zewnetrznej

U bakterii Gram-ujemnych peptydoglikan otoczony
jest blona zewngtrzna. Jej warstwa wewngetrzna zbudo-
wana jest przede wszystkim z czasteczek fosfolipidow,
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natomiast warstw¢ zewngtrzng tworza biatka (OMP
— outer membrane protein) oraz czasteczki lipopolisa-
charydu. Tylko cz¢$¢ OMP charakteryzuje sig¢ aktyw-
nosciami enzymatycznymi. Niektére z nich peinia
wazna role w stabilizacji struktury btony zewngtrznej
oraz w jej wiazaniu z warstwa mureiny (biatko OmpA).
Inne biatka zwane porynami tworza kanaty dyfuzyjne.

Viédisdnen i wsp. [24] badali wplyw sub-MICs
trimetoprimu na biatka blony zewngtrznej szczepow
E. coli. Na proteinogramie OMP wyizolowanych z ko-
morek inkubowanych w 1/2, 1/4 1 1/8 MIC autorzy
stwierdzili obecno$¢ dodatkowego biatka o masie
czast. 21,2 kDa, ktére nie wystepowato w blonie ze-
wnetrznej szczepow nie poddanych dziataniu antybio-
tyku. Stezenie 1/2 MIC trimetoprimu spowodowato
takze utrat¢ dwoch biatek w btonie zewnetrznej E. coli.
Nakajima iwsp. [18] stwierdzili obecno$¢ duzych
ilosci dodatkowego biatka o masie czast. 43 kDa w bto-
nie zewngtrznej komoérek Pseudomonas aeruginosa
inkubowanych w obecnosci 1/2 MIC lewofloksacyny
i ofloksacyny. Na proteinogramie biatek wyizolowa-
nych ze szczepu K. pneumoniae, ktory zostal poddany
dziataniu sub-MIC diazepamu, zaobserwowano utratg
biatek o masie czasteczkowej 34 i 36 kDa i znaczny
wzrost ilosci bialka o masie czast. 42 kDa [23]. Zanik
bialka o masie czast. 42 kDa stwierdzono w blonie
zewngetrznej szczepu Enterobacter aerogenes po jego
inkubacji w st¢zeniu podprogowym imipenemu [31].

Sub-MICs tetracykliny, chloramfenikolu, gentamy-
cyny, piperacyliny i rifampicyny nie powodowaty nato-
miast zmian w sktadzie OMP P. aeruginosa [18]. Licz-
ba oraz ilos¢ biatek btony zewngtrznej pateczek Shigella
dysenteriae type 1 nie ulegla zmianie po inkubacji
w obecnosci 1/2 1 1/4 MIC aminoglikozydow [10].

We wstegpnych badaniach wlasnych okreslono wplyw
sub-MICs amikacyny i ciprofloksacyny na obecnosé¢
OMP [27]. Wykazano wystgpowanie roznic w elek-
troforegramach biatek szczepow E. coli nie poddanych
dziataniu lekoéw i szczepow inkubowanych w obec-
nosci stezen podprogowych amikacyny lub ciprofloksa-
cyny. Przyktadowo na elektroforegramie biatek wyizo-
lowanych z pateczek E. coli 998 poddanych dziataniu
1/2 MIC amikacyny stwierdzono obecno$¢ dwoch bia-
ek o masach czasteczkowych 105,44 kDa i 84,15 kDa,
ktére nie wystgpowaty w komorkach szczepu E. coli
998 inkubowanego w pozywce bez leku, a takze
stwierdzono brak 3 biatek o masach czast. 114,62 kDa,
14,51 kDa i 6,6 kDa, ktore byly obecne w btonie ze-
wnetrznej E. coli 998. Elektroforegram OMP pochodza-
cych z komorek E. coli 998 hodowanych w 1/2 MIC
ciprofloksacyny wskazywat na obecnos$¢ czterech do-
datkowych biatek o masach czast. 105,99 kDa, 84 kDa,
40,78 kDa 1 29,7 kDa, a takze brak 3 biatek o masach
czast. 114,62 kDa, 14,51 kDa i 6,6 kDa w poréwnaniu
z paleczkami z hodowli kontrolne;j.
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Utrata lub pojawienie si¢ nowych biatek w warstwie
powierzchniowej komorek E. coli zwiazane jest z ,,0d-
powiedzia” pateczek na obecno$¢ w pozywce antybio-
tykéw. Srodowisko powoduje zmiang sktadu struktur
budujacych btong zewngtrzng. By¢ moze, wystapienie
nowych biatek w komorkach E. coli hodowanych
w obecnosci sub-MICs, zwiazane jest z czg$ciowa
hydroliza OMP obecnych w btonie zewngtrznej pa-
teczek nie poddanych dziataniu lekéw. To mogloby
wyjasni¢ brak niektorych biatek w komorkach szcze-
pow kontrolnych.

4. Wplyw sub-MICs antybiotykow
na synteze otoczek

Otoczka chroni komorke bakteryjna przed wysycha-
niem oraz dziataniem zwiazkéw chemicznych. Stanowi
wazny czynnik wirulencji bakterii, poniewaz zabez-
piecza je przed mechanizmami obronnymi organizmu
wyzszego oraz utrudnia transport antybiotykéw do
wnetrza komorki [26].

Obserwacje prowadzone w mikroskopie elektrono-
wym przez Nomura i Nagayama [19] wyka-
zaly, ze warstwa otoczki K. pneumoniae zmniejszata
si¢ pod wptywem dzialania 1/2 MIC cefodyzymu do
32 nm. W probie kontrolnej grubosé¢ otoczek K. pneu-
moniae wynosita 160 nm. O w 11 a i wsp. [20] takze
zaobserwowali zmniejszenie si¢ grubosci otoczek wo-
ko6t komoérek P aeruginosa pod wptywem dzialania
1/2 1 1/4 MIC gentamycyny.

W badaniach wilasnych wykazano, ze sub-MICs
amikacyny i ciprofloksacyny hamowaty syntezg oto-
czek K1 przez szczepy E. coli [29]. Stezenie 1/2 MIC
ciprofloksacyny spowodowalo, ze jedynie 22-36%
klonéw poszczegodlnych szczepdw posiadato otoczki.
Stezenie 1/2 MIC amikacyny tylko w niewielkim stop-
niu powodowalo obnizenie odsetka komorek bakteryj-
nych zdolnych do syntezy antygenu K 1. Brak otoczek
prawdopodobnie byt spowodowane zaburzeniami eks-
presji gendow tworzacych operon kps przez czasteczki
lekow. Brak, cho¢by jednego, bialka zwiazanego z syn-
teza NeuNAc lub transportem jego na zewnatrz komor-
ki bakteryjnej, mogto przyczyni¢ si¢ do braku otoczki
polisacharydowe;.

5. Podsumowanie

Ostony bakteryjne naleza do jednych z najwazniej-
szych struktur komorki prokariotycznej. Chronig dro-
bnoustroje przed dziataniem czynnikow fizycznych
i chemicznych, a takze zabezpieczaja je przed nad-
mierna utrata wody. Za posrednictwem oston bakterie
kontaktuja si¢ ze srodowiskiem zewngtrznym, pobie-
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rajac skladniki odzywcze lub usuwajac niepotrzebne
zwiazki przemian metabolicznych.

Pod wplywem dzialania antybiotykow w dawkach
podprogowych dochodzi do zmian w strukturach po-
wierzchniowych komorek bakteryjnych. Zaburzenia
w syntezie Sciany komorkowej zwykle prowadza do
powstawania form kulistych lub wydtuzonych, pozba-
wionych sept migdzypodzialowych. Zmieniony ksztatt
komorek bakterii moze utrudnia¢ ich wstgpna diagno-
styke. Niskie dawki lekow powoduja rowniez zabu-
rzenia w transporcie substancji przez btony komor-
kowe, a niekontrolowany przeptyw makroczasteczek
i jonoéw prowadzi to zmian homeostazy wewnatrzko-
morkowej. Inkubacja bakterii w obecnosci dawek sub-
inhibicyjnych moze przyczynia¢ si¢ takze do zmniej-
szenia si¢ grubosci otoczki lub jej calkowitej utra-
ty. Drobnoustroje pozbawione antygenu otoczkowego
znacznie tatwiej ulegaja fagocytozie i sa bardziej wraz-
liwe na dziatanie antybiotykdw.
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Mechanisms of resistance of Campylobacter spp. to antimicrobial agents

Abstract: Campylobacter is recognized as the major cause of acute bacterial gastroenteritis in the world. Two species of the genus
Campylobacter, C. jejuni and C. coli, are most frequently isolated from cases of human infection. Patients usually recover without
any antimicrobial therapy, but treatment with erythromycin or fluoroquinolones may be needed in some cases of prolonged illness.
Increasing antimicrobial resistance of Campylobacter strains in both medicine and agriculture has been recognized. Some reports
have suggested that the use of fluoroquinolones for veterinary medicine results in the establishment of fluoroquinolone-resistant
Campylobacter strains. Moreover it has been found that C. jejuni is able to acquire resistance determinants from outside of the genus
(from Gram-positive organisms) by horizontal transfer and genes can be incorporated into plasmids or the chromosome. High-level
resistance to erythromycin is mediated by mutation in the domain V of the 23S rRNA gene. Fluoroquinolone resistance appears
to be mainly due to mutations in the gyr4 gene encoding part of the GyrA subunit of DNA gyrase. In this article, the mechanisms
of antimicrobial resistance in Campylobacter spp. are presented.

1. Introduction. 2. Resistance of Campylobacter spp. to fluoroquinolones. 3. Resistance of Campylobacter spp. to macrolides.
4. Resistance of Campylobacter spp. to tetracyclines 5. Resistance of Campylobacter spp. to aminoglycosides. 6. Resistance

of Campylobacter spp. to B-lactam antibiotics. 7. Resistance of Campylobacter spp to sulphonamides. 8. Summary

Stowa kluczowe: antybiotyki, Campylobacter, opornos¢
Key words: antibiotics, Campylobacter, resistance

1. Wprowadzenie

Pateczki z rodzaju Campylobacter nalezace do kla-
sy e-Proteobacteria sa mikroaerofilnymi, Gram-ujem-
nymi bakteriami zdolnymi do ruchu dzigki obecnos$ci
rzgski. Wystgpuja one w przewodzie pokarmowym
wielu gatunkoéw zwierzat, zwlaszcza ptakow, jako
sktadnik bioty komensalicznej. Dwa gatunki: Campy-
lobacter jejuni i C. coli przeniesione na ludzi, staja si¢
jednym z najcze$ciej izolowanych etiologicznych
czynnikow bakteryjnych zakazen pokarmowych u lu-
dzi. Dane dotyczace czgstoSci wystgpowania wskazuja
ze 95-99% zakazen dotyczy C. jejuni. Kampylobakte-
rioza przebiega najczgsciej pod postacia zapalenia
zotadkowo-jelitowego lub zapalenia jelit. Opisywane
sa przypadki, kiedy u zainfekowanych os6b dochodzi
do infekcji systemowych, przeniesienia zakazenia na
inne organy lub posocznicy. Sporadycznie pateczki
Campylobacter moga wywota¢ powiklania, takie jak
reaktywny artretyzm, oraz choroby neurologiczne: ze-
spot Guillain-Barre (GBS), czy zespot Miller-Fisher

(MFS). W przypadkach objawiajacych si¢ ostra, krwa-
wa biegunka z towarzyszaca wysoka temperatura,
utrzymujaca si¢ ponad tydzien, zwlaszcza u 0s6b z ob-
nizona odporno$cia wskazane jest leczenie etiotropo-
we. Lekiem z wyboru w leczeniu kampylobakteriozy
jest erytromycyna, lub azytromycyna. Decyduje o tym
fatwos$¢ jej uzycia, niski poziom toksyczno$ci oraz
wysoka skutecznosé. U osob dorostych, w przypadku
stwierdzonych stanow zapalnych jelit bez identyfikacji
czynnika etiologicznego powodujacego chorobg sto-
sowane sa rowniez fluorochinolony bgdace antybioty-
kami o szerokim spektrum dziatania [8].

W ostatnim czasie obserwuje si¢ znaczacy wzrost
liczby przypadkow zakazen pateczkami z rodzaju
Campylobacter. Wprowadzenie do powszechnego uzy-
cia antybiotykow, zarowno w medycynie jak i wete-
rynarii warunkuje zjawisko narastania opornosci na
antybiotyki i chemioterapeutyki szczepéw Campylo-
bacter izolowanych zarowno od ludzi i zwierzat, jak
i zywnos$ci. Opisano szczepy oporne na ciprofloksa-
cyng i inne fluorochinolony, makrolidy i linkozamidy,

* Autor korespondencyjny: Katedra Nauk Przedklinicznych, Zaktad Bakteriologii i Biologii Molekularnej, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej SGGW, ul Ciszewskiego 8, 02-786 Warszawa; e-mail: alicjakrutek@wp.pl
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chloramfenikol, aminoglikozydy, tetracykling, ampicy-
ling i inne P-laktamy [24, 26]. Wzrastajacy poziom
bakteryjnej opornosci na antybiotyki i chemioterapeu-
tyki jest uwarunkowany nabywaniem nowych genoéw
na drodze horyzontalnego transferu oraz mutacji.

2. Opornos$¢ Campylobacter spp. na fluorochinolony

Dziatanie fluorochinolonéw $cisle zalezy od stgze-
nia leku w tkankach i surowicy. Sa one czg¢sto stosowa-
ne w zakazeniach przewodu pokarmowego, rowniez
w zakazeniach pateczkami Campylobacter, zwtaszcza
szczepami wieloopornymi.

Oporno$¢ bakterii na fluorochinolony jest wyni-
kiem punktowych mutacji chromosomowych, a nie na-
bywania genow od innych gatunkow [23]. Dlatego
wystgpowanie opornosci jest uzaleznione od czgstosci
stosowania fluorochinolonéw. Oporno$¢ ma charakter
krzyzowy w obrebie tej grupy antybiotykow, z tego
tez powodu postuluje si¢ wycofywanie z uzycia
chinolonéw I generacji (kwasu nalidyksowego), by
zmniejszy¢ ryzyko narastania opornosci na nowsze
generacje. Fluorochinolony powinny by¢ stosowane
dopiero w sytuacjach niewrazliwosci lub nadwrazli-
wosci na leki I rzutu. W ostatnich latach zaobser-
wowano gwalttowny wzrost czgstoSci pojawiania si¢
szczepow opornych na fluorochinolony wsrod wielu
gatunkow bakterii, w tym szczepow Campylobacter
jejuni [17].

Mechanizm opornosci na fluorochinolony polega
na blokowaniu topoizomerazy Il (gyrazy DNA), oraz
topoizomerazy [V-enzymow bioracych udziat w repli-
kacji, transkrypcji i naprawie DNA bakterii. Enzymy
te pod wptywem antybiotyku ulegaja unieczynnieniu,
co prowadzi do zahamowania replikacji a takze trans-
krypcji DNA, a w nastgpstwie do $mierci komorki
bakteryjnej [1].

Najpowszechniejszy typ opornosci obejmuje mu-
tacje w genach kodujacych gyraze (gyr4 i gyrB) i to-
poizomerazg IV (por Ci por E). Najczgstsza przyczyna
opornosci Campylobacter jejuni na fluorochinolony
jest mutacja punktowa w kodonie 86 (ACA>ATA)
w obrebie regionu QRDR (guinolone resistance deter-
mining region), bgdacego obszarem genu struktural-
nego podjednostki A gyrazy i kodujacego od 67 do
108 aminokwasow. Efektem wystapienia tej mutacji
jest zamiana treoniny na izoleucyng co powoduje po-
wstanie zmienionego biatka, pozbawionego zdolnosci
wiazania si¢ z czasteczka antybiotyku [28]. Zamiana
ta jest homologiczna do substytucji seryny 83 przez
leucyng, powodujacej 40-krotny wzrost MIC cipro-
floksacyny dla E. coli. Wyniki wielu badan wskazuja,
ze szczepy C. jejuni oporne na ciprofloksacyneg posia-
daja mutacj¢ w kodonie 86 genu gyrd. Warto§¢ MIC
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ciproflksacyny dla opornych szczepow C. jejuni wyno-
sita >32 mg/L [18].

Opisano réwniez inng mutacj¢ punktowa w genie
gyrA C. jejuni powodujaca zamiang aminokwasu w ko-
donie 86 (treonina — alanina), ktéra powoduje wysoki
poziom opornosci na kwas nalidyksowy, oraz nizszy
poziom opornosci na ciprofloksacyne niz w przypadku
substytucji (treonina — izoleucyna). Podwyzszenie po-
ziomu opornosci szczepow C. jejuni na fluorochino-
lony bywa takze efektem, cho¢ znacznie rzadziej,
zmian aminokwasu w kodonie 70 (alanina — treonina),
86 (treonina — lizyna), 90 (asparaginian — asparagina),
104 (prolina — seryna). Zostaly rdwniez opisane po-
dwdjne mutacje punktowe w genie gyrd powodujace
zastapienie treoniny 86 izoleucyna i asparaginianu 85
tyrozyna, lub asparaginianu 90 asparagina, badz pro-
liny 104 seryna [12]. Zmian w podjednostce GyrB
bedacych wynikiem mutacji powodujacych oporno$¢
na fluorochinolony u pateczek Campylobacter nie od-
notowano [28]. Nie zidentyfikowano réwniez genu ho-
mologicznego do genu strukturalnego parC topoizo-
merazy IV w chromosomie C. jejuni, odgrywajacego
role w rozdziale kopii chromosomu podczas podziatow
komodrkowych np. u E. coli. Powstanie mutacji w tym
genie zwigksza stopien oporno$ci na fluorochinolony
u bakterii nalezacych do wielu roznych rodzajow [30].

