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WSPOMNIENIE

Doktor Andrzej Kasprowicz
(1943-2019)

W dniu 4 stycznia 2019 r. spoleczenstwo Krakowa
pozegnato §.p. Pana dra Andrzeja Kasprowicza, mikro-
biologa — diagnoste i pracownika naukowego.

Dr Andrzej Kasprowicz byl wybitnym mikrobio-
logiem wysoko cenionym w $rodowisku naukowym
i diagnostycznym w Polsce, osobg o ogromnym auto-
rytecie, bardzo dobrze znang spoteczenstwu krakow-
skiemu. Byt absolwentem Wydzialu Biologii i Nauk
oZiemi Uniwersytetu Jagiellonskiego. Po ukonczeniu
studiow pracowal w Wojewddzkiej Stacji Sanitarno
Epidemiologicznej w Krakowie, a w latach 1973-1990
byt pracownikiem naukowo-dydaktycznym w Insty-
tucie Mikrobiologii Wydzialu Lekarskiego Akademii
Medycznej im. Mikotaja Kopernika w Krakowie (dzisiaj
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego). Zaj-
mowal sie badaniem wlasciwosci fenotypowych bakterii
i diagnostykg mikrobiologiczng. Wspolpracujac z leka-
rzami réznych specjalizacji przekazywal swoja wiedze
w poczuciu ogromnej odpowiedzialnosci za los cier-
piacego czlowieka; realizowatl godnie nakaz moralny, ze
dobro pacjenta jest najwyzsza warto$cig. W czasie pracy

na uczelni ksztalcil studentéw wydziatéw lekarskiego,
farmaceutycznego i pielegniarskiego, zawsze znajdu-
jac dla nich czas i prowadzac zajecia dydaktyczne na
najwyzszym merytorycznie poziomie. Zwigzany z nie-
zaleznym ruchem zwigzkowym, byt w 1980 r. zalozy-
cielem i przewodniczacym Komisji Oddzialowej NSZZ
»Solidarnos¢” w Instytucie Mikrobiologii krakowskiej
Akademii Medycznej. W 1990 r. odszed! z Akademii
i przy wsparciu DHN PAN utworzyl od podstaw samo-
dzielng placéwke - Centrum Badan Mikrobiologicz-
nych i Autoszczepionek im. dra Jana Bobra w Krakowie.
Bedac swietnym organizatorem, powolal doskonale
pracujacy zespol, stawiajac przed nim wysokie wyma-
gania merytoryczne i narzucajac najwyzsze standardy
pracy. Znalazto to wysokie uznanie w $rodowiskach
naukowych i korporacjach diagnostycznych, w kraju
i za granica. Pracami Centrum kierowal do 2019r.
Dr Andrzej Kasprowicz pelnit tez obowigzki wojewddz-
kiego specjalisty w zakresie mikrobiologii lekarskiej
w wojewodztwie nowosadeckim.

Dr Andrzej Kasprowicz byt specjalistg II stopnia
w zakresie mikrobiologii, autorem ponad 100 artyku-
16w naukowych z dziedziny mikrobiologii lekarskiej
opublikowanych w krajowych i zagranicznych specja-
listycznych periodykach naukowych. Wsréd osiagniec
naukowych dra Kasprowicza, wdrozonych do prak-
tyki, szczegdlng uwage zwraca skonstruowanie szcze-
pionki przeciw tragdzikowi o nazwie ACNEVAC. Wedlug
opinii niezyjacego juz prof. Zdzistawa Przybytkiewicza,
wybitnego dyrektora Instytutu Mikrobiologii Akademii
Medycznej w Krakowie, skonstruowanie tej szcze-
pionki byto drugim z najwi¢kszych osiggnie¢ mikro-
biologdw krakowskich, po odkryciu w latach 20-tych
XX w. mykoplazm przez prof. Juliana Nowaka. Tak wiec
dr Andrzej Kasprowicz wpisal sie na state do historii
mikrobiologii polskie;j.

Dr Andrzej Kasprowicz i Jego zespol z Centrum
Badan Mikrobiologicznych i Autoszczepionek wspot-
pracowal naukowo z licznymi placoéwkami leczniczymi
i naukowymi, m.in. z Katedra Immunologii Klinicz-
nej Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego,
Wydzialem Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii U],
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Uniwersytetem Rolniczym w Krakowie i Uniwersy-
tetem Lodzkim. Dr Andrzej Kasprowicz zapraszany
byt do wyglaszania wykladéw i prowadzenia semina-
riéw, systematycznie na Wydziale Farmaceutycznym,
Oddziale Analityki UJ, Uniwersytecie Rolniczym w Kra-
kowie, a takze w innych o$rodkach naukowych i oddzia-
tach terenowych PTM.

Budujac prestiz zawodu mikrobiologa diagnosty,
dr Andrzej Kasprowicz przez dlugie lata z ogromnym
zaangazowaniem pracowal spotecznie w Polskim Towa-
rzystwie Mikrobiologéw. Od 1967 roku pelnit funkcje
sekretarza naukowego oddzialu krakowskiego PTM.
W latach od 1996 do 2011 byl jego przewodniczacym,
od 2012r. przewodniczacym honorowym. W 1992r.
byl gléwnym organizatorem Ogdlnopolskiego Zjazdu
Naukowego PTM w Krakowie, a przez kilka kadencji
czlonkiem Zarzadu Gltéwnego PTM. Kierowany przez
dra Andrzeja Kasprowicza oddziat krakowski PTM stat
sie najliczniejszym i merytorycznie silnym oddzialem
Towarzystwa. Upowszechnione woéwczas regularne,
comiesieczne zebrania naukowe, na ktére do dzisiaj
s3 zapraszani najznamienitsi przedstawiciele $rodo-
wiska mikrobiologdw, reprezentujacych rozne dyscy-
pliny mikrobiologii, organizowane przez oddzial mini
sympozja i szkolenia indywidualne przygotowujace
diagnostéw do specjalizacji, a takze kilkudniowe kursy
z czgdcig praktyczng laboratoryjng, to trwaly wkiad
dra Andrzeja Kasprowicza w podnoszenie kwalifikacji
i poziomu merytorycznego diagnostow mikrobiologow.
Temu celowi miat takze stuzy¢ ogdlnopolski kwartalnik
»Mikrobiologia Medycyna” zalozony i redagowany przez
dra Andrzeja Kasprowicza i Jego przyjaciot. W latach
1994-2004, kiedy nie istnialy jeszcze sieci informacyjne
i migedzynarodowe bazy danych z dostgpem interneto-

wym, kwartalnik umozliwial mikrobiologom dostep
do aktualnych osiggnie¢ naukowych i praktycznych
procedur diagnostycznych. Od samego poczatku orga-
nizowania Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych
dr Andrzej Kasprowicz reprezentowal w niej srodowisko
mikrobiologéw Polski Potudniowej. Byt cztonkiem Kra-
jowej Rady I Kadencji. O jego zaangazowaniu swiadczy
numer wpisu na liste diagnostéw — jedenascie.

Pan dr Andrzej Kasprowicz byt inicjatorem i funda-
torem odznaki krakowskiego oddzialu PTM - plakiety,
specjalnie zaprojektowanej przez prof. Zbigniewa Czopa
z krakowskiej Akademii Sztuk Pigknych. Plakieta, usta-
nowiona w roku 2010, ma zasi¢g ogélnokrajowy i zgod-
nie z regulaminem jest przyznawana wyrdzniajagcym sie
pracownikom mikrobiologicznego $rodowiska nauko-
wego i zawodowego na podstawie decyzji kolegium zlo-
zonego z 0s0b wczesniej nig wyrdznionych.

Zaangazowanie i owoce pracy dra Andrzeja Kaspro-
wicza zostaly zauwazone i docenione. Dr Andrzej
Kasprowicz wyrdzniony zostal czlonkostwem hono-
rowym PTM i Medalem im. prof. Odona Bujwida,
w kolejnych latach najwyzszym odznaczeniem Krajowe;j
Izby Diagnostéw Laboratoryjnych - Statuetka SAPERE
AUDE, Ztotym Krzyzem Zastugi i Odznaka Honorowa
»Za Zastugi dla Ochrony Zdrowia”

Dr Andrzej Kasprowicz, badacz, sprawny organiza-
tor, madry pracodawca, kierujacy si¢ idealami wspolnoty
zawodowej, zaangazowany w prace na rzecz pacjentow
i stuzacy im na co dzien swoja wiedza i doswiadczeniem,
pozostanie wzorem dla kolejnego pokolenia mikrobio-
logéw i diagnostow. W pamigci ludzkiej pozostanie jako
Nasz Doktor — Cztowiek szlachetny i prawy.

Jacek Miedzobrodzki

Z glebokim zalem i smutkiem przyjelismy wia-
domos¢, ze odszedt do DOMU PANA dr Andrzej
Kasprowicz, nasz znakomity Kolega, prawdziwy Przy-
jaciel, Pionier - Wspolorganizator Izby Diagnostow
Laboratoryjnych. Z ogromnym wzruszeniem zegnam,
jako I. Prezes KRDL, i jako Przyjaciel, Naszego Kolege,
wyjatkowego Czlowieka, z ktérym los zetknat mnie pra-
wie 30 lat temu. Trudno dzi$ znalez¢ mi odpowiednie
stowa, ktore moglyby wyrazi¢ wdzieczno$¢ i uznanie
za uczestnictwo we wspolnym tworzeniu samorzadu
zawodowego; ponadto bezcenne jest doswiadczenie
wieloletniej przyjazni, wsparcia, dobrego, madrego
stowa, wspolnego dzielenia si¢ myslami, spostrzeze-
niami i ta ciggta troska o drugiego czlowieka. Byl nie-
zlomnym filarem wspomagajacym dzialania tworze-
nia samorzadu zawodowego, szczegdlnie si¢ zastuzyl

dla aczenia $rodowiska diagnostéw laboratoryjnych
okregu krakowskiego w budowaniu idei samorzadowe;j.

Promowanie prawdy, prawos¢, sprawiedliwos¢, wier-
nos¢ zasadom, uczciwo$¢, wspaniatomyslnos¢, ogromne
poczucie odpowiedzialnosci to wartoéci, ktore emano-
waly z Jego Osoby, co réwniez przektadalo si¢ na dzieta,
ktére pozostawil po sobie, w tym ,,Centrum Badan
Mikrobiologicznych i Autoszczepionek im. dr. Jana
Bobra w Krakowie”. Zostawil ogromny slad w sercach
ludzi, ktorych spotkat na swojej drodze, dajgc swia-
dectwo skromnosci, pokory, godnego postepowania
w swojej pracy zawodowej, naukowej i spoleczne;j.

Niech spoczywa w pokoju.

Lacze sie w Bolu z Najblizszymi.

Zegnaj Drogi Przyjacielu

Henryk Owczarek
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CHARAKTERYSTYKA I KIERUNKI WYKORZYSTANIA ENZYMOW
Z GRUPY WIELOMIEDZIOWYCH OKSYDAZ

Aleksandra Géralczyk-Binkowska*, Anna Jasinska, Jerzy Dlugonski

Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet E6dzki

Wplyneto w czerwcu, zaakceptowano w listopadzie 2018 1.

Streszczenie: Wielomiedziowe oksydazy (MCO) stanowig duzg rodzine niebieskich biatek, a ich centrum katalityczne sktada si¢ z trzech
domen: typu I Cu, typu II Cu oraz pary typu III Cu. Wéréd MCO wyrdznia sie lakazy, ferroksydazy, oksydazy askorbinianowe, oksydazy
bilirubinowe oraz lakazopodobne wielomiedziowe oksydazy. Wielomiedziowe oksydazy katalizujg reakcje utleniania aromatycznych
jak i niearomatycznych zwigzkéw z jednoczesng redukcja tlenu czasteczkowego do wody. Wiasciwosci te czynig je cennym narzedziem
w wielu gafeziach przemystu i ochronie srodowiska.

1. Wprowadzenie. 2. Wielomiedziowe oksydazy - klasyfikacja, struktura i wlasciwosci. 3. Metody identyfikacji enzyméw z rodziny MCO.
4. Lakazy vs. inne MCO. 5. Zastosowanie wielomiedziowych oksydaz. 6. Podsumowanie

CHARACTERISTICS AND USE OF MULTICOPPER OXIDASES ENZYMES

Abstract: The multicopper oxidases (MCOs) are a large family of blue copper proteins which contain from one to six copper atom per
molecule. Their catalytic center consist of three domains which involve type I Cu, type I Cu and pair of type III Cu’s. They include laccases,
ferroxidases, ascorbate oxidase, bilirubin oxidase, laccase-like multicopper oxidases. MCOs are capable of one-electron oxidizing aromatic
as well as non-aromatic compounds with concomitant four electron reduction of molecular oxygen to water. These properties make them
a valuable tool in various industries (e.g. food, textile, pharmaceutical) medicine or environment protection.

1. Introduction. 2. Multicopper oxidases — classification, structure and properties. 3. Identification methods of MCOs. 4. Laccases vs.
others MCOs. 5. Application of multicopper oxidases. 6. Summary

Stowa kluczowe: drobnoustroje, lakazy, wielomiedziowe oksydazy

Key words: microorganisms, laccases, multicopper oxidases

1. Wstep

Wielomiedziowe oksydazy (Multicopper Oxidases,
MCO) to rodzina enzymow katalizujgcych reakcje utle-
niania substratu z jednoczesna redukeja tlenu czastecz-
kowego do wody. Za te reakcje odpowiada uniwersalne
dla wszystkich MCO centrum katalityczne, w ktérego
sklad wchodzi 4 lub wiecej atomow miedzi tworzacych
typy T1, T2 i dwuatomowy T3. Chociaz budowa cen-
trum katalitycznego wigkszosci enzymow zaliczanych
do MCO jest zblizona, ich funkcje biologiczne oraz
wiasciwosci katalityczne moga by¢ zupelnie odmienne.

Jak dotad poznano (wg bazy UniProt) ok. 50 tys.
réznych enzymoéw charakteryzujacych si¢ obecnoscia
typowego dla MCO centrum katalitycznego i zdolnos-
cig do utleniania zwigzkéw organicznych i nieorganicz-
nych. Wielu badaczy staralo si¢ przeanalizowac cechy
na podstawie, ktoérych mozliwe jest odpowiednie zakla-
syfikowanie nowo zidentyfikowanego enzymu o wiasci-
wosciach MCO. Jednak ze wzgledu na bardzo zblizone
wlasciwoséci wobec wiekszosci substratéw oraz duzg

homologie sekwencji aminokwasowych (zwlaszcza
w obrebie centrum katalitycznego) dla wigkszosci MCO
problem ten nadal wydaje si¢ by¢ nierozwigzany. Do
najczesciej opisywanych MCO nalezg lakazy (zwlaszcza
pochodzace z grzybow zaliczanych do gromady Basi-
diomycota), oraz tzw. enzymy lakazopodobne (Laccase-
-like Multicopper Oxidases, LMCO), oksydaza askor-
binianowa (opisywane gléwnie u roslin wyzszych),
oksydaza bilirubinowa (np. u Myrothecium verrucaria),
niektdre pigmenty grzybowe i ferroksydazy (np. Fet3p
drozdzy Saccharomyces cerevisiae) [12, 26, 44].

Bardzo wysoki potencjal utleniajaco-redukujacy
MCO oraz réznorodno$¢ katalizowanych przez nie
reakcji sprawily, ze enzymy te cieszg si¢ duzym zain-
teresowaniem badaczy na calym $wiecie i wykazuja
wiele mozliwosci aplikacyjnych. MCO s3 enzymami
stosunkowo stabilnymi, fatwymi do wydzielenia z ho-
dowli oraz oczyszczenia, co w polaczeniu z ich niska
specyficznosdcia substratowg czyni je cennym narze-
dziem w procesach produkcji lekéw [5], eliminacji
zwigzkow fenolowych z wyrobéw alkoholowych [13],

* Autor korespondencyjny: mgr Aleksandra Goéralczyk-Binkowska, Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii, Wydzial Bio-
logii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £6dzki, Banacha 12/16, 90-237 £6dz; + 48 426 354 717; e-mail: aleksandra.goralczyk@biol.uni.lodz.pl
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syntezy barwnikow [19], degradacji i odbarwiania
pulpy drzewnej [93] lub detoksykacji ksenobiotykdw
[40]. Uwage zaréwno S$rodowiska naukowego, jak
i przemystu, skupily na sobie gléwnie lakazy oraz
enzymy lakazo-podobne [40, 93, 94]. Niewiele uwagi
poswiecono jak dotad innym grupom enzymow
z rodziny MCO, ktére, mimo Ze s3 stosunkowo stabiej
rozpowszechnione w srodowisku naturalnym, stanowia
réwnie interesujacy obiekt badan oraz charakteryzuja
sie mozliwoscig zastosowania w praktyce.

2. Wielomiedziowe oksydazy - klasyfikacja,
struktura i wlasciwosci

Cecha wspdlng wszystkich enzymoéw zaliczanych
do rodziny MCO jest obecnos¢ centrum katalitycznego
zbudowanego z co najmniej czterech atomoéw miedzi
podzielonych, z uwagi na ich spektroskopowe i magne-
tyczne wlasciwosci, na trzy typy: typy T1i T2 - zawiera-
jace po jednym atomie miedzi oraz dwuatomowy typ T3
[67]. Typ T1 nadaje czasteczce enzymu niebieskie
zabarwienie i wykazuje intensywng absorpcje $wiatla
przy dlugosci fali 610 nm wynikajaca z kowalencyjnego
wiazania miedz-cysteina. Z kolei typ T2 jest bezbarwny
i podobnie jak typ T1, wykrywalny za pomoca spek-
troskopii rezonansu elektroparamagnetycznego (EPR).
Typ T3 w wyniku antyferromagnetycznego sprz¢zenia
pary atomow miedzi nie wykazuje aktywnos$ci w spek-
troskopii EPR, odznacza si¢ jednak pasmem absorpcji
$wiatla przy dtugosci fali 330 nm [9] (Ryc. 1).

His  His
2
“Cu* — His o
. is
HIS\ \ \ »
HO — Cuz‘+ HO Cys Cu?* —w His
pu Hs T/ -/ \Met
Cuz __ His
His ™ L Typ!
Typlll  His

\ Y )
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Ryc. 1. Schemat budowy centrum katalitycznego MCO

4 substraty

W centrum T1, gdzie nastepuje utlenienie substratu,
atom miedzi zwigzany jest z dwiema resztami histydyny
ijedna cysteing tworzac znieksztatcong strukture pira-
midy trygonalnej. Wymieniona sekwencja His-Cys-His,
charakterystyczna dla MCO, taczy T1 z T3. Niekiedy
moze wystepowaé w pozycji osiowej, czwarta, stabiej
zwigzana reszta aminokwasowa (najczgsciej metionina,
leucyna lub fenyloalanina), ktéra wptywa na potencjat
oksydoredukcyjny enzymu, stabilizuje go oraz reguluje
jego aktywnos¢. Potozone w bliskim sgsiedztwie atom
miedzi typu T2 i dwa atomy typu T3 koordynowane
sa przez tzw. migdzydomenowe miejsca wigzania mie-
dzi, zbudowane odpowiednio z 2 i 6 reszt histydyny
i tworzace trojatomowy miedziowy klaster (Trinuclear
Cu Cluster, TNC). Stanowi on strukture unikatowsa
dla rodziny MCO i jest miejscem, w ktérym nastepuje
wigzanie i czteroelektronowa redukcja tlenu czastecz-
kowego do wody [76].

Wigkszo$¢ MCO zawiera okoto 500 reszt aminokwa-
sowych i przyjmuje w swej strukturze drugorzedowej
uktad harmonijki p (B-sheet) uformowanej w charakte-
rystyczny motyw klucza greckiego (Greek Key) [32, 43].
Z reguly czasteczka MCO sklada si¢ z trzech domen
uformowanych ten sposéb. Centrum miedzi T1 znaj-
duje si¢ w domenie 3 (blue copper-binding domain),
a tréjatomowy klaster miedziowy T2/T3 znajduje sie
na styku domeny 1 i 3, dalej od powierzchni biatka
w poréwnaniu do domeny 3. Jednak oprocz tréjdo-
menowych MCO scharakteryzowano réwniez biatka
posiadajace dwie lub szes¢ domen [61].

Mechanizm katalityczny MCO obejmuje (1) reduk-
cje miejsca T1 Cu poprzez przyjecie elektronu z utle-
nionego substratu, (2) przeniesienie elektronu z miejsca
T1 do TNC i (3) redukcje¢ O, z wytworzeniem dwdch
czasteczek wody (Ryc. 2).

MCO utleniajg szerokie spektrum substratow, takich
jak fenol, metoksyfenol, aromatyczne aminy, zwigzki
wieloaromatyczne, jony metali [39, 51]. Reakcje kata-
lizowane przez MCO moga zachodzi¢ bezposrednio
(reakcje ulteniania prostych zwigzkow fenolowych) lub
w obecnosci zwigzku zw. mediatorem, ktéry posred-
niczy w przekazywaniu elektronéw z substratu do
centrum aktywnego enzymu (Ryc. 3). Jesli bezposred-

4 rodniki substratow
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Ryc. 2. Schemat cyklu katalitycznego lakazy
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Ryc. 3. Mechanizmy reakgji katalizowanych przez MCO

I - reakcje zachodzace bezposrednio, II - reakcje zachodzace w obecnosci mediatora, III - reakcje sprzegania.
Na podstawie Polak i Jarosz-Wilkotaka [66], zmodyfikowany.

nie utlenienie substratu fenolowego doprowadzi do
powstania jego reaktywnych i niestabilnych rodnikow,
moga one w procesie nieenzymatycznej, spontanicznej
reakcji sprzegania laczy¢ si¢ ze sobg tworzac dimery,
oligomery lub polimery [66].

MCO stanowig bardzo zréznicowana grupe enzy-
mow produkowanych zaréwno przez organizmy pro-
kariotyczne, jak i Eukaryota, i charakteryzujacych sie
réznymi, nie do konca jeszcze poznanymi funkcjami
biologicznymi. Chociaz wszystkie MCO wykazuja zdol-
no$¢ do utleniania zwigzkéw aromatycznych, mozna
wsrdd nich wyrézni¢ dwie klasy funkcjonalne [86].
Pierwsza stanowia enzymy, ktére utleniajg substraty
organiczne che¢tniej, niz jony metali. Grupe te tworzg-
gléwnie lakazy i enzymy lakazopodobne. Drugie z kolei
utleniajg jony metali, takie jak Fe (II), Cu (I) i/lub
Mn (II), z wyzsza wydajnoscig w poréwnaniu z sub-
stratami organicznymi. Te ostatnie enzymy sg okreslane
jako metalooksydazy, a najbardziej powszechne wsrod
nich to ludzka ceruloplazmina (Cp) i ferroksydaza
drozdzowa (Fet3p) [53]. Podzial MCO nie jest staly
i usystematyzowany, poniewaz brakuje jasnych kryte-
riéw klasyfikacji. Na przyklad wedtug Hoegger i wsp.
[26] wielomiedziowe oksydazy tworzy 10 grup enzy-
mow: lakazy Basidiomycota, lakazy Ascomycota, lakazy
owadow, pigmenty grzybowe MCO, ferroksydazy grzy-
bowe, roslinne i grzybowe oksydazy askorbinianowe,
enzymy roslinne podobne do lakaz, biatka oporne na
miedz (CopA), oksydazy bilirubiny i biatka wydziela-
nia miedzi (CueO) (Tabela I). Z kolei Sirim i wsp. [83]
w obrebie rodziny MCO wyrdznili: lakazy, ferroksydazy,
oksydazy askorbinianowe (AO) i oksydazy bilirubinowe
(BOD). Po zintegrowaniu danych na temat sekwencji
i struktur MCO skonstruowano baze danych The Lac-
case Engineering Database (LccED) (https:/lcced.bio-
catnet.de/). Obecnie w bazie wyrézniono 16 nadrodzin

MCO, zawierajacych ponad 14 000 sekwencji amino-
kwasowych 10415 réznych bialek (Tab. I).

Identyfikacja lakaz spos$rod wielomiedziowych
oksydaz dotychczas pozostaje niejednoznaczna. Reiss
i wsp. [71] zaproponowala uzywanie pojecia ,,lakazy”
jedynie dla enzymu wydzielonego z soku drzewa Rhus
vernicifera i wprowadzenie pojecia ,,lakazopodobnych
wielomiedziowych oksydaz” (LMCO), w celu uwzgled-
nienia potencjalnej odmiennosci ich funkcji biologicz-
nych i cech biochemicznych. Ponadto Brander i wsp.
(6] podaje, iz termin “lakazy” pierwotnie byl uzywany
w stosunku do roélinnych wielomiedziowych oksydaz
posiadajacych trzy domeny. Natomiast Thssen i wsp.
[30] zaleca klasyfikowanie jako lakaz jedynie tych
MCO, ktére zostaly wyizolowane w obecnosci uru-
shiolu — nienasyconego alkilokatecholu. Klasyfikacja
enzymow z rodziny MCO jest ztozona z uwagi na ich
szeroka specyficzno$¢ substratowsa, niemniej szcze-
goétowa charakterystyka biochemiczna jest niezbedna
w celu uporzadkowania proponowanych przez badaczy
podziatéw. Podzial MCO nie jest staly i usystematy-
zowany, poniewaz brakuje jasnych kryteriow klasyfi-
kacji. Najbardziej odpowiedni wydaje si¢ by¢ podziat
przyjety przez Hoegger i wsp. [26], jednak z uwagi na
nieco odmienne wlasciwosci biochemiczne i nie do
konca sprecyzowane funkcje biologiczne, uzasadnio-
nym wydaje sie by¢ wyrdéznienie wéréd MCO takze
grupy enzymow lakazopodobnych LMCO.

3. Metody identyfikacji enzymow z rodziny MCO

Do niedawna identyfikacja enzymoéw zaliczanych
do MCO opierata sie gléwnie na charakterystyce ich
cech biochemicznych oraz uzdolnien katalitycznych.
Interakcje MCO z substratami mozna ogélnie podzieli¢
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Tabela I
Klasyfikacja wielomiedziowych oksydaz (MCO) wraz z przyktadami organizméw zdolnych do ich produkgji i charakterystyka enzymu

Grupa MCO Przyktad organizmu Charakterystyka enzymu P;ﬁ:;g
Lakazy Basidomycota Trametes pubescens pH 3-4,5; DMP, syryngaldazyna [21]
MCO Ascomycota Aspergillus niger pH 5-6; DMPPDA [90]
Lakazy owadow Anopheles gambiae pH 6; ABTS [46]
Pigmenty grzybowe MCO Aspergillus niger pH 5; DMPPDA [90]
Grzybowe ferroksydazy (Fet3p) Saccharomyces cerevisiae pH 5; p-fenylenodiamina [86]
Oksydazy askorbinianowe Brassica oleracea var. italica | pH 7,0 roztwér kwasu askorbinowego [80]
Roélinne lakazy Rhus vernicifera pH 9; syryngaldazyna [96]
Oksydazy bilirubinowe Myrothecium verrucaria pH 8; syryngaldazyna [96]
Bakteryjne oksydazy wydzielania miedzi (CueO) | Escherichia coli pH 6,5; DMP [72]
Bakteryjne lakazy (CotA) Bacillus subtilis T ¥ w temp. 80°C 2-4 godziny [61]
Bakteryjne biatka oporne na miedz (CopA) Pseudomonas syringae pH 5; DMP [84]

Klasyfikacja MCO wg Hoegger i wsp. [26]

na dwie kategorie i wyr6zni¢ enzymy o niskiej specy-
ticznosci substratowej i enzymy o wysokiej specyficz-
nodci. Roslinne i grzybowe lakazy naleza do pierwszej
kategorii i mogg one utlenia¢ difenole, aminy arylowe
i aminofenole, a ich wartosci Km mieszcza si¢ ogdlnie
w zakresie 1-10 mM. Pozostale MCO majg znaczny
stopien specyficznosci substratowej (Km <1 mM) [85].

Niektore substancje takie jak gwajakol, sol diamo-
nowa 2,2’-azyno-bis (3-etylobenzotiazolino-6-kwasu
sulfonowego) (ABTS), 2,6-dimetoksyfenol (DMP)
i katechol od dawna sg okreslane jako modelowe sub-
straty lakaz [71]. Jednak jak sie okazalo wiele sposrod
nich jest rowniez utlenianych przez inne enzymy
z grupy MCO np. LMCO lub oksydazy bilirubinowe.
Za specyficzny substrat lakazy uznawana byla syryn-
galdazyna [64]. Syryngaldazyna i ABTS mogg by¢
przeksztalcane przez MnP lub LiP. Jednak zalezne od
H,O, utlenianie pozwala na rozréznienie tych enzy-
moéw od MCO. MCO mozna réwniez odrdézni¢ od
MnP za pomocg testu z barwnikiem leucoberbelin blue.
Zwiazek ten specyficznie reaguje z jonami manganu
uwalnianymi przez MnP, co skutkuje pojawieniem sie¢
niebieskiego zabarwienia wykazujacego maksymalng
absorbcje $wiatla przy dlugosci fali 620 nm [18]. Na
Rycinie 4 przedstawiono schemat identyfikacji i rézni-
cowania lakaz od innych enzyméw ligninolitycznych
zaproponowany przez Fernandes i wsp. [18].

O ile zdolnosé¢ do utleniania specyficznych substra-
tow pozwala szybko ustali¢ aktywnos¢ danego enzymu
z grupy MCO, o tyle w dobie rozwoju wysokozaawan-
sowanych technik molekularnych nie powinna ona sta-
nowi¢ jedynej metody identyfikacji i charakterystyki
nowopoznanego biatka. Rozwoj technik omicznych
takich jak genomika, transkryptomika i proteomika
przyczynil sie do ustalenia genéw odpowiedzialnych
za kodowanie enzymoéw, badanie ich ekspresji na pozio-

mie transkryptomu i analiz¢ iloSciowg i jakosciowa
MCO na tle pozostatych biatek organizmu. Perry i wsp.
[65] jako pierwszy zidentyfikowal dwa geny kodujace
lakazy Agaricus bisporus i stwierdzil, Ze enzymy te mogg
wystepowac jako izoformy i by¢ kodowane przez wie-
logenowe rodziny genéw. Od tego czasu setki gendw
kodujgcych MCO zidentyfikowano zaréwno u grzy-
bow, jak i bakterii. Obecno$¢ u jednego szczepu wielu
genow kodujacych izoformy enzymoéw moze wska-
zywaé na udzial tych enzymoéw w réznych procesach
tizjologicznych. Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢
fakt, ze poszczegolne izoformy enzymoéw czesto roznia
sie specyficzno$cig substratows, a ich aktywnos$¢ moze
by¢ odmienna w réznych wariantach pH czy tempera-
tury. Cze$¢ z nich wykazuje charakter konstytutywny,
a cze$¢ moze by¢ indukowana np. zwigzkami aroma-
tycznymi lub jonami miedzi. Techniki genomiczne
i proteomiczne pozwolily na zidentyfikowanie dla
MCO sekwencji konsensusowych odrézniajacych je od
innych enzymow. Sekwencje te zawieraja cztery (L1, L2,
L3, L4) ciagte fragmenty reszt aminokwasowych wiaza-
cych miedz, ktorych stopien podobienstwa w zaleznosci
od organizmu z jakiego pochodzi enzym moze wynosi¢
od 75 do 85%. Regiony L2 i L4 pozwalaja na zaklasyfi-
kowanie enzymu do MCO, podczas gdy sekwencje L1
i L3 wskazuja na podgrupe enzymu [23].

4. Lakazy vs. inne MCO

Sposréd drobnoustrojowych MCO najlepiej zba-
dang i opisang, a zarazem najliczniejsza grupe stano-
wig lakazy. Sg to trojdomenowe MCO po raz pierwszy
wyizolowane przez H. Yoshida w 1883 roku z zywicy
pochodzacej z drzewa Rhus vernicifera. Roslinne lakazy
dzigki mechanizmom dehydrogenacji odgrywaja wazna
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Ryc. 4. Proponowany schemat identyfikacji lakaz od innych enzymoéw lignino litycznych

Na podstawie Fernandes i wsp. [18], zmodyfikowany.

role w polimeryzacji zwiazkow fenolowych tworzacych
lignine, regeneracji uszkodzonych tkanek i utlenia-
niu zelaza poprzez przeksztalcanie Fe (II) do Fe (III)
[15]. Pomimo ze wg niektérych badaczy termin lakaza
powinien by¢ zarezerwowany wylacznie dla enzyméw
pozyskiwanych z roslin, réwniez inne tréjdomenowe
MCO np. pochodzenia drobnoustrojowego, nazywane
sg lakazami je$li tylko wykazujg zdolno$¢ do utleniania
zwiazkow aromatycznych [61].

Lakazy pochodzenia grzybowego najczesciej wyste-
puja w postaci kilku monomerdw, ktore oligomeryzuja
tworzac multimerowe kompleksy. Srednia masa cz3-
steczkowa monomeru miesci si¢ w zakresie od okoto
50 do 110kDa. Wazng cechg lakaz grzybowych jest
zwigzana kowalencyjnie grupa weglowodanowa, sta-
nowiaca zwykle od 10 do 45% calej czasteczki enzymu
i sktadajgca sie gtoéwnie z mannozy, N-acetyloglukoza-
miny oraz galaktozy. Wszystkie te cechy chronig grzy-
bowe lakazy przed proteoliza, dzialaniem wysokich
temperatur, skrajnie wysokich lub niskich wartosci pH
i innych niekorzystnych czynnikow [15, 74].

Sposrod grzybow zdolnych do biosyntezy lakaz naj-
liczniejszg grupe stanowig te z gromady Basidiomycota
np. Lentinus tigrinus, Agaricus bisporus, Trametes ver-
sicolor [82]. Wérdd nich dos¢ licznie wystepuja tzw.
grzyby bialej zgnilizny drewna, m.in. szczepy z gatunku
Phlebia radiate, Pleurotus ostreatus, Phanerochaete
chrysosporium, Cerrena unicolor [87]. Synteze tych
enzymow opisano réwniez u grzybow nalezacych do
gromady Ascomycota np. Aspergillus niger, A. oryzae,
Neurospora sp., Trichoderma atroviride i T. harzianum

[87]. U grzybow lakazy uczestniczg w procesach morfo-
genezy, degradacji ligniny oraz reakcjach obronnych na
stres. Enzymy te wytwarzane przez saprofityczne oraz
mikoryzowe grzyby s3 zaangazowane w obieg materii
organicznej w glebie poprzez degradacje polimeréw
$ciotkowych czy tworzenie zwigzkéw humusowych
[26]. Lakazy bakteryjne zidentyfikowano w hodowlach
szczepow m.in. Azospirillum lipoferum, Escherichia coli,
Bacillus subtilis oraz kilku gatunkow Streptomycetes [7].
Opisano je réwniez u cyjanobakterii Anabaena azollae.
Bakteryjne lakazy odznaczajg si¢ wiekszg niz enzymy
grzybowe aktywnoscia i stabilnoscia w wysokich tem-
peraturach, przy alkalicznym pH oraz w obecnosci
wysokich stezen jonéw chloru i miedzi [15].

Reakcjom katalizy, ktérym posredniczy lakaza,
moga ulega¢ zaréwno substraty fenolowe, jak i niefe-
nolowe. W przypadku czgsteczek o wysokim potencjale
oksydoredukcyjnym oraz czastek o duzych rozmiarach,
ktdre nie sg zdolne do samodzielnego przenikania do
centrum aktywnego enzymu, niezbedne jest dziala-
nie tzw. mediatoréw. Sg to zwigzki organiczne o malej
masie czasteczkowej, ktore ulegajac utlenianiu przez
lakaze, tworzg wysoce aktywne rodniki kationowe
zdolne do utleniania zwigzkéw niefenolowych. Najpow-
szechniej stosowanymi mediatorami syntetycznymi sa
ABTS, kwas hydroksyantranilowy (HAA), hydroksy-
benzotriazol (HBT) i hydroksyftalimid (NPI). Podobne
dzialanie wykazuja takze mediatory naturalne np. wani-
lina i syryngaldehyd [66].

Lakazopodobne wielomiedziowe oksydazy (LMCO),
tak samo jak lakazy, katalizuja utlenianie réznych
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substratow polaczone z redukcjg czasteczki O, do
dwodch czasteczek H,O. Ich funkcje biologiczne sg
zblizone do roli lakaz, ale nie wszystkie zostaly jeszcze
poznane. LMCO zostaly opisane u wielu bakterii
i grzybéw. Srednia masa czgsteczkowa LMCO miesci
sie przedziale 51-66 kDa, natomiast ilo$¢ sekwencji
aminokwasowych enzyméw wynosi 470-600 aa. Opi-
sano takze LMCO bakterii Streptomyces, ktérych masa
czasteczkowa wynosi 32,6 kDa, a dlugos¢ sekwencji
aminokwaséw 297 aa. LMCO bakterii Gram-ujemnych
réznig si¢ od wszystkich innych LMCO obecnoscig pro-
liny miedzy dwoma histydynami i dodatkowa histydyna
w pozycji drugiej po motywie HXH. LMCO pochodze-
nia bakteryjnego uwaza si¢ za bardziej skuteczne w roz-
kiadzie zwiazkéw organicznych niz LMCO grzybowe.
Natomiast LMCO grzybowe majg szersze spektrum
substratéw niz LMCO z bakterii Gram-ujemnych [49].

Optymalna wartos¢ pH dla dzialania LMCO nie
jest jednakowa, poniewaz zalezy od wykorzystanego
do jej pomiaru substratu [49]. Na przyklad trzy typy
LMCO pochodzace z Aspergillus niger: McoA, McoB
i McoG oczyszczono i scharakteryzowano pod katem
potencjalu biokatalitycznego. Wszystkie trzy enzymy
byly monomerami o masach czasteczkowych w zakresie
0d 80 do 110 kDa. Najwyzsza aktywno$¢ McoA odnoto-
wano w srodowisku o pH 5,0, podczas gdy pH 6,0 bylo
optymalne dla McoB i McoG. Ponadto McoA i McoB
utlenialy DMPPDA (N,N-dimetylo-p-fenylenodiaming)
w szerszym zakresie pH niz McoG [89]. LMCO wyizo-
lowana Myrothecium roridum wykazywala aktywnos¢
zaréwno MCO, jak i oksydazy bilirubiowej [35].

Oksydaza bilirubinowa jest enzymem termostabil-
nym, zawierajagcym mostek dwusiarczkowy. BOD kata-
lizuje utlenianie tetrapyrroli np. bilirubiny do biliwery-
dyny oraz difenoli czy diamin arylowych z jednoczesna
redukcja czterech atoméw tlenu do wody [10]. Enzym
ten zostal odkryty w nieligninolitycznym grzybie Myro-
thecium verrucaria MT-1 w 1981 roku przez Noriakiego
Tanaka i Sawao Murao. W odrdznieniu do lakaz, BOD
charakteryzujg si¢ wyzsza aktywnoscig i stabilnos-
cig w neutralnym pH oraz w wysokiej temperaturze,
jednak nie wigkszej niz 60°C. Odznaczaja si¢ réwniez
wysoka tolerancjg na aniony chlorkowe i inne chelatory
[52]. Na przyktad oksydaza bilirubinowa wyizolowana
z Mpyrothecium verrucaria (MvBOD) wykazala naj-
wyzsza aktywnos$¢ katalityczng w zakresie temperatur
30-60°C i w pH od 7 do 8,5. Natomiast w roztworach
o pH powyzej 9 zaobserwowano spadek aktywnosci
katalitycznej BOD az o 50% [91].

Oksydaza askorbinianowa katalizuje utlenianie as-
korbinianu do kwasu dehydroaskorbinowego z wytwo-
rzeniem H,O w obecnodci tlenu. Zostata wyizolowana
z roélin wyzszych, u ktérych wystepuje w najwiekszej
ilosci w $cianie komorkowej i zaangazowana jest w ich
wzrost [80, 85]. Poprzez modyfikacje przestrzeni apo-

plastycznej oksydaza askorbinianowa uczestniczy row-
niez w reakcjach obronnych [26]. Jej aktywnos¢ i eks-
presja sa indukowane auksyng i $wiattem, co pozwala
przypuszczad, iz uczestniczy ona w transdukeji sygnatu
[95]. AO opisano réwniez u mikroorganizméw m.in.
Myrothecium verrucaria, Aerobacter aerogenes, Acremo-
nium sp. HI-25 [60, 80]. W przeciwienstwie do lakaz,
ktére dzialajg jako monomery, do prawidlowego funk-
cjonowania AO niezbedne jest utworzenie struktury
homodimeru. Taka struktura biatka pelni ponadto
funkgje stabilizujace [61].

Oksydaza wydzielania miedzi (CueO) wystepujaca
w peryplazmie u E. coli moze utlenia¢ p-fenylenedia-
mineg, 2,6-dimetoksyfenol i podobnie jak niektdre inne
tréjdomenowe MCO posiada aktywno$¢ ferrooksydazy.
Dzieki temu enzym nie tylko chroni komoérke przed nie-
korzystnym wplywem jonéw miedzi (poprzez utlenia-
nie Cu’ do mniej szkodliwych Cu?*), lecz takze bierze
udzial w homeostazie zelaza. Wykazano, iz CueO utlenia
grupy katecholowe kwasu 2,3-dihydoksybenzoesowego,
prekursora enterobaktyny [24]. CueO posiada budowe
zblizong do lakazy i AO, jednak konformacja TNC rézni
ja od pozostalych MCO. Dodatkowo w obrebie trzeciej
domeny CueO zawiera bogate w metionine regiony,
ktore dzialaja jak czujnik jonéw miedzi, w obecnosci
ktoérych znacznie wzrasta aktywnos$¢ enzymu [61, 72].

Kolejng bakteryjng MCO jest biatko wydzielania
miedzi (CopA), skfadajace si¢ z trzech domen, opisane
u Pseudomonas syringae czy Xanthomonas campestris
[26]. Aktywnos¢ tego enzymu okreslono na podsta-
wie zdolnosci do utleniania 2,6-dimetoksyfenolu [84].
Jak podaje Nakamura i Go [61] w warunkach tleno-
wych CopA oraz CueO kontroluja metabolizm miedzi
poprzez eksport nadmiaru Cu (I) z cytoplazmy i utle-
nianie do Cu (II), ktéra jest mniej toksyczna.

Do produkgji termostabilnego biatka oplaszczaja-
cego endospory — CotA zdolny jest szczep B. subtilis.
CotA sklada sie z ponad 30 rodzajéw polipeptydow i jest
oporne na dzialanie czynnikéw fizycznych jak i che-
micznych. Wynika to funkgji jaka ono pelni, mianowi-
cie wytwarzania melaninowego pigmentu, ktéry chroni
przed promieniowaniem UV i nadtlenkiem wodoru [17,
29]. Ponadto biatko jest wysoce stabilne, poniewaz okres
poéttrwania aktywnosci w temperaturze 80°C ustalono
na 2-4 godziny [61]. Jak podaje Rajeswari [69] lakaza
CotA wykazuje podobienstwo do CueO u E.coli na
podstawie budowy centrum katalitycznego, jednakze
miedzydomenowa petla posiada miejsca umozliwia-
jace Scislejsze upakowanie, co poprawia stabilno$¢ calej
struktury oraz zwigksza termostabilnos¢ [61]. Jak podaje
Enguita i wsp. [16] segment ten zawiera tylko 4 z 46 reszt
proliny skladajacych sie na caty CotA. Dlatego moze to
sugerowac, iz zawarto$¢ proliny, zaréwno warunkuje
termostabilnos¢ bialka jak i w polaczeniu ze zwiekszo-
nym upakowaniem znacznie ja wzmaga [16].
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Pigmenty grzybowe MCO wystepujace gldwnie
u Ascomycota m.in. u Aspergillus nidulans [90] odpo-
wiedzialnie s3 za utlenianie dihydroksyfenylolaniny
(DOPA) do dopachinonu podczas szlaku syntezy mela-
niny. Enzymy te réznig si¢ istotnie od innych MCO
w budowie regionu S2 [44]. Utleniaja typowe substraty
lakaz m.in. p-fenylenodiaminy, pyrogallol, kwas gallu-
sowy czy ABTS [89].

Do MCO zaliczane sa rdwniez ferroksydazy, cha-
rakteryzujace si¢ powinowactwem do Fe (II), ktérego
nie wykazujg pozostale wielomiedziowe oksydazy. Naj-
czedciej opisywanymi ferroksydazami sg biatko biony
plazmatycznej u Saccharomyces cerevisiae (Fet3p) oraz
ludzka ceruplazmina (hCp) sktadajaca si¢ z szesciu
domen. Na podstawie rentgenograficznych badan
struktury krystalicznej ceruloplazminy ustalono, iz
w drugiej, czwartej i szostej domenie wystepuje miej-
sce wigzania miedzi, za$ pierwsza i szdsta domena
dzielg tréjjadrowe migdzydomenowe miejsce wigzania
miedzi tworzac pseudosymetryczng strukture C3 [61].
Cp wykazuje zdolno$¢ utlenianiania aromatycznych
diamin i innych zwigzkéw aromatycznych [85]. Ferro-
ksydazy odgrywaja istotng role w homeostazie zelaza
u drozdzy i ssakow [86]. Fet3p uczestniczy w systemie
transportowym Fe (II) o wysokim powinowactwie
u drozdzy. Poczatkowo Fe (III) jest redukowane do
Fe (II) przez ferroksydaze, po czym transportowane jest
w komorece. Fet3p petni role ochronng poprzez znosze-
nie cytotoksycznego dzialania miedzi i zelaza [26, 85].

Kolejnym przykladem MCO jest SLAC, czyli dwu-
domenowa wielomiedziowa oksydaza opisana u Strep-
tomyces coelicolor, wykazujgca zdolnos¢ do utleniania
aromatycznych i niearomatycznych zwigzkow zawie-
rajacych grupy aminowe i hydroksylowe. Ze wzgledu
na podobienstwo sekwencji do lakaz grzybowych,
lecz mniejszy rozmiar, enzym ten okreslono jako mata
lakaza. Na podstawie analizy poréwnawczej sekwen-
cji biatkowych ustalono podobienstwo SLAC i innych
lakaz w pozycji ligandéw metali. Stwierdzono nato-
miast wystepowanie 24 reszt histydyny w sekwencji
SLAC, co moze wskazywa¢ na jej udzial w wigzaniu
nadwyzki wewnatrzkomorkowych jonéw miedzi w celu
przeniesienia ich podczas eksportu przez system sekre-
cyjny TAT [50]. SLAC charakteryzuje si¢ opornoscia
na zwiazki redukujace oraz stabilnoscig termiczna.
Ponadto enzym ten wykazuje najwyzsza aktywno$¢
w $rodowisku o pH 9 [11, 50]. Dzigki tym cechom
SLAC znalazly zastosowanie w przemysle celulozowo-
-papierniczym do odbarwiania barwnikow [11].

5. Zastosowanie wielomiedziowych oksydaz
Z uwagi na zdolno$¢ utleniania wielu substratow,

zewnatrzkomorkowy charakter i dosy¢ wysoka stabil-
nos$¢ w szerokim zakresie pH i temperatury enzymy

z grupy MCO odznaczajg si¢ wysokim potencjalem
aplikacyjnym. Enzymy z tej grupy znalazly jak dotad
zastosowanie w ochronie $rodowiska, medycynie,
przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym oraz
w przemysle spozywczym. Gléwnie lakazy i enzymy
lakazopodobne, ktére s3 najbardziej rozpowszechniong
i scharakteryzowang grupa MCO, wykorzystywane sa
jako biokataliztory reakcji syntezy nowych zwigzkow,
detekgji, biotransformacji i biodegradacji toksycznych
zanieczyszczen (Tabela II).

Enzymy z grupy MCO stosowane sa w wielu obsza-
rach przemystu spozywczego jak piekarnictwo, prze-
tworstwo warzyw i owocow, winiarstwo i browarnic-
two. Przemyst piekarniczy powszechnie wykorzystuje
lakazy do poprawy struktury chleba, a takze polepsze-
nia smaku i trwalosci ciast [73]. Udowodniono jednak,
ze takze inne MCO takie jak oksydaza bilirubinowa
moga by¢ stosowane w celu sieciowania biopolimeréw
poprawiajac wlasciwosci fizykochemiczne produktow
spozywczych [98]. Proces ten zwieksza wytrzymalosé
i stabilno$¢ ciasta obnizajac zarazem jego lepkosc.
Efekt ten zaobserwowano zwlaszcza w przypadku
korzystania z gorszej jakosci mak [51]. MCO stosuje
sie np. do sieciowania arabinoksylanéw, dzieki czemu
utworzona sie¢ poprzecznych wigzan polimeréw
wplywa pozytywnie na miekisz i chrupko$¢ pieczywa
[40]. Lakazy, zamiast fizycznych adsorbentéw jak SO,,
moga by¢ wykorzystywane do eliminacji niepozada-
nych pochodnych fenolowych, powodujacych ciem-
nienie i zmetnienie sokéw owocowych, piw i win [13,
40]. W ostatnim czasie pojawily sie nowe doniesienia
wskazujgce mozliwe zastosowanie MCO wyizolowa-
nych z hodowli bakterii fermentacji mlekowej m.in.
do usuwania amin biogennych z wina i niektérych
wytwordw kuchni orientalnej [2, 8, 25]. Wykorzystanie
MCO w przemysle spozywczym jest dos¢ powszechne.
Preparaty dostepne na rynku, takie jak Falouvorstar,
Suberase, LACCASE Y120, ktoérych dzialanie opiera
sie na aktywno$ci lakazy sa z powodzeniem stosowane
w piwowarstwie, produkcji korkéw dla przemystu
winiarskiego i polepszaniu waloréw kolorystycznych
wyrobow spozywczych [40].

Enzymy z grupy MCO stosowane sg jako biokata-
lizatory w reakcjach otrzymywania wielu substancji
aktywnych wchodzacych w sklad chemii gospodar-
czej, produktow do pielegnacji ciata oraz lekéw cha-
rakteryzujacych sie dzialaniem przeciwdrobnoustro-
jowym i przeciwutleniajagcym [79, 93]. Takie dzialanie
wykazuje jod czgsteczkowy (1), ktorego otrzymywanie
poprzez utlenienie I" opisano dla MCO wyizolowanych
z hodowli Alphaproteobacterium sp. Q-1 i Roseovarius
sp. A-2 [81, 88]. Silng aktywno$¢ przeciwgrzybicza udo-
wodniono takze dla jodowanych zwiazkéw fenolowych
otrzymywanych w reakcji katalizowanej przez lakaze
[31, 78]. Lakazy z powodzeniem wykorzystywane sa
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réwniez jako biokatalizatory w syntezie lekow m.in.
antybiotykow [-laktamowych i substancji przeciw-
nowotworowych np. winblastyny lub mitomycyny [45,
56]. Od 2006 roku, kiedy to po raz pierwszy wyka-
zano aktywnos¢ antyproliferacyjng lakazy, trwajg inten-
sywne badania nad wykorzystaniem tego enzymu jako
czynnika przeciwnowotworowego [92]. Zdolnos¢ do
hamowania podzialow komorek raka piersi, watroby,
jelita grubego i prostaty udowodniono wobec lakaz
pochodzacych od réznych gatunkéw podstawczakow
[68, 70]. Zastosowanie lakazy wytwarzanej przez Cer-
rena unicolor w leczeniu nowotworéw krwi oraz raka
szyjki macicy zostato wykazane i objete ochrona paten-
towg [37, 54]. Enzym dodany w odpowiednim stezeniu
charakteryzowat sie silnie cytotoksycznym dziataniem
wobec komorek raka szyjki macicy linii SiHa i CaSKki,
jednocze$nie nie wplywajac niekorzystnie na komorki
tibroblastyczne stanowiace uklad odniesienia [59]. Ten
sam enzym dzialal proapoptotycznie na komérki nowo-
tworéw krwi linii Jurkat oraz RPMI 8226 [55]. MCO
moga réwniez dziata¢ przeciwwirusowo. Lakaza grzyba
Lentinus tigrinus hamuje aktywno$¢ odwrotnej trans-
kryptazy HIV-1, bez ktdrej wirus nie jest zdolny trans-
krybowa¢ materiatu genetycznego z RNA na DNA [96].

MCO moga by¢ wykorzystane do celéw analitycz-
nych m.in. testow biologicznych, enzymatycznych
i immunochemicznych [94]. Lakaze wykorzystuje sie
do wykrywaniu obecnosci morfiny [5]. Z kolei biosen-
sory oparte na oksydazie bilirubinowej (BOD) zapro-
jektowane w celu doktadnego okreslenia poziomu bili-
rubiny, ktérej zbyt wysokie stezenie w ludzkiej surowicy
jest $miertelne, charakteryzujg sie wysoka czuloscig
i skutecznoscia [28]. Co wiecej oksydaza bilirubinowa
i oksydaza askorbinianowa zostaly wykorzystane do
badan klinicznych, ktérych celem bylo wyeliminowa-
nie efektu askorbinianu, ktéry niekorzystnie oddzia-
tywal na watrobe [76]. Aktywno$¢ katalityczna MCO,
ktérej towarzyszy redukeja tlenu do czasteczek wody,
wykorzystuje sie do pozyskania elektronow, czyli sity
napedowej bioogniw [52, 77].

Lakaza w przemysle kosmetycznym stuzy do pro-
dukcji barwnikéw i moze by¢ stosowana w nietoksycz-
nych farbach do wloséw zamiast czynnika utleniajacego
- nadtlenku wodoru [4]. Takie preparaty sg wygodniej-
sze w uzyciu i mniej draznigce dla organizmu z uwagi na
zastgpienie czynnika utleniajacego, ktory ostabia wosy
i niszczy ich strukture [13]. Co wigcej lakazy, poprzez
zmniejszenie zawarto$ci melaniny, moga by¢ wykorzy-
stywane w preparatach rozjasniajacych skore [40].

Biosynteza barwnikow z wykorzystaniem lakazy
stanowi przyjazng dla srodowiska alternatywe do che-
micznej syntezy barwnikoéw tekstylnych i pozwala zre-
dukowac¢ koszty procesu. Substancje otrzymane w ten
sposob odznaczajg si¢ szeroka gama barw i trwaloscia
poréwnywalng z barwnikami syntetycznymi [33].

Z drugiej strony enzymy te mozna wykorzystywac takze
do odbarwiania tkanin (np. jeansu) lub przeksztalca-
nia prekursoréw barwnikéw do ich aktywnych form,
zwigkszajac wydajnos¢ procesu barwienia [66]. Pozwala
to na ograniczenie uzycia chemicznych wybielaczy i jest
szczegodlnie uzyteczne dla tkanin wrazliwych na zwiazki
chemiczne [94].

Dzigki zdolno$ci usuwania toksycznych fenoli
powstajacych podczas degradacji ligniny lakazy uczest-
nicza w reakcjach jej depolimeryzacji [93]. Dodatkowo
enzymy te mogg by¢ uzyteczne w modyfikacji widkien
celulozowych [40]. W celu usprawnienia procesow utle-
niania niefenolowych zwigzkéw dzialanie lakaz wspo-
magane jest mediatorami np. ABTS, TEMPO, HBT.
Jednak najwigkszym ograniczeniem pozostaje koszt
syntetycznych mediatorow [94].

W procesach bioremediacji skazonych terendw szcze-
gllne zastosowanie znalazty lakazy, gtéwnie pochodze-
nia grzybowego [36]. Enzymy te stosowane sg zardwno
w formie wolnej, jak i immobilizowanej do eliminacji
szerokiego spektrum toksycznych zwiazkow takich jak:
zwigzki fenolowe, chlorofenole, cykliczne weglowo-
dory aromatyczne, alkeny wchodzacych w sktad m.in.
pestycydow. Enzymy z grupy MCO moga by¢ réwniez
wykorzystywane w unieszkodliwianiu zwigzkow zali-
czanych do grupy tzw. modulatoréw hormonalnych
(EDCs), czyli zwiagzkéw niekorzystnie wptywajacych
na dziatanie ukladu wewnatrzwydzielniczego ludzi
i zwierzat [58]. Badania przeprowadzone przez Garcia-
-Morales i wsp. [22] wykazaly wysoka wydajnos¢ bio-
katalityczng mieszaniny bialek (Lacl i LacIl) grzyba
Pycnoporus sanguineus CS43, ktorg wykorzystano do
biotransformacji EDCs takich jak bisfenol A, 4-nony-
lofenol, 17-a-etynyloestradiol i triklosan. Szeroko zba-
dane zostaly réwniez mozliwo$ci wielu lakaz, enzymow
LMCO oraz oksydazy bilirubinowej w dekoloryzacji
barwnikow przemystowych i eliminacji ich ze $ciekdw
[34, 94]. Na przyklad surowy ekstrakt lakaz pochodzacy
z grzyba P. nebrodensis wykazywal efektywna dekolo-
ryzacje (82,69%) zieleni malachitowej juz po godzinie
inkubacji [99].

6. Podsumowanie

Biatka MCO to enzymy, zawierajace od jednego do
sze$ciu atomow miedzi w czasteczce. Do grupy wielo-
miedziowych oksydaz zaliczane sg lakazy, ferroksydazy,
oksydaza askorbinianowa, oksydaza bilirubinowa, nie-
ktdre pigmenty grzybowe o charakterze wielomiedzio-
wych oksydaz oraz tzw. enzymy lakazo-podobne. MCO
posiadajg zdolno$¢ do utleniania zaréwno zwiazkow
organicznych, jak i nieorganicznych. Reakcjom kata-
lizowanym przez MCO towarzyszy redukcja tlenu
czasteczkowego do wody. Wlasciwosci te czynig je
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cennym narz¢dziem w procesach bioremediacji, medy-
cynie, przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym oraz
w przemysle spozywczym.
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Streszczenie: Waznymi peptydami odpornosciowymi - HDP (Host Defence Peptides) o duzej aktywnosci biologicznej u ssakow, w tym
czlowieka i zwierzat kregowych, sa katelicydyny. Te stare ewolucyjnie czasteczki efektorowe w tych organizmach, stanowia naturalne
elementy odpornosci przeciwbakteryjnej, przeciwwirusowej, przeciwgrzybiczej i przeciwpasozytniczej, wobec ktorych zarazki i pasozyty
nie wyksztalcily opornosci, co powoduje, ze staja sie one substancjami alternatywnymi dla antybiotykéow. Katelicydyny u ludzi i zwierzat
kregowych, oddziatywuja na zarazki i pasozyty bezposrednio oraz posrednio poprzez aktywowanie ukladu odpornosciowego.
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Abstract: Cathelicidins are Important immunological peptides - HDP (Host Defence Peptides) with major biological activity in mammals,
including human and vertebrate animals. These evolutionary ancient molecules in these organisms are natural elements of antimicrobial,
antiviral, antifungal and antiparasitic immunity against which germs and parasites have not developed immunity, therefore making them
alternatives to antibiotics. Catelicidins in human and vertebrates affect the germs and parasites directly and indirectly by activating the

immune system.
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1. Co to s3 peptydy odpornosciowe

Peptydy odpornosciowe - HDP (Host Defence Pep-
tides), tworza kompleks starych, ewolucyjnie zachowa-
nych czasteczek efektorowych, syntetyzowanych przez
organizm ssakow (ludzie, zwierzeta — w tym torbacze
i stekowce), ptakéw, gadow, plazéw, ryb, owadow
i rodlin. Na te substancje nawet mikroorganizmy na
drodze ewolucji, nie wyksztalcily mechanizmu opor-
nosci, stad HDP sa okreslane czgsto jako naturalne
antybiotyki [36, 56, 60, 87, 89, 93, 94, 96, 108, 113,
118]. Stanowia one takze wazny element odpornosci
naturalnej bedac okreslane jako endogenne peptydy
przeciwdrobnoustrojowe (AMP - Antimicrobial Pep-
tides), ktore wykazuja gtéwnie bezposrednie dzialanie
wobec bakterii, wiruséw, grzybow i Protozoa. Hamuja
u nich min. replikacje DNA i RNA, synteze biatek
i innych skfadnikéw, np. w przypadku bakterii tyczy
to w szczegdlnosci elementéw $ciany komorkowe;.

