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1. Wstêp

Streptococcus pneumoniae (pneumokok) jest Gram-
-dodatnim, katalazo-ujemnym ziarenkowcem, nale¿¹-
cym do rodziny Streptococcaceae. Wielko�æ owalnych
komórek waha siê miêdzy 0,5 a 1,2 µm �rednicy. Ten-
dencja tej bakterii do wystêpowania w parach odzwier-
ciedlona jest w jej polskiej nazwie: dwoinka zapalenia
p³uc, jak i dawnej nazwie systematycznej Diplococcus
pneumoniae. Bakteria ta jest najczêstsz¹ przyczyn¹
bakteryjnych pozaszpitalnych zapaleñ p³uc i zapaleñ
ucha �rodkowego, jak równie¿ wywo³uje zapalenia za-
tok, a tak¿e zagra¿aj¹ce ¿yciu zaka¿enia krwi oraz
o�rodkowego uk³adu nerwowego. Przed wprowadze-
niem do u¿ytku antybiotyków zaka¿enia pneumokoko-

we zarówno p³uc, jak i opon mózgowych w wiêkszo�ci
przypadków koñczy³y siê �miertelnie. W 1892 r. Sir
William O s l e r  okre�li³ zapalenie p³uc jako �...natu-
ralny koniec starych ludzi� [57]. Oprócz doros³ych po
sze�ædziesi¹tym roku ¿ycia, w grupie podwy¿szonego
ryzyka znajduj¹ siê miêdzy innymi ma³e dzieci, osoby
o obni¿onej odporno�ci immunologicznej, chorzy
z przewlek³ymi schorzeniami p³uc oraz funkcjonaln¹ lub
anatomiczn¹ aspleni¹, a tak¿e palacze, osoby z chorob¹
alkoholow¹ oraz cukrzycy. Wzrost ryzyka zachorowal-
no�ci wi¹¿e siê ze z³ymi warunkami socjalno-ekono-
micznymi. Szacuje siê, ¿e na ca³ym �wiecie umiera
rocznie na zapalenie p³uc oko³o 3 milionów dzieci po-
ni¿ej 5 roku ¿ycia, z czego blisko milion zgonów powo-
dowana jest przez pneumokoki [26]. Podobna liczba
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�miertelnych przypadków wywo³ywanych przez ten
patogen szacowana jest w�ród doros³ych [17]. Corocz-
nie w Stanach Zjednoczonych odnotowuje siê ok.
6 mln zapaleñ ucha �rodkowego, 500 tys. zapaleñ p³uc,
55 tys. przypadków bakteriemii, 3 tys. zapaleñ opon
mózgowo-rdzeniowych oraz 40 tys. zgonów powodo-
wanych przez S. pneumoniae [72].

Rozwój zaka¿eñ wywo³ywanych przez pneumokoki
jest poprzedzany kolonizacj¹ tym patogenem noso-
gard³a, umo¿liwiaj¹c¹ w dalszej kolejno�ci penetracjê
do uk³adu oddechowego, krwiobiegu i o�rodkowego
uk³adu nerwowego. Kolonizacja, czyli nosicielstwo nie
wywo³uje objawów chorobowych i najczê�ciej dla
danego szczepu trwa od 3 do 4 miesiêcy, wyd³u¿aj¹c
siê w miesi¹cach zimowych [23, 49, 50]. Nosicielstwo
znacznie czê�ciej wystêpuje u dzieci ni¿ u doros³ych,
osi¹gaj¹c w przypadku zdrowych dzieci poziom od
20% do 60%, a w przypadku zdrowych doros³ych
od 5% do 10% [49, 50]. Poziom kolonizacji jest znacz-
nie wy¿szy u dzieci przebywaj¹cych w przedszkolach,
¿³obkach i domach dziecka, dodatkowo u tych dzieci
czê�ciej izoluje siê szczepy oporne na penicylinê i inne
antybiotyki [49, 50]. Wysoki poziom opornych izola-
tów od nosicieli zwi¹zany jest z antybiotykoterapi¹,
która sprzyja selekcji szczepów opornych [15].

Przez wiele lat penicylina by³a i nadal pozostaje le-
kiem z wyboru w leczeniu zaka¿eñ wywo³ywanych
przez wra¿liwe wobec antybiotyków $-laktamowych
szczepy S. pneumoniae. W ostatnim czasie nast¹pi³
szybki wzrost oporno�ci na penicylinê i inne antybio-
tyki $-laktamowe, której dodatkowo towarzyszy opor-
no�æ na inne leki, a zw³aszcza makrolidy, tetracykliny,
kotrimoksazol i chloramfenikol. Obecnie oporno�æ
pneumokoków na antybiotyki $-laktamowe szerzy siê
na ca³ym �wiecie prowadz¹c do du¿ych trudno�ci tera-
peutycznych. Mimo to, zaka¿enia dróg oddechowych
wywo³ywane szczepami o obni¿onej wra¿liwo�ci na
$-laktamy mog¹ byæ leczone wiêkszymi dawkami tych
antybiotyków pod warunkiem, ¿e w organizmie pa-
cjenta przez odpowiedni okres czasu (dla penicyliny
co najmniej 40% czasu a dla cefalosporyn 50% okresu
miêdzy kolejnymi dawkami leku) zostanie utrzymane
stê¿enie antybiotyku przekraczaj¹ce minimalne hamu-
j¹ce stê¿enie antybiotyku (minimum inhibitory concen-
tration, MIC). Postêpowanie to jest nieskuteczne
w przypadku szczepów opornych i �redniowra¿liwych,
w sytuacji gdy zaka¿enie toczy siê w o�rodkowym uk³a-
dzie nerwowym. W takim wypadku osi¹gniêcie efektu
terapeutycznego wymaga podania wysokich dawek ce-
falosporyny III generacji (cefotaksymu lub ceftriakso-
nu). Niekiedy w przypadku szczepów wysoko opornych
konieczne jest prowadzenie leczenia skojarzonego, np.:
cefalosporyny III generacji z wankomycyn¹ lub wanko-
mycyny z rifampicyn¹. W przypadku leczenia zaka¿eñ
dróg oddechowych mo¿na rozwa¿aæ podanie którego�

z nowych fluorochinolonów (moksifloksacyna, lewo-
floksacyna) lub linezolidu, ale nie powinny byæ one
lekami pierwszego wyboru [39, 40].

2. Rozprzestrzenianie siê oporno�ci na penicylinê
w�ród S. pneumoniae na �wiecie

Wed³ug definicji Narodowego Komitetu d.s. Kli-
nicznych Standardów Laboratoryjnych (National Com-
mittee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS)
S. pneumoniae oporne na penicylinê, to te szczepy,
których warto�æ MIC dla penicyliny wynosi 2 µg/ml
lub wiêcej, szczepy �redniowra¿liwe to te, których
MIC waha siê miêdzy 0,12�1 µg/ml, natomiast MIC
≤0,06 µg/ml okre�la wra¿liwo�æ na penicylinê [55].
Termin �niewra¿liwe� (penicillin nonsusceptible pneu-
mococci, PNSP) obejmuje zarówno oporne, jak i �re-
dniowra¿liwe pneumokoki.

Przez ponad dwadzie�cia lat od wprowadzenia do
u¿ytku penicyliny w�ród klinicznych izolatów S. pneu-
moniae nie obserwowano szczepów opornych na ten
antybiotyk. W 1967 roku w Australii i na Nowej Gwi-
nei wyizolowano pierwsze kliniczne izolaty oporne na
penicylinê [34�37]. W koñcu lat 70. ubieg³ego wieku
w Republice Po³udniowej Afryki, a nastêpnie na ca³ym
�wiecie, u wielu pacjentów z zapaleniami p³uc, ucha
�rodkowego, bakteremii i innych inwazyjnych chorób,
zaczêto izolowaæ szczepy niewra¿liwe na ten antybio-
tyk [1, 2, 43]. Obecnie niewra¿liwe na penicylinê
pneumokoki s¹ izolowane na ca³ym �wiecie, osi¹gaj¹c
w niektórych rejonach �wiata nawet 60�80% w�ród
klinicznych izolatów S. pneumoniae [44, 70].

Czêsto�æ wystêpowania w krajach europejskich nie-
wra¿liwych na penicylinê pneumokoków ró¿ni siê
w du¿ym stopniu w zale¿no�ci od kraju. W�ród szcze-
pów wyizolowanych od chorych z zaka¿eniami dróg
oddechowych w latach 1998�2000 w ramach projektu
Alexander w krajach takich jak Irlandia, Hiszpania, S³o-
wacja czy Francja S. pneumoniae niewra¿liwe na peni-
cylinê wystêpuj¹ stosunkowo czêsto (>30%), osi¹gaj¹c
szczególnie wysoki poziom w Hiszpanii (40,6%) i Fran-
cji (57,8%) [42]. Spo�ród krajów niebior¹cych udzia³u
we wspomnianych badaniach wysoki poziom niewra¿li-
wych izolatów odnotowuje siê na Wêgrzech (58%
w 1991 r.) [51]. W Wielkiej Brytanii w ci¹gu kilku lat
zaobserwowano znaczny wzrost ilo�ci opornych izola-
tów z 4,6% w 1996 r. do 14,9% w 1998 r. [64]. Kraje
o niskim procentowym udziale niewra¿liwych izolatów
to Holandia (3,8%), Niemcy (5,9%), W³ochy (9,6%)
i Belgia (9,6%) [42], oraz kraje skandynawskie (3�7%)
[6]. Jeszcze w 1988 roku najmniej opornych izola-
tów w Europie opisywano w Irlandii Pó³nocnej, gdzie
stanowi³y poni¿ej 1% spo�ród wszystkich izolowanych
S. pneumoniae, natomiast ju¿ w 1995 roku osi¹gnê³y
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poziom 10% [6]. W Polsce w latach 1996�2000 pro-
cent szczepów niewra¿liwych na dzia³anie penicyliny,
izolowanych z zaka¿eñ dolnych dróg oddechowych
wynosi³ �rednio 14,1%, z wahaniami od 9,0% w 1998 r.
do 22,2% w 1999 r. [41]. Podobny udzia³ opornych
pneumokoków wynosz¹cy 14,8% odnotowano w�ród
szczepów izolowanych w Polsce w latach 1997�2001
z zaka¿eñ o�rodkowego uk³adu nerwowego [68].

W Ameryce Pó³nocnej najwiêcej niewra¿liwych na
penicylinê pneumokoków izolowanych od chorych
z zaka¿eniami dróg oddechowych odnotowuje siê
w Meksyku, gdzie udzia³ tych szczepów siêga 60%
[44]. W Stanach Zjednoczonych niewra¿liwe izolaty
stanowi¹ niespe³na 35%, natomiast w Kanadzie 20%
spo�ród wszystkich izolatów tego gatunku [44].

W Ameryce Po³udniowej udzia³ niewra¿liwych
na penicylinê izolatów z zaka¿eñ dróg oddechowych
utrzymuje siê poni¿ej 20% w Brazylii (15,6%),
Kolumbii (16,5%) i Argentynie (17,2%), natomiast
bardzo wysoki poziom, siêgaj¹cy 60% odnotowano
w Urugwaju [44].

W wiêkszo�ci afrykañskich pañstw, w których pro-
wadzony jest monitoring, udzia³ opornych izolatów
waha siê pomiêdzy 5% a 10%. Wyj¹tkiem s¹ kraje
�rodkowej i po³udniowej Afryki, gdzie odsetek ten
siêga 20% [6, 47]. Bardzo wysoka oporno�æ pneumo-
koków izolowanych na Wyspach Kanaryjskich (40%),
zwi¹zana jest z blisko�ci¹ geograficzn¹ i zwi¹zkami
z Hiszpani¹.

Na kontynencie azjatyckim mo¿na zaobserwowaæ
bardzo du¿e wahania ilo�ci niewra¿liwych izolatów
w zale¿no�ci od kraju. Spo�ród jedenastu pañstw bior¹-
cych udzia³ w 1997 roku w programie ANSORP (Asian
Network for Surveillance of Resistant Pathogens),
którego celem by³o okre�lenie stopnia oporno�ci pneu-
mokoków izolowanych z dolnych dróg oddechowych,
najwiêksz¹ liczbê niewra¿liwych izolatów odnotowano
w Po³udniowej Korei (79,7%), Japonii (65,3%), Wiet-
namie (60,8%) i Tajlandii (57,9%), najmniej za� w Chi-
nach (9,8%), Malezji (9,0%) i Indiach (3,8%) [70].

W rejonie antypodów, w którym po raz pierwszy
wykryto szczepy oporne na penicylinê, spo�ród klinicz-
nych izolatów zebranych w 1997 roku niewra¿liwo�ci¹
na penicylinê cechowa³o siê 25,4% szczepów z Austra-
lii i 18,0% z Nowej Zelandii. Oporno�æ w tym regionie
wykaza³o, odpowiednio, 8,6% i 5% izolatów [9, 76].

3. Bia³ka wi¹¿¹ce penicylinê � miejsca docelowe
antybiotyków $-laktamowych u S. pneumoniae

S. pneumoniae nale¿y do tych bakterii, u których nig-
dy nie stwierdzono wystêpowania $-laktamaz � enzy-
mów inaktywuj¹cych antybiotyki $-laktamowe poprzez
hydrolizê pier�cienia $-laktamowego w cz¹steczce anty-

biotyku. Oporno�æ klinicznych izolatów pneumoko-
ków na penicylinê i inne antybiotyki $-laktamowe,
zwi¹zana jest ze zmianami struktury niektórych spo-
�ród tzw. bia³ek wi¹¿¹cych penicylinê (penicillin bin-
ding proteins, PBP), stanowi¹cych miejsce docelowe
dzia³ania antybiotyków tej klasy [74, 80].

S. pneumoniae wytwarza sze�æ kodowanych w chro-
mosomie bakteryjnym bia³ek wi¹¿¹cych penicylinê
PBP, które na podstawie masy cz¹steczkowej i podo-
bieñstwa w sekwencji aminokwasowej zosta³y podzie-
lone na dwie grupy: bia³ka o wysokiej masie cz¹s-
teczkowej (high molecular weight, hmw) oraz bia³ko
o niskiej masie cz¹steczkowej (low molecular weight,
lmw) [22]. Hmw PBP s¹ wielodomenowymi bia³kami,
sk³adaj¹cymi siê z krótkiego cytoplazmatycznego regio-
nu, pojedynczej domeny transmembranowej i du¿ego
periplazmatycznego regionu. Hmw PBP zosta³y podzie-
lone na dwie klasy: A i B. Do klasy A nale¿¹ PBP wy-
kazuj¹ce zarówno aktywno�æ glikozylotransferaz, jak
i transpeptydaz: PBP1a (79.7 kDa), PBP1b (89.6 kDa)
i PBP2a (80.8 kDa), natomiast do klasy B zosta³y w³¹-
czone bia³ka wykazuj¹ce aktywno�æ transpeptydaz:
PBP2x (82.3 kDa) i PBP2b (82.3 kDa) [29]. S. pneumo-
niae wytwarza tylko jedno lmw PBP � PBP3 (45.2 kDa)
[29], wykazuj¹ce aktywno�æ karboksypeptydaz i odpo-
wiedzialne za usieciowanie peptydoglikanu.

PBP s¹ to transpeptydazy glikopeptydowe, bior¹ce
udzia³ w biosyntezie bakteryjnej �ciany komórkowej,
katalizuj¹c reakcje tworzenia wi¹zañ poprzecznych
miêdzy ró¿nymi ³añcuchami peptydoglikanu. Enzymy
te posiadaj¹ trzy konserwowane motywy sekwencyjne
znajduj¹ce siê w obrêbie centrum katalitycznego:
SXXK, SXN oraz KT/SG gdzie X oznacza dowolny
aminokwas [32]. Penicylina hamuje aktywno�æ enzy-
matyczn¹ PBP poprzez tworzenie kowalencyjnych
wi¹zañ z reszt¹ seryny w miejscu SXXK [28]. Powsta-
nie kompleksu PBP � antybiotyk prowadzi do zaha-
mowania biosyntezy �ciany komórkowej i wzrostu ko-
mórki, a w konsekwencji lizy i �mierci bakterii.

Oporno�æ na penicylinê zwi¹zana jest z takimi
zmianami w PBP, które prowadz¹ do obni¿enia powi-
nowactwa enzymu do antybiotyku. W takim przypad-
ku do inaktywacji bia³ek wymagana jest wy¿sza kon-
centracja antybiotyku. Spo�ród wszystkich sze�ciu
PBP u klinicznych izolatów stwierdzono ró¿ne modyfi-
kacje w piêciu z nich (Tabela I), natomiast u laborato-
ryjnych mutantów uzyskano zmienione formy wszyst-
kich PBP [32]. Za podstawowe determinanty oporno�ci
S. pneumoniae na antybiotyki $-laktamowe uwa¿a siê
zmodyfikowane PBP2x, PBP2b i PBP1a. Do�wiadcze-
nia polegaj¹ce na osobnym wprowadzeniu genów ko-
duj¹cych PBP2x i PBP2b o obni¿onym powinowactwie
do penicyliny doprowadzi³y do uzyskania oporno�ci na
ten zwi¹zek przez wra¿liwe szczepy biorcy [24].
W�ród opornych szczepów pneumokoków za znaczn¹
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redukcjê powinowactwa zmodyfikowanego bia³ka
PBP2b do penicyliny odpowiada mutacja, wystêpuj¹ca
bezpo�rednio za motywem SXN, prowadz¹ca do za-
miany reszty treoniny w pozycji 445 na resztê alaniny
[16]. Zmiany w PBP1a nios¹ za sob¹ wysok¹ oporno�æ
tylko w przypadku, gdy szczep posiada ju¿ jedno lub
dwa bia³ka z klasy B hmw o obni¿onym powinowac-
twie wzglêdem antybiotyków $-laktamowych [29].
Podobnie, nadanie oporno�ci przez zmienione bia³ko
PBP2a warunkowane jest równoczesn¹ modyfikacj¹
przynajmniej bia³ka PBP2x. Bia³ko PBP2b nie wyka-
zuje powinowactwa do cefalosporyn trzeciej generacji
[31], tote¿ w przypadku oporno�ci na tê grupê anty-
biotyków wymagana jest modyfikacja jednego z dwóch
PBP: 2x lub 1a, b¹d� te¿ obu. Poniewa¿ inhibicja
PBP2b odgrywa kluczow¹ rolê w indukcji lizy komór-
kowej, komórki pneumokoków w obecno�ci cefalospo-
ryn trzeciej generacji nie ulegaj¹ lizie [31]. Rola bia³-
ka PBP1b w rozwoju oporno�ci nie zosta³a do tej pory
poznana [30], natomiast bia³ko PBP3 zosta³o opisane
jako determinanta oporno�ci jedynie u mutantów labo-
ratoryjnych opornych na cefotaksym [48].

4. Mozaikowe geny pbp

W przeciwieñstwie do mutantów laboratoryjnych,
u których obni¿anie wra¿liwo�ci na penicylinê jest
zwi¹zane z nagromadzeniem siê mutacji punktowych
w genach koduj¹cych PBP, nabywanie oporno�ci przez
izolaty kliniczne jest wynikiem horyzontalnego trans-
feru genów od innych szczepów pneumokoków lub
spokrewnionych komensalnych gatunków Streptococ-
cus. Podobnie jak inni przedstawiciele rodzaju Strep-
tococcus, pneumokoki osi¹gaj¹ w okre�lonej fazie
wzrostu stan naturalnej kompetencji, czyli zdolno�ci

do pobierania cz¹steczek DNA ze �rodowiska ze-
wnêtrznego. W wyniku horyzontalnej wymiany genów
powstaj¹ geny pbp o tak zwanej strukturze mozaikowej.
Geny mozaikowe zawieraj¹ obszary, które wykazuj¹
wysok¹ homologiê sekwencji, b¹d� te¿ s¹ identyczne
z sekwencjami analogicznych genów Streptococcus
oralis, Streptococcus sanguis czy Streptococcus mitis,
zarówno szczepów opornych, jak i wra¿liwych [12, 60,
62]. Ró¿nice na poziomie sekwencji DNA siêgaj¹ 25%
pomiêdzy szczepami wra¿liwymi a opornymi, co wi¹-
¿e siê z wystêpowaniem do 10% ró¿nic w sekwencji
aminokwasowej [32].

Do�wiadczenia polegaj¹ce na selekcji transforman-
tów na niskim stê¿eniu cefotaksymu, w których nieza-
le¿nie dawcami by³y wra¿liwe szczepy S. oralis i S. mi-
tis, a biorc¹ wra¿liwy szczep S. pneumoniae wykaza³y,
¿e pomiêdzy wra¿liwymi szczepami ró¿nych gatunków
zachodzi horyzontalny transfer genów [66]. Podczas
analizy sekwencji nukleotydowej u jednego z opornych
transformantów wykazano, ¿e fragment genu pbp2x po-
chodz¹cy od dawcy zosta³ oflankowany sekwencjami
biorcy, w wyniku czego powsta³ nowy gen o mozaiko-
wej strukturze. Z modyfikacj¹ tego genu zwi¹zany by³
wzrost warto�ci MIC transformata umo¿liwiaj¹cy selek-
cjê, jednak¿e przy wzro�cie warto�ci MIC z 0,02 µg/ml
do 0,03 µg/ml, nie mo¿na mówiæ o nadaniu oporno�ci.
Nale¿y podkre�liæ, ¿e w przypadku klinicznych izola-
tów modyfikacja genu pbp2x mo¿e prowadziæ nawet
do dziesiêciokrotnego wzrostu warto�ci MIC.

Analiza sekwencji mozaikowych genów pbp2b
i porównywanie ich z genami innych przedstawicieli
rodzaju Streptococcus wykaza³o, ¿e równie¿ geny
pbp2b z wielu opornych na penicylinê izolatów
S. pneumoniae zawieraj¹ jeden lub wiêcej fragmentów
sekwencji pochodz¹cych ze S. mitis [16]. Wszystkie
te pneumokoki posiadaj¹ geny pbp2b koduj¹ce bia³ka
o obni¿onym powinowactwie do penicyliny. Odpowie-
dzialnym za tê cechê bia³ek jest przynajmniej jeden
z fragmentów nabyty od S. mitis. ¯aden z badanych
wra¿liwych szczepów S. mitis nie posiada³ PBP2b
o obni¿onym powinowactwie do penicyliny.

Horyzontalny transfer genów determinuj¹cych opor-
no�æ jest równie¿ mo¿liwy wewn¹trz gatunku [13].
Przyk³adem mog¹ byæ identyczne sekwencje genów
pbp2x, niespokrewnionych, opornych na penicylinê,
miêdzynarodowych klonów Spain23F-1 i Spain9V-3 (zob.
poni¿ej). W tym przypadku zarówno fragment mozai-
kowy genu, jak i regiony flankuj¹ce s¹ identyczne.
Fragment sekwencji identycznej z fragmentem mozai-
kowego genu pbp2x zosta³ tak¿e opisany u innego
opornego miêdzynarodowego klonu Spain6B-2. Jednak
rozbie¿no�ci w pozosta³ych regionach tego genu w sto-
sunku do genów z dwóch opisanych klonów, stawiaj¹
pod znakiem zapytania mo¿liwo�æ horyzontalnego
transferu, w którym dawc¹ genu by³ jeden z klonów

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

T a b e l a  I
Warianty modyfikacji PBP w�ród opornych

na antybiotyki $-laktamowe klinicznych izolatów S. pneumoniae

hmw
lmw

klasa A klasa B

PBP3PBP2bPBP2xPBP2aPBP1bPBP1a

(wt) � PBP typu dzikiego; (*) � PBP o obni¿onym powinowactwie
wzglêdem antybiotyków $-laktamowych [3, 4, 7, 30, 32, 79]
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Spain23F-1 lub Spain9V-3. Stwierdzono natomiast wy-
soki stopieñ homologii tego genu do genów wysoko
opornych szczepów S. oralis i S. mitis. Dane te po-
zwalaj¹ przypuszczaæ, ¿e gen pbp2x wszystkich opisa-
nych powy¿ej szczepów pochodzi od wspólnego
przodka i w skutek horyzontalnego transferu zosta³
rozpowszechniony w�ród spokrewnionych gatunków
rodzaju Streptococcus [32].

