
http://www.pm.microbiology.pl



RADA REDAKCYJNA

JACEK BIELECKI (Uniwersytet Warszawski), RYSZARD CHRÓST (Uniwersytet Warszawski),
JERZY D£UGOÑSKI (Uniwersytet £ódzki), DANUTA DZIER¯ANOWSKA (Centrum Zdrowia Dziecka),

EUGENIA GOSPODAREK (Collegium Medicum UMK w Bydgoszczy), JERZY HREBENDA (Uniwersytet Warszawski),
WALERIA HRYNIEWICZ (Narodowy Instytut Leków), MAREK JAKÓBISIAK (Akademia Medyczna w Warszawie),

ANDRZEJ PASZEWSKI (Instytut Biochemii i Biofizyki PAN), ANDRZEJ PIEKAROWICZ (Uniwersytet Warszawski),
ANTONI RÓ¯ALSKI (Uniwersytet £ódzki), ALEKSANDRA SK£ODOWSKA (Uniwersytet Warszawski),

BOHDAN STARO�CIAK (Akademia Medyczna w Warszawie), BOGUS£AW SZEWCZYK (Uniwersytet Gdañski),
EL¯BIETA TRAFNY (Wojskowy Instytut Higieny i Epidemiologii),

STANIS£AWA TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA (Pañstwowy Zak³ad Higieny),
GRZEGORZ WÊGRZYN (Uniwersytet Gdañski), PIOTR ZIELENKIEWICZ (Uniwersytet Warszawski)

REDAKCJA

JERZY HREBENDA (redaktor naczelny), JACEK BIELECKI (zastêpca),
BOHDAN STARO�CIAK (sekretarz), MARTA BRZÓSTKOWSKA (korekta tekstów angielskich)

Adresy redakcji

Redaktorzy:
Instytut Mikrobiologii, Wydzia³ Biologii, Uniwersytet Warszawski

ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, tel. (0 22) 554 13 05/304, fax (0 22) 554 14 04
e-mail: j.hrebenda@biol.uw.edu.pl; jbielecki@biol.uw.edu.pl

Sekretarz
Zak³ad Mikrobiologii Farmaceutycznej, Warszawski Uniwersytet Medyczny

ul. Oczki 3 (parter), 02-007 Warszawa, tel. (0 22) 628 08 22, (0 22) 621 13 51
e-mail: bohdan.starosciak@wum.edu.pl

PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY

Redaktor odpowiedzialny: STEFANIA GIEDRYS-KALEMBA (Pomorska Akademia Medyczna w Szczecinie)

Adres Redaktora dzia³u Publikacje Metodyczne i Standardy

Katedra i Zak³ad Mikrobiologii i Immunologii Pomorskiej Akademii Medycznej, Al. Powstañców Wlkp. 72, 70-111 Szczecin,
tel./fax: (091) 46 616 51, 52, lub fax: (091) 46 616 59, e-mail: kalemba@mp.pl lub kalemba@sci.pam.szczecin.pl

Stali recenzenci:

JERZY D£UGOÑSKI (Uniwersytet £ódzki), WALERIA HRYNIEWICZ (Narodowy Instytut Leków),
JÓZEF KUR (Politechnika Gdañska), EUGENIUSZ MA£AFIEJ (Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki),

ANNA PRZONDO-MORDARSKA (Akademia Medyczna we Wroc³awiu)

CZASOPISMO WYDAWANE Z FINANSOW¥ POMOC¥
MINISTERSTWA NAUKI I SZKOLNICTWA WY¯SZEGO

ISBN  978 - 83 - 923731 - 3 - 1

Index Copernicus ICV = 3,16 (2008)

Na ok³adce:

Koegzystencja grzybni Paecilomyces sp. (¿ó³ta w centrum) z koloni¹ Bacillus sp.
(w kszta³cie spl¹tanego sznura) na p³ytce z agarem od¿ywczym.

Coexistence of Paecilomyces sp. (yellowish one in the centre) and Bacillus sp.
(rope-shaped) on an nutrient agar plate.

Fot. dr Jerzy Pi¹tkowski, Instytut Genetyki i Mikrobiologii, Wydzia³ Nauk Przyrodniczych,
Uniwersytet Wroc³awski

Projekt ok³adki: Jerzy Grzegorkiewicz

P O L S K I E  T O W A R Z Y S T W O  M I K R O B I O L O G Ó W

Nak³ad 1150 + 15 egz.,  Objêto�æ 10 arkusze wyd., Papier offser 80 g

Sk³ad i druk:
Zak³ad Wydawniczy Letter Quality, 01-216 Warszawa, Brylowska 35/38,
tel. 0 22 631 45 18, 0 607 217 879,  e-mail: letter.quality@neostrada.pl



POST. MIKROBIOL.,
2008, 47, 4, 447�456
http://www.pm.microbiology.pl

* Autor korespondencyjny: Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego, Katedra i Zak³ad Technologii Chemicznej
�rodków Leczniczych (Wydzia³ Farmaceutyczny), ul. Grunwaldzka 6, 60-780 Poznañ, tel.: (0 61) 854-66-37, Fax: (0 61) 854-66-39,
e-mail: tomasz.goslinski@amp.edu.pl

1. Wprowadzenie

Terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic the-
rapy, PDT) mo¿e mieæ zastosowanie w leczeniu cho-
rób nowotworowych [3, 4], infekcji bakteryjnych,
paso¿ytniczych, grzybiczych i wirusowych [13, 32],
³uszczycy [50], rogowacenia s³onecznego [22], reuma-
toidalnego zapalenia stawów [30], zwi¹zanej z wiekiem

degeneracji plamki ¿ó³tej [31] oraz w fotodiagnostyce
[37]. Terapi¹ fotodynamiczn¹ zajmuje siê zespó³ z³o-
¿ony z biochemika, chemika, biologa, lekarza, farma-
ceuty, fizyka i pielêgniarki [4].

Znaczenie PDT w leczeniu chorób nowotworo-
wych wzrasta od ponad 30 lat dziêki pionierskim
badaniom przeprowadzonym przez zespó³ Thomasa
I. D o u g h e r t y� e g o  [16]. Terapia fotodynamiczna
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charakteryzuje siê szeregiem korzystnych cech w po-
równaniu z konwencjonalnym leczeniem nowotworów
(chirurgia, radioterapia i chemioterapia). PDT jest
terapi¹ nieinwazyjn¹, nie wymaga skomplikowanej
aparatury, jest wygodna dla pacjentów i mo¿e byæ sto-
sowana w warunkach ambulatoryjnych. Terapia foto-
dynamiczna nie nadaje siê do leczenia pacjentów z za-
awansowanymi zmianami nowotworowymi, którym
towarzysz¹ przerzuty. Sprawdza siê ona natomiast
w leczeniu wczesnych i miejscowych zmian nowotwo-
rowych. Brak ograniczeñ zwi¹zanych z dawk¹ ca³-
kowit¹ pozwala na wielokrotne powtarzanie terapii.
Dzia³ania niepo¿¹dane s¹ g³ównie zwi¹zane z uczule-
niem na �wiat³o. PDT daje doskona³e efekty kosme-
tyczne i nie pozostawia blizn [9]. Bardzo zachêcaj¹ce
s¹ wyniki badañ klinicznych PDT na czterystu pacjen-
tach z chorobami nowotworowymi uzyskane w Bra-
zylii w latach 1997�2004 [4]. Fotouczulacze stosowane
w leczeniu chorób nowotworowych i badaniach kli-
nicznych to Photofrin®, Foscan® i ALA, a w leczeniu
zwi¹zanej z wiekiem degeneracji plamki ¿ó³tej to
VisudyneTM. Stosowanie PDT jest regulowane przez
instytucje rz¹dowe kontroluj¹ce wprowadzanie nowych
leków i metod terapeutycznych. W Europie s¹ do-
stêpne wszystkie wymienione powy¿ej fotouczulacze,
natomiast w Stanach Zjednoczonych Amerykañska
Agencja ds. ¯ywno�ci i Leków (Food and Drug Ad-
ministration, FDA) zaakceptowa³a tylko Photofrin®,
ALA i VisudyneTM.

Terapia fotodynamiczna skierowana przeciwko
drobnoustrojom (photodynamic antimicrobial chemo-
therapy, PACT) mo¿e staæ siê alternatyw¹ dla konwen-
cjonalnej terapii zaka¿eñ bakteryjnych, grzybiczych,
paso¿ytniczych i wirusowych [46].

Zastosowana w PACT kombinacja fotouczulacza
(fotosensybilizatora) i �wiat³a widzialnego prowadzi
do selektywnej destrukcji komórek drobnoustrojów.
Bakteriobójcze po³¹czenie barwnika i �wiat³a znane
jest od ponad stu lat, ale rozwój PACT zosta³ zahamo-
wany w po³owie ubieg³ego wieku przez wprowadze-
nie antybiotyków. Pojawienie siê metycylinoopornych
szczepów Staphylococcus aureus (MRSA) oraz wan-
komycynoopornych szczepów Enterococcus faecalis
i E. faecium (VREF) skierowa³o uwagê na PACT.
Obecnie uwa¿a siê, ¿e terapia ta mog³aby znale�æ za-
stosowanie w leczeniu zlokalizowanych infekcji skóry
i jamy ustnej. Standardowe leczenie przeciwgrzybicze
jest d³ugotrwa³e i ma³o efektywne, a w przypadku le-
czenia systemowego � wysoce toksyczne. W ostatnich
latach problemem staje siê rozwój oporno�ci wzglê-
dem przeciwgrzybiczych zwi¹zków z grupy triazoli.
Konieczne jest wiêc wprowadzenie nowych terapii
przeciwgrzybiczych, zw³aszcza u pacjentów z neutro-
peni¹, zapaleniem trzustki oraz u osób zaka¿onych
wirusem HIV [13].

Kluczowym etapem reakcji fotodynamicznej jest
wytworzenie reaktywnych form tlenu, w tym tlenu
singletowego. Enzymy antyoksydacyjne (dysmutaza
ponadtlenkowa i katalaza) zabezpieczaj¹ komórki
przeciwko pewnym formom rodnikowym tlenu, ale
nie przeciwko tlenowi singletowemu. Wydaje siê ma³o
prawdopodobne, aby bakterie i grzyby rozwinê³y
oporno�æ w stosunku do cytotoksycznego dzia³ania
tlenu singletowego, poniewa¿ w komórkach mikro-
organizmów wywiera on wp³yw na ró¿ne szlaki meta-
boliczne i organelle. PACT mo¿e byæ wiêc skuteczna
zarówno wobec bakterii wra¿liwych, jak i opornych
na antybiotyk. Wielokrotne stosowanie terapii nie do-
prowadzi³o do wyselekcjonowania opornych szcze-
pów bakteryjnych. Nie zaobserwowano tak¿e efektów
genotoksycznych i mutagennych w komórkach grzy-
bów i w komórkach ludzkich. PACT wykazuje poten-
cja³ przeciwwirusowy wzglêdem wirusa HIV, wirusów
zapalenia w¹troby oraz arbowirusów (wywo³uj¹cych
¿ó³t¹ gor¹czkê, gor¹czkê tropikaln¹ i gor¹czkê Za-
chodniego Nilu). Rozpatruje siê zastosowanie PACT
w zaka¿eniach wirusem Ebola i w zespole ostrej ciê¿-
kiej niewydolno�ci oddechowej (SARS) [13, 46].

Pomimo licznych sukcesów odniesionych w bada-
niach na kulturach komórkowych, niewielka ilo�æ prac
opisuje zastosowanie PACT w warunkach in vivo za-
równo u zwierz¹t, jaki i u ludzi.

2. Mechanizmy reakcji fotodynamicznej
i terapii fotodynamicznej

Mechanizm terapii fotodynamicznej opiera siê na
wzajemnym dopasowaniu trzech elementów: �wiat³a,
fotouczulacza i tlenu (Rys. 1). Fotouczulacz (lub jego
prekursor, który musi ulec metabolicznej aktywacji)
na�wietlony �wiat³em o okre�lonej d³ugo�ci fali prze-
chodzi z niskoenergetycznego stanu podstawowego do
stanu wzbudzonego. Cz¹steczka fotouczulacza mo¿e
powróciæ do stanu podstawowego, czemu towarzyszy
fluorescencja lub przej�æ do ni¿szego energetycznie
stanu tripletowego. Znane s¹ dwa mechanizmy reago-
wania fotouczulacza w tripletowym stanie wzbudzonym
z cz¹steczkami w komórce. Reakcje I typu dotycz¹
przeniesienia elektronu lub atomu wodoru bezpo�red-
nio z fotouczulacza na cz¹steczkê substratu z utwo-
rzeniem wolnych rodników, które natychmiast reaguj¹
z tlenem. W efekcie wytwarzane s¹ wysoce reaktywne
formy tlenu, jak anionorodniki nadtlenkowe, rodniki
hydroksylowe, nadtlenek wodoru. Reakcje II typu po-
legaj¹ na oddzia³ywaniu fotouczulacza z tlenem triple-
towym. Prowadz¹ do wytworzenia elektronowo wzbu-
dzonej i wysoce reaktywnej formy tlenu zwanej
tlenem singletowym. Oba wymienione mechanizmy
wskazuj¹, ¿e na przebieg reakcji fotodynamicznej ma
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wp³yw zarówno stê¿enie tlenu, jak i fotouczulacza.
Tlen singletowy bêd¹cy g³ównym czynnikiem bakte-
riobójczym reakcji fotodynamicznej ma krótki okres
¿ycia i dyfunduje na odleg³o�æ 100 nm. U bakterii
zmiany letalne obserwuje siê na poziomie kwasów
nukleinowych i/lub b³ony cytoplazmatycznej [32].
W przypadku grzybów fotouczulacz przechodzi do
przestrzeni periplazmatycznej przez zewnêtrzn¹ �cia-
nê komórkow¹ z³o¿on¹ z glukanu, mannanu, chityny
i lipoprotein. Nastêpnie przenika on do cytoplazmy,
gdzie wywo³uje lawinê efektów biochemicznych i funk-
cjonalnych. Obserwuje siê dezaktywacjê enzymów,
bia³ek i peroksydacjê lipidów, co prowadzi do lizy
b³on komórkowych, lizosomów i mitochondriów [13].

3. �ród³a �wiat³a

W terapii fotodynamicznej u¿ywa siê niskoenerge-
tycznego �ród³a �wiat³a widzialnego, które aktywuje
fotosensybilizator. Zastosowanie znalaz³y lasery oraz
tanie i ³atwiejsze do u¿ycia lampy. Miejsce z³o¿onych
i drogich �róde³ �wiat³a, g³ównie laserów: argonowe-
go, barwnikowych, laserów impulsowych na parach
z³ota i miedzi, zajmuj¹ obecnie ³atwiejsze w obs³udze,

przeno�ne i tanie lasery pó³przewodnikowe, systemy
diodowe (light-emitting diode, LED) oraz lasery fem-
tosekundowe. W leczeniu wiêkszych powierzchni sto-
suje siê niekoherentne �ród³a �wiat³a, jak np. lampy
wolframowe, halogenowe i ksenonowe [7, 26, 28, 34].

Fenotiazyny ulegaj¹ aktywacji przy 600�660 nm,
a ftalocyjaniny 630�690 nm. W lampach stosowanych
in vivo minimalizuje siê wp³yw promieniowania ultra-
fioletowego z uwagi na ryzyko mutagenezy oraz pro-
mieniowania podczerwonego, ¿eby zapobiec prze-
grzaniu tkanki. Typowe natê¿enie promieniowania
stosowane dla przeciwgrzybiczego PACT mie�ci siê
w zakresie 10�100 mW cm�2, z dawk¹ energii pomiê-
dzy 10�200 J cm�2. �wiat³o nie jest zdolne do g³êbo-
kiej penetracji tkanki, st¹d kliniczne zastosowanie
PACT jest obecnie ograniczone do obszarów, które
mo¿na na�wietlaæ powierzchniowo [13, 46].

4. Fotosensybilizatory

Fotosensybilizatory s¹ najczê�ciej zwi¹zkami p³aski-
mi o skoniugowanym systemie elektronów B. Wystê-
puj¹ licznie w �wiecie ro�lin. Przyk³adami mog¹ byæ
produkty degradacji chlorofilu, hiperycyna, fagopiryna,

Rys. 1. Schemat reakcji fotodynamicznej i terapii fotodynamicznej wraz z wybranymi strukturami: porfiryny (A),
protoporfiryny IX (E) (metabolit kwasu 5-aminolewulinowego (B)), ftalocyjaniny (C) i b³êkitu toluidyny (D).
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psoralen, angelicyna, aflatoksyny, alkaloidy, pochod-
ne tiofenu i poliacetyleny (Rys. 2). Du¿e ilo�ci ro�lin-
nych fotouczulaczy znaleziono w li�ciach pokrzywy
¿egawki (Urtica urens) z rodziny pokrzywowatych
(Urticaceae). Tertienyl wystêpuj¹cy w ró¿nych gatun-
kach aksamitek (Tagetes sp.) z rodziny astrowatych
(Asteraceae) wykazuje aktywno�æ fotodynamiczn¹
w stosunku do nicieni oraz Candida albicans. Przed-
stawiciel poliacetylenów, fenyloheptatrien wystêpuj¹cy
w rodzinach astrowatych (Asteraceae) i selerowatych
(Apiaceae) posiada w³a�ciwo�ci fototoksyczne i anty-
biotyczne w stosunku do bakterii, grzybów, ludzkich
fibroblastów, larw owadów. Przeciwwirusowe dzia³a-
nie hiperycyny z dziurawca zwyczajnego (Hypericum
perforatum) z rodziny dziurawcowatych (Guttiferae)
mog³oby znale�æ zastosowanie do sterylizacji krwi [18].

Potencjalny fotouczulacz nie mo¿e byæ toksyczny,
ani aktywowany metabolicznie do zwi¹zków tok-
sycznych. Fotosensybilizator musi byæ rozpuszczalny
w wodzie. Gwarancj¹ wysokiej toksyczno�ci fotosensy-
bilizatora wobec komórek nowotworowych i mikroor-
ganizmów jest wytwarzanie tlenu singletowego i innych
reaktywnych form tlenu w reakcji ze �wiat³em [1].

Do fotouczulaczy stosowanych w PACT nale¿¹
barwniki fenotiazynowe: b³êkit metylenowy i b³êkit
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 5-aminolewulinowy (ALA), ksanteny: erytro-
zyna i monoterpeny: azulen [45] (Rys. 1).

Od ³adunku fotouczulacza zale¿y jego aktyw-
no�æ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza. Zwi¹zki
o ³adunku dodatnim s¹ bardziej aktywne ni¿ zwi¹zki
o ³adunku ujemnym lub obojêtne. W porównaniu do
swoich anionowych odpowiedników, kationowe foto-
sensybilizatory charakteryzuj¹ siê szerokim spektrum
dzia³ania wzglêdem bakterii Gram-dodatnich i Gram-

ujemnych. Fotosensybilizatory kationowe np. fenotia-
zyny s¹ aktywne w odniesieniu do bakterii Gram-do-
datnich, takich jak Staphylococcus aureus, S. epidermi-
dis, Streptococcus pyogenes, Propionibacterium acnes
i Corynebacterium minutissimum [10]. Do�wiadczenia
z ftalocyjaninami cynkowymi wykaza³y, ¿e zwi¹zki
kationowe s¹ równie¿ efektywnymi fotosensybilizato-
rami wzglêdem bakterii Gram-ujemnych. W badaniach
przetestowano ftalocyjaniny z ugrupowaniem kationo-
wym (grupy pirydyniowe), neutralnym (grupy sulfona-
midowe) i anionowym (grupy sulfonowe). Pomimo, ¿e
wszystkie zwi¹zki wytwarza³y reaktywne formy tlenu
z podobn¹ wydajno�ci¹, to tylko sole pirydyniowe
by³y aktywne w odniesieniu do Escherichia coli
i Pseudomonas aeruginosa [46]. Wzglêdnie porowata
�ciana komórkowa z³o¿ona z peptydoglikanu i kwa-
sów lipotejchowych znajduj¹ca siê na zewn¹trz b³ony
cytoplazmatycznej bakterii Gram-dodatnich jest wy-
starczaj¹co przepuszczalna dla fotosensybilizatorów
i pozwala im na dyfundowanie do miejsc wra¿liwych.
Natomiast dodatkowa zewnêtrzna b³ona komórkowa
bakterii Gram-ujemnych, znajduj¹ca siê ponad �cian¹
peptydoglikanow¹ i wewnêtrzn¹ b³on¹ komórkow¹,
dzia³a jak fizyczna i funkcjonalna bariera pomiêdzy
komórk¹ i �rodowiskiem. Fotosensybilizatory posia-
daj¹ce ³adunek obojêtny lub anionowy jedynie w pew-
nym stopniu ³¹cz¹ siê z zewnêtrzn¹ b³on¹ bakterii
Gram-ujemnych, nie wywo³uj¹c jednak ich dezaktywa-
cji po na�wietleniu. Powinowactwo anionowych foto-
uczulaczy do bakterii Gram-ujemnych mo¿e byæ zwiêk-
szone przez po³¹czenie fotouczulacza z cz¹steczk¹
kationow¹ (np. poli-L-lizynowa-chloryna e6), u¿ycie
zwi¹zków powierzchniowo czynnych (np. Tris-EDTA)
oraz koniugowanie fotouczulacza z przeciwcia³em
monoklonalnym, które wi¹¿e siê ze specyficznymi anty-
genami na powierzchni komórek [13, 21, 25, 35, 45].

Badania przeciwgrzybiczej PACT przeprowadzo-
no dla pochodnych fenotiazynowych, porfirynowych,
ALA oraz dla ftalocyjanin [10, 11, 13, 44, 46].

Zaobserwowano, ¿e pochodne fenotiazynowe, loka-
lizuj¹ siê w b³onie komórkowej dro¿d¿y i prowadz¹ do
jej uszkodzeñ po na�wietleniu. Zwiêkszona przepusz-
czalno�æ b³ony jest przyczyn¹ �mierci komórki. Ko-
mórki grzybów s¹ trudniej eliminowane przez PACT
ni¿ bakterie. Jest to spowodowane obecno�ci¹ b³ony
j¹drowej, wielko�ci¹ komórek i zredukowan¹ ilo�ci¹
potencjalnych celów dla tlenu singletowego przypa-
daj¹cych na jednostkê objêto�ci komórki. Nale¿y pod-
kre�liæ, ¿e fenotiazyny s¹ chemioterapeutykami, które
dzia³aj¹ bakteriobójczo tak¿e bez dostêpu �wiat³a.

Porfiryny nie s¹ wch³aniane przez komórki grzybów
i ich dzia³anie fototoksyczne zale¿y od aktywacji w sta-
nie wolnym, niezwi¹zanym z b³on¹. Po na�wietleniu
porfiryn wytwarzane s¹ reaktywne formy tlenu, które
powoduj¹ nieodwracalne zmiany w b³onie cytoplazma-

Rys. 2. Fotouczulacze wyizolowane z ro�lin
o potencjalnym zastosowaniu w PACT: tertienyl (A),

fenyloheptatrien (B), hiperycyna (C).
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tycznej pozwalaj¹ce na penetracjê fotouczulacza do
wnêtrza komórki. Po powtórnym na�wietleniu docho-
dzi do zmian toksycznych w obrêbie cytoplazmy i or-
ganelli. Hydrofilowo�æ porfiryn, np. deuteroporfiryny,
jest szczególnie wa¿na dla przeciwgrzybiczego PACT.

ALA jest prekursorem w biosyntezie hemu. Jego
podanie prowadzi do kumulacji potencjalnego foto-
sensybilizatora protoporfiryny IX (PpIX). Niemniej
jednak pomiêdzy komórkami grzybów i ssaków wystê-
puj¹ ró¿nice, zwi¹zane g³ównie z obecno�ci¹ cytoplaz-
matycznej oksydazy koproporfirynogenu. Aktywno�æ
syntazy ALA i dehydratazy ALA jest kontrolowana
przez wewn¹trzkomórkowy poziom hemu. Z tego te¿
wzglêdu zawarto�æ PpIX mo¿e ulec podwy¿szeniu
przy równoczesnym podaniu zwi¹zków kompleksuj¹-
cych ¿elazo, np. EDTA. PpIX indukuje reakcje cyto-
toksyczne niszcz¹ce zarówno b³ony komórkowe, jak
i mitochondrialne. Przed³u¿one na�wietlanie prowadzi
do zmian w innych strukturach komórkowych oraz in-
hibicji syntezy DNA i RNA. PpIX nie powoduje jednak
efektów genotoksycznych i mutagennych.

Ftalocyjaniny nawet jako pochodne sulfonowe s¹
stosunkowo hydrofobowe. Monosulfonowa ftalocyja-

nina cynkowa oraz tetrakationowa ftalocyjanina cyn-
kowa posiadaj¹ca podstawniki 4-aminoalkilowe oka-
za³y siê bardzo dobrymi fotosensybilizatorami wobec
Candida albicans [13, 46].

5. Terapia fotodynamiczna skierowana
przeciw mikroorganizmom (PACT)

Efekt PACT in vitro badano g³ównie na mikro-
organizmach rosn¹cych w hodowlach zawiesinowych
oraz w biofilmach. Mo¿na znale�æ zaledwie kilka prac,
które opisuj¹ zastosowanie PACT u zwierz¹t i badania
kliniczne u ludzi (zmiany wirusowe, tr¹dzikowe, in-
fekcje ¿o³¹dkowe Helicobacter pylori i ropnie mózgu)
[21, 32].

5.1. Badania PACT in vitro

W badaniach przeciwbakteryjnego i przeciwgrzy-
biczego PACT in vitro stosowano nastêpuj¹ce fotosen-
sybilizatory: ró¿ bengalski, b³êkit metylenowy, porfi-
ryny kationowe oraz fulereny (Rys. 3).

Rys. 3. Struktury przyk³adowych fotosensybilizatorów stosowanych w PACT in vitro: ró¿ bengalski (A), porfiryna dikationowa (B),
porfiryna tetrakationowa (C), subftalocyjanina trikationowa (D), fuleren zawieraj¹cy grupy pirolidynowe (E)
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Ró¿ bengalski dodany do medium zawieraj¹cego
Streptococcus mutans, ju¿ w stê¿eniu od 0,5 µM wy-
kazywa³ efekt bakteriobójczy po na�wietleniu �wiat-
³em z podrêcznego dentystycznego fotopolimeryzatora
(ang. handheld photopolymerizer, dental photopoly-
merizer) emituj¹cego dawkê �wiat³a 350�500 mJ cm�2

w zakresie 400�500 nm. Badania kontrolne przepro-
wadzone równolegle na fibroblastach nie wykaza³y
zmian cytotoksycznych [33]. B³êkit metylenowy oka-
za³ siê grzybobójczy wzglêdem szczepów Candida
(C. albicans, C. dubliniensis, C. krusei, C. tropicalis)
po na�wietleniu laserem diodowym z dawk¹ energii
28 J cm�2 przy 685 nm [11].

B r i s t o w  i wsp. u¿yli porfiryny tetrakationowej,
która charakteryzowa³a siê bardzo dobrymi parame-
trami fotoinaktywacji postaci promastigota paso¿yta
Leishmania major. W warunkach in vitro dla zakresu
stê¿eñ od 2 do 7 µM osi¹gniêto 60% inaktywacjê
L. major i 90�100% inaktywacjê makrofagów. Uzy-
skane dane wskaza³y na mo¿liwo�æ wyeliminowania
paso¿yta w czasie kilku sesji [8]. Badania porfiryn
kationowych wykaza³y, ¿e dodatni ³adunek jest klu-
czowy dla osi¹gniêcia aktywno�ci wzglêdem bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Porfiryna dikatio-
nowa posiada³a najlepsz¹ aktywno�æ w stosunku do
E. coli, P. aeruginosa i S. aureus. Modyfikacjê lipofil-
no�ci osi¹gniêto wprowadzaj¹c dodatkowe grupy aro-
matyczne do ugrupowañ pirydyniowych lub zmienia-
j¹c liczbê ³adunków dodatnich [5]. Dla trikationowej
subftalocyjaniny boronowej uzyskano wysokie stê-
¿enie wewn¹trzkomórkowe (~2 nmol/106 komórek)
w zawiesinie E. coli. Skuteczno�æ PACT po 30 min
na�wietlania kultur wynosi³a 99,7 % [41].

Chloryna e6 po³¹czona z polilizynowym pentame-
rem charakteryzowa³a siê bardzo dobr¹ aktywno�ci¹
wzglêdem 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).
Nale¿y podkre�liæ, ¿e �nieskoniugowana� chloryna e6
by³a nie tylko mniej aktywna, ale równie¿ bardziej
cytotoksyczna wobec komórek ssaków [35].

Fulereny C60 zawieraj¹ce grupy pirolidynowe s¹
dobrymi i selektywnymi fotosensybilizatorami dla
E. coli, C. albicans, S. aureus [43].

5.2. Efekty PACT badane na biofilmach

Przylegaj¹ce do siebie drobnoustroje nale¿¹ce do
jednego lub kilku gatunków, zespolone produkowan¹
przez nie macierz¹ pozakomórkow¹, tworz¹ hetero-
genn¹ i zorganizowan¹ strukturê zwan¹ biofilmem.

Biofilmy tworzone s¹ zarówno przez bakterie, jak
i grzyby. ¯yj¹ce w nich mikroorganizmy wykazuj¹
podwy¿szon¹ oporno�æ na antybiotyki oraz dzia³anie
uk³adu immunologicznego. Wielu autorów zajmuje siê
problematyk¹ niszczenia bakteryjnych i grzybiczych
biofilmów oraz zagadnieniami ich oporno�ci na trady-
cyjn¹ farmakoterapiê [14, 39]. W o o d  i wsp. pos³u-
guj¹c siê mikroskopem elektronowym stwierdzili
uszkodzenia biofilmu (wytworzonego in vivo w postaci
p³ytki na emalii zêbowej) po zastosowaniu in vitro fta-
locyjaniny cynkowej i �wiat³a [52]. L e e  i wsp. wy-
kazali, ¿e biofilm P. aeruginosa jest bardziej oporny
na PACT ni¿ hodowla zawiesinowa. W obu przypad-
kach po podaniu ALA zastosowano tê sam¹ dawkê
�wiat³a, wynosz¹c¹ 240 J cm�2. Dla biofilmu koniecz-
ne by³o dwukrotne powtórzenie procedury przy wy¿-
szym stê¿eniu substancji aktywnej (20 mM cm�2),
podczas gdy w hodowli zawiesinowej wystarczy³a
dawka jednorazowa (10 mM cm�2) [27].

Biofilm E. faecalis rosn¹cy w uzyskanych po eks-
trakcji korzeniach zêbowych poddano PACT stosuj¹c
b³êkit metylenowy w kombinacji z na�wietlaniem przy
665 nm. Dawka �wiat³a 222 J cm�2 wyeliminowa³a
97% patogenu. Nale¿y podkre�liæ, ¿e ju¿ dawka �wiat³a
30 J cm�2 eliminowa³a ca³kowicie Peptostreptococcus
micros, P. gingivalis, F. nucleatum subsp. nucleatum
oraz 53% E. faecalis. Celowym wydaje siê wiêc za-
stosowanie PACT do niszczenia bakterii w kana³ach
korzeni zêbowych podczas standardowego leczenia
endodontycznego [40]. Równie obiecuj¹ce wyniki
uzyskano dla biofilmu Streptococcus intermedius przy
u¿yciu b³êkitu toluidyny [36, 51].

Zaka¿enia grzybicze zdarzaj¹ siê coraz czê�ciej, sta-
nowi¹c istotny problem wspó³czesnej medycyny. Doty-
czy to zarówno zaka¿eñ powierzchniowych (b³ony �lu-
zowe i skóra), jak równie¿ grzybic g³êbokich (grzybice
narz¹dowe i fungemie) [14]. Grup¹ chorych szczegól-
nie nara¿onych na zaka¿enia grzybicze s¹ pacjenci ze
schorzeniami nowotworowymi oraz z zespo³em na-
bytego upo�ledzenia odporno�ci (AIDS). Rozwojowi
objawowej grzybicy sprzyjaj¹ równie¿ schorzenia en-
dokrynologiczne, szczególnie cukrzyca, przewlek³a ste-
rydoterapia i antybiotykoterapia oraz stosowanie leków
immunosupresyjnych. Tworzenie biofilmu przez rodzaj
Candida odgrywa istotn¹ rolê w patogenezie zaka¿eñ
wywo³anych przez te drobnoustroje. Powa¿nym pro-
blemem s¹ zaka¿enia grzybicze u pacjentów, u których
w celach diagnostycznych lub terapeutycznych stosu-
je siê urz¹dzenia wykonane z biomateria³ów (cewniki,
dreny, zespolenia naczyniowe, protezy stawowe i zêbo-
we, soczewki oczne i inne). Udowodniono, ze biofilm
Candida mo¿e powstawaæ na powierzchni tworzyw
sztucznych, takich jak polimetakrylan metylu, elastomer
silikonowy, polichlorek winylu � materia³ów u¿ywa-
nych do produkcji cewników, drenów oraz protez [17].
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Fotosensybilizatory osadzaj¹ siê na emalii zêbowej
wywo³uj¹c jej przebarwienia i w zwi¹zku z tym nie
mog¹ byæ stosowane jako p³yny do p³ukania w grzy-
bicach jamy ustnej. Idealnym rozwi¹zaniem wydaje
siê �przytrzymanie� fotosensybilizatora w miejscu po-
wierzchniowej PACT. Zapobiega to szybkiemu
usuniêciu (wymyciu) fotouczulacza z obszaru podda-
wanego na�wietlaniu, a tak¿e ogranicza niepo¿¹dane
dzia³ania. W tym celu opracowano plastry z b³êkitem
toluidyny (mucoadhesive patch). Plastry te s¹ przygo-
towywane na bazie hydro¿eli po zmieszaniu PMVE/
MA [poli(metylowinyloeter)/bezwodnik maleinowy]
z DOWANOLTM

�em (eter propylenoglikolometylowy).
Stê¿enia b³êkitu toluidyny uwalnianego z plastra osi¹g-
nê³y warto�ci 2,0�5,0 mg ml�1, co pozwoli³o po na-
�wietleniu lamp¹ Patersona przy 635 nm na wyelimi-
nowanie ponad 90% populacji komórek grzybów [12].

W o o d  i wsp. badali eliminacjê biofilmu S. mu-
tans stosuj¹c b³êkit metylenowy, erytrozynê i Pho-
tofrin® oraz �wiat³o z zakresu 500�650 nm o inten-
sywno�ci 22,5�22,7 mW cm�2. Erytrozyna wykaza³a
najwy¿sz¹ aktywno�æ fotodynamiczn¹ [53].

5.3. Badania PACT in vivo

Zaledwie kilka prac opisuje efektywno�æ PACT
in vivo. Na uwagê zas³uguj¹ badania przeprowadzone
na szczurach z u¿yciem b³êkitu toluidyny [24] oraz
na psach z u¿yciem chloryny e6 oraz jej rozpuszczal-
nej pochodnej [38]. Badania dotyczy³y zapaleñ przy-
zêbia (periodontitis) wywo³anych przez P. gingivalis
i F. nucleatum. U myszy z immunosupresj¹ miejsco-
we zastosowanie b³êkitu metylenowego w dawce 450
i 500 µg ml�1 po³¹czone z na�wietleniem laserem dio-
dowym (664 nm) ca³kowicie usunê³o C. albicans ze
zmian na jêzyku. Wyniki badañ na zwierzêtach suge-
ruj¹, ¿e proponowany schemat móg³by znale�æ zasto-
sowanie w leczeniu pacjentów z AIDS [44].

Zapalenie oko³owszczepowe (periimplantitis) jest
spowodowane zainfekowaniem powierzchni implantu
i tworzeniem biofilmu. P³ytka bakteryjna (bacterial
plaque) tworz¹ca siê na implancie powoduje zmiany
zapalne w s¹siednich tkankach miêkkich. U 15 pacjen-
tów z periimplantitis, b³êkit toluidyny zastosowany na
powierzchni implantów i na�wietlanie laserem diodo-

wym (690 nm) zmniejszy³o znacznie ilo�æ A. actino-
mycetemcomitans, P. gingivalis i Prevotella interme-
dia [15]. H a a s  i wsp. z powodzeniem u¿yli b³êkit
toluidyny i �wiat³o laserowe (906 nm) u 17 pacjentów
z periimplantitis [20].

Efektywno�æ kliniczn¹ ALA-PACT badano u 9 pa-
cjentów z miêdzypalcow¹ grzybic¹ stóp (ang. interdi-
gital foot mycosis). W terapii zastosowano 20% krem
z ALA, a po 4 godz. na�wietlanie �wiat³em czerwo-
nym w dawce 75 J cm�2. Je¿eli kontrola przeprowa-
dzona po 7 dniach wykaza³a wynik negatywny, to
terapiê powtórzono jeszcze trzykrotnie w odstêpach
tygodniowych. Wyniki podsumowano po 4 tygo-
dniach. Kliniczn¹ i biologiczn¹ poprawê stwierdzono
u 6, w tym u 4 pacjentów po jednorazowej terapii. Jed-
nak¿e u 2 pacjentów (jeden z C. albicans, drugi z Tri-
chophyton mentagrophytes) zaobserwowano upor-
czyw¹ remisjê. Tolerancja terapii by³a dobra [10].

5.4. Fotodynamiczna inaktywacja patogenów

Pandemia AIDS w latach osiemdziesi¹tych i zaka-
¿enia wirusem HIV spowodowane transfuzj¹ krwi
i podawaniem preparatów krwiopochodnych, zwróci³y
uwagê na problem fotosterylizacji krwi i preparatów
krwiopochodnych. Metody inaktywacji patogenów
obejmuj¹ pasteryzacjê, na�wietlanie UV i nanofiltracjê.
Z grupy fotosensybilizatorów stosowanych w PACT
u¿ywa siê barwników fenotiazynowych ze wzglêdu na
ich powinowactwo do kwasów nukleinowych, w tym
do DNA wirusowego. Fotodynamiczna inaktywacja
przy u¿yciu b³êkitu metylenowego i b³êkitu dwumety-
lenowego okaza³a siê skuteczna wobec Yersinia entero-
colitica i Pseudomonas fluorescens. B³êkit metylenowy
by³ aktywny równie¿ wzglêdem wirusa HIV, HBV, par-
wowirusa B19 i Wirusa Zachodniego Nilu (Rys. 4).

B³êkit metylenowy jest stosowany do fotodezyn-
fekcji �wie¿ego mro¿onego osocza (fresh frozen pla-
sma) wed³ug procedury opracowanej przez M o h r a
w 1991 roku i ulepszonej przez MacoPharma. Osocze
(200�315 ml) wprowadzone do pojemnika zawieraj¹-
cego filtr Blueflex i 85 µg b³êkitu metylenowego jest
na�wietlane lamp¹ sodow¹ przy 590 nm przez 20 min
dawk¹ 180 J cm�2. B³êkit dwumetylenowy � tionina
mo¿e znale�æ te¿ zastosowanie do fotodynamicznej

Rys. 4. Fotosensybilizatory fenotiazynowe: (A) b³êkit metylenowy; (B) b³êkit dwumetylenowy
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sterylizacji koncentratów p³ytkowych. Prowadzone s¹
próby u¿ycia fotosensybilizatorów do dezynfekcji
koncentratów krwinek czerwonych [19, 47�49].

6. Perspektywy i kierunki badañ

PDT jest zaakceptowana przez organizacje rz¹do-
we Stanów Zjednoczonych, Unii Europejskiej, Ka-
nady, Rosji i Japonii do leczenia niektórych stanów
chorobowych [2, 3, 6, 26]. Badania zajmuj¹ce siê
fotobiologi¹ i zastosowaniem PACT w leczeniu miejs-
cowych infekcji wskazuj¹ na jej potencjaln¹ u¿ytecz-
no�æ w eliminowaniu zaka¿eñ bakteryjnych, grzybi-
czych, pierwotniakowych i wirusowych [12, 13, 21,
23, 25, 32, 39, 45, 46, 53]. Wiele wyników uzyska-
nych in vitro wymaga jednak dalszych badañ zanim
PACT bêdzie mo¿na stosowaæ rutynowo w praktyce
klinicznej. Potencjalnie, PACT mo¿e byæ zastosowa-
ny w leczeniu ran oparzeniowych, infekcji skóry, pa-
znokci, w³osów, jamy ustnej, prze³yku i dolnego od-
cinka dróg rodnych [13, 32]. Terapia fotodynamiczna
wydaje siê byæ obiecuj¹c¹ alternatyw¹ w infekcjach
wywo³anych mikroorganizmami opornymi, zw³aszcza
u pacjentów z chorobami nowotworowymi i upo�le-
dzon¹ funkcj¹ systemu immunologicznego oraz w eli-
minowaniu biofilmów bakteryjnych z powierzchni
tworzyw sztucznych (cewniki, dreny, protezy).