Oddzialywujac stymulujaco na uklad odpornosciowy
ssakow, peptydy te posrednio dzialajg na zarazki i paso-
zyty makroorganizméw ssaczych, cho¢ takze ta droga
ich dziatania warunkuje ich oddziatywanie przeciw-
nowotworowe [17, 18, 31, 33, 36, 47, 50, 56, 60, 64, 68,
89,94, 108, 110, 118]. Zainteresowanie HDP rozpoczeto
sie w zasadzie w 1980 roku, kiedy odkryto cekropiny
A i B u ¢émy z gatunku Hyalophora cecropia [64, 94],
cho¢ badania w 1963 roku przyniosly juz informacje
o lizosomalnych bialkach kationowych o dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym [117]. W 1985 roku opisano
ludzkie a-defensyny [84], a w 1987 roku, stwierdzono
magaininy u zaby [116]. Obecnie znanych jest okofo
2900 naturalnych HDP, ktére cechujg si¢ bardzo zréz-
nicowang budowg i strukturg [7]. Przykladem HDP
moga by¢ katelicydyny, zawierajace od 12 do 80 reszt
aminokwasowych i mase czasteczkowa wahajacg sie
od 2 do 80kDa. Nadto ze wzgledu na obecno$¢ argi-
niny i reszt lizyny, HDP majg fadunek dodatni, stad

* Autor korespondencyjny: dr hab. Beata Tokarz-Deptula, prof. US, Katedra Immunologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Szczecinski,
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okreslane sg takze jako peptydy kationowe [7, 18, 28,
36, 42, 56, 60, 64, 82, 96, 103, 108, 115]. Analizujgc
budowe HDP oraz obecnos¢ mostkéw dwusiarczko-
wych i liczbe reszt aminokwasowych, wyréznia sie:
1) peptydy liniowe, posiadajace budowe a-helikalng
z brakiem wigzan dwusiarczkowych np.: katelicy-
dyna LL-37 u ludzi; 2) peptydy o budowie B-kartki
lub budowy szpilki do wloséw, gdzie wystepuja trzy
lub wigcej mostkéw dwusiarczkowych np.: niektore
a ip defensyny u ssakow; 3) peptydy o strukturze petli
z jednym mostkiem dwusiarczkowym np.: niektdre
katelicydyny u przezuwaczy; 4) peptydy bogate w ami-
nokwasy takie jak tryptofan — np. indolicydyna u bydta,
czy bogate w proline i arginine np.: katelicydyna PR-39
u swin [56, 69, 108, 119]. Znany jest takze podzial
HDP ze wzgledu na aktywnos$¢ biologiczng, ktory
wyroznia: 1) peptydy dziatajace na struktury bakteryjne
np.: serprocydyny; 2) peptydy wiazace pierwiastki np.:
kalprotektyna; 3) peptydy przerywajace blone bakte-
ryjng np.: katelicydyny [69]. Na podstawie wielkosci
czasteczki i trzeciorzedowej struktury, wsrdd tych pep-
tydéw wyrodznia sie tzw. ,,klasyczne” HDP, do ktérych
zaliczane sg katelicydyny i defensyny [7]. Naturalne
peptydy odpornosciowe (HDP), maja amfipatyczna
strukture, ktora umozliwia im interakcje w szczegol-
nosci z blong patogenéw - majacg ujemny tadunek
elektryczny (-150 mV) natomiast wystepowanie w ich
blonie min. fosfolipidéw, powoduje ze maja one duza
mozliwos¢ ich intensywnej penetracji, przez co powo-
duja min. zmiane ich przepuszczalnosci i tworzenia
w niej por [36, 42, 55, 56, 60, 64, 68, 82, 108, 118]. Bada-
nia z ostatnich lat wykazaly, ze wiele HDP, sa bogato
reprezentowane u ludzi i zwierzat, w tym gospodar-
skich. Szczegdlnymi miejscami (biotopami) ich wyste-
powania jest skora oraz komdrki nablonkowe przewodu
pokarmowego i ukladu oddechowego [9, 11, 34, 36, 38,
45, 48, 56, 63, 68, 69, 80, 87, 89, 118]. W tych bioto-
pach, a w szczegdlnosci w przewodzie pokarmowym,
»Klasyczne” peptydy HDP u ludzi i zwierzat kregowych,
warunkuja wlasciwg homeostaze tych ekosystemow,
w tym ich mikrobiomu. Stan taki powoduje, ze peptydy
te wplywaja na lokalng odpornos¢ tych organizmow
(ludzi i zwierzat kregowych), a w szczegolnosci tyczy to
jelit, gdzie wraz z defensynami syntetyzowanymi przez
komorki Panetha, tworzg silng bariere przeciwzaraz-
kowa [11, 12, 17, 28, 30, 38, 48, 49, 63, 68, 69, 75, 118].

2. Katelicydyny

Katelicydyny, stanowig grupe najstarszych ewolucyj-
nie bialek dzialajacych jako czasteczki prekursorowe,
ktére po proteolizie uwalniajg peptydy oddziatywu-
jace bezposrednio na zarazki i pasozyty oraz posred-
nio, immunomodulujgc uklad odpornosciowy ssakow,

wykazuja takze dziatanie przeciwnowotworowe [2, 3, 15,
18, 28, 60, 64, 70, 89, 101, 107, 110, 118]. Ich oddzia-
tywanie m.in. na bakterie i grzyby wiaze sie z przery-
waniem blon komoérkowych tych mikroorganizméw
(69, 108, 110], za$ w przypadku wiruséw oddzialywuja
na ich ostonki i replikacje [2, 21, 50, 69, 115]. Pierwsze
katelicydyny u ssakéw izolowano z neutrofilii bydla,
jako maly cykliczny dodekapeptyd, ktorego nazwe
utworzono od bacterium necare tzn. zabijajacy bakterie
i nazwano go baktenecyng [48, 108, 118]. Analogiczna
substancje u $win nazwano protegryng [48, 108, 110,
118]. U ludzi pierwsza opisana katelicydyna byt peptyd
hCAP (human Cathelicidin Antibacterial Peptide) albo
hCAP18 (human Cationic Antimicrobial Protein), ktory
obecnie nosi nazwe katelicydyna LL-37 [28, 110]. Kateli-
cydyny sa produkowane jako nieaktywne pre-pro-pep-
tydy, sktadajace si¢ z 128-143 reszt aminokwasowych.
Posiadaja wysoce konserwatywna domene N-koncowa
- bedaca peptydem sygnalowym, domene katelinowa
o masie czasteczkowej 11 kDa oraz C-koncowy zmienny
rejon, ktory jest ,,dojrzalym” peptydem, co warunkuje,
min. protranskrypcyjna regulacje ich syntezy i zabez-
piecza je przed niekontrolowang aktywnoscia [28, 96,
108, 110]. Sama czes$¢ N-koncowa sekwencji sygnatowej,
posiada 29-30 reszt aminokwasowych, ktorej zadaniem
jest uwalnianie aktywnego biologicznie peptydu [28,
108, 110]. Natomiast domena katelinowa zbudowana
z 94-144 reszt aminokwasowych, jest odpowiedzialna
za ochrone przed proteolizg [48], ktorg opisano po
raz pierwszy w leukocytach $wini [48, 78]. Zarejestro-
wano, ze domena katelinowa laczy si¢ ze stanowiacym
dojrzaly peptyd odcinkiem C-koncowym, skfadajacym
sie z 12-100 reszt aminokwasowych, co razem stanowi
pro-peptyd, a w wyniku dzialania endogennych pro-
teaz, takich jak proteinaza 3, azurofilna, czy gastryk-
syna, uwalniany jest dojrzaly peptyd [96]. Wykazano, ze
sekwencje domeny katelinowej u réznych gatunkow ssa-
kow, w tym ludzi, sg bardzo do siebie podobne, co suge-
rowac moze, ze peptydy te mogly ewoluowaé w wyniku
powielania i modyfikacji wspolnego genu [28].
Katelicydyny stwierdzono i opisano u ludzi i malp,
a takze u zwierzat domowych i gospodarskich - to jest
bydla, owiec, kdz, swin, koni, pséw, kotow; zwierzat
laboratoryjnych - krolikdéw, szczuréw, myszy, Swi-
nek morskich; zwierzat dzikich - to jest jeleni, wotow
z rodziny kretorogich, ostéw, pand, torbaczy i stekow-
cow, a takze u ptakow, ryb, gaddw, plazéw i owadow
(6, 10, 19, 25, 46, 48, 52, 53, 56, 64, 69, 75, 86, 88, 96,
97,99, 100, 102, 108, 111, 114, 116, 118, 119]. U ludzi
opisano tylko jedna katelicydyne, natomiast u zwierzat
przyjmuje sie, ze jest ich wigcej. Wedlug wielu autoréow
[10, 24, 48, 52, 56, 62, 75, 86, 88, 96, 106, 108, 112,
113], u $win jest ich 11, u owiec 7-10, u bydla 4-8,
u ryb po 2-6, u kur 4-5, u kéz 2-4, u malp - 4, u koni
i krolikow - 3, u dziobaka - 2, zas kotow, pséw, myszy,
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szczurdw, $winek morskich, pand i jeleni po 1. Dwie
katelicydyny (HFIAP-1 i HFIAP-3), wykazano takze
u takich prymitywnych zwierzat jak §luzice, u ktérych
w domenie katelinowej, podobnie jak u ssakéw, pta-
koéw i ryb, zachowane jest rozmieszczenie czterech reszt
cysteiny, cho¢ domena katelinowa u sluzic wykazuje
bardzo niskie podobienstwo do domeny katelinowej
u innych zwierzat [48, 99, 108, 111]. Najbardziej pozna-
nymi katelicydynami u ssakéw jest katelicydyna u ludzi,
ktdra jest odmienna od tych peptydéw odpornoscio-
wych u ryb, plazéw i owadow [96].

2.1. Katelicydyny u ludzi

Peptydy te u ludzi sa reprezentowane przez kate-
licydyne LL-37, ktéra charakteryzuje sie strukturg
liniowg o budowie a-helikalnej [2,118]. Moze wyste-
powaé w postaci monomeru, dimeru lub tetrameru
[74, 76], tworzac kationowe, amfipatyczne struktury,
zbudowane z trzech czesci [74, 76]. Jest to: N-koncowa
i C-konicowa czgs$¢ a-helisy oraz regionu na C-koncu,
przy czym a-helisa na N-koncu, uczestniczy w oligome-
ryzacji peptydu oraz zapewnia czgsteczce opornos¢ na
dzialanie proteaz, gdyz odcinek C-koncowy, jest wazny
dla powstawania tetrameréw [101, 110]. Poczatkowo
katelicydyna LL-37 nazywana byla hCAP18, co odno-
sito si¢ do peptydu o wielko$ci do 18 kDa, ktéry zawierat
dwa dwusiarczkowe wigzania pomiedzy reszta cysteiny
C85-C96 i C107-C124, powstajacego przez zewnatrz-
komoérkowa proteoliz¢ C-koncowego ludzkiego CAP
(Cationic Antimicrobial Protein) [110]. W momencie
kiedy stwierdzono, ze peptyd ten skfada sie z 37 amino-
kwasow zaczynajacych sie od dwdch leucyn, zmieniono
nazwe z hCAP18 na LL-37. Obecnie hCAP18 odnosi si¢
tylko do propeptydu, podczas gdy samo LL-37, oznacza
dojrzaly peptyd posiadajacy plejotropowe wiasciwosci
po uwolnieniu z C-konica hCAP18. Ludzka katelicy-
dyna - peptyd LL-37, jest kodowana przez gen CAMP
(Cathelicidin Antimicrobial Peptide), ktory znajduje sie
w locus 21 chromosomu 3 (3p21.3) [110]. Peptyd LL-37
jest syntetyzowany w organizmie czlowieka, w odpowie-
dzi na infekcje bakteryjne, wirusowe i grzybicze albo
jest skutkiem dzialania elastazy neutrofiléw, ktora nie
aktywuje jego peptydow nagromadzonych w ziarnistos-
ciach granulocytéw, a rozktada je na aktywne skfadowe,
wydzielane z tych komoérek [97]. Peptyd LL-37 u ludzi
pojawia sie juz na bardzo wczesnym etapie rozwoju, bo
wykryto go juz u noworodkéw w skorze i tchawicy [61,
81]. U dorostych osobnikéw ulega on ekspresji m.in.
w nablonku przewodu pokarmowego, w tym w na-
blonku jamy ustnej i jelit [28] oraz drég oddechowych
[11, 27, 28, 30, 32, 33, 34], a takze keratynocytach [33,
66, 118]. Jest on takze syntetyzowany w neutrofilach,
w monocytach — makrofagach, komoérkach NK, tucz-
nych, dendrytycznych i limfocytach T i B, a takze ko-

morkach nabtonka spojowek, drog moczowo-plciowych
i zolciowych oraz w watrobie, szyjce macicy, pochwie,
najadrzach, jadrach i jest stwierdzany takze w osoczu
krwi, $linie, pocie, nasieniu oraz wydzielinie w tchawicy
(4, 6, 8, 16, 22, 26, 28, 33, 48, 65, 66, 74, 92, 107, 118].
Peptyd LL-37 w neutrofilach, w odpowiedzi na bakterie
lub ich produkty, jest wytwarzany konstytutywnie, za$
w monocytach-makrofagach, komoérkach NK, tucznych,
limfocytach T i B, enterocytach i keranocytach, powstaje
dopiero wskutek oddzialywania cytokin prozapalnych
(TNE ILla, IL-6, IL-17A, IFN-y), czynnikéw wzro-
stu (IGF-1) oraz wskutek dziatania aktywnej postaci
witaminy D [2, 73, 92, 101, 118]. Badania dowiodly, ze
w wyniku proteolitycznego dzialania proteaz seryno-
wych, ktdre reprezentuja rodzine kalikrein tkankowych,
powstaja pochodne peptydu LL-37, co wskazuje na
jego niejednorodnos$¢ [112]. Stwierdzono, ze na skutek
dziatania SCTE (Stratum Corneum Tryptic Enzyme),
tworzg sie trzy peptydy - to jest KS30, KS22 oraz LL29,
za$ pod wplywem dziatania SCCE (Stratum Corneum
Chymotryptic Enzyme), powstaja dwa peptydy - RK31
i KR20. Stad przyjmuje si¢, ze peptyd LL-37, stanowi
jedynie 20% katelicydyn u ludzi, natomiast reszta to jego
pochodne, wykazujace tak wlasciwosci przeciwdrobno-
ustrojowe jak i modulujace komorki uktadu odporno-
$ciowego oraz oddzialywujg na komorki nabtonkowe
i keratynocyty [18, 20, 33, 35, 54, 64, 96, 108, 112].
Dzialanie przeciwbakteryjne peptydu LL-37, wiaze
sie z jego wysokim stezeniem i obecnoscig dwuwartos-
ciowych jonéw [18, 64]. U kobiety w drogach rodnych
(pochwa), wsrod jego pochodnych, opisano peptyd
ALL-38, ktory jest bardzo waznym elementem obron-
nosci tego odcinka [21, 96, 108]. Peptyd LL-37, oprocz
wspomnianego dzialania przeciwzarazkowgo i modu-
lujgcego uktad odpornosciowy, cechuje si¢ aktywnoscia
pro- i przeciwzapalng, proangiogenna i antyapopto-
tyczng oraz przeciwnowotworowg [2, 15,18, 28, 33, 41,
59, 64, 70, 89, 101, 107, 118]. Wobec bakterii i wirusow
posiadajacych ostonke, a takze grzybéw, wykazuje on
silne dziatanie bezposrednie [50, 69, 104, 108, 110].
Na ten peptyd, w szczegdlnosci sg wrazliwe bakterie
Gram-dodatnie m.in. Staphylococcus spp., Enterococ-
cus spp., Streptococcus spp., Bacillus spp., Lactobacil-
lus acidophilus, Listeria monocytogenes, Propinibac-
terium acnes, a takze bakterie Gram-ujemne m.in.
Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Salmonella
enterica, Pseudomonas aureginosa, Stenotrophomonas
maltophilia, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumioniae
oraz Neisseria gonorrhoeae [1, 11, 14, 26, 28, 51, 60, 69,
90, 98, 101]. Oddziatywanie tego peptydu na zarazki
— gléwnie bakterie, wigze si¢ z jego dzialaniem na ich
blone komodrkows, co prowadzi do jej fragmentacji
i powstania w niej por. Peptyd LL-37 moze takze indu-
kowa¢ $mier¢ komorki bakteryjnej poprzez hamo-
wanie syntezy jej skladnikow bakterii, w tym $ciany
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komorkowej. Oddzialywuje on takze neutralizujgco na
bakteryjny LPS, co jest wazne w trakcie zakazenia bak-
teriami Gram-ujemnymi [60]. In vitro LL-37 wykazuje
hamujacy wplyw na fibroblasty wyizolowane z klinicz-
nie zdrowych dzigset u ssakow, ktdre poddano dziataniu
LPS pochodzacego z E. coli [60], oddziatujac hamujaco
na LPS. Przyjmuje sie, Ze moze on by¢ wykorzystywany
min. w zwalczaniu w jamie ustnej patogenow takich jak
Porphyromonas gingivalis i Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans [44]. Zarejestrowano réwniez hamujacy
wplyw tego peptydu na powstawanie biofilmu bakte-
ryjnego P. aeruginosa, Francisella novicida czy Staphy-
lococcus epidermidis, jak tez wykazano jego bezpos$red-
nie niszczgce dzialanie na biofilm tych bakterii [5, 24,
27, 39, 58]. Dziala on takze bojczo wobec mykobak-
terii, a w szczegolnosci Mycobacterium (M.) smegma-
tis, M. bovis oraz M. tuberculosis, co prawdopodobnie
nastepuje poprzez jego egzogenne dziatanie po dostaniu
sie na drodze endocytozy, do zainfekowanych makro-
fagoéw, a co prowadzi do inaktywacji pratkéw [79, 91].
Inng droga dziatania LL-37 na pratki, jest droga endo-
genna poprzez jego synteze w makrofagach, w wyniku
stymulacji tych komoérek witaming D [79, 91]. Jego
przeciwdrobnoustrojowe dziatanie poprzez aktywacje
komorek odpornosciowych, nastepuje poprzez recep-
tory TLR [18, 44], z tym ze w keratynocytach dziata
poprzez receptor TLR5, w monocytach przez TLR2
i TLR3, a w limfocytach B, komérkach dendrytycznych
i neutrofilach poprzez TLRY [3, 43, 71]. Obecnie wyka-
zano, na przyktadzie katelicydyny - CATH2 (kura), ze
peptyd ten dostarczajac sygnat przez TLR 2 i 4, wskazuje
na nowy mechanizm ,,dostrajania” odpowiedzi immu-
nologicznej, skutkujacej ograniczeniem zapalenia, dzieki
ktorej uktad odpornosciowy moze rozrézni¢ dzialanie
miedzy Zywymi i niezywymi bakteriami Gram-ujem-
nymi (E. coli), a co moze by¢ bardzo wazne np. w sepsie
[59]. Dowiedziono, ze peptyd LL-37 moze aktywowac
takze inne receptory niz TLR, bo w neutrofilach i lim-
focytach pobudza takze znacznik blonowy sprzezony
z biatkami G (GPCR - G Protein-Coupled Receptor) np.
FPRL-1 (Formyl Peptide Receptor-likel), receptor kinaz
tyrozynowych np. EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor), a takze kanat receptorowy P_ X R, co prowa-
dzi do silnej aktywacji elementdéw odpornosci wrodzonej
i uruchomienia prozapalnej kaskady sygnalowej [3,
110]. Wykazano, ze peptyd LL-37, dzialajac na limfo-
cyty T 1 B krwi obwodowej, wzmaga synteze min. IL-6,
IL-10 oraz chemokin CCL2 (CC-chemokine Ligand 2)
i CCL7 (CC-chemokine Ligand 7) oraz zwigksza sekre-
cje IL-1, ktora jest silnym aktywatorem zapalenia [33,
44, 108, 110]. Natomiast indukcja peptydem LL-37
receptor6w FPRI-1 w komdrkach $rédbtonka, prowadzi
do podwyzszenia ich ilo$ci, a w neutrofilach zwieksza
aktywacje znacznikéw FPRL-1 i P X R. To powoduje
zahamowanie apoptozy tych komorek i w efekcie pro-

wadzi do przedluzenia ich czasu zycia, czego efektem
jest relatywne zwigkszanie okresu dziatania neutrofili
podczas infekeji [12, 67, 108, 110]. Peptyd ten, aktywi-
zujac czynniki wewnatrzkomorkowe, indukuje autolize
fosfolipazy A2 oraz wzmaga odporno$¢ naturalnag [83].
W przypadku komoérek nablonkowych drég oddecho-
wych, aktywuje on nie tylko receptor EGFR, ale takze
oddzialywuje na wiele elementéw molekularnych zwia-
zanych z blong. Przykladem moze by¢ aktywacja meta-
loinoproteazy i szlak MAPK/ERK (Mitogen-Activated
Protein Kinases/extracellular Signal-regulated Knases)
[110]. Wykazano, ze np.: wzrost stezenia chlorku sodu
w komorkach nablonka drég oddechowych, powo-
duje czterokrotny lub pieciokrotny spadek aktywnosci
peptydu LL-37, czego efektem jest zmniejszenie aktyw-
nosci roznych czynnikéw w tych komoérkach, co pro-
wadzi m.in. do defektu miedzyblonowego regulatora
ekspresji CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Con-
ductance Regulator) [74].

W przypadku infekeji wirusowej na tle dwunicio-
wego wirusowego RNA, peptyd LL-37 poprzez TLR3,
zwigksza prozapalng sygnalizacje w komdrkach nabton-
kowych [20, 50]. Natomiast w czasie infekcji u ludzi
wirusem HPV (Human Papillomavirus), stwierdza si¢
jego zwiekszong aktywnos¢ w naskorku, tak w zakresie
procesu rozwoju brodawek zwyklych jak i zakaznych,
co dowodzi, ze jest on waznym elementem odpornosci
w czasie tego zakazenia [72]. Peptyd ten aktywny jest
takze wobec wirusa HIV1 [104]. W przypadku infekcji
grzybiczych na tle Candida albicans oraz Trichophyton
(T) mentagrophytes i T. rubrum, zarejestrowano zwigk-
szong ekspresje LL-37, co prowadzi do hamowania
proliferacji komorek naskorka [28, 57, 110]. W scho-
rzeniach nieinfekcyjnych np. w przypadku tuszczycy,
kontaktowego zapalenia skory oraz tocznia rumie-
niowatego, peptyd LL-37, tak jak w przypadku zaka-
zenia grzybiczego, silnie aktywuje keratynocyty [16].
Udowodniono, ze zwigkszona ekspresja tego peptydu
w przypadku luszczycy, koreluje z niskim wspdtczyn-
nikiem wtérnych infekcji bakteryjnych [16]. Chociaz
u 0s6b z atopowym zapaleniem skdry, bedacych szcze-
gblnie podatnych na tego typu infekcje bakteryjne,
a nawet wirusowe, nie dochodzi do infekcji wtérnych
[22, 72]. Nadto peptyd LL-37, pelniac role regulatora
zapalenia, wzmaga gojenie sie ran i odnowe warstwy
powierzchownej skory [28, 33], gdyz wspoldziatajac
w keranocytach z IL-17 i IL-22, przyczynia sie do zwigk-
szonej syntezy IL-8 i IL-6 w tych komorkach, co pro-
wadzi do podwyzszenia poziomu odpornosci lokalnej
w skorze [20, 33]. Fizjologiczne stezenie peptydu LL-37
u ludzi wynosi w osoczu 27,2 ng/ml, w §linie 30,5 ng/ml,
w pocie 447 ng/ml, w plwocinie 3,0-5,0 ng/ml, w ply-
nie oskrzelowym - pecherzykach 4,8 ng/ml, zas w przy-
padku takich choréb jak gruzlica i mukowiscydoza,
wzrasta on nawet 30-50-krotnie [118].
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2.2. Katelicydyny u zwierzat

Peptydy te u malp, zwierzat gospodarskich, mieso-
zernych, laboratoryjnych, dzikich oraz ptakéw, ryb,
gadow, ptazow i owadow, wystepujg min. w komor-
kach narzadéw limfatycznych - szpik kostny (ssaki),
czy Torba Fabrycjusza (ptaki), w komoérkach uktadu
odpornosciowego — neutrofilach, cho¢ takze wystepuja
one w jelitach, watrobie, wykazujac duze zréznicowanie
strukturalne, w stosunku do katelicydyn u ludzi, cho¢
w zakresie dzialania biologicznego, sa one bardzo zbli-
zone do tych wystepujacych u czlowieka [6, 10, 11, 19,
25, 46, 48, 52, 53, 56, 64, 69, 75, 86, 87, 88, 96, 97, 99,
100, 102, 108, 111, 114, 116, 118, 119].

U malp - rezus, opisano katelicydyny rhLL-37
i thCAPI18 [10] lub rhCAP18 — CAP18 [48], ktore
wystepuja w szczegolnosci w komorkach nablonkowych
przewodu pokarmowego i ukladu oddechowego, wyka-
zujg podobnie jak u czlowieka a-helikalng strukture i sa
podobne w dzialaniu biologicznym do ludzkiej kate-
licydyny LL-37, wykazujac dziatanie antyzarazkowe,
w tym wobec LPS bakterii Gram-ujemnych [10, 48].
U zwierzat tych (malpy rezus), opisano takze katelicy-
dyne RL-37, posiadajaca takze strukture a-helisy, zas
u makaka i u orangutana, zarejestrowano o analogicz-
nej strukturze peptyd ppp RL-37, ktory takze opisano
u gibbona, u ktdérego okreslono go jako peptyd hmd
SL-37 [62, 86].

Natomiast u zwierzat gospodarskich (bydlo, owce
i kozy), peptydy te najczesciej majg takze strukture
a-helikalng, cho¢ u $win opisano te substancje nie
tylko o strukturze a-helikalnej np.: katelicydyna PAMP
(Porcine Antimicrobial Peptide), ale takze zarejestrowa-
no protegryny posiadajace strukture f-kartki. U owiec
zarejestrowano katelicydyny cykliczne np.: baktene-
cyn¢ — Bac oraz katelicydyny bogate w reszty proliny
i argininy, analogiczne jak Bac u bydla, owiec i koz
i profeniny (PG1 i 2) u $win, a takze peptydy bogate
w tryptofan np. indolicydyna u bydla czy protegryny
PR 39 u $win [48, 52, 56, 96, 108, 114]. Geny kodujac
katelicydyny u bydla, owiec, koz i u $win, posiadajg
jednakowa organizacje i sg wielkosci 2 kpz. Cechuje je
wysoki procent identycznych nukleotydow, co wska-
zuje na ich pochodzenie z tego samego genu, a co po
czedci potwierdza ich umiejscowienie na chromosomie
(u bydla, owiec i $win, sa polozone blisko siebie) [114].

U bydla najbardziej poznanymi katelicydynami
wystepujacymi m.in. w neutrofilach jest baktenecyna 1
(Bac-1- katelicydyna 1), 5 (Bac5- katelicydyna 2) i 7
(Bac7- katelicydyna 3) — peptydy bogate w proline
i arginine oraz indolicydyna (katelicydyna 4) bogata
w tryptofan [48,96]. Peptydy te wykazujg silne dziatanie
antybakteryjne dzialajgc na btone komérkows i na ich
organelle wewnatrzkomorkowe, gtéwnie wobec bakterii
Gram-ujemnych m.in.: E. coli, S. enterica, K. pneumo-

niae i P. aeruginosa, a takze u bakterii Gram-dodatnich,
cho¢ wobec Enterobacter cloace, Leptospira (L) interro-
gans i L. biflexa, wykazuja dzialanie bakteriostatyczne
[48, 96]. Nadto wspomniana u bydla indolicydyna
wystepujaca w ziarnistosciach neutrofilii, cechuje si¢ nie
tylko dzialaniem przeciwbakteryjnym, ale takze prze-
ciwgrzybicznym np. wobec Candida albicans, Crypto-
coccus neoformans oraz przeciwpierwotniaczym wobec
Leismania donovani i Giardia lamblia. Ponadto dzialta
aktywizujagco na wydzielanie chemokin, autofagie neu-
trofilii, co jest bardzo wazne, w szczegdlnosci w gru-
czole mlekowym u bydla w okresie zasuszania, gdzie
proces autofagii neutrofili jest bardzo intensywny [13,
85, 96]. U bydta opisano takze katelicydyny w postaci
peptydu BMAP (Bovine Myeloid Antimicrobial Pepti-
des) 27 (katelicydyna 6), 28 (katelicydyna 5) i 34 (kate-
licydyna 7) [48, 52, 56, 108], ktére oddzialywujg na
mezosomy u bakterii i mitochondria u grzybéw oraz
wplywaja na sekrecje TNF-a w komérkach nabtonko-
wych gruczotu mlekowego, co jest wartosciowe przy
zapaleniu wymienia u tych zwierzat, cho¢ takze dziataja
przeciwnowotworowo [48, 56, 95, 108].

U owiec waznymi katelicydynami sg: cykliczny dode-
kapeptyd pod nazwa Oa Bac 5, 6, 7.5 i 11, (baktene-
cyny 5, 6,7.5111) oraz katelicydyna 1 (baktenecyna 1),
2 (baktenecyna 5) i 3 (baktenecyna?), a takze peptyd
SMAP (Sheep Mpyeloid Antimicrobial Peptide) (SC5-
-Cathelin Related Peptide) i MAP (Mieloid Antomicrobial
Peptides) 29 i 34, bogate w proling i arginine [48, 52].
Wszystkie te peptydy u tych zwierzat cechujg si¢ dzia-
faniem przeciwbakteryjnym (bakterie Gram-ujemne
i Gram-dodatnie) i przeciwgrzybiczym (Candida albi-
cans) [48, 52]. Zwiazki te u owiec sg syntetyzowane
przez neutrofile i komorki nablonka gruczotu mleko-
wego, wykazujac dzialanie hamujace wobec Staphylo-
coccus ureus, Streptococcus uberis i Mycoplasma agalac-
tie — zarazki, ktdére sg bardzo powszechng przyczyna
infekcji tego gruczotu [23]. Nadto katelicydyny u owiec
aktywuja komorki PMN w zakresie ich boéjczosci i pow-
stawania sieci NET i peptyd ten jest specyficznym mar-
kerem wskazujgcym na stan zapalny wymienia [23].

U koéz znane sg katelicydyny Bac 7.5, 3, 4 oraz kate-
licydyna 2 (Bac5) - peptydy bogate w proling i argi-
nine, a ktdre sg w 50% podobne w strukturze do Bac5
u bydla [48, 52, 108]. Peptydy te u koz, nawet w niskim
i wysokim stezeniu chlorku sodu, wykazujg dziala-
nie przeciwbakteryjne wobec bakterii Gram-ujem-
nych np.: E. coli, Bacillus subtilis, P. aeruginosa) i nie-
ktérych Gram-dodatnich np.: Staphylococcus aureus,
za$ w niskim stezeniu tylko dzialajg bdjczo jedynie
wobec C. albicans [48,52].

Natomiast u $win katelicydyny sa reprezentowane
przez katelicydyne PAMP (Porcine Antimicrobial Pep-
tide), 23, 36 i 37 (struktura a-helikalna), PR-39, profe-
niny 112 (PF 11 2) (bogate w proline i argining) oraz
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protegryny 1-5 (PG 1-5), ktdére wykazuja strukture
kartki i posiadaja mostki S-S. Sg one syntetyzowane
w neutrofilach, szpiku kostnym, a takze wystepuja
w surfaktancie oskrzelikow oraz komoérkach jezyka, jelit
cienkich, tchawicy oraz komoérkach uktadu moczowo-
-plciowego, wykazujac aktywujace dziatanie wobec
elementow i zjawisk uktadu odpornosciowego, w tym
w szczegolnosci procesu fagocytozy neutrofili [48, 52,
56, 75, 106, 108]. Te peptydy u $win wykazujg takze
dzialanie wobec bakterii Gram-ujemnych jak E. coli,
cho¢ np.: profeniny 112 (PF 11 2) dodatkowo dziataja
bdjczo na bakterie Gram-dodatnie np.: L. monocytoge-
nes, za$ protegryny 1-5 (PG1-5) tacznie z profeninami 1
i 2 (PF11i 2), dzialajg bojczo w szczegdlnosci wobec
Chlamydia trachomatis, C.albicans, N.gonorrhoeae
i niektérych wiruséw, a takze nicieni i robakéw plas-
kich [40, 48, 52, 56, 75, 105, 106]. Nadto protegryna 1
(PG1) u $win dziata na M. tuberculosis oraz bakterie
wywolujace zakazenia przyranne [77]. Zarejestrowano,
ze oczyszczone LPS bakterii Gram-ujemnych, zwieksza
ekspresje katelicydyny PR-39 w komoérkach szpiku tych
zwierzat [109], a ktory to peptyd, wplywa na gojenie
sie ran i oddzialywuje hamujaco na apoptoze [40, 77].

U koni, wéréd katelicydyn znane sg peptydy o naz-
wie eCATH 1,2 i 3, ktore syntetyzowane s3 w szpiku
kostnym, cechuja sie struktura a-helikalng i sg bogate
w lizyne. Pod wzgledem oddzialywania na zarazki,
cechujg si¢ silng bojczoscig wobec bakterii Gram-ujem-
nych i Gram-dodatnich oraz grzybéw jak np.: Crypto-
coccus neoformans i Rodotorula rubrum [25, 48, 56, 88].

Natomiast u zwierzat miesozernych — pséw, opisano
katelicydyne K9CATH, za$ u kotéw FeCates, ktore to
peptydy, posiadaja strukture a-helikalng, wystepuja
w szpiku i neutrofilach i gléwnie u pséw cechuja sie
silnymi wlasciwosciami przeciwbakteryjnymi np.:
N. gonorrhoeae i Ureaplasma sp. Ttumaczy to fakt matej
podatnosci zapadania tych zwierzat na choroby prze-
noszone droga plciows [48, 56, 62, 112].

U zwierzat laboratoryjnych katelicydyny stwier-
dzono u krolikéw, szczurdw, myszy oraz swinek mor-
skich [48, 56]. Katelicydyny u krélikéw reprezentuje
peptyd CAP 18 oraz bialko PI5A i PI5B, wystepujace
w ich neutrofilach i nerkach; u szczuréw przez peptyd
rCRAMP, a ktérego miejsce powstania w dostepne;j lite-
raturze nie jest wymieniane; u myszy wskazuje si¢ na
peptyd Cramp, wystepujacy w jadrach samcow, Sle-
dzionie, watrobie i przewodzie pokarmowym; u $winek
morskich katelicydyny reprezentowane sg przez peptyd
CAP11, stwierdzany w neutrofilach i szpiku kostnym [48,
56]. Peptydy te u tych zwierzat laboratoryjnych wyka-
zuja dziatanie przeciwbakteryjne, w tym takze hamujace
oddzialywanie na LPS bakterii Gram-ujemnych [48, 56].

U zwierzat dzikich katelicydyny opisano u jeleni
w postaci baktenecyny, ktora wystepuje w neutrofilach
i nerkach, cechujac sie dzialaniem bojczym wobec bak-

terii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich [97]. Opisano
takze u tych zwierzat, katelicydyny w postaci peptydu
P-9, ktéry bogaty jest w proling i arginine, a ktora
wykazuje dzialanie bojcze wobec wielu zarazkow [29].
ZwiagzKki te zarejestrowano takze u woldéw z rodziny kre-
torogich (Bubalus bubalis) w postaci fragmentu mielo-
katelicydyny i fragmentu katelicydyny 4, stwierdzane
w szpiku kostnym i drogach rodnych, a ktorych dziata-
nie okreslono jako przeciwzarazkowe [17, 97]. Opisano
katelicydyny u osta o nazwie EACATH 1, cechujace si¢
strukturg a-helikalng [37] i u dziobaka w postaci pep-
tydu PA1 i PA2 [29] oraz u pandy w postaci peptydu
AM [113]. Katelicydyny te u tych zwierzat, od strony
struktury i dzialania biologicznego nie zostaly jeszcze
dobrze scharakteryzowane.

Katelicydyny zarejestrowano takze u ptakow, w szcze-
golnoséci u kur, u ktérych sg reprezentowane przez
katelicydyne 1 (CATH 1), 2 (CATH 2), 3 (CATH 3),
katelicydyne B-1 (CATH B1) oraz peptyd CMAP 27
(Chicken Myeloid Antimicrobial Peptide- 27). Pep-
tydy te stwierdzono m.in. w ich Torebce Fabrycjusza,
w szpiku kostnym, przewodzie pokarmowym, watro-
bie, uktadzie oddechowym, nerkach, §ledzionie, mézgu
i migs$niach [48, 53, 56, 100, 107, 111]. Wykazuja one
silne dzialanie wobec bakterii Gram-ujemnych i Gram-
-dodatnich, w tym wobec szczepdéw opornych na anty-
biotyki. Przyjmuje sie jednak, ze u kur gltéwnie to
peptyd CMAP 27, warunkuje u nich odpornos¢ natu-
ralng. Wedlug Linde i wsp. [56] tak u kur jak i indykéw,
wyréznia sie te peptydy w szpiku kostnym w postaci
protegryny. Podano takze [101, 111], ze katelinowy
region katelicydyn u ptakow, wykazuje malg homologie
w poréwnaniu do tego regionu u kregowcow - ssakow.

Katelicydyny opisano takze u ryb (foso$ atlantycki,
pstrag teczowy, dorsz atlantycki) w postaci peptydu 29
(HFIAP-3) i 37 (HFIAP 1,2) oraz katepsyny H i kate-
licydyny 2, ktére wystepuja w komorkach przewodu
pokarmowego, watrobie, nerkach, skorze i ktore po-
dobne sa do niektorych katelicydyn ssaczych, gdyz
maja w swojej strukturze proline i cysteing i wykazuja
w szczegolnosci dzialanie przeciwbakteryjne [19, 48,
52]. Ponadto przyjmuje si¢ [108], ze u fososi wystepuje
katelicydyna o nazwie rtCATH 1 - bogata w glicyne, za$
u dorsza atlantyckiego katylicydyna Cod Cath - bogata
w glicyne i seryne.

Katelicydyny zarejestrowano réwniez u wezy w po-
staci peptydu OHCATH - kobra krdlewska, peptydu
NACATH - kobra pospolita oraz peptydu BF-CATH
i katelicydyne BF u niemrawca pospolitego [102, 108].

Dane pismiennictwa [48, 64, 93, 96, 108] wskazuja
takze na istnienie katelicydyn u plazéw i owadow, jed-
nakze gtéwnie u ptazow, brak szczegotow dotyczacych
struktury tych peptydéw i ich dzialania biologicznego.
Natomiast u owadéw wykazano w 1980 roku, ze oprécz
izolacji cekropin z poczwarki ¢my z gatunku Hyalophora
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cekropia, zarejestrowano wiele peptydéw u réznych
przedstawicieli tej gromady [64]. I tak u Drosophila
melanogaster stwierdzono 8 rodzin AMPs, a u gasienic
Galleria mellonella opisano 12 tych peptydow, ktore
syntetyzowane sg w ciatku ttuszczowym, hemocytach
i komoérkach nabfonkowych. Peptydy te dzialajg gtéwnie
na bakterie Gram-ujemne, ale i Gram-dodatnie, a takze
dzialaja wirusobojczo. Wsrod peptydéw bakteriobdj-
czych wyrdznia sie melityne, cerkoping A, allofero 1
i 2 oraz mirystylowany peptyd wyizolowany z Helio-
this virescens. Natomiast do peptyddéw wirusobojczych
nalezg przedstawiciele czterech klas AMPs i sg to: pep-
tydy liniowe, a-helikalne, peptydy o strukturze stabilizo-
wanej mostkami dwusiarczkowymi, peptydy zawierajace
znaczng ilos¢ aminokwasu jednego typu oraz peptydy
zawierajace rzadkie, modyfikowane aminokwasy [64].

3. Podsumowanie

Katelicydyny sa naturalnymi elementami odpor-
nosci przeciwdrobnoustrojowej, na ktore patogeny ssa-
kéw, w tym czlowieka i zwierzat m.in. gospodarskich,
laboratoryjnych i dzikich oraz ptakéw i ryb, na drodze
ewolucji nie wyksztalcity opornosci. Peptydy te, uczest-
niczg gtéwnie w infekcjach bakteryjnych i wirusowych,
cho¢ takze grzybiczych i zarazeniach pierwotniaczych,
dzialajac bezposrednio oraz posrednio, jako ze wply-
wajg na szlaki sygnalizacyjne i aktywnos$¢ komdrek
odpornosciowych, w tym m.in. ekspresje cytokin,
chemokin i czynnikéw wzrostu. W rezultacie stajg sie
one bardzo waznymi skladnikami odpornosci natural-
nej ssakow, w tym cztowieka, u ktdérego sa najbardziej
poznane i przyjmuje si¢, ze stanowia pod wzgledem
dzialania bakteriobdjczego odnoénik dla innych kre-
goWcoOw — ssakow.
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NOWO POJAWIAJACE SIE GATUNKI BAKTERII
W ZAKAZENIACH U CZLOWIEKA

Alicja Sekowska*, Eugenia Gospodarek-Komkowska

Katedra i Zaktad Mikrobiologii Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

Wplyneto w pazdzierniku, zaakceptowano w grudniu 2018 .

Streszczenie: W ciagu ostatnich kilku lat w pi$miennictwie zaczely pojawia¢ si¢ prace opisujace przypadki kliniczne zakazen bakteriami
dotychczas uznawanymi za niepatogenne. Dotychczas bakterie te powszechnie izolowano ze srodowiska naturalnego: wody, gleby, roslin,
a izolacja z probki materiatu klinicznego uznawana byla czesto za zanieczyszczenie. Stad, celem pracy bylo zwrdcenie uwagi na nowo
pojawiajace sie gatunki bakterii, ich cechy charakterystyczne, wlasciwoéci biochemiczne, czynniki wirulencji oraz predyspozycje do wybra-
nych postaci zakazen w grupach chorych z okreslonymi czynnikami ryzyka. Wplyw na czestsza izolacje gatunkéw bakterii dotychczas
uznawanych za niechorobotworcze ma kilka aspektéw: wiarygodne metody diagnostyczne, w tym prawidlowa identyfikacja do gatunku,
pozwalajaca na réznicowanie blisko spokrewnionych bakterii, rosngca grupa oséb z obnizona odpornoécia i czynnikami ryzyka zaka-
zen (takimi jak podeszly wiek, cukrzyca, nowotwory, przeszczepienie narzagdéw), bardziej podatnych na zakazenie, takze drobnoustrojami
o mniejszej chorobotwdrczosci. Nie bez znaczenia sa réwniez wigksze zdolnosci adaptacyjne bakterii do nowych warunkéw srodowisko-
wych, w tym w organizmie cztowieka. Wptyw ma takze chorobotwdrczos¢ tych bakterii, gtdwnie zwigzana z wytwarzaniem biofilmu oraz
czynnikéw warunkujacych adhezj¢ do komérek gospodarza, czy biomaterialéw, umozliwiajac kolonizacj¢ i pdZniejsze zakazenie.

Postep medycyny, jaki dokonal si¢ w ostatnich latach korzystnie wplynat na dtugo$¢ zycia pacjentéw z niektérymi chorobami i w wielu
sytuacjach przyczynil sie do poprawy jego jakosci. Niestety, umozliwit takze zakazenia bakteriami dotychczas uwazanymi za mato lub nie-
chorobotworcze.

1. Wprowadzenie. 2. Paleczki Gram-dodatnie. 3. Paciorkowce o szczegdélnych wymaganiach odzywczych. 4. Pateczki Gram-ujemne.
5. Podsumowanie

NEW SPECIES OF BACTERIA IN HUMAN INFECTIONS

Abstract: In the last few years, there have been works in the literature describing clinical cases of infections with bacteria previously con-
sidered to be non-pathogenic. So far, these bacteria have been commonly isolated from the natural environment: water, soil, plants, and
isolation from a sample of clinical material has often been considered an impurity. Therefore, the aim of the paper was to draw attention
to newly emerging bacterial species, their characteristics, biochemical properties, virulence factors and predisposition to selected forms of
infection in groups of patients with specific risk factors. The impact on the more frequent isolation of species of bacteria previously con-
sidered to be non-pathogenic has several aspects: reliable diagnostic methods, including correct identification to the species, allowing for
differentiation of closely related bacteria, growing group of immune-compromised patients and with infectious risk factors (such as older
age, diabetes, tumors, organ transplantation), more susceptible to infection, also with less pathogenic microorganisms. Greater adapt-
ability of bacteria to new environmental conditions, including human body, are also worth mentioning. The pathogenic effect of these
bacteria, mainly related to the production of biofilms and factors conditioning adhesion to host cells or biomaterials, allowing colonization
and subsequent infection, is also important.

The progress in medicine that has taken place in recent years has positively influenced the life expectancy of patients with certain dis-
eases and in many situations, it contributed to the improvement of its quality. Unfortunately, it also made it possible to infect with bacteria
that were previously considered to be low or non-pathogenic.

1. Introduction. 2. Gram-positive rods 3. Streptococci with special nutritional requirements. 4. Gram-negative rods. 5. Summary

Slowa kluczowe: Arcanobacterium, Delftia, Granulicatella, Pantoea
Key words: Arcanobacterium, Delftia, Granulicatella, Pantoea

1. Wprowadzenie mozliwosci ich identyfikacji, badZz uwazanymi za mato

zjadliwe lub niepatogenne. Do nowych metod naleza

Coraz czestsze i szersze zastosowanie w diagnos-
tyce mikrobiologicznej szybkich metod identyfikacji
drobnoustrojéw opartych o nowe technologie spowo-
dowalo pojawianie si¢ w piSmiennictwie opiséw przy-
padkoéw zakazen bakteriami dotad pomijanymi z braku

m.in., spektrometria mas, czy spektrometria w pod-
czerwieni. Metody te s wysoko czule i swoiste, a takze
proste w wykonaniu. Ponadto, czas oczekiwania na
wynik identyfikacji od nastawienia proby, w przypadku
spektrometrii mas, wynosi 15 minut, lub nawet krdcej.

* Autor korespondencyjny: dr Alicja Sekowska, Katedra i Zaktad Mikrobiologii, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Byd-
goszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, ul. M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz; e-mail: asekowska@ cm.umk.pl
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Ma to istotng warto$¢ w procesie diagnostycznym
i terapeutycznym, jak i w aspekcie ekonomicznym.
Zaleta tych metod jest takze mozliwos$¢ réznicowania
drobnoustrojow blisko spokrewnionych filogenetycz-
nie. Rowniez rozwdj metod biologii molekularnej,
umozliwiajacy badanie podobienstwa bakterii, spowo-
dowal zmiany w systematyce i reklasyfikacje w obre-
bie dotychczas znanych rodzin i rodzajow. Bakterie
te powszechnie wystepuja w srodowisku naturalnym:
w wodzie, glebie, na roslinach, w powietrzu. Izolowane
byly takze od zwierzat.

Celem pracy bylo zwrdcenie uwagi na nowo poja-
wiajace si¢ gatunki bakterii, ktdre coraz czgsciej izo-
lowane s3 z zakazen u ludzi. W pracy zawarto dane
z wlasnej praktyki diagnostycznej oraz z dostepnego
pi$miennictwa.

2. Paleczki Gram-dodatnie

Nowo pojawiajace si¢ gatunki bakterii naleza do
réznych morfologicznie grup bakterii. Wsrod pateczek
Gram-dodatnich coraz czeéciej izolowane s3 rodzaje:
Arcanobacterium i Brevibacterium. Arcanobacterium
spp. to nieruchliwe, nieprzetrwalnikujace, pleomor-
ficzne paleczki. Rodzaj ten zostal reklasyfikowany
z rodzaju Corynebacterium w 1982 roku [13]. Bakte-
rie te posiadajg charakterystyczne kwasy tluszczowe
w $cianie komorkowej, nie wytwarzajg katalazy
i naleza do fakultatywnych beztlenowcéw. W obrazie
mikroskopowym przyjmuja posta¢ nieregularnych
komorek, uktadajacych sie po dwie, trzy przypomina-
jacych litery T, V, L, X, Y. Do rodzaju Arcanobacterium
nalezy gatunek Arcanobacterium haemolyticum [47]. Na
podlozach stalych bakteria ta moze tworzy¢ dwa typy
morfologii kolonii: gtadkie i szorstkie. Wiekszo$¢ szcze-
pow tworzy kolonie gladkie. Szczepy o takim wygla-
dzie kolonii wywolujg beta-hemolize, nie wytwarzaja
B-glukuronidazy oraz fermentuja sacharozg i trehaloze.
Szczepy o koloniach szorstkich nie wywotuja hemo-
lizy, wytwarzaja B-glukuronidaze oraz nie fermentujg
sacharozy i trehalozy. Szczepy o koloniach gladkich
czedciej wywolujg zakazenia skory, natomiast szorstkie
w wiekszosci przypadkow zakazen sg izolowane z mate-
riatu pochodzacego z drog oddechowych [46, 57]. Nie-
wiele wiadomo o czynnikach wirulencji tych bakterii.
A. haemolyticum wytwarza fosfolipaze D i neuramini-
daze. Fosfolipaza D rozklada sfingomieling wywotu-
jac nekroze skory i tkanki podskdrnej oraz umozliwia
wnikanie bakterii w gtab tkanek. Fosfolipaza D rozpo-
znaje takze zwigzki lipidowe w komoérkach gospoda-
rza prowadzac do zwigkszenia adhezji bakterii do tych
komorek [22]. Fosfolipaza D nalezy do cytolizyn zalez-
nych od cholesterolu i u bakterii tego gatunku okreslana
jest mianem arkanolizyny. W budowie chemicznej tego

enzymu zamiast cysteiny wystepuje alanina. Arkanoli-
zyna wykazuje swoisto$¢ wobec erytrocytow ludzkich,
kroliczych, owczych i bydlecych [18]. A. haemolyticum
czgsto opisywany jest jako ,tajemnicza bakteria’, gdyz
moze by¢ uznawana za zanieczyszczenie czy sktadnik
mikrobioty i pomijana jako czynnik etiologiczny zaka-
zenia [40, 57]. Najczestsza postacia zakazenia A. haemo-
lyticum jest zapalenie gardla i migdatkéw. Szacuje sig, ze
nawet 0,5-2,5% przypadkow zapalenia gardta moze by¢
wywolanych przez ten gatunek, a w 20-50% przypad-
kow zapalenia gardla o tej etiologii wystepuje wysypka
[32, 40]. Rzadziej bakterie te moga wywolywac zapale-
nie kosci [5, 50], martwicze zapalenie powiezi [44, 50],
zapalenie skory, tkanek miekkich i tkanki facznej [23,
36]. Bakterie te zazwyczaj pozostaja wrazliwe na anty-
biotyki takie jak: penicyliny, cefalosporyny, karbape-
nemy, makrolidy, fluororchinolony, tetracykliny, rifam-
picyne i wankomycyne. Potwierdzaja to wyniki badan
(dane niepublikowane, Sekowska). W leczeniu glebo-
kich zakazen zastosowanie ma penicylina w wysokich
dawkach w monoterapii lub podawana w skojarzeniu
z gentamycyng. W naszym szpitalu szczepy A. haemoly-
ticum izolowane byly gtéwnie od pacjentow z cukrzyca
z zakazen skory i tkanki podskdrnej, owrzodzen kon-
czyn dolnych, a takze z kikuta po amputacji konczyny.

Brevibacterium spp. to katalazo-dodatnie, obligato-
ryjne tlenowce, zdolne do wzrostu w szerokim zakresie
pH (5,5-9,5) i w podtozu zawierajacym chlorek sodu
w stezeniu 6,5% (w/v). W $cianie komdrkowej tych bak-
terii obecne sg kwasy tluszczowe: pentadekanowy, hep-
tadekanowy i mesodiaminopimelinowy. Brevibacterium
spp. wytwarzaja metanotiol (merkaptan metylowy)
z L-metioniny, co warunkuje ich charakterystyczny
zapach. Rodzaj ten powszechnie wystepuje w glebie
i wodzie, a takze na skdrze cztowieka. Izolowano je row-
niez ze $wiezego mleka i dojrzalych seréw, a ze wzgledu
na specyficzny zapach sg one wykorzystywane w prze-
mysle serowarskim do wyrobu seréw Liverat, Reclette,
Limburger i Nasal. Najczesciej opisywane przypadki
zakazen gatunkami Brevibacterium casei i Brevibac-
terium otitidis dotycza zapalenia otrzewnej [3, 11, 19,
34, 39]. Opisano réowniez przypadki zakazen: krwi [6,
34], ropni mozgu [28], zapalenia gatki ocznej [7], czy
osrodkowego ukladu nerwowego [16, 28]. W naszym
szpitalu szczepy Brevibacterium spp. izolowano z krwi
i biomaterialéw od pacjentéw z zakazeniem uogélnio-
nym i zakazeniem odcewnikowym. Odnotowano takze
jeden przypadek izolacji B. casei z ptynu konserwuja-
cego nerke, ale najprawdopodobniej byla to kontami-
nacja probki ze srodowiska zewnetrznego. Wszystkie
hodowane szczepy byly wrazliwe na imipenem i wan-
komycyne. Natomiast wrazliwos¢ na penicyline, cefo-
taksym, klindamycyne i ciprofloksacyne byta zrdznico-
wana, od szczepdw w pelni wrazliwych przez obnizong
wrazliwos¢ po szczepy calkowicie oporne.
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3. Paciorkowce o szczegdlnych wymaganiach
odzywczych

Inne bakterie, ktére coraz czesciej sg izolowane
z probek materiatu klinicznego to paciorkowce o szcze-
gblnych wymaganiach odzyweczych, nalezace do rodza-
jow Granulicatella i Abiotrophia. Bakterie te wymagaja
do wzrostu pirydoksalu, cysteiny i witaminy B6. Sa
katalazo-ujemne, fakultatywnie beztlenowe. Wchodza
w sktad mikrobioty gérnych drég oddechowych, prze-
wodu pokarmowego i ukladu moczowo-plciowego.
W zaleznoséci od dostgpnosci wyzej wymienionych
zwigzkéw w srodowisku moga one tworzy¢ formy od
typowych ziarenkowcdw, poprzez ziarniako-pateczki
do regularnych form cylindrycznych z tendencja do
tworzenia lancuszkéw. Rowniez morfologia kolonii
na podlozach stalych zalezy od dostepnosci zwigzkow
odzywczych w podlozu. Wokét kolonii moze wystepo-
wac hemoliza typu o lub y.

Z przypadkow zakazen najcze$ciej izolowane sg
nastepujace gatunki: G. adiacens, G. elegans, G. para-
adiacens. Do czynnikow ryzyka zakazen Granulicatella
spp. nalezg: sterydoterapia, leczenie dozylne, zaburzenia
odzywiania (w tym anoreksja, bulimia, ale takze zmiana
diety), zaburzenia krazenia, cukrzyca. Najczesciej bak-
terie te wywoluja infekcyjne zapalenie wsierdzia (IZW)
na zastawkach naturalnych i sztucznych. Granulica-
tella spp. moga by¢ czynnikiem etiologicznym nawet
w 5% IZW [1, 37, 55, 56]. Czesto$¢ IZW o tej etiologii
wynosi 44% na zastawce aortalnej, 38% mitralnej, 13%
trojdzielnej, a w 13% jest to IZW wielozastawkowe [43,
48, 56]. G. adiacens obok Streptococcus mutans i Veilo-
nella atypica jest najczesciej izolowanym drobnoustro-
jem z biofilmu tworzonego na protezach [37]. Bakterie
z rodzaju Granulicatella moga by¢ przyczyna nawet 2%
bakteriemii, a ponadto zakazen narzgdu wzroku [27,
53], zapalenia kosci [59], czyrakéw [51]. Wyniki naszych
badan potwierdzaja udzial Granulicatella spp. w zakaze-
niach ran, w obrebie jamy brzusznej i ropni (dane niepu-
blikowane, Sekowska). Izolowane szczepy Granulicatella
spp- w wiekszosci byty wielolekowrazliwe, ale hodowano
takze szczep z zachowang wrazliwoscia tylko na cefotak-
sym. Wyniki badan Prasidthrathsint i Fisher [41] suge-
ruja, ze wrazliwo$¢ na penicyline i ceftriakson moze by¢
zwigzana z gatunkiem. Szczepy G. elegans byly wrazliwe
na wyzej wymienione antybiotyki, odpowiednio w 80%
190%, a G. adiacens w 39,4% 147,2%. Ponad 90% szcze-
péw z obu gatunkéw byto wrazliwych na meropenem
lewofloksacyne i wankomycyne. Renz i wsp. [45] opisali
zwigzek miedzy obecnoscia Granulicatella spp. a rozwo-
jem préchnicy i choréb przyzebia.

Abiotrophia spp. w odrdznieniu od Granulicatella
spp. wytwarzaja - i a-galaktozydaze. Do rodzaju nalezy
jeden gatunek Abiotrophia defectiva, ktéry moze wywo-
tywa¢ bakteriemie, zapalenie rogowki [38], zapalenie

blony $luzowej jamy ustnej i dzigsel [58], zakazenie
ukladu moczowego [17], infekcyjne zapalenie wsier-
dzia [15, 17]. CzeSciej zakazenia Abiotrophia spp. sa
opisywane w grupie pacjentéw z neutropenia. W lecze-
niu IZW o tej etiologii lekami z wyboru sg penicyliny
w skojarzeniu z gentamycyna [15]. Szczepy te pozostaja
wrazliwe na ceftriakson, klindamycyne, lewofloksacyne
i wankomycyne [41].