Podobna analiza zosta³a przeprowadzona dla genu
pbp1a. Wyniki wskazuj¹ na istnienie wspólnego przod-
ka tego genu dla klonów Spain23F-1 i Spain9V-3, które
równie¿ w tym przypadku posiadaj¹ identyczn¹ se-
kwencjê badanego genu. Porównanie tej sekwencji
z genem klonu Spain6B-2 wyklucza bezpo�redni trans-
fer genu pbp1a miêdzy tymi klonami. Fragment genu
pbp1a szczepu S. mitis o niskim poziomie oporno�ci
wykazuje wysok¹ homologiê do genów omówionych
klonów. Równie¿ w przypadku genu pbp1a mo¿na
zatem wysun¹æ hipotezê o wspólnym przodku, który
nastêpnie zosta³ dawc¹ badanego genu dla ró¿nych ga-
tunków i szczepów Streptococci [32].

Skomplikowana budowa genów mozaikowych po-
woduje, ¿e prawid³owe okre�lenie sekwencji nabytych
fragmentów genów mo¿e byæ bardzo trudne zw³aszcza,
gdy nieznane s¹ szczepy bior¹ce udzia³ w transformacji.

5. Klonalne rozprzestrzenianie siê oporno�ci
na penicylinê

Streptococcus pneumoniae wytwarza szereg czyn-
ników zjadliwo�ci, spo�ród których istotn¹ rolê odgry-
wa otoczka zbudowana z wielocukrów. Ze wzglêdu na
strukturê otoczki wyró¿niono ponad dziewiêædziesi¹t
serotypów [38]. Oko³o 80% inwazyjnych chorób wy-
wo³ywanych przez te bakterie jest powodowana przez
zaledwie 11 serotypów: 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C,
19F i 23F [78]. Najczê�ciej spotykanymi w�ród pneu-
mokoków opornych na penicylinê, s¹ izolaty reprezen-
tuj¹ce serotypy 6B, 9V, 14, 19A, 19F i 23F [54, 67].

Rozprzestrzenienie siê oporno�ci na antybiotyki
w�ród pneumokoków nie jest równomierne w�ród
wszystkich szczepów. Populacja opornych pneumoko-
ków zosta³a zdominowana przez niewielk¹ liczbê klo-
nów. W celu standaryzacji nomenklatury i klasyfikacji
opornych miêdzynarodowych klonów pneumokoków
w 1997 roku, pod auspicjami Miêdzynarodowej Unii
Towarzystw Naukowych (dawniej International Asso-
ciation of the Microbiological Societes, obecnie Inter-
national Union of Microbiological Societies), grupa
wspó³pracuj¹cych ze sob¹ o�rodków utworzy³a, tzw.
Pneumococcal Molecular Epidemiology Network
(PMEN). Do chwili obecnej zosta³o opisanych 26 miê-
dzynarodowych klonów S. pneumoniae, w tym dwa po
raz pierwszy zidentyfikowane w Polsce (Poland23F-16

i Poland6B-20). Nazwy miêdzynarodowych klonów
zosta³y ujednolicone i sk³adaj¹ siê z nazwy kraju,
w którym po raz pierwszy klon zosta³ zidentyfikowany,
serotypu, numeru z kolekcji klonów, ewentualnie ko-
lejnego opisanego serotypu. Oznaczenie Poland23F-16
oznacza wiêc, ¿e klon o serotypie 23F zosta³ po raz
pierwszy zidentyfikowany w Polsce i by³ on szesna-
stym z kolei opisanym klonem miêdzynarodowym. Do
nazewnictwa klonów pochodz¹cych ze Stanów Zjed-
noczonych u¿ywa siê nazw stanów, w których po raz
pierwszy je zidentyfikowano, np. Tennessee23F-4, Ma-
ryland6B-17. Niektóre klony mog¹ reprezentowaæ ró¿ne
serotypy, np. Spain23F-1-19F jest wariantem o seroty-
pie 19F miêdzynarodowego klonu Spain23F-1.

Aby klon móg³ zostaæ w³¹czony do bazy klonów
PMEN musi spe³niaæ nastêpuj¹ce kryteria: a) byæ sze-
roko rozpowszechniony, tzn. mieæ zasiêg miêdzynaro-
dowy; b) obecno�æ klonu w populacji powinna trwaæ
przez kilka lat; c) powinien byæ oporny na jeden lub
wiêcej antybiotyków, które s¹ w powszechnym klinicz-
nym u¿yciu; d) przed w³¹czeniem do bazy klonów
dane dotycz¹ce klonu musz¹ byæ opublikowane; e) izo-
lat klonu musi byæ dostêpny, aby potwierdziæ ró¿nice
z innymi miêdzynarodowymi klonami, i zdeponowany
w Amerykañskiej Kolekcji Kultur Typowych (Ameri-
can Type Culture Collection, ATCC) [53]. Wszelkie
informacje dotycz¹ce miêdzynarodowych klonów
S. pneumoniae (numer typu sekwencji (sequence type,
ST), okre�lony na podstawie zmian w genach meta-
bolizmu podstawowego (housekeeping genes) z wyko-
rzystaniem metody tzw. MLST (multilocus sequence
typing), profil genów pbp, obecno�æ genu determi-
nuj¹cego oporno�æ na makrolidy, lekowra¿liwo�æ,
wzory PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) oraz
pi�miennictwo s¹ dostêpne w internecie pod adresem
www.sph.emory.edu/PMEN.

Rozprzestrzenianie siê penicylinoopornych i wielo-
lekoopornych pneumokoków jest zwi¹zane w g³ównej
mierze z rozprzestrzenianiem siê opornych miêdzyna-
rodowych klonów i ich wariantów. Oporny na penicy-
linê klon Spain23F-1, po raz pierwszy zidentyfikowany
we wczesnych latach 80. XX wieku, oraz jego warianty
s¹ obecnie izolowane na ca³ym �wiecie. W Stanach
Zjednoczonych blisko 40% spo�ród opornych izolatów
pneumokoków nale¿y w³a�nie do tego klonu, 12% na-
le¿y do klonu Spain9V-3 i jego wariantów, a 34% do
kolejnych o�miu klonów [14]. W sumie 85% opornych
izolatów nale¿y zaledwie do 10 klonów [14].

Spo�ród 26 opisanych miêdzynarodowych klonów,
zaledwie 4 s¹ wra¿liwe na penicylinê, 8 jest �rednio-
wra¿liwych, a 14 jest opornych. Oba miêdzynarodowe
klony opisane po raz pierwszy w Polsce s¹ wielooporny-
mi klonami. Klon Poland23F-16 wykazuje oporno�æ na
penicylinê (MIC 8 µg/ml), cefotaksym (MIC 8 µg/ml),
erytromycynê (MIC > 8 µg/ml), tetracyklinê (MIC
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16 µg/ml) oraz chloramfenikol (MIC 16 µg/ml), nato-
miast klon Poland6B-20 jest �redniowra¿liwy na peni-
cylinê (MIC 0,12 µg/ml), wra¿liwy na cefotaksym
(MIC 0,06 µg/ml) i chloramfenikol (MIC 2 µg/ml), ale
oporny na erytromycynê (MIC >8 µg/ml) i tetracyklinê
(MIC 16 µg/ml) [58, 63].

6. Tolerancja S. pneumoniae wobec penicyliny

Tolerancja na penicylinê u S. pneumoniae zosta³a
po raz pierwszy opisana u laboratoryjnych szczepów
w 1970 r. [73]. Zaobserwowano, ¿e niektóre szczepy
poddane dzia³aniu penicyliny w stê¿eniu przewy¿szaj¹-
cym MIC nie ulegaj¹ lizie. Antybiotyk wobec szczepów
oznaczaj¹cych siê tolerancj¹ wykazuje w³a�ciwo�ci bak-
teriostatyczne przy równoczesnym obni¿onym dzia³aniu
bakteriobójczym. Trudno�æ w identyfikacji tego typu
szczepów polega na tym, ¿e okre�lenie warto�ci MIC
nie pozwala na rozró¿nienie szczepów wykazuj¹cych
tolerancjê od szczepów niewykazuj¹cych tolerancji [56].
Za wykazuj¹ce tolerancjê wzglêdem penicyliny uwa¿a
siê te szczepy, które po 4 godzinach w obecno�ci benzy-
lopenicyliny o stê¿eniu 10 × MIC prze¿ywaj¹ w ilo�ci
nie mniejszej ni¿ 1% [56]. Szczepy niewykazuj¹ce tole-
rancji w takich warunkach prawie ca³kowicie lizuj¹,
a ich prze¿ywalno�æ nie przekracza 0,1%. Tolerancja
mo¿e byæ równie¿ wykrywana poprzez mierzenie sto-
sunku pomiêdzy, tzw. minimalnym bakteriobójczym stê-
¿eniem antybiotyku (minimal bactericidal concetration,
MBC) a MIC. Szczepy wykazuj¹ce wysoki stosunek
MBC/MIC (≥32) mog¹ byæ uwa¿ane za wykazuj¹ce
tolerancjê. Niestety, metoda ta niesie ze sob¹ proble-
my zwi¹zane z powtarzalno�ci¹ [52]. Wed³ug ró¿nych
�róde³ od 8% do 30% spo�ród klinicznych izolatów
pneumokoków mo¿e wykazywaæ tolerancjê na penicy-
linê [11, 56, 75], a czêsto�æ wystêpowania tego fenoty-
pu jest wy¿sza w�ród szczepów o obni¿onej wra¿liwo�-
ci na penicylinê ni¿ w�ród szczepów wra¿liwych [56].
Tolerancja wobec antybiotyków u ró¿nych mikroorga-
nizmów mo¿e byæ przyczyn¹ niepowodzeñ terapeutycz-
nych i punktem wyj�cia do uzyskania oporno�ci [33].

7. Wysoki poziom oporno�ci
na antybiotyki $-laktamowe zwi¹zany
ze zmianami w operonie murMN

Oporno�æ S. pneumoniae na antybiotyki $-lakta-
mowe jest zwi¹zana z modyfikacjami PBP, które s¹
enzymami katalizuj¹cymi polimeryzacjê prekursorów
�ciany komórkowej podczas jej biosyntezy. Czy zatem
modyfikacja PBP prowadz¹ca do uzyskania oporno�ci
mo¿e prowadziæ do zmiany oddzia³ywania tych bia³ek
z prekursorami �ciany komórkowej. �ciana komórkowa

szczepów wra¿liwych na penicylinê zawiera krótkie,
nierozga³êzione peptydy o sekwencji L-Ala-D-iGln-L-
Lys-D-Ala (iGln, izoglutamina). Zaobserwowano, ¿e
szczepy wykazuj¹ce oporno�æ na penicylinê czêsto
posiadaj¹ �cianê komórkow¹ o innej ni¿ szczepy wra¿-
liwe strukturze [19, 20, 21]. Ró¿nica polega na przy³¹-
czeniu do grupy aminowej Lys podstawników Ala-Ser
lub Ala-Ala. Strukturalna modyfikacja peptydoglikanu,
tzw. rozga³êziona struktura, nie jest zwi¹zana z repre-
zentowanym przez dany szczep serotypem czy miejscem
izolacji, ale wykazuje siln¹ korelacjê z oporno�ci¹ na
penicylinê [21]. Sugeruje to, ¿e modyfikacja miejsca
aktywnego w PBP prowadz¹ca do uzyskania oporno-
�ci poprzez obni¿enie powinowactwa do antybiotyków
$-laktamowych prowadzi równie¿ do zmiany preferen-
cji substratowej tych bia³ek na bardziej hydrofobowe,
rozga³êzione peptydy, a w konsekwencji do syntezy �cia-
ny komórkowej o zmodyfikowanej strukturze. Genom
S. pneumoniae zawiera operon z³o¿ony z dwóch genów:
murM i murN, które koduj¹ enzymy niezbêdne podczas
biosyntezy �ciany komórkowej o rozga³êzionej struk-
turze [19]. Inaktywacja operonu murMN w szczepach
opornych prowadzi do utraty oporno�ci na penicylinê
oraz reorganizacji �ciany komórkowej do struktury cha-
rakterystycznej dla szczepów wra¿liwych, nie wp³ywa-
j¹c na tempo wzrostu i morfologiê komórek [19]. Fakt
ten wskazuje na zwi¹zek pomiêdzy funkcjonowaniem
tych dwóch genów, a oporno�ci¹ na antybiotyki $-lak-
tamowe oraz pozwala przypuszczaæ, ¿e ich produkty s¹
integralnym sk³adnikiem mechanizmu oporno�ci.

Porównanie sekwencji nukleotydowych genów
murM ze szczepów opornych i wra¿liwych wykaza³o
istnienie obszarów, wewn¹trz których ró¿nice na po-
ziomie aminokwasowym siêgaj¹ powy¿ej 10% [19].
Mo¿na przypuszczaæ, ¿e geny murM opornych pneu-
mokoków mog¹ powstawaæ na drodze rekombinacji,
podobnie jak mozaikowe geny pbp [18, 19, 69]. Drugi
z genów tego operonu murN nie wykazuje takiego
stopnia modyfikacji, co sugeruje, ¿e na obni¿enie wra¿-
liwo�ci maj¹ wp³yw zmiany w obrêbie genu murM [69].

Nie jest znany mechanizm, na drodze którego ope-
ron murMN wp³ywa na ekspresjê oporno�ci. Niewy-
kluczone, ¿e prekursory �ciany komórkowej o rozga³ê-
zionej strukturze wykazuj¹ wy¿sze powinowactwo
wzglêdem zmodyfikowanych PBP ni¿ cz¹steczki anty-
biotyków zawieraj¹cych pier�cieñ $-laktamowy [21].
Inna hipoteza zak³ada, ¿e miejsce, które zajmuj¹ roz-
ga³êzione peptydy w strukturze �ciany komórkowej jest
strategiczne i niezbêdne podczas wzrostu i podzia³u
komórki w obecno�ci antybiotyku [19].

Wp³yw modyfikacji operonu murMN na poziom
oporno�ci badano w do�wiadczeniach polegaj¹cych
na transformacji szczepu wra¿liwego na antybiotyki
$-laktamowe dwoma zestawami genów: pbp1a, pbp2b,
pbp2x, murMN oraz pbp1a, pbp2b, pbp2x ze szczepu
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o wysokim poziomie oporno�ci (penicylina MIC
16 µg/ml, cefotaksym MIC 4 µg/ml) [69]. Transfor-
manty uzyskane w obu tych do�wiadczeniach wykaza-
³y oporno�æ na penicylinê i cefotaksym, jednak¿e wy-
soki poziom oporno�ci porównywalny ze szczepem,
z którego pochodzi³y przeniesione geny wykazywa³y
jedynie transformanty, które oprócz genów koduj¹cych
bia³ka PBP uzyska³y geny operonu murMN. Do�wiad-
czenia te pozwalaj¹ przypuszczaæ, ¿e wysoki poziom
oporno�ci na antybiotyki $-laktamowe mo¿liwy jest
dziêki modyfikacjom operonu murMN.

Bia³ka kodowane przez operon murMN s¹ pierw-
szymi opisanymi po bia³kach PBP determinantami
oporno�ci na antybiotyki $-laktamowe w�ród klinicz-
nych izolatów pneumokoków, a produkty tego operonu
mog¹ staæ siê potencjalnym celem nowych antybioty-
ków przeciwko opornym na penicylinê S. pneumoniae.

8. Oporno�æ na antybiotyki $-laktamowe
zwi¹zana ze zmianami w genach ciaH
oraz cpoA u mutantów laboratoryjnych

Analiza mutantów laboratoryjnych otrzymanych
poprzez wielokrotne pasa¿owanie na pod³o¿ach z ce-
fotaksymem i piperacylin¹ wykaza³a, ¿e równie¿ punk-
towe mutacje niezwi¹zane ze zmianami w PBP mog¹
powodowaæ niski poziom oporno�ci na antybiotyki
$-laktamowe. Oporno�æ na cefotaksym by³a zwi¹zana
z wyst¹pieniem mutacji w genie ciaH, koduj¹cym
kinazê histydynow¹ [27]. Natomiast oporno�æ na pipe-
racylinê uzyskano poprzez mutacjê w genie cpoA ko-
duj¹cym bia³ko wykazuj¹ce homologiê do glikozylo-
transferaz [25]. Produkty tych genów s¹ wymagane
podczas biosyntezy komponentów �ciany komórkowej
na etapie poprzedzaj¹cym zaanga¿owanie PBP [28].
System zwi¹zany z genem ciaH kontroluje poziom
przeno�ników lipidowych transportuj¹cych jednostki
budulcowe �ciany komórkowej przez b³ony, tym samym
po�rednio reguluje tempo biosyntezy mureiny. Mutacje
w genie ciaH mog¹ prowadziæ do zwiêkszenia liczby
przeno�ników lipidowych, a tym samym do podwy¿-
szenia poziomu syntezy mureiny [28]. W ten sposób
gen ciaH po�rednio bierze udzia³ w rozpoznawaniu
i zapobieganiu niszczenia �ciany komórkowej, jakie ma
miejsce pod wp³ywem dzia³ania antybiotyków $-lakta-
mowych. Produkt genu cpoA jest prawdopodobnie wy-
magany podczas biosyntezy kwasu tejchojowego [25].
Mutacja w tym genie mo¿e prowadziæ do modyfikacji
syntezy polimeru kwasu tejchojowego, zapobiegaj¹c
dzia³aniu antybiotyków skierowanym w strukturê �cia-
ny komórkowej. Zmiany w tych genach oprócz nadania
oporno�ci spowodowa³y utratê zdolno�ci do transfor-
macji (ciaH) lub znaczny sposób j¹ ograniczy³y (cpoA)
[25]. Wprowadzenie zmutowanych genów ciaH i cpoA
do wra¿liwych szczepów wywo³a³o dwukrotne podnie-

sienie poziomu oporno�ci pomimo ekspresji niezmo-
dyfikowanych bia³ek PBP [25].

9. Immunoprofilaktyka

Wprowadzenie powszechnych szczepieñ przeciwko
S. pneumoniae mo¿e mieæ istotne znaczenie dla ogra-
niczenia rozprzestrzeniania siê opornych na antybiotyki
szczepów, równocze�nie zmniejszaj¹c liczbê zaka¿eñ
wywo³ywanych przez ten patogen. Mimo ¿e pneumo-
koki po raz pierwszy zosta³y opisane niezale¿nie przez
P a s t e u r a  i  S t e i n b e r g a  ponad sto lat temu, do
tej pory nie uda³o siê otrzymaæ szczepionki daj¹cej
w pe³ni odporno�æ na wszystkie znane serotypy. Pierw-
sze próby immunizacji podjêto ju¿ na pocz¹tku XX w.,
kiedy to preparatami z inaktywowanych komórek bak-
teryjnych szczepiono po³udniowo-afrykañskich górni-
ków. W latach 40. ubieg³ego wieku prowadzono pierw-
sze kliniczne testy szczepionek przeciwko czterem,
a nastêpnie sze�ciu serotypom. Wprowadzenie do kli-
nicznego u¿ycia penicyliny, spowodowa³o okresowe za-
przestanie prac nad konstruowaniem szczepionki. Nie-
stety, szybko okaza³o siê, ¿e bakterie te w dalszym ci¹gu
stanowi¹ istotny problem terapeutyczny. Obecnie stoso-
wana, dostêpna na rynku od pocz¹tku lat 80. XX wieku,
23-walentna szczepionka (PPV23), rekomendowana do
szczepieñ ludzi doros³ych, skuteczna powy¿ej 2 roku
¿ycia zawiera oczyszczone polisacharydy wchodz¹ce
w sk³ad otoczek dwudziestu trzech najczê�ciej wywo-
³uj¹cych zaka¿enia serotypów: 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]. Poniewa¿ dzieci poni¿ej dru-
giego roku ¿ycia nie s¹ zdolne do wytworzenia odpo-
wiedzi immunologicznej na polisacharydowe antyge-
ny, do szczepieñ tej grupy wiekowej rekomendowana
jest 7-walentna skoniugowana polisacharydowa szcze-
pionka (PCV7). W jej sk³ad wchodz¹ polisacharydy
otoczkowe 7 serotpów: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F i 23F,
skoniugowane z bia³kiem no�nikowym CRM197, które
jest inaktywowan¹ toksyn¹ b³onicz¹ otrzymywan¹ ze
zmutowanego szczepu Corynebacterium diphtheriae
C7 ($197) [61, 65]. Bia³ko to by³o ju¿ wcze�niej z po-
wodzeniem wykorzystane do skonstruowania szcze-
pionki przeciwko Hib (Haemophilus influenzae typu b).
Polisacharydy otoczkowe wchodz¹ce w sk³ad PCV7
zosta³y wybrane spo�ród serotypów najczê�ciej wywo-
³uj¹cych zaka¿enia inwazyjne, aby szczepionka dawa³a
mo¿liwie najszerszy zakres ochrony. Niestety, seroty-
py najczê�ciej wystêpuj¹ce w Stanach Zjednoczonych
i wykorzystane do skonstruowania szczepionki nie
w pe³ni pokrywaj¹ siê z serotypami najczê�ciej wystê-
puj¹cymi w Europie. Ró¿nice w dystrybucji serotypów
mog¹ prowadziæ do obni¿enia skuteczno�ci szczepieñ
na kontynencie europejskim [71, 77]. PCV7 jest nie-
mal w 100% skuteczna w zapobieganiu inwazyjnych
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zaka¿eñ pneumokokowych powodowanych przez sero-
typy wchodz¹ce w sk³ad tej szczepionki [5, 8]. W Sta-
nach Zjednoczonych 7-walentna skoniugowana poli-
sacharydowa szczepionka przeciwko S. pneumoniae
zosta³a w³¹czona do kalendarza obowi¹zkowych szcze-
pieñ w 2000 roku, zaledwie cztery miesi¹ce po jej re-
jestracji. W latach 1978�1994 w Stanach Zjednoczo-
nych szczepy o serotypach, których polisacharydy
otoczkowe zosta³y w³¹czone do PCV7, by³y odpowie-
dzialne za 86% przypadków bakteriemii, 83% zapaleñ
opon mózgowych oraz 65% zapaleñ ucha �rodkowego
w�ród dzieci poni¿ej 6 roku ¿ycia [10]. Ju¿ w pierw-
szym roku od wprowadzenia szczepionki zaobserwo-
wano istotne zmiany w populacji pneumokoków w Sta-
nach Zjednoczonych [45]. Porównuj¹c �redni¹ z lat
1994�2000 z danymi z lat po wprowadzeniu obowi¹z-
kowych szczepieñ (2001�2002), coroczna liczba inwa-
zyjnych zaka¿eñ powodowanych przez pneumokoki
u dzieci do 2 roku ¿ycia spad³a o 58% w 2001 r. i 66%
w 2002 r. Liczba zaka¿eñ wywo³ywanych jedynie
przez serotypy szczepionkowe w tej grupie wiekowej
spad³a o 63% w 2001 r. i 77% w 2002 r. W tym samym
czasie liczba izolatów o �nieszczepionkowych� sero-
typach wzrasta³a, odpowiednio, o 28% i 66%. Zmiana
czêsto�ci wystêpowania serotypów nie zawsze ozna-
cza rzeczywist¹ wymianê szczepów. Presja selekcyjna
immunoprofilaktyki mo¿e powodowaæ zwiêkszon¹
czêsto�æ, tzw. �capsule switching� � horyzontalnego
transferu genów koduj¹cych polisacharydowe otoczki
[46]. Proces ten mo¿e prowadziæ do zmiany serotypu
�szczepionkowego� na �nieszczepionkowy� przy jedno-
czesnym zachowaniu innych cech drobnoustroju, w tym
lekooporno�ci. W 2002 roku zaobserwowano po raz
pierwszy spadek czêsto�ci wystêpowania szczepów
niewra¿liwych na penicylinê w�ród izolatów S. pneu-
moniae u dzieci poni¿ej 2 roku ¿ycia, jednak¿e w�ród
szczepów o �nieszczepionkowych� serotypach nast¹-
pi³ nieznaczny wzrost liczby izolatów wykazuj¹cych
niewra¿liwo�æ na penicylinê [45].

