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ZANIECZYSZCZENIA MIKROBIOLOGICZNE
PODZIEMNYCH MAGAZYNOW GAZU I GAZOCIAGOW

Agnieszka Staniszewska*, Alina Kunicka-Styczynska, Krzysztof Zieminski

Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii,
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Politechnika Lodzka

Wplyneto w styczniu, zaakceptowano w czerwcu 2017 .

1. Wprowadzenie. 2. Drobnoustroje w podziemnych magazynach gazu. 3. Mikroorganizmy w gazociagach. 4. Podsumowanie
Microbiological contaminations of underground gas storage facilities and natural gas pipelines

Abstract: The growing demand for natural gas is primarily due to an increase in the share of gas in electricity production. Replacing coal
with natural gas results in a significant decrease in emissions of greenhouse gases and dusts. The presence of microorganisms may be the
cause of underground gas storage (UGS) facilities and pipelines deterioration. Microorganisms and their metabolic products contribute
to the formation of sudden and unexpected failure causing loss of energy security by: decline in the quality of stored gas or disruption of
its transmission. The paper presents a variety of microbiomes of the underground storage facilities and pipelines, showing that not only
the sulfate-reducing bacteria are able to grow and develop in these extreme environments. Microorganisms producing CH, may change
the composition of the gas, and the produced H,S and CO, are not only gas pollutants, but also generate corrosion of transmission
networks. At the same time, the presence of bacteria and archaea in pipelines hinders the correct operation of the network, through the
accumulation of biofilm and reduction in the pipe diameter.

Introduction. 2. Microorganisms in underground gas storage facilities. 3. Microorganisms in natural gas pipelines. 4. Summary

Stowa kluczowe: gazociagi, gaz ziemny, mikroorganizmy, podziemne magazyny gazu

Key words:

natural gas pipelines, natural gas, microorganisms, underground gas storage facilities

1. Wprowadzenie

Wozrost zuzycia Zrodel energii elektrycznej jest skut-
kiem postepu technologicznego, wzrostu standardu
zycia i szeroko rozumianego rozwoju gospodarczego.
Zachowanie niezawodnego i trwalego sektora energe-
tycznego jest czynnikiem warunkujgcym stabilny roz-
woj oraz funkcjonowanie kazdego panstwa oraz calej
Wspolnoty Europejskiej [10, 11]. Zapewnienie bezpie-
czenstwa energetycznego jest istotne w sferze spotecz-
nej, ekonomicznej, gospodarczej i politycznej. Zgodnie
z Ustawg ,,Prawo energetyczne” [45], bezpieczenstwo
energetyczne definiuje si¢ jako ,,stan gospodarki umoz-
liwiajacy pokrycie biezacego i perspektywicznego zapo-
trzebowania odbiorcéw na paliwa i energie w sposéb
techniczny oraz ekonomicznie uzasadniony, przy za-
chowaniu wymagan ochrony $rodowiska”. Zwigksze-
nie dbalosci o srodowisko i konieczno$¢ ograniczenia
emisji CO, w sektorze energetycznym, skutkuje wzro-
stem zuzycia gazu ziemnego, a zapewnienie jego dostaw
staje si¢ kluczowe dla gospodarki kraju. Surowiec ten
jest najbardziej ekologicznym paliwem sposrod kopal-
nych Zrédet energii.

Produkgja energii elektrycznej z gazu ziemnego roz-
wijana jest gléwnie w panstwach o duzych wiasnych
zasobach gazu ziemnego (USA, Norwegia) lub w tych,
w ktorych ceny importowanego surowca sg stosun-

kowo niskie (Wielka Brytania, Wlochy). Ponadto, przy-
jete np. w Unii Europejskiej cele klimatyczne stymu-
lujg panstwa czlonkowskie do podobnych dzialan.
W 2014 roku w Polsce udzial gazu ziemnego w struk-
turze wytwarzania energii elektrycznej stanowil 2,06%,
jednak do roku 2030 planowany jest wzrost nawet do
10% [7]. W tabeli I przedstawiono zuzycie gazu ziem-
nego do produkeji energii elektrycznej na przykladzie

Tabela I
Udzial gazu ziemnego kierowanego do produkeji
energii elektrycznej w wybranych panstwach

Gazu ziemny przeznaczony
Panistwo do produkgji energii elektrycznej (%)
Rok

2000 2005 2010 2014
USA 17,3 21,2 26,0 26,4
Kanada 6,6 7,3 11,2 11,2
Norwegia 0,7 1,2 10,0 7,0
Wielka Brytania 25,4 25,7 30,4 24,3
Wrtochy 18,2 20,0 16,2 10,6
Niemcy 11,6 6,1 7,7 2,7
Francja 0,7 1,2 7,6 2,2
Czechy 0,6 0,5 0,2 0,1

Opracowanie wlasne na podstawie [15, 16]. Przedstawiono dane procen-
towe w odniesieniu do catkowitego zuzycia gazu w danym kraju.

* Autor korespondencyjny: Agnieszka Staniszewska, Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Wydzial Biotechnologii i Nauk
0 Zywnos'ci, Politechnika Lodzka, ul. Wélczanska 171/173, 90-924 L6dz; tel. 42 631 34 79; e-mail: 800075@edu.p.lodz.pl
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wybranych panstw [16]. Ze wzgledu na intensywny
rozw6j odnawialnych Zrdédet energii, po roku 2010
obserwowano, zwlaszcza w Europie, obnizenie produk-
cji energii elektrycznej z gazu ziemnego. Jednak ciagle
rosngce wydobycie i konsumpcja surowca rdwniez na
cele energetyczne, z 36% do 40,2% ogdlnej konsumpcji
(odpowiednio w2000 i 2012 roku), $wiadczy o konku-
rencyjnosci gazu ziemnego w produkcji energii [15].

Na bezpieczenstwo energetyczne oparte na sektorze
gazu ziemnego moga wplywac awarie instalacji i urzg-
dzen wykorzystywanych do magazynowania oraz trans-
portu tego paliwa. Dodatkowym czynnikiem moze by¢
tez ograniczenie inwestycji w odnawianie infrastruk-
tury gazowej, jak rowniez obnizenie jakos$ci transpor-
towanego i przechowywanego w podziemnych magazy-
nach gazu (PMG) biekitnego paliwa. Jedng z przyczyn
awarii, skutkujgcych obnizeniem stopnia bezpieczen-
stwa energetycznego, moga by¢ mikroorganizmy i pro-
dukty ich przemiany materii.

Drobnoustroje, szczegolnie prokariotyczne, cha-
rakteryzuja sie elastyczno$cig metabolizmu, a liczba
i rodzaj wytwarzanych enzymow jest zwykle induko-
wana czynnikami srodowiskowymi. Szybka odpowiedz
komorki na silny, wielokierunkowy stres srodowiskowy
umozliwia rozwdj specyficznych mikroorganizméw
nawet w niesprzyjajacych rozwojowi niszach ekolo-
gicznych [40, 44, 46]. Drobnoustroje rozprzestrzeniaja
sie w $rodowiskach ekstremalnych takich jak PMG
i gazociagi, gdzie dostepnos¢ sktadnikéw odzywcezych
(makro- i mikroelement6éw) i wody jest utrudniona [12,
17, 18, 20, 21, 42]. Zdolno$¢ do wytwarzania rézno-
rodnych enzymoéw, ktora charakteryzuja sie bakterie
i archeony, pozwala na kolonizacj¢ niemal wszystkich
powierzchni abiotycznych, pod warunkiem obecnosci
przynajmniej sladowych ilosci wody. Niewielkie ilosci
wody zgromadzonej w skalnych przestrzeniach poro-
watych czy tez wody kondensacyjnej w rurociggach
gazowych umozliwiaja rozwdj drobnoustrojéow pro-
kariotycznych. Mikroorganizmy powoduja nie tylko
uszkodzenia materialéw technicznych (ostabienie
struktury), ale rowniez wytwarzajg zwigzki lotne jak
np. siarkowodor [14]. Aktywnos$¢ metaboliczna drob-
noustrojéow moze by¢ poczatkiem i/lub zwigksza¢
szybko$¢ procesow chemicznych i elektrochemicz-
nych, skutkiem ktorych jest zanieczyszczenie i obni-
zenie jako$ci magazynowanego gazu ziemnego, koro-
zja mikrobiologiczna gazociaggdw oraz zmniejszenie
wydajnosci systemu przesylowego w wyniku ,,zarasta-
nia” rurociggow [20, 21, 23, 38]. Ponadto, powstale na
skutek nadmiernego rozwoju drobnoustrojéw przerwy
w pracy instalacji oraz ewentualne awarie niosa zagro-
zenie dla srodowiska naturalnego i ludzi oraz generuja
koszty utrzymania sieci [5, 43].

W niniejszej pracy przedstawiono réznorodnos¢
mikrobiomoéw znajdowanych w istniejacych obiektach

AGNIESZKA STANISZEWSKA, ALINA KUNICKA-STYCZYNSKA, KRZYSZTOF ZIEMINSKI

podziemnego magazynowania gazu oraz w sieci gazo-
ciggéow. Celem autoréw bylo réwniez wskazanie pro-
bleméw generowanych przez nadmierny i niekontro-
lowany rozwdj bakterii i archeonéw w tych obiektach.

2. Drobnoustroje w podziemnych magazynach gazu

Podziemne magazyny gazu (PMG) s3 najdogodniej-
szym sposobem gromadzenia i przechowywania gazu
ziemnego. Gaz magazynuje si¢ w sczerpanych zlozach
gazu ziemnego, w kawernach solnych lub w warstwie
wodonosnej. Kazdy ze sposobéw magazynowania ma
inng charakterystyke ekonomiczng, techniczng, réznigc
sie: kosztami operacyjnymi i inwestycyjnymi, mocami
napelniania i odbioru, pojemnoscig i przepuszczalnoscia
[4, 34]. Rolg wszystkich PMG jest zapewnienie cigglosci
dostaw i niwelowanie naglych réznic pomiedzy popy-
tem a podazg gazu, czyli zapewnienie krotkookresowego
i sezonowego bezpieczenistwa energetycznego. Bardzo
wazne jest, aby obiekty te dziataly sprawnie, a magazy-
nowane w nich paliwo nie zmienialo jakosci [19, 22].
Ze wzgledu na funkcje jaka PMG pelnig w utrzymaniu
bezpieczenstwa energetycznego oraz potencjalne zagro-
zenie ekologiczne jakie ze sobg niosg w przypadku roz-
szczelnienia, obiekty te sg stale monitorowane.

Magazynowanie gazu w podziemnych obiektach,
w warunkach naturalnych obarczone jest trudno$ciami
wynikajgcymi ze zmiany skfadu magazynowanego gazu
oraz pojawienia si¢ biogennego siarkowodoru o sil-
nych wiasciwosciach korozyjnych. Za przyczyne tych
zaburzen uwaza sie¢ mikroorganizmy, gtéwnie bakterie
redukujace siarczany (SRB - Sulfate-Reducing Bacteria).
Poniewaz sg one mikroflorg towarzyszacg powstawaniu
naturalnych z16z weglowodordw, w tym gazu ziemnego,
spodziewano sie ich obecnosci rdwniez w PMG [39, 43].
Obecnos¢ tych drobnoustrojéw w PMG potwierdzity
m.in. badania przeprowadzone przez Ivanova i wsp.
[17, 18]. Wykazano, ze zattaczany do magazyndw gaz
zawiera do 10° komorek bakterii beztlenowych w 1 ml.
W mikrobiomie stwierdzono zréznicowane fizjolo-
gicznie bakterie anaerobowe, w tym: redukujace zelazo
(10°+10°kom/ml) i siarczany (pojedyncze komorki+
+10°kom/ml), acetogenne (10+10* kom/ml) oraz meta-
nogenne archeony (10+10*kom/ml). Dodatkowo zauwa-
zono, ze wraz ze wzrostem liczby cykli zattaczania gazu
wzrasta zaréwno liczba drobnoustrojow, jak i poziom
wytwarzanych przez nie metabolitow [18]. Podczas
odbioru zmagazynowanego gazu w tym samym obiek-
cie, potwierdzono obecnos¢ archeondéw metanogennych
oraz roznych grup bakterii beztlenowych (redukujacych
siarczany i azotany, acetogennych, fermentujacych) i tle-
nowych (utleniajacych weglowodory) [17]. Odnoto-
wano, ze mikroorganizmy znajdujace sie w gazie istotnie
zmieniajg jego sklad podczas magazynowania.
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W badaniach przeprowadzonych w latach 2008-
2015 stwierdzono, ze wsrod bakterii kolonizujacych
PMG dominuja te, ktdre wykazuja zdolnos¢ do redukeji
siarczanow (SRB) i tiosiarczanow (TRB — Thio-sulfate
Reducing Bacteria), ale rbwniez obecne sg bakterie redu-
kujace azotany i zelazo. W glebokich warstwach maga-
zyndéw moga zy¢ mikroorganizmy mezofilne, fermen-
tujace, metanogenne czy kwasotworcze. Wlasciwosci
te wykazuja bakterie z rodzaju: Mesotoga, Eubacterium,
Desulfovibrio, Sporomusa, Desulfocurvus i archeony
Methanobacterium oraz Methanosarcina, ktére ziden-
tyfikowano w mikrobiomach PMG zlokalizowanych na
terenie Rosji [2, 3, 33, 38]. W badaniach podziemnych
magazyndw gazu na terenie Niemiec, jako dominujgce
wskazano bakterie z rodzaju Eubacterium, Acetobacte-
rium i Sporobacterium [6]. Wyniki badan réznorodnosci
mikrobioméw PMG zebrano w tabeli II.

Badania probek wody, pobranych z najwigkszego na
swiecie PMG utworzonego w sczerpanym zlozu gazu
ziemnego North Stavropol w Rosji [38], wskazujg na
przewage w strukturze mikrobiomu mikroorganizméw
beztlenowych, zdolnych do produkcji octanéw, metanu
i redukcji siarczanéw. Badania nie doprowadzily do

383

identyfikacji wystepujacych tam bakterii i archeonow
do poziomu gatunku, lecz wskazano ich bliskie podo-
bienstwo do Desulfovibrio desulfuricans, Eubacterium
limosum, Methanobacterium formicicum, Methano-
sarcina barkeri, czy Sporomusa sphaeroides. Jednakze,
w przeciwienstwie do mikroorganizméw do ktérych
s3 poréwnywane, nowo poznane szczepy s3 odporne
na wysokie stezenie metanolu (nawet powyzej 50 g/1)
i mogga intensywnie rozmnazac si¢ w srodowisku zawie-
rajacym do 20 g metanolu/l. Z gazu ziemnego z PMG
Severo-Stavropolskoye w rejonie PéInocnego Kaukazu
(Rosja), wyizolowano, a nastepnie scharakteryzowano
nowy gatunek bakterii okreslany jako umiarkowanie
termofilny. Bakterie te w warunkach beztlenowych byly
zdolne do redukcji azotandw, tiosiarczanoéw i siarki (S°).
Jedna z ciekawych cech tych organizméw byta zdolno$é
do wzrostu w warunkach obnizonego do 10% stezenia
tlenu w gazie ziemnym. Ze wzgledu na wilasciwosci
metaboliczne, wyizolowane bakterie zaliczono do klasy
Bacilli, charakteryzujacej si¢ znaczng réznorodnoscig.
W oparciu o homologie 16S rRNA, stwierdzono wyso-
kie podobienstwo (95%) do bakterii Vulcanibacillus
modesticaldus. Jednak, ze wzgledu na swoisty charakter

Tabela IT
Mikroorganizmy znajdowane w wybranych podziemnych magazynach gazu - PMG
Mikroorganizmy Charakterystyka mikroorganizmow Lokalizacja PMG Prllsircrgjz_

Morella perchloratireducens sp. nov bakterie termofilne redukujgce chlorany (CIO,") Rosja [3]
i nadchlorany (ClO,") do chlorkéw (CI") brak lokalizacji PMG

Desulfovibrio sp., Desulfotomaculum sp. | bakterie redukujace siarczany Polska [39]

Thiobacillus ferroxidans bakterie utleniajace zwiazki siarki i zelaza PMG Wierzchowice

Thiobacillus thioparus bakterie utleniajace zwigzki siarki (utworzony w sczerpanym

zfozu gazu ziemnego)

Sporomusa sp. szczep An4 w obecnosci (nad)chloranéw metabolizuja substancje |Rosja [2]
organiczne (tj. glukoza, celobioza, ryboza, maslany, brak lokalizacji PMG
szczawiooctany, glikol, glicerol, cytrynian) gtéwnie (utworzony w sczerpanym
do dwutlenku wegla i niewielkich iloéci octandw zlozu gazu ziemnego)

Szczep AG12 blisko spokrewniony bakterie wytwarzajace octany - acetogeny Rosja [38]

z Eubacterium limosum PMG North Stavropol

Szczep AG8-2 blisko spokrewniony (najwigkszy na $wiecie

z Sporomusa sphaeroides PMG utworzony

Szczep MG134 blisko spokrewniony | bakterie wytwarzajace metan - metanogeny W sczerpanym ztozu

z Methanobacterium formicicum gazu ziemnego)

Szczep MGZ3 blisko spokrewniony

z Methanosarcina barkeri

Szczep SR12 blisko spokrewniony bakterie redukujgce siarczany

z Desulfovibrio desulfuricans

Tepidibacillus fermentans sp. nov. bakterie umiarkowanie termofilne, w warunkach Rosja [33]
beztlenowych redukuja tiosiarczany, siarke (S°) PMG Severo-

i azotany -Stavropolskoye
(utworzony w sczerpanym
zfozu gazu ziemnego)
bakterie fermentujace
Eubacterium sp., Acetobacterium sp., Niemcy [6]
Sporobacterium sp. brak lokalizacji PMG
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szczepu wyodrebniono go jako nowy rodzaj Tepidibacil-
lus sp. i gatunek Tepidibacillus fermentans [33].
Wsréd mikroorganizmoéw zasiedlajacych PMG zlo-
kalizowanych na obszarze Federacji Rosyjskiej, po raz
pierwszy zidentyfikowano bakterie termofilne redu-
kujace chlorany (CIO,") i nadchlorany (CIO,”) do
chlorkéw (CI). Na podstawie homologii 16S rRNA
oraz zawartos$ci G+C w DNA stwierdzono, Ze sg one
najblizej spokrewnione ze szczepami Moorella thermo-
acetica i Moorella thermoautotrophica (97%). Jednakze,
w odrdznieniu od nich, nowo zidentyfikowane bak-
terie nie byty zdolne do wykorzystania kwaséw: mréw-
kowego, szczawiowego i glioksalowego jako zrédla
wegla. Bakterie te sklasyfikowano jako nowy gatunek
z rodzaju Moorella — Morella perchloratireducens sp. nov
[3]. Innymi mikroorganizmami, zdolnymi do redukcji
(nad)chloranéw do chlorkéw, zasiedlajacymi PMG
w Rosji sg bakterie z rodzaju Sporomusa. Wyizolowany
szczep w obecnosci chloranéw (ClIO,") i nadchloranéw
(ClO 4‘) metabolizowal glukoze, celobioze, ryboze, szcza-
wiooctan, maslan, glikol, glicerol i cytrynian gtéwnie do
ditlenku wegla i octandéw wytwarzanych w niewielkich
ilo$ciach. Przy braku w $rodowisku chloranéw i nad-
chloranéw produktem metabolizmu byty jedynie octany
[2]. Nowo sklasyfikowane bakterie z rodzaju Sporomusa
i M. perchloratireducens charakteryzuja si¢ zdolnoscia
do redukcji azotanéw w obecnosci chloranow (CIO,").
W prowadzonych w Polsce badaniach podziemnych
magazynéw gazu w obiektach PMG Wierzchowice
i PMG Mogilno, stwierdzono wystepowanie siarkowo-
doru (H,S), ktéremu towarzyszyta obecno$¢ anaerobo-
wych bakterii nalezacych do grupy SRB [35, 42]. Bakterie
z rodzaju Desulfovibrio i Desulfotomaculum, odpowie-
dzialne za tworzenie siarkowodoru zwykle charakte-
ryzujg sie znaczng tolerancjg na ekstremalne warunki
srodowiska i odpornosciag na biocydy. Ze wzgledu na
silne wlasciwosci adaptacyjne i zdolno$¢ do tworzenia
biofilmu, drobnoustroje te stosunkowo szybko nabywaja
opornos¢ na aktywne sktadniki biocydéw. Mikroorga-
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nizmy te trudno jest usuna¢ z powierzchni magazyno-
wych, a walka z nimi jest dfuga i kosztowna [37, 39].

Dotychczasowe prace prowadzone w PMG, potwier-
dzily negatywny wplyw mikroorganizméw na jakos¢
magazynowanego gazu i stan infrastruktury maga-
zynowej [43]. Wytwarzany H,S stanowi jedng z gtow-
nych przyczyn korozji mikrobiologicznej urzadzen
i elementdw, uzywanych w technologii magazynowa-
nia. Niekontrolowany i niczym nieograniczony rozwoj
mikroorganizmoéw i akumulacja biomasy moze, skraj-
nych przypadkach, doprowadzi¢ do zapychania urza-
dzen i spadku ci$nienia w magazynach, powodujac
straty ekonomiczne.

Eliminacja zaburzen o charakterze mikrobiologicz-
nym w czasie eksploatacji PMG jest bardzo wazna
ze wzgledu na zachowanie funkgji jakie spelniajg te
obiekty. Co gorsza, przenoszone wraz z gazem bakterie

wywierajg negatywny wplyw na stan techniczny i bez-
pieczenstwo gazociagow.

3. Mikroorganizmy w gazociagach

Najprostszym i najczestszym sposobem przesylu
gazu ziemnego s3 gazociagi. Ta metoda transportu
surowca do odbiorcoéw ostatecznych jest stosunkowo
tania, bezpieczna i przyjazna srodowisku [28].

Gazociagi, ktéorymi przesylany jest gaz, roznig sie
zasiegiem, maksymalnym ci$nieniem roboczym, czy
materialem z ktérego zostaly wykonane. Jednakze nie-
zaleznie od typu, sg one poprowadzone na duzych gle-
bokosciach w glebie i pod wodg [37]. Taka lokalizacja
utrudnia utrzymanie linii w dobrym stanie technicz-
nym, monitorowanie powstatych uszkodzen i wykony-
wanie niezbednych napraw. Skutki wystgpienia awarii
i powstale zmiany w srodowisku generuja koszty. Tylko
w ostatnich trzydziestu latach XXw. ok. 80% spo-
$réd odnotowanych wypadkow w sektorze gazowym
mialo miejsce w czasie transportu gazu [31]. Rysunek 1

UE OECD

18,6

48,5

19,7

. dystrybucja lokalna

inne (w tym poszukiwanie
i wydobycie)

. przesyt na duze odlegtosci

[ przesyt regionalny
20,1

Rys. 1. Struktura wypadkow w sektorze gazowym w latach 1969-2000

Dane wyrazone w %: UE - kraje Unii Europejskiej, OECD - kraje zrzeszone w Organisation for Economic Co-operation and Development [8].
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przedstawia strukture wypadkow w sektorze gazowym
w latach 1969-2000 w panstwach 6wcze$nie nalezacych
do Organizacji Wspdtpracy Gospodarczej i Rozwoju
- OECD - Organisation for Economic Co-operation
and Development oraz w panstwach Unii Europejskie;j.

Najczesciej stosowanym materialem do budowy linii
gazowych sa rury stalowe. Mozna je stosowac niezalez-
nie od przeznaczenia gazociagu i ci$nied w nim panu-
jacych. Szerokie mozliwosci eksploatacyjne rur stalo-
wych wynikaja z tatwosci modyfikowania wlasciwosci
mechanicznych i technologicznych samej stali. Jedna
z gléwnych przyczyn pojawienia si¢ usterek i przerw
W pracy gazociaggow jest korozja. Rosngca skala zja-
wiska jak i rozmiar strat z nig zwigzanych przyczynily
sie do rozwoju badan nad inicjacjg i przebiegiem tego
procesu. Dotychczasowe doniesienia i dos§wiadczenia
w zakresie ochrony sieci gazowych przed korozjg ich
powierzchni zewnetrznej, pozwolity na ograniczenie
rozwoju tego zjawiska [32]. Stosowane obecnie powloki
izolacyjne i wymuszony przeplyw pradu elektrycznego
od strony gleby do powierzchni gazociagu nie wyelimi-
nowaly jednak korozji wzbudzonej przez mikroorga-
nizmy (MIC - Microbiologically Influenced/Induced
Corrosion) po wewnetrznej stronie rurociggow.

Rozwojowi drobnoustrojow wewnatrz gazociagow
sprzyja zaréwno sktad gazu ziemnego, jak i rur stalo-
wych. Obecnos¢ azotu, czy sladowych ilosci dwutlenku
wegla i pary wodnej, ktorych nie mozna catkowicie usu-
ngé w procesie uzdatniania gazu ziemnego, stymuluje
rozw6j mikroorganizméw [12]. Ponadto, pierwiastki
chemiczne wchodzace w sktad rur stalowych (tabela IIT)
sg zrodlem makroelementéw (np.: siarki, fosforu, zelaza)
i mikroelementéw (m.in.: manganu) [9].

Korozja wywolana przez mikroorganizmy, obok
strat materialowych zwigzanych z tzw. ,,cyklem zycia”
gazociagdw, uwazana jest za gléwna przyczyne uste-
rek gazociggéw. Korozja metalu stymulowana przez
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drobnoustroje jest okreslona réznymi terminami i opi-
sywana jako biodeterioracja, korozja biologiczna,
biokorozja lub tez korozja wywotana przez mikroorga-
nizmy (MIC) [13]. Z dotychczasowych badan wynika,
ze okolo 40% przypadkow korozji gazociggdéw to
korozja wywolana przez mikroorganizmy [21, 26, 29].
Szacuje si¢ rowniez, ze szkody spowodowane korozja
biologiczng stanowia nawet 20-30% ogolnych kosztow
ponoszonych na skutek korozji gazociagéw [1].
Pierwszych obserwacji i wyjasnienia zjawiska koro-
zji w warunkach beztlenowych dokonali Van Wolzonge
Kiihr i Van der Vlugt w 1934. Sformulowana przez
nich teoria katodowej depolaryzacji metali opiera si¢
na zdolnosciach bakterii redukujacych siarczany (SRB)
do wykorzystania jonéw wodorowych w procesach
metabolicznych [9]. Od tego czasu bakterie redukujace
siarczany (SRB) i tiosiarczany (TRB) s najczesciej opi-
sywang grupa mikroorganizméw odpowiedzialnych za
biokorozje [13, 21, 29, 41, 42]. Jest to grupa obejmu-
jaca ponad 200 gatunkdéw, zréznicowana pod wzgledem
morfologicznym. Wytwarzany przez te bakterie enzym
hydrogenaza, umozliwia komdrkom wykorzystanie
wodoru w procesie redukcji siarczandéw. W efekcie
powstaje siarkowodor, ktéry powoduje silna korozje
metali. W obecnosci anaerobowych bakterii reduku-
jacych siarczany szybkos¢ korozji jest proporcjonalna
do aktywnosci hydrogenaz [23, 28]. Poréwnujac tempo
korozji w $rodowisku sterylnym i w obecnosci SRB
stwierdzono, ze w obecnosci tych mikroorganizmoéw
korozja postepuje nawet 70-90-krotnie szybciej [13].
Pomimo zdolnosci SBR do kolonizowania po-
wierzchni stali i wywotywania biokorozji, nie stanowig
one dominujacej grupy bakterii w probkach osadow
i ptynéw pobranych z wnetrza gazociggdw. Potwier-
dzaja to badania mikrobiomu gazociagéw przemy-
stowych w USA [44], jak i zlokalizowanych w rejonie
Zatoki Meksykanskiej [20, 21]. W obu przypadkach

Tabela III
Sktad chemiczny wybranych rur stalowych do mediéw palnych stosowanych obecnie w przemysle

Oznaczenie Maksymalna zawartos¢ [%]
stali c | si [ ma | » | s [ v [ x| m
Stale dla rur ze szwem i bez szwu

L245NB 0,16 0,40 1,10 0,025 - - - -

L415NB 0,21 0,45 1,60 0,025 0,15 0,15 0,05 0,04
Stale dla rur bez szwu

L360QB 0,16 0,45 1,40 0,025 0,02 0,08 0,05 0,04

L555QB 0,16 0,45 1,80 0,025 0,02 0,10 0,06 0,06
Stale dla rur ze szwem

L245MB 0,16 0,45 1,50 0,025 0,02 0,04 0,50 -

L450MB 0,16 0,45 1,60 0,025 0,02 0,10 0,50 0,06

Na podstawie [25].
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wsrod SRB opisywanych jako bakterie odpowiedzialne
za korozje, zidentyfikowano Desylfovibrio desulfuri-
cans, a ponadto rozpoznano D. aminophilus (Meksyk)
i D.vulgaris (USA). W gazociagach rejonu Zatoki
Meksykanskiej wykryto réwniez Clostridium celer-
crescens, C. sporogenes, C. perfringens, jednakze sa to
bakterie odlegte taksonomicznie od grupy clostridiow
redukujacych siarczany. Badane w Meksyku probki
biofilmu pochodzity z gazociagu transportujacego
kwasny gaz ziemny (zawierajacy: siarkowodor, weglo-
wodory o niskiej masie czgsteczkowej, ditlenek wegla
i azot), mozliwe wiec, ze mala réznorodnosé¢ bakterii
redukujacych siarczany wynikata w tym przypadku ze
specyficznych warunkéw $rodowiskowych. Badania
prowadzone przez zesp6l pod kierownictwem Jan-
-Roblero [20, 21] wykazaly ponadto obecno$¢ mikro-
organizmow z rodziny Enterobacteriace, tj.: Citrobac-
ter, Enterobacter, Klebsiella, czy Shewanella. Bakterie
te wykazuja zdolno$¢ do produkeji pozakomdrko-
wych polisacharydéw (EPS - Extracellular Polymeric
Substances), ktére ulatwiajg formowanie biofilmu na
powierzchniach wewngtrznych gazociggéw. Ponadto,
w wyniku przemian metabolicznych Citrobacter fre-
undii i C. amalonatcus powstaje biogenny H_S, ktéry
jest silnym czynnikiem korozyjnym.

W prébkach pobranych z gazociagdéw przemysto-
wych USA [47] dominowaly bakterie Comomonas
denitryficans 1 Escherichia coli, do tej pory niespoty-
kane w $rodowisku gazu ziemnego. Wysoka czesto-
tliwos¢ wystepowania C. denitryficans w badanych
probkach wskazuje, ze zdolnos¢ do metabolizowania
azotu determinuje sklad gatunkowy bakterii wyste-
pujacych wewnatrz gazociggéw. Analiza mikrobiomu
wskazuje rowniez na obecno$¢ bakterii z rodzaju Clo-
stridium, Propionibacterium, Anaerofilum, Bacteroides
czy Klebsiella.

W sktad konsorcjum mikroorganizméw zasiedlaja-
cych gazociagi mogg rowniez wchodzi¢ metanogenne
archeony, zaliczane do rzgdu: Methanobacteriales, Metha-
nomicrobiales, Methanosarcinales [47].

Koegzystencje roznych gatunkéw bakterii i arche-
ondéw, wywotujacych MIC wewnatrz rurociaggéw trans-
portujacych gaz ziemny, mozna obserwowa¢ w formie
osadow luzno zwigzanych z powierzchnig metalu, badz
naroéli, a nawet wzeréw i ubytkéw materiatu [27].
Powstale osady korozyjne moga charakteryzowac si¢
rézng barwg i zapachem [9, 29]. Objawem korozji,
w ktorej udzial biorg bakterie zelazowe, s3 rude i bra-
zowe osady. Czarne produkty MIC i towarzyszacy im
zapach siarkowodoru wskazuje, ze w procesie biorg
udzial bakterie redukujace siarczany, a zewnetrzng
powloke guzka tworzy najczesciej magnetyt (Fe,O,).
Objawem korozji biologicznej w gazociggach moze
by¢ charakterystyczny dla tych instalacji czarny osad
(tzw. ,black powder”) [12]. Jest on bardzo drobny, lekki
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i zwiewny kiedy jest suchy, moze tez by¢ smotowaty
w obecnosci wilgoci. W jego sktad wchodza glownie
tlenki i wodorotlenki Zelaza, syderyt (FeCO,) oraz
zanieczyszczenia takie jak elementarna siarka, weglo-
wodory, odlamki metali, piasek i kurz. Zaréwno forma
sucha, jak i mokra tego osadu przysparzaja klopotow
operatorom gazociggdw, poniewaz s3 czynnikami ero-
zyjnymi materiatow, z ktérych zbudowane sg gazociagi.
Ponadto, kumulacja ,,black powder” prowadzi do zapy-
chania i zmniejszenia przepustowosci rurociagdw.

Zmiany powstate w efekcie rozwoju mikroorganiz-
mow wewnatrz linii gazowych zaklocaja prawidtowa
i bezawaryjna prace systemu przesylu gazu. W wyniku
rozwoju biofilmu, drobnoustrojéw, czy narastania
»black powder” moze dochodzi¢ nawet do zmniejszenia
przekroju gazociagu i obnizenia jego przepustowosci
[12, 23], co generuje straty ponoszone w galeziach
przemystu dla ktérych gaz ziemny jest podstawowym
surowcem. Ponadto, wptywaja na obnizenie wiasci-
wosci mechanicznych materiatéw, a nawet powoduja
ich ubytki. Konsekwencja tych zmian moze by¢ pek-
niecie gazociagu i gwaltowny wyciek gazu.

4. Podsumowanie

Z dotychczasowych badan wynika, ze mikroorga-
nizmy s3 czesto niedocenianym zagrozeniem dla pod-
ziemnych magazyndéw gazu i gazociggow, a ich dzia-
talnos¢ skutkuje zasiarczeniem gazu ziemnego oraz
korozyjnymi zniszczeniami infrastruktury magazyno-
wej i przesylowej. Rozwdj populacji mikroorganizméow
prowadzi réwniez do spadku ci$nienia w podziemnych
magazynach gazu i zmniejszenia $wiatla (zarastania)
rur, ktorymi plynie gaz, a takze nagtych awarii i niekon-
trolowanych wyciekow paliwa. W konsekwencji, rosng
koszty ponoszone przez operatoréw systemu gazowego
i uzytkownikow gazu ziemnego, obniza sie bezpieczen-
stwo energetyczne i wzrasta zagrozenie skazenia srodo-
wiska naturalnego.

Obecnie nie ma jednego uniwersalnego i nieza-
wodnego sposobu na zahamowanie korozji biologicz-
nej w sektorze gazu ziemnego. Dostepne rozwigzania
zapobiegajace lub ograniczajace rozwoj drobnoustro-
jow, ktore wykorzystuja np. nanoczasteczki i biocydy,
w systemach magazynowania i przesylu gazu ziem-
nego nie s3 stosowane w wystarczajacym stopniu ze
wzgledu na rozmiar i lokalizacje PMG i gazociagow.
Do biocydéw zalecanych do stosowania w przemysle
naftowym nalezg gtéwnie substancje zawierajace aminy
czwartorzgdowe oraz pochodne triazyny [39]. Korozje
biologiczng wewnatrz sieci gazowej mozna ograniczy¢
poprzez osuszanie przesylanego paliwa. Akceptowalna
ilos¢ wody dla gazu na terenie Europy wynosi 84 ppm
[12]. Poza tym, operatorzy gazociaggdw i PMG moga
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jedynie monitorowa¢ stan podleglej im infrastruktury
i usuwac i/lub naprawia¢ skorodowane fragmenty.

Rozpoznane i opisane dotychczas mikroorganizmy
rozwijajace si¢ w srodowisku gazu ziemnego to gtow-
nie bakterie i archeony. Wyniki badan prowadzonych
w podziemnych magazynach gazu i gazociggach wska-
zuja na roznice w skladzie konsorcjum poszczegdlnych
siedlisk, ze wzgledu na zréznicowane warunki w PMG
i liniach przesylowych. Niektore grupy mikroorganiz-
moéw wchodzg w sklad zaréwno mikrobiomoéw zbior-
nikoéw gazu, jak i linii przesytowych, co wskazuje na
mozliwos¢ ich przemieszczania si¢ wraz z tonia gazu
i rozprzestrzeniania si¢ w systemie gazowym. Chociaz
badania nad strukturg konsorcjéw mikroorganizméw
funkcjonujacych w gazociagach i PMG przyczynily sie
do poszerzenia wiedzy na temat bioréznorodnosci oraz
wykrycia niespecyficznych dla atmosfery gazu ziem-
nego mikroorganizmow, to sktad tych konsorcjéw nie
zostal jeszcze w pelni poznany.

Podjete proby ograniczenia rozwoju mikroorgani-
zmow w systemach sktadowania i przesytu gazu ziem-
nego nie wyeliminowaly problemu biokorozji. Dopiero
rozpoznanie mikrobioméw tych $rodowisk i dokona-
nie ich charakterystyki umozliwi opracowanie nowych,
skutecznych sposobdw ochrony systemdéw gazu ziem-
nego przed biokorozja.
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1. Wprowadzenie. 2. Charakterystyka wirusa BVD. 3. Zréznicowanie genetyczne. 4. Znaczenie zmienno$ci genetycznej. 5. Podsumowanie
Genetic diversity of bovine diarrhea and mucosal disease virus

Abstract: Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is classified as a member of the Pestivirus genus of the Flaviviridae family. BVDV is one of
the most important viral pathogens of ruminants worldwide, causing severe economic losses. Infection results in a wide range of clinical
manifestations, ranging from mild respiratory disease to fetal death and mucosal disease. The virus particles are small and contain a single-
stranded, positive-sense RNA molecule of approximately 12.3 kb with one large open reading frame flanked by two untranslated regions
(5UTR and 3’'UTR). The polyprotein is proteolytically cleaved by viral and host proteases resulting in the formation of mature viral
proteins. It is well established that BVDV strains show considerable genetic diversity. BVD viruses are classified as two species: BVDV-1
and BVDV-2. Quite recently, a new putative species, BVDV-3, was detected. The viruses exist as one of two biotypes: cytopathic or non-
cytopathic, based on their activity in cell cultures. The phylogenetic analysis of the 5"UTR and NP region has revealed at least 21 distinct
subtypes of BVDV-1 and 4 subtypes of BVDV-2. Genetic diversity of BVD viruses has serious clinical implications such as immune

evasion, increase of virulence, host range alteration and also affects the efficacy of vaccination programmes and diagnostic methods.

1. Introduction. 2. Characteristics of BVD virus. 3. Genetic diversity. 4. The importance of genetic variation. 5. Conclusion

Stowa kluczowe: diagnostyka, podtypy, wirus biegunki bydta i choroby bton §luzowych, zmiennosc genetyczna
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1. Wprowadzenie

Wirusy zawierajgce material genetyczny w postaci
kwasu rybonukleinowego (RNA) charakteryzuja sie
brakiem stabilnosci genetycznej oraz korzystaja z wielu
mechanizmdéw zmiennosci co zapewnia im przetrwanie
w $rodowisku [8, 45, 57]. Cechy wyro6zniajace wirusy
RNA to ogromna liczebnos¢, produktywny cykl repli-
kacyjny, niewielki oraz plastyczny genom podlega-
jacy nieprecyzyjnej replikacji. To sprawia, ze egzystuja
w naturze jako wiele blisko spokrewnionych podty-
péw. Dynamike ich zmiennoéci charakteryzuje ciagle
powstawanie nowych wariantéw i selekcja najlepiej
przystosowanych szczepdéw do réznorodnych warun-
kow $rodowiska [8, 45].

Wirus biegunki bydla i choroby bton $luzowych
(Bovine Viral Diarrhea Virus - BVDV) jest patogenem
waznym z ekonomicznego punktu widzenia. Wirus ten
wywoluje szerokie spektrum objawoéw klinicznych od
tagodnych zachorowan z objawami najczesciej ze strony
ukladu oddechowego, pokarmowego i rozrodczego az
do cigzkich infekeji, zamierania zarodkéw i poronien
oraz rozwoju $miertelnej choroby blon $luzowych
(Mucosal disease — MD) [3]. Szacuje sie, ze ogodlne
straty wywolane przez BVDV oscyluja na poziomie
10-40 milionéw dolaréw na jeden milion wycielen [18].

2. Charakterystyka wirusa BVD

Wirus BVD nalezy do rodziny Flaviviridae, rodzaju
Pestivirus. W oparciu o wspdlne cechy genetyczne
i strukturalne do rodziny Flaviviridae zakwalifikowano
réwniez m.in. wirusy Zachodniego Nilu, Denga, z61tej
febry i wirus zapalenia watroby typu C. Rodzaj Pesti-
virus zawiera cztery gatunki: wirus biegunki bydla
i choroby bton §luzowych gatunek 1 i 2 (BVDV-1,
BVDV-2), wirus choroby granicznej owiec (Border
Disease Virus - BDV) oraz wirus klasycznego pomoru
$win (Classical Swine Fever Virus - CSFV). Propo-
nowana jest takze nowa klasyfikacja uzupelniona
0 4 nowo zidentyfikowane wirusy, ktore posiadajg zna-
miona pestiwirusow, ale nie pasuja do zadnego z czte-
rech gatunkéw: BVDV-3 (atypowe pestiwirusy bydlece;
wirusy HoBi-podobne), pestiwirus zyrafy, pestiwirus
antylopy Pronghorn i wirus Bungowannah [23].

Wirion BVDV o wielkos$ci 40-60 nm, zbudowany
jest z rdzenia w postaci genomowego RNA pokrytego
kapsydem, ktory otacza dwuwarstwowa btona lipidowa
zawierajaca glikoproteiny kodowane przez wirusowy
material genetyczny [35].

Genom wirusa tworzy pojedyncza ni¢ RNA o dodat-
niej polarnosci i dtugosci okoto 12 300 par zasad [35].
Genomowe RNA nie jest poliadenylowane w koncu 3’

* Autor korespondencyjny: Pawel Mirostaw, Zaktad Wirusologii, Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panistwowy Instytut Badawczy,
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ani nie posiada czapeczki dofgczanej na koncu 5. RNA
zawiera pojedyncza otwarta ramke odczytu (Open
Reading Frame — ORF), ktdra koduje wszystkie biatka
wirusowe [6]. Powstajaca poliproteina jest potransla-
cyjnie cigta zaréwno przez wirusowe jak i komorkowe
proteazy w celu uzyskania strukturalnych i niestruk-
turalnych bialek wirusa. Na koncach 5" i 3’ znajduja
sie regiony niekodujace (Untranslated Region - UTR)
[14]. Tworzg one struktury drugorzedowe, ktore pelniag
funkcje zwigzane z procesami regulacji replikacji oraz
translacji. 5’UTR zawiera wewnetrzne miejsce wigzania
rybosoméw (Internal Rybosomal Entry Site — IRES)
uczestniczace w procesie inicjacji translacji [6, 13],
z kolei w obrebie regionu 3’UTR zlokalizowane s3 ele-
menty odpowiedzialne za terminacje procesu translacji
[19]. Regiony 5UTR i 3'UTR s takze niezbedne do
efektywnej replikacji wirusa BVD [6, 19].

Otwarta ramka odczytu koduje okoto 4000 amino-
kwasdw, z ktorych po cieciu powstaje od 11 do 12 bialek
strukturalnych oraz niestrukturalnych. Do niestruktu-
ralnych nalezg biatka Nr, NS2-3 (NS2, NS3), NS4A,
NS4B, NS5A, NS5B i p7 do strukturalnych biatka C,
E™, E1, E2 [41]. N-koncowe biatko (NF) jest autopro-
teazg cysteinows, ktéra odcina sama siebie od kolej-
nego bialtka plaszcza (Core protein — C) oraz indukuje
proteasomalng degradacje czynnika transkrypcyjnego
interferonu p - IRF3 (Interferon regulatory factor 3)
[5, 14]. Kolejne biatko E™ jest silnie glikozylowane,
wydzielane w postaci rozpuszczalnej przez zainfeko-
wane komorki, wystepuje w postaci homodimeréw
[16]. Glikoproteina E™ zawiera epitopy wykorzysty-
wane do diagnostyki zakazen BVDV [15, 35]. Biatko to
ma unikalng ceche RNazy, degraduje jednoniciowe jak
i dwuniciowe fragmenty RNA [16]. Biatko E™ jest luzno
umocowane na powierzchni wirionu poprzez amfipa-
tyczna helise znajdujaca si¢ na C-koncowej czesci biatka.
Ta staba interakcja pozwala E™ oddzieli¢ si¢ od wirionu
[52]. Glikoproteiny blonowe, E1 i E2 s3 integralnymi
bialkami blonowymi, niezbednymi w procesie zakaze-
nia. Glikoproteina E2 jest podstawowym elementem
konstrukcyjnym wirionu i zawiera gtéwne determinanty
antygenowe. Przewazajaca czgs¢ humoralnej odpowie-
dzi immunologicznej jest nakierowana wlasnie na epi-
topy biatka E2 znajdujace si¢ na jego N-koncu. Uwaza
sig, ze C-koniec ektodomeny E2, posiada funkcje wigza-
nia z receptorem komérkowym [27] CD46 oraz LDL-R
[37]. Niecytopatyczne (Non-cytopathic — ncp) szczepy
BVDYV koduja biatko niestrukturalne NS2-3, natomiast
u szczepOw o biotypie cytopatycznym (Cytopathic - cp)
biatko to jest ciete na dwa odrebne biatka: NS2 i NS3.
Biatko NS3 okreslane jest jako marker cytopatycznosci,
gdyz wystepuje wylacznie u szczepdw cytopatycznych
wirusa BVD [41]. Niestrukturalne biatko NS3 posiada
aktywnos¢ proteazy serynowej. Enzym ten jest odpo-
wiedzialny za wiele cie¢ wirusowej poliproteiny. Pro-
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teaza serynowa NS3 odcina bialka niestrukturalne.
Natomiast bialko NS4A stuzy jako kofaktor tej proteazy
[24]. Bialko NS4B jest prawdopodobnie skfadnikiem
kompleksu replikacyjnego RNA oraz jest zaangazo-
wane w przegrupowanie btony komdrkowej w zaka-
zonej komorce [56]. NS5A i NS5B sg kodowane na
C-koncu poliproteiny BVDV. NS5A jest fosfoproteing
niezbedng w procesie replikacji jednak o nie do konca
scharakteryzowanej funkcji. NS5B posiada aktywnos¢
RNA-zaleznej polimerazy RNA i jest gtéwnym biatkiem
biorgcym udzial w replikacji genomowego RNA [20].
Z kolei biatko p7 odgrywa wazna role w cyklu zycio-
wym pestiwirusow. Bez jego udzialu nie jest mozliwe
wytworzenie zakaznych wirusow, nie bierze ono jednak
udzialu w procesie replikacji RNA [28].

3. Zrdéinicowanie genetyczne

Powszechnie uznaje sig, ze szczepy BVDV wykazuja
znaczne zrdznicowanie genetyczne [12, 34, 35]. Podsta-
wowym czynnikiem warunkujacym mutacje w geno-
mach wirusowych sg bledy wynikajace z nieprecyzyj-
nej replikacji kwasu nukleinowego przez RNA-zalezna
polimeraze RNA (NS5B). Wirusowe polimerazy RNA
nie posiadaja w przeciwienstwie do polimeraz DNA
zdolnosci korekty btedéw powstajacych podczas syn-
tezy nici potomnych. Liczba bledéw popelnianych
przez RNA-zalezng polimeraze RNA, ktorej aktyw-
nos$¢ w przypadku wirusa BVD wykazuje biatko NS5B
wynosi okoto 1 na 10* nukleotydéw w jednym cyklu
replikacyjnym. Oznacza to, ze kazdy 12,5kb nowo
zsyntetyzowany genom moze réznic¢ sie od kolejnego
w przyblizeniu o jeden nukleotyd [2].

Wirus biegunki bydta i choroby bton s§luzowych
mozna podzieli¢ na biotypy oraz gatunki [35, 42]. Bio-
typ definiowany jest jako cecha fenotypowa w oparciu
0 obecno$¢ lub brak efektu cytopatycznego w zakazo-
nej hodowli komérkowej obserwowanej w mikroskopie
$wietlnym [51]. Réznice w biotypach sg w duzej mierze
wynikiem zmian w wirusowych genomach spowodo-
wanych procesem rekombinacji. Rekombinacja moze
zachodzi¢ pomigdzy czgsteczkami RNA wiruséw albo
pomiedzy genomem wirusa, a komérkowym RNA
gospodarza [42]. Pojawienie si¢ szczepu o biotypie
cytopatycznym (cp) moze by¢ rowniez wynikiem trans-
formacji wirusa niecytopatycznego (ncp) do wirusa
cp w wyniku duplikacji fragmentu genomu. Izolacja
szczepow cp mozliwa jest tylko w przypadku osobni-
kéw z chorobg bton §luzowych (MD) [21]. Choroba ta
wystepuje rzadko, ale $miertelnos¢ wynosi 100%. Doty-
czy ona osobnikéw zakazonych trwale szczepem ncp
(Persistently Infected — PI), ktore ulegajg nadkazeniu
homologicznym szczepem cp w stosunku do szczepu
ncp, ktory jest odpowiedzialny za wystapienie zakaze-
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nia trwalego. Wigkszo$¢ osobnikéw chorych na MD
pada w ciagu pierwszych 6-24 miesiecy zycia. Wirusy
cp i ncp izolowane od takich osobnikéw sg identyczne
antygenowo i okreslane jako szczepy homologiczne [41].

Zmiennos¢ genetyczna BVDV przejawia sie w obec-
nosci dwoch gatunkéw tego wirusa: BVDV-1 oraz
BVDV-2. Niedawno odkryto przypuszczalnie nowy
gatunek: BVDV-3 (HoBi-like) [47].

Na podstawie analizy filogenetycznej regiondw
5'UTR, Nr* i E2 genomu wirusa wyrdzniono do tej pory
21 podtypéw BVDV-1 (od BVDV-1a do BVDV-1u)
(1, 7, 12, 32, 34, 47, 54]. Na podstawie podobnych
analiz tych samych regionéw zdefiniowano 4 podtypy
gatunku BVDV-2: od 2a do 2d 7, 11, 13, 40]. Obszerny
zbidr szczepow BVDV z Wloch poddano genotypo-
waniu w oparciu o fragmenty 5UTR oraz NP i przy-
dzielono je do poszczegdlnych podtypow. Wiekszosé
ferm bydla zakazonych bylo podtypem BVDV-1a,
oraz BVDV-1b i BVDV-1e. Pozostale podtypy wyste-
powaly sporadycznie. Wykryto obecnos¢ 4 dodat-
kowych podtypéw, nie opisanych poprzednio a mia-
nowicie BVDV-1r, BVDV-1s, BVDV-1t [12] oraz 1lu
[7]. W Niemczech 95% szczepéw BVDV zaliczono
do gatunku 1. Analiza okolo 600 szczepdéw wirusa
z lat 2008-2014 wykazata, ze podtypy BVDV-1b
i BVDV-1d wystepowaly najczesciej [46]. W Austrii
wigkszo$¢ szczepdw nalezata do podtypéw BVDV-1h
i BVDV-1f [17]. Szwajcarskie szczepy uzyskane od
zwierzat chorych na wirusowg biegunke bydta (BVD)
sklasyfikowano jako gatunek 1 z podtypami 1le, 1h, 1k
i 1b w porzadku malejacym [49]. BVDV izolowane
od bydla w Stowenii zaliczono do gatunku 1, a ponad
88% zbadanych szczepdw nalezato do podtypéw 1f oraz
1d [53]. Filogenetyczna analiza fragmentéw 5UTR
genomow wirusa BVD-1 krazacego w Anglii i Walii,
wykazata obecnos¢ podtypow 1a, 1b, 1e, 1f oraz 1i. Ana-
liza filogenetyczna sekwencji nukleotydéw w regionie
Nre potwierdzita wyniki uzyskane dla regionu 5UTR
[50]. Z kolei szczepy japonskie tego wirusa zaliczono
do gatunku BVDV-1 i BVDV-2 z dominujgcymi pod-
typami 1b i 2a [1]. Podobne wyniki uzyskano badajac
probki od bydia w Korei. Wigkszos¢ szczepdw nale-
zala do podtypdw 1a, 1b i 2a [36]. Wszystkie indyjskie
szczepy wirusa BVD zaliczono do podtypu 1b [32]. Jako
ciekawostke mozna podac fakt, ze jedyny szczep nale-
z3cy do gatunku 2 wirusa wykryto w Indiach u owcy
i byl to podtyp 2b [33]. Natomiast w Australii najbar-
dziej rozpowszechnionym wariantem wirusa okazal
sie podtyp 1c [44]. Dominujacymi podtypami wirusa
w Brazylii okazaly sie¢ podtypy BVDV-1a i BVDV-2b
[47]. Na tym tle, réznorodnos¢ polskich szczepow
BVDV jest na podobnym poziomie. Wigkszo$¢ z nich
zaliczono do dwdch podtypoéw: 1bi 1d [25]. Natomiast
BVDV-2 wykryto w Polsce tylko w jednym gospodar-
stwie i byl to podtyp 2a [40]. Badania przeprowadzone
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w Europie, Azji, Afryce Potudniowej i Brazylii wyka-
zaly, ze BVDV-2 nie jest ograniczony tylko do Ameryki
PéInocnej, cho¢ wystepuje tam znacznie czesciej w niz
w Europie [40, 47].

Badania Vilcka i wsp. pokazuja, ze procent identycz-
nosci sekwencji nukleotydowych pomiedzy szczepami
BVDV-2 w obre¢bie regionu 5’UTR miesci si¢ w zakre-
sie 81-99%. Podobny odsetek uzyskano w przypadku
BVDV-1 (76-99%) [55]. Niektore argentynskie szczepy
zaliczone na podstawie wysoce konserwatywnego
regionu 5’UTR do tego samego podtypu 1b wykazy-
waly znaczne zréznicowanie antygenowe, co sugeruje
koniecznos¢ uwzglednienia dodatkowych regiondw
kodujgcych w badaniach filogenetycznych [39].

Do tej pory opisano co najmniej dziewie¢ tzw. aty-
powych pestiwiruséw (HoBi-like). Osiem jest prawdo-
podobnie brazylijskiego pochodzenia, a jeden pocho-
dzenia tajskiego. Analiza filogenetyczna fragmentu
regionu 5’"UTR genomu tych wiruséw wykazata gene-
tyczne zrdznicowanie w obrebie tego gatunku, suge-
rujac istnienie dwoch podgrup [31, 48]. Wirusy HoBi
charakteryzujg si¢ wysokim stopniem podobienstwa
sekwencji nukleotydowych, przekraczajacym 93%. Naj-
bardziej zmienny fragment genomu kodujacy gliko-
proteing E2 wiruséw HoBi wykazuje wieksze podo-
bielistwo do BVDV-2 niz BVDV-1 [4].

4. Znaczenie zmienno$ci genetycznej

Genetyczna zmienno$¢ wiruséw moze prowadzi¢
do duzych zmian w ich wlasciwosciach biologicznych,
w tym zmian ich zjadliwosci, adaptacji do nowych
gospodarzy, a nawet do pojawiania si¢ chordb zakaz-
nych o nieznanym wczesniej przebiegu klinicznym.
Szybka ewolucja wiruséw stwarza powazne zagroze-
nie dla zdrowia ludzi i zwierzat. Zakazenie zwierzat
niektérymi szczepami BVDV-2 prowadzi do ciezkiej
choroby, okreslanej jako zespdt krwotoczny (Haemo-
rrhagic Syndrome - HS) [40, 42]. Charakteryzuje si¢
ona znaczng wybroczynowoscig oraz krwawieniami
z miejsc iniekcji z powodu znaczacego spadku liczby
trombocytéw. Szczepy BVDV-2¢ prowadza do poja-
wiania sie objawdw klinicznych typowych dla zjadli-
wych szczepow wirusa CSFV [11]. Podtyp BVDV-1b
czg$ciej niz inne podtypy izolowano od bydla z cho-
robami ukfadu oddechowego. Podobna prawidlowos¢
dotyczyta cielat z objawami zapalenia ptuc [10]. Takze
podtyp BVDV-1d wigzany jest z chorobami ukiadu
oddechowego cielat. Podtyp BVD-1e czesto izolowano
od martwo urodzonych cielat oraz od poronionych pto-
dow, co sugeruje, ze podtyp ten moze odgrywac istotng
role w zaburzeniach prenatalnych i okoloporodowych
[3]. BVDV-1e wykryto takze w probkach ptynu peche-
rzykowego jajnikdw u brazylijskich kréw. Zjawisko
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to budzi obawy w odniesieniu do ryzyka transmisji
choroby z zarodkami pozyskiwanymi do transferu [47].

