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Kole¿anki i Koledzy, Szanowni Pañstwo,

Rok 2010 jest szczególnym rokiem dla mikrobiologów na ca³ym �wiecie, tak¿e w Polsce. Up³ywa
w³a�nie 100 lat od �mierci Roberta Kocha, jednego z najwybitniejszych uczonych, noblisty,
pioniera wspó³czesnej mikrobiologii i nauki o chorobach zaka�nych. Nie sposób wyliczyæ jego
zas³ug. Poza odkryciem pr¹tka gru�licy, przecinkowca cholery i laseczki w¹glika pracowa³ tak¿e
nad innymi drobnoustrojami i metodami ich izolacji. Sformu³owa³ na podstawie badañ nad w¹gli-
kiem kryteria, znane jako �postulaty Kocha�, jakie musi spe³niaæ drobnoustrój aby uznaæ go za
czynnik etiologiczny choroby. Czê�æ swego ¿ycia zawodowego spêdzi³ w Wolsztynie (ówczesny
zabór pruski, obecnie w Wielkopolsce) pracuj¹c tam jako lekarz powiatowy i z tego powodu jest
nam równie¿ bliski. Polskie Towarzystwo Mikrobiologów pragnie uczciæ pamiêæ Roberta Kocha
na specjalnie po�wiêconej Jemu i Jego dorobkowi konferencji naukowej (Pa³ac Staszica, Warszawa,
dn. 30�31 sierpnia), w której wielu znakomitych badaczy przedstawi rozwój mikrobiologii lekar-
skiej od czasów Kocha do wspó³czesno�ci. Oddajemy do Pañstwa r¹k specjalny numer �Postêpów
Mikrobiologii�, w którym zawarta jest czê�æ tematyki konferencji.

Warszawa, sierpieñ 2010-08-10
Prof. dr hab. med. Waleria Hryniewicz

Prezes Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów



1. Wstêp

100 lat temu 27 V 1910 r. w Baden-Baden zmar³ na
atak serca Robert Koch. Mia³ 67 lat. Zgodnie z jego
wol¹ prochy umieszczono w Instytucie Chorób Zaka�-
nych jego imienia w Berlinie. Wszystko, czego doko-
na³ i opisa³ pozostaje aktualne do dzisiaj. Dokonuj¹c
swoich odkryæ na pewno nie przewidywa³ jak wiele
istnieñ ludzkich ocali. Zas³ugi Roberta Kocha dla
rozwoju bakteriologii chorób zaka�nych, zrozumienia
ich roli w patogenezie ludzi i zwierz¹t nale¿¹ do
najwiêkszych w �wiecie. Obok Ludwika Pasteura po-
zostaje On twórc¹ nowoczesnej bakteriologii chorób
zaka�nych.

Do koñca ¿ycia pozosta³ lekarzem a jego zaintere-
sowania i prace badawcze mia³y zawsze pod³o¿e prak-
tyczne. Nawet wtedy, gdy by³ u szczytu s³awy nazywa-
no go czêsto �doktorem� lub �doktorem z Wolsztyna�.
Pierwsza samodzielna praca naukowa i praktyka
lekarska Uczonego rozpoczê³a siê w³a�nie w Wolszty-
nie. I chocia¿ w tamtych czasach Wolsztyn, jak ca³a
Wielkopolska, nale¿a³ administracyjnie do Zaboru

Pruskiego i by³ pod ich administracj¹, ale chorzy,
których leczy³ byli narodowo�ci polskiej i warunki,
w których pracowa³ cechowa³a polsko�æ. Praca nauko-
wa, któr¹ rozpocz¹³ w Wolsztynie ukszta³towa³a pó�-
niejsze losy badacza i zaprowadzi³a go na szczyty
s³awy naukowej uhonorowanej Nagrod¹ Nobla.

2. Robert Koch � fakty biograficzne

Robert Herman Koch urodzi³ siê 11 grudnia 1843 r.
w Clausthal w górach Harzu jako trzecie dziecko spo-
�ród 13 dzieci Hermana i Matyldy Kochów. Jego ojciec
by³ in¿ynierem-górnikiem z tytu³em sztygara. Warto
dodaæ, ¿e Herman Koch zna³ osobi�cie szwedzkiego
in¿yniera górnictwa Alfreda Nobla obaj prowadzili
pierwsze próby z nitrogliceryn¹ w kamienio³omach
w górach Harzu.

 Robert Koch by³ bardzo zdolnym dzieckiem,
w wieku 5 lat rozpocz¹³ szko³ê i bardzo szybko na-
uczy³ siê czytaæ, graæ w warcaby i szachy. Dziêki
atmosferze rodzinnego domu rós³ i dojrzewa³ w kulcie
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Robert Koch and their achievements � a history

Abstract: The year 2010 marks the 100th anniversary of Robert Koch�s death. Heinrich Herman Robert Koch, born December 11, 1843
in Clausthal, died May 27, 1910 in Baden-Baden, was a German medical bacteriologist, physician, one of the founders of the science
of bacteriology, who discovered the tubercle bacillus (1882) and cholera bacillus (1883). He won the Nobel Prize for Physiology
and medicine in 1905. Koch developed new techniques and adapted old techniques to new uses. With his students, he created
the majority of techniques for the modern study of bacteria. Koch established the new fields of medical bacteriology, public health
and hygiene. Koch�s great contribution to the development of bacteriology was his introduction of pure culture technique using solid
and semi solid media. This technology led to the isolation and characterization of microorganisms causing many bacterial diseases
which affected humans.

1. Introduction. 2. Robert Koch � biography. 3. R. Koch � student and young physician. 4. Medical work. 5. Robert Koch � family
life. 6. Koch in Wollstein. 7. Anthrax research. 8. Photography of bacteria. 9. Koch � the great bacteriologist. 10. Pure cultures.
11. Research on tuberculosis. 12. 24th March 1882. 13. Koch�s postulates. 14. Vibrio cholerae research. 15. Tuberculin. 16. Other
infections diseases, 17. Nobel Prize. 18. Awards, honours. 19. Muzeum in Wollstein
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Goethego i innych znakomito�ci XIX w. Uczêszcza³
do lokalnego gimnazjum i ju¿ wtedy wykazywa³ du¿e
zainteresowanie naukami przyrodniczymi oraz, po-
dobnie jak jego ojciec, zami³owaniem do podró¿y.
Robert Koch by³ utalentowany artystycznie. Gra³
nie�le na fortepianie i cytrze, potrafi³ �piewaæ, dobrze
rysowa³. W czasie pobytu u wuja w Hamburgu pozna³
ówczesn¹ sztukê fotografii tzw. dagerotypiê, któr¹
sprawnie pos³ugiwa³ siê. Ta umiejêtno�æ okaza³a siê
bardzo przydatna w latach pó�niejszych przy dokumen-
towaniu prac badawczych. By³ m³odzieñcem powa¿-
nym, odznaczaj¹cym siê b³yskotliw¹ inteligencj¹. Fi-
zycznie by³ �rednio rozwiniêty, raczej drobnej postury,
od dzieciñstwa by³ krótkowidzem. By³ ch³opcem zdro-
wym, zahartowanym i biologicznie odpornym. Biegle
pos³ugiwa³ siê oprócz jêzyka ojczystego niemieckie-
go, jêzykiem angielskim, francuskim, ³acin¹ i grek¹,
a w pó�niejszych latach równie¿ polskim i hebrajskim.

3. Robert Koch student i m³ody lekarz

W 1862 r. Robert Koch zda³ z wyró¿nieniem maturê
i w tym samym roku rozpocz¹³ studia na Uniwersytecie
w Getyndze. Pocz¹tkowo, przez 3 semestry studiowa³
matematykê, fizykê i botanikê, potem przeniós³ siê na
medycynê. Po wielu latach wspomina³, ¿e studia bota-
niczno-matematyczne da³y mu podstawy racjonalne-
go i logicznego oceniania swoich badañ mikrobiolo-
gicznych. Manuskrypt pierwszej samodzielnej pracy,
któr¹ dedykowa³ ojcu nosi³ has³o: Numquam otiosus
� Nigdy bezczynnym. Has³o to stanowi³o motto ¿ycio-
we i towarzyszy³o Kochowi przez ca³e jego ¿ycie.

W siódmym semestrze studiów otrzyma³ nagrodê
naukow¹ (dyplom i 80 talarów), ufundowan¹ przez
Wydzia³ Lekarski Uniwersytetu w Getyndze za opra-
cowanie �O wystêpowaniu komórek zwojowych
w macicy�, która zosta³a wydana drukiem w 1865 r.
Nastêpna praca z okresu studiów dotyczy³a powsta-
wania kwasu bursztynowego w organizmie ludzkim.

W wieku 22 lat Koch by³ ju¿ autorem dwóch po-
wa¿nych prac naukowych og³oszonych drukiem. Na
Uniwersytecie w Getyndze pozna³ wielu interesuj¹-
cych wyk³adowców, w�ród nich profesora anatomii
prawid³owej i patologicznej Jakuba Henle, który wy-
war³ wielki wp³yw na rozwój europejskiej histologii.
Publikacja profesora Henle z 1840 r. w której rozwi-
n¹³ my�l, ¿e przyczyn¹ chorób zaka�nych s¹ ¿ywe, pa-
togenne organizmy, niewidoczne dla oka ludzkiego
tylko ze wzglêdu na ich bardzo nik³¹ mikroskopijn¹
postaæ, ale przy pomocy odpowiednich przyrz¹dów
optycznych bêd¹ widoczne. Ta teoria zrobi³a na Kochu
wielkie wra¿enie.

Ta ciekawa teoria Henle�go osiad³a g³êboko w m³o-
dym umy�le Roberta Kocha i zaw³adnê³a nim z nie-

bywa³¹ si³¹. W m³odym studencie zaczê³a siê budziæ
natura przysz³ego badacza i my�liciela.

Innym, wielce szanowanym przez Kocha nauczy-
cielem by³ chemik Fryderyk Wohler, który w 1828 r.
dokona³ syntezy mocznika. To on swoimi odkryciami
nad syntez¹ substancji organicznych zainspirowa³
Kocha do pracy nad kwasem bursztynowym. Studia
ukoñczy³ cum laude w Hanowerze 13 stycznia 1866 r.,
wyg³aszaj¹c po ³acinie wyk³ad: �O powstawania kwasu
bursztynowego w organizmie ludzkim� uprawniaj¹cy
go do wykonywania samodzielnej praktyki lekarskiej
i akuszerskiej. Ze wspomnieñ o Kochu wiadomo, ¿e
w pracach nad kwasem bursztynowym uczestniczy³
sam jako �obiekt do�wiadczalny�.

W tym samym czasie Wydzia³ Lekarski Uniwersy-
tetu w Getyndze nada³ mu za do�wiadczenia i publi-
kacje dotycz¹c¹ komórek zwojowych w macicy tytu³
doktora medycyny bez nowej dysertacji. W okresie
pomiêdzy promocj¹ doktorsk¹ a egzaminem pañstwo-
wym dla uzupe³nienia wiedzy fachowej przebywa³
w s³ynnej klinice berliñskiej Charité, gdzie spotka³
najwiêkszy autorytet medycyny niemieckiej Rudolfa
Virchowa. Koch chcia³ s³uchaæ wyk³adów wielkiego
profesora anatomii patologicznej. Zna³ jego podrêcznik
�Patologiê komórkow¹� i pogl¹dy Virchowa �¿e
wszystkie choroby powinny byæ rozpatrywane jako
wynik zjawisk destrukcyjnych w komórkach�. Koch
by³ niezadowolony z pobytu w Charité, poniewa¿
w klinice przebywa³o wielu m³odych sta¿ystów. T³ok
jaki panowa³ w czasie omawiana trudnych przypadków
uniemo¿liwia³ z nim wszelki kontakt. Bez mo¿liwo�ci
osobistego spotkania Virchowa, po czterech tygodniach
wyjecha³ z Berlina. W latach pó�niejszych profesor
Virchow sta³ siê zaciek³ym antagonist¹ Kocha w dzie-
dzinie zapatrywañ na przyczyny chorób zaka�nych,
a w szczególno�ci gru�licê, której etiologiê przypi-
sywa³ chorobie nowotworowej. Virchow zaprzecza³
twierdzeniu, ¿e bakterie w ogóle mog¹ byæ przyczyn¹
chorób. Do koñca swoje ¿ycia nie zaakceptowa³ bak-
teryjnej etiologii gru�licy.

4. Praca zawodowa

Po skoñczonych studiach medycznych Koch zwle-
ka³ z podjêciem decyzji: pozostaæ w Niemczech, wy-
jechaæ za granicê, np. jako lekarz w Petrersburgu (sk¹d
nota bene jego podanie odrzucono) czy zaci¹gn¹æ siê
na statek w charakterze lekarza okrêtowego. Rodzice
obawiali siê rozstania z synem i radzili mu podjêcie
pracy blisko siebie, w Hamburgu.

Swoj¹ pierwsz¹ pracê zawodow¹ rozpocz¹³ w po³o-
wie 1866 r. jako lekarz w szpitalu ogólnym w Hambur-
gu, pó�niej w zak³adzie wychowawczym i opiekuñczym
dla dzieci duchowo zaniedbanych w Langenhangen pod
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Hanowerem. Oprócz tego prowadzi³ prywatn¹ prakty-
kê, która poza Langenhangen obejmowa³a 6 innych
gmin. Bardzo szybko zdoby³ zaufanie pacjentów, co
znacznie poprawi³o jego warunki materialne. Koch
móg³ teraz pomy�leæ o za³o¿eniu rodziny.

5. Robert Koch � ¿ycie rodzinne

M³odzieñcza przyja�ñ z kole¿ank¹ szkoln¹ Gemmy
Adolfin¹ Fraatz przerodzi³a siê w mi³o�æ i w 1868 r.,
w dwa lata po ukoñczeniu studiów, zawarli zwi¹zek
ma³¿eñski. W tym¿e roku osiedlili siê w Nemegk
w pobli¿u Poczdamu, gdzie przysz³a na �wiat ich jedy-
na córka Gertruda. Truda uwielbia³a ze wzajemno�ci¹
ojca i pomaga³a mu w pracach badawczych. Wysz³a
pó�niej za m¹¿ za lekarza wojskowego, pó�niejszego
wspó³pracownika Kocha, profesora Eduarda Pfuhl�a
(1852�1917), z którym mia³a troje dzieci, a nastêp-
nie dziesiêcioro wnuków. Jeden z prawnuków Kocha
in¿. architekt Wolfgang P f u h l, mieszkaj¹cy w Nien-
burgu w Niemczech jest cz³onkiem Rady fundacji
R. Kocha. Utrzymuje sta³y kontakt z Polsk¹ i czêsto
odwiedza muzeum w Wolsztynie.

Krótki pobyt w Nemegk by³ dla niego i m³odej
Emmy jednym z najciê¿szych i najbardziej przykrych
okresów w ¿yciu. Brakowa³o im �rodków do ¿ycia.
Niektóre �ród³a opisuj¹ sytuacjê finansow¹ rodziny
Kochów jako �materialn¹ ruinê, granicz¹c¹ z g³odem
i nêdz¹�. W tej sytuacji zdecydowa³ siê po raz drugi na
przestrzeni jednego roku, na ponown¹ zmianê miejsca
w poszukiwaniu pracy. W rok pó�niej (1869 r.) prze-
niós³ siê do Rakoniewic, miejscowo�ci odleg³ej o 12 km
od Wolsztyna w prowincji poznañskiej, gdzie zajmo-
wa³ siê po³o¿nictwem i ogóln¹ praktyk¹ lekarsk¹ co
poprawi³o znacznie sytuacjê materialn¹ rodziny. Praca
ta bardzo go absorbowa³a, nie pozostawiaj¹c wiele
czasu na badania naukowe.

Wiele lat pó�niej Koch prze¿y³ romantyczn¹
mi³o�æ. Zakocha³ siê, w m³odszej od siebie o 30 lat
Hedwig Freiburg. Hedwig studiowa³a sztukê aktorsk¹
i wystêpowa³a w teatrze Schillera w Berlinie. By³a nie-
zwykle uzdolniona artystycznie, gra³a g³ówne role
w spektaklach, �piewa³a i malowa³a. Romans dopro-
wadzi³ do rozwodu z Emm¹, a w 1893 r. Koch po�lubi³
Hedwig. W�ród go�ci weselnych by³a obecna córka
Kocha, Truda wraz z mê¿em prof. Edwardem Pfuhl�em.
Nowa mi³o�æ i nowa ¿ona wywo³a³y ogromne porusze-
nie w �wiecie medycznym Europy. W czasie Kongresu
w Lipsku w 1892 r., profesorowie bardziej interesowali
siê romansem Kocha ni¿ jego niezwyk³ymi wyk³adami.
Aktorka wiernie towarzyszy³a mê¿owi w jego ¿yciu
wype³nionym badaniami medycznymi. Gdy podró¿o-
wali razem do Pary¿a aktorka i malarka by³a bardzo
zainteresowana sztuk¹ Luwru, razem zwiedzali miasto,

wieczory spêdzali w teatrach, a potem w kafejkach
i kabaretach na Montmartre. Koch okaza³ siê dosko-
na³ym znawc¹ sztuki, by³ przewodnikiem po muzeach
i mimo przekroczenia 60 r. ¿ycia czu³ siê m³odo.

Wiele dalekich podró¿y do Indii, Afryki i innych
w ostatnich 10 latach ¿ycia badacza odbyli wspólnie.
Hedwig umar³a w 1945 r.

6. Koch w Wolsztynie

Podczas wojny francusko-niemieckiej by³ wcielo-
ny jako ochotnik do wojska i na prze³omie lat 1870/71
pracowa³ jako lekarz w szpitalu wojskowym. Skiero-
wany pocz¹tkowo do 11 lazaretu polowego X Armii,
pó�niej przeniesiono go do lazaretu dla chorych na dur
brzuszny w Neuf-Chateau w Lotaryngii. Opieka nad
chorymi ¿o³nierzami i przebieg kliniczny choroby
przywiod³y mu na my�l hipotezê nauczyciela uniwer-
syteckiego z Getyngi, Jakuba Henle o Contagium. Po
roku, na ¿¹danie ludno�ci Rakoniewic i okolicy wróci³
na swoje poprzednie stanowisko lekarza-praktyka.

 W marcu 1872 r. po z³o¿eniu przed komisj¹ w Berli-
nie obowi¹zkowych egzaminów na stanowisko lekarza
powiatowego uzyska³ nominacjê na lekarza powiatu
�fizyka okrêgowego� � dzisiaj tytu³ i urz¹d odpowia-
daj¹cy dyrektorowi stacji sanitarno-epidemiologicznej
� babimojskiego z siedzib¹ w mie�cie Wolsztynie. Sta-
nowisko gwarantowa³o mu uzyskanie �rodków na pro-
wadzenie badañ naukowych.

Przychodnia lekarska mie�ci³a siê przy ulicy Weis-
senn Berg 12 (Bia³a Góra 12) � obecnie ulica Roberta
Kocha, na parterze, w najwiêkszym pokoju, gdzie pó�-
niej umie�ci³ tak¿e swoj¹ pracowniê i ciemniê foto-
graficzn¹. Dwupiêtrowy dom, który zajmowa³ Koch
by³ ³adnie usytuowany, zdobiony sztukateriami przy
brukowanej, g³ównej ulicy. Wybudowany dawno temu
w stylu neogotyku angielskiego, jego pierwotnym
przeznaczeniem by³ szpital dla biednych. St¹d pocho-
dzi nazwa �Szpital pod Samarytaninem�. Na pierw-
szym piêtrze mieszka³a rodzina Kochów. Gabinet swój
przedzieli³ Koch kotar¹, za któr¹ urz¹dzi³ sobie
laboratorium, z d³ugim sto³em, butelkami z odczynni-
kami, instrumentami, mikroskopem i du¿¹ naftow¹
lamp¹. Za domem w ogrodzie rós³ wielki kasztano-
wiec, pod którym odpoczywa³ Koch wraz z ulubio-
nym psem jamnikiem. Kasztanowiec ten ro�nie po dzi�
dzieñ w tym samym parku.

By³ rok 1869. Koch leczy³ mieszkañców Wol-
sztyna, g³ównie Polaków i ¯ydów. Pierwszym jego
t³umaczem by³a polska s³u¿¹ca Julia. Wzywany by³,
g³ównie noc¹ do polskich ch³opów z okolicznych wsi.
W wolnych chwilach gra³ na cytrze, czyta³ czasopis-
ma medyczne i botaniczne, ogl¹da³ �wiat istot mikro-
skopijnych, hodowa³ w ogródku przy domu króliki,
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myszy polne (myszy bia³e nie by³y jeszcze stosowane
jako zwierzêta do�wiadczalne), ¿aby, a nawet ma³pê,
co budzi³o sensacjê w miasteczku. Koch by³ popular-
ny i lubiany w�ród polskiej ludno�ci. Zarobki wystar-
cza³y mu nie tylko na zaspokojenie potrzeb rodziny,
ale równie na zorganizowanie ma³ego laboratorium,
które wyposa¿y³ w mikroskop Hartnak�a. Oprócz tego
mia³ ma³y mikroton, oraz zbudowany z w³asnej inwen-
cji inkubator. Pozwoli³o mu to rozpocz¹æ prace nad
algami, które szybko zamieni³ na chorobotwórcze
mikroorganizmy. Laboratorium by³o równie¿ wyposa-
¿one w urz¹dzenie do mikrofotografii i posiada³o
ciemniê zrobion¹ z szafy ubraniowej. W takich wa-
runkach powsta³y jedne z najwiêkszych odkryæ nauko-
wych w �wiecie dotycz¹ce etiologii chorób zaka�nych.

8. Badania nad w¹glikiem

W roku 1850 francuski weterynarz Pierre Rayer
(1793�1867) og³osi³ odkrycie laseczki w¹glika (Ba-
cillus anthracis) we krwi zwierz¹t pad³ych z powo-
du anthrax., które to bakterie uda³o mu siê prze-
nie�æ na zdrowe zwierzêta. Piêæ lat pó�niej, w 1855 r.
Franz Antoine Pollender (1800�1879) opublikowa³

to samo odkrycie, oparte na obserwacjach poczynio-
nych w 1849 r., kiedy to z krwi pad³ych zwierz¹t
wyizolowa³ tê sam¹ bakteriê patogenn¹. Kolejno, fran-
cuski lekarz i parazytolog Casimir-Joseph Davaine
(1812�1882) stwierdzi³ te same bakterie we krwi
ludzi chorych na podobn¹ chorobê. Zainspirowany
pracami Pasteura (1822�1895), Davaine w 1863 r. po-
twierdzi³, ¿e krew zdrowych owiec by³a wolna od bak-
terii obecnych u zwierz¹t chorych. Ale na tym etapie
obserwacji daleko by³o jeszcze do pe³nej wiedzy
o w¹gliku. Davaine nie posiada³ laboratorium, a zwie-
rzêta, na których prowadzi³ obserwacje przechowy-
wa³ w ogrodzie przyjació³. Mimo trudnych warun-
ków uda³o mu siê wywo³aæ objawy kliniczne w¹glika
w warunkach eksperymentalnych, przenosz¹c milio-
now¹ objêto�æ kropli chorego zwierzêcia na zdro-
wego. Nastêpne etapy pracy by³y udzia³em R. Kocha.
W 1873 r. R. Koch rozpocz¹³ pracê nad w¹glikiem,
a ukoñczy³ j¹ po 3 latach. Koch nie posiada³ od-
powiednio wyposa¿onego laboratorium, by³ daleko
od bibliotek i kontaktów z innymi naukowcami � by³
zdany sam na siebie.

Badania rozpocz¹³ szczegó³owym przegl¹dem pod
mikroskopem du¿ej kolekcji rozmazów krwi zwierz¹t
z objawami klinicznymi w¹glika. Do badañ u¿y³ pa-
dliny owiec. Jako kontroli u¿ywa³ rozmazów krwi
zwierz¹t zdrowych. Ju¿ pierwsze wyniki by³y zadawa-
laj¹ce. W polu widzenia mikroskopu spostrzeg³ pomiê-
dzy pojedynczymi erytrocytami obce twory w kszta³-
cie laseczek, analogiczne do domniemanych zarazków
w¹glika, jakie opisywa³ wcze�niej Pollender i inni
wspó³cze�ni badacze. Obserwowane w mikroskopie
twory by³y jednak martwe, nie porusza³y siê i nie wy-
kazywa³y tendencji do rozmna¿ania. Dla Kocha by³o
jasne, ¿e obserwowane �twory� u zwierz¹t chorych s¹
przyczyn¹ �miertelnej choroby. Koch bardzo chcia³
aby drog¹ eksperymentaln¹ wykazaæ, ¿e obserwowa-
ne pod mikroskopem �martwe i nieruchome� � jak siê
wydawa³o drobnoustroje � s¹ w rzeczywisto�ci ¿ywe
i w pe³ni zdolne do przenoszenia infekcji.

Z powodu braku pieniêdzy nie móg³ takich eks-
perymentów przeprowadzaæ na du¿ych zwierzêtach
(owcach lub kozach), podj¹³ wiêc jako pierwszy ba-
dacz próby na gryzoniach. Myszy okaza³y siê w pe³ni
przydatne do wielu rodzajów eksperymentów bakte-
riologicznych. Stopniowo wprowadzi³ z powodzeniem
inne drobne ssaki � króliki i �winki morskie. Ekspe-
rymentuj¹c na myszach u¿y³ do przeniesienia mate-
ria³u z tkanki chorego zwierzêcia drewnianego patycz-
ka zanurzonego we krwi. Drewniana bagietka zosta³a
wprowadzona pod naciêt¹ w okolicê ogona skórê
myszy. Mysz pad³a po 24 h, a w czasie sekcji Koch
stwierdzi³ zmiany anatomopatologiczne odpowiadaj¹-
ce w¹glikowi, za� we krwi typowe laseczki. Potwier-
dzi³y siê wyniki analogicznych badañ przeprowa-

Portret Roberta Kocha
(ze zbiorów Muzeum Roberta Kocha w Wolsztynie)
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dzonych wcze�niej przez Davaine�a, ¿e laseczki w¹g-
lika w niedogodnych warunkach przechodz¹ w postaæ
przetrwalnikow¹ i w tym stanie mog¹ trwaæ ca³e lata,
odzyskuj¹c ¿ywotno�æ w ustroju ¿ywym. Ponadto,
udowodniona zosta³a przydatno�æ gryzoni do ekspe-
rymentów medycznych.

Zamys³em Kocha by³o prowadzenie badañ in vitro,
poza normalnymi warunkami makroustroju. Do tego
typu hodowli mikroorganizmów potrzebne by³y od-
powiednie warunki biochemiczne, g³ównie po¿ywki
inkubacyjne.

W 1872 r. lekarz-mykolog, uczeñ Cohn�a Joseph
Schroeter (1837�1894) odkry³, ¿e bakterie wytwarza-
j¹ce barwnik wyrastaj¹ w postaci kolonii na po¿yw-
kach sta³ych wzbogacanych ziemniakiem, zestalon¹
mas¹ jajow¹, miêsem, lub chlebem i daj¹ pocz¹tek ko-
lejnym koloniom. Te obserwacje da³y impuls Kochowi
do pracy, któr¹ przedstawi³ 5 lat pó�niej. Chocia¿ kon-
cepcja mo¿liwo�ci prowadzenia hodowli mikroorga-
nizmów poza organizmem gospodarza by³a dzie³em
Pasteura, to wprowadzenie techniki czystych kultur
bakteryjnych jest dzie³em Kocha.

 Badania K o c h a  nad w¹glikiem da³y pierwszy,
prawdziwy dowód zwi¹zku zaka¿enia bakteriami pa-
togennymi i konkretnym schorzeniem. W 3-letnich
eksperymentach oprócz odkrycia cyklu ¿yciowego
Bacillus anthracis, rozwin¹³ techniki badawcze, typy
hodowli i sposoby barwienia. Ponadto w³asnymi zdjê-
ciami spod mikroskopu udokumentowa³ do�wiadcze-
nia nad w¹glikiem.

9. Fotografowanie mikrobów

Wizualizacja obrazów mikroskopowych sta³a siê
kolejnym wa¿nym zadaniem bakteriologów. Kiedy
w 1839 r. odkryto fotografiê, wydawa³o siê, ¿e bêdzie
ona tylko u¿yteczna w dokumentowaniu sztuki. Wcze�-
niej badacze pos³ugiwali siê rysunkami. W Europie
rozwinê³y siê dwie techniki Daguerre�a we Francji
i Talbot�a w Anglii. Dagerotypia by³a odbierana jako
technika bardziej wyszukana i szybko zosta³a zasto-
sowana w archeologii i botanice. Wkrótce fotografia
znalaz³a zastosowanie w medycynie. Koch zosta³
wprowadzony w now¹ technikê przez Cohna i odt¹d
uwa¿a³ fotografiê za podstawowe narzêdzie w doku-
mentowaniu i porównywaniu mikroorganizmów. Przyj-
muje siê, ¿e Koch pierwszy wprowadzi³ fotografiê do
prezentowania bakterii, ich ró¿nych form i postaci.
Planowa³ nawet przygotowaæ ksi¹¿kê z fotografiami
bakterii, która mog³aby byæ pomocna przy wykrywaniu
i ró¿nicowaniu ich gatunków. Niestety, plan ten nie
zosta³ zrealizowany. W koñcu 1876 r. Koch zapro-
ponowa³ u¿ycie odbitki zamiast fotolitografii. Koch
dokona³ kilku ulepszeñ w mikrofotografii poprzez
zmiany w budowie aparatu, ulepszenie mikroskopu

�wietlnego i technikê wykonywania odbitek. W 1900 r.,
w Instytucie Chorób Zaka�nych w Berlinie otworzy³
pracowniê fotografii, gdzie rozwijano techniki foto-
graficzne. Od tego roku Instytut dokumentuje prace
i posiada bogat¹ kolekcjê fotograficzn¹. Dokonania
K o c h a  w dziedzinie dokumentacji fotograficznej
da³y podwaliny nowoczesnej mikrobiologii, która roz-
winê³a siê w XX w.

10. Koch � bakteriolog

W 1877 r. Koch opublikowa³ bardzo wa¿ny arty-
ku³ o hodowaniu, przechowywaniu i fotografowaniu
bakterii. Praca by³a ilustrowana bardzo dobrymi mi-
krofotografiami w³asnego autorstwa. W pracy opisy-
wa³ metody przygotowywania cienkich rozmazów na
szkie³kach i utrwalaniu ich przez ³agodne podgrzewa-
nie, a ponadto przedstawi³ szczegó³owo metodykê ho-
dowania bakterii w kropli wisz¹cej.

Koch postanowi³ zaprezentowaæ swoje badania
Virchowowi, z nadziej¹ na uzyskanie jego poparcia.
Pojecha³ z Wolsztyna do Berlina, przedstawi³ wiel-
kiemu patologowi w sposób zwiêz³y i krotki swoje
eksperymenty, otrzymane wyniki i przekaza³ swój
manuskrypt o w¹gliku. Virchow potraktowa³ nie-
znanego, prowincjonalnego lekarza ch³odno, a nawet
lekcewa¿¹co, odrzucaj¹c z góry, bez dyskusji odkry-
cia i p³yn¹ce z nich wnioski, a na koniec wyda³ bardzo
lakoniczn¹ opiniê: �to wszystko wydaje siê bardzo
nieprawdopodobne�. Koch by³ ju¿ wtedy cz³owiekiem
pewnym swoich racji i z du¿ym dystansem odebra³
opinie Virchowa.

Rok pó�niej, w 1878 r. Koch opublikowa³ pierw-
sz¹ monografiê podsumowuj¹c¹ swoje badania nad
etiologi¹ infekcji przyrannych. By³a to doskona³a praca
potwierdzona badaniami in vivo, wykazuj¹ca zró¿nico-
wan¹ patogenno�æ bakterii dla odmiennych gatunków
zwierz¹t i wskazuj¹ca zwierzêta do�wiadczalne jako
doskona³e medium do hodowli mikroorganizmów. Wy-
niki opisa³ w wydaniu ksi¹¿kowym w 1879 r. �Badania
nad etiologi¹ infekcyjnych chorób przyrannych�.

Celem kolejnych prac by³o udoskonalenie techniki
mikroskopowania. K o c h  planowa³ wprowadziæ do
swojej pracy nowszy system mikroskopii. Wyposa¿y³
swój mikroskop kolejno w nowy kondensor Ernesta
Abb�ego, maksymalnie skupiaj¹cy �wiat³o na ogl¹da-
nym przedmiocie i w system immersji olejowej z ma-
nufaktury Carl�a Zeissa w Jenie. Nale¿y dodaæ, ¿e sam
Koch dokona³ wielu ulepszeñ w systemie immersji
olejowej i ulepszy³ przyrz¹d o�wietlaj¹cy, co pozwoli³o
mu wykrywaæ mikroorganizmy znacznie mniejsze ni¿
Bacillus anthracis. Ten typ mikroskopu u³atwi³ mu
pó�niejsz¹ pracê na etiologi¹ gru�licy.

W 1879 r. za namow¹ Cohna, Koch przeniós³ siê do
Wroc³awia, gdzie obj¹³ stanowisko lekarza miejskiego.
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Niska p³aca i brak praktyki prywatnej spowodowa³y,
¿e po 3 miesi¹cach powróci³ do Wolsztyna. Praca nad
w¹glikiem wymaga³a ogromnej liczby zwierz¹t, �winek
morskich, królików, ¿ab, przepiórek i wróbli, a kolejno
podjête badania nad nawracaj¹c¹ gor¹czk¹, spowodo-
wan¹ zaka¿eniem krêtkami z rodziny Spirochaetaceae
wymaga³y ma³p. ¯ona Kocha wraz z córk¹ Trud¹ mu-
sia³y karmiæ i opiekowaæ siê zwierzêtami. O�miolet-
nia praca w Wolsztynie i okolicach sprawi³a, ¿e Koch
na skutek obcowania z polsk¹ ludno�ci¹ nauczy³ siê
mówiæ po polsku. Z wielu dokumentów wynika, ¿e by³
ulubionym lekarzem w�ród ludno�ci Wolsztyna.

10. Prace w laboratorium nad czystymi kulturami

K o c h  rozpocz¹³ wiêc prace nad izolowaniem
czystych kultur bakteryjnych. Technika, któr¹ zasto-
sowa³ wydaje siê nam obecnie bardzo prosta, trzeba
jednak pamiêtaæ, ¿e wtedy, w odleg³ych czasach,
w mikrobiologii nie stosowa³ jej jeszcze nikt. Z p³ynnej
hodowli pobiera³ kroplê zawiesiny i rozprowadza³ j¹
na plastrze ugotowanego ziemniaka, na którym po
pewnym czasie obserwowa³ wzrost pojedynczych ko-
lonii. Kolejn¹ technik¹, któr¹ opracowa³ i opisa³ by³a
metoda hodowania bakterii, stosowana powszechnie
do dzi�. Jest to zak³adanie hodowli na po¿ywkach
sta³ych, na p³ytkach w celu otrzymania pojedynczych
kolonii. Do zestalania po¿ywek pocz¹tkowo u¿ywano
¿elatyny, potem agaru. Tê metodê zaleca³ Koch tak¿e
do okre�lania liczby bakterii w wodzie, glebie i po-
wietrzu. W 1881 r. opisa³ technikê hodowania bakterii
na p³ytkach zestalanych ¿elatyn¹ w artykule pt. �Bi-
blia Bakteriologii�

W 1881 r., podczas VII Miêdzynarodowego Kon-
gresu Medycznego w Londyni, Koch zaprezentowa³
opracowane przez siebie techniki otrzymywania czys-
tych kultur bakteryjnych. W�ród s³uchaczy by³ Ludwik
Pasteur. Józef Lister (1827�1912) obecny równie¿ na
kongresie i bardzo przyjazny Kochowi, zdecydowa³
siê doprowadziæ do spotkania obu naukowców. Nie
by³o to zadanie ³atwe. Wzajemny antagonizm miêdzy
Niemcami i Francuzami by³ bardzo g³êboki, a Pasteur
nie móg³ zapomnieæ wojny francusko-pruskiej i swoj¹
g³êbok¹ nienawi�æ jawnie demonstrowa³.

11. Badania nad gru�lic¹

Robert Koch przyst¹pi³ do badañ nad gru�lic¹
z pobudek humanitarnych, uwa¿aj¹c chorobê za naj-
gro�niejsz¹ klêskê spo³eczn¹, wobec której medycyna
by³a w³a�ciwie bezradna. Kiedy Koch rozpoczyna³
prace nad etiologi¹ gru�licy dane epidemiologiczne
przedstawia³y siê nastêpuj¹co: co siódmy zgon w Euro-

pie by³ spowodowany gru�lic¹, a w�ród ludzi m³odych-
doros³ych umiera³a z tego powodu co 3 osoba. Praca
Kocha nad gru�lic¹ by³a precyzyjnie zaplanowana
i pragmatycznie realizowana. Warto po�wiêciæ im wiê-
cej uwagi, szerzej opisuj¹c pierwsze do�wiadczenia.

Pierwszy wycinek tkanki pochodzi³ z autopsji
zmar³ego na gru�licê 32 letniego robotnika Heinricha
Güntera. Kliniczne objawy chorobowe: kaszel, go-
r¹czka, bóle w p³ucach i wychudzenie wyst¹pi³y
u mê¿czyzny na 3 tyg. przed �mierci¹. W 4 dni po
przyjêciu do szpitala chory zmar³. Przy pomocy dwóch
wygrzanych no¿y Koch pobra³ wycinki z ¿ó³tawych
guzków gru�liczych i wszczepi³ je do oczu królików
oraz pod skórê �winek morskich. Z zaka¿onej tkanki
wykona³ rozmaz na szkie³ku i przyjrza³ siê mu wnikli-
wie przez mikroskop. Nie zobaczy³ jednak wiele. Ko-
mórki by³y ma³e wielko�ci oko³o 1/3 laseczek w¹glika,
zbite w agregaty. Po wielu godzinach moczenia roz-
mazu w ró¿nych barwnikach, bakterie nabra³y wresz-
cie koloru, który odró¿nia³ je od t³a. W tym czasie,
wcze�niej zaka¿one zwierzêta zaczê³y kolejno padaæ.
Koch dezynfekowa³ ich sier�æ roztworem sublimatu
i wykonywa³ sekcjê obserwuj¹c podobne ¿ó³te guzki,
jak w narz¹dach zmar³ego mê¿czyzny. Mikroskopowe
badanie przedstawia³o te same blado niebieskie bak-
terie. Nie by³o w¹tpliwo�ci � by³a to pierwsza identy-
fikacja bakterii wywo³uj¹cych gru�licê.

Teraz Koch chodzi³ do berliñskich szpitali, sk¹d za-
biera³ próbki tkanek od pacjentów zmar³ych na gru�-
licê. Zaka¿a³ nimi �winki morskie, króliki, polne
myszy, szczury, psy, koty, kurczaki i go³êbie a nawet
�wistaki. Zawsze obserwowa³ równie¿ zwierzêta zdro-
we. Tylko w tkankach chorych ludzi i zwierz¹t wykry-
wa³ pod mikroskopem blado niebieskie bakterie.

Kolejny etap badañ wymaga³ wyhodowania in vitro
bakterii wywo³uj¹cych gru�licê. Koch posiewa³ wy-
cinki tkanek na bulion i nie uzyskiwa³ wzrostu. Wnios-
kowa³ zatem, ¿e bakterie gru�licy maj¹ specjalne wy-
magania wzrostowe. Zastosowa³ surowicê krwi jako
po¿ywkê. Surowicê rozlewa³ do w¹skich probówek
i podgrzewa³ j¹ nad p³omieniem palnika do momentu
przej�cia surowicy w galaretkê.

Przygotowa³ wiêc agar z surowic¹ pobran¹ od �wi-
nek morskich, wysiewa³ homogenaty tkanek i umiesz-
cza³ w inkubatorze. Jest bardzo prawdopodobne, ¿e
pierwsza hodowla in vitro by³a przygotowana w szkla-
nym lub porcelanowym naczyniu podobnym do p³ytek
Petriego, do których dodano ¿elatynê lub skoagulowa-
n¹ surowicê. Dni mija³y i nie wyrasta³a ani jedna kolo-
nia. Koch by³ ju¿ mocno zniechêcony, gdy po 15 dniach
zobaczy³ przez lupê delikatne kolonie na powierzchni
agaru. Powtórzy³ wielokrotnie do�wiadczenia uzysku-
j¹c dostatecznie obfity materia³ do inokulacji �winek
morskich. Po 6 miesi¹cach samotnej pracy Koch wy-
izolowa³ pr¹tki gru�licy. Ich rola w etiologii gru�licy
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by³a udowodniona. Potwierdzi³a siê hipoteza, posta-
wiona du¿o wcze�niej przez Koch, ¿e ka¿da choroba
ma swoj¹ specyficzn¹ przyczynê.

12. 24 Marzec 1882 r.

Tego dnia w Towarzystwie Fizjologicznym w Ber-
linie w ma³ej sali-czytelni, Koch zaprezentowa³ swoje
odkrycie. Dokumenty historyczne opisuj¹ ten wielki
dzieñ. W pi¹tek 24 marca 1882 r. o 7 po po³udniu Koch
rozpocz¹³ prezentacjê. Historycy podaj¹, ¿e zachowa³
siê nawet rêkopis jego wyk³adu, ale jest trudny do od-
czytania z powodu bardzo drobnego pisma i licznych
korekt. Na sali pocz¹tkowo panowa³ ha³as, który stop-
niowo zmniejsza³ siê, a¿ w koñcu zaleg³a cisza. Na
sali by³ równie¿ Rudolf Virchow, senior niemieckich
naukowców. Po prezentacji Kocha bez s³owa komen-
tarza opu�ci³ salê i s³ychaæ by³o tylko stukot jego la-
ski. Paul Ehrlich, wspomina³ potem, ¿e wieczór ten
�by³ dla niego najwa¿niejszy w ca³ym zawodowym
¿yciu�. Kiedy Koch skoñczy³ prezentacjê na sali za-
panowa³a cisza. Nie by³o pytañ, nie by³o gratulacji,
nie by³o ¿adnego aplauzu. S³uchacze oniemieli. Powoli
wstawali ze swoich miejsc i podchodzili do mikrosko-
pu, aby spojrzeæ na barwione rozmazy na szkie³kach.
Po raz pierwszy w ¿yciu zobaczyli na w³asne oczy
pr¹tki gru�licy.

W pracy Koch udowodni³ dwie podstawowe tezy:
pierwsza dowodzi³a, ¿e za pomoc¹ nowej techniki bar-
wienia i dziêki zastosowaniu sta³ych po¿ywek, uda³o
siê we wszystkich gru�liczo zmienionych narz¹dach
znale�æ nowy gatunek bakterii, druga, ¿e przyczyn¹
zmian chorobowych s¹ pa³eczki gru�licy. Nastêpnego
dnia pierwsze strony wszystkich gazet donosi³y o epo-
kowym odkryciu.

Dla upamiêtnienia tego dnia, ka¿dego roku 24 ma-
rzec jest obchodzony na ca³ym �wiecie jako �Dzieñ
walki z gru�lic¹�. W tym samym roku 1882 odby³ siê
w Genewie Kongres Higieny, na którym Koch ponow-
nie spotka³ Pasteura. Obaj nie wyzbyli siê niechêci do
siebie. Zazdro�æ i ma³ostkowo�æ by³a udzia³em dwóch
najwiêkszych bakteriologów na �wiecie. Przysz³a pora
na udoskonalenie obrazu mikroskopowego. W 1882 r.
K o c h  szczegó³owo opisa³ przygotowanie rozmazów
na szkie³kach, ich suszenie, utrwalanie i barwienie. Nie
by³o to jednak barwienie ró¿nicuj¹ce. W pierwszych
rozmazach Kocha pr¹tki by³y widoczne w mikroskopie
jako cienkie, blado niebieskie laseczki. Dzia³o siê to za
spraw¹ mieszaniny barwnika o nastêpuj¹cym sk³adzie:
nasycony alkoholowy roztwór b³êkitu metylenowego,
woda destylowana i 10% roztwór ³ugu potasowego
(KOH). T³o by³o podbarwiane wezuwin¹ (br¹z Bismar-
ka), dziêki której by³o ono br¹zowe. Niestety, niebieski
barwnik zabarwia³ równie¿ inne gatunki bakterii.

Wkrótce uda³o siê Ehrichowi udoskonaliæ sposób
barwienia, wykorzystuj¹c cechê kwasooporno�ci pr¹t-
ków. Do dalszego udoskonalenia techniki barwienia
pr¹tków przyczynili siê dwaj m³odzi niemieccy leka-
rze: Franz Ziehl (1857�1926), neurolog z Lubeki,
asystent Kliniki Medycznej w Heidelbergu i Friedrich
Carl Adolf Neelsen (1854�1894) � patolog, asystent
Instytutu Patologii w Dre�nie (Neelsen zmar³ na gru�-
licê w wieku 40 lat).

Podziw budzi ogromna praca, jak¹ czterej badacze
wykonali zaledwie w jeden rok i opublikowali 12 sierp-
nia 1882 r., tj. w 5 miesiêcy po s³ynnej prezentacji
Kocha o wykryciu pr¹tków gru�licy.

Ju¿ w nastêpnym roku Franz Ziehl opisa³ przypadki
znalezienia pr¹tków w rozmazach wykonanych z plwo-
cin pobranych od 73 chorych podejrzanych o gru�licê.
Pierwsze wnioski z jego badañ brzmi¹ bardzo wspó³-
cze�nie i s¹ aktualne do dzisiaj.

13. Postulaty Kocha

Pr¹tki mo¿na uznaæ za czynnik przyczynowy gru�-
licy je¿eli zostan¹ spe³nione cztery warunki:

1. powinno siê je znale�æ w ka¿dym przypadku
choroby

2. posiane na po¿ywce musz¹ wyrastaæ w postaci
czystych kolonii

3. pobrane z hodowli i wprowadzone do ustroju
zwierz¹t wra¿liwych musz¹ wywo³aæ gru�licê

4. materia³ pobrany ze zmian z narz¹dach chorych
zwierz¹t i posiany na po¿ywki musi dawaæ czy-
ste kolonie tych samych pr¹tków.

Postulaty Kocha sta³y siê kanonem w diagnozowaniu
równie¿ innych chorób zaka�nych. Nale¿y dodaæ, ¿e
czynnik etiologiczny tr¹du Mycobacterium leprae powo-
duj¹cy cierpienia milionów ludzi na �wiecie, wykryty
przez Hansena wcze�niej ni¿ pr¹tek gru�licy, nie wype³-
nia po dzi� dzieñ postulatów Kocha. Jak dot¹d nie uda³o
siê jeszcze ¿adnemu badaczowi otrzymaæ in vitro ho-
dowli pr¹tków tr¹du. Poza tr¹dem, niektóre inne choro-
by zaka�ne nie wype³niaj¹ równie¿ postulatów Kocha.

14. Prace nad choler¹

W 1883 r., gdy Koch by³ bardzo zajêty pracami na
gru�lic¹ zosta³ mianowany liderem zespo³u do badania
epidemii cholery w Egipcie. Wraz z nim do Aleksan-
drii przybyli: Gaffky i Bernhard Fischer (1852�1915),
przywieziono mikroskopy i zwierzêta do�wiadczalne.
Spraw¹ wyja�nienia przyczyny powsta³ej zarazy zaj¹³
siê Koch bardzo skrupulatnie badaj¹c chorych i pro-
wadz¹c prace laboratoryjne. Równocze�nie rz¹d fran-
cuski za namow¹ Pasteura, obawiaj¹cego siê dotarcia
epidemii do Europy, wys³a³ francusk¹, czteroosobow¹
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grupê badawcz¹, w�ród których byli Emil Roux i Louis
Thullier. Ten ostatni, 27-letni lekarz zakazi³ siê choler¹
i zmar³. Przed swoja �mierci¹ us³ysza³ z ust Kocha, ¿e
�miertelny zarazek zosta³ zidentyfikowany. Kiedy epi-
demia wygas³a, Koch wróci³ do Berlina z licznymi
wycinkami zaka¿onych tkanek. Odkry³ ma³e, ruchliwe,
przybieraj¹ce kszta³t przecinka, z pojedyncz¹, biegu-
now¹ rzêsk¹ bakterie (Vibrio cholerae), które uda³o siê
hodowaæ na po¿ywkach ¿elatynowych, potem agaro-
wych, zbogaconych wyci¹giem miêsnym.

Wkrótce Koch wyjecha³ równie¿ do Indii w regio-
ny, gdzie choroba wystêpowa³a endemicznie od dawna.
Badania prowadzone w Bengalu potwierdzi³y odkry-
cia dokonane w Egipcie.

W wydalinach chorych i ich jelitach znalaz³ zarazki
przecinkowca cholery, opracowa³ metody hodowli, zba-
da³ oporno�æ bakterii na czynniki chemiczne i fizyczne
i opisa³ �ród³a infekcji, wskazuj¹c naturalne i sztucz-
ne zbiorniki wody jako miejsca prze¿ywania bakterii.
W koñcowym raporcie z przeprowadzonych w Indiach
badañ ( 4 marzec 1884 r.), wskaza³ na wodê z wiej-
skich stawów jako �ród³o epidemii cholery.

Badania nad choler¹ zakoñczy³y siê kolejnym trium-
fem Kocha, 2 maja 1884 r., z r¹k cesarza Wilhelma
otrzyma³ Order II klasy z Gwiazd¹, od urzêdu miasta
100.000 marek, a Berliñskie Towarzystwo Medyczne
wyda³o z tej okazji uroczysty bankiet. W 1885 r. Koch
otrzyma³ nominacje na profesora higieny i bakterio-
logii na Uniwersytecie w Berlinie oraz tytu³ Tajnego
Radcy Medycznego.

15. Tuberkulina

Kolejnym zamiarem Kocha by³o znalezienie sub-
stancji, która mog³aby uodporniæ ustrój na zaka¿enie
pr¹tkami gru�licy lub s³u¿yæ leczeniu gru�licy. Prace
zmierzaj¹ce do tego celu rozpocz¹³ w 1890 r. Prze-
prowadza³ dziesi¹tki eksperymentów na �winkach
morskich, podczas których zauwa¿y³ ciekawe zjawi-
sko, które pos³u¿y³o pó�niej do stworzenia przez
C. Pirqueta pojêcia alergii tuberkulinowej.

Opis pierwszego do�wiadczenia Kocha brzmia³ na-
stêpuj¹co gdy zakazi siê zdrow¹ �winkê morsk¹ ho-
dowl¹ pr¹tków gru�licy, w miejscu szczepienia powsta-
je po up³ywie 14 dni twardy guzek, który wkrótce
przechodzi w owrzodzenie, utrzymuj¹ce siê a¿ do
�mierci zwierzêcia. Równocze�nie pojawia siê silny
odczyn w okolicznych wêz³ach ch³onnych. Inaczej
przedstawia siê ten sam odczyn u �winki chorej na
gru�licê. Po powtórnym zaka¿eniu tworzy siê w miejs-
cu injekcji, ju¿ w ci¹gu pierwszych 3 dni naciek, który
szybko ulega martwicy. Powstaje p³askie owrzodzenie
szybko siê goj¹ce. S¹siednie wêz³y ch³onne nie ulegaj¹
¿adnym zmianom. Koch obserwuj¹c ró¿n¹ reakcjê

zwierz¹t doszed³ do wniosku, ¿e pr¹tki gru�licy mog¹
spe³niaæ rolê szczepionki chroni¹cej ustrój przed zacho-
rowaniem. Ustrój broni¹c siê przed pr¹tkami, powtór-
nie wprowadzonymi miejscowym stanem zapalnym,
nie dopuszcza do uogólnienia zmian chorobowych.