Jak widaæ na przyk³adzie Stanów Zjednoczonych,
wprowadzenie do kalendarza szczepieñ skoniugo-
wanych szczepionek przeciwko pneumokokom po-
zwoli³oby w du¿ym stopniu zapobiegaæ zaka¿eniom
wywo³ywanym przez S. pneumoniae, spowodowa³oby
zahamowanie rozprzestrzeniania siê penicylino- i wie-
lolekoopornych szczepów pneumokoków oraz zredu-
kowa³oby zapotrzebowanie na antybiotyki. Oprócz
niew¹tpliwych korzy�ci epidemiologicznych obowi¹z-
kowe szczepienia pozwoli³oby ograniczyæ koszty zwi¹-
zane z leczeniem zaka¿eñ i powik³añ wywo³anych
przez ten patogen. Niestety, koszty zwi¹zane z maso-
wymi szczepieniami PCV7 s¹ tak wysokie, ¿e staæ na
nie jedynie najbogatsze pañstwa. Do tej pory szcze-
pionka ta zosta³a w³¹czona do kalendarza szczepieñ
jedynie w Stanach Zjednoczonych oraz w niektórych
krajach europejskich lub ich regionach.

10. Podsumowanie

Prawie 40 lat od wyizolowania pierwszych klinicz-
nych izolatów S. pneumoniae niewra¿liwych na peni-
cylinê oporno�æ na ten antybiotyk, a czêsto towarzy-
sz¹ca jej oporno�æ na inne leki, rozpowszechni³a siê
na ca³ym �wiecie stanowi¹c obecnie istotny problem
zdrowia publicznego. Za ekspansjê oporno�ci na ró¿ne
grupy antybiotyków w�ród pneumokoków odpowie-
dzialna jest niewielka liczba wielolekoopornych klo-
nów. Dlatego te¿ monitorowanie rozprzestrzeniania siê
z jednoczesnym poznaniem genetycznych podstaw
sukcesu tych klonów, oraz racjonalna polityka antybio-
tykowa i powszechne szczepienia to kluczowe strategie
w kontroli oporno�ci u S. pneumoniae.
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1. Wstêp

Choroby przenoszone przez kleszcze stanowi¹ coraz
powa¿niejszy problem zdrowia publicznego. Wzrost
liczby nowych jednostek chorobowych spowodowa³,
¿e ich charakterystyka, przewidywanie zagro¿eñ,
wprowadzenie odpowiedniej diagnostyki i terapii sta-
³o siê w ostatnich latach bardzo istotne. Wzrost liczby
stwierdzanych przypadków najprawdopodobniej zwi¹-
zany jest z dynamicznym rozwojem metod diagno-
stycznych. Przypuszcza siê, ¿e spowodowany mo¿e
byæ równie¿ zmianami klimatycznymi (ciep³e i krótkie
zimy) wp³ywaj¹cymi na proces transmisji mikroorga-
nizmów. Najbardziej rozpowszechnion¹ obecnie na
pó³kuli pó³nocnej zoonoz¹ jest borelioza z Lyme ob-
serwowana na pocz¹tku XX w, a opisana w roku 1982.
W ci¹gu nastêpnych lat zidentyfikowano kilkana�cie
gatunków drobnoustrojów odpowiedzialnych za zoo-
nozy odkleszczowe [61].

2. Zmiany w systematyce

W ostatnim czasie obserwuje siê du¿e zmiany w sys-
tematyce jak i w nazewnictwie tej grupy mikroorga-
nizmów, które wynikaj¹ z uwzglêdnienia badañ gene-
tycznych.

Rozpatrywania filogenetyczne dotychczas uwzglêd-
nia³y: serologiczne reakcje krzy¿owe, analizê porów-
nawcz¹ najbardziej immunogennych bia³ek powierzch-
niowych i tropizm komórkowy tych bakterii [2, 28].

Zmiany dotycz¹ organizmów blisko spokrewnio-
nych z rodzajem Rickettsia i Orientia, klasycznie roz-
patrywanych do tej pory jako rodzaj Ehrlichia. Nowa
klasyfikacja w du¿ej mierze oparta jest na analizie
sekwencji genów 16S rRNA i operonów gro ESL [28].
G³ówne zmiany obejmuj¹ przydzia³ wszystkich ga-
tunków rodzajów Ehrlichia i Wolbachia do rodziny
Anaplasmataceae ze zubo¿eniem dotychczasowej
struktury rodziny Rickettsiaceae (Rys. 1). Wszystkie
�odkleszczowe� bakterie Anaplasmataceae zgrupo-
wano teraz w dwóch blisko spokrewnionych rodzajach:
Ehrlichia i Anaplasma. Dawne gatunki grupy Ehrlichia
phagocytophila (E. equi i czynnik HGE) po³¹czono
w jeden gatunek Anaplasma phagocytophila w obrêbie
rodzaju Anaplasma. Poniewa¿ pocz¹tkowo niew³a�ci-
wie u¿yto nazwy ³aciñskiej, ponownie zmieniono nazwê
tego gatunku na prawid³ow¹ � Anaplasma phagocyto-
philum (Int. J. Syst. Bacteriol. Evol. Microbiol. 2002,
52: 5�6). Do rodzaju Anaplasma przydzielone zosta³y
gatunki E. platys i E. bovis i przemianowane na A. pla-
tys i A. bovis. Cowdria ruminantium, patogen prze-
¿uwaczy, �ci�le spokrewniony z E. canis zosta³ prze-
niesiony do rodzaju Ehrlichia jako E. ruminantium.
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Gatunki nieprzenoszone przez kleszcze (Ehrlichia
sennetsu i Ehrlichia risticii) przydzielono do rodzaju
Neorickettsia. Gatunki rodzaju Wolbachia nie uleg³y
przeklasyfikowaniu. Tak wiêc ludzkie patogeny zawarte
s¹ teraz w rodzajach: Ehrlichia (E. chaffeensis, E. ewin-
gii), Anaplasma (A. phagocytophilum) i Neorickettsia
(N. sennetsu) (Tabela I), a zaka¿aj¹ca paso¿yty jeli-
towe Wolbachia spp. s¹ rozpatrywane oddzielnie [75].

Podczas gdy gatunki Ehrlichia zaka¿aj¹ przewa¿-
nie monocyty ssaków, gatunki Anaplasma zaka¿aj¹
granulocyty. Gatunki Neorickettsia zaka¿aj¹ przede
wszystkim jednoj¹drzaste fagocyty i sporadycznie ko-
mórki nab³onka jelit. Przynale¿no�æ taksonomiczna
rodzaju Aegyptianella jest obecnie nieokre�lona.

3. Charakterystyka rodziny Anaplasmataceae

Historia badañ nad tymi drobnoustrojami zaczê³a
siê w 1889 roku, kiedy to K u r l o f f  po raz pierwszy
opisa³ przypominaj¹ce Ehrlichia wewn¹trzkomórkowe

wtrêty w jednoj¹drzastych komórkach �winek mor-
skich [2]. W 1910 roku, odkleszczowe wewn¹trzerytro-
cytarne bakterie prze¿uwaczy nazwano � Anaplasma
marginalne, jednocze�nie zaproponowano nazwê ro-
dzaju � Ehrlichia.

Anaplasma spp. i Ehrlichia spp. nale¿¹ do obligato-
ryjnych wewn¹trzkomórkowych Gram-ujemnych bak-
terii, namna¿aj¹cych siê i bytuj¹cych w wakuolach leuko-
cytów krwi: granulocytach, monocytach, erytrocytach,
trombocytach oraz w przypadku E. ruminantium, rów-
nie¿ wewn¹trz komórek �ródb³onka [2, 66]. Gatunki
rodzajów Anaplasma i Ehrlichia przenoszone s¹ miê-
dzy ¿ywicielami poprzez uk³ucia kleszczy, natomiast
gatunki rodzajów Wolbachia i Neorickettsia nie wyka-
zuj¹ tego rodzaju transmisji. Pojedyncze, ma³e (0,2 do
0,4 µm) zwarte formy bakteryjnych komórek przypo-
minaj¹ cia³ka elementarne Chlamydia. Mog¹ one mieæ
równie¿ wiêksze rozmiary (0,8 do 1,5 µm) przypomi-
naj¹ce cia³ka retikularne [2]. Oba rodzaje s¹ zdolne do
podzia³u binarnego. Po kilku dniach od zaka¿enia,
cia³ka elementarne dziel¹ siê w fagosomie poczynaj¹c

Rys. 1. Drzewo filogenetyczne rodzajów Ehrlichia, Anaplasma oraz Wolbachia spp. oparta na analizie
podobieñstwa genu koduj¹cego 16S rybosomalnego RNA. Escherichia coli przedstawiono jako punkt odniesienia
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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

Ehrlichia canis
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od pocz¹tkowych pleomorficznych inkluzji do mikro-
koloni znanej morul¹ [15].

W przeciwieñstwie do Rickettsia spp., gatunki ro-
dzajów Anaplasma i Ehrlichia nie wykazuj¹ zgrubie-
nia zewnêtrznej b³ony. B³ona ta wydaje siê byæ bar-
dziej pomarszczona w przypadku A. phagocytophilum
ni¿ N. sennetsu czy E. chaffeensis [66]. Cech¹ charak-
terystyczn¹ w morfologii �ciany komórkowej jest brak
lipopolisacharydów i lipooligosacharydów, a w mikro-
skopii elektronowej wykazuj¹ �ladowe ilo�ci pepty-
doglikanu. Wolne komórki Anaplasma spp. i Ehrli-
chia spp. metabolizuj¹ L-glutaminian, nie metaboli-
zuj¹ glukozy czy glukozo-6-fosforanu, co sugeruje
brak tradycyjnego szlaku glikolizy. Rozmiar genomu
A. phagocytophilum wynosi oko³o 1500 kb, podczas
gdy E. chaffeensis 1200 kb, a genom N. sennetsu po-
siada 800 kb [7, 61].

A. marginale i Aegyptianella spp. s¹ równie¿ prze-
noszonymi przez kleszcze wewn¹trzerytrocytarnymi
bakteriami prze¿uwaczy oraz ptaków, p³azów i gadów.
Nie stwierdzono ¿adnego ich zwi¹zku z chorobami
ludzkimi. Organizmy te wystêpuj¹ jako ma³e, zwi¹zane
z b³onami inkluzje [14].

4. �rodowisko naturalne

Anaplasma spp. i Ehrlichia spp. s¹ czynnikami
przenoszonymi na zwierzêta i ludzi najczê�ciej przez
uk³ucia kleszczy. W przypadku Neorickettsia do trans-
misji dochodzi prawdopodobnie poprzez spo¿ywanie
zaka¿onych ryb. Wektory przenoszenia chorób wywo-
³ywanych przez znane gatunki zaka¿aj¹ce cz³owieka
stanowi¹: dla A. phagocytophilum � rodzaj Ixodes
(Ixodes persulcatus, I. scapularis, I. pacificus oraz
I. ricinus); dla E. chaffeensis � Amblyomma america-

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

Istnienie endemicznych obszarów wystêpowania
chorób odkleszczowych jest �ci�le powi¹zane z obec-
no�ci¹ wektora, ale tak¿e grupy krêgowców okre�la-
nych mianem rezerwuaru. Obecno�æ A. phagocytophi-
lum potwierdzono dotychczas u ponad 200 gatunków
krêgowców [34]. Transstadialna transmisja u kleszczy
pozwala gatunkom Anaplasma spp. na szersze rozprze-
strzenianie siê w �rodowisku. W Europie obieg orga-
nizmów chorobotwórczych odbywa siê na zasadzie
kr¹¿enia pomiêdzy gatunkami krêgowców (ssaki, ptaki)
przy udziale g³ównie kleszcza pastwiskowego Ixodes
ricinus. G³ówn¹ drog¹ zaka¿ania siê kleszczy jest ich
¿erowanie na rezerwuarze, który stanowi naturalne
�ród³o tych patogenów, a tak¿e poprzez transmisje
patogenów odbywajac¹ siê pomiêdzy zainfekowanym
osobnikiem a grup¹ nie zaka¿onych kleszczy podczas
ich wspó³¿erowania (co-feeding). Pozosta³a grupa krê-
gowców stanowi tzw. amplifikatory, które s¹ ¿ywicie-
lami kleszczy, ale nie s¹ zdolne do ich zaka¿ania, u³at-
wiaj¹ one utrzymanie patogenu w danym ekosystemie.
Stwarza to wzrost ryzyka zaka¿enia na tym obszarze.
Cz³owiek zaka¿any jest tylko przypadkowo i stanowi
ostatnie stadium dla tych patogenów. Za rezerwuar
A. phagocytophilum uwa¿ane s¹ ma³e ssaki, takie jak:
mysz drzewna (Apodemus sylvaticus), mysz le�na
(Apodemus flavicollis), ryjówka aksamitna (Sorex ara-
neus). W Europie jako rezerwuar uwa¿a siê przede
wszystkim nornicê rud¹ (Clethrinomys glareolus) [52].
A. phagocytophilum zosta³a wykryta równie¿ u ssaków
takich jak owce, psy, kozy i konie [7, 52]. Z badañ
G r e g  i wsp. 1996 [35] wynika, ¿e psy mog¹ stanowiæ
potencjalny rezerwuar i mieæ znacz¹cy wp³yw na roz-
przestrzenianie siê drobnoustroju.

Anaplasma E. equi Ixodes spp. EGE Konie Granulocyty Jeleniowate,
phagocytophilum E. phagocytophila TBF Prze¿uwacze Owca

Czynnik HGE HA (HGE) Cz³owiek Bia³e myszki
Pies

Ehrlichia chaffeensis Amblyomma americanum HME Cz³owiek Jednoj¹drzaste Jeleniowate
Dermacentor variabilis Pies leukocyty Psy domowe

Ehrlichia ewingii Amblyomma americanum CGE Pies Granulocyty Psowate
EE Cz³owiek

Neorickettssia sennetsu Ehrlichia sennetsu SF Cz³owiek Jednoj¹drzaste Przywry rybie
leukocyty

T a b e l a  I
Wybrane gatunki Anaplasma, Ehrlichia i Neorickettssia chorobotwórcze dla cz³owieka

Gatunek Poprzednia nazwa Wektor Choroba*
Zaka¿any
organizm

Zaka¿ane
komórki Rezerwuar

* EGE � koñska ehrlichioza granulocytarna (Equine Granulocytic Ehrlichiosis); TBF � Gor¹czka 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 � Gor¹czka sennetsu (Sennetsu Fever).
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Transmisja chorób wywo³ywanych przez A. phago-
cytophilum i B. burgdorferi s.l. odbywa siê przy
udziale tego samego wektora, w zwi¹zku z tym oczy-
wiste jest stwierdzanie mieszanych zaka¿eñ zarówno
u kleszczy jak i u ludzi. Wiadomo, ¿e ptaki odgrywaj¹
du¿¹ rolê w epidemiologii boreliozy z Lyme. Nielicz-
ne badania sugeruj¹, ¿e ptaki w przypadku A. phago-
cytophilum mog¹ pe³niæ rolê no�nika [5]. Brak jest
badañ dotycz¹cych innych potencjalnych rezerwuarów.

5. Epidemiologia

Na podstawie szczegó³owych badañ serologicznych
i genetycznych w roku 1996 w S³owenii po raz pierw-
szy rozpoznano ludzk¹ anaplazmozê � HA (human
anaplasmosis) [62]. Od tego czasu zaka¿enia A. phago-
cytophilum zosta³y opisane w S³owenii [63], Danii
[67], Hiszpanii [59], Szwecji [73], Norwegii [47].
W roku 2001 doniesiono o pierwszych przypadkach
zachorowañ w Polsce [74]. Doniesienia o zachoro-
waniach wskazuj¹ na mo¿liwe rozprzestrzenianie siê
choroby na ca³ym kontynencie.

Nieliczne badania epidemiologiczne dotycz¹ce
A. phagocytophilum przeprowadzone w Europie przed-
stawiono w tabeli II [13]. W zale¿no�ci od geo-
graficznej lokalizacji, rozpowszechnienie Anaplasma
phagocytophilum u kleszczy I. ricinus zawiera siê
w przedziale od 0,4% do 66,7% [13, 59] (Tabela I).
W okresie wysokiej aktywno�ci kleszczy na okre�lo-

nym terenie Anaplasma phagocytophium jest czê�ciej
wykrywana u osobników doros³ych ni¿ u nimf [52, 79],
chocia¿ istniej¹ tak¿e doniesienia o wysokim odsetku
infekcji u nimf [47, 59].

Analiza przypadków w Europie wykaza³a, ¿e wiêk-
szo�æ pacjentów (67%) donosi³a o ekspozycji na klesz-
cze czy uk³ucie przez kleszcza od tygodnia do miesi¹ca
przed wyst¹pieniem objawów [13, 59, 74], natomiast
czas trwania leczonej choroby wynosi³ najczê�ciej od
2 tygodni do 3 miesiêcy. �rednia wieku chorych wyno-
si³a 38 lat (5�70 lat), blisko 20% pacjentów stanowi³o
grupê poni¿ej 29 roku ¿ycia, a 53% przypadków wy-
stêpowa³o u mê¿czyzn [13]. Wiêkszo�æ przypadków
przypada³a na okres urlopowy w zale¿no�ci od regio-
nu miêdzy czerwcem a sierpniem (73%). Na okres
szczytu zachorowañ mog¹ mieæ wp³yw ró¿nice w wa-
runkach �rodowiskowych oddzia³uj¹ce po�rednio na
wektor zaka¿enia i gatunki stanowi¹ce rezerwuar.

Do grupy ryzyka zaka¿enia nale¿¹ osoby pracuj¹ce
w gospodarstwach rolnych, le�nicy, my�liwi, a tak¿e
rze�nicy, którzy maj¹ kontakt z zaka¿on¹ krwi¹ zwie-
rzyny ³ownej [23].

6. Znaczenie kliniczne rodziny Anaplasmataceae
6.1. Zaka¿enia u ludzi

Pod wzglêdem klinicznym u cz³owieka wyró¿nia
siê trzy postacie choroby wywo³ywane przez organiz-
my z rodziny Anaplasmataceae [77] (Tabela I):

Dania [67] 21% 3,8%

Francja [60] 1,25% 1,6% 17%

Niemcy [30] 11,4% 14%

W³ochy [58] 24,4% 1,5% 8,6%

Norwegia [47] 6�11,5% 10,2%

S³owenia [63] 3,2%

Hiszpania [59] 0�25% (doros³e)

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]

Pó³nocno-wschodnia 19,5% 1,4% nimfy [36] 6,2% [36] 16%�24% [18] 7,2% [37] 2% [38]
8,7% [38] 9,1% [38]

Pó³nocno-zachodnia 1,75% [65]

Po³udniowo-wschodnia 7,3% [33] 21,5% [21] 5,3% [21]
23,6% [33]

T a b e l a  I I
Dane seroepidemiologiczne dotycz¹cych czêsto�ci wystêpowania anaplazmozy (HGE) w Europie

Kraj (literatura) % zaka¿eñ
u kleszczy

% zaka¿eñ
u pacjentów
z borelioz¹

% zaka¿eñ u osób
¿yj¹cych na terenach

endemicznych

% zaka¿eñ
u osób

z grup ryzyka

% zaka¿eñ
u osób

zdrowych
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1) ludzk¹ anaplazmozê (HA � human anaplasmosis)
wywo³ywan¹ przez A. phagocytophilum (poprzednio
� czynnik HGE, a nastêpnie A. phagocytophila), do-
tycz¹c¹ granulocytów, rozpoznawan¹ w Ameryce
Pó³nocnej i w Europie. Do niedawna HA okre�lana
by³a jako ludzka granulocytarna ehrlichioza (HGE,
human granulocytic ehrlichiosis);

2) ludzk¹ monocytarn¹ ehlichiozê (HME, human mono-
cytic ehrlichiosis) wywo³ywan¹ przez Ehrlichia chaf-
fensis, dotycz¹ca komórek jednoj¹drzastych, g³ów-
nie monocytów krwi, wystêpuj¹ca g³ównie w USA;

3) SE (Sennetsu Ehrlichiosis) � ehrlichiozê wywo³ywa-
n¹ przez Ehrlichia sennetsu, dotycz¹ca uszkodzenia
monocytów (spotykan¹ dotychczas prawie wy³¹cz-
nie w Japonii).
Z przyczyn historycznych oraz podobieñstwa zaka-

¿eñ u ludzi choroby wywo³ywane przez organizmy z ro-
dziny Anaplasmataceae wci¹¿ jeszcze czêsto okre�lane
s¹ wspóln¹ nazw¹ � ehrlichiozy.

Wiêkszo�æ dotychczasowego pi�miennictwa dotyczy
HGE, ze wzglêdu na unikniêcie niekonsekwencji zwi¹-
zanej z nazewnictwem, w artykule bêdziemy pos³ugi-
wali siê ju¿ wcze�niej proponowan¹ nazw¹ anaplaz-
moza [19]. Nazwa ta, mimo, ¿e nie uwzglêdnia rodzaju
zaka¿anych komórek jest odpowiednia, poniewa¿ jak
dotychczas nie jest znany inny gatunek rodzaju Ana-
plasma wywo³uj¹cy zaka¿enia u ludzi.

6.1.1.  A n a p l a z m o z a  (p o p r z e d n i o  H G E).
Pierwsze przypadki ludzkiej anaplazmozy stwierdzono
w 1990 roku u pacjenta w Wisconsin (USA), po uk³uciu
kleszcza [8]. Do zaka¿enia najczê�ciej dochodzi w wy-
niku transmisji drobnoustroju po uk³uciu zaka¿onego
kleszcza. Bardzo rzadko dochodzi do zaka¿eñ innymi
drogami, jednak powinny one byæ równie¿ brane pod
uwagê. Udokumentowano przypadek zaka¿enia u nowo-
rodka, który najprawdopodobniej by³ wynikiem trans-
misji drobnoustroju przez ³o¿ysko [42]. Do zaka¿enia
mo¿e doj�æ tak¿e poprzez transfuzjê krwi [48].