Niski koszt PACT daje szanse leczenia zaka¿eñ po-
wierzchniowych w krajach rozwijaj¹cych siê [25, 32,
47]. Rozwój oporno�ci na dostêpne antybiotyki postê-
puje bardzo szybko. Zwiêksza siê liczba patogenów
w chorobach przyzêbia opornych na amoksycylinê,
penicylinê G, metronidazol, doksycyklinê i roksytromy-
cynê. Szczepy oporne powstaj¹ m.in. wskutek nie-
w³a�ciwej antybiotykoterapii. Metycylinooporne szcze-
py S. aureus mog¹ tworzyæ siê w ramach oporno�ci
krzy¿owej do antybakteryjnego sk³adnika, triklosanu,
dodawanego do past do zêbów [29].

PACT wykazuje szereg korzystnych cech w po-
równaniu ze standardow¹ antybiotykoterapi¹. Daje
mo¿liwo�æ wielokrotnego dzia³ania na komórki mi-
kroorganizmów bez ryzyka wyst¹pienia oporno�ci.
Terapia jest selektywna w stosunku do patogenów
w porównaniu z komórkami ssaków oraz ma³o tok-
syczna. Nie opisano oporno�ci mikroorganizmów na
reaktywne formy tlenu. Zastosowanie PACT do lecze-
nia miejscowych infekcji skraca czas trwania terapii,
ogranicza efekty uboczne spowodowane systemowym
podawaniem antybiotyków i obni¿a koszty leczenia
[13, 25, 32].

Fotouczulacze fenotiazyniowe, porfirynowe i fta-
locyjaninowe wykazuj¹ dzia³anie przeciwbakteryjne
i przeciwgrzybicze. Pomimo tego, ¿e dla niektórych
grup fotosensybilizatorów uda³o siê skorelowaæ zale¿-

no�æ dzia³ania i struktury, wiele fotouczulaczy aktyw-
nych in vitro nie zawsze sprawdza siê w warunkach
in vivo. Opracowanie nowych fotouczulaczy dzia³a-
j¹cych specyficznie wobec wybranych mikroorganiz-
mów np. poprzez sprzêganie z przeciwcia³am i po-
zwoli na unikniêcie efektów fototoksycznych wobec
komórek pacjenta lub zwierz¹t do�wiadczalnych i flo-
ry komensalnej. Najbardziej podatn¹ na PACT grup¹
mikroorganizmów s¹ bakterie. Grzyby wymagaj¹
wiêkszych dawek �wiat³a i fotouczulacza. Przeciw-
grzybicza PACT mo¿e wiêc doprowadziæ do zniszcze-
nia wszystkich mikroorganizmów w miejscu podda-
wanym leczeniu. Taki efekt wydaje siê niepo¿¹dany
przy eliminacji okre�lonego patogenu. Skuteczne
mog¹ byæ wtedy koniugaty fotosensybilizatorów
z przeciwcia³ami np. Sn (IV) chloryna e6 po³¹czona
z przeciwcia³ami anti-P. aeruginosa, które okaza³y siê
efektywne w badaniach in vitro wzglêdem P. aerugino-
sa, w tym szczepów metycylinoopornych. Prowadzone
s¹ te¿ badania zwiêkszaj¹ce efektywno�æ wcze�niej sto-
sowanych fotouczulaczy. Otrzymano polikationowy
koniugat chloryny e6 (poli-L-lizynowa-chloryna e6),
który jak wykazano na myszach posiada przeciwbak-
teryjne dzia³anie w stosunku do Gram-ujemnych pa³e-
czek P. aeruginosa [25, 32].

Skuteczno�æ PACT jest w du¿ym stopniu zale¿na
od doboru dawki promieniowania, która eliminuje
mikroorganizm nie uszkadzaj¹c komórek pacjenta.
W zwi¹zku z tym konieczna jest dok³adna standaryza-
cja procesu na�wietlania i dozymetrii oraz udoskona-
lenie systemów dostarczaj¹cych �wiat³o. Problem ten
mog¹ rozwi¹zaæ badania nad �wiat³owodami ze spe-
cjalnymi koñcówkami optycznymi. Mog³oby siê to
przyczyniæ siê do znalezienia nowych zastosowañ dla
PACT, w tym leczenia infekcji umiejscowionych pod-
skórnie np. ropni. Bardzo istotne jest monitorowanie
wyników terapii podczas jej trwania, po jej zakoñcze-
niu oraz w czasie ewentualnych remisji. Immunolo-
giczne aspekty PACT wymagaj¹ dalszych badañ [32].

Zastosowanie PACT w leczeniu infekcji miejsco-
wych mo¿e staæ siê istotnym uzupe³nieniem trady-
cyjnych terapii przeciwbakteryjnych i przeciwgrzy-
biczych skracaj¹c czas ich trwania, minimalizuj¹c
uboczne skutki systemowego podawania chemiotera-
peutyków i obni¿aj¹c koszty leczenia. PACT mo¿e byæ
te¿ zastosowana w przypadkach, które wymagaj¹
szybkiego obni¿enia ilo�ci bakterii, wykazuj¹cych od-
porno�æ na standardowe leczenie np. szczepy ze �wie-
¿o nabyt¹ oporno�ci¹ [32].

Dla T a y l o r a  i S o m m e r a  PACT w przysz-
³o�ci mo¿e byæ brana pod uwagê podczas d³u¿szego
pobytu w kosmosie z uwagi na ograniczon¹ wielko�æ
�apteczki pok³adowej� [42]. Z pewno�ci¹ bêdziemy
�wiadkami dalszego dynamicznego rozwoju tej me-
tody terapeutycznej.
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1. Wprowadzenie

Archeony, zwane wcze�niej archebakteriami, zasied-
laj¹ najbardziej niedostêpne i nieprzyjazne dla ¿ycia
regiony Ziemi, w których ¿yj¹ tylko nieliczne gatunki
bakterii, a organizmy eukariotyczne nie wystêpuj¹
wcale. W�ród Archaea spotykamy wszystkie odmiany
organizmów ekstremofilnych.

Halofilne Archaea rozwijaj¹ siê w zbiornikach
z bardzo s³on¹ wod¹, takich jak Morze Martwe. Acy-
dofile rosn¹ w pH ni¿szym ni¿ 3 i s¹ czêsto termo-
filne, alkalofile ¿yj¹ w pH wy¿szym ni¿ 10 i s¹ czêsto
halofilne. Ekstremalne termofile, takie jak Pyrolobus
fumarii, wystêpuj¹ w hypertermalnych kominach na
dnie mórz, gdzie temperatura przekracza 100°C. Na-
tomiast psychrofile ¿yj¹ w zimnej wodzie morskiej
i na Antarktydzie.

Archeony metanogenne, takie jak Methanobacte-
rium thermoautotrophicum, s¹ termofilne i bezwzglêd-
nie beztlenowe. Posiadaj¹ unikatow¹ w³a�ciwo�æ, jak¹
jest metanogeneza � zdolno�æ do pozyskiwania energii
z redukcji dwutlenku wêgla do metanu [9].

Archaea przez dziesiêciolecia by³y uwa¿ane za bak-
terie, co wynika³o g³ównie z morfologii ich komórek.
Analiza rybosomalnego RNA, zaproponowana przez
Carla W o e s e g o  [34], pozwoli³a na wy³onienie trze-
ciej ga³êzi ewolucyjnej � domeny: oprócz Bacteria
i Eukarya pojawi³y siê Archaea. Nazwa Archaea,

nadana przez W o e s e g o  nawi¹zuje do najstarszego
okresu w dziejach Ziemi � archaiku (ang. Archaean)
i pocz¹tków ¿ycia.

Ilo�æ informacji na temat Archaea gwa³townie ro�-
nie w ostatnich latach. Identyfikowane s¹ nowe gatunki
archeonów, ale wiele danych pochodzi z analizy próbek
pochodz¹cych wprost ze �rodowiska. Poszukuje siê
w nich rRNA i genomowego DNA, który nastêpnie jest
sekwencjonowany i analizowany komputerowo, bez
konieczno�ci izolacji i hodowli organizmu, z którego
pochodzi [8, 31]. Ponad 75% dostêpnych obecnie se-
kwencji rRNA dla archeonów pochodzi od organiz-
mów, które nigdy nie zosta³y wyhodowane [28]. Bada-
nia �rodowiskowe pozwoli³y ustaliæ, ¿e przedstawiciele
Archaea ¿yj¹ we wszystkich �rodowiskach; w morzach,
wodach s³odkich, osadach dennych, glebie, na korze-
niach ro�lin, w przewodach pokarmowych prze¿uwa-
czy i bezkrêgowców [18, 28], a tak¿e w jamie ustnej
i jelitach ludzi [19]. Te dane sprawiaj¹, ¿e konieczne
jest nowe spojrzenie na mikroorganizmy z domeny
Archaea, gdy¿ nie da siê d³u¿ej traktowaæ ich tylko jako
ekstremofili � ¿ywych skamienielin z czasu pocz¹tków
¿ycia na Ziemi. Szacuje siê, ¿e komórki Archaea mog¹
stanowiæ od 10 do 20% ca³ej biomasy Ziemi [8, 28]

Obecnie domenê Archaea dzieli siê na cztery jed-
nostki, okre�lane jako typy lub królestwa � Eury-
archaeota, Crenarchaeota, Nanoarchaeota i Korar-
chaeota [13, 26].
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Euryarchaeota s¹ królestwem najbardziej zró¿ni-
cowanym, zawiera ono archeony metanogenne, halo-
filne oraz gatunki termofilne i psychrofilne. Do tego
królestwa nale¿¹, omawiane w poni¿szym tek�cie:
rz¹d 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. i Natronobacterium.

Crenarchaeota grupuje ekstremalne termofile i nie-
liczne psychrofile. Nale¿¹ do nich omawiane poni¿ej
rodzaje Sulfolobus i Acidianus. Do Sulfolobus nale¿¹
organizmy tlenowe, acydofile, o optymalnej tempera-
turze wzrostu ok. 80°C. Gatunki z tego rodzaju izolo-
wano z gor¹cych, siarkowych �róde³ na Islandii, we
W³oszech, Japonii, Nowej Zelandii, Rosji i Stanach
Zjednoczonych. W �rodowisku naturalnym drobno-
ustroje te s¹ chemolitoautotrofami, pozyskuj¹ energiê
przeprowadzaj¹c, w warunkach tlenowych, zwi¹zki
siarki w kwas siarkowy. Potrafi¹ funkcjonowaæ tak¿e
jako heterotrofy wykorzystuj¹ce ró¿ne zwi¹zki orga-
niczne jako �ród³o wêgla i azotu. W warunkach la-
boratoryjnych organizmy te daj¹ siê wzglêdnie ³atwo
hodowaæ na pod³o¿ach p³ynnych i sta³ych. S¹ mode-
lowymi przedstawicielami Archaea. S. solfataricus
i S. acidocaldarius, wyizolowane z gor¹cych �róde³
Parku Yellowstone, s¹ najlepiej scharakteryzowanymi
przedstawicielami tej grupy [5].

Nanoarchaeota zawiera pojedynczy gatunek Nano-
archaeum equitans. Jest to bezwzglêdny symbiont, za-
le¿ny od gatunku Ignicoccus hospitalis, archeona nale-
¿¹cego do Crenarchaeota [14, 15]. Genom N. equitans
o wielko�æ 491 tys. par zasad (kpz) jest rekordowo
ma³y i bardzo silnie upakowany, 95% jego objêto�ci
to sekwencje koduj¹ce [33]. Wed³ug jednych autorów
jest to prawdopodobnie pierwszy z wielu gatunków,
które niebawem zostan¹ odkryte [25], wed³ug innych
autorów wydzielanie nowego królestwa jest w tym
przypadku przedwczesne i nieuzasadnione [13, 18].

Typ Korarchaeota grupuje sekwencje kwasów nu-
kleinowych uzyskane z analizy próbek �rodowisko-
wych. Dane te nale¿y traktowaæ jako cenne, ale wstêp-
ne informacje [3, 18].

2. Plazmidy kryptyczne

Ilo�æ informacji na temat plazmidów obecnych w
komórkach Archaea jest niewielka, zw³aszcza je�li po-
równaæ j¹ z ilo�ci¹ danych na temat plazmidów bakte-
ryjnych. Mo¿na jednak s¹dziæ, ¿e plazmidy wystêpuj¹
u tych organizmów powszechnie; w rzêdzie Thermo-
coccales, nale¿¹cym do intensywnie badanej grupy
metanogenów, stwierdzono plazmidy u 20% badanych
szczepów [11]. Wiêkszo�æ wyizolowanych i zbadanych

plazmidów s¹ to plazmidy kryptyczne, kilka z nich
zosta³o w ca³o�ci zsekwencjonowanych.

Bardzo intensywnie badan¹ grup¹ archeonów jest
rodzaj Sulfolobus, w tym gatunki S. islandicus, S. sol-
fataricus i S. tokodaii [20]. Plazmidy wyizolowane
z rodzaju Sulfolobus tworz¹ rodzinê pRN. W jej sk³ad
wchodz¹ pRN1, pRN2, pSSVx i pHEN7, pochodz¹ce
z Sulfolobus islandicus (REN1H1) [11], oraz pDL10,
wyizolowany z Acidianus ambivalens [16]. Plazmidy
wystêpuj¹ w komórkach gospodarzy w formie auto-
nomicznych cz¹steczek lub s¹ zintegrowane z chro-
mosomem. Te ostatnie wykryto w genomach S. solfa-
taricus (pXQ1) i S. tokodaii (pST1, pST3) [30]. Maj¹
wielko�æ od 5,0 do 7,8 kpz. Plazmidy pDL10 i pSSVx
wystêpuj¹ w stosunkowo wysokiej liczbie kopii � od
15 do 35 na komórkê, mog¹ wystêpowaæ w formie
zrelaksowanej lub superskrêconej. W ka¿dym z tych
plazmidów mo¿na wyró¿niæ konserwowany obszar
o wielko�ci 4�4,5 kpz, który mo¿e funkcjonowaæ jako
minireplikon. Obszar ten koduje trzy charakterystycz-
ne bia³ka: bia³ko RepA � warunkuj¹ce replikacjê plaz-
midu, bia³ko CopG (ang. copy control protein) � regu-
luj¹ce liczbê kopii plazmidu i bia³ko PlrA (plasmid
regulator A), silnie wi¹¿¹ce siê z DNA [11]. Dla plaz-
midu pRN1 wykazano istnienie czterech wa¿nych
transkryptów. Pierwszy powstaje po transkrypcji ge-
nów copG i repA, drugi genu plrA, dwa kolejne s¹
antytranskryptami komplementarnymi do 5�koñcowej
czê�ci pierwszego i drugiego transkryptu. Obecno�æ
antysensownego RNA powoduje, poprzez komple-
mentacjê matrycowego RNA, ograniczenie ekspresji
genów copA, repA i plrA [4]. Podobny mechanizm jest
wykorzystywany w przypadku regulacji replikacji
kryptycznych plazmidów bakteryjnych. Bia³ko CopG
w postaci tetrameru wi¹¿e siê z sekwencj¹ o d³ugo�ci
12 par zasad (pz), w obrêbie której znajduje siê punkt
startu transkrypcji genów copG i repA. Jest to drugi
mechanizm ograniczaj¹cy ekspresjê genów copG i repA
[11]. Podobne w³a�ciwo�ci wykazuje bia³ko PlrA,
wi¹¿e siê ono z sekwencj¹ powy¿ej koduj¹cego je
genu. W plazmidzie stwierdzono dwie takie sekwen-
cje, oddalone od siebie o 65 pz; podobna struktura
znajduje siê tak¿e w plazmidach koniugacyjnych
Archaea. Bia³ko PlrA wi¹¿¹c siê z DNA tworzy multi-
meryczny kompleks [20].

Produkt genu repA jest bia³kiem o unikatowej
strukturze i funkcji. Jest to du¿e bia³ko, zbudowane
z 900�1000 aminokwasów, koduj¹cy je gen stanowi
jedn¹ trzeci¹ lub nawet po³owê wielko�ci plazmidów
z rodziny pRN. Szczegó³owym badaniom poddano
gen repA zlokalizowany w plazmidzie pRN1. 255 ami-
nokwasów stanowi¹cych N-koñcow¹ czê�æ bia³ka ma
aktywno�æ primazy i polimerazy DNA. Jest zdolne do
syntezy de novo starterów z³o¿onych z 8 deoksynu-
kleotydów, nastêpnie, dziêki aktywno�ci polimerazy
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DNA syntetyzowany jest ³añcuch DNA o d³ugo�ci ty-
siêcy zasad. Badaj¹c aktywno�æ produktu sklonowa-
nego genu repA wykazano, ¿e aminokwasy w pozycji
111 (asparagina), 113 (glutamina), 171 (asparagina) s¹
krytyczne dla aktywno�ci enzymu i ¿e centrum aktyw-
ne jest wspólne dla obu aktywno�ci � primazy i poli-
merazy DNA [21]. Fragment obejmuj¹cy aminokwa-
sy 550�800 bia³ka RepA posiada aktywno�æ helikazy
o polarno�ci 3�-5�. Sekwencja wykazuje homologiê do
helikaz z superrodziny III, utworzonej z bia³ek kodo-
wanych przez plazmidy bakteryjne i wirusy. N-koñ-
cowa czê�æ bia³ka, posiadaj¹ca podwójn¹ aktywno�æ
primaza/polimeraza, nie wykazuje ¿adnej homologii
do znanych bia³ek [20]. Stwierdzono podobieñstwo
do primazy innego archeona, Pyrococcus furiosus, ale
ogranicza siê ona do czterech zasad w centrum aktyw-
nym enzymu [2]. Tak nieznaczna homologia mo¿e
wynikaæ zarówno z daleko posuniêtej ewolucyjnej dy-
wergencji bia³ek pochodz¹cych od wspólnego przod-
ka, jak i z ewolucyjnej konwergencji.

Bia³ko RepA stanowi nowy typ bia³ka replikacyj-
nego. W³a�ciwo�ci domeny maj¹cej aktywno�æ prima-
zy/polimerazy wskazuj¹, ¿e powsta³a ona niezale¿nie
od primaz i polimeraz DNA opisanych dla �wiata bak-
terii i eukariontów. Wstêpny schemat replikacji plaz-
midów z rodziny pRN sk³ada³ by siê z nastêpuj¹cych
etapów: bia³ko RepA lub kompleks RepA-PlrA roz-
poznaje punkt startu replikacji, nastêpnie domena he-
likazowa bia³ka RepA rozwija DNA w obszarze startu
replikacji dziêki energii pozyskiwanej z ATP. Aktyw-
no�æ primazy bia³ka RepA pozwala³aby na syntezê
starterów z deoksynukleotydów. Elongacjê nici mo¿e
prowadziæ bia³ko RepA dziêki swojej aktywno�ci po-
limerazy DNA. Bia³ko RepA wykazuje nisk¹ efektyw-
no�æ katalityczn¹, dodatkowo nie stwierdzono u niego
ani aktywno�ci nukleolitycznej 3�-5�, ani 5�-3�. Mo¿-
liwe jest zatem, ¿e opisane wy¿ej enzymy inicjuj¹
replikacjê plazmidów z rodziny pRN i jest ona kon-
tynuowana przez maszyneriê replikacyjn¹ komórki
gospodarza. Aktywno�æ bia³ka CopG ogranicza ilo�æ
bia³ka replikacyjnego RepA w komórce, spada wiêc
czêsto�æ inicjacji replikacji, co prowadzi do zmniej-
szenia liczby kopii plazmidu w komórce. Zjawiska te
sk³adaj¹ siê na opisywan¹ wcze�niej aktywno�æ bia³ka
CopG jako regulatora liczby kopii plazmidu [20].

Zgromadzone dane nie pozwalaj¹ na przypisanie
plazmidom z rodziny pRN ¿adnego ze znanych modeli
replikacji. W przypadku plazmidów pGT5 i pRT1, wy-
izolowanych z ró¿nych gatunków z rodzaju Pyro-
coccus wykazano, ¿e replikuj¹ siê one wed³ug modelu
tocz¹cego siê ko³a (ang. rolling circle replication) [10,
32]. Plazmid pNB101, pochodz¹cy z haloarcheona
Natronobacterium sp., tak¿e replikuje siê wed³ug mo-
delu tocz¹cego siê ko³a, ale posiada unikatowy system
regulacji replikacji [36].

Plazmidy pHEN7 i pDL10 zawieraj¹ dodatkowe
ramki odczytu o nieznanej funkcji. S¹ one otoczone
sekwencjami TTAGAATGGGGATTC. Sekwencjê tê
i sekwencje do niej zbli¿one okre�la siê jako Rm.
Wystêpuj¹ one tak¿e w ma³ych plazmidach, pRN1
i pRN2, dwie takie sekwencje s¹ rozdzielone kilkoma
parami zasad. Uwa¿a siê, ¿e rekombinacja z udzia³em
tych obszarów jest odpowiedzialna za rearan¿acje
w cz¹steczce plazmidu. Polegaj¹ one na odwracalnym
w³¹czaniu fragmentów DNA do cz¹steczki plazmidu,
co jest �ród³em zmienno�ci w populacji plazmidów
[25]. Bardzo wysok¹ stabilno�ci¹ strukturaln¹ i segre-
gacyjn¹ charakteryzuje siê plazmid pIT3, wyizolowa-
ny z S. solfataricus IT3. Plazmid pIT3 jest niekiedy
zaliczany do rodziny pRN, ale ze wzglêdu na szereg
unikatowych w³a�ciwo�ci bywa te¿ z niej wydzielany
[27]. Analiza genomowego DNA Archaea wskazuje
na wysok¹ czêsto�æ �tasowania� informacji genetycz-
nej, znaczny udzia³ maj¹ w tym elementy mobilne,
a zw³aszcza sekwencje insercyjne [7, 6].

Plazmidy pTAU4, pTIK4 i pORA1, pochodz¹ce
z S. neozealandicus, posiadaj¹ homologiczny obszar,
obserwowany tylko w tych cz¹steczkach, co mo¿e byæ
zwi¹zane z ich specyficzno�ci¹ wzglêdem gospodarza.
Plazmidy te ró¿ni¹ siê pomiêdzy sob¹ w zakresie bia-
³ek replikacyjnych, pTIK4 i pORA1 zawieraj¹ homo-
logi genu repA, koduj¹cego opisan¹ wcze�niej domenê
primaza/polimaraza, a w strukturze plazmidu pTAU4
nie stwierdzono takiego genu. Plazmid ten niesie gen
koduj¹cy bia³ko MCM (ang. minichromosome main-
tenance) homologiczne do helikazy eukariontów. Od-
krycie genu koduj¹cego bia³ko MCM w plazmidzie
pTAU4 i obecno�æ w C-koñcowej czê�ci bia³ka RepA
obszaru wykazuj¹cego homologiê do eukariotycznych
helikaz z superrodziny III sugeruje, ¿e kryptyczne
plazmidy Archaea wymagaj¹ aktywno�ci helikazy do
replikacji [20].

Unikatowy sposób rozprzestrzeniania opisano dla
plazmidu pSSVx, wyizolowanego z S. islandicus
REY15/4; wykorzystuje on aktywno�æ jednego z wi-
rusów Archaea. Wirusy wystêpuj¹ce w komórkach
Sulfolobus dzieli siê na cztery rodziny: Fuselloviridae,
Rudiviridae, Lipothrixviridae i Guttaviridae. Najlepiej
poznana grupa to Fuselloviridae, wirusy, których ge-
nom ma wielko�æ ok. 15 kpz., a kapsyd � kszta³t wrze-
ciona. Ich replikacja i uwalniania do �rodowiska nie
powoduje lizy komórek gospodarza. Spo�ród 18 ra-
mek odczytu, które koduj¹ bia³ka konserwowane w tej
grupie wirusów, tylko w przypadku czterech ustalono
funkcjê. Trzy bia³ka stanowi¹ element strukturalny
kapsydu, a czwarte jest integraz¹ odpowiedzialna za
w³¹czanie genomu wirusa do chromosomu gospodarza
[20]. Plazmid pSSVx mo¿e byæ pakowany do kapsy-
dów fusellowirusa SSV2, który wystêpuje w szczepie
REY15/4. Jest to zwi¹zane z obecno�ci¹ w strukturze
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pSSVx dwóch ramek odczytu, homologicznych do
ORF-ów wystêpuj¹cych w genomie fusellowirusów.
Plazmid pSSVx jest wiêc naturalnym, wywodz¹cym
siê z Archaea, odpowiednikiem fagemidów, wektorów
stworzonych na potrzeby in¿ynierii genetycznej przez
po³¹czenie genów fagów i plazmidów bakteryjnych.
Wszystkie opisane dotychczas plazmidy z rodziny
pRN zosta³y wyizolowane z komórek Crenarchaeota.
Plazmidy te nie wykazuj¹ istotnej homologii do zna-
nych plazmidów Archaea i Eubacteria [11].

W przypadku archeonów metanogennych plazmidy
obserwowano zarówno w szczepach gatunków termo-
filnych jaki i mezofilnych (tab. I). Dostêpne s¹ tylko
nieliczne informacje na temat tych cz¹steczek: wystê-
puj¹ w niskiej liczbie kopii w komórce, posiadaj¹ du¿¹
liczbê odwróconych i prostych sekwencji powtórzo-
nych, zwi¹zanych z replikacj¹ lub rekombinacyjn¹
zmienno�ci¹ plazmidów [17]. Ustalono pe³n¹ sekwen-
cjê nukleotydow¹ plazmidu pURB500 z Methanococ-
cus maripaludis i stwierdzono, ¿e zawiera on 18 ra-
mek odczytu. Tylko jednej z nich uda³o siê przypisaæ
potencjaln¹ aktywno�æ produktu: jest to integraza [22].

3. Plazmidy koniugacyjne

Plazmidy koniugacyjne wyizolowane z komórek
S. islandicus maj¹ wielko�æ od 24,6 do 41,2 kpz. Do-
tychczas przeanalizowano 15 plazmidów, które podzie-
lono na klasy; plazmidy nale¿¹ce do jednej klasy wy-
kazuj¹ znaczn¹ homologiê sekwencji nukleotydowej.

Ustalono pe³n¹ sekwencjê nukleotydow¹ sze�ciu
plazmidów koniugacyjnych [12 i NC005969.1]. Wy-
kazuj¹ one znaczne podobieñstwa w strukturze. Naj-
bardziej konserwowane geny s¹ zebrane w dwa klas-
tery. W pierwszym z nich zlokalizowane jest sze�æ
genów, stanowi¹cych podstawê aparatu koniugacyj-

nego Archaea. Drugi klaster zawiera siedem genów,
w tym geny copG i plrA, które zwi¹zane s¹ z replikacj¹,
oraz gen int koduj¹cy integrazê. Gen copG wystêpuje
zarówno w plazmidach kryptycznych jak i koniugacyj-
nych, stwierdzono tak¿e jego obecno�æ w genomach
wirusów Archaea. Gen plrA obecny jest równie¿ we
wszystkich analizowanych dotychczas plazmidach ko-
niugacyjnych Archaea. Konserwowana jest tak¿e od-
wrócona powtórzona sekwencja, do której wi¹¿e siê
bia³ko PlrA, oraz dystans, 65 pz, oddzielaj¹cy dwie
takie sekwencje. Stopieñ konserwowania tych struktur
wskazuje na znaczenie ich funkcji dla komórki [11].

W sekwencji plazmidów z rodziny pING (S. islan-
dicus) stwierdzono obecno�æ sekwencji powtórzo-
nych. W przypadku plazmidu pING1 jest to sekwen-
cja TAAACTGGGGAGTTTA. W innych plazmidach
koniugacyjnych stwierdzono podobne sekwencje po-
wtórzone, zawieraj¹ce charakterystyczny motyw czte-
rech reszt guaninowych. W obrêbie tych sekwencji
mo¿e dochodziæ do rekombinacji, prowadz¹cych do
powstawania delecyjnych form plazmidów. Analogicz-
ne zjawisko opisano dla plazmidów kryptycznych [11].

Zjawisko partycji nie jest dostatecznie zbadane
w przypadku plazmidów koniugacyjnych. W struktu-
rze kilku plazmidów znaleziono geny koduj¹ce homo-
logi, lub fragmenty homologów, bia³ek ParA i ParB
oraz klaster krótkich powtórzonych sekwencji, które
mog¹ byæ obszarem wi¹zania ParB. Mo¿na s¹dziæ, ¿e
w tych przypadkach mechanizm partycji jest analogicz-
ny do tego obserwowanego w komórkach bakteryjnych.

Opisano rozprzestrzenianie siê plazmidów na dro-
dze koniugacji. W tym przypadku nie dochodzi do for-
mowania pili, koniugacja zachodzi poprzez rozleg³y
kontakt komórek. Przebiega do�æ wydajnie, prowa-
dz¹c do rozprzestrzenienia siê plazmidu na ca³¹ ho-
dowlê archeona, plazmidy replikuj¹ siê do wysokiego
poziomu 20�40 kopii na komórkê. W strukturze plaz-

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 pURB800 64 L77118

Methanococcus jamnasachii pURB801 18 L77119

Methanosarcina acetivorans C2A pC2A 5,5 U78295

T a b e l a  I
Plazmidy archeonów metanogennych

Archeon Plazmid
Wielko�æ

(kpz)
Sekwencja*

lub publikacja

* Numer zg³oszenie do bazy danych GenBank NCBI (National Centre for Biotechnology Information,
Stany Zjednoczone)
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midów dochodzi czêsto do rearan¿acji. W wyniku tych
procesów niektóre plazmidy trac¹ geny parA i parB,
co skutkuje spadkiem stabilno�ci plazmidów, a nie-
kiedy ich gubieniem. Delecyjne pochodne plazmidów
koniugacyjnych mog¹ podlegaæ kokoniugacji.

W pierwszym z dwóch klasterów obserwowanych
w strukturze plazmidów koniugacyjnych zlokalizowa-
ne jest sze�æ genów zwi¹zanych z koniugacj¹. Dwa
z nich wykazuj¹ niewielk¹ homologiê do genów ko-
duj¹cych bakteryjne bia³ka TraG i TrbE, które uczest-
nicz¹ w przemieszczaniu jednoniciowego DNA przez
b³ony komórkowe. Motywy Walkera (A i B) wskazuj¹,
¿e bia³ka te mog¹ hydrolizowaæ ATP, uzyskuj¹c w ten
sposób energiê. Trzecie bia³ko zawiera liczne domeny
transmembranowe, które mog¹ tworzyæ pory w b³onach
komórek gospodarza [11]. Wydaje siê, ¿e stosunkowo
niewielka liczba bia³ek uczestniczy w procesie koniu-
gacji archeonów, a koniugacja przebiega wed³ug inne-
go mechanizmu ni¿ ten opisany dla proteobakterii [20].

4. Integracja do chromosomu

Plazmidy kryptyczne i koniugacyjne Archaea mog¹
kodowaæ integrazy, których aktywno�æ umo¿liwia od-
wracalne w³¹czanie plazmidu do DNA chromosomal-
nego. Miejscem integracji jest najczê�ciej gen tRNA,
podobnie jak w przypadku bakterii, ale integrazy nie
wykazuj¹ istotnej homologii sekwencji do integraz
bakteryjnych.

Integrazy wykryto u fusellowirusa SSV1 wystêpu-
j¹cego w komórkach Sulfolobus, potem homologiczne
geny znaleziono w genomach wielu wirusów z tej ro-
dziny [20]. Wydaje siê, ¿e plazmidy, w tym plazmidy
z rodziny pRN, wykorzystuj¹ ten typ integrazy. Miejs-
ce att (ang. attachment site), w którym cz¹steczka plaz-
midu zostanie rozciêta, by zostaæ w³¹czona do chromo-
somu, znajduje siê w obrêbie ramki odczytu koduj¹cej
integrazê (int), w jej pocz¹tkowej czê�ci. Proces inte-
gracji prowadzi do uszkodzenia genu, a sekwencja
w³¹czona jest oflankowana fragmentami genu integra-
zy (intN i intC). Taki obraz stwierdzono dla plazmidów
pXQ1 (S. solfataricus) i pST1 (S. tokodaii). Powsta³e
w wyniku integracji fragmenty genu int znajdowano
w genomach ró¿nych archeonów w wielu kopiach,
flankuj¹ one obszary DNA o wielko�ci od 4 do 67 kpz.
Znajduj¹ siê tam zintegrowane plazmidy, ale tak¿e
geny koduj¹ce enzymy metaboliczne. Ten rodzaj inte-
gracji prowadzi do uszkodzenia genu integrazy, jest
wiêc nieodwracalny. Zapewne w³¹czony fragment mo¿e
zostaæ wyciêty, gdy integraza zostanie wytworzona
dziêki obecno�ci plazmidu, nios¹cego nieuszkodzony
gen, lub obecno�ci wirusa. Komórki S. acidocaldarius
maj¹ zdolno�æ wymiany materia³u genetycznego. Ak-
tywno�æ ta jest ³¹czona z obecno�ci¹ w ich genomie

plazmidu pSAC3, który otaczaj¹ fragmenty intN i intC
integrazy. Opisano tak¿e plazmid pST3, nale¿¹cy do ro-
dziny pRN, w przypadku którego miejsce integracji jest
zlokalizowane poza sekwencj¹ koduj¹c¹ genu int [11].

Aktywno�æ integrazy kodowanej przez plazmidy
koniugacyjne tak¿e prowadzi do integracji do chromo-
somu. Najlepiej zbadanym przyk³adem jest plazmid
pNOB8 pochodz¹cy z S. solfataricus [30]. W przypad-
ku plazmidów koniugacyjnych nie dochodzi do roz-
bicia na czê�ci genu integrazy w momencie w³¹czania
do chromosomu. Niektórzy autorzy dziel¹ integrazy
na dwie klasy: typ NOB8 � nie podlegaj¹ce podziele-
niu przy integracji i typ SSV, w przypadku którego na-
stêpuje rozerwanie genu int [20].

5. Megaplazmidy i plazmidy metaboliczne

Plazmidy o wysokiej masie cz¹steczkowej obserwo-
wano w komórkach wielu szczepów halofilnych archeo-
nów. Haloferax volcanii niesie trzy plazmidy o wiel-
ko�ci 690, 442 i 86 kpz. W komórkach Halobacterium
NRC-1 stwierdzono obecno�æ dwóch plazmidów, które
okre�la siê jako minichromosomy, gdy¿ maj¹ wielko�æ
365 i 191 kpz i zawieraj¹ geny niezbêdne do funkcjo-
nowania komórki. Du¿a czê�æ ich sekwencji (145 kpz)
jest identyczna. Postuluje siê, ¿e powsta³y z po³¹czenia
trzech ró¿nych plazmidów, a nastêpnie zosta³y powiêk-
szone przez w³¹czenie genów chromosomalnych przy
udziale sekwencji insercyjnych. Halobacterium salina-
rium posiada plazmid pHH1, który zawiera region vac
grupuj¹cy geny warunkuj¹ formowanie siê kanalików
gazowych. Gaz gromadz¹cy siê w kanalikach umo¿li-
wia komórkom regulowanie poziomu zanurzenia w wo-
dzie, co zapewnia im dostateczny dostêp do �wiat³a.
Mikroorganizm ten rozwin¹³ niezwyk³y system po-
zwalaj¹cy mu na syntezê ATP z ADP dziêki reakcji
fotochemicznej, zachodz¹cej na b³onie cytoplazma-
tycznej komórki. W plazmidach Methanobacterium
thermoformicicum zlokalizowano dwa ró¿ne systemy
restrykcja-modyfikacja [11, 23, 24].

6. Podsumowanie

Archaea stanowi¹ trzeci¹, najpó�niej odkryt¹ do-
menê ¿ycia. Ewolucja tych organizmów przebiega³a
w znacznym stopniu niezale¿nie od ewolucji pozosta-
³ych domen. Archaea posiadaj¹ szereg w³a�ciwo�ci
niespotykanych u innych istot ¿ywych. Jest to spe-
cyficzna budowa b³on komórkowych, w³asny system
enzymów zwi¹zanych z replikacj¹ DNA, odwrotna
gyraza DNA, zapewniaj¹ca w³a�ciwy stopieñ zwiniê-
cia DNA u archeonów termofilnych oraz zdolno�æ do
metanogenezy archeonów metanogennych.
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Stwierdzenie licznej obecno�ci archeonów poza �ro-
dowiskami ekstremalnymi na pewno zwiêkszy zaintere-
sowanie t¹ grup¹ drobnoustrojów. Trwaj¹ badania maj¹-
ce na celu ustalanie wp³ywu Archaea na zdrowie ludzi.
Zwa¿ywszy na ich niezale¿n¹ ewolucjê mo¿na mieæ na-
dzieje, ¿e s¹ to organizmy niepatogenne, ale z drugiej
strony brak takich danych mo¿e wynikaæ z braku tech-
nik pozwalaj¹cych na hodowanie tych drobnoustrojów.
Opublikowano wyniki badañ, które pozwalaj¹ wi¹zaæ
obecno�æ Archaea z rozwojem paradontozy [19].

Analiza plazmidowego DNA jest bardzo interesu-
j¹cym obszarem badawczym. Plazmidy Archaea po-
siadaj¹ w³a�ciwo�ci, które ró¿ni¹ je od plazmidów
bakteryjnych. Badania nad plazmidowym DNA to
pierwszy krok konstrukcji narzêdzi do badañ moleku-
larnych nad archeonami. Istniej¹ ju¿ dobre wektory
plazmidowe Archaea, które umo¿liwiaj¹ przepro-
wadzanie podstawowych manipulacji genetycznych
[1, 11, 17, 20]. Enzymy pochodz¹ce z organizmów
ekstremofilnych, ze wzglêdu na ich unikatowe cechy,
znalaz³y ju¿ wiele zastosowañ przemys³owych. Bia³-
ko Myc, uzyskane z archeonów, znalaz³o zastosowa-
nie w testach onkologicznych do poszukiwania prze-
ciwcia³ w surowicy pacjentów, gdy¿ wykazuje cenn¹,
szczególnie siln¹ reaktywno�æ. Nale¿y jednak pamiê-
taæ, ¿e w genomach tych Archaea, które w ca³o�ci zo-
sta³y zsekwencjonowane, 25�40% genów pozostaje
nierozpoznanych, nie przypisano im ¿adnej funkcji
[28]. Liczby te wskazuj¹, jak wiele w przypadku
Archaea jest jeszcze do odkrycia. Zapewne dotychczas
zbadane zosta³y g³ównie zjawiska najbardziej podobne
do znanych ze �wiata bakterii i eukariontów.
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1. Wprowadzenie

Wodór, najl¿ejszy ze znanych gazów, pierwiastek
chemiczny rozpoczynaj¹cy uk³ad okresowy, uwa¿any
jest za jeden z istotniejszych no�ników energii przysz-
³o�ci, okre�lany jest nawet mianem paliwa XXI wieku.
Zainteresowanie wodorem jako paliwem energetycz-
nym wynika z perspektywy wyczerpania siê z³ó¿
tradycyjnych �róde³ energii, jakimi s¹ wêgiel czy ropa
naftowa. Wodór stanowi czyste �ród³o energii, bowiem
jedynym produktem jego spalania jest woda, nie po-
wstaje przy tym dwutlenek wêgla. Reakcja spalania
cz¹steczki wodoru przebiega wed³ug wzoru opisane-
go przez równanie 1:

H2 + ½ O2 → H2O (równanie 1)
Dziêki temu spalanie wodoru nie przyczynia siê do

powstawania dziury ozonowej, efektu cieplarnianego
i kwa�nych deszczy [48, 59].