To klasyczne do�wiadczenie Kocha da³o pocz¹tek
nauce o alergii gru�liczej. Dalsze badania doprowadzi³y
do uzyskania tuberkuliny, która stanowi³a zagêszczony
przes¹cz zabitej hodowli pr¹tków na bulionie z glice-
ryn¹. Taka substancja podawana �winkom morskim,
chorym na gru�licê, powodowa³a cofniêcie siê zmian.
Trzeba dodaæ, ¿e ta prosta metoda by³a wcze�niej u¿y-
wana przez Emile Roux (1853�1933) to wyodrêbnie-
nia toksyny dyfteryjnej. Nie wiadomo dlaczego Koch
uwa¿a³, ¿e wyci¹g z zabitych pr¹tków mo¿e leczyæ
gru�licê. Na wiadomo�æ o pomy�lnych wynikach wstêp-
nych badañ z tuberkulin¹ w³adze niemieckie wywar³y
na Kocha nacisk, aby wyst¹pi³ z nowym odkryciem
publicznie. 4 sierpnia 1890 r. Koch zaprezentowa³ ba-
dania na X Miêdzynarodowym Kongresie Medycz-
nym w Berlinie i zreferowa³ wyniki dzia³ania tuberku-
liny na zwierzêta. Piêæ miesiêcy pó�niej Koch mia³
równie¿ wyniki pierwszych, klinicznych obserwacji
u chorych. Prace te prowadzili dwaj lekarze: E. Pfuhl
� jego ziêæ i A. Libbertz, który od 1892 r. nadzorowa³
w firmie Hoechst AG. produkcjê tuberkuliny. Wyniki
sta³y siê sensacj¹ zarówno w �wiecie medycznym jak
i w�ród chorych. Nazwisko Kocha by³o na ustach wszyst-
kich; osoby prywatne, towarzystwa naukowe i zarz¹-
dy miast przysy³a³y gratulacje. Koch otrzyma³ m.in.
list gratulacyjny od Pasteura. Cesarz Wilhelm przyzna³
mu odznaczenie � Wieki Krzy¿ Czerwonego Or³a.

Powszechnie s¹dzono, ¿e badania prowadzone przez
Kocha nad tuberkulin¹ zosta³y ca³kowicie sprawdzone
i ukoñczone. Zapomniano o wstrzemiê�liwo�ci i oglêd-
nych s³owach uczonego, który informowa³, ¿e badania
s¹ zaledwie w fazie pocz¹tkowej. Rozpoczê³y siê piel-
grzymki chorych, czêsto w beznadziejnym stanie do
Berlina. W krótkim czasie berliñskie szpitale, kliniki,
hotele, pensjonaty wype³ni³y siê chorymi na gru�licê
p³uc. Miasto odda³o do dyspozycji Kocha szereg od-
dzia³ów szpitalnych. Zagraniczni uczeni przybywali
do Berlina, aby na miejscu zapoznawaæ siê z now¹
metod¹ leczenia gru�licy.

Koch, który przez 11 ostatnich lat zajmowa³ siê wy-
³¹cznie prac¹ badawcz¹ sta³ siê znowu lekarzem prak-
tykiem. W 1891 r. stworzono dla niego Instytut Cho-
rób Zaka�nych w Berlinie z laboratoriami oddzia³em
klinicznym licz¹cym 128 ³ó¿ek. Tuberkulina nie spe³-
ni³a pok³adanych w niej nadziei i rozczarowa³a zarów-
no lekarzy jak i chorych. W prasie fachowej, g³ównie
angielskiej ukazywa³y siê artyku³y krytykuj¹ce Kocha
za propagowanie tajnego, niebezpiecznego leku.

Do Berlina przyby³ znany lekarz angielski Artur
Conan Doyle (s³awny pó�niej jako twórca nowoczesnej
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powie�ci kryminalnej). Dotar³ do Kocha z trudno�ci¹,
a po powrocie do Anglii napisa³ artyku³ dyskwalifiku-
j¹cy tuberkulinê jako lekarstwo na gru�licê. Conan
Doyle przewidzia³ jednak mo¿liwo�æ u¿ycia tuberku-
liny jako �rodka diagnostycznego. W styczniu 1891 r.
Rudolf Virchow, jak zawsze sceptycznie nastawiony
wobec odkryæ Kocha, opublikowa³ wyniki badañ auto-
psyjnych 21 chorych leczonych tuberkulin¹. Wszyscy
chorzy zmarli na gru�licê prosówkow¹, a obserwowa-
ne zmiany by³y du¿o ciê¿sze, ni¿ patolog kiedykol-
wiek widzia³. Te wyniki doprowadzi³y Kocha do zmia-
ny pogl¹dów na temat leczniczej roli tuberkuliny.

Dzisiaj próby tuberkulinowe nale¿¹ do powszechnie
stosowanych i niezast¹pionych metod badania, które
nie tylko rozstrzygaj¹ o tym, czy badany ustrój prze-
szed³ zaka¿enie pr¹tkiem gru�licy (zjawisko to nazwa-
no fenomenem Kocha), lecz tak¿e okre�laj¹ natê¿enie
alergii tuberkulinowej. Pierwszymi, którzy zastoso-
wali tuberkulinê do odczynów tuberkulinowych byli
C. Pirquet, C. Mantoux, E. Moro i A. Wolf-Eisner.
Doznany zawód w badaniach nad tuberkulin¹ nie znie-
chêci³ Kocha. Nie zrezygnowa³ on z dalszych prac nad
gru�lic¹, chocia¿ ostatnie lata badacza up³ynê³y poza
Instytutem i by³y po�wiêcone chorobom tropikalnym.

16. Inne choroby zaka�ne

W latach 1891�1904 Robert Koch prowadzi³ dal-
sze badania nad chorobami zaka�nymi.

W 1892 r. cholera dotar³a do Hamburga. W ci¹gu
10 tygodni 18.000 ludzi zachorowa³o, a 8.200 zmar³o.
Koch by³ przekonany, ¿e �ród³em zaka¿eñ jest woda
zanieczyszczona odchodami ludzkimi. Wraz z asys-
tentami natychmiast zaj¹³ siê chorymi, badaniami bakte-
riologicznymi, izolacj¹ l¿ej chorych, dezynfekcj¹ wody
pitnej i ekskrementów. Zaleci³ filtrowanie wody pitnej
przez filtry piaskowe, pó�niej wprowadzi³ do dezyn-
fekcji wody chloraminê. Trzeba dodaæ, ¿e Hamburg,
stare niemieckie miasto czerpa³o wtedy wodê bez fil-
tracji wprost z £aby. Kolejno, Koch rozpocz¹³ pracê
w zagranicznych ekspedycjach naukowych, zajmuj¹c
siê chorobami tropikalnymi. W 1896 r. Koch wybra³ siê
w kolejn¹ podró¿ naukow¹ do Po³udniowej Afryki,
gdzie zaj¹³ siê nieznan¹ wówczas chorob¹ byd³a, spo-
tykan¹ równie¿ u owiec i �wiñ, powoduj¹c¹ gor¹czki,
zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego i inne
objawy. Koch nie odkry³ wprawdzie przyczyny choro-
by zwierz¹t, ale znacznie ograniczy³ ich �miertelno�æ
poprzez wstrzykiwanie zdrowym zwierzêtom ¿ó³ci
pobranej z woreczka ¿ó³ciowego chorych zwierz¹t.

Kolejno pracowa³: w Indiach nad d¿um¹, w Afryce
nad malari¹ (Plasmodium falciparum) i ciê¿kimi jej
powik³aniami oraz zaka¿eniami wywo³anymi u byd³a
i koni przez Trypanosoma evansi. Powróci³ do Nie-
miec i znów wyjecha³ do W³och aby pracowaæ nad
malari¹. Zarazek malarii (Plasmodium) zosta³ wy-
kryty wcze�niej przez brytyjskiego bakteriologa sir
Ronalda Ross�a (1857�1932), laureata Nagrody Nobla
w 1902 r. za odkrycie cyklu ¿yciowego Plasmodium.
Ale to Koch jako pierwszy wprowadzi³ do profilaktyki
i leczenia malarii chininê.

Lata 1901�1902 po�wieci³ siê pracy nad tyfusem
brzusznym. Jego badania doprowadzi³y do nowego
spojrzenia na tê chorobê. Stwierdzi³, ¿e jest transmito-
wana znacznie czê�ciej pomiêdzy lud�mi ni¿ z pitnej
wody do ludzi. Od tego zacz¹³ siê nadzór i prawid³o-
wa walka z tyfusem.

W grudniu 1904 r. Koch wyjecha³ do niemieckiej
Wsch. Afryki badaæ ró¿ne choroby byd³a. Przy okazji
zajmowa³ siê takimi paso¿ytami, jak Babesia, Trypa-
nosoma, Spirocheta a po powrocie do Berlina prace te
kontynuowa³ w laboratorium.

W 1906 r. powróci³ do Centralnej Afryki aby pra-
cowaæ nad trypanosomiaz¹ u ludzi (�pi¹czk¹ afrykañ-
sk¹), �mierteln¹ chorob¹ przenoszona przez muchê
tse-tse. Koch stwierdzi³, ¿e atoxyl (arsanilan sodowy)
by³ aktywny wobec pierwotniaków z rodzaju Trypa-
nosoma, podobnie, jak chinina wobec malarii. Gdy
powróci³ z dalekich ekspedycji medycznych, na nowo
zajmowa³ siê problemem gru�licy.

Pomnik Roberta Kocha w parku w Wolsztynie
(fot. Z. Zwolska)
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Warto dodaæ, ¿e Koch pracuj¹c z wybitnie wiru-
lentnymi mikroorganizmami, bez zabezpieczeñ sto
sowanych i wymaganych dzisiaj, nie uleg³ ¿adnemu
zaka¿eniu.

17. Nagroda Nobla

10 XII 1905 r. Robert Koch otrzyma³ Nagrodê Nobla
za ca³okszta³t prac badawczych nad gru�lic¹.

W �nie¿ny zimowy dzieñ, 12 grudnia 1905 r.
w Sztokholmie, wyg³osi³ wyk³ad pt.: �O obecnym sta-
nie walki z gru�lic¹�. W prezentacji nawi¹za³ do innych
uczonych, którzy pracowali nad etiologi¹ gru�licy,
wskaza³ �ród³a transmisji pr¹tków, omówi³ sytuacjê
epidemiologiczn¹ gru�licy w kilku krajach europej-
skich, proponuj¹c dzia³ania jakie nale¿y podj¹æ aby
ograniczyæ rozmiar choroby.

Wskaza³ na konieczno�æ izolowania od otoczenia
chorych na gru�licê, propagowania o�wiaty zdrowot-
nej w�ród ludzi zdrowych i chorych, profilaktykê i po-
pularyzacjê wiedzy o chorobie. Jego wyk³ad, ocenia-
ny dzisiaj, wydaje siê bardzo nowoczesny, a zawarte
w nim tezy s³uszne. W wyk³adzie Koch powróci³ do
kontrowersyjnego tematu gru�licy odzwierzêcej przy-
rzekaj¹c zaj¹æ siê ponownie tym zagadnieniem.

Koch, oprócz nagrody pieniê¿nej (w 1901 r. wyno-
si³a ona 150.800 koron, obecnie 10 mln. koron) otrzy-
ma³ piêknie zdobiony dyplom wykonany wg projektu
Agi Lindegren oraz medal. Nale¿y podkre�liæ, ¿e dy-
plomy s¹ niepowtarzalnym dzie³em artystów, projek-
towanym dla ka¿dego laureata oddzielnie.

Oprócz Kocha laureatami byli 2 inni Niemcy fizyk
Philipp Edward Anton Lenard (1862�1947) i chemik
Johann Friedrich Wilhelm Adolf von Bayer (1835�1917)
oraz Polak � Henryk Sienkiewicz (1846�1916), laureat
literackiej Nagrody Nobla. Podobizny laureatów znalaz-
³y siê m.in. na okoliczno�ciowych znaczkach poczto-
wych. Na jednym z nich mo¿emy zobaczyæ R. Kocha
w towarzystwie H. Sienkiewicza. Czy Koch rozmawia³
z Sienkiewiczem, czy rozmawia³ w jêzyku naszego ro-
daka, nie wiadomo. Uroczysto�æ zakoñczono bankietem.

18. Odznaczenia i honory

Zas³ugi Roberta Kocha na polu walki z gru�lic¹
i innymi chorobami zaka�nymi zosta³y nale¿ycie do-
cenione przez Rz¹d i naród niemiecki. Kolejno otrzy-
ma³ nastêpuj¹ce tytu³y honorowe i odznaczenia:

● Tajnego radcy i nominacjê na starszego lekarza
sztabowego I-klasy

● przyznanie Wielkiego Krzy¿a Orderu czerwone-
go Or³a

● honorowe obywatelstwo miast Clausthal, Wolsz-
tyna i Berlina

● cz³onkostwa honorowe wielu towarzystw me-
dycznych

● stworzono (dla Kocha) Instytut Chorób Zaka�-
nych w Berlinie

● Stopieñ Genera³a majora od Senatu Akademii
Wojskowej Cesarz Wilhelma

●  Nagroda Nobla
●  Zbiórka spo³eczna 1.000.000 marek na stworze-

nie Fundacji R. Kocha
● 1907 w³adze przyzna³y Kochowi tytu³ Eksce-

lencji.
Oprócz tego Koch otrzyma³ wiele innych tytu³ów

i presti¿owych odznaczeñ zagranicznych równie¿ po-
�miertnie.

Po skoñczeniu 60 lat Koch podj¹³ decyzjê przej�-
cia na emeryturê. Otrzyma³ od prze³o¿onych propozy-
cjê pozostania w Instytucie w charakterze konsultanta
ds. higieny. Jego nastêpc¹ by³ Gaffky, ulubiony uczeñ,
wspó³pracownik i przyjaciel, który do koñca pozosta³
lojalny wobec Wielkiego Nauczyciela. Oprócz usta-
wowej emerytury, Kochowi przyznano roczne hono-
rarium w wysoko�ci 10.000 marek. Cesarz odznaczy³
Kocha Orderem Wilhelma.

Jedno z jego ostatnich wyst¹pieñ mia³o miejsce
7 kwietnia 1910 w Akademii Nauk. Wyg³osi³ wów-
czas wyk³ad pt.: �Epidemiologia gru�licy�, w którym
podsumowa³ ca³y dorobek swojej 28-letniej dzia³al-
no�ci, po�wiêconej walce z gru�lic¹. Na pocz¹tku maja
1910 bêd¹c ju¿ ciê¿ko chorym, zd¹¿y³ opracowaæ
uwagi do projektu nowego szpitala dla chorych na
gru�licê w Berlinie.

Zmar³ na kolejny atak serca 27 V 1910 r. siedz¹c na
tarasie w fotelu w hotelu w Baden-Baden. Mia³ 67 lat.
Zgodnie z jego wol¹ prochy umieszczono w Instytucie
Chorób Zaka�nych Roberta Kocha w Berlinie.

19. Muzeum w Wolsztynie
Stowarzyszenie Naukowe im. Roberta Kocha
Fundacja im. Roberta Kocha

 W Wolsztynie, w domu, w którym mieszka³ i pra-
cowa³ Robert Koch powsta³o muzeum.

Otwarto je 2 maja 1996 r. z inicjatywy Fundacji
Polsko-Niemieckiej i Stowarzyszenia Naukowego
Roberta Kocha. Muzeum jest kontynuacj¹ otwartej
21 listopada 1958 r. Izby Pamiêci po�wiêconej uczo-
nemu. Z artyku³u Z. Domos³awskiego dowiadujemy
siê, ¿e muzeum ma jeszcze d³u¿sz¹ historiê siêgaj¹c¹
1930 r., kiedy to staraniem w³adz polskich (jak podaj¹
�ród³a niemieckie) powsta³o muzeum. Eksponowane
s¹ w nim pami¹tki zwi¹zane z prac¹ i pobytem Roberta
Kocha w Wolsztynie, g³ównie fotografie i fotokopie
dokumentów.

Obok bogatej ekspozycji muzealnej obrazuj¹cej
jego ¿ycie i dzia³alno�æ, na szczególna uwagê za-
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s³uguje wyposa¿enie laboratorium, z zachowanym
mikroskopem uczonego i faksymilia dokumentów
osobistych Kocha.

Na domu widniej¹ tablice po polsku i niemiecku
z inskrypcj¹: W tym domu mieszka³ od 1872 do
1880 roku jako lekarz okrêgowy pó�niejszy Tajny Rad-
ca Ekscelencja Profesor Robert Koch. Tutaj rozpocz¹³
swoje wspania³e odkrycia z dziedziny chorób infekcyj-
nych, które da³y podstawy utworzenia wiedzy bakte-
riologicznej, a jego uczyni³y jednym z najwiêkszych
dobroczyñców ludzko�ci.

W oficynie budynku mie�ci siê: Stowarzyszenie
Naukowe im. Roberta Kocha i Fundacja im. Roberta
Kocha, powo³ane 3 maja 1995 r. Stowarzyszenie, od
momentu za³o¿enia, organizuje sympozja naukowe
i konferencje, upowszechnia wiedzê o ¿yciu i dzia³al-
no�ci wielkiego uczonego, wspó³pracuje z Instytutem
Roberta Kocha w Berlinie.

W 2005 r. Wolsztyn obchodzi³ uroczy�cie 100-let-
ni¹ rocznicê przyznania Kochowi Nagrody Nobla. Z tej
okazji odby³y siê sesje naukowe polsko-niemieckie,
ukaza³o siê wydanie specjalne G³osu Wolsztyñskiego
po polsku i niemiecku. Kapitu³a Medalu uhonorowa³a
zas³u¿one osoby i instytucje Medalami Roberta Kocha.

W 2010 r. w Wolsztynie oby³a siê sesja po�wiêcona
R. Kochowi z okazji 100-letniej rocznicy Jego �mierci.
Na uroczysto�æ przyjechali potomkowie Uczonego
i przekazali podarunki z epoki pradziadka do zbiorów
muzeum.
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1. Wstêp

Bie¿¹cy numer Postêpów Mikrobiologii jest reda-
gowany w 100-lecie �mierci Roberta K o c h a  � od-
krywcy pr¹tków gru�licy, czynnika etiologicznego tej
gro�nej, zaka�nej chorobie. Przy tej okazji nale¿y
wspomnieæ jak rozwija³y siê laboratoryjne metody od
�czasów Kocha� do dzisiaj.

Robert Koch jako pierwszy bakteriolog odkry³ pr¹t-
ki gru�licy w barwionych wycinkach tkanek pobranych
od chorego cz³owieka a nastêpnie je wyhodowa³ na
po¿ywce przygotowanej ze �ciêtej surowicy. Od 1882 r.
(128 lat temu), tj. od pierwszego raportu R. K o c h a
o czynniku przyczynowym gru�licy mamy mo¿liwo�æ
potwierdzaæ gru�licê metodami mikrobiologicznymi
� barwiæ rozmazy wykonane z pobranych próbek od
chorego i hodowaæ pr¹tki na po¿ywkach. Te dwie me-
tody by³y stosowane w laboratoriach na �wiecie a¿ do
koñca lat 1960-tych. Prócz tego zaka¿ano �winkê mor-
sk¹, materia³em od chorego podejrzanego o gru�licê.
Diagnostyka trwa³a wiele tygodni, na ostateczny wynik
trzeba by³o oczekiwaæ oko³o 3 m-cy. Próbê biologiczn¹
stosowano przez wiele lat a¿ do chwili, gdy nie rozwi-
nê³y siê systemy hodowlane rejestruj¹ce automatycz-

nie metabolizm pr¹tków gru�licy. By³o to w latach
1980-tych i zbieg³o siê z pojawieniem wirusa HIV co
spowodowa³o nag³y wzrost zapadalno�ci na gru�licê
w wielu czê�ciach �wiata. W Polsce próba biologiczna
by³a stosowana do 1990 r.

Poniewa¿ pocz¹tkowo zaka¿enie wirusem HIV dot-
knê³o najbogatszy kraj �wiata USA, w³a�nie tam roz-
poczêto intensywne badania nad metodami przyspie-
szaj¹cymi wzrostu pr¹tków i badaniami nad budow¹
genetyczn¹ Mycobacterium. Doprowadzi³o to w latach
1990-tych do poznania genomu pr¹tków i stworzenia
nowoczesnej diagnostyki mikrobiologicznej gru�licy.
Ka¿dego roku opisywane s¹ nowe metody, bardziej
specyficzne, dziêki którym mo¿na wiele sk¹popr¹tko-
wych przypadków potwierdziæ. W ostatnich latach do-
kona³ siê te¿ postêp w rozwoju metod serologicznych,
w których stosowane specyficzne antygeny dla pr¹tków
gru�licy s¹ pomocne w diagnostyce latentnego zaka-
¿enia i aktywnej choroby.

W niniejszym przegl¹dzie postaramy siê omówiæ
przydatno�æ i celowo�æ stosowania klasycznych i nowo-
czesnych metod w diagnozowaniu chorych podejrzanych
o gru�licê. Problem chorób wywo³anych przez pr¹tki
gru�licy u ludzi jest stale aktualny. Wynika to z nadal
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ogromnego rozprzestrzeniania siê gru�licy jako cho-
roby spo³eczeñstw, a nawet narastania czêsto�ci jej
wystêpowania w wielu regionach �wiata. Definicja
przypadku gru�licy wg WHO zak³ada konieczno�æ mi-
krobiologicznego potwierdzenia choroby to jest: wy-
izolowania czynnika sprawczego � bakterii nale¿¹cych
do Mycobacterium tuberculosis complex, okre�lenia
gatunku i wykonania testu lekowra¿liwo�ci [11, 13].

Z powodu zagro¿enia, jakie powoduje cz³owiek
pr¹tkuj¹cy, wa¿nym zadaniem s³u¿b medycznych jest
szybkie jego zidentyfikowanie. Wykrycie przyczyny
choroby i zastosowanie w³a�ciwego leczenia nale¿y
do najwa¿niejszych elementów prowadzonych szeroko
na �wiecie programów walki z gru�lic¹. Ponadto mi-
krobiologiczne metody s³u¿¹ do ustalenia optymalnej
terapii zgodnej z antybiogramem i monitorowania pro-
cesu leczenia chorego.

Od czasu odkrycia pr¹tków gru�licy wiele wysi³ków
w³o¿ono w udoskonalanie laboratoryjnych metod po-
twierdzania gru�licy. Metody znane 100 lat temu prze-
chodzi³y ci¹g³e modyfikacje. Ostatnio wprowadzono
szereg nowoczesnych technologii opartych na zdoby-
czach genetyki lub poznaniu sk³adu chemicznego ko-
mórki bakteryjnej pr¹tków. Obecnie w laboratoriach
stosuje siê metody mikrobiologiczne, które s¹ coraz
bardziej czu³e i pozwalaj¹ wykrywaæ pojedyncze ko-
mórki oraz wystêpowanie ró¿nych struktur chemicz-
nych pr¹tków, takich jak DNA lub RNA, elementów
insercyjnych genomu, pojedynczych genów (metody
genetyczne) lub kwasów mykolowych (metody chro-
matograficzne) to jednak zawsze metody konwencjo-
nalne stanowi¹ pierwszy etap diagnostyki.

Wynik badania mikrobiologicznego jest pochodn¹
wielu czynników na ka¿dym etapie pracy, pocz¹wszy od
decyzji, jaki rodzaj materia³u od chorego nale¿y pobraæ,
poprzez wszystkie etapy diagnostyczne, a¿ do ostatecz-
nego wydania wyniku i jego interpretacji. Ten ostatni
element pracy laboratoryjnej nale¿y do sta³ych obo-
wi¹zków kierownika laboratorium i powinien byæ wy-
razem �cis³ej wspó³pracy klinicystów i mikrobiologów.

Badanie bakteriologiczne odgrywa bardzo wa¿n¹
rolê w diagnozowaniu gru�licy. Mikrobiologiczne diag-
nozowanie jest procesem trudnym, a trudno�ci wyni-
kaj¹ z cech charakterystycznych Mycobacterium. Wiele
b³êdów w diagnostyce mikrobiologicznej gru�licy jest
spowodowanych tzw. czynnikiem ludzkim, do których
zalicza siê brak podstawowych wiadomo�ci o wymaga-
niach, jakie nale¿y spe³niæ, aby prawid³owo zdiagnozo-
waæ chorego. Poniewa¿ gru�lica dotyczy wielu narz¹-
dów cz³owieka, lekarze wszystkich specjalno�ci powinni
znaæ podstawowe techniki diagnostyczne, ich czu³o�æ
i specyficzno�æ. Powinni wiedzieæ, jaki rodzaj mate-
ria³u od chorego bêdzie odpowiedni do diagnozowa-
nia konkretnego przypadku i w jakich warunkach na-
le¿y go transportowaæ do laboratorium.

2. Metody bezpo�redniego wykrywania
Mycobacterium tuberculosis

2.1. Bakterioskopia

Badania mikroskopowe s¹ pierwszym etapem mi-
krobiologicznej diagnostyki gru�licy i s¹ prowadzone
we wszystkich laboratoriach na �wiecie. Badanie to jest
proste w wykonaniu, tanie i specyficzne dla Mycobac-
terium, a wynik jest mo¿liwy do uzyskania po kilku
godzinach. Stwierdzenie obecno�ci pr¹tków w plwo-
cinie od chorego, przy równoczesnych symptomach
klinicznych lub zmianach radiologicznych upewnia
szybko lekarza o procesie gru�liczym i masywno�ci
pr¹tkowania. Bakterioskopia ma du¿e znaczenie z epi-
demiologicznego punktu widzenia, poniewa¿ szybko
informuje lekarza o pr¹tkowaniu badanego, a chorego,
¿e mo¿e byæ zaka�ny dla otoczenia [18, 21].

Badanie rozmazu mikroskopowego nie jest wolne
od wad. Podstawow¹ wad¹ jest jego ma³a czu³o�æ, oce-
niana w zale¿no�ci od autorów na 30�70%. Aby zoba-
czyæ pojedyncze pr¹tki w rozmazie barwionym metod¹
Ziehl-Neelsena próbka materia³u klinicznego musi za-
wieraæ 5000�10000 komórek pr¹tków w 1 ml. Ponadto
w badaniu nie mo¿na odró¿niæ pr¹tków patogennych
od saprofitycznych, wystêpuj¹cych czêsto, jako natu-
ralna flora bakteryjna organizmu, pochodz¹cych ze
�rodowiska cz³owieka lub od chorych na mykobak-
teriozy [26]. Dlatego w nowoczesnym algorytmie po-
stêpowania proponuje siê przy dodatniej bakterioskopii
wykonaæ badanie genetyczne, które przyspieszy roz-
poznanie pr¹tków gru�licy [12, 28].

3.2. Metody genetyczne

Mo¿liwo�æ wykrycia M. tuberculosis w klinicz-
nych próbkach przy pomocy metod molekularnych
zmieni³o ca³kowicie klasyczne metody diagnostyki
mikrobiologicznej. Techniki te umo¿liwiaj¹ szybk¹
(w ci¹gu zaledwie kilku godzin) amplifikacjê wybra-
nych odcinków genomu bakteryjnego, a¿ do takiej
ilo�ci, jaka jest wymagana do hybrydyzacji ze specy-
ficzn¹ sond¹ genetyczn¹.

Jak wspomniano wy¿ej w nowoczesnym algorytmie
proponuje siê, aby z bakterioskopowo dodatniego ma-
teria³u, wykonaæ badanie molekularne z typow¹ dla
M. tuberculosis complex sond¹. Badanie to trwa 1 dzieñ
i pozwala odró¿niæ pr¹tkowanie chorego od kontami-
nacji materia³u pr¹tkami �rodowiskowymi. Tak, wiêc
w ci¹gu 2 dni mo¿na przeprowadziæ i zakoñczyæ dwa
najwa¿niejsze badania w diagnostyce mikrobiologicz-
nej gru�licy: wykrycie i identyfikacjê pr¹tków bezpo-
�rednio w materiale chorego [25]. Najczê�ciej amplifi-
kowanymi sekwencjami s¹ wstawki insercyjne IS6110,
IS986, gen koduj¹cy bia³ko 65kDa i antygeny HPB70
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i HPB64 [19]. Wed³ug rekomendacji WHO badanie
nale¿y wykonywaæ wy³¹cznie w zamkniêtych, komer-
cyjnie dostêpnych systemach genetycznych wyposa-
¿onych w kontrole procesów amplifikacji [11].

Testy genetyczne nie powinny nigdy zastêpowaæ
innych metod, powinny natomiast stanowiæ ich uzu-
pe³nienie. Poniewa¿ charakteryzuj¹ siê najwy¿sz¹
czu³o�ci¹ czêsto wyniku dodatniego nie mo¿na od-
nie�æ do innych metod np. hodowli. Nale¿y wtedy wy-
nik testu genetycznego konfrontowaæ z obrazem kli-
nicznym chorego. Poza tym nie nale¿y zlecaæ badania
genetycznego do laboratorium, które nie ma zaplecza
klinicznego, jak równie¿ nie dysponuje innymi meto-
dami diagnostycznymi.

Metody genetyczne mog¹ znacznie przyspieszyæ
diagnostykê gru�licy p³uc i postaci pozap³ucnych.
Zgodnie z rekomendacjami CDC diagnostyka Myco-
bacterium tuberculosis powinna byæ zakoñczona w ci¹-
gu 21 dni od przys³ania do laboratorium materia³u od
chorego. Trudno dzisiaj sobie wyobraziæ, aby to kryte-
rium czasu by³o spe³nione przez laboratorium bez stoso-
wania metod amplifikacji kwasów nukleinowych [27].

Wiêkszo�æ badañ publikowanych obecnie, porów-
nuj¹cych czu³o�æ i swoisto�æ nowych systemów w diag-
nozowaniu gru�licy opiera siê na ich porównaniach
z hodowl¹ pr¹tków. Wnioskowanie z takich porównañ
jest bardzo trudne, poniewa¿ czu³o�æ metod genetycz-
nych jest du¿o wy¿sza ni¿ wszystkich innych metod,
w tym równie¿ hodowli pr¹tków. Tylko nieliczne pra-
ce prezentuj¹ przydatno�æ metod genetycznych odno-
sz¹c otrzymane wyniki do ostatecznej diagnozy kli-
nicznej chorego wraz z decyzj¹ w³¹czenia leczenia
przeciwpr¹tkowego.

Dlatego wyniki testów genetycznych nale¿y konfron-
towaæ z aktualnym stanem klinicznym pacjenta. Decy-
duj¹ce s³owo zawsze nale¿y do klinicysty, a badania
genetyczne s¹ tylko pomoc¹ w postawieniu diagnozy.

4. Hodowla klasyczna

Hodowla pr¹tków z materia³u klinicznego stanowi
niezbêdny etap w diagnostyce gru�licy i powinno byæ
zakoñczone w czasie od 1 do 8 tygodni. Czas jest zale¿-
ny od rodzaju u¿ytych po¿ywek, zastosowanych metod
homogenizacji, wybiórczych zapotrzebowañ pokarmo-
wych pr¹tków izolowanych z tkanki gospodarza oraz
zastosowanych metod. Po¿ywki do hodowania pr¹tków
zawieraj¹ optymalne zestawy wszystkich substancji
wzrostowych koniecznych do rozmna¿ania. Mimo to,
szczepy izolowane od chorych rosn¹ lepiej na jednych
po¿ywkach, gorzej na innych. Czas ich wzrostu zale¿y
przede wszystkim od ilo�ci i ¿ywotno�ci komórek,
jakie s¹ zawarte w pobranym materiale i od tkanki,
z jakiej zosta³ on pobrany. Jest to szczególnie wa¿ne
w przypadku materia³ów sk¹popr¹tkowych, które po-

winny byæ posiewane kilkakrotnie, aby zwiêkszyæ
szansê wyhodowania szczepu [24, 26].

Najwiêksze walory hodowlane maj¹ p³ynne po¿yw-
ki wzbogacone bia³kiem zwierzêcym. Nale¿¹ do nich
miêdzy innymi po¿ywki Kirchnera, Dubosa, Youman-
sa. Ich wad¹ jest podatno�æ na zanieczyszczenia bakte-
riami Gram-dodatnimi, Gram-ujemnymi oraz grzybami.

W laboratoriach �wiatowych stosuje siê powszech-
nie po¿ywki konwencjonalne wzbogacane jajami ku-
rzymi: po¿ywkê Lowensteina-Jensena  lub Ogawy lub
z kompleksem albuminowym � po¿ywki agarowe Mid-
dlebrooka 7H9, 7H10, 7H11 i 7H12. Wszystkie posia-
daj¹ dodatki substancji hamuj¹cych wzrost bakterii
Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz grzybów (zieleñ
malachitowa, PANTA, penicylina), które na ogó³ zaw-
sze s¹ obecne w materia³ach klinicznych.

Wyhodowanie szczepu Mycobacterium ci¹gle jest
uznawane za �z³oty standard� w diagnostyce. Jest to
metoda o wysokiej czu³o�ci (blisko 90%) i specyficz-
no�ci >98%. Wyniki wszystkich innych stosowanych
metod s¹ odnoszone do hodowli jako metody referen-
cyjnej. Metoda hodowli jest bardziej czu³a ni¿ bak-
terioskopia i umo¿liwia wykrycie pr¹tków obecnych
nawet w ma³ych ilo�ciach w materia³ach klinicznych
(oko³o 1000 komórek/ml). Czas uzyskania hodowli na
powszechnie stosowanych w laboratoriach po¿ywkach
L-J wynosi oko³o 10 tygodni. Jest on znacznie krótszy
w nowych systemach hodowlanych [29].

5. Nowoczesne, szybkie, automatyczne systemy
hodowli pr¹tków

We wszystkich automatycznych systemach hodowli
wzrost pr¹tków jest rejestrowany jako reakcja bioche-
miczna np. oddychanie bakterii, pobieranie tlenu lub
wydalanie dwutlenku wêgla. Proces jest rejestrowany
automatycznie i przeliczany na indeks wzrostu. Wszyst-
kie pracuj¹ce w polskich laboratoriach systemy hodow-
lane zawieraj¹ p³ynn¹ po¿ywkê Middlebrook�a w ró¿-
nych modyfikacjach i wymagaj¹ zakupienia aparatów
oraz firmowych zestawów do hodowania, wzbogacania
wzrostu, zapobiegaj¹cych kontaminacji i innych do-
datkowych testów [1, 6]. Zalet¹ tych metod jest mo¿-
liwo�æ wczesnego wykrycia wzrostu pr¹tków ju¿ po
4�6 dniach od za³o¿enia hodowli. Testy lekooporno-
�ci oraz identyfikacji wymagaj¹ równie¿ tylko kilku
dni obserwacji (5�7 dni).

6. Identyfikacja gatunkowa
w laboratoriach mikrobiologicznych

Do podstawowych zadañ laboratorium pr¹tka na-
le¿y odró¿nienie kompleksów M. tuberculosis complex
i MOTT. Laboratorium powinno w jak najkrótszym
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czasie daæ odpowied�, do jakiego kompleksu nale¿y
wyhodowany szczep. Powszechnie stosowane testy ró¿-
nicuj¹ce opieraj¹ siê na obserwacji cech morfologicz-
nych i wynikach wielu testów biochemicznych i dosyæ
precyzyjnie identyfikuj¹ gatunki. S¹ jednak praco-
ch³onne i wymagaj¹ wielu odczynników, a czas ocze-
kiwania na wynik wynosi oko³o 5�8 tygodni [17, 25].

6.1. Metody chromatograficzne
w identyfikacji pr¹tków

Ró¿nice w sk³adzie ilo�ciowym i jako�ciowym
kwasów mykolowych stanowi¹ podstawê identyfikacji
gatunków i podgatunków pr¹tków. Techniki chromato-
graficzne wymagaj¹ specjalnego wyposa¿enia, �cis³e-
go przestrzegania warunków reakcji i do�wiadczenia
w pracy laboratoryjnej. Specyficzno�æ metody, u¿ycie
której pozwala zidentyfikowaæ prawie wszystkie znane
gatunki pr¹tków kwasoopornych (oprócz odró¿nienia
M. tuberculosis od M. bovis) ocenia siê na 100% [9].

6.2. Metody genetyczne w identyfikacji pr¹tków

Sekwencje s³u¿¹ce do okre�lenia przynale¿no�ci
gatunkowej pr¹tków pochodz¹ z regionów koduj¹cych
16SRNA. S¹ one silnie konserwatywne w obrêbie ga-
tunków Mycobacterium, a przez to wysoce specyficz-
ne. Opracowano sondy do rozpoznawania zarówno
DNA, jak i RNA pr¹tków [20].

Identyfikacja przy zastosowaniu specyficznej dla
M. tuberculosis complex sondy genetycznej jako jedy-
na metoda pozwala przeprowadziæ identyfikacjê pr¹t-
ków wchodz¹cych w sk³ad kompleksu tuberculosis
bezpo�rednio w materiale od chorego [5]. Ten test
jest bardzo wa¿ny w procedurze laboratoryjnej, ale
w Polsce dostêpny jest tylko w nielicznych labo-
ratoriach. Wszystkie pozosta³e metody biochemiczne
i chromatograficzne wymagaj¹ wyhodowania szczepu
Mycobacterium.

7. Badania molekularne w epidemiologii gru�licy

Typowanie genetyczne prowadzi do ustalenia wzo-
rów molekularnych (fingerprints) badanych szczepów
Mycobacterium tuberculosis i umo¿liwia ich zró¿-
nicowanie. Ma to kluczowe znaczenie w ustaleniach
dochodzeñ epidemiologicznych, a przede wszystkim
w zdefiniowaniu �ród³a i dróg transmisji gru�licy [22].
Pierwszym warunkiem i podstaw¹ programu zapobie-
gania rozprzestrzeniania siê gru�licy i kontroli nad ni¹
jest rozpoznanie i leczenie wszystkich osób z aktywn¹
postaci¹ choroby, kolejnym prze�ledzenie kontaktów
chorego w celu znalezienia wszystkich osób, które po-
przez kontakt mog¹ byæ nara¿one na zachorowanie.

Przez szereg lat, z powodu braku odpowiednich
metod badawczych, wiedza o epidemiologii gru�licy
by³a bardzo ograniczona, a �ledzenia dróg transmisji
pr¹tków gru�licy w �rodowisku cz³owieka prawie nie-
mo¿liwe. Przed wprowadzeniem metod molekular-
nych dochodzenia epidemiologiczne opiera³y siê na
skrupulatnie prowadzonym wywiadzie lekarskim i po-
równywaniu wzorów oporno�ci izolowanych szczepów
Mycobacterium tuberculosis. S³aby poziom diagnos-
tyki laboratoryjnej, nieznajomo�æ genomu pr¹tków
gru�licy, brak metod molekularnych, powodowa³y, ¿e
w przesz³o�ci, w dochodzeniach epidemiologicznych
stawia³o siê zaledwie hipotezy.

Badania nad transmisj¹ gru�licy w �rodowisku cz³o-
wieka oraz rozpoznanie przypadków aktywnej postaci
TB w otoczeniu chorych potwierdzaj¹ wysokie ryzyko
zaka¿enia w�ród osób pozostaj¹cych w bliskim kontak-
cie oraz bêd¹cych cz³onkami rodzin. Ze wzglêdu na
niebezpieczeñstwo zaka¿enia wynikaj¹ce z kontaktów
z chorymi, dochodzenie epidemiologiczne powinno
obj¹æ wszystkie osoby, u których podejrzewa siê gru�-
licê lub uzyskano potwierdzenie jej aktywnej postaci
[3]. Prze�ledzenie ³añcucha transmisji ma na celu iden-
tyfikacjê wszystkich osób, które powinny zostaæ objête
leczeniem. Takie dochodzenie wymaga wieloetapowej
pracy anga¿uj¹cej wyspecjalizowan¹ grupê lekarzy,
klinicystów, mikrobiologów i genetyków.

Badania takie s¹ niezwykle trudne, wymagaj¹ sys-
tematycznego �ledzenia kontaktów rodzinnych i w blis-
kim otoczeniu pozarodzinnym, okre�lenia czasu trwa-
nia ekspozycji, oszacowania stopnia ryzyka i innych
parametrów.

Prze³omem w badaniach epidemiologicznych gru�-
licy by³o wprowadzenie nowoczesnych metod typowa-
nia molekularnego, opartych o polimorfizm wykrywa-
ny w genomie pr¹tków [7, 22]. �ród³em polimorfizmu
s¹ w znacznej mierze powtórzone sekwencje DNA,
w obrêbie, których dochodzi do rekombinacji genetycz-
nej, rearan¿acji, mutacji insercyjnych i delecyjnych.
Ich liczba oraz zmienno�æ sekwencyjna pozwalaj¹ na
zdefiniowanie markerów epidemiologicznych [8]. Do
najczê�ciej stosowanych nale¿¹ sekwencja insercyjna
IS6110, polimorficzna sekwencja powtórzona, bogata
w pary GC (PGRS polymorphic GC-rich repetitive
sequence), czy te¿ zmienna liczba powtórzeñ tande-
mowych (VNTR variable number of tandem repeats).
Ka¿da z metod, wykorzystuj¹cych w³a�ciwo�ci specy-
ficznych markerów genetycznych, prowadzi do uzys-
kania charakterystycznego dla danego szczepu wzoru
genetycznego, który porównuje siê ze wzorami otrzy-
manymi dla innych szczepów i na takiej podstawie for-
mu³uje siê tezy dochodzenia epidemiologicznego [10,
19]. Jednym z kluczowych elementów tej analizy jest
grupowanie (clustering) szczepów na podstawie podo-
bieñstwa ich wzorów genetycznych. Przypadki gru�li-
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cy, w których wzory typowania genetycznego s¹ iden-
tyczne lub bardzo do siebie podobne, uznaje siê jako
transmitowane pomiêdzy lud�mi [4, 2]. Gdy przedmio-
tem analizy s¹ szczepy izolowane od tego samego pa-
cjenta, w ró¿nych okresach choroby, wówczas identycz-
ne wyniki genotypowania stanowi¹ dowód endogennej
reaktywacji definiuj¹cej wznowê choroby tym samym
szczepem pr¹tków [15]. Z kolei ró¿ne wzory genetycz-
ne szczepów przemawiaj¹ za zewn¹trzpochodn¹ infek-
cj¹ nowym szczepem, co mo¿e mieæ istotne znaczenie
dla programowania leczenia [23]. Niezwykle wa¿ny
z klinicznego punktu widzenia jest te¿ problem zaka-
¿eñ wewn¹trzszpitalnych, których szybkie wykrywanie
sta³o siê mo¿liwe w³a�nie dziêki technikom typowania
genetycznego. Przyczyn¹ zaka¿eñ krzy¿owych mo¿e
byæ sprzêt medyczny na przyk³ad endoskopy, pomiesz-
czenia do pobierania plwociny, w laboratoriach to zja-
wisko mo¿e wyst¹piæ podczas opracowywania materia-
³ów, posiewu na po¿ywki sta³e i p³ynne, nieprawid³owej
pracy w komorze laminarnej, kiedy powstaj¹ niekon-
trolowane aerozole pr¹tków. Zaka¿enie krzy¿owe mo¿e
zdarzyæ siê nawet w najlepszych laboratoriach. Ocenia,
¿e od 0,4% do 3,5% wszystkich hodowli w laborato-
riach pr¹tka mo¿e byæ wynikiem krzy¿owej kontami-
nacji. Badanie tego zjawiska jest w chwili obecnej
mo¿liwe tylko w wysokospecjalistycznych laborato-
riach, dysponuj¹cych odpowiednimi metodami mole-
kularnymi. Tylko laboratoria stosuj¹ce odpowiednie
metody genetyczne mog¹ �ledziæ to zjawisko i posia-
daæ wiedzê o krzy¿owych kontaminacjach.

8. Utajone (latentne) zaka¿enie pr¹tkami gru�licy

Przez dziesiêciolecia jedynym testem s³u¿¹cym do
rozpoznawania latentnego zaka¿enia pr¹tkami by³ od-
czyn tuberkulinowy. Tuberkulina, która jest wyci¹giem
bia³kowym z zabitej hodowli pr¹tków zosta³a wykryta
przez Roberta Kocha ju¿ po odkryciu pr¹tków gru�licy
i mia³a stanowiæ lek przeciwko gru�licy. W roku 1890
Koch po raz pierwszy zreferowa³ wyniki prac nad tu-
berkulin¹ na kongresie medycznym w Berlinie [5].
Dosyæ szybko okaza³o siê, ¿e tuberkulina nie leczy
gru�licy, ale mo¿e stanowiæ test diagnostyczny wykry-
waj¹cy zaka¿enie organizmu pr¹tkami. Przez d³ugie
lata, gdy gru�lica by³a chorob¹ powszechnie wystêpu-
j¹c¹, test tuberkulinowy by³ dobrym narzêdziem diag-
nostycznym o czu³o�ci zbli¿onej prawie do 100% [6].
Pó�niej, po wprowadzeniu szczepieñ BCG zaczêto
dostrzegaæ wady zwi¹zane z brakiem specyficzno�ci
testu. Tuberkulina sk³ada siê z wielu antygenów wy-
stêpuj¹cych krzy¿owo u pr¹tków wchodz¹cych w sk³ad
Mycobacterium tuberculosis complex w tym równie¿
M. bovis BCG � szczepu szczepionkowego i u pr¹t-
ków �rodowiskowych MOTT. Z tego powodu test ten
ma obni¿on¹ czu³o�æ i jego wynik dodatni nie mo¿e

stanowiæ testu na wykrywanie zaka¿enia pr¹tkami
gru�licy, szczególnie u osób szczepionych BCG.

Wyniki fa³szywie dodatnie, znacznie obni¿aj¹ce
swoisto�æ testu by³y od wielu lat powodem poszuki-
wania typowych wy³¹cznie dla Mycobacterium tuber-
culosis antygenów. W ostatnich latach pojawi³y siê
nowe mo¿liwo�ci rozpoznania utajonego zaka¿enia.
S¹ to testy IGRA (interferon gamma realased assays)
QuantiFERON-Tb Gold (Cellestis, Carnegie, Austra-
lia) oraz T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Abingdon,
Wielka Brytania), które s¹ specyficzne i czu³e w wy-
krywaniu zaka¿enia pr¹tkami [14].

Zasada dzia³ania testów opiera siê na pomiarze
IFN-gamma wydzielanego przez swoiste limfocyty T
stymulowane przez antygeny specyficzne dla M. tu-
berculosis, których nie ma w szczepie szczepionkowym
M. bovis BCG. S¹ to: ESAT6 (early secretory antygen
target 6) oraz CFP10 (culture filtrate protein 10),
w nowszych testach QuantiFERON-Tb Gold in tube
znajduje siê antygen Tb 7,7 równie¿ swoisty dla pr¹t-
ków gru�licy [16]. Wymienione antygeny kodowane s¹
przez specjalny region w genomie Mycobacterium tu-
berculosis nazwany RD1 (tzw. Region of Diference 1),
obecny tylko u pr¹tków gru�licy.

Stosowanie testów na wykrywaj¹cych latentne za-
ka¿enia pr¹tkami gru�licy, jest przydatne u ludzi kwali-
fikowanych do leczenia antagonistami TNF z powodu
przewlek³ych chorób zapalnych o pod³o¿u autoim-
munologicznym, g³ównie reumatoidalnego zapalenia
stawów, spondyloartropatii seronegatywnych, m³o-
dzieñczego idiopatycznego zapalenia stawów, choro-
by Le�niewskiego i Crohna oraz ³uszczycy, u których
wystêpuje wiêksze prawdopodobieñstwo zachorowa-
nia na gru�licê.

9. Podsumowanie

Dostêpne w Polsce mikrobiologiczne metody diag-
nozowania gru�licy maj¹ swoje wady i zalety. Ka¿da
z nich charakteryzuje siê innymi wymaganiami apara-
turowymi i odmiennymi kosztami. Metody te mog¹ byæ
ze sob¹ ³¹czone i mog¹ siê uzupe³niaæ. Zawsze nale¿y
przeprowadziæ badanie mikroskopowe na obecno�æ
pr¹tków kwasoopornych i za³o¿yæ hodowlê w jednym
z automatycznych systemów hodowlanych oraz wyko-
naæ badanie genetyczne ze swoist¹ dla M. tuberculosis
sond¹ genetyczn¹. Te dwa ostatnie badania nale¿¹
do najbardziej czu³ych i s¹ szczególnie polecane do
diagnostyki chorych podejrzanych o gru�licê.

W naszym kraju istnieje zorganizowana sieæ labo-
ratoriów pr¹tka zajmuj¹cych siê wy³¹cznie diagno-
zowaniem chorych podejrzanych o gru�licê. Obecnie
(w 2010 r.) w Polsce czynnych jest 90 laboratoriów
pr¹tka. Tylko kilka z nich dysponuje pe³nym panelem
badañ. Z powodu braku odpowiednich metod nie we
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wszystkich laboratoriach mo¿na przeprowadziæ diagno-
stykê uznan¹ za szczególnie trudn¹, tj z materia³ów
które s¹ zaliczane do sk¹popr¹tkowych i pochodz¹ od
chorych podejrzanych o gru�licê pozap³ucn¹, od dzie-
ci, z wycinków po biopsjach, p³ynu mózgowo-rdzenio-
wego i innych. Wszystkie laboratoria wykonuj¹ dwa
podstawowe badania � badanie mikroskopowe i posiew
klasyczny, czê�æ z nich identyfikuje gatunki pr¹tków
i okre�la ich lekowra¿liwo�æ, nieliczne wykonuj¹ bada-
nia genetyczne. Informacjê o mo¿liwo�ciach diagno-
stycznych polskich laboratoriów mo¿na uzyskaæ w Kra-
jowym Referencyjnym Laboratorium Pr¹tka. Nale¿y
pamiêtaæ, ¿e nie wszystkie przypadki gru�licy mog¹
byæ potwierdzone badaniem mikrobiologicznym, ale
nale¿y do³o¿yæ starañ, aby takie potwierdzenie uzyskaæ.
Obecnie w Polsce potwierdza siê mikrobiologicznie
gru�licê �rednio u 65% (45�90%) chorych.
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1. Wstêp

Pomimo dostrzeganego ju¿ wcze�niej zwi¹zku po-
miêdzy drobnoustrojami i chorob¹, bakteryjna etio-
logia wielu z nich zosta³a udowodniona dopiero pod
koniec XIX wieku po akceptacji przez ówczesny �wiat
naukowy tzw. postulatów Kocha, zgodnie z którymi
taki zwi¹zek mo¿na by³o udowodniæ. Robert Koch by³
lekarzem i w swojej pracy koncentrowa³ siê g³ównie
na kwestiach ontologii chorób, w tym nad do�wiad-
czalnym odtworzeniem choroby cz³owieka na modelu
zwierzêcym. Zajmowa³y go kwestie maj¹ce zwi¹zek
z praktyk¹ i w mniejszym stopniu pryncypia sk³adaj¹-
ce siê na idee naukowe [14, 15, 19, 26, 40]. W 1884 r.,

Friedrich L ö f f l e r  wspó³pracownik Kocha opisa³
warunki, jakie musi spe³niæ drobnoustrój (izolacja,
hodowla in vitro i zaka¿enie), aby zosta³ uznany za
czynnik chorobotwórczy [24]. To odkrycie przypisy-
wane Kochowi, czy raczej Kochowi i Henlemu by³o
prze³omem w naukach medycznych poniewa¿ w opar-
ciu o ustanowione zasady mo¿na by³o wykazaæ spe-
cyficzny zwi¹zek przyczynowy pomiêdzy drobno-
ustrojem a chorob¹.

We wspó³czesnej formie postulaty Kocha mo¿na
przedstawiæ w sposób nastêpuj¹cy:

1. Mikroorganizm wystêpuje u wszystkich chorych
osobników i jest odpowiedzialny za obserwowa-
ne zmiany chorobowe i objawy kliniczne,
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A glance at Koch�s postulates 100 years after his death

Abstract: Koch�s postulates were derived from Robert Koch�s work on infectious diseases, such as anthrax and tuberculosis. The
postulates served the emerging science of microbiology well during its early years, and gave experimental consistency to the inves-
tigation of causal relationships. However, significant limitations to the postulates were soon recognized and restricted their wider
scientific application. Rapidly, it became apparent that although there are many microbes, most infections were caused by only a
few. Some microbes were classified as pathogens although they did not cause disease in every host, and some microbes were
considered as non-pathogens although they did cause disease in certain hosts. The description of the carrier state further muddled
the existing definitions of pathogens. It was apparent that pathogenicity was neither an invariant nor a stable characteristic of most
microbes and that the acquisition of pathogenic microbes was not necessarily synonymous with disease. Now over a century later, a
more rigorous method to test causality still has to be developed. Technological advances led to the discovery of viruses, prions and
new classes of microbes that cannot be propagated in pure culture and therefore cannot fulfill Koch�s postulates. The discovery of
nucleic acids as a source of genetic information enforced the revision of guidelines for defining a causal relationship between a
microbe and disease and as a result. Koch postulates have modified. Rivers proposed several approaches to establish causal relation-
ship between a virus and a disease, while Falkov recognized the need for more rigorous genetic criteria for the determinants of
disease, and modeled his proposals for molecular biology of pathogenesis on Koch postulates. In the integrated theory of microbial
pathogenesis the contribution of both host and pathogen are taken into consideration. The outcome of infection is the result of an
interplay between host and microbial factors for a particular microbe in a particular host. This interplay permits some microbes to be
commensals in some hosts but to cause disease in others. It seems that the host damage is the relevant outcome of that host-microbe
interaction. The colonization, persistence and disease represent the continued presence of microbe(s) in the host with a variable
degree of host damage. Progressive damage, which results from colonization and persistency, may lead to disease and death. Disease
is a clinical manifestation of the damage. The possibility that the occurrence, course and outcome of infection might be influenced at
all levels of biological organization was named biocomplexity. This concept blurred the distinction between pathogens and
nonpathogens and challenged our thinking about microbial pathogenesis which was based on Koch�s postulates. Still at the time
when they were formulated the postulates were essential for the progress of knowledge about infectious diseases.

