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Clostridium botulinum toxicosis — still a serious problem

Abstract: Clostridium botulinum is an anaerobic, rod-shaped sporeforming bacterium. The neurotoxins produced by C. botulinum
are among the most potent toxins known to man. Botulism is a public health emergency. Four distinct forms of botulism may occur,
depending on the mode of acquisition of the toxin. The most common form of human botulism is a foodborne disease, with intoxica-
tion due to the ingestion of preformed neurotoxin in foods, which is generally related to improperly processed home-made products.
Interestingly, there is are increasing number of botulism cases correlated with commercially processed foods. Non-proteolytic strains
of C. botulinum (group II) are considered hazardous in modern food processing. The most dangerous methods are: mild pasteuriza-
tion, anaerobic packing and chilled storage. In the United States, the most common form is infant botulism, an infection due to
C. botulinum spores germination, which produces neurotoxin in the infant’s gastrointestinal tract. Recently, wound botulism among
injecting drug users has also become a problem.

Prompt diagnosis and early treatment of botulism are essential to minimize the otherwise great risk of death. The initial diagno-
sis may be difficult in individual cases. Epidemiologic investigation is critical to prevent further cases if hazardous food is still
available for consumption. Toxin production is usually detected by a mouse bioassay, which usually taces several days. Recently,
alternative rapid methods have been developed for diagnosis of botulism. PCR is a sensitive and specific method for the detection of
neurotoxin genes, which allow for the detection of dual-toxin producing strains.

The presented review focuses on the characterization of Clostridium botulinum, its occurrence and pathogenicity. Recent changes
in epidemiology of human botulism are also discussed.

1. Introduction. 2. Properties of Clostridium botulinum. 2.1. Medical application of botulinum toxin. 2.2. Clostridium botulinum
as biological weapon. 3. Pathogenesis and forms of disease. 3.1. Foodborne botulism. 3.2. Infant botulism. 3.3. Wound botulism.
3.4. Cases of undetermined origin. 4. Diagnosis and treatment. 5. Laboratory examination. 5.1. Application of molecular biology
methods. 6. Occurrence of Clostridium botulinum, sources of intoxication. 7. Summary

Stowa kluczowe: botulizm, bezpieczenstwo zywnosci, Clostridium botulinum
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1. Wstep

Botulizm nalezy do chorob, do ktoérych docho-
dzi w nastgpstwie spozycia Zywnosci zanieczyszczo-
nej mikroorganizmami produkujacymi egzotoksyny.
Jest choroba znana od dawna, nazwe¢ nadano jej
w 1820 roku od tacinskiej nazwy kietbasy ,,botulus”,
wiazanej historycznie z przyczyna choroby. Sam
mikroorganizm, Clostridium botulinum zostat wyizo-
lowany w 1896 roku przez van Ermengema w Belgii.
Nalezy do Gram-dodatnich beztlenowych laseczek
szeroko rozpowszechnionych w naturze, przede wszyst-
kim w glebie i osadach dennych zbiornikow wodnych
[6, 23]. W trakcie wzrostu bakterie wytwarzaja bial-

kowe, cieptowrazliwe toksyny (jad kielbasiany), roz-
niace si¢ serologicznie, co stalo si¢ podstawa do
podziatu produkujacych je szczepdéw na typy, ozna-
czone literami A, B, C, D, E, F oraz G. Typy A, B,
E oraz w sporadycznych przypadkach typ F powoduja
botulizm u cztowieka, natomiast typy C i D na og6t
sa odpowiedzialne za botulizm u zwierzat. Szczepy
C. botulinum typu G oraz niechorobotworcze gatunki
C. subterminale oraz C. hastiforme zaliczamy obecnie
do gatunku C. argentinense [38]. Czgstos¢ wyste-
powania choroby u ludzi jest niewielka, jednakze
$miertelno$¢ w wyniku zachorowania jest bardzo wy-
soka, jezeli nie podejmie si¢ natychmiastowego i wias-
ciwego leczenia [6, 23, 31].

* Autor korespondencyjny: Zaktad Bakteriologii i Biologii Molekularnej, Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej SGGW, ul. Ciszewskiego 8, 02-786 Warszawa, tel.: (+48) 22 593 60 28; e-mail: marian_binek@sggw.pl
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2. Wlasciwosci Clostridium botulinum

Clostridium botulinum sa Gram-dodatnimi bakte-
riami beztlenowymi, wytwarzajacymi przetrwalniki.
Cecha fenotypowa rozstrzygajaca o przynaleznosci do
gatunku jest zdolnos¢ do wytwarzania neurotoksyny
botulinowej (BoNT). W preparatach z hodowli C. bo-
tulinum ma posta¢ wysmuktych laseczek, z ktérych
cze$¢ wykazuje subterminalne, rzadziej terminalne
utozenie spor. Przypomina to obraz pgdu czosnku lub
malej tyzeczki. Na podlozu stalym z krwia bakterie
tworza kolonie nieznacznie wypukle, o nieréwnym
brzegu, niekiedy ptaskie i szorstkie, zazwyczaj otoczo-
ne strefa hemolizy. Zaleznie od urzgsienia komorek
i intensywnosci przetrwalnikowania moga tworzy¢ na
powierzchni pozywki nalot Iub struktury przypomi-
najace platki azbestu [7, 21]. Naleza do klostridiow
sacharolitycznych i proteolitycznych. Fermentuja glu-
kozg, niektore szczepy (typu B, E i F) laktozg, mal-
tozg (40-50% szczepdw typu C i D rozktada maltoze
i mannozg). Szczepy typu B, E i F slabo rozkladaja
fruktoze¢. Wszystkie typy C. botulinum hydrolizuja
zelatyng 1 wytwarzaja lipazg, na og6l trawia kazeing
oraz za wyjatkiem czgéci szczepow typu C i D, nie
wytwarzaja lecytynazy i nie produkuja indolu [30].

Wedhug taksonomii Bergey’a z 2009 roku rodzaj
Clostridium nalezy do typu XIII Firmicutes, klasy 11
Clostridia, rzedu 1 Clostridiales, rodziny 1 Clostri-
diaceae [24]. Wspoétczesnie gatunek C. botulinum
dzielony jest na do 4 grup (od I do IV) roézniacych si¢
cechami fenotypowymi i genotypowymi. Do grupy |
zaliczane sa proteolityczne szczepy typu A, B oraz F.
Grupa II skupia nie proteolityczne szczepy typu B, E
oraz F. Natomiast do grupy IlI naleza szczepy typu C
oraz D. Botulizm u ludzi wywotuja na ogdét szczepy
z grupy I oraz II, natomiast botulizm u zwierzat po-
woduja szczepy z grupy III. Grupa IV obejmuje nie-
chorobotwoércze szczepy serotypu G. Na podstawie
wynikoéw badan wlasciwosci fenotypowych oraz geno-
typowych zmieniono nazwe szczepow zaliczanych do
grupy IV oraz innych niechorobotworczych gatunkow

Clostridium na C. argentinense [38]. W sporadycznych
przypadkach zachorowania u noworodkow i osob do-
rostych moga by¢ wywotywane przez gatunki klostri-
diow inne niz C. botulinum, zdolne do wytwarzania
toksyny botulinowej, takie jak neurotoksyczne szczepy
C. butyricum oraz C. baratii [6, 23]. Wybrane dane
charakteryzujace C. botulinum zaliczone do grupy [ i1l
przedstawiono w tabeli I. Klostridia zaliczane do grup
I oraz II charakteryzuja si¢ r6zna opornoscia spor na
dziatanie wysokiej temperatury. Szczepy proteolitycz-
ne zaliczane do grupy drugiej sa bardziej wrazliwe na
dziatanie wysokiej temperatury i niektoére z nich nie
przezywaja ogrzewania w 80°C [6, 9, 22, 30].

Badania z zastosowaniem technik biologii moleku-
larnej przyczynity si¢ do lepszego poznanie biologii
C. botulinum. Stwierdzono, ze u jednego szczepu moga
wystepowaé geny odpowiedzialne za wytwarzanie
dwoch toksyn [6, 9, 33]. Zwykle jedna z nich jest pro-
dukowana w wigkszych ilosciach, natomiast geny
kodujace wytwarzanie drugiej toksyny nie ulegaja eks-
presji lub jest to ekspresja na niskim poziomie. Szcze-
py takie moga dawaé niespecyficzne wyniki w probie
biologicznej, a ich precyzyjna identyfikacja jest kto-
potliwa. Niejednoznaczna odpowiedz, co do przyna-
leznosci szczepu do serotypu moze utrudniaé podjgcie
decyzji, odno$nie podjecia leczenia. Wydaje sig, ze
wiele szczepow C. botulinum zakwalifikowanych na
podstawie wynikow testu ochronnego na myszach do
typu A lub B moze zawiera¢ w swoim materiale gene-
tycznym geny odpowiedzialne za wytwarzanie innych
typow toksyn [4, 14-18, 23].

Wytwarzanie dwoch toksyn opisano juz w latach
70-tych, szczepy te zaliczono do typu Af, poniewaz
w gléwnej mierze produkowaly one toksyne typu A,
w mniejszej ilosci toksyne typu F [21]. Poczatkowo
izolowano je z probek gleby w Argentynie, w pozniej-
szych latach potwierdzono ich udziat w wywolywaniu
zatrucia jadem kietbasianym u ludzi [6, 14]. Inna grupa
izolatow produkujacych glownie toksyng¢ A zostala
zaliczona do typu Ab, natomiast u szczepéw okresla-
nych jako A(B) gen odpowiedzialny za wytwarzanie

Tabela I
Wybrane wtasciwosci C. botulinum grupy 11 11
Whasciwosci Grupa | Grupa II
Typ neurotoksyny A,B,F B,E,F
Botulizm u ludzi + +
Temperatura minimalna | 10 33
wzrostu °C optymalna | 35-40 18-25
D100 °C spor (min)* 25 <0,1
D121 °C spor (min) 0,1-0,2 < 0,001

Wystepowanie

Powszechne, typ A czgéciej w zachodniej czgsci USA,
typ B powszechnie we wschodniej czgsci USA, Europie i Azji

Powszechne, typ E osady
morskie na calym $wicie

* — D (dziesigciokrotna redukcja) — czas potrzebny do zabicia 90% bakterii w danej temperaturze
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toksyny typu B nie ulega ekspresji. Analiza nieaktyw-
nego genu toksyny B wykazata pewne roéznice w jego
sekwencji w poréwnaniu do genu ulegajacego ekspre-
sji. Roznice te dotycza m. in. delecji 6 nukleotydow,
ktéra mozna wykrywa¢ przy pomocy techniki PCR
[17]. Stwierdzono réwniez wystepowanie SzczepoOw
produkujacych glownie toksyng typu B i w mniejszych
ilo$ciach toksyny A oraz F, ktore zakwalifikowano do
typow Ba oraz Bf [4, 6].

Opisano takze przypadki wytwarzania toksyny botu-
linowej przez C. butyricum oraz C. baratii. Przypadki
botulizmu wywotane przez szczepy C. butyricum wy-
twarzajace toksyng botulinowa typu E opisano w In-
diach, Chinach i we Wtoszech. Objawy botulizmu po-
karmowego moga by¢ wywotane przez toksyng typu
E produkowana przez C. butyricum. Natomiast botu-
lizm noworodkéw moze by¢ zwiazany z kolonizacja
przewodu pokarmowego przez C. baratii wytwarzajace
toksyng typu F [6, 31].

2.1. Medyczne zastosowanie toksyny botulinowej

Dzialanie toksyny botulinowej jest wysoce spe-
cyficzne wobec obwodowych zakonczen nerwowych
i w petni odwracalne. Wstrzyknigte miejscowo male
dawki neurotoksyn nie rozprzestrzeniaja si¢ poza
miejsce podania. Jest to pierwsza biologiczna toksyna
dopuszczona do stosowania w lecznictwie przez FDA
(Food and Drug Adiministration, Agencja ds. Zyw-
nosci i Lekow). Ma ona zastosowanie w terapii zabu-
rzen neurologicznych, np.: dystonii krtaniowej, dysto-
nii karku oraz konczyn, kurczu powiek, kurczach dtoni,
nadmiernej potliwosci, nadmiernemu $linieniu sig, mi-
grenowych bolach gtowy oraz w leczeniu zeza [12, 39].

Toksyny botulinowe maja réwniez zastosowanie
kosmetyczne. Na rynku dostepne sa preparaty zawie-
rajace toksyng A oraz B. Czgsciej stosowana jest tok-
syna typu A, poniewaz jej dziatanie utrzymuje si¢ dwa
razy dluzej niz toksyny B [12, 39].

2.2. Clostridium botulinum jako bron biologiczna

CDC (Centers for Disease Control and Prevention,
Centrum Zwalczania i Zapobiegania Chorob) zalicza
C. botulinum do drobnoustrojow z grupy A, czyli naj-
bardziej niebezpiecznych, ktoére mozna zastosowaé
jako bron biologiczna. Najbardziej skuteczng droga
ataku w przypadku tych bakterii jest droga aerozo-
lowa, mozliwe jest tez zastosowanie celowo skazone;j
zywnosci. Badania nad zastosowaniem C. botulinum
jako broni biologicznej prowadzono w okresie II Woj-
ny Swiatowej w Japonii, Zwiazku Radzieckim i USA
[27]. Po wojnie w Zatoce Perskiej w 1991 roku in-

spektorzy ONZ w Iraku stwierdzili obecnos¢ toksyny
botulinowej w pociskach rakietowych o zasiggu 600 km
oraz w bombach. Podobne badania prawdopodobnie
nadal trwaja w Iranie, Iraku, Korei Péinocnej oraz
Syrii. Do tej pory nie notowano uzycia C. botulinum
jako broni biologicznej podczas wojen. Pod koniec
XX wieku japonska sekta Najwyzsza Prawda kilkakrot-
nie podejmowata proby rozpylenia toksyny w centrum
Tokio. Proby nie przyniosty oczekiwanych rezultatow,
przyczyna czego mogly by¢ klopoty z otrzymaniem
aerozolu toksyny [27, 37].

3. Patogeneza i formy choroby

Toksyna botulinowa jest jedna z najsilniejszych
znanych toksyn bakteryjnych, do wywotania choroby
u ludzi wystarczy zaledwie kilka nanogramow toksyny,
ktora absorbowana jest do krwioobiegu skad trafia do
nerwow obwodowych. Oddziatuje na zwoje ruchowe
rdzenia przedluzonego oraz synapsy nerwow obwo-
dowych i plytki nerwowo-mig§niowe migsni szkieleto-
wych poprzez hamowanie uwalniania acetylocholiny
w zakonczeniach nerwow ruchowych, co prowadzi do
porazenia wiotkiego. Porazenie nerwu przeponowego
prowadzi zwykle do $§mierci. Zwigzana toksyna nie
jest usuwana po podaniu antytoksyny. Stopniowo, po
okolo trzech miesiacach dochodzi do wytworzenia si¢
nowych zakonczen nerwowo-mig$niowych w obrgbie
ptytki ruchowej i do powrotu funkcji przekazywania
impulséw nerwowo-mig$niowych. Toksyny botulinowe
uszkadzaja rowniez komoérki innych narzadéw i na-
czyn krwiono$nych [6, 34].

Poszczegolne toksyny botulinowe roéznia si¢ bu-
dowa antygenowa, jednak wykazuja identyczne dzia-
lanie. Sg one syntetyzowane jako pojedynczy tancuch
nieaktywnego biatka o masie czasteczkowej okoto
150 kDa, ktore podlega potranslacyjnej proteolizie
do aktywnej formy dwutancuchowej (50 i 100 kDa),
polaczonej mostkiem dwusiarczkowym. Toksyny skta-
daja si¢ z trzech funkcjonalnych domen, odpowie-
dzialnych za wiazanie z receptorem, translokacj¢ oraz
aktywnos$¢ katalityczng. Toksyny botuliowe groma-
dzone sa w cytozolu komorek bakteryjnych, a po lizie
komorek sa uwalniane w formie komplekséw okresla-
nych jako protoksyny. W sktad tych kompleksow
wchodza nietoksyczne biatka, tzw. biatka NAPs (neuro-
toxin-associated proteins), ktorych liczba jest rdzna
u poszczegdlnych typoéw toksyn botulinowych. Znane
sa trzy formy protoksyn C. botulinum: LL-toksyna
(extra large toxin, 900 kDa), L-toksyna (large toxin,
500 kDa) oraz M-toksyna (medium toxin 300 kDa).
W czasteczkach neurotoksyn botulinowych wyréznia
si¢ trzy funkcjonalnie rézne domeny: N-koncowa do-
meng o aktywnosci endopeptydazy zaleznej od cynku
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(tancuch lekki L), domeng warunkujaca transport to-
ksyny przez btong (H,) oraz domeng odpowiedzialng
za wiazanie toksyny do receptora [34, 36].

Toksyna botulinowa rozprzestrzenia si¢ w ustroju
1 wiaze z receptorami blony presynaptycznej o-moto-
neuronow. Lancuch lekki ma aktywno$¢ specyficznej
proteazy, ktora rozpoznaje i tnie jedynie trzy biatka
odpowiedzialne za fuzjg pgcherzyka synaptycznego
zawierajacego neuromediator, z blong neuronu. W ten
sposob dochodzi do uszkodzenia biatek pgcherzykow
presynaptycznych zawierajacych acetylocholing. Unie-
mozliwia to wiazanie pgcherzyka presynaptycznego
z blona presynaptyczng i blokowane jest uwalnianie
acetylocholiny do przestrzeni synaptycznej. Docho-
dzi do zmniejszenia potencjatu na ptytce ruchowej
nerwowo-migsniowej i w efekcie do porazenia wiot-
kiego migsni [34, 36].

Wspdtczesnie znane sa cztery formy choroby: bo-
tulizm pokarmowy, botulizm noworodkow, botulizm
przyranny oraz tzw. przypadki o nieustalonym zrodle.
Forma choroby jest zwiazana ze sposobem przedosta-
nia si¢ do organizmu zywnoS$ci zawierajacej toksyne
botulinowa lub spor C. botulinum. Botulizm najczes-
ciej przebiega jako intoksykacja, poniewaz same ko-
morki bakteryjne sa mato inwazyjne. Rzadziej wyste-
puje jako toksykoinfekcja, cho¢ w ostatnich latach
notuje si¢ coraz wigcej takich przypadkéw przebie-
gajacych w formie botulizmu noworodkéw lub botu-
lizmu przyrannego.

3.1. Botulizm pokarmowy

Botulizm pokarmowy (intoksykacja pokarmowa)
powstaje w nastepstwie spozycia zywnosci zawiera-
jacej toksyng¢ wyprodukowana przez C. botulinum.
Zywno$¢ zanieczyszczona sporami C. botulinum pod-
dana nieodpowiedniej obrobce w warunkach do-
mowych staje si¢ zrodtem choroby. Objawy zatrucia
pojawiaja si¢ zwykle po 12-36 godzinach, chociaz
moga wystapi¢ juz po 4 godzinach lub nawet po
8 dniach. Dochodzi do ostrej obustronnej neuropatii
nerwu czaszkowego, czego konsekwencja jest suchosé
w ustach oraz utrudnione potykanie, niewyrazna mowa,
opadanie powiek, porazenie migsni oka. Wczesne ob-
jawy choroby manifestuja si¢ ostabieniem i zawro-
tami glowy, pojawieniem si¢ podwodjnego widzenia,
trudnosciami w mowieniu i potykaniu. Pacjent nie
goraczkuje i zachowuje przytomno$¢, chociaz moze
popada¢ w letarg i mie¢ trudnos$ci w komunikowaniu
sig. Nie dochodzi do zmian czucia. W tagodnej formie
choroby nie rozwijaja si¢ inne objawy i pacjent moze
nawet nie zglosi¢ sig do lekarza. Postgp choroby ma-
nifestuje si¢ zstgpujaca symetrycznie staboscia migsni,
co prowadzi do utraty kontroli nad utrzymaniem gto-
wy, hypotonii, ogélnego ostabienia, wzdgcia brzucha,

trudno$ciami w oddychaniu a nawet jego zaprzesta-
nia. W trakcie postgpu choroby odruchy $ciggnowe
ulegajq ostabieniu i moze dochodzi¢ do zaparcia [23].

W przypadku nie podjgcia leczenia dochodzi do
porazenia migsni oddechowych, a $mieré nastgpuje
w wyniku niedrozno$ci oddechowej lub zaprzestania
funkcji oddechowej. Objawy chorobowe sa zrdznico-
wane w zaleznosci od dawki toksyny. Pacjenci z cigz-
kimi i ostrymi objawami zatrucia wymagaja dlugiej
opieki lekarskiej. Wspomaganie oddychania jest ko-
nieczne przez 2 do 8 tygodni, w ciezkich przypadkach
nawet przez 7 miesigcy. Poprawa stanu pacjenta wy-
maga wytworzenia si¢ nowych potaczen nerwowo-
migsniowych [6, 23, 33].

3.2. Botulizm noworodkéow

Botulizm noworodkéw opisany po raz pierwszy
w 1976 roku, dotyczy dzieci ponizej 12 miesiaca zy-
cia. Do choroby dochodzi w nastgpstwie spozycia
wraz z zywnoscia spor C. botulinum, ktore podlegaja
nastgpnie germinacji. Ten typ botulizmu jest zwykle
zwiazany ze spozyciem miodu lub mleka w proszku
dla niemowlat zanieczyszczonych sporami. Bakterie
kolonizuja jelita, namnazaja si¢ oraz wytwarzaja tok-
syng. Co ciekawe, notowano przypadki, kiedy pozo-
stali doro$li cztonkowie rodzin, ktorzy spozywali ten
sam miod nie chorowali. Zrédtem spor C. botulinum
dla niemowlat moze by¢ takze syrop kukurydziany lub
kurz z odkurzacza [6].

Przebieg choroby moze by¢ tagodny, odchodzi do
zaparcia i porazenia nerwow czaszkowych, a nastgp-
nie nerwoéw obwodowych. Trudno$ci w przyjmowa-
niu pokarmu powoduja niedozywienie i ostabienie
oraz popadanie w letarg. Charakterystyczne jest zbie-
ranie si¢ wydzieliny w jamie ustnej oraz amiotonia.
W cigzkim przebiegu choroby wystepuje porazenie
migs$ni oddechowych, prowadzace do $mierci. Botu-
lizm noworodkéw jest obecnie najczesciej notowany
w Stanach Zjednoczonych [6, 33].

3.3. Botulizm przyranny

Botulizm przyranny zdarza si¢ najrzadziej, chociaz
w Wielkiej Brytanii w ostatnich latach jest to naj-
czgstsza forma choroby. Do choroby dochodzi po prze-
dostaniu si¢ do rany spor C. botulinum, czgsto razem
z innymi bakteriami oraz produkcji toksyny, ktora
przenika do krwiobiegu i wraz z krwia do innych
czesci organizmu. Czgsto sa to powypadkowe rany
glebokie. Objawy neurologiczne sa takie same jak
w przypadku botulizmu pokarmowego, nie wystepuja
jedynie symptomy ze strony przewodu pokarmowego.
Ostatnio coraz powszechniej notowany jest botulizm
przyranny u osob stosujacych narkotyki [6, 33].
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3.4. Przypadki o nieustalonym zZrédle

W niektorych przypadkach botulizmu, mimo do-
ktadnego badania i wywiadu nie udaje sig¢ zidentyfi-
kowa¢ zrodta bakterii lub toksyn w zywnosci. Przy-
padki takie sa okreslane przez CDC jako przypadki
o ,nieustalonym Zrédle” (undetermined origin). Wy-
stgpuja one u os6b dorostych i dzieci powyzej 12 mie-
siaca zycia, sa odpowiednikiem botulizmu niemowlat.
Zwykle zdarza sig to u pacjentéw, u ktorych wykony-
wano operacje przewodu pokarmowego lub leczonych
antybiotykami. Wspomniane zabiegi prawdopodobnie
moga wpltywaé na zakldcenie naturalnej rownowagi
w mikroflorze jelitowej, co doprowadza do kolonizo-
wania C. botulinum [5, 26].

3.5. Botulizm u zwierzat

Botulizm u zwierzat najcze$ciej wywotuja szczepy
C. botulinum typu C oraz D, rzadziej A, B oraz E. Na
przebieg objawow klinicznych ma wpltyw ilo$¢ przy-
jetej toksyny oraz gatunkowa wrazliwo$¢ zwierzat.
Najbardziej wrazliwe sa ssaki nieparzystokopytne, na-
stepnie ptaki (zwlaszcza kaczki i kury), duze i mate
przezuwacze. Psy i trzoda chlewna sa raczej odporne.
Znacza odporno$¢ wykazuja zwierzeta migsozerne
(gtownie lisy) oraz wolno zyjace gryzonie. Natomiast
wyjatkowo wrazliwe sposrod zwierzat migsozernych sa
norki. Zwierzgta laboratoryjne sa wrazliwe na wszyst-
kie typy neurotoksyn [22, 23].

Zatrucie jadem kietbasiany u zwierzat moze wyste-
powac na catym $wiecie, choc¢ jest spotykane rzadko.
Predysponowane do wystgpowania objawoéw klinicz-
nych sa szczegdlnie bydto i owce hodowane na tere-
nach ubogich w fosfor oraz biatko w Afryce i Australii.
W przypadku zwierzat hodowlanych botulizm moze
przebiega¢ w formie epidemii. Chore osobniki wy-
dalaja do srodowiska przetrwalniki, ktore zanieczysz-
czaja paszg i wode. Objawy wystepuja najczesciej
po spozyciu paszy zawierajacej toksyny lub wskutek
toksykoinfekcji, gdy dochodzi do rozwoju przetrwal-
nikow i produkcji toksyn w jelitach lub w miejscu
zranienia [22].

Sposrod réznych gatunkéow zwierzat, stosunkowo
czesto choroba jest obserwowana u bydta po spozyciu
nieodpowiednio przygotowanej kiszonki lub siano-
kiszonki. Materiat roslinny moze by¢ zanieczyszczony
sporami C. botulinum, zwlaszcza w przypadkach sto-
sowania nawozenia odchodami kurzymi. Laseczki
nalezace do typu D na ogot nie powoduja botulizmu
u kur, natomiast sa w duzych ilosciach wydalane z ka-
tomoczem, dlatego nawozenie pol odchodami kurzy-
mi jest czynnikiem sprzyjajacym botulizmowi bydta.
Spory moga takze pochodzi¢ ze zwlok drobnych gry-
zoni, ktore przypadkowo dostaja sig do materiatu na

kiszonkg. Przy nieodpowiednim przebiegu procesu za-
kiszania paszy w wewngtrznych jej partiach dochodzi
do wytworzenia si¢ warunkdéw beztlenowych sprzyja-
jacych rozwojowi C. botulinum oraz produkcji toksyn.
Na zatrucie narazone sa réwniez zwierzeta hodowane
na terenach niedoborowych w fosfor, bydlo stara sig
wtedy uzupetnic¢ niedobory przez spozywanie kosci
padlych zwierzat zawierajacych nagromadzone neuro-
toksyny [22, 23].

Botulizm u ptakow jest wywotywany gtownie przez
C. botulinum typu C, rzadziej A, B lub E. Najczesciej
wystepuje on na terenach podmoktych, sezonowo za-
lewanych. Choruja w gléwnej mierze wolnozyjace
ptaki wodne, za$ z ptakéw udomowionych kaczki,
bazanty oraz kury. Wiosna na terenach podmoktych
dochodzi do gnicia materiatu ro§linnego, powstaja wa-
runki beztlenowe, korzystne do rozwoju C. botulinum.
Do rozprzestrzeniania si¢ choroby przyczyniaja sig
rowniez larwy owadow, ktorymi odzywiaja si¢ ptaki.
Larwy owadow sa niewrazliwe na dzialanie toksyny
typu C, natomiast moga gromadzi¢ w swoich organiz-
mach zaréwno toksyng, jak i spory.

Konie sa bardzo wrazliwe na dziatanie jadu kiet-
basianego. Zatrucie wystepuje u nich z reguty po spo-
zyciu zanieczyszczonej toksyna paszy. Szczegodlna
forma toksykoinfekcji wystepuje u zrebiat, u ktérych
w przewodzie pokarmowym nie wyksztalcila si¢ natu-
ralna ochronna mikroflora. Mleko klaczy zawierajace
wysoki poziom hormonéw kortykosteroidowych jest
czynnikiem predysponujacym do wystapienia u takich
zrebiat botulizmu.

Do niedawna powaznym problemem byty epidemie
botulizmu w hodowlach norek. Obecnie dzieki sto-
sowaniu programow szczepien ochronnych masowe
zatrucia toksyna botulinowa u tej grupy zwierzat
zostaly znacznie ograniczone. Przyktadem moze by¢
masowe zatrucie jadem kietbasianym u norek i lisow
w Finlandii, w wyniku ktérego 52 000 zwierzat padto
lub zostalo poddanych eutanazji [32]. Botulizm u no-
rek, lisow, niekiedy rowniez trzody chlewnej i psow
jest zwiazany z karmieniem zwierzat padlina, drobio-
wymi odpadkami z rzezni oraz odpadkami z ryb, ktore
moga zawierac spory lub toksyny C. botulinum [22].

Objawy kliniczne zatrucia jadem kietbasianym sa
podobne u wszystkich gatunkow zwierzat, wystgpuja
zwykle po 3 do 17 dniach inkubacji. U bydta mozna
obserwowaé ostry, podostry lub przewlekly przebieg
zatrucia, w zaleznoS$ci od ilo$ci wchtonigtej toksyny.
Przy ostrym przebiegu zwierzeta padaja w ciagu kilku
do kilkunastu godzin, w przebiegu przewleklym,
$mieré moze nastapi¢ nawet po 17 dniach. Poczatko-
wo stwierdza si¢ brak apatytu, zaburzenia koordyna-
cji, bezlad i porazenia wiotkie. Porazenia w pierwszej
kolejnosci dotycza migsni konczyn tylnych i ogona,
nastgpnie obejmuja konczyny przednie oraz zuchwe



80 MAGDALENA KIZERWETTER-SWIDA, MARIAN BINEK

i jezyk. Prowadzi to do charakterystycznej pozycji
lezacej z gtowa skrecong w bok. U ptakow porazenia
poczatkowo obejmuja konczyny i skrzydta, nastepnie
mig$nie szyi. Mozna u nich obserwowac opadanie gto-
wy i skret szyi. Przy zatruciu toksyna typu C u kurczat
brojleré6w nie wystepuja porazenia wiotkie, obserwuje
si¢ natomiast zapalenie jelit 1 biegunke [22, 23].

4. Diagnozowanie i leczenie

Rozpoznanie botulizmu u pacjenta opiera sig¢ na
podstawie charakterystycznych objawow klinicznych
i nie jest tatwe, poniewaz obraz choroby moze by¢
zréznicowany w zaleznos$ci od jej stadium i dawki to-
ksyny [31]. Szczegolnie ktopotliwe jest rozpoznanie
pojedynczych przypadkéw o tagodnym przebiegu.
Okres inkubacji choroby wynosi §rednio 12-36 go-
dzin. W diagnostyce roéznicowej nalezy uwzglednié
syndrom Guillain-Barré, miastenia gravis, udar, za-
trucie spowodowane takimi czynnikami ttumiacymi,
jak alkohol metylowy, weglan baru, chlorek mety-
lenu, organiczne zwiazki fosforu, zatrucie grzybami,
atroping, czy CO, a takze zapalenie substancji szarej
rdzenia, zakazenia w obrebie centralnego uktadu ner-
wowego, guz mozgu czy choroby psychiczne. W wy-
wiadzie istotna jest informacja o spozywaniu domo-
wych przetwordéw. Botulizm w odroznieniu od innych
choréb przebiegajacych z objawami porazenia wiot-
kiego wyrdznia sig tym, ze wyrazne objawy pojawiaja
si¢ w miejscach unerwianych przez nerwy czaszkowe
i sa symetryczne. Nie zanikaja symptomy czuciowe.
W celu odréznienia od innych choréb przydatne jest
badanie w tomografie komputerowym, elektromio-
grafia i badanie ptynu mézgowo-rdzeniowego. W tym
ostatnim przypadku poszukuje si¢ czynnikéw zakaz-
nych lub oznacza bialko, ktorego ilos¢ wzrasta np.
w chorobie Guillain-Barre a pozostaje w normie przy
zatruciu jadem kietbasianym. Botulizm noworodkow
jest diagnozowany na podstawie wykrywania toksyny
i bakterii w kale. Botulizm noworodkéw nalezy r6zni-
cowac z sepsa, szczegolnie meningokokows, encefalo-
patia oraz wrodzona miopatia [6, 31].