Wodór jest równie¿ bardzo wydajnym �ród³em
energii. Jego energia w³a�ciwa wynosi 33 Wh/g i jest
najwy¿sza spo�ród wszystkich paliw. Dla porównania
energia w³a�ciwa metanu wynosi 14,2 Wh/g a wêgla
9,1 Wh/g. Jednak gêsto�æ energii paliwa, która jest
iloczynem energii w³a�ciwej paliwa i gêsto�ci paliwa
w g/cm3, dla skroplonego wodoru jest do�æ niska i wy-
nosi 2,7 Wh/cm3, dla porówniania skroplonego meta-
nu 6,0 Wh/cm3 a wêgla 19,2 Wh/cm3. Wynika to z nis-
kiej gêsto�ci skroplonego gazu [64]. Wodór mo¿e byæ
przekszta³cany w energiê w silnikach spalinowych
oraz w chemicznych ogniwach paliwowych. Jednak tej
pory wodór nie jest wykorzystywany jako paliwo
energetyczne na wiêksz¹ skalê. Wchodzi natomiast
w sk³ad paliw rakietowych. Pewne nadzieje wi¹¿e
siê z wykorzystaniem wodoru jako paliwa samocho-
dowego. Jednak istniej¹ dzi� powa¿ne ograniczenia
w zastosowaniach wodoru jako no�nika energii. S¹ to
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wybuchowo�æ substancji, konieczno�æ zmniejszenia
objêto�ci wodoru przez kompresjê czy skroplenie, pro-
blemy z jego przechowywaniem i dystrybucj¹ oraz
obecne metody jego otrzymywania. Wodór wykorzys-
tywany jest w przemy�le chemicznym, m.in. do produk-
cji amoniaku, chlorowodoru, metanolu, w reakcjach
redukcji jak redukcja tlenków do wolnych metali,
w usuwaniu zwi¹zków siarki i azotu, w reakcjach uwo-
dornienia, wysycania wi¹zañ jak utwardzanie t³usz-
czów ciek³ych, do usuwania �ladowych ilo�ci tlenu
w zapobieganiu procesom utleniania i powstawaniu
korozji. Wodór stosowany jest te¿ w palnikach tleno-
wo-wodorowych [17].

Mimo ¿e wodór jest najbardziej rozpowszechnio-
nym pierwiastkiem w przyrodzie to w czystej postaci
nie wystêpuje, istnieje jedynie w zwi¹zkach chemicz-
nych. Obecnie wodór otrzymuje siê g³ównie z kon-
wencjonalnych �róde³ energii. Do tradycyjnych spo-
sobów produkcji wodoru nale¿¹:

● konwersja z par¹ wodn¹ (reforming parowy)
gazu i ropy naftowej; jest to reakcja wêglowodo-
rów z par¹ wodn¹ w bardzo wysokich tempe-
raturach 700�1100°C w obecno�ci katalizatora
metalicznego, czego wynikiem jest powstanie
mieszaniny gazów (ang. syngas), tlenku wêgla,
dwutlenku wêgla i wodoru; w wyniku w dalszej
reakcji tlenku wêgla z par¹ wodn¹ powstaje dwu-
tlenek wêgla i wodór.

● gazyfikacja wêgla lub koksu (równie¿ oparta na
reakcji z par¹ wodn¹, proces analogiczny do re-
formingu parowego);

● elektroliza wody, czyli rozk³ad wody pod wp³y-
wem sta³ego pr¹du elektrycznego;

Znana jest te¿ technologia plazmowa, czyli roz-
dzielanie wêglowodorów na wodór i czysty wêgiel
w temperaturze 1600�2000°C. Wszystkie te procesy s¹
energoch³onne, opieraj¹ siê na nieodwracalnych �ród-
³ach energii i powoduj¹ zatrucie �rodowiska. Otrzy-
manie czystego paliwa energetycznego takim kosztem
jest bezzasadne. St¹d du¿e zainteresowanie produkcj¹
wodoru z biomasy, w tym procesami prowadzonymi
przez drobnoustroje [48, 59].

Biomasa jest to ogólna masa materii organicznej
pochodzenia ro�linnego lub zwierzêcego, w której
w wyniku procesu fotosyntezy akumulowana jest ener-
gia s³oneczna. Ilo�æ lasów na kuli ziemskiej szacuje
siê na 700 bilionów ton. Jest to odpowiednik energe-
tyczny 5 bilionów ton ropy naftowej. Do celów ener-
getycznych mo¿na wykorzystaæ odpady produkcji rol-
niczej jak s³oma, niejadalne czê�ci ro�lin uprawnych;
odchody zwierz¹t; odpady przemys³u cukrowniczego,
miêsnego, t³uszczowego, drzewnego, skórzanego, pa-
pierniczego; osady �ciekowe; ro�liny szybko rosn¹ce
uprawiane specjalnie na potrzeby produkcji biomasy
(np. wierzba wiciowa, trawy). Listê t¹ mo¿na jeszcze

znacznie wyd³u¿yæ. Cech¹ biomasy jako �ród³a energii
jest odnawialno�æ i uniwersalno�æ. Dwutlenek wêgla,
który jest produktem ubocznym rozk³adu biomasy, nie
przyczynia siê do powstania efektu cieplarnianego,
gdy¿ pochodzi z bie¿¹cej produkcji ro�linnej i mo¿e byæ
zaabsorbowany w procesach fotosyntezy. To wszystko
sprawia, ¿e biomasê uwa¿a siê za wa¿ne odnawialne
�ród³o wodoru w niedalekiej przysz³o�ci. Wodór z bio-
masy mo¿na otrzymaæ w wyniku nastêpuj¹cych typów
procesów [12, 59]:

● gazyfikacja biomasy, jest to reakcja z par¹ wodn¹
w wysokiej temperaturze ok. 800�1000°C podob-
nej do reformingu parowego i gazyfikacji wêgla;

● piroliza, czyli przekszta³cenie biomasy w mie-
szaninê gazów, frakcjê p³ynn¹ biooil (bio-olej)
oraz wêgiel drzewny pod wp³ywem wysokiej
temperatury 500�700°C bez udzia³u tlenu, frak-
cja p³ynna poddawana jest nastêpnie reformin-
gowi parowemu;

● nadkrytyczne przekszta³cenie biomasy do dwu-
tlenku wêgla i wodoru, które polega na tym, ¿e
mieszanina biomasy i wody o jednolitej konsys-
tencji poddawana jest dzia³aniu bardzo wysokie-
go ci�nienia 22MPa (krytyczne ci�nienie wody),
temperatura procesu jest ni¿sza ni¿ w przypadku
gazyfikacji i pirolizy.

Jak widaæ wszystkie te procesy wymagaj¹ dostar-
czenia energii. Rozwa¿a siê wykorzystanie energii s³o-
necznej w procesach gazyfikacji biomasy.

● procesy prowadzone przez mikroorganizmy.

2. Produkcja wodoru w procesach biologicznych

2.1. Bezpo�rednia biofotoliza

Bezpo�rednia biofotoliza, czyli fotosyntetyczna
produkcja wodoru z wody jest procesem biologicz-
nym, w którym energia �wietlna jest wykorzystywana
do rozbicia cz¹steczki wody na wodór i tlen wed³ug
równania 2:

  energia �wietlna

2H2O → 2H2 + O2 (równanie 2)

Zjawisko to wykryto i opisano dla mikroskopij-
nych glonów, np. zielenic w warunkach beztlenowych.
Przyk³adowymi gatunkami s¹ Chlamydomonas rein-
hardtii, Chlorella fusca, Scenedesmus obliquus. Foto-
produkcja wodoru przez mikroskopijne glony znajduje
siê w centrum zainteresowania badaczy, gdy¿ stano-
wi potencjalne �ród³o odnawialnego wodoru z wody
i energii s³onecznej. Mechanizm tego zjawiska wygl¹-
da w nastêpuj¹co. Energia �wietlna absorbowana jest
przez transb³onowy kompleks polipeptydów zwany
fotosystemem II, który katalizuje transport elektronów



467PRODUKCJA WODORU W PROCESACH PROWADZONYCH PRZEZ DROBNOUSTROJE

z wody do plastochinolu wed³ug reakcji opisanej przez
równanie 3. Proces ten stymulowany jest �wiat³em.

energia �wietlna

2PQ (plastochinol utl.) + 2H2O → 2PQH2
(plastochinol zred.) + O2 (równanie 3)

Nastêpnie elektrony s¹ przenoszone z plastochino-
lu na plastocyjaninê przez cytochrom bf. A dalej inny
transb³onowy kompleks peptydowy zwany fotosyste-
mem I przenosi je na ferredoksynê. Hydrogenaza, en-
zym odpowiedzialny za produkcjê wodoru (patrz
rozdz. 2.7), odbiera elektrony ze zredukowanej ferro-
doksyny i redukuj¹c protony uwalnia wodór. W wa-
runkach tlenowych wodór wykorzystywany jest do
redukcji dwutlenku wêgla. Aby nast¹pi³a produkcja
wodoru przez zielenice wymagana jest inkubacja glo-
nów w warunkach beztlenowych od kilku minut do
kilku godzin. Czas ten jest niezbêdny do indukcji
bia³ek odpowiedzialnych za produkcjê wodoru, w tym
najwa¿niejszego, czyli hydrogenazy. Hydrogenazy s¹
bardzo wra¿liwe na tlen. Tak wiêc aby nast¹pi³a pro-
dukcja wodoru musi istnieæ oddzielenie czasowe
i przestrzenne etapu prowadz¹cego do powstawania
tlenu od etapu prowadz¹cego do tworzenia wodoru.
Taki stan mo¿e byæ osi¹gniêty, gdy hodowla zielenic
zostanie umieszczona w �rodowisku ubogim w siarkê.
W warunkach niedoboru siarki nastêpuje zahamowa-
nie syntezy bia³ka D1, podjednostki czê�ci rdzeniowej
fotosystemu II, która ulega czêstej wymianie. Bia³ko
D1 jest bogate w aminokwasy zawieraj¹ce siarkê jak
cysteina i metionina. W opisanych warunkach w krót-
kim czasie produkcja tlenu i absorpcja dwutlenku
wêgla ustaj¹ i tworzy siê wodór. Uwalnianie wodoru
stymuluje syntezê ATP w komórce. Konstruowane s¹
mutanty, które posiada³yby hydrogenazy odporne na
tlen i produkowa³yby wodór w warunkach tlenowych
[25, 30, 44]. W komórkach zielenic wykryto liazê pi-
rogronian:mrówczan (PFL) jak równie¿ oksydoreduk-
tazê pirogronian : ferrodeksyna i inne enzymy umo¿li-
wiaj¹ce oddychanie w warunkach beztlenowych [6].

2.2. Po�rednia biofotoliza

Wodór produkowany jest równie¿ przez since, pro-
kariotyczne fotosyntetyzuj¹ce organizmy. Fotosynteza
przebiega podobnie jak u ro�lin. Proces, który prowa-
dzi do powstawania wodoru to tzw. po�rednia fotoliza.
Wiele gatunków sinic potrafi wi¹zaæ azot atmosferycz-
ny redukuj¹c go do amoniaku. Sinice maj¹ bardzo
ubogie wymagania pokarmowe. Potrzebuj¹ dwutlen-
ku wêgla i azotu z powietrza, wody, soli mineralnych
i �wiat³a jako jedynego �ród³a energii. Fotoliza po�red-
nia jest procesem dwuetapowym. Pierwszym etapem
jest normalna fotosynteza w wyniku której nastêpuje
redukcja dwutlenku wêgla do wêglowodanów. Dwu-

tlenek wêgla jest wiêc no�nikiem elektronów i proto-
nów powsta³ych w wyniku rozk³adu cz¹steczki wody.
W drugim etapie wêglowodany ulegaj¹ rozk³adowi
czê�ciowo na drodze fermentacji a czê�ciowo przy
udziale fotosystemu I pod wp³ywem �wiat³a. Nastêpuje
przeniesienie elektronów z cz¹steczki cukru na ferre-
doksynê za po�rednictwem bia³ek fotosystemu I pod
wp³ywem energii �wietlnej. W powstawaniu wodoru
w procesie po�redniej fotolizy istotn¹ rolê odgrywaj¹
trzy enzymy, nitrogenaza i dwie hydrogenazy NiFe,
jedna pobieraj¹ca, która rozk³ada cz¹steczkê wodoru
do dwóch protonów i dwóch elektronów (ang. uptake
hydrogenase), druga prowadz¹ca dwukierunkow¹ re-
akcjê: H2 ↔ 2H+ + 2e�. Nitrogenaza katalizuje reakcje
redukcji azotu atmosferycznego do amoniaku z jedno-
czesn¹ redukcj¹ protonu i uwolnieniem wodoru we-
d³ug reakcji opisanej przez równanie 4. Jest to reakcja
bardzo energoch³onna.

N2 + 8H+ + 8e� + 16ATP → 2NH3 +
+ H2 + 16 ADP + 16 Pi (równanie 4)

Nitrogenaza mo¿e równie¿ redukowaæ protony do
wodoru cz¹steczkowego zgodnie z reakcj¹ opisan¹
przez równanie 5:

2H+ + 2e� + 4ATP → H2 + 4ADP + 4 Pi
(równanie 5)

Nitrogenaza jest kompleksem bia³kowym sk³ada-
j¹cym siê z dwóch bia³ek, reduktazy dinitrogenazy
(zwanej bia³kiem Fe) zbudowanej z dwóch podjednos-
tek, produktów genu nifH oraz dinitrogenazy (zwanej
bia³kiem MoFe), która jest heterotetramerem "2$2
utworzonym z bia³ek kodowanych przez geny nifD
(podjednostka ") i nifK (podjednostka $). Dinitroge-
naza reduktaza odbiera elektrony od zewnêtrznego
donora typu ferredoksyna i przekazuje je dinitrogena-
zie, która przeprowadza w³a�ciw¹ reakcjê redukcji
substratu. Proces wi¹zania azotu jest kontrolowany
i regulowany przez wiele innych jeszcze bia³ek. Nitro-
genaza jest bardzo wra¿liwa na tlen. Wielokomórkowe
sinice np. z rodzaju Nostoc, Anabaena, Oscillatoria
czy Calothrix, które tworz¹ filamenty, posiadaj¹ wy-
specjalizowane komórki, tzw. heterocysty, w których
zachodzi proces absorpcji azotu cz¹steczkowego. He-
terocysty zapewniaj¹ warunki beztlenowe niezbêdne
dla funkcjonowania nitrogenazy. S¹ otoczone grub¹
�cian¹ komórkow¹ ograniczaj¹c¹ dyfuzjê tlenu, nie
posiadaj¹ kompleksu bia³kowego fotosystemu II, od-
znaczaj¹ siê podwy¿szon¹ konsumpcj¹ tlenu w oddy-
chaniu komórkowym. Substratem dla hydrogenazy
katalizuj¹cej reakcjê jednokierunkow¹, czyli rozk³ad
cz¹steczki wodoru do protonów i elektronów, jest wo-
dór produkowany w trakcie redukcji azotu. Powsta³e
protony mog¹ byæ wykorzystane do redukcji kolejnej
cz¹steczki azotu. Hydrogenaza ta sk³ada siê z dwóch
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bia³ek HupL oraz HupS i jest ma³o wra¿liwa na tlen.
Zawsze towarzyszy ona nitrogenazie. Konstruuje siê
mutanty z nieaktywn¹ hydrogenaz¹ pobieraj¹c¹ w celu
zwiêkszenia produkcji wodoru przez sinice. Druga
hydrogenaza, prowadz¹ca reakcjê dwukierunkow¹,
wystêpuje zarówno u gatunków maj¹cych jak i nie ma-
j¹cych zdolno�ci do wi¹zania azotu atmosferycznego.
Zbudowana jest ona z dwóch podjednostek, diaforazy,
która odbiera elektrony z cz¹steczki NADH, w sk³ad
której wchodz¹ bia³ka HoxU i HoxF oraz hydrogena-
zy utworzonej przez bia³ka HoxH i HoxY. Jej rola nie
jest dok³adnie poznana. Prawdopodobnie usuwa nad-
miar si³y redukuj¹cej w postaci NADH w warunkach
beztlenowych. Najintensywniejsza produkcja wodoru
ma miejsce w warunkach niedoboru azotu. S¹ te¿ ga-
tunki wi¹¿¹ce azot a nie tworz¹ce heterocyst. Nale¿¹
do nich jednokomórkowe sinice z rodzaju Synecho-
coccus, Microcystis, Gloebacter, Aphanocapsa. Aby
by³a mo¿liwa produkcja wodoru musi nast¹piæ oddzie-
lenie w czasie tego procesu od procesu fotosyntezy [9,
68, 77]. Wydajno�æ produkcji wodoru w procesach
biofotolizy bezpo�redniej i po�redniej jest niska [34].

2.3. Fermentacje bakteryjne

Fermentacja jest typem oddychania beztlenowego
o niskiej wydajno�ci energetycznej, w którym ostatecz-
nym akceptorem elektronów s¹ produkty rozk³adu sub-
stratu oddechowego (donora elektronów). Brak jest ze-
wnêtrznego akceptora elektronów. W czasie fermentacji
tworz¹ siê ró¿norodne, zale¿ne od typu fermentacji,
zwi¹zki organiczne oraz gazy (dwutlenek wêgla i wo-
dór). Obecno�æ i ilo�æ powsta³ego wodoru zale¿y od
rodzaju fermentacji. Na podstawie dominuj¹cego cha-
rakterystycznego produktu koñcowego wyró¿niamy
nastêpuj¹ce typy fermentacji bakteryjnej: mlekowa
(homo- i heterofermentacja), propionowa, alkoholowa,
kwasów mieszanych (mrówkowa), mas³owo-butanolo-
wa. Fermentacje mlekowa, propionowa, alkoholowa nie
maj¹ znaczenia w produkcji wodoru. Fermentacjami
wodorowymi s¹ fermentacja mas³owo-butanolowa oraz
fermentacja kwasów mieszanych. Podczas fermentacji
mas³owo-butanolowej tworz¹ siê kwas mas³owy, bu-
tanol, wodór, dwutlenek wêgla, kwas octowy oraz inne
zwi¹zki jak aceton, 2-propanol, etanol, kwas mlekowy,
kwas kapronowy, acetoina. Z dotychczasowej wiedzy
wynika, ¿e fermentacja ta jest charakterystyczna przede
wszystkim dla przetrwalnikuj¹cych bakterii z rodzaju
Clostridium oraz innych nie tworz¹cych zarodników,
np. bakterii ¿waczowych. Znanymi bakteriami prowa-
dz¹cymi fermentacjê kwasów mieszanych s¹ bakterie
z rodziny Enterobacteriaceae, tak¿e gatunki rodzaju
Bacillus, a do koñcowych produktów procesu nale¿¹
kwas mrówkowy, kwas octowy, etanol, wodór, dwutle-
nek wêgla, kwas mlekowy, a tak¿e kwas bursztynowy,

glicerol, acetoina i 2,3-butanodiol. Enterobacteriaceae
s¹ du¿¹ rodzin¹ bakterii, do której nale¿y wiele ga-
tunków symbiotycznych zamieszkuj¹cych przewód
pokarmowy ludzi i zwierz¹t oraz patogennych. Nale-
¿¹ tu nastêpuj¹ce przyk³adowe 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. S¹
to Gram-ujemne, nie tworz¹ce przetrwalników fakul-
tatywne beztlenowce [72].

2.3.1. Powstawanie pirogronianu

Wiêkszo�æ fermentacji to fermentacje glikolityczne,
czyli ich pierwszym etapem jest glikoliza inaczej szlak
fruktozo-1,6-bifosforanowy (szlak Embdena-Meyer-
hoffa-Parnasa). W wyniku glikolizy nastêpuje prze-
kszta³cenie glukozy w pirogronian. Pierwszym etapem
glikolizy jest przekszta³cenie glukozy we fruktozo-
1,6-bifosforan w wyniku reakcji fosforylacji i izome-
ryzacji. Nastêpnie fruktozo-1,6-bifosforan jest roz-
szczepiany na dwa izomeryczne zwi¹zki trójwêglowe:
aldehyd 3-fosfoglicerynowy i fosfodihydroksyaceton.
W efekcie dzia³ania izomerazy triozofosforanowej
z fosfodihydroksyacetonu tworzy siê aldehyd 3-fosfo-
glicerynowy. Dwie cz¹steczki aldehydu 3-fosfoglice-
rynowego ulegaj¹ przekszta³ceniu do dwóch cz¹steczek
1,3-bifosfoglicerynianu. Kolejn¹ reakcjê katalizuje ki-
naza fosfoglicerynianowa, w wyniku czego z 1,3-bi-
fosfoglicerynianu powstaje ATP i 3-fosfoglicerynian.
Ostatnim etapem jest przekszta³cenie 3-fosfoglicery-
nianu w pirogronian przy jednoczesnym powstaniu
cz¹steczki ATP. Podsumowuj¹c, produktami rozk³adu
1 cz¹steczki glukozy w procesie glikolizy s¹ 2 cz¹-
steczki pirogronianu, 2 cz¹steczki ATP (zysk netto)
i 2 cz¹steczki NADH [76].

Pirogronian mo¿e powstaæ te¿ 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-Doudoroffa glukozo-6-fosforan ule-
ga odwodorowaniu do 6-fosfoglukonianu przez de-
hydrogenazê glukozo-6-fosforanow¹. Powstaje wtedy
1 cz¹steczka NADPH. Nastêpnie w wyniku dzia³ania
dehydratazy fosfoglukanionowej powstaje 2-keto-3-
deoksy-6-fosfoglukonian, który rozszczepiany jest do
pirogronianu i aldehydu 3-fosfoglicerynowego przez
aldolazê 2-keto-3-deoksyfosfoglukanionow¹. Dalej al-
dehyd 3-fosfoglicerynowy przekszta³cany jest do piro-
gronianu. W szlaku Entnera-Doudoroffa z 1 cz¹steczki
glukozy powstaj¹ 2 cz¹steczki pirogronianu, 1 cz¹stecz-
ka NADPH, 1 cz¹steczka NADH i 1 cz¹steczka ATP.
U bakterii fermentacyjnych mog¹ wystêpowaæ ró¿ne
odmiany tego szlaku. Pirogronian jest substratem wyj�-
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ciowym do dalszych przemian w procesach fermen-
tacji. W fermentacji mlekowej ulega przekszta³ceniu
w mleczan, w fermentacji alkoholowej w etanol, w fer-
mentacji propionowej w szczawiooctan. W fermenta-
cjach mas³owo-butanolowej i kwasów mieszanych piro-
gronian jest utleniany do acetylo-koenzymu A (acetylo-
-CoA) [72, 76]. Pirogronian mo¿e powstaæ te¿ z innych
substratów co zosta³o opisane w rozdziale 2.3.5.

2.3.2. Fermentacja mas³owo-butanolowa

Wzorcowy schemat przebiegu fermentacji mas³owo-
butanolowej na przyk³adzie Clostridium acetobutyli-
cum przedstawia rysunek 1. Reakcja utleniania pirogro-

nianu do acetylo-CoA katalizowana jest przez oksydo-
reduktazê pirogronian:ferredoksyna (PFOR, pyruvate:
ferredoxin oxidoreductase) przy udziale ferredoksyny,
która ulega redukcji wed³ug równania 6:

Pirogronian + CoA +
Oksydoreduktaza
pirogronian : ferredoksyna (PFOR)

+ ferredoksynautleniona (Fd) →
acetylo-CoA + ferredoksynazredukowana (FdH) + CO2

(równanie 6)

Ferredoksyna jest niewielkim rozpuszczalnym w wo-
dzie bia³kiem zawieraj¹cym centrum ¿elazowo-siar-
kowe [4Fe-4S] po³¹czone z resztami cysteiny. Z acety-
lo-CoA tworzy siê szereg produktów fermentacji jak
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Rys. 1. Schemat przebiegu fermentacji mas³owo-butanolowej prowadzonej przez Clostridium acetobutylicum.
Zaznaczono szlaki prowadz¹ce do powstania wodoru
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kwasy organiczne, etanol czy butanol. Zredukowana
ferredoksyna mo¿e te¿ powstaæ w reakcji z NADH przy
udziale oksydoreduktazy NADH:ferredoksyna (NFOR,
ang. NADH: ferredoxin oxidoreductase) wed³ug rów-
nania 7:

Oksydoreduktaza
NADH : ferredoksyna (NFOR)

NADH + ferredoksynautl (Fd) →
NAD+ + ferredoksynared (FdH) (równanie 7)

NADH pochodzi z procesu glikolizy lub szlaku Entnera-
Doudoroffa.

Nastêpnie wodór jest uwalniany w reakcji prowa-
dzonej przez hydrogenazê � oksydoreduktazê ferre-
doksyna:H2 wed³ug równania 8:

Hydrogenaza � Oksyreduktaza
Ferredoksyna : H2

ferredoksynared (FdH) →
ferredoksynautl (Fd) + H2 (równanie 8)

Hydrogenazy przenosz¹ elektrony z wewn¹trzko-
mórkowych no�ników elektronów na protony. Protony
s¹ akceptorami elektronów i ulegaj¹ redukcji. Protony
s¹ s³abymi akceptorami elektronów i wymagaj¹ silnego
czynnika redukuj¹cego. Aktywno�æ enzymów PFOR
i NFOR jest regulowana przez stê¿enie wyprodukowa-
nego wodoru. Ci�nienie cz¹steczkowe wodoru wy¿sze
ni¿ 60 Pa hamuje aktywno�æ bia³ka NFOR. W tych
warunkach w komórce wystêpuje równowaga stê¿eñ
utlenionych oraz zredukowanych form ferredoksyny
i NADH. Produkcja wodoru staje siê niekorzystna ter-
modynamicznie, wiêc powstaj¹ inne produkty fermen-
tacji jak ma�lan, mleczan, czy etanol. Bia³ko PFOR
jest natomiast aktywne, gdy ci�nienie cz¹steczkowe
wodoru wynosi do 3×104 Pa. Zatem im ni¿sze ci�nie-
nie cz¹steczkowe wodoru tym wydajniejsza produkcja
wodoru [4, 29]. Mleczan tworzy siê w wyniku redukcji
pirogronianu. Etanol powstaje w wyniku redukcji ace-
tylo-CoA przez przez dehydrogenazê aldehydu octowe-
go oraz dehydrogenazê etanolow¹. Acetylotransferaza
fosforanowa oraz kinaza octanowa przekszta³caj¹ ace-
tylo-CoA do octanu. Tiolaza katalizuje reakcjê konden-
sacji dwóch cz¹steczek acetylo-CoA w wyniku czego
tworzy siê acetoacetylo-CoA, który ulega redukcji
przez dehydrogenazê 3-hydroksybutyrylo-CoA do 3-hy-
droksybutyrylo-CoA. Ten zwi¹zek ulega dalej dehy-
dratacji przez krotonazê do krotonylo-CoA, który
z kolei jest redukowany do butyrylo-CoA przez dehy-
drogenazê do butyrylo-CoA. Przy udziale transbuty-
rylazy fosforanowej i kinazy ma�lanowej powstaje
ma�lan. Dehydrogenaza aldehydu mas³owego i de-
hydrogenaza butanolowa przekszta³caj¹ butyrylo-CoA
w butanol. Z acetoacetylo-CoA mo¿e powstaæ te¿ aceto-
octan, z którego po dekarboksylacji tworzy siê aceton.
Aceton mo¿e ulec redukcji do 2-propanolu. Koñcowy-
mi produktami fermentacji mas³owo-butanolowej s¹
wiêc ma�lan, octan, mleczan, etanol, butanol, aceton,
dwutlenek wêgla i wodór [26, 29].

2.3.3. Fermentacja kwasów mieszanych

W fermentacji kwasów mieszanych w wyniku prze-
kszta³cenia pirogronianu katalizowanej przez liazê
pirogronian : mrówczan (PFL, pyruvate formate-lyase)
wed³ug równania 9 oprócz acetylo-CoA powstaje te¿
mrówczan, który ulega rozk³adowi do dwutlenku
wêgla i wodoru pod wp³ywem liazy mrówczan:H2
(FHL, formate hydrogenlyase) wed³ug równania 10.

liaza pirogronian : mrówczan (PFL)

Pirogronian + CoA →  acetylo-CoA
+ mrówczan (równanie 9)

liaza mrówczan:H2 (FHL)

Mrówczan (HCOOH)  →  H2 + CO2
(równanie 10)

Wyró¿niamy 2 typy fermentacji mieszanej, typ
E. coli i typ Enterobacter. Produktami fermentacji typu
E. coli s¹ etanol, octan, mleczan i bursztynian. Bursz-
tynian powstaje w wyniku przekszta³cenia fosfoeno-
lopirogronianu przez reduktazê fumaranow¹ FrdBC,
mleczan w wyniku przekszta³cenia pirogronianu przez
dehydrogenazê mleczanow¹ LdhA, octan w wyniku
przekszta³cenia pirogronianu przez oksydazê pirogro-
nianu PoxB oraz acetylo-CoA przez acetylotransfera-
zê fosforanow¹ PTA i kinazê octanow¹ ACK a etanol
w wyniku redukcji acetylo-CoA (rys. 2) [49, 71]. Na-
tomiast w fermentacji typu Enterobacter kwasów two-
rzy siê niewiele a przewa¿aj¹ acetoina, 2,3-butanodiol
oraz diacetyl. Acetoina powstaje z dwóch cz¹steczek
pirogronianu, 2,3-butanadiol to produkt redukcji aceto-
nu, diacetyl tworzy siê w efekcie utleniania siê acetoiny
na powietrzu [72]. Ponadto uwa¿a siê, ¿e w fermentacji
typu Enterobacter wodór powstaje równie¿ z NADH
przy udziale oksydoreduktazy NADH:ferredoksyna jak
opisano dla fermentacji mas³owo-butanolowej. Two-
rzy siê wtedy zredukowana ferredoksyna (wg równa-
nia 7) a wodór jest uwalniany w reakcji prowadzonej
przez hydrogenazê � oksydoreduktazê ferredoksy-
na:H2 (wg równania 8). Ma to miejsce przy wysokim
poziomie NADH w komórce [58].

Do Enterobacteriaceae nale¿y rodzaj Citrobacter.
S¹ to fakultatywne beztlenowce o wysokiej wydajno�ci
produkcji wodoru (2.49 mola H2 na 1 mol glukozy).
Bakterie te zdolne s¹ równie¿ do produkcji wodoru
z tlenku wêgla i wody [62]. Zjawisko to jest dobrze
poznane dla bakterii fotosyntetyzuj¹cych i opisane
w rozdziale 2.4.

2.3.4. Regulacja produkcji wodoru
w czasie fermentacji kwasów mieszanych

Regulacja wytworzenia wodoru w czasie fermen-
tacji kwasów mieszanych zostanie omówiona na przy-
k³adzie modelowego przedstawiciela rodziny Entero-
bacteriaceae, bakterii Escherichia coli. Podobnie jak
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inne bakterie z tej rodziny jest ona fakultatywnym bez-
tlenowcem. Globalnymi regulatorami kontroluj¹cymi
ekspresjê genów koduj¹cych enzymy oddychania tle-
nowego i beztlenowego s¹ kompleks ArcAB i bia³ko
FNR wra¿liwe na stê¿enie tlenu i potencja³ oksydore-
dukcyjny w komórce [2, 40]. W warunkach tlenowych
pirogronian ulega oksydatywnej dekarboksylacji przez
dehydrogenazê pirogronianu (PDHc, pyruvate dehy-
drogenase complex) do acetylo-CoA i w³¹czany jest
w cykl Krebsa. W warunkach anaerobowych lub mi-
kroanaerobowych nastêpuje aktywacja liazy pirogro-
nian:mrówczan (PFL), która przekszta³ca czê�æ piro-
gronianu w mrówczan. Z pirogronianu mo¿e powstaæ
te¿ mleczan i octan a z fosfoenolopirogronianu bursz-
tynian. Stwierdzono, ¿e ok. 33% glukozy ulega prze-
kszta³ceniu w kwas mrówkowy, który gromadzi siê
w cytoplazmie i powoduje zakwaszenie �rodowiska
komórki. Mrówczan mo¿e byæ metabolizowany w ko-
mórce na 3 ró¿ne sposoby. Metabolizm mrówczanu
jest wiêc istotnym elementem fermentacji kwasów
mieszanych i produkcji wodoru. W komórce E. coli
wykryto 3 dehydrogenazy mrówczanowe. Pierwsza to
bia³ko FDH-N, produkt operonu fdnGHI, syntetyzo-
wane, gdy komórki rosn¹ w warunkach beztlenowych
w obecno�ci azotanów. Enzym ten przeprowadza utle-
nianie mrówczanu przy jednoczesnej redukcji azotanów
z udzia³em reduktazy azotanowej. Drug¹ dehydroge-
nazê mrówczanow¹, bia³ko FDH-O, koduje operon
fdoGHI, gdy pojawiaj¹ siê warunki tlenowe oraz gdy

w pod³o¿u znajduj¹ siê akceptory elektronów w po-
staci azotanów. Obie dehydrogenazy s¹ bia³kami b³o-
nowymi a ich centra aktywne znajduj¹ siê od strony
periplazmy. Trzecia dehydrogenaza mrówczanowa to
produkt genu fdhF, bia³ko FDH-H, którego ekspresja
zachodzi w warunkach fermentacyjnych, gdy brak ze-
wnêtrznych akceptorów elektronów. Centrum aktyw-
ne FDH-H zawiera selen oraz molibden i skierowane
jest do wnêtrza cytoplazmy. Enzym ten jest kluczo-
wym elementem kompleksu liazy mrówczan:wodór
(FHL) odpowiedzialnej za rozk³ad kwasu mrówkowe-
go do dwutlenku wêgla i wodoru. FHL jest komplek-
sem bia³kowym zakotwiczonym w b³onie komórko-
wej sk³adaj¹cym siê z siedmiu bia³ek: FDH-H oraz
6 bia³ek Hyc, produktów operonu hyc. S¹ to bia³ka
HycB, HycC, HycD, HycF i HycG odpowiedzialne za
transport elektronów oraz bia³ko HycE (Hyd-3), hy-
drogenaza, jedna z czterech hydrogenaz NiFe E. coli.
Hydrogenazy NiFe s¹ omówione w rozdziale 2.7. In-
duktorem genu fdhF i genów operonu hyc, których
produkty tworz¹ liazê mrówczan:wodór, jest sam kwas
mrówkowy. W komórce istnieje regulon mrówczano-
wy w sk³ad którego wchodz¹ ponadto operony hypA-E,
fhlA oraz hydN-hypF (rys. 3). Geny te ulegaj¹ trans-
krypcji w warunkach obni¿onego pH, przy akumula-
cji mrówczanu. Do ich transkrypcji wymagana jest
podjednostka F54 w polimerazie RNA. Bia³ka HypA-E
i HypF s¹ odpowiedzialne za dojrzewanie hydroge-
nazy Hyd-3 i formowanie kofaktora NiFe. Gen fhlA
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Rys. 2. Schemat fermentacji kwasów mieszanych u Escherichia coli.
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472 ANNA SIKORA

koduje bia³ko FHLA, oddzia³ywuj¹ce z mrówczanem,
które pe³ni funkcjê induktora regulonu mrówczanu.
FHLA ³¹czy siê z DNA w postaci tetrameru aktywu-
j¹c w ten sposób transkrypcjê genów regulonu. Gen
fhlA ulega autoregulacji na zasadzie sprzê¿enia zwrot-
nego dodatniego. Wygaszanie regulonu nastêpuje przez
bia³ko represorowe HYCA, produkt genu hycA oraz
antysensowne RNA OxyS. Represor HYCA odzia³ywu-
je z bia³kiem induktorowym FHLA oraz z kompleksem
FHLA z mrówczanem. OxyS jest 109 nukleotydowym
fragmentem RNA, który nie ulega translacji i jest indu-
kowany w warunkach stresu oksydacyjnego. Uwa¿a siê,
¿e jest to globalny regulator ekspresji ok. 40 genów.
Pokazano, ¿e OxyS RNA wi¹¿e siê z sekwencj¹ Shine-
Dalgarno mRNA dla bia³ka FHLA blokuj¹c miejsce
wi¹zania rybosomy. W regulacji regulonu mrówcza-
nowego wa¿n¹ rolê odgrywa równie¿ transmembrano-
we bia³ko FocA odpowiedzialne za transport mrów-
czanu do i na zewn¹trz komórki. Nale¿y ono do klasy
bia³ek transportuj¹cych kwasy organiczne. Mutanty

focA gromadz¹ mrówczan wewn¹trz komórki w po-
równaniu ze szczepem dzikim. Wykazano, ¿e kwas
mrówkowy zostaje pocz¹tkowo usuniêty z komórki,
a gdy pH podlo¿a ulega zakwaszeniu (spadek pH po-
ni¿ej 6,8), jest pobierany z powrotem i ulega rozk³a-
dowi przez liazê FHL. Dok³adny mechanizm transpor-
tu mrówczanu nie jest poznany. Prawdopodobnie
bierze w nim udzia³ równie¿ inne bia³ko FocB (pro-
dukt genu focB). Powrót mrówczanu do komórki ma
miejsce, gdy brak jest zewnêtrznego akceptora elek-
tronów jak azotany czy tlen. Ciekawe jest, ¿e gen focA
i pfl koduj¹cy liazê pirogronian:mrówczan PFL two-
rz¹ wspólny operon focApfl [3, 21, 71].

2.3.5. Substraty fermentacji

Substratami fermentacji s¹ przede wszystkim wê-
glowodany. Powstawanie pirogronianu z glukozy jest
podstawowym schematem rozwa¿anym przy omawia-
niu procesów fermentacji. Jednak pirogronian mo¿e
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powstawaæ z ró¿norodnych zwi¹zków. S¹ to inne ni¿
glukoza cukry proste, jak fruktoza, galaktoza, ksy-
loza, arabinoza, ryboza. Cukry te mog¹ by w³¹czane
w cykl glikolityczny lub inne cykle (szlak 2-keto-3-
deoksy-6-fofsoglukaniowy czy szlak pentozofosforano-
wy). Na przyk³ad galaktoza mo¿e byæ przekszta³cona
w glukozo-6-fosforan, a fruktoza w aldehyd glicery-
nowy i fosfodihydroksyaceton po uprzedniej fosfory-
lacji do fruktozo-1-fosforanu. Substratami fermentacji
s¹ polisacharydy, jak np. celuloza, hemiceluloza, skro-
bia; dwucukry, jak np. sacharoza, maltoza po uprzed-
niej hydrolizie na cukry proste [34, 45].

Kolejnymi zwi¹zkami, z których w wyniku procesu
fermentacji powstaje wodór s¹ aminokwasy. Wiadomo,
¿e w wyniku fermentacji glutaminy prowadzonej przez
Clostridium tetanomorphum, C. pascui, C. tetani, C. co-
chlearium, C. malenominatum, C. limosum powstaj¹
amoniak, wodór, dwutlenek wêgla, octan, ma�lan oraz
etanol. Glutamina przekszta³cana jest do octanu i piro-
gronianu w wieloetapowym procesie. Produktami po-
�rednimi s¹ 2-metylo-asparaginian, 2-metylo-fumaran,
2-metylo-jab³czan [11, 72, 80]. Stwierdzono, ¿e wodór
jest tak¿e produkowany przez bakterie fermentuj¹ce
glicynê, np. Peptococcus anaerobius oraz treoninê, np.
Clostridium propionicum [11].

Znacz¹c¹ produkcjê wodoru obserwowano dla ho-
dowli Enterobacter aerogenes [32] oraz Klebsiella
pneumoniae [46] rosn¹cych na pod³o¿ach bogatych
w glicerol. G³ównymi produktami fermentacji by³y
etanol i wodór. Inna bakteria Clostridium kluyveri pro-
wadzi fermentacjê etanolu i octanu lub bursztynianu
w wyniku której powstaje ma�lan, kapronian oraz wo-
dór [36]. Wyizolowano bakteriê Clostridium dolis,
która prowadzi fermentacjê mieszaniny kwasów mle-
kowego i octowego, której produktem s¹ wodór i kwas
mas³owy [53].

W zwi¹zku z du¿ymi nadziejami jakie wi¹¿e siê
z wodorem jako paliwem w przysz³o�ci uzyskiwanym
z biomasy, znaczna czê�æ badañ naukowych i publi-
kowanych prac dotyczy produkcji wodoru z ró¿norod-
nych odpadów organicznych, takich jak odpady prze-
mys³u rolno-spo¿ywczego, zw³aszcza bogate w skrobiê
i celulozê [4, 34, 53, 63], melasa [69], odpady prze-
mys³u t³uszczowego [23], odpady bogate w keratynê
[7], obornik i odchody innych zwierz¹t [15, 84, 90],
odpady z produkcji biopaliw [32, 46], odpady prze-
mys³u papierniczego [78].

