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Kolezanki i Koledzy, Szanowni Panstwo,

Rok 2010 jest szczegdlnym rokiem dla mikrobiologéw na catym $wiecie, takze w Polsce. Uptywa
wlasnie 100 lat od $mierci Roberta Kocha, jednego z najwybitniejszych uczonych, noblisty,
pioniera wspotczesnej mikrobiologii i nauki o chorobach zakaznych. Nie sposoéb wyliczy¢ jego
zastug. Poza odkryciem pratka gruzlicy, przecinkowca cholery i laseczki waglika pracowat takze
nad innymi drobnoustrojami i metodami ich izolacji. Sformutowal na podstawie badan nad wagli-
kiem kryteria, znane jako ,,postulaty Kocha”, jakie musi spetnia¢ drobnoustrdj aby uzna¢ go za
czynnik etiologiczny choroby. Cz¢$¢ swego zycia zawodowego spedzilt w Wolsztynie (0wczesny
zabor pruski, obecnie w Wielkopolsce) pracujac tam jako lekarz powiatowy i z tego powodu jest
nam rowniez bliski. Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw pragnie uczci¢ pami¢é Roberta Kocha
na specjalnie poswigconej Jemu i Jego dorobkowi konferencji naukowej (Patac Staszica, Warszawa,
dn. 30-31 sierpnia), w ktérej wielu znakomitych badaczy przedstawi rozwdj mikrobiologii lekar-
skiej od czaséw Kocha do wspdtczesnosci. Oddajemy do Panstwa rak specjalny numer ,,Postgpow
Mikrobiologii”, w ktérym zawarta jest czg$¢ tematyki konferencji.

Warszawa, sierpien 2010-08-10
Prof. dr hab. med. Waleria Hryniewicz
Prezes Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow
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Wyklad przedstawiony na Konferencji naukowej ,, Mikrobiologia 100 lat po Robercie Kochu”
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw w Warszawie w dniach 30-31 sierpnia 2010 r.
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1. Wstep. 2. Robert Koch — fakty biograficzne. 3. Robert Koch — student i mtody lekarz. 4. Praca zawodowa. 5. Robert Koch — zycie
rodzinne. 6. Koch w Wolsztynie. 7. Badania nad waglikiem. 8. Fotografowanie mikrobéw. 9. Koch — bakteriolog. 10. Prace
w laboratorium nad czystymi kulturami. 11. Badania nad gruzlica. 12. 24 Marzec 1882. 13. Postulaty Kocha. 14. Prace nad cholera.
15. Tuberkulina. 16. Inne choroby zakazne. 17. Nagroda Nobla. 18. Odznaczenia i honory. 19. Muzeum w Wolsztynie, Stwowarzy-
szenie Naukowe im. Roberta Kocha, Fundacja im. Roberta Kocha

Robert Koch and their achievements — a history

Abstract: The year 2010 marks the 100" 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. 24t 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

Stowa kluczowe: Robert Koch, biografia, prace nad waglikiem, cholera, gruzlica, inne choroby zakazne, nagrody, odznaczenia,

Nagroda Nobla, Muzeum im. R. Kocha w Wolsztynie

Key words:
Muzeum in Wolstein

Robert Koch, biography, anthrax, cholera and tuberculosis research, other infections diseases, awards, honours,

1. Wstep

100 lat temu 27 V 1910 r. w Baden-Baden zmart na
atak serca Robert Koch. Miat 67 lat. Zgodnie z jego
wola prochy umieszczono w Instytucie Choréb Zakaz-
nych jego imienia w Berlinie. Wszystko, czego doko-
nal i opisat pozostaje aktualne do dzisiaj. Dokonujac
swoich odkry¢ na pewno nie przewidywat jak wiele
istnien ludzkich ocali. Zaslugi Roberta Kocha dla
rozwoju bakteriologii choréb zakaznych, zrozumienia
ich roli w patogenezie ludzi i zwierzat naleza do
najwigkszych w §wiecie. Obok Ludwika Pasteura po-
zostaje On tworca nowoczesnej bakteriologii chorob
zakaznych.

Do konca zycia pozostat lekarzem a jego zaintere-
sowania i prace badawcze miaty zawsze podtoze prak-
tyczne. Nawet wtedy, gdy byt u szczytu stawy nazywa-
no go czgsto ,,doktorem” lub ,,doktorem z Wolsztyna”.
Pierwsza samodzielna praca naukowa 1 praktyka
lekarska Uczonego rozpoczeta si¢ wlasnie w Wolszty-
nie. | chociaz w tamtych czasach Wolsztyn, jak cata
Wielkopolska, nalezat administracyjnie do Zaboru

Pruskiego i byl pod ich administracja, ale chorzy,
ktorych leczyt byli narodowosci polskiej 1 warunki,
w ktorych pracowal cechowata polskos¢. Praca nauko-
wa, ktora rozpoczal w Wolsztynie uksztattowata poz-
niejsze losy badacza i zaprowadzita go na szczyty
stawy naukowej uhonorowanej Nagroda Nobla.

2. Robert Koch — fakty biograficzne

Robert Herman Koch urodzit si¢ 11 grudnia 1843 .
w Clausthal w gorach Harzu jako trzecie dziecko spo-
$réd 13 dzieci Hermana i Matyldy Kochow. Jego ojciec
byt inzynierem-gornikiem z tytulem sztygara. Warto
dodaé, ze Herman Koch znal osobiécie szwedzkiego
inzyniera gornictwa Alfreda Nobla obaj prowadzili
pierwsze proby z nitrogliceryna w kamieniotomach
w gorach Harzu.
Robert Koch byl bardzo zdolnym dzieckiem,
w wieku 5 lat rozpoczat szkote i bardzo szybko na-
uczyl si¢ czyta¢, gra¢ w warcaby i szachy. Dzigki
atmosferze rodzinnego domu rést i dojrzewal w kulcie
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Goethego i innych znakomitosci XIX w. Uczgszczal
do lokalnego gimnazjum i juz wtedy wykazywatl duze
zainteresowanie naukami przyrodniczymi oraz, po-
dobnie jak jego ojciec, zamitowaniem do podrézy.
Robert Koch byl utalentowany artystycznie. Grat
niezle na fortepianie i cytrze, potrafit Spiewac, dobrze
rysowal. W czasie pobytu u wuja w Hamburgu poznat
o6wczesna sztuke fotografii tzw. dagerotypig, ktora
sprawnie poslugiwal si¢. Ta umieje¢tnos¢ okazata sig
bardzo przydatna w latach p6Zzniejszych przy dokumen-
towaniu prac badawczych. Byl mtodziencem powaz-
nym, odznaczajacym si¢ btyskotliwa inteligencja. Fi-
zycznie byl $rednio rozwinigty, raczej drobnej postury,
od dziecinstwa byt krotkowidzem. Byt chtopcem zdro-
wym, zahartowanym i biologicznie odpornym. Biegle
postugiwat si¢ oprocz jezyka ojczystego niemieckie-
go, jezykiem angielskim, francuskim, tacing i greka,
a w pozniejszych latach rowniez polskim i hebrajskim.

3. Robert Koch student i mlody lekarz

W 1862 r. Robert Koch zdat z wyr6znieniem maturg
i w tym samym roku rozpoczat studia na Uniwersytecie
w Getyndze. Poczatkowo, przez 3 semestry studiowat
matematyke, fizyke i botanike, potem przeniost si¢ na
medycyng. Po wielu latach wspominal, ze studia bota-
niczno-matematyczne daly mu podstawy racjonalne-
go 1 logicznego oceniania swoich badan mikrobiolo-
gicznych. Manuskrypt pierwszej samodzielnej pracy,
ktora dedykowat ojcu nosit hasto: Numquam otiosus
— Nigdy bezczynnym. Haslo to stanowito motto zycio-
we 1 towarzyszylo Kochowi przez cate jego zycie.

W siodmym semestrze studiow otrzymat nagrode
naukowa (dyplom i 80 talaréw), ufundowana przez
Wydzial Lekarski Uniwersytetu w Getyndze za opra-
cowanie ,,O wystgpowaniu komorek zwojowych
w macicy”, ktora zostala wydana drukiem w 1865 r.
Nastgpna praca z okresu studiow dotyczyta powsta-
wania kwasu bursztynowego w organizmie ludzkim.

W wieku 22 lat Koch byt juz autorem dwodch po-
waznych prac naukowych ogloszonych drukiem. Na
Uniwersytecie w Getyndze poznal wielu interesuja-
cych wyktadowcow, wsroéd nich profesora anatomii
prawidlowej i patologicznej Jakuba Henle, ktory wy-
warl wielki wplyw na rozwdj europejskiej histologii.
Publikacja profesora Henle z 1840 r. w ktdrej rozwi-
nal mysl, ze przyczyna choréb zakaznych sa zywe, pa-
togenne organizmy, niewidoczne dla oka ludzkiego
tylko ze wzgledu na ich bardzo nikta mikroskopijna
postaé, ale przy pomocy odpowiednich przyrzadow
optycznych beda widoczne. Ta teoria zrobita na Kochu
wielkie wrazenie.

Ta ciekawa teoria Henle’go osiadta glgboko w mto-
dym umysle Roberta Kocha i zawladneta nim z nie-
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bywala sita. W mlodym studencie zaczeta sig budzic¢
natura przysztego badacza i mysliciela.

Innym, wielce szanowanym przez Kocha nauczy-
cielem byl chemik Fryderyk Wohler, ktory w 1828 r.
dokonat syntezy mocznika. To on swoimi odkryciami
nad synteza substancji organicznych zainspirowat
Kocha do pracy nad kwasem bursztynowym. Studia
ukonczyt cum laude w Hanowerze 13 stycznia 1866 r.,
wyglaszajac po tacinie wyktad: ,,O powstawania kwasu
bursztynowego w organizmie ludzkim” uprawniajacy
go do wykonywania samodzielnej praktyki lekarskiej
i akuszerskiej. Ze wspomnien o Kochu wiadomo, ze
w pracach nad kwasem bursztynowym uczestniczyt
sam jako ,,obiekt do§wiadczalny”.

W tym samym czasie Wydziat Lekarski Uniwersy-
tetu w Getyndze nadal mu za do$wiadczenia i publi-
kacje dotyczaca komorek zwojowych w macicy tytut
doktora medycyny bez nowej dysertacji. W okresie
pomigdzy promocja doktorska a egzaminem panstwo-
wym dla uzupetienia wiedzy fachowej przebywat
w stynnej klinice berlinskiej Charité, gdzie spotkat
najwigkszy autorytet medycyny niemieckiej Rudolfa
Virchowa. Koch chciat stucha¢ wyktadow wielkiego
profesora anatomii patologicznej. Znat jego podre¢cznik
,»Patologi¢ komodrkowa” i1 poglady Virchowa ,ze
wszystkie choroby powinny by¢ rozpatrywane jako
wynik zjawisk destrukcyjnych w komoérkach”. Koch
byt niezadowolony z pobytu w Charité, poniewaz
w klinice przebywato wielu mtodych stazystow. Ttok
jaki panowat w czasie omawiana trudnych przypadkow
uniemozliwial z nim wszelki kontakt. Bez mozliwos$ci
osobistego spotkania Virchowa, po czterech tygodniach
wyjechal z Berlina. W latach po6zniejszych profesor
Virchow stat si¢ zaciektym antagonista Kocha w dzie-
dzinie zapatrywan na przyczyny chorob zakaznych,
a w szczegolnosci gruzlicg, ktorej etiologi¢ przypi-
sywat chorobie nowotworowej. Virchow zaprzeczat
twierdzeniu, ze bakterie w ogdle moga by¢ przyczyna
choréb. Do konca swoje zycia nie zaakceptowat bak-
teryjnej etiologii gruzlicy.

4. Praca zawodowa

Po skonczonych studiach medycznych Koch zwle-
kal z podjgciem decyzji: pozosta¢ w Niemczech, wy-
jechac za granicg, np. jako lekarz w Petrersburgu (skad
nota bene jego podanie odrzucono) czy zaciagnac si¢
na statek w charakterze lekarza okrgtowego. Rodzice
obawiali sig rozstania z synem i radzili mu podjgcie
pracy blisko siebie, w Hamburgu.

Swoja pierwsza pracg zawodowa rozpoczat w poto-
wie 1866 r. jako lekarz w szpitalu ogélnym w Hambur-
gu, pézniej w zaktadzie wychowawczym i opiekunczym
dla dzieci duchowo zaniedbanych w Langenhangen pod
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Hanowerem. Oprocz tego prowadzil prywatna prakty-
ke, ktora poza Langenhangen obejmowata 6 innych
gmin. Bardzo szybko zdobyt zaufanie pacjentow, co
znacznie poprawito jego warunki materialne. Koch
mogl teraz pomysle¢ o zatozeniu rodziny.

5. Robert Koch — Zycie rodzinne

Mtodziencza przyjazn z kolezanka szkolna Gemmy
Adolfing Fraatz przerodzita si¢ w mitos¢ i w 1868 r.,
w dwa lata po ukonczeniu studiéw, zawarli zwiazek
matzenski. W tymze roku osiedlili si¢ w Nemegk
w poblizu Poczdamu, gdzie przyszla na §wiat ich jedy-
na coérka Gertruda. Truda uwielbiata ze wzajemnoscia
ojca i pomagata mu w pracach badawczych. Wyszta
poOzniej za maz za lekarza wojskowego, pozniejszego
wspotpracownika Kocha, profesora Eduarda Pfuhl’a
(1852-1917), z ktérym miata troje dzieci, a nastgp-
nie dziesigcioro wnukoéw. Jeden z prawnukéw Kocha
inz. architekt Wolfgang P fuh 1, mieszkajacy w Nien-
burgu w Niemczech jest cztonkiem Rady fundacji
R. Kocha. Utrzymuje staly kontakt z Polska i czgsto
odwiedza muzeum w Wolsztynie.

Krotki pobyt w Nemegk byt dla niego i mlodej
Emmy jednym z najci¢zszych i najbardziej przykrych
okresow w zyciu. Brakowalo im $rodkow do zycia.
Niektore zrodla opisuja sytuacje finansowa rodziny
Kochow jako ,,materialna ruing, graniczaca z gtodem
ingdza”. W tej sytuacji zdecydowat sig¢ po raz drugi na
przestrzeni jednego roku, na ponowna zmiang miejsca
w poszukiwaniu pracy. W rok po6zniej (1869 r.) prze-
nidst si¢ do Rakoniewic, miejscowosci odleglej o 12 km
od Wolsztyna w prowincji poznanskiej, gdzie zajmo-
wal si¢ poloznictwem i ogdlna praktyka lekarska co
poprawito znacznie sytuacj¢ materialna rodziny. Praca
ta bardzo go absorbowata, nie pozostawiajac wiele
czasu na badania naukowe.

Wiele lat pozniej Koch przezyl romantyczna
mitos$¢. Zakochatl sig, w mtodszej od siebie o 30 lat
Hedwig Freiburg. Hedwig studiowata sztuke aktorska
i wystgpowata w teatrze Schillera w Berlinie. Byta nie-
zwykle uzdolniona artystycznie, grata gtowne role
w spektaklach, §piewala i malowala. Romans dopro-
wadzit do rozwodu z Emma, a w 1893 r. Koch poslubit
Hedwig. Wsrod gosci weselnych byta obecna corka
Kocha, Truda wraz z m¢zem prof. Edwardem Pfuhl’em.
Nowa mito$¢ i nowa zona wywotaly ogromne porusze-
nie w $wiecie medycznym Europy. W czasie Kongresu
w Lipsku w 1892 r., profesorowie bardziej interesowali
sig¢ romansem Kocha niz jego niezwyktymi wyktadami.
Aktorka wiernie towarzyszyta mgzowi w jego zyciu
wypelionym badaniami medycznymi. Gdy podr6zo-
wali razem do Paryza aktorka i malarka byta bardzo
zainteresowana sztuka Luwru, razem zwiedzali miasto,
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wieczory spedzali w teatrach, a potem w kafejkach
1 kabaretach na Montmartre. Koch okazat si¢ dosko-
natym znawca sztuki, byl przewodnikiem po muzeach
1 mimo przekroczenia 60 r. Zycia czut si¢ mtodo.

Wiele dalekich podrdzy do Indii, Afryki i innych
w ostatnich 10 latach zycia badacza odbyli wspolnie.
Hedwig umarta w 1945 r.

6. Koch w Wolsztynie

Podczas wojny francusko-niemieckiej byt wcielo-
ny jako ochotnik do wojska i na przetomie lat 1870/71
pracowat jako lekarz w szpitalu wojskowym. Skiero-
wany poczatkowo do 11 lazaretu polowego X Armii,
pozniej przeniesiono go do lazaretu dla chorych na dur
brzuszny w Neuf-Chateau w Lotaryngii. Opieka nad
chorymi Zzotnierzami i przebieg kliniczny choroby
przywiodly mu na mysl hipotez¢ nauczyciela uniwer-
syteckiego z Getyngi, Jakuba Henle o Contagium. Po
roku, na zadanie ludnosci Rakoniewic i okolicy wrocit
na swoje poprzednie stanowisko lekarza-praktyka.

W marcu 1872 r. po ztozeniu przed komisja w Berli-
nie obowiazkowych egzamindéw na stanowisko lekarza
powiatowego uzyskal nominacj¢ na lekarza powiatu
»fzyka okrggowego” — dzisiaj tytut i urzad odpowia-
dajacy dyrektorowi stacji sanitarno-epidemiologicznej
— babimojskiego z siedziba w miescie Wolsztynie. Sta-
nowisko gwarantowato mu uzyskanie srodkéw na pro-
wadzenie badan naukowych.

Przychodnia lekarska miescita si¢ przy ulicy Weis-
senn Berg 12 (Biata Goéra 12) — obecnie ulica Roberta
Kocha, na parterze, w najwigkszym pokoju, gdzie p6z-
niej umiescit takze swoja pracowni¢ i ciemni¢ foto-
graficzna. Dwupigtrowy dom, ktéry zajmowat Koch
byt tadnie usytuowany, zdobiony sztukateriami przy
brukowanej, gldéwnej ulicy. Wybudowany dawno temu
w stylu neogotyku angielskiego, jego pierwotnym
przeznaczeniem byt szpital dla biednych. Stad pocho-
dzi nazwa ,,Szpital pod Samarytaninem”. Na pierw-
szym pigtrze mieszkata rodzina Kochow. Gabinet swoj
przedzielit Koch kotara, za ktéra urzadzil sobie
laboratorium, z dlugim stotem, butelkami z odczynni-
kami, instrumentami, mikroskopem i duza naftowa
lampa. Za domem w ogrodzie rost wielki kasztano-
wiec, pod ktorym odpoczywal Koch wraz z ulubio-
nym psem jamnikiem. Kasztanowiec ten rosnie po dzi$
dzien w tym samym parku.

Byt rok 1869. Koch leczyl mieszkancow Wol-
sztyna, gtdwnie Polakow i Zydow. Pierwszym jego
thumaczem byla polska stuzaca Julia. Wzywany byt,
glownie noca do polskich chlopow z okolicznych wsi.
W wolnych chwilach grat na cytrze, czytal czasopis-
ma medyczne i1 botaniczne, ogladat Swiat istot mikro-
skopijnych, hodowal w ogrédku przy domu kroliki,
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Portret Roberta Kocha

(ze zbiorow Muzeum Roberta Kocha w Wolsztynie)

myszy polne (myszy biate nie byly jeszcze stosowane
jako zwierzeta doswiadczalne), Zzaby, a nawet malpg,
co budzito sensacj¢ w miasteczku. Koch byl popular-
ny i lubiany wsrod polskiej ludnosci. Zarobki wystar-
czaly mu nie tylko na zaspokojenie potrzeb rodziny,
ale réwnie na zorganizowanie malego laboratorium,
ktore wyposazyt w mikroskop Hartnak’a. Oprocz tego
miat maty mikroton, oraz zbudowany z wlasnej inwen-
cji inkubator. Pozwolito mu to rozpocza¢ prace nad
algami, ktore szybko zamienit na chorobotworcze
mikroorganizmy. Laboratorium byto rowniez wyposa-
zone w urzadzenie do mikrofotografii i posiadato
ciemni¢ zrobiona z szafy ubraniowej. W takich wa-
runkach powstaty jedne z najwigkszych odkry¢ nauko-
wych w $§wiecie dotyczace etiologii chorob zakaznych.

8. Badania nad waglikiem

W roku 1850 francuski weterynarz Pierre Rayer
(1793-1867) oglosit odkrycie laseczki waglika (Ba-
cillus anthracis) we krwi zwierzat padtych z powo-
du anthrax., ktore to bakterie udato mu si¢ prze-
nie$¢ na zdrowe zwierzeta. Pigc lat pdzniej, w 1855 1.
Franz Antoine Pollender (1800-1879) opublikowat
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to samo odkrycie, oparte na obserwacjach poczynio-
nych w 1849 r, kiedy to z krwi padtych zwierzat
wyizolowat t¢ sama bakteri¢ patogenna. Kolejno, fran-
cuski lekarz i parazytolog Casimir-Joseph Davaine
(1812-1882) stwierdzit te same bakterie we krwi
ludzi chorych na podobna chorobg. Zainspirowany
pracami Pasteura (1822—1895), Davaine w 1863 1. po-
twierdzil, ze krew zdrowych owiec byta wolna od bak-
terii obecnych u zwierzat chorych. Ale na tym etapie
obserwacji daleko bylo jeszcze do petnej wiedzy
o wagliku. Davaine nie posiadat laboratorium, a zwie-
rzgta, na ktorych prowadzit obserwacje przechowy-
wal w ogrodzie przyjaciot. Mimo trudnych warun-
koéw udato mu sig wywotacé objawy kliniczne waglika
w warunkach eksperymentalnych, przenoszac milio-
nowg objetos¢ kropli chorego zwierzgcia na zdro-
wego. Nastegpne etapy pracy byty udziatem R. Kocha.
W 1873 r. R. Koch rozpoczat pracg nad waglikiem,
a ukonczyl ja po 3 latach. Koch nie posiadal od-
powiednio wyposazonego laboratorium, byl daleko
od bibliotek i kontaktow z innymi naukowcami — byt
zdany sam na siebie.

Badania rozpoczat szczegdtowym przegladem pod
mikroskopem duzej kolekcji rozmazéw krwi zwierzat
z objawami klinicznymi waglika. Do badan uzyt pa-
dliny owiec. Jako kontroli uzywal rozmazow krwi
zwierzat zdrowych. Juz pierwsze wyniki byly zadawa-
lajace. W polu widzenia mikroskopu spostrzegt pomig-
dzy pojedynczymi erytrocytami obce twory w ksztat-
cie laseczek, analogiczne do domniemanych zarazkow
waglika, jakie opisywal wcze$niej Pollender i inni
wspoltczesni badacze. Obserwowane w mikroskopie
twory byly jednak martwe, nie poruszaly si¢ i nie wy-
kazywatly tendencji do rozmnazania. Dla Kocha byto
jasne, ze obserwowane ,,twory” u zwierzat chorych sa
przyczyna $miertelnej choroby. Koch bardzo chciat
aby droga eksperymentalna wykazaé, ze obserwowa-
ne pod mikroskopem ,,martwe i nieruchome” — jak si¢
wydawalo drobnoustroje — sa w rzeczywistosci zywe
1 w pelni zdolne do przenoszenia infekcji.

Z powodu braku pieniedzy nie mogl takich eks-
perymentéw przeprowadzaé na duzych zwierzgtach
(owcach lub kozach), podjat wigc jako pierwszy ba-
dacz proby na gryzoniach. Myszy okazaly si¢ w pelni
przydatne do wielu rodzajow eksperymentow bakte-
riologicznych. Stopniowo wprowadzit z powodzeniem
inne drobne ssaki — kroéliki i §winki morskie. Ekspe-
rymentujac na myszach uzyt do przeniesienia mate-
riatu z tkanki chorego zwierzgcia drewnianego patycz-
ka zanurzonego we krwi. Drewniana bagietka zostata
wprowadzona pod nacigta w okolice ogona skore
myszy. Mysz padla po 24 h, a w czasie sekcji Koch
stwierdzit zmiany anatomopatologiczne odpowiadaja-
ce waglikowi, za§ we krwi typowe laseczki. Potwier-
dzity si¢ wyniki analogicznych badan przeprowa-



KOCH I JEGO DOKONANIA — RYS HISTORYCZNY

dzonych wczesniej przez Davaine’a, ze laseczki wag-
lika w niedogodnych warunkach przechodza w posta¢
przetrwalnikowa i w tym stanie moga trwac cate lata,
odzyskujac zywotnos$¢ w ustroju zywym. Ponadto,
udowodniona zostata przydatno$¢ gryzoni do ekspe-
rymentéw medycznych.

Zamystem Kocha byto prowadzenie badan in vitro,
poza normalnymi warunkami makroustroju. Do tego
typu hodowli mikroorganizméw potrzebne byly od-
powiednie warunki biochemiczne, gtéwnie pozywki
inkubacyjne.

W 1872 r. lekarz-mykolog, uczen Cohn’a Joseph
Schroeter (1837—1894) odkryl, Ze bakterie wytwarza-
jace barwnik wyrastaja w postaci kolonii na pozyw-
kach stalych wzbogacanych ziemniakiem, zestalona
masa jajowa, migsem, lub chlebem i daja poczatek ko-
lejnym koloniom. Te obserwacje daly impuls Kochowi
do pracy, ktora przedstawit 5 lat p6zniej. Chociaz kon-
cepcja mozliwosci prowadzenia hodowli mikroorga-
nizmow poza organizmem gospodarza byta dzielem
Pasteura, to wprowadzenie techniki czystych kultur
bakteryjnych jest dzietem Kocha.

Badania Kocha nad waglikiem daty pierwszy,
prawdziwy dowod zwiazku zakazenia bakteriami pa-
togennymi i konkretnym schorzeniem. W 3-letnich
eksperymentach oprocz odkrycia cyklu zyciowego
Bacillus anthracis, rozwinat techniki badawcze, typy
hodowli i sposoby barwienia. Ponadto wlasnymi zdjg-
ciami spod mikroskopu udokumentowat doswiadcze-
nia nad waglikiem.

9. Fotografowanie mikrobéw

Wizualizacja obrazéw mikroskopowych stata si¢
kolejnym waznym zadaniem bakteriologow. Kiedy
w 1839 r. odkryto fotografi¢, wydawalo sig, ze bedzie
ona tylko uzyteczna w dokumentowaniu sztuki. Wczes-
niej badacze postugiwali si¢ rysunkami. W Europie
rozwinglty si¢ dwie techniki Daguerre’a we Francji
i Talbot’a w Anglii. Dagerotypia byla odbierana jako
technika bardziej wyszukana i szybko zostata zasto-
sowana w archeologii i botanice. Wkrotce fotografia
znalazta zastosowanie w medycynie. Koch zostal
wprowadzony w nowa technike przez Cohna i odtad
uwazat fotografi¢ za podstawowe narzedzie w doku-
mentowaniu i porownywaniu mikroorganizmow. Przyj-
muje si¢, ze Koch pierwszy wprowadzit fotografi¢ do
prezentowania bakterii, ich réznych form i postaci.
Planowal nawet przygotowac ksiazke z fotografiami
bakterii, ktora mogtaby by¢ pomocna przy wykrywaniu
i roznicowaniu ich gatunkéw. Niestety, plan ten nie
zostal zrealizowany. W koncu 1876 r. Koch zapro-
ponowat uzycie odbitki zamiast fotolitografii. Koch
dokonal kilku ulepszen w mikrofotografii poprzez
zmiany w budowie aparatu, ulepszenie mikroskopu
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swietlnego i technike wykonywania odbitek. W 1900 r.,
w Instytucie Choréb Zakaznych w Berlinie otworzyt
pracownig fotografii, gdzie rozwijano techniki foto-
graficzne. Od tego roku Instytut dokumentuje prace
i posiada bogata kolekcje fotograficzna. Dokonania
Kocha w dziedzinie dokumentacji fotograficznej
daty podwaliny nowoczesnej mikrobiologii, ktéra roz-
wingla sie w XX w.

10. Koch — bakteriolog

W 1877 r. Koch opublikowat bardzo wazny arty-
kul o hodowaniu, przechowywaniu i fotografowaniu
bakterii. Praca byla ilustrowana bardzo dobrymi mi-
krofotografiami wlasnego autorstwa. W pracy opisy-
wal metody przygotowywania cienkich rozmazow na
szkietkach i utrwalaniu ich przez tagodne podgrzewa-
nie, a ponadto przedstawil szczegétowo metodyke ho-
dowania bakterii w kropli wiszace;j.

Koch postanowit zaprezentowa¢ swoje badania
Virchowowi, z nadzieja na uzyskanie jego poparcia.
Pojechat z Wolsztyna do Berlina, przedstawit wiel-
kiemu patologowi w sposob zwigzly i krotki swoje
eksperymenty, otrzymane wyniki i przekazal swoj
manuskrypt o wagliku. Virchow potraktowal nie-
znanego, prowincjonalnego lekarza chtodno, a nawet
lekcewazaco, odrzucajac z gory, bez dyskusji odkry-
cia i pltynace z nich wnioski, a na koniec wydal bardzo
lakoniczna opinig: ,.to wszystko wydaje si¢ bardzo
nieprawdopodobne”. Koch byt juz wtedy cztowiekiem
pewnym swoich racji i z duzym dystansem odebrat
opinie Virchowa.

Rok podzniej, w 1878 r. Koch opublikowatl pierw-
sza monografi¢ podsumowujaca swoje badania nad
etiologia infekcji przyrannych. Byla to doskonata praca
potwierdzona badaniami in vivo, wykazujaca zrdznico-
wang patogennos$¢ bakterii dla odmiennych gatunkow
zwierzat i wskazujaca zwierz¢ta do$wiadczalne jako
doskonale medium do hodowli mikroorganizmow. Wy-
niki opisat w wydaniu ksiazkowym w 1879 r. ,,Badania
nad etiologia infekcyjnych chordb przyrannych”.

Celem kolejnych prac byto udoskonalenie techniki
mikroskopowania. Koch planowal wprowadzi¢ do
swojej pracy nowszy system mikroskopii. Wyposazyt
swoj mikroskop kolejno w nowy kondensor Ernesta
Abb’ego, maksymalnie skupiajacy swiatlo na oglada-
nym przedmiocie i w system immersji olejowej z ma-
nufaktury Carl’a Zeissa w Jenie. Nalezy doda¢, ze sam
Koch dokonat wielu ulepszen w systemie immersji
olejowej i ulepszyt przyrzad oswietlajacy, co pozwolito
mu wykrywaé mikroorganizmy znacznie mniejsze niz
Bacillus anthracis. Ten typ mikroskopu ulatwit mu
pozniejsza prace na etiologia gruzlicy.

W 1879 r. za namowa Cohna, Koch przeniost si¢ do
Wroctawia, gdzie objal stanowisko lekarza miejskiego.
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Niska ptaca i brak praktyki prywatnej spowodowaty,
ze po 3 miesiagcach powrécit do Wolsztyna. Praca nad
waglikiem wymagata ogromnej liczby zwierzat, §winek
morskich, krolikow, zab, przepiorek i wrobli, a kolejno
podjete badania nad nawracajaca goraczka, spowodo-
wang zakazeniem kretkami z rodziny Spirochaetaceae
wymagaty matp. Zona Kocha wraz z cérka Truda mu-
siaty karmi¢ i opiekowaé si¢ zwierzgtami. O$miolet-
nia praca w Wolsztynie i okolicach sprawita, ze Koch
na skutek obcowania z polska ludnos$cia nauczyt sig¢
mowic po polsku. Z wielu dokumentow wynika, ze byt
ulubionym lekarzem w$rdd ludno$ci Wolsztyna.

10. Prace w laboratorium nad czystymi kulturami

Koch rozpoczal wigc prace nad izolowaniem
czystych kultur bakteryjnych. Technika, ktora zasto-
sowal wydaje si¢ nam obecnie bardzo prosta, trzeba
jednak pamigta¢, ze wtedy, w odlegtych czasach,
w mikrobiologii nie stosowat jej jeszcze nikt. Z ptynne;j
hodowli pobieral krople zawiesiny i rozprowadzat ja
na plastrze ugotowanego ziemniaka, na ktérym po
pewnym czasie obserwowal wzrost pojedynczych ko-
lonii. Kolejna technika, ktéra opracowat i opisat byta
metoda hodowania bakterii, stosowana powszechnie
do dzi$. Jest to zaktadanie hodowli na pozywkach
statych, na ptytkach w celu otrzymania pojedynczych
kolonii. Do zestalania pozywek poczatkowo uzywano
zelatyny, potem agaru. T¢ metodg zalecat Koch takze
do okres$lania liczby bakterii w wodzie, glebie i po-
wietrzu. W 1881 r. opisat technike hodowania bakterii
na ptytkach zestalanych zelatyna w artykule pt. ,,Bi-
blia Bakteriologii”

W 1881 r., podczas VII Migdzynarodowego Kon-
gresu Medycznego w Londyni, Koch zaprezentowat
opracowane przez siebie techniki otrzymywania czys-
tych kultur bakteryjnych. Wérod stuchaczy byt Ludwik
Pasteur. Jozef Lister (1827-1912) obecny réwniez na
kongresie i bardzo przyjazny Kochowi, zdecydowat
si¢ doprowadzi¢ do spotkania obu naukowcow. Nie
bylo to zadanie tatwe. Wzajemny antagonizm migdzy
Niemcami i Francuzami byt bardzo gleboki, a Pasteur
nie mogt zapomnie¢ wojny francusko-pruskiej i swoja
gleboka nienawis¢ jawnie demonstrowat.

11. Badania nad gruzlica

Robert Koch przystapit do badan nad gruzlica
z pobudek humanitarnych, uwazajac chorobg¢ za naj-
grozniejsza klgske spoteczna, wobec ktorej medycyna
byta wiasciwie bezradna. Kiedy Koch rozpoczynat
prace nad etiologia gruzlicy dane epidemiologiczne
przedstawialy si¢ nastgpujaco: co siodmy zgon w Euro-
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pie byt spowodowany gruzlica, a wérod ludzi mtodych-
dorostych umierata z tego powodu co 3 osoba. Praca
Kocha nad gruzlica byta precyzyjnie zaplanowana
1 pragmatycznie realizowana. Warto po§wigci¢ im wig-
cej uwagi, szerzej opisujac pierwsze doswiadczenia.

Pierwszy wycinek tkanki pochodzit z autopsji
zmartego na gruzlicg 32 letniego robotnika Heinricha
Giintera. Kliniczne objawy chorobowe: kaszel, go-
raczka, bole w ptucach i wychudzenie wystapity
u mezczyzny na 3 tyg. przed $miercia. W 4 dni po
przyjeciu do szpitala chory zmart. Przy pomocy dwoch
wygrzanych nozy Koch pobral wycinki z zoéttawych
guzkow gruzliczych i wszczepil je do oczu krolikow
oraz pod skore $winek morskich. Z zakazonej tkanki
wykonat rozmaz na szkietku i przyjrzat si¢ mu wnikli-
wie przez mikroskop. Nie zobaczyt jednak wiele. Ko-
morki byly male wielkosci okoto 1/3 laseczek waglika,
zbite w agregaty. Po wielu godzinach moczenia roz-
mazu w réznych barwnikach, bakterie nabraty wresz-
cie koloru, ktory odroznial je od tta. W tym czasie,
wcezesniej zakazone zwierzeta zaczety kolejno padac.
Koch dezynfekowat ich siers¢ roztworem sublimatu
i wykonywat sekcj¢ obserwujac podobne zotte guzki,
jak w narzadach zmartego mgzczyzny. Mikroskopowe
badanie przedstawiato te same blado niebieskie bak-
terie. Nie byto watpliwosci — byta to pierwsza identy-
fikacja bakterii wywotujacych gruzlice.

Teraz Koch chodzit do berlinskich szpitali, skad za-
bierat probki tkanek od pacjentéw zmartych na gruz-
licg. Zakazatl nimi §winki morskie, kroéliki, polne
myszy, szczury, psy, koty, kurczaki i golebie a nawet
Swistaki. Zawsze obserwowal rowniez zwierzeta zdro-
we. Tylko w tkankach chorych ludzi i zwierzat wykry-
wal pod mikroskopem blado niebieskie bakterie.

Kolejny etap badan wymagat wyhodowania in vitro
bakterii wywotujacych gruzlice. Koch posiewat wy-
cinki tkanek na bulion i nie uzyskiwal wzrostu. Wnios-
kowal zatem, ze bakterie gruzlicy maja specjalne wy-
magania wzrostowe. Zastosowal surowicg krwi jako
pozywke. Surowicg rozlewat do waskich probowek
i podgrzewat ja nad plomieniem palnika do momentu
przejscia surowicy w galaretke.

Przygotowal wigc agar z surowica pobrang od $wi-
nek morskich, wysiewal homogenaty tkanek i umiesz-
czal w inkubatorze. Jest bardzo prawdopodobne, ze
pierwsza hodowla in vitro byla przygotowana w szkla-
nym lub porcelanowym naczyniu podobnym do ptytek
Petriego, do ktorych dodano zelatyng lub skoagulowa-
na surowicg. Dni mijaty i nie wyrastata ani jedna kolo-
nia. Koch byt juz mocno zniechgcony, gdy po 15 dniach
zobaczyt przez lupeg delikatne kolonie na powierzchni
agaru. Powtorzyt wielokrotnie do§wiadczenia uzysku-
jac dostatecznie obfity material do inokulacji §winek
morskich. Po 6 miesiacach samotnej pracy Koch wy-
izolowat pratki gruzlicy. Ich rola w etiologii gruzlicy
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byta udowodniona. Potwierdzita si¢ hipoteza, posta-
wiona duzo wczesniej przez Koch, ze kazda choroba
ma swoja specyficzna przyczyne.

12. 24 Marzec 1882 r.

Tego dnia w Towarzystwie Fizjologicznym w Ber-
linie w matej sali-czytelni, Koch zaprezentowal swoje
odkrycie. Dokumenty historyczne opisuja ten wielki
dzien. W piatek 24 marca 1882 r. 0 7 po potudniu Koch
rozpoczat prezentacj¢. Historycy podaja, ze zachowat
si¢ nawet rekopis jego wyktadu, ale jest trudny do od-
czytania z powodu bardzo drobnego pisma i licznych
korekt. Na sali poczatkowo panowat hatas, ktéry stop-
niowo zmniejszat sig, az w koncu zalegla cisza. Na
sali byt réwniez Rudolf Virchow, senior niemieckich
naukowcow. Po prezentacji Kocha bez stowa komen-
tarza opuscit salg i stycha¢ byto tylko stukot jego la-
ski. Paul Ehrlich, wspominal potem, ze wieczor ten
byt dla niego najwazniejszy w calym zawodowym
zyciu”. Kiedy Koch skonczyl prezentacj¢ na sali za-
panowata cisza. Nie byto pytan, nie bylo gratulacji,
nie bylo zadnego aplauzu. Stuchacze oniemieli. Powoli
wstawali ze swoich miejsc 1 podchodzili do mikrosko-
pu, aby spojrze¢ na barwione rozmazy na szkietkach.
Po raz pierwszy w zyciu zobaczyli na wlasne oczy
pratki gruzlicy.

W pracy Koch udowodnit dwie podstawowe tezy:
pierwsza dowodzila, Zze za pomoca nowej techniki bar-
wienia i dzigki zastosowaniu statych pozywek, udato
si¢ we wszystkich gruzliczo zmienionych narzadach
znalez¢ nowy gatunek bakterii, druga, ze przyczyna
zmian chorobowych sa pateczki gruzlicy. Nastgpnego
dnia pierwsze strony wszystkich gazet donosily o epo-
kowym odkryciu.

Dla upamigtnienia tego dnia, kazdego roku 24 ma-
rzec jest obchodzony na catym $wiecie jako ,,Dzien
walki z gruzlica”. W tym samym roku 1882 odbyt sig
w Genewie Kongres Higieny, na ktorym Koch ponow-
nie spotkat Pasteura. Obaj nie wyzbyli si¢ niech¢ci do
siebie. Zazdros$¢ i matostkowosé byta udziatem dwoch
najwigkszych bakteriologdw na §wiecie. Przyszta pora
na udoskonalenie obrazu mikroskopowego. W 1882 r.
Koch szczegdlowo opisat przygotowanie rozmazow
na szkietkach, ich suszenie, utrwalanie i barwienie. Nie
bylo to jednak barwienie rdznicujace. W pierwszych
rozmazach Kocha pratki byly widoczne w mikroskopie
jako cienkie, blado niebieskie laseczki. Dzialo si¢ to za
sprawa mieszaniny barwnika o nastgpujacym skltadzie:
nasycony alkoholowy roztwor bigkitu metylenowego,
woda destylowana i 10% roztwor tugu potasowego
(KOH). Tto byto podbarwiane wezuwing (braz Bismar-
ka), dzigki ktorej byto ono brazowe. Niestety, niebieski
barwnik zabarwiat réwniez inne gatunki bakterii.
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Wkrétce udato sig¢ Ehrichowi udoskonali¢ sposéb
barwienia, wykorzystujac cech¢ kwasoopornosci prat-
kéw. Do dalszego udoskonalenia techniki barwienia
pratkow przyczynili si¢ dwaj mtodzi 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 Dreznie (Neelsen zmart na gruz-
licg w wieku 40 lat).

Podziw budzi ogromna praca, jaka czterej badacze
wykonali zaledwie w jeden rok i opublikowali 12 sierp-
nia 1882 r., tj. w 5 miesigcy po stynnej prezentacji
Kocha o wykryciu pratkow gruzlicy.

Juz w nastgpnym roku Franz Ziehl opisal przypadki
znalezienia pratkéw w rozmazach wykonanych z plwo-
cin pobranych od 73 chorych podejrzanych o gruzlice.
Pierwsze wnioski z jego badan brzmia bardzo wspot-
czesnie i sa aktualne do dzisiaj.

13. Postulaty Kocha

Pratki mozna uznaé za czynnik przyczynowy gruz-
licy jezeli zostana spetnione cztery warunki:

1. powinno si¢ je znalez¢é w kazdym przypadku

choroby

2. posiane na pozywce musza wyrasta¢ w postaci

czystych kolonii

3. pobrane z hodowli i wprowadzone do ustroju

zwierzat wrazliwych musza wywota¢ gruzlice

4. material pobrany ze zmian z narzadach chorych

zwierzat 1 posiany na pozywki musi dawacé czy-
ste kolonie tych samych pratkow.

Postulaty Kocha staly si¢ kanonem w diagnozowaniu
rowniez innych choréb zakaznych. Nalezy doda¢, ze
czynnik etiologiczny tradu Mycobacterium leprae powo-
dujacy cierpienia milionéw ludzi na $wiecie, wykryty
przez Hansena wczes$niej niz pratek gruzlicy, nie wypel-
nia po dzi$ dzien postulatow Kocha. Jak dotad nie udato
si¢ jeszcze zadnemu badaczowi otrzymac in vitro ho-
dowli pratkéw tradu. Poza tradem, niektore inne choro-
by zakazne nie wypelniaja rowniez postulatow Kocha.

14. Prace nad cholera

W 1883 r., gdy Koch byt bardzo zajgty pracami na
gruzlica zostal mianowany liderem zespotu do badania
epidemii cholery w Egipcie. Wraz z nim do Aleksan-
drii przybyli: Gaftky i Bernhard Fischer (1852-1915),
przywieziono mikroskopy i zwierzgta doswiadczalne.
Sprawa wyjasnienia przyczyny powstatej zarazy zajat
si¢ Koch bardzo skrupulatnie badajac chorych i pro-
wadzac prace laboratoryjne. Rownoczesnie rzad fran-
cuski za namowa Pasteura, obawiajacego si¢ dotarcia
epidemii do Europy, wystal francuska, czteroosobowa
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grupe badawcza, wsrod ktorych byli Emil Roux i Louis
Thullier. Ten ostatni, 27-letni lekarz zakazit sie cholerg
i zmart. Przed swoja $miercia ustyszal z ust Kocha, ze
$miertelny zarazek zostat zidentyfikowany. Kiedy epi-
demia wygasta, Koch wrécit do Berlina z licznymi
wycinkami zakazonych tkanek. Odkryt mate, ruchliwe,
przybierajace ksztalt przecinka, z pojedyncza, biegu-
nowa rzeska bakterie (Vibrio cholerae), ktére udato si¢
hodowa¢ na pozywkach zelatynowych, potem agaro-
wych, zbogaconych wyciagiem migsnym.

Wkrétce Koch wyjechat réwniez do Indii w regio-
ny, gdzie choroba wystgpowata endemicznie od dawna.
Badania prowadzone w Bengalu potwierdzily odkry-
cia dokonane w Egipcie.

W wydalinach chorych i ich jelitach znalazt zarazki
przecinkowca cholery, opracowal metody hodowli, zba-
datl opornos¢ bakterii na czynniki chemiczne i fizyczne
i opisat zrodta infekcji, wskazujac naturalne i sztucz-
ne zbiorniki wody jako miejsca przezywania bakterii.
W koncowym raporcie z przeprowadzonych w Indiach
badan ( 4 marzec 1884 r.), wskazal na wode z wiej-
skich stawow jako zrédto epidemii cholery.

Badania nad cholera zakonczyly sig kolejnym trium-
fem Kocha, 2 maja 1884 r., z rak cesarza Wilhelma
otrzymal Order II klasy z Gwiazda, od urzedu miasta
100.000 marek, a Berlinskie Towarzystwo Medyczne
wydalo z tej okazji uroczysty bankiet. W 1885 r. Koch
otrzymal nominacje na profesora higieny i bakterio-
logii na Uniwersytecie w Berlinie oraz tytul Tajnego
Radcy Medycznego.

15. Tuberkulina

Kolejnym zamiarem Kocha bylo znalezienie sub-
stancji, ktora mogtaby uodporni¢ ustréj na zakazenie
pratkami gruzlicy lub stuzy¢ leczeniu gruzlicy. Prace
zmierzajace do tego celu rozpoczat w 1890 r. Prze-
prowadzat dziesiatki eksperymentow na $winkach
morskich, podczas ktorych zauwazyt ciekawe zjawi-
sko, ktore postuzyto podzniej do stworzenia przez
C. Pirqueta pojgcia alergii tuberkulinowe;.

Opis pierwszego do§wiadczenia Kocha brzmiat na-
stepujaco gdy zakazi si¢ zdrowa $winke morska ho-
dowla pratkow gruzlicy, w miejscu szczepienia powsta-
je po uplywie 14 dni twardy guzek, ktory wkrotce
przechodzi w owrzodzenie, utrzymujace si¢ az do
$mierci zwierzgcia. Rownocze$nie pojawia si¢ silny
odczyn w okolicznych weztach chtonnych. Inaczej
przedstawia si¢ ten sam odczyn u §winki chorej na
gruzlicg. Po powtdrnym zakazeniu tworzy si¢ w miejs-
cu injekcji, juz w ciggu pierwszych 3 dni naciek, ktory
szybko ulega martwicy. Powstaje ptaskie owrzodzenie
szybko sig gojace. Sasiednie wezly chtonne nie ulegaja
zadnym zmianom. Koch obserwujac rézna reakcje
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zwierzat doszedt do wniosku, Ze pratki gruzlicy moga
spetniaé rolg szczepionki chroniacej ustrdj przed zacho-
rowaniem. Ustr6j broniac si¢ przed pratkami, powtor-
nie wprowadzonymi miejscowym stanem zapalnym,
nie dopuszcza do uogolnienia zmian chorobowych.

To klasyczne do$wiadczenie Kocha dato poczatek
nauce o alergii gruzliczej. Dalsze badania doprowadzily
do uzyskania tuberkuliny, ktora stanowita zageszczony
przesacz zabitej hodowli pratkow na bulionie z glice-
ryna. Taka substancja podawana §winkom morskim,
chorym na gruzlicg, powodowata cofnigcie si¢ zmian.
Trzeba dodad, ze ta prosta metoda byta wezesniej uzy-
wana przez Emile Roux (1853-1933) to wyodrgbnie-
nia toksyny dyfteryjnej. Nie wiadomo dlaczego Koch
uwazal, ze wyciag z zabitych pratkéw moze leczy¢
gruzlicg. Na wiadomo$¢ o pomyslnych wynikach wstep-
nych badan z tuberkuling wtadze niemieckie wywarty
na Kocha nacisk, aby wystapit z nowym odkryciem
publicznie. 4 sierpnia 1890 r. Koch zaprezentowat ba-
dania na X Migdzynarodowym Kongresic Medycz-
nym w Berlinie i zreferowat wyniki dziatania tuberku-
liny na zwierzg¢ta. Pig¢ miesiecy pozniej Koch miat
rowniez wyniki pierwszych, klinicznych obserwacji
u chorych. Prace te prowadzili dwaj lekarze: E. Pfuhl
—jego zig¢ i A. Libbertz, ktéry od 1892 r. nadzorowat
w firmie Hoechst AG. produkcj¢ tuberkuliny. Wyniki
staly si¢ sensacja zar6wno w $wiecie medycznym jak
1 wérdd chorych. Nazwisko Kocha bylto na ustach wszyst-
kich; osoby prywatne, towarzystwa naukowe i zarza-
dy miast przysytaty gratulacje. Koch otrzymat m.in.
list gratulacyjny od Pasteura. Cesarz Wilhelm przyznat
mu odznaczenie — Wieki Krzyz Czerwonego Orla.

Powszechnie sadzono, ze badania prowadzone przez
Kocha nad tuberkuling zostaly catkowicie sprawdzone
i ukonczone. Zapomniano o wstrzemigzliwosci i ogled-
nych stowach uczonego, ktory informowat, ze badania
sa zaledwie w fazie poczatkowej. Rozpoczgly sig piel-
grzymki chorych, czgsto w beznadziejnym stanie do
Berlina. W krotkim czasie berlinskie szpitale, kliniki,
hotele, pensjonaty wypetnily si¢ chorymi na gruzlice
phuc. Miasto oddato do dyspozycji Kocha szereg od-
dzialow szpitalnych. Zagraniczni uczeni przybywali
do Berlina, aby na miejscu zapoznawaé si¢ z nowa
metoda leczenia gruzlicy.

Koch, ktory przez 11 ostatnich lat zajmowat si¢ wy-
tacznie praca badawcza stat si¢ znowu lekarzem prak-
tykiem. W 1891 r. stworzono dla niego Instytut Cho-
rob Zakaznych w Berlinie z laboratoriami oddziatem
klinicznym liczacym 128 t6zek. Tuberkulina nie spet-
nita poktadanych w niej nadziei i rozczarowala zarow-
no lekarzy jak i chorych. W prasie fachowej, gtéwnie
angielskiej ukazywaly si¢ artykuty krytykujace Kocha
za propagowanie tajnego, niebezpiecznego leku.