4. Paleczki Gram-ujemne

Kolejng grupg bakterii, w ktdrej zaszly zmiany sys-
tematyczne i pojawily sie nowe gatunki sg paleczki
Gram-ujemne z rodzaju Pantoea nalezace do rodziny
Erwiniaceae [2]. Gatunek Pantoea agglomerans zostal
reklasyfikowany z rodzaju Enterobacter. S to urzesione
bakterie, wytwarzajace z6tty barwnik, zdolne do wzro-
stu w temperaturze 40°C. Czgsto okreslane jako ,,bak-
teria rolnicza’, z uwagi na powszechne wystepowanie
w $rodowisku naturalnym (owoce, warzywa, roéliny,
woda, gleba). Izolowano je takze z odchodow zwierzat.
Istotng grupe ryzyka zakazen tymi paleczkami stano-
wig ogrodnicy, a w warunkach szpitalnych wczesniaki,
noworodki z wadami wrodzonymi, a takze pacjenci,
u ktorych stosowane sg biomaterialy. Wrota zakazenia
najczesciej stanowi przerwanie ciaglosci skory [11],
a zrédlem zakazen moga by¢ preparaty podawane
pozajelitowo, produkty krwiopochodne, krwiozastep-
cze, bandaze i opatrunki. Z dostepnego pismiennictwa
wynika, Ze zakazenia tymi bakteriami najczesciej doty-
czg krwi [4, 8, 10, 29, 49, 54] i ukladu oddechowego
(4, 8, 14, 54]. Opisano réwniez przypadki zapalenia
otrzewnej [25], zapalenia galki ocznej [31], czy poza-
biegowego zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych [49].
W badaniach szczepy Pantoea spp. izolowano z ran,
krwi, biomaterialéw oraz moczu gléwnie od pacjen-
tow szpitalnych onkologicznych i z cukrzyca. Izolowano
takze szczepy wielolekooporne z plynu z jamy ciata od
pacjenta z ostra niewydolnoscig oddechowg oraz szczep
ESBL-dodatni od dziecka z bialaczky. Odnotowano
kilka szczepow pochodzacych ze srodowiska szpital-
nego (wodzka zabiegowego i syfonu umywalki) (dane
niepublikowane, Sekowska).

W grupie paleczek Gram-ujemnych niefermentu-
jacych w rodzinie Comamonadaceae utworzono nowy
rodzaj Delftia, do ktorego nalezy gatunek Delftia acido-
vorans (dawniej Comamonas acidovorans). Reklasyfi-
kacja nastgpita w oparciu o sekwencje 16S rRNA [33].
Sa to paleczki tlenowe, wytwarzajace oksydaze i indol
z tryptofanu. Bakterie te powszechnie sg izolowane ze
srodowiska szpitalnego i przez wiele lat uwazane byly
za niepatogenne. Cechg charakterystyczng tych bak-
terii jest delftibaktyna. Jest to substancja, ktdra neutra
lizuje jony zlota przeksztalcajac je w nieszkodliwe ztote
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nanoczgstki. Gromadzg si¢ one poza komdrkami bakte-
rii tworzgc zabarwiony na czerwono roztwor koloidalny
[21]. Stad, bakterie te czesto nazywane s3 ,,bakteriami
Krola Midasa” Na podtozach stalych D. acidovorans
ro$nie w postaci kolonii ztotawych lub ze ztotym potys-
kiem. Bakterie te izolowano takze z mleka termizowa-
nego i $ciekdw. Wsrdd czynnikéw ryzyka wymienia sie
obecno$¢ biomaterialéw oraz choroby: AIDS i nowo-
twory [9]. Z uwagi na zdolnos$¢ do tworzenia biofilmu
najczesciej opisywane sg przypadki bakteriemii zwigza-
nej z cewnikiem [12, 20, 24, 30, 42, 52]. Potwierdzajg to
takze obserwacje z naszego osrodka, chociaz najczes-
ciej szczepy Delftia spp. izolowano z wymazow z ran
przewleklych i z zakazen miejsca operowanego (dane
niepublikowane, S¢kowska). Pojawily sie takze opisy
przypadkoéw ropniaka [26], zapalenia pluc [9], IZW [35]
oraz zakazen ukladu moczowego [25]. Paleczki D. acido-
vorans s wrazliwe na cefalosporyny o szerokim zakresie
dzialania, ureidopenicyliny, kotrimoksazol, fluorochino-
lony i tetracykline [35, dane niepublikowane Sekowska].

5. Podsumowanie

Coraz czestsza izolacja z zakazen gatunkow bak-
terii dotychczas okreslanych jako ,,niechorobotworcze”
wigze sie takze z powigkszajaca sie grupa oséb z obni-
zong odpornoscia (angiopatia, obnizong aktywnoscia
limfocytow T w odpowiedzi immunonologicznej, obni-
zong funkcja neutrofiléw, niskim poziomem wydziela-
nia cytokin prozapalnych), chorobami cywilizacyjnymi,
czy wyniszczajacymi. Z drugiej strony wplyw na taka
sytuacje majg takze same bakterie tatwo adaptujace
sie do nowych warunkdéw zycia. Czesto sg to gatunki
rosngce w szerokim zakresie temperatur i pH, a takze
o niskich wymaganiach odzywczych (oligotrofy). Wiru-
lencja tych bakterii jest silniej wyrazona w wytwarzaniu
czynnikow ulatwiajacych adhezje do komérek gospo-
darza, kolonizacje szczegolnie przewodu pokarmowego
i ewentualnie pdzniejsze zakazenie.

Postep medycyny, jaki dokonal si¢ w ostatnich
latach niewatpliwie korzystnie wpltynat na dtugos¢ zycia
pacjentow z niektérymi chorobami (cukrzycy, miaz-
dzyca, chorobami ukladu krazenia) i w wielu sytuacjach
przyczynil si¢ do poprawy jego jakosci. Niestety, umoz-
liwil takze zakazenia bakteriami dotychczas uwazanymi
za niepatogenne i prawdopodobnie takich przypadkéw
bedzie coraz wigcej.
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Streszczenie: Enterokoki to bakterie Gram-dodatnie, nalezace do wzglednie beztlenowych ziarniakéw. Gatunki nalezace do rodzaju Entero-
coccus na ogot maja niewielki potencjal infekceyjny, jednak moga wywotywa¢ grozne zakazenia szpitalne. Do grupy podwyzszonego ryzyka
zalicza si¢ pacjentow z chorobami rozrostowymi, z przewleklymi chorobami watroby oraz po przeszczepach. Od lat osiemdziesiatych
XX w. obserwuje si¢ pojawiajace sie coraz czeéciej zakazenia enterokokami opornymi na liczne antybiotyki. Istnieja dwie, niezalezne
od siebie drogi rozwoju opornosci na wankomycyne, zwigzane z powszechnym leczeniem MRSA przy pomocy wankomycyny oraz jej
zastosowaniem pozamedycznym. Wérdd opornych na wankomycyne szczepow enterokokéw mozna wyrdznié 9 fenotypow: VanA, VanB,
VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM, VanN. Wszystkie te fenotypy réznig sie mi¢dzy soba w wiekszym lub mniejszym stopniu na
poziomie molekularnym. Obecnie lekami stosowanymi w leczeniu infekcji wywotanych enterokokami sa m. in. linezolid, chinuprystyna/
dalfoprystyna, daptomycyna, tigecyklina i chloramfenikol. Posiadane obecnie dane, zaréwno z terenu Europy, jak i calego swiata wskazujg
na staly wzrost iloéci pojawiajacych si¢ izolatow VRE, jak réwniez opornych na antybiotyki inne niz wankomycyna.

1. Wprowadzenie. 2. Zakazenia enterokokami. 3. Leczenie zakazen enterokokami i antybiotykoopornos¢. 4. Rozwdj zjawiska opornosci
na wankomycyne. 5. Leki stosowane w zwalczaniu zakazen szczepami opornymi na wankomycyne. 6. Drogi powstawania opornoéci na
wankomycyne. 7. Fenotypy szczepéw opornych na wankomycyne. 8. Charakterystyka molekularna fenotypéw szczepdéw opornych na wan-
komycyne. 9. Sytuacja epidemiologiczna na $wiecie. 10. Sytuacja epidemiologiczna w Polsce. 11 Sytuacja epidemiologiczna w Europie.
12. Podsumowanie

ANALYSIS OF SELECTED GENETIC TRAITS, PHENOTYPES, AND EPIDEMIOLOGICAL THREAT
OF ENTEROCOCCUS BACTERIA RESISTANT TO VANCOMYCIN

Abstract: Enterococci are Gram-positive bacteria that belong to facultative anaerobic cocci. Species belonging to the genus Enterococcus
generally display little infectious potential, however, they can cause serious nosocomial infections. The groups of high risk include patients
with proliferative diseases, chronic liver diseases, and graft recipients. Since 1980s more and more frequently infections with enterococci
resistant to numerous antibiotics are being observed. There are two independent ways of development resistance to vancomycin, connected
with common usa of vancomycin for MRSA treatment and non-medical use of this antibiotic. Nine phenotypes of vancomycin-resistant
enterococcal strains can be distinguished: VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM, VanN. These phenotypes differ to a dif-
ferent extent at the molecular level. Current treatments of enterococcal infections usually include drugs such as linezolid, quinupristin/
dalfopristin, daptomycin, tigecycline, and chloramphenicol. Data available from Europe and other parts of the world indicate a constant
increase in the number of emerging VRE isolates, as well as strains resistant to antibiotics other than vancomycin.

1. Introduction. 2. Infections with enterococci. 3. Treatment of enterococcal infections and antimicrobial resistance. 4. Development
of VRE phenomenon. 5. Drugs used to control infections with VRE strains. 6. Routes of VRE spread. 7. VRE phenotypes. 8. Molecular
characteristics of VRE phenotypes. 9. Epidemiological situation in the world. 10. Epidemiological situation in Poland. 11. Epidemiological
situation in Europe. 12. Summary

Stowa kluczowe: antybiotykooporno$¢, Enterococcus, VRE, wankomycyna
Key words: antimicrobial resistance, Enterococcus, vancomycin, VRE

1. Wprowadzenie lub krétkich fancuchéw. Rodzaj Enterococcus tworzy
38 gatunkow, ale tylko niektdre z nich sg istotne z kli-

Enterokoki to bakterie Gram-dodatnie, nalezace do  nicznego punktu widzenia - nalezg do nich Enterococcus
wzglednie beztlenowych ziarniakow. Wystepuja gléwnie  faecalis, E. faecium, E. gallinarum oraz E. casseliflavus
w jelitach, gdzie stanowig naturalna mikroflore, chro-  [1, 2]. Pierwszy z gatunkow jest bardzo czgsto izolo-
niacy przed patogenami. Na 0gdl maja posta¢ dwoinek — wany z uktadu pokarmowego, zwtaszcza jelita rubego,
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tel. 32 364 12 74; e-mail: dsypniewski@sum.edu.pl



36 WOJCIECH ROGOZ, DANIEL SYPNIEWSKI, ILONA BEDNAREK

i uktadu moczowo-plciowego (ok. 39-95% prob kli-
nicznych), podobnie jak E. faecium, ktory jednak mozna
wyizolowa¢ zdecydowanie rzadziej (ok. 3-47% prob
klinicznych) [1]. Oba te gatunki moga by¢ patogenami
cztowieka. Dwa pozostale, E. gallinarum i E. casselifla-
vus, mimo ze wykazujg naturalng opornos¢ na wanko-
mycyne, pojawiaja sie sporadycznie (tacznie okoto 5%
probek klinicznych) i na ogét nie sg patogenne (3, 4].

Enterokoki w warunkach laboratoryjnych mozna
hodowa¢ na powszechnie dostgpnych, nieselektyw-
nych podlozach wzbogaconych, takich jak agar czeko-
ladowy czy agar krwawy. Wzrastajg rowniez w warun-
kach wysokiego stezenia chlorku sodu i soli zétciowych.
Charakteryzuja si¢ duzg tolerancjg temperaturows
- mogg wzrasta¢ w zakresie 10-45°C. Wokot kolonii
enterokokdw na agarze z krwig baranig mozna zaob-
serwowac obszary hemolizy. W analizie mikroskopowej
praktycznie nie da si¢ ich odrézni¢ od pneumokokow
(Streptococcus pneumoniae), dlatego konieczne jest
zastosowanie testow biochemicznych. Wykazujg opor-
nos$¢ na optochine, ktéra aktywna jest wobec pneumo-
kokdw, a ponadto nie rozpuszczajg si¢ w solach kwasow
z0kciowych, a wynik testu PYR (obecnos¢ L-pirolido-
nyloaryloamidazy) jest pozytywny [4].

Pomimo ogélnie niewielkiego potencjatu infekcyj-
nego gatunki zaliczane do rodzaju Enterococcus moga
by¢ przyczyna niebezpiecznych zakazen szpitalnych [4].
W Stanach Zjednoczonych stanowig jeden z najczgsciej
izolowanych mikroorganizméw z przewodu pokarmo-
wego i ran [3]. Nie tworza silnych toksyn bakteryjnych,
ale posiadajg wiele innych czynnikéw zjadliwosci, do
ktérych zalicza sie:

i adhezyny powierzchniowe, takie jak:

a) biatko ESP (enterokokowe biatko powierzchnio-
we), ktorego zadanie polega na wigzaniu kolagenu
do powierzchni komdrki bakteryjnej. Wystepuje
u E. faecalis i E.raffinosus. U pierwszego z ga-
tunkow zbudowane jest z 1972 aminokwasow,
a u drugiego z 2311; kodowane jest przez gen esp
[1,4-6]. Stanowi tez potencjalny czynnik wirulen-
c¢ji u E. faecium [1];

b) glikokaliks polisacharydowy, posredniczacy w wig-
zaniu do komorek gospodarza, takich jak komorki
nabtonka wyscielajagcego powierzchnie pochwy
lub jelita [4];

c) substancja agregujaca (AS), obecna w blonie
komoérkowej. Umozliwia komérkom bakteryj-
nym agregacje, wigzanie do komorek gospodarza,
a takze udzial w horyzontalnym transferze plazmi-
dowego DNA [4]. Jest kodowana np. przez gen agg
lub gen asal [7; 8].

ii biatka wydzielane poza komorke, takie jak:

a) zelatynaza i proteaza serynowa, ktére wykazuja
aktywnos¢ proteolityczng wzgledem zelatyny, he-
moglobiny, kolagenu i innych bialek [4];

b) cytolizyna wykazujaca aktywnos$¢ hemolityczng
i hamujaca wzrost bakterii Gram-dodatnich; moze
sie tez przyczynia¢ do lokalnego uszkodzenia
tkanki [4]; zbudowana jest z podjednostek wigk-
szej i mniejszej, kodowanych przez odpowiednio
geny cyl-Licyl-S [7];

¢) hialuronidaza, wydzielana przez szczepy E. faecium
z kompleksu klonalnego CC17, wystepujacego na
calym $wiecie (w tym w Polsce); kodowana jest
przez gen hyl, . [1];

Dla E. faecalis cﬂarakterystycznymi czynnikami zja-
dliwosci sa: cytolizyna, zelatynaza, hialuronidaza, pod-
tlenki, substancja agregujaca oraz adhezyny powierzch-
niowe, takie jak biatko Esp [9]. W genomie E. faecalis
zdecydowanie czesciej wystepuja geny asal i gelE niz
w E. faecium. E. faecalis duzo czesciej niz E. faecium wy-
twarza czasteczki umozliwiajgce tworzenie biofilmu [8].

2. Zakazenia enterokokami

Wysokie prawdopodobienstwo wystapienia zakaze-
nia omawianymi patogenami wigze sie¢ przede wszyst-
kim ze stosowaniem terapii antybiotykami o szerokim
spektrum dziatania [4]. Do grupy podwyzszonego
ryzyka zalicza sie pacjentéw z chorobami rozrosto-
wymi, z przewlektymi chorobami watroby oraz bior-
cOw przeszczepionych narzadéw. Z uwagi na wysoka
opornosé¢ enterokokdw na $rodki dezynfekcyjne i anty-
septyczne najczesciej dochodzi do przenoszenia tych
bakterii na powierzchni dloni personelu medycznego
w szpitalach [1]. Bardzo istotny jest fakt, iz bakterie
Enterococcus moga przetrwac na dloniach nawet przez
60 minut [10]. Mozliwy jest rowniez transfer bakterii
niosgcych geny warunkujace oporno$¢ na wankomy-
cyne miedzy zwierzetami a ludzmi. Takie zjawisko
udokumentowano zaréwno w przypadku szczepow
E. faecium, jak i E. faecalis [11]. W specyficznych oko-
liczno$ciach enterokoki moga rozwija¢ si¢ w innych
miejscach w organizmie niz ich typowe lokalizacje, na
przyktad w ukfadzie oddechowym [4].

Bakterie z rodzaju Enterococcus sa czynnikami
etiologicznymi takich choréb jak zapalenie wsierdzia,
sepsa, zapalenie otrzewnej, ropnie wewnatrzbrzuszne,
zapalenia drog zolciowych czy ran oparzeniowych [1].
Bakterie z rodzaju Enterococcus, ktore wykazuja obec-
noé¢ istotnych czynnikow zjadliwo$ci, umozliwiajacych
wywolywanie trudnych do wyleczenia zakazen (gtéwnie
szpitalnych), mogga zosta¢ zaklasyfikowane jako przed-
stawiciele zupelnie réznych komplekséw klonalnych.
Kompleksem klonalnym (CC - Clonal Complexes)
jest grupa klonéw bakteryjnych, ktorej przedstawi-
ciele wywodza sie od wspolnego przodka i wykazuja
wzajemne podobienstwo na poziomie molekularnym,
a niekiedy takze pod wzgledem okreslonych cech feno-
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typowych, np. posiadanych czynnikéw zjadliwosci
[12]. Kompleksy klonalne sg rozrdzniane przy pomocy
techniki molekularnej MLST (MultiLocus Sequence
Typing), w ktorej analizuje sie sekwencje kilku alleli
genow, kodujgcych biatka metabolizmu podstawowego.
Geny te ulegaja ekspresji u wszystkich przedstawicieli
danego gatunku na podobnym poziomie - dlatego
nazywane s3 genami konstytutywnymi. W analizie
E. faecium przeprowadzonej przez Homana i wsp. [13]
brano pod uwage nastepujace geny: adk (gen kodujacy
kinaze adenylanowa), atpA (gen kodujacy podjednostke
alfa syntazy ATP), ddl (gen kodujacy ligaze D-alanina:
D-alanina), gyd (gen kodujacy dehydrogenaze aldehydu
3-fosfoglicerynowego), gdh (gen kodujacy dehydroge-
naze glukozo-6-fosforanu), pstS (gen kodujacy trans-
porter z rodziny ABC) oraz gen kodujacy podjednostke
ATPazy fosforybozyloaminoimidazolowej [10, 12, 13].

Podstawowym kompleksem klonalnym gatunku
E. faecium jest, popularny w Europie, jak i na calym
swiecie, CC-17. Przedstawiciele kompleksu CC-17
w zdecydowanej wiekszosci wykazuja opornos¢ na wan-
komycyne (VRE - Vancomycin-Resistant Enterococcus)
[10]. Szczepy tego kompleksu wykazuja obecno$¢ biatka
Esp oraz zdolno$¢ do produkeji hialuronidazy i biatka
Acm wiazacego kolagen. Sg rowniez oporne nie tylko
na wankomycyne, ale takze na ampicyline oraz chino-
lony, takie jak ciprofloksacyna [14, 15]. Z uwagi na cze-
sto§¢ wystepowania CC-17 stanowig istotny problem
zaréwno w Polsce czy w USA oraz globalnie. Z analizy
przeprowadzonej przez Top i wsp. [16] wynika, ze na
217 izolatéw VR E. faecium 97% (czyli 211 izolatéw)
stanowili przedstawiciele tego kompleksu klonalnego.
Do innych komplekséw klonalnych gatunku E. faecium
nalezy popularny w Europie CC-5, a w przypadku
E. faecalis jest to CC-2 i CC-9 [11, 17]. Zesp6t bada-
czy pod kierunkiem M. Kawalec, badajacy kompleksy
klonalne izolatéw pozyskanych z polskich szpitali do
2007 roku, ustalil, Ze poza powszechnie znanymi na
swiecie CC-2 i CC-9, pojawily si¢ tez nowe grupy klo-
néw: CC-87 i CC-21. Pierwszy z nich byl odpowie-
dzialny za powstanie czterech ognisk VRE, z czego
trzy byly zwigzane z fenotypem VanA, a jedno z VanB.
Szczepy nalezace do tego klonu wykazywaly zdolnos¢
do przeprowadzania procesu hemolizy, natomiast nie

byty zdolne do produkgji zelatynazy [17].

3. Leczenie zakazen enterokokami
i antybiotykoopornos¢

Standardowe leczenie zakazen enterokokami polega
na zastosowaniu skojarzonego potaczenia aminogliko-
zydu z wankomycyng lub ampicyling [4]. Podstawo-
wym problemem w terapii zakazen enterokokami jest
jednak wysoka oporno$¢ tych bakterii na antybiotyki

[18]. Moze by¢ ona zaréwno wrodzona, jak i nabyta.
E. faecium wykazuje naturalng opornos¢ na cefalospo-
ryny, linkozamidy (np. klindamycyne), trimetoprim
z sulfametoksazolem, a takze na niskie stezenia amino-
glikozydow [1, 4, 18]. Przyczyna tego zjawiska jest niski
poziom wnikania aminoglikozydéw do komoérek. Sta-
nowi to przyczyne faczenia przedstawicieli tej grupy
antybiotykow z lekami hamujgcymi synteze $ciany
komorkowej — gtéwnie ampicyling [19]. Dodatkowo,
enterokoki majg naturalnie podwyzszong opornos¢
na penicyliny — w poréwnaniu z paciorkowcami sg od
10 do nawet 100 razy mniej wrazliwe na antybiotyki
B-laktamowe (E. faecalis), natomiast E.faecium jest
4-16-krotnie mniej wrazliwy niz E. faecalis [1, 4, 19].
Zwigzane jest to z bardzo czesto spotykana u E. faecium,
oraz duzo rzadziej w przypadku E. faecalis, nadekspre-
sja biatek PBP5 (biatka wigzgce penicyliny), natomiast
w duzo mniejszym stopniu z wytwarzaniem [-laktamaz
- ten mechanizm (warunkowany przez gen plazmi-
dowy) wystepuje z kolei u enterokokdéw bardzo rzadko
[19]. Obecnie przyjmuje sie, ze 25% szczepdw entero-
kokéw, zaréwno E. faecium, jak i E.faecalis, cechuje
sie opornoscig na wysokie stezenia aminoglikozydow
- takie szczepy nazywane s3 HLAR (High Level Amino-
glicoside Resistance) [1, 4]. Oporno$¢ na gentamycyne
pierwszy raz zaobserwowano w Stanach Zjednoczonych
w 1979 roku zaréwno u E. faecium, jak i E. faecalis, za$
na gentamycyne, tobramycyne, amikacyne, kanamy-
cyne i streptomycyne w 1983 roku [20, 21]. Przyczyna
tej opornosci moze wynika¢ badz z enzymatycznej
modyfikacji lub degradacji antybiotyku (w toku badan
nad wspomnianymi probkami z 1983 r. wykryto liczne
enzymy, na przyklad 3’-fosfotransferaze, 2’-fosfotrans-
feraze czy 6’-acetylotransferaze [18, 21]), badz tez ze
zmiany struktury miejsca przylaczania antybiotyku do
rybosoméw [17]. Zdecydowana wigkszo$¢ szczepow
E. faecium jest oporna na ampicyling [4, 18].

4. Rozwoj zjawiska opornosci na wankomycyne

Pierwsze doniesienia o pojawieniu si¢ opornosci
na wankomycyne w zakazeniach bakteriami z rodzaju
Enterococcus, czyli wystepowania szczepdw VRE, poja-
wily sie w Europie, w Wielkiej Brytanii w 1988 roku
(E. faecalis i E. faecium), a rok pozniej w Stanach Zjed-
noczonych [1, 22]. Bardzo istotny z epidemiologicz-
nego punktu widzenia byt tez rok 2002, w ktérym
zanotowano pierwszy w historii przypadek, w ktérym
na drodze horyzontalnego transferu gendéw nastgpilto
przemieszczenie operonu vanA miedzy przedstawicie-
lem rodzaju Enterococcus o fenotypie VanA, a bakterig
z gatunku Staphylococcus aureus, oporng na metycy-
ling, czyli pomiedzy szczepami VRE i MRSA, w wyniku
czego powstal metycylinooporny szczep gronkowca
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zlocistego, niewrazliwy zaréwno na metycyline, jak
i na teikoplanine, czyli szczep VRSA [1]. Istotne jest
to, iz szczepy zaliczane do VRE sg klasyfikowane jako
XDR (eXtensively Drug Resistant). Przynaleznos$¢ do
tej grupy oznacza, ze bakteria pozostaje obecnie wraz-
liwa wylacznie na jeden antybiotyk z jednej lub dwdch
grup, ktore sg przeznaczone do zwalczania przedsta-
wicieli jej gatunku [23].

5. Leki stosowane w zwalczaniu zakazen szczepami
opornymi na wankomycyne

Aby moc wyleczy¢ przypadki VRE konieczne jest
stosowanie najnowszych lekéw przeciwbakteryjnych,
ktdre nie sg niestety pozbawione wad. Do podstawo-
wych lekéw stosowanych w leczeniu VRE zalicza sie
linezolid. Antybiotyk ten zaliczany jest do pochod-
nych oksazolidynonu. FDA zaleca jego zastosowanie
w razie zakazenia VRE E. faecium, ale réwniez m.in.
do zwalczania MRSA (Methicyllin-Resistant Staphylo-
coccus aureus) lub wrazliwych na penicyling szczepow
S. pneumoniae. Mechanizm dziatania linezolidu polega
na hamowaniu syntezy bialek na drodze oddzialywa-
nia z kompleksem mRNA-tRNA i rybosomem. Zabu-
rza tworzenie kompleksu inicjacyjnego przez zwigzanie
podjednostki 50S rybosomu i uniemozliwienie przyla-
czenia tRNA [4]. Antybiotyk ten jest skuteczny gtéwnie
wobec Gram-dodatnich bakterii tlenowych i beztleno-
wych [24]. Opornos¢ na linezolid wystepuje wprawdzie
dos¢ rzadko, ale wéréd VRE jest dostrzegalna. Pierwsze
jej przypadki odnotowano juz w 2001 roku u 5 pacjen-
tow leczonych linezolidem [25]. Réwniez w 2001 roku
odnotowano pierwsze przypadki opornosci na wspo-
mniany antybiotyk w Wielkiej Brytanii (dwa izolaty
E. faecium i jeden E.faecalis) [26]. Wykryto mutacje
punktowa w genie kodujacym 23S rDNA (mutacja
G2576T w nukleotydzie 2576), ktorej wystepowanie
wykazuje korelacje z nieskutecznoscig terapii, moze
zatem stanowi¢ jeden z markeréw opornosci na line-
zolid o nieznanym mechanizmie [27].

Kolejnym lekiem traktowanym jako tzw. lek ,,ostat-
niej szansy” jest mieszanina chinuprystyna/dalfoprys-
tyna. Jest jednak nieskuteczna w przypadku zakazen
E. faecalis. Stosowane s3 takze hamujace synteze kwa-
sow nukleinowych fluorochinolony, ktdre niestety nie s3
zbyt aktywne w stosunku do szczepow wankomycyno-
-opornych [4]. Wedlug Leavis i wsp., za opornos¢ szcze-
péw VRE na fluorochinolony, takie jak ciprofloksacyna,
odpowiadaja geny parC, gyrA, parB i GyrE. Szczegélnie
mutacje w dwoch pierwszych genach sprawiaja, ze bak-
terie staja si¢ wysoce oporne na ciprofloksacyne [28].
W dalszej kolejnosci warto zwrdci¢ uwage na dapto-
mycyne. Jest to cykliczny antybiotyk peptydowy, stoso-
wany w terapii w USA od 2003 roku [29]. Jednakze juz

w 2005 roku pojawilo si¢ pierwsze doniesienie o wyste-
powaniu zakazenia szczepem VRE E. faecium, ktory byt
niewrazliwy réwniez na ten antybiotyk. Dopiero zasta-
pienie go skojarzonym podaniem linezolidu i doksy-
cykliny doprowadzilo do wyleczenia pacjenta [29-30].

Kolejnym przyktadem leku stosowanym w leczeniu
VRE jest tigecyklina. Ten podlsyntetyczny antybiotyk,
zaliczany do grupy glicylcyklin, wykazuje aktywnosé¢
bakteriostatyczna poprzez zaburzenie wigzania amino-
acylo-tRNA do miejsca A rybosomu bakteryjnego,
w wyniku zwigzania z podjednostka 30S. Mimo ze jest
dalece zmodyfikowang pochodna tetracyklin, tigecyk-
lina jest rowniez aktywna wzgledem szczepdéw na nie
opornych [31]. Tigecyklina jest rowniez na ogot sku-
teczna w zwalczaniu zaréwno MRSA, VRE, jak i wobec
wielu Enterobacteriaceae, ktére produkuja karbapene-
maze [32]. Wykorzystywana jest, zgodnie z rekomen-
dacja KORLD (Krajowy Osrodek Referencyjny ds.
Lekowrazliwosci Drobnoustrojow), do leczenia ciezkich
zakazen skory, tkanek podskdérnych i jamy brzusznej
[33]. Jak na wszystkie dostepne leki, réwniez przeciwko
temu wyksztalcila si¢ opornos¢. W 2008 roku pojawito
sie doniesienie o pacjencie z oddzialu intensywnej tera-
pii ze szpitala w Niemczech, od ktérego wyizolowano
szczep E. faecalis oporny na tigecykline [31].

Inne zrédla sugeruja, ze do zwalczania zakazen
szczepami VRE mozna zastosowal chloramfenikol
[34]. Lek ten wywotuje zahamowanie transpeptydacji
na rybosomach bakteryjnych, w wyniku zwigzania z ich
podjednostka 50S. Jego spektrum dzialania obejmuje
tlenowe i beztlenowe bakterie Gram-dodatnie i Gram-
-ujemne, a takze riketsje. Na ogdt wykazuje aktywnos¢
bakteriostatyczng. Zaleca sie, aby byt stosowany jedy-
nie w najciezszych przypadkach, ze wzgledu na liczne,
silne dzialania niepozadane. Wywoluje silng supresje
szpiku kostnego, a u noworodkéw moze przyczynic si¢
do wystapienia ,,zespolu szarego dziecka”. Wplywa row-
niez bardzo niekorzystnie na prawidtowa mikroflore
jelitowa [35]. W latach 2006-2007 w Szpitalu Uniwersy-
teckim w Bydgoszczy wyizolowano od trzech pacjentow
szczepy VRE oporne na ten lek [36].

6. Drogi powstawania opornosci na wankomycyne

Mozna wyrdézni¢ dwa rozne i niezalezne od siebie
schematy, zgodnie z ktérymi ksztaltowala si¢ opornosé¢
na wankomycyne wsréd bakterii z rodzaju Enterococcus.
Jeden ze schematéw mial miejsce w USA, gdzie wanko-
mycyna byla antybiotykiem powszechnie stosowanym
w leczeniu zakazen gronkowcem zlocistym opornym na
metycyling (MRSA), jak réwniez w leczeniu poantybio-
tykowych biegunek wywotywanych przez Clostridium
difficile. Drugi schemat zaobserwowano w Europie,
gdzie na skutek karmienia zwierzat hodowlanych pasza
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wzbogacong glikopeptydem awoparcyng, mial miejsce
transfer VRE miedzy zwierzetami a cztowiekiem [1].
USA i Kanada byty jedynymi wiekszymi krajami, ktore
nie wprowadzily do uzywania awoparcyny w rolnic-
twie. Jest to najprawdopodobniej przyczyna faktu, iz do
2008 roku z zadnej z analizowanych préb pochodzacych
od zwierzat gospodarskich w tych krajach nie wyizo-
lowano szczepu VRE. Natomiast w Europie, w latach
90-tych, w mikroflorze jelitowej zwierzat hodowlanych
obecnos¢ Enterococcus opornych na wankomycyne byta
powszechna. Stosowanie tego antybiotyku jako stymu-
latora wzrostu rozpoczeto sie w 1975 roku. Najczesciej
podawano ja $winiom, indykom i cieletom. Skale zjawi-
ska najlepiej uwidacznia fakt, iz w 1994 roku, w samej
tylko Danii, w terapii ludzi zastosowano ok. 24 kg wan-
komycyny, a w rolnictwie ok 24 000 kg awoparcyny jako
stymulatora wzrostu. Pierwszym krajem, ktory zabro-
nit stosowania wspomnianego antybiotyku byta Szwe-
cja. Pociggnelo to za sobg lawine podobnych decyzji,
zakonczong dyrektywa Unii Europejskiej 97/6/WE,
zakazujaca uzywania awoparcyny w rolnictwie [14].
Niestety tego typu wypadki nie zakonczyly sie na incy-
dencie z awoparcyna. Jeszcze w 2000 roku donoszono
o powszechnym stosowaniu w rolnictwie w Rosji anty-
biotykdéw identycznych z tymi, jakie uzywa si¢ w terapii
klinicznej. W bardzo wielu krajach na $wiecie antybio-
tyki s3 uzywane w sposob zupelnie niekontrolowany.
Najlepszym przykladem sg hodowle krewetek w Azji
[37]. Na uwage zastuguje zjawisko zwane ,,paradoksem
szwedzkim”. Przejawia si¢ ono tym, ze pomimo bardzo
krotkiego (zwlaszcza w poréwnaniu z innymi krajami
europejskimi) czasu stosowania awoparcyny w tym
kraju - przez niecate 10 lat, do roku 1984 — czgsto$¢ wy-
stepowania tam VRE byla bardzo wysoka. Utrzymywata
sie rownie dtugo po zakonczeniu jej stosowania, mimo
ze w innych krajach ilo$¢ izolowanych VRE spadta [14].
Na obu kontynentach wystepowaly inne rezerwuary
VRE. W Stanach zjednoczonych byly to szpitale i nie
zaobserwowano tam szczepow poza-szpitalnych, nato-
miast w Europie rezerwuarem byly zwierzeta [1].

7. Fenotypy szczepow opornych na wankomycyne

Wiréd opornych na wankomycyne szczepdw ente-
rokokéw mozna wyrézni¢ dziewiec fenotypow. Sa to:
VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM,
VanN [1]. Jeden z nich, VanC, jest przykladem natu-
ralnej opornoséci (gatunkowej). Stanowi ceche cha-
rakterystyczng niezbyt groznych klinicznie gatunkéw
E. gallinarum (vanCl), E. casseliflavus (vanC2 i vanC4)
i E. flavescens (vanC3). Na ogo6t zwigzany jest z konsty-
tutywnym mechanizmem opornosci. Bakterie posiada-
jace fenotyp VanC wykazuja niski stopien opornosci na
wankomycyne i rownocze$nie s3 wrazliwe na teikopla-

ning. Geny warunkujace ten fenotyp sg zlokalizowane
DNA chromosomalnym bakterii i nigdy nie ulegaja
horyzontalnemu transferowi [38-40]. Pozostale feno-
typy sa przyktadem nabytej opornosci na glikopeptydy
[1]. Fenotypy VanA, VanB, VanD i VanM charaktery-
zuja sie zmodyfikowana budowg prekursora mureiny,
w ktdrej sekwencja D-Ala-D-Ala w konicowym pen-
tapeptydzie zastgpiona jest depsipeptydem D-Ala-D-
-Lac [40]. W pozostalych fenotypach, czyli VanC, VanE,
VanG, VanL i VanN, sekwencja konicowa pentapep-
tydu ma postac: D-Ala-D-Ser [40]. Ze wzgledu na to,
ze zespoly genéw warunkujace fenotypy VanA i VanB
sg zlokalizowane na ruchomych elementach genomu,
takich jak transpozony czy plazmidy, s one najistot-
niejsze pod wzgledem klinicznym. Najbardziej wyrazna
réznica pomiedzy tymi fenotypami polega na tym, ze
szczepy VanA sg oporne zaréwno na wankomycyne, jak
i na teikoplaning, a w przypadku VanB tylko na wan-
komycyng. Wyrdznia si¢ w nim 3 podtypy — VanBl1,
VanB2 i VanB3 - ze wzgledu na istniejace miedzy nimi
réznice genetyczne. Z kolei jedynie kilka szczepow
E. faecalis, u ktérych udato si¢ opisa¢ fenotypy VanG
i VanE, wykazywaly petng wrazliwo$¢ na teikoplanine
oraz opornos¢ na wankomycyne jedynie w niskich
stezeniach [38]. W wigkszosci krajow $wiata, w tym
zwlaszcza Europy, w USA i w Korei Potudniowej domi-
nuje fenotyp VanA, natomiast VanB jest popularniejszy
w Australii i Singapurze [10]. W Polsce nie wykryto
obecnosci fenotypéw innych niz VanA, VanB i VanC,
a najczesciej izolowane szczepy wykazywaly fenotyp
VanA [1, 10]. W tabeli I przedstawiono podsumowanie
najwazniejszych cech roznigcych poszczegélne feno-
typy enterokokéw opornych na wankomycyne.

8. Charakterystyka molekularna fenotypow
szczepow opornych na wankomycyne

Istnieje zespol genodw, ktére warunkuja fenotyp
VanA. Sg wérdd nich: vanY, vanZ, ORFI1, ORF2 (dwa
ostatnie nie sg zwigzane z opornoscig, ale umozliwiaja
zajScie zjawiska transpozycji) oraz geny tworzace
operon van: vanH, vanA, vanX, vanR i vanS§ [3, 41].
Wystepuja one w transpozonie Tn1546, zlokalizowa-
nym w plazmidach pIP816. Geny zwigzane z fenoty-
pem VanA mozna tez znalez¢ na bardzo wielu innych
plazmidach, na przyklad na pRUM, pS177, pWZ909,
pLG1, Inc18, pSL1, pSL2, pIP816 [42-46]. Geny vanY
i vanZ nie sg niezbedne do wystapienia opornosci,
jednak badz zwigkszaja jej poziom (vanY), badz tez
wplywaja na oporno$¢ na niskie stezenia teikoplaniny
(vanZ). Operon van z kolei tworzony jest przez geny
struktury (vanH, vanA i vanX — nazywane genami bia-
tek VanHAX) i geny regulatorowe (vanR i vanS). Gen
vanA koduje ligaz¢ D-dipeptydows, ktora katalizuje
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Tabela I
Charakterystyka fenotypéw Enterococcus opornych na wankomycyne
Feno- | Wankomycyna | Teikoplanina — N Zdolnoé¢ do . Gléwne
typ MIC (mg/L) MIC (mg/L) Modyfikacja Lokalizacja transferu Ekspresja gatunki
VanA 64-1000 16-512 d-Ala-d-Lac | plazmid lub chromosom tak indukowana E. faecalis,
E. faecium
VanB 4-1000 0,5-1 d-Ala-d-Lac | plazmid lub chromosom tak indukowana E. faecalis,
E. faecium
VanC 2-32 0,5-1 d-Ala-d-Ser |chromosom nie konstytutywna | E. casseliflavus
lub indukowana |E. casseliflavus
VanD 64-128 4-64 d-Ala-d-Lac | plazmid lub chromosom nie konstytutywna | E. faecalis,
lub indukowana |E. faecium
VanE 8-32 0,5 d-Ala-d-Ser |chromosom nie indukowana E. faecalis
VanG <16 wrazliwy d-Ala-d-Ser |chromosom tak indukowana E. faecalis
VanL 8 <0,5 d-Ala-d-Ser |chromosom nie indukowana E. faecalis
VanM >256 96 d-Ala-d-Lac | plazmid lub chromosom tak indukowana E. faecium
VanN 16 <0,5 d-Ala-d-Ser |plazmid tak konstytutywna | E. faecium

tworzenie dipeptydu D-Ala-D-Lac. Zostaje on pdzniej
wbudowany do prekursoréw mureiny w cytoplazmie
zamiast D-Ala-D-Ala. Aby to bylo mozliwe, konieczne
jest jednak wytworzenie D-mleczanu (D-Lac) - umoz-
liwia to dehydrogenaza D-hydroksykwaséw, kodowana
przez gen vanH. Aby w komorce nie powstawaty row-
nolegle do D-Ala-D-Lac ugrupowania D-Ala-D-Ala,
konieczna jest hydroliza wystepujacego w nich wia-
zania amidowego. Reakcje te¢ katalizuje DD-dipep-
tydaza kodowana przez gen vanX [3, 41, 47]. Geny
regulatorowe, obecne w operonie, odpowiadaja za ini-
cjacje transkrypcji zespotu bialek VanHAX, zgodnie
z mechanizmem indukowanym. Pojawienie si¢ w $§ro-
dowisku wankomycyny lub teikoplaniny stymuluje
autofosforylacje kinazy histydynowej (fosforylacja
reszty His164), bedacej biatkiem blony komodrkowej,
ktore z kolei jest produktem ekspresji genu vanS [48].

Wspomniany enzym, po autofosforylacji, katalizuje
fosforylacje Asp53 drugiego elementu systemu regula-
cji, czyli bialka VanR. Jest ono obecnym w cytoplazmie
czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry w formie ufosfory-
lowanej wigze si¢ z promotorem operonu van, aktywu-
jac jego transkrypcje [3, 48]. Na ryc. 1 przedstawiono
schemat struktury genéw tworzacych operony VanA,
VanB, VanD, VabG i VanM.

U szczepdw zaliczanych do fenotypu VanB wyste-
puje zespol genéw o analogicznych jak w przypadku
VanA funkcjach. Dlatego geny struktury operonu
zostaly opisane jako vanB i vanX,, a geny regulatorowe
vanR, i vanS,. Wystepujg tez geny vanY, i vanW
- ostatni z wymienionych jako jedyny nie posiada od-
powiednika w przypadku fenotypu VanA [47]. Geny
warunkujgce fenotyp VanB moga by¢ zlokalizowane
w transpozonach Tn1549, Tn1547 i Tn5382 (ten ostatni

\ | _vanR | vanS |+ vanH | vanA | vanX } { vanY } | vanz | VanA
vanR, | vanS; —r vanY, | vanW | vanH, | vanB | vanXj VanB
\
\ ' Geny struktury operonu

Geny regulatorowe operonu

vanR, | vanS, |—| vany, | vanH, | vanD | vanX, VanD
P
PUG YG

vanU; | vanR; | vanS; vanY, | vanW, | vanG |vanXV | vanT, | VanG
vanR,, vanS,, vany,, vanH_ van,, vanX,, | VanM

Ryc. 1. Schemat struktury zespolu gendéw warunkujacych fenotypy VanA, VanB, VanD, VanG i VanM
Na podstawie [41, 47, 49, 52].
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zwiera tez gen kodujacy enzym zwany Ant(3”)-la,
warunkujgcy opornos¢ na aminoglikozydy u enteroko-
kéw). Moze nastgpowac ich przemieszczanie sie miedzy
chromosomami bakteryjnymi [38].

Fenotypy VanC i VanE s3 pod wzgledem genetycz-
nym bardzo do siebie podobne. Zawierajg operony zbu-
dowane odpowiednio z vanC lub vanE (kodujace ligaze
D-dipeptydowa, ktéra tworzy D-Ala-D-Ser) oraz vanXY
(kodujacy D,D-dipeptydazo-D,D-karboksypeptydaze),
vanT (kodujacy racemaze serynows, ktéra pozwala
na przeksztalcenie dostepnej w komorce L-seryny do
D-seryny) vanR i vanS kodujace, odpowiednio, biatko
regulatorowe operonu i kinaze histydynowa. Fenotyp
VanD wigze si¢ ze $rednim poziomem opornosci na
wankomycyne i teikoplanine. Geny warunkujace ten
fenotyp wystepuja w chromosomalnym DNA i jak
dotad nie ma doniesien méwigcych, ze mogg ulega¢
transferowi [38]. W operonie tego fenotypu réwniez
wystepuja analogiczne do wyzej wymienianych geny:
vanR , vanS,, vanY , vanH_, vanD i vanX . Potwier-
dzono, ze geny warunkujace fenotyp VanD moga by¢
zlokalizowanie m.in. na transpozonie Tn1546 [49-50].

Pewne réznice wystepuja w operonie fenotypu VangG,
gdzie calos¢ struktury poprzedza tréjelementowa se-
kwencja regulatorowa (vanU). W dalszej kolejnosci
znajdujg si¢ vanR , vanS . (kodujace biatka wspomniane
wyzej), vanY, (kodujacy D,D-karboksypeptydaze),
vanW (o nieznanej funkcji), a nastepnie vanG, vanXY,,
ivanT_ [51].

Niedawno opisany dokfadniej fenotyp VanL ma bar-
dzo wiele cech wspdlnych z fenotypami VanC i VanE,
ale jego racemaza serynowa kodowana jest przez dwa
geny: vanTm, ivanTr,.Ich podobienstwo z vanT w feno-
typie VanC wynosi odpowiednio 51 i 49%. Fenotyp

VanN, podobnie jak dwa powyzsze, wykazuje podat-
no$¢ na niskie stezenia wankomycyny i wrazliwos¢ na
teikoplaning. Wystepuje w nim operon zawierajacy cha-
rakterystyczny dla niego gen vanN kodujacy ligaze oraz
geny vanXY, vanT,, vanR i vanS, o funkcjach analo-
gicznych, jak w fenotypach VanC i VanE [50]. Szcze-
gllnie ciekawy jest fenotyp VanM, odkryty u E. faecium
w 2010 roku [52]. Charakterystyczne dla tego fenotypu
jest wystepowanie ligazy VanM zbudowanej z 343 ami-
nokwasow i warunkujacej opornos$¢ na wankomycyne
oraz teikoplaning. Podobienstwo produktu biatkowego
genu vanM do produktow ekspresji gendéw vanA, vanB,
vanD i vanF jest na poziomie, kolejno: 79,9; 70,8; 66,3
i 78,8%. W dalszej kolejnosci operon tworzony jest
przez geny vanR , vanS, , vanY, , vanH, , vanMivanX .
Ogodlnie struktura operonu jest najbardziej podobna do
tego, ktdry mozna znalez¢ w fenotypie VanD [52].

9. Sytuacja epidemiologiczna na $wiecie

W 2003 roku badacze z Teksasu pod kierunkiem
J.H.Jorgensena podjeli badania nad skutecznoscia
kolejnych, stosowanych w walce z VRE antybiotykéw.
Zgromadzono 156 izolatéw z 7 réznych placowek. Zna-
lazto sie wérdd nich 126 izolatow E. faecium (fenotypy
VanA i VanB kolejno w liczbie 109 i 17), 5 izolatéw
E. faecalis (3 vanA i2 vanV), 2 izolaty E. avium (vanA),
1 izolat E.durans (vanA), 10 izolatéw E. gallinarum
(vanCl) oraz 12 izolatéw E. casseliflavus (vanC2) [53].
Wyniki badan zespotu podsumowano w tabeli II.

Jak prezentuje tabela II, sposrdd przebadanych szcze-
péw VRE o istotnych klinicznie fenotypach, najwigcej
prob wykazywalo opornosé na ampicyline i doksycykline,

Tabela II
Opornos¢ izolatéw VRE na wybrane antybiotyki, pozyskanych z 7 réznych placéwek medycznych
Szczepy VanA i VanB Daptomycyna 4 8 nie ustalono
Linezolid 2 2 1,5
Chinuprystyna-dalfoprystyna 0,5 1 6,0
Ampicylina 64 128 93,2
Doksycyklina 4 16 14,2
Wankomycyna >128 >128 100
Szczepy VanCli VanC2 | Daptomycyna 1 2 nie ustalono
Linezolid 2 0
Chinuprystyna-dalfoprystyna 2 2 0
Ampicylina 0,5 1 0
Doksycyklina <0,25 <0,25 4,5
Wankomycyna 4 4 0

Na podstawie [53].
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a najmniej na chinuprystyne/dalfoprystyne i linezolid.
Dla tych lekéw réwniez wielkosci zaréwno MIC50%, jak
i MIC90% byty najnizsze. Wérdd szczepéw VRE mniej
istotnych klinicznie poziom opornosci jest znacznie niz-
szy. Co ciekawe, w toku analizy wplywu daptomycyny
na VRE stwierdzono, ze wystepowanie fenotypu VanA
lub VanB nie wplywa w istotny sposob na skutecznosé
dzialania antybiotyku [53].

Simner i wsp. przeanalizowali 2927 izolatéw ente-
rokokéw zebranych w Kanadzie na przestrzeni 6 lat,
do 2013 r. Tylko 4,2% wykazywalo oporno$¢ na wan-
komycyne. Wszystkie przebadane VRE nalezaly do
E. faecium, a 90% z nich wykazywalo fenotyp VanA.
W ciggu analizowanego okresu czesto$¢ wystepowa-
nia w szpitalach zakazen VRE ulegla potrojeniu [54].
Ogodlnie, w Stanach Zjednoczonych poziom opornosci
na wankomycyne wsrod enterokokow jest duzo wyz-
szy (ok. 33% przebadanych izolatéw Enterococcus nie
wykazuje wrazliwo$ci na wankomycyne) niz w Kana-
dzie (gdzie VRE stanowig ponizej 10%) [55].

Warto tez zwrdci¢ uwage na sytuacje epidemiolo-
giczna w innych regionach $wiata. Zespdt D. Ravi prze-
prowadzit analize izolatéw Enterococcus pozyskanych
ze szpitala w Chennai w Indiach miedzy lutym 2013,
a styczniem 2014 roku, od pacjentdéw z réznych oddzia-
tow i grup wiekowych [56]. Na 200 uwzglednionych
prob wiekszos$¢ stanowili przedstawiciele E. faecalis
(55%). W zdecydowanej mniejszo$ci byly inne gatunki:
E. faecium, E. avium, E. hirae, E. casseliflavus, E. durans
i E. gallinarum, stanowiace kolejno 29%; 10,5%; 3%; 1%;
1% 1 0,5%. Jedynie 2,5% izolatéw wykazywato opornos¢
na wankomycyne. Identyczna ilo§¢ wykazywata opor-
nos¢ na teikoplanine. Co zaskakujace, az 5% szczepow
enterokokdéw bylo opornych na linezolid. Zdecydo-
wanie najwiecej z nich bylo opornych na tetracykline
i ciprofloksacyne (po 47% szczepdw) oraz erytromy-
cyne (73% szczepow) [56].

Japonia jest krajem, w ktorym VRE stanowig bardzo
niewielki odsetek wszystkich enterokokéw. Z analizy
Suzuki i wsp. wynika, ze w szpitalu Uniwersytetu Tokij-
skiego w ciggu 20 lat do 2010 roku pojawito si¢ zaled-
wie dwadziescia przypadkéw VRE. Natomiast miedzy
rokiem 2011, a 2012 wykryto w tej placowce az dzie-
wiec izolatéw, z czego wszystkie wykazywaly fenotyp
VanB. W analizowanym materiale odkryto obecnos¢
transpozonu Tn5382, zawierajacego geny warunkujgce
ten fenotyp [57].

Interesujace s wyniki analizy zanieczyszczenia wo-
dy zrddlanej i mineralnej, jakg przeprowadzono mi¢dzy
styczniem 2013, a lutym 2014 w Chinach. Przebadano
314 pobranych prébek pochodzacych ze 101 fabryk wod
butelkowanych z dziesi¢ciu réznych prowincji Panstwa
Srodka. 48 z nich bylo zanieczyszczonych E. faecalis, ale
zaden z wykrytych szczepéw nie byl oporny na wanko-
mycyne, jak réwniez na zaden z pozostatych 11 antybio-

tykow, ktdre wzieto po uwage. Wykryto natomiast u ana-
lizowanych bakterii kilka genéw wirulencji: asal (79,3%
szczepow; kodujacy czynnik umozliwiajacy doczepianie
sie do komorek eukariotycznych), ace (39,3% szczepow;
koduje biatko adhezyjne, wigzace kolagen, przez co
moze ogranicza¢ skuteczno$¢ dziatania uktadu immu-
nologicznego), czy tez gelE, ktory posiadaly wszyst-
kie przebadane szczepy [58]. Jak wynika z badan Sun
i wsp., na terenie Chin dominujacym gatunkiem VRE
jest E. faecium, a fenotypem VanA. Ze 101 przeanali-
zowanych probek, pochodzacych z 12 réznych szpitali,
E. faecium stanowil az 96, a pozostale 5 E. faecalis. Pra-
wie wszystkie izolaty (z wyjatkiem pojedynczych przy-
padkow) wykazywaly fenotyp VanA. Wérdd E. faecium
zdecydowang wiekszo$¢ stanowil kompleks klonalny
CC17, z kolei wsrdd E. faecalis byl to CC4 [59]. Lai
i wsp. wykazali, ze istnieje $cista, pozytywna korelacja
miedzy stosowaniem teikoplaniny i tygecykliny, a cz¢-
sto$cig wystepowania infekcji VRE zwigzanych z opieka
zdrowotng na Tajwanie [60].

Naukowcy z Brazylii przebadali 93 izolaty VRE
(E. faecium) pochodzace z 13 réznych szpitali. Wszyst-
kie szczepy zidentyfikowano jako posiadajgce fenotyp
VanA, ze wzgledu na wykryty gen vanA. Jedynie 6,5%
izolatow wykazywato zdolno$¢ do tworzenia biofilmu
[61]. W innym badaniu prowadzonym w tym samym
kraju w Szpitalu Uniwersyteckim Londrina sprawdzano
obecnos$¢ czterech potencjalnych genéw zjadliwosci,
obecnych u izolowanych szczepéw VRE. Przebadano
40 izolatéw pod katem wystepowania genow: esp
(gen kodujacy biatko Esp), gelE, efaA i cylA. Wszyst-
kie szczepy wykazywaly opornos¢ na wankomycyne
i teikoplaning. U kazdego ze szczepow potwierdzono
obecnos¢ przynajmniej jednego z wymienionych wyzej
genow wirulencji. Najczesciej stwierdzano obecnosé
genu esp (87,5% szczepdw) oraz genu efaA, (82,5%
szczepow); rzadziej wykrywano gen gelE (70% szcze-
pow) i cylA (65% szczepdw). W 32,5% izolatow stwier-
dzono obecnos¢ wszystkich 4 genow. Ciekawy jest fakt,
iz zawsze, gdy w szczepie wykrywano obecnos¢ genu
efaA, posiadal on tez gen esp [62].

Bioragc pod uwage udzial zwierzat hodowlanych
w przenoszeniu lekoopornych szczepéw drobno-
ustrojow, niepokojace doniesienia pochodza z RPA.
W 2014 roku poddano tam analizie 400 préb katu krow
pochodzacych z dwoch, oddalonych od siebie farm. Na
uwage zastuguje fakt, iz wszystkie zwierzeta mialy cze-
sty kontakt z antybiotykami z grupy penicylin (ampicy-
lina, penicylina G), makrolidéow (tylozyna: powszech-
nie stosowany antybiotyk do leczenia m.in. kur i bydta,
dostepny réwniez w Polsce), jak rowniez z chinolonami
(danofloksacyna, stosowana w rolnictwie do leczenia
bydla jako Advocin [63]). W 341 probkach wykryto
szczepy z rodzaju Enterococcus. Wigkszo$¢ z nich sta-
nowil E. faecium (52,94% izolatéw) i E. durans (23,53%
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izolatéw). Pozostale gatunki byly w zdecydowanej
mniejszosci. Wszystkie wykryte szczepy enterokokdw
byly odporne na wankomycyne (VRE) i kloksacyline.
Na pozostale antybiotyki: amikacyne, cefalotyne, strep-
tomycyne, penicyline G, klindamycyne, neomycyne
i erytromycyne odsetek szczepéw opornych stanowil,
odpowiednio: 74%, 88%, 94%, 91%, 97%, 91% i 99%.
Antybiotykami, na ktére opornos¢ byta najmniejsza,
byly kolejno: ciprofloksacyna (12% szczepéw), amoksy-
cylina/kwas klawulanowy (8% szczepéw) i imipenem
(0,6% szczepow). Nie stwierdzono szczepu wrazliwego
na wszystkie antybiotyki, natomiast dwa spo$réd wyizo-
lowanych szczepéw byly oporne na wszystkie 12 prze-
badanych lekdw, a kolejne 7 szczepow bylo wrazliwe na
tylko jeden z nich. Analiza molekularna wykazata obec-
nos¢ nastepujacych genéw wirulencji: gelE (97% szcze-
pow), asal (94,11% szczepdw) i esp (79,4% szczepdw).
Réwnoczesnie odkryto, ze 65,29% szczepow wykazy-
walo obecnos¢ genow vanC, a 19,7% szczepdw obecnosé
genow vanB. Nie wykryto obecnosci genu vanA [64].

Kolejnym regionem objetym badaniami VRE byty
Karaiby. Akpaka i wsp. zgromadzili 45 probek VRE ze
szpitali na terenie Trynidadu i Tobago. Wszystkie izo-
laty pochodzily od pacjentéw dtugo hospitalizowanych,
z zakazeniami szpitalnymi. 84% szczepow stanowil
E. faecum zawierajacy gen vanA, a pozostale 16% to
E. faecalis, w ktorego DNA wykryto obecnos¢ genu vanB.
Wszystkie szczepy byly wrazliwe na linezolid, ale row-
noczesnie 100% E. faecalis byto opornych na lewoflo-
ksacyne, ciprofloksacyne, erytromycyne i chinuprystyne/
dalfoprystyne. Podobnie wszystkie szczepy E. faecium
byly oporne na lewofloksacyne, ciprofloksacyne i erytro-
mycyne, ale az 82% szczepdow tego gatunku byto wrazli-
wych na chinuprystyne/dalfoprystyne. Analizowanymi
czynnikami zjadliwosci u badanych bakterii byly geny:
esp, wykryty u wszystkich izolatéw, ktory obecny jest
czgsto u bakterii izolowanych od zdrowych nosicieli,
oraz gen hyl kodujacy hialuronidaze, ktérego obecnosé
znaczgco zwieksza inwazyjno$¢ enterokokéw [65].

Natomiast z badan Somily i wsp., badajacych cze-
stos¢ wystepowania VRE w Arabii Saudyjskiej, wynika,
ze sposrod 378 izolatow enterokokéw, tylko 17 wyka-
zywalo oporno$¢ na wankomycyne. 76% z nich wyka-
zywalo przynaleznos¢ do gatunku E. faecium, a pozo-
state 24% do E. gallinarum. Fenotyp VanA wykazywaly
wszystkie VRE z gatunku E. gallinarum oraz wiekszos$¢
z E. faecium [66].