2.3.6. Wydajno�æ produkcji wodoru
w procesie fermentacji

Gdyby biomasê potraktowaæ jako cukry proste
typu glukoza to w wyniku ca³kowitego rozk³adu 1
mola glukozy powsta³oby 12 moli wodoru zgodnie
z równaniem 11:

C6H12O6 + 6 H2O → 12 H2 + 6 CO2
(równanie 11)

Rozwa¿aj¹c równania 6�8 z rozdzia³u 2.3.2.,
w optymalnych warunkach w czasie fermentacji z jed-
nego mola glukozy mo¿na otrzymaæ 4 mole wodoru
(2 mole w wyniku dzia³ania bia³ka PFOR i 2 mole
w wyniku dzia³ania bia³ka NFOR), 4 mole dwutlenku
wêgla i 2 mole octanu zgodnie z reakcj¹ opisan¹
przez równanie 12. Jest to maksymalna ilo�æ wodoru
jak¹ mo¿na uzyskaæ w procesie fermentacji z 1 mola
glukozy.

C6H12O6 + 2 H2O → 4 H2 + 2 CO2 + 2 CH3COOH
(równanie 12)

Jest to wiêc 33% warto�ci przedstawionej przez
równania 6 i 11. W rzeczywisto�ci jest to mniej, bo
8�20%, czyli 1�2,5 mola wodoru z 1 mola glukozy.
Tworzenie kwasu mas³owego obni¿a ilo�æ powsta³ego
wodoru do 2 moli (równanie 13):

C6H12O6 + 2 H2O → 2 H2 + 2 CO2 +
+ CH3CH2CH2COOH (równanie 13)

Powstawanie kolejnych produktów fermentacji (in-
ne kwasy organiczne, alkohole) powoduj¹ dalsze obni-
¿enie ilo�ci wyprodukowanego wodoru [4, 40, 48].
Natomiast maksymalna teoretyczna wydajno�æ fer-
mentacji mieszanej wynosi 2 mole wodoru na 1 mol
glukozy [87].

Szacuje siê, ¿e wydajno�æ produkcji wodoru powin-
na wynosiæ 60�80%, aby produkcja wodoru z biomasy
by³a op³acalna z ekonomicznego punktu widzenia [8,
48]. St¹d du¿e zainteresowanie sposobami zwiêksza-
nia wydajno�ci produkcji wodoru. W pracach spotkaæ
mo¿na ró¿ny sposób przedstawienia wydajno�ci pro-
dukowanego wodoru w procesach fermentacji. Jedni
autorzy pokazuj¹ to jako liczbê moli wodoru na 1 mol
substratu roz³o¿onego, inni na 1 mol substratu doda-
nego do po¿ywki. Jeszcze inni pokazuj¹ produktyw-
no�æ wodoru w %, gdzie za 100% przyjmuje siê ilo�æ
moli wodoru powsta³ego z ca³kowitego rozk³adu 1 mola
substratu (12 moli wodoru w przypadku rozk³adu cz¹s-
teczki glukozy) [41]. Czêsto podaje siê tempo produk-
cji wodoru w jednostkach objêto�ci produkowanego
gazu w jednostce czasu (np. ml/h) zaznaczaj¹c objê-
to�æ hodowli, jej gêsto�æ lub liczebno�æ bakterii czy
te¿ such¹ masê. Mo¿na te¿ wyliczyæ ilo�æ mmoli wo-
doru na gram suchej masy [57], ilo�æ mmoli wodoru
na godzinê na litr hodowli ([86], ilo�æ µmoli wodoru
na mg bia³ka [49] itp.

2.3.7. Sposoby zwiêkszania wydajno�ci produkcji
wodoru w procesach fermentacji

W bioreaktorach, gdzie zachodzi fermentacja i pro-
dukowany jest wodór, rozwijaj¹ siê zazwyczaj trzy
grupy mikroorganizmów. Oprócz producentów wodoru
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pojawiaj¹ siê tam bakterie, które wykorzystuj¹ wodór
w swoich procesach ¿yciowych. S¹ to metanogeny
i acetogeny, a produktami ich metabolizmu s¹ odpo-
wiednio metan i kwas octowy. Zatem istotnym czynni-
kiem w optymalizacji produkcji wodoru jest ogranicze-
nie procesów metanogenezy i acetogenezy. Archeony
metanogenne s¹ bezwzglêdnymi beztlenowcami, wy-
twarzaj¹ metan w przemianie octanu i redukcji wodoru
CO2 w warunkach beztlenowych. Bakterie acetogenne
produkuj¹ kwas octowy z wodoru i dwutlenku wêgla
wg reakcji opisanej przez równanie 14:

4 H2 + 2 CO2 → CH3COOH + 2 H2O
(równanie 14)

Jednym ze sposobów hamowania procesów meta-
nogenezy i acetogenezy jest traktowanie hodowli wy-
sok¹ temperatur¹ 80�104°C przez 15�120 min. Selek-
cjonowane s¹ wtedy bakterie fermentuj¹ce o du¿ej
produkcji wodoru, zdolne do wytwarzania zarodników
z rodzaju Clostridium, Bacillus czy Thermoanaero-
bacterium. W takich warunkach gin¹ jednak bakterie
produkuj¹ce  jak np. z rodzaju Enterobacter czy Citro-
bacter wodór a nie zarodnikuj¹ce. W inoculum mog¹
pozostaæ te¿ tworz¹ce spory bakterie octowe (z rodzaju
Acetobacterium, Sporomusa czy Clostridium), bakterie
propionowe, bakterie kwasu mlekowego czy bakterie
wykorzystuj¹ce wodór do redukcji siarczanów [41].
Pokazano, ¿e efektywn¹ metod¹ poprawiaj¹c¹ pro-
dukcjê wodoru jest traktowanie hodowli zwi¹zkami
chemicznymi, które specyficznie hamuj¹ rozwój me-
tanogenów i procesy metanogenezy jak kwas 2-bro-
moetanosulfonowy (BESA) czy jodopropan. Podobne
efekty przynosi prowadzenie hodowli bakterii w warun-
kach obni¿onego pH do ok. 5,5 czy traktowanie inocu-
lum kwasem. Nale¿y tu zaznaczyæ, ¿e gdy fermentacja
przebiega w optymalnych warunkach, nastêpuje spadek
pH hodowli do warto�ci ok. 5,0 na skutek produkcji
kwasów organicznych, co w naturalny sposób hamuje
rozwój metanogenów. Kolejn¹ metod¹ ograniczaj¹c¹
tworzenie metanu i zwiêkszaj¹c¹ produkcjê wodoru
jest pulsowe napowietrzenie hodowli bakteryjnej [89].

Innym podej�ciem do zwiêkszenia wydajno�ci pro-
dukcji wodoru jest d¹¿enie do osi¹gniêcia warunków
fermentacji, w których nastêpuje ograniczenie powsta-
wania ró¿norodnych produktów koñcowych. W przy-
padku fermentacji mas³owo-butanolowej celem jest
osi¹gniêcie warunków opisanych przez równanie 12.
Przypomnijmy, ¿e ci�nienie cz¹steczkowe wodoru wy¿-
sze ni¿ 60 Pa hamuje aktywno�æ bia³ka NFOR. W przy-
padku fermentacji kwasów mieszanych celem jest uzy-
skanie jak najwiêkszej produkcji kwasu mrówkowego.
Wi¹¿e siê to z utrzymywaniem niskiego ci�nienia
cz¹steczkowego wodoru w hodowli, co sprzyja jego
produkcji. Stosuje siê ró¿ne techniki usuwania gazów
fermentacyjnych (wodór i dwutlenek wêgla) rozpusz-

czonych w hodowli bakterii. Jednoczesne usuwanie
wodoru i dwutlenku wêgla zapobiega procesowi po-
wstawania kwasu octowego. Najczêstsz¹ technik¹ ob-
ni¿ania stê¿enia rozpuszczonych gazów fermentacyj-
nych w bioreaktorach, gdzie produkowany jest wodór,
stanowi ich wypieranie przez przedmuchiwanie innym
gazem obojêtnym (ang. gas sparging). Stosuje siê tu
zwykle argon i azot, a tak¿e metan czy dwutlenek wê-
gla. Wzrost produkcji wodoru w takich warunkach ob-
serwuje siê zarówno w hodowlach czystych kultur np.
Enterobacter aerogenes, Clostridium butyricum, Rho-
dopseudomonas palustris, jak i mieszanych [41, 59].

Innymi metodami s¹ wytrz¹sanie czy mieszanie ho-
dowli fermentacyjnych, co sprzyja przechodzeniu ga-
zów metabolicznych z fazy ciek³ej do przestrzeni nad
hodowl¹ w reaktorze. Pokazano te¿, ¿e sposobem na
zwiêkszenie produkcji wodoru mo¿e byæ obni¿enie ci�-
nienia cz¹steczkowego wodoru w atmosferze nad ho-
dowl¹ bakteryjn¹. Obni¿enie ogólnego ci�nienia gazów
w kolbie z hodowl¹ Enterobacter cloacae z 760 mmHg
do 380 mmHg przez zastosowanie pompy perystaltycz-
nej zwiêkszy³o wydajno�æ produkcji wodoru z 1,9 mola
H2 na 1 mol glukozy do 3,9 mola H2 na 1 mol glukozy.
U¿yty szczep by³ mutantem charakteryzuj¹cym siê
podwy¿szon¹ produkcj¹ wodoru w stosunku do szcze-
pu dzikiego w wyniku zaburzeñ w funkcjonowaniu
szlaków syntezy alkoholi i kwasów organicznych.
W eksperymencie tym ponadto poch³aniany by³ dwu-
tlenek wêgla przez roztwór KOH [50]. Zastosowanie
roztworu KOH jest znan¹ metod¹ usuwaj¹c¹ dwutle-
nek wêgla, co równie¿ zwiêksza ilo�æ produkowanego
wodoru w procesie fermentacji. Zbyt wysokie ci�nie-
nie cz¹steczkowe dwutlenku wêgla, powy¿ej 0,5 atm
dzia³a hamuj¹co na wzrost bakterii oraz zmniejsza ró¿-
norodno�æ gatunkow¹ w kulturach mieszanych [41, 44].

Stwierdzono, ¿e dodanie kwasu mrówkowego w wa-
runkach beztlenowych do hodowli bakterii prowadz¹-
cych fermentacjê kwasów mieszanych, np. Enterobac-
ter aerogenes zwiêksza produkcjê wodoru. Jest to wynik
podwy¿szenia indukcji bia³ka FHL przez zwiêkszone
stê¿enie mrówczanu w komórce. Egzogennie podany
kwas mrówkowy jest transportowany do wnêtrza ko-
mórki. Uwa¿a siê, ¿e w tych warunkach nastêpuje
równie¿ podwy¿szenie poziomu NADH w komórce,
który wykorzystywany jest do produkcji wodoru [43].

Innym podej�ciem do problemu zwiêkszania wy-
dajno�ci produkcji wodoru w procesie fermentacji s¹
próby modyfikacji genetycznych bakterii. Obecne me-
tody genetyczne umo¿liwiaj¹ stworzenie mutantów,
które maj¹ zablokowane pewne szlaki metaboliczne
lub nadprodukuj¹ wybrane bia³ka. Skonstruowano po-
chodne E. coli z delecj¹ genu hycA oraz z nadekspresj¹
genu fhlA z plazmidowego DNA. Mutanty te nie po-
siada³y bia³ka represorowego HycA dla regulonu
mrówczanu lub nadprodukowa³y bia³ko induktorowe
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tego regulonu, lub nios³y obie te cechy. W mutancie
hycA nadprodukuj¹cym bia³ko FHLA obserwowano
2,8-krotny wzrost tempa produkcji wodoru w porów-
naniu do dzikiego szczepu. Podwy¿szenie produkcji
wodoru stwierdzono te¿ w pojedynczym mutancie
ÄhycA oraz w szczepie bez mutacji a nadprodukuj¹-
cym bia³ko FHLA [86]. Ci sami autorzy skonstruowa-
li kolejne mutanty E. coli z zablokowanymi szlakami
produkcji kwasu mlekowego i kwasu bursztynowego
w czasie fermentacji. By³y to mutanty delecyjne ldhA
i frdBC. Gen ldhA koduje dehydrogenazê mleczanow¹
przekszta³caj¹c¹ pirogronian w mleczan a gen frdBC
reduktazê fumaranow¹, enzym szlaku syntezy bursz-
tynianu z fosfoenolopirogronianu. Wydajno�æ produk-
cji wodoru w podwójnym mutancie )ldhA )frdBC
wynosi³a 1,87 mola H2 na 1 mol glukozy w porówna-
niu ze szczepem dzikim (1,08 mola H2 na 1 mol glu-
kozy) i osi¹gnê³¹ 90% maksymalnej teoretycznej wy-
dajno�ci dla fermentacji kwasów mieszanych (2 mole
H2 na 1 mol glukozy) [87]. Prowadzone w tej dziedzi-
nie badania polegaj¹ na wprowadzaniu kolejnych mu-
tacji w genomowym DNA i sprawdzaniu ich fenoty-
powych efektów. Skonstruowano szereg mutantów
E. coli nios¹cych mutacje w genach hycA, hyaB (kodu-
j¹cym hydrogenazê 1, patrz rozdz. 2.7), hybC (kodu-
j¹cym hydrogenazê 2, patrz rozdz. 2.7) oraz posiada-
j¹cych uszkodzenia w czterech innych genach spo�ród
nastêpuj¹cych: fdnG (koduj¹cym podjednostkê " dehy-
drogenazy FDH-N), fdoG (koduj¹cym podjednostkê "
dehydrogenazy FDH-O), focA, focB, frdC, ldhA, narG
(koduj¹cym podjednostkê " reduktazy azotanów A),
poxB (koduj¹cym oksydazê pirogronianu) i aceE (ko-
duj¹cym dehydrogenazê pirogronianu). Mutanty te nad-
produkowa³y te¿ bia³ko FHLA. Najwiêksz¹ produkcjê
wodoru, 4,6 razy wiêksz¹ w porównaniu do szczepu
dzikiego, uzyskano dla szczepu nios¹cego siedem mu-
tacji: hyaB, hybC, hycA, fdoG, frdC, ldhA i aceE [49].
W innych badaniach na drodze mutagenezy chemicz-
nej stosuj¹c metanosulfoniam etylu otrzymano mutanta
Enterobacter cloacae z zablokowanymi szlakami syn-
tezy etanolu, butanodiolu i kwasów organicznych.
Mutant ten wykazywa³ 1,5-krotny wzrost produkcji
wodoru w porównaniu ze szczepem dzikim [42]. Warto
tu zaznaczyæ, ¿e z jednej strony zmodyfikowane szcze-
py bakteryjne czêsto wykazuj¹ spowolniony wzrost
i wymagaj¹ warunków laboratoryjnych do hodowli,
z drugiej za� strony istniej¹ obawy przed przedosta-
niem siê genetycznie modyfikowanych organizmów
do �rodowiska naturalnego.

Znacznie bardziej obiecuj¹cym kierunkiem badañ
jest zastosowanie nowoczesnych metod biologii mo-
lekularnej do poszukiwania, selekcji, izolacji i iden-
tyfikacji nowych gatunków bakterii produkuj¹cych
wodór z du¿¹ wydajno�ci¹ z naturalnych �rodowisk.
Do metod tych nale¿¹ g³ównie analiza genów koduj¹-

cych 16S rRNA oraz fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ (FISH). Szacuje siê, ¿e do tej pory zosta³o wyhodo-
wany i zbadany niewielki procent wszystkich mikro-
organizmów wystêpuj¹cych w przyrodzie [74]. Ana-
liza sekwencji genu 16S rRNA oraz metoda FISH s¹
w ostatnich latach stosowane do analizy molekularnej
sk³adu mikrobiologicznego hodowli w bioreaktorach,
gdzie produkowany jest wodór w procesach fermenta-
cji. Badane s¹ równie¿ ró¿ne naturalne �rodowiska [1,
31, 33, 38, 53, 69, 73]. Oprócz genów koduj¹cych 16S
rRNA analizowane s¹ równie¿ geny koduj¹ce hydro-
genazy [33]. W ten sposób wykrywa siê nowe gatunki
bakterii. Z gor¹cych �róde³ w chiñskiej prowincji
Fujian wyizolowano gatunek bakterii, który charakte-
ryzuje siê zdolno�ci¹ do fermentacji ró¿nych cukrów,
wysok¹ wydajno�ci¹ produkcji wodoru i tolerancj¹ na
tlen. Metod¹ analizy sekwencji 16S rRNA zidentyfiko-
wano, ¿e jest to Klebsiella oxytoca HP1. Bakteria ta ro-
sn¹c na po¿ywce zawieraj¹cej sacharozê produkowa³a
wodór z wydajno�ci¹ 3,6 mola/mol sacharozy [57].
Nowe gatunki izoluje siê z ró¿norodnych �cieków.
Przyk³adami mog¹ byæ Clostridium diolis [53], Bacil-
lus coagulans [39]. Wydajno�æ produkcji wodoru dla
B. coagulans by³a najwy¿sza w fazie stacjonarnego
wzrostu i wynosi³a 2,28 mola H2 na 1 mol glukozy.

2.4. Fotofermentacja

Kolejnym procesem biologicznym, w którym pro-
dukowany jest wodór jest fotosynteza prowadzona
przez bakterie beztlenowe. Do bakterii fotosyntetyzu-
j¹cych nale¿¹ bakterie purpurowe i bakterie zielone.
Wyró¿nia siê cztery grupy tych bakterii: zielone i pur-
purowe bakterie siarkowe, zielone i purpurowe bakte-
rie bezsiarkowe. Fotosynteza bakteryjna w warunkach
beztlenowych przebiega inaczej ni¿ u ro�lin. Donorem
wodoru i elektronów do wi¹zania dwutlenku wêgla nie
jest woda, ale zwi¹zki siarki (siarkowodór, tiosiarcza-
ny, siarka) i wodór cz¹steczkowy dla bakterii siarko-
wych oraz zwi¹zki organiczne i wodór cz¹steczkowy
dla bakterii bezsiarkowych. W fotosyntezie bakteryjnej
nie jest produkowany tlen, st¹d jej nazwa � fotosynteza
anoksygenowa. W b³onach bakteryjnych znajduj¹ siê
barwniki absorbuj¹ce energiê �wietln¹ oraz bia³ka
odpowiedzialne za transport elektronów. W wyniku
transportu elektronów powstaje si³a protomotoryczna
i wytwarzana jest energia w postaci ATP. Elektrony
przenoszone s¹ na ferredoksynê i dalej na NAD+, w ten
sposób produkowana jest si³a redukuj¹ca w postaci
NADH [72]. Do najlepiej poznanych bakterii foto-
syntetyzuj¹cych, które produkuj¹ wodór nale¿¹ bakte-
rie purpurowe bezsiarkowe Rhodospirillaceae a w�ród
nich rodzaje Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Rho-
dobacter, Rhodobium wykorzystuj¹ce zwi¹zki orga-
niczne. Czêsto 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 cz¹steczkowego
w wyniku aktywno�ci nitrogenazy, która podobnie jak
w przypadku sinic redukuje te¿ protony do wodoru
cz¹steczkowego [17, 30]. Uwa¿a siê, ¿e budowa
i funkcjonowanie nitrogenazy bakterii purpurowych
bezsiarkowych jest podobna do budowy nitrogenazy
sinic i nie odbiega od ogólnego schematu dla nitroge-
naz [13, 88]. Podobnie jak w przypadku sinic nitroge-
nazie towarzyszy hydrogenaza pobieraj¹ca Hup roz-
k³adaj¹ca cz¹steczkê wodoru do dwóch protonów
i dwóch elektronów, która dostarcza protony do reduk-
cji azotu. Mutanty wykazuj¹ce brak aktywno�ci tej hy-
drogenazy wykazuj¹ podwy¿szona produkcjê wodoru
zale¿n¹ od nitrogenazy [37]. U Rhodospirillum rub-
rum wykryto jeszcze aktywno�ci trzech innych hydro-
genaz. Jedna pozwala te¿ wykorzystywaæ wodór cz¹s-
teczkowy ze �rodowiska do redukcji dwutlenku wêgla
[37, 51]. Druga to hydrogenaza zwi¹zana jest ze wzros-
tem w ciemno�ci w warunkach fermentacji, rozk³ada-
j¹ca mrówczan do dwutlenku wêgla i wodoru, analo-
giczna do bia³ka FHL E. coli. Oznacza to, ¿e bakterie
te przy braku �wiat³a prowadz¹ fermentacjê kwasów
mieszanych [27, 51]. Trzecia hydrogenaza indukowa-
na jest przez tlenek wêgla i stanowi sk³adnik komplek-
su zwi¹zanego z b³on¹ komórkow¹ utleniaj¹cego tle-
nek wêgla wed³ug reakcji opisanej przez równanie 15:

CO + H2O → CO2 + H2 (równanie 15)

Dehydrogenaza tlenku wêgla, bia³ko CODH, pro-
dukt genu cooS utlenia tlenek wêgla do dwutlenku
wêgla przekazuj¹c elektrony i protony na podjednostkê
przypominaj¹c¹ ferredoksynê, produkt genu cooF, sk¹d
transportowane s¹ do hydrogenazy, produkt genu cooH,
w wyniku redukcji protonów powstaje wodór [22, 51].
Pokazano, ¿e podaj¹c do hodowli Rhodospirillum
rubrum gaz bogaty w tlenek wêgla (ang. syngas), bak-
terie wytwarzaj¹ wodór [85]. Gaz (syngas) jest mie-
szanin¹ g³ównie tlenku wêgla, dwutlenku wêgla oraz
wodoru i mo¿e byæ produktem gazyfikacji biomasy
[19]. Niektóre purpurowe bakterie bezsiarkowe, np.
Rubrivivax gelatinosus, s¹ zdolne do wzrostu w warun-
kach gdzie jedynym �ród³em wêgla jest tlenek wêgla
a �ród³em energii jest �wiat³o [52]. Zjawisko powsta-
wania wodoru reakcji z tlenkiem wêgla i wody zosta³o
te¿ opisane dla przedstawiciela Enterobacteriaceae,
rodzaju Citrobacter [62].

Jak wiadomo produktami ubocznymi fermentacji
s¹ kwasy organiczne (niskocz¹steczkowe kwasy t³usz-
czowe) oraz alkohole. Kwasy organiczne nie s¹ w ¿a-
den sposób wykorzystane przez bakterie fermentuj¹ce.
Ponadto zbyt silne zakwaszenie pod³o¿a (pH poni¿ej 5)
powoduje zahamowanie produkcji wodoru. Kwasy or-
ganiczne i alkohole mog¹ natomiast stanowiæ �ród³o

elektronów i wodoru do redukcji dwutlenku wêgla
a tak¿e �ród³o wêgla dla bakterii fotosyntetyzuj¹cych
bezsiarkowych. Zjawisko to nazywamy fotofermen-
tacj¹. Po³¹czenie procesów fermentacji i fotofermen-
tacji zwiêksza wydajno�æ produkcji wodoru [14, 17,
30]. Tworzy siê uk³ady dwuetapowe, w których naj-
pierw ma miejsce fermentacja a potem produkty od-
padowe z tego procesu stanowi¹ substrat dla bakterii
fotosyntetyzuj¹cych. Prowadzono hodowlê Entero-
bacter cloacae na pod³o¿u zawieraj¹cym glukozê
w warunkach beztlenowych, wydajno�æ produkcji
wodoru wynosi³a 1,86 mola H2 na 1 mol glukozy. Na-
stêpnie pod³o¿e z tej hodowli stanowi³o po¿ywkê dla
hodowli Rhodobacter sphaeroides w wyniku czego
otrzymano 1,5�1,72 mola H2 na 1 mol octanu [60].
W innym uk³adzie badawczym zastosowano mieszana
hodowlê Lactobacillus amylovorus i Rhodobium ma-
rinum a substrat stanowi³a bogata w skrobiê biomasa
zielenic. W pierwszym etapie skrobia z glonów by³a
przekszta³cana w kwas mlekowy, który stanowi³ sub-
strat dla bakterii fotosyntetyzuj¹cych [35]. Uwa¿a siê,
¿e w optymalnych warunkach w wyniku po³¹czenia
procesów fermentacji i fotofermentacji mo¿liwe jest
nawet osi¹gniêcie 12 moli wodoru z jednego mola glu-
kozy, czyli najwy¿szej mo¿liwej teoretycznej wydaj-
no�ci produkcji wodoru z ca³kowitego rozk³adu cz¹s-
teczki glukozy jak to opisuje równanie 11 [44].

2.5. Procesy fermentacyjne zachodz¹ce w ¿waczu

¯o³¹dek prze¿uwaczy jest rozbudowan¹ struktur¹,
przystosowan¹ do od¿ywiania siê zwierz¹t pokarmem,
którego podstawowym sk³adnikiem jest biomasa ro�-
linna. W pokarmie tym przewa¿aj¹ wêglowodany: ce-
luloza, hemiceluloza, pektyny, skrobia, fruktany, oligo-
sacharydy i cukry proste. ¯o³¹dek prze¿uwaczy sk³ada
siê z czterech komór. S¹ to ¿wacz, czepiec, ksiêgi
i trawieniec. ¯wacz prze¿uwaczy stanowi swoisty bez-
tlenowy ekosystem, jest komor¹ fermentacyjn¹, gdzie
¿yj¹ liczne mikroorganizmy, bakterie, pierwotniaki
(g³ównie orzêski) i grzyby. Czê�æ drobnoustrojów za-
siedlaj¹cych ¿wacz produkuje enzymy celulolityczne,
hemicelulolityczne i pektynolityczne umo¿liwiaj¹ce
trawienie ro�linnych wêglowodanów strukturalnych.
Produkty tego trawienia, cukry proste stanowi¹ �ród³o
energii dla ¿yj¹cych tam mikroorganizmów. W wyni-
ku procesów fermentacji w ¿waczu produkowane s¹
gazy, wodór i dwutlenek wêgla, które stanowi¹ sub-
straty dla innych mikroorganizmów, g³ównie do pro-
dukcji metanu przez metanogeny. Istnieje �cis³y zwi¹-
zek typu syntrofia miêdzy producentami wodoru
a metanogenami [81].

Producentami wodoru w ¿waczu s¹ bakterie, pier-
wotniaki i grzyby [70]. Znanymi gatunkami bakterii
produkuj¹cymi wodór w ¿waczu s¹ celulolityczne
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Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens, Bu-
tyrovibrio fibrisolvens, Clostridium cellobioparum jak
równie¿ pektynolityczne Lachinospira multiparus,
Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium [5,
16, 55, 56, 70]. Ruminococcus albus prowadzi fermen-
tacjê, w której produktami koñcowymi s¹ octan, etanol,
dwutlenek wêgla i wodór. W warunkach niskiego stê¿e-
nia wodoru bakteria ta mo¿e osi¹gn¹æ wydajno�æ pro-
dukcji wodoru blisk¹ maksymalnej, czyli 4 mole na
1 mol glukozy i produkowaæ tylko octan, dwutlenek
wêgla i wodór. Ma to miejsce w warunkach, gdy wodór
wykorzystywany jest przez inne drobnoustroje [55].

Pierwotniakami produkuj¹cymi wodór w ¿waczu s¹
celulolityczne orzêski z rodzaju Entodiniomorphida
oraz pektynolityczne z rodzaju Holotricha. Badania
nad Holotricha ograniczaj¹ siê do trzech gatunków,
Dasytricha ruminantium, Isotricha prostoma i Isotri-
cha intestinalis. Wykorzystuj¹ one g³ównie rozpusz-
czalne cukry proste jak D-glukoza, D-fruktoza, D-ga-
laktoza a tak¿e rozpuszczalne oligo- i polisacharydy.
Znaczenie pierwotniaków rodzaju Holotricha w fer-
mentacji w ¿waczu zale¿y od rodzaju pokarmu, którym
karmi siê zwierzêta. Jest ono ma³e, gdy paszê stanowi
siano, a znacznie wiêksze, gdy jest to pokarm bogaty
w cukry, np. melasowane wys³odki buraczane. Pro-
duktami fermentacji orzêsków Holotricha s¹ kwas
mlekowy, kwas octowy, kwas mas³owy, dwutlenek
wêgla i wodór. Wykrywa siê równie¿ niewielkie ilo�ci
kwasu mrówkowego oraz propionowego. U pierwot-
niaków tych nie stwierdzono obecno�ci dehydrogenazy
mrówczanu. Uwa¿a siê, ¿e przekszta³cenie pirogronia-
nu do acetylo-CoA jak równie¿ szlaki prowadz¹ce do
powstania koñcowych produktów fermentacji (mleczan,
octan, ma�lan) przebiegaj¹ w analogiczny sposób jak te
w fermentacji mas³owej prowadzonej przez bakterie.
Przekszta³cenie pirogronianu do acetylo-CoA, i dal-
sze reakcje prowadz¹ce do powstania octanu oraz pro-
dukcja wodoru zlokalizowane s¹ w wewn¹trzkomór-
kowych organellach jakimi s¹ hydrogenosomy [81],
które bêd¹ omówione w nastêpnym rozdziale.

Obecnie nie ma opracowanych warunków, aby ho-
dowaæ pierwotniaki z rodzaju Holotricha poza ¿wa-
czem d³u¿ej ni¿ do 48 godzin. Z badañ w³asnych autor-
ki artyku³u wiadomo, ¿e hodowla in vitro Dasytricha
ruminantium i Isotricha prostoma z glukoz¹ jako �ród-
³em wêgla i przy ograniczeniu procesów metanogenezy
produkuje gaz, który zawiera do 50% wodoru. Gaz ten
jest w stanie zasiliæ chemiczne ogniwo paliwowe
(niskotemperaturowe, polimerowe ogniwo paliwowe)
pracuj¹ce w temperaturze pokojowej tak jak czysty
wodór [65, dane przygotowywane do publikacji]. Dru-
g¹ grup¹ pierwotniaków produkuj¹cych wodór w ¿wa-
czu s¹ amylolityczne i celulolityczne orzêski z rodziny
Entodiniomorphida. Przyk³adowe gatunki to Ento-
dinium caudatum, Epidinium caudatum, Ophryosco-

lex caudatus. Produktami ich metabolizmu s¹ kwas
octowy, mas³owy, dwutlenek wêgla, wodór, a tak¿e
niewielkie ilo�ci kwasu mlekowego, mrówkowego
i propionowego [82].

¯waczowymi grzybami produkuj¹cym wodór s¹ 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 powsta³y w czasie glikolizy przekszta³cany
jest w octan, etanol, mleczan i bursztynian. U Neocalli-
mastix frontalis oraz u grzybów z rodzaju Piromyces
wykryto liazê pirogronian:mrówczan (PFL) w cyto-
plazmie i w hydrogenosomach. Stwierdzono te¿ brak
obecno�ci enzymu PFO [28, 61]. Procesy prowadz¹ce
do powstania wodoru opisano w rozdziale dotycz¹cym
hydrogenosomów.

2.6. Hydrogenosomy

Hydrogenosomy s¹ to organella komórkowe oto-
czone podwójn¹ b³on¹ lipidowo-bia³kow¹, które pe³-
ni¹ funkcje energetyczne u beztlenowych organizmów
eukariotycznych. S¹ przystosowaniem do ¿ycia w �ro-
dowisku anaerobowym. Struktury te wykryto u bez-
tlenowych pierwotniaków: paso¿ytniczych wiciowców,
np. Trichomonas vaginalis (rzêsistek pochwowy), bez-
tlenowych orzêsków, i beztlenowych grzybów. Orga-
nella te uwa¿a siê za odpowiedniki mitochondriów.
Dane biochemiczne i molekularne wskazuj¹ na wspól-
ne pochodzenie mitochondriów i hydrogenosomów.
Stosunkowo dobrze poznane s¹ hydrogenosomy Tri-
chomonas vaginalis. W hydrogenosomach pierwotnia-
ków znajduj¹ siê enzymy: oksydoreduktaza pirogro-
nian:ferrodoksyna (PFO) oraz hydrogenazy. Pirogronian
powsta³y w procesie glikolizy transportowany jest do
hydrogenosomu. Tam ulega dekarboksylacji przez
oksydoreduktazê pirogronian:ferrodoksyna do acety-
lo-CoA i dwutlenku wêgla przy udziale ferredoksyny,
która jest redukowana. Nastêpnie w wyniku przekszta³-
cania acetylo-CoA w octan na drodze fosforylacji sub-
stratowej przez transferazê octanowo-bursztynylo-
CoA i syntetazê bursztynylo-CoA produkowane jest
ATP. W ekstraktach komórkowych z pierwotniaków
z rodzaju Holotricha nie wykryto tych dwóch enzy-
mów. U tych pierwotniaków octan powstaje w wyniku
reakcji prowadzonych przez fosfoacetylotransferazê
i kinazê octanow¹ [10, 28, 81]. Elektrony przekazy-
wane s¹ na ferrodoksynê a nastêpnie przy udziale
hydrogenaz nastêpuje redukcja protonów do wodoru
cz¹steczkowego. St¹d nazwa organellum. W ten spo-
sób nastêpuje oddzielenie ostatnich etapów beztleno-
wych procesów metabolicznych prowadz¹cych do pro-
dukcji energii w komórce eukariotycznej. Oddzielenie
to s³u¿y zwiêkszeniu syntezy ATP przez generowanie
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si³y protomotorycznej analogicznie jak odbywa siê
to w mitochondriach. Usuwanie protonów z matrix
hydrogenosomów przez tworzenie siê cz¹steczek wo-
doru i ich dyfuzjê powoduje powstanie gradientu pH,
co sprzyja syntezie ATP [10, 28]. U pierwotniaków
z rodzaju Holotricha stwierdzono, ¿e aktywno�æ enzy-
mów syntezy ma�lanu, fosfobutyrylotransferazy i kina-
zy ma�lanu oraz dehydrogenazy mleczanu jest rów-
nie¿ czê�ciowo zwi¹zana z hydrogenosomami [81].

W hydrogenosomach grzybów Neocallimastix fron-
talis podobnie jak z rodzaju Piromyces pirogronian
przekszta³cany jest do acetylo-CoA i mrówczanu przez
liazê pirogronian:mrówczan. U organizmów 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 wodór jak
opisano u pierwotniaków [24, 28]. Charakterystyczn¹
cech¹ fermentacji Neocallimastix i Piromyces jest po-
wstawanie znacz¹cej ilo�ci pirogronianu z malonianu
w hydrogenosomach. Wed³ug jednych autorów pirogro-
nian powsta³y w procesie glikolizy przekszta³cany jest
w cytoplazmie przez karboksylazê pirogronianu do
szczawiooctanu [61]. Wed³ug innych szczawiooctan
powstaje z fosfoenolopirogronianu w wyniku reakcji
katalizowanej przez karboksykinazê fosfoenolopirogro-
nianu. Nastêpnie szczawioctan ulega redukcji do malo-
nianu przez dehydrogenazê malonianu. Malonian jest
transportowany do hydrogenosomu, gdzie nastêpuje
jego utlenianie przez tzw. enzym malonianowy, w wy-
niku czego powstaje pirogronian (substrat dla liazy pi-
rogronian:mrówczan), dwutlenek wêgla i NAD(P)H.
Elektrony przenoszone s¹ przez oksydoreduktazê NADH:
ferrodoksyna na ferrodoksynê. Dalej w wyniku aktyw-
no�ci hydrogenazy nastêpuje redukcja protonów i pro-
dukowany jest wodór. W wyniku przekszta³ceñ malo-
nianu w cytoplazmie powstaje bursztynian [28, 61].
U Trichomonas vaginalis równie¿ istnieje podobny szlak
i czê�æ pirogronianu tworzy siê z malonianu w hydro-
genosomach w wyniku dzia³ania enzymu malonianowe-
go [20]. U orzêsków rodzaju Holotricha pirogronian
równie¿ mo¿e powstaæ z malonianu w podobny spo-
sób, ale ma to miejsce w cytoplazmie [83]. Istniej¹ te¿
mikroorganizmy, które nie posiadaj¹ hydrogenosomów,
a wykryto u nich hydrogenazy i wiadomo, ¿e s¹ zdolne
do produkcji wodoru. Nale¿¹ do nich paso¿ytnicze pier-
wotniaki, np. Giardia intestinalis, wiciowiec powodu-
j¹cy infekcje przewodu pokarmowego cz³owieka, czy
Entamoeba histolytica oraz Spironucleus barkhanus [47].

2.7. Hydrogenazy

Mianem hydrogenaz okre�la siê rodzinê metaloen-
zymów, które katalizuj¹ odwracaln¹ reakcjê utlenia-
nia wodoru opisan¹ przez równanie 16:

2H+ + 2e� ↔ H2 (równanie 16)
Substrat hydrogenaz jest najmniejszym znanym

w biologii. Ze wzglêdu na metal grupy prostetycznej
znajduj¹cej siê w centrum aktywnym enzymu, hydro-
genazy mo¿na podzieliæ na dwie g³ówne klasy: hydro-
genazy [FeFe], posiadaj¹ce dwa atomy ¿elaza oraz
hydrogenazy [FeNi], posiadaj¹ce jeden atom ¿elaza
i jeden atom niklu. Uwa¿a siê, ¿e u organizmów pro-
kariotycznych bardziej rozpowszechnione s¹ hydro-
genazy [NiFe] ni¿ hydrogenazy [FeFe]. Obecno�æ
hydrogenaz [NiFe] stwierdzono tylko u organizmów
prokariotycznych, u bakterii najwiêcej w klasie Clo-
stridia, (-Proteobacteria i u archeonów. Hydrogenazy
[FeFe] wystêpuj¹ u bakterii i organizmów eukariotycz-
nych, nie wykryto ich natomiast u archeonów. Funk-
cj¹ hydrogenaz [FeFe] jest produkcja wodoru cz¹-
steczkowego. Wiêkszo�æ poznanych hydrogenaz [NiFe]
przeprowadza reakcjê utleniania wodoru do protonów
i elektronów. Nale¿¹ tu hydrogenazy pobieraj¹ce (ang.
uptake hydrogenases). Hydrogenazami [NiFe], które
katalizuj¹ reakcje wytwarzania wodoru s¹ hydroge-
nazy bakterii fermentacji mieszanej, np. Escherichia
coli. U E. coli znane s¹ cztery hydrogenazy [NiFe].
Dwie z nich, bia³ka Hyd-1 i Hyd-2 utleniaj¹ wodór.
Hydrogenaza Hyd-3 wchodzi w sk³ad omawianego
w rozdz. 2.3.3 i 2.3.4 kompleksu FHL odpowiedzial-
nego za produkcjê wodoru w warunkach fermentacyj-
nych. Wykryto te¿ hydrogenazê Hyd-4, produkt jed-
nego z genów operonu hyf. Uwa¿a siê, ¿e kompleks
Hyf pe³ni analogiczn¹ funkcjê do kompleksu FHL,
chocia¿ ekspresja genów operonu hyf jest s³aba.

W budowie obu klas hydrogenaz [NiFe] i [FeFe]
wyró¿nia siê silnie konserwowany rdzeñ oraz ró¿norod-
ne pomocnicze domeny i podjednostki. W przypadku
hydrogenaz [FeFe] rdzeñ ten sk³ada siê z domeny H
o masie cz¹st. 40 kDa zbudowanej z 350 aminokwa-
sów, która jest po³¹czona z grup¹ prostetyczn¹ [FeFe]
oraz centrum ¿elazowo-siarkowym [4Fe-4S] poprzez
atom siarki jednej reszty cysteiny (rys. 4a). Rdzeñ hy-
drogenaz [NiFe] zbudowany jest z du¿ej i ma³ej pod-
jednostki. Du¿a podjednostka o masie cz¹st. 60 kDa
zwi¹zana jest z grup¹ prostetyczn¹ [NiFe] przez atomy
siarki czterech reszt cystein lub rzadziej trzech reszt
cystein i jednej reszty selenocysteiny (rys. 4b). Ma³a
podjednostka o masie cz¹st. 30 kDa wi¹¿e od jednego
do trzech centrów ¿elazowo-siarkowych [4Fe-4S] lub
[3Fe-4S]. Budowa rdzenia obu typów hydrogenaz i ich
dojrzewanie s¹ zupe³nie odmienne, co wskazuje na od-
rêbne pochodzenie ewolucyjne mimo pe³nienia podob-
nych funkcji. Natomiast cech¹ wspóln¹ obu hydro-
genaz s¹ dwuatomowe ligandy CO i CN� po³¹czone
z atomami ¿elaza grup prostetycznych hydrogenaz.
Hydrogenazy [NiFe] posiadaj¹ jedn¹ cz¹steczkê CO
i dwie cz¹steczki CN�. Hydrogenazy [FeFe] maj¹ piêæ
ligandów, ka¿dy atom Fe zwi¹zany jest z jedn¹ cz¹s-
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teczk¹ CO i jedn¹ CN�, jest jeszcze dodatkowa cz¹s-
teczka CO ³¹cz¹ca ze sob¹ dwa atomy ¿elaza.