1. Introduction. 2. Viruses versus Koch�s postulates. 3. Nucleic acids sequence technology and the difficulties in proving causation.
4. Pathogenicity versus disease. 5. Concluding remarks
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2. Mikroorganizm nie bierze udzia³u w wywo³ywa-
niu innej choroby i nie stwierdza siê go jako czyn-
nika przypadkowego lub niechorobotwórczego,

3. Mikroorganizm po wyizolowaniu od chorego
i pasa¿owaniu w czystej kulturze jest zdolny
do wywo³ania identycznej choroby u nowego
osobnika.

Z czasem doszed³ jeszcze jeden warunek, mówi¹cy
o tym, ¿e ten sam drobnoustrój powinien byæ izolo-
wany od do�wiadczalnie zaka¿onego osobnika, co wy-
nika z logicznych nastêpstw wcze�niejszych za³o¿eñ
i sam K o c h  nie widzia³ potrzeby w szczególny spo-
sób podkre�lania tego warunku [11] .

Je¿eli we�miemy pod uwagê dominuj¹ce w XIX
wieku pogl¹dy na temat przyczyny chorób, przedsta-
wiane i podtrzymywane przez anatomopatologów,
jako zaburzenia wewnêtrznej struktury i funkcji cia³a,
to z tego punktu widzenia idee Kocha by³y nowator-
skie, zmieniaj¹ce pogl¹d na rzeczywist¹ a nie przy-
padkow¹ rolê drobnoustrojów w wywo³ywaniu chorób.
W swoich za³o¿eniach nad bakteryjn¹ etiologi¹ chorób
skorzysta³ z do�wiadczenia i pracy wspó³czesnych
Mu anatomopatologów, przede wszystkim Friedricha
Jakoba Henlego, z którym Koch siê przyja�ni³, wysu-
waj¹cego przypuszczenie o zewnêtrznych czynnikach
chorobotwórczych i Edwina Klebsa skupiaj¹cego siê na
zewnêtrznych przyczynach choroby, w tym równie¿ na
zaka¿eniu. Swoje przemy�lenia na temat przyczyny
choroby Koch opar³ na do�wiadczeniu i wynikach pra-
cy nad gru�lic¹ i w¹glikiem, w odniesieniu do których
wszystkie sformu³owane przez niego postulaty mog³y
zostaæ spe³nione, poniewa¿ specyficzny zwi¹zek po-
miêdzy drobnoustrojem a chorob¹ by³ ewidentny
i mo¿na go by³o ³atwo wykazaæ. Bakterie stwierdzano
w zmienionych chorobowo tkankach zwierz¹t i ludzi,
mo¿na je by³o uzyskaæ w czystej kulturze in vitro
i odtworzyæ chorobê w wyniku do�wiadczalnego zaka-
¿enia zwierz¹t. Co wiêcej u osobników zdrowych nie
stwierdzano obecno�ci tych drobnoustrojów. Przyczy-
nowy zwi¹zek pomiêdzy drobnoustrojem a chorob¹
móg³ byæ wiêc jednoznacznie ustalony. Jednak¿e jesz-
cze za ¿ycia Kocha, zaczê³y pojawiaæ siê w¹tpliwo�ci,
czy w oparciu o sformu³owane postulaty mo¿na zawsze
wyja�niæ przyczynê choroby. Sam Koch, mimo ¿e wie-
rzy³ w specyficzne bakteryjne pod³o¿e takich chorób,
jak tr¹d czy cholera, nie by³ w stanie w oparciu o sfor-
mu³owane zasady dowie�æ, ¿e tak w istocie jest. Myco-
bacterium leprae nawet wspó³cze�nie nie udaje siê
wyizolowaæ w czystej kulturze in vitro a wiêc nie jest
mo¿liwe wype³nienie postulatu trzeciego, natomiast
bakterie odpowiedzialne za cholerê s¹ obecne równie¿
u osób zdrowych a wiêc nie mo¿na wype³niæ postula-
tu drugiego [13, 14, 23]. Koch z³agodzi³ zatem swoje
za³o¿enia sugeruj¹c, ¿e je¿eli stale stwierdza siê wy-
stêpowanie tego samego paso¿yta, to nale¿y go uznaæ

za przyczynê choroby [11]. Spojrzenie na postulaty
Kocha z dzisiejszej perspektywy to w gruncie rzeczy
spojrzenie na przyczyny chorób przez pryzmat osi¹g-
niêæ mikrobiologii, nauk bio-medycznych i weteryna-
ryjnych ostatnich ponad stu lat i ewolucji tych dyscy-
plin w kierunku molekularnej mikrobiologii, genomiki
i proteomiki. Odkrycie wirusów i innych subkomór-
kowych czynników zaka�nych, specyficzny zwi¹zek
niektórych paso¿ytów z jednym gatunkiem gospoda-
rza, nosicielstwo, powstawanie zmian chorobowych
w nastêpstwie uwalnianych przez drobnoustroje toksyn,
czy mechanizmów immunologicznych, indukcja eks-
presji lub zanik funkcji okre�lonego genu, koinfekcja
bakterii i fagów, rekombinacja genetyczna, czynniki ze
strony gospodarza, jak odporno�æ, stan fizjologiczny,
predyspozycja genetyczna i wreszcie czynniki �rodo-
wiskowe, w tym rola wektorów, rezerwuaru czynni-
ków zjadliwo�ci itp. powoduj¹, ¿e ramy nakre�lone
przez Kocha dla przyczynowego zwi¹zku drobno-
ustroju z chorob¹ staja siê zbyt ciasne i schematyczne.
Nie mo¿na im jednak odmówiæ fundamentalnego zna-
czenia w budowaniu nowoczesnej wiedzy na temat
przyczyny chorób zaka�nych, uwzglêdniaj¹cej nie
tylko drobnoustroje, ale równie¿ ich relacje z gospo-
darzem w okre�lonym �rodowisku [4, 8, 11, 16, 23, 37].

2. Wirusy a postulaty Kocha

Wirusy jako subkomórkowe struktury niezdolne do
namna¿ania siê poza komórkami z oczywistych powo-
dów nie spe³nia³y postulatów Kocha. Jednak¿e zgod-
nie z ogóln¹ ide¹ ich za³o¿eñ mo¿na by³o wykazaæ
etiologiczny zwi¹zek wirusów z chorob¹. Wysuniêto
wiêc sugestie, ¿e w odniesieniu do specyficznych cho-
rób, nie zawsze mo¿liwe jest �cis³e trzymanie siê po-
stulatów w celu udowodnienia ich przyczyny. W �lad
za tym pojawi³y siê próby uzupe³nienia i modyfikacji
postulatów, jak np. podano to w za³o¿eniach Riversa
z 1936 r., które mówi³y ¿e specyficzny wirus w spo-
sób do�æ regularny wykazuje zwi¹zek z chorob¹ i ¿e
jego obecno�æ u chorego osobnika nie jest przypadko-
wa. Stwierdza siê go w zmienionych chorobowo tkan-
kach oraz chorobê mo¿na odtworzyæ u wra¿liwego
osobnika w wyniku podania materia³u wolnego od in-
nych czynników ni¿ wspomniany wirus. Wytwarzanie,
w odpowiedzi na zaka¿enie, specyficznych przeciw-
cia³, wraz z postêpujacymi objawami zaka¿enia jest
kolejnym dowodem potwierdzaj¹cym chorobotwórcz¹
rolê wirusa [29]. R i v e r s  zdawa³ sobie sprawê z tego,
¿e równie¿ i przez niego sformu³owane zasady nie
zawsze bêd¹ mog³y byæ spe³nione, np. w sytuacjach,
w których w próbce u¿ywanej do zaka¿enia wra¿li-
wych zwierz¹t wirus nie bêdzie obecny, potencjalnej
koifekcji innymi czynnikami, obecno�ci wirusa w sta-
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nie przetrwa³ym, doprowadzaj¹cymi do b³êdnych in-
terpretacji przyczyny choroby. Prze³ama³ jednak sche-
matyczny sposób my�lenia na temat przyczyny choro-
by wynikaj¹cy z postulatów Kocha. Kolejne odkrycia
w wirusologii, w tym zaka¿eñ przewlek³ych i prze-
trwa³ych, jak te¿ równoczesnych zaka¿eñ wieloma
wirusami nasunê³o nowe pytanie, jak w takiej sytuacji
okre�liæ zwi¹zek przyczynowy pomiêdzy czynnikiem
zaka�nym a chorob¹ [18, 21]. W odpowiedzi, dotych-
czasowe kryteria zosta³y uzupe³nione o dane epidemio-
logiczne i mechanizmy patogenezy wirusowych chorób.
Przy potwierdzaniu przyczyny choroby by³o równie¿
brane pod uwagê powstanie przeciwcia³ i odporno�æ
w wyniku szczepienia. Kryteria serologiczne i immu-
nologiczne znalaz³y szersze zastosowanie w postêpo-
waniu dowodowym nad ustaleniem przyczyny choro-
by z chwil¹ oczyszczania antygenu wirusowego i wy-
krywania specyficznych przeciwcia³. Z kolei Alfred
E v a n s  na podstawie badañ nad wirusem Epsteina-
Barr (EBV) zaproponowa³ dowody immunologiczne,
które mia³y na celu ustalenie przyczyny choroby [8].

Zgodnie z nimi:
� przed wyst¹pieniem choroby i ekspozycj¹ na

dany czynnik przeciwcia³a nie wystêpuj¹,
� podczas choroby pojawiaj¹ siê swoiste przeciw-

cia³a klasy IgM i IgG,
� obecno�æ przeciwcia³ przeciwko danemu czyn-

nikowi zapobiega wywo³ywaniu przez niego
choroby,

� brak przeciwcia³ powoduje wra¿liwo�æ na zaka-
¿enie i rozwój choroby,

� przeciwcia³a przeciwko innym czynnikom nie
wp³ywaj¹ na czynnik wywo³uj¹cy chorobê.

Kolejne w¹tpliwo�ci co do s³uszno�ci i kompletno�ci
przyjêtych zasad pozwalaj¹cych ustaliæ zwi¹zek pomiê-
dzy czynnikiem zaka�nym a chorob¹ pojawi³y siê po
odkryciu wirusów powolnych, które nie spe³nia³y nie
tylko postulatów Kocha, ale równie¿ regu³ przyjêtych
dla wirusów, jako czynników etiologicznych chorób.
J o h n s o n  i G i b b s  zaproponowali wiêc kolejne
kryteria, zgodnie z którymi wirusy mo¿na by³o wi¹zaæ
z okre�lonym procesem chorobowym, w trakcie które-
go stwierdzano in situ czynnik zaka�ny oraz:

� konsekwentnie dochodzi³o do zaka¿enia wra¿li-
wych zwierz¹t lub izolacji wirusa w hodowli ko-
mórkowej,

� chorobê z typowymi dla niej objawami klinicz-
nymi i zmianami patologicznymi udawa³o siê od-
tworzyæ w serii do�wiadczeñ w wyniku podania
filtratu pochodz¹cego od osobników chorych, jak
równie¿ mo¿liwe by³o do�wiadczalne zaka¿enie
kolejnymi rozcieñczeniami filtratu w celu wyka-
zania namna¿ania siê czynnika, lub wykazanie
po zaka¿eniu czynnika w zmienionej tkance i ko-
mórkach przy pomocy mikroskopu elektronowe-
go, metod immunofluorescencyjnych lub innych,

� równolegle prowadzone badania tkanek niezmie-
nionych lub tkanek pobranych od osobników
z innymi chorobami wykazywa³o, ¿e wykrywany
u chorych osobników czynnik nie wystêpo-
wa³ powszechnie lub te¿ nie stanowi³ zanie-
czyszczenia [18].

3. Kwasy nukleinowe jako �ród³o
informacji genetycznej a postulaty Kocha

Odkrycie kwasów nukleinowych, a w �lad za tym
ich sekwencjonowanie, otworzy³o nowe mo¿liwo�ci
badañ nad ró¿norodno�ci¹ mikroorganizmów obecnych
w �rodowisku i zwi¹zanych z okre�lonymi gospodarza-
mi. Tradycyjne metody izolacji i identyfikacji drobno-
ustrojów zostaj¹ systematycznie zastêpowane techni-
kami amplifikacji. Na tej drodze odkrywane s¹ nowe,
wcze�niej nie znane czynniki zaka�ne, które nie uda-
wa³o siê uzyskaæ in vitro lub by³o to bardzo trudne.
W ten sposób wykrywane s¹ równie¿ w�ród drobno-
ustrojów sekwencje (geny lub ich fragmenty) odpowie-
dzialne za wytwarzanie czynników chorobotwórczo�ci
i rozwój choroby. Tak wiêc w postêpowaniu maj¹cym
na celu ustalenie czynnika bêd¹cego przyczyn¹ cho-
roby dochodzimy do zrozumienia istoty chorobotwór-
czo�ci zapisanej w sekwencji (genie), która je¿eli wy-
stêpuje wp³ywa na zaka¿enie i powstanie choroby.
Klasyczne postulaty Kocha w tym kontek�cie wydaja
siê traciæ sens ich dalszego przywo³ywania, w szcze-
gólno�ci w sytuacji amplifikacji okre�lonych sekwencji
drobnoustrojów bezpo�rednio w zmienionych chorobo-
wo tkankach. Jednak¿e w oparciu i nawi¹zaniu do nich
Stanley F a l k o v  formu³uje molekularne postulaty,
które okre�laj¹, jakie cechy powinien mieæ gen, aby
jego produkt zosta³ zaklasyfikowany jako czynnik zja-
dliwo�ci [9, 10] . Zgodnie z nimi:

� powinien byæ odnajdywany jedynie w szczepach
chorobotwórczych, a je¿eli wystêpuje w geno-
mie szczepów niezjadliwych powinien byæ zmu-
towany i nie ulegaæ ekspresji,

� gen powinien ulegaæ ekspresji na pewnym eta-
pie zaka¿enia, a kodowany przez niego produkt
indukowaæ odpowied� immunologiczn¹ humo-
raln¹ lub komórkow¹,

� unieczynnienie genu koduj¹cego czynnik zjadli-
wo�ci powinno (choæ nie musi) doprowadziæ do
obni¿enia stopnia zjadliwo�ci,

� wprowadzenie genu do szczepu niezjadliwego
mo¿e przekszta³ciæ go w szczep chorobotwórczy,

� do celów badawczych istnieje mo¿liwo�æ klono-
wania genu(ów).

Metody genotypowe zyskuj¹ powszechn¹ akcepta-
cjê, jako bardziej specyficzne i ³atwiejsze do standary-
zacji w porównaniu do tradycyjnych metod fenoty-
powego rozpoznawania czynników zaka�nych [1, 11,
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28, 30]. Zaczêto poszukiwaæ w genomie fragmentów
konserwatywnych, które mog³yby byæ reprezentatyw-
ne dla poszczególnych drobnoustrojów, a tak¿e odda-
wa³y istotê filogenetycznych przemian. Okaza³o siê,
¿e ribosomowe RNA (rRNAs) maj¹ wiele cech, które
spe³niaj¹ postawione wymagania. S¹ cz¹steczkami
relatywnie du¿ymi o ustalonych funkcjach, obecnymi
u wszystkich organizmów. Zawieraj¹ wiele regionów,
w których sekwencje nukleotydowe we wszystkich
komórkach pozostaj¹ konserwatywnymi. Znane s¹ trzy
cz¹steczki rybosomowego RNA, które u Prokaryota
maj¹ masê 5S, 16S i 23S (sta³¹ sedymentacji mierzon¹
w Svedbergach. Do analizowania sekwencji najbar-
dziej przydatny jest 16S rRNA, a u Eukaryota o po-
dobnej funkcji nieco wiêkszy 18S rRNA. Poniewa¿
16S i 18S rRNA wchodz¹ w sk³ad mniejszej (30S lub
40S) podjednostki rybosomu (SSU, small subunit),
okre�lenie sekwencjonowanie SSU jest synonimem
sekwencjonowania 16S lub 18S RNA [38]. Wykorzy-
stanie SSU rRNA do analizy filogenetycznej zosta³o
zapocz¹tkowane we wczesnych latach 70 XX wieku
przez Carla R. Woese�go na Uniwersytecie Illinoi.
W 1981 r. W o e s e  wpad³ na pomys³ aby na podstawie
porównania sekwencji genów koduj¹cych 16S rRNA
ró¿nych organizmów przeanalizowaæ ich genetyczne
pokrewieñstwo. Wyszed³ z za³o¿enia, ¿e skoro wszyst-
kie organizmy maj¹ 16S rRNA i u wszystkich s³u¿y on
do syntetyzowania bia³ek, to musi to byæ sekwencja nie-
zwykle konserwatywna. Przez nastêpne lata stworzy³
olbrzymi¹ bibliotekê sekwencji 16S rDNA ró¿nych
organizmów, które mo¿na ze sob¹ porównywaæ i utwo-
rzyæ w ten sposób filogenetyczne zale¿no�ci miedzy
nimi sk³adaj¹ce siê na uniwersalne drzewo ¿ycia. [39].
W³¹czenie komputerów do analizy sekwencji ryboso-
mowego RNA w celu odtwarzania filogenetycznych
zale¿no�ci pomiêdzy badanymi organizmami (tworze-
nia drzewa filogenetycznego), spowodowa³o, ¿e me-
tody te sta³y siê powszechnymi. Nowo rozpoznawane
sekwencje s¹ porównywane ze znanymi sekwencja
mi zgromadzonymi w bazach danych, jak np. RPD
(Ribosomal Database Project), GenBank (USA), DDBS
(Japonia), czy EMBL (Niemcy). Uniwersalne drzewo
filogenetyczne jest wiêc map¹ drogow¹ ¿ycia. Przed-
stawia ewolucyjn¹ historiê komórek wszystkich orga-
nizmów i w jasny sposób ods³ania ten moment w hi-
storii ewolucji, od którego wszystkie przejawy ¿ycia
na Ziemi wziê³y swój pocz¹tek od wspólnego przodka
okre�lanego, jako uniwersalny przodek.

16S rRNA sta³ siê wiêc powszechnie wykorzysty-
wanym celem analizy metodami amplifikacji i okre�-
lania sekwencji do wykrywanie i identyfikacji do
poziomu gatunku trudno lub nie hoduj¹cych siê pato-
genów bezpo�rednio w tkankach zwierz¹t i cz³owieka
[28, 30]. Co wiêcej takim drobnoustrojom mo¿na by³o
nadaæ taksonomiczn¹ przynale¿no�æ i na tej podstawie

przewidzieæ w³a�ciwo�ci w porównaniu do drobno-
ustrojów pokrewnych. Oczywi�cie na podstawie tylko
sekwencji, rzeczywista obecno�æ czynnika i jego bio-
logiczna rola pozostawa³a niejasna, nie by³o zatem
mowy o do�wiadczalnym odtworzeniu choroby, a wiêc
wype³nieniu 3-go postulatu Kocha. W nawi¹zaniu jed-
nak¿e do zasad Falkova, zgodnie z którymi wprowa-
dzenie genu do szczepu niezjadliwego skutkuj¹cego
ekspresj¹ kodowanej cechy niezbêdnej do rozwoju
choroby, mog³aby wype³niaæ ten postulat [9, 10].

Zagro¿eniem dla metod genotypowych w ustalaniu
przyczyny choroby nie by³o jednak niewype³nianie po-
stulatów Kocha przez identyfikowany nimi czynnik ale
ich ekstremalna czu³o�æ. PCR wykrywa³ bowiem po raz
pierwszy DNA lub RNA drobnoustrojów na poziomie
porównywalnym do zanieczyszczenia nim u¿ywanych
odczynników, czy wielu anatomicznych miejsc organiz-
mu cz³owieka czy zwierzêcia [30]. Tak wiêc techno-
logiczny postêp i powszechne wykorzystywanie am-
plifikacji i sekwencjonowania napotyka na barierê
w postaci trudno�ci z wyeliminowaniem zanieczysz-
czeñ DNA lub RNA nie maj¹cych zwi¹zków z czynni-
kiem etiologicznym choroby. Co wiêcej, kiedy sekwen-
cjonowaniu poddaje siê produkt amplifikacji otrzymany
w próbówce przestaje on mieæ anatomiczn¹ ci¹g³o�æ
z procesem chorobowym w tkance i trudniej ten poten-
cjalny zwi¹zek udowodniæ. W nawi¹zaniu do tego,
techniki in situ wydaj¹ siê pewniejsze w dokumetowa-
niu takiego powi¹zania. Techniki hybrydyzacji z wyko-
rzystaniem sond daj¹ szanse wykrycia DNA lub RNA
bezpo�rednio w tkance oraz powi¹zanie obserwowa-
nych zmian z oddzia³ywaniem wykrytego czynnika.
Techniki te s¹ powszechnie wykorzystywane w diagno-
styce mikrobiologicznej po³owy lat 80 XX wieku [1].
W gruncie rzeczy wykrywana przez nie sekwencja
wskazywa³a na fizyczn¹ obecno�æ poszukiwanego
czynnika w tkankach zwierzêcia czy cz³owieka. Wy-
nikaj¹ca jednak ze stosowania wspomnianych metod
trudno�æ w udowodnieniu zwi¹zku przyczynowego
pomiêdzy wykrywan¹ sekwencja a chorob¹ to brak
pewno�ci czy sekwencja ta pochodzi od organizmu
¿ywego czy martwego. Podobnie rzecz siê ma w odnie-
sieniu do wykrywanych czynników stanowi¹cych mi-
kroflorê przej�ciow¹, komensaliczn¹, oportunistyczn¹
itp. [4, 35, 37]. Do tego nale¿y równie¿ dodaæ wyso-
kie genetyczne zró¿nicowanie niektórych czynników
zaka�nych, jak np. wirusów HIV, SNV (Sin Nombre
Virus), które tworz¹ klony pokrewnych jednak¿e od-
rêbnych wirusów u poszczególnych gospodarzy [21].

Czy zatem w oparciu o metody pozwalaj¹ce na wy-
krycie specyficznej sekwencji patogenu mo¿na mówiæ
o jego zwi¹zku przyczynowym z chorob¹? Fredricks
i Relman sugeruj¹, ¿e tak, je¿eli:

� sekwencja domniemanego patogenu bêdzie obec-
na u wiêkszo�ci chorych, preferencyjnie w miejs-
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cach i tkankach uznanych za chorobowo zmie-
nione,

� sekwencje koduj¹ce czynniki chorobotwórczo�ci
bêd¹ nieobecne lub tylko pojedyncze ich kopie
mo¿na znale�æ u osobników zdrowych,

� wraz z zanikiem choroby liczba kopii specyficz-
nych sekwencji dla patogenu ulegaæ bêdzie ob-
ni¿eniu oraz wzrostowi wraz z remisj¹ choroby,

� sekwencje patogenu wykrywane s¹ przed powsta-
niem choroby lub ich liczba koreluje z ostro�ci¹
przebiegu lub natê¿eniem zmian patologicznych,

� w³a�ciwo�ci drobnoustroju rozpoznanego na pod-
stawie sekwencji s¹ zgodne z w³a�ciwo�ciami
grupy drobnoustrojów, do których nale¿y,

� mo¿liwe jest wykazanie korelacji pomiêdzy wy-
kryt¹ in situ sekwencj¹ patogenu a zmianami spo-
wodowanymi przez patogen w tkance lub innym
miejscu jego przebywania i

� mo¿liwe jest odtworzenia choroby rozpoznawa-
nej na podstawie wykrycia specyficznych se-
kwencji patogenu [11].

4. Chorobotwórczo�æ versus choroba

Badania Roberta Kocha i na ich podstawie sformu-
³owane postulaty jednoznacznie udowodni³y zwi¹zek
przyczynowy pomiêdzy okre�lonym czynnikiem i wy-
wo³ywan¹ przez niego chorob¹. Z drugiej jednak stro-
ny przyczyni³y siê do utrwalenia schematycznego
i prostego sposobu my�lenia o chorobie, jako wyniku
oddzia³ywania jednego szczególnego czynnika [3, 16,
17]. Powi¹zanie przyczyny choroby z jednym czynni-
kiem wynika³o z pracy Kocha nad takimi chorobami
zaka�nymi, do których ustanowione postulaty siê od-
nosi³y, jak np.gru�lica czy w¹glik. Zgodnie z tym za³o-
¿eniem w¹glik jest wywo³ywany tylko przez laseczkê
w¹glika, gru�lica przez pr¹tki gru�licy a dur brzuszny
przez pa³eczki duru. Schemat zaproponowany przez
Kocha pokazywa³, ¿e dana choroba nie wyst¹pi, je¿eli
nie bêdzie domniemanego czynnika przyczynowego
i nie zaistniej¹ wynikaj¹ce z postulatów szczególne
warunki do jej powstania [15, 26]. Taki model my�le-
nia dominowa³ w medycynie XIX wiecznej i pocz¹tku
XX w. W odpowiedzi na pojawiaj¹ce siê z czasem py-
tania o przyczynê chorób, szczególnie niezaka�nych,
jak np. cukrzyca czy chorób nowotworowych, dyna-
micznie rozwijaj¹ca siê epidemiologia do�æ szybko
weryfikuje jednoczynnikowy model przyczyny choro-
by na rzecz wielu czynników [3, 6, 12, 17, 22, 25].

Ju¿ w pocz¹tkach XX wieku stawa³o siê jasne, ¿e
okre�lenie chorobotwórczy w odniesieniu do drobno-
ustroju nie jest synonimem wywo³uj¹cy chorobê. Oka-
zywa³o siê bowiem, ¿e w przypadkach epidemii
niektórych chorób, czynniki je wywo³uj¹ce by³y izo-

lowane zarówno od chorych z objawami choroby, jak
i osobników asymptomatycznych. Klasycznym przy-
k³adem obrazuj¹cym wspomniane zjawisko jest zapa-
lenia opon mózgowo-rdzeniowych spowodowana przez
Neisseria meningiditis. Podczas epidemii tej choroby
chorobotwórcze oddzia³ywanie bakterii ujawnia siê
tylko u niewielkiego odsetka osobników zaka¿onych.
Wiêkszo�æ pozostaje zdrowa, chocia¿ wspomniane bak-
terie u nich wystêpuj¹. Podobnie rzecz siê ma w odnie-
sieniu do chorobotwórczych gronkowców i paciorkow-
ców obecnych u wielu osób, które jednak nie wykazuj¹
objawów chorobowych [2, 4, 37]. Jeszcze w pocz¹t-
kach XX wieku, K o l b e r  proponowa³ nazywaæ taki
stan sub-zaka¿eniem, znanym równie¿, jako nosiciel-
stwo [20]. Przyk³ady te pokazuj¹, jak niejasne s¹ pojê-
cia chorobotwórczy, niechorobotwórczy, jak równie¿
ograniczona pozostaje koncepcja patogenezy choroby
w oparciu o postulaty Kocha, zgodnie z którymi czynnik
chorobotwórczy nie powinien byæ obecny u osobników,
którzy objawów choroby nie wykazuj¹. Stan nosiciel-
stwa t³umaczono pewn¹ form¹ adaptacji drobnoustroju
do gospodarza w wyniku, której u tego ostatniego nie
dochodzi³o do powstawania zmian chorobowych, na-
tomiast drobnoustrój wykazywa³ pewn¹ formê odpor-
no�ci na czynniki immunologiczne. Z czasem okaza³o
siê, ¿e taki drobnoustrój indukuje odpowied� immuno-
logiczn¹, co uznano za zjawisko korzystne, poniewa¿
doprowadza³o ono do ochrony przed rozwojem ostrej
formy choroby. Na przyk³adzie Salmonella Typhi oka-
za³o siê jednak, ¿e nosicielstwo mo¿e przechodziæ
w aktywne zaka¿enie, co pokazuje, ¿e obecno�æ okre�-
lonych drobnoustrojów u gospodarza stanowi ci¹g³e
zagro¿enie chorob¹. Nawet wspó³cze�nie, mechanizmy
nosicielstwa nie s¹ do koñca zrozumia³e. Przyjmuje
siê, ¿e jest to wielop³aszczyznowe, podlegaj¹ce regu-
lacjom na wielu poziomach oddzia³ywanie pomiêdzy
gospodarzem i drobnoustrojem, doprowadzaj¹ce do
zachowania pewnej równowagi w wyniku, której nie
dochodzi do rozwoju choroby ale równie¿ nie dochodzi
do eliminacji drobnoustroju [4, 27, 34]. Pod koniec
XX wieku wyniki badañ na poziomie molekularnym
dostarczy³y dowodów na genomowe zró¿nicowanie
patogenów i niepatogenów. W wiêkszym stopniu, wy-
nikaj¹cymi z tego w³a�ciwo�ciami drobnoustrojów,
próbowano t³umaczyæ mechanizmy patogenezy ni¿ re-
lacjami pomiêdzy drobnoustrojami a gospodarzem.
Podzia³ na organizmy patogenne i niepatogenne by³
zasadny i zrozumia³y w odniesieniu do klasycznych
czynników etiologicznych chorób zaka�nych w minio-
nych czasach. Powszechne wprowadzenie sanitacji,
szczepieñ, surowic odporno�ciowych, czy chemio-
terapii, praktycznie spowodowa³o wyeliminowanie
klasycznych patogenów i problemu chorób zaka�nych
w przewa¿aj¹cej czê�ci �wiata. Wprowadzenie jednak
terapii kortykosteroidowej, �rodków cytotoksycznych,
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upowszechnienie transplantologii i chirurgii inwazyj-
nej a tak¿e katastroficzna epidemia HIV i podobnych
wirusów u zwierz¹t i cz³owieka, spowodowa³y wzrost
populacji osobników z os³abionym uk³adem immuno-
logicznym, wra¿liwych na zaka¿enia drobnoustrojami
uwa¿anymi wcze�niej za niechorobotwórcze [2, 4, 5,
22, 31, 32]. Do dominacji okre�lonych patogenów
przyczyni³a siê równie¿ selekcja antybiotykowa bak-
terii prowadzona od lat 40 XX wieku [5, 7]. Zjawisko
to na przyk³adzie czynników etiologicznych zaka¿e-
nia krwi u cz³owieka mo¿na przeanalizowaæ nastêpu-
j¹co: pocz¹tkowo w zaka¿eniach krwi dominowa³a
mikroflora Gram-dodatnia, która nastêpnie zosta³a
wyparta przez bakterie Gram-ujemne, aby ponownie
pod koniec XX wieku powróci³y zaka¿enia drobno-
ustrojami Gram-dodatnimi i grzybami.

Wraz z udzia³em w zaka¿eniach u okre�lonych go-
spodarzy drobnoustrojów uwa¿anych za niechorobo-
twórcze na znaczeniu straci³o szereg definicji ukutych
wcze�niej dla okre�lenia zale¿no�ci pomiêdzy gospo-
darzem i drobnoustrojem, jak np. mikroflora saprofi-
tyczna, komensalizm a pojawi³o siê szereg nowych,
jak np. zaka¿enia szpitalne, jatrogenne, bezobjawowy
nosiciel, nowe (emerging) i powracaj¹ce zaka¿enia
(reemerging) [4, 33, 34].

Komensalizm definiowany, jako forma oddzia³ywa-
nia pomiêdzy drobnoustrojem a gospodarzem w wyni-
ku, której nie dochodzi do dostrzegalnych, przynoszo-
nych gospodarzowi szkód nie zawsze udaje siê w takiej
formie obroniæ. Drobnoustroje, które stanowi¹ mikro-
florê komensaliczn¹ pojawi³y siê we wczesnym okresie
¿ycia gospodarza, kiedy jego niedojrza³y uk³ad immu-
nologiczny nie by³ w stanie stworzyæ przeciwko nim
efektywnej bariery. Tym niemniej drobnoustroje te po-
budzaj¹ do odpowiedzi uk³ad immunologiczny gospo-
darza i byæ mo¿e dzieje siê tak na skutek niedostrzegal-
nego uszkodzenia przez nie tkanek, na których bytuj¹.
Niektóre z nich uwa¿ane za komensalicze, jak np.
E. coli, czy C. albicans, które wcze�nie zasiedlaj¹
okre�lone nisze u noworodków mog¹ równie¿ do-
prowadzaæ do zaka¿enia i chorób. Przyk³adem niech
bêdzie zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych spowo-
dowane przez E. coli w pierwszym miesi¹cu, czy za-
ka¿enia C. albicans w pierwszym roku ¿ycia nowo-
rodków cz³owieka [4, 35, 37].

Pojawi³y siê równie¿ trudno�ci, szczególnie wobec
decyzji o podjêciu antybiotykoterapii, w odró¿nianiu
patogenów od czynników naturalnie zasiedlaj¹cych
okre�lone nisze ekologiczne. Mo¿na to prze�ledziæ rów-
nie¿ na przyk³adzie Candida albicans, którego wystê-
powanie w wielu ró¿nych miejscach organizmu gospo-
darza to zaka¿enie czy tylko refleks zasiedlania? [2,
4, 5]. Podobnie obecno�æ Pseudomonas aeruginosa
w �rodowisku intensywnej terapii to zanieczyszczenie,
czy zasiedlenie przez bakterie okre�lonego �rodowiska?

[7] W przypadku zaka¿enia z regu³y podejmuje siê te-
rapiê, unika siê natomiast takiej interwencji w odniesie-
niu do mikroflory zasiedlaj¹cej, obawiaj¹c siê ubocz-
nych skutków podjêtego postêpowania, w tym g³ównie
indukcji lekooporno�ci. Ró¿nicowanie na patogeny
i mikroflorê zasiedlaj¹c¹ jest trudne w sytuacji izolacji
drobnoustrojów np. z rany, czy miejsc, które naturalnie
pozostaj¹ sterylne. Wynika to czêsto z niedostatecznej
wiedzy na temat mikroflory zasiedlaj¹cej w patogene-
zie okre�lonej choroby i relacji pomiêdzy drobnoustro-
jem i gospodarzem podczas rozwoju zaka¿enia [2].

Do tego dochodzi jeszcze kolejny termin dla okre�-
lenia mikroflory kolonizuj¹cej, definiowany, jako zdol-
nej do zasiedlania okre�lonych nisz w zró¿nicowanym
czasie, w trakcie, którego powodowane uszkodzenia
tkanek s¹ znacz¹ce. Z kolei d³ugotrwa³a kolonizacja
w wyniku, której dochodzi do powstania zmian pato-
logicznych nazywana jest zaka¿eniem przetrwa³ym
i przyk³adem mo¿e byæ powstawanie ziarniniaków
w wyniku zaka¿enia Mycobacterium tuberculosis [4].

Tak wiêc komensalizm, kolonizacja i zaka¿enie
przetrwa³e w trakcie jego trwania, mo¿na uznaæ za pew-
ne formy zaka¿enia, które ³¹czy jedna cecha, tj. zdol-
no�æ drobnoustrojów do wywo³ywania zró¿nicowa-
nych, od bardzo nieznacznych do istotnych uszkodzeñ
w organizmie gospodarza. W trakcie kolonizacji w wy-
niku namna¿ania siê drobnoustrojów stopieñ uszkodzeñ
mo¿e byæ odpowiednio wy¿szy co z kolei w wiêkszym
stopniu indukuje reakcjê obronn¹ gospodarza dopro-
wadzaj¹c¹ czasami do eliminacji drobnoustrojów, koñ-
cz¹c¹ stan kolonizacji. Podobne efekty uzyskuje siê
w wyniku prowadzonej chemioterapii czy immuniza-
cji. W sytuacji jednak braku eliminacji drobnoustro-
jów rozwija siê stan zaka¿enia przetrwa³ego, czasami
prowadz¹cy nawet do �mierci na skutek postêpuj¹cego
uszkodzenia tkanek.

W koncepcji patogenu wysuniêtej przez Casadevall
i P i ro f sk i  podkre�la siê, ¿e jest to czynnik zdolny do
wywo³ywania zmian patologicznych, których rozleg-
³o�æ zale¿na jest od reakcji obronnej gospodarza [4].
Istot¹ zaka¿enia s¹ zatem zmiany patologiczne bêd¹ce
wynikiem reakcji pomiêdzy drobnoustrojem i gospo-
darzem, które czêsto s¹ niezbêdne do indukcji specy-
ficznej odpowiedzi immunologicznej. Istot¹ choroby
jest natomiast kliniczne manifestowanie siê uszkodzeñ
powsta³ych w wyniku interakcji pomiêdzy drobno-
ustrojem i gospodarzem. Uszkodzenia i manifestowa-
nie siê zmian mo¿e mieæ równie¿ miejsce po wyelimi-
nowaniu drobnoustroju, np. w wyniku chemioterapii.
Tak siê dzieje na skutek reakcji organizmu np. na
endotoksynê E. coli uwolnion¹ w wyniku �mierci ko-
mórek tych bakterii, czy w wyniku indukcji immunolo-
gicznych mechanizmów prowadz¹cych do autoagresji,
jak np. ma to miejsce w nastêpstwie zaka¿eñ mykoplaz-
mami czy paciorkowcami (reumatyczne uszkodzenie
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stawów i zastawek serca). To powoduje, ¿e objawy cho-
roby utrzymuj¹ siê d³u¿ej, nawet po formalnym usuniê-
ciu wywo³uj¹cych j¹ czynników. W sensie klinicznym
choroba ma wiêc �cis³y zwi¹zek z uszkodzeniami w or-
ganizmie gospodarza i indukcj¹ odpowiedzi immunolo-
gicznej w wyniku bezpo�redniej reakcji komórek uk³a-
du odporno�ciowego z antygenami patogenu [4, 34].

W rozwa¿aniach nad zaka¿eniem i chorob¹ nale¿y
równie¿ podkre�liæ w tym procesie rolê samego go-
spodarza i sprawno�æ jego mechanizmów obronnych
[22]. To powoduje bowiem, ¿e te same drobnoustroje
u jednego bêd¹ stanowi³y florê komensaln¹, a u drugie-
go bêd¹ doprowadza³y do rozwoju zaka¿enia i manife-
stowania siê jego objawów. Oddzia³ywanie okre�lonych
czynników zjadliwo�ci drobnoustrojów bêdzie �ci�le
uzale¿nione od wra¿liwo�ci na nie i potencjalnych
mo¿liwo�ci ich neutralizowania przez okre�lonego go-
spodarza. Je¿eli ponownie przywo³amy w tym celu
C. albicans, jako przyk³ad drobnoustrojów komensal-
nych u jednych gospodarzy, to te same drobnoustroje
u osobników z zaburzeniami odporno�ci, leczonych
d³ugotrwale antybiotykami, czy noworodków z niedoj-
rza³ym uk³adem immunologicznym bêd¹ powodowa³y
zaka¿enie. Wydaje siê, ¿e jedyn¹ cech¹, któr¹ stale
mo¿emy odczytaæ z relacji towarzysz¹cych drobno-
ustrojowi i gospodarzowi jest potencjalne uszkodzenie
komórek i tkanek gospodarza przez drobnoustroje. Jego
stopieñ wyznacza definicje tej zale¿no�ci, któr¹ mo¿emy
okre�liæ komensalizmem, kolonizowaniem organizmu
przez drobnoustroje czy zaka¿eniem. Konsekwencj¹
tych zale¿no�ci jest choroba, w której obraz czynnika
patogennego i niepatogennego jest zaciemniony i nie-
zgodny z koncepcj¹ mikrobiologicznej patogenezy cho-
rób zbudowan¹ w oparciu o postulaty Kocha [4, 11, 27].

5. Podsumowanie

Pionierskie badania Roberta Kocha przyczyni³y siê
do opracowania metody, dziêki której mo¿na by³o
wykazaæ zwi¹zek etiologiczny pomiêdzy czynnikiem
zaka�nym i odpowiadaj¹ca mu chorob¹ [24, 40].
Wkrótce okaza³o siê, ¿e tzw. postulaty Kocha maj¹
ograniczenia metodyczne i epistemologiczne. Tym
niemniej przez kolejne dekady, jak równie¿ i w cza-
sach nam wspó³czesnych w wiêkszym lub mniejszym
stopniu w oparciu o nie zale¿no�ci takie staramy siê
ustalaæ. O tym, ¿e nie w ka¿dym przypadku drobno-
ustroje spe³niaj¹ ustanowione regu³y wkrótce przeko-
na³ siê sam ich Twórca podczas pracy nad przecin-
kowcami cholery, które wykrywano równie¿ u ludzi
zdrowych, co by³o niezgodne z postulatem drugim.
Z czasem zaczêto tworzyæ wyj¹tki od zasad Kocha
np. w odniesieniu do mikroorganizmów, które ich nie
spe³nia³y. W ten sposób wyró¿niono drobnoustroje,

które nie hoduj¹ siê na sztucznych po¿ywkach, wiele
drobnoustrojów, których nie mo¿na od siebie odró¿-
niæ na podstawie charakterystycznych objawów cho-
robowych poniewa¿ wszystkie powoduj¹ taka sam¹
chorobê, jak np. zapalenie nerek, czy wreszcie drob-
noustroje, z których ka¿dy mo¿e powodowaæ wiele
chorób, jak np. Streptococcus pyogenes odpowiedzial-
ny za anginê, szkarlatynê, ró¿ê itp. [17, 34].

Dalsze prace nad Vibrio cholerae i odkrycie �rodo-
wiskowego rezerwuaru tych bakterii w �luzowej
otoczce niebiesko-zielonych alg a tak¿e wp³ywu na ich
namna¿anie siê temperatury wód oceanicznych i zmian
klimatycznych wp³ynê³y na opracowanie bio-kom-
pleksowego modelu ryzyka wyst¹pienia cholery.
Uwzglêdnia³ on molekularne pod³o¿e chorobotwór-
czo�ci bakterii, ale równie¿ wi¹za³ wyst¹pienie cho-
roby z socjalno-bytowymi uwarunkowaniami ludzi
i zmianami klimatycznymi [23]. Tak wiêc cholera po
ponad 100 latach od ustanowienia postulatów Kocha
sta³a siê przyk³adem bio-kompleksowego podej�cia do
ustanowienia zwi¹zku przyczynowego pomiêdzy cho-
rob¹ a drobnoustrojem. W podej�ciu Kocha i jemu
wspó³czesnych do przyczyny choroby, dominuje prze-
konanie o wa¿no�ci pojedynczego drobnoustroju lub
jego toksycznego produktu. Okrycie biofilmów u�wia-
domi³o badaczom rolê w tym procesie konsorcjów
drobnoustrojów czy polimikrobiologicznych komplek-
sów bêd¹cych swego rodzaju prototkankami i w takiej
formie uorganizowania uczestnicz¹cymi w procesach
patofizjologicznych [3, 6, 17, 25]. Nie zawsze przy
takiej formie organizacji drobnoustrojów daje siê
zauwa¿yæ zwi¹zki przyczynowe pomiêdzy jednym
gatunkiem bakterii i zaka¿eniem obejmuj¹cym jedn¹
specyficzn¹ tkankê. Wydaje siê, ¿e kolejny prze³om
w my�leniu o przyczynie choroby zaka�nej spowodo-
wany jest wykryciem czynników g¹bczastych encefa-
lopatii. Prionowa hipoteza tych chorób stanowi pew-
nego rodzaju test dla przyjêtego wspó³cze�nie modelu
analizy przyczyny choroby budowanej na podstawie
wielu przes³anek, jak np.:

� odtwarzalnej korelacji pomiêdzy czynnikiem
etiologicznym a objawami klinicznymi, zmiana-
mi patologicznymi i epidemiologi¹ zaka¿enia,

� pewnego stanu zgodno�ci pomiêdzy przewidy-
wan¹ na dzia³anie danego czynnika reakcj¹
z faktyczn¹ reakcj¹ demonstrowan¹ ze strony
gospodarza,

� postêpuj¹cego kumulowania siê zmian, jako kon-
sekwencji procesów patofizjologicznych tocz¹-
cych siê w organizmie, czy

� zahamowania procesów patofizjologicznych w
wyniku podjêtej interwencji biomedycznej [36].

W kontek�cie wieloprzyczynowej teorii powstania
choroby czynnik biologiczny jest tylko czynnikiem
inicjuj¹cym postêpuj¹ce dalej i kumuluj¹ce siê zmiany.
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1. Wprowadzenie � w¹glik wczoraj i dzi�

W¹glik jest ostr¹ chorob¹ zaka�n¹ zwierz¹t ro�lino-
¿ernych, które po�rednio stanowi¹ g³ówne �ród³o zaka-
¿eñ ludzi i zwierz¹t drapie¿nych [8]. Zapisy historycz-
ne wskazuj¹, ¿e zoonoza ta trapi³a ludzko�æ ju¿ za
czasów Homera. Jej etiologiczny czynnik � laseczkê
w¹glika (Bacillus anthracis) � odkryto w pierwszej
po³owie XIX w. W tym czasie choroba dziesi¹tkowa³a
byd³o i owce w Europie [43]. Jej ofiarami stawali siê
czêsto ludzie, którzy zajmowali siê zaka¿onymi zwie-
rzêtami lub trudnili siê obróbk¹ produktów pochodze-
nia zwierzêcego. Wysok¹ �miertelno�æ na w¹glik od-
notowywano przewa¿nie w�ród osób zajmuj¹cych siê
prze³adunkiem skór i sier�ci zwierz¹t. W Polsce, jesz-
cze w latach miêdzywojennych w¹glik stanowi³ plagê.
Epidemie tej choroby zdarza³y siê corocznie jeszcze
w latach 1950�1960 [28]. Natomiast w kolejnym dwu-
dziestoleciu liczba zachorowañ uleg³a tak znacznemu

ograniczeniu, ¿e od pocz¹tku lat 90. przypadki tej cho-
roby odnotowywane by³y jedynie sporadycznie.

Obecnie w Europie naturalne epidemie w¹glika
w�ród zwierz¹t zdarzaj¹ siê w po³udniowych W³o-
szech [9]. Choroba ta wci¹¿ wystêpuje endemicznie
w azjatyckiej czê�ci Turcji [16], w Pakistanie i s¹-
siaduj¹cych prowincjach Indii [37], a tak¿e w Chi-
nach [39], w Afryce, w niektórych stanach USA [39]
i Ameryce Po³udniowej.

W przeciwieñstwie do pocz¹tkowego okresu
XX wieku, obecnie w¹glik jako odzwierzêca choroba
ludzi wystêpuje na tyle rzadko, ¿e lekarze klinicy�ci
maj¹ trudno�ci z jej szybkim i jednoznacznym rozpo-
znaniem. Taka sytuacja zaistnia³a w 2001 roku w USA,
gdzie dosz³o do epidemii tej choroby u ludzi [14].
Przyczyn¹ zaka¿eñ by³y przesy³ki pocztowe celowo
ska¿one przetrwalnikami B. anthracis i rozes³ane
w ramach dzia³añ o charakterze terrorystycznym.
Od tego czasu, w¹glik postrzegany jest przez opiniê
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publiczn¹ i ekspertów jako choroba, która mo¿e za-
groziæ spo³eczeñstwu na masow¹ skalê w wyniku aktu
terrorystycznego [4]. Z tego wzglêdu, w ostatnich la-
tach szczególn¹ wagê przywi¹zywano do badañ maj¹-
cych na celu rozwój metod umo¿liwiaj¹cych szybk¹
identyfikacjê laseczki w¹glika oraz pozwalaj¹cych na
efektywne ró¿nicowanie szczepów tego drobnoustroju,
celem zwiêkszenia skuteczno�ci dochodzenia epide-
miologicznego ognisk w¹glika. Po�rednio, dzia³ania
te przyczyni³y siê te¿ do znacznego wzrostu wiedzy
w zakresie biologii, molekularnej epidemiologii i filo-
genetyki B. anthracis.

2. W¹glik: rezerwuar, objawy, leczenie i zapobieganie

Naturalnym rezerwuarem laseczki w¹glika jest gle-
ba ska¿ona przetrwalnikami B. anthracis. Przetrwal-
niki, zwane potocznie sporami, s¹ odporne na skrajne
warunki �rodowiska, podstawowe �rodki higieniczne
i dezynfekcyjne, a ponadto mog¹ przez dziesiêciolecia
zachowywaæ zdolno�æ wywo³ywania zaka¿eñ. W okre-
sie ulewnych deszczy przetrwalniki laseczki w¹glika
s¹ wymywane z gleby i zostaj¹ przenoszone przez
wodê do zag³êbieñ terenu, gdzie po opadniêciu wody
osadzaj¹ siê na powierzchni ro�lin znajduj¹cych siê na
ich dnie [8]. Nastêpnie, wraz z ro�linno�ci¹, przetrwal-
niki s¹ zjadane, a tak¿e wdychane przez ¿eruj¹ce zwie-
rzêta ro�lino¿erne, u których dochodzi do �kie³kowa-
nia� przetrwalników (germinacja) i rozwiniêcia siê form
wegetatywnych � Gram-dodatnich laseczek w¹glika.
Formy wegetatywne dziêki wytwarzaniu specyficznej
toksyny i obfitej otoczki szybko mno¿¹ siê w organiz-
mie zwierzêcia, licznie wystêpuj¹ we krwi oraz w in-
nych p³ynach ustrojowych i w okresie 2�4 dni powo-
duj¹ toksemiê i �mieræ zwierzêcia. Zgon poprzedzony
jest z regu³y silnymi zaburzeniami neurologicznymi,
które zwiêkszaj¹ podatno�æ zwierzêcia na atak dra-
pie¿ników, czy te¿ w przypadku zwierz¹t hodowlanych,
wp³ywaj¹ na podjêcie decyzji o ich uboju.

Laseczki w¹glika znajduj¹ce siê p³ynach ustrojo-
wych bardzo szybko wytwarzaj¹ przetrwalniki, które
wraz z p³ynami fizjologicznymi wyciekaj¹ ze zw³ok
do gruntu lub zaka¿aj¹ zwierzêta drapie¿ne albo ludzi
zajmuj¹cych siê obróbk¹ skór, sier�ci i ko�ci zwierz¹t
zaka¿onych tym drobnoustrojem [42].

W zale¿no�ci od wrót zaka¿enia u ludzi wyró¿nia
siê trzy podstawowe kliniczne postaci w¹glika: skórn¹,
p³ucn¹ i ¿o³¹dkowo-jelitow¹ [15].

Postaæ skórna, do której dochodzi poprzez przenik-
niêcie przetrwalników w¹glika przez skórê w miejscach
zranieñ, jest najczê�ciej obserwowana u osób maj¹cych
kontakt z chorymi zwierzêtami lub trudni¹cych siê tra-
dycyjn¹ upraw¹ ziemi na obszarach ska¿onych prze-
trwalnikami. W miejscu wnikniêcia przetrwalników,

na skórze pojawia siê charakterystyczna czarna krosta
ze strupem otoczonym pêcherzykami [15]. Postaæ
skórna, zw³aszcza zlokalizowana z dala od g³owy
(d³onie, stopy) czêsto ulega samowyleczeniu w ci¹gu
kilku tygodni. Przy innym umiejscowieniu zmian,
mo¿e doj�æ do przedostania siê laseczek w¹glika do
krwioobiegu i wstêpuj¹cej posocznicy, która od trze-
ciej doby po wyst¹pieniu pierwszych objawów jest
z regu³y �miertelna, nawet gdy stosuje siê w³a�ciw¹
antybiotykoterapiê [42].