10. Sytuacja epidemiologiczna w Polsce

Jak wida¢ na wykresie przedstawionym na ryc.2
w Polsce na przestrzeni lat 2010-2015 wystepuje nie-
pokojaca tendencja wzrostu zaréwno ilosci szczepow
E. faecium i E. faecalis opornych na wankomycyne, izo-

20 N__ m E faecalis
18 | M E.faecium

16 |~ B

14 |- B
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10 B

Odsetek opornych szczepow (%)
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rok
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Ryc. 2. Oporno$¢ na wankomycyne w Polsce

Opornos¢ wsrdd szczepéw E. faecium i E. faecalis izolowanych z krwi
pacjentéw na przestrzeni lat 2010-2015 [67].

lowanych z krwi pacjentéw (dane pochodza z doniesien
KORLD [67]). Zdecydowanie wigkszy jest odsetek opor-
nych szczepdw E. faecium (w 2014 roku stanowity pra-
wie 20% wszystkich izolatéw tego gatunku) niz wanko-
mycynoopornych E. faecalis, ktorych najwiekszy odsetek
mial miejsce w 2015 roku (2,8%) [67]. Podsumowujac
powyzsze dane mozna wysnu¢ wniosek, iZ pomimo
duzo rzadszego wystepowania E. faecium w populacji
w poréwnaniu z E. faecalis, to wlasnie E. faecium stanowi
kluczowy problem, ze wzgledu na czesto wystepujace
jego szczepy oporne na wankomycyne [1, 67].

W badaniu Talaga i wsp. uwzgledniono 154 préobki
enterokokow z 4 réznych szpitali z Malopolski, zebrane
na przestrzeni jednego roku. Z badan zespotu wynika,
ze Enterococcus oporne na wankomycyne majg nie-
wielki udzial w calkowitej puli przebadanych bakterii.
Wszystkie E. faecalis wykazywaly wrazliwo$¢ na anali-
zowane antybiotyki, w tym wankomycyne. Ustalono, ze
pomimo utrzymywania si¢ ogélnej tendencji dominacji
fenotypu VanA, w Malopolsce E. faecium o fenotypie
VanB ma wigkszy udzial procentowy w populacji VRE
niz E.faecium o fenotypie VanA. Wszystkie izolaty
E. faecium, w tym VRE, byly wrazliwe na chinuprys-
tyne/dalfoprystyne [68].

Po raz pierwszy w Polsce szczepy VRE pojawily sie
w 1999 roku w Gdansku. Byl to E. faecium o fenotypie
VanA. W tym samym roku po raz pierwszy pojawil sie
tez izolat VRE o fenotypie VanB (w Warszawie). Od
tego czasu co roku notowane s pojedyncze przypadki
lokalnych ognisk epidemicznych. Wsréd wszystkich
czynnikéw alarmowych, jakie sg zgtaszane w polskich
szpitalach, odsetek VRE jest stosunkowo niewielki
- na przestrzeni 2012-2014 oscylowal w okolicach
1-2% [1]. Mimo, ze na terenie Polski wystepuja VRE
zaréwno o fenotypie VanA, jak i VanB, to zdecydowa-
nie czesciej spotyka sie¢ przypadki VanA [1, 7, 66, 67].
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Tabela III
Zestawienie ilo$ci izolatow VRE i odsetka wszystkich czynnikow
alarmowych na przestrzeni lat 2012-2016

Rok Iloé¢ izolatow Ods.e te{:k wazystkich
czynnikéw alarmowych

2016 50 1,14%

2015 34 0,81%

2014 b.d. b.d.

2013 18 0,44%

2012 11 0,33%

Dane ze 195 szpitali w Polsce, na podstawie [71].

Badania z tego zakresu prowadzily m.in. zespoly Grzy-
bowskiej i wsp., z Instytutu Transplantologii [69], oraz
Talaga-Cwiertnia i wsp. [70]. Jak prezentuje tabela III,
przypadkéw VRE jest stosunkowo niewiele w pordw-
naniu z innymi czynnikami alarmowymi. Ich liczba
w kolejnych latach sukcesywnie wzrasta. Réwnocze$nie
w 2014 r. zanotowano, iz za zakazenia miejsc operowa-
nych w szpitalach tylko w 4,5% odpowiadaly trzy grupy
czynnikéw alarmowych: MRSA, VRE i ESBL [71].
Mimo dominacji bakterii fenotypu VanA, duzym
zagrozeniem mogg si¢ sta¢ patogeny o fenotypie VanB.
Sadowy i wsp. przeanalizowali 278 izolatéw VRE o feno-
typie VanB, zebranych na przestrzeni 11 lat (1999 -2010)
w 22 polskich miastach. Stwierdzono, ze geny warun-
kujace ten fenotyp sa najczesciej zlokalizowane w trans-
pozonie Tn1549 — w obrebie chromosomu bakteryjnego
(81,65%) lub w plazmidzie (18%). Tylko w jednym przy-
padku zaobserwowano, ze plazmid zawierajacy Tn1549
zostal zintegrowany z chromosomem bakteryjnym. Do
roku 2006 geny warunkujace fenotyp VanB lokalizo-
wano w plazmidach, a w kolejnych latach znajdowano
je gléwnie w chromosomie bakteryjnym [72]. Interesu-
jace badania przeprowadzono na prébach zaklasyfiko-
wanych jako VRE, pozyskanych od pacjentéw Szpitala
Uniwersyteckiego w Bydgoszczy w latach 2005-2009.
Kozuszko i wsp. przeanalizowali sktad gatunkowy VRE
i skutecznos¢ réznych antybiotykéw w ich zwalczaniu.
Ustalono, ze na 159 szczep6ow opornych na wankomy-
cyne, az 133 stanowit E. faecium, a jedynie 26 E. faeca-
lis. W kazdym kolejnym roku liczba takich izolatow
byta wieksza. Zaden z izolatéw nie wykazal opornosci
na linezolid, a tylko bardzo niewielka ich liczba na
chloramfenikol (3) i chinuprystyne/dalfoprystyne (1).
Niemal wszystkie szczepy wykazywaly opornos¢ na
ryfampicyne i ciprofloksacyne, a poziom opornosci
na gentamycyne, ampicyline i penicyling byt réwniez
bardzo wysoki (w zadnym z przypadkéw nie byt nizszy
niz 74%). Liczba szczepdw opornych na streptomycyne
w kolejnych latach malala, siegajac w 2009 poziomu
25,8%, a na tetracykliny oscylowala miedzy 20-30%.
W kolejnych latach silnie wzrastat poziom opornosci
na teikoplanine (o0 20% na przestrzeni 4 lat), co $wiad-

czy o stalym zwigkszaniu si¢ udzialu w populacji VRE
szczepow o fenotypie VanA [36].

Istotnych danych na temat genetycznych cech VRE
E. faecalis dostarcza praca zespolu Lysakowskiej [7].
Autorzy badali wystepowanie gendw zjadliwosci wsrod
161 szczepow z oddzialéw zabiegowych dwoch szpitali
w Lodzi w latach 2005-2006. Przynalezno$¢ szczepdw
do analizowanego gatunku potwierdzano, wykrywajac
w reakeji PCR gen ligazy D-alaninowo-D-alanylowe;.
Poszukiwanymi genami zjadliwosci byly: agg, cyl-L
i cyl-S, esp, gelE i gen sprE. Tylko 3 szczepy nie wyka-
zywaly obecno$ci analizowanych genéw zjadliwo$ci.
Gen cyl-L zidentyfikowano u 52,2% szczepow, gen agg
u62,73%, a gen esp u 71,2% szczepow E. faecalis. Ponad
80% szczepdw posiadalo geny gelE i sprE (odpowied-
nio 85,1% i 82,6%). Byly to geny z badanej puli obecne
najcze$ciej w analizowanych szczepach. Niezwykle
istotny jest fakt, iz szczepy, ktére byty oporne na dzia-
tanie ampicyliny (tylko 6,8%), miaty jednoczesnie m.in.
trzy geny zjadliwosdci. Az 99 szczepdw (czyli 61,49%)
posiadato cztery lub wigcej geny zjadliwosci [7].

Celem badan przeprowadzonych przez Miynarczyk
i wsp. bylo zbadanie poziomu podobienstwa genetycz-
nego 20 szczepéw VRE wyizolowanych w latach 2005-
2008 z probek pacjentéw z trzech oddzialéw Szpitala
Dziecigtka Jezus w Warszawie. Fenotyp badanych szcze-
pow VRE E. faecium okreslono za pomoca reakeji PCR,
w ktdrej uzyto starteréw komplementarnych do DNA
genow kodujacych ligaze D-dipeptydows: vanA, vanB,
vanD, vanE i vanG. Ich obecnos¢ potwierdza wystepo-
wanie odpowiedniego fenotypu (VanA, VanB, VanD,
VanE i VanG). Zaobserwowano, ze wszystkie izolaty
E. faecium posiadaly gen ligazy vanA, a zaden nie posia-
dat innych, poszukiwanych genéw. Potwierdzilo to, ze
wszystkie szczepy VRE wykazywaly fenotyp VanA.
Analizowane szczepy wykazywaly wysoka réznorod-
nos$¢ na poziomie genomu. 12 z nich pochodzito od
pacjentéw leczonych na tym samym Oddziale Inten-
sywnej Terapii [40]. W tym samym szpitalu przeanali-
zowano liczbe zakazen VRE w latach 1998-2005, czyli
na samym poczatku historii obecnosci VRE w Polsce.
Na przestrzeni tych lat stale wzrastala liczba zakazen
bakteriami z rodzaju Enterococcus (z 293 izolatéw
w 1998 do 1185 izolatéw w 2005), ale przypadki VRE
zaczely sie pojawia¢ od 2003, gdy uzyskano 11 izolatéw,
w kolejnym roku 13, a w 2005 az 64 izolaty. Oznacza
to stale utrzymujacg si¢ tendencje wzrostowg [40, 73].

Przebadano takze 195 izolatéw bakterii z rodzaju
Enterococcus, pochodzacych z przemystowych hodowli
$win, na terenie wojewodztwa Kujawsko-Pomorskiego.
Skowron i wsp. ustalili, ze dominujacym gatunkiem byt
E. hirae (68%), natomiast pozostate gatunki miaty zde-
cydowanie mniejszy udzial w populacji (E. faecalis 21%,
E. faecium 3%). Tylko 2 izolaty wykazywaly opornos¢
na wankomycyne, posiadajac fenotyp VanC [74].
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11. Sytuacja epidemiologiczna w Europie

Z badan Orsi i wsp. wynika, ze ré6znorodnos¢ czes-
tosci wystepowania VRE w Europie jest bardzo wysoka.
Zdecydowanie czgsciej VRE pojawiajg sie na potudniu
Europy, niz na pdtnocy [75]. Schouten i wsp. przepro-
wadzili analize¢ przypadkéw VRE w Europie. Dzieki
wspotpracy 49 laboratoriéow z 27 krajow europejskich
udalo sie zebra¢ 4208 izolatow Enterococcus z préb kli-
nicznych. Ustalono, ze wsréd nich znalazto si¢ 18 przy-
padkéw VRE posiadajacych fenotyp VanA i 5 o fenoty-
pie VanB. Z kolei izolatéw cechujacych si¢ fenotypem
VanC bylo 71. Fenotyp VanA najczesciej wystepowal
w probach z Wielkiej Brytanii (2,7%), a VanB w izola-
tach ze Stowenii (2%). Fenotyp VanC byt najpopular-
niejszy w izolatach z Lotwy (14,3%) i Turcji (11,7%).
Wisrdd tych prob E. gallinarum dominowal nad E. cas-
seliflavus. Na podstawie tych danych mozna wysnué
wniosek, ze w Europie czgstos¢ wystgpowania VRE
posiadajacych najgrozniejsze fenotypy jest stosunkowo
niska [76]. Analizujac poziom zagrozenia antybiotyko-
opornymi szczepami bakterii na Starym Kontynencie
warto zwroci¢ uwage na raporty sieci EARS-Net. Z jej
danych wynika, ze we wszystkich krajach, poza Gre-
¢ja, zakazenia VRE E. faecalis nie sg istotnym klinicznie
problemem, w przeciwienstwie do VRE E. faecium. Do
2009 roku Polska na tle innych krajéow Europy wygla-
data bardzo korzystnie, gdyz infekcje o etiologii VRE
E. faecium stanowily nie wigcej niz 5% wszystkich
wywolanych tg bakteria. Niestety w 2012 roku Polska
zostala zaliczona do grupy, gdzie wielkos¢ ta miesci sie
miedzy 5 a 10%, a w 2015 byla juz w grupie, w ktdrej
parametr ten siega od 10 do 25% [1, 77] (Tab. IV).

Przyczyna tych zatrwazajacych zmian moze by¢
fakt, iz Polska graniczy bezposrednio z panstwami,

w ktérych wspomniany wyzej wskaznik duzo wczesniej
byt wysoki (Czechy, Niemcy, Litwa). Nie bez znacze-
nia jest réwniez jego poziom w krajach, ktére Polacy
uwazajg za interesujace kurorty wakacyjne (Grecja,
Wlochy), albo sg miejscem ich emigracji zarobkowej
(Irlandia, Wielka Brytania) [77]. Jedna z przyczyn zaob-
serwowanego rozmieszczenia zakazen VRE w Europie
moga by¢ rdzne wytyczne dotyczace stosowania anty-
biotykéw, czy tez kampanie informacyjne oraz poziom
edukacji spoteczenstwa. Wektorem dla enterokokow
moga by¢ tez zwierzeta, np. psy. Kubasova i wsp. prze-
analizowali 160 prob enterokokéw pochodzacych
od 105 zwierzat we wschodniej Stowacji. E. faecium
stanowil 57,5%, E.faecalis 21,9%, E.hirae 17,5%,
a pozostate gatunki byty bardzo nieliczne. Az 71,9%
szczepOw wykazywalo oporno$¢ na teikoplaning. Naj-
bardziej jednak zastanawiajacy jest fakt, iz 9 szczepow
E. faecium posiadalo marker specyficzny dla zakazen
szpitalnych [78].

Z analizy Remschmidt i wsp. wynika, Ze na terenie
Niemiec zagrozenie ze strony VRE stale wzrasta. Pro-
centowy udzial VRE wsrdd enterokokdéw jest bardzo
zroznicowany miedzy poszczegdlnymi krajami zwigz-
kowymi: najwyzszy jest w $rodkowych Niemczech
(Berlin, Nadrenia Pétnocna-Westfalia, Hesja, Saarland,
Saksonia-Anbhalt, Saksonia i Turyngia), gdzie VRE sta-
nowia powyzej 10% wszystkich eterokokéw, a najnizszy
na polnocy. Tendencja ta nie ulegta zmianie w latach
2007-2016. Zarejestrowano 12659 izolatéw enteroko-
kéw pochodzacych z probek szpitalnych, a 833 z nich
wykazywalo opornos$¢ na wankomycyne [79]. Z kolei
Gastmeier i wsp. wykazali, ze w Niemczech w latach
2007-2012 odsetek zakazen VRE wzrost z 0,87% do
4,58% w przypadku ran pooperacyjnych oraz z 4,91%
do 12,99% w przypadku zakazen krwi [80].

Tabela IV
Zestawienie odsetka izolatéw Enterococcus faecium opornych na wankomycyne z krajami, w ktérych byl zanotowany
w latach 20121 2015

Odsetek izolatow
Enterococcus faecium opornych
na wankomycyne

2012

2015

ponizej 1%

Bulgaria

Islandia, Norwegia, Szwecja, Finlandia, Estonia,
Francja, Holandia, Stowenia, Chorwacja,

Islandia, Norwegia, Szwecja, Finlandia, Estonia,
Francja, Belgia

od 1% do 5%
Wegry, Rumunia

Hiszpania, Belgia, Dania, Austria, Stowacja,

Hiszpania, Dania, Holandia, Austria, Stowenia

0d 5% do 10% Lotwa, Litwa, Polska, Wlochy

Czechy

0d 10% do 25%
Grecja, Cypr

Wielka Brytania, Portugalia, Niemy, Czechy,

Portugalia, Wielka Brytania, Niemcy, Polska,
Litwa, Lotwa, Stowacja, Wegry, Wtochy,
Bulgaria, Grecja

od 25% do 50% Irlandia

Irlandia, Chorwacja, Rumunia, Cypr

powyzej 50% brak

brak

Dane na podstawie [77].
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Ciekawg analize szczepéw VRE z gatunku E. faecium
przeprowadzili badacze z Turcji. Przebadano 55 izola-
tow, zawierajacych bakterie oporne na wankomycyne.
Wszystkie szczepy byt oporne na penicyling G, ampi-
cyling i gentamycyne. Rownoczesnie byly wrazliwe na
linezolid i chinuprystyne/dalfoprystyne. 22 izolaty,
ktére pozyskano od pacjentéw wykazujacych objawy
zakazenia, uznano za inwazyjne, a pozostale 33, ktdre
pochodzity ze skolonizowanej odbytnicy pacjentéw bez
objawow zakazenia bakteryjnego, uznano za nieinwa-
zyjne. U wszystkich szczepéw wykazano obecnos¢ genu
vanA. W 14 izolatach nie wykryto genéw wirulencji.
Jeden taki gen, esp, obecny byt w 39 izolatach, dwa geny
w jednym izolacie (esp i ebpA; drugi z nich koduje pod-
jednostke A pilusa zwigzanego z tworzeniem biofilmu
przy zapaleniu wsierdzia [81]) - podobnie jak 5 dodat-
kowych genow: esp; ebpA; asal; gelE i cpd. Dostrze-
galna byta tendencja, iz wérdd szczepéw uznanych za
inwazyjne, czestos¢ wystepowania genéw wirulencji
byla niewielka [82].

Pinholt i wsp. przeanalizowali 495 probek VRE
E. faecium kilku szpitali w Danii na przestrzeni lat 2012
2014. Ustalono, ze na poczatku badania wigkszos¢
populacji VRE stanowily cztery liczne grupy bakterii
o bliskim pokrewienstwie filogenetycznym w obrebie
grup. W miare uplywu czasu nastepowat staty wzrost
zréznicowania mikroorganizméw, tworzyly sie nowe,
mniej liczne grupy. Niektore z nich wywotywaly epi-
demie i zanikaly, inne przez caly czas trwania badania

byty obecne w kilku réznych lokalizacjach [83].

12. Podsumowanie

Oporno$¢ na antybiotyki wsrod bakterii bedacych
przedstawicielami rodzaju Enterococcus staje si¢ coraz
bardziej istotnym problemem dla wspdlczesnej stuzby
zdrowia. Lata zaniedban zwigzanych z lekkomyslnym
stosowaniem antybiotykéw sprawity, ze coraz czedciej
pojawiaja si¢ szczepy oporne nie tylko na standardowe
srodki farmakologiczne, przeznaczone do ich zwalcza-
nia, ale i na leki ,,ostatniej szansy”. Poznanie molekular-
nych uwarunkowan mechanizméw opornosci moze by¢
jednym ze sposobow zmniejszania zagrozenia ze strony
antybiotykoopornych enterokokéw.

oPraca finansowana ze S§rodkow Slqskiego Uniwersytetu
Medycznego w Katowicach (KNW-1-182/N/8/B)”.
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Streszczenie: Infekcje grzybicze skory, wloséw i paznokci cechuje najwyzsza prewalencja wsrod wszystkich grzybic dotykajac obecnie
ponad 20-25% populacji ludzi i zwierzat na $wiecie. Czynnikami etiologicznymi wigkszoéci grzybiczych infekcji powierzchniowych sg
dermatofity. Sposrod innych patogennych grzybdéw strzgpkowych wyrdznia je unikalna wladciwosé rozkladu keratyny. Ogromna zdolnosé
przetrwania w réznych ekosystemach grzybow tej grupy wynika z ich réznorodnosci morfologicznej, ekologicznej, jak réwniez mozli-
wosci adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiska. Dermatofity chociaz stanowig jedna z najstarszych grup mikroorganizméw
dlugo nie doczekaly sie stabilnego systemu taksonomicznego. Co najwazniejsze z klinicznego punktu widzenia, dermatofity wciaz przy-
sparzaja probleméw diagnostycznych, co skutkuje bledami terapeutycznymi. Rosnaca liczba zakazen, w tym réwniez odzwierzecych, brak
stabilnoéci taksonomicznej i niejednoznaczny obraz kliniczny niektérych przypadkéw dermatomykoz powoduja konieczno$¢ poszukiwa-
nia nowych metod szybkiej, taniej i powtarzalnej identyfikacji gatunkowej tych grzybow. Z kolei identyfikacja gatunkowa determinowana
jest jasnoscig kryteriow klasyfikacyjnych uwzgledniajacych poglady klinicystow, epidemiologéw i mykologéw. W niniejszej pracy Autorzy
przedstawiajg ewolucje systemow taksonomicznych dermatofitoéw na przestrzeni dziejow rozwoju mikrobiologii. Odkrywanie nowych
faktow z zakresu biologii i ekologii dermatofitéw, jak réwniez rozwdj technik mozliwych do zastosowania w laboratorium diagnostyki
mykologicznej skutkowaty opracowaniem nowych strategii identyfikacyjnych. Wspotczesny system klasyfikacyjny tych patogenéw oparty
na badaniach molekularnych wydaje si¢ by¢ stabilny i szeroko akceptowany, czy jednak zakonczy wiekowe zamieszanie klasyfikacyjne
i okres setek zmian nomenklaturowych, bedacych koszmarem diagnostow? Mozna wnioskowa¢, ze taksonomia dermatofitow, zwlaszcza
gatunkow antropofilnych, jest juz wystarczajaco dojrzata, aby ustabilizowa¢ sie z korzyscia zaréwno dla klinicystow, jak i naukowcow.

1. Wprowadzenie. 2. Pierwsze systemy klasyfikacji dermatofitow. 3. Fenotypowe systemy klasyfikacyjne. 4. ,,Biologiczna” era w klasyfika-

cji. 5. Ekologiczny podzial dermatofitéw. 6. Molekularna rewolucja w taksonomii dermatofitéw. 7. Problemy taksonomiczne w mykologii.

8. Kliniczny aspekt taksonomii dermatofitow. 9. Obecnie obowigzujacy system klasyfikacyjny. 10. Nierozréznialne ,kompleksy gatun-
kow”. 11. Podsumowanie

TAXONOMY OF DERMATOPHYTES - CLASSIFICATION SYSTEMS CHANGE,

IDENTIFICATION PROBLEMS REMAIN THE SAME

Abstract: Fungal infections of the skin, hair, and nails is characterized by the highest prevalence among all fungal infections currently
affecting over 20-25% of the world’s human and animal populations. Dermatophytes are the etiological factors of the most superficial
fungal infections. Among other pathogenic filamentous fungi distinguishes them a unique attribute to degrade keratin. The remark-
able ability of this group of fungi to survive in different ecosystems results from their morphological and ecological diversity as well as
high adaptability to changing environmental conditions. Dermatophytes, although they are one of the oldest groups of microorganisms
recognised as pathogens, nevertheless they have not been classified in a stable taxonomic system for a long time. In terms of diagnostics,
dermatophytes still pose a serious problem in the identification procedure, which is often related to therapeutic errors. The increasing
number of infections including zoonoses, lack of taxonomic stability, and ambiguous clinical picture of dermatomycosis cases necessitate
a search for new methods for rapid, cheap, and reproducible species identification of these fungi. In turn, the species identification is
determined by the clarity of classification criteria combined with the taxonomic division generally accepted by microbiologists and refer-
ring to the views expressed by clinicians, epidemiologists, and scientists. In this paper, the authors present the evolution of taxonomic
systems for dermatophytes over the history of microbiology development. Discovery of new facts about the biology and ecology of der-
matophytes and the development of techniques applicable applied in a mycological diagnosis laboratory facilitated development of new
identification strategies at various points in the history. The modern molecular classification system of these pathogens seems to be stable
and widely accepted. However, will it end the long-standing classification confusion and the period of hundreds of nomenclatural changes,
which are diagnosticians’ nightmare? It can be argued that the taxonomy of dermatophytes, in particular that of anthropophilic species, is
sufficiently established to be stabilised for the benefit of both clinicians and scientists.

1. Introduction. 2. First dermatophyte classification systems. 3. Phenotypic classification systems. 4. “Biological” era in the classification.
5. Ecological division of dermatophytes. 6. Molecular revolution in the taxonomy of dermatophytes. 7. Taxonomic problems in mycology.
8. Clinical aspect of the taxonomy of dermatophytes. 9. Current classification system. 10. Indistinguishable “species complexes”. 11. Summary
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1. Wprowadzenie

Infekcje grzybicze skory, wloséw i paznokci stano-
wig najliczniejszg i najbardziej rozpowszechniong grupe
wszystkich grzybic. Czestos¢ wystepowania powierzch-
niowych infekcji grzybiczych wzrosta w ostatnich dzie-
siecioleciach do takiego poziomu, ze grzybice skory
dotykaja obecnie ponad 20-25% $wiatowej populacji,
przez co s3 jedng z najczestszych infekeji grzybiczych
[4, 16, 17, 27, 45]. Czynnikami etiologicznymi wiek-
szosci grzybiczych infekcji powierzchownych sg der-
matofity [7, 11, 12, 22, 46, 60, 65, 66].

Chociaz nazwa dermatofity jest powszechnie sto-
sowana, to nie ma jednej uniwersalnej i akceptowalnej
przez $rodowisko mikrobiologéw definicji, a jej uzy-
wanie ma charakter raczej intencjonalny, do okreslania
gatunkow grzybow patogennych, posiadajacych zdol-
nos¢ rozktadu keratyny [28, 37, 65]. Howard i wsp. [28]
dermatofitami okreslaja liczna w gatunki grupe blisko
spokrewnionych keratynofilnych grzybéw z rodzaju
Epidermophyton (Sabour. 1907), Microsporum (Gruby
1843) i Trichophyton (Malmsten 1848), ktore powoduja
infekcje skory, wlosow, paznokei i innych wytwordw
naskorka i skory wlasciwej. Wszystkie gatunki derma-
tofitow naleza do rodziny Arthrodermataceae (Locq.
ex Currah 1985) i rzedu Onygenales (Cif. ex Benny
i Kimbr. 1980). W tak ujetej definicji watpliwosci budzi
nazywanie dermatofitami niepatogennych, saprofitycz-
nych gatunkéw z wymienionych rodzajow, np. Epi-
dermophyton stockdaleae (Prochacki i Eng.-Zas. 1974),
Microsporum boullardi (Dominik i Majchr. 1965),
Trichophyton ajelloi (Ajello 1968), T. terrestre (Durie
i D. Frey 1957). Dla odrdznienia tych niepatogennych
gatunkow od wlasciwych patogendw, a jednoczesnie
wskazania ich biologicznego powigzania zapropono-
wano dla nich termin ,,dermatofitoidy” [32, 34].

2. Pierwsze systemy klasyfikacji dermatofitow

Dermatofity jako jedne z pierwszych mikroorganiz-
mow zostaly opisane jako czynniki chorobotwdrcze
owczesnie obserwowanych zmian skérnych u ludzi
i zwierzat [34]. Badania taksonomiczne tych grzybow
zostaly zapoczatkowane w 1841 roku przez Roberta
Remaka i Davida Grubyego [26]. Pig¢ gtéwnych gatun-
kéw dermatofitoéw uznawanych w dzisiejszych czasach
za najistotniejsze epidemiologicznie, a mianowicie
Microsporum audouinii (Gruby 1843), Epidermophy-
ton floccosum (Langeron i Miloch. 1930), Trichophyton
schoenleinii (Langeron i Miloch. ex Nann. 1934), T ton-
surans (Malmsten 1848) i T. mentagrophytes (Sabour.
1895) zostalo opisanych w latach 1841-1875 [51].
Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze pierwsza klasyfi-
kacja dermatofitow powstata kilka dekad przed opra-

cowaniem przez Ludwika Pasteura metody uzyskiwania
czystych kultur, co wskazuje na istotng zauwazalnosé¢
problematyki dermatomykoz w tamtych czasach [51].
Jedynym wspotczesnie znanym gatunkiem dermatofita,
ktorego brakuje na liscie R. Remaka i D. Grubyego jest
Trichophyton rubrum (Sabour. 1911), a ktdry zostal
sklasyfikowany dopiero w XX wieku [49].

Hodowla i opis czystych kultur dermatofitéw wpro-
wadzily mykologie w swoistg epoke renesansu. Nowo
klasyfikowane dermatofity byly okreslane na podsta-
wie polgczonych obserwacji zréznicowanych zmian
klinicznych liszaju obraczkowego (ringworm) powo-
dowanego przez rézne grupy ekologiczne dermato-
fitow 1 opiséw morfologii kolonii przeprowadzanych
in vitro [50]. Postugujac si¢ metodologia Sabourauda
jako standardem [50], w latach 1870-1920 wyodreb-
niono kolejnych szesnascie gatunkéw dermatofitow,
przede wszystkim zwigzanych z infekcjami u ludzi.
Stosowanie tego samego standardu metodologicznego
klasyfikacji dermatofitow doprowadzito w nastepnych
dziesigcioleciach do wzrostu liczby opiséw nowych
gatunkow i zamieszania nomenklaturowego. Ogdlna
koncepcja okreslania przynalezno$ci do dermatofitéw
zostala wowczas zaburzona, a reguly taksonomiczne
staly si¢ niespdjne, co skutkowato wielokrotnymi zmia-
nami w nomenklaturze. Zaowocowalo to tacznie okoto
350 zmianami w nazwach gatunkowych w 1950 roku
(Ryc. 1) [12]. Zasady klasyfikacyjne dermatofitéw
i jednolita nomenklatura anamorf zostaly ustabilizo-
wane dopiero po szerokich konsultacjach w srodowisku
mykologdéw, a rodzaje Epidermophyton, Microsporum
i Trichophyton staly sie taksonami skupiajgcymi wszyst-
kie dotad poznane gatunki dermatofitéw [11, 12, 60].

3. Fenotypowe systemy klasyfikacyjne

Pasterowska metoda otrzymywania czystych kultur
zostala szybko implementowana do mykologii i takso-
nomii dermatofitéow [51]. Morfologia pojedynczej ko-
lonii grzyba, w polaczeniu z jego obrazem mikroskopo-
wym, stanowity dobre parametry diagnostyczne [11].
Watpliwosci dotyczace mozliwosci wykorzystywania w
identyfikacji dermatofitéw opiséw makro- i mikromor-
fologii czystych kultur pojawily si¢ dopiero w momencie
badania powtarzalnosci tych cech [22, 34, 60]. Udowod-
niono, ze izolaty pochodzace bezposrednio ze zmian kli-
nicznych cechuje charakterystyczna morfologia, ktéra
jest diagnostycznie uzyteczna, ale jednoczesnie morfo-
logia ta zmienia si¢ w wyniku pasazowania kultur [11,
12, 18]. Standaryzacja szczepow referencyjnych byta
zatem trudna, co w konsekwencji doprowadzilo do
wprowadzenia licznych taksondw, ktdre jednak obecnie
uwazane sg za synonimy wczesniej opisanych gatunkow
[12, 64]. Obecnie, juz tylko historycznie, mozna wskaza¢
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Ryc. 1. Liczba zmian nomenklaturowych gatunkéw dermatofitéw z uwzglednieniem kryterium klasyfikacji
i okresu rozwoju taksonomii

przynajmniej dwadziescia roznych gatunkowych nazw
synonimicznych T. mentagrophytes, sze$¢ T. verrusosum
(E.Bodin 1902) i po trzy dla M. canis oraz E. floccosum.
Ponadto, rézne rodzaje odmian morfologicznych opisy-
wano jako osobne taksony, np. Keratinomyces longifu-
sus (Florian i Galgoczy 1964), bedacy w rzeczywistosci
Microsporum fulvum (Uriburu 1909) cechujacy sie silnie
koherentnymi konidiami [41].

Bledna klasyfikacja byla zatem nieunikniong kon-
sekwencja systemu diagnostycznego opartego wylacz-
nie na fenotypie [16, 17, 22, 66]. Co wiecej, znanych
jest obecnie co najmniej kilka gatunkéw dermatofi-
tow, ktore zupelnie nie wykazuja sporulacji lub bardzo
stabo sporuluja w hodowli in vitro. Do takich gatunkéw
z pewnoscig mozna zaliczy¢ Trichophyton concentricum
(R.Blanch. 1895) i T. schoenleinii (Langeron i Miloch.
ex Nann. 1934), ktére ze wzgledu na brak swoistych
cech fenotypowych w hodowlach in vitro czgsto sa
identyfikowane w oparciu o charakterystyczny obraz
i lokalizacje zmian klinicznych [12, 29].

W ostatnich dziesiecioleciach XX wieku stato sie
oczywiste, ze identyfikacja gatunkowa oparta na mor-
fologii ma swoje ograniczenia i nie moze by¢ dalej wy-
korzystywana. Uwzgledniajac te problemy, Weitzman
i wsp. [59] wprowadzili do diagnostyki dermatofitow
dodatkowy zestaw testow fizjologicznych. Zastosowa-
nie migdzy innymi tak zwanych ,, Trichophyton-agarow”
pozwolito wykaza¢ zrdznicowanie zdolnosci poszczegdl-
nych szczepéw do asymilacji panelu witamin. Ponadto,
zdolnos¢ wzrostu w réznych temperaturach i mozliwosé
uplynniania zelatyny pozwolily wprowadzi¢ dodatkowe
kryteria w réznicowaniu izolatéw. Nowe ,,konwencjo-
nalne podejécie” stosowane przy opisie gatunkow der-
matofitéw stanowito polgczenie obrazu klinicznego
infekeji, cech makroskopowych i mikroskopowych czy-
stych kultur oraz ich fizjologii. Jedynym nieuwzglednio-
nym aspektem w tym podejsciu byta serologia szczepow,
ktora nigdy tak naprawde nie zostala wprowadzona do
diagnostyki dermatofitow [11, 15, 32].

4. ,Biologiczna” era w klasyfikacji

Opisy stadiow teleomorficznych dermatofitow autor-
stwa Christine Dawson i Jeremy Gentles’a [9] oraz Phy-
lis Stockdale [52] pozwolity wprowadzi¢ do mykologii
biologiczna koncepcje gatunku. Owi badacze stwier-
dzili, ze niektore geofilne i zoofilne dermatofity, jak
réwniez pokrewne im niepatogenne gatunki, takie jak
Trichophyton terrestre i T. ajelloi, rozmnazajg si¢ w pro-
cesie plciowym. Do okre$lania stadiow doskonatych
(teleomorficznych) tych grzybéw zostaly wprowadzone
nazwy rodzajowe Arthroderma (Curr. 1860) i Nanniz-
zia (Stockdale 1961) [9, 11, 52, 53]. W konsekwencji
wzrosla liczba taksonow, a klasyfikacja i identyfikacja
skomplikowaly sie przez wprowadzenie podwojnej
nomenklatury dla tych grzybéw (Ryc.2). Okreslenie
typow plciowych dermatofitoéw zaczelto si¢ w niezwykty
sposob, gdy Stockdale [53] odkryl, Ze u przedstawicieli
wielu, pozornie niezwigzanych ze sobg gatunkow,
mozna indukowac proces plciowy w obecnosci szczepu
testowego Arthroderma simii (Stockdale, D.W.R. Mack.
i Austwick 1965). Wiekszos¢ gatunkow dermatofitow,
dla ktérych znane sg stadia doskonale (teleomorficzne)
moze by¢ identyfikowana tg metoda. W toku prowa-
dzonych badan okazalo si¢, ze Trichophyton rubrum
posiada typ plciowy okreslany jako (-), podczas gdy
gatunek blisko spokrewniony T. megninii (R.Blanch.
1895), obecnie uwazany za synonim pierwszego z wy-
mienionych, jest typu plciowego (+) [52, 53]. Tylko dla
kilku waznych epidemiologicznie gatunkow dermato-
titow, takich jak Epidermophyton floccosum (Langeron
i Miloch. 193) i T. soudanense (Joyeux 1912) nie opi-
sano do tej pory ich stadiow teleomorficznych [11].
Summerbell [55] zwrécil uwage na oczywisty czynnik
ekologiczny taczacy gatunki o nieznanych stadiach tele-
omorficznych, mianowicie, wszystkie byly zdolne do
wywolywania infekeji u zwierzat i/lub cztowieka. Nato-
miast do tej pory nie odnaleziono zadnych struktur roz-
rodczych pozostawianych na keratynowych szczatkach
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1843
Pierwszy opis dermatofitow
na podstawie zmian
klinicznych

1860
Odnalezienie stadium
ptciowego (teleomorfa)
w prébce srodowiskowej

1937
Wprowadzenie podwdjnego
nazewnictwa do
nomenklatury dermatofitéw
(anamorfai teleomorfa)

1958
Obowigzek opisu i
deponowania typowych
przedstawicieli gatunkow

W przypadku utraty
oryginalnych préb,
powszechnie akceptowane,
gatunki okreslane jako

neotypowe.

Klasyfikacja przeprowadzona
na podstawie cech klinicznych

Wszystkie gatunki bez
zdeponowanego materiatu
wyjsciowego sg odrzucane jako
watpliwe

Rzadkie gatunkibez
zdeponowanego materiatu
wyjsciowego sg odrzucane jako
watpliwe

Ana- i teleomorfa roznych

1961
Poczatek doswiadczen
ptciowych; stadiateleomorfai
anamorfatgczone w pary

2013
Podwdjne nazewnictwo
porzucone

typow ekologicznych okreslane
jako fakultatywne synonimy

!

2016

Najstarsza nazwa nomenklaturowa gatunku pozostaje jako obowigzujaca.
Opis fenotypowy i deponowanie typowych przedstawicieli obligatoryjne

Ryc. 2. Typowi przedstawiciele gatunkéw i ich miejsce w historii taksonomii dermatofitow

roslinnych badz zwierzecych, ktére umozliwialyby im
pdzniejsze procesy plciowe.

Znajomos¢ sekwencji genomowych wielu gatunkéw
dermatofitéw pozwolila okresli¢ loci odpowiedzialne za
typy plciowe [36]. Stosujac czesciowg amplifikacje kaz-
dego locus, Kano i wsp. [31] potwierdzili molekularnie,
ze 22 badane przez nich szczepy T. verrucosum wyka-
zujg tylko jeden typ plciowy. Inne doniesienia naukowe
[11, 12, 25] ujawnily, ze pojedynczy typ plciowy wyste-
puje u wielu gatunkéw, m. in.: T. tonsurans (Malmsten
1848), T equinum (Gedoelst 1902), T. interdigitale
(Priestley 1917), T. schoenleinii (Langeron & Miloch.
ex Nann. 1934), T. rubrum, T.violaceum (Sabour. ex
E.Bodin 1902), T. erinacei (A.A. Padhye i ].W. Carmich.
1969), T. concentricum, M. audouinii i M. ferrugineum
(M. Ota 1921). Potwierdza to poglad, ze dominujacym
sposobem rozmnazania tych grzybow jest bezplciowa
reprodukcja klonalna, ktéra pojawita si¢ w konse-
kwencji utraty jednego z typow plciowych (+) lub (-)
na poziomie gatunku [12, 31, 36]. Wyjatek stanowig
tu gatunki zoofilne, takie jak T. benhamiae (Y. Graser
ide Hoog 2016) i T. mentagrophytes, gdzie obydwa typy

plciowe byly obecne, ale w réznych proporcjach [56,
57]. Na podstawie tych badan mozna wnioskowac, ze
klonalne procesy bezplciowe sa dominujacym sposo-
bem rozmnazania si¢ wszystkich dermatofitéw antro-
pofilnych i wiekszosci zoofilnych [12, 36]. Podkreslenia
wymaga tez roznica w typach propagul rozmnazania
bezplciowego (konidiéw) zalezna od stadium Zycio-
wego, w ktorym znajduje si¢ grzyb [16, 19]. W czasie
rozwoju w obrebie struktur wlosa lub naskodrka strzepki
grzyba ulegaja fragmentacji w celu wytworzenia licz-
nych przetrwalnych, matych artrokonidii, stanowia-
cych zarazem elementy infekcyjne [40]. Z kolei bez-
plciowe rozmnazanie grzybow in vitro daje zupelnie inne
pokolenie zarodnikéw, okreslanych makro- i mikro-
konidiami [11, 16, 17, 21, 22].

Ciekawych obserwacji dokonali Anzawa i wsp.,
[2] ktorzy wykazali mozliwo$¢ zachodzenia procesu
plciowego pomiedzy wysoce kompetentnym szcze-
pem testowym A. simii, wytwarzajacym plodne poko-
lenie, a szczepem T. rubrum. W wyniku krzyzowania
tych szczepdw uzyskano 35 askospor, z ktérych jedna
okazala si¢ hybryda obydwu krzyzowanych szcze-
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pow tych dwoch gatunkow. Wydaje sie, ze dermato-
fity posiadly atawistyczna zdolno$¢ wymiany mate-
riatu genetycznego w wyniku rozmnazania piciowego
w odpowiedzi na niekorzystne warunki, np. stresujace
warunki nowo zasiedlonego (kolonizowanego) $rodo-
wiska [12]. W rzeczywistosci rozne nisze ekologiczne
w przypadku gatunkéw antropofilnych (T. rubrum)
i zoofilnych (A. simii) ograniczaja mozliwosci spoty-
kania si¢ w naturze szczepow o réznych preferencjach
ekologicznych [2].

5. Ekologiczny podzial dermatofitow

Duze réznice migdzy gatunkami dermatofitow moz-
na dostrzec w odniesieniu do ich naturalnego srodowi-
ska wystepowania. Dotychczas opisano trzy grupy eko-
logiczne dermatofitéw: antropofilne, zoofilne i geofilne
(Tabela I). Niejednokrotnie zaklasyfikowanie poszcze-
golnych gatunkéw do typu ekologicznego jest niemoz-
liwe z powodu niewystarczajacych réznic fenotypo-
wych i braku molekularnego wyznacznika [40, 43, 44].
Gatunki antropofilne naturalnie kolonizuja wytwory
naskorka czlowieka, przenoszac si¢ miedzy gospoda-
rzami i powodujac przewlekle, ale tagodnie przebiega-
jace infekcje gléwnie w obrebie gatunku Homo sapiens
[15, 40]. Transmisja zakazenia na zwierzeta aczkolwiek
sporadyczna jest uznawana za mozliwg [40].

Gatunki zoofilne bytuja na zwierzetach, ich przeno-
szenie na ludzi jest mozliwe i czeste, a odbywa sie zwykle
poprzez rezerwuary, ktorymi moga by¢ same zwierzeta,
ich siers¢ lub przedmioty, z ktérymi mialy stycznos¢
[16-20, 40, 43, 44]. Dermatofity zoofilne izolowane
od zwierzat, odpowiedzialne sg za infekcje objawowe,
ale niejednokrotnie bytujg réwniez bezobjawowo, czy-
nigc zwierze nosicielem i w tym przypadku moga stac
sie zrédlem epidemii [19, 20]. Naturalnym miejscem
bytowania dermatofitéw geofilnych jest gleba, czesto
wokot siedlisk (nor, jam) okreslonych ssakéw ladowych
[5]. Ta grupa grzyboéw moze by¢ przenoszona przez
zwierzeta mechanicznie na powlokach zewnetrznych
[5, 15, 19], imitujac bezobjawowe nosicielstwo, stad
réznica miedzy dermatofitami geofilnymi i zoofil-

nymi nie zawsze jest ostra. Dodatkowo, gdy transmi-
sja odbywa sie na czlowieka, gatunki zoo- i geofilne
powoduja grzybice o ostrym przebiegu z silnie wyra-
zonymi objawami reakcji zapalnej [16, 20, 22]. Dowody
naukowe wskazujg na zjawisko wysokiej zakaznosci
dermatomykoz zoofilnych wséréd ludzi. Niejednokrot-
nie prowadzg do powstawania ostrych ognisk infekeji
z wyraznym pier§cieniem na brzegu zmiany $wiad-
czacym o silnym procesie zapalnym [20, 54]. Z kolei
wiekszo$¢ infekcji powodowanych przez dermatofity
geofilne ma przebieg tagodny, a ogniska majg charakter
samoograniczajacy sie [15, 54].

W toku prowadzonych w ostatnich latach badan nad
filogeneza dermatofitow zostala zaobserwowana tenden-
cja ewolucyjna, wskazujaca zauwazalny trend adapta-
cyjny, od najstarszych dermatofitéw geofilnych poprzez
zoofilne do grupy dermatofitéw antropofilnych. Ostat-
nia z wymienionych uchodzi za ewolucyjnie najmtod-
sz3, najstabiej przystosowang do réznych nisz ekologicz-
nych, a zarazem wasko wyspecjalizowang do rozwoju
na skorze czlowieka [27, 64]. Biologiczne wyjasnienie
tego zjawiska wydaje sie by¢ proste. Dostosowanie do
zycia w stalym $rodowisku tkanek zywiciela spowo-
dowalo wtorng utrate wielu mechanizméw adaptacyj-
nych, co wyraznie zauwazalne jest w utracie chociazby
typow plciowych u antropofilnych gatunkéw [25, 64].
Natomiast dermatofity geofilne, bytujace w zmiennych
warunkach glebowych i podlegajace ciagtej konkuren-
cji ze strony innych mikroorganizméw, wykazujg sze-
reg cech adaptacyjnych, w tym zdolno$¢ rozmnazania
plciowego [2, 64]. Ogniwo posrednie stanowi grupa der-
matofitéw zoofilnych. Okrywa wlosowa zwierzat jako
nisza ekologiczna dla grzybow jest bowiem trudniejsza
do opanowania niz skeratynizowane tkanki ludzkie, ale
z pewnoscig tagodniejsza niz gleba eksponowana na
zmienne warunki fizyko-chemiczne [47, 64]. Wydaje
sie, iz wspdlnego przodka wszystkich dermatofitow
nalezy poszukiwaé posrod gatunkow geofilnych [25,
63]. Tak przedstawiona charakterystyka poszczegolnych
grup dermatofitow wyznacza trzy typy ekologiczne,
ktdre chociaz nie sg wyraznie fenotypowo rozrdznialne,
sa zasadniczo odmiennie przystosowane do srodowiska
zycia i maja rowniez inne znaczenie kliniczne (Tabela I).

Tabela I
Charakterystyka grup ekologicznych dermatofitow
Cecha Grupa ekologiczna

charakterystyczna Antropofile Zoofile Geofile
Pochodzenie ewolucyjne odlegte posrednie bliskie
Proces plciowy brak mozliwy czesty
Zmiany infekcyjne niewielkie umiarkowane nasilone
Zrédto zakazenia czlowiek zwierzeta (mozliwe takze srodowisko) | $rodowisko (gldéwnie gleba)
Leczenie przewlekte fatwe, krotkie samoistne
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6. Molekularna rewolucja w taksonomii dermatofitow

Podobnie jak w czasach Ludwika Pasteura, kiedy
czyste kultury zrewolucjonizowaly mikrobiologie, tak
w ostatniej dekadzie XX wieku zastosowanie metod
molekularnych zrewolucjonizowato taksonomi¢ derma-
tofitow i innych grzybow. Jako pierwsze markery mole-
kularne w mykologii wykorzystano sekwencje DNA
kodujace biatka malej i duzej podjednostki rybosomu
(23, 33, 39, 47, 61]. Graser i wsp. [22, 24] zastosowali
w badaniach taksonomicznych grzybéw region ITS
rDNA (Internal Transcribed Spacer ribosomal DNA),
co pozwolito im sklasyfikowa¢ znaczna liczbe gatunkow.
Ten marker molekularny byt wielokrotnie wykorzysty-
wany w pozniejszych badaniach [10, 16-20, 25, 35, 42,
61, 63, 66], takze w polaczeniu z innymi, takimi jak gen
beta tubuliny [47, 48] lub gen czynnika translacyjnego 1
[38]. Na podstawie tych badan stwierdzono, ze gléwna
topologia rodziny Arthrodermataceae jest molekularnie
stabilna, ale nie w pelni odpowiada morfologii, ponie-
waz rodzaj Trichophyton wydaje si¢ by¢ polifiletyczny
[24, 38, 47, 48]. Filogenetycznie, antropofilne gatunki
dermatofitow sa najmtodsze ewolucyjnie i ograniczone
do kilku zamknietych klastréw, gatunki zoofilne, zwtasz-
cza infekujgce zwierzeta hodowlane, wiekiem ewolu-
cyjnym zajmuja pozycje posrednia, stanowigc ogniwo
taczace z przodkami, gatunkami geofilnymi [12]. Nowy
system taksonomiczny sformalizowat te roznice pocho-
dzenia ewolucyjnego, co w zamysle mialo przeklada¢ sie
na wigksza uzyteczno$¢ w diagnostyce laboratoryjne;.

Podczas gdy podejscie molekularne w taksonomii
dermatofitow bylo w stanie okresli¢ gtowne trendy ich
ewolugji, okazalo si¢ ono zawodne w klasyfikacji i iden-
tyfikacji kilku epidemiologicznie istotnych gatunkow
[25]. Ugruntowane w mykologii pary gatunkéw, takie
jak Trichophyton rubrum | T. violaceum, T. equinum |
T. tonsurans i do pewnego stopnia takze tréjka M. audo-
uinii | M. canis | M. ferrugineum pozostala nierozroz-
nialna molekularnie, nawet z zastosowaniem analizy
wielolokusowej (multilocus) [12]. Z tego wzgledu jedy-
nym rozwigzaniem tego problemu taksonomicznego
moze by¢ podejscie wielokierunkowe, taczace dane
molekularne, ekologiczne, fenotypowe i uwzgledniajace
cykle zyciowe tych grzybdow.

7. Problemy taksonomiczne w mykologii

Gléwnym problemem taksonomicznym, czgsto spo-
tykanym w przypadku grzybéw $rodowiskowych, jest
nieoczekiwana réznorodno$¢ filogenetyczna izolatow,
ktore wczesniej wydawaly sie fenotypowo monomor-
ficzne [22, 25, 63, 64]. Izolaty o podobnej makro-
i mikro-morfologii niejednokrotnie okazuja si¢ przy-
naleze¢ do zupelnie innych gatunkoéw, rodzajow, a nawet

grup ekologicznych [22, 40, 60]. Nalezy zaznaczy¢, ze
sklasyfikowane na podstawie fenotypu dermatofity,
pomimo zrdznicowania cech w obrebie réwnowaznych
taksonow, naleza zawsze do jednej linii ewolucyjnej,
tj. rodziny Arthrodermataceae [25]. O wspdlnej filo-
genezie wszystkich dermatofitéw $wiadczy¢ moga ich
keratynofilne wlasciwosci, ktore stanowia rzadka ceche
w krolestwie grzybow [64]. Z kolei ewolucja w obrebie
tej rodziny wykazuje silng koherencje z naturalnymi
gospodarzami, zwierzetami lub ludzmi, dostarczajacymi
podstawowy skfadnik odzywczy - keratyne [63]. Zalez-
no$¢ miedzy gatunkiem dermatofitu a gospodarzem
odnotowano w literaturze dtugo przed wprowadzeniem
do taksonomii metod molekularnych, a przyczyny upa-
truje si¢ w zréznicowaniu struktury keratyny u poszcze-
golnych gatunkow zywicieli i zjawisku przystosowania
patogenu do zywiciela [8].

Drugim, aktualnym w mykologii problemem takso-
nomicznym jest koncepcja gatunkéw molekularnych
[22, 25]. Dlugie lata po wprowadzeniu genetycznego
kryterium do taksonomii obowigzywata reguta méwiaca,
ze w krdlestwie grzybow liczba gatunkéw okreslonych
na podstawie badan molekularnych jest znacznie wiek-
sza niz ta, ktora zostala zdefiniowana w oparciu o kon-
wencjonalne metody fenotypowe [3, 13, 21]. W lite-
raturze dostepne s3 dane na temat mnogosci typow
genetycznych Aspergillus fumigatus (Fresen. 1863) [3],
Candida parapsilosis (Langeron i Talice 1932) [13] lub
Aureobasidium pullulans (G. Arnaud 1918) [21], ktdre
potwierdzaja ten poglad. Dermatofity wydaja sie by¢
jednak wyjatkowe pod tym wzgledem. W ciagu ostat-
nich 150 lat badan mykologicznych, skoncentrowanych
gléwnie w osrodkach europejskich z powodu duzej
czestotliwosci i réznorodnosci choréb powodowanych
przez te grzyby, opisana zostala ogromna liczba fenoty-
pow i genotypow dermatofitéw [21]. Obecnie na kon-
tynencie europejskim, w oparciu o kryteria genetyczne
zidentyfikowano 10 gatunkéw dermatofitéw antropo-
filnych [12]. Jednakze w Atlasie Grzybéw Klinicznych
[11, 12] wymienione zostalo 103 taksony tego typu,
a w literaturze badacze postugujg si¢ az 242 nazwami
synonimicznymi na opisanie tych samych 10 gatun-
kow [12, 15]. Tym samym, wydaje si¢, ze w przypadku
dermatofitow réznorodnos¢ gatunkowa obserwowana
na podstawie wynikéw klasycznej identyfikacji jest
znacznie wieksza niz realnie istniejgca réznorodnosé
genetyczna. Mozemy wnioskowaé, ze antropofilne,
a przypuszczalnie takze zoofilne, dermatofity zostaly
sklasyfikowane sztucznie, co doprowadzito do nagro-
madzenia réwnowaznych taksonéw, nie majacych filo-
genetycznego uzasadnienia [64]. Podobne zjawiska
zawyzenia liczby gatunkéw widoczne sg w innych gru-
pach grzybow o znaczeniu praktycznym, ktdre zostaly
w zwigzku z tym zbadane in extenso. Przyktadowo,
gatunki Rhizopus (Ehrenb. 1821) fatwo rosng w hodowli
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in vitro, a ich przemystowe wykorzystanie rozpoczeto
sie natychmiast po okresie Pasteura, ze wzgledu na
wazng role w procesach fermentacji azjatyckich pro-
duktéw spozywczych na bazie soi [30]. Fenotypowo
opisano 43 gatunki synonimiczne Rhizopus microspo-
rus (Tiegh. 1875) i R. arrhizus (A. Fisch. 1892), ktore
molekularnie zredukowano do zaledwie dwoch [14].
Innym przyktadem jest wszechobecna Alternaria alter-
nata (Keissl. 1912), zredukowana na podstawie analiz
genomow do jednego gatunku, z pierwotnie licznych
synonimicznych gatunkdéw wyodrebnionych w oparciu
o morfologie konidiéw i typéw konidioforow [62].

8. Kliniczny aspekt taksonomii dermatofitow

Obecne trzy gtéwne rodzaje dermatofitéw Epider-
mophyton, Microsporum i Trichophyton sklasyfikowane
sg na podstawie cech morfologicznych. Tylko czg$ciowo
odpowiada to ich filogenezie [22]. Najlepszym przy-
kfadem sg gatunki nalezace do rodzaju Trichophyton,
w ktérym, pomimo ze sklasyfikowane sg grzyby spet-
niajace morfologiczne kryteria, czeSciowo mieszczg sie
dermatofity antropofilne i zoofilne, a czgsciowo takze
ich przodkowie, przewaznie gatunki geofilne [23, 24].
W zwigzku z tym, szereg geofilnych gatunkow Tricho-
phyton, odleglych filogenetycznie od przedstawicieli
dwoch pozostatych grup ekologicznych i prawie nigdy
niepowodujacych infekeji u ludzi i zwierzat, jest obec-
nie rozpatrywanych w rutynowej diagnostyce na réwni
z patogenami [12, 15, 22]. Z punktu widzenia ekolo-
gicznego i klinicznego rdéznica miedzy tymi grupami
jest ogromna, poniewaz gatunki antropofilne i zoofilne
sa uwazane za ,prawdziwe” (obligatoryjne) patogeny,
poniewaz majg przewage ewolucyjna i sg przenoszone
miedzy ludZzmi badz ich transmisja odbywa sie ze zwie-
rzat na ludzi [27, 64]. Natomiast przytlaczajaca wiek-
szo§¢ gatunkow geofilnych jest oportunistami, a ich
naturalnym $rodowiskiem bytowania jest gleba [60].
Polaczenie tak wysoce ewolucyjnie odleglych grzybow
w jednym rodzaju nie jest optymalne i moze prowadzi¢
do bledéw diagnostycznych. Filogeneza molekularna
wyraznie oddziela dermatofity geofilne od antropo-
filnych i zoofilnych, co potwierdzaja opublikowane
wczedniej badania oparte na analizie sekwencji ITS
[22], genu czynnika translacyjnego 1 (TEFI) [38] i genu
kalmoduliny (CAL) [1]. System taksonomiczny derma-
tofitow uzyteczny w diagnostyce klinicznej, stanowiacy
nowoczesne rozumienie identyfikacji, musi odzwier-
ciedla¢ filogeneze molekularng, dodatkowo poparta
danymi pochodzacymi z badan fenotypowych i oceny
obrazu klinicznego, a wiec powinien by¢ wielokierun-
kowy [12]. Gléwne kryteria optymalnego okreslania
gatunkow powinny opierac si¢ na koncepcji gatunkow
biologicznych, tj. mozliwosci losowego laczenia sie

pomiedzy szczepami tego samego gatunku oraz wyda-
wania plodnego potomstwa i brak takiej mozliwosci
miedzy odrebnymi gatunkami [43, 44]. W praktyce
mikrobiologicznej to kryterium czgsto nie jest jednak
fatwe do zastosowania. Eksperymenty krzyzowania
plciowego byly szczegélnie pomocne w wyznaczeniu
gatunku Microsporum gypseum (Guiart i Grigoraki
1928) i kompleksu T. mentagrophytes [56-58]. Roz-
mnazanie plciowe wielu gatunkéw dermatofitéw cze-
sto nie zostalo opisane ex vivo, poniewaz warunki,
w ktorych produkowane sg teleomorfy, sg nieznane lub
by¢ moze naturalnie nie istnieja specyficzne uwarun-
kowania $rodowiskowe dla tego procesu [25, 43, 44].
W przypadku populacji tych grzybow przewaga liczeb-
nosci jednego typu plciowego moze prowadzi¢ do pre-
ferowania rozmnazania bezplciowego i wyjasnia¢ brak
zroznicowania wewnatrzgatunkowego [22, 25]. Wow-
czas gatunek bedzie stanowila populacja osobnikow
o wysokim stopniu zgodnosci genetycznej, a koncepcja
gatunkow biologicznych zostanie wyrazona in silico na
podstawie analizy podobienstwa genomow [22, 64].
De Hoog i wsp. [12] korzystajac z tej koncepcji zapro-
ponowali system taksonomii dermatofitéw oparty
na sekwencjach czterech regionéw genomu: fragmentu
ITS, rybosomalnego 60S, genu duzej podjednostki
rybosomu (LSU) i genu beta-tubuliny (TUB). Kazdy
z nich cechowala inna swoisto$¢, umozliwiajac wyod-
rebnienie réznej liczby taksonéw zgodnie z zalezno-
$cig ITS> TUB> 60S> LSU [12]. Wyniki tych badan
wskazujg, ze sekwencja ITS rDNA jest wystarczajaco
informatywna do analiz genoméw dermatofitow, sta-
nowi zatem optymalny marker w rutynowej diagno-
styce, chociaz dla odréznienia poszczegdlnych varietas
niektorych ,,komplekséw gatunkowych” konieczne jest
oparcie identyfikacji gatunkowej na analizie dodatko-

wych genéw i cech fenotypowych [12].