Poniewa¿ HA i HME nie podlegaj¹ rejestracji,
a diagnostyka jest s³abo rozwiniêta, prawdziwa liczba
przypadków i rozprzestrzenienie zaka¿eñ s¹ nieznane.
Zaka¿enia subkliniczne s¹ prawdopodobnie do�æ czê-
ste, na co wskazuj¹ odsetki przeciwcia³ stwierdzanych
u zdrowych ludzi.

Ludzka anaplazmoza jest chorob¹ trudn¹ do rozpo-
znania ze wzglêdu na brak charakterystycznego obra-
zu klinicznego, a tak¿e do�æ czêste nie potwierdzanie
kontaktu z kleszczem (od 9% do 25% pacjentów)
w wywiadzie epidemiologicznym [7, 13]. Dopiero po-
jawienie siê w wywiadzie informacji o pok³uciu przez
kleszcza jest najczê�ciej wskazówk¹ do przeprowadze-
nia badañ diagnostycznych, miêdzy innymi w kierun-
ku anaplazmozy. Badania wskazuj¹ na wystêpowanie
A. phagocytophilum podobnie jak B. burgdorferi s.l.

w gruczo³ach �linowych kleszcza [60]. Podczas uk³u-
cia po przenikniêciu przez skórê, A. phagocytophilum
rozprzestrzenia siê drog¹ naczyñ ch³onnych i krwiono�-
nych. Docelowo atakuje komórki uk³adu krwiotwórcze-
go oraz siateczkowo-�ródb³onkowego [64]. Wykryto j¹
we krwi obwodowej, zatokach brze¿nych �ledziony,
wêz³ach ch³onnych, nerkach, p³ynie mózgowo-rdze-
niowym i p³ucach [63]. Po rozpadzie komórek i uwol-
nieniu siê drobnoustrojów do krwi, nastêpuje wtórne
zaka¿enie wielu narz¹dów i tkanek. Okres inkubacji
dla ludzkiej anaplazmozy po uk³uciu przez kleszcza
wynosi 7 do 10 dni [3, 8, 11]. Po zaka¿eniu mog¹ nie
wystêpowaæ ¿adne objawy. Je�li wystêpuj¹, s¹ to naj-
czê�ciej niespecyficzne objawy grypo-podobne (gor¹cz-
ka powy¿ej 39°C, dreszcze, bóle miê�ni, bóle stawowe,
nadmierne pocenie siê). U wiêkszo�ci pacjentów, ju¿
podczas wczesnego etapu choroby stwierdzano leuko-
peniê, trombocytopeniê i podwy¿szon¹ aktywno�æ
transaminazy asparaginianowej. Po pierwszym tygo-
dniu zaka¿enia czêsto zauwa¿ana by³a limfocytoza
z atypowymi limfocytami [2, 6]. Opisano tak¿e objawy
¿o³¹dkowo-jelitowe: md³o�ci, wymioty, biegunkê i bóle
brzucha [59, 74].

Obserwowano powiêkszenie w¹troby lub �ledziony
[74]. Lokalizacja w¹trobowa A. phagocytophilum jest
przyczyn¹ martwicy hepatocytów i cholestazy we-
wn¹trzw¹trobowej, szpikowa prowadzi do hipoplazji
[29]. Obserwowano te¿ liczne oko³onaczyniowe na-
cieki limfocytarne w wielu narz¹dach, miêdzy innymi
w nerkach, sercu, oponach mózgowych oraz w p³ucach.
Pacjenci mog¹ wykazywaæ objawy, sugeruj¹ce zapale-
nie opon mózgowo-rdzeniowych (w Europie nie odno-
towane). Objawy ze strony uk³adu oddechowego ma-
nifestuj¹ siê suchym kaszlem i atypowym zapaleniem
p³uc, a u osób doros³ych naciekami p³ucnymi [48].

W Europie jako powik³ania zaka¿enia A. phago-
cytophilum najczê�ciej obserwowano zawroty g³owy
[13, 74], jedno lub dwustronne pora¿enie twarzy [50],
zespó³ ostrej niewydolno�ci oddechowej (ARDS) [48],
rozpad miê�ni pr¹¿kowanych [24] oraz ciê¿kie zaka¿e-
nia oportunistyczne i szpitalne. W�ród zaka¿eñ opor-
tunistycznych stwierdzano zapalenie prze³yku wywo-
³ane przez Candida spp. oraz Herpes spp., zapalenie
p³uc wywo³ane przez Cryptococcus spp. i Aspergillus
spp. [8, 11, 46].

W USA jako powik³ania zaka¿enia czê�ciej stwier-
dzano ponadto: posocznicopodobne zespo³y wykrze-
piania wewn¹trznaczyniowego [8], neuropatiê obwo-
dow¹ [9], bóle splotów p³ucnych, zapalenie miê�nia
sercowego [46], wysiêk osierdziowy, a przypadki
wysypki skórnej stwierdzano u 11% pacjentów [7].
W Europie u wiêkszo�ci pacjentów nie stwierdza siê
objawów skórnych.

Pamiêtaæ jednak nale¿y o mo¿liwo�ci wystêpowania
wspó³zaka¿enia innymi chorobotwórczymi czynnikami
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odkleszczowymi i wystêpowaniu w zwi¹zku z tym ob-
jawów mieszanych.

W przypadku zaka¿enia Anaplasma phagocyto-
philum mo¿e dochodziæ do reinfekcji [39]. Nie ma
danych dotycz¹cych wystêpowania HA jako choroby
przewlek³ej [9]. Dumler jednak sugeruje, ¿e ana-
plazmoza mo¿e przybieraæ postaæ przewlek³¹, powo-
dowaæ upo�ledzenie procesów obronnych gospodarza
i hamowaæ odpowied� immunologiczn¹ [27].

W Europie nie zanotowano przypadków �miertel-
nych spowodowanych zaka¿eniem A. phagocytophi-
lum. W Stanach Zjednoczonych wiêkszo�æ przypad-
ków �miertelnych HA by³a zwi¹zana z zaka¿eniem
podczas stosowania immunosupresji czy wspó³istnie-
nia innej podstawowej choroby [8, 9, 11]. �miertel-
no�æ choroby wynosi do 5% [13]. U osób zmar³ych
z rozpoznan¹ HA dominowa³y oportunistyczne zaka-
¿enia grzybicze i wirusowe [78].

6.1.2. E h r l i c h i o z a  (H M E). Pierwszy przypa-
dek zaka¿enia cz³owieka przez Ehrlichia chaffeensis
opisano i udokumentowano w 1986 roku w Stanach
Zjednoczonych u pacjentów z ciê¿k¹ chorob¹ gor¹cz-
kow¹ po uk¹szeniu kleszczy [53].

Pierwszy w Europie zdiagnozowany i udokumen-
towany przypadek E. chaffeensis mia³ miejsce w Por-
tugalii w 1991 roku [57]. W Europie zanotowano za-
ledwie kilka przypadków HME (human monocytic
ehrlichiosis). Mimo braku potwierdzonych przypad-
ków klinicznych niektórzy badacze znajduj¹ u ludzi
przeciwcia³a przeciwko E. chaffeensis.

Czynnikiem wywo³uj¹cym ludzk¹ jak i psi¹ mono-
cytarn¹ ehrlichiozê jest E. chaffeensis, wykazuj¹ca mo-
nocytotropowo�æ. Wystêpowanie przypadków choroby
koreluje z wystêpowaniem wektorów � kleszczy Am-
blyomma americanum i Dermacentor variabilis. Naj-
wiêcej przypadków stwierdzono w USA (oko³o 750 po-
twierdzonych przypadków), w Europie s¹ to przypadki
sporadyczne. Badania osób z wysokim ryzykiem ekspo-
zycji na kleszcze wykazuj¹, ¿e oko³o 75% serokonwer-
sji przeciwcia³ swoistych dla E. chaffeensis przebiega³o
subkliniczne [29, 32]. �redni okres inkubacji dla
E. chaffeensis wynosi³ 9 dni, a 2 z 3 pacjentów stano-
wili mê¿czy�ni, �redni wiek badanych wynosi³ 44 lata
[32]. Osoby z typow¹ HME wykazuj¹ wysok¹ gor¹czkê
(97%), bóle g³owy (81%), z³e samopoczucie (84%),
bóle miê�ni (68%) i zwykle bez innych charakterystycz-
nych objawów. Rzadko wystêpuj¹ objawy: ¿o³¹dkowo-
jelitowe (nudno�ci, wymioty, biegunka); ze strony
uk³adu oddechowego (kaszel, nacieki p³ucne) i bóle
stawowe. Opisano tak¿e zajêcie o.u.n. (sztywno�æ kar-
ku, dezorientacja) oraz zapalenie opon mózgowych
[72]. Wysypka stwierdzana jest tylko u 36% pacjentów.
Mimo niespecyficznych objawów klinicznych, dodatnie
wyniki laboratoryjne wystêpuj¹ u 86% pacjentów.

Stwierdza siê limfopeniê i neutropeniê (60�74%), trom-
bocytopeniê (72%) i wzrost aktywno�ci transaminazy
asparaginianowej (86�88%). Powik³ania obejmuj¹: ze-
spó³ podobny do wstrz¹su toksycznego z niewydolno-
�ci¹ wielonarz¹dow¹, zapalenie opon i mózgu, rozsiane
uszkodzenie pêcherzyków p³ucnych z zespo³em ostrego
wyczerpania oddechowego doros³ych oraz piorunuj¹ce
zaka¿enia u pacjentów z upo�ledzon¹ odporno�ci¹
(zaka¿onych HIV, przyjmuj¹cych du¿e dawki kortyko-
steroidów, po transplantacji narz¹dów) [2, 29]. Wspó³-
czynnik umieralno�ci wynosz¹cy ok. 2�3% by³by wy¿-
szy, gdyby nie efektywna terapia antybiotykowa.

6.1.3. S e n n e t s u  E h r l i c h i o z a  (S E). Nazwa-
na pochodzi od japoñskiego terminu okre�laj¹cego
mononukleozê zaka�n¹. N. sennetsu po raz pierwszy
by³a wyizolowana w 1953 r. od pacjentów podejrza-
nych o mononukleozê [2]. Obecnie rzadko identyfi-
kowana. U pacjentów rozwija siê samo ustêpuj¹ca
choroba gor¹czkowa z dreszczami, bólem g³owy, z³ym
samopoczuciem, owrzodzeniem krtani, anoreksj¹
i uogólnionym powiêkszeniem wêz³ów ch³onnych
(limfadenopati¹). Przypadki by³y stwierdzane tylko
w Japonii i prawdopodobnie Malezji. Wyniki laborato-
ryjne wykazuj¹ wczesn¹ leukopeniê oraz atypowe lim-
focyty krwi obwodowej w okresie wczesnej rekonwa-
lescencji. Zgonów i ciê¿kich powik³añ nie stwierdzano.

6.1.4. I n n e  l u d z k i e  e h r l i c h i o z y. W 1996 r.
od osób bezobjawowych, posiadaj¹cych w monocytach
krwi obwodowej morule wyizolowano czynnik przy-
pominaj¹cy E. canis. Serologiczne badania dzieci
z chorobami gor¹czkowymi i zdrowych doros³ych,
którzy mieli kontakt z psami chorymi na psi¹ ehrlichio-
zê w Wenezueli wykaza³y u dwóch zdrowych osób
przeciwcia³a swoiste dla czynnika wenezuelskiej ludz-
kiej ehrlichiozy, E. chaffeensis, E. canis i E. muris.
Porównanie genu 16S rRNA czynnika ludzkiej wene-
zuelskiej ehrlichozy z dwoma szczepami psiej ehrli-
chiozy wykaza³o 2 zasadnicze ró¿nice [2]. Czynnik
powoduj¹cy psi¹ granulocytarn¹ ehrlichiozê, E. ewingii
stwierdzony by³ równie¿ u 4 osób w Missouri. U trzech
z czterech pacjentów poddawanych terapii immuno-
supresyjnej stwierdzono kliniczne i laboratoryjne cechy
HME. U 2 z 4 stwierdzono wtrêty w obwodowych
granulocytach, a PCR z krwi przy u¿yciu starterów
16SrRNA wykaza³ sekwencje DNA E. ewingii.

Mimo, ¿e Wolbachia spp. nie s¹ bezpo�rednimi pa-
togenami ludzi czy zwierz¹t, dane eksperymentalne
wykazuj¹ potencjalnie niebezpieczn¹ rolê tych we-
wn¹trzkomórkowych bakteryjnych paso¿ytów nicieni
(Brugia malayi, Onchocerca volvulus, Wuchereria
bancrofti) w powstawaniu reakcji zapalnych u gospo-
darzy. Wolbachia spp s¹ powa¿nie brane pod uwagê
jako czynnik patogenezy zaka¿eñ paso¿ytniczych [75].
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6.2. Zaka¿enia u zwierz¹t

Gatunki rodzajów Ehrlicha, Anaplasma, Neorickett-
sia i Aegyptianella i spokrewnione z nimi rodzaje jako
weterynaryjne patogeny by³y znane d³ugo przed ich
rozpoznaniem jako ludzkie. Dziêki wcze�niejszej
ogromnej pracy mikrobiologów weterynaryjnych mo¿-
liwe by³o zidentyfikowanie i lepsze zrozumienie cho-
rób wywo³ywanych przez te drobnoustroje u ludzi.

6.2.1. E h r l i c h i o z y  u  p s ó w. Psie monocy-
tarne ehrlichiozy (CME, canine monocytic ehrlichio-
sis) wywo³ane przez E. canis jako pierwsze opisano
w Algerii w 1935 roku, a nastêpnie w innych obsza-
rach �wiata [66]. By³y przyczyn¹ �miertelnej choroby
psów armii amerykañskiej podczas konfliktu w Wiet-
namie. Choroba mia³a ostr¹, subkliniczn¹ i chroniczn¹
fazê. Stwierdzano leukopenie, trombocytopeniê i hiper-
gammaglobulinemiê. E. ewingii wywo³uj¹ca psi¹ granu-
locytarn¹ ehrlichiozê (CGE, canine granulocytic ehrli-
chiosis), zwykle ³agodniejsza ni¿ CME jest czasami
powi¹zana z reumatoidalnym zapaleniem stawów [2].
W przeciwieñstwie do E. canis, E. ewingii nie wyho-
dowano jeszcze in vitro. Zanotowano równie¿ przy-
padki CGE wywo³ane przez A. phagocytophilum [2].
A. platys jest trombocytotropow¹ bakteri¹ wywo³uj¹c¹
³agodn¹ cykliczn¹ gor¹czkê i trombocytopeniê u psów.
Czêsto stwierdzano obecno�æ moruli [66].

6.2.2. E h r l i c h i o z y  u  k o n i. Gor¹czka koñ-
ska jest ¿o³¹dkowo-jelitow¹ chorob¹ koni wywo³ywan¹
przez zaka¿aj¹c¹ monocyty N. ristricii. Choroba ta wy-
stêpuje w ró¿nych geograficznych obszarach Europy
i pó³nocnych rejonach Stanów Zjednoczonych. Objawia
siê depresj¹, anoreksj¹, letargiem, gor¹czk¹, kolk¹, wod-
nist¹ biegunk¹, odwodnieniem, leukopeni¹. Transmisja
wymaga wodnego ekosystemu, w którym owady mog¹
siê nama¿aæ [2]. Koñska granulocytarna ehrlichioza
wywo³ywana przez A. phagocytophilum (poprzednio
E. equi), jest sezonow¹ chorob¹. Po raz pierwszy opisa-
na zosta³a w 1969 roku. Choroba wystêpuje w Europie
i Stanach Zjednoczonych. Jest samoustêpuj¹ca, podob-
na do ludzkiej anaplazmozy i wydaj¹ siê byæ przeno-
szona poprzez uk¹szenia kleszczy [2].

6.2.3. A n a p l a z m o z y  u  p r z e ¿ u w a c z y.
Kleszczowa gor¹czka prze¿uwaczy jest wywo³ywana
przez granulocytotropowe A. phagocytophilum (po-
przednio E. phagocytophila) i jest przenoszona w Euro-
pie przez uk³ucia zaka¿onych kleszczy I. ricinus [2].
Najczê�ciej rozprzestrzenianej przez kleszcze w�ród
byd³a na ca³ym �wiecie etiologicznym czynnikiem byd-
lêcej anaplazmozy jest A. marginalne. Mo¿liwa jest
równie¿ transmisja poprzez uk¹szenia much i innych
owadów. Organizmy rozwijaj¹ siê jako wewn¹trzery-

trocytarne inkluzje i mog¹ wywo³ywaæ ostre anemie,
utratê masy, poronienia, a czasami �mieræ. Cech¹ tego
zaka¿enia jest niski równomierny poziom bakteriemii
po ust¹pieniu objawów klinicznych, dlatego te¿ zaka-
¿one zwierzêta stanowi¹ rezerwuar drobnoustrojów.
Cecha ta jest wspólna dla zaka¿eñ A. phagocytophi-
lum jeleniowatych i zaka¿eñ A. platys u psów.

6.2.4. K o w d r i o z a. Ehrlichia (Cowdria) rumi-
nantium jest wewn¹trzkomórkow¹ bakteri¹ zaka¿aj¹-
c¹ neutrofile i komórki �ródb³onka byd³a, kóz oraz
owiec [66]. Kowdrioza jest ostr¹ chorob¹ z wysokim
wspó³czynnikiem �miertelno�ci siêgaj¹cym 90%. Wy-
stêpuje najczê�ciej w Afryce oraz na wyspach Oceanu
Atlantyckiego, Indyjskiego i Morza Karaibskiego.

6.2.5. N e o r i c k e t t s i o z a  u  p s ó w. N. helmin-
thoeca, czynnik wywo³uj¹cy chorobê ³ososi, zaka¿a
komórki jednoj¹drowe, nabywany przez psy po zjedze-
niu ³ososi [66]. Za pomoc¹ molekularnej i antygenowej
analizy ustali³a �cis³e powi¹zania pomiêdzy N. helmin-
thoeca, N. risticii i N. sennetsu. Podobieñstwo wystê-
puje równie¿ w sposobach ich transmisji.

6.2.6. Z a k a ¿ e n i a  Wo l b a c h i a  s p p. Odkry-
ta w 1924 r. w uk³adzie rozrodczym komara dopiero
ostatnio wzbudzi³a du¿e zainteresowanie badaczy. Nie-
zwyk³¹ cech¹ Wolbachii jest wybiórcze mordowa-
nie zaka¿onych osobników p³ci mêskiej, wyzwalanie
zdolno�ci do dzieworództwa u samic oraz zamiana
�ch³opców na dziewczynki�. Drobnoustroje bytuj¹
w komórkach rozrodczych stawonogów, m.in. owadów,
paj¹ków i skorupiaków. Oko³o 20% gatunków stawono-
gów jest ofiar¹ pro-feministycznej infekcji. Dotychczas
nie stwierdzono zaka¿eñ u ludzi. Bakterie rozprze-
strzeniaj¹ siê tylko w linii ¿eñskiej � transowarialnie.
U samic zabijaj¹ mêskie embriony (u biedronek) lub
sprawiaj¹, by embriony sta³y siê niewra¿liwe na mês-
kie hormony. Zaka¿one samce stanowi¹ �lep¹ uliczkê,
poniewa¿ nie mo¿e doj�æ do przeniesienia zaka¿enia
na potomstwo ze wzglêdu na brak cytoplazmy w plem-
nikach. Kontakt z Wolbachia dla samców ma powa¿-
ne nastêpstwa � gin¹ albo zamieniaj¹ siê w samice.
Bakteria jest niezbêdna do ¿ycia paso¿ytom wywo³u-
j¹cym u ludzi filariozê oraz onchocerkozê (�lepotê
rzeczn¹) [2, 28, 74].

7. Diagnostyka Anaplasma phagocytophilum

Identyfikacja i potwierdzanie zaka¿eñ wywo³ywa-
nych przez A. phagocytophilum wymaga starannego
wywiadu, badania fizykalnego i wyników laboratoryj-
nych potwierdzaj¹cych diagnozê. Anaplazmoza po-
winna byæ podejrzewana u wcze�niej zdrowych osób,
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u których rozwinê³y siê objawy takie jak gor¹czka, leu-
kopenia, trombocytopenia oraz podniesiony poziom
transaminaz, jak te¿ brak odpowiedzi na leczenie anty-
biotykami $-laktamowymi czy makrolidami szczegól-
nie u pacjentów z obszarów endemicznych [6, 16, 58,
59]. Diagnostyka koncentruje siê na okre�laniu swois-
tej odpowiedzi immunologicznej oraz je�li to mo¿liwe
na wykrywaniu drobnoustroju. Na podstawie prawid³o-
wych parametrów analitycznych nie nale¿y wykluczaæ
choroby. Rozpoznanie opiera siê przede wszystkim na
te�cie serologicznym, immunofluorescencji po�red-
niej. W przypadku podejrzenia HA, próbki krwi po-
winny byæ równie¿ ocenione na podstawie rêcznego
zliczania krwinek bia³ych (ocena morfologiczna w celu
ewentualnego stwierdzenia morul) [6]. Identyfikacje
morul uzyskuje siê poprzez zabarwienie preparatu me-
tod¹ Giemzy. Test wykrywaj¹cy morule charakteryzuje
siê wysok¹ specyficzno�ci¹, ale nisk¹ czu³o�ci¹. Obec-
no�æ moruli w rozmazie krwi lub rozmazie szpiku jest
dowodem na obecno�æ zaka¿enia A. phagocytophilum
[8, 11]. U pacjentów w ostrej fazie choroby morule
stwierdzano w 25�68% przypadków [3, 11, 40]. W roz-
mazach krwi s¹ zwykle wykrywane tylko w ci¹gu
ostrego stadium choroby [3, 11]. Obecno�æ morul ko-
reluje z wiekiem pacjentów i pozytywn¹ reakcj¹ PCR
[3]. W ocenie preparatów istotne jest do�wiadczenie
analityka. Fa³szywie dodatnie wyniki mo¿na uzyskaæ
z powodu obserwacji toksycznych ziarnisto�ci (hiper-
granulacja) czy cia³ek Dohlego.

Centrum Prewencji i Kontroli Chorób w Atlancie
(CDC) ustali³o w 1997 definicje przypadku HA [20],
która jest wci¹¿ korygowana [23]. Anaplazmoza
definiowana jest jako ostra choroba gor¹czkowa, po-
twierdzona przynajmniej jednym z laboratoryjnych
kryteriów:
1. Serokonwersja (minimum 4 krotny wzrost poziomu

przeciwcia³ w próbie IFA). Aby uznaæ pacjenta za
chorego na anaplazmozê, minimalny poziom prze-
ciwcia³ musi wynosiæ 64 w ostrej fazie choroby
i byæ 4-krotnie wy¿szy w fazie rekonwalescencji.
Dlatego te¿ krew pobieramy od pacjenta 2 krotnie
w fazie ostrej (w 3 dniu choroby) i drugi raz w fazie
rekonwalescencji (14 dnia choroby). Dla pe³nego
zobrazowania przebiegu choroby pobiera siê rów-
nie¿ krew od osób w 3 lub 4 miesi¹cu po ust¹pieniu
objawów.