Zmienno$¢ genetyczna wirusa BVD utrudnia wdro-
zenie czutych metod diagnostycznych oraz skutecznych
programéw profilaktycznych (szczepionek). BVDV
jest czesto izolowany od zwierzat szczepionych prze-
ciw zakazeniu tym patogenem [9] co nasuwa obawy,
czy szczepionki, w wigekszo$ci zawierajace podtyp la,
moga skutecznie chroni¢ bydlo przed innymi pod-
typami wirusa. Wyniki badan wykazaly, ze aktual-
nie stosowane szczepionki zywe, atenuowane (MLV)
zawierajace szczepy BVDV-1a indukujg nizsze miana
przeciwcial dla BVDV-1b [9, 39]. W Polsce wirusy
o podtypie 1b i 1f izolowano od zwierzat wykazujg-
cych objawy kliniczne, pomimo iz wczesniej zostaly
poddane szczepieniom z wykorzystaniem szczepionki
opartej na podtypie la [25, dane nieopublikowane].
Kilka szczepionek, dostepnych w Brazylii zawiera
szczepy BVDV-1 i BVDV-2 z USA i Europy, ktére nie
sg homologiczne do wiruséw, krazacych w tym kraju.
Biorgc pod uwage roznice genetyczne opisane powy-
zej, szczepionki przeznaczone do stosowania w innych
krajach prawdopodobnie nie bedg skuteczne w Brazylii
(odmienne podtypy). Réznice antygenowe ograniczaja
ochrone krzyzowa miedzy odmiennymi gatunkami
i podtypami pestiwiruséw bydla [1]. Przeglad amery-
kanskich szczepéw BVDV wyizolowanych od bydia
oraz z zanieczyszczonych wirusem bydlecych surowic
plodowych (Fetal Bovine Serum - FBS) sugeruje, ze
odsetek BVDV-2 oraz BVDV-1 zblizyl sie¢ w USA do
warto$ci 50/50 [43]. Niektorzy badacze stwierdzajg iz
moze to mie¢ zwigzek ze stosowaniem szczepionek
zywych. Takie szczepionki nigdy nie byly stosowane
w Stowenii, Szwecji oraz Wielkiej Brytanii, gdzie nie
stwierdzono obecnosci BVDV-2 w populacji bydta [53].
Z drugiej strony brak BVDV-1a w polskich stadach
bydla moze wskazywa¢, ze prowadzone historycznie
szczepienia z uzyciem szczepionek opartych na tym
podtypie wirusa skutecznie wyeliminowatly go z krajo-
wej populacji bydla [25].

Genetyczna zmienno$¢ BVDV jest takze istotna dla
skutecznej diagnostyki laboratoryjnej, ktéra powinna
umozliwia¢ wykrycie jak najwiekszej liczby gatun-
kéw i podtypow tego wirusa. Mutacje w regionie genu
kodujacego glikoproteing E™ gatunku BVDV-2 unie-
mozliwiajag wykrycie antygenu tego wirusa w komer-
cyjnym te$cie ELISA opartym na E™ BVDV-1 [15].
W przypadku atypowych pestiwiruséw rutynowo
stosowana izolacja wirusa oraz badania testem ELISA
dawaly wyniki ujemne [38]. Aby umozliwi¢ wykrywa-
nie nowo pojawiajacych si¢ podtypdw wirusa potrzebne
s3 nowe lub modyfikowane techniki biologii moleku-
larnej [1]. Test PCR w czasie rzeczywistym umozliwia
wykrywanie i klasyfikowanie szczepéw nalezacych do
1 i 2 gatunku wirusa BVD z uzyciem pary starterow

PAWEL MIROSEAW, ALEKSANDRA ANTOS, MIROSEAW POLAK

w obrebie wysoce konserwatywnego regionu 5UTR
oraz dwdch sond TagMan [29]. Analiza polimorfizmu
dtugosci fragment6w restrykeyjnych (RFLP) produktow
PCR pozwala réznicowac polskie podtypy wirusa BVD
z wykorzystaniem 3 enzymow restrykcyjnych. W bada-
niach ta technika wykorzystano 60 szczepéw gatunku
BVDV-1, ktore zawieraly podtypy: 1a, 1b, 1d, le, 1fi 1g
oraz podtyp 2a gatunku BVDV-2 [26]. Zastosowanie
RT-PCR z wykorzystaniem dedykowanych starteréw dla
atypowych pestiwiruséw pozwolito na wykrycie mate-
riatu genetycznego HoBi-like wiruséw. Opracowano tez
metode real-time RT-PCR, pozwalajaca na selektywne
wykrywanie wiruséw HoBi [30] jak réwniez alterna-
tywny test LD-PCR (long distance - PCR) umozliwia-
jacy amplifikacje calego genomu wirusa [22].

5. Podsumowanie

Podsumowujac, wirus biegunki i choroby bton $lu-
zowych bydla charakteryzuje si¢ ogromng réznorodno-
$cig genetyczna. Na podstawie analiz filogenetycznych
wyrdzniono 3 gatunki wirusa obejmujace wiele pod-
typow. Tak duza zmienno$¢ ma swoje odzwierciedlenie
w szerokiej gamie objawow klinicznych oraz trudnos-
ciach w opracowaniu czulych metod diagnostycz-
nych jak i skutecznych szczepionek. Mozna przyjac ze
w niedalekiej przysztosci zostang odkryte dodatkowe
warianty wirusa BVD, zwigkszajac tym samym jego
zréznicowanie genetyczne oraz potencjal przetrwania
w $rodowisku.
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1. Wstep. 2. Waglik (Bacillus anthracis). 2.1. Patogenno$¢ Bacillus anthracis. 2.2. Diagnostyka i leczenie waglika. 3. Dzuma (Yersinia
pestis). 3.1. Patogennos¢ Yersinia pestis. 3.2. Diagnostyka i leczenie dzumy. 4. Tularemia (Francisella tularensis). 4.1. Patogenno$¢
Francisella tularensis. 4.2. Diagnostyka i leczenie tularemii. 5. Wirus Ebola. 5.1. Patogennos¢ wirusa Ebola (Ebola Virus Disease — EVD).
5.2. Diagnostyka i leczenie goraczki krwotocznej EVD. 6. Podsumowanie

Deadly microbes - microbes used as a biological weapon

Abstract: Due to the development of civilization, people’s needs and expectations increase. The global development of civilization, the
desire of some countries to expand their borders and achieve a higher political, social and military influence, cause insecurity among
the people. Security is one of the main factors for the proper functioning of individuals and whole societies. Currently, a major threat to
people is terrorism. Especially dangerous is the use of biological weapons for this purpose, which significantly interferes with a sense of
security and restricts the freedom of human activities. Currently, biological terrorism is a global threat associated with the use of weapons
for political or religious reasons. The threat from radical religious fundamentalists is particularly dangerous.

The most common biological threat agents are microorganisms causing zoonoses, i.e. diseases which can be transmitted from animals
to humans. The most dangerous are Bacillus anthracis, Yersinia pestis and Francisella tularensis. They are characterized by high virulence,
ease of spread and the possibility to obtain and use them at low cost.

The aim of this paper is to characterize, based on the available literature, the most dangerous microorganisms which pose a potential
threat to humans as biological warfare. The article also provides basic information on the diagnosis and treatment of diseases caused by
pathogens which can be used in a bioterrorist attack.

1. Introduction. 2. Anthrax (Bacillus anthracis). 2.1. Pathogenicity of anthrax. 2.2. Diagnosis and treatment of anthrax. 3. Plague (Yersinia
pestis). 3.1. Pathogenicity of Yersinia pestis. 3.2. Diagnosis and treatment of plague. 4. Tularemia (Francisella tularensis). 4.1. Pathogenicity
of Francisella tularensis. 4.2. Diagnosis and treatment of Francisella tularensis. 5. Ebola virus. 5.1. Pathogenicity of Ebola virus.

5.2. Diagnosis and treatment of Ebola Virus Disease (EVD). 6. Summary

Slowa klucze: Bron biologiczna, mikroorganizmy, terroryzm, zagrozenie

Key words:

Biological weapons, microorganisms, terrorism, threat

1. Wstep

Dzisiejszy swiat dostarcza ludzkosci wiele wyzwan.
W zwigzku z ogromnym rozwojem cywilizacji potrzeby
i oczekiwania ludzi sa ogromne. Wiele udogodnien
jakie wspolczesna cywilizacja oferuje ludziom, takich
jak: dostepno$¢ zasobow naturalnych, nowinki techno-
logiczne, coraz bardziej rozrastajaca sie sie¢ komunika-
¢ji czy nieograniczona mozliwos$¢ przemieszczania sie
stwarza rownocze$nie obawy o zachowanie poczucia
bezpieczenstwa. Bezpieczenstwo jest jednym z pod-
stawowych czynnikéw pozwalajacych na prawidtowe
funkcjonowanie ludzi i catych spoleczenstw. W obec-
nych czasach obserwuje sie rosnace potrzeby militarne
niektorych panstw, dazenie do imperializmu i wladzy
totalitarnej. W znaczacy sposéb czynniki te powoduja
zachwianie poczucia bezpieczenstwa i ograniczajg swo-
bode dzialania ludzi. Aktualnie wiele dyskusji w srodo-
wiskach politycznych, wojskowych i cywilnych wzbu-
dza terroryzm jako zagrozenie globalne. Terroryzm

w najbardziej podstawowym znaczeniu kojarzony jest
bowiem z uzyciem lub grozba uzycia przemocy przede
wszystkim w celach politycznych lub religijnych. Zagro-
zenie ze strony radykalnych fundamentalistow religij-
nych jest szczegdlnie niebezpieczne.

Wisrdd licznych mikroorganizméw wymienianych
jako mozliwe czynniki broni biologicznej, znaczny
udzial maja te, ktére wywotuja u ludzi choroby odzwie-
rzece tzw. zoonozy. Do najczes$ciej wymienianych
nalezg: pateczka waglika oraz pateczki dzumy i tula-
remii [9]. Mikroorganizmy te sg zaliczane w klasyfikacji
CDC (Center for Disease Control), dotyczacej broni
biologicznej do kategorii A tzn. odznaczaja si¢ znaczng
zakaznoscig i powoduja wysoka $miertelno$¢. Patogeny
te sa rzadko spotykane w Stanach Zjednoczonych lecz
ze wzgledu na ogromne zagrozenie dla zdrowia pub-
licznego wymagaja specjalnych dziatan realizowanych
przez rzad federalny [9].

Jedna z najbardziej sztandarowych bakterii stuza-
cych jako potencjalna bron biologiczna jest waglik.

* Autor korespondencyjny: Karol Abramczyk, Zaklad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Pan-
stwowy Instytut Badawczy, ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy; tel. 814 786 960; e-mail: kabramczyk@iung.pulawy.pl
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Patogen ten charakteryzuje sie latwoscia hodowli
oraz zdolno$cig do tworzenia niezwykle odpornych
na warunki $rodowiska form przetrwalnych, ktdre sa
tatwe do transportu, przechowywania i rozproszenia
jako bioaerozol [9, 18]. Zastosowanie bioaerozolu
zawierajacego przetrwalniki jest najskuteczniejsza
metoda uzycia Bacillus anthracis jako broni biologicz-
nej, poniewaz jest szybka, prosta w uzyciu i prowadzi
do rozwoju najcig¢zszej (plucnej) postaci waglika. Aby
wywola¢ ta posta¢ choroby wystarczy wchloniecie
8000 do 50 000 zarodnikdéw, a okres wylegania wynosi
od 1-6 dni. Do $mierci w przypadkach nie leczonych
dochodzi w ciagu 3-5 dni u 97% chorych [9, 13]. Przy-
ktadem na skuteczno$¢ uzycia waglika jako broni biolo-
gicznej byta awaria w zakladzie opracowujacym i maga-
zynujacym bron biologiczng w Swierdtowsku (Rosja)
w 1979 r. Do atmosfery przedostato si¢ wowczas okoto
1-2 g zarodnikéw waglika w formie aerozolu, powo-
dujac zakazenie postacig ptucng 79 oséb, z ktérych
68 zmarlo [13]. Wedlug oceny Office of Technology
Assessment Kongresu USA rozproszenie 100 kg zarod-
nikéw B. anthracis nad Waszyngtonem mogloby spo-
wodowa¢ $mier¢ od 130 tysiecy do 3 miliondéw ludzi
i jest poréwnywalne z wybuchem bomby wodorowe;j.
Mimo, ze nie potwierdzono dotad transmisji waglika
wérdd ludzi przyklady te pokazuja jak bardzo grozng
i skuteczng bronig biologiczna jest waglik [13].
Kolejnym bardzo groznym patogenem jest paleczka
dzumy - Yersinia pestis. ,Zaletami” tej bakterii jako
broni biologicznej jest jej wysoka zarazliwo$¢, tatwos¢
w rozprzestrzenianiu si¢, powodowanie wysokiej $mier-
telno$ci i powszechna wrazliwo$ci populacji z racji sto-
sunkowo rzadkiego wystepowania dzumy w krajach
rozwinietych. Ponadto paleczki dzumy w postaci aero-
zolu w $wietle stonecznym zachowujg swoja zywotnosé
przez kilka godzin, a w glebie ponad 1 rok [12]. Paleczki
dzumy znane byly jako bron biologiczna juz od dawna.
W 1346 roku Tatarzy oblegajacy twierdze Kaffa na Pot-
wyspie Krymskim zrezygnowali z oblezenia twierdzy
z powodu wysokiej $miertelnos$ci powodowanej przez
dzume (zakazenie przez gryzonie i pchly). Uciekajac
statkami do Konstantynopola, Genui, Wenecji i innych
portéw Morza Srédziemnego rozprzestrzenili te cho-
robe [9]. Ostatnia wigksza epidemia dzumy miafa miej-
sce w Mandzurii, w latach 1910-1911 gdzie zachoro-
walo okoto 60 tys. ludzi. Podczas II wojny $wiatowej
réwniez w Mandzurii Japonczycy (tzw. oddziatl ,Toro”)
rozwingli na znaczng skale produkcje pateczek dzumy
oraz hodowle pchel i zarazonych szczuréw. Skutecz-
no$¢ zadzumionych szczurdéw byta nastepnie testowana
wsrdd chinskich jencéw oraz chinskiej ludnosci z pobli-
skich 11 miast [9, 12]. Badania nad bronig biologiczna
wykorzystujacg pateczki dzumy po II wojnie $wiato-
wej prowadzili nadal USA i ZSRR. Stany Zjednoczone
zaprzestaly produkowa¢ bron biologiczng w postaci
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Y. pestis w 1969 roku, natomiast w ZSSR produkcja
taka byla prowadzona co najmniej do 1992 roku. Trzeba
nadmieni¢ iz uczonym radzieckim udalo si¢ otrzymac
genetycznie zmodyfikowang paleczke dzumy, oporng
na antybiotyki [9]. Paleczki dZumy mogg by¢ stosowane
jako bron w postaci bioaerozolu i rozprzestrzenia¢ sie
droga kropelkowa gdyz dowiedziono, ze istnieje moz-
liwo$¢ transmisji zarazka z cztowieka na czlowieka.
W przypadku uzycia formy aerozolowej (dawka zaka-
zajaca wynosi 100 do 900 bakterii w aerozolu) po
1-6 dniach rozwing si¢ objawy ciezkiej infekcji uktadu
oddechowego, a w pelnym obrazie klinicznym niele-
czeni pacjenci umieraja [9]. Powyzsze fakty pozwalaja
stwierdzi¢ iz pateczki Y. pestis s3 obok waglika drugim
wyjatkowo groznym patogenem, ktéry moze by¢ poten-
cjalnie stosowany jako bron biologiczna.

Francisella tularensis réwniez moze by¢ wykorzy-
stana jako ,klasyczny” arsenal broni biologicznej.
Swiadczg o tym takie cechy patogenu jak m.in.: duza
szybko$¢ rozprzestrzeniania si¢, wysoka zakaznos¢
i wnikanie do organizmu ludzkiego wieloma drogami
(np. skora, blony sluzowe, uklad pokarmowy, droga
inhalacyjna) oraz wysoki wspdtczynnik smiertelnosci.
Najgrozniejsza droga zakazenia mogaca mie¢ skutki
masowego razenia jest droga inhalacyjna [59, 67].
Prace nad wykorzystaniem pateczek F tularensis jako
broni biologicznej byly prowadzone w USA, ZSRR
i Japonii juz przed II wojng $wiatows. Istnieja dane,
ze bakterie te mogly by¢ wykorzystane przez Rosjan
w latach 1942-1943 podczas walk o Stalingrad. U zot-
nierzy walczacych po obydwu stronach frontu w éwcze-
snym czasie notowano znaczng liczbe zachorowan na
cigzkie zapalenie ptuc [59]. Paleczki tularemii testo-
wane byly takze przez Japonie w Mandzurii w latach
1932-1945. Po II wojnie $wiatowej w USA i ZSRR
trwaly jeszcze prace badawcze nad wykorzystaniem
tych patogendéw jako broni biologicznej. W Stanach
Zjednoczonych zaprzestano badan i zniszczono wszyst-
kie zapasy F tularensis w 1973 r. W przypadku ZSSR
badania trwaty do roku 1990. Uzyskano wtedy warianty
bakterii opornych na antybiotyki [59].

W przypadku wirusa goraczki krwotocznej (EVD
- Ebola Virus Disease) brak jest danych literaturowych
o wykorzystaniu tego patogenu jako broni biologiczne;j.
Jednak cechy wirusa takie jak: wysoka patogenno$¢
i zakaznos¢, zdolno$¢ transmisji wsrod ludzi, mozliwosé
zakazania wieloma drogami [42], niska dawka zakazna
(1-400 czasteczek wirusa) oraz szybko$¢ rozprzestrze-
niania sie [21] $wiadcza, o tym, Ze mikroorganizmy te
moga stanowi¢ powazne zagrozenie dla zdrowia lud-
nosci w przypadku uzycia ich jako bron masowego raze-
nia. Ostatnio (2013 r.) notowanymi ogniskami goraczki
krwotocznej byly kraje Afryki Zachodniej (w Gwinei,
Sierra Leone i Liberii), nastepnie w 2014 r. takze w Sene-
galu i Nigerii. W tym samym czasie (23.10.2014 r.) zano-



ZABOJCZE DROBNOUSTROJE - MIKROORGANIZMY WYKORZYSTYWANE JAKO BRON BIOLOGICZNA

towano pierwszy przypadek choroby wywotanej przez
wirus Ebola w Mali. Zachorowania zarejestrowano tez
w Europie i w USA. Jednoczesnie w Demokratycznej
Republice Konga miala miejsce kolejna, odrebna epi-
demia. Wydaje sie, ze gtéwnym czynnikiem odpowie-
dzialnym za szerzenie zakazen jest aktywno$¢ czlowieka,
a szczegllnie jego migracja oraz coraz intensywniejsza
ingerencja w dzika przyrode [72].

Perspektywy uzycia broni biologicznej w dzisiej-
szych czasach lub w przyszlosci sg bardzo niepoko-
jace. Bron biologiczna charakteryzuje si¢ stosunkowo
niewielkimi kosztami produkc;ji (stad bywa nazywana
bronia masowego razenia ubogich), duza skutecznos-
cia, stabg wykrywalnos$cig w poczatkowym etapie ataku
oraz mozliwo$cig preparowania w szczegolny sposob
(np. przez modyfikacje genetyczne), aby zwiekszy¢
$miertelno$¢ lub zdolnos¢ do przetrwania w srodowi-
sku [13]. Biorgc pod uwage aktualne problemy poli-
tyczne, spoleczne, kulturowe i militarne na $wiecie
mozliwos$¢ uzycia broni masowego razenia w postaci
ataku bioterrorystycznego wydaje si¢ by¢ bardzo realna
i prawdopodobna.

Celem opracowania jest charakterystyka najbardziej
niebezpiecznych mikroorganizméw, ktére stanowia
potencjalne zagrozenie dla ludzi jako bron biologiczna.

2. Waglik (Bacillus anthracis)

Paleczka (d. laseczka) waglika (Bacillus anthracis)
zostala odkryta w pierwszej polowie XIX wieku. Forma
wegetatywna to Gram-dodatnia, przetrwalnikujgca bak-
teria [68]. B. anthracis wywotuje chorobe zakazng o szcze-
golnie ostrym przebiegu. Paleczka ta stanowi zrodlo
zakazenia dla zwierzat roélinozernych, a posrednio
dla miesozernych i ludzi [18]. Dane epidemiologiczne
wskazujg, ze w pierwszej potowie XX wieku waglik sta-
nowil duze zagrozenie w Polsce. W latach 1923-1927
chorobe tg stwierdzono u 19tys. zwierzat w 4,5 tys.
gospodarstwach w Polsce, a u ludzi notowano w tym
czasie okolo 60 zakazen rocznie [55]. Najliczniejsze epi-
demie waglika notowano w Polsce w latach 1950-1960.
Szczegdlnie narazeni na tg chorobe byli ludzie, ktorzy
zajmowali si¢ obrobka towaréw pochodzenia zwie-
rzecego lub pozostajacy w ich bezposrednim kontak-
cie [55]. Na poczatku stulecia waglik byl powaznym
problemem w Rosji. Zachorowania zwierzat wigzaty
sie bezposrednio z chorobg ludzi. Obserwowano tam
40-60 tys. przypadkow rocznie wérdd zwierzat i okolo
10-20 tys. zachorowan wérod ludzi ze $miertelnoscia
25% [7]. W Europie wsrdd zwierzat naturalne epidemie
waglika wystepuja obecnie we Wloszech [23]. Choroba
ta wystepuje takze endemicznie w Turcji [40], Indiach
i Pakistanie [60], niektorych stanach USA i Chinach
[64]. Obecnie waglik wystepuje bardzo rzadko i jest
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traktowany jako odzwierzg¢ca choroba ludzi. Wedlug
ekspertow, od momentu wybuchu w 2001 roku w USA
epidemii tej choroby u ludzi, waglik stal si¢ bakteria
niosacg masowe zagrozenie dla ludzkosci [35].

2.1. Patogenno$¢ Bacillus anthracis

Optymalnym srodowiskiem bytowania B. anthracis
jest gleba. Z uwagi na zdolno$¢ wytwarzania przetrwal-
nikéw (spor) waglik moze w niej pozostawaé nawet
kilkadziesiat lat i charakteryzuje si¢ duzg odpornoscia
na niesprzyjajace warunki srodowiska [18]. Przetrwal-
niki, w przypadku opadéw deszczu, moga by¢ wraz
z wodg transportowane do zaglebien terenu i osadza¢
sie na roslinach [18]. Zanieczyszczone rosliny staja si¢
pozywieniem dla zwierzat roslinozernych, u ktérych
po pewnym czasie rozwijajg si¢ formy wegetatywne
waglika [68]. Formy wegetatywne B. anthracis bardzo
szybko namnazaja si¢ w organizmie, przechodzg do
krwi i ptynéw ustrojowych i w ciaggu 2-4 dni powoduja
$mier¢ zwierzecia. Nastepnie wraz z plynami ustrojo-
wymi i krwig wyplywaja z padlych zwierzat do gleby
i stajg sie zrodtem kolejnych zakazen zwierzat migso-
zernych i ludzi [68]. Zjadliwos¢ paleczki jest zwigzana
z otoczka i zdolnoscig wytwarzania toksyny. Otoczka
jest zbudowana z polimeru kwasu D-glutaminowego
[51]. Natomiast toksyna B. anthracis sktada si¢ z trzech
czynnikéw: czynnika obrzeku (Edema factor) czynnika
letalnego (Lethal factor) oraz antygenu ochronnego
(Protective antigen) [47]. To wlasnie toksyna wagli-
kowa powoduje pojawienie si¢ objawdéw chorobowych
i $mier¢. Badania u naczelnych dowodzg, ze toksyna
waglikowa obniza aktywno$¢ elektryczna kory mézgo-
wej, co zaburza funkcjonowanie o$rodka oddechowego
i moze prowadzi¢ do niedotlenienia, zapasci, wstrzgsu
i naglej $mierci [1].

U ludzi, w zaleznosci od drogi zakazenia, rozréznia
sie trzy postacie waglika: skdrng, ptucng i zotadkowo-
-jelitowa [38].

Najczesciej spotykang postacia kliniczng jest postaé
skorna. Do zakazenia przetrwalnikami dochodzi przez
skore w zranionych miejscach. Wysokie zagrozenie
chorobotworcze tg postaciag wystepuje u ludzi majacych
kontakt z chorymi lub padtymi zwierzetami oraz zajmu-
jacych sie uprawa roli na terenach skazonych. W zranio-
nym miejscu na skorze, po wniknigciu przetrwalnikow,
pojawia sie czarna plama ze strupem otoczona peche-
rzami [38]. Rokowania co do wyleczenia postaci skor-
nej waglika zaleza od umiejscowienia zmian. W przy-
padku konczyn czesto obserwuje si¢ ustgpienie choroby
po kilku tygodniach. Gdy zmiany wystepuja w poblizu
glowy dochodzi do zakazenia krwi, posoczniczy i naj-
cze$ciej Smierci w ciggu kilku dni [68].

Na posta¢ plucna waglika najczedciej narazeni sa
ludzie bezposrednio wdychajacy przetrwalniki wraz
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z powietrzem oraz trudnigcy si¢ obrobka surowcow
zwierzecych (skory, siers¢, wetna) [38]. Objawy w po-
staci plucnej poczatkowo przypominaja grype lecz
bardzo szybko pojawia si¢ ostre zapalenie drog odde-
chowych, ktore po kilku dniach przechodzi w cigzka
niewydolno$¢ oddechows z towarzyszacg posocznica.
Nawet przy podawaniu antybiotykdw $mier¢ nastepuje
w ciagu kolejnych dwodch dni [38].

Do zachorowania na posta¢ zoladkowo-jelitowa
u ludzi dochodzi najczgsciej po spozyciu zakazonego
miesa. Objawami choroby s3: bole brzucha, goraczka,
nudnosci, wymioty, krwawa biegunka. Ponad polowa
chorujacych oséb (nawet 60%) na skutek toksemii
umiera w ciggu 2-5 dni od momentu wystgpienia obja-
wow [38].

Z uwagi na wysoka $miertelnos¢ jaka niesie ze soba
B. anthracis wazne jest zapobieganie szerzeniu sie cho-
roby wérdd zwierzat i ludzi. W przypadku zwierzat
hodowlanych stosuje si¢ izolacje zakazonych sztuk,
ubdj sanitarny i utylizacje (spalenie lub zakopanie) [38].
W poprzednich latach w celu zapobiegania szerzenia si¢
B. anthracis stosowane bylo posypywanie zwlok wap-
nem chlorowanym, ale obecnie nie jest to zalecane [31].

Pomimo, ze obecnie waglik w Europie i Polsce nie
wystepuje, to ze wzgledu na ogromna zjadliwo$¢ i moz-
liwo$¢ wykorzystania jako bron biologiczna, powinien
pozostawac¢ pod szczegolng uwaga stuzb epidemiolo-
gicznych. Trzeba pamigtac, ze przetrwalniki tej bakterii
mogg przetrwacé w glebie wiele lat i przez dziesieciolecia
s3 zdolne do zakazania zwierzat i ludzi.

2.2. Diagnostyka ileczenie waglika

Rozpoznanie pojedynczego przypadku waglika jest
trudne. Na etiologie B. anthracis moze wskazywa¢ nagle
pojawienie si¢ wielu zachorowan na ci¢zks, grypo-
podobng chorobe o piorunujacym przebiegu i duzej
$miertelnosci. Zalecane w takim wypadku jest wykona-
nie radiogramu klatki piersiowej z poszerzeniem cienia
$rédpiersia [13]. Diagnostyka polega na pobraniu krwi
(lub innych tkanek) i identyfikacji bakterii widocznych
pod mikroskopem. Rozpoznanie zakazenia waglikiem
sugeruje obecno$¢ Gram-dodatnich paleczek w roz-
mazie krwi barwionej metoda Grama oraz badanie
anatomopatologiczne, wykazujace krwotoczne zapale-
nie $rodpiersia, krwotoczne zapalenie weztéw chton-
nych klatki piersiowej i krwotoczne zapalenie opon
moézgowo-rdzeniowych. Zapalenie opon moézgowo-
-rdzeniowych jest bardzo rzadkim powiktaniem pier-
wotnej infekeji, moze jednak towarzyszy¢ nawet 50%
postaci ptucnej [13, 73]. W diagnostyce waglika oraz
innych choréb zakaznych powszechnie stosowane s3
réwniez techniki molekularne (np. amplifikacja DNA
w tancuchowej reakeji polimerazy PCR) [3].
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W przypadku stwierdzenia zakazenia waglikiem
nalezy przeprowadzi¢ badania nad lekoopornoscig gdyz
istniejg szczepy B. anthracis oporne na wybrane anty-
biotyki. Do chwili przeprowadzenia badan nad leko-
opornoscig nalezy zaklada¢, ze uzyty szczep jest oporny
na penicyliny i tetracykliny. Po ustaleniu lekoopornosci
nalezy poda¢ najlatwiej dostepny i najmniej toksyczny
antybiotyk, na ktory bakteria jest wrazliwa [73].

W leczeniu, w przypadku matej iloéci zachorowan,
wskazane jest podawanie antybiotyku w postaci do-
zylnej: cyprofloksacyna - 400mg iv. co 12godzin,
do chwili ustalenia opornosci, z ewentualng zmiang
na antybiotyk o mniejszej toksycznosci, czas leczenia
- 60 dni. W przypadku masowych zachorowan (np. atak
biologiczny) zaleca si¢ leczenie doustne [73]. W leczeniu
mozna rozwaza¢ zastosowanie antybiotykéw, na ktdre
B. anthracis mogg by¢ wrazliwe. Sg to: chloramfenikol,
erytromycyna, klindamycyna penicyliny, makrolidy,
chlorowodorek wankomycyny, cefalosporyny I gene-
racji [34]. Dostepna jest takze bezkomodrkowa, inakty-
wowana szczepionka przeciwko B.anthracis, ktora
jest zarejestrowana od 1970r. w USA (Bioport Corp.
Michigan, USA) i jest stosowana jedynie w przypadku
grup zawodowych szczegolnie narazonych [73].

3. Dzuma (Yersinia pestis)

Rodzaj Yersinia nalezy do Gram-ujemnych pale-
czek z rodziny Enterobacteriaceae i obejmuje obecnie
15 gatunkow, w tym trzy patogenne dla ssakow i czto-
wieka: Yersinia pseudotuberculosis, Y. enterocolitica oraz
Y. pestis. Paleczka dzumy, Y. pestis jest tlenowa pateczka
majacg zdolno$¢ do namnazania si¢ wewnatrz ko-
morek gospodarza [11, 52]. Powoduje zakazng, ogélno-
ustrojowa chorobe o bardzo ciezkim przebiegu [11, 12].
Dzuma bylta notowana juz w starozytnosci. Ostatnia
pandemia tej choroby, ktora objeta swym zasiegiem
na poczatku XX wieku prawie caly $wiat, rozpoczeta
sie w Chinach w 1860 roku [39]. Aktualnie, w postaci
rezerwuaru wsrdd zwierzat, dzuma zachowata swe
ogniska w: Wietnamie, Chinach, Indiach, Ameryce
PéInocnej i Poludniowej, Afryce, na Madagaskarze i na
terenach Stanéw Zjednoczonych, gdzie obserwowano
niewielkie epidemie tej choroby wéréd ludzi [6, 39, 46,
62]. W Polsce zachorowan na dzume nie notowano od
ponad 250 lat, nie mozna jednak wykluczy¢ zawlecze-
nia zakazenia przez osob¢ podrdzujaca na tereny, gdzie
choroba ta wystepuje endemicznie [39].

3.1. Patogennos¢ Yersinia pestis
Naturalnym rezerwuarem Y. pestis sg gtéwnie gryzo-

nie (szczury, myszy, morniki), a takze dziko zyjace zwie-
rzeta, takie jak pieski preriowe czy wiewidrki [6, 66].
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Istnieje mozliwo$¢ przeniesienia drobnoustrojow za
posrednictwem pchet szczurzych na ludzi i zwierzeta
domowe (koty, psy). Wsrod zwierzat domowych cho-
roba moze szerzy¢ si¢ droga kropelkows [6, 66]. Czto-
wiek od zwierzat domowych moze sie zakazi¢ poprzez
pokasanie, zadrapanie, bezposredni kontakt [22].
Mozliwg drogg zakazenia ludzi jest réwniez kontakt
z tkankami i plynami ustrojowymi padlych zwierzat,
gdyz Y. pestis moze w nich przezy¢ nawet pot roku [52].
Y. pestis ma zdolno$¢ syntezy endotoksyny (lipopolisa-
charyd - LPS) oraz innych antygenéw umozliwiajacych
unikanie przez nig fagocytozy i warunkujacych jej zja-
dliwos¢ [20, 52, 58]. Wirulencje paleczki warunkuje
obecno$¢ trzech plazmidoéw charakterystycznych dla
tego gatunku. Antygen otoczkowy (F1) paleczki dzumy,
kodowany przez plazmid pMT1 ma zdolno$¢ hamowa-
nia fagocytozy, natomiast plazmid pPCP1 syntetyzuje
proteaze serynowa, odpowiedzialng za wnikanie do
komorek nablonkowych zywiciela i mozliwo$¢ zaka-
zenia drogg inhalacyjng [11].

W przypadku pogryzienia cztowieka przez chore
zwierze lub pchle, paleczki Y. pestis przez naczynia lim-
fatyczne trafiajg do pobliskich weztéw chtonnych, gdzie
ulegaja fagocytozie [52]. Nastepnie zarazki namnazaja
sie w fagocytach, a po ich rozpadzie nabywaja opor-
no$¢ na fagocytoze i mnozg si¢ w tkankach gospoda-
rza [12, 52]. W zajetych wezlach chlonnych obserwuje
sie rozpad struktur tkankowych, obfite nacieki obo-
jetnochlonne, zmiany krwotoczne i martwicze oraz
obecnos¢ licznych pateczek dzumy [52]. Postepujaca
choroba obejmuje zmianami kolejne narzady, pojawia
sie endotoksemia prowadzaca do wstrzasu. W czesci
przypadkéw obserwowane jest zakazenie ogolnoustro-
jowe organizmu (posocznica) [52].

W zalezno$ci od drogi zakazenia rozrdznia si¢
postacie pierwotne i wtérne dzumy. Do postaci pier-
wotnych nalezy: przy zakazeniu drogg $rédskorng
- posta¢ dymienicza oraz posocznicowa, przy zakaze-
niu drogg kropelkowa — posta¢ ptucna [39]. Natomiast
do postaci wtdrnych naleza: posocznicowa, ptucna oraz
zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych, rozwijajace sie
jako powikfanie dzumy dymieniczej [39].

Posta¢ dymienicza dzumy jest stosunkowo tagodna
i najczesciej wystepujaca forma tej choroby. W postaci
tej zarazki wnikaja droga srodskorna i umiejscawiaja sie
w wezltach chlonnych pachwinowych, pachowych lub
w okolicy szyi [6]. W ciagu kilku godzin zajete wezly
chlonne ulegaja powigkszeniu i powstaja obrzeki. Pora-
zone wezly chlonne wraz z obrz¢kami tworzg bolesne,
owalne zmiany skorne nawet do 10 cm $rednicy [12, 33,
52]. W miejscu wniknigcia zarazkdéw pojawia sie ropna
krosta lub owrzodzenie, natomiast rzadko widoczne sg
objawy zapalenia naczyn limfatycznych [33, 52]. Czas
wylegania choroby trwa od 2 do 8 dni i charaktery-
zuje sie naglym przebiegiem. Towarzyszy¢ temu moga
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ostabienie, dreszcze oraz bole glowy [12, 33] a takze:
wysoka goraczka (38,5-40°C), zaburzenia $wiadomosci
(senno$¢, pobudzenie), podwyzszone tetno, powigk-
szenie $ledziony i watroby oraz hipotensja [22, 52].
W przypadku zajecia przez chorobe wiekszych partii
weztéw chlonnych nastepuje rozwdj wtornej posocz-
nicy i $mier¢ w ciggu 2-4 dni [33]. W korzystnym
przebiegu choroby stan chorego poprawia si¢ po kilku
dniach a zmiany skorne ulegaja samowyleczeniu [22].

Posta¢ posocznicowa charakteryzuje si¢ bardzo
gwaltownym przebiegiem. Nie obserwuje si¢ zmian
w wezlach chlonnych, natomiast szybko rozwija si¢
niewydolno$¢ krazenia [52] oraz dolegliwosci zwia-
zane z ukltadem pokarmowym (béle brzucha, nudnosci,
wymioty, biegunka) [66].

Posta¢ ptucna dzumy przebiega w formie pierwot-
nego lub wtornego zapalenia pluc. Pierwotna postaé
dzumy plucnej rozwija si¢ po wniknigciu do orga-
nizmu zarazkéw przenoszonych przez chore zwie-
rzeta lub ludzi droga kropelkowa. Okres wylegania
tej postaci trwa 1-6 dni [52]. Choroba rozpoczyna si¢
nagla goraczka i kaszlem, nastepnie obserwuje si¢ cigz-
kie zapalenie ptuc z ostrg niewydolnoscig oddechowa
i krazeniowa [33]. Objawom niewydolnosci oddecho-
wej towarzyszg béle brzucha, nudnosci i wymioty [33].
Posta¢ pierwotna dzumy od postaci wtdrnej rézni sie
brakiem wystepowania dymienic (obrzeki zapalne
weztéw chtonnych) [52, 66].

Wtérna postaé dzumy plucnej wystepuje stosun-
kowo rzadko i rozwija si¢ wskutek zakazenia ptuc droga
rozsiewu hematogennego (przez naczynia krwionosne)
[52]. O rozwoju tej formy choroby $wiadcza: pojawie-
nie sie ostabienia, bélu w klatce piersiowej, kaszlu oraz
odkrztuszanie krwistej lub wodnistej plwociny [66].

Z uwagi na duzg liczebnos¢ paleczek Y. pestis w plwo-
cinie w przebiegu postaci plucnej (pierwotnej i wtor-
nej) chory stanowi duzo wigksze zagrozenie zakazne
dla otoczenia niz w przypadku postaci dymieniczej
i posocznicowej [52].

Smiertelnoé¢ na dzume ptucng przy braku antybio-
tykoterapii siegala nawet 100% (Los Angeles w 1924 r.)
[69]. W obecnych czasach $miertelno$¢ zmniejszyta
sie o polowe a wyleczenie uwarunkowane jest poda-
niem odpowiedniego antybiotyku w pierwszym dniu
choroby [33, 66]. Do bardzo rzadkich postaci dzumy
nalezy zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych (wtérne
w postaci dymieniczej) oraz zapalenie migdalow i gar-
dfa w formie ostrej anginy z duzym stanem zapalnym
szyjnych weztéw chlonnych [52].

3.2. Diagnostyka i leczenie dZzumy
Paleczka dzumy jest niebezpiecznym patogenem,

ktory byl przyczyna wielu ofiar w ludziach i nadal sta-
nowi potencjalne duze zagrozenie dla spoleczenstwa.
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Terminowe, szybkie i niezawodne wykrywanie zarazka
Y. pestis jest zatem sprawg kluczowg. W obrazie klinicz-
nym rozpoznanie dzumy obejmuje wydzielenie czy-
stej kultury Y. pestis i okreslenie liczebnosci komoérek
bakteryjnych. Swoista diagnostyka bakteriologiczna
obejmuje badanie kalu, ptynu otrzewnowego, mate-
rialu z ropni, aspiratéw z dymienic, krwi obwodowej,
plwociny lub ptynu mézgowo rdzeniowego, zaleznie od
postaci klinicznej [27, 33]. Metody badania materialu
mikrobiologicznego na obecno$¢ pateczek dzumy nie
odbiegaja od standardowych metod badania pateczek
jelitowych. Posiewy wykonywane w warunkach tleno-
wych na standardowe podioza mikrobiologiczne np. na
podloze Mac Konkeya powszechnie uzywane w posie-
wach pateczek z rodziny Enterobacteriacae (wzrost
po 24-48 godzinach) [53]. Dobrym rozwigzaniem
jest zastosowanie wysoce wybiérczego podloza CIN
(zawierajacego cefsulodyne, irgasan i nowobiocyne),
ktére hamuje wzrost innych bakterii [53] oraz wyko-
rzystanie lizy komorek przez bakteriofagi [62]. Szybka
i czutg metoda wykrywania komorek Y. pestis jest row-
niez zastosowanie réznych wariantéw metod genetycz-
nych. Jedna z nich jest fancuchowa reakcja polimerazy
w czasie rzeczywistym qPCR (Real-time PCR) [62].

W leczeniu dzumy wazna jest antybiotykoterapia
oraz szybkie zwalczanie pojawiajacych sie dysfunkcji
ogolnoustrojowych. Y. pestis jest wrazliwa na strep-
tomycyne i gentamycyne, ktéra podaje sie z wyboru
kobietom w cigzy. Antybiotykami stosowanymi w lecze-
niu sg takze ciprofloksacyna, doksycyklina oraz chlor-
amfenikol [27]. Antybiotyk nalezy poda¢ jak najszyb-
ciej. W obecnych zaleceniach jest to gentamycyna
podawana domie$niowo przez 10 dni [12, 27, 33, 52].
Jednoczesnie powinno sie kontrolowa¢ szybko rozwija-
jace sie zakazenie ogolnoustrojowe organizmu (posocz-
nica) [52]. W niektérych przypadkach konieczne jest
wspomaganie oddechu i podanie lekéw presyjnych
(22, 33]. W przypadku zachorowan na duza skale
(atak biologiczny) stosuje si¢ alternatywne schematy
leczenia, obejmujace leki stosowane doustnie: doksy-
cykline (2 x 100 mg), ciprofloksacyne (2 x 500 mg) lub
chloramfenikol [33].

4. Tularemia (Francisella tularensis)

Po raz pierwszy tularemia zostata opisana w Japonii
w 1837 roku. Bakterie poczatkowo byly zaliczane do
rodzaju Brucella, nast¢pnie Pasteurella a od 1947 roku
zaliczono je do nowo utworzonego rodzaju - Franci-
sella. Nazwa patogenu pochodzi od nazwiska Edwarda
Francisa, ktéry zajmowal si¢ tularemig [28].

Tularemia (dZzuma gryzoni) to odzwierzeca choroba
zakazna o ostrym przebiegu. Czynnikiem etiologicznym
choroby jest Gram-ujemna, wzglednie tlenowa pateczka
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Francisella tularensis, nalezaca do rodziny Francisella-
ceae [56, 67]. Jak podaje Steiner i wsp. [65] ma ona zdol-
no$¢ namnazania si¢ wewnatrz komorek gospodarza
i moze by¢ obecna w cytoplazmie komdrkowe;.
Obecnie E tularensis wystgpuje jedynie na terenach
wiejskich w Ameryce PéInocnej, Europie i Azji. W Pol-
sce, w 1996 roku, u 0,13% pracownikéw stuzby lesnej
w Biatowieskim Parku Narodowym odnotowano obec-
nos¢ swoistych przeciwcial, natomiast w 2000 roku prze-
ciwcial przeciwko E tularensis juz nie stwierdzono [50].
Optymalng temperaturg wzrostu E tularensis jest
30-35°C. Paleczki sg wrazliwe na wysoka temperature
i ogrzewanie (ging w ciggu 10 min. w 58°C) oraz $rodki
dezynfekcyjne [9, 59]. Moga przezywac w zbiornikach
wodnych i glebie nawet do 3 miesiecy, a w wybranych
produktach spozywczych od 14 do 133 dni [9].

4.1. Patogenno$¢ Francisella tularensis

Rezerwuarem F tularensis s3 gldwnie gryzonie
(myszy, wiewiorki, zajace, kroliki) [59], ktére moga si¢
zakazi¢ poprzez ukaszenia komardw, much lub klesz-
czy, a takze kontakt ze skazonym srodowiskiem [17,
67]. Ponadto infekcji moga ulega¢ m.in. ryby, fasice,
lisy, norki, owce, koty, psy, konie, $winie oraz ponad
25 gatunkow ptactwa [28]. Wérdd ludzi szczegdlnie
narazeni na zakazenie sg mysliwi, rolnicy, lesnicy, pra-
cownicy zakladéw futrzarskich, garbarze, rzeznicy,
stuzba weterynaryjna oraz pracownicy laboratoriow
[24, 57]. Paleczka tularemii posiada ogromne mozli-
wosci zakazania organizmu réznymi drogami. Czlo-
wiek zakaza si¢ poprzez bezposredni kontakt z chorym
zwierzeciem lub jego tkankami. Zarazki dostaja si¢ do
organizmu przez skore lub blony sluzowe. Zakazenie
moze nastgpi¢ rowniez drogg inhalacyjng (skazony pyt
roslinny i zwierzgcy), pokarmowga (spozycie zakazonej
zywnosci, wody) oraz przez spojéwki [17, 67]. Zrédlem
i rezerwuarem F tularensis sg takze kleszcze. Zagroze-
niem nie jest ukaszenie tych owadéw lecz wcieranie
w skore ich odchodow [10].

U ludzi objawy kliniczne tularemii mogg si¢ r6zni¢
w zaleznosci od liczebnosci bakterii i stopnia ich wiru-
lencji oraz drogi dostania si¢ do organizmu i odpor-
nosci cztowieka [28]. Do zakazenia moze dochodzié
wieloma drogami. Jedng z najbardziej niebezpiecznych,
z powodu fatwosci rozprzestrzeniania sig, jest inhalacja
aerozolu [65]. Rozpoznanych jest 6 postaci klinicznych
tularemii [59].

Posta¢ wrzodziejaco-weztowa stanowi 45-85%
wszystkich przypadkéw tej choroby. Zakazenie naste-
puje przez kontakt z chorymi zwierzetami. W miej-
scu wnikniecia zarazkéw powstaja poczatkowo male
zaczerwienione grudki, ktore po ok. 2 dniach prze-
ksztalcaja si¢ we wrzody [59]. Po okresie inkubacji
(5-6 dni) obserwuje si¢ bole miesni i glowy, dreszcze
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oraz goraczke. Paleczki przedostaja si¢ nastepnie do
wezlow chlonnych i za posrednictwem uktadu chlon-
nego do pluc, watroby, $ledziony, nerek, czasami réw-
niez mozgu [59].

Posta¢ durowa tularemii wystepuje w mniej niz 5%
przypadkow [59]. Zakazenie nastgpuje droga pokar-
mowg poprzez spozycie skazonej zywnosci. Chory
odczuwa ostabienie i objawy ze strony uktadu pokar-
mowego (nudnosci, biegunka). Czesto wystepuja bole
miesni i glowy, kaszel i goraczka do 40°C. U wigkszosci
pacjentow (50-80%) stwierdza si¢ zapalenie ptuc i dusz-
nosci. Smiertelno$¢ tej postaci choroby siega 50% [59].

Posta¢ plucna podobnie jak durowa wystepuje
rzadko (mniej niz 5% przypadkéw) lecz jest najostrzej-
sza formg tularemii. Do zakazenia dochodzi droga
inhalacyjna lub w wyniku powiklan innych postaci tej
choroby [59]. Choroba ma zazwyczaj przebieg ostry
lub przewlekly a jej objawy sa nastgpujace: wysoka
goraczka, bdle miesni i glowy, dreszcze, suchy kaszel,
zapalenie gardla, bol w klatce piersiowej oraz ostre
zapalenie pluc z wysigkami w jamie opltucnej [59, 14].

W postaci zotagdkowo-jelitowej zakazenie nastepuje
poprzez spozycie skazonej zywnosci i wody. Powstaje
zapalenie jelit i miejscowe owrzodzenia o intensyw-
nosci zaleznej od stopnia inwazji zarazkéw [59, 67].

Posta¢ oczno-weztowa wystepuje stosunkowo rzad-
ko a droga zakazenia prowadzi przez spojowki oczu,
ktére ulegaja owrzodzeniu. Drobnoustroje przedostajg
sie do okolicznych weztéw chlonnych i powodujg ich
zapalenie [59].

Posta¢ anginowa stanowi mniej niz 5% wszystkich
przypadkéw tularemii. Zakazenie nastepuje poprzez
spozycie skazonej wody lub jedzenia. Objawami tej
formy choroby sa: silne zapalenie blony sluzowej jamy
ustnej i gardla oraz powstawanie miejscowych owrzo-
dzen [59, 67]. Towarzyszy temu powiekszenie szyjnych
wezlow chlonnych, goraczka, bdle migéni i dreszcze.

4.2. Diagnostyka ileczenie Francisella tularensis

Dzialania profilaktyczne w przypadku tularemii
sprowadzaja sie do ograniczania Zrédel zakazenia
(unieszkodliwianie gryzoni i kleszczy) oraz przestrzega-
nia zasad BHP w grupie zawoddéw szczegolnie narazo-
nych (np. rolnik, lesnik) [56]. We wlasciwej profilaktyce
wszystkich choréb odzwierzecych, w tym tularemii,
wazne jest wspoltdzialanie stuzby zdrowia i pracowni-
kéw weterynaryjnych. Umozliwia to skuteczng walke
z chorobg [43].

Diagnoza kliniczna tularemii moze by¢ problema-
tyczna lub bardzo utrudniona, poniewaz jest to stosun-
kowo rzadkie zakazenie z niespecyficznymi objawami.
Czgsto lekarze pracujacy na terenach nieendemicznych
majg duze trudnosci w rozpoznaniu choroby. Do badan
laboratoryjnych czgsto pobiera si¢ material z biopsji
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wezlow chlonnych, krew, mocz, wymazy z gardta i ran,
plyn oplucnowy itp. [43].

Mimo ze E tularensis moga by¢ hodowane w warun-
kach laboratoryjnych, istniejg duze trudnosci w izolacji
czystych kultur tych bakterii [36]. Laboratoria musza
spelnia¢ wymogi 2 klasy bezpieczenstwa biologicznego
(BSL-2). Ze wzgledu na te wymagania tylko kilkanascie
laboratoriéw klinicznych na $wiecie moze rutynowo
wykonywac izolacje F. tularensis [43].

Jedng ze skutecznych metod laboratoryjnych sto-
sowanych w diagnostyce tularemii jest wykrywanie
swoistych przeciwcial IgG i IgM, np. testem immuno-
enzymatycznym ELISA. Testy ELISA moga by¢ takze
wykorzystywane do wykrywania tych bakterii w tkan-
kach zwierzat i probkach srodowiskowych. Sg to metody
bardzo wiarygodne poniewaz wzrost miana IgG swiad-
czy o zakazeniu, natomiast obecno$¢ IgM informuje
o aktualnej, nieodlegtej w czasie infekeji [36, 65].

Bakterie F tularensis maja zdolnos¢ produkcji beta-
-laktamaz rozkladajacych antybiotyki beta-laktamowe
(penicyliny, cefalosporyny, karbapenemy). S one réow-
niez oporne na klindamycyne i makrolidy. Zarazek
wykazuje wrazliwo$¢ na teracykliny, fluorochinolony,
chloramfenikol i aminoglikozydy [15, 44, 45]. Przy bez-
posrednim kontakcie z osoba chorg nie jest konieczne
podawanie antybiotyku, poniewaz tularemia nie prze-
nosi si¢ z czlowieka na czlowieka [43]. Jednak przy
kontakcie z zakazonym materialem oraz w przypadku
wystgpieniu objawdw grypopodobnych chorzy podda-
wani sg antybiotykoterapii. Profilaktyczne podawanie
antybiotykow jest efektywne jedynie wtedy, gdy roz-
pocznie sie w ciggu 24 godzin po ekspozycji [15, 41].

W przypadku oséb narazonych na zakazenie ist-
nieje mozliwo$¢ zastosowania szczepionki przeciwko
E tularensis. Szczepionka LVS (Live Vaccine Strain)
zawierajaca zywy szczep F tularensis jest jedyna szcze-
pionka zapobiegajacg tularemii. Jednak z powodu prac
trwajacych nad wprowadzeniem jej do obrotu nie jest
jeszcze w pelni dostepna [44].

5. Wirus Ebola

Wirus Ebola nalezy do rodziny Filoviridae (lac.
Filus: ni¢). Wirusy te maja wydtuzony ksztalt o wymia-
rach ok. 80 x800-1400 nm. Zbudowane s3 z pojedyn-
czej nici RNA a wyksztalcony nukleokapsyd posiada
ostonke [72]. Wirus Ebola zostal po raz pierwszy wyizo-
lowany w 1976 roku w Zairze (obecnie Demokratyczna
Republika Konga), w poblizu rzeki o tej samej nazwie.
W tym samym czasie pierwsze przypadki zachorowan
wystgpily w Sudanie [25].

W sktad rodziny Filoviridae wchodzi 5 gatunkéw
wiruséw: wirus Bundibugyo (BDBV), wirus Sudan
(SUDV), wirus Tai Forest (TAFV), wirus Ebola (EBOV,
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dawniej Zair), wirus Reston (REBOV). Wszystkie
gatunki (oprocz wirusa Reston), wystepuja w Afryce
i wywoluja choroby u ludzi [48]. Mozliwos¢ zachoro-
wania na gorgczke krwotoczng EVD na terytorium Pol-
ski jest niewielka lecz istnieje mozliwo$¢ zawleczenia
choroby z krajow afrykanskich [72]. Rozwdj epidemii
wirusa Ebola obserwowany jest gtéwnie w krajach
afrykanskich takich jak: Nigeria, Sierra Leone i Libe-
ria (odnotowano tam 22 tys. przypadkéw EVD, w tym
9tys. zgondw) oraz Gwinea (49 przypadkow) [63].
Notowano takze pojedyncze przypadki w Wielkiej Bry-
tanii i Stanach Zjednoczonych [71].

5.1. Patogennos¢ wirusa Ebola

Naturalnym rezerwuarem wirusa EVD s3 nieto-
perze owocozerne, u ktorych nie stwierdza si¢ objawow
chorobowych a takze gryzonie i malpy (szympansy,
goryle) [49]. Wirusem mozna zarazi¢ si¢ przez kontakt
z krwig, plynami ustrojowymi, wydalinami oséb juz
wezedniej zakazonych. Do zakazenia moze takze dojs¢
droga pokarmowg, przez uszkodzong skore i nienaru-
szone blony sluzowe [42, 71]. Chore lub padte zwie-
rzgta moga rowniez by¢ przyczyna infekcji wirod ludzi.
W przypadku epidemii choroba przenosi si¢ z czlo-
wieka na cztowieka [4].

Dawka zakazna dla czlowieka jest stosunkowo niska
lecz nie zostata jeszcze dokltadnie ustalona. Przypuszcza
sie, ze moze to by¢ od 1 do 10 czgsteczek wirusa [21] lub
nawet 400 czasteczek [37]. Ebola jest wirusem wywotu-
jacym goraczke krwotoczng (Viral Haemorrhagic Fever
- VHF) o ostrym przebiegu. Choroba ta jest uwazana za
wysoce zakazng [42]. Goraczka krwotoczna jest ostro
przebiegajaca chorobg ogélnoustrojowa. Inkubacja cho-
roby trwa 2-21 dni a w niektdrych przypadkach nawet
25 dni [70].

Objawy EVD obserwuje si¢ zwykle w 4-8 dniu od
zakazenia [2]. Poczatek choroby ma charakter objawéw
grypopodobnych tj. béle stawéw i migsni, dreszcze,
goraczka, ucisk i bol w klatce piersiowej, brak taknie-
nia, nudnosci, wymioty i biegunka. U okolo polowy
zainfekowanych oséb wymioty i biegunki sg krwiste
co powoduje odwodnienie organizmu i znaczng utrate
masy ciala [70].

Czasami obserwowana jest chwilowa poprawa stanu
zdrowia lecz potem nastepuje niewydolnos¢ wielona-
rzadowa oraz wstrzas, ktory moze zakonczy¢ si¢ $mier-
cig [48]. Wzmozona obecno$¢ wirusa Ebola w réznych
tkankach i narzadach jest wspomagana poprzez upo-
sledzenie ukladu immunologicznego [32]. Jak podaje
Dowell i wsp. [16] mozliwos$¢ zakazenia rosnie wraz
z przebiegiem choroby i jest najwyzsza w jej koncowej
fazie oraz po $mierci pacjenta. Smier¢ nastepuje gtéw-
nie z powodu dysfunkcji wielu narzadéw. Zazwyczaj
dochodzi réwniez do znacznego spadku ci$nienia tet-
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niczego i martwicy ogniskowej komorek [26]. Blisko
w 50% przypadkow infekcji obserwowane sa objawy
krwotoczne a $miertelnos¢ choroby wsrdd oséb zakazo-
nych wynosi zazwyczaj ponad 80%. Nawet w przypadku
0s6b hospitalizowanych i leczonych prawie potowa cho-
rych umiera [61].