Postaæ p³ucna w¹glika rozwija siê u osób, które
przebywa³y w pomieszczeniach, w których rozpylone
by³y przetrwalniki B. anthracis. W XIX wieku, ta po-
staæ choroby wystêpowa³a u dokerów w Anglii, którzy
zajmowali siê prze³adunkiem importowanych skór,
sier�ci i runa owczego. Aktualnie na wyst¹pienie po-
staci p³ucnej nara¿one mog¹ byæ g³ównie ofiary ataku
bio-terrorystycznego. Przyjmuje siê, ¿e do efektyw-
nego zaka¿enia cz³owieka wystarcza dawka 8�10 tys.
przetrwalników [15]. Zaka¿enie objawia siê jako ostre,
przypominaj¹ce grypê, zapalenie dróg oddechowych,
które po 2�4 dniach przechodzi w ciê¿k¹ niewydol-
no�æ oddechow¹ z towarzysz¹ca posocznic¹. Z regu³y
chorzy, u których pojawi³y siê takie objawy umieraj¹
w ci¹gu kolejnych 36�48 godzin nawet, gdy s¹ pod-
dawani w³a�ciwej antybiotykoterapii i leczeniu obja-
wowemu [15].

Postaæ ¿o³¹dkowo-jelitowa wystêpuje u osób które
spo¿y³y miêso zwierzêcia chorego na w¹glik, a w szcze-
gólno�ci, gdy nie zosta³o ono poddane d³ugotrwa³ej
obróbce termicznej. Objawy zaka¿enia s¹ nietypowe
(nudno�ci, bóle brzucha, gor¹czka i krwawa biegunka).
U 25�60% osób zaka¿onych dochodzi do toksemii,
sinicy i zgonu w okresie od 2 do 5 dni od wyst¹pienia
objawów. Podobnie jak przy postaci p³ucnej szanse na
wyleczenie s¹ nik³e.

Leczenie polega na jak najwcze�niejszym podaniu
antybiotyku i ewentualnym leczeniu objawowym. Wiêk-
szo�æ dzikich szczepów laseczki w¹glika jest wra¿li-
wa na penicylinê, doksycyklinê, makrolidy i ciproflo-
ksacynê [15]. U osób, u których podejrzewana jest
inhalacja przetrwalników B. anthracis wskazane jest
stosowanie antybiotykoterapii prewencyjnej przez
6 dni, a niekiedy tak¿e przez okres do 40 dni. Szcze-
pienia daj¹ pó�n¹ i krótkotrwa³¹ odporno�æ. Przezna-
czone s¹ dla osób z grup ryzyka.

Zapobieganie szerzeniu siê w¹glika u zwierz¹t ho-
dowlanych polega na odizolowaniu i sanitarnym uboju
osobników zaka¿onych lub podejrzanych o zaka¿enie
oraz w³a�ciwej utylizacji zw³ok � spalenie lub osta-
tecznie umieszenie zw³ok w g³êbokim wykopie [15].
Do niedawna zalecano te¿ posypywanie zw³ok wapnem
chlorowanym, lecz ostatnie doniesienia wskazuj¹, ¿e
zabieg ten mo¿e byæ niewskazany [3]. Pomocne bywa
te¿ stosowanie szczepieñ zapobiegawczych u zwierz¹t
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na terenach przyleg³ych do miejsca wyst¹pienia za-
chorowañ [15], gdy¿ istnieje mo¿liwo�æ roznoszenia
choroby przez owady gryz¹ce [8].

2.1. W¹glik � wystêpowanie dawniej i obecnie

Zdaniem czê�ci autorów, pi¹ta i szósta plaga egip-
ska opisana w Biblii mo¿e prawdopodobnie stanowiæ
jeden z najstarszych zapisów �wiadcz¹cych o wystêpo-
waniu w¹glika. Wiernie przypominaj¹ce w¹glik opisy
objawów chorobowych u ludzi i zwierz¹t mo¿na zna-
le�æ ju¿ w zapiskach antycznych [43]. Wyniki analizy
tych zapisów sugeruj¹, ¿e w¹glik towarzyszy³ cz³owie-
kowi ju¿ w czasach bitwy o Trojê. Na przestrzeni wie-
ków w¹glik opisywany by³ wielokrotnie, tak¿e w pis-
mach Hipokratesa, Galena i autorów z X wieku. We
Francji, W³oszech, Anglii, Polsce i Wêgrzech w¹glik
pojawia³ siê czêsto w tekstach ró¿nych autorów z okre-
su XVI�XVIII w [43]. W kolejnym stuleciu, choroba
ta stanowi³a istotny problem zdrowotny ludzi i by³a
powa¿n¹ przyczyn¹ strat w hodowli zwierz¹t.

Zapisy historyczne i dane epidemiologiczne wska-
zuj¹, ¿e w¹glik w Polsce wystêpowa³ od dawna i sta-
nowi³ powa¿ny problem. Dane z lat 1923�1927 poka-
zuj¹, ¿e w tym okresie chorobê rozpoznano u 19 tys.
zwierz¹t w 4,5 tys. gospodarstw w Polsce [28]. Rocz-
nie zaka¿eniu ulega³o w tym czasie oko³o 60 osób.
W latach 1951�1961 liczba zachorowañ u ludzi w kraju
spad³a do oko³o 10 przypadków rocznie, podczas gdy
na pó³wyspie Iberyjskim i Apeniñskim oraz na Ba³ka-
nach zachorowania stwierdzano u setek osób [28].

W czasach obecnych zachorowania ludzi na w¹glik
w Polsce praktycznie nie wystêpuj¹. Odnotowywane s¹
one natomiast w Azji Mniejszej i przylegaj¹cej czê�ci
Indii [37]. Na pocz¹tku 2010 r. pojawi³y siê alarmuj¹ce
doniesienia o przypadkach tej choroby w Szkocji
[36] i w Niemczech [35]. £¹cznie zaka¿enie laseczk¹
w¹glika potwierdzono u 15 osób, z których 8 zmar³o.
�ród³em zaka¿enia by³a prawdopodobnie heroina
zanieczyszczona przetrwalnikami B. anthracis, któr¹
narkomani podawali sobie do¿ylnie.

W USA stwierdzano te¿ przypadki zaka¿eñ lasecz-
k¹ w¹glika u rzemie�lników wytwarzaj¹cych ludowe
instrumenty muzyczne, g³ównie bêbny. Instrumenty te
by³y wytwarzane z zachowaniem tradycyjnej afrykañ-
skiej technologii i naturalnych materia³ów. Przypadki
w¹glika odnotowywano te¿ sporadycznie u osób wy-
korzystuj¹cych tego typu instrumenty.

W od wielu lat ogniska w¹glika u zwierz¹t zda-
rza³y siê w USA, g³ównie w stanach Nebraska, Iowa
i w obu stanach Dakota oraz w okolicach stanu Teksas
[39]. W Europie zachorowania odnotowywano we
W³oszech i Francji [9]. W Australii, gdzie chorobê
tê uznano za opanowan¹, na prze³omie lat 2007 i 2008

w rejonie miejscowo�ci Hunter Valley nieoczekiwanie
pojawi³o siê du¿e ognisko w¹glika u byd³a [7]. Uzna-
no, ¿e zwierzêta zakazi³y siê przetrwalnikami pozo-
sta³ymi po ubieg³ych epidemiach, z których ostatnia
mia³a miejsce w 1939 r. Przetrwalniki te zosta³y
wymyte z gleby przez ulewne deszcze, które pada³y
w po³owie i pod koniec 2007 r. Wed³ug ostatnich
danych prasowych, podobna sytuacja mia³a równie¿
niedawno miejsce w S³owacji. Natomiast u dzikich
zwierz¹t epidemie w¹glika odnotowywane s¹ regular-
nie w parkach narodowych w USA i Kandzie [29], we
W³oszech [8] i w RPA [40].

2.2. W¹glik jako broñ biologiczna
i czynnik terroryzmu

W okresie I wojny �wiatowej podjêto pierwsze
próby wykorzystania w¹glika jako broni biologicznej.
W trakcie II wojny �wiatowej zainteresowanie militar-
nym wykorzystaniem laseczki w¹glika zacznie wzros³o
w Wielkiej Brytanii i USA [43]. W kolejnych latach
dzia³ania te rozwija³ ZSRR, a¿ do powa¿nego wypadku
w Swierd³owsku, gdzie w 1979 roku w wyniku awarii
zachorowa³o i zmar³o kilkadziesi¹t osób [31].

W czerwcu 1993 roku terrory�ci z japoñskiej sekty
Aum Shinrikyo po raz pierwszy wykorzystali hodow-
lê laseczek w¹glika przeciwko mieszkañcom miasta
Kameido [18]. Szczê�liwie, aparat rozpylaj¹cy zawie-
sinê bakteryjn¹ zosta³ szybko wykryty, a szczep którym
pos³u¿yli siê terrory�ci by³ szczepem szczepionkowym,
o obni¿onej zjadliwo�ci, dziêki czemu atak ten nie spo-
wodowa³ ofiar. Kolejny atak bio-terrorystyczny mia³
miejsce w USA w 2001 roku. £¹cznie zaka¿eniu uleg³y
tam 22 osoby, z czego 5 zmar³o [14].

3. Charakterystyka i czynniki chorobotwórczo�ci
laseczki w¹glika

Formy wegetatywne B. anthracis s¹ Gram-dodat-
nimi laseczkami tworz¹cymi charakterystyczne kolonie
na po¿ywce z dodatkiem krwi baraniej, które kszta³-
tem przypominaj¹ g³owê meduzy. Wiêkszo�æ dzikich
szczepów nie wykazuje zdolno�ci do ruchu i hemolizy,
choæ znane s¹ wyj¹tki [42]. Chorobotwórczo�æ laseczki
w¹glika zwi¹zana jest g³ównie z dwoma czynnikami:
toksyn¹ i otoczk¹.

W 1961 roku wykazano ¿e, toksyna w¹glika sk³ada
siê z trzech komponentów: czynnika obrzêku (Edema
factor) czynnika letalnego (Lethal factor) oraz antygenu
ochronnego (Protective anigen), a w latach 1980�1989
poznano sekwencje aminokwasowe tych podjednostek
i opracowano model dzia³ania toksyny [25]. Wyka-
zano, ¿e podjednostki toksyny kodowane s¹ przez
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geny: pagA, lef i cya zlokalizowane w plazmidzie
pX01 (181,6 kpz). Geny te znajduj¹ siê w obrêbie wys-
py patogenno�ci o wielko�ci 44,8 kb, która obejmuje
równie¿ geny regulatorowe, kontroluj¹ce wytwarzanie
toksyny. Wyspa ta zawiera tak¿e geny odpowiedzialne
za proces kie³kowania przetrwalników, zgrupowane
w operon gerX [30].

Otoczkê, bêd¹c¹ drugim istotnym czynnikiem cho-
robotwórczo�ci B. anthracis, opisano w 1903 roku.
W latach 1933�1937 uda³o siê j¹ oczy�ciæ i wykazaæ,
¿e zbudowana jest z polimeru kwasu D-glutaminowe-
go [27]. Prawie piêædziesi¹t lat pó�niej stwierdzono,
¿e wytwarzanie otoczki warunkuj¹ geny capA, capB
i capC, zlokalizowane w plazmidzie pX02 (96,2 kpz).
Geny te wraz z genem dep zwi¹zanym z depolime-
ryzacj¹ otoczki, tworz¹ w plazmidzie pXO2 wyspê
patogenno�ci [27, 33]. Pó�niejsze badania przyczyni³y
siê do identyfikacji czynników inicjuj¹cych wytwarza-
nie toksyny i otoczki oraz lepszego poznania mecha-
nizmów reguluj¹cych procesy wytwarzania i kie³ko-
wania przetrwalników B. anthracis.

Analiza porównawcza kompletnych genomów ró¿-
nych szczepów B. anthracis wykaza³a, ¿e drobno-
ustroje nale¿¹ce do tego gatunku charakteryzuj¹ siê
niezmiernie wysokim podobieñstwem sekwencji nu-
kleotydów oraz niemal bez wyj¹tku, posiadaj¹ iden-
tyczn¹ organizacjê genomu [20]. Warto zauwa¿yæ,
¿e blisko 37% szczepów B. anthracis znajduj¹cych siê
obecnie w kolekcjach laboratoryjnych na �wiecie wy-
kazuje zró¿nicowanie nie przekraczaj¹ce 100 pojedyn-
czych mutacji punktowych (SNPs) [21].

3.1. Bacillus cereus ssp. anthracis?

Badania molekularne przeprowadzone w ostatnim
dziesiêcioleciu pokaza³y, ¿e B. anthracis jest blisko
spokrewniony z kilkoma innymi gatunkami laseczek
z rodzaju Bacillus, okre�lanymi mianem �grupy Bacil-
lus cereus� [20]. Uwa¿a siê, ¿e laseczka w¹glika mo-
g³a wyewoluowaæ z gatunku B. cereus (sensu stricto)
lub B. thuringiensis, w wyniku pozyskania plazmidów
pX01 i pX02, które umo¿liwi³y temu drobnoustrojowi
skuteczne namna¿anie siê w organizmie zwierz¹t ro�-
lino¿ernych. Co wiêcej, stale ro�nie liczba danych
pi�miennictwa, które wskazuj¹, ¿e proces przechwy-
tywania plazmidów, wykazuj¹cych znacz¹ homologiê
do pX01 i pX02, przez ró¿ne szczepy B. cereus
i B. thuringiensis wci¹¿ zachodzi w �rodowisku [24].
Podobieñstwo �genetycznego szkieletu� laseczki w¹g-
lika i innych przedstawicieli grupy B. cereus, a tak¿e
fakt, ¿e czê�æ szczepów z tej grupy mo¿e posiadaæ plaz-
midy przypominaj¹ce pX01 i pX02 znacz¹co utrudnia
molekularn¹ identyfikacjê laseczki w¹glika, zw³aszcza
w próbkach materia³u ze �rodowiska [6, 24].

4. Identyfikacja laseczki w¹glika

Pocz¹tkowo identyfikacja B. anthracis ogranicza³a
siê do prób biologicznych na zwierzêtach. W 1903 roku
M c F a d y e a n  opracowa³ metodê barwienia b³êki-
tem metylenowym pozwalaj¹c¹ obserwowaæ otoczkê
B. anthracis. Od 1966 r. zastosowanie w izolacji
i identyfikacji laseczki w¹glika znalaz³o selektywne
pod³o¿e PLET (polimyksyna-lizozym-EDTA-octan ta-
lawy) opisane przez K n i s l e y a  [23]. W nielicznych
laboratoriach do identyfikacji B. anthracis wykorzys-
tywany jest te¿ specyficzny bakteriofag gamma, wy-
osobniony w 1955 r. przez B r o w n  i C h e r r y  [2].

Natomiast testami PCR poszukuje siê przewa¿nie
plazmidowych genów zwi¹zanych z wytwarzaniem
toksyny w¹glika lub otoczki, co wystarcza do identy-
fikacji dzikich szczepów B. anthracis lecz jest ma³o
przydatne dla wykrywania szczepów, które utraci³y
jeden lub dwa plazmidy. Co wiêcej, testy te mog¹
dawaæ wyniki w¹tpliwe lub nawet fa³szywie dodatnie,
gdy w badanym materiale znajdowaæ siê bêd¹ laseczki
z grupy B. cereus posiadaj¹ce plazmidy homologiczne
do pX01 i pX02 [32, 33]. Chocia¿, sytuacja taka zda-
rza siê w diagnostyce w¹glika rzadko, to mo¿e ona sta-
nowiæ istotny problem w badaniach próbek materia³u
�rodowiskowego na obecno�æ laseczki w¹glika [6]. Dla-
tego, dla potrzeb identyfikacji B. anthracis opracowano
szereg chromosomalnych markerów, w tym: BA813,
SG749 [5], rpoB [45], z których najbardziej swoisty
jest regulatorowy gen plcR [19]. Gen ten zawiera poje-
dyncz¹ mutacjê punktow¹ typu non-sens, która powo-
duje, ¿e jego produkt ulega skróceniu u B. anthracis
podczas, gdy u innych szczepów z grupy B. cereus jest
on wytwarzany w normalnej d³ugo�ci. Uwa¿a siê, ¿e
zmiana wielko�ci bia³ka regulatorowego PlcR wp³y-
wa na szereg funkcji w komórce, odró¿niaj¹c laseczkê
w¹glika od innych laseczek z grupy B. cereus [1]. Co
wa¿ne, obecno�æ tej mutacji w plcR mo¿na wykryæ przy
ju¿ u¿yciu podstawowych technik molekularnych [11].

5. Rozwój metod typowania szczepów
laseczki w¹glika

Badania prowadzone w latach 1990�2000 pokaza³y,
¿e szczepy B. anthracis charakteryzuj¹ siê znikomym
zró¿nicowaniem genetycznym. Zauwa¿ono, ¿e tech-
niki przydatne do genotypowania innych bakterii,
w tym PFGE (makrorestrykcyjna analiza chromoso-
malnego DNA i elektroforeza w zmiennym polu elek-
trycznym), s¹ bezu¿yteczne przy próbach typowania
szczepów laseczki w¹glika. Dopiero zastosowanie me-
tody AFLP (polimorfizm amplifikowanych fragmen-
tów restrykcyjnych) pozwoli³o dokonaæ pierwszej uda-
nej próby ró¿nicowania szczepów laseczki w¹glika, co
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przyczyni³o siê do odkrycia dwóch g³ównych linii filo-
genetycznych B. anthracis [13]. Opracowanie bardziej
wydajnych metod ró¿nicowania szczepów laseczki
w¹glika sta³o siê mo¿liwe dopiero po poznaniu se-
kwencji nukleotydowej genomu B. anthracis [38]. Wy-
si³ki w tym zakresie zosta³y zintensyfikowane po wy-
darzeniach z 2001 r. w USA tak, ¿e do chwili obecnej
poznane zosta³y genomy piêciu szczepów B. anthracis.
Porównawcza analiza genomów ró¿nych szczepów la-
seczki w¹glika potwierdzi³a wyj¹tkow¹ genetyczn¹
jednorodno�æ tego drobnoustroju [44].

5.1. MLVA

Dochodzenie epidemiologiczne ognisk w¹glika nie-
zmiernie u³atwi³a nowa metoda genotypowania B. an-
thracis, wykorzystuj¹ca polimorfizm tandemowych
sekwencji powtórzonych: variable-number tandem-
repeats (VNTR) [17]. Sekwencje te charakteryzuje tak
wysoka zmienno�æ, ¿e uznawane s¹ one za najbardziej
polimorficzne odcinki genomu bakteryjnego. Metoda
ta, zwana multiple-locus VNTR-analysis (MLVA), zo-
sta³a opracowana w 2000 roku. Dziêki wykorzystaniu
o�miu wysoce polimorficznych markerów VNTR (vrrA,
vrrB1, vrrB2, vrrC1, vrrC2, CG3, pXO1-aat, pXO2-at)
po raz pierwszy osi¹gniêto wysoki potencja³ dyskry-
minacyjny w ró¿nicowaniu szczepów B. anthracis.
Wyró¿niono 89 genotypów w�ród 426 szczepów la-
seczki w¹glika, co pokaza³o, ¿e MLVA jest skuteczn¹
metod¹ genotypowania B. anthracis.

Aby zapewniæ wy¿szy potencja³ ró¿nicuj¹cy me-
tody MLVA, w kolejnych latach zwiêkszono liczbê
markerów VNTR do 15 [44], a nawet do 25 [26], uzys-
kuj¹c szczegó³owy wgl¹d w globaln¹ i lokalna struk-
turê populacji B. anthracis. Metoda ta umo¿liwi³a
przygotowanie dok³adnych modeli filogenetycznych
B. anthracis [17, 39, 44].

5.2. SNR

W 2006 roku opracowano now¹ metodê subtypo-
wania B. anthracis, która pozwala³a na ró¿nicowanie
szczepów nale¿¹cych do tego samego genotypu MLVA
[41]. Metoda ta przypomina swoimi za³o¿eniami MLVA
lecz przedmiot analizy stanowi 21 markerów (loci) za-
wieraj¹cych powtórzenia jednonukleotydowe (Single
Nucleotide Repeats). Metoda SNR wymaga stosowa-
nia technik gwarantuj¹cych odró¿nianie odcinków
DNA ró¿ni¹cych siê tylko pojedynczym nukleotydem.
Ze wzglêdu na du¿¹ pracoch³onno�æ tego typu analiz,
inni autorzy wykorzystywali w swoich badaniach je-
dynie cztery markery wykazuj¹ce najwiêkszy poten-
cja³ ró¿nicuj¹cy [22]. Metoda SNR okaza³a siê przy-
datna w epidemiologicznym dochodzeniu lokalnych
ognisk w¹glika u dzikich zwierz¹t [9].

5.2. canSNPs

Porównawcza analiza genomów ró¿nych szczepów
laseczki w¹glika umo¿liwi³a opracowanie kolejnej
metody ró¿nicowania B. anthracis [44]. Metoda ta wy-
korzystuje 14 specyficznych loci zawieraj¹cych punk-
towe mutacje reprezentatywne dla 12 linii filogene-
tycznych B. anthracis [34, 39]. Mutacje te, a w³a�ciwie
polimorficzne nukleotydy, nazywane s¹ polimorfizma-
mi kanonicznymi (canSNP), gdy¿ pozwalaj¹ zidentyfi-
kowaæ poszczególne linie filogenetyczne B. anthracis
bez konieczno�ci ka¿dorazowego badania kilkuset
nukleotydów polimorficznych rozproszonych w ca³ym
genomie [34]. Ta nowa metoda typowania jest czêsto
stosowana w po³¹czeniu z MLVA [44, 39] i mo¿e byæ
szczególnie przydatna w charakteryzowaniu szczepów
wyosobnionych w trakcie dochodzeñ epidemiologicz-
nych ognisk w¹glika i w rekonstrukcjach filogenetycz-
nych [44, 39, 31].

6. Filogeneza i molekularna epidemiologia
laseczki w¹glika

Wyniki badañ szczepów pochodz¹cych z wielu
krajów (USA, Francja, Polska, W³ochy, RPA, Kanada,
Rosja, Chiny) pokazuj¹, ¿e w¹glik jest zoonoz¹ wy-
wodz¹c¹ siê z po³udnia Afryki, która rozprzestrzeni³a
siê globalnie wraz z wêdrówkami plemion pasterskich
[44]. Choroba dotar³a do Europy, Azji i jedwabnym
szlakiem do Chin [39]. W 1847 roku w¹glik zosta³
zawleczony przez osadników do Australii. Podobnie,
w pocz¹tku XIX wieku w¹glik dotar³ do po³udniowych
rejonów Ameryki Pó³nocnej [39]. Natomiast do pó³noc-
nej czê�ci tego kontynentu choroba mog³a zostaæ zawle-
czona ju¿ przez pierwotne plemiona wêdrowne, które
kilka tysiêcy lat temu przeby³y Cie�ninê Beringa [39].

Wyniki przeprowadzonego niedawno genotypowa-
nia szczepów B. anthracis wyizolowanych w Chinach
wskazuj¹, ¿e wystêpuj¹cy na po³udniu USA szczep
Ames wywodzi siê najprawdopodobniej z Chin, a nie
z Europy czy te¿ z Ameryki Pó³nocnej [39].

6.1. Zró¿nicowanie szczepów B. anthracis
w skali globalnej

Po³¹czenie MLVA i can-SNP pozwoli³o uzyskaæ
szczegó³owy wgl¹d w przebieg i dynamikê lokalnych
epidemii w¹glika, a tak¿e umo¿liwi³o stworzenie ujed-
noliconego, modelu filogenetyczno-geograficznego
B. anthracis w skali globalnej [44, 39].

Obecnie wiadomo, ¿e gatunek B. anthracis obejmu-
je dwie g³ówne linie filogenetyczne: A i B, z których
linia A grupuje liczne i wyra�nie zró¿nicowane szcze-
py wystêpuj¹ce obecnie na wszystkich zamieszka³ych
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przez cz³owieka kontynentach, za� linia B ogranicza
siê do szczepów wystêpuj¹cych w po³udniowej czê�ci
Afryki (B1), których czê�æ równie¿ trafi³a do Europy
(linia B2), gdzie utrzymuj¹ siê od lat w swojej niszy
ekologicznej [10, 21]. Szczepy z grupy B2 wykrywa-
no we Francji, w Polsce i na Ba³kanach [10]. Ponadto
w Ameryce Pó³nocnej znaleziono te¿ nieliczne szcze-
py, które reprezentuj¹ odrêbn¹ liniê filogenetyczn¹ � C.
Czê�æ autorów uwa¿a, ¿e linia C obejmuje filogene-
tycznie najstarsze szczepy B. anthracis [34]. Szczepy
linii C wykryto w trakcie szeroko zakrojonych badañ,
które nie by³y jak dot¹d prowadzone na tak¹ skalê
poza USA, z tego wzglêdu nie mo¿na jednoznacznie
wykluczyæ wystêpowania szczepów linii C tak¿e na
innych kontynentach.

Szczepy B. anthracis z linii A reprezentuj¹ dwa du¿e
rejony geograficzne: zachodni¹ Amerykê Pó³nocn¹
(WNA) i Eurazjê (TEA), które ³¹cznie obejmuj¹ oko³o
37% populacji. Ponadto mo¿na tu wyró¿niæ te¿ dwie
kolejne grupy szczepów: Vollum (5%) i Ames (1%).

W�ród szczepów z linii B dominuje afrykañska
podgrupa B1 � do niedawna uwa¿ana za najbardziej
pierwotn¹ populacjê laseczki w¹glika � obejmuj¹ca
oko³o 6%, a tak¿e mniej liczna afro-europejska gru-
pa B1 (1%). Szczepy linii C obejmuj¹ zaledwie 0,2%
populacji.

Na obszarze obu Ameryk dominuj¹ liczebnie klo-
ny B. anthracis z linii A reprezentuj¹ce jednakowy lub
zbli¿ony typ MLVA i canSNP, co mo¿e byæ nastêp-
stwem wzglêdnie niedawnego zawleczenia choroby
i szybkiego szerzeniem siê jej czynnika etiologiczne-
go, czemu sprzyjaæ mo¿e intensywna hodowla byd³a
w formie du¿ych stad. Porównywalny stopieñ klonal-
no�ci obserwowano te¿ w�ród szczepów B. anthracis
wyizolowanych w Australii [44], gdzie w¹glik zawle-
czono zaledwie 160 lat temu.

6.2. Zró¿nicowanie izolatów B. anthracis
w epidemiach lokalnych

Badania prowadzone w Parku Narodowym Pollino,
Basilicata w po³udniowych W³oszech, gdzie od lat
okresowo zdarzaj¹ siê naturalne epidemie w¹glika
w�ród dziko-¿yj¹cych zwierz¹t ro�lino¿ernych pozwo-
li³y �ledziæ cykle epidemiczne w¹glika i wykaza³y
jedynie �ladowy zakres molekularnego zró¿nicowania
poszczególnych izolatów B. anthracis wyosabnionych
od kolejnych zwierz¹t, które pad³y na w¹glik w trakcie
szerzenia siê epidemii tej choroby [9]. Wyniki tych ba-
dañ pokaza³y, ¿e z jednym wyj¹tkiem, zachorowania
w 41 ogniskach, do których dosz³o w trakcie epidemii,
spowodowane by³y tym samym szczepem B. anthracis.
Szczep ten wystêpowa³ na terenie parku od lat. Po-
dobnych informacji dostarczy³y te¿ wyniki analogicz-
nych badañ przeprowadzonych w Kanadzie [29].

7. Charakterystyka molekularna szczepów
laseczki w¹glika w Polsce

Przeprowadzone metod¹ MLVA retrospektywne ba-
dania szczepów B. anthracis wyizolowanych w Polsce
[10, 12] wykaza³y wysoki, w porównaniu do innych
krajów europejskich, stopieñ zró¿nicowania szczepów
laseczki w¹glika w kraju. Dostêpne dane pi�miennic-
twa wskazuj¹, ¿e na terenie Polski wystêpowa³y szcze-
py B. anthracis nale¿¹ce przynajmniej do 7 ró¿nych
genotypów MLVA, które reprezentowa³y dwie g³ówne
linie filogenetyczne A i B (B2). Tak znaczne zró¿nico-
wanie populacji B. anthracis w Polsce mo¿e byæ na-
stêpstwem efektywnej, lokalnej ewolucji szczepów tego
drobnoustroju, która zachodzi³a przez kolejne stulecia,
podczas rokrocznych epidemii w¹glika. Ponadto, szcze-
py z ró¿nych rejonów Europy i Azji Mniejszej mog³y
byæ na przestrzeni stuleci sprowadzane na teren Polski
wraz z migruj¹cymi stadami byd³a, owiec i koni,
w nastêpstwie licznych dzia³añ wojennych b¹d� wy-
miany handlowej.

8. Podsumowanie

W¹glik, jako choroba zwierz¹t i ludzi zosta³a w Pol-
sce i w Europie niemal ca³kowicie wyeliminowana,
choæ s¹ regiony gdzie wci¹¿ wystêpuje ona endemicz-
nie. Nale¿y te¿ pamiêtaæ, ¿e przetrwalniki B. anthracis
zachowuj¹ ¿ywotno�æ przez wiele dziesiêcioleci i przy
korzystnych warunkach pogodowych (ulewne deszcze,
powodzie) mog¹ zostaæ wyp³ukane z gleby i wywo³aæ
lokalne ogniska w�ród zwierz¹t na terenach, na których
od dziesiêcioleci nie obserwowano tej choroby. Z tego
wzglêdu konieczne jest podtrzymywanie sta³ej zdolno�-
ci do szybkiej identyfikacji i typowania tego drobno-
ustroju w kraju, co ze wzglêdów ekonomicznych powin-
no byæ w gestii sta³ego, referencyjnego laboratorium.

Badania przeprowadzone w ostatniej dekadzie po-
zwoli³y poznaæ filogenezê i molekularn¹ epidemiologiê
laseczki w¹glika, czyli dostrzec zale¿no�ci pomiêdzy
zró¿nicowaniem genetycznym szczepów B. anthracis,
a ich geograficznym wystêpowaniem, sposobem sze-
rzenia siê w trakcie epidemii, rezerwuarem i historycz-
nym pochodzeniem. Drobnoustrój ten od wieków to-
warzyszy³ ludzko�ci i wraz z jej ekspansj¹ wkracza³ na
nowe tereny i zajmowa³ nowe nisze ekologiczne [21],
w których pozostanie jeszcze przez wiele pokoleñ.

Pi�miennictwo

1. Agaisse H., Gominet M., Økstad O.A., Kolstø A.B., Lere-
clus D.: PlcR is a pleiotropic regulator of extracellular viru-
lence factor gene expression in Bacillus thuringiensis. Mol.
Microbiol. 32, 1043�1053 (1999)



171DIAGNOSTYKA I MOLEKULARNA EPIDEMIOLOGIA BACILLUS ANTHRACIS

2. Brown E.R., Cherry W.B.: Specific identification of Bacillus
anthracis by means of a variant bacteriophage. J. Infect. Dis.
96, 34�39 (1955)

3. Chelsea G. Himsworth. The danger of lime use in agricul-
tural anthrax disinfection procedures: the potential role of
calcium in the preservation of anthrax spores. Can. Vet. J.
49, 1208�1210 (2008)

4. Chomiczewski K., Kocik J., Szkoda M.T.: Bioterroryzm.
Wyd. Lekarskie PZWL, Warszawa 2002.

5. Daffonchio D., Borin S., Frova G., Gallo R., Mori E., Fani R.,
Sorlini C.: A randomly amplified polymorphic DNA marker
specific for teh Bacillus cereus group is diagnostic for Bascil-
lus anthracis. Appl. Environ. Microbiol. 65, 1298�1303 (1999)

6. Daffonchio D., N. Raddadi i wsp.: A strategy for identifica-
tion of Bacillus cereus and Bacillus thuringiensis strains clo-
sely related to Bacillus anthracis. Appl. Environ. Microbiol.
72, 1295�1301 (2006)

7. Durrheim D.N., Freeman P., Roth I., Hornitzky M.: Epi-
demiologic questions from anthrax outbreak, Hunter Valley,
Australia. Emerg. Infect. Dis. 15, 840�842 (2009)

8. Fasanella A., Galante D., Garofolo G., Jones M.H.: Anthrax
undervalued zoonosis. Vet. Microbiol. 140, 318�331 (2010)

9. Garofolo G., Ciammaruconi A., Fasanella A., Scasciamac-
chia S., Adone R., Pittiglio V., Lista F.: SNR analysis: mole-
cular investigation of an anthrax epidemic. BMC Vet. Res.
28, 6�11 (2010)

10. Gierczyñski R., Ka³u¿ewski S., Rakin A., Jagielski M., Za-
sada A., Jakubczak A., Borkowska-Opacka B., Rastawicki W.:
Intriguing diversity of Bacillus anthracis in eastern Poland
� the molecular echoes of the past outbreaks. FEMS Micro-
biol. Lett. 239, 235�240 (2004)

11. Gierczyñski R., Zasada A.A., Raddadi N., Merabishvili M.,
Daffonchio D., Rastawicki W., Jagielski M.: Specific Bacil-
lus anthracis identification by a plcR-targeted restriction site
insertion-PCR (RSI-PCR) assay. FEMS Microbiol. Letters,
272, 55�59 (2007)

12. Gierczyñski R., Jakubczak A., Jagielski M.: Extended mul-
tiple-locus variable-number tandem-repeat analysis of Bacil-
lus anthracis strains isolated in Poland. Pol. J. Microbiol.
58, 3�7 (2009)

13. Jackson P.J., Hill K.K., Laker M.T., Ticknor L.O., Keim P.:
Genetic comparison of Bacillus anthracis and its close rela-
tives using amplified fragment length polymorphism and
polymerase chain reaction analysis. J. Appl. Microbiol. 87,
263�269 (1999)

14. Jernigan D.B., P. L. Raghunathan i wsp.: Investigation of bio-
terrorism-related anthrax, United States, 2001: epidemio-
logic findings. Emerg. Infect. Dis. 8, 1019�1028 (2002)

15. Ka³u¿ewski S.: W¹glik (w) Choroby zaka�ne i paso¿ytnicze
� epidemiologia i profilaktyka. wyd. IV red. Magdzik W.,
Naruszewicz-Lesiuk D., Zieliñski A. Alfa-Medica Press,
Bielsko-Bia³a 2007, str. 317�322

16. Karahocagil M.K., Akdeniz N., Akdeniz H., Calka O., Kar-
sen H., Bilici A., Bilgili S.G., Evirgen O.: Cutaneous anthrax
in Eastern Turkey: a review of 85 cases. Clin. Exp. Dermatol.
33, 406�411(2008)

17. Keim P., Price L.B., Klevytska A.M., Smith K. L., Schupp J.
M., Okinaka R., Jackson P. J., Hugh-Jones M. E.: Multiple-
locus variable-number tandem repeats analysis reveals ge-
netic relationship within Bacillus anthracis. J. Bacteriol.
182, 2928�2936 (2000)

18. Keim P., K.L. Smith i wsp.: Molecular investigation of the
Aum Shinrikyo anthrax release in Kameido, Japan. J. Clin.
Microbiol. 39, 4566�4567 (2001)

19. Keim P.: Use of single nucleotide polymorphisms in the plcR
gene for specific identification of Bacillus anthracis. J. Clin.
Microbiol. 43, 1995�1997 (2005)

20. Keim P., Gruendike J.M., Klevytska A.M., Schupp J.M.,
Challacombe J., Okinaka R.: The genome and variation of
Bacillus anthracis. Mol. Aspects. Med. 30, 397�405 (2009).

21. Keim P.S., Wagner D.M.: Humans, evolutionary and ecolo-
gic forces shaped the phylogeography of recently emerged
diseases. Nat. Rev. Microbiol. 7, 813�821 (2009)

22. Kenefic L.J., Beaudry J., Trim C., Huynh L., Zanecki S.,
Matthews M., Schupp J., Van Ert M., Keim P.: A high resolu-
tion four-locus multiplex single nucleotide repeat (SNR) geno-
typing system in Bacillus anthracis. J. Microbiol. Methods,
73, 269�272 (2008)

23. Knisley R.F.: Selective medium for Bacillus anthracis.
J. Bacteriol. 92, 784�286 (1966)

24. Kolstø A.B., Tourasse N.J., Økstad O.A.: What sets Bacillus
anthracis apart from other Bacillus species? Annu. Rev.
Microbiol. 63, 451�476 (2009)

25. Lacy D.B., Collier R.J.: Structure and function of anthrax
toxin (w) w: Anthrax (red.) Koehler T.M. Springer-Verlag
Berlin Heidelberg New York, 2002

26. Lista F., Faggioni G. i wsp.: Genotyping of Bacillus anthracis
strains based on automated capilary 25-loci multiple locus
variable-number tandem repeats analysis. BMC Microbio-
logy, 6, 33 (2006).

27. Makino S.I., Uchida I., Terakado N., Sasakawa C., Yoshikawa
M.: Molecular characterization and protein analysis of the
cap region, which is essential for encapsulation in Bacillus
anthracis. J. Bacteriol. 171, 722�730 (1989)

28. Naruszewicz-Lesiuk D.: W¹glik (w) Choroby zaka�ne w Pol-
sce i ich zwalczanie w latach 1919�1962, red. Kostrzewski J.,
PZWL, Warszawa, 1964

29. Nishi J.S., Ellsworth T.R., Lee N., Dewar D., Elkin B.T.,
Dragon D.C.: Northwest Territories. An outbreak of an-
thrax (Bacillus anthracis) in free-roaming bison in the North-
west Territories, June-July 2006. Can. Vet. J. 48, 37�38
(2007)

30. Okinaka R.T., Cloud K. i wsp.: Sequence and organization
of pXO1, the large Bacillus anthracis plasmid harboring the
anthrax toxin genes. J. Bacteriol. 181, 6509�6515 (1999)

31. Okinaka R.T., Henrie M. i wsp.: Single nucleotide polymor-
phism typing of Bacillus anthracis from Sverdlovsk tissue.
Emerg. Infect. Dis. 14, 653�656 (2008)

32. Pannucci J., Okinaka R.T., Sabin R., Kuske C.R.: Bacillus
anthracis pXO1 plasmid sequence conservation among clo-
sely related bacterial species. J. Bacteriol. 184, 134�141
(2002)

33. Pannucci J., Okinaka R.T., Williams E., Sabin R., Ticknor L.O.,
Kuske C.R.: DNA sequence conservation between the Ba-
cillus anthracis pXO2 plasmid and genomic sequence from
closely related bacteria. BMC Genomics; http://www.bio-
medcentral.com/1471�2164/3/34 (2002)

34. Pearson T., J.D. Busch i wsp.: Phylogenetic discovery bias
in Bacillus anthracis using single-nucleotide polymorphisms
from whole-genome sequencing. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
101, 13536�13541 (2004)

35. Radun D., Bernard H. i wsp.: Preliminary case report of fatal
anthrax in an injecting drug user in North-Rhine-Westpha-
lia, Germany, December 2009. Euro. Surveill. 14, 15(2). pii:
19464 (2010)

36. Ramsay C.N, Stirling A. i wsp.: An outbreak of infection
with Bacillus anthracis in injecting drug users in Scotland.
Euro. Surveill. 14, 15(2), pii: 19465 (2010)



172 RAFA£ GIERCZYÑSKI

37. Ray T.K., Hutin Y.J., Murhekar M.V.: Cutaneous anthrax, West
Bengal, India, 2007. Emerg. Infect. Dis. 15, 497�499 (2009)

38. Read T.D., Peterson S.N. i wsp.: The genome sequence of
Bacillus anthracis Ames and comparison to closely related
bacteria. Nature, 423, 81�86 (2003)

39. Simonson T.S., Okinaka R.T. i wsp.: Bacillus anthracis in
China and its relationship to worldwide lineages. BMC Micro-
biol. Apr 15, 9�71  (2009)

40. Smith K.L., DeVos V., Bryden H., Price L.B., Hugh-Jones
M.E., Keim P.: Bacillus anthracis diversity in Kruger Natio-
nal Park. J. Clin. Microbiol. 38, 3780�3784 (2000)

41. Stratilo C.W., Lewis C.T., Bryden L., Mulvey M.R., Bader D.:
Single-nucleotide repeat analysis for subtyping Bacillus
anthracis isolates. J. Clin. Microbiol. 44, 777�782 (2006)

42. Turnbull, P.C.B. i wsp.: Guidelines for the surveillance and
control of anthrax in humans and animals. 3rd ed. WHO/
EMC/ZDI./98.6.

43. Turnbull P.C.B.: Anthrax history, disease and ecology [w:]
Anthrax [red.] Koehler T.M. Springer-Verlag Berlin Heidel-
berg New York, 2002

44. Van Ert M.N., Easterday W.R., Huynh L.Y., Okinaka R.T.,
Hugh-Jones M.E., Ravel J., Zanecki S.R., Pearson T., Simon-
son T.S., U�Ren J.M. i wsp.: Global genetic population struc-
ture of Bacillus anthracis. PloS ONE, 2 (5), e461 (2007)

45. Zasada A.A., Gierczyñski R., Raddadi N., Daffonchio D.,
Jagielski M.: Some Bacillus thuringiensis strains share rpoB
nucleotide polymorphisms also present in Bacillus anthra-
cis. J. Clin. Microbiol. 44, 1606�1607 (2006)



POST. MIKROBIOL.,
2010, 49, 3, 173�178
http://www.pm.microbiology.pl

1. Wprowadzenie

Drobnoustroje towarzysz¹ce rodzajowi ludzkiemu
od pocz¹tków jego istnienia zdaj¹ siê stale wyprze-
dzaæ nas �o krok�. Postêpowi, który niew¹tpliwie zo-
sta³ osi¹gniêty w eliminacji chorób zaka�nych, wtóruje
pojawianie siê nowych zagro¿eñ ze strony mikroorga-
nizmów. Wystarczy wspomnieæ zaka¿enia wirusem
HIV, HCV, atypowymi wirusami grypy, wielolekoopor-
nymi pr¹tkami gru�licy, zaka¿enia towarzysz¹ce sto-
sowaniu w praktyce medycznej biomateria³ów i wiele
innych. Nawet drobnoustroje, które wydaj¹ siê do�æ
dobrze scharakteryzowane, potrafi¹ zaskakiwaæ nie-
znanymi w³a�ciwo�ciami. Z ca³¹ pewno�ci¹ mo¿na
zaliczyæ do tej grupy gronkowce, na czele ze Staphylo-
coccus aureus � najistotniejszym z tego rodzaju gatun-
kiem chorobotwórczym dla cz³owieka i zwierz¹t.

Zestaw posiadanych przez S. aureus czynników wi-
rulencji jest niezwykle bogaty. Obejmuje on zarówno
integralne struktury komórkowe, jak równie¿ szerok¹
grupê czynników wydzielanych do �rodowiska. W�ród
pierwszych warto wymieniæ charakterystyczne dla
drobnoustrojów Gram-dodatnich: peptydoglikan (PG),
kwasy tejchojowe (TA, teichoic acids) i lipotejchojo-

we (LTA, lipoteichoic acids), a tak¿e struktury typowe
dla S. aureus, takie jak: bia³ko A (SpA, staphylococcal
protein A), czynnik skupiania (Clf, clumping factor),
bia³ko Bap (biofilm-associated protein), bia³ka Dlt czy
wystêpuj¹ce u wszystkich gronkowców bia³ka z grupy
MSCRAMMs (microbial surface components recogni-
zing adhesive matrix molecules) wi¹¿¹ce ECM (extra-
cellular matrix proteins). Czynniki wirulencji gron-
kowców wydzielane z ich komórek obejmuj¹ miêdzy
innymi: adhezynê gronkowcow¹ PIA/PNAG (polysac-
charide intercellular adhesin/polymeric N-acetyl-gluco-
samine), bia³ko adhezyjne Eap, bia³ko wi¹¿¹ce fibry-
nogen Efb (extracellular fibrinogen binding protein),
inhibitor komplementu SCIN (staphylococcal comple-
ment inhibitor), bia³ko CHIPS (chemotaxis inhibitory
protein of staphylococci), koagulazê, stafylokinazê
(SAK) i wiele innych enzymów. W�ród czynników
zewn¹trzkomórkowych na szczególne wyró¿nienie
zas³uguj¹ toksyny, w tym: hemolizyny (", $, (, *),
leukocydyna Panton-Valentine (PVL), toksyny epider-
molityczne, enterotoksyny, toksyna zespo³u wstrz¹su
toksycznego (TSST-1) czy bia³ka przypominaj¹ce su-
pernatygeny (SSLs, staphylococcal superantigen-like
protein) [4, 7, 10, 13, 15, 19, 24, 28, 35, 37, 40].
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2. Interferencja gronkowców z mechanizmami
odporno�ciowymi gospodarza

Wydaje siê, i¿ wszystkie czynniki wirulencji gron-
kowców zosta³y ju¿ bardzo dobrze opisane, zarówno
pod wzglêdem strukturalnym, jak i funkcjonalnym.
Tymczasem wprowadzenie nowych technik badaw-
czych oraz szersze spojrzenie na aspekty funkcjonowa-
nia i kooperacji gronkowców (np. w z³o¿onej struktu-
rze biofilmu, tak¿e wielogatunkowego), rzuca na wiele
z tych elementów patogenno�ci zupe³nie nowe �wiat³o.

Przyk³adem znanych czynników wirulencji S. aureus
o niedawno ujawnionych nowych w³a�ciwo�ciach mo¿e
byæ powierzchniowe bia³ko A. Udzia³ SpA w hamo-
waniu fagocytozy i blokowaniu klasycznej drogi ak-
tywacji dope³niacza, bêd¹cy efektem nieswoistego
wi¹zania immunoglobulin klasy IgG i IgM przez ich
fragment Fc, jest znany od lat. Najnowsze badania do-
datkowo wskazuj¹ na SpA, jako jeden z wa¿niejszych
czynników promuj¹cych agregacjê gronkowców i two-
rzenie przez te drobnoustroje biofilmu. Wykazano, i¿
nawet sama obecno�æ SpA w pod³o¿u wzrostu drobno-
ustrojów nasila interakcje miêdzykomórkowe. Za�
delecja genu spa ogranicza zdolno�æ tak powsta³ych
mutantów S. aureus do zasiedlania biomateria³ów me-
dycznych in vivo [28]. Ponadto zwraca siê te¿ uwagê
na inn¹ aktywno�æ biologiczn¹ SpA. Wi¹zanie tego
bia³ka z receptorem dla czynnika martwicy nowotwo-
rów (TNF, tumor necrosis factor) � TNFRI na komór-
kach eukariotycznych mo¿e prowadziæ do wzbudzenia
reakcji zapalnej oraz do aktywacji szlaków apoptozy
[13, 28]. Tym samym ranga SpA, w�ród czynników
wirulencji istotnych w procesie rozwoju infekcji
z udzia³em gronkowców, dodatkowo wzros³a.

Niedoceniana mo¿e byæ tak¿e rola proteaz, jak¹
enzymy te odgrywaj¹ w rozwoju zaka¿eñ z udzia³em
ró¿nych mikroorganizmów, w³¹czaj¹c w to gronkowce.
Zwykle wskazuje siê na znaczenie proteaz w rozprze-
strzenianiu drobnoustrojów w tkankach, u podstaw
którego le¿y ich zdolno�æ do rozk³adu bia³ek ECM.
Tymczasem proteazy nale¿y równie¿ zaliczyæ do czyn-
ników skutecznie interferuj¹cych z mechanizmami
obronnymi gospodarza. Przeprowadzaj¹ one miêdzy
innymi degradacjê defensyn i immunoglobulin [34].
Ostatnio za� S m a g u r  i wsp. [35] wykazali, i¿ pro-
teaza SspB � jedna z czterech (obok SspA, ScpA
i aureolizyny) najlepiej poznanych proteaz S. aureus,
jest odpowiedzialna za degradacjê receptora Fc(RIII
i cz¹stki adhezyjnej CD11b na komórkach eukario-
tycznych. Aktywno�æ tego enzymu w ustroju gospo-
darza utrudnia wiêc zjawisko chemotaksji i diapedezy
leukocytów. Nale¿y równie¿ wspomnieæ o udziale pro-
teaz drobnoustrojów w uwalnianiu ich z zewn¹trz-
komórkowej �sieci pu³apkowej� tworzonej g³ównie
przez granulocyty obojêtnoch³onne � NETs (neutro-

phil extracellular traps). Do powstawania NETs do-
chodzi prawdopodobnie po wyczerpaniu wszystkich
mo¿liwo�ci wewn¹trzkomórkowego zabijania drobno-
ustrojów, kiedy aktywowane komórki wydzielaj¹ do
otoczenia chromatynê i liczne peptydy bójcze (np.
katepsynê G, mieloperoksydazê, elastazê, laktoferynê,
¿elatynazê). Tak utworzona sieæ w sposób fizyczny
zatrzymuje drobnoustroje w miejscu równoczesnego
nagromadzenia czynników dzia³aj¹cych przeciwdrob-
noustrojowo [3, 30].

Tak naprawdê jednak sukces S. aureus jako pato-
genu wynika nie tyle z aktywno�ci biologicznej poje-
dynczych czynników wirulencji tego drobnoustroju,
ale z umiejêtno�ci równoczesnego wykorzystania wielu
z nich oraz szybkiego dostosowania ich ekspresji do
konkretnie zaistnia³ej sytuacji in vivo. Synergistyczne
dzia³anie ró¿nych wyznaczników patogenno�ci daje
gronkowcom mo¿liwo�æ interferencji z aktywno�ci¹
uk³adu odporno�ciowego gospodarza praktycznie na
ka¿dym etapie rozwoju odpowiedzi przeciwdrobno-
ustrojowej. Za� geny je koduj¹ce zosta³y w toku ewo-
lucji zgrupowane w wiêksze jednostki organizacyjne
genomu zwane operonami i podporz¹dkowane syste-
mom regulatorowym ekspresji genów (dwa najwa¿-
niejsze z nich u gronkowców to agr � accessory gene
regulator i sarA � staphylococcal accessory regu-
lator A) tak, by umo¿liwiæ ich równoczesn¹ ekspresjê
czy represjê [6, 41].

Interferencja gronkowców widoczna jest ju¿ na
pierwszym etapie rozwoju reakcji odporno�ciowej
w organizmie gospodarza � wykazuj¹ one zdolno�æ
hamowania migracji komórek fagocytarnych do miejs-
ca infekcji. Zjawisko diapedezy i chemotaksji leuko-
cytów determinuj¹ swoiste receptory znajduj¹ce siê na
ich powierzchni i na powierzchni innych komórek, np.
�ródb³onka naczyñ krwiono�nych. Opuszczanie krwio-
obiegu przez fagocyty zachodzi dziêki swoistym inter-
akcjom typu receptor-ligand warunkowanym przez
obecno�æ na komórkach immunokompetentnych recep-
torów dla selektyn: PSGL-1 (P-selectin glycoprotein
ligand-1) i ESL-1 (E-selectin ligand-1) oraz cz¹ste-
czek integryn: Mac-1, LFA-1 i VLA-4, które ³¹cz¹ siê
(odpowiednio) z selektynami P i E oraz receptorami:
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) i VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule-1) na komórkach
�ródb³onka [9]. W badaniach nad patogenno�ci¹ gron-
kowców stwierdzono natomiast, i¿ wytwarzany przez
nie polipeptyd SSL-5 wykazuje zdolno�æ ³¹czenia siê
z receptorami dla P-selektyn (PSGL-1), za� bia³ko Eap
blokuje receptor ICAM-1 [4, 13, 18]. Tym samym oba
bia³ka produkowane przez S. aureus interferuj¹ z pro-
cesami przylegania fagocytów do komórek �ródb³onka
naczyñ, toczenia siê po nich i przechodzenia (diape-
dezy) przez �ciany naczyñ. Dalszy ukierunkowany
ruch leukocytów w tkankach warunkuj¹ miêdzy inny-
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mi czynniki chemotaktyczne powstaj¹ce w organizmie
gospodarza, jak uwalniane w trakcie aktywacji dope³-
niacza fragmenty C5a i C3a czy chemokiny (IL-8,
MIP, MCP), TGF-$, leukotrien LTB4, defensyny,
czynnik aktywuj¹cy p³ytki (PAF) i inne. W�ród chemo-
atraktantów wymienia siê równie¿ czynniki wydzielane
przez same drobnoustroje, w tym g³ównie struktury
zaliczane do PAMPs (patogen associated molecular
patterns), jak formylowane peptydy (fMLP) [11, 32].
Odpowied� fagocytów na czynniki chemotaktyczne
nastêpuje przy udziale swoistych dla nich receptorów
na powierzchni tych komórek. Tymczasem wykazano,
i¿ oko³o 60% szczepów S. aureus produkuje bia³ko
CHIPS, które wi¹¿e siê z receptorami dla fragmentu
C5a dope³niacza (C5aR) oraz z receptorami dla for-
mylowanych peptydów (FPR) [8, 11, 32].