Do Berlina przybyt znany lekarz angielski Artur
Conan Doyle (slawny p6zniej jako twdrca nowoczesnej
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Pomnik Roberta Kocha w parku w Wolsztynie
(fot. Z. Zwolska)

powiesci kryminalnej). Dotart do Kocha z trudnoscia,
a po powrocie do Anglii napisat artykut dyskwalifiku-
jacy tuberkuling jako lekarstwo na gruzlicg. Conan
Doyle przewidziatl jednak mozliwos¢ uzycia tuberku-
liny jako $rodka diagnostycznego. W styczniu 1891 r.
Rudolf Virchow, jak zawsze sceptycznie nastawiony
wobec odkry¢ Kocha, opublikowat wyniki badan auto-
psyjnych 21 chorych leczonych tuberkulina. Wszyscy
chorzy zmarli na gruzlic¢ prosowkowa, a obserwowa-
ne zmiany byly duzo cigzsze, niz patolog kiedykol-
wiek widziat. Te wyniki doprowadzity Kocha do zmia-
ny pogladow na temat leczniczej roli tuberkuliny.
Dzisiaj proby tuberkulinowe naleza do powszechnie
stosowanych i niezastapionych metod badania, ktore
nie tylko rozstrzygaja o tym, czy badany ustrdj prze-
szedt zakazenie pratkiem gruzlicy (zjawisko to nazwa-
no fenomenem Kocha), lecz takze okreslaja natezenie
alergii tuberkulinowej. Pierwszymi, ktorzy zastoso-
wali tuberkuling do odczynow tuberkulinowych byli
C. Pirquet, C. Mantoux, E. Moro i A. Wolf-Eisner.
Doznany zawod w badaniach nad tuberkuling nie znie-
checit Kocha. Nie zrezygnowal on z dalszych prac nad
gruzlica, chociaz ostatnie lata badacza uptyngly poza
Instytutem i byly poswigcone chorobom tropikalnym.

147

16. Inne choroby zakazne

W latach 1891-1904 Robert Koch prowadzit dal-
sze badania nad chorobami zakaznymi.

W 1892 r. cholera dotarta do Hamburga. W ciagu
10 tygodni 18.000 ludzi zachorowato, a 8.200 zmarto.
Koch byl przekonany, ze zrodlem zakazen jest woda
zanieczyszczona odchodami ludzkimi. Wraz z asys-
tentami natychmiast zajat si¢ chorymi, badaniami bakte-
riologicznymi, izolacja 1zej chorych, dezynfekcja wody
pitnej i ekskrementow. Zalecit filtrowanie wody pitne;j
przez filtry piaskowe, poézniej wprowadzit do dezyn-
fekcji wody chloraming. Trzeba doda¢, ze Hamburg,
stare niemieckie miasto czerpalo wtedy wodg bez fil-
tracji wprost z Laby. Kolejno, Koch rozpoczat prace
w zagranicznych ekspedycjach naukowych, zajmujac
sig chorobami tropikalnymi. W 1896 r. Koch wybrat sig
w kolejna podréz naukowa do Poludniowej Afryki,
gdzie zajat si¢ nieznana wowczas choroba bydta, spo-
tykana réwniez u owiec i $win, powodujaca goraczki,
zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego i inne
objawy. Koch nie odkryt wprawdzie przyczyny choro-
by zwierzat, ale znacznie ograniczyt ich $miertelno$¢
poprzez wstrzykiwanie zdrowym zwierzgtom zotci
pobranej z woreczka zoétciowego chorych zwierzat.

Kolejno pracowat: w Indiach nad dzuma, w Afryce
nad malaria (Plasmodium falciparum) i cigzkimi jej
powiktaniami oraz zakazeniami wywolanymi u bydta
i koni przez Trypanosoma evansi. Powrocil do Nie-
miec i zndw wyjechal do Wtoch aby pracowaé nad
malaria. Zarazek malarii (Plasmodium) zostat wy-
kryty wczesniej przez brytyjskiego bakteriologa sir
Ronalda Ross’a (1857-1932), laureata Nagrody Nobla
w 1902 r. za odkrycie cyklu zyciowego Plasmodium.
Ale to Koch jako pierwszy wprowadzil do profilaktyki
1 leczenia malarii chining.

Lata 1901-1902 poswiecit si¢ pracy nad tyfusem
brzusznym. Jego badania doprowadzity do nowego
spojrzenia na tg¢ chorobg. Stwierdzil, ze jest transmito-
wana znacznie czgsciej pomigdzy ludzmi niz z pitnej
wody do ludzi. Od tego zaczat si¢ nadzor i prawidto-
wa walka z tyfusem.

W grudniu 1904 r. Koch wyjechat do niemieckiej
Wsch. Afryki bada¢ rézne choroby bydta. Przy okaz;ji
zajmowal si¢ takimi pasozytami, jak Babesia, Trypa-
nosoma, Spirocheta a po powrocie do Berlina prace te
kontynuowat w laboratorium.

W 1906 r. powrdécit do Centralnej Afryki aby pra-
cowa¢ nad trypanosomiaza u ludzi (§piaczka afrykan-
ska), $miertelng choroba przenoszona przez muchg
tse-tse. Koch stwierdzil, ze atoxyl (arsanilan sodowy)
byt aktywny wobec pierwotniakow z rodzaju Trypa-
nosoma, podobnie, jak chinina wobec malarii. Gdy
powrdcit z dalekich ekspedycji medycznych, na nowo
zajmowal si¢ problemem gruzlicy.
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Warto doda¢, ze Koch pracujac z wybitnie wiru-
lentnymi mikroorganizmami, bez zabezpieczen sto
sowanych i wymaganych dzisiaj, nie ulegl zadnemu
zakazeniu.

17. Nagroda Nobla

10 XII 1905 1. Robert Koch otrzymat Nagrodg Nobla
za caloksztalt prac badawczych nad gruzlica.

W $éniezny zimowy dzien, 12 grudnia 1905r.
w Sztokholmie, wygtlosit wyktad pt.: ,,O obecnym sta-
nie walki z gruzlica”. W prezentacji nawiazal do innych
uczonych, ktorzy pracowali nad etiologia gruzlicy,
wskazat zrodla transmisji pratkow, omowit sytuacje
epidemiologiczna gruzlicy w kilku krajach europej-
skich, proponujac dziatania jakie nalezy podja¢ aby
ograniczy¢ rozmiar choroby.

Wskazat na konieczno$¢ izolowania od otoczenia
chorych na gruzlicg, propagowania o$wiaty zdrowot-
nej wsrdd ludzi zdrowych i chorych, profilaktyke i po-
pularyzacje wiedzy o chorobie. Jego wyklad, ocenia-
ny dzisiaj, wydaje si¢ bardzo nowoczesny, a zawarte
w nim tezy stuszne. W wyktadzie Koch powrocit do
kontrowersyjnego tematu gruzlicy odzwierzgcej przy-
rzekajac zajac si¢ ponownie tym zagadnieniem.

Koch, oprocz nagrody pienigznej (w 1901 r. wyno-
sita ona 150.800 koron, obecnie 10 mln. koron) otrzy-
mat pigknie zdobiony dyplom wykonany wg projektu
Agi Lindegren oraz medal. Nalezy podkresli¢, ze dy-
plomy sa niepowtarzalnym dzielem artystow, projek-
towanym dla kazdego laureata oddzielnie.

Oproécz 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 laureatéw znalaz-
ly si¢ m.in. na okoliczno$ciowych znaczkach poczto-
wych. Na jednym z nich mozemy zobaczy¢ R. Kocha
w towarzystwie H. Sienkiewicza. Czy Koch rozmawiat
z Sienkiewiczem, czy rozmawial w jezyku naszego ro-
daka, nie wiadomo. Uroczysto$¢ zakonczono bankietem.

18. Odznaczenia i honory

Zashugi Roberta Kocha na polu walki z gruzlica
i innymi chorobami zakaznymi zostaly nalezycie do-
cenione przez Rzad i nar6d niemiecki. Kolejno otrzy-
mal nastgpujace tytuty honorowe i odznaczenia:
o Tajnego radcy i nominacjg na starszego lekarza
sztabowego [-klasy
e przyznanie Wielkiego Krzyza Orderu czerwone-
go Orta
« honorowe obywatelstwo miast Clausthal, Wolsz-
tyna i Berlina
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e cztonkostwa honorowe wielu towarzystw me-

dycznych

e stworzono (dla Kocha) Instytut Choréb Zakaz-

nych w Berlinie

o Stopien Generata majora od Senatu Akademii

Wojskowej Cesarz Wilhelma

o Nagroda Nobla

o Zbiorka spoteczna 1.000.000 marek na stworze-

nie Fundacji R. Kocha

e 1907 wiladze przyznaty Kochowi tytul Eksce-

lencji.

Oprocz tego Koch otrzymat wiele innych tytutow
i prestizowych odznaczen zagranicznych réwniez po-
$miertnie.

Po skonczeniu 60 lat Koch podjat decyzje przejs-
cia na emeryturg. Otrzymat od przetozonych propozy-
cje pozostania w Instytucie w charakterze konsultanta
ds. higieny. Jego nastgpca byt Gaftky, ulubiony uczen,
wspolpracownik i przyjaciel, ktory do kofica pozostat
lojalny wobec Wielkiego Nauczyciela. Oprécz usta-
wowej emerytury, Kochowi przyznano roczne hono-
rarium w wysokos$ci 10.000 marek. Cesarz odznaczyt
Kocha Orderem Wilhelma.

Jedno z jego ostatnich wystapien miato miejsce
7 kwietnia 1910 w Akademii Nauk. Wyglosit wow-
czas wyktad pt.: ,,Epidemiologia gruzlicy’, w ktorym
podsumowal caty dorobek swojej 28-letniej dziatal-
nosci, poswigconej walce z gruzlica. Na poczatku maja
1910 bedac juz cigzko chorym, zdazyt opracowaé
uwagi do projektu nowego szpitala dla chorych na
gruzlicg w Berlinie.

Zmart na kolejny atak serca 27 V 1910 r. siedzac na
tarasie w fotelu w hotelu w Baden-Baden. Miat 67 lat.
Zgodnie z jego wola prochy umieszczono w Instytucie
Chorob Zakaznych Roberta Kocha w Berlinie.

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

W Wolsztynie, w domu, w ktorym mieszkat i pra-
cowat Robert Koch powstato muzeum.

Otwarto je 2 maja 1996 r. z inicjatywy Fundacji
Polsko-Niemieckiej i Stowarzyszenia Naukowego
Roberta Kocha. Muzeum jest kontynuacja otwartej
21 listopada 1958 r. Izby Pamigci poswigconej uczo-
nemu. Z artykutu Z. Domostawskiego dowiadujemy
sig, ze muzeum ma jeszcze dluzsza historig siggajaca
1930 r., kiedy to staraniem wtadz polskich (jak podaja
zrodta niemieckie) powstalo muzeum. Eksponowane
sa w nim pamiatki zwigzane z praca i pobytem Roberta
Kocha w Wolsztynie, gtéwnie fotografie i fotokopie
dokumentdow.

Obok bogatej ekspozycji muzealnej obrazujacej
jego zycie i1 dzialalno$¢, na szczegolna uwage za-
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sluguje wyposazenie laboratorium, z zachowanym
mikroskopem uczonego i faksymilia dokumentow
osobistych Kocha.

Na domu widnieja tablice po polsku i niemiecku
z inskrypcja: W tym domu mieszkat od 1872 do
1880 roku jako lekarz okregowy pozniejszy Tajny Rad-
ca Ekscelencja Profesor Robert Koch. Tutaj rozpoczal
swoje wspaniate odkrycia z dziedziny chorob infekcyj-
nych, ktore daly podstawy utworzenia wiedzy bakte-
riologicznej, a jego uczynily jednym z najwiekszych
dobroczyncow ludzkosci.

W oficynie budynku mie$ci si¢: Stowarzyszenie
Naukowe im. Roberta Kocha i Fundacja im. Roberta
Kocha, powotlane 3 maja 1995 r. Stowarzyszenie, od
momentu zatozenia, organizuje sympozja naukowe
i konferencje, upowszechnia wiedzg o zyciu i dziatal-
nosci wielkiego uczonego, wspodtpracuje z Instytutem
Roberta Kocha w Berlinie.

W 2005 r. Wolsztyn obchodzit uroczys$cie 100-let-
nia rocznicg przyznania Kochowi Nagrody Nobla. Z tej
okazji odbyty si¢ sesje naukowe polsko-niemieckie,
ukazalo si¢ wydanie specjalne Gtosu Wolsztynskiego
po polsku i niemiecku. Kapituta Medalu uhonorowata
zashuzone osoby i instytucje Medalami Roberta Kocha.

W 2010 r. w Wolsztynie obyla sig sesja poswigcona
R. Kochowi z okazji 100-letniej rocznicy Jego $mierci.
Na uroczystos¢ przyjechali potomkowie Uczonego
1 przekazali podarunki z epoki pradziadka do zbioréw
muzeum.
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1. Wstep

Biezacy numer Postepow Mikrobiologii jest reda-
gowany w 100-lecie $§mierci Roberta Kocha — od-
krywcy pratkow gruzlicy, czynnika etiologicznego tej
groznej, zakaznej chorobie. Przy tej okazji nalezy
wspomnie¢ jak rozwijaty si¢ laboratoryjne metody od
,,czasow Kocha” do dzisiaj.

Robert Koch jako pierwszy bakteriolog odkryt prat-
ki gruzlicy w barwionych wycinkach tkanek pobranych
od chorego cztowicka a nastgpnie je wyhodowat na
pozywce przygotowanej ze $cigtej surowicy. Od 1882 r.
(128 lat temu), tj. od pierwszego raportu R. Kocha
o czynniku przyczynowym gruzlicy mamy mozliwo$é
potwierdzaé gruzlice metodami mikrobiologicznymi
— barwi¢ rozmazy wykonane z pobranych probek od
chorego 1 hodowac¢ pratki na pozywkach. Te dwie me-
tody byty stosowane w laboratoriach na $wiecie az do
konca lat 1960-tych. Procz tego zakazano §winkg mor-
ska, materialem od chorego podejrzanego o gruzliceg.
Diagnostyka trwala wiele tygodni, na ostateczny wynik
trzeba byto oczekiwaé okoto 3 m-cy. Probe biologiczna
stosowano przez wiele lat az do chwili, gdy nie rozwi-
nety si¢ systemy hodowlane rejestrujace automatycz-

nie metabolizm pratkow gruzlicy. Bylo to w latach
1980-tych i zbieglo si¢ z pojawieniem wirusa HIV co
spowodowato nagly wzrost zapadalnosci na gruzlice
w wielu czeéciach §wiata. W Polsce proba biologiczna
byla stosowana do 1990 r.

Poniewaz poczatkowo zakazenie wirusem HIV dot-
kneto najbogatszy kraj Swiata USA, wlasnie tam roz-
poczeto intensywne badania nad metodami przyspie-
szajacymi wzrostu pratkéw i badaniami nad budowa
genetyczna Mycobacterium. Doprowadzito to w latach
1990-tych do poznania genomu pratkow i stworzenia
nowoczesne]j diagnostyki mikrobiologicznej gruzlicy.
Kazdego roku opisywane sg nowe metody, bardziej
specyficzne, dzigki ktorym mozna wiele skapopratko-
wych przypadkow potwierdzi¢. W ostatnich latach do-
konat sig¢ tez postgp w rozwoju metod serologicznych,
w ktorych stosowane specyficzne antygeny dla pratkow
gruzlicy sa pomocne w diagnostyce latentnego zaka-
zenia i aktywnej choroby.

W niniejszym przegladzie postaramy si¢ omowic
przydatno$¢ i celowo$¢ stosowania klasycznych i nowo-
czesnych metod w diagnozowaniu chorych podejrzanych
o gruzlicg. Problem choréb wywotanych przez pratki
gruzlicy u ludzi jest stale aktualny. Wynika to z nadal

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Ptuc, Warszawa ul. Ptocka 26;

e-mail: e.kopec@igichp.edu.pl
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ogromnego rozprzestrzeniania si¢ gruzlicy jako cho-
roby spoleczenstw, a nawet narastania czgstosci jej
wystegpowania w wielu regionach $wiata. Definicja
przypadku gruzlicy wg WHO zaktada konieczno$¢ mi-
krobiologicznego potwierdzenia choroby to jest: wy-
izolowania czynnika sprawczego — bakterii nalezacych
do Mycobacterium tuberculosis complex, okre$lenia
gatunku 1 wykonania testu lekowrazliwosci [11, 13].

Z powodu zagrozenia, jakie powoduje cztowiek
pratkujacy, waznym zadaniem stuzb medycznych jest
szybkie jego zidentyfikowanie. Wykrycie przyczyny
choroby i zastosowanie wlasciwego leczenia nalezy
do najwazniejszych elementéw prowadzonych szeroko
na §wiecie programoéw walki z gruzlica. Ponadto mi-
krobiologiczne metody shuza do ustalenia optymalne;j
terapii zgodnej z antybiogramem i monitorowania pro-
cesu leczenia chorego.

Od czasu odkrycia pratkow gruzlicy wiele wysitkow
wtozono w udoskonalanie laboratoryjnych metod po-
twierdzania gruzlicy. Metody znane 100 lat temu prze-
chodzity ciagte modyfikacje. Ostatnio wprowadzono
szereg nowoczesnych technologii opartych na zdoby-
czach genetyki lub poznaniu sktadu chemicznego ko-
morki bakteryjnej pratkow. Obecnie w laboratoriach
stosuje si¢ metody mikrobiologiczne, ktére sa coraz
bardziej czute i pozwalaja wykrywac pojedyncze ko-
morki oraz wystgpowanie roznych struktur chemicz-
nych pratkow, takich jak DNA lub RNA, elementow
insercyjnych genomu, pojedynczych gendéw (metody
genetyczne) lub kwaséw mykolowych (metody chro-
matograficzne) to jednak zawsze metody konwencjo-
nalne stanowia pierwszy etap diagnostyki.

Wynik badania mikrobiologicznego jest pochodna
wielu czynnikow na kazdym etapie pracy, poczawszy od
decyzji, jaki rodzaj materiatu od chorego nalezy pobrac,
poprzez wszystkie etapy diagnostyczne, az do ostatecz-
nego wydania wyniku i jego interpretacji. Ten ostatni
element pracy laboratoryjnej nalezy do statych obo-
wiazkow kierownika laboratorium i powinien by¢ wy-
razem Scistej wspotpracy klinicystéw i mikrobiologow.

Badanie bakteriologiczne odgrywa bardzo wazna
rolg w diagnozowaniu gruzlicy. Mikrobiologiczne diag-
nozowanie jest procesem trudnym, a trudnosci wyni-
kaja z cech charakterystycznych Mycobacterium. Wiele
btedow w diagnostyce mikrobiologicznej gruzlicy jest
spowodowanych tzw. czynnikiem ludzkim, do ktérych
zalicza si¢ brak podstawowych wiadomos$ci o wymaga-
niach, jakie nalezy speti¢, aby prawidlowo zdiagnozo-
waé chorego. Poniewaz gruzlica dotyczy wielu narza-
dow cztowieka, lekarze wszystkich specjalnosci powinni
znaé podstawowe techniki diagnostyczne, ich czutos¢
1 specyficznos¢. Powinni wiedzie¢, jaki rodzaj mate-
rialu od chorego bedzie odpowiedni do diagnozowa-
nia konkretnego przypadku i w jakich warunkach na-
lezy go transportowa¢ do laboratorium.

EWA AUGUSTYNOWICZ-KOPEC, ZOFIA ZWOLSKA

2. Metody bezpoSredniego wykrywania
Mpycobacterium tuberculosis

2.1. Bakterioskopia

Badania mikroskopowe sa pierwszym etapem mi-
krobiologicznej diagnostyki gruzlicy i sa prowadzone
we wszystkich laboratoriach na §wiecie. Badanie to jest
proste w wykonaniu, tanie i specyficzne dla Mycobac-
terium, a wynik jest mozliwy do uzyskania po kilku
godzinach. Stwierdzenie obecnos$ci pratkow w plwo-
cinie od chorego, przy rownoczesnych symptomach
klinicznych lub zmianach radiologicznych upewnia
szybko lekarza o procesie gruzliczym i masywnosci
pratkowania. Bakterioskopia ma duze znaczenie z epi-
demiologicznego punktu widzenia, poniewaz szybko
informuje lekarza o pratkowaniu badanego, a chorego,
ze moze by¢ zakazny dla otoczenia [18, 21].

Badanie rozmazu mikroskopowego nie jest wolne
od wad. Podstawowa wada jest jego mata czutos¢, oce-
niana w zaleznosci od autorow na 30-70%. Aby zoba-
czy¢ pojedyncze pratki w rozmazie barwionym metoda
Ziehl-Neelsena probka materiatu klinicznego musi za-
wiera¢ 5000—10000 komorek pratkéw w 1 ml. Ponadto
w badaniu nie mozna odrézni¢ pratkdéw patogennych
od saprofitycznych, wystepujacych czgsto, jako natu-
ralna flora bakteryjna organizmu, pochodzacych ze
srodowiska cztowieka lub od chorych na mykobak-
teriozy [26]. Dlatego w nowoczesnym algorytmie po-
stepowania proponuje si¢ przy dodatniej bakterioskopii
wykona¢ badanie genetyczne, ktore przyspieszy roz-
poznanie pratkow gruzlicy [12, 28].

3.2. Metody genetyczne

Mozliwo$¢ wykrycia M. tuberculosis w klinicz-
nych probkach przy pomocy metod molekularnych
zmienito catkowicie klasyczne metody diagnostyki
mikrobiologicznej. Techniki te umozliwiaja szybka
(w ciagu zaledwie kilku godzin) amplifikacje wybra-
nych odcinkéw genomu bakteryjnego, az do takiej
ilosci, jaka jest wymagana do hybrydyzacji ze specy-
ficzna sonda genetyczna.

Jak wspomniano wyzej w nowoczesnym algorytmie
proponuje si¢, aby z bakterioskopowo dodatniego ma-
teriatu, wykona¢ badanie molekularne z typowa dla
M. tuberculosis complex sonda. Badanie to trwa 1 dzien
1 pozwala odrozni¢ pratkowanie chorego od kontami-
nacji materiatu pratkami srodowiskowymi. Tak, wigc
w ciagu 2 dni mozna przeprowadzi¢ i zakonczy¢ dwa
najwazniejsze badania w diagnostyce mikrobiologicz-
nej gruzlicy: wykrycie i identyfikacje pratkoéw bezpo-
srednio w materiale chorego [25]. NajczgSciej amplifi-
kowanymi sekwencjami sa wstawki insercyjne 1S61710,
IS986, gen kodujacy biatko 65kDa i antygeny HPB70
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i HPB64 [19]. Wedtug rekomendacji WHO badanie
nalezy wykonywa¢ wylacznie w zamknigtych, komer-
cyjnie dostgpnych systemach genetycznych wyposa-
zonych w kontrole procesow amplifikacji [11].

Testy genetyczne nie powinny nigdy zastgpowac
innych metod, powinny natomiast stanowic ich uzu-
petnienie. Poniewaz charakteryzuja si¢ najwyzsza
czulo$cia czgsto wyniku dodatniego nie mozna od-
nie$¢ do innych metod np. hodowli. Nalezy wtedy wy-
nik testu genetycznego konfrontowa¢ z obrazem kli-
nicznym chorego. Poza tym nie nalezy zleca¢ badania
genetycznego do laboratorium, ktére nie ma zaplecza
klinicznego, jak réwniez nie dysponuje innymi meto-
dami diagnostycznymi.

Metody genetyczne moga znacznie przyspieszyc
diagnostyke gruzlicy ptuc i postaci pozaptucnych.
Zgodnie z rekomendacjami CDC diagnostyka Myco-
bacterium tuberculosis powinna by¢ zakonczona w cia-
gu 21 dni od przystania do laboratorium materiatu od
chorego. Trudno dzisiaj sobie wyobrazi¢, aby to kryte-
rium czasu bylo spetnione przez laboratorium bez stoso-
wania metod amplifikacji kwaséw nukleinowych [27].

Wigkszos¢ badan publikowanych obecnie, poréw-
nujacych czutos¢ i swoisto$¢ nowych systemow w diag-
nozowaniu gruzlicy opiera si¢ na ich poréwnaniach
z hodowla pratkow. Wnioskowanie z takich porownan
jest bardzo trudne, poniewaz czulo$¢ metod genetycz-
nych jest duzo wyzsza niz wszystkich innych metod,
w tym réwniez hodowli pratkow. Tylko nieliczne pra-
ce prezentuja przydatnos$¢ metod genetycznych odno-
szac otrzymane wyniki do ostatecznej diagnozy kli-
nicznej chorego wraz z decyzja wiaczenia leczenia
przeciwpratkowego.

Dlatego wyniki testow genetycznych nalezy konfron-
towac z aktualnym stanem klinicznym pacjenta. Decy-
dujace stowo zawsze nalezy do klinicysty, a badania
genetyczne sa tylko pomoca w postawieniu diagnozy.

4. Hodowla klasyczna

Hodowla pratkow z materiatu klinicznego stanowi
niezbe¢dny etap w diagnostyce gruzlicy i powinno by¢
zakonczone w czasie od 1 do 8 tygodni. Czas jest zalez-
ny od rodzaju uzytych pozywek, zastosowanych metod
homogenizacji, wybidrczych zapotrzebowan pokarmo-
wych pratkow izolowanych z tkanki gospodarza oraz
zastosowanych metod. Pozywki do hodowania pratkow
zawieraja optymalne zestawy wszystkich substancji
wzrostowych koniecznych do rozmnazania. Mimo to,
szczepy izolowane od chorych rosna lepiej na jednych
pozywkach, gorzej na innych. Czas ich wzrostu zalezy
przede wszystkim od ilosci i zywotnosci komorek,
jakie sa zawarte w pobranym materiale i od tkanki,
z jakiej zostal on pobrany. Jest to szczegdlnie wazne
w przypadku materialow skapopratkowych, ktore po-
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winny by¢ posiewane kilkakrotnie, aby zwigkszy¢
szans¢ wyhodowania szczepu [24, 26].

Najwigksze walory hodowlane maja ptynne pozyw-
ki wzbogacone biatkiem zwierzecym. Naleza do nich
migdzy innymi pozywki Kirchnera, Dubosa, Youman-
sa. Ich wada jest podatno$¢ na zanieczyszczenia bakte-
riami Gram-dodatnimi, Gram-ujemnymi oraz grzybami.

W laboratoriach §wiatowych stosuje si¢ powszech-
nie pozywki konwencjonalne wzbogacane jajami ku-
rzymi: pozywke Lowensteina-Jensena lub Ogawy lub
z kompleksem albuminowym — pozywki agarowe Mid-
dlebrooka 7H9, 7H10, 7H11 i 7H12. Wszystkie posia-
daja dodatki substancji hamujacych wzrost bakterii
Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz grzybow (zielen
malachitowa, PANTA, penicylina), ktore na ogot zaw-
sze sa obecne w materiatach klinicznych.

Wyhodowanie szczepu Mycobacterium ciagle jest
uznawane za ,,ztoty standard” w diagnostyce. Jest to
metoda o wysokiej czulosci (blisko 90%) i specyficz-
nosci >98%. Wyniki wszystkich innych stosowanych
metod sa odnoszone do hodowli jako metody referen-
cyjnej. Metoda hodowli jest bardziej czuta niz bak-
terioskopia i umozliwia wykrycie pratkéw obecnych
nawet w malych ilo§ciach w materiatach klinicznych
(okoto 1000 komorek/ml). Czas uzyskania hodowli na
powszechnie stosowanych w laboratoriach pozywkach
L-J wynosi okoto 10 tygodni. Jest on znacznie krotszy
w nowych systemach hodowlanych [29].

5. Nowoczesne, szybkie, automatyczne systemy
hodowli pratkéw

We wszystkich automatycznych systemach hodowli
wzrost pratkow jest rejestrowany jako reakcja bioche-
miczna np. oddychanie bakterii, pobieranie tlenu lub
wydalanie dwutlenku wegla. Proces jest rejestrowany
automatycznie i przeliczany na indeks wzrostu. Wszyst-
kie pracujace w polskich laboratoriach systemy hodow-
lane zawieraja ptynna pozywke Middlebrook’a w roz-
nych modyfikacjach i wymagaja zakupienia aparatow
oraz firmowych zestawow do hodowania, wzbogacania
wzrostu, zapobiegajacych kontaminacji i innych do-
datkowych testow [1, 6]. Zaleta tych metod jest moz-
liwos¢ wcezesnego wykrycia wzrostu pratkow juz po
4-6 dniach od zatozenia hodowli. Testy lekooporno-
$ci oraz identyfikacji wymagaja réwniez tylko kilku
dni obserwacji (5-7 dni).

6. Identyfikacja gatunkowa
w laboratoriach mikrobiologicznych

Do podstawowych zadan laboratorium pratka na-
lezy odroznienie kompleksow M. tuberculosis complex
i MOTT. Laboratorium powinno w jak najkrotszym
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czasie da¢ odpowiedz, do jakiego kompleksu nalezy
wyhodowany szczep. Powszechnie stosowane testy r6z-
nicujace opieraja si¢ na obserwacji cech morfologicz-
nych i wynikach wielu testow biochemicznych i dosy¢
precyzyjnie identyfikuja gatunki. Sa jednak praco-
chlonne i wymagaja wielu odczynnikéw, a czas ocze-
kiwania na wynik wynosi okolo 5-8 tygodni [17, 25].

6.1. Metody chromatograficzne
w identyfikacji pratkéw

Roéznice w sktadzie iloSciowym i jako$ciowym
kwaséw mykolowych stanowia podstawe identyfikacji
gatunkow 1 podgatunkéw pratkow. Techniki chromato-
graficzne wymagaja specjalnego wyposazenia, $ciste-
go przestrzegania warunkow reakcji i dos§wiadczenia
w pracy laboratoryjnej. Specyficzno$¢ metody, uzycie
ktorej pozwala zidentyfikowaé prawie wszystkie znane
gatunki pratkéw kwasoopornych (oprocz odrdznienia
M. tuberculosis od M. bovis) ocenia si¢ na 100% [9].

6.2. Metody genetyczne w identyfikacji pratkéow

Sekwencje sluzace do okreslenia przynaleznosci
gatunkowej pratkow pochodza z regionow kodujacych
16SRNA. Sa one silnie konserwatywne w obrebie ga-
tunkow Mycobacterium, a przez to wysoce specyficz-
ne. Opracowano sondy do rozpoznawania zaréwno
DNA, jak i RNA pratkow [20].

Identyfikacja przy zastosowaniu specyficznej dla
M. tuberculosis complex sondy genetycznej jako jedy-
na metoda pozwala przeprowadzi¢ identyfikacje¢ prat-
koéw wchodzacych w sktad kompleksu tuberculosis
bezposrednio w materiale od chorego [5]. Ten test
jest bardzo wazny w procedurze laboratoryjnej, ale
w Polsce dostepny jest tylko w nielicznych labo-
ratoriach. Wszystkie pozostate metody biochemiczne
i chromatograficzne wymagaja wyhodowania szczepu
Mycobacterium.

7. Badania molekularne w epidemiologii gruZzlicy

Typowanie genetyczne prowadzi do ustalenia wzo-
réow molekularnych (fingerprints) badanych szczepow
Mycobacterium tuberculosis 1 umozliwia ich zréz-
nicowanie. Ma to kluczowe znaczenie w ustaleniach
dochodzen epidemiologicznych, a przede wszystkim
w zdefiniowaniu zrodta i drog transmisji gruzlicy [22].
Pierwszym warunkiem i podstawa programu zapobie-
gania rozprzestrzeniania si¢ gruzlicy i kontroli nad nia
jest rozpoznanie i leczenie wszystkich osob z aktywna
postacia choroby, kolejnym przes§ledzenie kontaktow
chorego w celu znalezienia wszystkich 0sob, ktore po-
przez kontakt moga by¢ narazone na zachorowanie.
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Przez szereg lat, z powodu braku odpowiednich
metod badawczych, wiedza o epidemiologii gruzlicy
byta bardzo ograniczona, a $ledzenia drog transmisji
pratkow gruzlicy w srodowisku cztowieka prawie nie-
mozliwe. Przed wprowadzeniem metod molekular-
nych dochodzenia epidemiologiczne opieraty si¢ na
skrupulatnie prowadzonym wywiadzie lekarskim i po-
roéwnywaniu wzor6w opornosci izolowanych szczepow
Mycobacterium tuberculosis. Staby poziom diagnos-
tyki laboratoryjnej, nieznajomos$¢ genomu pratkow
gruzlicy, brak metod molekularnych, powodowaty, ze
w przesztosci, w dochodzeniach epidemiologicznych
stawialo si¢ zaledwie hipotezy.

Badania nad transmisja gruzlicy w srodowisku czto-
wieka oraz rozpoznanie przypadkéow aktywnej postaci
TB w otoczeniu chorych potwierdzaja wysokie ryzyko
zakazenia wsrod osob pozostajacych w bliskim kontak-
cie oraz bedacych cztonkami rodzin. Ze wzgledu na
niebezpieczenstwo zakazenia wynikajace z kontaktow
z chorymi, dochodzenie epidemiologiczne powinno
obja¢ wszystkie osoby, u ktérych podejrzewa si¢ gruz-
lice lub uzyskano potwierdzenie jej aktywnej postaci
[3]. Przesledzenie tancucha transmisji ma na celu iden-
tyfikacj¢ wszystkich 0sob, ktdre powinny zostaé objete
leczeniem. Takie dochodzenie wymaga wieloetapowej
pracy angazujacej wyspecjalizowana grupe¢ lekarzy,
klinicystow, mikrobiologéw i genetykdw.

Badania takie sa niezwykle trudne, wymagaja sys-
tematycznego $ledzenia kontaktow rodzinnych i w blis-
kim otoczeniu pozarodzinnym, okreslenia czasu trwa-
nia ekspozycji, oszacowania stopnia ryzyka i innych
parametrow.

Przetomem w badaniach epidemiologicznych gruz-
licy byto wprowadzenie nowoczesnych metod typowa-
nia molekularnego, opartych o polimorfizm wykrywa-
ny w genomie pratkoéw [7, 22]. Zrédtem polimorfizmu
sa w znacznej mierze powtorzone sekwencje DNA,
w obrebie, ktorych dochodzi do rekombinacji genetycz-
nej, rearanzacji, mutacji insercyjnych i delecyjnych.
Ich liczba oraz zmienno$¢ sekwencyjna pozwalaja na
zdefiniowanie markeréw epidemiologicznych [8]. Do
najczesciej stosowanych naleza sekwencja insercyjna
IS6110, polimorficzna sekwencja powtorzona, bogata
w pary GC (PGRS polymorphic GC-rich repetitive
sequence), czy tez zmienna liczba powtorzen tande-
mowych (VNTR variable number of tandem repeats).
Kazda z metod, wykorzystujacych wtasciwosci specy-
ficznych markerow genetycznych, prowadzi do uzys-
kania charakterystycznego dla danego szczepu wzoru
genetycznego, ktory pordwnuje si¢ ze wzorami otrzy-
manymi dla innych szczepow i na takiej podstawie for-
mutuje si¢ tezy dochodzenia epidemiologicznego [10,
19]. Jednym z kluczowych elementoéw tej analizy jest
grupowanie (clustering) szczepoéw na podstawie podo-
bienstwa ich wzorow genetycznych. Przypadki gruzli-
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cy, w ktorych wzory typowania genetycznego sa iden-
tyczne lub bardzo do siebie podobne, uznaje si¢ jako
transmitowane pomigdzy ludzmi [4, 2]. Gdy przedmio-
tem analizy sa szczepy izolowane od tego samego pa-
cjenta, w roznych okresach choroby, wowczas identycz-
ne wyniki genotypowania stanowia dowod endogennej
reaktywacji definiujacej wznowg choroby tym samym
szczepem pratkow [15]. Z kolei r6zne wzory genetycz-
ne szczepOw przemawiaja za zewnatrzpochodna infek-
cja nowym szczepem, co moze mie¢ istotne znaczenie
dla programowania leczenia [23]. Niezwykle wazny
z klinicznego punktu widzenia jest tez problem zaka-
zen wewnatrzszpitalnych, ktorych szybkie wykrywanie
stato si¢ mozliwe wilasnie dzigki technikom typowania
genetycznego. Przyczyna zakazen krzyzowych moze
by¢ sprzet medyczny na przyktad endoskopy, pomiesz-
czenia do pobierania plwociny, w laboratoriach to zja-
wisko moze wystapi¢ podczas opracowywania materia-
tow, posiewu na pozywki stale i ptynne, nieprawidlowe;j
pracy w komorze laminarnej, kiedy powstaja niekon-
trolowane aerozole pratkow. Zakazenie krzyzowe moze
zdarzy¢ si¢ nawet w najlepszych laboratoriach. Ocenia,
ze od 0,4% do 3,5% wszystkich hodowli w laborato-
riach pratka moze by¢ wynikiem krzyzowej kontami-
nacji. Badanie tego zjawiska jest w chwili obecnej
mozliwe tylko w wysokospecjalistycznych laborato-
riach, dysponujacych odpowiednimi metodami mole-
kularnymi. Tylko laboratoria stosujace odpowiednie
metody genetyczne moga $ledzi¢ to zjawisko 1 posia-
da¢ wiedzg o krzyzowych kontaminacjach.

8. Utajone (latentne) zakazenie pratkami gruzlicy

Przez dziesigciolecia jedynym testem stuzacym do
rozpoznawania latentnego zakazenia pratkami byt od-
czyn tuberkulinowy. Tuberkulina, ktéra jest wyciagiem
biatkowym z zabitej hodowli pratkow zostata wykryta
przez Roberta Kocha juz po odkryciu pratkéw gruzlicy
1 miata stanowi¢ lek przeciwko gruzlicy. W roku 1890
Koch po raz pierwszy zreferowat wyniki prac nad tu-
berkuling na kongresie medycznym w Berlinie [5].
Dosy¢ szybko okazato si¢, ze tuberkulina nie leczy
gruzlicy, ale moze stanowic test diagnostyczny wykry-
wajacy zakazenie organizmu pratkami. Przez diugie
lata, gdy gruzlica byta choroba powszechnie wystepu-
jaca, test tuberkulinowy byt dobrym narz¢dziem diag-
nostycznym o czulosci zblizonej prawie do 100% [6].
Pozniej, po wprowadzeniu szczepien BCG zaczgto
dostrzega¢ wady zwiazane z brakiem specyficznosci
testu. Tuberkulina sklada si¢ z wielu antygenéw wy-
stepujacych krzyzowo u pratkow wchodzacych w sktad
Mycobacterium tuberculosis complex w tym réwniez
M. bovis BCG — szczepu szczepionkowego i u prat-
koéw srodowiskowych MOTT. Z tego powodu test ten
ma obnizong czuto$¢ i jego wynik dodatni nie moze
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stanowi¢ testu na wykrywanie zakazenia pratkami
gruzlicy, szczegdlnie u osob szczepionych BCG.

Wyniki falszywie dodatnie, znacznie obnizajace
swoistos¢ testu byty od wielu lat powodem poszuki-
wania typowych wylacznie dla Mycobacterium tuber-
culosis antygenow. W ostatnich latach pojawily sig
nowe mozliwos$ci rozpoznania utajonego zakazenia.
Sa to testy IGRA (interferon gamma realased assays)
QuantiFERON-Tb Gold (Cellestis, Carnegie, Austra-
lia) oraz T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Abingdon,
Wielka Brytania), ktore sa specyficzne i czule w wy-
krywaniu zakazenia pratkami [14].

Zasada dziatania testow opiera si¢ na pomiarze
IFN-gamma wydzielanego przez swoiste limfocyty T
stymulowane przez antygeny specyficzne dla M. tu-
berculosis, ktorych nie ma w szczepie szczepionkowym
M. bovis BCG. Sa to: ESAT6 (early secretory antygen
target 6) oraz CFP10 (culture filtrate protein 10),
w nowszych testach QuantiFERON-Tb Gold in tube
znajduje si¢ antygen Tb 7,7 rowniez swoisty dla prat-
kéw gruzlicy [16]. Wymienione antygeny kodowane sa
przez specjalny region w genomie Mycobacterium tu-
berculosis nazwany RD1 (tzw. Region of Diference 1),
obecny tylko u pratkow gruzlicy.

Stosowanie testow na wykrywajacych latentne za-
kazenia pratkami gruZlicy, jest przydatne u ludzi kwali-
fikowanych do leczenia antagonistami TNF z powodu
przewlektych chordb zapalnych o podtozu autoim-
munologicznym, gtéwnie reumatoidalnego zapalenia
stawow, spondyloartropatii seronegatywnych, mto-
dzienczego idiopatycznego zapalenia stawdw, choro-
by Lesniewskiego i Crohna oraz tuszczycy, u ktérych
wystepuje wigksze prawdopodobienstwo zachorowa-
nia na gruzlice.

9. Podsumowanie

Dostgpne w Polsce mikrobiologiczne metody diag-
nozowania gruzlicy maja swoje wady i zalety. Kazda
z nich charakteryzuje si¢ innymi wymaganiami apara-
turowymi i odmiennymi kosztami. Metody te moga by¢
ze soba taczone 1 moga si¢ uzupetniaé. Zawsze nalezy
przeprowadzi¢ badanie mikroskopowe na obecnosé
pratkow kwasoopornych i zalozy¢ hodowle w jednym
z automatycznych systemoéw hodowlanych oraz wyko-
nac¢ badanie genetyczne ze swoista dla M. tuberculosis
sonda genetyczna. Te dwa ostatnie badania naleza
do najbardziej czutych i sa szczegdlnie polecane do
diagnostyki chorych podejrzanych o gruzlice.

W naszym kraju istnieje zorganizowana sie¢ labo-
ratori6w pratka zajmujacych si¢ wylacznie diagno-
zowaniem chorych podejrzanych o gruzlicg. Obecnie
(w 2010 r.) w Polsce czynnych jest 90 laboratoriéw
pratka. Tylko kilka z nich dysponuje pelnym panelem
badan. Z powodu braku odpowiednich metod nie we
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wszystkich laboratoriach mozna przeprowadzi¢ diagno-
styke uznang za szczegoélnie trudna, tj z materialow
ktore sa zaliczane do skapopratkowych i pochodza od
chorych podejrzanych o gruzlicg pozaptucna, od dzie-
ci, z wycinkow po biopsjach, ptynu mézgowo-rdzenio-
wego 1 innych. Wszystkie laboratoria wykonuja dwa
podstawowe badania — badanie mikroskopowe i posiew
klasyczny, czg$¢ z nich identyfikuje gatunki pratkow
i okresla ich lekowrazliwos¢, nieliczne wykonuja bada-
nia genetyczne. Informacj¢ o mozliwo$ciach diagno-
stycznych polskich laboratoriow mozna uzyska¢ w Kra-
jowym Referencyjnym Laboratorium Pratka. Nalezy
pamictac, ze nie wszystkie przypadki gruzlicy moga
by¢ potwierdzone badaniem mikrobiologicznym, ale
nalezy dotozy¢ staran, aby takie potwierdzenie uzyskac.
Obecnie w Polsce potwierdza si¢ mikrobiologicznie
gruzliceg srednio u 65% (45-90%) chorych.
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1. Wstep. 2. Wirusy a postulaty Kocha. 3. Kwasy nukleinowe jako zrodto informacji genetycznej a postulaty Kocha. 4. Chorobo-
tworczos¢ versus choroba. 5. Podsumowanie

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.
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4. Pathogenicity versus disease. 5. Concluding remarks

Stowa kluczowe: postulaty Kocha, zwiazek przyczynowy, chorobotworczos¢ versus choroba

Key words:

Koch’s postulates, causal relationship, pathogenicity versus disease

1. Wstep

Pomimo dostrzeganego juz wczesniej zwiazku po-
migdzy drobnoustrojami i choroba, bakteryjna etio-
logia wielu z nich zostala udowodniona dopiero pod
koniec XIX wieku po akceptacji przez 6wczesny Swiat
naukowy tzw. postulatow Kocha, zgodnie z ktérymi
taki zwigzek mozna byto udowodni¢. Robert Koch byt
lekarzem i w swojej pracy koncentrowat si¢ gtdéwnie
na kwestiach ontologii choréb, w tym nad doswiad-
czalnym odtworzeniem choroby cztowieka na modelu
zwierzecym. Zajmowaly go kwestie majace zwiazek
z praktyka i w mniejszym stopniu pryncypia sktadaja-
ce si¢ na idee naukowe [14, 15, 19, 26, 40]. W 1884 r.,

Friedrich L6 ffler wspotpracownik Kocha opisat
warunki, jakie musi spetni¢ drobnoustrdj (izolacja,
hodowla in vitro i zakazenie), aby zostal uznany za
czynnik chorobotworczy [24]. To odkrycie przypisy-
wane Kochowi, czy raczej Kochowi i Henlemu bylo
przetomem w naukach medycznych poniewaz w opar-
ciu o ustanowione zasady mozna bylo wykazac spe-
cyficzny zwiazek przyczynowy pomigdzy drobno-
ustrojem a choroba.
We wspotczesnej formie postulaty Kocha mozna
przedstawi¢ w sposob nastepujacy:
1. Mikroorganizm wystgpuje u wszystkich chorych
osobnikow i jest odpowiedzialny za obserwowa-
ne zmiany chorobowe i objawy kliniczne,
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2. Mikroorganizm nie bierze udziatu w wywotywa-
niu innej choroby i nie stwierdza sig go jako czyn-
nika przypadkowego lub niechorobotworczego,

3. Mikroorganizm po wyizolowaniu od chorego
i pasazowaniu w czystej kulturze jest zdolny
do wywotlania identycznej choroby u nowego
osobnika.

Z czasem doszed! jeszcze jeden warunek, méwiacy

0 tym, ze ten sam drobnoustr6j powinien by¢ izolo-
wany od do$wiadczalnie zakazonego osobnika, co wy-
nika z logicznych nastgpstw wcze$niejszych zatozen
i sam K o ch nie widzial potrzeby w szczegdlny spo-
sob podkreslania tego warunku [11] .

Jezeli wezmiemy pod uwage dominujace w XIX
wieku poglady na temat przyczyny chorob, przedsta-
wiane 1 podtrzymywane przez anatomopatologdw,
jako zaburzenia wewngetrznej struktury i funkcji ciata,
to z tego punktu widzenia idee Kocha byly nowator-
skie, zmieniajace poglad na rzeczywista a nie przy-
padkowa rol¢ drobnoustrojow w wywotywaniu chorob.
W swoich zatozeniach nad bakteryjna etiologia chordb
skorzystal z doswiadczenia i pracy wspotczesnych
Mu anatomopatologéw, przede wszystkim Friedricha
Jakoba Henlego, z ktorym Koch si¢ przyjaznil, wysu-
wajacego przypuszczenie o zewnetrznych czynnikach
chorobotworczych i Edwina Klebsa skupiajacego si¢ na
zewngtrznych przyczynach choroby, w tym rowniez na
zakazeniu. Swoje przemyslenia na temat przyczyny
choroby Koch opart na do§wiadczeniu i wynikach pra-
cy nad gruzlica i waglikiem, w odniesieniu do ktorych
wszystkie sformutowane przez niego postulaty mogly
zosta¢ spetnione, poniewaz specyficzny zwiazek po-
migdzy drobnoustrojem a choroba byl ewidentny
i mozna go byto tatwo wykaza¢. Bakterie stwierdzano
w zmienionych chorobowo tkankach zwierzat i ludzi,
mozna je bylo uzyska¢ w czystej kulturze in vitro
i odtworzy¢ chorobg w wyniku do§wiadczalnego zaka-
zenia zwierzat. Co wigcej u osobnikow zdrowych nie
stwierdzano obecnos$ci tych drobnoustrojow. Przyczy-
nowy zwiazek pomigdzy drobnoustrojem a choroba
mogt by¢ wigc jednoznacznie ustalony. Jednakze jesz-
cze za zycia Kocha, zaczely pojawiac si¢ watpliwoscei,
czy w oparciu o sformulowane postulaty mozna zawsze
wyjasni¢ przyczyng choroby. Sam Koch, mimo ze wie-
rzyt w specyficzne bakteryjne podloze takich chorob,
jak trad czy cholera, nie byt w stanie w oparciu o sfor-
mulowane zasady dowies¢, ze tak w istocie jest. Myco-
bacterium leprae nawet wspotczesnie nie udaje si¢
wyizolowac w czystej kulturze in vitro a wige nie jest
mozliwe wypelnienie postulatu trzeciego, natomiast
bakterie odpowiedzialne za cholerg sa obecne rowniez
u 0s6b zdrowych a wigc nie mozna wypehi¢ postula-
tu drugiego [13, 14, 23]. Koch ztagodzit zatem swoje
zatozenia sugerujac, ze jezeli stale stwierdza si¢ wy-
stgpowanie tego samego pasozyta, to nalezy go uznac
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za przyczyng choroby [11]. Spojrzenie na postulaty
Kocha z dzisiejszej perspektywy to w gruncie rzeczy
spojrzenie na przyczyny chorob przez pryzmat osiag-
ni¢¢ mikrobiologii, nauk bio-medycznych i weteryna-
ryjnych ostatnich ponad stu lat i ewolucji tych dyscy-
plin w kierunku molekularnej mikrobiologii, genomiki
i proteomiki. Odkrycie wirusow i innych subkomor-
kowych czynnikéw zakaznych, specyficzny zwiazek
niektorych pasozytéw z jednym gatunkiem gospoda-
rza, nosicielstwo, powstawanie zmian chorobowych
W nastgpstwie uwalnianych przez drobnoustroje toksyn,
czy mechanizméw immunologicznych, indukcja eks-
presji lub zanik funkcji okre$lonego genu, koinfekcja
bakterii i fagéw, rekombinacja genetyczna, czynniki ze
strony gospodarza, jak odpornosé, stan fizjologiczny,
predyspozycja genetyczna i wreszcie czynniki $rodo-
wiskowe, w tym rola wektorow, rezerwuaru czynni-
kéw zjadliwoscei itp. powoduja, ze ramy nakreslone
przez Kocha dla przyczynowego zwiazku drobno-
ustroju z choroba staja si¢ zbyt ciasne i schematyczne.
Nie mozna im jednak odmowi¢ fundamentalnego zna-
czenia w budowaniu nowoczesnej wiedzy na temat
przyczyny chordb zakaznych, uwzgledniajacej nie
tylko drobnoustroje, ale rowniez ich relacje z gospo-
darzem w okres$lonym $rodowisku [4, 8, 11, 16, 23, 37].