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

3. Obecno�æ moruli w leukocytach krwi lub m³odszych
ich formach z pozytywnym wynikiem wykrycia
przeciwcia³ 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

5. Hodowla A. phagocytophilum z materia³u klinicz-
nego.
Grupa ekspertów u�ci�li³a definicjê dokonuj¹c klasy-

fikacji przypadków ludzkiej anaplazmozy na mo¿liwe,
prawdopodobne i potwierdzone [7, 22]
1. Przypadki mo¿liwe, je�li stwierdzono uk³ucie przez

kleszcza i niespecyficzne objawy grypopodobne.
2. Przypadki prawdopodobne, je�li stwierdzono po-

wy¿sze kryteria, potwierdzone pojedynczym pozy-
tywnym wynikiem testu IFA (opartym na poziomie
referencyjnym miana wyznaczonym przez laborato-
rium np. 1:80) lub obecno�ci¹ morul w leukocytach
czy pozytywnym PCR [2, 3, 22].

3. Przypadki potwierdzone, wykazuj¹ce powy¿sze kry-
teria, potwierdzone laboratoryjnie przez 4-krotny
wzrost miana swoistych przeciwcia³, pozytywn¹ reak-
cjê PCR z dwóch izolacji oraz wykrycie morul [22]
czy te¿ pozytywn¹ hodowlê.
W diagnostyce ró¿nicowej anaplazmozy uwzglêdniæ

nale¿y inne choroby przenoszone przez kleszcze m.in.
boreliozê, babesiozê, KZM, tularemiê, a ponadto grypê,
zaka¿enia uk³adu pokarmowego, leptospirozê, zapale-
nie w¹troby, zapalenie wsierdzia, bia³aczkê. W rejonach
endemicznych dla boreliozy powinno siê przeprowa-
dzaæ równocze�nie diagnostykê anaplazmy ze wzglêdu
na mo¿liwo�æ równoczesnej transmisji patogenów przez
tego samego kleszcza. Badania przeprowadzone przez
S k o t a r c z a k  i wsp. potwierdzaj¹ wspó³wystêpo-
wanie patogenów u kleszczy [31, 68, 71], najczê�ciej
dwóch, a niekiedy nawet kilku jednocze�nie (np.
B. burgdorferi, A. phagocytophilum, B. microti) [68, 70].

7.1. Hodowla

Ostatecznym i niepodwa¿alnym potwierdzeniem
obecno�ci aktywnej anaplazmozy jest uzyskanie ho-
dowli patogena. Niestety jest ona bardzo trudna do
przeprowadzenia. Polega na zaka¿aniu laboratoryjnych
linii komórkowych materia³em pobranym od pacjenta.
Hodowla pokazuje szybki postêp zmian cytopatycz-
nych w komórkach i pozwala na bezpo�redni¹ obser-
wacjê A. phagocytophilum od 5 do 12 dnia po za³o¿e-
niu inokulum. Hsieh i wsp. badaj¹c komórki HL-60
zaka¿one czynnikiem HGE wykazali, ¿e cytopatyczne
w³a�ciwo�ci patogenu wynikaj¹ z jego zdolno�ci do
indukowania apoptozy [43]. H o r o w i t z  i wsp. po-
równali objawy kliniczne i wyniki laboratoryjne pacjen-
tów ze stwierdzon¹ HA, u których wyhodowano oraz
nie wyhodowano drobnoustrojów [40]. Zaobserwowa-
no, ¿e hodowlê czê�ciej uzyskiwano od osób starszych
ze statystycznie wy¿sz¹ temperatur¹ cia³a i wy¿szym
poziomem swoistych przeciwcia³. Wad¹ metody s¹
du¿e wymagania hodowlane oraz konieczno�æ dalszej
identyfikacji. Dotychczas ¿aden europejski przypadek
nie zosta³ potwierdzony metod¹ hodowli.
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7.2. Testy serologiczne

Do diagnostyki HA w laboratoriach diagnostycz-
nych standardowo u¿ywane s¹ testy serologiczne takie
jak: po�rednia immunofluorescencja (IFA), immuno-
blotting, ELISA. Wad¹ tych metod jest ich wysoki
koszt i zró¿nicowanie otrzymywanych wyników zwi¹-
zane z u¿ywaniem antygenów z ró¿nych szczepów
namna¿anych w zwierzêtach (konie) czy liniach komór-
kowych HL-60. Dawniej w wiêkszo�ci testów serolo-
gicznych wykorzystywano E. phagocytophila, E. equi
i czynnik HGE otrzymywane z eksperymentalnie za-
ka¿anych neutrofili izolowanych z krwi [2, 8, 26].
Obecnie w metodach stosuje siê ludzkie izolaty rozwi-
jaj¹ce siê w ludzkich liniach komórek promielocytar-
nych � HL60 [2, 3]. Widoczne jest wyra�ne zró¿nico-
wania antygenowe izolatów A. phagocytophilum, lecz
jest ma³o prawdopodobne aby to zró¿nicowanie mia³o
wp³yw na ró¿ny obraz kliniczny choroby [2, 75].

7.2.1. I F A. W laboratoriach diagnostycznych
w celu okre�lenia miana przeciwcia³ w surowicy sto-
sowany jest standardowo test IFA (immunofluorescen-
cji po�redniej). Wynik IFA powinien byæ interpreto-
wany w kontek�cie objawów klinicznych, czasowej
odpowiedzi immunologicznej, stanu immunologicz-
nego pacjenta i efektu wcze�niejszego leczenia anty-
biotykami. Dlatego czu³o�æ testu IFA dla zaka¿enia
A. phagocytophilum jest trudna do oceny. W o n g
i wsp. oceniaj¹c technikê IFA podaj¹, ¿e najlepsz¹
czu³o�æ uzyskuje siê w diagnostyce HA stosuj¹c jako
antygen E. equi [80]. IFA aktualnie nie jest wystanda-
ryzowana. Pomimo tego metoda ta wydaje siê byæ naj-
lepsza z dostêpnych. Przypadki stwierdzone w Euro-
pie wykaza³y pozytywne wyniki serologiczne w 80%
zachorowañ. W Stanach Zjednoczonych w�ród pacjen-
tów z potwierdzon¹ HA wszyscy badani z wyj¹tkiem
jednego (99,2%) wykazywali wyniki dodatnie w pierw-
szym miesi¹cu po zaka¿eniu, spo�ród których 98,7%
wykazywa³o swoiste przeciwcia³a przez kolejne 6 mie-
siêcy. Po 42 miesi¹cach od zaka¿enia wyniki dodatnie
otrzymano jeszcze u 7,3% pacjentów.

Surowice powinny byæ badane w obydwu kla-
sach przeciwcia³ (IgG oraz IgM) przy pocz¹tkowym
rozcieñczeniu 1 :64 lub 1 :80. Je¿eli próbka reaguje
pozytywnie w rozcieñczeniu pocz¹tkowym, nale¿y
sporz¹dziæ seryjne dwukrotne rozcieñczenia w celu
oznaczenia koñcowego rozcieñczenia daj¹cego reak-
cjê pozytywn¹ (miana).

U 25 do 45% osób zaka¿onych stwierdza siê swo-
iste przeciwcia³a [1, 2, 3]. Nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e
kilkana�cie procent zdrowej populacji ¿yj¹cej na tere-
nach wysoko endemicznych bêdzie równie¿ posiada³o
swoiste przeciwcia³a. Powoduje to, ¿e jednokrotne lub
wczesne badania serologiczne s¹ mniej u¿yteczne [2].

Typow¹ odpowiedzi¹ podczas ostrej fazy zaka¿enia
jest szybki wzrost poziomów przeciwcia³ (w ci¹gu
2 tygodni) do osi¹gniêcia wysokiego miana koñco-
wego w ci¹gu pierwszego miesi¹ca ≥1:640 [4]. U pa-
cjentów leczonych z rozpoznan¹ HA (potwierdzon¹
hodowl¹) miana przeciwcia³ spada³y stopniowo przez
kilka miesiêcy, a po okresie 1 roku po zaka¿eniu
swoiste przeciwcia³a wykrywane by³y u oko³o po³owy
pacjentów [4].

Wiarygodno�æ testów serologicznych jest wysoka,
poniewa¿ wyniki testów wykazuj¹ dobr¹ korelacjê
z innymi metodami [2, 3, 4]. W grupie 24 pacjentów
z HA potwierdzon¹ przez hodowlê czu³o�æ wynosi³a
91,3% [4], a �rednia czu³o�æ IFA w grupie 28 osób
z pozytywn¹ hodowl¹, PCR lub obecno�ci¹ morul
w rozmazie krwi wynosi³a 95%. Oznaczenia przeciw-
cia³ w klasie IgM wydaj¹ siê byæ przydatne dla okre�-
lania aktualnego zaka¿enia, aczkolwiek czu³o�æ mo¿e
nie byæ tak wysoka jak w przypadku IgG [76].

Badania serologiczne mog¹ wykazywaæ fa³szywie
dodatnie wyniki ze wzglêdu na mo¿liwe reakcje krzy-
¿owe [30, 67, 74, 81], szczególnie podczas wspó³-
wystêpowania [68, 71]. Ponadto pacjenci z niedobo-
rem odporno�ci, ³¹cznie z zaawansowanym AIDS,
do kilku tygodni po infekcji posiadaj¹ przeciwcia³a
o niskim powinowactwie. U niektórych pacjentów po
ostrej fazie choroby przeciwcia³a mog¹ siê utrzymy-
waæ przez klika lat.

Obserwowano reakcje krzy¿owe w te�cie IFA miê-
dzy A. phagocytophilum i E. chaffeensis. W tym przy-
padku wyniki wykazywa³y wy¿sze miano z powodu
homologicznych antygenów [2, 3].

Fa³szywie dodatnie reakcje by³y równie¿ obserwo-
wane u pacjentów z innymi riketsjozami, gor¹czk¹ Q,
zaka¿eniami wirusem Epstein-Barr, a tak¿e przy obec-
no�ci autoprzeciwcia³ antyleukocytarnych (np. anty-
p³ytkowych) [2].

7.2.2. I m m u n o b l o t t i n g. Podczas rozwoju
zaka¿enia HA wiêkszo�æ pacjentów wytwarza prze-
ciwcia³a skierowane przeciwko rodzinie bia³ek b³ono-
wych HGE-44 o masie cz¹st. 42�49 kDa. Bia³ka te s¹
kodowane przez geny, które posiadaj¹ wysoki stopieñ
nukleotydowego podobieñstwa w konserwatywnych
czê�ciach sekwencji genu. Ze wzglêdu na te w³a�ci-
wo�ci s¹ dobrymi kandydatami do wykorzystania ich
w celach diagnostycznych. W metodzie immunoblot-
tingu wykorzystuje siê te rekombinowane immuno-
dominuj¹ce antygeny A. phagocytophilum. [2]. Dobre
wyniki ró¿nicowania zaka¿eñ miedzy A. phagocyto-
philum i E. chaffeensis uzyskuje siê przez okre�lanie
obecno�ci w surowicy pacjentów jednego z g³ównych
antygenów A. phagocytophilum bia³ka o masie oko³o
44 kDa, okre�lanego jako bia³ko wi¹¿¹ce maltozê �
MBP (maltose-binding protein) [2, 26]. Immunoblotting
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wydaje siê byæ najlepsz¹ metod¹ ró¿nicuj¹ca zaka¿e-
nia, a w po³¹czeniu z testem IFA pozwala uzyskaæ bar-
dzo dobre rezultaty.

7.2.3. E L I S A. Obecnie prowadzone s¹ badania
nad wykorzystaniem testów immunoenzymatycznych
z u¿yciem rekombinowanych antygenów A. phagocy-
tophilum. Wprowadzenie ich na rynek wi¹za³o by siê
z popraw¹ diagnostyki anaplazmozy. Na ten rodzaj
testów czekaj¹ rutynowe laboratoria diagnostyczne.
I j d o  i wsp. [44] jako antygenu u¿yli w te�cie ELISA
bia³ka rekombinowanego HGE-44. U 33 pacjentów
z HGE potwierdzon¹ immunoblottingiem wykryto prze-
ciwcia³a uzyskuj¹c czu³o�æ 87%, podczas gdy u osób
z innymi chorobami, takimi jak: borelioza z Lyme,
HME, reumatolidalne zapalenie stawów oraz ki³a uzy-
skano wyniki ujemne (za wyj¹tkiem jednego przypad-
ku), otrzymuj¹c swoisto�æ 98%.

Zastosowanie rekombinowanego antygenu HGE-44
w testach ELISA mo¿e zredukowaæ koszty i ró¿nice
w wynikach uzyskanych ró¿nymi metodami oraz umo¿-
liwiæ przegl¹d du¿ej liczby surowic pacjentów. Autorzy
twierdz¹, ¿e test ELISA HGE-44-MBP jest odpowiedni
zarówno dla uzyskania laboratoryjnej diagnozy jak i dla
badañ epidemiologicznych HA.

7.3. Diagnostyka molekularna

Poniewa¿ koewolucja bakterii, wektora i gospoda-
rza przebiega³a niezale¿nie na kontynentach Amerykañ-
skim oraz Europejskim, mo¿na spodziewaæ siê istotnych
ró¿nic w charakterystyce szczepów, zarówno genetycz-
nych jak i fenotypowych, takich jak: profil antygenowy,
preferencje gospodarza oraz wirulencja [12].

W celu badania pleomorfizmu genetycznego i anty-
genowego blisko spokrewnionych gatunków drobno-
ustrojów najlepsze wyniki otrzymuje siê analizuj¹c naj-
bardziej zmienne geny. Analiza genów 16S rRNA jest
niewystarczaj¹ca, aby mo¿na by³o na jej podstawie
ró¿nicowaæ szczepy z Ameryki Pó³nocnej i Europy.
Gen 16S rRNA jest zbyt konserwatywny (niezmienny).

Dobre wyniki analizy ró¿nic genetycznych otrzy-
mano wykorzystuj¹c do tego celu gen ankA koduj¹cy
166 kDa antygen bia³ka cytoplazmatycznego, który
dobrze uzupe³nia informacjê otrzyman¹ z analizy genu
16S rRNA. Analiza tego genu z ró¿nych rejonów geo-
graficznych z uwzglêdnieniem rodzajów zaka¿anych
granulocytów pozwoli³a na podzia³ A. phagocytophi-
lum na trzy ró¿ne podgatunki: pó³nocnowschodni US,
�rodkowowschodni US i europejski [25, 54]. Niektóre
ze stwierdzonych ró¿nic mog¹ mieæ zastosowanie
w opracowaniu metod diagnostycznych i zrozumieniu
ró¿nic w wirulencji drobnoustrojów jak i w doborze
gospodarza.

Dotychczas gen groEL by³ wykorzystywany w celu
szybkiej identyfikacji: Streptococcus, Enterococcus,
Staphylococcus, Bartonella, Mycobacterium i Ehrli-
chia metod¹ hybrydyzacji i PCR-RFLP. Gen groEL,
który koduje bia³ko szoku termicznego GroEL o ma-
sie 60 kDa, jest obecny zarówno u prokariota jak
i eukariota. Koduje wysoko konserwatywne bia³ko,
które jest istotne dla ¿ycia komórek. Geny groEL wy-
korzystywane s¹ do ustalania pokrewieñstwa ewolucyj-
nego u eubacterii.

Przeprowadzona analiza genów groESL i ankA [25,
51, 54] wydaje siê potwierdzaæ wiêksz¹ ró¿norodno�æ
w�ród szczepów europejskich, co koreluje z wiêksz¹
ró¿norodno�ci¹ genetyczn¹ zwierz¹t europejskich.
Metody genetyczne, które dotychczas znalaz³y zasto-
sowanie to: ³añcuchowa 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 genów (MLST,
Multilocus System Typing) w badaniach epidemio-
logicznych.

7.3.1. P C R. Pod koniec lat 80-tych nast¹pi³ prze-
³om w wykrywaniu zaka¿eñ dziêki wykorzystaniu
w laboratoriach metody PCR. Równie¿ w przypadku
diagnostyki A. phagocytophilum metoda ta znalaz³a
du¿e zastosowanie. Amplifikacja genu 16S rRNA
A. phagocytophilum zaraz po metodach serologicz-
nych jest najczê�ciej u¿ywan¹ metod¹ potwierdzania
zaka¿enia. Ma ona szerokie zastosowanie gdy¿ mo¿e
s³u¿yæ do detekcji i identyfikacji drobnoustrojów
w próbkach krwi pacjentów, bioptatach skóry, a tak¿e
u samych kleszczy [45, 55].

PCR by³ wykorzystany jako narzêdzie diagno-
styczne w 73% przypadków stwierdzonych w Europie.
W 4 przypadkach (27%) serologicznie pozytywnych
wynik reakcji PCR by³ negatywny, tak wiêc negatywne
wyniki PCR nie mog¹ stanowiæ podstawy do wyklu-
czenia anaplazmozy [3, 11, 40, 59].

7.3.2. P F G E. W nowym podziale taksonomicz-
nym wyró¿niono jeden gatunek Anaplasma phago-
cytophilum, mimo jego heterogenno�ci biologicznej
i klinicznej. W zale¿no�ci od lokalizacji geograficznej
spotyka siê ró¿nice w zapadalno�ci i obrazie klinicz-
nym infekcji u ró¿nych gospodarzy [1, 10]. Badania
genomowego DNA metod¹ PFGE [25] przeprowa-
dzono na izolatach od ludzi, koni i byd³a z Ameryki
Pó³nocnej. U¿yte enzymy restrykcyjne AscI, EagI,
PmeI, SwaI i SgfI da³y powtarzalne produkty od 3 do
11 pr¹¿ków. Ka¿dy izolat mia³ identyczny wzór PFGE
dla ka¿dego enzymu. Badania te potwierdzaj¹ rozmiar
genomu A. phagocytophilum tak jak i wysoki stopieñ
podobieñstwa w�ród szczepów wystêpuj¹cych w Ame-
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ryce Pó³nocnej. Mimo, ¿e badaniami objêto ograniczo-
ne regiony genomu, jest interesuj¹ce, ¿e nie ma ró¿nic
w rozmiarze genomu ani wzorach ciêcia enzymami
restrykcyjnymi, nawet pomiêdzy izolatami z przeciw-
leg³ych czê�ci kontynentu. Analiza ta pokaza³a ponad-
to, ¿e pó³nocno-amerykañskie izolaty A. phagocyto-
philum s¹ mniej heterogenne oraz ¿e ró¿ni¹ siê one od
szczepów europejskich.

7.3.3. M L S T. Metoda MLST nale¿y do nowo-
czesnych metod molekularnych. Polega ona na anali-
zie sekwencji nukleotydowych fragmentów DNA ró¿-
nych genów (np. genów podstawowego metabolizmu
komórki). Metoda MLST w przeciwieñstwie do metody
PFGE wykrywa zmiany stosunkowo wolno akumulu-
j¹ce siê w genomie. Ze wzglêdu na zdolno�æ wychwy-
tywania nawet odleglejszych pokrewieñstw miêdzy
izolatami mo¿e byæ z powodzeniem stosowana do
wykrywania szczepów oraz do monitorowania ich
globalnego rozprzestrzeniana siê. Wyniki uzyskiwane
przy u¿yciu metody MLST s¹ jednoznaczne i mo¿na je
wykorzystywaæ do porównywania z danymi pochodz¹-
cymi z ró¿nych laboratoriów na ca³ym �wiecie. Istotne
by³oby porównanie t¹ metod¹ szczepów izolowanych
w Europie ze szczepami z Ameryki Pó³nocnej.

7. Leczenie

Dla gatunków Anaplasma spp. i Ehrlichia spp. testy
wra¿liwo�ci na antybiotyki nie s¹ rutynowo wykony-
wane. Spowodowane jest to brakiem mo¿liwo�ci lub
du¿ymi trudno�ciami w uzyskaniu hodowli jak i d³u-
gim czasem oczekiwania na wynik.

Decyzja o leczeniu powinna byæ oparta na obja-
wach klinicznych i danych epidemiologicznych. Nie
powinna byæ nigdy opó�niana z powodu oczekiwania
na wynik laboratoryjny. Opó�nienie lub zastosowanie
niew³a�ciwej terapii mo¿e prowadziæ do ciê¿kiego
przebiegu choroby i powik³añ, a nawet �mierci pacjen-
ta, szczególnie w przypadku osób starszych. Znaczn¹
aktywno�æ w stosunku do Anaplasma phagocyto-
philum wykazuj¹ antybiotyki takie jak doksycyklina,
rifampicyna i fluorochinolony, natomiast jest ona opor-
na na klindamycynê, trimetoprim-sulfametoksazol,
imipenem, a równie¿ na ampicylinê, amoksycylinê,
ceftriakson, erytromycynê, klarytromycynê. Chloram-
fenikol i gentamycyna wykazuj¹ s³ab¹ aktywno�æ
przeciwko A. phagocytophilum i nie powinny byæ
stosowane [56]. Tetracykliny s¹ lekami z wyboru do
leczenia pacjentów z HA, szczególnie dla dzieci star-
szych (powy¿ej 12 lat) i doros³ych. U doros³ych sto-
suje siê j¹ w dawce 500 mg 4×dz. p.o. Doksycyklinê
stosuje siê u doros³ych w dawce 100 mg dwa razy
dziennie, a u dzieci w dawce 3 mg/kg/24 h przez 7 do

10 dni. Ze wzglêdu na mo¿liwo�æ wspó³zaka¿enia
z B. burgdorferi, a tak¿e czêsto braku swoistych dla
A. phagocytophilum objawów niektórzy uwa¿aj¹, ze
podanie doksycykliny jest postêpowaniem z wyboru,
bowiem antybiotyk ten pokrywa swoim spektrum ak-
tywno�ci obydwa drobnoustroje.

W przypadkach nietolerancji doksycykliny jak i do
leczenia dzieci m³odszych ni¿ 12 lat (potencjalne od-
barwianie zêbów), pacjentów ze schorzeniami aler-
gicznymi, pacjentów z nietolerancj¹ ¿o³¹dkow¹ oraz
kobiet w ci¹¿y wskazana jest rifampicyna i chinolony.
M a u r i n  i wsp. [.?.] przeprowadzili badania wra¿-
liwo�ci na antybiotyki dla 8 szczepów Anaplasma
phagocytophilum z USA, które tak¿e potwierdzaj¹, ¿e
doksycyklina, rifampicyna i levofloksacyna s¹ najbar-
dziej aktywnymi antybiotykami in vitro wobec tych
szczepów. Rifampicyna in vivo nigdy nie jest stosowana
w monoterapii. Symptomy ustêpuj¹ wci¹gu 24�48 go-
dzin od rozpoczêcia leczenia. W przypadku braku od-
powiedzi na leczenie powinna byæ rozpatrywana inna
diagnoza. [41, 50].