Po dotarciu w okolice wrót zaka¿enia lub innego
miejsca lokalizacji drobnoustrojów patogennych,
w leukocytach nastêpuje aktywacja procesu fagocytozy
i wewn¹trzkomórkowego zabijania czynników zaka�-
nych. Gronkowce wykszta³ci³y liczne mechanizmy
przeciwdzia³ania tak¿e tej aktywno�ci komórek gospo-
darza. Do mechanizmów utrudniaj¹cych fagocytozê,
w tym tak¿e opsonofagocytozê (zale¿n¹ od obecno�ci
opsonin, np. przeciwcia³, sk³adników komplementu)
zalicza siê:
● obecno�æ na powierzchni gronkowców SpA, które

jak ju¿ wspomniano nieswoi�cie wi¹¿e fragment Fc
przeciwcia³ i czynnik von Willebranda, ingeruje
w pierwsze etapy klasycznej drogi aktywacji dope³-
niacza i uczestniczy w agregacji gronkowców;

● ekspresjê bia³ek wi¹¿¹cych fibrynogen: Clf i ze-
wn¹trzkomórkowego bia³ka Efb, dodatkowo posia-
daj¹cego zdolno�æ wi¹zania sk³adnika C3 dope³-
niacza i tym samym blokowania jego aktywacji na
powierzchni gronkowców;

● produkcjê bia³ka SCIN stabilizuj¹cego kompleksy
konwertazy C3 w trakcie aktywacji komplementu
i tym samym powoduj¹cego os³abienie ich aktyw-
no�ci enzymatycznej;

● wydzielanie polipeptydu SSL-7 wi¹¿¹cego i bloku-
j¹cego sk³adnik C5 dope³niacza;

● produkcjê SAK, która jako aktywator plazminogenu
po�rednio uczestniczy miêdzy innymi w enzyma-
tycznej degradacji przeciwcia³ i sk³adników kom-
plementu [2, 4, 6, 13, 28].
 Ingerencja S. aureus w proces wewn¹trzkomórko-

wego zabijania drobnoustrojów obejmuje zarówno
mechanizmy tlenowe, zwi¹zane z produkcj¹ i przeciw-
drobnoustrojowym dzia³aniem reaktywnych form tle-
nu (np. anionu ponadtlenkowego, nadtlenku wodoru,
rodników hydroksylowych, tlenu singletowego), jak
i mechanizmy nie zwi¹zane z tlenem � wynikaj¹ce
z bójczej aktywno�ci zwi¹zków wytwarzanych i depo-
nowanych w ziarnisto�ciach leukocytów (np. defensyn,

katelicydyn, bia³ka BPI, lizozymu, laktoferyny, elasta-
zy, katepsyny G, proteinazy 3). Istotn¹ rolê odgrywaj¹
tu produkowane przez gronkowce enzymy:
● katalaza przeprowadza reakcjê rozk³adu H2O2;
● dysmutaza ponadtlenkowa inaktywuje anion ponad-

tlenkowy;
● reduktazy siarczanowe metioniny zapobiegaj¹ utle-

nianiu tego aminokwasu przez rodniki tlenowe;
● aureolizyna uczestniczy w uwalnianiu gronkowców

z ziarnisto�ci fagosomalnych i ich przechodzeniu do
cytoplazmy [36].
Funkcjê przeciwutleniacza pe³ni te¿ produkowany

przez S. aureus pomarañczowy barwnik karotenoido-
wy � stafyloksantyna [5, 31]. Ponadto liczne produk-
ty gronkowców wykazuj¹ aktywno�æ proteolityczn¹
w stosunku do produkowanych przez komórki gospo-
darza peptydów bójczych. Nale¿y tu ponownie przy-
wo³aæ stafylokinazê, która po utworzeniu kompleksów
z "-defensynami blokuje ich aktywno�æ przeciwdrob-
noustrojow¹ czy aureolizynê wykazuj¹c¹ zdolno�æ de-
gradacji katelicydyn [2, 4, 33]. S. aureus posiadaj¹ te¿
zdolno�æ czê�ciowej neutralizacji ujemnego ³adunku
powierzchni ich komórek przez chemiczn¹ modyfika-
cjê sk³adników �ciany komórkowej (udzia³ bia³ek Dlt
i MprF), co obni¿a wra¿liwo�æ tych drobnoustrojów
na atak eukariotycznych peptydów kationowych [4,
13, 15]. Opisane wy¿ej w³a�ciwo�ci pozwalaj¹ gron-
kowcom skutecznie unikaæ dzia³ania mechanizmów
obronnych ustroju gospodarza.

3. Aktywno�æ immunomodulacyjna gronkowców

Ostatnio szczególn¹ uwagê zwraca siê na aktyw-
no�æ immunomodulacyjn¹ sk³adników/metabolitów
uwalnianych/wydzielanych przez gronkowce, ujaw-
nian¹ zarówno in vitro, jak i in vivo w stosunku do
komórek eukariotycznych. Do jednych z bardziej ak-
tywnych biologicznie substancji zalicza siê takie sk³ad-
niki �ciany komórkowej bakterii Gram-dodatnich, jak
peptydoglikan oraz kwasy tejchojowe i lipotejchojowe.
Pod wzglêdem oddzia³ywania na organizmy wy¿sze
PG uznawany jest nawet za odpowiednik LPS bakterii
Gram-ujemnych. Zarówno PG, jak i TA/LTA nale¿¹
do sk³adników PAMPs rozpoznawanych przez recep-
tory TLR (Toll-like receptors) na komórkach gospo-
darza, czego efektem jest ich dzia³anie chemotaktycz-
ne w stosunku do leukocytów, stymulacja monocytów
i makrofagów do wydzielania cytokin prozapalnych
(w tym pirogennych, jak IL-1) i rodników tlenowych
oraz aktywacja dope³niacza [20, 25, 37]. Szczególn¹
aktywno�ci¹ biologiczn¹ charakteryzuj¹ siê te¿ toksyny
gronkowcowe. Zw³aszcza hemolizyna a ("-toksyna),
która oprócz klasycznej aktywno�ci hemolitycznej
wykazuje te¿ w³a�ciwo�ci leukotoksyczne (g³ównie
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w stosunku do linii komórek monocytarno-makrofa-
gowych), dermonekrotyczne, kardiotoksyczne, letalne,
prozapalne i proapoptyczne [10, 23, 27]. Egzotoksyny
gronkowcowe tworz¹ce pory w b³onach komórkowych
nale¿¹ do czynników zaanga¿owanych w procesy
�mierci komórkowej. Wymienia siê w�ród nich: opi-
san¹ wy¿ej a-toksynê, leukocydynê Panton-Valentine
(PVL) oraz toksynê zespo³u wstrz¹su toksycznego
(TSST-1). Ich obecno�æ w niewielkich stê¿eniach pro-
wadzi do w³¹czania najczê�ciej wewnêtrznego (tzw.
mitochondrialnego) szlaku apoptozy, podczas gdy wy¿-
sze stê¿enia tych toksyn zwykle powoduj¹ nekrozê
komórek. Aktywno�æ proapoptyczn¹ i pronekrotyczn¹
S. aureus wykazuje w stosunku do wielu typów
komórek eukariotycznych, obejmuj¹cych zarówno
komórki nab³onkowe, �ródb³onkowe, jak i wchodz¹ce
w sk³ad uk³adu odporno�ciowego: limfocyty, mono-
cyty, makrofagi czy neutrofile [17, 24, 35, 38]. Ujaw-
nienie siê tego typu aktywno�ci immunomodulacyjnej
drobnoustrojów in vivo mo¿e powa¿nie zak³óciæ pra-
wid³owy przebieg procesu ich eliminacji i promowaæ
rozwój pe³noobjawowego zaka¿enia.

Uwalnianie/wydzielanie wielu sk³adników/produk-
tów drobnoustrojów (w tym gronkowców) do �rodo-
wiska wzrostu zachodzi w sposób naturalny, czêsto
zamierzony przez same mikroorganizmy (zwi¹zany
z okre�lon¹ faz¹ ich cyklu ¿yciowego lub warunkami
aktualnie panuj¹cymi w mikroniszy). Mo¿e równie¿
dochodziæ do niego spontanicznie, w efekcie oddzia-
³ywania na komórki bakterii dodatkowych czynników
zewnêtrznych. Oprócz fizycznych czy chemicznych
czynników pojawiaj¹cych siê w ekosystemach �rodo-
wiskowych (np. si³y mechaniczne, promieniowanie
UV, promieniowanie jonizuj¹ce, chemikalia) zaliczyæ
mo¿na do nich tak¿e mechanizmy uk³adu odporno�-
ciowego gospodarza, czy stosowane biocydy pozosta-
j¹ce w stê¿eniach nieterapeutycznych (subinhibicyj-
nych). To ostatnie jest tym bardziej niepokoj¹ce, i¿
w trakcie prowadzenia antybiotykoterapii in vivo, pod-
progowe stê¿enia chemioterapeutyków zwykle najd³u-
¿ej utrzymuj¹ siê w tkankach, zw³aszcza tych trudno
dostêpnych. I tak, stwierdzono miêdzy innymi nasilo-
ne uwalnianie PG, LTA oraz a-toksyny u gronkowców
w obecno�ci antybiotyków b-laktamowych [22, 25, 39].
Istnieje wiêc wysokie prawdopodobieñstwo zachodze-
nia, towarzysz¹cego antybiotykoterapii, przypadko-
wego uwalniania w ustroju gospodarza du¿ych ilo�ci
zwi¹zków pochodzenia prokariotycznego, posiadaj¹-
cych w³a�ciwo�ci immunomodulacyjne. Warto te¿ za-
uwa¿yæ, i¿ mog¹ one pochodziæ nie tylko z komórek
mikroorganizmów patogennych, ale tak¿e z drobno-
ustrojów wchodz¹cych w sk³ad mikroflory naturalnej
pacjenta. Wymusza to konieczno�æ wprowadzenia
jeszcze bardziej �cis³ej kontroli dozowania antybioty-
ków, obejmuj¹cej nie tylko ustalenie terapii celowa-

nej, ale tak¿e odpowiednich jej dawek, po uwzglêd-
nieniu parametrów farmakodynamicznych i farmako-
kinetycznych danego biocydu.

4. S. aureus jako wewn¹trzkomórkowy patogen

Rozpatruj¹c do niedawna nieznane w³a�ciwo�ci
gronkowców nie sposób pomin¹æ ich zdolno�ci do prze-
trwania we wnêtrzu komórek eukariotycznych. Drobno-
ustroje te nie s¹ zaliczane do klasycznych wewn¹trz-
komórkowych patogenów (jak np. Chlamydia spp.,
Legionella spp. czy Rickettsia spp.), ale stale ro�nie
liczba doniesieñ wykazuj¹cych tak¹ w³a�nie lokalizacjê
S. aureus w organizmie gospodarza. Udowodniono zja-
wisko prze¿ywania gronkowców miêdzy innymi w ko-
mórkach nab³onkowych, �ródb³onkowych, keratynocy-
tach, fibroblastach, enterocytach, osteoblastach, a nawet
w profesjonalnych fagocytach [1, 16, 21, 29]. W inter-
nalizacjê gronkowców z komórkami zaanga¿owane s¹
mostki fibronektynowe tworz¹ce siê miêdzy powierzch-
niowymi bia³kami S. aureus wi¹¿¹cymi fibronektynê
a integrynami "5$1 na komórkach. Zachodzi ona wów-
czas z wykorzystaniem tzw. mechanizmu zamka b³ys-
kawicznego i utworzeniem endosomu. W przypadku
profesjonalnych fagocytów wi¹zanie gronkowców od-
bywa siê przy udziale powierzchniowych receptorów
tych komórek, np. receptorów dla fragmentów Fc
immunoglobulin � FcR, dla sk³adników dope³niacza
� CR, receptorów rozpoznaj¹cych wzorce molekularne
patogenów � PRR i zwykle prowadzi do utworzenia
klasycznego pseudopodiom, a nastêpnie fagosomu
[12, 16, 21, 35]. Dalszy rozwój zdarzeñ nadal pozo-
staje przedmiotem badañ naukowych, choæ w oparciu
o dokonane obserwacje mikroskopowe mo¿na poku-
siæ siê o podanie kilku prawdopodobnych scenariuszy
zachowania siê gronkowców w komórkach. Drobno-
ustroje te mog¹ wiêc pozostawaæ w wakuolach endo-
somalnych lub uwalniaæ siê do cytoplazmy komórek
i tam namna¿aæ, prowadz¹c ostatecznie do lizy ko-
mórek eukariotycznych. Rozpatruje siê te¿ mo¿liwo�æ
przechodzenia S. aureus pozostaj¹cych w cytoplazmie
w mniej aktywne metabolicznie i dziêki temu s³abiej
wirulentne formy zwane SCV (small colony variants).
Jednym z wykorzystywanych przez gronkowce sposo-
bów prze¿ywania w komórkach, tak¿e w profesjonal-
nych fagocytach, wydaje siê byæ autofagia i pozostawa-
nie w utworzonych, otoczonych wieloma membranami
autofagosomach lub we wnêtrzu du¿ych wakuoli fago-
cytarnych � tzw. makropinosomach, które nie wy-
kazuj¹ zdolno�ci fuzji z lizosomami [1, 14, 16,
21]. Mo¿liwe, i¿ gronkowce wykorzystuj¹ wszystkie
z przedstawionych hipotetycznych scenariuszy w zale¿-
no�ci od aktualnej sytuacji i/lub typu komórki eukario-
tycznej. Z ca³¹ pewno�ci¹ mo¿na jednak powiedzieæ,
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i¿ wewn¹trzkomórkowe prze¿ywanie gronkowców
to dobra strategia funkcjonowania tych patogenów
w ustroju gospodarza, zapewniaj¹ca im przede wszyst-
kim ochronê przed dzia³aniem jego humoralnych i ko-
mórkowych mechanizmów odporno�ciowych. Co wiê-
cej, czêsto zachodz¹ca in vivo wewn¹trzkomórkowa
lokalizacja tych bakterii oraz fakt ³atwego tworzenia
biofilmu przez gronkowce implikuje okre�lone proble-
my diagnostyczne.

5. Podsumowanie

Choæ gronkowce z³ociste umieszcza siê na li�cie
jednych z najlepiej poznanych drobnoustrojów, to wy-
daje siê ¿e jeszcze nie raz mog¹ zaskoczyæ swoimi
nowymi lub dot¹d nieodkrytymi w³a�ciwo�ciami. Wy-
nika to z ich niezwyk³ych zdolno�ci przystosowaw-
czych do zmieniaj¹cych siê warunków otoczenia. S¹ to
przecie¿ drobnoustroje zamieszkuj¹ce zarówno �rodo-
wiska abiotyczne, jak i bytuj¹ce w organizmach wy¿-
szych, w³¹czaj¹c w to wnêtrza komórek eukariotycz-
nych. Mog¹ pozostawaæ w formach planktonowych lub
tworz¹ z³o¿one, zarówno pod wzglêdem budowy, jak
i fizjologii, struktury biofilmu. Posiadaj¹ i wykorzys-
tuj¹ wyj¹tkowo szeroki zestaw ró¿norodnych czynni-
ków wirulencji, obejmuj¹cy zarówno integralne sk³ad-
niki komórkowe, jak i czynniki uwalniane do otoczenia.
S¹ zdolne do immunomodulacji odpowiedzi odpor-
no�ciowej ustroju gospodarza i skutecznie interferuj¹c
z wszystkimi jej mechanizmami mog¹ pretendowaæ do
miana patogenu doskona³ego.
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1. Wstêp

Zaka¿enie wirusem zapalenia w¹troby typu C
(wzw C) pozostaje wa¿nym problemem zdrowia pu-
blicznego. Liczba nosicieli wzw C na �wiecie jest
oceniana na 130�170 mln, a w rzeczywisto�ci prawdo-
podobnie znacznie wiêcej, gdy¿ wiêkszo�æ zaka¿eñ
wzw C jest bezobjawowa. W 60�80% przypadków
zaka¿enie przechodzi w przewlek³¹ chorobê w¹troby,
a konsekwencj¹ wieloletniego nosicielstwa mo¿e byæ
steatoza, marsko�æ lub pierwotny rak w¹troby (hepato-
carcinoma). Tylko 3% osob zaka¿onych, jest podda-
wane leczeniu, opartym na podawaniu interferonu alfa
w po³¹czeniu z rybawiryn¹, które prowadzi do elimi-
nacji wirusa w 50�80% przypadków, zale¿nie od jego
genotypu. Terapia aktualnie stosowana jest kosztowna
i powoduje powa¿ne efekty uboczne [1].

Pomimo ogromnych wysi³ków ci¹gle nie dyspo-
nujemy profilaktyczn¹ ani terapeutyczn¹ szczepionk¹
przeciwko wzw C. Ci¹g³a zmienno�æ wirusa oraz fakt,

¿e nie znamy dok³adnie jego struktury i mechanizmów
odporno�ciowych prowadz¹cych do eliminacji wzw C
z zaka¿onego organizmu, le¿¹ u podstaw trudno�ci
w przygotowaniu szczepionki i ulepszenia istniej¹cych
metod leczenia. Wysoki procent pacjentów nieodpo-
wiadaj¹cych na aktualne sposoby leczenia, zmusza nas
do sta³ego poszukiwania nowych metod terapeutycz-
nych, a przede wszystkim do proponowania nowych
celów naszej ingerencji poprzez dok³adne poznawanie
cyklu komórkowego wirusa wzw C. W dodatku wzw C
posiada niezwyk³¹ zdolno�æ stymulowania przewlek-
³ego zaka¿enia, poprzez permanentn¹ ucieczkê spod
kontroli mechanizmów odporno�ciowych gospodarza:
wrodzonej odpowiedzi imunologicznej zaka¿onych he-
patocytów, jak równie¿ odpowiedzi humoralnej i ko-
mórkowej uk³adu immunologicznego adaptacyjnego
[podsumowane w 2, 3].

Prace naszego zespo³u koncentruj¹ siê na badaniu
mechanizmu wnikania wirusa do komórki, jego interak-
cji z receptorami na powierzchni hepatocyta (komórki
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docelowej wzw C) i roli, jak¹ odgrywaj¹ lipoproteiny
zwi¹zane z cz¹stk¹ wirusow¹ w zapocz¹tkowaniu pro-
duktywnego zaka¿enia. Ten kluczowy etap cyklu wiru-
sowego stanowi punkt centralny naszych badañ, jako
¿e ingerencja w jego przebieg mo¿e zablokowaæ wczes-
ne etapy zaka¿enia. Drugim tematem naszych badañ jest
mechanizm transportu wewn¹trzkomórkowego kom-
ponentów strukturalnych wirusa na elementach cyto-
szkieletu � mikrotubulach, jako ¿e wnikanie wirusa
do komorki, jego transport, tworzenie kompleksów
replikacyjnych, ale tak¿e pó�niejsze etapy cyklu takie
jak morfogeneza i sekrecja cz¹stek wirusowych wy-
magaj¹ w pe³ni funkcjonalnych mikrotubul. Poznanie
tych wa¿nych etapów cyklu, pozwoli³o nam zapro-
ponowaæ dwa zasadnicze cele przysz³ych interwencji
terapeutycznych.

2. Cykl replikacyjny wzw C

Wzw C jest wirusem otoczkowym, z rodziny Fla-
viviridae (rz¹d Hepacivirus) zawieraj¹cym jednonicio-
we RNA o polarno�ci dodatniej, zbudowane z ok.
9000 nukleotydów. Wzw C jest wirusem zmiennym:
mamy 7 genotypów i oko³o 100 podtypów wirusa.
W dodatku genom wirusowy, stale mutuj¹cy na sku-
tek b³êdnej replikacji RNA podlega ci¹g³ej ewolucji
w zaka¿onym organizmie, a jego liczne formy (�quasi-
species�) s¹ kolejno eliminowane przez odpowied�
immunologiczn¹ [3]. Wirusowe RNA koduje jedn¹ po-
liproteinê, zbudowan¹ z ok. 3000 aminokwasów, która
jest dzielona przez proteazy komórkowe na 3 bia³ka
strukturalne: bia³ko kapsydu oraz bia³ka otoczki E1
i E2, a nastêpnie przez proteazy wirusowe na bia³ko P7
i 6 bia³ek niestrukturalnych (NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A i NS5B) [4, 5]. Bialka strukturalne tworz¹
cz¹stki wirusowe, podczas gdy bia³ka niestrukturalne,
np. helikaza-proteaza i RNA zale¿na RNA-polimeraza
uczestnicz¹ w replikacji genomu. Bialka niestruktural-
ne NS2, NS3, NS5A and P7 uczestnicz¹ równie¿
w produkcji zaka�nych cz¹stek wirusowych [6].

Cykl replikacyjny wirusa C przebiega ca³kowicie
w cytoplazmie komórki w¹troby (Rys. 1). Z przyczyn
dot¹d nieznanych jedynie cz³owiek i szympans s¹
wra¿liwe na zaka¿enie, czynniki restrykcyjne s¹ stale
przedmiotem badañ. Cykl wirusowy rozpoczyna inter-
akcja wirusa z wieloma receptorami komórkowymi,
a proces jego wnikania do komórki jest wieloetapowy.
Bior¹ w nim udzia³ proteoglikany (siarczan heparyny)
[7], receptor dla lipoprotein o niskiej gêsto�ci (LDL-R)
[8], tzw. receptor �scavenger� (SR-BI) (oprócz g³ówne-
go receptora wzw C, tetraspaniny CD-81 [10]. CD-81
tworzy kompleks i wspó³dzia³a z receptorem SR-BI,
ale co wa¿niejsze inicjuje kaskadê sygnalizacji komór-
kowej niezbêdn¹ do zapocz¹tkowania dalszych etapów

infekcji [11]. Wirus C wnika do komórki poprzez
receptory umiejscowione w po³¹czeniach �cis³ych
(tight junctions) �klaudynê� (CLD1) [12] i �okludynê�
(OCLN) [13, 14]; ta ostatnia jest prawdziwym �klu-
czem� do rozpoczêcia infekcji.

Wnikanie wirusa do komórki przebiega drog¹ endo-
cytozy, zale¿nej od klatryny, która prowadzi do uwol-
nienia nukleokapsydu we wczesnych endosomach
[15]. Fuzja bia³ek otoczki z b³on¹ endosomaln¹, jest
zale¿na od niskiego pH i powoduje uwolnienie nu-
kleokapsydu wirusowego umo¿liwiaj¹c tym samym
ucieczkê wirusa od systemu degradacji lipoprotein
w komórce w¹troby.

Dalsze etapy cyklu to synteza i przetwarzanie poli-
proteiny, replikacja wirusowego RNA w tworach b³o-
niastych zwanych �membranous webs� [16], a nastêp-
nie morfogeneza cz¹stek wirusowych, ich transport
i uwalnianie wirusa z zaka¿onej komórki w po³¹czeniu
z lipoproteinami o niskiej gêsto�ci VLDL (patrz ni¿ej).

3. Rola lipoprotein w cyklu wirusowym

Wirus wzw C reprezentuje zupe³nie nowy i unikal-
ny model interakcji wirusa z komórk¹ docelow¹, po-
przez centraln¹ rolê lipoprotein w jego cyklu ¿yciowym
[17�19]. Poniewa¿ namna¿anie siê wirusa przebiega
w w¹trobie, g³ównym organie metabolizuj¹cym lipo-
proteiny, zaka¿enie wzw C powoduje powa¿ne zmiany
w ich metabolizmie, takie jak np. obni¿one poziomy
lipoprotein w przebiegu przewleklej infekcji [20], lub
gromadzenie siê lipidów w komórkach parenchymal-
nych (steatoza) [21]. Z drugiej strony, replikacja wiru-
sa C podlega regulacji przez kwasy t³uszczowe i pro-
ces geranylgeranylizacji [22], a morfogeneza wirusa
przebiega w �cis³ym kontakcie z cia³kami lipidowymi
(lipid droplets), organellami wewn¹trzkomórkowymi,
magazynuj¹cymi neutralne lipidy [23, 24]. Tworzenie
siê cz¹stek wirusowych wymaga ³¹czenia siê bia³ka
nukleokapsydu z cia³kami lipidowymi: bia³ko nukle-
okasydu �mobilizuje� nastêpnie bia³ka niestrukturalne
do membran, po³¹czonych z cia³kami lipidowymi i za-
pocz¹tkowuj¹c w ten sposob proces morfogenezy [24].

Proces tworzenia zaka�nych cz¹stek wirusowych,
ich transport i uwalnianie z zaka¿onej komórki wyma-
ga ponadto ich po³¹czenia z VLDL [25�27]. W rezul-
tacie, zaka�ne cz¹stki wirusowe, opuszczaj¹ zaka¿on¹
komórkê i kr¹¿¹ w surowicy �ci�le zwi¹zane z lipo-
proteinami bogatymi w trojglicerydy (TRL) [8, 28],
tworz¹c tzw. �Viro-Lipo-Particles� (LVPs) [29], które
niczym nie przypominaj¹ klasycznych wirionów. LVPs
s¹ utworzone przez lipoproteiny bogate w trójglicerydy
(TRL) zawieraj¹ce apolipoproteinê B (ApoB) and apo-
lipoproteinê E (ApoE), nukleokapsydy wirusowe, oraz
bia³ka otoczki [29, 30]. Intryguj¹c¹ spraw¹ jest obec-
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no�æ w LVPs ApoB48, produkowanej przez enterocy-
ty, co mog³oby sugerowaæ ¿e czê�æ kr¹¿¹cych cz¹stek
wirusowych jest produkowana nie tylko w w¹trobie,
lecz równie¿ w enterocytach, wy³¹cznym miejscu syn-
tezy ApoB48 [31].

4. Nowe inhibitory zaka¿enia

Wprowadzone w ostatnich latach dwa zasadnicze
modele badañ: tzw. replikony [32] daj¹ce mo¿liwo�ci
analizy mechanizmu replikacji, ale przede wszystkim
system produkcji wirusa C w komórkach hepatoma in
vitro (tzw. model HCVcc), pozwalaj¹cy na odtworze-
nie pe³nego cyklu wirusa C [33, 34] � otworzyly nowa
epokê badañ inhibitorów zaka¿enia komórki wzw C.

Inhibitory obecnie proponowane s¹ skierowane
g³ównie przeciwko nie-strukturalnym bia³kom wirusa
niezbêdnym do jego replikacji, a wiêc przeciw prote-
azie-helikazie wirusowej (NS3) i jej ko-faktorowi
NS4A, jak równie¿ bia³ku NS4B i uczestnicz¹cym
w formowaniu kompleksu replikacyjnego, RNA-za-
le¿nej RNA polimerazie (NS5B), i ostatnio opracowa-
ne �rodki przeciwko NS5A [6, 35].

Drugi typ leków aktualnie opracowywanych jest
skierowany przeciwko bia³kom uczestnicz¹cym w mor-
fogenezie wzw C: p7 i NS2. Inny jeszcze typ leków
blokuje syntezê i sekrecjê VLDL zawieraj¹cych ApoB
(np. �rodki blokuj¹ce funkcjê mikrosomalnego bia³-
ka transportuj¹cego, Microsomal Transfer Protein,
MTP) absolutnie niezbêdnych do tworzenia zaka�nych
wirionów.

Rys. 1. Cykl ¿yciowy wirusa wzw C i jego potencjalne inhibitory
Wirus wzw C krazy w surowicy chorych w po³¹czeniu z lipoproteinami zawieraj¹cymi ApoB i ApoE (g³ównie VLDL), tworz¹c tzw. Lipo- Viro
Particles (LVPs). Poczatkowy etap wnikania wirusa do komorki docelowej (hepatocyta) jest zale¿ny od lipoprotein, wi¹¿¹cych siê z receptorem
lekkich lipoprotein LDL-R (1) i/lub siarczanem heparyny (2). Wirus C mo¿e siê równie¿ bezpo�rednio wi¹¿¹c z trzecim receptorem, SR-BI (3)
poprzez lipoproteiny zwi¹zane z czastkami wirusowymi. SR-BI (3) tworzy kompleks z tetraspanina CD-81 (4) a interakcja wirusa z t¹ ostatni¹,
inicjuje sekwencje sygnalizacji niezbêdnej do zapoczatkowania zaka¿enia. Wzw C wêdruje nastêpnie wraz z kompleksem SR-BI/CD-81 do po³¹czeñ
�cis³ych, gdzie reaguje z kolejnymi receptorami Klaudyna (CLDN1) (5) i okludyna (OKLN) (6). Wirus wnika do komórki droga endocytozy, zale¿nej
od klatryny i niskiego pH, po czym nastêpuje fuzja glikoprotein otoczki z blona endozomalna (E), uwolnienie nukloeokapsydu wirusowego. Wnikanie
wirusa do komórki i jego wczesny transport zale¿¹ od sieci mikrotubul (M). Replikacja przebiega w bloniastych strukturach, zwanych �membranous
web� (MW), a synteaza bia³ek w kontakcie z retikulum endoplazmatycznym (ER). Morfogeneza wymaga interakcji bia³ek wirusowych (struktural-
nych i niestrukturalnych) z cia³kami lipidowymi (CL), a nastêpnie po³¹czenia tworz¹cych siê cz¹stek wirusowych z VLDL, które warunkuj¹ ich
sekrecje z zaka¿onej komórki. Zaznaczono równie¿ Arbidol (inhibitor fuzji) i anti-miR122 reguluj¹cy biosyntezê kwasów t³uszczowych i cholesterolu.
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Wiele badañ prowadzonych aktualnie dotyczy le-
ków blokuj¹cych proces wnikania wirusa do komórki:
np. reaguj¹cych swoi�cie z niektórymi receptorami (jak
CD-81 lub SR-BI lub ograniczaj¹cych ich ekspresjê
na powierzchni komórki [posumowane w 18, 19, 35].
Rozwa¿ane jest u¿ycie przeciwcia³ neutralizuj¹cych,
które blokowalyby wczesne etapy cyklu ale nastêpu-
j¹ce po adsorpcji wirusa na powierzchni komórki [36],
lub tez lektyn reaguj¹cych z glikoproteinami otoczki
[37]. Niestety ogromna wiêkszo�æ proponowanych
leków ma w³a�ciwo�ci toksyczne lub powoduje po-
wa¿ne efekty uboczne i jedynie nieliczne s¹ dopusz-
czane do prób klinicznych [6, 35].

5. Blokowanie zaka¿enia dzia³aniem na lipoproteiny

Charakterystyczn¹ i unikaln¹ cech¹ wzw C jest za-
le¿no�æ procesu infekcji komórki od metabolizmu lipo-
protein. W rozpoznawianiu wirusa i jego internalizacji
uczestnicz¹ wiêc receptory i cz¹steczki po�rednicz¹ce
równie¿ w metabolizmie lipoprotein, takie jak: proteo-
glikany (siarczan heparyny) [7] receptor dla lipoprotein
o niskiej gêsto�ci (LDL-R) [8] i receptor �scavenger�
(SR-BI) [9], oprócz g³ównego receptora wzw C, tetra-
spaniny CD-81 [10] i receptorów umiejscowionych
w po³¹czeniach �cis³ych [12�14].

Lipoproteiny, jak równie¿ ich podstawowe sk³ad-
niki bia³kowe (Apolipoproteiny) s¹ uznanymi regula-
torami zaka¿enia wzw C. Tak wiêc naturalne ligandy
SB-BI, jak VLDL [39] jak równie¿ utlenione LDL,
powstaj¹ce w przebiegu zaka¿enia [40] s¹ inhibitorami
wnikania wirusa do komórki, podczas gdy ciê¿kie lipo-
proteiny (HDL) wzmagaj¹ infekcje, aktywuj¹c funkcje
receptora SR-BI lub modyfikuj¹c strukturê b³ony
komórkowej [41]. Apolipoproteiny ApoC1, ApoB czy
ApoE [25, 26] s¹ równie¿ naturalnymi regulatora-
mi zaka¿enia.

Zaproponowane ostatnio �rodki reguluj¹ce meta-
bolizm lipoprotein to ma³e si-RNA blokuj¹ce pro-
dukcjê ApoB i ApoE, naringinina � flawonoid wp³y-
waj¹cy na sekrecjê cz¹stek wirusowych, a przede
wszystkim Mikro-RNA122 reguluj¹ce biosyntezê
kwasów t³uszczowych i cholesterolu niezbêdnych dla
replikacji wirusa [35].

Nasze badania pokaza³y, ¿e lipoproteiny o bardzo
ma³ej gêsto�ci (VLDL), �ci�le zwi¹zane z cz¹stkami
wirusowymi, rozpoznaj¹ receptor SR-BI na powierzchni
komórki, wi¹¿¹ siê z nim i u³atwiaj¹ wnikanie wzw C
do komórki [39]. Wirus wiêc nie oddzia³uje pierwot-
nie z receptorem SR-BI poprzez bia³ka E1 I E2 otoczki,
lecz poprzez lipoproteiny zawieraj¹ce ApoB wcho-
dz¹ce w sk³ad jego struktury. Lipoproteiny równie¿
�transportuj¹� cz¹stki wirusowe do komórki, ochrania-
j¹c je jednocze�nie przed atakiem przeciwcia³ neutrali-

zuj¹cych [39]. Graj¹ w ten sposób zasadnicz¹ rolê
w mechanizmach ucieczki wirusa spod kontroli uk³a-
du immunologicznego gospodarza. Obserwacje nasze
wyja�niaj¹, dlaczego odpowied� humoralna skierowa-
na przeciwko bia³kom otoczki nie jest w stanie wy-
eliminowaæ wirusa z zaka¿onego ustroju i dlaczego
wirus mo¿e wspó³istnieæ z przeciwcia³ami potencjal-
nie neutralizuj¹cymi w surowicy chorych [36]. Dane
te s¹ równie¿ zgodne z wynikami eksperymentów na
szympansach pokazuj¹cych, ¿e bia³ka otoczki u¿ywane
jako immunogeny nie s¹ w stanie zapewniæ calkowitej
ochrony przeciwko zaka¿eniu wirusem C, jedynie
w najlepszym wypadku os³abiæ infekcjê [42].

Badania nasze sugeruj¹, ¿e oddzia³ywanie na lipo-
proteiny zwi¹zane z cz¹stkami wirusowymi mog³oby
stanowiæ nowy cel terapeutyczny. S¹ one zgodne z ob-
serwacjami, ¿e lipoproteiny zwi¹zane z wirusem warun-
kuj¹ jego zaka�no�æ [43]. Prace nasze pokaza³y, ¿e nie
tylko naturalne ligandy receptora SR-BI blokuj¹ jego
interakcje z wirusem [39], ale równie¿ przeciwcia³a
skierowane przeciwko $-lipoproteinom, zwi¹zanym
z cz¹stk¹ wirusow¹ blokuj¹ infekcje w systemie HCVcc
in vitro [44].

Wychodz¹c z za³o¿enia, ¿e oddzia³ywanie na lipo-
proteiny zwi¹zane z wirusem C mo¿e zmodyfikowaæ
przebieg infekcji, nasz zespó³ zidentyfikowa³ nowy,
naturalny inhibitor zaka¿enia wzw C � lipazê lipo-
proteinow¹ (LPL) [44]. LPL jest enzymem lipolitycz-
nym, kluczowym w metabolizmie lipoprotein. Oprócz
aktywno�ci lipolitycznej, hydrolizuj¹cej lipoprotei-
ny bogate w trójglicerydy (VLDL i chylomikrony),
enzym ten ma zdolno�æ wprowadzania lipoprotein
do komórki w¹troby, kieruj¹c je na drogê degradacji.
Mechanizm dzia³ania LPL polega na tworzeniu po-
mostu (�bridging�) miêdzy lipoprotein¹ i siarczanem
heparyny na powierchni komórki, oraz wprowadzeniu
lipoproteiny do jej wnêtrza. Nasze badania wykaza³y,
ze LPL oddzia³ywuje podobnie z wirusem C: LPL
tworzy mianowicie �pomost� miêdzy lipoproteinami
otaczaj¹cymi cz¹stkê wirusowa i siarczanem hepary-
ny na powierzchni hepatocyta, prowadz¹c do interna-
lizacji wirusa do wnêtrza komórki. Ta bardzo specjal-
na droga wnikania jest przeznaczona dla lipoprotein
bogatych w trójglicerydy i zupe³nie ró¿na od nor-
malnej drogi wnikania wirusa C do komórki. Dla wi-
rusa wyprodukowanego w systemie do�wiadczalnym
HCVcc [44] jak równie¿ w modelu do�wiadczalnym
in vivo (u myszy z przeszczepionymi komórkami
w¹troby ludzkiej) LPL jest efektywnym inhibitorem
infekcji (M. Walic i wsp., manuskrypt w przygotowa-
niu). I to nie aktywno�æ lipolityczna enzymu powo-
duje neutralizacjê wirusa, lecz w³a�nie jego druga
funkcja, tzw. �bridging�: LPL wprowadzaj¹c wirusa
C do komórki drog¹ przeznaczon¹ dla lipoprotein pro-
wadzi prawdopodobnie do jego degradacji a wiêc do
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poronnej infekcji. Ta hipoteza jest badana aktualnie
przez nasz zespó³.

Nasze badania sugeruj¹, ¿e lipoproteiny zwi¹zane
z zaka�n¹ cz¹stk¹ wirusow¹, które umo¿liwiaj¹ jego
prawid³owe wnikanie do komórki i zapewniaj¹ infek-
cyjno�æ, mog¹ byæ rozwa¿ane, jako cel terapeutyczny
przy opracowywaniu nowych metod leczenia zaka¿e-
nia wirusem wzw C.

6. Mikrotubule jako nowy cel terapeutyczny

Inn¹ szczególn¹ cech¹ wirusa C jest zale¿no�æ jego
cyklu komórkowego od dynamicznych mikrotubul.
Wiadomo, ¿e replikacja wirusowego RNA przebiega
w kompleksie replikacyjnym, usytuowanym w b³onias-
tych strukturach komórkowych zwanych �membranous
web� [16]. Kompleksy replikacyjne podlegaj¹ transpor-
towi, a ich dynamiczna organizacja jest �ci�le zwi¹zana
z retikulum endoplazmatycznym, w³óknami aktyny,
oraz sieci¹ mikrotubul [45, 46]. Jakkolwiek, sposób
transportu komponentów strukturalnych wirusa C we-
wn¹trz komórki pozostawa³ do niedawna nieznany.

Liczne wirusy wymagaj¹ wewn¹trzkomórkowego
transportu ich bia³ek za po�rednictwem mikrotubul
� mechanizmy te jednak¿e zale¿¹ zwykle od tzw mo-
torów mikrotubularnych, po�rednicz¹cych w transpor-
cie: kinezyny lub dyneiny. W przypadku wirusa C, po-
kazali�my, ze mo¿e on korzystaæ z sieci mikrotubul,
u¿ywaj¹c dwóch ró¿nych sposobów transportu jego
bia³ka nukleokapsydu: klasycznego, w którym uczest-
niczy dyneina [47], i zupe³nie nowego, zale¿nego od
mechanizmów polimeryzacji mikrotubul [48].

Przy wspó³pracy z J. M c L a u c h l a n�e m  (Uni-
versity of Glasgow) pokazalismy ze bia³ko nukleokap-
sydu przemieszcza sie w zaka¿onej komórce na sieci
mikrotubul, koncentruj¹c siê w rejonie oko³oj¹drowym,
miejscu morfogenezy wirusa [47]. Transport ten zale¿y
od dyneiny i uwarunkowany jest po³¹czeniem bia³ka
kapsydowego z cia³kami lipidowymi, które u¿ywaj¹
ten typ transportu w komórce. Pokazali�my nastêpnie,
ze oprócz tego �klasycznego� sposobu transportu,
bia³ko nukleokapsydu mo¿e wi¹zaæ sie bezpo�rednio
z tubulin¹, podstawowym sk³adnikiem mikrotubul,
zwiêkszaj¹c stopieñ ich polimeryzacji i umo¿liwiaj¹c
w ten sposób transport nukleokapsydu za ich po�red-
nictwem w zaka¿onej komórce [48].

Destrukcja mikrotubul lub nawet lekka modyfikacja
ich funkcji biologicznych takimi �rodkami jak vinblas-
tyna czy taxol, powoduje dramatyczny spadek pro-
dukcji wirusa w hodowli komórkowej in vitro (model
HCVcc) [48]. U¿ywaj¹c modelu cz¹stek pseudotypo-
wych (HCVpp) udowodnili�my, ¿e ju¿ najwcze�niejszy
etap wnikania wirusa do komórki, od momentu zwi¹za-
nia siê cz¹stki wirusowej z b³on¹ komórkow¹, do fuzji

bia³ek otoczki z b³on¹ endozomaln¹ � wymaga po�red-
nictwa mikrotubul. Dalsze badania, z u¿yciem modelu
infekcji HCVcc (JFH1) oraz podobnych �rodków che-
micznych modyfikuj¹cych strukturê i/lub funkcje mi-
krotubul, pokaza³y, ¿e równie¿ dalsze etapy cyklu,
nastêpuj¹ce kilka godzin po wnikniêciu wirusa do ko-
mórki, wymagaj¹ nienaruszonych i w pe³ni funkcjonal-
nych mikrotubul. W dodatku transport na tym etapie
zaka¿enia przebiega w sposób absolutnie oryginalny,
gdy¿ jest zale¿ny od polimeryzacji mikrutubul: a wiêc
albo ich dynamiki albo jeszcze nie ca³kowicie poznane-
go procesu, zwanego �treadmilling� [49]. Przy tej oka-
zji odkryli�my unikaln¹ w³a�ciwo�æ bia³ka nukleokap-
sydu wzw C: jego zdolno�æ wi¹zania siê bezpo�rednio
z tubulin¹ z bardzo wysokim powinowactwem. Wi¹¿¹c
siê z tubulin¹ bia³ko nukleokapsydu zwiêksza stopieñ
polimeryzacji mikrotubul [48]. Obserwacje te sugeruj¹,
¿e bia³ko nuklekapsydu posiada prawdopodobnie zdol-
no�æ korzystania z tych szczególnych w³a�ciwo�ci in
vivo: ³¹czenie siê z sieci¹ mikrotubul i uczestniczenie
w procesie ich polimeryzacji umo¿liwi³oby transport
bia³ka nukleokapsydu w zaka¿onej komórce. Ten spo-
sób przemieszczania jest bardzo oryginalny i znany za-
ledwie dla kilku bia³ek wirusowych, takich jak bia³ko
Tat wirusa HIV, oraz dla dwóch bia³ek wirusów ro�lin-
nych. Zgodnie z hipotez¹, ¿e taki proces móg³by mieæ
miejsce w zaka¿onej komórce, pokazali�my ko-lokali-
zacje bia³ka nukleokapsydu z sieci¹ mikrotubul w za-
ka¿onych komórkach hepatoma, w mikroskopie konfo-
kalnym, a co ciekawsze równie¿ po³¹czenie bia³ka
nukleokapsydu z mikrotubulami, polimeryzowanymi
w jego obecno�ci, w mikroskopie elektronowym u¿y-
waj¹c techniki immuno-elektronomikoskopii i prze-
ciwcia³ skierowanych przeciw bia³ku kapsydu wzw C
[48]. Inne nasze prace pokaza³y, ¿e wirus C wykorzys-
tuje równie¿ transport za po�rednictwem mokrotubul
do formowania cz¹stek wirusowych i ich sekrecji
z zaka¿onej komórki [47].

7. Wnioski i perspektywy

Dalsze postêpy naszej wiedzy dotycz¹ce mechaniz-
mów prowadz¹cych do rozpoczêcia zaka¿enia i dok³ad-
ne poznanie cyklu komórkowego wirusa C pozwoli
nam zaproponowaæ nowe inhibitory i nowe nowe spo-
soby terepeutyczne. Aby przeciwdzia³aæ procesowi
wnikania wirusa do komórki: cykliczne peptydy syn-
tetyczne, lektyny lub �rodki wp³ywaj¹ce na funkcjê
lub ekspresjê receptorów wzw C, mog³yby byæ sto-
sowane obok obecnie opracowywanych inhibitorów
proteazy-helikazy lub RNA polimerazy. Wszystkie te
�rodki by³yby prawdopodobnie stosowane w po³¹cze-
niu z ju¿ istniej¹cym leczeniem wzw C, by podnie�æ
jego efektywno�æ [1, 6, 35].
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Wirus wzw C bezspornie reprezentuje zupe³nie
nowy model oddzia³ywania wirusa z zaka¿onym orga-
nizmem ze wzgledu na centraln¹ rolê lipoprotein w jego
cyklu zyciowym. Charakteryzuje go zale¿no�æ struk-
turalna i funkcjonalna zaka�nych wirionów, kr¹¿¹cych
w surowicy od lipoprotein, a wiêc: wymaganie VLDL
do tworzenia i sekrecji cz¹stek wirusowych, mecha-
nizm zaka¿enia komórki zale¿ny od lipoprotein i ich
receptorów by osi¹gn¹æ efektywn¹ infekcjê, w koñcu
wp³yw namna¿ania siê wirusa na metabolizm lipidów
i lipoprotein ustroju. Mimo wzrastajacego uznania
kluczowej roli lipoprotein w cyklu ¿yciowym wirusa
wzw C, struktura zaka�nej cz¹stki wirusowej, jak rów-
nie¿ procesy komórkowe prowadz¹ce do jej produkcji
i sekrecji stanowi¹ najmniej znane etapy tego cyklu.
Nawet je¿eli nie znamy wszystkich szczegó³ów tych
procesów, nasze prace sugeruj¹, ¿e oddzia³ywanie na
lipoproteiny zwi¹zane z cz¹stkami wirusowymi, warun-
kuj¹ce jego potencja³ zaka�ny, mog³oby stanowiæ nowy
cel terapeutyczny, zmierzaj¹cy do zablokowania lub
przynajmniej obni¿enia poziomu infekcji.

Inna oryginalno�æ wzw C stanowi zale¿no�æ proce-
su infekcji oraz transportu komponent wirusa poprzez
sieæ mikrotubul na ró¿nych etapach jego cyklu. Nasze
obserwacje sugeruj¹, ¿e aby zakaziæ komórkê wirus
wzw C mo¿e w sposób oryginalny wykorzystywaæ
mechanizmy transportu na mikrotubulach zale¿ne od
ich polimeryzacji, w których bia³ko nukleokapsydu
wirusowego gra bardzo szczególn¹ rolê.

Tak wiêc mikrotubule mog³yby stanowiæ równie¿
zupe³nie nowy i interesuj¹cy cel terapeutyczny. �rodki
wp³ywaj¹ce na strukturê lub funkcjê mikrotubul s¹
u¿ywane w leczeniu pewnych typów raka. Prace ostat-
nio prowadzone przez nasz zespó³ pozwoli³y zidenty-
fikowaæ fragment bia³ka kapsydu wzw C, odpowie-
dzialny za jego interakcjê z tubulin¹ i mikrotubulami
(F. R o o h v a n d  i wsp., w przygotowaniu). Przysz³e
badania poka¿¹ czy u¿ycie tego fragmentu jako inhibi-
tora pozwoli zablokowaæ lub os³abiæ infekcjê wzw C.
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1. Wstêp

Wirus Zachodniego Nilu (WNV) nale¿y do rodzi-
ny Flaviviridae, rodzaju Flavivirus. Tworzy kompleks
antygenowy japoñskiego zapalenia mózgu wraz z wi-
rusem japoñskiego zapalenia mózgu, wirusem Kunjin,
wirusem zapalenia mózgu Murray Valley oraz wirusem
zapalenia mózgu St. Louis. Jest to otoczkowy wirus
(+)ssRNA, jego kapsyd o wielko�ci 40�60 nm ma sy-
metriê dwudziesto�cienn¹. Pojedyncza otwarta ramka
odczytu (ORF) o d³ugo�ci 12,000 par zasad ograniczo-
na jest krótkimi konserwatywnymi regionami niekodu-
j¹cymi. Genom wirusa koduje trzy bia³ka strukturalne:
glikoproteinê otoczkow¹ E, bia³ko kapsydu C i bia³ko
premembranowe prM oraz siedem bia³ek niestruktural-
nych: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5 [16].

2. Historia wystêpowania WNV

Wirus Zachodniego Nilu po raz pierwszy zosta³
wyizolowany w 1937 r. z surowicy krwi gor¹czkuj¹cej
kobiety w dystrykcie zachodniego Nilu w Ugandzie
[25]. Od tamtego czasu poszerza³ zasiêg swego wystê-
powania. W latach piêædziesi¹tych pojawi³ siê w Egip-

cie oraz w Izraelu, w którym spowodowa³ zapale-
nie opon mózgowo-rdzeniowych u kilkunastu osób
w domu opieki. W kolejnych latach rozprzestrzeni³ siê
na Kongo, Pakistan, Indonezjê oraz RPA. Europa by³a
wolna od WNV a¿ do roku 1963 r., kiedy to wirus po
raz pierwszy izolowano od chorych pacjentów w del-
tach Rodanu i Wo³gi [21]. W regionie Bukaresztu
w Rumunii odnotowano ponad 500 klinicznych przy-
padków WNF przebiegaj¹cych w wysokim procencie
z objawami neurologicznymi i wysok¹ �miertelno�ci¹,
siêgaj¹c¹ powy¿ej 10% [3]. W 1999 r. na prze³omie
sierpnia i wrze�nia wirus pojawi³ siê ponownie w rejo-
nie Wo³gogradu w Rosji, gdzie odnotowano 826 przy-
padków ostrego zapalenia opon mózgowych i mózgu
przebiegaj¹cych z wysok¹ gor¹czk¹. Oko³o 5% chorych
zmar³o. Wszystkie przypadki zosta³y potwierdzone se-
rologicznie [21]. WNV izolowano nastêpnie w Portu-
galii, S³owacji, Mo³dawii, Ukrainie, Francji, Wêgrzech,
Czechach i W³oszech [11, 27]. Do Stanów Zjednoczo-
nych, do Nowego Yorku zosta³ zawleczony w 1999 r.
Odnotowano wówczas 56 potwierdzonych przypad-
ków zaka¿enia wirusem, w tym 7 �miertelnych. W tym
samym czasie obserwowano masowe padniêcia kru-
ków i ptaków egzotycznych w ZOO [10]. Wirus gwa³-
townie rozprzestrzeni³ siê i zaatakowa³ ca³e terytorium
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Stanów Zjednoczonych. Do chwili obecnej w�ród lu-
dzi rocznie notuje siê ponad 1000 potwierdzonych
przypadków zapalenia opon mózgowych i zapalenia
mózgu na skutek zaka¿enia WNV [2]. Zaka¿one zo-
sta³y oprócz cz³owieka, tak¿e ptaki i inne zwierzêta.

3. Rozprzestrzenienie WNV

Rezerwuarem wirusa s¹ dzikie wodno-b³otne ptaki
tropikalne oraz wêdrowne ró¿nych gatunków. Wyka-
zano, ¿e zaka¿eniu WNV ulega oko³o 135 gatunków
ptaków. Wektorem wirusa jest du¿a grupa hematofa-
gicznych muchówek, do których nale¿¹: komary (Culi-
cidae, Anopheles, Culiseta), rzadko kleszcze (Ixodidae),
kuczmany (Ceratopogonidae), meszki (Simuliidae),
�lepaki (Tabanidae). Obecno�æ WNV stwierdzono u po-
nad 150 gatunków komarów, z czego 12 gatunków
wystêpuje w Polsce [25].