Opisano réwniez inne mechanizmy opornosci na
fluorochinolony jak np. obecnos¢ pomp MDR (opor-
no$¢ wieloraka, ang. multi-drug resistance), ktore
skutecznie usuwaja chinolony z komorki bakteryjne;.
U paleczek Campylobacter najlepiej poznanym me-
chanizmem jest ATP-zalezny system bialek CmeABC
(Campylobacter-multidrug-efflux), sktadajacy sig z bial-
ka peryplazmatycznego (CmeA), biatka transportowego
zlokalizowanego w btonie wewngtrznej (CmeB), oraz
transmembranowego biatka blony zewngtrznej (CmeC).
Biatka te wykazuja duza homologi¢ do biatek superro-
dziny (inaczej pomp) RND (ang. resistance-nodulation-
division) wystepujacych wylacznie u bakterii Gram-
ujemnych. Sa one odpowiedzialne za wieloraka
oporno$¢ C. jejuni na: fluorochinolony, erytromycyne,
tetracykling, chloramfenikol i ampicyling. Wiele z nich
oprocz antybiotykdéw usuwa z komoérki rowniez inne
szkodliwe czynniki jak np. jony metali czy bromek
etydyny. Wspotwystgpowanie ATP-zaleznego systemu
biatek CmeABC wraz mutacjami punktowymi w ge-
nie gyr4 u C. jejuni przyczynia si¢ do osiagania wyso-
kiego poziomu opornos$ci na fluorochinolony [21].

3. Opornos¢ Campylobacter spp. na makrolidy
Mechanizm dziatania antybiotykow makrolidowych

polega na hamowaniu biosyntezy bialek na poziomie
podjednostki 50S rybosomu, co powoduje blokowanie
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wydluzania tancucha peptydowego. Miejsce wiazania
makrolidow do rybosomu bakteryjnego znajduje si¢
w obrebie czasteczki 23S rRNA. U bakterii z rodzaju
Campylobacter kodowana chromosomalnie oporno$¢
na erytromycyng i inne makrolidy zwiazana jest z mo-
dyfikacja genu 23S rRNA, oraz biatek L4 i L22 w pod-
jednostce 50S rybosomu [1].

Opisano wysoki poziom oporno$ci na makrolidy
(MIC=128 mg/L) w przypadku klinicznych szczepow
Campylobacter jejuni i C. coli. Jest on wynikiem mu-
tacji w pozycji 2074 i 2075 w genie kodujacym pod-
jednostke V 23S rRNA. Najczgstsza mutacja wys-
tepujaca u 78-100% szczepoéw jest tranzycja A - G
w pozycji 2075, za§ mutacja polegajaca na zamianie
A - Club A - G w pozycji 2074 oraz podwdjna tran-
zycja A - C i A - G zostaly opisane u pojedynczych
szczepow Campylobacter opornych na erytromycyng
[40]. U bakterii, u ktorych wystepuje wigcej niz jedna
kopia genu 23S rRNA, poziom opornosci na makro-
lidy zalezy od liczby zmutowanych alleli. Szczepy
Campylobacter zawieraja trzy kopie i uwaza sig, ze
liczba zmutowanych alleli wptywa na poziom opor-
no$ci na makrolidy. Niezbedne sa co najmniej mutacje
w dwoch kopiach do ujawnienia si¢ opornosci. Najwig-
cej klinicznych izolatow Campylobacter opornych na
makrolidy zawiera trzy kopie zmutowanych alleli [16].

Oprocz opisanej powyzej modyfikacji genu 23S
rRNA, zmianie moga tez ulega¢ rybosomalne biatka 1.4
i L22 w podjednostce 50S rybosomu. Opisano szczepy
C. jejuni i C. coli u ktérych wystepowaly zmiany poje-
dynczego aminokwasu w biatku L4 i od dwoch do kil-
ku substytucji aminokwaséw w biatku L22. U dwodch
izolatéw opornych na erytromycyne C. jejuni i C. coli
zidentyfikowano substytucj¢ aminokwasu A -V (ala-
nina — walina) w pozycji 103 w biatku L22 [10].

System biatek CmeABC warunkuje oporno$¢ na
wiele antybiotykéw m.in. na fluorochinolony, antybio-
tyki -laktamowe, oraz makrolidy. Zaobserwowano
zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem modyfikacji w sys-
temie biatek CmeABC a poziomem opornos$ci na ma-
krolidy (M). Wzrost aktywnosci ,,pompy”” spowodowany
nadekspresja genow cmeABC nadaje niski poziom
opornosci szczepow paleczek Campylobacter na ery-
tromycyne (MIC 8-16 mg/L). Wspotwystepujac z mo-
dyfikacja genu 23S rRNA, poziom ten wzrasta [22].

Zostata okreslona rola mutacji w genach kodujacych
biatka systemu CmeABC w niepowodzeniu leczenia
ludzi erytromycyna. Dlatego ustalono nowe wytyczne,
wedhug ktorych za szczepy wrazliwe uwaza si¢ takie,
ktorych MIC<8 mg/L, a za oporne, MIC=32 mg/L,
sugerujac, ze infekcje powodowane przez szczepy
Campylobacter niosace te mutacje moga by¢ nadal
skutecznie leczone erytromycyna [7].

Erytromycyna lub azytromycyna uznawane sa za
lek z wyboru w leczeniu kampylobakteriozy u ludzi.
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Jak w przypadku innych antybiotykow, zbyt czgste, nie-
uzasadnione lub niewlasciwe stosowanie makrolidow
moze doprowadzi¢ do zwigkszenia czgstosci wystepo-
wania szczepow opornych. Szczegdlnie niebezpieczne
jest zjawisko krzyzowej opornosci z -laktamami.

4. Oporno$¢ Campylobacter spp. na tetracykliny

Tetracykliny jako antybiotyki o szerokim spektrum
dziatania, obejmujacym zaréwno bakteriec Gram-dodat-
nie, Gram-ujemne, jak réwniez patogeny atypowe (M-
coplasma, Ureaplasma, Chlamydia), naleza do jednej
z grup antybiotykéw najszerzej stosowanych, a opor-
no$¢ bakterii na tetracykliny stanowi powazny pro-
blem z medycznego punktu widzenia. Czgsto$¢ izola-
cji szczepdw opornych na rozne tetracykliny wzrasta
wraz z rozszerzeniem stosowania tych antybiotykow
nie tylko w medycynie w celach leczniczych, ale takze
w rolnictwie w profilaktyce zakazen powodowanych
przez rozne patogeny. Zjawisku temu sprzyja lokali-
zacja genow determinujacych opornosc na tetracykling
na ruchomych elementach genetycznych [6].

Tetracykliny sq antybiotykami bakteriostatycznymi,
ktorych mechanizm dziatania polega na hamowaniu
biosyntezy biatek i proceséw fosforylacji w komorkach
bakteryjnych. Mechanizmy opornos$ci na tetracykliny
moga by¢ zwiazane z aktywnym usuwaniem antybio-
tyku z komorki bakterii, obecnoscia biatek chroniacych
rybosom przed przyltaczaniem tetracykliny (RPPs, ang.
ribosomal-protection-proteins) [6] oraz z enzymatycz-
na inaktywacja czasteczek antybiotyku, ktora opisano
u Bacteroides [34]. Rzadziej oporno$¢ jest wynikiem
mutacji w genie kodujacym 16S rRNA, ktora zna-
leziono u Propionibacterium acnes 1 H. pylorii [32,
38]. Gtownym mechanizmem opornos$ci na tetracy-
kliny nadajacym bakteriom oporno$¢ na duze dawki
antybiotyku jest czynne wypompowywanie anty-
biotyku z komorki bakteryjnej. Bialko o charakterze
pompy nalezy do grupy MFS (ang. major-facilitator-
superfamily) i do swojej aktywno$ci wykorzystuje site
protonomotoryczng [23].

Mechanizm opornosci szczepow Campylobacter
jejuni i C. coli na t¢ grupg antybiotykdw wyraza sig
poprzez wytwarzanie biatka Tet(O), nalezacego do
biatek chroniacych rybosom. Bialko Tet(O) nadaje
opornos$¢ poprzez usunigcie tetracykliny z jej pierwot-
nego miejsca wiazania na rybosomie i wymaga do tego
obecnosci GTP. W efekcie uwalnia rybosom od hamu-
jacego wplywu antybiotyku na synteze biatek. tRNA
z grupa aminoacylowa (aa-tRNA) zostaje zwiazany
z miejscem A na rybosomie i synteza bialek moze by¢
kontynuowana [9].

Gen tet(0O) u C. jejuni zlokalizowany jest najczes-
ciej na plazmidzie i wykazuje okoto 75% homologii
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do genu tet (M) Streptococcus pneumoniae, ktory to
znajduje sig na transpozonie Tn916 i wykryto go u wie-
lu bakterii m.in. Ureaplasma, Mycoplasma, Neisseria,
Staphylococcus, Clostridium. Zawartos¢ par G+C
w genie tet (O) wynosi 40% 1 jest podobna do tet(M),
lecz wyzsza niz w calym genomie C. jejuni.

Badania dowodza, ze od 13-52% szczepow C. je-
juni izolowanych od ludzi zawiera rdznej wielkoS$ci
plazmidy, w wigkszo$ci niosace geny opornosci na
antybiotyki. Plazmidy zawierajace gen tet(O) maja
wielko$¢ od 30-60 kb, nadaja wysoki poziom opor-
no$ci na tetracykling (512 mg/L) [15] i stanowia jak
podaja Ross i wsp. [31] 30, czy nawet 90% izolo-
wanych plazmidow. Zsekwencjonowano dwa duze
plazmidy nadajace oporno$¢ na tetracykliny: pTET
(45,2 kb) ze szczepu C. jejuni 81-176 (Z1) i pCC31
(44,7 kb) ze szczepu C. coli CC31. Wykazuja one wy-
soki poziom homologii sekwencji (94,3%) 1 organi-
zacji genetycznej mimo, ze byly izolowane na prze-
strzeni 20 lat i na r6znych kontynentach [5]. Zawieraja
gen tet(0), geny biorace udziat w replikacji i koniuga-
cji, homolog genu metylazy, oraz 30 ORF o nieznanej
funkcji. Sposréd szczepdéw opornych na tetracykling
53% niosto gen tet(O) na plazmidzie koniugacyjnym,
co moze sprzyjaé rozprzestrzenianiu si¢ opornosci
na t¢ grupe antybiotykow na drodze horyzontalnego
transferu tego genu [42].

Na plazmidzie niosacym gen tet(O) zostala ziden-
tyfikowana sekwencja insercyjna IS607* podobna do
IS607 znalezionej na chromosomie Helicobacter py-
lori. Dlatego tez mozliwe jest, ze inne ruchome ele-
menty genetyczne a nie samoprzekazywalny plazmid
moga by¢ zwiazane ze zdolnoscia nabywania i roz-
powszechniania genu fet (O).

Lokalizacja genu tet(O) na chromosomie zostala
opisana u 33% szczepoéw C. jejuni opornych na te-
tracykling wyizolowanych w Kanadzie, oraz 76%
w Australii, wérod ktorych zas u 26% nie wykryto
plazmidow [31].

5. Opornosé¢ Campylobacter spp.
na aminoglikozydy/aminocyklitole

Oporno$¢ na antybiotyki aminoglikozydowe, oraz
na niektore inne chemioterapeutyki hamujace synteze
biatka bakteryjnego jest zwiazana z kilkoma mecha-
nizmami. Niektore bakterie maja ostony komoérkowe
o0 obnizonej przepuszczalnosci dla aminoglikozydow,
moga wypompowywac antybiotyki z tej grupy z wng-
trza komorki oraz syntetyzowa¢ enzymy modyfikuja-
ce aminoglikozydy. Najczgstsza przyczyna opornosci
na streptomycyng oraz na inne antybiotyki amino-
glikozydowe jest inaktywacja enzymatyczna antybio-
tyku. Wystepuje zarowno u bakterii Gram-dodatnich
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jak 1 Gram-ujemnych i moze by¢ sprz¢zona zardwno
z genami plazmidowymi jak i chromosomowymi. In-
aktywacja czasteczek antybiotykéw odbywa sig¢ przy
udziale enzymow zaklasyfikowanych do trzech rodzin
enzyméw modyfikujacych: N-acetylotransferazy ami-
noglikozydowej (AAC), O-adenylotransferazy amino-
glikozydowej (ANT) i O-fosfotransferazy aminogliko-
zydowej (APH) [1].

U szczepow Campylobacter opisano i zsekwen-
cjonowano geny kodujace fosfotransferazy [2]. Gen
aphA-3, poczatkowo opisywany tylko u Gram-do-
datnich ziarniakéw [39], zostatl zidentyfikowany na
48-kb plazmidzie wyizolowanym ze szczepu C. coli
[36] i na duzych plazmidach wyizolowanych ze szcze-
pow C. jejuni [15]. U C. jejuni gen ten zlokalizowany
jest na plazmidzie w strong konca 3’ od sekwencji in-
sercyjnej IS607*, lub jako czg$¢ zgrupowania gendow
opornosci aadE-sat4-aphA-3, ktory koduje enzymy:6’
adenylotransferaze (aadFE), streptomycynowa acetylo-
transferazg (sat4) i 3’-fosfotransferaz¢ aminoglikozy-
dowa typu III (aphA-3). Zgrupowanie gendw opor-
nosci aadE-sat4-aphA-3 jest czgécia transpozondw
typu Tn5405, ktore wystepuja u gronkowcow [11].
Organizacja genetyczna zgrupowania genow aadE-
sat4-aphA-3 sugeruje, ze zostal on nabyty przez C. je-
juni od bakterii Gram-dodatnich [15].

Geny determinujace syntezg¢ enzyméw modyfiku-
jacych aminoglikozydy najcze$ciej wystepuja na plaz-
midach i moga by¢ zwiazane z transpozonami wie-
lorakiej opornosci. Z klinicznego szczepu C. jejuni,
ktory charakteryzowala opornos¢ wieloraka wyizo-
lowano plazmid pCG8245. Zawieral onl0 gendéw
kodujacych enzymy inaktywujace aminoglikozydy
zarowno u bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-
-ujemnych. Zgrupowanie gendéw opornosci aadE-
-sat4-aphA-3 wystgpowato na tym plazmidzie obok
dwoch trans-pozonow hybrydowych H. pylori: ISHp608
11S606 [19, 25].

Genem odpowiedzialnym za oporno$¢ na kanamy-
cyng u C. jejuni jest gen aphA-7 kodujacy fosfotrans-
feraze. Zostat on zlokalizowany na plazmidzie pS1178
o wielkosci 14 kpz [37]. Otwarta ramka odczytu genu
strukturalnego ma 753 par zasad i koduje biatko o ma-
sie czast. 29 kDa. Sekwencja DNA tego genu wyka-
zuje 55% podobienstwo do genu aphA-3 wystgpuja-
cego u Streptococcus faecalis. Zawartos¢ par G+C
wynosi 32,8% 1 jest podobna do odsetka w catym ge-
nomie C. jejuni, co sugeruje, ze gen ten moze by¢
endemiczny dla catego rodzaju Campylobacter [37].

Wyniki badan dowodza, ze geny warunkujace
opornos¢ C. jejuni na kanamycyng moga wystgpowaé
na jednym plazmidzie razem z genem nadajacym
opornosc¢ na tetracykling. Opisano koniugacyjny trans-
fer determinant opornoséci na oba te antybiotyki po-
migdzy szczepami C. jejuni [15].
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6. Opornos¢ Campylobacter spp.
na antybiotyki B-laktamowe

Gloéwnymi mechanizmami warunkujacymi opornoscé
komorek bakteryjnych na antybiotyi B-laktamowe sa:
produkcja B-laktamaz, ktore unieczynniaja antybiotyk
poprzez hydrolizg pier§cienia 3-laktamowego, zmniej-
szenie przepuszczalno$ci oston bakteryjnych, przede
wszystkim blony zewngtrznej dla antybiotyku, oraz
zmiany w celu dziatania antybiotyku B-laktamowego
— tzn. w syntezie biatka wiazacego penicyling (PBP,
penicillin-binding-protein) o zmniejszonym powino-
wactwie do antybiotyku [23].

Mechanizmy opornos$ci moga si¢ na siebie naktadac,
natomiast w przypadku takich antybiotykdéw p-lakta-
mowych jak ampicylina i cefalosporyny o szerokim
spektrum dziatania sa zmienne i nie do konca jasno
zdefiniowane[35].

Wigkszo$¢ szczepdw Campylobacter jejuni i Campy-
lobacter coli jest opornych na antybiotyki B-laktamowe
z wyjatkiem karbapenemow, imipenu i meropenemu [1].

Opornos¢ szczepdw C. jejuni i C. coli na penicyli-
ny i cefalosporyny o waskim spektrum dziatania jest
warunkowana przez mechanizm dotyczacy zmian celu
dziatania antybiotyku B-laktamowego. Zmiany w PBP
szczepow opornych polegaja przede wszystkim na
utracie powinowactwa do penicyliny. Zmniejszone po-
winowactwo nie wywoluje zaburzen naturalnych funk-
cji PBP tj. uczestnictwa w biosyntezie mureiny.

Mechanizm opornosci na antybiotyki 3-laktamowe
polegajacy na wytwarzaniu przez bakterie r6znorod-
nych B-laktamaz (w tym B-laktamaz klasy D-oxacyli-
nazy) zostal opisany u szczepow C. jejuni i C. coli.
Badania na 100 szczepach C. jejuni wykazaty, ze B-lak-
tamazy wystepowaty u 88% szczepow [35].

B-laktamazy klasy D naleza do superrodziny sery-
nowych transferaz penicyloilowych, inaktywujacych
penicyliny i1 cefalosporyny. Moga one hydrolizowaé
rowniez karbapenemy, nie sa one jednak metyloenzy-
mami. Wykazuja rozna aktywno$¢é wobec cefalosporyn
III generacji. Hamowane sa przez kwas klawulanowy,
tazobaktam i sulbaktam, wykazuja duza aktywno$c¢
wobec kloksacyliny i oksacyliny. Oksacylinazy moga
by¢ kodowane chromosomalnie, jakkolwiek niektore
geny moga znajdowac si¢ na ruchomych elementach
genetycznych (plazmidy, integrony), umozliwiajacych
ich rozprzestrzenianie. U szczepow Campylobacter
opornos$¢ na ampicyling zwiazana z produkcja (-lak-
tamaz jest kodowana chromosomalnie. Sklonowano
gen blay o, kodujacy biatko strukturalne B-laktama-
zy nalezacej do klasy molekularnej D. Stwierdzono,
ze szczep C. jejuni wrazliwy na antybiotyki B-lak-
tamowe, do ktorego wprowadzono sklonowany gen,
zmienia fenotyp na oporny na ampicyling, piperacyli-
ng i karbenicyling [3].
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U bakterii Gram-ujemnych oporno$¢ na antybioty-
ki B-laktamowe powodowana zmniejszona przepusz-
czalnos$cia btony zewnetrznej zwykle nie jest wysoka,
lecz mechanizm ten jest skuteczniejszy w potaczeniu
z aktywnoscia P-laktamaz znajdujacych sie w prze-
strzeni peryplazmatycznej. Zmiany w ostonach ogra-
niczajace penetracj¢ antybiotykow [3-laktamowych
wiaza sig¢ przede wszystkim z biatkami (porynami)
w btonie zewngtrzne;.