9. Obecnie obowigzujacy system klasyfikacyjny

Whioski z warsztatow mykologicznych zorganizo-
wanych w 2016 roku przez CBS KNAW Fungal Biodi-
versity Centre (The Centraalbureau voor Schimmelcul-
tures Fungal Biodiversity Centre, Institute of the Royal
Netherlands Academy of Arts and Sciences) w Utrech-
cie w Holandii pozwolity zespotowi kierowanemu przez
Sybrena De Hoog [12], zaproponowa¢ nowy system
klasyfikacji dermatofitéw oparty w gléwnej mierze
na kryterium molekularnym. Relacje taksonomiczne
miedzy cztonkami rodziny Arthrodermataceae w tym
systemie modelowo przedstawia drzewo filogenetyczne
skonstruowane na podstawie analiz sekwencji ITS zlo-
kalizowanych w obrebie rDNA (Ryc. 3). W obrebie za-
mieszczonego filogramu mozna wyr6zni¢ 7 gléwnych
kladéw. Najwigkszy z nich obejmuje gatunki z rodzaju
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Gatunki antropofilne  Gatunki zoofilne Gatunki geofilne

T. concentricum™ T. benhamiae*

T. eriotrephon*’ T. bullosum
100 . T. interdigitale** T. equinum**
Trichophyton T. rubrum*** T. erinacei*

T. schoenleinii** T. mentagrophytes™*

T. soudanense

T. quickeanum™*

T. tonsurans™* T. simii**
T. violaceum™*** T. verrucosum*
100 pidermophyton  E- floccosum N. corniculata
99 o N. aenygmaticum N. nana N. fulva
Nannizzia N. duboisii N. persicolor N.gypsea
76 N. praecox N. incurvata
100 paraphyton P. mirabile P. cookei
100 P. cookiellum
Lophophyton L. gallinae
Microsporum M. audouinii M. canis****
100 M. ferrugineum M. distortum****
. A. ciferrii A. melis
A. amazonicum A. ciniculi A. multifidum
o9 Arthroderma A. eboreum A. flavescens A. curreyi A. phaseoliforme
A. onychocola A. redelli - A. gertleri A. quadrifidum
] A. vespertili A. gloriae A. tuberculatum
00 Ctenomyces A. insingulare  A. unicinatum
W Guarromyces G. ceretanicus A. lenticulare

Ryc. 3. Filogeneza i podziat ekologiczny najczesciej izolowanych gatunkéw dermatofitow

Objasnienie: * T. benhamiae complex, ** T. mentagrophytes complex, *** T. rubrum complex,
%% M. canis complex, ! gatunek sklasyfikowany wytacznie molekularnie.

Trichophyton, cechujace sie polifiletycznym pocho-
dzeniem ewolucyjnym. W jego obrebie znajduja si¢
cztery gatunki zbiorowe (zmienne morfologicznie):
Trichophyton mentagrophytes kompleks, Trichophy-
ton benhamiae kompleks (Y. Gréser i de Hoog 2016),
Trichophyton bullosum (Lebasque 1933) i Trichophy-
ton rubrum kompleks. Drugi klad zawiera pojedynczy
gatunek Epidermophyton floccosum, ktory jest parafi-
letyczny i ewolucyjnie odlegly od pozostatych derma-
tofitow. Oddzielny klad zawiera dermatofity klasyfiko-
wane jako Microsporum canis kompleks, a trzy pozo-
stale obejmuja rodzaje Lophophyton (Matr. i Dassonv.
1899), Paraphyton (Y. Gréser, Dukik i de Hoog 2016)
i Nannizzia (Stockdale 1961). Najbardziej zroznico-
wany klad zawiera wiele gatunkéw obecnie znanych
pod nazwg teleomorficzng Arthroderma. Zewngetrzna
galaz na drzewie filogenetycznym stanowi nowy takson
Guarromyces (Y. Graser i de Hoog 2016), do ktdrego
przeniesiono opisywany wczesniej antropofilny gatunek
Keratinomyces ceretanicus.

10. Nierozroznialne ,,kompleksy gatunkow”

Wyrdznione na podstawie analizy sekwencji ITS
w obrebie rDNA tzw. ,,kompleksy gatunkéw” sg takso-
nem wyzszej rangi, w ktérym zgrupowane sg nierozrdz-
nialne na poziomie ITS gatunki [12, 15]. Chen i wsp.
[6] zdefiniowali kompleks gatunkéw jako populacje
réznych gatunkow, ktére sg watpliwie odrebne. W przy-
padku dermatofitow, kompleks gatunkéw oznacza tak-

son rézniacy si¢ genomowo jednoznacznie od innych
taksondw rangi gatunku, podczas gdy, przy zastosowa-
niu tego samego kryterium, nie wykazuje si¢ zréznico-
wania poszczegdlnych gatunkéw wchodzacych w sktad
kompleksu [12, 25, 35, 47].

Najwiekszych trudnosci w réznicowaniu gatunkéw
w obrebie gatunkéw zbiorowych (species complex)
nastrecza specyficznos¢ ekologiczna dermatofitow.
Wezmy pod uwage T. mentagrophytes kompleks, bedacy
jednolitym genomowo kompleksem gatunkéw T. menta-
grophytes i T. interdigitale (Priestley 1917) [22]. Te dwa
gatunki wykazuja zupelnie odrebne przystosowania
ekologiczne, pierwszy z nich jest stricte antropofilny,
drugi - zoofilny [22]. Podobnie, kryterium klasyfika-
cyjne oparte na ITS rDNA nie umozliwia zréznicowania
zoofilnego T. equinum od antropofilnego T. tonsurans
[12, 22]. Wymienione przykiady dotykaja zasadniczego
problemu w mykologii medycznej, uwaza si¢ bowiem, ze
infekcja u ludzi przez dermatofity zoofilne ma przebieg
ostry ze znacznym stanem zapalnym, w przeciwien-
stwie do fagodnych dermatomykoz, ktérych czynni-
kami etiologicznymi sg gatunki antropofilne [5]. Wia-
rygodne ustalenie granic gatunkéw dermatofitow, a tym
samym trafna identyfikacja gatunkowa, wymaga zatem
podejscia wielokierunkowego. Wowczas kumulatywna
analiza danych molekularnych, fenotypowych i klinicz-
nych pozwoli wyznaczy¢ biologiczne ramy poszczegol-
nych taksonéw dermatofitéw zgodne ze specytika eko-
logiczna tej grupy grzybow [12, 16, 18-20]. Nie ulega
watpliwosci, ze konieczne sg dalsze szczegdtowe badania
pos$wigcone temu zagadnieniu.



TAKSONOMIA DERMATOFITOW - SYSTEMY KLASYFIKACYJNE ZMIENIAJA SIE... 57

11. Podsumowanie

Mozna wnioskowad, ze taksonomia dermatofitow,
zwlaszcza gatunkéw antropofilnych, jest juz wystar-
czajaco dojrzala, aby ustabilizowa¢ si¢ z korzyscig dla
klinicystow. Aktualnie zdefiniowane taksony prawdo-
podobnie nie ulegng drastycznym zmianom w najbliz-
szej przysztosci, a prezentowana filogeneza nie okaze si¢
bledna w toku wcigz prowadzonych badan. Czy zatem
stabilnos¢ nomenklaturowa dermatofitow zostata wresz-
cie osiggnieta? Przeglad aktualnej literatury naukowej
nie daje takiej pewnosci. W niedalekiej przyszlosci
mozna si¢ spodziewac pelnego opisu rzadkiego gatunku
Trichophyton eriathrepon, podobnie, wcigz trwaja sze-
roko zakrojone badania nad trudnym do zidentyfikowa-
nia Microsporum aenygmaticum, a gatunki zawleczone
z geograficznie odlegtych obszardw, takie jak Tricho-
phyton concentricum ulegna zapewne reklasyfikacji.
Uwaga mykologdéw zwrocona jest w szczegolnosci na
grupe dermatofitéw geofilnych, wcigz niewystarczajgco
przebadang w poréwnaniu do ich duzej liczby potencjal-
nych zywicieli i zajmowanych nisz ekologicznych. Dzi$
gatunki te nie majg wigkszego znaczenia klinicznego,
ale, jak glosza znawcy tematu, ewolucja w drodze zycia
nie zatrzymuje sie na przystankach.
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MIKROBIOM RYZOSFERY I JEGO KORZYSTNY WPEYW NA ROSLINY
- AKTUALNA WIEDZA I PERSPEKTYWY

Malgorzata Wozniak*, Anna Galgzka

Zaklad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panistwowy Instytut Badawczy

Wplyneto we wrzesniu, zaakceptowano w listopadzie 2018 r.

Streszczenie: System korzeniowy roslin dziala jak fabryka, ktéra produkuje ogromna ilo$¢ zwigzkéw chemicznych, aby skutecznie komu-
nikowac si¢ z otaczajacymi go/ja mikroorganizmami. Jednoczesnie mikroorganizmy moga wykorzystywac te zwigzki jako zrédlo energii.
Réznorodnos¢ drobnoustrojow zwigzanych z korzeniami roslin jest ogromna, rzedu dziesigtek tysiecy gatunkéw. Te ztozong spolecz-
nos$¢ drobnoustrojéw, nazywany réwniez drugim genomem roéliny, ktéry ma zasadnicze znaczenie dla zdrowia i produktywnoéci roélin.
W ciagu ostatnich kilku lat nastapil znaczny postep w zakresie badan dotyczacych struktury mikrobioméw ryzosfery i ich dynamiki. Udo-
wodniono, ze rosliny ksztaltujg sktad mikroorganizméw poprzez synteze wydzielin korzeniowych. Natomiast drobnoustroje odgrywaja
kluczows role w funkcjonowaniu roslin poprzez pozytywne oddziatywanie na ich wzrost i rozwoj. Ogélnie, mikroorganizmy ryzosferowe
promuja wzrost roslin bezposrednio poprzez udostepnianie roslinom sktadnikéw mineralnych m.in. azotu i fosforu oraz syntetyzowanie
regulator6w wzrostu. Natomiast posrednio poprzez hamowanie rozwoju réznych patogendw roslin.

1. Wstep. 2. Funkcje mikroorganizméw ryzosferowych. 3. Mikroorganizmy zwiekszajace dostepnosé¢ sktadnikéw mineralnych. 4. Mikro-
organizmy syntetyzujace regulatory wzrostu roélin. 5. Biologiczna ochrona roélin. 6. Podsumowanie

THE RHIZOSPHERE MICROBIOME AND ITS BENEFICIAL EFFECTS ON PLANTS
- CURRENT KNOWLEDGE AND PERSPECTIVES

Abstract: The root system of a plant works like a factory that produces a huge amount of chemicals to communicate effectively with the
microorganisms around it. At the same time, micro-organisms can use these compounds as an energy source. The variety of microorgan-
isms associated with plant roots is enormous, amounting to tens of thousands of species. This complex microbial community, also called
the second plant genome, is essential for plant health and productivity. Over the last few years, there has been significant progress in
research into the structure and dynamics of the microbial sphere of the rhizosphere. It has been proven that plants shape the composition
of microorganisms by synthesizing root secretions. On the other hand, microorganisms play a key role in the functioning of plants through
their positive impact on their growth and development. In general, rhizosphere microorganisms promote plant growth directly by provid-
ing plants with minerals such as nitrogen and phosphorus and by synthesizing growth regulators, and indirectly, however, by inhibiting
the development of various plant pathogens.

LIntroduction. 2. Functions of rhizosphere microorganisms. 3. Microorganisms increasing the availability of minerals. 4. Microorganisms
synthesizing plant growth regulators. 5. Biological plant protection. 6. Summary

Stowa kluczowe: mikrobiom, promowanie wzrostu roélin, ryzosfera

Key words:

microbiom, promoting plant growth, rhizosphere

1. Wprowadzenie

Rosliny to organizmy wielokomoérkowe, ktére pod
wplywem przemian metabolicznych, stale ulegaja pro-
cesowi wzrostu i rozwoju. Jako organizmy autotro-
ficzne, rosliny odgrywaja wazng role w podtrzymywa-
niu wszystkich innych form zycia. W rozwijajacej sie
rodlinie mozemy zdefiniowac co najmniej trzy gtéwne
czgsci: (1) korzen, rosnacy zwykle pod powierzchnig
gleby, ktéry odgrywa wazng role w pobieraniu wody
i skltadnikéw pokarmowych, (2) todyga, ktérej pod-
stawowa funkcjg jest transport wody i sktadnikow
odzywczych, a takze podtrzymywanie lisci i innych
organdéw, oraz (3) ped, ktéry wytwarza liscie, kwiaty

i owoce, umozliwia efektywne odzywianie rosliny
poprzez fotosynteze jak réwniez odpowiada za proces
rozmnazania [48, 63]. Rosliny sa skolonizowane przez
nadzwyczaj wysoka liczbe (mikro)organizméw, ktore
moga osiaggna¢ gesto$¢ komorek znacznie wigksza niz
liczba komoérek samej rosliny. Ponadto, liczba gendw
mikroorganizmoéw zasiedlajacych ryzosfere znacznie
przewyzsza liczbe genow roslinnych. Roéliny funkcjo-
nujg jako facznik pomiedzy spotecznosciami mikro-
organizmow, owadow i innych zwierzat bezkregowych
i kregowych wystepujacych zaréwno nad jak i pod
powierzchnig gleby [10, 54, 64]. W $rodowisku natu-
ralnym czynniki abiotyczne i biotyczne majg posredni
lub bezposredni wplyw na roéliny. Przykltadowo, atak

* Autor korespondencyjny: Malgorzata Wozniak, Zaktad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa
- Panstwowy Instytut Badawczy, ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy; tel. 81 4786960; e-mail: m.wozniak@iung.pulawy.pl
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ze strony réznych organizméw np. owadow prowadzi
do zmniejszenia powierzchni liscia, a zatem do ograni-
czenia potencjalu fotosyntezy. Konsekwencja tego pro-
cesu moze by¢ modyfikacja wydzielin korzeniowych,
oddziatujacych na mikroorganizmy glebowe. Ponadto,
stosowanie srodkéw ochrony roslin i pestycydéw moze
zmieni¢ stezenie i rodzaj metabolitow wtérnych syn-
tetyzowanych w pedach i korzeniach roslin i wptywaé
negatywnie na interakcje roélin z niepatogennymi
mikroorganizmami glebowymi [64]. Rozlegla komuni-
kacja pomiedzy roslinami i mikroorganizmami odbywa
sie na roznych etapach rozwoju roélin, w ktérych
wazng role odgrywaja czasteczki sygnalizacyjne obu
partneréw. Czasteczki sygnalowe produkowane przez
bakterie i grzyby biorg udzial w zainicjowaniu kolo-
nizacji rosliny. Natomiast rosliny rozpoznaja zwigzki
pochodzace od mikroorganizméw i dostosowujg swoja
odpowiedz w zalezno$ci od rodzaju napotkanego drob-
noustroju i metabolitu. Ten chemiczny dialog okresla
ostateczny wynik relacji pomiedzy rosling i mikroorga-
nizmami [4]. Praktycznie wszystkie tkanki roslin moga
by¢ zasiedlane przez mikroorganizmy. Badania koncen-
trujg sie gtdwnie na ryzosferze, fylosferze i endosferze.
Ryzosfera jest obszarem wzbogaconym w sktadniki
odzywcze pochodzace ze §luzu rodlinnego i wydzielin
korzeniowych oraz charakteryzuje sie wystepowaniem
licznych i aktywnych metabolicznie drobnoustrojow
[38, 90]. Natomiast fylosfera jest stosunkowo uboga
w skladniki odzywcze i podlega ekstremalnym tem-
peraturom, promieniowaniu i wilgoci [90, 95]. Mikro-
organizmy obecne w ryzosferze i fylosferze to epifity
(wystepuja w poblizu lub na tkankach roslin), podczas
gdy drobnoustroje znajdujace si¢ wewnatrz tkanek
roélin, czy to w lisciach, korzeniach czy fodygach, nazy-
wane sg endofitami [71, 90].

Mikroorganizmy odgrywaja kluczowa role w pra-
widtowym przebiegu wiekszosci proceséw zachodza-
cych na Ziemi. Mikrobiom roélinny wplywa na zywot-
nos¢ roélin w zwiazku z czym stanowi jeden z gléwnych
wskaznikéw produktywnosci roslin [9, 90]. Komplek-
sowe badania dotyczace mikrobiomu roslinnego moga
przyczynic si¢ do zmniejszenia czestosci wystepowania
chorob roslin, zwigkszenia produkeji rolnej i zmniej-
szenia ilo$ci stosowanych preparatow chemicznych [6,
90, 98]. Znaczna wiekszo$¢ aktywnych metabolicznie
mikroorganizméw jest niezdolna do wzrostu na podto-
zach agarowych. Klasyczne techniki oparte na hodowli
mikroorganizméw pozwalaja szczegétowo badaé wyi-
zolowane drobnoustroje, a techniki molekularne, takie
jak metagenomika/metatranskryptomika umozliwiajg
identyfikacje populacji mikroorganizméw. Réwniez
tych okreslanych jako niehodowalne [26, 49, 51, 98].
W badaniach dotyczacych mikroorganizméw proka-
riotycznych powszechnie stosowana jest amplifikacja
genu 16S rRNA. Sekwencjonowanie regionéw zmien-

nych tego genu umozliwia identyfikacje taksonomiczng
na poziomie rodzaju, a nawet na poziomie gatunku.
W celu identyfikacji drobnoustrojow eukariotycznych,
takich jak grzyby, wykorzystywany jest gen 18S rRNA,
a takze region ITS. Technologia sekwencjonowania
metagenomowego stala si¢ powszechnie stosowanym
narzedziem biologii molekularnej, umozliwiajagcym
identyfikacje tysiecy do milionéw sekwencji w jednej
probce $rodowiskowej, ujawniajac bogactwo nawet
rzadkich gatunkéw drobnoustrojow [49, 56, 60, 90, 98].

Gleba jest ukladem wysoce ztozonym pod wzgle-
dem liczebnodci i réznorodnosci interakeji pomiedzy
jej sktadnikami fizycznymi, chemicznymi i biologicz-
nymi [8, 12]. Funkcje gleby w duzej mierze zaleza od
mikroorganizméw, ktdre stanowig komponent dla pod-
stawowych proceséw metabolicznych zachodzacych
w $rodowisku glebowym [57]. Liczne dane literaturowe
wskazuja, ze wiele, drobnoustrojow glebowych oddzia-
tuje z korzeniami roslin i sktadnikami gleby na granicy
korzen-gleba [8]. Wydzieliny korzeniowe i rozklada-
jace sie resztki roslinne sa gtéwnym zrédlem wegla dla
heterotroficznych mikroorganizméw oraz wyznacz-
nikiem funkcji ryzosfery [8, 60]. Z kolei aktywne
mikroorganizmy ryzosferowe i ich metabolity wplywaja
na strukture systemu korzeniowego poprzez modyfika-
cje jakosci i ilosci wydzielin korzeniowych (substancji
bioaktywnych roélin) 8, 56, 90]. W ryzosferze mozemy
wyrozni¢ trzy oddziatujace ze soba komponenty: ryzo-
sfere, ryzoplane i korzen. Ryzosfera to obszar gleby,
ktéry znajduje si¢ w poblizu powierzchni korzenia
i ktory jest pod wplywem wydzielin korzeniowych
roélin. Ryzoplana to zewnetrzna powierzchnia korzenia
wraz ze $ciste przylegajacymi do niej czastkami gleby.
Natomiast korzen jest czgscig rodliny, ktéra utrzymuje
ja w podlozu i odpowiedzialna jest za dostarczanie
wody i soli mineralnych [8, 56, 60, 90].

2. Funkcje mikroorganizmoéw ryzosferowych

Mikroorganizmy obecne w ryzosferze odgrywaja
wazng role w ksztaltowaniu gospodarza roslinnego.
Niektore z nich wykazujag korzystny wptyw na wzrost
i rozwj roélin np. bakterie wigzace azot atmosferyczny,
grzyby mykoryzowe czy ryzobakterie promujace wzrost
roélin (PGPR - Plant Growth-Promoting Rhizobacte-
ria). Mikroorganizmy, te nawigzujg z ro$linami sym-
bioze oparta na obustronnej korzysci (mutualizm).
Nastepna grupa to mikroorganizmy, ktére sg szkodliwe
dla roslin: patogenne grzyby, legniowce (oomycota),
bakterie i nicienie. Negatywne interakcje miedzy florg
bakteryjng a roélinami sg przyczyna wielu choréb waz-
nych gospodarczo upraw na catym $wiecie. Do najwaz-
niejszych patogenéw korzeni zaliczmy Agrobacterium
tumefaciens, Ralstonia solanacearum, Dickeya dadanthi,
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Dickeya solani, Pectobacterium carotovorum i Pectobacte-
rium atrosepticum [36, 54, 71]. W ostatnim czasie w lite-
raturze pojawilo si¢ wiele informacji opisujacych trzecia
grupe mikroorganizméw wystepujacych w ryzosferze,
a mianowicie patogenow ludzkich [30, 54, 91].

Ryzosfera jest zamieszkana przez réznorodne mikro-
organizmy, a bakterie zasiedlajgce to siedlisko nazywane
sg ryzobakteriami [42, 43]. Pod koniec lat 70. XX wieku
Kloepper i Schroth wprowadzili termin PGPR aby opi-
sa¢ bakterie, ktore kolonizujg korzenie roélin i posia-
daja zdolnos$¢ do stymulacji wzrostu roslin [44]. Ryzo-
sferowe bakterie PGPR powinny charakteryzowa¢ sie
(1) zdolnoscig kolonizacji strefy korzeniowej roslin,
(2) zdolnoscia do przezycia i rozmnazania si¢ w obec-
nosci mikroorganizméw oddziatujacych konkurencyj-
nie, przynajmniej przez czas potrzebny do ujawnienia
swoich korzystnych dziatan na rzecz promocji i ochrony
rodlin, (3) aktywnoscia promowania wzrostu roslin [8].
Ogodlnie korzystne dla roélin interakcje z mikroorga-
nizmami podzielone zostaly na trzy kategorie. Pierwsza
kategoria obejmuje mikroorganizmy, ktére sa odpowie-
dzialne za odzywienie roélin tj. mikroorganizmy, ktére
zwiekszaja dostepnos¢ skladnikéw mineralnych. Druga
grupa drobnoustrojow to mikroorganizmy odpowie-
dzialne za bezposredni wplyw na promowanie wzrostu
roélin poprzez produkcje np. fitohormonow. Natomiast
trzecia grupa mikroorganizméw stymuluje wzrost ros-
lin posrednio poprzez hamowanie aktywnosci mikro-
organizméw wykazujacych dziatanie patogenne. Takie
oddziatlywanie okreslane jest jako biologiczna ochrona
roélin [60, 97]. Wiekszo$¢ mikroorganizméw PGPR
stymuluje wzrost roélin opierajac sie na kombinacji
dwdch lub wiekszej liczby mechanizméw promujacych
wzrost roslin [14, 56]. Ponadto, niektére PGPR mogg
wplywaé na wzrost i rozwdj roslin poprzez synergi-
styczny efekt koinokulacji. Przyktadowo Tilak i wsp.
[88] testowali koinokulacyjne szczepienie bakteriami
Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Bacillus
cereus ze szczepami bakterii z rodzaju Rhizobium na
nikli indyjskiej (Cajanus cajan L). Podwojne szczepie-
nie spowodowalo znaczny wzrost roslin, aktywnosci
nitrogenazy i liczby tworzonych brodawek w poréw-
naniu z roélinami kontrolnymi.

Obecnie obserwujemy rosnace zainteresowanie bak-
teriami posiadajacymi zdolnos¢ stymulowania wzro-
stu i odzywiania roélin, co odzwierciedla si¢ w szybko
rosngcej liczbie publikacji naukowych na ten temat.
Badania obejmujg coraz szerszy zakres gatunkéw roslin,
nowe techniki identyfikacji mikroorganizméw oraz
analizy mechanizmoéw ich dzialania. Rézne szczepy
bakterii i grzybéw zostaly z powodzeniem wykorzy-
stane do inokulacji roslin. Obejmuja one m.in. bakterie
z rodzaju: Azospirillum [13], Bacillus (58], Pseudomonas
[67], Rhizobium (28], Serratia [20], Stenotrophomonas
[81], i Streptomyces [18]. Grzyby posiadajace naturalna

zdolnos$¢ do stymulowania réznych cech roslin zwigza-
nych z ich wzrostem (PGPF - Plant Growth-Promoting
Fungi) obejmuja m.in. gatunki z rodzaju Aspergillus,
Fusarium, Trichoderma, Penicillium, Piriformospora,
Phoma i Rhizoctonia [32, 33, 80].

3. Mikroorganizmy zwiekszajace dostepnos¢
skladnikéw mineralnych

Wigkszo$¢ gatunkéw ryzobakterii to organotrofy,
ktore uzyskuja energie z asymilacji zwigzkéw orga-
nicznych. Ograniczone zasoby zwigzkéw organicznych
i wegla w wiekszosci gleb, sg najczestszym czynnikiem
hamujacym wzrost bakterii glebowych. Mikroorga-
nizmy ryzosferowe odgrywaja zasadniczg role w uwal-
nianiu kationéw odzywczych z mineraléw glebowych,
ktore wykorzystuja nie tylko do wlasnego zywienia ale
takze do zywienia roélin [1, 54].

Jednym z najbardziej znanych przyktadéw promo-
wania wzrostu roslin jest proces biologicznego wigzania
azotu (BNF - Biological Nitrogen Fixation). Sposrod
wszystkich znanych na $wiecie pierwiastkow, rosliny
najsilniej reaguja na deficyt azotu w glebie. Warunkuje
on prawidlowy rozwdj czesci podziemnych i nadziem-
nych roélin. Pula azotu wystepujacego w atmosferze jest
niedostepna dla roslin. Ponadto intensywne stosowanie
nawozow sztucznych w uprawach rolniczych dopro-
wadzito do rosngcej kumulacji szkodliwych azotandw
w glebach i wodach oraz tlenkéw azotu w atmosferze.
W zwiazku ze zwigkszeniem efektywnosci wykorzysta-
nia nawozow azotowych, nalezy priorytetowo potrak-
towac proces biologicznego wigzania azotu. Symbio-
tyczne wigzanie N, jest powszechnie znanym procesem,
w ktérym bakterie posiadajace kompleks enzymatyczny
- nitrogenaze, redukujg atmosferyczny N, do amoniaku
w brodawkach korzeni roélin bobowatych [1, 8, 50, 52,
56, 90]. Bakterie odpowiedzialne za ten proces naleza
m.in. do rodzaju Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhi-
zobium, Mesorhizobium i Azorhizobium, wspolnie okres-
lanych jako ryzobia. Bakterie te oddzialujg z korzeniami
roslin bobowatych prowadzac do nawigzania efektyw-
nej symbiozy. Inng grupa mikroorganizmoéw sg bakte-
rie wigzace azot w stanie asymbiotycznym (wolnym)
np. Azospirillum sp., Azotobacter sp., Azomonas sp.
czy Bacillus sp. Promieniowce z rodzaju Frankia takze
posiadajg zdolno$¢ wigzania azotu atmosferycznego
poprzez tworzenie na korzeniach roslin drzewiastych
m.in. olszy (Alnus Mill.) specyficznej symbiozy zwa-
nej aktinoryza [8, 50]. Inng grupg mikroorganizmow,
ktore pozytywnie wplywaja na zZyznosci gleby poprzez
nawigzanie symbiozy i wigzanie azotu atmosferycznego
s3 cyjanobacterie - grupa fotosyntetycznych pro-
kariotéw (Cyanobacteria; Blue-Green Algae - BGA).
Poza udostepnianiem azotu ro$linom, wptywaja takze
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na agregacje czastek gleby, a tym samym na utrzymanie
wilgoci i zapobieganie erozji [77].

Kolejny typ symbiozy wystepujacy w ryzosferze to
mykoryza — mutualistyczna symbioza grzybow z korze-
niami wiekszo$ci roélin. Najbardziej rozpowszechnio-
nym typem tej symbiozy jest mykoryza arbuskularna
(AM - Arbuscular Mycorrhiza). Grzyby AM poczat-
kowo zaliczane byly do gromady Glomales i Zygomy-
cota [70], ale obecnie przyporzadkowane sg do gromady
Glomeromycota [76]. Obecno$¢ mykoryzy arbuskularnej
wplywa pozytywnie na kondycje roslin m.in. poprzez
zwigkszenie powierzchni chlonnej korzeni, co umozli-
wia roslinom lepszy dostep do wody i substancji mine-
ralnych szczegélnie tych, ktérych formy jonowe wyka-
zuja staba mobilnos¢ lub tych, ktére wystepuja w niskich
stezeniach w glebie. Wyniki licznych badan wskazuja, ze
rosliny skolonizowane przez grzyby mykoryzy arbusku-
larnej wykazuja wieksza odporno$¢ na czynniki stresu
$rodowiskowego i stresu biotycznego [8].

Fosfor (P) to drugi wazny czynnik ograniczajacy
wzrost roslin [40, 52]. Odgrywa istotna role praktycznie
we wszystkich procesach metabolicznych roélin, w tym
fotosyntezie, transferze energii, transdukecji sygnatu,
biosyntezie makroczasteczek i oddychaniu [3, 41, 78].
Srednio, zawartoé¢ fosforu w glebie wynosi okoto 0,05%
(w/w), jednak tylko 0,1% tego fosforu jest dostepna dla
roélin [3, 99]. Niedobor fosforu glebowego jest czgsto
uzupelniany poprzez stosowanie nawozow fosforo-
wych. Jednak wigkszo$¢ zastosowanego fosforu w for-
mie nawozow nie jest dostepna dla roélin, a stosowa-
nie ich w nadmiernych ilo$ciach moze doprowadzi¢ do
probleméw $rodowiskowych, takich jak skazenie wéd
gruntowych, eutrofizacja zbiornikéw wodnych i utrata

Pseudomonas, Agrobacterium,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Erwinia, Kushnerity /

Paenibacillus, Ralstonia, Rh 7 /
Rhodococcus, Serratic
Bradyrhizobium, Salmo
Sinomonas i Thiobac

zyznosci gleby [37]. Skutecznos¢ stosowanych nawo-
z6w fosforowych w postaci chemicznej rzadko przekra-
cza 30% ze wzgledu na ich utrwalenie, albo w postaci
fosforanu zelaza/glinu w glebach kwasnych [61] albo
w postaci fosforanu wapnia w glebach obojetnych do
zasadowych [47]. W $rodowisku naturalnym liczne
mikroorganizmy wystepujace w glebie i ryzosferze
skutecznie uwalniajg fosfor z jego nierozpuszczalnych
form dzigki solubilizacji i mineralizacji 3, 11, 52, 78].
Ta grupa drobnoustrojow okreslana jest jako mikroor-
ganizmy rozpuszczajace fosfor (PSM - Phosphate Solu-
bilizing Microorganisms) (Ryc. 1). Produktami metabo-
lizmu tych mikroorganizméw sg miedzy innymi kwasy
organiczne takie jak glukonowy, cytrynowy, mlekowy,
propionowy i bursztynowy, postrzegane jako gtéwny
czynnik odpowiedzialny za udostepnianie fosforu.
Duza liczba drobnoustrojéow, w tym bakterie, grzyby,
promieniowce i sinice, wykazuje zdolno$¢ do rozpusz-
czania i mineralizacji zwiazkow fosforu.
Mikroorganizmy ryzosferowe moga réwniez ufa-
twia¢ pobieranie pierwiastkéw $ladowych, takich jak
zelazo (Fe) [2, 25, 52]. Zelazo jest niezbednym sktad-
nikiem odzywczym dla prawie wszystkich form zycia.
Zelazo obficie wystepuje w glebie, ale w postaci, ktora
jest niedostepna dla drobnoustrojow i roélin, a mia-
nowicie Fe’*. Wiele mikroorganizméw wyksztalcilo
specyficzne systemy i nosniki jonéw zelaza-sidero-
fory. Siderofory sa zwigzkami organicznymi o niskiej
masie czgsteczkowej, ktére umozliwiaja uzyskiwa-
nie zelaza z trudno rozpuszczalnych substratow oraz
ze $rodowisk o niskich stezeniach Zzelaza. Zaréwno
w przypadku bakterii Gram-ujemnych, jak i Gram-
-dodatnich, zelazo (Fe’*) jest wychwytywane przez

Achrotium, Alternaria,
Arthrobotrys, Aspergillus,
Cladosporium, Curvularia,
Fusarium, Glomus,
(icromonospora, Mortierella,
athecium, Penicillium, Phoma,

Anabena, Calothrix,
Nostoc, Scytonema

Ryc. 1. Bioréznorodnos¢ PSM

Opracowanie wlasne na podstawie [3, 78].
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siederofory i w takim kompleksie w bionie bakteryjnej
nastepuje redukcja do jonow Fe?, ktdre sg nastepnie
uwalniane do komorki za pomocg mechanizmu trans-
portu aktywnego [1, 2]. W ostatnich latach siderofo-
rom poswigca sie coraz wigcej uwagi ze wzgledu na ich
potencjalng role i zastosowanie w réznych obszarach
badan srodowiskowych. Siderofory mikrobiologiczne
petnig wazng role w bioremediacji, kontroli biologicz-
nej, wietrzeniu mineraléw glebowych i promowaniu
wzrostu roélin. Badania Qi i Zhao [100] potwierdzaja,
ze siderofory wytwarzane przez Trichoderma asperellum
stymuluja wzrost i odporno$¢ ogoérka (Cucumis sativus)
w warunkach stresu solnego. Siderofory sg niezwykle
skuteczne w solubilizacji i zwiekszeniu mobilnosci
szerokiego zakresu metali, ktore mogg stanowic zagro-
zenie dla $srodowiska np. Al, Cd, Cu, Ga, In, Pb i Zn,
jak réwniez pierwiastkéw promieniotwodrczych w tym
U (uran) i Np (neptun) [68, 74]. Proces ten zalezy gtow-
nie od funkcjonalnosci ligandu, co oznacza, ze sidero-
fory moga mie¢ silne powinowactwo do konkretnego
metalu innego niz zelazo [59]. W ostatnich latach
wzrosto takze zainteresowanie badaniami potencjalu
sideroforéw w bioremediacji. Hong i wspotpracownicy
[31] donosza o sideroforach produkowanych przez
Fusarium solani, ktdére przyczynily sie do solubilizacji
Cu i Zn in vitro. Poza tym, wykazano, ze siderofory
produkowane przez Agrobacterium radiobacter przy-
czyniajg si¢ do zmniejszenia zawartosci As w glebie
w przyblizeniu o 54% [96]. Siderofory mikrobiologiczne
moga odgrywac wazng role w remediacji weglowodo-
réow ropopochodnych ze $rodowisk morskich [17].
Petrobaktyna to pierwszy strukturalnie scharaktery-
zowany siderofor wytwarzany przez morska bakterie
Marinobacter hydrocarbonoclasticus, ktéry degraduje
rope naftowy [7]. Hickford i wsp. [29] badali inny side-
rofor o nazwie sulfonian petrobaktyny (wyizolowany
takze z tej samej morskiej bakterii), ktory rowniez roz-
kfada rope naftowa. Obecnos¢ sideroforéw w poblizu
korzeni roélin moze chroni¢ je przed wieloma patoge-
nami, poprzez wiazanie w chelaty wszystkich dostep-
nych form zelaza i nieudostepnianie go organizmom
patogennym. Niektore siderofory (piowerdyny) produ-
kowane przez fluoryzujace bakterie z rodzaju Pseudo-
monas moga by¢ wyjagtkowo skutecznym narzedziem
hamowania wzrostu fitopatogendw, poniewaz wykazuja
wysokie powinowactwo do jonéw zelaza (III). Przy-
ktadowo, piowerdyna zaangazowana jest w kontrole
biologiczna choroby wiednigcia ziemniaka wywolanej
przez Fusarium oxysporum, a takze ograniczenie wzro-
stu fitopatogendw w orzeszkach ziemnych i kukurydzy
[2]. Ponadto, piowerdyna stosowana jest jako probiotyk
w hodowli ryb, poniewaz hamuje wzrost kilku patoge-
néw ryb: Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii, Aeromonas
salmonicida, Lactococcus garvieae, Streptococcus iniae,
Flavobacterium psychrophilum [21]. Nalezy zaznaczy¢,

ze siderofory znalazly zastosowanie takze w ekologii
i taksonomii mikroorganizmoéw. Siderotypowanie defi-
niuje si¢ jako metode charakterystyki i identyfikacji
drobnoustrojow wedtug typéw produkowanych przez
nie sideroforéw [2]. Piowerdyna to typowa dla szcze-
pow bakterii z rodzaju Pseudomonas grupa siderofo-
réw. Obecnie znanych jest, co najmniej 50 czasteczek
piowerdyn o réznych sekwencjach taricucha peptydo-
wego. Zmiennos$¢ w obrebie peptydu jest wykorzystana
do okreslenia pokrewienstwa pomig¢dzy bakteriami
z rodzaju Psudomonas [55]. Ponadto, siderofory moga
by¢ uzywane jako znaczniki chemotaksonomiczne do
identyfikacji innych rodzajow bakterii, takich jak Burk-
holderia sp. i Mycobacterium sp. [2]. Podsumowujac,
siderotypowanie moze sta¢ si¢ poteznym narzedziem
w badaniach $rodowiskowych, ulatwiajacym skuteczna
i szybka identyfikacje drobnoustrojow [55].

4. Mikroorganizmy syntetyzujace regulatory
wzrostu roslin

Ryzosfera jest stosunkowo bogatym w sktadniki
odzywcze $rodowiskiem zawierajacym aminokwasy,
cukry, kwasy tluszczowe i inne zwiazki organiczne,
ktére przyciagaja mikroorganizmy [95]. Z kolei drob-
noustroje syntezuja biologicznie aktywne zwiazki,
w tym m.in. fitohormony: auksyny, cytokininy, gibe-
reliny, ABA (kwas abscysynowy, abscisic acid), wita-
miny i zwigzki lotne. Te mikrobiologiczne metabolity
odgrywaja istotng rol¢ we wzroscie, odzywianiu i roz-
woju rolin [23, 52, 63]. Termin ,,hormony roslinne” lub
»fitohormony” zostal ostatecznie wprowadzony przez
Thimanna w 1948 r. Wraz z dalszymi badaniami iden-
tyfikowano coraz wigcej hormondéw roslinnych, ktdre
okreslano jako $ladowe substancje organiczne synte-
tyzowane w niektérych czesciach rosliny. Hormony
roélinne odgrywaja znaczaca role w rolnictwie, ponie-
waz uczestnicza w procesie dojrzewania owocow, opada-
nia lici oraz kietkowaniu nasion [87, 79, 23]. Hormony
roélinne znajduja sie nie tylko w roslinach wyzszych, ale
takze syntetyzowane sg przez bakterie i grzyby. Poczat-
kowo hormony roslinne do celéw rolniczych byly uzy-
skiwane glownie przez ekstrakcje z tkanek roslinnych.
W zwiazku ze zwigkszonym zapotrzebowaniem stop-
niowo wprowadzano syntez¢ chemiczng. Niemniej
jednak, ze wzgledu na stosunkowo zlozong strukture
hormonéw roslinnych, synteza chemiczna niesie ze soba
szereg problemow, takich jak wysokie koszty, zlozony
proces produkcji, niska czystos¢, itp. W poréwnaniu
z dwoma poprzednimi metodami produkcja mikro-
biologiczna jest ekologicznym i zréwnowazonym pro-
cesem syntezy hormondéw roélinnych. Ponadto, kon-
cowe produkty charakteryzuja si¢ wyzsza aktywnoscia
biologiczng i czysto$cia. Dzieki licznym nowatorskim
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narzedziom badawczym, mikrobiologiczna produkcja
hormondw roslinnych jest bardziej wydajna i ekono-
miczna [79]. Ogdlnie, auksyny wplywaja na podzial
i réznicowanie komorek, stymuluja kietkowanie nasion
i bulw, zwigkszaja szybko$¢ tworzenia ksylemoéw, kon-
troluja procesy wegetatywnego wzrostu, inicjuja two-
rzenie korzeni, posrednicza w reakcjach fotosyntezy,
syntezy pigmentow i biosyntezy réznych metabolitow
[1]. Podaje sig, ze 80% mikroorganizméw izolowanych
z ryzosfery roznych upraw posiada zdolno$¢ syntezy
i uwalniania auksyn jako metabolitéw wtérnych [1, 39,
56]. Na przyklad Sorty i wsp. [84] wyizolowali z chwa-
stow halotolerujacych (Psoralea corylifolia L.) réine
grupy bakterii wytwarzajagcych IAA (kwas indolilo-
-3-octowy; indole-3-acetic acid; auksyna) nalezacych
do rodzaju Acinetobacter, Bacillus, Enterobacter, Pan-
toea, Pseudomonas, Rhizobium i Sinorhizobium. Bakterie
z rodzaju Mycobacterium wytwarzajace IAA stwier-
dzono w ryzosferze tropikalnego storczyka (Dendro-
bium moschatum Buch.-Ham.) [89], a Azotobacter, Azo-
spirillum, Cellulomonas, Mycoplana i Rahnella ziden-
tyfikowano w ryzosferze pszenicy (Triticum L.) [23].
Oprécz bezposredniego wpltywu na wzrost i rozwoj
roélin, auksyny syntetyzowane przez mikroorganizmy
posrednio oddziatuja na rosliny poprzez zwigkszenie
aktywnosci wigzania azotu atmosferycznego i solubi-
lizacji fosforu, czego przyktadem jest bakteria Sinorhi-
zobium meliloti 1021, szczep RD64 [34]. Chociaz nie
tak intensywnie badane jak auksyny, cytokininy i gibe-
reliny réwniez stymulujg wzrost roslin [23, 56)]. Kolej-
nym waznym hormonem rodlinnym jest etylen. Etylen
wplywa na wzrost i rozwdj roslin poprzez regulacje
wielko$ci i podziatu komorek, a pod wzgledem rozwoju
poprzez kontrolowanie procesu dojrzewania i starzenia
sie roélin [75]. Ponadto, etylen zostal okreslony jako
hormon stresu [1]. W warunkach stresowych, takich
jak wysokie zasolenie, susza, metale ciezkie itp. endo-
genny poziom etylenu jest znaczaco zwiekszony, co
negatywnie wplywa na calg rosling i moze doprowadzi¢
do zmniejszenia wydajnosci upraw [1, 11]. Niektdre
ryzobakterie promujgce wzrost roslin posiadaja enzym
1-aminocyklopropano-1-karboksylaze (deaminaze ACC
- l-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase),
ktéry obniza poziom etylenu a tym samym ulatwia
wzrost i rozwodj roélin w warunkach stresu [1, 27].
Obecnie do bakterii syntetyzujagcych deaminaz¢ ACC
zaliczmy: Acinetobacter sp., Achromobacter sp., Agro-
bacterium sp., Alcaligenes sp., Azospirillum sp., Bacillus
sp., Burkholderia sp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp.,
Ralstonia sp., Serratia sp., Rhizobium sp. itp. [1].
Niektdre bakterie i grzyby ryzosferowe s zdolne do
produkcji witamin, zwlaszcza witamin z grupy B, ktdre
korzystnie wplywajg na wzrost roélin. Rozpuszczalne
w wodzie witaminy dzialaja synergistycznie z innymi
aktywnymi biologicznie substancjami, stymulujac roz-

woj nie tylko roslin ale takze drobnoustrojow [35, 53].
Ryzosferowa bakteria P fluorescens 267 syntetyzuje
m.in. biotyne, tiamine, kobalaming, kwas pantotenowy
iniacyne [19]. Marek-Kozaczuk i Skorupska [53] wyka-
zaly, ze szczepy P, fluorescens 267.1 z mutacjg w genie
syntezy tiaminy i niacyny utracily zdolnos¢ do promo-
wania wzrostu korzeni koniczyny (Trifolium pratense L.
cv. Ulka).Witaminy z grupy B wytwarzane przez szczep
P, fluorescens 267 stymulujg aktywno$¢ wigzania azotu
przez symbiotyczne dla koniczyny bakterie — Rhizo-
bium leguminosarum bv. trifolii, co powoduje zwiek-
szenie ilo$¢ swiezej i suchej masy roéliny oraz liczby
i wagi brodawek korzeniowych [19].

Wedlug ostatnich badan lotne zwiazki organiczne
(VOC - Volatile Organic Compounds) wytwarzane
przez promujace wzrost roslin ryzobakterie maja
potencjal do kontrolowania patogenéw roélinnych,
stymulowania wzrostu roélin i wywotywania ogélno-
ustrojowej opornosci na choroby [69, 85]. PGPR lub
produkty syntetyzowane przez PGPR zwykle wymagaja
tizycznego kontaktu z czesciami roslin w celu stymula-
cji wzrostu roélin [86]. Jednak wiele rodzajow bakterii
moze regulowaé wzrost roslin z pewnej odleglosci, bez
bezposredniego kontaktu. Zatem bakterie te wydzielaja
niewidoczne lotne zwigzki, ktére promuja lub hamuja
wzrost roélin. Wedtug Lemfack i wsp. [46] istnieje
okoto 350 gatunkéw bakterii i grzyboéw wytwarzajacych
ponad 846 réznych VOC. Mikrobiologiczne VOC to
czasteczki sygnalowe charakteryzujace sie:

* niskg masg czasteczkows (<300 g/mol),

* niskg temperaturg wrzenia,

* niska polarnoscia,

* naturg lipofilows,

* wysoka preznoscig pary (0,01 kPa w 20°C),

Lotne zwigzki organiczne syntetyzowane prze nie-
ktore mikroorganizmy nalezg m.in. do alkanéw, alke-
néw, alkoholi, estrow, ketonow, terpenoidow i zwigz-
kow siarkowych [24, 45].

Ryu iin. [73] badajac szczepy Bacillus subtilis GB03
i B. amyloliquefaciens IN937a zaobserwowali, Ze bak-
terie te produkuja lotne zwigzki organiczne wspo-
magajace wzrost roslin: 2,3-butanodiol i acetoine.
Ponadto w literaturze odnotowano, ze 2-pentylofuran
syntetyzowany przez Bacillus megaterium XTBG34 sty-
muluje wzrost rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis
thaliana) [101], a P, fluorescens SS1 produkuje 13-tetra-
dekadienl-ol i 2-butanon i 2-metylo-n-1-trideken,
ktore promuja wzrost tytoniu szlachetnego (Nicotiana
tabacum) [65]. Badania przeprowadzone przez Orozco-
-Mosqueda i wsp. wykazaly, ze siewki lucerny (Medi-
cago truncatula) bedace pod wpltywem lotnych substan-
cji produkowanych przez Arthrobacter agilis UMCV2
przez 5dni zwigkszyly $wiezg mase czesci nadziem-
nych i korzenia oraz stezenie chlorofilu odpowiednio
0 40%, 35% i 35% [62].



MIKROBIOM RYZOSFERY I JEGO KORZYSTNY WPEYW NA ROSLINY - AKTUALNA WIEDZA I PERSPEKTYWY 65

Poza aktywnosciag wspomagajacg wzrost roélin,
lotne zwigzki organiczne moduluja odpowiedz rosliny
na czynniki wywolujace stres. Wykazano, ze 2,3-buta-
nodiol znaczaco indukuje odpornos$¢ rzodkiewnika
na patogen Erwinia carotovora subsp. carotovora [72],
podczas gdy 3-pentanol i 2-butanon wykorzystywane
sg jako czynniki przeciwdzialajace namnazaniu Pseu-
domonas syringae pv. lachrymans, bedacego patogenem
sadzonek ogorka [83].

Najnowsze badania potwierdzajg, ze VOC wydzie-
lane przez mikroorganizmy mogg by¢ wykorzystywane
jako czasteczki, ktére znacznie stymulujg wzrost roslin.
Jednak wcigz istnieje potrzeba przeprowadzenia dodat-
kowych eksperymentéw majacych na celu dokladne
scharakteryzowanie struktury VOC i mechanizmu ich
dzialania na wiekszej liczbie gatunkéw roslin w warun-
kach polowych.

5. Biologiczna ochrona roslin

Baker i Cook w 1974 r. sformulowali podstawy bio-
logicznej ochrony roslin okreslajac ten termin jako
wykorzystanie mikroorganizméw zywych do ograni-
czenia wystepowania organizméw patogennych [5].
Ryzosfera zapewnia lini¢ obrony korzeni roslin przed
atakiem patogenow wystepujacych w glebie. Rézne
elementy mikrobiomu ryzosfery moga antagonizowac
patogeny obecne w glebie zaréwno przed jak i w trakcie
pierwotnej infekcji jak réwniez podczas wtérnego roz-
przestrzeniania sie w tkance korzenia. Gtéwne mecha-
nizmy, za pomocg ktorych mikroorganizmy ryzosfe-
rowe chronig rosliny przed patogenami dzieli si¢ na
bezposrednie i posrednie [8, 54, 60].

Bezposrednie mechanizmy kontroli biologicznej to
m.in.

* konkurencja o nisz¢ ekologiczng, a tym samym
ograniczenie liczebnosci populacji organizméw
patogenicznych,

* ograniczenie skladnikéw odzywczych wymaga-
nych do wzrostu patogenoéw, takich jak np. zelazo,

* wytwarzanie skladnikéw sygnalowych zakldcaja-
cych reprodukeje patogendw i ograniczajacych ich
wzrost np. toksyn, antybiotykow, enzymow litycz-
nych, biosurfaktantow,

Posrednie mechanizmy biokontroli obejmuja:

* wzbudzenie indukowanej odpornosci systemicz-
nej (ISR - Induced Systemic Resistance) i sys-
temicznej odpornosci nabytej (SAR - Systemic
Acquired Resistance),

e stymulowanie dodatkowych organizméw zdol-
nych do hamowania szkodnikéw lub patogenéw
[8, 11, 15, 54, 56, 60, 66].

Kolonizacja korzeni skutkuje nie tylko wysoka

liczbg populacji PGPR w systemie korzeniowym, ale

takze dziala jako system dostarczania antagonistycz-
nych metabolitéw bioracych udzial w bezposrednim
hamowaniu patogenéw roslin [60]. Wsrod zwigz-
koéw syntetyzowanych przez PGPR znajdujg si¢ m.in.:
amoniak, butyrolakton, 2,4-diacetylochloroglucyna
(DAPG), HCN (hydrogen cyanide, cyjanowodér), kwas
fenazyno-1-karboksylowy, wiskozynamid, kanozamina,
oligomycyna A, oomycyna A, ksantobakcyna i piower-
dyna i wiele innych [11, 15, 16, 82].

Szczepy bakterii B. subtilis syntetyzuja wiele odmian
silnych metabolitéw przeciwgrzybiczych, np. zwitter-
mycyne-A, kanosaming i lipopeptydy (surfaktiny,
ituriny) [60]. Bakterie, takie jak Burkholderia cepacia
i Ralstonia solanacearum hydrolizuja kwas fuzari-
owy, syntetyzowany przez grzyby z rodzaju Fusarium
bedace powszechnie spotykanym patogenem roslin
[15]. Kolejng strategia ochronng PGPR jest wytwarza-
nie enzymoéw litycznych. Dunne i wspotpracownicy
w roku 2000 wykazali nadprodukcje zewnatrzkomor-
kowej proteazy w zmutowanych szczepach Stenotro-
phomonas maltophilia W81, co spowodowalo poprawe
biokontroli Pythium ultimum (patogen korzeni wielu
roélin uprawnych) [22]. W obecnym badaniu muta-
geneza transpozonowa Tn 5-764cd w obecnosci kaze-
iny spowodowala izolacj¢ dwdch mutantéw (W81M3
i W81M4), wytwarzajacych okoto trzykrotnie wiecej
pozakomorkowej proteazy niz szczep W81 typu dzi-
kiego. Ponadto mutant W81M4 wykazywal réwniez
zwiekszong aktywno$¢ chitynolityczng w poréwna-
niu z W81, co réwniez jest uzyteczne do biologicz-
nego zwalczania wrazliwych na chitynazy patogenéw
i pasozytow roélin.

W ryzosferze mikroorganizmy konkuruja ze soba
o skladniki pokarmowe, Zrédlo wegla i energii [60,
54]. Strategie wykorzystywane przez ryzobakterie to
m.in. zdolno$¢ do szybkiego wzrostu po napotkaniu
substratow oraz zdolnos¢ do pozakomoérkowej konwer-
sji glukozy do kwasu glukonowego i kwasu 2-ketoglu-
konowego. Niektore bakterie, w tym kilka gatunkow
Pseudomonas skutecznie wychwytuje ze $rodowiska
glukoze, nastepnie przeksztalca jg do kwasu glukono-
wego i kwasu 2-ketoglukonowego. W zwiazku z czym
i zapewnia sobie przewage nad mikroorganizmami,
ktdre nie majg zdolnosci wykorzystywania wspomnia-
nych zwigzkow [60].

Mikroorganizmy zasiedlajace ryzosfere moga takze
oddzialywa¢ na owady roslinozerne. Przykladem sa
badania przeprowadzone przez van de Mortel i wsp.
z wykorzystaniem P. fluorescens SS101, ktérego obec-
no$¢ hamowala rozwoj Spodoptera exigua, bedacego
owadem zerujacym na pomidorze (Solanum lycoper-
sicum) [92].

Mikroorganizmy ryzosferowe w relacjach z rodlinami
aktywuja systemiczna odporno$¢ nabyta (SAR) oraz
biora udzial we wzbudzeniu indukowanej odpornosci
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systemicznej (ISR). Zaréwno ISR, jak i SAR wywoluja
stan zwiekszonej odpornosci rosliny, ktérej towarzy-
szy synteza zwigzkow sygnatowych, takich jak kwas
jasmonowy, etylen i kwas salicylowy [60, 66, 93]. Ter-
min ,indukowana odporno$¢ systemiczna’ okresla
odpornos¢ wywotang przez biotyczne czynniki nie-
chorobotwdrcze, natomiast termin ,,nabyta odpornos¢
systemiczna’, dotyczy interakcji roslin z patogenami
[66]. Wczesne rozpoznanie zagrozenia przez rosling
natychmiast inicjuje kaskade sygnatéw molekularnych
i transkrypcje wielu gendéw, ktdre ostatecznie prowa-
dza do produkeji przez rosline zywicielska czasteczek
obronnych [66, 93]. Do wspomnianych molekut obron-
nych zaliczamy fitoaleksyny, biatka zwigzane z patoge-
neza (PR - Pathogenesis-Related), takie jak chitynazy,
B-1,3-glukanazy, inhibitory proteinaz oraz ligniny itp.
[60, 93]. Verhagen i in. wykazali, ze pomidory (Solanum
lycopersicum) zainokulowane szczepem P, fluorescens
WCS417r (oznacza, ze s3 ISR-dodatnie), wykazuja
szybsza 1 silniejszg indukcje obronng przeciw patoge-
nowi lisci Pseudomonas syringae [94].

6. Podsumowanie

Liczne dane literaturowe potwierdzajg, ze mikro-
organizmy kolonizujace strefe korzeniowg roélin pet-
nig réznorodne funkcje, przede wszystkim wplywaja
na promocje wzrostu i rozwoju roélin. Korzenie roslin
uwalniaja zwiazki bedace zrodlem energii dla mikro-
organizmdw. Wysokie stezenie wydzielin korzeniowych
w ryzosferze przycigga aktywne metabolicznie mikro-
organizmy, ktérych liczba jest znacznie wigksza niz
w innych czesciach gleby. Gatunek roélinny, stadium
rozwoju, rodzaj gleby i warunki klimatyczne to gléwne

czynniki okreslajace sktad zbiorowisk mikrobiologicz-
nych ryzosfery. Obawy zwigzane z nadmiernym stoso-
waniem chemii rolnej sprawiaja, ze coraz wieksza popu-
larnoscig cieszy sie rolnictwo ekologiczne propagujace
biopreparaty bazujace na mikroorganizmach ryzosfe-
rowych stymulujacych wzrost i rozwéj roslin. Stosowa-
nie na szeroka skale PGPR moze zmniejszy¢ globalne
wykorzystanie agrochemikaliéw i pestycydéow. Co
wiecej, jest to technologia tatwo dostepna dla rolnikow
zaréwno w krajach rozwinietych, jak i rozwijajacych
sie. Mikroorganizmy ryzosferowe poza aktywnoscia
promowania wzrostu roslin, prezentuja takze potencjat
bioremediacyjny w stosunku do metali cigzkich i pesty-
cydow, a takze uczestniczg w kontrolowaniu szeregu
réznych fitopatogenéw. Pomimo licznych badan doty-
czacych interakeji roélin i mikroorganizméw ryzosfe-
rowych, wcigz istnieje potrzeba doktadniejszego zrozu-
mienia podstawowych zasad ekologii ryzosfery, w tym
funkgji i réznorodnosci mikroorganizméw. Zapoznanie
sie z dynamika i sktadem spotecznoséci mikroorgani-
zmoéw zasiedlajacych ryzosfere, a takze komunikacji
z ro$ling przyczyni si¢ do efektywnego wykorzystania
preparatow mikrobiologicznych na bazie PGPR. Dalsze
badania nad mechanizmem fitostymulacji przez PGPR
umozliwilyby opracowanie konsorcjow bakteryjnych,
grzybowych i bakteryjno-grzybowych komercyjnie
wykorzystywanych w warunkach agroekologicznych.

Ponizej przedstawiono tabele podsumowujaca,
w ktorej zaprezentowano przyklady mikroorganizméw
ryzosferowych, ktére potencjalnie moga by¢ wykorzy-
stane w preparatach mikrobiologicznych promujacych
wzrost roslin.

Badania sfinansowano z Tematu Badawczego 1.21 realizowa-
nego w ramach dzialalnosci Statutowej IUNG-PIB.

Tabela I
Wybrane rodzaje bakterii i ich wlasciwosci promowania wzrostu i rozwoju roélin

Mikroorganizmy

Whasciwosci promowania wwzrostu roélin

Pseudomonas sp.

Produkeja: TAA, HCN, NH,, VOC, egzopolisacharydoéw, sideroforéw, deamimazy ACC, cytokinin;
solublizacja fosforu i metali cigzkich; aktywno$¢ przeciwgrzybicza

aktywnos¢ przeciwgrzybicza

Rhizobium sp. Produkcja: TAA, HCN, NH,, egzopolisacharydoéw, sideroforéw, cytokinin; solublizacja fosforu;
wigzanie azotu atmosferycznego
Bacillus sp. Produkcja: IAA, HCN, NH,, VOC, giberelin, cytokinin, sideroforéws; solublizacja fosforu;

Azospirillum sp.
odpornoé¢ na antybiotyki

Produkcja: IAA, sideroforéws; solublizacja fosforu; wigzanie azotu atmosferycznego;

Stenotrophomonas maltophilia

Produkgja: IAA, deaminazy ACGC; solublizacja fosforu; wigzanie azotu atmosferycznego

Klebsiella sp.