Funkcj¹ domen i podjednostek pomocniczych hy-
drogenaz jest transport elektronów do i z centrum ak-
tywnego hydrogenazy. W przypadku obu hydrogenaz
s¹ one podobne i zawieraj¹ centra ¿elazowo-siarkowe
[Fe-S]. Hydrogenazy [NiFe] s¹ dimerami, a hydroge-
nazy [FeFe] g³ownie monomerami, spotyka siê rów-
nie¿ dimery, trimery i tetramery. Hydrogenazy [FeFe]
w przeciwieñstwie do wiêkszo�ci hydrogenaz [NiFe]
s¹ bia³kami cytoplazmatycznymi, formy peryplazma-
tyczne czy te¿ zwi¹zane z b³onami komórkowymi na-
le¿¹ do rzadko�ci.

Dojrzewanie hydrogenaz [NiFe] jest dobrze pozna-
ne dla hydrogenaz E. coli. Cech¹ charakterystyczn¹ dla
tych hydrogenaz jest to, ¿e geny je koduj¹ce oraz bia³ka
pomocnicze tworz¹ operony (patrz tez rozdz. 2.3.4).
Poszczególnymi etapami s¹ synteza ligandów CN�

i CO, wi¹zanie z atomami ¿elaza i niklu, po³¹czenie
z du¿¹ podjednostk¹ hydrogenazy za co odpowiedzial-
ne s¹ bia³ka pomocnicze Hyp; dojrzewanie centrum
aktywnego hydrogenaz przez endoproteolityczne od-
ciêcie C-terminalnego peptydu du¿ej podjednostki ka-
talizowane przez specyficzne proteazy, inne dla ka¿dej
hydrogenazy; transport hydrogenaz do miejsc dzia³a-
nia. Dojrzewanie hydrogenaz [FeFe] jest znacznie s³a-
biej poznane ni¿ hydrogenaz [NiFe]. Do tej pory nie
stwierdzono istnienia operonów genów odpowiedzial-
nych za dojrzewanie hydrogenaz [FeFe]. Du¿ym po-
stêpem by³o wykrycie funkcji bia³ek kodowanych
przez geny hydE, hydF i hydG Chlamydomonas rein-
hardtii, które uczestnicz¹ w dojrzewaniu hydrogenaz
[FeFe]. Ich homologi stwierdzono u innych organiz-
mów, u których wystêpuj¹ hydrogenazy [FeFe].

Wyró¿nia siê te¿ trzeci¹ klasê hydrogenaz. S¹ to hy-
drogenazy Hmd wystêpuj¹ce u metanogenów. W ich

centrum aktywnym wystêpuje tylko jeden atom ¿elaza,
nie posiadaj¹ te¿ centrów ¿elazowo-siarkowych [Fe-S].
Katalizuj¹ one reakcjê po�redni¹ w procesie metano-
genezy, utleniania wodoru i redukcji N5,N10-metenyl-
tetrahydrometanopteryny do N5,N10-metylenetetrahy-
drometanopteryny i protonu. Enzym ten te¿ posiada
ligandy w postaci CO i CN [18, 21, 54, 67].

2.8. Redukcja siarczanów

Wodór jest produkowany w czasie oddychania bez-
tlenowego przez bakterie redukuj¹ce siarczany jako
ostateczny receptor elektronów w procesie oddycha-
nia. Dobrze poznan¹ bakteri¹ jest Desulfovibrio vul-
garis. Substratami dla bakterii redukuj¹cych siarczany
s¹ kwas mlekowy, tak¿e inne kwasy, alkohole oraz
wodór. Gdy substratem jest np. kwas mlekowy to ulega
on przekszta³ceniu do pirogronianu, ten do acety-
lo-CoA, ostatecznym produktem procesu jest octan.
U bakterii tych wykryto obecno�æ zarówno oksydore-
duktazy pirogronian:ferredoksyna jak i liazy pirogro-
nian:mrówczan. Powstaje wiêc te¿ mrówczan. Reak-
cjom tym towarzyszy uwalnianie wodoru w wyniku
aktywno�ci hydrogenaz cytoplazmatycznych. Periplaz-
matyczne hydrogenazy utleniaj¹ wodór do protonów
i elektronów. Protony przekazywane s¹ do siarczanu
redukuj¹c go do siarkowodoru. Jednocze�nie transpor-
towane s¹ elektrony, w wyniku fosforylacji oksydatyw-
nej powstaje ATP. Analizuj¹c produkty gazowe Desul-
fovibrio vulgaris stwierdzono, ¿e zanim pojawi siê
siarkowodór, najpierw wykrywa siê wodór a tak¿e
tlenek wêgla. Tlenek wêgla przekszta³cany jest do dwu-
tlenku wêgla i wodoru w wyniku dzia³ania dehydro-
genazy CO (CODH) podobnie jak ma to miejsce
u Rhodospirillum rubrum [79].

Przy braku siarczanu w pod³o¿u ma miejsce fermen-
tacja, której ostatecznymi produktami s¹ octan i wodór.
Taki uk³ad mo¿e istnieæ np. przy synantroficznych
zwi¹zkach bakterii redukuj¹cych siarczany i meta-
nogenów. Te ostatnie zapewniaj¹ korzystne warunki
termodynamiczne do powstawania wodoru, utrzymuj¹
niskie jego stê¿enie przez wykorzystanie wodoru do
produkcji metanu [75].

3. Podsumowanie

Wodór uwa¿any jest za no�nik energii, który w przy-
sz³o�ci mo¿e, przynajmniej czê�ciowo, zast¹piæ trady-
cyjne �ród³a energii. W zwi¹zku z tym, ¿e obecne me-
tody produkcji wodoru s¹ energoch³onne, opieraj¹ siê
na tradycyjnych �ród³ach energii, powoduj¹ zatrucie
�rodowiska i nie mog¹ byæ stosowane na wiêksz¹ ska-
lê, nast¹pi³o du¿e zainteresowanie produkcj¹ wodoru
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z biomasy w procesach prowadzonych przez drobno-
ustroje w warunkach beztlenowych. Kierunek ten wy-
daje siê bardzo atrakcyjny, poniewa¿ produkcja wo-
doru z biomasy mo¿e stanowiæ sposób usuwania
ró¿norodnych odpadów organicznych. W artykule zo-
sta³y szczegó³owo omówione znane procesy biologicz-
ne w wyniku których powstaje wodór:fermentacja,
fotofermentacja, bezpo�rednia i po�rednia biofotoliza,
oddychanie beztlenowe bakterii redukuj¹cych siarcza-
ny przy braku siarczanu w pod³o¿u. Najbardziej obie-
cuj¹ce z punktu widzenia przysz³ych zastosowañ wy-
daj¹ siê byæ procesy fermentacji. Wiele obecnych badañ
dotyczy sposobów zwiêkszenia wydajno�ci produkcji
wodoru w warunkach fermentacji. Obiecuj¹cym kie-
runkiem badañ jest zastosowanie nowoczesnych metod
biologii molekularnej do selekcji, izolacji i identyfi-
kacji nowych gatunków bakterii produkuj¹cych wodór
z du¿¹ wydajno�ci¹ z ró¿nych �rodowisk. Enzymami
odpowiedzialnymi za produkcjê wodoru we wszystkich
procesach biologicznych s¹ hydrogenazy. S¹ to meta-
loenzymy katalizuj¹ce odwracaln¹ reakcjê utleniania
wodoru zgodnie z równaniem: 2H+ + 2e� ↔ H2. U bez-
tlenowych mikroorganizmów eukariotycznych hydro-
genazy znajduj¹ siê zwykle w wyspecjalizowanych
organellach komórkowych zwanych hydrogenoso-
mami. Hydrogenosomy s¹ przystosowaniem do ¿ycia
w �rodowisku anaerobowym. Organella te uwa¿a siê
za odpowiedniki mitochondriów u organizmów tleno-
wych. W artykule omówiono równie¿ drobnoustroje
odpowiedzialne za produkcjê wodoru w ¿waczu prze-
¿uwaczy, który jest specyficznym ekosystemem, swo-
ist¹ komor¹ fermentacyjn¹.
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1. Wstêp

Jednym z parametrów charakteryzuj¹cych relacjê
miêdzy antybiotykiem, a drobnoustrojem jest mini-
malne stê¿enie hamuj¹ce wzrost (MIC � minimal inhi-
bitory concentration). Jest to najmniejsze stê¿enie
leku, które ca³kowicie hamuje wzrost bakterii. Po-
wszechnie uwa¿a siê, ¿e dobry efekt terapeutyczny
mo¿na osi¹gn¹æ wówczas, gdy pomiêdzy kolejnymi
dawkami leku, przez oko³o po³owê czasu, stê¿enie
antybiotyku przewy¿sza warto�æ MIC. Czêsto jednak
w przebiegu antybiotykoterapii bakterie przez wiêk-
szo�æ czasu poddane s¹ dzia³aniu leku o stê¿eniu pod-
progowym, czyli ni¿szym ni¿ MIC (sub-MIC � sub-
minimal inhibitory concentration).

Znajomo�æ wp³ywu dawek podprogowych na dro-
bnoustroje jest bardzo przydatna, szczególnie w przy-
padku leków, których penetracja do pewnych tkanek
i narz¹dów jest ograniczona [13]. Przyk³adem tego
mo¿e byæ penicylina benzylowa oraz antybiotyki ami-
noglikozydowe, których przenikanie do ko�ci jest
utrudnione, a ich stê¿enia s¹ mniejsze ni¿ MIC. Chino-
lony, makrolidy oraz aminoglikozydy gorzej przenikaj¹
do p³ynu mózgowo-rdzeniowego przez barierê krew-
mózg. Równie¿ ograniczona jest penetracja leków
aminoglikozydowych do p³uc, a ich stê¿enie w wy-
dzielinie drzewa oskrzelowego jest niewielkie [15].

Podprogowe stê¿enia leków nie zabijaj¹ bakterii,
s¹ one w stanie indukowaæ zmiany w morfologii
i strukturach powierzchniowych komórek, hamowaæ
produkcjê toksyn oraz adhezjê do komórek gospoda-
rza. Znajomo�æ wp³ywu dawek sub-MICs antybioty-
ków na drobnoustroje w po³¹czeniu z ich parametrami
farmakodynamicznymi, mo¿e okazaæ siê bardzo przy-
datna w racjonalnej antybiotykoterapii. Stê¿enia pod-
progowe leków przyczyniaj¹ siê jednak do wyse-
lekcjonowania szczepów opornych, a powstawanie
zmienionych morfologicznie komórek bakteryjnych
utrudnia ich identyfikacjê [5�7, 28].

Os³ony powierzchniowe bakterii Gram-ujemnych,
do których zaliczany jest peptydoglikan, b³ona zew-
nêtrzna i cytoplazmatyczna oraz ewentualnie otoczka,
stanowi¹ barierê ochronn¹, bior¹ one udzia³ w trans-
porcie substancji od¿ywczych do cytoplazmy, a tak¿e
w usuwaniu zbêdnych metabolitów na zewn¹trz ko-
mórki. Dziêki tym strukturom bakterie mog¹ koloni-
zowaæ zarówno tkanki organizmów wy¿szych jak i po-
wierzchnie abiotyczne. Prawid³owa struktura os³on
bakteryjnych odgrywa znacz¹c¹ rolê w ochronie drob-
noustrojów przed wnikaniem cz¹steczek antybiotyków
do ich wnêtrza [16].

W poni¿szej pracy opisano wyniki badañ, dotycz¹-
cych wp³ywu dzia³ania sub-MICs leków na os³ony ko-
mórkowe bakterii Gram-ujemnych (Tabela I).
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2. Wp³yw sub-MICs antybiotyków
na syntezê �ciany komórkowej

Antybiotyki $-laktamowe s¹ lekami hamuj¹cymi
syntezê �ciany komórkowej bakterii. Miejscem doce-
lowym ich dzia³ania jest grupa specyficznych bia³ek
PBP (penicillin binding proteins), odpowiedzialnych za
syntezê peptydoglikanu w obrêbie bakteryjnej �ciany
komórkowej. PBP s¹ enzymami o charakterze trans-
peptydaz, transglikozydaz i karboksypeptydaz, które
uczestnicz¹ w tworzeniu po³¹czeñ poprzecznych (sie-
ciowania) miêdzy ³añcuchami peptydoglikanu. Jednym
z najlepiej poznanych bia³ek wi¹¿¹cych penicylinê
u Escherichia coli jest PBP1B. Jest ono g³ówn¹ trans-
peptydaz¹ i transglikozylaz¹ uczestnicz¹c¹ w procesie
wbudowywania nowo syntetyzowanych fragmentów
peptydoglikanu do �starej� mureiny. Bia³ko PBP1B

bierze udzia³ w polimeryzacji mureiny z prekursorów,
z³o¿onych z disacharydopentapeptydu, oraz w two-
rzeniu mostków peptydowych pomiêdzy s¹siednimi
³añcuchami peptydowymi. W ostatnim etapie syntezy
mureiny bierze udzia³ bia³ko PBP1A, wykazuj¹ce
równie¿ podwójn¹ aktywno�æ enzymatyczn¹ � trans-
peptydazy i transglikozylazy. Natomiast bia³ko PBP3
uczestniczy w syntezie mureiny podzia³owej (przegro-
dowej). Zaburzenia w funkcjonowaniu PBP3 hamuje
wytwarzanie przegród wewn¹trzkomórkowych i tym
samym powoduje wzrost bakterii w postaci wyd³u¿o-
nych filamentów [3].

Zmiany w morfologii komórek bakteryjnych pod
wp³ywem dzia³ania sub-MICs leków $-laktamowych
s¹ wynikiem zahamowania lub zaburzeñ procesu syn-
tezy sk³adników �ciany komórkowej. V r a n e s  i wsp.
[25] badali wp³yw sub-MICs ceftazydymu na morfo-

Cefalosporyny:
ceftazydym
cefotaksym E. coli filamentacja komórek [1, 9, 25]
ceftriakson
cefodyzym
cefodyzym K. pneumoniae zmniejszona grubo�æ 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 komórek [25, 30]

komórki typu �ghost� [30]
zmieniona liczba OMP [27]
zmniejszona liczba komórek [29]
posiadaj¹cych otoczki

rufloksacyna E. coli filamentacja komórek [2]
komórki typu �ghost�

moksyfloksacyna K. pneumoniae filamentacja komórek [4]
lewofloksacyna
ofloksacyna

P. aeruginosa zmieniona liczba OMP [18]

Aminoglikozydy:
amikacyna E. coli filamentacja komórek [30]

zmieniona liczba OMP [27]
zmniejszona liczba komórek [29]
posiadaj¹cych otoczki

gentamycyna P. aeruginosa zmniejszona grubo�æ otoczki [20]

azytromycyna E. coli formy kuliste [25]

trimetoprim E. coli zmieniona liczba OMP [24]

diazepam K. pneumoniae zmieniona liczba OMP [23]

T a b e l a  I
Efekty dzia³ania sub-MICs antybiotyków i chemioterapeutyków na strukturê os³on

powierzchniowych bakterii Gram-ujemnych

Antybiotyk/
chemioterapeutyk

Drobnoustrój Efekt
Pi�mien-
nictwo
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logiê komórek E. coli. Stê¿enie 1/2 MIC leku powo-
dowa³o tworzenie siê filamentów. Takie formy morfo-
logiczne obecne by³y tak¿e w hodowlach E. coli pod-
danych dzia³aniu sub-MICs cefodyzymu, cefotaksymu
oraz ceftriaksonu. Najwiêcej zmienionych morfologicz-
nie komórek powstawa³o w obecno�ci 1/8 MIC cefo-
dyzymu oraz 1/16 MIC cefotaksymu i ceftriaksonu
[1]. H o r i i  i wsp. [9] badali wp³yw 1/2 MIC ceftazy-
dymu, imipenemu, panipenemu, meropenemu i bia-
penemu na komórki Serratia marcescens, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulga-
ris oraz Proteus mirabilis. Jedynie caftazydym induko-
wa³ powstawanie filamentów, natomiast karbapenemy
powodowa³y pojawienie siê form kulistych.

Zmiany kszta³tu komórek bakterii by³y tak¿e ob-
serwowane podczas inkubacji drobnoustrojów w sub-
MICs leków z innych grup ni¿ $-laktamy [2, 4, 25,
30]. B r a g a  i wsp. [2] zaobserwowali pojawienie siê
krótkich filamentów o d³ugo�ciach od 5 do 15 µm oraz
d³ugich filamentów o d³ugo�ciach powy¿ej 15 µm
w hodowlach E. coli w obecno�ci sub-MICs rufloksa-
cyny. Najwiêcej zmienionych morfologicznie komórek
powstawa³o pod wp³ywem 1/2 MIC po 2 godzinach
inkubacji. Pozosta³e stê¿enia � 1/4, 1/8, 1/16 i 1/32 MIC
powodowa³y powstanie filamentów w mniejszej ilo�ci.
Ci sami autorzy zaobserwowali wystêpowanie komórek
typu �ghost�. ju¿ w 4-godzinnej hodowli pa³eczek
okrê¿nicy w obecno�ci wszystkich sub-MICs ruflo-
ksacyny, z wyj¹tkiem 1/16 MIC. Zjawisko filamentacji
komórek K. pneumoniae w obecno�ci 1/4 i 1/8 MIC
moksyfloksacyny zaobserwowali D r a g o  i wsp. [4].
Pa³eczki E. coli poddane dzia³aniu sub-MICs cipro-
floksacyny utworzy³y filamenty, natomiast inkubacja
tych szczepów w obecno�ci sub-MICs azytromycyny
spowodowa³a powstanie komórek o kszta³tach kulis-
tych [25]. W badaniach w³asnych tak¿e obserwowano
znacz¹ce zmiany w morfologii komórek E. coli w obec-
no�ci sub-MICs ciprofloksacyny [30]. Stê¿enie 1/32 MIC
powodowa³o pojawienie siê w hodowli szczepu E. coli
998 d³ugich filamentów. Obecne by³y one tak¿e
w próbach zawieraj¹cych 1/16 MIC (E. coli 353, 998
i 5643) i 1/8 MIC (E. coli 315, 353 i 998). Ekspozycja
wszystkich badanych szczepów na 1/4 lub 1/2 MIC
ciprofloksacyny powodowa³a powstawanie d³ugich fila-
mentów. Krótkie filamenty obserwowano we wszyst-
kich hodowlach poddanych dzia³aniu sub-MICs tego
fluorochinolonu. W niektórych hodowlach bakteryj-
nych zwrócono uwagê na obecno�æ komórek typu
�ghost�, pozbawionych czê�ciowo �ciany komórkowej.
Pojawi³y siê one w przypadku dwóch szczepów E. coli
poddanych dzia³aniu 1/8 lub 1/4 MIC ciprofloksacyny,
a tak¿e we wszystkich badanych szczepach inkubowa-
nych w obecno�ci 1/2 MIC tego antybiotyku. Nato-
miast w obecno�ci sub-MICs amikacyny tylko nie-
wielka liczba pa³eczek E. coli ulega³a wyd³u¿eniu.

Dzia³anie stê¿eñ podprogowych fluorochinolonów
na komórki bakteryjne zwi¹zane jest z ich oddzia³y-
waniem na kompleks DNA-gyraza. Gyraza, produkt
genów gyrA oraz gyrB, wspó³dzia³a z topoizomeraz¹
typu I. Ich aktywno�æ jest niezbêdna do utrzymania
superspiralnej struktury chromosomu bakteryjnego,
co warunkuje w³a�ciw¹ replikacjê DNA. Inhibicja gy-
razy powoduje zahamowanie procesu syntezy DNA.
Fluorochinolony w stê¿eniach podprogowych mog¹
zaburzaæ dzia³anie gyrazy, a w konsekwencji replika-
cjê chromosomu bakteryjnego, transkrypcjê i transla-
cjê bia³ek enzymatycznych PBP1B i PBP3 bior¹cych
udzia³ w syntezie mureiny [21]. E i c k  i wsp. [5] wy-
kazali, ¿e stê¿enia 1/4 MIC moksyfloksacyny i gati-
floksacyny, powodowa³y spontaniczne mutacje w ge-
nie gyrA, koduj¹cym podjednostkê A gyrazy. Mo¿na
na tej podstawie przypuszczaæ, ¿e w komórkach bak-
teryjnych, do których wnikn¹³ lek, nastêpuje indukcja
systemu SOS sk³adaj¹cego siê z ró¿nych genów i ich
bia³kowych produktów, które bior¹ udzia³ w reperacji
DNA. W czasie naprawy DNA zahamowane zostaj¹
podzia³y komórek bakteryjnych, nie tworz¹ siê septy,
a cytoplazma ulega silnej wakuolizacji [8, 11, 17, 22].

Powstawanie filamentów pod wp³ywem sub-MICs
aminoglikozydów wi¹¿e siê z ich mechanizmem dzia-
³ania. Po wnikniêciu do wnêtrza komórki bakteryjnej
cz¹steczki leków wi¹¿¹ siê z ma³ymi podjednostkami
rybosomu (30S), czego konsekwencj¹ mo¿e byæ zaha-
mowanie powstawania kompleksu inicjuj¹cego (70S)
i ca³ego procesu biosyntezy bia³ka. W sytuacji takiej
nie powstaj¹ m.in. enzymy uczestnicz¹ce w syntezie
�ciany komórkowej bakterii. Zwi¹zanie aminogliko-
zydu z podjednostk¹ 30S mo¿e prowadziæ tak¿e do
zaburzeñ w etapie elongacji ³añcuchów bia³kowych,
z powodu b³êdnego odczytywania kodonów w mRNA
przez cz¹steczki tRNA. Powstaj¹ wtedy cz¹steczki
bia³ka ze zmienion¹ sekwencj¹ aminokwasów, które
w przypadku enzymów nie s¹ w stanie spe³niaæ swo-
ich funkcji [14].

Przyczyn¹ powstawania filamentów jest równie¿
brak przegród oddzielaj¹cych siostrzane komórki.
W ich budowie bierze udzia³ bia³ko FtsZ. Zaburzenie
aktywno�ci gyrazy oraz procesu translacji mo¿e po-
wodowaæ niew³a�ciw¹ ekspresjê genu fts. Wówczas
bia³ko FtsZ jest syntetyzowane w zbyt ma³ych ilo�-
ciach lub z powodu zmienionej sekwencji nie mo¿e
spe³niaæ swojej funkcji [12].

3. Wp³yw sub-MICs antybiotyków
na bia³ka b³ony zewnêtrznej

U bakterii Gram-ujemnych peptydoglikan otoczony
jest b³on¹ zewnêtrzn¹. Jej warstwa wewnêtrzna zbudo-
wana jest przede wszystkim z cz¹steczek fosfolipidów,
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natomiast warstwê zewnêtrzn¹ tworz¹ bia³ka (OMP
� outer membrane protein) oraz cz¹steczki lipopolisa-
charydu. Tylko czê�æ OMP charakteryzuje siê aktyw-
no�ciami enzymatycznymi. Niektóre z nich pe³ni¹
wa¿n¹ rolê w stabilizacji struktury b³ony zewnêtrznej
oraz w jej wi¹zaniu z warstw¹ mureiny (bia³ko OmpA).
Inne bia³ka zwane porynami tworz¹ kana³y dyfuzyjne.

V ä i s ä n e n  i wsp. [24] badali wp³yw sub-MICs
trimetoprimu na bia³ka b³ony zewnêtrznej szczepów
E. coli. Na proteinogramie OMP wyizolowanych z ko-
mórek inkubowanych w 1/2, 1/4 i 1/8 MIC autorzy
stwierdzili obecno�æ dodatkowego bia³ka o masie
cz¹st. 21,2 kDa, które nie wystêpowa³o w b³onie ze-
wnêtrznej szczepów nie poddanych dzia³aniu antybio-
tyku. Stê¿enie 1/2 MIC trimetoprimu spowodowa³o
tak¿e utratê dwóch bia³ek w b³onie zewnêtrznej E. coli.
N a k a j i m a  i wsp. [18] stwierdzili obecno�æ du¿ych
ilo�ci dodatkowego bia³ka o masie cz¹st. 43 kDa w b³o-
nie zewnêtrznej komórek Pseudomonas aeruginosa
inkubowanych w obecno�ci 1/2 MIC lewofloksacyny
i ofloksacyny. Na proteinogramie bia³ek wyizolowa-
nych ze szczepu K. pneumoniae, który zosta³ poddany
dzia³aniu sub-MIC diazepamu, zaobserwowano utratê
bia³ek o masie cz¹steczkowej 34 i 36 kDa i znaczny
wzrost ilo�ci bia³ka o masie cz¹st. 42 kDa [23]. Zanik
bia³ka o masie cz¹st. 42 kDa stwierdzono w b³onie
zewnêtrznej szczepu Enterobacter aerogenes po jego
inkubacji w stê¿eniu podprogowym imipenemu [31].

Sub-MICs tetracykliny, chloramfenikolu, gentamy-
cyny, piperacyliny i rifampicyny nie powodowa³y nato-
miast zmian w sk³adzie OMP P. aeruginosa [18]. Licz-
ba oraz ilo�æ bia³ek b³ony zewnêtrznej pa³eczek Shigella
dysenteriae type 1 nie uleg³a zmianie po inkubacji
w obecno�ci 1/2 i 1/4 MIC aminoglikozydów [10].

We wstêpnych badaniach w³asnych okre�lono wp³yw
sub-MICs amikacyny i ciprofloksacyny na obecno�æ
OMP [27]. Wykazano wystêpowanie ró¿nic w elek-
troforegramach bia³ek szczepów E. coli nie poddanych
dzia³aniu leków i szczepów inkubowanych w obec-
no�ci stê¿eñ podprogowych amikacyny lub ciprofloksa-
cyny. Przyk³adowo na elektroforegramie bia³ek wyizo-
lowanych z pa³eczek E. coli 998 poddanych dzia³aniu
1/2 MIC amikacyny stwierdzono obecno�æ dwóch bia-
³ek o masach cz¹steczkowych 105,44 kDa i 84,15 kDa,
które nie wystêpowa³y w komórkach szczepu E. coli
998 inkubowanego w po¿ywce bez leku, a tak¿e
stwierdzono brak 3 bia³ek o masach cz¹st. 114,62 kDa,
14,51 kDa i 6,6 kDa, które by³y obecne w b³onie ze-
wnêtrznej E. coli 998. Elektroforegram OMP pochodz¹-
cych z komórek E. coli 998 hodowanych w 1/2 MIC
ciprofloksacyny wskazywa³ na obecno�æ czterech do-
datkowych bia³ek o masach cz¹st. 105,99 kDa, 84 kDa,
40,78 kDa i 29,7 kDa, a tak¿e brak 3 bia³ek o masach
cz¹st. 114,62 kDa, 14,51 kDa i 6,6 kDa w porównaniu
z pa³eczkami z hodowli kontrolnej.

Utrata lub pojawienie siê nowych bia³ek w warstwie
powierzchniowej komórek E. coli zwi¹zane jest z �od-
powiedzi¹� pa³eczek na obecno�æ w po¿ywce antybio-
tyków. �rodowisko powoduje zmianê sk³adu struktur
buduj¹cych b³onê zewnêtrzn¹. Byæ mo¿e, wyst¹pienie
nowych bia³ek w komórkach E. coli hodowanych
w obecno�ci sub-MICs, zwi¹zane jest z czê�ciow¹
hydroliz¹ OMP obecnych w b³onie zewnêtrznej pa-
³eczek nie poddanych dzia³aniu leków. To mog³oby
wyja�niæ brak niektórych bia³ek w komórkach szcze-
pów kontrolnych.

4. Wp³yw sub-MICs antybiotyków
na syntezê otoczek

Otoczka chroni komórkê bakteryjn¹ przed wysycha-
niem oraz dzia³aniem zwi¹zków chemicznych. Stanowi
wa¿ny czynnik wirulencji bakterii, poniewa¿ zabez-
piecza je przed mechanizmami obronnymi organizmu
wy¿szego oraz utrudnia transport antybiotyków do
wnêtrza komórki [26].

Obserwacje prowadzone w mikroskopie elektrono-
wym przez N o m u r a  i N a g a y a m a  [19] wyka-
za³y, ¿e warstwa otoczki K. pneumoniae zmniejsza³a
siê pod wp³ywem dzia³ania 1/2 MIC cefodyzymu do
32 nm. W próbie kontrolnej grubo�æ otoczek K. pneu-
moniae wynosi³a 160 nm. O w l i a i wsp. [20] tak¿e
zaobserwowali zmniejszenie siê grubo�ci otoczek wo-
kó³ komórek P. aeruginosa pod wp³ywem dzia³ania
1/2 i 1/4 MIC gentamycyny.

W badaniach w³asnych wykazano, ¿e sub-MICs
amikacyny i ciprofloksacyny hamowa³y syntezê oto-
czek K1 przez szczepy E. coli [29]. Stê¿enie 1/2 MIC
ciprofloksacyny spowodowa³o, ¿e jedynie 22�36%
klonów poszczególnych szczepów posiada³o otoczki.
Stê¿enie 1/2 MIC amikacyny tylko w niewielkim stop-
niu powodowa³o obni¿enie odsetka komórek bakteryj-
nych zdolnych do syntezy antygenu K1. Brak otoczek
prawdopodobnie by³ spowodowane zaburzeniami eks-
presji genów tworz¹cych operon kps przez cz¹steczki
leków. Brak, choæby jednego, bia³ka zwi¹zanego z syn-
tez¹ NeuNAc lub transportem jego na zewn¹trz komór-
ki bakteryjnej, mog³o przyczyniæ siê do braku otoczki
polisacharydowej.

5. Podsumowanie

Os³ony bakteryjne nale¿¹ do jednych z najwa¿niej-
szych struktur komórki prokariotycznej. Chroni¹ dro-
bnoustroje przed dzia³aniem czynników fizycznych
i chemicznych, a tak¿e zabezpieczaj¹ je przed nad-
miern¹ utrat¹ wody. Za po�rednictwem os³on bakterie
kontaktuj¹ siê ze �rodowiskiem zewnêtrznym, pobie-
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raj¹c sk³adniki od¿ywcze lub usuwaj¹c niepotrzebne
zwi¹zki przemian metabolicznych.

Pod wp³ywem dzia³ania antybiotyków w dawkach
podprogowych dochodzi do zmian w strukturach po-
wierzchniowych komórek bakteryjnych. Zaburzenia
w syntezie �ciany komórkowej zwykle prowadz¹ do
powstawania form kulistych lub wyd³u¿onych, pozba-
wionych sept miêdzypodzia³owych. Zmieniony kszta³t
komórek bakterii mo¿e utrudniaæ ich wstêpn¹ diagno-
stykê. Niskie dawki leków powoduj¹ równie¿ zabu-
rzenia w transporcie substancji przez b³ony komór-
kowe, a niekontrolowany przep³yw makrocz¹steczek
i jonów prowadzi to zmian homeostazy wewn¹trzko-
mórkowej. Inkubacja bakterii w obecno�ci dawek sub-
inhibicyjnych mo¿e przyczyniaæ siê tak¿e do zmniej-
szenia siê grubo�ci otoczki lub jej ca³kowitej utra-
ty. Drobnoustroje pozbawione antygenu otoczkowego
znacznie ³atwiej ulegaj¹ fagocytozie i s¹ bardziej wra¿-
liwe na dzia³anie antybiotyków.
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1. Wprowadzenie

Pa³eczki z rodzaju Campylobacter nale¿¹ce do kla-
sy g-Proteobacteria s¹ mikroaerofilnymi, Gram-ujem-
nymi bakteriami zdolnymi do ruchu dziêki obecno�ci
rzêski. Wystêpuj¹ one w przewodzie pokarmowym
wielu gatunków zwierz¹t, zw³aszcza ptaków, jako
sk³adnik bioty komensalicznej. Dwa gatunki: Campy-
lobacter jejuni i C. coli przeniesione na ludzi, staj¹ siê
jednym z najczê�ciej izolowanych etiologicznych
czynników bakteryjnych zaka¿eñ pokarmowych u lu-
dzi. Dane dotycz¹ce czêsto�ci wystêpowania wskazuj¹
¿e 95�99% zaka¿eñ dotyczy C. jejuni. Kampylobakte-
rioza przebiega najczê�ciej pod postaci¹ zapalenia
¿o³¹dkowo-jelitowego lub zapalenia jelit. Opisywane
s¹ przypadki, kiedy u zainfekowanych osób dochodzi
do infekcji systemowych, przeniesienia zaka¿enia na
inne organy lub posocznicy. Sporadycznie pa³eczki
Campylobacter mog¹ wywo³aæ powik³ania, takie jak
reaktywny artretyzm, oraz choroby neurologiczne: ze-
spó³ Guillain-Barre (GBS), czy zespó³ Miller-Fisher

(MFS). W przypadkach objawiaj¹cych siê ostr¹, krwa-
w¹ biegunk¹ z towarzysz¹c¹ wysok¹ temperatur¹,
utrzymuj¹c¹ siê ponad tydzieñ, zw³aszcza u osób z ob-
ni¿on¹ odporno�ci¹ wskazane jest leczenie etiotropo-
we. Lekiem z wyboru w leczeniu kampylobakteriozy
jest erytromycyna, lub azytromycyna. Decyduje o tym
³atwo�æ jej u¿ycia, niski poziom toksyczno�ci oraz
wysoka skuteczno�æ. U osób doros³ych, w przypadku
stwierdzonych stanów zapalnych jelit bez identyfikacji
czynnika etiologicznego powoduj¹cego chorobê sto-
sowane s¹ równie¿ fluorochinolony bêd¹ce antybioty-
kami o szerokim spektrum dzia³ania [8].

W ostatnim czasie obserwuje siê znacz¹cy wzrost
liczby przypadków zaka¿eñ pa³eczkami z rodzaju
Campylobacter. Wprowadzenie do powszechnego u¿y-
cia antybiotyków, zarówno w medycynie jak i wete-
rynarii warunkuje zjawisko narastania oporno�ci na
antybiotyki i chemioterapeutyki szczepów Campylo-
bacter izolowanych zarówno od ludzi i zwierz¹t, jak
i ¿ywno�ci. Opisano szczepy oporne na ciprofloksa-
cynê i inne fluorochinolony, makrolidy i linkozamidy,
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chloramfenikol, aminoglikozydy, tetracyklinê, ampicy-
linê i inne $-laktamy [24, 26]. Wzrastaj¹cy poziom
bakteryjnej oporno�ci na antybiotyki i chemioterapeu-
tyki jest uwarunkowany nabywaniem nowych genów
na drodze horyzontalnego transferu oraz mutacji.

2. Oporno�æ Campylobacter spp. na fluorochinolony

Dzia³anie fluorochinolonów �ci�le zale¿y od stê¿e-
nia leku w tkankach i surowicy. S¹ one czêsto stosowa-
ne w zaka¿eniach przewodu pokarmowego, równie¿
w zaka¿eniach pa³eczkami Campylobacter, zw³aszcza
szczepami wieloopornymi.

Oporno�æ bakterii na fluorochinolony jest wyni-
kiem punktowych mutacji chromosomowych, a nie na-
bywania genów od innych gatunków [23]. Dlatego
wystêpowanie oporno�ci jest uzale¿nione od czêsto�ci
stosowania fluorochinolonów. Oporno�æ ma charakter
krzy¿owy w obrêbie tej grupy antybiotyków, z tego
te¿ powodu postuluje siê wycofywanie z u¿ycia
chinolonów I generacji (kwasu nalidyksowego), by
zmniejszyæ ryzyko narastania oporno�ci na nowsze
generacje. Fluorochinolony powinny byæ stosowane
dopiero w sytuacjach niewra¿liwo�ci lub nadwra¿li-
wo�ci na leki I rzutu. W ostatnich latach zaobser-
wowano gwa³towny wzrost czêsto�ci pojawiania siê
szczepów opornych na fluorochinolony w�ród wielu
gatunków bakterii, w tym szczepów Campylobacter
jejuni [17].

Mechanizm oporno�ci na fluorochinolony polega
na blokowaniu topoizomerazy II (gyrazy DNA), oraz
topoizomerazy IV-enzymów bior¹cych udzia³ w repli-
kacji, transkrypcji i naprawie DNA bakterii. Enzymy
te pod wp³ywem antybiotyku ulegaj¹ unieczynnieniu,
co prowadzi do zahamowania replikacji a tak¿e trans-
krypcji DNA, a w nastêpstwie do �mierci komórki
bakteryjnej [1].

Najpowszechniejszy typ oporno�ci obejmuje mu-
tacje w genach koduj¹cych gyrazê (gyrA i gyrB) i to-
poizomerazê IV (por C i por E). Najczêstsz¹ przyczyn¹
oporno�ci Campylobacter jejuni na fluorochinolony
jest mutacja punktowa w kodonie 86 (ACA�ATA)
w obrêbie regionu QRDR (quinolone resistance deter-
mining region), bêd¹cego obszarem genu struktural-
nego podjednostki A gyrazy i koduj¹cego od 67 do
108 aminokwasów. Efektem wyst¹pienia tej mutacji
jest zamiana treoniny na izoleucynê co powoduje po-
wstanie zmienionego bia³ka, pozbawionego zdolno�ci
wi¹zania siê z cz¹steczk¹ antybiotyku [28]. Zamiana
ta jest homologiczna do substytucji seryny 83 przez
leucynê, powoduj¹cej 40-krotny wzrost MIC cipro-
floksacyny dla E. coli. Wyniki wielu badañ wskazuj¹,
¿e szczepy C. jejuni oporne na ciprofloksacynê posia-
daj¹ mutacjê w kodonie 86 genu gyrA. Warto�æ MIC

ciproflksacyny dla opornych szczepów C. jejuni wyno-
si³a >32 mg/L [18].

Opisano równie¿ inn¹ mutacjê punktow¹ w genie
gyrA C. jejuni powoduj¹c¹ zamianê aminokwasu w ko-
donie 86 (treonina→alanina), która powoduje wysoki
poziom oporno�ci na kwas nalidyksowy, oraz ni¿szy
poziom oporno�ci na ciprofloksacynê ni¿ w przypadku
substytucji (treonina→ izoleucyna). Podwy¿szenie po-
ziomu oporno�ci szczepów C. jejuni na fluorochino-
lony bywa tak¿e efektem, choæ znacznie rzadziej,
zmian aminokwasu w kodonie 70 (alanina→ treonina),
86 (treonina→ lizyna), 90 (asparaginian→asparagina),
104 (prolina→seryna). Zosta³y równie¿ opisane po-
dwójne mutacje punktowe w genie gyrA powoduj¹ce
zast¹pienie treoniny 86 izoleucyn¹ i asparaginianu 85
tyrozyn¹, lub asparaginianu 90 asparagin¹, b¹d� pro-
liny 104 seryn¹ [12]. Zmian w podjednostce GyrB
bêd¹cych wynikiem mutacji powoduj¹cych oporno�æ
na fluorochinolony u pa³eczek Campylobacter nie od-
notowano [28]. Nie zidentyfikowano równie¿ genu ho-
mologicznego do genu strukturalnego parC topoizo-
merazy IV w chromosomie C. jejuni, odgrywaj¹cego
rolê w rozdziale kopii chromosomu podczas podzia³ów
komórkowych np. u E. coli. Powstanie mutacji w tym
genie zwiêksza stopieñ oporno�ci na fluorochinolony
u bakterii nale¿¹cych do wielu ró¿nych rodzajów [30].