Podstawowym zalozeniem w leczeniu botulizmu
jest inaktywacja toksyny. Efekt ten uzyskuje si¢ po-
przez dozylne podanie antytoksyny, ktora neutralizuje
wolng jeszcze toksyng niezwiazana z zakonczeniami
nerwowymi. Decyzja, co do podania antytoksyny po-
winna by¢ powzigta na podstawie oceny stanu kli-
nicznego pacjenta, historii choroby i nie powinna by¢
odktadana do czasu uzyskania wynikéw badan labo-
ratoryjnych, poniewaz terapia jest najbardziej sku-
teczna we wczesnym stadium choroby. Podanie anty-
toksyny wiaze si¢ z okreslonym ryzykiem, poniewaz
niektorzy pacjenci wykazuja nadwrazliwo$¢ na obco-

gatunkowa surowicg. Antybiotykoterapia nie ma za-
stosowania do leczenia botulizmu pokarmowego, co
wigecej podanie leku moze przyczyni¢ si¢ do uwal-
niania toksyny w jelitach. Pacjenci wymagaja lecze-
nia wspomagajacego, czasami przez wiele miesigcy,
w tym odzywiania przy pomocy sondy lub parenteral-
nego, oddychania przy pomocy respiratora, jak row-
niez leczenia wtornych zakazen [31, 34].

Objawy wystepujace przy zatruciu jadem kielba-
sianym u ludzi uwazane sa za wysoce charakterystycz-
ne. Jednak w przypadkach oséb starszych ze wspotist-
niejacymi innymi schorzeniami rozpoznanie kliniczne
moze by¢ trudne, poniewaz objawy zatrucia moga by¢
u nich stabo wyrazone. Chwaluk i Chwaluk
[8] opisuja dwa przypadki botulizmu o nietypowym
przebiegu klinicznym u pacjentow w podeszlym wie-
ku. Autorzy zwracaja uwagg, ze prawidlowe rozpozna-
nia postawiono z opdznieniem, mimo zastosowania
antytoksyny jeden z pacjentow zmart.

5. Badania laboratoryjne

Rozpoznanie botulizmu opiera si¢ na obserwacji
klinicznej chorego. Badanie laboratoryjne moze po-
twierdzi¢ stuszno$¢ diagnozy, ale jej nie wykluczyc.
Wykrycie toksyny potwierdza kliniczne rozpoznanie
choroby. Toksyny botulinowej poszukuje si¢ we krwi
chorego, kale, tresci zotadkowej i jelitowej a takze
zywnosci, ktora chory spozywat. Podejmuje si¢ row-
niez proby izolacji C. botulinum z kahu raz tresci zo-
tadka i jelit. Bakterii powinno si¢ rowniez poszukiwaé
w podejrzanej o spowodowanie zatrucia zywnosci,
tym niemniej ze wzgledu na powszechne wystgpowa-
nie spor Clostridium w §rodowisku ich obecno$¢ moze
nie mie¢ zwiazku z choroba [6, 29]. 1zolacja i identy-
fikacja bakterii zajmuje kilka tygodni. Wtasciwosci
biochemiczne C. botulinum nie zawsze pozwalaja na
pewna identyfikacje gatunku. Badania Lindstrom
i wsp. [28] oraz Brett [7] wykazaly, ze szczepy
C. botulinum moga by¢ nieprawidtowo identyfikowane
przy pomocy testow API 20A, Rapid ID 32A oraz
Rapid ANAII. Dotyczy to szczegélnie szczepdw pro-
teolitycznych z grupy I, ktore moga wykazywac cechy
podobne do C. sporogenes [7].

Ograniczeniem dla badan laboratoryjnych jest w nie-
ktorych przypadkach niemozno$¢ pobrania odpowied-
nich probek materialow klinicznych — koncentracja
toksyny moze by¢ ponizej progu jej wykrywalnos$ci
lub takze ulec degradacji podczas transportowania
probek. Szacuje sig, ze w okoto 30-40% zatru¢, kon-
centracja toksyny w pobranych probkach jest ponizej
progu wykrywalnosci. Wazny jest réwniez przedziat
czasu, w ktorym mozna ja wykry¢ w materiatach kli-
nicznych pobranych od chorego i tak np. u>50% cho-
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rych stwierdza si¢ jej obecno$¢ w surowicy i kale
w ciagu 1 dnia od zatrucia i tylko u <25% chorych po
3 dniach. C. botulinum stwierdza si¢ u >70% chorych
w przeciagu 2 dni i tylko u 40% po 10 dniach. Mate-
riat od chorego do badania na obecno$¢ toksyny nalezy
pobra¢ przed podaniem antytoksyny [6].

Klasyczne metody wykrywania toksyny botulino-
wej przy pomocy proby biologicznej wykonywane sa
na wrazliwych zwierzgtach laboratoryjnych, najczgs-
ciej na myszach, §winkach morskich lub innych drob-
nych ssakach. Wymagaja one jednak dlugiego czasu
obserwacji zwierzat (do 4 dni), co utrudnia szybkie
podjecie ukierunkowanego leczenia. Test ochronny na
myszach moze dawaé niespecyficzne wyniki w przy-
padku botulizmu wywotanego przez szczepy C. botu-
linum wytwarzajacego dwa typy neurotoksyn. Obja-
wy zatrucia jadem kietbasianym moga by¢ zwiazane
z obecnoscia w badanym materiale toksyn typu E Iub F.
W takich przypadkach nalezy bra¢ pod uwage moz-
liwo$¢ wytwarzania neurotoksyn przez C. butyricum
oraz C. baratii, a ostateczne rozpoznanie czynnika
etiologicznego powinno by¢ poparte metodami ho-
dowlanymi. Badanie w probie biologicznej probek
katlu lub gleby moze wywolaé niespecyficzne upadki
zwierzat. Ponadto toksyny typu C i D daja w tescie
ochronnym reakcje krzyzowe. Metody biologiczne
shuza jako testy referencyjne oraz umozliwiaja okres-
lanie aktywnos$ci biologicznej badanych toksyn lub
antytoksyn [23, 31].

Szybka diagnostyka w przypadku zatrucia jadem
kietbasianym ma decydujace znaczenie dla natychmias-
towego podania choremu typowo swoistej surowicy
antytoksycznej. W ostatnim czasie coraz czgsciej do
laboratoryjnego potwierdzania botulizmu stosuje si¢
metody biologii molekularnej takie jak. PCR, mul-
tiplex PCR, czy PCR w czasie rzeczywistym (real-time
PCR) [10, 13, 15, 23]. Skrocenie czasu diagnozy do
kilku godzin umozliwia takze odczyn immunoenzy-
matyczny (ELISA), odczyn hemaglutynacji posrednie;j
(HAp) lub odczyn immunofluoroscencyjno-adsorpcyj-
ny (IFOA). Charakteryzuja si¢ one wysoka czuto$cia
1 swoisto$cia, prostota wykonania i interpretacji wy-
nikow, czas oczekiwania na wynik wynosi kilka go-
dzin. Najczesciej stosowane sa testy ELISA, ktérych
czuto$¢ w porownaniu do proby biologiczne;j jest 10 do
100 razy mniejsza [6, 28].

5.1. Zastosowanie metod biologii molekularnej

Proba biologiczna na zwierzgtach laboratoryjnych
pozostaje referencyjna metoda wykrywania toksyn
botulinowych. Konwencjonalne metody wykrywania
1 identyfikacji C. botulinum coraz czgsciej sa zastg-
powane przez metody biologii molekularnej oparte na
analizie DNA. Najczesciej stosowana jest reakcja tan-

cuchowej polimerazy lub hybrydyzacja DNA. Niewat-
pliwa zaleta tych metod jest czuto$¢ i specyficznosé
oraz mozliwo$¢ szybkiego uzyskania wynikow, w po-
réwnaniu z proba biologiczna lub metodami hodow-
lanymi [16, 31].

W diagnostyce botulizmu przy pomocy technik bio-
logii molekularne wykrywane sa specyficzne fragmen-
ty gendw odpowiedzialne za wytwarzanie neurotok-
syn. Natomiast nie bada si¢ aktywnosci neurotoksyn
w badanych prébkach, co w niektdrych przypadkach
moze stanowi¢ wadg stosowania tych metod. Metody
biologii molekularnej sa bardzo skuteczne w badaniu
przesiewowym kolonii bakteryjnych lub préobek pod-
danych przednamnazaniu na podiozach ptynnych.
W wigkszo$ci metod opartych na reakcji PCR wykry-
wa si¢ obecno$¢ fragmentu jednego z siedmiu genow
kodujacych neurotoksyny. Opracowano takze metode
multiplex PCR pozwalajaca na wykrywane w jednej
reakcji az czterech toksyn: A, B, E oraz F, co skraca
czas oczekiwania na wynik oraz obniza koszty od-
czynnikow [16, 31].

Liczba komorek lub spor C. botulinum w badanych
probkach moze by¢ bardzo niska, co moze nawet unie-
mozliwi¢ uzyskanie pozytywnego wyniku amplifikacji
DNA. Dla podwyzszenia czuto$ci reakcji PCR stoso-
wany jest czesto etap przednamnazania umozliwiajacy
germinacj¢ spor i zwigkszenie liczby komorek C. botu-
linum w badanej probce. Ustalajac temperature przed-
namnazania nalezy pamigta¢, ze optymalna tempera-
tura inkubacji dla szczepow C. botulinum z grupy |
wynosi od 35 do 37°C, natomiast dla grupy Il od 26 do
30°C. Mozliwe jest zastosowanie w procesie przednam-
nazania dwoch roznych temperatur. Czas przednamna-
zania powinien by¢ optymalizowany dla poszczegodl-
nych rodzajow probek oraz stosowanego podioza. Zbyt
krotki czas przednamnazania moze powodowac nad-
mierne namnozenie innych bakterii zanieczyszczaja-
cych probke. Z kolei zbyt dtuga inkubacja moze po-
wodowac lize komoérek C. botulinum lub sporulacje.
Optymalne wydaje si¢ zastosowanie reakcji PCR w cia-
gu kilku kolejnych dni przednamnazania [30].

Czutos¢ wykrywania C. botulinum w reakcji PCR
oraz hybrydyzacji DNA w probkach takich jak kal,
krew 1 probki zywnosci moze by¢ znacznie obnizona.
Niektore substancje obecne w tego rodzaju probkach,
takie jak: sole kwasow zolciowych, immunoglobuliny,
krew oraz biatko i tluszcz obecne w zywnos$ci, moga
hamowa¢ przebieg reakcji amplifikacji DNA lub zna-
czaco zmniejszaé jej czuto$é. Wigksza czutos$¢ jest
osiagana przy stosowaniu jako matrycy DNA wyizo-
lowanego z wyhodowanych kolonii bakteryjnych.
Takze technika nested-PCR cechuje si¢ wigksza czu-
lo$cia oraz umozliwia ona skrocenie lub calkowitg
eliminacj¢ etapu przednamnazania, cz¢sto stosowane-
go w konwencjonalnej reakcji PCR [30].
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6. Wystepowanie bakterii w naturze, zrédla zatrucia

Jak juz wspomniano C. botulinum i jego forma
przetrwalna sa rozpowszechnione w naturze. Wyste-
puja w ziemi uprawnej i lesnej, w osadach i mutach
strumieni wodnych, rzek, jezior, w przybrzeznych wo-
dach morz i oceanéw. Sa obecne w przewodzie pokar-
mowym krabow, migczakéw, ryb oraz ssakdéw. Prak-
tycznie kazda zywno$¢ moze by¢ zanieczyszczona
laseczkami C. botulinum i jezeli nie zostanie poddana
zabiegom, w trakcie ktorych spory tych bakterii gina,
wowczas w trakcie jej przechowywania, w sprzyja-
jacych warunkach temperaturowych (patrz tabela I,
klostridia z II-giej grupy zdolne sa do namnazania si¢
w temperaturze lodowki) i pH powyzej 4,6 moze
dochodzi¢ do germinacji spor, namnazania si¢ bakterii
i produkcji toksyny. Jezeli taka zywnos$¢ przed spozy-
ciem nie zostanie poddana obrobce cieplnej inaktywu-
jacej jad kietbasiany (minimum: ogrzewanie w tem-
peraturze 80°C przez 10 minut, a najlepiej gotowanie
przez 20 minut), wowczas dochodzi do botulizmu.
Toksyna botulinowa byta wykrywana w wielu roznych
produktach zywno$ciowych, jak np.: puszkowanej ku-
kurydzy, papryce, zielonej fasoli, rdznego typu zupach,
miodzie, pieczarkach, dojrzatych oliwkach, szpinaku,
rybach, migsie i przetworach drobiowych, konserwach
migsnych, szynce, kietbasie, faszerowanych jajach,
homarach, wedzonych i solonych rybach [1, 6, 30].

Wystepowanie botulizmu w poszczegoélnych kra-
jach na §wiecie jest zroznicowane, ale ogolnie niskie
w poréwnaniu do innych intoksykacji i toksykoin-
fekcji pokarmowych. Na czgsto§¢ zatru¢ maja wplyw
regionalne przyzwyczajenia zywieniowe, dostgpnosé
zywnosci, co powoduje, ze nie jest ona przetwarzana
i przechowywana w warunkach domowych, przemys-
lowe przetwarzanie zywnoS$ci i nadzor nad jej pozy-
skiwaniem, przetwarzaniem i dystrybucja [1]. Wspo6l-
ny rynek krajow EU powoduje, ze nastgpuje wolny
przeptyw zywnosci pomigdzy krajami cztonkowskimi.
Zywno$¢ importowana do krajéw EU musi odpowia-
da¢ wymaganiom jakoSciowym i prawnym ustanowio-
nym przez kraje Wspolnoty Europejskiej. To powodu-
je, ze do zatru¢ produktami przetworzonymi w sposob
przemystowy dochodzi stosunkowo rzadko, czesciej
natomiast produktami przetwarzanymi i przechowy-
wanymi w warunkach domowych. W Europie zrédltem
zatru¢ jadem kielbasianym sa glownie przetwory do-
mowe zawierajace migso, natomiast w Stanach Zjed-
noczonych przetwory domowe przygotowane z pro-
duktéw pochodzenia roslinnego zanieczyszczonych
przetrwalnikami C. botulinum. Przetwory domowej
produkcji przygotowywane w niewlasciwy sposob
znacznie czgsciej sa zrodtem C. botulinum, niz zywosc¢
produkowana na masowa skalg. W technologii pro-
dukcji konserw jednym z krytycznych punktéw jest

inaktywacja spor C. botulinum przez ogrzewanie
w wysokiej temperaturze. W warunkach domowych
nie zawsze jest osiagana odpowiednia temperatura lub
ogrzewanie jest zbyt krotkie. W takich przypadkach
laseczki jadu kietbasianego moga by¢ obecne prze-
tworach i wytworzy¢ toksyng. Aby zmniejszy¢ pra-
wdopodobienstwo zatrucia nalezy przetwory domowe
ogrzewac bezposrednio przed spozyciem [1, 6, 30].

W ostatnich latach notowane sa réwniez przypadki
botulizmu zwiazanego ze spozyciem zywnosci produ-
kowanej przemystowo (Tab. II). Jak juz wspomniano
wczesniej, szczepy C. botulinum zaliczane do grupy I
i Il roznia si¢ wlasciwosciami fizjologicznymi (Tab. I).
Przypadki botulizmu odnotowane w wyniku spozycia
zywnosci produkowanej przemystowo spowodowane
sa nieproteolitycznymi szczepami zaliczanymi do
II grupy, zdolnymi do namnazania si¢ w temperaturze
okolo 3°C. Wzrost liczby przypadkow zatru¢ jadem
kietbasianym po spozyciu zywosci produkowanej
przemystowo jest spowodowany pewnymi zmianami
w metodach produkcji zywnosci [35]. Przez konsu-
mentéw pozadane jest, aby produkty zywnosciowe
byly przetworzone oraz poddane dziataniu §rodkow
konserwujacych w jak najmniejszym stopniu. Z tego
powodu czgsto procesy technologiczne ograniczaja
si¢ jedynie do schtodzenia produktu i pakowania
w atmosferze dwutlenku wegla. Chtodziarki na etapie
dystrybucji zywnos$ci oraz w domach konsumentow
czesto zapewniaja jedynie temperaturg 10°C, w ktorej
spory C. botulinum z grupy Il moga ulega¢ germi-
nacji. Ponadto pakowanie produktow spozywczych
w atmosferze dwutlenku wegla sprzyja przezywaniu
laseczek jadu kietbasianego. Innym czynnikiem umoz-
liwiajacym przezywanie C. botulinum procesu prze-
twarzania zywnosci jest ogrzewanie produktéw w niz-
szych zakresach temperatur, ktore nie dzialaja bojczo
na spory tych bakterii. Stosowanie niskich temperatur
wynika z preferencji konsumentow do minimalizo-
wania zmiany cech organoleptycznych, co dzieje sig
w wyniku oddziatywania wysokiej temperatury. Nie
ma ustalonych wytycznych dotyczacych czasu i tem-
peratur ogrzewania produktéw zywno$ciowych o nis-
kim stopniu przetworzenia, ktére zapewniatyby znisz-
czenie spor C. botulinum. Cieptooporno$¢ spor zalezy
bowiem od sktadu poszczegolnych produktow. Z tego
powodu opracowanie uniwersalnych norm jest nie
mozliwe. Zalecana metoda zapobiegajaca namnazaniu
si¢ C. botulinum w zywnos$ci produkowanej prze-
mystowo jest zapewnienie podczas produkcji i dystry-
bucji temperatury ponizej 3sC [1, 30, 35].

W Polsce przypadki zatrucia jadem kietbasianym
u ludzi odnotowywane sg od 1952 roku. Czgstos$¢ wy-
stepowania botulizmu w latach 60-tych i 70-tych byla
wysoka. Podobnie bardzo wysoka czgstos¢ wystepo-
wania botulizmu miata miejsce w okresie przeobrazen
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Tabela 11

Przypadki botulizmu zwiazanego ze spozyciem zywnosci produkowanej przemystowo, wywotane
przez szczepy C. botulinum z grupy 11

. Liczba przypadkow Rodzaj zywnosci e
Rok Kraj (liczb: zg(r))n()w) (Typ c boytulinum) Pismiennictwo

1980-2002 | Gruzja 85 Ryba wedzona (E) [31]
1990 USA 3 Jesiotr (B) [31]
1991 Egipt 91 Solony kietb, niewytrzewiony (E) [40]
1992 USA 3 Solona ryba, niewytrzewiana (E) [31]
1996 Wtochy 8 (1) Ser mescarpone (A) [3]
1997 Hiszpania 3 Szparagi w puszce (B)
1997 Niemcy 2 Ryba wedzona (E) [26]
1997-2003 | Norwegia 9 Fermentowana ryba (,,rakfish”, E) [31]
1998 Japonia 6 Solone oliwki (B) [31]
1999 Maroko 78 (20) Mortadela (B) [31]
1999 Rosja 72 Ryba (NB) [31]
2002 RPA 2(2) Sardynki z puszki (A) [19]
2003 Francja 4 Koszerne kietbaski wotowe i drobiowe (B) [31]
2004 Rosja 10 (1) Ryba wedzona (NB) [31]
2004 Rosja 4 (1) Ryba suszona (NB) [31]
2004 Ukraina 6 Ryba suszona (NB) [31]
2009 Francja 3 Ryba wedzona (E) [25]

(NB) — nie badano

spolecznych i braku zywnosci w latach 80-tych. Dla
przyktadu w 1964 roku odnotowano 201 przypad-
kéw botulizmu (wspoétczynnik zapadalnosci 0,6 na
100 000 o0s6b), a w roku 1982 odnotowano 738 zacho-
rowan (wspolczynnik zapadalnosci 2 na 100 000 osob).
W latach 1988—-1998 odnotowano okoto 2000 przy-
padkow zachorowan na botulizm, i byla to znacznie
wigksza liczba w poréwnaniu do innych krajow euro-
pejskich, jak np.: Wlochy (412 przypadkdéw), Niemey
(177 przypadkéw), Hiszpania (92 przypadki). Od
1991 roku obserwuje sig¢ tendencj¢ spadkowa wystg-
powania botulizmu w Polsce, ktéra utrzymuje si¢ do
czasow obecnych, w 2004 roku odnotowano 53 przy-
padki choroby a w 2005 roku 46 przypadkow (wspot-
czynnik zapadalnosci 0,12 na 100 000 oséb), co pra-
wdopodobnie wynika z lepszego zaopatrzenia rynku
w zywnos¢ 1 podniesienia standardow zycia [6, 23, 34].

Dobra sytuacja epidemiologiczna nie powinna jed-
nak usypia¢ czujnosci w kontrolowaniu tej choroby,
poniewaz zmieniajace si¢ zwyczaje zywieniowe pole-
gajace na spozywaniu pokarméw minimalnie przetwo-
rzonych a wigc potencjalnie zanieczyszczonych spo-
rami C. botulinum, moga doprowadza¢ do pojawienia
si¢ wigkszej liczby zatrug.

Nowym zjawiskiem w epidemiologii botulizmu
jest wzrost przypadkow botulizmu przyrannego u 0sob
stosujacych narkotyki [11]. Najwigcej przypadkoéw
jest zwiazanych z domig$niowymi lub podskornymi
wstrzyknigciami heroiny. Mozliwe jest rOwniez wysta-
pienie objawow botulizmu po wdychaniu heroiny.

Osoby przyjmujace narkotyki droga wziewna maja
czesto uszkodzona bong §luzowa nosa lub zatok przy-
nosowych, przez ktéra bakterie moga tatwo wnikac
do organizmu. Do zanieczyszczenia heroiny przez
C. botulinum moze dochodzi¢ na kazdym etapie pro-
dukcji. Heroina jest stabo rozpuszczalna w wodzie,
dlatego przed wstrzyknigciem rozpuszcza si¢ ja w sta-
bym roztworze kwasu cytrynowego i ogrzewa. Ogrze-
wanie stymuluje wytwarzanie spor, jednoczes$nie zabija
wigkszo$¢ innych bakterii zanieczyszczajacych heroi-
ng, mogacych ,.konkurowac¢” z C. botulinum w wy-
wolaniu infekcji. Wielokrotnie powtarzane iniekcje
domigsniowe powoduj¢ uszkodzenie i bliznowacenia
tkanki mig$niowej oraz miejscowe zmniejszenie prze-
pltywu krwi. W takiej sytuacji dochodzi do tworzenia
ropni, w ktorych panuja warunki beztlenowe, sprzyja-
jace rozwojowi C. botulinum [2, 5, 11, 20].

Najwiecej przypadkow botulizmu u 0séb wstrzy-
kujacych sobie narkotyki stwierdza si¢ w Stanach
Zjednoczonych, w 2000 roku byto to 90% przypad-
kéw odnotowanych w catym $wiecie. Podobne zja-
wisko wystepuje takze w Europie: w takich krajach jak
Anglia, Irlandia, Szwajcaria oraz Norwegia, w ktorych
stwierdza si¢ coraz wigksza liczbe przypadkoéw bo-
tulizmu przyrannego u oséb stosujacych narkotyki.
W Stanach Zjednoczonych notuje si¢ rocznie okoto
110 przypadkdéw botulizmu przyrannego, co stanowi
okoto 30-40% wszystkich zatru¢ jadem kietbasianym.
W Anglii i Irlandii w latach 2000-2001 rozpoznano
10 przypadkéw botulizmu przyrannego, w roku 2002
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— 23 przypadki, w 2003 — 15 przypadkoéw oraz w roku
2004 — 40 przypadkow. W Niemczech w roku 2006
potwierdzono laboratoryjnie botulizm przyranny u 4 pa-
cjentow [2, 5, 20].

7. Podsumowanie

Zauwazalne zmiany w epidemiologii botulizmu
u ludzi pozwalaja przypuszczaé, ze w najblizszych
latach mozna spodziewac si¢ wzrostu liczby przypad-
koéw zatrué jadem kietbasianym po spozyciu zywnoS$ci
produkowanej przemystowo oraz w grupie ludzi stosu-
jacych narkotyki. Nie mozna wykluczy¢ takze zatrué
wywolanych przetworami domowymi. Szczegdlnie
latwy obecnie przeplyw towaroéw i ludzi, moze przy-
czyni¢ si¢ do wystapienia zatru¢ nietypowym dla
danego terenu produktem zywno$ciowym lub typem
C. botulinum. Szczegdlna uwage nalezy zwroci¢ na
bezpieczenstwo konsumentéw zywnosci niskoprzetwo-
rzonej, ktdra moze by¢ zrédlem szczepdéw C. botuli-
num nalezacych do grupy I1.

Kliniczne przypadki botulizmu wystgpuja stosun-
kowo rzadko, co moze dodatkowo utrudniaé prawi-
dtowe rozpoznanie i opozniaé decyzj¢ co do podjecia
leczenia. Niektore kraje, jak np.: Francja nie produku-
ja juz antytoksyny botulinowej, ze wzgledu na wyso-
kie koszty produkcji. Biorac pod uwaga zagrozenie dla
zycia ludzi, ostatnio styszy si¢ propozycje utworzenia
dziatajacego na wzor CDC w Stanach Zjednoczonych,
w catej Europie osrodka do spraw rozpoznawania i le-
czenie botulizmu.
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1. Wprowadzenie

Bakterie z rodzaju Lactobacillus to Gram-dodatnie,
katalazoujemne, niesporujace pateczki badz ziarniako-
pateczki o wymiarach 0.5-1.2x1-10 um, beztlenowe
lub mikroaerofilne, nalezace do grupy bakterii fermen-
tacji mlekowej — LAB (Lactic Acid Bacteria) [29, 52].
Rodzaj Lactobacillus obejmuje znacza liczbg gatunkow,
ktoére wykazuja duzy stopien zréznicowania [95]. Obec-
nie do rodzaju Lactobacillus zaliczanych jest 145 gatun-
kéw 1 27 podgatunkéw [28, 33]. Na podstawie podo-
bienstwa sekwencji gendw 16S rRNA zostato wyodreb-
nionych pig¢ grup filogenetycznych: L. acidophilus,
L. salivarius, L. reuteri, L. buchneri i L. plantarum [85].

Pateczki Lactobacillus powszechnie wystepuja
w wielu srodowiskach, tam gdzie dostepne sa weglo-
wodany np.: w szczatkach roslinnych lub psujacych
si¢ owocach [11, 29]. Stosowane sa w procesach fer-
mentacyjnych m.in. jako starterowe kultury baktery;j-
ne do produkcji zywnosci fermentowanej, takiej jak
produkty mleczne, kiszonki, napoje, owoce, warzywa
1 migso. Zapewniaja wlasciwy przebieg procesu zaki-
szania pasz zwierz¢cych. Dodatkowo stanowia bardzo

wazny element naturalnej bioty ludzi i zwierzat, kolo-
nizujacej ich przewod pokarmowy i uktad moczowo-
ptciowy [29, 77].

Bakterie fermentacji mlekowej sa sktadnikiem pro-
biotykow, czyli preparatéw lub produktow zywnoscio-
wych zawierajacych kultury zywych mikroorganizmow,
ktore podane czltowickowi i zwierzgtom wywieraja
korzystny wplyw na organizm gospodarza poprzez
poprawe rownowagi bioty jelitowej [31]. Szczepy
z potwierdzonymi wlasciwo§ciami probiotycznymi sto-
sowane w komercyjnych produktach zywno$ciowych
naleza do gatunkow L. rhamnosus, L. acidophilus,
L. casei, L. reuteri i L. fermentum [77].

Pateczki z rodzaju Lactobacillus uwazane sa za
mikroorganizmy niepatogenne. Pomimo, ze posiadaja
status GRAS (Generalny Recognised As Safe) zano-
towane zostaty przypadki ich izolacji od pacjentow
z obnizona odpornoscia, u ktorych wystapity zakazenia
oportunistyczne, takie jak zapalenie wsierdzia, bakterie-
mia, zakazenia drég moczowych, zapalnie bton §luzo-
wych macicy, zapalenie opon mézgowych czy glebokie
ropnie i ropniaki. Jednak w zadnym z tych przypadkow
rola bakterii Lactobacillus w patogenezie zakazen nie

* Autor korespondencyjny: Katedra Nauk Przedklinicznych, Zaktad Bakteriologii i Biologii Molekularnej, Wydziat Medycyny
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zostata potwierdzona. Stwierdzono, ze ich obecnosé
w ukladzie krwiono$nym moze wynika¢ z niepra-
widtowej higieny jamy ustnej, zle przeprowadzonych
zabiegdw stomatologicznych, uszkodzenia przewodu
pokarmowego lub operacji [2, 14, 41].

Bakterie te, ze wzgledu na fermentacyjny metabo-
lizm, zostaty podzielone na 3 grupy. Pierwsza z nich
to szczepy obligatoryjnie homofermentatywne, ktore
w wyniku fermentacji cukrow produkuja kwas mleko-
wy. Druga grupa to szczepy fakultatywnie heterofer-
mentatywne, ktore podczas fermentacji cukrow moga
produkowaé sam kwas mlekowy lub jeszcze dodatko-
wo kwas octowy, etanol i dwutlenek wegla. Natomiast
trzecia grupa to szczepy obligatoryjnie heterofermen-
tatywne, ktore fermentuja cukry do kwasu mlekowego,
kwasu octowego, etanolu i CO, [8, 71, 95].

2. Struktura genomu i plazmidy

Najlepiej poznanym przedstawicielem rodzaju Lac-
tobacillus jest L. plantarum WCFS1, ktorego genom
ma wielko$¢ 3308274 pz, z 3052 otwartymi ramka-
mi odczytu 1 zawartos$cia par zasad G+C wynoszaca
44,5% [51].

Zastosowanie techniki PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis) dostarczyto pierwszych szacunkowych
ocen wielkoséci chromosomalnego DNA u bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus [19, 50]. Badania Roussell’a
1 wsp. pozwolity na okreslenie wielko$ci genomu szcze-
pow L. gasseri i L. acidophilus, ktoére odpowiednio wy-
nosza 1 850 000 pz i 2 000 000 pz [79]. Sa to relatyw-
nie mate genomy, jesli poréwna si¢ je z genomami bak-
terii, takich jak E. coli (4 700 000 pz), Bacillus cereus
(5700000 pz) czy Salmonella enterica (4 800 000 pz).

Mniejsze rozmiary genomu bakterii Lactobacillus,
szczegolnie tych wystepujacych w przewodzie pokar-
mowym, moga wynika¢ z ich przystosowania do
naturalnych miejsc bytowania, bogatych w sktadniki
odzywcze, w ktorych wiele genow dla szlakoéw biosyn-
tetycznych stato si¢ niepotrzebnych. Morishita
i wsp. wykazali, ze takie szczepy Lactobacillus moga
nies¢ mutacje hamujace biosyntez¢ aminokwasow
(te szczepy przestaja by¢ prototrofami). Mogly one
rowniez wyeliminowaé ze swojego genomu geny nie-
ktorych szlakow biosyntetycznych, jako rezultat ewo-
lucji w srodowiskach bogatych w sktadniki odzywcze
[50, 64]. Zmiany w genomach powstajace podczas
adaptacyjnej ewolucji bakterii w réoznych Srodowis-
kach, moga cz¢$ciowo tlumaczyé heterogeniczno$é
rodzaju i r6znorodno$¢ w obrebie gatunku [50].