Produkeja: TAA, HCN, NH,, egzopolisacharydow, sideroforéw; solublizacja fosforu

Burkholderia sp.

Produkecja: TAA, giberelin, deaminazy ACC, sideroforéw; solublizacja fosforu i metali cigzkich

Na podstawie: [ 1, 13, 28, 56, 58, 67, 81].
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Streszczenie: Fitodegradacja to przyjazna dla srodowiska technologia, opierajaca sie na zdolnosci roélin do transformacji pobranych przez
korzenie zanieczyszczen organicznych. Istotng role we wspomaganiu proceséw fitodegradacji moga petnié, budzace coraz wieksze zainte-
resowanie, bakterie endofityczne, kolonizujace wewnetrzne tkanki roslin bez wywotywania objawéw chorobowych. Bakterie endofityczne
wyposazone w odpowiednie szlaki metaboliczne, przyczyniaja sie do degradacji wielu réznych klas zwigzkéw organicznych, w tym: wielo-
pierscieniowych weglowodoréw aromatycznych, lotnych i monopierscieniowych zwigzkéw organicznych, materiatéw wybuchowych czy
pestycydéw. Moga réwniez wspomagac bioremediacje gazow cieplarnianych, takich jak metan i dwutlenek wegla. Ponadto, bakterie endo-
fityczne moga wspiera¢ wzrost i rozwdj roslin poprzez szeroki zakres bezposrednich i posrednich mechanizméw, co réwniez wplywa na
efektywnos¢ procesow fitodegradacji.

1. Wprowadzenie. 2. Fitodegradacjazanieczyszczen organicznych. 3. Zrédlabakterii endofitycznych wspomagajacych procesy fitodegradacji.
4. Zanieczyszczenia organiczne degradowane przez bakterie endofityczne. 5. Genetyczne uwarunkowania degradacji ksenobiotykow
przez endofity. 6. Mechanizmy wplywajace na efektywnos¢ fitodegradacji wspomaganej przez endofity bakteryjne. 7. Podsumowanie

ENDOPHYTIC BACTERIA IN PHYTODEGRADATION OF PERSISTENT ORGANIC POLLUTANTS

Abstract: Organic pollutants are released into the environment as a result of various human activities. Traditional physical and chemical
methods for the clean-up of soil and water polluted with these pollutants are often costly and invasive. A good alternative to above meth-
ods is bacteria assisted phytodegradation. Recently, the particular attention is focused on endophytic bacteria equipped with appropriate
metabolic pathways, increasing the efficiency of organic compound degradation, and promoting plant growth. Endophytic bacteria are
known to degrade various classes of organic compounds, such as: polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs); volatile and monocyclic
organic compounds; explosives as well as pesticides. They may also assist bioremediation of greenhouse gases such as methan and carbon
dioxide. Additionally, endophytic bacteria can promote the growth and development of plants through a wide range of direct and indirect
mechanisms, which also affects the effectiveness of phytoremediation processes.

1. Introduction. 2. Phytodegradation of organic pollutants. 3. Sources of endophytic bacteria enchancing phytodegradation. 4. Organic
pollutants degraded by endophytic bacteria. 5. Genetic basis of xenobiotics degradation in endophytic bacteria. 6. Mechanisms enhancing
microbe-assisted phytodegradation. 7. Summary

Stowa kluczowe: bakterie endofityczne, fitodegradacja, zanieczyszczenia organiczne

Key words:

endophytic bacteria, phytodegradation, organic pollutants

1. Wprowadzenie

Zanieczyszczenia organiczne uwalniane do $ro-
dowiska w wyniku przemystowej i rolniczej dziatalnosci
czlowieka stwarzajg powazne zagrozenie dla bytujacych
w nim organizmoéw [1]. Poniewaz tradycyjne, fizyczne
i chemiczne metody oczyszczania $rodowisk zdegra-
dowanych sg czesto kosztowne i inwazyjne, coraz wie-
cej uwagi poswieca si¢ metodom biologicznego usu-
wania tego typu zanieczyszczen ze Srodowiska. Jedng
z nich jest fitodegradacja, opierajaca si¢ na zdolnosci
roslin do transformacji zanieczyszczen organicznych
[5, 11, 75]. Aby zwiekszy¢ efektywnos$¢ tej metody,

w ostatnich latach, coraz czgsciej prowadzi si¢ bada-
nia majace na celu wykorzystanie potencjalu degra-
dacyjnego bakterii do wspomagania procesoéw fitode-
gradacji. Szczegdlna uwaga badaczy skupia si¢ na bak-
teriach endofitycznych. Bakterie te, moga promowac
wzrost i rozw6j roslin, a co za tym idzie wplywa¢ na
zwiekszenie ich biomasy. Moga réwniez wplywaé na
biodostepnos¢ zanieczyszczen organicznych w glebie.
Wazng zaletg wynikajacg z zastosowania tej grupy mikro-
organizméw do wspomagania procesow fitodegrada-
cji jest rowniez to, iz wszelkie toksyczne zwigzki orga-
niczne pobrane przez rosline ulegaja mineralizacji
wewnatrz jej tkanek [1, 20, 30].

* Autor korespondencyjny: Katarzyna Hupert- Kocurek; Katedra Biochemii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
Slqski w Katowicach, ul. Jagiellonska 28, 40-032 Katowice; tel. 32 200 94 62; e-mail: katarzyna.hupert-kocurek@us.edu.pl
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2. Fitodegradacja zanieczyszczen organicznych

Roslinny metabolizm ksenobiotykéw pobranych ze
srodowiska, obejmuje ogdlne przemiany tych zwigzkow
do form bardziej rozpuszczalnych w wodzie i procesy
ich sekwestracji [5, 75]. Fotoautotroficzne roliny nie
wykorzystuja bowiem pobieranych zwigzkéw organicz-
nych jako zrodta wegla i energii, a ich rola ogranicza
sie do przeksztalcenia tych zwigzkéw w formy mniej
toksyczne, w celu ochrony wrazliwych uktadéow enzy-
matycznych i organelli. W procesie detoksykacji kseno-
biotykéw w komorkach roslin, wyréznia sig trzy fazy:
aktywacje, koniugacje i sekwestracj¢ / kompartmen-
talizacje. W pierwszej fazie przemian, do lipofilnych
zwigzkéw organicznych zostaja wprowadzone reak-
tywne, polarne grupy funkcyjne. Prowadzi to do obni-
zenia ich lipofilnosci i zwiekszenia rozpuszczalnosci
w $rodowisku wodnym komorki. Reakcje fazy pierw-
szej s3 zazwyczaj katalizowane przez takie enzymy, jak
cytochrom P450 czy karboksyloesterazy. Faza druga
obejmuje, katalizowane przez S-transferazy glutatio-
nowe (GST) oraz glukozylotransferazy (GT), reakcje
sprzegania transformowanych zwigzkéw z endogen-
nymi czasteczkami, takimi jak aminokwasy, cukry czy
glutation w celu zmniejszenia ich fitotoksycznosci.
W fazie trzeciej zachodzi usuniecie zinaktywowanych
pochodnych ksenobiotykéw z cytozolu do apoplastycz-
nych przedzialéw komorki lub wakuoli [72].

Efektywnos¢ procesu fitodegradacji moze by¢ ogra-
niczona wrazliwoscig roslin na zbyt wysokie stezenie
pobranych ksenobiotykdw, ktére moga wywolywac
efekt fitotoksyczny, hamowa¢ wzrost i rozwdj roslin
[10]. Moze by¢ takze limitowana poprzez biodostepnosé
zanieczyszczen [55]. Wada omawianego procesu jest
takze nieznany, w wielu przypadkach, kierunek prze-
mian zwiazkow absorbowanych w tkankach roélin, co
moze prowadzi¢ do powstania metabolitow o znacznie
wiekszej toksycznosci niz substancja macierzysta [36].

3. Zrédta bakterii endofitycznych wspomagajacych
procesy fitodegradacji

W przeciwienstwie do roslin, mikroorganizmy, ze
wzgledu na ich wszechstronne zdolnosci metaboliczne,
umozliwiaja catkowity degradacje zwigzkow organicz-
nych, do CO, i H,O [21]. W poréwnaniu z innymi orga-
nizmami, charakteryzuja si¢ one wyjatkowa zdolnoscia
adaptacji do nowych warunkéw srodowiska, w tym trak-
towania zwigzkéw niebedacych produktami ich wias-
nych przemian metabolicznych, jako substratow ener-
getycznych i budulcowych [14]. Dlatego tez w ostatnich
latach, znaczaca role w procesie oczyszczania srodowisk
zdegradowanych przypisuje si¢ fitoremediacji wspo-
maganej przez mikroorganizmy. Szczegdlng role w tym

procesie przypisuje si¢, wyposazonym w odpowiednie
szlaki metaboliczne, bakteriom endofitycznym, ktdre
zwigkszaja skutecznos¢ degradacji zwigzkow organicz-
nych, pomagaja roslinom przezwyciezy¢ stres wywolany
zanieczyszczeniami, a takze promujg ich wzrost [5].

Bakterie endofityczne definiowane sa gtéwnie jako
bakterie kolonizujace wewnetrzne tkanki roslin bez
wywolywania objawdw chorobowych, czy negatywnego
wplywu na swojego roslinnego gospodarza [60]. W prak-
tyce, termin ten okresla mikroorganizmy, ktére moga
zostaé wyizolowane z powierzchniowo wysterylizowa-
nych organéw roslinnych [18]. Wiele endofitow bakte-
ryjnych zostalo wyizolowanych zaréwno z roélin dwu-
lisciennych jak i jednolisciennych, poczawszy od drze-
wiastych gatunkéw takich jak: dab i grusza, do roslin
uprawnych, takich jak: burak cukrowy i kukurydza [60].

Populacja i réznorodnos¢ endofitow obecnych w ros-
linach jest zmienna, uzalezniona gléwnie od geno-
typu roélin, rodzaju tkanki, fazy rozwoju rosliny, ilosci
zanieczyszczen organicznych i warunkéw fizykoche-
micznych gleby [28, 54]. Badania Phillips i wsp. [54]
udowodnily, ze rdzne gatunki rodlin rosnace w glebie
zanieczyszczonej weglowodorami utrzymujg odrebne
populacje mikroorganizméw endofitycznych, ktére
moga mie¢ wplyw na zdolnos¢ roélin do promowania
degradacji okreslonych grup weglowodorow.

Obecnos¢ bakterii endofitycznych zdolnych do de-
gradacji zanieczyszczen organicznych wykazano u wielu
gatunkow roélin charakteryzujacych sie wysoka tole-
rancjg/odpornoscia na zanieczyszczenia, takich jak
topola (Populus sp.) czy wierzba (Salix sp.) [10, 81].
Bakterie uzyteczne w procesach fitodegradacji wyizo-
lowano takze z tkanek komonicy zwyczajnej (Lotus
corniculatus), zycicy wielokwiatowej (Lolium multiflo-
rum), tubinu zottego (Lupinus luteus), grochu (Pisum
sativum), pszenicy (Tricticum durum) i kukurydzy (Zea
mays) [39]. Z debu szyputkowego (Quercus robur) oraz
jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior) pozyskano
endofity posiadajace potencjal do rozkladu trichlo-
roetylenu (TCE) [1], a w brodawkach roélin straczko-
wych, takich jak bob (Vicia faba) i tubin biaty (Lupinus
albus), znaleziono endofity zdolne do rozkladu zaréwno
weglowodoréw alifatycznych, jak i aromatycznych [81].
Dobrym zrédlem bakterii endofitycznych zdolnych
do wykorzystania zwigzkéw organicznych, jako zrodla
wegla, okazaly si¢ takze rosliny zasiedlajace mokradia
[20] i stone bagna [45]. Izolowane z tych roslin szczepy
nalezg gléwnie do rodzajow Burkholderia, Enterobacter,
Pseudomonas i Pantoea [37].

Warto podkredli¢, iz endofity bakteryjne zdolne
do degradacji zanieczyszczen kolonizuja specyficzne
tkanki rodlinne [1]. Przede wszystkim mozna je znalez¢
w ksylemie i/lub korze korzenia [5]. Najwyzsza liczeb-
nos¢ tej grupy bakterii obserwowano w korzeniach
wiekszosci roélin [12, 59].



72 DARIA CHLEBEK, KATARZYNA HUPERT-KOCUREK

4. Zanieczyszczenia organiczne degradowane
przez bakterie endofityczne

Grupe toksycznych i odpornych na biodegradacje
zanieczyszczen organicznych, szeroko rozpowszech-
niong w $rodowisku, stanowig wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne (WWA) [53]. Obecnos¢
tego typu zwigzkéw, moze by¢ wynikiem zaréwno
proceséw naturalnych, takich jak pozary lasow czy
wybuchy wulkanéw, jak i przemystowej i rolniczej dzia-
talnosci cztowieka [3]. Wiele bakterii endofitycznych
zdolnych jest do wzrostu w obecnosci WWA, a niektoére
moga degradowac te zwigzki, wykorzystujac je jako
zrédlo wegla i energii. Przykladem moga by¢ endofi-
tyczne szczepy Pseudomonas putida PD1 i Pseudomo-
nas sp. Ph6 degradujace fenantren [28, 66] czy wyizo-
lowane, odpowiednio, z konyzy kanadyjskiej (Conyza
canadensis) i koniczyny fakowej (Trifolium pratense L.)
szczepy Stenotrophomonas sp. P1 i Pseudomonas sp. P3
zdolne do degradacji naftalenu, fenantrenu, fluorenu,
pirenu i benzo(a)pirenu [86].

Obecnos¢ fenolu i jego pochodnych w $rodowisku
wigze si¢ z powszechnym zastosowaniem tych zwigz-
kéw, miedzy innymi, do produkcji barwnikéw, farb,
lakierow, detergentéw, herbicydow i lekdw. Zwigzki te
mogg powstawac rowniez jako produkty uboczne wielu
procesow przemystowych, takich jak: przetwarzanie
ropy naftowej, koksowanie wegla kamiennego oraz pro-
dukcja stali. Mogg takze powstawa¢ w wyniku biode-
gradacji polimeréw aromatycznych, takich jak ligniny
i taniny [40]. Zdolnos¢ do degradacji fenoli wykazano
miedzy innymi u bakterii endofitycznych izolowanych
z korzeni i todygi konopi siewnej (Cannabis sativa),
wzrastajgcej na terenach zanieczyszczonych weglowo-
dorami [22]. Wérod wyizolowanych bakterii najwiekszy
potencjal do degradacji tego substratu aromatycznego
wykazywaly trzy izolaty, zidentyfikowane jako: Pseudo-
monas sp. (AIEB-4), Alcaligenes sp. (AIEB-6) i Achro-
mobacter sp. (AIEB-7). Wszystkie trzy szczepy wyka-
zywaly zdolno$¢ do wzrostu w obecnos$ci 1000 mg/L™
fenolu. W czasie 96-godzinnej hodowli, Achromobacter
sp. (AIEB-7) zdolny byt do degradacji 81% wprowadzo-
nej dawki fenolu, natomiast Pseudomonas sp. (AIEB-4)
oraz Alcaligenes sp. (AIEB-6) rozkladaly odpowiednio
72% i 69% wprowadzonej dawki fenolu.

Wisrod wszystkich rodzajow zanieczyszczen, jedno
z gtownych zagrozen dla $rodowiska i zdrowia czlo-
wieka stanowia pestycydy. Chloropiryfos [O, O-die-
tylo O- (3,5,6-trichloro-2-pirydynylo) -fosforotionian]
(CP), to szeroko stosowany w rolnictwie $rodek owa-
dobojczy. Zwigzek ten, akumuluje si¢ w srodowisku
stwarzajac zagrozenie dla ludzi i zwierzat. Wykazano,
ze CP moze wywolywac uszkodzenia watroby i nerek
oraz wplywa¢ negatywnie na aktywno$¢ plemnikow.
Ponadto jest on uwazany za jeden z czynnikéw odpo-

wiedzialnych za wystapienie raka piersi u kobiet. Zdol-
no$¢ degradacji tego insektycydu wykazano u szczepu
Sphingomonas sp. H]Y, wyizolowanego ze szczypioru
chinskiego (Allium tuberosum Rottl. ex Spreng) [11].

Kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) jest jed-
nym z najbardziej rozpowszechnionych srodkéw chwa-
stobojczych [37]. Sole 2,4-D sg tatwo absorbowane
przez korzenie roélin i ulegajg translokacji do tkanek
merystematyczych korzeni i pedéw, gdzie zwiazek ten
dziata jak hormon roélinny, powodujac ich niekon-
trolowany rozrost. Mobilno$¢ 2,4-D w glebie czesto
prowadzi do zanieczyszczen wdéd powierzchniowych
i gruntowych. Mimo, iz herbicyd ten jest biodegrado-
walny, moze on utrzymywac si¢ w glebie i wodzie [16].
Stosowanie 2,4-D na szerokg skale stwarza niebezpie-
czenstwo zaréwno dla zdrowia ludzi, jak i srodowiska
[37]. Zdolnos¢ bakterii endofitycznych do degradacji
2,4-D wykazano w dos$wiadczeniu przeprowadzo-
nym przez Germaine i wsp. [16]. W badaniach tych,
endofityczny szczep P putida VM1450, pochodzacy
z wewnetrznych tkanek topoli (Populus deltoids), wpro-
wadzono do grochu (Pisum sativum). Zaszczepione
roéliny poddawano dziataniu 2,4-D. Stwierdzono, ze
szczep VM1450 aktywnie kolonizowal wewnetrzne
tkanki roéliny, a inokulowane roéliny charakteryzowaly
sie wiekszg zdolnoscig do usuwania 2,4-D z gleby i nie
akumulowaly tego herbicydu w tkankach [16].

Produkcja oraz przetwarzanie amunicji doprowa-
dzilo do zanieczyszczenia sSrodowiska zwigzkami takimi
jak: 2,4,6-trinitrotoluen (TNT), heksahydro-1,3,5-
-trinitro-1,3,5-triazyna (RDX) czy octahydro-1,3,5,7-
-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocyna (HMX). Te toksyczne
i mutagenne zwiazki, charakteryzuje wysoka trwalo$¢
i odpornos$¢ na dzialanie czynnikéw chemicznych,
biologiczne utlenienie oraz hydrolize [52]. Badania
Van Aken i wsp. [73] wykazaly, ze endofityczny szczep
Methylobacterium sp. BJ001, wyizolowany z lisci
i korzeni topoli (Populus deltoids x nigra DN34 ), wyka-
zuje zdolnos¢ do degradacji TNT, RDX oraz HMX. Po
55 dniach hodowli szczepu BJ001 w obecnosci powyz-
szych zwigzkow, stwierdzono catkowity rozkltad 25 mg/1
TNT, 20 mg/l RDX oraz 2,5 mg/l HMX.

Wybrane gatunki bakterii wyizolowane z korzeni,
pedow oraz ryzosfery klonu jaworowego (Acer pseudo-
platanus) wzrastajacego w glebie zanieczyszczonej TNT,
zostaly wykorzystane przez Thijs i wsp. [71] do utwo-
rzenia konsorcjum bakteryjnego CAP9. Konsorcjum
to taczy w sobie zdolnos¢ do wydajnej transformacji
TNT oraz promocji wzrostu roélin. Udowodniono, ze
inokulacja mietlicy pospolitej (Agrostis capilaris) tym
konsorcjum bakteryjnym stymulowata wzrost roslin
wzrastajacych w glebie skazonej TNT. Po raz pierwszy
badania te wykazaly, ze bakteria endofityczna Stenotro-
phomonas chelatiphagus wyizolowana z li$ci oraz bakte-
ria Variovorax ginsengisoli wyizolowana z korzeni klonu
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jaworowego, moga transformowa¢ TNT do hydroksy-
loaminy i amino-dinitrotoluenu.

Obecnie wiele badan koncentruje si¢ nad mozli-
woscig wykorzystania endofitycznych metanotrofow
w bioremediacji gazdw cieplarnianych, w szczegolnosci
metanu i dwutlenku wegla. Bakterie te przyczyniaja si¢
do efektywnego wychwytywania metanu powstatego na
torfowiskach, ograniczajac w ten sposob jego emisje do
atmosfery [67]. Bakterie metanotroficzne zdolne sa do
wykorzystywania metanu jako jedynego zrodla wegla
i energii. Kluczowym enzymem odpowiedzialnym za
utlenienie metanu jest monoksygenaza metanowa.
Enzym ten moze wystepowaé w dwoch formach, jako
sMMO i pMMO. Forma sMMO jest obecna w cyto-
zolu, natomiast pMMO jest zwiazana z blong komor-
kowa. Wykazano, Ze obie formy tego enzymu utleniaja
szereg zwigzkow alifatycznych i aromatycznych [64]
i moga wystepowaé w komorce réwnoczesnie, jednak
ich aktywno$¢ bezposrednio zalezy od stezenia jondw
miedzi (Cu®*) w biomasie [68]. Wykazano, ze endo-
titczne metanotrofy, Methylocella palustris i Methylo-
capsa acidophila, kolonizujace tkanki mchu z rodzaju
Sphagnum utleniaja metan do dwutlenku wegla, ktéry
jest nastepnie wykorzystywany przez roéliny w proce-
sie fotosyntezy. Endofity metanotroficzne kolonizujace
tkanki Sphagnum sp. moga redukowa¢ emisje CH,
i CO, z torfowisk nawet o 50% [67]. Endofity metano-
troficzne moga zosta¢ takze wykorzystane do inokulacji
roélin, takich roslin jak: trzcina (Phragmites sp.), patka
(Typha sp.) oraz wierzba (Salix sp.), zasiedlajacych
sztuczny system mokradel. Co wiecej, moga by¢ row-
niez wprowadzone do roélin uprawnych i przyczynia¢
sie do promocji ich wzrostu [67].

5. Genetyczne uwarunkowania degradacji
ksenobiotykow przez endofity

W genomach wigkszosci wyizolowanych bakterii
endofitycznych zdolnych do degradacji weglowodordw
stwierdzono obecnos¢ genu kodujgcego monoksyge-
naze alkanowaq (alkB) oraz genu kodujacego hydro-
ksylaze cytochoromu P450 (CYTI153) [2, 27, 49]. Na
przyklad w badaniach Kukli i wsp. [29] wykazano,
iz wigkszos¢ bakterii endofitycznych pozyskanych
z zycicy trwalej (Lolium perenne L.), rodliny wzrasta-
jacej w $rodowisku skazonym weglowodorami ropo-
pochodnymi, posiadalo gen CYTI53. W genomie
jednego z pozyskanych szczepdw, Rodococcus fascians
L11, stwierdzono obecno$¢ genu alkH kodujacego
hydroksylaze alkanowsg i genu pah kodujacego pod-
jednostke alfa dioksygenaz hydroksylujacych WWA.
Endofityczne szczepy Microbacterium sp. i Rhodococ-
cus sp. (L7, S12, §23, S25) posiadaly w swoim genomie
gen alkB. W genomie zadnego z pozyskanych izolatow

nie wykazano natomiast obecnosci genu ¢230 koduja-
cego 2,3-dioksygenaze katecholowa, kluczowy enzym
w szlaku degradacji monocyklicznych weglowodoréow
aromatycznych. Z kolei, w badaniach przeprowadzo-
nych przez Siciliano i wsp. [63] wykazano, ze w glebach
zanieczyszczonych ropa naftowa, dwa geny kodujace
enzymy odpowiedzialne za degradacje weglowodorow,
gen alkB, kodujgcy monoksygenaze alkanowy i ndoB,
kodujacy dioksygenaze naftalenowa byly bardziej
powszechne u bakterii endofitycznych niz u mikro-
organizmow zyjacych w ryzosferze. Wsrdd szczepow
endofitycznych powszechne byly réwniez geny kodu-
jace enzymy zwigzane z rozkladem nitrozwigzkow, jak
na przyklad monoksygenaza nitrotoluenu (ntnM) oraz
reduktaza 2-nitrotoluenu (ntdAa) [63]. Badania prze-
prowadzone przez Andria i wsp. [4] nad ekspresja genu
alkB kodujacego monoksygenaze alkanowg u dwdch
bakteryjnych szczepéw wykazaly natomiast, ze endo-
fityczny szczep Pseudomonas sp. ITRI53 wyizolowany
z endosfery zycicy wielokwiatowej (Lolium mulitiflo-
rum L.) wykazywal duzo wyzszy poziom ekspresji genu
alkB, niz szczep Rhodococcus sp. ITRH43, pozyskany
z ryzosfery tej rosliny. Co wigcej, ekspresja genu alkB
zachodzita nie tylko w ryzosferze, ale réwniez in planta.

Rdznice w ekspresji gendw kodujacych enzymy de-
gradacyjne u bakterii endofitycznych wykazali takze
Yousaf i wsp. [82] w badaniach nad ekspresja bakte-
ryjnego genu CYP153 kodujacego hydroksylaze cyto-
chromu P450, enzym zaangazowany w degradacje
weglowodoréw. W badaniach tych, trzy rézne gatunki
roélin: zycica wielokwiatowa (Lolium multiflorum var.
Taurus), komonica zwyczajna (Lotus corniculatus var.
Leo) i lucerna (Medicago sativa var. Harpe) zaszcze-
pione zostaly trzema réznymi szczepami Enterobacter
ludwigii. Stwierdzono, ze szczepy bakterii, wprowa-
dzone do roélin, réznity sie znaczaco poziomem eks-
presji i liczbg gendéw zaangazowanych w degradacje
alkanow w zaleznosci od gatunku roélinnego gospoda-
rza, przedzialu w obrebie roélin, a takze na réznych eta-
pach ich wzrostu. Najwyzszy poziom ekspresji gendéw
zaobserwowano w korzeniach oraz pedach zycicy wie-
lokwiatowej. Wszystkie szczepy wykazywaly ekspresje
genu CYPI153 we wszystkich przedziatach roslinnych,
co wskazuje na ich aktywng role w degradacji oleju
napedowego w roslinie. Najwyzszy wskaznik degrada-
cji oleju napedowego (do 68%) wykazaty dwa szczepy:
E. ludwigii ISI10-3 i E. ludwigii BRI10-9 wprowadzone
do zycicy wielokwiatowej lub lucerny.

Informacja genetyczna kodujaca syntez¢ enzymow
zaangazowanych w degradacje zwiazkdw organicznych
zlokalizowana jest najczesciej w ruchomych elemen-
tach genetycznych takich jak plazmidy czy transpo-
zony, ktore umozliwiajg HTG pomigdzy bakteriami
[21]. HTG jest gléwnym mechanizmem, przez ktéry
mikroorganizmy nabywaja nowe metaboliczne szlaki,
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dzieki czemu szybko przystosowuja sie do zmian zacho-
dzacych w srodowisku [74]. Umozliwia on zwigkszenie
populacji oraz aktywnos¢ autochtonicznych endofitycz-
nych bakterii zdolnych do rozktadu zwigzkéw organicz-
nych [1]. Ponadto, HTG umozliwia pozyskanie bakterii
endofitycznych, z nowymi katabolicznymi $ciezkami
i heterologiczng ekspresja gendw, zwlaszcza gdy dawca
i biorca nalezg do spokrewnionych gatunkow [18, 65].
Burkholderia cepacia FX2, to bakteria wykazujaca
zdolno$¢ degradacji toluenu, bedaca gospodarzem
plazmidu niosgcego gen kodujacy 2,3-dioksygenaze
katecholowa (C230), kluczowy enzym w szlaku degra-
dacji monocyklicznych weglowodordéw aromatycznych.
Wprowadzenie szczepu FX2 do kukurydzy (Zea mays)
oraz pszenicy twardej (Tricticum durum) wplyneto
pozytywnie na wzrost tych roslin, doprowadzito takze
do ograniczenia ewapotranspiracji toluenu do atmos-
fery. Horyzontalny transfer plazmidu z genem c230
wsérod endofitycznych bakterii naturalnie wystepuja-
cych w tych roélinach pozwolil na zwiekszenie popu-
lacji bakterii zdolnych do degradacji zanieczyszczen
oraz promocji wzrostu roslin [74]. Z kolei, Burkolderia
phytofirmans PS]N jest endofitcznym szczepem, ktory
z powodzeniem kolonizuje wiele roslin, stymulujac ich
wzrost i witalno$¢. Na genom tej bakterii sktadajg sie
dwa chromosomy i jeden plazmid, wyposazone mi¢dzy
innymi w geny kodujace szlaki rozktadu wielu ztozo-
nych zwiazkéw organicznych. Bakteria ta niesie geny
kodujace takie enzymy zaangazowane w degradacje

zwigzkow alifatycznych, jak: monoksygenaze alkanowa
(alkB) i hydroksylaze cytochromu P450. Jej genom
zawiera réwniez, co najmniej 15 genéw kodujacych
dioksygenazy, enzymy zaangazowane w rozszczepienie
pierscienia aromatycznego, takie jak: 1,2-dioksygenaza
katecholowa, 2,3-dioksygenaza katecholowa, dioksyge-
naza 2-nitropropanowa oraz 3,4-dioksygenaza proto-
katechowa. Ponadto, w genomie tego szczepu stwier-
dzono imponujaco duzg liczbe gendéw GST (24 kopie),
wchodzacych w sktad operonéw odpowiedzialnych za
degradacje zwigzkow aromatycznych [41]. Przyklady
bakterii endofitycznych, w genomach ktérych stwier-
dzono obecnos¢ genéw zaangazowanych w degradacje
zanieczyszczen organicznych przedstawiono w tabeli I.

6. Mechanizmy wplywajace na efektywnos¢ fito-
degradacji wspomaganej przez endofity bakteryjne

Ze wzgledu na obecno$¢ zanieczyszczen organicz-
nych, dostepnos$¢ sktadnikéw mineralnych, w tym
azotu, fosforu i zelaza w glebie moze by¢ limitowana,
co w konsekwencji prowadzi do ograniczenia wzrostu
rodlin [27]. Biodostgpnos$¢ skladnikéw mineralnych
w zanieczyszczonych glebach jest jednym z gtéwnych
czynnikow ograniczajacych efektywnos¢ fitoremedia-
cji [1]. Wsréd endofitéw bakteryjnych promujacych
wzrost roslin mozna znalez¢ takie, ktore maja zdol-
no$¢ wigzania wolnego azotu atmosferycznego (bakte-

Tabela I
Bakterie endofityczne, w genomach ktorych wykazano obecnos¢ genéw warunkujacych zdolno$é
do degradacji zanieczyszczen organicznych

Endofit bakteryjny Roélinny gospodarz Gen Kodowany enzym Zrédlo
Pseudomonas sp. ITRI53 Lolium multiflorum L. alkB monoksygenaza alkanowa (4]
Pseudomonas mandelii 6FXS Lotus corniculatus [51]
Rhodococcus fascians L11 Lolium multiflorum L. alkH hydroksylaza alkanowa [29]
Rhodococcus sp. 4WK Oenothera biennis [51]
Enterobacter ludwigii ISI10-3 Lolium multiflorum var. Taurus,

E. ludwigii ISI10-4 Lotus corniculatus var. Leo, [82]

E. ludwigii BRI10-9 Medicago sativa var. Harpe CYPI153 | hydroksylaza cytochromu P450

Stenotrophomonas maltophilia 5XS Lotus corniculatus [51]

Pseudomonas umsongensis 8.1WK Oenothera biennis

Burkholderia cepacia FX2 Zea mays, Tricticum durum c230 2,3-dioksygenaza katecholowa [74]

Pseudomonas putdia VM1441 (pNAH?7) | Pisum sativum ndoB | dioksygenaza naftalenowa [15]

Pseudomonas fluorescens ATCC 17397 | Elymus angustus Trin. nidA dioksygenaza naftalenowa [54]

Pseudomonas syringae Lz4W Agropyron elongatum phnAc | dioksygenaza fenantrenowa [54]

Pseudomonas poae DSM

Rhodococcus fascians L11 Lolium multiflorum L. pah podjednostka alfa dioksygenaz [29]

hydroksylujagcych WWA

Pseudomonas sp. BF1-3 Platycodon grandiflorus ophB hydrolaza organofosforowa [44]

Burholderia cepacia VM1468 Populus deltoides tomA | monoksygenaza toluenowa [70]
x(trichocarpa x deltoides)

Burkolderia phytofirmans PSJN Zea mays GST glutation-S-transferaza [41]
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rie dizatroficzne). Ostatnie badania wykazaly, ze zdol-
no$¢ wigzania wolnego azotu wykazuja takze niektdre
endofity bakteryjne zdolne do degradacji zwiazkow
organicznych [27]. Dashti i wsp. [9] donosza, Ze bakte-
rie zdolne do degradacji zanieczyszczen organicznych
i wigzania wolnego azotu zwigkszaja degradacje weglo-
wodoréw w glebach zanieczyszczonych ropa naftows
oraz ubogich w azot. Endofity bakteryjne zdolne sa
takze do syntezy specyficznych zwiagzkéw organicz-
nych, sideroforéw, ktére umozliwiaja redukcje jonow
Fe** do Fe?, fatwiej dostepnych dla roslin [27]. Kolej-
nym makroskiadnikiem waznym dla wzrostu i rozwoju
organizmow jest fosfor [30]. Bakterie zwigzane z rosli-
nami mogg zwieksza¢ rozpuszczalno$¢ nieorganicznych
fosforandw poprzez syntez¢ kwaséw organicznych oraz
fosfataz [27]. Oprocz omoéwionych powyzej sktadnikow
mineralnych, bakterie endofityczne dostarczajg rosli-
nom niezbednych witamin [60], w tym witamine B1
[39]i B12 [67].

Jednym z najwazniejszych fitohormondéw produ-
kowanym przez endofity bakteryjne jest kwas indo-
lilo-3-octowy (IAA), nalezacy do grupy auksyn. Fito-
hormon ten stymuluje wzrost wydtuzeniowy korzeni,
pobudza podziaty komdrkowe, a takze indukuje two-
rzenie korzeni bocznych [56]. Ponadto, IAA moze stu-
zy¢ jako czgsteczka sygnalna w komunikacji pomiedzy
komorkami bakterii [18]. Bakteryjny IAA wptywa takze
posrednio na regulacj¢ poziomu etylenu w roslinie.
Moze on bowiem zwieksza¢ transkrypcje i aktywnosé
roslinnego enzymu-syntazy ACC, katalizujacej tworze-
nie kwasu 1l-aminocyklopropano-1-karboksylowego
(ACC), bezposredniego prekursora etylenu [17]. Bada-
nia Sheng i wsp. [65] przeprowadzone nad Enterobacter
sp. 12]J1 wyizolowanym z czosnku (Allium macroste-
mon) rosngcego na terenach zanieczyszczonych weglo-
wodorami wykazaly, ze szczep ten jest zdolny nie tylko
do degradacji pirenu , ale réwniez do produkeji IAA.
Ponadto posiada on zdolnos¢ produkcji sideroforow
oraz solubilizacji nieorganicznego fosforu. Po inokulacji
szczepem Enterobacter sp. 12]1 pszenicy oraz kukurydzy
stwierdzono, ze skutecznie kolonizowal on wewnetrzne
tkanki korzeni oraz pedéw, a takze ryzosfere badanych
roélin. Rosliny inokulowane tym szczepem charaktery-
zowaly si¢ zwiekszong produkcja biomasy.

Etylen (C,H,) jest waznym fitohormonem modu-
lujagcym wzrost i metabolizm komorek roslinnych.
Jednakze jego nadmiar, produkowany przez rosliny
w odpowiedzi na stresy srodowiskowe, moze hamowac
elongacje korzeni, formowanie korzeni bocznych oraz
wlo$nikéw [30]. W szlaku biosyntezy etylenu, S-adeno-
zylometionina (SAM) jest przeksztalcana przez syntaze
ACC w kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy
(ACC), ktory nastepnie, przy udziale oksydazy ACC,
ulega konwersji do etylenu. Bakterie wykazuja zdol-
no$¢ syntezy deaminazy ACC, enzymu, ktory katalizuje

rozklad ACC do amoniaku i kwasu a-ketomastowego
obnizajgc tym samym poziom etylenu w roslinie [17].
Ostatnie badania wykazaly, ze endofity bakteryjne
produkujace deaminaz¢ ACC, jak réwniez wykazujace
zdolno$¢ degradacji weglowodoréw znaczaco przyczy-
niajg si¢ do produkeji biomasy roélin, w przeciwien-
stwie do bakterii posiadajgcych tylko jedna z tych cech
[27]. Na przyklad Yousaf i wsp. [82] wykazali pozy-
tywna korelacje pomiedzy aktywnos$cia deaminazy
ACC obecnej w komorkach endofitycznych szczepow
E. ludwigii 1SI10-3 i BRI10-9, a poprawa efektyw-
nosci wzrostu korzeni roélin inokulowanych tymi izo-
latami. Badane szczepy skutecznie kolonizowaly wne-
trze korzeni i ryzosfere roélin. Z kolei, badania Afzal
i wsp. [2] wykazaly, ze Burkholderia phytofirmans Ps]N,
wyizolowana z powierzchniowo wysterylizowanych
korzeni cebuli (Allium cepa), po wprowadzeniu do aka-
cji (Acacia amplicep) wykazywala wysoka aktywnos$¢
deaminazy ACC, ktdra stymulowata wzrost rosliny oraz
produkcje biomasy w glebie zanieczyszczonej $ciekami
wiokienniczymi.

Endofity bakteryjne moga takze posrednio sty-
mulowaé wzrost roélin w glebach zanieczyszczonych
zwigzkami organicznymi poprzez hamowanie wzrostu
i aktywnosci fitopatogenow, indukcje mechanizmoéw
odpornosci roélin, synteze enzymdw hydrolitycznych,
a takze rozklad zanieczyszczen organicznych [27].

Wiele endofitéw bakteryjnych wykazuje antagonis-
tyczne dzialanie przeciwko licznym grzybom oraz bak-
teriom [56]. Moga one hamowa¢ dziatanie enzymow
lub degradowac¢ toksyny produkowane przez patogeny
[75]. Niektore z nich zdolne sg do wytwarzania enzy-
mow litycznych degradujacych sciany komorkowe grzy-
béw [39], inne z kolei produkujg cyjanowodér (7, 29,
50] czy wiele metabolitow wtornych, w tym antybiotyki
[56]. Badania Bisht i wsp. [7] wykazaly, ze endofityczny
szczep Bacillus sp. SBER3 wyizolowany z topoli (Popu-
lus deltoides) jest zdolny do syntezy IAA, deaminazy
ACC oraz sideroforéw. Ponadto, w warunkach in vitro,
hamuje wzrost fitopatogennych grzybéw: Rhizoctonia
solani, Macrophomina phaseolina, Fusarium oxyspotum
i Fusarrium solani o, odpowiednio, 60%, 61,5%, 64,3%
i 12%. Szczep ten, oprocz promowania wzrostu roélin,
zdolny jest takze do degradacji wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych. Stwierdzono, ze po
reinokulacji tego szczepu do rosliny, przyczynial sie
on do wzrostu dtugosci korzeni oraz pedoéw, przyrostu
obwodu pnia, zaréwno w glebie kontrolnej, jak i w gle-
bie zanieczyszczonej weglowodorami [7]. W tabeli II
przedstawiono przyktady bakterii endofitycznych pro-
mujacych wzrost roélin oraz wykazujacych zdolnos¢ do
degradacji zanieczyszczen organicznych.

Niektdre bakterie endofityczne uzyteczne w fitore-
mediacji zdolne s do produkcji zwigzkéw powierzch-
niowo czynnych - biosurfaktantéw [12, 29, 48, 83]. Te
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Tabela II
Przyktady bakterii endofitycznych promujacych wzrost roslin oraz wykazujacych zdolno$¢ do degradacji zanieczyszczen organicznych

Endofit bakteryjny Roélinny gospodarz

Mechanizm promujacy
wzrost roslin

Degradowane

) | Zrédto
zanieczyszczenia

Pseudomonas putida L1 Lolium perenne L.

produkcja IAA
produkeja sideroforéw produkcja HCN

olej napedowy [29]

Enterobacter asburiae 4FJK | Hieracium piloselloides synteza deaminazy ACC olej napedowy [50]
produkcja IAA
produkcja HCN
produkcja NH,

Pseudomonas sp. IFWK Oenothera biennis synteza deaminazy ACC produkcja IAA | olej napedowy (51]
produkeja sideroforéw

Enterobacter ludwigii ISI10-3, | Lolium multiflorum var. Taurus, | synteza deaminazy ACC alkany (82]

E. ludwigii ISI10-4, Lotus corniculatus var. Leo,

E. ludwigii BRI10-9 Medicago sativa var. Harpe

Bacillus sp. SBER3 Populus deltoides synteza deaminazy ACC, produkcja IAA | antracen, [7]

produkcja sideroforéw
synteza enzymow litycznych

naftalen, benzen,
toluen, ksylen

Enterobacter sp. 12]1 Allium macrostemon produkeja IAA, mobilizacja fosforanéw | piren [65]
produkeja sideroforow

Achromobacter Chrysopogon zizanioides produkcja IAA toluen [19]

xylosoxidans F3B wigzanie wolnego azotu

Burkholderia cepacia FX2 Zea mays, Tricticum durum produkeja sideroforéw, toluen (74]
mobilizacja fosforanéw

Burkolderia phytofirmans Acacia amplicep synteza deaminazy ACC $cieki [2]

PSIN wlokiennicze

Pseudomonas sp. E46 Spirodela polyrhiza produkcja IAA fenpropatyna [75]

wewnatrzkomodrkowe, zewnatrzkomoérkowe lub zwia-
zane ze $ciang komodrkowa mikroorganizméw meta-
bolity mozna podzieli¢ na dwie grupy. Do pierwszej
zaliczane sg zwigzki o stosunkowo matej masie czas-
teczkowej (glikolipidy, fosfolipidy, lipopeptydy), druga
grupe stanowig substancje wysokoczasteczkowe, takie
jak: emulsan, liposan czy kompleksy polisacharydowo-
-bialkowe. Biosurfaktanty o malej masie czasteczko-
wej zazwyczaj silnie obnizajg napiecie miedzyfazowe
i powierzchniowe. Z kolei, biosurfaktanty wysoko-
czasteczkowe, to w wiekszosci efektywne emulgatory
[47,48]. Szczegdlnag role, biosurfaktanty, jak i mikro-
organizmy je produkujace, odgrywaja w bioremediacji
srodowisk zanieczyszczonych weglowodorami ropo-
pochodnymi [32]. Oczyszczanie takich srodowisk jest
ograniczone ze wzgledu na wysoka hydrofobowos¢
tego typu zanieczyszczen oraz ich niska rozpuszczal-
no$¢ w wodzie. Zwiazki te zostaja zaadsorbowane na
czastkach gleby badz uwigzione w porach gruntu i tym
samym staja si¢ niedostepne dla mikroorganizméw oraz
roélin [12, 83]. Obecnos¢ biosurfaktantéw produkowa-
nych przez mikroorganizmy przyczynia si¢ do zwiek-
szenia biodostepnosci zanieczyszczen organicznych
oraz ulatwia ich pobieranie przez roéliny [12]. Biosur-
faktanty oddzialujac bezposrednio z weglowodorami
zwiekszaja ich rozpuszczalnosé w wodzie, a oddziatujac
z powierzchnia komorek bakteryjnych degradujacych te

substancje, przyczyniaja si¢ do zwiekszenia ich hydro-
fobowosci [5, 12]. Ponadto, obecno$é biosurfaktantow
w $rodowisku moze wplywac¢ zaréwno na poszczegolne
komorki, jak i cate populacje drobnoustrojow. Na przy-
ktad, niektore cykliczne lipopeptydy wytwarzane przez
bakterie z rodzaju Bacillus i Pseudomonas, poza bardzo
wysoka aktywnos$cig powierzchniows, charakteryzuja
sie aktywnoscig biologiczng — hamujac wzrost fitopa-
togendw, przyczyniaja si¢ do wzbudzania indukowa-
nej odpornosci systemicznej roslin (ISR), biorg udziat
w formowaniu biofilméw czy w ruchu rozpelzliwym
(ang. swarming motility) [46,57]. Zdolnos¢ do pro-
dukcji biosurfaktantéw wykazano u takich endofitycz-
nych szczepdw, jak: Pseudomonas sp., Microbacterium
sp. i Kocuria sp. wyizolowanych z Lolium perenne [29],
szczepu Bacillus subtilis K1 wyizolowanego z korzeni
tigowca bengalskiego (Ficus benghalensis L.) [48] czy
Microbacterium sp. M87 pochodzacego z tkanek hia-
cynta wodnego (Eichhornia crassipes) [32]. Badania Wu
i wsp. [79] dowiodly, iz wyizolowany z korzeni trzciny
(Phragmites australis ) szczep Pseudomonas aeruginosa
L10, produkujacy biosurfaktant efektywnie obnizajacy
napiecie powierzchniowe, wykazuje wysokg aktywnosé
degradacyjng wobec réznych weglowodoréw. Zsekwen-
cjonowanie genomu tego szczepu wykazato obecnos¢
gendéw rhIABRI kodujacych enzymy zaangazowane
w biosynteze ramnolipidu, jednego z najczesciej bada-
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nych zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Z kolei,
w 2014 roku, Zhang i wsp. [83] wykazali, iz inokulacja
rodlin bakteryjnym konsorcjum zawierajagcym endo-
fityczny szczep B. subtilis J4AJ zdolny do degradacji
oleju napedowego i endofityczny szczep Pseudomonas
sp. U-3 produkujacy biosurfaktant efektywnie obniza-
jacy napigcie powierzchniowe, sprzyjala usuwaniu oleju
napedowego ze Srodowiska.

Produkowane przez endofity biosurfaktanty, moga
stanowi¢ dobrg alternatywe dla budzacych coraz wiecej
kontrowersji syntetycznych srodkdéw powierzchniowo
czynnych stosowanych dla wspomagania proceséw
bioremediacji [31]. Zastosowanie syntetycznych sur-
faktantéw budzi coraz wigksze obawy szczegdlnie ze
wzgledu na ich toksycznos¢ i odporno$¢ na biode-
gradacje, ktdra moze prowadzi¢ do wzrostu zanieczysz-
czenia $rodowiska tego typu zwigzkami [8, 23, 42].
Zdolnos¢ do degradacji anionowych surfaktantow
wykazano u bakterii glebowych B.subtilis i Bacillus
cereus [49] oraz u wyizolowanych z gleby i wody bak-
terie z rodzaju Pseudomonas [58]. Syntetyczne surfak-
tanty moga takze wplywa¢ niekorzystnie na chemiczng
i fizyczng strukture gleby oraz gromadzi¢ sie w wodach

gruntowych [61].

7. Podsumowanie

Wykorzystanie bakterii endofitycznych w remedia-
cji zanieczyszczen organicznych jest obecnie jednym
z wazniejszych nurtéw badawczych w biotechnologii
srodowiskowej. Liczne badania potwierdzaja, ze relacje
miedzy rodlinami a ich wewnetrznymi symbiontami,
w oczywisty sposob przyczyniajg sie do efektywnego
przebiegu bioremediacji. Dlatego tez warto badac te
interakcje w celu opracowywania metod i strategii,
pozwalajacych na lepsze wykorzystanie tych oddzia-
tywan. Nowo izolowane bakterie endofityczne moga
sta¢ sie bowiem punktem wyjscia do dalszych badan
nad ich zdolnoscig do degradacji zanieczyszczen orga-
nicznych czy wspomaganiem wzrostu roélin. Poznanie
i zrozumienie genetycznych podstaw oddziatywan mie-
dzy roslinami a endofitami, przy uzyciu najnowszych
technik biologii molekularnej, umozliwi petne wyko-
rzystanie potencjatu tej grupy mikroorganizmow.
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Abstract: The machinery of antibiotic production by Penicillium chrysogenum PQ-96 is composed of co-located cytosolic and peroxisomal
enzymes of the penicillin G biosynthesis pathway. Pexophagy and exocytosis should be currently considered as an alternative for penicillin
G secretion from the mycelial cells. Penicillin G overproduction is a cellular detoxification process, protecting the mycelium from the
toxicity of the antibiotic precursor.

1. Introduction. 2. Peroxisomal functions and penicillin G biosynthesis. 3. Immunoelectron microscopyof isopenicillin N synthase.
4. Ultrastructural localization of peroxisomes. 5. Pexophagy and exocytosis — secretion of penicillin G. 6. Conclusions

NOWE SZCZEGOLY DOTYCZACE KOLOKACJI SYNTAZY IZOPENICYLINY N
I PEROKSYSOMOW W KOMORKACH STRZEPKOW GRZYBNI
SZCZEPU PENICILLIUM CHRYSOGENUM PQ-96 - PEKSOFAGIA I EGZOCYTOZA

Streszczenie: Maszyneria produkcji antybiotyku przez przemystowy szczep Penicillium chrysogenum PQ-96 jest ztozona z zlokalizowanych
cytozolowych i peroksysomalnych enzyméw szlaku biosyntezy penicyliny G. Peksofagia i egzocytoza powinny by¢ obecnie wziete pod
uwage jako alternatywa dla sekrecji penicyliny G. Wysokowydajna produkcja penicyliny G jest procesem detoksykacyjnym chronigcym
komorki producenta przed toksycznym prekursorem antybiotyku.
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1. Introduction

The discovery and industrial production of penicillin
G by high-yielding Penicillium chrysogenum strains was
a great success which allowed to open the era of antibiotic
therapy. Penicillin G has saved millions of human beings
from annihilation. The -lactams are some of the oldest
and most widely used antibiotics in human society. In
industrial strains penicillin G is secreted in amounts of
45-50 g per liter of the fermentation broth. The biosyn-
thesis and secretion of such unnatural amounts of this
antibiotic requires a specially adopted ultra-structural
organization of the industrial mycelium. Schematic
arrangement of penicillin G biosynthesis in hyphal
cells of P. chrysogenum was presented previously [1-16].

Penicillin G is synthesized by cellular condensation
of activated L-a-aminoadipic acid (A), L-cysteine (C)

and L-valine (V) to §-(L-a-aminoadipyl)-L-cysteinyl-
D-valine (ACV), formed by the ACV synthetase
(ACVS) - encoded by the pcbAB gene. The ACV tri-
peptide is converted to isopenicillin N (IPN) by action
of IPN synthase (IPNS) - encoded by the pcbC gene. In
this oxidative ring closure reaction the bi-cyclic penam
nucleus is formed consisting of f-lactam and thiazo-
lidine rings [27]. In the last step, the CoA:isopeni-
cillin N acyltransferase (IAT) - encoded by the penDE
gene synthesizes penicillin G by substitution of the
L-a-aminoadipyl side chain of IPN by the phenylacetyl
side chain. The phenylacetic acid (PA) which is the pre-
cursor of penicillin G biosynthesis requires previous
activation by specific phenylacetyl-CoA ligase (PCL)
- encoded by phl gene [27]. The ACVS and IPNS are
cytosolic enzymes, and IAT as well as PCl are peroxi-
some entrapped enzymes [25].

* Corresponding author: Wiestaw Kurzatkowski, Department of Epidemiology, National Institute of Public Health - National Institute
of Hygiene, 00-791 Warsaw, Poland; e-mail: wkurzatkowski@pzh.gov.pl
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2. Peroxisomal functions and penicillin G
biosynthesis

Peroxisomes also known as microbodies are single
bilayer membrane bound highly dynamic organelles
ubiquitous to most eukaryotic cells. The peroxisomal
membrane is a dynamic structure modified according
to the environmental needs. In contrast to the nucleus,
mitochondria, or chloroplasts, peroxisomes do not
contain DNA. Proliferation by division of preexisting
organelles and the role of endoplasmic reticulum in
the biogenesis of these organelles is now well estab-
lished [11, 15, 16]. Mitochondria are also involved
in the biogenesis of the peroxisomal membrane [23].
It has long been regarded that the primary function
of fungal peroxisomes is limited to the B-oxidation
of fatty acids. However, studies in filamentous fungi
have revealed that peroxisomes have diverse func-
tional activities. A variety of fungal metabolites are at
least partially synthesized inside peroxisomes, includ-
ing different types of secondary metabolites. Peroxi-
somal metabolites are often derived from acyl-CoA
esters. Peroxisomes are versatile organelles that play
an important role in the growth and survival pro-
cesses of filamentous fungi, e.g. Woronin body that
plugs the septal pore upon hyphal damage to prevent
excessive cytoplasmic loss. A number of reports have
demonstrated that Woronin bodies are derived from
peroxisomes [19]. Peroxisomes contain a variety of
proteins depending on the organism. These organelles
accumulate toxic metabolites and act as a barrier pro-
tecting the cytosol from the hazardous compounds
by degrading of toxic metabolites. Peroxisome acts as
a waste furnace of toxic organic compounds, where
they are oxidated, and secreted out of the cells coupled
to carrier molecules [18] or in industrial amounts by
pexophage and exocytosis [11, 15, 16]. A good example
is the process of penicillin G biosynthesis and its secre-
tion from the mycelial cells of P. chrysogenum into the
fermentation broth. In high concentrations PA is toxic
to the mycelia cells [18]. During industrial production
of penicillin G, PA is fed in appropriate amounts to the
fermentation broth to avoid its toxic effect [4]. The fun-
gal cytoplasmic acidification results in the inhibition of
enzymatic reactions and amino acid transport, leading
to cell death. The last step of penicillin G biosynthesis
is located in peroxisomes where the PA is coupled to
6-aminopenicillanic acid. It suggests that the penicillin
G biosynthesis is a cytosol detoxification process. It was
also suggested that the large peroxisomes abundantly
arranged at the periphery of the cytoplasm (Fig.2C)
seem to build a PA-barrier protecting the hyphal cells
from the toxicity of the precursor of penicillin G bio-
synthesis [15, 16]. Based on electron microscopy and
biochemical data, there are now solid evidences con-

firming that IAT and PA are cumulated in peroxisomes
[18]. The remarkable variability of activities suggests
that the full extent of the biosynthetic capacity of pero-
xisomes is still elusive [2, 24].

3. Immunoelectron microscopic localization
of IPNS

The immunoelectron microscopic arrangement of
IPNS in apical, young sub-apical, mature (adult) sub-
apical, and senescing/degrading hyphal cells of the
tested industrial mycelium is summarized in Fig. 1. In
the hyphal apex a total lack of the immunlabel of IPNS
could be observed (Fig.1A) which was more visible
in the young sub-apical cytosol (Fig.1B). In mature
productive non-growing highly vacuolated cells the
immune-gold localization of IPNS was mainly concen-
trated in channel-like structures of the cell wall and
at the periphery of the cytoplasm as well as around the
vacuoles. The immune-gold marker of IPNS was also
abundantly arranged at polyribosomes surrounding
the peroxisomes (Fig. 1C). Such a cellular co-localiza-
tion of cytosolic IPNS with the peroxisomal IAT and
PCL might be a precisely adopted structural arrange-
ment enabling the withdrawal of ACV substrate of
IPNS immediately from the fermentation broth and
from the cytoplasm as well as from the vacuolar pool
to increase the efficacy and yield in penicillin G bio-
synthesis. In line with this argumentation, it was
recently found that ACV is present in the cytosol and
vacuoles, and also accumulates in the fermentation
broth [17, 25]. In senescing cells, the immunelabel of
IPNS was rarely located at the periphery of the vacu-
oles and in the cytosol (Fig. 1D). Control experiments
have been performed in order to check the specific-
ity of immunegold-labeling. The control sample with
IgG-gold conjugate alone was essentially devoid of label.
The control sample incubated with pre-immunoserum,
followed by goat anti-rabbit IgG - 15 nm gold conjugate
exhibited only very light labeling of the hyphal cell [14].
In the mature hyphal cells of the low-penicillin-produc-
ing strain P. chrysogenum Q-176 the large peroxisomes
and pexophagy as well as exocytoses could be observed
much less often.

4. Ultrastructural localization of peroxisomes

The IAT is entrapped in peroxisomes of penicillin
G yielding strains [18]. For this reason its ultrastruc-
tural location refers to the peroxisome deployment in
the hyphal cells (Fig. 2). In sections through the hyphal
apex typical tip bodies (Spitzenkérper) composed of
small vesicles could be observed. The apical 1.0-3.0 um
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Fig. 1. P.chrysogenu PQ-96, high-yielding strain, immune microscopic localization of IPNS in the hyphal cells.

(A) Apical cell, (B) young sub-apical hyphae, (C) mature productive non-growing vacuolated cells, (D) Senescing cells.
Abbreviations: cw - cell wall, N - nucleus, Ne - nucleolus, V - vacuole, P - peroxisome, cls - canal-like structures of the cell wall,
b - budding vacuole. The arrangement of IPNS marker is described in the text.

is occupied by ribosomes and mitochondria. This
hyphal region is characterized by the electron dense
cytoplasm, lack of peroxisomes and vacuoles as well as
cross-walls (Fig. 2A). The young sub-apical hyphal cells
are densely packed with ribosomes and mitochondria.
Abundant de novo peroxisome formation in association
with osmophilic membranes is characteristic for this
hyphal region (Fig. 2B). A lack of large vacuoles and
mature cross-walls associated with Woronon bodies
characterizes this region. In mature productive non-
growing highly vacuolated cells, the polyribosomes are
frequently located at the periphery of the cytoplasm
and in the neighborhood of the vacuolar tonoplast as
well as around the peroxisomes. The membranes of the
endoplasmic reticulum abundantly transform into per-
oxisomes from 0.1 um up to 1.0 um in diameter. Moreo-
ver, peroxisome multiplication by fission of preexisting
organelles is also a significant feature of the productive
non-growing mycelial cells of the high-yielding strain.
These cells exhibited numerous large peroxisomes fre-
quently arranged at the periphery of the cytoplasm
and around the vacuoles (Fig. 2C). Massive pexophagy

and exocytosis was detected predominantly in the late-
mature highly vacuolated cells. The mature cross-walls
are accompanied by Woronin bodies. In senescing cells
very large vacuoles could be observed (Fig.2D). The
particular cells of the hyphae are separated by mature
cross-walls which are accompanied by Woronin bod-
ies. In the cells an advanced degradation process was
detected, including pexophagy and mitophagy.

5. Pexophagy and exocytosis - secretion
of penicillin G

Pexophagy is a pathway in which peroxisomes are
degraded inside of vacuoles in response to specific envi-
ronmental conditions. The last step in penicillin G pro-
duction is located in peroxisome (Fig. 3). Secretion of
this antibiotic in industrial scale from the peroxisomes
across the plasma membrane is poorly understood [18]
and requires further explanation [20-22, 26, 27]. The
lack of clear evidence that any of the ABC transport-
ers are involved in penicillin G secretion is at present
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Fig. 2. P. chrysogenum PQ-96, high-yielding strain, ultrastructural localization of peroxisomes in the hyphal cells.

