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1. Wstep. 2. Rozprzestrzenianie si¢ opornosci na penicyling wrdd S. pneumoniae na $wiecie. 3. Biatka wiazace penicyling — miejsca
docelowe antybiotykow B-laktamowych u S. pneumoniae. 4. Mozaikowe geny pbp. 5. Klonalne rozprzestrzenianie si¢ opornosci na
penicyling. 6. Tolerancja S. pneumoniae wobec penicyliny. 7. Wysoki poziom opornoéci na antybiotyki B-laktamowe zwiazany ze
zmianami w operonie murMN. 8. Opornos$¢ na antybiotyki f-laktamowe zwiazana ze zmianami w genach ciaH oraz cpoA u mutan-
tow laboratoryjnych. 9. Immunoprofilaktyka. 10. Podsumowanie

Resistance to penicillin and other B-lactams in Streptococcus pneumoniae

Abstract: Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is a common cause of pneumonia, bacteremia, meningitis, otitis media and
sinusitis. Penicillin-resistant S. pneumoniae isolates were first detected in the 1960s and since then they have been isolated from
patients in many parts of the world. The emergence and rapid spread of penicillin-resistant S. pneumoniae create a serious public
health problem. Rates of penicillin-resistant S. pneumoniae are as high as 60% in some parts of Latin America and 80% in some
countries in Asia. The 26 so-called international pneumococcal clones identified till now have significantly contributed to the rapid
increase in resistance in pneumococci worldwide. Resistance to penicillin is due to the production of altered penicillin-binding
proteins (PBPs) which have a decreased affinity for the antibiotic. Such PBP variants are encoded by genes of mosaic structure
as a result of genetic exchange between pneumococci and related streptococcal species. PBP2x, PBP2b and PBP1a are primary
resistance determinants, and their modification is an essential step in the development of high-level resistance. An alteration in
MurM, an enzyme involved in the biosynthesis of branched-stem cell wall muropeptides, is additionally required for the maximum
expression of resistance to penicillin and other f-lactams. Mutations in ciaH or cpoA genes confer increased resistance to B-lactam in
cells that contain no alterations in PBP genes. The currently available vaccines are based on immunity to capsular polysaccharides
of the pneumococcus of which more than 90 serotypes exist. The 23-valent polysaccharide vaccine, which is recommended for use
in adults, contains capsular polysaccharides from the 23 capsular types of S. pneumoniae. For the immunization of children less than
2 years of age, a 7-valent conjugated polysaccharide vaccine is recommended.

1. Introduction. 2. The worldwide spread of penicillin resistance in S. pneumoniae. 3. Penicillin-binding proteins — the target of
B-lactams in S. pneumoniae. 4. Mosaic genes pbp. 5. Clonal spread of penicillin resistance. 6. Penicillin tolerance in S. pneumoniae.
7. High-level B-lactam resistance mediated by alterations in murMN operon. 8. B-lactam resistance in laboratory mutants mediated
by alterations in ciaH and cpoA gens. 9. Immunoprophylaxis. 10. Summary
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1. Wstep

Streptococcus pneumoniae (pneumokok) jest Gram-
-dodatnim, katalazo-ujemnym ziarenkowcem, naleza-
cym do rodziny Streptococcaceae. Wielkos¢ owalnych
komorek waha si¢ miedzy 0,5 a 1,2 um $rednicy. Ten-
dencja tej bakterii do wystgpowania w parach odzwier-
ciedlona jest w jej polskiej nazwie: dwoinka zapalenia
phuc, jak 1 dawnej nazwie systematycznej Diplococcus
pneumoniae. Bakteria ta jest najczgstsza przyczyna
bakteryjnych pozaszpitalnych zapalen ptuc i zapalen
ucha $rodkowego, jak rowniez wywotluje zapalenia za-
tok, a takze zagrazajace zyciu zakazenia krwi oraz
osrodkowego uktadu nerwowego. Przed wprowadze-
niem do uzytku antybiotykdéw zakazenia pneumokoko-

we zarowno phuc, jak i opon mézgowych w wigkszoSci
przypadkoéw konczyly si¢ $miertelnie. W 1892 r. Sir
William Osler okreslit zapalenie ptuc jako ,,...natu-
ralny koniec starych Iudzi” [57]. Oprécz dorostych po
szesédziesiatym roku zycia, w grupie podwyzszonego
ryzyka znajduja si¢ migdzy innymi mate dzieci, osoby
0 obnizonej odpornosci immunologicznej, chorzy
z przewleklymi schorzeniami pluc oraz funkcjonalna lub
anatomiczng asplenia, a takze palacze, osoby z choroba
alkoholowg oraz cukrzycy. Wzrost ryzyka zachorowal-
no$ci wiaze si¢ ze zkymi warunkami socjalno-ekono-
micznymi. Szacuje sig, ze na calym §wiecie umiera
rocznie na zapalenie ptuc okoto 3 milionow dzieci po-
nizej 5 roku zycia, z czego blisko milion zgonéw powo-
dowana jest przez pneumokoki [26]. Podobna liczba
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$miertelnych przypadkéw wywolywanych przez ten
patogen szacowana jest wsrod dorostych [17]. Corocz-
nie w Stanach Zjednoczonych odnotowuje si¢ ok.
6 mln zapalen ucha srodkowego, 500 tys. zapalen phuc,
55 tys. przypadkow bakteriemii, 3 tys. zapalen opon
moézgowo-rdzeniowych oraz 40 tys. zgondow powodo-
wanych przez S. pneumoniae [72].

Rozwo6j zakazen wywotywanych przez pneumokoki
jest poprzedzany kolonizacja tym patogenem noso-
gardta, umozliwiajaca w dalszej kolejno$ci penetracje
do uktadu oddechowego, krwiobiegu i o$rodkowego
uktadu nerwowego. Kolonizacja, czyli nosicielstwo nie
wywotuje objawow chorobowych i najczesciej dla
danego szczepu trwa od 3 do 4 miesiccy, wydtuzajac
si¢ w miesiacach zimowych [23, 49, 50]. Nosicielstwo
znacznie czgsciej wystepuje u dzieci niz u dorostych,
osiagajac w przypadku zdrowych dzieci poziom od
20% do 60%, a w przypadku zdrowych dorostych
od 5% do 10% [49, 50]. Poziom kolonizacji jest znacz-
nie wyzszy u dzieci przebywajacych w przedszkolach,
zlobkach i domach dziecka, dodatkowo u tych dzieci
czgsciej izoluje sig szczepy oporne na penicyling i inne
antybiotyki [49, 50]. Wysoki poziom opornych izola-
tow od nosicieli zwigzany jest z antybiotykoterapia,
ktora sprzyja selekcji szczepow opornych [15].

Przez wiele lat penicylina byta i nadal pozostaje le-
kiem z wyboru w leczeniu zakazen wywolywanych
przez wrazliwe wobec antybiotykow [-laktamowych
szczepy S. pneumoniae. W ostatnim czasie nastapit
szybki wzrost opornos$ci na penicyling i inne antybio-
tyki B-laktamowe, ktérej dodatkowo towarzyszy opor-
no$¢ na inne leki, a zwlaszcza makrolidy, tetracykliny,
kotrimoksazol i chloramfenikol. Obecnie oporno$¢
pneumokokdw na antybiotyki B-laktamowe szerzy sie
na catym $wiecie prowadzac do duzych trudno$ci tera-
peutycznych. Mimo to, zakazenia drog oddechowych
wywolywane szczepami o obnizonej wrazliwosci na
B-laktamy moga by¢ leczone wigkszymi dawkami tych
antybiotykéw pod warunkiem, ze w organizmie pa-
cjenta przez odpowiedni okres czasu (dla penicyliny
co najmniej 40% czasu a dla cefalosporyn 50% okresu
migdzy kolejnymi dawkami leku) zostanie utrzymane
stezenie antybiotyku przekraczajace minimalne hamu-
jace stezenie antybiotyku (minimum inhibitory concen-
tration, MIC). Post¢epowanie to jest nieskuteczne
w przypadku szczepow opornych i sredniowrazliwych,
w sytuacji gdy zakazenie toczy si¢ w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym. W takim wypadku osiagnigcie efektu
terapeutycznego wymaga podania wysokich dawek ce-
falosporyny III generacji (cefotaksymu lub ceftriakso-
nu). Niekiedy w przypadku szczepéw wysoko opornych
konieczne jest prowadzenie leczenia skojarzonego, np.:
cefalosporyny III generacji z wankomycyna lub wanko-
mycyny z rifampicyna. W przypadku leczenia zakazen
drog oddechowych mozna rozwazaé podanie ktorego$
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z nowych fluorochinolonéw (moksifloksacyna, lewo-
floksacyna) lub linezolidu, ale nie powinny by¢ one
lekami pierwszego wyboru [39, 40].

2. Rozprzestrzenianie si¢ opornos$ci na penicyline
wsrod S. pneumoniae na Swiecie

Wedhug definicji Narodowego Komitetu d.s. Kli-
nicznych Standardow Laboratoryjnych (National Com-
mittee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS)
S. pneumoniae oporne na penicyling, to te szczepy,
ktorych warto§¢ MIC dla penicyliny wynosi 2 pg/ml
lub wigcej, szczepy $redniowrazliwe to te, ktorych
MIC waha si¢ migdzy 0,12—1 pg/ml, natomiast MIC
<0,06 pg/ml okres$la wrazliwo$¢ na penicyling [55].
Termin ,,niewrazliwe” (penicillin nonsusceptible pneu-
mococci, PNSP) obejmuje zaro6wno oporne, jak i $re-
dniowrazliwe pneumokoki.

Przez ponad dwadziescia lat od wprowadzenia do
uzytku penicyliny wérdd klinicznych izolatow S. preu-
moniae nie obserwowano szczepow opornych na ten
antybiotyk. W 1967 roku w Australii i na Nowej Gwi-
nei wyizolowano pierwsze kliniczne izolaty oporne na
penicyling [34-37]. W koncu lat 70. ubieglego wieku
w Republice Poludniowej Afryki, a nastgpnie na catym
$wiecie, u wielu pacjentdéw z zapaleniami ptuc, ucha
srodkowego, bakteremii i innych inwazyjnych chordb,
zaczgto izolowaé szczepy niewrazliwe na ten antybio-
tyk [1, 2, 43]. Obecnie niewrazliwe na penicyling
pneumokoki sa izolowane na catym §wiecie, osiagajac
w niektorych rejonach §wiata nawet 60-80% wsrod
klinicznych izolatéw S. preumoniae [44, 70].

Czgstos¢ wystgpowania w krajach europejskich nie-
wrazliwych na penicyling pneumokokow rdézni sig
w duzym stopniu w zaleznosci od kraju. Wsrod szcze-
pow wyizolowanych od chorych z zakazeniami drég
oddechowych w latach 1998-2000 w ramach projektu
Alexander w krajach takich jak Irlandia, Hiszpania, Sto-
wacja czy Francja S. pneumoniae niewrazliwe na peni-
cyling wystepuja stosunkowo czgsto (>30%), osiagajac
szczegolnie wysoki poziom w Hiszpanii (40,6%) 1 Fran-
cji (57,8%) [42]. Sposrod krajow niebioracych udziatu
we wspomnianych badaniach wysoki poziom niewrazli-
wych izolatow odnotowuje si¢ na Wegrzech (58%
w 1991 1.) [51]. W Wielkiej Brytanii w ciagu kilku lat
zaobserwowano znaczny wzrost ilosci opornych izola-
tow z 4,6% w 1996 r. do 14,9% w 1998 r. [64]. Kraje
o niskim procentowym udziale niewrazliwych izolatow
to Holandia (3,8%), Niemcy (5,9%), Wiochy (9,6%)
i Belgia (9,6%) [42], oraz kraje skandynawskie (3—7%)
[6]. Jeszcze w 1988 roku najmniej opornych izola-
tow w Europie opisywano w Irlandii Potnocnej, gdzie
stanowily ponizej 1% sposrod wszystkich izolowanych
S. pneumoniae, natomiast juz w 1995 roku osiagnety
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poziom 10% [6]. W Polsce w latach 1996-2000 pro-
cent szczepow niewrazliwych na dziatanie penicyliny,
izolowanych z zakazen dolnych drég oddechowych
wynosit $rednio 14,1%, z wahaniami od 9,0% w 1998 r.
do 22,2% w 1999 r. [41]. Podobny udzial opornych
pneumokokéw wynoszacy 14,8% odnotowano wsrod
szczepow izolowanych w Polsce w latach 1997-2001
z zakazen osrodkowego ukladu nerwowego [68].

W Ameryce PéInocnej najwigcej niewrazliwych na
penicyling pneumokokdéw izolowanych od chorych
z zakazeniami droég oddechowych odnotowuje si¢
w Meksyku, gdzie udziat tych szczepow sigga 60%
[44]. W Stanach Zjednoczonych niewrazliwe izolaty
stanowia niespelna 35%, natomiast w Kanadzie 20%
sposrod wszystkich izolatow tego gatunku [44].

W Ameryce Potudniowej udzial niewrazliwych
na penicyling izolatow z zakazen drog oddechowych
utrzymuje si¢ ponizej 20% w Brazylii (15,6%),
Kolumbii (16,5%) i Argentynie (17,2%), natomiast
bardzo wysoki poziom, siggajacy 60% odnotowano
w Urugwaju [44].

W wigkszosci afrykanskich panstw, w ktorych pro-
wadzony jest monitoring, udzial opornych izolatow
waha si¢ pomigdzy 5% a 10%. Wyjatkiem sa kraje
srodkowej i1 potudniowej Afryki, gdzie odsetek ten
sigga 20% [6, 47]. Bardzo wysoka opornos¢ pneumo-
kokow izolowanych na Wyspach Kanaryjskich (40%),
zwiazana jest z blisko$cia geograficzna i zwiazkami
z Hiszpania.

Na kontynencie azjatyckim mozna zaobserwowac
bardzo duze wahania ilo$ci niewrazliwych izolatow
w zaleznosci od kraju. Sposrod jedenastu panstw biora-
cych udzial w 1997 roku w programie ANSORP (Asian
Network for Surveillance of Resistant Pathogens),
ktérego celem byto okreslenie stopnia opornosci pneu-
mokokoéw izolowanych z dolnych drég oddechowych,
najwigksza liczbe niewrazliwych izolatow odnotowano
w Potudniowej Korei (79,7%), Japonii (65,3%), Wiet-
namie (60,8%) 1 Tajlandii (57,9%), najmniej za§ w Chi-
nach (9,8%), Malezji (9,0%) i Indiach (3,8%) [70].

W rejonie antypodow, w ktérym po raz pierwszy
wykryto szczepy oporne na penicyling, spos$rod klinicz-
nych izolatow zebranych w 1997 roku niewrazliwo$cia
na penicyling cechowato sig 25,4% szczepdw z Austra-
lii 1 18,0% z Nowej Zelandii. Oporno$¢ w tym regionie
wykazato, odpowiednio, 8,6% i 5% izolatow [9, 76].

3. Bialka wiazZace penicyling — miejsca docelowe
antybiotykéw (-laktamowych u S. pneumoniae

S. pneumoniae nalezy do tych bakterii, u ktorych nig-
dy nie stwierdzono wystgpowania (3-laktamaz — enzy-
moéw inaktywujacych antybiotyki B-laktamowe poprzez
hydrolizg pier$cienia B-laktamowego w czasteczce anty-
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biotyku. Oporno$¢ klinicznych izolatéw pneumoko-
kow na penicyling i inne antybiotyki B-laktamowe,
zwigzana jest ze zmianami struktury niektorych spo-
$rdd tzw. biatek wiazacych penicyling (penicillin bin-
ding proteins, PBP), stanowiacych miejsce docelowe
dziatania antybiotykow tej klasy [74, 80].

S. pneumoniae wytwarza sze$¢ kodowanych w chro-
mosomie bakteryjnym biatek wiazacych penicyling
PBP, ktore na podstawie masy czasteczkowej i podo-
bienstwa w sekwencji aminokwasowej zostaty podzie-
lone na dwie grupy: biatka o wysokiej masie czas-
teczkowej (high molecular weight, hmw) oraz biatko
o niskiej masie czasteczkowej (low molecular weight,
lmw) [22]. Hmw PBP s3 wielodomenowymi biatkami,
sktadajacymi si¢ z krotkiego cytoplazmatycznego regio-
nu, pojedynczej domeny transmembranowej i duzego
periplazmatycznego regionu. Hmw PBP zostaty podzie-
lone na dwie klasy: A i B. Do klasy A naleza PBP wy-
kazujace zarowno aktywno$¢ glikozylotransferaz, jak
i transpeptydaz: PBP1a (79.7 kDa), PBP1b (89.6 kDa)
i PBP2a (80.8 kDa), natomiast do klasy B zostaly wia-
czone bialka wykazujace aktywnos$¢ transpeptydaz:
PBP2x (82.3 kDa) i PBP2b (82.3 kDa) [29]. S. pneumo-
niae wytwarza tylko jedno Imw PBP — PBP3 (45.2 kDa)
[29], wykazujace aktywnos¢ karboksypeptydaz i odpo-
wiedzialne za usieciowanie peptydoglikanu.

PBP sa to transpeptydazy glikopeptydowe, biorace
udzial w biosyntezie bakteryjnej sciany komoérkowe;,
katalizujac reakcje tworzenia wiazan poprzecznych
migdzy réznymi tancuchami peptydoglikanu. Enzymy
te posiadaja trzy konserwowane motywy sekwencyjne
znajdujace sig w obrgbie centrum katalitycznego:
SXXK, SXN oraz KT/SG gdzie X oznacza dowolny
aminokwas [32]. Penicylina hamuje aktywnos$¢ enzy-
matycznag PBP poprzez tworzenie kowalencyjnych
wigzan z reszta seryny w miejscu SXXK [28]. Powsta-
nie kompleksu PBP — antybiotyk prowadzi do zaha-
mowania biosyntezy $ciany komoérkowej i wzrostu ko-
morki, a w konsekwencji lizy i $§mierci bakterii.

Oporno$¢ na penicyling zwiazana jest z takimi
zmianami w PBP, ktére prowadza do obnizenia powi-
nowactwa enzymu do antybiotyku. W takim przypad-
ku do inaktywacji biatek wymagana jest wyzsza kon-
centracja antybiotyku. Sposrod wszystkich szesciu
PBP u klinicznych izolatow stwierdzono rézne modyfi-
kacje w pigciu z nich (Tabela I), natomiast u laborato-
ryjnych mutantéw uzyskano zmienione formy wszyst-
kich PBP [32]. Za podstawowe determinanty oporno$ci
S. pneumoniae na antybiotyki f-laktamowe uwaza sie
zmodyfikowane PBP2x, PBP2b i PBP1a. Doswiadcze-
nia polegajace na osobnym wprowadzeniu genéow ko-
dujacych PBP2x i PBP2b o obnizonym powinowactwie
do penicyliny doprowadzity do uzyskania opornosci na
ten zwiazek przez wrazliwe szczepy biorcy [24].
Wsréd opornych szczepéw pneumokokdw za znaczna
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Tabela I
Warianty modyfikacji PBP ws$rod opornych
na antybiotyki B-laktamowe klinicznych izolatow S. pneumoniae

Imw

klasa A klasa B hmw

PBPla| PBP1b | PBP2a | PBP2x| PBP2b | PBP3
wariant 1 wt wt wt * wt wt
wariant 2 wt wt wt wt * wt
wariant 3 wt wt wt * * wt
wariant 4 wt wt * * wt wt
wariant 5 wt wt * * * wt
wariant 6 * wt wt * wt wt
wariant 7 * wt wt * * wt
wariant 8 * wt * * * wt
wariant 9 * * * * * wt

(wt) — PBP typu dzikiego; (*) — PBP o obnizonym powinowactwie
wzgledem antybiotykow B-laktamowych [3, 4, 7, 30, 32, 79]

redukcje powinowactwa zmodyfikowanego biatka
PBP2b do penicyliny odpowiada mutacja, wystepujaca
bezposrednio za motywem SXN, prowadzaca do za-
miany reszty treoniny w pozycji 445 na resztg alaniny
[16]. Zmiany w PBP1a niosa za soba wysoka oporno$¢
tylko w przypadku, gdy szczep posiada juz jedno lub
dwa biatka z klasy B hmw o obniZzonym powinowac-
twie wzglgdem antybiotykéw [-laktamowych [29].
Podobnie, nadanie oporno$ci przez zmienione biatko
PBP2a warunkowane jest rownoczesng modyfikacja
przynajmniej biatka PBP2x. Biatko PBP2b nie wyka-
zuje powinowactwa do cefalosporyn trzeciej generacji
[31], totez w przypadku opornosci na t¢ grupg anty-
biotykow wymagana jest modyfikacja jednego z dwoch
PBP: 2x lub la, badz tez obu. Poniewaz inhibicja
PBP2b odgrywa kluczowa rolg w indukcji lizy komor-
kowej, komorki pneumokokéw w obecnosci cefalospo-
ryn trzeciej generacji nie ulegaja lizie [31]. Rola bial-
ka PBP1b w rozwoju opornosci nie zostata do tej pory
poznana [30], natomiast biatko PBP3 zostato opisane
jako determinanta opornos$ci jedynie u mutantow labo-
ratoryjnych opornych na cefotaksym [48].

4. Mozaikowe geny pbp

W przeciwienstwie do mutantow laboratoryjnych,
u ktérych obnizanie wrazliwo$ci na penicyling jest
zwiazane z nagromadzeniem si¢ mutacji punktowych
w genach kodujacych PBP, nabywanie opornosci przez
izolaty kliniczne jest wynikiem horyzontalnego trans-
feru gené6w od innych szczepéw pneumokokoéw lub
spokrewnionych komensalnych gatunkow Streptococ-
cus. Podobnie jak inni przedstawiciele rodzaju Strep-
tococcus, pneumokoki osiagaja w okreslonej fazie
wzrostu stan naturalnej kompetencji, czyli zdolnosci
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do pobierania czasteczek DNA ze $rodowiska ze-
wnetrznego. W wyniku horyzontalnej wymiany genow
powstaja geny pbp o tak zwanej strukturze mozaikowe;.
Geny mozaikowe zawieraja obszary, ktore wykazuja
wysoka homologi¢ sekwencji, badz tez sa identyczne
z sekwencjami analogicznych genow Streptococcus
oralis, Streptococcus sanguis czy Streptococcus mitis,
zardwno szczepoéw opornych, jak i wrazliwych [12, 60,
62]. Roznice na poziomie sekwencji DNA siggaja 25%
pomiedzy szczepami wrazliwymi a opornymi, co wia-
ze si¢ z wystgpowaniem do 10% rdéznic w sekwencji
aminokwasowej [32].

Do$wiadczenia polegajace na selekcji transforman-
tow na niskim st¢zeniu cefotaksymu, w ktorych nieza-
leznie dawcami byly wrazliwe szczepy S. oralis 1.S. mi-
tis, a biorca wrazliwy szczep S. pneumoniae wykazaly,
ze pomigdzy wrazliwymi szczepami roznych gatunkow
zachodzi horyzontalny transfer genow [66]. Podczas
analizy sekwencji nukleotydowej u jednego z opornych
transformantéw wykazano, ze fragment genu pbp2x po-
chodzacy od dawcy zostat oflankowany sekwencjami
biorcy, w wyniku czego powstat nowy gen o mozaiko-
wej strukturze. Z modyfikacja tego genu zwiazany byt
wzrost wartosci MIC transformata umozliwiajacy selek-
cje, jednakze przy wzroscie wartosci MIC z 0,02 pg/ml
do 0,03 pg/ml, nie mozna moéwi¢ o nadaniu opornosci.
Nalezy podkresli¢, ze w przypadku klinicznych izola-
tow modyfikacja genu pbp2x moze prowadzi¢ nawet
do dziesigciokrotnego wzrostu warto$ci MIC.

Analiza sekwencji mozaikowych gendéw pbp2b
i porownywanie ich z genami innych przedstawicieli
rodzaju Streptococcus wykazato, ze rowniez geny
pbp2b z wielu opornych na penicyling izolatow
S. pneumoniae zawieraja jeden lub wigcej fragmentow
sekwencji pochodzacych ze S. mitis [16]. Wszystkie
te pneumokoki posiadaja geny pbp2b kodujace biatka
0 obnizonym powinowactwie do penicyliny. Odpowie-
dzialnym za t¢ cechg bialek jest przynajmniej jeden
z fragmentéw nabyty od S. mitis. Zaden z badanych
wrazliwych szczepdéw S. mitis nie posiadal PBP2b
o0 obnizonym powinowactwie do penicyliny.

Horyzontalny transfer genow determinujacych opor-
no$¢ jest rowniez mozliwy wewnatrz gatunku [13].
Przyktadem moga by¢ identyczne sekwencje gendow
pbp2x, niespokrewnionych, opornych na penicyling,
miedzynarodowych klonéw Spain®*F-1 i Spain®V-3 (zob.
ponizej). W tym przypadku zaréwno fragment mozai-
kowy genu, jak i regiony flankujace sa identyczne.
Fragment sekwencji identycznej z fragmentem mozai-
kowego genu pbp2x zostat takze opisany u innego
opornego miedzynarodowego klonu Spain®B-2. Jednak
rozbieznos$ci w pozostatych regionach tego genu w sto-
sunku do genéw z dwoch opisanych klonow, stawiaja
pod znakiem zapytania mozliwo$¢ horyzontalnego
transferu, w ktorym dawca genu byt jeden z klonéw
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Spain?3f-1 lub Spain’V-3. Stwierdzono natomiast wy-
soki stopien homologii tego genu do gendow wysoko
opornych szczepow S. oralis 1 S. mitis. Dane te po-
zwalaja przypuszczagd, ze gen pbp2x wszystkich opisa-
nych powyzej szczepoéw pochodzi od wspolnego
przodka i w skutek horyzontalnego transferu zostat
rozpowszechniony wsrdd spokrewnionych gatunkow
rodzaju Streptococcus [32].

Podobna analiza zostata przeprowadzona dla genu
pbpla. Wyniki wskazuja na istnienie wspolnego przod-
ka tego genu dla klonéw Spain?*F-1 i Spain®¥-3, ktére
réwniez w tym przypadku posiadaja identyczna se-
kwencj¢ badanego genu. Porownanie tej sekwencji
z genem klonu Spain®B-2 wyklucza bezposredni trans-
fer genu pbpla miedzy tymi klonami. Fragment genu
pbpla szczepu S. mitis o niskim poziomie opornosci
wykazuje wysoka homologi¢ do genéw omoéwionych
klonow. Réwniez w przypadku genu pbpla mozna
zatem wysuna¢ hipotezg o wspolnym przodku, ktéry
nastgpnie zostat dawca badanego genu dla r6znych ga-
tunkow 1 szczepdw Streptococci [32].

Skomplikowana budowa genéw mozaikowych po-
woduje, ze prawidtowe okres$lenie sekwencji nabytych
fragmentow genow moze by¢ bardzo trudne zwlaszcza,
gdy nieznane sa szczepy biorace udziat w transformacji.

5. Klonalne rozprzestrzenianie si¢ opornosci
na penicyling

Streptococcus pneumoniae wytwarza szereg czyn-
nikow zjadliwosci, sposrod ktorych istotna rolg odgry-
wa otoczka zbudowana z wielocukrow. Ze wzgledu na
struktur¢ otoczki wyrdzniono ponad dziewigédziesiat
serotypdéw [38]. Okoto 80% inwazyjnych choréb wy-
wotywanych przez te bakterie jest powodowana przez
zaledwie 11 serotypow: 1, 3,4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C,
19F 1 23F [78]. Najczesciej spotykanymi wsrod pneu-
mokokoéw opornych na penicyling, sg izolaty reprezen-
tujace serotypy 6B, 9V, 14, 19A, 19F i1 23F [54, 67].

Rozprzestrzenienie si¢ opornosci na antybiotyki
wsrod pneumokokow nie jest rownomierne wsrod
wszystkich szczepdéw. Populacja opornych pneumoko-
kow zostata zdominowana przez niewielka liczbe klo-
now. W celu standaryzacji nomenklatury i klasyfikacji
opornych migdzynarodowych klonéow pneumokokoéw
w 1997 roku, pod auspicjami Migdzynarodowej Unii
Towarzystw Naukowych (dawniej International Asso-
ciation of the Microbiological Societes, obecnie Inter-
national Union of Microbiological Societies), grupa
wspotpracujacych ze soba osrodkow utworzyla, tzw.
Pneumococcal Molecular Epidemiology Network
(PMEN). Do chwili obecnej zostato opisanych 26 mig-
dzynarodowych klonoéw S. pneumoniae, w tym dwa po
raz pierwszy zidentyfikowane w Polsce (Poland**F-16
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i Poland®®-20). Nazwy migdzynarodowych klonow
zostaly ujednolicone i skladaja si¢ z nazwy kraju,
w ktorym po raz pierwszy klon zostat zidentyfikowany,
serotypu, numeru z kolekcji klonow, ewentualnie ko-
lejnego opisanego serotypu. Oznaczenie Poland?3F-16
oznacza wigc, ze klon o serotypie 23F zostat po raz
pierwszy zidentyfikowany w Polsce i byl on szesna-
stym z kolei opisanym klonem migdzynarodowym. Do
nazewnictwa klonéw pochodzacych ze Stanoéw Zjed-
noczonych uzywa si¢ nazw standw, w ktorych po raz
pierwszy je zidentyfikowano, np. Tennessee?*F-4, Ma-
ryland®B-17. Niektore klony moga reprezentowaé rézne
serotypy, np. Spain?3F-1-19F jest wariantem o seroty-
pie 19F migdzynarodowego klonu Spain?3F-1.

Aby klon moégt zosta¢ wlaczony do bazy klonow
PMEN musi spetniaé nastepujace kryteria: a) by¢ sze-
roko rozpowszechniony, tzn. mie¢ zasieg migdzynaro-
dowy; b) obecnos¢ klonu w populacji powinna trwaé
przez kilka lat; ¢) powinien by¢ oporny na jeden lub
wigcej antybiotykow, ktore sa w powszechnym klinicz-
nym uzyciu; d) przed wlaczeniem do bazy klonow
dane dotyczace klonu musza by¢ opublikowane; e) izo-
lat klonu musi by¢ dostgpny, aby potwierdzi¢ réznice
z innymi migdzynarodowymi klonami, i zdeponowany
w Amerykanskiej Kolekcji Kultur Typowych (Ameri-
can Type Culture Collection, ATCC) [53]. Wszelkie
informacje dotyczace migdzynarodowych klonéw
S. pneumoniae (numer typu sekwencji (sequence type,
ST), okreslony na podstawie zmian w genach meta-
bolizmu podstawowego (housekeeping genes) z wyko-
rzystaniem metody tzw. MLST (multilocus sequence
typing), profil gendéw pbp, obecnos¢ genu determi-
nujacego opornos¢ na makrolidy, lekowrazliwos$e,
wzory PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) oraz
piSmiennictwo sa dostgpne w internecie pod adresem
www.sph.emory.edu/PMEN.

Rozprzestrzenianie si¢ penicylinoopornych i wielo-
lekoopornych pneumokokow jest zwiazane w gtownej
mierze z rozprzestrzenianiem si¢ opornych mi¢dzyna-
rodowych klonoéw i ich wariantow. Oporny na penicy-
line klon Spain?3*F-1, po raz pierwszy zidentyfikowany
we wczesnych latach 80. XX wieku, oraz jego warianty
sa obecnie izolowane na calym $§wiecie. W Stanach
Zjednoczonych blisko 40% sposrod opornych izolatow
pneumokokdéw nalezy wiasnie do tego klonu, 12% na-
lezy do klonu Spain®V-3 i jego wariantow, a 34% do
kolejnych o$miu klonow [14]. W sumie 85% opornych
izolatow nalezy zaledwie do 10 klonow [14].

Sposrod 26 opisanych migdzynarodowych klonow,
zaledwie 4 sa wrazliwe na penicyling, 8 jest srednio-
wrazliwych, a 14 jest opornych. Oba migdzynarodowe
klony opisane po raz pierwszy w Polsce sa wielooporny-
mi klonami. Klon Poland®*f-16 wykazuje oporno$¢ na
penicyling (MIC 8 pg/ml), cefotaksym (MIC 8 pug/ml),
erytromycyng (MIC >8 pg/ml), tetracykling (MIC
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16 pg/ml) oraz chloramfenikol (MIC 16 pg/ml), nato-
miast klon Poland®B-20 jest $redniowrazliwy na peni-
cyling (MIC 0,12 pg/ml), wrazliwy na cefotaksym
(MIC 0,06 pg/ml) i chloramfenikol (MIC 2 pg/ml), ale
oporny na erytromycyng (MIC >8 pg/ml) i tetracykling
(MIC 16 pg/ml) [58, 63].

6. Tolerancja S. pneumoniae wobec penicyliny

Tolerancja na penicyling u S. pneumoniae zostala
po raz pierwszy opisana u laboratoryjnych szczepow
w 1970 r. [73]. Zaobserwowano, ze niektore szczepy
poddane dziataniu penicyliny w st¢zeniu przewyzszaja-
cym MIC nie ulegaja lizie. Antybiotyk wobec szczepow
oznaczajacych sig¢ tolerancja wykazuje wlasciwosci bak-
teriostatyczne przy rownoczesnym obnizonym dziataniu
bakteriobdjczym. Trudno$¢ w identyfikacji tego typu
szczepdw polega na tym, ze okreslenie warto§ci MIC
nie pozwala na rozrdznienie szczepéw wykazujacych
tolerancje¢ od szczepow niewykazujacych tolerancji [56].
Za wykazujace tolerancj¢ wzgledem penicyliny uwaza
sig te szczepy, ktore po 4 godzinach w obecno$ci benzy-
lopenicyliny o stezeniu 10 x MIC przezywaja w ilosci
nie mniejszej niz 1% [56]. Szczepy niewykazujace tole-
rancji w takich warunkach prawie catkowicie lizuja,
a ich przezywalnos$¢ nie przekracza 0,1%. Tolerancja
moze by¢ rowniez wykrywana poprzez mierzenie sto-
sunku pomigdzy, tzw. minimalnym bakteriobojczym ste-
zeniem antybiotyku (minimal bactericidal concetration,
MBC) a MIC. Szczepy wykazujace wysoki stosunek
MBC/MIC (=232) moga by¢ uwazane za wykazujace
tolerancje. Niestety, metoda ta niesie ze soba proble-
my zwigzane z powtarzalnoscia [52]. Wedtug réznych
zrodet od 8% do 30% sposrod klinicznych izolatow
pneumokokéw moze wykazywacé tolerancjg na penicy-
ling [11, 56, 75], a czesto$¢ wystepowania tego fenoty-
pu jest wyzsza wsrdd szczepow o obnizonej wrazliwos-
ci na penicyling niz wérdd szczepdéw wrazliwych [56].
Tolerancja wobec antybiotykdéw u réznych mikroorga-
nizmoéw moze by¢ przyczyna niepowodzen terapeutycz-
nych i punktem wyjscia do uzyskania opornosci [33].

7. Wysoki poziom opornosci
na antybiotyki B-laktamowe zwiazany
ze zmianami w operonie murMN

Opornos¢ S. pneumoniae na antybiotyki [-lakta-
mowe jest zwigzana z modyfikacjami PBP, ktore sa
enzymami katalizujacymi polimeryzacjg prekursorow
sciany komorkowej podczas jej biosyntezy. Czy zatem
modyfikacja PBP prowadzaca do uzyskania opornosci
moze prowadzi¢ do zmiany oddziatywania tych biatek
z prekursorami $ciany komérkowej. Sciana komérkowa
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szczepow wrazliwych na penicyling zawiera krotkie,
nierozgatgzione peptydy o sekwencji L-Ala-D-iGln-L-
Lys-D-Ala (iGln, izoglutamina). Zaobserwowano, ze
szczepy wykazujace oporno$¢ na penicyling czgsto
posiadaja $ciang komorkowa o innej niz szczepy wraz-
liwe strukturze [19, 20, 21]. Roznica polega na przyla-
czeniu do grupy aminowej Lys podstawnikow Ala-Ser
lub Ala-Ala. Strukturalna modyfikacja peptydoglikanu,
tzw. rozgaleziona struktura, nie jest zwiazana z repre-
zentowanym przez dany szczep serotypem czy miejscem
izolacji, ale wykazuje silna korelacje z opornoscia na
penicyling [21]. Sugeruje to, ze modyfikacja miejsca
aktywnego w PBP prowadzaca do uzyskania oporno-
$ci poprzez obnizenie powinowactwa do antybiotykow
B-laktamowych prowadzi rOwniez do zmiany preferen-
cji substratowej tych bialek na bardziej hydrofobowe,
rozgatezione peptydy, a w konsekwencji do syntezy $cia-
ny komoérkowej o zmodyfikowanej strukturze. Genom
S. pneumoniae zawiera operon ztozony z dwdch genow:
murM i murN, ktore koduja enzymy niezbedne podczas
biosyntezy $ciany komorkowej o rozgatezionej struk-
turze [19]. Inaktywacja operonu murMN w szczepach
opornych prowadzi do utraty opornosci na penicyling
oraz reorganizacji $ciany komorkowej do struktury cha-
rakterystycznej dla szczepdw wrazliwych, nie wpltywa-
jac na tempo wzrostu i morfologi¢ komoérek [19]. Fakt
ten wskazuje na zwiazek pomigdzy funkcjonowaniem
tych dwoch genow, a oporno$cia na antybiotyki p-lak-
tamowe oraz pozwala przypuszczac, ze ich produkty sa
integralnym sktadnikiem mechanizmu opornosci.

Poréwnanie sekwencji nukleotydowych genow
murM ze szczepdw opornych i wrazliwych wykazato
istnienie obszardw, wewnatrz ktérych réznice na po-
ziomie aminokwasowym siggaja powyzej 10% [19].
Mozna przypuszczaé, ze geny murM opornych pneu-
mokokoéw moga powstawaé na drodze rekombinacji,
podobnie jak mozaikowe geny pbp [18, 19, 69]. Drugi
z gendw tego operonu murN nie wykazuje takiego
stopnia modyfikacji, co sugeruje, Ze na obnizenie wraz-
liwosci maja wptyw zmiany w obrgbie genu murM [69].

Nie jest znany mechanizm, na drodze ktérego ope-
ron murMN wptywa na ekspresj¢ opornosci. Niewy-
kluczone, ze prekursory $ciany komorkowej o rozgale-
zionej strukturze wykazuja wyzsze powinowactwo
wzgledem zmodyfikowanych PBP niz czasteczki anty-
biotykow zawierajacych pierscien p-laktamowy [21].
Inna hipoteza zaktada, ze miejsce, ktore zajmuja roz-
galgzione peptydy w strukturze Sciany komorkowej jest
strategiczne 1 niezbedne podczas wzrostu i podziatu
komorki w obecnosci antybiotyku [19].

Wplyw modyfikacji operonu murMN na poziom
opornosci badano w do$wiadczeniach polegajacych
na transformacji szczepu wrazliwego na antybiotyki
B-laktamowe dwoma zestawami gendw: pbpla, pbp2b,
pbp2x, murMN oraz pbpla, pbp2b, pbp2x ze szczepu
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o wysokim poziomie opornosci (penicylina MIC
16 pg/ml, cefotaksym MIC 4 pg/ml) [69]. Transfor-
manty uzyskane w obu tych doswiadczeniach wykaza-
ty oporno$¢ na penicyling i cefotaksym, jednakze wy-
soki poziom opornosci pordéwnywalny ze szczepem,
z ktorego pochodzily przeniesione geny wykazywaty
jedynie transformanty, ktore oprocz genow kodujacych
biatka PBP uzyskaly geny operonu murMN. Doswiad-
czenia te pozwalaja przypuszczaé, ze wysoki poziom
opornosci na antybiotyki B-laktamowe mozliwy jest
dzigki modyfikacjom operonu murMN.

Biatka kodowane przez operon murMN sa pierw-
szymi opisanymi po biatkach PBP determinantami
opornosci na antybiotyki B-laktamowe wsrod klinicz-
nych izolatéow pneumokokoéw, a produkty tego operonu
moga sta¢ si¢ potencjalnym celem nowych antybioty-
kéw przeciwko opornym na penicyling S. pneumoniae.

8. Opornosé¢ na antybiotyki B-laktamowe
zwiazana ze zmianami w genach ciaH
oraz cpoA u mutantéw laboratoryjnych

Analiza mutantéw laboratoryjnych otrzymanych
poprzez wielokrotne pasazowanie na podtozach z ce-
fotaksymem i piperacyling wykazata, ze rOwniez punk-
towe mutacje niezwiazane ze zmianami w PBP moga
powodowaé niski poziom opornosci na antybiotyki
B-laktamowe. Oporno$¢ na cefotaksym byta zwiazana
z wystapieniem mutacji w genie ciaH, kodujacym
kinazeg histydynowa [27]. Natomiast opornosc¢ na pipe-
racyling uzyskano poprzez mutacjg w genie cpod ko-
dujacym biatko wykazujace homologi¢ do glikozylo-
transferaz [25]. Produkty tych genéw sa wymagane
podczas biosyntezy komponentow §ciany komorkowe;j
na etapie poprzedzajacym zaangazowanie PBP [28].
System zwiazany z genem ciaH kontroluje poziom
przenosnikow lipidowych transportujacych jednostki
budulcowe $ciany komodrkowej przez blony, tym samym
posrednio reguluje tempo biosyntezy mureiny. Mutacje
w genie ciaH moga prowadzi¢ do zwigkszenia liczby
przeno$nikow lipidowych, a tym samym do podwyz-
szenia poziomu syntezy mureiny [28]. W ten sposdb
gen ciaH posrednio bierze udziat w rozpoznawaniu
i zapobieganiu niszczenia §ciany komoérkowej, jakie ma
miejsce pod wplywem dziatania antybiotykow [-lakta-
mowych. Produkt genu cpoA jest prawdopodobnie wy-
magany podczas biosyntezy kwasu tejchojowego [25].
Mutacja w tym genie moze prowadzi¢ do modyfikacji
syntezy polimeru kwasu tejchojowego, zapobiegajac
dziataniu antybiotykow skierowanym w strukturg $cia-
ny komorkowej. Zmiany w tych genach oprocz nadania
opornosci spowodowaly utrat¢ zdolnosci do transfor-
macji (ciaH) lub znaczny sposéb ja ograniczyty (cpoA)
[25]. Wprowadzenie zmutowanych gendéw ciaH i cpoA
do wrazliwych szczepow wywotato dwukrotne podnie-
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sienie poziomu opornosci pomimo ekspresji niezmo-
dyfikowanych biatek PBP [25].

9. Immunoprofilaktyka

Wprowadzenie powszechnych szczepien przeciwko
S. pneumoniae moze mie¢ istotne znaczenie dla ogra-
niczenia rozprzestrzeniania si¢ opornych na antybiotyki
szczepow, rownoczesnie zmniejszajac liczbg zakazen
wywotywanych przez ten patogen. Mimo ze pneumo-
koki po raz pierwszy zostaty opisane niezaleznie przez
Pasteura i Steinberga ponad sto lat temu, do
tej pory nie udalo si¢ otrzymac szczepionki dajacej
w pelni odporno$¢ na wszystkie znane serotypy. Pierw-
sze proby immunizacji podjgto juz na poczatku XX w.,
kiedy to preparatami z inaktywowanych komorek bak-
teryjnych szczepiono potudniowo-afrykanskich gorni-
koéw. W latach 40. ubiegtego wieku prowadzono pierw-
sze kliniczne testy szczepionek przeciwko czterem,
a nastgpnie szesciu serotypom. Wprowadzenie do kli-
nicznego uzycia penicyliny, spowodowato okresowe za-
przestanie prac nad konstruowaniem szczepionki. Nie-
stety, szybko okazalo sig, ze bakterie te w dalszym ciagu
stanowia istotny problem terapeutyczny. Obecnie stoso-
wana, dostgpna na rynku od poczatku lat 80. XX wieku,
23-walentna szczepionka (PPV23), rekomendowana do
szczepien ludzi dorostych, skuteczna powyzej 2 roku
zycia zawiera oczyszczone polisacharydy wchodzace
w sktad otoczek dwudziestu trzech najczgsciej wywo-
lujacych zakazenia serotypow: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8,
9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F,
20, 22F, 23F i 33F [59]. Poniewaz dzieci ponizej dru-
giego roku zycia nie sa zdolne do wytworzenia odpo-
wiedzi immunologicznej na polisacharydowe antyge-
ny, do szczepien tej grupy wiekowej rekomendowana
jest 7-walentna skoniugowana polisacharydowa szcze-
pionka (PCV7). W jej sktad wchodza polisacharydy
otoczkowe 7 serotpdw: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F i 23F,
skoniugowane z biatkiem no$nikowym CRM,,,, ktore
jest inaktywowana toksyna btonicza otrzymywana ze
zmutowanego szczepu Corynebacterium diphtheriae
C7 (B197) [61, 65]. Biatko to byto juz wczesniej z po-
wodzeniem wykorzystane do skonstruowania szcze-
pionki przeciwko Hib (Haemophilus influenzae typu b).
Polisacharydy otoczkowe wchodzace w sktad PCV7
zostaty wybrane sposrdd serotypow najczegsciej wywo-
hujacych zakazenia inwazyjne, aby szczepionka dawata
mozliwie najszerszy zakres ochrony. Niestety, seroty-
py najczesciej wystepujace w Stanach Zjednoczonych
i wykorzystane do skonstruowania szczepionki nie
w pelni pokrywaja si¢ z serotypami najczesciej wyste-
pujacymi w Europie. Roznice w dystrybucji serotypow
moga prowadzi¢ do obnizenia skutecznos$ci szczepien
na kontynencie europejskim [71, 77]. PCV7 jest nie-
mal w 100% skuteczna w zapobieganiu inwazyjnych
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zakazen pneumokokowych powodowanych przez sero-
typy wchodzace w sktad tej szczepionki [5, 8]. W Sta-
nach Zjednoczonych 7-walentna skoniugowana poli-
sacharydowa szczepionka przeciwko S. preumoniae
zostata wlaczona do kalendarza obowiazkowych szcze-
pien w 2000 roku, zaledwie cztery miesiace po jej re-
jestracji. W latach 1978-1994 w Stanach Zjednoczo-
nych szczepy o serotypach, ktorych polisacharydy
otoczkowe zostaty wlaczone do PCV7, byly odpowie-
dzialne za 86% przypadkow bakteriemii, 83% zapalen
opon mézgowych oraz 65% zapalen ucha srodkowego
wsrod dzieci ponizej 6 roku zycia [10]. Juz w pierw-
szym roku od wprowadzenia szczepionki zaobserwo-
wano istotne zmiany w populacji pneumokokoéw w Sta-
nach Zjednoczonych [45]. Poréwnujac $rednia z lat
1994-2000 z danymi z lat po wprowadzeniu obowiaz-
kowych szczepien (2001-2002), coroczna liczba inwa-
zyjnych zakazen powodowanych przez pneumokoki
u dzieci do 2 roku zycia spadta o 58% w 2001 r. 1 66%
w 2002 r. Liczba zakazen wywotywanych jedynie
przez serotypy szczepionkowe w tej grupie wickowej
spadia 0 63% w2001 r. 1 77% w 2002 r. W tym samym
czasie liczba izolatéw o ,,nieszczepionkowych” sero-
typach wzrastata, odpowiednio, 0 28% i 66%. Zmiana
czgstosci wystgpowania serotypOw nie zawsze ozna-
cza rzeczywista wymiang szczepow. Presja selekcyjna
immunoprofilaktyki moze powodowa¢ zwigkszong
czgstosé, tzw. ,,capsule switching” — horyzontalnego
transferu genéw kodujacych polisacharydowe otoczki
[46]. Proces ten moze prowadzi¢ do zmiany serotypu
»Szczepionkowego™ na ,,nieszczepionkowy” przy jedno-
czesnym zachowaniu innych cech drobnoustroju, w tym
lekoopornosci. W 2002 roku zaobserwowano po raz
pierwszy spadek czgsto$ci wystgpowania szczepoOw
niewrazliwych na penicyling wérod izolatow S. pneu-
moniae u dzieci ponizej 2 roku zycia, jednakze wsrod
szczepdw o ,,nieszczepionkowych” serotypach nasta-
pit nieznaczny wzrost liczby izolatdow wykazujacych
niewrazliwo$¢ na penicyling [45].

Jak wida¢ na przyktadzie Stanéw Zjednoczonych,
wprowadzenie do kalendarza szczepien skoniugo-
wanych szczepionek przeciwko pneumokokom po-
zwolitoby w duzym stopniu zapobiega¢ zakazeniom
wywolywanym przez S. pneumoniae, spowodowatoby
zahamowanie rozprzestrzeniania si¢ penicylino- i wie-
lolekoopornych szczepéw pneumokokow oraz zredu-
kowatoby zapotrzebowanie na antybiotyki. Oprocz
niewatpliwych korzysci epidemiologicznych obowiaz-
kowe szczepienia pozwolitoby ograniczy¢ koszty zwia-
zane z leczeniem zakazen i powiklan wywotanych
przez ten patogen. Niestety, koszty zwigzane z maso-
wymi szczepieniami PCV7 sa tak wysokie, ze sta¢ na
nie jedynie najbogatsze panstwa. Do tej pory szcze-
pionka ta zostata wlaczona do kalendarza szczepien
jedynie w Stanach Zjednoczonych oraz w niektorych
krajach europejskich lub ich regionach.

RADOSLAW IZDEBSKI

10. Podsumowanie

Prawie 40 lat od wyizolowania pierwszych klinicz-
nych izolatow S. pneumoniae niewrazliwych na peni-
cyling oporno$¢ na ten antybiotyk, a czgsto towarzy-
szaca jej opornos¢ na inne leki, rozpowszechnita si¢
na catym $wiecie stanowigc obecnie istotny problem
zdrowia publicznego. Za ekspansjg¢ opornosci na réozne
grupy antybiotykow wsrod pneumokokéw odpowie-
dzialna jest niewielka liczba wielolekoopornych klo-
now. Dlatego tez monitorowanie rozprzestrzeniania sig¢
z jednoczesnym poznaniem genetycznych podstaw
sukcesu tych klonoéw, oraz racjonalna polityka antybio-
tykowa i powszechne szczepienia to kluczowe strategie
w kontroli opornosci u S. pneumoniae.
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Anaplasma phagocytophilum — epidemiology, diagnostics and therapy

Abstract: Anaplasma phagocytophilum is an etiological agent of human anaplasmosis (human granulocytic ehrlichiosis), an emerging
tick-borne zoonosis occuring in the Europe and the United States. This is obligate intracellular parasite. The paper presents actual
problems in epidemiology, diagnostics and therapy of this relatively rare pathogen.