Plazmidy to pozachromosomowe ruchome elemen-
ty genetyczne, zdolne do autonomicznej replikacji i sta-
bilnego utrzymywania si¢ w komorce gospodarza, nie-
zawierajace genow metabolizmu podstawowego. Moga

one nies¢ geny opornosci na antybiotyki, geny kodu-
jace bakteriocyny i enzymy szlakéw metabolicznych
czy geny warunkujace zdolno$¢ do koniugacji [101].

Pierwsze plazmidy w komorkach bakterii Lactoba-
cillus zostalty odkryte u szczepu Lactobacillus casei
przez Chassy’ego iwsp. w 1976 roku [17]. W ko-
lejnych latach pojawito si¢ wiele prac dotyczacych
plazmidow obecnych w komorkach tych bakterii, wy-
izolowanych z materiatu roslinnego [23], migsa [3],
kiszonek [39], zakwasu [58, 94] i przewodu pokar-
mowego [47, 56]. Z badan tych wynika, ze wiele
gatunkow pateczek Lactobacillus, cho¢ nie wszystkie,
posiada jeden lub wigcej plazmidow (zazwyczaj od
1 do 10) [72, 100]. Jedynie w przypadku szczepow
Lactobacillus plantarum wykazano obecno$¢ plaz-
midow we wszystkich szczepach, pomimo, ze izolo-
wane byly z roznych $rodowisk [39, 48]. Dodatkowo
Ruiz-Barba i wsp. odkryli, Zze szczep L. planta-
rum LPC25 niesie az 16 plazmidow [81].

Okoto 38% gatunkow nalezacych do rodzaju Lac-
tobacillus zawiera plazmidy, ktorych wielkos¢ waha
si¢ od 1200 pz do 1690 pz [71, 100]. U wigkszos-
ci gatunkow wystepuja mate plazmidy o wielkosci
ponizej 10000 pz. [100]. Duze plazmidy (powyzej
100000 pz) zostaly odkryte u szczepoéw: L. acidophilus
(pPM68, 110000 pz), L. gasseri CNRZ222 (150000 pz),
L. plantarum (dwa plazmidy: 108000 pz i 169000 pz)
[59, 65, 79].

Przewazajaca wigkszo$¢ plazmidéw znalezionych
u bakterii Lactobacillus to mate plazmidy kryptyczne.
Cze$¢ z nich zostala zsekwencjonowana i stwierdzono,
ze koduja one jedynie biatka niezbedne do ich repli-
kacji. Naleza do nich plazmidy wystepujace u szcze-
pow: L. plantarum (pAl, pLP1, p8014-2, pC30il,
pLB4), L. pentosus (p353-2), L. helveticus (pLJ1),
L. hilgardii (pLAB1000) [50, 72].

Istnieja rowniez plazmidy, ktorych obecnos¢ warun-
kuje specyficzne wlasciwos$ci bakterii. Takie plazmidy
niosa ze sobg geny kodujace metabolizm glukozy [57]
i innych weglowodanéw [18], aminokwasow [87],
produkcje N-acetyl-glukozaminy [93], opornos¢ na
antybiotyki [6], produkcj¢ bakteriocyn i oporno$¢ na
bakteriocyny [65] oraz wytwarzanie §luzu [3].

Znaczna wigkszo$¢ plazmidoéw, zlokalizowana
w szczepach dzikich, jest segregacyjnie stabilna i ho-
dowla takich szczepéw w warunkach laboratoryjnych
nie ma widocznego wplywu na obecnos¢ tych struktur
w komorkach bakterii [72]. Jednym z wyjatkow sa
plazmidy wystepujace u szczepoéw nalezacych do ro-
dzaju Lactobacillus, na ktoérych stabilno$¢ ma wplyw
wiele czynnikow, takich jak stosowanie antybiotykow,
podtoza, temperatura inkubacji, czy tez sposob prze-
chowywania komorek [100].

Badania Sinha wykazaly, Ze na stabilno$¢ plaz-
midéw maja wptyw warunki hodowli. Przedmiotem
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jego badan byt szczep L. plantarum caTC2, niosacy
trzy plazmidy (6500, 8500, 10600 pz), ktory byt ho-
dowany na réznych podtozach zawierajacych 2% glu-
kozy, maltozy lub laktozy, w temperaturze 30°C i 21°C
przez 7 dni. Autor stwierdzit, ze szczep hodowany na
podtozu z laktoza w temperaturze 21°C utracit jeden
z plazmidow (8500 pz) [89, 90]. Z kolei badania
Von Husby i Nes ujawnity, ze przechowywanie
przez 7 lat szczepu L. plantarum DSM1959, majacego
sze$¢ plazmidow, spowodowato utratg dwoch z nich
(pNI2 i pNI3) oraz pojawienie si¢ jednego nowego
(pNI5) [99]. Dodatkowo niektore cechy przekazywane
przez plazmidy, takie jak wykorzystanie maltozy czy
galaktozy, moga by¢ dziedziczone niestabilnie [44, 57].

Wzgledna niestabilno$¢ charakteryzujaca duze plaz-
midy nie zostata stwierdzona w odniesieniu do matych
kryptycznych plazmidéw. W szczepach L. plantarum
i L. pentosus zostaly odkryte takie plazmidy, ktore nie
moga by¢ wyeliminowane przez hodowlg w subletal-
nych temperaturach lub w obecnosci akryflawiny czy
nowobiocyny, a wigc w warunkach zwykle stosowa-
nych do leczenia wigkszosci szczepdéw z plazmidow
[12, 53]. Obecno$¢ tych matych plazmidow moze
dawac¢ szczepom selekcyjna przewage nad szczepami
pozbawionymi tych struktur w warunkach pozalabo-
latoryjnych, mimo, ze nie koduja one gendw waznych
dla komorki [72].

3. Bakteriocyny

Bakterie kwasu mlekowego odgrywaja zasadnicza
role w procesach fermentacji zywno$ci. Sa one alter-
natywa dla chemicznych konserwantow spozywczych,
od kiedy wiadomo, ze ich komoérkowe metabolity, takie
jak: kwasy organiczne (gldwnie kwas mlekowy i octo-
wy), nadtlenek wodoru oraz bakteriocyny, hamuja
wzrost bakterii patogennych i organizmow zanieczysz-
czajacych zywnos$¢ i powodujacych jej psucie [20].

Doskonatym przyktadem szczepoéw wytwarzajacych
naturalne konserwanty spozywcze sa pateczki z ro-
dzaju Lactobacillus, licznie zasiedlajace przewod
pokarmowy ludzi i zwierzat. Wprowadzenie bakterii
do uktadu pokarmowego gospodarza, pozwala skutecz-
nie regulowac sklad bioty jelitowe;j, stymulowa¢ uktad
odpornosciowy i usprawni¢ perystaltyke jelit.

Bakteriocyny to niskoczasteczkowe zwiazki che-
miczne zbudowane z prostych peptydow lub komplek-
sow polipeptydow, wykazujace whasciwosci antybakte-
ryjne, zazwyczaj wobec gatunkéw blisko spokrew-
nionych z producentem [42]. Produkowane sa przez
bakterie Gram-dodatnie, takie jak: Lactobacillus, Lac-
tococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Propionibacte-
rium, Enterococcus oraz bakterie Gram-ujemne, takie
jak: E. coli, Pseudomonas [11]. Bakterie te sa oporne

na wytwarzang przez siebie bakteriocyng, poniewaz
dodatkowo koduja bialka blokujace aktywnos$¢ bak-
teriocyny we wngtrzu komorki bakterii.

Bakteriocyny produkowane przez pateczki Lac-
tobacillus byty obiektem badan w okresie minionych
dziesigcioleci. Szczegdlna uwagg poswigcono tym
szczepom Lactobacillus, ktéore stosowano do pro-
dukcji fermentowanej zywnosci, gtdéwnie produktow
z mleka, migsa i warzyw. Badania Barefoota
i Klaenhammera wykazatly, ze 63% z 52 prze-
badanych szczepow L. acidophilus produkuje bak-
teriocyny [10]. Wytwarzane przez nie bakteriocyny
hamowaty rozwdj blisko spokrewnionych szczepow
Lactobacillus (L. helveticus, L. lactis, L. acidophilus,
L. fermentum) oraz Enterococcus faecalis [50].

4. Klasyfikacja bakteriocyn wytwarzanych
przez bakterie Gram-dodatnie

Bakteriocyny produkowane przez bakterie Gram-
dodatnie po raz pierwszy zostaty sklasyfikowane przez
Klaenhammera w 1993 roku [49]. Klasyfikacja
ta byta wielokrotnie modyfikowana i obecnie uwzgled-
nia si¢ cztery gtowne klasy bakteriocyn, w obrgbie
ktorych utworzone zostaty podklasy [5, 38, 67].

Klasa I obejmuje lantybiotyki, bedace temostabil-
nymi peptydami o masie czasteczkowej ponizej 5 kDa.
Zawieraja one w sktadzie nietypowe aminokwasy, takie
jak lantionina lub 3-metylolantionina. Podzielono je
na dwa typy. Do typu A naleza liniowe peptydy obda-
rzone dodatnim tadunkiem, o masie czasteczkowej od
2,164 do 3,488 kDa, ktorych mechanizm dziatania
polega na tworzeniu porow w blonie komoérkowej
bakterii. Typ B to bakteriocyny o budowie cyklicznej,
majace fadunek ujemny lub pozbawione tadunku, o ma-
sie czasteczkowej od 1,959 do 2,041 kDa [42].

Do klasy II naleza bakteriocyny nielantybiotyko-
we, ktore nie zawieraja w swoim sktadzie lantioniny.
Sa to termostabilne peptydy o masie czasteczkowe;j
ponizej 10 kDa. Na podstawie roznic w ich budowie
wyodrebnione zostaly trzy podklasy. Do podklasy Ila
zalicza si¢ pedicynopodobne bakteriocyny o silnej
aktywnos$ci wobec bakterii z rodzaju Listeria. Pod-
klasa IIb obejmuje bakteriocyny dipeptydowe, ktore
do uzyskania petnej aktywnosci antybakteryjnej wyma-
gaja dziatania kompleksu ztozonego z dwoch peptydow.
Do podklasy Ilc naleza bakteriocyny wydzielane na
drodze sekrecji typu Sec.

Klasa III skupia bakteriocyny o duzej masie czas-
teczkowej (>30 kDa), termolabilne, produkowane gtow-
nie przez bakterie z rodzaju Lactobacillus [20, 42, 69].

Klasa IV obejmuje bakteriocyny, ktére do uzyska-
na pelnej aktywnosci wymagaja obecnosci czgsci lipi-
dowej lub weglowodanowej w czasteczce. Istnienie
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czwartej klasy zostalo stwierdzone w wyniku obser-
wacji, ze aktywno$¢ niektorych bakteriocyn jest nisz-
czona przez dziatanie enzymow glikolitycznych lub
lipolitycznych [42, 43, 84].

5. Organizacja operonu biosyntezy bakteriocyn

Geny kodujace produkcjg bakteriocyn zorganizowa-
ne sa w postaci operonowych klastréw. Najprostszy
klaster zbudowany jest z co najmniej dwoch genow:
genu kodujacego biatko strukturalne — bakteriocyng
oraz genu kodujacego bialko opornosci na nia. Taka
budowa operonu, ztozonego tylko z dwdch gendw,
charakterystyczna jest dla bakteriocyn klasy Ilc, wy-
dzielanych na drodze sekrecji z udziatem bialek Sec,
do ktorych nalezy diwergicyna A, produkowana przez
Carnobacterium divergens [26, 102].

W wigkszo$ci przypadkow, wydzielanie bakteriocyn
wymaga specyficznego mechanizmu eksportowego,
ktéry podlega wielu czynnikom regulacyjnym, co czy-
ni taki operon duzo bardziej skomplikowanym. Ogolna
organizacja genow biosyntezy bakteriocyn klasy Ila
i IIb jest bardzo podobna i sprowadza si¢ do uktadu
zlozonego z strukturalnego genu kodujacego peptyd
prekursorowy, genu opornosci, genow ABC-transpor-
tera (ATP-binding cassette) oraz biatka pomocniczego.
W niektorych przypadkach, dodatkowo moga wystapic¢
geny regulatorowe [26].

Przyktadem bakteriocyny pedicynopodobnej, nale-
zacej do klasy Ila, jest pediocyna AcH. Zawiera ona
N-koncowy peptyd sygnalny zlozony z dwoch reszt
glicynowych, ktory jest odcinany rdwnoczesnie z se-
krecja bakteriocyny z komdrki przez ABC-transpor-
tery. Operon biosyntezy pediocyny AcH ztozony jest
z czterech gendéw: genu kodujacego pre-pediocyne
(papA), genu kodujacego biatko opornosci (papB)
oraz dwoch gendéw regulujacych mechanizm sekrecji,
niezbednych w czasie translokacji bakteriocyny przez
btong i podczas odcinania peptydu liderowego (papC
i papD) [15].

Sakacyna A, produkowana przez L. sakei, jest
rowniez pedicynopodobna bakteriocyna, jednakze jej
operon wykazuje odmienng budoweg. Ztozony jest
z dwoch czesci rozdzielonych sekwencja 157163 i skia-
da si¢ z szeSciu gendw kodujacych: pre-sakacyng
(sapA), bialko opornosci (said), kinaze histydynowa
(sapK), biatko regulatorowe (sapR), ABC-transporter
(sapT) oraz bialko transportowe (sapE) [7].

Najbardziej skomplikowana budowg operonu maja
lantybiotyki, co wynika z tego, ze jako jedyne ulegaja
calkowitej potranslacyjnej modyfikacji. Operon bio-
syntezy lantybiotykow zawiera geny kodujace: prepep-
tyd (LanA), biatka opornosci, chronigce przed dzia-
faniem bakteriocyn (Lanl/LanE/LanF/LanG), biatka

transportowe biorace udzial w wydzielaniu przez bto-
ng¢ — ABC-transportery (LanT), proteinazg odcinajaca
peptyd liderowy (LanP), enzymy odpowiedzialne za
modyfikacje (LanB, C/LanM) oraz biatka regulato-
rowe (LanK, R) [84].

6. Lokalizacja operonu biosyntezy bakteriocyn

Synteza bakteriocyn zachodzi pod kontrola gendéw
zlokalizowanych na bakteryjnym chromosomie, na
plazmidach lub na transpozonach (zaréwno na plaz-
midzie, jak i w chromosomie).

Chromosomalna lokalizacja operonu zostata po-
twierdzona dla bakteriocyn klasy I: mutacyny II i mu-
tacyny Il (Streptococcus mutant), saliwarycyny A
(Streptococcus salivarius) oraz klasy II: enterocyny A
i B (Enterococcus faecium), diwercyny V41 (Carno-
bacterium divergens), laktacyjny F (L. johnsonii) oraz
plantarycyny A i S (L. plantarum) [4, 25, 26, 30, 43,
68, 73, 74, 78, 102].

Znacznie czeSciej operony bakteriocyn zlokalizo-
wane sa na plazmidach. Taka lokalizacja sprzyja we-
wnatrz- i migdzygatunkowemu rozpowszechnianiu si¢
genow kodujacych bakteriocyny wsrdd bakterii fer-
mentacji mlekowej. Bakteriocyny kodowane przez
geny plazmidowe to: laktycyna 481 i laktycyna 3147
(L. lactis), pediocyna PA-1 i pediocyna AcH (Pedio-
coccus acidilactici), sakacyna A (L. sakei), diwergicy-
na A (Carnobacterium divergens), enterocyna P (Ente-
rococcus faecium) i inne [7, 15, 22, 26, 60, 70, 102].

Nietypowa lokalizacj¢ operonu wykazuje nielanty-
biotykowa bakteriocyna — karnobakteriocyna BM1,
produkowana przez Carnobacterium piscicola. Pod-
czas, gdy jej gen strukturalny znajduje si¢ na bakteryj-
nym chromosomie, jego ekspresja uzalezniona jest od
obecnosci plazmidu (61000 pz), ktéry zawiera geny
niezbe¢dne do transportu bakteriocyny i geny kodujace
biatka opornosci [26, 75].

7. Biosynteza bakteriocyn

Bakteriocyny syntetyzowane sa na rybosomach
w postaci prepeptydow, ktore nastgpnie sa przeksztat-
cane w dojrzale peptydy i wydzielane poza komorke
producenta za pomoca odpowiedniego mechanizmu
transportowego [66]. Produkcja bakteriocyny zwia-
zana jest z procesem wzrostu komoérek bakterii i naj-
intensywniej zachodzi w czasie fazy wzrostu logaryt-
micznego [84].

Wigkszo$¢ bakteriocyny wyposazonych jest w N-
koncowy peptyd sygnalny, ktory jest odcinany przed
lub podczas sekrecji bakteriocyny z komorki. Ogolny
szlak biosyntezy bakteriocyn sktada sig z kilku etapow:
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syntezy prepeptydu, odcigcia peptydu sygnalnego oraz
transportu zmodyfikowanego prepeptydu lub dojrza-
tego peptydu przez btong cytoplazmatyczna. Schemat
ten wykazuje pewne roznice, w zaleznosci od klasy
bakteriocyny.

Szlak biosyntezy lantybiotykow jest najbardziej
skomplikowany. Lantybiotyki réznia si¢ od innych
bakteriocyn, poniewaz jako jedyne podlegaja calko-
witym potranslacyjnym modyfikacjom, ktore dotycza
reszt seryny, treoniny i cysteiny. Zwykle hydroksy-
aminokwasy — seryna i treonina (Ser i Thr) ulegaja
dehydratacji, odpowiednio, do form didehydroalaniny
(Dha) i didehydrobutyniny (Dhb). Nastepnie o,f-nie-
nasycone reszty Dha i Dhb ulegaja reakcji substytucji
nukleofilowej grup SH z reszty cysteiny, co prowadzi
do powstania lantioniny (Lan) i 3-metylolantioniny
(MeLan), form charakterystycznych dla lantybioty-
koéw. Dodatkowo lantybiotyki w oparciu o przebieg
biosyntezy, zostaly podzielone na trzy grupy, ktore nie
maja zwiazku z opisanym wyzej podziatem na typ A
ityp B [82, 97].

Do pierwszej grupy naleza nizyna, subtilina i epi-
dermina. Biosynteza tych lantybiotykéw wymaga
obecnosci dwoch enzymow modyfikacyjnych: enzymu
LanB, bioracego udzial w reakcji dehydratacji oraz
enzymu LanC, odpowiadajacego za powstanie tioeteru
[45, 62]. Nastepnie od zmodyfikowanego prepeptydu
zostaje odcigty peptyd sygnalny (LanP), a dojrzaty pep-
tyd jest transportowany przez ABC-transpoter (LanT)
poza komorke [46, 88, 97].

Druga grupa, do ktorej naleza laktycyna 481, mu-
tacyna II i saliwarycyna A, to lantybiotyki modyfiko-
wane przez jeden enzym — LanM. Modyfikacja ta ma
miejsce rownoczesnie z transportem bakteriocyny przez
ABC-transporter [97, 98].

Do trzeciej grupy nalezy laktocyna S, stafylokok-
cyna C55 i laktycyna 3147. Ta grupa bakteriocyn row-
niez modyfikowana jest przez jeden enzym — LanM,
jednakze modyfikacja nastgpuje przed ich sekrecja, co
odrdznia je od bakteriocyn grupy drugiej [92, 97].

Bakteriocyny nalezace do klasy II, w odréznieniu
od lantybiotykow, podlegaja minimalnej modyfikacji.
Syntetyzowane sa w postaci prepeptydéw z N-konco-
wym peptydem sygnalnym, zawierajacym dwie reszty
glicynowe, odcinanym réwnoczesnie z sekrecja bak-
teriocyny z komorki przez odpowiedni ABC-trans-
porter. Wyjatek stanowia bakteriocyny klasy Ilc, ktore
wydzielane sa na drodze sekrecji przy udziale biatek
Sec [40, 84, 102].

Bakteriocyny sa czasteczkami o charakterze katio-
nowym, zawierajacymi regiony hydrofobowe Ilub/i
hydrofilowe. Wykazuja duze zréznicowanie pod wzgle-
dem dhugosci tancucha, sekwencji i sktadu aminokwa-
sOw, potranslacyjnej modyfikacji, sekrecji 1 aktywnosci
antybakteryjnej. Nie traca aktywno$ci w $rodowisku

o niskim pH, co szczegolnie dotyczy bakteriocyn kla-
sy lilla. Gonzalez i1 wsp. wykazali, ze planta-
rycyna C jest stabilna w kwasnym i neutralnym pH,
natomiast inkubacja w warunkach alkalicznego pH
powoduje jej odwracalng inaktywacje [36]. Ponadto,
bakteriocyny nalezace do wyzej wymienionych klas,
wykazuja duza termostabilno$¢ przy kwasnym pH,
ktora obniza si¢ wraz z jego wzrostem. Ze wzgledu
na swoja biatkowa nature szybko ulegaja inaktywacji
w wyniku dzialania proteaz, gldwnie trypsyny, o-chy-
motrypsyny oraz pepsyny.

8. Mechanizm dzialania bakteriocyn

Oddzialywanie bakteriocyn na komorki wrazliwe
moze mie¢ charakter bakteriobdjczy lub bakteriosta-
tyczny. Wigkszo$¢ bakteriocyn wykazuje bakterioboj-
cze dziatanie, powodujac gwaltowne zmniejszenie po-
pulacji bakterii wrazliwych.

Mechanizm dziatania bakteriocyn polega na desta-
bilizacji blony cytoplazmatycznej wrazliwych bakterii
poprzez tworzenie w niej przejsciowych kompleksow
poracyjnych i kanatow jonowych. Towarzyszy temu
bierny wyptyw matych czasteczek, takich jak: jony
potasu, magnezu i fosforu, aminokwasy i ATP. W efek-
cie dochodzi do zaburzenia potencjatu membranowe-
go, gradientu pH i zahamowania funkcji pompy proto-
nowej. Niski poziom ATP i niedobodr jonéw w komorce
prowadzi do zahamowania syntezy DNA, RNA, bia-
fek i polisacharydow. Zahamowanie aktywnego trans-
portu sktadnikow odzywczych powoduje $mier¢ ko-
morki bakteryjnej [13, 63].

Taki mechanizm dziatania zostal zaobserwowany
miedzy innymi u Lactobacillus sakei subsp. sakei 2a,
bakterii wyizolowanej z brazylijskiej kietbasy wie-
przowej. Wykazano, ze bakteria ta potrafi hamowac
wzrost Listeria monocytogenes w pozywkach, sys-
temach spozywczych i w mysim przewodzie pokar-
mowym. Bakteriocyna produkowana przez ten szczep
— sakacyna P, powoduje formowanie poréw w btonie
komorkowej i rozproszenie protonowej sity motorycz-
nej wrazliwych komorek szczepu L. monocytogenes
Scott A. Dochodzi rowniez do obnizenia koncentra-
cji wewnatrzkomorkowego ATP oraz do wyplywu
5(6)-karboksyfluoresceiny z liposomow [9, 24].

Innym mechanizmem dziatania bakteriocyn na
wrazliwe komorki jest zdolno$¢ do wywotywania lizy
komorki. Ma to miejsce wowczas, gdy bakteriocyna
wchodzi w interakcje z kwasami: tejchojowym, lipo-
tejchojowym lub tejchuronowym, bedacymi sktadni-
kami $ciany komorkowej. Dochodzi do uwolnienia
i aktywacji zwiazanych z tymi kwasami enzymow
autolitycznych, co w efekcie prowadzi do autolizy
komorki. Takie dziatanie ma miejsce w przypadku
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plantarycyny C wytwarzanej przez Lactobacillus plan-
tarum LL441. W swoich badaniach Gonzdleza
i wsp. wykazali, ze bakteriocyna ta powoduje calko-
witg lizg komorek szczepu L. delbrueckii subsp. bul-
garicus LMG 13551 [36, 42]

Bakteriocyny, takie jak nizyna czy wigkszos$¢ lanty-
biotykow, dodatkowo moga zaburza¢ procesy biosynte-
zy $ciany komorkowej. Hamuja syntezg peptydoglika-
nu na poziomie transglikozylacji, przy czym biosynteza
DNA, RNA i biatek zachodzi bez zaktdcen [34, 63].

9. Bakteriocynogennosé¢ a wlasciwosci
probiotyczne bakterii z rodzaju Lactobacillus

Bakterie nalezace do rodzaju Lactobacillus sa bar-
dzo czesto stosowane w preparatach probiotycznych.
Szczepy majace potwierdzone wlasciwosci probiotycz-
ne i stosowane jako probiotyki naleza do gatunkow:
L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei, L. helveticus,
L. lactis, L. salivarius i L. plantarum. Wszystkie wyzej
wymienione gatunki zasiedlaja przewod pokarmowy
ludzi i zwierzat. Wyjatek stanowia szczepy L. bulgari-
cus, ktore stosowane sa jako starterowe kultury bakte-
ryjne do produkcji zywnos$ci fermentowanej [31].

Termin probiotyki, z greckiego pro bios — ,dla
zycia”, po raz pierwszy zostal uzyty przez Lilly

i Stillwell’a w 1965 roku do opisania substancji
wydzielanych przez jeden mikroorganizm, ktore po-
budzaja wzrost drugiego [55, 86]. W miarg rozwoju
nauki pojawiajace si¢ w literaturze definicje probio-
tykow byty modyfikowane, rozszerzane i uzupetiane
o nowe elementy. Aktualnie za probiotyki uwaza si¢
preparaty lub produkty zywnosciowe zawierajace zywe
mikroorganizmy, ktére wywieraja korzystny wptyw na
organizm gospodarza, poprzez poprawg réwnowagi
bioty jelitowej, a co za tym idzie pozytywnie wplywaja
na wzrost i rozwo6j zwierzat [31, 37].

Glownym zadaniem bakterii probiotycznych jest
utrzymanie rownowagi mikrobiologicznej przewodu
pokarmowego, zaréwno ilosciowej, jak i jakoscio-
wej. Bakterie bedace sktadnikiem preparatow pro-
biotycznych powinny cechowa¢ si¢ nastgpujacymi
wlasciwo$ciami: zdolnoscia do szybkiego, dynamicz-
nego namnazania si¢ i do kolonizacji przewodu
pokarmowego, konkurencyjnoscia o sktadniki pokar-
mowe w stosunku do bioty patogennej, odpornoscia
na niskie pH zotadka i na kwasy zotciowe w jelitach,
zdolnoscia do wytwarzania substancji o wlasciwos-
ciach bakteriostatycznych lub bakteriobdjczych, bra-
kiem wlasciwosci patogennych lub toksycznych dla
organizmu gospodarza [31].

Mechanizm dziatania probiotykow, na ktory sktada
si¢ wiele czynnikow, nie zostat jeszcze dobrze poznany.
Na podstawie badan Fullera mozna stwierdzi¢, ze

oddzialywanie probiotykéw nastgpuje poprzez inter-
akcje zachodzace pomigdzy szczepami probiotycznymi
1 bakteriami patogennymi. Dotyczy to przede wszyst-
kim wspotzawodnictwa o sktadniki odzywcze i o miejs-
ce do adhezji. Pateczki Lactobacillus stwarzaja nie-
korzystne $rodowisko dla bakterii chorobotworczych,
poniewaz produkuja zwiazki obnizajace pH w prze-
wodzie pokarmowym i dziatajace hamujaco na wzrost
sasiadujacych bakterii. Miedzy innymi naleza do nich
opisane wyzej bakteriocyny [31, 37].

Dzialanie antybakteryjne bakteriocyn najsilniej
skierowane jest wobec mikroorganizmow blisko spo-
krewnionych ze szczepem wytwarzajacym okreslong
bakteriocyng. Definicja ta dotyczy wigkszosci bakte-
riocyn. Jednak najnowsze badania wykazuja, ze wiele
z nich moze hamowac¢ rozwoj bakterii, nalezacych do
innych gatunkow niz producent.

Ze wzgledu na zakres dziatania wyrdzniono trzy
grupy bakteriocyn: 1) o waskim spektrum aktyw-
nosci, dziatajace na szczepy wewnatrz tego samego
gatunku, 2) wykazujace umiarkowany zakres aktyw-
nosci, skierowanej rowniez na inne rodzaje bakterii
niz producent, w tym wiele organizmoéw patogennych
(np.: Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum, Staphylococ-
cus aureus), 3) o szerokim zakresie inhibicji, obejmuja-
cej bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne oraz spory
bakterii przetrwalnikujacych [34].

Najlepiej poznang bakteriocyna nalezaca do klasy
I jest nizyna, produkowana przez Lactococcus lactis
subsp. lactis. Nizyna charakteryzuje si¢ szerokim za-
kresem aktywnosci antybakteryjnej skierowanej zarow-
no przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, takim jak:
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Staphylo-
coccus, Micrococcus, Pediococcus, Listeria i Myco-
bacterium, jak i bakteriom gramujemnym (E. coli
i Salmonella). Zapobiega rowniez tworzeniu przetrwal-
nikéw i hamuje rozwoj komoérek wegetatywnych bak-
terii z rodzaju Bacillus i Clostridium [1, 20, 21, 32].

Bakteriocynami wykazujacymi waski zakres aktyw-
nosci sa laktokokcyna A produkowana przez Lactococ-
cus lactis subsp. cremoris oraz acydocyna J1132 pro-
dukowana przez L. acidophilus JCM 1132, ktore
hamuja rozwoj szczepow nalezacych do tego samego
gatunku [40, 96].

Na korzystny wptyw pateczek z rodzaju Lactoba-
cillus sktada si¢ nie tylko ich zdolno$¢ do wytwarza-
nia bakteriocyn. Bakterie te produkuja rowniez inne
substancje o dziataniu antybakteryjnych, takie jak
kwasy organiczne czy nadtlenek wodoru. Antybakte-
ryjny wptyw kwasow organicznych wynika z gwal-
townego obnizenia pH w przewodzie pokarmowym,
co powoduje inhibicje aktywnos$ci biochemicznej
mikroorganizmow przez niezdysocjowane czasteczki
kwasu [91]. Natomiast nadtlenek wodoru hamuje roz-
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woj 1 zabija te bakterie, ktore nie wytwarzaja enzymow
takich jak katalaza czy peroksydaza [27].

Preparaty probiotyczne zawierajace pateczki Lacto-
bacillus wytwarzajace bakteriocyny wykazuja roéwniez
dzialanie antynowotworowe. Moga hamowac¢ wzrost
niektérych komorek nowotworowych [76], ograniczac
rozwoj bakterii syntetyzujacych enzymy (np.: B-glu-
kozydazy, B-glukuronidazy, azoreduktazy) katalizujace
przemiany zwiazkéw prokancerogennych do kancero-
gennych oraz usuwac zwiazki rakotworcze pochodzace
z diety lub tworzone przez bakterie chorobotworcze
w jelitach, poprzez skrdcenie czasu pasazu tresci po-
karmowej przez przewdd pokarmowy [16, 31, 35].
Bakterie fermentacji mlekowej zdolne sa do hamowa-
nia aktywnos$ci nitroreduktazy (odpowiedzialnej za
syntezg nitrozoamin), jak rowniez do wiazania nitro-
zoamin i innych substancji mutagennych, takich jak
azotobarwniki czy mykotoksyny [31, 35, 80]. Takie
dzialanie antynowotworowe wykazuje plantarycyna A
produkowana przez Lactobacillus plantarum CI11.
Badania Sand’a i wsp. prowadzone na rakowych
i normalnych komorkach przysadki szczura wykazaty,
ze plantarycyny A powoduje permabilizacj¢ blony ko-
morek rakowych, a co za tym idzie ich zniszczenie [83].

Bakterie probiotyczne wspomagaja rowniez specy-
ficzne i niespecyficzne mechanizmy obronne cztowie-
ka i zwierzat. Badania McCracken’a i wspolpra-
cownikow (1999) wykazaty, ze dzienne wzbogacenie
diety 0 10°-10'2 komorek bakterii probiotycznych juz
po kilku tygodniach moze spowodowaé wzrost liczby
komorek bojczych w surowicy krwi oraz zwigkszy¢
aktywnos$¢ makrofagdw i limfocytow [61]. Dodatkowo,
niektore szczepy moga indukowa¢ wytwarzanie cyto-
kin, immunoglobulin, interferonu & i § (IFN-c, IFN-f3)
oraz czynnika martwicy nowotworu (TNF-a ) [11].