(A) apical cell, (B) young sub-apical cell, (C) mature productive non-growing vacuolated cell, (D) senescing cell. Abbreviations: Sp - tip body
(Spitzenkorper), M — mitochondrium, Pf - peroxisome formation, P — peroxisome, cw — cell wall, N - nucleus, Ne - nucleolus,
er — endoplasmic reticulum, ¢ — cross wall, b - budding vacuole. The arrangement of IPNS marker is described in the text.
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Fig. 3. The machinery of penicillin G biosynthesis.
In young and mature sub-apical hyphal cells the cytosolic ACVS and IPNS
are abundantly arranged between polyribosomes and peroxisomes. More-
over, these enzymes are also immobilized at the cell wall, including the
channel-like structures of the cell wall and in the peripheral cytoplasm as
well as around the vacuoles. The IAT and PCL are pexosome entrapped
enzymes. In the process of mycelial protection the toxic for the cells PA is
swallowed by peroxisomes and converted to penicillin G. The peroxisome
is frequently located at the cell wall and in the neighborhood of vacuole.
Such a cellular arrangement enhances the selective, continuous and sufti-
cient supply of A, C, V for ACVS and ACV for IPNS from the fermentation
broth and from the cytosol as well as from the vacuolar reservoir. Pexo-
phagy and exocytosis might be directly involved in penicillin G secreted
from the mycelia cells of the industrial mycelium. Abbreviations: described
in the text, prs — polyribosomes, cls - canal-like structures of the cell wall.
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intriguing. It may indicate that the ABC transport is
not enough sufficient or the antibiotic secretion does
not proceed through the classical ABC pumps. The
results of our experiments exhibit that the abundant
pexophagy and exocytosis characterized by large vacu-
olar budding as well as the presence of numerous vacu-
olar vesicles which fuse with the plasma membrane are
important structural features characterizing the non-
growing productive cells of the high-yielding strain [9,
11, 15, 16]. This structural arrangement is closely com-
bined with the period of high penicillin of G secretion
in an industrial scale. The vacuolar pH of about 5 is
suitable for the stability of penicillin G. The abundant
pexophagy and exocytoses could not be observed in
the mature cells of the low-penicillin-producing strain
P. chrysogenum Q-176. It suggests that the pexophagy
and exocytosis might be directly involved in penicillin
secretion by industrial strains.

6. Conclusions

The overproduction of penicillin G is associated
with a strictly adjusted cellular organization. The young
sub-apical and mature non-growing peroxisomal cells
of the industrial hyphae are privileged in overproduc-
tion of penicillin G. The co-location of IPNS and per-
oxisomes at the periphery of the cells and around the
vacuoles may increase the enzyme supplying efficacy in
penicillin G biosynthesis from the fermentation broth
and from the cytosol as well as from the vacuolar pool.
In penicillin G biosynthesis the structurally grouped
organelles build a well organized assembly line com-
posed of cytosol concentrated and membrane encom-
passed enzymes, substrates, intermediates, precursors
(PA, A, C, V) side- and end-products. Penicillin G
biosynthesis in an industrial scale is a cellular detoxi-
fication process protecting the mycelial cell from the
toxicity of the PA. Pexophagy and exocytoses should
be currently considered in large-scale secretion of pen-
icillin G as a putative alternative for active secretion
by the ABC transporters. The novelty of described
data is the differentiation of the hyphal cells in peni-
cillin G biosynthesis and the discovered collocation
of IPNS and peroxisomes. It is important, because the
knowledge concerned with the cellular arrangements
in overproduction of penicillin G is of great econo-
mical importance.
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Streszczenie: Szybki rozwdj rynku farmaceutycznego w zakresie biofarmaceutykow jest powiazany z rosnacg liczbg i dostepnoscia opra-
cowanych technologii ich wytwarzania. Jednym z podstawowych sposobéw produkowania biatek o wlasciwosciach terapeutycznych jest
wykorzystywanie bakteryjnych systemoéw ekspresyjnych. W celu zapewnienia jednolitego materiatu wyjsciowego dla catego procesu techno-
logicznego konieczne jest zatozenie bankéw komérek z zachowaniem odpowiednich standardéw jakosciowych. Macierzysty bank komérek
(MCB - Master Cell Bank) tworzony jest jako pierwszy w $cisle okreslonych warunkach na podstawie szczegdlowo opisanych procedur,
z pojedynczej dobrze wyselekcjonowanej i scharakteryzowanej kolonii bakteryjnej. Roboczy bank komoérek (WCB - Working Cell Bank)
przygotowywany jest w drugiej kolejnosci, z jednej lub kilku probéwek MCB. Banki te muszg by¢ scharakteryzowane pod wzgledem wlasci-
wosci szczepu bakteryjnego oraz by¢ wolne od zakazen krzyzowych. W ponizszej pracy nakreslono podstawowe zalozenia oraz wskazano na
dobre praktyki majace na celu przygotowanie banku komorek zapewniajacego stabilng i powtarzalng produkcje biofarmaceutyku.

1. Wprowadzenie. 2. Prokariotyczne systemy ekspresyjne. 3. System bankéw komorek. 4. Charakterystyka bankéw komorek. 4.1. Potwier-
dzenia tozsamosci (wlasciwosci) szczepu bakteryjnego. 4.2. Potwierdzenie czystosci szczepu bakteryjnego. 5. Podsumowanie

CELL BANKS PREPARATION IN BIOPHARMACEUTICALS PRODUCTION

Abstract: The fast development of biopharmaceutical market is correlated with the growing number and availability of technologies for
production of so called biodrugs. One of the main procedures for therapeutic protein production is based on bacterial expression systems.
In order to maintain a constant quality and homogeneity of initial inoculum the cell bank must be created while maintaining quality
standards. The first step should be the establishing of Master Cell Bank (MCB) which must be performed in laboratory meeting high qual-
ity standards and according to well described main procedures. MCB should be started from a single well characterised bacterial colony.
Working Cell Bank (WCB) is usually prepared as a second step from one or few vials deposited in MCB. WCB must be characterised for
bacterial strain homology and free of any biological cross contamination. This paper describes main requirements and good practises
for preparation of cell bank suitable for constant and reproducible production of biopharmaceuticals.

1. Introduction. 2. Prokaryotic expression system. 3. Cell banking system. 4. Cell banks characterization. 4.1. Conformation of identity
(properties) of the bacterial strain. 4.2. Confirmation of the purity of the bacterial strain. 5. Summary

Stowa kluczowe: banki komorek, bialka rekombinowane, biofaramaceutyki, MCB, system ekspresyjny, WCB
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1. Wprowadzenie

Na rynku farmaceutycznym mozemy wyréznic leki
tradycyjne, otrzymywane w wyniku proceséw chemicz-
nych oraz te, ktére wytwarzane s3 z wykorzystaniem
technik inzynierii genetycznej przez zywe komorki,
takie jak bakterie, grzyby, rosliny czy komorki ssacze
[37]. Pojawienie sie technologii rekombinacji DNA
(rDNA) i jej zastosowanie w przemysle farmaceutycz-
nym przyniosto szybki rozwdj wielu firm biotechnolo-
gicznych oraz wzrost dostepnosci biofarmaceutykéw,
bedacych biatkami rekombinowanymi o wlasciwosciach

terapeutycznych. Umozliwito to masowa produkcje bez-
piecznych i skutecznych lekéw. Obecnie wiele schorzen
leczonych jest przy pomocy biofarmaceutykéw wytwo-
rzonych technika rekombinacji DNA [7, 65].
Produkcja biofarmaceutykow jest $cisle regulo-
wana przez miedzynarodowe wytyczne okreslajace
sposoby postepowania w czasie ich wytwarzania. Caly
proces technologiczny jak: wybér sytemu ekspresyj-
nego, hodowla komorek, tworzenie bankéw komorek,
produkcja, izolacja i oczyszczanie bialtka, charaktery-
styka substancji, ostateczne wytworzenie formy pro-
duktu leczniczego i dopuszczenie go do obrotu podlega

* Autor korespondencyjny: Agnieszka Sobolewska-Ruta, Zaktad Bioinzynierii, Instytut Biotechnologii i Antybiotykéw, ul. Staroscin-
ska 5, 02-516 Warszawa; tel. 22 378 62 29; e-mail: sobolewskaa@iba.waw.pl



88 AGNIESZKA SOBOLEWSKA-RUTA, PIOTR ZALESKI

rygorystycznym kontrolom przez mig¢dzynarodowe
organy regulacyjne, takie jak: Agencje Zywnosci i Le-
kéw — FDA (The United State Food and drug Admi-
nistration), Europejska Agencj¢ Lekéw — EMA (Euro-
pean Medicines Agency), Europejski Dyrektoriat Jako-
$ci Lekéw i Ochrony Zdrowia - EDQM (European
Directorate for the Quality of Medicines and Health
Care) oraz Swiatowa Organizacje Zdrowia - WHO
(World Health Organization). Organy te zapewniajg
koordynacje¢ oceny i nadzoru nad dopuszczeniem do
obrotu produktéw leczniczych stosowanych u ludzi
i do celéw weterynaryjnych na calym terytorium Unii
Europejskiej (EMA) oraz Standéw Zjednoczonych
(FDA). Przepisy te nakazujg wytwdrcom przestrzega-
nie licznych procedur podczas calego procesu produk-
¢ji i informowanie pacjentéw o istniejacych zagroze-
niach zwigzanych z zastosowaniem danego produktu
leczniczego [11]. EDQM zajmuje si¢ natomiast kon-
trolg jakosci produktow leczniczych i produktow wete-
rynaryjnych dopuszczonych juz do obrotu na terenie
Unii Europejskiej.

Pierwszym biofarmaceutykiem wytworzonym tech-
nikg rDNA w systemie prokariotycznym dopuszczo-
nym do obrotu w 1982 roku byta insulina ludzka [32].
Inne naturalne bialka, tj.: hormony oraz cytokiny naleza
do dziewieciu kolejnych typow lekéw zatwierdzonych
do uzycia przez FDA w latach 80. XX wieku. Obec-
nie w medycynie stosuje si¢ wiele rekombinowanych
biofarmaceutykéw do leczenia schorzen tj.: zaburzen
metabolicznych (np. cukrzyca typu 1, cukrzyca typu 2,
otylos¢ lub hipoglikemia), zaburzen hematologicznych
(np. niedokrwistos¢ i przewlekta choroba nerek, hemo-
filia A, skaza krwotoczna zwigzana z zaburzeniami
krzepniecia krwi) i w onkologii (np. terapie czerniaka,
raka piersi lub raka jelita grubego). W latach 2010-2014
biofarmaceutyki dopuszczone do obrotu to gltéwnie
przeciwciala monoklonalne (31% calkowitej liczby
wytworzonych) i leki o wlasciwo$ciach przeciwnowo-
tworowych (16%) [61].

Kluczowym etapem podczas wytwarzania biofar-
maceutykow jest wybor odpowiedniego ukladu eks-
presyjnego tzn. szczepu gospodarza i wektora ekspre-
syjnego. Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
w sprawie wymagan Dobrej Praktyki Wytwarzania
z 2008 roku (Dz.U. nr184 poz.1143) wytwarzanie
produktéw leczniczych uzyskanych z hodowli drob-
noustrojéw powinno by¢ oparte o system bankdw
komorek zapewniajacy zapobieganie niepozadanym
zmianom wlasciwosci bakterii, mogacym wynikad
z powtarzajacych sie pasazy komorek [60]. Przy pro-
dukgji biatek rekombinowanych w réznych systemach
ekspresyjnych nie stosuje si¢ utrzymywania hodowli
w sposob ciagly przez dluzszy okres czasu. Banki komo-
rek majg na celu zapewnienie tego samego materiatu
wyjs$ciowego dla calego procesu wytwarzania [10, 21].

W pracy zostang nakreslone podstawowe zatoze-
nia oraz wskazéwki Dobrej Praktyki Wytwarzania
majace na celu przygotowanie bankéw komorek za-
pewniajacych stabilng i powtarzalng produkecje biofar-
maceutykow. Potencjalny Wytwodrca sam musi odpo-
wiednio dobra¢ zestaw metod niezbednych do opracowa-
nia i scharakteryzowania bankéw oraz opracowac
stosowne procedury na potrzeby wlasnego procesu
wytwarzania. Jest to obszar indywidualnego ,know-
-how”, ktéry moze by¢ czescig zastrzezonej i chronionej
technologii. Omoéwione zostang przyklady podstawo-
wych prokariotycznych systeméw ekspresyjnych oraz
generalne zasady wytwarzania bakteryjnych bankéw
komoérek (Microbial Cell Banks).

2. Prokariotyczne systemy ekspresyjne

Wigkszos¢ biatek rekombinowanych jest produ-
kowanych obecnie na drodze inzynierii genetycznej
z wykorzystaniem réznych systemow ekspresyjnych:
rekombinowanych szczepéw prokariotycznych, euka-
riotycznych (np. linie komoérkowe oraz drozdze), rodlin
lub organizmdw transgenicznych. Systemy te sg tatwo
dostepne, bezpieczne i dajg mozliwo$¢ zmian sekwencji
aminokwasowej biatek w celu lepszego dostosowania
koncowego produktu do petnionej przez niego funkeji
w organizmie. Wybdr odpowiedniego ukladu ekspre-
syjnego (gospodarz i wektor) jest kluczowym krokiem
podczas wytwarzania biofarmaceutykow.

Cechami przemawiajacymi za stosowaniem drobno-
ustrojow do produkeji bialek rekombinowanych jest ich
réznorodnos¢, potencjal metaboliczny i mozliwos¢ ada-
ptacji do réznych warunkéw srodowiskowych [12]. Naj-
cze$ciej wybierane sg bakterie, a zwltaszcza Escherichia
coli. Wykorzystanie bakterii jest oplacalne ze wzgledu
na niskie koszty produkcji, tatwg manipulacj¢ w geno-
mie, szybkie tempo wzrostu oraz mozliwos¢ wykorzy-
stania wielu metod molekularnych umozliwiajacych
prace z nimi na poziomie komérkowym i molekular-
nym. Bakterie sg idealne do produkcji biatek o malej
masie czasteczkowej, ktore nie wymagaja modyfikacji
potranslacyjnych [37].

Bakterie z gatunku E. coli s3 najczesciej preferowa-
nymi drobnoustrojami wykorzystywanymi do produk-
cji biatek na duzg skale ze wzgledu na dobrze poznana
sekwencje genomu, najlepiej zdefiniowany uklad
transkrypcyjny i translacyjny, duzy wybdér opisanych
promotoréw, tatwos¢ manipulacji genetycznych oraz
dobrze poznane $ciezki metabolizmu i jego regulacji
[23, 36]. Okolo 30% biatek o wtasciwosciach terapeu-
tycznych zatwierdzonych do uzycia przez FDA wytwa-
rzane jest wlasnie w tym gospodarzu [3]. W szczepach
E. coli mozna uzyska¢ wysoki poziom ekspresji biatek
poprzez zastosowanie silnych promotoréw. Ponadto,
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E.coli moze akumulowa¢ biatka rekombinowane
w ilosci do 80% swojej suchej masy oraz charaktery-
zuje si¢ zdolnos$cig przezycia w réznych warunkach
srodowiskowych [15]. Bakterie te namnazajg si¢ szybko
na stosunkowo tanich podtozach, a proces syntezy bia-
tek rekombinowanych na duzg skale w bioreaktorach
zostal dobrze poznany i opisany [59]. Obecnie ruty-
nowo w produkcji stosuje si¢ szczep E. coli K-12 i jego
pochodne [49, 75]. Pomimo wykorzystania szczepow
E. coli jako systemu pierwszego wyboru, drobnoustroje
te nie sg pozbawione wad majgcych wptyw na procesy
produkcyjne. Bakterie E. coli posiadaja lipopolisacharyd
(LPS, bedacy endotoksyng), przez co biatka produko-
wane w tym systemie muszg by¢ specjalnie oczyszczane,
by mogty by¢ uzyte do wytwarzania biofarmaceutykow
stosowanych w terapii ludzi i zwierzat [78]. Endotok-
syny bakteryjne po dostaniu si¢ do krwioobiegu moga
wywola¢ goraczke, niedoci$nienie, niewydolnos¢ odde-
chowg, wstrzas endotoksyczny i w ostatecznosci sepse.
Dlatego opracowano wiele metod pozwalajacych na
usuniecie endotoksyn z preparatéw bialek rekombino-
wanych [45]. Dodatkowo nadekspresja bialek rekom-
binowanych w E. coli moze prowadzi¢ do tworzenia
nieaktywnych, nierozpuszczalnych agregatow zwanych
ciatkami inkluzyjnymi (IB - inclusion bodies). Jedna
z drog, aby unikna¢ lub zmniejszy¢ produkeje IB jest
obnizenie temperatury lub taka zmiana warunkéw
hodowli, ktéra spowoduje zaréwno wzrost ekspresji
biatka jak i wplynie na jego rozpuszczalnos¢ [23].

Pierwszym biofarmaceutykiem wyprodukowa-
nym na drodze inzynierii genetycznej w E. coli byla
ludzka insulina. Dokonat tego zesp6t Davida Goeddela
(Genentech) w 1978 roku. Nastepnie firmy Genentech
i Lilly podpisaly umowe o komercjalizacji rekombino-
wanej insuliny, ktéra w 1982 r. zostala dopuszczona
do obrotu przez FDA. Byly to preparaty Humulin R
(insulina szybkodzialajgca) i Humulin N (NPH, insu-
lina o posrednim tempie dziatania) [32, 56]. Wiekszos¢
rekombinowanych biatek o wlasciwosciach terapeu-
tycznych wytwarzanych w systemie E. coli jest wyko-
rzystywanych w leczeniu chordb zakaznych, grupy cho-
réb endokrynologicznych czy zaburzen metabolicznych
[20]. W komorkach E. coli z powodzeniem produkuje
sie: interferony (alfa-1, alfa-2a, alfa-2b i gamma-1b),
albumine ludzkg, hormony (analogi insuliny, kalcy-
tonine, hormon przytarczyc, ludzki hormon wzrostu,
glukagon, somatroping), interleukiny 11 i 2, TNF-alpha
(tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworu),
G-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating
factor, czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granu-
locytéw i makrofagow), aktywator plazminogenu [20]
i wiele rekombinowanych enzymoéw wykorzystywanych
w diagnostyce i biologii molekularnej [37].

Oprocz szczepdéw E. coli, kolejne drobnoustroje
wykazuja potencjal aplikacyjny jako ,,fabryki komor-

kowe” do produkeji bialek rekombinowanych. Jed-
nym z nich jest Lactobacillus lactis nalezacy do grupy
probiotycznych bakterii o statusie GRAS (Generally
Regarded as Safe) wywierajacych korzystny wplyw na
zdrowie czlowieka. Bakterie te nie produkujg endotok-
syn, dzieki czemu mogg by¢ stosowane do produkeji
lekéw i zywnosci [12]. Dodatkowo L. lactis ma zdol-
no$¢ wydzielania wyprodukowanych biatek do podtoza
hodowlanego przez system sekrecyjny typu Sec [35].
W szczepie tym wykorzystuje si¢ rézne promotory
indukowane warunkami stresowymi $rodowiska, tj.:
zmianami pH czy temperatury hodowli. Prawdopo-
dobnie najbardziej znanym przykladem jest promotor
indukowany nizyng, ktory wraz z elementami regulato-
rowymi z operonu nis pochodzacego z L. lactis tworzy
system ekspresyjny zwany NICE (the Nisin-Inducible
Controlled gene Expression system) wykorzystany do
produkgji lizostafyny i bialek blonowych [51]. Kolej-
nym przykladem jest promotor P170 aktywowany
przez spadek pH (ponizej wartosci 6) podczas przejs-
cia komorek z wykladniczej w stacjonarng faze wzro-
stu w hodowli prowadzonej z dodatkiem glukozy [51].
System ten ma znaczacy zalete. Ulega samoindukcji
poprzez gromadzacy sie w podiozu podczas wzrostu
bakterii kwas mlekowy. W ten sposéb system bazujacy
na promotorze P170 moze by¢ z tatwoscig wykorzy-
stany w produkgji [41]. W 2003 roku bakterie z gatunku
L. lactis po raz pierwszy zostaly wykorzystane do nad-
produkcji eukariotycznego biatka blonowego - ludz-
kiego receptora KDEL (endoplasmic reticulum protein
retention receptor — receptor odpowiedzialny za inter-
akcje z biatkami endoplazmatycznymi) bez tworzenia
cial inkluzyjnych [42].

Kolejnymi drobnoustrojami wykorzystywanymi
w produkcji bialek rekombinowanych sg bakterie
z rodzaju Pseudomonas charakteryzujace si¢ szybkim
tempem wzrostu i zdolno$cia do sekrecji bialek. Kilka
szczepow jak P, fluorescens, P. aeruginosa czy P. putida
s3 dobra alternatywa dla systeméw ekspresyjnych
opartych o szczepy E. coli. Hodowla bakterii z rodzaju
Pseudomonas w bioreaktorach nie wymaga tak $cistej
kontroli parametréw napowietrzania i stezenia cukru
w podtozu, jak w przypadku E. coli, przy jednoczesnym
zachowaniu duzej produkcji biomasy i wysokiej eks-
presji biatka rekombinowanego [12]. U P. aeruginosa
do sekrecji bialek z cytoplazmy na zewnatrz komorki
wykorzystywany jest tzw. system sekrecji typu IIL.
Bakterie te wykorzystano do opracowania systemu
ekspresyjnego, w ktorym 54 aminokwasowy peptyd
sygnalny pochodzacy z endotoksyny S (Exo S) pofa-
czono z produkowanym biatkiem znajdujacym sig
pod kontrolg indukowalnego promotora P_. System
ten byt aktywowany w komorce poprzez niedobor
wapnia w $rodowisku wzrostu bakterii uzyskiwany
przez dodanie EGTA (zwigzek chelatujacy - kwas
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etylenoglikol-O-O’-bis(2-aminoetyl)-N,N,N N’-tetra-
octowy) do podloza hodowlanego [16].

Bakterie Gram-dodatnie z rodzaju Bacillus sg takze
wykorzystywane jako gospodarze do produkcji biatek
rekombinowanych. Zaleta tego gatunku jest brak LPS
w strukturze ich oston komérkowych, produkcja biatek
o statusie GRAS i wydzielanie biatka bezposrednio do
pozywki hodowlanej oraz brak tworzenia cial inklu-
zyjnych. Dwie ostatnie wlasnosci znacznie ulatwiajg
proces oczyszczania produktu bialkowego. Z drugiej
strony system oparty o bakterie z rodzaju Bacillus
obarczony jest wadami tj.: (i) wytwarzanie duzych
ilo$ci komdrkowych proteaz, ktére moga degradowac
strukture produkowanego biatka; (ii) niestabilnos¢ pla-
zmidéw w komorkach; (iii) trudno$é hodowli komérek
do duzej gestosci [78]. Pomimo to, ze wzgledu na roz-
liczne powyzej wymienione zalety, bakterie z rodzaju
Bacillus sa chetnie wykorzystywane w biotechnologii.
Najczesciej wykorzystywane gatunki to: B. megaterium,
B. subtilis oraz B. brevis, w ktorych przykladowo wypro-
dukowano: amylaze, EGF (Epidermal Growth Factor
- czynnik wzrostu naskdrka), interferony, lipaze A,
acylaze penicylinows, stafylokinaze, streptawidyne [15,
75]. W celu wykorzystania bakterii z rodzaju Bacillus
do produkcji biatek rekombinowanych konstruuje sie
metodami inzynierii genetycznej szczepy posiadajace
stosunkowg niska aktywnos¢ proteaz, niosace stabilne
plazmidy i zdolno$¢ wzrostu w réznych warunkach
odzywczych. Pierwszym takim szczepem byt skon-
struowany w 1984 roku B. subtilis z delecja gendéw aprA
i nprE, kodujacych proteazy [39]. Natomiast w innym
szczepie B. megaterium zastosowano stabilny plazmid
z promotorem, pochodzacym z operonu zwigzanego
z wykorzystaniem ksylozy, umozliwiajacym wysoka
ekspresje biatek heterologicznych. Uklad ten induko-
wany byt 0,5% ksyloza, a blokowany obecnoscig glu-
kozy w podlozu [40].

Wiele innych drobnoustrojow jak: Streptomyces,
Corynebacterium [12], Caulobacter, Methylobacterium,
Anabaena czy Staphylococcus carnosus [75] jest takze
wykorzystywanych do produkgji bialek rekombinowa-
nych w systemach prokariotycznych.

Jednak jako organizmy prokariotyczne, powyzej opi-
sane drobnoustroje nie s3 wykorzystywane do syntezy
bialek o duzych masach czasteczkowych lub pocho-
dzacych z wyzszych organizmow. Bialka te wykazuja
bowiem czesto skomplikowang budowe, wymagajg
obecnosci mostkow disiarczkowych lub chaperonow
komorkowych do uzyskania odpowiedniej konformacji
[20]. Ponadto, wiele z tych bialek wymaga po syntezie
dodatkowych modyfikacji potranslacyjnych, ktére nie
moga by¢ wykonane w organizmach prokariotycznych,
np.: glikozylacji czy fosforylacji, a ktdre s zasadnicza
cecha wielu bialek eukariotycznych [57]. Jednak niski
koszt i tatwa hodowla bakterii jest niezréwnana prze-

waga nad jakimkolwiek innym systemem ekspresji,
a zatem mimo opisanych ograniczen drobnoustroje sa
zawsze preferowanym wyborem zaréwno w skali labo-
ratoryjnej jak i w skali przemystowej [38]. Obecnie
biofarmaceutyki wytwarzane technika rekombinacji
DNA pochodzace z prokariotycznych systeméw ekspre-
syjnych stanowig 1/3 dostepnych lekéw sprzedawanych
na rynku [37].

3. System bankow komdrek

Podczas wytwarzania biofarmaceutykow nie utrzy-
muje sie hodowli bakteryjnej w sposdb ciagly (pasazo-
wanie szczepu). Ciagle pasazowanie jest niekorzystne,
ze wzgledu na ryzyko zanieczyszczenia szczepu pro-
dukcyjnego innym materiatem biologicznym obecnym
w laboratorium oraz przede wszystkim ze wzgledu na
mozliwos¢ dryfu genetycznego (mozliwos$¢ zajscia
spontanicznej mutagenezy), co w konsekwencji moze
spowodowa¢ utrate stabilnosci genotypowej/fenoty-
powej szczepu, a wiec jego cech charakterystycznych
[21, 66]. W celu unikniecia tego zjawiska wytwarzany
jest tzw. system bankéw komoérek umozliwiajacy
zapewnienia tego samego, niezmienionego materialu
wyjsciowego dla calego procesu wytwarzania [10, 21].
Tworzenie bankéw komoérek zmniejsza koszty ciag-
fej hodowli oraz umozliwia przechowanie materialu
komorkowego w postaci niezmienionej i nienaruszo-
nej, dzieki czemu jest to dobra alternatywa dla hodowli
ciaglej. W dalszej cze$ci pracy omoéwiony zostanie spo-
sob zakladania i prowadzenia bakteryjnych bankow
komoérek (Microbial Cell Banks).

Obecnie dostgpnych jest wiele roznych systemow
ekspresyjnych: wektoréw ekspresyjnych i szczepéw
gospodarzy - opisanych w podrozdziale 2. pozwalaja-
cych na wydajng produkeje bialek rekombinowanych.
Wybor systemu zalezny jest od sposobu prowadzenia
hodowli komoérkowej, rodzaju i poziomu ekspresji
bialka, lokalizacji produkowanego biatka oraz wyma-
ganych modyfikacji potranslacyjnych, jak réwniez
aktywnosci biologiczne;j. Szczep bakteryjny gospodarza
powinien by¢ przede wszystkim pod wzgledem gene-
tycznym kompatybilny z zastosowanym wektorem, aby
produkcja heterologicznego biatka byla jak najbardziej
efektywna [80]. Najwazniejszym aspektem jest stabil-
nos¢ plazmidowego DNA (pDNA) w komorkach bakte-
ryjnych (stabilnosci: strukturalna i segregacyjna), ponie-
waz caly proces wytwarzania biatka rekombinowanego
w szczepie produkcyjnym odbywa sie bez zastosowa-
nia antybiotykéw. Plazmid bez presji antybiotykowej
powinien utrzymywac si¢ w szczepie gospodarza przez
minimum 80 generacji, aby taka ,,para” zostala zaklasy-
fikowana jako stabilny ukiad ekspresyjny. Organizacje
miedzynarodowe jak WHO (w raporcie dotyczacym



TWORZENIE BANKOW KOMOREK W PRODUKCJI BIOFARMACEUTYKOW 91

=) &=
o »
gospodarz 1 + 1
selekcja bakteria
stabilnego . .
uktadu plazmid ekspesyjny
ala | iCH
. . . Q5A (RI) [26]
system ekspresyjny — pojedyncza kolonia Q5B [27]
Q5D [28]
v /_ o \ Q5E [29]
: badawczy bank komoérek (RCB) macierzysty bank komorek (MCB)
system
bankéw 1
komorek
roboczy bank komoérek (WCB) ICH
M l ™ Q7 [30]
produkcja
wieloetapowa produkcja
biatka rekombinowanego

Ryc. 1. Poszczegdlne etapy produkcji biofarmaceutykéw w systemie prokariotycznym

Wyszczegdlniono etapy (selekcja stabilnego uktadu, system bankéw komoérek, produkcja biatka rekombinowanego) z zaznaczeniem, ktére wytyczne ICH

(The International Council on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) sg istotne na poszczegdl-

nych etapach wytwarzania. Podczas zaktadania bankéw komorek najwazniejsze wskazowki zawarte s3 w ICH Q5B i ICH Q5D (zmodyfikowany wg [14]).

Macierzysty bank komoérek (MCB - Master Cell Bank); badawczy bank komérek (RCB - Research Cell Bank); roboczy bank komoérek (WCB - Working

Cell Bank); ICH Q5 (Q5 - quality of biotechnological products) - wytyczne zwigzane z jakoécig produktéw biotechnologiczych wytwarzanych zgodnie
z zasadami Dobrej Praktyki Wytwarzania; ICH Q5A [26], ICH Q5B [27], ICH Q5D [28], ICH Q5E [29], ICH Q7 [30].

standaryzacji produktéw biologicznych) [79] oraz EMA
(w normach méwiacych o produktach leczniczych wfa-
zie badan przedklinicznych i klinicznych) [18] nakazuja
ostrozne i przemyslane stosowanie markerow selekcyj-
nych, jakimi sg geny opornosci na antybiotyki w proce-
sach technologicznych. Wytwdrca powinien rozwazy¢
mozliwo$¢ niewykorzystywania antybiotykéw pod-
czas wytwarzania bialka rekombinowanego. Dodat-
kowo Zaleski P. i wsp. wskazuja, iz ze wzgledu na roz-
przestrzenianie si¢ w srodowisku genéw opornosci na
antybiotyki na drodze horyzontalnego transferu genow
nie jest akceptowalne wykorzystanie ich w badaniach
klinicznych. Pozostalosci antybiotykéw w produktach
leczniczych moga takze negatywnie wplyna¢ na jakos¢
ostatecznego produktu i na zdrowie czlowieka [81].
Ponadto stosowany szczep bakterii powinien by¢ pozba-
wiony jak najwiekszej liczby endogennych proteaz, ktore
moga degradowa¢ syntetyzowane polipeptydy [71].

Po wybraniu odpowiedniego systemu ekspresyjnego,
umozliwiajacego wysoka i stabilng ekspresje biatka
rekombinowanego, kolejnym krokiem jest wytworze-
nie w pelni opisanych i scharakteryzowanych bankow
komorek. Ogdlne wymagania dotyczace produkcji
biofarmaceutykdéw zaczynajac od tworzenia bankéw
komorek, a konczac na rejestracji produktéw leczni-
czych stosowanych w leczeniu ludzi i zwierzat zawarte

sa w Farmakopei Polskiej i normach ICH opracowanych
przez The International Council on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceu-
ticals for Human Use. ICH dostarcza wytworcom (np.
firmom biofarmaceutycznym) wytyczne umozliwiajace
produkcje bezpiecznych i dobrze scharakteryzowanych
produktéw leczniczych (Ryc. 1).

Biatka rekombinowane wytwarzane s3 w drodze
inzynierii genetycznej, w ktérej DNA kodujacy kon-
kretny produkt wprowadzany jest przy uzyciu wek-
tora ekspresyjnego do odpowiedniego drobnoustroju
(bakterii), gdzie gen dla zalozonego produktu biatko-
wego (tzw. gene of interest) ulega ekspresji i produko-
wane jest biatko w $cisle kontrolowanych warunkach
wzrostu [7]. Komorki bakteryjne przed wprowadze-
niem wektora nazywane sa komorka gospodarza, a sta-
bilny uktad komorki gospodarza i wektora nazywany
jest uktadem gospodarz-wektor. Zgodnie z wytycznymi
zawartymi w ICH Q5B [27] oraz Farmakopei Polskiej
[19] charakterystyka ukladu gospodarz-wektor jest
pierwszym wymaganym etapem w calym procesie
technologicznym. ICH Q5B przedstawia wskazowki
dotyczace konstrukeji i charakterystyki wektora ekspre-
syjnego oraz szczepu gospodarza. Wytwodrca powinien
wykaza¢ przydatno$¢ wybranego uktadu gospodarz-
wektor poprzez:
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e charakterystyke materiatu wyjsciowego (komorek
gospodarza), ktéra obejmuje: okreslenie jego pocho-
dzenia: gatunku/rodzaju, fenotypu, genotypu,
liczby pasazy. Komdrki gospodarza moga pocho-
dzi¢ z wyizolowanych wlasnych linii laboratoryj-
nych lub bezposrednio z kolekcji kultur np. ATCC
(American Type Culture Collection) lub inne;j.
Wytwoérca powinien réwniez dostarczy¢ infor-
macji o patogennosci szczepu (jesli taka istnieje);

e charakterystyke wektora ekspresyjnego, ktora
obejmuje: udokumentowanie strategii klonowa-
nia, pochodzenia i charakterystyki danego genu,
analize sekwencji nukleotydowej i struktury wek-
tora, wykazanie pochodzenia poszczegolnych ele-
mentoéw wektora, np.: origin replikacji (miejsce
startu replikacji), genéw opornosci, promotorow,
wzmacniaczy ekspresji itp. Celem analizy struk-
turalnej wektora metodami inZynierii genetycz-
nej jest wykazanie, iz prawidtowa sekwencja DNA
kodujaca konkretne biatko zostanie wprowadzona
do komorek gospodarza i bedzie ulegata stabilnej
ekspresji podczas prowadzenia hodowli;

e charakterystyke ukladu gospodarz-wektor, ktéra
obejmuje: opis mechanizmu wprowadzenia wek-
tora do komorek bakteryjnych, okreslenie liczby
kopii i stabilno$ci wektora w szczepie gospodarza
(stabilnos¢ segregacyjna — stopien utrzymywania
sie w szczepie bez presji antybiotykowej), opisanie
metod wykorzystanych do wzmacniania i kontroli
ekspresji biatka rekombinowanego oraz opis opra-
cowanych kryteriow selekcji kolonii produkujg-
cych biatko rekombinowane.

Po selekeji pojedynczej kolonii produkujacej biatko
rekombinowane nastepuje wytworzenie bankéw ko-
morek. System bankéw komdrek zapewnia, ze iden-
tyczna populacja komorek jest zawsze zachowana, co
jest kluczowym elementem pozwalajagcym na tworze-
nie jednorodnych produktéw biotechnologicznych.
Odpowiednio przygotowany, opisany, przechowywany
i scharakteryzowany bank komdrek, dodatkowo zato-
zony w bezpiecznych, kontrolowanych i monitoro-
wanych warunkach zapewnia zawsze to samo zrédlo
materialu wyjsciowego wykorzystywanego w calym
procesie technologicznym. Banki komérek powinny
by¢ tworzone zgodnie z zasadami GMP (Good Manu-
facturing Practice). Zasady GMP zapewniaja wysoka
jakos¢ i czystos¢ materiatéw uzytych do produkcji oraz
pelna kontrole nad sposobem i miejscem wytwarzania.
Stosowanie tych regul podnosi poziom bezpieczenstwa
dla wytwarzanych produktéw biotechnologicznych,
poniewaz pozwala w pelni odtworzy¢ kazdy etap pro-
cesu technologicznego [17, 25].

Bank komorek bakteryjnych stosowany do wytwa-
rzania wektoréw plazmidowych zdefiniowany zostal
jako homogenna (w pelni okreslona) zawiesina wyjs-

ciowych komorek bakteryjnych rozdzielonych do
poszczegolnych pojemnikéw w trakcie pojedynczej
operacji, poddawanych wspélnie obrébce, w taki spo-
sob, by zapewni¢ ich stabilnos¢, czystos¢ i identycz-
nos¢. Powinien on by¢ przechowywany w $cisle okres-
lonych warunkach np. w temperaturze -70°C lub
nizszej. W zaleznosci od typu uzytego organizmu rézne
metody przechowywania komorek sg dopuszczalne,
ale powinny one zawsze zapewni¢ odpowiedni po-
ziom zywotnosci komorek przez dlugi okres przecho-
wywania [19].

Wytwoércy moga przygotowaé wlasne banki ko-
morek zgodnie z wymaganiami GMP lub pozyskiwa¢
je ze zrddet zewnetrznych. Nastepnie sa oni odpowie-
dzialni za zapewnienie odpowiedniej jakosci kazdego
banku komoérek poprzez przeprowadzenie badan na
kazdym z nich bez wzgledu na ich zrédlo pochodzenia.

Zgodnie z wytycznymi zawartymi w ICH Q5D [28]
istnieje mozliwos¢ tworzenia dwu- lub jedno-pozio-
mowego sytemu banku komorek. Przed rozpoczeciem
produkeji biofarmaceutyku zaklada si¢ dwa typy ban-
kéw komorek, nazywanych odpowiednio: macierzysty
bank komoérek (MCB - Master Cell Bank) oraz roboczy
bank komérek (WCB - Working Cell Bank), nazywany
réwniez przez wytwércow jako MWCB (Manufac-
turer’s Working Cell Bank) [25, 64, 66]. Macierzysty
bank komorek zakladany jest jako pierwszy, bezpo-
$rednio z pojedynczej dobrze wyodrebnionej kolonii
bakteryjnej, uzyskanej po transformacji szczepu bak-
teryjnego wektorem ekspresyjnym, selekcjonowanej na
podlozu z antybiotykiem. Uzyskana nast¢pnie hodowla
bakteryjna zostaje zmieszana z czynnikiem ochronnym
(np. krioprotektorem), jest porcjowana i zamrazana
w probowkach przeznaczonych do glebokiego mroze-
nia. MCB powinien zawiera¢ odpowiednig liczbe pro-
béwek z zamrozonymi hodowlami, tak aby zapewnié
dostateczng ilo$¢ jednolitego materialu wyjsciowego
dla calego procesu produkcyjnego. Przy tworzeniu
MCB powinny by¢ zachowane wszelkie srodki ostroz-
nosci w celu unikniecia zanieczyszczen krzyzowych
innym materiatem biologicznym [74]. Nalezy réw-
niez zauwazy¢, iz MCB powinien by¢ najpierw w petni
scharakteryzowany, zanim zostanie wykorzystany do
wytworzenie WCB.

W nastepnej kolejnosci z jednej lub wielu probéwek
z MCB zakladany jest WCB, stanowigcy bezposredni
material wykorzystywany do produkgji biatka w bio-
reaktorach [10]. Jezeli do fermentacji wykorzystywa-
nych jest wigcej niz jedna probéwka z WCB, zawiesina
komorek (tzw. inokulum) do szczepien bioreaktora pro-
dukcyjnego powinna by¢ przygotowana tak, by pozwo-
lita uzyskac jednorodny materiat biologiczny.

Wytyczne ICH Q5D wskazujg, ze banki komdrek
MCB i WCB moga rozni¢ sie¢ od siebie pewnymi
czynnikami, jak na przyklad, sktadnikami podiozy
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Ryc. 2. Gléwna zasada zakladania bakteryjnych bankéw komorek

Macierzysty bank komérek (MCB - Master Cell Bank) zakladany jest jako pierwszy z pojedynczej dobrze wyselekcjonowanej kolonii bakteryjnej
uzyskanej po transformacji komérek gospodarza wektorem ekspresyjnym. Nastepnie z probowki MCB zaktadany jest roboczy bank komérek
(WCB - Working Cell Bank). Oba wyprodukowane banki komérek powinny by¢ scharakteryzowane przed dopuszczeniem ich do dalszych
etap6w produkcji biatka rekombinowanego (okreslenie whasciwosci i czystosci szczepu). Rycina zmodyfikowana, na podstawie [66].

hodowlanych i warunkami prowadzenia hodowli. Po-
dobnie warunki uzyte do przygotowania MCB i WCB
moga rézni¢ sie od tych uzywanych bezposrednio pod-
czas produkgji biatka w bioreaktorach. Jednakze dopoki
zmiany te nie wplywaja na poziom ekspresji biatka
rekombinowanego s3 dopuszczalne.

W procesie produkcyjnym zazwyczaj przygoto-
wuje si¢ okoto 100 probéwek MCB oraz 100-500 pro-
béwek WCB [66] (Ryc. 2). Wytyczne ICH dopuszczajg
takze mozliwo$¢ tworzenia systemu produkcji opar-
tego jedynie o nowo zatozony MCB, w przypadku
kiedy niewielka liczba zamrozonych porcji (pro-
béwek) jest niezbedna do wytwarzania pozada-
nego produktu w kazdym cyklu produkcyjnym [9].
W niektérych przypadkach oprécz MCB/WCB wy-
magane jest takze zalozenie oddzielnych bankéw: jeden
dla samych komorek gospodarza (szczep bakteryjny
bez plazmidu) i drugi dla samego DNA wektora eks-
presyjnego (pDNA zamrozony w buforze umozliwia-
jacym dlugotrwale przechowywanie materialu bez
degradaciji jego struktury, np. w buforze TE). Wytworca
do celéw badawczych, do opracowania poszczegol-
nych etapéw ,wlasnej” technologii i jej optymalizacji
moze rowniez zatozy¢ badawczy bank komorek (RCB
- Research Cell Bank).

Kazdy Wytworca po zalozeniu systemu bankow
komorek musi opracowacé pelng dokumentacje potwier-
dzajaca kazdy etap produkcji. Powinna ona zawiera¢
historie hodowli szczepu gospodarza, metode izolacji

szczepu, opis wszystkich manipulacji genetycznych,
metod¢ wprowadzania wektora do komorek bakteryj-
nych, metode selekcji wybranego klonu, odczynniki uzy-
wane do hodowli komérek i wytworzenia banku, metode
zamrazania oraz liczb¢ pasazy komorek. Nastepnie
nalezy szczegolowo opisaé: rodzaj zastosowanego sys-
temu bankowego (jedno- czy dwu-poziomowy), okres-
li¢ wielko$¢ banku (liczbe przygotowanych probowek),
sposdb zamykania probéwek (czy wykorzystano pro-
béwki z nakretkami z gwintem wewnetrznym czy
zewnetrznym), metode wykorzystang do przygotowa-
nia banku/bankéw, w tym rodzaj stosowanych §rodkow
do mrozenia komorek oraz warunkow przechowywania
probowek. Wytworca musi posiada¢ opracowane pro-
cedury stosowane w celu unikniecia skazenia mikro-
biologicznego oraz zanieczyszczenia krzyzowego przy-
gotowanego banku innymi typami komdrek obecnymi
w laboratorium oraz posiada¢ system rejestru kazdej
pojedynczej probéwki banku. Dokumentacja powinna
zawiera¢ opis systemu etykietowania oraz rodzaj uzy-
tych etykiet, ktore musza wytrzymac proces przechowy-
wania bez utraty zawartych informacji. Kazda probowka
banku powinna by¢ opisana nazwa szczepu, datg pro-
dukcji, swoim kodem i numerem [74].

Dla zapewnienie ciaglej, nieprzerwanej produk-
cji biofarmaceutykow, wytworca powinien dokladnie
rozwazy¢ wszystkie kroki, ktoére nalezy podjaé, aby
zabezpieczy¢ produkeje przed nieplanowymi zdarze-
niami, takimi jak: pozary, przerwy w dostawie energii
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elektrycznej czy bledy ludzkie. Banki komoérek powinny
by¢ przechowywane w $cidle okreslonych warunkach,
umozliwiajacych diugotrwala stabilno$¢ szczepu pro-
dukujgcego biatko rekombinowane (przykladowo:
w =70 °C lub w ultra niskiej temperaturze - ciekly
azot). Stabilno$¢ szczepu w warunkach przechowy-
wania powinna by¢ sprawdzana za pomocg okreslenia
jego przezywalnosci (szczegoly — punkt 4.1). Zaleca si¢
takze, aby banki komoérek wykorzystywane w produk-
cji byly przechowywane w dwoch lub wiecej miejscach
danego obiektu lub oddalonych od siebie o$rodkach
w celu unikniecia ewentualnych strat w razie zdarze-
nia losowego, katastrofy naturalnej lub awarii w obre-
bie fabryki. Wszystkie przechowywane pojemniki
powinny by¢ traktowane identycznie, a probéwka raz
wyjeta z zamrozonego banku nie ma prawa by¢ ponow-
nie w nim zdeponowana. Zgodnie z wytycznymi ICH,
dostep do bankéw komérek powinien by¢ ograniczony
i w pelni kontrolowany. Nalezy prowadzi¢ rejestr loka-
lizacji, tozsamo$ci i inwentaryzacji kazdej pojedynczej
probowki ze szczepem produkcyjnym [66]. Oba banki
(MCB i WCB) powinny by¢ przechowywane w iden-
tycznych warunkach.

4. Charakterystyka bankow komorek

Zgodnie z wytycznymi zawartymi w ICH Q5D [28]
oraz Farmakopei Polskiej [19] kazda nowo powstala
partia MCB oraz WCB powinna by¢ najpierw w petni
scharakteryzowana przed dopuszczeniem jej do dal-
szych etapow produkcji biatek rekombinowanych
[7]. Ze wzgledu na fakt, iz wszystkie banki WCBs sa

zakladane z dobrze scharakteryzowanego MCB, moga
by¢ one przebadane w bardziej ograniczony sposdb,
koncentrujac si¢ gtéwnie na badaniu zanieczyszczen
mikrobiologicznych, do jakich mogto doj$¢ podczas
przygotowywania proboéwek ze szczepem produk-
cyjnym. Nowo powstaly MCB jest zazwyczaj badany
tylko raz [10, 66]. Kazdy z bankéw komorek przed
przeprowadzeniem wszystkich badan ma nadany status
- »w kwarantannie”. Po uzyskaniu prawidtowych wyni-
koéw zostaje dopiero dopuszczony do dalszych etapow
procesu wytwarzania.

Wybrana strategia badan (typ metod zastosowanych
do badania bankdéw) zalezna jest od typu banku, rodzaju
szczepu oraz samego Wytworcy. Zawsze nalezy w pelni
scharakteryzowac co najmniej jeden z bankéw komo-
rek (MCB lub WCB). Przy braku mozliwosci doktadne;j
charakterystyki banku wyjsciowego, mozna dokona¢
dokladnej charakterystyki kazdej nowo powstalej partii
WCBs. Schemat podstawowych oznaczen jakie nalezy
przeprowadzi¢ dla poszczegdlnych bankéw komorek
MCB oraz WCB zgodnie z Farmakopeg Polska przed-
stawiono w Tabeli I. Sg to jednak tylko ogdlne wska-
zowki. Wytworca musi sam opracowaé poszczegdlne
metody analityczne do charakterystyki bankéw ko-
morek. Farmakopea Polska wskazuje, iz nalezy rowniez
scharakteryzowac szczep gospodarza.

4.1. Potwierdzenia tozsamosci (wlasciwosci)
szczepu bakteryjnego

Wytworca powinien potwierdzi¢ tozsamosé/wlas-
ciwosci szczepu bakteryjnego zdeponowanego w ban-
ku komoérek poprzez wykonanie szeregu oznaczen

Tabela I
Charakterystyka bakteryjnych bankéw komorek

Badanie

Szczep

MCB
gospodarza

WCB

Tozsamos¢ i czystos¢

Zywotnosé

Charakterystyka szczepu bakteryjnego

Genotypowanie/fenotypowanie

Obecnos¢ plazmidu:

o sekwencjonowanie plazmidowego DNA

o liczba kopii

e mapa restrykcyjna

o zawarto$¢ procentowa komorek zawierajacych plazmid -

+ |+ |+ |+

Obce czynniki zewnatrzpochodne

Czysto$¢ metoda posiewu na podloza

Obecnos¢ bakteriofagow

»+~ — oznacza konieczno$¢ wykonania oznaczenie dla danego banku

»— — oznacza brak koniecznoséci wykonania oznaczenia dla danego banku

Badania wymagane na kazdym etapie wytwarzania dla szczepu gospodarza, macierzystego banku

komorek (MCB) oraz roboczego banku komérek (WCB) (wg Farmakopea Polska, wydanie XI (2017) [19]).
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Tabela II
Przyktady metod, ktére moga zosta¢ wybrane do charakterystyki szczepow bakteryjnych bankéw komorek
Metoda System Producent Tlo$¢ identyfikowanych szczepdéw (wielkos¢ baz danych)
Metody fenotypowe
Testy biochemiczne | API oraz ID32 bioMerieux, Francja 822 gatunki bakterii i drozdzy, w tym 32 nowo
zidentyfikowane i 67, ktérym nadano nowe nazwy [2]
BBL Crystal Becton Dickinson, USA | >500 taksondéw [5]
Biolog Microbial ID Biolog, USA >2900 gatunkoéw bakterii tlenowych i beztlenowych,
drozdzy i grzybow [8]
Vitek 2 Compact bioMerieux, Francja >553 roznych taksonéw [76]
BD Phoenix1 Becton Dickinson, USA | 319 taksonow [6]
Analiza estrow Sherlock Microbial MIDI, USA >2500 gatunkéw: w tym 960 gatunkéw izolowanych ze
metylowych kwasow | Identification $rodowiska, 593 gatunki kliniczne, 42 gatunki promieniow-
ttuszczowych System (MIDI) cow, 31 gatunkéw Mycobacterium, 895 gatunkow beztle-
nowych mikroorganizméw i 216 gatunkéw drozdzy [67]
Metody proteomiczne
MALDI TOF MALDI Biotyper Bruker Daltonik, Niemcy |>2750 gatunkéw, w tym 471 gatunkéw bakterii,
152 gatunki grzybow oraz 164 gatunki Mycobacterium [46]
Vitek MS BioMerieux, Francja 1316 gatunkéw, 217 nowych gatunkéw bakterii
(w tym 40 beztlenowych i 55 grzybow) [77]
Spektroskopia FTIR | FTIR Biotyper Bruker Daltonik, Niemcy | >6534 widm dla drozdzy, bakterii rodzaju: Bacillus,
Pseudomonas, Enterobacteriaceae, bakterii kwasu
mlekowego i octowego, Listeria, Bifidobacterium,
Clostridium, Micrococcus oraz bakterii Gram-dodatnich
i beztlenowych [22]
Metody genetyczne
Analiza kwasow MicroSeq Microbial Thermo Fisher Scientific, | >2300 gatunkéw bakterii i 1100 gatunkéw grzybow [50]
nukleinowych Identification System | USA
Rybotyping RiboPrinter System DuPont Nutrition >6900 wzoréw dla mikroorganizmoéw, a w tym
and Health, USA 290 rodzajéw i 1400 gatunkéw oraz serotypow kluczowych
dla przemystu spozywczego i farmaceutycznego [58]

Na podstawie [61].

opisanych ponizej. Musi rowniez wykaza¢, iz szczep
bakteryjny z banku komdrek ma identyczne wiasciwo-
$ci jak uzyty szczep gospodarza.

Okreslenie zywotnosci szczepu bakteryjnego
Oznaczenie zywotnosci szczepu bakteryjnego nalezy
wykonaé poprzez wysianie odpowiedniego rozciencze-
nia plynnych zawiesin komoérek bakteryjnych na pod-
toze nieselekcyjne i policzenie wyrostych pojedynczych
kolonii bakterii, a nastgpnie okresli¢ liczbe jednostek
tworzacych kolonie (cfu/ml) [70]. Otrzymany wynik
nalezy poréwna¢ z liczba bakterii okreslong przed
zamrozeniem szczepu. Umozliwia to potwierdzenie
prawidtowosci doboru metody zamrazania [10, 41].

Okreslenie cech szczepu bakteryjnego

Dobor testow wykorzystanych do charakterystyki
szczepu z bankow komorek zalezny jest od typu gospo-
darza uzytego do produkeji biatka rekombinowanego.
Analizy nalezy opracowa¢ tak, by potwierdzic¢ tozsamos¢
szczepu na poziomie rodzaju czy gatunku. Badania
mozna przeprowadzi¢ na trzech plaszczyznach: analizy

fenotypowe, analizy proteomiczne czy analizy gene-
tyczne (Tabela II). Ponizej przedstawiono przykladowe
metody badan, ktére Wytwodrca moze zastosowa¢ do
charakterystyki swojego bakteryjnego banku komorek:
a) metody fenotypowe — umozliwiaja okreslenie cech

fenotypowych bakterii i identyfikacje drobnoustroju

do rodzaju, a czasem gatunku, na podstawie nie-

wielkiej ilosci przeprowadzonych obserwacji [63].

Wytwdrca moze wybraé nastepujace metody:

o testy biochemiczne - oparte s3 na zdolnosciach
drobnoustrojow do przeprowadzania konkretnych
reakcji biochemicznych. Mozemy wykorzystaé
systemy: API/ID32, BBL Crystal, Biolog Micro-
bial, VITEK2 czy BD Phoenix. Metody te daja
tzw. ,metaboliczny odcisk palca” dla wybranego
drobnoustroju [61, 73];

e profil estréw metylowych kwaséw tluszczowych
(FA - fatty acid) - przy pomocy chromatografii
gazowej o wysokiej rozdzielczo$ci oznaczana jest
charakterystyczna ilo$¢ i wzor estréw metylowych
kwasow tluszczowych [54]. Sklad kwasow ttusz-
czowych poszczegdlnych drobnoustrojow jest
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stabilny i wykazuje wysoki stopient powinowactwa
w danej grupie taksonomicznej [61].
b) metody proteomiczne:

e spektrometria w podczerwieni z transforma-
cja Fouriera (FTIR) - jest to tatwa i bezpieczna
metoda do identyfikacji bakterii, polegajaca na
tworzeniu charakterystycznych widm w zaleznosci
od rodzaju i ilosci sktadnikéw komorkowych bak-
terii, takich jak: kwasy ttuszczowe, biatka membra-
nowe, polisacharydy, kwasy nukleinowe czy biatka
wewngtrzkomorkowe [82];
spektrometria mas — MALDI-TOF MS (Matrix
Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of
Flight Mass Spectrometry) — metoda ta jest szybka
oraz bardzo czuta. Umozliwia otrzymanie widm
charakterystycznych dla poszczegdlnych gatunkow
bezposrednio z komorek bakteryjnych jak i ich
lizatow. Na identyfikacje bakterii ta metoda nie
majg wplywu warunki i czas hodowli szczepu [69].
¢) metody genetyczne — pozwalajg na charakterystyke

szczepu na podstawie okreslenia jego specyficznych

cech genotypowych. Analiza genetyczna jest metodg
mniej subiektywng, mniej zalezng od warunkéw
hodowli i bardziej wiarygodna w stosunku do oceny
fenotypowej, gdyz sekwencja DNA poszczegélnych

genow jest konserwowana wsréd gatunkow [61].

Wiréd przykladéw metod genetycznych wykorzy-

stywanych do identyfikacji bakterii mozna wyrdznic:

e system MicroSeq ID - umozliwia identyfika-
cje gatunku/rodzaju bakterii na podstawie ana-
lizy sekwencji nukleotydowej pierwszych 500 pz
wysoce konserwatywnych regionéw DNA koduja-
cego 16S rRNA (16S rybosomalny RNA - skfadnik
malej podjednostki rybosomoéw u prokariotow).
W celu identyfikacji drobnoustroju uzyskana
sekwencja nukleotydowa genu jest poréwnywana
z sekwencjami dostgpnymi w bazie danych [73].
U bakterii jednego gatunku/rodzaju, wystepuja te
same rejony konserwatywne, co umozliwia okres-
lenie pokrewienstwa bakterii, a nastepnie przypi-
sanie ich do konkretnej jednostki taksonomicz-
nej. W przypadku blisko spokrewnionych bakterii
mozna zastosowaé analize calej sekwencji genu,
w celu uzyskania wiarygodnego wyniku identyfi-
kacji (1500 pz);

e system RiboPrinter — zautomatyzowany system
typu ,Southern Blot” wykorzystujacy znakowane
fluorescencyjnie sekwencje ssDNA (sondy) specy-
ficzne wylacznie do sekwencji DNA kodujacego:
5S rRNA, 16S rRNA, 23S rRNA, rejony pomiedzy
tymi genami, jak i geny zlokalizowane po kazdej
stronie (tzw. Ribotyping). Charakterystyczny wzor
fragmentéw DNA (dla danego drobnoustroju)
uzyskany po hybrydyzacji poréwnywany jest ze
wzorami dostepnymi w bazach danych. Jest to

metoda szybka, odtwarzalna i specyficzna dla
szerokiego zakresu gatunkow bakterii [31];

o multiplex PCR - metoda genetyczna oparta o tech-
nike PCR, w ktdrej wykorzystywany jest zestaw
starterow zaprojektowanych dla specyficznych
fragmentéw gendéw genomowego DNA wyste-
pujacych wylacznie u poszczegélnych gatunkow
bakterii. W rozdziale elektroforetycznym w zelu
agarozowym otrzymywany jest odpowiedni ,,wzor
fragmentéw DNA” charakterystyczny dla poszcze-
golnych gatunkow [24].

Potwierdzenie struktury i stabilnosci
wektora ekspresyjnego w szczepie bakteryjnym

Transformacja szczepu gospodarza wektorem eks-
presyjnym kodujacym dane biatko rekombinowane
powoduje szereg obcigzen fizjologicznych dla komorki,
co moze bezposrednio przektadac si¢ na stabilnos¢ plaz-
midu. Niestabilno$¢ plazmidu w szczepie moze wyni-
ka¢ z dwoch podstawowych powoddw: z niestabilnosci
strukturalnej plazmidu spowodowanej przez zmiany
w obrebie sekwencji DNA (mutacje punktowe, dele-
cje, insercje lub inne) lub z niestabilnosci segregacyjnej
spowodowanej przez wadliwy rozdzial plazmidéw do
komoérek potomnych po podziale komérkowym [68].