2. Wirusy a postulaty Kocha

Wirusy jako subkomorkowe struktury niezdolne do
namnazania si¢ poza komorkami z oczywistych powo-
dow nie spetniaty postulatow Kocha. Jednakze zgod-
nie z ogodlng ideg ich zatozen mozna bylo wykazaé
etiologiczny zwiazek wirusow z choroba. Wysunigto
wigc sugestie, ze w odniesieniu do specyficznych cho-
rob, nie zawsze mozliwe jest $ciste trzymanie si¢ po-
stulatow w celu udowodnienia ich przyczyny. W §lad
za tym pojawity si¢ proby uzupetienia i modyfikacji
postulatoéw, jak np. podano to w zalozeniach Riversa
z 1936 r., ktére mowity ze specyficzny wirus w spo-
sob dos¢ regularny wykazuje zwiazek z choroba i ze
jego obecno$¢ u chorego osobnika nie jest przypadko-
wa. Stwierdza si¢ go w zmienionych chorobowo tkan-
kach oraz chorobg¢ mozna odtworzy¢ u wrazliwego
osobnika w wyniku podania materiatu wolnego od in-
nych czynnikoéw niz wspomniany wirus. Wytwarzanie,
w odpowiedzi na zakazenie, specyficznych przeciw-
cial, wraz z postgpujacymi objawami zakazenia jest
kolejnym dowodem potwierdzajacym chorobotworcza
rolg wirusa [29]. Rivers zdawal sobie sprawg z tego,
ze réwniez 1 przez niego sformutowane zasady nie
zawsze beda mogly by¢ spetnione, np. w sytuacjach,
w ktorych w probce uzywanej do zakazenia wrazli-
wych zwierzat wirus nie bedzie obecny, potencjalnej
koifekcji innymi czynnikami, obecno$ci wirusa w sta-
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nie przetrwatym, doprowadzajacymi do blednych in-
terpretacji przyczyny choroby. Przetamat jednak sche-
matyczny sposob myslenia na temat przyczyny choro-
by wynikajacy z postulatow Kocha. Kolejne odkrycia
w wirusologii, w tym zakazen przewleklych i prze-
trwalych, jak tez rownoczesnych zakazen wieloma
wirusami nasungto nowe pytanie, jak w takiej sytuacji
okresli¢ zwiazek przyczynowy pomigdzy czynnikiem
zakaznym a choroba [18, 21]. W odpowiedzi, dotych-
czasowe kryteria zostaly uzupelione o dane epidemio-
logiczne 1 mechanizmy patogenezy wirusowych chorob.
Przy potwierdzaniu przyczyny choroby bylo rowniez
brane pod uwage powstanie przeciwcial i odporno$é
w wyniku szczepienia. Kryteria serologiczne i immu-
nologiczne znalazly szersze zastosowanie w postepo-
waniu dowodowym nad ustaleniem przyczyny choro-
by z chwila oczyszczania antygenu wirusowego i wy-
krywania specyficznych przeciwcial. Z kolei Alfred
Evans na podstawie badan nad wirusem Epsteina-
Barr (EBV) zaproponowal dowody immunologiczne,
ktore miaty na celu ustalenie przyczyny choroby [8].

Zgodnie z nimi:

— przed wystapieniem choroby i ekspozycja na
dany czynnik przeciwciala nie wystgpuja,

— podczas choroby pojawiaja si¢ swoiste przeciw-
ciata klasy IgM i IgG,

— obecnos¢ przeciwciat przeciwko danemu czyn-
nikowi zapobiega wywolywaniu przez niego
choroby,

— brak przeciwciatl powoduje wrazliwo$¢ na zaka-
zenie i rozwoj choroby,

— przeciwciala przeciwko innym czynnikom nie
wplywaja na czynnik wywotujacy chorobe.

Kolejne watpliwosci co do stusznosci i kompletno$ci

przyjetych zasad pozwalajacych ustali¢ zwiazek pomig-
dzy czynnikiem zakaznym a choroba pojawity si¢ po
odkryciu wirusow powolnych, ktore nie spetnialy nie
tylko postulatéw Kocha, ale rowniez regul przyjetych
dla wiruséw, jako czynnikdéw etiologicznych chordb.
Johnson i Gibbs zaproponowali wigc kolejne
kryteria, zgodnie z ktérymi wirusy mozna bylo wiazac
z okres$lonym procesem chorobowym, w trakcie ktore-
go stwierdzano in situ czynnik zakazny oraz:

— konsekwentnie dochodzito do zakazenia wrazli-
wych zwierzat lub izolacji wirusa w hodowli ko-
morkowej,

— chorobg z typowymi dla niej objawami klinicz-
nymi i zmianami patologicznymi udawato si¢ od-
tworzy¢ w serii doswiadczen w wyniku podania
filtratu pochodzacego od osobnikéw chorych, jak
réwniez mozliwe byto do§wiadczalne zakazenie
kolejnymi rozcienczeniami filtratu w celu wyka-
zania namnazania si¢ czynnika, lub wykazanie
po zakazeniu czynnika w zmienionej tkance i ko-
morkach przy pomocy mikroskopu elektronowe-
go, metod immunofluorescencyjnych lub innych,
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— rownolegle prowadzone badania tkanek niezmie-
nionych lub tkanek pobranych od osobnikow
z innymi chorobami wykazywato, ze wykrywany
u chorych osobnikéw czynnik nie wystepo-
wal powszechnie lub tez nie stanowil zanie-
czyszczenia [18].

3. Kwasy nukleinowe jako Zrddlo
informacji genetycznej a postulaty Kocha

Odkrycie kwasow nukleinowych, a w §lad za tym
ich sekwencjonowanie, otworzylo nowe mozliwosci
badan nad réznorodnoscia mikroorganizmow obecnych
w $srodowisku i zwigzanych z okreslonymi gospodarza-
mi. Tradycyjne metody izolacji i identyfikacji drobno-
ustrojow zostaja systematycznie zastgpowane techni-
kami amplifikacji. Na tej drodze odkrywane sa nowe,
wczesniej nie znane czynniki zakazne, ktore nie uda-
wato si¢ uzyska¢ in vitro lub bylo to bardzo trudne.
W ten sposob wykrywane sa rowniez wsrod drobno-
ustrojow sekwencje (geny lub ich fragmenty) odpowie-
dzialne za wytwarzanie czynnikow chorobotworczosci
i rozw0j choroby. Tak wigc w postgpowaniu majacym
na celu ustalenie czynnika bedacego przyczyna cho-
roby dochodzimy do zrozumienia istoty chorobotwor-
czosci zapisanej w sekwencji (genie), ktora jezeli wy-
stgpuje wplywa na zakazenie i powstanie choroby.
Klasyczne postulaty Kocha w tym kontekscie wydaja
sig traci¢ sens ich dalszego przywotywania, w szcze-
golnosci w sytuacji amplifikacji okreslonych sekwencji
drobnoustrojow bezposrednio w zmienionych chorobo-
wo tkankach. Jednakze w oparciu i nawiazaniu do nich
Stanley Falkov formutuje molekularne postulaty,
ktore okreslaja, jakie cechy powinien mie¢ gen, aby
jego produkt zostat zaklasyfikowany jako czynnik zja-
dliwosci [9, 10] . Zgodnie z nimi:

— powinien by¢ odnajdywany jedynie w szczepach
chorobotwoérczych, a jezeli wystgpuje w geno-
mie szczepow niezjadliwych powinien by¢ zmu-
towany i nie ulega¢ ekspresji,

— gen powinien ulega¢ ekspresji na pewnym eta-
pie zakazenia, a kodowany przez niego produkt
indukowaé¢ odpowiedz immunologiczna humo-
ralng lub komoérkowa,

— unieczynnienie genu kodujacego czynnik zjadli-
wosci powinno (cho¢ nie musi) doprowadzi¢ do
obnizenia stopnia zjadliwosci,

— wprowadzenie genu do szczepu niezjadliwego
moze przeksztatci¢ go w szczep chorobotworczy,

— do celow badawczych istnieje mozliwo$¢ klono-
wania genu(ow).

Metody genotypowe zyskuja powszechna akcepta-
cj¢, jako bardziej specyficzne i tatwiejsze do standary-
zacji w poréwnaniu do tradycyjnych metod fenoty-
powego rozpoznawania czynnikow zakaznych [1, 11,
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28, 30]. Zaczeto poszukiwaé w genomie fragmentow
konserwatywnych, ktore mogtyby by¢ reprezentatyw-
ne dla poszczegoélnych drobnoustrojow, a takze odda-
waly istotg¢ filogenetycznych przemian. Okazato sig,
ze ribosomowe RNA (rRNAs) maja wiele cech, ktore
spetniaja postawione wymagania. S3 czasteczkami
relatywnie duzymi o ustalonych funkcjach, obecnymi
u wszystkich organizméw. Zawieraja wiele regionow,
w ktorych sekwencje nukleotydowe we wszystkich
komorkach pozostaja konserwatywnymi. Znane sa trzy
czasteczki rybosomowego RNA, ktére u Prokaryota
maja mas¢ 5S, 16S 1 23S (stala sedymentacji mierzona
w Svedbergach. Do analizowania sekwencji najbar-
dziej przydatny jest 16S rRNA, a u Fukaryota o po-
dobnej funkcji nieco wigkszy 18S rRNA. Poniewaz
16S i 18S rRNA wchodza w sktad mniejszej (30S Iub
40S) podjednostki rybosomu (SSU, small subunit),
okreslenie sekwencjonowanie SSU jest synonimem
sekwencjonowania 16S lub 18S RNA [38]. Wykorzy-
stanie SSU rRNA do analizy filogenetycznej zostalo
zapoczatkowane we wczesnych latach 70 XX wieku
przez Carla R. Woese’go na Uniwersytecie Illinoi.
W 1981 r. Woese wpadl na pomyst aby na podstawie
poréwnania sekwencji genéw kodujacych 16S rRNA
réznych organizmoéw przeanalizowac ich genetyczne
pokrewienstwo. Wyszedt z zatozenia, ze skoro wszyst-
kie organizmy maja 16S rRNA i u wszystkich stuzy on
do syntetyzowania biatek, to musi to by¢ sekwencja nie-
zwykle konserwatywna. Przez nast¢pne lata stworzyt
olbrzymia biblioteke sekwencji 16S rDNA réznych
organizméw, ktore mozna ze soba porownywacé i utwo-
rzy¢ w ten sposob filogenetyczne zaleznosci miedzy
nimi sktadajace si¢ na uniwersalne drzewo zycia. [39].
Wiaczenie komputeréw do analizy sekwencji ryboso-
mowego RNA w celu odtwarzania filogenetycznych
zalezno$ci pomigdzy badanymi organizmami (tworze-
nia drzewa filogenetycznego), spowodowato, ze me-
tody te staty si¢ powszechnymi. Nowo rozpoznawane
sekwencje sa porownywane 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 wigc mapa drogowa zycia. Przed-
stawia ewolucyjna histori¢ komoérek wszystkich orga-
nizmow i w jasny sposob odstania ten moment w hi-
storii ewolucji, od ktérego wszystkie przejawy zycia
na Ziemi wzigty swoj poczatek od wspdlnego przodka
okreslanego, jako uniwersalny przodek.

16S rRNA stat si¢ wigc powszechnie wykorzysty-
wanym celem analizy metodami amplifikacji i okres-
lania sekwencji do wykrywanie i identyfikacji do
poziomu gatunku trudno lub nie hodujacych sig pato-
genow bezposrednio w tkankach zwierzat i cztowieka
[28, 30]. Co wigcej takim drobnoustrojom mozna byto
nadac¢ taksonomiczna przynalezno$¢ i na tej podstawie
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przewidzie¢ wtasciwosci w porownaniu do drobno-
ustrojow pokrewnych. OczywiScie na podstawie tylko
sekwencji, rzeczywista obecno$¢ czynnika i jego bio-
logiczna rola pozostawala niejasna, nie bylo zatem
mowy o do$wiadczalnym odtworzeniu choroby, a wigc
wypetnieniu 3-go postulatu Kocha. W nawiazaniu jed-
nakze do zasad Falkova, zgodnie z ktorymi wprowa-
dzenie genu do szczepu niezjadliwego skutkujacego
ekspresja kodowanej cechy niezbednej do rozwoju
choroby, mogtaby wypehiac¢ ten postulat [9, 10].
Zagrozeniem dla metod genotypowych w ustalaniu
przyczyny choroby nie byto jednak niewypetnianie po-
stulatéw Kocha przez identyfikowany nimi czynnik ale
ich ekstremalna czutos¢. PCR wykrywat bowiem po raz
pierwszy DNA lub RNA drobnoustrojéw na poziomie
poréwnywalnym do zanieczyszczenia nim uzywanych
odczynnikow, czy wielu anatomicznych miejsc organiz-
mu cztowieka czy zwierzgcia [30]. Tak wigce techno-
logiczny postep i powszechne wykorzystywanie am-
plifikacji i sekwencjonowania napotyka na barierg
w postaci trudnoéci z wyeliminowaniem zanieczysz-
czen DNA lub RNA nie majacych zwiazkéw z czynni-
kiem etiologicznym choroby. Co wigcej, kiedy sekwen-
cjonowaniu poddaje si¢ produkt amplifikacji otrzymany
w proboéwcee przestaje on mie¢ anatomiczng ciagtos¢
z procesem chorobowym w tkance i trudniej ten poten-
cjalny zwiazek udowodni¢. W nawiazaniu do tego,
techniki in situ wydaja si¢ pewniejsze w dokumetowa-
niu takiego powiazania. Techniki hybrydyzacji z wyko-
rzystaniem sond daja szanse wykrycia DNA lub RNA
bezposrednio w tkance oraz powiazanie obserwowa-
nych zmian z oddzialywaniem wykrytego czynnika.
Techniki te sa powszechnie wykorzystywane w diagno-
styce mikrobiologicznej potowy lat 80 XX wieku [1].
W gruncie rzeczy wykrywana przez nie sekwencja
wskazywata na fizyczna obecno$¢ poszukiwanego
czynnika w tkankach zwierzecia czy cztowieka. Wy-
nikajaca jednak ze stosowania wspomnianych metod
trudno$¢ w udowodnieniu zwiazku przyczynowego
pomig¢dzy wykrywana sekwencja a choroba to brak
pewnosci czy sekwencja ta pochodzi od organizmu
zywego czy martwego. Podobnie rzecz si¢ ma w odnie-
sieniu do wykrywanych czynnikéw stanowiacych mi-
kroflorg przejSciowa, komensaliczna, oportunistyczna
itp. [4, 35, 37]. Do tego nalezy réwniez doda¢ wyso-
kie genetyczne zrdéznicowanie niektorych czynnikow
zakaznych, jak np. wirusow HIV, SNV (Sin Nombre
Virus), ktore tworza klony pokrewnych jednakze od-
rebnych wiruséw u poszczegdlnych gospodarzy [21].
Czy zatem w oparciu o metody pozwalajace na wy-
krycie specyficznej sekwencji patogenu mozna moéwié
0 jego zwiazku przyczynowym z choroba? Fredricks
i Relman sugeruja, ze tak, jezeli:
— sekwencja domniemanego patogenu bedzie obec-
na u wigkszosci chorych, preferencyjnie w miejs-
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cach i tkankach uznanych za chorobowo zmie-
nione,

— sekwencje kodujace czynniki chorobotworczosci
beda nieobecne lub tylko pojedyncze ich kopie
mozna znalez¢ u osobnikéw zdrowych,

— wraz z zanikiem choroby liczba kopii specyficz-
nych sekwencji dla patogenu ulegaé bedzie ob-
nizeniu oraz wzrostowi wraz z remisja choroby,

— sekwencje patogenu wykrywane sa przed powsta-
niem choroby lub ich liczba koreluje z ostro$cia
przebiegu lub nat¢zeniem zmian patologicznych,

— wlasciwosci drobnoustroju rozpoznanego na pod-
stawie sekwencji sa zgodne z wlasciwoSciami
grupy drobnoustrojow, do ktérych nalezy,

— mozliwe jest wykazanie korelacji pomigdzy wy-
kryta in situ sekwencja patogenu a zmianami spo-
wodowanymi przez patogen w tkance lub innym
miegjscu jego przebywania i

— mozliwe jest odtworzenia choroby rozpoznawa-
nej na podstawie wykrycia specyficznych se-
kwencji patogenu [11].

4. Chorobotworczos$é versus choroba

Badania Roberta Kocha i na ich podstawie sformu-
towane postulaty jednoznacznie udowodnity zwiazek
przyczynowy pomi¢dzy okreslonym czynnikiem i wy-
wotywana przez niego choroba. Z drugiej jednak stro-
ny przyczynily si¢ do utrwalenia schematycznego
1 prostego sposobu myslenia o chorobie, jako wyniku
oddziatywania jednego szczegdlnego czynnika [3, 16,
17]. Powiazanie przyczyny choroby z jednym czynni-
kiem wynikato z pracy Kocha nad takimi chorobami
zakaznymi, do ktorych ustanowione postulaty si¢ od-
nosity, jak np.gruzlica czy waglik. Zgodnie z tym zato-
zeniem waglik jest wywolywany tylko przez laseczke
waglika, gruzlica przez pratki gruzlicy a dur brzuszny
przez pateczki duru. Schemat zaproponowany przez
Kocha pokazywal, ze dana choroba nie wystapi, jezeli
nie bedzie domniemanego czynnika przyczynowego
1 nie zaistnieja wynikajace z postulatow szczegdlne
warunki do jej powstania [15, 26]. Taki model mysle-
nia dominowat w medycynie XIX wiecznej 1 poczatku
XX w. W odpowiedzi na pojawiajace si¢ z czasem py-
tania o przyczyng¢ chorob, szczegolnie niezakaznych,
jak np. cukrzyca czy choréb nowotworowych, dyna-
micznie rozwijajaca si¢ epidemiologia do$¢ szybko
weryfikuje jednoczynnikowy model przyczyny choro-
by na rzecz wielu czynnikow [3, 6, 12, 17, 22, 25].

Juz w poczatkach XX wieku stawalo si¢ jasne, ze
okreslenie chorobotworczy w odniesieniu do drobno-
ustroju nie jest synonimem wywolujacy chorobg. Oka-
zywato si¢ bowiem, ze w przypadkach epidemii
niektorych chorob, czynniki je wywotujace byty izo-
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lowane zaréwno od chorych z objawami choroby, jak
i osobnikow asymptomatycznych. Klasycznym przy-
ktadem obrazujacym wspomniane zjawisko jest zapa-
lenia opon mézgowo-rdzeniowych spowodowana przez
Neisseria meningiditis. Podczas epidemii tej choroby
chorobotwoércze oddziatywanie bakterii ujawnia sig
tylko u niewielkiego odsetka osobnikéw zakazonych.
Wigkszo$¢ pozostaje zdrowa, chociaz wspomniane bak-
terie u nich wystgpuja. Podobnie rzecz si¢ ma w odnie-
sieniu do chorobotworczych gronkowcow i paciorkow-
cOow obecnych u wielu osob, ktore jednak nie wykazuja
objawow chorobowych [2, 4, 37]. Jeszcze w poczat-
kach XX wieku, Kolber proponowat nazywac¢ taki
stan sub-zakazeniem, znanym rowniez, jako nosiciel-
stwo [20]. Przyklady te pokazuja, jak niejasne sa pojg-
cia chorobotworczy, niechorobotwoérczy, jak rowniez
ograniczona pozostaje koncepcja patogenezy choroby
w oparciu o postulaty Kocha, zgodnie z ktorymi czynnik
chorobotworczy nie powinien by¢ obecny u osobnikow,
ktorzy objawow choroby nie wykazuja. Stan nosiciel-
stwa tlumaczono pewna forma adaptacji drobnoustroju
do gospodarza w wyniku, ktérej u tego ostatniego nie
dochodzito do powstawania zmian chorobowych, na-
tomiast drobnoustroj wykazywal pewna forme odpor-
nos$ci na czynniki immunologiczne. Z czasem okazalo
sig, ze taki drobnoustréj indukuje odpowiedz immuno-
logiczna, co uznano za zjawisko korzystne, poniewaz
doprowadzato ono do ochrony przed rozwojem ostrej
formy choroby. Na przyktadzie Salmonella Typhi oka-
zato si¢ jednak, ze nosicielstwo moze przechodzié¢
w aktywne zakazenie, co pokazuje, ze obecnos¢ okres-
lonych drobnoustrojéw u gospodarza stanowi ciagle
zagrozenie choroba. Nawet wspolczesnie, mechanizmy
nosicielstwa nie sg do konca zrozumiate. Przyjmuje
sig, ze jest to wieloptaszczyznowe, podlegajace regu-
lacjom na wielu poziomach oddziatywanie pomig¢dzy
gospodarzem i drobnoustrojem, doprowadzajace do
zachowania pewnej rownowagi w wyniku, ktorej nie
dochodzi do rozwoju choroby ale réwniez nie dochodzi
do eliminacji drobnoustroju [4, 27, 34]. Pod koniec
XX wieku wyniki badan na poziomie molekularnym
dostarczyty dowodow na genomowe zrdznicowanie
patogenow i niepatogendéw. W wigkszym stopniu, wy-
nikajacymi z tego wilasciwosciami drobnoustrojow,
probowano thumaczy¢ mechanizmy patogenezy niz re-
lacjami pomigdzy drobnoustrojami a gospodarzem.
Podziat na organizmy patogenne i niepatogenne byt
zasadny i zrozumiaty w odniesieniu do klasycznych
czynnikow etiologicznych chorob zakaznych w minio-
nych czasach. Powszechne wprowadzenie sanitacji,
szczepien, surowic odpornosciowych, czy chemio-
terapii, praktycznie spowodowato wyeliminowanie
klasycznych patogenoéw i problemu choréb zakaznych
W przewazajacej czesci Swiata. Wprowadzenie jednak
terapii kortykosteroidowej, Srodkéw cytotoksycznych,
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upowszechnienie transplantologii i chirurgii inwazyj-
nej a takze katastroficzna epidemia HIV i podobnych
wirus6w u zwierzat i cztowieka, spowodowaly wzrost
populacji osobnikéw z ostabionym uktadem immuno-
logicznym, wrazliwych na zakazenia drobnoustrojami
uwazanymi wczesniej za niechorobotworcze [2, 4, 5,
22, 31, 32]. Do dominacji okre§lonych patogenow
przyczynila si¢ rowniez selekcja antybiotykowa bak-
terii prowadzona od lat 40 XX wieku [5, 7]. Zjawisko
to na przyktadzie czynnikdéw etiologicznych zakaze-
nia krwi u cztowieka mozna przeanalizowa¢ nastgpu-
jaco: poczatkowo w zakazeniach krwi dominowata
mikroflora Gram-dodatnia, ktoéra nast¢pnie zostata
wyparta przez bakterie Gram-ujemne, aby ponownie
pod koniec XX wieku powrdcily zakazenia drobno-
ustrojami Gram-dodatnimi i grzybami.

Wraz z udziatem w zakazeniach u okreslonych go-
spodarzy drobnoustrojéw uwazanych za niechorobo-
tworcze na znaczeniu stracito szereg definicji ukutych
wczesniej dla okreslenia zalezno$ci pomigdzy gospo-
darzem i drobnoustrojem, jak np. mikroflora saprofi-
tyczna, komensalizm a pojawito si¢ szereg nowych,
jak np. zakazenia szpitalne, jatrogenne, bezobjawowy
nosiciel, nowe (emerging) i powracajace zakazenia
(reemerging) [4, 33, 34].

Komensalizm definiowany, jako forma oddziatywa-
nia pomigdzy drobnoustrojem a gospodarzem w wyni-
ku, ktérej nie dochodzi do dostrzegalnych, przynoszo-
nych gospodarzowi szkdd nie zawsze udaje si¢ w takiej
formie obroni¢. Drobnoustroje, ktore stanowia mikro-
florg komensaliczna pojawily si¢ we wczesnym okresie
zycia gospodarza, kiedy jego niedojrzaty uktad immu-
nologiczny nie byl w stanie stworzy¢ przeciwko nim
efektywnej bariery. Tym niemniej drobnoustroje te po-
budzaja do odpowiedzi uktad immunologiczny gospo-
darza i by¢ moze dzieje si¢ tak na skutek niedostrzegal-
nego uszkodzenia przez nie tkanek, na ktérych bytuja.
Niektore z nich uwazane za komensalicze, jak np.
E. coli, czy C. albicans, ktore wczes$nie zasiedlaja
okreslone nisze u noworodkéw moga réwniez do-
prowadza¢ do zakazenia i choréb. Przyktadem niech
bedzie zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych spowo-
dowane przez E. coli w pierwszym miesiacu, czy za-
kazenia C. albicans w pierwszym roku zycia nowo-
rodkow cztowieka [4, 35, 37].

Pojawily si¢ roéwniez trudnosci, szczegdlnie wobec
decyzji o podjeciu antybiotykoterapii, w odréznianiu
patogenow od czynnikdéw naturalnie zasiedlajacych
okreslone nisze ekologiczne. Mozna to przesledzi¢ row-
niez na przyktadzie Candida albicans, ktérego wystg-
powanie w wielu réznych miejscach organizmu gospo-
darza to zakazenie czy tylko refleks zasiedlania? [2,
4, 5]. Podobnie obecno$¢ Pseudomonas aeruginosa
w Srodowisku intensywnej terapii to zanieczyszczenie,
czy zasiedlenie przez bakterie okreslonego srodowiska?
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[7]1 W przypadku zakazenia z reguty podejmuje sig te-
rapig, unika si¢ natomiast takiej interwencji w odniesie-
niu do mikroflory zasiedlajacej, obawiajac si¢ ubocz-
nych skutkéw podjetego postgpowania, w tym glownie
indukcji lekooporno$ci. Roznicowanie na patogeny
1 mikroflorg zasiedlajaca jest trudne w sytuacji izolacji
drobnoustrojow np. z rany, czy miejsc, ktore naturalnie
pozostaja sterylne. Wynika to czesto z niedostatecznej
wiedzy na temat mikroflory zasiedlajacej w patogene-
zie okreslonej choroby i relacji pomigdzy drobnoustro-
jem i gospodarzem podczas rozwoju zakazenia [2].

Do tego dochodzi jeszcze kolejny termin dla okres-
lenia mikroflory kolonizujacej, definiowany, jako zdol-
nej do zasiedlania okres§lonych nisz w zréznicowanym
czasie, w trakcie, ktorego powodowane uszkodzenia
tkanek sa znaczace. Z kolei dlugotrwata kolonizacja
w wyniku, ktorej dochodzi do powstania zmian pato-
logicznych nazywana jest zakazeniem przetrwatym
i przyktadem moze by¢ powstawanie ziarniniakow
w wyniku zakazenia Mycobacterium tuberculosis [4].

Tak wigc komensalizm, kolonizacja i zakazenie
przetrwale w trakcie jego trwania, mozna uznac za pew-
ne formy zakazenia, ktore taczy jedna cecha, tj. zdol-
nos$¢ drobnoustrojow do wywotywania zrdéznicowa-
nych, od bardzo nieznacznych do istotnych uszkodzen
w organizmie gospodarza. W trakcie kolonizacji w wy-
niku namnazania si¢ drobnoustrojoéw stopien uszkodzen
moze by¢ odpowiednio wyzszy co z kolei w wigkszym
stopniu indukuje reakcj¢ obronna gospodarza dopro-
wadzajaca czasami do eliminacji drobnoustrojow, kon-
czaca stan kolonizacji. Podobne efekty uzyskuje sig
w wyniku prowadzonej chemioterapii czy immuniza-
cji. W sytuacji jednak braku eliminacji drobnoustro-
jow rozwija sig¢ stan zakazenia przetrwatego, czasami
prowadzacy nawet do $mierci na skutek postgpujacego
uszkodzenia tkanek.

W koncepcji patogenu wysunigtej przez Casadevall
i Pirofski podkresla sig, ze jest to czynnik zdolny do
wywotywania zmian patologicznych, ktorych rozleg-
tos¢ zalezna jest od reakcji obronnej gospodarza [4].
Istota zakazenia sa zatem zmiany patologiczne bedace
wynikiem reakcji pomigdzy drobnoustrojem i gospo-
darzem, ktdre czgsto sa niezbgdne do indukcji specy-
ficznej odpowiedzi immunologicznej. Istota choroby
jest natomiast kliniczne manifestowanie si¢ uszkodzen
powstalych w wyniku interakcji pomigdzy drobno-
ustrojem i gospodarzem. Uszkodzenia i manifestowa-
nie si¢ zmian moze mie¢ rowniez miejsce po wyelimi-
nowaniu drobnoustroju, np. w wyniku chemioterapii.
Tak si¢ dzieje na skutek reakcji organizmu np. na
endotoksyng E. coli uwolniona w wyniku $mierci ko-
morek tych bakterii, czy w wyniku indukcji immunolo-
gicznych mechanizméw prowadzacych do autoagres;ji,
jak np. ma to miejsce w nastgpstwie zakazen mykoplaz-
mami czy paciorkowcami (reumatyczne uszkodzenie
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stawow i zastawek serca). To powoduje, Ze objawy cho-
roby utrzymuja si¢ dtuzej, nawet po formalnym usunig-
ciu wywolujacych ja czynnikow. W sensie klinicznym
choroba ma wigc $cisty zwiazek z uszkodzeniami w or-
ganizmie gospodarza i indukcja odpowiedzi immunolo-
gicznej w wyniku bezposredniej reakcji komorek ukta-
du odporno$ciowego z antygenami patogenu [4, 34].
W rozwazaniach nad zakazeniem i chorobg nalezy
rowniez podkresli¢ w tym procesie rol¢ samego go-
spodarza i sprawno$¢ jego mechanizmoéw obronnych
[22]. To powoduje bowiem, ze te same drobnoustroje
u jednego beda stanowily florg komensalna, a u drugie-
go beda doprowadzaly do rozwoju zakazenia i manife-
stowania si¢ jego objawow. Oddziatywanie okre§lonych
czynnikow zjadliwosci drobnoustrojow bedzie Scisle
uzaleznione od wrazliwo$ci na nie i potencjalnych
mozliwos$ci ich neutralizowania przez okre§lonego go-
spodarza. Jezeli ponownie przywotamy w tym celu
C. albicans, jako przyktad drobnoustrojow komensal-
nych u jednych gospodarzy, to te same drobnoustroje
u osobnikéw z zaburzeniami odpornosci, leczonych
dhugotrwale antybiotykami, czy noworodkéw z niedoj-
rzalym uktadem immunologicznym bgda powodowaly
zakazenie. Wydaje sig, ze jedyna cecha, ktora stale
mozemy odczytac z relacji towarzyszacych drobno-
ustrojowi i gospodarzowi jest potencjalne uszkodzenie
komorek i tkanek gospodarza przez drobnoustroje. Jego
stopien wyznacza definicje tej zaleznoSci, ktora mozemy
okreslic komensalizmem, kolonizowaniem organizmu
przez drobnoustroje czy zakazeniem. Konsekwencja
tych zaleznosci jest choroba, w ktorej obraz czynnika
patogennego i niepatogennego jest zaciemniony i nie-
zgodny z koncepcja mikrobiologicznej patogenezy cho-
roéb zbudowana w oparciu o postulaty Kocha [4, 11, 27].

5. Podsumowanie

Pionierskie badania Roberta Kocha przyczynity si¢
do opracowania metody, dzigki ktorej mozna bylo
wykazaé zwiazek etiologiczny pomiedzy czynnikiem
zakaznym i odpowiadajaca mu choroba [24, 40].
Wkrotce okazato sig, ze tzw. postulaty Kocha maja
ograniczenia metodyczne i epistemologiczne. Tym
niemniej przez kolejne dekady, jak réwniez i w cza-
sach nam wspotczesnych w wigkszym lub mniejszym
stopniu w oparciu o nie zaleznosci takie staramy si¢
ustala¢. O tym, ze nie w kazdym przypadku drobno-
ustroje spetniaja ustanowione reguty wkrotce przeko-
nat si¢ sam ich Tworca podczas pracy nad przecin-
kowcami cholery, ktore wykrywano rowniez u ludzi
zdrowych, co bylo niezgodne z postulatem drugim.
Z czasem zaczgto tworzy¢ wyjatki od zasad Kocha
np. w odniesieniu do mikroorganizméw, ktore ich nie
spetniaty. W ten sposoéb wyrozniono drobnoustroje,
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ktére nie hoduja si¢ na sztucznych pozywkach, wiele
drobnoustrojow, ktérych nie mozna od siebie odroz-
ni¢ na podstawie charakterystycznych objawow cho-
robowych poniewaz wszystkie powoduja taka sama
chorobg, jak np. zapalenie nerek, czy wreszcie drob-
noustroje, z ktorych kazdy moze powodowa¢ wiele
choroéb, jak np. Streptococcus pyogenes odpowiedzial-
ny za anging, szkarlatyne, roz¢ itp. [17, 34].

Dalsze prace nad Vibrio cholerae i odkrycie §rodo-
wiskowego rezerwuaru tych bakterii w $luzowej
otoczce niebiesko-zielonych alg a takze wptywu na ich
namnazanie si¢ temperatury wod oceanicznych i zmian
klimatycznych wptyngly na opracowanie bio-kom-
pleksowego modelu ryzyka wystapienia cholery.
Uwzglednial on molekularne podtoze chorobotwor-
czos$ci bakterii, ale rowniez wiazat wystapienie cho-
roby z socjalno-bytowymi uwarunkowaniami ludzi
1 zmianami klimatycznymi [23]. Tak wigc cholera po
ponad 100 latach od ustanowienia postulatow Kocha
stata si¢ przyktadem bio-kompleksowego podejscia do
ustanowienia zwiazku przyczynowego pomigdzy cho-
roba a drobnoustrojem. W podejsciu Kocha i jemu
wspotczesnych do przyczyny choroby, dominuje prze-
konanie o waznosci pojedynczego drobnoustroju lub
jego toksycznego produktu. Okrycie biofilmow uswia-
domito badaczom rolg¢ w tym procesie konsorcjow
drobnoustrojow czy polimikrobiologicznych komplek-
sow bedacych swego rodzaju prototkankami i w takiej
formie uorganizowania uczestniczacymi w procesach
patofizjologicznych [3, 6, 17, 25]. Nie zawsze przy
takiej formie organizacji drobnoustrojow daje si¢
zauwazy¢ zwiazki przyczynowe pomigdzy jednym
gatunkiem bakterii i zakazeniem obejmujacym jedna
specyficzna tkanke. Wydaje sig, ze kolejny przetom
w mysleniu o przyczynie choroby zakaznej spowodo-
wany jest wykryciem czynnikow gabczastych encefa-
lopatii. Prionowa hipoteza tych chorob stanowi pew-
nego rodzaju test dla przyjetego wspotczesnie modelu
analizy przyczyny choroby budowanej na podstawie
wielu przestanek, jak np.:

— odtwarzalnej korelacji pomigdzy czynnikiem

etiologicznym a objawami klinicznymi, zmiana-
mi patologicznymi i epidemiologia zakazenia,

— pewnego stanu zgodno$ci pomigdzy przewidy-
wana na dziatanie danego czynnika reakcja
z faktyczna reakcja demonstrowana ze strony
gospodarza,

— postgpujacego kumulowania si¢ zmian, jako kon-
sekwencji proces6w patofizjologicznych tocza-
cych si¢ w organizmie, czy

— zahamowania procesow patofizjologicznych w
wyniku podjetej interwencji biomedycznej [36].

W kontekscie wieloprzyczynowej teorii powstania
choroby czynnik biologiczny jest tylko czynnikiem
inicjujacym postgpujace dalej i kumulujace si¢ zmiany.
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1. Wprowadzenie — waglik wczoraj i dzi$

Waglik jest ostra choroba zakazna zwierzat roslino-
zernych, ktore posrednio stanowia gtéwne zrodto zaka-
zen ludzi i zwierzat drapieznych [8]. Zapisy historycz-
ne wskazuja, ze zoonoza ta trapita ludzkos$¢ juz za
czas6w Homera. Jej etiologiczny czynnik — laseczke
waglika (Bacillus anthracis) — odkryto w pierwszej
potowie XIX w. W tym czasie choroba dziesiatkowata
bydto i owce w Europie [43]. Jej ofiarami stawali si¢
czgsto ludzie, ktdrzy zajmowali si¢ zakazonymi zwie-
rzg¢tami lub trudnili si¢ obrobka produktéw pochodze-
nia zwierzgcego. Wysoka $miertelno$¢ na waglik od-
notowywano przewaznie wsrdd osob zajmujacych sig
przetadunkiem skor i sier§ci zwierzat. W Polsce, jesz-
cze w latach migdzywojennych waglik stanowit plage.
Epidemie tej choroby zdarzaty si¢ corocznie jeszcze
w latach 1950-1960 [28]. Natomiast w kolejnym dwu-
dziestoleciu liczba zachorowan ulegta tak znacznemu

ograniczeniu, ze od poczatku lat 90. przypadki tej cho-
roby odnotowywane byly jedynie sporadycznie.

Obecnie w Europie naturalne epidemie waglika
wsrdd zwierzat zdarzaja si¢ w potudniowych Wto-
szech [9]. Choroba ta wciaz wystepuje endemicznie
w azjatyckiej czesci Turcji [16], w Pakistanie i sa-
siadujacych prowincjach Indii [37], a takze w Chi-
nach [39], w Afryce, w niektorych stanach USA [39]
i Ameryce Potudniowe;.

W przeciwienstwie do poczatkowego okresu
XX wieku, obecnie waglik jako odzwierzgca choroba
ludzi wystepuje na tyle rzadko, ze lekarze klinicys$ci
maja trudnosci z jej szybkim i jednoznacznym rozpo-
znaniem. Taka sytuacja zaistniata w 2001 roku w USA,
gdzie doszto do epidemii tej choroby u ludzi [14].
Przyczyna zakazen byly przesylki pocztowe celowo
skazone przetrwalnikami B. anthracis 1 rozeslane
w ramach dzialan o charakterze terrorystycznym.
Od tego czasu, waglik postrzegany jest przez opinig
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publiczna i1 ekspertow jako choroba, ktora moze za-
grozi¢ spoteczenstwu na masowa skale w wyniku aktu
terrorystycznego [4]. Z tego wzgledu, w ostatnich la-
tach szczego6lna wage przywiazywano do badan maja-
cych na celu rozw6j metod umozliwiajacych szybka
identyfikacje laseczki waglika oraz pozwalajacych na
efektywne réznicowanie szczepdw tego drobnoustroju,
celem zwigkszenia skutecznos$ci dochodzenia epide-
miologicznego ognisk waglika. Posrednio, dzialania
te przyczynity si¢ tez do znacznego wzrostu wiedzy
w zakresie biologii, molekularnej epidemiologii i filo-
genetyki B. anthracis.

2. Waglik: rezerwuar, objawy, leczenie i zapobieganie

Naturalnym rezerwuarem laseczki waglika jest gle-
ba skazona przetrwalnikami B. anthracis. Przetrwal-
niki, zwane potocznie sporami, sa odporne na skrajne
warunki $rodowiska, podstawowe $rodki higieniczne
i dezynfekcyjne, a ponadto moga przez dziesigciolecia
zachowywac zdolnos¢ wywotywania zakazen. W okre-
sie ulewnych deszczy przetrwalniki laseczki waglika
sa wymywane z gleby i zostaja przenoszone przez
wodg do zaglebien terenu, gdzie po opadnigciu wody
osadzaja si¢ na powierzchni roslin znajdujacych sig na
ich dnie [8]. Nastepnie, wraz z roslinnos$cia, przetrwal-
niki sa zjadane, a takze wdychane przez zerujace zwie-
rzeta roslinozerne, u ktoérych dochodzi do ,.kietkowa-
nia” przetrwalnikow (germinacja) i rozwini¢cia si¢ form
wegetatywnych — Gram-dodatnich laseczek waglika.
Formy wegetatywne dzigki wytwarzaniu specyficznej
toksyny 1 obfitej otoczki szybko mnoza si¢ w organiz-
mie zwierzgcia, licznie wystepuja we krwi oraz w in-
nych ptynach ustrojowych i w okresie 2—4 dni powo-
duja toksemig i $mier¢ zwierzgcia. Zgon poprzedzony
jest z reguly silnymi zaburzeniami neurologicznymi,
ktore zwigkszaja podatno§¢ zwierzecia na atak dra-
pieznikow, czy tez w przypadku zwierzat hodowlanych,
wplywaja na podjecie decyzji o ich uboju.

Laseczki waglika znajdujace si¢ pltynach ustrojo-
wych bardzo szybko wytwarzaja przetrwalniki, ktore
wraz z ptynami fizjologicznymi wyciekaja ze zwlok
do gruntu lub zakazaja zwierzgta drapiezne albo ludzi
zajmujacych sig¢ obrobka skor, siersci i kosci zwierzat
zakazonych tym drobnoustrojem [42].

W zaleznos$ci od wrot zakazenia u ludzi wyrdznia
si¢ trzy podstawowe kliniczne postaci waglika: skorna,
ptucna i zotadkowo-jelitowa [15].

Posta¢ skorna, do ktorej dochodzi poprzez przenik-
nigcie przetrwalnikow waglika przez skorg w miejscach
zranien, jest najczgsciej obserwowana u 0s6b majacych
kontakt z chorymi zwierzgtami lub trudniacych sig tra-
dycyjna uprawa ziemi na obszarach skazonych prze-
trwalnikami. W miejscu wniknigcia przetrwalnikow,
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na skorze pojawia si¢ charakterystyczna czarna krosta
ze strupem otoczonym pgcherzykami [15]. Postac
skorna, zwlaszcza zlokalizowana z dala od glowy
(dtonie, stopy) czesto ulega samowyleczeniu w ciagu
kilku tygodni. Przy innym umiejscowieniu zmian,
moze doj$¢ do przedostania si¢ laseczek waglika do
krwioobiegu i wstgpujacej posocznicy, ktora od trze-
ciej doby po wystapieniu pierwszych objawow jest
z reguty Smiertelna, nawet gdy stosuje si¢ wlasciwa
antybiotykoterapig [42].

Posta¢ ptucna waglika rozwija si¢ u 0sob, ktore
przebywaly w pomieszczeniach, w ktorych rozpylone
byty przetrwalniki B. anthracis. W XIX wieku, ta po-
sta¢ choroby wystepowala u dokeréw w Anglii, ktorzy
zajmowali si¢ przetadunkiem importowanych skor,
siersci 1 runa owczego. Aktualnie na wystapienie po-
staci ptucnej narazone moga by¢ glownie ofiary ataku
bio-terrorystycznego. Przyjmuje si¢, ze do efektyw-
nego zakazenia cztowieka wystarcza dawka 8—10 tys.
przetrwalnikow [15]. Zakazenie objawia sig jako ostre,
przypominajace grypeg, zapalenie drog oddechowych,
ktore po 2—4 dniach przechodzi w cigzka niewydol-
no$¢ oddechowa z towarzyszaca posocznica. Z reguly
chorzy, u ktorych pojawily si¢ takie objawy umieraja
w ciagu kolejnych 3648 godzin nawet, gdy sa pod-
dawani wlasciwej antybiotykoterapii i leczeniu obja-
wowemu [15].

Posta¢ zotadkowo-jelitowa wystepuje u 0sob ktoére
spozyty migso zwierzecia chorego na waglik, a w szcze-
golnosci, gdy nie zostalo ono poddane dlugotrwalej
obrobece termicznej. Objawy zakazenia s3 nietypowe
(nudnosci, bole brzucha, goraczka i krwawa biegunka).
U 25-60% osob zakazonych dochodzi do toksemii,
sinicy 1 zgonu w okresie od 2 do 5 dni od wystapienia
objawow. Podobnie jak przy postaci ptucnej szanse na
wyleczenie sa nikte.

Leczenie polega na jak najwcze$niejszym podaniu
antybiotyku i ewentualnym leczeniu objawowym. Wigk-
szos¢ dzikich szczepow laseczki waglika jest wrazli-
wa na penicyling, doksycykline, makrolidy i ciproflo-
ksacyne [15]. U o0so6b, u ktorych podejrzewana jest
inhalacja przetrwalnikow B. anthracis wskazane jest
stosowanie antybiotykoterapii prewencyjnej przez
6 dni, a niekiedy takze przez okres do 40 dni. Szcze-
pienia daja p6zna i krotkotrwala odpornos¢. Przezna-
czone sa dla 0sob z grup ryzyka.

Zapobieganie szerzeniu si¢ waglika u zwierzat ho-
dowlanych polega na odizolowaniu i sanitarnym uboju
osobnikow zakazonych lub podejrzanych o zakazenie
oraz wilasciwej utylizacji zwlok — spalenie lub osta-
tecznie umieszenie zwiok w glebokim wykopie [15].
Do niedawna zalecano tez posypywanie zwtok wapnem
chlorowanym, lecz ostatnie doniesienia wskazuja, ze
zabieg ten moze by¢ niewskazany [3]. Pomocne bywa
tez stosowanie szczepien zapobiegawczych u zwierzat
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na terenach przyleglych do miejsca wystapienia za-
chorowan [15], gdyz istnieje mozliwo$¢ roznoszenia
choroby przez owady gryzace [8].

2.1. Waglik — wystepowanie dawniej i obecnie

Zdaniem czg$ci autordw, piata 1 szosta plaga egip-
ska opisana w Biblii moze prawdopodobnie stanowi¢
jeden z najstarszych zapisow §wiadczacych o wystepo-
waniu waglika. Wiernie przypominajace waglik opisy
objawow chorobowych u ludzi i zwierzat mozna zna-
lez¢ juz w zapiskach antycznych [43]. Wyniki analizy
tych zapisow sugeruja, ze waglik towarzyszyt cztowie-
kowi juz w czasach bitwy o Troj¢. Na przestrzeni wie-
koéw waglik opisywany byt wielokrotnie, takze w pis-
mach Hipokratesa, Galena i autoréw z X wieku. We
Francji, Wloszech, Anglii, Polsce i Wegrzech waglik
pojawial si¢ czesto w tekstach réznych autoréw z okre-
su XVI-XVIII w [43]. W kolejnym stuleciu, choroba
ta stanowita istotny problem zdrowotny ludzi i byla
powazna przyczyna strat w hodowli zwierzat.

Zapisy historyczne i dane epidemiologiczne wska-
zuja, ze waglik w Polsce wystgpowatl od dawna i sta-
nowit powazny problem. Dane z lat 1923-1927 poka-
zuja, ze w tym okresie chorobg rozpoznano u 19 tys.
zwierzat w 4,5 tys. gospodarstw w Polsce [28]. Rocz-
nie zakazeniu ulegalo w tym czasie okoto 60 oséb.
W latach 1951-1961 liczba zachorowan u ludzi w kraju
spadla do okoto 10 przypadkow rocznie, podczas gdy
na potwyspie Iberyjskim i Apeninskim oraz na Batka-
nach zachorowania stwierdzano u setek osob [28].

W czasach obecnych zachorowania ludzi na waglik
w Polsce praktycznie nie wystgpuja. Odnotowywane sa
one natomiast w Azji Mniejszej i przylegajacej czgsci
Indii [37]. Na poczatku 2010 r. pojawity si¢ alarmujace
doniesienia o przypadkach tej choroby w Szkocji
[36] i w Niemczech [35]. Lacznie zakazenie laseczka
waglika potwierdzono u 15 oséb, z ktérych 8 zmarto.
Zrédlem zakazenia byta prawdopodobnie heroina
zanieczyszczona przetrwalnikami B. anthracis, ktora
narkomani podawali sobie dozylnie.

W USA stwierdzano tez przypadki zakazen lasecz-
ka waglika u rzemie$lnikoéw wytwarzajacych ludowe
instrumenty muzyczne, gldwnie bebny. Instrumenty te
byly wytwarzane z zachowaniem tradycyjnej afrykan-
skiej technologii i naturalnych materiatow. Przypadki
waglika odnotowywano tez sporadycznie u 0séb wy-
korzystujacych tego typu instrumenty.

W od wielu lat ogniska waglika u zwierzat zda-
rzaly si¢ w USA, glownie w stanach Nebraska, lowa
i w obu stanach Dakota oraz w okolicach stanu Teksas
[39]. W Europie zachorowania odnotowywano we
Wrtoszech i1 Francji [9]. W Australii, gdzie chorobg
t¢ uznano za opanowana, na przetomie lat 2007 i 2008
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w rejonie miejscowosci Hunter Valley nieoczekiwanie
pojawito si¢ duze ognisko waglika u bydta [7]. Uzna-
no, ze zwierzgta zakazity si¢ przetrwalnikami pozo-
statymi po ubiegtych epidemiach, z ktorych ostatnia
miala miejsce w 1939 r. Przetrwalniki te zostaly
wymyte z gleby przez ulewne deszcze, ktére padaty
w polowie i pod koniec 2007 r. Wedtug ostatnich
danych prasowych, podobna sytuacja miata rowniez
niedawno miejsce w Stowacji. Natomiast u dzikich
zwierzat epidemie waglika odnotowywane sa regular-
nie w parkach narodowych w USA i Kandzie [29], we
Wtoszech [8] i w RPA [40].

2.2. Waglik jako bron biologiczna
i czynnik terroryzmu

W okresie I wojny $wiatowej podjgto pierwsze
proby wykorzystania waglika jako broni biologiczne;.
W trakcie II wojny $wiatowej zainteresowanie militar-
nym wykorzystaniem laseczki waglika zacznie wzrosto
w Wielkiej Brytanii i USA [43]. W kolejnych latach
dziatania te rozwijat ZSRR, az do powaznego wypadku
w Swierdlowsku, gdzie w 1979 roku w wyniku awarii
zachorowato 1 zmarto kilkadziesiat osob [31].

W czerwcu 1993 roku terrorysci z japonskiej sekty
Aum Shinrikyo po raz pierwszy wykorzystali hodow-
le laseczek waglika przeciwko mieszkancom miasta
Kameido [18]. Szczesliwie, aparat rozpylajacy zawie-
sing bakteryjna zostal szybko wykryty, a szczep ktoérym
poshuzyli si¢ terrorysci byt szczepem szczepionkowym,
o0 obnizonej zjadliwosci, dzigki czemu atak ten nie spo-
wodowat ofiar. Kolejny atak bio-terrorystyczny miat
miejsce w USA w 2001 roku. Lacznie zakazeniu ulegly
tam 22 osoby, z czego 5 zmarto [14].