G³ówn¹ rolê w przenoszeniu wirusa odgrywaj¹ ko-
mary ze wzglêdu na ich antropofilno�æ oraz plagowe
wystêpowanie w okresach wzmo¿onej aktywno�ci
trwaj¹cej w naszym klimacie od wczesnego lata do
pó�nej jesieni. Jednak¿e wirus utrzymuje siê w ciele
hibernuj¹cych samic komara podczas zimy, a nastêpnie
gdy temperatura ulegnie podwy¿szeniu wylêga siê
zaka¿one transowarialnie pokolenie zaka¿aj¹ce ¿ywi-
ciela podczas pobierania krwi [14].

Wirus rozprzestrzenia siê wraz z ptakami podczas
ich przelotów. Oprócz ptaków znaczn¹ rolê w rozprze-
strzenianiu wirusa spe³nia cz³owiek. Zarówno legalny
import, jak równie¿ nielegalny przemyt zaka¿onych
ptaków drog¹ lotnicz¹, promow¹, samochodami jak
i innymi �rodkami transportu mo¿e przyczyniæ siê do
przeniesienia wirusa na odleg³e obszary globu, nawet
na inne kontynenty.

Zaka¿enie cz³owiek-cz³owiek mo¿e mieæ miejsce
podczas transfuzji krwi oraz poprzez transplantacjê
organów [12]. Odnotowano tak¿e przypadki zaka¿e-
nia niemowlêcia przez karmi¹c¹ matkê oraz zaka¿enie
wewn¹trzmaciczne. Mo¿liwe s¹ tak¿e zaka¿enia pra-
cowników laboratoriów podczas wykonywania sekcji
zaka¿onych ptaków. Podejrzewa siê, ¿e patogen ten,
mo¿e zostaæ u¿yty przez terrorystów podczas ataku
bioterrorystycznego [7].

4. Wra¿liwo�æ na zaka¿enie WNV ptaków

Wirus Zachodniego Nilu jest chorobotwórczy dla
ró¿nych gatunków dzikich ptaków wêdrownych, pta-
ków drapie¿nych, drobiu oraz ssaków w tym dla ludzi.
Obecno�æ wirusa WN stwierdzono u ponad 135 gatun-
ków ptaków. Ptaki dzikie stanowi¹ rezerwuar wirusa
w �rodowisku [19]. G³ównie s¹ to ptaki krukowate
takie jak: wrony, kruki, sójki oraz ptaki drapie¿ne,

do których mo¿emy zaliczyæ jastrzêbie, soko³y oraz
sowy. Wra¿liwy na zaka¿enie wirusem jest drób,
a w szczególno�ci gêsi, czego przyk³adem by³y epide-
mie w 1997 r. w Izraelu, w 2001 r. w Rumunii oraz
2003 r. na Wêgrzech [5, 11].

Ptaki zaka¿one wirusem Zachodniego Nilu s¹ os³a-
bione i stwierdza siê u nich szereg objawów neurolo-
gicznych, takich jak ataksjê, drgawki, u³o¿enie szyi
w kszta³cie litery S, niezborno�æ ruchów, anizokoriê,
ptaki wodne p³ywaj¹ zataczaj¹c ko³a [5, 17]. W�ród
zmian anatomopatologicznych najczê�ciej s¹ widoczne
krwiaki podtwardówkowe w mó¿d¿ku, przekrwienie
mózgu, wybroczyny krwawe w tkance miê�nia serco-
wego, zapalenie miê�nia sercowego i nasierdzia, zanik
miêsni piersiowych, ogniska nekrotyczne w w¹trobie.

5. Objawy chorobowe u ludzi

Najczê�ciej oko³o 80% zaka¿eñ przebiega bezobja-
wowo, okres inkubacji choroby wynosi od 2 do 10 dni.
Wiremia trwa krótko, koñcz¹c siê przed wyst¹pieniem
pierwszych objawów choroby manifestuj¹cych siê
bólem g³owy, z³ym samopoczuciem, brakiem apetytu,
nudno�ciami, zawrotami g³owy, bólami miê�niowymi,
plamisto-grudkow¹ wysypk¹ oraz powiêkszeniem wêz-
³ów ch³onnych. Po up³ywie 3 do 6 dni objawy zanikaj¹
samoistnie. Ciê¿ki przebieg choroby z objawami zapa-
lenia opon mózgowych i zapalenie mózgu wystêpuje
w 1 przypadku na 150 zaka¿onych osób. G³ównymi
objawami w ciê¿kim przebiegu choroby jest ataksja,
zapalenie nerwów rdzenia krêgowego, niedow³ady,
zapalenie nerwu wzrokowego oraz zespó³ objawów
przypominaj¹cych chorobê Parkinsona. �miertelno�æ
chorych hospitalizowanych wynosi 2�14% (maksy-
malnie 35%). U dzieci zaka¿enie wirusem przebiega
najczê�ciej bardzo ³agodnie [1, 9, 15].

6. WNV w Polsce

Badania przeprowadzone w latach 1995�1996 wy-
konane metod¹ zahamowania hemaglutynacji, wyka-
za³y obecno�æ przeciwcia³ przeciwko WNV u wróbli
domowych (Passer domesticus) oraz wróbli mazur-
ków (Passer montanus). W�ród badanej populacji
wróbli w £omiankach na obrze¿ach Puszczy Kam-
pinoskiej odpowiednio 2,8% wróbli domowych oraz
12,1% wróbli mazurków wykazywa³o obecno�æ prze-
ciwcia³ przeciwko WNV [13].

W 2006 roku u 3 bocianów (Ciconia ciconia) i jed-
nej wrony (Corvus corone cornix), pacjentów Ptasie-
go Azylu w Warszawie, oraz u jednego m³odego ³abê-
dzia niemego (Cygnys olor) w okolicach Sieradza
stwierdzono w surowicy przeciwcia³a odporno�ciowe
w kierunku WNV. Badania serologiczne 47 dzikich pta-
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ków nale¿¹cych do 10 gatunków wykaza³y, ¿e 10,6%
by³o seropozytywnych [26].

W 2005 roku w Klinice Chorób Zaka�nych i Neuro-
infekcji Akademii Medycznej w Bia³ymstoku odnoto-
wano obecno�æ przeciwcia³ przeciwko WNV u 55 let-
niej kobiety. Kobieta trafi³a do szpitala z objawami
neurologicznymi oraz gor¹czk¹ utrzymuj¹c¹ siê od
2 tygodni. Zaka¿enie prawdopodobnie nast¹pi³o na
terytorium Polski [8].

Zak³ad Chorób Wirusowych Drobiu Pañstwowego
Instytutu Weterynaryjnego � Pañstwowego Instytutu
Badawczego w Pu³awach przebada³ 1664 ptaki dzikie
pochodz¹ce z terenów ca³ej Polski. W�ród przebada-
nych ptaków znajdowa³y siê: 696 kaczki dzikie (Anas
platyrhynchos), 30 myszo³owów (Buteo buteo), 395 ka-
czek krzy¿ówek (Anas querquedula), 12 wron (Corvus
corone cornix), 62 ³yski, (Fulica atra), 3 kruki (Corvus
coraz), 84 ba¿anty (Phasianus colchicus), 3 g³uszce
zwyczajne (Tetrao urogallus), 3 piecuszki (Phyllosco-
pus trochilus), 12 jerzyków (Apus apus), 110 kuropatw
(Perdix perdix), 5 b¹ków ³¹kowych (Botaurus stella-
ris), 13 rudzików (Erithacus rubecula), 5 zimorodków
zwyczajnych (Alcedo atthis), 4 pierwiosnki (Phyllo-
scopus collybita), 2 pokrzewki cierniówki (Sylvia
communis), 1 mucho³ówka szara (Muscicapa striata),
2 grubodzioby (Coccothraustes coccothraustes), 2 mu-
cho³ówki ¿a³obne (Ficedula hypoleuca), 4 b³otniki
³¹kowe (Circus pygargus), 1 pokrzywnica (Prunella
modularis immaturus), 5 soko³ów wierzowne (Falco
tinnunculus), 1 sroka zwyczajna (Pica pica),1 kuku³ka
(Cuculus canorus), 1 s³owik szary (Luscinia luscinia),
1 pustu³ka (Falco tinnunculus), 12 �wistunek le�nych
(Phylloscopus sibilatrix), 3 kawki (Corvus monedula),
108 sikor bogatek (Parus major), 4 wrony siwe (Cor-
vus cornix), 2 ziêby zwyczajne (Fringilla coelebs),
3 drozdy �piewaki (Turdus philomelos), 2 strzy¿yki
zwyczajne (Troglodytes troglodytes), 2 mysikróliki
zwyczajne (Regulus regulus), 1 wydrzyk têposterny
(Stercorarius pomarinus), 3 bociany (Ciconia-cico-
nia), 17 mew srebrzystych (Larus argentatus), 1 cier-
niówka (Sylvia communis) oraz 45 jastrzêbi go³êbiarzy
(Accipiter gentili).

Badania próbek pochodz¹cych od wymienionych
powy¿ej ptaków dzikich prowadzone by³y opracowan¹
metod¹ w³asn¹ NRT-PCR oraz komercyjnym zestawem
West Nile Virus Kit Prodesse�. W�ród przebadanych
ptaków dzikich nie stwierdzono obecno�ci materia³u
genetycznego wirusa Zachodniego Nilu [23].

7. Podsumowanie informacji WNV

W dobie obecnych zagro¿eñ, jakie niesie ocieplenie
klimatu stwarzaj¹ce dogodne warunki bytowania ko-
marów jak równie¿ stwierdzenie obecno�ci przeciw-

cia³ skierowanych przeciwko WNV, mo¿e sugerowaæ,
¿e gro�ny wirus jest ju¿ obecny na terenie naszego
kraju. Mo¿e to doprowadziæ w konsekwencji do po-
wstania ogniska przyrodniczego w kraju. Jest zatem
wyra�na przes³anka do doskonalenia metod u³atwiaj¹-
cych diagnostykê i identyfikacjê WNV, a tak¿e badañ
monitoringowych na terenie Polski.

8. Gor¹czki krwotoczne

Wirusy odpowiedzialne za gor¹czki krwotoczne na-
le¿¹ do czterech ró¿nych rodzin Arenaviridae, Bunyavi-
ridae, Filoviridae i Flaviviridae. S¹ odpowiedzialne
za powstanie ognisk epidemicznych na terenie Afryki,
Azji i Ameryki Po³udniowej, do Europy i USA mog¹
zostaæ zawleczone, gdy¿ pojawiaj¹ siê u osób powra-
caj¹cych z rejonów endemicznych [4].

Do rodziny Flaviviridae oprócz wirusa Zachodnie-
go Nilu nale¿y wirus denga, wywo³uj¹cy u ludzi go-
r¹czkê krwotoczn¹, w trakcie której wystêpuj¹ obok
wysokiej gor¹czki, silne bóle, sztywno�æ miê�ni i sta-
wów. Krwotoczna postaæ jest �miertelna. Wirus jest
przenoszony przez komary z gatunku Aedes aegypti.
Chorobê zanotowano ju¿ w Azji, obu Amerykach,
Afryce, ³¹cznie w ponad 100 krajach strefy tropikal-
nej i subtropikalnej, a wirus coraz szybciej przesuwa
siê na pó³noc [20].

Gor¹czka krymsko-kongijska wywo³ywana jest przez
Nairovirus z rodziny Bunyaviridae. Rezerwuarem
i wektorem wirusa s¹ kleszcze. Wystêpowanie choroby
potwierdzono w licznych krajach Azji, Afryki, a tak¿e
Europy: w Rosji, Albanii, Bu³garii, Bo�ni i Hercego-
winie. Ludzie zaka¿aj¹ siê poprzez kleszcze, a tak¿e
przez kontakt z krwi¹ zaka¿onych zwierz¹t. Opisano
te¿ przypadki zaka¿eñ szpitalnych oraz poprzez trans-
fuzjê krwi. Pocz¹tkowe objawy choroby s¹ nieswoiste,
wystêpuj¹ silne bóle g³owy, stawów, miê�ni, brzucha,
wymioty i wysoka gor¹czka. W pó�niejszym okresie
dochodzi do ciê¿kich krwotoków z nosa i uogólnio-
nych krwawieñ z b³on �luzowych. �miertelno�æ wynosi
od 9 do 50% u chorych hospitalizowanych [4].

Do Filoviridae nale¿¹ wirusy Marburg i Ebola po-
woduj¹ce najciê¿szy przebieg choroby. Do zaka¿enia
dochodzi na drodze po�redniego lub bezpo�redniego
kontaktu. Najwy¿sza �miertelno�æ, bo siêgaj¹c¹ nawet
do 80%, jest obserwowana w wyniku zaka¿eniu wiru-
sem Ebola. Rezerwuarem s¹ prawdopodobnie gryzo-
nie i niektóre gatunki ma³p [18].

SARS czyli zespó³ ciê¿kiej ostrej niewydolno�ci od-
dechowej jest wywo³ywany przez koronawirus (SARS
associated Coronavirus), nale¿¹cy do rodziny Coro-
naviridae. Do rodziny tej nale¿¹ wirusy wystêpuj¹ce
u zwierz¹t ss¹cych, ptaków i ludzi. Rezerwuarem wi-
rusa mog¹ byæ zarówno zwierzêta domowe takie jak
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koty lub dzikie zwierzêta np. cywety. Jednak¿e pocho-
dzenie i pierwotny rezerwuar wirusa nie jest do koñca
wyja�niony. Zaka¿enie szerzy siê drog¹ kropelkow¹
podczas mówienia, kaszlu, kichania. Okres wylêgania
choroby wynosi oko³o 5 dni. Choroba rozpoczyna
siê objawami grypopodobnymi, a nastêpnie rozwija
siê atypowe zapalenie p³uc. �miertelno�æ dochodzi
do 50%. Epidemia SARS trwa³a od 1.11.2002 r. do
30.07.2003 r. [22].

9. Podsumowanie

Dynamika i tempo przemian, ekspansywna dzia³al-
no�æ cz³owieka, masowy transport ptaków i ssaków
mo¿e stanowiæ niebezpieczeñstwo zawleczenia ró¿-
nych chorób na terytorium Polski. Pojawianiu siê
nowych chorób sprzyja równie¿ zmniejszona odpor-
no�æ cz³owieka, starzenie siê populacji, powstawanie
du¿ych aglomeracji miejskich, zmiany klimatyczne
i zwi¹zane z tym klêski ¿ywio³owe, migracje ludzi
oraz masowa turystyka. Pe³na �wiadomo�æ tego faktu
i obrona przed nowymi chorobami wymagaj¹ �cis³ej
wspó³pracy s³u¿b medycznych, weterynaryjnych, orni-
tologów, entomologów, s³u¿b granicznych, by byæ
przygotowanym na ka¿dy mo¿liwy scenariusz i podj¹æ
w³a�ciwe kroki do walki z nowymi zagro¿eniami.
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1. Wstêp

Styl ¿ycia wspó³czesnych spo³eczeñstw, aktywny
wypoczynek, rozwój turystyki, sporty ekstremalne,
chêæ poznawania i zajmowania nowych, kiedy� nie-
osi¹galnych terenów, nios¹ za sob¹ czasami ujemne
skutki i s¹ nowymi czynnikami zwiêkszonego ryzyka
zachorowania.

Powszechnie stosowane zabiegi higieniczne s¹
ma³o skuteczne w stosunku do drobnoustrojów wywo-
³uj¹cych choroby przenoszone przez przenosiciela
(wektor), np. przez kleszcze. Wiele tych zaka¿eñ
wystêpuje sezonowo, w okresie aktywno�ci ró¿nych
gatunków pajêczaków. W naszej strefie klimatycznej,
kleszcze mog¹ byæ wektorem przenosz¹cym zaka¿e-
nia od wiosny do jesieni.

Je¿eli drobnoustroje chorobotwórcze zanim zosta-
n¹ przekazane kolejnemu ¿ywicielowi, w organizmie
kleszcza namna¿aj¹ siê i zmieniaj¹ swoje w³a�ciwo�ci
antygenowe, a tak¿e mog¹ utrzymywaæ siê w ustroju
przenosiciela przez kolejne jego stadia i pokolenia,
to nazywamy go wektorem biologicznym, w odró¿-
nieniu od przypadkowego, mechanicznego przeniesie-
nia drobnoustrojów przez stawonoga, z jednego osob-
nika na drugiego [1].

2. Kleszcze jako przenosiciele zaka¿eñ [1, 16]

Kleszcze s¹ ¿ywi¹cymi siê krwi¹ krêgowców pa-
so¿ytami, o du¿ym znaczeniu dla medycyny ludzkiej
i weterynaryjnej. S¹ one rezerwuarem i wektorem wie-
lu chorobotwórczych dla cz³owieka wirusów, bakterii
i pierwotniaków. Zaka¿enia przenoszone przez klesz-
cze maj¹ znacz¹cy udzia³ w grupie chorób zaka�nych.
Zasiêg wystêpowania tych chorób �ci�le pokrywa siê
z obszarem wystêpowania przenosz¹cych je kleszczy.

W ca³ej Europie, w tym tak¿e w Polsce, pow-
szechnie spotykanym kleszczem jest Ixodes ricinus
(kleszcz pospolity, kleszcz pastwiskowy). Wystêpuje
on na terenie ca³ego kraju, na obszarach o �rednim
poziome wilgotno�ci, g³ównie w lasach mieszanych
i li�ciastych, na ich obrze¿ach oraz na ³¹kach w po-
bli¿u lasów.

Wiêkszo�æ dotychczas dok³adnie zlokalizowanych
i opisanych naturalnych jego siedlisk to obszary
przej�ciowe miêdzy dwoma ró¿nymi typami ro�lin-
no�ci, jak np. brzegi lasów granicz¹ce z ³¹kami, pola-
ny, b³onia nad rzekami, i stawami, zagajniki z zaro�-
lami, obszary gdzie las li�ciasty przechodzi w iglasty
lub wysoki w niski, obszary zaro�niête paprociami,
je¿ynami, czarnym bzem i leszczyn¹. S¹ to ekotony,
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tj. strefy przej�ciowe, na granicy dwóch (lub wiêkszej
liczby) ró¿nych biocenoz, np. biocenoza lasu i ³¹ki.
Zapewniaj¹ one optymalne warunki bytowania klesz-
czy i ich ¿ywicieli, zamieszkuj¹ go bowiem orga-
nizmy charakterystyczne dla obu biocenoz oraz takie,
które s¹ swoiste tylko dla tej strefy. Obszary te cha-
rakteryzuj¹ siê du¿¹ bio-ró¿norodno�ci¹. Wilgotne
lato i ³agodna zima sprzyjaj¹ rozprzestrzenieniu siê
kleszczy. Atakuj¹ swoich potencjalnych ¿ywicieli na
³¹kach i w lasach.

Kleszcze w swoim ¿yciu przechodz¹ przeobra¿enie.
Ich cykl ¿yciowy trwa zazwyczaj 2 lata. Rozpoczyna
siê latem, z chwil¹ wyklucia siê z jaj larwy. Postaæ ta,
o wymiarach u³amka milimetra i sze�ciu odnó¿ach
(postaæ doros³a ma 4 pary) poszukuje ¿ywiciela, który
móg³by dostarczyæ jej posi³ku umo¿liwiaj¹cego dalszy
rozwój i przeobra¿enie siê w postaæ nimfy. Postaci nie-
dojrza³e kleszczy, larwy i nimfy spotyka siê na trawie
i w niskich krzakach. Niewidoczne wisz¹ na �d�b³ach
trawy i na spodzie li�ci. Postaci doros³e wystêpuj¹
przede wszystkim na krzewach, nawet na wysoko�ci
3 metrów. ¯ywicielami larw i nimf s¹ ma³e ssaki (owa-
do¿erne i gryzonie). Nimfy ¿eruj¹ tak¿e na wiêkszych
ssakach, np. na jeleniach, sarnach, królikach i zaj¹-
cach, rzadziej na ptakach. Doros³e osobniki paso¿ytuj¹
na bydle, owcach, kozach, ³osiach, ¿ubrach, jeleniach,
sarnach, dzikach, lisach, zaj¹cach, psach, królikach
i ptakach. Cz³owiek jest ¿ywicielem przypadkowym
ka¿dej postaci rozwojowej. D³ugo�æ cia³a g³odnego
kleszcza waha siê od jednego do kilku milimetrów.
Podczas ssania krwi nastêpuje charakterystyczny, kil-
kakrotny wzrost wielko�ci ich cia³a.

W poszukiwaniu potencjalnego ¿ywiciela kleszcze
reaguj¹ na ró¿ne pochodz¹ce od niego, czynniki stymu-
luj¹ce. Mo¿e to byæ np. wzrost stê¿enia dwutlenku wêg-
la, wibracje, dotyk, zapach, promieniowanie cieplne.
Zale¿nie od gatunku kleszcza, poszukuj¹cy ¿ywiciela
osobnik mo¿e polowaæ aktywnie przesuwaj¹c siê
w kierunku wyczuwanych stymulatorów lub czekaæ
biernie na przypadkowe zbli¿enie.

Kleszcz pospolity (Ixodes ricinus) nale¿y do klesz-
czy trój¿ywicielowych, którego ka¿de stadium rozwojo-
we (larwa, nimfa i samica) ssie krew innego ¿ywiciela,
jeden raz przed przekszta³ceniem siê w nastêpn¹ postaæ,
w przypadku larwy i nimfy lub w przypadku samicy
przed z³o¿eniem jaj. Posi³ki te warunkuj¹ przeobra¿e-
nie siê w kolejne stadium i z³o¿enie jaj. Ka¿de stadium
rozwojowe kleszcza, tzn. larwa, nimfa i imago (postaæ
dojrza³a) musi raz wyssaæ krew krêgowca, aby móc siê
dalej rozwijaæ. Bez jedzenia mog¹ ¿yæ do dwóch lat.
Samce nie pobieraj¹ krwi. ¯ywicielami mog¹ byæ nie-
mal wszystkie gatunki l¹dowych krêgowców, w tym
cz³owiek. Cykl rozwojowy kleszcza I. ricinus trwa
w naszej strefie klimatycznej kilka lat (oko³o 3 lat lub
d³u¿ej), zale¿nie od warunków �rodowiskowych.

Kleszcze charakteryzuje sezonowa aktywno�æ, która
zale¿y od warunków klimatycznych. Dojrza³e postaci
s¹ aktywne ju¿ w temperaturze 5°C, za� nimfy w tem-
peraturze 8°C. Larwy atakuj¹ ¿ywicieli od maja do
wrze�nia, najczê�ciej w czerwcu, lipcu i sierpniu.

Wzrost temperatury powoduje wzrost aktywno�ci
kleszczy, która w Europie �rodkowej rozpoczyna siê
na prze³omie marca i kwietnia i trwa do pa�dziernika/
listopada. Maksimum aktywno�ci zale¿y od czynników
klimatycznych i przebiega w dwóch fazach, w maju/
czerwcu i we wrze�niu/pa�dzierniku. W Polsce roz-
poczyna siê od po³owy kwietnia (czasem wcze�niej,
nawet w marcu) i trwa do pocz¹tku listopada, z dwoma
szczytami � pierwszym od maja do po³owy czerwca,
drugim we wrze�niu.

Kleszcze podlegaj¹ dzia³aniu ró¿norodnych, zew-
nêtrznych czynników �rodowiskowych, z których naj-
bardziej znacz¹ce s¹ temperatura, wilgotno�æ, �wiat³o,
promieniowanie, a tak¿e dzia³ania cz³owieka.

Cykl rozwojowy kleszcza, a szczególnie jego roz-
ród, uwarunkowane s¹ czynnikami �rodowiska, panu-
j¹cymi w najbli¿szym otoczeniu, przy czym znacz¹c¹
rolê odgrywa dostêpno�æ pokarmu. Ilo�æ pobranej
krwi, jako�æ posi³ku maj¹ wp³yw na p³odno�æ samic.
¯erowanie na nietypowym ¿ywicielu zmniejsza objê-
to�æ posi³ku powoduj¹c jednocze�nie zmniejszenie
pobudzenia oogenezy i liczby z³o¿onych jaj. Dok³adna
analiza statystyczna zapadalno�ci na TBE (kleszczowe
zapalenie mózgu) w Polsce i warunków pogodowych
panuj¹cych w tym czasie wykaza³a istnienie zale¿no�ci
pomiêdzy temperatur¹ otoczenia a liczb¹ zaka¿eñ. Im
wy¿sze w danym sezonie temperatury tym wiêksza
liczba zarejestrowanych przypadków TBE [28, 29].

W Polsce, najwiêksze znaczenie medyczne i wetery-
naryjne obok kleszcza Ixodes ricinus, maj¹: Argas refle-
xus (obrze¿ek go³êbi) i Dermacentor reticulatus (kleszcz
³¹kowy). Na terenie ca³ego kraju kleszcze te mog¹ byæ
przenosicielami: boreliozy z Lyme, anaplazmozy, klesz-
czowego zapalenia mózgu, tularemi gor¹czki Q, a tak¿e
prawdopodobnie bartoneloz i riketsjoz z grupy gor¹-
czek plamistych. Wieloletnie badania i obserwacje
wskazuj¹ na endemiczne wystêpowanie w Polsce takich
chorób jak borelioza z Lyme, kleszczowe zapalenie
mózgu, gor¹czka Q, tak¿e takich, których rozpowszech-
nienie nie jest dobrze poznane i nie jest monitorowane
jak np. anaplazmoza, babesioza czy bartonelozy.

3. Borelioza z Lyme [14, 15, 20, 25]

Jest to najczêstsza na pó³kuli pó³nocnej choroba
przenoszona przez kleszcze. Wed³ug szacunkowych da-
nych i ocen przeprowadzonych przez �wiatow¹ Orga-
nizacjê Zdrowia ca³a Europa spe³nia kryteria terenu
endemicznego boreliozy z Lyme.
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Czynnikiem etiologicznym boreliozy z Lyme s¹
krêtki Borrelia burgdorferi sensu lato. Gatunek ten
podzielony zosta³ na ponad 20 genogatunków (geno-
typów), z których Borrelia burgdorferi sensu stricto,
B. garini i B. afzeli oraz ostatnio poznane nowe geno-
gatunki Borrelia bissetti i B. spielmani s¹ chorobo-
twórcze dla cz³owieka.

G³ównym, maj¹cym podstawowe znaczenie w sze-
rzeniu siê zaka¿enia rezerwuarem B. burgdorferi s¹
drobne gryzonie. Ponadto krêtki te stwierdzano u za-
jêcy, je¿y, zwierzyny p³owej (sarny, jelenie, daniele),
u ptaków wróblowatych, ba¿antów, mew, kormoranów,
a tak¿e jaszczurek. Prawdopodobnie ka¿dy ¿ywiciel
kleszcza mo¿e byæ rezerwuarem tych bakterii. Badania
rezerwuaru krêtków B. burgdorferi nie wykaza³y ich
powinowactwa do wybranych gatunków gospodarza.
S¹ one wykrywane u wszystkich rodzajów i gatunków
krêgowców l¹dowych, bêd¹cych ¿ywicielami kleszczy.
Kleszcze Ixodes sp. które pe³ni¹ rolê przenosiciela,
stanowi¹ równie¿ rezerwuar krêtków. W Polsce stwier-
dza siê te krêtki przede wszystkim u drobnych gryzoni
ale tak¿e u jeleni, koni i psów [5, 6].

Do zaka¿enia dochodzi w wyniku kontaktu z zaka-
¿onym kleszczem (wektor). Wektorem s¹ ró¿ne gatunki
kleszczy z rodzaju lxodes. W Europie i w Polsce jest
to I. ricinus.

Zasiêg terytorialny boreliozy z Lyme obejmuje ob-
szar ca³ej Polski. Badania prowadzone w wielu o�rod-
kach, obejmuj¹ce tysi¹ce kleszczy zebranych na terenie
wielu województw wskazuj¹, ¿e rozpowszechnienie
zaka¿onych krêtkami Borrelia burgdorferi kleszczy
waha siê od 6 do 15% i dotyczy w równym stopniu
terenów wiejskich jak i miejskich (parki i skwery).

Borelioza z Lyme jest wielouk³adow¹ chorob¹ za-
ka�n¹. W pocz¹tkowej fazie choroby charakterystycz-
ne s¹ zmiany skórne (rumieñ wêdruj¹cy). Po kilku
tygodniach rumieñ wêdruj¹cy mo¿e ust¹piæ samoist-
nie, ale zaka¿enie rozprzestrzenia siê na wiele uk³a-
dów i narz¹dów. Mog¹ wystêpowaæ objawy ze strony
o�rodkowego uk³adu nerwowego (neuroborelioza), ze
strony narz¹du ruchu (borelioza stawowa) oraz ze stro-
ny uk³adu kr¹¿enia w postaci zaburzeñ rytmu serca,
³¹cznie z blokiem przedsionkowo-komorowym. Rocz-
nie w Polsce rejestrowanych jest oko³o 8�9 tysiêcy
przypadków, a zapadalno�æ na boreliozê z Lyme wy-
nosi ponad 20 zachorowañ na 100 tysiêcy miesz-
kañców [10, 14].

4. Anaplazmoza granulocytarna [2, 8, 19]

Anaplazmoza wywo³ywana jest przez bakterie
Anaplasma phagocytophilum, bezwzglêdnego paso-
¿yta wewn¹trzkomórkowego krwinek bia³ych. Nie
jest objêta w Polsce nadzorem epidemiologicznym

i w zwi¹zku z tym trudno jest oceniæ czêsto�æ jej
wystêpowania.

Przez lata bakterie te znane by³y jako czynnik etio-
logiczny chorób zwierz¹t hodowlanych. Pierwsze
przypadki zachorowañ u ludzi opisano w 1996 r. jako
erlichiozê granulocytarn¹ wywo³an¹ przez czynnik
HGE (Human granulocytic ehrlichiosis agent), prze-
noszon¹ przez kleszcze rodzaju Ixodes sp. Izolacja
czynnika etiologicznego, a nastêpnie charakterystyka
wyizolowanych szczepów i DNA tych bakterii zde-
cydowa³a o w³¹czeniu czynnika HGE do rodzaju
Anaplasma jako nowy gatunek A. phagocytophilum.

Rezerwuarem drobnoustroju s¹ dzikie zwierzêta,
g³ównie drobne gryzonie. Drobnoustrój wnika przez
skórê podczas uk³ucia przez zaka¿onego kleszcza.

Wystêpuje w ró¿nych krajach i na ró¿nych konty-
nentach. Zasiêg wystêpowania anaplazmozy granulocy-
towej pokrywa siê z zasiêgiem wystêpowania kleszczy
rodzaju Ixodes. Przypadki anaplazmozy granulocy-
towej wykrywane s¹ w pó³nocnych stanach USA,
w Szwecji, Polsce, S³owenii i Rosji.

Pierwszy przypadek anaplazmozy w Polsce opisano
w 2001 roku. By³o to zaka¿enie mieszane. Pocz¹tko-
wo rozpoznano u chorego boreliozê z Lyme, w prze-
biegu której stwierdzono nietypowe dla tego zaka¿enia
objawy hematologiczne. Choroba mia³a ciê¿ki, zagra-
¿aj¹cy ¿yciu przebieg.

Zwykle anaplazmoza rozpoczyna siê nagle wyso-
k¹ gor¹czk¹, której towarzysz¹ bóle miê�ni, ogólne
os³abienie i z³e samopoczucie. Objawy te pojawiaj¹
siê po oko³o 3 tygodniach od kontaktu z kleszczem.
Zaka¿enie mo¿e przebiegaæ z ró¿nym nasileniem, od
przypadków bezobjawowych do ciê¿kich, koñcz¹cych
siê �mierci¹. Ma³o charakterystyczne objawy klinicz-
ne stwarzaj¹ trudno�ci w prawid³owym ukierunko-
waniu badañ diagnostycznych. Najczê�ciej obserwuje
siê objawy grypopodobne, takie jak wysoka gor¹czka,
bóle miê�ni, stawów, os³abienie, bóle i zawroty g³o-
wy, wymioty, biegunkê, a tak¿e powiêkszenie w¹tro-
by i �ledziony. U czê�ci chorych mo¿e wyst¹piæ zapa-
lenie p³uc z zaburzeniami oddychania, niewydolno�æ
nerek oraz objawy neurologiczne z zaburzeniami
�wiadomo�ci. W najciê¿szych postaciach obserwuje
siê spadek ci�nienia krwi, zaburzenia oddychania,
ostr¹ niewydolno�æ nerek, krwawienia z przewodu
pokarmowego, zapalenie mózgu i opon mózgowych,
powik³ane ciê¿kimi zaka¿eniami oportunistycznymi.
Zajêcie o�rodkowego uk³adu nerwowego mo¿e obja-
wiaæ siê zaburzeniami �wiadomo�ci, atakami padacz-
kowymi, �pi¹czk¹. �miertelno�æ waha siê w granicach
2�10%. Poniewa¿ w anaplazmozie granulocytowej
bakterie paso¿ytuj¹ w granulocytach, u chorych wy-
stêpuje leukopenia, trombocytopenia, podwy¿szone
stê¿enie kreatyniny i wzrost aktywno�ci aminotrans-
feraz w surowicy krwi.
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5. Tularemia [14]

Do zaka¿enia najczê�ciej dochodzi przez bezpo-
�redni kontakt z zaka¿onymi gryzoniami, lub ich wy-
dalinami, jednak wektorem tego zaka¿enia mog¹ byæ
tak¿e kleszcze. Na zaka¿enie to nara¿eni s¹ g³ównie
my�liwi oraz ich rodziny. Tularemia charakteryzuje
siê wielopostaciowo�ci¹ form. Pocz¹tek choroby jest
zwykle nag³y z gor¹czk¹, dreszczami, bólami g³owy
i miê�ni, wymiotami i zapaleniem spojówek. W dal-
szym przebiegu choroby najczê�ciej wystêpuj¹ kra-
terowate owrzodzenia w miejscu wnikniêcia tych
bakterii. Dochodzi do zajêcia okolicznych wêz³ów
ch³onnych, ich ropienia i wytworzenia siê przetok.
W postaci anginowej obserwuje siê szaro-bia³y nalot
a tak¿e owrzodzenia jamy ustnej. Najciê¿szy przebieg
ma postaæ p³ucna ze �ródmi¹¿szowym zapaleniem
p³uc oraz postaæ trzewna, w wyniku której mo¿e do-
chodziæ do perforacji jelit. Ze wzglêdu na objawy kli-
niczne tularemiê nazywa siê czasem �d¿um¹ gryzoni�.

6. Bartonelozy [3, 7, 12, 18, 21, 22, 24]

Zaka¿enia wywo³ane przez bakterie z rodzaju Bar-
tonella stanowi¹ powa¿ne zagro¿enie dla zdrowia
cz³owieka i zaliczane s¹ do grupy �emerging/re-emer-
ging diseases�. Przyk³adem s¹ choroby wywo³ane
przez Bartonella quintana, dawniej czynnik etiolo-
giczny przenoszonej przez wszy gor¹czki okopowej
oraz nowo opisane gatunki rodzaju Bartonella, jak
B. henselae, B. elizabethae, B. koehlerae. Z 19 dotych-
czas opisanych gatunków rodzaju Bartonella, ponad
10 jest zwi¹zanych z zachorowaniami u ludzi.

Gor¹czka okopowa nazywana równie¿ gor¹czk¹
wo³yñsk¹, gor¹czk¹ piêciodniow¹, wystêpowa³a na
pocz¹tku dwudziestego wieku, w czasie I wojny �wia-
towej. By³a chorob¹ szerz¹c¹ siê epidemicznie w oko-
pach, szczególnie na wschodnim froncie. Mia³a charak-
terystyczny przebieg, poniewa¿ co piêæ dni wystêpowa³
gwa³towny wzrost temperatury cia³a z utrat¹ �wiado-
mo�ci, bêd¹ca wynikiem zaka¿enia o�rodkowego
uk³adu nerwowego. Czynnikiem etiologicznym by³a
Rochalimea quintana, obecnie nazywana Bartonella
quintana. W czasie II wojny �wiatowej gor¹czka oko-
powa prawie ju¿ nie wystêpowa³a, po wojnie, w pó�-
niejszych latach, nie stwierdzano jej wystêpowania,
ani w Zachodniej Europie ani w Polsce. Na pocz¹tku
lat osiemdziesi¹tych uwa¿ano, ¿e jest to �historyczna
choroba�, wspó³cze�nie ju¿ niewystêpuj¹ca. Tak by³o
do drugiej po³owy lat osiemdziesi¹tych. Wtedy nagle
zaczêto stwierdzaæ u pojedynczych ludzi zapalenie
wsierdzia, gor¹czkê, zapalenie wêz³ów ch³onnych
o nieznanej etiologii, najpierw w Ameryce, potem we
Francji i w ca³ej Europie. Po wyizolowaniu bakterii
okaza³o siê, ¿e jest to, ta sama bakteria, która wywo³y-

wa³a gor¹czkê okopow¹. Intensywne badania dopro-
wadzi³y do wykrycia i opisania kilkunastu, nowych
gatunków rodzaju Bartonella.

Stwierdzano je pocz¹tkowo u chorych na AIDS
jako zaka¿enia oportunistyczne. Zarówno w USA jak
i w Europie wykazano, ¿e u chorych na AIDS B. quin-
tana mo¿e byæ przyczyn¹ wielu schorzeñ. W nastêp-
nych latach zaka¿enia te wykryto tak¿e u ludzi wolnych
od zaka¿enia wirusem HIV. W 1989 roku stwierdzono,
¿e czynnikiem etiologicznym tych zaka¿eñ mo¿e byæ
równie¿ inny, nowy gatunek bakterii z tego rodzaju
� B. henselae. Obecnie wiadomo, ¿e zaka¿enia ró¿-
nymi gatunkami bakterii z rodzaju Bartonella mog¹
wystêpowaæ w ró¿nych postaciach zarówno u chorych
na AIDS, u chorych z obni¿on¹ odporno�ci¹, z choro-
bami wyniszczaj¹cymi, u biorców przeszczepów jak
równie¿ u ludzi ze sprawnym uk³adem immunologicz-
nym. Rezerwuarem B. henselae s¹ koty, z których jak
przypuszcza siê zaka¿enie przenoszone jest przez pch³y.
Obecnie wektor B. quintana jest nieznany, zaka¿enia
wystêpuj¹ równie¿ w �rodowisku wolnym od wszy.
Ponadto, przebieg tego zaka¿enia jest inny ni¿ gor¹czki
okopowej. Zaka¿enie nie szerzy siê epidemicznie i nie
wystêpuj¹ piêciodniowe okresy gor¹czki. Nie jest to
choroba przenoszona wy³¹cznie przez wszy, prawdo-
podobnie mog¹ przenosiæ j¹ pch³y, a tak¿e kleszcze.
Zaka¿enie manifestuje siê ró¿nymi objawami.

Bartonelozy mog¹ byæ przyczyn¹ zapalenia wsier-
dzia, zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych, zapalenia
p³uc, naczyniakowato�ci, plamicy w¹trobowej, zapa-
lenia ga³ki ocznej, choroby kociego pazura i innych.

Naj³agodniejsz¹ postaci¹ bartonelozy jest choroba
kociego pazura. Jest tak nazywana, poniewa¿ najczê�-
ciej do zaka¿enia dochodzi w wyniku zadrapania,
ugryzienia lub po�linienie przez kota. Badania wyka-
za³y, ¿e w Polsce ponad 50% kotów jest zaka¿onych.
Choroba kociego pazura objawia siê zwykle powiêk-
szeniem jednego wêz³a ch³onnego po³o¿onego blisko
miejsca zadrapania lub pogryzienia przez kota. Mo¿e
przebiegaæ jako ostre, podostre lub przewlek³e zapale-
nie jednego lub kilku wêz³ów ch³onnych.

Inne, rzadziej spotykane objawy to zapalenie móz-
gu, zapalenie p³uc, zapalenie ko�ci, erythema nodosum.

Jednak jak wskazuj¹ dane z ca³ego �wiata bakterie
z rodzaju Bartonella mog¹ atakowaæ wiele uk³adów
i narz¹dów. Objawy kliniczne zaka¿enia s¹ bardzo zró¿-
nicowane. Wspóln¹ cech¹ wszystkich zachorowañ jest
bakteriemia, której w wiêkszo�ci przypadków towa-
rzyszy gor¹czka. U niektórych chorych z bakteriemi¹
mo¿e doj�æ do zapalenia wsierdzia. W tych przypad-
kach konieczna jest zwykle wymiana zastawek. Poszuku-
j¹c przyczyn gor¹czki o nieznanej etiologii (wszystkie
gatunki rodzaju Bartonella) lub czynnika etiologicz-
nego zapalenie wsierdzia (B. vinsonii sub. berkhoffii,
B. koehlerae, B. elizabethae, B. washoensis) nale¿y
braæ pod uwagê zaka¿enie tymi bakteriami. Inna po-
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staæ zaka¿enia, bacillary angiomatosis: choroba roz-
rostowa naczyñ, najczê�ciej dotyczy skóry, mo¿e obej-
mowaæ warstwy powierzchniowe naskórka, skóry lub
podskórne. Zmiany te mog¹ wystêpowaæ równie¿ na
b³onach �luzowych jamy ustnej, odbytu lub ca³ego
przewodu pokarmowego. Pelosis hepatitis wywo³ana
przez Bartonella sp. wykrywana jest u ludzi za¿ywa-
j¹cych steroidy anaboliczne, z zaawansowan¹ choro-
b¹ nowotworow¹ lub innymi chorobami wyniszczaj¹-
cymi, jak gru�lica i zaka¿enie HIV. Wspóln¹ cech¹
chorych jest przebywanie w bardzo z³ych warunkach
sanitarnych, niedo¿ywienie, alkoholizm. Najczê�ciej
dotyczy bezdomnych.

Bartoneloza jest to zoonoza nabywana przez cz³o-
wieka od towarzysz¹cych mu zwierz¹t. W wojewódz-
twie mazowieckim, w okolicach Warszawy zbadano
du¿¹ grupê kotów i psów oraz ich ektopaso¿yty, w kie-
runku obecno�ci zaka¿eñ Bartonella sp. Wykryto, ¿e
ponad 50% kotów jest zaka¿onych tymi bakteriami.
Przy czym przebiega ono bezobjawowo. Jednocze�nie,
nie stwierdzono tych bakterii w zebranych ze zwierz¹t
pch³ach natomiast obecne by³y one w zdjêtych z psów
kleszczach. Jednocze�nie u psów, na których ¿ero-
wa³y zaka¿one kleszcze, wykryto w surowicy krwi
swoiste przeciwcia³a.

Chocia¿ nie jest udowodniona droga przenoszenia
zaka¿enia Bartonella sp. przez kleszcze ale istnieje
wiele badañ wykazuj¹cych w nich obecno�æ tych bak-
terii oraz u zwierz¹t i ludzi, na których te stawonogi
¿erowa³y. Badano tak¿e ró¿ne populacje ludzi, poten-
cjalnie nara¿onych na zaka¿enie Bartonella sp., jak
np.: lekarze weterynarii, w³a�ciciele kotów, bezdomni
alkoholicy i narkomani. Wszyscy oni nale¿¹ do grupy
zwiêkszonego ryzyka zachorowania ze wzglêdu na
czêsty, bliski kontakt ze zwierzêtami b¹d� specyficz-
ne obyczaje i tryb ¿ycia. Stwierdzono znamiennie
podwy¿szone poziomy przeciwcia³ dla B. henselae
i B. quintana u wszystkich badanych oprócz grupy
narkomanów. Ponadto z krwi niektórych badanych,
niewykazuj¹cych ¿adnych objawów zaka¿enia, izolo-
wano szczepy B. henselae.

7. Gor¹czka Q [8, 23, 27]

Jest to typowa odzwierzêca choroba zaka�na wy-
wo³ana przez Coxiella burnetii. Bakterie te s¹ bez-
wzglêdnymi paso¿ytami wewn¹trzkomórkowymi, wy-
wo³uj¹cymi zaka¿enia, w przenoszeniu których mog¹
uczestniczyæ kleszcze.

Drobnoustrój ten cechuje du¿a zaka�no�æ; uwa¿a
siê ¿e 10�100 komórek bakteryjnych mo¿e wywo³aæ
zaka¿enie i ostr¹ chorobê. Mimo, ¿e jest to paso¿yt
wewn¹trzkomórkowy mo¿e przetrwaæ w �rodowisku
zewnêtrznym, w stosunkowo wysokich temperaturach
(ginie dopiero po 15 sekundach w 74°C) jak równie¿

odporny jest na wysuszenie i wiele substancji che-
micznych, stosowanych jako �rodki dezynfekcyjne.
W³a�ciwo�ci te zwi¹zane s¹ z wytwarzaniem form
przetrwalnych.

Rezerwuarem C. burnetii w przyrodzie s¹ ró¿ne
dzikie zwierzêta, drobne gryzonie, króliki, dziki, sar-
ny, jelenie. Stwierdzano równie¿ obecno�æ tych bak-
terii u jaszczurek. W �rodowisku cz³owieka g³ównym
rezerwuarem jest byd³o, kozy i owce. W Polsce zaka-
¿enia ludzi najczê�ciej pochodz¹ od zaka¿onego by-
d³a. Rzadko rejestrowane s¹ zaka¿enia owiec. W�ród
dzikich zwierz¹t C. burnetii izolowane by³y przede
wszystkim z kleszczy i drobnych gryzoni, ale tak¿e
wykryto je u ¿ubrów.

Zwierzêta przechodz¹ zwykle zaka¿enie bezobjawo-
wo, ale wydalaj¹ bakterie z moczem, w mleku, a pod-
czas porodów z wodami p³odowymi. Cz³owiek zaka¿a
siê wdychaj¹c zaka¿ony aerozol lub zaka¿ony kurz, bez
udzia³u kleszczy. Poniewa¿ g³ównym rezerwuarem
C. burnetii w najbli¿szym otoczeniu cz³owieka jest
byd³o, owce i kozy, do grupy zwiêkszonego ryzyka
zachorowania nale¿¹ hodowcy tych zwierz¹t, s³u¿by
weterynaryjne, a tak¿e pracownicy rze�ni i garbarni.

Rola kleszczy w kr¹¿eniu drobnoustroju jest nie-
jednoznaczna. Drobnoustrój ten nie wykazuje powi-
nowactwa do okre�lonego rezerwuaru lub wektora.
Bakterie C. burnetii stwierdzano w ró¿nych gatunkach
kleszczy. Z jednej strony uwa¿a siê, ¿e kleszcze s¹
wektorem przenosz¹cym zaka¿enie w�ród dzikich
zwierz¹t, z drugiej strony wiadomo, ¿e zaka¿ony
kleszcz wydala du¿¹ liczbê bakterii z ka³em, który po-
zostaj¹c na sier�ci ssaków jest g³ównym �ród³em za-
ka¿enia. Obecnie wielu badaczy uwa¿a, ¿e kleszcze s¹
przede wszystkim rezerwuarem C. burnetii, a przenie-
sienie zaka¿enia nie wymaga wektora.

W fazie ostrego zaka¿enia gor¹czka Q przebiega
zwykle pod postaci¹ choroby gor¹czkowej ze znacz-
nie podwy¿szon¹ temperatur¹ cia³a (do 40°C), bólami
g³owy oraz wystêpowaniem ma³o charakterystycznych
objawów grypopodobnych i atypowego zapalenia p³uc.
Postaæ przewlek³a wystêpuje czêsto jako powik³anie
bezobjawowo przebytej gor¹czki Q i mo¿e powodo-
waæ odleg³e objawy kliniczne w postaci m.in.: zatoro-
wo�ci p³uc, zaburzeñ zakrzepowo-zatorowych, zapa-
lenia miê�nia serca i najczê�ciej zapalenia wsierdzia.

Mimo, ¿e gor¹czka Q podlega nadzorowi epide-
miologicznemu liczba rejestrowanych przypadków nie
oddaje rzeczywistej liczby zachorowañ.

8. Zaka¿enia Rickettsia sp. z grupy
gor¹czek plamistych [4, 9, 13, 19]

Po raz pierwszy, obecno�æ Rickettsia conori w klesz-
czu I. ricinus wykryto w Belgii w 1993 roku. Wtedy
uwa¿ano, ¿e jest to przypadkowe zaka¿enie i kleszcze
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tego gatunku nie s¹ zdolne do przeniesienia zaka¿enia
z jednego ¿ywiciela na drugiego, miêdzy innymi z po-
wodu nieodpowiednich dla szerzenia siê gor¹czki pla-
mistej warunków klimatycznych. Badania kleszczy
jako rezerwuaru i wektora bakterii z rodzaju Rickettsia,
przeprowadzone w latach 2006�2009 na terenie kil-
ku województw w Polsce, wykaza³y wystêpowanie
riketsji z grupy gor¹czek plamistych w kleszczach
gatunku Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus.
Pierwszy z wymienionych kleszczy wystêpuje w ca³ej
Polsce, drugi w pó³nocno-wschodniej czê�ci kraju.
Na terenie ca³ej Polski wykryto obecno�æ Rickettsia
raoultii w kleszczach obu gatunków. DNA tych bak-
terii stwierdzono w 56.7% kleszczy Dermacentor reti-
culatus i 18.2% Ixodes ricinus. W kleszczach I. rici-
nus wykryto Rickettsia slovaca i R. helvetica, których
jak przyjmowano do niedawna, granica wystêpowania
na pó³nocy przebiega, przez teren S³owacji i Czech.

W tych samych rejonach, z których pochodzi³y za-
ka¿one kleszcze u prawie 15% pracowników le�nych
wystêpowa³y przeciwcia³a swoiste dla riketsji z grupy
gor¹czek plamistych, w tym dla R. massiliae i prawdo-
podobnie dla R. slovaca.

9. Zaka¿enia mieszane (ko-infekcje) [9, 17]

Istotnym problemem zwi¹zanym z zaka¿eniami
przenoszonymi przez kleszcze jest obecno�æ kilku
drobnoustrojów w organizmie jednego kleszcza. Pato-
geny,. które powoduj¹ boreliozê z Lyme, anaplazmozê,
bartonelozê czêsto wspó³istniej¹ w kleszczu, wywo-
³uj¹c zaka¿enia mieszane. Wydaje siê, ¿e zale¿nie od
rejonu, ryzyko takiego zaka¿enia jest ró¿ne ale jak
dotychczas brak jest dok³adnych danych. Wydaje siê
¿e podwójne zaka¿enia kleszczy najczê�ciej wystêpuj¹
w rejonie Ameryki P³n i Europy. Poniewa¿ borelioza
z Lyme na tych terenach jest chorob¹ endemiczn¹
zwykle ko-infekcja dotyczy boreliozy i towarzysz¹cej
jej drugiej infekcji. Wed³ug wielu autorów najczê�ciej
wystêpuje borelioza z Lyme i anaplazmoza. Rzadziej
rozpoznawane s¹ jednoczesne zaka¿enia trzema pato-
genami, w tym bakteryjno-wirusowymi lub pierwot-
niakowymi. Wykazano wystêpowanie u ludzi zaka¿eñ
B. burgdorferi, wirusem TBE i A. phagocytophila lub
B. burgdorferi i Bartonella henselae. Rozpoznanie
zaka¿enia mieszanego ma nie tylko znaczenie epide-
miologiczne ale przede wszystkim warunkuje wpro-
wadzenie prawid³owego leczenia obejmuj¹cego swym
spektrum wszystkie chorobotwórcze drobnoustroje.

Badania ostatnich lat wykaza³y, ¿e wiele chorób
odzwierzêcych przenoszonych przez kleszcze mo¿e
prowadziæ do powik³añ w postaci uszkodzenia serca
� zastawek lub miê�nia sercowego. Nale¿¹ do nich bo-
relioza z Lyme, bartonelozy, gor¹czka Q. Wymienione
choroby nale¿¹ do grupy tzw. nowo pojawiaj¹cych

siê i nawracaj¹cych zagro¿eñ (emerging/re-emerging
diseases) i stanowi¹ jeden z wa¿niejszych problemów
zdrowia publicznego. W�ród nich borelioza z Lyme
jest najczê�ciej wystêpuj¹c¹ na pó³kuli pó³nocnej
i w Polsce, chorob¹ przenoszon¹ przez kleszcze, go-
r¹czka Q wystêpuje w Polsce od 1956 roku jednak
jej pó�ne, przewlek³e postaci nie s¹ rozpoznawane,
bartoneloza diagnozowana jest od kilku lat ale klinicz-
nie rozpoznawana jest g³ównie choroba kociego pazura
wywo³ana przez Bartonella henselae, która jest jed-
nym z kilku gatunków tego rodzaju odpowiedzialnym
za zapalenie wsierdzia i miê�nia sercowego.