1. Introduction. 2. Modification in taxonomy. 3. Description of the genera Anaplasmataceae. 4. Natural habitats. 5. Epidemiology.
6. Clinical significance. 6.1. Infection of human. 6.2. Infection of animals. 7. Diagnostics. 7.1. Culture. 7.2. Serological tests.

7.3. Molecular diagnostics. 8. Treatment. 9. Prevention. 10. Study in Poland. 11. Summary

Stowo kluczowe: Anaplasma phagocytophilum, (HGE)
Key words: Anaplasma phagocytophilum, (HGE)

1. Wstep

Choroby przenoszone przez kleszcze stanowia coraz
powazniejszy problem zdrowia publicznego. Wzrost
liczby nowych jednostek chorobowych spowodowat,
ze ich charakterystyka, przewidywanie zagrozen,
wprowadzenie odpowiedniej diagnostyki i terapii sta-
to si¢ w ostatnich latach bardzo istotne. Wzrost liczby
stwierdzanych przypadkow najprawdopodobniej zwia-
zany jest z dynamicznym rozwojem metod diagno-
stycznych. Przypuszcza sig, ze spowodowany moze
by¢ rowniez zmianami klimatycznymi (ciepte i krotkie
zimy) wptywajacymi na proces transmisji mikroorga-
nizmoéw. Najbardziej rozpowszechniona obecnie na
potkuli poétnocnej zoonoza jest borelioza z Lyme ob-
serwowana na poczatku XX w, a opisana w roku 1982.
W ciagu nastgpnych lat zidentyfikowano kilkanascie
gatunkow drobnoustrojow odpowiedzialnych za zoo-
nozy odkleszczowe [61].

2. Zmiany w systematyce

W ostatnim czasie obserwuje si¢ duze zmiany w sys-
tematyce jak i w nazewnictwie tej grupy mikroorga-
nizmoéw, ktore wynikaja z uwzglednienia badan gene-
tycznych.

Rozpatrywania filogenetyczne dotychczas uwzgled-
nialy: serologiczne reakcje krzyzowe, analizg poréw-
nawcza najbardziej immunogennych bialek powierzch-
niowych i tropizm komérkowy tych bakterii [2, 28].

Zmiany dotycza organizméw blisko spokrewnio-
nych z rodzajem Rickettsia i Orientia, klasycznie roz-
patrywanych do tej pory jako rodzaj Ehrlichia. Nowa
klasyfikacja w duzej mierze oparta jest na analizie
sekwencji genow 16S rRNA i operondow gro ESL [28].
Gtowne zmiany obejmuja przydzial wszystkich ga-
tunkéw rodzajow Ehrlichia 1 Wolbachia do rodziny
Anaplasmataceae ze zubozeniem dotychczasowej
struktury rodziny Rickettsiaceae (Rys. 1). Wszystkie
,»odkleszczowe” bakterie Anaplasmataceae zgrupo-
wano teraz w dwoch blisko spokrewnionych rodzajach:
Ehrlichia i Anaplasma. Dawne gatunki grupy Ehrlichia
phagocytophila (E. equi i czynnik HGE) potaczono
w jeden gatunek Anaplasma phagocytophila w obrgbie
rodzaju Anaplasma. Poniewaz poczatkowo niewlasci-
wie uzyto nazwy tacinskiej, ponownie zmieniono nazwe
tego gatunku na prawidtowa — Anaplasma phagocyto-
philum (Int. J. Syst. Bacteriol. Evol. Microbiol. 2002,
52: 5-6). Do rodzaju Anaplasma przydzielone zostaly
gatunki E. platys i E. bovis 1 przemianowane na 4. pla-
tys 1 A. bovis. Cowdria ruminantium, patogen prze-
zuwaczy, $cisle spokrewniony z E. canis zostat prze-
niesiony do rodzaju Ehrlichia jako E. ruminantium.
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Escherichia coli
Orientia tsutsugamushi
Rickettsia typhi
Rickettsia rickettsii
Neorickettsia sennetsu
Neorickettsia risticii
Wolbachia spp.
Anaplasma marginale
Anaplasma phagocytophilum
Anaplasma platys
Ehrlichia ruminantium
Ehrlichia muris
Ehrlichia chaffeensis
Ehrlichia ewingii

FEhrlichia canis

Rys. 1. Drzewo filogenetyczne rodzajow Ehrlichia, Anaplasma oraz Wolbachia spp. oparta na analizie
podobienstwa genu kodujacego 16S rybosomalnego RNA. Escherichia coli przedstawiono jako punkt odniesienia

Gatunki nieprzenoszone przez kleszcze (Ehrlichia
sennetsu 1 Ehrlichia risticii) przydzielono do rodzaju
Neorickettsia. Gatunki rodzaju Wolbachia nie ulegly
przeklasyfikowaniu. Tak wigc ludzkie patogeny zawarte
sa teraz w rodzajach: Ehrlichia (E. chaffeensis, E. ewin-
gii), Anaplasma (A. phagocytophilum) i Neorickettsia
(N. sennetsu) (Tabela 1), a zakazajaca pasozyty jeli-
towe Wolbachia spp. sa rozpatrywane oddzielnie [75].

Podczas gdy gatunki Ehrlichia zakazaja przewaz-
nie monocyty ssakéw, gatunki Anaplasma zakazaja
granulocyty. Gatunki Neorickettsia zakazaja przede
wszystkim jednojadrzaste fagocyty i sporadycznie ko-
morki nabtonka jelit. Przynalezno$¢ taksonomiczna
rodzaju Aegyptianella jest obecnie nieokreslona.

3. Charakterystyka rodziny Anaplasmataceae
Historia badan nad tymi drobnoustrojami zaczgta

si¢ w 1889 roku, kiedy to Kurlo ff po raz pierwszy
opisal przypominajace Ehrlichia wewnatrzkomorkowe

wtrety w jednojadrzastych komorkach $§winek mor-
skich [2]. W 1910 roku, odkleszczowe wewnatrzerytro-
cytarne bakterie przezuwaczy nazwano — Anaplasma
marginalne, jednocze$nie zaproponowano nazwe ro-
dzaju — Ehrlichia.

Anaplasma spp. 1 Ehrlichia spp. naleza do obligato-
ryjnych wewnatrzkomorkowych Gram-ujemnych bak-
terii, namnazajacych si¢ i bytujacych w wakuolach leuko-
cytow krwi: granulocytach, monocytach, erytrocytach,
trombocytach oraz w przypadku E. ruminantium, row-
niez wewnatrz komoérek srodbtonka [2, 66]. Gatunki
rodzajow Anaplasma 1 Ehrlichia przenoszone sa mig-
dzy zywicielami poprzez uktucia kleszczy, natomiast
gatunki rodzajow Wolbachia i Neorickettsia nie wyka-
Zuja tego rodzaju transmisji. Pojedyncze, mate (0,2 do
0,4 um) zwarte formy bakteryjnych komorek przypo-
minaja ciatka elementarne Chlamydia. Moga one mie¢
rowniez wigksze rozmiary (0,8 do 1,5 pm) przypomi-
najace cialka retikularne [2]. Oba rodzaje sa zdolne do
podziatu binarnego. Po kilku dniach od zakazenia,
ciatka elementarne dziela si¢ w fagosomie poczynajac
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Tabela I
Wybrane gatunki Anaplasma, Ehrlichia i Neorickettssia chorobotworcze dla cztowieka
. . Zakazany Zakazane
Gatunek Poprzednia nazwa Wektor Choroba organizm komérki Rezerwuar
Anaplasma E. equi Ixodes spp. EGE Konie Granulocyty |Jeleniowate,
phagocytophilum E. phagocytophila TBF Przezuwacze Owca
Czynnik HGE HA (HGE) | Cztowiek Biate myszki
Pies
Ehrlichia chaffeensis Amblyomma americanum | HME Cztowiek Jednojadrzaste(Jeleniowate
Dermacentor variabilis Pies leukocyty Psy domowe
Ehrlichia ewingii Amblyomma americanum | CGE Pies Granulocyty |Psowate
EE Czlowiek
Neorickettssia sennetsu | Ehrlichia sennetsu SF Czlowiek Jednojadrzaste| Przywry rybie
leukocyty

* EGE — konska ehrlichioza granulocytarna (Equine Granulocytic Ehrlichiosis); TBF — Goraczka odkleszczowa (Tick-Borne Fever);
HA (HGE) — ludzka anaplazmoza (Human Anaplasmosis); CGE — psia ehrlichioza granulocytarna (Canine Granulocytic Ehrlichiosis);
EE — ehrlichioza E. ewingii (E. ewingii ehrlichiosis); SF — Goraczka sennetsu (Sennetsu Fever).

od poczatkowych pleomorficznych inkluzji do mikro-
koloni znanej morula [15].

W przeciwienstwie do Rickettsia spp., gatunki ro-
dzajow Anaplasma i Ehrlichia nie wykazuja zgrubie-
nia zewngtrznej blony. Blona ta wydaje si¢ by¢ bar-
dziej pomarszczona w przypadku A. phagocytophilum
niz N. sennetsu czy E. chaffeensis [66]. Cecha charak-
terystyczna w morfologii §ciany komérkowej jest brak
lipopolisacharydow i lipooligosacharydow, a w mikro-
skopii elektronowej wykazuja $ladowe ilosci pepty-
doglikanu. Wolne komérki Anaplasma spp. 1 Ehrli-
chia spp. metabolizuja L-glutaminian, nie metaboli-
zuja glukozy czy glukozo-6-fosforanu, co sugeruje
brak tradycyjnego szlaku glikolizy. Rozmiar genomu
A. phagocytophilum wynosi okoto 1500 kb, podczas
gdy E. chaffeensis 1200 kb, a genom N. sennetsu po-
siada 800 kb [7, 61].

A. marginale 1 Aegyptianella spp. sa rOwniez prze-
noszonymi przez kleszcze wewnatrzerytrocytarnymi
bakteriami przezuwaczy oraz ptakow, ptazéw i gadow.
Nie stwierdzono zadnego ich zwiazku z chorobami
ludzkimi. Organizmy te wystgpuja jako male, zwiazane
z blonami inkluzje [14].

4. Srodowisko naturalne

Anaplasma spp. 1 Ehrlichia spp. sa czynnikami
przenoszonymi na zwierzeta i ludzi najczesciej przez
uktucia kleszczy. W przypadku Neorickettsia do trans-
misji dochodzi prawdopodobnie poprzez spozywanie
zakazonych ryb. Wektory przenoszenia choréb wywo-
tywanych przez znane gatunki zakazajace cztowieka
stanowia: dla A. phagocytophilum — rodzaj Ixodes
(Ixodes persulcatus, I scapularis, I pacificus oraz
1 ricinus); dla E. chaffeensis — Amblyomma america-

num 1 prawdopodobnie Dermacentor variabilis; dla
E. ewingii — Amblyoma americanum i dla E. canis
— Rhipicephalus sanguineus [2].

Istnienie endemicznych obszarow wystgpowania
chorob odkleszczowych jest §cisle powiazane z obec-
no$cia wektora, ale takze grupy kregowcow okresla-
nych mianem rezerwuaru. Obecno$¢ A. phagocytophi-
lum potwierdzono dotychczas u ponad 200 gatunkow
kregowcow [34]. Transstadialna transmisja u kleszczy
pozwala gatunkom Anaplasma spp. na szersze rozprze-
strzenianie si¢ w srodowisku. W Europie obieg orga-
nizmoéw chorobotworczych odbywa si¢ na zasadzie
krazenia pomigdzy gatunkami krggowcow (ssaki, ptaki)
przy udziale gtownie kleszcza pastwiskowego Ixodes
ricinus. Glowna droga zakazania si¢ kleszczy jest ich
zerowanie na rezerwuarze, ktory stanowi naturalne
zrodlo tych patogendw, a takze poprzez transmisje
patogendéw odbywajaca si¢ pomigdzy zainfekowanym
osobnikiem a grupa nie zakazonych kleszczy podczas
ich wspoélzerowania (co-feeding). Pozostata grupa kre-
gowcow stanowi tzw. amplifikatory, ktore sa zywicie-
lami kleszczy, ale nie sa zdolne do ich zakazania, ulat-
wiaja one utrzymanie patogenu w danym ekosystemie.
Stwarza to wzrost ryzyka zakazenia na tym obszarze.
Cztowiek zakazany jest tylko przypadkowo i stanowi
ostatnie stadium dla tych patogenoéw. Za rezerwuar
A. phagocytophilum uwazane sa mate ssaki, takie jak:
mysz drzewna (Apodemus sylvaticus), mysz lesna
(Apodemus flavicollis), ryjowka aksamitna (Sorex ara-
neus). W Europie jako rezerwuar uwaza si¢ przede
wszystkim nornicg ruda (Clethrinomys glareolus) [52].
A. phagocytophilum zostata wykryta rowniez u ssakow
takich jak owce, psy, kozy i konie [7, 52]. Z badan
Greg iwsp. 1996 [35] wynika, Ze psy moga stanowié
potencjalny rezerwuar i mie¢ znaczacy wptyw na roz-
przestrzenianie si¢ drobnoustroju.
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Transmisja choréb wywotywanych przez A. phago-
cytophilum 1 B. burgdorferi s.l. odbywa si¢ przy
udziale tego samego wektora, w zwiazku z tym oczy-
wiste jest stwierdzanie mieszanych zakazen zaréwno
u kleszczy jak i u ludzi. Wiadomo, ze ptaki odgrywaja
duza role w epidemiologii boreliozy z Lyme. Nielicz-
ne badania sugeruja, ze ptaki w przypadku 4. phago-
cytophilum moga pemi¢ rolg nos$nika [5]. Brak jest
badan dotyczacych innych potencjalnych rezerwuardw.

5. Epidemiologia

Na podstawie szczegdtowych badan serologicznych
i genetycznych w roku 1996 w Stowenii po raz pierw-
szy rozpoznano ludzka anaplazmozg¢ — HA (human
anaplasmosis) [62]. Od tego czasu zakazenia 4. phago-
cytophilum zostaty opisane w Stowenii [63], Danii
[67], Hiszpanii [59], Szwecji [73], Norwegii [47].
W roku 2001 doniesiono o pierwszych przypadkach
zachorowan w Polsce [74]. Doniesienia o zachoro-
waniach wskazuja na mozliwe rozprzestrzenianie sig
choroby na calym kontynencie.

Nieliczne badania epidemiologiczne dotyczace
A. phagocytophilum przeprowadzone w Europie przed-
stawiono w tabeli II [13]. W zalezno$ci od geo-
graficznej lokalizacji, rozpowszechnienie Anaplasma
phagocytophilum u kleszczy I ricinus zawiera si¢
w przedziale od 0,4% do 66,7% [13, 59] (Tabela I).
W okresie wysokiej aktywnosci kleszczy na okreslo-
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nym terenie Anaplasma phagocytophium jest czgsciej
wykrywana u osobnikow dorostych niz u nimf [52, 79],
chociaz istnieja takze doniesienia o wysokim odsetku
infekcji u nimf [47, 59].

Analiza przypadkow w Europie wykazata, ze wigk-
szo$¢ pacjentow (67%) donosita o ekspozycji na klesz-
cze czy uktucie przez kleszcza od tygodnia do miesiaca
przed wystapieniem objawow [13, 59, 74], natomiast
czas trwania leczonej choroby wynosit najczesciej od
2 tygodni do 3 miesiecy. Srednia wieku chorych wyno-
sita 38 lat (5-70 lat), blisko 20% pacjentéw stanowito
grupe¢ ponizej 29 roku zycia, a 53% przypadkow wy-
stgpowalo u mezczyzn [13]. Wigkszos¢ przypadkow
przypadata na okres urlopowy w zaleznosci od regio-
nu migdzy czerwcem a sierpniem (73%). Na okres
szczytu zachorowan moga mie¢ wptyw roznice w wa-
runkach srodowiskowych oddzialujace posrednio na
wektor zakazenia 1 gatunki stanowiace rezerwuar.

Do grupy ryzyka zakazenia naleza osoby pracujace
w gospodarstwach rolnych, lesnicy, mysliwi, a takze
rzeznicy, ktoérzy maja kontakt z zakazona krwia zwie-
rzyny lownej [23].

6. Znaczenie kliniczne rodziny Anaplasmataceae
6.1. Zakazenia u ludzi
Pod wzgledem klinicznym u czlowieka wyr6znia

sig trzy postacie choroby wywotywane przez organiz-
my z rodziny Anaplasmataceae [77] (Tabela I):

Tabela 11

Dane seroepidemiologiczne dotyczacych czgstosci wystgpowania anaplazmozy (HGE) w Europie

o 9% zakazefi % za.kaze'r'l . % zakazen u 0sob % Zakz?Zer'l % zaka}Zeﬁ
Kraj (literatura) u pacjentow|  zyjacych na terenach u 0sob u 0sob
u kleszezy z borelioza endemicznych zgrupryzyka| zdrowych
Dania [67] 21% 3,8%
Francja [60] 1,25% 1,6% 17%
Niemcy [30] 11,4% 14%
Witochy [58] 24,4% 1,5% 8,6%
Norwegia [47] 6-11,5% 10,2%
Stowenia [63] 3,2%
Hiszpania [59] 0-25% (doroste)
0,4-66,7% (nimfy) 2,3% 0-1,9%
Szwecja [73] 6,6% 8,1% 11,5%
Szwajcaria [52, 79, 64] 0,4-2,1% 17,1%
Polska [18, 21, 33, 36, 37, 38, 65]
Pétnocno-wschodnia 19,5% 1,4% nimfy [36] 6,2% [36] 16%-24% [18]| 7,2% [37] 2% [38]
8,7% [38] 9,1% [38]
Pétnocno-zachodnia 1,75% [65]
Potudniowo-wschodnia 7,3% [33] 21,5% [21] | 5,3% [21]
23,6% [33]
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1) ludzka anaplazmoze (HA — human anaplasmosis)
wywotywana przez A. phagocytophilum (poprzednio

— czynnik HGE, a nastgpnie 4. phagocytophila), do-

tyczaca granulocytow, rozpoznawang w Ameryce

Potnocnej i w Europie. Do niedawna HA okreslana

byta jako ludzka granulocytarna ehrlichioza (HGE,

human granulocytic ehrlichiosis);

2) ludzka monocytarng ehlichioz¢ (HME, human mono-
cytic ehrlichiosis) wywotywana przez Ehrlichia chaf-
fensis, dotyczaca komorek jednojadrzastych, gtow-
nie monocytow krwi, wystgpujaca gldwnie w USA;

3) SE (Sennetsu Ehrlichiosis) — ehrlichiozg wywotywa-
na przez Ehrlichia sennetsu, dotyczaca uszkodzenia
monocytow (spotykana dotychczas prawie wylacz-
nie w Japonii).

Z przyczyn historycznych oraz podobienstwa zaka-
zen u ludzi choroby wywolywane przez organizmy z ro-
dziny Anaplasmataceae wciaz jeszcze czesto okreslane
sa wspdlna nazwa — ehrlichiozy.

Wigkszo$¢ dotychczasowego pismiennictwa dotyczy
HGE, ze wzgledu na uniknigcie niekonsekwencji zwia-
zanej z nazewnictwem, w artykule bedziemy postugi-
wali si¢ juz wczesniej proponowana nazwa anaplaz-
moza [19]. Nazwa ta, mimo, ze nie uwzglednia rodzaju
zakazanych komorek jest odpowiednia, poniewaz jak
dotychczas nie jest znany inny gatunek rodzaju Ana-
plasma wywolujacy zakazenia u ludzi.

6.1.1. Anaplazmoza (poprzednio HGE).
Pierwsze przypadki ludzkiej anaplazmozy stwierdzono
w 1990 roku u pacjenta w Wisconsin (USA), po uktluciu
kleszcza [8]. Do zakazenia najcze¢sciej dochodzi w wy-
niku transmisji drobnoustroju po uktuciu zakazonego
kleszcza. Bardzo rzadko dochodzi do zakazen innymi
drogami, jednak powinny one by¢ rowniez brane pod
uwage. Udokumentowano przypadek zakazenia u nowo-
rodka, ktory najprawdopodobniej byt wynikiem trans-
misji drobnoustroju przez tozysko [42]. Do zakazenia
moze doj$¢ takze poprzez transfuzje krwi [48].

Poniewaz HA i HME nie podlegaja rejestracji,
a diagnostyka jest stabo rozwinigta, prawdziwa liczba
przypadkow i rozprzestrzenienie zakazen sa nieznane.
Zakazenia subkliniczne sa prawdopodobnie dos¢ cze-
ste, na co wskazuja odsetki przeciwciat stwierdzanych
u zdrowych ludzi.

Ludzka anaplazmoza jest choroba trudna do rozpo-
znania ze wzgledu na brak charakterystycznego obra-
zu klinicznego, a takze do$¢ czeste nie potwierdzanie
kontaktu z kleszczem (od 9% do 25% pacjentow)
w wywiadzie epidemiologicznym [7, 13]. Dopiero po-
jawienie si¢ w wywiadzie informacji o poktuciu przez
kleszcza jest najczesciej wskazowka do przeprowadze-
nia badan diagnostycznych, migdzy innymi w kierun-
ku anaplazmozy. Badania wskazuja na wystgpowanie
A. phagocytophilum podobnie jak B. burgdorferi s.l.
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w gruczotach §linowych kleszcza [60]. Podczas uktu-
cia po przeniknigciu przez skore, A. phagocytophilum
rozprzestrzenia si¢ droga naczyn chtonnych i krwionos-
nych. Docelowo atakuje komorki uktadu krwiotworcze-
go oraz siateczkowo-§rodbtonkowego [64]. Wykryto ja
we krwi obwodowej, zatokach brzeznych $ledziony,
weztach chlonnych, nerkach, ptynie mézgowo-rdze-
niowym i ptucach [63]. Po rozpadzie komorek i uwol-
nieniu si¢ drobnoustrojéow do krwi, nastgpuje wtorne
zakazenie wielu narzadow i tkanek. Okres inkubacji
dla ludzkiej anaplazmozy po ukluciu przez kleszcza
wynosi 7 do 10 dni [3, 8, 11]. Po zakazeniu moga nie
wystepowac zadne objawy. Jes§li wystepuja, sa to naj-
czesciej niespecyficzne objawy grypo-podobne (goracz-
ka powyzej 39°C, dreszcze, bole migéni, bole stawowe,
nadmierne pocenie si¢). U wigkszosci pacjentéw, juz
podczas wczesnego etapu choroby stwierdzano leuko-
penig, trombocytopeni¢ i podwyzszona aktywnosc
transaminazy asparaginianowej. Po pierwszym tygo-
dniu zakazenia cz¢sto zauwazana byla limfocytoza
z atypowymi limfocytami [2, 6]. Opisano takze objawy
zotadkowo-jelitowe: mdtosci, wymioty, biegunke i bole
brzucha [59, 74].

Obserwowano powigkszenie watroby lub $ledziony
[74]. Lokalizacja watrobowa A4. phagocytophilum jest
przyczyna martwicy hepatocytow i cholestazy we-
wnatrzwatrobowej, szpikowa prowadzi do hipoplazji
[29]. Obserwowano tez liczne okolonaczyniowe na-
cieki limfocytarne w wielu narzadach, miedzy innymi
w nerkach, sercu, oponach mézgowych oraz w ptucach.
Pacjenci moga wykazywac objawy, sugerujace zapale-
nie opon mozgowo-rdzeniowych (w Europie nie odno-
towane). Objawy ze strony uktadu oddechowego ma-
nifestuja si¢ suchym kaszlem i atypowym zapaleniem
ptuc, a u 0s6b dorostych naciekami ptucnymi [48].

W Europie jako powiktania zakazenia 4. phago-
cytophilum najczesciej obserwowano zawroty glowy
[13, 74], jedno lub dwustronne porazenie twarzy [50],
zespot ostrej niewydolnosci oddechowej (ARDS) [48],
rozpad mig$ni prazkowanych [24] oraz cigzkie zakaze-
nia oportunistyczne i szpitalne. Wsrdd zakazen opor-
tunistycznych stwierdzano zapalenie przetyku wywo-
fane przez Candida spp. oraz Herpes spp., zapalenie
ptuc wywotane przez Cryptococcus spp. 1 Aspergillus
spp. [8, 11, 46].

W USA jako powiklania zakazenia czgsciej stwier-
dzano ponadto: posocznicopodobne zespolty wykrze-
piania wewnatrznaczyniowego [8], neuropati¢ obwo-
dowa [9], bole splotow phlucnych, zapalenie mig$nia
sercowego [46], wysi¢k osierdziowy, a przypadki
wysypki skornej stwierdzano u 11% pacjentow [7].
W Europie u wigkszos$ci pacjentow nie stwierdza si¢
objawow skornych.

Pamigtac jednak nalezy o mozliwo$ci wystgpowania
wspotzakazenia innymi chorobotworczymi czynnikami
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odkleszczowymi i wystgpowaniu w zwiazku z tym ob-
jawow mieszanych.

W przypadku zakazenia Anaplasma phagocyto-
philum moze dochodzi¢ do reinfekcji [39]. Nie ma
danych dotyczacych wystgpowania HA jako choroby
przewlektej [9]. Dumler jednak sugeruje, ze ana-
plazmoza moze przybieraé posta¢ przewlekta, powo-
dowac¢ uposledzenie proceséw obronnych gospodarza
1 hamowac¢ odpowiedz immunologiczng [27].

W Europie nie zanotowano przypadkéw $miertel-
nych spowodowanych zakazeniem A. phagocytophi-
lum. W Stanach Zjednoczonych wigkszo$¢ przypad-
kow $miertelnych HA byla zwigzana z zakazeniem
podczas stosowania immunosupresji czy wspotistnie-
nia innej podstawowej choroby [8, 9, 11]. Smiertel-
no$¢ choroby wynosi do 5% [13]. U o0so6b zmartych
z rozpoznana HA dominowaty oportunistyczne zaka-
zenia grzybicze i wirusowe [78].

6.1.2.Ehrlichioza (HME). Pierwszy przypa-
dek zakazenia cztowieka przez Ehrlichia chaffeensis
opisano i udokumentowano w 1986 roku w Stanach
Zjednoczonych u pacjentdw z cigzka choroba goracz-
kowa po ukaszeniu kleszczy [53].

Pierwszy w Europie zdiagnozowany i udokumen-
towany przypadek E. chaffeensis miat miejsce w Por-
tugalii w 1991 roku [57]. W Europie zanotowano za-
ledwie kilka przypadkéw HME (human monocytic
ehrlichiosis). Mimo braku potwierdzonych przypad-
kéw klinicznych niektorzy badacze znajduja u ludzi
przeciwciata przeciwko E. chaffeensis.

Czynnikiem wywolujacym ludzka jak i psia mono-
cytarng ehrlichiozg jest E. chaffeensis, wykazujaca mo-
nocytotropowos¢. Wystepowanie przypadkoéw choroby
koreluje z wystgpowaniem wektoréw — kleszczy Am-
blyomma americanum i1 Dermacentor variabilis. Naj-
wigcej przypadkow stwierdzono w USA (okoto 750 po-
twierdzonych przypadkéw), w Europie sa to przypadki
sporadyczne. Badania os6b z wysokim ryzykiem ekspo-
zycji na kleszcze wykazuja, ze okoto 75% serokonwer-
sji przeciwcial swoistych dla E. chaffeensis przebiegato
subkliniczne [29, 32]. Sredni okres inkubacji dla
E. chaffeensis wynosit 9 dni, a 2 z 3 pacjentow stano-
wili mezczyzni, $redni wiek badanych wynosit 44 lata
[32]. Osoby z typowa HME wykazuja wysoka goraczke
(97%), bole glowy (81%), zte samopoczucie (84%),
bodle migsni (68%) i zwykle bez innych charakterystycz-
nych objawdéw. Rzadko wystepuja objawy: zotadkowo-
jelitowe (nudnos$ci, wymioty, biegunka); ze strony
uktadu oddechowego (kaszel, nacieki ptucne) i bole
stawowe. Opisano takze zajgcie o.u.n. (sztywno$¢ kar-
ku, dezorientacja) oraz zapalenie opon mézgowych
[72]. Wysypka stwierdzana jest tylko u 36% pacjentow.
Mimo niespecyficznych objawow klinicznych, dodatnie
wyniki laboratoryjne wystgpuja u 86% pacjentow.
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Stwierdza sig limfopenig i neutropenig (60-74%), trom-
bocytopenig (72%) 1 wzrost aktywnoSci transaminazy
asparaginianowej (86—88%). Powiktania obejmuja: ze-
spot podobny do wstrzasu toksycznego z niewydolno-
$cia wielonarzadowa, zapalenie opon i mdzgu, rozsiane
uszkodzenie pecherzykow ptucnych z zespolem ostrego
wyczerpania oddechowego dorostych oraz piorunujace
zakazenia u pacjentow z uposledzona odporno$cia
(zakazonych HIV, przyjmujacych duze dawki kortyko-
steroidow, po transplantacji narzadow) [2, 29]. Wspot-
czynnik umieralnosci wynoszacy ok. 2—3% bytby wyz-
szy, gdyby nie efektywna terapia antybiotykowa.

6.1.3. Sennetsu Ehrlichioza (SE). Nazwa-
na pochodzi od japonskiego terminu okres$lajacego
mononukleoz¢ zakazna. N. sennetsu po raz pierwszy
byla wyizolowana w 1953 r. od pacjentéw podejrza-
nych o mononukleoze [2]. Obecnie rzadko identyfi-
kowana. U pacjentow rozwija si¢ samo ustgpujaca
choroba goraczkowa z dreszczami, bolem glowy, ztym
samopoczuciem, owrzodzeniem Kkrtani, anoreksja
i uogdlnionym powickszeniem weztéw chlonnych
(limfadenopatia). Przypadki byly stwierdzane tylko
w Japonii i prawdopodobnie Malezji. Wyniki laborato-
ryjne wykazuja wczesna leukopeni¢ oraz atypowe lim-
focyty krwi obwodowej w okresie wczesnej rekonwa-
lescencji. Zgonow i cigzkich powiktan nie stwierdzano.

6.1.4. Inne ludzkie ehrlichiozy. W1996.
od 0s6b bezobjawowych, posiadajacych w monocytach
krwi obwodowej morule wyizolowano czynnik przy-
pominajacy E. canis. Serologiczne badania dzieci
z chorobami goraczkowymi i zdrowych dorostych,
ktorzy mieli kontakt z psami chorymi na psia ehrlichio-
z¢ w Wenezueli wykazaty u dwoch zdrowych osob
przeciwciata swoiste dla czynnika wenezuelskiej ludz-
kiej ehrlichiozy, E. chaffeensis, E. canis 1 E. muris.
Poréwnanie genu 16S rRNA czynnika ludzkiej wene-
zuelskiej ehrlichozy z dwoma szczepami psiej ehrli-
chiozy wykazalo 2 zasadnicze réznice [2]. Czynnik
powodujacy psia granulocytarna ehrlichiozg, E. ewingii
stwierdzony byt réwniez u 4 os6b w Missouri. U trzech
z czterech pacjentdéw poddawanych terapii immuno-
supresyjnej stwierdzono kliniczne i laboratoryjne cechy
HME. U 2 z 4 stwierdzono wtr¢ty w obwodowych
granulocytach, a PCR z krwi przy uzyciu starterow
16STRNA wykazat sekwencje DNA E. ewingii.

Mimo, ze Wolbachia spp. nie sa bezposrednimi pa-
togenami ludzi czy zwierzat, dane eksperymentalne
wykazuja potencjalnie niebezpieczna rol¢ tych we-
whnatrzkomorkowych bakteryjnych pasozytéw nicieni
(Brugia malayi, Onchocerca volvulus, Wuchereria
bancrofti) w powstawaniu reakcji zapalnych u gospo-
darzy. Wolbachia spp sa powaznie brane pod uwage
jako czynnik patogenezy zakazen pasozytniczych [75].
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6.2. Zakazenia u zwierzat

Gatunki rodzajow Ehrlicha, Anaplasma, Neorickett-
sia 1 Aegyptianella i spokrewnione z nimi rodzaje jako
weterynaryjne patogeny byly znane dlugo przed ich
rozpoznaniem jako ludzkie. Dzigki wcze$niejszej
ogromne;j pracy mikrobiologéw weterynaryjnych moz-
liwe bylo zidentyfikowanie i lepsze zrozumienie cho-
réb wywotywanych przez te drobnoustroje u ludzi.

6.2.1. Ehrlichiozy u pséw. Psie monocy-
tarne ehrlichiozy (CME, canine monocytic ehrlichio-
sis) wywotane przez E. canis jako pierwsze opisano
w Algerii w 1935 roku, a nastgpnie w innych obsza-
rach §wiata [66]. Byly przyczyna Smiertelnej choroby
psow armii amerykanskiej podczas konfliktu w Wiet-
namie. Choroba miata ostra, subkliniczna i chroniczng
fazg. Stwierdzano leukopenie, trombocytopenig i hiper-
gammaglobulinemig. E. ewingii wywotujaca psia granu-
locytarng ehrlichioze (CGE, canine granulocytic ehrli-
chiosis), zwykle tagodniejsza niz CME jest czasami
powiazana z reumatoidalnym zapaleniem stawow [2].
W przeciwienstwie do E. canis, E. ewingii nie wyho-
dowano jeszcze in vitro. Zanotowano réwniez przy-
padki CGE wywolane przez A. phagocytophilum [2].
A. platys jest trombocytotropowa bakteria wywotujaca
tagodna cykliczna goraczke i trombocytopenig u psow.
Czgsto stwierdzano obecnos¢ moruli [66].

6.22. Ehrlichiozy u koni. Goraczka kon-
ska jest zotadkowo-jelitowa choroba koni wywolywana
przez zakazajaca monocyty N. ristricii. Choroba ta wy-
stepuje w réznych geograficznych obszarach Europy
i potnocnych rejonach Stanow Zjednoczonych. Objawia
si¢ depresja, anoreksja, letargiem, goraczka, kolka, wod-
nista biegunka, odwodnieniem, leukopenia. Transmisja
wymaga wodnego ekosystemu, w ktorym owady moga
si¢ namaza¢ [2]. Konska granulocytarna ehrlichioza
wywotywana przez A. phagocytophilum (poprzednio
E. equi), jest sezonowa choroba. Po raz pierwszy opisa-
na zostala w 1969 roku. Choroba wystepuje w Europie
i Stanach Zjednoczonych. Jest samoustgpujaca, podob-
na do ludzkiej anaplazmozy i wydaja si¢ by¢ przeno-
szona poprzez ukaszenia kleszczy [2].

6.23. Anaplazmozy u przezuwaczy.
Kleszczowa goraczka przezuwaczy jest wywotywana
przez granulocytotropowe A. phagocytophilum (po-
przednio E. phagocytophila) i jest przenoszona w Euro-
pie przez uktucia zakazonych kleszczy 1. ricinus [2].
Najczgsciej rozprzestrzenianej przez kleszcze wérod
bydla na caltym $wiecie etiologicznym czynnikiem byd-
lecej anaplazmozy jest 4. marginalne. Mozliwa jest
réwniez transmisja poprzez ukaszenia much i innych
owadow. Organizmy rozwijaja si¢ jako wewnatrzery-
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trocytarne inkluzje i moga wywolywac ostre anemie,
utrat¢ masy, poronienia, a czasami $mieré. Cechg tego
zakazenia jest niski rownomierny poziom bakteriemii
po ustapieniu objawow klinicznych, dlatego tez zaka-
zone zwierzgta stanowig rezerwuar drobnoustrojow.
Cecha ta jest wspolna dla zakazen 4. phagocytophi-
lum jeleniowatych i zakazen A. platys u psow.

6.2.4. Kowdrioza. Ehrlichia (Cowdria) rumi-
nantium jest wewnatrzkomorkowa bakteria zakazaja-
ca neutrofile i komorki §rodbtonka bydta, kéz oraz
owiec [66]. Kowdrioza jest ostra choroba z wysokim
wspotczynnikiem $§miertelnosci siggajacym 90%. Wy-
stepuje najczesciej w Afryce oraz na wyspach Oceanu
Atlantyckiego, Indyjskiego i Morza Karaibskiego.

6.2.5. Neorickettsioza u psdéw. N. helmin-
thoeca, czynnik wywolujacy chorobeg lososi, zakaza
komorki jednojadrowe, nabywany przez psy po zjedze-
niu tososi [66]. Za pomoca molekularnej i antygenowe;j
analizy ustalila $cisle powiazania pomigdzy N. helmin-
thoeca, N. risticii i N. sennetsu. Podobienstwo wyste-
puje rowniez w sposobach ich transmisji.

6.2.6. Zakazenia Wolbachia spp. Odkry-
ta w 1924 r. w ukladzie rozrodczym komara dopiero
ostatnio wzbudzita duze zainteresowanie badaczy. Nie-
zwykla cecha Wolbachii jest wybidrcze mordowa-
nie zakazonych osobnikéw plci meskiej, wyzwalanie
zdolnos$ci do dzieworddztwa u samic oraz zamiana
»chtopcow na dziewczynki”. Drobnoustroje bytuja
w komorkach rozrodczych stawonogow, m.in. owadow,
pajakow 1 skorupiakow. Okoto 20% gatunkow stawono-
gow jest ofiara pro-feministycznej infekcji. Dotychczas
nie stwierdzono zakazen u ludzi. Bakterie rozprze-
strzeniaja si¢ tylko w linii zenskiej — transowarialnie.
U samic zabijaja mgskie embriony (u biedronek) lub
sprawiaja, by embriony staly si¢ niewrazliwe na mgs-
kie hormony. Zakazone samce stanowia $lepa uliczke,
poniewaz nie moze doj$¢ do przeniesienia zakazenia
na potomstwo ze wzgledu na brak cytoplazmy w plem-
nikach. Kontakt z Wolbachia dla samcéw ma powaz-
ne nastgpstwa — ging albo zamieniaja si¢ w samice.
Bakteria jest niezbgdna do zycia pasozytom wywotu-
jacym u ludzi filariozg¢ oraz onchocerkozg ($lepote
rzeczng) [2, 28, 74].

7. Diagnostyka Anaplasma phagocytophilum

Identyfikacja i potwierdzanie zakazen wywolywa-
nych przez A. phagocytophilum wymaga starannego
wywiadu, badania fizykalnego i wynikow laboratoryj-
nych potwierdzajacych diagnozg. Anaplazmoza po-
winna by¢ podejrzewana u wczesniej zdrowych osob,
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u ktorych rozwingly sig objawy takie jak goraczka, leu-
kopenia, trombocytopenia oraz podniesiony poziom
transaminaz, jak tez brak odpowiedzi na leczenie anty-
biotykami B-laktamowymi czy makrolidami szczego6l-
nie u pacjentdw z obszaré6w endemicznych [6, 16, 58,
59]. Diagnostyka koncentruje si¢ na okreslaniu swois-
tej odpowiedzi immunologicznej oraz jesli to mozliwe
na wykrywaniu drobnoustroju. Na podstawie prawidto-
wych parametrdéw analitycznych nie nalezy wykluczaé
choroby. Rozpoznanie opiera si¢ przede wszystkim na
teScie serologicznym, immunofluorescencji posred-
niej. W przypadku podejrzenia HA, prébki krwi po-
winny by¢ roOwniez ocenione na podstawie recznego
zliczania krwinek biatych (ocena morfologiczna w celu
ewentualnego stwierdzenia morul) [6]. Identyfikacje
morul uzyskuje si¢ poprzez zabarwienie preparatu me-
toda Giemzy. Test wykrywajacy morule charakteryzuje
si¢ wysoka specyficznoscia, ale niska czutoscia. Obec-
no$¢ moruli w rozmazie krwi lub rozmazie szpiku jest
dowodem na obecno$¢ zakazenia A. phagocytophilum
[8, 11]. U pacjentow w ostrej fazie choroby morule
stwierdzano w 25-68% przypadkow [3, 11, 40]. W roz-
mazach krwi sa zwykle wykrywane tylko w ciagu
ostrego stadium choroby [3, 11]. Obecno$¢ morul ko-
reluje z wiekiem pacjentdw i pozytywna reakcja PCR
[3]. W ocenie preparatow istotne jest doswiadczenie
analityka. Falszywie dodatnie wyniki mozna uzyskaé
z powodu obserwacji toksycznych ziarnistosci (hiper-
granulacja) czy ciatek Dohlego.

Centrum Prewencji i Kontroli Choréb w Atlancie
(CDC) ustalito w 1997 definicje przypadku HA [20],
ktora jest wciaz korygowana [23]. Anaplazmoza
definiowana jest jako ostra choroba goraczkowa, po-
twierdzona przynajmniej jednym z laboratoryjnych
kryteriow:

1. Serokonwersja (minimum 4 krotny wzrost poziomu
przeciwcial w probie IFA). Aby uznaé pacjenta za
chorego na anaplazmozg, minimalny poziom prze-
ciwcial musi wynosi¢ 64 w ostrej fazie choroby
i by¢ 4-krotnie wyzszy w fazie rekonwalescencji.
Dlatego tez krew pobieramy od pacjenta 2 krotnie
w fazie ostrej (w 3 dniu choroby) i drugi raz w fazie
rekonwalescencji (14 dnia choroby). Dla pelnego
zobrazowania przebiegu choroby pobiera si¢ row-
niez krew od 0s6b w 3 lub 4 miesiacu po ustapieniu
objawow.

2. Pozytywny wynik reakcji PCR z gatunkowo specy-
ficznymi starterami.

3. Obecnos¢ moruli w leukocytach krwi lub mtodszych
ich formach z pozytywnym wynikiem wykrycia
przeciwciat swoistych dla A. phagocytophilum testem
IFA (opartym na poziomie referencyjnym miana wy-
znaczonym przez laboratorium).

4. Immunochemiczne wybarwienie antygenu A. phago-
cytophilum w materiale z biopsji czy autopsji
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5. Hodowla A. phagocytophilum z materialu klinicz-
nego.

Grupa ekspertow uscislita definicjg dokonujac klasy-
fikacji przypadkow ludzkiej anaplazmozy na mozliwe,
prawdopodobne i potwierdzone [7, 22]

1. Przypadki mozliwe, jesli stwierdzono uktucie przez
kleszcza i niespecyficzne objawy grypopodobne.

2. Przypadki prawdopodobne, jesli stwierdzono po-
wyzsze kryteria, potwierdzone pojedynczym pozy-
tywnym wynikiem testu IFA (opartym na poziomie
referencyjnym miana wyznaczonym przez laborato-
rium np. 1:80) lub obecnoscia morul w leukocytach
czy pozytywnym PCR [2, 3, 22].

3. Przypadki potwierdzone, wykazujace powyzsze kry-
teria, potwierdzone laboratoryjnie przez 4-krotny
wzrost miana swoistych przeciwcial, pozytywna reak-
cje PCR z dwbch izolacji oraz wykrycie morul [22]
czy tez pozytywna hodowle.

W diagnostyce roznicowej anaplazmozy uwzglednic
nalezy inne choroby przenoszone przez kleszcze m.in.
boreliozg, babesioze, KZM, tularemig, a ponadto grype,
zakazenia uktadu pokarmowego, leptospiroze, zapale-
nie watroby, zapalenie wsierdzia, biataczke. W rejonach
endemicznych dla boreliozy powinno si¢ przeprowa-
dza¢ rdwnoczesnie diagnostyke anaplazmy ze wzgledu
na mozliwo$¢ rownoczesnej transmisji patogenow przez
tego samego kleszcza. Badania przeprowadzone przez
Skotarczak i wsp. potwierdzaja wspotwystepo-
wanie patogendow u kleszczy [31, 68, 71], najczesciej
dwodch, a niekiedy nawet kilku jednocze$nie (np.
B. burgdorferi, A. phagocytophilum, B. microti) [68, 70].

7.1. Hodowla

Ostatecznym i niepodwazalnym potwierdzeniem
obecnosci aktywnej anaplazmozy jest uzyskanie ho-
dowli patogena. Niestety jest ona bardzo trudna do
przeprowadzenia. Polega na zakazaniu laboratoryjnych
linii komorkowych materialem pobranym od pacjenta.
Hodowla pokazuje szybki postep zmian cytopatycz-
nych w komorkach i pozwala na bezposrednia obser-
wacj¢ A. phagocytophilum od 5 do 12 dnia po zatoze-
niu inokulum. Hsieh i wsp. badajac komoérki HL-60
zakazone czynnikiem HGE wykazali, ze cytopatyczne
wiasciwosci patogenu wynikaja z jego zdolnosci do
indukowania apoptozy [43]. Horowitz i wsp. po-
réwnali objawy kliniczne 1 wyniki laboratoryjne pacjen-
tow ze stwierdzona HA, u ktérych wyhodowano oraz
nie wyhodowano drobnoustrojow [40]. Zaobserwowa-
no, ze hodowlg czgsciej uzyskiwano od oséb starszych
ze statystycznie wyzsza temperatura ciala i wyzszym
poziomem swoistych przeciwcial. Wada metody sa
duze wymagania hodowlane oraz konieczno$¢ dalszej
identyfikacji. Dotychczas zaden europejski przypadek
nie zostal potwierdzony metoda hodowli.
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7.2. Testy serologiczne

Do diagnostyki HA w laboratoriach diagnostycz-
nych standardowo uzywane sa testy serologiczne takie
jak: posrednia immunofluorescencja (IFA), immuno-
blotting, ELISA. Wada tych metod jest ich wysoki
koszt i zrdznicowanie otrzymywanych wynikow zwia-
zane z uzywaniem antygenow z roéznych szczepow
namnazanych w zwierzgtach (konie) czy liniach komor-
kowych HL-60. Dawniej w wigkszosci testow serolo-
gicznych wykorzystywano E. phagocytophila, E. equi
i czynnik HGE otrzymywane z eksperymentalnie za-
kazanych neutrofili izolowanych z krwi [2, 8, 26].
Obecnie w metodach stosuje si¢ ludzkie izolaty rozwi-
jajace si¢ w ludzkich liniach komoérek promielocytar-
nych — HL60 [2, 3]. Widoczne jest wyrazne zroznico-
wania antygenowe izolatow A. phagocytophilum, lecz
jest mato prawdopodobne aby to zroznicowanie miato
wplyw na rézny obraz kliniczny choroby [2, 75].

7.2.1. TFA. W laboratoriach diagnostycznych
w celu okreslenia miana przeciwcial w surowicy sto-
sowany jest standardowo test IFA (immunofluorescen-
cji posredniej). Wynik IFA powinien by¢ interpreto-
wany w kontekScie objawow klinicznych, czasowej
odpowiedzi immunologicznej, stanu immunologicz-
nego pacjenta i efektu wczesniejszego leczenia anty-
biotykami. Dlatego czulo$¢ testu IFA dla zakazenia
A. phagocytophilum jest trudna do oceny. Wong
i wsp. oceniajac technike IFA podaja, ze najlepsza
czuto$¢ uzyskuje si¢ w diagnostyce HA stosujac jako
antygen E. equi [80]. IFA aktualnie nie jest wystanda-
ryzowana. Pomimo tego metoda ta wydaje si¢ by¢ naj-
lepsza z dostepnych. Przypadki stwierdzone w Euro-
pie wykazaty pozytywne wyniki serologiczne w 80%
zachorowan. W Stanach Zjednoczonych wsrdd pacjen-
tow z potwierdzona HA wszyscy badani z wyjatkiem
jednego (99,2%) wykazywali wyniki dodatnie w pierw-
szym miesigcu po zakazeniu, spos$rod ktorych 98,7%
wykazywalo swoiste przeciwciata przez kolejne 6 mie-
siecy. Po 42 miesiacach od zakazenia wyniki dodatnie
otrzymano jeszcze u 7,3% pacjentow.

Surowice powinny by¢ badane w obydwu kla-
sach przeciwcial (IgG oraz IgM) przy poczatkowym
rozcienczeniu 1:64 lub 1:80. Jezeli probka reaguje
pozytywnie w rozcienczeniu poczatkowym, nalezy
sporzadzi¢ seryjne dwukrotne rozcienczenia w celu
oznaczenia koncowego rozcienczenia dajacego reak-
cj¢ pozytywna (miana).

U 25 do 45% os6b zakazonych stwierdza sig¢ swo-
iste przeciwciata [1, 2, 3]. Nalezy jednak pamigtac, ze
kilkana$cie procent zdrowej populacji zyjacej na tere-
nach wysoko endemicznych bgdzie réwniez posiadato
swoiste przeciwciata. Powoduje to, ze jednokrotne lub
wczesne badania serologiczne sa mniej uzyteczne [2].
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Typowa odpowiedzia podczas ostrej fazy zakazenia
jest szybki wzrost poziomoéw przeciwcial (w ciagu
2 tygodni) do osiagnigcia wysokiego miana konco-
wego w ciagu pierwszego miesigca =1:640 [4]. U pa-
cjentow leczonych z rozpoznana HA (potwierdzona
hodowla) miana przeciwcial spadaty stopniowo przez
kilka miesiecy, a po okresie 1 roku po zakazeniu
swoiste przeciwciata wykrywane byty u okoto potowy
pacjentow [4].

Wiarygodno$¢ testow serologicznych jest wysoka,
poniewaz wyniki testow wykazuja dobra korelacje
z innymi metodami [2, 3, 4]. W grupie 24 pacjentow
z HA potwierdzona przez hodowlg czuto$¢ wynosita
91,3% [4], a $rednia czuto$¢ IFA w grupie 28 0s6b
z pozytywna hodowla, PCR lub obecno$cia morul
w rozmazie krwi wynosita 95%. Oznaczenia przeciw-
cial w klasie IgM wydaja si¢ by¢ przydatne dla okres-
lania aktualnego zakazenia, aczkolwiek czulo$¢ moze
nie by¢ tak wysoka jak w przypadku IgG [76].