Opisano równie¿ inne mechanizmy oporno�ci na
fluorochinolony jak np. obecno�æ pomp MDR (opor-
no�æ wieloraka, ang. multi-drug resistance), które
skutecznie usuwaj¹ chinolony z komórki bakteryjnej.
U pa³eczek Campylobacter najlepiej poznanym me-
chanizmem jest ATP-zale¿ny system bia³ek CmeABC
(Campylobacter-multidrug-efflux), sk³adaj¹cy siê z bia³-
ka peryplazmatycznego (CmeA), bia³ka transportowego
zlokalizowanego w b³onie wewnêtrznej (CmeB), oraz
transmembranowego bia³ka b³ony zewnêtrznej (CmeC).
Bia³ka te wykazuj¹ du¿¹ homologiê do bia³ek superro-
dziny (inaczej pomp) RND (ang. resistance-nodulation-
division) wystêpuj¹cych wy³¹cznie u bakterii Gram-
ujemnych. S¹ one odpowiedzialne za wielorak¹
oporno�æ C. jejuni na: fluorochinolony, erytromycynê,
tetracyklinê, chloramfenikol i ampicylinê. Wiele z nich
oprócz antybiotyków usuwa z komórki równie¿ inne
szkodliwe czynniki jak np. jony metali czy bromek
etydyny. Wspó³wystêpowanie ATP-zale¿nego systemu
bia³ek CmeABC wraz mutacjami punktowymi w ge-
nie gyrA u C. jejuni przyczynia siê do osi¹gania wyso-
kiego poziomu oporno�ci na fluorochinolony [21].

3. Oporno�æ Campylobacter spp. na makrolidy

Mechanizm dzia³ania antybiotyków makrolidowych
polega na hamowaniu biosyntezy bia³ek na poziomie
podjednostki 50S rybosomu, co powoduje blokowanie
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wyd³u¿ania ³añcucha peptydowego. Miejsce wi¹zania
makrolidów do rybosomu bakteryjnego znajduje siê
w obrêbie cz¹steczki 23S rRNA. U bakterii z rodzaju
Campylobacter kodowana chromosomalnie oporno�æ
na erytromycynê i inne makrolidy zwi¹zana jest z mo-
dyfikacj¹ genu 23S rRNA, oraz bia³ek L4 i L22 w pod-
jednostce 50S rybosomu [1].

Opisano wysoki poziom oporno�ci na makrolidy
(MIC≥128 mg/L) w przypadku klinicznych szczepów
Campylobacter jejuni i C. coli. Jest on wynikiem mu-
tacji w pozycji 2074 i 2075 w genie koduj¹cym pod-
jednostkê V 23S rRNA. Najczêstsz¹ mutacj¹ wys-
têpuj¹c¹ u 78�100% szczepów jest tranzycja A→G
w pozycji 2075, za� mutacja polegaj¹ca na zamianie
A→C lub A→G w pozycji 2074 oraz podwójna tran-
zycja A→C i A→G zosta³y opisane u pojedynczych
szczepów Campylobacter opornych na erytromycynê
[40]. U bakterii, u których wystêpuje wiêcej ni¿ jedna
kopia genu 23S rRNA, poziom oporno�ci na makro-
lidy zale¿y od liczby zmutowanych alleli. Szczepy
Campylobacter zawieraj¹ trzy kopie i uwa¿a siê, ¿e
liczba zmutowanych alleli wp³ywa na poziom opor-
no�ci na makrolidy. Niezbêdne s¹ co najmniej mutacje
w dwóch kopiach do ujawnienia siê oporno�ci. Najwiê-
cej klinicznych izolatów Campylobacter opornych na
makrolidy zawiera trzy kopie zmutowanych alleli [16].

Oprócz opisanej powy¿ej modyfikacji genu 23S
rRNA, zmianie mog¹ te¿ ulegaæ rybosomalne bia³ka L4
i L22 w podjednostce 50S rybosomu. Opisano szczepy
C. jejuni i C. coli u których wystêpowa³y zmiany poje-
dynczego aminokwasu w bia³ku L4 i od dwóch do kil-
ku substytucji aminokwasów w bia³ku L22. U dwóch
izolatów opornych na erytromycynê C. jejuni i C. coli
zidentyfikowano substytucjê aminokwasu A→V (ala-
nina→walina) w pozycji 103 w bia³ku L22 [10].

System bia³ek CmeABC warunkuje oporno�æ na
wiele antybiotyków m.in. na fluorochinolony, antybio-
tyki $-laktamowe, oraz makrolidy. Zaobserwowano
zale¿no�æ pomiêdzy wystêpowaniem modyfikacji w sys-
temie bia³ek CmeABC a poziomem oporno�ci na ma-
krolidy (M). Wzrost aktywno�ci �pompy� spowodowany
nadekspresj¹ genów cmeABC nadaje niski poziom
oporno�ci szczepów pa³eczek Campylobacter na ery-
tromycynê (MIC 8�16 mg/L). Wspó³wystêpuj¹c z mo-
dyfikacj¹ genu 23S rRNA, poziom ten wzrasta [22].

Zosta³a okre�lona rola mutacji w genach koduj¹cych
bia³ka systemu CmeABC w niepowodzeniu leczenia
ludzi erytromycyn¹. Dlatego ustalono nowe wytyczne,
wed³ug których za szczepy wra¿liwe uwa¿a siê takie,
których MIC≤8 mg/L, a za oporne, MIC≥32 mg/L,
sugeruj¹c, ¿e infekcje powodowane przez szczepy
Campylobacter nios¹ce te mutacje mog¹ byæ nadal
skutecznie leczone erytromycyn¹ [7].

Erytromycyna lub azytromycyna uznawane s¹ za
lek z wyboru w leczeniu kampylobakteriozy u ludzi.

Jak w przypadku innych antybiotyków, zbyt czêste, nie-
uzasadnione lub niew³a�ciwe stosowanie makrolidów
mo¿e doprowadziæ do zwiêkszenia czêsto�ci wystêpo-
wania szczepów opornych. Szczególnie niebezpieczne
jest zjawisko krzy¿owej oporno�ci z $-laktamami.

4. Oporno�æ Campylobacter spp. na tetracykliny

Tetracykliny jako antybiotyki o szerokim spektrum
dzia³ania, obejmuj¹cym zarówno bakterie Gram-dodat-
nie, Gram-ujemne, jak równie¿ patogeny atypowe (My-
coplasma, Ureaplasma, Chlamydia), nale¿¹ do jednej
z grup antybiotyków najszerzej stosowanych, a opor-
no�æ bakterii na tetracykliny stanowi powa¿ny pro-
blem z medycznego punktu widzenia. Czêsto�æ izola-
cji szczepów opornych na ró¿ne tetracykliny wzrasta
wraz z rozszerzeniem stosowania tych antybiotyków
nie tylko w medycynie w celach leczniczych, ale tak¿e
w rolnictwie w profilaktyce zaka¿eñ powodowanych
przez ró¿ne patogeny. Zjawisku temu sprzyja lokali-
zacja genów determinuj¹cych oporno�æ na tetracyklinê
na ruchomych elementach genetycznych [6].

Tetracykliny s¹ antybiotykami bakteriostatycznymi,
których mechanizm dzia³ania polega na hamowaniu
biosyntezy bia³ek i procesów fosforylacji w komórkach
bakteryjnych. Mechanizmy oporno�ci na tetracykliny
mog¹ byæ zwi¹zane z aktywnym usuwaniem antybio-
tyku z komórki bakterii, obecno�ci¹ bia³ek chroni¹cych
rybosom przed przy³¹czaniem tetracykliny (RPPs, ang.
ribosomal-protection-proteins) [6] oraz z enzymatycz-
n¹ inaktywacj¹ cz¹steczek antybiotyku, któr¹ opisano
u Bacteroides [34]. Rzadziej oporno�æ jest wynikiem
mutacji w genie koduj¹cym 16S rRNA, któr¹ zna-
leziono u Propionibacterium acnes i H. pylorii [32,
38]. G³ównym mechanizmem oporno�ci na tetracy-
kliny nadaj¹cym bakteriom oporno�æ na du¿e dawki
antybiotyku jest czynne wypompowywanie anty-
biotyku z komórki bakteryjnej. Bia³ko o charakterze
pompy nale¿y do grupy MFS (ang. major-facilitator-
superfamily) i do swojej aktywno�ci wykorzystuje si³ê
protonomotoryczn¹ [23].

Mechanizm oporno�ci szczepów Campylobacter
jejuni i C. coli na tê grupê antybiotyków wyra¿a siê
poprzez wytwarzanie bia³ka Tet(O), nale¿¹cego do
bia³ek chroni¹cych rybosom. Bia³ko Tet(O) nadaje
oporno�æ poprzez usuniêcie tetracykliny z jej pierwot-
nego miejsca wi¹zania na rybosomie i wymaga do tego
obecno�ci GTP. W efekcie uwalnia rybosom od hamu-
j¹cego wp³ywu antybiotyku na syntezê bia³ek. tRNA
z grup¹ aminoacylow¹ (aa-tRNA) zostaje zwi¹zany
z miejscem A na rybosomie i synteza bia³ek mo¿e byæ
kontynuowana [9].

Gen tet(O) u C. jejuni zlokalizowany jest najczê�-
ciej na plazmidzie i wykazuje oko³o 75% homologii
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do genu tet (M) Streptococcus pneumoniae, który to
znajduje siê na transpozonie Tn916 i wykryto go u wie-
lu bakterii m.in. Ureaplasma, Mycoplasma, Neisseria,
Staphylococcus, Clostridium. Zawarto�æ par G+ C
w genie tet (O) wynosi 40% i jest podobna do tet(M),
lecz wy¿sza ni¿ w ca³ym genomie C. jejuni.

Badania dowodz¹, ¿e od 13�52% szczepów C. je-
juni izolowanych od ludzi zawiera ró¿nej wielko�ci
plazmidy, w wiêkszo�ci nios¹ce geny oporno�ci na
antybiotyki. Plazmidy zawieraj¹ce gen tet(O) maj¹
wielko�æ od 30�60 kb, nadaj¹ wysoki poziom opor-
no�ci na tetracyklinê (512 mg/L) [15] i stanowi¹ jak
podaj¹ R o s s  i wsp. [31] 30, czy nawet 90% izolo-
wanych plazmidów. Zsekwencjonowano dwa du¿e
plazmidy nadaj¹ce oporno�æ na tetracykliny: pTET
(45,2 kb) ze szczepu C. jejuni 81�176 (Z1) i pCC31
(44,7 kb) ze szczepu C. coli CC31. Wykazuj¹ one wy-
soki poziom homologii sekwencji (94,3%) i organi-
zacji genetycznej mimo, ¿e by³y izolowane na prze-
strzeni 20 lat i na ró¿nych kontynentach [5]. Zawieraj¹
gen tet(O), geny bior¹ce udzia³ w replikacji i koniuga-
cji, homolog genu metylazy, oraz 30 ORF o nieznanej
funkcji. Spo�ród szczepów opornych na tetracyklinê
53% nios³o gen tet(O) na plazmidzie koniugacyjnym,
co mo¿e sprzyjaæ rozprzestrzenianiu siê oporno�ci
na tê grupê antybiotyków na drodze horyzontalnego
transferu tego genu [42].

Na plazmidzie nios¹cym gen tet(O) zosta³a ziden-
tyfikowana sekwencja insercyjna IS607* podobna do
IS607 znalezionej na chromosomie Helicobacter py-
lori. Dlatego te¿ mo¿liwe jest, ¿e inne ruchome ele-
menty genetyczne a nie samoprzekazywalny plazmid
mog¹ byæ zwi¹zane ze zdolno�ci¹ nabywania i roz-
powszechniania genu tet (O).

Lokalizacja genu tet(O) na chromosomie zosta³a
opisana u 33% szczepów C. jejuni opornych na te-
tracyklinê wyizolowanych w Kanadzie, oraz 76%
w Australii, w�ród których za� u 26% nie wykryto
plazmidów [31].

5. Oporno�æ Campylobacter spp.
na aminoglikozydy/aminocyklitole

Oporno�æ na antybiotyki aminoglikozydowe, oraz
na niektóre inne chemioterapeutyki hamuj¹ce syntezê
bia³ka bakteryjnego jest zwi¹zana z kilkoma mecha-
nizmami. Niektóre bakterie maj¹ os³ony komórkowe
o obni¿onej przepuszczalno�ci dla aminoglikozydów,
mog¹ wypompowywaæ antybiotyki z tej grupy z wnê-
trza komórki oraz syntetyzowaæ enzymy modyfikuj¹-
ce aminoglikozydy. Najczêstsz¹ przyczyn¹ oporno�ci
na streptomycynê oraz na inne antybiotyki amino-
glikozydowe jest inaktywacja enzymatyczna antybio-
tyku. Wystêpuje zarówno u bakterii Gram-dodatnich

jak i Gram-ujemnych i mo¿e byæ sprzê¿ona zarówno
z genami plazmidowymi jak i chromosomowymi. In-
aktywacja cz¹steczek antybiotyków odbywa siê przy
udziale enzymów zaklasyfikowanych do trzech rodzin
enzymów modyfikuj¹cych: N-acetylotransferazy ami-
noglikozydowej (AAC), O-adenylotransferazy amino-
glikozydowej (ANT) i O-fosfotransferazy aminogliko-
zydowej (APH) [1].

U szczepów Campylobacter opisano i zsekwen-
cjonowano geny koduj¹ce fosfotransferazy [2]. Gen
aphA-3, pocz¹tkowo opisywany tylko u Gram-do-
datnich ziarniaków [39], zosta³ zidentyfikowany na
48-kb plazmidzie wyizolowanym ze szczepu C. coli
[36] i na du¿ych plazmidach wyizolowanych ze szcze-
pów C. jejuni [15]. U C. jejuni gen ten zlokalizowany
jest na plazmidzie w stronê koñca 3� od sekwencji in-
sercyjnej IS607*, lub jako czê�æ zgrupowania genów
oporno�ci aadE-sat4-aphA-3, który koduje enzymy:6�
adenylotransferazê (aadE), streptomycynow¹ acetylo-
transferazê (sat4) i 3�-fosfotransferazê aminoglikozy-
dow¹ typu III (aphA-3). Zgrupowanie genów opor-
no�ci aadE-sat4-aphA-3 jest czê�ci¹ transpozonów
typu Tn5405, które wystêpuj¹ u gronkowców [11].
Organizacja genetyczna zgrupowania genów aadE-
sat4-aphA-3 sugeruje, ¿e zosta³ on nabyty przez C. je-
juni od bakterii Gram-dodatnich [15].

Geny determinuj¹ce syntezê enzymów modyfiku-
j¹cych aminoglikozydy najczê�ciej wystêpuj¹ na plaz-
midach i mog¹ byæ zwi¹zane z transpozonami wie-
lorakiej oporno�ci. Z klinicznego szczepu C. jejuni,
który charakteryzowa³a oporno�æ wieloraka wyizo-
lowano plazmid pCG8245. Zawiera³ on10 genów
koduj¹cych enzymy inaktywuj¹ce aminoglikozydy
zarówno u bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-
-ujemnych. Zgrupowanie genów oporno�ci aadE-
-sat4-aphA-3 wystêpowa³o na tym plazmidzie obok
dwóch trans-pozonów hybrydowych H. pylori: ISHp608
i IS606 [19, 25].

Genem odpowiedzialnym za oporno�æ na kanamy-
cynê u C. jejuni jest gen aphA-7 koduj¹cy fosfotrans-
ferazê. Zosta³ on zlokalizowany na plazmidzie pS1178
o wielko�ci 14 kpz [37]. Otwarta ramka odczytu genu
strukturalnego ma 753 par zasad i koduje bia³ko o ma-
sie cz¹st. 29 kDa. Sekwencja DNA tego genu wyka-
zuje 55% podobieñstwo do genu aphA-3 wystêpuj¹-
cego u Streptococcus faecalis. Zawarto�æ par G+ C
wynosi 32,8% i jest podobna do odsetka w ca³ym ge-
nomie C. jejuni, co sugeruje, ¿e gen ten mo¿e byæ
endemiczny dla ca³ego rodzaju Campylobacter [37].

Wyniki badañ dowodz¹, ¿e geny warunkuj¹ce
oporno�æ C. jejuni na kanamycynê mog¹ wystêpowaæ
na jednym plazmidzie razem z genem nadaj¹cym
oporno�æ na tetracyklinê. Opisano koniugacyjny trans-
fer determinant oporno�ci na oba te antybiotyki po-
miêdzy szczepami C. jejuni [15].
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6. Oporno�æ Campylobacter spp.
na antybiotyki $-laktamowe

G³ównymi mechanizmami warunkuj¹cymi oporno�æ
komórek bakteryjnych na antybiotyi $-laktamowe s¹:
produkcja $-laktamaz, które unieczynniaj¹ antybiotyk
poprzez hydrolizê pier�cienia $-laktamowego, zmniej-
szenie przepuszczalno�ci os³on bakteryjnych, przede
wszystkim b³ony zewnêtrznej dla antybiotyku, oraz
zmiany w celu dzia³ania antybiotyku $-laktamowego
� tzn. w syntezie bia³ka wi¹¿¹cego penicylinê (PBP,
penicillin-binding-protein) o zmniejszonym powino-
wactwie do antybiotyku [23].

Mechanizmy oporno�ci mog¹ siê na siebie nak³adaæ,
natomiast w przypadku takich antybiotyków $-lakta-
mowych jak ampicylina i cefalosporyny o szerokim
spektrum dzia³ania s¹ zmienne i nie do koñca jasno
zdefiniowane[35].

Wiêkszo�æ szczepów Campylobacter jejuni i Campy-
lobacter coli jest opornych na antybiotyki $-laktamowe
z wyj¹tkiem karbapenemów, imipenu i meropenemu [1].

Oporno�æ szczepów C. jejuni i C. coli na penicyli-
ny i cefalosporyny o w¹skim spektrum dzia³ania jest
warunkowana przez mechanizm dotycz¹cy zmian celu
dzia³ania antybiotyku $-laktamowego. Zmiany w PBP
szczepów opornych polegaj¹ przede wszystkim na
utracie powinowactwa do penicyliny. Zmniejszone po-
winowactwo nie wywo³uje zaburzeñ naturalnych funk-
cji PBP tj. uczestnictwa w biosyntezie mureiny.

Mechanizm oporno�ci na antybiotyki $-laktamowe
polegaj¹cy na wytwarzaniu przez bakterie ró¿norod-
nych $-laktamaz (w tym $-laktamaz klasy D-oxacyli-
nazy) zosta³ opisany u szczepów C. jejuni i C. coli.
Badania na 100 szczepach C. jejuni wykaza³y, ¿e $-lak-
tamazy wystêpowa³y u 88% szczepów [35].

$-laktamazy klasy D nale¿¹ do superrodziny sery-
nowych transferaz penicyloilowych, inaktywuj¹cych
penicyliny i cefalosporyny. Mog¹ one hydrolizowaæ
równie¿ karbapenemy, nie s¹ one jednak metyloenzy-
mami. Wykazuj¹ ró¿n¹ aktywno�æ wobec cefalosporyn
III generacji. Hamowane s¹ przez kwas klawulanowy,
tazobaktam i sulbaktam, wykazuj¹ du¿¹ aktywno�æ
wobec kloksacyliny i oksacyliny. Oksacylinazy mog¹
byæ kodowane chromosomalnie, jakkolwiek niektóre
geny mog¹ znajdowaæ siê na ruchomych elementach
genetycznych (plazmidy, integrony), umo¿liwiaj¹cych
ich rozprzestrzenianie. U szczepów Campylobacter
oporno�æ na ampicylinê zwi¹zana z produkcj¹ $-lak-
tamaz jest kodowana chromosomalnie. Sklonowano
gen blaOXA61 koduj¹cy bia³ko strukturalne $-laktama-
zy nale¿¹cej do klasy molekularnej D. Stwierdzono,
¿e szczep C. jejuni wra¿liwy na antybiotyki $-lak-
tamowe, do którego wprowadzono sklonowany gen,
zmienia fenotyp na oporny na ampicylinê, piperacyli-
nê i karbenicylinê [3].

U bakterii Gram-ujemnych oporno�æ na antybioty-
ki $-laktamowe powodowana zmniejszon¹ przepusz-
czalno�ci¹ b³ony zewnêtrznej zwykle nie jest wysoka,
lecz mechanizm ten jest skuteczniejszy w po³¹czeniu
z aktywno�ci¹ $-laktamaz znajduj¹cych siê w prze-
strzeni peryplazmatycznej. Zmiany w os³onach ogra-
niczaj¹ce penetracjê antybiotyków $-laktamowych
wi¹¿¹ siê przede wszystkim z bia³kami (porynami)
w b³onie zewnêtrznej.

Na zjawisko oporno�ci na antybiotyki $-laktamo-
we nak³ada siê coraz powszechniej spotykana u bak-
terii oporno�æ wieloraka. Zaobserwowano, równie¿
u szczepów Campylobacter, zjawisko indukcji oporno�-
ci na antybiotyki tej grupy nie tylko jako konsekwencji
ich stosowania, lecz tak¿e przez inne antybiotyki.

7. Oporno�æ Campylobacter spp. na sulfonamidy

Oporno�æ Campylobacter jejuni na sulfonamidy
zwi¹zana jest z wytwarzaniem zmodyfikowanego (sub-
stytucja czterech reszt aminokwasowych) enzymu, syn-
tetazy dihydropterynianowej (DHPS), czego rezultatem
jest redukcja powinowactwa do chemioterapeutyku
[2]. Gen warunkuj¹cy oporno�æ umiejscowiony jest
na plazmidzie, natomiast drugi gen, znajduj¹cy siê
na chromosomie szczepów zarówno wra¿liwych jak
i opornych, koduje syntezê normalnego enzymu DHPS
wra¿liwego na sulfonamidy.

Inny mechanizmem oporno�ci na sulfonamidy po-
lega na nadprodukcji kwasu p-aminobenzoesowego
(PABA), który bezpo�rednio wspó³zawodniczy o do-
stêp do centrum aktywnego DHPS [23].

Szczepy wielolekooporne charakteryzuje wysoka
oporno�æ na trimetoprim (analog kwasu dihydrofolio-
wego). W�ród pa³eczek Campylobacter oporno�æ na
trimetoprim jest szeroko rozpowszechniona, do czego
przyczynia siê na pewno fakt, ¿e nale¿y on do selekcyj-
nych zwi¹zków dodawanych do pod³o¿y bakteryjnych
przy izolacji szczepów Campylobacter z ró¿nych �róde³.

Wykazano, ¿e oporno�æ na ten chemioterapeutyk
w�ród klinicznych szczepów C. jejuni zwi¹zana jest
z obecno�ci¹ na chromosomie genów dfr1 i dfr9, ko-
duj¹cych reduktazy dihydrofolianowe, niewra¿liwe na
dzia³anie leku. Oko³o 10% badanych szczepów, które
nie mia³y tych genów wykazywa³y ni¿szy poziom
oporno�ci na trimetoprim ni¿ pozosta³e izolaty [13].
Obszar DNA otaczaj¹cy geny dfr1i dfr9 wykazuje ce-
chy charakterystyczne dla transpozonów i integronów
[14], które odgrywaj¹ istotn¹ rolê w rozpowszechnia-
niu siê genów lekooporno�ci w�ród bakterii Gram-
ujemnych [20]. Obecno�æ genów dfr na transpozonach
i integronach sprzyja rozpowszechnianiu oporno�ci na
tê grupê chemioterapeutyków na drodze horyzontal-
nego transferu [14].
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Opisano rolê integronów klasy pierwszej i tzw. ka-
set genowych warunkuj¹cych oporno�æ na antybiotyki
na drodze umiejscowionej rekombinacji. Stwierdzono
obecno�æ ponad 75 kaset genowych nios¹cych geny
oporno�ci na antybiotyki. W wyniku w³¹czania kilku
kaset oporno�ci do jednego plazmidu, powstaje plaz-
mid, który mo¿e warunkowaæ fenotyp wielorakiej
oporno�ci [27].

8. Podsumowanie

Pa³eczki C. jejuni i C. coli s¹ z regu³y wra¿liwe na
antybiotyki, jednak¿e w ostatnich latach udokumento-
wana zosta³a wzrastaj¹ca oporno�æ na powszechnie
stosowane terapeutyki, co jest prawdopodobnie istot-
nym problemem w leczeniu zaka¿eñ Campylobacter.
Poziom oporno�ci na antybiotyki stosowane w terapii
zapaleñ ¿o³¹dkowo-jelitowych wzrasta, zarówno w kra-
jach uprzemys³owionych jak i w krajach rozwijaj¹cych
siê. Szczególnie niepokoj¹cy jest wzrost odsetka
szczepów Campylobacter spp. opornych na antybioty-
ki z grupy makrolidów. Badania prowadzone w Polsce
pokazuj¹, ¿e w�ród szczepów C. jejuni izolowanych
od ludzi (najczê�ciej od dzieci do 2 roku ¿ycia) naj-
wiêkszy odsetek szczepów opornych obserwowano
w odniesieniu do ciproflaksacyny do 58%, tetracykli-
ny do 29%, ampicyliny do 21% [33].

W�ród szczepów Campylobacter spp. wystêpuj¹
szczepy wielolekooporne. W badaniu wra¿liwo�ci
C. jejuni na erytromycynê, ciprofloksacynê, ampicy-
linê, tetracyklinê oraz gentamycynê 35% szczepów
wykazywa³o oporno�æ na jeden antybiotyk, 23% na
dwa antybiotyki b¹d� chemioterapeutyki oraz 6% na
trzy [41]. Ciprofloksacyna nie jest stosowana u dzieci
poni¿ej 16 roku ¿ycia, dlatego te¿ wysoki odsetek
szczepów opornych prawdopodobnie ma swoje przy-
czyny w zbyt czêstym u¿yciu fluorochinolonów w me-
dycynie weterynaryjnej, zw³aszcza na fermach drobiu.
Stosowanie tej grupy antybiotyków u drobiu, który
jest g³ównym rezerwuarem pa³eczek Campylobacter
spp. mo¿e prowadziæ do selekcji szczepów opornych,
a nastêpnie do ich transmisji na ludzi poprzez ska¿on¹
¿ywno�æ. W wielu krajach oporno�æ Campylobacter
spp. na fluorochinolony jest ni¿sza, dziêki ograni-
czeniom stosowania tych antybiotyków jako leku
z wyboru w leczeniu kampylobakteriozy, jak to ma
miejsce np. w Australii, lecz s¹ te¿ takie kraje jak
np. Hiszpania, gdzie odsetek szczepów C. jejuni opor-
nych przekroczy³ 80%.

Zagro¿enie jakim jest narastaj¹ca lekooporno�æ
szczepów pa³eczek z rodzaju Campylobacter wymaga
w³a�ciwej diagnostyki, oraz uzasadnionego stosowa-
nia antybiotyków w leczeniu ludzi, wykluczaj¹c infek-
cje przebiegaj¹ce z tendencj¹ do samowyleczenia.
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1. Wstêp

Spo�ród wszystkich gatunków z rodzaju Staphylo-
coccus, za najgro�niejszy uznawany jest Staphylococ-
cus aureus. Gatunek ten powoduje czêste infekcje bak-
teryjne zarówno ludzi jak i zwierz¹t. Wywo³uje on
ró¿nego rodzaju choroby skórne, choroby uk³adu od-
dechowego, uk³adu moczowego, przewodu pokarmo-
wego, posocznice, zapalenie szpiku i ko�ci, zespó³
wstrz¹su toksycznego, zapalenie gruczo³u mlekowego
� mastitis. S. aureus jest drobnoustrojem wykazu-
j¹cym bardzo du¿¹ zjadliwo�æ, a przy tym znaczn¹
oporno�æ na antybiotyki i chemioterapeutyki. Jego
wysoka aktywno�æ biochemiczna oraz zdolno�æ do
wytwarzania licznych czynników wirulencji sprzyja
kolonizacji i zaka¿eniu.

Do czynników zjadliwo�ci S. aureus nale¿¹ enzy-
my, sk³adniki �ciany komórkowej i toksyny.

2. Pocz¹tek infekcji

Pierwsz¹ wewnêtrzn¹ barier¹ obronn¹, na któr¹ na-
potykaj¹ infekuj¹ce komórki S. aureus, s¹ bia³ka uk³a-
du dope³niacza, aktywowane na drodze alternatywnej.
Cz¹stki C3a i C5a, które s¹ uwalniane podczas akty-
wacji dope³niacza, powoduj¹ przyci¹ganie fagocytów

do miejsca infekcji. Nastêpnie komórki ¿erne w pro-
cesie fagocytozy poch³aniaj¹ i usi³uj¹ usun¹æ atakuj¹-
ce mikroorganizmy. Z kolei komórki prezentuj¹ce an-
tygen po wch³oniêciu S. aureus wêdruj¹ do wêz³ów
ch³onnych. W wêz³ach uczulone limfocyty B transfor-
muj¹ w komórki plazmatyczne syntetyzuj¹ce swoiste
przeciwcia³a. Przeciwcia³a te neutralizuj¹ toksyny i za-
pocz¹tkowuj¹ bardziej efektywn¹ fagocytozê komórek
bakteryjnych [7]. Obecno�æ na neutrofilach i monocy-
tach/makrofagach specyficznych receptorów dla re-
gionu Fc immunoglobulin klasy G, a tak¿e sk³adowej
C1 dope³niacza, u³atwia efektywniejsze wch³anianie
i trawienie komórek bakteryjnych op³aszczonych tymi
opsoninami [12, 40]. W przypadku bakterii jak¹ jest
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S. aureus, opsoniny te s¹ niezbêdne do przeprowadze-
nia skutecznej fagocytozy. Nawet w obecno�ci czyn-
ników aktywuj¹cych takich jak np. TNF, ale przy bra-
ku przeciwcia³ i bia³ek dope³niacza komórki ¿erne
pozostaj¹ nieskuteczne wobec S. aureus [14].

3. Czynniki wirulencji S. aureus

S. aureus wykszta³ci³ szereg specyficznych mecha-
nizmów u³atwiaj¹cych �oszukanie� uk³adu odporno-
�ciowego gospodarza. Przeciwcia³a i pamiêæ immuno-
logiczna okazuj¹ siê niewystarczaj¹ce, aby zapobiec
kolejnym infekcjom powodowanym przez ten mikro-
organizm. Do czynników wirulencji produkowanych
przez S. aureus nale¿¹ hialuronidazy, lipazy i nukleazy
oraz koagulaza i fibrynolizyna, które dzia³aj¹ destruk-
cyjnie na tkanki oraz u³atwiaj¹ rozprzestrzenianie siê
toksyn. Toksyny takie jak: "-hemolizyna, $-hemolizy-
na, (-hemolizyna, 8-hemolizyna, leukocydyna i leuko-
cydyna  Paton-Valentine powoduj¹ efekt cytolityczny
i uszkadzaj¹ tkanki [17]. Z kolei, enterotoksyny i tok-
syna TSST-1 mog¹ wywo³aæ m.in. szok septyczny [6].
S. aureus wytwarza tak¿e bia³ka powierzchniowe,
sprzyjaj¹ce adhezji bakterii do uszkodzonej tkanki
i powierzchni komórek gospodarza oraz produkuje
proteiny wi¹¿¹ce siê z bia³kami i komórkami krwi
(bia³ko A, clumping factor CF), co sprzyja blokowa-
niu odpowiedzi immunologicznej i odgrywa wa¿n¹
rolê w inicjacji i/lub nasileniu zapalenia [11, 45].

4. Toksyny gronkowcowe w walce
z uk³adem odporno�ciowym

Znacz¹c¹ rolê w patogenezie S. aureus odgrywaj¹
odmienne w swoim dzia³aniu, ale nale¿¹ce do tej sa-
mej grupy toksyn (egzotoksyny) � leukotoksyny i su-
perantygeny [42].

Leukotoksyny s¹ rodzin¹ toksyn formuj¹cych pory,
które w bezpo�redni sposób mog¹ zabijaæ fagocyty.
Gamma-hemolizyny (Hl(A, Hl(B i Hl(C), zwane tak-
¿e gamma-toksynami, Panton-Valentine leukocydyny
PVL (LukS-PV i LukF-PV) i ró¿ne warianty leuko-
cydyn (LukM, LukE, LukD) produkowane przez
S. aureus s¹ toksynami dwusk³adnikowymi. Aktywne
toksyny sk³adaj¹ siê z proteiny pochodz¹cej z podro-
dziny sk³adników S (LukS-PV, Hl(A, Hl(C, LukM,
LukE) i proteiny pochodz¹cej z podrodziny sk³adni-
ków F (LukF-PV, Hl(B, LukD). Sk³adniki s¹ kolejno
wbudowywane w b³ony wra¿liwych komórek, induku-
j¹c wyp³ywanie Ca2+, nastêpnie formuj¹c pory i umo¿-
liwiaj¹c nap³yw etydyny. Konsekwencj¹ tego procesu
jest �mieræ komórki � fagocytu [2, 10, 17, 46, 48].
Dodatkowo leukotoksyny o okre�lonej kombinacji
sk³adników F i S, mog¹ powodowaæ silne reakcje za-
palne w wyniku masowego uwalniania mediatorów
zapalnych [19, 44].

Superantygeny s¹ grup¹ egzotoksyn, sk³adaj¹c¹ siê
z wielu strukturalnie i funkcjonalnie spokrewnionych
moleku³. Zaliczane s¹ tu TSST-1 (toxic shock syndro-
me toxin-1) oraz enterotoksyny (SEA, SEB, SEC1,
SEC2, SEC3, SED, SEE, SEG, SEH, SIE, SEJ, SEK,
SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SEU), a tak¿e
dwa warianty eksfoliatyny (ETA i ETB). Kilka warian-
tów enterotoksyn jest wytwarzanych przez S. aureus
w sposób specyficzny dla gatunku (SECbovine, SECovine,
TSSTovine) [27, 25, 29, 30, 33, 44, 47, 51]. Enterotok-
syny te s¹ nazywane superantygenami (SAgs) [23, 50],
co �ci�le zwi¹zane jest z ich mechanizmem dzia³ania.
Klasyczny antygen powoduje aktywacjê tylko nie-
znacznej liczby limfocytów jednej populacji � maj¹-
cych receptor TCR z³o¿ony z ³añcuchów " i $ swo-
istych dla tego antygenu. Superantygen natomiast ma
zdolno�æ do pobudzenia znacznej ilo�ci limfocytów
nale¿¹cych do wielu ró¿nych klonów. Cz¹steczki su-
perantygenów wi¹¿¹ siê do receptorów limfocytów T
pomocniczych (Th) oraz g³ównego uk³adu zgodno�ci

Rys. 2. Czynniki wirulencji wytwarzane przez S. aureus
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tkankowej (MHC II) komórek prezentuj¹cych anty-
gen, nie poprzez unikatowe, swoiste miejsce receptora
TCR wi¹¿¹ce antygen utworzone przez obydwa ³añ-
cuchy, lecz ³¹cz¹c siê tylko z zewnêtrzn¹ powierzch-
ni¹ odcinka V ³añcucha $. Dziêki temu superantygeny
aktywuj¹ wszystkie klony limfocytów T � zarówno
CD4+ i CD8+, które maj¹ TCR z ³añcuchem $, nie-
zale¿nie od wchodz¹cego w sk³ad ³añcucha " [16,
41]. Ka¿dy rodzaj enterotoksyny/superantygenu roz-
poznaje specyficzny zestaw zmiennych ³añcuchów $
receptora TCR np. SEA i SEB � V$3 i V$8 myszy,
V$5 � u cz³owieka [13, 28, 31, 32, 49].

Proces wi¹zania superantygenów z cz¹steczkami
MHC klasy II przebiega nietypowo, bez przetworzenia
i prezentacji antygenu jako peptydu w rowku MHC,
co jest wymagane do swoistej aktywacji limfocytu T
[40]. Ró¿ne superantygeny ³¹cz¹ siê z innym miejscem
cz¹steczki MHC klasy II, a niektóre z nich np. SEB
(gronkowcowa enterotoksyna B) wi¹¿¹ siê równie¿
z MHC klasy I. Superantygeny wi¹¿¹ce siê z du¿¹ si³¹
z ³añcuchem V$ TCR np. SEC (gronkowcowa entero-
toksyna C) mog¹ nawet aktywowaæ limfocyty T bez
¿adnego udzia³u cz¹steczki MHC, proces ten zale¿ny
jest od miejsca wi¹zania do V$ [13]. Ostatnio opisana
enterotoksyna H (SEH) powoduje aktywacjê limfocy-
tów T typow¹ dla superantygenów ale poprzez odmien-
ne wi¹zanie siê z receptorami TCR via domena V" [36].

Superantygeny wi¹¿¹c siê z zewnêtrzn¹ powierzch-
ni¹ bia³ek MHC klasy II na powierzchni komórek pre-
zentuj¹cych antygen i poprzez ³¹czenie siê z recepto-
rem TCR na powierzchni limfocytów T, powoduj¹
jednoczesne zablokowanie obu typów komórek, po-
niewa¿ w tym czasie nie prezentuj¹ one, ani nie roz-
poznaj¹ antygenów [12, 28]. Superantygeny mog¹ po-
wodowaæ przy³¹czanie siê nawet 20% limfocytów T
do komórek prezentuj¹cych antygen, a nastêpnie ich
aktywacjê [8]. Nienaturalna aktywacja tak wielu ko-
mórek T mo¿e byæ toksyczna, gdy¿ poci¹ga za sob¹
produkcjê i uwolnienie nadmiernej ilo�ci cytokin
przez komórki uk³adu odporno�ciowego. Nadmiernie
pobudzone przez superantygeny do proliferacji limfo-
cyty T wchodz¹ w stan anergii lub gin¹ na drodze
apoptozy [9, 24, 28].

Nadprodukcja cytokin dotyczy przede wszystkim:
czynnika martwicy nowotworów (TNF-"), interfero-
nu-( (IFN-(), interleukiny-2 (IL-2) i interleukiny-12
(IL-12) [20, 38]. Bardzo mocno zwiêkszone wydzie-
lanie tych cytokin mo¿e prowadziæ do szoku toksycz-
nego, a nawet �mierci organizmu.

Superantygeny mog¹ ponadto stymulowaæ nad-
miern¹ produkcjê interleukiny 10 (IL-10) i interleuki-
ny 4 (IL-4). Du¿e stê¿enie IL-10 i IL-4 przyczynia siê
do rozwoju immunosupresji, poprzez hamowanie ak-
tywno�ci limfocytów TCD4 i pobudzanie du¿ej liczby
supresorowych limfocytów TCD8. Powstaj¹ca w ten

sposób supresja uk³adu odporno�ciowego sprzyja dal-
szemu rozwijaniu siê infekcji i nasileniu siê objawów
chorobowych [1, 4, 20, 38, 39, 37].

Superantygeny wytwarzane przez S. aureus �oszu-
kuj¹� prawid³ow¹ odpowied� immunologiczn¹ zapobie-
gaj¹c proliferacji swoistych limfocytów T w odpowie-
dzi na antygeny prezentowane na cz¹steczkach MHC
klasy II, wywo³uj¹c w ten sposób stan anergii. Kon-
sekwencj¹ anergii jest immunosupresja wynikaj¹ca
z braku indukcji antygenowo specyficznych limfocy-
tów T, które nie mog¹ ulegaæ aktywacji i proliferacji
w odpowiedzi na prezentowany antygen [22]. Niektóre
enterotoksyny (TSST-1) maj¹ ponadto zdolno�æ do
hamowania odporno�ci humoralnej, wp³ywaj¹c supre-
syjnie na produkcjê i wydzielanie przeciwcia³ [26].

5. Czynniki wirulencji
a wrodzona odporno�æ komórkowa

S. aureus mo¿e tak¿e udaremniaæ wrodzon¹ odpo-
wied� komórkow¹ neutrofilów i makrofagów [14].
Odbywa siê to poprzez wydzielanie bia³ek, które ha-
muj¹ aktywacjê dope³niacza, chemotaksjê neutrofilów
a tak¿e neutralizuj¹ peptydy antybakteryjne. Oko³o
60% szczepów S. aureus wydziela bia³ka hamuj¹ce
chemotaksjê (chemotaxis inhibitory protein of staphy-
lococci CHIPS), które mog¹ silnie wi¹zaæ siê zarówno
z receptorem peptydów formylowanych (formyl pepti-
de receptor FPR) jak i receptorem C5a (C5aR) [5].