3. Charakterystyka i czynniki chorobotwdérczosci
laseczki waglika

Formy wegetatywne B. anthracis sa Gram-dodat-
nimi laseczkami tworzacymi charakterystyczne kolonie
na pozywce z dodatkiem krwi baraniej, ktore ksztat-
tem przypominaja gtowe meduzy. Wigkszos¢ dzikich
szczepow nie wykazuje zdolno$ci do ruchu i hemolizy,
cho¢ znane sa wyjatki [42]. Chorobotworczos¢ laseczki
waglika zwiazana jest gtdéwnie z dwoma czynnikami:
toksyna i otoczka.

W 1961 roku wykazano ze, toksyna waglika sktada
si¢ z trzech komponentéw: czynnika obrze¢ku (Edema
factor) czynnika letalnego (Lethal factor) oraz antygenu
ochronnego (Protective anigen), a w latach 1980-1989
poznano sekwencje aminokwasowe tych podjednostek
i opracowano model dziatania toksyny [25]. Wyka-
zano, ze podjednostki toksyny kodowane sa przez



168

geny: pagA, lef i cya zlokalizowane w plazmidzie
pXO01 (181,6 kpz). Geny te znajduja sig w obrgbie wys-
py patogennosci o wielkosci 44,8 kb, ktora obejmuje
réwniez geny regulatorowe, kontrolujace wytwarzanie
toksyny. Wyspa ta zawiera takze geny odpowiedzialne
za proces kietkowania przetrwalnikow, zgrupowane
w operon gerX [30].

Otoczke, bedaca drugim istotnym czynnikiem cho-
robotworczosci B. anthracis, opisano w 1903 roku.
W latach 1933-1937 udato sig ja oczysci¢ i wykazac,
ze zbudowana jest z polimeru kwasu D-glutaminowe-
go [27]. Prawie pigédziesiat lat pozniej stwierdzono,
ze wytwarzanie otoczki warunkuja geny capA, capB
i capC, zlokalizowane w plazmidzie pX02 (96,2 kpz).
Geny te wraz z genem dep zwiazanym z depolime-
ryzacja otoczki, tworza w plazmidzie pXO2 wyspe
patogennosci [27, 33]. Pozniejsze badania przyczynity
si¢ do identyfikacji czynnikow inicjujacych wytwarza-
nie toksyny i otoczki oraz lepszego poznania mecha-
nizmoéw regulujacych procesy wytwarzania i kietko-
wania przetrwalnikow B. anthracis.

Analiza por6wnawcza kompletnych genomow rdz-
nych szczepdw B. anthracis wykazata, ze drobno-
ustroje nalezace do tego gatunku charakteryzuja si¢
niezmiernie wysokim podobienstwem sekwencji nu-
kleotyddw oraz niemal bez wyjatku, posiadaja iden-
tyczna organizacje genomu [20]. Warto zauwazyc,
ze blisko 37% szczepdw B. anthracis znajdujacych sig
obecnie w kolekcjach laboratoryjnych na $wiecie wy-
kazuje zroznicowanie nie przekraczajace 100 pojedyn-
czych mutacji punktowych (SNPs) [21].

3.1. Bacillus cereus ssp. anthracis?

Badania molekularne przeprowadzone w ostatnim
dziesigcioleciu pokazaty, ze B. anthracis jest blisko
spokrewniony z kilkoma innymi gatunkami laseczek
z rodzaju Bacillus, okreslanymi mianem ,,grupy Bacil-
lus cereus” [20]. Uwaza sig, ze laseczka waglika mo-
gta wyewoluowac z gatunku B. cereus (sensu stricto)
lub B. thuringiensis, w wyniku pozyskania plazmidow
pXO01 i pX02, ktére umozliwity temu drobnoustrojowi
skuteczne namnazanie si¢ W organizmie zwierzat ros-
linozernych. Co wigcej, stale ros$nie liczba danych
piSmiennictwa, ktére wskazuja, ze proces przechwy-
tywania plazmidéw, wykazujacych znacza homologig
do pX01 i pX02, przez rozne szczepy B. cereus
i B. thuringiensis wciaz zachodzi w Srodowisku [24].
Podobienstwo ,,genetycznego szkieletu” laseczki wag-
lika i innych przedstawicieli grupy B. cereus, a takze
fakt, ze czg$¢ szczepow z tej grupy moze posiadac plaz-
midy przypominajace pXO01 i pX02 znaczaco utrudnia
molekularng identyfikacje laseczki waglika, zwlaszcza
w probkach materiatu ze Srodowiska [6, 24].
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4. Identyfikacja laseczki waglika

Poczatkowo identyfikacja B. anthracis ograniczata
si¢ do préb biologicznych na zwierzgtach. W 1903 roku
McFadyean opracowal metode barwienia bigki-
tem metylenowym pozwalajaca obserwowac otoczke
B. anthracis. Od 1966 r. zastosowanie w izolacji
i identyfikacji laseczki waglika znalazto selektywne
podtoze PLET (polimyksyna-lizozym-EDTA-octan ta-
lawy) opisane przez Knisleya [23]. W nielicznych
laboratoriach do identyfikacji B. anthracis wykorzys-
tywany jest tez specyficzny bakteriofag gamma, wy-
osobniony w 1955 r. przez Brown i Cherry [2].

Natomiast testami PCR poszukuje si¢ przewaznie
plazmidowych gendéw zwiazanych z wytwarzaniem
toksyny waglika lub otoczki, co wystarcza do identy-
fikacji dzikich szczepow B. anthracis lecz jest malo
przydatne dla wykrywania szczepow, ktore utracity
jeden lub dwa plazmidy. Co wigcej, testy te moga
dawa¢ wyniki watpliwe lub nawet fatszywie dodatnie,
gdy w badanym materiale znajdowac si¢ beda laseczki
z grupy B. cereus posiadajace plazmidy homologiczne
do pXO01 i pX02 [32, 33]. Chociaz, sytuacja taka zda-
rza si¢ w diagnostyce waglika rzadko, to moze ona sta-
nowic istotny problem w badaniach probek materiatu
srodowiskowego na obecnos¢ laseczki waglika [6]. Dla-
tego, dla potrzeb identyfikacji B. anthracis opracowano
szereg chromosomalnych markerow, w tym: BA813,
SG749 [5], rpoB [45], z ktorych najbardziej swoisty
jest regulatorowy gen plcR [19]. Gen ten zawiera poje-
dyncza mutacj¢ punktowa typu non-sens, ktora powo-
duje, ze jego produkt ulega skroceniu u B. anthracis
podczas, gdy u innych szczepow z grupy B. cereus jest
on wytwarzany w normalnej dtugosci. Uwaza sig, ze
zmiana wielko$ci biatka regulatorowego PIcR wpty-
wa na szereg funkcji w komorce, odrozniajac laseczke
waglika od innych laseczek z grupy B. cereus [1]. Co
wazne, obecnos$¢ tej mutacji w p/cR mozna wykry¢ przy
juz uzyciu podstawowych technik molekularnych [11].

5. Rozwoj metod typowania szczepow
laseczki waglika

Badania prowadzone w latach 1990-2000 pokazaty,
ze szczepy B. anthracis charakteryzuja si¢ znikomym
zrdznicowaniem genetycznym. Zauwazono, ze tech-
niki przydatne do genotypowania innych bakterii,
w tym PFGE (makrorestrykcyjna analiza chromoso-
malnego DNA i elektroforeza w zmiennym polu elek-
trycznym), sa bezuzyteczne przy probach typowania
szczepow laseczki waglika. Dopiero zastosowanie me-
tody AFLP (polimorfizm amplifikowanych fragmen-
tow restrykcyjnych) pozwolito dokona¢ pierwszej uda-
nej proby réznicowania szczepow laseczki waglika, co
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przyczynito sig do odkrycia dwoch gtéwnych linii filo-
genetycznych B. anthracis [13]. Opracowanie bardziej
wydajnych metod réznicowania szczepow laseczki
waglika stato si¢ mozliwe dopiero po poznaniu se-
kwencji nukleotydowej genomu B. anthracis [38]. Wy-
sitki w tym zakresie zostaty zintensyfikowane po wy-
darzeniach z 2001 r. w USA tak, ze do chwili obecnej
poznane zostaly genomy pigciu szczepow B. anthracis.
Poréwnawcza analiza genoméw réznych szczepdw la-
seczki waglika potwierdzita wyjatkowa genetyczna
jednorodnos¢ tego drobnoustroju [44].

5.1. MLVA

Dochodzenie epidemiologiczne ognisk waglika nie-
zmiernie ulatwita nowa metoda genotypowania B. an-
thracis, wykorzystujaca polimorfizm tandemowych
sekwencji powtorzonych: variable-number tandem-
repeats (VNTR) [17]. Sekwencje te charakteryzuje tak
wysoka zmienno$¢, ze uznawane sa one za najbardziej
polimorficzne odcinki genomu bakteryjnego. Metoda
ta, zwana multiple-locus VNTR-analysis (MLVA), zo-
stala opracowana w 2000 roku. Dzigki wykorzystaniu
o$miu wysoce polimorficznych markerow VNTR (vrr4,
vrrB,, vrrB,, virC,, virC,, CG3, pXOl-aat, pXO2-at)
po raz pierwszy osiagni¢to wysoki potencjat dyskry-
minacyjny w roznicowaniu szczepdw B. anthracis.
Wyroézniono 89 genotypdéw wsrod 426 szczepow la-
seczki waglika, co pokazato, ze MLVA jest skuteczna
metoda genotypowania B. anthracis.

Aby zapewni¢ wyzszy potencjal réznicujacy me-
tody MLVA, w kolejnych latach zwigkszono liczbg
markeréw VNTR do 15 [44], anawet do 25 [26], uzys-
kujac szczegotowy wglad w globalna i lokalna struk-
ture¢ populacji B. anthracis. Metoda ta umozliwita
przygotowanie dokladnych modeli filogenetycznych
B. anthracis [17, 39, 44].

5.2. SNR

W 2006 roku opracowano nowa metodg subtypo-
wania B. anthracis, ktora pozwalata na roznicowanie
szczepow nalezacych do tego samego genotypu MLVA
[41]. Metoda ta przypomina swoimi zatozeniami MLVA
lecz przedmiot analizy stanowi 21 markeréw (loci) za-
wierajacych powtorzenia jednonukleotydowe (Single
Nucleotide Repeats). Metoda SNR wymaga stosowa-
nia technik gwarantujacych odréznianie odcinkow
DNA rozniacych sig tylko pojedynczym nukleotydem.
Ze wzgledu na duza pracochtonnos¢ tego typu analiz,
inni autorzy wykorzystywali w swoich badaniach je-
dynie cztery markery wykazujace najwigkszy poten-
cjat réznicujacy [22]. Metoda SNR okazata sig przy-
datna w epidemiologicznym dochodzeniu lokalnych
ognisk waglika u dzikich zwierzat [9].
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5.2. canSNPs

Poréwnawcza analiza genomow réznych szczepow
laseczki waglika umozliwita opracowanie kolejnej
metody réznicowania B. anthracis [44]. Metoda ta wy-
korzystuje 14 specyficznych loci zawierajacych punk-
towe mutacje reprezentatywne dla 12 linii filogene-
tycznych B. anthracis [34, 39]. Mutacje te, a wlasciwie
polimorficzne nukleotydy, nazywane sa polimorfizma-
mi kanonicznymi (canSNP), gdyz pozwalaja zidentyfi-
kowa¢ poszczegolne linie filogenetyczne B. anthracis
bez konieczno$ci kazdorazowego badania kilkuset
nukleotydéw polimorficznych rozproszonych w catym
genomie [34]. Ta nowa metoda typowania jest czg¢sto
stosowana w polaczeniu z MLVA [44, 39] i moze by¢
szczegolnie przydatna w charakteryzowaniu szczepow
wyosobnionych w trakcie dochodzen epidemiologicz-
nych ognisk waglika i w rekonstrukcjach filogenetycz-
nych [44, 39, 31].

6. Filogeneza i molekularna epidemiologia
laseczki waglika

Wyniki badan szczepéw pochodzacych z wielu
krajow (USA, Francja, Polska, Wlochy, RPA, Kanada,
Rosja, Chiny) pokazuja, ze waglik jest zoonoza wy-
wodzaca si¢ z poludnia Afryki, ktora rozprzestrzenita
si¢ globalnie wraz z wgdrowkami plemion pasterskich
[44]. Choroba dotarta do Europy, Azji i jedwabnym
szlakiem do Chin [39]. W 1847 roku waglik zostat
zawleczony przez osadnikow do Australii. Podobnie,
w poczatku XIX wieku waglik dotart do potudniowych
rejondw Ameryki Potnocnej [39]. Natomiast do potnoc-
nej czgsci tego kontynentu choroba mogta zosta¢ zawle-
czona juz przez pierwotne plemiona wedrowne, ktore
kilka tysigcy lat temu przebyly Ciesning Beringa [39].

Wyniki przeprowadzonego niedawno genotypowa-
nia szczepow B. anthracis wyizolowanych w Chinach
wskazuja, ze wystgpujacy na potudniu USA szczep
Ames wywodzi si¢ najprawdopodobniej z Chin, a nie
z Europy czy tez z Ameryki Pétnocnej [39].

6.1. Zréznicowanie szczepow B. anthracis
w skali globalnej

Potaczenie MLVA i can-SNP pozwolilo uzyskac
szczegotowy wglad w przebieg i dynamike lokalnych
epidemii waglika, a takze umozliwito stworzenie ujed-
noliconego, modelu filogenetyczno-geograficznego
B. anthracis w skali globalnej [44, 39].

Obecnie wiadomo, ze gatunek B. anthracis obejmu-
je dwie glowne linie filogenetyczne: A i B, z ktorych
linia A grupuje liczne i wyraznie zrdznicowane szcze-
py wystgpujace obecnie na wszystkich zamieszkatych



170

przez cztowieka kontynentach, za$ linia B ogranicza
si¢ do szczepow wystepujacych w potudniowej czesci
Afryki (B1), ktorych czg$¢ rowniez trafita do Europy
(linia B2), gdzie utrzymuja si¢ od lat w swojej niszy
ekologicznej [10, 21]. Szczepy z grupy B2 wykrywa-
no we Francji, w Polsce i na Balkanach [10]. Ponadto
w Ameryce Pélnocnej znaleziono tez nieliczne szcze-
py, ktore reprezentuja odrebna linig filogenetyczna — C.
Czg$¢ autorow uwaza, ze linia C obejmuje filogene-
tycznie najstarsze szczepy B. anthracis [34]. Szczepy
linii C wykryto w trakcie szeroko zakrojonych badan,
ktore nie byty jak dotad prowadzone na taka skalg
poza USA, z tego wzgledu nie mozna jednoznacznie
wykluczy¢ wystepowania szczepow linii C takze na
innych kontynentach.

Szczepy B. anthracis z linii A reprezentuja dwa duze
rejony geograficzne: zachodnia Ameryke¢ Potnocna
(WNA) i Eurazje (TEA), ktore tacznie obejmuja okoto
37% populacji. Ponadto mozna tu wyrdzni¢ tez dwie
kolejne grupy szczepow: Vollum (5%) i Ames (1%).

Wsrdd szezepdéw z linii B dominuje afrykanska
podgrupa Bl — do niedawna uwazana za najbardziej
pierwotng populacje laseczki waglika — obejmujaca
okoto 6%, a takze mniej liczna afro-europejska gru-
pa B1 (1%). Szczepy linii C obejmuja zaledwie 0,2%
populacji.

Na obszarze obu Ameryk dominujg liczebnie klo-
ny B. anthracis z linii A reprezentujace jednakowy lub
zblizony typ MLVA i canSNP, co moze by¢ nastgp-
stwem wzglednie niedawnego zawleczenia choroby
i szybkiego szerzeniem si¢ jej czynnika etiologiczne-
go, czemu sprzyja¢ moze intensywna hodowla bydta
w formie duzych stad. Porownywalny stopien klonal-
nosci obserwowano tez wsrdd szczepdw B. anthracis
wyizolowanych w Australii [44], gdzie waglik zawle-
czono zaledwie 160 lat temu.

6.2. Zroznicowanie izolatow B. anthracis
w epidemiach lokalnych

Badania prowadzone w Parku Narodowym Pollino,
Basilicata w poludniowych Wloszech, gdzie od lat
okresowo zdarzaja si¢ naturalne epidemie waglika
wsrod dziko-zyjacych zwierzat roslinozernych pozwo-
lity $ledzi¢ cykle epidemiczne waglika i wykazaty
jedynie sladowy zakres molekularnego zréznicowania
poszczegolnych izolatdw B. anthracis wyosabnionych
od kolejnych zwierzat, ktore padly na waglik w trakcie
szerzenia sig¢ epidemii tej choroby [9]. Wyniki tych ba-
dan pokazaly, ze z jednym wyjatkiem, zachorowania
w 41 ogniskach, do ktérych doszto w trakcie epidemii,
spowodowane byly tym samym szczepem B. anthracis.
Szczep ten wystgpowal na terenie parku od lat. Po-
dobnych informacji dostarczyty tez wyniki analogicz-
nych badan przeprowadzonych w Kanadzie [29].
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7. Charakterystyka molekularna szczepow
laseczki waglika w Polsce

Przeprowadzone metoda MLVA retrospektywne ba-
dania szczepdw B. anthracis wyizolowanych w Polsce
[10, 12] wykazaly wysoki, w poréwnaniu do innych
krajow europejskich, stopien zréznicowania szczepow
laseczki waglika w kraju. Dostepne dane pismiennic-
twa wskazuja, ze na terenie Polski wystepowaty szcze-
py B. anthracis nalezace przynajmniej do 7 réznych
genotypow MLVA, ktore reprezentowaty dwie glowne
linie filogenetyczne A i B (B2). Tak znaczne zrdznico-
wanie populacji B. anthracis w Polsce moze by¢ na-
stepstwem efektywnej, lokalnej ewolucji szczepow tego
drobnoustroju, ktora zachodzita przez kolejne stulecia,
podczas rokrocznych epidemii waglika. Ponadto, szcze-
py z réznych rejonéw Europy i Azji Mniejszej mogly
by¢ na przestrzeni stuleci sprowadzane na teren Polski
wraz z migrujacymi stadami bydta, owiec i koni,
w nastgpstwie licznych dziatan wojennych badz wy-
miany handlowe;j.

8. Podsumowanie

Waglik, jako choroba zwierzat i ludzi zostata w Pol-
sce 1 w Europie niemal catkowicie wyeliminowana,
cho¢ sa regiony gdzie wciaz wystgpuje ona endemicz-
nie. Nalezy tez pamigtal, ze przetrwalniki B. anthracis
zachowuja zywotno$¢ przez wiele dziesigcioleci i przy
korzystnych warunkach pogodowych (ulewne deszcze,
powodzie) moga zosta¢ wyptukane z gleby i wywotaé
lokalne ogniska wsrod zwierzat na terenach, na ktorych
od dziesigcioleci nie obserwowano tej choroby. Z tego
wzgledu konieczne jest podtrzymywanie statej zdolnos-
ci do szybkiej identyfikacji i typowania tego drobno-
ustroju w kraju, co ze wzgledéw ekonomicznych powin-
no by¢ w gestii stalego, referencyjnego laboratorium.

Badania przeprowadzone w ostatniej dekadzie po-
zwolily pozna¢ filogenezg i molekularna epidemiologie
laseczki waglika, czyli dostrzec zalezno$ci pomigdzy
zrdéznicowaniem genetycznym szczepOw B. anthracis,
a ich geograficznym wystgpowaniem, sposobem sze-
rzenia si¢ w trakcie epidemii, rezerwuarem i historycz-
nym pochodzeniem. Drobnoustrdj ten od wiekow to-
warzyszyt ludzkos$ci i wraz z jej ekspansja wkraczat na
nowe tereny i zajmowat nowe nisze ekologiczne [21],
w ktorych pozostanie jeszcze przez wiele pokolen.
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Staphylococci — what’s new about them?

Abstract: Several surface structures and secreted proteins of Staphylococcus aureus which take part in efficacious body colonization
have been well characterized. Nevertheless, staphylococci are still very difficult to control and cause many types of both community
and nosocomial infections, ranging from skin lesions to life-threatening invasive diseases. The exquisite staphylococcal adaptability
to changing environmental conditions is the basis for the success of these bacteria as pathogens. Staphylococci can very quickly
alter the phenotype using their gene expression regulatory systems. They can change the profile of produced virulence factors or
mode of growth: bacteria from planktonic culture can rapidly adhere to various surfaces, aggregate and form very well organized,
morphologically and functionally differentiated communities of microorganisms — biofilm. Staphylococcal biofilms show higher
resistance to many bactericidal factors, including host innate immunity, and are responsible for usually chronic, recurrent infections,
very often associated with the usage of medical biomaterials. S. aureus is also well adapted to intracellular survival, including
immunocompetent cells i.e. professional phagocytes. Recently, it has been also confirmed that some of staphylococcal virulence
factors can modulate immune response, both in vitro and in vivo, influencing host susceptibility to infection.

1. Introduction. 2. Staphylococcal interference with host immune response. 3. Inmunomodulatory activity of staphylococci. 4. S. aureus

as an intracellular pathogen. 5. Summary

Stowa kluczowe: czynniki wirulencji, gronkowce, immunomodulacja, uktad odporno$ciowy
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1. Wprowadzenie

Drobnoustroje towarzyszace rodzajowi ludzkiemu
od poczatkdéw jego istnienia zdaja si¢ stale wyprze-
dzaé nas ,,0 krok”. Postgpowi, ktory niewatpliwie zo-
stat osiagnigty w eliminacji chor6b zakaznych, wtoruje
pojawianie si¢ nowych zagrozen ze strony mikroorga-
nizméw. Wystarczy wspomnie¢ zakazenia wirusem
HIV, HCV, atypowymi wirusami grypy, wielolekoopor-
nymi pratkami gruzlicy, zakazenia towarzyszace sto-
sowaniu w praktyce medycznej biomaterialow i wiele
innych. Nawet drobnoustroje, ktore wydaja si¢ dosé¢
dobrze scharakteryzowane, potrafia zaskakiwac nie-
znanymi wlasciwo$ciami. Z cala pewno$cia mozna
zaliczy¢ do tej grupy gronkowce, na czele ze Staphylo-
coccus aureus — najistotniejszym z tego rodzaju gatun-
kiem chorobotworczym dla cztowieka i zwierzat.

Zestaw posiadanych przez S. aureus czynnikow wi-
rulencji jest niezwykle bogaty. Obejmuje on zaré6wno
integralne struktury komodrkowe, jak rdwniez szeroka
grupg czynnikdéw wydzielanych do srodowiska. Wsrod
pierwszych warto wymieni¢ charakterystyczne dla
drobnoustrojow Gram-dodatnich: peptydoglikan (PG),
kwasy tejchojowe (TA, teichoic acids) i lipotejchojo-

we (LTA, lipoteichoic acids), a takze struktury typowe
dla S. aureus, takie jak: biatko A (SpA, staphylococcal
protein A), czynnik skupiania (CIf, clumping factor),
biatko Bap (biofilm-associated protein), biatka DIt czy
wystepujace u wszystkich gronkowcéw biatka z grupy
MSCRAMMs (microbial surface components recogni-
zing adhesive matrix molecules) wiazace ECM (extra-
cellular matrix proteins). Czynniki wirulencji gron-
kowcéw wydzielane z ich komorek obejmuja miedzy
innymi: adhezyng gronkowcowa PIA/PNAG (polysac-
charide intercellular adhesin/polymeric N-acetyl-gluco-
samine), biatko adhezyjne Eap, biatko wiazace fibry-
nogen Efb (extracellular fibrinogen binding protein),
inhibitor komplementu SCIN (staphylococcal comple-
ment inhibitor), biatko CHIPS (chemotaxis inhibitory
protein of staphylococci), koagulaze, stafylokinaze
(SAK) i1 wiele innych enzymow. Wsrod czynnikow
zewnatrzkomorkowych na szczegélne wyrdznienie
zastuguja toksyny, w tym: hemolizyny (o, B, v, 0),
leukocydyna Panton-Valentine (PVL), toksyny epider-
molityczne, enterotoksyny, toksyna zespotu wstrzasu
toksycznego (TSST-1) czy biatka przypominajace su-
pernatygeny (SSLs, staphylococcal superantigen-like
protein) [4, 7, 10, 13, 15, 19, 24, 28, 35, 37, 40].

* Autor korespondencyjny: Zaktad Biologii Zakazen, Instytut Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii, Uniwersytet £6dzki;

Banacha 12/16, 90-237 L6dz; e-mail: bsad@biol.uni.lodz.pl
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2. Interferencja gronkowcow z mechanizmami
odporno$ciowymi gospodarza

Wydaje sig, iz wszystkie czynniki wirulencji gron-
kowcow zostaly juz bardzo dobrze opisane, zard6wno
pod wzgledem strukturalnym, jak i funkcjonalnym.
Tymczasem wprowadzenie nowych technik badaw-
czych oraz szersze spojrzenie na aspekty funkcjonowa-
nia i kooperacji gronkowcow (np. w zlozonej struktu-
rze biofilmu, takze wielogatunkowego), rzuca na wiele
z tych elementow patogennosci zupelie nowe $wiato.

Przyktadem znanych czynnikéw wirulencji S. aureus
o niedawno ujawnionych nowych wlasciwosciach moze
by¢ powierzchniowe biatko A. Udziat SpA w hamo-
waniu fagocytozy i blokowaniu klasycznej drogi ak-
tywacji dopelniacza, bedacy efektem nieswoistego
wiazania immunoglobulin klasy IgG i IgM przez ich
fragment Fc, jest znany od lat. Najnowsze badania do-
datkowo wskazuja na SpA, jako jeden z wazniejszych
czynnikdw promujacych agregacje gronkowcow i two-
rzenie przez te drobnoustroje biofilmu. Wykazano, iz
nawet sama obecnos¢ SpA w podtozu wzrostu drobno-
ustrojow nasila interakcje migdzykomorkowe. Zas
delecja genu spa ogranicza zdolnos$¢ tak powstatych
mutantow S. aureus do zasiedlania biomateriatow me-
dycznych in vivo [28]. Ponadto zwraca si¢ tez uwage
na inna aktywno$¢ biologiczna SpA. Wiazanie tego
biatka z receptorem dla czynnika martwicy nowotwo-
row (TNF, tumor necrosis factor) — TNFRI na komor-
kach eukariotycznych moze prowadzi¢ do wzbudzenia
reakcji zapalnej oraz do aktywacji szlakow apoptozy
[13, 28]. Tym samym ranga SpA, wsrdd czynnikow
wirulencji istotnych w procesie rozwoju infekcji
z udziatlem gronkowcow, dodatkowo wzrosta.

Niedoceniana moze by¢ takze rola proteaz, jaka
enzymy te odgrywaja w rozwoju zakazen z udziatem
r6znych mikroorganizmow, wlaczajac w to gronkowce.
Zwykle wskazuje sig na znaczenie proteaz w rozprze-
strzenianiu drobnoustrojow w tkankach, u podstaw
ktorego lezy ich zdolno$¢ do rozktadu biatek ECM.
Tymczasem proteazy nalezy rowniez zaliczy¢ do czyn-
nikow skutecznie interferujacych z mechanizmami
obronnymi gospodarza. Przeprowadzaja one migdzy
innymi degradacje¢ defensyn i immunoglobulin [34].
Ostatnio za§ Smagur i wsp. [35] wykazali, iz pro-
teaza SspB — jedna z czterech (obok SspA, ScpA
i aureolizyny) najlepiej poznanych proteaz S. aureus,
jest odpowiedzialna za degradacj¢ receptora FcyRIII
i czastki adhezyjnej CD11b na komorkach eukario-
tycznych. Aktywno$¢ tego enzymu w ustroju gospo-
darza utrudnia wigc zjawisko chemotaksji i diapedezy
leukocytow. Nalezy rowniez wspomnie¢ o udziale pro-
teaz drobnoustrojéw w uwalnianiu ich z zewnatrz-
komérkowej ,,sieci putapkowej” tworzonej gtownie
przez granulocyty oboj¢tnochtonne — NETs (neutro-
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phil extracellular traps). Do powstawania NETs do-
chodzi prawdopodobnie po wyczerpaniu wszystkich
mozliwo$ci wewnatrzkomorkowego zabijania drobno-
ustrojow, kiedy aktywowane komorki wydzielaja do
otoczenia chromatyng i liczne peptydy bdjcze (np.
katepsyng G, mieloperoksydazg, elastazg, laktoferyne,
zelatynaze). Tak utworzona sie¢ w sposob fizyczny
zatrzymuje drobnoustroje w migjscu rownoczesnego
nagromadzenia czynnikow dzialajacych przeciwdrob-
noustrojowo [3, 30].

Tak naprawde jednak sukces S. aureus jako pato-
genu wynika nie tyle z aktywnosci biologicznej poje-
dynczych czynnikow wirulencji tego drobnoustroju,
ale z umiejgtnosci réwnoczesnego wykorzystania wielu
z nich oraz szybkiego dostosowania ich ekspresji do
konkretnie zaistniatej sytuacji in vivo. Synergistyczne
dziatanie roznych wyznacznikéw patogennosci daje
gronkowcom mozliwo$¢ interferencji z aktywnoscia
uktadu odpornosciowego gospodarza praktycznie na
kazdym etapie rozwoju odpowiedzi przeciwdrobno-
ustrojowej. Za$ geny je kodujace zostaly w toku ewo-
lucji zgrupowane w wigksze jednostki organizacyjne
genomu zwane operonami i podporzadkowane syste-
mom regulatorowym ekspresji genow (dwa najwaz-
niejsze z nich u gronkowcow to agr — accessory gene
regulator i sarA — staphylococcal accessory regu-
lator A) tak, by umozliwi¢ ich rownoczesna ekspresje
czy represjg [6, 41].

Interferencja gronkowcéw widoczna jest juz na
pierwszym etapie rozwoju reakcji odpornosciowej
w organizmie gospodarza — wykazuja one zdolnos¢
hamowania migracji komoérek fagocytarnych do miejs-
ca infekcji. Zjawisko diapedezy i chemotaksji leuko-
cytow determinujg swoiste receptory znajdujace sig na
ich powierzchni i na powierzchni innych komorek, np.
srodbtonka naczyn krwionosnych. Opuszczanie krwio-
obiegu przez fagocyty zachodzi dzigki swoistym inter-
akcjom typu receptor-ligand warunkowanym przez
obecnos¢ na komorkach immunokompetentnych recep-
torow dla selektyn: PSGL-1 (P-selectin glycoprotein
ligand-1) i ESL-1 (E-selectin ligand-1) oraz czaste-
czek integryn: Mac-1, LFA-1 i VLA-4, ktore lacza si¢
(odpowiednio) z selektynami P i E oraz receptorami:
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) i VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule-1) na komoérkach
srodbtonka [9]. W badaniach nad patogennos$cia gron-
kowcow stwierdzono natomiast, iz wytwarzany przez
nie polipeptyd SSL-5 wykazuje zdolno$¢ taczenia sig
z receptorami dla P-selektyn (PSGL-1), za$ biatko Eap
blokuje receptor ICAM-1 [4, 13, 18]. Tym samym oba
biatka produkowane przez S. aureus interferuja z pro-
cesami przylegania fagocytow do komorek srédbtonka
naczyn, toczenia si¢ po nich i przechodzenia (diape-
dezy) przez Sciany naczyn. Dalszy ukierunkowany
ruch leukocytéw w tkankach warunkuja migdzy inny-
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mi czynniki chemotaktyczne powstajace w organizmie

gospodarza, jak uwalniane w trakcie aktywacji dopet-

niacza fragmenty C5a i C3a czy chemokiny (IL-8,

MIP, MCP), TGF-f, leukotrien LTB,, defensyny,

czynnik aktywujacy ptytki (PAF) i inne. Wsrod chemo-

atraktantow wymienia si¢ rowniez czynniki wydzielane
przez same drobnoustroje, w tym glownie struktury
zaliczane do PAMPs (patogen associated molecular

patterns), jak formylowane peptydy (fMLP) [11, 32].

Odpowiedz fagocytow na czynniki chemotaktyczne

nastgpuje przy udziale swoistych dla nich receptorow

na powierzchni tych komoérek. Tymczasem wykazano,
iz okoto 60% szczepow S. aureus produkuje biatko

CHIPS, ktoére wiaze si¢ z receptorami dla fragmentu

C5a dopetniacza (C5aR) oraz z receptorami dla for-

mylowanych peptydow (FPR) [8, 11, 32].

Po dotarciu w okolice wrot zakazenia lub innego
miejsca lokalizacji drobnoustrojow patogennych,
w leukocytach nastgpuje aktywacja procesu fagocytozy
1 wewnatrzkomodrkowego zabijania czynnikoéw zakaz-
nych. Gronkowce wyksztalcity liczne mechanizmy
przeciwdziatania takze tej aktywno$ci komorek gospo-
darza. Do mechanizméw utrudniajacych fagocytoze,
w tym takze opsonofagocytozg (zalezna od obecnosci
opsonin, np. przeciwcial, sktadnikow komplementu)
zalicza sie:

e obecno$¢ na powierzchni gronkowcow SpA, ktore
jak juz wspomniano nieswoiscie wigze fragment Fc
przeciwciat i czynnik von Willebranda, ingeruje
w pierwsze etapy klasycznej drogi aktywacji dopet-
niacza i uczestniczy w agregacji gronkowcow;

o ckspresj¢ biatek wiazacych fibrynogen: ClIf i ze-
wnatrzkomorkowego biatka Efb, dodatkowo posia-
dajacego zdolno$¢ wiazania sktadnika C3 dopet-
niacza i tym samym blokowania jego aktywacji na
powierzchni gronkowcow;

e produkcje biatka SCIN stabilizujacego kompleksy
konwertazy C3 w trakcie aktywacji komplementu
i tym samym powodujacego ostabienie ich aktyw-
nosci enzymatycznej;

e wydzielanie polipeptydu SSL-7 wiazacego i bloku-
jacego sktadnik C5 dopelniacza;

« produkcjg SAK, ktora jako aktywator plazminogenu
posrednio uczestniczy migdzy innymi w enzyma-
tycznej degradacji przeciwcial i sktadnikéw kom-
plementu [2, 4, 6, 13, 28].

Ingerencja S. aureus w proces wewnatrzkomorko-
wego zabijania drobnoustrojéw obejmuje zaréwno
mechanizmy tlenowe, zwiazane z produkcja i przeciw-
drobnoustrojowym dziataniem reaktywnych form tle-
nu (np. anionu ponadtlenkowego, nadtlenku wodoru,
rodnikéw hydroksylowych, tlenu singletowego), jak
i mechanizmy nie zwiazane z tlenem — wynikajace
z bojczej aktywnosci zwiazkow wytwarzanych i depo-
nowanych w ziarnisto$ciach leukocytow (np. defensyn,
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katelicydyn, biatka BPI, lizozymu, laktoferyny, elasta-

zy, katepsyny G, proteinazy 3). Istotna rol¢ odgrywaja

tu produkowane przez gronkowce enzymy:

« katalaza przeprowadza reakcj¢ rozktadu H,O,;

« dysmutaza ponadtlenkowa inaktywuje anion ponad-
tlenkowy;

« reduktazy siarczanowe metioniny zapobiegaja utle-
nianiu tego aminokwasu przez rodniki tlenowe;

« aureolizyna uczestniczy w uwalnianiu gronkowcow
z ziarnistosci fagosomalnych i ich przechodzeniu do
cytoplazmy [36].

Funkcjg przeciwutleniacza pelni tez produkowany
przez S. aureus pomaranczowy barwnik karotenoido-
wy — stafyloksantyna [5, 31]. Ponadto liczne produk-
ty gronkowcow wykazuja aktywnos$¢ proteolityczna
w stosunku do produkowanych przez komorki gospo-
darza peptydow bojczych. Nalezy tu ponownie przy-
wotac stafylokinaze, ktora po utworzeniu kompleksow
z a-defensynami blokuje ich aktywno$¢ przeciwdrob-
noustrojowa czy aureolizyng wykazujaca zdolno$¢ de-
gradacji katelicydyn [2, 4, 33]. S. aureus posiadaja tez
zdolno$¢ czgéciowej neutralizacji ujemnego tadunku
powierzchni ich komorek przez chemiczna modyfika-
cje sktadnikow $ciany komorkowej (udzial biatek DIt
i MprF), co obniza wrazliwo$¢ tych drobnoustrojow
na atak eukariotycznych peptydéw kationowych [4,
13, 15]. Opisane wyzej wlasciwosci pozwalaja gron-
kowcom skutecznie unika¢ dziatania mechanizmow
obronnych ustroju gospodarza.

3. Aktywno$¢ immunomodulacyjna gronkowcow

Ostatnio szczegdlna uwage zwraca si¢ na aktyw-
no$¢ immunomodulacyjna sktadnikoéw/metabolitow
uwalnianych/wydzielanych przez gronkowce, ujaw-
niang zaro6wno in vitro, jak i in vivo w stosunku do
komorek eukariotycznych. Do jednych z bardziej ak-
tywnych biologicznie substancji zalicza si¢ takie sktad-
niki §ciany komoérkowej bakterii Gram-dodatnich, jak
peptydoglikan oraz kwasy tejchojowe i lipotejchojowe.
Pod wzgledem oddzialywania na organizmy wyzsze
PG uznawany jest nawet za odpowiednik LPS bakterii
Gram-ujemnych. Zarowno PG, jak i TA/LTA naleza
do sktadnikow PAMPs rozpoznawanych przez recep-
tory TLR (Toll-like receptors) na komorkach gospo-
darza, czego efektem jest ich dziatanie chemotaktycz-
ne w stosunku do leukocytdéw, stymulacja monocytow
i makrofagow do wydzielania cytokin prozapalnych
(w tym pirogennych, jak IL-1) i rodnikéw tlenowych
oraz aktywacja dopetniacza [20, 25, 37]. Szczegdlna
aktywnoscig biologiczna charakteryzuja sig tez toksyny
gronkowcowe. Zwlaszcza hemolizyna a (a-toksyna),
ktora oprocz klasycznej aktywno$ci hemolitycznej
wykazuje tez wlasciwosci leukotoksyczne (gtownie



176

w stosunku do linii komérek monocytarno-makrofa-
gowych), dermonekrotyczne, kardiotoksyczne, letalne,
prozapalne i proapoptyczne [10, 23, 27]. Egzotoksyny
gronkowcowe tworzace pory w blonach komoérkowych
naleza do czynnikdéw zaangazowanych w procesy
$mierci komorkowej. Wymienia si¢ wsrod nich: opi-
sang wyzej a-toksyng, leukocydyng Panton-Valentine
(PVL) oraz toksyne zespotu wstrzasu toksycznego
(TSST-1). Ich obecnos¢ w niewielkich stgzeniach pro-
wadzi do wiaczania najczg$ciej wewngtrznego (tzw.
mitochondrialnego) szlaku apoptozy, podczas gdy wyz-
sze stgzenia tych toksyn zwykle powoduja nekroze
komorek. Aktywno$¢ proapoptyczna i pronekrotyczna
S. aureus wykazuje w stosunku do wielu typow
komorek eukariotycznych, obejmujacych zaréwno
komorki nabtonkowe, srodbtonkowe, jak i wchodzace
w sktad uktadu odpornosciowego: limfocyty, mono-
cyty, makrofagi czy neutrofile [17, 24, 35, 38]. Ujaw-
nienie sig tego typu aktywnosci immunomodulacyjne;j
drobnoustrojow in vivo moze powaznie zakldci¢ pra-
widlowy przebieg procesu ich eliminacji i promowacé
rozwoj petnoobjawowego zakazenia.
Uwalnianie/wydzielanie wielu sktadnikéw/produk-
tow drobnoustrojow (w tym gronkowcoéw) do srodo-
wiska wzrostu zachodzi w sposéb naturalny, czgsto
zamierzony przez same mikroorganizmy (zwigzany
z okreslona faza ich cyklu zyciowego lub warunkami
aktualnie panujacymi w mikroniszy). Moze réwniez
dochodzi¢ do niego spontanicznie, w efekcie oddzia-
lywania na komorki bakterii dodatkowych czynnikoéw
zewngtrznych. Oprocz fizycznych czy chemicznych
czynnikdw pojawiajacych si¢ w ekosystemach $rodo-
wiskowych (np. sity mechaniczne, promieniowanie
UV, promieniowanie jonizujace, chemikalia) zaliczy¢
mozna do nich takze mechanizmy uktadu odpornos-
ciowego gospodarza, czy stosowane biocydy pozosta-
jace w stgzeniach nieterapeutycznych (subinhibicyj-
nych). To ostatnie jest tym bardziej niepokojace, iz
w trakcie prowadzenia antybiotykoterapii in vivo, pod-
progowe stezenia chemioterapeutykow zwykle najdhu-
zej utrzymuja si¢ w tkankach, zwlaszcza tych trudno
dostgpnych. I tak, stwierdzono migdzy innymi nasilo-
ne uwalnianie PG, LTA oraz a-toksyny u gronkowcow
W obecnosci antybiotykdéw b-laktamowych [22, 25, 39].
Istnieje wigc wysokie prawdopodobienstwo zachodze-
nia, towarzyszacego antybiotykoterapii, przypadko-
wego uwalniania w ustroju gospodarza duzych ilosci
zwiazkéw pochodzenia prokariotycznego, posiadaja-
cych wlasciwosci immunomodulacyjne. Warto tez za-
uwazy¢, iz moga one pochodzi¢ nie tylko z komorek
mikroorganizméw patogennych, ale takze z drobno-
ustrojow wchodzacych w sktad mikroflory naturalnej
pacjenta. Wymusza to konieczno$¢ wprowadzenia
jeszcze bardziej Scistej kontroli dozowania antybioty-
koéw, obejmujacej nie tylko ustalenie terapii celowa-
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nej, ale takze odpowiednich jej dawek, po uwzgled-
nieniu parametrow farmakodynamicznych i farmako-
kinetycznych danego biocydu.

4. S. aureus jako wewnatrzkomérkowy patogen

Rozpatrujac do niedawna nieznane wiasciwosci
gronkowcow nie sposob pominag ich zdolnosci do prze-
trwania we wngetrzu komorek eukariotycznych. Drobno-
ustroje te nie sa zaliczane do klasycznych wewnatrz-
komoérkowych patogenow (jak np. Chlamydia spp.,
Legionella spp. czy Rickettsia spp.), ale stale ro$nie
liczba doniesien wykazujacych taka wtasnie lokalizacje
S. aureus w organizmie gospodarza. Udowodniono zja-
wisko przezywania gronkowcoéw migdzy innymi w ko-
morkach nabtonkowych, §rédbtonkowych, keratynocy-
tach, fibroblastach, enterocytach, osteoblastach, a nawet
w profesjonalnych fagocytach [1, 16, 21, 29]. W inter-
nalizacje gronkowcow z komorkami zaangazowane sa
mostki fibronektynowe tworzace si¢ miedzy powierzch-
niowymi bialkami S. aureus wiazacymi fibronektyne
a integrynami &[5, na komérkach. Zachodzi ona wow-
czas z wykorzystaniem tzw. mechanizmu zamka btys-
kawicznego i utworzeniem endosomu. W przypadku
profesjonalnych fagocytow wiazanie gronkowcodw od-
bywa si¢ przy udziale powierzchniowych receptorow
tych komorek, np. receptoréw dla fragmentow Fc
immunoglobulin — FcR, dla sktadnikéw dopetniacza
— CR, receptoréw rozpoznajacych wzorce molekularne
patogenéw — PRR i zwykle prowadzi do utworzenia
klasycznego pseudopodiom, a nastgpnie fagosomu
[12, 16, 21, 35]. Dalszy rozw0j zdarzeh nadal pozo-
staje przedmiotem badan naukowych, cho¢ w oparciu
o dokonane obserwacje mikroskopowe mozna poku-
si¢ si¢ o podanie kilku prawdopodobnych scenariuszy
zachowania si¢ gronkowcow w komoérkach. Drobno-
ustroje te moga wigc pozostawaé w wakuolach endo-
somalnych lub uwalnia¢ si¢ do cytoplazmy komorek
i tam namnaza¢, prowadzac ostatecznie do lizy ko-
morek eukariotycznych. Rozpatruje si¢ tez mozliwosc
przechodzenia S. aureus pozostajacych w cytoplazmie
w mniej aktywne metabolicznie i dzigki temu stabiej
wirulentne formy zwane SCV (small colony variants).
Jednym z wykorzystywanych przez gronkowce sposo-
béw przezywania w komorkach, takze w profesjonal-
nych fagocytach, wydaje si¢ by¢ autofagia i pozostawa-
nie w utworzonych, otoczonych wieloma membranami
autofagosomach lub we wnetrzu duzych wakuoli fago-
cytarnych — tzw. makropinosomach, ktore nie wy-
kazuja zdolnosci fuzji z lizosomami [1, 14, 16,
21]. Mozliwe, iz gronkowce wykorzystuja wszystkie
z przedstawionych hipotetycznych scenariuszy w zalez-
nosci od aktualnej sytuacji i/lub typu komorki eukario-
tycznej. Z cata pewnoscia mozna jednak powiedziec,
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iz wewnatrzkomorkowe przezywanie gronkowcow
to dobra strategia funkcjonowania tych patogendéw
W ustroju gospodarza, zapewniajaca im przede wszyst-
kim ochrong przed dziataniem jego humoralnych i ko-
moérkowych mechanizmow odpornosciowych. Co wig-
cej, czesto zachodzaca in vivo wewnatrzkomorkowa
lokalizacja tych bakterii oraz fakt tatwego tworzenia
biofilmu przez gronkowce implikuje okreslone proble-
my diagnostyczne.

5. Podsumowanie

Cho¢ gronkowce ztociste umieszcza si¢ na liscie
jednych z najlepiej poznanych drobnoustrojow, to wy-
daje si¢ ze jeszcze nie raz moga zaskoczy¢ swoimi
nowymi lub dotad nieodkrytymi wlasciwosciami. Wy-
nika to z ich niezwyklych zdolnosci przystosowaw-
czych do zmieniajacych si¢ warunkéw otoczenia. Sa to
przeciez drobnoustroje zamieszkujace zarowno $rodo-
wiska abiotyczne, jak i bytujace w organizmach wyz-
szych, wlaczajac w to wngtrza komorek eukariotycz-
nych. Moga pozostawa¢ w formach planktonowych lub
tworza ztozone, zarowno pod wzglgdem budowy, jak
i fizjologii, struktury biofilmu. Posiadaja i wykorzys-
tuja wyjatkowo szeroki zestaw roznorodnych czynni-
kéw wirulencji, obejmujacy zardwno integralne sktad-
niki komoérkowe, jak i czynniki uwalniane do otoczenia.
Sa zdolne do immunomodulacji odpowiedzi odpor-
nosciowej ustroju gospodarza i skutecznie interferujac
z wszystkimi jej mechanizmami moga pretendowac¢ do
miana patogenu doskonatego.
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1.Wstep. 2. Cykl replikacyjny wzw C. 3. Rola lipoprotein w cyklu wirusowym. 4. Nowe inhibitory zakazenia. 5. Blokowanie
zakazenia dzialaniem na lipoproteidy. 6. Mikrotubule jako nowy cel terapeutyczny. 7. Wnioski i perspektywy

Quest for new ways to prevent Hepatitis C virus infections

Abstract: Hepatitis C virus infection is a major cause of chronic liver diease, which can evolve to steatosis, cirrhosis and primary
liver cancer. No HCV vaccine is available and current treatment, based on alfa interferon in association with ribavirin, leads to virus
clearance in 50-80% of cases, is expensive and has considerable side effects. This stimulates constant search of new targets for anti-
viral approaches by improving our knowledge of the virus cell cycle.

HCYV represents unique model of virus-cell interaction, due to the central role of lipoproteins in the virus life cycle. Virus
morphogenesis, takes place in association with lipid droplets and very low density lipoproteins (VLDL) are required for the produc-
tion and release of virus particles from infected cells. Our studies concentrate on the mechanism of virus cell entry, its interaction
with receptors and the role of triglycerid rich lipoproteins associated with virus particles in the initiation of infection. Our group has
identified lipoprotein lipase (LPL) as an inhibitor of HCV infection. Another subject is the intracellular transport of virus structural
proteins along the cytoskeletal, elements, especially microtubules. We have shown that virus cell entry, its transport and secretion
from infected cells require fully functional microtubules. In addition, HCV core protein has a capacity to bind to tubulin, increasing
microtubule polymerisation and permitting its intracellular transport.

Thus, lipoproteins associated with infectious virus particles, which are required for virus cell entry and transport on the micro-
tubule network might be considered as new and attractive therapeutic targets for the development of new drugs anti viral-approaches.

1. Introduction. 2. HCV replication cycle. 3. Role of lipoproteins in the HCV life cycle. 4. New inhibitors of infection. 5. Blocking

infection by acting on lipoproteins. 6. Microtubules as a new terapeutic target. 7. Conclusion and perspectives

Stowa kluczowe: wirus wzw C, infekcja komorki, cykl replikacyjny, cele terapeutyczne

Key words:

hepatitis C virus (HCV), cell infection, replication cycle, therapeutic targets

1. Wstep

Zakazenie wirusem zapalenia watroby typu C
(wzw C) pozostaje waznym problemem zdrowia pu-
blicznego. Liczba nosicieli wzw C na $wiecie jest
oceniana na 130-170 mln, a w rzeczywisto$ci prawdo-
podobnie znacznie wigcej, gdyz wigkszos¢ zakazen
wzw C jest bezobjawowa. W 60-80% przypadkow
zakazenie przechodzi w przewlekla chorobg watroby,
a konsekwencja wieloletniego nosicielstwa moze by¢
steatoza, marsko$¢ lub pierwotny rak watroby (hepato-
carcinoma). Tylko 3% osob zakazonych, jest podda-
wane leczeniu, opartym na podawaniu interferonu alfa
w polaczeniu z rybawiryna, ktére prowadzi do elimi-
nacji wirusa w 50-80% przypadkow, zaleznie od jego
genotypu. Terapia aktualnie stosowana jest kosztowna
i powoduje powazne efekty uboczne [1].