Badania serologiczne moga wykazywac fatszywie
dodatnie wyniki ze wzgledu na mozliwe reakcje krzy-
zowe [30, 67, 74, 81], szczegdlnie podczas wspol-
wystgpowania [68, 71]. Ponadto pacjenci z niedobo-
rem odpornosci, tacznie z zaawansowanym AIDS,
do kilku tygodni po infekcji posiadaja przeciwciata
o niskim powinowactwie. U niektorych pacjentdow po
ostrej fazie choroby przeciwciata moga si¢ utrzymy-
wac przez klika lat.

Obserwowano reakcje krzyzowe w tescie IFA mig-
dzy A. phagocytophilum i E. chaffeensis. W tym przy-
padku wyniki wykazywaly wyzsze miano z powodu
homologicznych antygendw [2, 3].

Falszywie dodatnie reakcje byty rowniez obserwo-
wane u pacjentéw z innymi riketsjozami, goraczka Q,
zakazeniami wirusem Epstein-Barr, a takze przy obec-
nos$ci autoprzeciwcial antyleukocytarnych (np. anty-

plytkowych) [2].

7.2.2. Immunoblotting. Podczas rozwoju
zakazenia HA wigkszos$¢ pacjentdw wytwarza prze-
ciwciata skierowane przeciwko rodzinie biatek btono-
wych HGE-44 o masie czast. 42-49 kDa. Bialka te sa
kodowane przez geny, ktore posiadaja wysoki stopien
nukleotydowego podobienstwa w konserwatywnych
cze$ciach sekwencji genu. Ze wzgledu na te wiasci-
wosci sa dobrymi kandydatami do wykorzystania ich
w celach diagnostycznych. W metodzie immunoblot-
tingu wykorzystuje si¢ te rekombinowane immuno-
dominujace antygeny A. phagocytophilum. [2]. Dobre
wyniki roznicowania zakazen miedzy 4. phagocyto-
philum 1 E. chaffeensis uzyskuje si¢ przez okreSlanie
obecnos$ci w surowicy pacjentow jednego z gldéwnych
antygenow A. phagocytophilum biatka o masie okoto
44 kDa, okreSlanego jako biatko wiazace maltozg —
MBP (maltose-binding protein) [2, 26]. Immunoblotting
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wydaje si¢ by¢ najlepsza metoda réznicujaca zakaze-
nia, a w potaczeniu z testem IFA pozwala uzyska¢ bar-
dzo dobre rezultaty.

7.2.3. ELIS A. Obecnie prowadzone sa badania
nad wykorzystaniem testéw immunoenzymatycznych
z uzyciem rekombinowanych antygenow A. phagocy-
tophilum. Wprowadzenie ich na rynek wiazalo by si¢
z poprawa diagnostyki anaplazmozy. Na ten rodzaj
testow czekaja rutynowe laboratoria diagnostyczne.
Ijdo iwsp. [44] jako antygenu uzyli w teScie ELISA
biatka rekombinowanego HGE-44. U 33 pacjentow
z HGE potwierdzong immunoblottingiem wykryto prze-
ciwciata uzyskujac czutos¢ 87%, podczas gdy u osob
z innymi chorobami, takimi jak: borelioza z Lyme,
HME, reumatolidalne zapalenie stawow oraz kita uzy-
skano wyniki ujemne (za wyjatkiem jednego przypad-
ku), otrzymujac swoistos¢ 98%.

Zastosowanie rekombinowanego antygenu HGE-44
w testach ELISA moze zredukowac koszty i réznice
w wynikach uzyskanych ré6znymi metodami oraz umoz-
liwi¢ przeglad duzej liczby surowic pacjentéw. Autorzy
twierdza, ze test ELISA HGE-44-MBP jest odpowiedni
zarowno dla uzyskania laboratoryjnej diagnozy jak i dla
badan epidemiologicznych HA.

7.3. Diagnostyka molekularna

Poniewaz koewolucja bakterii, wektora i gospoda-
rza przebiegala niezaleznie na kontynentach Amerykan-
skim oraz Europejskim, mozna spodziewac sig istotnych
roéznic w charakterystyce szczepow, zaroOwno genetycz-
nych jak i fenotypowych, takich jak: profil antygenowy,
preferencje gospodarza oraz wirulencja [12].

W celu badania pleomorfizmu genetycznego i anty-
genowego blisko spokrewnionych gatunkéw drobno-
ustrojow najlepsze wyniki otrzymuje si¢ analizujac naj-
bardziej zmienne geny. Analiza gendw 16S rRNA jest
niewystarczajaca, aby mozna bylo na jej podstawie
réznicowac szczepy z Ameryki Potnocnej i Europy.
Gen 16S rRNA jest zbyt konserwatywny (niezmienny).

Dobre wyniki analizy réznic genetycznych otrzy-
mano wykorzystujac do tego celu gen ankA kodujacy
166 kDa antygen biatka cytoplazmatycznego, ktory
dobrze uzupetnia informacj¢ otrzymana z analizy genu
16S rRNA. Analiza tego genu z r6znych rejondéw geo-
graficznych z uwzglednieniem rodzajow zakazanych
granulocytow pozwolita na podzial 4. phagocytophi-
lum na trzy rézne podgatunki: péinocnowschodni US,
srodkowowschodni US i europejski [25, 54]. Niektore
ze stwierdzonych roznic moga mie¢ zastosowanie
w opracowaniu metod diagnostycznych i zrozumieniu
réznic w wirulencji drobnoustrojow jak i w doborze
gospodarza.
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Dotychczas gen groEL byt wykorzystywany w celu
szybkiej identyfikacji: Streptococcus, Enterococcus,
Staphylococcus, Bartonella, Mycobacterium 1 Ehrli-
chia metoda hybrydyzacji i PCR-RFLP. Gen groEL,
ktory koduje biatko szoku termicznego GroEL o ma-
sie 60 kDa, jest obecny zaréwno u prokariota jak
i eukariota. Koduje wysoko konserwatywne bialko,
ktore jest istotne dla zycia komorek. Geny groEL wy-
korzystywane sg do ustalania pokrewienstwa ewolucyj-
nego u eubacterii.

Przeprowadzona analiza gendw groESL i ankA [25,
51, 54] wydaje sig potwierdza¢ wigksza réznorodnos¢
wsrdod szczepow europejskich, co koreluje z wigksza
roznorodno$cia genetyczna zwierzat europejskich.
Metody genetyczne, ktore dotychczas znalazty zasto-
sowanie to: tancuchowa reakcja polimerazy (PCR,
Polymerase Chain Reaction) w diagnostyce rutynowej
oraz elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym
(PFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis) i typowanie
przez sekwencjonowanie wybranych genéw (MLST,
Multilocus System Typing) w badaniach epidemio-
logicznych.

7.3.1. PCR. Pod koniec lat 80-tych nastapit prze-
lom w wykrywaniu zakazen dzigki wykorzystaniu
w laboratoriach metody PCR. Rowniez w przypadku
diagnostyki 4. phagocytophilum metoda ta znalazta
duze zastosowanie. Amplifikacja genu 16S rRNA
A. phagocytophilum zaraz po metodach serologicz-
nych jest najczeséciej uzywana metoda potwierdzania
zakazenia. Ma ona szerokie zastosowanie gdyz moze
shuzy¢ do detekcji i identyfikacji drobnoustrojow
w probkach krwi pacjentow, bioptatach skory, a takze
u samych kleszczy [45, 55].

PCR byl wykorzystany jako narzedzie diagno-
styczne w 73% przypadkow stwierdzonych w Europie.
W 4 przypadkach (27%) serologicznie pozytywnych
wynik reakcji PCR byt negatywny, tak wigc negatywne
wyniki PCR nie moga stanowi¢ podstawy do wyklu-
czenia anaplazmozy [3, 11, 40, 59].

7.3.2. PFGE. W nowym podziale taksonomicz-
nym wyrdzniono jeden gatunek Anaplasma phago-
cytophilum, mimo jego heterogennosci biologicznej
i klinicznej. W zalezno$ci od lokalizacji geograficznej
spotyka si¢ réznice w zapadalnos$ci i obrazie klinicz-
nym infekcji u réznych gospodarzy [1, 10]. Badania
genomowego DNA metoda PFGE [25] przeprowa-
dzono na izolatach od ludzi, koni i bydla z Ameryki
Pomocnej. Uzyte enzymy restrykcyjne Ascl, Eagl,
Pmel, Swal i Sgfl daty powtarzalne produkty od 3 do
11 prazkow. Kazdy izolat miat identyczny wzor PFGE
dla kazdego enzymu. Badania te potwierdzaja rozmiar
genomu A. phagocytophilum tak jak 1 wysoki stopien
podobienstwa wsrdd szczepow wystepujacych w Ame-
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ryce Potnocnej. Mimo, ze badaniami objeto ograniczo-
ne regiony genomu, jest interesujace, ze nie ma roéznic
W rozmiarze genomu ani wzorach cigcia enzymami
restrykcyjnymi, nawet pomiedzy izolatami z przeciw-
legtych czesci kontynentu. Analiza ta pokazata ponad-
to, ze polnocno-amerykanskie izolaty 4. phagocyto-
philum sa mniej heterogenne oraz ze r6znia si¢ one od
szczepow europejskich.

7.3.3. MLST. Metoda MLST nalezy do nowo-
czesnych metod molekularnych. Polega ona na anali-
zie sekwencji nukleotydowych fragmentoéw DNA rdz-
nych gendéw (np. genéw podstawowego metabolizmu
komorki). Metoda MLST w przeciwienstwie do metody
PFGE wykrywa zmiany stosunkowo wolno akumulu-
jace si¢ w genomie. Ze wzgledu na zdolno$¢ wychwy-
tywania nawet odleglejszych pokrewienstw migdzy
izolatami moze by¢ z powodzeniem stosowana do
wykrywania szczepéw oraz do monitorowania ich
globalnego rozprzestrzeniana si¢. Wyniki uzyskiwane
przy uzyciu metody MLST sa jednoznaczne i mozna je
wykorzystywaé do porownywania z danymi pochodza-
cymi z réznych laboratoriéw na catym $wiecie. Istotne
byloby poréwnanie ta metoda szczepow izolowanych
w Europie ze szczepami z Ameryki Potnocne;.

7. Leczenie

Dla gatunkoéw Anaplasma spp. 1 Ehrlichia spp. testy
wrazliwosci na antybiotyki nie sa rutynowo wykony-
wane. Spowodowane jest to brakiem mozliwo$ci lub
duzymi trudno$ciami w uzyskaniu hodowli jak i dtu-
gim czasem oczekiwania na wynik.

Decyzja o leczeniu powinna by¢ oparta na obja-
wach klinicznych i danych epidemiologicznych. Nie
powinna by¢ nigdy opdzniana z powodu oczekiwania
na wynik laboratoryjny. Op6znienie lub zastosowanie
niewlasciwej terapii moze prowadzi¢ do cigzkiego
przebiegu choroby i powiktan, a nawet $mierci pacjen-
ta, szczeg6lnie w przypadku osob starszych. Znaczna
aktywno$¢ w stosunku do Anaplasma phagocyto-
philum wykazuja antybiotyki takie jak doksycyklina,
rifampicyna i fluorochinolony, natomiast jest ona opor-
na na klindamycyng, trimetoprim-sulfametoksazol,
imipenem, a réwniez na ampicyling, amoksycyling,
ceftriakson, erytromycyne, klarytromycyng. Chloram-
fenikol i gentamycyna wykazuja staba aktywnos$¢
przeciwko A. phagocytophilum 1 nie powinny by¢
stosowane [56]. Tetracykliny sg lekami z wyboru do
leczenia pacjentow z HA, szczegdlnie dla dzieci star-
szych (powyzej 12 lat) i dorostych. U dorostych sto-
suje si¢ ja w dawce 500 mg 4 xdz. p.o. Doksycykling
stosuje si¢ u dorostych w dawce 100 mg dwa razy
dziennie, a u dzieci w dawce 3 mg/kg/24 h przez 7 do
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10 dni. Ze wzgledu na mozliwo$¢ wspoélzakazenia
z B. burgdorferi, a takze czgsto braku swoistych dla
A. phagocytophilum objawoéw niektdrzy uwazaja, ze
podanie doksycykliny jest postgpowaniem z wyboru,
bowiem antybiotyk ten pokrywa swoim spektrum ak-
tywnos$ci obydwa drobnoustroje.

W przypadkach nietolerancji doksycykliny jak i do
leczenia dzieci mlodszych niz 12 lat (potencjalne od-
barwianie zgbow), pacjentow ze schorzeniami aler-
gicznymi, pacjentdw z nietolerancja zoladkowa oraz
kobiet w ciazy wskazana jest rifampicyna i chinolony.
Maurin i wsp. [.7.] przeprowadzili badania wraz-
liwosci na antybiotyki dla 8 szczepdw Anaplasma
phagocytophilum z USA, ktore takze potwierdzaja, ze
doksycyklina, rifampicyna i levofloksacyna sa najbar-
dziej aktywnymi antybiotykami in vitro wobec tych
szczepow. Rifampicyna in vivo nigdy nie jest stosowana
W monoterapii. Symptomy ustgpuja wciagu 24-48 go-
dzin od rozpoczgcia leczenia. W przypadku braku od-
powiedzi na leczenie powinna by¢ rozpatrywana inna
diagnoza. [41, 50].

9. Prewencja

Najlepsza metoda zapobiegania anaplazmozie i in-
nym chorobom odkleszczowym jest ograniczenie
transmisji, a wigc unikanie ekspozycji na kleszcze.
Stosowanie odpowiedniego ubioru zabezpieczajacego
przed kleszczami, uzywanie chemicznych srodkow od-
straszajacych znacznie redukuje ryzyko ataku kleszczy,
a tym samym zakazenia chorobami odkleszczowymi
[52, 81]. Do zakazenia A. phagocytophilum moze do-
chodzi¢ w ciagu pierwszych godzin zerowania klesz-
cza, dlatego po kazdym pobycie w miejscach poten-
cjalnie zagrozonych wystepowaniem kleszczy nalezy
oglada¢ doktadnie cate cialo i natychmiast usunac
kleszcza. Badanie stopnia zakazenia kleszczy na da-
nym terenie i §wiadomo$¢ mieszkancéw o potencjal-
nym zagrozeniu z ich strony powinny pozytywnie
wptywac na profilaktyke chorob odkleszczowych [17].

Ze wzgledu na wysoka skuteczno$¢ leczenia anty-
biotykami, nie istnieje zapotrzebowanie na szczepionke
przeciwko anaplazmozie. Ponadto, bytaby ona trudna
do otrzymania gdyz wykazano, ze przebycie choroby
nie powoduje wytworzenia odpornosci. Psy, ktore
przebyly ostra anaplazmozg byly ponownie wrazliwe
na zakazenie [35].

10. Badania w Polsce
Mimo, iz anaplazmoza jest jednostka chorobowa

diagnozowana od niedawna, a przypadki jej wystgpo-
wania w Polsce sa raczej sporadyczne, zainteresowanie
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srodowiska naukowego zajmujacego si¢ zoonozami
jest stosunkowo duze.

Pierwsze trzy przypadki ostrej HGE w Polsce zostaty
opisane przez Tylewska-Wierzbanowska
i wsp. [74] w roku 2001. Rozpoznanie przeprowadzono
na podstanie IFA i reakcji PCR. Sprawdzono obecnos¢
morul w preparacie krwi. Opierajac si¢ na kryteriach
CDC [20] wszystkie trzy przypadki zostaty sklasyfiko-
wane jako HGE. Uzywajac kryteridow rekomendowa-
nych przez grupg ekspertow [22, 82] dwa przypadki
zostaty rozpoznane jako HGE, a jeden jako prawdo-
podobne HGE.

Badania przeprowadzane przez Grzeszczuk
i wsp. [36] potwierdzily wystgpowanie anaplazmy
w ekosystemie endemicznym dla Ixodes ricinus, jakim
jest Bialowieski Park Narodowy. U badanych osob
pozytywny wynik serologiczny stwierdzono u 6,2%
(8/130). Nie znaleziono powiazan pomigdzy pozytyw-
nym wynikiem IFA, a ugryzieniem przez kleszcze jak
réwniez wykonywana praca na terenach zagrozonych.
Zauwazono wigksze prawdopodobienstwo wystepo-
wania przeciwcial anty-HGE u osob, u ktorych zdia-
gnozowano boreliozg. U dorostych kleszczy czynnik
HGE byt obecny w 19,5% (59/302) przypadkéw
i unimf w 1,4% (1/74). U 16,7% (10/59) kleszczy
zakazonych czynnikiem HGE stwierdzono wspoétzaka-
zenie Borrelia burgdorferi.

Oceng czestosci wystepowania swoistych przeciw-
ciat przeciwko czynnikowi HGE u pracownikow eks-
ploatacji lasow w powiecie zamojskim przedstawili
Chmielewska-Badora iwsp. [21] Wyniki do-
datnie uzyskano dla 21,5% z grupy badanej. Osoby
pracujace fizycznie cze$ciej wykazywaly wyniki dodat-
nie niz osoby wykonujace pracg biurowa. W grupie
kontrolnej wynik seropozytywny stwierdzono tylko
w 5,3%. Uzyskane wyniki wskazuja na obecno$¢ ana-
plazmy na obszarach wiejskich oraz na potrzebg prze-
prowadzenia badan opisujacych czgstosci zakazenia
kleszczy na tym terenie.

Bukowska iwsp. [18] okreslili wystgpowanie
swoistych przeciwciat dla czynnika HGE 1 Babesia
microti u zolierzy shuzby zasadniczej stacjonuja-
cych w potnocno-wschodniej Polsce. Wyniki otrzyma-
ne stwierdzaja wystepowanie HA na poziomie 16,2%
(23/142) przed ekspozycja na kleszcze i wzrost po po-
tencjalnej ekspozycji do 23,9% (34/142).

Badania przeprowadzone przez Fota-Markow-
ska iwsp. [33] ocenity czestos¢ wystepowania prze-
ciwciat przeciw czynnikowi HGE i krgtkow Borrelia
burgdorferi u pracownikow Roztoczanskiego Parku
Narodowego. Przeciwciala przeciw czynnikowi HGE
stwierdzono w surowicy 23,6% (13/55) pracownikow,
u 16,4% (9/55) wykryto wylacznie przeciwciala anty-
czynnikowi HGE, a w 7,3% (4/55) stwierdzono wspot-
wystepowanie przeciwciat przeciw obu drobnoustrojom.
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Badania dotyczace szczegdlowej oceny stopnia wy-
stgpowania E. phagocytophila u kleszczy 1. ricinus na
Pomorzu Zachodnim przedstawity Skotarczak
iRymaszewska [69]. W analizowanej populacji
kleszczy wykryla czynnik HGE w 1,75% (17/971),
w tym 2,12% (13/613) zebranych wiosna i 1,21%
(4/358) zebranych jesienia. W analizowanej populacji
wykryto tez zakazenia mieszane dwoma drobnoustro-
jami B. burgdorferi 1 Babesia microti oraz trzema
B. burgdorferi, Babesia microti i czynnika HGE [70].
Wyniki badan potwierdzaja wystepowanie E. phago-
cytophila u kleszczy Pomorza Zachodniego. Zauwazo-
no tez duze dysproporcje w stopniu zakazenia kleszczy,
ktore moga wynika¢ z réznic zaggszczenia zwierzyny
bedacej naturalnym rezerwuarem E. phagocytophila.

Skotarczak iwsp. [70] ustalita wspotwystepo-
wanie B. burgdorferi z A. phagocytophilum i B. microti
na poziomie 3,75% dla 2 lub 3 drobnoustrojow.

Badania Stanczak iwsp.[71] z2002 roku prze-
prowadzone u 424 kleszczy z Pomorza pokazuja wy-
stgpowanie czynnika HGE w 19,2%, B. burgdorferi
w 11,6%. Wspotwystgpowanie obu patogenow stwier-
dzono w 5%.

Analize 11 przypadkow przedstawit Kondrusik
i wsp. [49]. U 11 chorych stwierdzono przeciwciata
przeciwko Ehrlichia chaffenssis klasy IgM. U 5 pa-
cjentéw (45,4%) rozpoznano borelioze, ktora zostata
potwierdzona wystgpowaniem w surowicy przeciwciat
w klasie [gM lub IgG. Réwnoczesnie u 3 (27,2%) cho-
rych wykazano przeciwciala przeciwko wirusowi
kleszczowego zapalenia moézgu. W przypadku jednego
chorego stwierdzono w surowicy rownoczesnie prze-
ciwciala przeciwko trzem badanym czynnikom. U zad-
nego z pacjentdOw nie stwierdzono charakterystycz-
nych dla anaplazmozy leukopenii, trombocytopenii ani
zwigkszonej aktywnosci aminotransferaz.

Ostatnie badania oceny przeciwcial swoistych dla
A. phagocytophilum w Polsce przeprowadzone przez
Grzeszczuk i wsp. w2004 roku potwierdzily wy-
stepowanie zakazen u 7,2% (n=125) w grupie ryzyka
(pracownicy Biatowieskiego Parku Narodowego) [37]
1 9,1% (n=450) u mieszkancéw regionu podtnocno-
-wschodniej Polski [38]. Charakterystyczne byto wy-
stgpowanie zakazen klinicznie bezobjawowych. Jedno-
czesnie dokonano oceny stopnia wystgpowania zaka-
zenia A. phagocytophilum kleszczy, ktore stwierdzono
w 8,7% (2,3-13,7%, n=559) [38].

Badanie przeprowadzone w 2003 roku na podsta-
wie ankiety grupy 300 osob (mieszkancow lubelszczyz-
ny) przez Buczek i wsp. [17] wykazalo, ze 79%
mieszkancow stosuje jedna z metod profilaktyki. Srod-
ki odstraszajace stosuje 38% osob, 35% ankietowa-
nych nosi ubranie chroniace przed atakiem kleszczy
a 3% nie siada na trawie. Niewielki procent (3%) sto-
suje inne metody takie jak np. palenie papierosow,
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smarowanie ciata olejkami i benzyna. Z badan wyni-
ka, ze duzo oséb nie dostrzega zagrozenia wynikajace-
go z pasozytowania kleszczy. Wskazuje to na niski po-
ziom edukacji dotyczacej chorob odkleszczowych. Na
uwagg zastuguje duza popularnos¢ srodkéw odstrasza-
jacych, a niewielki stopien korzystania z prostych spo-
sobow takich jak odpowiedni ubidr oraz odpowiednie
zachowanie w miejscu potencjalnego ryzyka.

11. Podsumowanie

Wzrost zainteresowania w ostatnim czasie Anaplas-
ma phagocytophilum spowodowal ujawnienie wigkszej
liczby przypadkow zachorowan. Na podstawie prze-
prowadzonych badan wyciagnigto wniosek, ze obszar
wystepowania anaplazmozy pokrywa si¢ z terenem
wystgpowania innych choréob odkleszczowych. Bada-
nia przeprowadzone w Polsce na obszarach endemicz-
nych dla boreliozy potwierdzily wystgpowanie 4. pha-
gocytophilum. Badania wykonane przez polskich
badaczy potwierdzaja wystgpowanie A. phagocytophi-
lum [18, 36, 38, 74] jak i E. chaffeensis [49] u klesz-
czy. Ogolne zakazenie kleszczy w Polsce wynosi okoto
2% ($rednia z ostatnich 3 lat) [69]. Badania wykonane
przez Skotarczak, Wodeckai Rymaszew-
ska potwierdzaja zakazenia Kkleszczy A. phago-
cytophilum w wojewodztwie zachodniopomorskim.
Uzyskane wyniki przez Chmielewska-Badora
i Fota-Markowska [21, 33] wskazuja na obec-
no$¢ A. phagocytophilum na obszarze potludniowo-
-wschodniej (Roztoczanskiego Parku Narodowego i po-
wiecie zamojskim), a Grzeszczuk na obszarze
p6tocno-wschodniej Polski [36, 37, 38].

Dla lekarzy praktykow dostgpnosé wynikow badan
nad stopniem zakazenia kleszczy na danym terenie,
wykonywanych przez osrodki naukowe jest cenna
wskazowka przy rozpoznaniu. Znajomos¢ odpowied-
nich metod diagnostycznych wykrywajacych Anaplaz-
ma phagocytophilum, interpretacji wynikdéw i powia-
zania ich z objawami pacjenta jest bardzo wazne dla
zastosowania odpowiedniej terapii. Wigkszos$¢ zaka-
zen moze pozostawaé niezdiagnozowana z powodu
niespecyficznych objawoéw, braku doniesienia o pogry-
zieniu przez kleszcze jak rdwniez malej dostgpnosci
do odpowiednich testéw i nowoczesnych metod diag-
nostycznych.

Wzrost zainteresowania o§rodkéw badawczych te-
matyka anaplazmy, stopniem zakazenia kleszczy, rezer-
wuaru i ludzi, poprawa $wiadomosci lekarzy na temat
epidemiologi, kliniki i metod diagnostycznych w roz-
poznawaniu infekcji Anaplazma phagocytophilum
jest skutkiem wzrostu liczby zachorowan. Uwaza sig
réowniez, ze do wzrostu zachorowan przyczynity sig
zmiany ekologiczne w Europie, takze w Polsce,
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cieplejsze zimy i dluzsze lata. Zwigkszona liczba pod-
r6zy migdzy kontynentami zwigksza ryzyko wystapie-
nia zaré6wno anaplazmozy jak i ehrlichiozy.
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Abstract: The application of microorganisms to destroy, or reduce the concentration of, hazardous wastes on contaminated sites is
called bioremediation. Such a biological treatment system has various applications, including clean-up of contaminated sites such as
water, soils and sludges. A number of bacteria strains existing in natural environment are capable of metabolizing environmental
pollutants. Many of them have been utilized in a variety of bioremediation processes. Apart from wild-type strains of bacteria,
genetically modified microorganisms (GMMSs) have shown potential for bioremediation application. There are many factors that
affect the biodegrading processes. Each process depends on species of bacteria, their survival in environment, physico-chemical
characteristics of substrate and its availability, and a range of environmental factors, including pH, oxygen concentration, tempera-
ture, moisture content, carbon and energy sources. To estimate the effectiveness of bioremediation it is necessary to analyse the
diversity of pollutant degrading bacterial populations and detection of catabolic genes in environmental samples. There are many
molecular tools (FISH, in situ PCR, DGGE, TGGE, T-RFLP) that are suitable for monitoring changes in bacteria community struc-
ture and diversity during hydrocarbon degradation.

1. Introduction. 2. Bioremediation systems. 3. Bacterial activity and diversity. 4. Physico-chemical factors affecting bioremediation.
5. Bioaugmentation. 6. Bacteria in petroleum biodegradation. 7. Bacteria in phytoremediation. 8. Monitoring of bioremediation.
9. Conclusions

Bakterie w bioremediacji Srodowisk zanieczyszczonych wybranymi weglowodorami

Streszczenie: Bioremediacja to metoda wykorzystujaca zywe organizmy i wytwarzane przez nie enzymy w procesach oczyszczania
srodowiska. Znalazta ona zastosowanie w usuwaniu wielu toksycznych zwiazkow z zanieczyszczonych gleb, wody i Sciekow. W bio-
remediacji wykorzystywane sa szczepy bakterii zdolne do transformacji i mineralizacji tych zwiazkow. Oprocz bakterii, naturalnie
wystepujacych w Srodowisku, obiecujacym wydaje si¢ wykorzystanie bakterii modyfikowanych genetycznie (GMMs) o wysokim
potencjale degradacyjnym. O wydajnosci procesu bioremediacji decyduje wiele czynnikow, w tym fizyko-chemiczne wtasnosci zanie-
czyszczen, warunki srodowiskowe (pH, temperatura, wilgotno$¢, stezenie tlenu, dostgpnosé sktadnikéw pokarmowych) oraz zdolnosci
indywidualnych szczepow do rozktadu zanieczyszczen. Do oceny efektywnos$ci bioremediacji niezbgdna jest analiza réznorodnoéci
populacji bakterii oraz detekcja gendow katabolicznych w srodowisku. Do monitorowania zmian w populacjach tych mikroorganizméow
uzyteczne sa nie tylko metody klasyczne, ale rowniez metody biologii molekularnej (FISH, in situ PCR, DGGE, TGGE, T-RFLP).

Wstegp. 2. Rodzaje bioremediacji. 3. Réznorodnos¢ i aktywnos¢ bakterii. 4. Fizyko-chemiczne czynniki wptywajace na bioreme-
diacje. 5. Bioaugmentacja 6. Bakterie w biodegradacji ropy naftowej. 7. Bakterie w fitoremediacji. 8. Monitorowanie bioremediacji.
9. Podsumowanie

Key words: bacteria, bioremediation, monitoring
Stowa kluczowe: bakterie, systemy bioremediacji, monitorowanie

1. Introduction

The major problems facing the industrialized world
today is increasing contamination of soils, ground-
waters, sediments, industrial and municipal wastewater,
agricultural wastes with hazardous and toxic hydro-
carbons. The need to clean-up these sites requires the
application of new technologies that are more efficient
than the conventional approach of disposal. The most
promising technology seems to be bioremediation,
the use of microorganisms or microbial processes to
detoxify and degrade environmental contaminants.
Bioremediation offers several advantages over the
conventional, physico-chemical approaches, especially

for diluted and widely spread contaminants. However,
some investigators state that bioremediation is still an
immature technology. The reason for this is that current
knowledge of changes in microbial communities during
bioremediation is limited, and microbial consortia is
still treated as a “black box” because many environ-
mental bacteria cannot yet be cultivated by conventional
methods [32, 38, 58].

Bioremediation utilizes the natural role of micro-
organisms in transformation, mineralization, or com-
plexation by directing those capabilities towards
organic and inorganic pollutants. Although many bac-
terial species have a potential role in bioremediation,
the most attention is focused on hydrocarbon-utilizing
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microorganisms. These bacteria are ubiquitous in na-
ture, frequently they harbour of marine water and soils.
However, efficiency of naturally occurring micro-
organisms for bioremediation could be significantly
improved by optimizing certain environmental factors.
The different way to improve the degradative per-
formance is the use of genetic engineering strategies
for microorganisms destined for release into the envi-
ronment [74].

The other techniques that have been used in bio-
remediation to enhance degradation and detoxification
of the clean-up of man-made pollutants are stimula-
tion of the activity of indigenous microorganisms,
inoculation of the sites with microorganisms of specific
biotransforming abilities and application of genetically
modified microorganisms [12, 32, 74, 93].

2. Bioremediation systems

Bioremediation is a interdisciplinary technology
involving microbiology, biochemistry, genetics, micro-
bial ecology and chemistry. Microorganisms are the
primary stimulant in the cleaning up of polluted sites.
Bioremediation is classified as ex situ or in situ. Ex
situ methods are the treatments that remove contami-
nants at the separate treatment facilities. In turn, in situ
technologies involve the treatment of the contaminants
in the place itself. Depending on how aggressively
bioremediation is persuaded it is divided on intrinsic
and engineered strategy (Fig. 1.). Intrinsic bioremedia-
tion is passive — it relies on the innate capacity of
microorganisms present in field sites which metabolize
the contaminants. Because intrinsic bioremediation
occurs in the landscape where both indigenous micro-
organisms and pollutants are present, this type of bio-
remediation necessarily occurs in situ. This bioremedia-
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tion strategy has been well documented for a variety of
contaminants and habitats, including low-molecular
weight polycyclic aromatic hydrocarbons, petroleum-
related compounds, chlorinated solvents in groundwater
and soil, and crude oil in marine waters [31, 44, 65,
76]. Alternatively, engineered bioremediation takes an
active role in modifying a site to encourage and enhance
the degradative abilities of microorganisms. This ap-
proach accelerates intrinsic bioremediation or com-
pletely replace it through the use of site modification
procedure such as excavation, hydrologic manipulations
and installation of bioreactors. Engineered bioremedia-
tion is especially well suited for treating nonvolatile,
sparingly soluble contaminants which properties impede
successfully treatment by using other technologies.
Engineered ex situ bioremediation has been used com-
monly in municipal sewage treatment systems for many
years. In sewage treatment systems wastewaters are
directed through an array of controlled environments,
which encourage microbial growth in filters, tanks and
digesters. Physical, chemical and microbiological ma-
nipulations remove carbonaceous, nitrogenous and other
material from water before it is discharged into rivers,
lakes and oceans. Each of the two major engineered
bioremediation approaches may involve solid-, slurry-,
or vapour- phase system for encouraging microorga-
nisms to proliferate and utilize contaminants [45].

Decision for selecting the most effective strategy
is based on characteristics of the contaminants (mole-
cular structure, solubility, volatility, and susceptibility
to microbial attack and toxicity), the contaminated
sites (soil type, hydrology, climate) and the microbial
activity (pure or mixed culture, growth conditions and
supplements).

In situ bioremediation technologies currently utilized
in the field are classified into the following three cate-
gories: bioattenuation, biostimulation and bioaugmen-

Bioremediation

<O

In situ Ex situ
Intrinsic Engineered Engineered
- ~. - ~.
Solid phase Liquid phase Solid phase Liquid phase

Vapor phase

Vapor phase

Fig. 1. The categories of bioremediation approaches
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Table I

The classification of bioremediation technologies

Bioremediation
technology

Contaminants treated

In situ techniques
Intrinsic bioremediation
dioxines, organic solvents

PAHs, PCBs, phenolic compounds, pesticides, petroleum compounds, chlorinated hydrocarbons,

Bioventing BTEX, petroleum hydrocarbons

Land farming

Phenolic compounds, pesticides, petroleum compounds, organic wood preservatives, explosives

Biostimulation

Trichlorethylene, phenolic compounds

Bioaugmentation
crude oil

Chlorinated and methylated phenols, carbon tertachloride, 2,4,6-trinitrotoluene, petroleum hydrocarbons,

Ex situ techniques

Land treatment Pesticides, PAHs, phenolic compounds

Composting Halogenated aromatic hydrocarbons, organic wood preservatives, pesticides, explosives
Biofilters Volatile compounds

Bioreactors Alcohols, BTEX, chlorinated aliphatics, ketones, phenolic compounds, pesticides
Bioaugmentation Chlorinated and methylated phenols, carbon tertachloride, 2,4,6-trinitrotoluene, PAHs

BTEX-mixture of benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes. PAHs-polycyclic aromatic hydrocarbons, PCBs-polychlorinated biphenyls.

tation. Bioattenuation is a method of monitoring the
natural progress of degradation to ensure that contami-
nants concentration decreases with time. It is widely
applied as a method for cleaning underground storage
tanks, soil and groundwater contaminated with petro-
leum in the United States [18, 32, 41].

Biostimulation is a method applied if the rate of
pollutant biodegradation in the environment is very
slow or does not occur. In this case, the environment
has to be manipulated in such a way that degradation
processes are stimulated and the reaction rates in-
crease. Biostimulation includes supplying the environ-
ment with nutrients mainly nitrogen and phosphorous,
with electron acceptors such as oxygen and with rela-
tively easy degraded substrates such as phenol, metha-
nol and toluene. During biostimulation the concentra-
tion of these chemicals should be carefully monitored.
This strategy is expected to become a reliable and save
clean-up technology [9, 47].

The third category of in situ bioremediation is bio-
augmentation. It is a way to enhance the biodegrada-
tive capacities of contaminated sites by inoculation of
bacteria with desired metabolic abilities. This method
is the most applicable for the treatment of compounds,
which are degraded very slowly, if at all, even under
optimal conditions. Bioaugmentation has been success-
fully used to degrade pentachlorophenol and a mixture
of aromatic hydrocarbons in soil. Two approaches are
applied to bioaugment soil or water: the introduction
of selectively enriched isolates capable of performing
a desired function, or the introduction of genetically
modified microorganisms [32, 90, 92]. The successful

bioaugmentation in the environment is biased by
several limitations affecting the survival of inoculants.
The classification of major bioremediation techno-
logies is illustrated in Table 1.

3. Bacterial activity and diversity

A number of bacterial strains capable of metaboliz-
ing environmental contaminants have been isolated
from natural environment, mainly from soil. Before
field applications, these bacteria must be precisely
identified and their biochemical and physiological
properties should be well determined. Many studies
have been conducted to understand the fundamental
mechanisms of biodegradation, include examination of
pathways, formation of intermediate and terminal
metabolites, use of the substrates as sources of C, N, P
and S, induction of catabolic enzymes, the genes encod-
ing enzymes related to toxic chemical degradation and
their resistance to extended concentrations of chemi-
cal compounds. Apart from laboratory experiments
concern physiological optima of temperature, pH, and
oxygen concentration, toxicity of substrates for both
indigenous and exogenous microorganisms and exist-
ence of cometabolisms or concurent metabolism the
studies under field conditions have to be conducted [1].

Many microorganisms are able to utilize various
types of hydrocarbons — short chain, long-chain and
aromatic compounds including polycyclic aromatic
hydrocarbons as a source of carbon and energy. These
substrates serve as an electron donor resulting in
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microbial growth. When the compounds can not serve
as a source of carbon and energy by nature of the mo-
lecular structure that does not induce the required cata-
bolic enzymes, application of cometabolism is required.
Most of bacteria known as good hydrocarbon degraders
are usually gram-negative and belong to the genus
Pseudomonas. It has been reported that bacteria from
this genus degrade numerous organic compounds such
as toluene, phenol, naphthalene, fluoranthene, poly-
chlorinated biphenyls, trichloroethylene and dioxin-like
compounds [13, 21, 23, 53, 56]. The biodegradative
abilities to degrade different hydrocarbons have also
been studied in bacteria from the genera Sphingomonas,
Aeromonas, Alcaligenes, Brevibacterium and Xantho-
monas [26, 41, 62, 72]. The increasing attention also
needs to be directed to gram-positive bacteria belong-
ing to the genera Mycobacterium, Rhodococcus and
Bacillus [4, 17, 52]. The presented data have been
obtained under controlled laboratory conditions, but
the environment is not a laboratory. The natural envi-
ronment is highly heterogeneous so that the impact
of many environmental factors should be taken into
consideration.

The successful bioremediation technology depends
on many microbial and a range of environmental fac-
tors. It is necessary to use the right microorganisms on
the right place with proper environmental condition.
The right microbes are bacteria and fungi, which have
the physiological and metabolic capabilities to trans-
form or degrade the pollutants. Bioremediation pro-
cesses may go under aerobe or anaerobe conditions.
Aerobic reactions are characterized by metabolic
activities involving oxygen as a reactant. Dioxygenases
and monooxygenases are two main enzymes employed
by aerobic organisms during transformation and mine-
ralization of aromatic contaminants. Anaerobic micro-
organisms have a range of electron acceptors such as
nitrate, iron, carbon dioxide, sulphur and sulphate.
Until quite lately it has been thought that in the absence
of oxygen biodegradation processes proceed slowly,
less effectively and the biochemical mechanisms of
many hydrocarbons degradation have not yet been de-
termined in detail [10, 11, 14]. Recent reports indicate
that the diversity of anaerobic microbial metabolism is
far greater than was previously assumed, and that many
contaminants previously considered to be recalcitrant
under anoxic conditions can in fact be transformed in
the absence of molecular oxygen [15, 33].

The outcome of each degradation process depends
on indigenous microbial biomass and population
diversity. The high number of microorganisms and
a great diversity of microbial populations are typical
for surface soils, which receive regular inputs of orga-
nic matter. It results in high rate of bioremediation
in this soil zone. With increasing depth in the soil pro-
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file, and in groundwater sediments bioremediation
becomes lower due to lower levels of organic matter,
lack in macronutrients such as nitrogen, sulphur and
phosphorous, lower microbial biomass and lower micro-
organisms diversity [95].

There are no microorganisms or groups of micro-
organisms universally applicable to bioremediation. It
should be note that some groups of microorganisms
are metabolically versatile and are capable of degrad-
ing a wide spectrum of substrates. Such catabolic
versality has been observed in phenol-degrading bac-
teria. Aerobic degradation of phenolic compounds is
initiated by its hydroxylation to form corresponding
catechol [16, 27, 99]. They are two types of bacterial
phenol hydroxylases, the single-component and multi-
component types. Among them the second one is con-
sidered to be the major enzyme in the natural envi-
ronment [22, 60]. Some of multi-component hydro-
xylases have similar structure, catabolic sites and
exhibit different substrate specificity for substituted
phenols [86, 95].

4. Physico-chemical factors affecting bioremediation

The bioremediation techniques demand character-
istics of the physico-chemical state of the contaminants
and description of environmental parameters limiting
bioremediation rate. The majority of toxic organic en-
vironmental contaminants, such as polycyclic aromatic
compounds (PAHs), chlorinated aromatic hydrocar-
bons, dioxins and nitroaromatic compounds have low
solubility in water which increases their sorption to
surface of organic matter of soil. Therefore one of the
most important factors responsible for successful
bioremediation is bioavailability of hydrocarbon for
microbial degradation. When organic molecules are
bound irreversibly to soil, biodegradation is inhibited
[1, 9, 36, 73]. For increasing the bioavailability of
hydrophobic compounds, which serve as a source
of energy, bacteria produce the different surface active
materials called biosurfactants. There are two types of
bacterial surfactants: the low- and the high-molecular
weight biosurfactants. The low molecular weight
surfactants are generally glycolipids such as rhamno-
lipids, trehalose lipids and sophorolipids. They are
disaccharide acylated with long-chain fatty acids or
hydroxy fatty acids. One of the best-studied glycolipids
is rhamnolipid, which consists of two moles of rham-
nose and two moles of B-hydroxydecanoic acid, syn-
thesized by many species of Pseudomonas [40].
Newly, a new type of glycolipids, glucose lipids pro-
duced by Alcanivorax borkumensis has been described
[101]. The high molecular weight surfactants are pro-
duced by a large number of bacterial species from dif-
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Factors affecting bioremediation
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Fig. 2. The major microbial and environmental factors affecting bioremediation

ferent genera and are composed of polysaccharides,
proteins, lipopolysaccharides, lipoproteins or complex
mixtures of these biopolimers. The well known high
molecular weight biosurfactants is emulsan from Acine-
tobacter RAG-1, which is a complex of an anionic
heteropolysaccharide and protein which surface activity
results from the presence of fatty acids that are attached
to the polysaccharide back bone via O-ester and N-acyl
linkages [69]. The other from this group - alasan, pro-
duced by a strain of Acinetobacter radioresistens, is
a complex of an anionic polysaccharides and protein
with a molecular weight of approximately 10° Da [55].
These biosurfactants are less effective in reducing
interfacial tension and exhibit considerable substrate
specificity. For example, some emulsify efficiently mix-
tures of aliphatic and aromatic hydrocarbons but does
not emulsify pure aliphatic and aromatic hydrocarbons.
Others can emulsify pure hydrocarbons but only with
a high molecular weight [69]. These findings show that
microorganisms can use their biosurfactans to regulate
their cell-surface hydrophobicity properties. In general,
biosurfactants from bacteria growing on hydrocarbons
act as biodispersans by preventing coalescence of oil
drops in water. There are two approaches in the use of
biosurfactants in bioremediation technology. The first
is application of purified surfactants isolated from bac-
teria, and the second one is the introduction to the
environment of bioemulsifier-overproducing bacteria.
The similar role as biosurfactants, may play synthetic
surfactants such as SDS, Triton X-102, Brij 35, Marlipal
013/90 and Genapol X150 [25, 91].

The other factors that control in situ bioremediation
and simultaneously impact the microbial populations
are moisture content, nutrients, dissolved oxygen, pH,
and temperature. Moisture content, is not only an im-

portant parameter in determining microbial activity,
but soil water also plays role as a transport medium
carrying nutrients and waste products. Optimum level
of moisture, expressed as percentage of field water
capacity, ranged from 25-85% for unsaturated soil.
A contaminated site usually has a sub-optimal nutrient
balance. Sufficient nitrogen, phosphorous and other
nutrients do not limit microbial growth when a carbon:
nitrogen:phosphorous ratio is approximately 300:10:1.
Bioremediation also depends on the concentration
of molecular oxygen, which stimulate the breakdown
of contaminants. In soil, for aerobic activity > 0.2 with
a minimum air-filled pore space of 10% and for
anaerobic activity 0.2 with a maximum air-filled pore
space of 1% are recommended. Among environmental
factors limiting efficiency of bioremediation are tem-
perature and pH. In soil, particularly in northern coun-
tries, the temperature is too low during a large part of
the year for efficient microbial degradation. The same
conditions are characterized for the deeper soil layers
in other parts of the world. The optimum level for soil
temperature is between 15 to 45°C and for pH 5.5-8.5
[9, 68, 88]. The major factors affecting bioremediation
are illustrated in Fig. 2.

5. Bioaugmentation

The indigenous microrganisms has been exposed
to the xenobiotic contaminants long enough for genetic
evolution to create a capacity to degrade these com-
pounds. This evolution, involving mutations and hori-
zontal gene transfer, takes place constantly but relatively
slow. Therefore, the removal of toxic chemicals may be
inefficient due to low cell number or low activity level.
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The biodegradation potential of microbial communities
of polluted soil may be increased by bioaugmentation,
the addition of competent microorganisms to natural
environment. The practice of bioaugmentation is not
new. It has been successfully used to degrade pentachlo-
rophenol and a mixture of aromatic hydrocarbons in
soil [51, 72]. Recently, Barathi and Vasudevan
[7] observed enhanced bioremediation of petroleum
hydrocarbons after the introduction of Pseudomonas
Sfluorescens NS1 strain to soil. Bioaugmentation may
be especially useful when the concentration of the con-
taminants is toxic to indigenous microflora [29]. The
ideal microorganisms for bioaugmentation should pos-
sess a wide range of degradative activity, should be
fast acting, short lived, mobile, adhesive, resistant to
fluctuations of environmental factors and inexpensive.
Bacteria for this purpose may be isolated from given
contaminated soil and after culturing under laboratory
conditions they return to the same soil. This treatment
is called reinoculation of soil with indigenous micro-
organisms. The second approach involves isolation and
selection of appropriate microorganisms from sites,
with similar contaminants that are present in soil sub-
mitted to clean-up by these selected microorganisms.
Nowadays, the special attention is focus on apply
genetically modified microorganisms (GMMs) for bio-
remediation and studying the gene transfer in soil sys-
tems [68, 74, 90, 92].

The current state of recombinant gen technology
allows a high degree of specificity in the construction
of microorganisms of potential industrial interest [70,
74]. GMMs have an increase of the substrate range of
contaminants, that can be degraded. For example, phe-
nol degradation pathway (dmp) encoded by a large
plasmid pVI150 of Pseudomonas sp. CF600 is induced
by 2-methyl phenol but not by 4-methyl phenol [78,
79]. Pavel and Shingler [59] using genetic
engineering provided the mutant strain DmpR which
has been used by both 2- and 4-methyl phenol, what
arise a broader substrate specificity. Other approach
used to broad the substrate range is DNA shuffling,
a method for in vitro homologous recombination of
pools of selected mutant genes by random fragmenta-
tion and polymerase chain reaction (PCR) reassemble.
Kumararu et al. [39] have tested mutagenic DNA
shuffling for molecular evolution in genes responsible
for the degradation of polychlorinated biphenyls and
other aromatics.

The capacity to degrade various aromatic toxic com-
pounds is often carried out on large plasmids which
can be conjugative or mobilizable [8, 77]. It has been
reported that similar bacteria, carrying plasmids with
high homology have been isolated from different sites,
localizated far away from each other. For example,
such homology was observed in Pseudomonas putida
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(arvilla) mt-2 found in Japan, P. putida HS1 isolated
in USA and P, putida MT-53 from North Wales [80].
These strains after introduction to the soil may be
a donor of degradative plasmid for potential indigenous
recipients. The most efficient way to transfer plasmids
between one strain to another is conjugation and trans-
formation. Ramos-Gonzales etal. [64] observed
high frequencies of transfer and expression of TOL
plasmid in soil between a donor P. putida EEZ15 and
recipients P. aeruginosa TNSK2, P. fluorescens EEZ20
and P. stutzeri EEZ22. In these cases the gen transfer
frequency was on the order of 1 to 102 transconjugant
per recipient. Gene transfer between P. putida strains
strongly depended on the survival rates of the donors
and recipients in the soil and the initial inoculum size
and the presence of chemicals that are toxic for either
the donor or the recipient. The cell densities of bacteria
participating in the conjugation had an essential impact
on gene transfer rate. When the donor and recipient
P. putida EEZ3 reached about 103 cfu/g of soil, an
increase of the number of transconjugant was observed.
Conjugational transfer in soil environments depends
also on the type of soil used. Ramos-Gonzales
etal. [64] found also the greater number of trans-
conjugants in soil with high organic matter content than
in soil lack in organic matter. In turn, Hollowell
et al. [30] studied the genetic transfer and expression
of plasmid RP4:TOL, that has gene clusters encoding
the metabolic pathways for benzene, toluene and xylene
degradation, between E. coli C600 and Sinorhizobium
meliloti, Bradyrhizobium japonicum and Bradyrhi-
zobium elkanii and degradation of m-toluate in soil
experiments. They have reported that this plasmid was
stable only in S. meliloti. In next two strains RP4:TOL
was characterized with high instability. Moreover,
S. meliloti (RP4:TOL) exconjugant completely de-
graded 1 mM m-toluate during 8 weeks. Therefore,
these investigations have important implications for the
genetic engineering of many bacterial strains for bio-
remediation of contaminated soils with hydrocarbons.

One of the most important factors affecting the
bioaugmentation is survival of introduced indigenous,
exogenous and GMMs in the environment. To improve
the survival of inoculants in soil many different micro-
bial cell carriers such as a peat, mineral oil, agarose,
clay and wood chips are used. Promising methods in
this field appear to be immobilization and encapsula-
tion of microorganisms [92]. Wiesel etal. [98] has
shown that immobilized onto granular clay or lava slag
mixed bacterial culture degrading PAHs characterized
higher biodegradation rate in comparison to free cells.
Encapsulation ensures the consistent presence of cata-
bolically active biomass, provides for the slow release
of nutrients and provides a protective niche for the intro-
duced microorganisms. Stormo and Crawford



BACTERIA IN BIOREMEDIATION OF HYDROCARBON-CONTAMINATED ENVIRONMENTS

[84] encapsulated bacteria into microspheres of algi-
nate, agarose, or polyurethane. Cell suspensions were
passed through a low-pressure nozzle into an aqueous
phase where matrix polymerization or gelation yielded
beads 2 to 50 mm in diameter. Trials with a chloro-
phenol-degrading Flavobacterium species have shown
that cells entrapped by these procedures were as cata-
bolically active as free cells.