Na zjawisko opornosci na antybiotyki [3-laktamo-
we naklada si¢ coraz powszechniej spotykana u bak-
terii oporno$¢ wieloraka. Zaobserwowano, rowniez
u szczepow Campylobacter, zjawisko indukcji opornos-
ci na antybiotyki tej grupy nie tylko jako konsekwencji
ich stosowania, lecz takze przez inne antybiotyki.

7. Opornos¢ Campylobacter spp. na sulfonamidy

Opornos¢ Campylobacter jejuni na sulfonamidy
zwiazana jest z wytwarzaniem zmodyfikowanego (sub-
stytucja czterech reszt aminokwasowych) enzymu, syn-
tetazy dihydropterynianowej (DHPS), czego rezultatem
jest redukcja powinowactwa do chemioterapeutyku
[2]. Gen warunkujacy oporno$¢ umiejscowiony jest
na plazmidzie, natomiast drugi gen, znajdujacy si¢
na chromosomie szczepow zaréwno wrazliwych jak
i opornych, koduje syntez¢ normalnego enzymu DHPS
wrazliwego na sulfonamidy.

Inny mechanizmem opornosci na sulfonamidy po-
lega na nadprodukcji kwasu p-aminobenzoesowego
(PABA), ktory bezposrednio wspotzawodniczy o do-
step do centrum aktywnego DHPS [23].

Szczepy wielolekooporne charakteryzuje wysoka
opornos¢ na trimetoprim (analog kwasu dihydrofolio-
wego). Wsrod pateczek Campylobacter oporno$¢ na
trimetoprim jest szeroko rozpowszechniona, do czego
przyczynia si¢ na pewno fakt, ze nalezy on do selekcyj-
nych zwiazkéw dodawanych do podtozy bakteryjnych
przy izolacji szczepdw Campylobacter z rd6znych zrodet.

Wykazano, ze oporno$¢ na ten chemioterapeutyk
wsrdd klinicznych szczepdw C. jejuni zwiazana jest
z obecnoscia na chromosomie genow dfr! i dfr9, ko-
dujacych reduktazy dihydrofolianowe, niewrazliwe na
dziatanie leku. Okoto 10% badanych szczepow, ktore
nie mialy tych gendéw wykazywaly nizszy poziom
opornosci na trimetoprim niz pozostate izolaty [13].
Obszar DNA otaczajacy geny dfrli dfr9 wykazuje ce-
chy charakterystyczne dla transpozonow i integronow
[14], ktére odgrywaja istotng rolg w rozpowszechnia-
niu si¢ genéw lekoopornosci wsrod bakterii Gram-
ujemnych [20]. Obecno$¢ gendw dfi na transpozonach
i integronach sprzyja rozpowszechnianiu opornosci na
te grupg chemioterapeutykow na drodze horyzontal-
nego transferu [14].
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Opisano role integronéw klasy pierwszej i tzw. ka-
set genowych warunkujacych oporno$¢ na antybiotyki
na drodze umiejscowionej rekombinacji. Stwierdzono
obecno$¢ ponad 75 kaset genowych niosacych geny
opornosci na antybiotyki. W wyniku wiaczania kilku
kaset opornos$ci do jednego plazmidu, powstaje plaz-
mid, ktéory moze warunkowaé fenotyp wielorakiej
opornosci [27].

8. Podsumowanie

Pateczki C. jejuni i C. coli sa z reguty wrazliwe na
antybiotyki, jednakze w ostatnich latach udokumento-
wana zostata wzrastajaca oporno$¢ na powszechnie
stosowane terapeutyki, co jest prawdopodobnie istot-
nym problemem w leczeniu zakazen Campylobacter.
Poziom oporno$ci na antybiotyki stosowane w terapii
zapalen zotadkowo-jelitowych wzrasta, zaréwno w kra-
jach uprzemystowionych jak i w krajach rozwijajacych
si¢. Szczeg6lnie niepokojacy jest wzrost odsetka
szczepdw Campylobacter spp. opornych na antybioty-
ki z grupy makrolidow. Badania prowadzone w Polsce
pokazuja, ze wsrdd szczepow C. jejuni izolowanych
od ludzi (najczesciej od dzieci do 2 roku zycia) naj-
wigkszy odsetek szczepdéw opornych obserwowano
w odniesieniu do ciproflaksacyny do 58%, tetracykli-
ny do 29%, ampicyliny do 21% [33].

Wsérod szezepow Campylobacter spp. wystepuja
szczepy wielolekooporne. W badaniu wrazliwosci
C. jejuni na erytromycyng, ciprofloksacyng, ampicy-
ling, tetracykling oraz gentamycyn¢ 35% szczepow
wykazywato opornos¢ na jeden antybiotyk, 23% na
dwa antybiotyki badz chemioterapeutyki oraz 6% na
trzy [41]. Ciprofloksacyna nie jest stosowana u dzieci
ponizej 16 roku zycia, dlatego tez wysoki odsetek
szczepow opornych prawdopodobnie ma swoje przy-
czyny w zbyt czg¢stym uzyciu fluorochinolonéw w me-
dycynie weterynaryjnej, zwlaszcza na fermach drobiu.
Stosowanie tej grupy antybiotykéw u drobiu, ktory
jest gtownym rezerwuarem paleczek Campylobacter
spp. moze prowadzi¢ do selekcji szczepow opornych,
a nastepnie do ich transmisji na ludzi poprzez skazona
zywno$¢. W wielu krajach oporno$¢ Campylobacter
spp. na fluorochinolony jest nizsza, dzigki ograni-
czeniom stosowania tych antybiotykow jako leku
z wyboru w leczeniu kampylobakteriozy, jak to ma
miejsce np. w Australii, lecz sa tez takie kraje jak
np. Hiszpania, gdzie odsetek szczepow C. jejuni opor-
nych przekroczyt 8§0%.

Zagrozenie jakim jest narastajaca lekoopornos¢
szczepow pateczek z rodzaju Campylobacter wymaga
wlasciwej diagnostyki, oraz uzasadnionego stosowa-
nia antybiotykow w leczeniu ludzi, wykluczajac infek-
cje przebiegajace z tendencja do samowyleczenia.

ALICJA KRUTKIEWICZ, DANUTA KLIMUSZKO

PiSmiennictwo

. Aarestrup F.M., Engberg J.: Antimicrobial resistance of ther-

mophilic Campylobacter. Vet. Res. 32, 311-321 (2001)

. Alfredson D., A., Korolik V.: Antibiotic resistance and me-

chanisms in Campylobacter jejuni i Campylobacter coli.
FEMS Microbiol. Lett. 277, 123-132 (2007)

. Alfredson D., Korolik V.: Isolation and expression of a novel

molecular class D B-lactamase, OXA-61, from Campylobac-
ter jejuni. Antimicrob. Agents Chemother. 49, 2515-2518
(2005)

. Bacon D.J., Alm R.A., Burr D.H., Hu L., Kopecko D.J.,

Ewing C.P., Trust T.J., Guerry P.: Involvement of a plasmid
in virulence of Campylobacter jejuni 81-176. Infect. Immun.
68, 43844390 (2002)

. Batchelor R.A., Pearson B.M., Friis L.M., Guerry P., Wells

J.M.: Nucleotide sequences and comparison of two large
conjugative plasmids from different Campylobacter species.
Microbiology, 150, 3507-3517 (2004)

. Chopra 1., Roberts M.: Tetracycline antibiotics: mode of ac-

tion, applications, molecular biology, and epidemiology of
bacterial resistance. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 65, 232-260
(2001)

. Clinical and Laboratory Standards Institute. Methods for

Antimicrobial Dilution and Disk Susceptibility Testing of
Infrequently Isolated of Fastidious Bacteria: Approved
Guideline M45A. CLSI, PA, USA 2006

. Coker A.O., Isokpehi R.D., Thomas B.N., Amisu K.O.,

Obi C.L.: Human campylobacteriosis in developing countries.
Emerg. Infect. Dis. 8,237-243 (2002)

. Connell S.R., Tracz D.M., Nierhaus K.H., Taylor D.E.: Ribo-

somal protection proteins and their mechanism of tetracycline
resistance. Antimicrob. Agents Chemother. 47, 3675-3681
(2003)

. Corcoran D., Quinn T., Cotter L., Fanning S.: An investiga-

tion of the molecular mechanism contributing to high-level
erythromycin resistance in Campylobacter. Int. J. Antimicrob.
Agents, 27, 4045 (2006)

. Derbise A., Aubert S., El Solh N.: Mapping the regions car-

rying the three contiguous antibiotic resistance genes aadE,
sat4, and aphA-3 in the genomes of staphylococci. Antimicrob.
Agents Chemother. 41, 10241032 (1997)

. Ge B., McDermott P., White D., Meng J.: Role of efflux

pumps and topoisomerase mutations in fluoroquinolone resis-
tance in Campylobacter jejuni and Campylobacter coli. Anti-
microb. Agents Chemother. 49, 3347-3354 (2005)

. Gibreel A., Skold O.: High-level resistance to trimethoprim

in clinical isolates of Campylobacter jejuni by acquisition
of foreign genes (dfr! and dfi9) expressing drug-insensitive
dihydrofolate reductases. Antimicrob. Agents Chemother. 42,
3059-3064 (1998)

. Gibreel A., Skold O.: An integron cassette carrying dfrl with

90-bp repeat sequences located on the chromosome of trime-
thoprim-resistant isolates of Campylobacter jejuni. Microb.
Drug Resist. 6, 91-98 (2000)

. Gibreel A., Skold O., Taylor D.E.: Characterization of plas-

mid-mediated aphA-3 kanamycin resistance in Campylobac-
ter jejuni. Microb. Drug Resist. 10, 98—105 (2004)

. Gibreel A., Taylor D.E.: Macrolide resistance in Campylo-

bacter jejuni and Campylobacter coli. J. Antimicrob. Chemo-
ther. 58, 243-255 (2006)

. Gupta A., Nelson J.M., Barrett T.I.: Antimicrobial resistance

among Campylobacter strains, United States, 1997-2001.
Emerg. Infect. Disease, 10, 1102-1109 (2004)



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

MECHANIZMY OPORNOSCI PALECZEK CAMPYLOBACTER SPP. NA CHEMIOTERAPEUTYKI

Engberg J., Aarestrup F.M., Taylor D.E., Gerner-Smidt P.,
Nachamkin I.: Quinolone and macrolides resistance in Cam-
pylobacter jejuni and Campylobacter coli: resistance mecha-
nisms and trends in human isolates. Emerg. Infect. Disease,
7,24-34 (2001)

Kersulyte, D., B. Velapatino, G. Dailide, A.K. Mukhopadhyay,
Y. Ito, L. Cahuayme, A.J. Parkinson, R.H. Gilman, D.E. Berg.:
Transposable element ISHp608 of Helicobacter pylori: non-
random geographic distribution, functional organization, and
insertion specificity. J. Bacteriol. 184, 992—-1002 (2002)

Lee M.D., Sanchez S., Zimmer M., Umelaalim 1., Ber-
rang M.E., McDermott P.F.: Class 1 integron-associated
tobramycin-gentamicin resistance in Campylobacter jejuni
isolated from the broiler chicken house environment. Anti-
microb. Agents Chemother. 46, 3660-3664 (2002)

Lin J., Michel L.O., Zhang Q.: CmeABC functions as a multi-
drug efflux system in Campylobacter jejuni. J. Antimicrob.
Chemother. 46, 2124-2131 (2002)

Lin J., Yan M., Sahin O.: Effect of macrolide usage on emer-
gence of erythromycin-resistant Campylobacter isolates in
chickens. Antimicrob. Agents Chemother. 51, 1678—-1686
(2007).

Markiewicz Z., Kwiatkowski Z.A.: Bakterie, antybiotyki, le-
koopornos$¢. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2001
Moore J.E., Barton M.D., Blair 1.S.: The epidemiology of
antibiotic resistance in Campylobacter. Microbes Infect. 8,
1955-1966 (2006)

Nirdnoy W., Mason C.J., Guerry P.: Mosaic structure of
a multiple-drug-resistant, conjugative plasmid from Campylo-
bacter jejuni. Antimicrob. Agents Chemother. 49, 24542459
(2005)

Padungton P., Kaneene J.B.: Campylobacter spp. in human,
chickens, pigs and their antimicrobial resistance. J. Vet. Med.
Sci. 65, 161-170 (2003)

Payot S., Bolla J.M., Corcoran D., Fanning S., Megraud F.,
Zhang Q.: Mechanism of fluoroquinolone and macrolide re-
sistance in Campylobacter sp. Microbes Infect. 8,1967-1971
(2006)

Payot S., Dridi S., Laroche M.: Prevalenceand and anti-
microbial resistance of Campylobacter coli isolated from fat-
tening pigs in France. Vet. Microbiol. 101, 91-99 (2004)
Piddock L.J., Ricci V., Pumbwe L., Everett M.J., Griggs D.J.:
Fluorochinolone resistance in Campylobacter species from
man and animals: detection of mutation in topoisomerase
genes. J. Antimicrob. Chemother. 51, 19-26 (2003)

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

495

Pratt A., Korolik V.: Tetracycline resistance of Australian
Campylobacter jejuni and Campylobacter coli isolates.
J. Antimicrob. Chemother. 55, 452—-460 (2005)

Ross J.L., Eady E.A., Cove J.H., Cunliffe W.J.: 16S rRNA
mutation associated with tetracycline resistance in a gram-
positive bacterium. Antimicrob. Agents Chemother. 42,
1702-1705 (1998)

Rozynek E., Dzierzanowska-Fangrat K., Korsak D.,
Konieczny P., Wardak S., Szych J., Jarosz M., Dzierzanow-
ska D.: Comparison of antimicrobial resistance of Campylo-
bacter jejuni and Campylobacter coli isolated from humans
and chicken carcasses in Poland. J. Food Protect. 71,
602-607 (2008)

Speer B.S., Salyers A.A.: Novel aerobic tetracycline resi-
stance gene that chemically modifies tetracycline. J. Bacte-
riol. 171, 148-153 (1989)

Tajada P., Gomez-Garcez J.L., Alos J.I., Balas D., Cogol-
los R.: Antimicrobial susceptibilities of Campylobacter jejuni
and Campylobacter coli to 12 B-lactam agents and combina-
tions with PB-lactamase inhibitors. Antimicrob. Agents Che-
mother. 40, 1924-1925 (1996)

Taylor D.E.: Genetics of Campylobacter and Helicobacter.
Annu. Rev. Microbiol. 46, 35—64 (1992)

Tenover F.C., Gilbert T., O’Hara P.: Nucleotide sequence of
a novel kanamycin resistance gene, aphA-7, from Campylo-
bacter jejuni and comparison to other kanamycin phospho-
transferase genes. Plasmid, 22, 52-58 (1989)

Trieber C.A., Taylor D.E.: Mutations in the 16S ribosomal
RNA genes of Helicobacter pylori mediate resistance to
tetracycline. J. Bacteriol. 184, 2131-2140 (2002)
Trieu-Cuot P., Gerbaud G., Lambert T., Courvalin P.: In vivo
transfer of genetic information between gram-positive and
gram-negative bacteria. EMBO J. 4, 3583-3587 (1985)
Vacher S., Menard A., Bernard E., Megraud F.: Detection of
mutations associated with macrolide resistance in thermo-
philic Campylobacter spp. by real-time PCR. Microb. Drug
Resist. 11, 40-47 (2005)

Wardak S., Szych J., Duda U.: Wrazliwo$¢ na antybiotyki
i chemioterapeutyki szczepow pateczek Campylobacter sp.
izolowanych od ludzi w latach 2005-2006 w regionie Biel-
sko-Bialskim. Med. Dosw. Mikrobiol. 59, 43—49 (2007)
Wardak S., Szych J., Zasada A.A.: Antibiotic resistance
of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli clinical
isolates from Poland. Antimicrob. Agents. Chemother. 51,
1123-1125 (2007)






POST. MIKROBIOL.,
2008, 47, 2, 497-501
http://www.pm.microbiology.pl

STAPHYLOCOCCUS AUREUS
KONTRA UKLAD IMMUNOLOGICZNY

Karol Fijatkowski*, Danuta Czernomysy-Furowicz, Magdalena Ferlas

Katedra Immunologii i Mikrobiologii, Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat,
Akademia Rolnicza, ul. Dr Judyma 24, 71-466 Szczecin

Wplyneto w kwietniu 2007 r.

1. Wstep. 2. Poczatek infekcji. 3. Czynniki wirulencji S. aureus. 4. Toksyny gronkowcowe w walce z uktadem odporno§ciowym.
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Staphylococcus aureus versus the immune system

Abstract: Staphyloccocus aureus can cause various forms of subclinical and clinical infections in people and animals. These bacteria
are able to produce a large array of virulence factors. Staphylococcal virulence factors are enzymes, cell-wall compounds and
toxins. S. aureus uses many mechanisms which allow the bacteria to ‘deceive’ the host immune system. Staphylococcus aureus
produces proteins which inhibit complement activation and can express substances inhibiting neutrophil chemotaxis and opsonisation
by antibodies and complement proteins. Furthermore, the cell-wall structure and the ability to express polysaccharide capsule and
mucus capsule helps the bacteria defeat or survive phagocytosis. S. aureus also secretes several superantigen-like toxins, which
cause anergy of lymphocytes and immunosuppression.

1. Introduction. 2. The beginning of infection. 3. Virulence factors of S. aureus. 4. Staphylococcal toxins versus the immune system.

5. Virulence factors and innate immunity. 6. Summary
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1. Wstep

Sposrod wszystkich gatunkoéw z rodzaju Staphylo-
coccus, za najgrozniejszy uznawany jest Staphylococ-
cus aureus. Gatunek ten powoduje czgste infekcje bak-
teryjne zaréwno ludzi jak i zwierzat. Wywoluje on
réznego rodzaju choroby skorne, choroby uktadu od-
dechowego, uktadu moczowego, przewodu pokarmo-
wego, posocznice, zapalenie szpiku i kosci, zespot
wstrzasu toksycznego, zapalenie gruczotu mlekowego
— mastitis. S. aureus jest drobnoustrojem wykazu-
jacym bardzo duza zjadliwos$¢, a przy tym znaczna
oporno$¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki. Jego
wysoka aktywno$¢ biochemiczna oraz zdolno$¢ do
wytwarzania licznych czynnikow wirulencji sprzyja
kolonizacji i zakazeniu.