Inne korzystne dziatania probiotykéw potwierdzo-
no w zapobieganiu i tagodzeniu biegunek bakteryj-
nych i wirusowych, leczeniu nawykowych zaparé¢
i chorob zapalnych jelit, alergiach pokarmowych, nie-
tolerancji laktozy, obnizaniu poziomu cholesterolu we
krwi, zakazeniach ukladu moczowego, profilaktyce
osteoporozy oraz leczeniu zaburzen rownowagi bioty
jelitowej np. po kuracji antybiotykowe;j.

10. Podsumowanie

W ostatnich latach bardzo duzo uwagi po§wigca si¢
prozdrowotnym wilasciwosciom niektorych szczepow
bakterii fermentacji mlekowej, ktére tradycyjnie sto-
sowane sa do produkcji zywnosci fermentowanej,
tj. seréw, jogurtow, fermentowanych kietbas, kapusty
kiszonej, wina czy piwa. Powszechnie wiadomo, ze
dhugotrwate stosowanie antybiotykéw prowadzi do
zniszczenia naturalnej bioty jelitowej, kumulowania sig¢

w organizmie szkodliwych substancji oraz powstawa-
nia antybiotykoopornych szczepow bakterii patogen-
nych. Bakterie z rodzaju Lactobacillus maja zdolnos¢
do wytwarzania substancji dziatajacych antagonistycz-
nie na szereg drobnoustrojow, w tym wiele gatunkow
chorobotworczych. Najwazniejsze z nich sa bakterio-
cyny, ktére wytwarzane sa przez wiekszo$¢ szczepow
z rodzaju Lactobacillus.

W zwiazku z licznymi zagrozeniami wynikajacymi
z uzywania antybiotykéw, Parlament Europejski wydat
rozporzadzenie na mocy ktoérego z dniem 1 stycznia
2006 roku w krajach Unii Europejskiej wprowadzono
catkowity zakaz stosowania antybiotykow paszowych
w zywieniu zwierzat (Rozporzadzenie nr 1831/2003
Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 22 wrzesnia
2003 r. w sprawie dodatkow stosowanych w zywieniu
zwierzat). Dlatego tez alternatywa dla antybiotykow
stosowanych jako dodatki do pasz zwierzgcych staty
sig preparaty probiotyczne, ktorych efekty dzialania sa
zblizone do efektow uzyskanych podczas stosowania
antybiotykéw jako dodatkow paszowych. Jedne i dru-
gie, mimo ze ich mechanizm dzialania jest odmienny,
sa stymulatorami wzrostu i redukuja liczbg bakterii
chorobotworczych. Jednakze w przypadku stosowania
probiotykow nie wystepuja efekty uboczne, nie sa
odktadane szkodliwe substancje, jak rowniez nie ist-
nieje niebezpieczenstwo ich przedawkowania. Dlatego
z punktu widzenia zard6wno konsumenta, jak i pro-
ducenta zywnosci, jest to sposob na otrzymanie bez-
piecznej zywnosci [31, 54].
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Alphaherpesviral infections in patients with immunological disorders

Abstract: Human herpesviruses types 1, 2 and 3 are unique members of the Alphaherpesviridae subfamily, as they can infect both
skin and nerves and develop latent infection within the dorsal root and trigeminal ganglia. Infection with these viruses is common
and causes a wide range of clinical syndromes. Although these viruses infect healthy children and adults, disease is more severe and
extensive in the immunocompromised individuals. The diagnosis of common herpetic infection can usually be based upon the
clinical history and presenting features. Confirmatory laboratory diagnosis is, however, required when patients are, or may
be, immunocompromised. In recent years, the availability of diagnostic tests, mainly based on molecular biology techniques, has
increased our understanding of this group of viruses.

1. Introduction. 2. Co-infections between alphaherpesviruses and patients with HIV/AIDS. 3. Neonatal herpes simplex diseases.
4. Herpes simplex infections in burn wounds. 5. Alphaherpesviral infections in cancer patients. 6. Infections with alphaherpesviruses

in transplant recipients. 7. Diagnostics proceedings. 8. Therapy and management of alphaherpesviral diseases. 9. Summary

Stowa kluczowe: herpeswirusy, zakazenie, immunosupresja
Key words:

alphaherpesviruses, infection, immunosuppression

1. Wstep

Herpeswirusy naleza do najbardziej rozpowszech-
nionych DNA-wirusow w $wiecie krggowcow. Pierw-
sze doniesienia o pecherzykowatej wysypce pochodza
juz ze starozytnosci, kiedy to Hipokrates nazwat te
zmiany ,,herpes” (z gr. ,,petzac”), skad wzigta si¢ nazwa
catej rodziny wirusow: Herpesviridae [57], jednak pra-
widlowa etiologig choroby okreslono pdzniej, bowiem
dopiero w 1919 roku [44]. Herpesviridae sa zazwyczaj
bardzo dobrze zaadaptowane do swoich gospodarzy,
czegsto powodujac zakazenia ukladowe z objawami
klinicznymi o r6znym stopniu nasilenia. O zaliczeniu
w sktad poszczegdlnych podrodzin (alfa-, beta- i gam-
maherpeswirusow) decyduja wstepnie biologiczne
cechy konkretnego wirusa [11, 43]. Ostatecznym kryte-
rium pozostaja jednak jego wlasciwosci molekularne,
a zwlaszcza wzajemne podobienstwo sekwencji DNA
oraz pokrewienstwo waznych biatek wirusowych (gli-
koprotein B, C, H oraz gtownego biatka kapsydu) [11].

W sktad podrodziny Alphaherpesvirinae wchodza
trzy wirusy stanowigce naturalne patogeny cztowieka:
wirusy opryszczki (HHV-1 i HHV-2, okre$lane zwy-

czajowo jako HSV-11 HSV-2) oraz wirus ospy wietrz-
nej/potpasca (HHV-3, znany powszechnie jako VZV)
[11]. Przedstawiciele podrodziny charakteryzuja si¢
szerokim zakresem gospodarzy i wzglednie krotkim
— w odniesieniu do innych herpeswirusow — czasem
replikacji, bowiem podczas namnazania in vitro efekt
cytopatyczny powodowany przez HHV-1 i HHV-2
pojawia si¢ w czasie krotszym niz 48 h [10, 13]. Wirus
ospy wietrznej i polpasca powoduje zauwazalny efekt
cytopatyczny po nieco dtuzszym okresie od zakaze-
nia hodowli komoérkowej. Po wstegpnym namnozeniu
w komorkach nabtonka wirusy z tej podrodziny usta-
laja stan latencji w komorkach uktadu nerwowego
i/lub w limfocytach [43].

Zazwyczaj zmiany skorne powodowane przez wiru-
sa opryszczki typu 1 umiejscowione sa w obrgbie skory
twarzy i blony $luzowej jamy ustnej (herpes labialis).
Odmienna lokalizacja zakazen spowodowanych przez
HHV-1 wystepuje w przypadkach zanokcicy herpesowa
(herpetic whitlow), herpes gladiatorium, opryszczko-
wego zapalenia mozgu (herpetic encephalitis), herpetic
keratitis, eczema herpeticum [8]. HHV-1 moze rowniez
powodowa¢ zmiany w obrebie narzadéw piciowych [3].

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny, ul. Chatubin-
skiego 5, 02-004 Warszawa; tel. 22 599 17 78; e-mail: dzieciatkowski@wp.pl
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Rys. 1. Struktura genomu HHV-1. Na schemacie przedstawiono
przedstawiono m.in. lokalizacj¢ siedmiu istotnych gendéw oraz
trzy miejsca ori wirusa [wg. 32]

Wirus opryszczki typu 2 zajmuje glownie okolice
skory i blony §luzowej narzadoéw pitciowych (herpes
genitalis), a takze okolicy odbytu [8]. HHV-2 poprzez
uszkodzenia komorek nabtonka i redukcjg¢ bariery
epitelialnej] moze si¢ znaczaco ulatwiac transmisjg
HIV, a takze innych chor6b przenoszonych droga
plciowa [46]. Stanowi on tez powazne zagrozenie dla
noworodkow, ktorych matki moga je zarazi¢ podczas
porodzie [13, 34].

Wirus ospy wietrznej/potpasca przy zakazeniu
pierwotnym powoduje chorobg¢ znana powszechnie
jako ospa wietrzna (varicella), ktora charakteryzuje si¢
grudkowatymi krostkami zamieniajacymi si¢ z czasem
w pecherzykowe wykwity [14]. Nastgpnie wirus prze-
chodzi w stan latencji do zwojow nerwow czuciowych
rdzenia krggowego. Po pewnym czasie moze ule-
ga¢ reaktywacji powodujac polpasiec (zoster). Taka
reaktywacja jest o wiele rzadsza niz w przypadku
opryszczki [10, 13].

Genom herpeswiruséw stanowi liniowy dsDNA
o skomplikowanej strukturze przestrzennej. Sklada
si¢ on z unikalnych dlugich i kroétkich regionow,
w ktorych wystgpuja sekwencje powtarzajace sic.
Moze w nich dochodzi¢ do inwersji, co prowadzi
do powstawania form izomerycznych (w przypadku
HHV-1 sa to 4 formy izomeryczne). Genom koduje
takie biatka jak polimeraza DNA, helikaza, prymaza
i RNaza H [32].

Ciekawym zagadnieniem zwiazanym z herpeswi-
rusami jest ich mozliwo$¢ przechodzenia w stan laten-
cji. Niestety obecnie nie wiemy zbyt wiele na temat
tego zjawiska [32]. Wiadomo, ze w trakcie latencji
ekspresji ulegaja geny kodujace LAT (latency-associa-
ted transcripts). Wykazano obecno$¢ dwoch fragmen-
tow o dlugosci 1800-2000 i 1200-1500 zasad, ulega-
jacych transkrypcji w odwrotnej orientacji z genu
natychmiastowego wczesnego IE110 (ICPO) [45].
Wykazano réwniez, ze maja one wilasciwosci anty-
apoptotyczne, co moze wyjasnia¢ przezywanie ko-
morek latentnie zainfekowanych [26].

W przypadku opryszczki jamy ustnej (herpes labia-
lis) miejscem latencji jest nerw trojdzielny, natomiast
w przebiegu zajgcia narzadow ptciowych (genital her-
pes) latencja ustala si¢ w nerwach krzyzowych [39].
Nie stwierdzono integracji wirusowego DNA z mate-
rialem genetycznym gospodarza. DNA wirusa przyj-
muje forme kolista i przebywa w jadrze komorki, az
do chwili reaktywacji. Za zjawisko latencji odpowie-
dzialne sa okreslone geny, a dzialanie czynnikéw
reaktywacji powoduje bierny transport nukleokapsy-
doéw do komorek skory [28, 31]. Reakywacja nie jest
wigc reinfekcja, a wynikiem przejscia wirusa ze stanu
us$pienia (latencji) do stadium proliferacji [31, 39].

Objawy wystepujace przy reaktywacji latentnego
wirusa cz¢sto nie wystgpuja $cisle w miejscu, w ktérym
pojawily si¢ zmiany pierwotne. Dzieje sig tak, poniewaz
reaktywowany wirus moze przemieszczaé si¢ do ko-
morek nabtonka wzdluz innej galezi nerwu [28, 31, 39].

Zakazenia alfaherpeswirusami sa bardzo po-
wszechne i szacuje sig, ze w populacji dorostych oséb
okoto 80% posiada przeciwciata anty-HHV-1/2 [13]
a az 90% anty-HHV-3 [10]. Taki stan rzeczy jest spo-
wodowany tym, ze u pacjentow po przebyciu pierwot-
nej infekcji wirus zostaje przeniesiony do nerwow
czuciowych grzbietowych lub zwoju nerwu trojdziel-
nego, gdzie pozostaje w stanie latencji i moze ulegac
ponownej reaktywacji [13]. Zakazenia alfaherpeswiru-

Tabela 1

Glowne etapy cyklu latencja-reaktywacja alfaherpeswirusow [wg. 26]

Ustanowienie stanu latencji:

o Zanik ekspresji genow wirusowych
o Wzmozona ekspresja LAT

o Wejscie genomu wirusa do zwojowych neuron6w
« Wzmozona ekspresja genoéw i replikacja DNA (ostra infekcja)

Podtrzymanie latencji:
o Ekspresja LAT

« Brak wzmozonej ekspresji genow zwiazanych z cyklem litycznym wirusa
« Brak wzmozonej ekspresji genow zwiazanych z replikacja wirusowego DNA

Reaktywacja:

o Ekspresja LAT

e Zewngtrzna stymulacja (np. stres albo immunosupresja)
« Infekcja produktywna (intensywna ekspresja genéw wirusowych, replikacja DNA)
o Przetrwanie latentnie zainfekowanych komorek?
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sami moga manifestowac si¢ roznymi objawami i nasi-
leniem [14]. Jednak sa one najbardziej niebezpieczne
dla 0s6b z immunosupresja i moga u nich powodowaé
rozlegte i nietypowe zakazenia, objawiajace si¢ zapa-
leniami przetyku, tchawicy, watroby, nerek, rogowki
czy jelita [8, 23]. Takie manifestacje moga by¢ bar-
dziej agresywne i trwa¢ duzej, niz u 0sob z prawidto-
wo funkcjonujacym uktadem odpornosciowym [17].
Do tej grupy zaliczamy osoby zakazone HIV, z opa-
rzeniami, wrodzonymi niedoborami odpornosci, po
przeszczepach, z nowotworami oraz noworodki.

2. Koinfekcje alfaherpeswirusami
u pacjentow z HIV/AIDS

Wspodlzakazenie wirusami nalezacymi do Alpha-
herpesvirinae i HIV jest bardzo powszechne na catym
$wiecie; szacuje si¢, ze moze on osiagaé nawet 81-95%
0s6b cierpiacych na AIDS [1, 36]. Choroby przeno-
szone droga ptciowa (STD — sexually transmitted dise-
ases), w tym te powodowane przez wirusy opryszczki,
stanowia powazny, dodatkowy czynnik ryzyka w trans-
misji HIV. Obecnie ktadzie si¢ duzy nacisk na wiacze-
nie programu kontroli STD do programu zapobiegania
rozprzestrzeniania HIV [36].

Wsrod osob HIV-pozytywnych opryszczka genital-
na nalezy do chorob najczesciej przenoszonych droga
plciowa [46]. Glownym powodem takiego stanu rze-
czy jest to, ze HHV-2 (a takze inne STD) manifestuje
swoja obecno$¢ poprzez tworzenie wrzodowatych
zmian na powierzchni narzadéw plciowych i ich oko-
licy, redukujac tym samym barierg epitelialna [36, 46].
Taka sytuacja moze zwigkszy¢ ryzyko transmisji HIV
nawet 5-krotnie [46]. Wykazano bowiem, ze obecnos¢
HIV i HHV-2 u tego samego pacjenta moze powo-
dowa¢ wzajemna stymulacjg replikacji u obu wirusow
1 tym samym prowadzi¢ do progresji choroby (zaréwno
AIDS, jak 1 powstawania wrzodowatych zmian) [36].

Podobnie grozne nastgpstwa moga mie¢ infekcje
powodowane przez HHV-3. Zakazenia te roznia si¢
znacznie u dorostych i dzieci. Ma to zwiazek z fak-
tem, iz najczesciej dojrzali pacjenci chorowali na ospeg
wietrzna przed zakazeniem HIV. U dzieci natomiast
jest wysokie ryzyko, ze ospa wietrzna w zwiazku
z obnizona odpornoscia, rozwinie si¢ w polpasiec [19].
Prawdopodobienstwo choroby wzrasta wraz ze spad-
kiem liczby komorek CD4* obserwowanym w prze-
biegu AIDS. U ludzi z HIV obserwuje si¢ trzy gldwne
objawy zwiazane z infekcja wirusem ospy wietrznej:
zapalenie siatkowki; utrzymujace si¢ uszkodzenia na-
skorka (prawdopodobnie poprzez reaktywacje wirusa);
zapalenie mozgu. Objawy neurologiczne moga mieé
miegjsce, bez typowych manifestacji skornych, w sku-
tek czego moga by¢ trudne do zdiagnozowania [19].

Rys. 2. Typowy efekt cytopatyczny wywolany przez herpes-
wirusa typu 1 (HHV-1) w hodowli komoérkowej linii Vero.

Strzatki wskazuja komorki zniszczone dziataniem wirusa. Powigkszenie
400x [badania wtasne]

Zapalenie mozgu wywotane przez HHV-3 wystg-
puje w 0,1 do 4% pacjentow z AIDS z chorobami
o podtozu neurologicznym i ma wysoka $miertelnosc.
U wigkszos$ci pacjentow z zakazonych HIV, obser-
wuje si¢ na poczatku choroby skorne wykwity, na-
stepnie dopiero uszkodzenia OUN takie jak zapalenie
mozgu, zapalenie rdzenia, czy zapalenie opon mozgo-
wych. Nastepstwa wywotanymi uszkodzeniem OUN
sa: ostabiona §wiadomos¢, bol glowy, napady, zmiany
w psychice [52].

U pacjentéw zakazonych HIV poéltpasiec oczny wy-
stepuje czgsciej niz u przedstawicieli immunokompe-
tentnych, a zmiany miejscowe sa rozleglejsze, bardziej
bolesne, okres gojenia ulega wydtuzeniu, moga rowniez
pojawiaé si¢ nowe wykwity. W tej grupie powaznym
zagrozeniem dla wzroku jest ostra martwica siatkowki,
rogowki, naczyniowki oraz zapalenie nerwu wzroko-
wego [20]. Zapalenie siatkdwki obserwowane jest jako
powiklanie zoster ophtalmicus, a takze polpasca, obej-
mujacego odlegte dermatomy. Co wigcej, w ponad po-
lowie przypadkéw zajgta jest siatkowka obu gatek
ocznych, co sugeruje zakazenie uktadu nerwowego
droga krwi i nast¢pujace potem rozprzestrzenienie za-
kazenia wzdtuz nerwow wzrokowych [40]. Zapalenie
siatkowki przebiega pod postacia wieloogniskowych
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zmian martwiczych, obejmujacych poczatkowo jej ze-
wnetrzne obszary. Zmiany postepuja dosrodkowo, bez
nasilonego stanu zapalnego w obr¢bie gatki ocznej
[16]. U chorych na AIDS choroba postepuje szybko,
prowadzac do $lepoty w 75-85% przypadkow [40].

Charakterystyczna wlasciwoscia potpasca u ludzi
zakazonych HIV jest sktonno$¢ do czgstych nawrotow.
U 20-30% pacjentow, ktorzy przebyli potpasiec, po-
jawia si¢ on powtornie, obejmujac ten sam lub inne
dermatomy [18]. Nalezy réwniez do chorob wskazni-
kowych, stad w przypadku wystapienia reaktywacji wi-
rusa HHV-3 w postaci pétpasca u osdb ponizej 50 roku
zycia nalezy wykona¢ badania serologiczne w kierun-
ku zakazenia wirusem HIV [20].

3. Zakazenia wirusami opryszczki u noworodkow

Zakazenia wirusem opryszczki u noworodkow
moga mie¢ powazne w skutkach konsekwencje jak np.
uszkodzenia mézgu, czy nawet Smier¢ dziecka [3, 24,
27]. Szacuje sig, ze do zakazen opryszczkowych do-
chodzi od 1:1400 do 1:30000 przypadkoéw zywych
urodzen [3].

HHV-2 jest odpowiedzialny za 75% zakazen no-
worodkow, co jest szczegdlnie niebezpieczne, ponie-
waz wedhug $wiatowego pismiennictwa reaktywacja
opryszczki genitalnej powodowana przez typ 2 jest
czestsza niz przez typ 1 wirusa [3].

Do transmisji wirusa matka — dziecko moze dojs¢
kilkoma sposobami. Najwigkszy procent stanowia za-
kazenia okotoporodowe (85%), nastgpnie zakazenia
poporodowe (10%) i zakazenia droga maciczna (5%)
[27]. Choroby wywotlane przez wirusy opryszczki
u noworodkow mozemy zaklasyfikowac w trzy grupy:
SEM (skin, eyes and/or mouth disease), okoto 45%
przypadkéw, nie leczone moze powodowaé powazne
uszkodzenia neurologiczne; CNS (central nervous
system disease), okoto 30% przypadkow, naleza tu ta-
kie schorzenia jak zapalenie mozgu i zapalenie opon
mozgowych; rozsiane infekcje (disseminated diseases),
w trakcie, ktorych moze dojs¢ do zajgcia wielu orga-
néw takich jak phuca, nerki, skora, stanowia one okoto
25% przypadkow [24, 27].

Istnieje kilka czynnikow, ktore moga zwigkszaé
ryzyko transmisji wirusa z matki na dziecko. Naleza
do nich m. in.: typ zakazenia matki (pierwotny lub
nawrotowy), ciagto$¢ btony Sluzowej, sposob porodu
(cesarskie cigcie lub porod pochwowy) [27].

Noworodki matek, ktore przed terminem porodu
doznaly pierwotnego zakazenia wirusami opryszczki
sa bardziej narazone na infekcje, niz matki, u ktorych
opryszczka genitalna miata charakter nawrotowy [27].
Pierwotne zakazenie matki moze by¢ nawet $miertelne
dla ptodu [3]. Réwniez rodzaj porodu nie jest obojetny,
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dzieci ktore rodza si¢ przez cesarskie cigcie sa mniej
narazone na infekcje wirusem opryszczki, poniewaz
w trakcie porodu nie maja stycznosci z wrzodowatymi
zmianami matki [27].

W ciagu ostatnich 30 lat dokonat si¢ olbrzymi po-
stgp w diagnostyce i leczeniu choréb u noworodkéow
na tle opryszczkowym [27]. Jest to niezmiernie istotne,
poniewaz w 70% przypadkach noworodkéw zakazo-
nych HHV-1 lub HHV-2, ich matki nie mialy typo-
wych objawow opryszczki genitalnej [3].

4. Infekcje wirusem opryszczki u oséb
Z poparzeniami

Rozlegte lub glgbokie oparzenia moga implikowac
stan immunosupresji, czego konsekwencja sa czgste
zakazenia oportunistyczne o charakterze bakteryjnym,
wirusowym i grzybiczym. Immunosupresja spowodo-
wana przez oparzenia jest indukowana poprzez utrate
ciaglosci skory i blon §luzowych; jednoczes$nie wazna
role w tym procesie petnia limfocyty T supresorowe [37].

Zakazenia wirusem opryszczki sa powszechne
u 0s6b z poparzeniami i moga by¢ wynikiem pierwot-
nego zakazenia wirusem, badz jego reaktywacja [7].
U takich 0s6b wirus moze manifestowaé swoja obec-
no$¢ wystgpowaniem pecherzykowatych zmian na
skorze, szczegdlnie w okolicy uszkodzen. Poza tym
czesto u takich pacjentéw obserwuje si¢ opryszczko-
we zapalenie tchawicy, oskrzeli lub ptuc. Niezwykle
niebezpieczne sa systemowe zakazenia opryszczkowe,
ktore moga by¢ zrodlem powaznych komplikacji [48].

W leczeniu zakazen alfaherpeswirusami u oséb po
oparzeniach zaleca si¢ stosowanie szybkiej 1 agresyw-
nej terapii przeciwwirusowej z uzyciem acyklowiru
jako leku pierwszego rzutu [37, 48].

5. Choroby spowodowane przez alfaherpeswirusy
u pacjentéw onkologicznych

U o0s6b z chorobami nowotworowymi obserwujemy
wiele dysfunkcji, ktére moga by¢ przyczyna zwigk-
szonego ryzyka ataku ze strony mikroorganizméw,
naleza do nich m.in.: przerwanie ciaglosci skory i bton
sluzowych, dysfunkcja neutrofili, ostabienie, jak row-
niez uposledzenia odpowiedzi immunologicznej zwia-
zanej z limfocytami T spowodowane chemiotera-
pia [41]. Zmiany powodowane przez przedstawicieli
Alphaherpesvirinae u pacjentdéw onkologicznych maja
czesto posta¢ atypowa, podobnie jak u innych osob
z immunosupresja [33].

Infekcje centralnego ukladu nerwowego (CNS),
ktorego czynnikiem etiologicznym moze by¢ wirus
opryszczki, sa nadal wazna przyczyna zachorowal-
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nosci i $miertelno$ci u pacjentdw z nowotworami.
Najbardziej narazone sa osoby z biataczkami, chto-
niakami i pierwotnymi guzami mézgu [41]. U takich
pacjentdw obserwujemy rowniez inne zespoty choro-
bowe spowodowane przez HHV-1 czy HHV-2 w tym
zapalenie ptuc, przetyku, eczema herpeticum [33, 58].

Pacjenci chorzy na nowotwory sa szczegolnie na-
razeni na wtorne infekcje wirusem ospy wietrznej/pot-
pasca. Choroba ta jest szczeg6lnie grozna dla dzieci
z zaawansowang biataczka. Moze doprowadzi¢ do za-
palenia pluc i przelyku, ktére wystgpuje u jednego
na trzech pacjentow. W niektorych przypadkach pier-
wotne zakazenia HHV-3 u dzieci z chorobg nowotwo-
rowa prowadzily do zejscia $miertelnego. Wirus ten
jest roéwniez niebezpieczny dla ludzi z chloniakami.
Leczenie takich pacjentéw odbywa si¢ w podobny
sposob jak innych o0sob z ostabionym uktadem odpor-
nosciowym [42].

6. Zakazenia o etiologii Alphaherpesvirinae
u 0s6b po przeszczepach

Wirusy opryszczki sa zazwyczaj pierwszymi herpes-
wirusami, ktore reaktywuja si¢ u okoto 25-40% bior-
COW przeszczepu, zazwyczaj pomigdzy 2—4 tygodniem
po transplantacji [29, 49]. Uogolnione zakazenie
o etiologii HHV-1 lub HHV-2 u pacjentéw poddanych
immunosupresji jest zazwyczaj $miertelne pomimo za-
stosowanej terapii przeciwwirusowej [22, 25].

Podawanie lekéw immunosupresyjnych prowadzi
do zaburzenia szlakow sygnalizacji komorkowej oraz
normalnych funkcji komorek efektorowych uktadu od-
porno$ciowego, odpowiedzialnych za obrong ustroju
przed zakazeniami wirusowymi [38]. Intensywnos$¢ im-
munosupresji oraz rodzaj podawanych lekow immuno-
supresyjnych sa czynnikami bezposrednio zwigzanymi
z czgstoscia reaktywacji alfaherpeswirusow oraz prze-
biegiem zakazen. Objawowe zakazenia HHV-1 oraz
HHV-2 obserwuje si¢ u znacznego odsetka chorych
przyjmujacych leki immunosupresyjne, a ich czgstos¢
okresla si¢ na podstawie obserwacji na 53% (pacjenci
przyjmujacy OKT3), 18% (pacjenci przyjmujacy glo-
buling antytymocytowa). Zwigkszone ryzyko obserwu-
je si¢ takze u pacjentow, ktérym podaje si¢ cyklospo-
ryn¢ A, mykofenolan mofetylu, azatioprin, sirolimus
i takrolimus (w tych grupach obserwowana czgstosé
zakazen opryszczkowych wynosi 9,7-22,8%) [38].

Kolejnym czynnikiem majacym zwiazek z czgstos-
cig i przebiegiem zakazen wywolywanych przez her-
peswirusy u biorcow przeszczepdw jest status serolo-
giczny w okresie okoloprzeszczepowym. Obecnos¢
przeciwcial przeciwko alfaherpeswirusom jest czynni-
kiem bezposrednio zwigzanym z ryzykiem wystapienia
zakazenia w okresie po przeszczepieniu, gdyz wigk-
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szo$¢ zakazen u biorcow przeszczepdw wynika z re-
aktywacji wirusa latentnego. W grupie serododatnich
biorcow komoérek krwiotworczych ryzyko wystapie-
nia objawowego zakazenia wywolanego przez wirusy
opryszczki ocenia si¢ na 20-30%. Odsetek ten jest
zblizony do wynikéw obserwacji u biorcoOw szpiku
kostnego (21-43%) [53]. W grupie biorcow prze-
szczepdw watroby, okoto 50% obserwowanych zaka-
zen opryszczkowych ma miejsce w ciagu trzech tygo-
dni po transplantacji. Pierwsze objawy zakazenia, czyli
wystapienie zmian skornych, pojawiaja si¢ w tej gru-
pie $rednio po 22 dniach od zabiegu. Objawy wskazu-
jace na zakazenie uogdlnione oraz na zajgcie narza-
dow wewngtrznych z reguly pojawiaja si¢ w ciagu
pierwszych kilku tygodni po transplantacji. Objawy
zapalenia ptuc u biorcow przeszczepow pojawiaja si¢
z reguly w poOzniejszym okresie: 1-2 miesiace po
transplantacji. Opisywane sa takze przypadki zapalenia
watroby o podtozu HHV-1 lub HHV-2 obserwowane
w poznym okresie posttransplantacyjnym (60—460 dni
po zabiegu) [12]. Czynnikami ryzyka w szczegdlnym
stopniu usposabiajacymi do reaktywacji latentnego
wirusa i wynikajacych stad zakazen objawowych sa:
wiek (>40r.z.), stosowane przed transplantacja na-
swietlania izotopowe, ostra lub przewlekla choroba
»przeszczep przeciwko gospodarzowi” (Graft versus
Host Disease — GvHD), diagnoza inna niz przewlekta
biataczka szpikowa oraz glteboka immunosupresja [53].
U biorcéw organdéw obserwuje si¢ wiele schorzen
charakterystycznych dla oso6b z uposledzona funkcja
uktadu odpornosciowego, takich jak opryszczkowe
zapalenie mozgu, opryszczkowe zapalenie phuc, ktore
pojawia si¢ najczesciej po przeszczepach serca i phuc
[9, 29]. Do powstania tego ostatniego moze dojs¢
w wyniku endogennej reaktywacji wirusa nabytego
wraz z organem dawcy, badZz poprzez wprowadzenie
wirusa wraz z wydzieling gardlowa na nizsze pozio-
my drég oddechowych podczas intubacji pacjenta [9].
Kremer i wspotpracownicy wykazali, ze do$¢ czgstym
powiklaniem po przeszczepie nerki jest opryszczkowe
zapalenie rogowki [30]. Wirus opryszczki moze row-
niez by¢ przyczyna rzadkiego zapalenia watroby [12].
Prawdopodobienstwo wystapienia objawowego za-
kazenia HHV-3 u biorcow przeszczepow jest 10- do
100-krotnie wigksze w populacji biorcow przeszczepow
(1-12%) w poréwnaniu do populacji ludzi zdrowych
(1,5-3 przypadki/1000) [38]. Smiertelno$é w wyniku
reaktywacji latentnego wirusa ospy wietrznej/potpasca
u biorcow szpiku i komérek krwiotworczych szacowa-
na jest na poziomie 7%. Dotyczy to zakazen, w ktorych
zmiany skorne sa dominujacym badz jedynym objawem
klinicznym. W przypadkach, w ktorych obserwuje si¢
objawy zakazenia ogdlnoustrojowego lub narzadowe-
go, $Smiertelno$¢ w wyniku reaktywacji wirusa wzrasta
wielokrotnie, osiagajac nawet 55% [2, 38].
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Reaktywacja HHV-3 wystepuje w 30—60% seropo-
zytywnych biorcow przeszczepow, z czego wigksza
cze$¢ juz 3 miesiace po operacji [5]. Pierwotne zaka-
zenia wirusem ospy wietrznej/potpasca sa obserwowa-
ne znacznie rzadziej [55]. Gléwna przyczyna zgonow
w przebiegu zakazenia HHV-3 jest zapalenie ptuc,
a zakazeniem najgorzej rokujacym i obarczonym naj-
wyzszym ryzykiem zej$cia $miertelnego jest jedno-
czesne zajecie dolnych drog oddechowych i o$rod-
kowego uktadu nerwowego [51]. Zapalenie watroby
wywotane przez HHV-3 moze mie¢ nietypowe obja-
wy, co moze opoznia¢ diagnozg. [55].