Przeprowadzone w ostatnich miesi¹cach w Samo-
dzielnej Pracowni Riketsji, Chlamydii i Krêtków Od-
zwierzêcych NIZP-PZH serc biorców poddanych
transplantacji serca, wykaza³y obecno�æ u oko³o 17%
badanych obecno�æ Borrelia afzeli i Bartonella sp.
w zastawkach aortalnych i mitralnych oraz Coxiella
burnetii w zastawce mitralnej oraz miê�niu sercowym.
Stwierdzano tak¿e w sercu jednocze�nie Coxiella bur-
netii i Bartonella.

10. Podsumowanie

Zmieniaj¹cy siê styl ¿ycia, aktywny wypoczynek,
rozwój turystyki, sporty ekstremalne s¹ czasami no-
wymi czynnikami zwiêkszonego ryzyka zachorowa-
nia. Przebywaj¹c na terenach rekreacyjnych cz³owiek
nara¿ony jest na kontakt z kleszczami i zaka¿enie prze-
noszonymi przez nie chorobami. Na terenie ca³ego
kraju kleszcze mog¹ byæ przenosicielem (wektorem)
boreliozy z Lyme, anaplazmozy, kleszczowego zapa-
lenia mózgu, tularemii, gor¹czki Q, a tak¿e prawdo-
podobnie bartoneloz i riketsjoz z grupy gor¹czek pla-
mistych. Terytorium Polski mo¿na uznaæ za teren
endemiczny boreliozy z Lyme, kleszczowego zapalenia
mózgu i gor¹czki Q. Wykrycie nowych czynników
etiologicznych zaka¿eñ przenoszonych przez kleszcze
z jednej strony mo¿na t³umaczyæ znacznie czulszymi,
nowoczesnymi metodami diagnostycznymi ale przede
wszystkim nale¿y zwróciæ uwagê czynniki zmieniaj¹-
cego siê �rodowiska (np. ocieplenie klimatu) czy zmien-
no�æ samych drobnoustrojów (np. Bartonella quintana
jako czynnik etiologiczny choroby wystêpuj¹cej na
pocz¹tku XX wieku i obecnie)
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1. Wstêp

Herpeswirusy stanowi¹ jedn¹ z najwiêkszych rodzin
wirusowych, liczba jej przedstawicieli zidentyfikowa-
nych do tej pory przekracza dwie�cie [12]. Gospoda-
rzami herpeswirusów, z wyj¹tkiem jednego gatunku, s¹
krêgowce [11], osiem gatunków jest odpowiedzialnych
za infekcje u ludzi. Wed³ug obowi¹zuj¹cej nomen-
klatury [11] oznacza siê je jako ludzkie herpeswirusy
(human herpesvirus, HHV) 1�8, chocia¿ nadal czêsto
stosuje siê nazwy zwyczajowe. Herpeswirusy patogen-
ne dla cz³owieka reprezentuj¹ wszystkie trzy podro-
dziny Herpesviridae: ", $ i (. Herpeswirusy opryszczki
HSV-1 (HHV-1) i HSV-2 (HHV-2) oraz wirus ospy
wietrznej i pó³pa�ca VZV (HHV-3) nale¿¹ do podro-
dziny Alphaherpesvirinae, podrodzinê Betaherpesvirinae
reprezentuj¹ ludzki cytomegalowirus HCMV (HHV-5)
oraz wirusy rumienia nag³ego HHV-6 i HHV-7; wirus
Epsteina-Barr (HHV-4) oraz wirus miêsaka Kaposiego
KSHV (HHV-8) to przedstawiciele gammaherpeswi-
rusów. Herpeswirusy nale¿¹ do jednych z najbardziej
rozpowszechnionych wirusów w naszej populacji.
U oko³o 70�90% mieszkañców Europy (90% w Pols-

ce) wykrywa siê przeciwcia³a specyficzne dla HSV-1,
u 10�20% (9% w Polsce) � dla HSV-2, 40�60% dla
HCMV, do 95% dla EBV [1, 26, 39]. Warto�ci te s¹
znacznie wy¿sze, nawet do 100%, w niektórych rejo-
nach geograficznych � zale¿nie od statusu socjo-
ekonomicznego badanej populacji, wieku lub infekcji
towarzysz¹cych, np. u nosicieli wirusa HIV [2, 26].
Ludzkie herpeswirusy powoduj¹ u osób z prawid³owo
funkcjonuj¹cym uk³adem immunologicznym choroby
zwykle o przebiegu ³agodnym lub wrêcz infekcje bez-
objawowe. Staj¹ siê gro�ne, gdy zawodzi kontrola
uk³adu immunologicznego: u osób z upo�ledzon¹
odporno�ci¹ lub poddanych immunosupresji, po trans-
plantacjach, w infekcji towarzysz¹cej HIV/AIDS,
w okresie ¿ycia p³odowego. Powik³ania infekcji mog¹
obejmowaæ zapalenie centralnego uk³adu nerwowego,
p³uc, rogówki, wady wrodzone u dzieci i inne [1, 14].
EBV i KSHV to wirusy onkogenne, EBV jest jednym
z najczêstszych wirusowych czynników etiologicz-
nych nowotworów cz³owieka [28].

Herpeswirusy posiadaj¹ os³onkê okrywaj¹c¹ charak-
terystyczn¹ warstwê bia³ek zwan¹ tegumentem, kapsyd
i materia³ genetyczny, który stanowi dwuniciowy DNA
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o d³ugo�ci do 235 tys. pz [35]. W os³once zakotwiczo-
ne s¹ m.in. glikoproteiny wirusowe, odpowiedzialne za
wnikanie wirionów do komórek i stanowi¹ce g³ówny
cel przeciwcia³ neutralizuj¹cych. Ekspresja genów her-
peswirusowych to proces wieloetapowy i �ci�le kontro-
lowany, odbywa siê w sposób kaskadowy w trzech
g³ównych fazach: natychmiastowo-wczesnej (", imme-
diate-early, IE), wczesnej ($, early, E) i pó�nej ((, late,
L) [35, 45]. W trakcie infekcji powstaje stosunkowo
du¿o bia³ek, z których znakomita czê�æ indukuje siln¹
odpowied� immunologiczn¹. Po infekcji pierwotnej
herpeswirusy przechodz¹ w stan utajenia � latencji
� w komórkach nerwowych (HSV, VZV), limfocytach
(HHV-6/7, EBV, KHSV), monocytach/makrofagach
(CMV, HHV-6), komórkach uk³adu siateczkowo-�ród-
b³onkowego wêz³ów ch³onnych i komórkach �ród-
b³onka têtnic (HCMV), gdzie w okre�lonych warun-
kach dochodzi do ich reaktywacji [3, 14, 38]. Podczas
latencji zachodzi ograniczona ekspresja genów, g³ów-
nie potrzebnych do zahamowania cyklu litycznego,
nie wykrywa siê produktów bia³kowych (HSV) lub ich
liczba jest ograniczona. Reaktywacja ze stanu latencji
oznacza spotkanie z wytworzon¹ w trakcie infekcji
pierwotnej, gotow¹ specyficzn¹ odpowiedzi¹ immuno-
logiczn¹. Aby przetrwaæ w toku ewolucji herpeswirusy
musia³y wykszta³ciæ ró¿norodne mechanizmy hamo-
wania odpowiedzi immunologicznej i dzi� uznawane s¹
za mistrzów ucieczki immunologicznej. Immunomodu-
lacja dotyczy zarówno odpowiedzi wrodzonej, jak
i nabytej. Znaczna czê�æ inhibitorów wirusowych ha-
muje aktywno�æ limfocytów T cytotoksycznych CD8+,
wskazuj¹c na istotn¹ rolê tych komórek w kontroli za-
ka¿eñ herpeswirusowych [16].

Infekcje herpeswirusowe kontroluje siê przy pomo-
cy chemioterapeutyków, g³ównie analogów nukleo-
zydowych (acyklowir, gancyklowir, famcyklowir, wa-
lacyklowir) lub nukleotydowych (cidofowir) [46]. Ich
wprowadzenie sta³o siê prze³omem w terapii zaka¿eñ,
jednak¿e pomimo opracowania leków modyfikowa-
nych w celu poprawy biodostêpno�ci, zwiêkszenia
aktywno�ci przeciwwirusowej i zmniejszenia toksycz-
no�ci nie doprowadzi³o do eradykacji wirusów z po-
pulacji. Za rozprzestrzenianie siê herpeswirusów
w populacji cz³owieka wini siê dzi� przede wszystkim
asymptomatyczne wydalanie wirusa oraz zdolno�æ do
przebywania w stanie latencji [10, 19]. Wydaje siê, ¿e
drog¹ do eliminacji zaka¿eñ mog¹ byæ przede wszyst-
kim szczepionki.

Badaniom klinicznym poddaje siê dwa typy szcze-
pionek: profilaktyczne i terapeutyczne. Szczepionki
profilaktyczne maj¹ za zadanie chroniæ przed infekcj¹
osoby seronegatywne. Szczepionki terapeutyczne s¹
przeznaczone dla osób, które przesz³y infekcjê i po-
siadaj¹ wirusy w stanie latencji. Maja one chroniæ przed
reaktywacj¹ wirusa lub ograniczaæ objawy z ni¹ zwi¹-

zane. Testowane s¹ zarówno preparaty tradycyjne,
oparte na ¿ywych atenuowanych szczepach wirusów
lub szczepionkach podjednostkowych z rekombino-
wanymi bia³kami uzyskiwanymi w ró¿nych systemach
ekspresji, jak i nowoczesne preparaty wielosk³adniko-
we typu �prime-boost�, szczepionki oparte na wek-
torach pochodz¹cych z innych wirusów, komórki
prezentuj¹ce antygeny wirusowe, szczepionki DNA,
szczepionki peptydowe. Testowane s¹ ró¿ne adiuwan-
ty. Dla herpeswirusów istniej¹ modele ma³ych zwierz¹t
(myszy, króliki, �winki morskie), ze wzglêdu na zdol-
no�æ tych wirusów o szerokim zakresie gospodarza do
ich infekcji (HSV) lub istnienie gatunków wirusów od-
powiadaj¹cych ludzkiemu (np. mysi cytomegalowirus).
Modyfikacje genomów herpeswirusowych zosta³o
w ostatnich latach znacznie u³atwione poprzez pozna-
nie pe³nych sekwencji wirusowego DNA oraz uzyska-
nie genomów w postaci sztucznych chromosomów
bakteryjnych, tzw. BAC-ów (bacterial artificial chro-
mosome), zdolnych do replikacji w komórkach bakte-
ryjnych. Umieszczenie w DNA wirusowym sekwencji
replikonu mini-F Escherichia coli, w najnowszych wer-
sjach umo¿liwiaj¹ce ich pó�niejsze usuniêcie (systemy
rekombinacji Red, loxP/rekombinaza Cre), pozwala na
prostsze manipulacje wielkimi genomami herpeswiru-
sowymi oraz zmiany genów upo�ledzaj¹cych namna¿a-
nie siê wirusów, a nawet genów kluczowych [5, 48, 49].

Pomimo tak wielokierunkowego podej�cia i wielo-
letnich badañ nad szczepionkami przeciw herpeswiru-
som jedyne preparaty komercyjne zosta³y uzyskane
dla wirusa VZV.

2. Szczepionki przeciw wirusowi ospy wietrznej
i pó³pa�ca

Szczepionki przeciw VZV nale¿¹ do szczepionek
konwencjonalnych, ich podstawê stanowi ten sam ¿ywy
atenuowany szczep wirusa Oka (tzw. szczepionkowy
szczep Oka, V-Oka od ang. vaccine = szczepionka).
Jego szczep rodzicielski (tzw. P-Oka od ang. parental)
zosta³ wyizolowany w 1974 roku w Japonii przez ze-
spó³ T a k a h a s h i e g o  od dziecka przechodz¹cego
pe³noobjawow¹ ospê wietrzn¹ [3, 49]. Atenuacja zo-
sta³a uzyskana przez wielokrotne pasa¿e w komórkach
obcych gatunkowo (p³odowe fibroblasty �winki mor-
skiej) oraz ludzkich komórkach diploidalnych, jej me-
chanizm nie jest do koñca poznany [3]. Dostêpne s¹
preparaty chroni¹ce przed infekcj¹ VZV i osp¹ wietrz-
n¹, g³ównie u dzieci (np.: Varivax®, Varilrix®), rów-
nie¿ w wersji skojarzonej ze szczepionk¹ �winka-odra-
ró¿yczka, oraz szczepionka zapobiegaj¹ca reaktywacji
wirusa i pó³pa�cowi (Zostavax®).

Szczepionka profilaktyczna przeciw ospie wietrz-
nej zasta³a wprowadzona w Stanach Zjednoczonych
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w 1995 roku, w Polsce jest zalecana od 2003 roku.
Ponad 10-letnia historia stosowania tej szczepionki
pozwoli³a na d³ugoterminow¹ ocenê jej skuteczno�ci
w czasie. Wyniki testu na du¿ej grupie szczepionych
ujawni³y zwiêkszanie siê wraz z up³ywem lat czêsto�-
ci zachorowañ na ospê u osób szczepionych (9 przy-
padków na 1000 osób po 5 latach i 58/1000 po 9 la-
tach) [6]. Rezultatem by³o zarekomendowanie przez
zespó³ przygotowuj¹cy wspomniany raport dwóch da-
wek szczepionki dla wszystkich dzieci i doszczepienie
osób, które otrzyma³y jedn¹ dawkê.

W roku 2006 zarejestrowano w Europie szczepion-
kê Zostavax, chroni¹c¹ przed pó³pa�cem i jego naj-
czêstszym powik³aniem, nerwobólem pó³pa�ccowym
(postherpetic neuralgia, PHN). Szczepionka ta jest za-
lecana dla ludzi po 50 roku ¿ycia, jej dzia³anie przy-
pisuje siê intensyfikacji powsta³ej podczas infekcji
pierwotnej komórkowej odpowiedzi immunologicz-
nej, która ulega os³abieniu u osób starszych. Zostavax
zawiera ten sam szczep V-Oka w dawce znacznie
wiêkszej ni¿ szczepionki przeciw ospie wietrznej,
�rednio 10�14 razy. Badania kliniczne na du¿¹ skalê
wykaza³y, i¿ szczepionka ta zmniejsza prawdopodo-
bieñstwo reaktywacji wirusa �rednio o 51% (u osób
powy¿ej 60 roku ¿ycia te wyniki by³y jeszcze lepsze)
oraz znacznie zmniejsza nasilenie choroby i ryzyko
wyst¹pienia powik³añ [29].

Przez ostatnie lata badacze próbowali zrozumieæ
mechanizm atenuacji szczepu V-Oka. W tym celu do-
konali jego charakterystyki molekularnej, poznano
pe³n¹ sekwencjê genomu szczepów P-Oka i V-Oka.
Analiza porównawcza wykaza³a obecno�æ 42 ró¿nic
nukleotydowych, wiêkszo�æ z nich znajdowa³a siê
w genie g³ównego transaktywatora wirusowego, na-
tychmiastowo-wczesnego bia³ka IE62 [49]. Te ró¿-
nice oraz dodatkowe delecje i insercje, m.in. w rejonie
bliskim origin replikacji, mog¹ t³umaczyæ s³absz¹ re-
plikacjê wirusa w hodowlach komórkowych in vitro
i upo�ledzone rozprzestrzenianie siê miêdzy komór-
kami. Genomy V-Oka i P-Oka zosta³y równie¿ skon-
struowane w wersji BAC, co zdecydowanie powinno
u³atwiæ dalsz¹ charakterystykê szczepów tego trudnego
do pracy w warunkach laboratoryjnych i modyfikacji
genetycznych wirusa [49].

 Najnowsze badania sugeruj¹, i¿ skuteczno�æ
szczepionek anty-VZV jest zwi¹zana z ich zdolno�ci¹
do aktywacji sk³adników odpowiedzi wrodzonej,
g³ównie infiltruj¹cych miejsce zaka¿enia komórek
dendrytycznych [17]. Szczep szczepionkowy VZV
utraci³ zdolno�æ do blokowania szlaku sygnalizacji
zale¿nego od receptorów Toll-podobnych (TLR)-2,
promuj¹cego produkcjê interleukiny 12, która wraz
z IFN-( wp³ywa na polaryzacjê odpowiedzi komór-
kowej w kierunku Th1, co ma kluczowe znaczenie dla
kontroli infekcji.

Poniewa¿ istniej¹ce szczepionki przeciw VZV
uznawane s¹ za bezpieczne i skuteczne, brak jest do-
niesieñ o opracowywaniu nowych preparatów.

3. Badania nad szczepionkami przeciw wirusom
HSV, ludzkiemu cytomegalowirusowi
i wirusowi Epsteina-Barr

Zupe³nie inaczej wygl¹da stan profilaktyki i terapii
zaka¿eñ wirusami HSV, CMV i EBV. Ze wzglêdu na
powszechno�æ infekcji, koszty terapii chemioterapeu-
tykami oraz wp³yw chorób na jako�æ ¿ycia spo³eczeñ-
stwa w 1999 roku amerykañski Instytut Medycyny
uzna³ opracowanie skutecznej szczepionki przeciw
tym wirusom za priorytetowe [22]. Próby konstrukcji
skutecznych preparatów podejmuje siê praktycznie od
identyfikacji wirusów. Pierwsze testy obejmowa³y po-
dej�cia najbardziej tradycyjne: inaktywowane ca³e wi-
riony, atenuowane szczepy wirusów, szczepionki pod-
jednostkowe oparte na sk³adnikach inaktywowanych
wirionów lub rekombinowanych bia³kach powierzch-
niowych stanowi¹cych najczêstszy cel przeciwcia³
neutralizuj¹cych (bia³ko gD HSV, gB HSV i HCMV,
gp350 wirusa EBV) [19, 22, 46]. Jednak¿e te pierwsze
szczepionki, daj¹ce obiecuj¹ce wyniki w fazie badañ
laboratoryjnych na modelach zwierzêcych, nie spe³ni³y
kryteriów odpowiedniej skuteczno�ci w testach kli-
nicznych. Spo�ród izolowanych od chorych atenuowa-
nych szczepów wirusów testy kliniczne na szerok¹
skalê przeszed³ szczep Towne wirusa CMV. Szcze-
pionka ta okaza³a siê byæ bezpieczna oraz indukowa³a
produkcjê przeciwcia³ neutralizuj¹cych i odpowied�
komórkow¹, zapobiegaj¹c w 89% objawom chorobo-
wym u osób po transplantacji nerki, nie chroni³a jed-
nak przed przekazaniem wirusa biorcom lub reakty-
wacj¹ wirusa [22]. Niepowodzeniem zakoñczy³a siê
równie¿ próba zastosowania tej szczepionki w celu
ochrony przed przekazaniem wirusa seronegatywnym
matkom od zaka¿onych dzieci. Szczep Towne jest
obecnie testowany w strategii typu �prime-boost�,
gdzie szczepienie wirusem atenuowanym jest poprze-
dzone podaniem szczepionki DNA [21].

Jedne z najwiêkszych testów dla HSV przesz³y dwie
szczepionki podjednostkowe. Pierwsza z nich � firmy
Chiron, by³a oparta na bia³kach gD i gB HSV-2 izolo-
wanych z hodowli komórek ssaczych CHO (Chinese
hamster ovary) z emulsj¹ skwalenu w wodzie jako ad-
iuwantem (gD2/gB2/MF59). Szczepionka ta okaza³a
siê byæ bezpieczna i wywo³ywa³a produkcjê przeciw-
cia³ neutralizuj¹cych na wysokim poziomie, ale przej�-
ciowo, dawa³a te¿ zbyt nisk¹ ochronê przed infekcj¹
HSV-2 (�rednio 9% skuteczno�æ) w dwóch du¿ych
testach klinicznych, tzw. te�cie partnerów, gdzie ba-
dano przekazywanie wirusa miêdzy seronegatywnymi
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i seropozytywnymi partnerami oraz w te�cie zapadal-
no�ci na infekcje w grupie ryzyka, u osób z histori¹
przebytych wcze�niej innych chorób przenoszonych
drog¹ p³ciow¹ [7]. Firma GlaxoSmithKline zapropo-
nowa³a szczepienie rekombinowanym bia³kiem gD
wirusa HSV-2 (gD2/alum/MPL), równie¿ otrzyma-
nym w komórkach CHO, ale z innym zestawem adiu-
wantów, wyniki testów klinicznych ukaza³y siê w roku
2002. Szczepionka ta indukowa³a zarówno produkcjê
przeciwcia³ neutralizuj¹cych, jak i odpowied� komór-
kow¹ [41]. Testy kliniczne zakoñczy³y siê czê�ciowym
sukcesem � wykazano wysok¹ skuteczno�æ u serone-
gatywnych kobiet (73% ochrona przed pojawieniem siê
objawów klinicznych infekcji, poziom ochrony przed
przeniesieniem wirusa ok. 40%). Jednak¿e wyniki tes-
tów dla kobiet � nosicielek wirusa i mê¿czyzn nieza-
le¿nie od ich statusu serologicznego wirusa by³y nie-
wystarczaj¹ce (�rednia skuteczno�æ szczepionki 38%).

Badania próbuj¹ce wyja�niæ fenomen wyników tak
zale¿nych od p³ci osób szczepionych wykaza³y znacz-
nie silniejsz¹ u kobiet odpowied� limfocytów T CD4+
na trzy z zestawu kilku immunodominuj¹cych epitopów
pochodz¹cych z bia³ka gD2 [50] i nie wyklucza siê, ¿e
podobne zjawisko ma miejsce dla limfocytów T CD8+.
Ró¿nice w aktywacji limfocytów mog¹ z kolei wynikaæ
z innej u kobiet regulacji komórek prezentuj¹cych anty-
geny (APC), których ró¿nicowanie jest podatne na
wp³yw hormonów p³ciowych, takich jak estrogen [23].
Niektórzy badacze wi¹¿¹ ró¿nice w wynikach szczepio-
nek podjednostkowych obu firm z zastosowanymi adiu-
wantami, podkre�laj¹c w ten sposób znaczenie adiu-
wantów dla skuteczno�ci szczepionek HSV [19, 46].

Po wielu badaniach zakoñczonych podobnie jak
w przypadku szczepionek podjednostkowych HSV-2

niepowodzeniem, naukowcy powrócili do badañ pod-
stawowych przebiegu infekcji, immunobiologii, bio-
logii molekularnej wirusów, poszukiwania nowych
antygenów wirusowych. Wyniki tych badañ czêsto
t³umacz¹ dotychczasowe niepowodzenia i wytyczaj¹
nowe strategie, m.in. podkre�laj¹ istotno�æ aktywacji
przez szczepionki sk³adowej komórkowej odpowiedzi
immunologicznej, g³ównie limfocytów T CD4+ i CD8+
w ochronie przed infekcjami pierwotnymi. Pierwsze po-
dej�cia szczepionkowe mia³y na celu wzbudzenie silnej
produkcji przeciwcia³ neutralizuj¹cych, które uwa¿a siê
za podstawê ochrony przed infekcjami pierwotnymi
i transmisj¹ przez³o¿yskow¹, ale, inaczej ni¿ zak³ada-
no, które nie wydaj¹ siê kontrolowaæ reaktywacji wi-
rusa [7, 22]. Szczepionki, które indukowa³y wysoki
poziom przeciwcia³, nie okaza³y siê skuteczne, szcze-
gólnie w przypadku infekcji wtórnych. Obecnie pod-
kre�la siê rolê limfocytów T CD4+ typu Th1, produku-
j¹cych m.in. IFN-(, w szczepionkach terapeutycznych
[19, 22]. Ponadto du¿e znaczenie ma poznawanie odpo-
wiedzi immunologicznej zwi¹zanej z b³onami �luzowy-
mi [10, 24] oraz mechanizmów jej immunomodulacji
przez herpeswirusy. W idealnej szczepionce aktywno�æ
limfocytów T powinna towarzyszyæ indukcji przeciw-
cia³ neutralizuj¹cych wirusa. Spo�ród innych wa¿niej-
szych odkryæ na uwagê zas³uguje m.in. wykazanie, i¿
ludzki cytomegalowirus u¿ywa nieco odmiennego reper-
tuaru bia³ek powierzchniowych do infekcji komórek
nab³onkowych i �ródb³onka naczyñ ni¿ fibroblastów
[36], co mo¿e prowadziæ do s³abszej produkcji przeciw-
cia³ blokuj¹cych wej�cie do komórek, w których wirus
przechodzi w stan latencji przez niektóre antygeny (np.
bia³ko gB) [8]. Dla skuteczno�ci szczepieñ wa¿ne mog¹
siê okazaæ drogi podania szczepionki; testuje siê poda-

HSV-2 gB2/gD2/MF59 (Chiron) Podjednostkowa, gB i gD otrzymane w komórkach CHO, III, wycofana*
emulsja skwalenu w wodzie jako adiuwant

HSV-2 gD2/alum/MPL (GSK) Podjednostkowa, gD otrzymane w komórkach CHO, adiuwant III
glinowy i O-deacetylowany, monofosforylowany lipid A (MPL)

HSV-2 gD2/gC2 Podjednostkowa, gD i gC otrzymane w bakulowirusowym Przedkliniczne na myszach
systemie ekspresji

HSV-1 Lipopeptydowa gD1 Trzy pary po³¹czonych peptydowych epitopów CD8+ i CD4+ Przedkliniczne na myszach
z bia³ka gD1z do³¹czonym kwasem palmitynowym

HSV-1 pgB/Bax/dendrosomy Szczepionka DNA, plazmid DNA koduj¹cy gB z genem Przedkliniczne na myszach
proapoptotycznym, dendrosomy jako no�nik DNA

HSV-2/ dl5-29 (Acambis) HSV-2 � wirus defektywny, delecja w genie UL5 Przedkliniczne na myszach
HSV-1 (helikazy-primazy) i UL29 (g³ówne bia³ko wi¹¿¹ce DNA) i �winkach morskich
HSV-2 ImmunoVEX (Biovex) HSV-2 � wirus ¿ywy atentowany z delecj¹ czterech genów I

koduj¹cych bia³ka immunomodulacyjne: ICP47, vhs, US5 i UL43
HSV-2 rVSV-gD2 gen gD2 w wektorze opartym na wirusie pêcherzykowatego Przedkliniczne na myszach

zapalenia jamy ustnej i �winkach morskich

Tabela I
Przyk³ady testowanych szczepionek przeciw wirusom opryszczki HSV [4, 7, 9, 18, 32, 42]

Wirus Nazwa szczepionkiPostaæ szczepionki Faza badañ klinicznych

* testy nie wykaza³y wystarczaj¹cej skuteczno�ci szczepionki



203NOWE SZCZEPIONKI PRZECIW HERPESWIRUSOM I WEKTORY HERPESWIRUSOWE W TERAPII CZ£OWIEKA

wanie tzw. �bez u¿ycia igie³� � z ang. �needle-free�:
donosowe, dooczne lub intrawaginalne [10, 18, 19].

Wyniki szczepionki gD2 firmy GSK dla kobiet,
które nie zetknê³y siê wcze�niej z wirusami HSV oka-
za³y siê byæ na tyle obiecuj¹ce, by kontynuowaæ testy
kliniczne III fazy na du¿o wiêkszej grupie (ponad
7000) seronegatywnych kobiet przed 30 rokiem ¿ycia.
Badania nad t¹ szczepionk¹ o nazwie HERPEVAC,
wspó³finansowane przez rz¹d Stanów Zjednoczonych,
mia³y siê zakoñczyæ pod koniec 2009 roku [30].
W przypadku pozytywnych wyników mo¿emy docze-
kaæ siê kolejnej, obok szczepionki podjednostkowej
przeciw wirusowi brodawczaka ludzkiego HPV, szcze-
pionki przeciw chorobie przenoszonej drog¹ p³ciow¹,
zalecanej dla dziewcz¹t przed inicjacja seksualn¹. Na-
dal jednak pozostaje aktualny problem szczepieñ osób
seropozytywnych pod wzglêdem HSV, w tym nosicieli
HIV, i problem zapobiegania epidemiom HSV-2.

Spo�ród szczepionek podjednostkowych obiecuj¹ce
wyniki, predysponuj¹ce do wprowadzenia preparatów
na rynek, da³y równie¿ badania kliniczne II fazy zasto-
sowania rekombinowanego bia³ka gB HCMV w kom-
binacji z adiuwantem MF59 dla seronegatywnych ko-
biet w kontroli zaka¿eñ prenatalnych [32] oraz badania
kliniczne II fazy z zastosowaniem rekombinowanego
g³ównego bia³ka os³onki gp350 EBV w zapobieganiu
mononukleozie zaka�nej [40]. Pierwsza z nich, oparta
podobnie jak szczepionki dla HSV, na bia³ku izolowa-
nym z kultur komórek CHO, w po³¹czeniu z emulsj¹
skwalenu z wod¹ (MF59) jako adiuwantem, da³a 50%
skuteczno�æ [33]. Szczepionka przeciw EBV (bia³ko
gp350 z wodorotlenkiem glinu i AS04 jako adiuwanta-
mi) okaza³a siê skuteczna w 78% w ochronie przed po-
jawianiem siê objawów klinicznych mononukleozy [40].

W grupie szczepionek opartych na ¿ywych wirusach
wiêksze nadzieje wi¹¿e siê ze specjalnie zaprojektowa-
nymi szczepionkami z ¿ywymi atenuowanymi wiru-

sami z delecj¹ m.in. genu koduj¹cego g³ówny czynnik
neurowirulencji � bia³ko (34.5, genów bia³ek immuno-
modulacyjnych (np. znajduj¹cy siê obecnie w I fazie
badañ klinicznych ImmunoVEX HSV2 [42]) lub wi-
rusami niezdolnymi do replikacji (np. znajduj¹cy siê
w fazie badañ przedklinicznych HSV-1 dl5-29) � wek-
tory te daj¹ obiecuj¹ce wyniki u szczepionych myszy
i �winek morskich, równie¿ jako szczepionki tera-
peutyczne [9, 18].

Testowane s¹ równie¿ szczepionki zawieraj¹ce inne
antygeny wirusowe, ich kombinacje lub syntetyczne
peptydy stanowi¹ce epitopy rozpoznawane przez lim-
focyty T w kompleksach z lipidami. Te ostatnie mog¹
zawieraæ tzw. �epitopy asymptomatyczne� � peptydy
stanowi¹ce unikalny zestaw epitopów rozpoznawa-
nych przez limfocyty T u pacjentów, u których nie roz-
wijaj¹ siê objawy chorobowe , co oznacza, i¿ lepiej
zwalczaj¹ oni infekcjê [10]. Podstawy tego zjawiska
s¹ równie¿ w trakcie badañ. Do³¹czenie w szczepion-
kach lipopeptydowych reszty kwasu t³uszczowego,
takiego jak kwas palmitynowy, stanowi wewnêtrzny
adiuwant, wzmacniaj¹cy indukcjê odpowiedzi immu-
nologicznej, szczególnie prezentacjê antygenów przez
komórki dendrytyczne/komórki Langerhansa zwi¹-
zane z b³onami �luzowymi i aktywacjê limfocytów
CD8+ [10, 22].

Obiecuj¹ce wyniki prezentuj¹ równie¿ szczepionki
oparte na innych wektorach wirusowych: m.in. dla
HCMV oparta na wektorze alfawirusowym przenosz¹-
cym gen gB lub gen fuzyjny pp65/IE1, dla HCMV
oparta na wektorze MVA (modyfikowany wirus vacci-
nia szczep Ankara) przenosz¹cym równie¿ gen gB,
dla EBV zastosowanie koktajlu bia³ek litycznych i la-
tentnych przenoszonych przez wirus vaccinia (VV)
[22, 25]. W przypadku szczepionek terapeutycznych
przeciw nowotworom zwi¹zanym z EBV ich podsta-
wê powinny stanowiæ antygeny charakterystyczne dla

CMV VCL-CB01 (Vical) Szczepionka DNA, plazmidy koduj¹ce pp65 i gB II
CMV gB/MF59 (Sanofi Pasteur, Skrócona, sekrecyjna forma gB produkowana II

wcze�niej Chiron) w komórkach CHO
CMV gB/pp65/IE1 Replikon alfaherpeswirusowy jako no�nik I/II

(AlphaVax/Novartis)

CMV VCL-CT02/Towne Szczepionka typu �prime-boost�: trójwalentna DNA, I
plazmidy koduj¹ce pp65, gB i IE1, doszczepienie ¿ywym
atenuowanym szczepem Towne

EBV gB/wodorotlenek Podjednostkowa, rekombinowane gB z komórek CHO, II
glinu/AS04 wodorotlenek glinu i AS04 jako adiuwanty

EBV Poczwórna VV z koktajlem gp350/gp110/EBNA2/EBNA-3C w wektorze vaccinia Przedkliniczne na myszach
bia³ek cyklu lityczngo i latencji

EBV Ad-SAVINE Epitopy bia³ek latencji LMP1 i LMP2 w wektorze Przedkliniczne
adenowirusowym

Tabela II
Przyk³ady testowanych szczepionek przeciw wirusom HCMV i EBV [21, 22, 25, 27, 36, 40]

Wirus Nazwa szczepionki Postaæ szczepionki Faza badañ klinicznych
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latencji, takie jak bia³ko z³o¿one z epitopów pocho-
dz¹cych z LMP1 i LMP2 w szczepionce adenowiru-
sowej Ad-SAVINE [27].

Inn¹ strategie stanowi¹ szczepionki DNA oparte na
plazmidach nios¹ce geny najbardziej immunogennych
bia³ek, g³ównie powierzchniowych (np. gB HSV-1 [32],
gB HCMV w kombinacji z immunodominuj¹cym bia³-
kiem pp65 [36]), wymagaj¹ one jednak zastosowania
dodatkowych modyfikacji maj¹cych na celu wzmoc-
nienie ich immunogenno�ci. Testuje siê wiec dodatek
adiuwantów, zastosowanie koekspresji z genami bia-
³ek proapoptotycznych (Bax) lub genem receptora dla
limfotoksyny nale¿¹cego do rodziny receptorów czyn-
nika martwicy nowotworów TNF (LIGHT). Indukcja
apoptozy w komórkach produkuj¹cych antygen wiru-
sowy zwiêksza ich usuwanie przez APC , takie jak ko-
mórki dendrytyczne, oraz aktywacjê limfocytów CD4+
i CD8+ w organach limfatycznych [36].

4. Wektory herpeswirusowe w terapii cz³owieka

Równolegle z rozwojem szczepionek przeciw her-
peswirusom testowane s¹ ró¿ne podej�cia maj¹ce na
celu �przezbrojenie� arsena³u wirusowego w celu ich
wykorzystania jako �rodków w terapii cz³owieka. Wek-
tory oparte na wirusie HSV (g³ównie HSV-1) s¹ bardzo
obiecuj¹cymi kandydatami w terapii wirusowej g³ów-
nie chorób o pod³o¿u neurologicznym oraz nowotwo-
rów. Cechy, które zdecydowa³y o zainteresowaniu ba-
daczy to m.in. infekcyjno�æ wzglêdem ró¿nych typów
komórek, zarówno dziel¹cych siê, jak i niedziel¹cych,
przede wszystkim neuronów, zdolno�æ do inkorpora-
cji du¿ych fragmentów obcego DNA (teoretycznie do
152 tys. pz w przypadku amplikonów), brak integracji
wektorów do DNA chromosomalnego komórki, mo¿li-
wo�æ wykonywania testów wektorów na modelach ma-
³ych zwierz¹t, czy te¿ mo¿liwo�æ kontroli namna¿ania
przy pomocy leków przeciwherpeswirusowych [43, 45].

Konstruuje siê kilka rodzajów wektorów herpes-
wirusowych, w zale¿no�ci od ich zdolno�ci replika-
cyjnych:
● Wektory amplikonowe (amplikony) � plazmidy bak-

teryjne zawieraj¹ce jako jedyne elementy pochodz¹-
ce z HSV origin replikacji (oriS), sygna³ ciêcia/pa-
kowania DNA (pac) i kasetê umo¿liwiaj¹c¹ ekspresjê
przenoszonego genu. DNA plazmidowy w formie
konkatamerycznej jest pakowany do cz¹stek wiruso-
wych HSV. Replikacja i pakowanie wymagaj¹ obec-
no�ci DNA wirusów pomocniczych, którymi coraz
czê�ciej s¹, w miejsce wirusów zdolnych do repli-
kacji, wirusy defektywne w postaci BAC. Ampliko-
ny s¹ testowane jako wektory szczepionkowe (np. do
ekspresji genów HIV, wirusa zapalenia w¹troby ty-
pu C) lub wektory przenosz¹ce geny terapeutyczne

w terapii genowej cz³owieka, np. w leczeniu uszko-
dzeñ mózgu (ekspresja nerwowego czynnika wzros-
tu NGFR, genów bia³ek szoku termicznego, genów
bia³ek antyapoptotycznych). Badania z u¿yciem
amplikonów s¹ hamowane przez niskie miana wek-
torów uzyskiwanych w systemach wolnych od wi-
rusa pomocniczego zdolnego do replikacji [13, 45].

● Wektory defektywne, niezdolne do replikacji i two-
rzenia cz¹stek potomnych, produkowane w liniach
komórek komplementuj¹cych funkcje usuniêtych
genów � testowane równie¿ jako wektory szczepion-
kowe (dl5-29), s¹ przeznaczone g³ównie do prze-
noszenia genów terapeutycznych takich bia³ek jak
neuroprzeka�niki, neuroreceptory, czynniki wzrostu
i inne, w schorzeniach neurodegeneracyjnych i dzie-
dzicznych wadach genetycznych. Ciekawym podej�-
ciem jest równie¿ zastosowanie wektora produku-
j¹cego enkefaliny do zwalczania bólu w chorobach
nowotworowych [45].

● Wektory HSV atenuowane, zdolne do ograniczonej
lub warunkowej replikacji, mog¹ s³u¿yæ jako typowe
wektory onkolityczne (oHSV). Selektywno�æ na-
mna¿ania w komórkach nowotworowych i ich nisz-
czenia uzyskuje siê poprzez usuniêcie z genomu
HSV genów enzymów zwi¹zanych z metabolizmem
DNA, takich jak kinaza tymidynowa (HSV-TK) lub
reduktaza rybonukleotydowa (HSV-RR) [44, 45].
Enzymy te umo¿liwiaj¹ wirusowi tworzenie prekur-
sorów nukleotydów w komórkach niedziel¹cych siê
lub o ograniczonej liczbie podzia³ów. Po delecji ge-
nów TK lub RR wirus mo¿e siê replikowaæ jedynie
w komórkach intensywnie dziel¹cych siê, takich jak
komórki nowotworowe. W testowanych obecnie
wektorach tzw. trzeciej generacji modyfikacjom TK
i RR towarzysz¹ dodatkowe delecje genów, zwiêk-
szaj¹ce bezpieczeñstwo wektorów, m.in. g³ównego
czynnika neurowirulencji � bia³ka (134.5, bia³ek
po�rednicz¹cych w rozprzestrzenianiu siê wirusa,
genów zwi¹zanych z latencj¹. Produkt genu (134.5
jest bia³kiem multifunkcjonalnym, jedna z jego
funkcji polega na ochronie przed mechanizmem
przeciwwirusowej odpowiedzi wrodzonej komórki
opartej na kinazie bia³kowej R (PKR). Bia³ko
ICP34.5 defosforyluje czynnik translacyjny eIF-2",
odwracaj¹c w ten sposób efekt jego fosforylacji
przez PKR, która zatrzymuje syntezê bia³ek w ko-
mórce [44]. Szczepy HSV z mutacjami w genie
(134.5 mog¹ siê replikowaæ jedynie w komórkach
z aktywn¹ �cie¿k¹ sygnalizacyjn¹ Ras, która hamuje
aktywacjê PKR. Bia³ko ICP47 jest z kolei g³ównym
czynnikiem immunomodulacyjnym wirusa, jego
delecja zwiêksza prezentacjê antygenów w komplek-
sach z bia³kami g³ównego uk³adu zgodno�ci tkan-
kowej MHC klasy I i stymulacjê nowotworospecy-
ficznych limfocytów T cytotoksycznych [16, 43].
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Wektory trzeciej generacji zawieraj¹ czêsto dodat-
kowe geny, wzmagaj¹ce ich potencja³ lityczny (np.
bia³ko fuzyjne wirusa GALV). Aktywno�æ wektorów
onkolitycznych HSV mo¿e byæ dodatkowo wzmoc-
niona poprzez umieszczenie w wektorze genów enzy-
mów aktywuj¹cych proleki chemioterapeutyczne (np.
OncoVEXGALV/CD z dro¿d¿ow¹ deaminaz¹ cytydyny
aktywuj¹c¹ 5-fluorocytozynê do 5-fluorouracylu [34])
lub bia³ek o aktywno�ci przeciwnowotworowej, cyto-
kin i innych. Badania I fazy potwierdzaj¹ ich bezpie-
czeñstwo (brak objawów chorobowych) oraz ³agod-
ne efekty uboczne (przej�ciowo: gor¹czka, dreszcze).
W fazach I lub II badañ klinicznych znajduj¹ siê wek-
tory do terapii glejaków (G207) oraz nowotworów w¹-
troby, przewodu pokarmowego, raka piersi (HF10),
p³askonab³onkowego raka g³owy i szyi [44, 45].
Najbardziej zaawansowane badania dotycz¹ wektora
OncoVexGM-CSF, który wszed³ w III fazê badañ klinicz-
nych po wykazaniu 26% d³ugotrwa³ej (do 31 tygodni)
redukcji masy guzów, bezpo�rednio nastrzykiwanych
oraz dziêki aktywacji odpowiedzi immunologicznej
równie¿ guzów s¹siednich [37]. Problemem wekto-
rów HSV jest ich ograniczone rozprzestrzenianie siê
w miejscu podania, co próbuje siê poprawiæ zwi¹zkami
drobnocz¹steczkowymi wp³ywaj¹cymi na replikacjê
wirusa lub enzymami degraduj¹cymi matriks zewn¹trz-
komórkow¹ Wektory podaje siê doguzowo lub w miejs-
ce po resekcji guzów. Trwaj¹ równie¿ badania nad

zwiêkszeniem trwa³o�ci wektorów HSV w krwiobiegu,
g³ównie ochrony przed sk³adnikami uk³adu dope³-
niacza (przedtraktowanie czynnikiem jadu kobry lub
cyklofosfamidem [20]), co umo¿liwi³oby obok doguzo-
wgo, równie¿ do¿ylne podawanie wirusów.

5. Podsumowanie

Przedstawiciele rodziny Herpesviridae nale¿¹ do
najbardziej rozpowszechnionych patogenów wiruso-
wych w naszej populacji. Czêsto�æ zaka¿eñ herpes-
wirusowych wzrasta z roku na rok pomimo istnienia
skutecznych chemioterapeutyków, g³ównie ze wzglêdu
na asymptomatyczne wydalanie wirusów oraz zdol-
no�æ herpeswirusów do przebywania w stanie latencji
i cyklicznych reaktywacji. Dlatego uzasadniony wy-
daje siê pogl¹d, i¿ do eradykacji herpeswirusów mog¹
siê przyczyniæ przede wszystkim szczepionki, jako
uzupe³nienie stosowania leków. Pomimo wieloletnich
i ró¿norodnych badañ wci¹¿ jedyne komercyjne szcze-
pionki s¹ dostêpne dla wirusa ospy wietrznej i pó³-
pa�ca. Dziêki najnowszym badaniom coraz wiêcej wie-
my o szczepie szczepionkowym wirusa VZV, mecha-
nizm jego atenuacji i zarazem skuteczno�ci tej szcze-
pionki s¹ lepiej zrozumia³e. Opracowanie skutecznych
szczepionek przeciw g³ównym herpeswirusowym pa-
togenom cz³owieka: wirusom CMV, EBV i HSV-2

G47) )UL39 (RR) Glejak Przedkliniczne/I
ICP47- Rak odbytnicy Przedkliniczne

Rak piersi Przedkliniczne

G207 )(34.5 (2) Glejak I/II
)UL39 (RR) Rak piersi Przedkliniczne

NV1020 )( 34.5(1) Przerzutuj¹cy rak jelita grubego I/II
)UL56, )UL24 Przerzutuj¹cy rak prostaty Przedkliniczne
gJ/gG/PK HSV-2 Rak piersi, rak w¹troby Przedkliniczne

NV1042 )( 34.5 (1) Przerzutuj¹cy rak prostaty Przedkliniczne
)UL56 Rak piersi Przedkliniczne
gJ/gG/PK HSV-2
ICP47-, US11-US10-, IL12+

OncoVEXGALV/CD )UL39 (RR) Rak prze³yku Przedkliniczne
)( 34.5 (2)* Rak p³askokomórkowy skóry Przedkliniczne
ICP47- Glejak Przedkliniczne
GALV env
Fcy::Fur

OncoVEXGM-CSF )UL39 (RR), Czerniak III
)( 34.5 (2)* Rak p³askonab³onkowy g³owy i szyi III
ICP47-, GM-CSF+

HF10 )UL43, )UL49.5, )UL55, Wznowy raka piersi I
)UL56, )LAT Nawrotowy rak g³owy i szyi I

Czerniak Przedkliniczne

Tabela III
Przyk³ady testowanych wektorów onkolitycznych opartych na wirusie HSV-1 [15, 44, 45, 47]

Nazwa preparatu Modyfikacje wektora Zastosowanie Faza badañ klinicznych

* (1) � delecja jednej kopii genu; (2) � delecja obu kopii genu
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znajduj¹ siê na li�cie celów priorytetowych. Najbardziej
po¿¹dana jest konstrukcja szczepionek profilaktycz-
nych, które chroni³yby osoby seronegatywne i w tej
dziedzinie testy kliniczne osi¹gnê³y najlepsze wyniki.
Coraz wiêcej badañ potwierdza fakt, i¿ odporno�æ po-
wsta³a w wyniku infekcji pierwotnej nie chroni przed
reaktywacj¹ wirusa. Szczepionki profilaktyczne i tera-
peutyczne bêd¹ musia³y najprawdopodobniej akty-
wowaæ inne sk³adniki odpowiedzi immunologicznej
a dobór antygenów szczepionkowych musi byæ dobrze
przemy�lany. Po latach nieskutecznych prób naukowcy
wrócili do �sto³ów laboratoryjnych� � badañ podsta-
wowych wirusów, co zaowocowa³o zwiêkszon¹ liczb¹
nowych podej�æ i testów klinicznych. Nale¿y równie¿
zauwa¿yæ, i¿ w przypadku ka¿dego z patogenów mo¿e
okazaæ siê skuteczne ró¿ne podej�cie, poniewa¿ pomi-
mo wielu wspólnych cech biologicznych wirusy nawet
bli¿ej ze sob¹ spokrewnione ró¿ni¹ siê miêdzy sob¹
(m.in. tropizmem, immunobiologi¹, repertuarem bia³ek
powstaj¹cych w czasie latencji, mechanizmami im-
munomodulacyjnymi). Rozwój wirusowych wektorów
szczepionkowych przyczyni³ siê równie¿ do idei wyko-
rzystania wektorów opartych na wirusie HSV w terapii
genowej i onkolitycznej terapii nowotworów cz³owie-
ka. Nowe metody biologii molekularnej znajduj¹ swe
zastosowanie w optyymalizacji produkcji wektorów
wirusowych, zwiêksza siê te¿ ich bezpieczeñstwo, co
skutkuje testami wektorów w terapii coraz to nowych
rodzajach nowotworów. Wektory onkolityczne mog¹
stanowiæ korzystne uzupe³nienie radio- i chemioterapii.
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Mimo intensywnego rozwoju medycyny i wprowa-
dzenia do terapii nowych metod leczenia nadal choroby
infekcyjne stanowi¹ jedn¹ z g³ównych przyczyn zacho-
rowalno�ci i �miertelno�ci w populacji. Szczególnym
problemem s¹ zaka¿enia pacjentów hospitalizowanych,
ze wzglêdu na czêst¹ lekooporno�æ szczepów odpo-
wiedzialnych za ich wyst¹pienie oraz czynniki ryzyka
zwi¹zane z pacjentem, takie jak choroba podstawowa
(np. nowotwór, cukrzyca, niewydolno�æ narz¹dowa),
konieczno�æ stosowania inwazyjnych metod diagno-
stycznych i terapeutycznych, leczenie immunosupre-
syjne itp. Zaka¿enia szpitalne tylko w USA rocznie
rozpoznawane s¹ u oko³o 1,7 miliona hospitalizowa-
nych stanowi¹c bezpo�redni¹ lub po�redni¹ przyczyn¹
zgonu oko³o 99 000 z nich [20]. Koszty zwi¹zane
z leczeniem zaka¿eñ szpitalnych wahaj¹ siê od 28 do
33 miliardów dolarów, a do szczególnie kosztoch³on-
nych nale¿¹ zaka¿enia krwi (36 441 $/przypadek) i za-
ka¿enia miejsca operowanego (25 546 $/przypadek)
[41]. Infekcje u hospitalizowanych chorych wystêpuj¹
od pocz¹tku istnienia szpitali, jednak ich specyfika
i profilaktyka uleg³y znacznym zmianom w czasie.
Obok �tradycyjnych� patogenów takich jak np. ropo-
twórcze paciorkowce pojawi³y siê nowe, nienotowane
wcze�niej czynniki chorobotwórcze, np. pr¹tki nie-
gru�licze [46], wirusy zapalenia w¹troby typu C [44]
czy priony [21]. W wyniku presji antybiotykowej zo-
sta³y wyselekcjonowane wielooporne szczepy, w tym
oporne na $-laktamy pa³eczki Gram-ujemne [7, 22, 34]
wielooporne Mycobacterium tuberculosis [19], mety-
cylinooporne S. aureus [22, 34] i wankomycynooporne
enterokoki [6]. Antybiotykoterapia sta³a siê czynnikiem
ryzyka biegunek poantybiotykowych i rzekomob³onias-
tego zapalenie jelit, a tak¿e zwi¹zanego z wysok¹

�miertelno�ci¹ toksycznego rozszerzenia okrê¿nicy
z udzia³em Clostridium difficile [24, 45]. Coraz wiêk-
sza liczba chorych w immunosupresji ulega zaka¿eniom
oportunistycznym, w�ród których szczególnie istotne
ze wzglêdu na ciê¿ko�æ przebiegu i wysok¹ �miertel-
no�æ, s¹ zaka¿enia grzybicze, w tym kandydozy [48],
aspergilozy [28] i zygomykozy [40]. Rozwój techniki
medycznej pozwoli³ wprowadziæ do leczenia sprzêt
umo¿liwiaj¹cy stosowanie inwazyjnych metod badañ
i terapii, niemniej ubocznymi skutkami stosowania
takich metod sta³y siê towarzysz¹ce im zaka¿enia [1].
Jedne z najczêstszych, a jednocze�nie potencjalnie naj-
gro�niejsze s¹ odcewnikowe zaka¿enia krwi [6, 32].
Istotne znaczenie maj¹ tak¿e zapalenia p³uc zwi¹zane
z mechaniczn¹ wentylacj¹, zaka¿enia uk³adu moczo-
wego u cewnikowanych chorych [34] i infekcje wyni-
kaj¹ce z nieprawid³owej dekontaminacji endoskopów
[12, 26, 37, 47]. Zazwyczaj czynnikami etiologicznymi
zaka¿eñ szpitalnych s¹ bakterie, niemniej stosowanie
inwazyjnego sprzêtu wi¹¿e siê tak¿e z ryzykiem wiru-
sowych zaka¿eñ przenoszonych drog¹ krwi, w tym
przede wszystkim HBV [11] i HCV [13, 36].

Skuteczne ograniczanie zaka¿eñ zwi¹zanych z hos-
pitalizacj¹ jest procesem z³o¿onym, zale¿nym od trzech
podstawowych elementów: wiedzy z zakresu epide-
miologii tych zaka¿eñ, prawid³owej higieny szpitalnej
warunkuj¹cej skuteczne przeciêcie dróg przenoszenia
siê drobnoustrojów i przestrzegania zasad aseptyki ko-
niecznej w ochronie przed zaka¿eniem osób poddawa-
nych procedurom inwazyjnym.