Do czynnikéw zjadliwosci S. aureus naleza enzy-
my, sktadniki $ciany komoérkowej i toksyny.

2. Poczatek infekcji

Pierwsza wewnetrzna bariera obronna, na ktora na-
potykaja infekujace komorki S. aureus, sa biatka ukta-
du dopetniacza, aktywowane na drodze alternatywne;.
Czastki C3a i C5a, ktore sa uwalniane podczas akty-
wacji dopelniacza, powoduja przyciaganie fagocytow

Rys. 1. Staphylococcus aureus i limfocyt

do miejsca infekcji. Nastgpnie komorki zerne w pro-
cesie fagocytozy pochtaniaja i usituja usunaé atakuja-
ce mikroorganizmy. Z kolei komorki prezentujace an-
tygen po wchtonigciu S. aureus wedruja do weztow
chtonnych. W weztach uczulone limfocyty B transfor-
muja w komorki plazmatyczne syntetyzujace swoiste
przeciwciata. Przeciwciala te neutralizuja toksyny i za-
poczatkowuja bardziej efektywna fagocytoze komorek
bakteryjnych [7]. Obecnos$¢ na neutrofilach i monocy-
tach/makrofagach specyficznych receptorow dla re-
gionu Fc immunoglobulin klasy G, a takze sktadowej
C1 dopetniacza, utatwia efektywniejsze wchianianie
i trawienie komorek bakteryjnych optaszczonych tymi
opsoninami [12, 40]. W przypadku bakterii jaka jest

* Adres korespondencyjny: Katedra Immunologii i Mikrobiologii, Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, Akademia Rol-
nicza, ul. Dr Judyma 24, 71-466 Szczecin; tel. (091) 45-41-521 w. 384; e-mail: karol.fijalkowski@wp.pl
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Rys. 2. Czynniki wirulencji wytwarzane przez S. aureus

S. aureus, opsoniny te sa niezbgdne do przeprowadze-
nia skutecznej fagocytozy. Nawet w obecnosci czyn-
nikéw aktywujacych takich jak np. TNF, ale przy bra-
ku przeciwciat i biatek dopetniacza komorki zerne
pozostaja nieskuteczne wobec S. aureus [14].

3. Czynniki wirulencji S. aureus

S. aureus wyksztalcit szereg specyficznych mecha-
nizmoéw utatwiajacych ,,0oszukanie” uktadu odporno-
sciowego gospodarza. Przeciwciata i pamig¢é immuno-
logiczna okazuja si¢ niewystarczajace, aby zapobiec
kolejnym infekcjom powodowanym przez ten mikro-
organizm. Do czynnikéw wirulencji produkowanych
przez S. aureus naleza hialuronidazy, lipazy i nukleazy
oraz koagulaza i fibrynolizyna, ktore dziataja destruk-
cyjnie na tkanki oraz ulatwiaja rozprzestrzenianie si¢
toksyn. Toksyny takie jak: a-hemolizyna, B-hemolizy-
na, y-hemolizyna, A-hemolizyna, leukocydyna i leuko-
cydyna Paton-Valentine powoduja efekt cytolityczny
i uszkadzaja tkanki [17]. Z kolei, enterotoksyny i tok-
syna TSST-1 moga wywotaé m.in. szok septyczny [6].
S. aureus wytwarza takze biatka powierzchniowe,
sprzyjajace adhezji bakterii do uszkodzonej tkanki
i powierzchni komoérek gospodarza oraz produkuje
proteiny wiazace si¢ z biatkami i komoérkami krwi
(biatko A, clumping factor CF), co sprzyja blokowa-
niu odpowiedzi immunologicznej i odgrywa wazna
role w inicjacji i/lub nasileniu zapalenia [11, 45].

4. Toksyny gronkowcowe w walce
z ukladem odporno$ciowym

Znaczaca role w patogenezie S. aureus odgrywaja
odmienne w swoim dziataniu, ale nalezace do tej sa-
mej grupy toksyn (egzotoksyny) — leukotoksyny i su-
perantygeny [42].

Leukotoksyny sa rodzina toksyn formujacych pory,
ktore w bezposredni sposdéb moga zabija¢ fagocyty.
Gamma-hemolizyny (HIYA, HlyB i HlyC), zwane tak-
ze gamma-toksynami, Panton-Valentine leukocydyny
PVL (LukS-PV i LukF-PV) i rézne warianty leuko-
cydyn (LukM, LukE, LukD) produkowane przez
S. aureus sa toksynami dwusktadnikowymi. Aktywne
toksyny sktadaja si¢ z proteiny pochodzacej z podro-
dziny sktadnikow S (LukS-PV, HIyA, HlyC, LukM,
LukE) i proteiny pochodzacej z podrodziny sktadni-
kéw F (LukF-PV, HlyB, LukD). Sktadniki sg kolejno
wbudowywane w btony wrazliwych komérek, induku-
jac wyptywanie Ca”*, nastepnie formujac pory i umoz-
liwiajac naplyw etydyny. Konsekwencja tego procesu
jest $mier¢ komorki — fagocytu [2, 10, 17, 46, 48].
Dodatkowo leukotoksyny o okreslonej kombinacji
sktadnikéw F i S, moga powodowac silne reakcje za-
palne w wyniku masowego uwalniania mediatorow
zapalnych [19, 44].

Superantygeny sa grupa egzotoksyn, sktadajaca si¢
z wielu strukturalnie i funkcjonalnie spokrewnionych
molekut. Zaliczane sa tu TSST-1 (toxic shock syndro-
me toxin-1) oraz enterotoksyny (SEA, SEB, SECI,
SEC2, SEC3, SED, SEE, SEG, SEH, SIE, SEJ, SEK,
SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SEU), a takze
dwa warianty eksfoliatyny (ETA i ETB). Kilka warian-
tow enterotoksyn jest wytwarzanych przez S. aureus
w sposob specyficzny dla gatunku (SEC, . ., SEC_ . .
TSST,...) [27, 25, 29, 30, 33, 44, 47, 51]. Enterotok-
syny te sa nazywane superantygenami (SAgs) [23, 50],
co Scisle zwiazane jest z ich mechanizmem dzialania.
Klasyczny antygen powoduje aktywacje tylko nie-
znacznej liczby limfocytéw jednej populacji — maja-
cych receptor TCR ztozony z tancuchéw o i  swo-
istych dla tego antygenu. Superantygen natomiast ma
zdolno$¢ do pobudzenia znacznej ilosci limfocytéw
nalezacych do wielu réznych klonow. Czasteczki su-
perantygendw wiaza si¢ do receptorow limfocytéw T
pomocniczych (T,) oraz gtéwnego uktadu zgodnosci
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tkankowej (MHC II) komérek prezentujacych anty-
gen, nie poprzez unikatowe, swoiste miejsce receptora
TCR wiazace antygen utworzone przez obydwa tan-
cuchy, lecz taczac si¢ tylko z zewnetrzna powierzch-
nig odcinka V fancucha B. Dzieki temu superantygeny
aktywuja wszystkie klony limfocytow T — zarowno
CD4" i CD8", ktore maja TCR z tafncuchem [, nie-
zaleznie od wchodzacego w sklad tancucha o [16,
41]. Kazdy rodzaj enterotoksyny/superantygenu roz-
poznaje specyficzny zestaw zmiennych tancuchow f3
receptora TCR np. SEA i SEB — VB3 i VB8 myszy,
VPB5 — u czlowieka [13, 28, 31, 32, 49].

Proces wiazania superantygenow z czasteczkami
MHC klasy II przebiega nietypowo, bez przetworzenia
i prezentacji antygenu jako peptydu w rowku MHC,
co jest wymagane do swoistej aktywacji limfocytu T
[40]. Rozne superantygeny tacza si¢ z innym miejscem
czasteczki MHC klasy II, a niektére z nich np. SEB
(gronkowcowa enterotoksyna B) wiaza si¢ réwniez
z MHC klasy I. Superantygeny wiazace si¢ z duza sita
z tancuchem V3 TCR np. SEC (gronkowcowa entero-
toksyna C) moga nawet aktywowa¢ limfocyty T bez
zadnego udziatlu czasteczki MHC, proces ten zalezny
jest od miejsca wigzania do V[ [13]. Ostatnio opisana
enterotoksyna H (SEH) powoduje aktywacje limfocy-
tow T typowa dla superantygenow ale poprzez odmien-
ne wigzanie si¢ z receptorami TCR via domena Vo [36].

Superantygeny wiazac si¢ z zewngtrzng powierzch-
nig biatek MHC klasy II na powierzchni komorek pre-
zentujacych antygen i poprzez taczenie si¢ z recepto-
rem TCR na powierzchni limfocytéw T, powoduja
jednoczesne zablokowanie obu typéw komorek, po-
niewaz w tym czasie nie prezentuja one, ani nie roz-
poznaja antygendéw [12, 28]. Superantygeny moga po-
wodowacé przylaczanie si¢ nawet 20% limfocytow T
do komorek prezentujacych antygen, a nastgpnie ich
aktywacje [8]. Nienaturalna aktywacja tak wielu ko-
moérek T moze by¢ toksyczna, gdyz pociaga za soba
produkcje i uwolnienie nadmiernej ilosci cytokin
przez komorki uktadu odpornosciowego. Nadmiernie
pobudzone przez superantygeny do proliferacji limfo-
cyty T wchodza w stan anergii lub gina na drodze
apoptozy [9, 24, 28].

Nadprodukcja cytokin dotyczy przede wszystkim:
czynnika martwicy nowotworow (TNF-o), interfero-
nu-y (IFN-vy), interleukiny-2 (IL-2) i interleukiny-12
(IL-12) [20, 38]. Bardzo mocno zwigkszone wydzie-
lanie tych cytokin moze prowadzi¢ do szoku toksycz-
nego, a nawet §mierci organizmu.

Superantygeny moga ponadto stymulowaé nad-
mierng produkcjg interleukiny 10 (IL-10) i interleuki-
ny 4 (IL-4). Duze stezenie IL-10 1 IL-4 przyczynia sig
do rozwoju immunosupresji, poprzez hamowanie ak-
tywnosci limfocytow TCD4 i pobudzanie duzej liczby
supresorowych limfocytéw TCDS8. Powstajaca w ten
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sposob supresja uktadu odporno$ciowego sprzyja dal-
szemu rozwijaniu si¢ infekcji i nasileniu si¢ objawow
chorobowych [1, 4, 20, 38, 39, 37].

Superantygeny wytwarzane przez S. aureus ,,0SZu-
kuja” prawidtowa odpowiedZ immunologiczna zapobie-
gajac proliferacji swoistych limfocytow T w odpowie-
dzi na antygeny prezentowane na czasteczkach MHC
klasy II, wywotujac w ten sposob stan anergii. Kon-
sekwencja anergii jest immunosupresja wynikajaca
z braku indukcji antygenowo specyficznych limfocy-
tow T, ktore nie moga ulegac¢ aktywacji i proliferacji
w odpowiedzi na prezentowany antygen [22]. Niektore
enterotoksyny (TSST-1) maja ponadto zdolnos¢ do
hamowania odpornos$ci humoralnej, wptywajac supre-
syjnie na produkcj¢ i wydzielanie przeciwciat [26].

5. Czynniki wirulencji
a wrodzona odpornos¢ komorkowa

S. aureus moze takze udaremnia¢ wrodzona odpo-
wiedz komorkowa neutrofilow i makrofagow [14].
Odbywa si¢ to poprzez wydzielanie biatek, ktore ha-
muja aktywacje¢ dopetniacza, chemotaksj¢ neutrofilow
a takze neutralizuja peptydy antybakteryjne. Okoto
60% szczepow S. aureus wydziela biatka hamujace
chemotaksj¢ (chemotaxis inhibitory protein of staphy-
lococci CHIPS), ktére moga silnie wiazac si¢ zard6wno
z receptorem peptydow formylowanych (formyl pepti-
de receptor FPR) jak i receptorem C5a (C5aR) [5].

Zdolnosc¢ S. aureus do ,,unikania” opsonin obecnych
w surowicy jest kolejnym waznym czynnikiem utatwia-
jacym i wzmagajacym infekcje. Przeciwciata obecne
w surowicy gospodarza rozpoznaja komponenty $ciany
komodrkowe;j takie jak kwas tejchojowy, peptydogli-
kan 1 biatka powierzchniowe. S. aureus wytwarza po-
wierzchniowe anty-opsonityczne biatka i otoczke
polisacharydowa, ktére uniemozliwiaja internalizacj¢
przeciwciat i aktywacjg dopetniacza na drodze klasycz-
nej i alternatywnej, poprzez zablokowanie receptorow
dla bialek dopetniacza i odcinka Fc immunoglobulin
[12]. Konsekwencja interakcji pomiedzy bialkiem A
a odcinkiem Fc immunoglobulin klasy G jest pokrycie
powierzchni bakterii immunoglobulinami zorientowa-
nymi odcinkami Fab na zewnatrz. Uniemozliwia to
obecnym na neutrofilach receptorom dla odcinka Fc
rozpoznanie kompleksu antygen-przeciwciato. Clum-
ping factor A (CIfA) jest antyopsonitycznym biatkiem,
pokrywajacym komorki gronkowcodw fibrynogenem,
co rowniez utrudnia ich opsonizacje¢ i fagocytoze [34].

Modyfikacje kwasu tejchojowego i lipotejchojo-
wego w Scianie komoérkowej S. aureus (WTA — wall
teichoic acid) oraz fosfolipidéw powierzchniowych
pozwalaja przezy¢ mechanizmy bojcze sfagocytowa-
nym drobnoustrojom — $ciana komoérkowa odporna
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na lizozym [35]. Biochemiczne podstawy odpornosci
S. aureus na lizozym przypisywane sa zwiazanej z bto-
na O-acetylotransferazie, ktéra modyfikuje grupe hy-
droksylowa C6 kwasu muraminowego [3].

S. aureus potrafi przezy¢ fagocytozg, miedzy in-
nymi poprzez: hamowanie fuzji fagosomu z ziarnami
lizosomalnymi zawierajacymi enzymy i substancje an-
tybakteryjne [14]. Dodatkowo, bakteria unika letalnego
efektu wolnych rodnikow tlenowych, ktére powstaja
podczas procesu oddychania wewnatrzkomoérkowego.
Wiasciwosci takie wykazuje karotenoidowy pigment,
ktéry ma zdolno$¢ do oczyszczania §rodowiska z wol-
nych rodnikéw [21]. Bakterie nie wytwarzajace tego
pigmentu sa bardziej podatne na zabijanie przez neu-
trofile 1 mniej zjadliwe podczas infekcji. Ponadto
S. aureus wytwarza 2 enzymy dysmutazy nadtlenko-
wej, ktore usuwaja O, [18]. Bakterie nie wytwarzaja-
ce tych enzyméw maja zredukowana zjadliwo$é, co
wskazuje na rolg jaka odgrywaja te enzymy w zwal-
czaniu stresu oksydacyjnego in vivo. Poniewaz katio-
ny dwuwarto§ciowe maja nieenzymatyczng aktywnos¢
dysmutazy nadtlenkowej, dlatego waznym czynnikiem
obrony wrodzonej przeciw stresowi oksydacyjnemu
jest takze homeostaza manganowa [15]. Aktywne rod-
niki tlenowe moga niszczy¢ proteiny poprzez oksyda-
cje atomu siarki w metioninie do szkodliwej formy
sulfotlenku metioniny. S. aureus wytwarza 3 reduk-
tazy sulfotlenku metioniny pozwalajace na eliminacj¢
szkodliwej dla bakterii substancji [43].

6. Uwagi koncowe

Wszystkie przedstawione mechanizmy S. aureus
utrudniaja indukcje wrodzonej i nabytej odpornosci
oraz opracowanie skutecznej szczepionki przeciwko
temu gronkowcowi. Dlatego profilaktyka i zwalczanie
choréb wywotywanych przez szczepy S. aureus opie-
raja si¢ glownie na zwigkszeniu higieny, a leczenie
— na stosowaniu antybiotykow, ktére niszczac bakte-
rie, ostabiaja naturalny komoérkowy system obronny.
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NAIJNOWSZA HISTORIA POLSKIEJ MIKROBIOLOGII

Profesor Piotr B. Heczko przysylajac do Redakcji Postepow Mikrobiologii szkic
pt. ,Mikrobiologia lekarska na Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie — wczoraj
i dzi$” uswiadomit mi, ze wchodzac w XXI wiek powinni$my zacza¢ pisac o historii pol-
skiej mikrobiologii od nowa lub przynajmniej znacznie ja uzupeknic.

Proby opracowania historii mikrobiologii polskiej, obejmujace okres od 1918 roku
do konica dwudziestolecia migdzywojennego, zostaly poczynione ok. 20 lat temu na ta-
mach Post. Mikrobiol. przez $p. prof. dr hab. Wiadystawa J.H. Kunickiego-Goldfingera.
Profesor opublikowatl wtedy dwa artykuty pt. ,,Migawki z dziejéw mikrobiologii polskiej”
(Post. Mikrobiol. 26, 135, 1987) oraz ,,Mikrobiologia polska w okresie dwudziestolecia
miedzywojennego” (Historia Nauki Polskiej, tom V). Bibliografia do ostatniego artykutu
wraz z krotkim omoéwieniem zostata opublikowana w osobnym suplemencie Post. Mikrobiol.
tom 31, w roku 1992). Wreszcie w Postepach Mikrobiologii wydrukowalismy wyktad
Profesora wygloszony w trakcie Jubileuszowej Sesji Naukowej Uniwersytetu Jagiellonskie-
go poswieconej 100-leciu pierwszego akademickiego wyktadu z mikrobiologii lekarskiej
wygloszonego przez Odo Bujwida. Tytul wyktadu W.J.H. Kunickiego-Goldfingera ,,Rola
Krakowa w powstaniu mikrobiologii polskiej. Wspomnienie o0 Odonie Bujwidzie
(1857-1942)” — Post. Mikrobiol. 34, 111-141, 1995.

Waznym przyczynkiem do historii XX-letniej polskiej mikrobiologii byly tez dwa
opublikowane przez nas artykuly, pierwszy z okazji Jubileuszu Panstwowego Zaktadu
Higieny M.A. Balinskiej pt. ,,Panstwowy Zaklad Higieny a zdrowie publiczne w Polsce
1918-1939”. (Post. Mikrobiol. 37, 37-46, 1997) oraz przygotowany z okazji Jubileuszu
PTM artykut J.F. Kubicy i S. Kaluzewskiego zatytutowany ,,70 lat dzialalnosci Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologow” (Post. Mikrobiol. 37, 237-243, 1997).