Pojawienie si¢ objawdw zakazenia tym wirusem
u biorcéw narzaddéw unaczynionych ma miejsce znacz-
nie pdézniej w porownaniu z herpeswirusem typu 5
(HHV-5, CMV) lub wirusami opryszczki i waha si¢
od 100 do ponad 500 dni po transplantacji, dotyczac
od 5 do 12% pacjentow. Mimo, ze przypadki takie
wystepuja znacznie rzadziej, reaktywacjg wirusa ospy
wietrznej/potpasca obserwuje si¢ takze we wczesnym
okresie poprzeszczepowym [2]. Objawy rozsiane bg-
dace wynikiem zakazenia pierwotnego pacjentow
wrazliwych, wystapi¢ moga w dowolnym okresie.
U biorcow komorek krwiotwdrczych pochodzacych
od dawcow niespokrewnionych, czgsto$¢ wystepo-
wania zakazen objawowych powodowanych przez
HHV-3 jest znacznie wyzsza w odniesieniu do ana-
logicznego ryzyka reaktywacji wirusa u biorcow
narzadow unaczynionych. Badania biorcéw szpiku
kostnego wykazaty, ze ryzyko wystapienia objawo-
wego zakazenia wynosi 63%. W przypadku biorcéw
komoérek krwiotworczych krwi obwodowej, prawdo-
podobienstwo to oceniane jest na 37%, jednak, gdy
choroba kwalifikujaca do przeszczepu byly zaburze-
nia limfoproliferacyjne, czgsto$¢ reaktywacji siggata
72% [2]. Ryzyko wystapienia zakazen o cigzszym
przebiegu jest nizsze. Czynnikami ryzyka w szczegol-
nym stopniu usposabiajacymi do reaktywacji latent-
nego wirusa i wynikajacych stad zakazen objawowych
sa: wiek (>40 r.z.), stosowane przed transplantacja
napromienianie, wystapienie GvHD, diagnoza inna
niz przewlekla biataczka szpikowa oraz gl¢boka im-
munosupresja [2, 51].

7. Diagnostyka

Obecnie istnieje wiele metod wykrywania zakazen
alfaherpeswirusowych; naleza do nich zaré6wno me-
tody serologiczne, jak i metody biologii molekularne;.
Do najczgsciej stosowanych metod serologicznych
naleza testy ELISA, za pomoca ktorych wykrywa si¢
przeciwciala w klasach IgG i IgM. Metody te spraw-
dzaja sig¢ zardbwno do wykrywania wirusa opryszczki,
jak i pélpasca. W obu przypadkach wigksze znaczenie
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diagnostyczne maja przeciwciala klasy IgM, jako mar-
kery §wiezego zakazenia [14].

Wsrod metod biologii molekularnej najczg$ciej sto-
sowana jest reakcja tancuchowej polimeryzacji (PCR).
Coraz czg$ciej konwencjonalny PCR jest wypierany
przez real-time PCR, ktdry jest o wiele czulszy i szyb-
szy; dodatkowo tez pozwala okresli¢ ilo§¢ kopii wiru-
sa w badanej probce [14, 54]. W diagnostyce zakazen
wirusem ospy wietrznej/potpasca sporadycznie stosuje
si¢ takze takie metody, jak hybrydyzacja Southern
i Northern [14].

Oba wirusy mozna namnaza¢ w hodowlach komor-
kowych, gdzie po okreSlonym czasie obserwuje si¢
efekt cytopatyczny (HHV-1 oraz HHV-2 — 1-7 dni,
HHV-3 — 3-14 dni). Jednak w przypadku infekcji
spowodowanych przez wirusa ospy wietrznej/pol-
pasca odchodzi si¢ od zakazania nim hodowli komor-
kowych, poniewaz wirus namnaza si¢ w nich nie-
chetnie, a czas oczekiwania na efekt cytopatyczny jest
zbyt dtugi [14].

8. Leczenie zakazen spowodowanych
przez alfaherpeswirusy

Najczesciej stosowanym lekiem w terapii zakazen
o etiologii Alphaherpesvirinae jest acyklowir — po-
chodna deoksyguanozyny o zmodyfikowanej reszcie
cukrowej, gdzie w miejsce cyklicznej deoksyrybozy
wprowadzono niecykliczny tancuch boczny [15].
Stosowany jest on do leczenia cigzkich zakazen opon
mozgowo-rdzeniowych i mézgu wywotanych przez
alfaherpeswirusy, opryszczki noworodkow, a takze
w zakazeniach narzadu wzroku, skory i blon §lu-
zowych. Rowniez w terapii pierwotnej i nawrotowej
infekcji narzadow plciowych o etiologii HHV-1
i HHV-2, a takze do leczenia zakazen narzadowych
i ukladowych. Podstawowym warunkiem skutecz-
nosci terapii jest wezesne podanie leku, najkorzystniej
w pierwszej lub drugiej dobie od pojawienia si¢ pierw-
szych objawoéw, a takze zastosowanie odpowiednio
wysokiej dawki terapeutycznej [47].

Prawdopodobienstwo wystapienia infekcji wywo-
tanej opornym szczepem wirusa opryszczki powinno
by¢ brane pod uwagg, jesli po 5—7 dniach terapii brak
jest pozytywnych efektow leczenia lub po 3—4 dniach
powstaja nowe, satelitarne ogniska zakazenia [4].
Szczepy wirusa oporne na acyklowir moga wykazy-
wacé rowniez brak wrazliwosci na inne leki o podobne;j
budowie takie jak: walacyklowir, famcyklowir i pen-
cyklowir [4, 35]. Mechanizm oporno$ci wiaze si¢ naj-
czesciej z obecno$cia punktowej mutacji w obrebie
genu kinazy tymidynowej [50]. Rzadziej przyczyna
zmiany w profilu wrazliwos$ci jest mutacja w obrgbie
genu kodujacego polimeraz¢ DNA [21]. Moze ona



ZAKAZENIA ALFAHERPESWIRUSAMI U OSOB Z UPOSLEDZENIEM ODPORNOSCI

wywola¢ krzyzowa opornos¢ na foskarnet, gancyklo-
wir i cidofowir — leki uzywane alternatywnie w lecze-
niu zakazen alfaherpeswirusowych [4].

U pacjentow immunokompetentnych oporno$¢ wi-
rus6w opryszczki na acyklowir nie stanowi obec-
nie wigkszego problemu terapeutycznego, poniewaz
szczepy oporne w tej grupie stanowia niespetna 1%
izolatow. Brak rowniez doniesien mowiacych, ze ich
ilos¢ zwigksza si¢ w efekcie ekspozycji na lek [56].
U pacjentéw z obnizong wydolno$cia uktadu immu-
nologicznego okoto 3-30% (w zaleznosci od przy-
czyny immunosupresji) izolowanych szczepdéw wirusa
wykazuje odpornos$¢ na acyklowir [6]. Powazniejsze
wyzwanie dla lekarzy i naukowcow stanowi terapia
0s0b zakazonych HHV-3 i HIV, poniewaz koinfekcja
zwigksza prawdopodobienstwo powstania mutantow
opornych na analogii nukleozydow, szczegodlnie acy-
klowiru [1]. Leki takie jak: famcyklowir czy walacy-
klowir, dziatajace u ludzi z naturalng odpornoscia, nie
byly sprawdzane w grupie pacjentéw z niedoborami
immunologicznymi [19].

9. Podsumowanie

Zakazenia powodowane przez alfaherpeswirusy
moga manifestowaé si¢ réznymi objawami i nasile-
niem. W przypadku oséb, ktérych uktad immunolo-
giczny funkcjonuje prawidtowo zakazenia takie moga
powodowac niegrozne pgcherzykowate zmiany na po-
wierzchni skory i bton §luzowych, ktore z czasem mi-
jaja. Sytuacja ma si¢ catkiem inaczej u osob, u ktérych
wystepuje stan immunosupresji. W grupie takich pa-
cjentow objawy moga mie¢ charakter bardziej nasilony
i przewlektly, a nawet zagrazaé zyciu.

Wirusy te moga by¢ przyczyna niezwykle niebez-
piecznych schorzen takich jak zapalenie mozgu, opon
moézgowych, czy ptuc. Czgsto objawy zwigzane z nimi
sa nietypowe i trudno jednoznacznie stwierdzi¢, ze
czynnikiem etiologicznym sa wlasnie wirusy oprysz-
czki typu 1 1 2, czy wirusa ospy wietrznej/polpasca.
Dlatego bardzo wazne jest stosowanie czutych metod
diagnostycznych mogacych jednoznacznie potwier-
dzi¢ obecnos$¢ wirusa. Odnosi si¢ to szczegdlnie do
diagnostyki opryszczkowego zapalenia mozgu, gdzie
wirus rzadko jest obecny w ptynie rdzeniowo-moézgo-
wym [59].

Obecnie wyzwanie dla naukowcoéw stanowi opra-
cowanie skutecznych metod leczenia skierowanych
przeciwko Alphaherpesvirinae, poniewaz coraz czgs$-
ciej wérod tych wirusOw pojawiaja si¢ szczepy oporne
na analogi nukleozydow np. acyklowir. Dodatkowym
problemem terapeutycznym jest fakt, iz leki te nie
dziataja na wirusa w formie latentnej [59].
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Various functions of selected bacterial pigments

Abstract: Bacterial pigments are produced by numerous bacterial species. Their production gives the bacteria an advantage in their
competition for environmental niches. Several pigments produced by pathogens, e.g. staphyloxanthin of S. aureus or pyocyanin of
P. aeruginosa have been proved to be important factors of virulence and their modes of action are well established. In natural
environment, such as soil or water, bacterial pigments are indispensable for photosynthesis. They are also able to protect bacteria
against harmful effect of temperature, osmolarity, radiation and antibacterial compounds and also to help bacteria in iron acquisition
via the pathways alternative to siderophores. Recently, studies have been conduced on antibacterial therapy based on pigment
inhibition and the potential use of pigments in the industry and medicine, mainly as an anticancer agents.

Introduction. 2. Pigments as the virulence factors. 2.1. Pseudomonas aeruginosa and pyocyanin. 2.2. Staphylococcus aureus and
staphyloxanthin. 2.3. Other pathogenic bacteria and their pigments. 3. Functions of pigments other than virulence determinants.
3.1. Photosynthesis. 3.2. Acquisition of iron. 3.3. Protection against harmful environmental factors and antibacterials. 4. Possibility

of medical and commercial application of bacterial pigments. 5. Summary

Stowa kluczowe: pigmenty bakteryjne, czynniki wirulencji, fotosynteza, pozyskiwanie zelaza, ochrona przed stresem

Key words:

bacterial pigments, virulence factors, photosynthesis, iron acquisition, stress protection

1. Wstep

Wiele gatunkéw bakterii nalezacych do kilku ty-
pow taksonomicznych posiada zdolno$¢ do syntezy
zwiazkoéw barwnych. Gatunki barwne, nie tylko bak-
teryjne, maja istotna przewage¢ w naturalnym S$ro-
dowisku bytowania, co jest szczegdlnie widoczne
w przypadku zwierzat krggowych, ktorych jaskrawe
ubarwienie zwigksza atrakcyjnos$¢ osobnikow dla plci
przeciwnej, utatwia kamuflaz a takze odstrasza poten-
cjalnych wrogéw. Wszystkie te korzy$ci zwiazane sa
ze zdolno$cia zwierzat do percepcji roznych koloréw,
co a priori jest niemozliwe u bakterii. Mimo tego,
korzysci, ktore czerpia barwne bakterie s liczne 1 r6z-
norodne, a ich przewaga selekcyjna nad gatunkami
lub mutantami bezbarwnymi jest znaczna. Korzysci te
polegaja na: zdobywaniu pokarmu i energii (bakterie
fotosyntetyzujace), pozyskiwaniu zelaza ze $rodowi-
ska, ochronie przed szkodliwym dzialaniem $wiatta
widzialnego o duzym natgzeniu, promieniowania ultra-
fioletowego, ekstremalnych temperatur, jak réwniez
zwiazkéw o dziataniu antybakteryjnym, produkowa-
nych przez inne organizmy. Poza tym niektore pig-

menty bakteryjne maja aktywno$¢ antybiotyczna oraz,
co bardzo wazne, sa czynnikami wirulencji chorobo-
tworczych bakterii. Te wszystkie naturalne funkcje
bakteryjnych barwnikow beda omowione w nastgp-
nych rozdziatach tego opracowania. Nalezy takze
zaznaczy¢, ze kolorystyka poszczegdlnych gatunkow
znajduje odbicie w ich nazwie, na przyktad Staphy-
lococcus aureus (gronkowiec ztocisty) lub Chromo-
bacterium violaceum (gatunek bakteryjny o zabarwie-
niu fioletowym). Pigmentacja jest takze cecha utatwia-
jaca identyfikacje danego gatunku, szczegoélnie istotna
w diagnostyce kliniczne;j.

Badania funkcji barwnikow oraz szlakow ich bio-
syntezy w komorce bakteryjnej prowadzone sq inten-
sywnie od okoto 20 lat. Eksperymenty wykonuje si¢
zardwno in vivo, gldwnie przez poréwnanie fenotypu
bezbarwnego mutanta z barwnym szczepem wyjscio-
wym, jak i in vitro, badajac wplyw izolowanych pig-
mentow na srodowisko (w wypadku bakterii chorobo-
tworczych na komorki zainfekowanego gospodarza).
W ostatnich latach stato si¢ mozliwe wykorzystanie
w tych badaniach technik stosowanych w biologii
molekularnej i biotechnologii, co przybliza dogl¢bne
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poznanie zaréwno regulacji syntezy pigmentéow jak
i mechanizmoéw roznorodnego (plejotropowego) ich
dziatania na komorki organizméw wyzszych oraz mo-
lekularnych podstaw udziatu barwnikow w chorobo-
tworczos$ci bakterii.

2. Pigmenty jako czynniki wirulencji
2.1. Pseudomonas aeruginosa i piocyjanina

Gramujemne paleczki, P. aeruginosa (klasa Gam-
maproteobacteria, rodzina Psedomonadaceae) cha-
rakteryzuja si¢ zdolnos$cia do przeprowadzania bardzo
licznych reakcji biochemicznych, ktore naleza do
roznorodnych szlakéw metabolicznych. W zwiazku
z tym, bakterie te moze rosna¢ w roéznych srodowis-
kach i maja zdolno$¢ do infekcji wielu gatunkow
organizmoéw eukariotycznych, od ameby do cztowieka.
U ludzi wywotuja liczne schorzenia, w tym: zapalenie
ucha srodkowego, zapalenie stawow, zapalenie wsier-
dzia, choroby uktadu moczowego, zakazenia ran, na
przyklad powstatych w wyniku poparzen. Ogromny
potencjat chorobotworczy P. aeruginosa zwiazany jest
z synteza przez t¢ bakteri¢ kilku czynnikéw wirulen-
cji, z ktérych najwazniejszymi sa proteazy, hemolizy-
ny, adhezyny i egzotoksyny. Te ostatnie odpowiadaja
za martwice tkanek i problemy z leczeniem zainfeko-
wanych ran. Egzotoksyny sa transportowane bezpo-
srednio do komorek eukariotycznych przez system
sekrecji typu III, ktory, jako taki, moze by¢ takze uwa-
zany za czynnik wirulencji tej bakterii [61]. Jednak,
mimo obecnosci tak licznych czynnikéw odpowiedzial-
nych za patogenno$¢, gatunek ten rzadko infekuje osob-
niki zdrowe, a to ze wzgledu na staba zdolnos¢ do ko-
lonizacji i niszczenia komorek nabtonka. Dlatego tez
P. aeruginosa jest klasycznym przyktadem patogenu
oportunistycznego, groznego dla osob z obnizona od-
pornos$cia, z czym wiaza si¢ roéznorodne zakazenia
szpitalne, ktorych jest przyczyna. Do czynnikow ryzy-
ka zakazeniem P. aeruginosa naleza: AIDS, choroba
nowotworowa, cukrzyca, a zwlaszcza mukowiscydoza.

Wolno zyjace komorki P. aeruginosa sa niezwykle
ruchliwe dzigki obecnosci dlugiej, pojedynczej rzgski
umiejscowionej na biegunie bakterii. Gatunek ten
ma takze zdolno$¢ do wzrostu w postaci biofilmu.
Pojedyncze komorki tworzace tg strukturg sa zle-
pione, i przez to unieruchomione, przez wielocukier,
alginian, tworzacy tzw. macierz biofilmu [44]. Bio-
filmy tworza si¢ na granicy faz, a wigc, migdzy inny-
mi, na powierzchniach urzadzen medycznych np.
drenow, cewnikow, szkiet kontaktowych. Substancje
antybakteryjne, w tym antybiotyki, stabo dziataja na
bakterie znajdujace si¢ w biofilmie; w zwiazku z tym
wszystkie patogeny zdolne do tworzenia biofilmdow,
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a szczegolnie P. aeruginosa, stanowia duze zagroze-
nie zdrowotne.

P, aeruginosa wytwarza cztery pigmenty, z ktérych
najwazniejszym jest piocyjanina, koloru niebiesko-
zielonego. Barwnik ten jest wydzielany poza komor-
ke, nadajac charakterystyczne szmaragdowe zabar-
wienie podlozu hodowlanemu lub wydzielinie ptucne;j
0s0b zakazonych tym patogenem. Innymi barwnikami
P aeruginosa sa: zielona, zdolna do fluorescencji
fluoresceina (piowerdyna), czerwona piorubina oraz
brazowa melanina. Barwa dwoch ostatnich bywa
maskowana przez zielony kolor piocyjaniny. Piocyja-
nina (1-hydroksy-5-metylofenozyna) jest zwiterjonem
(Rys. 1A). Ta nazwa okreslane sa zwiazki, w ktérych
w jednej czasteczce i blisko siebie znajduja si¢ grupy
natadowane dodatnio i ujemnie. Taka struktura umoz-
liwia swobodne przechodzenie czastek przez blony
biologiczne. Piocyjnina jest waznym czynnikiem wi-
rulencji P. aeruginosa. Powoduje znaczny wzrost ste-
zenia reaktywnych form tlenu — RFT (ang. reactive
oxygen substances — ROS) w komorkach eukariotycz-
nych. Ma to zwiazek ze zdolnoscia tego barwnika do
przenoszenia elektronow ze zwiazkow zredukowa-
nych, np. glutationu, na tlen, a to prowadzi do obnize-
nia w eukariotycznej komorce stezenia antyoksydan-
tow z jednoczesnym zwigkszeniem stgzenia zwiazkow
silnie utleniajacych, ktérymi sa RFT [42]. Obser-
wowano rowniez zahamowanie aktywnosci katalazy
przez ten barwnik [41]. Wszystkie RFT zawieraja
w czasteczkach reaktywne, niesparowane elektrony.
Przyktadami tych zwiazkéw sa wolne rodniki, nad-
tlenki oraz tlen singletowy (O = O). Ograniczona ilo$¢
RFT powstaje w komorkach eukariotycznych jako
naturalne produkty metabolizmu i pelni wazne funk-
cje w oksydatywnej, mitochondrialnej fosforylacji,
apoptozie czy krzepnigciu krwi [35]. Zwigkszenie ste-
zenia RFT bedace typowym skutkiem wielu infekcji
bakteryjnych, nazywane stresem oksydacyjnym, jest
waznym czynnikiem obrony gospodarza przed infe-
kujacymi patogenami (patrz nizej). Jednak masywny,
zwiazany z aktywnos$cia piocyjaniny stres oksyda-
cyjny po infekcji P aeruginosa ma wielorakie skutki
destrukcyjne. Olbrzymie zwigkszenie RFT w komor-
kach zernych — neutrofilach prowadzi do ich apop-
tozy, zanotowano réwniez zmniejszenie wydzielania
cytokin, co skutkuje supresja uktadu immunologicz-
nego [2]. Oksydacyjny stres zaburza takze homeosta-
z¢ jonOw wapnia, a co za tym idzie sekrecj¢ $luzu,
rytmiczny ruch rzgsek w gornych drogach oddecho-
wych, a nawet prowadzi do uszkodzenia nablonka
[25]. Wyniki badan in vivo prowadzone na modelu
mysim wykazaly, ze piocyjanina odpowiedzialna jest
za nekrozg tkanki ptucnej [29]. Barwnik ten ma takze
silne dziatanie antybiotyczne, co zostanie omowione
w nastgpnym rozdziale.
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Rys. 1. Chemiczna struktura wybranych pigmentéw bakteryjnych.

(A) piocyjanina P. aeruginosa, (B) stafyloksantyna S. aureus, (C) porfiryna P. gingivalis, (D) wiolaceina C. violaceaum, (E) melanina C. neoformans,
(F) granadyna streptokokow grupy B, (G) chlorofil a, (H) bakteriochlorofil a, (J) prodigiozyna S. marcescens

W tym miejscu nalezy wspomnie¢, ze niedawno
ukazato si¢ wyczerpujace opracowanie dotyczace in-
nej klasy pigmentow — piowerdyn, fluoryzujacych
barwnikow) zaliczanych do sideroforéw. W pracy
mozna znalez¢ informacj¢ dotyczace , migdzy innymi,
roli piowerdyn w ochronie biologicznej roslin oraz
o ich znaczeniu i zastosowaniu w medycynie [24].

2.2. Staphylococcus aureus i stafyloksantyna

Staphylococcus aureus (klasa Bacilli, rodzina
Staphylococcaceae) jest Gram-dodatnim, koagulazo-
dodatnim ziarniakiem, ktérego komorki tworza nie-
regularne skupienia przypominajace grona. Bytuje
gléwnie na skorze i btonach $luzowych naczelnych,
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ale rowniez innych ssakow i ptakow. Sporadycznie
izolowany jest z gleby, wody stodkiej i morskiej, naj-
prawdopodobniej z miejsc zanieczyszczonych produk-
tami pochodzenia zwierzecego. Szacuje sig, ze przynaj-
mniej 10% populacji ludzkiej jest stale lub okresowo
nosicielami S. aureus, najczesSciej] w jamie nosowej.
W zwiazku z powyzszym gatunek ten moze by¢ okres-
lany mianem patogenu oportunistycznego. Mimo to
schorzenia przez niego wywolywane sa bardzo groz-
ne i charakteryzuja si¢ duza $miertelnoscia. Z chordb
o etiologii gronkowcowej nalezy wymieni¢: zakaze-
nia skory i tkanek migkkich (czyraki, jgczmien, ropnie
— rowniez ran pooperacyjnych, zapalenie sutka, zapale-
nie mieszka wlosowego), infekcje uktadowe (zapale-
nie szpiku kostnego i kosci, ptuc, wsierdzia, opon moz-
gowo-rdzeniowych, uktadu moczowego, posocznicg
gronkowcowa), oraz choroby zwiazane z dzialaniem
swoistych toksyn (chorobg Rittera, zatrucia pokar-
mowe). S. aureus syntetyzuje wiele czynnikdéw wiru-
lencji, z ktorych szczegolnie grozne sa toksyny — en-
terotoksyny (odpowiedzialne za zatrucia pokarmowe),
hemolizyny, koagulaza, egzofoliatyna, leukocydyna,
czynnik CF, hialuronidaza, fibrynolizyna. Nalezy jesz-
cze nadmienié, ze gatunek ten ma duza zdolnos¢ do
wzrostu w postaci biofilmow, co podobnie jak w przy-
padku P. aeruginosa, poteguje jego chorobotwdrczosé.
Ostatnio izoluje si¢ coraz wigcej szczepow opornych
na antybiotyki B-laktamowe powszechnie stosowane
w leczeniu chorob wywotywanych przez gronkowce,
czego przyktadem sa szczepy MRSA (methicilin resi-
stant S. gureus) [16].

S. aureus wytwarza dwa pigmenty, zlota stafylo-
ksantyng oraz, w mniejszej ilosci, zo6lta 4°4’-diapone-
noporyng, ktore sa odpowiedzialne za barwg komorek.
Ta pierwsza jest waznym czynnikiem wirulencji gron-
kowca [32]. Stafyloksantyna nalezy do karotenoidow.
Zwiazki te sa powszechnie syntetyzowane przez rosli-
ny (B-karoten), grzyby i glony. Wiele z nich znajduje
zastosowanie w medycynie, kosmetologii i jako do-
datek do pasz. Ostatnio wykazano, ze dieta bogata
w karotenoidy zmniejsza ryzyko zachorowania na raka
[9]. Chemicznie, karotenoidy sa mieszanymi cyklicz-
no-liniowymi polienami; stafyloksantyna zawiera
szkielet weglowy C30 z naprzemiennie utozonymi
pojedynczymi i podwojnymi wiazaniami (Rys. 1B)
[46]. Taka budowa chemiczna sprawia, ze stafyloksa-
nyna, jak i inne karotenoidy, jest silnym antyoksydan-
tem, tatwo ulega utlenieniu, absorbujac energig z RFT
[12]. Jak juz wyzej wspomniano, po infekcji bakteryj-
nej iloé¢ RFT w zaatakowanym organizmie wzrasta,
zwlaszcza w komorkach zernych, migdzy innymi
neutrofilach, co ma zasadnicze znaczenie w procesie
neutralizacji bakterii. Efektywnos$¢ stafyloksantyny
w usuwaniu RFT potggowana jest jej komorkowa lo-
kalizacja — barwnik ten umiejscowiony jest w ostonach

KRYSTYNA I. WOLSKA, ANNA M. GRUDNIAK, ANNA KRACZKIEWICZ-DOWJAT, ANNA KUREK

komorkowych. Wykazano eksperymentalnie, ze obec-
no$¢ stafyloksantyny czyni komorki bardziej opornymi
na szkodliwe dziatanie wody utlenionej, podchlorynu
i wolnych rodnikow oraz sprawia, ze wigksza ilo$§¢
bakterii przezywa w neutrofilach [7]. Udowodniono
rowniez, ze bezbarwny mutant S. aureus charakteryzu-
je si¢ znacznie mniejsza patogennoscia dla myszy, po
podskérnym wprowadzeniu zawiesiny bakterii [32].

2.3. Inne bakterie i ich pigmenty

Porphyromonas gingivalis (klasa Bacteroidia, ro-
dzina Porphyromonadaceae) jest beztlenowa bakteria
wywotlujaca niektore odmiany paradontozy. Oprocz
tego moze powodowaé schorzenia przewodu pokar-
mowego 1 uktadu oddechowego. Gatunek ten produ-
kuje kolagenaze, i wtasnie rozktad kolagenu przyczy-
nia si¢ do rozwoju paradontozy. Podczas wzrostu na
agarze z krwia, bakteryjne kolonie maja czarne zabar-
wienie wskutek syntezy porfiryny. Porfiryny sa zwiaz-
kami heterocyklicznymi, zawierajacymi cztery piers-
cienie pirolowe (Rys. 1C) [5]. Pigment produkowany
przez P. gingivalis powstaje w wyniku proteolitycznej
degradacji hemoglobiny [51]. Porfiryna jest silnym
przeciwutleniaczem i chroni komorki patogenu przed
antybakteryjnym dziataniem RFT [52].

Wzglednie beztlenowa, wytwarzajaca antybiotyki
bakteria, czgsto izolowana z gleb i wod subtropikal-
nych i tropikalnych, Chromobacterium violaceum
(klasa Betaproteobacteria, rodzina Neisseriaceae),
moze by¢ sporadyczna przyczyna zakazen skérnych
i sepsy [11]. Gatunek ten zdolny jest do produkcji
kilku antybiotykow, a w obecnosci tlenu wytwarza fio-
letowy barwnik, wiolaceing, ktora ma rowniez wiasci-
wosci antybiotyczne, o czym bedzie wzmianka w na-
stgpnym rozdziale. Wiolaceina, wlasciwie wiolaceina
5 (Ryc. 1D), jest pochodna pirolidyny i wytwarzana
jest z L-tryptofanu i czasteczkowego tlenu przy udziale
pieciu enzymdw, VioA — E [3]. Podobnie do uprzed-
nio omdéwionych pigmentow, barwnik ten jest silnym
przeciwutleniaczem, wydajnie usuwajacym RFT z ko-
morek eukariotycznych. Wydaje sig, ze wiolaceina ma
szczegblne znaczenie w ochronie przed utlenianiem
lipidéw znajdujacych si¢ w ostonach bakteryjnych [28].

Stosunkowo nieliczne bakterie chorobotworcze,
w tym Proteus mirabilis (klasa Gammaproteobacteria,
rodzina Enterobacteriaceae) wywolujacy zakazenia
uktadu moczowego i ran, Vibrio cholerae (klasa Gam-
mapropteobacteria, rodzina Vibrionaceae), czynnik
etiologiczny cholery oraz Burkholderia cenocepacia
(klasa Betaproteobacteria, rodzina Burkhoderiaceae),
ktora jest oportunistycznym patogenem i powoduje
infekcje osob chorych na mukowiscydozg i chronicz-
na granulocytoze, maja zdolnos¢ do syntezy ciemno-
brazowych lub czarnych barwnikéw z grupy melanin
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[39]. W tym miejscu nalezy nadmienic¢, ze barwniki te
sa bardzo rozpowszechnione u Eukaryota, wystgpuja
u zwierzat i patogennych grzybow takich jak Crypto-
coccus neoformans i Aspergillus fumigatus [34]. Licz-
ne pozycje literaturowe dotycza funkcji melanin wias-
nie u tych organizméw. Wszystkie pigmenty nalezace
do tej grupy sa zwiazkami charakteryzujacymi sig
duza masa czasteczkowa i ujemnym tadunkiem, skta-
daja si¢ z reszt fenolowych i indolowych (Rys. 1E)
[59]. Melaniny stanowia przyklad silnych przeciw-
utleniaczy, stabilizuja wolne rodniki, maja zdolnos¢ do
wiazania niesparowanych elektronéw w RFT, z czym
wigze si¢ ich dziatanie ochronne dla komorek bakte-
ryjnych, a to pociaga za soba zwigkszona wirulencje
szczepow produkujacych te pigmenty [38].

Paciorkowce nalezace do grupy B (klasa Bacilli,
rodzina Streptococcaceae) syntetyzuja czerwono-po-
maranczowy pigment, granadyneg, pochodna ornityny
(Rys. 1F) [49]. Ta grupa bakterii wywoluje grozne
infekcje u noworodkéw, a wirulencja szczepow zwia-
zana jest migdzy innymi z produkcja barwnika, czemu
towarzyszy synteza innego czynnika wirulencji, beta
hemolizyny/cytolizyny [53]. Eksperymentalnie udo-
wodniono zwigkszone przezycie barwnych pacior-
kowcow w makrofagach wskutek ich zdolnosci do
usuwania RFT [31].

Przedstawione przyktady przekonuja, ze wirulen-
cja bakterii zwiazana jest w znacznym stopniu z ich
zdolnosécia do syntezy barwnikow, ktore zazwyczaj
petnia funkcje polegajaca na ochronie patogenow
przed destrukcyjnym dzialaniem RFT, a u P. aerugi-
nosa indukuja wzmozona produkcj¢ RFT, co z kolei
dziata szkodliwie na komorki zerne makroorganizmu.
W zwiazku z powyzszym, podjgcie prob zbadania
zastosowania zwiazkéw hamujacych szlaki syntezy
barwnikéw w terapii chorob wywotywanych przez
barwne patogeny wydaje si¢ dziataniem celowym. Jak
dotad sukcesy na tym polu nie sa liczne, cho¢ takie
podejscie a priori ma przewage nad innymi rodzaja-
mi terapii np. stosowaniem antybiotykdéw, poniewaz
pozwala na eliminacj¢ specyficznego gatunku. Naj-
wigcej publikacji dotyczy potencjalnych mozliwosci
leczenia choréb wywotywanych przez Cryptococcus
neoformans przez zahamowanie produkcji melaniny
przez ten grzyb [40], a wigc opis uzyskanych wynikow
przekracza ramy tego opracowania. Wydaje si¢, ze po-
dobny rodzaj terapii moze niedtugo znalez¢ zastosowa-
nie w leczeniu paradontozy wywotanej przez P. gingi-
valis po zastosowaniu silnego, monochromatycznego
$wiatla, ktore jest pochtaniane przez czarny pigment,
porfiryng [1]. Duze nadzieje wiaze si¢ rowniez z le-
czeniem choréb powodowanych przez S. aureus. Jak
wspomniano, ztocisty barwnik produkowany przez
te bakterig jest karotenoidem. Szlak jego syntezy ma
poczatkowe etapy, katalizowane przez bialko CrtA,
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wspolne z etapami biosyntezy cholesterolu u ludzi
katalizowanymi przez syntetazg skwalenowa [7].
W zwiazku z tym, inhibitory syntetazy skwalenowe;j
np. fosfonosulfonian, hamuja réwniez wytwarzanie
barwnika przez S. aureus, czyniac komorki bakteryjne
bardziej podatnymi na usuwanie przez RFT. Udowod-
niono eksperymentalnie 98%. skutecznos¢ tego zwiaz-
ku w eliminacji patogenu eksperymentalnie wprowa-
dzonego do myszy [33].