5.2. Diagnostyka ileczenie goraczki krwotocznej EVD

Objawy goraczki krwotocznej w pierwszej fazie cho-
roby sa niespecyficzne (bdle gtowy, mieéni i brzucha,
goraczka, wymioty i biegunka) i podobne do symp-
tomow duru brzusznego czy malarii [54]. Z powodu
niespecyficznych objawdéw potwierdzenie, ze chorobe
wywolal wirus Ebola wymaga specjalnych badan.
W tym celu stosuje sie testy: do wykrywania antygenu,
test immunosorpcyjny (ELISA) do wykrywania prze-
ciwcial IgG, IgM, test odwrotnej transkryptazy reakeji
fancuchowej polimerazy (RT-PCR) oraz test neutrali-
zacji surowicy. Stosuje si¢ takze hodowle komodrkowe
wirusa EVD [19].

Nie istnieje lek przeciwwirusowy, ktéry mogtby by¢
zastosowany w razie wystgpienia zakazenia wirusem
Ebola. W razie wykrycia infekeji osoby chore powinny
by¢ niezwlocznie poddane izolacji i obserwacji a takze
Scislej opiece lekarskiej. Nalezy zmniejszy¢ ryzyko zaka-
zenia i rozprzestrzeniania si¢ wirusa wérdd ludzi [42].

Ze wzgledu na brak mozliwosci stosowania spe-
cyficznych lekow przeciw wirusowi Ebola leczenie
polega na uzupelnianiu ptynéw ustrojowych aby nie
dopusci¢ do odwodnienia organizmu. Podaje si¢ anty-
biotyki, leki przeciwgrzybicze i przeciwzakrzepowe.
Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze szczepionka przeciwko
EVD jest jeszcze w fazie testow i nie ma potwierdzenia
jej skutecznosci [42].

6. Podsumowanie

Wsréd licznych mikroorganizméw  wymienia-
nych jako czynniki broni biologicznej, stanowigcych
ogromne zagrozenie dla ludzi najwiekszy udzial maja
te, ktore wywoluja choroby odzwierzece (zoonozy). Do
najcze$ciej wymienianych naleza: Bacillus anthracis,
Yersinia pestis, Francisella tularensis. Charakteryzuja
sie one znaczng zakaznoscig i powodujg wysoka $mier-
telnos¢. Z uwagi na ogromne zagrozenie dla zdrowia
publicznego, wymagaja specjalnych dzialan profilak-
tycznych, diagnostycznych i szybkiego leczenia.

Mimo iz choroby te wystepuja endemicznie to
konieczny jest monitoring wystepowania ognisk tych
chorob i trafna identyfikacja czynnika etiologicznego.
Szczego6lng uwage nalezy zwrdci¢ na mozliwos¢ wyko-
rzystania mikroorganizméw jako broni biologicznej
poniewaz grozba ich uzycia obecnie i w przyszlosci



ZABOJCZE DROBNOUSTROJE - MIKROORGANIZMY WYKORZYSTYWANE JAKO BRON BIOLOGICZNA

jest bardzo prawdopodobna. W zwigzku z powyzszym
pozadane jest utrzymywanie na jak najwyzszym pozio-
mie funkcjonowania wszelkich procedur zwigzanych
z ochrong ludnosci przed atakami bioterrorystycznymi.
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Non-conventional yeast Metschnikowia pulcherrima and its application in biotechnology

Abstract: Metschnikowia spp. are extensively studied “non-conventional” yeasts. Strains belonging to these genera are considered as non-
pathogenic and safe. The unique properties of Metschnikowia spp. allow us to look at these microorganisms as a promising subject for
evolutionary genetics, taxonomy, ecology, as well as a natural biocontrol agent in biotechnology. This article provides a synthesis of the
systematics, morphology, ecology and physiology of Metschnikowia spp., with special attention to M. pulcherrima. These yeasts are able to
produce a number of important metabolites, including organic acids, aroma compounds, oil or pulcherrimic acid. In addition, this review
discusses possible applications of these non-conventional yeasts in biotechnology.

1. Introduction. 2. Taxonomy. 3. Ecology. 4. Morphology and physiology. 5. Parasexual cycle. 6. Metschnikowia pulcherrima — biochemical

activity and application potential. 7. Summary

Stowa kluczowe: Metschnikowia pulcherrima, fermentacja, lipidy, biokontrola, pulcherrimina
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Metschnikowia pulcherrima, fermentation, lipids, biocontrol, pulcherrimin

1. Wstep

Drozdze s3 wykorzystywane przez czlowieka juz
od starozytnosci. Pod wzgledem badan oraz wyko-
rzystania przemyslowego dominuja konwencjonalne
szczepy Saccharomyces sp., jednak w ostatnich latach
mozna zaobserwowaé coraz wieksze zainteresowanie
drozdzami nalezagcymi do innych rodzajow. Drozdze
niekonwencjonalne wykazujg lepsze wlasciwosci adap-
tacyjne do zmiennych warunkéw srodowiskowych, sa
zdolne do metabolizowania nietypowych zrédet wegla,
a wiec i biosyntezy wielu unikalnych produktow.

2. Taksonomia

Drozdze Metschnikowia sp. zostaly wyizolowane po
raz pierwszy w 1884 roku. Wtedy to Ilja Metschnikoff
w czasopismie ,,Archiv fiir Pathologische Anatomie und
Physiologie und fiir Klinische Medicin” opisal pewien
gatunek mikroorganizméw i nazwal go Monospora
bicuspidata. Szczegolng uwage zwrocil on na charak-
terystyczne zarodniki w ksztalcie igiel, ktore jak poz-
niej wykazano, stanowily istotny element pasozytnic-
twa tych drozdzy w organizmie rozwielitek Daphnia
sp. [31, 43, 48, 73]. W 1899 roku Kamienski zmienit
nazwe rodzajowa Monospora na Metschnikowia, ponie-

waz pierwsza z nich byla juz stosowana w nazewnictwie
glonow. Gdy okazalo sie, ze nazwa Metschnikowia byta
réwniez stosowana wczeéniej dla innej grupy orga-
nizméw, w 1913 roku Genkel zaproponowal zmiane
nazwy na Metschnikowiella [44]. Prace nad taksonomig
tych mikroorganizméw rozwijaly si¢ systematycznie
od lat 20. XX wieku, ale warto zauwazy¢, ze do lat 70.
stosowano az cztery nazwy rodzajowe dla tych charak-
terystycznych drozdzy: Metschnikowiella, Monospo-
rella, Monospora oraz Metschnikowia [67]. Taksonomia
szczepOw w obrebie rodzaju Metschnikowia podle-
gala cigglym, dynamicznym zmianom. Mikrobiolodzy
Miller i Phaff w 4. edycji ,,The Yeasts. A Taxonomic
Study” opisali 10 gatunkéw nalezacych do Metschni-
kowia sp.: M. agaves, M. australis, M. bicuspidata, M. gru-
essii, M. hawaiiensis, M. krissii, M. lunata, M. pulcher-
rima, M. reukaufii, M. zobellii [44]. Trzynascie lat pozniej
5.edycja tego wydawnictwa opisywala juz dodatkowe
29 gatunkow: M. aberdeeniae, M. andauensis, M. arizo-
nensis, M. borealis, M. cerradonensis, M. chrysoperlae,
M. colocasiae, M. continentalis, M. corniflorae, M. dekor-
torum, M. drosophilae, M. fructicola, M. hamakuensis,
M. hibisci, M. kamakouana, M. koreensis, M. kunwiensis,
M. lachancei, M. lochheadii, M. mauinuiana, M. noctilu-
minum, M. orientalis, M. santaceciliae, M. shanxiensis,
M. similis, M. sinensis, M. vanudenii, M. viticola, M. zizi-
phicola [30]. Obecnie analizujac rodzaj Metschnikowia
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mozna doliczy¢ si¢ az 49 gatunkow, gdyz do rodzaju Met-
schnikowia dofaczyly: M. bowlesiae, M. caudata, M. chry-
somelidarum, M. cibodasensis, M. colchici, M. cuben-
sis, M. drakensbergensis, M. henanensis, M. ipomoeae,
M. laotica, M. matae, M. shivogae, M. unicuspidata [22,
23, 53]. Rodzaj Metschnikowia tworzy zasadnicza czg$¢
rodziny Metschnikowiaceae, obok kilkudziesieciu innych
gatunkow z rodzajéow Clavispora i Candida, ktérych
taksonomia wymaga wyjasnienia i weryfikacji na pod-
stawie pelnych danych genoméw [21, 31].

Wraz z rozwojem prac nad taksonomig drobno-
ustrojow mial miejsce réwniez systematyczny postep
w procedurach diagnostycznych [33, 53]. Od czaséw
badan Ilji Metschnikoft’a az do lat 60. XX wieku proce-
dury identyfikacyjne polegaly wyltacznie na ocenie cech
morfologicznych i fizjologicznych mikroorganizmoéw.
Warto tu jednak wspomnieé, ze szczepy z rodzaju
Metschnikowia wykazuja wiele cech wspdlnych do
gatunkow z rodzaju Clavispora, Pichia czy Chlamydo-
zyma. Podobne cechy morfologiczne i fizjologiczne wy-
kazuja takze niektdre gatunki Candida sp. (C. hawaiiana
i C. kipukae, C. kofuensis) [32, 52].

Jeden z podstawowych elementéw diagnostycz-
nych drozdzy, jakim jest udzial zasad G+C w genomo-
wym DNA, ocenia si¢ obecnie jako malo precyzyjny,
ze wzgledu na fakt wystepowania u drozdzy wartosci
bardzo zréznicowanych, wynoszacych od 27 mol% do
nawet 70 mol%. Zatem sytuacja, w ktorej ma miejsce
»hakfadanie si¢” tych wartosci wérdd niespokrewnio-
nych gatunkow jest nieunikniona. Udziat G+C w DNA
u drozdzy z gromady Ascomycota wynosi 27-50 mol%,
natomiast wsréd Basidiomycota 50-70mol%. Ze
wzgledu na dos¢ waski zakres wartos$ci wspolnych
(48-52mol%) diagnostyke drozdzy mozna uzupel-
ni¢ poprzez analize struktury $ciany komorkowej za
pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego
lub poprzez wykorzystanie klasycznego testu B z ble-
kitem diazoniowym. Zakres zawartosci zasad G+C
wéréd gatunkéw w obrebie rodzaju Metschnikowia
wynosi czesto mniej niz 10 mol%. Rodzaje, u ktérych
zakres tych par zasad jest wigkszy niz 10 mol% moga
by¢ uznane za polifiletyczne, jednak warto podkreslic,
ze wezszy zakres nie decyduje o monofiletyzmie [28].

Analize genetyczng mozna wykona¢ takze w oparciu
o rybosomalny RNA. W 1993 roku Mendonga-Hagler
i wsp. dokonali analizy filogenetycznej gatunkow przy-
pisanych do rodzaju Metschnikowia, badajac sekwen-
cje rybosomalnego rRNA [42]. Stwierdzili oni réznice
u gatunkow nalezacych do tego rodzaju w poréwna-
niu do innych Ascomycetes powstate w wyniku delecji
w duzej podjednostce rRNA (25S), obejmujacej nukle-
otydy od 434 do 483. Podobne prace byly prowadzone
w Japonii przez zesp6t Yamada, ktory analizowat relacje
tilogenetyczne migedzy gatunkami rodzaju Metschniko-
wia na podstawie analizy 18S i 26S rRNA [72].
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Obecnie stosowane metody molekularne, pozwa-
lajace na dokonanie mozliwie najbardziej precyzyjnej
charakterystyki taksonomicznej drozdzy, opieraja si¢
takze na analizie konserwatywnych sekwencji DNA
i biatek. Najczesciej stosowane sg te sekwencje pow-
torzen fragmentéw rDNA, gdyz powszechnie przyj-
muje sie, Ze s3 one identyczne w obrebie gatunku,
a wiec mogg by¢ wykorzystywane do szacowania przy-
naleznosci gatunkowej drozdzy [15]. Sipiczki i wsp.
wykazali jednak, ze sekwencje gatunkowe rDNA
u Metschnikowia sp. nie s3 homogenne i mogg skla-
da¢ sie z réznych powtdrzen oraz zmian w domenach
D1/D2 [61]. Z kolei Seino i wsp. analizowali powtarza-
jace sie kilkunukleotydowe sekwencje DNA u M. reu-
kaufii, a wykryte rdéznice $wiadczyly o zmiennosci
osobniczej w obrebie gatunku [58]. Zatem analiza filo-
genetyczna drozdzy z rodzaju Metschnikowia, zwlasz-
cza tych nowo izolowanych, moze okaza¢ si¢ trudna,
zwlaszcza gdy izolaty pochodzg z réznych srodowisk
geograficznych, znacznie od siebie odlegtych [34].

3. Ekologia

Drozdze z rodzaju Metschnikowia, podobnie jak
inne rodzaje drozdzy, nie wystepujg losowo w calej
biosferze, lecz tworza zbiorowiska, w sklad ktérych
wchodzg mikroorganizmy nalezace do réznych rodza-
jow i gatunkow. Niektore gatunki sg typowa mikro-
biotg roélin i owaddw, a inne sg patogenami zwierzat
wodnych (Tabela I) [11]. Warto réwniez wspomnie¢,
ze niektore gatunki Metschnikowia sp. sa izolowane
w kazdej strefie klimatycznej, zas inne charakteryzuje
skrajny endemizm, gdyz zajmuja jedynie okreslone,
bardzo specyficzne nisze ekologiczne [31].

Mendonga-Hagler i wsp., analizujac juz w latach 90.
réznice filogenetyczne w obrebie rodzaju Metschniko-
wia, uznali znane wowczas gatunki M. australis, M. bicu-
spidata, M. krissii i M. zobellii za typowo ,wodne’, tzn.
bytujace w wodach morskich i stodkich, natomiast
gatunki M. hawaiiensis, M. lunata, M. pulcherrima
i M. reukaufii jako typowo ,ladowe”, wystepujace jako
naturalna mikrobiota kwiatéw, owocow i owadow [42].
W 2011 roku Naumow wyrdznil juz 3 odrebne grupy
drozdzy z rodzaju Metschnikowia. Pierwsza z nich
obejmuje gatunki bytujace w srodowiskach wodnych:
M. bicuspidata, M. australis, M. zobellii i M. krissii,
druga to gatunki najczesciej izolowane jako mikrobiota
owocow, kwiatow i owadow: M. pulcherrima, M. reu-
kaufii, M. andauensis, M. chrysoperlae, M. fructicola,
M. shanxiensis, M. koreensis, M. lachancei, M. nocti-
luminum, M. vanudenii oraz M. viticola. Dodatkowo
mozna dolaczy¢ do tej grupy drozdze tworzace niewiel-
kie zarodniki: M. corniflorae, M. kunwiensis i M. lunata.
Trzecig grupe stanowig gatunki klimatu tropikalnego,
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Tabela I
Ekologia drozdzy z rodzaju Metschnikowia
Srrl(;f‘fx;;lzo Gatunek Pierwsze doniesienie
Metschnikowia bicuspidata Metschnikoff, 1884
Wodne M. krissii van Uden i Castelo-Branco, 1961
M. zobellii van Uden i Castelo-Branco, 1961
M. aberdeeniae Lachance i wsp., 2006
M. agaves Lachance, 1993
M. andauensis Manso i Nunes, 2011
M. caudata de Vega i wsp., 2014
M. chrysomelidarum Nguyen i wsp., 2006
M. chrysoperlae Suh i wsp., 2004
M. cibodasensis Sjamsuridzal i wsp., 2013
M. colchici Gouliamova i wsp., 2015
M. corniflorae Nguyen i wsp., 2006
M. drakensbergensis de Vega i wsp., 2014
M. drosophilae Lachance i wsp., 2001
M. fructicola Kurtzman i Droby, 2001
M. gruessii Giménez-Jurado, 1992
M. henanensis Hui i wsp., 2013
Ladowe M. hibisci Lachance i wsp., 1998
M. kunwiensis Brysch-Herzberg, 2004
M. lachancei Gimeénez-Jurado i wsp., 2003
M. laotica Sipiczki, 2014
M. lunata Golubeyv, 1978
M. noctiluminum Nguyen i wsp., 2006
M. orientalis Lachance i wsp., 2006
M. pulcherrima Pitt i Miller, 1968
M. reukaufii Pitt i Miller, 1968
M. shanxiensis Xue i Zhang, 2006
M. shivogae Lachance i wsp., 2008
M. sinensis Xue i wsp., 2006
M. unicuspidata Keilin, 1920, van Uden, 1962
M. vanudenii Giménez-Jurado i wsp., 2003
M. viticola Péter i wsp., 2005
M. ziziphicola Xue i wsp., 2006
M. arizonensis Lachance oraz Bowles, 2002
M. bowlesiae Lachance, 2013
M. cerradonensis Rosa i wsp., 2007
M. colocasiae Lachance i Bowles, 2004
?\/I/I EgZZZ(iZ;Zﬁ var. continentalis Lachance i wsp., 1998
M. cubensis Fidalgo-Jimenez i wsp., 2008
Tropikalne | M. dekortorum Lachance i Bowles, 2002
M. hamakuensis Lachance M., 2005
M. hawaiiensis Lachance i wsp., 1990
M. ipomoeae Lachance i wsp., 1998
M. kamakouana Lachance, 2005
M. lochheadii Lachance i wsp., 2001
M. matae de Oliveira Santos i wsp., 2015
M. mauinuiana Lachance, 2005
M. santaceciliae Lachance i wsp., 2003
M. similis Lachance i Bowles, 2004

Na podstawie [23, 30, 49]
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charakteryzujace si¢ tworzeniem zarodnikéow o szcze-
gblnie duzych rozmiarach [29, 48]. Wedlug de Oliveira-
-Santosa ,,grupa tropikalna” drozdzy Metschnikowia
sp., ktorych askospory osiagaja dlugo$¢ nawet 17 pm,
liczy kilkanascie gatunkow: M. arizonensis, M. bowlesiae,
M. cerradonensis, M. colocasiae, M. continentalis, M. con-
tinentalis var. continentalis, M. cubensis, M. dekortorum,
M. hamakuensis, M. hawaiiensis, M. ipomoeae, M. kama-
kouana, M. lochheadii, M. matae, M. mauinuiana,
M. santaceciliae, M. similis [23, 49]. Sa one najczesciej
izolowane jako mikrobiota owadéw odwiedzajacych
efemeryczne kwiaty, a wiekszo$¢ z nich jest endemicznie
zwigzana z okre$lonymi regionami geograficznymi [33].

Gatunki ,lagdowe” z rodzaju Metschnikowia, obok
innych rodzajéw drozdzy, np. Candida, Hanseniaspora,
Kloeckera oraz Pichia wystgpuja na powierzchni skorki
zdrowych owocow, a ich poziom wynosi 10-10° jtk/cm?
Charakteryzuja si¢ one wysoka odpornoscia na wysu-
szenie, $wiatlo stoneczne, czy tez wahania temperatury.
Drozdze M. pulcherrima rzadko powodujg psucie $wie-
zych owocdw, za proces ten odpowiedzialne sg gtéwnie
grzyby strzgpkowe. Drozdze Metschnikowia sp., wyste-
pujac jako naturalna mikrobiota owocdw, sg nieodtgcz-
nie zwigzane z mikrobiotg moszczy i win. Uczestnicza
one w pierwszym etapie spontanicznej fermentaciji,
kiedy to moga stanowi¢ nawet 18% populacji drozdzy
uczestniczacych w tym procesie [1, 47].

W ekosystemach ladowych drozdze z rodzaju Me-
tschnikowia uczestnicza w zlozonych relacjach z innych
organizmami. Gléwne czynniki, ktére moga ksztalto-
wac ztozone konsorcja drozdzy opisali Starmer i wsp.
na przykladzie systemu roslina-drozdze-Drosophila
[64]. Pierwszym czynnikiem ksztattujacym takie relacje
jest specyficznosé, poniewaz owady zywig sie tylko nie-
ktérymi gatunkami roélin. Drozdze rozwijaja si¢ w fyl-
losferze roslin tylko wtedy, gdy w tkance gospodarza nie
bedzie obecnych zwigzkéw toksycznych, takich jak np.
saponiny (amensalizm). Ponadto mikrobiota juz obecna
w tkance roslinnej, moze oddzialywa¢ na nowo wpro-
wadzane do nich gatunki (interakcje migdzydrobno-
ustrojowe). W niektdrych przypadkach interakcje maja
charakter mutualistyczny, lecz w innych moze docho-
dzi¢ do konkurencji o sktadniki odzywcze [16].

Ciekawym przyktadem mutualizmu jest zwigzek
pomiedzy drozdzami z rodzaju Metschnikowia i matymi
(2-6 mm) owadami z rodziny Nitidulidae. Charakter
tej symbiozy nie jest jeszcze do konca wyjasniony,
lecz wyniki wstepnych eksperymentéw sugeruja, ze
doroste chrzaszcze moga przetrwaé bez tych mikro-
organizméw w Srodowisku bogatym w substancje
odzywcze, ale przezycie larw zalezy juz od obecnosci
komorek drozdzy [32].

Wodne gatunki Metschnikowia sp. wystepuja dosé
powszechnie w morzach i oceanach, cho¢ ich liczeb-
no$¢ nie jest tak duza jak bakterii. Gatunki nalezace
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do tego rodzaju stanowig mikrobiot¢ morskich bezkre-
gowcow, ryb oraz alg. Badania wskazujg na mozliwe
relacje symbiotyczne miedzy omawianymi drozdzami,
a organizmami wodnymi. Jednak niektére gatunki
Metschnikowia sp. moga by¢ chorobotwdrcze dla ryb
i planktonowych skorupiakow, stanowigc np. pasozyty
rozwielitek Daphnia sp. [46]. Doniesienia literaturowe
na ten temat sg jednak nieliczne, gdyz wystepowanie
interakcji migdzy drozdzami i organizmami wodnymi
nie bylo tak intensywnie badane jak w przypadku
organizmoéw ladowych. Jako pierwszy pasozytnictwo
drozdzy M. bicuspidata wykryl Metschnikoff, ktory
zaobserwowal, Ze ich komorki wytwarzajg charaktery-
styczne dlugie askospory w formie igiet. Wnikajg one
do rozwielitek jako gospodarza przez co ich spory moga
znajdowac si¢ w kazdej cze$ci organizmu tych matych
skorupiakéw, nawet w czutkach. Zainfekowane rozwie-
litki w poznych stadiach zakazenia stajg si¢ opalizujaco
biale i wygladaja tak, jakby byly wypelnione stomga.
Infekcje drozdzami M. bicuspidata u Daphnia sp. trwaja
zwykle 2-3 tygodnie i koncza si¢ najczesciej Smiercia
gospodarza. W czasie infekcji zdolnos¢ Daphnia sp. do
rozmnazania ulega znacznej redukgji i postepuje wraz
z rozwojem zakazenia [13, 44].

4. Morfologia i fizjologia

Komorki wegetatywne drozdzy z rodzaju Metschni-
kowia charakteryzuje bardzo zréznicowana morfologia.
Moga by¢ one kuliste, elipsoidalne, owalne, w ksztat-
cie gruszki lub wydluzone, wystepujace pojedynczo,
w parach lub czasami w krétkich taicuchach. Ich roz-
miary sg réwniez bardzo zréznicowane, wynoszac od
2-8 um szerokosci do 3-35 um dlugosci [62]. Ksztalt
komorek jest specyficzny dla niektérych gatunkow,
np. komorki w ksztalcie potksiezyca tworzy M. lunata,
a bardzo wydluzone komorki M. gruessii wystepuja
w grupach po 3 lub 4, tworzac charakterystyczne ,,tréj-
katy” lub ,,samoloty” [18].

Komérki drozdzy rozmnazajg sie wegetatywnie
przez paczkowanie wieloboczne, tworza stabo roz-
budowang pseudogrzybnig, ale nie tworza mycelium.
W starszych hodowlach tworzone sg chlamydospory,
odznaczajace si¢ grubsza $ciang i wystepowaniem
jednej lub kilku kuleczek tluszczu. Pozostaje kwestig
otwartg odporno$¢ chlamydospor na warunki streso-
genne, natomiast, w odréznieniu od innych rodza-
jow, chlamydospory Metschnikowia sp. daja poczatek
zaréwno aktywnym, paczkujacym komodrkom wegeta-
tywnym, jak i tworzeniu workéw z zarodnikami (1-2).
Gatunki Metschnikowia sp. tworzg charakterystyczne
dlugie askospory w ksztalcie igly, a same worki z zarod-
nikami sg o wiele wigksze niz komorki wegetatywne.
U gatunkow M. pulcherrima, M. reukaufii i M. koreen-
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sis tworzenie zarodnikow jest poprzedzone przejsciem
komorek diploidalnych w chlamydospory. Ta podwodjna
rola tzw. ,,pulcherrima cells”, funkcjonujacych zaréwno
jako chlamydospory, jak i komorki macierzyste dla
workdw, jest unikalng cechg wérod drozdzy [31].

Gatunki nalezace do tzw. ,,grupy tropikalnej” wytwa-
rzajg zarodniki, ktdrych rozmiary sa nie tylko do 50 razy
wieksze od paczkujacych komorek wegetatywnych,
ale takze same worki maja charakterystyczne helia-
kalnie utozone wypustki [33, 49]. Charakterystyczna
morfologia askospor sugeruje, iz ksztalt iglty moze by¢
wynikiem adaptacji srodowiskowej. Niewykluczone,
ze ksztalt ten odgrywa istotng role w procesie inwa-
zji drozdzy w komorkach gospodarza, cho¢ niewiele
jest dowodow na to, ze gatunki inne niz M. bicuspidata
wykorzystuja unikalny ksztalt askospor dla adaptacji
do réznorodnych warunkéw srodowiskowych [12, 30].

Sporulacja omawianych drozdzy jest najlepiej wi-
doczna na naturalnym podtozu agarowym V8, inaczej
niz u drozdzy Saccharomyces, dla ktorych stosuje sie
zwykle syntetyczny agar octanowy. Unikalna kom-
pozycja pozywki V8, ztozonej z sokdéw warzywnych,
zapewnia odpowiednie sktadniki odzywcze ulatwia-
jace wywolanie i utrzymanie pelnego procesu seksu-
alnego. Warto zaznaczy¢, ze u wigkszosci gatunkow
Metschnikowia optymalna temperatura dla zarodniko-
wania jest nizsza od optymalnej temperatury wzrostu
i wynosi 12-17°C [30].

5. Cykl paraseksualny

Podstawowy material genetyczny mieszczacy sie
w haploidalnych komérkach drozdzy z rodzaju Metsch-
nikowia zawarty jest w dwdch chromosomach o wiel-
kosci 1.8 Mb (I) i 2,0 Mb (II) [9]. Udowodniono, ze
w obrebie niektdrych szczepéw diploidalnych Metsch-
nikowia sp., np.: M. bicuspidata, M. pulcherrima i M. reu-
kaufii mozliwe jest istnienie zaréwno komorek haplo-,
jak i diploidalnych (Rys. 1) [48]. Po kopulacji komoérek
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Rys. 1. Cykl zyciowy drozdzy Metschnikowia sp. (opis w tekscie)
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Rys. 2. Chlamydospory drozdzy M. pulcherrima z widocznymi
kropelkami tluszczu

wystepuje faza heterokariondw, ktéra moze miec rézna
diugos¢, w zaleznosci od szczepu i warunkéw hodowli.
Heterokarion o haploidalnych jadrach moze generowa¢
haploidalne komoérki przeciwnych typéw lub, po kario-
gamii, moga tworzy¢ sie komorki diploidalne.

Badajac cykl komérkowy gatunkéw z rodzaju Me-
tschnikowia stwierdzono, ze M. drosophilae, M. orientalis,
M. agaves oraz gatunki izolowane w strefie klimatu tro-
pikalnego sa haploidalne, heterotaliczne i ulegaja fuzji.
Z kolei komorki M. bicuspidata mogg istnie¢ zaréwno
jako diploidalne, jak i haploidalne [31]. Wystepujace
zmiany w poszczegdlnych fazach cyklu zyciowego Me-
tschnikowia sp. moga by¢ zwigzane z ich zréznicowang
ekologia, np. wystepowaniem w srodowiskach stodkich
substratow roslinnych lub w organizmach owadow [48].

6. Metschnikowia pulcherrima — aktywno$¢
biochemiczna oraz potencjal aplikacyjny

Drozdze z gatunku Metschnikowia pulcherrima s
gatunkiem ,lagdowym”, do$¢ czesto izolowanym jako
typowa mikrobiota owocéw, kwiatéw oraz sokow
rodlinnych. Komorki wegetatywne sg kuliste lub elipso-
idalne o wymiarach 2,5-6 pm szerokos$ci na 4-10 um
dtugosci. W starszych hodowlach widoczne sg kuliste
komorki zawierajace jedna lub kilka kropel tluszczu
(Rys. 2). Kolonie rosngce na agarze stodowym przy-
bieraja barwe kremowsa, ale w obecnosci jonéw Fe’*
ich kolor zmienia si¢ na czerwonawo-brazowy, wsku-
tek wytwarzania barwnika pulcherriminowego, ktory
zwykle dyfunduje do podtoza (Rys. 3) [53, 60].

W hodowlach tlenowych M. pulcherrima nie two-
rzy pseudomycelium, natomiast szczatkowg pseudo-
grzybnie moze wytwarza¢ w warunkach ograniczonego
dostepu tlenu. Starsze komoérki wegetatywne przeksztat-
cajg si¢ w sferyczne chlamydospory, z ktérych z kolei
powstaja wydluzone, cylindryczne worki o wymiarach
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Rys. 3. Tworzenie barwnika - pulcherriminy przez drozdze Metsch-
niowia pulcherrima w obecnosci soli FeCl,

(4-11) x (15-55) pm. Zwykle zawieraja one jeden lub
dwa zarodniki w ksztalcie igly [31, 45].

M. pulcherrima asymiluje glukoze, galaktoze, sor-
boze, sacharoze, maltoze, celobioze, trehaloze, mele-
zytoze, czasem ryboze. Drozdze te sg takze zdolne do
wykorzystywania etanolu, glicerolu, mannitolu, sali-
cyny i heksadekanu. Inne zrédia wegla, np.: inulina,
rafinoza, laktoza, skrobia, ramnoza, arabinoza, metanol,
erytrytol, inozytol i kwas glukuronowy nie sg przez nie
przyswajane. Mimo dos¢ szerokiego spektrum asymilo-
wanych zrodel wegla, fermentuja jedynie glukoze, fruk-
toze, czasami galaktoze. Udzial zasad G+C w DNA tego
gatunku wynosi 45,6% [30].

Gléwnymi zwigzkami azotu wykorzystywanymi
przez drozdze sa wolne aminokwasy i nieorganiczne
zwigzki amonowe. S3 one asymilowane, umozliwiajac
wzrost drozdzy, produkcje wyzszych alkoholi, kwasow
organicznych oraz estréow. Drozdze Metschnikowia
sp. nie asymilujg azotandw, ale moga wykorzystywac
etyloamine oraz lizyne [30, 44]. Warto podkresli¢, ze
omawiane drozdze s3 zdolne do produkeji pozakomor-
kowych proteaz i lipaz, a cecha ta odgrywa wazng role
w adaptacji komorek do warunkéw srodowiskowych,
tworzeniu zwigzkéw aromatu oraz ich aktywnosci anty-
drobnoustrojowej [30].

Amensalizm, pulcherrimina i procesy biokontroli

Drozdze Metschnikowia sp. charakteryzuje wyjat-
kowa zdolnos¢ do wygrywania konkurencji z innymi
mikroorganizmami o kolonizacje okreslonych nisz
ekologicznych. Antagonistyczne wlasnosci tych droz-
dzy mozna wytlumaczy¢: (1) konkurencja o sktadniki
odzywecze, (2) zmiang pH srodowiska wskutek produk-
¢ji kwasow organicznych, (3) tolerancja komorek na
etanol oraz (4) wydzielaniem i uwalnianiem pozako-
morkowych zwigzkow antydrobnoustrojowych [47, 63].
Drozdze-antagonisci, namnazajac sie w srodowisku, nie
tylko ograniczajg pule tatwo dostepnych skfadnikow
pokarmowych, ale takze zmniejszaja potencjalna prze-
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strzen zyciowg dla innych drobnoustrojow, co w efekcie
wplywa na ograniczenie ich rozwoju [20].

Stwierdzono, ze drozdze Metschnikowia sp. charak-
teryzuja si¢ dos¢ silng aktywnoscig przeciwgrzybicza,
wykazujac zdecydowanie stabszy antagonizm w sto-
sunku do bakterii i pierwotniakéw [2, 33, 35]. Kilka
wczesniejszych doniesien dotyczacych wytwarzania
toksyn killerowych przez te drozdze, zostalo ostatnio
zweryfikowanych. Wskazano, ze w wielu przypadkach
dzialanie antybakteryjne M. pulcherrima wywolane
jest zmiang pH $rodowiska wskutek produkcji kwasow
organicznych, natomiast antagonizm w stosunku do
drozdzy oraz ple$ni zwigzany jest gtoéwnie z produkeja
kwasu pulcherriminowego wigzacego deficytowe zelazo
[50]. Wystepowanie aktywnosci killerowej zostalo
potwierdzone u rodzajow: Saccharomyces, Debaryomy-
ces (Schwanniomyces), Kluyveromyces, Zygosaccharomy-
ces, Pichia, Williopsis, Saccharomycodes. Warto jednak
tutaj wspomnie¢, ze drozdze Metschnikowia sp. wyka-
zujg oporno$¢ na toksyny killerowe [20].

Na unikatowe zdolnosci M. pulcherrima do wygry-
wania konkurencji z innymi drobnoustrojami o miejsce
w $rodowisku i zwigzang z nimi produkcje zabarwio-
nych na czerwono zwiazkéw wskazat juz w 1959 roku
MacWilliam [38]. Cook zidentyfikowat czerwony barw-
nik jako sél kwasu pulcherriminowego [8]. Kwas ten
jest wydzielany przez komoérki do srodowiska zewnetrz-
nego, a tam z jonami zelaza (III) tworzy kompleks o czer-
wonym zabarwieniu (Rys. 4) [41]. Wedlug Naumow’a
zdolne do tworzenia kwasu pulcherriminowego sa
tylko komérki haploidalne Metschnikowia pulcherrima.
Obserwowal on bowiem powstawanie czerwonych
mikroobszaréw w bialych koloniach drozdzy diplo-
idalnych [48].

OH o- |:\e
H,C N +_ H,C « O
{"SN* CH,  Fe (i) N e,
CH, OfN* _ CH, N _
CH, O\ CH,
OH Fe-O

Rys. 4. Tworzenie pulcherriminy w reakcji kompleksowania
jonow Fe®* i kwasu pulcherriminowego

Pulcherrimina moze by¢ produkowana réwniez
przez niektére gatunki bakterii z rodzaju Bacillus
(B. licheniformis, B. subtilis) oraz szczepy drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae. Produkcja barwnika ma miej-
sce w pozywkach zawierajacych sole zelaza (III), ale
ubogich w biotyne i inne potrzebne stymulatory wzro-
stu [3, 8, 26, 60, 68]. Inne drozdze, np. Rhodotorula
sp. i Sporobolomyces sp. rowniez charakteryzuja si¢
wytwarzaniem czerwonych barwnikow, jednak zwiagzki
te odbiegaja znacznie od pulcherriminy, zaréwno pod
wzgledem budowy, jak i wlasciwosci. Pulcherrimina
jest praktycznie nierozpuszczalna w wodzie, kwasach
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i typowych rozpuszczalnikach organicznych. Zwigzek
ten rozpuszcza si¢ natomiast do$¢ dobrze w silnych
roztworach alkalicznych, a dodatek kwasu powoduje
ponowne zmniejszenie jej rozpuszczalnosci i wytra-
canie z roztworu. Procedura otrzymywania pulcherri-
miny, opisana zostala juz w 1953 roku przez Kluyvera
i wsp. Pozwolita ona na otrzymanie 250-300 mg barw-
nika ze 100 g mokrej biomasy drozdzy [26].

Uwaza sie, ze reakcja kompleksowania kwasu pul-
cherriminowego i jonéw zelaza Fe (III) wyczerpuje
dostepno$¢ tych jondw w srodowisku. Zelazo jest waz-
nym pierwiastkiem dla wzrostu wszystkich organizméw
zywych, zatem jego niedobor w srodowisku stymuluje
mechanizmy konkurencji. Zdolno$¢ do produkeji
zwigzkow o niskiej masie czgsteczkowej warunkuje taka
przewage w konkurencyjnym nabyciu jonu zelazowego
[6]. Wtasnie brakiem jonow Fe** tltumaczy sie zahamo-
wanie wzrostu drozdzy ,,dzikich”, zanieczyszczajacych
srodowiska roslinne, cho¢ nie wyklucza si¢ wystepo-
wania réwniez innych mechanizméw antagonistycz-
nego dziatania M. pulcherrima [57]. Istnieja bowiem
dowody wskazujace, Ze omawiane drozdze wydzielaja
takze enzymy lityczne, np. chitynaze, co moze wigzaé
sie z ich wlasciwo$ciami antydrobnoustrojowymi [66].

Stwierdzono, ze obecno$é CaCl2 i NaHCO, w $ro-
dowisku ma pozytywny wplyw na potencjal antagoni-
styczny szczepdw Metschnikowia sp. [10]. Macarisin
i wsp. wykazali, Ze szczepy omawianych drozdzy gene-
ruja wysoki poziom nadtlenkéw na powierzchniach
nienaruszonych owocéw. Taka odpowiedz oksyda-
cyjna drozdzy moze by¢ elementem antagonistycznych
zachowan M. pulcherrima w stosunku do innych drob-
noustrojow [37].

Rézne szczepy M. pulcherrima zostaly uznane jako
wysoce skuteczny srodek kontroli biologicznej prze-
ciwko licznym gatunkom grzybow atakujacych owoce
i warzywa, np. Penicillium expansum i Botrytis cinerea
[24, 60]. Antagonistyczne dzialanie omawianych droz-
dzy zostalo takze odnotowane dla innych rodzajow
grzybow: Candida, Aspergillus, Trichosporon, Tricho-
derma oraz bakterii: Escherichia coli i Proteus vulgaris
[50, 59, 66]. Dostepna literatura opisuje szczepy drozdzy
nalezace do gatunkéw: M. pulcherrima i M. fructicola
jako skuteczne w zwalczaniu B. cinerea, P expansum,
Alternaria alternata na jablkach, P. digitatum i P. italicum
na cytrusach oraz B. cinerea na winogronach, truskaw-
kach i pomidorach [20, 57, 66]. Ponadto M. pulcherrima
okazaly sie skuteczne w zapobieganiu rozwojowi bak-
teryjnych patogenow: Listeria sp. i Salmonella sp. [39].

Drozdze Metschnikowia sp. o szerokiej tolerancji
temperaturowej, nie wytwarzaja spor o dziataniu aler-
gizujacym oraz szkodliwych mikotoksyn, a wiec moga
wchodzi¢ w sktad komercyjnych preparatow zapewnia-
jacych ochrone owocéw i warzyw zaréwno przed, jak
i po zbiorze [4, 47, 66].
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W obszernym artykule przegladowym, opracowa-
nym przez najwieksze swiatowe jednostki opiniotwor-
cze i przemyslowe, laboratoria i stowarzyszenia sek-
tora spozywczego, drozdze M. pulcherrima znalazly sie
na liscie mikroorganizméw technologicznie przydat-
nych [4]. Opracowane wczesniej preparaty Shemer
(Holandia) oraz ProYeast-ST i ProYeast-ORG (Izrael)
skutecznie zwalczajg patogeny kwiatow i owocow juz
na polu, kiedy stosowane sg kilkukrotnie w czasie
okresu wegetacyjnego. Wykazano, ze sg one aktywne
w stosunku do ple$ni z rodzajow: Botrytis, Penicillium,
Rhizopus i Aspergillus rozwijajacych sie na truskawkach,
jablkach, owocach cytrusowych i winogronach [24,
71]. Obecnie EFSA (European Food Safety Authority)
prowadzi konsultacje w sprawie aktywnych substancji
M. fructicola, o potencjalnym zastosowaniu jako natu-
ralne biopestycydy [14].

Badania prowadzone przez Csutaka i wsp. sugeruja,
ze szczepy M. pulcherrima, izolowane bezpos$rednio
jako mikrobiota owocow, wykazuja lepszg aktywno$é
antagonistyczng w stosunku do patogenéw, w poréw-
naniu ze szczepami kolekcyjnymi. Wynika to prawdo-
podobnie z mozliwo$ci wystepowania u izolatow zmian
genotypowych i fenotypowych, zwigzanych z adaptacja
do réznych srodowisk naturalnych [10].

Wystepowanie oddzialywan antagonistycznych
M. pulcherrima w stosunku do szczepéw Candida sp.
izolowanych z ludzkiego materiatu klinicznego moze
przyczyni¢ si¢ do rozszerzenia aplikacji drozdzy
Metschnikowia sp. w preparatach farmaceutycznych dla
ludzi i zwierzat [10]. Jednak takie zastosowanie wymaga
wielu badan. Warto zaznaczy¢, ze w obrebie rodzaju
Metschnikowia moga znalez¢ si¢ rowniez szczepy aty-
powe. Kuan i wsp. opisali pierwszy przypadek wyizolo-
wania od pacjenta z zapaleniem skory szczepu drozdzy,
wykazujacego duze podobienstwo do Metschnikowia
drosophilae. Fakt ten wskazuje na potrzebe rozwija-
nia kompleksowej analizy molekularnej oraz charakte-
rystyki fenotypowej szczepéw nalezacych do rodzaju
Metschnikowia [27].

Aktywnos¢ fermentacyjna

Drozdze M. pulcherrima charakteryzuje staba aktyw-
nos¢ fermentacyjna, cho¢ stanowia one czgsto rodzi-
ma mikrobiote moszczy winiarskich. Liczne badania
wykazaly, ze rodzaj Saccharomyces dominuje w etapie
glownej fermentacji alkoholowej, zas inne rodzaje,
m.in. Metschnikowia sg aktywne podczas pierwszych
stadiow procesu.

Polozenie geograficzne, warunki klimatyczne, od-
miany owocow, a takze specyficzne technologie pro-
dukcji win, czy cydrow mogg istotnie wplywac na roz-
norodnos¢ rodzajows i gatunkowa drozdzy obecnych
w moszczu [5, 69]. Znajomos¢ gatunkow drozdzy, ktore
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prowadza procesy fermentacji alkoholowej, stanowi
kluczowy element wiedzy o ich wplywie na jako$¢ wina.
Swiezy moszcz gronowy zawiera wiele gatunkéw droz-
dzy, gléwnie z rodzajow: Hanseniaspora (Kloeckera),
Pichia, Candida, Kluyveromyces, Saccharomyces oraz
Metschnikowia. Drozdze te stanowig zaréwno rodzi-
ma mikrobiot¢ winogron, jak i srodowiska winnicy.
Metschnikowia sp. oraz inne drozdze niekonwencjo-
nalne inicjuja spontaniczng fermentacje soku, ale bar-
dzo szybko w procesie fermentacji zaczynaja domino-
wac S. cerevisiae [5, 36].

Liczba komdrek drozdzy, innych niz Saccharomyces
sp., juz na wezesnych etapach fermentacji osigga mak-
simum wynoszace 10° jtk/ml. Poziom taki jest jednak
wystarczajacy, by wywiera¢ wptyw na skfad chemiczny
wina. Zatem znaczenie drozdzy niekonwencjonalnych
w ogolnym charakterze wina jest bardziej istotne niz
wezesniej sagdzono. Wiele badan w réznych regionach
winiarskich na $wiecie potwierdza istotny wktad, jaki
gatunki drozdzy nie nalezace do Saccharomyces sp.
wnoszg do procesow fermentacji, zaréwno spontanicz-
nych, jaki i kierowanych. Drozdze niekonwencjonalne
wprowadzaja do procesu fermentacji element rdzno-
rodnosci ekologicznej, ktéra znacznie wykracza poza
rodzaj Saccharomyces [17].

Aktywno$¢ enzymatyczna drozdzy odgrywa klu-
czowa role w ksztaltowaniu charakteru produktu final-
nego. Szczegdlnie wazna jest produkcja pozakomor-
kowych enzymdw hydrolitycznych: pektynaz, proteaz,
B-glukanaz, B-glukozydaz, celulaz, celobiaz oraz amy-
laz. Aktywno$¢ proteolityczna ma istotne znaczenie dla
redukcji zmetnien w piwie, czy winie. Ponadto obecnosé¢
aktywnych proteaz zwigksza dostepnos¢ przyswajalnych
zrodet azotu dla mikrobioty win [54]. W badaniach
Straussa i wsp. drozdze M. pulcherrima wykazaly dobra
aktywnos¢ tych enzymoéw, obok innych drozdzy nie-
konwencjonalnych. Metschnikowia sp. wykazuje takze
aktywno$¢ B-glukozydazy, ktora ma istotne znaczenie
w tworzeniu zwigzkéw aromatu [19, 65]. Aktywnos¢
tego enzymu w moszczu skutkuje zwiekszeniem zawar-
tosci a-terpineolu, nerolu oraz geraniolu. Jednakze,
w winach wytworzonych przez mieszane kultury droz-
dzy M. pulcherrima oraz S. cerevisiae, st¢zenie dwdch
ostatnich zwigzkéw bylo zdecydowanie nizsze, praw-
dopodobnie wskutek przeksztalcenia nerolu i geraniolu
do a-terpinolu przez S. cerevisiae [51].

Przemyst fermentacyjny poszukuje nowych tech-
nologii, ktére umozliwiaja produkcje win o obnizo-
nej zawartosci alkoholu. Jednym ze sposobéw byloby
wykorzystanie szczepéw drozdzy, ktore sa mniej
wydajne w przeksztalcaniu sacharydéw do etanolu.
Komercyjne drozdze winiarskie charakteryzuja si¢
wysoka zdolnos$cig fermentacyjng. Wykazano jednak,
ze szczepy M. pulcherrima moga by¢ wykorzystane
do produkeji win niskoalkoholowych. Odpowiednie
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inokulacja moszczy szczepami M. pulcherrima oraz
fermentacyjnymi Saccharomyces sp. umozliwity wytwo-
rzenie produktéw o obnizonej zawartosci etanolu oraz
o bardzo interesujgcym profilu zapachowym [7, 55, 70].
Otrzymane wina charakteryzowaly sie podwyzszonym
stezeniem 2-fenylu i octanu 2-fenyloetylu. Obecnos¢
tych zwigzkéw wplywata pozytywne na cechy senso-
ryczne produktéw fermentacji [70].

Szczepy M. pulcherrima, tworzac zwiazki przeciw-
drobnoustrojowe: kwas pulcherriminowy oraz 2-feny-
loetanol, moga by¢ stosowane jako biofungicydy
w $rodowiskach fermentacyjnych o kwasnym odczynie
$rodowiska, wynoszagcym nawet pH=3-4 [56]. Oce-
niono, ze obecno$¢ drozdzy M. pulcherrima moze wply-
wac¢ hamujgco na wzrost drozdzy zanieczyszczajacych
srodowiska fermentacyjne: Pichia, Candida, Hansenia-
spora, Kluyveromyces, Saccharomycodes, Torulaspora
i Brettanomyces. Interesujacym jest fakt, ze aktywnos¢
M. pulcherrima nie ma negatywnego wplywu na wzrost
drozdzy konwencjonalnych S. cerevisiae [5, 25, 50].

Mimo, ze doktadne mechanizmy tej ,naturalnej
biokontroli” sg wcigz slabo poznane, to oferujg one
potencjal zastosowania wybranych szczepéw M. pul-
cherrima jako sktadnika tzw. ,multistarteréw” razem
z konwencjonalnymi drozdzami przemystowymi [50].

Produkcja lipidow

Drozdze M. pulcherrima wykazuja potencjat do pro-
dukgji tluszczy. Lipidy moga nawet stanowi¢ do 40%
s.m., co jest porownywalne z innymi drobnoustro-
jami oleogennymi. Ponadto tluszcze wytwarzane przez
Metschnikowia sp. wykazuja duze podobienstwo do
tych obecnych w oleju palmowym [56].

U prawie wszystkich organizmoéw zdolnos¢ do bio-
syntezy lipidéw prowadzi do utworzenia nasyconych
kwasow ttuszczowych. Utworzone kwasy C16-C18
moga by¢ nastepnie modyfikowane przez aktywnosé
odpowiednich desaturaz i elongaz. Gtéwnym produk-
tem biosyntezy jest kwas oleinowy (*>'*C18:2), ktory
stanowi nawet 70% ogdlnej puli kwaséw tluszczowych.
Gromadzenie lipidéw zachodzi w srodowisku, gdy limi-
tacja zrodet wegla praktycznie nie istnieje, natomiast
wystepuje niedobdr zrodet azotu. Oprocz deficytu azotu,
réwniez niedobor fosforanéw i siarczanéw stanowi
kluczowy element $rodowiskowy dla syntezy kwaséw
tluszczowych u mikroorganizméw oleogennych. Na
pewnym etapie hodowli, po wyczerpaniu zrodel wegla,
namnazanie komorek zostaje zatrzymane, a metabolizm
jest wowczas ukierunkowany na synteze lipidow [56].

Tworzenie kwasow tluszczowych inicjuje konwersja
acetylo-CoA do malonylo-CoA i malonylo-ACP. Ace-
tylo-CoA powstaje z kwasu cytrynowego, zgromadzo-
nego wewnatrz mitochondriéw lub powstalego w cyklu
Krebsa, przy udziale liazy cytrynianowej. Innym waz-
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nym enzymem zwiazanym z procesem akumulacji
lipidéw jest dehydrogenaza izocytrynianowa zalezna
od obecnosci adenozynomonofosforanu (AMP).
W przypadku deficytu azotu, dochodzi do gwaltow-
nego obnizenia poziomu AMP. Woéwczas aktywnosé
tego enzymu zwieksza sie, by wykorzysta¢ do syntezy
materialu komoérkowego wszystkie dostepne jony amo-
nowe. Powoduje to zmiany w cyklu Krebsa, polegajace
na hamowaniu aktywnosci dehydrogenazy izocytry-
nianowej, a wiec dochodzi do akumulacji cytrynianu.
Cytrynian w cytoplazmie ulega przemianom i w kon-
sekwencji powstaje acetylo-CoA, niezbedny do bio-
syntezy kwasow tluszczowych. Biosynteza ta zachodzi
w procesie odwrdconego procesu -oksydacji [40].

W produkcji przemystowej, zwlaszcza przy zastoso-
waniu odpadowych surowcéw, srodowisko czgsto nie jest
sterylne, co moze istotnie wptywac na wydajno$¢ pro-
cesu biosyntezy [40]. Wykorzystujac unikalne zdolnosci
Metschnikowia sp. do wzrostu w dos¢ szerokim zakre-
sie temperatur, a takze ich aktywnosci enzymatyczne
i przeciwdrobnoustrojowe, wyselekcjonowane szczepy
drozdzy mozna wykorzysta¢ do produkcji olejow z rdz-
norodnej biomasy roslinnej, bez koniecznosci zastoso-
wania szczegdlnych warunkéw aseptycznych [56].

7. Podsumowanie

Wryjatkowe zdolnos$ci adaptacyjne szczepdw z ro-
dzaju Metschnikowia oraz dominacja nad innymi gru-
pami drobnoustrojéw w réznych niszach ekologicznych
sprawiajg, ze cechy tych drozdzy wydaja sie by¢ nie
tylko interesujace z naukowego punktu widzenia, ale
wnoszg one takze duzy potencjal aplikacyjny. Zwazyw-
szy, ze aktualny wykaz mikroorganizméw o potencjal-
nych mozliwosciach aplikacyjnych jest raczej stabilny,
a nawet konserwatywny, zastosowanie technologiczne
moga znalez¢ tylko gatunki bardzo dobrze zbadane
i opisane [4]. Rozwdj wiedzy biotechnologicznej
i metod molekularnych z pewnoscig pozwolg nie tylko
na skuteczng identyfikacje wyselekcjonowanych droz-
dzy, ale takze umozliwig wyjasnienie mechanizméw ich
dziatania, monitorowania wzrostu oraz efektywnosci
poszczegdlnych szlakéw metabolicznych. Pozwoli to
na powszechne wykorzystanie unikalnych zdolnosci
drozdzy z rodzaju Metschnikowia w roznych procesach
biotechnologicznych.
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Metabolites of lactic acid bacteria - overview and industrial applications

Abstract: Lactic acid bacteria are one of the most commonly found microorganisms in food. One of the reasons behind their popularity
are their probiotic properties. Lactic acid bacteria produce a wide range of metabolites which often find use as antimicrobial agents
or preservatives. The efficacy and efficiency of these compounds are vastly different. The most promising group of lactic acid bacteria
metabolites are bacteriocins. However, there are crucial issues with the application of bacteriocins in the food industry. The goal of this
study was to provide an overview of the lactic acid bacteria metabolites most commonly used in industry.
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1. Wstep

Jednymi z najczesciej stosowanych w przemysle
spozywczym mikroorganizmow sg bakterie kwasu mle-
kowego (tzw. LAB, od Lactic Acid Bacteria), gtéwnie
z rodzaju Lactobacillus, oraz bakterie z rodzaju Bifido-
bacterium. Wsrdd nich wyrdznia sie szczepy okreslane
mianem probiotykéw, czyli zywych drobnoustrojow,
ktére podane w odpowiedniej dawce pozytywnie wply-
wajg na zdrowie cztowieka lub zwierzat [10]. Wtaci-
wosci probiotyczne sg cechg szczepowa. Tylko nieliczne
szczepy maja potwierdzone wlasciwosci probiotyczne,
niektére mozna okresli¢ jako potencjalnie probiotyczne,
ale tez duza cze$¢ stosowanych w przemysle szczepdw
posiada cechy istotne technologicznie i nie wykazano
dla nich korzystnego wplywu na zdrowie. Bakterie
LAB znajduja zastosowanie w wielu gateziach przemy-
stu spozywczego, a takze innych obszarach dziedziny
biotechnologii, dzigki bardzo szerokiej gamie metabo-
litdéw przez nie produkowanych, pozwalajacych row-
niez na wytwarzanie tzw. zywnoéci funkcjonalnej m.in.
o cechach probiotycznych. Jednakze zastosowanie bak-
terii probiotycznych wymaga wczesniejszej identyfikacji
i charakterystyki szczepu wykazujacego pozadane wias-
ciwosci, potwierdzenia korzystnego wptywu na zdrowie
oraz zapewnienia bezpieczenstwa produktu koncowego.

Dzialanie probiotykéw jest zrdznicowane i wielokie-
runkowe. Moga one wplywac zaréwno na wzmocnienie
naturalnej odpowiedzi immunologicznej organizmu
(immunomodulagji), jak i na obnizenie poziomu cho-
lesterolu oraz poprawe perystaltyki jelit. Niektore z pro-
biotycznych szczepdéw produkujg enzymy pozwalajace
na zwigkszenie biodostepnosci i strawnosci zywnosci.
Za jeden z najwazniejszych efektow dziatan mikroorga-
nizméw probiotycznych mozna jednak uzna¢ inhibicje
rozwoju patogenéw [19, 31, 33].

W rzeczywisto$ci wlasciwosci probiotyczne poszcze-
golnych drobnoustrojow sa jednak trudne do jedno-
znacznej oceny. Rozne szczepy tego samego gatunku
bakterii nie wykazuja identycznych wiasciwosci pro-
biotycznych. Ponadto wlasciwosci probiotyczne obser-
wuje sie tylko u wybranych szczepéw. Nierzadko
zmieniaja sie one w zaleznosci od obecnosci innych
drobnoustrojow w $rodowisku. Duzy wplyw na wias-
ciwosci probiotyczne ma tez dawka oraz uzyty no$nik
[19]. Badania wykazaty, ze Lactobacillus johnsonii Lal
pozytywnie wplywa na regeneracje funkcji obronnych
skory wystawionej na dziatanie promieni UV, nato-
miast Lactobacillus reuteri NCIMB 30242 przyczynia
sie do obnizenia poziomu cholesterolu we krwi dzieki
produkcji enzyméw hydrolizujacych sole zétciowe [16,
26]. Z kolei inny szczep L. reuteri, DSM17938, regu-

* Autor korespondencyjny: Katarzyna Ratajczak, Zaktad Fermentacji i Biosyntezy, Instytut Technologii Zywnosci Pochodzenia Roglin-
nego, Wydzial Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 Poznan; tel.61 848 72 81;
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luje perystaltyke jelit i zapobiega wystepowaniu kolki
u matych dzieci [27].