6. Bacteria in petroleum biodegradation

A number of reviews cover different aspects of the
bioremediation of the marine environment after oil
spills [5, 6, 24, 28, 49]. Hydrocarbon-utilizing bacte-
ria are widely distributed in the aquatic system. These
microorganisms naturally degrade numerous of con-
taminating petroleum hydrocarbons sites what result-
ing in cleaning-up of water and costs. It should be
noted that many compounds found in petroleum are
not completely degraded and always leave some com-
plex residue appearing as a black tar containing high
content of asphaltic compounds [6, 34]. The biodegra-
dation of petroleum in the marine environment is car-
ried out by many species of bacteria, especially belong-
ing to the genus Pseudomonas. Recently, Kasai
etal. [37] found out that bacteria from the genus
Cyclostaticus play a primary role in the degradation of
crude oil and PAH components. These bacteria has
been isolated from several sites including Resurrection
Bay (Alaska), Puget Sound (Washington) and Gulf of
Mexico. It is interesting that these bacteria utilize many
aromatic hydrocarbons but can not utilize sugars and
amino acids. Generally, in pristine environment hydro-
carbon-degrading bacteria comprises less than 1% of
the total bacterial population In uncontaminated wa-
ter, these bacteria utilize hydrocarbons that are natu-
rally produced by algae, plants and other sea organ-
isms. After contamination with petroleum the number
of hydrocarbon-degrading bacteria significantly in-
crease and reach about 10% of total bacterial popula-
tion [5]. The biodegradation occurs rapidly in these
sites when bacteria had frequently been exposed to re-
lease from ballast water tanks. Such well-known site
which is often expose to oil contamination is Brittany
shoreline. Atlas [6] has reported that after Tanio oil
spills the degradation of hydrocarbons was detectable
within 24 h, whereas in sites not exposed to petroleum,
biodegradation occurred after a significant lag period,
typically of the order of 2 to 4 weeks.

There are many factors limiting the biodegradation
rate of hydrocarbons in marine environment. The most
important are phosphate and nitrogen (ammonium,
nitrate and organic nitrogen) concentrations. Venosa
et al. [89] suggest that manipulating the supply of N
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and P may result in different microbial populations.
Smith etal [83] observed two distinct optima for
phenanthrene degradation in regard to supply ratio of
N:P of 5:1 and 20:1. This results indicated that under
these conditions, two different phenanthrene-degrading
bacterial populations with different nutrient require-
ments were selected or that different catabolic path-
ways were induced in the same population. Due to very
low concentration of these nutrients in marine envi-
ronments various types of fertilizers might be applied.
One of the most popular is oleophilic fertilizer Inipol
EAP22, containing urea as a nitrogen source, laureth
phosphate as a phosphate source and oleic acid as
a carbon source. This fertilizer was used in a field test
after the most studied environmental accident in hi-
story, the Exxon Valdez oil spillage in Prince Wiliam
Sound in March 1989, when over 1 mln barrels of
crude oil contaminated the open water of sound and
shorlines. The application of Inipol EAP22 and other
fertilizers such as Customblen and isobutylenediurea
was successful and proved a good bioremediation stra-
tegy. Within 10 days after treatment the oil-blackened
rocks on the shoreline turned white and appeared to
be free of surface oil. Nutrient addition can stimulate
3-5 times the rate of oil biodegradation in comparison
to conditions with lack of nutrients. The greatest stimu-
lation may be achived by higher levels of nutrients ad-
dition, but this may caused eutrophication with algae
blooms and even may be toxic to marine organisms
[6]. In turn, Venosa etal. [89] studying the degra-
dation of oil in a sandy beach in Delaware, USA,
observed the enhanced degradation rates of alkanes
5-fold and toxic PAHs 1.5- to 2-fold. Bioremediation
with fertilizers is an approach based on modification
of environment. Another strategy used after oil spill is
the addition of microorganisms, called seeding, that are
capable of degrading hydrocarbons. Although seeding
failed in the case of Exxon Valdez spill, successful
biotreatment using commercial seed cultures Alpha,
after Maga Borg spill of the Texas coast was reported
[48]. Each shoreline has its own sensitivity to oil and
clean-up activities. Four major factors are considered
in the sensitivity ranking: relative exposure to, or shel-
ter from waves; shoreline slope; substrate type (grain
size, mobility, penetration ability to support traffic) and
biological productivity and sensitivity. Wave-swept
rocky coast recovery quickly from oil spills whereas
marshes and mangroves do not [49].

7. Bacteria in phytoremediation
Phytoremediation means the use of plants to reduce

contaminant level in soil. It has been suggested as an
alternative method to clean-up polluted soils compared
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to expensive excavation techniques combined with
on/off-site treatment of deposition. It is based on the
stimulation of rhizosphere hydrocarbon-degrading
microorganisms by plant [85, 87]. Siciliano etal.
[83] point two mechanisms by which plants increase
catabolic activity in the rhizosphere or non-rhizosphere
soil. The first relies on the enhancement of general
microbial activity due to the release of plant lysates
and root exudates. The second one results from the
proliferation of the specific microbial groups as the
microbial community size increases due to rhizosphere
effect. Roots provide an ideal attachment site for
microorganisms and soil surrounding roots is very rich
with organic compounds such as amino acids, organic
acids, sugars, carbohydrates and vitamins. Between
plants and rhizospheric bacteria specific associations
are formed that may increase the degradation of
hazardous organic pollutants in soil. Generally, plant-
bacteria interactions run on root exudates composition
and pattern of root exudates depends on plant species
and the stage of plant development. For example, root
exudates of phenolic compounds, which induce toluene
monooxygenase has been postulated to be the mecha-
nism by which plants stimulate the degradation of
trichloroethylene in soil [3]. Root exudates can increase
contaminant bioavailability by completing with the
contaminant for binding sites on the soil particles. The
addition of the solution of low molecular weight acids
(succinic and formic) to rhizosphere soil increased the
initial degradation rate of pyrene [66]. Moreover, the
root exudates and associated microbial communities
are likely to be a site-time-plant specific phenomen
[81]. It has been shown that rhizobacteria includ-
ing genera Achromobacter, Acidovorax, Arthrobacter,
Flavobacterium, Micrococcus, Nocardia, Pseudomo-
nas and Xanthomonas can degrade a variety of hydro-
carbons [63, 67]. For example, populations of benzene,
toluene, and xylene degrading bacteria were 5-fold
higher in the rhizosphere of poplar trees than in non-
rhizosphere soil [35]. Radwan et al. [63] found that
root of several desert plants were densely associated
with hydrocarbon degraders.

During phytoremediation both plants and micro-
organisms take part in the degradation process, either
independently or through synergistic effects. Bacteria
can reduced the phytotoxicity of hydrocarbons by de-
grading compounds or do not degrade these com-
pounds. Siciliano and Germida [81] found
that inoculating Daurian wild rye with two pseudo-
monads allowed plant to growth in soil contaminated
with a mixture of 2,3-dichlorobenzoic acid and
3-chlorobenzoic acid, but did not decrease levels of
these contaminants in soil. In turn, Pfender [61]
observed that inoculation of Panicum milaceum L.
with Pseudomonas strain SR3, resulted in the reduc-
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tion of phytotoxicity of polichlorinated phenols (PCP),
due to utilization of PCP by this strain.

A new approach of enhancing phytoremediation is
to engineer plants. This strategy is based on the altera-
tion of plants such that their roots exudates favour
a subset of rhizobacterial community with desired pro-
perties [57]. Many hazardous pollutants such as aro-
matic compounds or trichloroethylene are degraded by
enzymes induced by phenol or biphenyl occurred in
root exudates. Changes of amount of phenolic com-
pounds secreted by roots may result in enhanced deg-
radation of trichloroethylene [3]. The increasing biode-
gradative activity of rhizosphere may be achieved also
by supplying of specific carbon source that establish
communities responsible for degradation of the con-
taminants. However, phytoremediation is a promising
method of removing many hydrocarbons from soil but
due to the complexity the interactions plant-microorgan-
isms it is difficult to control and predict the final results.

8. Monitoring of bioremediation

To assess the results of biological remediation it is
not only sufficient to measure remaining contaminants
content in environment, but also it is necessary to de-
tect and monitor the target bacteria, activity of en-
zymes involved in degrading processes, changes in
bacterial diversity and survival of introduced exo-
genous microorganisms [46, 96]. The conventional
methods based on the cultivation techniques used for
analysis of structure and dynamics of microbial com-
munity are not sufficient for monitoring of efficiency
of bioremediation. Detection methods based on cul-
turing of bacteria, which generally rely on the use of
added or intrinsic markers, serve to monitor the fate
only of the culturable fractions of introduced bacteria.
Therefore, for this purpose it is necessary to use dif-
ferent molecular techniques. The most popular methods
based on DNA or RNA nucleic acids extracted directly
from soil samples offer the possibility to monitor the
fate of the heterologous genes introduced, including
that following the horizontal gene transfer.

Recently, for detection and monitoring of target
bacteria which are directly related to the degradation
of pollutants fluorescence in situ hybridization (FISH)
with TRNA and in situ PCR have been successfully
used. FISH is a rapid molecular technique whereby
microorganisms are directly visualized and identified
using fluorochrome-labeled oligonucleotide probes
that specifically target the 16S rRNA with occur in
high copy number in actively growing bacteria. This
method allows to analyse bacterial community struc-
ture, spatial and temporal dynamics of individual micro-
bial population in their habitat [2]. FISH has been used
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to monitor the changes in bacteria community struc-
ture and physiological state during industrial phenol
degradation [97]. DuTeau etal. [19] applied FISH
for direct counting of Pseudomonas putida F1,
Burkholderia sp. JS150 and Bacillus subtilis ATCC
7003 throughout a phenol biodegradation experiments.
In turn, Watanabe etal. [94] using FISH charac-
terized the unique bacterial population in petroleum
contaminated groundwater discharged from under-
ground crude oil storage cavities.

The single cell level detection in ecological studies
may be achived by in situ PCR. This is a modification
of PCR method in which amplification and detection
of target genes are carried out inside individual bacte-
rial cells. This approach allows to find individual func-
tional genes occurring in single copy or low copies
number in intact bacterial cell [32]. Species-specific
detection of Pseudomonas aeruginosa, Stentrophomo-
nas maltophila, and Serratia marcescens, hydrocarbon-
utilizing bacteria was used for monitoring the presence
of these bacteria in environmental water sample [100].
Another example of using quantitative PCR is experi-
ment carried out by Nakamura etal. [54] who
monitored the number of Ralstonia eutropha KT-1
during field experiments of bioaugmentation in tri-
chloroethylene-contaminated groundwater.

A real challenge for microbial ecologists studying
the bioremediation processes is to monitor changes
in bacterial diversity in microbial soil communities
during hydrocarbon degradation. The useful and con-
venient molecular methods for this purpose are dena-
turing gradient gel electrophoresis (DGGE) and tem-
perature gradient gel electrophoresis (TGGE) of PCR
amplified 16S rDNA, and terminal restriction fragment
lenght polymorphism (T-RFLP). In DGGE and TGGE
methods, PCR amplified 16S rDNA fragments from
bacterial community are separated into discrete bands
in a polyacrylamide gel containing a linearly increas-
ing gradient of DNA denaturant or by applying a tem-
perature gradient during the electrophoretic separation,
respectively. DGGE/TGGE fingerprinting of 16S tDNA
have been used to examine the effects of shock loads
of toxic phenol mixtures and the introduction of exo-
genous phenol-degrading bacteria into activated sludge
communities [20]. Some researchers have successfully
monitored the changes in bacterial diversity by DGGE
during anaerobic benzene degradation in a petroleum
contaminated aquifer [71] and bioremediation of
a controlled oil spill field experiments [43]. T-RFLP
method represents an appriopriate technique for moni-
toring highly diverse soil bacterial communities. It is
based on using fluorescence-labeled primer to amplify
a selected region of bacterial genes encoding 16S
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rRNA from bacterial community. The PCR products
are digested with restriction enzymes and the fluores-
cence-labeled terminal restriction fragment is precisely
measured by DNA sequencer. For example, Liu et al.
[42] and Mills etal. [50] used T-RFLP method to
monitor the impact of nutrient amendments on micro-
bial community dynamics and structural diversity dur-
ing bioremediation of petroleum contaminated sites
and in contaminated aquifer samples.

Apart from molecular approaches, for monitoring
bioremediation processes in soil contaminated with hy-
drocarbons methods based on the soil biological
activities are used. The most useful instrument in this
field seems to be respiratory measurements and activi-
ties of soil enzymes such as dehydrogenase, urease,
catalase and lipase. Margesin etal [46] have
demonstrated for the first time that soil lipase activity
is an excellent indicator for monitoring oil decontami-
nation. Contrary to activities of soil dehydrogenase,
catalase and urease which increased immediately after
oil contamination and decreased at low hydrocarbon
concentration, lipase activity was low at high hydro-
carbon content but stimulated with decreasing con-
taminant content.

9. Conclusions

In conclusion, the application of bacteria in bio-
remediation makes it more safely and environmentally
friendly technology, particularly for a dealing with
hydrocarbon contamination. The main advantage of
bioremediation is that it can be done on site, is often
less expensive and site disruption is minimal, it elimi-
nates contaminants permanently, eliminates long-term
liability and has greater public acceptance. Bioreme-
diation has also its limitations. One difficulty is that
bioremediation is carried out in environment which
contains diverse uncharacterized bacteria. Another dif-
ficulty is that some pollutants are not amenable to
bioremediation or are transformed to toxic metabolites.
Moreover, many environmental factors limit the use of
bioremediation in specific circumstances. Therefore,
the effectiveness of the bioremediation will depend on
the succes in establishing bacterial diversity, identify-
ing the limiting factors and optimizing them in the fea-
sibility studies. In future studies a special attention
should be focused on deeper understanding of the ecol-
ogy of pollutant degradation and phytoremediation.
The application of new different strategies, both physi-
ological and molecular, will give precisely insight into
microbial community structure and fate of bacteria in-
volving in hydrocarbon degradation.
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Antiviral activity of natural compounds and their derivatives

Abstract: Common occurrences of frequently serious viral infections and a relatively small number of available antiviral chemo-
therapeutics necessitate research for new, biologically active substances, which might be used as antiviral drugs. Numerous natural
compounds, e.g., derived from plants and fungi, which show significant and various biological activities, may be a source of poten-
tial drugs. Flavonoids, polysaccharides, anthraquinones, terpenes (monoterpenes, diterpenes, sesquiterpenes, triterpenes) as well
as their derivatives, maybe as an example. These compounds possess a potent antiviral activity against many various viruses, RNA
and DNA viruses, as well as enveloped and non-enveloped viruses. It appears therefore that further investigation of these groups
of compounds and their derivatives is justified because they may constitute a potential source of antiviral chemotherapeutics.
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1. Wstep

W ostatnich latach dwudziestego wieku stato sig jas-
ne, ze coraz wigksze niebezpieczenstwo zaczyna gro-
zi¢ populacji ludzkiej ze strony zakazen wirusowych.
Problemem na catym $wiecie, a zwlaszcza w krajach
rozwijajacych sig jest ciagle zespot nabytego niedoboru
odpornosci — AIDS. Mimo powigkszajacej si¢ wciaz
liczby lekéw przeciw ludzkiemu wirusowi uposledze-
nia odpornosci — HIV, roénie liczba zakazonych tym
wirusem. W obecnej chwili na $wiecie zyje okoto
40 milionéw ludzi zakazonych HIV. Dotyczy to przede
wszystkim kobiet i 0s6b mtodych, miedzy 15. a 24. ro-
kiem zycia. Najwigcej zakazonych notuje si¢ w kra-
jach Afryki, gdzie zakazonych jest ponad 25 milionow
ludzi. Zaczyna takze wzrasta¢ liczba zakazonych HIV
w Europie Wschodniej, zwtaszcza w Rosji [93]. Pro-
blem stanowia takze nowe lub pojawiajace si¢ w rejo-
nach, gdzie ich dotad nie notowano, szczepy wirusow,
jak wirus Zachodniego Nilu, sprowadzony do Sta-
noéw Zjednoczonych w 1999 roku, ktory spowodowat
8393 infekcji w USA [7], oraz koronawirus zwiazany
z wystapieniem SARS (SARS-CoV), ktory wywotal

infekcje u ponad 8000 pacjentdéw w okresie od 1 listo-
pada 2002 r. do 31 lipca 2003 r [95]. Ponadto, ogrom-
ny postep w rozwoju technik medycznych i coraz
czgstsze korzystanie z takich metod terapeutycznych,
jak transplantacje narzaddéw czy szpiku kostnego, po-
woduje, ze pacjenci poddawani silnej immunosupresji
narazeni sg na liczne infekcje wirusowe. Sa to przede
wszystkim zakazenia wirusami z rodziny Herpesviri-
dae (np. wirusem cytomegalii — CMV) [25]. Infekcje
wirusowe u pacjentéw poddanych immunosupresji sa
zakazeniami o bardzo ci¢zkim przebiegu i czgsto kon-
cza si¢ Smiercia [82].

Zakazenia wirusowe sa jednak niebezpieczne nie tyl-
ko ze wzgledu na ich przebieg, ale rowniez ze wzgledu
na fakt, ze wspolczesna medycyna nie dysponuje odpo-
wiednia liczba skutecznych lekéw przeciwwirusowych.
Obecnie dostgpnych jest ponad 30 lekow przeciwwiru-
sowych [17], nalezacych do kilku grup. Gtéwnymi gru-
pami dostgpnych obecnie lekéw przeciwwirusowych sa:
aminy cykliczne, inhibitory proteazy, nienukleozydowe
inhibitory odwrotnej transkryptazy, analogi nukleozy-
dow 1 nukleotyddw, nukleozydowe inhibitory odwrotnej
transkryptazy, pochodne kwasu fosfoniowego i inne [16].
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Leki te maja jednak powazne wady: dziataja ra-
czej w waskim spektrum, sa czgsto toksyczne i Zle
tolerowane przez pacjentow, ponadto jest ich po prostu
zbyt mato, aby skutecznie leczy¢é wszystkie infekcje
wirusowe [17]. Powaznym problemem jest rowniez
narastanie opornosci wirusow na te leki, co sprawia,
ze niektére szczepy wirusow niedawno jeszcze wraz-
liwe na terapig, przestaja na nig reagowac [40].

Kwestia niezwykle istotna staje si¢ wigc poszuki-
wanie nowych, skutecznych i mato toksycznych dla
organizmu pacjenta lekéw przeciwwirusowych. Bada-
nia majace na celu odkrycie potencjalnych czynnikow
o aktywnosci przeciwwirusowej prowadzone sa obec-
nie dwukierunkowo. Jeden nurt badan obejmuje syn-
tez¢ nowych pochodnych juz istniejacych lekéw
przeciwwirusowych. Synteza chemiczna takich zwiaz-
kow jest synteza ukierunkowana, majaca na celu wy-
tworzenie nowego leku o wlasciwosciach, z terapeu-
tycznego punktu widzenia, korzystniejszych, niz lek
obecnie stosowany. Ogromna grupa potencjalnych
lekéw przeciwwirusowych powstajacych w taki spo-
sob sa analogi nukleozydow o aktywnosci skierowanej
przeciw wirusom z rodziny Herpesviridae (wirusom
opryszczki pospolitej — HSV-1 i HSV-2, wirusowi
Epsteina-Barr — EBV, wirusowi ospy wietrznej—potpas-
ca — VZV, ludzkim herpeswirusom HHV-6 i HHV-8),
a takze przeciw wirusom nalezacym do rodzin: Poly-
omaviridae, Papillomaviridae, Adenoviridae, Poxviri-
dae, Hepadnaviridae oraz Retroviridae [19]. Syntety-
zowane sa rowniez nowe zwiazki chemiczne — migdzy
innymi czynniki hamujace adsorpcjg wirusa, inhibitory
fuzji (analogi kwasu betulinowego), nienukleozydowe
inhibitory odwrotnej transkryptazy, antagonisci kore-
ceptorow, inhibitory replikazy RNA, inhibitory poli-
merazy DNA i wiele innych [18].

Drugi nurt poszukiwan nowych lekoéw przeciw-
wirusowych stanowi badanie zwiazkéw pochodzenia
naturalnego, uzyskiwanych gtéwnie z roslin, w kierun-
ku uzyskania potencjalnych chemioterapeutykow.

Historia ludzko$ci dowodzi, Ze preparaty ze Swie-
zych surowcow roslinnych byly znane juz od starozyt-
nosci. Mowia o nich: papirus Ebersa, spisany w Egipcie
okoto 1550 r. p.n.e., podajacy przepisy na wykonanie
lekéw ze $wiezych roslin, pisma Hipokratesa z Kos
z V-1V w. p.n.e., oraz Klaudiusza Galena, tworcy
nauki ,,0 sporzadzaniu lekow z roslin swiezych lub
ziol”. Rowniez receptariusze Sredniowieczne i recep-
tariusze lekarzy o§wiecenia zalecaja stosowanie Swie-
zych roslin w celach leczniczych oraz podaja przepisy
na przetwory z roslin. Jednak synteza kwasu salicylo-
wego (w 1874 r.) zapoczatkowata ,.erg lekow synte-
tycznych” i krotkotrwale zatamanie sig ziotolecznic-
twa, w tym rdwniez zainteresowania preparatami
leczniczymi ze $§wiezych roslin [34]. W polowie dwu-
dziestego wieku w znacznym stopniu odrzucono pro-
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dukty roslinne jako Zrédto potencjalnych lekéw. Uwa-
zano, ze poszukiwania takie sa mato efektywne i nie-
ekonomiczne [91]. Natomiast w chwili obecnej ist-
nieje ogromny nacisk ze strony nie tylko lekarzy, ale
1 pacjentdow, na firmy farmaceutyczne, aby te produ-
kowaty leki pochodzace z naturalnych zrodet [69]. Na
calym §wiecie w niezwykle szybkim tempie wzrasta
liczba stosowanych w terapii preparatow roslinnych
oraz substancji aktywnych otrzymywanych gtéwnie
z ro$lin, a takze z grzybow czy gabek. Produkcja le-
kéw naturalnego pochodzenia jest jedna z gtownych
galezi przemyshu farmaceutycznego. Szacuje sig, ze do
40% nowych, uzywanych powszechnie lekéw wywo-
dzi si¢ ze zrodet naturalnych, a stosowane sa zard6wno
substancje naturalne, jak i ich wersje uzyskiwane syn-
tetycznie [35].

2. Aktywnos$¢ przeciwwirusowa
preparatéow roslinnych

Wyniki wielu badan naukowych potwierdzaja, ze
wiele roslin stosowanych w tzw. tradycyjnej medycy-
nie wykazuje aktywnos¢ przeciwwirusowa. W Europie
po raz pierwszy zainteresowano si¢ nimi po zakoncze-
niu II wojny $§wiatowej. W 1952 roku w Nottingham
w Wielkiej Brytanii przebadano 288 ekstraktéw roslin-
nych w kierunku ich ewentualnego dziatania przeciw
wirusowi grypy. Dwanascie z nich zahamowato namna-
zanie wirusa [8]. W latach siedemdziesiatych XX wie-
ku badacze kanadyjscy stwierdzili aktywno$¢ prze-
ciwwirusowa soku winogronowego, soku jablkowego,
czerwonego wina oraz herbaty. Napoje te inaktywo-
waly takie wirusy, jak: poliowirus typu 1, wirus Cox-
sackie B5 oraz HSV [44, 45, 46].

W ciagu kolejnych lat coraz wigcej laboratoriow
na catym $wiecie prowadzito prace badawcze nad eks-
traktami uzyskiwanymi z roélin i ich biologicznymi
wiasciwo$ciami.

W laboratoriach znajdujacych si¢ na terenie Bra-
zylii, po przebadaniu 54 gatunkéw roslin leczniczych
stosowanych w medycynie ludowej przez ludnos¢ Bra-
zylii, u ponad potowy stwierdzono wiasciwosci prze-
ciwwirusowe. 42,6% ekstraktow roslinnych hamowato
replikacje HSV-1, 42,6 % ekstraktow — replikacje
HSV-2, 26% — poliowirusa typu 2, a 24% —VZV.
Wigkszos¢ aktywnych roslin nalezata do rodzin Aste-
raceae i Lamiaceae, a najsilniejszy efekt przeciwwiru-
sowy 1 najszersze spektrum przeciwwirusowe posiadaty
ekstrakty roslin nalezacych do gatunkow Cunila spicata
i Trixis praestans [83].

Argentynscy naukowcy przebadali liczne wyciagi
z ro$lin stosowanych w tradycyjnej medycynie tego kra-
ju. W stosunku do HSV-1 aktywny okazat si¢ ekstrakt
z rdestu Polygonum punctatum oraz wyciagi z Lithraea
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molleoides, Sebastiania brasiliensis 1 Sebastiania
klotzschiana. Ekstrakty z P. punctatum, L. molleoides,
a takze Myrcianthes cisplatensis wykazaly aktywnos$¢
przeciwwirusowa wobec syncytialnego wirusa odde-
chowego (RSV) [48]. Okazato si¢ takze, iz ekstrakty
z ro$liny spotykanej w Ameryce Potudniowej (Baccha-
ris trinervis) wykazaly silne dzialanie hamujace na-
mnazanie HIV in vitro, w st¢zeniu nietoksycznym dla
komérek MT-2 [72].

Natomiast produkty z niektérych ro$lin stosowa-
nych w tradycyjnej medycynie Polinezji (Scaevola
sericea, Psychotria hawaiiensis, Pipturus albidus
i Eugenia malaccensis) wykazywaly aktywno$¢ wobec
HSV-1, HSV-2 i wirusa pegcherzykowego zapalenia
jamy ustnej (VSV) [54].

W Kolumbii Brytyjskiej w Kanadzie przetestowano
aktywno$¢ przeciwwirusowa ekstraktow uzyskiwanych
ze stu roslin leczniczych. Bardzo silne wlasciwosci
hamujace namnazanie koronawiruséw posiadat eks-
trakt ze $widosliwy olcholistnej Amelanchier alnifolia,
a wyciag z korzenia Lomatium dissectum hamowat
powstawanie efektu cytopatycznego wywolywanego
przez rotawirusy. Wyciagi z galgzi dzikiego bzu kora-
lowego Sambucus racemosa oraz z korzenia pigcior-
nika Potentilla arguta hamowaly namnazanie RSV,
a ekstrakt uzyskiwany z Ipomopsis aggregata — wirusa
parainfluenzy typu 3. W stosunku do HSV-1 aktyw-
no$¢ wykazaty wyciagi z rzezuchy Cardamine angulata,
watrobowca Conocephalum conicum 1 dziewanny
drobnokwiatowej Verbascum thapsus [61].

Substancje pochodzenia ros§linnego byly rowniez
szeroko stosowane w tradycyjnej medycynie Wscho-
du. Badacze japonscy potwierdzili, ze Kakkon-to,
lek ziotowy, uzywany w leczeniu zakazen w Chinach
i Japonii, istotnie wykazuje dzialanie przeciwwirusowe,
redukujac zmiany skorne powodowane przez HSV-1
oraz zmniejszajac $miertelno$¢ myszy zakazonych tym
wirusem [66]. Inny lek stosowany w ludowej medycy-
nie Chin, Kanzo-bushi-to, stymulowat odporno$¢ my-
szy na zakazenie HSV-1 [58]. Zahamowanie replikacji
HSV-1 in vitro wykazatl wyciag z chinskiej rosliny
leczniczej Psychotria serpens [50]. Kilkanascie gatun-
kéw roslin stosowanych w medycynie ludowej w pro-
wingcji Yunnan w Chinach wykazato aktywnos$¢ prze-
ciwwirusowa w stosunku do wirusa Sindbis i mysiego
cytomegalowirusa [99]. Natomiast sposrod 204 prze-
badanych ekstraktow roslinnych, powszechnie uzywa-
nych w medycynie Japonii, 45 zahamowato wplyw
HIV na komorki MT-4. Najsilniejsze dziatanie prze-
ciwwirusowe wykazal wyciag z korzenia nawrotu
Lithospermum erythrorhizon oraz wyciag z gtowienki
pospolitej Prunella vulgaris [98].

Badacze testujacy pod katem aktywnosci przeciw-
wirusowej rosliny stosowane w leczeniu zakazen w tra-
dycyjnej medycynie Nepalu, stwierdzili aktywnos¢ eks-
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traktow uzyskiwanych z r6znych gatunkow Lygodium,
Maesa, Bauhinia, Carissa i dziurawca Hypericum
wobec wirusa Sindbis, poliowirusa i HSV [90].

Ekstrakty z roslin stosowanych w tradycyjnej me-
dycynie afrykanskiej okazaty si¢ aktywne wobec HIV.
Sposrdod przebadanych 41 ekstraktow roslinnych,
wyciagi z owocow lisciokwiatu garbnikowego Phyl-
lanthus emblica, debu szyputkowego Quercus pedun-
culata, szczawiu Rumex cyprius i innych roslin wyka-
zaty wpltyw hamujacy na odwrotna transkryptaze tego
wirusa [62].

Natomiast aktywno$¢ wobec poliowirusa typu 1
oraz ludzkiego cytomegalowirusa wykazaty wyciagi
z ro$lin stosowanych przez aborygendow w Australii.
Wyciagi z Pterocaulon sphacelatum oraz z korze-
nia Dianella longifolia hamowaty namnazanie polio-
wirusa typu 1, a wyciagi z wilczomleczu Euphorbia
australis oraz z Scaevola spinescens — namnazanie
CMV [75].

Podobne badania prowadzone sa rowniez w Euro-
pie. Niemieccy badacze stwierdzili, ze wyciag uzyski-
wany z korzeni Eleutherococcus senticosus hamowat
replikacjg wirusow RNA: rinowirusa, RSV oraz wirusa
grypy A; nie zahamowal natomiast namnazania wiru-
sow DNA — adenowirusa 5 i HSV-1 [28].

Badaczka bulgarska Serkedjieva i wsp. [78,
80] wykazali aktywno$¢ ekstraktow uzyskiwanych
z bodziszka czerwonego Geranium sanguineum, sto-
sowanego w ludowej medycynie Butgarii, w stosunku
do wiruséw: grypy, HSV, krowianki oraz HIV-1 in
vitro. Namnazanie wirusow grypy A i B, a takze HSV
zostato rowniez zahamowane poprzez wptyw wyciagu
z kwiatow dziewanny wielkokwiatowej Verbascum
thapsiforme [100].

Rowniez badania polskich naukowcow pokazuja,
ze naturalne produkty roslinne wykazuja dziatanie
przeciwwirusowe. Przyktadem moze by¢ stwierdzona
aktywnos$¢ olejku z drzewa herbacianego (Melaleuca
alternifolia) w stosunku do wirusa opryszczki oraz
wirusa grypy [39].

Ogromnym obiecujacym zrodlem potencjalnych
lekéw przeciwwirusowych jest roslinno$¢ morska.
Ekstrakty wodne, uzyskiwane z glonéw rosnacych
u wybrzezy Morza Czarnego w Bulgarii hamowaty re-
plikacje in vitro wirusow HSV-1 1 HSV-2 (ekstrakt
z krasnorostu rurecznicy Polysiphonia denudata)
a takze hamowaly namnazanie HSV-1 na komoérkach
Vero oraz op6znialy powstawanie efektu cytopatycz-
nego na komorkach MT-4 zakazonych HIV (wyciag
z okrzemki Haslea ostrearia) [4, 79]. Aktywnos$¢
w stosunku do HIV, jak rowniez HSV wykazywaty
takze ekstrakty z wielu glonéw [73]. Ponadto, wyciagi
z roznych glondéw spotykanych na wybrzezu Morza
Czarnego wykazywaty aktywno$¢ wobec wirusa grypy
[81]. Wiele danych zebrano w tabeli I.
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Tabela I
Aktywnos¢ przeciwwirusowa preparatow roslinnych
. . Wirusy, w stosunku do ktorych B . . Pi$mien-
Badane roéliny (preparaty roslinne) preparaty byly aktywne Sposob dziatania nictwo
Sok winogronowy, sok jabtkowy, czerwone wino, poliowirus typu 1, inaktywacja wirusow [45, 46,
herbata wirus Coxsackie B5, HSV 47]
Cunilla spicata, Trixix praestans HSV-1, HSV-2, poliowirus hamowanie namnazania [83]
typu 1, VZV wirusow
Polygonum punctatum, Lithraea molleoides HSV-1, RSV hamowanie namnazania [49]
Baccharis trinervis HIV hamowanie namnazania [72]
Scaevola sericea, Psychotria hawaiiensis, HSV-1, HSV-2, VSV hamowanie namnazania [55]
Pipturus albidus, Eugenia malaccensis
Amelanchier alnifolia koronawirusy hamowanie namnazania [62]
Lomatium dissectum rotawirusy hamowanie namnazania [62]
Sambucus racemosa, Potentilla arguta RSV hamowanie namnazania [62]
Ipomopsis aggregata wirus parainfluenzy typu 3 hamowanie namnazania [62]
Cardamine angulata, Conocephalum conicum, HSV-1 hamowanie namnazania [62]
Verbascum thapsus
Kakkon-to (mieszanka ziol, stosowana w tradycyjnej | HSV-1 redukcja zmian skornych, [67]
medycynie Chin i Japonii) zmniejszenie $§miertelnosci
zakazonych myszy
Psychotria serpens HSV-1 hamowanie namnazania [51]
Lithospermum erythrorhizon, Prunella vulgaris HIV hamowanie namnazania [98]
rozne gatunki Lygodium, Maesa, Bauhinia, Carissa, | wirus Sindbis, poliowirus, HSV hamowanie namnazania [90]
Hypericum
Phyllantus emblica, Quercus pedunculata, HIV hamowanie aktywnosci [63]
Rumex cyprius odwrotnej transkryptazy
Pteurocaulon sphacelatum, Dianella longifolia poliowirus typu 1 hamowanie namnazania [75]
Euphorbia australis, Scaevola spinescens CMV hamowanie namnazania [75]
Eleutherococcus senticosus rinowirus, RSV, wirus grypy A hamowanie namnazania [30]
Geranium sanguineum wirus grypy, HSV, wirus hamowanie namnazania [78, 80]
krowianki, HIV-1
Verbascum thapsiforme wirusy grypy A i B, HSV hamowanie namnazania [100]
Melaleuca alternifolia HSYV, wirus grypy hamowanie namnazania [39]
Polysiphonia denudata HSV-1, HSV-2 hamowanie namnazania [79]
Haslea ostrearia HSV-1, HIV hamowanie namnazania [4]

3. Aktywno$¢ przeciwwirusowa zwigzkow
chemicznych pochodzenia naturalnego

Ze wzgledu na to, ze w ostatnich latach odnotowuje
sig znaczny wzrost zainteresowania lekami pochodze-
nia naturalnego, poza uwzglednieniem pozytywnej
strony tego zjawiska, nalezatoby rowniez ocenic stopien
ryzyka wynikajacy z ich powszechnego stosowania.
W surowcach ro§linnych, w ekstraktach o niedoktad-
nie okreslonym skladzie chemicznym obok substancji
terapeutycznie aktywnych, wystgpuja liczne substan-
cje towarzyszace. W zwiazku z tym w trakcie stoso-
wania terapii moga wystapi¢ nieoczekiwane reakcje,
zwlaszcza niezamierzone efekty farmakologiczne, jak

réwniez niezamierzone interakcje stosowanych lekow
[13]. Istnieje wige tendencja do poszukiwania terapeu-
tycznie aktywnych czystych zwiazkow chemicznych.
Badania takie prowadzone sa w licznych laboratoriach
na catym $wiecie. Wynika z nich, ze wérdd zwiazkow
chemicznych pochodzenia naturalnego o aktywnosci
przeciwwirusowej dominuja: flawonoidy, terpeny, po-
lisacharydy, alkaloidy oraz peptydy [11, 35, 59].

3.1. Flawonoidy
Flawonoidy, zwane takze bioflawonoidami, obej-

muja ogromna grupg substancji naturalnego pochodze-
nia (takich jak: flawony, flawonole, biflawonoidy, izo-
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flawony, chalkony, lignany i flawonolignany, antocy-
jany i kumaryny) wystepujacych w krolestwie roslin.
Sa to zwiazki o charakterze barwnikow, ktorych pod-
stawowy szkielet sktada si¢ z 15 atomow wegla, ukta-
dajacych sig¢ w ugrupowaniu C,-C,-C,. Olbrzymie roz-
powszechnienie flawonoidow w przyrodzie dotyczy
tylko niektorych typow ich budowy, jak glikozydy
kwercetyny, kemferolu i luteoliny [43]. Uwaza sig,
ze naturalne flawonoidy wplywaja ogoélnie korzystnie
na zdrowie cztowieka i, dostarczane w pozywieniu,
zapobiegaja wielu chorobom. Dzialaja przeciwzapal-
nie i przeciwhistaminowo, zmniejszajac reakcje aler-
giczne. Hamuja namnazanie wirusow, sa silnymi prze-
ciwutleniaczami, chronig uktad krazenia i zapobiegaja
chorobom wieku starczego [56]. Przeciwwirusowa
aktywno$¢ bioflawonoidow badana jest juz od ponad
trzydziestu lat.

Stwierdzono, ze flawonoid chryzosplenol C (3,7,3'-
trimetoksy-5,6,4'-trihydroksyflawon),  wystepujacy
w uzywanej w ludowej medycynie aborygendow rosli-
nie z gatunku Pterocaulon sphacelatum jest silnym
1 specyficznym inhibitorem replikacji pikornawirusow,
w tym rinowirusow [76]. Synteza biatek wirusowych
oraz RNA pikornawirusow jest hamowana przez inny
zwiazek z grupy flawonoli — 3-metylokwercetyng [94].
Flawonoidy, jak kwercetyna (rys. 1) oraz hesperetyna
blokuja namnazanie poliowirusa typu 1, a takze wirusa
parainfluenzy typu 3, RSV oraz HSV-1 [38]. Uwaza
si¢, ze w grupie bioflawonoidow flawonole (szczegol-
nie kwercetyna i kamferol) wykazuja wigksza aktyw-
nos$¢ przeciwwirusowa, niz flawony (chryzyna, luteoli-
na czy apigenina). Obie grupy flawonoidow dziataja
réwniez synergistycznie w stosunku do HSV-1 in vitro,
a najskuteczniejszymi kombinacjami okazuja si¢: kam-
ferol + luteolina, kwercetyna + chryzyna, kamferol
+ apigenina oraz kwercetyna + apigenina [2]. Silnym
inhibitorem replikacji wiruséw HSV-1 i HSV-2 jest
takze flawonoid o nazwie resweratrol. Redukcja licz-
by zakaznych czastek wirusowych nie jest skutkiem
jego bezposredniego dziatania wirusobdjczego, ani tez
zablokowania adsorpcji wirusow do komorek. Dziata-
nie resweratrolu prawdopodobnie polega na zabloko-
waniu wczesnych faz cyklu komoérkowego, co wptywa
na wstgpne etapy replikacji wirusé6w opryszczki. Po-
nadto, resweratrol hamuje reaktywacje wirusow HSV
w zakazonych latentnie neuronach [22].

OH
Hi-, o ¥ {:".‘—D-H
*‘”T" “‘\l” “0H

OH 0

Rys. 1. Flawonoid —kwercetyna
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Szeroko zakrojone badania wykazaty, Ze pig¢ grup
biflawonoidéw (migdzy innymi amentoflawon i robu-
staflawon), otrzymywanych z sumaka Rhus succeda-
nea oraz z Garcinia multiflora, charakteryzowato si¢
aktywnoscig wobec réznych wirusow, takze wirusow
oddechowych. Amentoflawon i robustaflawon silnie
hamowaty namnazanie wirusé6w grypy A i B, a takze
wirus6w HSV-1 1 HSV-2 [53]. Robustaflawon wyka-
zal réwniez aktywno$¢ wobec enzymu odwrotnej trans-
kryptazy HIV-1 [52]. Inne biflawonoidy wptywaty na
replikacje VZV oraz wirusa odry. Zaden ze zwiazkow
chemicznych tej grupy nie hamowat namnazania CMV
[53]. Flawonoidami wptywajacymi na replikacjg wiru-
sa cytomegalii sa natomiast flawonole o typie budowy
kemferolu [64].

Inna, wazna terapeutycznie grupg bioflawonoidéw
stanowia lignany. Zwiazki te, pochodne kwasu nor-
dihydrogwajaretynowego (NDGA), wystgpujacego
w krzewach amerykanskich, gtownie Larrea divari-
cata, hamuja ekspresj¢ gendéw ludzkiego wirusa bro-
dawczaka (HPV-16) [12].

Prace nad przeciwwirusowymi wtasciwosciami bio-
flawonoidow prowadzone byly takze w Katedrze i Za-
ktadzie Mikrobiologii Lekarskiej Akademii Medyczne;j
w Warszawie (wowczas Zakladzie Wirusologii Aka-
demii Medycznej w Warszawie). Wykazano, ze migdzy
innymi, flawonol kwercetyna oraz flawanon hespe-
rydyna zmniejszaly §miertelno$¢ myszy zakazonych
do$wiadczalnie wirusem zapalenia moézgu i migs-
nia sercowego (Encephalomyocarditis virus — EMC)
[67], kwercetyna hamowata takze namnazanie HSV-1
in vitro [96].

3.2. Polisacharydy

Aktywnoscia przeciwwirusowa charakteryzuja sig
rowniez polisacharydy. Stwierdzono, ze galaktany,
uzyskiwane z wodorostow Cryptopleura ramosa, ros-
nacych u wybrzezy Ameryki Potudniowej, sa wybior-
czymi inhibitorami adsorpcji wirusow HSV-1 1 HSV-2
do komorek linii Vero [6]. Badacze, testujacy inne po-
lisacharydowe zwiazki otrzymywane z roslin morskich
stwierdzili rowniez, ze galaktany otrzymywane z wo-
dorostow Gymnogongrus torulosus, hamuja adsorpcje
HSV-2 oraz wirusa dengi do komorek linii Vero, dziata-
jac w stezeniach nietoksycznych dla komorek. Mecha-
nizm dziatania galaktanow polegat prawdopodobnie na
zaktoceniu mechanizmu rozpoznawania receptorow
komorkowych przez glikoproteiny wirusa znajdujace
si¢ w ostonce lipidowej [71]. Ci sami badacze przed-
stawili dane, §wiadczace o tym, ze innym zrodtem na-
turalnych galaktanéw moga by¢ rowniez krasnorosty
Gracilaria corticata, a zwiazki z nich uzyskiwane réw-
niez hamuja adsorpcje wiruséw HSV-1 i HSV-2 do
komorek [60]. Natomiast galaktany uzyskiwane z alg
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morskich Bostrychia montagnei sa inhibitorami wczes-
nych etapow cyklu replikacyjnego HSV-1 in vitro [23].
Polisacharydy nie sa jednak uzyskiwane wylacznie
z ro$lin morskich. Jednym ze zrédet tych zwiazkow
jest krzew Stevia rebaudiana z rodziny Asteraceae, po-
chodzacy z Brazylii i Paragwaju. Cukry otrzymywane
z tej ro$liny hamuja adsorpcjg rotawirusow do komoérek
MA104 [88]. Natomiast glikozydy, uzyskiwane z wid-
liczki Selaginella uncinata wykazywaly si¢ wysoka ak-
tywnoscia przeciwwirusowa w stosunku do RSV i stab-
sza aktywnoscia wobec wirusa parainfluenzy 3 [57].

3.3. Antrachinony

Doé¢ waskim spektrum przeciwwirusowym charak-
teryzuja si¢ antrachinony, pochodne antracenu, nale-
zace do grupy chinonéow — zwiazkéw o charakterze
aromatycznych diketondéw [43]. Stwierdzono, Ze antra-
chinony uzyskiwane z ekstraktow z rzewienia lekar-
skiego Rheum officinale, aloesu Aloe barbadensis, kru-
szyny pospolitej Rhamnus frangula oraz straczynca
waskolistnego Cassia angustifolia wykazuja wiruso-
bojczy efekt w stosunku do HSV-1. Takiego dziatania
nie obserwowano w przypadku wiruséow takich jak ade-
nowirusy czy rinowirusy. W badaniach z uzyciem mi-
kroskopii elektronowej wykazano, ze antrachinony
uszkadzaja czeSciowo ostonke lipidowa HSV-1. Suge-
rowaloby to, ze zwiazki z tej grupy skuteczne sa tylko
wobec wirusow ostonkowych [87]. Wynikom tym
przecza jednak badania przeprowadzone przez bada-
czy australijskich, ktory stwierdzili, ze chryzofanol
(rys. 2), antrachinon uzyskiwany z ro$liny uzywanej
w tradycyjnej medycynie przez aborygenow, hamuje
replikacj¢ poliowirusow typu 2 i 3 [77].

CHy

Rys. 2. Antrachinon — chryzofanol

3.4. Terpeny

Kolejna grupa zwiazkoéw chemicznych, wsrod ktorych
stwierdza si¢ aktywnos$¢ przeciwwirusowa, sa terpeny.
Terpeny to liczna grupa weglowodordéw, o wzorze
(C,oH,)x> gdzie x = 1; 1,5; 2; 3..., oraz ich pochodne.
Terpeny wystepuja w olejkach eterycznych i pokrew-
nych substancjach pochodzenia roslinnego, a takze
w preparatach pochodzenia grzybowego i1 zwierzgcego.
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Wisrdd terpendw wyroézniamy: monoterpeny o wzorze
C,H,, (alifatyczne, jednopierscieniowe i dwupierscie-
niowe), seskwiterpeny o wzorze C,;H,, (alifatyczne,
jednopierscieniowe, dwupier§cieniowe i trojpierscie-
niowe), diterpeny (C,,H,,), triterpeny (C;,H,,), tetra-
terpeny (C,,Hy,), politerpeny (C;H,)y oraz pochodne
tych zwiazkow [43].

34.1.Monoterpeny. Jednym z monoterpendw
o udokumentowanej aktywnosci przeciwwirusowe;j jest
izoborneol, izolowany z olejkéw eterycznych wielu
roslin. Izoborneol blokowat glikozylacjg polipeptydow
wirusowych i hamowat replikacje wirusa opryszczki
[3]. Namnazanie HSV-1, jak rowniez VSV hamowat
takze inny monoterpen — pochodna limonenu uzyski-
wana z liSci Melia azedarach [1]. Monoterpenami
hamujacymi namnazanie wirusoéw moga by¢ irydoidy
—wykazano, ze zwiazek z tej grupy uzyskiwany z tre-
downika Scrophularia scorodonia hamowal namna-
zanie HSV-1 [5].

34.2. Diterpeny. Takze diterpeny wykazuja
dzialanie przeciwwirusowe. Po przetestowaniu dzie-
wigciu diterpenow, uzyskiwanych z ro$lin nalezacych
do réznych gatunkow z rodzaju wilczomlecz (Euphor-
bia), badacze wegierscy stwierdzili, ze wszystkie sil-
nie zahamowaty replikacj¢ HSV-2 w komorkach linii
Vero, w stezeniach nietoksycznych (z wyjatkiem jed-
nego zwiazku) dla komorek. Aktywnos¢ przeciwwiru-
sowa nie byla zwiazana z dziataniem wirusobdjczym
tych substancji [65]. Natomiast namnazanie HSV-1 ha-
mowatl nowo odkryty diterpen — 7B3-hydroksyfagonen,
otrzymywany z Fagonia boveana [27]. Replikacje
HSV-1, a takze CMV blokowaly in vitro afidikolina
— diterpen o aktywnos$ci przeciwwirusowej i antymito-
tycznej, oraz jej dwa analogi. Obserwowano takze
synergistyczny efekt dziatania afidikoliny i jej pochod-
nych w potaczeniu z lekami stosowanymi powszech-
nie w terapii zakazen powodowanych przez wirusy
z rodziny Herpesviridae: acyklowirem i cidofowirem.
Ani afidikolina ani jej pochodne nie hamowaty namna-
zania adenowiruséw [63]. Silnymi inhibitorami na-
mnazania HSV-1 okazaly si¢ takze nowe pochodne
diterpenow, uzyskiwane z rdestnicy Potamogeton
malaianus [41], natomiast efekt hamujacy replikacje
wirusa parainfluenzy typu 3 wykazaly pochodne furano-
diterpenow, uzyskiwane z nasion Caesalpinia minax [36].

343. Triterpeny. Zwiazki triterpenowe takze
charakteryzuja si¢ wlasciwosciami przeciwwirusowymi.

Badacze rosyjscy stwierdzili szerokie spektrum ak-
tywnosci przeciwwirusowej kwasu betulinowego i jego
pochodnych. Hamowaty one namnazanie wirusa gry-
py, HSV-1 oraz enterowirusa ECHO 6. Wykazano row-
niez przeciwwirusowa aktywnos$¢ hydrazydu kwasu
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Rys. 3. Triterpen — kwas glicyrytynowy

betulinowego wobec HIV-1 [26]. Innym triterpenem
o wlasciwosciach przeciwwirusowych jest kwas glicy-
rytynowy (rys. 3). Jest to aglikon glicyryzyny — kwas-
nej saponiny triterpenowej wystgpujacej w korzeniu
lukrecji Glycyrrhiza glabra. Stwierdzono wptyw kwa-
su glicyrytynowego na replikacj¢ wirusa Epsteina-Barr.
Zwiazek ten hamuje wczesne etapy cyklu replikacyj-
nego EBV, prawdopodobnie etap penetracji wirusa do
komorki. Nie hamuje natomiast adsorpcji wirusa ani
nie inaktywuje samych wirionow [51]. Sama glicyry-
zyna natomiast silnie hamowala namnazanie korona-
wirusa zwigzanego z wystapieniem SARS. Badacze
niemieccy sugeruja wigc jej efektywne zastosowanie
w terapii SARS [10].

Zrodlem triterpenéw o dziataniu przeciwwiruso-
wym nie musza by¢ wylacznie rosliny. Bioaktywne
triterpeny o typie budowy lanostanu, hamujace namna-
zanie HSV-1, odkryto w grzybach z gatunku tegoskor
pospolity (Scleroderma citrinum) [37].

Zréznicowana aktywnos¢ przeciwwirusowa wyka-
zuja takze zwiazki chemiczne nalezace do grupy sesk-
witerpenow.