3. Funkcje pigmentow nie zwigzane
z chorobotworczo$cia

3.1. Fotosynteza

Niewatpliwie najwazniejsza funkcja barwnikow
jest ich kluczowa rola jaka pelnia w procesie fotosyn-
tezy. Organizmy prokariotyczne, podobnie jak roslinny
wyzsze, maja zdolno$¢ do przeprowadzania fotosyn-
tezy, ktora jest procesem dostarczajacym organizmowi
energii chemicznej powstatej w wyniku przetworzenia
energii §wietlnej oraz budulca w postaci produktow
asymilacji dwutlenku wegla. Warunkiem zajsécia tego
procesu jest obecno$§¢ w ich komoérkach specyficz-
nych barwnikow lub ich komplekséw odnajdywanych
w roznych strukturach, ktore dziela si¢ na: chromato-
fory (u bakterii purpurowych i siarkowych), tylakoidy
(u sinic) oraz chlorosomy — btoniaste struktury uformo-
wane w rurki (u bakterii zielonych). We wszystkich
uktadach fotosyntetycznych zawarte sa substancje foto-
chemicznie czynne, mozna tu wyrdznic: chlorofile a, b,
d, karotenoidy, fikobiliny oraz bakteriochlorofile a, b,
¢, d, eig. W sklad czasteczki chlorofilu wchodza czte-
ry pierScienie pirolowe polaczone mostkami (= CH-)
tworzace porfing, z ktorej po dolaczeniu tancuchow
bocznych, powstaje porfiryna [14]. Chlorofile zawiera-
ja 2 grupy karboksylowe, z ktorych jedna jest zawsze
zestryfikowana dlugotancuchowym niepolarnym alko-
holem (najczegsciej fitolem). Chlorofil a przy drugim
pierscieniu pirolowym posiada grupe -CH, a chlorofil b
-CHO. Centralna pozycj¢ w uktadzie porfirynowym,
zajmuje atom Mg zwigzany z atomami azotu. Absorb-
cja energii $wietlnej prowadzi do wyrzucenia z cza-
steczki chlorofilu elektronéw o duzej energii, ktore
przechodzac przez fancuch transportu elektronow
dostarczaja energii do wytworzenia sity protonomoto-
rycznej i/lub bezposredniej redukcji NADP. U cyano-
bakterii (sinic) fotosynteza przebiega inaczej niz
u bakterii anoksygenowych (tj. nie wytwarzajacych
tlenu), takich jak bakterie purpurowe i zielone i jest
przyktadem oksygenicznego typu fotosyntezy bardzo
zblizonego do fotosyntezy roslin [14, 17]. W bakterio-
chlorofilach zamiast alkoholu — fitolu moze wystepo-
wac farnezol lub geranylogeraniol. Wzory strukturalne
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chlorofilu a oraz bakteriochlorofilu a zostaty przed-
stawione na rys. 1G i H. Barwnikami pelniacymi rolg
pomocnicza w procesie fotosyntezy sa karoteny i ksan-
tofile [56]. Pochtaniaja one promieniowanie niebiesko-
fioletowe i przekazuja energig chlorofilowi a, ponadto
chronia chlorofil przed fotooksydacja mozliwa w wa-
runkach nadmiernego o$wietlenia. Podstawowa jed-
nostka strukturalng karotenéw jest izopren [56, 19].
Wzér przyktadowego karotenoidu zostal uprzednio
omoéwiony na przykladzie stafyloksantyny S. aureus.

Bakterie fotosyntezujace mozna podzieli¢ na cztery
grupy: (1) Cyanobacteria (sinice), (2) bakterie zielone
(Chlorobiaceae, Chloroflexaceae), (3) bakterie purpu-
rowe siarkowe (Chromatiaceae) oraz (4) purpurowe
bakterie bezsiarkowe (Rhodospirillaceae). Cyanobak-
terie to grupa bakterii silnie zroznicowana morfologicz-
nie, wiekszo$¢ z nich zawiera chlorofil a z maksimum
absorpcji P700 i P680, natomiast zamiast chlorofilu
wystepuja u nich fikobiliny, do ktorych zalicza sig
fikocjaning (PC), oraz rzadziej spotykana fikoerytryng
(PE). Te barwniki odnajdywane sa w strukturach fiko-
bilisomow, absorbuja $wiatto barwy zo6ttej oraz zielo-
no-zottej [17, 48]. Wszystkie cyjanobakterie wiaza
CO, w cyklu Calvina, nie maja penego cyklu Krebsa,
czg$¢ z nich wiaze N,. Natomiast sinice zaliczane do
rzedu Prochlorales, (np.: Prochlorothrix, Prochloro-
flexus, Prochlorococcus i Prochloron, ktory jest bez-
wzglednym symbiontem zachw) zawieraja chlorofil a
i b. Fotosyntetyzujace bakterie zielone (Chlorobiaceae
i Chloroflexaceae), przeprowadzaja ten proces przy
udziale bakteriochlorofili, zachodzi u nich fosforyla-
cja cykliczna [17]. Zrodlem elektronéw dla bakterio-
chlorofilu jest wodor lub zwiazki siarki. Chlorobiaceae
posiadaja niewielkie ilo$ci bakteriochlorofilu @ z ma-
ksimum absorpcji P840, natomiast nitkowate Chloro-
[flexaceae bakteriochlorofilu a z maksimum absorpcji
P865. Poza tym wystepuja u nich bakteriochlorofile c,
d oraz e, ktore pochtaniaja §wiatto 800, 850 i 870 nm
[17, 19, 23, 48]. Z kolei Heliobacteriacae, brazowo-
zielone anoksygenowe fototrofy, (dotychczas opisano
czterech przedstawicieli tej grupy bakterii: Heliobac-
terium, Heliophilum, Heliorestis 1 Heliobacillus), nie
posiadaja typowych barwnikow asymilacyjnych, maja
natomiast zlokalizowany w blonie komérkowej bak-
teriochlorofil g o maksimum absorpcji P798, ktorego
budowa jest bardzo zblizona do chlorofilu a. Wigk-
szos$¢ tych bakterii korzysta z nietypowych dawcow
elektronow, ktorymi sa zwiazki organiczne (alkohole,
octan, pirogronian) [17, 20, 48].

Bakterie purpurowe zawieraja bakteriochlorofile a
i b, jednak ich barwa jest przestonigta przez czerwone
i brazowe karotenoidy. Wyro6znia si¢ tu dwie rodziny:
bakterie purpurowe siarkowe — Chromatiaceae, ktore
sa wylacznie beztlenowe, zawieraja globule siarki sil-
nie zatamujace $wiatlo i bakteriochlorofile a i b z ma-
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ksimami absorpcji P870 i P890, odpowiednio, oraz
bakterie purpurowe bezsiarkowe — Rhodospirillaceae,
ktore w warunkach tlenowych przechodza na hetero-
trofizm. Maksimum absorpcji ich bakteriochlorofilu a
wynosi P870 a bakteriochlorofilu & — P960. U bak-
terii nalezacych do Chromatiaceae (np. Chromatium,
Thiospirillum, Thiophlycoccus) donorami elektronow
sq: siarkowodor, siarka 1 wodor oraz czasami zwiaz-
ki organiczne (kwasy), natomiast Rhodospirillaceae
(Rhodospirillum, Rhodopseudomonas, Rhodobacter,
Rhodocyclus i Rhodopila) jako donory elektronow
do procesu fotosyntezy wykorzystuja rézne zwiazki
organiczne, a niektore moga tez wykorzystywac siar-
kowodor, siarke i wodor [19, 23, 57].

Barwniki petnia szczeg6lna rolg u pewnych przed-
stawicieli Archea, ktore sa zdolne do wykorzystywania
energii stonecznej, chociaz nie potrafia przeprowadzac
fotosyntezy. Na przyktad tlenowy Halobacterium sali-
narum na $wietle, w warunkach beztlenowych lub przy
matlej zawartosci tlenu, wytwarza btong purpurowa,
ktora jest czgScia btony cytoplazmatycznej. Glownym
barwnikiem purpurowym jest tu bakteriorodopsyna,
zawierajaca Swiatloczuly zwiazek karotenowy, retinal.
Po absorpcji energii §wietlnej czasteczka bakterio-
rodopsyny przechodzi bardzo szybko w stan wzbudze-
nia i po pochtonigciu fotonu przenosi przez btong jony
wodorowe. W rezultacie tworzony jest w blonie silny
gradient elektrochemiczny, ktory bakterie wykorzystu-
ja do syntezy ATP. Btona ulega ponownej regeneracji
przy udziale protondéw znajdujacych si¢ w cytoplazmie,
opisany proces jest wigc pewna forma fosforylacji.
Halobacterium jest zatem zdolny do korzystania z ener-
gii $wietlnej w celu uzyskania energii w postaci ATP,
nie jest jednak autotrofem. Halobakterie, zyjac w $ro-
dowisku silnie naswietlonym, zawieraja duze iloSci
karotenoidow nadajacych im barwe rézowa i chro-
niacych wnetrze komorki przed uszkodzeniem foto-
chemicznym [15, 20, 54].

3.2. Pozyskiwanie zelaza

Legionella pneumophila (klasa Gammaproteobac-
teria, rodzina Legionellaceae) jest Gram-ujemna bak-
teria zasiedlajaca Srodowiska wodne i zdolng do wy-
wotywania ostrej formy zapalenia ptuc u czlowieka.
L. pneumophila pozyskuje zelazo, gldwnie dzigki wy-
twarzaniu syderoforow (legiobaktyn). Niedawno opi-
sano komplementarny system pozyskiwania tego pier-
wiastka przy udziale pigmentu — piomelaniny zwiazanej
z aktywnoscia reduktazy zelazowej [6]. Mozna przy-
puszczaé, ze melaniny produkowane przez inne bak-
terie nalezace do rodzajow: Burkholderia, Klebsiella,
Proteus, Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas
i Vibrio rébwniez uczestnicza w pozyskiwaniu zelaza.
U Gram-ujemnej bakterii Shewanella algae (takze
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u grzyba C. neoformans) opisano mechanizm redukcji
tlenku Zelaza przy udziale melaniny jako przekaznika
elektronow. Rowniez P. aeruginosa jest zdolny do poza-
komorkowej redukcji zelaza przy udziale piocyjaniny [6].

3.3. Ochrona przed szkodliwym dzialaniem
czynnikow Srodowiskowych
i zwigzkéw antybakteryjnych

Postuluje sig, ze zdolno$¢ mikroorganizmoéow do wy-
twarzania pigmentéw pierwotnie wyewoluowala jako
mechanizm nadajacy komorkom oporno$¢ na dziata-
nie reaktywnych form tlenu, co prowadzi nie tylko do
zwigkszenia przezywalnosci bakterii w zainfekowanym
gospodarzu, lecz rowniez w srodowisku zewngtrznym.
Z biegiem czasu pigmenty zostaly zaadaptowane do
pemienia funkcji chroniacych mikroorganizmy przed
uszkodzeniami wywolywanymi przez inne czynniki
fizykochemiczne [34]. Istnieja liczne doniesienia wyka-
zujace, ze melaniny sa odpowiedzialne za ochrong
komorek mikroorganizmoéw przed uszkodzeniami wy-
wotanymi takimi czynnikami $rodowiska jak promie-
niowanie UV 1 jonizujace, ekstremalne temperatury,
czynniki utleniajace, metale cigzkie, zwiazki antybio-
tyczne [8, 26, 39, 43]. Melaniny nie tylko moga chroni¢
DNA i inne zwiazki przed uszkodzeniami po dziata-
niu promieniowania UV, ale rOwniez ochraniaja enzy-
my przed proteazami, a komoérki przed enzymami hy-
drolitycznymi. Zapobiegaja takze degradacji biofilmu
1 moga pehic rolg w przeptywie protondéw i substancji
odzywczych w biofilmie [58, 60].

Literatura opisujaca ochronng rol¢ melaniny u mi-
krooganizméw zyjacych w takich §rodowiskach jak
gleba i woda w wigkszosci dotyczy grzybow, nieliczne
prace odnosza si¢ do bakterii. Barwnik ten syntetyzo-
wany przez Vibrio cholerae chroni bytujace w wodzie
komorki przed stresem osmotycznym i podwyzszona
temperatura. Warunki te spotykane sa w miesiacach
letnich, gdy wraz ze wzrostem temperatury wzrasta
zasolenie wody. Zdolno$¢ melaniny do ochrony bak-
terii przed stresem osmotycznym opiera sig na jej zdol-
nosci do absorpcji kationdw Na* i K, zapobiegajac
odwodnieniu komoérki [8]. Melanina niweluje rowniez
skutki stresu oksydatywnego, co jest szczegdlnie istot-
ne w porze letniej, kiedy w wyniku wzrostu intensyw-
nosci promieniowania UV wzrasta st¢zenie wolnych
rodnikow w wodach powierzchniowych, osiagajac po-
ziom 1-12x107'® M. Barwny mutant V. cholerae,
oprocz zwigkszonej infekcyjnos$ci, charakteryzuje sig
podwyzszona odpornoscia na promieniowanie UV
(100, 200, 300 pJ/m?), czego przyczyna jest prefe-
rencyjne absorbowanie energii tego promieniowania
przez melaning [58]. Wykazano rowniez, ze mela-
nina Bacillus thuringiensis chroni t¢ bakteri¢ przed
szkodliwym dziataniem promieni UV z jednoczesnym
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zwigkszeniem jego toksycznosci wobec owadow [45].
W tym przypadku zwigkszona odpornos$¢ na UV nale-
zy wiaza¢ z obecnoscia melaniny w ostonach endo-
spor, a zwigkszona toksyczno$¢ ze zwigkszona sta-
bilnoscia insektycydu wynikajaca z adsorpcji lub
wbudowania melaniny do krysztaléw toksycznego
biatka powstajacego podczas sporulacji. Te dane maja
duze znaczenie aplikacyjne ze wzgledu na to, ze sku-
tecznos$¢ B. thuringiensis jako bio-insectycydu zalezy
glownie od przezycia bakterii i stabilnosci jej toksyny
w warunkach polowych, gdzie gldéwnym czynnikiem
destabilizujacym jest nastonecznienie [45].

Melaniny sa takze zdolne do wiazania metali cigz-
kich. Grupy karboksylowe, fenolowe, hydroksylowe
1 aminowe wystepujace licznie w melaninach stanowia
potencjalne miejsca wiazania lub adsorpcji dla jonow
metali. Te wlasciwo$ci melaniny sugeruja mniejsza
skutecznoé¢ zawierajacych metale srodkow przeciw
grzybiczych i antybakteryjnych w eliminacji mikro-
organizméw wytwarzajacych ten pigment [39]. W ba-
daniach in vitro wykazano: wigzanie si¢ melaniny do
roznych pod wzgledem budowy chemicznej zwiaz-
kéw, jej interakcje z wieloma lekami, zdolno$¢ do
adsorpcji porownywalna do wegla aktywowanego.
Mechanizm nabywania opornosci na leki przez grzyby
produkujace melaning polega na wydajnym wiazaniu
ich przez warstwe pigmentu w $cianie i zapobieganiu
w osiagnigciu celu wewnatrz komorki. Natomiast
ochronny wptyw melaniny bakteryjnej moze by¢ ogra-
niczony jej nieznang lokalizacja w komorce [39].

U bakterii izolowanych z powietrza i u niektérych
wolno zyjacych, oportunistycznych mykobakterii,
w tym Mycobacterium kansasii i M. marinum [50]
oraz u Deinococcus radiodurans (klasa Deinococci,
rodzina Deinococcaceae) rolg ochronna przed stresem
oksydacyjnym pelnia karotenoidy. Tu nalezy wspom-
nie¢, ze duza opornos¢ D. radiodurans na stres oksy-
dacyjny jest jedna z licznych opornosci tej bakterii na
szkodliwe warunki srodowiska w tym: promieniowanie
jonizujace, podwyzszong temperaturg, zakwaszenie,
obecnos¢ trucizn i brak zwiazkéw odzywcezych [55].

4. Mozliwos¢ zastosowania bakteryjnych
pigmentow w medycynie i przemysle

Najwieksze nadzieje na zastosowanie bakteryjnych
pigmentow w medycynie wiaze si¢ z prodigiozyna,
czerwonym barwnikiem syntetyzowanym przez S. mar-
cescens (grupa Gammaproteobacteria, rodzina Entero-
bacteriaceae). Pigment ten nalezy do grupy amin i skta-
da sig z pierscieni pirolowych (Rys. 1J). Liczne badania
prowadzone w wielu laboratoriach wykazaly, ze barw-
nik ten ma bardzo silne dziatanie cytotoksyczne na
komorki kilku linii tkankowych. Wykazano réwniez,
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ze pigment ten nalezy do inhibitoréw cyklu komorko-
wego, degraduje DNA, zmienia wewnatrzkomorkowe
pH, jak rowniez indukuje appoptoze [47]. Stwierdzono
rowniez jego aktywnos$ci immunosupresyjna wobec
limfocytéw T, co ma zwiazek z blokowaniem prolifera-
cji limfocytow zaleznej od interleukiny 2 [18]. Z kolei
eksperymenty prowadzone na zwierzgtach udowodnity,
ze prodigiozyna blokuje rozwdj nowotwordw, odrzut
przeszczepow, np. serca i skory, oraz hamuje poczatko-
we etapy cukrzycy i artretyzmu [18]. Drugim pigmen-
tem dzialajacym anty-nowotworowo jest wiolaceina,
ktora niszczy komorki nowotworowe jelita grubego
i teczowki oraz hamuje proliferacjg limfocytow i dzia-
lanie cytokin, powoduje apoptozg komorek linii HL60,
za co odpowiedzialna jest aktywacja receptora 1 dla
czynnika martwicy nowotworow, TNF (tumor necro-
sis factor) odpowiedzialnego za transdukcjg¢ sygnatu.
[13, 27]. Barwnik ten ma takze dziatanie antybiotycz-
ne i jest szczegolnie efektywny w eliminacji pierwot-
niaka Leishmania amazoniensis, czynnika etiologiczne-
go rdznego rodzaju leiszmanioz: trzewnych, skérnych
1 skorno-$luzéwkowych [30]. Istnieja rowniez donie-
sienia o antybiotycznym dziataniu piocyjaniny. Barw-
nik ten wykazuje dziatanie bakteriobojcze, szczegdlnie
silnie eliminuje tlenowe bakterie Gram-dodatnie. Bak-
terie Gram-ujemne, a zwlaszcza beztlenowce sa elimi-
nowane znacznie stabiej [4]. Z kolei dos¢ wiele pozy-
cji literaturowych dotyczy mozliwos$ci zastosowania
melaniny w kosmetologii, a zwlaszcza w medycynie.
Syntetyczna melanina hamuje dzialanie prozapalnych
cytokin, TNF, interleukiny (IL)-1p, TL-6 i TL-10 [38].
Zadna z tych prac nie opisuje jednak dziatania barw-
nikow syntetyzowanych przez bakterie.

Na zakonczenie wykazu zastosowan pigmentow
w medycynie i przemysle nalezy wspomnie¢ o rosna-
cym zainteresowaniu astaksantynga, pomaranczowym
barwnikiem syntetyzowanym przez rosliny i mikro-
organizmy, w tym przez gatunki z rodzaju Paracoccus,
wlaczajac szczep P. marcusii OS22 (kKlasa Alphaproteo-
bacteria, rodzina Rhodobacteriaceae), ktory zostat wy-
izolowany z nieczynnej kopalni ztota w Ztotym Stoku
[10]. Za syntezg astaksantyny odpowiedzialne sq geny
crt odnajdywane w wielu gatunkach Paracoccus, cho¢
sugerowana jest mozliwo$¢ zaangazowania réwniez
innych gendéw w produkcje¢ tego barwnika [36]. Asta-
ksantyna jest stosowna jako sktadnik lekéw i prepara-
tow wzmacniajacych. Dzigki zdolnosci do nadawania
intensywnego, pomaranczowego zabarwienia produk-
tom pochodzenia zwierzgcego wykorzystywana jest
w przemysle spozywczym jako barwnik zywnosci,
z kolei dzigki aktywnoSci przeciw utleniajacej — jako
jej konserwant [21, 22]. Obecnie prowadzone sg inten-
sywne badania majace na celu skonstruowanie gene-
tycznie modyfikowanych mikroorganizmow zdolnych
do wydajnej i kontrolowanej produkcji tego pigmentu.

KRYSTYNA I. WOLSKA, ANNA M. GRUDNIAK, ANNA KRACZKIEWICZ-DOWJAT, ANNA KUREK

5. Podsumowanie

Liczne gatunki bakterii, w tym patogeny, zdolne sa
do produkcji barwnikoéw. Pigmenty bakteryjne pelnia
roéznorodng funkcjg, zawsze korzystna dla ich produ-
centow. Znana jest rola barwnikoéw jako czynnikow
wirulencji patogennych bakterii. W przypadku pio-
cyjaniny P. aeruginosa i stafyloksantyny S. aureus,
mechanizm wirulencji zwiazanej z produkcja barwni-
kéw jest dobrze poznany na poziomie molekularnym.
Badania innych pigmentoéw nie sg tak zaawansowane.
Podstawowa role barwnikow w zwigkszeniu patogen-
nosci ich producentdow petni zdolno§¢ pigmentdéw do
ochrony komoérek przed dziataniem uktadu odporno-
Sciowego gospodarza, co jest zwigzane ze zmniejsze-
niem stgzenia reaktywnych form tlenu w komoérkach
zernych. Z kolei bakteryjne chlorofile i bakteriochlo-
rofile petnia kluczowa rol¢ w procesie fotosyntezy.
Barwniki maja takze znaczenie w pozyskiwaniu zela-
za, np. piomelanina u L. monocytogenes lub w ochro-
nie przed szkodliwym dziataniem promieniowania,
np. melanina u V. cholerae. Ostatnio prowadzone sa
intensywne badania majace na celu opracowanie terapii
antybakteryjnych opartych na zahamowaniu produkcji
i/lub aktywnosci pigmentéw. Z drugiej strony bada sig
mozliwo$¢ wykorzystania pigmentow w przemysle,
glownie spozywczym i kosmetycznym, oraz w medycy-
nie, np. w terapiach antynowotworowych, co dotyczy
wiolaceiny C. violaceum 1 prodigiozyny S. marcescens.
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Toll-like receptor participation in fungal infections

Abstract: Immune system dysfunction is the major risk factor for developing invasive fungal infection. Toll Like Receptors (TLR) are
present on cells of the immune system as well as on other cells localized at sites that can potentially be portals of entry for pathogens.
TLRs recognize a number of fungal structures and play an important role in the immune response against fungal pathogens. The
receptor-ligand binding triggers protein cascade, translocation of NF-«kB into the cell nucleus and activation of target genes.
Receptors’ activation induces the production of some proinflammatory factors, and the activation of innate and adaptive immune
responses. Among the discovered 13 different TLRs, fungal ligands are specifically recognized by TLR2, 4 and 9. Scientific research of
the recent years confirm the relationship between TLR gene polymorphism in humans and susceptibility to invasive fungal infections.

1. Introduction. 2. Structure and activation pathway. 3. Function of TLRs. 4. TLR in fungal infections. 5. Polymorphisms in 7LR
genes. 6. Conclusions

Stowa kluczowe: grzyby, polimorfizm genow, receptory Toll-like
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1. Wstep

Receptory Toll-like (TLR) po raz pierwszy wykryto
u muszki owocowej (Drosophila melanogaster), ko-
lejne badania wykazaly, ze bardzo podobne receptory
wystepuja u ssakow, tej zbieznosci budowy zawdzig-
czaja swoja nazwg. Wystgpowanie tego mechanizmu
immunologicznego u tak odlegtych ewolucyjnie orga-
nizméw §wiadczy o jego skutecznosci w obronie przed
inwazja drobnoustrojow. Receptory Toll-like naleza do
grupy receptorow PRR (pattern recognition receptors)
nazywanych receptorami rozpoznajacymi wzorce. Li-
gandami dla nich sa czasteczki PAMP (pathogen asso-
ciated molecular patterns) — wzorce molekularne zwia-
zane z patogenami. Sa to substancje niezbgdne do
przezycia i charakterystyczne dla calych grup drobno-
ustrojow [2]. U ludzi znane jest 13 réznych receptorow
TLR oznaczonych kolejnymi numerami od 1 do 13.
Ligandem dla TLR1 sa bakteryjne tri-acyl lipopeptydy,
dla TLR2 peptydoglikan, lipopeptydy, kwas lipotej-
chojowy, poryny, nietypowy lipopolisacharyd, fospo-
lipomannan, dla TLR3 dwuniciowe RNA, dla TLR4
lipopolisacharyd, mannany, biatka otoczek wirusow,
HSP 60 1 HSP 70, a dla TLRS — flagellina. Natomiast
dla TLR6 ligandami sa diacetylowane lipopeptydy
i kwas tejchojowy. Receptory TLR7 i TLR8 wiaza
ssRNA, za$ niemetylowane oligonukleotydy CpG i he-

mozoina sa rozpoznawane przez TLR9. Poszczegolne
receptory moga si¢ laczy¢ i w postaci heterodimerow
rozpoznawa¢ inne ligandy, np. zymosan jest wigzany
tylko przez potaczone receptory TLR2 i TLR6. TLR
wystepuja na powierzchni komoérek uktadu odpor-
nosciowego monocytach/makrofagach, komorkach
tucznych, limfocytach B, limfocytach T, komoérkach
dendrytycznych, komoérkach nabtonkowych skory,
przewodu pokarmowego, uktadu oddechowego, narza-
doéw moczowo-ptciowych, adypocytach, komoérkach
srodbtonka, kardiomiocytach i fibroblastach [10, 17,
18]. Znane sa réwniez receptory Toll-like funkcjo-
nujace wewnatrzkomorkowo, przyktadem sag TLR9
obecny w fagolizosomach. Aktywuja je ligandy uwol-
nione podczas fagocytozy [10].

2. Budowa i szlak aktywacji

Cz¢$¢ zewnatrzkomorkowa TLR zawiera domeny
bogate w leucyng, natomiast wewnatrzkomorkowa
domeng TIR (Toll/IL-1R), ktora wykazuje znaczna ho-
mologig z receptorem typu 1 interleukiny 1. Struktura
ta powszechnie wystegpuje w komorkach roslin i zwie-
rzat; biatka posiadajace domeng TIR to, poza recepto-
rami TLR i receptorami dla IL-1, mi¢dzy innymi biat-
ka indukujace ekspresj¢ antybiotykéw peptydowych

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, ul. Chodzki 1,
20-059 Lublin; tel/fax (81) 74223781 lub tel 509228295; e-mail: dorotaplewik@yahoo.pl
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u Inu, tytoniu i muszek owocowych. Zwiazanie ligan-
du z receptorem TLR uruchamia wewnatrz komorki
kaskadg biatek, nastgpnie przytaczanie i aktywacja ko-
lejnych elementow szlaku. Sygnal z aktywowanego
TLR jest przekazywany przez kompleksy biatkowe.
Pierwszy kompleks zawierajacy aktywowany TLR,
molekule taczaca MyD88 (myeloid differentiation pri-
mary response) i kinazg IRAK (kinaza zwiazana z re-
ceptorem interleukiny), gromadzi si¢ wokot receptora
w odpowiedzi na sygnal. Ten kompleks aktywuje ko-
lejny kompleks, nastgpuje fosforylacja, ubikwitynacja
i degradacja biatka inhibitorowego IxB. Uwolniony
NF-xB przemieszcza si¢ do jadra komorkowego i ak-
tywuje docelowe geny. Koduja one cytokiny prozapal-
ne, chemokiny, receptory immunologiczne, czasteczki
adhezyjne zwiazane z powierzchnia komorki. Media-
tory zapalne pobudzaja drugi szlak sygnatowy, ktory
zwrotnie aktywuje NF-xB [1, 15].

3. Funkcja TLR

Receptory TLR znajduja si¢ migdzy innymi na po-
wierzchni komorek nablonkowych drég oddechowych
i jelit oraz komorkach §rodbtonka, dzigki takiej lokali-
zacji drobnoustroje moga by¢ rozpoznawane juz we
wrotach zakazenia. Aktywowane komorki nabtonka
wydzielaja cytokiny, chemokiny i defensyny, dzigki
czemu juz na tym etapie zakazenie moze zostaé po-
wstrzymane. Jesli komorki nabtonka nie powstrzyma-
ja inwazji drobnoustrojow, walke z nimi podejmuja
komorki uktadu odpornosciowego [10]

Czynniki wydzielane przez komorki nabtonka przy-
ciagaja i wstepnie aktywuja leukocyty. Monocyty/ma-
krofagi posiadaja wszystkie znane receptory TLR poza
TLR3. Zwiazanie przez receptor Toll-like struktury
drobnoustroju bedacej ligandem, prowadzi do aktywa-
cji komorki. Rozpoczynaja one wytwarzanie cytokin
prozapalnych: IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF, zwigksza
si¢ zdolnos¢ komorek do fagocytozy, wytwarzania re-
aktywnych form tlenu, wydzielania NO i prezentacji
antygenow limfocytom T [17].

Ekspresja receptorow TLR w komorkach dendry-
tycznych jest zalezna od populacji i dojrzatosci ko-
morek. Szpikowe komorki dendrytyczne krazace we
krwi posiadaja TLR1, 2, 4, 5 i 8, natomiast w populacji
plazmatycznych komodrek dendrytycznych obecne sa
wylacznie TLR7 i TLRS. Ekspresja TLR1, 2,41 5 wy-
stgpuje na niedojrzalych komorkach, spada natomiast
w komorkach dojrzatych. Przeciwnie TLR3 jest obec-
ny tylko w komorkach dojrzatych. Potaczenie ligandu
z receptorem Toll-like powoduje natychmiastowa akty-
wacjg i dojrzewanie komorki dendrytycznej. Przecho-
dzi ona z tkanek do wezla chtonnego, rozpoczyna wy-
twarzanie TNF, IL-12, IL-18 i innych cytokin, staje si¢

PLEWIK DOROTA, KOZIOL-MONTEWKA MARIA

réowniez komorka prezentujaca antygeny. Aktywacja
komorek dendrytycznych prowadzi do zapoczatkowa-
nia swoistej odpowiedzi immunologicznej [13, 21]

Wyjatkowo obficie receptory TLR wystepuja na po-
wierzchni komorek tucznych. Wydaje sig, ze gtowna
rola tych komorek jest wzmocnienie poczatkowych
sygnalow o inwazji drobnoustrojow. Temu zadaniu
sprzyja umiejscowienie ich w rejonach organizmu mo-
gacych stanowi¢ wrota zakazenia: w poblizu naczyn
krwiono$nych, skorze, btonie §luzowej drog oddecho-
wych i przewodu pokarmowego, narzadéw moczowo-
ptciowych. Na powierzchni komérek tucznych obec-
ne sa TLR2, 4, 6 i 8. Po aktywacji wywotanej
zwiazaniem ligandu z receptorami TLR mastocyty wy-
dzielaja szereg mediatoré6w prozapalnych, co powo-
duje zwigkszenie przepuszczalno$ci naczyn krwio-
nos$nych, naptyw przeciwciat, sktadnikéw dopetniacza
i komorek uktadu immunologicznego oraz ich akty-
wacj¢. Dodatkowo komorki tuczne maja zdolnosé pre-
zentowania antygenow [12].