Ze stosowaniem probiotykow wiaza si¢ tez pewne
niebezpieczenstwa. Niektore gatunki bakterii Lacto-
bacillus i Bifidobacterium wchodza w sklad natu-
ralnej mikroflory jelitowej i na tej podstawie zostaly
sklasyfikowane jako bezpieczne do spozycia. Trudno
jednak przewidzie¢ skutki, jakie moze pociggaé za
soba interakcja miedzy probiotykami a mikroorga-
nizmami obecnymi juz w organizmie czlowieka. Stad
tez konieczne sg zaawansowane badania dotyczace
identyfikacji i analizy profilu genetycznego probioty-
kow, a takze ich dawkowania [21].

Gléwnym naturalnym Zrédtem bakterii potencjal-
nie probiotycznych jest zywnos¢ fermentowana, w tym
fermentowane produkty mleczne takie jak sery, jogurt
czy kefir, dojrzewajace wedliny i kietbasy oraz kiszone
warzywa, np. ogorki, kapusta i oliwki. Coraz bardziej
powszechna staje si¢ rowniez wspominana zywnos¢
funkcjonalna, tj. charakteryzujaca sie wlasciwosciami
prozdrowotnymi dzigki dodatkowi probiotykéw, prebio-
tykow lub innych substancji wptywajacych na organizm
czlowieka. Zywno$¢ fermentowana, naturalnie bogata
w mikroflore potencjalnie probiotyczna, jest natural-
nym i fatwym nos$nikiem probiotykéw [13]. Mimo ze
najwieksza popularnoscig cieszg sie fermentowane pro-
dukty mleczne, w ostatnich latach wzrosto zainteresowa-
nie takze fermentowang Zywnoscig pochodzenia roslin-
nego, szczegdlnie w obliczu coraz czesciej wystepujacych
w spoleczenstwie alergii i nietolerancji laktozy [11].

W niniejszej pracy zebrano oraz scharakteryzowano
wybrane metabolity bakterii kwasu mlekowego wyko-
rzystywanych w przemysle spozywczym w procesach
fermentacji mlekowe;j.

2. Bakterie kwasu mlekowego

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) to najczesciej
Gram-dodatnie, nieprzetrwalnikujace paleczki lub
ziarniaki, wytwarzajace kwas mlekowy jako gtéwny
produkt fermentacji glukozy i innych cukréw prostych.
Do mikroorganizméw typu LAB zaliczane sg bakterie
z rzedu Lactobacillales, z rodzajow Lactobacillus, Lacto-
coccus, Leuconostoc, Pediococcus 1 Streptococcus, a takze
bakterie z rodzajow Carnobacterium, Vagococcus, Ente-
rococcus i Weisella [22]. Obecnie wiekszo$¢ komer-
cyjnie uzywanych bakterii probiotycznych nalezy do
rodzaju Lactobacillus. Do najpopularniejszych gatun-
kéw naleza L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. del-
brueckii, L. helveticus, L. plantarum oraz L. rhamnosus
[20, 30]. Bakteriami dominujacymi podczas fermen-
tacji zywnosci pochodzenia roslinnego (wsréd wyzej
wymienionych) sa L. plantarum, L. brevis oraz Leuco-
nostoc mesenteroides [3].
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Cechg wspdlng wszystkich bakterii mlekowych jest
konwersja cukréw prostych do kwasu mlekowego oraz
innych produktéw ubocznych, takich jak dwutlenek
wegla, etanol i kwas octowy. Fermentacja mlekowa
jest jednym z najwazniejszych proceséw wykorzysty-
wanych w technologii Zywnosci. Stuzy zaréwno utrwa-
leniu i zakonserwowaniu artykuléw spozywczych, jak
i zapewnieniu odpowiednich waloréw smakowych
[1, 3]. Ze wzgledu na obecno$¢ lub brak produktow
ubocznych fermentacji, bakterie mlekowe dzieli si¢ na
dwie grupy: przeprowadzajace homofermentacje badz
heterofermentacje mlekowa.

2.1. Homofermentacja

W warunkach beztlenowych homofermentatywne
bakterie LAB przetwarzajg heksozy (gléwnie glukoze)
do kwasu mlekowego wedtug szlaku Embdena-Meyer-
hofa-Parnasa (EMP). W reakcji tej 1 mol glukozy roz-
ktadany jest do 2 moli pirogronianu. Nastepnie docho-
dzi do jednoczesnej redukeji pirogronianu i utlenienia
NADH, w wyniku czego otrzymuje si¢ 2 mole kwasu
mlekowego i 2 mole ATP. Podczas dekarboksylacji piro-
gronianu wytwarzane sg takze niewielkie ilosci produk-
tow ubocznych, gléwnie dwutlenku wegla. Do bakterii
homofermentatywnych zalicza si¢ wigkszo$¢ rodzajow
Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus 1 Streptococcus,
a takze znaczng cze$¢ Lactobacillus [17, 29].

2.2. Heterofermentacja

Heterofermentatywny rozktad cukréw prostych prze-
biega wedlug szlaku pentozofosforanowego. W wyniku
tego procesu z 1 mola glukozy powstaje 1 mol kwasu
mlekowego oraz 1 mol etanolu, a takze produkty ubocz-
ne, takie jak dwutlenek wegla, etanol i kwas octowy.
Do heterofermentatywnych bakterii zalicza sie bakterie
z rodzajow Leuconostoc oraz Lactobacillus. Heterofer-
mentacja jest efektem braku niektérych enzymow klu-
czowych dla procesu homofermentacji, w tym miedzy
innymi aldolazy i izomerazy trifosforanowej [17, 29].

3. Metabolity bakterii kwasu mlekowego

Bakterie mlekowe produkuja bardzo zréznicowana
game zwigzkoéw chemicznych, ktdre moga wptywacé na
organizm czlowieka w réznoraki sposéb [29].

Z punktu widzenia biotechnologii, za jedna z naj-
ciekawszych wiasciwosci bakterii probiotycznych uzna-
wana jest produkcja metabolitow, ktdre w sposob
posredni lub bezposredni wplywajg na inne mikroorga-
nizmy (w tym patogenne) oraz na organizm gospoda-
rza. Ponadto mikroorganizmy probiotyczne wspodtza-
wodniczg o substancje odzywcze i miejsca receptorowe
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z drobnoustrojami patogennymi oraz stymuluja odpo-
wiedz obronng organizmu, m.in. poprzez synteze nie-
ktorych witamin (gtéwnie z grupy B) oraz stymulacje
produkc;ji sluzu [9].

Metabolity produkowane przez bakterie mlekowe
stanowia zréznicowang grupe substancji zaréwno orga-
nicznych, jak i nieorganicznych. Najwazniejsze z nich
omoéwiono ponizej.

3. Kwasy organiczne

Kwas mlekowy, octowy i propionowy sa produk-
tami homo- i heterofermentacji mlekowej prowadzo-
nej przez bakterie LAB. Najsilniejszymi wlasciwosciami
hamujacymi rozwdj drobnoustrojow charakteryzuje
sie kwas octowy. Skutecznie hamuje on wzrost bak-
terii, plesni i drozdzy. Dzialanie kwaséw organicznych
w znacznym stopniu polega na obnizaniu pH $rodowi-
ska do poziomu niekorzystnego dla patogendw, a takze
na zaburzaniu proceséw metabolicznych zachodzacych
w komorkach drobnoustrojéw oraz transportu aktyw-
nego przez blony komoérkowe [20]. Za spadek pH $ro-
dowiska w obecnosci bakterii mlekowych odpowie-
dzialny jest gtéwnie kwas mlekowy, natomiast kwas
octowy 1 propionowy sa zwiazkami wykazujacymi
dodatkowo aktywnos¢ antymikrobiologiczng [9].

3.2. Diacetyl

Diacetyl jest lotnym, niepolarnym diketonem po-
wstajacym z rozkladu pirogronianu, odpowiedzialnym
za charakterystyczny aromat masta. Wytwarzany jest
przez niektore szczepy Lactobacillus, Leuconostoc oraz
Streptococcus. Wykazuje wlasciwosci bakteriobdjcze
wzgledem niektérych Gram-ujemnych bakterii poprzez
inaktywacje szlaku metabolicznego argininy. Dowie-
dziono, ze podczas rownoczesnego dzialania z nizyng
diacetyl skutecznie hamuje wzrost Listeria monocyto-
genes. Jednak w naturalnych warunkach wzrostu bak-
terii mlekowych diacetyl produkowany jest w bardzo
niewielkich ilo$ciach [15, 22].

3.3. Nadtlenek wodoru

W warunkach tlenowych bakterie mlekowe pro-
dukuja nadtlenek wodoru (H,0,) w wyniku dzialania
oksydazy flawoproteinowej oraz peroksydazy NADH.
Zwiazek ten posiada silne wlasciwos$ci antymikrobio-
logiczne, polegajace na denaturacji enzymoéw komor-
kowych i peroksydacji lipidow blonowych, tym samym
prowadzac do zaburzenia czynnosci bton komdrko-
wych oraz zatrzymania wielu szlakéw metabolicznych.
Nadtlenek wodoru jest toksyczny takze dla samych bak-
terii mlekowych i najczesciej ulega szybkiemu wydzie-
leniu do $rodowiska. Wykazano, ze H,O, wytwarzany
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przez bakterie LAB posiada wlasciwosci bakteriobojcze
przeciwko niektérym mikroorganizmom patogennym,
w tym L. monocytogenes, Staphylococcus aureus i Salmo-
nella typhimurium [22]. Dowiedziono, ze L. delbrueckii
subsp. lactis produkuje nadtlenek wodoru na poziomie
pozwalajacym na inaktywacje Escherichia coli O157:H7
w warunkach chlodniczych [4].

3.4. Dwutlenek wegla

Dwutlenek wegla (CO,) jest jednym z produktéw
ubocznych heterofermentacji mlekowej. Powstaje row-
niez w trakcie innych przemian metabolicznych bak-
terii. Dwutlenek wegla wykazuje dziatanie bakteriobdj-
cze, szczegolnie przeciwko bakteriom Gram-ujemnym,
za pomoca dwdch mechanizméw. Pierwszym jest wy-
twarzanie $rodowiska beztlenowego, w ktérym wiele
mikroorganizméw nie posiada zdolnosci wzrostu.
Drugi mechanizm nie jest jeszcze calkowicie poznany,
natomiast wiadomo, ze zwigzany jest z zaburzaniem
przepuszczalnosci bton komérkowych oraz zatrzyma-
niem proceséw dekarboksylacji w komoérkach [25].

Dzigki swojej nietoksycznosci wzgledem organizmu
cztowieka, CO, jest coraz czgséciej stosowany w zabez-
pieczaniu zywnosci przed psuciem, poprzez pakowa-
nie jej w atmosferze modyfikowanej (tj. o znacznym
udziale CO,) [8].

3.4. Bakteriocyny

Bakteriocyny sg substancjami o charakterze bialko-
wym lub peptydowym, syntetyzowanymi przez wiek-
s20$¢ szczepow bakterii, zardéwno Gram-dodatnich oraz
Gram-ujemnych. Stanowig one grupe zwigzkow silnie
zroznicowang pod wzgledem wlasciwosci fizycznych
i biochemicznych, masy czasteczkowej, a nawet lokali-
zacji i sekwencji gendw kodujacych. Synteza bakterio-
cyn ma miejsce w rybosomach, a bakteriocynogenne
mikroorganizmy sa odporne na wytwarzane przez sie-
bie substancje. Sa to cechy, ktdre miedzy innymi odrdz-
niajg bakteriocyny od antybiotykow [12, 25].

3.5.1. Charakterystyka bakteriocyn

Bakteriocyny posiadaja najczesciej stosunkowo
waskie spektrum aktywnosci antymikrobiologicznej.
Najskuteczniej dzialajg wzgledem mikroorganizméw
blisko spokrewnionych z wytwarzajacymi je produ-
centami. Bakteriocyny mogg dziata¢ bakteriostatycznie
badz bakteriobojczo, najczesciej atakujac blone komodr-
kowa mikroorganizméw i zaktdcajac wewnetrzny meta-
bolizm ich komorek [12].

Dopuszczenie do uzycia w przemysle spozywczym
zawdzieczajg szeregowi cech, ktdre zapewniajg bezpie-
czenstwo ich stosowania [14]. Bakteriocyny, jako sub-
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stancje peptydowe, ulegaja rozkladowi przez enzymy
proteolityczne w ukladzie trawiennym cztowieka do
nieszkodliwych i fatwo wchtanianych aminokwaséw.
ZwigzKki te, podawane z zywnoscia, stanowia dla organi-
zmu czlowieka cze¢$¢ odzywcza, nie wykazuja natomiast
wobec niego zadnego wplywu farmakologicznego.
Ponadto bakteriocyny sg substancjami pozbawionymi
smaku oraz zapachu, przez co w Zaden sposdb nie inge-
ruja we wlasciwosci organoleptyczne produktu. Wyka-
zujg natomiast wysoka stabilnos¢ w trakcie przechowy-
wania oraz w szerokim zakresie pH, a takze s3 odporne
na dzialanie wysokich temperatur. Jednak wciaz trwaja
poszukiwania nad bakteriocyna, ktéra w malym ste-
zeniu wykazywalaby aktywnos¢ biobdjczg wzgledem
najczestszych drobnoustrojéw powodujacych psucie
zZywnosci oraz patogenow [2, 23].

Aktualnie do uzytku komercyjnego dopuszczone sg
dwie bakteriocyny: nizyna produkowana przez Lactococ-
cus lactis oraz karnocyklina A produkowana przez Car-
nobacterium maltaromaticurn UAL307. Bakteriocyny
nie muszg jednak by¢ dodawane do zywnosci jako czyste
preparaty, ktore wymagaja akceptacji Swiatowej Orga-
nizacji Zdrowia (WHO). Zamiast nich mozna stosowa¢
bakteriocynogenne mikroorganizmy - przede wszyst-
kim bakterie LAB. Jest to metoda szczegolnie fatwa do
zastosowania w przypadku zywnosci fermentowanej, do
wyrobu ktérej mozna wykorzysta¢ wyselekcjonowane
kultury starterowe zawierajace bakteriocynogenne drob-
noustroje. W przypadku zZywnosci niefermentowanej
(w tym surowych produktéw zywnosciowych) stosowac
mozna tzw. kultury ochronne [7, 24, 28].

3.5.2. Klasyfikacja bakteriocyn

Bakteriocyny bakterii Gram-dodatnich, w tym
bakterii kwasu mlekowego, zostaly podzielone przez
Klaenhammera w 1993 roku na cztery gléwne klasy.
Klasyfikacja ta opiera si¢ na zrdznicowaniu budowy
chemicznej, masy czasteczkowej oraz mechanizmu
dziatania bakteriocyn. W obrebie gléwnych klas wyrdz-
nia sie takze podklasy [18].

Klase¢ I stanowig bakteriocyny lantybiotykowe,
zawierajace w swojej czasteczce rzadki aminokwas
lantionine lub jej pochodne. S3 to niewielkie (masa
czagsteczkowa nie przekracza 5kDa), termostabilne
peptydy. Bakteriocyny te dzieli si¢ na dwie podgrupy:
lantybiotyki typu A i lantybiotyki typu B. Lantybiotyki
typu A to czasteczki liniowe, wplywajace na przepusz-
czalno$¢ blony komoérkowej atakowanych komorek,
natomiast lantybiotyki typu B to czasteczki globularne
o roznych mechanizmach dzialania, np. inhibicja enzy-
moéw komorkowych badz destabilizacja btony komér-
kowej. Najlepiej poznanym lantybiotykiem jest nizyna,
wykazujaca aktywnos¢ bakteriobdjcza wzgledem m.in.
S. aureus i L. monocytogenes, oraz aktywnos¢ bakterio-
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statyczna wzgledem bakterii z rodzajow Clostridium
oraz Bacillus [12, 22].

Bakteriocyny nalezace do klasy II to male (masa cza-
steczkowa ponizej 10 kDa), termostabilne peptydy cha-
rakteryzujace si¢ wysokim punktem izoelektrycznym,
czesto okreslane mianem bakteriocyn nielantybioty-
kowych. Ich dzialanie jest skuteczne gléwnie wzgle-
dem bakterii Gram-dodatnich o niskiej zawartosci par
G+C, m.in. wzgledem rodzajow Listeria oraz Clostri-
dium, ale takze wiekszos$ci bakterii LAB. Klase II dzieli
sie na cztery podgrupy. Klasa Ila to tzw. bakteriocyny
pediocynopodobne, o bardzo silnym dziataniu anty-
bakteryjnym wzgledem L. monocytogenes. Bakteriocyny
te dzialajg poprzez permeabilizacje blony komoérkowej
wrazliwych komorek. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci
fizykochemiczne oraz silne dzialanie antymikrobiolo-
giczne jest to najchetniej badana ze wszystkich klas.
Klasa IIb to bakteriocyny dipeptydowe, wymagajace
komplementarnego dziatania obu peptydéw. Substan-
cje te dzialajg bakteriostatycznie wzgledem niektérych
bakterii Gram-dodatnich, szczegdlnie z rodzaju Ente-
rococcus. Ich mechanizm dzialania polega na tworze-
niu kanaléw w blonie komorkowej oraz destabilizacji
réwnowagi jonowej komorek atakowanych bakterii.
Klasa Ilc zawiera w sobie bakteriocyny o budowie glo-
bularnej, dzigki ktdrej zyskujg odpornoé¢ na dziatanie
niektorych proteaz i peptydaz. Bakteriocyny te rdznia
siec od pozostalych réwniez mechanizmem sekrecji
z komorki producenta. Zwigzki te wydzielane sg za
pomoca biatkowego systemu sekrecyjnego, bez uzycia
transporterow ABC i peptydu sygnalnego. W ostat-
nich latach stworzona zostala dodatkowa podgrupa,
klasa IId, obejmujaca bakteriocyny znacznie odbie-
gajace budowy czasteczkows, a takze mechanizmem
sekrecji i dzialania od pozostatych bakteriocyn nielan-
tybiotykowych [5, 12, 22].

Klase III stanowia termolabilne bakteriocyny o duzej
masie czasteczkowej (powyzej 30 kDa). Ich mechanizm
dzialania nie zostat jeszcze dokladnie poznany, jednak
istotng jego cechg jest fakt, iz nie uszkadzajg one blony
komorkowej wrazliwych komoérek. Substancje te s3 syn-
tetyzowane przez bakterie z rodzaju Lactobacillus oraz
Enterococcus [12, 22].

Stabo poznane sg réwniez bakteriocyny nalezace do
klasy IV, nazywane czesto bakteriocynami komplekso-
wymi. Bialka te do uzyskania pelnej aktywnosci anty-
bakteryjnej wymagaja obecnosci grupy lipidowej lub
weglowodanowej w czasteczce [12, 22].

3.5.3. Problemy w zastosowaniu bakteriocyn
w przemysle spozywczym

W przemysle spozywczym bakteriocyny znajdujg za-
stosowanie jako naturalne konserwanty, zapewniajace
bioprezerwacje zywnosci. Podstawowym problemem
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zwigzanym z ich uzyciem w przetwdrstwie jest ich nie-
stabilnos¢. Bakteriocyny tatwo dyfunduja do wnetrza
produktéw zywnosciowych, gdzie ulegaja rozkltadowi
badz inaktywacji. Moga tez wywolywac rozdzial frakcji
tluszczowej w samym produkcie spozywczym. Ponadto
rzeczywista aktywnos$¢ antymikrobiologiczna bakte-
riocyn jest nizsza niz uzyskiwana w warunkach labo-
ratoryjnych, co skutkuje koniecznoscig zastosowania
wyzszych stezen konserwantu. Réwniez w przypadku
uzycia kultur bakteriocynogennych mikroorganizmoéw
pojawia sie problem utraty zdolnosci do syntezy bakte-
riocyn, lub tez jej silnego ograniczenia w wyniku wysta-
pienia niekorzystnych warunkéw srodowiskowych.
Odpowiedzig na wszystkie te problemy jest opracowy-
wanie innowacyjnych technologii aplikacji bakteriocyn.
W ostatnich latach badania pozwolily na uzyskanie bio-
filméw powlekanych bakteriocynami, ktérych mozna
uzy¢ do pakowania zywnosci, a takze mikrokapsutek
zelowych zapewniajacych wyzszg stabilno$¢ i aktyw-
no$¢ tych substangji [6, 7].

4. Podsumowanie

Bakterie kwasu mlekowego produkuja szeroka game
metabolitow bezpiecznych dla zdrowia konsumenta,
a takze efektywnie wplywajacych na przediuzenie
trwalosci artykutéw spozywczych. Zastosowanie ich
w miejsce syntetycznych konserwantéw pozwala na
uzyskanie produktéw ,,naturalnych’, ktére zaspokajaja
coraz wigksze zapotrzebowanie konsumentéw na zyw-
nos¢ pozbawiong konserwantéw chemicznych. Stad tez
metabolity bakteryjne i ich wlasciwosci sa obiektami
licznych badan. Zwiazkami o najwickszej aktywnosci
antymikrobiologicznej sa bakteriocyny. Mozliwo$ci sto-
sowania tych substancji, zar6wno jako biokonserwan-
tow, jak i prozdrowotnych dodatkéw do zywnosci, sa
ogromne. Jednak nadal wymagaja one prac optyma-
lizacyjnych pozwalajacych na zapewnienie wysokiej
efektywnosci dzialania.
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Antibiotic biosynthesis and secondary metabolism in high-yielding strains of Streptomyces, Penicillium chrysogenum
and Acremonium chrysogenum

Abstract: In this article, the secondary metabolism as a basis for antibiotics production by industrial strains of Streptomyces, Penicillium
chrysogenum and Acremonium chrysogenum is discussed. Images from transmission electron microscopy reveal some important features
of the mycelial cells which are related to antibiotics biosynthesis. This discovery is important for further industrial strain improvement and
has economic significance. Possibilities of new strategies for antimicrobial treatment are discussed.

1. Wprowadzenie. 2. Ulepszanie szczepdw przemystowych. 3. Szlaki biosyntezy antybiotykdéw wytwarzanych przez Streptomyces spp.
4. Organizacja komorek grzybni Streptomyces spp. podczas biosyntezy antybiotykéw. 5. Szlak biosyntezy penicyliny G w komoérkach
grzybni Penicillium chrysogenum. 6. Organizacja komorek grzybni Penicillium chrysogenum podczas biosyntezy penicyliny G. 7. Szlak
biosyntezy cefalosporyny C w komoérkach grzybni Acremonium chrysogenum. 8. Organizacja komorek grzybni Acremonium chrysogenum
podczas biosyntezy cefalosporyny C. 9. Przyszlos¢ antybiotykoterapii. 10. Wnioski

Biosynteza abtybiotykéw i metabolitéw wtérnych przez wydajne szczepy Streptomyces, Penicillium chrysogenum
i Acremonium chrysogenum

Streszczenie: Rola wtornego metabolizmu w biosyntezie antybiotykéw wytwarzanych przez szczepy przemystowe z rodzaju Streptomyces
oraz Penicillium chrysogenum i Acremonium chrysogenum jest dyskutowana. Obrazy z transmisyjnej mikroskopii elektronowej wykazuja
wazne cechy komorek grzybni zwigzane z wysokowydajna biosynteza antybiotykéw. Odkrycie to pozwala na dalsze zwigkszanie
antybiotycznej wydajnoéci szczepéw przemystowych i ma znaczenie ekonomiczne. Przedmiotem niniejszej publikacji jest oméwienie
mozliwosci opracowania nowych strategii zwalczania choréb zakaznych.

Key words: antibiotics, biosynthesis, cellular features, fungi imperfecti, Streptomyces
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1. Introduction sis by Streptomyces spp. and fungi imperfect, including

industrial strain improvement. Further purpose is to

Antibiotics are secondary metabolites produced by
different microorganisms, including Streptomyces spp.
and Penicillium chrysogenum as well as Acremonium
chrysogenum (Cephalosporium chrysogenum). High
yielding strains of these microorganisms are widely
used for antibiotic production on an industrial scale
[1, 2, 4, 13]. Large scale of antibiotics production is
a result of industrial strain improvement. Antibiotics
have saved millions of human beings from the annihila-
tion. Below we discuss different pathways and aspects
of antibiotics biosynthesis.

This article is designed to overview details con-
cerned with the basic pathways of antibiotic biosynthe-

discuss the structural organization of industrial myce-
lia related to antibiotic biosynthesis. Other goals are
to overview efforts to obtain modified antibiotics and
to develop new strategies for antimicrobial treatments.

2. Industrial strain improvement

The prokaryotic microorganisms Streptomyces and
the eukaryotic P. chrysogenum as well as A. chrysoge-
num are used for antibiotic biosynthesis on a large scale.
These improved and selected high-yielding strains
have been used for more than 75 years for antibiotic

* Autor korespondencyjny: Wiestaw Kurzatkowski, Independent Laboratory of Streptomyces and Fungi Imperfecti, National Institute
of Public Health - National Institute of Hygiene, Chocimska 24, 00-791 Warsaw Poland: tel. 22 542 12 28; e-mail: wkurzatkowski@pzh.gov.pl



ANTIBIOTIC BIOSYNTHESIS AND SECONDARY METABOLISM IN HIGH-YIELDING STRAINS...

production. Classical strain improvement has yield
industrial strains that produce high amounts of anti-
biotics. Large scale of antibiotics production is a result
of industrial strain improvement, including numer-
ous mutations and selections. Metabolic engineering
has also proven to be a rational alternative to classical
strain improvement [20]. Some P. chrysogenum strains
contain up to eight copies of the penicillin G biosyn-
thetic gene clusters, i.e.: pcbAB gene encoding 8-(L-a-
aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valine synthetase (ACVS),
pcbC gene encoding Isopenicillin N synthase (IPNS)
and penDE gene encoding acyl-Co A:isopenicillin N
acyltransferase (IAT). The phenylacetyl-CoA ligase
(PCL) encoded by phl gene is not a part of the peni-
cillin G biosynthetic gene cluster. A large number of
genomic and transcriptional analysis of strain lineages
have lead to the identification of numerous alterations
in industrial strains, such as the amplification of peni-
cillin G biosynthetic gene cluster, elevated transcrip-
tion of genes involved in biosynthesis of this antibiotic
and its amino acid precursors as well as genes encod-
ing peroxisome proliferation [24, 25]. Biosynthesis and
secretion of penicillin G, cephalosporin C are compart-
mentalized processes located in sub-apical, productive,
non-growing cells of the hyphae [3, 6-12, 18, 21]. Cel-
lular organization of industrial Streptomyces strain is
currently not fully known.

3. Pathways of antibiotic biosynthesis
by Streptomyces spp.

Antibiotics are secondary metabolites [26] produced
by numerous bacteria and fungi. The secondary meta-
bolism is characterized by unusual short (one-way)
biosynthetic pathways leading to uncontrolled large
scale production of end-products which are stored in
cells of the producer or excreted to the cellular environ-
ment. Accumulation of secondary metabolites suggests
that the productive cells are inefficient in regulation of
the biosynthesis of these substances. In view of what
has been known about the genetic control of the pri-
mary metabolism regulation it would be of interest to
find out why the regulation of secondary metabolites
biosynthesis is not controlled more strictly. Pathways
of secondary metabolism branch out from the main
roads of the primary metabolism, such as: fatty acid
metabolism, amino acid metabolism, carbohydrate
metabolism, purine and pyrimidine metabolism, aro-
matic biosynthesis (shikimic acid), methyl groups
arising from the C1 pool. The branching point of both
metabolisms is the uptake of one or few intermediates
from one or more pathways of the primary metabolism.
Next these intermediates are combined to secondary
metabolites. Each of these primary metabolic categories
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Fig. 1. Primary metabolic sources of novobiocin are pictured

as a source of antibiotic will be discussed in this paper.
But first, it should be clear that some antibiotics origi-
nate from more than one of these metabolic sources.
A good example is novobiocin [26] composed of moi-
eties derived from the following metabolic sources
(Fig. 1). The noviose moiety of novobiocin is derived
without cleavage from the carbon chain of glucose (car-
bohydrate metabolism). The methyl groups are mainly
derived from the methyl pool, which in turn originates
from the methyl group of methionine (C1 pool). The
nitrogen of the carbamyl group combined with the novi-
ose ring of novobiocin arises from metabolic nitrogen,
probably from glutamine (nitrogen metabolism). The
isopentenyl moiety attached to p-hydroxybenzoate is
derived from mevalonic acid, which in turn is supplied
from either acetate or leucine (isopentyl metabolism).
The 3-amino, 4-hydroxycoumarin moiety is derived
from tyrosine, which in turn arises from the common
aromatic pathway via shikimic acid (aromatic amino
acid metabolism). The p-hydroxybenzoate moiety of
the antibiotic is derived from the common aromatic
pathway via shikimic acid (shikimic acid metabolism).

Short fatty acids biosynthesis in the primary meta-
bolism delivers precursors for antibiotic biosynthesis
in the secondary metabolism. Repeated condensation
of active acetate and malonate units leads to forma-
tion of B-polyketomethylene chains (Fig. 2). In primary
metabolism these compounds are reduced to form fatty
acids. It was demonstrated that by “head-tail” conden-
sation of acetyl-CoA and malonyl-CaA units numer-
ous secondary metabolites, e.g. mycotoxines, alkaloids,
terpenes, steroids, glycosides, including antibiotics
can be produced [26]. This last group is represented
among others by the following antibiotics (Fig. 3):
griseofulvin, erythromycin, tetracyclines, anthracy-
clines, nystatin and curvularin. The starter molecule
of B-polyketomethylene synthesis is not always acetyl-
CoA. For example, in tetracycline biosynthesis (Fig. 4)
the starter molecules are acetyl-CoA, malonyl-CoA and
malonamyl-CoA. The B-polyketomethylenes occur in
the cells of the producers always bound to the enzymes.
In the secondary metabolism the p-polyketomethylene
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chain undergo in the productive cells of Streptomyces
spp. numerous further modifications, such as methyla-
tion, ring closure, oxidation, chlorination, amination,
and others, leading to the biosynthesis of numerous
secondary metabolites, such as tetracyclines.

Acetyl — CoA + Malonyl — CoA + Malonamyl — CoA

l
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Fig. 4. Scheme of tetracyclines biosynthesis

Some of secondary metabolites possess very strong
antibacterial activities. For example, introduction of
double and triple bounds results in building of polyene
antibiotics (nystatin, amphotericin), which are widely
distributed among streptomycetes. Finally, cyclization
of the intermediates leads to formation of large lactones
(macrolide antibiotics). Through repeated cyclization
polyaromatic antibiotics can be produced, e.g. tetracy-
clines (Fig. 4) and anthracyclines.

Peptide antibiotics are produced by bacteria inclu-
ding Streptomyces spp. and fungi. The presence of
unusual amino acids of D-configuration and unusual
chemical bounds, e.g. §-a peptide bound in the mol-
ecule of peptide antibiotics are characterizing these
compounds as secondary metabolites. Other feature of
secondary metabolites with strong antimicrobial activ-
ity is the nonribosomal biosynthesis and cyclization
of the peptide chain. For example, the cyclic peptide of
gramicidin S is composed of ten amino acids, includ-
ing two L-valines, two L-leucines, two L-prolines, two
L-ornithines and two D-phenylalanines (the last two
amino acid are unusual in the primary metabolism).
Bacitracin is a mixture of related cyclic peptides. This
antibiotic is composed of twenty aminoacids, including
four unusual amino acids: D-glutaminic acid, D-aspar-
agine, D-ornithine, D-phenylalanine and the thiazoline
moiety from L-cysteine and L-isoleucine. Polymyxin B,
contains unusual D-phenylalanine and L-diaminobu-
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tyric acid. Streptomyces are privileged in the biosyn-
thesis of peptide antibiotics. Streptomyces antibioticus
is a producer of actinomycin D containing six unusual
amino acids, i.e.: two D-valines, two sarcosines and two
N-methyl-valines. S. lavendulae is a producer of etamy-
cin, a cyclic peptide antibiotic containing D-leucine,
D-allo-hydroxyproline, sarcosine, a-phenylsarcosine
and N,B-dimethyl-L-leucine. S. clavuligerus is a pro-
ducer of clavulanic acid which is a cyclic peptide. Other
cases are the cyclic B-lactam antibiotics structuraly
composed of L-cysteine and D-valine.

Sugars as constituents of antibiotics are represented
by numerous sugar containing compounds, such as
aminoglycoside antibiotics: streptomycin, kanamycin
A, neomycin, and others; anthracyclines; purine-anti-
biotics for example puromycin; polyene antibiotics: nys-
tatin, amphotericin B and others. Antibiotics containing
purines or pyrimidines are represented by toyocamycin
(from S. rimosus), tubercidin (from S. tubercidicus), neb-
ularin, cordycepin, psicofuranine and angustmycin A.

4. Compartmentalization in antibiotic biosynthesis
by Streptomyces spp.

The cellular features of the industrial strains of
Streptomyces are not yet fully understood. The cellu-
lar co-location of enzymes of the pathway of antibio-
tics biosynthesis should be in the future the subject of

Fig. 5. Streptomyces vinaceus L-6

Ultrastructural features of a high-viomycin-yielding cell of the mycelium.
Abbreviations: cw- cell wall; Arrows showing organelles filled with elec-
tron-dense dark contents.
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intensive investigations. Our studies showed in the cells
of S. vinaceus L-6 producing viomycin on an industrial
scale a large number of organelles filled with electron-
dense dark contents (Fig. 5). In the productive mycelial
cells of the low-yielding strain S. vinaceus 2560 these
membranous structures could be observed very rarely.
Viomycin is a strongly basic nonribosomal peptide
antibiotic with high affinity to heavy metals, visible
in electron microscopic images as electron opaque
dark material. Therefore, it may be suggested, that in
the high-yielding strain the electron-dense content of
these organelles is related to the places of viomycin
accumulation. It is also supposed that these structures
plat a role in the processes of viomycin biosynthesis.
We have also observed similar organelles in the cells of
other high-yielding Streptomyces strains, e.g.: S. mela-
nochromogenes, S.erythreus, S.aureofaciens. Better
understanding of the cellular features associated with
antibiotic biosynthesis on an industrial scale will deliver
further opportunities to increase the production effi-
ciency of these compounds, as was the case with peni-
cillin G biosynthesis by P. chrysogenum.

5. The pathway of penicillin G biosynthesis
by P. chrysogenum

The biosynthesis of penicillin G consists of at least
three enzymatic steps. The enzyme ACVS is involved
in condensation of activated amino acids L-a-aminoadi-
pic acid, L-cysteine and L-valine to form the §-(L-a-ami-
noadipyl)-L-cysteinyl-D-valine (ACV) [24]. IPNS con-
verts the ACV to isopenicillin N (IPN). The enzymes
PCL and IAT are involved in the last step of penicillin
G biosynthesis, in which the a-aminoadipyl group of
IPN is substituted by a phenylacetyl side chain [24].

6. Compartmentalization in penicillin G
biosynthesis by P. chrysogenum

Nowadays the compartmentalization in penicillin G
biosynthesis by P. chrysogenum is better understood [3,
12, 16, 17]. It was suggested that the sub-apical produc-
tive non-growing vacuolated hyphal cells are privileged
in antibiotic biosynthesis [18]. Based on biochemical
features and immune-gold electron microscopy it
was shown that ACVS is a cytosolic enzyme [21, 23].
The IPNS was previously found to be associated with
membranous organelles [5, 11]. Based on sub-cellular
fragmentation, immune-gold electron microscopy and
biochemical features of the enzyme van der Lende et al.
[23] suggested that IPNS is a soluble cytosolic enzyme,
although its activity in cell free extracts seems to be
stimulated by sonification [21]. It suggests a partial
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cellular compartmentalization and concentration of
IPNS, e.g. as cytosoloc enzymes around the peroxi-
somes. Our findings show that at the industrial activ-
ity of penicillin G production the enzyme IPNS is
frequently concentrated in the cytoplasm between the
membranes of polyribosomes surrounding the peroxi-
somes [6, 7]. The enzymes PCL and IAT are located in
peroxisomes [15, 23]. Such a collocation of the cytosolic
ACVS and IPNS with the peroxisomal PCL and IAT
may increase the IAT supplying efficacy. Moreover such
a collocation may also facilitate the continuous and effi-
cient biosynthetic flow of molecules and the immediate
conversion in penicillin G biosynthesis. Formation of
the IPN (the p-lactam nucleus) takes place in the cyto-
sol. IPN is next transported into the peroxisomes where
the L-a-aminoadipyl side chain of IPN is exchanged for
a phenylacetyl group by IAT. In this reaction the side
chain precursor has to be activated by PCL before the
translocation occurs [14]. These results indicate that the
last two steps in penicillin G biosynthesis are located in
peroxisomes, where this antibiotic is synthesized, accu-
mulated and entrapped. Functional peroxisomes play
a crucial role for the efficiency of penicillins produc-
tion by industrial strains [14, 15, 22]. High penicillin G
producing strains show increasing numbers of peroxi-
somes [14, 22, 24]. Overexpression of the peroxisome
proliferation gene pex11 in P. chrysogenum results in
an increase of both peroxisome numbers and in the
activity of penicillin biosynthesis. The productive myce-
lia cells of high penicillin G producing strains show
increasing numbers of large peroxisomes mainly at the
period of the intensive antibiotic biosynthesis [1, 6, 7,
22,24, 25]. De novo synthesis of peroxisomes and collo-
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cation of large peroxisomes with vacuole as well as per-
oxisomes multiplication by fission are significant fea-
tures of the high productive non-growing mycelial cells.
The productive hyphal cells of the high-yielding strain
of Penicillium chrysogenum PQ-96 exhibited numer-
ous peroxisomes (Fig.6) frequently arranged at the
periphery of the cytoplasm and around the large vacu-
oles. The peroxisomes are abundantly accompanied by
ACVS and IPNS which are entrapped in the cytoplas-
mic areas located between the surface of peroxisomes
and polyribosomes surrounding the peroxisomes. Such
a collocation of the cytosolic ACVS and IPNS with the
peroxisomal PCL and IAT may increase the intermedi-
ate supplying efficacy in penicillin G biosynthesis from
the fermentation medium and from the cytosol as well
as from the vacuolar pool. Our findings show that in
the process of penicillin G production on a lagge scale
the structurally grouped organelles build a well organ-
ized “assembly line” consisting of cytosolic and mem-
brane encompassed enzymes, substrates, intermediates,
precursors, side- and end-products [6, 7].

Secretion of penicillin G from the interior of pero-
xisomes first across the plasma membrane and then
through the cellular membrane of the industrial mycelia
of P. chrysogenum is at present poorly understood [24].
It is unknown whether IPN and penicillin G transport
over the membrane of peroxisomes requires active
transport or utilizes peroxisomal pore proteins. It was
suggested that the abundant pexophagy and exocytosis
should be currently considered as putative alternative
for active secretion by the ABC transporters. The results
of our previous experiments show that the abundant
vacuolar pexophagy, i.e. the autophagy-related degrada-

Fig. 6. Penicillium chrysogenum PQ-96, high-penicillin-yielding strain

Ultrastructural features of a productive cell of the mycelium. Abbreviations: cw — cell wall, sv — secretion vesicles,
M - mitochondria, P - peroxisomes, | - lipid body, t - tonoplast, V - vacuole, Dp - degradation products
of peroxisomal matrix, square - ribosomes and a polyribosome is visible.
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Fig. 7. Penicillium chrysogenum PQ-96,
high-penicillin-yielding strain

Abbreviations: cw — cell wall, V - vacuole, Px - vacuolar pexophagy.

tion of peroxisomes takes place mainly in mature and
late sub-apical cells of P. chrysogenum during the inten-
sive increase of antibiotic performance in the superna-
tant of the fermentation broth. Secretion of penicillin G
from the peroxisomes across the plasma membrane of
the mycelia cells of P. chrysogenum is poorly understood
[24]. The results of our previous experiments show
that the abundant vacuolar pexophagy of large peroxi-
somes (Fig. 7) combined with vacuolar budding and the
presence of a large number of vacuolar vesicles which
fuse with the plasma membrane are the most impor-
tant structural features characterizing the productive
cells of the industrial strains of P. chrysogenum [9, 10].
Therefore, we suggest that in industrial-scale secretion
of penicillin G the pexophagy and exocytosis should be
currently considered as a putative alternative for active
secretion by the ABC transporters. Despite of numerous
efforts, at present, the lack of clear involvement of any
of these ABC transporters (van den Berg 2001, Patent
description WO 2001/32904) in secretion of penicillin G
is intriguing and may suggest that the secretion of peni-
cillin G by industrial mycelia does not proceed through
the classical ABC pumps. In the industrial cultures the
overproducing strains secrete 40-55g of penicillin G
per liter of the fermentation medium and in this case
the ABC transporters seem to be inefficient. The extra-
cellular level of penicillin G is tenfold higher than the
intracellular concentration of this antibiotic [22]. It sug-
gests an active secretion mechanism [24].

7. The pathway of cephalosporin C biosynthesis
by A. chrysogenum

The pathways of penicillin and cephalosporin bio-
synthesis are related. In Penicillium IPN is converted
to penicillin G [24]. The formation of IPN is a branch
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point of the pathways of penicillin and cephalosporin
biosynthesis. In Acremonium and other cephalosporin
producers IPN is converted to penicillin N (PEN) by an
epimerization CefD1-CefD2 system [19]. The next step
in cephalosporin biosynthesis is the enzymatic expan-
sion of the five-membered thiazolidine ring of peni-
cillin N to a six-membered dihydrothiazine ring. This
conversion is catalyzed by the PEN expandase (deace-
toxycephalosporin C synthase - DAOCS) - encoded
by the cefEF gene. The following step is conversion
of deacetoxycephalosporin C (DAOC) to deacetylce-
phalosporin C (DAC) by DAC synthase. The last step
of cephalosporin C biosynthesis is the transfer of an
acetyl-moiety from the acyl-CoA to hydroxyl group on
the sulfur containing ring of DAC, this reaction is cata-
lyzed by the acyl-CoA:DAC acyltransferase — encoded
by cefG. Cephalosporin C is a peptide secondary meta-
bolite with high antibacterial activity.

8. Compartmentalization in cephalosporin
biosynthesis by A. chrysogenum

In Acremonium the CefD1-CefD2 epimerization sys-
tem converting isopenicillin N to penicillin N (D-iso-
mer of IPN) is located (entrapped) in peroxisomes [12,
13]. All other enzymes of the pathway of cephalospo-
rin C biosynthesis, i.e. DCVS, IPNS, DAOCS, DACS,
DAC-acetyltransferase are suggested to be cytosolic
enzymes [21]. The results of our previous experiments
exhibit in the productive non-growing cells of the
industrial mycelium of A. chrysogenum a large number
of peroxisomes which are accompanied by mitochon-
dria and polyribosomes. Small peroxisomes were also
rarely visible in the cells of the low cephalosporin pro-
ducing strain of A. chrysogenum. This results support
strongly the participation of peroxisomes in cephalo-
sporin biosynthesis [8].

9. The future of antibiotic therapy

Over many decades, the always increasing resist-
ance of different pathogens to antibiotics was forcing
as to modify their chemical structure to obtain new
compounds with improved antimicrobial activity.
So far, we always modify the antibiotics to get more
efficient antimicrobial compounds but as response to
our modifications the pathogens are doing exactly the
same modifying their mechanism of resistance to not
accept our cure. Nevertheless, the search for new anti-
biotics that could be medically used is at present the
order of the day. The future of antibiotics must be pro-
tected by the correct and rational medical application.
Moreover, new strategies of medical treatment should
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be developed, e.g. the antibiotics used on a large scale
for a long time with decreased antimicrobial activity
should be withdrawn from treatment for few years and
then tested for repeated use. Scientific reports and dis-
cussions between experts point to the suitability of such
procedures [24, 25]. New strategies of medical treat-
ment mentioned above should be developed.

10. Conclusions

Further experimental programs should be con-
ducted to deliver more details related to biosynthesis
and secretion of antibiotic from the industrial mycelia of
Streptomyces spp., P. chrysogenum and A. chrysogenum.
Better understanding of the cellular compartmentaliza-
tion leads to modern technologies of biosynthesis with
increased antibiotic efficiency which has economical
importance. Further efforts should be taken to obtain
modified natural, semisynthetic and synthetic antibio-
tics. Cell-free technologies using immobilized enzymes
of the pathways of antibiotics biosynthesis and the
molecular docking seems to be the future in this field.
Classical strain improvement and genetic engineering
provides further possibilities to elaborate new strategies
of antimicrobial treatments.
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1. Wprowadzenie

Ameby nalezace miedzy innymi do rodzajow Acan-
thamoeba, Naegleria i Balamuthia to pierwotnie wolno
zyjace pierwotniaki, powszechnie wystepujace w srodo-
wisku wodnym ilagdowym na calym $wiecie. Ze wzgledu
na mozliwos¢ wystepowania zaréwno w formie fakul-
tatywnych pelzakéw wolno zyjacych (egzozoitow) jak
i fakultatywnych patogenow (endozoitéw) nazywane sg
organizmami amfizoicznymi. Jako fakultatywne paso-
zyty stanowig istotne zagrozenie dla zycia i zdrowia
ludzkiego [33, 37]. W ciagu ostatnich 10 lat zaobserwo-
wano znaczny wzrost liczby infekcji centralnego ukladu
nerwowego, skory, ptuc oraz oczu wywolywanych przez
ameby z tej grupy [34, 71]. Dodatkowo dowiedziono,
ze ameby wolno zyjace moga pelni¢ role wektorow
drobnoustrojéow chorobotwoérczych [28]. Patogeneza
infekcji wywolywanych przez ameby wolno Zyjace nadal
nie jest dokladnie poznana, co skutkuje trudnosciami
w postawieniu prawidtowej diagnozy oraz zastosowaniu
skutecznego leczenia tych infekeji [37, 66, 71].

2. Rodzaj Acanthamoeba

Ameby z rodzaju Acanthamoeba zaliczane sg do tzw.
grupy ,limax” (amfizoicznyh ameb wolno Zyjacych),
systematycznie sklasyfikowane do gromady Sarcomasti-
gophora, rzedu Amoebida (25, 34, 37]. Podzial taksono-
miczny ameb ulega cigglym zmianom i modernizacjom
ze wzgledu na badania prowadzone nad sekwencja
ich genomu [60, 66]. Najnowsza klasyfikacja, zapro-
ponowana przez Miedzynarodowe Stowarzyszenie
Protozoologéw (ISOP), opiera si¢ na kryteriach mor-
fologicznych, biochemicznych oraz molekularnych.
Zaktada podzial patogenicznych ameb wolno zyjacych
na dwie Super Grupy: Amoebozoa (rodzaj Acantha-
moeba i Balamuthia) oraz Excavata (rodzaj Naegleria)
[1, 66]. Identyfikacja gatunkéw ameb opiera si¢ na
molekularnej analizie sekwencji 18s rRNA. Zidenty-
fikowano 17 réznych genotypéw (T1-T17) w obrebie
rodzaju Acanthamoeba. Za gtéwny genotyp chorobo-
tworczy dla czlowieka uznaje si¢ genotyp T4, przewaz-
nie identyfikowany u Acanthamoeba castellanii, ameby

* Autor korespondencyjny: Marcin Padzik, Zaktad Biologii Medycznej Wydziat Nauki o Zdrowiu, Warszawski Uniwersytet Medyczny,
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zazwyczaj wywolujacej pelzakowe zapalenie rogowki
(AK) [6, 25, 60, 66]. Ameby z rodzaju Acanthamoeba
to najczesciej spotykany rodzaj ameb, szeroko rozpo-
wszechniony w $rodowisku zaréwno naturalnym jak
i sztucznym [25, 37, 66]. Na podstawie licznych badan
oraz obserwacji wyodrebniono kilkadziesigt gatunkow
ameb z rodzaju Acanthamoeba, o réznym stopniu pato-
gennosci [25, 37]. Gatunki te moga wykazywac réznice
morfologiczne nawet w obrebie klonalnych szczepdw,
prawdopodobnie wynikajgce z warunkéw zycia popu-
lacji [6, 66]. U cyst zaobserwowano zjawisko wewnatrz-
gatunkowego polimorfizmu, pelniacego istotng role
w rozprzestrzenianiu sie szczepdw w srodowisku [11].

2.1. Wystepowanie

Ameby z rodzaju Acanthamoeba to kosmopolityczna
grupa organizmow o szerokim spektrum wystepowania.
W cyklu zyciowym ameb obecne sg dwa stadia rozwo-
jowe: trofozoit (Rys. 1) i cysta (Rys. 2). Oba stadia moga
by¢ forma inwazyjna dla cztowieka [33, 34, 37]. Swoja
powszechno$¢ w srodowisku zaréwno naturalnym jak
i sztucznym ameby z rodzaju Acanthamoeba zawdzig-
czaja wysokiej tolerancji trofozoitéw na niekorzystne
warunki srodowiska [55, 66]. Cysta to stadium odporne
na dzialanie réznego rodzaju czynnikéw fizycznych,
takich jak: zmiany temperatury, ci$nienia osmotycznego,
wilgotnosci, pH oraz oporne na zmiany stezenia zwigz-
kéw organicznych i nieorganicznych [6, 10, 34]. Zazwy-
czaj nie wykazuje wrazliwosci na dziatanie wigkszosci
srodkéw dezynfekujacych, srodkéw antybakteryjnych
czy $rodkow antyseptycznych, np: zawartych w ply-
nach do ptukania soczewek [10, 33, 72]. Udowodniono,
ze cysty z rodzaju Acanthamoeba moga przetrwac
w wodzie destylowanej, w temperaturze 4°C, przez
25 lat, utrzymujac wysoki stopien wirulencji [10, 34, 40].

Rys. 1. Trofozoit Acanthamoeba castellanii

Zdjecie wykonane spod mikroskopu $wietlnego, niebarwione,
powiekszenie x400, fotografia: Edyta Hendiger.

MARCIN PADZIK, EDYTA B. HENDIGER, JACEK P. SZAFLIK, LIDIA CHOMICZ

Rys. 2. Cysty Acanthamoeba castellanii

Zdjecie wykonane spod mikroskopu $wietlnego, niebarwione,
powiekszenie x400, fotografia: Edyta Hendiger.

Szczepy ameb o réznym stopniu patogenicznosci
zostaly wyizolowane z wody, gleby oraz powietrza.
Wystepuja w naturalnych oraz sztucznych stodkich
zbiornikach wodnych takich jak: rzeki, jeziora, stawy,
gorace zrodta, rolnicze zbiorniki irygacyjne czy baseny
publiczne [12, 30, 33, 66]. Obecno$¢ ameb zaobserwo-
wano w wodzie polstodkiej oraz w stonej wodzie mor-
skiej, w wodzie opadowej, a nawet w wodzie butelkowa-
nej [7, 33]. Sa powszechne w glebie, piaskach plazowych
oraz osadach morskich. W $rodowisku domowym
szczepy izolowane sg z systemow grzejnych, wentyla-
cyjnych, kurzu, akwariéw, gleby doniczkowej, nawilza-
czy powietrza czy prysznicow. Ich obecnos$¢ stwierdza
sie rowniez w placéwkach stuzby zdrowia, na sprze-
cie w stacjach dializ, narzedziach stomatologicznych
czy w plynach do soczewek [27, 33, 66]. Na podsta-
wie badan przeprowadzonych w aglomeracjach miej-
skich stwierdzono obecnos¢ ameb w fontannach oraz
piaskownicach, co moze stanowi¢ potencjalne zagro-
zenie dla zycia i zdrowia ludzkiego, w szczegdlnosci
dzieci [7, 15]. Obecnos¢ ameb stwierdza si¢ rowniez
w $ciekach komunalnych, pyltach oraz wodzie wodo-
ciggowej. Podstawowe rutynowe testy wod wodocia-
gowych nie zawieraja badan na obecnos$¢ ameb. Tym-
czasem z badan przeprowadzonych w USA, w stanie
Ohio, wynika, ze w 79% badanych uje¢ wody wykryto
obecnos¢ tych ameb [15, 59]. Ameby zostaty réwniez
wyizolowane z owocow, warzyw, grzybow, roélin oraz
zwierzat (ptazow, gaddw, ryb, ptakow, psow czy malp)
[33, 66]. U ludzi, zaréwno u 0séb chorych jak i zdro-
wych, izoluje si¢ szczepy ameb z wymazdow z gardla,
nosa, ucha, plwociny czy probek katu, co moze suge-
rowac, ze ameby s3 czescia naturalnej flory czlowieka
[33, 55, 72]. Podczas badan w Nigerii udowodniono
kolonizacj¢ przez ameby $luzéwki nosa u 24% bada-
nej populacji [12]. Ze wzgledu na powszechnos¢ ameb
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w srodowisku, u 80% badanej populacji wykryto natu-
ralne przeciwciala IgG przeciwko amebom z rodzaju
Acanthamoeba [33, 72].

2.2. Chorobotworczos¢

Patogennos$¢ ameb z rodzaju Acanthamoeba wyka-
zuje réznice miedzygatunkowe oraz rdéznice miedzy
szczepami tego samego gatunku, a jej przyczyny wcigz
nie s3 do konca poznane [29]. Okreslenie gtéwnych
czynnikow wirulenciji jest kluczowym etapem w opra-
cowaniu skutecznej i efektywnej terapii [33, 62]. Czyn-
niki warunkujace chorobotwdrczos¢ ameb zostaly
podzielone na 2 grupy: czynniki bezposrednio zwig-
zane z patogennoscig oraz czynniki posrednio zwia-
zane z patogennoscig. Do czynnikéw bezposrednich
zaliczana jest zdolno$¢ do adhezji, fagocytozy, sekrecji
specyficznych enzymoéw oraz acanthaporyny (toksycz-
nego biatka formujgcego pory). Czynnikami posred-
nimi jest zdolno$¢ transformacji formy troficznej
w silnie oporng cyste, réznice morfologiczne, toleran-
cja zmiennych warunkéw srodowiska, powszechnos¢
wystepowania, tworzenie biofilmu, chemotaksja, stan
zdrowia zainfekowanego organizmu oraz opornos¢ na
leki [32]. Od momentu opisania pierwszych przypad-
kéw zarazen amebami z rodzaju Acanthamoeba pro-
wadzone s3 liczne badania majace na celu okreslenie
kryteriow identyfikacji szczepéw patogennych i nie-
patogennych. Na podstawie tych badan okreslono kilka
metod wykorzystywanych do okreslenie stopnia zjad-
liwos$ci ameb [29].

Poczatkowo patogenno$¢ ameb okreélana byfa na
bazie morfologii cysty, przy pomocy obserwacji mikro-
skopowej. Zauwazono jednak, ze budowa morfolo-
giczna formy przetrwanej moze by¢ zmienna nawet
w obrebie jednego szczepu (np: pod wptywem warun-
kow hodowli) [29, 55, 72]. Aktualnie obserwacja
mikroskopowa cyst nie jest stosowana jako metoda
okreslania stopnia chorobotworczosci szczepu. Jed-
nakze dzigki tej metodzie mozna zaobserwowac istotny
czynnik wirulencji u form troficznych - liczbe acan-
thopodiéow umozliwiajacych adhezje do powierzchni
komorek gospodarza. Szczepy patogenne posiadajg na
powierzchni swoich trofozoitéw okoto 100 acanthopo-
didéw, a niepatogenne zaledwie okolo 20 [32, 33, 44].

Dalsze badania wykazaly podwyzszong toleran-
cje termiczng szczepdw patogennych w stosunku do
niepatogennych [29, 72]. Zaobserwowano zdolnos¢
szczepow patogenicznych do wzrostu i rozwoju w tem-
peraturze 42°C oraz wyzszej. Prawdopodobnie spowo-
dowane jest to wystepowaniem w komorkach ameb
wysokiego poziomu bialek szoku cieplnego HSP60
oraz HSP70 [29, 32, 72]. Termofilnos$¢ oraz zdolno$é
przetrwania ameby w warunkach wysokiego ci$nienia
osmotycznego oraz zmiennego pH uznaje si¢ za istotne
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czynniki wirulencji. Jednak nie sg one wystarczajace do
wywolania zarazenia. Opisano sporadycznie wystepu-
jace szczepy niechorobotworcze o wysokiej tolerancji
termicznej oraz szczepy chorobotwdrcze nietermofilne
[29, 32, 44, 62].