344 . Seskwiterpeny. Seskwiterpeny to gru-
pa zwiazkow naturalnych, obejmujaca liczne weg-
lowodory o wzorze ogdélnym (CHy),, a takze ich
pochodne: alkohole, ketony, aldehydy, kwasy oraz lak-
tony. W sumie znanych obecnie jest ponad tysiac
zwiazkow seskwiterpenowych. Seskwiterpeny moga
mie¢ strukturg tancuchowa, a takze jedno-, dwu-,
trzy- lub czterocykliczna. Wazniejszymi podstawowy-
mi uktadami strukturalnymi sa: typ tancuchowy, typ
bisabolanu, typ kadinanu, humulanu, gwajanu, germa-
kranu, eudesmanu, elemanu oraz drymanu. Do seskwi-
terpenow zalicza si¢ takze azuleny o budowie dwu-
cyklicznej opartej na szkielecie gwajanu, jak rowniez
laktony seskwiterpenowe, wyprowadzone z mono-
cyklicznego pierscienia germakranu. Seskwiterpeny
sa oleistymi cieczami lub substancjami stalymi. Wigk-
szo$¢ z nich jest trudno lotna lub nielotna. Droga
biogenezy seskwiterpenéw jest dalszym etapem bio-
syntezy izoprenoidéw. Przez potaczenie trzech jedn-
ostek ,,aktywnego izoprenu” powstaje 15-weglowy
uktad farnezylopirofosforanu, z ktérego wywodza si¢
seskwiterpeny [43].
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Zasigg wystepowania seskwiterpenow w zasadzie
pokrywa si¢ z zasiggiem wystegpowania olejkow ete-
rycznych w poszczegdlnych jednostkach systematycz-
nych $wiata roslinnego. Szczegdlnie czesto obecne sa
one u roslin nagozalazkowych — w olejkach eterycz-
nych i zywicach, oraz w rodzinie zlozonych (Com-
positae) — jako tzw. gorycze (skladniki gorzkie) [43].
Seskwiterpeny wykrywane sa réwniez w grzybach [14,
84]. Laktony seskwiterpenowe rozpowszechnione sa
szczegblnie w rodzinie Compositae, a azuleny i pro-
azuleny — takze w rodzinie Compositae, jak rOwniez
w innych rodzinach, oraz w grzybach [43].

Wiele naturalnych seskwiterpendéw wykazuje wihas-
ciwosci przeciwwirusowe. Pochodne avarolu i avaro-
nu, zwiazki seskwiterpenowe uzyskiwane oryginalnie
z gabek morskich z rodzaju Dysidea, wydaja si¢ by¢
obiecujacymi inhibitorami HIV. Zwiazki te blokuja
aktywno$¢ enzymu wirusa — odwrotnej transkryptazy
[31]. Réwniez avarol (rys. 4) hamuje aktywno$¢ tego
enzymu [55]. Zwiazek ten uwazany jest za potencjalna
alternatywe w terapii zakazen HIV [92], tym bardziej,
ze w wybranych stezeniach moze dziata¢ synergis-
tycznie z lekami stosowanymi powszechnie w terapii
u chorych zakazonych HIV, takimi jak AZT [74]. Inny-
mi seskwiterpenami, hamujacymi namnazanie HIV sa:
seskwiterpeny o szkielecie eudesmanu, otrzymywane
z Litsea verticillata [32], oraz eremofilany, blokujace
integrazg HIV-1, a wigc wplywajace na wiaczanie
kwasu nukleinowego wirusa do DNA komorki [85].
Seskwiterpeny wykazuja rowniez aktywno$¢ w stosun-
ku do wiruséw z rodziny Herpesviridae. Polsyntetyczna
pochodna artemisyny, seskwiterpenu uzyskiwanego
z bylicy rocznej Artemisia annua [89], rosliny leczni-
czej uzywanej w tradycyjnej medycynie chinskiej, ha-
muje replikacje ludzkiego cytomegalowirusa — zarowno
szczepOéw wrazliwych, jak i opornych na gancyklowir
[24]. Hamowanie replikacji CMYV, a takze aktywno$¢
wirusobodjcza w stosunku do wirusow HSV-1, CMV
oraz wirusow odry i grypy A wykazal seskwiterpen
triptofordin C-2, izolowany z pnacza Tripterigium wil-
fordii. Co wigcej, zwiazek ten potggowat dziatanie
acyklowiru w stosunku do HSV-1 [30]. Aktywnos$¢
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wirusow HSV-1 i HSV-2 byta takze hamowana przez
nowy zwiazek, uzyskiwany z kory pnia Glyptopetalum
sclerocarpum [86], natomiast namnazanie wirusa gry-
py A — przez hydrochinon seskwiterpenu, otrzymywa-
ny z gabki morskiej Strongylophora hartmani [97].
Aktywnos¢ w stosunku do VSV wykazywaty glikozydy
seskwiterpendéw pochodzace z nagietka Calendula
arvensis [21] oraz seskwiterpen uzyskiwany z grzybow
z gatunku pieniazek pozrastany Collybia confluens
[84]. Seskwiterpeny wyizolowane z imbiru lekarskiego
Zingiber officinale uwazane sa za potencjalne Zrodlo
lekéw przeciwrinowirusowych [20], natomiast zwiazki
otrzymane z korzenia Saussurea lappa — za potencjalne
zrodto lekow do terapii zakazen spowodowanych wi-
rusem zapalenia watroby typu B (HBV) [9].

Wazna grupe seskwiterpenow stanowia zwiazki
chemiczne uzyskiwane z grzybow z rodzaju mleczaj
(Lactarius) [14]. Owocniki wigkszo$ci grzybow z ro-
dzaju Lactarius, wystepujacych powszechnie w Euro-
pie, maja smak gorzki i palacy. Powodem tego jest
wystgpowanie w tych grzybach duzej grupy réznych
aktywnych substancji chemicznych, nadajacych grzy-
bom smak. Charakterystycznymi zwiazkami dla
grzybow z rodzaju Lactarius sa seskwiterpeny, odgry-
wajace prawdopodobnie role w obronie grzyba przed
szkodnikami [15]. Wykazano, migdzy innymi w Ka-
tedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej Akademii
Medycznej w Warszawie, ze seskwiterpeny (szczegol-
nie o szkielecie laktaranu i marazmanu) znajdujace
si¢ w grzybach z rodzaju Lactarius maja wlasciwosci
cytotoksyczne, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze,
a takze wykazuja dzialanie przeciwwirusowe, zmniej-
szajac $miertelno$¢ myszy zakazonych HSV-1 oraz
fagodzac przebieg zakazenia mysim wirusem migsaka
Moloneya (Moloney Murine Sarcoma Virus — M-MSV)
u myszy [42].

Aktywnoscia wirusowa charakteryzowaly si¢ takze
N-benzoilofenyloizoseryniany alkoholi seskwiterpeno-
wych — pochodne naturalnych seskwiterpenow uzyski-
wanych z grzybow z rodzaju Lactarius oraz taksolu,
leku o dziataniu przeciwnowotworowym [68]. Syntezy
tych zwiazkéw dokonano w Instytucie Chemii Orga-

Rys. 5. Pochodna naturalnego seskwiterpenu uzyskanego
z grzybow z rodzaju Lactarius oraz taksolu — 8-[ N-benzoilo-
(2’R, 3°S)-3’-fenyloizoserynian] 5-deoksy-laktarolidu B
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nicznej PAN [47]. W do$wiadczeniach przeprowadzo-
nych in vitro N-benzoilofenyloizoseryniany alkoholi
seskwiterpenowych w sposéb znaczacy hamowaly
replikacj¢ HSV-1. Najsilniejsze dzialanie wykazywat
8-[N-benzoilo-(2°R, 3°S)-3’-fenyloizoserynian] 5-deo-
ksy-laktarolidu B (rys. 5) [49].

Rézne dane na ten temat zebrano w tabeli II.

4. Metody badan aktywnosci przeciwwirusowej
preparatéw pochodzenia naturalnego

Badanie materialu roslinnego stwarza zazwyczaj
duze trudnosci, ze wzgledu na to, ze materiat taki nie
jest jednorodny. Jego obserwowane dziatanie leczni-
cze (np. przy stosowaniu w medycynie tradycyjnej)
moze by¢ wypadkowa aktywnos$ci wielu substancji
chemicznych. Aby w ogole bada¢ okres$lona aktywno$¢
(np. przeciwwirusowa) danej substancji czynnej, nale-
zy ja najpierw wyodrebni¢ i zidentyfikowaé. Podsta-
wowa procedura prowadzaca od rosliny o dzialaniu
leczniczym do oczyszczonego, aktywnego biologicz-
nie sktadnika wyglada nastgpujaco: w pierwszym eta-
pie badany jest ekstrakt roslinny, jesli wykazuje aktyw-
no$¢, jest frakcjonowany, po czym oceniana jest
aktywnos¢ biologiczna wszystkich frakcji. Wreszcie
uzyskiwane sa czyste substancje chemiczne, badana
jest ich struktura, jak réwniez oddzialywanie bio-
logiczne [29, 33]. Procedura ta jest do$¢ dlugotrwata
1 kosztowna, dlatego tez stosowane sg takze jej mody-
fikacje, np. badany jest sktad chemiczny danego eks-
traktu, co pozwala na uniknigcie izolowania juz zna-
nych substancji [33]. W ciagu ostatnich 50 lat nastapit
ogromny rozwdj metod uzyskiwania aktywnych zwiaz-
kéw pochodzenia naturalnego. W celu wykrycia takich
zwiazkow stosuje si¢ czute i specyficzne metody chro-
matograficzne, jak chromatografia cienkowarstwowa
(TLC), chromatografia gazowo-cieczowa (GLC) i wy-
sokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC). Aby
okresli¢ strukturg chemiczna substancji aktywnych
stosowane sa m.in.: spektroskopia magnetycznego
rezonansu jadrowego (NMR) oraz dwuwymiarowa
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(2D-NMR). W celu zwigkszenia czutosci i specyficz-
nosci tych metod, od lat osiemdziesiatych XX w.
coraz czgsciej uzywane sa metody sprzgzone, jak np.
spektrometria masowa w sprzezeniu z chromatografia
gazowa (GC-MS) [70]. Ze wzgledu na to, ze metody
te, zwlaszcza metody sprzgzone pozwalaja na uzyska-
nie ogromych ilosci informacji, niezbgdny jest kolejny
krok: stworzenie internetowych baz danych, zawiera-
jacych informacje o strukturze chemicznej i aktyw-
nosci biologicznej danej substancji, ktore pozwalalyby
na szybkie poréwnanie uzyskiwanych zwiazkdéw z sub-
stancjami ,,referencyjnymi” [33].
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Tabela I1

Grupy i i , . ) o
wiazkow . ]E.ad}alme . Rosllr;y (preparaty tto(silmne), z k1t<(?rych W1rusy,.w E%Sll}nki ?o ktorych Sposéb dziatania P1§rrt11en-
chemicznych zwiazki chemiczne otrzymywano badane zwiazki zwiazki byty aktywne nictwo
Flawonoidy chryzosplenol C Pteurocaulon sphacelatum pikornawirusy hamowanie namnazania wirusow [76]
3-metylokwercetyna Euphorbia grantii pikornawirusy hamowanie syntezy biatek i RNA [94]
kwercetyna, hesperetyna Crateagus spp., owoce cytrusowe poliowirus typu 1, wirus parainfluenzy hamowanie namnazania [38, 96]
typu 3, RSV, HSV-1
kwercetyna, hesperydyna | Crateagus spp., owoce cytrusowe EMC zmniejszenie $miertelnosci [68]
zakazonych myszy
resweratrol winogrona HSV-1, HSV-2 hamowanie wstgpnych etapow [23]
replikacji, hamowanie reaktywacji
latentnych wirusow
amentoflawon, Rhus succedanea, Garcinia multiflora wirusy grypy A i B, HSV-1, HSV-2 hamowanie namnazania [53]
robustaflawon
robustaflawon Rhus succedanea, Garcinia multiflora HIV-1 blokowanie aktywnosci odwrotnej [53]
transkryptazy
lignany Larrea divaricata HPV-16 hamowanie ekspresji genow [12]
Polisacharydy | galaktany Cryptopleura ramosa, Gracilaria corticatq HSV-1, HSV-2 hamowanie adsorpcji [6, 61]
galaktany Gymnogongrus torulosus HSV-2, wirus dengi hamowanie adsorpcji [71]
galaktany Bostrychia montagnei HSV-1 hamowanie adsorpcji [24]
polisacharydy Stevia rebaudiana rotawirusy hamowanie adsorpcji [88]
glikozydy Selaginella uncinata RSV, wirus parainfluenzy typu 3 hamowanie namnazania [58]
Antrachinony | antrachinony Rheum officinale, Aloe barbadensis, HSV-1 dzialanie wirusobdjcze,
Rhamnus frangula, Cassia angustifolia uszkadzanie ostonki lipidowe;j [87]
chryzofanol Dianella longifolia poliowirusy typu 2 i3 hamowanie namnazania [77]
Monoterpeny | izoborneol olejki eteryczne wielu roslin HSV-1 blokowanie glikozylacji polipeptydow [3]
pochodna limonenu Melia azedarach HSV-1, VSV hamowanie namnazania [1]
irydoidy Scrophularia scorodonia HSV-1 hamowanie namnazania [5]
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c.d. tab. II
C{rup)’/ Badane Rosliny (preparaty roslinne), z ktorych Wirusy, w stosunku do ktoérych A . . PiSmien-
zwWiazkow .. . L L. Sposob dziatania .
chemicznych zwiazki chemiczne otrzymywano badane zwiazki zwiazki byly aktywne nictwo
Diterpeny diterpeny rozne gatunki Euphorbia HSV-2 hamowanie namnazania [66]
7B-hydroksyfagonen Fagonia boveana HSV-1 hamowanie namnazania [29]
afidikolina Cephalosporium amphidicola (grzyb) HSV-1, CMV hamowanie namnazania [64]
diterpeny Potamogeton malaianus HSV-1 hamowanie namnazania [42]
pochodne furanoditerpendw| Caesalpinia minax wirus parainfuenzy typu 3 hamowanie namnazania [36]
Triterpeny kwas betulinowy Betula alba wirus grypy, HSV-1, hamowanie namnazania [27]
i jego pochodne enterowirus ECHO 6, HIV-1
glicyryzyna Glycyrrhiza glabra koronawirus zwiazany z SARS hamowanie namnazania [10]
kwas glicyrytynowy - EBV hamowanie penetracji wirusa [52]
(pochodna glicyryzyny) do komorki
pochodne lanostanu Scleroderma citrinum (grzyb) HSV-1 hamowanie namnazania [37]
Seskwiterpeny | avarol i jego pochodne gabki z rodzaju Dysidea HIV blokowanie aktywnosci odwrotnej [32, 56]
transkryptazy
pochodne eudesmanu Litsea vercillata HIV hamowanie namnazania [33]
eremofilany Petasites japonicus HIV-1 blokowanie integrazy wirusa [85]
pochodna artemisyny Artemisia annua CMV hamowanie namnazania [25]
triptofordin C-2 Tripterigium wilfordii CMV, HSV-1,wirys odry, wirus grypy A | dziatanie wirusobojcze [31]
seskwiterpen Glyptopetalum sclerocarpum HSV-1, HSV-2 hamowanie namnazania [86]
hydrochinon seskwiterpenu | Strongylophora hartmani wirus grypy A hamowanie namnazania [97]
pochodne réznych Calendula arvensis, Collybia confluens VSV hamowanie namnazania, hamowanie [22, 84]
seskwiterpenow (grzyb) syntezy DNA, RNA i biatek
seskwiterpeny Zingiber officinale rinowirusy hamowanie namnazania [21]
seskwiterpeny Saussurea lappa HBV hamowanie ekspresji genow [9]
rozne seskwiterpeny iich | Lactarius spp. (grzyb) HSV-1, M-MSV hamowanie namnazania, zmniejszenie [43, 50]

pochodne

$miertelnosci zakazonych myszy,
ztagodzenie przebiegu zakazenia u myszy
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AKTYWNOSC PRZECIWWIRUSOWA SUBSTANCIJI POCHODZENIA NATURALNEGO ORAZ ICH POCHODNYCH

W celu stwierdzenia aktywnoS$ci przeciwwirusowe;j
nowych preparatéw i substancji pochodzenia natural-
nego nalezy okresli¢ ich wplyw na namnazanie roz-
nych wirus6w (zalecane jest stosowanie réznych mo-
deli doswiadczalnych wiruséw DNA i RNA) przy
jednoczesnej ocenie cytotoksycznosci tych preparatow.
Poniewaz badania takie sa czgsto testami przesiewo-
wymi, kiedy ocenia si¢ znaczng liczb¢ nowych sub-
stancji i preparatdw, do oceny aktywno$ci przeciw-
wirusowej uzywane sa najczesciej metody najprostsze
1 najtansze, jak metoda redukcji miana wirusowego czy
metoda redukcji tysinek [np. 21-23, 28, 36, 49, 50, 84,
86, 88, 97]. Dopiero, gdy liczba badanych zwiazkow
jest ograniczona, stosowane sa metody o wigkszej czu-
tosci, np. kolorymetryczne czy immunoenzymatyczne.
Kolejnym etapem badan jest wykluczenie aktywnoSci
mutagennej badanych zwiazkow, wreszcie ocena ich
aktywnosci in vivo, przy uzyciu réznych modeli do-
$wiadczalnych zakazen zwierzat laboratoryjnych.

5. Podsumowanie

Jeszcze do niedawna, w dwudziestym wieku sadzo-
no, ze ludzko$¢ pokonata choroby zakazne. W wieku
dwudziestym pierwszym wiadomo juz, ze takie stwier-
dzenia byly zbyt optymistyczne. Ludzko$¢ nie tylko,
ze nie data sobie rady z licznymi chorobami zakazny-
mi, ale zaczynaja ja ngka¢ nowe choroby, dotad nie-
znane albo uwazane dotychczas za niegrozne. Doty-
czy to zreszta nie tylko chordb zakaznych ale i innych,
na przyktad tzw. choréb cywilizacyjnych, jak choroby
phuc, serca, czy choroby psychiczne. Jest wigc kwestia
palaca poszukiwanie nowych terapeutykdéw. Nowe leki
sa niezbgdne w terapii chorob spowodowanych przez
bakterie, ktore staty si¢ oporne na stosowane dotad pre-
paraty. Zjawisko oporno$ci obserwowane jest rowniez
w przypadku wirusow, a odrgbna kwestig stanowi fakt,
ze lekow przeciwwirusowych jest niewiele, maja one
zazwyczaj waskie spektrum aktywnosci, a ich stoso-
wanie obarczone jest licznymi efektami ubocznymi.

Doskonatym potencjalnym zrodlem nowych lekow
sa surowce naturalne. Jest to zrodto ogromne i prak-
tycznie niewyczerpane, biorac pod uwage fakt, ze po
stwierdzeniu aktywnosci terapeutycznej danego prepa-
ratu np. roslinnego dazy si¢ do opracowania jego synte-
zy na drodze chemicznej. Ma to wigc znaczenie zar6w-
no ekonomiczne, jak i ekologiczne.

Poszukiwania nowych terapeutykow wsrod produk-
tow naturalnych, glownie roslinnych, rzadziej zwierzg-
cych oraz pochodzenia grzybowego, prowadzone sa na
catym $wiecie od wielu lat. Owocem tych badan jest
stwierdzenie, ze wiele grup zwiazkoéw chemicznych
pochodzenia naturalnego wykazuje aktywnos¢ prze-
ciwwirusowa. Zwiazkami tymi sa, migdzy innymi: fla-
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wonoidy, polisacharydy, antrachinony i terpeny (mono-,
di-, tri- oraz seskwiterpeny). Oddziatywaniem przeciw-
wirusowym, niejednokrotnie silniejszym, niz substan-
cje ,,wyjéciowe”, moga charakteryzowaé si¢ rowniez
pochodne tych zwiazkow, otrzymane na drodze synte-
zy chemicznej. Przykladem moga by¢ N-benzoilofe-
nyloizoseryniany alkoholi seskwiterpenowych. Zwiazki
chemiczne pochodzenia naturalnego oraz ich pochod-
ne wykazuja réznorodng aktywno$¢ przeciwwiruso-
wa, dzialajac w stosunku do wielu réoznych wiruséw
(DNA i RNA, ostonkowych i bezostonkowych). Sub-
stancje te charakteryzuja si¢ r6znymi mechanizmami
dziatania, blokujac cykl replikacyjny wirusow na roz-
nych etapach.

Wydaje si¢ wigce, ze dalsze badania nad zwiazkami
pochodzenia naturalnego, jak réwniez ich pochodnymi,
sa zasadne, poniewaz moga one stanowi¢ potencjalne
zrodto chemioterapeutykow przeciwwirusowych.
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1. Wprowadzenie. 2. Charakterystyka toksyn Bacillus thuringiensis. 3. Docelowe organizmy i ich receptory. 4. Poszukiwania nowych
toksyn Bacillus thuringiensis. 5. Rozwoj opornosci na delta-endotoksyny. 6. Genetyka Bacillus thuringiensis. 7. Ekologia Bacillus
thuringiensis. 8. Bezpieczenstwo Bacillus thuringiensis dla cztowieka. 9. Podsumowanie

Biodiversity of toxins od Bacillus thuringiensis and their application

Abstract: Crystal toxin proteins from Bacillus thuringiensis are used extensively to control insect pest. The success of these toxins is
caused in large part by their high toxicity toward insects but no toxicity toward other animals. During the past 5 years B. thuringiensis
has been subject of intensive research. These efforts have yielded considerable data about the complex relationship between the
structure, mechanism of action, and genetics of the organism’s pesticidal crystal proteins. Other studies have focused on the ecological
role of the B. thuringiensis toxins, their performance in agriculture and other natural settings. Now, with the tools of modern bio-
technology, researchers can construct more useful toxins and formulation. Cognition of environmental conditions of growth of
B. thuringiensis strains is important because of practical and technological application. Easy technique of isolation these bacteria
reduce high costs of production of bioinsecticides.

1. Introduction. 2. Characteristic of Bacillus thuringiensis toxins. 3. Target organisms and their receptors. 4. New endotoxins
research. 5. Development of resistance to endotoxins. 6. Genetics of Bacillus thuringiensis. 7. Ecology of Bacillus thuringiensis.
8. Bacillus thuringiensis safety. 9. Summary

Stowa kluczowe: biopreparaty, delta-endotoksyny, owadobdjczosé
Keywords: biopreparates, delta-endotoxins, insecticide

1. Wprowadzenie

Bacillus thuringiensis, powszechnie znany jako
,»Bt”, zostat odkryty w larwach jedwabnika morwo-
wego (Bombyx mori) w Japonii w 1901 roku przez
Ishawata [45]. Gatunek natomiast ustanowit
w roku 1911 Ernest Berliner, ktory jako pierwszy
uzyl nazwy ,,thuringiensis” opisujac laseczki izolowa-
ne w Turyngii z larw mklika macznego (Ephestia
kiihniella). Opisanie bakterii oraz ich owadobojczych
wlasciwosci dato poczatek intensywnym badaniom,
szczegolnie nasilonym w latach 90. XX wieku. Ich
efektem, po prawie 100 latach, jest kolekcja okoto
3500 izolatow B. thuringiensis pochodzacych z 22 kra-
jow [48], powszechne stosowanie preparatow zawie-
rajacych delta-endotoksyny w biologicznej kontroli
owadow oraz transgeniczne rosliny zawierajace geny
endotoksyn [82]. W Instytucie Genetyki i Mikrobiologii
Uniwersytetu Wroctawskiego zgromadzono kilkadzie-
siat krajowych szczepow B. thuringiensis [13], wsrod
ktorych znajduje sig¢ B. thuringiensis wratislaviensis
H-47, izolowany z gleby ogrodowej przez Lonc
1 wsp. [54]. Mikrobiologiczne insektycydy, jako przy-
jazne srodowisku przyrodniczemu, sa waznym elemen-
tem integrowanych metod ochrony przed szkodnikami

drzew i roslin uprawnych [53, 59] oraz pasozytami
bedacymi problemem hodowlanym i sanitarnym w pro-
dukcji zwierzecej [57]. Biopreparaty stosuje si¢ takze
w ochronie zdrowia cztowieka przed ucigzliwymi
komarami i meszkami (wektorami groznych chordb)
w ekosystemach miejskich, np. we Wroctawiu [52, 76].

Turynska laseczka jest przedmiotem licznych badan,
nie tylko mikrobiologow czy parazytologdw, ale takze
biochemikow, wirusologdéw, immunologéw i innych.
Dowodem sa setki szczegdtowych prac z zakresu B. thu-
ringiensis, a takze obszerne interdyscyplinarne opraco-
wania ksiazkowe [15, 23] i artykuly syntetyzujace wie-
dzg wnoszona przez réznych specjalistow [10, 46, 82].

Celem niniejszej pracy jest ukazanie ostatnich, kil-
kuletnich trendéw badawczych, w ktérych modelowe
badania laseczki B. thuringiensis wzbogacily wiedzg
z zakresu biologii i ekologii drobnoustrojoéw oraz uka-
zaty nowe mozliwosci jej praktycznej aplikacji.

2. Charakterystyka toksyn Bacillus thuringiensis
Powszechnie wiadomo, ze entomopatogenne wilasci-

wosci Bacillus thuringiensis sa warunkowane przede
wszystkim przez parasporalne inkluzje wytwarzane
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Rys. 1. Tréjdomenowa (I, II, III) struktura delta-endotosyn, na
przyktadzie biatek CrylAa i Cry3A

podczas sporulacji. Krysztaty te zbudowane sa z bia-
ek znanych jako biatka Cry (crystal proteins) lub del-
ta-endotoksyny [10], majacych charakterystyczna troj-
domenowa budowe (Rys. 1.). Szczegotowe badania
nad licznymi szczepami B. thuringiensis dokumentuja
duzo wigksza, niz sadzono réznorodnos¢ krystalicz-
nych biatek, zaré6wno pod wzgledem budowy, jak i tok-
sycznosci w stosunku do owadow. Obecnie stosowana
klasyfikacja biatek Cry i Cyt, zaproponowana przez
Crickmore’a i wsp. w 1998 roku [10], oparta na kryte-
rium sekwencji aminokwaséw, porzadkuje t¢ bioroz-
norodno$¢ biatek pakowanych w parasporalne inklu-
zje. Sedlak i wsp. [83] ustalili, iz wieloetapowy
proces pakowania toksyn w inkluzje moze by¢ zalezny
od pewnego mechanizmu kontrolujacego poziom syn-
tezy protoksyn. W kontroli tej udziat moga bra¢ nakta-
dajace sig¢ promotory Btl i BtIl. Chang i wsp. 8]
sugeruja natomiast, iz interakcje delta-endotoksyn
wplywajace na formowanie regularnych krysztatow
wymagaja innych czynnikow. Przykladem takiego
czynnika moze by¢ biatko pomocnicze P20, ktoérego
obecno$¢ u B. th. israelensis wykazali Shao i1 wsp.
[84]. Biatko P20 zapewnia u tych bakterii efektywna
produkcje¢ toksyn CryllA i CytA. Ponadto szczepy
posiadajace ten czynnik formuja znacznie wigksze
krysztaly w stosunku do szczepéw nie posiadajacych
biatka P20. Xu i wsp. [99] potwierdzili efektywnos¢
czynnika P20. Bakterie produkujace, oprocz toksyn
Cryl1A, takze biatko P20 sa bardziej toksyczne w sto-
sunku do larw komaréw egipskich Aedes aegypti
w poroéwnaniu z bakteriami wytwarzajacymi tylko endo-
toksyny. Do powstawania krysztatow biatka CryllA
wymagane jest natomiast prawdopodobnie biatko
kodowane przez gen orf2. Staples i wsp. [86] za-
obserwowali, ze w komorkach, w ktorych brak jest
czynnika Orf, wystepuje zaburzenie formowania krysz-
tatow. Czynnik ten zatem prawdopodobnie stuzy jako
,»Spoiwo” przy formowaniu regularnych krysztalow.

Rys. 2. 7 alfa-helis domeny I delta-endotoksyny.

Toksycznos¢ catego krysztatu moze przewyzsza¢ sume
toksycznos$ci poszczegolnych sktadowych, co $wiad-
czy o synergistycznym dziataniu bialek [82].

W najnowszych badaniach, u progu XXI wieku,
analizowane sg rézne aspekty molekularnej budowy
endotoksyn w powiazaniu z ich toksyczno$cia wobec
organizm6éw bedacych przedmiotem zwalczania. Ak-
tywacja protoksyny, poprzez proteolityczne cigcie cza-
steczki, rozpoczyna si¢ od usunigcia fragmentu C-kon-
cowego oraz od 30 do 60 reszt aminokwasowych na
N-koncu [82]. Bravo i wsp. [5] potwierdzili, iz
aktywacja toksyny CrylAc jest zasadniczym krokiem
w mechanizmie dzialania tego biatka. Stworzone przez
nich, czgSciowo aktywne, mutanty wykazywaty wielo-
krotnie nizsza toksycznos$¢, niz w pelni aktywne bial-
ka. Obecnos¢ N-koncowego peptydu moze zatem unie-
mozliwia¢ interakcje toksyny z nabtonkiem jelitowym
owada i dopiero jego usunigcie aktywuje czasteczke
toksyny. Natomiast Lightwood iwsp. [51] anali-
zowali rolg proteolizy w determinowaniu sity toksyny
CrylAc przeciw gasienicom bielinka kapustnika (Pie-
ris brassicae) i pigtnéwki kapustnicy (Mamestra bras-
sicae). Biotesty wykazaty okoto 2000-krotnie wigksza
toksyczno$¢ biatka CrylAc w stosunku do P. brassi-
cae, niz w stosunku do M. brassicae. Wyniki te suge-
ruja wystgpowanie u tych owadoéw réznego mechaniz-
mu aktywacji toksyny, czyli proteolitycznego cigcia
czasteczki protoksyny, prawdopodobnie poprzez pro-
teazg zwigzang z nablonkiem jelitowym, a nie wyste-
pujaca w sokach trawiennych.

Asocjacja czasteczki toksyny z nablonkiem jelito-
wym wrazliwego owada jest powodowana zmiana kon-
formacyjna poprzez zakldocenie interakcji pomigdzy
domena I i II, co powoduje insercjg regionu domeny I
w nabtonku [92]. Domena I zawiera 7 hydrofobowych
alfa-helis (Rys. 2.), dzigki ktorym uczestniczy w for-
mowaniu poréw w nabtonku jelitowym owada [96].
Badania dotyczace tej domeny, przeprowadzone przez
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Park’ai Federici’ego [67] wykazaly, iz w przy-
padku biatka Cry3A, w krystalizacji toksyn domena I
pelni istotna rolg. Toksyna wiaze si¢ z nabtonkiem
prawdopodobnie dzigki strukturze ,,spinki do wlosow”
zbudowanej z alfa-helisy 4 1 5, odpowiedzialnych za
tworzenie swiatla poru. Po insercji struktury a-helisa4/
a-helisaS w nabtonku jelitowym nastepuje jej oligo-
meryzacja, co prowadzi do koncowego kompleksu
czterech monomer6éw. Badania prowadzone nad zja-
wiskiem oligomeryzacji sugeruja, ze jej brak skutkuje
obnizeniem toksycznosci, a udziat w oligomeryzacji
toksyny bierze reszta asparaginowa wystgpujaca w he-
lisie alfa 4 [92]. Tworzenie porow w btonie nabtonka
jelita organizmu wrazliwego nastepuje wg modelu
koloidalno-osmotycznej lizy. Model ten zaktada naptyw
bogatej w jony wody powodujacy pecznienie komorek
iich lize [82]. Biatka Cry tworza odmienne struktural-
nie kanaty jonowe, ktore rdznia si¢ konduktancja, prze-
puszczalno$cia jonow i kinetyka. Na typ i rozmiar poru
ma wplyw pH. W $rodowisku zasadowym formowane
kanaly kationowe sg wigksze, wykazujac zwigkszona
przepuszczalnos¢ dla jonow.

Domena II biatka Cry, odpowiedzialna za wiazanie
toksyny z receptorem, decyduje o specyficznosci toksy-
ny, co potwierdzity m.in. badania Jurat-Fuentes’a
i Adang’a [42]. Natomiast domena III, zwiazana
z utrzymywaniem stabilno$ci toksyny, moze takze bra¢
udzial w wiazaniu toksyny z receptorem. Masson
i wsp. [61] wykazali, iz wysoce konserwatywny region
domeny III odpowiedzialny jest za utrzymanie struktu-
ralnej integralnosci protoksyny oraz petnej funkcjonal-
nosci poro6w w btonie komorkowej. W biotestach stoso-
wali oni mutanty, u ktérych we wspomnianym regionie
wystepujace w pozycjach 525, 527, 529 i 531 reszty
argininowe zastapili reszta glicynowa lub asparagino-
wa. Skonstruowane mutanty okazywaty si¢ mniej tok-
syczne w stosunku do owaddw, niz natywne bialka.
Widoczne byty takze jakosciowe roznice w ich zdol-
nosci integracji z nabtonkiem i kinetyka kanatoéw. Za-
miany arginin nie wptywaly natomiast znaczaco na
konduktacje kanatow. Wyniki tych badan sugeruja, ze
odchylenia we wlasciwos$ciach kanatow jonowych two-
rzonych przez zmutowane w regionie konserwatyw-
nym domeny III toksyny sa posrednimi konsekwencja-
mi strukturalnych zmian podczas integracji toksyn
w nabtonku, prowadzacych do niewlasciwej architek-
tury poru poprzez niewielkie zmiany w transporcie
jondw przez nabtonek jelitowy. Inne badania nad do-
mena 1l endotoksyn prowadzone przez De Maagd
i wsp. [12] dowodza, iz domena III toksyny CrylCa
funkcjonuje jako swoista determinanta u gasienic $wia-
ttowki naziemnicy (Spodoptera exigua) niezaleznie od
domen IiII. Autorzy skonstruowali hybrydowe biatka
zawierajace domeny I i II pochodzace z r6znych biatek
Cryl potaczone z trzecia domena CrylCa. Wykazali,
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iz rozne biatka Cry1l, nawet takie, ktore nie sa aktywne
lub sa malo aktywne wobec S. exigua, np. CrylEa
i Cry1Ab, po polaczeniu z domena III toksyny Cry1Ca
staty sig¢ aktywne wobec tych gasienic.

Trzy domeny delta-endotoksyn poprzez interakcje
tworza przestrzenna strukturg i stanowia o aktywnosci
biatka. W utrzymaniu stabilnos$ci i funkcyjnosci toksy-
ny prawdopodobnie udziat biora wiazania dwusiarcz-
kowe taczace domeny [ i II. Coux i wsp. [9] suge-
ruja, iz obecno$¢ wewnatrzdomenowych mostkow
przyczynia si¢ do stabilnosci protein w jelicie owada
i zwigksza podatnos$¢ protoksyn na dziatanie proteaz
jelitowych. Okazuje sig, ze mutacje zwiazane z two-
rzeniem mostkéw Asp?*>-Arg?®° maja wptyw na eks-
presjg, stabilnos$¢ i funkcje toksyn. Zaburzenie two-
rzenia mostkéw taczacych domeny I i II skutkuje
znaczacym spadkiem toksycznos$ci biatek Cry.

Techniki biologii molekularnej i genetyczne manipu-
lacje poszerzyly i podniosty efektywnos$¢ stosowanych
toksyn wobec wielu nowych gatunkéw szkodnikow.
Naimov i wsp. [63], na przyktad, skonstruowali
hybrydowe biatko wykazujace wysoka toksyczno$¢
w stosunku do larw stonki ziemniaczanej (Leptinotarsa
decemlineata). W swoich badaniach wykorzystali
CrylBa i Crylla, ktére sa w niewielkim stopniu tok-
syczne w stosunku do tego gatunku. Okazato sig, iz
hybryda Crylla/CrylBa jest bardziej toksyczna dla
stonki niz biatka macierzyste. Badania te wykazaly tak-
ze znaczenie domen endotoksyn jako istotnych deter-
minant aktywnosci toksyn. Abdullah iwsp.[1]po-
twierdzili mozliwo$¢ przeksztalcania delta-endotoksyn
w celu zwigkszenia zakresu ich aktywnoS$ci i specy-
ficznosci. Celem modyfikacji byto biatko Cry4Ba, tok-
syczne dla komarow z rodzaju Anopheles 1 Aedes, ale
nie aktywne w stosunku do larw z rodzaju Culex. Uzy-
skany mutant okazal si¢ wysoce toksyczny w stosunku
do badanych gatunkéw komaréw Culex pipiens oraz
C. quinquefasciatus, wektorow groznych pasozyt-
niczych choréb tropikalnych — filarioz (np. stoniowa-
cizny). Badania te sugeruja, ze niewielkie zmiany
struktur toksyn moga umozliwi¢ projektowanie szero-
kiej gamy skutecznych biatek Cry. Badania Park’a
1 wsp. [68] przedstawiaja perspektywe usprawnie-
nia syntezy endotoksyn. Sugeruja oni, iz manipulacja
niektorymi czynnikami wspomagajacymi synteze¢ bia-
Iek, tj. stabilizujaca sekwencja 5 mRNA genu cry34,
czy biatkami pomocniczymi, moze dodatkowo uspraw-
ni¢ ich syntezg.

Przedmiotem zainteresowan badaczy sa takze tok-
syczne biatka Cyt, ktore czgsto wystepuja w kryszta-
tach B. thuringiensis w kombinacji z biatkami Cry,
wspotdziatajac synergistycznie, jak np. u B. th. isra-
elensis [81]. Badania, prowadzone przez Wirth’a
i wsp. [93, 95] prezentuja skutecznos¢ toksyn Cyt dzia-
lajacych synergistycznie z toksynami B. sphaericus.
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Dzigki kombinacji biatek pochodzacych od tych dwoch
krysztatotworczych gatunkow, uzyskano mieszaning
toksyn bedaca stosunkowo bardziej aktywna dla r6z-
nych gatunkéw komarow, anizeli biatka stosowane
osobno. Daje to mozliwo$¢ skuteczniejszej walki
z owadami, rowniez tymi potencjalnie opornymi na po-
szczegblne toksyny.

Niektore szczepy B. thuringiensis poza znanymi
delta-endotoksynami, produkuja podczas wegetatyw-
nego wzrostu komarek bakteryjnych réwniez proteiny,
ktdre nie tworza parasporalnych krysztatow [82]. Owa-
dobojcze biatka, nazwane VIP, reprezentuja struktu-
ralnie inna grupe. Jak wynika z badan Lee 1 wsp.
[49] maja odmienny niz endotoksyny mechanizm dzia-
lania, ktory daje szansg na stworzenie insektycydow
drugiej generacji.

Poza znanymi bialkowymi czynnikami, niektore
szczepy B. thuringiensis produkuja niebiatkowy meta-
bolit znany jako PB-egzotoksyna I [18]. Ten niespecy-
ficzny nukleotydowy analog, podobnie jak biatka Cry,
jest aktywny wobec réznych gatunkéw owadoéw, nie-
stety rowniez tych nie bedacych obiektem zwalczania,
np. pszczol. Ponadto dziata cytotoksycznie na komor-
ki ssacze. Synteza i wydzielanie egzotoksyny prawdo-
podobnie wymaga aktywacji réznych gendéw, ktore
jeszcze nie zostaly zidentyfikowane. Wiadomo nato-
miast, ze jej produkcja zwiazana jest z obecno$cia
plazmidow niosacych geny cry [17]. Najnowsze bada-
nia nad B-egzotoksyna I dotycza mechanizmow kon-
troli jej produkcji oraz mozliwych powiazan pomig-
dzy podgatunkami B. thuringiensis, a zdolnos$cia do
syntezy egzotoksyny. Espinasse i wsp. [16, 18]
zidentyfikowali u B. thuringiensis subsp. thuringien-
sis 407—-1 geny kodujace biatka zwiazane z regulacja
syntezy P-egzotoksyny I. Sekwencja aminokwasowa
biatek kodowanych przez grupe genow sigh-ecfX-ecfY
wykazuje wysokie podobienstwo do sekwencji czynni-
ka sigma, nalezacego do rodziny biatek ECF, kontro-
lujacych odpowiedz na warunki srodowiska. Inne dwa
geny berA i berB koduja biatka stanowiace przypusz-
czalnie ABC transportery, podobne do systemow zwia-
zanych z opornoscia na np. bakteriocyny. Dodatkowo
na podstawie badan mutanta B. thuringiensis 407—1
(Cry") niezdolnego do produkcji bialek Cry autorzy
udowodnili, ze sekrecja egzotoksyny jest zalezna od
ekspresji genow plazmidowych. Okazuje sig, ze akty-
wacja ekspresji genu sigh jest warunkiem produkcji
B-egzotoksyny u szczepu 407-1 (Cry"). U dzikiego
szczepu 407-1, u ktérego sigh nie zostat aktywowany
na poczatku fazy stacjonarnej, produkcja egzotoksyny
zalezna jest od genetycznych determinant zlokalizowa-
nych na plazmidzie. Udzial czynnika sigma w produk-
cji B-egzotoksyny sugeruje, ze produkcja ta moze by¢
zapoczatkowywana w odpowiedzi na konkretne wa-
runki §rodowiskowe.

ELZBIETA LONC, SYLWIA ANDRZEJCZAK

B-egzotoksyna I jest metabolitem produkowanym
tylko przez niektore szczepy B. thuringiensis. Mozli-
we zaleznos$ci pomigdzy serotypami B. thuringiensis,
a produkcja egzotoksyny badali Hernandez i wsp.
[31]. Wykorzystali 100 szczepdéw nalezacych do pod-
gatunkow B. thuringiensis: thuringiensis, kurstaki,
aizawai 1 morrisoni. Spo$rdd badanych szczepow tylko
w obrgbie serotypu B. th. thuringiensis wykazano wy-
soka czgsto§¢ produkceji egzotoksyny i tylko u dwdch
szczepow B. th. kurstaki. Zaden z nalezacych do pod-
gatunku B. th. aizawai i B. th. morrissoni szczep nie
produkowat tego zwiazku. Zgodnie z otrzymanymi
wynikami autorzy proponuja podziat szczepow B. thu-
ringiensis na powszechnie i rzadko produkujace
[-egzotoksyng, a zalezno$¢ pomiedzy podgatunkiem,
a zdolnos$cia do produkcji toksyny thumacza ewolucyj-
nym procesem réznicowania, kompatybilnoscia plaz-
midéw i1 ograniczong zdolno$cia wymiany plazmidow
pomigdzy podgatunkami B. thuringiensis.

3. Docelowe — wrazliwe — organizmy i ich receptory

Juz na poczatku XX wieku wiadomo byto, ze Bacil-
lus thuringiensis dziata najskuteczniej na wczesne sta-
dia larwalne owadow [82]. Na przetomie lat 80. i 90.
opisany zostal mechanizm dziatania toksyn na nablonek
jelitowy wrazliwych gatunkéw owaddéw. Molekularne
mechanizmy tworzenia porow w blonie nabtonka jelita
wrazliwego gatunku owada (przedstawione w rozdzia-
le 2) sa przedmiotem licznych analiz [2, 5, 61, 92].
Ostatnio przeprowadzono wiele badan w celu lepszego
zrozumienia mechanizmu wiazania toksyna—receptor,
a takze zidentyfikowania miejsca wigzania na btonie
nabtonka apikalnego owada. Okazato sig, ze poza bial-
kami czy glikoproteinami, receptorem dla endotoksyny
moze by¢ aminopeptydaza N, bedaca miejscem wigza-
nia dla CrylAc i CrylAb [40, 72], proteina typu kadhe-
ryny dla Cryl Ab [26, 35] a nawet struktura wegglowoda-
nowa wiazaca Cry5B [36]. Owady moga posiadac kilka
receptoréw dla jednej toksyny lub osobny receptor dla
kazdej z toksyn. Herrero iwsp. [34] przedstawiaja
wyniki sugerujace, ze wiele biatek Cry posiada to samo
miejsce wigzania w jelicie owada. Wiedza ta moze by¢
szczegollnie uzyteczna przy tworzeniu preparatow bio-
logicznych zawierajacych mieszaniny endotoksyn.

Uwaza sig, ze w organizmie owadow znajduja si¢
jeszcze inne miejsca wiazania toksyn, niz tylko te
opisane w jelicie. Cerstiaens 1 wsp. [7] jako
pierwsi wy- kazali wplyw biatek Cry takze na komorki
nerwowe owadow. Badania autorow ukazuja, ze w sys-
temie nerwowym niektorych badanych owadow, np.
brudnicy nieparki (Lymantria dispar) wystgpuja miejs-
ca wiazania dla biatka Cry1C, a podanie toksyn droga
iniekcji uruchamia odmienny od jelitowego mecha-
nizm ich dziatania.
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Z ostatnich badan wynika, ze biatka Cry moga mie¢
szersze, niz tylko owadobojcze dziatanie. Okazalo sig,
ze kilka krystalicznych protein nie posiadajacych wia-
sciwosci owadobojczych, wykazuje silne wlasciwosci
cytobojcze w stosunku do ludzkich komorek rakowych
[39, 62, 64, 65]. Sekwencja aminokwasowa tych biatek
nie wykazuje homologii ze znanymi dotychczas toksy-
nami Cry i Cyt. Sugeruje to, ze nowoodkryte polipepty-
dy stanowia nowg rodzing endotoksyn B. thuringiensis
o nowych mozliwo$ciach wykorzystania w medycynie.

4. Poszukiwania nowych toksyn Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis jest najcz¢sciej wykorzystywanym
mikroorganizmem w biologicznej kontroli owadow
szkodliwych i bedacych wektorami chorob [2]. Po-
wszechnie wiadomo, ze wigkszo$¢ z dotychczas wy-
izolowanych i stosowanych szczepow B. thuringiensis
wykazuje aktywno$¢ bdjcza wobec owadow tusko-
skrzydtych (Lepidoptera), niektorych dwuskrzydtych
(Diptera) i chrzaszczy (Coleoptera). Na d-endotoksy-
ny wrazliwe sg takze niektore gatunki z innych rzedow
tj. Hymenoptera, Homoptera, Trichoptera oraz nie-
ktore pasozytnicze bezkregowce, np. nicienie, przy-
wry i roztocza. Preparaty dostgpne na rynku oparte sa
gtownie na szczepach podgatunkéw B. th. kurstaki,
B. th. israelensis 1 B. th. tenebrionis [82].

Aktualnie prowadzone sq badania nad wyizolowa-
niem szczepow B. thuringiensis i zidentyfikowaniem
nowych rodzin owadobojczych krystalicznych biatek
bedacych bdjezymi dla roznych szkodnikéw upraw,
pasozytow zewngtrznych utrudniajacymi hodowle zwie-
rzat oraz wektorow choréb (Tabela I). Poszukiwanie
nowych szczepow, zwlaszcza komarobojczych jest
istotne ze wzgledu na wciaz grozna malari¢ (rocznie
umiera ok. 1,5-2 mln ludzi, gtownie dzieci w Afryce)
oraz inne tropikalne parazytozy, przenoszone przez
wiele gatunkdéw stawonogow [55].

Nawet najbardziej skuteczne w walce z komarami
y-endotoksyny B. th. israelensis, sa $wiattoczule i w
srodowisku ulegaja fotodegradacji. W zwiazku z tym
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prowadzone sa ciagle badania nad ulepszeniem prepa-
ratow zawierajacych B. th. israelensis, tak by zapew-
ni¢ stabilno$¢ toksyny i utatwic jej aplikacje [89, 98].
Osrodek Far-Manguinhos-Fiocruz z Rio de Janeiro
zaproponowal eksperymentalny preparat w formie
tabletki o przedtuzonym czasie dziatania, nazwany
C4P1. Przeprowadzone symulowane biotesty, majace
potwierdzi¢ efektywnosc¢ preparatu, wykazaty jego dhu-
goterminowe dzialanie. Aktywno$¢ preparatu wysta-
wionego na dziatanie promieni stonecznych byta noto-
wana po 13-35 dniach, natomiast pozostawionego
w cieniu nawet po 40—54 dniach. Daje to wigksze moz-
liwosci wykorzystywania go w warunkach naturalnych
do skutecznej redukcji liczebno$ci larw komarow w na-
swietlonych zbiornikach wodnych.

5. Rozwoj opornosci na d-endotoksyny

Dotychczas badania laboratoryjne potwierdzity zdol-
nos$¢ réznych gatunkéw owadow do wyksztatcania opor-
nosci na toksyny B. thuringiensis [21, 24]. W wielu
takich przypadkach przyczyna uzyskiwania opornosci
u owadow byt zanik miejsca wiazania toksyn w nabton-
ku jelitowym owada. Wykazano, migdzy innymi, reduk-
cje¢ wigzania biatek Cry do nablonka jelitowego ro$lino-
zernych gasienic Plutella xylostella, Pectinophora
gossypiella 1 Heliothis virescens. [43, 79, 87]. Badania
Herrero iwsp. [33] wykazaly jednak bardziej ztozo-
ny mechanizm oporno$ci owadow na toksyny B. thurin-
giensis. Sugeruje to, ze za oporno$¢ moze by¢ odpo-
wiedzialnych kilka genow. W innej pracy Herrero
i wsp. [32] sugeruja udzial w opornosci P. xylostella
izoenzymu MPI. Odkryli oni silng korelacjg¢ pomiedzy
opornoscia na CrylA, a obecnos$cia MPI w populacji
P. xylostella. Natomiast Sayyed i wsp. [80] przed-
stawiaja jeszcze jeden mozliwy model opornosci owa-
dow, poprzez dezaktywacjg czasteczki toksyny.