W obecnym zeszycie publikujemy dwie nastepne prace z tego cyklu tj. artykut P.B. Heczki
i wsp., ktory przedstawia lata powojenne i wspdtczesne krakowskiej mikrobiologii oraz
drugi artykut (debiut dwu studentek Uniwersytetu Lodzkiego), w ktorym opisuja one
histori¢ zycia Rudolfa Stefana Weigla. Artykut o Weiglu szczegolnie napawa mnie optymiz-
mem. Jest on bowiem dowodem wielkiej dojrzatosci i wlasciwej postawy najmtodszych
polskich mikrobiologow.

Jerzy Hrebenda
Redaktor PM
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1. Od zaborow do II wojny Swiatowej

Dzisiejsza Katedra Mikrobiologii Collegium Me-
dicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie jest
kontynuatorka dzialalno$ci jednej z najstarszych na
ziemiach polskich placowek, prowadzacych badania
naukowe i prac¢ dydaktyczna w zakresie mikrobiologii
lekarskiej. Podwaliny tej szerokiej dzi§ dyscypliny nau-
kowej stworzyly niezwykle znaczace odkrycia Josepha
Listera, Ludwika Pasteura 1 Roberta Kocha
w dziedzinie higieny i bakteriologii w drugiej potowie
XIX wieku. W Krakowie historia mikrobiologii lekar-
skiej rozpoczyna sig¢ w latach 80-tych XIX wieku, kie-
dy Wydziat Lekarski Uniwersytetu Jagiellonskiego
podjat zabiegi o utworzenie katedry higieny, co powio-
dlo si¢ dopiero w roku akademickim 1892/93. Rektor
Ul prof. dr Stanistaw Poray-Madeyski w trakcie
inauguracji roku akademickiego poinformowat wtedy
o powstaniu na Wydziale Lekarskim UJ Nadzwyczaj-
nej Katedry Higieny z siedziba przy ulicy Strzeleckiej 7
w Krakowie [30, 31]. Tak jak w Austrii w tamtych cza-
sach, takze na ziemiach polskich pod zaborem austriac-
kim, w ramach dziatalnos$ci katedry higieny odbywato
si¢ rowniez nauczanie bakteriologii. Kierownictwo Ka-
tedry Higieny powierzono Odo Bujwidow i, ktéry
juz jako mlody lekarz swoja dziatalnosciag w Warsza-
wie zyskal znaczne uznanie $rodowiska naukowego.
Dzigki szerokiej wiedzy, zdobytej m.in. w trakcie
stypendidow naukowych w laboratoriach Pasteura

i Kocha, stal si¢ on pionierem i popularyzatorem
bakteriologii i higieny, majac w swoim dorobku oprécz
osiagnig¢ m.in. w zakresie badan naukowych nad
gruzlica, cholera i promieniowcami, takze opracowa-
nie metody kontroli sanitarnej wody wodociagowe;j
oraz zalozenie pierwszej na ziemiach polskich stacji
szczepien przeciwko wsciekliznie i pierwszego zakta-
du badania zywnosci [1, 15, 19-21, 30].

Odo Bujwid po objgciu swoich obowiazkéw
wprowadzit do programu Wydziatu Lekarskiego UJ
w roku akademickim 1893/94 wyktady z higieny oraz
¢wiczenia z higieny i bakteriologii [31]. W roku aka-
demickim 1894/95 wyktady miaty juz tytut ,,Higiena
i bakteriologia”. Fakt wygloszenia przez Bujwida
pierwszych wyktadow z bakteriologii uczczono 100 lat
pozniej uroczysta Jubileuszowa Sesja Naukowa Uni-
wersytetu Jagiellonskiego dla upamigtnienia poczat-
kow mikrobiologii lekarskiej na UJ [17], cho¢ w tym
miejscu nalezy wspomnieé, ze jeszcze przed pow-
staniem Katedry Higieny, tj. w roku akademickim
1891/92 studenci Wydziatu Lekarskiego mieli mozli-
wo$¢ wyshuchania prelekcji doc. dr Ponikty pt.
,»O etyjologii choréb zakaznych i zapobieganiu im.
Odnoéne demonstracyje bakteriologiczne™” [31].

Oddzielenie wyktadow z zakresu bakteriologii od
higieny nastapito w roku akademickim 1895/96. W 1899
roku Katedra Higieny podniesiona zostata do rangi ka-
tedry zwyczajnej, a Bujwid mianowany profeso-
rem zwyczajnym [30, 31]. Oprécz Odo Bujwida

* Autor korespondencyjny: Katedra Mikrobiologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego; 31-121 Krakow, ul. Czy-
sta 18; tel. 012 633 00 60, fax. 012 423 39 24; e-mail: mbmach@cyf-kr.edu.pl
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wyklady zaczat prowadzi¢ jego wychowanek i wspot-
pracownik Roman Nitsch, bakteriolog i epide-
miolog, znany m.in. jako pdzniejszy rektor Akademii
Stomatologicznej w Warszawie [1, 26] oraz wspotza-
lozyciel Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow i Epi-
demiologow, przeksztalconego w istniejace do dzi§
Polskie Towarzystwo Mikrobiologdéw [27].

Poza wyktadami dla studentow medycyny, profe-
sor Bujwid organizowal rowniez kursy praktyczne
dla lekarzy, np.: ,,Wyktady i éwiczenia praktyczne
dla lekarzy ze szczegdlnym uwzglednieniem poste-
péw hygjeny i bakteryologji”, ,,Kurs czterotygodniowy
szczepien ochronnych i leczniczych”, ,,Metody bada-
nia zarazkéw chorobotwoérczych” 1 inne [31].

Obok intensywnej pracy naukowej i dydaktycznej,
O. Bujwid prowadzit w Krakowie dziatalno$¢ go-
spodarcza (wytwoérnia szczepionek, zaktad badania
zywnosci), udzielat si¢ jako radny (budowa wodocia-
gu), a takze zajmowal si¢ postgpowa dziatalnoscia
spoleczna (pierwsze w Krakowie gimnazjum zenskie,
walka o dopuszczenie kobiet do studiéw uniwersytec-
kich, finansowanie Uniwersytetu Ludowego, popiera-
nie reform w gospodarce rolnej, walka z uprzedzenia-
mi klasowymi i antysemityzmem) [1, 8]. Nie zjednalo
mu to przychylnosci w konserwatywnym krakowskim
srodowisku akademickim. Stopniowo ograniczano
jego wpltywy, az do zawieszenia w prawach wykta-
dowcy i kierownika Katedry Higieny UJ w roku 1916
(rehabilitacja Bujwida, oskarzanego o naduzycia
finansowe, nastapita dopiero w latach 1920-1921) [8].
Tak wigc uczony, ktorego nazywa si¢ ojcem polskiej
mikrobiologii, ktérego wychowankami byli naukow-
cy tej miary co Filip Eisenberg [1, 34] i Rudolf
Weigl [2], mimo ogromnych zastug dla UJ, zakon-
czyt swoja wspotpracg z Wydzialem Lekarskim. Przejs-
ciowo zastapit go w kierowaniu katedra Roman
Nitsch, ktory — zanim przeprowadzit si¢ do Warsza-
wy — uczestniczyl jeszcze w roku 1919 w przenie-
sieniu ,,czgs$ci bakteriologicznej” Katedry Higieny do
budynku przy ulicy Czystej 18 w Krakowie [31]. Osta-
teczny rozdzial bakteriologii i higieny nastapil w roku
akademickim 1923/24 [31]. Marian Gieszczy-
kiewicz, mianowany profesorem, objal wtedy wa-
kujace stanowisko kierownika Nadzwyczajnej Ka-
tedry Bakteriologii, ktora administracyjnie zwiazano
z Instytutem Weterynarii i Medycyny Doswiadczalnej
— gospodarzem budynku przy ulicy Czystej 18. Budy-
nek ten, mieszczacy do dzi§ Katedr¢ Mikrobiologii
CM UJ, wybudowano w latach 1912—-1914 dzigki sta-
raniom profesora Juliana Ignacego N ow ak a, ktore-
go ambicja bylo doprowadzenie kierowanego przez
siebie Instytutu Weterynarii do formy zblizonej do
Instytutu Pasteura w Paryzu [23, 31].

Weterynaria byta drugim kierunkiem Wydzialu
Lekarskiego UJ, na ktorym rozpoczgto dziatalnosé dy-
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daktyczna z zakresu chordb zakaznych, ale nieco pdz-
niej od Katedry Higieny: docent Stanistaw Droba
wyktadat od 1904 roku ,,O mikrobach chorobotwor-
czych w ogdlnosci, ze szczegdlnym uwzglednieniem
biologii pasorzyta (pisownia oryginalna) gruzliczego
i pokrewnej mu grupy”, a od 1905 profesor Julian
Nowak rozpoczal wyktady z ,,Mikrobiologii ogol-
nej i szczegdlowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem
techniki badan bakteriologicznych” [31].

Obie jednostki, ulokowane przy ulicy Czystej 18,
wspotpracowaly w zakresie nauczania. Profesorowie
Nowak i Gieszczykiewicz podzielili si¢
wyktadami z bakteriologii oraz obowiazkami egza-
minatoréw, ¢wiczenia prowadzit asystent z bakterio-
logii Antoni Donhaiser iasystenci z weterynarii.
Stan taki utrzymywat si¢ az do roku 1935, w ktéorym
profesor Nowak odszedt na emeryturg, a Instytut
Weterynarii UJ zostat zlikwidowany [31], wskutek
czego Katedra Bakteriologii (a dokladnie: Katedra
i Zaktad Bakteriologii) w pelni usamodzielnita si¢
administracyjnie.

Rok poézniej wnioskowano o zmiang nazwy na
Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, co lepiej odpowia-
dato charakterowi jednostki, ale z powodu opiesza-
losci dziatan administracji prawnie dokonato si¢ to
dopiero po Il wojnie $wiatowej (juz po wylaczeniu
Wydzialu Lekarskiego ze struktur Uniwersytetu Ja-
giellonskiego) [31].

Poczawszy od 1936 roku w budynku przy ul. Czys-
tej 18 swoja lokalizacje miaty trzy niezalezne od sie-
bie zaktady: Zaktad Bakteriologii, Zaktad Patologii
(obecna Katedra Patofizjologii) oraz Zaklad Mikro-
biologii Rolniczej, w ktérym — trzeba tu wspomnie¢
— dyplom zrobit wybitny uczony i autor znanego pod-
recznika ,,Zycie bakterii” profesor Wiadystaw J.H.
Kunicki-Goldfinger [21].

Kierownik éwczesnego Zaktadu Bakteriologii, pro-
fesor Gieszczykiewicz rozpoczat okres inten-
sywnego rozwoju zaktadu w kilku kierunkach: choréb
zakaznych, wakcynologii i serologii (gléwnie immuno-
chemii). On sam byt tez wybitnym znawca systematyki
bakterii. W uznaniu zastug Gieszczykiewicza,
W oparciu o jego prace, wprowadzono do systematyki
bakterii rzad Rickettsiales Gieszczykiewicz
oraz rodzing Bartonellaceae Gieszczykiewicz
[35]. W czasie okupacji profesor Gieszczykiewicz pro-
wadzit tajne nauczanie studentéw oraz wspotpracowat
z ruchem oporu, wytwarzajac szczepionki dla AK
i getta zydowskiego. Za t¢ dziatalno$¢ zostat areszto-
wany w listopadzie 1941 roku. Po kilku miesigcach
wigzienia przy Montelupich w Krakowie trafil do
obozu koncentracyjnego w Oswigcimiu, gdzie zostat
zastrzelony w lipcu 1942 roku [1, 24, 29, 35]. Jego
imieniem nazwano sal¢ wyktadowa obecnej Katedry
Mikrobiologii CM UJ.
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W budynku przy ul. Czystej 18 w Krakowie juz
w pierwszych dniach wojny utworzono niemiecki
instytut badan wirus6w i duru plamistego Institut fiir
Virus und Fleckfiebeforschung Oberkommando der
Wehrmacht, kierowany najpierw przez N. Styera,
mikrobiologa z Instytutu Pfeiffera we Wroctawiu,
a potem od stycznia 1940 roku przez Hermana Eyera
z Wojskowej Akademii Medycznej w Berlinie [24].
Instytut ten zajmowat si¢ przede wszystkim produkcja
szczepionki przeciwko tyfusowi na potrzeby armii nie-
mieckiej, a w konspiracji — takze dla polskiego ruchu
oporu, bowiem pod zarzadem niemieckim pracowata
tu czes¢ personelu przedwojennego, m.in. Zdzistaw
Przybytkiewicz Po wyzwoleniu on to wlasnie
odnalazt 1 przeprowadzil rewindykacj¢ wyposazenia,
wywiezionego przez Niemcow [31].

2. Okres powojenny i wspolczesnosé

W pazdzierniku 1946 roku kierownikiem Zakta-
du Bakteriologii zostat przybyly z Wilna profesor
Stanistaw Legezynski [18, 25, 36]. W latach po-
wojennych gléwna dziatalno$¢ Zaktadu skupiata sig¢
na podstawowych problemach zycia w kraju zrujno-
wanym wojna: zwalczaniem wszawicy, biegunkami,
jaglica, mikrobiologicznym bezpieczenstwem lekow,
szczepionkami. Zaktad Bakteriologii prowadzit tez
dziatalno$¢ dydaktyczna na wydziatach: lekarskim,
farmaceutycznym 1 matematyczno-przyrodniczym
Uniwersytetu Jagiellonskiego. W roku 1950, kiedy two-
rzono w catej Polsce samodzielne akademie medyczne
— najczesciej na bazie dotychczasowych Wydzialow
Lekarskich — rowniez zakres zainteresowan Zakta-
du zostat ograniczony do mikrobiologii lekarskiej.
W roku 1952 profesor Legezynski przeniost si¢ do
Akademii Medycznej w Bialymstoku, a kierownikiem
Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej zostal Zdzistaw
Przybytkiewicz [31].

Lata 50-te przyniosty gwaltowny rozwdj nowoczes-
nej mikrobiologii, co znalazlo odbicie w zaintereso-
waniach naukowych pracownikow Zaktadu [14].

W 1958 roku ukazat si¢ pierwszy artykut autorstwa
Zofii Porwit-Bobr, dotyczacy metody hodowli
in vitro komorek ludzkiego szczepu nowotworowego
HeLa [3]. Temat byt kontynuowany w dalszych latach
rowniez przez Jerzego Georgiadesa oraz [zabelle
Zgorniak-Nowosielska. Zespdt ten rozpo-
czat 1 koordynowat wieloletnie, szerokie badania nad
zwiazkiem zakazen wirusowych a onkogeneza [28].
I. Zgérniak-Nowosielska w latach 60-tych
wprowadzita nowe kierunki badan; nad problemem
zakazen przez mykoplazmy hodowli komoérkowych
1 zawiesin wirusow, stosowanych dla celéw naukowych
i w produkcji szczepionek oraz nad mykoplazmowy-
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mi zakazeniami uktadu moczowo-piciowego i odde-
chowego [39]. Okres ten to takze bardzo intensywny
wktad krakowskiej wirusologii w badania nad wiruso-
wymi zapaleniami watroby [16].

Rowniez z poczatkiem lat 50-tych rozpoczgto bada-
nia nad antybiotykoopornos$cia drobnoustrojow — szcze-
golnie gronkowcow i innych ziarenkowcow Gram-
-dodatnich oraz rozpoczgto systematyczne studia nad
zakazeniami szpitalnymi. W 1958 roku ukazaty si¢
pierwsze prace zwiazane z opieka pooperacyjna na
oddziale chirurgicznym oraz antybiotykoterapia ran
operacyjnych [37]. W 1959 roku opisano niezwykle
nowatorski, jak na tamte czasy, problem oceny wartos$ci
antybiogramu w pracy oddzialu chirurgicznego [13].
Pojawil si¢ réwniez zapoczatkowany przez zespot
Dolezalowa — Zgoérniak-Nowosielska
temat teorii powstawania opornosci i metod jej ozna-
czania (,,klasyczne i bezposrednie”). Dodatkowo po-
djeto problem opornosci gronkowcdw, ich nosicielstwa
u personelu szpitalnego i zjawisko opornosci krzyzo-
wej. Zagadnienie to bylo w pozniejszych latach kon-
tynuowane przez Piotra B. Heczko i Malgorzate
Bulande [9, 10]. W potowie lat 60-tych intensyw-
ne badania nad zakazeniami szpitalnymi oraz pato-
mechanizmami zakazen gronkowcowych rozpoczat Jan
B 6 br, ktory w 1966 roku we wspotpracy z Januszem
Jeljaszewiczem przeprowadzil pierwsze w Pol-
sce 1 jedne z nielicznych woéwczas na $wiecie, wie-
loosrodkowe badania nad wystgpowaniem zakazen
w szpitalach [6, 7].

W 1956 roku Jan Starzyk rozpoczat dlugolet-
nie studia nad toksoplazmoza [12], kontynuowane
przez Krystyng Zemburowa do lat 80-tych.

W potowie lat 60-tych wérod dominujacych zagad-
nien pojawila si¢ immunologia — temat podjgty po-
czatkowo przez Zdzistawa Przybytkiewicza,
nastgpnie przez Zofie¢ Porwit-Bobr i Wlodzi-
mierza Ptaka [32], a takze zainteresowanie Zofii
Laskownickie]j grzybami drozdzopodobnymi [22].

W roku 1970 na bazie Zakladu Mikrobiologii
Lekarskiej powstat Instytut Mikrobiologii (od 2002
— Katedra Mikrobiologii), a w nim Zaktady: Bakterio-
logii, Wirusologii, Mykologii, Parazytologii oraz Im-
munologii (ten ostatni zaktad w 1990 roku zostat prze-
ksztatlcony w samodzielng Katedr¢ Immunologii).