Wiele badan nad inwazyjnos$cig ameb opiera si¢ na
ich wlasciwos$ciach biochemicznych [29]. Markerami
wirulencji jest zaréwno aktywnos$¢ specyficznych
enzymow proteolitycznych jak i zwiekszona obecno$¢
na powierzchni blony komdrkowej biatek wigzacych
mannoze (MBP), umozliwiajacych adhezje [33, 44, 72].
Badania wykazaly wysoka aktywno$¢ enzyméw pro-
teolitycznych, gléwnie proteinaz serynowych i cyste-
inowych u szczepdw o wysokim stopniu inwazyjnosci
i chorobotwdrczosci. Odnotowano réwniez wysoka
aktywnos¢ elastazy i kolagenazy, peroksydazy i niska
aktywnoscig dysmutazy ponadtlenkowej. Nie zauwa-
zono powigzania miedzy aktywno$cia katalazy, a stop-
niem chorobotwérczosci [19, 29, 33, 44]. Mozliwo$é
rozrdéznienia szczepdw patogennych i niepatogennych
daje réwniez sekrecja ekto-ATP-az o réznych masach
molekularnych oraz poréwnywanie aktywnosci synte-
tazy prostaglandynowej [25, 29, 33].

Chorobotworczos¢ pelzakéw z rodzaju Acanthamo-
eba okresdlana jest rowniez w trakcie prob biologicz-
nych, poprzez inokulacje zwierzat laboratoryjnych.
Sposob ten ma jednak liczne ograniczenia. Powtarzal-
no$¢ metody zalezy od czynnikéw takich jak dawka
patogenu czy wiek zwierzat laboratoryjnych. Pelzaki
wywolujace AK s3 inwazyjne tylko wobec niektérych
ssakow (oprocz czlowieka): §win domowych czy cho-
mikéw. Dodatkowo préby biologiczne budzg wiele wat-
pliwosci na tle etycznym [19, 29].

Markery morfologiczne, okreslanie termofilnosci,
reakcja na zmienne pH czy inokulacja zwierzat labo-
ratoryjnych nie spelniaja wszystkich wymagan doty-
czacych czulosci, swoistosci i niezawodnosci metody
oceny patogennos$ci ameb [62]. Metody biologii mole-
kularnej sa doskonatym uzupelnieniem przytoczonych
wczesniej technik. W badaniach nad inwazyjnoscia
pelzakéw poréwnano wiele metod analizy DNA takich
jak PCR-RAPD, PCR-RFLP czy real-time PCR. Stoso-
wanie powyzszych metod obarczone moze by¢ jednak
duzym bledem ze wzgledu na niskg powtarzalno$¢ czy
utrudniong standaryzacje metody. Czesto tez gene-
rujg one wysokie koszty, sa dlugotrwale i skupiajg si¢
na najczesciej wystepujacych genotypach. Za najbar-
dziej wiarygodna metode identyfikacji szczepéw ameb
z rodzaju Acanthamoeba uznaje si¢ sekwencjonowanie
fragmentéw genomowego DNA, ktore zostaly uznane
za uzyteczne markery polimorfizmu genetycznego.
Najczesciej sekwencjonowany jest gen 18s rRNA. Za
pomocy tej metody szczepy przydzielane sg do grup
genotypowych, co ulatwia okreslenie stopnia ich pato-
gennosci, inwazyjnosci lub opornosci na leki [29].
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Szczegdlna skltadowa patogennosci ameb jest zja-
wisko endosymbiozy. Ameby mogg by¢ rezerwuarem
dla wielu patogennych bakterii takich jak Vibrio chole-
rae, Listeria monocytogenes czy Eschericha coli. Aktu-
alne dane donosza, ze 25% pelzakéw izolowanych ze
srodowiska jest wektorami dla drobnoustrojéow. Ameby
zapewniaja bakteriom ochrone przed niekorzystnymi
warunkami $rodowiska, ulatwiajag im wzrost, rozwoj
oraz potencjalne wywotywanie infekcji. Zauwazono
réwniez dodatni wplyw bakterii Gram- na inwazyj-
no$¢ ameb wywolujacych AK. Oprécz bakterii ameby
moga przenosi¢ inne mikroorganizmy takie jak grzyby,
pierwotniaki czy wirusy. Istotnym czynnikiem pato-
genezy zarazen jest réwniez zdolno$¢ do tworzenia
biofilmu bedacego rezerwuarem dla wielu drobno-
ustrojow [28, 62, 66].

3. Pelzakowe zapalenie rogowki - AK

AK jest to silne zapalenie rogéwki oka wywolane
przez pelzaki z rodzaju Acanthamoeba, ktdrego efektem
moze by¢ calkowita utrata wzorku. Choroba ma charak-
ter nawracajacy ze wzgledu na obecnos¢ silnie opornych
cyst. Dotyka os6b immunokompetentnych. Giéwna
grupa podwyzszonego ryzyka sg uzytkownicy socze-
wek kontaktowych [33]. Pierwszy przypadek AK zostal
odnotowany w 1974 roku, w Wielkiej Brytanii. Czyn-
nikiem poprzedzajgcym infekcje byt mechaniczny uraz
rogéwki [42]. AK uwarunkowane noszeniem soczewek
kontaktowych opisano w 1984 roku [52]. Liczba zdiag-
nozowanych przypadkéw AK wcigz roénie ze wzgledu
na rozwijajaca si¢ diagnostyke oraz wzrastajaca liczbe
uzytkownikow soczewek kontaktowych. Aktualnie nie
istnieje w pelni skuteczna metoda leczenia, a patogeneza
zarazenia wcigz jest obiektem badan [33, 46].

3.1 Czynniki ryzyka

Gléwnym czynnikiem ryzyka AK jest noszenie
i przechowywanie soczewek kontaktowych niezgod-
nie z zaleceniami lekarzy oraz producentéw. Aktual-
nie 90% pacjentéw ze zdiagnozowanym AK to osoby
noszace soczewki kontaktowe [25, 55, 72]. W USA
wsréd miliona uzytkownikéw soczewek odnotowuje sie
1-2 przypadki AK, w Wielkiej Brytanii 20 przypadkéow.
W Polsce takze odnotowano pewng liczbe zachorowan
na AK. W skali kraju jest to okoto kilkadziesiagt przy-
padkow. W samej Warszawie opisano kilkanascie przy-
padkéw z potwierdzong diagnoza AK, ktdrej przyczyna
mogto by¢ dtugotrwalego uzywanie soczewek kontak-
towych, lub plywanie w otwartym akwenie wodnym
[8, 34, 46, 61]. Szacuje sig, ze u jednej osoby na 300-
1500 uzytkownikéw soczewek kontaktowych rozwinie
sie AK w ciagu 30 lat od rozpoczecia korzystania z tej
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metody korekeji wad wzroku [44]. Nieprawidtowosci
w uzytkowaniu soczewek kontaktowych moga by¢
spowodowane zbyt malym dostepem do informacji na
temat poprawnego z nich korzystania [33, 44]. Gléwne
bledy uzytkownikéw soczewek to [25, 33]:

e noszenie soczewek kontaktowych przez okres
dluzszy niz przewidziano w ulotce,

e nie zdejmowanie soczewek podczas kapieli (w za-
nieczyszczonych zbiornikach wodnych, basenach
publicznych, jacuzzi, goracych zrodlach, wannach
z hydromasazem), korzystania z prysznica czy
sauny,

e brak odpowiedniej higieny (mycia dloni) podczas
zakladania i zdejmowania soczewek,

e nieprawidlowe przechowywanie soczewek kon-
taktowych (nieodpowiedni pojemnik, uzywanie
zanieczyszczonych lub przeterminowanych pty-
néw do plukania soczewek, przemywanie socze-
wek wodg, nieregularna higiena soczewek).

Szczegolnie narazeni sg uzytkownicy tzw. miekkich
soczewek kontaktowych, uzywanych czesto okazyjnie,
np: podczas uprawiania sportu. Soczewki tego typu sa
wykonane z hydrofilowego plastiku ulatwiajacego two-
rzenie biofilmu na ich powierzchni. Utrudniona jest
réwniez ich prawidtowa higiena [32].

Okoto 15-20% przypadkéw AK nie jest zwigzana
z noszeniem soczewek kontaktowych. Gléwnym powo-
dem tych infekcji jest wecze$niejszy, mechaniczny uraz
rogéwki (np: po zabiegu LASIK czy keratotomii pro-
mienistej), polaczony z ekspozycja oka na zanieczysz-
czong wode, glebe, w nastgpstwie uprawiania sportow
wodnych lub zimowych [3, 25, 33, 34]. Odnotowano
réwniez przypadek AK u 5-letniego chlopca, niezwia-
zany z wczesniejszym noszeniem soczewek czy urazem
mechanicznym rogéwki [14, 44].

Uznaje sig, ze nie ma korelacji miedzy plcig pacjenta,
a czestoscig wystepowania AK. Badania z 1985 roku
wykazujg, ze gtéwna przyczyna AK u kobiet jest nosze-
nie soczewek kontaktowych, zas u mezczyzn AK wigze
sie z weze$niejszym urazem rogowki [33, 58].

Wiek pacjenta nie odgrywa istotnej roli, jako czyn-
nik ryzyka AK. Jednakze, podczas badan przeprowa-
dzonych w Iranie, zauwazono zwigkszong czestosé
wystepowania AK u kobiet z grupy wiekowej 15-25 lat.
Tendencja ta moze by¢ spowodowana popularnoscia
uzywania soczewek kontaktowych w tej grupie spo-
tecznej [25, 43, 56].

3.2. Przebieg zarazenia

AK dotyczy zwykle jednego oka, ale opisano row-
niez przypadki infekcji obustronnej [13, 25, 72]. Tempo
nasilania si¢ infekcji jest zwykle powolne. Ameby
penetruja kolejne warstwy rogéwki, od nabtonka, az
do podicieliska, wywolujac efekty cytotoksyczne. Na
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podstawie obserwacji pod mikroskopem rogéwkowym
wyrdzniono 3 etapy AK [12, 44]:

1. adhezja do nablonka rogéwki oraz wywotanie

zluszczania,

2. inwazja podscieliska rogdwki,

3. zapalenie nerwu.

Warunkiem rozpoczecia infekgji jest adhezja ameby
do nabtonka rogéwki gospodarza. Pelzaki najlepiej przy-
legaja do uszkodzonego nabtonka, jednak zaobserwo-
wano réwniez zdolno$¢ ameb do tgczenia sie rowniez ze
zdrowym, nieuszkodzonym nabtonkiem rogowki [12,
33]. Gléwnymi elementami uczestniczacymi w adhezji
sg acanthopodia oraz MBP na powierzchni blony ameby
[33, 44]. W momencie kontaktu ameby z gatkg oczna
zachodzi interakcja miedzy MBP, a bogatymi w man-
noze glikoproteinami i glikolipidami nabtonka rogéwki
[12, 33, 56]. Ameby penetruja nablonek rogdéwki wywo-
tujac proces ztuszczania poprzez 3 mechanizmy: bez-
posrednig cytolize komorek, fagocytoze oraz indukcje
apoptozy [12]. W nastepstwie adhezji u ameby uru-
chamiaja sie szklaki sygnatéw wewnatrzkomoérkowych
prowadzacych do rozpoczecia sekrecji enzymoéw oraz
substancji cytotoksycznych [33, 44, 56].

Kombinacja enzymow litycznych pozwala trofozo-
itom penetrowa¢ matrix zewnatrzkomérkowy tkanek
zrebu nablonka rogdwki. Na tym etapie infekcji pojawia
sie charakterystyczny objaw nacieku promieniowego
[12]. Ameby wydzielaja 3 rodzaje proteaz: serynowe,
cysteinowe oraz metaloproteazy. W procesie degradacji
szczegolna role odgrywaja proteazy serynowe. Wysoka
aktywnos¢ tego enzymu jest Scisle skorelowana z induk-
¢ja cytotoksyczno$ci w komérkach gospodarza [1, 33,
44, 56]. Istotno$¢ proteazy serynowej zauwazono pod-
czas inkubacji ameb z inhibitorem proteazy serynowej
(PMSEF), podczas ktorej zaobserwowano zmniejszenie
efektu cytotoksycznego na zainfekowane komorki.
Wyniki tych testow zostaly potwierdzone metoda wyci-
szania gendw [25, 33, 56]. W miare rozwoju zarazenia
destrukeji ulega kolagen typu I, odpowiedzialny za
utrzymanie integralnosci zr¢bu rogéwki, oraz immu-
noglobulina zawarta w 1zach (slgA), pierwsza bariera
immunologiczna dla drobnoustrojow [25, 33].

Kolejnym etapem w procesie niszczenia zainfeko-
wanych komorek jest fagocytoza. Powierzchnie ameby
pokrywaja specyficzne struktury, tzw. food cups, umoz-
liwiajace fagocytowanie niewielkich czesci komorek
gospodarza [25, 33, 56]. Podczas obserwacji mikro-
skopowych w komoérkach zainfekowanego nabtonka
rogéwki zauwazono specyficzne zmiany wskazujace
na apoptoze komorki takie jak: ciatka apoptotyczne,
zmiany w blonie komérkowej, kondensacja chromatyny
i fragmentacja DNA [25, 33].

Finalnym efektem infekcji jest zapalenie nerwdéw
rogowki. Nie zaobserwowano trofozoitéw w srédblonku
rogowki oraz w komorze przedniej gatki ocznej [12].
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Rys. 3. Naciek promieniowy rogéwki w zarazeniu AK
Zdjecie wykonane za pomocg lampy szczelinowej [61].

Objawy AK sa niespecyficzne, trudne do jedno-
znacznego rozpoznania. Ze wzgledu na podobienstwo
obrazéw klinicznych AK i innych schorzen oka czgsto
poczatkowo stawiana jest bledna diagnoza. Symptomy
mogg utrzymywac sie miesigcami [10, 16, 33]. Jednymi
z pierwszych objawéw AK s3 swiatlowstret, fzawienie
oraz obnizona ostro$¢ widzenia. W miar¢ rozwoju
zapalenia moga wystapi¢ takie dolegliwosci jak: silny
bdl oka, zaczerwienienie oka, owrzodzenie rogéwki,
naciek promieniowy rogéwki, obrzek powieki, opada-
jaca powieka, zapalenie spojowek oraz uczucie obec-
nosci ciata obcego. W konsekwencji AK moze prowa-
dzi¢ do trwalej utraty wzroku [32, 66].

Naciek promieniowy rogéwki (Rys. 3) jest charak-
terystycznym, wczesnym objawem AK, lecz wystepuje
tylko w 50% przypadkow [32, 66]. Jest rowniez obja-
wem wrzodziejacego zapalenia spojowek. Dodatkowo
moze by¢ fatwo pominiety podczas rutynowego bada-
nia oka lampg szczelinowg [2].

3.3. Diagnostyka

Rozpoznanie AK oparte jest na metodach takich
jak mikroskopia $§wietlna, mikroskopia konfokalna czy
hodowla in vitro. Coraz cz¢$ciej diagnostyka posze-
rzana jest o techniki molekularne oraz immunolo-
giczne [25, 55, 72]. W procesie diagnostycznym AK
istotnym etapem jest prawidlowe pobranie probki do
badan. Rekomendowanym materialem sg zeskrobiny
rogéwkowe lub tkanka pobrana podczas biopsji. Ameba
przez bardzo krétki czas utrzymuje si¢ na powierzchni
nabtonka rogéwki. Nastepnie, w miare rozwoju zara-
zenia, penetruje kolejne jej warstwy. Dlatego nie zaleca
sie wykonywania testow z probek powierzchniowych
takich jak wymaz z galki ocznej czy lzy, zwlaszcza
w zaawansowanym stadium choroby lub po uprzed-
niej antybiotykoterapii. Optymalny material do pro-
cesu diagnostycznego AK to zeskrobiny rogéwki lub
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material pobrany podczas biopsji rogéwki, zanurzony
w podlozu transportowym: PBS lub 0,9% NaCl, aby
zapobiec wysychaniu. Po uzyskaniu i zabezpieczeniu
probki materiat jest bezposrednio przeznaczany do
izolacji DNA, za$ podloze transportowe do hodowli
na podlozy stalym (NN agar, oplaszczony bakteriami
Gram-) lub ptynnym (PBS z dodatkiem bakterii) [32].

Diagnostyka ciezkich przypadkéw moze opieraé
sie na preparatach bezposrednich ze wzgledu na duza
gestos¢ ameb [32]. Za uzyteczng metode diagnostyczng
uznaje sie tez badanie lampg szczelinowg zapewniajaca
powiekszenie okoto 10-25 razy [29, 61]. Wystepujace
na wczesnym etapie AK zmiany mozliwe do zaobserwo-
wania podczas badania lampg szczelinows to powierz-
chowne zmiany zapalne nablonka rogéwki, zmiany
pseudodendrytyczne nablonka rogéwki, punktowe
uszkodzenia nabtonka, naciek promieniowy w cen-
tralnej czegs$ci rogdwki, zapalne cialka satelitarne oraz
rozproszone ciatka zapalne. Po okolo 3-8 tygodniach
od zarazenia zauwazy¢ mozna zmniejszenie si¢ cen-
tralnej czesci rogowki, rope w przedniej komorze oka,
stany zapalne twardowki oraz neowaskularyzacje [10].
Zwykle jednak za wstepny etap rozpoznania uznaje
sie metode mikroskopii konfokalnej in vivo. Jest to
szybka, nieinwazyjna metoda o wysokiej czultosci dia-
gnostycznej [10, 23, 44, 47]. Mikroskopia konfokalna
daje réwniez mozliwo$¢ wykrycia w preparacie cyst
oraz trofozoitow. Istnieje jednak mozliwos¢ blednej
interpretacji, ze wzgledu na podobienstwo form mor-
fologicznych ameb do innych komoérek gatki ocznej.
W preparacie obserwowanym pod mikroskopem kon-
fokalnym, cysty to sferyczne, hiperrefleksyjne struktury
o podwdjnej Scianie, przypominajace leukocyty lub
jadra komorek nablonka rogéwki (Rys. 4). Trofozoity
za$ morfologicznie podobne sg do keratocytow oraz
jader leukocytow [10, 44, 69]. Ze wzgledu na mozliwos¢
pomylki, osoba oceniajgca preparat powinna dokladnie
zna¢ morfologie rozréznianych komoérek [10]. Metoda

Rys. 4. Hiperrefleksyjne cysty Acanthamoeba spp. w miejscu
owrzodzenia rogéwki w przebiegu AK

Zdjecie wykonane in vivo za pomocg mikroskopu konfokalnego [61].
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mikroskopii konfokalnej jest uzyteczna w przypadku
szczepOw o wysokiej zywotnosci, intensywnym tempie
podziatéw, mogacych przetrwac¢ na podtozu hodowla-
nym przez okolo 42 miesigce. W przypadku szczepow
o niskiej zywotnosci i krétkim, okoto 10-dniowym cza-
sie przezycia w hodowli, mikroskopia konfokalna nie
jest w pelni wiarygodna. Dodatkowym ograniczeniem
jest mata gesto$¢ ameb w preparacie (np: we wczesnym
stadium AK), wystepowanie infekcji mieszanych oraz
wdrozenie antybiotykoterapii [9, 10, 32].

Ze wzgledu na niespecyficzno$¢ objawéw oraz podo-
bienstwo obserwowanych zmian w galce ocznej AK
czesto w swojej poczatkowej fazie mylone jest z wiru-
sowym zapaleniem rogéwki wywolywanym przez
wirusa HSV. W poézniejszych stadiach zarazenia, bledy
w diagnozie moga wynika¢ z podobienstwa obrazu
klinicznego AK do bakteryjnego (np.: wywolywanego
przez Pseudomonas aeruginosa) lub grzybiczego (np:
wywolywanego przez grzyby z rodzaju Candida lub
Fusarium) zapalenia rogéwki. Udowodniono réwniez,
ze okolo 50% zakazen to infekcje mieszane [8-10, 73].

Za ,zloty standard” w diagnostyce AK uznaje si¢
hodowle na podlozach wzbogaconych [10, 32, 54].
Probke kliniczng posiewa si¢ na podloze NN agar,
oplaszczone wczesniej bakteriami Gram- z 24 h hodowli,
np: Escherichia coli lub Enterobacter aerogenes. Hodowle
inkubuje sie w 30°C przez 7 dni. Wzrost ameb na szalce
ocenia sie przy uzyciu mikroskopu odwrédconego z kon-
trastem fazowym. W przypadkach cig¢zkich zarazen
wzrost ameb zauwazalny jest juz po 24-48 h. Alterna-
tywnie hodowl¢ mozna zatozy¢ w butelce hodowlane;j.
Probke zawiesza sie w PBS z dodatkiem bakterii [32].
Hodowla na podtozu wzbogaconym o antybiotyki (peni-
cyling, streptomycyne) pozwala na mozliwos¢ klasyfi-
kacji cyst do okreslonych grup morfologicznych [10].

Aktualnie coraz wigksze znaczenie w procesie dia-
gnostycznym majg metody molekularne oparte na tech-
nice PCR i jej odmianach. Dzieki nim mozna przypisa¢
dany szczep ameb do odpowiedniej grupy morfologicz-
nej. W przypadku odmiennej morfologii metody mole-
kularne sg niezbednym etapem rozpoznania. Amplifi-
kacja DNA wizualizowana jest podczas elektroforezy
na zelu agarozowym. Genotypowanie potwierdza wia-
rygodnos¢ identyfikacji [10, 32, 49, 53].

Metody immunologiczne nie majg duzej wartosci
diagnostycznej ze wzgledu na powszechno$¢ ameb
w srodowisku. Specyficzne przeciwciata, wykorzysty-
wane podczas testow tego typu, sa réwniez obecne
u 0s6b zdrowych [32].

3.4. Leczenie i profilaktyka
Aktualnie nie istnieje jednoznacznie skuteczna tera-

pia przeciwko AK. Znane metody leczenia sa czgsto
nieefektywne, toksyczne i dtugotrwatle. Znaczny wpltyw
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na powodzenie terapii ma wczesne, prawidtowe roz-
poznanie [33, 72, 73]. Trudnosci w leczeniu AK spo-
wodowane sg takimi czynnikami jak: zaawansowane
stadium choroby wynikajace z blednej diagnozy, szero-
kie spektrum wirulencji szczepdéw, infekcje mieszane,
wysoka opornos¢ ameb na leki, transformacja trofozo-
itow w silnie oporng forme przetrwana czy brak kore-
lacji miedzy wynikami testow laboratoryjnych in vitro
iin vivo [8, 40, 55, 72].

Obecnie leczeniem pierwszego rzutu podczas AK
sg diamidy takie jak: propamidyna, heksamidyna oraz
biguanidy takie jak: chlorowodorek poliheksametyle-
nubiguanidyny (PHMB) czy chlorheksydyna. Mono-
terapia jest zalecana tylko w przypadku wczesnie
zdiagnozowanych pacjentow. Zwiazki te zwigkszaja
przepuszczalnos¢ blony komorkowej ameb poprzez
taczenie si¢ wysoko dodatnio natadowanych czgstek
z mukopolisacharydowymi cz¢$ciami ostioli. W efekcie
penetruja amebe doprowadzajac do jej lizy i $mierci [30,
31]. PHMB i chlorheksydyna sg efektywne w niskich
stezeniach, PHMB ma toksyczny wplyw na nabtonek
rogowki [27, 32, 33].

W przypadku zaawansowanego stadium choroby
stosowane jest leczenie mieszane. Chlorheksydyna (0,02
-0,2%) uzywana jest gtéwnie w polfaczeniu z PHMB
(0,02-0,06%) i izetionianempropramidyny (0,1%). Pra-
widlowe dawkowanie to: 1-2 krople, raz na 1 h, od 3 do
9 dni. Po uplywie tego czasu nalezy zmniejszy¢ czestotli-
wos¢ podawania leku do1-2 kropli, raz na 3 h. Pierwsze
efekty powinny by¢ zauwazalne 2 tygodnie od rozpocze-
cia leczenia. Maksymalny czas terapii to 3—4 tygodnie.
Ze wzgledu na mozliwo$¢ nawrotu choroby, pacjenci
powinni pozostawaé pod S$cisla kontrolg lekarska.
W trakcie ustepowania objawéw choroby badania kon-
trolne nalezy przeprowadza¢ 1-2 razy w tygodniu. Po
zakonczeniu terapii, przez 6 miesiecy, wskazane jest
kontrolowanie stanu rogéwki raz w miesigcu [10, 22,
32]. Przeprowadzono réwniez testy terapii mieszanych:
chlorheksydyny z dibromopropramidyng i neomycyna.
Leczenie to przynosi skutki tylko na wczesnym etapie
zarazenia [4, 25, 33]. U niektdérych pacjentéw zasto-
powanie rozwoju choroby nastepowalo po podaniu
1% mikonazolu z 1% propramidyng oraz itrakonazolu
z 0,1% mikonalozem i ketokonazolem. Podobne efekty
wywolywal réwniez worykonazol [33, 72]. Stosowano
réwniez chlorheksydyne w polaczeniu z jodkiem powi-
donu oraz PHMB razem z flukonazolem [18, 27, 64].

W przypadku pézino zdiagnozowanych infekcji,
polaczonych z ostrym stanem zapalnym, pomocni-
czo w terapii stosowane sg kortykosteroidy. Jednak ze
wzgledu na skutki uboczne takie jak: ostabienie uktadu
immunologicznego pacjenta zahamowanie procesu
transformacji ameb, zwiekszenie tempa podzialow czy
wzrost patogennosci, wykorzystywanie kortykostero-
idow jest uznane za metode kontrowersyjna [32, 33, 67].
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Gdy leczenie farmakologiczne nie przynosi oczeki-
wanych rezultatow, przeprowadzany jest przeszczep
rogdéwki. Wskazaniami do transplantacji sa: znaczne
pogorszenie wzroku, ci¢zkie uszkodzenia nabtonka oraz
wyrazne zmniejszenie grubo$ci rogéwki. Istnieje jednak
ryzyko zakazenia rogéwki dawcy podczas operacji [22,
26, 32, 33]. Obiecujaca metoda leczenia jest modyfi-
kacja klasycznej transplantacji rogéwki - DALK. Cha-
rakteryzuje si¢ ona nizszym wspoétczynnikiem odrzu-
tow przeszczepu oraz zmniejszeniem liczby nawrotéw
spowodowanych zakazeniami srédoperacyjnymi [45].

W miare rozwoju badan nad AK opracowywane sa
nowe metody leczenia, gtéwnie wykorzystujace tech-
niki biologii molekularnej. Gtéwnym celem tych badan
jest opracowanie maksymalnie skutecznej terapii przy
minimalnej toksycznosci dla pacjenta. W terapii AK
zastosowano leczenie przeciwnowotworowe oraz zsyn-
tetyzowano siRNA, ktory w przypadku AK wykorzy-
stano do identyfikacji nowych celéw terapeutycznych
w komorce ameby [33, 39].

W ostatnich latach nastapil silny rozwéj nanotechno-
logii. Syntetyzowane nanoczastki, gtéwnie srebra i zlota,
znalazly zastosowanie, jako $rodki przeciwbakteryjne,
przeciwwirusowe oraz przeciwgrzybiczne nowej gene-
racji [51]. Przeprowadzone badania wlasne potwier-
dzaja dzialanie przeciwamebowe réznych rodzajow
nanoczastek srebra w stezeniach bliskich granicy cyto-
toksycznosci dla komorek ludzkich [20].

Niezwykle istotnym aspektem w procesie terapeu-
tycznym AK jest obecno$¢ silnie opornych cyst moga-
cych wywota¢ nawrét choroby nawet po wielu miesia-
cach od zakonczenia leczenia [33]. Dlatego tak waznym
jest opracowanie metody leczenia zapobiegajacej prze-
ksztafcaniu si¢ formy troficznej w forme przetrwang.
Niektdre testy wykazaly inaktywujacy wplyw promie-
niowania mikrofalowego [21], pulsacyjnego pola elek-
trycznego [68] oraz promieniowania ultrafioletowego
[48] na cysty, jednakze metody te wymagaja dalszej,
wnikliwej analizy.

Ze wzgledu na brak skutecznego leczenia AK istotne
jest udostepnianie i rozpowszechnianie wiedzy na
temat dzialan profilaktycznych. Zalecenia te powinny
zawiera¢ w szczegolnosci informacje na temat 10, 33]:

o prawidlowej higieny soczewek kontaktowych,

e odpowiedzialnego uzytkowania soczewek kontak-
towych,

e zachowania szczegélnej ostroznosci podczas po-
drézy do krajow o klimacie tropikalnym,

e niepokojacych objawow i odpowiedniej na nie
reakcji.

Uzytkownicy soczewek kontaktowych czesto zbyt
poino zglaszaja si¢ do lekarza. Jest to spowodowane
zmniejszeniem wrazliwo$ci na dyskomfort, np: bol oka
ze wzgledu na ciggte podraznianie galki ocznej przez
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soczewke. Nalezy pamigtac, aby w przypadku jakichkol-
wiek niepokojacych dolegliwosci niezwlocznie zglosi¢
sie do lekarza okulisty [32].

4. Ziarniniakowe pelzakowe zapalenie
mozgu - GAE

GAE jest to rzadkie schorzenie centralnego ukladu
nerwowego wywolywane przez ameby z rodzaju Acan-
thamoeba. W sumie na $wiecie odnotowano okoto
200 przypadkow zachorowan na te jednostke chorobowa.
Choroba ma charakter jednostkowy, dlatego cz¢s$¢ przy-
padkéw najprawdopodobniej mogla zostaé nieopisana
z powodu blednej diagnozy. Dotychczas w Polsce nie
potwierdzono zachorowan na GAE [30, 66].

4.1. Przebieg zarazenia

Infekcja centralnego ukladu nerwowego ma charak-
ter oportunistyczny. Dotyka oséb o obnizonej odpor-
nosci, np: chorych na AIDS, cierpigcych na choroby
przewlekte takie jak cukrzyca, przyjmujacych leki
immunosupresyjne po przeszczepach narzadéw oraz
0s6b uposledzonych umystowo. Czynnikami ryzyka
infekeji sg rowniez alkoholizm, anoreksja, cigza oraz
leczenie przeciwnowotworowe (chemioterapia, radio-
terapia). Notowano réwniez pojedyncze przypadki
zachorowan niezwigzane z zaburzeniami mechaniz-
moéw immunologicznych [5, 66, 72]. Wrotami zarazenia
sg pluca, zmiany skorne lub nabtonek wechowy, skad
ameby przedostajg si¢ do uktadu krwionosnego. Zajecie
centralnego ukladu nerwowego nastepuje po przekro-
czeniu bariery krew-mozg. Oprocz centralnego ukladu
nerwowego, zainfekowany moze by¢ réwniez szpik
kostny oraz inne narzady, takie jak: watroba, nerki czy
trzustka [25, 66]. Patogeneza zarazenia nie jest doktad-
nie poznana. Okres inkubacji choroby jest zmienny,
trwa od 10 dni do kilku miesigcy. Sama infekcja zaczyna
sie nagle i objawia si¢ silnymi bélami glowy, wysoka
temperatura, wymiotami, sztywno$cig karku, napadami
padaczkowymi, zaburzeniami wzroku, wechu i smaku
oraz zaburzeniami psychicznymi takimi jak halucyna-
cje, zaburzenia $wiadomosci czy dezorientacja. W 90%
przypadkéw GAE prowadzi do $mierci [55, 66, 72].

4.2. Diagnostyka ileczenie

Diagnostyka GAE opiera si¢ na preparatach bez-
posrednich obserwowanych pod mikroskopem kon-
trastowo-fazowym, preparatach trwatych, barwio-
nych metoda Wrighta lub Giemsy oraz badaniu ptynu
mozgowo-rdzeniowego. Analiza bioptatow stwierdza
pleocytoze z przewaga limfocytéw, podwyzszone ste-
zenie bialka oraz obnizone st¢zenie glukozy [36, 37,
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72]. Obiecujaca metodg diagnostyczng jest PCR na
podstawie DNA uzyskanego z materialu biopsyjnego.
Technika ta daje nadzieje na szybsza diagnoze i wczes-
niejsze rozpoczecie leczenia [35, 66].

Aktualnie nie istnieje zadna w pelni skuteczna tera-
pia przeciwko GAE. Obecne metody leczenia obejmuja
podanie dozylne kombinacji pochodnych azolowych,
takich jak: ketokonazol, itrakonazol, flukonazol orazri-
fampicyny, sulfodiazyny, erytromycyny i flucytozyny.
Postepowanie to jest nieefektywne i nadzwyczaj rzadko
prowadzi do sukcesu terapeutycznego. Odnotowane
przypadki wyzdrowien maja charakter incydentalny
[24, 37, 66].

5. Akantameboza skorna

Akantameboza skdrna to rzadko spotykane, scho-
rzenie powlok skornych, wywotywane przez pelzaki
z rodzaju Acanthamoeba. Patogeneza zarazenia nie
zostala do tej pory w pelni wyjasniona. Nie jest row-
niez jasne, czy zmiany skorne sg gtéwnym elementem
infekciji, czy tez wynikiem rozprzestrzeniania sie pato-
genéw na powtokach skdrnych z innych narzadéw, np:
ukladu oddechowego, zatok czy centralnego ukfadu
nerwowego [17, 36].

5.1. Przebieg zarazenia

Infekcja dotyka gtéwnie 0s6b z zaburzeniami uktadu
odpornosciowego. Gléwng grupg podwyzszonego
ryzyka sa osoby chorujace na AIDS, osoby zazywajace
leki obnizajace odpornos¢, np: w wyniku przeszczepu
narzadow oraz osoby cierpigce na choroby na tle immu-
nologicznym [36, 41, 70]. Wrotami zarazenia sg skora,
zatoki wechowe oraz gérne drogi oddechowe. Okres
inkubacji choroby jest rézny i moze wynosi¢ od kliku
tygodniu do kilku miesiecy. Wczesne objawy infekcji to
obecno$¢ trudno gojacych si¢ ran ropnych oraz owrzo-
dzen, z tendencja do rozprzestrzeniania si¢. Z czasem
pojawiajg sie twarde skorne guzki rumieniowate, ziar-
niniakowe zmiany skérne oraz ostre stany zapalne ran.
Dodatkowym objawem moze by¢ zapalenie zatok noso-
wych [36, 50]. Smiertelno$¢ w wyniku akant amebozy
skornej wynosi ok 70%. W przypadku pacjentéw z zain-
fekowanym centralnym ukladem nerwowym wynosi
100% [36, 65].

5.2. Diagnostyka ileczenie

Diagnostyka akantamebozy skérnej bazuje na bada-
niach histologicznych oraz hodowli in vitro. W wyniku
barwienia preparatu biopsyjnego barwnikami hemato-
ksylina-eozyna, kalkofluorem czy metoda Shiffa, zaob-
serwowac¢ mozna ogniska martwicy komorek otoczone
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przez wrzodziejgce pola, oznaki zapalenia naczyn oraz
obecnos$¢ cyst i trofozoitdw ameb [36, 38].

W przypadku hodowli materiat pobrany bezposred-
nio z rany posiewa si¢ na agar nieodzywczy, oplasz-
czony E. coli lub P, aeruginosa. Wzrost oceniany jest po
tygodniu od rozpoczecia hodowli, jednakze jego pra-
widlowa ocena jest utrudniona ze wzgledu na zjawisko
encystacji. Badanie zakonczone wynikiem negatywnym
nalezy powtorzy¢. Do diagnostyki akantamebozy skor-
nej wprowadza si¢ rowniez metody z zakresu biologii
molekularnej, takie jak RELP-PCR czy RAPD-PCR oraz
metody immunocytochemiczne [36, 38].

Ze wzgledu na zblizony obraz kliniczny, akantame-
boza skorna bywa mylona z innymi chorobami skory.
Rany wygladem przypominajg zakazenia bakteryjne
(mykobakteriozy), grzybicze (blastomykoza), wiru-
sowe (cytomegalia) oraz zmiany zapalne pourazowe.
Z tego wzgledu czesto stawiana jest bledna diagnoza.
Objawy infekcji przypominajg réwniez symptomy cho-
roby kociego pazura, migsaka Kapossiego, angiomatozy
pachwinowej czy penniciliozy [36].

Do tej pory nie opracowano standardow leczenia
akantamebozy skornej. Obecnie stosowane preparaty
to:itrakonazol, pentamidyna, 5-fluocytozyna, digluko-
nianchlorhekydyny czy ketokonazol. Zwykle jednak
metody te nie przynosza pozytywnych efektoéw [36, 57].
Opisano réwniez pojedyncze przypadki zastosowania
leczenia chirurgicznego polaczonego z leczeniem far-
makologicznym [63].

6. Podsumowanie

Pelzaki wolno zyjace z rodzaju Acanthamoeba to
kosmopolityczne ameby, charakteryzujace si¢ duza
rezerwg adaptacyjna. Jako fakultatywne pasozyty sta-
nowig istotne zagrozenie dla zdrowia i zycia ludzkiego.
Wywolywane przez nie jednostki chorobowe takie
jak: AK czy GAE, to silne infekcje o niespecyficznych
objawach i przebiegu. Pomimo wieloletnich badan
podejmowanych w réznych o$rodkach naukowych
i klinicznych na calym $wiecie, brakuje opracowanych
algorytmoéw postepowania, przez co przeprowadzenie
prawidlowego procesu diagnostycznego oraz wdrozenie
skutecznego leczenia jest w dalszym ciagu problema-
tyczne. Obecnie prowadzone badania ukierunkowane
s3 gtéwnie na sformulowanie skutecznej terapii. Nowo
opracowywane metody eradykacji ameb wykorzystuja
miedzy innymi techniki z dziedziny biologii moleku-
larnej czy nanotechnologii. Ze wzgledu na szerokie
spektrum wystepowania ameb, popularnos¢ uzywania
soczewek kontaktowych oraz brak swiadomosci spo-
tecznej istniejacego zagrozenia, infekcje oka wywoty-
wane przez ameby z rodzaju Acanthamoeba s proble-
mem, ktérego ranga bedzie wzrastaé. Propagowanie
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i poszerzanie wiedzy na temat mozliwych dziatan pro-
filaktycznych oraz prowadzenie dalszych badan maja-
cych na celu doskonalenie obecnych metod diagnostyki
ileczenia to istotne i pozadane dziatania majace na celu
redukcje ryzyka zarazenia oraz poprawienie skutecz-
nosci leczenia akantamebozy.
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1. Wstep. 2. Najwazniejsze aspekty biologii B. cereus sensu lato. 2.1. Wyzwanie pierwsze — spdjna taksonomia. 2.2. Wyzwanie drugie
- cykle zyciowe i interakcje z otoczeniem. 2.3. Wyzwanie trzecie — adaptacja do niskich temperatur. 2.4. Wyzwanie czwarte — toksyny
B. cereus sensu lato. 3. Podsumowanie

Taxonomy, virulence and life cycles of Bacillus cereus sensu lato

Abstract: Bacillus cereus sensu lato is a group of several species of Gram-positive sporeformers ubiquitous in nature and showing huge
impact on human activities. They are often found in soil, air, plant material, animal tissues and digestive tracts as well as in food products.
Their genetic similarities and frequent horizontal gene transfer causes doubts regarding their taxonomy. In addition, their toxicity and
psychrotolerance constitute serious problems in the dairy industry, being responsible for food-poisonings and spoilage of cold-stored
products. Finally, recent finding indicate that B. cereus sensu lato toxicity plays an important role not only in their virulence, but also in
social interactions with other bacteria.

1. Introduction. 2. The most important aspects of B. cereus sensu lato biology. 2.1. First challenge — coherent taxonomy. 2.2. Second
challenge - life cycles and interactions with the environment. 2.3. Third challenge — adaptation to low temperatures. 2.4. Fourth challenge

- toxins of B. cereus sensu lato. 3. Summary
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1. Wstep

Grupa Bacillus cereus okreslana takze jako B. cereus
sensu lato obejmuje co najmniej dziewie¢ gatun-
kéw wzglednie beztlenowych i przetrwalnikujacych,
Gram-dodatnich bakterii, szeroko rozprzestrzenionych
w przyrodzie i wykazujacych szeroki wplyw na rozne
obszary aktywnosci czlowieka. W jej sktad wchodza:
(i) B.cereus sensu stricto znany z wlasciwosci cho-
robotwdrczych w stosunku do ludzi [66], (ii) B. thu-
ringiensis biosyntetyzujacy toksyny owadobodjcze [68],
(iii) psychrotolerancyjny B. weihenstephanensis [40],
(iv) B. mycoides oraz (v) B.pseudomycoides charak-
teryzujace si¢ ryzoidalnym wzrostem na podlozach
stalych [32, 52], (vi) B. anthracis bedacy czynnikiem
etiologicznym waglika [48], a takze posiadajgcy wlas-
ciwosci probiotyczne B. toyonensis [33], termotoleran-
cyjny i cytotoksyczny B. cytotoxicus [25] oraz izolo-
wany przede wszystkim z zywno$ci B. wiedmannii
[47]. Nalezy podkresli¢, ze w ostatnich latach pojawilty
sie tez prace wskazujace na zasadno$¢ wyrdzniania
dalszych gatunkéw w obrebie grupy Bacillus cereus,
m.in. B. manliponensis [34], B. bingmayongensis [41]
oraz B.gaemokensis [35]. Przeglad najwazniejszych
cech poszczegdlnych przedstawicieli grupy B. cereus
dostepny jest w literaturze [6].

B. cereus sensu lato, cho¢ znane od dawna (np.
B. mycoides opisany zostal juz w 1886 r.), nadal budza
ogromne zainteresowanie z uwagi na ich powszech-
nos¢, liczne czynniki wirulencji oraz odmienne interak-
cje z réznymi organizmami. Zwraca si¢ tez uwage na to,
iz B. cereus sensu lato poprzez skomplikowang strukture
genetyczng, stanowig interesujacy obiekt badan dostar-
czajacy uzytecznych danych poszerzajacych nasza wie-
dz¢ w zakresie taksonomii i systematyki bakterii.

Na podstawie analiz podobienstwa sekwencji nu-
kleotydowych rybosomalnego RNA oraz wybranych
genow metabolizmu podstawowego, a takze bazujac
na wynikach poréwnania elektroforetycznych wzoréw
prazkéw uzyskanych réznorodnymi metodami genoty-
powania (ang. DNA fingerprinting), zaproponowano,
aby calg grupe B. cereus traktowac jako jeden polimor-
ficzny gatunek bakterii [27]. Z kolei dane fenotypowe,
analizy stopnia hybrydyzacji genomowego DNA (DDH)
oraz odmienne wlaéciwos$ci chorobotworcze, tak wazne
réwniez w ujeciu praktycznym, zdajg si¢ sugerowac, ze
mamy do czynienia z odr¢bnymi gatunkami [40, 52].
Fakt, ze liczne cechy typowe dla poszczegoélnych takso-
néw sa kodowane przez geny plazmidowe, dodatkowo
komplikuje taksonomie grupy. Szczep B. thuringiensis,
ktéry w trakcie replikacji utracilby plazmid z genami
warunkujacymi synteze bialek parasporalnych, statby

* Autor korespondencyjny: Marek Bartoszewicz, Zaklad Mikrobiologii, Instytut Biologii, Uniwersytet w Biatymstoku, ul. Ciotkow-
skiego 1], 15-245 Bialystok; tel. 85 738 83 84; e-mail: mbartosz@uwb.edu.pl
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sie bowiem nieodréznialny od szczepdw B. cereus sensu
stricto. Nabycie za$ przez B. cereus sensu stricto w dro-
dze koniugacji genéw cry warunkujacych wspomniang
synteze, mogloby prowadzi¢ do wyksztalcenia cech
charakterystycznych dla B. thuringiensis. Nalezy zatem
zada¢ sobie pytanie czy wspolczesna koncepcja gatunku
bakteryjnego, zakladajaca co najmniej 70% podobien-
stwo DDH, zgodno$¢ sekwencji 16S rRNA na poziomie
>97% oraz odmiennos$¢ fenotypowa w zakresie przy-
najmniej jednej cechy [14, 46], to dobre wyznaczniki
gatunkowe, szczegdlnie w odniesieniu do tak polimor-
ficznych bakterii, jak B. cereus sensu lato.

Innym obszarem intensywnych badan nad B. cereus
sensu stricto i spokrewnionymi bakteriami jest kwe-
stia ich cykli Zyciowych oraz interakcji pomiedzy
biotycznymi sktadnikami réznorodnych ekosystemow.
Dotychczas potwierdzono obecno$¢ wspomnianych
bakterii miedzy innymi na roslinach oraz w przewo-
dach pokarmowych kregowcow i bezkregowcow, ale
brak jednoznacznych dowoddw na to czy fakt ten ma
charakter mutualistyczny, pasozytniczy czy stanowi
zalezng od warunkéw kombinacje¢ réznych interakeji.
Pomoc w odpowiedzi na to pytanie moze przynie$¢
takze lepsze zrozumienie powodéw, dla ktorych liczne
szczepy B. cereus sensu lato obdarzone sa zdolnoscia
do biosyntezy rdznych toksyn, ktdre moga nie tylko
stanowi¢ czynnik utatwiajacy kolonizacjg organizmow
gospodarza, ale takze mechanizm oddziatywania z in-
nymi mikroorganizmami [60].

Dalsze badania nad B. cereus sensu lato pozwola na
lepsze zrozumienie ewolucji bakterii oraz ich interakcji
ze Srodowiskiem ozywionym i nieozywionym. Dlatego
celem niniejszej pracy jest przedstawienie i dyskusja
watpliwosci dotyczacych filogenezy oraz taksonomii, to-
ksyczno$ci a takze cykli i Srodowisk Zycia B. cereus sensu
lato w kontekscie aktualnych danych literaturowych.

2. Najwazniejsze aspekty biologii B. cereus sensu lato
2.1. Wyzwanie pierwsze - spdjna taksonomia
Wspolczesna taksonomia bakterii opiera si¢ na

podobienstwie pomiedzy klasyfikowanymi organiz-
mami (taksonomia fenetyczna — bazujgca na cechach
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fenotypowych) oraz stopniu ich wzajemnego pokre-
wienstwa (taksonomia filetyczna — odzwierciedlajaca
stosunki filogenetyczne). Jednak bezposrednie zasto-
sowanie wyznacznikow filo-fenetycznej koncepcji
gatunku w odniesieniu do bakterii B. cereus sensu lato
napotyka na powazne problemy. Juz analizy podo-
bienstwa sekwencji nukleotydowej, obecnego zwykle
w podobnych 10-15 kopiach genu 16S rRNA wyka-
zaly, ze B. cereus sensu lato roznig si¢ tylko nieznacznie
wykazujac 99,17-100% identycznosci ww. sekwencji
[1, 3], a sama zmienno$¢ ograniczona jest do regio-
néw hiperzmiennych, porozdzielanych obszarami
o wysokim stopniu konserwatywnosci (Rys. 1). Ponadto
stwierdzono, ze gen 16S rRNA charakteryzuje si¢ wyz-
szg zmiennoscia u szczepéw mezofilnych, podczas
gdy u psychrotrofow jest silnie konserwatywny [3], co
by¢ moze powigzane jest z adaptacja do zachowania
zdolnosci do biosyntezy bialek w nizszej temperaturze.
Przyjeto tez, ze obecnos¢ charakterystycznej sekwencji
12TCTAGAGATAGA w obrebie 16S rRNA wskazuje
jednoznacznie na B. weihenstephanensis [40], jednak
pozniejsze wyniki nie potwierdzily tego przypuszcze-
nia [3]. Bardziej prawdopodobne, ze wspomniany frag-
ment sekwencji typowy jest dla réznych przedstawicieli
B. cereus sensu lato posiadajacych taki sam mechanizm
adaptacji do chtodu.

W sytuacji, gdy poréwnywane sekwencje nukleo-
tydowe genu 16S rRNA s3 identyczne w mniej niz
97%, mozemy wyodrebni¢ odmienne gatunki. Jednak
w przypadku réznic nieprzekraczajacych 3% mozemy
mie¢ do czynienia zaréwno z odr¢gbnymi gatunkami,
jak i jednym tylko taksonem.

Podobienstwo profili elektroforetycznych w zakresie
izoenzymow (ang. multi-locus enzyme electrophoresis,
MLEE) oraz pdzniejsze badania w oparciu o polimor-
tizm sekwencji nukleotydowych genéw metabolizmu
podstawowego (ang. multi-locus sequence typing,
MLST) takze wykazujg wysokie pokrewienstwo gene-
tyczne przedstawicieli grupy B. cereus. Co wigcej, wia-
rygodna z uwagi na bazowanie na sekwencjach nukle-
otydowych technika MLST pozwala z jednej strony
na podzial B. cereus sensu lato na typy filogenetyczne,
z drugiej strony nalezy zaznaczy¢, Ze poszczegdlne typy
filogenetyczne grupuja czesto przedstawicieli roznych
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Rys. 1. Lokalizacja miejsc konserwatywnych i hiperzmiennych w sekwencji nukleotydowej genu 16S rRNA B. cereus sensu lato
(Bartoszewicz M., dane niepublikowane)
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gatunkow. Wspomniany podziat za to dobrze odzwier-
ciedla wlasciwosci ekologiczne [6, 26]. W oparciu o te
dane nalezy zatem zalozy¢, ze pod wplywem doboru
naturalnego, w obrebie B. cereus sensu lato uformo-
waly sie typy filogenetyczne o roéznych zakresach tem-
peratur optymalnych oraz, czgsto, o odmiennej wiru-
lencji. I tak typ I stanowig przede wszystkim szczepy
B. pseudomycoides, w odniesieniu do ktorych brak
jest danych wskazujacych na ich wirulencje. Typ II
oraz VI obejmuje szczepy psychrotolerancyjne, ktdre
tatwo odrézni¢ na podstawie (typowej wylacznie dla
przedstawicieli typu VI: B. weihenstephanensis oraz
czg$¢ szczepOw B. thuringiensis) sekwencji *ACAGTT
w obrebie genu cspA [3, 40, 58, 61]. Typ III to bakterie
mezofilne o wyraznym potencjale chorobotwdrczym.
Nalezg tu m.in. szczepy B. anthracis (m.in. B. anthra-
cis Ames) oraz tzw. emetyczne szczepy B. cereus sensu
stricto wraz z referencyjnym szczepem B. cereus sensu
stricto F4810/72 (zdolne do wywolywania wymiotnej
postaci zatru¢ pokarmowych) [5, 73]. Typ IV grupuje
mezofilne, zwykle komensalne bakterie, m.in. typowy
szczep referencyjny B. cereus sensu stricto ATCC 14579.
Typ filogenetyczny V to umiarkowane pod wzgledem
wymagan temperaturowych szczepy spokrewnione
z B. toyonensis, za$ typ VII obejmuje termotolerancyjne
i powigzane z przypadkami ciezkich zatru¢ pokarmo-
wych szczepy B. cytotoxicus [25]. Nalezy jednak zwroci¢
uwage na fakt wystepowania w réznych typach filo-
genetycznych przedstawicieli tego samego taksonu.
Na przyktad B. cereus sensu stricto obecny jest m.in.
w typach filogenetycznych II, III, IV, natomiast B. thu-
ringiensis wérdd reprezentantéw np. typu III oraz VI
[6, 26, 47]. Pozwala to zada¢ pytanie o sensownos¢
wyrdzniania poszczegdlnych gatunkéow w sytuacii, gdy
taka taksonomia nie odzwierciedla w pelni filogenezy
B. cereus sensu lato.

Poza MLST, takze sekwencjonowanie niektérych
pojedynczych gendéw, m.in. gyrB [8] lub plejotropowego
regulatora ekspresji gendéw toksyn plcR oraz analizy
AFLP (ang. amplified fragment length polymorphism)
dostarczylo kolejnych ciekawych danych dotyczacych
pokrewienstwa genetycznego oraz struktury popula-
cji B. cereus sensu lato. Nie pozwolily one jednak na
wypracowanie spdjnego systemu taksonomicznego dla
calej grupy. Cho¢ w mocy pozostaje, stanowiacy zloty
standard, warunek by poziom hybrydyzacji DNA-DNA
wynosil co najmniej 70%, to takze ta metoda zawodzi
w réznicowaniu np. B. cereus sensu stricto i B. thurin-
giensis. Nowym i wygodniejszym odpowiednikiem tej
metody jest tzw. cyfrowa hybrydyzacja DNA-DNA
(ang. digital DNA-DNA hybridization; dDDH) oparta
na metodzie obliczania dystansu genetycznego w opar-
ciu o zestawienia calych genoméw (ang. genome-blast
distance phylogeny; GBDP), ktérej wyniki przeliczane
sa za pomocg odpowiedniego algorytmu na procent
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dDDH [2]. Cho¢ i to ujecie nie zapewnia skutecznego
odrézniania wielu przedstawicieli grupy, to z uwagi na
pordéwnanie calego genomu daje lepszy wglad w powia-
zania filogenetyczne i pozwala szybko i skutecznie
weryfikowa¢ stuszno$¢ wyrdzniania nowych gatun-
kéw. To wlasnie aplikacja tej metody doprowadzita do
zaproponowania w ostatnich latach B. gaemokensis czy
B. manliponensis jako nowych przedstawicieli grupy
[34-35]. Liu i wsp. [42] wskazuja na obecnos¢ co naj-
mniej 19-20 nieopisanych jeszcze gatunkéw w obrebie
B. cereus sensu lato. Z drugiej strony autorzy ci postu-
luja takze, aby B. weihenstephanensis oraz B. mycoides
polaczy¢ w jeden gatunek z uwagi na wysokie, ponad
78% podobienstwo dDDH pomiedzy nimi.

Kolejnym powaznym zarzutem dotyczacym spoj-
noéci aktualnej taksonomii B. cereus sensu lato sa,
wykorzystywane w identyfikacji przedstawicieli grupy,
cechy kodowane plazmidowo. I tak B. anthracis, poza
opornoscig na penicyling i brakiem ruchliwosci, two-
rzy takze nietypowa, zbudowang z kwasu D-glutami-
nowego, otoczke chroniaca ta bakterie przed fagocytoza
oraz syntetyzuje toksyne bojcza (ang. lethal toxin) oraz
czynnik obrzekowy (ang. edema factor). Zaréwno geny
toksyn (pag, lef, cya), jak i otoczki (cap) sa zlokalizo-
wane na duzych plazmidach, odpowiednio pXO1 oraz
pXO2 [49]. Z kolei u emetycznego szczepu B. cereus
sensu stricto F4810/72, operon ces odpowiedzialny za
produkcje syntetazy cereulidyny (toksyny wymiotnej),
takze ulokowany jest na duzym plazmidzie (pBc270)
o wielkosci 270 kpz [19, 29]. Synteza owadobdjczych
bialek parasporalnych (ang. parasporal crystal inclu-
sions) jest zalezna od gendw cry znajdujacych sie na
duzych i potencjalnie mobilnych plazmidach [62,
68]. Co ciekawe, okazuje si¢, ze m.in. plazmidy pXOl1,
pBc270 oraz pBcl0987 posiadaja bardzo podobne
mechanizmy replikacji zaleznej od konserwatywnego
genu repX, co posrednio wskazuje na to, ze wszystkie
one wywodzg si¢ od wspdlnego przodka [36], jedy-
nie w toku ewolucji niektére z nich (np. pBc10987
u szczepu B. cereus sensu stricto ATCC 10987) utracity
wyspe patogennosci o wielkoséci okoto 20 kpz [58-59].
Podobna obserwacja dotyczy plazmidu pXO2 i podob-
nych mu elementéw np. pBtoxis (128 kpz) obecnego
u B. thuringiensis subsp. israelensis [10] traktowanych
jako plazmidy typu pXO2 z uwagi na podobienstwo
replikacji powigzanej z malo zmiennym genem repA
[36]. Powaznym wyzwaniem moze by¢ takze zjawisko
horyzontalnego transferu genéw (ang. horizontal gene
transfer, HGT) zachodzace w warunkach naturalnych.
Cho¢ potwierdzono je na przykiad w zywnosci i glebie
[31, 50], to wydaje si¢, ze nadal nie w pelni doceniamy
znaczenie koniugacji w biologii calej grupy. Opisano
na przyklad szczep B.cereus sensu stricto G9241,
ktory posiada zaréwno plazmid pXO1 jak i powigzang
z jego obecnoscig zdolnos¢ wywolywania objawow
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inhalacyjnej postaci waglika [28]. Kolsto i wsp. [38]
donoszg o problemach z jednoznaczng identyfikacja
B. anthracis oraz B.thuringiensis. Natomiast szczep
B. cereus sensu stricto E33L, wywolujacy u przezu-
waczy chorobe o objawach silnie przypominajacych
waglika, posiada plazmid pE33L54 (54 kpz) o wysokim
podobienstwie sekwencji nukleotydowej w stosunku do
plazmidu pXO2 szczepu B. anthracis Ames oraz szereg
mniejszych plazmidéw homologicznych do wcze$niej
poznanych plazmidéw B. thuringiensis [58]. Co wiecej,
wydaje sig, ze nie tylko plazmidy, ale takze geny chro-
mosomalne, na przyklad operony warunkujace synteze
niektérych toksyn, ulegaja HGT ksztaltujac zmien-
nos$¢ w obrebie B. cereus sensu lato [11]. Dane z analiz
wzglednego wspdlczynnika rekombinacji do mutacji
(r/m) sugeruja, ze proces transferu genéw w obrebie
wspomnianych bakterii zachodzi nieustannie ze srednig
intensywnoscia (czego dowodzi warto$¢ wspdtczynnika
r/m w zakresie 1,5-2,9) i dotyczy¢ moze takze plazmi-
dow typu pXO1 oraz typu pXO2 [16,71,73]. Wydaje sie
zatem, ze klasyfikacja wykorzystujaca plazmidy, m.in.
warunkujace wirulencje nie jest dobrym rozwigzaniem,
szczegOlnie, ze plazmidy te moga by¢ nabywane i tra-
cone w toku ewolucji [42].