Pomimo ogromnych wysitkow ciagle nie dyspo-
nujemy profilaktyczna ani terapeutyczna szczepionka
przeciwko wzw C. Ciagla zmienno$¢ wirusa oraz fakt,

ze nie znamy doktadnie jego struktury i mechanizmow
odpornosciowych prowadzacych do eliminacji wzw C
z zakazonego organizmu, leza u podstaw trudnos$ci
W przygotowaniu szczepionki i ulepszenia istniejacych
metod leczenia. Wysoki procent pacjentéw nieodpo-
wiadajacych na aktualne sposoby leczenia, zmusza nas
do stalego poszukiwania nowych metod terapeutycz-
nych, a przede wszystkim do proponowania nowych
celéw naszej ingerencji poprzez doktadne poznawanie
cyklu komoérkowego wirusa wzw C. W dodatku wzw C
posiada niezwykta zdolno$¢ stymulowania przewlek-
lego zakazenia, poprzez permanentna ucieczke spod
kontroli mechanizméw odpornosciowych gospodarza:
wrodzonej odpowiedzi imunologicznej zakazonych he-
patocytdéw, jak réwniez odpowiedzi humoralnej i ko-
moérkowej uktadu immunologicznego adaptacyjnego
[podsumowane w 2, 3].

Prace naszego zespotu koncentruja si¢ na badaniu
mechanizmu wnikania wirusa do komorki, jego interak-
cji z receptorami na powierzchni hepatocyta (komorki

* Autor korespondencyjny: Institut Pasteur, Unité Hépacivirus et Immunité Innée, 25/28 Rue du Dr. Roux, 75724 Paris, France;
tel: 33-14568 8261; Fax: 33-14061 3012; e-mail: agata.budkowska@pasteur.fr
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docelowej wzw C) i roli, jaka odgrywaja lipoproteiny
zwiazane z czastka wirusowa w zapoczatkowaniu pro-
duktywnego zakazenia. Ten kluczowy etap cyklu wiru-
sowego stanowi punkt centralny naszych badan, jako
Ze ingerencja w jego przebieg moze zablokowac wczes-
ne etapy zakazenia. Drugim tematem naszych badan jest
mechanizm transportu wewnatrzkomérkowego kom-
ponentow strukturalnych wirusa na elementach cyto-
szkieletu — mikrotubulach, jako Ze wnikanie wirusa
do komorki, jego transport, tworzenie kompleksow
replikacyjnych, ale takze pdzniejsze etapy cyklu takie
jak morfogeneza i sekrecja czastek wirusowych wy-
magaja w pelni funkcjonalnych mikrotubul. Poznanie
tych waznych etapow cyklu, pozwolito nam zapro-
ponowa¢ dwa zasadnicze cele przysztych interwencji
terapeutycznych.

2. CyKl replikacyjny wzw C

Wzw C jest wirusem otoczkowym, z rodziny Fla-
viviridae (rzad Hepacivirus) zawierajacym jednonicio-
we RNA o polarnosci dodatniej, zbudowane z ok.
9000 nukleotydow. Wzw C jest wirusem zmiennym:
mamy 7 genotypow i okoto 100 podtypow wirusa.
W dodatku genom wirusowy, stale mutujacy na sku-
tek btednej replikacji RNA podlega ciaglej ewolucji
w zakazonym organizmie, a jego liczne formy (,,quasi-
species”) sa kolejno eliminowane przez odpowiedz
immunologiczna [3]. Wirusowe RNA koduje jedna po-
liproteing, zbudowana z ok. 3000 aminokwasow, ktora
jest dzielona przez proteazy komoérkowe na 3 biatka
strukturalne: biatko kapsydu oraz biatka otoczki E1l
i E2, a nastgpnie przez proteazy wirusowe na biatko P7
1 6 bialek niestrukturalnych (NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A i NS5B) [4, 5]. Bialka strukturalne tworza
czastki wirusowe, podczas gdy biatka niestrukturalne,
np. helikaza-proteaza i RNA zalezna RNA-polimeraza
uczestnicza w replikacji genomu. Bialka niestruktural-
ne NS2, NS3, NS5A and P7 uczestnicza roéwniez
w produkcji zakaznych czastek wirusowych [6].

Cykl replikacyjny wirusa C przebiega catkowicie
w cytoplazmie komorki watroby (Rys. 1). Z przyczyn
dotad nieznanych jedynie cztowiek i szympans sa
wrazliwe na zakazenie, czynniki restrykcyjne sa stale
przedmiotem badan. Cykl wirusowy rozpoczyna inter-
akcja wirusa z wieloma receptorami komorkowymi,
a proces jego wnikania do komorki jest wieloetapowy.
Biora w nim udziat proteoglikany (siarczan heparyny)
[7], receptor dla lipoprotein o niskiej ggstosci (LDL-R)
[8], tzw. receptor ,,scavenger” (SR-BI) (oprocz glowne-
go receptora wzw C, tetraspaniny CD-81 [10]. CD-81
tworzy kompleks i wspotdziata z receptorem SR-BI,
ale co wazniejsze inicjuje kaskade sygnalizacji komor-
kowej niezbedna do zapoczatkowania dalszych etapow
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infekcji [11]. Wirus C wnika do komorki poprzez
receptory umiejscowione w potaczeniach S$cistych
(tight junctions) ,.klaudyn¢” (CLD1) [12] i ,,okludyng”
(OCLN) [13, 14]; ta ostatnia jest prawdziwym ,.klu-
czem” do rozpoczgcia infekcji.

Whikanie wirusa do komorki przebiega droga endo-
cytozy, zaleznej od klatryny, ktéra prowadzi do uwol-
nienia nukleokapsydu we wczesnych endosomach
[15]. Fuzja biatek otoczki z btona endosomalna, jest
zalezna od niskiego pH i powoduje uwolnienie nu-
kleokapsydu wirusowego umozliwiajac tym samym
ucieczke wirusa od systemu degradacji lipoprotein
w komorce watroby.

Dalsze etapy cyklu to synteza i przetwarzanie poli-
proteiny, replikacja wirusowego RNA w tworach bto-
niastych zwanych ,,membranous webs” [16], a nastgp-
nie morfogeneza czastek wirusowych, ich transport
i uwalnianie wirusa z zakazonej komorki w potaczeniu
z lipoproteinami o niskiej gestosci VLDL (patrz nizej).

3. Rola lipoprotein w cyklu wirusowym

Wirus wzw C reprezentuje zupetnie nowy i unikal-
ny model interakcji wirusa z komorka docelowa, po-
przez centralna rolg lipoprotein w jego cyklu zyciowym
[17-19]. Poniewaz namnazanie si¢ wirusa przebiega
w watrobie, gtdwnym organie metabolizujacym lipo-
proteiny, zakazenie wzw C powoduje powazne zmiany
w ich metabolizmie, takie jak np. obnizone poziomy
lipoprotein w przebiegu przewleklej infekeji [20], lub
gromadzenie si¢ lipidow w komodrkach parenchymal-
nych (steatoza) [21]. Z drugiej strony, replikacja wiru-
sa C podlega regulacji przez kwasy thuszczowe i pro-
ces geranylgeranylizacji [22], a morfogeneza wirusa
przebiega w $cistym kontakcie z ciatkami lipidowymi
(lipid droplets), organellami wewnatrzkomdérkowymi,
magazynujacymi neutralne lipidy [23, 24]. Tworzenie
si¢ czastek wirusowych wymaga taczenia si¢ biatka
nukleokapsydu z ciatkami lipidowymi: biatko nukle-
okasydu ,,mobilizuje” nastepnie bialka niestrukturalne
do membran, potaczonych z ciatkami lipidowymi i za-
poczatkowujac w ten sposob proces morfogenezy [24].

Proces tworzenia zakaznych czastek wirusowych,
ich transport i uwalnianie z zakazonej komorki wyma-
ga ponadto ich potaczenia z VLDL [25-27]. W rezul-
tacie, zakazne czastki wirusowe, opuszczaja zakazona
komorke i kraza w surowicy $cisle zwiazane z lipo-
proteinami bogatymi w trojglicerydy (TRL) [8, 28],
tworzac tzw. ,,Viro-Lipo-Particles” (LVPs) [29], ktore
niczym nie przypominaja klasycznych wirionow. LVPs
sa utworzone przez lipoproteiny bogate w trojglicerydy
(TRL) zawierajace apolipoproteing B (ApoB) and apo-
lipoproteing E (ApoE), nukleokapsydy wirusowe, oraz
biatka otoczki [29, 30]. Intrygujaca sprawa jest obec-
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Rys. 1. Cykl zyciowy wirusa wzw C i jego potencjalne inhibitory

Wirus wzw C krazy w surowicy chorych w potaczeniu z lipoproteinami zawierajacymi ApoB i ApoE (glownie VLDL), tworzac tzw. Lipo- Viro
Particles (LVPs). Poczatkowy etap wnikania wirusa do komorki docelowej (hepatocyta) jest zalezny od lipoprotein, wiazacych si¢ z receptorem
lekkich lipoprotein LDL-R (1) i/lub siarczanem heparyny (2). Wirus C moze si¢ réwniez bezposrednio wiazac z trzecim receptorem, SR-BI (3)
poprzez lipoproteiny zwigzane z czastkami wirusowymi. SR-BI (3) tworzy kompleks z tetraspanina CD-81 (4) a interakcja wirusa z ta ostatnia,
inicjuje sekwencje sygnalizacji niezbgdnej do zapoczatkowania zakazenia. Wzw C wedruje nastgpnie wraz z kompleksem SR-BI/CD-81 do potaczen
Scistych, gdzie reaguje z kolejnymi receptorami Klaudyna (CLDN1) (5) i okludyna (OKLN) (6). Wirus wnika do komorki droga endocytozy, zaleznej
od klatryny i niskiego pH, po czym nastgpuje fuzja glikoprotein otoczki z blona endozomalna (E), uwolnienie nukloeokapsydu wirusowego. Wnikanie
wirusa do komorki i jego wezesny transport zaleza od sieci mikrotubul (M). Replikacja przebiega w bloniastych strukturach, zwanych ,,membranous
web” (MW), a synteaza bialek w kontakcie z retikulum endoplazmatycznym (ER). Morfogeneza wymaga interakcji biatek wirusowych (struktural-
nych i niestrukturalnych) z ciatkami lipidowymi (CL), a nastgpnie polaczenia tworzacych sig¢ czastek wirusowych z VLDL, ktore warunkuja ich
sekrecje z zakazonej komorki. Zaznaczono réwniez Arbidol (inhibitor fuzji) i anti-miR 122 regulujacy biosyntezg kwasow ttuszczowych i cholesterolu.

no$¢ w LVPs ApoB48, produkowanej przez enterocy-
ty, co mogloby sugerowac ze czg$¢ krazacych czastek
wirusowych jest produkowana nie tylko w watrobie,
lecz rowniez w enterocytach, wylacznym miejscu syn-
tezy ApoB48 [31].

4. Nowe inhibitory zakazenia

Wprowadzone w ostatnich latach dwa zasadnicze
modele badan: tzw. replikony [32] dajace mozliwosci
analizy mechanizmu replikacji, ale przede wszystkim
system produkcji wirusa C w komorkach hepatoma in
vitro (tzw. model HCVcc), pozwalajacy na odtworze-
nie petnego cyklu wirusa C [33, 34] — otworzyly nowa
epoke¢ badan inhibitorow zakazenia komorki wzw C.

Inhibitory obecnie proponowane sa skierowane
gléwnie przeciwko nie-strukturalnym biatkom wirusa
niezb¢dnym do jego replikacji, a wigc przeciw prote-
azie-helikazie wirusowej (NS3) i jej ko-faktorowi
NS4A, jak réwniez biatku NS4B i uczestniczacym
w formowaniu kompleksu replikacyjnego, RNA-za-
leznej RNA polimerazie (NS5B), i ostatnio opracowa-
ne $rodki przeciwko NS5A [6, 35].

Drugi typ lekow aktualnie opracowywanych jest
skierowany przeciwko biatkom uczestniczacym w mor-
fogenezie wzw C: p7 i NS2. Inny jeszcze typ lekow
blokuje syntezg i sekrecje VLDL zawierajacych ApoB
(np. s$rodki blokujace funkcje mikrosomalnego biat-
ka transportujacego, Microsomal Transfer Protein,
MTP) absolutnie niezbednych do tworzenia zakaznych
wirionow.
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Wiele badan prowadzonych aktualnie dotyczy le-
kéw blokujacych proces wnikania wirusa do komorki:
np. reagujacych swoiscie z niektérymi receptorami (jak
CD-81 lub SR-BI lub ograniczajacych ich ekspresj¢
na powierzchni komorki [posumowane w 18, 19, 35].
Rozwazane jest uzycie przeciwciat neutralizujacych,
ktore blokowalyby wczesne etapy cyklu ale nastgpu-
jace po adsorpcji wirusa na powierzchni komorki [36],
lub tez lektyn reagujacych z glikoproteinami otoczki
[37]. Niestety ogromna wigkszo$¢ proponowanych
lekéw ma wlasciwosci toksyczne lub powoduje po-
wazne efekty uboczne i jedynie nieliczne sa dopusz-
czane do prob klinicznych [6, 35].

5. Blokowanie zakazenia dzialaniem na lipoproteiny

Charakterystyczna i unikalna cecha wzw C jest za-
lezno$¢ procesu infekcji komorki od metabolizmu lipo-
protein. W rozpoznawianiu wirusa i jego internalizacji
uczestnicza wigc receptory i czasteczki posredniczace
réwniez w metabolizmie lipoprotein, takie jak: proteo-
glikany (siarczan heparyny) [7] receptor dla lipoprotein
o niskiej gestosci (LDL-R) [8] i receptor ,,scavenger”
(SR-BI) [9], oprocz gtdwnego receptora wzw C, tetra-
spaniny CD-81 [10] i receptoréw umiejscowionych
w polaczeniach Scistych [12—14].

Lipoproteiny, jak rowniez ich podstawowe sktad-
niki biatkowe (Apolipoproteiny) sa uznanymi regula-
torami zakazenia wzw C. Tak wigc naturalne ligandy
SB-BI, jak VLDL [39] jak réwniez utlenione LDL,
powstajace w przebiegu zakazenia [40] sa inhibitorami
wnikania wirusa do komorki, podczas gdy cigzkie lipo-
proteiny (HDL) wzmagaja infekcje, aktywujac funkcje
receptora SR-BI lub modyfikujac struktur¢ blony
komorkowej [41]. Apolipoproteiny ApoC1, ApoB czy
ApoE [25, 26] sa rowniez naturalnymi regulatora-
mi zakazenia.

Zaproponowane ostatnio $rodki regulujace meta-
bolizm lipoprotein to mate si-RNA blokujace pro-
dukcje ApoB i ApoE, naringinina — flawonoid wpty-
wajacy na sekrecj¢ czastek wirusowych, a przede
wszystkim Mikro-RNA122 regulujace biosynteze
kwasow ttuszczowych i cholesterolu niezbgdnych dla
replikacji wirusa [35].

Nasze badania pokazaty, ze lipoproteiny o bardzo
matej gestosci (VLDL), $ci§le zwiazane z czastkami
wirusowymi, rozpoznaja receptor SR-BI na powierzchni
komorki, wiaza si¢ z nim i utatwiaja wnikanie wzw C
do komorki [39]. Wirus wigc nie oddziatuje pierwot-
nie z receptorem SR-BI poprzez biatka E1 I E2 otoczki,
lecz poprzez lipoproteiny zawierajace ApoB wcho-
dzace w sktad jego struktury. Lipoproteiny réwniez
Htransportuja” czastki wirusowe do komorki, ochrania-
jac je jednoczesnie przed atakiem przeciwciat neutrali-
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zujacych [39]. Graja w ten sposob zasadnicza rolg
w mechanizmach ucieczki wirusa spod kontroli ukta-
du immunologicznego gospodarza. Obserwacje nasze
wyjasniaja, dlaczego odpowiedz humoralna skierowa-
na przeciwko biatkom otoczki nie jest w stanie wy-
eliminowa¢ wirusa z zakazonego ustroju i dlaczego
wirus moze wspotistnie¢ z przeciwcialami potencjal-
nie neutralizujacymi w surowicy chorych [36]. Dane
te sa rowniez zgodne z wynikami eksperymentow na
szympansach pokazujacych, ze biatka otoczki uzywane
jako immunogeny nie sa w stanie zapewnic calkowitej
ochrony przeciwko zakazeniu wirusem C, jedynie
w najlepszym wypadku ostabi¢ infekcjg [42].

Badania nasze sugeruja, ze oddziatywanie na lipo-
proteiny zwiazane z czastkami wirusowymi mogtoby
stanowi¢ nowy cel terapeutyczny. Sg one zgodne z ob-
serwacjami, ze lipoproteiny zwiazane z wirusem warun-
kuja jego zakazno$¢ [43]. Prace nasze pokazaly, Ze nie
tylko naturalne ligandy receptora SR-BI blokuja jego
interakcje z wirusem [39], ale rowniez przeciwciata
skierowane przeciwko P-lipoproteinom, zwigzanym
z czastka wirusowa blokuja infekcje w systemie HCVce
in vitro [44].

Wychodzac z zatozenia, ze oddzialywanie na lipo-
proteiny zwiazane z wirusem C moze zmodyfikowac
przebieg infekcji, nasz zespdt zidentyfikowat nowy,
naturalny inhibitor zakazenia wzw C — lipaze lipo-
proteinowa (LPL) [44]. LPL jest enzymem lipolitycz-
nym, kluczowym w metabolizmie lipoprotein. Oprocz
aktywnosci lipolitycznej, hydrolizujacej lipoprotei-
ny bogate w trojglicerydy (VLDL i chylomikrony),
enzym ten ma zdolno$¢ wprowadzania lipoprotein
do komorki watroby, kierujac je na droge degradacji.
Mechanizm dziatania LPL polega na tworzeniu po-
mostu (,,bridging”) migdzy lipoproteing i siarczanem
heparyny na powierchni komorki, oraz wprowadzeniu
lipoproteiny do jej wnetrza. Nasze badania wykazaly,
ze LPL oddziatywuje podobnie z wirusem C: LPL
tworzy mianowicie ,,pomost” migdzy lipoproteinami
otaczajacymi czastke wirusowa i siarczanem hepary-
ny na powierzchni hepatocyta, prowadzac do interna-
lizacji wirusa do wngtrza komorki. Ta bardzo specjal-
na droga wnikania jest przeznaczona dla lipoprotein
bogatych w tréjglicerydy i zupelnie rézna od nor-
malnej drogi wnikania wirusa C do komorki. Dla wi-
rusa wyprodukowanego w systemie do§wiadczalnym
HCVcc [44] jak rowniez w modelu doswiadczalnym
in vivo (u myszy z przeszczepionymi komorkami
watroby ludzkiej) LPL jest efektywnym inhibitorem
infekcji (M. Walic i wsp., manuskrypt w przygotowa-
niu). I to nie aktywnos¢ lipolityczna enzymu powo-
duje neutralizacje wirusa, lecz wilasnie jego druga
funkcja, tzw. ,,bridging”: LPL wprowadzajac wirusa
C do komorki droga przeznaczona dla lipoprotein pro-
wadzi prawdopodobnie do jego degradacji a wigc do
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poronnej infekcji. Ta hipoteza jest badana aktualnie
przez nasz zespot.

Nasze badania sugeruja, ze lipoproteiny zwiazane
z zakazna czastka wirusowa, ktore umozliwiaja jego
prawidlowe wnikanie do komorki i zapewniaja infek-
cyjno$¢, moga by¢ rozwazane, jako cel terapeutyczny
przy opracowywaniu nowych metod leczenia zakaze-
nia wirusem wzw C.

6. Mikrotubule jako nowy cel terapeutyczny

Inna szczegblng cecha wirusa C jest zaleznos$¢ jego
cyklu komorkowego od dynamicznych mikrotubul.
Wiadomo, ze replikacja wirusowego RNA przebiega
w kompleksie replikacyjnym, usytuowanym w btonias-
tych strukturach komorkowych zwanych ,,membranous
web” [16]. Kompleksy replikacyjne podlegaja transpor-
towi, a ich dynamiczna organizacja jest §ci$le zwigzana
z retikulum endoplazmatycznym, wtoknami aktyny,
oraz siecig mikrotubul [45, 46]. Jakkolwiek, sposob
transportu komponentéw strukturalnych wirusa C we-
wnatrz komorki pozostawat do niedawna nieznany.

Liczne wirusy wymagaja wewnatrzkomorkowego
transportu ich bialek za posrednictwem mikrotubul
— mechanizmy te jednakze zaleza zwykle od tzw mo-
toréw mikrotubularnych, posredniczacych w transpor-
cie: kinezyny lub dyneiny. W przypadku wirusa C, po-
kazaliémy, ze moze on korzysta¢ z sieci mikrotubul,
uzywajac dwoéch roznych sposobdéw transportu jego
biatka nukleokapsydu: klasycznego, w ktorym uczest-
niczy dyneina [47], i zupelnie nowego, zaleznego od
mechanizmoéw polimeryzacji mikrotubul [48].

Przy wspotpracy zJ. McLauchlan’em (Uni-
versity of Glasgow) pokazalismy ze biatko nukleokap-
sydu przemieszcza sie w zakazonej komorce na sieci
mikrotubul, koncentrujac si¢ w rejonie okotojadrowym,
miejscu morfogenezy wirusa [47]. Transport ten zalezy
od dyneiny i uwarunkowany jest potaczeniem biatka
kapsydowego z ciatkami lipidowymi, ktore uzywaja
ten typ transportu w komorce. Pokazali$my nastepnie,
ze oprocz tego ,klasycznego” sposobu transportu,
biatko nukleokapsydu moze wiaza¢ sie bezposrednio
z tubulina, podstawowym skladnikiem mikrotubul,
zwigkszajac stopien ich polimeryzacji i umozliwiajac
w ten sposob transport nukleokapsydu za ich posred-
nictwem w zakazonej komorce [48].

Destrukcja mikrotubul lub nawet lekka modyfikacja
ich funkcji biologicznych takimi srodkami jak vinblas-
tyna czy taxol, powoduje dramatyczny spadek pro-
dukcji wirusa w hodowli komoérkowej in vitro (model
HCVcc) [48]. Uzywajac modelu czastek pseudotypo-
wych (HCVpp) udowodnilismy, Ze juz najwczesniejszy
etap wnikania wirusa do komorki, od momentu zwiaza-
nia si¢ czastki wirusowej z btona komoérkowa, do fuzji
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biatek otoczki z blong endozomalna — wymaga posred-
nictwa mikrotubul. Dalsze badania, z uzyciem modelu
infekcji HCVce (JFH1) oraz podobnych $rodkéw che-
micznych modyfikujacych strukturg i/lub funkcje mi-
krotubul, pokazaly, ze réwniez dalsze etapy cyklu,
nastgpujace kilka godzin po wniknigciu wirusa do ko-
morki, wymagaja nienaruszonych i w petni funkcjonal-
nych mikrotubul. W dodatku transport na tym etapie
zakazenia przebiega w sposob absolutnie oryginalny,
gdyz jest zalezny od polimeryzacji mikrutubul: a wigc
albo ich dynamiki albo jeszcze nie catkowicie poznane-
g0 procesu, zwanego ,.treadmilling” [49]. Przy tej oka-
zji odkryliémy unikalna wtasciwo$¢ biatka nukleokap-
sydu wzw C: jego zdolno$¢ wiazania si¢ bezposrednio
z tubuling z bardzo wysokim powinowactwem. Wiazac
si¢ z tubuling biatko nukleokapsydu zwigksza stopien
polimeryzacji mikrotubul [48]. Obserwacje te sugeruja,
ze biatko nuklekapsydu posiada prawdopodobnie zdol-
no$¢ korzystania z tych szczegolnych wlasciwosci in
vivo: taczenie si¢ z siecig mikrotubul i uczestniczenie
w procesie ich polimeryzacji umozliwitoby transport
biatka nukleokapsydu w zakazonej komorce. Ten spo-
sob przemieszczania jest bardzo oryginalny i znany za-
ledwie dla kilku biatek wirusowych, takich jak biatko
Tat wirusa HIV, oraz dla dwdch biatek wiruséw roslin-
nych. Zgodnie z hipoteza, ze taki proces mogtby mieé
miejsce w zakazonej komorce, pokazalismy ko-lokali-
zacje biatka nukleokapsydu z siecia mikrotubul w za-
kazonych komorkach hepatoma, w mikroskopie konfo-
kalnym, a co ciekawsze rowniez potaczenie biatka
nukleokapsydu z mikrotubulami, polimeryzowanymi
W jego obecnosci, w mikroskopie elektronowym uzy-
wajac techniki immuno-elektronomikoskopii i prze-
ciwciat skierowanych przeciw biatku kapsydu wzw C
[48]. Inne nasze prace pokazaty, ze wirus C wykorzys-
tuje rOwniez transport za posrednictwem mokrotubul
do formowania czastek wirusowych i ich sekrecji
z zakazonej komorki [47].

7. Whioski i perspektywy

Dalsze postepy naszej wiedzy dotyczace mechaniz-
mow prowadzacych do rozpoczecia zakazenia i doktad-
ne poznanie cyklu komorkowego wirusa C pozwoli
nam zaproponowaé¢ nowe inhibitory i nowe nowe spo-
soby terepeutyczne. Aby przeciwdziata¢ procesowi
wnikania wirusa do komorki: cykliczne peptydy syn-
tetyczne, lektyny lub $rodki wptywajace na funkcje
lub ekspresj¢ receptorow wzw C, moglyby by¢ sto-
sowane obok obecnie opracowywanych inhibitorow
proteazy-helikazy lub RNA polimerazy. Wszystkie te
srodki bytyby prawdopodobnie stosowane w potacze-
niu z juz istniejacym leczeniem wzw C, by podniesé
jego efektywnos¢ [1, 6, 35].
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Wirus wzw C bezspornie reprezentuje zupelnie
nowy model oddzialywania wirusa z zakazonym orga-
nizmem ze wzgledu na centralna rolg lipoprotein w jego
cyklu zyciowym. Charakteryzuje go zalezno$¢ struk-
turalna i funkcjonalna zakaznych wirionéw, krazacych
w surowicy od lipoprotein, a wige: wymaganie VLDL
do tworzenia i sekrecji czastek wirusowych, mecha-
nizm zakazenia komorki zalezny od lipoprotein i ich
receptoréw by osiagnaé efektywna infekcje, w koficu
wplyw namnazania si¢ wirusa na metabolizm lipidow
i lipoprotein ustroju. Mimo wzrastajacego uznania
kluczowej roli lipoprotein w cyklu zyciowym wirusa
wzw C, struktura zakaznej czastki wirusowe;j, jak row-
niez procesy komorkowe prowadzace do jej produkceji
i sekrecji stanowia najmniej znane etapy tego cyklu.
Nawet jezeli nie znamy wszystkich szczegétow tych
procesOw, nasze prace sugeruja, ze oddziatywanie na
lipoproteiny zwiazane z czastkami wirusowymi, warun-
kujace jego potencjat zakazny, mogtoby stanowi¢ nowy
cel terapeutyczny, zmierzajacy do zablokowania lub
przynajmniej obnizenia poziomu infekcji.

Inna oryginalno$¢ wzw C stanowi zalezno$¢ proce-
su infekcji oraz transportu komponent wirusa poprzez
sie¢ mikrotubul na réznych etapach jego cyklu. Nasze
obserwacje sugeruja, ze aby zakazi¢ komorke wirus
wzw C moze w sposéb oryginalny wykorzystywaé
mechanizmy transportu na mikrotubulach zalezne od
ich polimeryzacji, w ktorych biatko nukleokapsydu
wirusowego gra bardzo szczegdlna role.

Tak wigc mikrotubule moglyby stanowi¢ rowniez
zupehie nowy i interesujacy cel terapeutyczny. Srodki
wplywajace na strukturg lub funkcj¢ mikrotubul sa
uzywane w leczeniu pewnych typdéw raka. Prace ostat-
nio prowadzone przez nasz zespdt pozwolily zidenty-
fikowac fragment biatka kapsydu wzw C, odpowie-
dzialny za jego interakcje z tubuling i mikrotubulami
(F. Roohvand iwsp., w przygotowaniu). Przyszte
badania pokaza czy uzycie tego fragmentu jako inhibi-
tora pozwoli zablokowac Iub ostabi¢ infekcjg wzw C.
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West Nile virus other emerging threats to public health

Abstract: West Nile virus is an icosahedral, spherical (50 nm in diameter) arbovirus of the Flaviviridae family. Its genome contains
single-stranded RNA with positive polarity (ssRNA+). Virions are build of three structural proteins: envelope glycoprotein E, core
protein C and membrane protein prM. Apart from them, the virus genome codes for seven non-structural proteins: NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b, and NS5. Transmission vectors of WNV are mosquitoes of the Culex pipiens species and other blood-
eating insects. Its main reservoir are migrating birds, whereas humans and other mammals are its occasional host. West Nile Virus
shows high neurotropism and is the cause of morbidity and mortality in different animals and humans. During the last ten years, it
has been identified in Asia, Africa, Europe and both Americas. WNV was found in Poland too. This paper considers also the new
haemorragic fever and SARS.

1. Introduction. 2. Discovery of WNV. 3. Distribution of WNV. 4. Susceptibility of birds to the WNV infection. 5. Clinical symp-

toms in humans. 6. WNV in Poland. 7. Summarizing information about WNV. 8. Haemorrhagic fever. 9. Summary

Stowa kluczowe: wirus Zachodniego Nilu, wirus denga, filowirusy, nairowirus SARS
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1. Wstep

Wirus Zachodniego Nilu (WNV) nalezy do rodzi-
ny Flaviviridae, rodzaju Flavivirus. Tworzy kompleks
antygenowy japonskiego zapalenia mozgu wraz z wi-
rusem japonskiego zapalenia mézgu, wirusem Kunjin,
wirusem zapalenia mézgu Murray Valley oraz wirusem
zapalenia moézgu St. Louis. Jest to otoczkowy wirus
(+)ssRNA, jego kapsyd o wielko$ci 40—-60 nm ma sy-
metri¢ dwudziestoscienna. Pojedyncza otwarta ramka
odczytu (ORF) o dtugosci 12,000 par zasad ograniczo-
na jest krotkimi konserwatywnymi regionami niekodu-
jacymi. Genom wirusa koduje trzy biatka strukturalne:
glikoproteing otoczkowa E, biatko kapsydu C i biatko
premembranowe prM oraz siedem bialek niestruktural-
nych: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5 [16].

2. Historia wystepowania WNV

Wirus Zachodniego Nilu po raz pierwszy zostal
wyizolowany w 1937 r. z surowicy krwi goraczkujacej
kobiety w dystrykcie zachodniego Nilu w Ugandzie
[25]. Od tamtego czasu poszerzal zasigg swego wyste-
powania. W latach pigédziesiatych pojawil si¢ w Egip-

cie oraz w lzraelu, w ktéorym spowodowatl zapale-
nie opon moézgowo-rdzeniowych u kilkunastu osob
w domu opieki. W kolejnych latach rozprzestrzenit sig
na Kongo, Pakistan, Indonezj¢ oraz RPA. Europa byta
wolna od WNV az do roku 1963 r., kiedy to wirus po
raz pierwszy izolowano od chorych pacjentow w del-
tach Rodanu i Wolgi [21]. W regionie Bukaresztu
w Rumunii odnotowano ponad 500 klinicznych przy-
padkow WNF przebiegajacych w wysokim procencie
z objawami neurologicznymi i wysoka $miertelnoscia,
siegajaca powyzej 10% [3]. W 1999 r. na przelomie
sierpnia i wrzesnia wirus pojawit si¢ ponownie w rejo-
nie Wotgogradu w Rosji, gdzie odnotowano 826 przy-
padkow ostrego zapalenia opon mozgowych i mozgu
przebiegajacych z wysoka goraczka. Okoto 5% chorych
zmarto. Wszystkie przypadki zostaty potwierdzone se-
rologicznie [21]. WNV izolowano nast¢pnie w Portu-
galii, Stowacji, Motdawii, Ukrainie, Francji, Wegrzech,
Czechach i Wtoszech [11, 27]. Do Stanéw Zjednoczo-
nych, do Nowego Yorku zostal zawleczony w 1999 r.
Odnotowano wowczas 56 potwierdzonych przypad-
kow zakazenia wirusem, w tym 7 $miertelnych. W tym
samym czasie obserwowano masowe padnigcia kru-
kéw 1 ptakdw egzotycznych w ZOO [10]. Wirus gwat-
townie rozprzestrzenit si¢ i zaatakowat cate terytorium

* Autor korespondencyjny: Zaktad Choréb Wirusowych Drobiu, Pafnstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut
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Stanoéw Zjednoczonych. Do chwili obecnej wsrod lu-
dzi rocznie notuje sig ponad 1000 potwierdzonych
przypadkoéw zapalenia opon moézgowych i zapalenia
moézgu na skutek zakazenia WNV [2]. Zakazone zo-
staty oprocz cztowieka, takze ptaki i inne zwierzeta.

3. Rozprzestrzenienie WNV

Rezerwuarem wirusa sa dzikie wodno-btotne ptaki
tropikalne oraz wedrowne roéznych gatunkéw. Wyka-
zano, ze zakazeniu WNYV ulega okoto 135 gatunkow
ptakoéw. Wektorem wirusa jest duza grupa hematofa-
gicznych muchowek, do ktorych naleza: komary (Culi-
cidae, Anopheles, Culiseta), rzadko kleszcze (Ixodidae),
kuczmany (Ceratopogonidae), meszki (Simuliidae),
Slepaki (Tabanidae). Obecnos¢ WNV stwierdzono u po-
nad 150 gatunkéw komardéw, z czego 12 gatunkow
wystepuje w Polsce [25].

Gloéwna role w przenoszeniu wirusa odgrywaja ko-
mary ze wzgledu na ich antropofilno$¢ oraz plagowe
wystepowanie w okresach wzmozonej aktywnosci
trwajacej w naszym klimacie od wczesnego lata do
poznej jesieni. Jednakze wirus utrzymuje si¢ w ciele
hibernujacych samic komara podczas zimy, a nast¢pnie
gdy temperatura ulegnie podwyzszeniu wylega si¢
zakazone transowarialnie pokolenie zakazajace zywi-
ciela podczas pobierania krwi [14].

Wirus rozprzestrzenia si¢ wraz z ptakami podczas
ich przelotow. Oprocz ptakow znaczna rolg w rozprze-
strzenianiu wirusa spetnia cztowiek. Zaro6wno legalny
import, jak rowniez nielegalny przemyt zakazonych
ptakoéw droga lotnicza, promowa, samochodami jak
i innymi §rodkami transportu moze przyczynié si¢ do
przeniesienia wirusa na odlegte obszary globu, nawet
na inne kontynenty.

Zakazenie cztowiek-cztowiek moze mie¢ miejsce
podczas transfuzji krwi oraz poprzez transplantacjg
organdéw [12]. Odnotowano takze przypadki zakaze-
nia niemowlecia przez karmiaca matke oraz zakazenie
wewnatrzmaciczne. Mozliwe sa takze zakazenia pra-
cownikow laboratoriéw podczas wykonywania sekcji
zakazonych ptakoéw. Podejrzewa sig, ze patogen ten,
moze zosta¢ uzyty przez terrorystow podczas ataku
bioterrorystycznego [7].

4. Wrazliwos$¢ na zakazenie WNV ptakow

Wirus Zachodniego Nilu jest chorobotworczy dla
réznych gatunkéw dzikich ptakow wedrownych, pta-
kéw drapieznych, drobiu oraz ssakéw w tym dla ludzi.
Obecno$¢ wirusa WN stwierdzono u ponad 135 gatun-
kéw ptakow. Ptaki dzikie stanowia rezerwuar wirusa
w $srodowisku [19]. Gloéwnie sa to ptaki krukowate
takie jak: wrony, kruki, sojki oraz ptaki drapiezne,
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do ktoérych mozemy zaliczy¢ jastrzebie, sokoty oraz
sowy. Wrazliwy na zakazenie wirusem jest drob,
a w szczegolnosci gesi, czego przyktadem byty epide-
mie w 1997 r. w Izraelu, w 2001 r. w Rumunii oraz
2003 r. na Wegrzech [5, 11].

Ptaki zakazone wirusem Zachodniego Nilu sa osta-
bione i stwierdza si¢ u nich szereg objawoéw neurolo-
gicznych, takich jak ataksjg, drgawki, utozenie szyi
w ksztalcie litery S, niezborno$¢ ruchéw, anizokorig,
ptaki wodne plywaja zataczajac kota [5, 17]. Wsrod
zmian anatomopatologicznych najczgséciej sa widoczne
krwiaki podtwardéwkowe w mdzdzku, przekrwienie
mozgu, wybroczyny krwawe w tkance migs§nia serco-
wego, zapalenie mig$nia sercowego i nasierdzia, zanik
migsni piersiowych, ogniska nekrotyczne w watrobie.

5. Objawy chorobowe u ludzi

Najczesciej okoto 80% zakazen przebiega bezobja-
wowo, okres inkubacji choroby wynosi od 2 do 10 dni.
Wiremia trwa krotko, konczac sig przed wystapieniem
pierwszych objawow choroby manifestujacych sig
boélem glowy, ztym samopoczuciem, brakiem apetytu,
nudnos$ciami, zawrotami glowy, boélami migSniowymi,
plamisto-grudkowa wysypka oraz powigkszeniem w¢z-
16w chtonnych. Po uptywie 3 do 6 dni objawy zanikaja
samoistnie. Cig¢zki przebieg choroby z objawami zapa-
lenia opon moézgowych i zapalenie moézgu wystepuje
w 1 przypadku na 150 zakazonych osob. Gloéwnymi
objawami w cigzkim przebiegu choroby jest ataksja,
zapalenie nerwow rdzenia krggowego, niedowlady,
zapalenie nerwu wzrokowego oraz zespot objawow
przypominajacych chorobe Parkinsona. Smiertelno$é
chorych hospitalizowanych wynosi 2-14% (maksy-
malnie 35%). U dzieci zakazenie wirusem przebiega
najczgsciej bardzo tagodnie [1, 9, 15].

6. WNV w Polsce

Badania przeprowadzone w latach 1995-1996 wy-
konane metoda zahamowania hemaglutynacji, wyka-
zaly obecno$¢ przeciwcial przeciwko WNV u wrobli
domowych (Passer domesticus) oraz wrdobli mazur-
kéw (Passer montanus). WSrdd badanej populacji
wrobli w Lomiankach na obrzezach Puszczy Kam-
pinoskiej odpowiednio 2,8% wrobli domowych oraz
12,1% wrdébli mazurkow wykazywato obecno$¢ prze-
ciwciat przeciwko WNV [13].

W 2006 roku u 3 bociandéw (Ciconia ciconia) i jed-
nej wrony (Corvus corone cornix), pacjentow Ptasie-
go Azylu w Warszawie, oraz u jednego mtodego tabe-
dzia niemego (Cygnys olor) w okolicach Sieradza
stwierdzono w surowicy przeciwciata odpornosciowe
w kierunku WNV. Badania serologiczne 47 dzikich pta-
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kéw nalezacych do 10 gatunkéw wykazaty, ze 10,6%
bylto seropozytywnych [26].

W 2005 roku w Klinice Choréb Zakaznych i Neuro-
infekcji Akademii Medycznej w Biatymstoku odnoto-
wano obecnos$¢ przeciwcial przeciwko WNV u 55 let-
niej kobiety. Kobieta trafita do szpitala z objawami
neurologicznymi oraz goraczka utrzymujaca si¢ od
2 tygodni. Zakazenie prawdopodobnie nastapito na
terytorium Polski [8].

Zaktad Chorob Wirusowych Drobiu Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Pafistwowego Instytutu
Badawczego w Putawach przebadat 1664 ptaki dzikie
pochodzace z terenow calej Polski. Wsrod przebada-
nych ptakow znajdowaty sig: 696 kaczki dzikie (4nas
platyrhynchos), 30 myszotowow (Buteo buteo), 395 ka-
czek krzyzowek (Anas querquedula), 12 wron (Corvus
corone cornix), 62 tyski, (Fulica atra), 3 kruki (Corvus
coraz), 84 bazanty (Phasianus colchicus), 3 ghuszce
zwyczajne (Tetrao urogallus), 3 piecuszki (Phyllosco-
pus trochilus), 12 jerzykow (Apus apus), 110 kuropatw
(Perdix perdix), 5 bakow takowych (Botaurus stella-
ris), 13 rudzikow (Erithacus rubecula), 5 zimorodkow
zwyczajnych (Alcedo atthis), 4 pierwiosnki (Phyllo-
scopus collybita), 2 pokrzewki cierniowki (Sylvia
communis), 1 muchotéwka szara (Muscicapa striata),
2 grubodzioby (Coccothraustes coccothraustes), 2 mu-
chotowki zalobne (Ficedula hypoleuca), 4 blotniki
takowe (Circus pygargus), 1 pokrzywnica (Prunella
modularis immaturus), 5 sokotéw wierzowne (Falco
tinnunculus), 1 sroka zwyczajna (Pica pica),1 kukutka
(Cuculus canorus), 1 stowik szary (Luscinia luscinia),
1 pustutka (Falco tinnunculus), 12 §wistunek lesnych
(Phylloscopus sibilatrix), 3 kawki (Corvus monedula),
108 sikor bogatek (Parus major), 4 wrony siwe (Cor-
vus cornix), 2 zigby zwyczajne (Fringilla coelebs),
3 drozdy $piewaki (Turdus philomelos), 2 strzyzyki
zwyczajne (Troglodytes troglodytes), 2 mysikroliki
zwyczajne (Regulus regulus), 1 wydrzyk tgposterny
(Stercorarius pomarinus), 3 bociany (Ciconia-cico-
nia), 17 mew srebrzystych (Larus argentatus), 1 cier-
niowka (Sylvia communis) oraz 45 jastrzgbi golgbiarzy
(Accipiter gentili).

Badania probek pochodzacych od wymienionych
powyzej ptakéw dzikich prowadzone byty opracowana
metoda wlasng NRT-PCR oraz komercyjnym zestawem
West Nile Virus Kit Prodesse™. Wérdd przebadanych
ptakow dzikich nie stwierdzono obecno$ci materiatu
genetycznego wirusa Zachodniego Nilu [23].

7. Podsumowanie informacji WNV
W dobie obecnych zagrozen, jakie niesie ocieplenie

klimatu stwarzajace dogodne warunki bytowania ko-
marow jak réwniez stwierdzenie obecnosci przeciw-
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ciat skierowanych przeciwko WNV, moze sugerowac,
Ze grozny wirus jest juz obecny na terenie naszego
kraju. Moze to doprowadzi¢ w konsekwencji do po-
wstania ogniska przyrodniczego w kraju. Jest zatem
wyrazna przestanka do doskonalenia metod utatwiaja-
cych diagnostyke i identyfikacje WNV, a takze badan
monitoringowych na terenie Polski.

8. Goraczki krwotoczne

Wirusy odpowiedzialne za goraczki krwotoczne na-
leza do czterech réznych rodzin Arenaviridae, Bunyavi-
ridae, Filoviridae i Flaviviridae. Sa odpowiedzialne
za powstanie ognisk epidemicznych na terenie Afryki,
Azji i Ameryki Potudniowej, do Europy i USA moga
zostaé zawleczone, gdyz pojawiaja si¢ u osob powra-
cajacych z rejondw endemicznych [4].

Do rodziny Flaviviridae oprocz wirusa Zachodnie-
go Nilu nalezy wirus denga, wywolujacy u ludzi go-
raczk¢ krwotoczna, w trakcie ktorej wystepuja obok
wysokiej goraczki, silne bole, sztywnos$¢ migsni i sta-
wow. Krwotoczna postaé jest Smiertelna. Wirus jest
przenoszony przez komary z gatunku Aedes aegypti.
Chorobe zanotowano juz w Azji, obu Amerykach,
Afryce, tacznie w ponad 100 krajach strefy tropikal-
nej i subtropikalnej, a wirus coraz szybciej przesuwa
si¢ na potnoc [20].

Goraczka krymsko-kongijska wywotywana jest przez
Nairovirus z rodziny Bunyaviridae. Rezerwuarem
i wektorem wirusa sa kleszcze. Wystepowanie choroby
potwierdzono w licznych krajach Azji, Afryki, a takze
Europy: w Rosji, Albanii, Bulgarii, Bo$ni i Hercego-
winie. Ludzie zakazaja si¢ poprzez kleszcze, a takze
przez kontakt z krwia zakazonych zwierzat. Opisano
tez przypadki zakazen szpitalnych oraz poprzez trans-
fuzj¢ krwi. Poczatkowe objawy choroby sa nieswoiste,
wystepuja silne bole glowy, stawow, migsni, brzucha,
wymioty 1 wysoka goraczka. W pozniejszym okresie
dochodzi do cigzkich krwotokéw z nosa i uogoélnio-
nych krwawien z bton §luzowych. Smiertelno$¢ wynosi
od 9 do 50% u chorych hospitalizowanych [4].

Do Filoviridae naleza wirusy Marburg i Ebola po-
wodujace najcigzszy przebieg choroby. Do zakazenia
dochodzi na drodze posredniego lub bezposredniego
kontaktu. Najwyzsza $miertelnos$¢, bo siggajaca nawet
do 80%, jest obserwowana w wyniku zakazeniu wiru-
sem Ebola. Rezerwuarem sa prawdopodobnie gryzo-
nie 1 niektore gatunki matp [18].

SARS czyli zespo6t cigzkiej ostrej niewydolnosci od-
dechowej jest wywotywany przez koronawirus (SARS
associated Coronavirus), nalezacy do rodziny Coro-
naviridae. Do rodziny tej naleza wirusy wystepujace
u zwierzat ssacych, ptakow i ludzi. Rezerwuarem wi-
rusa moga by¢ zardéwno zwierz¢ta domowe takie jak
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koty lub dzikie zwierzgta np. cywety. Jednakze pocho-
dzenie i pierwotny rezerwuar wirusa nie jest do konca
wyjasniony. Zakazenie szerzy si¢ droga kropelkowa
podczas méwienia, kaszlu, kichania. Okres wylggania
choroby wynosi okoto 5 dni. Choroba rozpoczyna
si¢ objawami grypopodobnymi, a nast¢pnie rozwija
si¢ atypowe zapalenie pluc. Smiertelno$¢ dochodzi
do 50%. Epidemia SARS trwata od 1.11.2002 r. do
30.07.2003 r. [22].

9. Podsumowanie

Dynamika i tempo przemian, ekspansywna dziatal-
nos$¢ cztowieka, masowy transport ptakow i ssakow
moze stanowi¢ niebezpieczenstwo zawleczenia roz-
nych choroéb na terytorium Polski. Pojawianiu si¢
nowych choréb sprzyja réwniez zmniejszona odpor-
no$¢ czlowieka, starzenie si¢ populacji, powstawanie
duzych aglomeracji miejskich, zmiany klimatyczne
i zwiazane z tym klgski zZywiotowe, migracje ludzi
oraz masowa turystyka. Pelna §wiadomos¢ tego faktu
i obrona przed nowymi chorobami wymagaja Scislej
wspotpracy stuzb medycznych, weterynaryjnych, orni-
tologow, entomologéw, stuzb granicznych, by by¢
przygotowanym na kazdy mozliwy scenariusz i podjac
wlasciwe kroki do walki z nowymi zagrozeniami.
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1. Wstep. 2. Kleszceze jako przenosiciele (wektor) zakazen. 3. Borelioza z Lyme. 4. Anaplazmoza. 5. Tularemia. 6. Bartonelozy.
7. Zakazenia Rickettsia sp. 8. Zakazenia mieszane. 9. Podsumowanie

Tick-borne zoonoses occurring in Poland

Abstract: In Poland, there are several recognized tick-borne diseases such as Lyme borreliosis, granulocytic anaplasmosis, Q fever
and bartoneloses, whose occurrence is frequent. Recently, spotted fever group rickettsiae have been found in Ixodes ricinus and
Dermacentor reticulates ticks. At the same time, antibodies to Rickettsia slovaca and R. massiliae have been detected in humans
originating from this area. These diseases may cause serious health problems. Our preliminary data have shown that B. burgdorferi,
Bartonella spp. and Coxiella burnetii are present in valves and myocardium of heart transplant recipients suggesting that infections
with these bacteria could be the cause of heart failure.

1. Introduction. 2. Ticks as vectors of infection. 3. Lyme borreliosis. 4. Anaplasmosis. 5. Tularemia. 6. Bartonelloses. 7. Rickettsia

spp. infections. 8. Co-infections. 9. Summary

Stowa kluczowe: zoonoza, zakazenie odkleszczowe, wektor, anaplazmoza granulocytarna, borelioza z Lyme,

riketsje z grupy goraczek plamistych
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1. Wstep

Styl zycia wspolczesnych spoteczenstw, aktywny
wypoczynek, rozwdj turystyki, sporty ekstremalne,
cheé poznawania i zajmowania nowych, kiedy$ nie-
osiagalnych terenéw, niosa za soba czasami ujemne
skutki i sa nowymi czynnikami zwigkszonego ryzyka
zachorowania.

Powszechnie stosowane zabiegi higieniczne sa
mato skuteczne w stosunku do drobnoustrojow wywo-
tujacych choroby przenoszone przez przenosiciela
(wektor), np. przez kleszcze. Wiele tych zakazen
wystepuje sezonowo, w okresie aktywnos$ci réznych
gatunkow pajeczakow. W naszej strefie klimatycznej,
kleszcze moga by¢ wektorem przenoszacym zakaze-
nia od wiosny do jesieni.

Jezeli drobnoustroje chorobotwoércze zanim zosta-
na przekazane kolejnemu zywicielowi, w organizmie
kleszcza namnazaja si¢ i zmieniaja swoje wlasciwosci
antygenowe, a takze moga utrzymywac si¢ w ustroju
przenosiciela przez kolejne jego stadia i pokolenia,
to nazywamy go wektorem biologicznym, w odroz-
nieniu od przypadkowego, mechanicznego przeniesie-
nia drobnoustrojow przez stawonoga, z jednego osob-
nika na drugiego [1].

2. Kleszcze jako przenosiciele zakazen [1, 16]

Kleszcze sa zywiacymi si¢ krwia krggowcow pa-
sozytami, o duzym znaczeniu dla medycyny ludzkiej
i weterynaryjnej. Sa one rezerwuarem i wektorem wie-
lu chorobotworczych dla cztowieka wirusow, bakterii
1 pierwotniakow. Zakazenia przenoszone przez klesz-
cze maja znaczacy udzial w grupie choréb zakaznych.
Zasigg wystepowania tych chorob $cisle pokrywa si¢
z obszarem wystgpowania przenoszacych je kleszczy.

W catej Europie, w tym takze w Polsce, pow-
szechnie spotykanym kleszczem jest Ixodes ricinus
(kleszcz pospolity, kleszcz pastwiskowy). Wystepuje
on na terenie calego kraju, na obszarach o Srednim
poziome wilgotnos$ci, gtownie w lasach mieszanych
i liSciastych, na ich obrzezach oraz na takach w po-
blizu lasow.