9. Prewencja

Najlepsz¹ metod¹ zapobiegania anaplazmozie i in-
nym chorobom odkleszczowym jest ograniczenie
transmisji, a wiêc unikanie ekspozycji na kleszcze.
Stosowanie odpowiedniego ubioru zabezpieczaj¹cego
przed kleszczami, u¿ywanie chemicznych �rodków od-
straszaj¹cych znacznie redukuje ryzyko ataku kleszczy,
a tym samym zaka¿enia chorobami odkleszczowymi
[52, 81]. Do zaka¿enia A. phagocytophilum mo¿e do-
chodziæ w ci¹gu pierwszych godzin ¿erowania klesz-
cza, dlatego po ka¿dym pobycie w miejscach poten-
cjalnie zagro¿onych wystêpowaniem kleszczy nale¿y
ogl¹daæ dok³adnie ca³e cia³o i natychmiast usun¹æ
kleszcza. Badanie stopnia zaka¿enia kleszczy na da-
nym terenie i �wiadomo�æ mieszkañców o potencjal-
nym zagro¿eniu z ich strony powinny pozytywnie
wp³ywaæ na profilaktykê chorób odkleszczowych [17].

Ze wzglêdu na wysok¹ skuteczno�æ leczenia anty-
biotykami, nie istnieje zapotrzebowanie na szczepionkê
przeciwko anaplazmozie. Ponadto, by³aby ona trudna
do otrzymania gdy¿ wykazano, ¿e przebycie choroby
nie powoduje wytworzenia odporno�ci. Psy, które
przeby³y ostr¹ anaplazmozê by³y ponownie wra¿liwe
na zaka¿enie [35].

10. Badania w Polsce

Mimo, i¿ anaplazmoza jest jednostk¹ chorobow¹
diagnozowan¹ od niedawna, a przypadki jej wystêpo-
wania w Polsce s¹ raczej sporadyczne, zainteresowanie
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�rodowiska naukowego zajmuj¹cego siê zoonozami
jest stosunkowo du¿e.

Pierwsze trzy przypadki ostrej HGE w Polsce zosta³y
opisane przez T y l e w s k ¹ - W i e r z b a n o w s k ¹
i wsp. [74] w roku 2001. Rozpoznanie przeprowadzono
na podstanie IFA i reakcji PCR. Sprawdzono obecno�æ
morul w preparacie krwi. Opieraj¹c siê na kryteriach
CDC [20] wszystkie trzy przypadki zosta³y sklasyfiko-
wane jako HGE. U¿ywaj¹c kryteriów rekomendowa-
nych przez grupê ekspertów [22, 82] dwa przypadki
zosta³y rozpoznane jako HGE, a jeden jako prawdo-
podobne HGE.

Badania przeprowadzane przez G r z e s z c z u k
i wsp. [36] potwierdzi³y wystêpowanie anaplazmy
w ekosystemie endemicznym dla Ixodes ricinus, jakim
jest Bia³owieski Park Narodowy. U badanych osób
pozytywny wynik serologiczny stwierdzono u 6,2%
(8/130). Nie znaleziono powi¹zañ pomiêdzy pozytyw-
nym wynikiem IFA, a ugryzieniem przez kleszcze jak
równie¿ wykonywan¹ prac¹ na terenach zagro¿onych.
Zauwa¿ono wiêksze prawdopodobieñstwo wystêpo-
wania przeciwcia³ anty-HGE u osób, u których zdia-
gnozowano boreliozê. U doros³ych kleszczy czynnik
HGE by³ obecny w 19,5% (59/302) przypadków
i u nimf w 1,4% (1/74). U 16,7% (10/59) kleszczy
zaka¿onych czynnikiem HGE stwierdzono wspó³zaka-
¿enie Borrelia burgdorferi.

Ocenê czêsto�ci wystêpowania swoistych przeciw-
cia³ przeciwko czynnikowi HGE u pracowników eks-
ploatacji lasów w powiecie zamojskim przedstawili
C h m i e l e w s k a - B a d o r a  i wsp. [21] Wyniki do-
datnie uzyskano dla 21,5% z grupy badanej. Osoby
pracuj¹ce fizycznie czê�ciej wykazywa³y wyniki dodat-
nie ni¿ osoby wykonuj¹ce pracê biurow¹. W grupie
kontrolnej wynik seropozytywny stwierdzono tylko
w 5,3%. Uzyskane wyniki wskazuj¹ na obecno�æ ana-
plazmy na obszarach wiejskich oraz na potrzebê prze-
prowadzenia badañ opisuj¹cych czêsto�ci zaka¿enia
kleszczy na tym terenie.

B u k o w s k a  i wsp. [18] okre�lili wystêpowanie
swoistych przeciwcia³ dla czynnika HGE i Babesia
microti u ¿o³nierzy s³u¿by zasadniczej stacjonuj¹-
cych w pó³nocno-wschodniej Polsce. Wyniki otrzyma-
ne stwierdzaj¹ wystêpowanie HA na poziomie 16,2%
(23/142) przed ekspozycj¹ na kleszcze i wzrost po po-
tencjalnej ekspozycji do 23,9% (34/142).

Badania przeprowadzone przez F o t a - M a r k o w -
s k ¹  i wsp. [33] oceni³y czêsto�æ wystêpowania prze-
ciwcia³ przeciw czynnikowi HGE i krêtków Borrelia
burgdorferi u pracowników Roztoczañskiego Parku
Narodowego. Przeciwcia³a przeciw czynnikowi HGE
stwierdzono w surowicy 23,6% (13/55) pracowników,
u 16,4% (9/55) wykryto wy³¹cznie przeciwcia³a anty-
czynnikowi HGE, a w 7,3% (4/55) stwierdzono wspó³-
wystêpowanie przeciwcia³ przeciw obu drobnoustrojom.

Badania dotycz¹ce szczegó³owej oceny stopnia wy-
stêpowania E. phagocytophila u kleszczy I. ricinus na
Pomorzu Zachodnim przedstawi³y S k o t a r c z a k
i R y m a s z e w s k a  [69]. W analizowanej populacji
kleszczy wykry³a czynnik HGE w 1,75% (17/971),
w tym 2,12% (13/613) zebranych wiosn¹ i 1,21%
(4/358) zebranych jesieni¹. W analizowanej populacji
wykryto te¿ zaka¿enia mieszane dwoma drobnoustro-
jami B. burgdorferi i Babesia microti oraz trzema
B. burgdorferi, Babesia microti i czynnika HGE [70].
Wyniki badañ potwierdzaj¹ wystêpowanie E. phago-
cytophila u kleszczy Pomorza Zachodniego. Zauwa¿o-
no te¿ du¿e dysproporcje w stopniu zaka¿enia kleszczy,
które mog¹ wynikaæ z ró¿nic zagêszczenia zwierzyny
bêd¹cej naturalnym rezerwuarem E. phagocytophila.

S k o t a r c z a k  i wsp. [70] ustali³a wspó³wystêpo-
wanie B. burgdorferi z A. phagocytophilum i B. microti
na poziomie 3,75% dla 2 lub 3 drobnoustrojów.

Badania S t a ñ c z a k  i wsp. [71] z 2002 roku prze-
prowadzone u 424 kleszczy z Pomorza pokazuj¹ wy-
stêpowanie czynnika HGE w 19,2%, B. burgdorferi
w 11,6%. Wspó³wystêpowanie obu patogenów stwier-
dzono w 5%.

Analizê 11 przypadków przedstawi³ K o n d r u s i k
i wsp. [49]. U 11 chorych stwierdzono przeciwcia³a
przeciwko Ehrlichia chaffenssis klasy IgM. U 5 pa-
cjentów (45,4%) rozpoznano boreliozê, która zosta³a
potwierdzona wystêpowaniem w surowicy przeciwcia³
w klasie IgM lub IgG. Równocze�nie u 3 (27,2%) cho-
rych wykazano przeciwcia³a przeciwko wirusowi
kleszczowego zapalenia mózgu. W przypadku jednego
chorego stwierdzono w surowicy równocze�nie prze-
ciwcia³a przeciwko trzem badanym czynnikom. U ¿ad-
nego z pacjentów nie stwierdzono charakterystycz-
nych dla anaplazmozy leukopenii, trombocytopenii ani
zwiêkszonej aktywno�ci aminotransferaz.

Ostatnie badania oceny przeciwcia³ swoistych dla
A. phagocytophilum w Polsce przeprowadzone przez
G r z e s z c z u k  i wsp. w 2004 roku potwierdzi³y wy-
stêpowanie zaka¿eñ u 7,2% (n = 125) w grupie ryzyka
(pracownicy Bia³owieskiego Parku Narodowego) [37]
i 9,1% (n = 450) u mieszkañców regionu pó³nocno-
-wschodniej Polski [38]. Charakterystyczne by³o wy-
stêpowanie zaka¿eñ klinicznie bezobjawowych. Jedno-
cze�nie dokonano oceny stopnia wystêpowania zaka-
¿enia A. phagocytophilum kleszczy, które stwierdzono
w 8,7% (2,3�13,7%, n = 559) [38].

Badanie przeprowadzone w 2003 roku na podsta-
wie ankiety grupy 300 osób (mieszkañców lubelszczyz-
ny) przez B u c z e k  i wsp. [17] wykaza³o, ¿e 79%
mieszkañców stosuje jedn¹ z metod profilaktyki. �rod-
ki odstraszaj¹ce stosuje 38% osób, 35% ankietowa-
nych nosi ubranie chroni¹ce przed atakiem kleszczy
a 3% nie siada na trawie. Niewielki procent (3%) sto-
suje inne metody takie jak np. palenie papierosów,
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smarowanie cia³a olejkami i benzyn¹. Z badañ wyni-
ka, ¿e du¿o osób nie dostrzega zagro¿enia wynikaj¹ce-
go z paso¿ytowania kleszczy. Wskazuje to na niski po-
ziom edukacji dotycz¹cej chorób odkleszczowych. Na
uwagê zas³uguje du¿a popularno�æ �rodków odstrasza-
j¹cych, a niewielki stopieñ korzystania z prostych spo-
sobów takich jak odpowiedni ubiór oraz odpowiednie
zachowanie w miejscu potencjalnego ryzyka.

11. Podsumowanie

Wzrost zainteresowania w ostatnim czasie Anaplas-
ma phagocytophilum spowodowa³ ujawnienie wiêkszej
liczby przypadków zachorowañ. Na podstawie prze-
prowadzonych badañ wyci¹gniêto wniosek, ¿e obszar
wystêpowania anaplazmozy pokrywa siê z terenem
wystêpowania innych chorób odkleszczowych. Bada-
nia przeprowadzone w Polsce na obszarach endemicz-
nych dla boreliozy potwierdzi³y wystêpowanie A. pha-
gocytophilum. Badania wykonane przez polskich
badaczy potwierdzaj¹ wystêpowanie A. phagocytophi-
lum [18, 36, 38, 74] jak i E. chaffeensis [49] u klesz-
czy. Ogólne zaka¿enie kleszczy w Polsce wynosi oko³o
2% (�rednia z ostatnich 3 lat) [69]. Badania wykonane
przez S k o t a r c z a k, W o d e c k ¹  i R y m a s z e w -
s k ¹  potwierdzaj¹ zaka¿enia kleszczy A. phago-
cytophilum w województwie zachodniopomorskim.
Uzyskane wyniki przez C h m i e l e w s k ¹ - B a d o r a
i F o t a - M a r k o w s k ¹  [21, 33] wskazuj¹ na obec-
no�æ A. phagocytophilum na obszarze po³udniowo-
-wschodniej (Roztoczañskiego Parku Narodowego i po-
wiecie zamojskim), a G r z e s z c z u k  na obszarze
pó³nocno-wschodniej Polski [36, 37, 38].

Dla lekarzy praktyków dostêpno�æ wyników badañ
nad stopniem zaka¿enia kleszczy na danym terenie,
wykonywanych przez o�rodki naukowe jest cenn¹
wskazówk¹ przy rozpoznaniu. Znajomo�æ odpowied-
nich metod diagnostycznych wykrywaj¹cych Anaplaz-
ma phagocytophilum, interpretacji wyników i powi¹-
zania ich z objawami pacjenta jest bardzo wa¿ne dla
zastosowania odpowiedniej terapii. Wiêkszo�æ zaka-
¿eñ mo¿e pozostawaæ niezdiagnozowana z powodu
niespecyficznych objawów, braku doniesienia o pogry-
zieniu przez kleszcze jak równie¿ ma³ej dostêpno�ci
do odpowiednich testów i nowoczesnych metod diag-
nostycznych.

Wzrost zainteresowania o�rodków badawczych te-
matyk¹ anaplazmy, stopniem zaka¿enia kleszczy, rezer-
wuaru i ludzi, poprawa �wiadomo�ci lekarzy na temat
epidemiologi, kliniki i metod diagnostycznych w roz-
poznawaniu infekcji Anaplazma phagocytophilum
jest skutkiem wzrostu liczby zachorowañ. Uwa¿a siê
równie¿, ¿e do wzrostu zachorowañ przyczyni³y siê
zmiany ekologiczne w Europie, tak¿e w Polsce,

cieplejsze zimy i d³u¿sze lata. Zwiêkszona liczba pod-
ró¿y miêdzy kontynentami zwiêksza ryzyko wyst¹pie-
nia zarówno anaplazmozy jak i ehrlichiozy.
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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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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 (GMMs) 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.
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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-

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

In situ    Ex situ   

Intrinsic Engineered Engineered 

Solid phase Liquid phase

Vapor phase 

Solid phase Liquid phase

Vapor phase 

Fig. 1. The categories of bioremediation approaches
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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 I.

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

In situ techniques
Intrinsic bioremediation PAHs, PCBs, phenolic compounds, pesticides, petroleum compounds, chlorinated hydrocarbons,

dioxines, organic solvents

Bioventing BTEX, petroleum hydrocarbons

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

Biostimulation Trichlorethylene, phenolic compounds

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

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

T a b l e  I
The classification of bioremediation technologies

Bioremediation
technology Contaminants treated

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

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 $-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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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 106 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.

Fig. 2. The major microbial and environmental factors affecting bioremediation

 Factors affecting bioremediation 

  Microbial                                               Environmental 

Biomass 
Population biodiversity 
Growth in the presence of toxic 
compounds 
Enzyme induction 
Enrichment of the capable microbial 
populations 
Production of toxic intermediates 
Mutation and horizontal gene transfer 

Moisture content 
Nutrients and co-substrates 
Bioavailability 
Oxygen  
Oxidation/reduction potential 
Temperature 
pH 
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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, B a r a t h i  and Va s u d e v a n
[7] observed enhanced bioremediation of petroleum
hydrocarbons after the introduction of Pseudomonas
fluorescens 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]. P a v e l  and S h i n g l e r  [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.
K u m a r a r u  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

(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. R a m o s - G o n z a l e s  et al. [64] observed
high frequencies of transfer and expression of TOL
plasmid in soil between a donor P. putida EEZ15 and
recipients P. aeruginosa 7NSK2, P. fluorescens EEZ20
and P. stutzeri EEZ22. In these cases the gen transfer
frequency was on the order of 1 to 10�2 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 108 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. R a m o s - G o n z a l e s
et al. [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, H o l l o w e l l
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]. W i e s e l  et al. [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. S t o r m o  and C r a w f o r d
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[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, K a s a i
et al. [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. Ve n o s a
et al. [89] suggest that manipulating the supply of N

and P may result in different microbial populations.
S m i t h  et al. [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, Ve n o s a  et al. [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]. S i c i l i a n o  et al.
[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]. R a d w a n  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. S i c i l i a n o  and G e r m i d a  [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, P f e n d e r  [61]
observed that inoculation of Panicum milaceum L.
with Pseudomonas strain SR3, resulted in the reduc-

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 rRNA 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]. D u T e a u  et al. [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, W a t a n a b e  et al. [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 N a k a m u r a  et al. [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 rDNA
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

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, L i u  et al.
[42] and M i l l s  et al. [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. M a r g e s i n  et al. [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.



236 AGNIESZKA MROZIK, ZOFIA PIOTROWSKA-SEGET, SYLWIA £ABU¯EK

References

1. Allard A.S., Neilson A.H.: Bioremediation of organic waste
sites: a critical review of microbiological aspects. Int. Bio-
deterior. Biodegr. 39, 253�285 (1997)

2. Amann R., Glöcker F.O., Neef A.: Modern methods in sub-
surface microbiology � in situ identification of microorgan-
isms with nucleic acid probes. FEMS Microbiol. Rev. 20,
191�200 (1997)

3. Anderson T.A., Walton B.T.: Comparative fate of [14C]tri-
chloroethylene in the root zone of plants from a former solvent
disposal site. Environ. Toxicol. Chem. 14, 2041�2047 (1995)

4. Annweiler E., Richnow H.H., Antranikian G., Hebenbrock S.,
Garms C., Franke S., Francke W., Michaelis W.: Naphthalene
degradation and incorporation of naphthalene-derived carbon
into biomass by the termophilic Bacillus thermoleovorans.
Appl. Environ. Microbiol. 66, 518�523 (2000)

5. Atlas R.M.: Microbial degradation of petroleum hydro-
carbons: an environmental perspective. Microbiol. Rev. 45,
180�209 (1981)

6. Atlas R.M.: Petroleum biodegradation and oil spill bioreme-
diation. Mar. Pollut. Bull. 31, 178�182 (1995)

7. Barathi S., Vasudevan N.: Bioremediation of crude oil con-
taminated soil by bioaugmentation of Pseudomonas fluores-
cens SN1. J. Environ. Sci. Health Part A, 38, 1857�1866
(2003)

8. Barbieri S. M.: Regulation and expression of degradative
plasmids in Pseudomonas. Ciencia ê Cultura, 42, 317� 324
(1990)

9. Boopathy R.: Factors limiting bioremediation technologies.
Bioresour. Technol. 74, 63�67 (2000)

10. Boopathy R.: Anaerobic biotransformation of carbon tetra-
chloride under various electron acceptor conditions. Bio-
resour. Technol. 84, 69�73 (2002)

11. Caldwell M.E., Tanner R.S., Suflita J.M.: Microbial meta-
bolism of benzene and the oxidation of ferrous iron under
anaerobic conditions: implications for bioremediation.
Anaerobe, 5, 595�603 (1999)

12. Capelli S.M., Busalmen J.P., de Sanchez S.R.: Hydrocarbon
bioremediation of a mineral-base contaminated waste from
crude oil extraction by indigenous bacteria. Int. Biodeterior.
Biodegr. 47, 233�238, (2001)

13. Chang B.V., Wu W.B., Yuan S.Y.: Biodegradation of ben-
zene, toluene, and other aromatic compounds by Pseudomonas
sp. D8. Chemosphere, 35, 2807�2815 (1997)

14. Coates J.D., Woodward J., Allen J., Philph P, Lovley D.R.:
Anaerobic degradation of polycyclic hydrocarbons and alkanes
in petroleum-contaminated marine harbor sediment. Appl.
Environ. Microbiol. 63, 3589�3593 (1997)

15. Coates J.D., Anderson R.T.: Emerging techniques for anaero-
bic bioremediation of contaminated environments. Trends
Biotechnol. 18, 408�412 (2000)

16. Dagley S.: Catabolism of aromatic compounds by micro-
organisms. Adv. Microbiol. Physiol. 6, 1�46 (1971)

17. Dean-Ross D., Moody J.D., Freeman J.P., Doerge D.R.,
Cerniglia C.E.: Metabolism of anthracene by Rhodococcus
species. FEMS Microbiol. Lett. 204, 205�211 (2001)

18. Dojika M.A., Hugenholtz P., Haacck S.K., Pace N.R.:
Microbial diversity in a hydrocarbon- and chlorinated- solvent-
contaminated aquifer undergoing intrinsic bioremediation.
Appl. Environ. Microbiol. 64, 3869�3898 (1998)

19. DuTeau N.M., Rogers J.D., Bartholomay C.T., Reardon K.F.:
Species-specific oligonucleotides for enumeration of Pseudo-
monas putida F1, Burkholderia sp. strain JS150, and Bacil-

lus subtilis ATCC 7003 in biodegradation experiment. Appl.
Environ. Microbiol. 64, 4994�4999 (1998)

20. Eichner C.A., Erb R.W., Timmis K.N., Wagner-Dobler I.:
Thermal gradient gel electrophoresis analysis of bioprotec-
tion from pollutant shocks in the activated sludge microbial
community. Appl. Environ. Microbiol. 65, 102�109 (1999)

21. Erickson B.D., Mondello F.J.: Nucleotide sequencing and
transcriptional mapping of the genes encoding biphenyl dio-
xygenese, a multi component polychlorinated-biphenyl-
degrading enzyme in Pseudomonas strain LB400. J. Bacteriol.
174, 2903�2912 (1992)

22. Futamata H., Harayama S., Watanabe K.: Group-specific
monitoring of phenol-hydroxylase genes for a functional as-
sessment of phenol-stimulated trichloroethylene bioremedia-
tion. Appl. Environ. Microbiol. 67, 4671�4677 (2001)

23. Gibson D.T., Resnick S.M., Lee K., Brand J.M., Torok D.S.,
Wackett L.P., Schocken M.J., Haigler B.E.: Desaturation,
dioxygenation, and monooxygenation reactions catalyzed
by naphthalene dioxygenase from Pseudomonas sp. strain
9816�4. J. Bacteriol. 177, 2615�2621 (1995)

24. Gogoi B.K., Dutta N.N., Goswami P., Mohan T.R.K.: A case
study of bioremediation of petroleum-hydrocarbon conta-
minated soil at a crude oil spill site. Adv. Environ. Res. 7,
767�782 (2003)

25. Grinmberg S.J., Stringfellow W.T., Aitken M.D.: Quantifying
the biodegradation of phenanthrene by Pseudomonas stutzeri
P16 in the presence of nonionoc surfactant. Appl. Environ.
Microbiol. 62, 2387�2392 (1996)

26. Harayama S.: Polycyclic aromatic hydrocarbon bioreme-
diation design. Curr. Opin. Biotechnol. 8, 268�273 (1997)

27. Harayama S., Kok M., Neidle E.L.: Functional and evolu-
tionary relationships among diverse oxygenases. Annu. Rev.
Microbiol. 46, 565�602 (1992)

28. Head, I.M., Swannell R.P.J.: Bioremediation of petroleum
hydrocarbon contaminants in marine habitats. Curr. Opin.
Biotechnol. 10, 234�239 (1999)

29. Hoeppel R.E., Hinchee R.E.: Enhanced bioremediation for
on-site remediation of contaminated soils and ground water.
Environ. Sci. Pollut. Control Ser. 6, 311�331 (1994)

30. Hollowell G.P., Kuykendall L.D., Gillette W.K., Hashem
F.M., Hou L-H., Tatem H.E., Dutta S.K.: Genetic transfer and
expression of plasmid RP4: TOL in Sinorhizobium meliloti,
Bradyrhizobium japonicum and B. elkanii. Soil Biol. Biochem.
31, 1811�1819 (1999)

31. Hooker B.S., Skeen R.S.: Intrinsic bioremediation: an envi-
ronmental restoration technology. Curr. Opin. Biotechnol. 7,
317�320 (1996)

32. Iwamoto T., Nasu M.: Current bioremediation practice and
perspective. J. Biosci. Bioeng. 92, 1�8 (2001)

33. Johnson S.J., Woolhouse K.J., Prommer H., Barry D.A.,
Christofi N.: Contribution of anaerobic microbial activity to
natural attenuation of benzene in groundwater. Eng. Geol. 70,
343�349 (2003)

34. Jones W.R.: Practical applications of marine bioremediation.
Curr. Opin. Biotechnol. 9, 300�304 (1998)

35. Jordahl J.L., Foster L., Schnoor J.L., Alvarez P.J.J.: Effect of
hybrid poplar trees on microbial population important to
hazardous waste bioremediation. Environ. Toxicol. Chem. 16,
1318�1321 (1997)

36. Kanaly R.A., Harayama S.: Biodegradation of high-molecu-
lar-weight polycyclic aromatic hydrocarbons by bacteria.
J. Bacteriol. 182, 2059�2067 (2000)

37. Kasai Y., Kishira H., Harayama S.: Bacteria belonging to the
genus Cyclostaticus play a primary role in the degradation of



237BACTERIA IN BIOREMEDIATION OF HYDROCARBON-CONTAMINATED ENVIRONMENTS

aromatic hydrocarbon released in a marine environment.
Appl. Environ. Microbiol. 68, 5625�5633 (2002)

38. Kogure K., Simidzu U., Kaga T.: A tentative direct
microcoscopic method for counting living marine bacteria.
Can. J. Microbiol. 25, 415�420 (1979)

39. Kumararu T., Suenaga H., Mitsuoka M., Watanabe T.,
Furukawa K.: Enhanced degradation of polychlorinated
biphenyls by direct evolution of biphenyl dioxygenase. Nature
Biotechnol. 16, 663�666 (1998)

40. Lang S., Wullbrand D.: Rhamnose lipids-biosynthesis, micro-
bial production and application potential. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 51, 22�32 (1999)

41. Li G., Huang W., Lerner D.N., Zhang X.: Enrichment of
degrading microbes and bioremediation of petrochemical
contaminants in polluted soil. Water Res. 34, 3845�3853
(2000)

42. Liu W-T., Marsh T.L., Cheng H., Forney L.J.: Characteriza-
tion of microbial diversity by determining terminal restric-
tion fragment lenght polymorphisms of genes encoding 16S
rRNA. Appl. Environ. Microbiol. 63, 4516�4522 (1997)

43. MacNaughton S.J., Stephen J.R., Venosa A.D., Davis G.A.,
Chang Y.J., White D.C.: Microbial population changes during
bioremediation of an experimental oil spill. Appl. Environ.
Microbiol. 65, 3566�3574 (1999)

44. Madsen E.L., Sinclair J.L., Ghiorse W.C.: In situ biodegra-
dation: microbiological patterns in a contaminated aquifer.
Science, 252, 830�833 (1991)

45. Madsen E.L.: Methods for the determining biodegradability
(in) Manual of environmental microbiology, eds. Hurst C.J.,
Knudsen G.R., Mc Inerney M.J., Stetzenbach L.D., Walter
M.V., ASM Press, Washington, 1997, pp. 753�757

46. Margesin R., Zimmerbauer A., Schinner F.: Monitoring of
bioremediation by soil biological activities. Chemosphere,
40, 339�346 (2000).