Dotychczasowa, wielogatunkowa taksonomia wspa-
rta jest takze istotnymi argumentami. Okazuje sig, ze
niektorzy przedstawiciele B. cereus sensu lato sg stosun-
kowo monomorficzni. Na przyklad B. anthracis, poza
swoja odmiennoscig od pozostatych przedstawicieli
grupy dotyczaca otoczki, braku ruchliwosci i wrazli-
wosci na penicyliny, jest takze bardzo jednorodny gene-
tycznie [13, 37, 55]. Podobnie klonalne sg tez emetyczne
szczepy B. cereus sensu stricto [20]. Jednak najsilniejsze
wsparcie dla koncepcji niezaleznych gatunkow wigze
sie z praktycznym aspektem biologii tych organizmdw.
Z punktu widzenia medycyny ludzkiej i weteryna-
ryjnej, wazne jest szybkie i precyzyjne wyrdznianie
niebezpiecznych szczepéw B. anthracis. Wlasciwosci
owadobdjcze B. thuringiensis to z kolei podstawa zasto-
sowania tych bakterii w biotechnologii do produkeji
transgenicznych roslin (tzw. roélin Bt) oraz preparatéw
przeciwko owadzim szkodnikom upraw (np. Thuricide,
Dipel, Foray48D). Wreszcie zdolnos¢ do wywolywania
zatru¢ pokarmowych jest powigzana z przedstawicie-
lami gatunku B. cereus sensu stricto.

W chwili obecnej trudno zaproponowac jednolity
koncepcje taksonomii B. cereus sensu lato. Poglad o nie-
zaleznych gatunkach, cho¢ wygodny w ujeciu prak-
tycznym, nie znajduje pelnego uzasadnienia w danych
tilogenetycznych. Stad tez ciekawg alternatywa wydaje
sie pomyst traktowania B. cereus sensu lato jako grupy
spokrewnionych bakterii, obejmujacej odmienne typy
ekologiczne (tzw. ekotypy, termotypy) i wirulentne
(patotypy) [69]. Takie ujecie z jednej strony zapewnia
zgodno$¢ z naturalnym przebiegiem zmian ewolu-
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cyjnych, a z drugiej bierze pod uwage aspekty wazne
z punktu widzenia nauk medycznych, biotechnologii
i szeroko pojetego przemysty rolno-spozywczego, gdzie
B. cereus sensu stricto i spokrewnione z nim bakterie
odgrywaja takze powazna role.

2.2. Wyzwanie drugie - cykle zyciowe i interakcje
z otoczeniem

B. cereus sensu lato odnajdujemy w glebie, wodach,
powietrzu, zywno$ci oraz materiale roslinnym i orga-
nizmach zwierzat oraz ludzi, co sprawia, ze ich inter-
akcje z innymi organizmami musza by¢ czeste i ztozone.
B. cereus sensu lato wystepuja w $rodowisku w postaci
wegetatywnej oraz przetrwalnikowej. Komoérka wege-
tatywna jest aktywna metabolicznie. W sprzyjajacych
warunkach $rodowiskowych intensywnie namnaza sie,
dajac kolejne generacje bakterii. Podlega takze proce-
som zmiennosci genetycznej zaréwno na drodze muta-
¢ji jak i horyzontalnego transferu genéw. Przetrwal-
nik (forma uspiona), dzieki odwodnieniu cytoplazmy
i wysyceniu $ciany dipikolinianem, jest niewrazliwy na
niesprzyjajace czynniki srodowiskowe, w tym dzialanie
wysokich temperatur [21, 63]. Do jego kielkowania nie-
zbedne sg odpowiednie induktory, m.in. woda i sktad-
niki odzywcze, w tym aminokwasy (m.in. L-alanina),
cukry i nukleotydy. Co ciekawe, kietkujace przetrwal-
niki B. cereus sensu stricto, dzieki aktywno$ci racemazy
alaninowej przeksztalcajg dostepng L-alanine w D-ala-
nine, ktéra jest inhibitorem kietkowania dla pozosta-
tych spor sprzyjajac ich pozostaniu w srodowisku, na
wypadek ponownego pogorszenia sie¢ warunkow [51].
W przypadku niektorych bakterii, kietkowanie prze-
trwalnikow inicjowane jest po ich fagocytozie w makro-
fagach, jak to ma miejsce w przypadku B. anthracis [63].

Zdolnos¢ do formowania cieptoopornych przetrwal-
nikéw (sporulacja) nabiera szczegdlnego znaczenia
w przemysle spozywczym, gdzie np. przezywajace pro-
ces pasteryzacji spory moga wplywac na jako$¢ kon-
cowego produktu [4] lub przyczynia¢ si¢ do wtérnego
zanieczyszczenia zywnosci [5,67].

Sporulacja jest kontrolowana przez szes¢ bialek
regulatorowych okreslanych jako czynniki sigma (o),
ktdre sterujg rozpoznawaniem regionéw promotoro-
wych przez polimeraze¢ RNA. One z kolei sg kontro-
lowane przez bialko Spo0OA, czynnik transkrypcyjny
sterujgcy genami odpowiadajacymi za sporulacje [65].
Ze wzgledu na fakt, ze niektdre czynniki regulujace
tworzenie przetrwalnikow sa najpierw wydzielane do
$rodowiska, a pdzniej z niego pobierane i aktywuja
proces dopiero po osiggnieciu odpowiedniego stezenia,
mozna przyjaé, iz w regulacji opisywanego procesu bak-
terie wykorzystuja zjawisko quorum sensing. Co wiecej,
w przypadku B. anthracis wykazano, ze proces formo-
wania przetrwalnikow oraz wirulencja znajduja si¢ pod
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kontrolg bialkowych produktéw tych samych genow
[56]. Nalezy podkresli¢, ze spory réznych gatunkow
nie tylko umozliwiaja przetrwanie w niesprzyjajacych
warunkach srodowiska, ale ulatwiajg rozprzestrzenianie
i wnikanie do organizmow zywicieli, gdzie sa w stanie
kietkowa¢ i namnazac sie.

Osobnym zagadnieniem pozostaja wspoélzaleznosci
z innymi organizmami. Obecnie uwaza sie, ze B. cereus
sensu stricto, B. thuringiensis oraz zapewne B. toyonen-
sis sa w stanie funkcjonowa¢ w srodowisku, powiazane
obustronnie korzystnymi relacjami z gospodarzem.
Namnazanie si¢ w jego jelicie, a nastepnie formowanie
uwalnianych do $rodowiska w czasie defekacji prze-
trwalnikow, prowadzg do rozprzestrzeniania si¢ bakterii
w glebie oraz na materiale roslinnym i wodzie. Stad zas,
najczesciej droga pokarmowa, bakterie mogg ponownie
trafi¢ do jelita zamykajac swoj cykl zyciowy [32, 68]. Ta
forma wzajemnego oddzialywania przynosi zapewne
obustronne korzysci, dowiedziono bowiem, ze B. toy-
onensis wykazuje aktywnos$¢ probiotyczng wzgledem
ssakow [33]. Dyskusyjne natomiast jest to, jak dlugo
wspomniane bakterie potrafig utrzymywac sie w jeli-
cie. Obecnie przewaza poglad, Ze opisana zalezno$c jest
dlugotrwala formg wzajemnego oddzialywania.

B. cereus sensu lato potrafig takze wywotywac cho-
roby ludzi i zwierzat. I tak paleczka (d. laseczka) wag-
lika, opisywana historycznie jako jedna z tzw. plag egip-
skich, w srodowisku naturalnym wystepuje w zasadzie
wylacznie w postaci przetrwalnikow [18]. Wezesniejsze
teorie, dotyczace obszaréw (okreslanych czasami jako
inkubatory waglikowe), na ktérych bakterie te mogtyby
replikowac¢ sie poza organizmem gospodarza, nie zna-
lazlty bowiem potwierdzenia w obserwacjach $rodo-
wiskowych i zdajg si¢ nie mie¢ uzasadnienia, gdyz
B. anthracis ma stosunkowo waskie i specyficzne wyma-
gania odzywcze. Natomiast wraz ze spozyciem skazonej
sporami paszy, spory dostaja si¢ do organizmu prze-
zuwacza, a nastepnie kietkuja w obrebie uktadu limfa-
tycznego, na przyktad w makrofagach. Ich namnaza-
niu si¢ towarzyszy biosynteza toksyn, co prowadzi do
rozwoju objawdéw choroby i ostatecznej $mierci zwie-
rzecia. W jego ciele, gtéwnie w surowicy, bakterie osia-
gaja znaczng koncentracje i moga sporulowac, a obec-
no$¢ padlinozercéw i naturalne procesy rozkltadu pro-
wadzg do rozprzestrzeniania przetrwalnikéw na znacz-
nym obszarze.

W odroéznieniu od waglika, B. thuringiensis uwazany
jest za patogen larw owadow [68]. Wéréd mechanizméow
jego wirulencji znajdujg si¢ zaréwno toksyny Cry (kilka-
set rodzajow) formowane w czasie sporulacji, jak i biatka
produkowane w czasie tzw. fazy wegetatywnej (toksyny
VIP, ang. vegetative insecticidal proteins). Cho¢ rézne
doniesienia wskazuja na czesto odmienne mechanizmy
rozprzestrzeniania sie¢ B. thuringiensis wsrod owadow,
to wydaje sie, ze bakterie te moga namnazac si¢ w jeli-
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cie larw bezobjawowo lub wywolujac objawy, ktére nie
prowadza do $mierci. Z ewolucyjnego punktu widzenia
taka strategia jest oplacalna, bowiem tylko zywy zywi-
ciel zapewnia optymalne warunki do wzrostu i namna-
zania si¢ bakterii. W sytuacji ograniczenia dostepnosci
sktadnikow odzywczych, zachodzi sporulacja, w czasie
ktorej formowane sg krysztaly parasporalne zawiera-
jace toksyny. Wraz z uwolnieniem z ciala larw prze-
trwalnikow oraz powigzanych z nimi bialek Cry, moga
one rozprzestrzenia¢ sie w $rodowisku do czasu ich
ponownego spozycia. Toksyny Cry, po ich wstepnej
aktywacji enzymatycznej w jelicie larwy, powoduja
uszkodzenia w $cianach jelit, co z jednej strony zwiek-
sza dostepnosé¢ sktadnikéow odzywezych, z drugiej za$
przyspiesza kielkowanie spor. Zatem bakterie te moga
funkcjonowaé najprawdopodobniej jako komensale
larw bezkregowcow, czego zresztg posrednio dowodza
sporadyczne tylko przypadki epidemii spowodowa-
nych przez B. thuringiensis wérod larw owadow. Nadal
natomiast brakuje przekonujacych dowodéw na moz-
liwos¢ namnazania si¢ B. thuringiensis bezposrednio
w $rodowisku. Przewaza poglad, ze z uwagi na dos¢
duze wymagania odzywcze, bakterie te raczej nie nam-
nazaja si¢, ewentualnie ich namnazanie si¢ jest ograni-
czone do wyjatkowo zasobnych w sktadniki odzywcze
nisz ekologicznych [68].

Wrtasciwosci ekologiczne B. cereus sensu stricto nie
s w pelni poznane. Pierwsze obserwacje tej bakterii
wskazywaly na jej powszechnos¢ w jelitach bezkre-
gowcow, gdzie opisywano je jako tzw. stadium Arthro-
mitus przejawiajace si¢ obecnoscig diugich nitkowa-
tych tworéw uformowanych z komorek bakteryjnych
[32]. Obecnos¢ B. cereus sensu stricto w jelitach kre-
gowcodw, w tym czlowieka, nie powinna by¢ zasko-
czeniem cho¢by z uwagi na czesto$¢ wystepowania
w zywnosci, skad bez probleméw przedostaje sie do
jelita. Dlatego tez warta rozwazenia wydaje si¢ kon-
cepcja stanowigca uzupelnienie dwoch pozostatych,
sugerujaca znaczenie zywnosci oraz przemystu rolno-
-spozywczego W rozprzestrzenianiu B. cereus sensu
stricto wérdd ludzi. Liczne doniesienia wskazujg na
obecno$¢ tej bakterii w przyprawach, produktach
macznych, safatkach, warzywach i owocach oraz przede
wszystkim produktach mleczarskich. Linie przetwa-
rzania mleka byly niejednokrotnie wskazywane jako
zrodlo wtornego zanieczyszczenia Zywnosci pastery-
zowanej [4]. Wydaje sie takze, ze B. cereus sensu stricto
ma potencjat do wspéttworzenia trudnych do wyelimi-
nowania biofilméw, co komplikuje i tak nietatwe proby
eliminacji tej bakterii z surowcow wykorzystywanych
w przemysle spozywczym.

Jeszcze mniej wiadomo o psychrotolerancyjnych
przedstawicielach grupy, a w szczegdlnosci o B. myco-
ides. Bakteria ta obecna jest w glebie, szczegdlnie
w ryzosferze, gdzie wydaje sie wykazywac antagonizm
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wzgledem m.in. grzybéw z rodzaju Fusarium. [15].
Izolowano jg takze z przewodow pokarmowych bez-
kregowcoéw. Pomimo wykrycia genéw enterotoksyn,
obecno$¢ B. mycoides w zywnosci nie jest traktowana
w kategoriach zagrozenia, gdyz nie opisano dotad przy-
padkéw zatru¢ pokarmowych powodowanych przez
te bakterie. Stad przypuszcza¢ mozna, ze adaptacja
do umiarkowanych temperatur oraz powigzany z tym
inny sktad kwasow ttuszczowych, z wigkszym udzia-
tem form nienasyconych, to przede wszystkim przy-
stosowania do egzystowania w warunkach glebowych,
a transmisja do organizméw zwierzat jest tylko dodat-
kowym elementem ulatwiajagcym rozprzestrzenianie
sie tej bakterii. Jednoczes$nie nizsza optymalna tempe-
ratura wzrostu sprawia, Ze namnazaja si¢ one wolniej,
a zarazem podlegaja mniejszej zmiennosci mutacyj-
nej, co potwierdzajg takze analizy wzglednego wspot-
czynnika rekombinacji do mutacji, osiagajac najnizsze
wartosci w przypadku tych wlasnie bakterii (Bartosze-
wicz M., dane niepublikowane).

2.3. Wyzwanie trzecie - adaptacja do niskich
temperatur

B. cereus sensu lato zajmujg roznorodne $rodowiska,
co wymaga od nich szeregu przystosowan pozwalajg-
cych na efektywne bytowanie w zajmowanych niszach
ekologicznych i skuteczng konkurencje z obecng tam
mikroflorg. Jedng z wazniejszych adaptacji do $ro-
dowiska u wybranych przedstawicieli B. cereus sensu
lato jest psychrotolerancja, czyli zdolno$¢ do wzrostu
w temperaturze 7°C lub nizszej [4]. Zazwyczaj cesze tej
towarzyszy brak namnazania sie powyzej 42-45°C [40].
Podlozem adaptacji do chlodu jest szereg istotnych
wlasciwosci biochemicznych i fizjologicznych, takich
jak zapobieganie uszkodzeniu komodrek w wyniku
krystalizacji wody, zapewnienie cigglosci proceséow
metabolicznych zwigzanych z synteza bialek oraz pozy-
skiwaniem energii przy réwnoczesnym zachowaniu
odpowiedniego poziomu aktywnosci i ptynnosci bton
komoérkowych (70, 72].

W przypadku B. cereus sensu lato warunki te spel-
nione s3 przede wszystkim dzieki zdolnosci do syntezy
bialek szoku zimna (Csp, ang. cold shock proteins),
sposrod ktorych glowna role odgrywa biatko CspA
[72]. Jest to niewielka proteina (7 kDa) zawierajaca pig¢
antyrownoleglych tancuchéw (3, ktére razem formuja
strukture B-beczki (ang. PB-barrel). Na powierzchni
takiej czasteczki eksponowane s3 aminokwasy aroma-
tyczne, ktore odgrywaja podstawowg role w wigzaniu
si¢ biatka CspA do RNA i DNA, a wnetrze CspA stano-
wig liczne aminokwasy hydrofobowe formujace rdzen
biatkowy [72]. Poznane dotychczas biatka szoku zimna
charakteryzuje zdolno$¢ do wigzania si¢ do specyficz-
nego fragmentu jednoniciowych czasteczek DNA, tzw.
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fragmentu Y (ATTGG) lub komplementarnej do niego
sekwencji [22-23]. Fundamentalnym jednak mechaniz-
mem dzialania bialek CspA jest ochrona mRNA przed
formowaniem drugorzedowych struktur w wyniku
obnizania si¢ temperatury srodowiska.

Adaptacja bakterii do niskich temperatur wymaga
dodatkowo innych przystosowan. Uwaza sie, ze za
reakcje komorki bakteryjnej na spadek temperatury
odpowiedzialne sg rybosomy, pelnigce poza transla-
cja, dodatkowgy role ,,czujnikéw” zmiany temperatury.
Gdy na skutek obnizania temperatury dochodzi do
zatrzymania translacji wigkszosci bialek, indukowane
szokiem zimna proteiny Csp sa nadal syntetyzowane
dzieki obecnosci elementéw DB (Downstream Box)
w sekwencjach nukleotydowych flankujacych geny
tych biatek. Elementy DB zapewniaja dodatkowe miej-
sce wigzania w rybosomie, prawdopodobnie na skutek
interakcji z 16S rRNA. To z kolei prowadzi do indukeji
syntezy rybosomalnych czynnikéw regulacyjnych, na
przyktad CsdA badz RbfA, a w konsekwencji do wydaj-
nego formowania komplekséw translacyjnych zapew-
niajacych biosyntez¢ wszystkich bialek, niezbednych do
prawidlowego funkcjonowania komoérki [72].

Efektywne prowadzenie proceséw zyciowych w chio-
dzie wymaga dodatkowo zachowania aktywnosci i ptyn-
noéci bfon komoérkowych, co zostaje osiagniete poprzez
zwigkszenie udzialu nienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych w tych strukturach. Dowiedziono, Ze spadek tem-
peratury z 28°C do 10°C w ciagu 16 godzin skutkowatl
zmniejszeniem udzialu nasyconych kwaséw ttuszczo-
wych w blonie komoérkowej B. subtilis z 23,9% do 13,4%
wraz z rownoczesnym wzrostem udzialu kwasow nie-
nasyconych, przede wszystkim kwasu y-linoleinowego
[70]. W przypadku B. megaterium i B. subtilis wyka-
zano, ze biosynteza nienasyconych kwasow tlusz-
czowych w 35°C jest wysoce ograniczona. Obnizenie
temperatury do 20°C uaktywnia desaturazy kwasow
tluszczowych, uruchamiajgc tym samym szlak syntezy
kwaséw z wigzaniami wielokrotnymi.

Psychrotolerancja B. cereus sensu lato nie zostala
nadal poznana w sposdb wyczerpujacy. Brak jest na
przyklad szczegétowych danych dotyczacych adaptacji
do chtodu innych przedstawicieli grupy, na przykiad
B. wiedmannii. Wiadomo jednak, ze gatunek ten nie
posiada typowej dla B. weihenstephanensis i B. myco-
ides sekwencji w genie cspA. Nie mozna zatem wyklu-
czy¢, ze na skutek podobnej presji selekcyjnej i zjawiska
konwergencji, adaptacja do wzrostu w niskich tempe-
raturach wyewoluowala w obrebie B. cereus sensu lato
niezaleznie w dwoch lub wiecej uktadach. Tym waz-
niejsze jest wiec ustalenie zakresu rozprzestrzeniania
psychrotolerancyjnych szczepdéw B. cereus sensu lato
w kontekscie znaczenia tej cechy w mikrobiologii zyw-
nosci, kosmetykéw i produktéw farmaceutycznych.
Nalezy takze zweryfikowaé stusznos¢ wyrozniania
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B. weihenstephanensis jako odrebnego gatunku na pod-
stawie dostepnych przestanek i odpowiedzie¢ na pyta-
nie, czy szczepy klasyfikowane do tego taksonu moga
by¢ odpowiedzialne za zatrucia pokarmowe oraz obni-
zenie jako$ci artykuléw spozywczych, kosmetycznych
i wyrobéw medycznych.

2.4. Wyzwanie czwarte — toksyny B. cereus sensu lato

Bakterie B. cereus sensu lato biosyntetyzujg szereg
toksyn bakteryjnych, z ktérych czes¢ jest charaktery-
styczna dla pojedynczych gatunkéw, inne sg szeroko
rozprzestrzenione w obrebie grupy, a nawet rodzaju
[57]. Do najwazniejszych zaliczamy (i) enterotoksyny
biegunkowe, (ii) toksyne wymiotna (cereulidyne),
(iii) owadobdjcze toksyny B. thuringiensis (biatka Cry,
VIP, Cyt i chitynazy) oraz (iv) toksyny powodujace
waglik [7, 9, 66, 68].

Za podstawowy czynnik etiologiczny zatru¢ pokar-
mowych B. cereus sensu stricto uwazana jest hemoli-
zyna BL (HBL), tréjelementowa toksyna biatkowa skia-
dajaca si¢ z dwoch podjednostek litycznych (L1, L2)
oraz jednego elementu faczacego B, o masie odpowied-
nio 38, 46 i 37 kDa [66]. Kodujace ja geny s3 zebrane
w zlokalizowany na chromosomie operon hbl. Mecha-
nizm dziatania toksyny HBL opiera si¢ na formowaniu
poréw w blonie komorki docelowej, co prowadzi do
zaburzenia gospodarki jonowej i w konsekwencji do jej
lizy. Wykazano takze, ze enterotoksyna hemolityczna
posiada dzialanie dermonekrotyczne oraz istotnie
zwigksza przepuszczalnosé naczyniows [7]. Co ciekawe,
mimo iz operon hbl obecny jest u okoto potowy szcze-
poOw B. cereus sensu lato (z wyjatkiem szczepow eme-
tycznych), notowany jest m.in. w genomach B. coagu-
lans, B. polymyxa, B.amyloliquefaciens, B. circulans,
B. lentimorbis oraz B. pasteurii [57].

Enterotoksyna niehemolityczna (NHE) wykazuje sze-
reg podobienstw w stosunku do HBL. Zostata ona wyi-
zolowana, oczyszczona i scharakteryzowana w oparciu
o material pobrany od 152 oséb z zatruciem pokar-
mowym w Norwegii [44]. Ustalono, ze toksyna ta
takze sktada si¢ z trzech elementéw biatkowych: NheA
(41 kDa), NheB (40 kDa) oraz NheC (36 kDa), a geny
je kodujgce zebrane sg w jeden operon nhe. Element
NheB faczac sie z blong komorki docelowej, przytacza
komponenty NheA oraz NheC, ktdre razem doprowa-
dzaja do lizy komarki, wobec czego przyjmuje sig, ze
do pelnej aktywnosci toksyny niezbedne sg wszystkie
trzy jej sktadniki. NHE obecna jest powszechnie, notuje
sie ja u ponad 90% badanych szczepéw. Ponadto nie
stwierdzono zaleznoséci pomigdzy obecnoscia operonu
nhe a zdolnoscig do formowania innych toksyn. Zaob-
serwowano natomiast istotnie nizsza czesto$¢ wyste-
powania operonu nhe u szczepdw reprezentujacych
B. weihenstephanensis i inne bakterie z tego samego
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(szostego w analizach filogenetycznych technikg MLST)
kladu filogenetycznego [66]. Nalezy podkresli¢, ze
podobienstwo strukturalne NHE i HBL oraz zaleznos¢
ich ekspresji od regulonu PlcR wskazuja, Ze obie tok-
syny maja wspolng geneze.

Spozycie produktéw zanieczyszczonych bakteriami
B. cereus sensu lato zdolnymi do biosyntezy jednoskfad-
nikowej cytotoksyny K (CytK) takze moze prowadzi¢
do objawo6w zatrucia pokarmowego, cho¢ sama aktyw-
no$¢ toksyny jest $cisle uzalezniona od jej budowy
chemicznej. Okazuje sig, ze przypadki $miertelnych
zatru¢ pokarmowych powigzano z CytK-1, ktéra jest
wlasciwa szczepom B. cytotoxicus, natomiast CytK-2
obecna przede wszystkim u B.cereus sensu stricto,
B. thuringiensis oraz B. mycoides wywoluje zdecydo-
wanie tagodniejsze i niezagrazajace zyciu objawy [43].
W obu przypadkach jednak prowadzi do formowania
poréw anionowych i w konsekwencji do uszkodzenia
enterocytéw, co skutkuje lokalnymi stanami zapal-
nymi i krwawg biegunkg. Pod wzgledem zas budowy
i mechanizmu dziafania, cytotoksyna K wykazuje
wyrazne podobienstwa do y-hemolizyn Staphylococ-
cus aureus oraz B-toksyny Clostridium perfringens [66].

Wspomniane toksyny B. cereus sensu lato wydzie-
lane s3 pozakomérkowo i prowadzg do rozpadu ko-
morek zainfekowanych organizméw. Poza HBL, NHE
oraz CytK, takze szereg hemolizyn i fosfolipaz narusza
integralnos¢ bton komorkowych. Z pozycji bakterii
wlasciwos¢ ta jest bardzo korzystna, gdyz zwieksza
dostepnos¢ skladnikéw pokarmowych poprzez uwal-
nianie ich z komérek gospodarza. Co wigcej, w bada-
niach Guillemet i wsp. [24] wykazano silng cytotok-
sycznos¢ wielu sekretyn B. cereus sensu lato w stosunku
do makrofagéw, co ulatwia przelamywanie barier
immunologicznych gospodarza i rozprzestrzeniania
sie infekcji. Dodatkowo uwaza sie, ze proces agregacji
bakterii na powierzchni nablonka jelitowego powoduje
zwigkszong koncentracje mediatoréw chemicznych bio-
racych udzial w zjawisku quorum sensing powigzanym
z aktywnoscig regulonu plcR. Mediatory te stymuluja
bakterie do bardziej intensywnej sekrecji enterotoksyn,
w konsekwencji czego nasila sie ich miejscowe dziala-
nie. Sugeruje si¢ nawet, ze komorki, ktére nie ulegna
przytwierdzeniu do nablonka jelitowego i nie osiagna
odpowiedniej koncentracji, nie beda w stanie wydzie-
la¢ toksyn [60]. Przy okazji rysuje si¢ inny ciekawy
aspekt enterotoksycznos$ci B. cereus sensu lato. Bakte-
rie te bowiem s3 w stanie utatwia¢ takze rozwijanie si¢
infekcji wywotywanych przez inne mikroorganizmy.
Uszkodzenie blon komérkowych, masywna utrata soku
komoérkowego, zmiany pH w §rodowisku sprawiaja, ze
oportunistyczne bakterie pozbawione szeregu mecha-
nizméw zjadliwosci sg w stanie wspodlnie z B. cereus
sensu lato, odzywiac si¢, namnazac i rozprzestrzeniaé
po zaatakowanym organizmie [60].
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Srodowisko zewnetrzne

Zjawisko quorum sensing, rozpoznawanie
zageszczenia populacji bakteryjnej,
zwrotna regulacja ekspresji genu plcR.

plcR
Biatko PapR

Odpowiednio wysokie zageszczenie \
bakterii umozliwia aktywacje ekspresji

toksyn i enzyméw zaleznych od genu plcR.

Whnetrze komorki

[ T ekspresja
(]
0

Pozyskiwanie sktadnikéw odzywczych,

—> Enzymy rozktad zwigzkow bakteriobojczych

Wirulencja wzgledem gospodarza,

—> Toksyny pozyskiwanie sktadnikéw odzywczych

L —> Bakteriocyny Eliminacja organizméw konkurencyjnych

Przenosniki

Usuwanie srodkoéw bakteriobdjczych
btonowe

Rys. 2. Oddzialywanie regulonu PIcR na wybrane aktywno$ci wydzielnicze komorek B. cereus sensu lato

Osobna sprawg jest znaczenie plejotropowego genu
regulatorowego plcR. Poza sterowaniem ekspresjg gendw
enterotoksyn, proteaz i fosfolipazy C, a wiec podstawo-
wych czynnikéw wirulencji B. cereus sensu lato, wptywa
on takze na mechanizmy umozliwiajace pozyskiwanie
skladnikéw odzywczych oraz eliminacje konkuren-
cyjnej mikroflory (Rys.2). Podstawowy mechanizm
regulacyjny oparty jest o aktywnos¢ niewielkiego, bo
zfozonego z 48 aminokwaséw peptydu sygnatowego
PapR wydzielanego zewnatrzkomoérkowo, a nastepnie
wtérnie pobieranego ze srodowiska dzieki permeazie
Opp [64]. W komorce peptyd PapR ulega pentameryza-
cji i aktywuje kolejne przemiany powigzane z przylacza-
niem PIcR do docelowych sekwencji w DNA komorki.
Co wigcej, uwaza si¢ ten mechanizm za specyficzny dla
szczepOw, dzieki czemu moze on wspiera¢ wylacznie
namnazanie sie i toksycznos¢ okreslonych i wrazliwych
na niego bakterii.

Wymiotna posta¢ zatru¢ pokarmowych to z kolei
efekt intoksykacji cereulidyng - toksyna wymiotna
w postaci cyklicznego dodekadepsypeptydu wytwa-
rzanego w drodze nierybosomalnej syntezy [39]. Naj-
czgsciej wykrywa si¢ szczepy zdolne do formowania
cereulidyny w produktach spozywczych zawierajacych
ryz oraz mleko, cho¢ bakterie te izolowano takze z gleby
[5]. Cereulidyna przypomina pod wzgledem budowy
i mechanizmu dzialania walinomycyne, peptydowy
antybiotyk syntetyzowany przez Streptomyces griseus
i 8. tsusimaensis [12]. Efektem intoksykacji jest wzrost
przewodnictwa transblonowego (tworzone sa kanaly
potasowe), powiekszanie mitochondriéw oraz inhi-
bicja przebiegu fancucha oddechowego, wakuolizacja
komorek i zmiany kondensacji chromatyny w jadrze
komoérkowym [53,54]. Nalezy podkresli¢, ze z uwagi
na szybki rozwoj objawodw, ktorych natezenie zalezy od
dawki toksyny, zatrucia cereulidyng moga przebiega¢
gwaltownie i prowadzi¢ do rozwoju ostrej niewydol-
nosci watroby, zespotu hemolityczno-mocznicowego,
obrzeku moézgu i $mierci [17]. Cereulidyna moze takze
zwigksza¢ tempo apoptozy niezaleznej i zaleznej od

kaspaz [45], stad nadzieja na ewentualne jej zastoso-
wanie w terapii niektoérych choréb rozrostowych [39].
Mimo, ze obecnos¢ operonu ces (warunkujacego synteze
cereulidyny) notowano u blisko spokrewnionych szcze-
pow, jego plazmidowa lokalizacja (plazmid typu pXO1)
i potwierdzona obecnos¢ u B. weihenstephanensis, rodzi
potrzebe zweryfikowania hipotezy mowiacej, ze wszyst-
kie szczepy emetyczne tworza waska linie ewolucyjna
w obrebie gatunku B. cereus sensu stricto [20, 30].
Wirulencja B. anthracis wymaga obecnos$ci dwoch
duzych plazmidéw: pXO1 (181 kpz) oraz pXO2 (90 kpz).
Na pierwszym z nich znajduja si¢ geny pag, lef oraz cya
kodujace odpowiednio: antygen ochronny PA, czynnik
letalny LF oraz czynnik obrzg¢kowy EF [48]. Z nich za$
formowane s3 dwie aktywne toksyny: toksyna zabdjcza
(PA-LF) oraz toksyna obrzgkowa (PA-EF). Dodatkowo,
w celu zapobiegania fagocytozie wirulentne komorki
B. anthracis formujg otoczke, ztozong z kwasu poli-D-
-glutaminowego. Synteza tej otoczki jest warunkowana
obecnoscia genu cap, zlokalizowanego na plazmidzie
pXO2 [48]. W pierwszym etapie dzialania toksyny
waglika, nastepuje fuzja antygenu ochronnego PA
z wrazliwg komorkg, po czym od PA oddysocjowuje
niewielki fragment biatka o cigzarze 20 kDa (PA20),
pozostawiajac polaczony z blong komodrkows ele-
ment PA63 (63 kDa). Do tak przeksztalconego biatka
PA63 moga si¢ wigza¢ elementy LF lub EE Taki kom-
pleks w postaci endosomu trafia do wnetrza komorki,
gdzie ulega uwolnieniu do cytozolu. Tam czynnik EF
(funkcjonujacy jako cyklaza adenylanowa) powoduje
wzrost poziomu cAMP, interleukiny 6 (I1-6) oraz czyn-
nika martwicy guza (TNF-a), co wywoluje miejscowy
obrzek. Z kolei toksyna letalna LF jest metaloproteaza,
ktora posrednio inaktywuje specyficzne kinazy komor-
kowe z rodziny MAPK (ang. mitogen-activated protein
kinases), co zaburza przekazywanie sygnalu w komorce
i prowadzi do apoptozy [48]. Efektem toksycznosci
paleczek waglika jest rozwoj pelnych objawow cho-
roby, ktore w zaleznosci od postaci i drogi zakazenia
(ptucna, pokarmowa lub skérna) moga przyjmowac
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odmienng forme rzutujacg na przebieg infekcji oraz
rokowania dla pacjenta.

B. thuringiensis wykazuje aktywnos$¢ w odniesieniu
do bezkregowcow, a szczegdlnie larw wrazliwych owa-
dow. Syntetyzuje bowiem ponad 100 rodzajow specy-
ticznych dla rodzaju/gatunku réznorodnych krysta-
licznych bialek parasporalnych okreslanych jako bialka
Cry. Na przyktad biatka Cry 1 sg aktywne w stosunku
do przedstawicieli rzedu Lepidoptera (obejmujacego
miedzy innymi motyle), Cry 3 dzialaja bdjczo na
chrzaszcze z rzedu Coleoptera, a Cry 11 na Diptera
(m.in. komary). Co ciekawe, biatka Cry formowane sg
w postaci nieaktywnych protoksyn, a dopiero ich enzy-
matyczna aktywacja umozliwia im reakcje ze swoistym
receptorem w $cianie jelita [68]. Ten proces prowadzi
do formowania poréw, co powoduje wysiek do swiatta
jelita larwy, uniemozliwia jej odzywianie si¢ i powoduje
$mier¢ wrazliwego organizmu. Ulatwia takze rozprze-
strzenianie si¢ bakterii po calej zainfekowanej larwie.

Blisko potowa szczepow B. thuringiensis syntetyzuje
takze oporne na dzialanie temperatur egzotoksyny, na
przykiad egzotoksyne I. W czasie wzrostu wegetatyw-
nego obserwuje si¢ ponadto biosynteze wegetatywnych
bialek owadobojczych czyli tzw. toksyn VIP, a takze
cytolitycznej toksyny Cyt oraz chitynazy [9, 68]. Specy-
ficzno$¢ i roznorodnosé toksyn owadobojczych produ-
kowanych przez B. thuringiensis daje duze mozliwosci
zwalczania szkodnikéw owadzich, ponadto pozwala,
dzieki wysokiej skutecznosci i specyficznosci, unika¢
narastania zjawiska opornosci larw owadéw i przy
okazji oszczedzac organizmy pozyteczne, na przyklad
pszczole miodna.

3. Podsumowanie

B. cereus sensu lato wystepuja powszechnie w $ro-
dowisku naturalnym wykazujgc réznorodne interakcje
z organizmami zywymi. Poszczegolni przedstawiciele
tej grupy zajmujg roznorodne nisze ekologiczne,
z ktérych tatwo moga przedostawac si¢ do organizmow
zywych badz surowcéw wykorzystywanych w produk-
¢ji zywnosci. Z uwagi na podobienstwo genetyczne
oraz duze znaczenie horyzontalnego transferu genéw
w biologii B. cereus sensu lato, wydaje si¢ zasadnym
traktowanie calej grupy jako jednego polimorficznego
gatunku bakteryjnego, w obrebie ktorego wyrdzniaja
sie typy filogenetyczne o odmiennych wlasciwosciach
ekologicznych i chorobotwdrczych. Cechy te majg takze
ogromne znaczenie z punktu widzenia diagnostyki
medycznej i weterynaryjnej. Psychrotolerancja i zdol-
no$¢ do syntezy réznorodnych czynnikéw wirulencji
sprawiajg, ze B. cereus sensu lato nadal pozostaja waz-
nym zagrozeniem dla konsumentéw. Okazuje sie, ze
zdolnos¢ do formowania toksyn to nie tylko przejaw
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przystosowania sie¢ do wirulentnego trybu Zycia, ale
takze sposob na efektywne wykorzystywanie zasobdw
srodowiska i komunikowanie si¢ miedzy bakteriami.
B. cereus sensu lato stanowig ciekawy model badawczy
zaréwno w odniesieniu do interakeji na poziomie bak-
teria-srodowisko, jak i bakteria-gospodarz oraz bakte-
ria-bakteria. Dostarczaja takze cennych danych do prac
nad spojng i jednolitg koncepcja gatunku bakteryjnego.
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1. Charakterystyka i klasyfikacja bakteriocyn cyklicznych. 2. Genetyka bakteriocyn cyklicznych. 3. Biosynteza bakteriocyn cyklicznych.
4. Struktura bakteriocyn cyklicznych. 5. Mechanizmy dziatania bakteriocyn cyklicznych. 6. Enterocyna AS-48. 7. Potencjalne zastosowanie
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Characteristics and potential applications of circular bacteriocins

Abstract: Bacteriocins are ribosomally synthesized peptides or proteins exerting anatagonistic activity toward organisms which are
closely related to the producer strain. Circular bacteriocins are produced by Gram-positive bacteria, mainly lactic acid bacteria, and to
a lesser extent by Bacillus, Clostridium and Staphylococcus genera. These bacteriocins are characterized by the head-to-tail cyclization
of their backbone. The circular nature of these peptides makes them resistant to many proteolytic enzymes and provides great thermal
and pH stability. Circular bacteriocins are divided into 2 subgroups based on their physicochemical properties and sequence identity.
These bacteriocins are synthesized as linear precursors with a leader sequence which is cleaved off during maturation. The mature circular
peptides are composed of 58-70 amino acid residues. Biosynthesis of circular bacteriocins requires three stages: cleavage of the leader
sequence, circularization and export out of the cell. Circular bacteriocins have broad antimicrobial activity spectrum, including many
food spoilage bacteria and pathogens, such as Listeria, Staphylococcus and Clostridum spp. Circular bacteriocins permeabilize the
membrane of sensitive bacteria, causing loss of ions and dissipation of the membrane potential, and finally cell death. Enterocin AS-48
was the first identified circular bacteriocin and is best characterized so far. Circular bacteriocins or bacteriocin-producing lactic acid
bacteria have great potential in food preservation, and possibly in pharmaceutical and cosmetic industries. Thanks to their properties,
circular bacteriocins could be an alternative not only to preservatives and methods used to provide microbial food safety presently, but
also to less stable, linear bacteriocins.

1. Characteristics and classification of circular bacteriocins. 2. Genetics of circular bacteriocins. 3. Biosynthesis of circular bacteriocins.
4. Structure of circular bacteriocins. 5. Modes of action of circular bacteriocins. 6. Enterocin AS-48. 7. Potential applications of circular
bacteriocins. 8. Summary

Slowa kluczowe: aktywno$¢ antymikrobiologiczna, bakterie kwasu mlekowego, bakteriocyny cykliczne, enterocyna AS-48
Key words: antimicrobial activity, lactic acid bacteria, circular bacteriocins, enterocin AS-48

1. Charakterystyka i klasyfikacja bakteriocyn
o budowie cyklicznej

Bakteriocyny stanowig zréznicowang funkcjonalnie
rodzine toksyn, a specyficzng cecha, ktdra je taczy jest
fakt, ze s peptydami lub bialkami syntetyzowanymi
rybosomalnie. Wykazuja dzialanie antagonistyczne
w stosunku do szczepdw przewaznie blisko spokrewnio-
nych z producentem bakteriocyny, ktéry jednoczesnie
posiada specyficzny sprzezony mechanizm immunolo-
giczny chroniacy go przed dziataniem wiasnej toksyny
[15, 42]. Bakteriocyny cykliczne wytwarzane sa przez
bakterie Gram-dodatnie, a ich antagonistyczna aktyw-
nos¢ skierowana jest gtdwnie w stosunku do bakterii
kwasu mlekowego oraz bakterii z rodzajow Staphylo-
coccus, Listeria, Bacillus i Clostridium [26]. W zwigzku
ze znacznym zroznicowaniem bakteriocyn, peptydy
cykliczne klasyfikowane sa w niejednoznaczny sposob,
m.in. jako nalezace do podklasy Ilc wdlug Cottera i wsp.

[2005], do podklasy I1d wedlug Nes i wsp. [2007], czesto
zaliczane sg rdwniez do nowej klasy IV (przy podziale
bakteriocyn na lantybiotyki, termostabilne niezmody-
fikowane postranslacyjnie bakteriocyny, duze termola-
bilne bakteriocyny i bakteriocyny cykliczne) [18, 45, 54]
lub do nowo utworzonej klasy V uwzgledniajac podzial
Klaenhammera [47, 50, 75]. Bakteriocyny cykliczne
charakteryzuja si¢ obecnoscia wiazania peptydowego
miedzy C- i N-koncem czasteczki i cyklizacjg szkie-
letu w uktadzie ,,glowa-ogon” (,,head-to-tail”). Budowa
cykliczna czyni te bakteriocyny odpornymi na wiele
enzymow proteolitycznych oraz dzialanie wysokich
temperatur. Mimo iz peptydy o zblizonej strukturze
zostaly zidentyfikowane w organizmach ssakéw, roslin
i grzybow, w odrdznieniu od cyklicznych polipepty-
déw produkowanych przez organizmy eukariotyczne,
cykliczne bakteriocyny nie zawieraja mostkow disiarcz-
kowych. Ponadto w przeciwienstwie do wigkszosci pep-
tydéw o budowie cyklicznej, ktdre sa wytwarzane jako
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prekursory powstajace dzieki wydluzeniu koncéw C
i N, bakteriocyny cykliczne syntetyzowane sg w wyniku
wydluzenia jedynie N-konca [86].

Pierwsza bakteriocyng cykliczng, ktéra zostala
wyizolowana i zidentyfikowana, jest enterocyna AS-48,
wytwarzana przez Enterococcus faecalis, dlatego obec-
nie jest najlepiej poznanym zwigzkiem tego typu. Od
odkrycia AS-48 w 1986 roku [29] i opisania jej cyklicz-
nej natury [79] do chwili obecnej zidentyfikowano
kilkanascie innych bakteriocyn cyklicznych (Tab.I).
Liczba ta jest jednak nieporéwnywalnie mniejsza od
liczby opisanych bakteriocyn o strukturze liniowe;j.
Ze wzgledu na wlasciwosci fizykochemiczne i podo-
bienstwo sekwencji genu kodujacego, bakteriocyny
cykliczne dzieli si¢ na dwie podgrupy. Podgrupa 1 to
kationowe bakteriocyny cykliczne z punktem izoelek-
trycznym (pI) bliskim 10. Do wspomnianej podgrupy
zalicza si¢ m.in.: wspomniang wyzej enterocyne AS-48,
enterocyne NKR-5-3B syntetyzowang przez Enterococ-
cus faecium NKR-5-3 [44], garwicyne ML wytwarzang
przez Lactococcus garvieae [17], uberolizyne produko-
wang przez Streptococcus uberis [87], karnocykling A
pochodzacg od Carnobacterium maltaromaticum [64],
laktocyklicyne Q syntetyzowang przez Lactococcus sp.
[81], amylocykline wytwarzana przez Bacillus amylo-
liquefaciens FZB42 [82], cyrkularyne A, ktorej produ-
centem jest Clostridium beijerinckii [47] oraz leukocy-
klicyne Q pochodzaca od Leuconostoc mesenteroides
[67] (Tab.I). Podgrupa 2 to bakteriocyny cykliczne
o znacznie nizszym pl (w przedziale 4-7): acydocyna B
syntetyzowana przez Lactobacillus acidophilus M46 [3],
gazerycyna A produkowana przez Lactobacillus gasseri

[50] oraz butyrywibriocyna AR10 wytwarzana przez
Butyrivibrio fibriosolvens [46] (Tab.I). Poczatkowo do
podgrupy 2 zaliczana byta réwniez reuterycyna 6. Jed-
nak kolejne analizy wykazaly, ze masa czgsteczkowa
(5,65kDa) i struktura pierwszorzedowa reuterycyny 6
produkowanej przez Lb.reuteri LA6 sa identyczne
z masg i strukturg gazerycyny A [11, 48, 49]. Wiekszos¢
bakteriocyn cyklicznych zbudowana jest z 58-70 ami-
nokwasow i posiada mase czasteczkowg w zakresie
5,6-7,2kDa [26]. Do bakteriocyn o strukturze cyklicz-
nej bywa réwniez zaliczana subtylozyna A [51]. Jednak
ze wzgledu na znacznie mniejsza mase czasteczkowa
(3,4kDa, 35 aminokwaséw), ale rowniez nietypowa
budowe - obecnos¢ trzech mostkéw tioeterowych
taczacych atomy siarki 3 reszt cysteinowych z atomami
wegla a Phe 22, Thr 28 i Phe 31, jej przynaleznos¢ do
bakteriocyn cyklicznych bywa kwestionowana [86].

2. Genetyka bakteriocyn cyklicznych

Struktura genetyczna niektérych bakteriocyn cyk-
licznych zostala doktadanie poznana, a analiza funk-
cjonalna klastrow genowych eneterocyny AS-48 i kilku
innych bakteriocyn cyklicznych dala wglad w role
poszczegdlnych gendw kodujacych procesy biosyntezy
tych substancji. Klastry genowe bakteriocyn cyklicz-
nych s3 zlokalizowane w chromosomach lub plaz-
midach i majg wiele cech wspdlnych. Geny kodujace
poszczegolne bakteriocyny wykazujg réwniez zgodnosé
sekwencji na poziomie 20-30%. Minimalny zestaw
genow niezbedny do syntezy bakteriocyny cyklicznej

Tabela I

Zestawienie bakteriocyn o budowie cyklicznej

Bakteriocyna Producent Pi$miennictwo
Enterocyna AS-48 Enterococcus faecalis S-48 [29]
Garwicyna ML Lactococcus garvieae DCC43 [17]
Uberolizyna Streptococcus uberis 42 [87]
Karnocyklina A Carnobacterium maltaromaticum UAL307 [64]
Laktocyklicyna Q Lactococcus sp. szczep QU 12 [81]
Amylocyklina Bacillus amyloliquefaciens FZB42 [82]
Cyrkularyna A Clostridium beijerinckii ATCC 25752 [47]
Leukocyklicyna Q Leuconostoc mesenteroides TK41401 [67]
Enterocyna NKR-5-3B | Enterococcus faecium NKR-5-3 [44]
Enterocyna NKR-5-3C | Enterococcus faecium NKR-5-3 [43]
Aureocyclicyna 4185 Staphylococcus aureus 4185 [76]
Pneumocyklicyna Streptococcus pneumoniae [16]
Acydocyna B Lactobacillus acidophilus M46 (3]
Gazerycyna A Lactobacillus gasseri LA39 (50]
Reuterycyna 6 Lactobacillus reuteri LA6 (48]
Butyrywibriocyna AR10 | Butyrivibrio fibriosolvens AR10 [46]
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i opornosci na nig obejmuje 5-7 genéw [27]. Podsta-
wowg skladowa klastra jest gen strukturalny, ktory
koduje peptyd prekursorowy, zawierajacy sekwencje
liderowg skladajacy si¢ z 2-48 reszt aminokwasowych
[26]. Poza tym wszystkie klastry genowe zawierajg gen
kodujacy niewielkie, hydrofobowe biatko kationowe,
ktére odpowiedzialne jest za opornos¢ producenta
bakteriocyny na wytwarzang bakteriocyne [26, 85].
Minimalny zestaw gendéw zawiera réwniez gen kodu-
jacy ATPaze i biatko blonowe z rodziny DUF95, ktore
zwigzane jest opornoscia i sekrecjg bakteriocyn cyklicz-
nych [27]. Ponadto w zalezno$ci od podgrupy, klastry
genowe koduja duze, prawdopodobnie transbfonowe
biatko (podgrupa 1 bakteriocyn cyklicznych) lub biatko
blonowe wykazujace podobienstwo do rodziny trans-
porterdéw typu ABC-2 (podgrupa 2) [26]. Wigkszos¢
klastrow genowych bakteriocyn podgrupy 1 zawiera
réwniez dodatkowy operon kodujacy kompleks trans-
portera ABC (permeaze, ATPaze¢ i biatko zewnagtrz-
komoérkowe). Rola transportera ABC nie jest w pelni
wyjasniona. W przypadku enterocyny AS-48 praw-
dopodobnie jego rola polega na wzmacnianiu syntezy
bakteriocyny i zwigkszeniu oporno$ci producenta na
wytwarzang bakteriocyne. Poréwnanie struktury gene-
tycznej znanych bakteriocyn cyklicznych wskazuje,
ze z wyjatkiem subtylozyny A, ktérej przynaleznosé
do bakteriocyn o budowie cyklicznej jest zreszta pod-
dawana pod watpliwos¢, polipeptydy te maja szereg
cech wspodlnych, co moze $wiadczy¢ o ich podobnej
biogenezie [54, 87].

3. Biosynteza bakteriocyn cyklicznych

Mechanizmy zachodzace podczas biosyntezy bakte-
riocyn cyklicznych, enzymy odpowiedzialne za ten pro-
ces, a zwlaszcza sprzezenie mechanizméw z dziataniem
enzymow, nie s3 w pelni poznane [73]. Bakteriocyny
cykliczne to polipeptydy przewaznie hydrofobowe, co
sugerowaloby, Ze sa to biatka zwigzane z blona komor-
kowg, a co za tym idzie ich biosynteza prawdopodobnie
zachodzi na powierzchni blon. Proces biosyntezy bak-
teriocyn cyklicznych obejmuje trzy etapy: odlaczenie
sekwencji liderowej, cyklizacje i eksport z komorki [27].

Proces oddzielenia sekwencji liderowej jako pierw-
szego etapu biosyntezy badano na przykladzie gar-
wicyny ML [27]. Wykazano, ze odciecie sekwencji
liderowej i cyklizacja to dwa odrebne etapy. Ponadto
wnioskowano, Ze odszczepienie sekwencji lidero-
wej nie jest wynikiem dzialania zadnego z peptydéw
zakodowanych w klastrach genowych, a jest procesem
katalizowanym przez specyficzny lub niespecyficzny,
nieznany enzym proteolityczny, co ttumaczyloby brak
genéw kodujacych enzymy proteolityczne w klastrach
genowych. Mozliwym jest, ze sekwencja liderowa dziala
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na zasadzie punktu kontroli calego procesu biosyntezy
bakteriocyn [26].

Cyklizacja - drugi etap biosyntezy bakteriocyn
o budowie cyklicznej, odrézniajacy je od pozostatych
bakteriocyn, to jeszcze mniej poznany obszar tego
zagadnienia. Konce N i C bakteriocyn cyklicznych zbu-
dowane s3 gléwnie z aminokwaséw hydrofobowych,
a miejsce polaczenia C- i N-konca za pomocg wigzania
peptydowego zlokalizowane wewnatrz a-helisy. Takie
ulozenie wymaga, aby proces cyklizacji zachodzit
w hydrofobowym rdzeniu czasteczki. Analiza muta-
cyjna bakteriocyny AS-48 wykazala, ze zamiana amino-
kwaséw na koncach N i C skutkuje powstaniem formy
liniowej, zamiast cyklicznej. Obrazuje to wiec, Ze natura
koncow N i C jest kluczowa w procesie cyklizacji [18].
Ponadto wydaje sig¢, ze za mechanizm cyklizacji nie jest
odpowiedzialne tylko jedno bialko, a raczej ich grupa,
ktora sktada si¢ z minimum 3 bialek transblonowych
i ATPazy. Okreslenie czy cyklizacja zachodzi wediug
tego rozwigzania, wymaga jednak dalszych badan [26].

4. Struktura bakteriocyn cyklicznych

Jak wspomniano wczesniej bakteriocyny cykliczne
dzieli si¢ na dwie podgrupy. Wiedza o strukturze bak-
teriocyn cyklicznych z podgrupy 1 opiera si¢ gtéwnie
o badania nad najlepiej poznang bakteriocyng AS-48,
znane sg réwniez struktury tréjwymiarowe karno-
cykliny A i enetrocyny NKR-5-3B (Rys. 1A, C, D).
Wspomniane bakteriocyny cykliczne charakteryzuja
sie zwartg budowa. Ich taincuch polipeptydowy for-
muje struktury a-helis (w przypadku enterocyny AS-48
- 5 a-helis, karnocykliny A i enterocyny NKR-5-3B
- 4 a-helisy), ktore obudowujg hydrofobowy rdzen 33,
44, 63, 74]. Reszty aminokwasowe odpowiedzialne za
cyklizacje zlokalizowane sg w segmencie helikalnym.
Na powierzchni czasteczki znajdujg si¢ reszty amino-
kwasowe, ktére determinujg kationowy charakter [26].
Badania nad strukturg AS-48 wykazaly podobienstwo
do NK-lizyny, polipeptydu zbudowanego z 78 reszt
aminokwasowych. NK-lizyna produkowana jest m.in.
przez komorki NK (Natural Killers) i wykazuje dziala-
nie antybakteryjne i cytotoksyczne. NK-lizyna charak-
teryzuje si¢ obecnosciag domeny sapozynowej, zawiera-
jacej trzy mostki disiarczkowe [84]. Enterocyna AS-48
posiada takze domene o strukturze analogicznej do
sapozynowej, pozbawiong jednak mostkow disiarcz-
kowych. Poréwnanie struktur obu zwigzkéw sugeruje,
ze domena sapozynowa moze mie¢ wplyw na dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe bakteriocyn cyklicznych zali-
czanych do podgrupy 1 [33]. Co wigcej, analiza wasci-
wosci antybakteryjnych liniowej formy AS-48, otrzy-
manej syntetycznie, wykazala, ze charakteryzuje si¢
ona nizszg zawartoscig struktury heliakalnej (badania
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Rys. 1. Struktura bakteriocyn cyklicznych

A. Struktura tréjwymiarowa enterocyny AS-48 (PDB: 1E68 [33]). B. Sekwencja aminokwasowa enterocyny AS-48. C. Karnocyklina A (PDB: 2KJF [63]).
D. Enterocyna NKR-5-3B (PDB: 2MP8 [44]). E. Acydocyna B (PDB: 2MWR [3]). Tréjwymiarowa wizualizacja - NGL Viewer [77, 78].

dichroizmu kotowego), a cyklizacja omawianego typu
bakteriocyn, nie tyle wplywa na ich aktywnos¢ (cho-
ciaz zaobserwowano ograniczenie antagonistycznego
dzialania), ale istotna jest do stabilizacji struktury [68].
Z drugiej strony w badaniach prowadzonych nad gar-
wicyng ML nie wykazano aktywno$ci przeciwdrobno-
ustrojowej formy liniowej, czyli budowa cykliczna
w przypadku tej bakteriocyny wydaje si¢ by¢ niezbedna
do prawidtowego dziatania [27].

Odnosénie bakteriocyn podgrupy 2, struktura troj-
wymiarowa butyrywibriocyny AR10 i gazercyny A nie
jest dotad poznana, udalo si¢ jednak, stosujac technike
NMR, okresli¢ budowe acydocyny B [3] (Rys. 1E).
Bakteriocyny cykliczne podgrupy 2 wykazujg wysoki
stopien podobienstwa sekwencji aminokwasowej, nato-
miast znacznie r6znig si¢ od bakteriocyn podgrupy 1.
Prawdopodobnie wszystkie zbudowane sg z 4 a-helis
o zblizonej dtugosci, oddzielonych krétkimi fragmen-
tami, zawierajagcymi glicyne lub proline. Pomimo ze
ogodlny schemat struktury wydaje sie by¢ podobny do
bakteriocyn podgrupy 1 (4 a-helisy otaczajace hydro-
fobowy rdzen z domeng sapozynowa), wystepowanie
réznic w budowie miedzy podgrupami sugeruja cho-
ciazby mocno réznigce si¢ punkty izoelektryczne, cha-
rakteryzujace przedstawicieli tych dwoch podgrup [63].