W Zaktadzie Bakteriologii, ktorego kierownikiem
w latach 1970-78 byt Zdzistaw Przybytkiewicz,
a po nim Piotr B. He c zk o, zasadniczym kierunkiem
badan byly mechanizmy ekologiczne zachodzace na
skorze ludzkiej ze szczegdlnym uwzglednieniem
przedsionka nosa jako niszy ekologicznej. Badano
roznice w jakosciowym 1 ilo$ciowym obrazie flory
drobnoustrojowej skory zaleznie od wieku, schorzen
wspotistniejacych oraz réznic geograficznych. Udo-
wodniono zwiazek pomigdzy nosicielstwem nosowym



508

Staphylococcus aureus, a zapadalno$cia na zakazenie
rany operacyjnej o takiej etiologii oraz mozliwos¢ pro-
filaktyki poprzez zastosowanie procedury eradykacji
przed zabiegiem operacyjnym. Badania te byly niezwy-
kle waznym wktadem polskich badaczy w przygotowa-
nie obecnie powszechnie obowiazujacych rekomendacji
dotyczacych zakazen miejsca operowanego po zabie-
gach operacyjnych przeprowadzonych w polu mikro-
biologicznie czystym [10, 11]. W Zaktladzie zastosowa-
no technike¢ typowania bakteriofagowego gronkowcow,
stosowano rowniez nowoczesne techniki diagnostyki
mikrobiologicznej oparte na metodach molekularnych
[33]. Poczawszy od lat 90-tych i obecnie szczegdlnie
intensywnie prowadzi si¢ badania nad ekologia drob-
noustrojow oraz zastosowaniem probiotykow i prebio-
tykow w profilaktyce i leczeniu schorzen, takich jak
waginoza bakteryjna czy biegunka rotawirusowa, jak
rowniez tych o zlozonej etiologii, jaka jest na przy-
ktad choroba Le$niowskiego-Crohna. Drugim znacza-
cym kierunkiem badan jest epidemiologia i mikrobio-
logia zakazen szpitalnych oraz antybiotykooporno$¢
i terapia przeciwdrobnoustrojowa.

Zaktad Wirusologii kierowany byt do roku 1996
przez lzabellg Zgdérniak-Nowosielska, po-
tem do roku 2001 przez Janusza Borysiewicza,
a nastgpnie do 2007 przez Barbar¢ Zawilinska.
W Zaktadzie kontynuowano rozpoczg¢te wezesniej pra-
ce nad zakazeniami mykoplazmowymi, zréznicowa-
niem systematycznym tych drobnoustrojow i doskona-
leniem metod diagnostycznych [38, 39]. Prowadzono
tez szczegOlowe badania in vitro i in vivo nad aktywno$-
cig przeciwwirusowa zwiazkéw chemicznych, w tym
rowniez pochodzenia roslinnego. Zastosowano przy
tym, we wspotpracy z Akademia Goérniczo-Hutnicza
w Krakowie (Pracownia Biocybernetyki kierowana
przez Ryszarda Tadeusiewicza), zaawansowa-
ne technologie cyfrowe oraz ,,maszyng cyfrowa”. Za-
interesowania techniczne Janusza Borysiewicza
obejmowaty nie tylko nowoczesne ,maszyny”, ale
rowniez urzadzenia do biezacej analizy mikrobio-
logicznej: w roku 1976 opracowal on przyrzad do
mierzenia strefy zahamowania wzrostu drobnoustroju
— tzw. cyrkiel mikrobiologiczny [4, 5]. Od lat 80-tych
waznym elementem zainteresowan badawczych byty
okoloporodowe zakazenia cigzarnych, poloznic i no-
worodkow nie tylko o etiologii wirusowej, ale i bak-
teryjnej: mykoplazmowe;j, ureaplazmowej oraz chla-
mydiowej. Pozostale znaczace tematy to zakazenia
powodowane przez wirus cytomegalii oraz onkogen-
nos¢ i diagnostyka wirusa brodawczaka ludzkiego.

Kierownictwo Zaktadu Mykologii w 1970 roku po-
wierzono Marcie Dolezal, ktora od wielu lat zajmowata
si¢ gldwnie odczynami serologicznymi w diagnostyce
schorzen grzybiczych. Kierownikiem byta do 1975 roku,
po niej t¢ funkcje na trzy lata objal Piotr B.Heczk o.
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W latach 70-tych i 80-tych cenny wktad do dorobku
naukowego Zaktadu wniosta Zofia Laskownicka,
ktora w latach 60-tych zdobywata wiedz¢ mykolo-
giczna w Instytucie Pasteura w Paryzu. Jej zaintereso-
wania byty skoncentrowane gtéwnie na problematyce
kryptokokozy i grzybic powierzchniowych wywota-
nych przez dermatofity. Od 1978 roku Zakladem
kierowal Bolestaw Pawlik, a od roku 2001 Anna
B. Macura. Problematyka naukowa Zaktadu My-
kologii to zagadnienia epidemiologii i diagnostyki
grzybic powierzchniowych i narzadowych oraz dzia-
tanie lekow przeciwgrzybicznych. Ten ostatni temat
wiaze si¢ z badaniami nad powstawaniem szczepow
opornych na powszechnie stosowane leki przeciw-
grzybicze. Bardzo istotnym zagadnieniem wspotcze-
snej medycyny jest powstawanie grzybic jatrogennych
— w tym zakresie w Zakladzie prowadzi si¢ ba-
dania nad mechanizmami patogennosci u grzybow,
a w szczeg6lnosci nad determinantami patogennosci.
Poza tym, w Zakladzie sa prowadzone szeroko zakro-
jone badania epidemiologiczne nad wystgpowaniem
grzybow w §rodowisku roznych placowek opieki zdro-
wotnej i produkcja mykotoksyn przez te grzyby.

Pierwszym kierownikiem i organizatorem Za-
ktadu Parazytologii byt Jan Starzyk, nastgpnie
w latach 1974-1992 Zakladem kierowata Krystyna
Zemburowa, apo niej do roku 2006 Mieczystaw
Dymon. Wiodacymi kierunkami badan Zaktadu
Parazytologii byly problemy zwiazane z toksoplazmo-
z7a, rz¢sistkowica i pneumocytozg (temat ten pojawit si¢
zanim szczegdtowo poznano gatunek Prneumocistis ca-
rinii, obecna nazwa: Pneumocystis jiroveci, zaliczony
do grzyboéw), a w ostatnich latach takze z toksokaroza.

W roku 2007 miata miejsce czg$ciowa reorganiza-
cja Katedry Mikrobiologii. Powstat Zaktad Bakterio-
logii, Ekologii Drobnoustrojow i Parazytologii pod
kierownictwem profesora Piotra B. Heczko oraz
nowy Zaktad Epidemiologii Zakazen, kierowany przez
dr hab. Matgorzate¢ Bulandg¢. Kierownikiem Zakta-
du Wirusologii zostatla dr hab. Magdalena Kosz-
Vnenchak, zwiazana do tej pory z Wydziatem Bio-
chemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Obecnie w Katedrze pracuje 49 osob,
w tym 1 profesor zwyczajny, 1 profesor nadzwyczaj-
ny, 2 adiunktéw habilitowanych oraz 11 oséb ze stop-
niem doktora.

Katedra prowadzi zajgcia dydaktyczne dla studen-
tow Wydziatu Lekarskiego CM UJ, Wydzialu Stoma-
tologii, Wydzialu Farmaceutycznego (analityka) i Wy-
dziatu Nauk o Zdrowiu (pielggniarstwo, potoznictwo,
inspekcja sanitarna, ratownictwo medyczne). Ponadto
ksztalci studentow obcokrajowcow oraz realizuje zada-
nia z zakresu ksztatcenia podyplomowego lekarzy mi-
krobiologéw, lekarzy chorob zakaznych, diagnostow
mikrobiologéw medycznych i inny grup zawodowych.
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3. Podsumowanie

Obecnie w Polsce dziata wicle oSrodkdéw, ktore
moga poszczyci¢ si¢ znaczacymi naukowymi i dydak-
tycznymi osiagnigciami w zakresie mikrobiologii lekar-
skiej. Zamiarem autoré6w bylo przypomnienie korzeni
tej dziedziny, siggajacych czaséw zabordw oraz roli
uczelni krakowskiej, ktéra organizacyjnie i naukowo
dala poczatek polskiej mikrobiologii, co w duzej mie-
rze bylo zastuga profesora Odona Bujwida — jego
energii, wszechstronno$ci i glebokiej wiedzy. Ucznio-
wie Bujwida stanowili potem trzon kadry naukowej
w latach migdzywojennych w Odrodzonej Polsce, roz-
wijajac nastepne znakomite osrodki we Lwowie, War-
szawie, Poznaniu i innych miastach [21].

Przedstawiajac wktad kolejnych pokolen naukow-
cow w rozwo6] mikrobiologii lekarskiej w Krakowie,
ze wzgledu na skromne rozmiary artykutu, nie wymie-
niono wszystkich nazwisk. Na zakoficzenie nalezy
wigc jeszcze podkresli¢, ze na przestrzeni ponad stu
lat historii naszej jednostki, od Katedry Higieny do
Katedry Mikrobiologii, zwiazanych z nia bylo wiele
zashuzonych os6b — poza wspomnianymi w tekscie
—1inie tylko jako etatowi pracownicy naukowo-dydak-
tyczni i naukowo-techniczni, ale tez jako studenci,
doktoranci oraz wspolpracownicy przy realizacji te-
matoéw badawczych.
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Abstract: 1t is the 21% century, we are young, both world wars and people who lived then belong to the history. Some of us have
heard about professor Weigl, however not much beyond mere facts: born in 1883, a brilliant scientist in many fields: zoology,
parasitology, anatomy, histology, entomology and microbiology, inventor of the first effective vaccine against epidemic typhus
(spotted fever) caused by Rickettsia. During the Second World War professor Weigl was the head of Typhoid Institute organized by
the Nazis. Apart from saving people by making them workers of the Institute, he rescued many lives illegally distributing his vaccine
to the occupied areas. He received many honors for his research. Professor Weigl was not only an excellent scientist but also a great
patriot and a lot of people owe their lives to him. For us he is a role model and an authority. Despite the hard times, he did not care
for fame and money. He just wanted to create something new in science and to be a good man. Charles Nicolle said: “Weigl has
saved the lives of thousands of people. He is the man who deserves the highest praise”.

Stowo kluczowe: Rickettsia, szczepionka, Weigl Rudolf Stefan
Key words: Rickettsia, vaccine, Weigl Rudolf Stefan

Rudolf Stefan Weigl — nazwisko, ktore kojarzy
si¢ dzi$ przede wszystkim z wynalezieniem szczepion-
ki przeciwko tyfusowi plamistemu. I slusznie. Mato
kto jednak wie ze biolog Ten, urodzony 2 wrzes$nia
1883 roku w Prerowie na Morawach w niemieckiej ro-
dzinie byl nie tylko naukowcem. Byt patriota, ktory
wychowany w Polsce umilowatl nasza ojczyzng do
tego stopnia, ze pomimo korzysci jakie mogt osiagnac
odrzucit propozycje¢ zmiany narodowos$ci podczas
drugiej wojny $Swiatowej. Zawsze powtarzal, ze jest
Polakiem. Wszechstronnie wyksztatcony: w roku 1907
ukonczyl studia przyrodnicze na Uniwersytecie Lwow-
skim, a nastgpnie, w roku 1913, habilitowat si¢ z za-
kresu histologii, zoologii i anatomii poréwnawcze;j.
Nie traktowal nauki jako jedynego celu w zyciu.
Wrecz przeciwnie: nauka pomagata Mu osiagaé inne,
niemniej wazne cele [1, 4, 6, 8, 9].

Przygoda z tyfusem plamistym rozpocz¢la sig pod-
czas pierwszej wojny swiatowej, kiedy R.S. Weigl
pracowat dla wojska jako parazytolog badajac tyfus
plamisty na uniwersytecie we Lwowie [5]. W tym cza-
sie brazylijski mikrobiolog, Henrique Rocha-Lima
odkryt drobnoustr6j wywotujacy te chorobg, i na czesé
dwodch mikrobiologéw: Amerykanina Rickettsa
i Czecha Prowazka, ktorzy zgingli badaja czynnik
etiologiczny duru plamistego nazwat go Rickettsia
prowazekii. Od 1910 roku dzigki Charles Nicole
wiadomo bylo, ze za szerzenie tyfusu odpowiedzialne
sa wszy [4, 6, 8, 9]. Z powodu braku mozliwosci
hodowli tego drobnoustroju w warunkach laborato-
ryjnych naukowcy Ci nie byli pewni swego odkrycia.

Bakterie R. prowazekii mnoza si¢ wylacznie wewnatrz
organizmu zywego. | tu przelomowa technik¢ wpro-
wadzit R.S. Weigl: sztuczne doodbytnicze (wigc
nie fizjologiczne) zakazenie wszy drobnoustrojami,
co ostatecznie pozwolito udowodni¢ etiologiczna rolg
owadoéw w tyfusie plamistym. Zakazania wszy do-
konywano z pomoca szklanej kapilary o grubo$ci wlo-
sa §cigte] skosnie i z oblepionymi brzegami aby
nie skaleczy¢ owada. Z zakazonych jelit, zmiazdzo-
nych i odpowiednio oczyszczonych, robiono szcze-
pionke [2, 6, 8].

Dlaczego tyfus plamisty? Tyfus zwany inaczej du-
rem plamistym to choroba powodowana przez Ricket-
tsia prowazekii. Wyroznia si¢ tyfus szczurzy przeno-
szony przez pchly majacy charakter endemiczny oraz
tyfus europejski przenoszony przez wszy. Tq wlasnie
choroba zainteresowat si¢ Rudolf Weigl. Na poczatku
XX wieku — w czasach wojen i konfliktow to wtasnie
tyfus plamisty zbierat najwigksze zniwo wsrod ludzi
na froncie i w domach. Panowata epidemia paniki ze
wzgledu na niemoc lekarzy, ktorzy nie umieli skutecz-
nie leczy¢ choroby, a w dodatku sami umierali z po-
wodu zakazen [2, 3, 6, 8].

W czasie pierwszej wojny Swiatowej R.S. Weigl
pracowat jako parazytolog dla Armii Austriackiej [2].
Po wojnie za$ zostal mianowany kierownikiem Wojsko-
wego Laboratorium Bakteriologicznego w Przemyslu
[5]. Kontynuowal badania nad tyfusem plamistym
zdobywajac uznanie $wiata nauki i tytul zwyczajnego
profesora Biologii Ogdlnej Wydziatu Lekarskiego na
Uniwersytecie Jana Kazimierza we Lwowie [2].

* Autor korespondencyjny: Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej UL, ul. Banacha 12/16, 90-237 L6dz, tel. (42) 635 44 72
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Rys. 1. a — Rudolf Stefan Weigl; b — Profesor i wspotpracownicy w laboratorium; ¢ — klateczka zaprojektowana przez
profesora Weigla, w ktorej hodowano wszy; d — karmiciel z klateczkami zawierajacymi wszy; e — §lady po zdjgciu klateczek [7]

Profesor poswigcit si¢ catkowicie badaniom duru
plamistego, ale w Jego dorobku znalez¢ mozna row-
niez liczne prace z dziedziny cytologii (zajmowat si¢
strukturg aparatu Golgiego i mitochondriow) oraz
transplantologii [5].

W 1939 1. Profesor wyjechat do Abisynii, gdzie po-
magal w opanowaniu epidemii duru plamistego tworzac
zaktad produkujacy szczepionke [4]. Z powodu wid-
ma wojny wrocil jednak do kraju wiedzac, ze bgdzie
potrzebny w ojczyznie. W latach 19391941, podczas
okupacji sowieckiej Lwowa, profesor Weigl prowa-
dzit prace w Instytucie Badan nad Durem Plamistym
i Wirusami [9]. Po wkroczeniu do miasta Niemcow
w 1941 roku Profesor odrzucit ztozona mu propozycje
podpisania Reichslisty i objecia katedry w Berlinie.
Gest ten byt jednoznaczny z utrata poparcia wtadz nie-
mieckich dla Jego kandydatury do Nagrody Nobla.
Musial tez zgodzic si¢ na przejscie Instytutu pod zarzad
Wehrmachtu i produkowanie szczepionki dla Niem-
cow, co niejednokrotnie byto Mu po wojnie wypo-
mniane. Wymogt jednak na Niemcach, ze to On decy-
duje kogo zatrudnia do pracy w Instytucie Produkcji
Szczepionki [5, 9]. Byt to krok wymagajacy ogromne;j
odwagi, bo ludzie ktorzy tam pracowali czesto nie po-

siadali odpowiednich kwalifikacji (miato to wpltyw
na jako$¢ szczepionki oraz na bezpieczenstwo pracy).
W ten sposob Profesor uratowat zycie kilku tysiacom
przedstawicieli polskiej inteligencji, konspirujacej
mlodziezy oraz bojownikom ruchu oporu. Ludzie ci
pracowali jako: hodowcy — hodowali z jajeczek wszy
i dbali o klatki, karmiciele — oddajacy codziennie krew
kilku tysiacom wszy, zdrowymi zakazonym, strzy-
kacze — wstrzykiwali wszom zarazki, preparatorzy
— wyjmowali jelita i preparowali z nich szczepionke
(rys. 1) [2, 8, 9].

Pracownicy R.S. Weigla dostawiali od Niemcow
biate tekturki mocowane na drzwiach mieszkania ,, Tu
mieszka pracownik Instytutu Weigla”. W kieszeniach
nosili z6tta kartke z ortem, swastyka i napisem ,,Insty-
tut fiir Fleckfieber und Virusforschung”. Praca w In-
stytucie chronita ich przed tapankami, wywdzka do
Niemiec i zapewniata przydzial zywnosci. Bycie ,,weig-
lowcem” oznaczato praktycznie nietykalno$¢ [4].

Profesor przekonal rowniez Niemcow, ze aby szcze-
pionka byla skuteczna potrzebne mu sa wszy z getta
(jak moéwit — po to aby odnawiaé szczepy). Oficjalnie
jezdzono do warszawskiego getta po owady, nieoficjal-
nie — z buteleczkami ze szczepionka, ktora uratowata



PROFESOR RUDOLF STEFAN WEIGL (1883-1957)

zycie wielu przebywajacym tam Zydom. Z polecenia
R.S. Weigla szczepionka docierata tez do getta
Iwowskiego i do obozu w Oswigcimiu. Jednym z wielu
ocalonych byt profesor Ludwik Hirszfeld (przeby-
wajacy w warszawskim getcie), ktoremu jeden z pra-
cownikéw Weigla dostarczyl szczepionke [6, 9].