47. Margesin R., Schinner F.: Bioremediation (natural attenua-
tion and biostimulation) of diesel-oil-contaminated soil in an
alpine glacier skiing area. Appl. Environ. Microbiol. 67,
3127�3133 (2001)

48. Mauro G.: Mega Borg spill of the Texas cost: a report on the
effects on bioremediation. Bioremediation Symposium, Lamar
University, Beaumont, USA, 1990

49. Mearns A.J.: Cleaning oiled shores: putting bioremediation
to the test. Spill Sci. Technol. Bull. 4, 209�217 (1997)

50. Mills D.K., Fitzgerald D.K., Litchfield C.D., Gillevet P.M.:
A comparison of DNA profiling techniques for monitoring
nutrient impact on microbial community composition during
bioremediation of petroleum-contaminated soils. J. Microbiol.
Meth. 54, 57�74 (2003)

51. Moller J., Ingvorsen H.: Biodegradation of phenanthrene in
soil microcosms stimulated by an introduced Alcaligenes sp.
FEMS Microbiol. Ecol. 102, 271�278 (1993)

52. Moody J.D., Freeman J.P., Doerge D.R., Cerniglia C.E.:
Degradation of phenanthrene and anthracene by cell suspen-
sions of Mycobacterium sp. strain PYR-1. Appl. Environ.
Microbiol. 67, 1476�1483 (2001)

53. Mrozik A., Piotrowska-Seget Z., £abu¿ek S.: Bacterial degra-
dation and bioremediation of polycyclic aromatic hydrocar-
bons. Pol. J. Environ. Stud. 12, 15�25 (2003)

54. Nakamura K., Ishida H., Iizumi T., Shibuya K., Okamura K.:
Quantitative PCR-detection of a phenol-utilizing bacterium,
Ralstonia eutropha KT-1, injected to a trichloroethylene-con-
taminated site. Environ. Eng. Res. 37, 267�278 (2000)

55. Navon-Venezia S., Banin E., Ron E.Z., Rosenberg E.:
The bioemulsifier alasan: role of protein in maintaining struc-

ture and activity. Appl. Microbiol. Biotechnol. 49, 382�284
(1998)

56. Neilson A.H., Allard A.S.: Microbial metabolism of PAHs and
heteroarenes (in) The handbook of environmental chemistry,
ed. Neilson, A.H. Springer-Verlag, Berlin, Heilderberg, Ger-
many, 1998, pp 1�64

57. O�Connell K.P., Goodman R.M., Handelsman J.: Engineering
the rhizosphere: expressing a bias. Trends Biotechnol. 14,
83�88 (1996)

58. Olsen R.A., Bakken L.R.: Viability of soil bacteria, optimi-
zation of plate-counting technique and comparison between
total counts and plate counts within different size groups.
Microbiol. Ecol. 13, 59�74 (1987)

59. Pavel H., Shingler V.: An aromatic effector specifity mutant
of the transcriptional regulator DmpR overcomes the growth
constraints of Pseudomonas sp. strain CF600. J. Bacteriol.
176, 7550�7557 (1994)

60. Peters M., Heinaru E., Talpsep H., Ward H., Stottmeister U.,
Heinaru A., Nurk A.: Acquisition of a deliberately introduced
phenol degradation operon, pheAB, by different indigenous
Pseudomonas species. Appl. Environ. Microbiol. 63, 4899�
4906 (1997)

61. Pfender W.F.: Bioremediation bacteria to protect plants in
pentachlorophenol-contaminated soil. J. Environ. Qual. 25,
1256�1260 (1996)

62. Pinyakong O., Habe H., Supaka N., Pinpanichkarn P.,
Juntongjin K., Yoshida T., Furihata K., Nojiri H., Yamane H.,
Omori T.: Identification of novel metabolites in the degrada-
tion of phenanthrene by Sphingomonas sp. strain P2. FEMS
Microbiol. Lett. 191, 115�121(2000)

63. Radwan S.S., Awadhi H., Sorkhoh N.S., El-Nemr I.M.:
Rhizospheric hydrocarbon-utilizing microorganisms as po-
tential contributors to phytoremediation for the oily Kuwaiti
desert. Microbiol. Res. 153, 247�251 (1998)

64. Ramos-Gonzales M.J., Duque E., Ramos J.L.: Conjugational
transfer of recombinant DNA in cultures and in soils: Host
range of Pseudomonas putida TPL plasmids. Appl. Environ.
Microbiol. 57, 3020�3027 (1991)

65. Raymond R.L., Hudson J.O., Jamison V.W.: Oil degradation
in soil. Appl. Environ. Microbiol. 31, 522�535 (1996)

66. Reilley K.A., Banks M.K., Schwab A.P.: Dissipation of poly-
cyclic aromatic hydrocarbons in the rhizosphere. J. Environ.
Qual. 25, 212�219 (1996)

67. Riser-Roberts E.: Remediation of petroleum contaminated
soils. Lewis Publishers, Boca Raton, USA, 1998, p. 134

68. Romantschuk M., Sarand I., Petänen T., Peltola R., Jonsson-
Vihanne M., Koivula T., Yrjälä K., Haahtela K.: Means to
improve the effect of in situ bioremediation of contaminated
soil: an overview of novel approaches. Environ. Pollut. 107,
179�185 (2000)

69. Ron E.Z., Rosenberg E.: Biosurfactants and oil bioremedia-
tion. Curr. Opin. Biotechnol. 13, 249�252 (2002)

70. Ronchel M.C., Ramos C., Jensen L.B., Molin S., Ramos J.L.:
Construction and behavior of biologically contained bac-
teria for environmental applications in bioremediation. Appl.
Environ. Microbiol. 61, 2990�2994 (1995)

71. Rooney-Varga J.N., Anderson R.T., Fraga J.L., Ringelberg D.,
Lovley D.R.: Microbial communities associated with anaero-
bic benzene degradation in a petroleum-contaminated aquifer.
Appl. Environ. Microbiol. 65, 3056�3063 (1999)

72. Samanta S.K., Chakraborti A.K., Jain R.K.: Degradation of
phenanthrene by different bacteria: evidence for novel trans-
formation sequences involving the formation of 1-naphthol.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 53, 98�107 (1999)



238 AGNIESZKA MROZIK, ZOFIA PIOTROWSKA-SEGET, SYLWIA £ABU¯EK

73. Samanta S.K., Singh O.V., Jain R.K.: Polycyclic aromatic
hydrocarbons: environmental pollution and bioremediation.
Trends Biotechnol. 20, 243�248 (2002)

74. Sayler G.S., Ripp S.: Field applications of genetically engi-
neered microorganisms for bioremediation processes. Curr.
Opin. Biotechnol. 11, 286�289 (2000)

75. Seech A.: Biodegradation of pentachlorophenol in soil: re-
sponse to physical, chemical, and biological treatments. Can.
J. Microbiol. 37, 440�444 (1991)

76. Semprini L., Kitanidis P.K., Kampbell D.H., Wilson J.T.:
Anaerobic transformation of chlorinated aliphatic hydrocar-
bons in a sand aquifer based on spatial chemical distribu-
tions. Water Resour. Res. 31, 1051�1062 (1995)

77. Shields M.S., Reagan M.J., Gerger R.R., Compbell R.,
Somerville C.: TOM, a new aromatic degradative plasmid from
Burkholderia (Pseudomonas) cepacia GH. Appl. Environ.
Microbiol. 61, 1352�1356 (1995)

78. Shingler V., Pawlowski J., Marklund U.: Nucleotide sequence
and functional analysis of the complete phenol/3,4-dimethyl-
phenol catabolic pathway of Pseudomonas sp. strain CF600.
J. Bacteriol. 174, 711�724 (1992)

79. Shingler V., Moore T.: Sensing of aromatic compounds by the
DmpR transcriptional activator of phenol catabolizing Pseudo-
monas sp. strain CF600. J. Bacteriol. 176, 1555�1560 (1994)

80. Show L.E., Williams P.A.: Physical and functional mapping
of two cointegrate plasmids derived from PR4 and TOL plas-
mid pDK1. J. Gen. Microbiol. 134, 2463�2474 (1998)

81. Siciliano S.D., Germida J.J.: Mechanisms of phytoremedia-
tion: biochemical and ecological interactions between plants
and bacteria. Environ. Res. 6, 65�79 (1998)

82. Siciliano S.D., Germida J.J., Banks K., Greer C.W.: Changes
in microbial community composition and function during
a polyaromatic hydrocarbon phytoremediation field trial.
Appl. Environ. Microbiol. 69, 483�489 (2003)

83. Smith V.H., Graham D.W., Cleland D.D.: Application of re-
source ratio theory to hydrocarbon degradation. Environ. Sci.
Technol. 32, 3386�3395 (1998)

84. Stormo K.E., Crawford R.L.: Preparation of encapsulated
microbial cells for environmental applications. Appl. Environ.
Microbiol. 58, 727�730 (1992)

85. Susarla S., Medina V.F., McCutcheon S.C.: Phytoremediation:
An ecological solution to organic chemical contamination.
Ecol. Eng. 18, 647�658 (2002)

86. Teramoto M., Futamata H., Harayama S., Watanabe K:.
Characterization of a high-affinity phenol hydroxylase from
Comamonas testosteroni R5 by genes cloning and expresion
in Pseudomonas aeruginosa PAO1c. Mol. Gen. Genet. 262,
552�558 (1999)

87. Tesar M., Reichenauer T.G., Sessitsch A.: Bacterial rhizo-
sphere populations of black poplar and herbal plants to be
used for phytoremediation of diesel fuel. Soil Biol. Biochem.
34, 1883�1892 (2002)

88. U.S. EPA, Bioremediation of hazardous wastes sites: prac-
tical approaches and implementation. (EPA/ 625/K-96/001
May 1996)

89. Venosa A.D., Suidan M.T., Wrenn B.A., Strohmeier K.L.,
Haines J.R., Eberhart B.L., King D., Holder E.: Bio-
remediation of an experimental oil spill on the shoreline
of Delaware Bay. Environ. Sci. Technol. 30, 1764�1775
(1996)

90. Vogel T.M.: Bioaugmentation as a soil bioremediation ap-
proach. Curr. Opin. Biotechnol. 7, 311�316 (1996)

91. Volkering F., Breure A.M., Andel J.G., Rulkens W.H.:
Influence of nonionic surfactants on bioavailability and
biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons. Appl.
Environ. Microbiol. 61, 1699�1705 (1995)

92. Walter M.W.: Bioaugmentation (in) Manual of environmen-
tal microbiology, eds. Hurst C.J., Knudsen G.R., Mc Inerney
M.J., Stetzenbach L.D., Walter M.V. ASM Press, Washing-
ton, 1997, pp. 753�757

93. Watanabe K.: Microorganisms relevant to bioremediation.
Curr. Opin. Biotechnol. 12, 237�241 (2001)

94. Watanabe K., Watanabe K., Kodama M.Y., Syutsubo M.K.,
Harayama S.M.: Molecular characterization of bacterial
population in petroleum-contaminated groundwater dis-
charged from underground crude oil storage cavities. Appl.
Environ. Microbiol. 66, 4803�4809 (2000)

95. Watanabe K., Futamata H., Harayama S.: Understanding the
diversity in catabolic potential of microorganisms for the
development of bioremediation strategy. Antonie van
Leeuwenhoek, 81, 655�663 (2002)

96. Watanabe K., Hamamura N.: Molecular and physiological
approaches to understanding the ecology of pollutant de-
gradation. Curr. Opin. Biotechnol. 14, 289�295 (2003)

97. Whiteley A.S., Baile M.J.: Bacterial community structure
and physiological state within an industrial phenol bioreme-
diation system. Appl. Environ. Microbiol. 66, 2400�2407
(2000)

98. Wiesel I., Wubker S.M., Rehm H.J.: Degradation of poly-
cyclic aromatic hydrocarbons by an immobilized mixed
bacterial culture. Appl. Microbiol. Biotechnol. 39, 110�116
(1993)

99. Williams P.A., Sayers J.R.: The evolution of pathways for
aromatic hydrocarbon oxidation in Pseudomonas. Biode-
gradation, 5, 195�217 (1994)

100. Wilson V.L., Tatford B.C., Yin X., Rajki S.C., Walsh M.M.,
LaRock P.: Species-specific detection of hydrocarbon-uti-
lizing bacteria. J. Microbiol. Meth. 39, 59�78 (1999)

101. Yakimov M.M., Golyshin P.N., Lang S., Moore E.R.,
Abraham W.R., Lunsdorf H., Timmis K.N.: Alcanivorax
borkumensis gen. nov., sp. nov., a new, hydrocarbon-
degrading and surfactant-producing marine bacterium. Int.
J. Syst. Bacteriol. 48, 339�348 (1998)



POST. MIKROBIOL.,
2005, 44, 3, 239�252
http://www.pm.microbiology.pl

1. Wstêp

W ostatnich latach dwudziestego wieku sta³o siê jas-
ne, ¿e coraz wiêksze niebezpieczeñstwo zaczyna gro-
ziæ populacji ludzkiej ze strony zaka¿eñ wirusowych.
Problemem na ca³ym �wiecie, a zw³aszcza w krajach
rozwijaj¹cych siê jest ci¹gle zespó³ nabytego niedoboru
odporno�ci � AIDS. Mimo powiêkszaj¹cej siê wci¹¿
liczby leków przeciw ludzkiemu wirusowi upo�ledze-
nia odporno�ci � HIV, ro�nie liczba zaka¿onych tym
wirusem. W obecnej chwili na �wiecie ¿yje oko³o
40 milionów ludzi zaka¿onych HIV. Dotyczy to przede
wszystkim kobiet i osób m³odych, miêdzy 15. a 24. ro-
kiem ¿ycia. Najwiêcej zaka¿onych notuje siê w kra-
jach Afryki, gdzie zaka¿onych jest ponad 25 milionów
ludzi. Zaczyna tak¿e wzrastaæ liczba zaka¿onych HIV
w Europie Wschodniej, zw³aszcza w Rosji [93]. Pro-
blem stanowi¹ tak¿e nowe lub pojawiaj¹ce siê w rejo-
nach, gdzie ich dot¹d nie notowano, szczepy wirusów,
jak wirus Zachodniego Nilu, sprowadzony do Sta-
nów Zjednoczonych w 1999 roku, który spowodowa³
8393 infekcji w USA [7], oraz koronawirus zwi¹zany
z wyst¹pieniem SARS (SARS-CoV), który wywo³a³

infekcje u ponad 8000 pacjentów w okresie od 1 listo-
pada 2002 r. do 31 lipca 2003 r [95]. Ponadto, ogrom-
ny postêp w rozwoju technik medycznych i coraz
czêstsze korzystanie z takich metod terapeutycznych,
jak transplantacje narz¹dów czy szpiku kostnego, po-
woduje, ¿e pacjenci poddawani silnej immunosupresji
nara¿eni s¹ na liczne infekcje wirusowe. S¹ to przede
wszystkim zaka¿enia wirusami z rodziny Herpesviri-
dae (np. wirusem cytomegalii � CMV) [25]. Infekcje
wirusowe u pacjentów poddanych immunosupresji s¹
zaka¿eniami o bardzo ciê¿kim przebiegu i czêsto koñ-
cz¹ siê �mierci¹ [82].

Zaka¿enia wirusowe s¹ jednak niebezpieczne nie tyl-
ko ze wzglêdu na ich przebieg, ale równie¿ ze wzglêdu
na fakt, ¿e wspó³czesna medycyna nie dysponuje odpo-
wiedni¹ liczb¹ skutecznych leków przeciwwirusowych.
Obecnie dostêpnych jest ponad 30 leków przeciwwiru-
sowych [17], nale¿¹cych do kilku grup. G³ównymi gru-
pami dostêpnych obecnie leków przeciwwirusowych s¹:
aminy cykliczne, inhibitory proteazy, nienukleozydowe
inhibitory odwrotnej transkryptazy, analogi nukleozy-
dów i nukleotydów, nukleozydowe inhibitory odwrotnej
transkryptazy, pochodne kwasu fosfoniowego i inne [16].
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Leki te maj¹ jednak powa¿ne wady: dzia³aj¹ ra-
czej w w¹skim spektrum, s¹ czêsto toksyczne i �le
tolerowane przez pacjentów, ponadto jest ich po prostu
zbyt ma³o, aby skutecznie leczyæ wszystkie infekcje
wirusowe [17]. Powa¿nym problemem jest równie¿
narastanie oporno�ci wirusów na te leki, co sprawia,
¿e niektóre szczepy wirusów niedawno jeszcze wra¿-
liwe na terapiê, przestaj¹ na ni¹ reagowaæ [40].

Kwesti¹ niezwykle istotn¹ staje siê wiêc poszuki-
wanie nowych, skutecznych i ma³o toksycznych dla
organizmu pacjenta leków przeciwwirusowych. Bada-
nia maj¹ce na celu odkrycie potencjalnych czynników
o aktywno�ci przeciwwirusowej prowadzone s¹ obec-
nie dwukierunkowo. Jeden nurt badañ obejmuje syn-
tezê nowych pochodnych ju¿ istniej¹cych leków
przeciwwirusowych. Synteza chemiczna takich zwi¹z-
ków jest syntez¹ ukierunkowan¹, maj¹c¹ na celu wy-
tworzenie nowego leku o w³a�ciwo�ciach, z terapeu-
tycznego punktu widzenia, korzystniejszych, ni¿ lek
obecnie stosowany. Ogromn¹ grup¹ potencjalnych
leków przeciwwirusowych powstaj¹cych w taki spo-
sób s¹ analogi nukleozydów o aktywno�ci skierowanej
przeciw wirusom z rodziny Herpesviridae (wirusom
opryszczki pospolitej � HSV-1 i HSV-2, wirusowi
Epsteina-Barr � EBV, wirusowi ospy wietrznej�pó³pa�-
ca � VZV, ludzkim herpeswirusom HHV-6 i HHV-8),
a tak¿e przeciw wirusom nale¿¹cym do rodzin: Poly-
omaviridae, Papillomaviridae, Adenoviridae, Poxviri-
dae, Hepadnaviridae oraz Retroviridae [19]. Syntety-
zowane s¹ równie¿ nowe zwi¹zki chemiczne � miêdzy
innymi czynniki hamuj¹ce adsorpcjê wirusa, inhibitory
fuzji (analogi kwasu betulinowego), nienukleozydowe
inhibitory odwrotnej transkryptazy, antagoni�ci kore-
ceptorów, inhibitory replikazy RNA, inhibitory poli-
merazy DNA i wiele innych [18].

Drugi nurt poszukiwañ nowych leków przeciw-
wirusowych stanowi badanie zwi¹zków pochodzenia
naturalnego, uzyskiwanych g³ównie z ro�lin, w kierun-
ku uzyskania potencjalnych chemioterapeutyków.

Historia ludzko�ci dowodzi, ¿e preparaty ze �wie-
¿ych surowców ro�linnych by³y znane ju¿ od staro¿yt-
no�ci. Mówi¹ o nich: papirus Ebersa, spisany w Egipcie
oko³o 1550 r. p.n.e., podaj¹cy przepisy na wykonanie
leków ze �wie¿ych ro�lin, pisma Hipokratesa z Kos
z V�IV w. p.n.e., oraz Klaudiusza Galena, twórcy
nauki �o sporz¹dzaniu leków z ro�lin �wie¿ych lub
zió³�. Równie¿ receptariusze �redniowieczne i recep-
tariusze lekarzy o�wiecenia zalecaj¹ stosowanie �wie-
¿ych ro�lin w celach leczniczych oraz podaj¹ przepisy
na przetwory z ro�lin. Jednak synteza kwasu salicylo-
wego (w 1874 r.) zapocz¹tkowa³a �erê leków synte-
tycznych� i krótkotrwa³e za³amanie siê zio³olecznic-
twa, w tym równie¿ zainteresowania preparatami
leczniczymi ze �wie¿ych ro�lin [34]. W po³owie dwu-
dziestego wieku w znacznym stopniu odrzucono pro-

dukty ro�linne jako �ród³o potencjalnych leków. Uwa-
¿ano, ¿e poszukiwania takie s¹ ma³o efektywne i nie-
ekonomiczne [91]. Natomiast w chwili obecnej ist-
nieje ogromny nacisk ze strony nie tylko lekarzy, ale
i pacjentów, na firmy farmaceutyczne, aby te produ-
kowa³y leki pochodz¹ce z naturalnych �róde³ [69]. Na
ca³ym �wiecie w niezwykle szybkim tempie wzrasta
liczba stosowanych w terapii preparatów ro�linnych
oraz substancji aktywnych otrzymywanych g³ównie
z ro�lin, a tak¿e z grzybów czy g¹bek. Produkcja le-
ków naturalnego pochodzenia jest jedn¹ z g³ównych
ga³êzi przemys³u farmaceutycznego. Szacuje siê, ¿e do
40% nowych, u¿ywanych powszechnie leków wywo-
dzi siê ze �róde³ naturalnych, a stosowane s¹ zarówno
substancje naturalne, jak i ich wersje uzyskiwane syn-
tetycznie [35].