Laboratoryjne testy dotyczace opornych na tok-
syczne biatka szczepéw owadow dostarczaja wiedzy
o mozliwych mechanizmach opornosci. Traktowanie
szkodnikéw mieszaninami endotoksyn spowodowato

Tabela I

Spektrum aktywnosci d-endotoksyn nowowyizolowanych szczepow B. thuringiensis

Organizm docelowy

Szczep Bacillus thuringiensis Pis$miennictwo

Chrzaszcze:
— Diabrotica virgifera (szkodnik kukurydzy)

B. thuringiensis PS80JJ1, PS167H2, PS149B1 [14]

— Conopomorpha cramerella (szkodnikéw drzew kakaowych) | B. thuringiensis Berliner [78]
Muchowki:
— Haematobia, Lucilia Izolaty o nieznanym profilu [25]

Komary:
— Culex sitiens, C. quinquefasciatus, C. tritaeniorhynchus,
Anopheles stephensi, Aedes aegypti

B. th. thompsoni, B. th. japonensis, B. th. yoso,
B. th. jinghongiensis

[55, 56, 58, 60]
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wystapienie opornosci krzyzowej. Herrero i wsp.
[34], po przeprowadzeniu badan na gasienicach 6 ga-
tunkéw motyli, wykazali, ze biatka CrylAc i CrylJa
konkuruja o miejsce wigzania na receptorze, co moze
by¢ przyczyna wystgpowania opornosci krzyzowe;j.

W zwiazku z mozliwo$cia rozwoju u owaddéw opor-
nos$ci na y-endotoksyny, a w szczegdlnosci opornosci
krzyzowej, wazne jest poznanie interakcji pomig-
dzy toksynami. W walce ze szczepami opornymi po-
mocne moga by¢ bialka majace r6zne miejsca wiaza-
nia. Przyktadem sa badania nad opornymi na toksyny
B. th. israelensis komarami C. quinquefasciatus, ktore
okazaty si¢ wrazliwe na biatka pochodzace od B. th.
jegathesan [94].

6. Genetyka Bacillus thuringiensis

Juz na poczatku lat 90. Carlson i Kolsto [6]
skonstruowali kompletna fizyczna mapg chromosomu
Bacillus thuringiensis o wielkosci 2,4-5,7 mln bp.
Wiadomo, ze geny toksycznych biatek zlokalizowane
sa albo na duzych plazmidach (obecnych u wigkszo$é
szczepOw B. thuringiensis w formie zar6wno liniowej,
jak i kolistej) albo — rzadziej — na chromosomie. Plaz-
midy niosace geny cry sa przewaznie plazmidami ko-
niugacyjnymi, a ich biorcami moga by¢ rézne gatunki
z rodzaju Bacillus [82]. Thomas i wsp. [90, 91] su-
geruja, iz koniugacja jest waznym sposobem szerzenia
si¢ gendw toksyn pomigdzy populacjami laseczek
Bacillus w naturze i daje mozliwo$¢ — w warunkach
laboratoryjnych — konstrukcji szczepow produkujacych
nowe kombinacje toksyn. W przenoszeniu gendw toksyn
do innych szczepoéw posredniczy¢ moga rowniez fagi,
ktore wystepuja w niektorych szczepach B. thuringiensis.

Intensywne badania z lat 90. dotyczace genomu
B. thuringiensis zaowocowaly wieloma odkryciami.
Berry iwsp. [4] przedstawili kompletna sekwencje
i organizacj¢ plazmidu pBtoxis B. th. israelensis, wyka-
zujac nieznane dotad geny cyt. Balasubramanian
i wsp. [3] scharakteryzowali nowy gen cry324a pocho-
dzacy od B. th. yunnanensis, kodujacy biatko o stabej
aktywno$ci wobec tantnisia krzyzowiaczka (P. xylo-
stella). Natomiast Lee i wsp. [50] wykryli, w genomie
wielu szczepdw B. thuringiensis, gen aiid, kodujacy en-
zym degradujacy lakton AHL, zwiazek bedacy uniwer-
salnym sygnalizatorem, charakterystyczny dla bakterii
Gram-ujemnych. W zwiazku z tym, iz wiele bakterii
uzywa AHL do regulacji wirulencji, autorzy sugeruja,
ze zakldcenie przez B. thuringiensis bakteryjnego sys-
temu komunikacji moze zapobiegac infekcji, np. po-
wodowanej przez paleczki Erwinia carotovora. Fakt,
iz szczepy B. thuringiensis posiadaja enzymy degra-
dujace AHL, moze pomdc w stworzeniu strategii walki
z wieloma bakteryjnymi patogenami roslin.
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Poznanie sekwencji i zrozumienie mechanizmu re-
alizacji informacji genetycznej B. thuringiensis umoz-
liwilo pozyskiwanie pozadanych rekombinantow za-
wierajacych okreslone geny <y-endotoksyn. Techniki
rekombinacji DNA stosowane sa wigc do doskonale-
nia skutecznos$ci owadobdjczej bakterii poprzez, np.
wyrazny wzrost syntezy owadobojczych bialek czy tez
produkcje (przez jeden szczep) kombinacji toksyn
pochodzacych od réznych szczepow [19]. Kombino-
wane biatka Cry i Cyt wraz z toksynami pochodzacymi
od B. sphaericus poprawiaja skuteczno$¢ bioprepara-
tow przeciw komarom z rodzaju Culex. Park i wsp.
[69] skonstruowali szczep B. thuringiensis produku-
jacy biatka CytlA, CryllA i toksyng B. sphaericus,
wykazujac wigksza skuteczno$¢ szczepow rekombino-
wanych w stosunku do oddzielnych szczepow B. thu-
ringiensis 1 B. sphaericus.

Inzynieria genetyczna umozliwita takze konstruo-
wanie transgenicznych organizméw i ekspresje toksyn
u innych gatunkéw. Na przyktad E. coli, o zmienio-
nym genotypie, moze produkowac toksyczne bialka.
Geny B. thuringiensis i B. sphaericus ulegajac ekspre-
sji w komorkach tych bakterii, nadaja im wtasciwosci
owadobojczych, co pokazuje, ze bakterie te moga by¢
wykorzystywane jako potencjalne, bardziej stabilne
czynniki w kontroli owadow [44, 88]. Pozyskiwanie
nowych szczepoéw otworzyto mozliwos¢ konstruk-
cji szeregu bardziej efektywnych insektycydow [19].
Inceoglu i wsp. [38] sugeruja wykorzystanie re-
kombinowanych wirusow zawierajacych geny B. thurin-
giensis do kontroli owadow niezaleznie od stosowa-
nych bioinsektycydow.

Techniki rekombinacji DNA majace na celu
usprawnienie syntezy delta-endotoksyn nie koncentru-
ja si¢ jedynie na genach toksycznych biatek. Zwigk-
szenie trwalo$ci toksyn uzyska¢ mozna takze poprzez
stworzenie warunkoéw chroniacych ich czasteczki
przed zniszczeniem. Wiadomo, ze biatka Cry ulegaja
fotodegradacji pod wptywem promieni UV. Stwierdzo-
no, ze bariera zabezpieczajaca toksyny moze by¢ pig-
ment produkowany w komorkach B. thuringiensis.
Ruan 1 wsp. [73, 74] stworzyli rekombinowany
szczep B. thuringiensis zawierajacy gen mel pochodza-
cy od paleczek Stenotrophomonas (Pseudomonas)
maltophilia. Dzigki produkcji melaniny szczepy
B. thuringiensis staja si¢ odporne na dziatanie pro-
mieni UV, co zapewnia stabilno$¢ czasteczkom endo-
toksyn i dtuzszy ich czas dziatania.

7. Ekologia Bacillus thuringiensis
Saprofityczne laseczki Bacillus thuringiensis wy-

stepuja powszechnie w réznych srodowiskach. Szcze-
py tego gatunku sa izolowane z gleby, powierzchni
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lisci oraz z jelit owadow [13, 82]. W kazdym z tych
srodowisk oddziatuja na laseczki rozne czynniki,
ktore maja wptyw na ich wzrost oraz na sporulacjg.
Poznanie $rodowiskowych uwarunkowan produkcji
0-endotoksyn jest istotne z praktycznego i techno-
logicznego punktu widzenia. Produkcja endotoksyn
w warunkach przemystowych jest bowiem procesem
kosztownym, co ogranicza stosowanie preparatow
opartych na B. thuringiensis. Nowe i tanie podtoze,
na ktorym mozna produkowaé biatka Cry zapropo-
nowali Poopathi i wsp. [70, 71]. Alternatywne
podtoze fermentacyjne (do hodowli B. th. israelensis
i B. sphaericus) bazuje na ekstrakcie z ziemniakow.
Jest ono tanie, zatem bardzo uzyteczne ze wzgledow
ekonomicznych, a przeprowadzone proby pokazuja
porownywalna produkcje toksyn w stosunku do podto-
zy tradycyjnych (LB). W biotestach krystaliczne bial-
ka (wyprodukowane na nowym podtozu) sa efektywne
w odniesieniu do komarow C. quinquefasciatus, A. ste-
phensii A. aegypti.

Wymagania srodowiskowe B. thuringiensis pozna-
je si¢ w warunkach laboratoryjnych analizujac wzrost
szczepow na specyficznych podlozach, na ktoérych do-
chodzi do produkcji 8-endotoksyn. W aktualnie pro-
wadzonych badaniach analizowany jest wptyw réznych
substancji odzywczych i hodowlanych na laseczki
Bacillus. Z badan I¢gen’a i wsp. [37] wynika, ze
wplyw na syntez¢ biatkowych komponentow moga
mie¢ magnez i miedz, za$ brak cynku i wapnia nie
wplywa negatywnie na produkcj¢ toksyn. W innych
badaniach Ruming i wsp. [75] testowali wpltyw
na sporulacje B. thuringiensis jondw samaru, ktéry
W wyzszym stezeniu moze hamowac tworzenie spor.
Ozkan iwsp. [66] potwierdzaja, Ze zwiazki nieorga-
niczne moga stymulowac produkcje biatek Cry, ale tak-
ze niektore zwiazki organiczne, np. inulina, dekstryna,
laktoza, czy glicerol.

Jak dowiedli Lachowicz iwsp.[47], L-seryna
dodana do podtoza minimalnego zatrzymuje wzrost
testowanych gatunkoéw B. subtilis, B. megaterium,
B. mycoides, B. pantothenticus, z wyjatkiem krysz-
tatotworczego B. thuringiensis. Analogicznie, seryna
znana jest od dhugiego czasu, jako inhibitor wzrostu
Escherichia coli [11]. Zatrzymanie wzrostu poprzez
seryng dodana do podtoza jest u E. coli powodowane
inhibicja dehydrogenazy homoserynowe;j, uczestnicza-
cej w biosyntezie treoniny [27, 28]. Obecnos¢ seryny
w podlozu powoduje zatem gtéd treoninowy unie-
mozliwiajacy wzrost bakterii [47]. Zjawisko inhibicji
serynowej gatunkow Bacillus 1 E. coli ma wigc
prawdopodobnie takie samo podloze, natomiast feno-
men wzrostu na podtozu minimalnym z seryna szcze-
poéw B. thuringiensis wymaga wyjasnienia. Zjawisko
to mogtoby by¢ wykorzystane, np. do pozytywnej se-
lekcji szczepow B. thuringiensis bezposrednio ze $ro-
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dowiska. Izolacja szczepéw w oparciu o zjawisko in-
hibicji serynowej mogtaby bowiem znaczaco skrécié
czas potrzebny na zidentyfikowanie nowych izolatow,
bedacych Zrédlem réznorodnych toksyn przydatnych
w biologicznej kontroli, gtéwnie szkodnikdéw 1 wekto-
réw chorob.

8. Bezpieczenstwo Bacillus thuringiensis
dla czlowieka

Dotychczas biopreparaty oparte na B. thuringien-
sis, postrzegano jako bezpieczne dla innych organiz-
méw nie begdacych przedmiotem zwalczania, np. dla
wystepujacych w biocenozach bezkrggowcow i kre-
gowcow. Jednakze bliskie pokrewienstwo B. thurin-
giensis z B. cereus, ktory jest przyczyna zatru¢ po-
karmowych, wzbudza obawy co do bezpiecznego
stosowania tych bioinsektycydow. Z nielicznych donie-
sien wynika, iz niektore szczepy B. thuringiensis sa
zdolne do produkcji enterotoksyn i bywaja przyczy-
na zatru¢ pokarmowych oraz posiadaja geny znane
u B. cereus, jako geny zwiazane z patogennos$cia [25].
Badania Hansen’a i Hendriksen’a [29] po-
twierdzily obecnos¢ gendw kodujacych enterotoksycz-
ny kompleks HBL oraz trzy inne geny enterotoksyn
w wigkszosci testowanych szczepow B. thuringiensis.
Sporadyczne doniesienia sugeruja mozliwos¢ powodo-
wania (przez niektore szczepy B. thuringiensis) infek-
cji jamy ustnej, oka czy infekcji ogdlnoustrojowych
[30]. W badaniach Jensen’a i wsp. [41] oraz
Valadares de Amorim iwsp. [97] izolowano
wprawdzie szczepy B. thuringiensis od pracownikow
lesnych, ktorzy mieli styczno$¢ z biopreparatami, jed-
nakze u badanych nie wystapily zadne objawy choro-
bowe, co potwierdza bezpieczenstwo stosowania tych
preparatow [85]. Ghelardi i wsp. [22] opierajac
si¢ na wczesniejszych doniesieniach, sugeruja, ze istot-
na role¢ w wirulencji laseczek B. thuringiensis od-
grywa ich ruchliwos$¢. Jako pierwsi przedstawiaja wy-
niki $wiadczace o tym, iz dotychczas nie opisywany
u B. thuringiensis gen flhA jest odpowiedzialny za
ruchliwos$¢ bakterii, ro6znicowanie komorek i sekrecje
protein zwigzanych z wirulencja tj. HBL i PC-PLC.
Salamitou iwsp.[77] sugeruja, iz regulatorem ge-
now kodujacych czynniki potencjalnie zwiazane z pa-
togennos$cia B. thuringiensis jest PIcR. Obserwowane
syndromy u testowanych laboratoryjnie myszy wska-
zuja na udzial hemolizyn, z kolei biotesty z wyko-
rzystaniem mutantow sugeruja, ze patogennos¢ B. thu-
ringiensis wymaga czynnikow, ktore sa zalezne od
aktywnosci PIcR. Obserwacje¢ taka potwierdzaja
w swych badaniach Fedhila iwsp. [20] wskazujac
na wczesniej opisywana metaloproteazg InhA2, ktora
jest takze regulowana przez PIcR.
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9. Podsumowanie

Wszechstronne badania, prowadzone od prawie stu
lat, zaowocowaty wykorzystaniem Bacillus thuringien-
sis przede wszystkim w produkcji specyficznych bio-
insektycydow, konkurencyjnych dla niespecyficznych
preparatow chemicznych. W latach 1961-1995, Agen-
cja Ochrony Srodowiska w Stanach Zjednoczonych
zarejestrowala 177 preparatdéw opartych na B. thurin-
giensis, a na poczatku 1998 roku ich liczba wzrosta do
prawie 200 [82]. Wzrost zainteresowania wlasnos$cia-
mi szczepow oraz delta-endotoksyn powodowany jest
mozliwo$ciami szerokiego wykorzystania tych ento-
mopatogennych laseczek w kontroli coraz to nowych
owadow-szkodnikoéw roslin, innych organizmow paso-
zytniczych, a nawet w terapii nowotworowej. Prowa-
dzone na szeroka skal¢ badania nad B. thuringiensis
maja na celu przede wszystkim zidentyfikowanie no-
wych szczepoéw i nowych biatek Cry, ktore w przysz-
losci moga stanowi¢ zrodto biopreparatéw. Izolacja
i selekcja krysztatotworczych szczepow B. thuringien-
sis ma istotne znaczenie z punktu widzenia poszerze-
nia spektrum dziatania wobec innych gatunkéw stawo-
nogow, bedacych szkodnikami badz wektorami choréb
infekcyjnych i inwazyjnych. Duza liczba zidentyfiko-
wanych szczepow i1 endotoksyn jest niezbgdna takze
w zwiazku z mozliwoscia wyksztalcenia si¢ cechy
opornosci wsrod owadow bedacych celem dziatania.
Ponadto nowe izolaty potrzebne sa do konstrukcji orga-
nizmoéw transgenicznych, zaréwno bakterii, jak i roslin,
ktore wykorzystywane beda do walki z organizmami
niedostepnymi dla obecnie stosowanych preparatow
opartych na B. thuringiensis oraz taczacych cechy, np.
motylobdjcze z chrzaszczobdjczymi, w celu kontroli
mieszanych inwazji szkodnikow.

Badania dotyczace biologii laseczek, a zwtaszcza
ich wymagan pokarmowych oraz Srodowiskowych
uwarunkowan syntezy 8-endotoksyn moga usprawnié
metody izolacji i selekcji krysztatotworczych szczepow,
w oparciu o ich cechy fizjologiczne, takie jak np. r6z-
nicujaca, od innych gatunkow Bacillus, zdolnos¢ do
wzrostu na podtozu minimalnym z seryna.
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Tularemia

Abstract: Tularemia is a zoonosis caused by Francisella tularensis, a gram-negative, small facultative intracellular bacterium.
F. tularensis is found in widely diverse animal hosts and habitats and can be recovered from contaminated water, soil, and vegetation.
Human acquire infection through bites ticks, flies, and mosquitoes and by contact with animals, especially rodents. Two subspecies
of F. tularensis are recognised on the basis of cultural characteristics, epidemiology, and virulence-tularensis (Type A) in North
America and holarctica (Type B) in Eurasia. Tularemia is characterised by fever, apathy and septicaemia. In humans, there may be
ulcers or abscesses at the site of inoculation and swelling of the regional lymph nodes. Because the causative agent of tularemia,
F. tularensis, is one of the most infectious pathogenic bacteria known it may be used as a potential biological weapon.

1. Introduction. 2. Etiological agent. 3. Pathogenesis of F. tularensis infections. 4. Occurrence of tularemia in the World. 5. Clinical
manifestations. 6. Laboratory diagnosis. 7. Chemotherapy of F. tularensis infections. 8. Protective vaccination. 9. Tularemia as

a biological weapon. 10. Summary

Stowa kluczowe: Francisella tularensis, patogeneza, diagnostyka, chemioterapia, szczepienia, bron biologiczna
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1. Wstep

Tularemia jest ostra, odzwierzgca choroba zakazna,
wystepujaca w naturalnych warunkach wsréd gryzoni
i zajacowatych, nazywana czasami ,,choroba zajecza”
lub ,,dzuma gryzoni”, wywotywana przez Francisella
tularensis, wzglednie tlenowa, Gram-ujemna ziarniako—
pateczke. Choroba wystepuje u ssakow, ptakow, ptazow,
ryb a nawet u bezkr¢ggowcow. Naturalnym rezerwua-
rem F. tularensis sa myszy, szczury, nornice, wiewiorki,
kroliki, zajace oraz inne zwierzgta, gtdéwnie gryzonie
[7, 9, 49, 76]. Ludzie zarazaja si¢ pateczkami F. tula-
rensis poprzez ukaszenia owadow, kontakt z zakazo-
nymi tkankami zwierzat, skazona ziemia, spozyciem
skazonej wody i zywnosci jak tez droga aerogenna.
Tularemia u ludzi moze przybiera¢ rézne formy w za-
leznosci od drogi wniknigcia do organizmu. Pomimo,
Ze jest ona uwazana za chorobg przebiegajaca w ostrej
postaci, w wielu przypadkach moze przebiega¢ w for-
mie tagodnej lub wrecz bezobjawowo [18].

W obecnej dobie zagrozenia atakami terrorystycz-
nymi, nie mozna zapomina¢ rowniez o tym, ze pateczki
F. tularensis moga by¢ uzyte jako bron biologiczna
w postaci aerozolu do wywolania atypowego zapale-
nia phuc [12, 14]

Tularemia zostata po raz pierwszy opisana w 1837
roku w Japonii. Nazwa choroby pochodzi od opisanej

w roku 1911 epidemii tularemii u wiewiorek w hrab-
stwie Tulare w Kaliforni a nazwa bakterii — od naz-
wiska badacza zajmujacego si¢ tymi drobnoustrojami
—dr Edwarda Francisa [46].

2. Czynnik etiologiczny

Tularemi¢ wywotuje mata (0,2—0,7 um), nieruchli-
wa, niezarodnikujaca, barwiaca si¢ biegunowo, rosnaca
tlenowo Gram-ujemna ziarniako—pateczka Francisella
tularensis. Drobnoustroj ten jest wrazliwy na wysoka
temperaturg, promienie stoneczne oraz na powszechnie
stosowane srodki dezynfekcyjne. W tuszy zwierzgcej,
w temperaturze do 21°C zarazek przezywa kilka mie-
sigcy. W zbiornikach wodnych bakterie przezywaja do
3 miesigcy, w mule — kilka tygodni; w wydzielinie
z wezta chtonnego — miesiac lub dtuzej [41].

Pozycja taksonomiczna F. tularensis ulegata czgstym
zmianom. Pierwotnie drobnoustroj ten byt zaliczany do
rodzaju Bacterium, pdzniej do rodzaju Pasteurella lub
Brucella [53], a od 1947 do nowo utworzonego rodzaju
Francisella [16]. W Bergey'’s Manual of Systematic
Bacteriology z 1984 1. w obrebie rodzaju Francisella
obok F. tularensis znalazt si¢ rowniez drugi gatunek
— F novicida. Drobnoustroje nalezace do gatunku
F novicida, roznia si¢ od F tularensis niektorymi
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wlasciwo$ciami biochemicznymi oraz brakiem zjadli-
wosci dla ludzi i zwierzat. Obydwa drobnoustroje
wykazuja jednak wysoki stopien pokrewienstwa gene-
tycznego (99,6% podobienstwo w sekwencji nukleoty-
doéw podjednostki 16S rDNA) i z tego powodu F. novi-
cida uwazana jest przez wielu badaczy za podgatu-
nek F tularensis 1 opisywana jako F. tularensis subsp.
novicida [21, 34].

W 1989r. Hollis iwsp. [34] zaproponowali aby
do rodzaju Francisella wlaczy¢ pateczki dotychczas
klasyfikowane jako Yersinia philomiragia. Autorzy
udowodnili, ze sktad kwasow ttuszczowych tych pate-
czek jest typowy dla rodzaju Francisella a ich DNA
wykazuje wysoki stopien pokrewienstwa do DNA
F. tularensis. Nowy gatunek powinien zdaniem auto-
row przyjac nazwe F. philomiragia.

Pierwotnie, w obregbie gatunku F. tularensis wyrdz-
niano dwa podgatunki: F. tularensis subsp. tularensis
(inna nazwa typ A lub F. tularensis subsp. nearctica)
oraz F. tularensis subsp. palaearctica (inna nazwa typ B
lub F tularensis subsp. holarctica), gldwnie na podsta-
wie cech zjadliwosci tych drobnoustrojow, obecnos$ci
ureidazy cytrulinowej i zdolno$ci do produkcji kwasu
z glicerolu [51, 52]. Bardziej szczegdétowa analiza
szczepow F. tularensis, podgrupy holarctica, wyrdznia
3 biovary: biovar I wrazliwy na erytromycyng, biovar II
oporny na erytromycyne i biovar japonica [60].

Szczepy F. tularensis subsp. tularensis (typ A) uwa-
zane sa za najbardziej zjadliwe dla ludzi i domowych
krolikéw. Dawka zakazajaca wynosi zaledwie 10 CFU
a $miertelno$¢ nie leczonej postaci skornej wynosi
5-6% [17, 19, 52]. F tularensis subsp. tularensis
(typ A) sa niemal wylacznie izolowane na terenie
Ameryki PoInocnej, chociaz ostatnio opisano przypadki
izolowania tych szczepow na terenie Europy [29].
Zakazenia F. tularensis subsp. palaearctica (typ B)
wystepuja gtownie u gryzoni wodnych takich jak bobry
i pizmowce w poétnocnych rejonach Ameryki Pétnocne;j
a takze u zajecy 1 matych gryzoni w potnocnych rejo-
nach Europy i Azji. F. tularensis subsp. palaearctica
(typ B) sa mniej wirulentne dla ludzi i krolikow.

Czwarta opisana w 1992 r. podgrupa tych drobno-
ustrojow, F. tularensis subsp. mediaasiatica wystepuje
na terenie centralnej Azji i bytych republik Zwiazku
Radzieckiego. Szczepy te wykazuja obecnos¢ ureidazy
cytrulinowe;j i sa zdolne do fermentacji glicerolu, ale sa
mniej zjadliwe dla krolikow od szczepdw F. tularensis
subsp. tularensis [18].

Budowa genomu pateczek F tularensis jest stabo
poznana. W szczepie szczepionkowym (LVS) opisano
wystgpowanie dwoch réznych plazmidow kryptycz-
nych (pOM1 i pNFL10) [54]. Aktualnie w réznych
o$rodkach naukowych w Europie i USA trwaja prace
nad poznaniem sekwencji nukleodytéw w genomie
szczepu Schu S4 uwazanego za typowego przedsta-
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wiciela gatunku F. tularensis subsp. tularensis [18, 55].
Wstepne wyniki sugeruja, ze szczep Schu S4 posiada
jeden z najmniejszych genoméw sposrod wszystkich
bakterii, o wielko$ci ponizej 2 Mpz Zawarto$¢ G+ C
w genomie wynosi okoto 34% [55].

3. Patogeneza zakazen wywolywanych
przez F. tularensis

F. tularensis moze wnikna¢ do organizmu cztowie-
ka poprzez uszkodzona skoreg, blony §luzowe, uktad
pokarmowy i ptuca [6, 14, 17, 18, 25]. W typowej po-
staci wrzodziejaco-weztowej tularemii zmiany skorne
pojawiaja si¢ w miejscu zakazenia po 3—5 dniach od
ekspozycji [50]. Drobnoustroje te sa wzglednymi we-
wnatrzkomorkowymi patogenami, ktore zdolne sa do
namnazania wewnatrz makrofagow [1].

Po wstepnym 3—5-dniowym namnozeniu w miejscu
zakazenia, bakterie droga uktadu krwiono$nego przedo-
staja si¢ do weztow chlonnych, w ktorych si¢ dalej na-
mnazaja, a nast¢pnie sa rozsiewane do takich narzadéw
jak phuca, optucna, §ledziona, watroba i nerki. W watro-
bie bakterie namnazaja si¢ w hepatocytach, tam tez jest
produkowany nekrotyczny czynnik alfa, interleukina-
10, interleukina-12 i gamma interferon (IFN-y) [13,
27]. Poczatkowa reakcja tkanek na zakazenie jest miejs-
cowa martwica z naciekiem ztozonym gléwnie z wielo-
jadrzastych leukocytow a nastgpnie z makrofagdw,
nabtonkowatych komorek i limfocytow. Zmiany wy-
sigkowe staja si¢ ziarniniakowate z centralnie umiejs-
cowionymi zmianami martwiczymi, czasami ze strefa
serowacenia otoczona przez warstwe nabtonkowatych
komorek, olbrzymich komoérek wielojadrzastych i fibro-
blastow. Zmiany te przybieraja charakter typowy dla
gruzlicy i sarkoidozy [13, 14, 62, 67, 74]

Zaobserwowano, ze po podaniu matpom droga aero-
genna zjadliwego szczepu Schu S4 F. tularensis w cia-
gu 24 godzin pojawia si¢ zapalenie oskrzeli [78], ktore
przy braku leczenia rozszerza si¢ nast¢pnie na ptuca,
w obrebie ktorych tworza sig ziarniniaki i przewlekle,
srodmiazszowe zmiany wiodkniste.

U ludzi réwniez bardzo szybko po zakazeniu docho-
dzi do krwotocznego zapalenia gornych drog oddecho-
wych oraz do zapalenia ptuc. Histopatologiczne bada-
nie skrawkow ptuc wykazuje przestrzenie wypehione
wysigkiem zawierajacym monocyty [14].

4. Wystepowanie tularemii na §wiecie

Od 1911 roku, kiedy to, od gryzonia w Kaliforni
wyizolowano, mata Gram-ujemna bakterig, ktora na-
zwano Bacterium tularensis [46], naturalne zakazenia
wywolywane przez F. tularensis zostaly opisane w wie-
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Rys. 1. Wystgpowanie endemicznych ognisk tularemii na
terenie Polski

lu krajach potkuli poinocnej, najczgsciej w Skandy-
nawii, Pélnocnej Ameryce, Japonii i Rosji [7, 9, 50,
69, 76]. Jednakze, ostatnio zanotowano przypadki
tularemii w Turcji, Jugostawii, Hiszpanii i Szwajcarii
[3, 18, 32, 59] co wskazuje, ze choroba ta moze wyste-
powaé w krajach o réznym klimacie.

W Polsce ogniska endemiczne tularemii wystepuja
gldwnie na pétnocy kraju; w okolicach Szczecina, Ol-
sztyna, Bydgoszczy, Gdanska, Biategostoku i Poznania
[33, 41] (Rys. 1). W latach 1946-1971 zarejestrowano
w Polsce 497 przypadkoéw tularemii, gtéwnie w okoli-
cach Szczecina i Olsztyna. Natomiast w roku 1983 za-
notowano w Polsce juz tylko 4 przypadki zachorowan
[2]. W 98% zrédlem zakazenia ludzi byty chore zajace.
Ogniska olsztynskie powiazane sa z obszarami ende-
micznymi na wschodnim wybrzezu Battyku, gdzie duze
epidemie tularemii obserwowano w latach 1943-1944
w okolicy Tylzy oraz w okregu Kaliningradzkim. Nato-
miast ogniska w rejonie Szczecina naleza do najwigk-
szych endemicznych rejondw tularemii w Polsce [44].

Trzeba mie¢ na uwadze, ze dostgpne dane epide-
miologiczne sag mocno zanizone z powodu braku cha-
rakterystycznych objawow klinicznych tularemii oraz
niedostatecznym przygotowaniem laboratoriéw do ba-
dan diagnostycznych w tym kierunku.

5. Objawy Kkliniczne

Tularemia u ludzi moze przybiera¢ rézne formy,
w zaleznosci od drogi wniknigcia do organizmu. Pomi-
mo ze tularemia uwazana jest za chorobg przebiegajaca
w ostrej postaci, w wielu przypadkach moze przebie-
ga¢ w formie tagodnej lub wrecz bezobjawowo [18].
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Poczatek choroby jest nagly, z gwattownymi dresz-
czami, bélem migsni, glowy, uczuciem rozbicia, wy-
soka goraczka, ostabieniem, wymiotami, czgsto obser-
wuje si¢ zapalenie spojowek. Goraczka u 0sob niele-
czonych ma charakter nawrotowy [20, 41, 50]. Pateczki
F tularensis za pomocg makrofagdow sa transportowane
do weztow chtonnych, gdzie moga si¢ namnazaé i na-
stepnie dalej rozprzestrzenia¢ po organizmie. Naj-
czesciej w tej fazie choroby dochodzi rowniez do bak-
teremii. Wstepny etap odpowiedzi immunologicznej
charakteryzuje si¢ ostrym stanem zapalnym. W pdz-
niejszej fazie tworza si¢ serowacenia ziarniniakowate
podobne do tych wystepujacych przy gruzlicy i sarko-
idiozie. Okres wylggania choroby jest krotki, zwykle
3-5-dniowy chociaz moze si¢ waha¢ od 2 do 21 dni
[13, 18, 67].

Wyrdznia si¢ nastgpujace postacie kliniczne tula-
remii [2, 6, 8, 14, 20, 25, 30, 41, 71]:

—posta¢ wrzodziejaco-wegzlowa: wy-
stepuje w 45—-85% wszystkich przypadkow tularemii,
najczesciej w wyniku kontaktu ze skazonymi tkanka-
mi zwierzat badz w wyniku ukaszenia przez zakazone
stawonogi, gtownie kleszcze. Pojawiaja si¢ rumie-
niowate grudki w miejscu ukaszenia przez kleszcza.
W ciagu 48 godzin zmiany si¢ powigkszaja do 1-2 cm,
przechodzac w krosty a nastgpnie we wrzody, ktore
moga przetrwac przez wiele miesigcy. W pozniejszym
okresie pojawia si¢ czarny strup z otaczajacym go
rumieniem i1 obrzgkiem. Po okresie inkubacji, ktory
typowo trwa od 3 do 6 dni u zakazonej osoby pojawiaja
si¢ objawy grypopodobne, takie jak dreszcze, goracz-
ka, bol glowy, bol migsni. Drobnoustroje z miejsca
wniknigcia rozsiewane sa do weztow chtonnych droga
uktadu chlonnego. Z powigkszonych, czasami ropieja-
cych weztow chlonnych, bakterie moga dosta¢ si¢ do
okolicznych tkanek, takich jak $ledziona, watroba,
ptuca, nerki, jelita, centralny uktad nerwowy, migénie
szkieletowe. Wystepuje czgsto leukocytoza oraz hyper-
bilirubinemia razem z podwyzszonym poziomem wa-
trobowych transaminaz. Powrét do zdrowia moze by¢
opozniony ale posta¢ wrzodziejaco-we¢ztowa tularemii
rzadko prowadzi do §mierci (ponizej 3% przypadkow
choroby), nawet przy braku leczenia.

W rzadkich przypadkach nie dochodzi do zmian
skornych w miejscu zakazenia a jedynie do powigk-
szenia weztdw chtonnych. Taka postac okresla sig jako
tularemie weztowa.

—postac¢ anginowa: wystgpuje rzadko, w mniej
niz w 5% przypadkdéw. Po spozyciu zakazonej F. tula-
rensis wody lub zywno$ci nast¢puje wysickowe zapa-
lenie gardta i jamy ustnej z tendencja do owrzodzen.
Wystepuje goraczka, dreszcze, bole migsni oraz czg-
sto dotacza si¢ zapalenie ptuc. Postaé ta jest czgsto
okreslana jako bolesne owrzodzenie gardta z powigk-
szeniem migdalkow i tworzeniem si¢ zotto-biatych
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bton rzekomych. Najczeséciej objawom tym towarzy-
szy powigkszenie wegzlow chlonnych szyjnych.

—posta¢ zoladkowo-jelitowa: spozycie
zakazonej F. tularensis wody lub zywno$ci moze wy-
wotac¢ zapalenie zotadka i jelit. W zaleznos$ci od dawki
zakazajacej, pokarmowa postaé tularemii moze przy-
biera¢ forme tagodnej biegunki badz tez ostrej postaci
pokarmowej z owrzodzeniami jelit.

— postaé¢ ptucna: wystepuje w ponizej 5%
przypadkéw — jest to najbardziej ostro przebiegajaca
posta¢ tularemii. Moze ona by¢ wywotana albo przez
bezposrednie wniknigcie drobnoustrojow droga od-
dechowa badz tez w wyniku powiktan innych postaci
tularemii. Objawy wystepujace w postaci ptucne;j tula-
remii nie sa swoiste i trudno je zréznicowac badaniem
klinicznym czy tez radiologicznym od innych chordb
przebiegajacych z zapaleniem phluc. Objawy postaci
phucnej tularemii to goraczka, bole migsni, bol gtowy,
bol w klatce piersiowej, suchy kaszel i zapalenie phuc.
Moze takze doj$¢ do zapalenia gardta. Choroba moze
przybra¢ forme ostra (piorunujaca) lub powolna, z ob-
jawami przedtuzajacymi si¢ do wielu miesigcy. Obraz
RTG wykazuje jedno- lub obustronne zapalenie ptuc.
Moze wystapi¢ powigkszenie wnegkowych weziow
chtonnych i wysick w optucnej. Czasami mozna za-
obserwowa¢ nacieki w miazszu lub rozsiane zmiany
ziarniniakowate a nawet ropnie w miazszu pluc. Wy-
stepuje leukocytoza, podwyzszenie poziomu transami-
naz i bilirubiny oraz rozpad migsni prazkowanych
z podwyzszonym poziomem fosfokinazy kreatyniny.

—postaé¢ oczno-we¢ztowa: rzadko wystepu-
jaca posta¢ kliniczna tularemii. Spojowki sa pierwotnym
miejscem wniknigcia bakterii, zazwyczaj w wyniku
przeniesienia drobnoustrojow palcami. Na spojéwkach
pojawiaja si¢ owrzodzenia i guzki, a bakterie przeni-
kaja do okolicznych weztéw chtonnych.

—postac¢ durowa: wystepuje rzadko, w mniej
niz w 5% przypadkow. Najczgstszym objawem jest
goraczka bez pierwotnych zmian skornych, weztowych,
ocznych oraz bez zmian zapalnych gardta i ptuc. Po-
czatek choroby jest nagly, z goraczka 38—40°C, bélem
migsni, glowy i dreszczami. Moze wystapi¢ biegunka
i ostabienie. Pojawia sig suchy kaszel z bolem zamost-
kowym. U 50-80% o0sOb nastgpuje wtorne zapalenie
ptuc z ropna plwocing i dusznoscia. Najczgstsze po-
wiktania to rozpad mig$ni prazkowanych, zapalenie
watroby, nerek, opon mozgowo-rdzeniowych i stawow.
Smiertelnosé siega 50%.

6. Laboratoryjna diagnostyka zakazen
wywolywanych przez F. tularensis

Bakteriologiczna diagnostyka tularemii jest trudna
i bardzo niebezpieczna dla personelu laboratoryjnego.
Laboratoria o klasie bezpieczenstwa A przy podejrze-
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niu w preparatach barwionych metoda Grama obecno-
$ci pateczek F. tularensis powinny przesta¢ szczep do
laboratorium klasy B. Trzeba bra¢ pod uwage, ze szereg
innych drobnoustrojow, takich jak Haemophilus sp.,
Acinetobacter sp., Actinobacillus sp., Bordetella sp.,
Pasteurella sp., Brucella sp. moze by¢ mylonych
z F tularensis. Od 0s6b podejrzanych o tularemi¢ moga
by¢ pobrane aspiraty z wgztéw chlonnych, materiat ze
zmian skornych, probki krwi, plwociny, moczu, mate-
riat z przewodu pokarmowego, wymazy z gardla, wy-
cinki z watroby, $ledziony, nerek, ptuc oraz préobki
szpiku kostnego [14, 18]. W skierowaniu do labora-
torium powinno by¢ ostrzezenie o spodziewanym roz-
poznaniu, co pozwoli na unikni¢cie niebezpiecz-
nych ekspozycji na ten wysoce zakazny drobnoustroj.
W probkach surowicy nalezy poszukiwac przeciwciat
roznymi metodami serologicznych.

Najczesciej wykorzystywane metody laboratoryjnej
diagnostyki zakazen wywolanych przez F. tularensis
przedstawiono w tabeli 1.

7. Chemioterapia zakazen wywolywanych
przez F tularensis

Ziarniako — paleczki F. tularensis sa generalnie
wrazliwe na aminoglikozydy, teracykliny, fluorochino-
lony i chloramfenikol. Wszystkie szczepy produkuja
betalaktamazy rozktadajace penicyliny, cefalosporyny
i karbapenemy (imipenem i meropenem). Sa oporne
na makrolidy i klindamycyng [14, 18, 41, 61].

Profilaktyczne podawanie antybiotykow jest efek-
tywne jedynie wtedy, gdy rozpocznie si¢ w ciagu 24 go-
dzin po ekspozycji. Osoby ktore zetknety sig¢ wezesniej
z zakazonym materiatem powinny mierzy¢ temperature
i przy pierwszych grypopodobnych objawach rozpo-
cza¢ leczenie. Bliski kontakt z osoba chora nie wyma-
ga profilaktycznego podania antybiotykow. Poniewaz
tularemia nie przenosi si¢ z czlowieka na cztowieka
nie jest konieczna izolacja chorych. Wystarcza stan-
dardowe srodki ochronne personelu, takie jak rgka-
wiczki przy kontakcie z krwia, ochronne okulary itp.

Antybiotyki stosowane w leczeniu tularemii zgod-
nie z zaleceniami specjalnej grupy naukowcow, powo-
tanej w USA pod nazwa Working Group on Civilian
Biodefense, przedstawiono w tabeli I [14].

8. Szczepienia ochronne

Pierwsze zywe szczepionki dla ochrony osob nara-
zonych na zakazenie F. tularensis bylty opracowane
juz przed Il wojna §wiatowa w Owczesnym Zwiazku
Radzieckim. W petni wirulentny szczep F. tularensis
byt atenuowany poprzez pasaze na sztucznych podto-
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Tabela I

Metody laboratoryjnej diagnostyki zakazen wywolywanych przez F. tularensis

Rodzaj badania

Metoda / pozywka

Uwagi

Preparaty mikroskopowe [14, 18, 45]
May/Grunwald/Giemsa

— Barwienie metoda Grama Iub metoda

Mate, Gram-ujemne, stabo wybarwione
ziarniako-pateczki na granicy widocznosci

Preparaty histologiczne -
[18, 28, 48]

odczyn immunofluorescencji
bezposredniej i posredniej,

— odczyn immunoenzymatyczny,

— odczyn precypitacji w kapilarach,
— odczyn immunochromatografii,

Wysoce czule i swoiste metody pozwalajace
wykry¢ drobnoustroje w liczbie
>103CFU/ml,

Wysoka swoisto§¢ odczynu przy niskiej
czulosci

Hodowla [11, 14, 18, 26, 28, 45, -

56, 58, 73, 75, 77] — agar czekoladowy,

wzbogacony cysteinag,

— poditoze Chamberlaina

agar z dodatkiem krwi, cysteiny i glukozy,
— podtoze TSB lub bulion mézgowo-sercowy

— bulion Mueller-Hinton z dodatkiem
pirofosforanu Zelazowego,

Okragle, gtadkie, lekko $luzowe, zielonkawo-
biate kolonie o $rednicy 2—4 mm

Wzrost na podtozach ptynnych jest powolny,
wymaga okoto 7-10 dni inkubacji.

F. tularensis ro$nie w postaci zwartego
pierscienia blisko gornej krawedzi bulionu

Proba biologiczna [45]

Myszom lub $§winkom morskim podaje si¢
probki materiatu klinicznego droga pokarmo-
wa, dootrzewnowo, podskérnie lub dozylnie

Padnigcia po 2-10 dniach. Krwotoczne
powigkszenie weztow chtonnych, §ledziony,
watroby, liczne ogniska martwicze

Metody biologii molekularnej
[8, 15, 18, 21, 24, 28, 37-39, 57, 68]
— REP-PCR

— tancuchowa reakcja polimerazy (PCR),

Poszukuje sig fragmentow gendéw kodujacych
biatka blony zewngtrznej

Pozwala na typowanie roznych podgatunkow
szczepow F. tularensis

Badania serologiczne -
[4, 5, 10, 14, 18, 42, 45, 66, 72, 79]
— odczyn lateksowy
odczyn ELISA

odczyn mikroaglutynacji
— odczyn aglutynacji probowkowe;j

odczyn western-immunoblotting

Przeciwciata dla antygenow F. tularensis
pojawiaja sig w surowicy osob chorych
po 10-14 dniach od wystapienia objawow
klinicznych, osiagaja najwyzszy poziom
w 4-7 tygodniu choroby

Tabela II
Antybiotyki stosowane w leczeniu tularemii zgodnie z zaleceniami Working Group on Civilian Biodefense [14]
Grupa osob Antybiotyk z wyboru Antybiotyk alternatywny
Osoby doroste | Streptomycyna: 1 g domig$niowo, 2 X dziennie, Doksycyklina: 100 mg dozylnie, 2 x dziennie,
przez 10 dni przez 14-21 dni
Gentamycyna: 5 mg/kg domigsniowo lub dozylnie Chloramfenikol: 15 mg/kg dozylnie, 4 x dziennie,
1 x dziennie, przez 10 dni przez 14-21 dni
Ciprofloksacyna: 400 mg dozylnie, 2 x dziennie,
przez 10 dni
Dzieci Streptomycyna: 15 mg/kg domigsniowo, 2 x dziennie, | Doksycyklina: u dzieci o wadze 245 kg, 100 mg
Gentamycyna: 2,5 mg/kg domigsniowo lub dozylnie dozylnie 2 x dziennie u dzieci o wadze <45 kg 2,2 mg/kg
3 x dziennie dozylnie, 2 % dziennie
Chloramfenikol: 15 mg/kg dozylnie 4 x dziennie
Ciprofloksacyna: 15 mg/kg dozylnie, 2 x dziennie

zach z dodatkiem surowicy odporno$ciowej lub tez
poprzez jego suszenie. Z poczatkiem lat 40-tych ubieg-
tego wieku po stracie poczatkowo uzywanego w petni
wirulentnego szczepu F. tularensis wyizolowano nowy
szczep oznaczony jako ,,157, ktory posiadal zreduko-
wane wlasciwosci wirulentne dla $§winek morskich
przy w pelni zachowanej wirulencji dla myszy. Do
roku 1960 atenuowany szczep 15 F. tularensis, poda-

wany podskornie, uzyto do zaszczepienia 60 milionow
0s6b [67]. Pozniejszym wariantem szczepu ,,157, ktory
z czasem utracil swoje wlasciwos$ci wirulentne dla my-
szy byt tzw. szczep ,,15 — odnowiony” (15 restored).
Innym szczepem uzyskanym w Instytucie im. Gamalei
w Moskwie byt szczep oznaczony jako ,,155” [63].
Obydwa te szczepy dawaty 2 typy kolonii, oznaczone
jako wariant niebieski lub szary, w zalezno$ci od koloru
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jaki przyjmowaty kolonie ogladane pod mikroskopem
przy bocznym o$wietleniu. Drobnoustroje pochodzace
z wariantu niebieskiego okazaty si¢ bardziej zjadliwe
i immunogenne niz pochodzace z wariantu szarego
[17]. Postuzyty one do przygotowania zywego szczepu
szczepionkowego — LVS (live vaccine strain) F. tula-
rensis, ktory zapewnial efektywna ochrong immunizo-
wanych tym szczepem myszy i $winek morskich przed
zakazeniem droga oddechowa wirulentnym szczepem
Schu S4 F. tularensis. Badania przeprowadzone na
ochotnikach u ludzi potwierdzity, Ze uzycie szczepionki
przygotowanej ze szczepu LVS zapewnia istotna
ochrong przed zakazeniem F. tularensis droga odde-
chowa [64, 65]. Szczepionke ze szczepu LVS mozna
podawac zaréowno droga aerogenna, pokarmowa jak
i podskérna. Produkcje tej szczepionki rozpoczeto
w USA w 1959 roku. Po jej zastosowaniu czgstos¢ za-
kazen F. tularensis wywohujacych posta¢ durowa spadta
z 5,7 do 0,27 przypadkéw na 1000 przypadkéw wyso-
kiego ryzyka. Szczepionka LVS jest jak dotad jedyna
skuteczna szczepionka w zapobieganiu tularemii. Nie
jest ona jednak obecnie ogolnie dostgpna poniewaz
nadal trwaja prace nad dopuszczeniem jej do obrotu.

Pierwsze prace nad zabita szczepionka byty prowa-
dzone w 1930 roku przez Lee Foshay [22, 23].
Stosowano r6zne metody inaktywacji zywego szczepu,
takie jak ogrzewanie, dziatanie acetonem i fenolem.
Skutecznos¢ tego typu szczepionki obecnie jest kwestio-
nowana. Stwierdzono, ze stymuluje ona glownie od-
porno$¢ humoralna a bardzo stabo odporno$¢ komor-
kowa. Wiadomo jest natomiast, ze skuteczna ochrong
przed wystapieniem tularemii zapewnia odporno$¢ ko-
morkowa zwiazana z limfocytami T [74]. Dodatkowa
ujemna cecha tej szczepionki byto stymulowanie wy-
stepowania lokalnych reakcji poszczepiennych.

Prowadzone sa takze prace nad stworzeniem tzw.
szczepionki podjednostkowej zawierajacej w swoim
sktadzie poszczegdlne antygeny wystepujace w ko-
morce F. tularensis, ktore sa zdolne indukowac odpor-
no$¢ humoralna i komérkowa. Do tej pory udato sig
zidentyfikowac¢ 23 takie antygeny. Stwierdzono, Ze nie-
ktore z bialek otoczkowych, o masie 61, 40, 37, 32
1 17,5 — kda stymulowaty takze odpowiedz komorko-
wa [35, 62, 70].
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9. Tularemia jako bron biologiczna

Prace nad wykorzystaniem pateczek F. tularensis
jako broni biologicznej byty prowadzone w USA, ZSRR
i Japonii juz przed Il wojna §wiatowa [14]. Istnieje po-
dejrzenie, ze bakterie te mogty by¢ uzyte przez Rosjan
w latach 1942—43 w czasie walk o Stalingrad podczas
II wojny $wiatowej [14]. U zolierzy po obydwu stro-
nach frontu walczacych wojsk oraz wsrdd ludnosci
cywilnej wystapity wtedy masowe zachorowania na
zapalenie phuc. F. tularensis byla tez jednym z drobno-
ustrojow testowanych jako bron biologiczna przez
Japoni¢ w latach 1932—1945 podczas walk w Mandzu-
rii. Po II wojnie §wiatowej prace nad bronia biologiczna
bytly kontynuowane zaréwno w USA jak i ZSRR.
W USA prace te trwaty do konca lat 60-tych, W roku
1973 wszystkie zapasy F. tularensis zostaty zniszczone
[12]. W Zwiazku Radzieckim a potem w Rosji prace
nad uzyciem paleczek tularemii jako broni biologiczne;j
trwaty do roku 1990 [14]. Uzyskano nawet warianty
oporne na antybiotyki.

WHO ustalito, ze 50 kg zawiesiny F. tularensis roz-
sianej w postaci aerozolu nad duzym miastem spo-
woduje zachorowanie 250 tysigcy 0sob i $§mier¢ 19 ty-
sigcy [31]. Zachorowania wystgpowalyby przez wiele
tygodni a nawroty choroby zdarzaty by si¢ jeszcze
przez wiele miesigcy. Osoby zaszczepione bytyby tyl-
ko czeg$ciowo odporne na zakazenie droga oddecho-
wa. Finansowe konsekwencje potencjalnego ataku bio-
terrorystycznego przy uzyciu pateczek F. tularensis
wedlug WHO wyniostyby ponad 5 miliardow dolaréw
na kazde 100 tysigcy 0sob bezposrednio narazonych
na zakazenie [40].