Niewielkie rozmiary i charakterystyczna budowa
bakteriocyn cyklicznych decyduja o ich opornosci na

wysokie temperatury, zmiany pH i rozktad pod wply-
wem enzymow proteolitycznych. Poza tym podobien-
stwa struktury omawianych peptydéw moga oznacza¢
wspolny mechanizm ich dzialania. W szczegoélnosci
dodatni fadunek na powierzchni czasteczek bakte-
riocyn cyklicznych wydaje si¢ odgrywac istotng role
w oddziatlywaniu i insercji do wnetrza ujemnie natado-
wanej blony fosfolipidowej komdrek docelowych [26].

5. Mechanizm dzialania bakteriocyn cyklicznych

Uwaza si¢, ze bakteriocyny o budowie cyklicz-
nej dzialajg poprzez przerwanie integralnosci blon
komoérkowych komoérek wrazliwych. Powoduje to
wyciek jonéw, degradacje bton i w konsekwencji §mier¢
komorek [28]. Wigkszos§¢ bakteriocyn wytwarzanych
przez bakterie Gram-dodatnie jest aktywna wylacznie
przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, co ttumaczone
jest faktem, Ze zewnetrzna blona bakterii Gram-ujem-
nych stanowi dla tych bakteriocyn bariere. Zidentyfiko-
wano jednak takie bakteriocyny bakterii Gram-dodat-
nich (AS-48, laktocyklina Q czy subtylozyna A), ktére
wykazujg aktywno$¢ w pewnych szczegoélnych warun-
kach réwniez przeciwko bakteriom Gram-ujemnym.
Wymaga to jednak duzo wyzszych stezen tych bak-
teriocyn, niz w przypadku aktywnosci typowej dla tej
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grupy (przeciwko bakteriom Gram-dodatnim) albo
zastosowania dodatkowego czynnika, ktéry zaburza
integralnos¢ blony zewnetrznej, jak np. EDTA [86].

Jakkolwiek wspdlne cechy strukturalne i wlasciwosci
fizykochemiczne bakteriocyn cyklicznych sugeruja,
ze mechanizm dzialania tych zwiagzkéw jest podobny,
jednak prowadzone do tej pory badania poszczegdl-
nych bakteriocyn wykazuja miedzy nimi sporo réznic.
W badaniach mechanizmu dziatania enterocyny AS-48
dowiedziono, ze do aktywnosci antymikrobiologicznej
nie jest wymagane wigzanie z odpowiednim receptorem
w blonie komoérkowej komoérki docelowej. Bakterio-
cyna ta tworzy nieselektywne pory w liposomach, co
powoduje wyciek jonow i komponentéw komorkowych
o niskiej masie czasteczkowej [28]. Inna bakteriocyna
cykliczna — karnocyklina A réwniez tworzy kanaly
jonowe w membranach lipidowych, sg one jednak anio-
noselektywne i ich przepuszczalnos¢ zalezy od réznicy
potencjatow [32].

W przypadku wielu bakteriocyn wykazano, ze
ich dzialanie przeciwdrobnoustrojowe jest zwigzane
z receptorami, czyli rozpoznawaniem specyficznych
bialek na powierzchni komorek wrazliwych. W zwigzku
z tym podjeto badania pod tym katem, réwniez w przy-
padku bakteriocyn o budowie cyklicznej. Trudno
jednak wysnu¢ jednoznaczne wnioski. Analiza AS-48
i karnocykliny A wykazala jak wspomniano wyzej,
ze bakteriocyny te tworza pory w liposomach i mem-
branach lipidowych, co moze wskazywac¢, ze dla bakte-
riocyn o budowie cyklicznej wystarczajaca i kluczowa
dla dzialania, jest bezpos$rednia interakcja z komoérka
wrazliwa. Pozwala to z kolei wykluczy¢ teze, ze nie-
zbedne do dzialania antymikrobiologicznego tych
zwigzkow sg receptory na powierzchni komorek wraz-
liwych [26]. Enterocyna AS-48 i karnocyklina A anali-
zowane byly jednak pod tym katem z wykorzystaniem
duzo wyzszych stezen, w poréwnaniu do poziomoéw,
ktdre sg wystarczajace do ich dziatania in vivo. Z dru-
giej strony, analizujac aktywnos$¢ garwicyny ML
wykazano korelacje miedzy dzialaniem bakteriocyny,
a obecnoscig kompleksu transportera ABC w komorce
wrazliwej. Obecnos$¢ kompleksu transportera odpo-
wiedzialna jest za wrazliwo$¢ komdrek docelowych,
natomiast jego brak warunkuje opornos¢ komorki na
garwicyne ML, co moze oznacza¢, ze kompleks ten jest
receptorem niezbednym do dziatania bakteriocyny.
Jednakze zwigkszenie stezenia bakteriocyny réwniez
w tym przypadku skutkowalo aktywnoscig niezalezng
od obecnosci receptora. Podsumowujac, prawdopo-
dobnym jest, ze dzialanie bakteriocyn cyklicznych
zalezne jest od ich stezenia. Ich aktywnos$¢ wydaje
sie by¢ niespecyficzna w wyzszych stezeniach, w niz-
szych natomiast specyficzna i zalezna od obecnosci
receptora na powierzchni komorek szczepow bakterii
wrazliwych [26].
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6. Enterocyna AS-48

Enterocyna AS-48 to pierwsza opisana, a zarazem
najlepiej poznana bakteriocyna o budowie cykliczne;j.
Struktura pierwszorzedowa AS-48 charakteryzuje si¢
przewaga aminokwasow zasadowych w stosunku do
kwasnych (Rys. 1B). Stwierdzono znaczny udzial ami-
nokwasow hydrofobowych takich jak alanina, prolina,
walina czy metionina, a takze pozbawionych fadunku
aminokwasow hydrofilowych (m.in. seryna, glicyna,
treonina i tyrozyna). Wspomniana bakteriocyna syn-
tetyzowana jest jako liniowy prekursor zbudowany
z 105 aminokwasow, od ktdrego odcinana jest sekwen-
cja liderowa obejmujgca 35 aminokwaséw. Dojrzaly
peptyd sklada si¢ z 70 reszt aminokwasowych i nie
zawiera mostkow disiarczkowych; jego masa czastecz-
kowa wynosi 7,14kDa, a punkt izoelektryczny 10,09
[36]. Poznana zostala takze budowa drugorz¢dowa
i trzeciorzedowa enterocyny AS-48. Bakteriocyna ta
sktada si¢ z 5 a-helis otaczajacych zwarty, hydrofo-
bowy rdzen (Rys.1A). Wigzanie peptydowe pomie-
dzy N- i C-koncem znajduje si¢ w srodku piatej helisy,
pomiedzy N-koncowa metioning a C-koncowym tryp-
tofanem w pozycji 70 (Rys. 1A, B). Sekwencje amino-
kwasowg AS-48 cechuje wysoce asymetryczny rozklad
fadunkéw dodatnich - wszystkie zasadowe amino-
kwasy, ktorych tacznie jest 10, znajduja si¢ w segmen-
cie 26 reszt, podczas gdy caly fancuch polipeptydowy
enetrocyny zbudowany jest 70 reszt [68]. Cyklizacja
oraz zwarta budowa sprawiaja, ze enterocyna AS-48
cechuje si¢ wyjatkowa stabilnoscig struktury i opor-
no$cig na wysoka temperature, zmiany pH, a takze
czynniki denaturujace.

Analiza uwarunkowan genetycznych wykazata, ze
bakteriocyna AS-48 kodowana jest przez geny znajdu-
jace si¢ w plazmidach zaleznych od feromonoéw. Klaster
genowy as-48 znajduje sie w plazmidzie pMB2, region
o diugosci 7,8 kpz koduje informacje niezbedne do
syntezy i opornosci na AS-48 [55]. Ekspresje AS-48
i opornos¢ producenta na wspomniang bakteriocyne
warunkuje 10 genow w klastrze genowym, w tym gen
strukturalny as-48A, gen as-48D kodujacy biatko opor-
no$ciowe i geny kodujace kompleks transportera ABC
(Rys.2) [24, 25]. Dwa nakladajace si¢ geny as-48BC
zlokalizowane sg 73 nukleotydy ponizej nonsensow-
nego kodonu TAA genu strukturalnego, od ktérego
oddzielone sg charakterystyczng odwrocong sekwencja
powtorzong IR (Inverted Repeat). IR jest sekwencja,
ktéra poczatkowo uwazana byla za sygnal terminato-
rowy transkrypcji [54]. Obecnie jednak przypisuje si¢
IR role charakterystycznego substratu dla endorybonu-
kleaz, zaangazowanych w modyfikacje mRNA, i klu-
czowej sekwencji w kontroli ekspresji gendéw as-48BC
[25]. W dalszej kolejnosci w klastrze genowym poto-
zone s3 naktadajgce si¢ geny as-48C,DD,, oddzielone
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Rys. 2. Organizacja klastra genowego as-48 zaangazowanego w produkcje i opornos¢ na enterocyng AS-48

A - gen strukturalny as-48A kodujacy peptyd prekursorowy; B — gen as-48B kodujacy duze, hydrofobowe bialko transmembranowe;

C - gen as-48Ckodujgcy bialko nalezace do rodziny DUF96; C,D - geny as-48C,D zwigzane z odlaczeniem sekwencji liderowej i eksportem

bakteriocyny; D - gen as-48D kodujacy biatko wigzace ATP; D, - gen as-48D, kodujacy biatko odpowiadajgce za opornos¢ producenta na
AS-48; EFGH - geny as-48EFGH kodujace kompleks transportera ABC [24, 55].

miedzygenowym regionem liczacym 205 nukleotydow
od nakladajacych si¢ gendw as-48EFGH, poprzedzaja-
cych sekwencje terminalng [24, 54] (Rys. 2).

Badania mechanizmu dziatania enterocyny AS-48 na
komorki wrazliwe E. faecalis S-47 wykazaty, ze od 2 do
10 czasteczek bakteriocyny potrzebne jest do inakty-
wagcji jednej komorki wrazliwej. Odwracalnos¢ tego
procesu zalezy jednak od czasu ekspozycji na AS-48.
W krotkim czasie od zastosowania bakteriocyny efekt
inaktywacji moze by¢ odwrdcony, np. poprzez dodatek
trypsyny. Dlugi czas interakeji uniemozliwia powtérne
odzyskanie aktywnosci przez komorki wrazliwe, ktdre
mialy kontakt z enterocyng AS-48 [30].

Badania dotyczace mechanizmu dziatania entero-
cyny AS-48 przeprowadzano réwniez na bakteriach
Gram-ujemnych (E. coli), wobec ktérych AS-48 wyka-
zuje dzialanie bakteriobdjcze, ale nie aktywno$¢ bakte-
riolityczng. Obserwowano podobne efekty jak w przy-
padku komorek wrazliwych E. faecalis oraz innych
bakterii Gram-dodatnich, jednak ich osiggniecie wyma-
galo stosowania duzo wyzszych stezen bakteriocyny [31].

Analizowano takze wplyw enterocyny nie tylko na
zywotnos¢, ale rowniez na szereg innych parametrow
zyciowych badanych komorek. Wykazano, ze bakte-
riocyna AS-48 zaburza zdolno$¢ komorek E.faeca-
lis do gromadzenia szeregu prekursoréow (np. [6-°H]
tymidyny, L-[4,5-’H] leucyny), a co za tym idzie moz-
liwosci wbudowania ich w docelowe struktury, takie
jak DNA, RNA i peptydoglikan $ciany komodrkowe;j.
Ponadto obecnos¢ AS-48 uniemozliwia utrzyma-
nie cytoplazmatycznego stezenia jonéw K* i podnosi
poziom jonéw Na*. Na podstawie tych analiz wniosko-
wano, ze mechanizm dziatania bakteriocyny wigze sie
z niszczeniem blony komdrkowej [30, 31]. Z kolei inne
badania wykazaty szybki spadek potencjatu blonowego
komorek traktowanych AS-48, a co za tym idzie uposle-
dzenie transportu aminokwaséw oraz prekursoréw, i co
sie z tym wigze szlakow biosyntezy. Interpretacja wyni-
koéw analizy wplywu AS-48 na transport i przenikanie
pecherzykow blonowych, pozwolita na potwierdzenie,
ze zewnetrzna blona bakterii Gram-ujemnych wyka-
zuje duzo wigkszg oporno$¢ na dziatanie bakteriocyny
niz komorki bakterii Gram-dodatnich oraz ze poten-
cjal blonowy nie jest niezbedny do tworzenia przez nig
kanaléw jonowych lub poréw o niskiej specyficznosci

w blonach komérek wrazliwych [28]. Na podstawie
analizy struktury enterocyny AS-48 zaproponowano,
ze mechanizm dzialania tej bakteriocyny opiera sie
o funkcjonowanie dwoch konformacji dimeréw - roz-
puszczalnej w wodzie formy DF-I i zwigzanej z blong
DEF-II. Zmiana konformacji dimeru DF-I do DEF-II
wymaga rotacji czasteczki, podczas ktorej czesciowo
ukryte hydrofobowe a-helisy 1 i 2 ulegaja rearanzacji,
umozliwiajgc enterocynie AS-48 integracje z blona
komorki wrazliwej [80].

Oproécz wlasciwosci bakteriobdjczych, enterocyna
AS-48 wykazuje rowniez aktywno$¢ bakteriolityczna,
ktora wydaje sie by¢ wtorng w stosunku do oddzialy-
wania na bfone komoérek wrazliwych. Sugeruje sie, ze
podczas interakeji z blong, nastepujaca jej depolaryza-
cja skutkuje utrata kontroli nad enzymami litycznymi
$ciany komorkowej. Inhibicja syntezy biatek lub RNA
w komorkach wrazliwych przed inkubacja z AS-48
wigze si¢ z ograniczeniem autolizy. Aktywnos¢ bak-
teriolityczna enterocyny zalezna jest ponadto od tem-
peratury, wymaga potencjalu czynnosciowego blony
oraz moze by¢ wstrzymana np. przez dodatek EDTA,
a aktywowana przez trypsyne [36].

W badaniach dotyczacych mechanizmu dzialania
bakteriocyn cyklicznych zwrécono réwniez uwage na
reakcje komorek wrazliwych na obecnos¢ bakteriocyny.
Przyktadem analizujgcym to zagadnienie jest badanie
odpowiedzi szczepu Bacillus cereus ATCC 14579 na
AS-48. Analiza transkryptomu B. cereus przeprowa-
dzona na 5200 genach wykazala, ze ekspresja 24 genéow
podlegata zmianom po zastosowaniu AS-48. Wiek-
szo$¢ genow charakteryzowala zwigkszona ekspresja,
natomiast w przypadku operonu odpowiedzialnego za
metabolizm argininy zaobserwowano efekt przeciwny,
co autorzy badan ttumaczg jako wynik prawdopodobnie
niewielkich réznic we wzroscie komorek traktowanych
AS-48 w stosunku do proby kontrolnej, niewidocznych
w pomiarach gestosci optycznej (OD, ). Najbardziej
wzmozona ekspresja dotyczyla operonu BC4206-
-BC4207, zawierajacego gen BC4206, kodujacy biatko
regulatorowe z rodziny PadR oraz gen BC4207, kodu-
jacy biatko blonowe o nieznanej funkcji, zbudowane
z 4 segmentow transblonowych, ktdre uznano za powia-
zane z mechanizmem opornosci przeciwko enterocynie
AS-48. Dokladne zrozumienie mechanizmdéw opornosci
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komorek wrazliwych na bakteriocyny, moze odgrywac
kluczowg role w przysztosci, podczas préb stosowania
bakteriocyn w przemysle na szeroka skale [34].

7. Potencjalne zastosowanie bakteriocyn
cyklicznych

Wiekszosé¢ jak dotad opisanych bakteriocyn o budo-
wie cyklicznej wytwarzanych jest przez bakterie fer-
mentacji mlekowej, ktére w wiekszoséci posiadajg sta-
tus GRAS (Generally Recognised As Safe). Ponadto
bakteriocyny te charakteryzuja si¢ termostabilno$cia,
a takze wytrzymaloscig na zmiany pH i dzialanie sze-
regu enzymow proteolitycznych (np. karboksy- i ami-
nopeptydaz). Cechy te powoduja, ze bakteriocyny
o budowie cyklicznej sg przedmiotem wielu badan
prowadzonych szczegolnie pod katem ich potencjal-
nego zastosowania w przemysle spozywczym. Pola-
czenie wyzej wymienionych korzystnych wlasciwosci
z faktem, ze nie stwierdzono toksycznosci enterocyny
AS-48 wzgledem komorek eukariotycznych [36, 63,
65] moze oznaczad, ze bakteriocyny cykliczne nie tylko
bytyby lepszymi dodatkami do zywnos$ci w stosunku
do uzywanych obecnie konserwantéw (np. azotandw
(I1) i (V)), ale rowniez mniej stabilnych bakteriocyn
o budowie liniowej. Stosowanie bakteriocyn o budowie
cyklicznej w zywnosci mogtoby nie tylko doprowadzi¢
do redukgji uzycia konserwantdw, ale takze ogranicze-
nia niektorych zabiegéw przemystowych, np. dziatania
wysoka temperatura na produkty spozywcze. Pozwo-
litoby to otrzyma¢ produkty bezpieczne dla zdrowia,
o lepszej jakosci organoleptycznej, a takze zredukowaé
koszty (chociazby w przypadku eliminacji dzialania
wysokiej temperatury), co byloby korzystne zaréwno
dla konsumentdw, jak i producentéw [86].

Najliczniejsze badania pod katem potencjalnego
zastosowania do utrwalania zywno$ci dotycza najlepiej
poznanej z bakteriocyn o budowie cyklicznej — ente-
rocyny AS-48. Analiza wplywu enterocyny AS-48 na
mikroflore mleka i produktéw mlecznych wykazata,
ze AS-48 znaczaco ogranicza rozwdj Staphylococcus
aureus w odttuszczonym mleku, dodatkowo zaobser-
wowano wzmocnienie efektu hamowania w kombina-
¢ji z nizyng, jedyna bakteriocyng o strukturze liniowej,
ktéra posiada status GRAS 1i jest stosowana w prze-
mysle spozywczym. Zastosowanie AS-48 w polaczeniu
z technika pulsacyjnego pola elektrycznego o wysokiej
intensywnosci (HIPEF - High Intensity Pulsed Electric
Field), ktora jest wykorzystywana m.in. do kontrolowa-
nia bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci, row-
niez skutkowalo spotegowaniem efektu inhibicji wzgle-
dem S. aureus. Wnioskowano, ze polaczenie dodatku
AS-48 i techniki HIPEE, moze by¢ w przysziosci
z powodzeniem stosowane w celu eliminacji S. aureus
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z mleka [83]. Wedlug Ananou i wsp. [8] dodatek AS-48
do odtluszczonego mleka réwniez prowadzi do inak-
tywacji bakterii Listeria monocytogenes. W badaniu
zastosowano liofilizat AS-48, w przeciwienstwie do
pozostalych analiz, w ktérych badano ptynny preparat
enterocyny lub kulture bakterii E. faecalis, zdolna do
syntezy AS-48 w analizowanym produkcie. Obecnos¢
enterocyny w produktach mlecznych - w odttuszczo-
nych serach dojrzewajacych i niedojrzewajacych, takze
znaczaco wplywala na zredukowanie ilosci komoérek
B. cereusi S. aureus [70, 83].

Produkty miesne réwniez moga stanowi¢ zZrédlo nie-
bezpiecznych patogenéw. W celu okreslenia mozliwosci
biokontroli rozwoju S.aureus oraz L.monocytogenes
przez bakteriocyny cykliczne, badano wptyw dodatku
AS-48 do kielbasy wieprzowej [5, 7]. W odniesieniu
do L. monocytogenes, zastosowano roztwory bakterio-
cyny o roznych aktywnosciach (112 AU/g, 225 AU/g,
450 AU/g) oraz produkujace ja szczepy (E.faecalis
A-48-32 i E. faecium S-32-81). Juz najnizsze stezenie
AS-48 znaczaco ograniczalo wzrost L. monocytoge-
nes, przy wyzszej zawartosci bakteriocyny (225 AU/g)
przez pierwsze 3 dni do$wiadczenia obserwowano cal-
kowite zahamowanie rozwoju badanego mikroorga-
nizmu, podczas gdy zastosowanie najwyzszego stezenia
(450 AU/g) eliminowato wzrost L. monocytogenes przez
9 dni inkubacji w 20°C [5]. Uzycie szczepéw produkuja-
cych bakteriocyne w ilosci 107 jtk/g réwniez prowadzito
do zahamowania rozwoju niepozadanej mikroflory.
Z kolei analiza kielbasy wieprzowej w kierunku kontroli
wzrostu S. aureus wykazala, ze zaréwno dodatek czgs-
ciowo oczyszczonej bakteriocyny (30 lub 40 pg/g), jak
i produkujacego ja szczepu E. faecalis (107 jtk/g) zna-
czaco ograniczalo rozwdj S. aureus. Zaobserwowano, ze
poza hamowaniem wzrostu wspomnianego mikroorga-
nizmu, AS-48 dziala antagonistycznie réwniez w sto-
sunku do bakterii mlekowych, co w przypadku bada-
nego wyrobu jest traktowane jako efekt negatywny [7].

Innym produktem miesnym, w ktérym analizowano
aktywnos¢ antagonistyczng AS-48 wobec L. monocy-
togenes i S. aureus, byla gotowana szynka wieprzowa.
Badano wplyw samej enterocyny (20, 40 i 60 ug/g) lub
w kombinacjach z powszechnie uzywanymi konserwan-
tami (azotanami(III) i (V), trifosforanem pentasodo-
wym, benzoesanem sodu, sorbinianem potasu, octanem
sodu, mleczanem sodu), a takze w polgczeniu z zastoso-
waniem temperatury subletalnej (60°C) [4]. Uzyskane
wyniki potwierdzily, ze kontrola mikrobiologiczna mies
jest mozliwa przy uzyciu enterocyny AS-48. Nalezy jed-
nak podkresli¢ fakt, ze zastosowanie samej enterocyny
nie wyeliminowalo ponownego wzrostu L. monocytoge-
nes po fazie skutecznej inhibicji. Najbardziej obiecujace
wyniki otrzymano w przypadku biokontroli tego drob-
noustroju podczas przechowywania produktu w tempe-
raturze 5°C, przy uzyciu AS-48 (40 pg/g) w polaczeniu
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z azotanami (IIT) lub (V) w stezeniu 0,007%. Gatunek
S. aureus, ktory okreslany jest jako bardziej oporny na
dzialanie bakteriocyny, inaktywowany byt juz przy uzy-
ciu samej AS-48, a efekt potegowatl dodatek azotanow
(III) lub (V), trifosforanu pentasodowego, mleczanu
sodu oraz octanu sodu. Najwigkszy stopien zahamo-
wania rozwoju obydwu gatunkéw bakterii uzyskano
w kombinacji AS-48 (60 ug/g) z trifosforanem penta-
sodowym, a efekt ten byl wyraznie wzmacniany przez
dzialanie temperatury subletalnej [4].

Gotowana szynka wieprzowa byla przedmiotem
innego badania, dotyczacego aktywnosci AS-48 wzgle-
dem Lactobacillus sakei (gatunek powodujacy zepsu-
cie miesa, objawiajace sie §luzowaceniem), Brochothrix
thermosphacta (gatunek odpowiedzialny za psucie
miesa i ryb, rozwijajacy si¢ zaréwno w warunkach
tlenowych, jak i beztlenowych) oraz Staphylococcus
carnosus (jego wzrost jest powodem nieprzyjemnego
zapachu zepsutego miesa) [12]. Rozpatrywano znacze-
nie dodatku samej enterocyny, jej aplikacji wraz z kon-
serwantami (azotanami (III) i (V), trifosforanem pen-
tasodowym, benzoesanem, octanem sodu, mleczanem
sodu oraz pirofosforanem sodu), a takze przechowy-
wania w modyfikowanej atmosferze (40% CO,/60% N,)
oraz pakowania prézniowego. Najsilniejsza i nieod-
wracalng inhibicje wzgledem Lb. sakei stwierdzono
zaréwno w przypadku zastosowania wylacznie bakte-
riocyny AS-48 (60 ug/g), jak i przy jej nizszym steze-
niu (40 pg/g) w kombinacji z innymi konserwantami.
W mniejszym, ale réwniez znaczacym stopniu, AS-48
wykazywala aktywnos$¢ antagonistyczng w stosunku
do S.carnosus i B.thermosphacta. Przechowywanie
w modyfikowanej atmosferze nie skutkowalo zadnymi
zmianami, pakowanie prézniowe natomiast spowodo-
walo wzmocniony efekt inhibicji AS-48 wobec zaréwno
B. thermosphacta, jak i Lb. sakei [12].

Warto wspomnie¢ réwniez o badaniu dotyczacym
innego wyrobu miesnego - fuetu (katalonskej kietbasy
wieprzowej). W doswiadczeniu analizowano wplyw
AS-48 i wysokiego ci$nienia hydrostatycznego (HHP
- High Hydrostatic Pressure) na rozwdj L. monocytoge-
nes, S. aureus i Salmonella enterica. Tak jak w poprzed-
nich badaniach, otrzymano wyniki wskazujace, ze po
zastosowaniu bakteriocyny (148 AU/g) wystepowala
znaczaca redukeja liczby komorek L. monocytogenes
(podczas dojrzewania wedliny i przechowywania w 7°C).
Enterocyna AS-48 w kombinacji z HHP (400 MPa) zna-
czaco hamowala rozwdj S. enterica [6].

W doswiadczeniach nad potencjalnym zabezpie-
czeniem zywnosci pochodzenia zwierzecego uwzgled-
niono réwniez ryby i produkty rybne, ktére moga
stanowi¢ ognisko rozprzestrzeniania si¢ choréb przeno-
szonych przez zywno$¢, gtéwnie powodowanych przez
biotoksyny morskie, aminy biogenne i wirusy. Wiek-
szo$¢ schorzen powoduje histamina, ktdrej toksyczny

URSZULA BLASZCZYK, KAMILA DABROWSKA

wplyw moze by¢ wzmocniony przez obecnos¢ innych
amin biogennych, np. putrescyny czy kadaweryny.
W badaniu analizujgcym wplyw AS-48 na powsta-
wanie amin biogennych w sardynkach stwierdzono,
ze enterocyna AS-48 znaczgco obnizala poziom tych
zwigzkow — putrescyny, kadaweryny, tyraminy i hista-
miny, a w polgczeniu z przechowywaniem w mody-
fikowanej atmosferze lub pakowaniem prézniowym,
réwniez powodowala spadek aktywnosci bakterii kwasu
mlekowego, produkujacych tyraming i histaming [9].
Ponadto inne oznaczenia, w ktorych obiektem byly
ryby (surowy morszczuk, surowy i wedzony losos),
wykazaly skuteczng inaktywacje patogennego gatunku
L. monocytogenes przez AS-48 [13].

Nie tylko produkty odzwierzece stanowia poten-
cjalne 7Zrédlo zakazen groznymi patogenami, nie-
bezpieczna moze by¢ réwniez mikroflora zwigzana
z zepsuciem produktéw roslinnych. Spozycie surowych
owocow i warzyw moze rowniez by¢ przyczynag niebez-
piecznych infekcji drobnoustrojami chorobotwdrczymi.
Dodatkowo w przypadku warzyw i owocow wazne jest,
aby wszelkie zabiegi majace na celu przedluzenie trwa-
tosci produktow i kontrole mikroflory, réwniez pato-
gennej, miaty znikomy wptyw na wlasciwosci organo-
leptyczne zywnosci [2].

Prace doswiadczalne sprawdzajace wptyw AS-48 na
rozwdj L. monocytogenes w surowych owocach, prowa-
dzone byly z wykorzystaniem truskawek, malin, jezyn,
melona, arbuza, kiwi i gruszek. Proby stanowily owoce
myte roztworem bakteriocyny oraz mieszaning bak-
teriocyny z konserwantami (trimetafosforanem sodu,
mleczanem sodu, kwasem mlekowym, kwasem polifos-
forowym, karwakrolem, kwasem hydrocynamonowym,
kwasem kumarowym, parabenem propylu, 2-nitropro-
panolem) i przechowywane w réznych temperaturach
(=20, 6, 15, 22°C). Mycie z wykorzystaniem AS-48 skut-
kowato znaczng lub calkowitg inaktywacja L. monocy-
togenes w truskawkach, malinach i jezynach, przecho-
wywanych w 15 i 22°C do dwéch dni, a w przypadku
truskawek i jezyn przechowywanych w 6°C, nawet do
sze$ciu dni. Dzialanie AS-48 w prébach pozostatych
owocdw, czyli melona, arbuza, kiwi i gruszki, przecho-
wywanych w 15 i 22°C réwniez wigzalo sie ze znacz-
nym zmniejszeniem liczby komérek L. monocytogenes.
Zaobserwowano jednak ponowne namnazanie komo-
rek, ktore przetrwaty kontakt z bakteriocyna. Zastoso-
wanie kombinacji enterocyny z konserwantami wzmoc-
nifo efekty otrzymane w przypadku dzialaniem samej
enterocyny, a uzycie karwakrolu oraz parabenu propylu
skutkowalo wyeliminowaniem efektu ponownego wzro-
stu komorek przechowywanych nawet w 22°C [69].

Proby zapewnienia bezpieczenstwa mikrobiologicz-
nego w surowcach roslinnych dotyczyty takze warzyw.
Ze wzgledu na wzrastajacy popyt na surowe kietki oraz
szparagi, a takze ich niski stopien obrébki przed spo-
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zyciem, przeprowadzono do$wiadczenia sprawdzajace
mozliwosci zastosowania enterocyny AS-48 do kontroli
L. monocytogenes w probach kietkéw soi i lucerny oraz
zielonych szparagdw. W przypadku kietkéw zaobser-
wowano znaczace zahamowanie wzrostu L. monocy-
togenes po umieszczeniu prob w roztworze bakterio-
cyny (25 pg/ml) przez okres 5 minut. Uzyskany efekt
inhibicji potegowalto dodatkowo przechowywanie préb
w temperaturze ponizej 22°C (6 i 15°C) oraz, podob-
nie jak w przypadku wczesniej opisywanych oznaczen,
gdy dziatanie eneterocyny AS-48 polaczono z uzyciem
chemicznych konserwantéw. Istotne zahamowanie
rozwoju L. monocytogenes uzyskano w kombinacji bak-
teriocyny z nadmanganianem potasu, kwasem octo-
wym, kwasem cytrynowym, propionianem sodu lub
sorbinanem potasu [19].

Kietki soi, lucerny oraz szparagi uzyto rdéwniez
w analogicznym oznaczeniu wykorzystania AS-48 w kie-
runku kontroli B. cereus i Bacillus weihenstephanensis.
B. cereus to gatunek powszechnie wystepujacy w gle-
bie, wzglednie patogenny, czynnik etiologiczny m.in.
zatru¢ pokarmowych, ktérego obecnos¢ stwierdzano
w rozmaitych produktach spozywczych (m.in. pro-
dukty zbozowe, makarony, platki, produkty mleczne,
sosy idesery) [14]. B. weihenstephanensis natomiast jest
psychrotolerancyjnym gatunkiem, zdolnym do wzrostu
ponizej 7°C, bakteria ta byta wykrywana w pasteryzo-
wanym mleku przechowywanym w 7°C. Najsilniejsze
ograniczenie rozwoju wspomnianych bakterii uzyskano
w kombinacji AS-48 z chemicznymi konserwantami
(chlorkiem heksadecylopirydyniowym, podchlorynem
sodu oraz kwasem nadoctowym) [21].

Wplyw polaczonego dziatania enterocyny, metod
fizycznych oraz konserwantéw na rozwoj bakterii Gram-
-ujemnych badano w kietkach soi. Pomimo ze wigkszos¢
bakterii Gram-ujemnych jest oporna na dziatanie AS-48
poszukuje si¢ czynnikéw, ktore wspotdziatajac z AS-48
moglyby stanowi¢ metody kontroli tej grupy bakterii
w produktach roslinnych. Inaktywacje S. enterica udalo
sie osiggnaé w zasadowym roztworze (pH 9,0), zawiera-
jacym AS-48 w stezeniu 25 pg/ml, dodatkowo odgrzewa-
nym przez 5 min. w 65°C. Efekt ten dodatkowo spotego-
walo dodanie do roztworu takich sktadnikéw jak EDTA,
kwas nadoctowy, kwas polifosforowy, podchloryn sodu,
chlorek heksadecylopirydyniowy, paraben propylu oraz
kwas hydrocynamonowy. W przypadku innych bada-
nych Gram-ujemnych bakterii skuteczne zahamowanie
zaobserwowano po zastosowaniu enterocyny AS-48
(25 ug/ml) w polaczeniu z kwasem polifosforowym (0,1
do 2%). Synergistyczne dzialanie tych zwigzkéw zna-
czaco ograniczyto lub catkowicie zahamowato rozwdj
E. coli O157:H7, Enterobacter aerogenes, Yersinia ente-
rocolitica, Aeromonas hydrophila, Shigella spp. i Pseu-
domonas fluorescens w kietkach soi przechowywanych
w temperaturach 6°C i 15°C. Otrzymane wyniki wyka-
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zujg, ze mozliwe jest opracowanie metod konserwacji
zywnosci opartych na kombinacji enterocyny AS-48
z innymi czynnikami, ktére skutecznie mogtyby obni-
zy¢ ryzyko zepsucia i zakazenia patogennymi bakteriami
Gram-ujemnych surowcéw roélinnych [20].

Inng, duza grupa surowcéw roslinnych badanych
pod katem zastosowania enterocyny AS-48 byly zboza
oraz potprodukty i produkty, bedace wynikiem ich
przetworzenia. Zepsucie chleba, ktdére objawia sie ciag-
liwym i uptynnionym migkiszem oraz nieprzyjemnym
smakiem i zapachem, najcze$ciej powodowane jest
przez bakterie z rodzaju Bacillus, szczegdlnie B. sub-
tilis i B. licheniformis, w mniejszym stopniu gatunki
B. pumilus i B. cereus. Uwaza sig, ze zepsucie chleba
powodowane wspomnianym mikroorganizmami moze
by¢ skutkiem rozwoju bakterii juz na etapie przygoto-
wania ciasta. W zwigzku z tym przeprowadzono analize
sprawdzajaca skutecznos¢ dziatania antagonistycznego
AS-48 (4-7 ug/ml) w stosunku do bakterii z rodzaju
Bacillus w cie$cie z maki pszennej. Wyniki wskazuja, ze
enterocyna nie tylko inaktywuje analizowane gatunki,
ale efekty jej dziatania spotegowane byty w prébach cia-
sta przechowywanych w 22°C, w poréwnaniu do inku-
bacji w 10°C. Otrzymane wyniki sg korzystne z punktu
widzenia przemystu piekarskiego, ze wzgledu na wyso-
kie temperatury, w ktérych powinno garowaé ciasto
do wypieku chleba [60]. B.cereus jak wspomniano
wczesniej, izolowany jest z réznego rodzaju produk-
tow spozywczych, czesto surowcdw roslinnych. Zna-
czacy eliminacje obecnosci tych bakterii przy uzyciu
AS-48 (20-35 pg/ml) udalo si¢ osiaggnac¢ w ryzu goto-
wanym i kleiku ryzowym. Co wiecej, podczas inkuba-
cji w temperaturze 37°C obserwowano zahamowanie
syntezy enterotoksyny, a dzigki procesowi krétkotrwa-
fego podgrzewania (gotowany ryz — 90°C/1 min, kleik
ryzowy — 95°C/1min) inaktywacje przetrwalnikow
[41]. Kolejnym badaniem, wynikajagcym z obecnych
trendéw konsumenckich, byto badanie odpowiedzi ko-
morek S. aureus na AS-48 w napojach owsianych i sojo-
wych. Podobnie jak w poprzednich analizach, dodatek
samej bakteriocyny AS-48 nie przynidst zadawalajacych
rezultatow w przeciwienstwie do efektow synergistycz-
nego dzialania bakteriocyny i zwigzkéw fenolowych lub
2-nitropropanolu [35].

Konieczno$¢ kontroli mikroflory produktéw roslin-
nych nie ogranicza si¢ do surowych owocéw i warzyw,
ale dotyczy takze wyrobow bedacych wynikiem ich
przetworzenia, takich jak soki, napoje, sosy, czy kon-
serwy. Oznaczenie z wykorzystaniem $wiezego soku
jabtkowego wykazalo synergistyczne dzialanie dodatku
AS-48, techniki HIPEF oraz temperatury 40°C prowa-
dzace do skutecznego ograniczenia rozwoju S. enterica
[61]. Analiza wplywu kombinacji HIPEF oraz AS-48
w stosunku do Pediococcus parvulus (drobnoustroju
wytwarzajacego egzopolisacharydy, odpowiedzialnego
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za zepsucie cydrow) potwierdzita oczekiwana korela-
cje miedzy redukcjg liczby komdrek bakterii, a syner-
gistycznym dzialaniem bakteriocyny i techniki HIPEE,
ktdre stosowane osobno, nie mialy znaczacego wplywu
na aktywno$¢ drobnoustrojow [62]. Badania pod katem
wykorzystania AS-48 w sokach, skierowane byty row-
niez przeciwko Alicyclobacillus acidoterrestris. Jest to
gatunek, ktorego endospory zdolne sg do przetrwania
w niskim pH oraz wysokich temperaturach, stosowa-
nych podczas rozlewania sokéw na goraco. Do oznacze-
nia wybrano $wiezy sok jabtkowy i pomaranczowy oraz
komercyjne soki: pomaranczowy, jabtkowy, ananasowy,
brzoskwiniowy i grejpfrutowy. Dodatek AS-48 do $wie-
zych sokow, inkubowanych w 37°C, skutkowal ograni-
czeniem wzrostu A. acidoterrestis do 14 dni. Natomiast
bakteriocyna w komercyjnych sokach (pomaranczo-
wym i ananasowym), inkubowanych w temperaturach
37, 15 i 4°C, warunkowala bezpieczenistwo nawet do
90 dni. Odmienne wyniki otrzymano w przypadku
soku jabtkowego, brzoskwiniowego i grejpfrutowego
inkubowanych w 37°C, w ktérych rozwdj A. acidoter-
restis ograniczony byt jedynie do 60 dni. Zaobserwo-
wano rowniez inaktywacje przetrwalnikdow, nawet po
1 minucie ekspozycji na AS-48. Obserwacje pod mikro-
skopem elektronowym wykazaly znaczne uszkodzenia
i lize komorek wegetatywnych oraz dezorganizacje
w strukturach endospor [39]. W kolejnym badaniu
potwierdzono aktywno$¢ antymikrobiologiczng AS-48
w stosunku do Bacillus licheniformis (gatunek wytwa-
rzajacy egzopolisacharydy, czesto odpowiedzialny za
zepsucie cydru). Wykazano nie tylko inhibicje rozwoju
B. licheniformis, ale réwniez wzmozong wrazliwos¢
przetrwalnikow badanego gatunku na ciepto [40].

Analizy wplywu enterocyny na mikroorganizmy
rozwijajace si¢ w napojach nie ominely réwniez spozy-
wanych obecnie na duzg skale napojow energetycznych
i plynéw dedykowanych do spozycia wsrod sportow-
cow. Napoje tego typu ze wzgledu na niskie pH moga
powodowa¢ problemy stomatologiczne, dlatego dazy
sie do uzyskania w nich wyzszego pH, a co za tym idzie
pojawia si¢ wieksze ryzyko rozwoju bakterii. W napo-
jach o pH podwyzszonym do 5,0 wykazano aktywnos¢
antagonistyczng AS-48 w stosunku do takich mikro-
organizmow jak: L. monocytogenes, S. aureus, B. liche-
niformis i B. cereus [57].

Badaniami mozliwosci zastosowania AS-48 do za-
pewnienia bezpieczenistwa mikrobiologicznego objeto
réwniez produkty konserwowe. Mikroorganizmem,
ktérego odpowiedz na AS-48 analizowano byt Bacillus
coagulans, a badanymi produktami pasta pomidorowa,
sok z ananasow i syrop z brzoskwin. B. coagulans to ter-
motolerancyjna bakteria, czgsto obecna w produktach
zakwaszanych, odpowiedzialna za tzw. zepsucie ,pla-
sko-kwasne”, prowadzace do obnizenia pH produktu
na skutek wytwarzania kwasow, glownie mlekowego
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z weglowodanow, bez wydzielenia gazéw. Obecnosé
AS-48 powodowala znaczacy spadek liczby komoérek
wegetatywnych B. coagulans, efekt ten wzmacniat doda-
tek cukru (w badaniu glukoza i sacharoza). Co wigcej,
bakteriocyna AS-48 potegowala efekt letalny w stosunku
do endospor B. coagulans, osiagany przez uzycie wyso-
kiej temperatury [53]. Dzialanie AS-48 w odniesieniu
do innego mikroorganizmu - Geobacillus stearothermo-
philus, sprawdzano w prouktach takich jak: puszkowana
kukurydza i groszek oraz cieszacym si¢ duzym zaintere-
sowaniem konsumentéw mleku kokosowym. G. stearo-
thermophilus to niepatogenny, niezwykle odporny na
wysoka temperature gatunek, odpowiedzialny za zepsu-
cie ,plasko-kwasne” produktow, szczegélnie dlugo
przechowywanych w wysokich temperaturach (np.
automaty z jedzeniem lub Zywno$¢ wykorzystywana
podczas misji wojskowych w rejonach tropikalnych).
Réwniez w tym przypadku dodatek AS-48 skutkowal
szybka redukcja wzrostu wspomnianej bakterii [59].

Wispolczesni konsumenci coraz chetniej siegaja
po gotowe produkty, w zwiazku z tym przeprowa-
dzono réwniez analizy wplywu dodatku AS-48 do
gotowych zup, purée i soséw warzywnych. Badane
bakterie (B.cereus, B.macroides, Paenibacillus poly-
myxa i P.amylolyticus) wykazywaly pewna opornos¢
na dziatanie AS-48, w szczegélnosci rodzaj Paeniba-
cillus. Dopiero zastosowanie AS-48 wraz ze zwiaz-
kami fenolowymi (karwakrol, eugenol, geraniol i kwas
hydrocynamonowy) skutkowalo znacznie zwiekszona
aktywnoscia bakteriobdjcza [37]. Podobna zalezno$¢
obserwowano w pokrewnym badaniu wpltywu AS-48 na
S. aureus w gotowych sosach (m.in. dostepne w komer-
cyjnej sprzedazy sos neapolitanski, carbonara oraz
pesto). W tym przypadku S. aureus wykazywal naj-
wyzsza oporno$¢ w sosie carbonara, ktorg podobnie
jak w wyzej opisanym badaniu, skutecznie obnizono
stosujac zwigzki fenolowe [38].

Analizowano réwniez aktywno$¢ antymikrobiolo-
giczng bakteriocyny AS-48 w deserach. Dodatek AS-48
do bitej $mietany, deseréw na bazie jogurtu sojowego
czy puddingu zelatynowego, powodowal inhibicje
rozwoju L. monocytogenes, S. aureus i B. cereus, a sto-
pien ograniczenia wzrostu wspomnianych mikroor-
ganizmow zalezal od zastosowanego stezenia AS-48.
Ponadto wykazano, ze dodatek bakteriocyny zapobie-
gal uptynnianiu deseréw z dodatkiem zelatyny, wsku-
tek zahamowania aktywnosci proteolitycznej B. cereus
[58]. Przeprowadzono réwniez analizy dziatania anta-
gonistycznego AS-48 w takich produktach jak: ptynny
karmel, konfitura dyniowa, krem migdalowy, masto
orzechowe, krem i syrop czekoladowy oraz syrop wani-
liowy. Antybakteryjna aktywnos$¢ AS-48 w stosunku do
S. aureus znaczgco zalezala od analizowanego produktu
- od pelnej inaktywacji w plynnym karmelu, do nie-
znacznej inhibicji w wanilii czy czekoladzie. Stopien
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inhibicji skutecznie wzmacnialo zastosowanie euge-
nolu, 2-nitropropanolu i nizyny wraz z AS-48 [56].

W zwiazku z tym, Ze enterocyna AS-48 jest najlepiej
poznang bakteriocyng o budowie cyklicznej poswieca
jej sie szczegdlnie duzo uwagi, jednak podejmowane
s3 proby majace na celu sprawdzenie mozliwosci za-
stosowania réwniez pozostalych bakteriocyn cyklicz-
nych w przemysle spozywczym, jako naturalnych kon-
serwantow. Warto zwrdci¢ uwage na karnocykline A
(CclA) wywarzang przez C.maltaromaticum - gatu-
nek, ktéry w USA i w Kanadzie jest dopuszczony przez
USDA (United States Department of Agriculture)
i FDA (Food and Drug Adminitration) do uzytku jako
konserwant produktéw miesnych. Atywnos¢ antagoni-
styczna CclA w stosunku do L. monocytogenes wydaje
sie niezaprzeczalna, zwlaszcza ze przeprowadzane juz
zostaly badania analizujace mechanizm tego dziatania
wraz z komérkowa odpowiedzia L. monocytogenes na
obecno$¢ bakteriocyny [52]. Jak nadmieniono wczes-
niej, zewnetrzna blona bakterii Gram-ujemnych sta-
nowi bariere dla bakteriocyn o budowie cyklicznej,
chociaz niektdére bakteriocyny stanowia wyjatek od
tej reguly. W zwigzku z tym przeprowadzono bada-
nie z wykorzystaniem CclA w kierunku inaktywacji
wybranych bakterii Gram-ujemnych: E.coli DH5aq,
Pseudomonas aeruginosa i Salmonella Typhimurium.
Podobnie jak w przypadku aktywnosci AS-48 w sto-
sunku do bakterii Gram-ujemnych, do osiagniecia
dziatania przeciwdrobnoustrojowego CclA niezbedne
byto zastosowanie dodatkowych czynnikéw, takich jak
EDTA. Taka kombinacja pozwolila na znaczacg inhi-
bicje rozwoju bakterii E. coli i P. aeruginosa [66].

Kolejng bakteriocyng, ktéra badano pod katem
potencjalnego stosowania w zywnosci jest gazerycyna A
(GaaA). W oznaczeniu wykorzystano koncentrat zawie-
rajacy GaaA, uzyskany po hodowli kultury Lb. gasseri
w medium z serwatki serowej. Aktywnos$¢ GaaA ana-
lizowano w stosunku do wybranych drobnoustrojow:
B. cereus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Achromobac-
ter denitrificans i P, fluorescens. W przypadku uzycia
wylacznie bakteriocyny stwierdzono wzrost badanych
gatunkow. Natomiast catkowitg inhibicje wzrostu ana-
lizowanych drobnoustrojéw zaobserwowano po uzyciu
GaaA z dodatkiem glicyny [10, 71].

Bakteriocyny o budowie cyklicznej stanowia obiekt
badan przede wszystkim pod katem ich wykorzystania
jako naturalnych konserwantéw zywnosci. Zaréwno
przechowywanie surowcow, jak i duza ilo§¢ procesow
technologicznych wymaga czesto stosowania ekstre-
malnych warunkéw, dlatego bakteriocyny cykliczne,
ze wzgledu na swoje wlasciwosci, wydaja si¢ by¢ duzo
skuteczniejsze w potencjalnym zabezpieczeniu zywno$ci
przed patogenami niz bakteriocyny o strukturze linio-
wej. Jednak stabilnos¢ bakteriocyn o budowie cyklicz-
nej i ich szerokie spektrum dziatania jest powodem, dla
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ktérego poszukuje si¢ innych sposobéw wykorzystania
tej grupy zwigzkow. Potencjalnie mogg znalez¢ zasto-
sowanie m.in. w weterynarii, np. w leczeniu mastitis
(zapalenia wymienia) u kréw mlecznych [23]. Ponadto
nalezy rozwazy¢ rowniez wykorzystanie tych zwigzkow
w medycynie, np. jako terapeutykéw czy nosnikéw sub-
stancji czynnych [65]. Dowiedziono takze, ze enterocyna
AS-48 wywoluje efekt letalny w stosunku do pierwotnia-
kéw Leishmania, zaréwno w postaci promastygotow, jak
i amastygotow [1]. Sugeruje si¢ ponadto, ze w zwiazku
z prawdopodobnie unikalnym mechanizmem biosyn-
tezy, ktory nie jest jeszcze catkowicie poznany, bakterio-
cyny o budowie cyklicznej mogltyby by¢ uzywane w bio-
inzynierii, do projektowania nowych peptydow [88].

Ze wzgledu na wyjatkowe wlasciwosci, ktore sg po-
niekad rozszerzeniem wilasciwosci bakteriocyn o struk-
turze liniowej, bakteriocyny cykliczne moga znalez¢é
zastosowanie takze jako dodatki do kosmetykow lub
substytuty antybiotykow.

8. Podsumowanie

Bakteriocyny cykliczne to niewielki zbiér peptydow
charakteryzujacych si¢ nie tylko cyklizacja struktury,
ale i wyjatkowymi wlasciwosciami - odpornoscig na
dzialanie wielu enzyméw proteolitycznych, wyso-
kich temperatur, a takze zmiany pH. Bakteriocyny
cykliczne wytwarzane sg przez bakterie Gram-dodat-
nie i ich aktywno$¢ antymikrobiologiczna w glownej
mierze skierowana jest przeciwko bakteriom Gram-
-dodatnim. Jednak po zastosowaniu wysokich stezen
lub dodatkowych czynnikéw, takich jak np. EDTA,
niektére bakteriocyny moga réwniez hamowac wzrost
bakterii Gram-ujemnych, np. E.coli. Bakteriocyny
o budowie cyklicznej stanowig potencjalnie obiecu-
jacg alternatywe dla powszechnie stosowanych metod
i srodkéw zabezpieczania zywnosci przed mikrobio-
logicznym zepsuciem. Istnieje duze zapotrzebowanie
rynku na tego typu zwiazki jako naturalne konserwanty
lub produkujace je bakterie jako kultury starterowe
i probiotyki. Badania z wykorzystaniem enterocyny
AS-48 s3 dowodem na to, ze bakteriocyny cykliczne
mogtyby znalez¢ zastosowanie w rozmaitych gateziach
przemystu spozywczego. Skuteczng inaktywacje wielu
gatunkow mikroorganizmoéw, zaréwno bakterii Gram-
-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, w tym bakterii
powodujacych zepsucie Zzywnosci oraz patogennych,
uzyskano w analizach dotyczacych wplywu enterocyny
AS-48 jako dodatku do réznych surowcéw i produktow
spozywczych. Badania nad zastosowaniem bakteriocyn
w zywnosci ukazujg réwniez perspektywy ich uzycia
w innych celach, m.in. do ograniczenia powstawania
niebezpiecznych amin biogennych czy w zapobieganiu
procesowi uptynniania si¢ produktéw Zelatynowych.
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Mimo obiecujacych wynikéw potwierdzajacych dzia-
tanie bakteriocyn cyklicznych w stosunku do szeregu
gatunkow bakterii rozwijajacych si¢ w zywnosci, w tym
gatunkow patogennych, nalezy podkresli¢ potrzebe
dalszych badan tych zwigzkow. Stan wiedzy na temat
bakteriocyn o budowie cyklicznej, jest wcigz niewystar-
czajacy, szczegolnie biorac pod uwage tak istotne zagad-
nienia, jak pelne wyjasnienie mechanizméw biosyntezy
tych zwigzkow, rozpoznawania komoérek docelowych
i sposobow dzialania. Innym zagadnieniem, zglebio-
nym w bardzo niewielkim stopniu, jest nabywanie
opornosci na dzialanie bakteriocyn przez mikroorga-
nizmy docelowe. By¢ moze, dopiero poznanie tych
mechanizméw pozwoli na opracowanie racjonalnych
metod stosowania bakteriocyn o budowie cyklicznej
w przemysle spozywczym, a niewykluczone, ze w przy-
sztosci rowniez w medycynie.
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1. Wstep

Taksonomia drobnoustrojéw podlega ciggtym zmia-
nom. Réwnolegle z rozwojem mikrobiologii tworzyt
sie i zmienial system nazewnictwa mikroorganizmow.
Bylo to mozliwe gtéwnie dzigki wprowadzaniu nowych
metod badawczych umozliwiajacych uzyskanie orygi-
nalnych danych doswiadczalnych. Duzym przetomem
w identyfikacji i réznicowaniu bakterii, a tym samym
w ich nomenklaturze, byto wprowadzenie w 1884 roku
przez Hansa Christiana Joachima Grama zlozonej me-
tody barwienia pozwalajacej na wprowadzenie podziatu
bakterii na Gram-dodatnie i Gram-ujemne [19]. Bazu-
jac na morfologicznych i fizjologicznych przestankach
stopniowo odkrywano kolejne mikroorganizmy repre-
zentujace okreslone grupy i podejmowano proby ich
klasyfikacji. Systemy oparte na analizie cech fenotypo-
wych stanowig obecnie zasadniczy element rutynowe;j

diagnostyki mikrobiologicznej, jednak dopiero odkry-

cie budowy i funkcjonowania komérek na poziomie
molekularnym, poczawszy od zaproponowanego przez
Jamesa Watsona i Francisa Cricka w 1953 roku modelu
struktury DNA (na podstawie radiograméw wykona-
nych przez Rosalind Elsie Franklin) [18], doprowadzito
do kolejnych badan i odkry¢ umozliwiajacych rozwdj
diagnostyki bazujacej na nowych markerach przydat-
nych w okreslaniu przynaleznosci taksonomicznej
organizmoéw, w tym bakterii. W latach 90. XX wieku
Carl Richard Woese zaproponowal przelomowy model
klasyfikacji organizméw oparty na analizie moleku-
larnej sekwencji kodujacej 16S rRNA. Wprowadzony
dzieki temu podzial $wiata Zywego nie tylko pozwolit
stworzy¢ uniwersalny system ukazujacy rzeczywiste
powigzania filogenetyczne pomiedzy organizmami, ale
ustalit rowniez najwyzsze rangg taksony (zwane dome-
nami) - Archaea, Bacteria oraz Eukarya [20]. Wyko-
rzystywanie w rutynowej praktyce genu kodujacego 16S
rRNA jako molekularnego markera [3] doprowadzito
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do zrewidowania wczesniejszych ustalen dotyczacych
systematyki wielu mikroorganizméw. Na tej podstawie
dokonano m.in. szeregu zmian w taksonomii rodzaju
Bacteroides, ktore zostaly uwzglednione w ostatnim
wydaniu Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
[15]. Ponadto, dzieki zastosowaniu rybotypowania
udalo si¢ takze zaktualizowaé systematyke Gram-
-zmiennych ziarniako-pateczek Gardnerella vaginalis,
ktore ze wzgledu na swoéj pleomorfizm, pierwotnie zali-
czane byly do rodzajow Haemophilus i Corynebacterium
(4,17, 12]. Aktualnie bakteria ta jest przyporzadkowana
do typu Actinobacteria (promieniowce) i rodziny Bifi-
dobacteriaceae (wg bazy UniProt). Niestety stosowanie
16S rDNA w taksonomii ma swoje ograniczenia. Wraz
ze wzrostem liczby dostepnych sekwencji w bazach
danych stwierdzono, ze system ten nie jest wystarcza-
jaco wiarygodny do oznaczania przynalezno$ci gatun-
kowej wielu réznych drobnoustrojow. W duzej mie-
rze zwigzane jest to z wystepowaniem podobienstwa
pomiedzy sekwencjami nukleotydowymi, co z kolei
moze powodowaé trudnosci z wyborem specyficz-
nych par starteréw zapewniajacych odpowiedni poziom
dyskryminacji prob analizowanych z uzyciem techniki
PCR [13]. Na tego typu problem natknigto si¢ m.in.
podczas poréwnywania sekwencji nukleotydowych 16S
rDNA bakterii z rodzajow Streptomyces i Kitasatospora.
W tym przypadku gen kodujacy 16S rRNA okazat sie
nieprzydatny do réznicowania wystepujacych w ich
obrebie gatunkdéw, a sam rodzaj Kitasatospora ulegal
kolejnym zmianom reklasyfikacyjnym [9]. Wskazane
trudnos$ci sktaniajg do poszukiwania i stosowania
alternatywnych metod réznicowania drobnoustrojow.
W tym kontekscie szczeg6lne znaczenie przypisuje sie
metodom, ktore uwzgledniaja zaréwno dane uzyski-
wane z analizy filogenetycznej sekwencjonowanych
genomow, gendw konstytutywnych oznaczanych z uzy-
ciem techniki MLSA (Multilocus Sequence Analysis)
oraz unikalnych insercji lub delecji obecnych w szeroko
rozpowszechnionych biatkach (CSI - Conserved Signa-
ture Insertions/Deletions), w tym w kluczowych biat-
kach bakteryjnych, m.in. wystepujacych w nukleoidzie
czy tez biatkach rybosomalnych [1, 10].