Wigkszos¢ dotychczas doktadnie zlokalizowanych
i opisanych naturalnych jego siedlisk to obszary
przejsciowe migedzy dwoma réznymi typami roslin-
nosci, jak np. brzegi laséw graniczace z takami, pola-
ny, btonia nad rzekami, i stawami, zagajniki z zaros-
lami, obszary gdzie las liSciasty przechodzi w iglasty
lub wysoki w niski, obszary zaro$nigte paprociami,
jezynami, czarnym bzem i leszczyna. Sa to ekotony,

* Autor korespondencyjny: 'Samodzielna Pracownia Riketsji, Chlamydii i Kretkéw Odzwierzecych, Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego — PZH, ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa, tel. (22) 5421250, e-mail: stylewska@pzh.gov.pl
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tj. strefy przejsciowe, na granicy dwoch (lub wigkszej
liczby) réznych biocenoz, np. biocenoza lasu i taki.
Zapewniaja one optymalne warunki bytowania klesz-
czy 1 ich zywicieli, zamieszkuja go bowiem orga-
nizmy charakterystyczne dla obu biocenoz oraz takie,
ktore sa swoiste tylko dla tej strefy. Obszary te cha-
rakteryzuja si¢ duza bio-r6znorodnoscia. Wilgotne
lato 1 tagodna zima sprzyjaja rozprzestrzenieniu si¢
kleszczy. Atakuja swoich potencjalnych zywicieli na
takach i w lasach.

Kleszcze w swoim zyciu przechodza przeobrazenie.
Ich cykl zyciowy trwa zazwyczaj 2 lata. Rozpoczyna
si¢ latem, z chwila wyklucia si¢ z jaj larwy. Posta¢ ta,
o wymiarach utamka milimetra i szesciu odndzach
(posta¢ dorosta ma 4 pary) poszukuje zywiciela, ktory
moglby dostarczy¢ jej positku umozliwiajacego dalszy
rozwoj i przeobrazenie si¢ w posta¢ nimfy. Postaci nie-
dojrzate kleszczy, larwy i nimfy spotyka si¢ na trawie
1 w niskich krzakach. Niewidoczne wisza na zdzbtach
trawy i1 na spodzie lisci. Postaci doroste wystepuja
przede wszystkim na krzewach, nawet na wysokosci
3 metréw. Zywicielami larw i nimf sa mate ssaki (owa-
dozerne i gryzonie). Nimfy zeruja takze na wigkszych
ssakach, np. na jeleniach, sarnach, krélikach i zaja-
cach, rzadziej na ptakach. Doroste osobniki pasozytuja
na bydle, owcach, kozach, tosiach, zubrach, jeleniach,
sarnach, dzikach, lisach, zajacach, psach, krolikach
i ptakach. Czlowiek jest zywicielem przypadkowym
kazdej postaci rozwojowej. Dhugosé ciata glodnego
kleszcza waha si¢ od jednego do kilku milimetrow.
Podczas ssania krwi nastgpuje charakterystyczny, kil-
kakrotny wzrost wielkosci ich ciata.

W poszukiwaniu potencjalnego zywiciela kleszcze
reaguja na rozne pochodzace od niego, czynniki stymu-
lujace. Moze to by¢ np. wzrost stezenia dwutlenku weg-
la, wibracje, dotyk, zapach, promieniowanie cieplne.
Zaleznie od gatunku kleszcza, poszukujacy zywiciela
osobnik moze polowaé¢ aktywnie przesuwajac si¢
w kierunku wyczuwanych stymulatoréw lub czekaé
biernie na przypadkowe zblizenie.

Kleszcz pospolity (Ixodes ricinus) nalezy do klesz-
czy trojzywicielowych, ktorego kazde stadium rozwojo-
we (larwa, nimfa i samica) ssie krew innego zywiciela,
jeden raz przed przeksztatlceniem si¢ w nastgpna postac,
w przypadku larwy i nimfy lub w przypadku samicy
przed zlozeniem jaj. Positki te warunkuja przeobraze-
nie si¢ w kolejne stadium i zlozenie jaj. Kazde stadium
rozwojowe kleszcza, tzn. larwa, nimfa i imago (postac
dojrzata) musi raz wyssa¢ krew krggowca, aby moc si¢
dalej rozwija¢. Bez jedzenia moga zy¢ do dwoch lat.
Samce nie pobieraja krwi. Zywicielami moga by¢ nie-
mal wszystkie gatunki ladowych krggowcow, w tym
cztowiek. Cykl rozwojowy kleszcza I. ricinus trwa
w naszej strefie klimatycznej kilka lat (okoto 3 lat lub
dtuzej), zaleznie od warunkéw srodowiskowych.

STANISLAWA TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA, TOMASZ CHMIELEW SKI

Kleszcze charakteryzuje sezonowa aktywno$¢, ktora
zalezy od warunkdéw klimatycznych. Dojrzate postaci
sa aktywne juz w temperaturze 5°C, za$ nimfy w tem-
peraturze 8°C. Larwy atakuja zywicieli od maja do
wrzesnia, najczgs$ciej w czerwceu, lipcu i sierpniu.

Wzrost temperatury powoduje wzrost aktywnos$ci
kleszczy, ktora w Europie Srodkowej rozpoczyna si¢
na przetomie marca i kwietnia i trwa do pazdziernika/
listopada. Maksimum aktywnosci zalezy od czynnikéw
klimatycznych i przebiega w dwodch fazach, w maju/
czerwcu 1 we wrzesniu/pazdzierniku. W Polsce roz-
poczyna si¢ od potowy kwietnia (czasem wczes$niej,
nawet w marcu) i trwa do poczatku listopada, z dwoma
szczytami — pierwszym od maja do potowy czerwca,
drugim we wrzeséniu.

Kleszcze podlegaja dzialaniu réznorodnych, zew-
netrznych czynnikow srodowiskowych, z ktorych naj-
bardziej znaczace sa temperatura, wilgotnos¢, swiatlo,
promieniowanie, a takze dziatania czlowieka.

Cykl rozwojowy kleszcza, a szczegdlnie jego roz-
rod, uwarunkowane sa czynnikami srodowiska, panu-
jacymi w najblizszym otoczeniu, przy czym znaczaca
role odgrywa dostepno$¢ pokarmu. Ilo§¢ pobranej
krwi, jako$¢ positku maja wpltyw na ptodno$¢ samic.
Zerowanie na nietypowym zywicielu zmniejsza obje-
tos¢ positku powodujac jednoczesnie zmniejszenie
pobudzenia oogenezy i liczby ztozonych jaj. Doktadna
analiza statystyczna zapadalno$ci na TBE (kleszczowe
zapalenie mozgu) w Polsce i warunkéw pogodowych
panujacych w tym czasie wykazala istnienie zaleznosci
pomiedzy temperatura otoczenia a liczba zakazen. Im
wyzsze w danym sezonie temperatury tym wigksza
liczba zarejestrowanych przypadkow TBE [28, 29].

W Polsce, najwigksze znaczenie medyczne i wetery-
naryjne obok kleszcza Ixodes ricinus, maja: Argas refle-
xus (obrzezek gotebi) i Dermacentor reticulatus (kleszcz
takowy). Na terenie catego kraju kleszcze te moga by¢
przenosicielami: boreliozy z Lyme, anaplazmozy, klesz-
czowego zapalenia mozgu, tularemi goraczki Q, a takze
prawdopodobnie bartoneloz i riketsjoz z grupy gora-
czek plamistych. Wieloletnie badania i obserwacje
wskazuja na endemiczne wystgpowanie w Polsce takich
chordb jak borelioza z Lyme, kleszczowe zapalenie
mozgu, goraczka Q, takze takich, ktorych 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 najczgstsza na potkuli péinocnej choroba
przenoszona przez kleszcze. Wedhug szacunkowych da-
nych i ocen przeprowadzonych przez Swiatowa Orga-
nizacj¢ Zdrowia cata Europa spelnia kryteria terenu
endemicznego boreliozy z Lyme.
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Czynnikiem etiologicznym boreliozy z Lyme sa
kretki Borrelia burgdorferi sensu lato. Gatunek ten
podzielony zostal na ponad 20 genogatunkéow (geno-
typow), z ktorych Borrelia burgdorferi sensu stricto,
B. garini i B. afzeli oraz ostatnio poznane nowe geno-
gatunki Borrelia bissetti 1 B. spielmani sa chorobo-
tworcze dla cztowieka.

Glownym, majacym podstawowe znaczenie w sze-
rzeniu si¢ zakazenia rezerwuarem B. burgdorferi sa
drobne gryzonie. Ponadto kretki te stwierdzano u za-
jecy, jezy, zwierzyny ptowej (sarny, jelenie, daniele),
u ptakow wroblowatych, bazantow, mew, kormorandw,
a takze jaszczurek. Prawdopodobnie kazdy zywiciel
kleszcza moze by¢ rezerwuarem tych bakterii. Badania
rezerwuaru kretkow B. burgdorferi nie wykazaly ich
powinowactwa do wybranych gatunkow gospodarza.
Sa one wykrywane u wszystkich rodzajow i gatunkoéw
kregowcow ladowych, bedacych zywicielami kleszczy.
Kleszcze Ixodes sp. ktore petnia rolg przenosiciela,
stanowig rowniez rezerwuar kretkow. W Polsce stwier-
dza sig te kretki przede wszystkim u drobnych gryzoni
ale takze u jeleni, koni i psow [5, 6].

Do zakazenia dochodzi w wyniku kontaktu z zaka-
zonym kleszczem (wektor). Wektorem sa rozne gatunki
kleszczy z rodzaju Ixodes. W Europie i w Polsce jest
to I ricinus.

Zasigg terytorialny boreliozy z Lyme obejmuje ob-
szar calej Polski. Badania prowadzone w wielu o§rod-
kach, obejmujace tysiace kleszczy zebranych na terenie
wielu wojewodztw wskazuja, ze rozpowszechnienie
zakazonych kretkami Borrelia burgdorferi kleszezy
waha si¢ od 6 do 15% i dotyczy w rownym stopniu
terenéw wiejskich jak i miejskich (parki i skwery).

Borelioza z Lyme jest wielouktadowa choroba za-
kazna. W poczatkowej fazie choroby charakterystycz-
ne sg zmiany skoérne (rumien wedrujacy). Po kilku
tygodniach rumien wedrujacy moze ustapi¢ samoist-
nie, ale zakazenie rozprzestrzenia si¢ na wiele ukta-
dow i1 narzadow. Moga wystgpowac objawy ze strony
osrodkowego uktadu nerwowego (neuroborelioza), ze
strony narzadu ruchu (borelioza stawowa) oraz ze stro-
ny uktadu krazenia w postaci zaburzen rytmu serca,
tacznie z blokiem przedsionkowo-komorowym. Rocz-
nie w Polsce rejestrowanych jest okoto 8-9 tysiecy
przypadkéw, a zapadalno$é na boreliozg z Lyme wy-
nosi ponad 20 zachorowan na 100 tysigcy miesz-
kancow [10, 14].

4. Anaplazmoza granulocytarna [2, 8, 19]

Anaplazmoza wywolywana jest przez bakterie
Anaplasma phagocytophilum, bezwzglednego paso-
zyta wewnatrzkomorkowego krwinek biatych. Nie
jest objeta w Polsce nadzorem epidemiologicznym
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i w zwiazku z tym trudno jest oceni¢ czgsto$¢ jej
wystgpowania.

Przez lata bakterie te znane byly jako czynnik etio-
logiczny chordb zwierzat hodowlanych. Pierwsze
przypadki zachorowan u ludzi opisano w 1996 r. jako
erlichiozg granulocytarna wywolana przez czynnik
HGE (Human granulocytic ehrlichiosis agent), prze-
noszona przez kleszcze rodzaju Ixodes sp. Izolacja
czynnika etiologicznego, a nastgpnie charakterystyka
wyizolowanych szczepow i DNA tych bakterii zde-
cydowata o wiaczeniu czynnika HGE do rodzaju
Anaplasma jako nowy gatunek A. phagocytophilum.

Rezerwuarem drobnoustroju sa dzikie zwierzeta,
gtéwnie drobne gryzonie. Drobnoustrdj wnika przez
skore podczas uktucia przez zakazonego kleszcza.

Wystepuje w réznych krajach i na réznych konty-
nentach. Zasi¢g wystgpowania anaplazmozy granulocy-
towej pokrywa si¢ z zasiggiem wystgpowania kleszczy
rodzaju Ixodes. Przypadki anaplazmozy granulocy-
towej wykrywane sa w potnocnych stanach USA,
w Szwecji, Polsce, Stowenii 1 Ros;ji.

Pierwszy przypadek anaplazmozy w Polsce opisano
w 2001 roku. Bylo to zakazenie mieszane. Poczatko-
wo rozpoznano u chorego boreliozg z Lyme, w prze-
biegu ktorej stwierdzono nietypowe dla tego zakazenia
objawy hematologiczne. Choroba miata cigzki, zagra-
7ajacy zyciu przebieg.

Zwykle anaplazmoza rozpoczyna si¢ nagle wyso-
ka goraczka, ktorej towarzysza bole migsni, ogodlne
ostabienie i zte samopoczucie. Objawy te pojawiaja
si¢ po okoto 3 tygodniach od kontaktu z kleszczem.
Zakazenie moze przebiega¢ z r6znym nasileniem, od
przypadkéw bezobjawowych do cigzkich, konczacych
si¢ $miercig. Mato charakterystyczne objawy klinicz-
ne stwarzaja trudnosci w prawidtowym ukierunko-
waniu badan diagnostycznych. Najczgsciej obserwuje
si¢ objawy grypopodobne, takie jak wysoka goraczka,
bole migsni, stawodw, ostabienie, bole i zawroty glo-
wy, wymioty, biegunke, a takze powigkszenie watro-
by i §ledziony. U cze¢sci chorych moze wystapi¢ zapa-
lenie ptuc z zaburzeniami oddychania, niewydolnos¢
nerek oraz objawy neurologiczne z zaburzeniami
swiadomosci. W najcig¢zszych postaciach obserwuje
si¢ spadek ci$nienia krwi, zaburzenia oddychania,
ostra niewydolno$¢ nerek, krwawienia z przewodu
pokarmowego, zapalenie mozgu i opon moézgowych,
powiktane cigzkimi zakazeniami oportunistycznymi.
Zajecie o$rodkowego ukladu nerwowego moze obja-
wiaé si¢ zaburzeniami $§wiadomosci, atakami padacz-
kowymi, $piaczka. Smiertelno$¢ waha sie w granicach
2-10%. Poniewaz w anaplazmozie granulocytowej
bakterie pasozytuja w granulocytach, u chorych wy-
stegpuje leukopenia, trombocytopenia, podwyzszone
stezenie kreatyniny i wzrost aktywnosci aminotrans-
feraz w surowicy krwi.
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5. Tularemia [14]

Do zakazenia najcze¢sciej dochodzi przez bezpo-
sredni kontakt z zakazonymi gryzoniami, lub ich wy-
dalinami, jednak wektorem tego zakazenia moga by¢
takze kleszcze. Na zakazenie to narazeni sa gtownie
mys$liwi oraz ich rodziny. Tularemia charakteryzuje
si¢ wielopostaciowos$cia form. Poczatek choroby jest
zwykle nagly z goraczka, dreszczami, bolami glowy
1 migéni, wymiotami i zapaleniem spojowek. W dal-
szym przebiegu choroby najczg$ciej wystepuja kra-
terowate owrzodzenia w miejscu wniknigcia tych
bakterii. Dochodzi do zajecia okolicznych weztow
chtonnych, ich ropienia i wytworzenia si¢ przetok.
W postaci anginowej obserwuje si¢ szaro-biaty nalot
a takze owrzodzenia jamy ustnej. Najci¢zszy przebieg
ma posta¢ ptucna ze $rédmiazszowym zapaleniem
ptuc oraz postaé trzewna, w wyniku ktorej moze do-
chodzi¢ do perforacji jelit. Ze wzgledu na objawy kli-
niczne tularemi¢ nazywa si¢ czasem “dzuma gryzoni”.

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

Zakazenia wywotane przez bakterie z rodzaju Bar-
tonella stanowia powazne zagrozenie dla zdrowia
czlowieka i zaliczane sa do grupy ,.emerging/re-emer-
ging diseases”. Przyktadem sa choroby wywotane
przez Bartonella quintana, dawniej czynnik etiolo-
giczny przenoszonej przez wszy goraczki okopowej
oraz nowo opisane gatunki rodzaju Bartonella, jak
B. henselae, B. elizabethae, B. koehlerae. Z 19 dotych-
czas opisanych gatunkéw rodzaju Bartonella, ponad
10 jest zwiazanych z zachorowaniami u ludzi.

Goraczka okopowa nazywana réwniez goraczka
wotynska, goraczka pigciodniowa, wystgpowala na
poczatku dwudziestego wieku, w czasie I wojny §wia-
towej. Byla choroba szerzaca si¢ epidemicznie w oko-
pach, szczegolnie na wschodnim froncie. Miata charak-
terystyczny przebieg, poniewaz co pig¢ dni wystgpowal
gwaltowny wzrost temperatury ciata z utrata Swiado-
mosci, bedaca wynikiem zakazenia o$rodkowego
uktadu nerwowego. Czynnikiem etiologicznym byta
Rochalimea quintana, obecnie nazywana Bartonella
quintana. W czasie Il wojny §wiatowej goraczka oko-
powa prawie juz nie wystepowata, po wojnie, w poz-
niejszych latach, nie stwierdzano jej wystgpowania,
ani w Zachodniej Europie ani w Polsce. Na poczatku
lat osiemdziesiatych uwazano, ze jest to ,historyczna
choroba”, wspodtczesnie juz niewystepujaca. Tak byto
do drugiej polowy lat osiemdziesiatych. Wtedy nagle
zaczgto stwierdza¢ u pojedynczych ludzi zapalenie
wsierdzia, goraczke, zapalenie weziow chlonnych
o0 nieznanej etiologii, najpierw w Ameryce, potem we
Francji i w calej Europie. Po wyizolowaniu bakterii
okazalo sig, ze jest to, ta sama bakteria, ktora wywoty-
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wala goraczke okopowa. Intensywne badania dopro-
wadzity do wykrycia i1 opisania kilkunastu, nowych
gatunkow rodzaju Bartonella.

Stwierdzano je poczatkowo u chorych na AIDS
jako zakazenia oportunistyczne. Zarowno w USA jak
i w Europie wykazano, ze u chorych na AIDS B. quin-
tana moze by¢ przyczyna wielu schorzen. W nastep-
nych latach zakazenia te wykryto takze u ludzi wolnych
od zakazenia wirusem HIV. W 1989 roku stwierdzono,
ze czynnikiem etiologicznym tych zakazen moze by¢
rowniez inny, nowy gatunek bakterii z tego rodzaju
— B. henselae. Obecnie wiadomo, ze zakazenia roz-
nymi gatunkami bakterii z rodzaju Bartonella moga
wystgpowaé w roznych postaciach zardowno u chorych
na AIDS, u chorych z obnizona odpornoscia, z choro-
bami wyniszczajacymi, u biorcoOw przeszczepow jak
rowniez u ludzi ze sprawnym uktadem immunologicz-
nym. Rezerwuarem B. henselae sa Koty, z ktérych jak
przypuszcza si¢ zakazenie przenoszone jest przez pchty.
Obecnie wektor B. quintana jest nieznany, zakazenia
wystepuja rowniez w Srodowisku wolnym od wszy.
Ponadto, przebieg tego zakazenia jest inny niz goraczki
okopowej. Zakazenie nie szerzy sig¢ epidemicznie i nie
wystepuja pigciodniowe okresy goraczki. Nie jest to
choroba przenoszona wylacznie przez wszy, prawdo-
podobnie moga przenosi¢ ja pchty, a takze kleszcze.
Zakazenie manifestuje si¢ roznymi objawami.

Bartonelozy moga by¢ przyczyna zapalenia wsier-
dzia, zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych, zapalenia
ptuc, naczyniakowatosci, plamicy watrobowej, zapa-
lenia gatki ocznej, choroby kociego pazura i innych.

Najlagodniejsza postacia bartonelozy jest choroba
kociego pazura. Jest tak nazywana, poniewaz najczes-
ciej do zakazenia dochodzi w wyniku zadrapania,
ugryzienia lub poslinienie przez kota. Badania wyka-
zaty, ze w Polsce ponad 50% kotow jest zakazonych.
Choroba kociego pazura objawia si¢ zwykle powigk-
szeniem jednego wezla chlonnego potozonego blisko
miejsca zadrapania lub pogryzienia przez kota. Moze
przebiegac jako ostre, podostre lub przewlekte zapale-
nie jednego lub kilku weztow chtonnych.

Inne, rzadziej spotykane objawy to zapalenie mdz-
gu, zapalenie phluc, zapalenie koSci, erythema nodosum.

Jednak jak wskazuja dane z calego $wiata bakterie
z rodzaju Bartonella moga atakowaé wiele uktadow
i narzadow. Objawy kliniczne zakazenia sa bardzo zr6z-
nicowane. Wspdlna cecha wszystkich zachorowan jest
bakteriemia, ktorej w wigkszosci przypadkow towa-
rzyszy goraczka. U niektorych chorych z bakteriemia
moze doj$¢ do zapalenia wsierdzia. W tych przypad-
kach konieczna jest zwykle wymiana zastawek. Poszuku-
jac przyczyn goraczki o nieznanej etiologii (wszystkie
gatunki rodzaju Bartonella) lub czynnika etiologicz-
nego zapalenie wsierdzia (B. vinsonii sub. berkhoffii,
B. koehlerae, B. elizabethae, B. washoensis) nalezy
bra¢ pod uwage zakazenie tymi bakteriami. Inna po-
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sta¢ zakazenia, bacillary angiomatosis: choroba roz-
rostowa naczyn, najczesciej dotyczy skory, moze obej-
mowa¢ warstwy powierzchniowe naskorka, skory lub
podskoérne. Zmiany te moga wystgpowac rowniez na
btonach sluzowych jamy ustnej, odbytu lub calego
przewodu pokarmowego. Pelosis hepatitis wywotana
przez Bartonella sp. wykrywana jest u ludzi zazywa-
jacych steroidy anaboliczne, z zaawansowana choro-
ba nowotworowa lub innymi chorobami wyniszczaja-
cymi, jak gruzlica i zakazenie HIV. Wsp6lna cecha
chorych jest przebywanie w bardzo zlych warunkach
sanitarnych, niedozywienie, alkoholizm. Najczgsciej
dotyczy bezdomnych.

Bartoneloza jest to zoonoza nabywana przez czto-
wieka od towarzyszacych mu zwierzat. W wojewodz-
twie mazowieckim, w okolicach Warszawy zbadano
duza grupe kotow i psow oraz ich ektopasozyty, w kie-
runku obecnos$ci zakazen Bartonella sp. Wykryto, ze
ponad 50% kotow jest zakazonych tymi bakteriami.
Przy czym przebiega ono bezobjawowo. Jednoczes$nie,
nie stwierdzono tych bakterii w zebranych ze zwierzat
pchlach natomiast obecne byty one w zdjetych z psow
kleszczach. Jednoczesnie u pséw, na ktérych zero-
waly zakazone kleszcze, wykryto w surowicy krwi
swoiste przeciwciata.

Chociaz nie jest udowodniona droga przenoszenia
zakazenia Bartonella sp. przez kleszcze ale istnieje
wiele badan wykazujacych w nich obecno$¢ tych bak-
terii oraz u zwierzat i ludzi, na ktorych te stawonogi
zerowaly. Badano takze r6zne populacje ludzi, poten-
cjalnie narazonych na zakazenie Bartonella sp., jak
np.: lekarze weterynarii, wlasciciele kotow, bezdomni
alkoholicy i narkomani. Wszyscy oni naleza do grupy
zwigkszonego ryzyka zachorowania ze wzgledu na
czesty, bliski kontakt ze zwierzgtami badz specyficz-
ne obyczaje i tryb zycia. Stwierdzono znamiennie
podwyzszone poziomy przeciwciat dla B. henselae
1 B. quintana u wszystkich badanych oprécz grupy
narkomanéw. Ponadto z krwi niektérych badanych,
niewykazujacych zadnych objawdw zakazenia, izolo-
wano szczepy B. henselae.

7. Goraczka Q [8, 23, 27]

Jest to typowa odzwierzeca choroba zakazna wy-
wotana przez Coxiella burnetii. Bakterie te sa bez-
wzglednymi pasozytami wewnatrzkomorkowymi, wy-
wotujacymi zakazenia, w przenoszeniu ktoérych moga
uczestniczy¢ kleszcze.

Drobnoustrdj ten cechuje duza zakazno$¢; uwaza
si¢ ze 10-100 komoérek bakteryjnych moze wywotaé
zakazenie i ostra chorobg. Mimo, ze jest to pasozyt
wewnatrzkomorkowy moze przetrwaé w srodowisku
zewngtrznym, w stosunkowo wysokich temperaturach
(ginie dopiero po 15 sekundach w 74°C) jak réwniez
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odporny jest na wysuszenie i wiele substancji che-
micznych, stosowanych jako $rodki dezynfekcyjne.
Wilasciwosci te zwiazane sa z wytwarzaniem form
przetrwalnych.

Rezerwuarem C. burnetii w przyrodzie sa rdézne
dzikie zwierzgta, drobne gryzonie, kroliki, dziki, sar-
ny, jelenie. Stwierdzano rowniez obecnos¢ tych bak-
terii u jaszczurek. W $rodowisku cztowieka gtownym
rezerwuarem jest bydlo, kozy i owce. W Polsce zaka-
zenia ludzi najcze$ciej pochodza od zakazonego by-
dla. Rzadko rejestrowane sa zakazenia owiec. Wsrod
dzikich zwierzat C. burnetii izolowane byty przede
wszystkim z kleszczy i drobnych gryzoni, ale takze
wykryto je u zubréw.

Zwierzgta przechodza zwykle zakazenie bezobjawo-
wo, ale wydalaja bakterie z moczem, w mleku, a pod-
czas porodow z wodami ptodowymi. Czlowiek zakaza
si¢ wdychajac zakazony aerozol lub zakazony kurz, bez
udziatu kleszczy. Poniewaz gtownym rezerwuarem
C. burnetii w najblizszym otoczeniu cztowieka jest
bydto, owce i kozy, do grupy zwigkszonego ryzyka
zachorowania naleza hodowcy tych zwierzat, stuzby
weterynaryjne, a takze pracownicy rzezni i garbarni.

Rola kleszczy w krazeniu drobnoustroju jest nie-
jednoznaczna. Drobnoustroj ten nie wykazuje powi-
nowactwa do okreslonego rezerwuaru lub wektora.
Bakterie C. burnetii stwierdzano w réoznych gatunkach
kleszczy. Z jednej strony uwaza sig, ze kleszcze sa
wektorem przenoszacym zakazenie wsrod dzikich
zwierzat, z drugiej strony wiadomo, ze zakazony
kleszcz wydala duza liczbg bakterii z katem, ktory po-
zostajac na sier§ci ssakow jest gtownym zrodlem za-
kazenia. Obecnie wielu badaczy uwaza, ze kleszcze sa
przede wszystkim rezerwuarem C. burnetii, a przenie-
sienie zakazenia nie wymaga wektora.

W fazie ostrego zakazenia goraczka Q przebiega
zwykle pod postacia choroby goraczkowej ze znacz-
nie podwyzszona temperatura ciata (do 40°C), bolami
glowy oraz wystepowaniem mato charakterystycznych
objawdw grypopodobnych i atypowego zapalenia phuc.
Posta¢ przewlekla wystepuje czesto jako powiktanie
bezobjawowo przebytej goraczki Q i moze powodo-
wac¢ odleglte objawy kliniczne w postaci m.in.: zatoro-
wosci ptuc, zaburzen zakrzepowo-zatorowych, zapa-
lenia mig$nia serca i najczesciej zapalenia wsierdzia.

Mimo, ze goraczka Q podlega nadzorowi epide-
miologicznemu liczba rejestrowanych przypadkow nie
oddaje rzeczywistej liczby zachorowan.

8. Zakazenia Rickettsia sp. z grupy
gorgczek plamistych [4, 9, 13, 19]

Po raz pierwszy, obecno$¢ Rickettsia conori w klesz-
czu 1. ricinus wykryto w Belgii w 1993 roku. Wtedy
uwazano, ze jest to przypadkowe zakazenie i kleszcze
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tego gatunku nie sa zdolne do przeniesienia zakazenia
z jednego zywiciela na drugiego, migdzy innymi z po-
wodu nieodpowiednich dla szerzenia si¢ goraczki pla-
mistej warunkéw klimatycznych. Badania kleszczy
jako rezerwuaru i wektora bakterii z rodzaju Rickettsia,
przeprowadzone w latach 2006-2009 na terenie kil-
ku wojewodztw w Polsce, wykazaly wystgpowanie
riketsji z grupy goraczek plamistych w kleszczach
gatunku Ixodes ricinus 1 Dermacentor reticulatus.
Pierwszy z wymienionych kleszczy wystepuje w calej
Polsce, drugi w pdinocno-wschodniej czg$ci kraju.
Na terenie calej Polski wykryto obecno$¢ Rickettsia
raoultii w kleszczach obu gatunkéw. DNA tych bak-
terii stwierdzono w 56.7% kleszczy Dermacentor reti-
culatus 1 18.2% Ixodes ricinus. W kleszczach I. rici-
nus wykryto Rickettsia slovaca i R. helvetica, ktoérych
jak przyjmowano do niedawna, granica wystgpowania
na potnocy przebiega, przez teren Stowacji i Czech.

W tych samych rejonach, z ktorych pochodzity za-
kazone kleszcze u prawie 15% pracownikow lesnych
wystepowaly przeciwciata swoiste dla riketsji z grupy
goraczek plamistych, w tym dla R. massiliae i prawdo-
podobnie dla R. slovaca.

9. Zakazenia mieszane (ko-infekcje) [9, 17]

Istotnym problemem zwiazanym z zakazeniami
przenoszonymi przez kleszcze jest obecnos$¢ kilku
drobnoustrojow w organizmie jednego kleszcza. Pato-
geny,. ktore powoduja boreliozg z Lyme, anaplazmozg,
bartonelozg czgsto wspdtistnieja w kleszczu, wywo-
lujac zakazenia mieszane. Wydaje sig, ze zaleznie od
rejonu, ryzyko takiego zakazenia jest rozne ale jak
dotychczas brak jest doktadnych danych. Wydaje si¢
ze podwojne zakazenia kleszczy najczegSciej wystepuja
w rejonie Ameryki Pin i Europy. Poniewaz borelioza
z Lyme na tych terenach jest choroba endemiczna
zwykle ko-infekcja dotyczy boreliozy i towarzyszacej
jej drugiej infekcji. Wedlug wielu autorow najczesciej
wystgpuje borelioza z Lyme i anaplazmoza. Rzadziej
rozpoznawane sa jednoczesne zakazenia trzema pato-
genami, w tym bakteryjno-wirusowymi lub pierwot-
niakowymi. Wykazano wystgpowanie u ludzi zakazen
B. burgdorferi, wirusem TBE i A. phagocytophila lub
B. burgdorferi i Bartonella henselae. Rozpoznanie
zakazenia mieszanego ma nie tylko znaczenie epide-
miologiczne ale przede wszystkim warunkuje wpro-
wadzenie prawidtowego leczenia obejmujacego swym
spektrum wszystkie chorobotwoércze drobnoustroje.

Badania ostatnich lat wykazaty, ze wiele choréb
odzwierzgcych przenoszonych przez kleszcze moze
prowadzi¢ do powiktan w postaci uszkodzenia serca
— zastawek lub migsnia sercowego. Naleza do nich bo-
relioza z Lyme, bartonelozy, goraczka Q. Wymienione
choroby naleza do grupy tzw. nowo pojawiajacych
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si¢ 1 nawracajacych zagrozen (emerging/re-emerging
diseases) i stanowia jeden z wazniejszych problemow
zdrowia publicznego. Wsréd nich borelioza z Lyme
jest najczeSciej wystepujaca na potkuli poéinocnej
i w Polsce, choroba przenoszona przez kleszcze, go-
raczka Q wystepuje w Polsce od 1956 roku jednak
jej pézne, przewlekle postaci nie sa rozpoznawane,
bartoneloza diagnozowana jest od kilku lat ale klinicz-
nie rozpoznawana jest gléwnie choroba kociego pazura
wywolana przez Bartonella henselae, ktora jest jed-
nym z kilku gatunkéw tego rodzaju odpowiedzialnym
za zapalenie wsierdzia i mig$nia sercowego.

Przeprowadzone w ostatnich miesiagcach w Samo-
dzielnej Pracowni Riketsji, Chlamydii i Krgtkow Od-
zwierzecych NIZP-PZH serc biorcéow poddanych
transplantacji serca, wykazaty obecnos¢ u okoto 17%
badanych obecno$¢ Borrelia afzeli i Bartonella sp.
w zastawkach aortalnych i mitralnych oraz Coxiella
burnetii w zastawce mitralnej oraz migéniu sercowym.
Stwierdzano takze w sercu jednoczesnie Coxiella bur-
netii i Bartonella.

10. Podsumowanie

Zmieniajacy si¢ styl zycia, aktywny wypoczynek,
rozwoj turystyki, sporty ekstremalne sa czasami no-
wymi czynnikami zwigkszonego ryzyka zachorowa-
nia. Przebywajac na terenach rekreacyjnych cztowiek
narazony jest na kontakt z kleszczami i zakazenie prze-
noszonymi przez nie chorobami. Na terenie catego
kraju kleszcze moga by¢ przenosicielem (wektorem)
boreliozy z Lyme, anaplazmozy, kleszczowego zapa-
lenia moézgu, tularemii, goraczki Q, a takze prawdo-
podobnie bartoneloz i riketsjoz z grupy goraczek pla-
mistych. Terytorium Polski mozna uznaé za teren
endemiczny boreliozy z Lyme, kleszczowego zapalenia
moézgu i goraczki Q. Wykrycie nowych czynnikow
etiologicznych zakazen przenoszonych przez kleszcze
z jednej strony mozna ttumaczy¢ znacznie czulszymi,
nowoczesnymi metodami diagnostycznymi ale przede
wszystkim nalezy zwrdci¢ uwage czynniki zmieniaja-
cego si¢ srodowiska (np. ocieplenie klimatu) czy zmien-
no$¢ samych drobnoustrojow (np. Bartonella quintana
jako czynnik etiologiczny choroby wystepujacej na
poczatku XX wieku i obecnie)
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Novel antiherpesviral vaccines and herpesviral vectors for human therapy

Abstract: Herpesviruses constitute one of the largest viral families, which encompasses viral infectious agents widely occurring in
the human population. The use of antiviral therapeutics usually does not prevent herpesvirus recurrences and has not lead to the
virus eradication. This may be achieved with antiviral vaccines. Despite a long track of vaccine clinical trials and numerous strategies
of research, commercial vaccines are available only for one herpesvirus — varicella-zoster virus (VZV). In addition to the varicella
vaccine, a therapeutic vaccine to prevent herpes zoster in elderly people has been recently introduced. This paper reviews the most
recent developments in human herpesvirus vaccines, both prophylactic and therapeutic. The most promising clinical trials, which
may lead to successful vaccines in the near future, are described. The most important challenges for the vaccine research are also
discussed. The therapeutic use of herpesviruses includes recombinant HSV vectors for gene delivery or as anti-cancer agents. HSV
therapeutic vectors are classified into: amplicon vectors, replication-defective vectors and replication-attenuated oncolytic viruses.
This paper gives an insight into the current knowledge on the construction of HSV vectors for human therapy and describes the most
recent advances in the oncolytic virotherapy.

1. Introduction. 2. Varicella-zoster virus vaccines. 3. Development of HSV, human cytomegalovirus and Epstein-Barr virus vaccines.
4. Herpesviral vectors for human therapy. 5. Summary

Stowa kluczowe: herpeswirusy, szczepionki, terapia onkolityczna
Key words: herpesviruses, vaccines, oncolytic therapy

1. Wstep

Herpeswirusy stanowia jedna z najwigkszych rodzin
wirusowych, liczba jej przedstawicieli zidentyfikowa-
nych do tej pory przekracza dwiescie [12]. Gospoda-
rzami herpeswirusow, z wyjatkiem jednego gatunku, sa
kregowce [11], osiem gatunkéw jest odpowiedzialnych
za infekcje u ludzi. Wedlug obowiazujacej nomen-
klatury [11] oznacza si¢ je jako ludzkie herpeswirusy
(human herpesvirus, HHV) 1-8, chociaz nadal czgsto
stosuje si¢ nazwy zwyczajowe. Herpeswirusy patogen-
ne dla cztowieka reprezentuja wszystkie trzy podro-
dziny Herpesviridae: o, B i y. Herpeswirusy opryszczki
HSV-1 (HHV-1) i HSV-2 (HHV-2) oraz wirus ospy
wietrznej i potpasca VZV (HHV-3) naleza do podro-
dziny Alphaherpesvirinae, podrodzing Betaherpesvirinae
reprezentuja ludzki cytomegalowirus HCMV (HHV-5)
oraz wirusy rumienia nagtego HHV-6 i HHV-7; wirus
Epsteina-Barr (HHV-4) oraz wirus migsaka Kaposiego
KSHV (HHV-8) to przedstawiciele gammaherpeswi-
ruséw. Herpeswirusy naleza do jednych z najbardziej
rozpowszechnionych wirusow w naszej populacji.
U okoto 70-90% mieszkancéw Europy (90% w Pols-

ce) wykrywa si¢ przeciwciata specyficzne dla HSV-1,
u 10-20% (9% w Polsce) — dla HSV-2, 40-60% dla
HCMV, do 95% dla EBV [1, 26, 39]. Wartosci te sa
znacznie wyzsze, nawet do 100%, w niektorych rejo-
nach geograficznych — zaleznie od statusu socjo-
ekonomicznego badanej populacji, wieku lub infekcji
towarzyszacych, np. u nosicieli wirusa HIV [2, 26].
Ludzkie herpeswirusy powoduja u os6b z prawidtowo
funkcjonujacym uktadem immunologicznym choroby
zwykle o przebiegu tagodnym lub wrecz infekcje bez-
objawowe. Staja si¢ grozne, gdy zawodzi kontrola
uktadu immunologicznego: u oséb z uposledzona
odpornos$cia lub poddanych immunosupresji, po trans-
plantacjach, w infekcji towarzyszacej HIV/AIDS,
w okresie zycia ptodowego. Powiktania infekcji moga
obejmowac zapalenie centralnego uktadu nerwowego,
ptuc, rogowki, wady wrodzone u dzieci i inne [1, 14].
EBV i KSHV to wirusy onkogenne, EBV jest jednym
z najczegstszych wirusowych czynnikoéw etiologicz-
nych nowotworéw cztowieka [28].

Herpeswirusy posiadaja ostonke okrywajaca charak-
terystyczna warstwe bialek zwana tegumentem, kapsyd
1 material genetyczny, ktory stanowi dwuniciowy DNA
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o dtugosci do 235 tys. pz [35]. W ostonce zakotwiczo-
ne sa m.in. glikoproteiny wirusowe, odpowiedzialne za
wnikanie wirionow do komorek i stanowiace gtowny
cel przeciwcial neutralizujacych. Ekspresja genow her-
peswirusowych to proces wieloetapowy i Scisle kontro-
lowany, odbywa si¢ w sposob kaskadowy w trzech
glownych fazach: natychmiastowo-wczesnej (o, imme-
diate-early, IE), wczesnej (B, early, E) i poznej (v, late,
L) [35, 45]. W trakcie infekcji powstaje stosunkowo
duzo bialek, z ktorych znakomita czg$¢ indukuje silna
odpowiedZz immunologiczna. Po infekcji pierwotnej
herpeswirusy przechodza w stan utajenia — latencji
—w komoérkach nerwowych (HSV, VZV), limfocytach
(HHV-6/7, EBV, KHSV), monocytach/makrofagach
(CMV, HHV-6), komorkach uktadu siateczkowo-$rod-
btonkowego weztow chlonnych i komérkach §rod-
btonka tetnic (HCMV), gdzie w okreslonych warun-
kach dochodzi do ich reaktywacji [3, 14, 38]. Podczas
latencji zachodzi ograniczona ekspresja genow, gtow-
nie potrzebnych do zahamowania cyklu litycznego,
nie wykrywa si¢ produktow biatkowych (HSV) lub ich
liczba jest ograniczona. Reaktywacja ze stanu latencji
oznacza spotkanie z wytworzona w trakcie infekcji
pierwotnej, gotowa specyficzna odpowiedzia immuno-
logiczna. Aby przetrwac w toku ewolucji herpeswirusy
musiaty wyksztalci¢ ré6znorodne mechanizmy hamo-
wania odpowiedzi immunologicznej i dzi§ uznawane sa
za mistrzow ucieczki immunologicznej. Immunomodu-
lacja dotyczy zaré6wno odpowiedzi wrodzonej, jak
i nabytej. Znaczna cze$¢ inhibitoréw wirusowych ha-
muje aktywnos$¢ limfocytow T cytotoksycznych CD8+,
wskazujac na istotna rolg tych komorek w kontroli za-
kazen herpeswirusowych [16].

Infekcje herpeswirusowe kontroluje si¢ przy pomo-
cy chemioterapeutykow, glownie analogéw nukleo-
zydowych (acyklowir, gancyklowir, famcyklowir, wa-
lacyklowir) lub nukleotydowych (cidofowir) [46]. Ich
wprowadzenie stato si¢ przetomem w terapii zakazen,
jednakze pomimo opracowania lekow modyfikowa-
nych w celu poprawy biodostgpnosci, zwigkszenia
aktywnos$ci przeciwwirusowej i zmniejszenia toksycz-
nos$ci nie doprowadzito do eradykacji wiruséw z po-
pulacji. Za rozprzestrzenianie si¢ herpeswirusow
w populacji cztowieka wini si¢ dzi$ przede wszystkim
asymptomatyczne wydalanie wirusa oraz zdolnos¢ do
przebywania w stanie latencji [10, 19]. Wydaje sig, ze
droga do eliminacji zakazen moga by¢ przede wszyst-
kim szczepionki.

Badaniom klinicznym poddaje si¢ dwa typy szcze-
pionek: profilaktyczne i terapeutyczne. Szczepionki
profilaktyczne majq za zadanie chroni¢ przed infekcja
osoby seronegatywne. Szczepionki terapeutyczne sa
przeznaczone dla osob, ktore przeszty infekcje¢ i po-
siadajq wirusy w stanie latencji. Maja one chroni¢ przed
reaktywacja wirusa lub ogranicza¢ objawy z nia zwia-
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zane. Testowane sa zardwno preparaty tradycyjne,
oparte na zywych atenuowanych szczepach wirusow
lub szczepionkach podjednostkowych z rekombino-
wanymi biatkami uzyskiwanymi w r6znych systemach
ekspresji, jak i nowoczesne preparaty wielosktadniko-
we typu ,,prime-boost”, szczepionki oparte na wek-
torach pochodzacych z innych wiruséw, komorki
prezentujace antygeny wirusowe, szczepionki DNA,
szczepionki peptydowe. Testowane sa rézne adiuwan-
ty. Dla herpeswirusow istnieja modele matych zwierzat
(myszy, kroliki, swinki morskie), ze wzgledu na zdol-
no$¢ tych wiruséw o szerokim zakresie gospodarza do
ich infekcji (HSV) lub istnienie gatunkéw wiruséw od-
powiadajacych ludzkiemu (np. mysi cytomegalowirus).
Modyfikacje genoméw herpeswirusowych zostato
w ostatnich latach znacznie utatwione poprzez pozna-
nie pelnych sekwencji wirusowego DNA oraz uzyska-
nie genomdOw w postaci sztucznych chromosomow
bakteryjnych, tzw. BAC-6w (bacterial artificial chro-
mosome), zdolnych do replikacji w komoérkach bakte-
ryjnych. Umieszczenie w DNA wirusowym sekwencji
replikonu mini-F Escherichia coli, w najnowszych wer-
sjach umozliwiajace ich pozniejsze usunigcie (systemy
rekombinacji Red, loxP/rekombinaza Cre), pozwala na
prostsze manipulacje wielkimi genomami herpeswiru-
sowymi oraz zmiany genow uposledzajacych namnaza-
nie si¢ wirusow, a nawet genéw kluczowych [5, 48, 49].

Pomimo tak wielokierunkowego podejscia i wielo-
letnich badan nad szczepionkami przeciw herpeswiru-
som jedyne preparaty komercyjne zostaty uzyskane
dla wirusa VZV.

2. Szczepionki przeciw wirusowi ospy wietrznej
i polpasca

Szczepionki przeciw VZV naleza do szczepionek
konwencjonalnych, ich podstaw¢ stanowi ten sam zywy
atenuowany szczep wirusa Oka (tzw. szczepionkowy
szczep Oka, V-Oka od ang. vaccine = szczepionka).
Jego szczep rodzicielski (tzw. P-Oka od ang. parental)
zostal wyizolowany w 1974 roku w Japonii przez ze-
spot Takahashiego od dziecka przechodzacego
pelnoobjawowa ospg wietrzng [3, 49]. Atenuacja zo-
stata uzyskana przez wielokrotne pasaze w komorkach
obcych gatunkowo (ptodowe fibroblasty $winki mor-
skiej) oraz ludzkich komérkach diploidalnych, jej me-
chanizm nie jest do konca poznany [3]. Dostgpne sa
preparaty chroniace przed infekcja VZV i ospa wietrz-
na, gtéwnie u dzieci (np.: Varivax®, Varilrix®), row-
niez w wersji skojarzonej ze szczepionka swinka-odra-
rozyczka, oraz szczepionka zapobiegajaca reaktywacji
wirusa i polpascowi (Zostavax®).

Szczepionka profilaktyczna przeciw ospie wietrz-
nej zastata 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
pozwolita na dlugoterminowa oceng jej skutecznos$ci
w czasie. Wyniki testu na duzej grupie szczepionych
ujawnity zwigkszanie si¢ wraz z uptywem lat czestos-
ci zachorowan na ospg u 0sob szczepionych (9 przy-
padkow na 1000 osob po 5 latach i 58/1000 po 9 la-
tach) [6]. Rezultatem bylo zarekomendowanie przez
zespol przygotowujacy wspomniany raport dwoch da-
wek szczepionki dla wszystkich dzieci 1 doszczepienie
0sob, ktore otrzymaly jedna dawke.

W roku 2006 zarejestrowano w Europie szczepion-
ke Zostavax, chroniaca przed potpascem i jego naj-
czestszym powiklaniem, nerwobdlem potpasccowym
(postherpetic neuralgia, PHN). Szczepionka ta jest za-
lecana dla ludzi po 50 roku zycia, jej dziatanie przy-
pisuje si¢ intensyfikacji powstalej podczas infekcji
pierwotnej komorkowej odpowiedzi immunologicz-
nej, ktora ulega oslabieniu u 0s6b starszych. Zostavax
zawiera ten sam szczep V-Oka w dawce znacznie
wigkszej niz szczepionki przeciw ospie wietrznej,
$rednio 10-14 razy. Badania kliniczne na duza skalg
wykazaly, iz szczepionka ta zmniejsza prawdopodo-
bienstwo reaktywacji wirusa $rednio o 51% (u oséb
powyzej 60 roku zycia te wyniki byly jeszcze lepsze)
oraz znacznie zmniejsza nasilenie choroby i ryzyko
wystapienia powiktan [29].

Przez ostatnie lata badacze probowali zrozumieé
mechanizm atenuacji szczepu V-Oka. W tym celu do-
konali jego charakterystyki molekularnej, poznano
petna sekwencj¢ genomu szczepow P-Oka i V-Oka.
Analiza porownawcza wykazala obecno$¢ 42 roznic
nukleotydowych, wigkszo$¢ z nich znajdowata si¢
w genie gtdownego transaktywatora wirusowego, na-
tychmiastowo-wczesnego biatka 1E62 [49]. Te roz-
nice oraz dodatkowe delecje i insercje, m.in. w rejonie
bliskim origin replikacji, moga thumaczy¢ stabsza re-
plikacje wirusa w hodowlach komoérkowych in vitro
i uposledzone rozprzestrzenianie si¢ migdzy komor-
kami. Genomy V-Oka i P-Oka zostaty roéwniez skon-
struowane w wersji BAC, co zdecydowanie powinno
utatwic dalsza charakterystyke szczepow tego trudnego
do pracy w warunkach laboratoryjnych i modyfikacji
genetycznych wirusa [49].

Najnowsze badania sugeruja, iz skuteczno$¢
szczepionek anty-VZV jest zwiazana z ich zdolnos$cia
do aktywacji sktadnikow odpowiedzi wrodzonej,
gtownie infiltrujacych miejsce zakazenia komorek
dendrytycznych [17]. Szczep szczepionkowy VZV
utracit zdolno$¢ do blokowania szlaku sygnalizacji
zaleznego od receptorow Toll-podobnych (TLR)-2,
promujacego produkcje interleukiny 12, ktoéra wraz
z IFN-y wplywa na polaryzacj¢ odpowiedzi komor-
kowej w kierunku Th1, co ma kluczowe znaczenie dla
kontroli infekcji.

201

Poniewaz istniejace szczepionki przeciw VZV
uznawane sg za bezpieczne i skuteczne, brak jest do-
niesien o opracowywaniu nowych preparatow.

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

Zupehie inaczej wyglada stan profilaktyki i terapii
zakazen wirusami HSV, CMV i EBV. Ze wzgledu na
powszechno$¢ infekeji, koszty terapii chemioterapeu-
tykami oraz wptyw chordb na jakos$¢ zycia spoleczen-
stwa w 1999 roku amerykanski Instytut Medycyny
uznal opracowanie skutecznej szczepionki przeciw
tym wirusom za priorytetowe [22]. Proby konstrukcji
skutecznych preparatéw podejmuje si¢ praktycznie od
identyfikacji wirusow. Pierwsze testy obejmowaty po-
dejécia najbardziej tradycyjne: inaktywowane cate wi-
riony, atenuowane szczepy wirusoéw, szczepionki pod-
jednostkowe oparte na sktadnikach inaktywowanych
wirionow lub rekombinowanych biatkach powierzch-
niowych stanowiacych najczestszy cel przeciwcial
neutralizujacych (biatko gD HSV, gB HSV i HCMYV,
gp350 wirusa EBV) [19, 22, 46]. Jednakze te pierwsze
szczepionki, dajace obiecujace wyniki w fazie badan
laboratoryjnych na modelach zwierzgcych, nie spetity
kryteriow odpowiedniej skutecznosci w testach kli-
nicznych. Sposrdd izolowanych od chorych atenuowa-
nych szczepdw wirusoOw testy kliniczne na szeroka
skale przeszedt szczep Towne wirusa CMV. Szcze-
pionka ta okazala si¢ by¢ bezpieczna oraz indukowata
produkcje przeciwcial neutralizujacych i odpowiedz
komorkowa, zapobiegajac w 89% objawom chorobo-
wym u 0s6b po transplantacji nerki, nie chronita jed-
nak przed przekazaniem wirusa biorcom lub reakty-
wacja wirusa [22]. Niepowodzeniem zakonczyta si¢
rowniez proba zastosowania tej szczepionki w celu
ochrony przed przekazaniem wirusa seronegatywnym
matkom od zakazonych dzieci. Szczep Towne jest
obecnie testowany w strategii typu ,,prime-boost”,
gdzie szczepienie wirusem atenuowanym jest poprze-
dzone podaniem szczepionki DNA [21].