Wedhlug The Working Group on Civilian Biodefen-
se, biologiczny atak przy uzyciu F. tularensis charak-
teryzowalby si¢ nastepujacymi cechami:

— naglym pojawieniem si¢ u wielu osob ostrych obja-
wow goraczki z atypowym zapaleniem ptuc,

— pojawieniem si¢ objawow skornych, powigkszenie
wezlow chtonnych, zapalenie gardta,

— pojawieniem si¢ ostrych objawdw ptucnych u pier-
wotnie zdrowych, mtodych oso6b,

— wystapieniem przypadkéw tularemii na terenach
miejskich,

Tabela III

Zalecenia Working Group on Civilian Bidefense dotyczace leczenia tularemii w przypadku masowego ataku
terrorystycznego [14]

Grupa os6b Antybiotyk
Osoby doroste | Doksycyklina: 100 mg doustnie, 2 x dziennie, przez 2 tygodnie
Ciprofloksacyna: 500 mg doustnie, 2 x dziennie, przez 2 tygodnie
Dzieci Doksycyklina: u dzieci o wadze 245 kg, 100 mg doustnie, 2 x dziennie, przez 2 tygodnie
u dzieci o wadze < 45 kg, 2,2 mg/kg doustnie, 2 X dziennie, przez 2 tygodnie
Ciprofloksacyna: 15 mg/kg doustnie, 2 x dziennie
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— brakiem wektorow zwierzecych, w tym gryzoni,
przy zachorowaniach wérdd zakazonych osob brak
zroéznicowania co do plci i ich wieku,

— w preparatach probek materiatu klinicznego i ho-
dowli barwionych metoda Grama widocznymi, ma-
tymi, Gram-ujemnymi pateczko-ziarniakami.

W przypadku wystapienia masowych zachorowan

z objawami atypowego zapalenie pluc nalezy r6znico-

wa¢ tularemi¢ od innych jednostek chorobowych, ktére

moga wystapi¢ po ewentualnym ataku bioterrorystycz-

nym, takich jak waglik, dzuma czy goraczka Q.

Zalecenia Working Group on Civilian Biodefense
dotyczace leczenia tularemii w przypadku masowego

ataku terrorystycznego przedstawiono w tabeli I11 [14].

10. Podsumowanie

W pracy przedstawiono najwazniejsze informacje
dotyczace tularemii — choroby zakaznej, ktoéra sama
W sobie nie stanowi obecnie powaznego problemu epi-
demiologicznego. Ostatni wzrost zainteresowania ta
choroba wiaze sig z potencjalnym zagrozeniem atakiem
terrorystycznym przy wykorzystaniu pateczek F. tula-
rensis jako broni biologiczne;j.

Autorzy uznali, ze zebranie, w oparciu 0 najnowsze
piSmiennictwo, w krotkim artykule najwazniejszych
wiadomosci dotyczacych czynnika etiologicznego tula-
remii, patogenezy zakazen wywolanych przez F. tula-
rensis, objawow klinicznych choroby, jej diagnostyki
i chemioterapii zakazen bedzie stanowic¢ istotne kom-
pendium wiedzy niezbg¢dne kazdemu mikrobiologowi,
ktéremu przyjdzie zajmowac si¢ diagnostyka zakazen
wywolanych przez pateczki F. tularensis.
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1. Wprowadzenie. 2. Budowa mikrowarstwy powierzchniowej. 3. Czynniki determinujace przezywalnosc¢ i aktywno$¢ bakterioeustonu.
4. Bakterioneuston. 5. Podsumowanie

Bacterioneuston of water bodies

Abstract: The zone of contact between water makes air and the organic layer that is formed on the surface of water and constitutes
a unique habitat for microorganisms. Increased number of bacteria called bacterioneuston is observed there. This organic layer is
defined as the surface microlayer, surface film or air-water interface. Adhesive forces acting as a result of intermolecular attraction at
the border of two phase centres-water and air-contribute to the existence of a surface membrane. That layer makes a very stable
environment for microorganisms as concerns nutrients abundance. On the other hand, due to high temperatures, sunlight radiation
and presence of toxic substances it is not very favourable for their growth and development as compared to the depth of water. All
the above mentioned factors are selective and affect the microbiological composition of this environment. Biochemical activity of
bacteria living in the surface microlayer is lower than that of bacteria coming from deeper water layers. In spite of this, the concentra-
tion of ATP as an index of biomass and biochemical activity is higher in the surface membrane. Identification of bacteria strains
isolated from the surface biofolm reveal that most of them represented the genera Bacterium, Chromobacterium, Pseudomonas,
Flavobacterium, Vibrio-Aeromonas group and the Enterobacteriaceae family. Probably in surface microlayer water also exist
very specialized bacteria, capable of taking advantage of prevailing here conditions (high temperature, abundance of nutritional
substances) and actively carrying out metabolic transformations.

1. Introduction. 2. Surface microlayer structure. 3. Factors determinated survival and activity of bacterioneuston. 4. Bacterioneuston.

5. Conclusion

Stowa kluczowe: bakterioneuston, mikrowarstwa powierzchniowa, sSrodowiska ekstremalne

Key words:

bacterioneuston, surface microlayer, extreme envirinments

1. Wprowadzenie

Zbiorniki wodne tak §rodladowe jak i morskie nie
sa $rodowiskiem jednorodnym. W ich obrgbie mozna
wyrozni¢ wyrazne strefy zarowno w plaszczyznie
poziomej jak i pionowej. W plaszczyznie pionowe;j
zewngetrzng warstwa jest tak zwana btona powierzch-
niowa, zwana tez filmem powierzchniowym, bio-
filmem lub interfaza woda—powietrze. Pierwsze do-
niesienia o istnieniu filmu powierzchniowego zbiorni-
kow wodnych pojawity si¢ w 1773 roku. W listach
z podrézy morskiej Beniamin Franklin infor-
mowat o tym niezwykltym zjawisku naukowcow ame-
rykanskich [30].

Henry David Thoreau jako pierwszy opisal
w 1858 roku swoje obserwacje dotyczace filmu po-
wierzchniowego. Badacz ten zauwazyl, ze jesli na po-
wierzchni morza obecne sa substancje organiczne,
zmarszczki pojawiajace si¢ w poczatkowej fazie gene-
racji fal, zostaja wygtadzone [60].

Blona powierzchniowa pokrywa ¥ powierzchni
swiata a jednoczesnie obejmuje nieskonczenie mata
objetos¢ catosci masy wdd, zgromadzonej na Ziemi.
Maclntyre [53] nazwal ja najwazniejszym mili-
metrem oceanu.

Btona powierzchniowa zbiornikow wodnych jest
szczegolnym srodowiskiem chemicznym i fizycznym,
zupetie r6znym od wody podpowierzchniowej. Do jej
wystgpowania przyczyniaja si¢ sity adhez;ji, dzialajace
na skutek przyciagania migdzyczasteczkowego i na-
piecia powierzchniowego na granicy dwoch osrodkow:
wody i powietrza. Prowadzi to do akumulacji w tej
warstwie zwiazkow organicznych i nieorganicznych.
W warstwie tej obserwuje si¢ zwykle podwyzszo-
na liczebno$¢ bakterii, zwanych bakterioneustonem.
Bakterioneuston zaré6wno konsumuje jak i produ-
kuje substancje organiczne, przyczyniajac si¢ do two-
rzenia mikrowarstwy powierzchniowej, stanowiacej
ekstremalnie zewngtrzna cze$¢ btony powierzchnio-
wej. Biofilm powierzchniowy wraz z zasiedlajacym go
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bakterioneustonem, pehi rolg filtra oddzielajacego $ro-
dowisko wodne od atmosfery.

Dziatajace na powierzchni zbiornikéw wodnych
sity napigcia powierzchniowego powoduja fizyczna
stabilnos$¢ tej warstwy. Z drugiej strony, ze wzgledu na
ekstremalne warto$ci temperatury, czy dawki energii
stonecznej, jest to wysoce niestabilne $rodowisko
w poréwnaniu z woda podpowierzchniows.

2. Budowa mikrowarstwy powierzchniowej

Modele struktury mikrowarstwy opieraja si¢ na
obecnos$ci w niej pewnych duzych organicznych kom-
ponentéw znalezionych w jej przestrzeni, m.in. takich
jak biatka, polisacharydy, lipidy czy substancje humu-
sowe. Ta organiczna warstwa, zgodnie z definicja uzyta
przez Garrett’a [29] i1 Norkrans [68] jest okres-
lana jako powierzchniowa mikrowarstwa. Poczatkowy
jej model zaproponowany przez Norkrans [68]
grupowat wystgpujace w niej komponenty organiczne
w dwie warstwy (Rys. 1a):

1. sucha, zawierajaca lipidy,
2. mokra, lezaca ponizej, zawierajaca biatka i cukrowece,
— w obrgbie tej warstwy jak i pod nia mial wystgpo-
wac bakterioneuston

Zgodnie z tym schematem warstwa lipidowa stano-
wi jedynie pierwszych kilka nanometrow grubosci
[49]. W przypadku, jezeli film lipidowy jest zbudowa-
ny tylko z jednej warstwy dtugotancuchowych kwasow
thuszczowych, osiaga on grubo$¢ zaledwie 1-2 nm.
Jednak najczesciej film ten dochodzi do 10 nm grubosci
i zbudowany jest z kilku warstw lancuchow lipido-
wych, naktadajacych si¢ na siebie i stanowiacych rze-
czywista mikrowarstwe powierzchniowa. Wigkszos¢
zwiazkow akumulujacych si¢ w tej blonie, jest aktywna
powierzchniowo lub absorbuje si¢ na substancjach
tego typu. Ze wzgledu na polarng budoweg tworza one
uporzadkowang warstwg blony na granicy rozdziatu
powietrze-woda [68]. Pod wzgledem chemicznym
film lipidowy zwany tez lipidowa mikrowarstwa po-
wierzchniowa, sktada si¢ glownie z parzystej liczby
wolnych kwaséw thuszczowych nasyconych i nienasy-
conych, z tancuchami o 12-22 atomach wegla [68].
Jednym z czg$ciej wystepujacych jest kwas palmityno-
wy (C 16), dominuja jednak kwasy C 151 C 17, suge-
rujac czgsciowe pochodzenie bakteryjne [29]. Oprocz
wolnych kwasow thuszczowych spotyka si¢ w niej gli-
cerydy [49], a wérdd nich trdjglicerydy.

Nizej potozona mikrowarstwa kompleksow polisa-
charydowo-proteinowych wg Baier i wsp. [2] ma
grubos$¢ 10-30 nm. Ten sam autor [1] stwierdzil, ze
btona powierzchniowa zaréwno wod morskich jak
i srodladowych jest przesycona glikoproteinami i pro-
teoglikanami. Wedtug niego zwiazki te stanowia jedne
z najwazniejszych sktadnikéw budujacych biofilm. Na-
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stepnie stwierdzono, ze mono- i polisacharydy stanowia
srednio 28 % calej rozpuszczonej materii organicznej
wystepujacej w btonie powierzchniowej [77]. Pozniej-
sze badania [58] potwierdzaly wage wystepujacych
w biofilmie substancji o charakterze cukrowcow. We-
dlug Marty’ ego iwsp. [58] znaczna czg$¢ materii
organicznej budujacej blong powierzchniowa to we-
glowodany — do 80 %, przy czy czg¢s¢ z nich wykazuje
charakter polisacharydow typu dekstran. Natomiast
Sieburth iwsp. [77], powierzchniowy film lipido-
wy lacznie z polisacharydowo-proteinowa warstwa,
nazywaja mikrowarstwa powierzchniowa o grubosci
100 nm (0,1 pm), w ktorej Srednie stezenie weglowo-
danéw wynosi 875 mg/dm?®. W warstwie tej wystepuja
tzw ,,mokre” substancje powierzchniowo czynne, two-
rzac bardziej nieregularna strukturg¢. Pod wzgledem
stosunku do wody sa one hydrofilowe, a w btonie po-
wierzchniowej uktadaja si¢ dzigki obecnosci w ich
strukturze niewielu tancuchow hydrofobowych [68].

Opisywany model struktury btony powierzchniowej
przewidywal, Ze pod warstwa lipidow 1 warstwa zbudo-
wang z mieszaniny biatek oraz mono- i polisacharydow,
wystepuje tak zwany bakterioneuston. Blona ta stanowi
warstwe gdzie nastgpuje szczegodlne nagromadzenie
komorek bakteryjnych. Bakterie zasiedlajace btong
powierzchniowa stanowia najwazniejszy biologicznie
sktadnik neustonu [54]. Warstwa bakterioneustonu zo-
stala wyrozniana przez wielu badaczy [43, 59, 68] a jej
grubos¢ okresla sig na 1 do 50 mm. We wszystkich tych
pracach zwracano uwage na wyzsza liczebnos¢ bakte-
rii w mikrowarstwie powierzchniowej w stosunku do
wody podpowierzchniowej. Ponadto istnienie silnej
wspotzaleznosci pomiedzy filmem a bakteriami, pole-
gajacej na tym, ze bakterioneuston zar6wno konsumu-
je jak i1 produkuje substancje organiczne, przyczynia-
jac si¢ do tworzenia mikrowarstwy powierzchniowe;j,
umozliwia wysoka akumulacjg bakterii w biofilmie.

Wedhug alternatywnego modelu, poszczegolne ro-
dzaje substancji chemicznych budujacych btong po-
wierzchniowa miatyby by¢ te same (z wyjatkiem sub-
stancji humusowych). Natomiast ich wzajemny udziat
a zwlaszcza rozmieszczenie przedstawia si¢ zupehnie
inaczej. Model ten (Rys. 1b) proponuje podstawe
z bialek, lipidow i polisacharydow, wymieszanych
razem 1 tworzacych zhydratowana, zelopodobng ma-
triks, w potaczeniu z substancjami humusowymi [78].
Warto zwroci¢ uwage, ze substancje humusowe we-
dlug tego modelu stanowia do 50% materii organicz-
nej wystgpujacej w blonie powierzchniowej. W tej
koncepcji, ponizej warstwy organicznej ale takze w jej
obregbie znajduje si¢ strefa stanowiaca unikalne $rodo-
wisko zycia dla mikroorganizmow. Mikroorganizmy te
zgodnie z okre§leniem uzytym przez Naumann’a
[60] zaliczamy do neustonu. Za$§ bakterie przerasta-
jace cala blong powierzchniowa nazywane sg bakte-
rioneustonem.
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Rys. 1a Atmosfera
0
. Btona lipidowa Hydrosfera
Scista mikroskopowa prdow 10 nm
powierzchnia . .
Warstwa polisacharydowo-biatkowa
0,1 um
Mikrowarstwy
powierzchniowe
Warstwa bakterioneustanu
1,0 pm
Btona
powierzchniowa
Wszystkie warstwy powierzchniowe do 1 mm
Atmosfera
Rys. 1b o ] Hvdrosh 0
. P Polisacharydy = 30%
powierzchniowa .. o
(MATRIX) lipidy ~ 3%
Substancje humusowe = 50% (0,1-10 pm)
Mikrowarstwy
powierzchniowe
Warstwa bakterioneustanu do 10 pm
Btona
powierzchniowa
Wszystkie warstwy powierzchniowe do 1 mm

Rys. 1. Modele btony powierzchniowej zbiornikow wodnych [54]
a — model wyrodzniajacy strefg ,,suchg” — hydrofobowa, zbudowana gtéwnie z lipidow oraz strefg ,,mokra”
— hydrofilowa, zawierajaca biatka i polisacharydy,
b — model, w ktorym poszczegélne makro komponenty (biatka, polisacharydy, lipidy i substancje humusowe)
tworza zhydratowana, zelo-podobng matrix

W wyniku poréwnan obu modeli za bardziej pra-
wdopodobny uznaje si¢ obecnie model drugi, w ktérym
wszystkie substancje wystepuja w formie zhydrato-
wanej, zelopodobnej matriks [54]. Jednym z faktow,
ktéry przemawia za drugim modelem jest to, ze lipidy
mimo olbrzymiego wplywu i1 znaczenia w tworzeniu
btony powierzchniowej, nie wystepuja w az takiej
ilo$ci aby mogty utworzy¢ na powierzchni wody jedno-
rodna warstwe [91].

Poczatkowa miazszo$¢ tej organicznej warstwy lipi-
dow, biatek, polisacharydow i substancji humusowych
szacowano na okoto 0,1 um [77], natomiast obecnie wy-
daje sig, ze w swej zelowej postaci moze ona dochodzié¢
nawet do kilku mikrometrow [78]. Poza tym ilo$¢ orga-
nicznych komponentéw a wigc i grubo$¢ filmu moze
zmieniac si¢ zar6wno przestrzennie jak i czasowo [91].

3. Czynniki determinujace przezywalnosé¢
i aktywno$¢ bakterioneustonu

Bakterioneuston w zwiazku ze srodowiskiem byto-
wania jakim jest blona powierzchniowa jest bardziej
narazony na dziatanie stresujacych czynnikow ekolo-
gicznych niz mikroorganizmy bytujace w toni wodne;j.
Potencjalnie szkodliwe czynniki takie jak intensywne
promieniowanie stoneczne, temperatura, zmiany zaso-
lenia, obecno$¢ toksycznych substancji organicznych,
metali cigzkich, odgrywaja wazna rolg w walce o prze-
trwanie i rozwoj. Wszystkie te czynniki sa selektywne
i wptywaja na mikrobiologiczny sktad tego Srodowiska.

Pytaniem, ktore nurtuje wielu badaczy jest: czy
suma tych wszystkich niekorzystnych czynnikoéw $ro-
dowiskowych upowaznia do stwierdzenia, ze interfaza
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woda—powietrze jest dla mikroorganizmow $srodowi-
skiem ekstremalnym?

Niestety odpowiedz nie jest prosta. Pomimo, ze do
tej pory nie ma precyzyjnej definicji sSrodowisk ekstre-
malnych, to pewne §rodowiska sa za takie uwazane
wowczas gdy wystepuja w nich okreslone parametry
srodowiskowe lub ograniczenia w wystgpowaniu
organizméw. W pierwszym przypadku ,,ekstremalnos$c¢”
oznacza osiagnigcie przez czynniki $rodowiskowe
(pH, temperatura, zasolenie, ci$nienie i inne) wartosci
krancowych [87]. W drugim ujgciu ,,ekstremalno$¢”
odnosi si¢ do ograniczenia rozwoju organizméw za-
siedlajacych dane $rodowisko [24]. Oczywiscie, przy
opisywaniu pewnych warto$ci poszczegolnych czynni-
kéw pojawia si¢ problem ze zdefiniowaniem co to sa
,;,hormalne lub Srednie” warunki sSrodowiska, a takze
co oznacza pojecie staby rozwoj.

W innym ujeciu Srodowisk ekstremalnych Shilo
[75] wskazuje, ze powszechnie wystepuja ekosystemy,
ktére tak regularnie jak i sporadycznie fluktuuja w kie-
runku warunkow ekstremalnych i dlatego zastuzyty
sobie na miano takich §rodowisk.

Tak wigc pomimo faktu, ze interfaza woda—powie-
trze moglaby by¢ uwazana za srodowisko, w ktorym
wystepuja wartos$ci krancowe pewnych czynnikoéw
srodowiskowych (np.: promieniowanie stoneczne),
a takze ze niektore analizy wskazuja na stabszy rozwoj
mikroorganizméw w tej warstwie [52, 73], to jednak
srodowisko to wydaje si¢ bardziej zalicza¢ do kategorii
»Srodowisk fluktuujacych”.

Zmiany intensywno$ci promieniowania stonecznego
i temperatury sa na ogét w btonie powierzchniowej
polaczone ze soba i regularne (np. dobowe: dzien — noc,
sezonowe: lato — zima), cho¢ moga by¢ takze nieregu-
larne, np. periodyczne wychtodzenie powierzchni przez
zimny wiatr. Zmiany natgzenia tych dwoch czynnikow
moga tez okazac si¢ nieregularne w stosunku do fluk-
tuacji innych czynnikow takich jak stgzenia metali
cigzkich, pestycydow czy zasolenia.

Oczywiscie w pewnym sensie w takim ujgciu pro-
blemu, wszystkie srodowiska wodne nalezatoby uznac
za ekstremalne. Tym niemniej interfaza woda—po-
wietrze i neuston jako ,,super powierzchnia” wody
w najwigkszym stopniu dotknigte sa tymi fluktuacjami
i sa poddawane tym dziataniom podczas gdy glebsze
warstwy wody nie do$wiadczaja tego. Dlatego tez
w dalszej czes$ci tej pracy zostana przedstawione argu-
menty zard6wno za jak i przeciw wypowiedzi Shilo
[75], jakoby interfaza woda—powietrze powinna by¢
uznana za Srodowisko ekstremalne, a neuston charak-
teryzowac si¢ cechami, ktore pozwalaja z sukcesem
adaptowac si¢ do tego Srodowiska.

Insolacja stoneczna. Swiatlo docierajace
do zbiornikow wodnych moze przenika¢ nawet do
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kilkudziesigciu metrow. Jednak najwigksze natgzenie
$wiatla notuje si¢ w powierzchniowych kilku, kilkuna-
stu centymetrach [48]. W zaleznosci od stg¢zenia i ro-
dzaju materii organicznej zawartej w wodzie, zmienia
si¢ ilo$¢ pochtanianego i rozpraszanego promieniowa-
nia $wietlnego. Przy duzych st¢zeniach rozpuszczonej
materii organicznej, zawierajacej znaczne ilo$ci sub-
stancji humusowych, szkodliwe promieniowaniec UVB
dociera do glebokosci zaledwie kilku centymetrow
[40]. Wedlug Zaitsev’a [93] gorme 10 cm po-
wierzchni zbiornikéw wodnych pochtania okoto 75%
promieniowania UV A =254 nm.

Z promieniowania stonecznego docierajacego do
interfazy woda—powietrze, biologicznie najwazniejsze
znaczenie ze wzgledu na szkodliwy charakter ma pro-
mieniowanie srednie UV tzw. UVB 290-320 nm., oraz
UVA 320400 nm. [12]. Powoduje ono uszkodzenia
DNA (efekt letalny) lub hamuje wzrost organizmoéw,
inhibujac syntez¢ enzymow, redukujac transport ak-
tywny i indukujac mutacje, wywotujac tym samym
efekt subletalny [12]. Dlatego nie dziwi fakt, Ze inso-
lacja stoneczna jest jednym z gtownych czynnikow
dziatajacych na liczebno$¢ i aktywnos¢ bakterioneu-
stonu. Intensywne promieniowanie stoneczne limituje
jak wiadomo liczebno$¢ wszystkich mikroorganizméw
w zbiorniku wodnym, ale ilo$¢ szkodliwego promie-
niowania UV docierajacego do warstw potozonych
glebiej niz btona powierzchniowa jest zdecydowanie
mniejsza w wyniku absorpcji i rozpraszania.

Pomimo licznych doniesien méwiacych o potencjal-
nie niekorzystnym dziataniu §wiatla na bakterioneuston,
istnieje wiele empirycznych dowodéw $wiadczacych
o braku réznic w aktywnos$ci neustonu podczas na-
stonecznienia lub braku promieniowania [39] oraz
o stabym dziataniu UV i $wiatta widzialnego na catko-
witg aktywnos$¢ bakterioneustonu [27, 91]. Ponadto
Dalback [15] wykazal, ze wigksza czg$¢ bakterii
btony powierzchniowej niz wody podpowierzchniowe;j
byta zdolna do wzrostu na agarze po napromieniowaniu
UV. Te prace wskazuja, ze czg§¢ bakterioneustonu,
ktora jest aktywna metabolicznie jest relatywnie odpor-
na na efekty dzialania promieniowania stonecznego.

Oczywiscie jedna z prostszych metod radzenia sobie
z intensywnym promieniowaniem stonecznym w inter-
fazie woda—powietrze byloby unikanie go i przebywa-
nie w tej warstwie tylko podczas niskiej intensywnosci
promieniowania.

Jednak dla bakterioneustonu niezdolnego unikaé
promieniowania stonecznego, tolerancja moze by¢
osiagnigta dzigki trzem mechanizmom:

1. fizycznej ochronie przez czastki absorbujace UV
umieszczone w $cianie lub btonie komoérkowej;

2. efektywnemu systemowi naprawy DNA;

3. ochronie przed produktami fotooksydacji (jak np:
tlen singleowy) dzigki barwnikom karotenoidowych.
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Wielu badaczy znalazto znaczne ilosci bakterii he-
terotroficznych izolowanych z filmu, posiadajacych
pigmenty ochronne [15, 21, 78]. Udowodniono, ze pig-
menty karotenoidowe chronia przed szkodliwym wpty-
wem produktéw fotoutleniania, a ekspozycja w UVB
wywoluje wzrost proporcji pigmentowanych bakterii
do niepigmentowanych i by¢ moze z tego powodu bak-
terie z rodzaju Flavobacterium osiagaja maksymalna
liczebnos¢ w btonie powierzchniowej w okresie naj-
silniejszego promieniowania [76].

Szkodliwo$¢ promieniowania UV przejawia sig
gltéwnie tworzeniem dimeréw tyminowych w nici
DNA [12, 65]. Singer i Ames [79] sugeruja,
ze bakterie eksponowane na UV powinny posiada¢ wy-
soka zawarto$¢ par zasad guanina—cytozyna (G + C)
dla uniknigcia powstawania dimeréw tyminowych, co
mozna interpretowac jako swego rodzaju przystosowa-
nie do egzystowania w mikrowarstwie. Badania sto-
sunku molowego G+ C u bakterii wyizolowanych
z btony powierzchniowej wykazaty, ze wiele z nich
(10 z 16), tacznie z potencjalnie patogennymi rodzaja-
mi jak Klebsiella czy Salmonella ma stosunek par
G+ C wigkszy niz 50%. Natomiast wigkszos¢ prze-
badanych rodzajow jak Alcaligenes, Micrococcus,
i Pseudomonas miaty molowy udzial par G+ C po-
miedzy 56 a 75 % [55]. To powierzchowne badanie
kilkunastu rodzajow bakterii wyizolowanych z btony
powierzchniowej potwierdza hipotez¢ Singer’a
i Ames’a [79]. Tym niemniej, pomimo korzystnego
stosunku par G+ C, istotna rolg w adaptacji i zyciu
bakterioneustonu powinny odgrywac systemy napraw-
cze uszkodzonego DNA (fotoreaktywacja, rekombina-
cja, SOS). Poza tym sam system SOS moze by¢ btedo-
tworczy, zwigkszajac tym samym czgstos¢ mutacji,
ktore moga zwigksza¢ przezywalnos¢ bakterii .

Bledy powstajace w trakcie naprawy DNA stano-
wia polowe spontanicznych mutacji u bakterii [81].
Tak wigc paradoksem jest, Ze sprawne systemy na-
prawcze moga zwigkszaé czgsto$¢ mutacji, czgsto ko-
rzystnych z punktu widzenia przezywalnos$ci bakterii
w btonie powierzchniowe;j.

Kolejny mechanizm pozwalajacy na funkcjonowa-
nie bakterioneustonu pomimo promieniowania UV to
plazmidy, ktorych obecnos¢ stwierdzit Jones i wsp.
[41]. Plazmidy te moga kodowa¢ opornos¢ bakterii na
promieniowanie UV, a nabywanie plazmidéw moze
by¢ waznym krokiem przystosowawczym.

Docierajace do btony powierzchniowej promienio-
wanie UV dziala na bakterie rowniez posrednio i to
w pewnym sensie korzystnie. Zawarte w wodzie btony
powierzchniowej zwiazki organiczne pod wptywem
promieniowania UVB ulegaja czg$ciowej fotolizie.
W wyniku zachodzacych reakcji fotochemicznych,
oporne na rozktad mikrobiologiczny zwiazki organicz-
ne, gtownie substancje humusowe sa czg§ciowo roz-
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ktadane zwigkszajac tym samym pulg dostgpnego
wegla organicznego [39]. Powstajace w ten sposob
niskoczasteczkowe zwiazki wegla sa szybko wyko-
rzystywane przez bakterioplankton, co prowadzi do
wzrostu produkcji wtdrnej bakterii. Z drugiej strony
fotochemiczny rozklad wielkoczasteczkowych sub-
stancji weglowych prowadzi do zmniejszenia ab-
sorpcji promieniowania UVB w powierzchniowych
warstwach wody i1 zwigkszenia glebokosSci przenika-
nia tego promieniowania [35]. Ponadto zachodzace
reakcje fotochemiczne skutkuja réwniez powstawa-
niem wielu waznych gazow jak ozon i wolnych rod-
nikow [25]

O zon. Ten niebezpieczny gaz powstaje w wyniku
reakcji fotochemicznych z udziatem wegglowodorow
i NO, (tlenkéw azotu). Z przeprowadzonych badan
wynika, Ze tuz nad powierzchnia zbiornikow wodnych
powstaja znaczne ilosci ozonu [25]. Nastgpnie gaz ten
penetruje w gtab wody. Co ciekawe przenikanie ozonu
przez blong powierzchniowa jest od 10-30 razy wigk-
sze niz wynikatoby to z prostej dyfuzji [28]. Mikro-
warstwa powierzchniowa wystgpujaca jako bariera
w wymianie materii i energii pomi¢dzy woda a po-
wietrzem, jednocze$nie jest bardzo bogata w materi¢
organiczng i zwiazki chemiczne, ktére moga reagowaé
z ozonem w trakcie penetracji tego gazu z atmosfery
do wody [28].

W s$rodowisku morskim wazna reakcja chemiczna
w mikrowarstwie powierzchniowej jest utlenianie
przez rozpuszczony ozon jodkéw do jodu. W ten spo-
sob reaguje okoto 20% ozonu pochtanianego przez
btong powierzchniowa morz tworzac jod w formie
gazowej, emitowany do atmosfery [28]. Wedtug tego
autora pozostata czg$¢ (okoto 80%) ozonu absorbowa-
nego przez btong powierzchniowa reaguje z materia
organiczna wystepujaca w tej warstwie.

Z drugiej strony Crecelius [13] stwierdzit, ze
ozon penetrujacy do btony powierzchniowej moze
reagowac z bromkami tworzac kwas podbromowy i jon
podbromowy a by¢ moze takze wolny brom, ktory jest
toksyczny dla srodowiska.

Toksyczny wplyw ozonu na srodowisko przejawia
si¢ w dwojaki sposéb. Po pierwsze powoduje on utle-
nianie mikroorganizmdw, podobnie jak to ma miejsce
podczas ozonowania wody czy $ciekow w celach
dezynfekcyjnych. Po drugie, uczestniczy w tworzeniu
w Srodowisku wodnym, zwlaszcza morskim, wolnego
bromu, ktory jest toksyczny.

Bardzo niewiele wiadomo o dziataniu ozonu w wo-
dach srédladowych. Z prac von Gunten i Hoigne
[33] wiadomo, ze powstawanie bromu w tych $rodo-
wiskach nastgpuje poprzez dziatanie ozonu i/lub wol-
nych grup hydroksylowych (OH), za$ te komponenty
powstaja przy udziale promieniowania UV.
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Temperatura. Konsekwencja absorpcji energii
stonecznej jest stratyfikacja termiczna w zbiorniku
wodnym, a stymulujacy wplyw temperatury na zywe
organizmy uwaza si¢ za zjawisko powszechne w stre-
fie klimatu umiarkowanego. Temperatura oddzialywu-
je na bakterie w dwojaki sposob:

1. bezposrednio — oddziatywujac na szybko$¢ prze-
mian metabolicznych zachodzacych w mikroorga-
nizmach;

2. posrednio — poprzez zmiany fizykochemiczne pa-
rametréw wody np: zawarto$ci tlenu, lepkosci,
stgzenia soli mineralnych, zmiany pH, potencjatu
redoks.

Bakterioneuston jest narazony na dziatanie ciepta
zaro6wno od strony wody, jak rowniez bezposrednio
przez absorpcje¢ promieniowania stonecznego [68].

Na przestrzeni kilkuset mikrometrow wraz z glebo-
ko$cia zmienia si¢ temperatura [36]. Zaitsev [93]
odnotowat w warstwie powierzchniowej o rdznicy gle-
bokosci 20 cm, spadek temperatury az o 1,6°C. Jedno-
czesnie autor ten obserwowal wzrost temperatury po-
wierzchniowej warstwy wody morza do 27,6°C jako
efekt intensywnego pochtaniania energii $wietlne;j.
Podobne zjawisko stwierdzit Walczak [2003, dane
niepublikowane] w zbiornikach §rodladowych, gdzie
temperatura powierzchniowej warstwy wody przekra-
czata 30°C.

Ponadto w blonie powierzchniowej wystepuja wa-
hania temperatury, czgsto odekwatne do warunkow kli-
matyczno-pogodowych, a czg$¢ tych zmian jest regu-
larna (np.: zmiany dobowe, sezonowe). Sezonowe
dziatanie temperatury na bakterioneuston moze uwi-
dacznia¢ si¢ w trakcie tworzenia pokrywy lodowe;.
Nocne tworzenie si¢ lodu, podczas jesiennych przy-
mrozkow, jest czynnikiem oddziatywujacym negatyw-
nie na populacj¢ neustonu, jego wielkos¢ i aktywnosé
[55]. Wedhug tych autoré6w po nocnym powstaniu lodu
i rozpuszczeniu go w pierwszej czgsci dnia, potrzebny
jest uptyw czasu do utworzenia warstwy neustowe;j.
Determinuje to z pewnoS$cia rozwoj zycia biologiczne-
go 1 kinetyke przemian biochemicznych organizmow
zasiedlajacych te¢ warstwe wody.

Maki i Herwig [55]zaobserwowali, Ze zmia-
ny temperatury btony powierzchniowej stawow Arkty-
ki, pociagaja za soba zmiany takich parametrow mikro-
biologicznych jak TNB czy CFU. Krotkie i gwattowne
zmiany temperatury, powoduja zwigkszenie bakteryj-
nej bioréznorodnos$ci. Jest to efektem powstawania
cienkich warstw wody rézniacych si¢ temperaturg co
prowadzi do tworzenia si¢ réznych termiczne nisz za-
siedlanych przez bakterie o odmiennych wymaganiach
termicznych [86]. Wynika z tego, ze zmiany temrera-
tury moga wptywacé na konkretne typy bakterii, ale nie
moga oddzialywaé negatywnie na populacj¢ bakterio-
neustonu jako catos¢.

MACIEJ WALCZAK, WOJCIECH DONDERSKI

Metale cigzkie. Akumulacja metali w blonie
powierzchniowej zbiornika w duzym stopniu zalezy od
licznych czynnikow takich jak: sktad mikrowarstwy,
fizyczna i chemiczna posta¢ metalu, procesy kontrolu-
jace transport, czas trwania blony i czas trwania me-
talu w btonie.

Toksyczno$¢ metali zalezy od stezen i rozpuszczal-
nosci ich zwiazkow w wodzie, a takze od reaktywnosci
chemicznej tj. zdolno$ci do tworzenia sktadnikoéw
kompleksowych. Najbardziej toksyczne sa nicorga-
niczne potaczenia metali, dobrze rozpuszczalne w wo-
dzie, natomiast organiczne — wykazuja znacznie mniej-
sz szkodliwos¢.

Stad tez jednym z czynnikéw stresu ekologicznego
w blonie powierzchniowej moga by¢ wlasnie metale
cigzkie. W biofilmie, w zalezno$ci od stezenia metali
i obecnosci substancji chelatujacych, czgsto mozna ob-
serwowac ostra toksyczno$¢ dla mikroorganizmow.
Toksyczno$¢ metali cigzkich jest gldéwnie zwigzana
z ich forma jonowa. W blonie powierzchniowej wigk-
szo$¢ metali jest powiazana z rozpuszczong lub czast-
kowa materia organiczna [37]. Mimo Ze potaczenia
tego typu redukuja toksycznos$¢ to czesto metale wy-
stgpuja w wystarczajaco wysokich st¢zeniach aby sta-
nowi¢ zagrozenie dla bakterioneustonu [37]. Ponadto
duza czg$¢ bakterioneustonu réwniez adsorbuje sig
na czastkach materii organicznej wystgpujacej w bto-
nie powierzchniowej, co utatwia oddziatywanie metali
z komorkami.

Istnieja tez doniesienia o przystosowaniu mikro-
organizmow do metali cigzkich. Bakterie izolowane
z mikrowarstwy powierzchniowej, wykazywaty wigk-
sza opornos¢ czy tolerancje na obecno$é pewnych me-
tali niz bakterie z toni wodnej [22, 42, 64].

Oporno$¢ bakterioneustonu na metale jest czgsto
zwigzana z obecnos$cia w komoérkach bakterii plazmi-
dow a niekiedy jest takze kodowana w DNA komorko-
wym [84]. Bakterie maja tez zdolno§¢ zmiany wartos-
ciowosci metali, ich metylacji lub demetylacji w wyniku
czego przyjmuja one posta¢ obojgtna lub lotna.

Bakterioneuston moze przyczyni¢ si¢ do wytapy-
wania metali w biofilmie, co jest mozliwe dzigki pro-
dukcji zewnatrzkomoérkowych biopolimerow, ktore
wiazac jony metali chronia komorki [31]. Ale znaczne
podwyzszenie st¢zenia jondéw metali cigzkich, tak jak
ma to miejsce w mikrowarstwie powierzchniowej [37],
moze prowadzi¢ do biosorpcji i akumulacji ich w ko-
morkach bakteryjnych.

Pestycydy, wegglowodory i substan-
cje powierzchniowo czynne. W wielu ba-
daniach wykazano obecno$¢ w btonie powierzchnio-
wej licznych grup weglowodoréw. Naleza one gtow-
nie do nierozpuszczalnych lub stabo rozpuszczalnych
w wodzie weglowodoréw pochodzacych z ropy nafto-
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wej, wielopierscieniowych weglowodorow aromatycz-
nych np.: fenantren, antracen, polichlorowanych bife-
nyli, czy organicznych pestycydow. Oprocz tej grupy
stwierdzono takze komponenty o charakterze rozpusz-
czalnych w wodzie fenoli [92]. Pochodne ropy nafto-
wej, jak 1 inne zwiazki aromatyczne wystgpuja w blo-
nie powierzchniowej obok licznych innych substancji
organicznych. Niektére z nich sa tatwo rozktadalne,
inne za$ sa oporne na biodegradacje.

Ze wzgledu na swoj hydrofobowy charakter weglo-
wodory aromatyczne wystgpuja na olbrzymiej po-
wierzchni zbiornikow wodnych, tworzac rodzaj filmu.
Tym niemniej rozmieszczenie tych substancji na po-
wierzchni wod nie jest rOwnomierne [11]. Btona po-
wierzchniowa jest na ogél wzbogacona w weglowo-
dory w stosunku do wody podpowierzchniowe;j, chociaz
sktad i struktura weglowodoréw w tych dwoch war-
stwach wody sa catkiem rézne [8]. Obecne w btonie
powierzchniowej polichlorowane bifenyle tatwo ku-
muluja si¢ w tej warstwie, a gtownym ich zrédtem jest
depozycja atmosferyczna [85].

Obecne w blonie powierzchniowej weglowodory
w formie rozpuszczonej czy zawieszonej, w pewnych
okoliczno$ciach moga by¢ przeksztatcane w upostacio-
wana materi¢ organiczna [11], w innych warunkach,
w procesie fotooksydacji przy udziale UV moga ule-
gac przeksztalceniom w kwasy organiczne, a niekiedy
tworza emulsj¢ wodno-olejowa. Upostaciowane weglo-
wodory moga stanowi¢ istotna czg$¢ czastkowej ma-
terii organicznej (POM — Particulate Organic Matter)
w obrgbie blony powierzchniowej [62]. Takie orga-
niczne czastki zbudowane z weglowodorow lub innych
sztucznych substancji stanowia doskonate srodowisko
do kolonizacji przez zywe organizmy, zwlaszcza réw-
nonogi, glony i bakterie. Jednak z drugiej strony,
zwigkszone st¢zenia pestycydow i innych weglowodo-
row w blonie powierzchniowej moga wykazywac ha-
mujacy wplyw na wzrost i przezywalno$¢ organizmow
neustonowych. Substancje tego typu dziataja nieko-
rzystnie na btony komoérkowe, synteze¢ kwasow nukle-
inowych, aminokwasow i biatek, zmieniaja aktyw-
no$¢ enzymow oraz moga inicjowac mutacje. Ponadto
obecno$¢ pestycydow moze hamowac biodegradacje
weglowodoréw przez bakterioneuston. Pomimo tego
komponenty te ulegaja rozktadowi na drodze bio-
logicznej, a mechanizmy biodegradacji zostaty szcze-
gbélowo opisane [50].

Badania nad bakterioneustonem rozkladajacym
weglowodory generalnie wykazaty, ze wytwarza on
zewnatrzkomorkowe biopolimery. Polimery te wyka-
zuja zdolno$¢ emulgowania weglowodorow ropy naf-
towej ulatwiajac ich biodegradacj¢ [71]. Ponadto
stwierdzono, ze geny kodujace enzymy niezbedne
w procesie biodegradacji weglowodoréw sa czgsto
zgromadzone w plazmidach [50].
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Ze wzgledu na wystgpowanie w btonie powierzch-
niowej szczepoéw zdolnych do rozkladu weglowodo-
row z duza wydajnoscia, czgsto uzywano sformutowa-
nia ,,bakterioneuston rozktadajacy weglowodory ropy
naftowej” [71]. Okres$lenie to bylo uzywane w odnie-
sieniu do catej populacji mikroorganizméw zasiedla-
jacych btong powierzchniowa. Tym czasem, z czgSci
badan wynika, ze biodegradacja weglowodorow w blo-
nie powierzchniowej nie zachodzita z wigksza wydaj-
noscia a niekiedy byta nawet mniejsza niz w wodzie
podpowierzchniowej [32]. Ponadto wielko$¢ popu-
lacji bakterioneustonu, zdolnej do rozkladu weglo-
wodoroéw ulega czasowym i przestrzennym zmianom.
Zmiennos$¢ populacji zdolnej do biodegradacji tych
substancji zaobserwowat rowniez Walczak i wspol-
pracownicy [88]. Jednak te badania wykazaly, ze
bakterie izolowane z blony powierzchniowej lepiej
rozktadaty weglowodory aromatyczne, zaréwno jedno-
jak i wielopierScieniowe.

W btonie powierzchniowej oprocz hydrofobowych
weglowodorow kumuluja si¢ takze substancje po-
wierzchniowo czynne. Sa to zwiazki stosowane jako
srodki piorace, emulgujace, pieniace, zwilzajace, flo-
tujace itd. Maja one wlasciwosci gromadzenia si¢
przy powierzchni cieczy i zmniejszaja jej napigcie
powierzchniowe [20].

Substancje powierzchniowo czynne, w btonie po-
wierzchniowej zbiornikéw wodnych wywotuja okres-
lone skutki. Przede wszystkim dla czg$ci organizmow
wodnych sa to zwiazki toksyczne. Detergenty aniono-
we najpowszechniej stosowane, czgsciej sa zabdjcze
dla bakterii Gram-dodatnich, nie wywotujac zadnych
skutkow u bakterii Gram-ujemnych. Podobnie jak
weglowodory aromatyczne i pestycydy rowniez deter-
genty sa bardzo zréznicowane, jesli chodzi o ich po-
datnos¢ na rozktad mikrobiologiczny. Wiele z nich, np.
dodecylosiarczan sodu (SDS) ulega stosunkowo tatwo
rozktadowi pod wptywem dziatania bakterii, gtownie
z rodzaju Pseudomonas [47]. Sa jednak i inne, nie-
zwykle oporne, nie ulegajace rozkladowi. Z przeprowa-
dzonych badan wynika, ze w blonie powierzchniowej
detergenty anionowe moga osiagaé¢ znaczne st¢zenie
(do 3 mg/l), zagrazajac funkcjonowaniu zywych ko-
morek [90]. Jednoczesnie ich stgzenia w wodzie pod-
powierzchniowej sa dalece nizsze. Z badan tych wyni-
ka, ze bakterie pozyskiwane z blony powierzchniowej
swietnie radza sobie z rozktadem detergentow aniono-
wych i przeprowadzaja ten proces ze znacznie wigksza
wydajno$cia niz bakterie planktonowe.

Substancje pokarmowe. Dotychczasowe
badania wskazuja na réznorodno$¢ materii organicz-
nej, ktéra w blonie powierzchniowej osiaga dalece
wyzsze stezenia niz kilka centymetrow ponizej. Sub-
stancje odzywcze wystgpujace w tej warstwie pochodza
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z roznych zrodet: biosyntezy, doplywu na drodze wyno-
szenia z toni wodnej, opadu atmosferycznego, zrodet
antropogennych. Wzbogacenie btony powierzchniowej
w substancje organiczne (biatka, polisacharydy, ttusz-
cze) oraz zwiazki mineralne (fosforany, jony amono-
we, azotany, azotyny) zostalo przedstawione zaréwno
dla §rodowisk morskich [26, 58] jak i wdd $rédlado-
wych [16, 46, 56] (Rys. 2). [lo§¢ materii organicznej
jest stale wigksza w mikrowarstwie powierzchniowe;j
niz w wodzie podpowierzchniowej. Tak zwany wspot-
czynnik wzbogacenia E, czyli stosunek stgzenia danej
substancji w mikrowarstwie powierzchniowej do stg-
zenia tej substancji w wodzie podpowierzchniowej,
wynosi dla: rozpuszczonej materii organicznej (DOM
— Dissolved Organic Matter) — 0,8; POM — 2.2; roz-
puszczonych weglowodoréw 1,3—19; substancji aktyw-
nych powierzchniowo 2,8-3,1; lipidow 1,6—4,4; [58].
Wisrod calej puli materii organicznej, cz¢$¢ sub-
stancji o charakterze aktywnej powierzchniowo, stabo
rozpuszcza si¢ w wodzie, w zwiazku z czym wykazuje
tendencj¢ do akumulacji w mikrowarstwie powierzch-
niowej. Wigkszo$¢ substancji organicznej wystepujacej
w mikrowarstwie powierzchniowej obniza napigcie
powierzchniowe wody i dzigki temu moze adsorbowac
si¢ w obregbie interfazy woda—powietrze. Natomiast
nieorganiczne jony podnoszac napigcie powierzchnio-
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we wody nie ulegaja adsorpcji lecz sa wymywane do
wody podpowierzchniowej [52]. Daumas i wsp.
[17] uwazaja, ze w Scistej mikrowarstwie (do 100 pm)
akumuluja si¢ mikroczastki organiczne, podczas gdy
rozpuszczalne biogeny w postaci nieorganicznych
jonow sa zakumulowane w nieco grubszej warstwie
wody (do 1 um). Natomiast Danos i wsp. [16]
stwierdzili stratyfikacje w mikrowarstwie powierzchnio-
wej zarowno mineralnych form azotu (NO;, NO,, NH,,)
jak 1 catkowitego azotu organicznego oraz catkowitego
fosforu. Najwyzsze stgzenia obserwowali w warstwie
50 um, nieco nizsze w warstwie 300 um i najnizsze
w wodzie podpowierzchniowej. W mikrowarstwie po-
wierzchniowej istnieje dodatnia korelacja pomigdzy
ilo$cia substancji organicznych a liczebno$cia mikro-
organizméw [78]. Harvey i Young [38] przed-
stawili wyniki §wiadczace, ze liczebno$¢ bakterii
w warstwie wody grubosci okoto 300 pm jest wprost
proporcjonalna do stgzenia POM, a bakterie zwiazane
z POM stanowity 40—-80% catkowitej puli bakterii.
Wedlug Williamsa i wsp. [91] stgzenie roz-
puszczonego wegla organicznego (DOC — Dissolved
Organic Carbon), rozpuszczonego azotu organicznego
(DON - Dissolved Organic Nitrogen) i rozpuszczone-
go fosforu organicznego (DOP — Dissolved Organic
Phosphorus) w mikrowarstwie powierzchniowej sa

Utlenianie
atmosferyczne

Opad
atmosferyczny

Sedymentacja

Blona powierzchniowa |

L™ TR TR U AR AT R

Wytracanie Transport na

Hydrosfera

Mieszanie
i opadanie

Adsorecja na
sedymentujacych
czastkach

Osady denne R

Konwekcja

pecherzykac . !
i unoszenie

gaz

O R

Rys. 2. Mechanizmy wzbogacania i zubazania btony powierzchniowej [30] (za zgoda wydawcy)
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wyzsze o 1,7 do 4,9 razy niz w glgbszych warstwach
wody. Jednoczesnie w mikrowarstwie stezenia czast-
kowego wegla organicznego (POC — Particulate Orga-
nic Carbon) i czastkowego azotu organicznego (PON
— Particulate Organic Nitrogen) byly wyzsze niz DOC
i DON, co sugeruje, ze materia upostaciowana jest
zrédtem form rozpuszczonych.

Podobnie jony PO,* notowano w wyzszych steze-
niach w mikrowarstwie powierzchniowej niz w wodzie
podpowierzchniowe;j. Jest to prowdopodobnie konse-
kwencja adsorpcji tych jonow na pgcherzykach gazu
i flotacji ich ze zbiornika do blony powierzchniowej
lub efektem mineralizacji upostaciowanej i rozpusz-
czonej puli organicznego fosforu, zachodzacej in situ
w mikrowarstwie powierzchniowej [85].

Jednym z ciekawszych i bardziej kontrowersyjnych
zjawisk zachodzacych w btonie powierzchniowe;j jest
konwersja materii organicznej wystepujacej w formie
rozpuszczonej (DOC) w formg upostaciowana (POC).
To fenomenalne zjawisko zostalo po raz pierwszy opi-
sane przez Sutcliffe i wsp. [85]. Dalsze ekspery-
menty wykazaly, ze przeptywajace pgcherze powietrza
moga wytwarza¢ czastkowe agregaty z filtrowanej wody
zawierajacej DOC [5]. Wykazano, ze uformowane w ten
sposob czastki materii (POC) moga stanowi¢ zrédlo
czastkowego pozywienia dla organizmoéw morskich [5],
a takze, ze te organiczne czastki moga wylapywaé
z wody 1 adsorbowaé na swojej powierzchni zwiazki
fosforu i materi¢ organiczna [85]. Dalsze badania wyka-
zaly, ze aby to zjawisko zachodzito musza by¢ obecne
bakterie. Mianowicie Batoosingh iwsp. [4] wyka-
zali, Ze upostaciowana materia organiczna moze pow-
stawa¢ z DOC tylko podczas wystgpowania specyficz-
nych warunkéw — konieczna jest obecno$¢ czastek sta-
nowiacych ,,zarodki” o rozmiarach okoto 0,22-1,2 pm.
W $rodowisku naturalnym, w blonie powierzchniowej
rolg tych ,,zarodkow” petnia wlasnie bakterie.