4. TLR w zakazeniach grzybiczych

Wszelkie stany chorobowe oraz procedury diag-
nostyczne i lecznicze prowadzace do zachwiania réw-
nowagi immunologicznej pacjenta predysponuja do
wystgpowania grzybic. Rozwdj chirurgii w tym trans-
plantologii, procedur leczenia nowotworéw prowa-
dzacych do giebokiej immunosupresji pacjenta oraz
powszechne stosowanie antybiotykow, szczegolnie
o szerokim spektrum dziatania, spowodowat wzrost
liczby zachorowan na grzybice [8]. Receptory TLR2,
TLR4 oraz TLR9 odgrywaja istotna rolg w rozpo-
znawaniu zakazen grzybiczych. Cho¢ nie sa doktad-
nie okreslone elementy komorki grzybow stanowiace
ligandy dla TLR, receptory te samodzielnie oraz w po-
laczeniu z receptorami lektynowymi biora udziat
w odpowiedzi na zakazenia Candida sp., Aspergillus sp.
oraz Cryptococcus neoformans, Pneumocystis jiroveci,
Coccidioides posadasii, Paracoccidides brasilienis
(4,7, 14, 16, 22].

Interakcja Candida albicans z receptorami gospo-
darza jest kluczowym czynnikiem w patogenezie can-
didemii. Rozpoznanie ré6znych morfologicznie form
C. albicans przez TLR i inne receptory znajdujace sig
na powierzchni monocytéw, makrofagéw i komorek
dendrytycznych decyduje o polaryzacji odpowiedzi
immunologicznej 1 zachowaniu réwnowagi w pro-
dukcji prozapalnych i przeciwzapalnych cytokin [9].
Pobudzenie TLR4 wzmacnia produkcje chemokin
i aktywuje neutrofile, TLR2 pobudza proliferacje
komoérek T regulatorowych, co hamuje rozwdj stanu
zapalnego, natomiast aktywacja TLRY prowadzi do
wytwarzania cytokin [20].
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W rozpoznawaniu zakazen wywotanych przez grzy-
by z rodzaju Aspergillus biora udzial gtéwnie receptory
TLR2, TLR4 i TLR9, nadal nie sq doktadnie okreslone
struktury PAMP (pathogen associated molecular pat-
terns — czasteczki — wzorce molekularne zwigzane
Z patogenami) rozpoznawane przez receptory. Z badan
przeprowadzonych na zwierzgtach wynika, ze zmiana
postaci morfologicznej grzyba z konidiéw na strzgpki
powoduj¢ modulacj¢ odpowiedzi immunologicznej
gospodarza. Receptory TLR4, znajdujace si¢ na po-
wierzchni monocytdw, rozpoznaja konidia Aspergillus
fumigatus 1 aktywuja odpowiedz zapalna. Jednak kiet-
kowanie grzybow i tworzenie strzgpek powoduje, ze
TLR4 nie przekazuje sygnatu pobudzajacego uktad
immunologiczny, natomiast TLR2 aktywuje wydzie-
lanie cytokin przeciwzapalnych, co moze by¢ mecha-
nizmem chroniacym grzyby Aspergillus sp. przed od-
powiedzia immunologiczna gospodarza [14].

5. Polimorfizm genéw TLR

Chantal i wsp. [6] przeprowadzili badania
w ktorych oceniali zalezno$¢ migdzy polimorfizmem
genow TLR4 a wystgpowaniem zakazen krwi u ludzi
wywotanych przez Candida. U pacjentdéw z poli-
morfizmem TLR4 Asp299Gly zaobserwowano wyzsza
podatno$¢ na candidemie. Jednocze$nie komorki
jednojadrzaste krwi, pochodzace od pacjentow z tym
rodzajem polimorfizmu, po stymulacji antygenami
Candida wytwarzaty wigcej IL-10. Wyniki badan su-
geruja, ze wyzsza zachorowalno$¢ na zakazenia krwi
wywolane przez Candida, u pacjentow z polimorfiz-
mem TLR4, zwiazana jest ze zwigkszona produkcja
przeciwzapalnej IL-10, hamujacej odpowiedz immu-
nologiczng skierowana przeciw grzybom. Nie za-
obserwowano natomiast zaleznosci pomigdzy poli-
morfizmu TLR4 Asp299Gly lub TLR2 Arg677Trp
a wystgpowaniem u pacjentow przewlektej candidemi
sluzoéwek i skory [19].

Ze wzgledu na zwigkszajaca si¢ liczbg pacjentow
z zaburzeniami odpornosci narasta problem oportunis-
tycznych zakazen wywotanych przez grzyby z rodzaju
Aspergillus. Na inwazyjne zakazenia grzybicze (IZG)
wywotane przez grzyby z rodzaju Aspergillus sp.
szczegolnie narazeni sa pacjenci leczeni z powodu
schorzen onkohematologicznych, takich jak biataczki
i chloniaki oraz poddawani procedurze przeszczepie-
nia komorek macierzystych. Badania przeprowadzone
przez Kesh i wsp. [11] wykazaly zalezno$¢ mig-
dzy czgstoscia wystgpowania inwazyjnej aspergilozy,
u pacjentéw po przeszczepach komorek macierzystych,
a polimorfizmem genéw 7LR. Obecnos¢ polimorfizmu
Arg80Thr (7LRI) lub wystgpowanie jednoczesnie
polimorfizmu Asn248Ser (TLR1) i Ser249Pro (TLR6)
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u biorcy zwiazane jest z wzrostem ryzyka wystapienia
inwazyjnej aspergilozy po przeszczepie.

Zalezno$¢ migdzy polimorfizmem genu 7LR4
u dawcoéw komorek krwiotworczych i wystgpowaniem
inwazyjnej aspergilozy u biorcdw przeszczepéw wyka-
zali w swoich badaniach Bochud i wsp. [3]. Obec-
nos$¢ haplotypu S4 TLR4 u dawcy przeszczepu ko-
morek krwiotworczych zwigksza ryzyko wystapienia
inwazyjnej aspergilozy u niespokrewnionego biorcy.
Zaleznos$¢ taka nie wystepuje w przypadku przeszcze-
poéw od spokrewnionych dawcow, nie jest znana przy-
czyna tego zjawiska, mozliwe ze jest to zwiazane
z glebsza immunosupresja pacjentdow, u ktorych prze-
prowadza si¢ przeszczep od niespokrewnionego daw-
cy. Haplotyp S4 TLR4 u biorcy przeszczepu nie zwigk-
szal ryzyka wystapienia inwazyjnej aspergilozy po
przeszczepie.

Natomiast Carvalho iwsp. [5] przeprowadzili
badania nad zalezno$cia pomiedzy polimorfizmem ge-
now TLR, a czestoscia wystepowania roznych form
nieinwazyjnej aspergilozy ptuc. U pacjentow z prze-
wlekta jamista aspergiloza pluc zaobserwowana czgs-
tsze wystgpowanie allelu G na Asp229Gly (TLR4) niz
w grupie kontrolnej. Natomiast wzrost cz¢stosci zacho-
rowan na alergiczna oskrzelowoptucna aspergilozg byt
zwiazany z obecnoscia allelu C na T-1237C (TLRY).
Nie zaobserwowano statystycznie istotnej zaleznosci
pomigdzy polimorfizmem w obregbie gendéw TLR2,
TLR4 i TLRY, a czgstos$cia wystgpowania cigzkiej ast-
my z uczuleniem na grzyby [5].

6. Whnioski

Receptory Toll-like biora udziat w odpowiedzi im-
munologicznej na zakazenia wywolane przez wiele
grzyboéw chorobotworczych dla cztowieka. Okreslenie
roli poszczego6lnych TLR wymaga dalszych badan za-
réwno na modelach zwierzecych, jak i oceny polimor-
fizmu genéw kodujacych poszczegdlne biatka biorace
udziat w szlaku przekazywaniu sygnatow przez TLR
u ludzi. Zrozumienie interakcji miedzy grzybami
a uktadem immunologicznym, w tym receptorami Toll-
like, moze w przyszto$ci zaowocowaé opracowaniem
nowych strategii leczenia i lekow przeciwgrzybiczych.
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Mechanisms of resistance to antibiotics in the species of the genus Corynebacterium

Abstract: In recent years, opportunistic species of the genus Corynebacterium, such as C. jeikeium, C. urealyticum, C. amycolatum,
C. striatum and others, are becoming increasingly important to humans. The difficulties in the diagnosis of infections caused by these
microorganisms are due to their presence on the skin and mucous membranes, which raises the possibility of contamination of the taken
material, so that the real participation of these species in infections is underestimated. An additional problem in the application of
effective antibiotic therapy is the lack of uniform rules for the assessment of antibiotic resistance. The possibility of determining the
MIC by means of Etests, giving high correlation results with the dilution method and establishing the criteria for the interpretation of
Corynebacterium sp., made it possible to standardize the methods for assessment of antibiotics resistance which are used in the
treatment of infections produced by coryneform. The description of multidrug-resistant isolates of opportunistic strains of the genus
Corynebacterium and genetic studies have highlighted the different mechanisms of resistance and confirmed the presence of respon-
sible genes. Among detected mechanisms, the most significant is MLSB resistance to makrolides and linkozamides, streptogramins B
(genes ermX, ermA, ermB, msrA, mef), quinolones (gene gyrA mutation), tetracyclines (tetA, tefB) and chloramphenicol (cmx).
Moreover, the reports of glycopeptides resistance (van A) detection are extremely worrying. Based on the analysis of the sensitivity of
resistant strains to antibiotics, it can be concluded that the most effective in the treatment of infections caused by Corynebacterium sp.
are: vancomycin, teicoplanin, linezolid, daptomycin, quinupristin/dalfopristin, since they show the highest performance.

1. Introduction. 2. Problems in the determination of resistance to antibiotics and the way of their interpretation. 3. Mechanisms of
resistance to antibiotics found in Corynebacterium. 3.1. Resistance to beta-lactam antibiotics. 3.2. Resistance to macrolides,
linkozamides, streptogramins B. 3.3. Resistance to quinolones. 3.4. Resistance to tetracyclines. 3.5. Resistance to glicopeptides.
3.6. Resistance to chloramphenicol. 3.7. Resistance to aminoglicosides. 4. Sensitivity to antibiotics in the species of the genus
Corynebacterium most frequently isolated from infections. 5. Summary

Stowa kluczowe: Corynebacterium, coryneform, mechanizmy opornosci na antybiotyki, geny

Key words:

Corynebacterium, coryneform, mechanisms of antibiotics resistanse, genes

1. Wstep

Rodzaj Corynebacterium obejmuje gatunki o zréz-
nicowanym znaczeniu chorobotworczym. Od typowo
patogennego dla ludzi C. diphtheriae [61], ktorego
lizogenne szczepy wytwarzajace toksyng sa czynni-
kiem etiologicznym btonicy, czy patogennych dla
zwierzat C. pseudotuberculosis [4, 13], C. kutscheri
[2], C. auriscanis [9] oraz powodujacych zakazenia
oportunistyczne u ludzi i wchodzacych w sktad flory
fizjologicznej C. jeikeium [37,42], C. urealyticum [20,
21], C. amycolatum [1, 11, 20], C. striatum [7, 20,
32, 35, 40], C. pseudodiphtheriticum [8, 16], do nie
wywotujacych zakazen takich jak C. pseudogenita-
lium [20] — rowniez sktadnika mikroflory.

Do rodzaju Corynebacterium naleza rowniez ga-
tunki niezwiazane z cztowiekiem np.: wytwarzajacy
kwas L-glutaminowy i lizyne¢ C. glutamicum, wyko-
rzystywany w procesach biotechnologicznych na skalg
przemyslowa i badaniach genetycznych [27, 46, 55,
59, 63, 66, 68].

W ostatnich latach pojawity si¢ liczne publikacje,
ktorych autorzy opisuja przypadki zakazen wywota-
nych przez oportunistyczne Corynebacterium spp.
Przeprowadzone badania genetyczne izolowanych
szczepow doprowadzily do wykrycia nowych gatun-
kow takich jak: C. singulare [39], C. auriscanis [9],
C. resistens [34], C. imitans [18], C. sputi [67] oraz re-
klasyfikacje identyfikowanych wczesniej np.: C. cysti-
tidis, C. pilosum [49].

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, ul. Chodzki 1,
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Stwierdzana coraz wieksza liczba zakazen i1 duze
zroznicowanie gatunkow w obrebie Corynebacterium
spp. oraz pokrewnych rodzajow np.: Turicella, Arthro-
bacter, Brevibacteriumi o podobnych cechach morfo-
logicznych, spowodowato pilng potrzebe prowadzenia
szczegotowych badan w zakresie ich identyfikacji
i taksonomii. W zwiazku z tym, tradycyjnie uzywana
nazwa, takze w jezyku polskim ,,dyfteroidy”, ktora
sugeruje bezposredni zwiazek z C. diphtheriae, coraz
czgsciej jest zastgpowana przez systematykow bardziej
uniwersalna nazwg ,,coryneform” [1, 5, 19, 20, 22, 29,
34], co wydaje si¢ w pelni uzasadnione.

Gatunki oportunistyczne zaliczane do rodzaju Cory-
nebacterium naleza do drobnoustrojow, ktore w ostat-
nich latach nabieraja coraz wigkszego znaczenia w za-
kazeniach u ludzi [1, 7, 11, 17, 18, 34, 35]. Wiele
szczepoéw izolowanych z materiatow klinicznych,
nalezy do grup taksonomicznych, ktoérych cechy pato-
genne nie zostato jeszcze doktadnie scharakteryzo-
wane a ocena ich roli jako drobnoustrojéw chorobo-
tworczych jest trudna. Dodatkowym utrudnieniem jest
panujaca niekiedy opinia o traktowaniu oportunis-
tycznych coryneform jako zanieczyszczen hodowli, co
jest zwiazane z ich bardzo czgstym wystgpowaniem
na skorze i btonach $luzowych.

Obserwowany wzrost przypadkow zakazen wywo-
fanych przez oportunistyczne Corynebacterium spp.
wynika zapewne z wyzszego poziomu diagnostyki
mikrobiologicznej — opracowania komercyjnych zesta-
wow do ich identyfikacji oraz stosowania metod bio-
logii molekularnej do identyfikacji trudnych i badania
nowo poznawanych gatunkow.

Do grupy chorych szczegbélnego ryzyka, u ktérych
coryneform moga powodowac¢ zakazenia, naleza przede
wszystkim osoby z obnizona odpornoscia z powodu
toczacego si¢ procesu nowotworowego, zaburzeniami
czynnosci szpiku kostnego, po zabiegach chirurgicz-
nych, urologicznych, inwazyjnych badaniach diagno-
stycznych oraz chorzy na AIDS. Dodatkowym ryzy-
kiem jest dtugotrwata hospitalizacja, antybiotykotera-
pia, radioterapia, leczenie cytostatykami i sterydami.
Niepokojacym faktem jest obserwowany wzrost tego
typu zakazen u pacjentdéw, tzw. ,,immunokompetent-
nych”, u ktoérych nie stwierdzano wczesniej objawow
obnizenia odpornosci [8, 16].

Utrudnieniem w diagnostyce mikrobiologicznej za-
kazen wywotanych przez Corynebacterium spp. jest
brak jednolitych zasad wykonywania oznaczen opor-
nos$ci na antybiotyki, co jest podstawa efektywnej an-
tybiotykoterapii. Przedstawiane przez wielu autoréw
wyniki badan charakteryzujace oporno$¢ na anty-
biotyki roznych gatunkéw izolowanych z materiatow
klinicznych oparte byly przede wszystkim na bada-
niach fenotypowych. Byty one prowadzone w r6znych

ALINA M. OLENDER

osrodkach za pomoca roznych metod i réznych inter-
pretacji. Z tego powodu wyniki te nie zawsze moga
by¢ poréwnywalne, niemniej jednak staly si¢ podsta-
wa do informacji o wystepowaniu wsrdéd Corynebac-
terium spp. szczepow wykazujacych wysoka opornosé
na antybiotyki, dla ktorych antybiotykiem z wyboru
skutecznie dziatajacym jest wankomycyna.

Prowadzone od lat 80. XX wieku badania genow
opornosci wystepujacych u Corynebacterium spp.
zwrocity uwage na mozliwe mechanizmy ich przeno-
szenia oraz podobienstwo do gendw wystepujacych
u innych drobnoustrojow np.: pateczek E. coli [12, 45,
46], Staphylococcus spp. [41], Enterococcus spp. [38].
Sa to nieliczne doniesienia, ktére nie podaja obszer-
nych informacji na temat genéw opornosci wystepuja-
cych u Corynebacterium spp.

2. Problemy oznaczania opornosci na
antybiotyKki i sposobie interpretacji

Gatunki z rodzaju Corynebacterium wykazuja roz-
ne zapotrzebowanie na sktadniki niezbgdne do wzrostu
(lipidy). Powszechnie stosowanym podtozem jest Co-
lumbia Agar z 5% krwia owcza oraz agar tryptozowo-
sojowym z dodatkiem 5% krwi owczej i jej lizatu [34],
lub lizatu 3,0; 4,5; 5,0% krwi konskiej [18, 34, 35, 42].
Gatunki lipofilne np.: C. jeikeium czy C. urealyticum,
wykazuja szybszy wzrost na podtozu z dodatkiem
Tween 80, ktory uzywany jest w réznych stgzeniach
od 0,2 do 1,0% [21], lub zamiennie z 6,6% surowica
kroélicza [58]. Prowadzone sa rowniez hodowle Cory-
nebacterium spp. w ptynnych podtozach — bulionie
moézgowo-sercowy z 0,2% Tween 80 i ekstraktem
drozdzowym (0,4%) [42]. Ze wzgledu na stymulacje
wzrostu coryneform przez Tween 80, krytykowane jest
jego dodawanie do podtozy shuzacych do oznaczania
lekoopornosci [29]. Natomiast znacznie utatwia izo-
lacje coryneform dodanie do podtoza fosfomycyny,
ktora hamuje wzrost innych bakterii [21].

W zwiazku z brakiem zalecen do wykonania badan
1 interpretacji oporno$ci na antybiotyki dla Corynebac-
terium spp. uzywane byly r6zne metody a sposoby ich
interpretacji stosowano takie jak dla innych grup bak-
terii Gram-dodatnich: Staphylococcus spp. [26], Ente-
rococcus spp., Streptococcus spp. [21], paciorkowcow
zieleniejacych [7]. Dla penicyliny i ampicyliny sto-
sowano interpretacje, jak dla Listeria monocytogenes,
a dla wankomycyny taka jak dla grupy innych Gram-
dodatnich, ale nie enterokokéw [32]. Do wykrywanie
aktywnosci beta-laktamaz wykorzystywano metode
acydometryczna [35] opisywana przez Tu i wsp.
[57]. Przy oznaczaniu opornosci na antybiotyki beta-
laktamowe coryneform — Brevibacterium casei, Der-



MECHANIZMY OPORNOSCI NA ANTYBIOTYKI WYKRYWANE U BAKTERII Z RODZAJU CORYNEBACTERIUM

mabacter hominis 1 Turacella otidis zastosowano kry-
teria takie jak dla Enterobacteriaceae [56].

Metoda dyfuzyjno-krazkowa jestczgsto
stosowana do oznaczania wrazliwos$ci na antybiotyki
wielu rodzajow bakterii. W przypadku coryneform jest
czgsto wykorzystywana do badania opornosci réznych
gatunkow, ale brak zasad interpretacji dla Corynebac-
terium spp. podwaza jej wiarygodnos¢. Kryteria inter-
pretacji stref zahamowania wzrostu przyjmowane sa
takie jak dla roznych Gram-dodatnich bakterii.

Do oznaczania lekooporno$ci najczgsciej uzywany
jest Mueller-Hinton Agar lub Columbia Agar z dodat-
kiem 5% krwi owczej 1 inokulum w 0,85% NaCl
o gestosci 0,5 lub 1,0 wg skali Mc Farlanda. Inku-
bacja przeprowadzana jest w temperaturze 35°C przez
18-24 godz., w atmosferze CO, lub bez niego [21, 32].

Metoda mikrorozcienczen w bulionie
lub Mueller-Hinton Agar, z dodatkiem 3,0; 4,5 lub 5%
lizatu krwi konskiej [22, 34, 35] i zawiesiny bakterii
o gestosci 0,5 w skali McFarlanda [18, 32] jest najczes-
ciej wykorzystywana w pracach, w ktorych oznacza-
no warto$ci MIC (Minimal Inhibitory Concentration)
Corynebacterium spp. Inkubacja przeprowadzana jest
w warunkach tlenowych w temperaturze 35°C przez
20-24, Iub 48 godzin [18, 34, 35, 42].

W badaniach lekooporno$ci coryneform wykorzys-
tywano rowniez metodg mikrorozcienczen stosowana
dla Staphylococcus — ATB Staph5 (bioMérieux) [65].

Metoda zuzyciem Etest (AB BIODISK)
jest bardzo doktadng i wygodna w oznaczaniu wraz-
liwosci na antybiotyki u Corynebacterium spp., tym
bardziej, ze istnieja ustalone kryteria interpretacji war-
tosci MIC dla tej grupy bakterii [62]. Do wykona-
nia oznaczenia powinien by¢ zastosowany Mueller-
Hinton Agar z dodatkiem 5% krwi owczej, inokulum 1
wg skali McFarlanda w bulionie i prowadzona inku-
bacja w 35°C w atmosferze tlenowej lub z 5% CO,
(jesli jest to wymagane do lepszego wzrostu badanego
szczepu, ale nie w przypadku erytromycyny i klinda-
mycyny) przez 24—48 godz. lub dtuzej — jezeli szczep
jest wolnorosnacy. Odczytana wartosci MIC na pasku
Etest powinna odpowiada¢ catkowitemu zahamo-
waniu wzrostu, obejmujacemu rowniez mikrokolonie
i wzrost mglawicowy. Dla antybiotykéw bakteriosta-
tycznych przy widocznym wzro$cie mglawicowym
nalezy odczyta¢ MIC w punkcie 80% jego zahamowa-
nia. Jako szczep kontrolny powinien by¢ uzyty Strepto-
coccus pneumoniae ATCC 49619.

W wielu pracach autorzy wykonali oznaczenie
wrazliwos$ci na antybiotyki Corynebacterium spp. za
pomoca metody z uzyciem Etest [15, 17, 48, 65], co
dawalo bardzo dobra poréwnywalnos¢ wynikow i wy-
soka ich korelacje z uzyskanymi metoda mikroroz-
cienczen w bulionie.
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3. Mechanizmy opornosci na antybiotyki
i chemioterapeutyki wykrywane
u Corynebacterium spp.

Problemem w leczeniu zakazen wywotanych przez
gatunki z rodzaju Corynebacterium jest izolacja szcze-
pdéw o wysokiej opornosci na antybiotyki. Informacje
te oparte sa przede wszystkim na badaniach fenotypo-
wych, w ktorych doktadnie scharakteryzowano izolaty
pochodzace z r6znych materialéw klinicznych [1, 17,
19-22, 32, 35, 40].

Od lat 70. do wczesnych lat 80. XX wieku pro-
wadzone byly badania nad pozachromosomalnymi ele-
mentami genetycznymi zar6wno u patogennych, jak
1 niepatogenych szczepdw Corynebacterium spp. [23,
28, 64]. Od tego czasu zostata wykryta duza liczba plaz-
midow, z posrod ktorych duze plazmidy pochodzity
gléwnie z gatunkdw potencjalnie chorobotwoérczych
dla cztowieka, male natomiast z Corynebacterium spp.
wystepujacych w glebie. Geny opornosci na antybio-
tyki najczeSciej zlokalizowane sa na duzych plaz-
midach np.: oporno$¢ na tetracykling, chloramfenikol,
erytromycyng, streptomycyng na plazmidzie pTP10
u C. xerosis [12, 25].

Opisywane wielolekooporne szczepy C. jeikeium
[42, 66] C. amycolatum [66], C. striatum [7, 32, 35,
40] 1 C. resistens [34] potwierdzaja wystgpowanie
u Corynebacterium spp. roznych mechanizmoéw opor-
nosci i gendw o roznej lokalizacji.

3.1. Oporno$¢ na antybiotyki beta-laktamowe

Penicylina jest jednym z zalecanych antybiotykow
w leczeniu blonicy, co wynika z powszechnej wrazli-
wosci toksycznych i nietoksycznych szczepow C. diph-
theriae na ten antybiotyk [61]. Jednak opisywane
byly przypadki jej nieskutecznosci. Wykonane przez
von Hunolstein iwsp.[65] badania wrazliwosci
na penicyling 24 nietoksycznych szczepow C. diphthe-
riae biotyp gravis metoda mikrorozcienczen w bulio-
nie i za pomoca Etest (wyniki obu metod byly zgodne
w 98%), wykazaty MIC dla penicyliny w zakresie
0,064-0,250 mg/l i bardzo niski dla erytromycyny
(MIC<0,016 mg/l). MBC (Minimal Bactericidal Con-
centaration) minimalne st¢zenie bakteriobojcze MBC,,
i MBC,, dla penicyliny byto 2 i 8 mg/l oraz 17 i 24.
71% badanych szczepéw miato stosunek MBC/MIC
>32. Wyniki badan sugerowaty tolerancj¢ (niewraz-
liwos$¢) na penicyling, co potwierdzat brak pozytyw-
nego efektu leczenia przy wartosciach MIC wska-
zujacych na wrazliwo$¢ badanych szczepdéw na ten
antybiotyk. Tolerancj¢ na amoksycyling stwierdzono
réwniez u szczepu C. diphtheriae izolowanego z przy-
padku endocarditis [14].
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Wykryta opornos$ci na oksacyling u szczepu Coryne-
bacterium spp. byla zwiazana z wysoka aktywnoS$cia
obecnych na Tn3598 — transpozonie klasy I — 12 kpz,
pary genow fetA i tetB determinujacych oporno$¢ na
tetracykliny. Aktywnos$¢ tych gendéw, polegajaca na
poteznym czynnym wypompowywaniu, powodowata
usuwanie réwniez innego strukturalnie antybiotyku,
jakim byta oksacylina [53].

Na podstawie analizy wynikow badan fenotypo-
wych i genotypowych roznych gatunkéw rodzaju Cory-
nebacterium wykazujacych oporno$¢ na antybiotyki
beta-laktamowe, mozna sadzi¢, ze wystgpuja u tych
drobnoustrojow oba mechanizmdéw opornosci tj. wy-
twarzanie beta-laktamaz i modyfikacja biatek wiaza-
cych penicyling. Potwierdza to np.: oporno$¢ na peni-
cyling (MIC90 >4 pg/ml) u szczepow C. jeikeium
i C. urealyticum, ampicyling (MIC90 >8 pg/ml) [22],
u C. resistens na penicyling, cefazoling, cefotiam, cef-
metazol, cefepim (MIC >64 pg/ml) i imipenem (MIC
>32 pg/ml) [34], u szczepow C. striatum na peni-
cyling, ampicyling (MIC90 =16 pg/ml), cefazoling,
cefotiam, cefotaksim, imipenem (MIC90 >32 pg/ml)
[35]. U szczepow szpitalnych C. urealyticum oporno$¢
na penicyling i cefotaksim byta szczegodlnie wysoka
(MIC90 >512 pg/ml) [21].

Analiza sekwencji genomu C. glutamicum wyka-
zata obecnos¢ czterech gendow kodujacych biatka PBP
(Penicillin Binding Proteins) HMW (high-molecular-
weight), tj. PBP1a, PBP1b, PBP2a, PBP2b, dwdch
genow kodujacych PBP4, PBP4b (low-molecular-
weight) oraz dwoch kodujacych prawdopodobnie beta-
laktamazy [63].

3.2. Oporno$¢ na makrolidy, linkozamidy
i streptograminy B

Mechanizm opornosci na makrolidy, linkozamidy
istreptograminy B (MLS) najczeSciej wystepuje u gron-
kowcow. Zwiazany jest z obecnoscia gendow z grupy
erm (erythromycin ribosome methylation) kodujacych
enzym metylaze rRNA, ktora powoduje dimetylacje
adeniny obecnej w 23S rRNA [3]. Roberts i wsp.
[41] zakwalifikowali geny erm wystgpujace u Coryne-
bacterium spp. do klasy X. Mimo wysokiego stop-
nia homologii miedzy genami ermX izolowanymi
z r6znych gatunkéw Corynebacterium (C. diphtheriae,
C. jeikeium, C. xerosis) wykazuja one inna lokaliza-
cje. Gen ermX (tj. ermCd) C. diphtheriae znajduje si¢
w obrebie 14,5-kpz plazmidu pNG2 [10], natomiast
gen ermX (tj. ermCX) C. xerosis jest zlokalizowany
w obrebie transpozonu Tnj432, ktérego nos$nikiem jest
50-kpz R plazmid pTP10 [11]. U szczepu C. jeikeium
[37] i C. striatum [40] ermX wystgpuje na chromo-
somie co zostato potwierdzone (gen ermXcj) rowniez
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u innych badanych szczepow C. jeikeium [42]. Mimo
roznic w wynikach badan u szczepdéw C. jeikeium
i C. xerosis, gen ermX jest gtownie taczony z lokaliza-
cja na transpozonie Tn5432. U innych badanych szcze-
pow, u ktorych mechanizm MLS nie jest zwiazany
z lokalizacja genow ermX na transpozonie Tn5432,
stwierdzono, Ze posiadaja one roéwniez wszystkie jego
czgsci sktadowe (tj. Tn5432), co wskazuje na poz-
niejsza jego reorganizacjg [24]. Jest mozliwe, Ze rucho-
me elementy transpozycyjne IS/249 zawierajace ermX
moga tworzy¢ nowe zlozone transpozony zawierajace
inne geny wielolekooporne. Jest to szczegdlnie niepo-
kojace, poniewaz transpozycja sekwencji insercyjnej
[S7249 jest znana z mozliwos$ci wstawienia i przenie-
sienia Tny432 z genomo6w bakterii niespokrewnionych
[42]. Prace, w ktorych opisywano rézna lokalizacje
wykrytych genow ermX dotyczyly gatunkéw Coryne-
bacterium, ktore izolowane byly z réznych rejonow
geograficznych. Szczep C. diphthariae zawierajacy
pNG2 i C. striatum pochodzily od pacjentow z pot-
nocno-zachodniej czg¢éci USA [10, 25, 40], C. xerosis
z pTP10 z Japonii [51], C. jeikeium z Francji [42]
i C. jeikeium i C. amycolatum z Hiszpanii [66].

Rozmieszczenie genow ermX sugeruje, ze leko-
oporne szczepy Corynebacterium spp. nabywaja geny
od drobnoustrojéow kolonizujacych skor¢ lub blony
sluzowe. ErmCd jest zawarty w plazmidzie pNG2 po-
dobnym do plazmidéw izolowanych od Corynebac-
terium spp. wystepujacych na skorze [44]. Replikon
2.6-kpz EcoRI-Clal fragment (oriR) moze posiadaé
duzo mikroorganizméw, w tym E. coli [12, 45, 46].

Plazmid pNG2 wydaje si¢ mato prawdopodobnym
miejscem, z ktorego pochodza geny erm Corynebac-
terium spp. Bardziej prawdopodobnym jest zwiazany
z chromosomem transpozon Tnj5432, ktéry moze by¢
ruchomy [51]. Tn5432 zostal réwniez wykryty u wy-
stepujacych na skorze szczepow Propionibacterium
acnes, P avidum 1 P. granulosum, co sugeruje, ze
wielolekooporne szczepy z rodzaju Corynebacterium
moga by¢ waznym zrédlem w horyzontalnym trans-
ferze genow opornosci do innych drobnoustrojow
patogennych dla cztowieka [43].

Mozliwo$¢ przenoszenia genu ermX ,,do” lub ,,z”
gatunkow wystepujacych u zwierzat potwierdza fakt,
ze zostat on wykryty u szczepu Corynebacterium spp.
izolowanego z mleka pasteryzowanego. Wykazywat on
opornos¢ na erytromycyng i/lub spiromycyne [36].