Wirdd czynnikéw wplywajacych na stabilno$¢ struk-
turalng plazmidu mozemy wyrdznic¢: wielkos¢ plazmidu,
obecnos¢ w jego strukturze sekwencji poliA, powtdrzen
sekwencji (DR - direct repeat), odwrdconych powtdrzen
sekwengji (IR - inverted repeat), sekwencji insercyjnych
(IS - insertion sequence), jak rowniez stresy srodowi-
skowe, takie jak: stezenie antybiotyku, typ podloza
hodowlanego, temperatura hodowli czy stezenie tlenu
w podlozu [68]. Natomiast niestabilno$¢ segregacyjna
plazmidu jest powigzana z metabolicznym obcigzeniem
szczepu bakteryjnego podczas produkgji biatka w proce-
sie fermentacji. Zwigkszona ekspresja bialka rekombino-
wanego moze blokowac segregacje czasteczek plazmidu,
a takze obniza¢ zdolnos¢ systemoéw bakteryjnych do
naprawy btedéw powstaltych podczas replikacji w DNA
plazmidowym. Po drugie, obserwuje si¢ nizsze tempo
wzrostu komorek niosacych plazmid w poréwnaniu
z komoérkami pozbawionymi plazmidéw [80]. Kolejna
dobrze znang przyczyna niestabilnosdci segregacyjnej
plazmidéw jest rowniez akumulacja multimeréw plaz-
midowych, co prowadzi do zaburzenia ich segregacji,
zwiekszajac prawdopodobienstwo utraty plazmidu
przez komorki. Chociaz multimery nie pojawiaja sie
czgsto, to nagromadzajg sie szybko w komodrkach,
a komorki wolne od plazmidu namnazajg sie w duzej
liczbie [4, 72]. Wybrana metoda fermentacji w procesie
wytwarzania biatka rekombinowanego réwniez wplywa
na stabilnos¢ plazmidu [68].

Inne czynniki, takie jak gen opornosci na antybio-
tyk i liczba kopii moze réwniez wplywac na stabilnos¢
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segregacyjng plazmidu [68]. Uwaza si¢, ze plazmidy
o duzej liczbie kopii obcigzaja metabolizm szczepu
gospodarza, powodujac obnizenie produkcji biatka
i tempa wzrostu komorek [34].

Podsumowujgc, dla produkeji bialek rekombino-
wanych w systemach prokariotycznych kluczowym
aspektem jest wybor wektora o odpowiedniej strukturze
ijego stabilnos¢ w szczepie bakteryjnym. Niestabilnos¢
wektora jest bowiem gléwnym problemem podczas pro-
dukcji biatka w bioreaktorach: powoduje zmniejszona
wydajnos¢ produkcji biatka (pojawienie si¢ w hodowli
komorek bez wektora mogacych szybko zdoby¢ prze-
wage w populacji mieszanej), a w konsekwencji wzrost
kosztow procesu wytwarzania [7, 80]. Plazmid stabilny
umozliwia stalg ekspresje produktu docelowego [43].
Wedtug Farmakopei Polskiej [19], podczas pracy z wek-
torem ekspresyjnym, stabilno$¢ strukturalna plazmidu
powinna by¢ weryfikowane w okreslonym interwale
czasu przez sekwencjonowanie catej sekwencji nukleo-
tydowej plazmidu, a takze poddanie plazmidowego
DNA dziataniu endonukleaz restrykcyjnych. Analizy
nalezy wykona¢ z wystarczajaca rozdzielczoscia, aby
sprawdzi¢, czy struktura plazmidu pozostaje niezmie-
niona w komoérkach bakteryjnych [68]. Do potwier-
dzenia obecnosci i zbadania stabilnosci plazmidu
Wytworca moze wykorzystaé nastepujace metody:

e oznaczenie liczby kopii: nalezy wykazac, ze liczba
kopii rekombinowanego plazmidu przypadajaca
na chromosom jest niezmienna w komorkach
gospodarza, niezaleznie od warunkéw hodowli.
Do tej analizy potrzebna jest wiarygodna metoda
ilosciowego oznaczania liczby kopii jakg jest Real-
-time PCR [43];

o sekwencjonowanie plazmidowego DNA: potwier-
dzenie calej sekwencji nukleotydowej wektora
ekspresyjnego z wykorzystaniem specyficznych
starterow;

e stworzenie mapy restrykcyjnej wektora: dziatanie
na pDNA wektora endonukleazami restrykcyj-
nymi (enzymami restrykcyjnymi) jest zalecane
w celu potwierdzenia poprawnosci struktury plaz-
midu obecnego w komdrkach. Enzymy restryk-
cyjne nalezy dobrac tak, aby uzyskane wielkosci
fragmentéw DNA po ich dzialaniu na plazmi-
dowe DNA byly fatwe w obserwacji (np.: po wizu-
alizacji rozdziatu elektroforetycznego w zelu aga-
rozowym) i reprezentatywne (charakterystyczne
dla danego wektora);

o okreslenie stabilnosci segregacyjnej wektora (za-
wartosci procentowej komorek niosgcych plaz-
mid w calej puli komérek): okreslenie procentu
komorek bakteryjnych utrzymujacych wektor
ekspresyjny przez kolejne generacje hodowli bak-
teryjnej prowadzonej przez cztery doby na pod-
fozu minimalnym w dwoch wariantach: z i bez

presji antybiotykowej. Stosunek (wyrazony w pro-
centach) liczby komdrek antybiotykoopornych
do liczby komérek obecnych w calej populacji
pozwala na okreslenie stabilno$ci wektora. Row-
nolegle zaleca si¢ ocene poziomu ekspresji biatka
rekombinowanego poprzez rozdzial SDS-PAGE
(elektroforeza biatek w warunkach denaturujg-
cych) probek hodowli bakteryjnej pobieranej po
kazdym pasazu (analizie nie podlega sekwencja
aminokwasowa produkowanego biatka) [13, 68].

4.2. Potwierdzenie czystosci szczepu bakteryjnego

Krytycznym elementem wytwarzania bankéw ko-
morek jest ich czysto$¢ (tzw. jednorodnos¢ szczepu)
rozumiana jako monokultura mikrobiologiczna. Wed-
tug Farmakopei Polskiej jest to ocena obecnosci obcych
czynnikéw zewnatrzpochodnych i wiruséw endogen-
nych. ICH Q5D wskazuje, iz opracowujac metody
umozliwiajgce ocene czystosci szczepu zdeponowanego
w banku Wytwodrca mozne oprze¢ si¢ na danych litera-
turowych. Dobierajgc analizy, nalezy wzig¢ pod uwage
z jakimi innymi drobnoustrojami pracuje si¢ w danej
jednostce oraz jakie materiaty wykorzystuje si¢ do pracy
z nimi. Nalezy réwniez okresli¢ punkty krytyczne przy
przygotowywania bankow, w ktorych moze dojs¢ do
krzyzowego zanieczyszczenia heterologicznym mate-
rialem biologicznym (bakteriami, grzybami, drozdzami
lub bakteriofagami). Dobdr metod powinien mie¢ na
celu samo wykrycie ewentualnych zanieczyszczen, bez
koniecznosci ich identyfikacji [10]. Wedlug Farmako-
pei Polskiej [19] wytwdrca powinien potwierdzi¢ czy-
sto$¢ szczepu na dwoch poziomach:

e obecnosci zanieczyszczen mikrobiologicznych
metodg posiewu na podloza - ocene¢ czystosci
mozna przeprowadzi¢ poprzez wysianie szczepu
na rozne podloza nieselekcyjne celem wykrycia
potencjalnych zanieczyszczen krzyzowych (nalezy
dobra¢ warunki inkubacji w oparciu o typ drob-
noustrojow, ktore moga zanieczyscic szczep doce-
lowy). Przykladowe podloza wykorzystywane do
selekcji zanieczyszczen to: TSA — Tryptic Soy Agar
lub SDA - Sabouraud Agar. Wytwoérca moze row-
niez przeprowadzi¢ analize mikroskopowg bada-
nego materiatu [55];

e obecnosci zanieczyszczen szczepu bakteriofa-
gami/profagami - bakteriofagi moga zakaza¢ ko-
morki bakteryjne gospodarza powodujac ich
lize (cykl lityczny) lub wlaczaé sie¢ w ich genom
i przechodzi¢ w tzw. cykl lizogenny (profagi) [61].
Zakazenie komorek bakteryjnych fagami jest bar-
dzo niebezpieczne dla procesu produkcyjnego,
zwlaszcza, gdy hodowla przeprowadzana jest na
duzg skale w bioreaktorach. Powoduje to zahamo-
wanie wzrostu bakterii, a nastepnie liz¢ komorek,
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a w konsekwencji duze straty podczas procesu
produkcji. Jesli bakteriofag zakazi hodowle w bio-
reaktorze, to potencjalnie moze rozprzestrzenic
sie w calej jednostce (np. hali produkcyjnej) oraz
przetrwaé tam przez dlugi okres czasu (w zalez-
nosci od wlasnoéci samego bakteriofaga). Pro-
ces dekontaminacji pomieszczen i sprzegtdéw jest
trudny i skomplikowany. Problemy spowodowane
przez fagi moga pojawic si¢ nagle, a nawet nawra-
ca¢ kilka miesigcy po pierwotnym zakazeniu [44,
47]. Dodatkowo wiadomo, ze szczepy zlizoge-
nizowane (to znaczy niosace zintegrowane pro-
fagi) moga wykazywac wolniejsze tempo wzrostu
wzgledem ich nie-lizogennych odpowiednikéw, a
wydajnos¢ syntezy bioproduktéw w tych szczepach
jest znacznie nizsza [33]. Dlatego bardzo waznym
aspektem jest analiza czystosci mikrobiologicznej
banku przed rozpoczgciem procesu produkcji.
W celu sprawdzenia ewentualnej obecnosci bakte-
riofagow w szczepie mozna stosowaé standardowg
metode plytek dwuwarstwowych [1] oraz metode
indukcji profagéw UV/mitomycyna C (sg to czyn-
niki indukujgce przechodzenie profagéw z cyklu
lizogennego w cykl lityczny [53]). Druga metoda
umozliwia wykrycie obecnosci potencjalnych
profagéw w genomie szczepu. Jako uzyteczne po-
dejscie do identyfikacji szczepow lizogennych
mozna uzy¢ takze metody PCR, wykorzystujacej
startery specyficzne dla genu kodujgcego fagowg
integraze. Metoda ta umozliwia potwierdzenie
obecnosci docelowej sekwencji fagowej w geno-
mie szczepu [48, 52].

Banki komoérek MCB i WCB, aby mogly zosta¢
dopuszczone do produkeji biofarmaceutykéw musza
by¢ najpierw w pelni zbadane i scharakteryzowane.
Powinny by¢ wolne od jakichkolwiek zakazen krzyzo-
wych innymi bakteriami, grzybami czy bakteriofagami/
profagami. Aby produkcja biatka rekombinowanego na
duzg skale byla mozliwa i optacalna dla wytworcy, wek-
tor ekspresyjny musi utrzymywac si¢ stabilnie w wybra-
nym szczepie produkcyjnym przez okoto 80 generacji
bez presji antybiotykowej. Dodatkowo przeprowadzona
analiza rekombinowanego pDNA gwarantuje, iz wlas-
ciwa sekwencja nukleotydowa kodujgca biatko zostata
wprowadzona do szczepu gospodarza i bedzie utrzymy-
wana podczas hodowli przez caly proces produkcyjny.

5. Podsumowanie

Jedna z przyczyn szybkiego rozwoju rynku farma-
ceutycznego jest coraz wieksza liczba opracowanych
technologii wytwarzania biofarmaceutykéw. Duza
cze$¢ produkowanych bialek o wasciwosciach terapeu-
tycznych pochodzi obecnie z bakteryjnych systemow

ekspresyjnych. W celu zapewnienia jednolitego mate-
rialu wyjsciowego dla calego procesu technologicznego
konieczne jest zalozenie bankéw komorek z zacho-
waniem odpowiednich standardéw jako$ciowych.
Macierzysty bank komdrek (MCB) tworzony jest jako
pierwszy w $cisle okreslonych warunkach na podstawie
szczegdtowo opisanych procedur, z pojedynczej dobrze
wyselekcjonowanej i scharakteryzowanej kolonii bak-
teryjnej. Roboczy bank komoérek (WCB) przygotowy-
wany jest w drugiej kolejnosci, z jednej lub kilku pro-
bowek MCB. Banki te musza by¢ scharakteryzowane
pod wzgledem wiasciwosci szczepu oraz by¢ wolne od
wszelkich zakazen krzyzowych, do jakich moglo dojs¢
podczas ich wytwarzania. Dobrze opracowany system
zakladania i charakterystyki MCB/WCB ma decydujace
znaczenie dla kolejnych faz rozwoju produktu biotech-
nologicznego, a nastepnie zatwierdzenia go do uzycia
przez odpowiednie urzedy odpowiedzialne za proces
rejestracji lekow, jak np. EMA czy FDA. Na potrzeby
procesu wytwarzania (wlasnego ,,know-how”), poten-
cjalny Wytworca sam musi odpowiednio dobra¢ zestaw
metod i procedur niezbednych do pracy z bankami.
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Streszczenie: Zakazenia szpitalne (Hospital-Acquired Infections — HAI) stanowig powazny problem zdrowia publicznego. Problem ten
dotyka setki milionéw ludzi kazdego roku i czesto prowadzi do wielu powaznych komplikacji zdrowotnych. Proces dezynfekcji, ktory
jest podstawa zabiegdw sanitarnych i higienicznych w placéwkach medycznych, takich jak szpitale, przychodnie, gabinety stomatologiczne
itp. jest waznym elementem zapobiegania i zwalczania zakazen wirusowych. Dezynfekcja jest zlozonym procesem, na skutecznos¢ ktorego
ma wplyw wiele czynnikéw. Srodek dezynfekcyjny oprécz tego, Ze wymaga odpowiedniego stosowania, musi réwniez spetnia¢ pewne
kryteria, w tym szeroki zakres aktywnosci biobdjczej potwierdzony przez dobrze znane i dobrze zaprojektowane metody badawcze.

1. Wprowadzenie. 2. Dezynfekcja. 3. Skuteczno$¢ procesu dezynfekeji. 4. Wymagania stawiane $rodkom dezynfekcyjnym. 5. Badanie
aktywnosci wirusobojczej srodkéw dezynfekcyjnych. 6. Dezynfekcja przeciwwirusowa — aspekty praktyczne

ANTIVIRAL DISINFECTION IN THE MEDICAL AREA

Abstract: Hospital-acquired infections (HAIs) are a serious public health problem. This problem affects hundreds of millions of people
every year, leading to many serious health complications. Disinfection is an important element in the prevention and control of viral
infections, which is the basis of sanitation and hygiene processes in medical facilities such as hospitals, outpatient clinics, dental offices,
etc. The disinfection is a complex process, the efficacy of which is influenced by many factors. The disinfectant, apart from the fact that
it requires competent and proper use, also has to meet certain criteria, including the wide range of biocidal activity confirmed by well-
known and well-designed research methods.

1. Introduction. 2. Disinfection. 3. The effectiveness of the disinfection process. 4. Requirements for disinfectants. 5. Testing of virucidal
activity of disinfectants. 6. Antiviral disinfection - practical aspects

Stowa kluczowe: dezynfekcja, wirusy, badanie aktywnosci wirusobojczej

Key words: disinfection, viruses, virucidal activity testing

1. Wprowadzenie

Zakazenia nabywane w czasie pobytu w szpitalu lub
zwiazane z opieka medyczng (HAI - Hospital Acqu-
ired Infections; health care-associated infections) sg
powaznym problemem zdrowia publicznego. Problem
ten corocznie dotyka setki milionéw ludzi na calym
$wiecie, prowadzac w wielu przypadkach do powaznych
komplikacji zdrowotnych, a nawet $mierci, przedluza
pobyt w szpitalu i tym samym generuje wysokie koszty.
Zakazenia te dotycza nie tylko, cho¢ w przewazajacej
czesci, pacjentdw, ale i pracownikéw stuzby zdrowia.
W krajach rozwinietych problem zakazen szpitalnych
dotyczy 5-15% pacjentdéw, przy czym istotne jest, ze
w wiekszosci przypadkow sg to zakazenia, ktorych
mozna by bylo unikna¢ lub im zapobiec [9, 55].

Wisrdéd potencjalnych zrodel tego typu zakazen
(w tym zakazen wirusowych) najczesciej wymienia
sie czesto dotykane powierzchnie srodowiskowe (HTS
- High Touch Surfaces, np. polki, meble, zastony,
posciel, ubrania, komputery, telefony) oraz wszystkie
elementy sprzetu medycznego, z ktorych transmisja
patogenéw moze odbywal si¢ poprzez bezposredni
kontakt pacjenta z powierzchnig lub posrednio przez
rece lub rekawiczki ochronne personelu medycznego
[9, 20, 50]. Dla przyktadu wiele patogenéw wirusowych
jest zdolnych do przezycia na rekach czy rekawiczkach
od 2 minut do godziny [32], a po zasiedleniu danej
powierzchni wirusy moga pozosta¢ w srodowisku przez
dtugi okres czasu [42]. Przy optymalnych warunkach
pH, temperatury i wilgotnosci, niektére z wiruséw
moga pozosta¢ zakazne na powierzchni nawet przez

* Autor korespondencyjny: Agnieszka Trzcinska, Zaklad Wirusologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad
Higieny; 00-791 Warszawa, ul. Chocimska 24; tel. 22 542 12 30; e-mail: atrzcinska@pzh.gov.pl
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dluzszy czas [17, 53]. Do patogenow wirusowych, ktdre
moga zanieczyszcza¢ powierzchnie $rodowiskowe
naleza m.in. koronawirusy, rotawirusy oraz norowi-
rusy. Badania wykazaly, ze norowirusy charakteryzuja
si¢ zdolnoscig do zachowania wirulencji na powierzch-
niach przez diugi okres czasu [1, 9, 51, 52] i czesto sg
przenoszone z zanieczyszczonych powierzchni na
opuszki palcow, a nastepnie na kolejne powierzchnie
takie jak pokrywy toalet, klamki, telefony [2]. Trans-
misja patogenéw z zanieczyszczonych powierzchni
jest uzalezniona od czasu trwania i czestosci kontaktu,
zdolnosci patogenu do przezycia na powierzchni i jego
opornosci na dzialanie dezynfektantéw.

Zrédlem zakazenia moga by¢ tez powierzchnie
narzedzi i sprzetéw medycznych (takich jak, np. endo-
skopy i stetoskopy, narzedzia stomatologiczne, itd. gdzie
dochodzi do kontaktu z blonami §luzowymi, $ling czy
krwig pacjenta), dlatego sterylizacja i odkazanie narze-
dzi oraz sprzetu medycznego odgrywa wazng role
w zapobieganiu HAI [23]. Najczestszymi zakazeniami
szpitalnymi, ktére moga by¢ skutkiem nieodpowied-
nich procedur sterylizacji i odkazania narzedzi oraz
sprzetu medycznego sg m.in. réznego rodzaju zakaze-
nia zwigzane z zabiegami chirurgicznymi, z uzyciem
cewnika moczowego, respiratora, jak rowniez zakazenia
HBV, HCV, HIV [18, 55].

Wzrost $wiadomosci na temat rozprzestrzeniania
sie opornosci na $rodki biobojcze wirdd patogenow
sprawia, ze coraz wiecej uwagi zaczyna si¢ poswie-
ca¢ dziataniom praktycznym zwigzanym ze skuteczng
dekontaminacjg $rodkéw ochrony osobistej zanieczysz-
czonych drobnoustrojami patogennymi [24, 26, 55],
przestrzeganiu odpowiedniej higieny rak, ktora jest klu-
czowym elementem strategii zapobiegania zakazeniom
zwigzanym z opieka zdrowotng [31, 54] oraz inwestuje
w $rodki na rzecz wzmocnienia infrastruktury, ktére
majg pomdc w zapobieganiu i kontroli zakazen.

2. Dezynfekcja

Dezynfekcja jest waznym elementem w profilaktyce
i zwalczaniu zakazen m.in. wirusowych, ktory stanowi
podstawe zabiegéw sanitarnych oraz proceséw utrzy-
mania higieny w placowkach medycznych, takich jak
szpitale, przychodnie, gabinety stomatologiczne, itd.
[7, 41]. Wedlug ,Wielkiego Stownika Medycznego”
[25] dezynfekcja to niszczenie w srodowisku zewnetrz-
nym zarazkéw chorobotworczych za pomocg $rod-
kéw chemicznych lub czynnikéw fizycznych. Nowsza
definicja podawana przez Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) méwi, iz dezynfekcja to proces,
ktory eliminuje wiekszo$¢ lub wszystkie drobnoustroje
chorobotworcze, z wytaczeniem spor bakteryjnych, na

obiektach nieozywionych w celu zapobiegania zakazeniu

[40]. W placéwkach opieki medycznej dezynfekcja jest

prowadzona przy uzyciu metod chemicznych lub fizycz-

nych. Zatem gléwnym celem dezynfekc;ji jest eliminacja
lub redukcja drobnoustrojéw do takiego poziomu, ze
zdezynfekowany obiekt nie moze by¢ dluzej zZrédlem
zakazenia. Ze wzgledu na czas, w ktérym jest prowa-
dzona dezynfekcja, moze ona mie¢ charakter: 1) bie-
z3cy, gdy podejmowana jest w ogniskach zakazenia, np.
bezposrednio w otoczeniu osoby chorej/nosiciela oraz

w $rodowisku 0séb chorych/nosicieli w celu zabicia za-

razkéw chorobotwoérczych w wydalinach i wydzielinach

lub 2) koncowy, gdy przeprowadzana jest w otoczeniu
osoby zakaznie chorej po usunieciu jej z pomieszczenia

albo po zakonczeniu choroby i okresu zakaznosci [40].

Biorac pod uwage zakres dzialania, procesy dezyn-
tekcji mozemy podzieli¢ na [39, 40]:

- Wysokiego poziomu - inaktywowane sg wszystkie
drobnoustroje, z wylaczeniem duzej liczby spor bak-
teryjnych.

- Sredniego poziomu - niszczone s3 formy wegeta-
tywne bakterii, pratki, wigkszo$¢ wirusow i grzybow,
ale nie spory bakteryjne.

- Niskiego poziomu - niszczone s3 formy wegeta-
tywne bakterii, niektore wirusy i grzyby, ale nie pratki
i spory bakteryjne.

Przyktadowo: dezynfekcja wysokiego poziomu obo-
wigzuje przy odkazaniu wszystkich narzedzi, sprzetu
medycznego i przedmiotéw, ktére podczas zabiegow
naruszaja lub moga narusza¢ tkanki miekkie i tkanke
kostng; maja kontakt z jamami ciala, z uszkodzonymi
i nieuszkodzonymi blonami $luzowymi oraz uszko-
dzong skdra i ranami. Natomiast dezynfekcja niskiego
poziomu dotyczy np. przedmiotéw i narzedzi, ktore
wchodzg w kontakt z nieuszkodzong skorg [39, 40].

Proces dezynfekeji moze by¢ przeprowadzany roz-
nymi metodami:

- Dezynfekcja metodami fizycznymi: 1) termiczna,
przebiegajaca z wykorzystaniem wody, pary wodnej
lub suchego powietrza o wysokiej temperaturze oraz
2) nietermiczna, np. filtracja [27] lub promieniowa-
nie ultrafioletowe (UV) stosowane gléwnie do dezyn-
fekcji powietrza, wody i przede wszystkim nieosto-
nietych powierzchni. Skuteczno$¢ promieniowania
ultrafioletowego (UVC) do dezynfekcji powierzchni
zanieczyszczonych wirusami potwierdzilty m.in.
badania prowadzone z MERS-CoV [3]. Opisano row-
niez proces fizycznej dezynfekcji z wykorzystaniem
promieniowania UV w badaniach z wirusem adeno
i kocim kaliciwirusem bedacym modelem w bada-
niach nad kontaminacjg norowirusami [14, 37, 49].
Dezynfekcja wykorzystujaca promieniowanie ultra-
fioletowe o dlugosci fali 253,7 nm jest wazng technika
inaktywacji dsDNA i ssRNA wiruséw w wodzie [5].
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- Dezynfekcja termiczno-chemiczna, ktora jest pola-
czeniem dziatania §rodka chemicznego oraz podwyz-
szonej temperatury (najczesciej w zakresie 50-70°C).
Stuzy np. do dezynfekcji tekstyliow, sprzetu wrazli-
wego na wysokg temperature, dezynfekcji narzedzi
stomatologicznych [19, 46].

- Dezynfekcja chemiczna, polega na zastosowaniu
szerokiej gamy zwigzkéw chemicznych o roznych
wlasciwos$ciach. W obszarze medycznym srodki de-
zynfekcyjne majg charakter jednoskladnikowy lub
zawierajg wiele sktadnikéw potaczonych w réznych
kombinacjach. Do najczesciej stosowanych substan-
cji aktywnych nalezg: alkohole, chlor i jego zwiazki,
formaldehyd, aldehyd glutarowy, nadtlenek wodoru,
jodofory, kwas nadoctowy, fenole, czwartorzedowe
zwigzki amoniowe (Tabela I). Celem uzycia $rod-
kéw chemicznych jest przede wszystkim dezynfek-
cja powierzchni, narzedzi i ragk. W przypadku catych
pomieszczen np. szpitalnych moze by¢ wykorzysty-
wana dezynfekcja fumigacyjna, czyli zamglawia-
nie pomieszczen mgla mikrozolows, ktéra zawiera
chemiczny $rodek dezynfekcyjny lub dezynfekcja
poprzez ozonowanie. Stosowanie chemicznych
srodkow dezynfekcyjnych do dekontaminacji urza-
dzen medycznych oraz ukierunkowanej dezynfekcji
powierzchni srodowiskowych ma ogromne znacze-
nie dla ograniczania transmisji patogenéw oraz kon-
troli zakazen zwiazanych z opieka zdrowotna [47].

3. Skutecznos¢ procesu dezynfekcji

Proces dezynfekcji jest zZtozonym procesem, na sku-
tecznos$¢ ktorego ma wplyw wiele czynnikow [40, 55]:
- Zrbéznicowana wrazliwo$¢ drobnoustrojow (Ryc. 1).
Pod tym wzgledem wirusy zostaly sklasyfikowane
w 3 grupach w oparciu o ich strukture i lipofilno$¢:

Wirusy ostonkowe'

Bakterie, drozdze

Zarodniki grzybéw

Duze wirusy bezostonkowe (40-70 nm)?

Pratki

WRAZLIWOSC
OPORNOSC

Mate wirusy bezostonkowe (25-35 nm)®

Spory bakteryjne i oocysty pierwotniakow

Priony

Ryc. 1. Wrazliwo$¢/opornos¢ drobnoustrojow i prionéw
na dezynfekcje

1. wirusy ostonkowe - bardzo wrazliwe na srodki
dezynfekcyjne; 2. duze wirusy bezostonkowe - cha-
rakteryzujace si¢ srednia wrazliwoscia na dezynfek-
tanty oraz 3. male wirusy bezostonkowe — o wysokiej
opornosci na procesy dezynfekeji [28].

Liczba drobnoustrojéw w dezynfekowanym obszarze.
Im wieksza jest liczba zakaznych czastek tym wigcej
czasu potrzebuje srodek dezynfekcyjny do ich inak-
tywacji, przy stalej wartosci innych czynnikow (ste-
zenie preparatu, temperatura, pH, itd.).

Dostepnos¢ do skazonych powierzchni. Ztozone
urzadzenia medyczne, jak réwniez narzedzia posia-
dajace szczeliny, kanaliki, liczne polaczenia sg duzo
trudniejsze do dezynfekcji niz urzadzenia o ptaskich
powierzchniach.

Sktad produktu (wzajemne oddzialywania skfadni-
kow) i jego stabilno$¢ (niektore z srodkow dezynfek-
cyjnych mogga by¢ niestabilne w ,,stezeniu roboczym”
i moga by¢ w tej formie przechowywane i uzywane
tylko przez $cisle okreslony czas).

Stezenie $rodka dezynfekcyjnego, ktore jest ko-
nieczne do osiagni¢cia spodziewanego dzialania bio-
bojczego.

Warunki w ktérych zachodzi proces dezynfekcji
(temperatura, pH, wzgledna wilgotno$¢, twardosé
wody). Aktywno$¢ wiekszosci (sg wyjatki) srodkow
dezynfekcyjnych wzrasta wraz ze wzrostem tempe-
ratury. Z drugiej strony, zbyt wysoka temperatura
moze powodowa¢ rozktad srodka dezynfekcyjnego
i oslabienie jego aktywnosci. Wzrost pH $rodowiska,
w ktorym zachodzi dezynfekcja, poprawia aktyw-
no$¢ niektdrych preparatdéw jak aldehyd glutarowy
i czwartorzedowe zwigzki amoniowe, ale obniza
aktywnos¢ fenoli, podchlorynéw i jodu. Wzgledna
wilgotnos¢ ma wplyw na aktywnosé¢ srodkow gazo-
wych, a zbyt duza twardo$¢ wody moze obniza¢ sku-
tecznos$¢ niektorych zwiazkow.

Obecnos¢ biofilmu na dezynfekowanej powierzchni,
ktory moze chroni¢ drobnoustroje przed dziataniem
srodka dezynfekcyjnego.

Obecnos¢ organicznych i nieorganicznych zanie-
czyszczen. Substancje organiczne (w postaci suro-
wicy, krwi, ropy, katu, §luzu, itp.) moga obnizaé
aktywnos¢ srodka dezynfekcyjnego poprzez tworze-
nie z nim komplekséw o nizszej/braku skutecznosci
lub moga chroni¢ drobnoustroje przed dziataniem
srodka dezynfekcyjnego tworzac bariere (ostone)
fizyczng. Substancje nieorganiczne moga chroni¢
drobnoustroje przez np. zamknigcie ich w krysz-
tatach soli.

Czas kontaktu patogenu ze srodkiem dezynfekcyj-

nym, czyli czas, w ktérym s$rodek dezynfekcyjny
jest w bezposrednim kontakcie z dezynfekowanym
obiektem. W przypadku dezynfekcji powierzchni
rzeczywisty czas kontaktu to okres od momentu

Objasnienia: (1) — Wirusy ostonkowe, np. wirus grypy ptasiej H5N1, HBV,

HCV, HIV, SARS-CoV, wirus Ebola, (2) - Duze wirusy bezostonkowe, np.

Adenowirusy, Papillomawirusy, Rotawirusy, (3) - Male wirusy bezoston-

kowe, np. Enterowirus 71, Norowirus, Poliowirus, Parwowirus B191, na
podstawie: [21, 40, 43].
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Tabela I

Charakterystyka gléwnych substancji aktywnych stosowanych w chemicznych $rodkach dezynfekcyjnych o aktywnosci wirusobdjczej

Substancja / spektrum i sposob dziatania
/ przykladowe zastosowanie

Zalety

Wady

Alkohole (gtéwnie alkohol etylowy,

izopropylowy i n-propylowy)

- Bakteriobojcze, grzybobdjcze, wiruso-
bdjcze (do pewnego zakresu, w zaleznosci
od stezenia i rodzaju alkoholu).

- Sposdb dziatania oparty na denaturacji

biatek

- Do dezynfekcji matych powierzchni
i narzedzi (np. stetoskopow, termometrow,
nozyczek opatrunk.)

- Szybki czas dziatania
- Dobra kompatybilno$¢ materialowa

(nie powoduja korozji, nie barwia)

- Nie pozostawiajg toksycznych

pozostatosci
Sa biodegradowalne

Podlegaja wptywom zanieczyszczen
organicznych

Moga powodowa¢ uszkodzenia niektérych
narzedzi, puchnigcie gumy, niszczenie
kleju i s3 fatwopalne (ryzyko zaptonu

i wybuchu przy dezynfekcji duzych
powierzchni)

Szybko paruja co moze utrudnia¢ osiag-
niecie wymaganego czasu kontaktu

Moga powodowa¢ podraznienia oczu

i skory, gdy sa uzywane w duzych ilosciach
i w zamknietej przestrzeni

Chlor i zwiazki chloru

(np. podchloryn sodu)

- Pelne spektrum dzialania®.

- Doktadny mechanizm dzialania nie jest
znany. Dzialanie bojcze chloru moze by¢
wynikiem wielu czynnikéw m.in. chloro-
wania pier$cienia aromatycznego amino-
kwasdw, hamowania reakcji enzymatycz-
nych, zmniejszenia syntezy ATP, denatura-
¢ji, inaktywacji kwaséw nukleinowych, itd.

- Do dezynfekcji wody, do dezynfekeji
narzedzi i odpadéw medycznych
w zakladach opieki zdrowotne;j.

Szybki czas dzialania

Niepalne i relatywnie stabilne
Nie pozostawiajg toksycznych
pozostatosci

Skuteczno$¢ nie jest uzalezniona
od twardo$ci wody

Brak niekorzystnych efektow
dla srodowiska

Moga podraznia¢ bony sluzowe, posiadac
nieprzyjemny zapach, drazniacy przy
wyzszych stezeniach i Uwalnia¢ toksyczny
gaz chlorowy po zmieszaniu z amoniakiem
lub kwasem

Powoduja korozje metali i odbarwienia
tkanin

Sa inaktywowane przez zanieczyszczenia
organiczne

Niebezpieczenstwo wytwarzania sie
trichlorometanu w kontakcie podchlorynu
z goracg woda

Formaldehyd

- Pelne spektrum dzialania.

- Wplywa na biatko poprzez alkilowanie
grup aminowej i sulfhydrylowej oraz
wplywa na synteze kwaséw nukleinowych.

- Wykorzystanie go w obszarze medycznym
jest ograniczone.

Szeroki zakres dziatania bojczego
Uzywany w niskich stezeniach

Posiada ostry, nieprzyjemny zapach oraz
wiasciwosci alergizujace i drazniace
Potencjalny czynnik karcynogenny,
wigzany z rakiem nosa i ptuc

Aldehyd glutarowy

- Pelne spektrum dzialania®.

- Dziala poprzez reakeje alkilacji grup
sulthydrylowych, aminowych i karboksylo-

wych, zmiane DNA i RNA i syntezy biatka.

- Uzywany najczesciej jako srodek
dezynfekcyjny wysokiego poziomu
do sprzetu medycznego.

Nie podlega wplywom
zanieczyszczen organicznych
Dobra kompatybilnos¢ materialowa
(nie powoduje korozji sprzetu,

nie niszczy gumy i plastiku, itd.)
Uzywany w niskich st¢zeniach

Opary posiadaja wlasciwoséci draznigce dla
ukladu oddechowego, moze powodowaé
alergiczne kontaktowe zapalenie skory
Nieprzyjemny i draznigcy zapach
Ograniczone zastosowanie w dezynfekcji
powierzchni ze wzgledu na toksyczno$é

Aldehyd ortoftalowy (OPA)

- Pelne spektrum dzialania.

- Dziala poprzez bezposrednig reakcje
z aminokwasami, biatkami i kwasami
nukleinowymi.

- Srodek dezynfekcyjny wysokiego poziomu.

Stabilny w szerokim zakresie pH
(3-9)

Ledwo wyczuwalny zapach

Szybkie dzialanie nie wymagajace
aktywacji

Dobra zgodno$¢ materialowa

Nie ma wlasciwosci karcynogennych,
ale poleca si¢ uzywanie go w dobrze
wentylowanej przestrzeni.

Barwi biatka na szaro w tym niechroniong
skore, btony $luzowe, itd

Moze powodowa¢ podraznienia oczu przy
bezposrednim kontakcie

Aktywno$¢ sporobojcza wymaga dlugiego
czasu kontaktu

Nadtlenek wodoru

- Pelne spektrum dziatania.

- Dziala poprzez tworzenie destrukcyjnych
rodnikéw hydroksylowych atakujacych
btony lipidowe i DNA.

- Gléwnie do dezynfekcji narzedzi
i powierzchni nieozywionych.

Szybki czas dziatania i nie wymaga
aktywacji

Nie posiada nieprzyjemnego
zapachu, wlasciwosci draznigcych
i nie barwi

Nie powoduje koagulacji krwi

Nie utrwala tkanki,

jest biodegradowalny

Przy bezposrednim kontakcie moze
powodowac powazne uszkodzenia oczu
Drozszy niz inne $rodki dezynfekcyjne

W niskich stezeniach nie posiada
aktywnosci sporobojczej

Jest utleniaczem dla wyroboéw metalowych
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TabelaI. C.d.

Substancja / spektrum i sposob dziatania
/ przykladowe zastosowanie

Zalety

Wady

Kwas nadoctowy (PAA)

- Pelne spektrum dzialania.

- Mechanizm dziatania nie jest w pelni
poznany, ale przypuszcza sie, ze dziala
on m.in. poprzez denaturacje biatka.

- Do dezynfekcji niektorych narzedzi
poprzez zanurzenie.

Szybki czas dzialania i nie wymaga
aktywacji

Brak szkodliwych produktéw
rozkladu

Skuteczny w obecnosci substancji
organicznych

Kompatybilny z wieloma
materiatami

Nie powoduje koagulacji krwi

i utrwalenia tkanek na powierzchni
Sporobdjczy nawet w niskich
temperaturach

Przy bezposrednim kontakcie ze stezonymi
roztworami moze dochodzi¢ do powaznego
uszkodzenia skory i oczu oraz
podraznienia bton sluzowych

Moze powodowac korozje miedzi,
mosigdzu, stali oraz galwanizowanego
zelaza (skutki sg zalezne od pH)

Roztwor jest niestabilny

Jodofory (gléwnie jodopowidon)

- Bakteriobdjcze, wirusobojcze,
grzybobdjcze.

- Dzialajg poprzez zakldcenie syntezy bialka
i struktury kwasu nukleinowego oraz
zablokowanie wolnych grup
sulthydrylowych w enzymach.

- Uzywane gtéwnie jako srodki antysep-
tyczne, rzadziej jako $rodek do dezynfekeji
sprzetu medycznego, np. termometréw.

Niepalny

Nie barwi

Nie ma wiasciwosci draznigcych
i toksycznych

Dziata niekorzystnie na silikon
Nie ma wlasciwosci sporobojczych

Fenole

- Bakteriobojcze, wirusobdjcze
(pelny zakres), grzybobdjcze.

- W wysokich stezeniach dziata jak trucizna
protoplazmatyczna wytracajaca biatka.

- Uzywane jako $rodki do dezynfekeji np.
powierzchni (laboratoryjnych i narzedzi
medycznych nalezacych do grupy
niskiego ryzyka).

Niepalne

Nie barwig

Dopuszczone do uzycia

na powierzchniach §rodowiskowych

Sa absorbowane przez materialy porowate
i pozostalosci moga podrazniac¢ tkanki
Niektore fenole moga powodowaé
depigmentacje skory

Nie sg sporobojcze

Pochodne aminowe (np. czwartorzedowe

zwiazki amoniowe, glukoprotamina)

- Bakteriobdjcze, grzybobojcze, wiruso-
béjcze wobec wiruséw ostonkowych.

- Aktywno$¢ hydrofobowa skuteczna
wobec wiruséw ostonkowych.

- Niektore moga by¢ uzywane do dezynfekeji
sprzg¢tu medycznego, ktéry ma kontakt
z nieuszkodzong skora, np. rekawy
aparatow do mierzenia ci$nienia.
Do dezynfekcji niektorych powierzchni
jak meble, podlogi, $ciany.

Dobre wilasciwosci myjace
Kompatybilne materialowo
z réznymi powierzchniami

Stabe dziatanie w obecnoéci biatka
i wysokiej twardo$ci wody
Niektore moga wywolywaé
reakgcje alergiczne

Stabo biodegradowalne

- Pelne spektrum dziatania oznacza aktywnos¢ wobec szerokiego spektrum drobnoustrojow, wlaczajac w to bakterie, wirusy, grzyby, spory.

czg$¢ I - na podstawie [38-41, 55].

aplikacji na nig $rodka do momentu catkowitego

jego wysuszenia. Dobor odpowiedniego czasu kon-

taktu jest niezwykle istotny w przypadku dezynfekeji
wyrobow medycznych, przede wszystkim narzedzi,
o ztozonej budowie, w przypadku ktérych wypet-
nienie wszystkich wewnetrznych kanatéw wymaga
czasu. Ma tu znaczenie calkowite zanurzenie narze-
dzi w srodku dezynfekcyjnym oraz brak wytworzenia
sie kieszeni powietrznych. Narzedzia, ktore w trakcie
procesu unoszg si¢ na powierzchni $rodka nie sg pra-

widlowo dezynfekowane.

wymienic:

4. Wymagania stawiane srodkom dezynfekcyjnym

Srodek dezynfekcyjny poza tym, Ze wymaga odpo-
wiedniego stosowania musi tez spelnia¢ okreslone
kryteria [40, 41], z ktérych przede wszystkim nalezy

- Szybko$¢ dziatania, czyli skutecznos¢ w krétkim cza-
sie kontaktu.

- Trwalo$¢, czyli stabilnos$¢ zaréwno w formie stezonej
— koncentrat, jak i w formie rozcienczonej, przezna-

czonej do uzycia.
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- Nie uleganie wptywom czynnikéw srodowiskowych,
co oznacza zachowanie aktywnosci np. w obecnosci
obciazenia organicznego jak krew, plwocina, kat.

- Brak toksyczno$ci — nie powinien posiadaé wiasci-
wosci draznigcych i wywolywa¢ reakgji alergicznych
(zwlaszcza astmy i zapalenia skory) oraz wskazane jest,
aby posiadal akceptowalny dla uzytkownika zapach.

- »Kompatybilno$¢” materiatlowa co oznacza, ze nie
powoduje korozji narzedzi i powierzchni, pogorsze-
nia stanu tkanin, gumy, tworzyw sztucznych i innych
materialow.

- Niepalnos¢ — powinien mie¢ temperature zaptonu
powyzej 150°F (ok. 65°C).

- Brak negatywnego wplywu na srodowisko (ekolo-
giczny).

- Latwos¢ stosowania (czytelne instrukcje na etykiecie)
i w miare mozliwo$ci dostepno$¢ w wielu postaciach,
np. nasgczone chusteczki, spray.

— Szerokie spektrum dzialania uwzgledniajace bakterie,
w tym pratki, wirusy, grzyby.

5. Badanie aktywno$ci wirusobojczej srodkow
dezynfekcyjnych

Poniewaz $rodki dezynfekcyjne odgrywaja istotna
role w przerwaniu tancucha zakazenia wirusowego
w czasie opieki nad pacjentem w szpitalu, czy podczas
rutynowej praktyki lekarskiej, powinny one posiada¢

AGNIESZKA TRZCINSKA

odpowiednig aktywno$¢ wirusobdjcza potwierdzona
przy pomocy uznanych i dobrze zaprojektowanych
metod badawczych [48]. Bledne okreslenie aktywnosci
srodka dezynfekcyjnego moze prowadzi¢ do stosowa-
nia produktu o nieodpowiednich parametrach (stezenie,
czas kontaktu) i w konsekwencji do braku eliminacji
wirusow w dezynfekowanym obszarze. Dlatego meto-
dyka okreslania aktywnosci wirusobojczej, podobnie jak
bakteriobdjczej i grzybobojczej, produktéw przezna-
czonych do uzycia w réznych obszarach (medycznym,
weterynaryjnym, spozywczym, przemystowym) zostata
opisana w normach obowigzujacych w UE. Metodyke
badania dzialania wirusobdjczego produktéw stoso-
wanych w obszarze medycznym opisuje obowigzujaca
aktualnie (lipiec 2018) norma PN-EN 14476:2013 +
A1:2015 ,Chemiczne $rodki dezynfekcyjne i antysep-
tyczne - Ilosciowa zawiesinowa metoda okreslania wiru-
sobojczego dziatania w obszarze medycznym — Metoda
badania i wymagania (Faza 2/Etap 1)” [33]. W niniej-
szej Normie Europejskiej opisano metode zawiesinowa
do ustalania, czy chemiczny $rodek dezynfekcyjny lub
antyseptyczny ma dzialanie wirusobdjcze w obszarze
i sytuacjach opisanych w zakresie normy. Norma PN-EN
14476 stosuje sie do produktéw uzywanych w obsza-
rze medycznym, w sytuacjach, w ktorych dezynfekcja
jest wskazana ze wzgledow medycznych: 1) w czasie
opieki nad pacjentem w szpitalach, zaktadach opieki
medycznej, gabinetach dentystycznych, przychodniach
szkolnych, ztobkach, przedszkolach, domach opieki;

Tabela II
Wytyczne normy PN-EN 14476 dotyczace badania aktywnosci wirusobojczej srodkéw dezynfekcyjnych stosowanych
w obszarze medycznym

Warunki
badania

Higieniczna dezynfekcja rak
metodg wcierania i higieniczne mycie rak

Dezynfekcja
narzedzi

Dezynfekcja
powierzchni

Dezynfekcja
tekstyliow

Minimalny zakres
badanych wiruséw

Pelny zakres aktywnosci wirusobojczej:
e Wirus polio

e Wirus adeno

e Mysi norowirus

e Wirus adeno

e Mysi norowirus

Dziatanie wirusobdjcze na wirusy ostonkowe:
o Wirus krowianki

Ograniczony zakres aktywnosci wirusobojczej:

e Wirus polio
e Wirus adeno
e Mysi norowirus | e Wirus polio
e Wirus adeno

e Mysi norowirus

Mysi parwowirus
Gdy temp. 40°C
lub wyzsza tylko
mysi parwowirus

Dodatkowy Kazdy istotny, stosowny model wirusowy

Temperatura Zgodnie z rekomendacjg wytworcy, ale w/pomiedzy

badania 20°C | 20°Ca70°C | 4°Ca30°C 30°Ca 70°C
Czas kontaktu Zgodnie z rekomendacja wytworcy

ale pomiedzy 30 i 120 sekund

ale nie diuzej
niz 60 minut

ale nie dtuzej niz
5 lub 60 minut

ale nie dtuzej
niz 20 minut

Substancja obciazajaca (szczegélowy opis wyboru warunkow badania jest umieszczony w normie)
- Warunki czyste badania to 0,3 g/ albuminy surowicy bydlecej (BSA)
— Warunki brudne badania to zawiesina erytrocytow baranich w roztworze albuminy bydlecej
(koncowe stezenie erytrocytow baranich i albuminy w procedurze badania wynosi odpowiednio — 3 ml/litr i 3 g/litr)
- Dodatkowa substancja obcigzajaca — kazda istotna lub stosowna substancja

Na podstawie [33].
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Tabela ITI

Wyniki badan aktywnos$ci wirusobojczej wybranych zwiazkéw
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Wirus Badanymiguek | OIS | ek mana (RF) | nictwo.
Test powierzchniowy

Adenowirus typ 5 Aldehyd glutarowy 500 ppm; 5 minut 5,77 1,23 log [36]
Etanol 55% (v/v); 5 minut 4,92+1,11log
N-propanol 30% (v/v); 5 minut 5,27 +0,87 log

Wzw C (HCV) N-propanol 30%; 1 minuta >4log [12]
Izopropanol 50%; 1 minuta >4log
Izopropanol 40%; 5 minut >4log
Etanol 60%; 1 minuta >4log
Etanol 50%; 5 minut >4log

Wirus Ebola; wariant Makoma Podchloryn sodu 0,5%; 5 minut >4log [10]
Etanol 67%; 10 minut >4log

Test zawiesinowy

Mysi norowirus Etanol 60%; 1 minuta >4log (4]
Izopropanol 60%; 1 minuta >4log
Izopropanol 80%; 0,5 minuty >4log [30]
N-propanol 60%; 0,5 minuty 4,24log

SARS-CoV; izolat FFM-1 Etanol 78%; 0,5 minuty >5,01log [34]
Aldehyd glutarowy 0,5%; 2 minuty >4,01log

Kaczy wzwB (DHBV) Etanol 40%; 1 minuta >4,35log [44]
Izopropanol 40%; 1 minuta >4,00log
Kwas nadoctowy 0,05%; 1 minuta >4,08log
Aldehyd glutarowy 0,1%; 0,5 minuty >4,05log

Wirus grypy A HIN1; szczep A/NMS/33 NaOH 0,1 mol/L; 1 minuta >6,55log [22]
Etanol 70%; 1 minuta >4,84log
N-propanol 70%; 1 minuta >5,06log

Wirus Zika; szczep MR766 Podchloryn sodu 1%; 1 minuta >4log [29]
Aldehyd glutarowy 2%; 1 minuta >4log
Etanol 70%; 1 minuta >4log
Izopropanol 70%; 1 minuta >4log

Drobny wirus mysi - MVM; mysi parwowirus | Aldehyd glutarowy 2%; 10 minut >4,4log [15]
Kwas nadoctowy 0,2%; 10 minut 4,2+0,1log
Podchloryn sodu 2500 ppm; 10 minut | 4,4+0,1 log

Poliowirus typ 1; szczep LSc 2ab Aldehyd glutarowy 2%; 10 minut >4,6log [15]
Kwas nadoctowy 0,2%; 10 minut >4,8log
Podchloryn sodu 2500 ppm; 10 minut | 4,5+0,2log

Wirus krowianki; szczep Ankara (MVA) Etanol 50%; 1 minuta >5,40+0,36 log [35]
Izopropanol 40%; 1 minuta >5,40+0,36log
Kwas nadoctowy 0,0025%; 1 minuta 4,75+0,31log

Wirus krowianki; szczep Elstree (VACV) Etanol 50%; 1 minuta >4,38+0,37 log [35]
Izopropanol 40%; 1 minuta >4,38+0,37 log
Kwas nadoctowy 0,005%; 1 minuta >4,50+0,38log

Adenowirus typ 5 Podchloryn sodu 2500 ppm; 1 minuta | >4,1log [15]
Kwas nadoctowy 0,1%; 15 minut 5,1log [45]
Kwas nadoctowy 0,2%; 5 minut >5,6log
Kwas nadoctowy 0,5%; 2 minuty >5,6log

Wzw C (HCV) Aldehyd glutarowy 0,5%; 1 minuta >4log (8]
Kwas nadoctowy 0,05%; 1 minuta >4log
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Tabela III. C.d.

i sty Bbesoie [ gl [P
Wirus Ebola; szczep Zaire Jodopowidon - roztwor | 10%; 15 sekund >6log [13]
Jodopowidon - preparat | 7,5%; 15 sekund >6log
do wcierania w rece
Enterowirus 71 (HEV71) Etanol 95%; 10 minut 5,78+0,23 log [6]
Wirus herpes simplex typ 1 Etanol 62%; 0,5 minuty >5]og [16]
Wirus paragrypy typ 2 Etanol 62%; 0,5 minuty >4,391log [16]
HIV-1 Etanol 62%; 0,5 minuty >4,14log [16]
Wirus grypy typ A H3N2; Etanol 62%; 0,5 minuty >5log [16]
szczep A/Hong Kong/8/68

2) w miejscu pracy i w domu; 3) moze réwniez dotyczy¢
zaktadow ustugowych, takich jak pralnie i kuchnie, ktére
dostarczajg produkty bezposrednio do pacjenta.

Minimalne i dodatkowe warunki badania, stosowane
obligatoryjne modele wirusowe oraz wytyczne doty-
czace parametréw badania stosowane w metodyce opi-
sanej w normie przedstawiono w Tabeli II. Zasadg bada-
nia jest okreslenie zdolnosci produktu do inaktywacji
wirusa na podstawie spadku jego miana zakaznego. Jako
kryterium wirusobdjczego dziatania badanego produktu
wobec danego wirusa przyjmuje si¢ spadek jego miana
zakaznego o co najmniej 4 log co jest rownoznaczne
z utratg zakazno$ci wirusa na poziomie 99,99%.

6. Dezynfekcja przeciwwirusowa
- aspekty praktyczne

Stosujac $rodki dezynfekcyjne w obszarze medycz-
nym nalezy pamietac o tym, Ze:

- W wigkszosci przypadkéw dany srodek dezynfek-
cyjny jest zaprojektowany do stosowania w okreslony
spos6b i w $ciéle okreslonym celu. Srodki dezynfek-
cyjne nie s produktami uniwersalnymi przeznaczo-
nymi do kazdego zastosowania.

- Przy przygotowywaniu produktu do dezynfekcji na-
lezy bezwzglednie przestrzegac instrukeji producenta,
poniewaz przygotowanie zbyt niskiego stezenia lub
zastosowanie zbyt krétkiego czasu kontaktu moze pro-
wadzi¢ do nieskutecznej dezynfekcji, a zbyt wysokie
stezenie moze uszkadza¢ dezynfekowane powierzch-
nie i narzedzia lub negatywnie wptywac na personel.

~ Srodki dezynfekcyjne stosowane w obszarze medycz-
nym, zgodnie z obowigzujagcym w Polsce prawem,
moga naleze¢ do réznych kategorii [11]: produkt bio-
bdjczy, czyli substancja czynna lub produkt zawie-
rajacy co najmniej jedng substancje czynna; wyrob
medyczny; produkt leczniczy lub kosmetyk.

Przyklady badania aktywnosci przeciwwirusowej
niektérych zwigzkéw chemicznych przedstawiono

w Tabeli II1.
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W poprzednim, zeszlorocznym numerze mieli$my sposobno$¢
opublikowa¢ zapowiedz najnowszego podrecznika PWN z dzie-
dziny mikrobiologii. Wydana na poczatku biezacego roku ksiazka
jest podrecznikiem akademickim przeznaczonym dla studentow
kierunkéw biologicznych i biotechnologicznych. W szczegélnosci
bedzie przydatna dla studentéw realizujacych przedmioty z zakresu
biotechnologii i mikrobiologii $rodowiskowej, bioinzynierii §rodo-
wiska, inzynierii ekologicznej oraz ochrony $rodowiska.

Podrecznik Biologiczne aspekty oczyszczania $ciekow zawiera
charakterystyke wspdlnot mikroorganizméw zaangazowanych

w oczyszczanie $ciekoéw uwzgledniajac ich metabolizm w trak-
cie trwania procesu oraz tworzone struktury. W recenzowanym
podreczniku prof. Mieczystaw Blaszczyk omawia wszystkie nowo-
czesne procesy biotechnologiczne wykorzystywane na $wiecie
do oczyszczania $ciekéw, jak rowniez te o znaczeniu historycz-
nym. Pierwszy rozdzial wprowadza czytelnika w podstawowe
zagadnienia i mechanizmy biochemiczne oczyszczania $ciekow.
Kolejny rozdzial opisuje rézne rodzaje $ciekéw (nawet $cieki radio-
aktywne) pod wzgledem fizykochemicznym. W nastepnym, roz-
budowanym rozdziale Autor obszernie charakteryzuje wspolnoty
mikroorganizméw (biofilm, osady, klaczki), tworzonych zaréwno
przez bakterie jak i eukarionty, ktére biorg udzial w oczyszczaniu
$ciekow. Autor, w celu opisania sktadu gatunkowego wspdlnot
mikroorganizméw, wykorzystal najnowsze wyniki badan meta-
genomicznych. W kolejnym rozdziale prof. M. Blaszczyk opisuje
techniczny aspekt oczyszczania $ciekéw, czyli bioreaktory stoso-
wane do hodowli mikroorganizméw. Warto podkresli¢, ze Autor
wymienia prawdopodobnie wszystkie znane na $wiecie typy bio-
reaktorow oczyszczania $ciekow (a jest ich kilkadziesiat!) i nastep-
nie omawia wybrane systemy w zaleznosci od sposobu wzrostu
mikroorganizméw. W rozdziale tym znajduje si¢ wiele bardzo
przydatnych ilustracji obrazujgcych poszczegolne urzadzenia sto-
sowane w réznych typach bioreaktoréw. Autor podzielit metody
oczyszczania na naturalne i nowoczesne, kazdej z nich poswieca-
jac osobny rozdzial. W podreczniku szczegdtowo i w interesujacy
sposob opisano usuwanie ze ciekow azotu i fosforu. Nie zabraklo
tu opisu najnowoczesniejszych technologii i kombinacji technik
w celu wydajniejszego oczyszczania. W kolejnych rozdziatach
znajdziemy szczegdlowe opisy poswiecone oczyszczaniu $ciekow
przemystu spozywczego i farmaceutycznego, rafineryjnych, papier-
niczych oraz oczyszczanie wod kopalnianych, odpadéw organicz-
nych i komunalnych. Co wazne, w opisanych procesach Autor
przywiazuje duzg wage do aspektéw biologicznych. W ostatnim,
15. rozdziale prof. M. Blaszczyk opisuje oczyszczalnie w Ostrzeszo-
wie jako przyktad mechaniczno-biologicznej oczyszczalni.

Duza zaleta podrecznika jest oryginalny pomyst zaprezentowa-
nia wiedzy zwigzanej z biologicznymi metodami oczyszczania $cie-
kéw. Autor, jak to okreslil w tytule, prezentuje biologiczne aspekty
oczyszczania $ciekow skupiajac si¢ na biologii mikroorganizmoéw
prowadzacych te procesy. Polecamy podrecznik jako kompletne
i kompetentne zZrédlo informacji o wykorzystaniu mikroorganiz-
moéw do oczyszczania roznego rodzaju zanieczyszczen, napisane
przez uznanego specjaliste w dziedzinie.
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Z duzy satysfakcja oglaszamy zakonczenie kolejnego etapu rozwoju naszego kwartalnika. Wraz
z poczatkiem biezgcego roku rozpoczelismy wspolprace ze zlokalizowanym w Nowym Jorku wydaw-
nictwem Exeley, ktére bedzie publikowato nasze czasopismo na swoim portalu. W tym roku bedziemy
kontynuowac projekt ttumaczenia publikacji na wersje angloj¢zyczne, ponadto spodziewamy sie wigk-
szej liczby artykuléw juz napisanych w jezyku angielskim, w tym od Autoréw spoza naszego kraju,
w zwigzku z czym w dalszym ciggu powigkszamy kolegium redakcyjne naszego kwartalnika.

Mamy duzg przyjemnos$¢ przedstawi¢ nowych cztonkéw Redakeji. W pierwszym kwartale bieza-
cego roku otworzylismy dzial mikrobiologia molekularna, tworzony przez dwie specjalistki w dzie-
dzinie: dr hab. Adrianne Raczkowska z Uniwersytetu Warszawskiego oraz dr Bozene Nejman-Falen-
czyk z Uniwersytetu Gdanskiego. Do istniejgcego juz dziatu biotechnologia dotaczyta dr Agnieszka
Szczepankowska z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN. Poszerzony zostal réwniez dzial mikro-
biologia srodowiskowa o redaktor z Uniwersytetu Warszawskiego — prof. Renate Matlakowska. Duzym
zainteresowaniem wérod naszych Czytelnikow i Autordw cieszg si¢ prace z zakresu mikrobiologii
medycznej. Dlatego tez utworzylismy dzial poswiecony tej specjalnosci, do ktérego dotgczyl w tym roku
Dr hab. n. med. Aleksander Deptuta z Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Obecnie szukamy
kandydata na jeszcze jednego redaktora do tego dziatu, zachecamy do nadsylania zgloszen do Redakcji.
Wiecej informacji o aktualnym sktadzie kolegium redakcyjnego znajdg Panistwo w zakladce REDAKCJA
na naszej stronie internetowe;j.
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