Hitlerowcy bali sig tyfusu wigc zgodzili si¢ na ma-
sowe szczepienia. W ten sposob Weigl zaszczepit
tysigce osdb, m.in. cztonkéw Armii Krajowej, tajnych
wyktadowcow, ludzi z ruchu oporu. Profesor nie tylko
ratowatl zycia — uratowat tez polska nauke. Mimo oku-
pacji w Instytucie panowata atmosfera sprzyjajaca
dziatalnosci naukowej. Powstawaly znakomite prace,
ktore przyczynily si¢ do rozwoju biologii i medycyny.
Stefania Pokorny, Zbigniew Stuchly i Ewa
Lomnicka-Broszkiewicz zajmowali sig bio-
logia wszy; Stanistawa Woyciechowska badata
zagadnienia z zakresu cytologii, kontynuujac prace
Rudolfa Weigla; Tadeusz Korzybski i Stefan
Krynski opisali toksyczne dzialanie R. prowazekii,
arazem ze Stanistawa Woyciechowska udowod-
nili rolg hemoglobiny w cyklu zyciowym wszy [4, 9].

Wiosna 1944 roku, gdy do Lwowa ponownie mialy
wkroczy¢ wojska sowieckie, Profesor nie przyjat pro-
pozycji Niemcow aby ewakuowac si¢ do Niemiec, lecz
wyjechal do Kroscienka. Ponownie nie opuscit Ojczyz-
ny. Po wojnie pracowatl w Katedrze Biologii Ogdlne;j
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, a nastgpnie
w Katedrze Biologii Ogo6lnej Uniwersytetu Poznan-
skiego. Zmarl 11 sierpnia 1957 roku w Zakopanem
i zostat pochowany na cmentarzu Rakowickim w Kra-
kowie [1, 4, 8, 9].

Rudolf Weigl jako pierwszy wprowadzil badania
na zywych owadach. Wielu uczonych, za jego przykta-
dem posthuzyto si¢ owadami w opisaniu licznych gatun-
kow drobnoustrojow. Dzigki niemu owady i roztocza
zaczgto traktowac jako rodzaj zwierzat doswiadczal-
nych. Stosujac technikg profesora Weigla badano
m.in.: kretki, paleczki jelitowe gronkowce. Jak sig poz-
niej okazalo technika ta stala si¢ niezbedna w takich
dziedzinach jak na przyktad wirusologia [3-5].

Cho¢ tak wiele wnidst do nauki, nauka nie stano-
wila dla niego drogi do kariery. Byla jego najwieksza,
o ile nie jedyna mitoscia. Weigl byt bardzo zaanga-
zowany w to co robit, byl zawsze chetny do pomocy.
Ten precyzyjny eksperymentator, szukajacy potwier-
dzenia swoich tez w wielu badaniach i setkach pow-
torzen, byl tez me¢zem i ojcem. Byt zapalonym wedka-
rzem oraz tucznikiem, ktory sam lutowat groty [5].

Za zashugi dla nauki oraz pomoc ludziom w okre-
sie okupacji hitlerowskiej zostal odznaczony m.in.:
Panstwowym Odznaczeniem od kréla belgijskiego
Leopolda za uratowanie zycia belgijskim misjonarzom
w Chinach (1937 r.), Orderem $w. Grzegorza od pa-
pieza Piusa XI za ratowanie tysi¢cy ludzi na réznych
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kontynentach (1938 r.), orderem Polonia Restituta,
Krzyzem Komandorskim z Gwiazda (1937 r.) czton-
kostwem wielu naukowych instytucji, tytutem Sprawie-
dliwego Wsrod Narodéw Swiata (posmiertnie odzna-
czony przez izraelski Instytut Yad Vashem w roku
2003), kandydowat rowniez do Nagrody Nobla, ktorej
niestety nie otrzymat [2, 3, 8, 9].

Osoba profesora Rudolfa Stefana Weigla to
wciaz posta¢ zbyt mato znana dla wielu ludzi. Smutny
jest fakt, ze wielu mtodych mikrobiologéw nie zna
tego nazwiska. Z czego to wynika? Moze to czasy,
w ktorych zyl Profesor sprawily, iz nie osiagnat On
wielkiej popularno$ci wérod spoleczenstwa (nienauko-
wego), a moze charakter Weigla, ktory przedkla-
dat badania i obserwacje nad publikowanie uzyska-
nych wynikéw. Cokolwiek to spowodowato, Profesor
byt niewatpliwym autorytetem, a pamig¢ o nim nalezy
pielegnowac i szerzy¢. Jego postawa — odwaga i upor
zashuguja na podziw. Swoim zyciem udowodnit, ze
mimo przeciwnosci losu, nieprzychylnosci i zto§liwos-
ci wielu Iudzi mozna osiagna¢ naprawde wiele. I nie
chodzi tu o rozglos czy pieniadze, ale o rozwdj nauki
i czerpanie z tego satysfakcji.

Podzigkowania

Autorki serdecznie dzigkuja profesorowi Wactawowi
Szybalskiemu za wszelkie sugestie i komentarze oraz Panu
Stanistawowi Kosiedowskiemu, autorowi strony www.lwow.
home.pl, za mozliwo$¢ wykorzystania zamieszczonych tam
zdje¢. Szczegdlne podzigkowania kierowane sa do profesor
Wiestawy Rudnickiej za ogromne wsparcie i nieoceniong pomoc.
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Recenzowana ksiazka (tom 1-szy) jest podrecznikiem akade-
mickim mikrobiologii technicznej, przeznaczonym gtownie dla
studentow uczelni politechnicznych. Autorzy — w sumie 26-ciu
— zachgcaja rowniez do korzystana z niej studentow i mtodych
pracownikow innych specjalnosci. Dzielo to — poza kilkoma
wyjatkami — IBB PAN, Agropharmu S.A. i Inst. Med. Pracy
— napisali pracownicy Politechniki Lodzkiej. Warto w tym
miejscu zaznaczy¢ iz, uczelnia ta ma duze zashugi dla rozwoju
mikrobiologii technicznej w Polsce. Tutaj bowiem od 1952 roku
dziata Katedra Mikrobiologii Technicznej oraz od 1975 r. Insty-
tut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, obie te struktury
utworzone zostaly m.in przez niedawno zmarta prof. dr hab.
Jadwige Jakubowska. Prawie wszyscy Autorzy podregcznika sa
pracownikami tej placowki oraz jak sadz¢ kontynuuja Jej dzieto
— cho¢ o tym nie wspominaja w przedmowie.

Celem ksiazki bylo jak sadzg, napisanie podrgcznika akade-
mickiego mikrobiologii przemystowej/technicznej spetniajacego
wcezesniej obowiazujace minima programowe dla specjalnos$ci
Biotechnologia. Cel ten w pelni osiagnigto. Sadz¢ rowniez, iz
drugim by¢ moze nie u§wiadamianym celem jej napisania byta
cheé ,,zakonserwowania” w $wiadomosci biologow nazwy
mikrobiologia techniczna.

W Przedmowie Autorzy definiuja pojgcie mikrobiologia
techniczna/przemystowa jako przedmiot, ktory zajmuje si¢ opi-
sem zjawisk wywolanych przez mikroorganizmy podczas prowa-
dzenia procesow przemystowych zaréwno tradycyjnych procesow
fermentacyjnych, jak i procesow biosyntezy czy biotransformacji
mikrobiologicznej stosowanych w produkcji lekow czy bio-
preparatow wykorzystywanych przez cztowieka w gospodarce.
I dalej — Autorzy podkreslaja, iz zadaniem mikrobiologii tech-
nicznej jest badanie i gromadzenie informacji o drobnoustrojach
istotnych w tych procesach. Rozumiem z tej wypowiedzi, iz za-
dania tej dyscypliny maja charakter fenomenologiczny. Autorzy
nie zajmuja si¢ tutaj konkretnymi przyktadami technologii bio-
logicznych w ktorych zastosowano drobnoustroje. Zamiast tego,
dos¢ ogdlne informacje o biologii drobnoustrojow plus opisy kil-
ku technik laboratoryjnych, przewazaja w problematyce podrgcz-
nika. Dochodzi nawet do paradoksu, w ksiazce pt. Mikrobiologia
techniczna, znajduje si¢ osobny rozdziat pt. Mikroflora cztowie-
ka, natomiast niema nawet wzmianki o catej dyscyplinie zwanej
obecnie inzynieria bioprocesowa. Wiadomo, ze postep w inten-
syfikacji procesow biosyntezy czy biotransformacji, ktory jest
réwniez ostatecznym celem badan podstawowych, uzyskuje sig
w dwu rownolegtych typach manipulacji tj. ulepszaniu szczepow

(o tym Autorzy pisza) oraz optymalizacji samego procesu (pro-
jektowanie aparatury np. do hodowli drobnoustrojow z uwzgled-
nieniem takich problemow jak choéby, mieszanie, napowietrzanie,
stress wywotany dziataniem naprgzenia stycznego $cinajacego
itp.) Sadzg, iz brak omowienia choc¢by tylko w zarysie tej pro-
blematyki zuboza podrgcznik, ktéry w obecnej formie mozna
okresli¢ jako Mikrobiologii technicznej, bez techniki.

Blizsza jest mi koncepcja ksiazki przedstawiajacej te same
tresci zawarte w klasycznym juz podrgczniku prof. Aleksandra
Chmiela pt. Biotechnologia. Podstawy mikrobiologiczne i bio-
chemiczne (PWN Wa-wa 1998).

A. Chmiel pisze w nim, iz” Biotechnologia jest interdyscypli-
narnq dziedzing nauki, obejmujqcej rozne kierunki techniczne-
go wykorzystania materiatow i proceséw mikrobiologicznych.
W szczegolnosci obejmuje ona procesy biosyntezy i biotransfor-
macji, przebiegajq one przy udziale drobnoustrojow, kultur ko-
morkowych — roslinnych i zwierzecych — in vitro — oraz enzymow
a takze obejmuje izolacje tak otrzymanych biopreparatow.

Jesli chodzi o uktad treSci oraz poziom ogdlnosci prezen-
towanej problematyki oba podreczniki (Chmiela i Libudzisz
i wsp.) sa podobne. Jednakze A. Chmiel traktuje zagadnienia
optymalizacji proceséw jak i biologii drobnoustrojow jako row-
nie wazne. Jest dla mnie sprawa oczywista, iz to co dawniej na-
zywano mikrobiologia techniczna czy przemystowa jest czgscia
ogolnej biotechnologii. W zaleznosci od rodzaju uzyskiwanych
produktow mozna ja podzieli¢ na trzy dzialy tj. biotechnologig
biala, zielong i czerwona. W kazdym z tych dziatéw udziat
drobnoustrojow jest nie do przecenienia.

Recenzowana ksiazka sktada si¢ z pigciu czgsci zatytulowa-
nych: I. Charakterystyka mikroorganizmow, II. Mikroorganizmy
a czynniki srodowiskowe, III. Mikroorganizmy w $rodowiskach
naturalnych, IV. Laboratorium mikrobiologiczne, V. Ulepszanie
i przechowywanie mikroorganizmoéw. Calos¢ konczy zestawienie
literatury uzupetniajacej oraz skorowidz. Tytuty czgséci I i I1I su-
geruja, iz Autorzy sa szczegolnie zainteresowani problematyka
srodowiska. W zapowiedziach 2-gi tom podrgcznika zatytutowa-
ny Mikroorganizmy w biotechnologii, ochronie Srodowiska i pro-
dukcji Zywnosci wraca znowu do tej problematyki. Mdj niepokoj
budzi fakt, iz Autorzy chca pisa¢ w nim o biotechnologiach biatej
(produkcja zywnosci), biotechnologii zielonej (ochrona $rodo-
wiska, produkcja Zywnoéci) a nie przewidziano tam miejsca dla
omowienia niezwykle waznej grupy tj. biotechnologii stosujacej
drobnoustroje w medycynie (biotechnologia czerwona).

Za bardzo oryginalne uwazam natomiast dwa rozdziaty pod-
rgcznika tj. rozdzial traktujacy o zasadach bezpiecznej pracy
w laboratoriach mikrobiologicznych a szczegoélnie opis regula-
cji prawnych zapewniajacych takie warunki. Mysle jednak, ze
ze wzgledu na duze zainteresowanie polskiego spoteczenstwa
oraz obawy zwiazane z uzyciem GMO, moze warto by bylo
w przysztym wydaniu podrgcznika przedstawi¢ rowniez zasady
bezpiecznej pracy z ta grupa drobnoustrojow.

Wreszcie za cenny uwazam pomyst wzbogacenia rozdziatu
o sposobach przechowywania szczepoéw bakteryjnych zestawie-
niem znanych migdzynarodowych kolekcji szczepow wirusow
bakterii i grzybow.

Jerzy Hrebenda
Instytut Mikrobiologii
Uniwersytet Warszawski
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Zaczng od subiektywnej oceny, otd6z uwazam, iz ksiazka
M.K. Blaszczyka pt. Mikroorganizmy w ochronie Srodowiska
jest jednym z lepiej napisanych polskich podrgcznikow aka-
demickich traktujacych o $rodowisku. Wystarczy przeczytad
kilka rozdziatow — aby nie begdac nawet specjalista — ocenié,
iz dzieto to przygotowat fachowiec. Swiadcza o tym zaréwno
wybor tematyki, jezyk, sposob dokumentowania, jak rowniez
fakt, wlaczenia do ksiazki wynikow wlasnych prac eksperymen-
talnych, ktére dobrze ilustruja omawiane w podreczniku prob-
lemy oraz ,,czynia wrazenie” autentyczno$ci prezentowanych
przez Autora tresci.

Ksiazka sktada si¢ z 12-tu rozdziatdéw o dos¢ ogdlnie sfor-
mutowanych tytutach, kazdy z nich rozbity jest na podrozdziaty
(od kilku do kilkunastu), kazdy tez konczy si¢ spisem literatury
przedmiotu (przewazaja najswiezsze publikacje). Procz tego ca-
to$¢ poprzedza krotki wstgp oraz zestawienie skrotow uzywa-
nych w tek$cie. Poszczegdlne rozdziaty zatytulowano: Co to sa
prokarioty? (1), Mikrobiologiczne metody uzdatniania wody do
picia (2), Oczyszczanie $cieckow metodami konwencjonalnymi
(3), Biologiczne usuwanie azotu mineralnego ze $ciekow (4),
Oczyszczanie $ciekow w warunkach beztlenowych (5), Kompo-
stowanie odpadow organicznych (6), Biotugowanie metali z rud
i odpadow (7), Biodesulfuryzacja wegla kamiennego i ropy naf-
towej (8), Mikrobiologiczna deodoryzacja emisji bioprzemysto-
wych i przemystowych (9), Bioremediacja (10), Biosensory mi-
krobiologiczne (11), Skorowidz rzeczowy (12).

Ilo$¢ informacji zawartej w kazdym z poszczeg6lnych roz-
dzialow jest poréwnywalna w catym podreczniku. Oznacza to,
iz Autor pracujacy wiele lat w Zaktadzie Mikrobiologii Srodo-
wisk Instytutu Mikrobiologii UW oraz na co dzien zajmujacy
si¢ roznymi metodami oczyszczania §ciekow, traktuje powaznie
zaréwno bliska sobie tematyke ,,$cieckowca” jak i mniej atrak-
cyjna dla Niego tematyke w rodzaju mikrobiologicznej deodo-
ryzacji bioemisji, emisji przemystowych czy biosulfuryzacji
wegla kamiennego. Z podrecznika mozna si¢ dowiedzie¢ na
czym polega uzdatnianie wody, kompostowanie materii organicz-
nej czy tez bioremediacja. Autor nie ucieka rowniez od omowie-
nia probleméw bardzo obecnie modnych — mam tutaj na mysli
rozdzial poswigcony biologicznym biosensorom.

Mikroorganizmy w ochronie Srodowiska zostaly wydane
przez PWN cztery lata p6zniej po ukazaniu si¢ ksiazki pan
Ewy Klimiuk i Marii Lebkowskiej pt. Biotechnologia w ochro-
nie srodowiska. Obie ksiazki sa podrecznikami, ktérych z de-
finicji aktualno$¢ nie ulega zmianie w okresie przynajmniej
kilku lat. Stad wydanie drugiego podrgcznika o tej samej tema-
tyce (M. Blaszczyka), wydaje si¢ by¢ nieuzasadnione. Mysle,
ze powodow dla takiego postgpowania Wydawcy mozna zna-
lez¢ wiele, nie bedg starat si¢ ich tutaj rozszyfrowywac. Nato-
miast dla mnie fascynujaca byta mozliwos¢ przesledzenia inter-
pretacji i opisu tych samych zjawisk, przez dwu réznych
specjalistow o wyksztatceniu uniwersyteckim oraz wyksztatce-
niu politechnicznym.

Jerzy Hrebenda
Instytut Mikrobiologii
Uniwersytet Warszawski

Autor: praca zbiorowa pod redakcja naukowa
Jakuba Golaba
Marka Jakobisiaka
Witolda Laska
Tomasza Stoklosy
Tytul: Immunologia
Redaktor PWN: Krystyna Kruczynska
Projektant oktadki: Edwin Radzikowski
Wydawnictwo naukowe PWN S.A.
Warszawa 2007
ISBN 978-03-01-15154

Recenzowany podrgeznik jest kolejna, najnowsza oferta
PWN z zakresu immunologii. Wydana ksiazka jest podrgczni-
kiem akademickim przeznaczonym glownie dla studentow wy-
dziatéw biologicznych i biotechnologicznych Uniwersytetow,
studentow wydziatdow weterynaryjnych i zootechnicznych Uni-
wersytetow Przyrodniczych i Akademii Rolniczych oraz oczy-
wiscie studentow Uniwersytetow Medycznych. Prezentowany
podrecznik jest najnowszym, uzupetnionym zrédtem podstaw
immunologii. Zostal on napisany przez 16 autoréw specjalizu-
jacych si¢ w réznych dziedzinach wspolczesnej immunologii.
Autorzy sa przedstawicielami takich instytucji jak Akademia
Medyczna czy Narodowy Instytut Zdrowia. Immunologia jest
obecnie jedna z najszybciej rozwijajacych si¢ dziedzin biologii
wspotczesnej, stad bardzo celowe jest ciagle i czgste uzupetniane
zawartej w podrgcznikach wiedzy. Dlatego tez intencja autorow,
tj. uzupelnienie dotychczasowej oraz zebranie najnowszej
wiedzy z zakresu immunologii, byta jak najbardziej wskazana
i oczekiwana na rynku wydawniczym od kilku lat.