W czasach Roberta K o c h a  (1843�1910) wie-
dza na temat zaka¿eñ i patogenów by³a niewielka,
a wymiana obserwacji i do�wiadczeñ znacznie ogra-
niczona. Wspó³czesna infekcjologia oparta jest na
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szeroko rozbudowanych metodach diagnostyki mikro-
biologicznej i wieloo�rodkowych, czêsto miêdzykon-
tynentalnych obserwacjach. W czasach wspó³czesnych
mo¿liwe jest wczesne ostrzeganie o zagro¿eniach infek-
cyjnych a �ród³em informacji s¹ miedzy innymi CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) w USA
i ECDC (European Centre for Disease Prevention and
Control) w Europie, a tak¿e WHO. W zakresie zaka¿eñ
szpitalnych prowadzone s¹ programy monitorowania
takie jak np. HELICS zajmuj¹cy siê kolekcjonowaniem,
analiz¹ i rozpowszechnieniem danych dotycz¹cych
zaka¿eñ w szpitalach Europy. W ramach tego progra-
mu funkcjonuje HELICS SSI monitoruj¹cy zaka¿enia
miejsca operowanego [50] i HELICS ICU monitoru-
j¹cy zaka¿enia na oddzia³ach intensywnej terapii [42].
Zaka¿enia u hospitalizowanych chorych s¹ tak¿e celem
badañ ESGNI (European Study Group on Nosocomial
Infections) funkcjonuj¹cej pod patronatem ESCMID
(European Society of Clinical Microbiology and Infec-
tious Diseases) [3, 4, 25]. W USA w 2005 roku powsta³
National Healthcare Safety Network (NHSN) integru-
j¹c trzy wcze�niej istniej¹ce systemy nadzoru CDC:
nadzór nad zaka¿eniami szpitalnymi (National Noso-
comial Infections Surveillance; NNIS), dializami (Dia-
lysis Surveillance Network; DSN) i system nadzoru dla
pracowników opieki zdrowotnej (National Surveillan-
ce System for Healthcare Workers; NaSH). Podobnie
jak w NNIS system NHSN oparty jest na dobrowolnym
raportowaniu zaka¿eñ zwi¹zanych z opiek¹ zdrowotn¹
(Health care-associated infection; HAI) a uzyskane in-
formacje stanowi¹ podstawê do oceny czêsto�ci tych
zaka¿eñ i szybkiego rozpoznawania aktualnych zagro-
¿eñ. Informacje uzyskane z NHSN stanowi¹ podstawê
do aktualizacji metod nadzoru [14]. Zaka¿enia s¹ roz-
poznawane w oparciu o kryteria zdefiniowane przez
CDC z uwzglêdnieniem zw³aszcza odcewnikowych
zaka¿eñ krwi, zwi¹zanych z wentylacj¹ zapaleñ p³uc
i zaka¿eñ uk³adu moczowego u pacjentów cewniko-
wanych [18]. Miêdzynarodowe Konsorcjum Kontroli
Zaka¿eñ Szpitalnych (International Nosocomial Infec-
tion Control Consortium, INICC) prowadzi program
kontroli HAI z monitorowaniem opartym na systemie
US National Healthcare Safety Network. INICC zo-
sta³o utworzone w celu promowania kontroli opartej
na dowodach w krajach ubo¿szych i rozwiniêtych ale
bez wystarczaj¹cego do�wiadczenia w nadzorze nad
zaka¿eniami szpitalnymi i w monitorowaniu opartym
na analizie i zwrotnej informacji o wynikach zebranych
przez szpitale uczestnicz¹ce w programie. Program
INICC zosta³ zapocz¹tkowany w 1998 roku w Ame-
ryce Po³udniowej, a ju¿ w latach 2002�2007 obejmo-
wa³ 98 oddzia³ów intensywnej terapii w 18 krajach
Ameryki £aciñskiej, Azji, Afryki i Europy, stanowi¹c
wiarygodne �ród³o miêdzynarodowych danych o epi-
demiologii zaka¿eñ szpitalnych [33].

W celu znormalizowania kolekcjonowania danych
o HAI w nadzorze nad zaka¿eniami wprowadzane s¹
systemy informatyczne, których wykorzystanie pozwa-
la oszczêdziæ czas i znacznie u³atwia ocenê zagro¿eñ
oraz skuteczno�ci stosowanych metod profilaktyki
[15, 17]. Jednym z wa¿nych zalet takiego nadzoru jest
np. szybka identyfikacja pacjentów wcze�niej zaka¿o-
nych lub skolonizowanych wieloopornymi drobno-
ustrojami lub o wysokim ryzyku wyst¹pienia HAI [16,
31]. W procesie nadzoru za szczególnie wa¿ne uznano
badania mikrobiologiczne [23, 29], co znalaz³o równie¿
odzwierciedlenie w obowi¹zuj¹cych w Polsce zapi-
sach prawnych. Ustawy i rozporz¹dzenia dotycz¹ce tej
kwestii okre�laj¹ miêdzy innymi: wymagania dotycz¹-
ce laboratoriów mikrobiologicznych, zasady wykony-
wania badañ sanitarno-epidemiologicznych w zak³a-
dach opieki zdrowotnej, rolê zarówno laboratorium
mikrobiologicznego jak i diagnosty w procesie profilak-
tyki, monitorowania i ograniczania zaka¿eñ, zw³aszcza
u hospitalizowanych chorych. Mikrobiologia medyczna,
obok diagnostyki medycznej, transfuzjologii i genetyki
medycznej zosta³a uznana za priorytetow¹ dziedzinê
diagnostyki laboratoryjnej. Zosta³y okre�lone standar-
dy jako�ci dla medycznych laboratoriów diagnostycz-
nych i mikrobiologicznych (http:// isap.sejm.gov.pl).

W ci¹gu ostatnich dziesiêcioleci nie tylko znacznie
zwiêkszy³a siê wiedza z zakresu epidemiologii zaka-
¿eñ, ale przede wszystkim zdecydowanie zmieni³ siê
standard higieny szpitalnej. W szpitalach XIX wieku
chirurdzy operowali w brudnych salach operacyjnych
u¿ywaj¹c narzêdzi zazwyczaj rzadko mytych miêdzy
zabiegami. Zabiegi, ze wzglêdu na brak efektywnej
anestezji, trwa³y krótko i ogranicza³y siê najczê�ciej do
amputacji koñczyn. Wysoka �miertelno�æ operowanych
by³a wynikiem szoku bólowego, wykrwawienia lub
zaka¿enia. Nie myto r¹k, nie mówi¹c ju¿ o zak³adaniu
czystych fartuchów. Wiek XIX mimo to, zosta³ uznany
za czas narodzin antyseptyki i aseptyki, a szczególnie
wa¿ny udzia³ w zmianie spojrzenia na rolê higieny szpi-
talnej i edukacjê mia³a Florence N i g h t i n g a l e.
Prowadz¹c badania w 1854 pa�dzierniku i kwietniu
1855 dokona³a skrupulatnej analizy �miertelno�ci wska-
zuj¹c na z³e warunki sanitarne jako podstawow¹ przy-
czynê zgonów. Badania te przekona³y ówczesny rz¹d
do reformy zdrowia i mia³y ogromny wp³yw na po-
prawê sytuacji w szpitalach [27]. Pionierem aseptyki
by³ angielski chirurg Joseph L i s t e r, który opieraj¹c
siê na teorii Pasteura dotycz¹cej zarazków, w celu
ograniczenia ryzyka zaka¿enia zastosowa³ na sali ope-
racyjnej kwas karbolowy (fenol). L i s t e r  za³o¿y³, ¿e
rozpylenie fenolu wokó³ operowanego mo¿e zniszczyæ
bakterie obecne u pacjenta, personelu i na narzêdziach
a s³uszno�æ takiego za³o¿enia zosta³a potwierdzona
spadkiem �miertelno�ci operowanych chorych z 46%
w 1864 r. (pocz¹tek stosowania fenolu) do 15%
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w 1870 r. [43]. Zastosowana metoda mia³a jednak
istotne skutki uboczne � fenol powodowa³ oparzenia
skóry i podra¿nienia dróg oddechowych. Ponadto
w 1881 roku Robert K o c h  opublikowa³ wyniki swo-
ich badañ wskazuj¹ce na s³ab¹ aktywno�æ fenolu wo-
bec drobnoustrojów. W celu oceny tej aktywno�ci
K o c h  inkubowa³ zawiesinê laseczek w¹glika z feno-
lem, przenosi³ niewielkie objêto�ci mieszaniny do du-
¿ych objêto�ci pod³o¿a hodowlanego, unikaj¹c w ten
sposób hamuj¹cej aktywno�ci dezynfektantu i odczyty-
wa³ wynik na podstawie obecno�ci lub braku zmêtnie-
nia. Badania przeprowadza³ tak¿e z wykorzystaniem
spor bakteryjnych uzyskuj¹c je przez wysuszanie.
Analizuj¹c aktywno�æ fenolu i innych zwi¹zków o po-
tencjalnym dzia³aniu przeciwbakteryjnym stwierdzi³,
ze czas dezynfekcji jest zale¿ny od stê¿eñ preparatów.
Prace K o c h a  sta³y siê wa¿ne nie tylko ze wzglêdu
na poszukiwanie nowych dezynfektantów, ale przede
wszystkim z powodu opracowania metod oceny ich
aktywno�ci [5]. Pionierem sterylizacji by³ fran-
cuski bakteriolog Charles C h a m b e r l a n d, który
w 1880 roku skonstruowa³ pierwszy sterylizator medycz-
ny nazwany autoklawem C h a m b e r l a n d a. Auto-
klaw ten przypomina³ wspó³czesny szybkowar i s³u¿y³
do gotowania narzêdzi chirurgicznych, a w pó�niejszym
czasie tak¿e opatrunków na rany oraz masek i rêkawi-
czek chirurgów [5]. W przebiegu procesu nie uzyski-
wano jednak eliminacji spor bakteryjnych. Robert Koch
kontynuuj¹c badania nad sposobami niszczenia dro-
bnoustrojów wraz z Gustawem W o l f f h u g e l e m
skonstruowa³ aparat na suche gor¹ce powietrze uzysku-
j¹c w nim temp. 140°C, a nastêpnie we wspó³pracy
z Georgem G a f f k y m  i Friedrichem L o e f f l e r e m
wykorzysta³ do sterylizacji parê wodn¹ w ci�nieniu
atmosferycznym i w nadci�nieniu. W swoich badaniach
zastosowa³ równie¿ tzw. �frakcjonowan¹ sterylizacjê�
zgodn¹ z za³o¿eniami Johna T y n d a l l a  docenia-
j¹c mo¿liwo�æ wykorzystania ni¿szej temperatury do
zniszczenia form przetrwalnikowych bakterii [5].

Od czasów Kocha nast¹pi³ ogromny postêp w za-
kresie metod dekontaminacji. W celu u³atwienia do-
boru odpowiedniej metody, sprzêt i powierzchnie kon-
taktuj¹ce siê z pacjentem skategoryzowano zgodnie ze
stopniem ryzyka zaka¿enia zwi¹zanego z u¿yciem da-
nego sprzêtu lub kontaktem z okre�lon¹ powierzchni¹
(krytyczne, pó³krytyczne i niekrytyczne). Zosta³y opra-
cowane rekomendacje dotycz¹ce kontroli �rodowiska
[9], postêpowania w sytuacji wyst¹pienia zaka¿eñ/ko-
lonizacji szczepami wieloopornymi [39], izolacji [38]
oraz dezynfekcji i sterylizacji [35]. Wprowadzono sze-
rok¹ gamê preparatów dezynfekcyjnych i nowe metody
sterylizacji, w tym sterylizacjê niskotemperaturow¹
z wykorzystaniem takich substancji jak tlenek etylenu,
formaldehyd, kwas nadoctowy czy plazma [35].
Wspó³cze�nie proces sterylizacji jest walidowany a za-
gadnienia zwi¹zane ze sterylizacj¹ wyrobów medycz-

nych zosta³y zawarte w normach EN i ISO. Normy te
okre�laj¹ miêdzy innymi warunki, jakie musz¹ byæ
spe³nione, aby oznakowaæ narzêdzie jako sterylne
(EN 556) oraz ogólne warunki okre�laj¹ce metody,
walidacjê i rutynow¹ kontrolê procesów sterylizacji
(ISO 14 937). Ponadto opracowane zosta³y normy do-
tycz¹ce najczê�ciej stosowanych wysokoci�nieniowych
sterylizatorów parowych (EN 285) i sterylizatorów na
tlenek etylenu (EN 1422) wraz z walidacj¹ i rutyno-
w¹ kontrol¹ tych procesów (odpowiednio: EN 554,
EN 520). Stan taki pozwala do minimum zredukowaæ
ryzyko zaka¿enia zwi¹zane z narzêdziami i sprzêtem
stosowanym w zabiegach inwazyjnych. W pomiesz-
czeniach wysoko aseptycznych zosta³y wprowadzone
systemy wentylacji z filtrami HEPA, umo¿liwiaj¹ce
uzyskanie powietrza o wysokim stopniu czysto�ci mi-
krobiologicznej. Z my�l¹ o pacjentach w immunosu-
presji zosta³ opracowany przez Airinspace Technologies
system oparty na tworzeniu wokó³ pacjenta komory
ochronnej z 60-krotn¹ wymian¹ powietrza w ci¹gu
godziny i zastosowaniem plazmy jako czynnika nisz-
cz¹cego drobnoustroje [30].

Skuteczno�æ dekontaminacji zale¿y od wielu czyn-
ników, w tym przede wszystkim od przestrzegania za-
leceñ dotycz¹cych przeprowadzenia danego procesu.
W dekontaminacji �rodowiska pacjenta szczególnie
wa¿ne s¹ np. dok³adno�æ i zalecana czêsto�æ mycia
i/lub dezynfekcji powierzchni. W badaniach obejmuj¹-
cych 1119 salach chorych w 23 szpitalach USA odpo-
wiedni¹ dekontaminacjê zaobserwowano tylko w 49%
powierzchni ogó³em a poni¿ej 30% w przypadku takich
powierzchni jak uchwyty w toaletach, baseny, kaczki,
klamki, kontakty [8]. Oddzielnym zagadnieniem jest
powszechne pomijanie dekontaminacji stosowanego
w szpitalach sprzêtu elektronicznego, takiego jak kom-
putery i telefony komórkowe i zwi¹zane z tym ryzyko
przenoszenia siê drobnoustrojów [2].

W profilaktyce zaka¿eñ szpitalnych szczególnie
istotna jest higiena r¹k. W 1829 francuski farmaceuta
A.G. L a b a r r a q u e  zaobserwowa³ odka¿aj¹ce w³a�-
ciwo�ci roztworu zawieraj¹cego chlorek sodu i wap-
nia zalecaj¹c nawil¿anie r¹k tym preparatem lekarzom
i wszystkim innym osobom kontaktuj¹cym siê z za-
ka�nie chorymi [5]. W 1846 roku wêgierski po³o¿nik
Ignaz S e m m e l w e i s  pracuj¹c w Allgemeine Kran-
kenhaus w Wiedniu dostrzeg³ zwi¹zek miedzy wyso-
k¹ �miertelno�ci¹ po³o¿nic i niewystarczaj¹c¹ higien¹
r¹k lekarzy odbieraj¹cych poród. Lekarze, wcze�niej
uczestnicz¹c w sekcjach zw³ok kobiet zmar³ych z po-
wodu gor¹czki po³ogowej, przed kontaktem z po³o¿-
nicami myli rêce wod¹ z myd³em, nie eliminowa³o
to jednak nieprzyjemnego zapachu i, jak siê pó�niej
okaza³o, nie zapobiega³o przenoszeniu siê patogenów.
S e m m e l w e i s  w 1847 roku oprócz mycia zapro-
ponowa³ dodatkowo odka¿anie r¹k roztworami za-
wieraj¹cymi zwi¹zki chloru, co w ci¹gu dwóch lat
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pozwoli³o uzyskaæ spadek �miertelno�ci w�ród po³o¿-
nic z 12% do 1% [49]. W ten sposób po raz pierwszy
udowodniono istotne znaczenie dezynfekcji r¹k w pro-
filaktyce zaka¿eñ szpitalnych. Mimo tak oczywistych
wyników, dalszy rozwój w tej dziedzinie nast¹pi³ do-
piero w drugiej po³owie XX wieku. W 1961 r. U.S.
Public Health Service przygotowa³ dla personelu s³u¿-
by zdrowia film szkoleniowy z demonstracj¹ techniki
mycia r¹k. W 1975 r. i w 1985 r. CDC opublikowa³o
wytyczne, zgodnie z którymi w wiêkszo�ci przypadków
wystarczaj¹ce by³o mycie r¹k zwyk³ym myd³em;
myd³o antybakteryjne zalecano przed i po wykonaniu
inwazyjnej procedury, a antyseptyki na bazie alkoholu
rekomendowano wy³¹cznie w sytuacji braku dostêpu do
umywalki [10]. Wytyczne opublikowane w 1995 roku
przez Association for Professionals in Infection Con-
trol (APIC) rozszerzy³y wskazania do dezynfekcji r¹k
W aktualnych wytycznych standardem jest dezynfekcja
r¹k preparatem alkoholowym, natomiast mycie r¹k po-
zosta³o tylko w szczególnych sytuacjach, np. przy ich
wizualnie dostrzegalnym zabrudzeniu, lub w przy-
padku wysoce prawdopodobnego zanieczyszczenia r¹k
przetrwalnikami laseczek [10, 49]. Mimo rozpowszech-
nienia powy¿szych wytycznych i szerokiego panelu
dostêpnych antyseptyków, przestrzeganie przez perso-
nel szpitala zasad zwi¹zanych z higien¹ r¹k jest dale-
kie od oczekiwanego [10].

Podsumowuj¹c nale¿y podkre�liæ, ¿e XIX wiek
i pocz¹tek wieku XX, czas w którym ¿y³ i pracowa³
Robert K o c h, to pocz¹tek ery profilaktyki zaka¿eñ
szpitalnych, która w obecnym kszta³cie mo¿e uczyniæ
leczenie szpitalne bezpiecznym dla pacjenta. Czy jed-
nak zaka¿enia szpitalne stan¹ siê przesz³o�ci¹? Nie-
stety nie jest to mo¿liwe, poniewa¿ rozwój medycyny
umo¿liwia utrzymanie przy ¿yciu pacjentów skrajnie
wra¿liwych na zaka¿enie (noworodki i wcze�niaki
z nisk¹ waga urodzeniow¹, osoby z wadami wrodzony-
mi skutkuj¹cymi immunosupresj¹), a ponadto znacznie
poszerzy³ siê panel mo¿liwych do wykonania zabie-
gów inwazyjnych, nast¹pi³ znaczny rozwój transplan-
tologii, co równie¿ decyduje o zwiêkszonym ryzyku
infekcji. Podobnie jak kiedy�, tak i dzi� istnieje tak¿e
czynnik ludzki � dostosowanie siê do obowi¹zuj¹cych
zasad profilaktyki, które w znacznej mierze mo¿e
wp³ywaæ na odsetek notowanych zaka¿eñ szpitalnych.
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1. Wprowadzenie

Wêglowodory aromatyczne s¹ grup¹ zwi¹zków sze-
roko rozpowszechnionych w �rodowisku. Ich �ród³em
s¹ ro�liny, reakcje geochemiczne, dzia³alno�æ wulka-
niczna, przede wszystkim jednak dzia³alno�æ cz³owie-
ka, objawiaj¹ca siê wzmo¿onym spalaniem wêgla, ropy
naftowej, rozwojem przemys³u farmaceutycznego, che-
micznego czy stosowania nawozów sztucznych. Dzia-
³alno�æ ta przyczyni³a siê w ostatnich dziesiêcioleciach
do gwa³townego wzrostu obecno�ci tych zwi¹zków
w �rodowisku. Rozwój zainteresowañ mechanizmami
biodegradacji zwi¹zków aromatycznych przeprowa-
dzanymi przez mikroorganizmy, wynika z faktu wzras-
taj¹cego zanieczyszczenia �rodowiska oraz stwierdzo-
nego mutagennego i kancerogennego ich dzia³ania
[6, 19, 23, 25, 33, 42, 49, 62].

G³ównym problemem w degradacji wêglowodorów
aromatycznych jest przezwyciê¿enie chemicznej stabil-
no�ci struktury pier�cienia aromatycznego. Przez d³ugi
okres czasu katabolizm wêglowodorów aromatycznych
uwa¿any by³ za proces wy³¹cznie tlenowy, gdy¿ we
wszystkich znanych szlakach tlenowej degradacji
zwi¹zków aromatycznych to w³a�nie molekularny tlen
jako kosubstrat s³u¿y mikroorganizmom do pocz¹tko-
wego ataku na pier�cieñ aromatyczny i do rozerwania
jego struktury. Jednak w ostatnich latach zaobserwo-

wano, ¿e istniej¹ mikroorganizmy zdolne do metaboli-
zowania wêglowodorów aromatycznych w warunkach
beztlenowych. Mikroorganizmy takie musia³y zatem
rozwin¹æ alternatywne, tlenowo niezale¿ne szlaki me-
taboliczne [1]. Jednak¿e nale¿y zaznaczyæ, ¿e wiêk-
szo�æ wielocyklicznych i wysoko spolimeryzowanych
zwi¹zków aromatycznych mo¿e byæ degradowana
tylko w warunkach tlenowych [25, 35, 39, 41, 44, 62].

Degradacja jednopier�cieniowych zwi¹zków aro-
matycznych w warunkach beztlenowych, w wiêk-
szo�ci przypadków, przebiega poprzez benzoilo-CoA,
który nastêpnie ulega przekszta³ceniu do acetylo-CoA
[6, 20, 35, 39, 49]. Dla rozk³adu policyklicznych
wêglowodorów aromatycznych kluczow¹ reakcj¹ jest
karboksylacja [43].

Poniewa¿ wêglowodory aromatyczne s¹ zwi¹zkami
bardziej zredukowanymi ni¿ produkty ich rozk³adu,
podczas ich utlenienia wymagana jest obecno�æ akcep-
torów elektronów o wy¿szym potencjale redox, co
pozwala mikroorganizmom na przekszta³canie energii
niezbêdnej do wzrostu. Wszystkie wyizolowane do-
tychczas szczepy bakterii zdolne do rozk³adu tych
zwi¹zków w warunkach beztlenowych nale¿¹ do bak-
terii denitryfikacyjnych, ¿elazowych, siarczanowych,
beztlenowych bakterii fotosyntetyzuj¹cych oraz bakterii
fermentuj¹cych. Spo�ród grzybów zdolnych do roz-
k³adu policyklicznych wêglowodorów aromatycznych
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(PAHs), o niskich masach cz¹steczkowych, w warun-
kach anoksji nale¿¹ Aspergillus sp., Trichocladium
canadense oraz Fusarium oxysporum. Ponadto T. ca-
nadense, Aspergillus sp. oraz Verticillum sp. i Acre-
monium sp. degraduj¹ PAHs o du¿ych masach cz¹stecz-
kowych [62]. Beztlenowe oddychanie w �rodowisku
naturalnym zachodzi tylko w g³êbokich warstwach,
które pozbawione s¹ tlenu, akceptora elektronów
o najwy¿szym potencjale redox (E0

�= + 818 mV) [25,
39, 42, 43, 52, 62]. Wysoko�æ tego potencja³u niejako
narzuca kolejno�æ wykorzystywania przez bakterie
ostatecznych akceptorów elektronów. W �rodowisku
beztlenowym jest nim ten dostêpny jon, którego war-
to�æ potencja³u redox jest najwy¿sza [25, 42, 52].

2. Akceptory elektronów w beztlenowej
degradacji arenów

Bakterie denitryfikuj¹ce s¹ czêsto spotykanymi
mikroorganizmami zdolnymi do rozk³adu zwi¹zków
aromatycznych [1, 2, 25, 30, 52, 58]. Do niedawna
uwa¿ano, ¿e wszystkie one nale¿¹ do $-podklasy pro-
teobakterii, gdy¿ wiêkszo�æ wyizolowanych gatunków
nale¿y do rodzaju Thauera i Azoarcus [7, 29, 31, 35,
39, 61]. Ponadto opisano równie¿ jeden gatunek, spoza
rodzajów Thauera i Azoarcus, zdolny do rozk³adu
kwasu benzoesowego � Alcaligenes xylosoxidans na-
le¿¹cy jednak do tej samej podklasy. Wyj¹tkiem jest
szczep Bacillus cereus zdolny do rozk³adu benzenu
w warunkach redukcji azotanów [30]. Bakterie deni-
tryfikuj¹ce przeprowadzaj¹ rozk³ad wiêkszo�ci jedno-
pier�cieniowych zwi¹zków aromatycznych poprzez

benzoilo-CoA. Jednak¿e kilka aromatycznych substra-
tów, które posiadaj¹ dwie lub wiêcej grup hydroksylo-
wych w pozycji meta, degradowane s¹ do acetylo-CoA
z pominiêciem etapu aktywacji pier�cienia aromatycz-
nego [7, 33, 35, 39]. Drogi takie opisano dla rozk³adu
rezorcyny i floroglucyny, co przedstawiono na rys. 1.

Niektóre zwi¹zki aromatyczne, w�ród nich uchloro-
wane pochodne benzenu, s¹ bardzo oporne na biode-
gradacjê przez bakterie denitryfikuj¹ce. Chocia¿ wyda-
je siê, ¿e zwi¹zki te podlegaj¹ rozk³adowi w warunkach
denitryfikacji, to do tej pory nie uda³o siê wyizolowaæ
czystych kultur zdolnych do ich rozk³adu. Mo¿liwym
jest, ¿e zwi¹zki te do rozk³adu wymagaj¹ obecno�ci
syntroficznych konsorcji bakteryjnych [39, 41].

W warunkach oddychania azotanowego mo¿e zacho-
dziæ równie¿ biodegradacja policyklicznych wêglowo-
dorów aromatycznych. Wyizolowane szczepy NAP-3-1
oraz NAP-4 posiadaj¹ zdolno�æ biodegradacji naftale-
nu. Szczep NAP-3-1, nale¿¹cy do (-podklasy proteo-
bacterii, jest filogenetycznie blisko spokrewniony
z Pseudomonas sp. U przedstawicieli tej rodziny stwier-
dzono ju¿ wcze�niej zdolno�æ degradacji antracenu,
fenantrenu, pirenu, naftalenu, a wyizolowane szczepy
przeprowadzaj¹ce te reakcje zidentyfikowano jako
P. stutzeri, P. putida oraz P. fluorescens [53]. Wyniki te
sugeruj¹, ¿e inni przedstawiciele Pseudomonadaceae
s¹ równie¿ zdolni do biodegradacji policyklicznych
wêglowodorów aromatycznych w warunkach beztle-
nowych. Wyizolowany NAP-4 nale¿y równie¿ do pod-
klasy (-proteobakterii, jednak filogenetycznie jest
blisko spokrewniony z Vibrio spp. Na podstawie tych
danych mo¿na przypuszczaæ, ¿e filogenetycznie ró¿ne
bakterie z (-podklasy proteobakterii mog¹ przeprowa-

Rys. 1. Drogi beztlenowej degradacji floroglucyny i rezorcyny
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dzaæ degradacjê naftalenu i innych zwi¹zków aroma-
tycznych w warunkach beztlenowych [59].

Redukcja jonów ¿elaza (III), manganu (IV), wana-
du (V), chromu (VI) czy uranu (VI) jest wa¿nym alter-
natywnym szlakiem oddychania beztlenowego i mo¿e
³¹czyæ siê z jednoczesnym utlenieniem zwi¹zków aro-
matycznych [18, 42]. Znanych jest obecnie wiele bak-
terii oddychania ¿elazowego. Geobacter metalliredu-
cens jest bakteri¹ zdoln¹ do ca³kowitego utleniania
toluenu, fenolu, p-krezolu, benzoesanu, aromatycz-
nych aldehydów i alkoholi z jednoczesn¹ redukcj¹
jonów ¿elaza (III) [9, 16, 17, 33, 39, 52]. Utlenienie
benzoesanu w obecno�ci jonów Fe(III) przebiega we-
d³ug równania [39]:

C7H6O2 + 12H2O → 7CO2 + 30[H]
30[H] + 30Fe3+ → 30H+ + 30Fe2+

Stwierdzono równie¿, ¿e liczni przedstawiciele ro-
dziny Geobacteraceae w osadzie o du¿ej zawarto�ci
zwi¹zków aromatycznych s¹ w stanie przeprowadzaæ
biodegradacjê benzenu [3]. Zdolno�æ do ca³kowitego
utlenienia fenolu i kwasu benzoesowego stwierdzono
równie¿ u przedstawiciela termofilnych archebakterii
Ferroglobus placidus. Szczep ten przeprowadza tak¿e
redukcjê jonów ¿elaza (III), gdy �ród³em elektronów
jest benzaldehyd, kwas 4-hydroksybenzoesowy, p-hy-
droksybenzaldehyd czy kwas cynamonowy [63].

Osady mangrowe s¹ �ród³em konsorcjum bakteryj-
nego zdolnego do rozk³adu takich PAHs jak fluoren,
fenantren, fluorofenantren i piren w obecno�ci jonów
¿elaza (III) [23, 50]. C h a n g  i wsp. wykazali jednak,
¿e w osadach mangrowych nastêpuje szybsza degra-
dacja w obecno�ci siarczanów, s³absza w warunkach
metanogenezy, a w obecno�ci azotanów dochodzi do
inhibicji rozk³adu m.in. nonylofenolu [23].

Bakterie redukuj¹ce siarczany s¹ grup¹ organizmów
przeprowadzaj¹cych biodegradacjê bardzo szerokiej
gamy zwi¹zków aromatycznych. Stwierdzono zdolno�æ
do utleniania przez mieszane kultury bakterii siarcza-
nowych tak opornych na rozk³ad zwi¹zków jak benzen,
fenol, ksyleny, naftalen, 2-metylonaftalen, kwasy 1-
i 2-naftalenokarboksylowe czy fenantren [4, 5, 8, 13,
23, 25, 26, 39, 50, 52, 54, 56, 57, 60, 64]. Intermedia-
tem w degradacji zwi¹zków monoaromatycznych przez
bakterie oddychania siarczanowego jest benzoilo-CoA.
Gatunki przeprowadzaj¹ce procesy rozk³adu arenów
z siarczanami, jako ostatecznymi akceptorami elektro-
nów, nale¿¹ do Desulfobacteriaceae z podklasy (-proteo-
bakterii lub do Gram dodatnich Desulfotomaculum [49].

Degradacjê benzoesanu opisano dotychczas tylko
u szczepu Desulfonema magnum i przebiega ona we-
d³ug równania  [27]:

C7H6O2 + 12H2O → 7CO2 + 30[H]
30[H] + 3,75 H2SO4 → 3,75 H2S + 15 H2O
Desulfobacterium (Db.) aniline degraduje anilinê

i fenol, Db. phenolicum fenol, 4-hydroksybenzoesan

i p-krezol, Db. catecholicum katechol, a Db. indolicum
indol. Desulfococcus multivorans i Desulfosarcina
variabilis mog¹ rozk³adaæ fenylooctan, a szczepy z ro-
dzaju Desulfobacterium i Desulfococcus 3-aminoben-
zoesan i hydrochinon. Desulfotomaculum sp., jako
�ród³o wêgla i energii, wykorzystuje katechol, fenol,
p- i m-krezol, alkohol benzylowy i wanilinê [39, 51].
Toluen degradowany jest przez Desulfobacula toluo-
lica [9, 39]. Stwierdzono równie¿, ¿e bakterie oddycha-
nia siarczanowego rozk³adaj¹ o- i m-ksylen [55, 57].
Z kolei Galushko i wsp. wyizolowali z morskiego osa-
du szczep NaphS2, filogenetycznie blisko spokrewnio-
ny z rodzin¹ Desulfobacteriaceae i przeprowadzaj¹cy
degradacjê naftalenu [36].

Jako akceptory elektronów w procesach degradacji
struktury aromatycznej mog¹ wystêpowaæ zwi¹zki o po-
dobnej strukturze do rozk³adanego zwi¹zku. Przyk³adem
mo¿e byæ redukcyjna dechlorynacja polichlorowanych
bifenyli, podczas której dochodzi do redukcji takich
zwi¹zków jak: inne bifenyle, 2,6-dibromobifenyl, halo
benzoesany, chlorobenzeny i chlorofenole [42, 44].

Fotosyntetyzuj¹ce bakterie purpurowe do wzrostu
wykorzystuj¹ �wiat³o i anaerobiozê. W tych warun-
kach nie uzyskuj¹ one energii z utleniania zwi¹zków
organicznych, które stanowi¹ dla nich �ród³o proto-
nów. S¹ one uzyskiwane podczas degradacji zwi¹zków
aromatycznych do acetylo-CoA, który nastêpnie s³u¿y
im jako �ród³o wêgla.
Utlenienie benzoesanu przebiega wed³ug równania
[39]:

C7H6O2 + 6H2O → 3CH3COOH + CO2 + 6[H]
6[H] + 1,5CO2 → 1,5(CH2O) + 1,5H2O
Zdolno�æ do fotoorganotroficznego utleniania zwi¹z-

ków aromatycznych stwierdzono u Rhodopseudomonas
palustris, Rhodomicrobium vannielii, Rhodospirillum
fulvum, Rhodocyclus purpureus, Rhodocyclus gela-
tinosus. U Rhodopseudomonas palustris i Rhodomi-
crobium vannielii stwierdzono zdolno�æ do rozk³adu
benzoesanu, 4-hydroksybenzoesanu, protokatecholu,
niektórych fenylowych i hydroksyfenylowych kwa-
sów t³uszczowych, a nawet uchlorowcowanych po-
chodnych benzenu [39, 41].

Bakterie fermentuj¹ce zwi¹zki aromatyczne s¹ filo-
genetycznie heterogenne i nale¿¹ do dwóch grup. Bak-
terie te wykorzystuj¹ wêglowodory aromatyczne jako
�ród³o wêgla i energii, przekszta³caj¹c je w produkty
fermentacji, takie jak octan lub ma�lan, dwutlenek
wêgla i wodór, które nastêpnie s¹ dalej degradowane
w syntroficznych konsorcjach bakteryjnych [6, 24].
Na przyk³ad ca³kowita mineralizacja benzoesanu prze-
biega w dwóch etapach. Pierwszy prowadzony jest
przez bakterie fermentuj¹ce wed³ug równania:

C7H6O2 + 6H2O → 3CH3COOH + CO2 + 3H2.
Dalsze reakcje przeprowadzaj¹ metanogeny we-

d³ug reakcji [39]:
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3H2 + 0,75CO2 → 0,75CH4 + 1,5H2O
3CH3COOH → 3 CH4 + 3 CO2
Procesy degradacji wêglowodorów aromatycznych

w warunkach metanogenezy czêsto przebiegaj¹ in-
tensywnie w obecno�ci dodatkowych �róde³ wêgla,
np. glukozy, celulozy czy kwasów huminowych [6,
23, 42, 52].

W metanogennych warunkach stwierdzono rów-
nie¿ ograniczon¹ biodegradacjê wielopier�cieniowych
zwi¹zków aromatycznych takich jak naftalen, 1- i 2-me-
tylonaftalen, bifenyl, 2,6-dimetylonaftalen, antrachinon,
heksadekan [28, 37]. Opisano równie¿ czyste kultury
bakterii fermentuj¹cych zwi¹zki aromatyczne. Szczepy
z rodzaju Clostridium i Coprococcus sp., Eubacterium
oxidoreducens, Pelobacter acidigallici i Pelobacter
massiliensis fermentuj¹ aromatyczne substraty zawie-
raj¹ce dwie lub trzy grupy hydroksylowe w pozycji
meta, takie jak rezorcyna czy floroglucyna. Zwi¹zki te
s¹ tak silnie utlenione, ¿e mog¹ byæ fermentowane do
kwasów organicznych [35, 39].

3. Mechanizmy degradacji zwi¹zków
aromatycznych w warunkach anoksji

Wiêkszo�æ mikroorganizmów nie jest zdolna do
ca³kowitej degradacji jednopier�cieniowych zwi¹zków
aromatycznych, ale katalizuj¹ one tlenowo niezale¿ne
reakcje biotransformacji tych zwi¹zków. Podczas tych
procesów pier�cieñ aromatycznych nie podlega roz-
szczepieniu, a przekszta³ceniom ulegaj¹ jedynie pod-
stawniki pier�cienia. W ten sposób zwi¹zki te s¹ prze-
kszta³cane do kilku podstawowych produktów, takich
jak benzoesan, hydroksybenzoesan, fenol, krezol czy
toluen. Produkty te stanowi¹ dalej substraty dla organiz-
mów przeprowadzaj¹cych degradacjê pier�cienia aro-
matycznego. Reakcje biotransformacji obejmuj¹ utle-
nienie i redukcjê podstawników pier�cienia, rozerwanie
wi¹zania wêgiel-wêgiel pomiêdzy pier�cieniem aroma-
tycznym a podstawnikiem, reakcje dekarboksylacji,
usuniêcia grup O-metylowych oraz usuniêcia z pod-
stawników atomów siarki i azotu [30, 33, 39, 41, 49].

Beztlenowa degradacja jednopier�cieniowych zwi¹z-
ków aromatycznych przebiega w dwóch etapach. W fa-
zie pierwszej aromatyczne substraty s¹ przekszta³cane
do jednego centralnego intermediatu, który nastêpnie
podlega redukcyjnej dearomatyzacji. Dla wiêkszo�ci
wêglowodorów aromatycznych tym centralnym inter-
mediatem jest benzoilo-CoA, a tylko dla kilku hydro-
ksylowanych arenów s¹ to floroglucyna i rezorcyna
[6, 13, 39, 49]. Reakcje ³¹cz¹ce rozk³ad zwi¹zków aro-
matycznych z g³ównym intermediatem benzoilo-CoA
przedstawia rysunek 2 [19, 20]. Druga faza beztleno-
wej degradacji polega na redukcji tych intermediatów
do acyklicznych zwi¹zków, które nastêpnie degrado-

wane s¹ do acetylo-CoA i dwutlenku wêgla. Znany
jest przypadek, opisany u bakterii denitryfikuj¹cej
Alcaligenes sp., bezpo�redniej dearomatyzacji i hydro-
litycznego rozciêcia pier�cienia aromatycznego [39].

Jednopier�cieniowe zwi¹zki aromatyczne z trzema
grupami hydroksylowymi w pozycji meta s¹ degrado-
wane bez aktywacji z udzia³em CoA. Poniewa¿ sub-
straty te s¹ bardziej utlenione ni¿ zwi¹zki aromatyczne
pozbawione podstawników, mog¹ one byæ degradowa-
ne przez bakterie oddychania beztlenowego lub te¿
bakterie fermentuj¹ce, np. Pelobacter, Eubacterium
czy Clostridium. Bakterie fermentuj¹ce nie minerali-
zuj¹ zwi¹zków aromatycznych ca³kowicie, a tylko
akumuluj¹ octan lub ma�lan jako ostateczny produkt.
Zwi¹zkami przekszta³canymi do floroglucyny i rezor-
cyny s¹ di-, tri- i tetrahydroksybenzoesan oraz kwas
trihydroksygalowy. Degradacja floroglucyny jest ini-
cjowana przez NADPH-zale¿n¹ reduktazê floroglu-
cynow¹, enzym wra¿liwy na tlen wyizolowany z ko-
mórek szczepu Eubacterium oxidoreducens i prowadzi
do powstania 1,3-dioksy-5-hydroksycykloheksanu, co
przedstawiono na rysunku 1. Pier�cieñ tego zwi¹zku
podlega hydrolitycznemu otwarciu przez hydrolazê
dihydrofloroglucynow¹ do kwasu 3-hydroksy-5-okso-
heksaniowego, który nastêpnie ulega utlenieniu do
trójoctanu przez NADP+ zale¿n¹ dehydrogenazê. Trój-
octan aktywowany przez transferazê CoA zale¿n¹ od
acetylo-CoA podlega tiolitycznemu rozciêciu na trzy
cz¹steczki acetylo-CoA [20, 35, 38, 39].

Degradacja rezorcyny mo¿e byæ inicjowana przez
bezpo�redni¹ redukcjê pier�cienia aromatycznego do
1,3-dioksycykloheksanu, który hydrolizowany jest
do alifatycznego kwasu 5-oksoheksanowego. Podlega
on dalszej degradacji do acetylo-CoA i butyrylo-CoA
szlakiem $-oksydacji [39]. Przebieg reakcji przedsta-
wia rysunek 1.

Fenol mo¿e byæ degradowany beztlenowo przez
wiêkszo�æ denitryfikuj¹cych, siarkowych oraz ¿elazo-
wych bakterii oraz metanogenne konsorcja. Metabo-
liczny szlak rozk³adu tego zwi¹zku zosta³ zbadany
i opisany u szczepu Thauera aromatica. Szczep ten
wykorzystuje fenol jako substrat wzrostowy, wymaga
jedynie obecno�ci w �rodowisku dwutlenku wêgla,
gdy¿ prowadzony przez niego szlak inicjowany jest
karboksylacj¹ w pozycji para pier�cienia, co prowadzi
do powstania kwasu 4-hydroksybenzoesowego. Prze-
mianê t¹ przedstawiono na rysunku 2. Kwas 4-hydro-
ksybenzoesowy jest aktywowany przez specyficzn¹
ligazê koenzymu A, opisan¹ dla szczepów Thauera
aromatica i Rhodopseudomonas palustris. 4-hydroksy-
benzylo-CoA jest nastêpnie redukowany do benzylo-
CoA przez reduktazê 4-hydroksybenzylo-CoA, enzym
silnie wra¿liwy na tlen i otrzymany z komórek Thauera
aromatica, Azoarcus evansii oraz Rhodopseudomonas
palustris [7, 29, 39, 61]. Oba te enzymy obecne s¹
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wy³¹cznie w komórkach rosn¹cych beztlenowo, dla
których substratem wzrostowym jest kwas 4-hydro-
ksybenzoesowy lub inne zwi¹zki aromatyczne, których
rozk³ad przebiega przez ten intermediat.

Do rozk³adu toluenu zdolne s¹ bakterie siarczano-
we, ¿elazowe i denitryfikacyjne nale¿¹ce do $ i ( pod-
klas proteobakterii oraz metanogenne konsorcja [4, 9,
10, 45]. Mineralizacja toluenu polega na przekszta³ce-
niu go do benzoesanu lub benzoilo-CoA, który podlega
reakcjom dearomatyzacji, a nastêpnie degradacji acy-
klicznych intermediatów. Badania nad szlakiem roz-
k³adu toluenu przez bakterie, zosta³y przeprowadzone
na szczepach Thauera aromatica i Azoarcus sp. Pierw-
sz¹ reakcj¹ tego szlaku jest reakcja addycji fumaranu
do toluenu, prowadz¹ca do powstania benzylobursz-
tynianu [4, 10, 22, 45, 48]. Reakcjê tê katalizuje syn-
taza benzylobursztynianowa, enzym silnie wra¿liwy na
tlen i podlegaj¹cy odwracalnej inhibicji przez analogi
substratu takie jak alkohol benzylowy, benzaldehyd
czy fenylohydrazynê. Enzym ten zawiera w centrum
aktywnym rodnik glicynowy i katalizuje powstanie
rodnika benzylowego poprzez od³¹czenie atomu wodo-
ru od grupy metylowej toluenu. Rodnik ten przy³¹cza
siê do podwójnego wi¹zania wêgiel-wêgiel fumaranu,

w wyniku czego tworzy siê rodnik benzylobursztynia-
nowy [41]. Syntaza benzylobursztynianowa jest dawc¹
wodoru dla tego rodnika, w wyniku czego powstaje
benzylobursztynian z jednoczesnym odtworzeniem rod-
nikowej formy enzymu. Na podstawie badañ przepro-
wadzonych na T. aromatica stwierdzono, ¿e transferaza
bynzylobursztynylo-CoA jest enzymem indukowanym
obecno�ci¹ benzylobursztynianu [47]. Utlenienie ben-
zylobursztynianu do benzoilo-CoA przebiega szlakiem
analogicznym do $-oksydacji kwasów t³uszczowych,
co przedstawiono na rysunku 3 [41, 48].

Niektórzy autorzy uwa¿aj¹, ¿e intermediaty tego
szlaku, kwas benzylobursztynianowy, jak równie¿
fenyloitakonylo-CoA, s¹ metabolitami toksycznymi dla
komórek bakteryjnych [27]. Podczas procesu biodegra-
dacji toluenu mo¿e dochodziæ do reakcji acetylo-CoA
z grup¹ metylow¹ tego zwi¹zku, w wyniku czego po-
wstaje fenylopropionylo-CoA. Jest on przekszta³cany
w szlaku $-okydacji do benzoilo-CoA [10, 27].

Proponuje siê równie¿ istnienie szlaków rozk³adu
toluenu poprzez jego para-hydroksylacjê do p-krezolu
lub hydroksylacjê jego grupy metylowej z alkoho-
lem benzylowym jako intermediatem, co przedsta-
wiono na rysunku 3 [10, 34]. Prawdopodobnie grupa

Rys. 2. Benzoilo-CoA jako centralny intermediat beztlenowej degradacji arenów
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Rys. 3. Szlak beztlenowej oksydacji toluenu
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hydroksylowa wbudowywana w procesie hydroksyla-
cji pochodzi z wody. Zaobserwowano u szczepu Geo-
bacter metallireducens GS-15 para-hydroksylacjê oraz
hydroksylacjê grupy metylowej, podczas gdy bakterie
siarczanowe i de nitryfikuj¹ce przeprowadzaj¹ jedynie
drug¹ reakcjê, w której kluczowymi intermediatami s¹
alkohol benzylowy oraz benzaldehyd, a dla jej funkcjo-
nowania niezbêdna jest aktywno�æ czterech enzymów,
to jest metylohydroksylazy toluenowej, dehydrogenaz
alkoholu benzylowego oraz benzaldehydu i syntetazy
benzoilo-CoA [27, 34].

Benzoilo-CoA jest g³ównym i ostatnim aromatycz-
nym intermediatem w procesach beztlenowej biode-
gradacji wiêkszo�ci jednopier�cieniowych zwi¹zków
aromatycznych. Istniej¹ dwa alternatywne szlaki roz-
k³adu benzoilo-CoA, opisane u fototroficznej bakterii
Rhodopseudomonas palustris oraz denitryfikuj¹cej bak-
terii T. aromatica. Reakcja dearomatyzacji pier�cienia
w warunkach anoksji polega na jego redukcji do
cykloheksa-1,5-dien-1-karboksy-CoA przez reduktazê
benzoilo-CoA [14, 15, 19, 33, 38]. Reduktaza benzo-
ilo-CoA jest enzymem silnie wra¿liwym na tlen. Jest
to heterotetramer zawieraj¹cy w swojej budowie dwa
centra ¿elazowo-siarkowe typu (Fe4S4), dwa centra
¿elazowo-siarkowe typu (Fe2S2) oraz FAD. Redukcja
wszystkich substratów prowadzona przez ten enzym

jest �ci�le powi¹zana z hydroliz¹ dwóch cz¹steczek
ATP do ADP i Pi na mol substratu [13, 39]. Produkt
redukcji benzoilo-CoA podlega nastêpnie hydratacji
i dehydrogenacji u Thauera aromatica przypuszczalnie
do 2-okso-6-hydroksycykloheksano-1-karboksy-CoA
[39, 46]. Natomiast szczep R. palustris przeprowadza
dodatkow¹ redukcjê cyklicznego dienu do cykloheks-
1-en-1-karboksy-CoA [32, 38, 46]. 2-oksy-6-hydroksy-
cykloheksano-1-karboksy-CoA podlega hydrolityczne-
mu otwarciu pier�cienia aromatycznego i prowadzi do
powstania 3-hydroksypimelino-CoA. Ulega on dalej
$-oksydacji do acetylo-CoA oraz glutarylo-CoA. Dehy-
drogenaza glutarylo-CoA, opisana u Azoarcus evansii,
katalizuje utlenienie i dekarboksylacjê glutarylo-CoA
do dwutlenku wêgla i krotonylo-CoA, który nastêp
nie utleniany jest do dwóch cz¹steczek acetylo-CoA
(rys. 3) [11, 19, 29, 38, 39, 40, 46].

Aromatyczne wêglowodory pozbawione podstawni-
ków, takie jak naftalen czy fenantren, s¹ ekstremalnie
trudnymi zwi¹zkami w procesach biodegradacji. Wy-
kazano jednak, ¿e mog¹ ulegaæ degradacji przez beztle-
nowe mikroorganizmy oddychania ¿elazowego, azota-
nowego i siarczanowego oraz konsorcja metanogenne
[24]. Kluczow¹ reakcj¹ rozpoczynaj¹c¹ degradacjê
naftalenu i fenantrenu jest karboksylacja. Prowadzi
ona do utworzenia analogów kwasu benzoesowego,

Rys. 4. Redukcyjny szlak kwasu naftoesowego
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odpowiednio kwasu 2-naftoesowego oraz kwasu fe-
nantrenowego, które s¹ idealnymi substratami dla
reakcji aktywacji cz¹steczk¹ CoA oraz ich dalszych
przemian [1, 4, 21, 54, 64]. Stwierdzona obecno�æ na-
ftalenolu w niektórych hodowlach bakterii siarcza-
nowych mo¿e �wiadczyæ, ¿e organizmy te mog¹ prze-
prowadzaæ biodegradacjê naftalenu równie¿ innym
szlakiem, w którym pierwsz¹ reakcj¹ jest hydroksyla-
cja, a nie karboksylacja [8, 21].

Beztlenowa degradacja metylonaftalenu jest pro-
cesem analogicznym do rozk³adu toluenu i innych
metylowanych pochodnych benzenu. Pierwsza reakcja
katalizowana przez syntazê 2-naftylobursztynianow¹
podobnie polega na addycji fumaranu do grupy mety-
lowej 2-metylonaftalenu [4, 12, 21]. Powsta³y w jej wy-
niku 2-naftylobursztynian ulega aktywacji przez trans-
ferazê bursztynylo-CoA zale¿n¹ od CoA prowadz¹c do
utworzenia 2-naftylo-bursztynylo-CoA. Kolejne reak-
cje prowadz¹ przez szlak $-oksydacji a¿ do utworzenia
centralnego intermediatu, to jest naftalenoilo-CoA.

Ostatnie doniesienia wskazuj¹, ¿e naftalen i kwas
2-naftoesowy mog¹ byæ redukowane do kwasu 5,6,7,8-
tetrahydro-2-naftoesowego, który jest tak¿e metabo-
litem degradacji tetraliny. Kwas ten mo¿e podlegaæ
dalszej redukcji do kwasu oktahydro-2-naftalenokar-
boksylowego. W wyniku jego hydratacji powstaje kwas
hydroksydekahydro-2-naftoesowy, który to ulega utle-
nieniu do kwasu 2-oksodekahydro-2-naftoesowego.
Tiolityczne rozszczepienie pier�cienia, a nastêpnie
reakcje $-oksydacji prowadz¹ do powstania kwasu
cis-2-karboksycykloheksylooctowego [5]. Proponowa-
ny przebieg tego szlaku przedstawiono na rysunku 4.

4. Podsumowanie

Wzrastaj¹ce zanieczyszczenie �rodowiska natural-
nego wp³ynê³o pozytywnie na rozwój badañ zwi¹za-
nych z degradacj¹ zwi¹zków aromatycznych zarówno
w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. W warun-
kach anoksji rozk³ad arenów przebiega zarówno
w procesach zwi¹zanych z przekazywaniem elektronów
na ostateczny akceptor, którym mog¹ byæ jony metali,
siarczany, azotany, czy te¿ proste zwi¹zki organiczne,
jak i w procesach fermentacji metanowej. Najczê�ciej
w mikrobiologiczne procesy rozk³adu w warunkach
beztlenowych zachodz¹ poprzez benzoilo-CoA jako
kluczowy metabolit, którego dalsze przekszta³cenia
prowadz¹ do utworzenia metabolitów centralnych prze-
mian komórkowych. Dok³adne poznanie procesów bio-
degradacji wêglowodorów aromatycznych w warun-
kach anoksji mo¿e byæ lekarstwem dla zdegradowanych
�rodowisk, które maj¹ ograniczony dostêp powietrza
lub których napowietrzanie jest trudne i nieekonomicz-
ne, mo¿e przyczyniæ siê do ich szybszej bioremediacji.
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