Jedne z najwigkszych testow dla HSV przeszty dwie
szczepionki podjednostkowe. Pierwsza z nich — firmy
Chiron, byta oparta na biatkach gD i gB HSV-2 izolo-
wanych z hodowli komoérek ssaczych CHO (Chinese
hamster ovary) z emulsja skwalenu w wodzie jako ad-
iuwantem (gD2/gB2/MF59). Szczepionka ta okazata
si¢ by¢ bezpieczna i wywotywata produkcje przeciw-
cial neutralizujacych na wysokim poziomie, ale przejs-
ciowo, dawata tez zbyt niska ochrong przed infekcja
HSV-2 ($rednio 9% skutecznos¢) w dwoch duzych
testach klinicznych, tzw. tescie partnerow, gdzie ba-
dano przekazywanie wirusa migdzy seronegatywnymi
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Tabela I

Przyktady testowanych szczepionek przeciw wirusom opryszczki HSV [4, 7, 9, 18, 32, 42]

Wirus Posta¢ szczepionki

Nazwa szczepionki

Faza badan klinicznych

HSV-2 |gB2/gD2/MF59 (Chiron) | Podjednostkowa, gB i gD otrzymane w komorkach CHO,
emulsja skwalenu w wodzie jako adiuwant

111, wycofana*

HSV-2 | gD2/alum/MPL (GSK)

Podjednostkowa, gD otrzymane w komorkach CHO, adiuwant | III
glinowy i O-deacetylowany, monofosforylowany lipid A (MPL)

HSV-2 | gD2/gC2
systemie ekspresji

Podjednostkowa, gD i gC otrzymane w bakulowirusowym

Przedkliniczne na myszach

HSV-1 | Lipopeptydowa gD1

Trzy pary polaczonych peptydowych epitopéw CD8+ i CD4+
z biatka gD1z dotaczonym kwasem palmitynowym

Przedkliniczne na myszach

HSV-1 | pgB/Bax/dendrosomy

Szczepionka DNA, plazmid DNA kodujacy gB z genem
proapoptotycznym, dendrosomy jako no$nik DNA

Przedkliniczne na myszach

HSV-2//d15-29 (Acambis)
HSV-1

HSV-2 — wirus defektywny, delecja w genie ULS
(helikazy-primazy) i UL29 (gléwne bialko wiazace DNA)

Przedkliniczne na myszach
i $winkach morskich

HSV-2 | ImmunoVEX (Biovex)

HSV-2 — wirus zywy atentowany z delecja czterech genow I
kodujacych biatka immunomodulacyjne: ICP47, vhs, US5 i UL43

HSV-2[rVSV-gD2

zapalenia jamy ustne;j

gen gD2 w wektorze opartym na wirusie pgcherzykowatego

Przedkliniczne na myszach
i $winkach morskich

* testy nie wykazaly wystarczajacej skuteczno$ci szczepionki

i seropozytywnymi partnerami oraz w tescie zapadal-
nosci na infekcje w grupie ryzyka, u oséb z historia
przebytych wczesniej innych choréb przenoszonych
droga ptciowa [7]. Firma GlaxoSmithKline zapropo-
nowala szczepienie rekombinowanym biatkiem gD
wirusa HSV-2 (gD2/alum/MPL), réwniez otrzyma-
nym w komodrkach CHO, ale z innym zestawem adiu-
wantow, wyniki testow klinicznych ukazaty si¢ w roku
2002. Szczepionka ta indukowata zarowno produkcje
przeciwcial neutralizujacych, jak i odpowiedz komor-
kowa [41]. Testy kliniczne zakonczyty sig czgsciowym
sukcesem — wykazano wysoka skutecznos$¢ u serone-
gatywnych kobiet (73% ochrona przed pojawieniem si¢
objawow klinicznych infekcji, poziom ochrony przed
przeniesieniem wirusa ok. 40%). Jednakze wyniki tes-
tow dla kobiet — nosicielek wirusa i mgzczyzn nieza-
leznie od ich statusu serologicznego wirusa byty nie-
wystarczajace (Srednia skutecznosc¢ szczepionki 38%).
Badania probujace wyjasni¢ fenomen wynikow tak
zaleznych od plci 0s6b szczepionych wykazaty znacz-
nie silniejsza u kobiet odpowiedz limfocytow T CD4+
na trzy z zestawu kilku immunodominujacych epitopow
pochodzacych z biatka gD2 [50] i nie wyklucza sig, ze
podobne zjawisko ma miejsce dla limfocytow T CD8+.
Roéznice w aktywacji limfocytow moga z kolei wynikaé
z innej u kobiet regulacji komorek prezentujacych anty-
geny (APC), ktérych réznicowanie jest podatne na
wptyw hormonow piciowych, takich jak estrogen [23].
Niektorzy badacze wiaza rdéznice w wynikach szczepio-
nek podjednostkowych obu firm z zastosowanymi adiu-
wantami, podkreslajac w ten sposdb znaczenie adiu-
wantow dla skutecznos$ci szczepionek HSV [19, 46].
Po wielu badaniach zakonczonych podobnie jak
w przypadku szczepionek podjednostkowych HSV-2

niepowodzeniem, naukowcy powrocili do badan pod-
stawowych przebiegu infekcji, immunobiologii, bio-
logii molekularnej wiruséw, poszukiwania nowych
antygenow wirusowych. Wyniki tych badan czgsto
thumacza dotychczasowe niepowodzenia i wytyczaja
nowe strategie, m.in. podkreslaja istotno$¢ aktywacji
przez szczepionki sktadowej komdrkowej odpowiedzi
immunologicznej, gtéwnie limfocytéw T CD4+ 1 CD8+
w ochronie przed infekcjami pierwotnymi. Pierwsze po-
dejscia szczepionkowe miaty na celu wzbudzenie silnej
produkcji przeciwcial neutralizujacych, ktore uwaza si¢
za podstaweg ochrony przed infekcjami pierwotnymi
i transmisja przezlozyskowa, ale, inaczej niz zaklada-
no, ktore nie wydaja si¢ kontrolowaé reaktywacji wi-
rusa [7, 22]. Szczepionki, ktére indukowaty wysoki
poziom przeciwcial, nie okazaty si¢ skuteczne, szcze-
golnie w przypadku infekcji wtornych. Obecnie pod-
kresla sig role limfocytow T CD4+ typu Thl, produku-
jacych m.in. IFN-y, w szczepionkach terapeutycznych
[19, 22]. Ponadto duze znaczenie ma poznawanie odpo-
wiedzi immunologicznej zwiazanej z blonami Sluzowy-
mi [10, 24] oraz mechanizméw jej immunomodulacji
przez herpeswirusy. W idealnej szczepionce aktywnos¢
limfocytéw T powinna towarzyszy¢ indukcji przeciw-
ciat neutralizujacych wirusa. Sposrod innych wazniej-
szych odkry¢ na uwagg zashuguje m.in. wykazanie, iz
ludzki cytomegalowirus uzywa nieco odmiennego reper-
tuaru bialek powierzchniowych do infekcji komorek
nabtonkowych i $§rdédbtonka naczyn niz fibroblastow
[36], co moze prowadzi¢ do stabszej produkcji przeciw-
ciat blokujacych wejscie do komorek, w ktorych wirus
przechodzi w stan latencji przez niektore antygeny (np.
biatko gB) [8]. Dla skutecznosci szczepien wazne moga
si¢ okaza¢ drogi podania szczepionki; testuje si¢ poda-
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wanie tzw. ,,bez uzycia igiet” — z ang. ,,needle-free”:
donosowe, dooczne lub intrawaginalne [10, 18, 19].
Wyniki szczepionki gD2 firmy GSK dla kobiet,
ktore nie zetknely si¢ wezesniej z wirusami HSV oka-
zaly si¢ by¢ na tyle obiecujace, by kontynuowacé testy
kliniczne III fazy na duzo wigkszej grupie (ponad
7000) seronegatywnych kobiet przed 30 rokiem zycia.
Badania nad ta szczepionka o nazwie HERPEVAC,
wspolfinansowane przez rzad Stanow Zjednoczonych,
miaty si¢ zakonczy¢ pod koniec 2009 roku [30].
W przypadku pozytywnych wynikow mozemy docze-
ka¢ sig¢ kolejnej, obok szczepionki podjednostkowe;j
przeciw wirusowi brodawczaka ludzkiego HPV, szcze-
pionki przeciw chorobie przenoszonej droga ptciowa,
zalecanej dla dziewczat przed inicjacja seksualna. Na-
dal jednak pozostaje aktualny problem szczepien 0sob
seropozytywnych pod wzgledem HSV, w tym nosicieli
HIV, i problem zapobiegania epidemiom HSV-2.
Sposrdd szezepionek podjednostkowych obiecujace
wyniki, predysponujace do wprowadzenia preparatow
na rynek, daly rowniez badania kliniczne II fazy zasto-
sowania rekombinowanego biatka gB HCMV w kom-
binacji z adiuwantem MF59 dla seronegatywnych ko-
biet w kontroli zakazen prenatalnych [32] oraz badania
kliniczne Il fazy z zastosowaniem rekombinowanego
gtéwnego biatka ostonki gp350 EBV w zapobieganiu
mononukleozie zakaznej [40]. Pierwsza z nich, oparta
podobnie jak szczepionki dla HSV, na biatku izolowa-
nym z kultur komérek CHO, w polaczeniu z emulsja
skwalenu z woda (MF59) jako adiuwantem, data 50%
skuteczno$¢ [33]. Szczepionka przeciw EBV (biatko
gp350 z wodorotlenkiem glinu i AS04 jako adiuwanta-
mi) okazala si¢ skuteczna w 78% w ochronie przed po-
jawianiem si¢ objawow klinicznych mononukleozy [40].
W grupie szczepionek opartych na zywych wirusach
wigksze nadzieje wiaze si¢ ze specjalnie zaprojektowa-
nymi szczepionkami z zywymi atenuowanymi wiru-
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sami z delecja m.in. genu kodujacego gtowny czynnik
neurowirulencji — biatko y34.5, genow biatek immuno-
modulacyjnych (np. znajdujacy sig¢ obecnie w 1 fazie
badan klinicznych ImmunoVEX HSV2 [42]) Iub wi-
rusami niezdolnymi do replikacji (np. znajdujacy si¢
w fazie badan przedklinicznych HSV-1 d15-29) — wek-
tory te daja obiecujace wyniki u szczepionych myszy
i $winek morskich, rowniez jako szczepionki tera-
peutyczne [9, 18].

Testowane sa rowniez szczepionki zawierajace inne
antygeny wirusowe, ich kombinacje lub syntetyczne
peptydy stanowiace epitopy rozpoznawane przez lim-
focyty T w kompleksach z lipidami. Te ostatnie moga
zawieraé tzw. ,,epitopy asymptomatyczne” — peptydy
stanowiace unikalny zestaw epitopéw rozpoznawa-
nych przez limfocyty T u pacjentéw, u ktorych nie roz-
wijaja si¢ objawy chorobowe , co oznacza, iz lepiej
zwalczaja oni infekcje [10]. Podstawy tego zjawiska
sa rowniez w trakcie badan. Dotaczenie w szczepion-
kach lipopeptydowych reszty kwasu tluszczowego,
takiego jak kwas palmitynowy, stanowi wewngtrzny
adiuwant, wzmacniajacy indukcj¢ odpowiedzi immu-
nologicznej, szczegolnie prezentacje antygenow przez
komorki dendrytyczne/komorki Langerhansa zwia-
zane z btonami §luzowymi i aktywacj¢ limfocytow
CD8+ [10, 22].

Obiecujace wyniki prezentuja réwniez szczepionki
oparte na innych wektorach wirusowych: m.in. dla
HCMYV oparta na wektorze alfawirusowym przenosza-
cym gen gB lub gen fuzyjny pp65/IE1, dla HCMV
oparta na wektorze MVA (modyfikowany wirus vacci-
nia szczep Ankara) przenoszacym réwniez gen gB,
dla EBV zastosowanie koktajlu biatek litycznych i la-
tentnych przenoszonych przez wirus vaccinia (VV)
[22, 25]. W przypadku szczepionek terapeutycznych
przeciw nowotworom zwigzanym z EBV ich podsta-
we powinny stanowi¢ antygeny charakterystyczne dla

Tabela 11

Przyktady testowanych szczepionek przeciw wirusom HCMV i1 EBV [21, 22, 25, 27, 36, 40]

Wirus Nazwa szczepionki Posta¢ szczepionki Faza badan klinicznych
CMV | VCL-CBO1 (Vical) Szczepionka DNA, plazmidy kodujace pp65 i gB I
CMV | gB/MF59 (Sanofi Pasteur, Skrocona, sekrecyjna forma gB produkowana I
wczesniej Chiron) w komoérkach CHO
CMV | gB/pp65/1E1 Replikon alfaherpeswirusowy jako no$nik /1
(AlphaVax/Novartis)
CMV | VCL-CTO02/Towne Szczepionka typu ,,prime-boost”: trojwalentna DNA, I
plazmidy kodujace pp65, gB i IE1, doszczepienie zywym
atenuowanym szczepem Towne
EBV | gB/wodorotlenek Podjednostkowa, rekombinowane gB z komérek CHO, I
glinu/AS04 wodorotlenek glinu i AS04 jako adiuwanty
EBV | Poczworna VV z koktajlem 2p350/gp110/EBNA2/EBNA-3C w wektorze vaccinia Przedkliniczne na myszach
biatek cyklu lityczngo i latencji|
EBV | Ad-SAVINE Epitopy biatek latencji LMP1 i LMP2 w wektorze Przedkliniczne
adenowirusowym
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latencji, takie jak bialko ztozone z epitopéw pocho-
dzacych z LMP1 i LMP2 w szczepionce adenowiru-
sowej Ad-SAVINE [27].

Inng strategie stanowia szczepionki DNA oparte na
plazmidach niosace geny najbardziej immunogennych
biatek, gtéwnie powierzchniowych (np. gB HSV-1 [32],
gB HCMV w kombinacji z immunodominujacym bial-
kiem pp65 [36]), wymagaja one jednak zastosowania
dodatkowych modyfikacji majacych na celu wzmoc-
nienie ich immunogennos$ci. Testuje si¢ wiec dodatek
adiuwantdw, zastosowanie koekspresji z genami bia-
ek proapoptotycznych (Bax) lub genem receptora dla
limfotoksyny nalezacego do rodziny receptoréw czyn-
nika martwicy nowotworow TNF (LIGHT). Indukcja
apoptozy w komorkach produkujacych antygen wiru-
sowy zwicksza ich usuwanie przez APC , takie jak ko-
morki dendrytyczne, oraz aktywacj¢ limfocytow CD4+
i CD8+ w organach limfatycznych [36].

4. Wektory herpeswirusowe w terapii czlowieka

Roéwnolegle z rozwojem szczepionek przeciw her-
peswirusom testowane sa rézne podejscia majace na
celu ,,przezbrojenie” arsenatu wirusowego w celu ich
wykorzystania jako srodkow w terapii czlowieka. Wek-
tory oparte na wirusie HSV (glownie HSV-1) sa bardzo
obiecujacymi kandydatami w terapii wirusowej gtow-
nie chordb o podtozu neurologicznym oraz nowotwo-
row. Cechy, ktore zdecydowaly o zainteresowaniu ba-
daczy to m.in. infekcyjno$¢ wzgledem roéznych typow
komorek, zaréwno dzielacych sig, jak i niedzielacych,
przede wszystkim neurondéw, zdolno$¢ do inkorpora-
cji duzych fragmentéw obcego DNA (teoretycznie do
152 tys. pz w przypadku amplikondéw), brak integracji
wektoréw do DNA chromosomalnego komorki, mozli-
wos¢ wykonywania testow wektoréw na modelach ma-
lych zwierzat, czy tez mozliwo$¢ kontroli namnazania
przy pomocy lekow przeciwherpeswirusowych [43,45].

Konstruuje si¢ kilka rodzajow wektoréw herpes-
wirusowych, w zalezno$ci od ich zdolnosci replika-
cyjnych:

o Wektory amplikonowe (amplikony) — plazmidy bak-
teryjne zawierajace jako jedyne elementy pochodza-
ce z HSV origin replikacji (oriS), sygnat cigcia/pa-
kowania DNA (pac) i kasetg umozliwiajaca ekspresje
przenoszonego genu. DNA plazmidowy w formie
konkatamerycznej jest pakowany do czastek wiruso-
wych HSV. Replikacja i pakowanie wymagaja obec-
nosci DNA wirus6w pomocniczych, ktorymi coraz
czesciej sa, w miejsce wirusow zdolnych do repli-
kacji, wirusy defektywne w postaci BAC. Ampliko-
ny sa testowane jako wektory szczepionkowe (np. do
ekspresji genow HIV, wirusa zapalenia watroby ty-
pu C) lub wektory przenoszace geny terapeutyczne

W terapii genowej cztowieka, np. w leczeniu uszko-
dzen mozgu (ekspresja nerwowego czynnika wzros-
tu NGFR, genow bialek szoku termicznego, gendéw
biatek antyapoptotycznych). Badania z uzyciem
amplikonow sa hamowane przez niskie miana wek-
toréw uzyskiwanych w systemach wolnych od wi-
rusa pomocniczego zdolnego do replikacji [13, 45].
Wektory defektywne, niezdolne do replikacji i two-
rzenia czastek potomnych, produkowane w liniach
komorek komplementujacych funkcje usunigtych
genow — testowane rowniez jako wektory szczepion-
kowe (d15-29), sa przeznaczone gtownie do prze-
noszenia gendw terapeutycznych takich biatek jak
neuroprzekazniki, neuroreceptory, czynniki wzrostu
i inne, w schorzeniach neurodegeneracyjnych i dzie-
dzicznych wadach genetycznych. Ciekawym podejs-
ciem jest rowniez zastosowanie wektora produku-
jacego enkefaliny do zwalczania bolu w chorobach
nowotworowych [45].

Wektory HSV atenuowane, zdolne do ograniczonej
lub warunkowej replikacji, moga stuzy¢ jako typowe
wektory onkolityczne (0HSV). Selektywnos$¢ na-
mnazania w komoérkach nowotworowych i ich nisz-
czenia uzyskuje si¢ poprzez usunigcie z genomu
HSYV gendéw enzymdw zwiazanych z metabolizmem
DNA, takich jak kinaza tymidynowa (HSV-TK) lub
reduktaza rybonukleotydowa (HSV-RR) [44, 45].
Enzymy te umozliwiaja wirusowi tworzenie prekur-
sorow nukleotydow w komorkach niedzielacych si¢
lub o ograniczonej liczbie podzialow. Po delecji ge-
néw TK lub RR wirus moze si¢ replikowaé jedynie
w komorkach intensywnie dzielacych sig, takich jak
komorki nowotworowe. W testowanych obecnie
wektorach tzw. trzeciej generacji modyfikacjom TK
i RR towarzysza dodatkowe delecje genow, zwigk-
szajace bezpieczenstwo wektoréw, m.in. gldwnego
czynnika neurowirulencji — biatka y,34.5, biatek
posredniczacych w rozprzestrzenianiu si¢ wirusa,
genow zwiazanych z latencja. Produkt genu v,34.5
jest biatkiem multifunkcjonalnym, jedna z jego
funkcji polega na ochronie przed mechanizmem
przeciwwirusowej odpowiedzi wrodzonej komorki
opartej na kinazie biatkowej R (PKR). Biatko
ICP34.5 defosforyluje czynnik translacyjny elF-2a,
odwracajac w ten sposob efekt jego fosforylacji
przez PKR, ktora zatrzymuje syntezg¢ biatek w ko-
morce [44]. Szczepy HSV z mutacjami w genie
Y,34.5 moga sig replikowa¢ jedynie w komoérkach
z aktywna $ciezka sygnalizacyjna Ras, ktora hamuje
aktywacje¢ PKR. Biatko ICP47 jest z kolei gtéwnym
czynnikiem immunomodulacyjnym wirusa, jego
delecja zwigksza prezentacj¢ antygenow w komplek-
sach z biatkami gléwnego uktadu zgodnosci tkan-
kowej MHC klasy I i stymulacj¢ nowotworospecy-
ficznych limfocytow T cytotoksycznych [16, 43].
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Tabela III

Przyktady testowanych wektorow onkolitycznych opartych na wirusie HSV-1 [15, 44, 45, 47]
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Nazwa preparatu Modyfikacje wektora Zastosowanie Faza badan klinicznych
G47A AUL39 (RR) Glejak Przedkliniczne/I
ICP47- Rak odbytnicy Przedkliniczne
Rak piersi Przedkliniczne
G207 Ay34.5 (2) Glejak /11
AUL39 (RR) Rak piersi Przedkliniczne
NV1020 Ay 34.5(1) Przerzutujacy rak jelita grubego /i
AUL56, AUL24 Przerzutujacy rak prostaty Przedkliniczne
¢J/gG/PK HSV-2 Rak piersi, rak watroby Przedkliniczne
NV1042 Ay 34.5 (1) Przerzutujacy rak prostaty Przedkliniczne
AULS56 Rak piersi Przedkliniczne
gJ/gG/PK HSV-2
ICP47-, US11-US10-, IL12+
OncoVEXCALVCD | AUL39 (RR) Rak przetyku Przedkliniczne
Ay 34.5 2)* Rak ptaskokomoérkowy skory Przedkliniczne
ICP47- Glejak Przedkliniczne
GALV env
Fey::Fur
OncoVEXGM-CSF AUL39 (RR), Czerniak 111
Ay 34.5 (2)* Rak ptaskonabtonkowy glowy i szyi | III
ICP47-, GM-CSF+
HF10 AULA43, AUL49.5, AUL55, | Wznowy raka piersi I
AUL56, ALAT Nawrotowy rak glowy i szyi I
Czerniak Przedkliniczne

* (1) — delecja jednej kopii genu; (2) — delecja obu kopii genu

Wektory trzeciej generacji zawieraja czgsto dodat-
kowe geny, wzmagajace ich potencjal lityczny (np.
biatko fuzyjne wirusa GALV). Aktywnos$¢ wektorow
onkolitycznych HSV moze by¢ dodatkowo wzmoc-
niona poprzez umieszczenie w wektorze genow enzy-
moéw aktywujacych proleki chemioterapeutyczne (np.
OncoVEXGALVCD 7 drozdzowa deaminaza cytydyny
aktywujaca 5-fluorocytozyng do 5-fluorouracylu [34])
lub biatek o aktywnos$ci przeciwnowotworowej, cyto-
kin i innych. Badania I fazy potwierdzaja ich bezpie-
czenstwo (brak objawéw chorobowych) oraz tagod-
ne efekty uboczne (przejéciowo: goraczka, dreszcze).
W fazach I lub II badan klinicznych znajduja sig¢ wek-
tory do terapii glejakéw (G207) oraz nowotworéw wa-
troby, przewodu pokarmowego, raka piersi (HF10),
ptaskonabtonkowego raka glowy i szyi [44, 45].
Najbardziej zaawansowane badania dotycza wektora
OncoVexSM-CSF ktory wszedt w 111 faze badan klinicz-
nych po wykazaniu 26% dhugotrwalej (do 31 tygodni)
redukcji masy guzow, bezposrednio nastrzykiwanych
oraz dzigki aktywacji odpowiedzi immunologiczne;
rowniez guzow sasiednich [37]. Problemem wekto-
réw HSV jest ich ograniczone rozprzestrzenianie sig¢
w miejscu podania, co probuje si¢ poprawi¢ zwigzkami
drobnoczasteczkowymi wplywajacymi na replikacjg
wirusa lub enzymami degradujacymi matriks zewnatrz-
komoérkowa Wektory podaje si¢ doguzowo lub w miejs-
ce po resekcji guzoéw. Trwaja rowniez badania nad

zwigkszeniem trwato$ci wektorow HSV w krwiobiegu,
gléwnie ochrony przed skladnikami uktadu dopet-
niacza (przedtraktowanie czynnikiem jadu kobry lub
cyklofosfamidem [20]), co umozliwitoby obok doguzo-
wgo, rowniez dozylne podawanie wirusow.

5. Podsumowanie

Przedstawiciele rodziny Herpesviridae naleza do
najbardziej rozpowszechnionych patogenéw wiruso-
wych w naszej populacji. Czgsto§¢ zakazen herpes-
wirusowych wzrasta z roku na rok pomimo istnienia
skutecznych chemioterapeutykow, gtownie ze wzgledu
na asymptomatyczne wydalanie wirusoOw oraz zdol-
no$¢ herpeswirusow do przebywania w stanie latencji
i cyklicznych reaktywacji. Dlatego uzasadniony wy-
daje si¢ poglad, iz do eradykacji herpeswirusow moga
si¢ przyczyni¢ przede wszystkim szczepionki, jako
uzupetnienie stosowania lekow. Pomimo wieloletnich
i roznorodnych badan wciaz jedyne komercyjne szcze-
pionki sa dostgpne dla wirusa ospy wietrznej i pot-
pasca. Dzigki najnowszym badaniom coraz wigcej wie-
my o szczepie szczepionkowym wirusa VZV, mecha-
nizm jego atenuacji i zarazem skutecznosci tej szcze-
pionki sa lepiej zrozumiate. Opracowanie skutecznych
szczepionek przeciw gldéwnym herpeswirusowym pa-
togenom cztowieka: wirusom CMV, EBV i HSV-2
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znajduja si¢ na liscie celow priorytetowych. Najbardziej
pozadana jest konstrukcja szczepionek profilaktycz-
nych, ktére chronilyby osoby seronegatywne i w tej
dziedzinie testy kliniczne osiagnety najlepsze wyniki.
Coraz wigcej badan potwierdza fakt, iz odporno$¢ po-
wstata w wyniku infekcji pierwotnej nie chroni przed
reaktywacja wirusa. Szczepionki profilaktyczne i tera-
peutyczne beda musialy najprawdopodobniej akty-
wowa¢ inne sktadniki odpowiedzi immunologiczne;j
a dobor antygendw szczepionkowych musi by¢ dobrze
przemys$lany. Po latach nieskutecznych préb naukowcy
wrocili do ,,stotow laboratoryjnych” — badan podsta-
wowych wiruséw, co zaowocowalo zwigkszona liczba
nowych podejsé i testow klinicznych. Nalezy rowniez
zauwazy¢, iz w przypadku kazdego z patogenéw moze
okaza¢ si¢ skuteczne rdzne podejscie, poniewaz pomi-
mo wielu wspolnych cech biologicznych wirusy nawet
blizej ze soba spokrewnione roéznig si¢ migdzy soba
(m.in. tropizmem, immunobiologia, repertuarem biatek
powstajacych w czasie latencji, mechanizmami im-
munomodulacyjnymi). Rozwdj wirusowych wektorow
szczepionkowych przyczynit si¢ rowniez do idei wyko-
rzystania wektorow opartych na wirusie HSV w terapii
genowej i onkolitycznej terapii nowotworéw czlowie-
ka. Nowe metody biologii molekularnej znajduja swe
zastosowanie w optyymalizacji produkcji wektorow
wirusowych, zwigksza sig tez ich bezpieczenstwo, co
skutkuje testami wektorow w terapii coraz to nowych
rodzajach nowotworow. Wektory onkolityczne moga
stanowi¢ korzystne uzupetnienie radio- i chemioterapii.
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Nosocomial infection prophylaxis in Koch’s time and today

Abstract: Nosocomial infections occurred since the establishment of first hospitals but their specificity and methods of prophylaxis
have undergone great changes over the course of time. In this article, several chosen elements crucial to the success of infection
prevention in hospitalized patients are presented with the emphasis on the meaning of the 19% century pioneer research which
should be considered as the beginning of antisepsis and asepsis. Special attention was paid to the merits of Robert Koch who, among
other things, devised methods for the evaluation of disinfectants activity and also conducted research on the means of thermal
destruction of microorganisms with the use of dry hot air [dry heat sterilization] and steam. It has been stressed that despite the
major development of science and technology, hospital-acquired infections remain a problem of contemporary medicine which is

connected with patients being more vulnerable to diseases as well as poor prophylaxis.
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Mimo intensywnego rozwoju medycyny i wprowa-
dzenia do terapii nowych metod leczenia nadal choroby
infekcyjne stanowia jedna z gtéwnych przyczyn zacho-
rowalno$ci i $miertelnosci w populacji. Szczegdlnym
problemem sa zakazenia pacjentow hospitalizowanych,
ze wzgledu na czesta lekoopornos$é szczepow odpo-
wiedzialnych za ich wystapienie oraz czynniki ryzyka
zwiazane z pacjentem, takie jak choroba podstawowa
(np. nowotwor, cukrzyca, niewydolno$¢ narzadowa),
konieczno$¢ stosowania inwazyjnych metod diagno-
stycznych 1 terapeutycznych, leczenie immunosupre-
syjne itp. Zakazenia szpitalne tylko w USA rocznie
rozpoznawane sa u okoto 1,7 miliona hospitalizowa-
nych stanowiac bezposrednia Iub posrednia przyczyna
zgonu okoto 99 000 z nich [20]. Koszty zwiazane
z leczeniem zakazen szpitalnych wahaja si¢ od 28 do
33 miliardow dolarow, a do szczegolnie kosztochton-
nych nalezg zakazenia krwi (36 441 $/przypadek) i za-
kazenia miejsca operowanego (25 546 $/przypadek)
[41]. Infekcje u hospitalizowanych chorych wystgpuja
od poczatku istnienia szpitali, jednak ich specyfika
i profilaktyka ulegly znacznym zmianom w czasie.
Obok ,tradycyjnych” patogendow takich jak np. ropo-
tworcze paciorkowce pojawity si¢ nowe, nienotowane
wczesniej czynniki chorobotwoércze, np. pratki nie-
gruzlicze [46], wirusy zapalenia watroby typu C [44]
czy priony [21]. W wyniku presji antybiotykowej zo-
staly wyselekcjonowane wielooporne szczepy, w tym
oporne na -laktamy pateczki Gram-ujemne [7, 22, 34]
wielooporne Mycobacterium tuberculosis [19], mety-
cylinooporne S. aureus [22, 34] i wankomycynooporne
enterokoki [6]. Antybiotykoterapia stala si¢ czynnikiem
ryzyka biegunek poantybiotykowych i rzekomobtonias-
tego zapalenie jelit, a takze zwiazanego z wysoka

$miertelnoscia toksycznego rozszerzenia okrgznicy
z udziatem Clostridium difficile [24, 45]. Coraz wigk-
sza liczba chorych w immunosupres;ji ulega zakazeniom
oportunistycznym, wsrdd ktorych szczegoélnie istotne
ze wzgledu na cigzko$¢ przebiegu i wysoka $miertel-
nos$¢, sa zakazenia grzybicze, w tym kandydozy [48],
aspergilozy [28] i zygomykozy [40]. Rozwdj techniki
medycznej pozwolil wprowadzi¢ do leczenia sprzet
umozliwiajacy stosowanie inwazyjnych metod badan
i terapii, niemniej ubocznymi skutkami stosowania
takich metod staly si¢ towarzyszace im zakazenia [1].
Jedne z najczegstszych, a jednocze$nie potencjalnie naj-
grozniejsze sa odcewnikowe zakazenia krwi [6, 32].
Istotne znaczenie maja takze zapalenia pluc zwiazane
z mechaniczng wentylacja, zakazenia uktadu moczo-
wego u cewnikowanych chorych [34] i infekcje wyni-
kajace z nieprawidtowej dekontaminacji endoskopow
[12, 26, 37, 47]. Zazwyczaj czynnikami etiologicznymi
zakazen szpitalnych sa bakterie, niemniej stosowanie
inwazyjnego sprzetu wiaze si¢ takze z ryzykiem wiru-
sowych zakazen przenoszonych droga krwi, w tym
przede wszystkim HBV [11] 1 HCV [13, 36].

Skuteczne ograniczanie zakazen zwiazanych z hos-
pitalizacja jest procesem ztozonym, zaleznym od trzech
podstawowych elementow: wiedzy z zakresu epide-
miologii tych zakazen, prawidtowej higieny szpitalnej
warunkujacej skuteczne przecigcie drog przenoszenia
si¢ drobnoustrojow i przestrzegania zasad aseptyki ko-
niecznej w ochronie przed zakazeniem osob poddawa-
nych procedurom inwazyjnym.

W czasach Roberta Kocha (1843-1910) wie-
dza na temat zakazen i patogenow byla niewielka,
a wymiana obserwacji 1 dosSwiadczen znacznie ogra-
niczona. Wspdtczesna infekcjologia oparta jest na
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szeroko rozbudowanych metodach diagnostyki mikro-
biologicznej i wieloosrodkowych, czgsto migdzykon-
tynentalnych obserwacjach. W czasach wspotczesnych
mozliwe jest wczesne ostrzeganie o zagrozeniach infek-
cyjnych a zrodlem informacji sa miedzy innymi CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) w USA
1 ECDC (European Centre for Disease Prevention and
Control) w Europie, a takze WHO. W zakresie zakazen
szpitalnych prowadzone sa programy monitorowania
takie jak np. HELICS zajmujacy si¢ kolekcjonowaniem,
analiza 1 rozpowszechnieniem danych dotyczacych
zakazef w szpitalach Europy. W ramach tego progra-
mu funkcjonuje HELICS SSI monitorujacy zakazenia
miegjsca operowanego [50] i HELICS ICU monitoru-
jacy zakazenia na oddziatach intensywnej terapii [42].
Zakazenia u hospitalizowanych chorych sa takze celem
badan ESGNI (European Study Group on Nosocomial
Infections) funkcjonujacej pod patronatem ESCMID
(European Society of Clinical Microbiology and Infec-
tious Diseases) [3, 4, 25]. W USA w 2005 roku powstat
National Healthcare Safety Network (NHSN) integru-
jac trzy wcezeéniej istniejace systemy nadzoru CDC:
nadzor nad zakazeniami szpitalnymi (National Noso-
comial Infections Surveillance; NNIS), dializami (Dia-
lysis Surveillance Network; DSN) i system nadzoru dla
pracownikow opieki zdrowotnej (National Surveillan-
ce System for Healthcare Workers; NaSH). Podobnie
jak w NNIS system NHSN oparty jest na dobrowolnym
raportowaniu zakazen zwiazanych z opieka zdrowotna
(Health care-associated infection; HAI) a uzyskane in-
formacje stanowia podstawe do oceny czgstosci tych
zakazen 1 szybkiego rozpoznawania aktualnych zagro-
zeh. Informacje uzyskane z NHSN stanowia podstawe
do aktualizacji metod nadzoru [14]. Zakazenia sa roz-
poznawane w oparciu o kryteria zdefiniowane przez
CDC z uwzglednieniem zwtaszcza odcewnikowych
zakazen krwi, zwiazanych z wentylacja zapalen phuc
i zakazen uktadu moczowego u pacjentdw cewniko-
wanych [18]. Migdzynarodowe Konsorcjum Kontroli
Zakazen Szpitalnych (International Nosocomial Infec-
tion Control Consortium, INICC) prowadzi program
kontroli HAI z monitorowaniem opartym na systemie
US National Healthcare Safety Network. INICC zo-
stato utworzone w celu promowania kontroli opartej
na dowodach w krajach ubozszych i rozwinigtych ale
bez wystarczajacego doswiadczenia w nadzorze nad
zakazeniami szpitalnymi i w monitorowaniu opartym
na analizie i zwrotnej informacji o wynikach zebranych
przez szpitale uczestniczace w programie. Program
INICC zostat zapoczatkowany w 1998 roku w Ame-
ryce Potudniowej, a juz w latach 2002-2007 obejmo-
watl 98 oddziatow intensywnej terapii w 18 krajach
Ameryki Lacinskiej, Azji, Afryki i Europy, stanowiac
wiarygodne Zrédlo migdzynarodowych danych o epi-
demiologii zakazen szpitalnych [33].
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W celu znormalizowania kolekcjonowania danych
o HAI w nadzorze nad zakazeniami wprowadzane sa
systemy informatyczne, ktorych wykorzystanie pozwa-
la oszczedzi¢ czas i znacznie utatwia oceng zagrozen
oraz skuteczno$ci stosowanych metod profilaktyki
[15, 17]. Jednym z waznych zalet takiego nadzoru jest
np. szybka identyfikacja pacjentow wczesniej zakazo-
nych lub skolonizowanych wieloopornymi drobno-
ustrojami lub o wysokim ryzyku wystapienia HAI [16,
31]. W procesie nadzoru za szczeg6lnie wazne uznano
badania mikrobiologiczne [23, 29], co znalazto réwniez
odzwierciedlenie w obowiazujacych w Polsce zapi-
sach prawnych. Ustawy i rozporzadzenia dotyczace tej
kwestii okreslaja miedzy innymi: wymagania dotycza-
ce laboratoriow mikrobiologicznych, zasady wykony-
wania badan sanitarno-epidemiologicznych w zakla-
dach opieki zdrowotnej, rol¢ zar6wno laboratorium
mikrobiologicznego jak i diagnosty w procesie profilak-
tyki, monitorowania i ograniczania zakazen, zwlaszcza
u hospitalizowanych chorych. Mikrobiologia medyczna,
obok diagnostyki medycznej, transfuzjologii i genetyki
medycznej zostala uznana za priorytetowa dziedzing
diagnostyki laboratoryjnej. Zostaly okre§lone standar-
dy jakos$ci dla medycznych laboratoriow diagnostycz-
nych i mikrobiologicznych (http:// isap.sejm.gov.pl).

W ciagu ostatnich dziesigcioleci nie tylko znacznie
zwigkszyla si¢ wiedza z zakresu epidemiologii zaka-
zen, ale przede wszystkim zdecydowanie zmienil si¢
standard higieny szpitalnej. W szpitalach XIX wieku
chirurdzy operowali w brudnych salach operacyjnych
uzywajac narzedzi zazwyczaj rzadko mytych migdzy
zabiegami. Zabiegi, ze wzgledu na brak efektywnej
anestezji, trwaty krotko i ograniczaty si¢ najczesciej do
amputacji konczyn. Wysoka $miertelnos¢ operowanych
byta wynikiem szoku bolowego, wykrwawienia lub
zakazenia. Nie myto rak, nie moéwiac juz o zaktadaniu
czystych fartuchow. Wiek XIX mimo to, zostal uznany
za czas narodzin antyseptyki i aseptyki, a szczeg6lnie
wazny udzial w zmianie spojrzenia na role higieny szpi-
talnej i edukacje miata Florence Nightingale.
Prowadzac badania w 1854 pazdzierniku i kwietniu
1855 dokonata skrupulatnej analizy $miertelno$ci wska-
zujac na zle warunki sanitarne jako podstawowa przy-
czyng zgonoéw. Badania te przekonaty dwczesny rzad
do reformy zdrowia i miaty ogromny wpltyw na po-
prawe sytuacji w szpitalach [27]. Pionierem aseptyki
byt angielski chirurg Joseph Lister, ktory opierajac
si¢ na teorii Pasteura dotyczacej zarazkéw, w celu
ograniczenia ryzyka zakazenia zastosowat na sali ope-
racyjnej kwas karbolowy (fenol). Lister zatozyl, ze
rozpylenie fenolu wokot operowanego moze zniszczy¢
bakterie obecne u pacjenta, personelu i na narzgdziach
a shusznos$¢ takiego zatozenia zostata potwierdzona
spadkiem $miertelnosci operowanych chorych z 46%
w 1864 r. (poczatek stosowania fenolu) do 15%
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w 1870 r. [43]. Zastosowana metoda miala jednak
istotne skutki uboczne — fenol powodowal oparzenia
skéry 1 podraznienia drog oddechowych. Ponadto
w 1881 roku Robert K o ch opublikowal wyniki swo-
ich badan wskazujace na staba aktywnos¢ fenolu wo-
bec drobnoustrojow. W celu oceny tej aktywnosci
K och inkubowat zawiesing laseczek waglika z feno-
lem, przenosit niewielkie objgtosci mieszaniny do du-
zych objetosci podtoza hodowlanego, unikajac w ten
sposob hamujacej aktywnosci dezynfektantu i odczyty-
wat wynik na podstawie obecnosci lub braku zmegtnie-
nia. Badania przeprowadzal takze z wykorzystaniem
spor bakteryjnych uzyskujac je przez wysuszanie.
Analizujac aktywnos¢ fenolu i innych zwiazkow o po-
tencjalnym dzialaniu przeciwbakteryjnym stwierdzit,
ze czas dezynfekcji jest zalezny od stgzen preparatow.
Prace Kocha staly si¢ wazne nie tylko ze wzgledu
na poszukiwanie nowych dezynfektantow, ale przede
wszystkim z powodu opracowania metod oceny ich
aktywnosci [5]. Pionierem sterylizacji byl fran-
cuski bakteriolog Charles Chamberland, ktory
w 1880 roku skonstruowat pierwszy sterylizator medycz-
ny nazwany autoklawem Chamberlanda. Auto-
klaw ten przypominat wspolczesny szybkowar i stuzyt
do gotowania narzgdzi chirurgicznych, a w pézniejszym
czasie takze opatrunkow na rany oraz masek i rekawi-
czek chirurgow [5]. W przebiegu procesu nie uzyski-
wano jednak eliminacji spor bakteryjnych. Robert Koch
kontynuujac badania nad sposobami niszczenia dro-
bnoustrojéow wraz z Gustawem Wolffhugelem
skonstruowat aparat na suche gorace powietrze uzysku-
jac w nim temp. 140°C, a nastgpnie we wspoOlpracy
z Georgem Gaffkym iFriedrichem Loefflerem
wykorzystat do sterylizacji par¢ wodna w ci$nieniu
atmosferycznym i w nadcisnieniu. W swoich badaniach
zastosowat rowniez tzw. ,,frakcjonowana sterylizacje”
zgodna z zalozeniami Johna Tyndalla docenia-
jac mozliwo$¢ wykorzystania nizszej temperatury do
zniszczenia form przetrwalnikowych bakterii [5].

Od czasow Kocha nastapit ogromny postgp w za-
kresie metod dekontaminacji. W celu utatwienia do-
boru odpowiedniej metody, sprzet i powierzchnie kon-
taktujace si¢ z pacjentem skategoryzowano zgodnie ze
stopniem ryzyka zakazenia zwiazanego z uzyciem da-
nego sprz¢tu lub kontaktem z okre$lona powierzchnia
(krytyczne, potkrytyczne i niekrytyczne). Zostaly opra-
cowane rekomendacje dotyczace kontroli §rodowiska
[9], postgpowania w sytuacji wystapienia zakazen/ko-
lonizacji szczepami wieloopornymi [39], izolacji [38]
oraz dezynfekcji i sterylizacji [35]. Wprowadzono sze-
roka game preparatow dezynfekcyjnych i nowe metody
sterylizacji, w tym sterylizacj¢ niskotemperaturowa
z wykorzystaniem takich substancji jak tlenek etylenu,
formaldehyd, kwas nadoctowy czy plazma [35].
Wspolczesnie proces sterylizacji jest walidowany a za-
gadnienia zwigzane ze sterylizacja wyrobéw medycz-
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nych zostaty zawarte w normach EN i ISO. Normy te
okreslaja miedzy innymi warunki, jakie musza by¢
spetnione, aby oznakowaé narzedzie jako sterylne
(EN 556) oraz og6lne warunki okreslajace metody,
walidacj¢ 1 rutynowa kontrol¢ procesow sterylizacji
(ISO 14 937). Ponadto opracowane zostaly normy do-
tyczace najczesciej stosowanych wysokocisnieniowych
sterylizatoréw parowych (EN 285) i sterylizatorow na
tlenek etylenu (EN 1422) wraz z walidacja i1 rutyno-
wa kontrola tych procesow (odpowiednio: EN 554,
EN 520). Stan taki pozwala do minimum zredukowaé
ryzyko zakazenia zwiazane z narzgdziami i sprzgtem
stosowanym w zabiegach inwazyjnych. W pomiesz-
czeniach wysoko aseptycznych zostaly wprowadzone
systemy wentylacji z filtrami HEPA, umozliwiajace
uzyskanie powietrza o wysokim stopniu czysto$ci mi-
krobiologicznej. Z mysla o pacjentach w immunosu-
presji zostat opracowany przez Airinspace Technologies
system oparty na tworzeniu wokdt pacjenta komory
ochronnej z 60-krotna wymiana powietrza w ciagu
godziny i zastosowaniem plazmy jako czynnika nisz-
czacego drobnoustroje [30].

Skuteczno$¢ dekontaminacji zalezy od wielu czyn-
nikoéw, w tym przede wszystkim od przestrzegania za-
lecen dotyczacych przeprowadzenia danego procesu.
W dekontaminacji $rodowiska pacjenta szczegdlnie
wazne sa np. doktadnos$¢ i zalecana czgsto$¢ mycia
i/lub dezynfekcji powierzchni. W badaniach obejmuja-
cych 1119 salach chorych w 23 szpitalach USA odpo-
wiednig dekontaminacj¢ zaobserwowano tylko w 49%
powierzchni ogétem a ponizej 30% w przypadku takich
powierzchni jak uchwyty w toaletach, baseny, kaczki,
klamki, kontakty [8]. Oddzielnym zagadnieniem jest
powszechne pomijanie dekontaminacji stosowanego
w szpitalach sprzetu elektronicznego, takiego jak kom-
putery i telefony komorkowe i zwiazane z tym ryzyko
przenoszenia si¢ drobnoustrojow [2].

W profilaktyce zakazen szpitalnych szczegdlnie
istotna jest higiena rak. W 1829 francuski farmaceuta
A.G.Labarraque zaobserwowal odkazajace wtas-
ciwosci roztworu zawierajacego chlorek sodu i wap-
nia zalecajac nawilzanie rak tym preparatem lekarzom
i wszystkim innym osobom kontaktujacym si¢ z za-
kaznie chorymi [5]. W 1846 roku wegierski potoznik
Ignaz Semmelweis pracujac w Allgemeine Kran-
kenhaus w Wiedniu dostrzegt zwiazek miedzy wyso-
ka $miertelnoscia potoznic i niewystarczajaca higieng
rak lekarzy odbierajacych porod. Lekarze, wezesniej
uczestniczac w sekcjach zwlok kobiet zmartych z po-
wodu goraczki potogowe;j, przed kontaktem z potoz-
nicami myli rece woda z mydiem, nie eliminowato
to jednak nieprzyjemnego zapachu i, jak si¢ pdzniej
okazato, nie zapobiegato przenoszeniu si¢ patogendw.
Semmelweis w 1847 roku opréocz mycia zapro-
ponowat dodatkowo odkazanie rak roztworami za-
wierajacymi zwiazki chloru, co w ciggu dwoch lat
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pozwolito uzyska¢ spadek §miertelnosci wsrdd potoz-
nic z 12% do 1% [49]. W ten sposdb po raz pierwszy
udowodniono istotne znaczenie dezynfekcji rak w pro-
filaktyce zakazef szpitalnych. Mimo tak oczywistych
wynikow, dalszy rozwoj w tej dziedzinie nastapit do-
piero w drugiej potowie XX wieku. W 1961 r. U.S.
Public Health Service przygotowat dla personelu stuz-
by zdrowia film szkoleniowy z demonstracja techniki
mycia rak. W 1975 r. i w 1985 r. CDC opublikowato
wytyczne, zgodnie z ktérymi w wigkszosci przypadkow
wystarczajace bylo mycie rak zwyklym mydiem;
mydlo antybakteryjne zalecano przed i po wykonaniu
inwazyjnej procedury, a antyseptyki na bazie alkoholu
rekomendowano wytacznie w sytuacji braku dostgpu do
umywalki [10]. Wytyczne opublikowane w 1995 roku
przez Association for Professionals in Infection Con-
trol (APIC) rozszerzyly wskazania do dezynfekcji rak
W aktualnych wytycznych standardem jest dezynfekcja
rak preparatem alkoholowym, natomiast mycie rak po-
zostato tylko w szczegolnych sytuacjach, np. przy ich
wizualnie dostrzegalnym zabrudzeniu, lub w przy-
padku wysoce prawdopodobnego zanieczyszczenia rak
przetrwalnikami laseczek [10, 49]. Mimo rozpowszech-
nienia powyzszych wytycznych i szerokiego panelu
dostepnych antyseptykow, przestrzeganie przez perso-
nel szpitala zasad zwiazanych z higiena rak jest dale-
kie od oczekiwanego [10].

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze XIX wiek
i poczatek wieku XX, czas w ktorym zyt i pracowat
Robert Koch, to poczatek ery profilaktyki zakazen
szpitalnych, ktora w obecnym ksztatcie moze uczyni¢
leczenie szpitalne bezpiecznym dla pacjenta. Czy jed-
nak zakazenia szpitalne stang si¢ przesztoscia? Nie-
stety nie jest to mozliwe, poniewaz rozwo6j medycyny
umozliwia utrzymanie przy zyciu pacjentow skrajnie
wrazliwych na zakazenie (noworodki i wcze$niaki
z niska waga urodzeniowa, osoby z wadami wrodzony-
mi skutkujacymi immunosupresja), a ponadto znacznie
poszerzyt si¢ panel mozliwych do wykonania zabie-
goéw inwazyjnych, nastapit znaczny rozwoj transplan-
tologii, co rowniez decyduje o zwigkszonym ryzyku
infekcji. Podobnie jak kiedys, tak i dzis istnieje takze
czynnik ludzki — dostosowanie si¢ do obowiazujacych
zasad profilaktyki, ktore w znacznej mierze moze
wplywac na odsetek notowanych zakazen szpitalnych.
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Microbiological degradation of aromatic compounds in anoxic conditions

Abstract: Microbiological degradation of aromatic compounds occurs via aerobic or anaerobic pathways. In anaerobic environments,
arenes such as benzene, toluene, xylene, naphthalene, anthraquinone, phenols and its derivatives are degraded. In anoxic conditions
ions of metals, sulphate, nitrate or simple organic compounds are final electron acceptors in arene degradation. Key intermediate in
these processes is benzoyl-CoA, which can be transformed to acetyl-CoA. The obtained acetyl-CoA is included in central metabolism.
Degradation of aromatic compounds is also observed in methanogenic conditions. The products fermentation of aromatic compounds
are acetate, butyrate, carbon dioxide and hydrogen, which can be degraded in syntrophic bacterial consortium.