Tresci zawarte w podreczniku zostaty podzielone na 24 roz-
dzialy. Sekwencja rozdziatoéw jest logiczna i zgodna z przyjgtymi
normami. Kazdy z nich opisuje kolejno elementy uktadu immu-
nologicznego cztowieka, aby zakonczy¢ dzielo zjawiskami zwia-
zanymi z odpornoscia, autoimmunizacja oraz podstawami immu-
nomodulacji i immunologii nowotwordw. Szczegdlnie ten ostatni
rozdziat jest napisany na podstawie najnowszych osiagni¢¢ z za-
kresu immunologii nowotworéw i podejmowanych prob walki
z nimi. Az szkoda, ze ostatni rozdzial dotyczacy terapii nowo-
twordw nie zawiera najnowszych danych z roku biezacego, albo-
wiem obecnie obserwuje si¢ gwattowny rozwoj prowadzonych
badan w tym zakresie. Niestety przez dos¢ dhugi proces wydaw-
niczy nie ma mozliwosci zawarcia w podreczniku tych najnow-
szych informacji z ostatnich dni. OczywiScie powyzsza uwaga
w niczym nie umniejsza wielkiej warto$ci naukowej podrgcznika,
ktory za posrednictwem PWN od wielu lat stoi na czele listy pod-
recznikow akademickich pod wzgledem poziomu naukowego.

Podrgcznik na pewno zapewnia poznanie podstawowych
pojec 1 zdobycie obszernej wiedzy z dziedziny immunologii
w zakresie umozliwiajacym studiowanie. Podrgcznik wyr6znia
si¢ Swietng szata graficzna. Uklad oraz dobor rycin i zdjeé sa
prawidtowe, a opisy do ilustracji tak dobrane, aby naturalnie roz-
wijac tresci zawarte w tekscie. Schematy i rysunki czgsto po raz
pierwszy powstaty dla potrzeb tego podrecznika. Oceniany pod-
recznik zawiera dobrej jakoSci zdjecia i pomystowe schematy,
odpowiednio dobrane do prezentowanych tresci naukowych.
Podkreslenie waznych tresci i definicji sprawia, ze podrgcznik
moze tez peli¢ funkcje encyklopedyczne w zakresie immuno-
logii dla szerokiej rzeszy czytelnikow mniej zainteresowanych
ta dziedzing wiedzy.

Jacek Bielecki
Instytut Mikrobiologii
Uniwersytet Warszawski
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Autor: Andrzej Jedrczak

Tytul: Biologiczne przetwarzanie odpadow
Redaktor PWN: Barbara Kobylinska
Projektant oktadki: Joanna Sobieraj
Wydawnictwo Naukowe PWN S.A.
Warszawa 2007

ISBN 978-03-01-15166-9

Tytul: Chemia Srodowiska

Autorzy: G.W. van Loon, S.J. Duffy
Wydawnictwo: Wydawnictwo Naukowe PWN S.A.
Redaktor PWN: Matgorzata Galus

Projektant oktadki: Stefan Szczypka

Warszawa 2007

ISBN 978-83-01-15324-3

Gospodarka odpadami to wazna dziedzina gospodarki kaz-
dego nowoczesnego kraju. Dlatego prezentowana pozycja PWN
jest obecnie jak najbardziej na miejscu. Szczegdlnie wazny jest
fakt, ze coraz czg$ciej obserwowana ewolucja rynku paliwowe-
go w kierunku surowcéw naturalnych pochodzenia ros§linnego
nabiera ostatnio duzego tempa. Jest oczywiste, ze gospodarka
odpadami w takiej sytuacji ma szczegoélne znaczenie. Poza tym
przystapienie Polski do Unii Europejskiej obliguje nasz kraj do
znacznego ograniczenia sktadowanych odpadéw komunalnych
i ich przetwarzania.

Prezentowany podrgcznik zawiera wszystkie mozliwe infor-
macje o problemach zwiagzanych z produkcja odpadéw i ich ra-
cjonalng utylizacja. Mozna uzna¢, ze jest to dobre uzupetnienie
wiedzy z zakresu mikrobiologii przemystowej czy biotechno-
logii, dotyczace probleméw zwiazanych z utylizacja odpadow.
Bardzo dobrze stato sig, ze taki podrgcznik powstal, a przede
wszystkim ze wzgledu na to, ze stanowi zrodto wiedzy m.in. dla
biotechnologa na temat obowiazujacych przepisow prawnych
oraz zasad post¢gpowania z odpadami.

Ksiazka zawiera 14 rozdziatéw, rozdzielonych na podroz-
dzialy, ktore sensownie opisuja przedstawione zagadnienia. Po
wprowadzeniu, w ktorym autor zawart caly sens stworzenia pod-
recznika, kolejne rozdziaty zajmuja sig¢ w logicznej sekwencji
zagadnieniami zwiazanymi biodegradacja. Na poczatku znajdu-
je si¢ przeglad obowiazujacych przepisow i aktow prawnych.
Nastegpnie zawarto opis technologii opartych na bazie fermen-
tacji. Duzo miejsca w podreczniku zajmuja procesy zwiazane
z kompostowaniem odpadow i wynikajace z tego technologie.
Nie zabrakto tez rozdzialu oceniajacego zagrozen omawianych
procesow dla §rodowiska, aczkolwiek rozdziat ten nalezy uznac
za zbyt lakoniczny.

Podrecznik zakonczono przedstawieniem oryginalnych roz-
wiazan technicznych w zakresie fermentacji i kompostowania
stosowanych przez konkretne firmy biotechnologiczne, dziata-
jace aktualnie na rynku $wiatowym. Kazdy z rozdzialow kon-
czy sig spisem literatury wykorzystanej przy powstawaniu tekstu.
Spis ten zawiera najczgsciej prace publikowane po 2000 roku.
Ciekawe zestawienie metodyki stosowanej podczas utylizacji
odpadow na pewno wchodzi w zakres tresci nauczania na kie-
runku biotechnologia w ramach przedmiotu biotechnologia
w ochronie §rodowiska. Wiedza zawarta w podreczniku bedzie
takze przydatna studentom z kierunku ochrona $rodowiska rea-
lizowanego na wszystkich typach szkot wyzszych w kraju.

Jestem przekonany, ze informacje zawarte w przedstawio-
nym podregczniku na pewno przyczynia si¢ do zrozumienia pro-
blemow istotnych dla wspotczesnego spoteczenstwa w zakresie
gromadzenia odpadow, pozwola takze na wybodr optymalnej dro-
gi prowadzacej do ich usuwania ze srodowiska naturalnego.

Jacek Bielecki
Instytut Mikrobiologii
Uniwersytet Warszawski

Do rak studentow, pracownikéw stuzb ochrony srodowiska,
nauczycieli trafia bardzo solidny i nowoczesny podrecznik do-
tyczacy chemii srodowiska. W pierwszym rozdziale Autorzy
wprowadzaja czytelnikow w podstawowe zagadnienia nowoczes-
nej chemii Srodowiska, w sposob bardzo skondensowany. W dal-
szych rozdziatach kolejno omawiajg procesy chemiczne zacho-
dzace w atmosferze, hydrosferze i sSrodowisku ladowym. W czgsci
dotyczacej hydrosfery (cz¢$¢ B) w rozdziale 15-tym oméwione
zostaly procesy mikrobiologiczne i ich rola w cyklach biogeo-
chemicznych wegla, azotu i siarki. W nastgpnym rozdziale tej
czesci jeden z podrozdzialow poswigcono procesom mikrobiolo-
gicznym przydatnym w oczyszczaniu $ciekow. Czes¢ C poswig-
cona zostata srodowisku ladowemu. W tej czgsci Autorzy takze
nie ograniczaja si¢ do oméwienia tylko procesow chemicznych.
Bardzo sprawnie i w przystgpny sposob potrafia wykaza¢ po-
wigzania pomigdzy procesami biotycznymi i abiotycznymi.

W podreczniku znajdziemy rowniez elementy toksykologii
srodowiskowej. Procesy chemiczne i biochemiczne zachodzace
w Srodowisku sa dobrze ilustrowane przyktadami zjawisk/zdarzen
zachodzacych w réznych rejonach $wiata, cho¢ trudno oprze¢ si¢
wrazeniu, ze niektore przyktady sa dobrane dos¢ przypadkowo.
Wyraznie wskazano procesy zachodzace w sposob naturalny i te,
ktore maja antropogeniczne korzenie.

W kazdym rozdziale znajdziemy pytania w tekscie oraz ze-
staw zadan na koncu, ktére pozwalaja na skontrolowanie stop-
nia opanowania i zrozumienia zawartej w nim wiedzy.

Opanowanie materialu zawartego w podrgczniku wymaga
jednak podstawowej wiedzy z zakresu chemii ogdlnej i orga-
nicznej oraz podstawowej znajomos$ci biochemii. Na pewno nie
jest to podrgcznik dla studentéw pierwszych lat studiow nawet
na takim kierunku jak chemia.

Aleksandra Sktodowska
Pracownia Analizy Skazen Srodowiskowych
Uniwersytet Warszawski

Autor: Ewa U. Kurczynska i Dorota Borowska-Wykret

Tytul: Mikroskopia §wietlna w badaniach komérki roslinnej.
Cwiczenia

Redaktor PWN: Irena Zienkiewicz

Projekt oktadki i stron tytutowych: Edwin Radzikowski

Wydawnictwo Naukowe PWN S.A.

Warszawa 2007

ISBN 978-83-01-15223-9

Z przyjemnos$cig informuj¢ o ukazaniu si¢ wydanej przez
Wydawnictwo Naukowe PWN ksiazki Ewy U. Kurczynskiej
i Doroty Borowskiej-Wykret zatytutowanej ,,Mikroskopia swietl-
na w badaniach komorki roslinnej. Cwiczenia”.

Zaprezentowany w podreczniku program ¢wiczen z biologii
komorki byt przez wiele lat realizowany przez Autorki w Ka-
tedrze Biofizyki i Biologii Komdrki Wydziaty Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego.
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W recenzjonowanej pracy przedstawiono w prosty i zrozu-
mialy sposob podstawy optyki, budowe i zasady dziatania i pracy
z rdznego typu mikroskopami optycznymi. W kolejnych rozdzia-
fach Autorki omawiaja techniki stosowane w mikroskopii klasycz-
nej, kontrastowo-fazowej, fluorescencyjnej, polaryzacyjnej i po-
laryzacyjno-interferencyjnej. Kazdy z rozdziatow konczy klarowny
opis przyktadowych technik wykorzystywanych w barwieniach
stosowanych w danym dziale mikroskopii. W siddmym rozdziale
zostaly umieszczone dodatkowe informacje pozwalajace na za-
poznanie si¢ czytelnikow z technika laserowej mikroskopii kon-
fokalnej, zasadami interpretacji oraz z podstawami obrobki zare-
jestrowanego obrazu mikroskopowego w prostych programach
graficznych. Rozdziat ten konczy opis podstawowych technik la-
boratoryjnych wykorzystywanych na ¢wiczeniach. Pomocny jest
réwniez zawarty w rozdziale 6smym spis literatury umozliwia-
jacy dalsze samodzielne poglebianie wiedzy przez czytelnika.

Teraz za$ czas na tyzke¢ dziegciu — niewypatem okazat si¢
umieszczony na koncu rozdziatu 6smego spis adreséw interne-
towych. Internet jest szybko zmieniajacym si¢ medium i umiesz-
czanie w drukowanej publikacji adresow czg¢sto moze si¢ konczy¢
brakiem mozno$ci polaczenia sig z nieistniejaca juz strong. Waz-
ne jest rowniez umieszczanie prawidtowych bezbtednych adre-
sow, a budzacym usmiech na twarzy przeoczeniem czujnej redak-
cji PWN jest obecno$¢ w omawianym spisie nawet tacza do pliku
znajdujacego si¢ bezposrednio na komputerze jednej z autorek.

RECENZJE KSIAZEK

Ta mata wpadka redakcyjna nie pomniejsza jednak wartosci
merytorycznej publikacji. Ksiazka napisana jest w sposob przy-
stepny. Kazdy rozdzial zawiera wprowadzenie definiujace opi-
sang technike, a nastgpnie przyklady jej zastosowania w postaci
prostych dobrze opisanych przepisow umozliwiajacych samo-
dzielne wykonanie doswiadczenia. Tekst jest bogato ilustrowany,
co znakomicie utatwia zard6wno wykonanie jak i interpretacjg
wynikow opisanej procedury barwien komorki. Poszczegdlne
rozdziaty moga stanowi¢ pelna tres¢ ¢wiczen, ktore mozna wy-
konywac na zajeciach ze studentami.

Recenzowany podrecznik bedzie bardzo przydatny dla stu-
dentow kierunkoéw o profilu biologicznym do zaje¢ z budowy
i biologii komérki roslinnej. Pomimo tego, ze ksiazka jest skie-
rowana gtownie dla botanikoOw zapoznanie si¢ z opisanymi
w niej technikami i procedurami oraz ich zrozumienie pomoze
badaczom innych specjalnos$ci w wykonaniu barwionych prepa-
ratow mikroskopowych.

Podsumowujac otrzymalismy podrgcznik do ¢wiczen, ktory
mozna polecaé jako pomoc w nauczaniu technik mikroskopii na
zajeciach ze studentami oraz do wykorzystania w pracy samo-
dzielne;.

Jarostaw Wisniewski
Instytut Mikrobiologii
Uniwersytet Warszawski

Uprzejmie informujemy PT Czytelnikow, ze od wrzesnia 2008 roku na stronie
internetowej Postepow Mikrobiologii dziata wyszukiwarka. Umozliwia ona odnajdy-
wanie informacji zaréwno w biezacych jak i archiwalnych zeszytach naszego pisma.

Redakcja i Administrator Strony Internetowe;j




INFORMACJA

Zarzad Glowny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdw uprzejmie informuje, iz zgodnie
z Uchwala Walnego Zgromadzenia Delegatow z dnia 4.09.2008 r. od dnia 01.01.2009 r.
ulega zmianie wysokos$¢ sktadki cztonkowskiej.

» Wysokos¢ sktadki cztonkowskiej od 2009 roku wynosi 80 zl/rok,
> Wysokos¢ sktadki dla cztonkéw Emerytow — 40 zl/rok

Z optacania sktadki cztonkowskiej zwolnieni sa Czlonkowie Honorowi Polskiego Towarzy-
stwa Mikrobiologow.

SKEADKI PROSIMY OPLACAC DO KONCA I KWARTALU
KAZDEGO ROKU KALENDARZOWEGO

CZASOPISMA

» W ramach skladki otrzymaja Panstwo kwartalnik Postgpy Mikrobiologii lub Polish
Journal of Microbiology (prosimy o podanie wybranego czasopisma przy oplacaniu
skladki czlonkowskiej)

» Istnieje mozliwos¢ rocznej prenumeraty drugiego kwartalnika koszt 40 zt/rok
(dla cztonkéw PTM).

Informujemy, iz od dnia 01.01.2009 roku ulega zmianie numer konta PTM.
Od 01.01.2009 r. skladki czlonkowskie nalezy wplacaé na konto:
Nazwa posiadacza rachunku:

Polskie Towarzystwo Mikrobiologow, 00-725 Warszawa, ul. Chetmska 30/34

Bank i numer konta:
Bank Pekao S.A. 18 1240 5992 1111 0000 4774 7434




INSTRUKCJA DLA AUTOROW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTEPY MIKROBIOLOGII

W celu utatwienia publikowania w jednym miejscu artykutéw o podobnej problematyce, Postepy Mikrobiologii
wydawa¢ beda w formie suplementow, nastgpujace prace naukowe:

1. Referaty z sesji plenarnych Zjazdéw naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjéw organizowanych
staraniem Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw oraz Komitetu Mikrobiologii Polskiej
Akademii Nauk. Manuskrypt pojedynczego referatu nie powinien przekraczaé 25-ciu stron i powinien by¢ przy-
gotowany wg Informacji dla Autorow Postepow Mikrobiologii. Cato$¢ materiatdéw przygotowanych do jednego
suplementu nie moze przekracza¢ 150 stron maszynopisu.

2. Streszczenia przyjgtych przez organizatoréw referatow oraz doniesien prezentowanych na ww. Zjazdach nauko-
wych, Konferencjach oraz Sympozjach. Streszczenie nie powinno przekracza¢ jednej strony maszynopisu i kon-
czy¢ si¢ nie wigcej jak trzema pozycjami cytowanego pismiennictwa.

W suplemencie nie beda publikowane oryginalne prace doswiadczalne prezentowane na ww. Zjazdach naukowych.
Prace te po odpowiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukcja dla autoréw, mozna przesyta¢ do Redakcji Polish
Journal of Microbiology (Acta Microbiologica Polonica) lub innego czsopisma naukowego.

Autorzy lub zamawiajacy suplement ponosza peiny koszt jego opracowania oraz wydania. Mozliwy jest druk
czterech suplementow rocznie. Poniewaz materiaty przeznaczone do suplementu nie sa opracowywane oraz nie podle-
gaja ocenie Zespolu Redakcyjnego Postepow Mikrobiologii, zamawiajacy suplement, tj. osoba upowazniona przez
Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw lub Komitet Mikrobiologii PAN, bierze catkowita odpowie-
dzialno$¢ za redakcj¢ oraz warto$¢ merytoryczna suplementu. Wydanie suplementu powinno by¢ poprzedzone jego
akceptacja przez Zespot Redakcyjny Postepow Mikrobiologii.

Redakcja nie ponosi odpowiedzialnosci za tres¢ reklam i ogloszen

Oferta Reklamy

Postepy Mikrobiologii udostgpnia w kazdym numerze kilka stron (tacznie z wewngtrznymi stronami oktadek)
reklamie.

Pismo nasze dociera co kwartat do kilku tysigcy odbiorcow. Sa wérdd nich specjalisci roznych dziedzin mikrobio-
logii, pracujacy jako nauczyciele wyzszych uczelni, szkét §rednich oraz pracownicy naukowi instytutoéw badawczych,
biotechnolodzy oraz lekarze. Duza grupe naszego pisma stanowia studenci.

Cena ogloszenia czarno-bialego wewnatrz numeru wynosi:

1/2 strony 250, zi

cala strona 500,— z1

Proponujemy rowniez ogloszenia kolorowe — cena do uzgodnienia.

Teksty opracowanych graficznie reklam prosze¢ sktada¢ na adres Redakcji Postepow Mikrobiologii, 02-007 War-
szawa, ul. Oczki 3, tel. 628 08 22.
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