W 2016 roku dokonano radykalnej zmiany w akso-
nomii rodziny Enterobacteriaceae, z ktdrej nie tylko
wydzielono kilka nowych rodzin, ale takze uzgodniono,
ze bakterie zaliczane wcze$niej do Enterobacteriaceae,
obecnie beda klasyfikowane do taksonu w randze
rzedu. Dodatkowo zaproponowano zmiang dotychcza-
sowej nazwy rzedu ,,Enterobacteriales” na ,,Enterobac-
terales” [1]. Niniejsza praca ma na celu przedstawienie
zmian w aktualnej systematyce bakterii z rzedu Ente-
robacterales ord. nov., wskazanie argumentéw, ktore
doprowadzity do modyfikacji wcze$niejszego systemu
klasyfikacji oraz instytucji, ktore zaakceptowaly zapro-
ponowane zmiany taksonomiczne paleczek jelitowych.

PAWEL NAWROTEK, BARTLOMIE] GRYGORCEWICZ, ADRIAN AUGUSTYNIAK

2. Zasady dotyczace wprowadzania zmian
taksonomicznych

Nazewnictwem taksonomicznym Prokaryota zaj-
muje si¢ Miedzynarodowy Komitet ds. Systematyki
Prokaryota (ICSP - International Committee on Sys-
tematics of Prokaryotes). Pomyst powstania systemu
ujednoliconego nazewnictwa drobnoustrojow powstat
podczas pierwszego miedzynarodowego kongresu
mikrobiologii, ktory odbyl sie w Paryzu w 1930 roku
[8]. Przez lata byt on zmieniany i uaktualniany. Poczat-
kowo dotyczyl jedynie bakterii, ale nastepnie zostal
rozszerzony takze o archeony. Jedng z istotniejszych
zmian w nomenklaturze taksonomicznej organizmoéw
prokariotycznych bylo wprowadzenie dodatkowych
zasad dotyczacych prawidlowego oznaczania gatun-
kéw niehodowalnych w warunkach laboratoryjnych,
ktore weszly w zycie od 1 stycznia 2001 roku. Ostat-
nie dostepne sugestie dotyczace zasad wprowadzania
zmian w nazewnictwie Prokaryota zostaly opubliko-
wane w 2015 roku jako draft manuskryptu z roku 2008
[16]. Od publikacji w Internecie (20/11/2015) byl on
cytowany 35 razy w pracach, ktdre przedstawialy suge-
stie i komentarze dotyczace zapiséw tego dokumentu.
Autorzy umiescili w nim 65 regul, ktére powinny by¢
stosowane w nomenklaturze mikroorganizméw pro-
kariotycznych. Za wlasciwe czasopismo, ktére zajmo-
wac sie bedzie zbieraniem i aktualizowaniem danych
dotyczacych nazewnictwa bakterii i archeondéw uznano
International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, w ktérym przedstawiono m.in. zasady
wlasciwego wprowadzania nowego nazewnictwa,
a takze zasady przechowywania i udostepniania szcze-
pow drobnoustrojow [8, 16]. Podejscie oparte na cigg-
tym zbieraniu i publikowaniu danych w czasopismie
dostepnym w sieci internetowej wydaje si¢ by¢ dobrym
rozwigzaniem. Ze wzgledu na szybkos¢ dostepu do
danych ma ono zasadniczg przewage nad tradycyjnymi
publikacjami ksiazkowymi, ktére przez dziesigciolecia
byly zasadniczym Zrédtem informacji na temat nazew-
nictwa taksonomicznego drobnoustrojow, takimi jak
»The Prokaryotes” (wyd. Springer-Verlag) czy ,,Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology” (wyd. Springer-
-Verlag). Ten ostatni tytul zostal zmodyfikowany i od
2015 roku jest dostepny na stronie wydawnictwa John
Wiley & Sons, Inc. jako ,,Bergey’s Manual of Systematics
of Archaea and Bacteria” [2].

3. Przestanki wprowadzania zmian taksonomicznych

Od wielu lat zlotym standardem identyfikacji drob-
noustrojow byta analiza oparta o sekwencje genu kodu-
jacego 16S rRNA, czyli mala podjednostke rybosomu.
Kazdego roku bazy danych s3 uzupelniane o nowe
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sekwencje, ktére na biezaco sa publikowane m.in. na
stronie NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation), a takze w bazie RDP (Ribosomal Database
Project) [6]. Ilo$¢ sekwencji zdeponowanych w bazie
RDP wynosi ponad 3,3 mln. Identyfikacja w oparciu
o0 16S rRNA opiera si¢ na poréwnaniu czesciowej lub
catkowitej sekwencji genu do sekwencji referencyjne;j.
Takiego poréwnania mozna fatwo dokona¢ wykorzy-
stujac aplikacje BLAST dostgpna na portalu NCBI.
Podobienstwa pomig¢dzy sekwencjami moga by¢ takze
analizowane za posrednictwem programéw kompute-
rowych, takich jak MEGA 7 oraz Ugene. W modelowa-
niu przestrzennym i poréwnywaniu bialek pomocne
moze by¢ ponadto oprogramowanie Chimera, ktore
umozliwia przepisywanie sekwencji nukleotydowych
na aminokwasowe i odwrotnie.

Sekwencje rybosomalne s3 uzyteczne w takso-
nomii ze wzgledu na ich wysoce konserwatywny cha-
rakter. Bez prawidtowego funkcjonowania rybosomoéw,
komorki nie bylyby zdolne do przeprowadzania pro-
cesu translacji, a tym samym nie moglyby wytwarza¢
bialek. Dlatego mutacje w genach kodujacych pod-
jednostki rybosomu ograniczone sg funkcjg ryboso-
malnego RNA, w przeciwienstwie do mutacji innych
gendw. Dla przyktadu, defekt jednego z enzymow odpo-
wiedzialnych za metabolizowanie Zrddet wegla praw-
dopodobnie spowoduje uruchomienie innego szlaku
metabolicznego i wykorzystanie wegla w innej for-
mie. Defekt rybosomoéw z reguly skazuje dang komarke
na $mier¢ [5].

Z drugiej strony konserwatywny charakter sekwen-
¢ji malej podjednostki rybosomu moze by¢ takze
wada genotypowania, ze wzgledu na $cidle ograni-
czong liczb¢ mozliwych mutacji, a przez to ograni-
czong liczbe wariantéw. Problem ten jest zauwazalny
zwlaszcza w przypadku blisko spokrewnionych gatun-
kow bakterii, takich jak np. Streptomyces i Kitasato-
spora, w przypadku ktérych sama analiza 16S rRNA
jest niewystarczajaca do ich skutecznego odroéznienia.
W wymienionym przykladzie za dodatkowy marker,
ktéry umozliwil zréznicowanie obu gatunkdéw, uznano
wysoce konserwatywne biatka z rodziny Ssg odpowia-
dajace za procesy morfogenetyczne zwigzane ze ztozo-
nym cyklem rozwojowym promieniowcow, w ktorych
odbywa sie podzial komérki i wytwarzanie spor [9].

4. Zmiany w rzedzie Enterobacterales ord. nov.

W roku 2016 dokonano znaczacych zmian w takso-
nomii rodziny Enterobacteriaceae, a takze rzgdu Entero-
bacteriales, ktorego nazwe zmieniono na Enterobactera-
les ord. nov. W pracy Adeolu i wsp. [1] zaprezentowano
wyniki kompleksowych badan genomicznych opartych
na analizie poréwnawczej poszczegolnych przedstawi-
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cieli rzedu Enterobacteriales, ktore doprowadzily do
rekonstrukgji filogenetycznej tego rzedu. Dzialania te
polegaly na analizie 1548 bakteryjnych bialek rdzenio-
wych (core proteins), 53 bialek rybosomalnych oraz
analizie MLSA czterech biatek (GyrB, RpoB, AtpD
i InfB), w zakresie obecnych w nich unikalnych insercji
lub delecji (CSI). Te konserwatywne zmiany stanowia
wazne markery molekularne pozwalajace na dokladne
oznaczenie zaleznosci filogenetycznych pomiedzy
mikroorganizmami [11]. Dzieki nim mozna otrzymac
szczegOtowe mapy filogenetyczne o wyzszej rozdziel-
czosci, co zostalo dokladnie opisane w pracy Glaeser
i Kampfer [10]. Dodatkowo, Adeolu i wsp. [1] wyzna-
czyli pokrewienstwo miedzy przedstawicielami rzedu
Enterobacteriales, na podstawie analizy ogélnego podo-
bienstwa ich genomow.

Nowo zaproponowane, przez Adeolu i wsp. [1],
zmiany w rzedzie Enterobacterales ord. nov. obejmuja
przeksztalcenie monotypowego rzedu Enterobacteriales,
zawierajgcego tylko jedng rodzing Enterobacteriaceae,
w politypowy rzad Enterobacterales ord. nov. obejmu-
jacy facznie siedem rodzin, w tym: Enterobacteriaceae,
Erwiniaceae, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafm'a—
ceae, Morganellaceae oraz Budviciaceae. Nowa takso-
nomig paleczek jelitowych z rzedu Enterobacterales ord.
nov. zestawiono w tabeli I.

Nalezace do rodziny Enterobacteriaceae bakterie
posiadaja az 21 specyficznych dla nich konserwatyw-
nych insercji/delecji aminokwasowych w kluczowych
biatkach, takich jak: NADH zalezna oksydoreduktaza
ubikwitynowa (podjednostka M), bialko ruchliwosci
drgajacej PilT, AMP zalezna ligaza 2,3-dihydroksy-
benzoesanu, bialko wigzace ATP/GTP, wielofunkcyjny
kompleks utleniajacy kwas tluszczowy (podjednostka
alfa), hydrolaza S-formyloglutanu, dehydrogenaza aspa-
raginianowo-semialdehydowa, epimeraza, biatko mem-
branowe, dehydrogenaza mréwczanu (podjednostka 7),
transferaza glutationu, mutaza fosfoglukozaminy, hyd-
rolaza glikozylowa, 23 rRNA, metylotransferaza ura-
cylu, kochaperon HscB, amidaza N-acetylomuramilo-L-
-alaniny, biatko transportujace siarczki, biatko wigzace
ATP (CysA), biatko budujace LPS (LptD) [1]. Z kolei,
rodzina Erwiniaceae obejmuje gatunki bakterii posia-
dajace konserwatywne wzory CSI w 12 biatkach: liga-
zie glutaminowo-cysteinowej, podjednostce B gyrazy
DNA, biatku formowania LPSu (LptD), prekursorze
DsbA, helikazie RNA, syntazie TruD, biatku transpor-
tujacym glicyne/betaing ABC, biatku wigzacym ATP,
dysmutazie ponadtlenkowej, bialkach fazy stacjonarne;j
czy dwuskladnikowego sensora kinazy histydyny [1].
Cztonkéw rodziny Pectobacteriaceae mozna odréznié
od innych przedstawicieli rzedu Enterobacterales ord.
nov. z wykorzystaniem czterech konserwatywnych
indeli (insercji/delecji) znajdujacych si¢ w aktywatorze
transkrypcji bialek RhaS, biatku motorycznym MotB,
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Tabela I
Nowy podziat rodzin wydzielonych z Enterobacteriaceae w obrebie
rzedu Enterobacterales ord. nov. oraz ich gtéwni przedstawiciele
[na podstawie 1]

Rzad Rodzina CSI* Gloéwni przedstawiciele
Escherichia**
Salmonella

Shigella

Enterobacter

Klebsiella

Citrobacter

Enterobacteriaceae 21

Erwinia**

Pantoea

Erwiniaceae 12 Phaseolibacter

Tatumella

Wigglesworthia

Pectobacterium**

Pectobacteriaceae 4 Brenneria

Dickeya

Yersinia**

Yersiniaceae 3

Enterobacterales ord. nov.

Ewingella

Serratia
Hafnia**
Edwardsiella

Morganella**

Hafniaceae 4

Morganellaceae 7 Proteus

Providencia
Moellerella
Budvicia**

Leminorella

Budviciaceae 9

Pragia

* CSI (conserved signature insertions/deletions)
** nazwa rodzaju bakterii reprezentatywna dla rodzin
w obrebie Enterobacterales ord. nov.

dwuskfadnikowym biatku kinazy histydynowej oraz
jednym biatku hipotetycznym [1].

W $wietle przedstawionych zmian rodzina Yersinia-
ceae charakteryzuje si¢ obecnoscig trzech charaktery-

PAWEL NAWROTEK, BARTLOMIE] GRYGORCEWICZ, ADRIAN AUGUSTYNIAK

stycznych, konserwatywnych sygnatur CSI wystepuja-
cych w biatkowym regulatorze transkrypcji z rodziny
TetR oraz biatku hipotetycznym [1]. Bakterie z rodziny
Hafniaceae mozna odrézni¢ od innych przedstawicieli
Enterobacterales ord. nov. na podstawie obecnosci kon-
serwatywnych insercji/delecji aminokwaséw, w takich
biatkach jak: dwuskladnikowy regulator odpowiedzi
GIrR, adenylotransferaza glukozo-1-fosforanowa, akty-
wator transkrypcyjny NhaR, czy sensor kinazy histy-
dynowej [1]. Morganellaceae to z kolei rodzina, ktora
charakteryzuje obecnos¢ siedmiu konserwatywnych
CSI znalezionych w biatkach: sukcynylotransferazy
dihydrolipoamidowej, dipeptydazy Xaa-Pro, UDP-
-zaleznej hydrolazy, czynnika sprzezonego z naprawg
transkrypcji, dipeptydazy Xaa-Pro, acetylotransferazy
fosforanowej, ligazy histydyna-tRNA, amidazy N-acety-
lomuramilo-L-alaniny [1]. Natomiast bakterie nalezgce
do rodziny Budviciaceae charakteryzuja si¢ insercjami/
delecjami wystepujacymi w dwufunkeyjnej biatkowo-
-disiarczanowej izomerazie/oksydoreduktazie (DsbC),
biatku transportujacym L-metionine, ligazie D-alanina-
-D-alanina oraz w szesciu bialkach hipotetycznych [1].

5. Bazy danych a zmiany w taksonomii rzedu
Enterobacterales ord. nov.

Kazda zmiana w taksonomii czy nomenklaturze
niesie za sobg koniecznos¢ aktualizowania informacji
w odpowiednich bazach danych. W tabeli II przedsta-
wiono wiodgce bazy danych wraz z aktualnymi adre-
sami ich stron internetowych, w ktérych na biezaco
uwzgledniane sg zmiany taksonomiczne mikroorganiz-
moéw. Nalezy podkresli¢, iz trzy najwigcksze, miedzyna-
rodowe bazy danych (NCBI, UniProt, RDP) wprowa-
dzity zmiany do prezentowanej taksonomii pateczek
jelitowych, w innych podawana jest jeszcze dawna sys-
tematyka. W zwigzku z tym aktualnie funkcjonujg dwa
podziaty taksonomiczne dotyczace y-Proteobacteria,
co moze powodowaé pewien chaos informacyjny.
Przyktadowo w zbiorowej pracy ,,Bergey’s Manual of

Tabela II
Internetowe bazy danych, w ktérych uwzgledniane sa zmiany taksonomiczne mikroorganizméw
Uwzglednienie
Nazwa bazy internetowej nowej taksonomii Adres internetowy bazy
pateczek jelitowych*
LPSN (List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature) Nie bacterio.net
RDP (Ribosomal Database Project) Tak rdp.cme.msu.edu
NCBI (National Center for Biotechnology Information) Tak ncbi.nlm.nih.gov
BacDive (The Bacterial Diversity Metadatabase) Nie bacdive.dsmz.de
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) Nie dsmz.de
UniProt (The Universal Protein Resource) Tak uniprot.org/taxonomy/

* Zmiany taksonomiczne w konwencji zaproponowanej przez Adeolu i wsp. [1]



ZMIANY W TAKSONOMII y-PROTEOBACTERIA, MODYFIKACJA NAZWY RZEDU ENTEROBACTERIALES

Systematics of Archaea and Bacteria’, ktora ostatnio
byla aktualizowana w marcu 2017 roku, taksonomia
rodziny Enterobacteriaceae pozostata bez zmian. Co
wiecej, mimo staran wciaz brakuje ujednoliconych
wytycznych dotyczacych ,oficjalnego” nazewnictwa
i taksonomicznego przyporzadkowania drobnoustro-
jow, ktdre bylyby jednolite i uznane przez cale srodowi-
sko naukowe. Wigzaloby si¢ to m.in. z globalnym aktu-
alizowaniem zrdédel podajacych najbardziej aktualne
i wiarygodne informacje taksonomiczne. W dostepnych
zrodtach brakuje zwlaszcza podsumowan rocznych lub
dwuletnich informujacych o zmianach, ktére zostaly
zatwierdzone i wlasciwie wprowadzone do systemu
taksonomicznego w taksonach wyzszych niz rodzaj.
W tym kontekscie na szczegdlng uwage zastuguje baza
DSMZ, ktéra regularnie publikuje i uaktualnia liste
nazw opublikowanych zgodnie z zalozeniami Interna-
tional Code of Nomenclature of Bacteria [7]. Istnieje
takze mozliwos$¢ sprawdzenia, czy nazwa okreslonego
mikroorganizmu zostala opublikowana zgodnie z zasa-
dami ICSP w internetowej bazie ,,NamesforLife” [14]

Podsumowanie

Postepy w diagnostyce mikrobiologicznej powo-
duja, iz taksonomia wielu mikroorganizméw pod-
lega znaczacym zmianom i reklasyfikacjom. Dawniej
brane w tym celu pod uwage cechy fenotypowe, pdz-
niej genotypowe oparte o sekwencje kodujace rRNA
czy zsekwencjonowane genomy, s3 obecnie uzupetniane
o informacje pozyskiwane ze struktury aminokwaso-
wej biatek pelnigcych w komorkach kluczowe funkgje.
Wyniki uzyskiwane z badan molekularnych z pewno-
$cig sa pomocne w prawidtowym konstruowaniu drzew
tilogenetycznych umozliwiajacych skuteczniejsze roz-
nicowanie mikroorganizméw. Konieczne wydaje sie
jednak tworzenie jednolitych i usystematyzowanych
zasad wprowadzania zmian w taksonomii, ktére bytyby
uznane przez cale srodowisko naukowe.
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Konferencja pod patronatem PTM

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

IV edycja konferencji
»Wektory i patogeny — w przesztosci i przyszlosci”

Wroclaw, 24 listopada 20176

Szanowni Panstwo,

Instytut Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego oraz Wroctawski Oddzial Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw
i Wroctawski Oddziat Polskiego Towarzystwa Parazytologicznego zapraszaja na IV edycje konferencji pt. ,, Wektory i patogeny — w prze-
sztosci i przysztosci”.

Konferencja ma na celu prezentacje badan z zakresu mikrobiologii i parazytologii jakie sg prowadzone aktualnie w krajowych jak
i zagranicznych jednostkach naukowych. Pragniemy réwniez udokumentowa¢ historyczny dorobek polskich naukowcédw w tych dzie-
dzinach. W tym roku szczegdlng uwaga objety bedzie problem uwarunkowanych $rodowiskowo choréb infekcyjnych i inwazyjnych,
ktérych czynnikami etiologicznymi sg patogeny transmitowane przez stawonogi (wektory), gléwnie hematofagiczne kleszcze i komary,
a takze ukazanie skutecznych sposobow zapobiegania i monitorowania tych zagrozen.

Podczas konferencji planowana jest prezentacja praktycznych osiagnie¢ 20-letniej wspotpracy Instytutu Genetyki i Mikrobiologii UWr
z Wydziatem Srodowiska i Rolnictwa Urzedu Miasta Wroclawia w zakresie biologicznego (mikrobiologicznego) zwalczania komaréw
na terenie Aglomeracji Wroclawskiej. Waznym celem konferencji jest takze integracja srodowiska naukowego oraz ukazanie osiagnieé
naukowych mlodych adeptéw nauki.

Szczegbdtowe informacje zamieszczone sg na stronie:
http://www.mikrobiologia.uni.wroc.pl

Organizator:
Uniwersytet Wroctawski, Instytut Genetyki i Mikrobiologii

Miejsce:
Uniwersytet Wroctawski, Instytut Genetyki i Mikrobiologii
ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wroclaw

Konferencja pod patronatem PTM =

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

V edycja konferencji
Viruses of Microbes V: Biodiversity and future applications

Wroctaw, 9-13 lipca 2018

Jest to pigte juz spotkanie z serii miedzynarodowych konferencji towarzystwa International Society for Virus of Microbes (ISVM)
poswieconej wirusom drobnoustrojow.

Konferencje Virus of Microbes dobywaja si¢ co dwa lata, a rozpoczely si¢ w 2010 roku w Instytucie Ludwika Pasteura w Paryzu,
a nastepnie kontynuowane byly w Brukseli (2012), Zurichu (2014), i Liverpoolu (2016), gromadzac na kazdym spotkaniu ok. 400-
500 uczestnikow z calego $wiata.

Przyszloroczne spotkanie zatytutowane jest ,,“Biodiversity and future application”. Tematyka pigciodniowej konferencji poswiecona
bedzie podstawowym i aplikacyjnym badaniom naukowym nad wirusami mikroorganizméw (algi, archaea, bakterie, grzyby, pierwot-
niaki i wirusy). Wirusy sa kluczowym elementem warunkujacym bioréznorodnos¢ i ewolucje mikrobiologiczna, jak rowniez stuzg jako
narzedzie w biologii molekularnej. W ostatnich czasie coraz wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ badania nad bakteriofagami, ktére
stanowia obiecujaca alternatywe leczenia infekcji wywolanych zwlaszcza przez wielolekooporne szczepy patogenéw czlowieka, a sa
stosowane juz w konserwacji zywnosci, hodowli zwierzat i produkeji roslin uprawnych.

Uniwersytet Wroctawski (prof. dr hab. Zuzanna Drulis-Kawa) wraz z Laboratorium Bakteriofagowym Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu (prof. dr hab. Krystyna Dabrowska), maja zaszczyt organizowac kolejna miedzynarodows edycje
tej konferencji w 2018 roku.
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Konferencja porusza tematyke niezwykle aktualna i bedzie dedykowana do wszystkich os6b zajmujacych si¢ zagadnieniami z zakresu
zwalczania zakazen bakteryjnych, jak réwniez ekologii i réznorodnosci biologicznej drobnoustrojow.

Konferencja zostata objeta patronatem przez European Molecular Biology Organization jako EMBO Workshop ,Viruses of microbes
2018 http://www.embo.org/events

Lokalizacja:
Uniwersytet Wroctawski, Wydzial Prawa, Administracji i Ekonomii, ul. Uniwersytecka 22/26, 50-145 Wroclaw

Organizatorzy:
Uniwersytet Wroctawski, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN

Kontakt:
prof. Zuzanna Drulis-Kawa, zuzanna.drulis-kawa@uwr.edu,pl, tel. 71 375 62 90
prof. Krystyna Dabrowska, dabrok@iitd.pan.wroc.pl, tel. 71 337 11 72 wewn. 316

VIRUSES OF MICROBES V
Biodiversity and future applications

9-13 July 2018 Wroctaw, Poland

Institute of Genetics and Microbiology
University of Wroctaw
&
Hirszfeld Institute of Immunology and Experimental Therapy
Polish Academy of Sciences

On behalf of the organising committee of the ISVM conference on the Viruses of Microbes, we are pleased to invite to the fifth
meeting in an international series that began in 2010 at the Pasteur Institute.

This event is one that focuses on basic and applied scientific research on viruses infecting microbes (algae, archaea, bacteria, fungi,
protozoa and viruses). Viruses have always been a key element of microbial diversity and evolution, as well as a tool for the molecular
biologist to learn more about how the host cell functions, but this information has also been put to productive use in latter days to control
infections and fouling in many areas of our modern life.

The conference is included to the EMBO Workshop list http://www.embo.org/events

Location:
Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Prawa, Administracji i Ekonomii
ul. Uniwersytecka 22/26, 50-145 Wroctaw

Organizers:
Uniwersytet Wroctawski; Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN

Contact:
prof. Zuzanna Drulis-Kawa, zuza=nna.drulis-kawa@uwr.edu,pl, tel. 71 375 62 90
prof. Krystyna Dabrowska, dabrok@iitd.pan.wroc.pl, tel. 71 337 11 72/ 316
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INFORMACJA O PRACY PREZYDIUM ZARZADU GROWNEGO PTM

30 sierpnia, 12 wrzeénia, 31 pazdziernika 2017 r. odbyly sie elektroniczne glosowania przez czlonkéw Prezydium ZG PTM szeregu
Uchwal, ktére ponizej omdéwiono.

1) Zglosilo si¢ szereg kandydatéw, ktdrzy chcieliby zapisac sie do PTM. Jednomysélnie przyjeto Uchwale nr 23-2017 z dnia 30.08.2017 r.
w sprawie przyjecia 20 nowych czlonkow zwyczajnych PTM.

2) Duzo wysilku wktadamy w porzadkowanie przynaleznosci oséb do PTM i kwestii oplacania przez nich skfadek czlonkowskich.
Dokladna liczba czlonkéw PTM jest trudna do ustalenia, ale okreslamy ja na okolo 1000 osob. Jednakze na dzien 28.08.2017 r. sktadki
za dany rok zaplacilo: 2015r. - 693, 20161. - 760, 2017 1. - 595 0s6b. Zgodnie ze Statutem PTM par. 15 p. 3: ,,Czlonkostwo zwyczajne
ustaje na skutek skreslenia z listy cztonkéw Towarzystwa z powodu nie zaplacenia skladki cztonkowskiej przez dwa kolejne lata, skre-
$lenie moze nastapi¢ dopiero po pisemnym uprzedzeniu o zamiarze skrelenia, przez Oddziat Terenowy PTM i uplywie wyznaczonego
terminu dodatkowego do uregulowania zaleglych sktadek” Do o0séb ktére w przewidzianym przez Statut PTM i Uchwale ZG PTM
z dnia 04.02.2014 nie opfacily zaleglych sktadek czlonkowskich i do ktérych mielismy adresy wystano w lipcu 2017 . listy z zawia-
domieniem o planowanym skresleniu. Cze$¢ z tych oséb uzupetnita sktadki, czes¢ przystala listy o rezygnacji z czlonkostwa w PTM.
Pozostaja osoby, do ktérych nie mozemy dotrzec¢ oraz osoby nieptacace sktadek przez wiele lat, ale nie skreslone z listy PTM z powodu
niedopatrzenia tej sprawy. Jednomyslnie przyjeto Uchwale nr 24-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie uporzadkowania listy czlon-
kéw zwyczajnych PTM i usuniecia z tej listy 0sob nie placacych skladek cztonkowskich w statutowo przewidzianym terminie.
Na poczatku wrzesnia br. wyslalismy listy do ponad 170 0s6b z informacja, ze zostajg wykresleni z listy czlonkéw zwyczajnych PTM.
Na zaktualizowanej li$cie pozostang osoby, ktdre regularnie optacaty skladki do 2014 r. i zaptacity skfadki za 2015 i/lub 2016 i/lub 2017.
Nie dotyczy to 0séb, ktdre przystapity do PTM w okresie 2015-2017.
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3) Brak regularnego placenia sktadek czlonkowskich jest niewatpliwie zaniedbaniem lub swiadoma decyzja tych osob, jednakze wydaje
sie, ze w minionym okresie Towarzystwo nie wykazato nalezytej aktywnos$ci w przypominaniu o koniecznosci zaptacenia zaleglych
skladek i wysylaniu do dtuznikéw e-maili i listow w tej sprawie. Wiele osob zastuzonych dla mikrobiologii zaniedbato obowiazku regu-
larnego placenia skladek. Opinie na temat utworzenia mozliwo$ci ponownego przystapienia do PTM osobom, skreslonym z powodu
nieplacenia skladek, wéréd czlonkéw Prezydium byly podzielone. Wiekszo$¢ czlonkéw Prezydium byla jednak za przyjeciem Uchwaly
nr 25-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie mozliwosci ponownego przystapienia do PTM po rocznym okresie karencji osob skreslo-
nych z listy cztonkéw PTM za nieplacenie skfadek czlonkowskich. Tym samym wprowadza si¢ mozliwo$¢ ponownego przystapienia
do PTM osobom skreslonym z listy cztonkéw zwyczajnych z powodu nieplacenia sktadek cztonkowskich, po rocznym okresie karencji,
0d 01.10.2018 r., na zasadach nowo przystepujacych do Towarzystwa czlonkéw zwyczajnych.

4) Dosy¢ dtugo zajmowalismy sie kwestig przygotowania stanowiska PTM w sprawie przyznania absolwentom uniwersyteckich studiow
magisterskich na kierunku Mikrobiologia prawa wykonywania zawodu Diagnosty Laboratoryjnego. Przy wsparciu 3-osobowego zespotu,
ktorego prace koordynowata Pani prof. Beata Sadowska przygotowano propozycje tekstu, w ktorym staraliémy sie osiagna¢ kompromis
stanowisk. Wiekszo$¢ cztonkéw Prezydium byla za przyjeciem Uchwaly nr 26-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie stanowiska PTM
odnosnie przyznania absolwentom uniwersyteckich studiow magisterskich na kierunku Mikrobiologia prawa wykonywania zawodu
Diagnosty Laboratoryjnego. Ponizej zamieszczony jest tekst, ktéry bedzie opublikowany w czasopismach PTM oraz zostal przekazany
do Pana Prezydenta RP Andrzeja Dudy, Pani Premier Beaty Szydto, Panéw Ministréw ds. Zdrowia Konstantego Radziwilla i ds. Nauki
Jarostawa Gowina. Od Pana Ministra K. Radziwitla otrzymaliémy odpowiedz, ze prace nad ustawa sa prowadzone i nasze stanowisko
bedzie wziete pod uwage.

Stanowisko Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow
w sprawie przyznania absolwentom uniwersyteckich studiéw magisterskich na kierunku Mikrobiologia
prawa wykonywania zawodu Diagnosty Laboratoryjnego

W oparciu o Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 14 listopada 2008 r. (Dz. U. Nr 208, Poz. 1312), wpisujace mikrobiologie na
liste dziedzin majacych zastosowanie w ochronie zdrowia oraz ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym z 2011 r. (Dz. U. Nr 84, poz. 455),
utworzono niezalezne kierunki Mikrobiologia na wydziatach pieciu Polskich uniwersytetéw posiadajacych odpowiednie uprawnie-
nia (Uniwersytetu Lodzkiego, Szczecinskiego, Warminsko-Mazurskiego, Wroctawskiego oraz Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego). Opracowano standard ksztatcenia dla kierunku Mikrobiologia, dokonujac przesuniecia profilu ksztalcenia z ogélno-
biologicznego w kierunku ogélnomedycznym, co wydaje sie, ze powinno zapewni¢ zdobywanie przez studentéw kierunku Mikrobiologia
wiedzy i umiejetnosci upowazniajacych do podejmowania samodzielnych czynnosci w ramach szeroko rozumianej medycznej diag-
nostyki laboratoryjnej. Standard ten zostat opracowany przez mikrobiologdw, immunologdw i genetykéw z uniwersytetow: Lodzkiego,
Warszawskiego, Wroctawskiego i UMCS w Lublinie, przy wspélpracy z czlonkami Komitetu Mikrobiologii PAN oraz w porozumieniu
z Krajowg Radg Diagnostéw Laboratoryjnych oraz kierownikami laboratoriéw medycznych, i zatwierdzony przez Rade Gtéwng Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego. Na podstawie ww. znowelizowanej ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym, standard ten zostal przepisany na
odpowiednie efekty ksztalcenia w zakresie wiedzy, umiejetnosci i kompetencji spotecznych.

Podczas pigcioletnich, dwustopniowych studiow (3+2), osoby uzyskujace najpierw licencjat na kierunku Mikrobiologia, a nastepnie
tytul zawodowy magistra Mikrobiologii powinni uzyska¢ efekty ksztalcenia wymagane do wykonywania zawodu Diagnosty Laboratoryj-
nego okreslone w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 24 sierpnia 2016 r. (Poz. 1434), ktére maja obowiazywaé
od roku akademickiego 2017/2018 studentéw kierunku Analityka Medyczna/Medycyna Laboratoryjna. Studenci obu stopni studiéw
kierunku Mikrobiologia uzyskuja wszystkie wymagane tym Rozporzadzeniem i weryfikowane podczas egzamindw i kolokwiow zalicze-
niowych, efekty ksztalcenia. Biorac pod uwage odpowiedzialnos¢, jaka spoczywa na zawodzie Diagnosty Laboratoryjnego, wyrazamy
przekonanie, iz tylko osiaganie okreslonych standardéw/ efektéw ksztalcenia w ramach wybranych kierunkéw studiéw wyzszych, moze
by¢ gwarancja przygotowania absolwentéw do pracy w tym zawodzie, zapewniajac jednoczeénie bezpieczenstwo pacjentéw i prawidlowa
wspolprace diagnostow z lekarzami.

W zwigzku z powyzszym wiekszos¢ czlonkow Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow uwaza, iz uprawnienia do tytulu Diag-
nosty Laboratoryjnego powinny by¢ uzaleznione od odpowiednich efektow ksztalcenia, ktore muszg by¢ ustalone dla kazdego
kierunku, a nie od nazwy kierunku studiow. Absolwenci uniwersyteckich kierunkéw Mikrobiologia, z tytulem magistra mikro-
biologii, powinni mie¢ prawo do starania si¢ o wpis na Liste Diagnostow Laboratoryjnych, poniewaz podczas studiow uzyskuja
efekty ksztalcenia wymagane do wykonywania zawodu Diagnosty Laboratoryjnego, zgodne ze standardem przewidywanym dla
kierunku Analityka Medyczna/Medycyna Laboratoryjna, dokumentowane dyplomem, dorobkiem (praca licencjacka, magisterska,
doktorska, publikacje) oraz odbytymi praktykami i stazami zawodowymi. Prawo wpisu na Liste Diagnostéw Laboratoryjnych dla
absolwentow kierunku Mikrobiologia mozna by uzyska¢ po ukonczeniu studiéw i po rocznym stazu w wieloprofilowym labora-
torium medycznym oraz zdaniu egzaminu panstwowego.

5) Co roku odbywaja sie w roznych miastach Europy spotkania zarzadu FEMS i przedstawicieli europejskich towarzystw mikrobio-
logicznych, tzw. FEMS Council. Zwykle jest to okofo 60 0séb. Obrady trwaja 2 dni piatek i sobote w I potowie wrzeénia. Poruszane sa
sprawy dotyczace FEMS, akceptowane sprawozdania, organizowane wybory czlonkow zarzadu, itp. sprawy organizacyjne. Na ubiegto-
rocznym spotkaniu w Atenach zapytano, czy nie mozna by zorganizowa¢ FEMS Council w Warszawie — nigdy nie bylo takiego spotkania
w Polsce. Wydaje sie, ze wypadaloby po 43 latach takich spotkan zorganizowa¢ FEMS Council w Warszawie we wrze$niu 2018 1. Przy
okazji Konferencji krakowskiej zgtosily si¢ firmy: Global Congress sp. z 0.0. oraz Warsaw Convention Bureau, ktére po rozmowach zaofe-
rowaly pomoc w organizacji FEMS Council oraz pewien wkiad finansowy na pokrycie: cocktailu powitalnego, wycieczki po Warszawie
i czesciowe dofinansowanie wieczornej kolacji (to sa stale punkty kazdego FEMS Council). Federacja optaca wynajem pomieszczen na
obrady, a koszty hotelu i podrézy kazdy z uczestnikéw pokrywa we wlasnym zakresie. Pewne koszty, ale wydaje sie do zaakceptowa-
nia, poniesie PTM. Niemniej z powodu braku do tej pory organizacji FEMS Council w Polsce i ze wzgledow prestizowych wskazane
jest podjecie tego wysitku. Warto zaznaczy¢, ze FEMS przyznalo grant w wysokosci 3000 Euro na organizacje Konferencji 90 lat PTM
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w Krakowie. Czlonkowie Prezydium jednomysélnie przyjeli Uchwale nr 27-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie zorganizowania we
wrzesniu 2018 r. spotkania FEMS Council w Warszawie.

6) W zwiazku ze zgtoszona przez Panig prof. Izabele Sitkiewicz na ostatnim posiedzeniu ZG PTM checia rezygnacji z funkcji Redak-
tora Naczelnego czasopisma Polish Journal of Microbiology, po rozeznaniu istniejacej sytuacji, postanowiono przychyli¢ sie do tej
prosby i dokona¢ odpowiednich zmian kadrowych. Z dniem 01.09.2017 r. powierzono funkcje Redaktora Naczelnego PJM Pani
prof. Jolancie Soleckiej z Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego - Panstwowego Zakladu Higieny w Warszawie. Jednoczesnie
Pani prof. Elzbiecie A. Trafny zostaje powierzona funkcja Zastepcy Redaktora Naczelnego PJM (Deputy Editor). Zmiana skladu zespotu
redakcyjnego zostala juz przeprowadzona przez Redaktor Naczelng PJM. Jednomyslnie podjeto Uchwale nr 28-2017 z dnia 30.08.2017 r.
w sprawie zmiany Redaktor Naczelnej i czlonkow zespolu redakcyjnego czasopisma Polish Journal of Microbiology.

7) Trudna sytuacja finansowa PTM, spowodowana przede wszystkim wycofaniem sie MNiSW z dofinansowywania czasopism w 2016 1.
(otrzymywalismy kwoty: 66 970 zt w 2013 i 2014, 51 000 zI w 2015 r.) wymusza podjecie drastycznych krokow, aby ograniczy¢ koszty
wydawania i dystrybucji czasopism PJM i PM. Roczny koszt to ponad 120 000 zI. Koszt samych znaczkéw do wysytki czasopism to ponad
20000 zt. PTM jako Towarzystwo ktdrego przychody oparte sa na sktadkach cztonkowskich nie jest w stanie finansowa¢ wydawanego
w takiej formie czasopisma, nalezy w jak najszybszym czasie znalez¢ mozliwos¢ znacznego zredukowania ponoszonych przez Towarzystwo,
czyli nas wszystkich kosztéw. Nowa Redaktor Naczelna PJM i zespdt redakeyjny zaproponowali zrezygnowad z wydawania papierowej
wersji czasopisma Polish Journal of Microbiology od stycznia 2018 r. przy pozostawieniu tylko wersji internetowej — online. Wiekszos¢
cztonkow Prezydium PTM podzielilo to stanowisko, przyjmujac Uchwale nr 29-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie zaprzestania wyda-
wania papierowej wersji czasopisma Polish Journal of Microbiology od stycznia 2018 r. i pozostawienia tylko wersji internetowe;j.

8) Oszczedno$ci musza dotyczy¢ réwniez procesu wydawniczego i dystrybucji Postepéw Mikrobiologii. Wzgledy finansowe zmuszaja
do zrezygnowania z bezplatnego przekazywania zeszytéw PM dla cztonkéw PTM. Czasopismo bedzie sie ukazywalo nadal w wersji
elektronicznej - online. Jezeli kto$ z cztonkéw PTM chcialby otrzymywacé papierowa wersje PM, moglby to uzyskaé w 2018 r. w ramach
platnej prenumeraty. Musimy si¢ jednak zorientowac ile to by bylo oséb i jaki bylby realny koszt takiej prenumeraty. Druk zostanie
utrzymany jedynie dla prenumeratoréw (osob i instytucji), a wersja papierowa PM rozsylana bedzie tylko do okreslonych adresatéw
w liczbie 100 egzemplarzy. Dokladna liczba prenumeratoréw na rok 2018 zostanie okreslona w grudniu 2017 r. Czlonkowie Prezydium
jednomyslnie przyjeli Uchwale nr 30-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie zaprzestania od stycznia 2018 r. nieodplatnej wysylki
czasopisma Postepy Mikrobiologii do cztonkow PTM.

9) W zamian za zaprzestanie nieodplatnej wysytki czasopism PJM i PM cztonkowie PTM otrzymaja od 2018 r. nowy przywilej, tj. moz-
liwo$¢, po zalogowaniu sie na stronie PTM, dostepu do najnowszego, biezacego numeru czasopism PJM i PM. Czyli tylko czlonkowie
PTM, ktorzy oplacili sktadki na dany rok, prenumeratorzy, a takze cztonkowie honorowi PTM oraz cztonkowie wspierajacy PTM beda
mieli dostep do internetowych wersji najnowszego biezacego numeru PJM i PM. Pozostale, starsze numery beda dostepne dla wszyst-
kich osdb, takze nie nalezacych do PTM. Przypominamy, ze przywilejem jest rowniez, iz autorzy korespondencyjni artykuléw bedacy
czlonkami PTM maja znizke na oplate redakcyjna w czasopismach PM i PJM. Czlonkowie Prezydium jednomyslnie podjeli Uchwale
nr 31-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie ograniczonego dostepu do biezacych najnowszych numeréw PJM i PM w internecie,
od stycznia 2018 r. Dostep do biezacych numerow tych czasopism bedzie jedynie dla cztlonkéw PTM z oplacona na danych rok
skladka cztonkowska dla prenumeratorow oraz dla czlonkow honorowych i wspierajacych PTM. Pozostale numery czasopism beda
ogolnodostepne. Prace nad wprowadzeniem systemu logowania do strony PTM juz trwaja i sa zaawansowane.

10) Ponadto w zamian za zaprzestanie nieodplatnej wysylki czasopism PJM i PM cztonkowie PTM otrzymaja drugi nowy przywilej,
tj. czlonkowie PTM z oplacona biezaca skladka czlonkowska bioracy udzial w konferencjach wspoétorganizowanych przez PTM beda
otrzymywac znizki na optate konferencyjng. Tak bylo na Zjazdach PTM, na tegorocznej Konferencji 90-lat PTM i niedawnej konferencji
Mikrobiologia Farmaceutyczna. Wysoko$¢ znizek ustalana zostanie przez komitet organizacyjny danej konferencji w porozumieniu
z ZG PTM. Cztonkowie Prezydium jednomyslnie przyjeli Uchwale nr 32-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie wprowadzenia znizki
na oplate konferencyjna dla cztonkéw PTM bioracych udzial w konferencjach wspolorganizowanych i wspieranych przez PTM,
od stycznia 2018 .

11) Na ostatnim zebraniu ZG PTM podnoszono sprawe dostepu do srodkéw finansowych PTM przez Oddzialy Terenowe. Jak wia-
domo gtéwne Zrédto przychodéw PTM to sktadki cztonkowskie, z ktérych finansowane jest wydawanie czasopism PM i PJM oraz ich
dystrybucja do cztonkéw PTM (np. w przypadku dystrybucji PJM do cztonkéw PTM konieczna byta ponad 50% doplata Towarzystwa),
biezaca dzialalno$¢ biura PTM i catego Towarzystwa. Skladki placone sa nieregularnie i nie s3 w stanie pokry¢ kosztéw Towarzystwa
w dotychczas prowadzonej formie. Stad poszukiwanie drog redukeji wydatkowania funduszy poprzez obnizenie kosztéw wydawania
czasopism. Ponadto poszukujemy dodatkowych zZrédel przychodéw, jak np. Cztonkéw Wipierajacych PTM. Bardzo slaba jest aktywnosé¢
Oddziatéw Terenowych w pozyskiwaniu dodatkowych srodkéw finansowych, natomiast zglaszane sg potrzeby, stad propozycja aktywi-
zacji Oddziatéw w omawianym obszarze i mozliwo$¢ pozyskania przez nich $rodkéw na swoje cele statutowe. Czlonkowie Prezydium
jednomyslnie przyjeli Uchwale nr 33-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie udostepnienia Oddzialom Terenowym PTM od stycznia
2018r., 50% kwoty uzyskanej z tytulu pozyskania sponsora, Czlonka Wspierajacego PTM, darowizny, lub innej dodatkowej kwoty,
na rzecz PTM, przez dany Oddzial, na pokrycie kosztéw prowadzenia dzialalno$ci statutowej przez ten Oddzial. Uzyskane kwoty
rozliczane bylyby przez biuro i ksiegowo$é PTM.

12) Jednomyslnie przyjeto Uchwale nr 34-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie zmiany sekretarki ZG PTM od 01.11.2017r.

13) Aby zosta¢ cztonkiem zwyczajnym PTM trzeba spelni¢ 2 warunki — a) wypelni¢ Deklaracj¢ Czlonka Zwyczajnego oraz b) wnies¢
skladke czlonkowska za dany rok. Decyzja ZG PTM o przyjeciu kandydata na cztonka PTM zapada przed lub po wniesieniu optaty czton-
kowskiej. Po podjeciu ww. decyzji z biura PTM wysylany jest e-mail do danej osoby z informacja o przyjeciu w poczet cztonkéw PTM
i prosba o oplacenie skladki rocznej, jezeli nie zostata ona dokonana. Okazalo sig, Ze szereg 0s6b wypelnia tylko Deklaracje czlonkowska
i nie placi pierwszej sktadki czlonkowskiej, ale uwaza si¢ za przyjetych do Towarzystwa, bo taka decyzj¢ podjat ZG PTM. W zwiazku z ta
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nieprawidlows sytuacja Czlonkowie Prezydium jednomyslnie podjeli Uchwale nr 35-2017 z dnia 12.09.2017 r. w sprawie wprowadzenia
poprawki w tekscie Deklaracji Czlonka Zwyczajnego PTM. W deklaracji zaznaczono: Pierwsza skladka zostanie wptacona w ciagu
30 dni od otrzymania drogg elektroniczna zawiadomienia o pozytywnej decyzji ZG PTM oraz, ze ,,ZG PTM rekomenduje na pod-
stawie § 28 statutu Towarzystwa, przyja¢ — odmowic przyjecia — kandydata na cztonka zwyczajnego Oddziatu . ...................... ..
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw. Przyjecie nastapi po wplaceniu pierwszej skladki czlonkowskiej”.

14) Przy okazji organizacji Konferencji 90-lat PTM udalo nam si¢ pozyskaé 3 nowych Czlonkéw Wspierajacych PTM. Uchwatami Pre-
zydium PTM (nr 36-2017, nr 37-2017 i nr 38-2017), jako Czlonka Wspierajacego PTM - srebrnego, przyjeto firme ECOLAB Sp. z 0.0.,
jako Cztonka Wspierajacego PTM - srebrnego, przyjeto firme Miejskie Przedsiebiorstwo Wodociagdw i kanalizacji S.A. w Krakowie
WODOCIAGI KRAKOWSKIE oraz Czlonka Wspierajacego PTM - zwyczajnego przyjeto firme MERCK Sp. z o.0.

15) Wiekszoscia gloséw podjeto Uchwale nr 39-2017 z dnia 31.10.2017 r., w ktorej wyrazono pozytywna decyzje o objeciu patrona-
tem przez PTM konferencji ,,Virus of Microbes, 2018” zaplanowanej w dniach 9-13 lipca 2018 r. we Wroclawiu, pod warunkiem
uzyskania znizki 10% (co najmniej 100 zI) na oplate konferencyjna dla cztonkéw PTM.

16) Wydawanie Polish Journal of Microbiology jest bardzo kosztowne, jako$¢ naukowa szeregu nadsylanych manuskryptow jest niska.
W uzgodnieniu z Redaktor Naczelna PJM niezbedne jest wprowadzenie szeregu istotnych zmian w funkcjonowaniu czasopisma. Wycho-
dzac z zalozenia, ze PJM powinno si¢ samofinansowa¢, a ponadto wstuchujac sie w glosy delegatéw PTM obecnych na Konferencji 90 lat
PTM postulujacych, aby czes¢ $rodkow finansowych PTM udostepni¢ Oddzialom Terenowym, postanowiono w Uchwale nr 40-2017
z dnia 31.10.2017 r., przyjetej wiekszoscia glosow czlonkéw Prezydium ZG PTM, aby dla manuskryptéw otrzymywanych przez
redakcje PJM od 01.07.2018 r. podnies$¢ oplaty redakcyjne za publikacje w PJM, odpowiednio: dla autoréw korespondencyjnych
bedacych cztonkami PTM z: 125 USD + 23% VAT do 250 USD + 23% VAT oraz dla pozostalych oséb z 250 USD + 23% VAT do
500 USD + 23% VAT.

17) Ponadto uwazamy, ze Polish Journal of Microbiology posiada niewykorzystany potencjal naukowy. Proces redakcyjny i wydawniczy
prowadzony na wysokim poziomie za pomocg specjalistycznego oprogramowania edytorskiego, polaczony z odpowiednia reklama
czasopisma, powinien przynie$¢ wzrost cytowania artykuléw PJM i zwigkszenie wspdlczynnika Impact Factor. Redakcja PJM korzysta
obecnie z firmy edytorskiej Index Copernicus, jednakze wspdlpraca z ta firma w coraz wigkszym zakresie nie spetnia podstawowych
potrzeb i oczekiwan czasopisma, co skutkuje opdznieniami w procesie wydawniczym i opéznieniemi w publikacji wersji internetowe;j
artykutow. Ponadto Firma edytorska Index Copernicus, z ktéra zle sie wspdlpracuje redakeji PJM, zmienia aktualnie system edytorski,
co powoduje balagan zwigzany z funkcjonowaniem obu systemoéw edytorskich i wida¢, ze nowy system ma szereg wad. W wyniku
rozméw prowadzonych przy wspétudziale redakeji PJM, z dwiema firmami wydawniczymi, ktérych koszt bylby do zaakceptowania
przez PTM, uznano, ze firma EXELEY INC. z Nowego Jorku, Stany Zjednoczone, bylaby najbardziej odpowiednia i rokujaca nadzieje na
poprawe funkcjonowania PJM. W zwiazku z powyzszym jednomyélnie podjeto Uchwale nr 41-2017 z dnia 31.10.2017 r. w sprawie
zmiany firmy edytorskiej umozliwiajacej prace redakcji Polish Journal of Microbiology w profesjonalnym systemie edytorskim
oraz wydajacej wersje elektroniczna PJM i podpisania umowy na okres 3 lat na wydawanie PJM on-line. Rozmowy z firma EXELEY
INC s3 zaawansowane i zmierzaja do podpisania umowy na nowy system wydawniczy, ktory bylby uruchomiony od 01.01.2018r.

18) Dwaj czlonkowie PTM otrzymali Granty FEMS na wyjazdy do naukowych o$rodkéw zagranicznych. Zlozone zostaly 2 wnioski
o granty FEMS dofinansowujace wyjazdy na konferencje naukowe.

19) Podjelismy wspdlprace z Kancelaria Prawng w celu uzyskania opinii odnoscie mozliwosci powotania Pelnomocnikéw Delegatow
na Nadzwyczajne Walne Zgromadzenie Delegatéw PTM podczas Konferencji 90 lat PTM. Umozliwito to uzyskanie quorum na Wal-
nym Zgromadzeniu Delegatow wymaganego do wprowadzania zmian w Statucie PTM. Po uzyskaniu wszystkich materialow z NWZD,
z pomocy Kancelarii Prawnej zostanie przygotowany wniosek do sadu (KRS), ktdry zatwierdzi proponowane zmiany Statutu PTM.

20) Bardzo duzo pracy i wysilku pos$wieciliémy na przygotowanie i organizacje naszej Konferencji ,PTM wczoraj — dzi§ - jutro”
Odbyta sie ona w dniach 22-23 wrze$nia 2017 roku w Auditorium Maximum Uniwersytetu Jagiellonskiego. Wspétorganizatorem
Konferencji byt Uniwersytet Jagiellonski; Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii oraz Katedra Mikrobiologii Wydziatu Lekar-
skiego. Konferencja zostala zorganizowana z okazji przypadajacej w tym roku 90-tej rocznicy powolania Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologéw, 160-lecia urodzin Profesora Odona Bujwida — Ojca mikrobiologii polskiej i twércy Katedry Higieny na Uniwersytecie
Jagielloniskim, a takze z okazji 130 rocznicy wygloszenia przez Profesora na Uniwersytecie Jagiellonskim stynnych ,,Pieciu odczytow
o Bakteryach” uznanych za pierwszy wyklad z mikrobiologii i opublikowanych jako pierwszy polski podrecznik mikrobiologii. W kon-
ferencji wzieto udziat 217 oséb, w tym 54 osoby do 35 roku zycia, ktére otrzymaly wsparcie finansowe FEMS. Tematyka naukowa
Konferencji, wraz z cze$cia poswiecona historii polskiej mikrobiologii oraz upamietnieniu dzialalnosci i zastug Prof. Odona Bujwida,
data mozliwo$¢ zaprezentowania wspoélczesnych osiagnie¢ z réznych dyscyplin mikrobiologii. Odbyty si¢ sesje wykladowe z zakresu
mikrobiologii lekarskiej, weterynaryjnej, przemystowej, zywnoéci i srodowiska. Wyniki badan naukowych byly réwniez prezentowane
w trakcie sesji plakatowych, na ktorych przedstawiono 148 plakatow. Uczestnicy konferencji otrzymali reprint wygloszonych wyktadéw
Prof. O. Bujwida, zamieszczonych w publikacji ,,PIEC ODCZYTOW O BAKTERYACH Rys ogélnych zasad bakteryologii w zastosowaniu
do choréb zakaznych z dolaczeniem uwag o surowicach leczniczych. szczepieniach ochronnych i dezynfekeyi z tablica zdje¢ mikro-foto-
graficznych wlasnych” wydanie trzecie znacznie poszerzone, opublikowanych w 1907 roku, Sktad Gléwny w ksiegarni Gebethnera i Sp.
Konferencja byta takze okazja do zaprezentowania dziatalnosci i historii 14 terenowych oddzialéw PTM.
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CZLONKOWIE WSPIERAJACY PTM

Czlonek Wspierajacy PTM - Zloty
0d 27.03.2017 r.

“c Hygiene & Cleaning
EUROPE Solutions

HCS Europe - Hygiene & Cleaning Solutions
ul. Warszawska 9a, 32-086 Wegrzce k. Krakowa
tel. (12) 414 00 60, 506 184 673, fax (12) 414 00 66
www.hcseurope.pl
Firma projektuje profesjonalne systemy utrzymania czystosci i higieny dla klientéw o szczegdlnych wymaganiach higienicznych,
m.in. kompleksowe systemy mycia, dezynfekcji, osuszania rak dla pracownikéw stuzby zdrowia, preparaty do dezynfekeji
powierzchni dla stuzby zdrowia, systemy sterylizacji narzedzi.

Czlonek Wspierajacy PTM - Srebrny
0d 07.06.2017 r.

B BRAUN

SHARING EXPERTISE

Aesculap Chifa Sp. z o.0.
ul. Tysigclecia 14, 64-300 Nowy Tomysl
tel. (61) 44 20 100, fax (61) 44 23 936
www.chifa.com.pl

Aesculap Chifa Sp. z 0.0. jest cztonkiem grupy B. Braun, jednej z wiodacych na $wiecie firm medycznych,
produkujacej i dystrybuujacej miedzy innymi preparaty do antyseptyki rak, skory, bton §luzowych,
do mycia i dezynfekeji wyrobéw medycznych oraz powierzchni.

Cztonek Wspierajacy PTM - Srebrny
0d 12.09.2017 r.

ECOLAB

Firma Ecolab Sp. z 0.0. zapewnia: najlepsza ochrong¢ srodowiska pracy przed patogenami powodujacymi zakazenia
podczas leczenia pacjentdw, bezpieczenstwo i wygode personelu, funkcjonalno$¢ posiadanego sprzetu i urzadzen.
Firma jest partnerem dla przemystéw farmaceutycznego, biotechnologicznego i kosmetycznego.

Czlonek Wspierajacy PTM - Srebrny

WODOCIAGI

Krakowskie

Od ponad 100 lat siedziba Wodociagdéw Krakowskich miesci si¢ przy ul. Senatorskiej. Budowe obiektu ukonczono w 1913 roku.
W 2016 1. do sieci wodociagowej wtloczono ponad 56 mln m?® wody.
Szacuje sie, ze ponad 99,5% mieszkancéw Gminy Miejskiej Krakow posiada mozliwos¢ korzystania z istniejacej sieci wodociagowej.

Czlonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
0d 12.09.2017 r.

MERRCUK

Merck Sp. z 0.0. jest czescig miedzynarodowej grupy Merck KGaA z siedzibg w Darmstadt, Niemcy
i dostarcza na rynek polski od roku 1992 wysokiej jakosci produkty farmaceutyczne i chemiczne, w tym podloza mikrobiologiczne
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