1. Introduction. 2. Electron acceptors in anoxic degradation of arenes. 3. Mechanisms of degradation of aromatic compounds in

anoxic conditions. 4. Summary
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1. Wprowadzenie

Weglowodory aromatyczne sa grupa zwiazkow sze-
roko rozpowszechnionych w srodowisku. Ich zrodtem
sa rosliny, reakcje geochemiczne, dziatalno$¢ wulka-
niczna, przede wszystkim jednak dziatalnos¢ cztowie-
ka, objawiajaca si¢ wzmozonym spalaniem wegla, ropy
naftowej, rozwojem przemyshu farmaceutycznego, che-
micznego czy stosowania nawozow sztucznych. Dzia-
talno$¢ ta przyczynita si¢ w ostatnich dziesigcioleciach
do gwattownego wzrostu obecnosci tych zwiazkoéw
w $rodowisku. Rozwdj zainteresowan mechanizmami
biodegradacji zwiazkéw aromatycznych przeprowa-
dzanymi przez mikroorganizmy, wynika z faktu wzras-
tajacego zanieczyszczenia Srodowiska oraz stwierdzo-
nego mutagennego i kancerogennego ich dzialania
[6, 19,23, 25, 33,42, 49, 62].

Glownym problemem w degradacji weglowodorow
aromatycznych jest przezwycigzenie chemicznej stabil-
nosci struktury pierécienia aromatycznego. Przez diugi
okres czasu katabolizm weglowodorow aromatycznych
uwazany byt za proces wylacznie tlenowy, gdyz we
wszystkich znanych szlakach tlenowej degradacji
zwiazkoéw aromatycznych to wlasnie molekularny tlen
jako kosubstrat stuzy mikroorganizmom do poczatko-
wego ataku na pier§cien aromatyczny i do rozerwania
jego struktury. Jednak w ostatnich latach zaobserwo-

wano, ze istnieja mikroorganizmy zdolne do metaboli-
zowania weglowodorow aromatycznych w warunkach
beztlenowych. Mikroorganizmy takie musiaty zatem
rozwina¢ alternatywne, tlenowo niezalezne szlaki me-
taboliczne [1]. Jednakze nalezy zaznaczy¢, ze wigk-
szo$¢ wielocyklicznych 1 wysoko spolimeryzowanych
zwigzkoOw aromatycznych moze by¢ degradowana
tylko w warunkach tlenowych [25, 35, 39, 41, 44, 62].

Degradacja jednopierscieniowych zwiazkow aro-
matycznych w warunkach beztlenowych, w wigk-
szo$ci przypadkow, przebiega poprzez benzoilo-CoA,
ktory nastegpnie ulega przeksztatceniu do acetylo-CoA
[6, 20, 35, 39, 49]. Dla rozktadu policyklicznych
weglowodoréw aromatycznych kluczowa reakcja jest
karboksylacja [43].

Poniewaz weglowodory aromatyczne sa zwiazkami
bardziej zredukowanymi niz produkty ich rozkladu,
podczas ich utlenienia wymagana jest obecnos¢ akcep-
toréow elektronow o wyzszym potencjale redox, co
pozwala mikroorganizmom na przeksztatcanie energii
niezbednej do wzrostu. Wszystkie wyizolowane do-
tychczas szczepy bakterii zdolne do rozktadu tych
zwiazkow w warunkach beztlenowych naleza do bak-
terii denitryfikacyjnych, zelazowych, siarczanowych,
beztlenowych bakterii fotosyntetyzujacych oraz bakterii
fermentujacych. Sposrod grzybow zdolnych do roz-
ktadu policyklicznych weglowodoréw aromatycznych

* Autor korespondencyjny: Uniwersytet Slaski, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Biochemii; ul. Jagiellofiska 28,
40-032 Katowice; tel. 32 2009 576; e-mail: urszula.guzik@us.edu.pl
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(PAHs), o niskich masach czasteczkowych, w warun-
kach anoksji naleza Aspergillus sp., Trichocladium
canadense oraz Fusarium oxysporum. Ponadto T. ca-
nadense, Aspergillus sp. oraz Verticillum sp. 1 Acre-
monium sp. degraduja PAHs o duzych masach czastecz-
kowych [62]. Beztlenowe oddychanie w §rodowisku
naturalnym zachodzi tylko w glebokich warstwach,
ktére pozbawione sa tlenu, akceptora elektronow
0 najwyzszym potencjale redox (E,=+818 mV) [25,
39, 42, 43, 52, 62]. Wysokos¢ tego potencjatu niejako
narzuca kolejnos¢ wykorzystywania przez bakterie
ostatecznych akceptorow elektronow. W srodowisku
beztlenowym jest nim ten dostgpny jon, ktérego war-
tos¢ potencjatu redox jest najwyzsza [25, 42, 52].

2. Akceptory elektronéw w beztlenowej
degradacji aren6ow

Bakterie denitryfikujace sa czgsto spotykanymi
mikroorganizmami zdolnymi do rozktadu zwiazkow
aromatycznych [1, 2, 25, 30, 52, 58]. Do niedawna
uwazano, ze wszystkie one naleza do B-podklasy pro-
teobakterii, gdyz wigkszo$¢ wyizolowanych gatunkow
nalezy do rodzaju Thauera i Azoarcus [7, 29, 31, 35,
39, 61]. Ponadto opisano rowniez jeden gatunek, spoza
rodzajow Thauera i Azoarcus, zdolny do rozktadu
kwasu benzoesowego — Alcaligenes xylosoxidans na-
lezacy jednak do tej samej podklasy. Wyjatkiem jest
szczep Bacillus cereus zdolny do rozktadu benzenu
w warunkach redukcji azotandéw [30]. Bakterie deni-
tryfikujace przeprowadzaja rozktad wigkszosci jedno-
pierscieniowych zwiazkdéw aromatycznych poprzez
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benzoilo-CoA. Jednakze kilka aromatycznych substra-
tow, ktore posiadaja dwie lub wigcej grup hydroksylo-
wych w pozycji meta, degradowane sa do acetylo-CoA
z pominigciem etapu aktywacji pier§cienia aromatycz-
nego [7, 33, 35, 39]. Drogi takie opisano dla rozktadu
rezorcyny i floroglucyny, co przedstawiono na rys. 1.

Niektoére zwiazki aromatyczne, wsrdd nich uchloro-
wane pochodne benzenu, sa bardzo oporne na biode-
gradacje przez bakterie denitryfikujace. Chociaz wyda-
je sig, ze zwiazki te podlegaja rozktadowi w warunkach
denitryfikacji, to do tej pory nie udato si¢ wyizolowac
czystych kultur zdolnych do ich rozktadu. Mozliwym
jest, ze zwiazki te do rozktadu wymagaja obecnosci
syntroficznych konsorcji bakteryjnych [39, 41].

W warunkach oddychania azotanowego moze zacho-
dzi¢ réwniez biodegradacja policyklicznych weglowo-
doréw aromatycznych. Wyizolowane szczepy NAP-3-1
oraz NAP-4 posiadaja zdolnos¢ biodegradacji naftale-
nu. Szczep NAP-3-1, nalezacy do y-podklasy proteo-
bacterii, jest filogenetycznie blisko spokrewniony
z Pseudomonas sp. U przedstawicieli tej rodziny stwier-
dzono juz wczesniej zdolnos¢ degradacji antracenu,
fenantrenu, pirenu, naftalenu, a wyizolowane szczepy
przeprowadzajace te reakcje zidentyfikowano jako
P, stutzeri, P. putida oraz P. fluorescens [53]. Wyniki te
sugeruja, ze inni przedstawiciele Pseudomonadaceae
sa rowniez zdolni do biodegradacji policyklicznych
weglowodorow aromatycznych w warunkach beztle-
nowych. Wyizolowany NAP-4 nalezy réwniez do pod-
klasy y-proteobakterii, jednak filogenetycznie jest
blisko spokrewniony z Vibrio spp. Na podstawie tych
danych mozna przypuszczac, ze filogenetycznie rozne
bakterie z y-podklasy proteobakterii moga przeprowa-
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Rys. 1. Drogi beztlenowej degradacji floroglucyny i rezorcyny
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dza¢ degradacje naftalenu i innych zwiazkéw aroma-
tycznych w warunkach beztlenowych [59].

Redukcja jonow zelaza (111), manganu (IV), wana-
du (V), chromu (VI) czy uranu (VI) jest waznym alter-
natywnym szlakiem oddychania beztlenowego i moze
taczy¢ sig z jednoczesnym utlenieniem zwigzkow aro-
matycznych [18, 42]. Znanych jest obecnie wiele bak-
terii oddychania zelazowego. Geobacter metalliredu-
cens jest bakteria zdolna do catkowitego utleniania
toluenu, fenolu, p-krezolu, benzoesanu, aromatycz-
nych aldehydow i alkoholi z jednoczesna redukcja
jondw zelaza (III) [9, 16, 17, 33, 39, 52]. Utlenienie
benzoesanu w obecnosci jonow Fe(IIl) przebiega we-
dhug réwnania [39]:

C,H,O, + 12H,0 - 7CO, + 30[H]

30[H] + 30Fe*" - 30H" + 30Fe?*

Stwierdzono rowniez, ze liczni przedstawiciele ro-
dziny Geobacteraceae w osadzie o duzej zawartos$ci
zwiazkow aromatycznych sa w stanie przeprowadzaé
biodegradacj¢ benzenu [3]. Zdolno$¢ do caltkowitego
utlenienia fenolu i kwasu benzoesowego stwierdzono
réwniez u przedstawiciela termofilnych archebakterii
Ferroglobus placidus. Szczep ten przeprowadza takze
redukcjg jonow zelaza (III), gdy zrodtem elektronow
jest benzaldehyd, kwas 4-hydroksybenzoesowy, p-hy-
droksybenzaldehyd czy kwas cynamonowy [63].

Osady mangrowe sg zrodtem konsorcjum bakteryj-
nego zdolnego do rozktadu takich PAHs jak fluoren,
fenantren, fluorofenantren i piren w obecnosci jonow
zelaza (I1I1) [23, 50]. Chang i wsp. wykazali jednak,
ze w osadach mangrowych nastgpuje szybsza degra-
dacja w obecnosci siarczanow, stabsza w warunkach
metanogenezy, a w obecno$ci azotanow dochodzi do
inhibicji rozktadu m.in. nonylofenolu [23].

Bakterie redukujace siarczany sa grupa organizmow
przeprowadzajacych biodegradacj¢ bardzo szerokiej
gamy zwiazkow aromatycznych. Stwierdzono zdolno$¢
do utleniania przez mieszane kultury bakterii siarcza-
nowych tak opornych na rozktad zwiazkow 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 zwiazkdw monoaromatycznych przez
bakterie oddychania siarczanowego jest benzoilo-CoA.
Gatunki przeprowadzajace procesy rozktadu arendéw
z siarczanami, jako ostatecznymi akceptorami elektro-
noéw, naleza do Desulfobacteriaceae z podklasy y-proteo-
bakterii lub do Gram dodatnich Desulfotomaculum [49].

Degradacje benzoesanu opisano dotychczas tylko
u szczepu Desulfonema magnum i przebiega ona we-
dlug réwnania [27]:

C,H,O, + 12H,0 - 7CO, + 30[H]

30[H] + 3,75 H,SO, - 3,75 H,S + 15 H,0

Desulfobacterium (Db.) aniline degraduje aniling
i fenol, Db. phenolicum fenol, 4-hydroksybenzoesan
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i p-krezol, Db. catecholicum katechol, a Db. indolicum
indol. Desulfococcus multivorans 1 Desulfosarcina
variabilis moga rozktada¢ fenylooctan, a szczepy z ro-
dzaju Desulfobacterium i Desulfococcus 3-aminoben-
zoesan i hydrochinon. Desulfotromaculum sp., jako
zrodto wegla 1 energii, wykorzystuje katechol, fenol,
p- 1 m-krezol, alkohol benzylowy i waniling [39, 51].
Toluen degradowany jest przez Desulfobacula toluo-
lica [9, 39]. Stwierdzono réwniez, ze bakterie oddycha-
nia siarczanowego rozktadaja o- i m-ksylen [55, 57].
Z kolei Galushko i wsp. wyizolowali z morskiego osa-
du szczep NaphS2, filogenetycznie blisko spokrewnio-
ny z rodzina Desulfobacteriaceae i przeprowadzajacy
degradacjg naftalenu [36].

Jako akceptory elektronow w procesach degradacji
struktury aromatycznej moga wystgpowaé zwiazki o po-
dobnej strukturze do rozktadanego zwiazku. Przyktadem
moze by¢ redukcyjna dechlorynacja polichlorowanych
bifenyli, podczas ktérej dochodzi do redukcji takich
zwiazkow jak: inne bifenyle, 2,6-dibromobifenyl, halo
benzoesany, chlorobenzeny i chlorofenole [42, 44].

Fotosyntetyzujace bakterie purpurowe do wzrostu
wykorzystuja $wiatto i anaerobiozg. W tych warun-
kach nie uzyskuja one energii z utleniania zwiazkow
organicznych, ktore stanowia dla nich zrédto proto-
néw. Sa one uzyskiwane podczas degradacji zwiazkow
aromatycznych do acetylo-CoA, ktory nastgpnie stuzy
im jako zrodlo wegla.

Utlenienie benzoesanu przebiega wedlug rownania
[39]:

C,H,0, +6H,0 - 3CH,COOH + CO, + 6[H]

6[H] + 1,5CO, - 1,5(CH,0) + 1,5H,0

Zdolnos¢ do fotoorganotroficznego utleniania zwiaz-
kow aromatycznych stwierdzono u Rhodopseudomonas
palustris, Rhodomicrobium vannielii, Rhodospirillum
Sfulvum, Rhodocyclus purpureus, Rhodocyclus gela-
tinosus. U Rhodopseudomonas palustris 1 Rhodomi-
crobium vannielii stwierdzono zdolno$¢ do rozktadu
benzoesanu, 4-hydroksybenzoesanu, protokatecholu,
niektérych fenylowych i hydroksyfenylowych kwa-
sow tluszczowych, a nawet uchlorowcowanych po-
chodnych benzenu [39, 41].

Bakterie fermentujace zwiazki aromatyczne sa filo-
genetycznie heterogenne i naleza do dwoch grup. Bak-
terie te wykorzystuja weglowodory aromatyczne jako
zrddlo wegla i1 energii, przeksztatcajac je w produkty
fermentacji, takie jak octan lub maslan, dwutlenek
wegla 1 wodor, ktore nastgpnie sa dalej degradowane
w syntroficznych konsorcjach bakteryjnych [6, 24].
Na przyktad catkowita mineralizacja benzoesanu prze-
biega w dwoch etapach. Pierwszy prowadzony jest
przez bakterie fermentujace wedlug rownania:

C,HO, +6H,0 - 3CH,COOH + CO, + 3H,.

Dalsze reakcje przeprowadzaja metanogeny we-
dtug reakcji [39]:
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3H, +0,75CO, - 0,75CH, + 1,5H,0

3CH,COOH - 3 CH, +3 CO,

Procesy degradacji weglowodoréw aromatycznych
w warunkach metanogenezy czgsto przebiegaja in-
tensywnie w obecnosci dodatkowych zrodet wegla,
np. glukozy, celulozy czy kwasow huminowych [6,
23,42, 52].

W metanogennych warunkach stwierdzono row-
niez ograniczona biodegradacj¢ wielopierScieniowych
zwiazkow aromatycznych takich jak naftalen, 1- i 2-me-
tylonaftalen, bifenyl, 2,6-dimetylonaftalen, antrachinon,
heksadekan [28, 37]. Opisano réwniez czyste kultury
bakterii fermentujacych zwiazki aromatyczne. Szczepy
z rodzaju Clostridium i Coprococcus sp., Eubacterium
oxidoreducens, Pelobacter acidigallici i Pelobacter
massiliensis fermentuja aromatyczne substraty zawie-
rajace dwie lub trzy grupy hydroksylowe w pozycji
meta, takie jak rezorcyna czy floroglucyna. Zwiazki te
sa tak silnie utlenione, ze moga by¢ fermentowane do
kwasow organicznych [35, 39].

3. Mechanizmy degradacji zwiazkow
aromatycznych w warunkach anoksji

Wigkszos¢ mikroorganizmow nie jest zdolna do
catkowitej degradacji jednopierscieniowych zwiazkow
aromatycznych, ale katalizuja one tlenowo niezalezne
reakcje biotransformacji tych zwiazkow. Podczas tych
procesdéw pierscien aromatycznych nie podlega roz-
szczepieniu, a przeksztalceniom ulegaja jedynie pod-
stawniki pier§cienia. W ten sposob zwiazki te sa prze-
ksztatcane do kilku podstawowych produktow, takich
jak benzoesan, hydroksybenzoesan, fenol, krezol czy
toluen. Produkty te stanowia dalej substraty dla organiz-
méw przeprowadzajacych degradacje pierscienia aro-
matycznego. Reakcje biotransformacji obejmuja utle-
nienie i redukcje podstawnikow pierScienia, rozerwanie
wiazania wegiel-wegiel pomigdzy pier§cieniem aroma-
tycznym a podstawnikiem, reakcje dekarboksylacii,
usunigcia grup O-metylowych oraz usunigcia z pod-
stawnikow atomow siarki i azotu [30, 33, 39, 41, 49].

Beztlenowa degradacja jednopierscieniowych zwiaz-
koéw aromatycznych przebiega w dwoch etapach. W fa-
zie pierwszej aromatyczne substraty sa przeksztatcane
do jednego centralnego intermediatu, ktoéry nastgpnie
podlega redukcyjnej dearomatyzacji. Dla wigkszosci
weglowodoréw aromatycznych tym centralnym inter-
mediatem jest benzoilo-CoA, a tylko dla kilku hydro-
ksylowanych arenéw sa to floroglucyna i rezorcyna
[6, 13,39, 49]. Reakcje taczace rozktad zwiazkoéw aro-
matycznych z gtéwnym intermediatem benzoilo-CoA
przedstawia rysunek 2 [19, 20]. Druga faza beztleno-
wej degradacji polega na redukcji tych intermediatow
do acyklicznych zwiazkéw, ktore nastepnie degrado-
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wane sg do acetylo-CoA i dwutlenku wegla. Znany
jest przypadek, opisany u bakterii denitryfikujacej
Alcaligenes sp., bezposredniej dearomatyzacji i hydro-
litycznego rozcigeia pierscienia aromatycznego [39].

Jednopierscieniowe zwiazki aromatyczne z trzema
grupami hydroksylowymi w pozycji meta sa degrado-
wane bez aktywacji z udzialem CoA. Poniewaz sub-
straty te sa bardziej utlenione niz zwiazki aromatyczne
pozbawione podstawnikow, moga one by¢ degradowa-
ne przez bakterie oddychania beztlenowego lub tez
bakterie fermentujace, np. Pelobacter, Eubacterium
czy Clostridium. Bakterie fermentujace nie minerali-
zuja zwiazkow aromatycznych calkowicie, a tylko
akumuluja octan lub maslan jako ostateczny produkt.
Zwiazkami przeksztatcanymi do floroglucyny i rezor-
cyny sa di-, tri- i tetrahydroksybenzoesan oraz kwas
trihydroksygalowy. Degradacja floroglucyny jest ini-
cjowana przez NADPH-zalezng reduktaze floroglu-
cynowa, enzym wrazliwy na tlen wyizolowany z ko-
morek szczepu Eubacterium oxidoreducens i prowadzi
do powstania 1,3-dioksy-5-hydroksycykloheksanu, co
przedstawiono na rysunku 1. Pierécien tego zwiazku
podlega hydrolitycznemu otwarciu przez hydrolaze
dihydrofloroglucynowa do kwasu 3-hydroksy-5-okso-
heksaniowego, ktory nastgpnie ulega utlenieniu do
trojoctanu przez NADP™ zalezng dehydrogenazg. Troj-
octan aktywowany przez transferaz¢ CoA zalezna od
acetylo-CoA podlega tiolitycznemu rozcigciu na trzy
czasteczki acetylo-CoA [20, 35, 38, 39].

Degradacja rezorcyny moze by¢ inicjowana przez
bezposrednia redukcjg pier§cienia aromatycznego do
1,3-dioksycykloheksanu, ktéry hydrolizowany jest
do alifatycznego kwasu 5-oksoheksanowego. Podlega
on dalszej degradacji do acetylo-CoA i butyrylo-CoA
szlakiem B-oksydacji [39]. Przebieg reakcji przedsta-
wia rysunek 1.

Fenol moze by¢ degradowany beztlenowo przez
wigkszos¢ denitryfikujacych, siarkowych oraz zelazo-
wych bakterii oraz metanogenne konsorcja. Metabo-
liczny szlak rozkladu tego zwiazku zostal zbadany
i opisany u szczepu Thauera aromatica. Szczep ten
wykorzystuje fenol jako substrat wzrostowy, wymaga
jedynie obecnosci w srodowisku dwutlenku wegla,
gdyz prowadzony przez niego szlak inicjowany jest
karboksylacja w pozycji para pierScienia, co prowadzi
do powstania kwasu 4-hydroksybenzoesowego. Prze-
miang tg przedstawiono na rysunku 2. Kwas 4-hydro-
ksybenzoesowy jest aktywowany przez specyficzna
ligaze koenzymu A, opisang dla szczepow Thauera
aromatica i Rhodopseudomonas palustris. 4-hydroksy-
benzylo-CoA jest nastgpnie redukowany do benzylo-
CoA przez reduktaze 4-hydroksybenzylo-CoA, enzym
silnie wrazliwy na tlen i otrzymany z komorek Thauera
aromatica, Azoarcus evansii oraz Rhodopseudomonas
palustris [7, 29, 39, 61]. Oba te enzymy obecne sa
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wytacznie w komoérkach rosnacych beztlenowo, dla
ktorych substratem wzrostowym jest kwas 4-hydro-
ksybenzoesowy lub inne zwiazki aromatyczne, ktérych
rozktad przebiega przez ten intermediat.

Do rozktadu toluenu zdolne sa bakterie siarczano-
we, zelazowe i denitryfikacyjne nalezace do i y pod-
klas proteobakterii oraz metanogenne konsorcja [4, 9,
10, 45]. Mineralizacja toluenu polega na przeksztatce-
niu go do benzoesanu lub benzoilo-CoA, ktory podlega
reakcjom dearomatyzacji, a nastepnie degradacji acy-
klicznych intermediatow. Badania nad szlakiem roz-
ktadu toluenu przez bakterie, zostaly przeprowadzone
na szczepach Thauera aromatica i Azoarcus sp. Pierw-
sza reakcja tego szlaku jest reakcja addycji fumaranu
do toluenu, prowadzaca do powstania benzylobursz-
tynianu [4, 10, 22, 45, 48]. Reakcje¢ t¢ katalizuje syn-
taza benzylobursztynianowa, enzym silnie wrazliwy na
tlen i podlegajacy odwracalnej inhibicji przez analogi
substratu takie jak alkohol benzylowy, benzaldehyd
czy fenylohydrazyng. Enzym ten zawiera w centrum
aktywnym rodnik glicynowy i katalizuje powstanie
rodnika benzylowego poprzez odtaczenie atomu wodo-
ru od grupy metylowej toluenu. Rodnik ten przytacza
si¢ do podwodjnego wigzania wegiel-wegiel fumaranu,

w wyniku czego tworzy si¢ rodnik benzylobursztynia-
nowy [41]. Syntaza benzylobursztynianowa jest dawca
wodoru dla tego rodnika, w wyniku czego powstaje
benzylobursztynian z jednoczesnym odtworzeniem rod-
nikowej formy enzymu. Na podstawie badan przepro-
wadzonych na 7. aromatica stwierdzono, ze transferaza
bynzylobursztynylo-CoA jest enzymem indukowanym
obecnoscia benzylobursztynianu [47]. Utlenienie ben-
zylobursztynianu do benzoilo-CoA przebiega szlakiem
analogicznym do [-oksydacji kwasow ttuszczowych,
co przedstawiono na rysunku 3 [41, 48].

Niektorzy autorzy uwazaja, ze intermediaty tego
szlaku, kwas benzylobursztynianowy, jak rowniez
fenyloitakonylo-CoA, sa metabolitami toksycznymi dla
komorek bakteryjnych [27]. Podczas procesu biodegra-
dacji toluenu moze dochodzi¢ do reakcji acetylo-CoA
z grupa metylowa tego zwiazku, w wyniku czego po-
wstaje fenylopropionylo-CoA. Jest on przeksztatcany
w szlaku B-okydacji do benzoilo-CoA [10, 27].

Proponuje sig¢ rowniez istnienie szlakow rozktadu
toluenu poprzez jego para-hydroksylacje do p-krezolu
lub hydroksylacj¢ jego grupy metylowej z alkoho-
lem benzylowym jako intermediatem, co przedsta-
wiono na rysunku 3 [10, 34]. Prawdopodobnie grupa
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hydroksylowa wbudowywana w procesie hydroksyla-
cji pochodzi z wody. Zaobserwowano u szczepu Geo-
bacter metallireducens GS-15 para-hydroksylacj¢ oraz
hydroksylacje¢ grupy metylowej, podczas gdy bakterie
siarczanowe 1 de nitryfikujace przeprowadzaja jedynie
druga reakcje, w ktorej kluczowymi intermediatami sa
alkohol benzylowy oraz benzaldehyd, a dla jej funkcjo-
nowania niezbgdna jest aktywno$¢ czterech enzymow,
to jest metylohydroksylazy toluenowej, dehydrogenaz
alkoholu benzylowego oraz benzaldehydu i syntetazy
benzoilo-CoA [27, 34].

Benzoilo-CoA jest gtownym i ostatnim aromatycz-
nym intermediatem w procesach beztlenowej biode-
gradacji wigkszosci jednopierscieniowych zwiazkoéw
aromatycznych. Istnieja dwa alternatywne szlaki roz-
ktadu benzoilo-CoA, opisane u fototroficznej bakterii
Rhodopseudomonas palustris oraz denitryfikujacej bak-
terii T aromatica. Reakcja dearomatyzacji pierscienia
w warunkach anoksji polega na jego redukcji do
cykloheksa-1,5-dien-1-karboksy-CoA przez reduktazg
benzoilo-CoA [14, 15, 19, 33, 38]. Reduktaza benzo-
ilo-CoA jest enzymem silnie wrazliwym na tlen. Jest
to heterotetramer zawierajacy w swojej budowie dwa
centra zelazowo-siarkowe typu (Fe,S,), dwa centra
zelazowo-siarkowe typu (Fe,S,) oraz FAD. Redukcja
wszystkich substratéw prowadzona przez ten enzym
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jest Scisle powiazana z hydroliza dwoch czasteczek
ATP do ADP i P, na mol substratu [13, 39]. Produkt
redukcji benzoilo-CoA podlega nastgpnie hydratacji
i dehydrogenacji u Thauera aromatica przypuszczalnie
do 2-okso-6-hydroksycykloheksano-1-karboksy-CoA
[39, 46]. Natomiast szczep R. palustris przeprowadza
dodatkowa redukcjg 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 dekarboksylacje glutarylo-CoA
do dwutlenku wegla i krotonylo-CoA, ktory nastep
nie utleniany jest do dwoch czasteczek acetylo-CoA
(rys. 3) [11, 19, 29, 38, 39, 40, 46].

Aromatyczne weglowodory pozbawione podstawni-
kow, takie jak naftalen czy fenantren, sa ekstremalnie
trudnymi zwiazkami w procesach biodegradacji. Wy-
kazano jednak, ze moga ulega¢ degradacji przez beztle-
nowe mikroorganizmy oddychania zelazowego, azota-
nowego i siarczanowego oraz konsorcja metanogenne
[24]. Kluczowa reakcja rozpoczynajaca degradacje
naftalenu i fenantrenu jest karboksylacja. Prowadzi
ona do utworzenia analogow kwasu benzoesowego,
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Rys. 4. Redukcyjny szlak kwasu naftoesowego
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odpowiednio kwasu 2-naftoesowego oraz kwasu fe-
nantrenowego, ktore sa idealnymi substratami dla
reakcji aktywacji czasteczka CoA oraz ich dalszych
przemian [1, 4, 21, 54, 64]. Stwierdzona obecno$¢ na-
ftalenolu w niektérych hodowlach bakterii siarcza-
nowych moze swiadczy¢, ze organizmy te moga prze-
prowadza¢ biodegradacj¢ naftalenu réwniez innym
szlakiem, w ktorym pierwsza reakcja jest hydroksyla-
cja, a nie karboksylacja [8, 21].

Beztlenowa degradacja metylonaftalenu jest pro-
cesem analogicznym do rozktadu toluenu i innych
metylowanych pochodnych benzenu. Pierwsza reakcja
katalizowana przez syntazg¢ 2-naftylobursztynianowa
podobnie polega na addycji fumaranu do grupy mety-
lowej 2-metylonaftalenu [4, 12, 21]. Powstaly w jej wy-
niku 2-naftylobursztynian ulega aktywacji przez trans-
feraze bursztynylo-CoA zalezna od CoA prowadzac do
utworzenia 2-naftylo-bursztynylo-CoA. Kolejne reak-
cje prowadza przez szlak -oksydacji az do utworzenia
centralnego intermediatu, to jest naftalenoilo-CoA.

Ostatnie doniesienia wskazuja, ze naftalen i kwas
2-naftoesowy moga by¢ redukowane do kwasu 5,6,7,8-
tetrahydro-2-naftoesowego, ktory jest takze metabo-
litem degradacji tetraliny. Kwas ten moze podlegac
dalszej redukcji do kwasu oktahydro-2-naftalenokar-
boksylowego. W wyniku jego hydratacji powstaje kwas
hydroksydekahydro-2-naftoesowy, ktory to ulega utle-
nieniu do kwasu 2-oksodekahydro-2-naftoesowego.
Tiolityczne rozszczepienie pier§cienia, a nastgpnie
reakcje [(-oksydacji prowadza do powstania kwasu
cis-2-karboksycykloheksylooctowego [5]. Proponowa-
ny przebieg tego szlaku przedstawiono na rysunku 4.

4. Podsumowanie

Woazrastajace zanieczyszczenie srodowiska natural-
nego wplyngto pozytywnie na rozwoj badan zwiaza-
nych z degradacja zwiazkoéw aromatycznych zar6wno
w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. W warun-
kach anoksji rozktad arenéw przebiega zaréwno
w procesach zwiazanych z przekazywaniem elektronow
na ostateczny akceptor, ktorym moga by¢ jony metali,
siarczany, azotany, czy tez proste zwiazki organiczne,
jak i w procesach fermentacji metanowej. Najczesciej
w mikrobiologiczne procesy rozktadu w warunkach
beztlenowych zachodza poprzez benzoilo-CoA jako
kluczowy metabolit, ktorego dalsze przeksztalcenia
prowadza do utworzenia metabolitow centralnych prze-
mian komoérkowych. Doktadne poznanie procesow bio-
degradacji weglowodorow aromatycznych w warun-
kach anoksji moze by¢ lekarstwem dla zdegradowanych
srodowisk, ktore maja ograniczony dostgp powietrza
lub ktorych napowietrzanie jest trudne i nieekonomicz-
ne, moze przyczyni¢ si¢ do ich szybszej bioremediac;ji.

URSZULA GUZIK, DANUTA WOJCIESZYNSKA, KATARZYNA HUPERT-KOCUREK

PiSmiennictwo

10.

I1.

12.

13.

14.

15.

16.

. Ambrosoli R., Petruzzelli L., Minati J.L., Marsan F.A.:

Anaerobic PAH degradation In soil by a mixed bacterial
consortium under denitrifying conditions. Chemosphere, 60,
1231-1236 (2005)

.AnY., Joo Y., Hong I., Ryu H., Cho K.: Microbial characte-

rization of toluene-degrading denitrifying consortia obtained
from terrestrial and marine ecosystem. Appl. Microbiol. Bio-
technol. 65, 611-619 (2004)

. Anderson R.T., Rooney-Varga J.N., Gaw C.V., Lovley D.R.:

Anaerobic benzene oxidation in the Fe(Ill) reduction zone
of petroleum-contaminated aquifers. Environ. Sci. Technol.
32, 1222-1229 (1998)

. Annweiler E., Materna A., Safinowski M., Kappler A.,

Richnow H.H., Michaeils W., Meckenstock R.U.: Anaerobic
degradation of 2-methylnaphthalene by a sulfate-reducing
enrichment culture. Appl. Environ. Microbiol. 66, 5329—-5333
(2000)

. Annweiler E., Michaelis W., Meckenstock R.U.: Identical

ring cleavage products during anaerobic degradation of
naphthalene, 2-methylnaphthalene, and tetralin indicate
anew metabolic pathway. Appl. Environ. Microbiol. 68, 852—
858 (2002)

. Bajaj M., Gallert C., Winter J.: Treatment of phenolic waste-

water in an anaerobic fixed bed reactor (AFBR) — Recovery
after shock loading. J. Hazard. Mater. 162, 13301339 (2009)

. Barragan M.J.L., Blaquez B., Zamarro M.T., Mancheno J.M.,

Garcia J.L., Diaz E., Carmona M.: BzdR, a repressor that
controls the anaerobic catabolism of benzoate in Azoarcus sp.
CIB, is the first member of a new subfamily of transcriptio-
nal regulators. J. Biol. Chem. 280, 10683—-10694 (2005)

. Bedessem M.E., Swoboda-Colberg N.G., Colberg P.J.S.:

Naphthalene mineralization coupled to sulfate reduction
in aquifer-derived enrichments. FEMS Microbiol. Lett. 152,
213-218 (1997)

. Beller H.R., Spormann A.M., Sharma PK., Cole J.R.,

Reinhard M.: Isolation and characterization of a novel tolue-
ne-degrading, sulfate-reducing bacterium. Appl. Environ.
Microbiol. 62, 1188-1196 (1996)

Beller H.R., Spormann A.M.: Anaerobic activation of toluene
and o-xylene by addition to fumarate in denitrifying strain T.
J. Bacteriol. 179, 670-676 (1997)

Blazquez B., Carmona M., Garcia J.L., Diaz E.: Identification
and analysis of a glut aryl-CoA dehydrogenase-encoding gene
and its cognate transcriptional regulator from Azoarcus sp.
CIB. Environ. Microbiol. 10, 474—482 (2008)

Boll M., Fuchs G., Heider J.: Anaerobic oxidation of aro-
matic compounds and hydrocarbons. Curr. Opin. Chem. Biol.
6, 604-611 (2002)

Boll M., Fuchs G.: Benzoyl-coenzyme A reductase (dearo-
matizing), a key enzyme of anaerobic aromatic metabolism.
ATP dependence of the reaction, purification and some pro-
perties of the enzyme from Thauera aromatica strain K172.
Eur. J. Biochem. 234, 921-933 (1995)

Boll M.: Dearomatizing benzene ring reductases. J. Mol.
Microbiol. Biotechnol. 10, 132—142 (2005)

Boll M.: Key enzymes in the anaerobic aromatic metabolism
catalyzing Birch-like reductions. Biochim. Biophys. Acta,
1701, 34-50 (2005)

Botton S., Parsons J.R.: Degradation of BTEX compounds
under iron-reducing conditions In contaminated aquifer micro-
cosms. Environ. Toxicol. Chem. 25, 2630-2638 (2006)



17.

19

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

MIKROBIOLOGICZNY ROZKEAD ZWIAZKOW AROMATYCZNYCH W WARUNKACH ANOKSJI

Butler J.E., He Q., Nevin K.P., He Z., Zhou J., Lovley D.R.:
Genomic and microarray analysis of aromatic degradation in
Geobacter metallireducens and comparison to a Geobacter
isolate from a contaminated field site. BMC Genomics, 8, 180
(2007)

. Carmona M., Diaz E.: Iron-reducing bacteria unravel novel

strategies for the anaerobic catabolism of aromatic compo-
unds. Mol. Microbiol. 58, 1210-1215 (2005)

. Carmona M., Zamarro M.T., Blazquea B., Durante-Rodri-

guez G., Juarez J.F., Valderrama J.A., Barragan M.J.L.,
Garcia J.L., Diaz E.: Anaerobic catabolism of aromatic com-
pounds: a genetic and genomic view. Microbiol. Mol. Biol.
Rev. 73, 71-133 (2009)

Chakraborty R., Coates J.D.: Anaerobic degradation of mono-
aromatic hydrocarbons. Appl. Microbiol. Biotechnol. 64,
437-446 (2004)

Chakraborty R., Coates J.D.: Hydroxylation and carboxyla-
tion — two crucial steps of anaerobic benzene degradation by
Dechloromonas strain RCB. Appl. Environ. Microbiol. 71,
5427-5432 (2005)

Chakraborty R., O’Connor S.M., Chan E., Coates J.D.: Ana-
erobic degradation of benzene, toluene, ethylbenzene, and
xylene compounds by Dechloromonas strain RCB. Appl.
Environ. Microbiol. 71, 8649-8655 (2005)

Chang B.V,, Lu Z.J., Yuan S.Y.: Anaerobic degradation of
nonylphenol in subtropical mangrove sediments. J. Hazard.
Mater. 165, 162—167 (2009)

Chang W., Um Y., Holoman T.R.P.: Polycyclic aromatic hy-
drocarbon (PAH) degradation coupled to methanogenesis.
Biotechnol. Lett. 28, 425430 (2006)

Chen K.F.,, Kao CH.M., Chen CH.W., Surampalli R.Y.,
Lee M.S.: Control of petroleum-hydrocarbon contaminated
groundwater by intrinsic and enhanced bioremediation.
J. Environ. Sci. 22, 846-871 (2010)

Coates J.D., Woodward J., Allen J., Philp P., Lovley D.R.:
Anaerobic degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons
and alkanes in petroleum-contaminated marine harbor sedi-
ments. Appl. Environ. Microbiol. 63, 3589-3593 (1997)
Coschigano P.W., Young L.Y.: Identification and sequence
analysis of two regulatory genes involved an anaerobic tolu-
ene metabolism by strain T1. Appl. Environ. Microbiol. 63,
652—-660 (1997)

de Vasconcellos S.P., Angolini C.F.F., Garcia I.N.S., Della-
gnezze B.M., da Silva C.C., Marsaioli A.J., dos Santos Neto
E.V.,, de Oliveira V.M.: Screening for hydrocarbon biodegra-
ders in a metanogenimic clone library derived from Brazilian
petroleum reservoirs. Org. Geochem. 41, 675-681 (2010)
Ding B., Schmeling S., Fuchs G.: Anaerobic metabolism of
catechol by the denitrifying bacterium Thauera aromatica
— aresult of promiscuous enzymes and regulators? J. Bacte-
riol. 190, 1620-1630 (2008)

Doul., Ding A., Liu X., Du Y., Deng D., Wang J.: Anaerobic
benzene biodegradation by a pure bacterial culture of Bacil-
lus cereus under nitrate reducing conditions. J. Environ. Sci.
22, 709-715 (2010)

Duldhardt I., Nijehuis 1., Schauer F., Heipieper H.J.: Ana-
erobically grown Thauera aromatica, Desulfococcus multi-
vorans, Geobacter sulfurreducens are more sensitive towards
organic solvents than aerobic bacteria. Appl. Microbiol. Bio-
technol. 77, 705-711 (2007)

Egland P.G., Pelletier D.A., Dispensa M., Gibson J., Harwo-
od C.S.: A cluster of bacterial genes for anaerobic benzene
ring biodegradation. Microbiology, 94, 6484—6489 (1997)

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

225

Foght J.: Anaerobic biodegradation of aromatic hydrocar-
bons: pathways and prospect. J. Mol. Microbiol. Biotechnol.
15, 93-120 (2008)

Frazer A.C., Coschigano P.W., Young L.Y.: Toluene meta-
bolism under anaerobic conditions: a review. Anaerobe, 1,
293-303 (1995)

Fuchs G.: Anaerobic metabolism of aromatic compounds.
N.Y. Acad. Sci. 1125, 82-99 (2008)

Galushko A., Minz D., Schink B., Widdel F.: Anaerobic
degradation of naphthalene by a pure culture of a novel type
of marine sulphate-reducing bacterium. Environ.Microbiol.
1, 514-420 (1999)

Genthner B.R.S., Townsend G.T., Lantz S.E., Mueller J.G.:
Persistence of polycyclic aromatic hydrocarbon components
of creosote under anaerobic enrichment conditions. Arch.
Environ. Contam. Toxicol. 32, 99—-105 (1997)

Harwood C.S., Burchhardt G., Herrmann H., Fuchs G.: Ana-
erobic metabolism of aromatic compounds via the benzoyl-
CoA pathway. FEMS Microbiol. Rev. 22, 439-458 (1999)
Heider J., Fuchs G.: Microbial anaerobic aromatic metabo-
lism. Anaerobe, 3, 1-22 (1997)

Heider J., G. Fuchs i wsp.: Differential induction of enzymes
involved in anaerobic metabolism of aromatic compounds in
the denitrifying bacterium Thauera aromatic. Arch. Micro-
biol. 170, 120-131 (1998)

Heider J., Spormann A.M., Beller H.R., Widdel F.: Anaero-
bic bacterial metabolism of hydrocarbons. FEMS Microbiol.
Rev. 22,459-473 (1999)

Hong Y., Gu J.D.: Bacterial anaerobic respiration and elek-
tron transfer relevant to the biotransformation of pollutants.
Int. Biodeterior. Biodegrad. 63, 973—980 (2009)
Karthikeyan R., Bhandari A.: Anaerobic biotransformation of
aromatic and polycyclic aromatic hydrocarbons in soil micro-
cosms: a review. J. Hazard. Subst. Res. 3, 1-19 (2001)
Krumins V., Park J.W., Son E.K., Rodenburg L.A., Ker-
khof L.J., Haggblom M.M., Fennell D.E.: PCB dechlorina-
tion enhancement in Anacostia River sediment microcosms.
Water Res. 43, 4549-4558 (2009)

Kube M., Heider J., Amann J., Hufnagel P., Kuhner S.,
Beck A., Reinhardt R., Rabus R.: Genes involved in the ana-
erobic degradation of toluene in a denitrifying bacterium,
strain EbN1. Arch. Microbiol. 181, 182194 (2004)
Laempe D., Jahn M., Fuchs G.: 6-hydroxycyclohex-1-ene-
1-carbonyl-CoA dehydrogenase and 6-oxocyclohex-1-ene-
1-carbonyl-CoA hydrolase, enzymes of the benzoyl-CoA pa-
thway of anaerobic aromatic metabolism in the denitrifying
bacterium Thauera aromatic. Eur. J. Biochem. 263, 420-429
(1999)

Leuthner B., HeiDER J.: Anaerobic toluene catabolism of
Thauera aromatica: the bbs operon codes for enzymes of
B oxidation of the intermediate benzylsuccinate. J. Bacte-
riol. 182, 272-277 (2000)

Leutwein Ch., Heider J.: Anaerobic toluene-catabolic pathway
in denitrifying Thauera aromatica: activation and -oxidation
of the first intermediate, (R)-(+)-benzylsuccinate. Microbio-
logy, 145, 3265-3271 (1999)

Leven L., Schnurer A.: Molecular characterization of two
anaerobic phenol-degrading enrichment cultures. /nt. Biode-
terior. Biodegrad. (2010), doi: 10.1016/].ibiod.2010.04.009
Li CH.H., Wong Y.S., Tam N.F.Y.: Anaerobic biodegrada-
tion of polycyclic aromatic hydrocarbons with amendment
of iron(IIl) in mangrove sedimaent slurry. Bioresour. Tech-
nol. (2010), doi: 10.1016/j.biortech.2010.06.005



226

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Li T., Bisaillon J.-G., Villemur R., Letourneau L., Bernerd K.,
Lepine F., Beaudet R.: Isolation and characterization of a new
bacterium carboxylating phenol to benzoic acid under ana-
erobic conditions. J. Bacteriol. 178, 2551-2558 (1996)

Luo H., Liu G., Zhang R., Jin S.: Phenol degradation in mi-
crobial fuel cells. Chem. Eng. J. 147, 259-264 (2009)
McNally D.L., Mihelcic J.R., Lueking D.R.: Biodegradation
of three- and four-ring polycyclic aromatic hydrocarbons un-
der aerobic and denitrifying conditions. Environ. Sci. Technol.
32, 2633-2639 (1998)

Meckenstock R.U., Annweiler E., Michaelis W., Richnov
H.H., Schink B.: Anaerobic naphthalene degradation by
a sulfate-reducing enrichment culture. Appl. Environ. Micro-
biol. 66, 2743-2747 (2000)

Morasch B., Annweiler E., Warthmann R.J., Meckenstock
R.U.: The use of a solid adsorber resin for enrichment of bac-
teria with toxic substrates and to identify metabolites: degra-
dation of naphthalene, o-, and m-xylene by sulfate-reducing
bacteria. J. Microbiol. Methods, 44, 183—-191 (2001)
Morasch B., Meckenstock R.U.: Anaerobic degradation of
p-xylene by a sulfate-reducing enrichment culture. Curr. Mi-
crobiol. 51, 127-130 (2005)

Morasch B., Schink B., Tebbe C.C., Meckenstock R.U.: De-
gradation of o-xylene and m-xylene by a novel sulfate-redu-
cer belonging to the genus Desulfotomaculum. Arch. Micro-
biol. 181, 407417 (2004)

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

URSZULA GUZIK, DANUTA WOJCIESZYNSKA, KATARZYNA HUPERT-KOCUREK

Rabus R.: Functional genomics of an anaerobic aromatic-
egrading denitifying bacterium, strain EbN1. Appl. Micro-
biol. Biotechnol. 68, 580-587 (2005)

Rockne K.J., Chee-Sanford J.C., Sanford R.A., Hedlund B.P.,
Staley J.T., Strand S.E.: Anaerobic naphthalene degradation
by microbial pure cultures under nitrate-reducing conditions.
Appl. Environ. Microbiol. 66, 1595-1601 (2000)
Safinowski M., Meckenstock R.U.: Methylation is the initial
reaction In anaerobic naphthalene degradation by a sulfate-
reducing enrichment culture. Environ. Microbiol. 8,347-352
(2006)

Schie van P.M., Young L.Y.: Isolation and characterization
of phenol-degrading denitrifying bacteria. Appl. Environ.
Microbiol. 64, 2432-2438 (1998)

Silva I.S., Grossman M., Durrant L.R.: Degradation of poly-
cyclic aromatic hydrocarbons (2—7 rings) under micro aerobic
and very-low-oxygen conditions by soil fungi. Int. Bio-
deterior. Biodegrad. 63, 224-229 (2009)

Tor J.M., Lovley D.R.: Anaerobic degradation of aromatic
compounds couples to Fe(IIl) reduction by Ferroglobus pla-
cidus. Environ. Microbiol. 3, 281-287 (2001)

Zhang X., Young L.Y.: Carboxylation as an initial reaction
in the anaerobic metabolism of naphthalene and phenanthrene
by sulfidogenic consortia. Appl. Environ. Microbiol. 63,
4759-4764 (1997)



Spis tresci

KONFERENCJA NAUKOWA , MIKROBIOLOGIA 100 LAT PO ROBERCIE KOCHU”

Z. Zwolska — Kochijego dokonania —rys historyczny ..........................
E. Augustynowicz-Kope¢, Z. Zwolska — Postepy w diagnostyce
i epidemiologii molekularnej Mycobacterium tuberculosis . .....................
M. Binek — Spojrzenie na postulaty Kocha po stu latach od $mierci ich tworcy ... ...
R. Gierczynski — Diagnostyka i molekularna epidemiologia Bacillus anthracis . . .
B. Sadowska, B. R6zalska — Gronkowce —na co jeszcze je stac? .............
A. Budkowska, P. Maillard, F. Roohvand — Poszukiwanie nowych
sposobow zapobiegania zakazeniu wirusem zapalenia watroby typu C............
E. Samorek-Salamonowicz, J.S. Niczyporuk — Wirus Zachodniego Nilu
oraz inne nowo pojawiajace si¢ zagrozenia zdrowia publicznego...............
S. Tylewska-Wierzbanowska, T. Chmielewski — Zoonozy przenoszone
przez kleszcze na terenie Polski................. ...
A. Lipinska, K. Bienkowska-Szewczyk — Nowe szczepionki przeciw
herpeswirusom i wektory herpeswirusowe w terapii cztowieka ..................
M. Fleischer — Profilaktyka zakazen szpitalnych w czasach Kochaidzi§..........

U. Guzik, D. Wojcieszynska, K. Hupert-Kocurek — Mikrobiologiczny
rozktad zwiazkdéw aromatycznych w warunkach anoksji........................

Contents

SCIENTIFIC CONFERENCE “MICROBIOLOGY 100 YEARS AFTER ROBERT KOCH”

Z. Zwolska — Robert Koch and their achievements —a history ....................
E. Augustynowicz-Kope¢, Z. Zwolska — Progress in diagnosis
and epidemiology of Mycobacterium tuberculosis .............................
M. Binek — A glance at Koch’s postulates 100 years after hisdeath . ...............
R. Gierczynski — Diagnostics and molecular epidemiology of Bacillus anthracis
B. Sadowska, B. Rozalska — Staphylococci — what’s new about them? ........
A. Budkowska, P. Maillard, F. Roohvand — Quest for new ways to prevent
Hepatitis C virus infections . . ............. . e
E. Samorek-Salamonowicz J.S. Niczyporuk — West Nile virus other
emerging threats to publichealth ......... ... ... ... ... .. .. L.
S. Tylewska-Wierzbanowska, T. Chmielewski — Tick-borne zoonoses
occurring in Poland . ........ ... ..
A. Lipinska, K. Bienkowska-Szewczyk — Novel antiherpesviral vaccines
and herpesviral vectors for human therapy .............. ... oL,
M. Fleischer — Nosocomial infection prophylaxis in Koch’s time and today ... ....

U. Guzik, D. Wojcieszynska, K. Hupert-Kocurek — Microbiological
degradation of aromatic compounds in anoxic conditions .......................

139
151
157
165
173
179
187
191
199
209

217

139
151
157
165
173
179
187
191

199
209