Zdolno�æ S. aureus do �unikania� opsonin obecnych
w surowicy jest kolejnym wa¿nym czynnikiem u³atwia-
j¹cym i wzmagaj¹cym infekcjê. Przeciwcia³a obecne
w surowicy gospodarza rozpoznaj¹ komponenty �ciany
komórkowej takie jak kwas tejchojowy, peptydogli-
kan i bia³ka powierzchniowe. S. aureus wytwarza po-
wierzchniowe anty-opsonityczne bia³ka i otoczkê
polisacharydow¹, które uniemo¿liwiaj¹ internalizacjê
przeciwcia³ i aktywacjê dope³niacza na drodze klasycz-
nej i alternatywnej, poprzez zablokowanie receptorów
dla bia³ek dope³niacza i odcinka Fc immunoglobulin
[12]. Konsekwencj¹ interakcji pomiêdzy bia³kiem A
a odcinkiem Fc immunoglobulin klasy G jest pokrycie
powierzchni bakterii immunoglobulinami zorientowa-
nymi odcinkami Fab na zewn¹trz. Uniemo¿liwia to
obecnym na neutrofilach receptorom dla odcinka Fc
rozpoznanie kompleksu antygen-przeciwcia³o. Clum-
ping factor A (ClfA) jest antyopsonitycznym bia³kiem,
pokrywaj¹cym komórki gronkowców fibrynogenem,
co równie¿ utrudnia ich opsonizacjê i fagocytozê [34].

Modyfikacje kwasu tejchojowego i lipotejchojo-
wego w �cianie komórkowej S. aureus (WTA � wall
teichoic acid) oraz fosfolipidów powierzchniowych
pozwalaj¹ prze¿yæ mechanizmy bójcze sfagocytowa-
nym drobnoustrojom � �ciana komórkowa odporna
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na lizozym [35]. Biochemiczne podstawy odporno�ci
S. aureus na lizozym przypisywane s¹ zwi¹zanej z b³o-
n¹ O-acetylotransferazie, która modyfikuje grupê hy-
droksylow¹ C6 kwasu muraminowego [3].

S. aureus potrafi prze¿yæ fagocytozê, miêdzy in-
nymi poprzez: hamowanie fuzji fagosomu z ziarnami
lizosomalnymi zawieraj¹cymi enzymy i substancje an-
tybakteryjne [14]. Dodatkowo, bakteria unika letalnego
efektu wolnych rodników tlenowych, które powstaj¹
podczas procesu oddychania wewn¹trzkomórkowego.
W³a�ciwo�ci takie wykazuje karotenoidowy pigment,
który ma zdolno�æ do oczyszczania �rodowiska z wol-
nych rodników [21]. Bakterie nie wytwarzaj¹ce tego
pigmentu s¹ bardziej podatne na zabijanie przez neu-
trofile i mniej zjadliwe podczas infekcji. Ponadto
S. aureus wytwarza 2 enzymy dysmutazy nadtlenko-
wej, które usuwaj¹ O2

� [18]. Bakterie nie wytwarzaj¹-
ce tych enzymów maj¹ zredukowan¹ zjadliwo�æ, co
wskazuje na rolê jak¹ odgrywaj¹ te enzymy w zwal-
czaniu stresu oksydacyjnego in vivo. Poniewa¿ katio-
ny dwuwarto�ciowe maj¹ nieenzymatyczn¹ aktywno�æ
dysmutazy nadtlenkowej, dlatego wa¿nym czynnikiem
obrony wrodzonej przeciw stresowi oksydacyjnemu
jest tak¿e homeostaza manganowa [15]. Aktywne rod-
niki tlenowe mog¹ niszczyæ proteiny poprzez oksyda-
cjê atomu siarki w metioninie do szkodliwej formy
sulfotlenku metioniny. S. aureus wytwarza 3 reduk-
tazy sulfotlenku metioniny pozwalaj¹ce na eliminacjê
szkodliwej dla bakterii substancji [43].

6. Uwagi koñcowe

Wszystkie przedstawione mechanizmy S. aureus
utrudniaj¹ indukcjê wrodzonej i nabytej odporno�ci
oraz opracowanie skutecznej szczepionki przeciwko
temu gronkowcowi. Dlatego profilaktyka i zwalczanie
chorób wywo³ywanych przez szczepy S. aureus opie-
raj¹ siê g³ównie na zwiêkszeniu higieny, a leczenie
� na stosowaniu antybiotyków, które niszcz¹c bakte-
rie, os³abiaj¹ naturalny komórkowy system obronny.
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Profesor Piotr B. Heczko przysy³aj¹c do Redakcji Postêpów Mikrobiologii szkic
pt. �Mikrobiologia lekarska na Uniwersytecie Jagielloñskim w Krakowie � wczoraj
i dzi�� u�wiadomi³ mi, ¿e wchodz¹c w XXI wiek powinni�my zacz¹æ pisaæ o historii pol-
skiej mikrobiologii od nowa lub przynajmniej znacznie j¹ uzupe³niæ.

Próby opracowania historii mikrobiologii polskiej, obejmuj¹ce okres od 1918 roku
do koñca dwudziestolecia miêdzywojennego, zosta³y poczynione ok. 20 lat temu na ³a-
mach Post. Mikrobiol. przez �p. prof. dr hab. W³adys³awa J.H. Kunickiego-Goldfingera.
Profesor opublikowa³ wtedy dwa artyku³y pt. �Migawki z dziejów mikrobiologii polskiej�
(Post. Mikrobiol. 26, 135, 1987) oraz �Mikrobiologia polska w okresie dwudziestolecia
miêdzywojennego� (Historia Nauki Polskiej, tom V). Bibliografia do ostatniego artyku³u
wraz z krótkim omówieniem zosta³a opublikowana w osobnym suplemencie Post. Mikrobiol.
tom 31, w roku 1992). Wreszcie w Postêpach Mikrobiologii wydrukowali�my wyk³ad
Profesora wyg³oszony w trakcie Jubileuszowej Sesji Naukowej Uniwersytetu Jagielloñskie-
go po�wieconej 100-leciu pierwszego akademickiego wyk³adu z mikrobiologii lekarskiej
wyg³oszonego przez Odo Bujwida. Tytu³ wyk³adu W.J.H. Kunickiego-Goldfingera �Rola
Krakowa w powstaniu mikrobiologii polskiej. Wspomnienie o Odonie Bujwidzie
(1857�1942)� � Post. Mikrobiol. 34, 111�141, 1995.

Wa¿nym przyczynkiem do historii XX-letniej polskiej mikrobiologii by³y te¿ dwa
opublikowane przez nas artyku³y, pierwszy z okazji Jubileuszu Pañstwowego Zak³adu
Higieny M.A. Baliñskiej pt. �Pañstwowy Zak³ad Higieny a zdrowie publiczne w Polsce
1918�1939�. (Post. Mikrobiol. 37, 37�46, 1997) oraz przygotowany z okazji Jubileuszu
PTM artyku³ J.F. Kubicy i S. Ka³u¿ewskiego zatytu³owany �70 lat dzia³alno�ci Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologów� (Post. Mikrobiol. 37, 237�243, 1997).

W obecnym zeszycie publikujemy dwie nastêpne prace z tego cyklu tj. artyku³ P.B. Heczki
i wsp., który przedstawia lata powojenne i wspó³czesne krakowskiej mikrobiologii oraz
drugi artyku³ (debiut dwu studentek Uniwersytetu £ódzkiego), w którym opisuj¹ one
historiê ¿ycia Rudolfa Stefana Weigla. Artyku³ o Weiglu szczególnie napawa mnie optymiz-
mem. Jest on bowiem dowodem wielkiej dojrza³o�ci i w³a�ciwej postawy najm³odszych
polskich mikrobiologów.

Jerzy Hrebenda
Redaktor PM
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1. Od zaborów do II wojny �wiatowej

Dzisiejsza Katedra Mikrobiologii Collegium Me-
dicum Uniwersytetu Jagielloñskiego w Krakowie jest
kontynuatork¹ dzia³alno�ci jednej z najstarszych na
ziemiach polskich placówek, prowadz¹cych badania
naukowe i pracê dydaktyczn¹ w zakresie mikrobiologii
lekarskiej. Podwaliny tej szerokiej dzi� dyscypliny nau-
kowej stworzy³y niezwykle znacz¹ce odkrycia Josepha
L i s t e r a, Ludwika P a s t e u r a  i Roberta K o c h a
w dziedzinie higieny i bakteriologii w drugiej po³owie
XIX wieku. W Krakowie historia mikrobiologii lekar-
skiej rozpoczyna siê w latach 80-tych XIX wieku, kie-
dy Wydzia³ Lekarski Uniwersytetu Jagielloñskiego
podj¹³ zabiegi o utworzenie katedry higieny, co powio-
d³o siê dopiero w roku akademickim 1892/93. Rektor
UJ prof. dr Stanis³aw P o r a y - M a d e y s k i  w trakcie
inauguracji roku akademickiego poinformowa³ wtedy
o powstaniu na Wydziale Lekarskim UJ Nadzwyczaj-
nej Katedry Higieny z siedzib¹ przy ulicy Strzeleckiej 7
w Krakowie [30, 31]. Tak jak w Austrii w tamtych cza-
sach, tak¿e na ziemiach polskich pod zaborem austriac-
kim, w ramach dzia³alno�ci katedry higieny odbywa³o
siê równie¿ nauczanie bakteriologii. Kierownictwo Ka-
tedry Higieny powierzono Odo B u j w i d o w i, który
ju¿ jako m³ody lekarz swoj¹ dzia³alno�ci¹ w Warsza-
wie zyska³ znaczne uznanie �rodowiska naukowego.
Dziêki szerokiej wiedzy, zdobytej m.in. w trakcie
stypendiów naukowych w laboratoriach P a s t e u r a

i K o c h a, sta³ siê on pionierem i popularyzatorem
bakteriologii i higieny, maj¹c w swoim dorobku oprócz
osi¹gniêæ m.in. w zakresie badañ naukowych nad
gru�lic¹, choler¹ i promieniowcami, tak¿e opracowa-
nie metody kontroli sanitarnej wody wodoci¹gowej
oraz za³o¿enie pierwszej na ziemiach polskich stacji
szczepieñ przeciwko w�ciekli�nie i pierwszego zak³a-
du badania ¿ywno�ci [1, 15, 19�21, 30].

Odo B u j w i d  po objêciu swoich obowi¹zków
wprowadzi³ do programu Wydzia³u Lekarskiego UJ
w roku akademickim 1893/94 wyk³ady z higieny oraz
æwiczenia z higieny i bakteriologii [31]. W roku aka-
demickim 1894/95 wyk³ady mia³y ju¿ tytu³ �Higiena
i bakteriologia�. Fakt wyg³oszenia przez B u j w i d a
pierwszych wyk³adów z bakteriologii uczczono 100 lat
pó�niej uroczyst¹ Jubileuszow¹ Sesj¹ Naukow¹ Uni-
wersytetu Jagielloñskiego dla upamiêtnienia pocz¹t-
ków mikrobiologii lekarskiej na UJ [17], choæ w tym
miejscu nale¿y wspomnieæ, ¿e jeszcze przed pow-
staniem Katedry Higieny, tj. w roku akademickim
1891/92 studenci Wydzia³u Lekarskiego mieli mo¿li-
wo�æ wys³uchania prelekcji doc. dr P o n i k ³ y  pt.
�O etyjologii chorób zaka�nych i zapobieganiu im.
Odno�ne demonstracyje bakteriologiczne� [31].

Oddzielenie wyk³adów z zakresu bakteriologii od
higieny nast¹pi³o w roku akademickim 1895/96. W 1899
roku Katedra Higieny podniesiona zosta³a do rangi ka-
tedry zwyczajnej, a B u j w i d  mianowany profeso-
rem zwyczajnym [30, 31]. Oprócz Odo B u j w i d a

* Autor korespondencyjny: Katedra Mikrobiologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloñskiego; 31-121 Kraków, 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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wyk³ady zacz¹³ prowadziæ jego wychowanek i wspó³-
pracownik Roman N i t s c h, bakteriolog i epide-
miolog, znany m.in. jako pó�niejszy rektor Akademii
Stomatologicznej w Warszawie [1, 26] oraz wspó³za-
³o¿yciel Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów i Epi-
demiologów, przekszta³conego w istniej¹ce do dzi�
Polskie Towarzystwo Mikrobiologów [27].

Poza wyk³adami dla studentów medycyny, profe-
sor B u j w i d  organizowa³ równie¿ kursy praktyczne
dla lekarzy, np.: �Wyk³ady i æwiczenia praktyczne
dla lekarzy ze szczególnym uwzglêdnieniem postê-
pów hygjeny i bakteryologji�, �Kurs czterotygodniowy
szczepieñ ochronnych i leczniczych�, �Metody bada-
nia zarazków chorobotwórczych� i inne [31].

Obok intensywnej pracy naukowej i dydaktycznej,
O. B u j w i d  prowadzi³ w Krakowie dzia³alno�æ go-
spodarcz¹ (wytwórnia szczepionek, zak³ad badania
¿ywno�ci), udziela³ siê jako radny (budowa wodoci¹-
gu), a tak¿e zajmowa³ siê postêpow¹ dzia³alno�ci¹
spo³eczn¹ (pierwsze w Krakowie gimnazjum ¿eñskie,
walka o dopuszczenie kobiet do studiów uniwersytec-
kich, finansowanie Uniwersytetu Ludowego, popiera-
nie reform w gospodarce rolnej, walka z uprzedzenia-
mi klasowymi i antysemityzmem) [1, 8]. Nie zjedna³o
mu to przychylno�ci w konserwatywnym krakowskim
�rodowisku akademickim. Stopniowo ograniczano
jego wp³ywy, a¿ do zawieszenia w prawach wyk³a-
dowcy i kierownika Katedry Higieny UJ w roku 1916
(rehabilitacja B u j w i d a, oskar¿anego o nadu¿ycia
finansowe, nast¹pi³a dopiero w latach 1920�1921) [8].
Tak wiêc uczony, którego nazywa siê ojcem polskiej
mikrobiologii, którego wychowankami byli naukow-
cy tej miary co Filip E i s e n b e r g  [1, 34] i Rudolf
W e i g l  [2], mimo ogromnych zas³ug dla UJ, zakoñ-
czy³ swoj¹ wspó³pracê z Wydzia³em Lekarskim. Przej�-
ciowo zast¹pi³ go w kierowaniu katedr¹ Roman
N i t s c h, który � zanim przeprowadzi³ siê do Warsza-
wy � uczestniczy³ jeszcze w roku 1919 w przenie-
sieniu �czê�ci bakteriologicznej� Katedry Higieny do
budynku przy ulicy Czystej 18 w Krakowie [31]. Osta-
teczny rozdzia³ bakteriologii i higieny nast¹pi³ w roku
akademickim 1923/24 [31]. Marian G i e s z c z y -
k i e w i c z, mianowany profesorem, obj¹³ wtedy wa-
kuj¹ce stanowisko kierownika Nadzwyczajnej Ka-
tedry Bakteriologii, któr¹ administracyjnie zwi¹zano
z Instytutem Weterynarii i Medycyny Do�wiadczalnej
� gospodarzem budynku przy ulicy Czystej 18. Budy-
nek ten, mieszcz¹cy do dzi� Katedrê Mikrobiologii
CM UJ, wybudowano w latach 1912�1914 dziêki sta-
raniom profesora Juliana Ignacego N o w a k a, które-
go ambicj¹ by³o doprowadzenie kierowanego przez
siebie Instytutu Weterynarii do formy zbli¿onej do
Instytutu Pasteura w Pary¿u [23, 31].

Weterynaria by³a drugim kierunkiem Wydzia³u
Lekarskiego UJ, na którym rozpoczêto dzia³alno�æ dy-

daktyczn¹ z zakresu chorób zaka�nych, ale nieco pó�-
niej od Katedry Higieny: docent Stanis³aw D r o b a
wyk³ada³ od 1904 roku �O mikrobach chorobotwór-
czych w ogólno�ci, ze szczególnym uwzglêdnieniem
biologii pasorzyta (pisownia oryginalna) gru�liczego
i pokrewnej mu grupy�, a od 1905 profesor Julian
N o w a k  rozpocz¹³ wyk³ady z �Mikrobiologii ogól-
nej i szczegó³owej, ze szczególnym uwzglêdnieniem
techniki badañ bakteriologicznych� [31].

Obie jednostki, ulokowane przy ulicy Czystej 18,
wspó³pracowa³y w zakresie nauczania. Profesorowie
N o w a k  i G i e s z c z y k i e w i c z  podzielili siê
wyk³adami z bakteriologii oraz obowi¹zkami egza-
minatorów, æwiczenia prowadzi³ asystent z bakterio-
logii Antoni D o n h a i s e r  i asystenci z weterynarii.
Stan taki utrzymywa³ siê a¿ do roku 1935, w którym
profesor N o w a k  odszed³ na emeryturê, a Instytut
Weterynarii UJ zosta³ zlikwidowany [31], wskutek
czego Katedra Bakteriologii (a dok³adnie: Katedra
i Zak³ad Bakteriologii) w pe³ni usamodzielni³a siê
administracyjnie.

Rok pó�niej wnioskowano o zmianê nazwy na
Zak³ad Mikrobiologii Lekarskiej, co lepiej odpowia-
da³o charakterowi jednostki, ale z powodu opiesza-
³o�ci dzia³añ administracji prawnie dokona³o siê to
dopiero po II wojnie �wiatowej (ju¿ po wy³¹czeniu
Wydzia³u Lekarskiego ze struktur Uniwersytetu Ja-
gielloñskiego) [31].

Pocz¹wszy od 1936 roku w budynku przy ul. Czys-
tej 18 swoj¹ lokalizacjê mia³y trzy niezale¿ne od sie-
bie zak³ady: Zak³ad Bakteriologii, Zak³ad Patologii
(obecna Katedra Patofizjologii) oraz Zak³ad Mikro-
biologii Rolniczej, w którym � trzeba tu wspomnieæ
� dyplom zrobi³ wybitny uczony i autor znanego pod-
rêcznika �¯ycie bakterii� profesor W³adys³aw J.H.
K u n i c k i - G o l d f i n g e r  [21].

Kierownik ówczesnego Zak³adu Bakteriologii, pro-
fesor G i e s z c z y k i e w i c z  rozpocz¹³ okres inten-
sywnego rozwoju zak³adu w kilku kierunkach: chorób
zaka�nych, wakcynologii i serologii (g³ównie immuno-
chemii). On sam by³ te¿ wybitnym znawc¹ systematyki
bakterii. W uznaniu zas³ug G i e s z c z y k i e w i c z a,
w oparciu o jego prace, wprowadzono do systematyki
bakterii rz¹d Rickettsiales G i e s z c z y k i e w i c z
oraz rodzinê Bartonellaceae G i e s z c z y k i e w i c z
[35]. W czasie okupacji profesor Gieszczykiewicz pro-
wadzi³ tajne nauczanie studentów oraz wspó³pracowa³
z ruchem oporu, wytwarzaj¹c szczepionki dla AK
i getta ¿ydowskiego. Za tê dzia³alno�æ zosta³ areszto-
wany w listopadzie 1941 roku. Po kilku miesi¹cach
wiêzienia przy Montelupich w Krakowie trafi³ do
obozu koncentracyjnego w O�wiêcimiu, gdzie zosta³
zastrzelony w lipcu 1942 roku [1, 24, 29, 35]. Jego
imieniem nazwano salê wyk³adow¹ obecnej Katedry
Mikrobiologii CM UJ.
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W budynku przy ul. Czystej 18 w Krakowie ju¿
w pierwszych dniach wojny utworzono niemiecki
instytut badañ wirusów i duru plamistego Institut für
Virus und Fleckfiebeforschung Oberkommando der
Wehrmacht, kierowany najpierw przez N. S t y e r a,
mikrobiologa z Instytutu Pfeiffera we Wroc³awiu,
a potem od stycznia 1940 roku przez Hermana E y e r a
z Wojskowej Akademii Medycznej w Berlinie [24].
Instytut ten zajmowa³ siê przede wszystkim produkcj¹
szczepionki przeciwko tyfusowi na potrzeby armii nie-
mieckiej, a w konspiracji � tak¿e dla polskiego ruchu
oporu, bowiem pod zarz¹dem niemieckim pracowa³a
tu czê�æ personelu przedwojennego, m.in. Zdzis³aw
P r z y b y ³ k i e w i c z. Po wyzwoleniu on to w³a�nie
odnalaz³ i przeprowadzi³ rewindykacjê wyposa¿enia,
wywiezionego przez Niemców [31].

2. Okres powojenny i wspó³czesno�æ

W pa�dzierniku 1946 roku kierownikiem Zak³a-
du Bakteriologii zosta³ przyby³y z Wilna profesor
Stanis³aw L e g e ¿ y ñ s k i  [18, 25, 36]. W latach po-
wojennych g³ówna dzia³alno�æ Zak³adu skupia³a siê
na podstawowych problemach ¿ycia w kraju zrujno-
wanym wojn¹: zwalczaniem wszawicy, biegunkami,
jaglic¹, mikrobiologicznym bezpieczeñstwem leków,
szczepionkami. Zak³ad Bakteriologii prowadzi³ te¿
dzia³alno�æ dydaktyczn¹ na wydzia³ach: lekarskim,
farmaceutycznym i matematyczno-przyrodniczym
Uniwersytetu Jagielloñskiego. W roku 1950, kiedy two-
rzono w ca³ej Polsce samodzielne akademie medyczne
� najczê�ciej na bazie dotychczasowych Wydzia³ów
Lekarskich � równie¿ zakres zainteresowañ Zak³a-
du zosta³ ograniczony do mikrobiologii lekarskiej.
W roku 1952 profesor Lege¿yñski przeniós³ siê do
Akademii Medycznej w Bia³ymstoku, a kierownikiem
Zak³adu Mikrobiologii Lekarskiej zosta³ Zdzis³aw
P r z y b y ³ k i e w i c z  [31].

Lata 50-te przynios³y gwa³towny rozwój nowoczes-
nej mikrobiologii, co znalaz³o odbicie w zaintereso-
waniach naukowych pracowników Zak³adu [14].

W 1958 roku ukaza³ siê pierwszy artyku³ autorstwa
Zofii P o r w i t - B ó b r, dotycz¹cy metody hodowli
in vitro komórek ludzkiego szczepu nowotworowego
HeLa [3]. Temat by³ kontynuowany w dalszych latach
równie¿ przez Jerzego G e o r g i a d e s a  oraz Izabellê
Z g ó r n i a k - N o w o s i e l s k ¹. Zespó³ ten rozpo-
cz¹³ i koordynowa³ wieloletnie, szerokie badania nad
zwi¹zkiem zaka¿eñ wirusowych a onkogenez¹ [28].
I. Z g ó r n i a k - N o w o s i e l s k a  w latach 60-tych
wprowadzi³a nowe kierunki badañ; nad problemem
zaka¿eñ przez mykoplazmy hodowli komórkowych
i zawiesin wirusów, stosowanych dla celów naukowych
i w produkcji szczepionek oraz nad mykoplazmowy-

mi zaka¿eniami uk³adu moczowo-p³ciowego i odde-
chowego [39]. Okres ten to tak¿e bardzo intensywny
wk³ad krakowskiej wirusologii w badania nad wiruso-
wymi zapaleniami w¹troby [16].

Równie¿ z pocz¹tkiem lat 50-tych rozpoczêto bada-
nia nad antybiotykooporno�ci¹ drobnoustrojów � szcze-
gólnie gronkowców i innych ziarenkowców Gram-
-dodatnich oraz rozpoczêto systematyczne studia nad
zaka¿eniami szpitalnymi. W 1958 roku ukaza³y siê
pierwsze prace zwi¹zane z opiek¹ pooperacyjn¹ na
oddziale chirurgicznym oraz antybiotykoterapi¹ ran
operacyjnych [37]. W 1959 roku opisano niezwykle
nowatorski, jak na tamte czasy, problem oceny warto�ci
antybiogramu w pracy oddzia³u chirurgicznego [13].
Pojawi³ siê równie¿ zapocz¹tkowany przez zespó³
D o l e ¿ a l o w a  � Z g ó r n i a k - N o w o s i e l s k a
temat teorii powstawania oporno�ci i metod jej ozna-
czania (�klasyczne i bezpo�rednie�). Dodatkowo po-
djêto problem oporno�ci gronkowców, ich nosicielstwa
u personelu szpitalnego i zjawisko oporno�ci krzy¿o-
wej. Zagadnienie to by³o w pó�niejszych latach kon-
tynuowane przez Piotra B. H e c z k o  i Ma³gorzatê
B u l a n d ê  [9, 10]. W po³owie lat 60-tych intensyw-
ne badania nad zaka¿eniami szpitalnymi oraz pato-
mechanizmami zaka¿eñ gronkowcowych rozpocz¹³ Jan
B ó b r, który w 1966 roku we wspó³pracy z Januszem
J e l j a s z e w i c z e m  przeprowadzi³ pierwsze w Pol-
sce i jedne z nielicznych wówczas na �wiecie, wie-
loo�rodkowe badania nad wystêpowaniem zaka¿eñ
w szpitalach [6, 7].

W 1956 roku Jan S t a r z y k  rozpocz¹³ d³ugolet-
nie studia nad toksoplazmoz¹ [12], kontynuowane
przez Krystynê Z e m b u r o w ¹  do lat 80-tych.

W po³owie lat 60-tych w�ród dominuj¹cych zagad-
nieñ pojawi³a siê immunologia � temat podjêty po-
cz¹tkowo przez Zdzis³awa P r z y b y ³ k i e w i c z a,
nastêpnie przez Zofiê P o r w i t - B ó b r  i W³odzi-
mierza P t a k a  [32], a tak¿e zainteresowanie Zofii
L a s k o w n i c k i e j  grzybami dro¿d¿opodobnymi [22].

W roku 1970 na bazie Zak³adu Mikrobiologii
Lekarskiej powsta³ Instytut Mikrobiologii (od 2002
� Katedra Mikrobiologii), a w nim Zak³ady: Bakterio-
logii, Wirusologii, Mykologii, Parazytologii oraz Im-
munologii (ten ostatni zak³ad w 1990 roku zosta³ prze-
kszta³cony w samodzieln¹ Katedrê Immunologii).

W Zak³adzie Bakteriologii, którego kierownikiem
w latach 1970�78 by³ Zdzis³aw P r z y b y ³ k i e w i c z,
a po nim Piotr B. H e c z k o, zasadniczym kierunkiem
badañ by³y mechanizmy ekologiczne zachodz¹ce na
skórze ludzkiej ze szczególnym uwzglêdnieniem
przedsionka nosa jako niszy ekologicznej. Badano
ró¿nice w jako�ciowym i ilo�ciowym obrazie flory
drobnoustrojowej skóry zale¿nie od wieku, schorzeñ
wspó³istniej¹cych oraz ró¿nic geograficznych. Udo-
wodniono zwi¹zek pomiêdzy nosicielstwem nosowym
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Staphylococcus aureus, a zapadalno�ci¹ na zaka¿enie
rany operacyjnej o takiej etiologii oraz mo¿liwo�æ pro-
filaktyki poprzez zastosowanie procedury eradykacji
przed zabiegiem operacyjnym. Badania te by³y niezwy-
kle wa¿nym wk³adem polskich badaczy w przygotowa-
nie obecnie powszechnie obowi¹zuj¹cych rekomendacji
dotycz¹cych zaka¿eñ miejsca operowanego po zabie-
gach operacyjnych przeprowadzonych w polu mikro-
biologicznie czystym [10, 11]. W Zak³adzie zastosowa-
no technikê typowania bakteriofagowego gronkowców,
stosowano równie¿ nowoczesne techniki diagnostyki
mikrobiologicznej oparte na metodach molekularnych
[33]. Pocz¹wszy od lat 90-tych i obecnie szczególnie
intensywnie prowadzi siê badania nad ekologi¹ drob-
noustrojów oraz zastosowaniem probiotyków i prebio-
tyków w profilaktyce i leczeniu schorzeñ, takich jak
waginoza bakteryjna czy biegunka rotawirusowa, jak
równie¿ tych o z³o¿onej etiologii, jak¹ jest na przy-
k³ad choroba Le�niowskiego-Crohna. Drugim znacz¹-
cym kierunkiem badañ jest epidemiologia i mikrobio-
logia zaka¿eñ szpitalnych oraz antybiotykooporno�æ
i terapia przeciwdrobnoustrojowa.

Zak³ad Wirusologii kierowany by³ do roku 1996
przez Izabellê Z g ó r n i a k - N o w o s i e l s k ¹, po-
tem do roku 2001 przez Janusza B o r y s i e w i c z a,
a nastêpnie do 2007 przez Barbarê Z a w i l i ñ s k ¹.
W Zak³adzie kontynuowano rozpoczête wcze�niej pra-
ce nad zaka¿eniami mykoplazmowymi, zró¿nicowa-
niem systematycznym tych drobnoustrojów i doskona-
leniem metod diagnostycznych [38, 39]. Prowadzono
te¿ szczegó³owe badania in vitro i in vivo nad aktywno�-
ci¹ przeciwwirusow¹ zwi¹zków chemicznych, w tym
równie¿ pochodzenia ro�linnego. Zastosowano przy
tym, we wspó³pracy z Akademi¹ Górniczo-Hutnicz¹
w Krakowie (Pracownia Biocybernetyki kierowana
przez Ryszarda T a d e u s i e w i c z a), zaawansowa-
ne technologie cyfrowe oraz �maszynê cyfrow¹�. Za-
interesowania techniczne Janusza B o r y s i e w i c z a
obejmowa³y nie tylko nowoczesne �maszyny�, ale
równie¿ urz¹dzenia do bie¿¹cej analizy mikrobio-
logicznej: w roku 1976 opracowa³ on przyrz¹d do
mierzenia strefy zahamowania wzrostu drobnoustroju
� tzw. cyrkiel mikrobiologiczny [4, 5]. Od lat 80-tych
wa¿nym elementem zainteresowañ badawczych by³y
oko³oporodowe zaka¿enia ciê¿arnych, po³o¿nic i no-
worodków nie tylko o etiologii wirusowej, ale i bak-
teryjnej: mykoplazmowej, ureaplazmowej oraz chla-
mydiowej. Pozosta³e znacz¹ce tematy to zaka¿enia
powodowane przez wirus cytomegalii oraz onkogen-
no�æ i diagnostyka wirusa brodawczaka ludzkiego.

Kierownictwo Zak³adu Mykologii w 1970 roku po-
wierzono Marcie Dole¿al, która od wielu lat zajmowa³a
siê g³ównie odczynami serologicznymi w diagnostyce
schorzeñ grzybiczych. Kierownikiem by³a do 1975 roku,
po niej tê funkcjê na trzy lata obj¹³ Piotr B. H e c z k o.

W latach 70-tych i 80-tych cenny wk³ad do dorobku
naukowego Zak³adu wnios³a Zofia L a s k o w n i c k a,
która w latach 60-tych zdobywa³a wiedzê mykolo-
giczn¹ w Instytucie Pasteura w Pary¿u. Jej zaintereso-
wania by³y skoncentrowane g³ównie na problematyce
kryptokokozy i grzybic powierzchniowych wywo³a-
nych przez dermatofity. Od 1978 roku Zak³adem
kierowa³ Boles³aw P a w l i k, a od roku 2001 Anna
B. M a c u r a. Problematyka naukowa Zak³adu My-
kologii to zagadnienia epidemiologii i diagnostyki
grzybic powierzchniowych i narz¹dowych oraz dzia-
³anie leków przeciwgrzybicznych. Ten ostatni temat
wi¹¿e siê z badaniami nad powstawaniem szczepów
opornych na powszechnie stosowane leki przeciw-
grzybicze. Bardzo istotnym zagadnieniem wspó³cze-
snej medycyny jest powstawanie grzybic jatrogennych
� w tym zakresie w Zak³adzie prowadzi siê ba-
dania nad mechanizmami patogenno�ci u grzybów,
a w szczególno�ci nad determinantami patogenno�ci.
Poza tym, w Zak³adzie s¹ prowadzone szeroko zakro-
jone badania epidemiologiczne nad wystêpowaniem
grzybów w �rodowisku ró¿nych placówek opieki zdro-
wotnej i produkcj¹ mykotoksyn przez te grzyby.

Pierwszym kierownikiem i organizatorem Za-
k³adu Parazytologii by³ Jan S t a r z y k, nastêpnie
w latach 1974�1992 Zak³adem kierowa³a Krystyna
Z e m b u r o w a, a po niej do roku 2006 Mieczys³aw
D y m o n. Wiod¹cymi kierunkami badañ Zak³adu
Parazytologii by³y problemy zwi¹zane z toksoplazmo-
z¹, rzêsistkowic¹ i pneumocytoz¹ (temat ten pojawi³ siê
zanim szczegó³owo poznano gatunek Pneumocistis ca-
rinii, obecna nazwa: Pneumocystis jiroveci, zaliczony
do grzybów), a w ostatnich latach tak¿e z toksokaroz¹.

W roku 2007 mia³a miejsce czê�ciowa reorganiza-
cja Katedry Mikrobiologii. Powsta³ Zak³ad Bakterio-
logii, Ekologii Drobnoustrojów i Parazytologii pod
kierownictwem profesora Piotra B. H e c z k o  oraz
nowy Zak³ad Epidemiologii Zaka¿eñ, kierowany przez
dr hab. Ma³gorzatê B u l a n d ê. Kierownikiem Zak³a-
du Wirusologii zosta³a dr hab. Magdalena K o s z -
V n e n c h a k, zwi¹zana do tej pory z Wydzia³em Bio-
chemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagielloñskiego. Obecnie w Katedrze pracuje 49 osób,
w tym 1 profesor zwyczajny, 1 profesor nadzwyczaj-
ny, 2 adiunktów habilitowanych oraz 11 osób ze stop-
niem doktora.

Katedra prowadzi zajêcia dydaktyczne dla studen-
tów Wydzia³u Lekarskiego CM UJ, Wydzia³u Stoma-
tologii, Wydzia³u Farmaceutycznego (analityka) i Wy-
dzia³u Nauk o Zdrowiu (pielêgniarstwo, po³o¿nictwo,
inspekcja sanitarna, ratownictwo medyczne). Ponadto
kszta³ci studentów obcokrajowców oraz realizuje zada-
nia z zakresu kszta³cenia podyplomowego lekarzy mi-
krobiologów, lekarzy chorób zaka�nych, diagnostów
mikrobiologów medycznych i inny grup zawodowych.
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3. Podsumowanie

Obecnie w Polsce dzia³a wiele o�rodków, które
mog¹ poszczyciæ siê znacz¹cymi naukowymi i dydak-
tycznymi osi¹gniêciami w zakresie mikrobiologii lekar-
skiej. Zamiarem autorów by³o przypomnienie korzeni
tej dziedziny, siêgaj¹cych czasów zaborów oraz roli
uczelni krakowskiej, która organizacyjnie i naukowo
da³a pocz¹tek polskiej mikrobiologii, co w du¿ej mie-
rze by³o zas³ug¹ profesora Odona B u j w i d a  � jego
energii, wszechstronno�ci i g³êbokiej wiedzy. Ucznio-
wie Bujwida stanowili potem trzon kadry naukowej
w latach miêdzywojennych w Odrodzonej Polsce, roz-
wijaj¹c nastêpne znakomite o�rodki we Lwowie, War-
szawie, Poznaniu i innych miastach [21].

Przedstawiaj¹c wk³ad kolejnych pokoleñ naukow-
ców w rozwój mikrobiologii lekarskiej w Krakowie,
ze wzglêdu na skromne rozmiary artyku³u, nie wymie-
niono wszystkich nazwisk. Na zakoñczenie nale¿y
wiêc jeszcze podkre�liæ, ¿e na przestrzeni ponad stu
lat historii naszej jednostki, od Katedry Higieny do
Katedry Mikrobiologii, zwi¹zanych z ni¹ by³o wiele
zas³u¿onych osób � poza wspomnianymi w tek�cie
� i nie tylko jako etatowi pracownicy naukowo-dydak-
tyczni i naukowo-techniczni, ale te¿ jako studenci,
doktoranci oraz wspó³pracownicy przy realizacji te-
matów badawczych.
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Rudolf Stefan W e i g l  � nazwisko, które kojarzy
siê dzi� przede wszystkim z wynalezieniem szczepion-
ki przeciwko tyfusowi plamistemu. I s³usznie. Ma³o
kto jednak wie ¿e biolog Ten, urodzony 2 wrze�nia
1883 roku w Prerowie na Morawach w niemieckiej ro-
dzinie by³ nie tylko naukowcem. By³ patriot¹, który
wychowany w Polsce umi³owa³ nasz¹ ojczyznê do
tego stopnia, ¿e pomimo korzy�ci jakie móg³ osi¹gn¹æ
odrzuci³ propozycjê zmiany narodowo�ci podczas
drugiej wojny �wiatowej. Zawsze powtarza³, ¿e jest
Polakiem. Wszechstronnie wykszta³cony: w roku 1907
ukoñczy³ studia przyrodnicze na Uniwersytecie Lwow-
skim, a nastêpnie, w roku 1913, habilitowa³ siê z za-
kresu histologii, zoologii i anatomii porównawczej.
Nie traktowa³ nauki jako jedynego celu w ¿yciu.
Wrêcz przeciwnie: nauka pomaga³a Mu osi¹gaæ inne,
niemniej wa¿ne cele [1, 4, 6, 8, 9].

 Przygoda z tyfusem plamistym rozpoczê³a siê pod-
czas pierwszej wojny �wiatowej, kiedy R.S. W e i g l
pracowa³ dla wojska jako parazytolog badaj¹c tyfus
plamisty na uniwersytecie we Lwowie [5]. W tym cza-
sie brazylijski mikrobiolog, Henrique R o c h a - L i m a
odkry³ drobnoustrój wywo³uj¹cy tê chorobê, i na cze�æ
dwóch mikrobiologów: Amerykanina R i c k e t t s a
i Czecha P r o w a z k a, którzy zginêli badaj¹ czynnik
etiologiczny duru plamistego nazwa³ go Rickettsia
prowazekii. Od 1910 roku dziêki Charles N i c o l e
wiadomo by³o, ¿e za szerzenie tyfusu odpowiedzialne
s¹ wszy [4, 6, 8, 9]. Z powodu braku mo¿liwo�ci
hodowli tego drobnoustroju w warunkach laborato-
ryjnych naukowcy Ci nie byli pewni swego odkrycia.

Bakterie R. prowazekii mno¿¹ siê wy³¹cznie wewn¹trz
organizmu ¿ywego. I tu prze³omow¹ technikê wpro-
wadzi³ R.S. Weigl: sztuczne doodbytnicze (wiêc
nie fizjologiczne) zaka¿enie wszy drobnoustrojami,
co ostatecznie pozwoli³o udowodniæ etiologiczn¹ rolê
owadów w tyfusie plamistym. Zaka¿ania wszy do-
konywano z pomoc¹ szklanej kapilary o grubo�ci w³o-
sa �ciêtej sko�nie i z oblepionymi brzegami aby
nie skaleczyæ owada. Z zaka¿onych jelit, zmia¿d¿o-
nych i odpowiednio oczyszczonych, robiono szcze-
pionkê [2, 6, 8].

Dlaczego tyfus plamisty? Tyfus zwany inaczej du-
rem plamistym to choroba powodowana przez Ricket-
tsia prowazekii. Wyró¿nia siê tyfus szczurzy przeno-
szony przez pch³y maj¹cy charakter endemiczny oraz
tyfus europejski przenoszony przez wszy. T¹ w³a�nie
chorob¹ zainteresowa³ siê Rudolf Weigl. Na pocz¹tku
XX wieku � w czasach wojen i konfliktów to w³a�nie
tyfus plamisty zbiera³ najwiêksze ¿niwo w�ród ludzi
na froncie i w domach. Panowa³a epidemia paniki ze
wzglêdu na niemoc lekarzy, którzy nie umieli skutecz-
nie leczyæ choroby, a w dodatku sami umierali z po-
wodu zaka¿eñ [2, 3, 6, 8].

W czasie pierwszej wojny �wiatowej R.S. W e i g l
pracowa³ jako parazytolog dla Armii Austriackiej [2].
Po wojnie za� zosta³ mianowany kierownikiem Wojsko-
wego Laboratorium Bakteriologicznego w Przemy�lu
[5]. Kontynuowa³ badania nad tyfusem plamistym
zdobywaj¹c uznanie �wiata nauki i tytu³ zwyczajnego
profesora Biologii Ogólnej Wydzia³u Lekarskiego na
Uniwersytecie Jana Kazimierza we Lwowie [2].

PROFESOR RUDOLF STEFAN WEIGL
(1883�1957)

Agata Ciepierska*, Marta Czerska

Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej U£, ul. Banacha 12/16, 90-237 £ód�

Wp³ynê³o w maju 2008 r.