Zbadan Garrett’a [29] wynika, ze POC mikro-
warstwy powierzchniowej sktada si¢ glownie z czastko-
wych i rozpuszczonych kwasow thuszczowych, estrow
alkoholi i kwasow thuszczowych oraz weglowodorow.
Zaobserwowano rowniez, Ze rozpuszczony wegiel orga-
niczny obejmujacy kwasy thuszczowe nasycone i nie-
nasycone, rozgatezione i tzw. cigzkie (>20 atomoéw C)
wystepuje w podobnych stezeniach w mikrowarstwie
powierzchniowej i wodzie podpowierzchniowej lub
czasami przewaza w mikrowarstwie. Natomiast te
same zwiazki ale w postaci POC sa o kilkaset procent
bardziej stgzone w mikrowarstwie powierzchniowej
[58]. Kwasy tluszczowe o charakterze rozgatgzio-
nym sa uwazane za produkt bakteryjny, za§ Marty
1 wsp. [58] stwierdzili znacznie wigksze ilosci tych
zwiazkow w POC niz DOC w mikrowarstwie po-
wierzchniowej, co potwierdza fakt adhezji bakterii na
POC o érednicy >0,7 pm.
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Odwrotna sytuacja jest w odniesieniu do kwasoéw
thuszczowych wielonienasyconych, ktore sa produktem
fitoplanktonu. Zwiazki te przewazaja w wodzie pod-
powierzchniowej. Dodatkowym czynnikiem zubaza-
jacym mikrowarstwe powierzchniowa w te zwiazki jest
ich degradacja przez UV.

Generalnie wody naturalne (morza i jeziora oligo-
troficzne) zawieraja na tyle malo materii organiczne;j,
iz limituje ona wzrost bakterii. Tym niemniej, akumu-
lacja materii organicznej na granicy faz woda—po-
wietrze jest na tyle znaczna w poréwnaniu z woda pod-
powierzchniowa, ze stanowi istotny potencjat odzywczy
dla bakterii. Stad tez stosunek ilosci bakterii w btonie
powierzchniowej do ilosci bakterii w wodzie podpo-
wierzchniowej jest wigkszy w jeziorach oligotroficz-
nych niz eutroficznych [14].

Stezenia wegla organicznego sa zawsze wigksze
w mikrowarstwie powierzchniowej niz w wodzie pod-
powierzchniowe;j i to o kilka rzedow wielkos$ci. Z tego
wynika, ze pod wzgledem odzywczym nie ma tu mo-
Wy 0 ograniczaniu wzrostu bakterii. Powierzchniowa
mikrowarstwa wedlug Norkrans [68] moze by¢
nawet zbyt bogata ,,zupa” dla rozwoju pewnych drob-
noustrojow z wody podpowierzchniowej. Potwierdzaja
to spostrzezenie Sieburtha i wsp. [77], ktorzy stwier-
dzili, ze proby wody zbierane z btony powierzchniowej
doréwnuja stezeniom materii organicznej wystepuja-
cym w pozywkach laboratoryjnych.

4. Bakterioneuston

Btona powierzchniowa $rodowisk morskich i §rod-
ladowych stanowi unikalne §rodowisko dla mikroorga-
nizméw w odniesieniu do wody podpowierzchniowe;j.

Obecnos¢ wysokich stezen zwiazkoéw organicznych
i mineralnych w mikrowarstwie powierzchniowej, stwa-
rza optymalne warunki rozwoju auto- i heterotroficzne;j
mikroflory. Organizmy tego $srodowiska charakteryzuja
si¢ obecno$cia w ich zewngtrznych strukturach komor-
kowych mukopolisacharydow, glikoproteidéw i poli-
merow fosfatydylocholinowych, ktére jako zwiazki
hydrofobowe wykazuja wlasciwos¢ aktywnego tacze-
nia si¢ z btona powierzchniowa wody [57]. Osiedlaja
si¢ one w tej warstwie dzigki adhezji do zwiazkow
organicznych, glownie ziaren skrobi, kropli thuszczu
lub widkien celulozy [34].

Laboratoryjne eksperymenty z zastosowaniem sztucz-
nej blony powierzchniowej, utworzonej z jednej i wielu
warstw lipidow oraz kwasoéw tluszczowych wyka-
zaly, ze pewne komorki bakteryjne penetruja film lipi-
dowy podczas gdy inne tworza warstwe pod spodem
[43]. Ponadto struktura i sktad btony powierzchnio-
wej odgrywaja wazng role w bakteryjnej adhezji
[45]. Wielowarstwowy film lipidowy charakteryzuje
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Rys. 3. Zbiorowisko bakterii neustonowych [54]
(za zgoda wydawcy)

sig¢ wigkszym wzbogaceniem w bakterie niz film jedno-
warstwowy [69]. Grubo$¢ ,,warstwy bakteryjnej” moze
by¢ uzalezniona od ilo$ci komorek aktywnych po-
wierzchniowo [9].

Bakterie wykazuja dwa typy adhezji do powierzch-
ni: trwata — powstalq na skutek oddzialywania substan-
cji typu zewnatrzkomorkowych biopolimerow i odwra-
calng — kiedy bakterie sa przyciagane do powierzchni,
ale nie wiaza si¢ trwale [57]. Bakterioneuston ma
sktonno$¢ do szybkiego wiazania si¢ z jakakolwiek
substancja , na ktorej moze by¢ wyniesiony do btony
powierzchniowej [19]. Glownie wiazanie zachodzi po-
migdzy komorkami bakterii a czastkowa materia orga-
niczna wystgpujaca w blonie powierzchniowej [38].

Co wigcej, bakterioneuston obdarzony mozliwoscia
aktywnego ruchu moze posiada¢ zdolno$¢ do zmiany
siedliska pomigdzy interfaza woda—powietrze a woda
podpowierzchniowa. To sugeruje, ze ,,ruchliwa” czg¢sé
bakterioneustonu moze zy¢ w regularnych cyklach
obejmujacych dwuwarstwe (btong powierzchniowa
i wode¢ podpowierzchniowa). Mikroorganizmy te prze-
bywatyby w blonie powierzchniowej w trakcie korzyst-
nych warunkéw, wyjadajac substancje odzywcze, a po
pojawieniu si¢ warunkow stresu ekologicznego, prze-
chodzity by do wody podpowierzchniowej. Zmiany
tego typu zostaty opisane dla zbiornikéw $rodlado-
wych [55, 89] oraz zbiornikdéw estuariowych [80]. Jed-
nak w wielu przypadkach zmiany te sa trudne do wy-
chwycenia ze wzgledu na wielka liczebno$¢ bakterii
uwigzionych na state w btonie powierzchniowej [56].

Poza tym bakterie moga by¢ transportowane do bto-
ny powierzchniowej z glgbszych warstw wody za po-
srednictwem wydobywajacych si¢ pecherzy gazow [7].
Unoszace si¢ pgcherze gazu moga czgsciej ,,wychwyty-
wac” i transportowaé pewne typy bakterii. Naleza do
nich na przyktad bakterie barwne, co jest najprawdopo-
dobniej konsekwencja roznic w budowie zewngetrznych
powlok komoérkowych [7]. Tak wige ten roznicujacy
transport do btony powierzchniowe;j jest juz pierwszym
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etapem selekcji jakiej podlegaja bakterie zasiedlajace
btong powierzchniowa. Ponadto mechanizm wynosze-
nia bakterii na pecherzach gazu poniekad przywraca
btonie powierzchniowej te drobnoustroje, ktore zostaty
wyparte z niej na skutek pewnych niekorzystnych zja-
wisk fizycznych jak np. deszczu czy silnego wiatru [54].

Juz w 1901 roku Schmidt-Nielsen badajac
prawa rzadzace pionowym rozmieszczeniem bakterii
w Morzu Pélnocnym, stwierdzit istnienie rdéznic po-
migdzy liczebnos$cia mikroorganizméw w warstwie fil-
mu, a warstwa potozona kilka milimetrow glebiej [74].
Obecnie wszyscy badacze sktaniaja si¢ do wniosku
o wyzszej liczebno$ci komorek bakteryjnych w mikro-
warstwie powierzchniowej wszystkich zbiornikow
wodnych [15, 21, 23, 55, 63, 77]. Tak zwany wspot-
czynnik wzbogacenia ,,E” (obrazujacy iloraz wartosci
osiagnigtych w btonie powierzchniowej do tych w wo-
dzie podpowierzchniowej) ogoélnej liczby bakterii
w badaniach Kjelleberg’ a i wsp. [44] osiagnal
rekordowa warto$é 102-10%,

W wielu badaniach wykazano réwniez, ze liczebnos¢
»zywych bakterii” (jako CFU) jest takze wigksza w war-
stwie neustonowej niz podpowierzchniowej [16, 21, 23].

Pomimo bezdyskusyjnej olbrzymiej ogdlnej liczby
bakterii (TNB) w btonie powierzchniowej, czg$¢ bada-
czy zauwazyla, ze ilo$¢ ,,zywych” badz aktywnych ko-
morek bakteryjnych nie jest juz tak imponujaca i na ogot
odpowiada ilosci wystepujacej w wodzie podpowierzch-
niowej [6, 59]. Obserwowany niski wspotczynnik ogdl-
nej liczby do liczebnosci komorek ,,zywych” czy aktyw-
nych sugeruje, ze przyczyna tego moga by¢ niekorzystne
warunki panujace w blonie powierzchniowej [68].

Jednak dalsze badania z wykorzystaniem metody bez-
posredniego liczenia na filtrach membranowych w po-
taczeniu z redukcja INT (chlorek (2-[4-jodofenylo]-3-
[4-nitrofenylo])-5-fenylotetrazoliowy) do formazanu
w celu oznaczenia bakterii aktywnych oddechowo lub
z wykorzystaniem technik mikroautoradiografii wyka-
zaly, ze bakterie aktywne metabolicznie byly liczniejsze
w btonie powierzchniowej niz wodzie podpowierzch-
niowej, zarowno w S$rodowiskach srodladowych jak
i morskich [38, 56], a wigkszo$¢ aktywnego bakterio-
neustonu byla zwigzana z czastkowa materig organicz-
na [38]. Jednak z drugiej strony w badaniach tego typu
wykazano, ze cho¢ liczebnos$¢ bakterii aktywnych meta-
bolicznie byta wigksza w blonie powierzchniowej, to
procentowy udzial bakterii aktywnych byl zblizony dla
warstwy neustonowej i wody podpowierzchniowej [56].

W wyniku badan z wykorzystaniem INT stwierdzo-
no, ze stosunek ilosci bakterii aktywnych do CFU byt
o okoto 15 razy mniejszy w btonie powierzchniowej
niz w wodzie podpowierzchniowej [15]. Natomiast
stosunek liczby komorek aktywnych do catkowitej ich
liczby jest o kilka rzgdow wielko$ci mniejszy niz sto-
sunek liczby komorek aktywnych do CFU.
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Wynika z tego, ze og6lna liczba bakterii w btonie
powierzchniowej, cho¢ bardzo wysoka, nie jest efek-
tem aktywnosci podziatlowej bakterioneustonu a raczej
wynikiem kumulacji komoérek bakteryjnych, zachodza-
cej pod wptywem sit i zjawisk fizycznych [59]. Przy
czym nieznana jest ilos§¢ komoérek martwych nie od-
grywajacych zadnej roli biologicznej w tej warstwie.

Znane sa takze badania, w ktérych wykazano wigk-
sza liczbg bakterii w wodzie podpowierzchniowej niz
w neustonie [70]. Jednak z drugiej strony pomiar stg-
zenia ATP, jako wskaznika bakteryjnej biomasy, wy-
kazat wigksze ilosci tej biomasy w blonie powierzch-
niowe [91].

Opisane powyzej wyniki badan wskazuja, ze przy-
najmniej cz¢$¢ bakterioneustonu jest zdolna do aktyw-
nego metabolizmu pomimo inhibujacego dziatania
wielu niekorzystnych czynnikow w tym $rodowisku.
Potwierdzeniem tego sa rezultaty opisujace badania
nad tempem wchtaniania substancji znakowanych izo-
topowo. Stwierdzono w nich, ze aktywno$¢ wchtania-
nia réznych substancji jest zblizona dla mikroorga-
nizmow zasiedlajacych btong powierzchniowa i wodg
podpowierzchniowa [91]. Natomiast podczas wystepo-
wania na powierzchni zbiornikéw tzw ,,gtadzi”, aktyw-
no$¢ byla wyzsza w btonie powierzchniowej [18]. Ob-
serwowano takze réznice w aktywnos$ci biochemiczne;j
mikroorganizmoéw uzaleznione od trofii zbiornika.
W zbiornikach oligotroficznych drobnoustroje btony
powierzch niowej byly bardziej aktywne niz te z wody
podpowierzchniowej, ale juz w zbiornikach eutroficz-
nych aktywno$¢ metaboliczna bakterii obu warstw byta
zblizona [91].

Z taksonomicznego punktu widzenia bakterioneu-
ston jest stabo poznany, chociaz analizy przeprowa-
dzone przez wielu badaczy wskazuja na jego dos¢ spe-
cyficzny sktad gatunkowy. Wyniki badan dowodza, ze
ponad potowa z izolowanych szczepow bakteryjnych to
Gram-ujemne pateczki, zwykle w ponad 50% ruchliwe
[21]. Analiza szczepow bakteryjnych pozwolita zali-
czy¢ je do rodzajow: Bacterium, Chromobacterium,
Pseudomonas, Alcaligenes, Bacillus, Streptococcus,
Micrococcus, Flavobacterium, Corynebacterium, grupy
Vibro-Aeromonas, rodziny Enterobacteriaceae [23, 67].
Natomiast wedlug Carty’ego i Colwell’a [10]
szczepy dominujace w btonie powierzchniowej naleza
gtéwnie do rodzajow Pseudomonas, Vibrio, Aeromo-
nas 1 Spirillum. Przy czym z posréd wymienionych
grup bakterii, w danym zbiorniku wodnym jeden, dwa
lub trzy rodzaje stanowia czgsto do 50% wszystkich
bakterii. Tym samym bior6znorodno$¢ bakterioplank-
tonu blony powierzchniowej jest znacznie mniejsza niz
wody podpowierzchniowej. Co ciekawe, z badan tych
wynika takze, ze te same szczepy dominuja w powie-
trzu tuz nad mikrowarstwa powierzchniowa. Jednak
najciekawsze szczepy bakteryjne to te, ktore wyizolo-
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Rys. 4. Nevskia ramosa — charakterystyczne rozety [83]
(za zgoda wydawcy)

wano tylko i wylacznie z btony powierzchniowej. Przy-
ktadem takiej bakterii jest Nevskia ramosa, ktéra wy-
kazuje silnie hydrofobowe wlasciwosci (Rys. 4).

Wspomniana wczesniej wigksza frekwencja pate-
czek w filmie powierzchniowym moze by¢ wynikiem
wigkszej zasobno$ci pokarmowej i/lub wyzszej spe-
cyficznosci taksonomicznej wérdd bakterioneustonu,
a tym samym jego mniejszej roznorodnosci form. Wia-
domo bowiem, ze pomimo olbrzymiej ogdlnej liczby
bakterii, ich bior6znorodno$¢ jest mniejsza niz bakterii
wystepujacych w wodzie podpowierzchniowej [61],
co wynika prawdopodobnie ze specyficznych, selek-
tywnych warunkow wystepujacych w mikrowarstwie
powierzchniowe;.

Liczebnos$¢ ziarniakow i laseczek jest znaczaco niz-
sza w btonie powierzchniowej niz w wodzie podpo-
wierzchniowe;j, co rowniez mozna wythumaczy¢ wigk-
sza specyficzno$cia gatunkowa bakterii neustonowych.
Natomiast przecinkowce, jak twierdzi wielu badaczy
wystepuja powszechnie w mikrowarstwie powierzch-
niowej zbiornikow wodnych [23, 67].

Jak wspomniano wcze$niej w zwiazku z dlugotrwa-
a ekspozycja na promieniowanie stoneczne bakterie
neustonowe w ponad 50% wytwarzaja pigmenty
ochronne [93]. Podobne wyniki uzyskal Mudryk
i wsp. [63] prowadzac badania na obszarze Glgbi
Gdanskiej. Dominuje przy tym czgsto pigmentacja jas-
na: zéblta i pomaranczowa.

Badania wilasciwosci fiziologiczno-biochemicznych
bakterii wyizolowanych z blony powierzchniowej
wskazuja, ze znaczna wigkszos¢ z nich rozktada thusz-
cze (okoto 90%), i biatka (40-90%). Tym samym
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liczebno$¢ bakterii lipolitycznych czy proteolitycznych
w btonie powierzchniowej jest na ogot zdecydowanie
wigksza niz w wodzie podpowierzchniowej, co jest
konsekwencja budowy mikrowarstwy powierzchnio-
wej, bogatej w thuszcze i1 biatka. Natomiast zdolnosé
rozktadu skrobi stwierdzono juz tylko u okoto 20—40%
wszystkich szczepdéw bakterioneustonu [21].
Dotychczasowe wyniki badan §wiadcza takze o od-
miennych wlasciwosciach bakterioneustonu w odniesie-
niu do nietypowych substratow, takich jak weglowodo-
ry aromatyczne. Bakterioneuston odznacza si¢ wigksza
intensywnoscia i wydajnoscia rozktadu tych zwiazkow
niz bakterioplankton. Wynika to zapewne z faktu, ze
mikroorganizmy bytujace w biofilmie posiadaja lepsze
mechanizmy pozwalajace na wykorzystanie weglowo-
doréw aromatycznych jako zrodla wegla oraz zabez-
pieczajace przed toksycznym wplywem tych zwiazkow
(co opisano wczesniej). Podobne sugestie przedstawili
w swoich pracach Rao i wsp. [72], Walczak
i wsp. [88]. Badacze ci przedstawili wyniki $wiadczace
o duzych mozliwo$ciach rozktadu weglowodorow aro-
matycznych, zwlaszcza jednopierscieniowych przez
bakterie wyizolowane z mikrowarstwy powierzchnio-
wej. Podobnie Barbee iwsp. [3] wskazuja na moz-
liwos¢ wykorzystania weglowodorow przez mikro-
organizmy jako substratu pokarmowego thumaczac, ze
duza aktywnos$¢ degradacji weglowodorow jednopiers-
cieniowych przez bakterioneuston moze by¢ wynikiem
lepszego dostepu tlenu w mikrowarstwie powierzch-
niowej. Tlen bowiem jest niezbgdny w poczatkowym
etapie uaktywnienia czasteczki weglowodoru. Podobne
wyniki, $wiadczace o lepszej wydajnosci biodegrada-
cji benzenu, toluenu i ksylenu przez szczepy mikro-
warstwy powierzchniowej uzyskali Lichtfield
i Floodgat [51], ktorzy réwniez zaobserwowali
wigksza aktywno$¢ degradacji weglowodordow frakeji
BTX (benzen, toluen, ksylen) przez bakterioneuston.
Ich zdaniem moze by¢ to spowodowane obecno$cia
wsérod bakterii neustonowych duzej grupy bakterii
amylolitycznych, ktore s zdolne do niezwykle aktyw-
nego rozktadu weglowodorow. Wyniki te wskazuja
wigc na wigksza ilo$¢ szczepow potencjalnie zdolnych
do przeprowadzania aktywnego rozktadu weglowodo-
réw aromatycznych z duza wydajnoscia w mikrowar-
stwie powierzchniowej. Podobnie Kim [43] stwier-
dzit, ze zdolno$¢ do rozktadu weglowodorow przez
szczepy mikrowarstwy powierzchniowej jest dwa razy
wyzsza niz szczepow z glebszych warstw wody.

5. Podsumowanie
Na podstawie dotychczasowych badan mikroorgani-

zmow zasiedlajacych warstwg blony powierzchniowej
stwierdzono, ze ogdlna liczba bakterii jest zawsze wigk-
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sza w blonie powierzchniowej niz w wodzie podpo-
wierzchniowej, jednak liczebno$¢ bakterii heterotroficz-
nych, bakterii ,,zywych” czy aktywnych metabolicznie
jest juz znacznie mniejsza i czgsto porownywalna z ta
w wodzie podpowierzchniowej. Aktywnos$¢ metabolicz-
na i podziatowa pojedynczych komoérek bakteryjnych
w blonie powierzchniowej jest mniejsza niz bakterii
planktonowych wystepujacych w wodzie podpowierzch-
niowej. Z kolei sktad rodzajowy bakterioneustonu jest
odmienny od szczepdéw bakterioplanktonu, ponadto
w btonie powierzchniowej mozna wyréznic szczepy do-
minujace i takie, ktorych nigdy nie wyizolowano z wody
podpowierzchniowej. Powazne roznice pomigdzy bak-
teriami neustonowymi a tymi z wody podpowierzch-
niowej stwierdzono takze w odniesieniu do ich wtas-
ciwos$ci biochemiczno-fiziologicznych. W przypadku
bakterioneustonu wlasciwosci te czesto odzwiercied-
laja sktad chemiczny mikrowarstwy powierzchniowe;j
1 r6znia si¢ od wiasciwosci bakterioplanktonu.
Pomimo tego, ze w btonie powierzchniowej wyste-
puje olbrzymia masa mikroorganizmow, ktore znalazly
si¢ tam w sposob przypadkowy, to najprawdopodob-
niej warstwe ta zasiedla takze waska grupa szczepow
bakteryjnych dotychczas niepoznanych, a wykazuja-
cych szczegolne przystosowania i wlasciwosci pozwa-
lajace im kolonizowac to nietypowe §rodowisko.
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Serological diagnosis of Lyme borreliosis — European guidelines

Abstract: Lyme disease is a multisystem and multistage infection caused by three genospecies of the Borrelia burgdorferi sensu lato
species. The diagnosis of Lyme disease is based on the history of tick-bite, physical examination and laboratory tests, which
confirmed clinical recognition. In 2000 the German Society of Hygiene and Microbiology (DGHM) has published guidelines for the
microbiological diagnosis of Lyme borreliosis in Europe. It has been establisched that two-step diagnosis warranted highest specificity
and sensitivity. At the first step level of B. burgdorferi antibodies is measured with screening test such as enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) or indirect fluorescent-antibody assay (IFA). At the second step specificity of positive or equivocal
results is confirmed with immunoblot. For each genospecies of Borrelia burgdorferi sensu lato used as the blot antigen, different
interpretation criteria for positive Western-blot are recommended.

1. Introduction. 2. Specific antigens of Borrelia burgdorferi sensu lato. 3. Diagnostic protocol. 3.1. EIA. 3.2. Western-blot. 3.3. Others

methods. 4. Summary
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1. Wprowadzenie

Borelioza z Lyme jest wielouktadowa choroba zakazna prze-
noszong przez kleszcze. Zakazenie to ma charakter postgpujacej
choroby, w ktérej mozna wyodregbnic kolejne jej stadia. We wczes-
nej fazie (I stadium), po kilku dniach lub tygodniach od chwili
zakazenia, pojawia si¢ rumien wedrujacy, ktoremu moga towa-
rzyszy¢ objawy grypopodobne. W II stadium dochodzi do zaka-
zenia wielu narzadow i uktadow; pojawiaja si¢ dolegliwos$ci ze
strony osrodkowego lub obwodowego uktadu nerwowego, ukta-
du kostno-stawowego lub uktadu krazenia. PdZna borelioza
z Lyme charakteryzuje si¢ nieodwracalnymi zmianami stawo-
wymi, uszkodzeniem uktadu nerwowego w postaci encefalopatii
lub uszkodzeniem nerwow czaszkowych, obwodowych, a takze
przewlektym zanikowym zapaleniem skory. Wielopostaciowos¢
choroby wymaga diagnostyki réznicowej i czgsto sprawia trud-
nosci w prawidlowym rozpoznaniu [30, 31].

Dla utatwienia identyfikacji zakazen jak i dla celow epide-
miologicznych wprowadzono definicj¢ przypadku boreliozy
z Lyme. Pierwsza definicj¢ sformutowano w 1991 roku w USA.
Obejmowata ona chorych z rumieniem wedrujacym oraz cho-
rych z co najmniej jednym objawem boreliozy pdznej i potwier-
dzeniem rozpoznania klinicznego badaniem laboratoryjnym
[3, 29]. Europejska definicja wprowadzona w 1996 roku jest
szersza niz amerykanska ze wzgledu na wystgpowanie w Euro-
pie, co najmniej trzech chorobotworczych dla cztowieka geno-
gatunkow B. burgdorferi sensu lato, tj. B. burgdorferi sensu

stricto, B. garini oraz B. afzeli i zwiazane z tym wigksze zr6zni-
cowanie objawow choroby. W Ameryce Poinocnej stwierdza sig
obecnos$¢ wylacznie B. burgdorferi sensu stricto [34].

Najczesciej w Europie wystepuja B. garini i B. afzeli, pod-
czas gdy B. burgdorferi sensu stricto znacznie rzadziej i zwykle
w Europie wschodniej. Zréznicowanie szczepow wywotujacych
zakazenia na naszym kontynencie powinno by¢ brane pod uwage
przy opracowywaniu nowych testow diagnostycznych typu PCR
jak 1 antygenow diagnostycznych do badan serologicznych.
Nalezy takze pamigta¢, ze w Europie stwierdzono obecnosé
genogatunkow, ktorych chorobotworczo$é nie zostata dotych-
czas potwierdzona, ale rowniez nie zostata wykluczona, jak np.
B. valaisiana i szczepy nalezace do nienazwanego jeszcze geno-
gatunku A14S. W prawidlowo prowadzonej diagnostyce, test
PCR powinien wykrywaé rowniez ich sekwencje.

Podstawa rozpoznania boreliozy z Lyme jest obecno$¢ okres-
lonych objawo6w klinicznych, potwierdzonych badaniem labora-
toryjnym, wykrywajacym swoiste przeciwciata klasy IgM i/lub
IgG dla B. burgdorferi.

2. Swoiste antygeny Borrelia burgdorferi sensu lato

Swoiste dla B. burgdorferi bialka, ktore moga by¢ wykorzy-
stane jako antygeny diagnostyczne charakteryzuja si¢ znaczna
heterogennoscia. Wystepujace w Europie trzy chorobotwodrcze
dla cztowieka genogatunki mozna podzieli¢ na przynajmniej sie-
dem serotypow, ze wzgledu na zréznicowanie biatek OspA.
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W trzech standardowych szczepach (B31, Pko i Pbi), naleza-
cych do trzech réznych genogatunkéw, oznaczono zgodnosé
sekwencji aminokwaséw w biatkach OspC i Ospl7, ktora jak
si¢ okazato wynosi zaledwie 54—68% 1 40—44% [35]. Jednym
z najbardziej immunogennych bialek w komorce B. burgdorferi
jest flagelina, biatko wchodzace w sktad wici. Wywotuje ono silng
i wezesng odpowiedz humoralna. Flagelina, w poczatkowym
i koncowym odcinku tancucha, wykazuje wysoki stopien homo-
logii sekwencji aminokwasow z sekwencja flageliny Bacillus
subtilis (65%) 1 Salmonella Typhimurium (56%) [33]. Epitopy
charakterystyczne dla gatunku B. burgdorferi zlokalizowane sa
tylko migdzy 129 a 251 aminokwasem [9]. Ponadto koncowa
sekwencja tego polipeptydu wykazuje az 80% homologii z bial-
kiem flageliny Treponema pallidum [8]. W celu zwigkszenia
swoistosci testow serologicznych, doprowadzono w wyniku re-
kombinacji, do skrocenia tancucha tego biatka w celu uzyskania
polipeptydu z epitopami charakterystycznymi tylko dla B. burg-
dorferi. Wyprodukowano w ten sposob rekombinowany fragment
flageliny migdzy 197 a 241 aminokwasem o masie 14 kDa.

Biatka blony zewngtrznej sa lipoproteinami o zmiennej ma-
sie czasteczkowej: OspA (31-32 kDa), OspB (33-36 kDa)
i OspC (21-22 kDa) [36, 39], ktore charakteryzuja si¢ duza
swoistoscia. Biatko OspA wykazuje rdznice w sekwencji amino-
kwasow pomiedzy 301 101 aminokwasem. Na tej podstawie wy-
odrebniono dotychczas 7 serotypow wystepujacych na terenie
Europy i Ameryki PIn. Odpowiadaja one podzialowi na geno-
gatunki: B. burgdorferi sensu stricto — serotyp 1, B. afzeli — se-
rotyp 2, B. garini — serotypy od 3 do 7 [37]. W przypadku biatka
OspC, na podstawie roznic w sekwencji aminokwasow, wy-
odregbniono dotychczas 4 serotypy kretkow [38]. Jest to biatko
wysoce immunogenne, odpowiedzialne przede wszystkim za
wcezesng odpowiedz humoralna.

W diagnostyce czasami wykorzystywana jest takze obecno$¢
wysoce konserwatywnych, a jednocze$nie immunogennych epi-
topow w heterogennych biatkach, jak np. peptyd C6 w biatku
VISE [14].

3. Postepowanie diagnostyczne
3.1. Metoda EIA

Prawidlowe rozpoznanie boreliozy z Lyme uwarunkowane
jest odpowiednim doborem metod serologicznych i antygenow
diagnostycznych oraz poprawna interpretacja otrzymanych wy-
nikow [35].

W 2000 roku opublikowano, opracowane przez migdzynaro-
dowa grupe ekspertow, zalecenia dotyczace prawidlowej diag-
nostyki laboratoryjnej boreliozy z Lyme (angielska wersja ,,MiQ
12 Lyme Borreliose” dostgpna w internecie).

Ze wzgledu na liczne nieswoiste reakcje krzyzowe i falszy-
wie dodatnie wyniki [8], ktorych nie mozna byto wyeliminowaé
w powszechnie stosowanych testach ELISA, mimo wprowadza-
nia ré6znych antygenow diagnostycznych (sonikat catej komorki,
izolowane biatka, antygeny rekombinowane), zalecana jest obec-
nie dwustopniowa diagnostyka serologiczna. Polega ona na
oznaczeniu w pierwszym etapie poziomu przeciwciat potiloscio-
wymi testami serologicznymi o wysokiej czutosci (np. IFA lub
ELISA). Nastgpnie, probki surowic, z ktorymi uzyskano wynik
dodatni lub watpliwie dodatni sa badane jakosciowa metoda
Western-blot o wysokiej swoistosci, w celu weryfikacji wczeéniej-
szych rezultatow. Interpretacja wynikow badan EIA i Western-
blot odbywa sig¢ wedtug $cisle ustalonych kryteriow (Rys. 1).

Jednostopniowa diagnostyka boreliozy jest czgsta praktyka
stosowana w polskich laboratoriach. Powszechnie wykorzysty-
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| etap
Badania przesiewowe IgG i IgM (IFA/ELISA)

! ! !
watpliwie dodatni wynik dodatni ujemny’
Il etap
Badanie potwierdzajgce IgG i IgM (Immunoblot)

l l
dodatni ujemny

1 nalezy zakonczyé.

Jezeli mimo ujemnego wyniku nadal klinicznie podejrzewane jest za-
awansowane stadium boreliozy mozna zastosowac inne dodatkowe
metody diagnostyczne.

Rys 1. Schemat dwu-etapowego postgpowania diagnostycznego
w kierunku boreliozy z Lyme

wane testy ELISA sa czule, proste w wykonaniu, gwarantuja
szybkie uzyskanie wyniku nie podlegajacego subiektywnym oce-
nom badacza. Niestety ich niska swoisto$¢, wynoszaca 29-71%
w zaleznoS$ci od zastosowanego antygenu [19], moze prowadzié
do btednych rozpoznan.

Dostgpne testy ELISA roznia si¢ migdzy soba gtownie anty-
genem diagnostycznym. Moze nim by¢ cata komorka bakteryjna,
stosowana w metodach immunoenzymatycznych w formie soni-
katu lub cata, nienaruszona komoérka w odczynie immunofluores-
cencji (pierwsza generacja testow).

Testy ELISA stosowane w badaniach przesiewowych powin-
ny naleze¢ przynajmniej do drugiej generacji, poniewaz w gru-
pie tej zostala udoskonalona swoisto$¢ i w duzym stopniu zosta-
ly ograniczone krzyzowe reakcje. Do tej grupy naleza testy,
w ktorych albo antygenem diagnostycznym sg izolowane frakcje
biatek albo stosowana jest wstgpna absorbcja kregtkami Reitera.
Szczepy uzywane do produkcji antygenu musza wytwarzac bial-
ko OspC umozliwiajace wykrycie swoistej odpowiedzi w klasie
IgM i OspA (DbpA), a jednoczes$nie bedace dominujacym anty-
genem w odpowiedzi IgG.

W najnowszej, trzeciej generacji testow, jako antygeny diag-
nostyczne stosowane sa rekombinowane biatka. Dotychczas
otrzymano i sprawdzono pod wzgledem przydatnosci w diagno-
styce boreliozy z Lyme, biatka p83/100 (wskaznik pdznej fazy
choroby), p41 (flagelina, p4lint (wewngtrzna czg$¢ czasteczki
flageliny o masie 14 000, nie reagujaca krzyzowo z flageling
innych gatunkow bakteryjnych), biatka blony zewngtrznej OspA
i OspC i p39. Ostatnie badania wskazuja, ze uzupeknienie anty-
genu diagnostycznego o rekombinowane biatka p17 i p58, a takze
pl4, p30, p43 moze znacznie podniesé czutos¢ testu [35].

W kazdym przypadku, powinny by¢ oznaczone przeciwciata
obu klas. Uzyskanie ujemnego wyniku badania serologicznego
we wczesnej fazie zakazenia nie przesadza o rozpoznaniu.

Zalecane jest powtorzenie badania z nowa probka suro-
wicy po uptywie 4 tygodni od wystapienia pierwszych objawow
choroby.

Nalezy takze pamigtaé, ze swoiste przeciwciata wykrywane
sg takze u 0s6b zdrowych, co moze §wiadczy¢ o bezobjawowym
przebiegu choroby. W zaleznoSci od stopnia narazenia na kontakt
z kleszczami odsetek oséb z przeciwciatami wynosi od 12%
w normalnej populacji (krwiodawcy) do okoto 40% w grupach
ryzyka np. wérdd lesnikow [6, 7]. Obecno$¢ samych przeciwcial,
bez objawdw zakazenia, nie moze by¢ wskazaniem do leczenia.

3.2. Western blot
Pierwsze kryteria oceny wyniku badania metoda Western-blot

ustalone zostaty przez Center for Disease Control and Prevention
(CDC) w Atlancie, USA [3]. Interpretacja uzyskanych wynikow
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zgodnie z tymi kryteriami jest czgsto zalecana przez producentow
testow 1 nie rzadko automatycznie stosowana na kontynencie
europejskim. Moze to prowadzi¢ do bledéw w rozpoznaniu.

Opracowanie kryteriow oceny wynikow badan metoda Wes-
tern-blot przeprowadzonych u chorych z terenu Europy jest bar-
dziej ztozone ze wzglgdu na wystgpowanie kilku genogatunkow
chorobotwoérczych na obszarze tego kontynentu.

Analiza wystgpowania przeciwcial przeprowadzona w ra-
mach programu EUCALB, wykazala przydatno$¢ nastgpujacych
8 antygenow w diagnostyce zakazen B. burgdorferi sensu lato:
OspC i p41 dla IgM oraz p83/100, p58, p41, p39, OspC, pl17 dla
IgG, jakkolwiek wykazano zréznicowane ich znaczenie. Stwier-
dzono, bowiem ze czuto$¢ i swoistos¢ metody zalezna jest od
genogatunku szczepu uzytego jako antygen diagnostyczny. Waz-
nym elementem jest zastosowanie kryteriow uwzgledniajacych
odpowiedz immunologiczna na antygeny szczepOw najczegsciej
wystepujacych na danym terenie. Ponadto, przyjeta interpretacja
wynikow powinna by¢ rowniez powiazana z charakterystyka obja-
wow klinicznych stwierdzanych na danym terenie [24].

Aby poprawnie zinterpretowa¢ wynik badania, potrzebna jest
informacja na temat czasu trwania choroby, z ktorym $cisle zwia-
zane jest pojawienie si¢ przeciwciat dla okreslonych antygenow.
We wczesnej boreliozie znaczenie ma intensywnos$¢ przynaj-
mniej dwoch frakeji biatkowych (p41 i OspC) i w zwiazku z tym
konieczne jest stosowanie odpowiednich kontroli wewngtrznych,
aby oceni¢ badanie potilosciowo.

Dostepne sa testy, w ktorych rozdziatowi poddano albo lizat
catej komorki albo wyselekcjonowane biatka B. burgdoferi pro-
dukowane w wyniku manipulacji genetycznych, przez komorki
E. coli.

Zaleta lizatu catej komorki jest mozliwos¢ wykrycia wigk-
szej liczby immunogennych frakcji. Wada natomiast to, ze w nie-
ktorych przypadkach trudno jest rozrézni¢ frakcje swoiste od
krzyzowo reagujacych.

Stosujac antygeny rekombinowane istnieje pewnos¢, ze uzy-
skane reakcje dotycza wylacznie swoistych biatek. Ponadto,
mozliwe jest zastosowanie w jednym te$cie swoistych biatek
pochodzacych z roznych genogatunkow, a takze swoistych pep-
tydow bedacych fragmentami biatek, ktére w cato$ci wywoluja
reakcje krzyzowe, jak np. biatko p41 i peptyd p4l int. Mimo
tych zalet i porownywalnej swoisto$ci rekombinowany immuno-
blot nie ma czulosci, jaka wykazuje immunoblot z lizatem catej
komorki. Ponadto konieczna jest kontrola swoisto$ci z surowi-
cami odpornosciowymi dla E. coli.

W zwiazku z tym wydaje sig, ze zastosowanie jako antygen
diagnostyczny w metodzie immunoblot, szczepu, ktory wytwa-
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rza swoiste, immunogenne biatka jest najbardziej racjonalne.
Konieczna jest jednak doktadna standaryzacja testu i bardzo pre-
cyzyjna indentyfikacja frakcji biatkowych przy pomocy przeciw-
cial monoklonalnych.

Najwigksza czutoscia charakteryzuje si¢ Western-blot z an-
tygenami B. afzelii (szczep PKo) i dlatego jest on zalecany
w diagnostyce na terenie Europy [10].

Przyjmuje sig, ze jezeli antygenem jest szczep B. afzelii to
wynik immunoblot jest dodatni jezeli przeciwciata IgM reaguja
przynajmniej z jedna frakcja z posrod: p41 (silna reakcja), p39,
OspC, DbpA (Osp17). Wraz ze zmiang antygenu diagnostycznego
zmieniajq si¢ rowniez kryteria interpretacji (patrz Tabela I).

3.3. Inne badania

Podstawa rozpoznania laboratoryjnego boreliozy z Lyme sa
badania serologiczne. Opisywane sa jednak serologicznie ujemne
przypadki choroby. Przyczyna tego zjawiska nie jest wyjasniona,
migdzy innymi ttumaczy si¢ to mozliwoscia powstawania kom-
plekséw immunologicznych [27]. W zwiazku z tym, jezeli mimo
ujemnego wyniku nadal klinicznie podejrzewane jest zaawan-
sowane stadium boreliozy, mozna zastosowa¢ inne dodatkowe
metody diagnostyczne, jak np. PCR lub hodowlg itp. Maja one
takze zastosowanie u chorych z nietypowym rumieniem wedru-
jacym, przy podejrzeniu wczesnej neuroboreliozy, w ktorej nie
zostaly jeszcze wytworzone przeciwciata oraz u chorych z obni-
zong odpornoscia.

3.3.1. PCR. Lancuchowa reakcja polimerazy umozliwia
wielokrotne powielanie okreslonych, charakterystycznych dla da-
nego drobnoustroju fragmentow genomu. W przypadku B. burg-
dorferi sensu lato, najczesciej wykrywane sa sekwencje genow
kodujacych flageling, biatka btony zewngtrznej (Osp), 16S-RNA
i 5S-23S-RNA [11, 15, 17, 18, 21, 23]. PCR jest metoda bardzo
czuta, a dolna granica wykrywalnosci wynosi okoto 10—1000 ko-
morek w badanej probee [16, 20]. Pomimo swych niewatpliwych
zalet posiada jednak szereg ograniczen. Do najwazniejszych na-
lezy rodzaj materialu do badania i stadium choroby, w ktorym
zostal pobrany. Material genetyczny kretkow czgsciej mozna
wykry¢ w ostrej fazie choroby, niz w jej okresie przewlektym.
DNA kretkow wykrywa si¢ w okoto 60—70% wycinkow skory
pobranych z rumienia wedrujacego i w okoto 60% wycinkow ze
zmian typu ACA [26, 28, 32]. U chorych z rumieniem wedruja-
cym DNA B. burgdorferi we krwi stwierdza si¢ nie czg¢Sciej niz
u okoto 18% u chorych [26]. W plynie mézgowo-rdzeniowym
DNA wykrywa si¢ w 38% przypadkow w neuroboreliozie weze-

Tabela I

Kryteria dodatniego wyniku Western-blot, uwzgledniajace antygeny genogatunkow wystgpujacych w Europie

Wykrywane frakcje przeciwciat w klasie:

Genogatunek*

IgM IgG
B. afzelii Co najmniej jedna frakcja z: p39, OspC, p17 Co najmniej dwie frakcje z: p83/100, p58, p43,
lub silna reakcja z antygenem p41 P39, p30, OspC, p21, pl17, pl4
B. garini Co najmniej jedna frakcja z: p39, OspC Co najmniej jedna frakcja z: p83/100, p39, p30,

lub silna reakcja z antygenem p41

OspC, p21, pl7

B. burgdorferi sensu stricto

Co najmniej jedna frakcja z: p39, OspC, p17
lub silna reakcja z antygenem p41

Co najmniej jedna frakcja z: p83/100, p58, p56,
OspC, p21, p17

Antygeny rekombinowane

Co najmniej dwie frakcje z: p39, OspC, p41 int.,
p17 lub silna reakcja z antygenem OspC

Co najmniej dwie frakcje z: p83/100, p58, p39,
OspC, p41 int., p17

* genogatunek, z ktorego przygotowano antygen diagnostyczny
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snej i w 25% w neuroboreliozie poznej [17]. W zaleznosci od
stosowanych starteréw czuto$¢ metody PCR w plynie stawowym
wynosi od 48% dla starterow komplementarnych do sekwencji
genu 16S rRNA do 96% dla starteréw dla OspA [18]. Na wynik
badania moze mie¢ wpltyw obecno$¢ w badanym materiale DNA
pochodzacego z komorek gospodarza, jak i hamujacy wpltyw
innych sktadnikow tkankowych takich jak hemoglobina, hepary-
na, porfiryny. Ograniczenia te moga prowadzi¢ do uzyskiwania
wynikow fatszywie dodatnich jak i fatszywie ujemnych. Powaz-
ny wpltyw na otrzymany wynik maja tez metody ekstrakcji DNA,
gdyz ze wzgledu na niewielka liczbg bakterii w badanym mate-
riale moze dochodzi¢ do strat prowadzacych do falszywie ujem-
nego wyniku [1, 26]. Ponadto startery zastosowane do reakcji
musza umozliwia¢ amplifikacj¢ fragmentéw DNA charakte-
rystycznych dla wszystkich chorobotworczych i potencjalnie
chorobotworczych genogatunkow B. burgdorferi sensu lato z ta
samg czutoscia.

3.3.2. Hodowla. Dohodowli kretkow B. burgdorferii sto-
sowane jest bardzo bogate podtoze BSK (Barbour’a, Stoenner’a,
Kelly’ego) i jego rézne modyfikacje, najczgsciej podloze BSK
w sktad ktorego wchodzi ponad 60 sktadnikéw, takich jak
aminokwasy, witaminy, elektrolity; dodatkowo jest wzbogacane
surowica krélicza (6%) [2, 22]. Inokulum nie moze by¢ mniej-
sze niz 10 komorek bakteryjnych. Gestos¢ zawiesiny bakteryjnej
w podtozu BSK-H po inkubacji 14 dni nie przekracza 10'° ko-
morek w 1 ml, a czas migdzy podziatami komérkowymi wynosi
okoto 12 godzin. Na podtozach statych bakterie te rosna jeszcze
wolniej [2, 12, 22].

Kretki B. burgdorferii izolowane sa ze zmian skérnych (bio-
ptaty), ptynu mézgowo-rdzeniowego, ptynu stawowego i krwi.
Najczgsciej dodatnie posiewy uzyskuje si¢ z bioptatow skory
pobranych z rumienia (ok. 50-85%) [28], rzadziej z ptynu méz-
gowo-rdzeniowego (ok. 10%), z chrzastki stawowej; najmniej
izolacji uzyskuje si¢ z ptynu stawowego i krwi [13, 25, 26].
B. burgdorferi sa bakteriami powoli rosnacymi na dostgpnych
obecnie sztucznych podtozach bakteriologicznych, dlatego wy-
nik hodowli mozna otrzymac nie wczesniej niz po 3 miesigcach
inkubacji [13, 28]. Optymalna temperatura wzrostu kretkow przy
obnizonym poziomie tlenu wynosi 32-37°C [2, 22].

333. Hodowla i PCR. W poréwnaniu z zakazeniami
innymi drobnoustrojami, liczba kretkéw w dostgpnych do bada-
nia probkach materiatu klinicznego jest bardzo mata, na granicy
wykrywalnos$ci metoda PCR. Ocenia sig, ze w ptynie mézgowo-
rdzeniowym liczba tych drobnoustrojéw nie przekracza 50 ko-
moérek w 1 mL [13], i uzyskanie wystarczajacej ilosci DNA kret-
kow do amplifikacji metoda PCR jest czgsto niemozliwe. Istnieje
mozliwos¢ wykonania posiewu, a nastgpnie po inkubacji przez
1-2 tygodnie, poszukiwania DNA B. burgdorferi sensu lato me-
toda PCR. Szczegolnie jest to wazne w przypadkach klinicznego
rozpoznania neuroboreliozy przy stabej odpowiedzi immunolo-
gicznej lub jej braku. Taki sposob postgpowania z materialem
klinicznym, podnosi znacznie czuto§¢ badania diagnostycznego
w kierunku boreliozy [5].

4. Podsumowanie

Borelioza z Lyme jest najcze$ciej wystgpujaca w Europie
i w Ameryce Polnocnej choroba zakazna przenoszona przez
kleszcze. Wielopostaciowos$¢ choroby czgsto sprawia trudnosci
w prawidlowym rozpoznaniu. Uwarunkowane jest ono odpo-
wiednim doborem metod serologicznych i antygenéw diagno-
stycznych oraz poprawng interpretacja otrzymywanych wynikow.

STANISLAWA TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA, TOMASZ CHMIELEWSKI

Zalecana jest obecnie diagnostyka dwustopniowa polegajaca na
oznaczeniu w pierwszym etapie poziomu przeciwciat potiloscio-
wymi testami serologicznymi o wysokiej czutosci (np. IFA lub
ELISA), a nastgpnie, na weryfikacji wynikéw dodatnich lub wat-
pliwie dodatnich jako$ciowa metoda Western-blot. Interpretacja
Western-blotu powinna uwzgledniaé ustalone kryteria przyjete
dla antygendw uzytych szczepow.
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Strona 177, punkt 2.1.1. Metoda dyfuzyjno-krazkowa z cefoksytyna lub oksacylina,

powinno by¢:
sinkubacja: 24 godz. dla oksacyliny i cefoksytyny w temp 33-35°C, w atmosferze tlenowej,
wynik badania moze by¢ wydany po 18 godzinach inkubacji, jesli szczep jest oporny”.

Strona 178, punkt 2.1.2. Metoda przegladowa z oksacyling dla S aureus,

powinno by¢:
»e.. zanurzy¢ wykalibrowang eze (1 pl) ...”

Strona 178, punkt 2.3.1. Metoda przegladowa z wankomycyna,

powinno by¢:
,nanies¢ punktowo 10 ul ...”

Strona 186, punkt 9. Oznaczanie wrazliwosci pateczek z rodziny Enterobacteriaceae, kolumna 2, werset 4,

powinno by¢:
»W przypadku paleczek Salmonella spp. nie oznaczaé ...”

jednakze



Spis tresci

R. Izdebski — Oporno$¢ Streptococcus pneumoniae na penicyling i inne antybiotyki
B-laktamowe .. ...
B. Bukowska, J. Walory — Anaplasma phagocytophilum — epidemiologia,
diagnostyka 1 terapia . ... .....ouuiin i e
A. Mrozik, Z. Piotrowska-Seget, S. Labuzek — Bakterie w bioremediacji
srodowisk zanieczyszczonych wybranymi weglowodorami.....................
E. Krawczyk, M. Luczak — Aktywnos$¢ przeciwwirusowa substancji
pochodzenia naturalnego oraz ich pochodnych ...............................
E. Lonc, S. Andrzejczak — Biordznorodnosé¢ toksyn Bacillus thuringiensis
11Ch ZastoSOWANIE . ... ... ..
W. Rastawicki, M. Jagielski — Tularemia ...............cccovvvvenon...
M. Walczak, W. Donderski — Bakterioneuston zbiornikow wodnych.........

Informacje, komunikaty, recenzje ............ ...
S. Tylewska-Wierzbanowska, T. Chmielewski — Diagnostyka serologiczna
Boreliozy z Lyme — wytyczne europejskie . ...,

Contents

R. Izdebski — Resistance to penicillin and other B-lactams in Streptococcus
PHEUMONIAC . . ..o ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e ettt e e e
B. Bukowska, J. Walory — Anaplasma phagocytophilum — epidemiology,
diagnostics and therapy .. ........ ..ot
A. Mrozik, Z. Piotrowska-Seget, S. Labuzek — Bacteria in bioremediation
of hydrocarbon-contaminated environments ................ccooiiieienann...
E. Krawczyk, M. Luczak — Antiviral activity of natural compounds and their
derivatiVes . ..ot e
E. Lonc, S. Andrzejczak — Biodiversity of toxins od Bacillus thuringiensis
and their application ........... ... ittt
W. Rastawicki, M. Jagielski — Tularemia.....................cooiuun.
M. Walczak, W. Donderski — Bacterioneuston of water bodies ..............

Information, new raports, bOOK rEVIEWS . . .. ...
S. Tylewska-Wierzbanowska, T. Chmielewski — Serological diagnosis
of Lyme borreliosis — European guidelines ...................................

201
211
227
239
253
265
275
289

289

201
211
227
239
253
265
275
289

289