U szczepow Corynebacterium grupy A posiadaja-
cych mechanizm oporno$ci MLS, zostal wykryty row-
niez gen ermB [30].

Oporno$¢ na makrolidy i streptograminy B u szcze-
pow Corynebacterium spp. jest zwiazana rowniez
z obecnoscia genu msrA [33] i wytwarzaniem uktadu
aktywnego transportu wypompowywania antybiotyku
z komorki (macrolide efflux proteins). Gen msrA byt
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wezesniej wykrywany tylko u Staphylococcus spp. [41].
Koduje on przekaznik ATP potrzebny komorce do
uzyskania energii z hydrolizy ATP do aktywnego
transportu erytromycyny i streptograminy B i umozli-
wia synteze rodziny transporterow ABC, tj wielobiat-
kowych systemow do aktywnego wypompowywania
antybiotyku z komorki [31].

Gen mef powodujacy aktywne usuwanie makroli-
doéw z komorki bakteryjnej zostat wykryty u S. pneu-
moniae 1 S. pyogenes oraz jak wykazal Luna i wsp.
[30] rowniez u Corynebacterium grupy A, C. jeikeium
1 innych szczepdéw Corynebacterium spp.

3.3. Opornosé na fluorochinolony

Oporno$¢ na fluorochinolony (norfloksacyne, cipro-
floksacyne, lewofloksacyng) zostala wykryta u szcze-
pow C. macginleyi przez Eguchi iwsp. [15]1 jest
zwiazana z mutacjami w obrgbie obszaru genu struktu-
ralnego podjednostki A gyrazy, ktory okreslany jest
jako obszar warunkujacy oporno$¢ na chinoliny (QRDR
— quinolone resistance determining region) [15, 31].
Poprzez analize genu gyrA kodujacego podjednostke
A gyrazy ujawniono zmian¢ w rejonie QRDR amino-
kwasu w pozycji 83 (Ser na Arg), co spowodowato
wytworzenie u C. macginleyi oporno$ci na norfloksa-
cyng. Wykryto takze podwojna mutacje prowadzaca
do zmiany aminokwasow w pozycjach 83 i 87 (Asp na
Ala) warunkujaca oporno$¢ na wszystkie fluorochino-
lony. U wszystkich szczepow C. macginleyi o wysokim
poziomie opornosci wystgpowaly podwojne mutacje
w Ser-83 1 Asp-87 [15].

Badania sekwecji genu gyrA przeprowadzono réw-
niez u szczepow C. striatum i C. amycolatum [48].
Wysoka oporno$¢ na chinolony u C. amycolatum byta
wynikiem podwdjnej mutacji i zmiany aminokwasow
w pozycji 87 1 97 lub 87 i 88 (niezwykla lokalizacja
w gyrA). W gyrA C. striatum wystgpowaly mutacje
aminokwasdéw w pozycji 87 1 91, co odpowiadato opor-
nosci (bardzo duze wartosci MIC) na ciproflokasyng
i lewofloksacyng, ale jedynie umiarkowanie zwigkszo-
nej wartosci MIC moxifloksacyny. Badania te wyka-
zaty rézne zawite mechanizmy opornosci na chinoliny
u badanych gatunkéw Corynebacterium spp. [48].

3.4. Oporno$¢ na tetracykliny

Opornos¢ na tetracykliny u C. striatum (97% bada-
nych szczepow) opisywana bylta przez Martinez-
Martinez iwsp. [32] w oparciu o przeprowadzone
badania fenotypowe. Potwierdzito to wykrycie obecnos-
ci genu tefM, ktory determinuje opornos¢ na wszystkie
tetracykliny i jest zwigzany z ochronnym dzialaniem na
rybosom przez biatko o masie okoto 72—72,5 kDa [40].
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U szczepdw C. striatum M82B oporno$¢ na tetra-
cykling jest zwiazana z regionem 50-kpz R-plazmidu
pTP10. Analiza sekwencji nukleotydow ujawnita dwie
ramki odczytu nazwane tefA i tefB. Do analizy funkcji
tetAB genoéw wykorzystano ich ekspresje w C. gluta-
micum 1 stwierdzono, ze sa one odpowiedzialne za
opornos¢ na tetracykling, oksytetracykling oraz na nis-
kim poziomie (mniejsze wartoSci MIC) na inne po-
chodne: chlorotetracykling, minocykling, doksycykling.
Jednoczesnie stwierdzono zwigkszona u tego szczepu
warto$¢ MIC dla oksacyliny, co moze wynika¢ z dzia-
lania gendw tetAB, tj. wytworzenia potgznego mecha-
nizmu czynnego transportu wypompowywania lekow
z komorki [54].

R plazmid pTP10 obecny u C. xerosis zawiera row-
niez determinanty opornosci na tetracykling oraz inne
antybiotyki: chloramfenikol, kanamycyng, erytromy-
cyng [28, 52].

U szczepow C. melassecola, gatunku uzywanego do
produkcji glutaminianu, gen opornosci na tetracykling,
zostal wykryty na plazmidzie pAG1 [12, 50].

3.5. Opornosé na glikopeptydy

Zalecanym przez wielu autordw antybiotykiem
w empirycznym leczeniu zakazen o charakterze in-
wazyjnym wywotanych przez coryneform jest wanko-
mycyna. Wiaze si¢ to z powszechna wrazliwos$cia na
ten antybiotykéw nawet wielolekoopornych gatunkow
takich jak C. jeikeium, C. resistant, C. amycolatum,
C. striatum. Sa jednak doniesienia o izolacji szczepow
Corynebacterium — C. aquaticum 1 C. grupy B1 opor-
nych na wankomycyng [60].

Bernas i wsp. [6] opisali przypadek izolacji
szczepu Corynebacterium spp. opornego na wankomy-
cyng oraz penicyling G, erytromycyng, gentamycyng
i rifampicyng izolowanego od 44-letniego chorego
z endocarditis 4 miesiace po wymianie protezy za-
stawki mitralnej. Zastosowanie imipenemu i ciproflo-
ksacyny spowodowato wyleczenie zakazenia.

U pokrewnych gatunkéw coryneform Oerskowia
turbata 892 1 Arcanobacterium (Corynebacterium)
haemolyticum 872 stwierdzono oporno$¢ na wanko-
mycyng 1 teikoplaning o charakterze konstytuowa-
nym. Wykryto obecno$¢ gendow van A, wystgpujacych
na plazmidach 15 i 20 kpz. U szczepow A. haemo-
Iyticum 872 sekwencja genu van A okazata sig taka
sama jak u opornego na wankomycyng Enterococ-
cus faecium BM4147. W przypadku O. turbata 892
wystegpowata w trzech miejsca zmiana sekwencji.
A. haemoliticum i O. turbata wykazuja naturalna wraz-
liwo$¢ na wankomycyng i teikoplaning, stwierdzona
opornos¢ u badanych szczepdéw wynikata z obecnosci
genu van A [38].
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3.6. Opornos¢ na chloramfenikol

Geny opornosci na chloramfenikol zostaty wykryte
na plazmidach — u szczepu Corynebacterium spp. na
plazmidzie pXZ10145 — 5,3 kpz [68], oraz u C. xerosis
na pTP10 — 45,0 kpz [12].

Yauch iwsp. [55] wykryli u szczepu C. striatum
MS82B (dawniej C. xerosis M82B) gen opornos$ci na
chloramfenikol cmx (chloramphenicol export) jako in-
tegralng czg$¢ transpozonu Tn5564, zawierajacego
kompletna kopi¢ sekwencji inercyjnej IS1513. Gen cmx
koduje specyficzne bialtko (transmembrane chloram-
fenikol efflux protein) hamujace przechodzenie anty-
biotyku do cytoplazmy.

3.7. Opornosé¢ na aminoglikozydy

W 1984 roku Katsumata i wsp. [27] wykryli
u szczepu Corynebacterium spp. geny opornosci na
streptomycyng i spektinomycyng zlokalizowane na
plazmidzie pCG4. Natomiast gen opornosci na kana-
mycyng u C.xerosis M82B stwierdzono na plazmidzie
pTP10 [55].

4. Wrazliwos¢ na antybiotyki gatunkéw
z rodzaju Corynebacterium najczesciej
izolowanych z zakazen

Ze wzgledu na wystepowanie wielolekoopornych
szczepdw roznych gatunkoéw z rodzaju Corynebacte-
rium, bardzo cenne sa wyniki badan charakteryzujace
wrazliwo$¢ na antybiotyki, ktére potencjalnie moga
mie¢ zastosowanie w leczeniu zakazen.

Fernandez-Roblas i wsp. [17] przeprowa-
dzili oceng wrazliwos$ci na antybiotyki za pomoca Etest
duzej liczby szczepow: C. urealyticum, C. amycolatum,
C. jeikeium, C. coyleae, C. striatum, C. aurimucosum
i C. afermentans. Autorzy stwierdzili, ze szczepy
wszystkich badanych gatunkow byly wrazliwe na gliko-
peptydy, linezolid, chinupristyne¢/dalfopristing i dapto-
mycyng, co potwierdzili Funke i wsp. [19, 20].

Przeprowadzone we Wtoszech badania genetyczne
szczepow C. striatum MDR (multidrug-resistant), ujaw-
nily wystgpowanie lekoopornego klonu, ktorego szcze-
py izolowano z przypadkoéw zapalenia ptuc, odcew-
nikowej bakteriemii i zakazen ran. Wykazywaty one
wrazliwos¢ na glikopeptydy, tigecykling, chinupristy-
ne¢/dalfopristing, daptomycyng i linezolid, przy opor-
nosci na inne grupy antybiotykow [7].

Jednym z najbardziej opornych gatunkoéw izolowa-
nych ze §rodowiska szpitalnego jest C. jeikeium. Prze-
prowadzone badania przez Johnson i wsp. [26]
66 szczepow C. jeikeium wykazaty u wszystkich opor-
no$¢ na penicyling, u 94% opornos¢ na erytromycyne,
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74% na tetracykling. 22 szczepy innych badanych ga-
tunkow z rodzaju Corynebacterium mialy zdecydowa-
nie nizszy odsetek opornych. Natomiast wszystkie ob-
jete badaniem szczepy wrazliwe byly na wankomycyng
(MIC =0,5-4,0 mg/1), linezolid (MIC = 0,5-2,0 mg/1)
i daptomycyng (MIC <1 mg/l) z wyjatkiem dwoch
izolatow C. aquaticum, ktorych MIC dla daptomycyny
wynosit 8 mg/l. Daptomycyna byta zastosowana z po-
wodzeniem w leczeniu skojarzonym z rifampicyna
w przypadku endocarditis wywotanym przez C. amy-
colatum [11] 1 C. striatum [47]. Wysoka aktywnos$¢
linezolidu wykazana w badaniach nad 190 szczepami
coryneform przez przez Gomez-Garces i wsp.
[22] wskazuje na bardzo wysoka skuteczno$é tego
antybiotyku, ktéry moze by¢ zastosowany w leczeniu
zakazen wywotanych przez coryneform.

Zréznicowanie opornosci na antybiotyki u gatun-
kow z rodzaju Corynebacterium ma duzy zwiazek
z miejscem wystgpowania badanych szczepow. Jak
stwierdzili Garcia-Bravo 1 wsp. [21] szczepy
C. urealyticum pochodzace od pacjentow hospitalizo-
wanych wykazuja zdecydowanie wyzsza opornosé
(wyzsze warto$ci MIC) na antybiotyki, niz od pacjen-
tow ambulatoryjnych. Przeprowadzono analiz¢ czgs-
tosci i czasu stosowanej antybiotykoterapii u chorych,
co potwierdzito, ze srodowisko szpitalne i czgsciej
stosowana antybiotykoterapia u pacjentow hospita-
lizowanych sprzyja wystgpowaniu szczepow wielo-
lekoopornych, a srodowisko szpitalne, w jakim prze-
bywaja pacjenci jest miejscem wystgpowania szczepow
C. urealyticum wywolujacych u nich zakazenia. Nato-
miast zdecydowanie nizsza oporno$¢ na antybioty-
koéw (nizsze warto$ci MIC) izolatéw pochodzacych od
pacjentow ambulatoryjnych wskazuje, ze szczepy
C.urealyticum pochodza z mikroflory kolonizujacej
skore chorego.

Niepokojacym faktem jest opisanie w 2005 roku
wielolekoopornego nowego gatunku C. resistens. Jest
on lipofilny, o stabych wtasciwosciach fermenta-
cyjnych (fermentuje glukozg), nie redukuje azota-
néw, nie wytwarza ureazy i pyrazinamidazy. Charak-
teryzuje si¢ opornoscia na penicyling i cefalosporyny
(MIC > 64 pg/ml), imipenem (MIC > 32 pg/ml), ami-
noglikozydy (MIC>3 pg/ml 2), makrolidy (MIC
>16 pg/ml), chinoliny (MIC > 32 pg/ml) oraz wrazli-
woscig na teikoplaning (MIC <.0,5 pg/ml) i wanko-
mycyng (MIC =2 pg/ml) [34].

5. Podsumowanie

Coraz czestsze izolowanie z materialow klinicz-
nych wielolekoopornych szczepow z rodzaju Coryne-
bacterium zwraca uwage na pojawiajacy si¢ problem
zwiazany z leczeniem zakazen wywolanych przez ta
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grupe bakterii oportunistycznych, tym bardziej, ze za-
kazenia dotycza czgsto diagnostycznie trudnych przy-
padkow, chorych hospitalizowanych, czgsto z towa-
rzyszaca choroba powodujaca obnizenie odpornosci.
Niedoceniany udziat coryneform w zakazeniach moze
prowadzi¢ do bledow terapeutycznych.

Doktadna diagnostyka mikrobiologiczna zakazen
wywotanych przez gatunki z rodzaju Corynebacte-
rium, identyfikacja izolowanych szczepow do gatun-
ku oraz okreslenie wrazliwo$ci na antybiotyki meto-
dami umozliwiajacymi oznaczenie wartosci MIC daje
mozliwo$¢ oceny wystepujacych i pojawiajacych sig
mechanizméw lekoopornosci oraz umozliwia pode;j-
mowanie decyzji co do wlasciwej antybiotykoterapii.
Zastosowanie metod biologii molekularnej i badanie
genow opornosci, ich lokalizacji oraz drog przenosze-
nia, jest bardzo waznym kierunkiem badan nad moni-
torowaniem mechanizmow opornosci u coryneform
1 daje mozliwo$¢ $ledzenia i okreslenia ich udzialu
w transmisji gendw miedzy innymi gatunkami.

Badania nad wrazliwo$cia na antybiotyki réznych
gatunkéw wielolekoopornych z rodzaju Corynebacte-
rium wskazuja, ze najwyzsza skuteczno$¢ w leczeniu
zakazen wykazuja: glikopeptydy, linezolid, daptomy-
cyna, tigecyklina, chinupristyna/dalfopristina.
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W 2010 roku uptywa 100 lat od $mierci jednego z najwybit-
niejszych mikrobiologéw przetomu XIX-tego i XX-ty wieku
Roberta Kocha. Jak pisat o nim w Postepach Mikrobiologii
(PM. 32. 104-112. 1993) prof. Zbigniew Kwiatkowski, [Kocha]
... Nawet wtedy gdy byl juz u szczytu stawy nazywano... czesto
po prostu ,,doktorem” Ilub nawet , doktorem z Wolsztyna”.
Byt lekarzem i jego zainteresowania miaty zawsze podtoze prak-
tyczne. Jego wielkos¢ polegata na tym, ze stworzyl postawy
nowoczesnej bakteriologii — szczego6lnie znaczenie maja dzi§
jego prace nad pratkiem gruzlicy, waglikiem oraz cholera. Stynne
,postulaty Kocha” pozwolity na skuteczng identyfikacj¢ czyn-
nikéw sprawczych wielu choréb zakaznych ludzi i zwierzat
— staty sig tez podstawa metodyczna w przypadku badan ekspe-
rymentalnych nad chorobami zakaznymi.

Obchody 100-lecia $mierci Roberta Kocha w Polsce za-
inaugurowata w marcu br. Uroczysta Sesja Naukowa poswig-
cona Uczonemu oraz Swiatowemu Dniu Walki z Gruzlica. Spot-
kanie odbylo si¢ w sali Senatu Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Relacj¢ z obrad autorstwa prof. Zofii Zwolskiej
publikujemy nizej.

Jednocze$nie informujg, iz w listopadzie 2009 r. Prezydium
Z.G Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow podjelo uchwate
o organizacji przez PTM Konferencji Naukowej pt. Mikrobio-

logia 100 lat po Robercie Kochu. Spotkanie planowane jest na
koniec sierpnia 2010 roku.
Jerzy Hrebenda

PS. W 2006 roku Gdanskie Wydawnictwo Via Medica wy-
drukowato prace prof. Zofii Zwolskiej pt. Robert Koch tworca
bakteriologii chorob zakaznych, ksiazka poswigcona jest pamigei
uczonego w 100-tna rocznicg otrzymania przez Niego nagrody
Nobla za odkrycie pratkow gruzlicy. Na 75 stronach omawianego
dzieta znalez¢ mozna obszerna biografi¢ uczonego, relacjg z ba-
dan nad waglikiem, gruzlica, cholera, informacje na temat opra-
cowanych przez Kocha technik badawczych, charakterystyke
wspotczesnych mu uczonych i wspotpracownikdéw. Osobne watki
poswigcone sa metodologii badan nad etiologia choréb zakaznych
znanych obecnie pod hastem ,,Postulatow Kocha”. Ksigzke kon-
cza ciekawe informacje nt. Muzeum Roberta Kocha w Wolszty-
nie. Tekst wydanej na kredowym papierze pracy, jest bardzo
bogato ilustrowany kolorowymi zdjgciami. Uderza szczegdlnie
staranna redakcja tekstu oraz estetyczna forma graficzna ksiazki.

Pozostajac pod wrazeniem tego niezwykle udanego dzieta,
chciatbym sugerowa¢ Wtadzom Polskiego Towarzystwa Mikro-
biologdéw wznowienie wydania ksiazki z okazji planowanej
Konferencji poswigconej Robertowi Kochowi.

Bytby to bardziej trwaty, niz ulotne referaty hotd oddany
Uczonemu z okazji rocznicy jego $mierci.

UROCZYSTA SESJA NAUKOWA Z OKAZJI 100-LECIA SMIERCI ROBERTA KOCHA
ORAZ SWIATOWEGO DNIA WALKI Z GRUZLICA

Prof. dr hab. Zofia Zwolska, Kierownik Zaktadu Mikrobiologii,

Krajowego Referencyjnego Laboratorium Pratka, email: z.zwolska@igichp.edu.pl

Od wielu lat w dniu 24 mar-
ca caly §wiat obchodzi Swia-
towy Dzien Walki z Gruzli-
ca rownoczes$nie oddajac hotd
doktorowi Robertowi Kochowi
— tworcy bakteriologii chorob
zakaznych, cztowiekowi, ktore-
go imi¢ od XIX w znane jest
calemu cywilizowanemu $§wiatu.
Dzien ten zostal ustanowiony
dla upamigtnienia pierwsze-
go raportu o odkryciu Myco-
bacterium tuberculosis czyn-
nika przyczynowego gruzlicy,
wygloszonego przez Roberta
Kocha w Berlinskim Towarzy-
stwie Fizjologicznym.

Zashugi Roberta Kocha dla
rozwoju bakteriologii choréb
zakaznych, dla zrozumienia ich
roli w patogenezie ludzi i zwie-
rzat naleza do najwigkszych w $wiecie i sa pordownywalne tylko
z zastugami Ludwika Pasteura. Koch wprowadzit do medycyny
co$ nowego, uczac rownoczesnie profilaktyki i leczenia opar-
tego na etiologii. Opracowal nowe techniki diagnozowania

Ex Libris autorstwa
dr Zbigniewa Jozwika ofiaro-
wany Muzeum Roberta Kocha
przez Warszawsko-Otwocki
Oddziat PTCHP

choréb infekeyjnych, rozwinal nowe pola dzialania na rzecz
zdrowia publicznego i higieny, stworzyl podwaliny epidemio-
logii chorob zakaznych.

Koch przystapit do badan nad gruzlica z pobudek humani-
tarnych, uwazajac chorobg za najgrozniejsza klgske spoteczna,
wobec ktorej medycyna byta bezradna. W XIX wieku gruzlica
jako choroba masowo zabijajaca i jako najwigksza klgska spo-
leczna stala si¢ tematem zainteresowan wszystkich mieszkancoéw
Europy Srodkowej. Dokumenty opisujace epidemie gruzlicy
w XIX wieku sg liczne i réznorodne. Sg nimi opisy 1 naukowe
prace lekarskie, pamigtniki chorych, zyciorysy zmartych, arty-
kuty dziennikarskie i inne.

W tym czasie endemia gruzlicy przerodzita si¢ w epidemig.
Tylu znakomitych ludzi, poetow, muzykow, pisarzy, aktorow i in-
nych umarto na gruzlicg ptuc w XIX wieku, ze ich zyciorysy
mozna poréwnac do pedantycznie prowadzonych historii chorob.

Prace R. Kocha nad gruzlica skupiaty si¢ na metodyce po-
zwalajacej barwi¢ pratki gruzlicy w rozmazach skrawkow tkanek,
metodach hodowli pratkow in vitro na pozywkach najpierw plyn-
nych, potem statych i poszukiwaniu lekow do leczenia gruzlicy.
Ponadto R. Koch opracowat na matych zwierzgtach laboratoryj-
nych eksperymentalny model gruzlicy. Pozwolito mu to na sfor-
mutowane czterech warunkow, ktore powinny by¢ spetnione przy
diagnozowaniu choréb zakaznych. Sa one znane po dzi§ dzien
jako ,,postulaty Kocha” i stanowig kanon w wykrywaniu choréb



130

zakaznych. 10 grudnia 1905 r. otrzymat Nagrodg Nobla za prace
badawcze nad gruzlica. W wyktadzie noblowskim R. Koch wyra-
zit przekonanie, ze $wiat wkrotce upora si¢ z problemem gruzlicy.
Niestety, Koch nie przewidziat, ze 100 lat pdzniej problem gruzli-
cy nie tylko ze nie zmalal, ale wprost przeciwnie stat si¢ powaz-
nym zagrozeniem zdrowia ludnos$ci na wszystkich kontynentach.

Na poczatku swojej kariery zawodowej i naukowej, przez
8 lat Robert Koch pracowat na ziemi poznanskiej, poczatkowo
w Rakoniewicach, p6zniej w Wolsztynie gdzie byt lekarzem pol-
skiej ludnosci. Pozwolito mu to pozna¢ jezyk polski i swobodnie
rozmawia¢ z pacjentami.

W Wolsztynie, w domu, w ktorym mieszkal i pracowat
Robert Koch, powstatlo muzeum. W muzeum eksponowane sa
pamiatki zwigzane z praca i pobytem Roberta Kocha w Wolsz-
tynie, gtdéwnie fotografie i fotokopie dokumentdéw. Obok bogatej
ekspozycji muzealnej, obrazujacej jego zycie 1 dziatalno$¢, na
szczegblna uwage zastuguje wyposazenie laboratorium, z zacho-
wanym mikroskopem, instrumentami uczonego i faksymilia doku-
mentéw osobistych Kocha. Na domu widnieja tablice po polsku
i niemiecku z inskrypcja: ,,W tym domu mieszkat od 1872 do
1880 roku jako lekarz okr¢gowy po6zniejszy Tajny Radca Eksce-
lencja Profesor Robert Koch. Tutaj rozpoczal swoje wspaniale
odkrycie z dziedziny chorob infekcyjnych, ktore daty podstawy
utworzenia wiedzy bakteriologicznej, a jego uczynity jednym
z najwigkszych dobroczyncow ludzkosci”.

W oficynie budynku miesci si¢: Stowarzyszenie Naukowe
im. Roberta Kocha i Fundacja im. Roberta Kocha, powotane 3 maja
1995 roku. Stowarzyszenie od momentu zatozenia organizuje
sympozja naukowe i konferencje, upowszechnia wiedzg¢ o zyciu
i dziatalno$ci wielkiego uczonego, wspdtpracujac z Instytutem
Roberta Kocha w Berlinie oraz potomkami wielkiego uczonego.

Warszawsko-Otwocki Oddzial Polskiego Towarzystwa Cho-
rob Pluc od lat organizuje sesje naukowe pod patronatem Depar-
tamentu Stop TB Swiatowej Organizacji Zdrowia. Tegoroczna
sesja poswigcona w catosci gruzlicy pozaptucnej zadedykowana
byta pamigci Roberta Kocha, ktérego setna rocznica $mierci
przypada 27 maja 2010 r. Konferencja odbyta si¢ w Sali Senatu
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w ramach obchodow
200 lat nauczania medycyny w Warszawie. Honorowy patronat
nad sesja objat Jego Magnificencja Rektor Warszawskiego Uni-
wersytetu Medycznego prof. dr hab. med. Marek Krawczyk.
Z okazji stulecia $mierci R Kocha Warszawsko-Otwocki Oddziat
PTCHP przygotowal okoliczno$ciowy exlibris stanowi dar na-
szego oddziatu dla Muzeum Roberta Kocha w Wolsztynie. Na
uroczysta sesj¢ przybyt kustosz Muzeum, mgr Romuald Nowak,
ktoéry odbierajac pamiatkowy exlibris zrewanzowat si¢ Towarzys-
twu grafikg przedstawiajaca dom Roberta Kocha w Wolsztynie.
Na spotkaniu obecny byt rowniez autor exlibrisu dr Zbigniew
Jozwik, ktory ofiarowat Warszawskiemu Uniwersytetowi Medycz-
nemu inne ex/ibrisy o tematyce medycznej. Uroczystego otwar-
cia sesji dokonatl Prorektor WUM prof. Stawomir Nazarewski.
W swoim wystapieniu podkreslit jak wazne jest dla warszaw-
skiej uczelni kultywowanie tradycji akademickich, pamig¢ o wiel-
kich poprzednikach, a rdwnoczesnie spojrzenie w przysziosé
i prezentowanie nowoczesnej wiedzy medycznej.

Kolejno autorka niniejszego sprawozdania (prof. Zofia Zwol-
ska) omowita fakty biograficzne dotyczace zycia osobistego i pra-
cy zawodowej Roberta Kocha. W nastgpnych wystapieniach spe-
cjalisci omawiali epidemiologi¢, wykrywanie i leczenie roznych
postaci gruzlicy pozaphlucnej. Dr med. Malgorzata Grzemska,
specjalista Departamentu Stop TB WHO w Genewie, przedsta-
wita aktualna sytuacje epidemiologiczna gruzlicy i wyzwania
jakie staja przed WHO w najblizszej przysztosci.

Dr med. Tadeusz Zielonka z Katedry i Zaktadu Medycyny
Rodzinnej, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego omowit
epidemiologi¢ gruzlicy pozaptucnej na swiecie i w Polsce. Pro-
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blem ten nie jest szczegdtowo monitorowany przez WHO, po-
niewaz uwaza sig, ze pozaptucne lokalizacje gruzlicy sa mniej
zakazne niz gruzlica ptuc. Ocenia sig, ze kazdego roku u ponad
1,12 mln os6b dochodzi do rozwoju pozaptucnej gruzlicy. Od-
setek pozaptucnej gruzlicy jest bardzo zréznicowany geograficz-
nie od 6,5% w regionie Zachodniego Pacyfiku do 20% na Bli-
skim Wschodzie. W niektorych krajach europejskich, takich jak
np. Finlandia, Szwecja lub Holandia, gruzlica pozaptucna sta-
nowi ponad 30% wszystkich zachorowan, natomiast w Polsce
jest to zaledwie 7%. Najczgstsze lokalizacje pozaptucnej gruzli-
cy to oplucna, uktad moczo-piciowy, kostno-stawowy i wezty
chlonne. Doc. dr hab. n.med. Ewa Augustynowicz-Kopeé z
Krajowego Referencyjnego Laboratorium Pratka omowita zasa-
dy diagnostyki gruzlicy pozaptucnej, ktora jest znacznie trud-
niejsza niz w przypadku ptucnych lokalizacji. Potwierdzenie
gruzliczego tla zmian pozaplucnych wymaga czgsto wykonania
badan inwazyjnych, ale czulo$¢ metod bakteriologicznych w
tych przypadkach jest nizsza niz w gruzlicy ptuc. Nowoczesne
metody diagnostyczne, w tym szczegolnie genetyczne pozwala-
ja jednak na potwierdzenie wielu przypadkéw o innej lokaliza-
cji niz pluca. Pierwsza sesj¢ zakonczyt wyklad doc dr hab. n.
med. Andrzeja Horbana, dyrektora Szpitala Zakaznego, ktory
przedstawit gruzlicg krwiopochodna u chorych na AIDS. Poza-
phucne postacie gruzlicy wystgpuje znacznie czgsciej W przy-
padkach chorych na AIDS. W Polsce liczba zakazen HIV jest
znacznie mniejsza niz w innych regionach $wiata. Rocznie
stwierdza sig okoto 70 przypadkow gruzlicy u chorych na AIDS.
Leczenie tych chorych jest jednak znacznie trudniejsze i czgsto
mniej skuteczne.

W drugiej sesji omowione zostaly najwazniejsze lokalizacje
gruzlicy pozaphlucnej. Jako pierwszy wystapit prof. dr hab.
nmed. Andrzej Borkowski, kierownik Kliniki Urologii WUM,
ktory omowit zmiany gruzlicze w uktadzie moczowym. W prze-
szto$ci 1 obecnie jest to czgsta lokalizacja gruzlicy. Badanie
bakteriologiczne w znacznym odsetku potwierdza tq posta¢ gruz-
licy. Kolejne, wazne wystapienie dr med. Mirostawy Nowak-
Misiak z jedynego w Polsce oddziatu ortopedycznego specjali-
zujacego si¢ leczeniu gruzlicy narzadow ruchu dotyczyto
powaznych probleméw diagnostycznych i terapeutycznych w le-
czeniu gruzlicy ko$ci i stawow wymagajacych poza lekami dtu-
giego unieruchomienie zmienionych chorobowo kosci i stawow.

Problemy zwiazane z gruzlica dziecigca omowit doc. dr hab.
n. med. Jerzy Zioltkowski z Kliniki Pediatrii Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego. U dzieci najczgstsza postacia cho-
roby jest gruzlica wegztéw chtonnych obwodowych i §rodpiersia.
Dr med. Aleksandra Danczak-Pazdrowska z Kliniki Dermato-
logii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu podzielila si¢ swoim
doswiadczeniem w rozpoznawaniu i leczeniu skérnych postaci
gruzlicy. Szczegolnie grozna postacia gruzlicy sa neuroinfekcja.
Do jej rozpoznania na ogoét konieczne jest naktucie lgdzwiowe
i szybka diagnostyka bakteriologiczna i genetyczna. Wymaga to
duzego do$wiadczenia, takiego jakie posiadat kolejny wykta-
dowca dr n. med. Dariusz Lipowski ze Szpitala Zakaznego
przy ul. Wolskiej, ktory od lat zajmuje si¢ tymi przypadkami.
Gruzlica gornych drég oddechowych, ktora przedstawit prof.
dr hab. n. med. Kazimierz Niemczyk moze szerzy¢ si¢ z ptuc
przez ciaglo$¢ co sprzyja zakazeniom tej lokalizacji. Ta postaé
choroby jest bardzo zakazna dla otoczenia i powinna by¢ bar-
dzo szybko zdiagnozowana i leczona. Ostatnia prezentacja prof.
dr hab. n. med. Janina Orlowska z Kliniki Gastroenterologii
CMKP dotyczyta diagnostyki réznicowej gruzlicy przewodu po-
karmowego. Rozpoznanie tej postaci jest bardzo trudne i czgsto
opiera si¢ na badaniu histopatologicznym wycinkéw z miejsc
zmienionych chorobowo.

Po wygloszonych prezentacjach toczyta si¢ dtuga, meryto-
ryczna dyskusja. Konferencjg zakoniczono wspolnym positkiem.
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