Professor Rudolf Stefan Weigl (1883�1957)

Abstract: It is the 21st 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�.
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Profesor po�wiêci³ siê ca³kowicie badaniom duru
plamistego, ale w Jego dorobku znale�æ mo¿na rów-
nie¿ liczne prace z dziedziny cytologii (zajmowa³ siê
struktur¹ aparatu Golgiego i mitochondriów) oraz
transplantologii [5].

W 1939 r. Profesor wyjecha³ do Abisynii, gdzie po-
maga³ w opanowaniu epidemii duru plamistego tworz¹c
zak³ad produkuj¹cy szczepionkê [4]. Z powodu wid-
ma wojny wróci³ jednak do kraju wiedz¹c, ¿e bêdzie
potrzebny w ojczy�nie. W latach 1939�1941, podczas
okupacji sowieckiej Lwowa, profesor W e i g l  prowa-
dzi³ prace w Instytucie Badañ nad Durem Plamistym
i Wirusami [9]. Po wkroczeniu do miasta Niemców
w 1941 roku Profesor odrzuci³ z³o¿on¹ mu propozycjê
podpisania Reichslisty i objêcia katedry w Berlinie.
Gest ten by³ jednoznaczny z utrat¹ poparcia w³adz nie-
mieckich dla Jego kandydatury do Nagrody Nobla.
Musia³ te¿ zgodziæ siê na przej�cie Instytutu pod zarz¹d
Wehrmachtu i produkowanie szczepionki dla Niem-
ców, co niejednokrotnie by³o Mu po wojnie wypo-
mniane. Wymóg³ jednak na Niemcach, ¿e to On decy-
duje kogo zatrudnia do pracy w Instytucie Produkcji
Szczepionki [5, 9]. By³ to krok wymagaj¹cy ogromnej
odwagi, bo ludzie którzy tam pracowali czêsto nie po-

siadali odpowiednich kwalifikacji (mia³o to wp³yw
na jako�æ szczepionki oraz na bezpieczeñstwo pracy).
W ten sposób Profesor uratowa³ ¿ycie kilku tysi¹com
przedstawicieli polskiej inteligencji, konspiruj¹cej
m³odzie¿y oraz bojownikom ruchu oporu. Ludzie ci
pracowali jako: hodowcy � hodowali z jajeczek wszy
i dbali o klatki, karmiciele � oddaj¹cy codziennie krew
kilku tysi¹com wszy, zdrowymi zaka¿onym, strzy-
kacze � wstrzykiwali wszom zarazki, preparatorzy
� wyjmowali jelita i preparowali z nich szczepionkê
(rys. 1) [2, 8, 9].

Pracownicy R.S. Weigla dostawiali od Niemców
bia³e tekturki mocowane na drzwiach mieszkania �Tu
mieszka pracownik Instytutu Weigla�. W kieszeniach
nosili ¿ó³t¹ kartkê z or³em, swastyk¹ i napisem �Insty-
tut für Fleckfieber und Virusforschung�. Praca w In-
stytucie chroni³a ich przed ³apankami, wywózk¹ do
Niemiec i zapewnia³a przydzia³ ¿ywno�ci. Bycie �weig-
lowcem� oznacza³o praktycznie nietykalno�æ [4].

Profesor przekona³ równie¿ Niemców, ¿e aby szcze-
pionka by³a skuteczna potrzebne mu s¹ wszy z getta
(jak mówi³ � po to aby odnawiaæ szczepy). Oficjalnie
je¿d¿ono do warszawskiego getta po owady, nieoficjal-
nie � z buteleczkami ze szczepionk¹, która uratowa³a

Rys. 1. a � Rudolf Stefan Weigl; b � Profesor i wspó³pracownicy w laboratorium; c � klateczka zaprojektowana przez
profesora Weigla, w której hodowano wszy; d � karmiciel z klateczkami zawieraj¹cymi wszy; e � �lady po zdjêciu klateczek [7]
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¿ycie wielu przebywaj¹cym tam ¯ydom. Z polecenia
R.S. W e i g l a  szczepionka dociera³a te¿ do getta
lwowskiego i do obozu w O�wiêcimiu. Jednym z wielu
ocalonych by³ profesor Ludwik H i r s z f e l d  (przeby-
waj¹cy w warszawskim getcie), któremu jeden z pra-
cowników W e i g l a  dostarczy³ szczepionkê [6, 9].

Hitlerowcy bali siê tyfusu wiêc zgodzili siê na ma-
sowe szczepienia. W ten sposób W e i g l  zaszczepi³
tysi¹ce osób, m.in. cz³onków Armii Krajowej, tajnych
wyk³adowców, ludzi z ruchu oporu. Profesor nie tylko
ratowa³ ¿ycia � uratowa³ te¿ polsk¹ naukê. Mimo oku-
pacji w Instytucie panowa³a atmosfera sprzyjaj¹ca
dzia³alno�ci naukowej. Powstawa³y znakomite prace,
które przyczyni³y siê do rozwoju biologii i medycyny.
Stefania P o k o r n y, Zbigniew S t u c h l y  i Ewa
£ o m n i c k a - B r o s z k i e w i c z  zajmowali siê bio-
logi¹ wszy; Stanis³awa W o y c i e c h o w s k a  bada³a
zagadnienia z zakresu cytologii, kontynuuj¹c prace
Rudolfa W e i g l a; Tadeusz K o r z y b s k i  i Stefan
K r y ñ s k i  opisali toksyczne dzia³anie R. prowazekii,
a razem ze Stanis³aw¹ W o y c i e c h o w s k ¹  udowod-
nili rolê hemoglobiny w cyklu ¿yciowym wszy [4, 9].

Wiosn¹ 1944 roku, gdy do Lwowa ponownie mia³y
wkroczyæ wojska sowieckie, Profesor nie przyj¹³ pro-
pozycji Niemców aby ewakuowaæ siê do Niemiec, lecz
wyjecha³ do Kro�cienka. Ponownie nie opu�ci³ Ojczyz-
ny. Po wojnie pracowa³ w Katedrze Biologii Ogólnej
Uniwersytetu Jagielloñskiego w Krakowie, a nastêpnie
w Katedrze Biologii Ogólnej Uniwersytetu Poznañ-
skiego. Zmar³ 11 sierpnia 1957 roku w Zakopanem
i zosta³ pochowany na cmentarzu Rakowickim w Kra-
kowie [1, 4, 8, 9].

Rudolf W e i g l  jako pierwszy wprowadzi³ badania
na ¿ywych owadach. Wielu uczonych, za jego przyk³a-
dem pos³u¿y³o siê owadami w opisaniu licznych gatun-
ków drobnoustrojów. Dziêki niemu owady i roztocza
zaczêto traktowaæ jako rodzaj zwierz¹t do�wiadczal-
nych. Stosuj¹c technikê profesora W e i g l a  badano
m.in.: krêtki, pa³eczki jelitowe gronkowce. Jak siê pó�-
niej okaza³o technika ta sta³a siê niezbêdna w takich
dziedzinach jak na przyk³ad wirusologia [3�5].

Choæ tak wiele wniós³ do nauki, nauka nie stano-
wi³a dla niego drogi do kariery. By³a jego najwiêksz¹,
o ile nie jedyn¹ mi³o�ci¹. W e i g l  by³ bardzo zaanga-
¿owany w to co robi³, by³ zawsze chêtny do pomocy.
Ten precyzyjny eksperymentator, szukaj¹cy potwier-
dzenia swoich tez w wielu badaniach i setkach pow-
tórzeñ, by³ te¿ mê¿em i ojcem. By³ zapalonym wêdka-
rzem oraz ³ucznikiem, który sam lutowa³ groty [5].

Za zas³ugi dla nauki oraz pomoc ludziom w okre-
sie okupacji hitlerowskiej zosta³ odznaczony m.in.:
Pañstwowym Odznaczeniem od króla belgijskiego
Leopolda za uratowanie ¿ycia belgijskim misjonarzom
w Chinach (1937 r.), Orderem �w. Grzegorza od pa-
pie¿a Piusa XI za ratowanie tysiêcy ludzi na ró¿nych

kontynentach (1938 r.), orderem Polonia Restituta,
Krzy¿em Komandorskim z Gwiazd¹ (1937 r.) cz³on-
kostwem wielu naukowych instytucji, tytu³em Sprawie-
dliwego W�ród Narodów �wiata (po�miertnie odzna-
czony przez izraelski Instytut Yad Vashem w roku
2003), kandydowa³ równie¿ do Nagrody Nobla, której
niestety nie otrzyma³ [2, 3, 8, 9].

Osoba profesora Rudolfa Stefana W e i g l a  to
wci¹¿ postaæ zbyt ma³o znana dla wielu ludzi. Smutny
jest fakt, ¿e wielu m³odych mikrobiologów nie zna
tego nazwiska. Z czego to wynika? Mo¿e to czasy,
w których ¿y³ Profesor sprawi³y, i¿ nie osi¹gn¹³ On
wielkiej popularno�ci w�ród spo³eczeñstwa (nienauko-
wego), a mo¿e charakter W e i g l a, który przedk³a-
da³ badania i obserwacje nad publikowanie uzyska-
nych wyników. Cokolwiek to spowodowa³o, Profesor
by³ niew¹tpliwym autorytetem, a pamiêæ o nim nale¿y
pielêgnowaæ i szerzyæ. Jego postawa � odwaga i upór
zas³uguj¹ na podziw. Swoim ¿yciem udowodni³, ¿e
mimo przeciwno�ci losu, nieprzychylno�ci i z³o�liwo�-
ci wielu ludzi mo¿na osi¹gn¹æ naprawdê wiele. I nie
chodzi tu o rozg³os czy pieni¹dze, ale o rozwój nauki
i czerpanie z tego satysfakcji.

Podziêkowania
Autorki serdecznie dziêkuj¹ profesorowi Wac³awowi

Szybalskiemu za wszelkie sugestie i komentarze oraz Panu
Stanis³awowi Kosiedowskiemu, autorowi strony www.lwow.
home.pl, za mo¿liwo�æ wykorzystania zamieszczonych tam
zdjêæ. Szczególne podziêkowania kierowane s¹ do profesor
Wies³awy Rudnickiej za ogromne wsparcie i nieocenion¹ pomoc.
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Recenzowana ksi¹¿ka (tom 1-szy) jest podrêcznikiem akade-
mickim mikrobiologii technicznej, przeznaczonym g³ównie dla
studentów uczelni politechnicznych. Autorzy � w sumie 26-ciu
� zachêcaj¹ równie¿ do korzystana z niej studentów i m³odych
pracowników innych specjalno�ci. Dzie³o to � poza kilkoma
wyj¹tkami � IBB PAN, Agropharmu S.A. i Inst. Med. Pracy
� napisali pracownicy Politechniki £ódzkiej. Warto w tym
miejscu zaznaczyæ i¿, uczelnia ta ma du¿e zas³ugi dla rozwoju
mikrobiologii technicznej w Polsce. Tutaj bowiem od 1952 roku
dzia³a Katedra Mikrobiologii Technicznej oraz od 1975 r. Insty-
tut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, obie te struktury
utworzone zosta³y m.in przez niedawno zmar³¹ prof. dr hab.
Jadwigê Jakubowsk¹. Prawie wszyscy Autorzy podrêcznika s¹
pracownikami tej placówki oraz jak s¹dzê kontynuuj¹ Jej dzie³o
� choæ o tym nie wspominaj¹ w przedmowie.

Celem ksi¹¿ki by³o jak s¹dzê, napisanie podrêcznika akade-
mickiego mikrobiologii przemys³owej/technicznej spe³niaj¹cego
wcze�niej obowi¹zuj¹ce minima programowe dla specjalno�ci
Biotechnologia. Cel ten w pe³ni osi¹gniêto. S¹dzê równie¿, i¿
drugim byæ mo¿e nie u�wiadamianym celem jej napisania by³a
chêæ �zakonserwowania� w �wiadomo�ci biologów nazwy
mikrobiologia techniczna.

W Przedmowie Autorzy definiuj¹ pojêcie mikrobiologia
techniczna/przemys³owa jako przedmiot, który zajmuje siê opi-
sem zjawisk wywo³anych przez mikroorganizmy podczas prowa-
dzenia procesów przemys³owych zarówno tradycyjnych procesów
fermentacyjnych, jak i procesów biosyntezy czy biotransformacji
mikrobiologicznej stosowanych w produkcji leków czy bio-
preparatów wykorzystywanych przez cz³owieka w gospodarce.
I dalej � Autorzy podkre�laj¹, i¿ zadaniem mikrobiologii tech-
nicznej jest badanie i gromadzenie informacji o drobnoustrojach
istotnych w tych procesach. Rozumiem z tej wypowiedzi, i¿ za-
dania tej dyscypliny maj¹ charakter fenomenologiczny. Autorzy
nie zajmuj¹ siê tutaj konkretnymi przyk³adami technologii bio-
logicznych w których zastosowano drobnoustroje. Zamiast tego,
do�æ ogólne informacje o biologii drobnoustrojów plus opisy kil-
ku technik laboratoryjnych, przewa¿aj¹ w problematyce podrêcz-
nika. Dochodzi nawet do paradoksu, w ksi¹¿ce pt. Mikrobiologia
techniczna, znajduje siê osobny rozdzia³ pt. Mikroflora cz³owie-
ka, natomiast niema nawet wzmianki o ca³ej dyscyplinie zwanej
obecnie in¿ynieri¹ bioprocesow¹. Wiadomo, ¿e postêp w inten-
syfikacji procesów biosyntezy czy biotransformacji, który jest
równie¿ ostatecznym celem badañ podstawowych, uzyskuje siê
w dwu równoleg³ych typach manipulacji tj. ulepszaniu szczepów

(o tym Autorzy pisz¹) oraz optymalizacji samego procesu (pro-
jektowanie aparatury np. do hodowli drobnoustrojów z uwzglêd-
nieniem takich problemów jak choæby, mieszanie, napowietrzanie,
stress wywo³any dzia³aniem naprê¿enia stycznego �cinaj¹cego
itp.) S¹dzê, i¿ brak omówienia choæby tylko w zarysie tej pro-
blematyki zubo¿a podrêcznik, który w obecnej formie mo¿na
okre�liæ jako Mikrobiologii technicznej, bez techniki.

Bli¿sza jest mi koncepcja ksi¹¿ki przedstawiaj¹cej te same
tre�ci zawarte w klasycznym ju¿ podrêczniku prof. Aleksandra
Chmiela pt. Biotechnologia. Podstawy mikrobiologiczne i bio-
chemiczne (PWN Wa-wa 1998).

A. Chmiel pisze w nim, i¿� Biotechnologia jest interdyscypli-
narn¹ dziedzin¹ nauki, obejmuj¹cej ró¿ne kierunki techniczne-
go wykorzystania materia³ów i procesów mikrobiologicznych.
W szczególno�ci obejmuje ona procesy biosyntezy i biotransfor-
macji, przebiegaj¹ one przy udziale drobnoustrojów, kultur ko-
mórkowych � ro�linnych i zwierzêcych � in vitro � oraz enzymów
a tak¿e obejmuje izolacjê tak otrzymanych biopreparatów.

Je�li chodzi o uk³ad tre�ci oraz poziom ogólno�ci prezen-
towanej problematyki oba podrêczniki (Chmiela i Libudzisz
i wsp.) s¹ podobne. Jednak¿e A. Chmiel traktuje zagadnienia
optymalizacji procesów jak i biologii drobnoustrojów jako rów-
nie wa¿ne. Jest dla mnie spraw¹ oczywist¹, i¿ to co dawniej na-
zywano mikrobiologi¹ techniczn¹ czy przemys³ow¹ jest czê�ci¹
ogólnej biotechnologii. W zale¿no�ci od rodzaju uzyskiwanych
produktów mo¿na j¹ podzieliæ na trzy dzia³y tj. biotechnologiê
bia³¹, zielon¹ i czerwon¹. W ka¿dym z tych dzia³ów udzia³
drobnoustrojów jest nie do przecenienia.

Recenzowana ksi¹¿ka sk³ada siê z piêciu czê�ci zatytu³owa-
nych: I. Charakterystyka mikroorganizmów, II. Mikroorganizmy
a czynniki �rodowiskowe, III. Mikroorganizmy w �rodowiskach
naturalnych, IV. Laboratorium mikrobiologiczne, V. Ulepszanie
i przechowywanie mikroorganizmów. Ca³o�æ koñczy zestawienie
literatury uzupe³niaj¹cej oraz skorowidz. Tytu³y czê�ci II i III su-
geruj¹, i¿ Autorzy s¹ szczególnie zainteresowani problematyk¹
�rodowiska. W zapowiedziach 2-gi tom podrêcznika zatytu³owa-
ny Mikroorganizmy w biotechnologii, ochronie �rodowiska i pro-
dukcji ¿ywno�ci wraca znowu do tej problematyki. Mój niepokój
budzi fakt, i¿ Autorzy chc¹ pisaæ w nim o biotechnologiach bia³ej
(produkcja ¿ywno�ci), biotechnologii zielonej (ochrona �rodo-
wiska, produkcja ¿ywno�ci) a nie przewidziano tam miejsca dla
omówienia niezwykle wa¿nej grupy tj. biotechnologii stosuj¹cej
drobnoustroje w medycynie (biotechnologia czerwona).

Za bardzo oryginalne uwa¿am natomiast dwa rozdzia³y pod-
rêcznika tj. rozdzia³ traktuj¹cy o zasadach bezpiecznej pracy
w laboratoriach mikrobiologicznych a szczególnie opis regula-
cji prawnych zapewniaj¹cych takie warunki. My�lê jednak, ¿e
ze wzglêdu na du¿e zainteresowanie polskiego spo³eczeñstwa
oraz obawy zwi¹zane z u¿yciem GMO, mo¿e warto by by³o
w przysz³ym wydaniu podrêcznika przedstawiæ równie¿ zasady
bezpiecznej pracy z t¹ grup¹ drobnoustrojów.

Wreszcie za cenny uwa¿am pomys³ wzbogacenia rozdzia³u
o sposobach przechowywania szczepów bakteryjnych zestawie-
niem znanych miêdzynarodowych kolekcji szczepów wirusów
bakterii i grzybów.

Jerzy Hrebenda
Instytut Mikrobiologii

Uniwersytet Warszawski

Recenzje ksi¹¿ek
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Zacznê od subiektywnej oceny, otó¿ uwa¿am, i¿ ksi¹¿ka
M.K. B³aszczyka pt. Mikroorganizmy w ochronie �rodowiska
jest jednym z lepiej napisanych polskich podrêczników aka-
demickich traktuj¹cych o �rodowisku. Wystarczy przeczytaæ
kilka rozdzia³ów � aby nie bêd¹c nawet specjalist¹ � oceniæ,
i¿ dzie³o to przygotowa³ fachowiec. �wiadcz¹ o tym zarówno
wybór tematyki, jêzyk, sposób dokumentowania, jak równie¿
fakt, w³¹czenia do ksi¹¿ki wyników w³asnych prac eksperymen-
talnych, które dobrze ilustruj¹ omawiane w podrêczniku prob-
lemy oraz �czyni¹ wra¿enie� autentyczno�ci prezentowanych
przez Autora tre�ci.

Ksi¹¿ka sk³ada siê z 12-tu rozdzia³ów o do�æ ogólnie sfor-
mu³owanych tytu³ach, ka¿dy z nich rozbity jest na podrozdzia³y
(od kilku do kilkunastu), ka¿dy te¿ koñczy siê spisem literatury
przedmiotu (przewa¿aj¹ naj�wie¿sze publikacje). Prócz tego ca-
³o�æ poprzedza krótki wstêp oraz zestawienie skrótów u¿ywa-
nych w tek�cie. Poszczególne rozdzia³y zatytu³owano: Co to s¹
prokarioty? (1), Mikrobiologiczne metody uzdatniania wody do
picia (2), Oczyszczanie �cieków metodami konwencjonalnymi
(3), Biologiczne usuwanie azotu mineralnego ze �cieków (4),
Oczyszczanie �cieków w warunkach beztlenowych (5), Kompo-
stowanie odpadów organicznych (6), Bio³ugowanie metali z rud
i odpadów (7), Biodesulfuryzacja wêgla kamiennego i ropy naf-
towej (8), Mikrobiologiczna deodoryzacja emisji bioprzemys³o-
wych i przemys³owych (9), Bioremediacja (10), Biosensory mi-
krobiologiczne (11), Skorowidz rzeczowy (12).

Ilo�æ informacji zawartej w ka¿dym z poszczególnych roz-
dzia³ów jest porównywalna w ca³ym podrêczniku. Oznacza to,
i¿ Autor pracuj¹cy wiele lat w Zak³adzie Mikrobiologii �rodo-
wisk Instytutu Mikrobiologii UW oraz na co dzieñ zajmuj¹cy
siê ró¿nymi metodami oczyszczania �cieków, traktuje powa¿nie
zarówno blisk¹ sobie tematykê ��ciekowca� jak i mniej atrak-
cyjn¹ dla Niego tematykê w rodzaju mikrobiologicznej deodo-
ryzacji bioemisji, emisji przemys³owych czy biosulfuryzacji
wêgla kamiennego. Z podrêcznika mo¿na siê dowiedzieæ na
czym polega uzdatnianie wody, kompostowanie materii organicz-
nej czy te¿ bioremediacja. Autor nie ucieka równie¿ od omówie-
nia problemów bardzo obecnie modnych � mam tutaj na my�li
rozdzia³ po�wiêcony biologicznym biosensorom.

Mikroorganizmy w ochronie �rodowiska zosta³y wydane
przez PWN cztery lata pó�niej po ukazaniu siê ksi¹¿ki pañ
Ewy Klimiuk i Marii £ebkowskiej pt. Biotechnologia w ochro-
nie �rodowiska. Obie ksi¹¿ki s¹ podrêcznikami, których z de-
finicji aktualno�æ nie ulega zmianie w okresie przynajmniej
kilku lat. St¹d wydanie drugiego podrêcznika o tej samej tema-
tyce (M. B³aszczyka), wydaje siê byæ nieuzasadnione. My�lê,
¿e powodów dla takiego postêpowania Wydawcy mo¿na zna-
le�æ wiele, nie bêdê stara³ siê ich tutaj rozszyfrowywaæ. Nato-
miast dla mnie fascynuj¹c¹ by³a mo¿liwo�æ prze�ledzenia inter-
pretacji i opisu tych samych zjawisk, przez dwu ró¿nych
specjalistów o wykszta³ceniu uniwersyteckim oraz wykszta³ce-
niu politechnicznym.

Jerzy Hrebenda
Instytut Mikrobiologii

Uniwersytet Warszawski
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Recenzowany podrêcznik jest kolejn¹, najnowsz¹ ofert¹
PWN z zakresu immunologii. Wydana ksi¹¿ka jest podrêczni-
kiem akademickim przeznaczonym g³ównie dla studentów wy-
dzia³ów biologicznych i biotechnologicznych Uniwersytetów,
studentów wydzia³ów weterynaryjnych i zootechnicznych Uni-
wersytetów Przyrodniczych i Akademii Rolniczych oraz oczy-
wi�cie studentów Uniwersytetów Medycznych. Prezentowany
podrêcznik jest najnowszym, uzupe³nionym �ród³em podstaw
immunologii. Zosta³ on napisany przez 16 autorów specjalizu-
j¹cych siê w ró¿nych dziedzinach wspó³czesnej immunologii.
Autorzy s¹ przedstawicielami takich instytucji jak Akademia
Medyczna czy Narodowy Instytut Zdrowia. Immunologia jest
obecnie jedn¹ z najszybciej rozwijaj¹cych siê dziedzin biologii
wspó³czesnej, st¹d bardzo celowe jest ci¹g³e i czêste uzupe³niane
zawartej w podrêcznikach wiedzy. Dlatego te¿ intencja autorów,
tj. uzupe³nienie dotychczasowej oraz zebranie najnowszej
wiedzy z zakresu immunologii, by³a jak najbardziej wskazana
i oczekiwana na rynku wydawniczym od kilku lat.

Tre�ci zawarte w podrêczniku zosta³y podzielone na 24 roz-
dzia³y. Sekwencja rozdzia³ów jest logiczna i zgodna z przyjêtymi
normami. Ka¿dy z nich opisuje kolejno elementy uk³adu immu-
nologicznego cz³owieka, aby zakoñczyæ dzie³o zjawiskami zwi¹-
zanymi z odporno�ci¹, autoimmunizacj¹ oraz podstawami immu-
nomodulacji i immunologii nowotworów. Szczególnie ten ostatni
rozdzia³ jest napisany na podstawie najnowszych osi¹gniêæ z za-
kresu immunologii nowotworów i podejmowanych prób walki
z nimi. A¿ szkoda, ¿e ostatni rozdzia³ dotycz¹cy terapii nowo-
tworów nie zawiera najnowszych danych z roku bie¿¹cego, albo-
wiem obecnie obserwuje siê gwa³towny rozwój prowadzonych
badañ w tym zakresie. Niestety przez do�æ d³ugi proces wydaw-
niczy nie ma mo¿liwo�ci zawarcia w podrêczniku tych najnow-
szych informacji z ostatnich dni. Oczywi�cie powy¿sza uwaga
w niczym nie umniejsza wielkiej warto�ci naukowej podrêcznika,
który za po�rednictwem PWN od wielu lat stoi na czele listy pod-
rêczników akademickich pod wzglêdem poziomu naukowego.

Podrêcznik na pewno zapewnia poznanie podstawowych
pojêæ i zdobycie obszernej wiedzy z dziedziny immunologii
w zakresie umo¿liwiaj¹cym studiowanie. Podrêcznik wyró¿nia
siê �wietn¹ szat¹ graficzn¹. Uk³ad oraz dobór rycin i zdjêæ s¹
prawid³owe, a opisy do ilustracji tak dobrane, aby naturalnie roz-
wijaæ tre�ci zawarte w tek�cie. Schematy i rysunki czêsto po raz
pierwszy powsta³y dla potrzeb tego podrêcznika. Oceniany pod-
rêcznik zawiera dobrej jako�ci zdjêcia i pomys³owe schematy,
odpowiednio dobrane do prezentowanych tre�ci naukowych.
Podkre�lenie wa¿nych tre�ci i definicji sprawia, ¿e podrêcznik
mo¿e te¿ pe³niæ funkcje encyklopedyczne w zakresie immuno-
logii dla szerokiej rzeszy czytelników mniej zainteresowanych
t¹ dziedzin¹ wiedzy.

Jacek Bielecki
Instytut Mikrobiologii

Uniwersytet Warszawski
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Gospodarka odpadami to wa¿na dziedzina gospodarki ka¿-
dego nowoczesnego kraju. Dlatego prezentowana pozycja PWN
jest obecnie jak najbardziej na miejscu. Szczególnie wa¿ny jest
fakt, ¿e coraz czê�ciej obserwowana ewolucja rynku paliwowe-
go w kierunku surowców naturalnych pochodzenia ro�linnego
nabiera ostatnio du¿ego tempa. Jest oczywiste, ¿e gospodarka
odpadami w takiej sytuacji ma szczególne znaczenie. Poza tym
przyst¹pienie Polski do Unii Europejskiej obliguje nasz kraj do
znacznego ograniczenia sk³adowanych odpadów komunalnych
i ich przetwarzania.

Prezentowany podrêcznik zawiera wszystkie mo¿liwe infor-
macje o problemach zwi¹zanych z produkcj¹ odpadów i ich ra-
cjonaln¹ utylizacj¹. Mo¿na uznaæ, ¿e jest to dobre uzupe³nienie
wiedzy z zakresu mikrobiologii przemys³owej czy biotechno-
logii, dotycz¹ce problemów zwi¹zanych z utylizacj¹ odpadów.
Bardzo dobrze sta³o siê, ¿e taki podrêcznik powsta³, a przede
wszystkim ze wzglêdu na to, ¿e stanowi �ród³o wiedzy m.in. dla
biotechnologa na temat obowi¹zuj¹cych przepisów prawnych
oraz zasad postêpowania z odpadami.

Ksi¹¿ka zawiera 14 rozdzia³ów, rozdzielonych na podroz-
dzia³y, które sensownie opisuj¹ przedstawione zagadnienia. Po
wprowadzeniu, w którym autor zawar³ ca³y sens stworzenia pod-
rêcznika, kolejne rozdzia³y zajmuj¹ siê w logicznej sekwencji
zagadnieniami zwi¹zanymi biodegradacj¹. Na pocz¹tku znajdu-
je siê przegl¹d obowi¹zuj¹cych przepisów i aktów prawnych.
Nastêpnie zawarto opis technologii opartych na bazie fermen-
tacji. Du¿o miejsca w podrêczniku zajmuj¹ procesy zwi¹zane
z kompostowaniem odpadów i wynikaj¹ce z tego technologie.
Nie zabrak³o te¿ rozdzia³u oceniaj¹cego zagro¿eñ omawianych
procesów dla �rodowiska, aczkolwiek rozdzia³ ten nale¿y uznaæ
za zbyt lakoniczny.

Podrêcznik zakoñczono przedstawieniem oryginalnych roz-
wi¹zañ technicznych w zakresie fermentacji i kompostowania
stosowanych przez konkretne firmy biotechnologiczne, dzia³a-
j¹ce aktualnie na rynku �wiatowym. Ka¿dy z rozdzia³ów koñ-
czy siê spisem literatury wykorzystanej przy powstawaniu tekstu.
Spis ten zawiera najczê�ciej prace publikowane po 2000 roku.
Ciekawe zestawienie metodyki stosowanej podczas utylizacji
odpadów na pewno wchodzi w zakres tre�ci nauczania na kie-
runku biotechnologia w ramach przedmiotu biotechnologia
w ochronie �rodowiska. Wiedza zawarta w podrêczniku bêdzie
tak¿e przydatna studentom z kierunku ochrona �rodowiska rea-
lizowanego na wszystkich typach szkó³ wy¿szych w kraju.

Jestem przekonany, ¿e informacje zawarte w przedstawio-
nym podrêczniku na pewno przyczyni¹ siê do zrozumienia pro-
blemów istotnych dla wspó³czesnego spo³eczeñstwa w zakresie
gromadzenia odpadów, pozwol¹ tak¿e na wybór optymalnej dro-
gi prowadz¹cej do ich usuwania ze �rodowiska naturalnego.

Jacek Bielecki
Instytut Mikrobiologii

Uniwersytet Warszawski

Tytu³: Chemia �rodowiska
Autorzy: G.W. van Loon, S.J. Duffy
Wydawnictwo: Wydawnictwo Naukowe PWN S.A.
Redaktor PWN: Ma³gorzata Galus
Projektant ok³adki: Stefan Szczypka
Warszawa 2007
ISBN 978-83-01-15324-3

Do r¹k studentów, pracowników s³u¿b ochrony �rodowiska,
nauczycieli trafia bardzo solidny i nowoczesny podrêcznik do-
tycz¹cy chemii �rodowiska. W pierwszym rozdziale Autorzy
wprowadzaj¹ czytelników w podstawowe zagadnienia nowoczes-
nej chemii �rodowiska, w sposób bardzo skondensowany. W dal-
szych rozdzia³ach kolejno omawiaj¹ procesy chemiczne zacho-
dz¹ce w atmosferze, hydrosferze i �rodowisku l¹dowym. W czê�ci
dotycz¹cej hydrosfery (czê�æ B) w rozdziale 15-tym omówione
zosta³y procesy mikrobiologiczne i ich rola w cyklach biogeo-
chemicznych wêgla, azotu i siarki. W nastêpnym rozdziale tej
czê�ci jeden z podrozdzia³ów po�wiêcono procesom mikrobiolo-
gicznym przydatnym w oczyszczaniu �cieków. Cze�æ C po�wiê-
cona zosta³a �rodowisku l¹dowemu. W tej czê�ci Autorzy tak¿e
nie ograniczaj¹ siê do omówienia tylko procesów chemicznych.
Bardzo sprawnie i w przystêpny sposób potrafi¹ wykazaæ po-
wi¹zania pomiêdzy procesami biotycznymi i abiotycznymi.

W podrêczniku znajdziemy równie¿ elementy toksykologii
�rodowiskowej. Procesy chemiczne i biochemiczne zachodz¹ce
w �rodowisku s¹ dobrze ilustrowane przyk³adami zjawisk/zdarzeñ
zachodz¹cych w ró¿nych rejonach �wiata, choæ trudno oprzeæ siê
wra¿eniu, ¿e niektóre przyk³ady s¹ dobrane do�æ przypadkowo.
Wyra�nie wskazano procesy zachodz¹ce w sposób naturalny i te,
które maj¹ antropogeniczne korzenie.

W ka¿dym rozdziale znajdziemy pytania w tek�cie oraz ze-
staw zadañ na koñcu, które pozwalaj¹ na skontrolowanie stop-
nia opanowania i zrozumienia zawartej w nim wiedzy.

Opanowanie materia³u zawartego w podrêczniku wymaga
jednak podstawowej wiedzy z zakresu chemii ogólnej i orga-
nicznej oraz podstawowej znajomo�ci biochemii. Na pewno nie
jest to podrêcznik dla studentów pierwszych lat studiów nawet
na takim kierunku jak chemia.

Aleksandra Sk³odowska
Pracownia Analizy Ska¿eñ �rodowiskowych

Uniwersytet Warszawski

Autor: Ewa U. Kurczyñska i Dorota Borowska-Wykrêt
Tytu³: Mikroskopia �wietlna w badaniach komórki ro�linnej.

Æwiczenia
Redaktor PWN: Irena Zienkiewicz
Projekt ok³adki i stron tytu³owych: Edwin Radzikowski
Wydawnictwo Naukowe PWN S.A.
Warszawa 2007
ISBN 978-83-01-15223-9

Z przyjemno�ci¹ informujê o ukazaniu siê wydanej przez
Wydawnictwo Naukowe PWN ksi¹¿ki Ewy U. Kurczyñskiej
i Doroty Borowskiej-Wykrêt zatytu³owanej �Mikroskopia �wietl-
na w badaniach komórki ro�linnej. Æwiczenia�.

Zaprezentowany w podrêczniku program æwiczeñ z biologii
komórki by³ przez wiele lat realizowany przez Autorki w Ka-
tedrze Biofizyki i Biologii Komórki Wydzia³y Biologii i Ochrony
�rodowiska Uniwersytetu �l¹skiego.
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W recenzjonowanej pracy przedstawiono w prosty i zrozu-
mia³y sposób podstawy optyki, budowê i zasady dzia³ania i pracy
z ró¿nego typu mikroskopami optycznymi. W kolejnych rozdzia-
³ach Autorki omawiaj¹ techniki stosowane w mikroskopii klasycz-
nej, kontrastowo-fazowej, fluorescencyjnej, polaryzacyjnej i po-
laryzacyjno-interferencyjnej. Ka¿dy z rozdzia³ów koñczy klarowny
opis przyk³adowych technik wykorzystywanych w barwieniach
stosowanych w danym dziale mikroskopii. W siódmym rozdziale
zosta³y umieszczone dodatkowe informacje pozwalaj¹ce na za-
poznanie siê czytelników z technik¹ laserowej mikroskopii kon-
fokalnej, zasadami interpretacji oraz z podstawami obróbki zare-
jestrowanego obrazu mikroskopowego w prostych programach
graficznych. Rozdzia³ ten koñczy opis podstawowych technik la-
boratoryjnych wykorzystywanych na æwiczeniach. Pomocny jest
równie¿ zawarty w rozdziale ósmym spis literatury umo¿liwia-
j¹cy dalsze samodzielne pog³êbianie wiedzy przez czytelnika.

Teraz za� czas na ³y¿kê dziegciu � niewypa³em okaza³ siê
umieszczony na koñcu rozdzia³u ósmego spis adresów interne-
towych. Internet jest szybko zmieniaj¹cym siê medium i umiesz-
czanie w drukowanej publikacji adresów czêsto mo¿e siê koñczyæ
brakiem mo¿no�ci po³¹czenia siê z nieistniej¹c¹ ju¿ stron¹. Wa¿-
ne jest równie¿ umieszczanie prawid³owych bezb³êdnych adre-
sów, a budz¹cym u�miech na twarzy przeoczeniem czujnej redak-
cji PWN jest obecno�æ w omawianym spisie nawet ³¹cza do pliku
znajduj¹cego siê bezpo�rednio na komputerze jednej z autorek.

Ta ma³a wpadka redakcyjna nie pomniejsza jednak warto�ci
merytorycznej publikacji. Ksi¹¿ka napisana jest w sposób przy-
stêpny. Ka¿dy rozdzia³ zawiera wprowadzenie definiuj¹ce opi-
san¹ technikê, a nastêpnie przyk³ady jej zastosowania w postaci
prostych dobrze opisanych przepisów umo¿liwiaj¹cych samo-
dzielne wykonanie do�wiadczenia. Tekst jest bogato ilustrowany,
co znakomicie u³atwia zarówno wykonanie jak i interpretacjê
wyników opisanej procedury barwieñ komórki. Poszczególne
rozdzia³y mog¹ stanowiæ pe³n¹ tre�æ æwiczeñ, które mo¿na wy-
konywaæ na zajêciach ze studentami.

Recenzowany podrêcznik bêdzie bardzo przydatny dla stu-
dentów kierunków o profilu biologicznym do zajêæ z budowy
i biologii komórki ro�linnej. Pomimo tego, ¿e ksi¹¿ka jest skie-
rowana g³ównie dla botaników zapoznanie siê z opisanymi
w niej technikami i procedurami oraz ich zrozumienie pomo¿e
badaczom innych specjalno�ci w wykonaniu barwionych prepa-
ratów mikroskopowych.

Podsumowuj¹c otrzymali�my podrêcznik do æwiczeñ, który
mo¿na polecaæ jako pomoc w nauczaniu technik mikroskopii na
zajêciach ze studentami oraz do wykorzystania w pracy samo-
dzielnej.

Jaros³aw Wi�niewski
Instytut Mikrobiologii

Uniwersytet Warszawski

Uprzejmie informujemy PT Czytelników, ¿e od wrze�nia 2008 roku na stronie
internetowej Postêpów Mikrobiologii dzia³a wyszukiwarka. Umo¿liwia ona odnajdy-
wanie informacji zarówno w bie¿¹cych jak i archiwalnych zeszytach naszego pisma.

Redakcja i Administrator Strony Internetowej
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INFORMACJA

Zarz¹d G³ówny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów uprzejmie informuje, i¿ zgodnie
z Uchwa³¹ Walnego Zgromadzenia Delegatów z dnia 4.09.2008 r. od dnia 01.01.2009 r.
ulega zmianie wysoko�æ sk³adki cz³onkowskiej.

Ø Wysoko�æ sk³adki cz³onkowskiej od 2009 roku wynosi 80 z³/rok,
Ø Wysoko�æ sk³adki dla cz³onków Emerytów � 40 z³/rok

Z op³acania sk³adki cz³onkowskiej zwolnieni s¹ Cz³onkowie Honorowi Polskiego Towarzy-
stwa Mikrobiologów.

SK£ADKI PROSIMY OP£ACAÆ DO KOÑCA I KWARTA£U
KA¯DEGO ROKU KALENDARZOWEGO

CZASOPISMA

Ø W ramach sk³adki otrzymaj¹ Pañstwo kwartalnik Postêpy Mikrobiologii lub Polish
Journal of Microbiology (prosimy o podanie wybranego czasopisma przy op³acaniu
sk³adki cz³onkowskiej)

Ø Istnieje mo¿liwo�æ rocznej prenumeraty drugiego kwartalnika koszt 40 z³/rok
(dla cz³onków PTM).

Informujemy, i¿ od dnia 01.01.2009 roku ulega zmianie numer konta PTM.

Od 01.01.2009 r. sk³adki cz³onkowskie nale¿y wp³acaæ na konto:
Nazwa posiadacza rachunku:
Polskie Towarzystwo Mikrobiologów, 00-725 Warszawa, ul. Che³mska 30/34

Bank i numer konta:
Bank Pekao S.A. 18 1240 5992 1111 0000 4774 7434
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INSTRUKCJA DLA AUTORÓW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTÊPY MIKROBIOLOGII

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

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

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

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

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

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

Oferta Reklamy

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

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

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

Teksty opracowanych graficznie reklam proszê sk³adaæ na adres Redakcji Postêpów Mikrobiologii, 02-007 War-
szawa, ul. Oczki 3, tel. 628 08 22.
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