2. Aktywno�æ przeciwwirusowa
preparatów ro�linnych

Wyniki wielu badañ naukowych potwierdzaj¹, ¿e
wiele ro�lin stosowanych w tzw. tradycyjnej medycy-
nie wykazuje aktywno�æ przeciwwirusow¹. W Europie
po raz pierwszy zainteresowano siê nimi po zakoñcze-
niu II wojny �wiatowej. W 1952 roku w Nottingham
w Wielkiej Brytanii przebadano 288 ekstraktów ro�lin-
nych w kierunku ich ewentualnego dzia³ania przeciw
wirusowi grypy. Dwana�cie z nich zahamowa³o namna-
¿anie wirusa [8]. W latach siedemdziesi¹tych XX wie-
ku badacze kanadyjscy stwierdzili aktywno�æ prze-
ciwwirusow¹ soku winogronowego, soku jab³kowego,
czerwonego wina oraz herbaty. Napoje te inaktywo-
wa³y takie wirusy, jak: poliowirus typu 1, wirus Cox-
sackie B5 oraz HSV [44, 45, 46].

W ci¹gu kolejnych lat coraz wiêcej laboratoriów
na ca³ym �wiecie prowadzi³o prace badawcze nad eks-
traktami uzyskiwanymi z ro�lin i ich biologicznymi
w³a�ciwo�ciami.

W laboratoriach znajduj¹cych siê na terenie Bra-
zylii, po przebadaniu 54 gatunków ro�lin leczniczych
stosowanych w medycynie ludowej przez ludno�æ Bra-
zylii, u ponad po³owy stwierdzono w³a�ciwo�ci prze-
ciwwirusowe. 42,6% ekstraktów ro�linnych hamowa³o
replikacjê HSV-1, 42,6 % ekstraktów � replikacjê
HSV-2, 26% � poliowirusa typu 2, a 24% �VZV.
Wiêkszo�æ aktywnych ro�lin nale¿a³a do rodzin Aste-
raceae i Lamiaceae, a najsilniejszy efekt przeciwwiru-
sowy i najszersze spektrum przeciwwirusowe posiada³y
ekstrakty ro�lin nale¿¹cych do gatunków Cunila spicata
i Trixis praestans [83].

Argentyñscy naukowcy przebadali liczne wyci¹gi
z ro�lin stosowanych w tradycyjnej medycynie tego kra-
ju. W stosunku do HSV-1 aktywny okaza³ siê ekstrakt
z rdestu Polygonum punctatum oraz wyci¹gi z Lithraea
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molleoides, Sebastiania brasiliensis i Sebastiania
klotzschiana. Ekstrakty z P. punctatum, L. molleoides,
a tak¿e Myrcianthes cisplatensis wykaza³y aktywno�æ
przeciwwirusow¹ wobec syncytialnego wirusa odde-
chowego (RSV) [48]. Okaza³o siê tak¿e, i¿ ekstrakty
z ro�liny spotykanej w Ameryce Po³udniowej (Baccha-
ris trinervis) wykaza³y silne dzia³anie hamuj¹ce na-
mna¿anie HIV in vitro, w stê¿eniu nietoksycznym dla
komórek MT-2 [72].

Natomiast produkty z niektórych ro�lin stosowa-
nych w tradycyjnej medycynie Polinezji (Scaevola
sericea, Psychotria hawaiiensis, Pipturus albidus
i Eugenia malaccensis) wykazywa³y aktywno�æ wobec
HSV-1, HSV-2 i wirusa pêcherzykowego zapalenia
jamy ustnej (VSV) [54].

W Kolumbii Brytyjskiej w Kanadzie przetestowano
aktywno�æ przeciwwirusow¹ ekstraktów uzyskiwanych
ze stu ro�lin leczniczych. Bardzo silne w³a�ciwo�ci
hamuj¹ce namna¿anie koronawirusów posiada³ eks-
trakt ze �wido�liwy olcholistnej Amelanchier alnifolia,
a wyci¹g z korzenia Lomatium dissectum hamowa³
powstawanie efektu cytopatycznego wywo³ywanego
przez rotawirusy. Wyci¹gi z ga³êzi dzikiego bzu kora-
lowego Sambucus racemosa oraz z korzenia piêcior-
nika Potentilla arguta hamowa³y namna¿anie RSV,
a ekstrakt uzyskiwany z Ipomopsis aggregata � wirusa
parainfluenzy typu 3. W stosunku do HSV-1 aktyw-
no�æ wykaza³y wyci¹gi z rze¿uchy Cardamine angulata,
w¹trobowca Conocephalum conicum i dziewanny
drobnokwiatowej Verbascum thapsus [61].

Substancje pochodzenia ro�linnego by³y równie¿
szeroko stosowane w tradycyjnej medycynie Wscho-
du. Badacze japoñscy potwierdzili, ¿e Kakkon-to,
lek zio³owy, u¿ywany w leczeniu zaka¿eñ w Chinach
i Japonii, istotnie wykazuje dzia³anie przeciwwirusowe,
redukuj¹c zmiany skórne powodowane przez HSV-1
oraz zmniejszaj¹c �miertelno�æ myszy zaka¿onych tym
wirusem [66]. Inny lek stosowany w ludowej medycy-
nie Chin, Kanzo-bushi-to, stymulowa³ odporno�æ my-
szy na zaka¿enie HSV-1 [58]. Zahamowanie replikacji
HSV-1 in vitro wykaza³ wyci¹g z chiñskiej ro�liny
leczniczej Psychotria serpens [50]. Kilkana�cie gatun-
ków ro�lin stosowanych w medycynie ludowej w pro-
wincji Yunnan w Chinach wykaza³o aktywno�æ prze-
ciwwirusow¹ w stosunku do wirusa Sindbis i mysiego
cytomegalowirusa [99]. Natomiast spo�ród 204 prze-
badanych ekstraktów ro�linnych, powszechnie u¿ywa-
nych w medycynie Japonii, 45 zahamowa³o wp³yw
HIV na komórki MT-4. Najsilniejsze dzia³anie prze-
ciwwirusowe wykaza³ wyci¹g z korzenia nawrotu
Lithospermum erythrorhizon oraz wyci¹g z g³owienki
pospolitej Prunella vulgaris [98].

Badacze testuj¹cy pod k¹tem aktywno�ci przeciw-
wirusowej ro�liny stosowane w leczeniu zaka¿eñ w tra-
dycyjnej medycynie Nepalu, stwierdzili aktywno�æ eks-

traktów uzyskiwanych z ró¿nych gatunków Lygodium,
Maesa, Bauhinia, Carissa i dziurawca Hypericum
wobec wirusa Sindbis, poliowirusa i HSV [90].

Ekstrakty z ro�lin stosowanych w tradycyjnej me-
dycynie afrykañskiej okaza³y siê aktywne wobec HIV.
Spo�ród przebadanych 41 ekstraktów ro�linnych,
wyci¹gi z owoców li�ciokwiatu garbnikowego Phyl-
lanthus emblica, dêbu szypu³kowego Quercus pedun-
culata, szczawiu Rumex cyprius i innych ro�lin wyka-
za³y wp³yw hamuj¹cy na odwrotn¹ transkryptazê tego
wirusa [62].

Natomiast aktywno�æ wobec poliowirusa typu 1
oraz ludzkiego cytomegalowirusa wykaza³y wyci¹gi
z ro�lin stosowanych przez aborygenów w Australii.
Wyci¹gi z Pterocaulon sphacelatum oraz z korze-
nia Dianella longifolia hamowa³y namna¿anie polio-
wirusa typu 1, a wyci¹gi z wilczomleczu Euphorbia
australis oraz z Scaevola spinescens � namna¿anie
CMV [75].

Podobne badania prowadzone s¹ równie¿ w Euro-
pie. Niemieccy badacze stwierdzili, ¿e wyci¹g uzyski-
wany z korzeni Eleutherococcus senticosus hamowa³
replikacjê wirusów RNA: rinowirusa, RSV oraz wirusa
grypy A; nie zahamowa³ natomiast namna¿ania wiru-
sów DNA � adenowirusa 5 i HSV-1 [28].

Badaczka bu³garska S e r k e d j i e v a  i wsp. [78,
80] wykazali aktywno�æ ekstraktów uzyskiwanych
z bodziszka czerwonego Geranium sanguineum, sto-
sowanego w ludowej medycynie Bu³garii, w stosunku
do wirusów: grypy, HSV, krowianki oraz HIV-1 in
vitro. Namna¿anie wirusów grypy A i B, a tak¿e HSV
zosta³o równie¿ zahamowane poprzez wp³yw wyci¹gu
z kwiatów dziewanny wielkokwiatowej Verbascum
thapsiforme [100].

Równie¿ badania polskich naukowców pokazuj¹,
¿e naturalne produkty ro�linne wykazuj¹ dzia³anie
przeciwwirusowe. Przyk³adem mo¿e byæ stwierdzona
aktywno�æ olejku z drzewa herbacianego (Melaleuca
alternifolia) w stosunku do wirusa opryszczki oraz
wirusa grypy [39].

Ogromnym obiecuj¹cym �ród³em potencjalnych
leków przeciwwirusowych jest ro�linno�æ morska.
Ekstrakty wodne, uzyskiwane z glonów rosn¹cych
u wybrze¿y Morza Czarnego w Bu³garii hamowa³y re-
plikacjê in vitro wirusów HSV-1 i HSV-2 (ekstrakt
z krasnorostu rurecznicy Polysiphonia denudata)
a tak¿e hamowa³y namna¿anie HSV-1 na komórkach
Vero oraz opó�nia³y powstawanie efektu cytopatycz-
nego na komórkach MT-4 zaka¿onych HIV (wyci¹g
z okrzemki Haslea ostrearia) [4, 79]. Aktywno�æ
w stosunku do HIV, jak równie¿ HSV wykazywa³y
tak¿e ekstrakty z wielu glonów [73]. Ponadto, wyci¹gi
z ró¿nych glonów spotykanych na wybrze¿u Morza
Czarnego wykazywa³y aktywno�æ wobec wirusa grypy
[81]. Wiele danych zebrano w tabeli I.
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3. Aktywno�æ przeciwwirusowa zwi¹zków
chemicznych pochodzenia naturalnego

Ze wzglêdu na to, ¿e w ostatnich latach odnotowuje
siê znaczny wzrost zainteresowania lekami pochodze-
nia naturalnego, poza uwzglêdnieniem pozytywnej
strony tego zjawiska, nale¿a³oby równie¿ oceniæ stopieñ
ryzyka wynikaj¹cy z ich powszechnego stosowania.
W surowcach ro�linnych, w ekstraktach o niedok³ad-
nie okre�lonym sk³adzie chemicznym obok substancji
terapeutycznie aktywnych, wystêpuj¹ liczne substan-
cje towarzysz¹ce. W zwi¹zku z tym w trakcie stoso-
wania terapii mog¹ wyst¹piæ nieoczekiwane reakcje,
zw³aszcza niezamierzone efekty farmakologiczne, jak

równie¿ niezamierzone interakcje stosowanych leków
[13]. Istnieje wiêc tendencja do poszukiwania terapeu-
tycznie aktywnych czystych zwi¹zków chemicznych.
Badania takie prowadzone s¹ w licznych laboratoriach
na ca³ym �wiecie. Wynika z nich, ¿e w�ród zwi¹zków
chemicznych pochodzenia naturalnego o aktywno�ci
przeciwwirusowej dominuj¹: flawonoidy, terpeny, po-
lisacharydy, alkaloidy oraz peptydy [11, 35, 59].

3.1. Flawonoidy

Flawonoidy, zwane tak¿e bioflawonoidami, obej-
muj¹ ogromn¹ grupê substancji naturalnego pochodze-
nia (takich jak: flawony, flawonole, biflawonoidy, izo-

Sok winogronowy, sok jab³kowy, czerwone wino, poliowirus typu 1, inaktywacja wirusów [45, 46,
herbata wirus Coxsackie B5, HSV 47]

Cunilla spicata, Trixix praestans HSV-1, HSV-2, poliowirus hamowanie namna¿ania [83]
 typu 1, VZV wirusów

Polygonum punctatum, Lithraea molleoides HSV-1, RSV hamowanie namna¿ania [49]

Baccharis trinervis HIV hamowanie namna¿ania [72]

Scaevola sericea, Psychotria hawaiiensis, HSV-1, HSV-2, VSV hamowanie namna¿ania [55]
Pipturus albidus, Eugenia malaccensis

Amelanchier alnifolia koronawirusy hamowanie namna¿ania [62]

Lomatium dissectum rotawirusy hamowanie namna¿ania [62]

Sambucus racemosa, Potentilla arguta RSV hamowanie namna¿ania [62]

Ipomopsis aggregata wirus parainfluenzy typu 3 hamowanie namna¿ania [62]

Cardamine angulata, Conocephalum conicum, HSV-1 hamowanie namna¿ania [62]
Verbascum thapsus

Kakkon-to (mieszanka zió³, stosowana w tradycyjnej HSV-1 redukcja zmian skórnych, [67]
medycynie Chin i Japonii) zmniejszenie �miertelno�ci

zaka¿onych myszy

Psychotria serpens HSV-1 hamowanie namna¿ania [51]

Lithospermum erythrorhizon, Prunella vulgaris HIV hamowanie namna¿ania [98]

ró¿ne gatunki Lygodium, Maesa, Bauhinia, Carissa, wirus Sindbis, poliowirus, HSV hamowanie namna¿ania [90]
Hypericum

Phyllantus emblica, Quercus pedunculata, HIV hamowanie aktywno�ci [63]
Rumex cyprius odwrotnej transkryptazy

Pteurocaulon sphacelatum, Dianella longifolia poliowirus typu 1 hamowanie namna¿ania [75]

Euphorbia australis, Scaevola spinescens CMV hamowanie namna¿ania [75]

Eleutherococcus senticosus rinowirus, RSV, wirus grypy A hamowanie namna¿ania [30]

Geranium sanguineum wirus grypy, HSV, wirus hamowanie namna¿ania [78, 80]
krowianki, HIV-1

Verbascum thapsiforme wirusy grypy A i B, HSV hamowanie namna¿ania [100]

Melaleuca alternifolia HSV, wirus grypy hamowanie namna¿ania [39]

Polysiphonia denudata HSV-1, HSV-2 hamowanie namna¿ania [79]

Haslea ostrearia HSV-1, HIV hamowanie namna¿ania [4]

T a b e l a  I
Aktywno�æ przeciwwirusowa preparatów ro�linnych

Badane ro�liny (preparaty ro�linne)
Wirusy, w stosunku do których

preparaty by³y aktywne Sposób dzia³ania
Pi�mien-
nictwo
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flawony, chalkony, lignany i flawonolignany, antocy-
jany i kumaryny) wystêpuj¹cych w królestwie ro�lin.
S¹ to zwi¹zki o charakterze barwników, których pod-
stawowy szkielet sk³ada siê z 15 atomów wêgla, uk³a-
daj¹cych siê w ugrupowaniu C6-C3-C6. Olbrzymie roz-
powszechnienie flawonoidów w przyrodzie dotyczy
tylko niektórych typów ich budowy, jak glikozydy
kwercetyny, kemferolu i luteoliny [43]. Uwa¿a siê,
¿e naturalne flawonoidy wp³ywaj¹ ogólnie korzystnie
na zdrowie cz³owieka i, dostarczane w po¿ywieniu,
zapobiegaj¹ wielu chorobom. Dzia³aj¹ przeciwzapal-
nie i przeciwhistaminowo, zmniejszaj¹c reakcje aler-
giczne. Hamuj¹ namna¿anie wirusów, s¹ silnymi prze-
ciwutleniaczami, chroni¹ uk³ad kr¹¿enia i zapobiegaj¹
chorobom wieku starczego [56]. Przeciwwirusowa
aktywno�æ bioflawonoidów badana jest ju¿ od ponad
trzydziestu lat.

Stwierdzono, ¿e flawonoid chryzosplenol C (3,7,3'-
trimetoksy-5,6,4'-trihydroksyflawon), wystêpuj¹cy
w u¿ywanej w ludowej medycynie aborygenów ro�li-
nie z gatunku Pterocaulon sphacelatum jest silnym
i specyficznym inhibitorem replikacji pikornawirusów,
w tym rinowirusów [76]. Synteza bia³ek wirusowych
oraz RNA pikornawirusów jest hamowana przez inny
zwi¹zek z grupy flawonoli � 3-metylokwercetynê [94].
Flawonoidy, jak kwercetyna (rys. 1) oraz hesperetyna
blokuj¹ namna¿anie poliowirusa typu 1, a tak¿e wirusa
parainfluenzy typu 3, RSV oraz HSV-1 [38]. Uwa¿a
siê, ¿e w grupie bioflawonoidów flawonole (szczegól-
nie kwercetyna i kamferol) wykazuj¹ wiêksz¹ aktyw-
no�æ przeciwwirusow¹, ni¿ flawony (chryzyna, luteoli-
na czy apigenina). Obie grupy flawonoidów dzia³aj¹
równie¿ synergistycznie w stosunku do HSV-1 in vitro,
a najskuteczniejszymi kombinacjami okazuj¹ siê: kam-
ferol + luteolina, kwercetyna + chryzyna, kamferol
+ apigenina oraz kwercetyna + apigenina [2]. Silnym
inhibitorem replikacji wirusów HSV-1 i HSV-2 jest
tak¿e flawonoid o nazwie resweratrol. Redukcja licz-
by zaka�nych cz¹stek wirusowych nie jest skutkiem
jego bezpo�redniego dzia³ania wirusobójczego, ani te¿
zablokowania adsorpcji wirusów do komórek. Dzia³a-
nie resweratrolu prawdopodobnie polega na zabloko-
waniu wczesnych faz cyklu komórkowego, co wp³ywa
na wstêpne etapy replikacji wirusów opryszczki. Po-
nadto, resweratrol hamuje reaktywacjê wirusów HSV
w zaka¿onych latentnie neuronach [22].

Szeroko zakrojone badania wykaza³y, ¿e piêæ grup
biflawonoidów (miêdzy innymi amentoflawon i robu-
staflawon), otrzymywanych z sumaka Rhus succeda-
nea oraz z Garcinia multiflora, charakteryzowa³o siê
aktywno�ci¹ wobec ró¿nych wirusów, tak¿e wirusów
oddechowych. Amentoflawon i robustaflawon silnie
hamowa³y namna¿anie wirusów grypy A i B, a tak¿e
wirusów HSV-1 i HSV-2 [53]. Robustaflawon wyka-
za³ równie¿ aktywno�æ wobec enzymu odwrotnej trans-
kryptazy HIV-1 [52]. Inne biflawonoidy wp³ywa³y na
replikacjê VZV oraz wirusa odry. ¯aden ze zwi¹zków
chemicznych tej grupy nie hamowa³ namna¿ania CMV
[53]. Flawonoidami wp³ywaj¹cymi na replikacjê wiru-
sa cytomegalii s¹ natomiast flawonole o typie budowy
kemferolu [64].

Inn¹, wa¿n¹ terapeutycznie grupê bioflawonoidów
stanowi¹ lignany. Zwi¹zki te, pochodne kwasu nor-
dihydrogwajaretynowego (NDGA), wystêpuj¹cego
w krzewach amerykañskich, g³ównie Larrea divari-
cata, hamuj¹ ekspresjê genów ludzkiego wirusa bro-
dawczaka (HPV-16) [12].

Prace nad przeciwwirusowymi w³a�ciwo�ciami bio-
flawonoidów prowadzone by³y tak¿e w Katedrze i Za-
k³adzie Mikrobiologii Lekarskiej Akademii Medycznej
w Warszawie (wówczas Zak³adzie Wirusologii Aka-
demii Medycznej w Warszawie). Wykazano, ¿e miêdzy
innymi, flawonol kwercetyna oraz flawanon hespe-
rydyna zmniejsza³y �miertelno�æ myszy zaka¿onych
do�wiadczalnie wirusem zapalenia mózgu i miê�-
nia sercowego (Encephalomyocarditis virus � EMC)
[67], kwercetyna hamowa³a tak¿e namna¿anie HSV-1
in vitro [96].

3.2. Polisacharydy

Aktywno�ci¹ przeciwwirusow¹ charakteryzuj¹ siê
równie¿ polisacharydy. Stwierdzono, ¿e galaktany,
uzyskiwane z wodorostów Cryptopleura ramosa, ros-
n¹cych u wybrze¿y Ameryki Po³udniowej, s¹ wybiór-
czymi inhibitorami adsorpcji wirusów HSV-1 i HSV-2
do komórek linii Vero [6]. Badacze, testuj¹cy inne po-
lisacharydowe zwi¹zki otrzymywane z ro�lin morskich
stwierdzili równie¿, ¿e galaktany otrzymywane z wo-
dorostów Gymnogongrus torulosus, hamuj¹ adsorpcjê
HSV-2 oraz wirusa dengi do komórek linii Vero, dzia³a-
j¹c w stê¿eniach nietoksycznych dla komórek. Mecha-
nizm dzia³ania galaktanów polega³ prawdopodobnie na
zak³óceniu mechanizmu rozpoznawania receptorów
komórkowych przez glikoproteiny wirusa znajduj¹ce
siê w os³once lipidowej [71]. Ci sami badacze przed-
stawili dane, �wiadcz¹ce o tym, ¿e innym �ród³em na-
turalnych galaktanów mog¹ byæ równie¿ krasnorosty
Gracilaria corticata, a zwi¹zki z nich uzyskiwane rów-
nie¿ hamuj¹ adsorpcjê wirusów HSV-1 i HSV-2 do
komórek [60]. Natomiast galaktany uzyskiwane z algRys. 1. Flawonoid � kwercetyna
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morskich Bostrychia montagnei s¹ inhibitorami wczes-
nych etapów cyklu replikacyjnego HSV-1 in vitro [23].
Polisacharydy nie s¹ jednak uzyskiwane wy³¹cznie
z ro�lin morskich. Jednym ze �róde³ tych zwi¹zków
jest krzew Stevia rebaudiana z rodziny Asteraceae, po-
chodz¹cy z Brazylii i Paragwaju. Cukry otrzymywane
z tej ro�liny hamuj¹ adsorpcjê rotawirusów do komórek
MA104 [88]. Natomiast glikozydy, uzyskiwane z wid-
liczki Selaginella uncinata wykazywa³y siê wysok¹ ak-
tywno�ci¹ przeciwwirusow¹ w stosunku do RSV i s³ab-
sz¹ aktywno�ci¹ wobec wirusa parainfluenzy 3 [57].

3.3. Antrachinony

Do�æ w¹skim spektrum przeciwwirusowym charak-
teryzuj¹ siê antrachinony, pochodne antracenu, nale-
¿¹ce do grupy chinonów � zwi¹zków o charakterze
aromatycznych diketonów [43]. Stwierdzono, ¿e antra-
chinony uzyskiwane z ekstraktów z rzewienia lekar-
skiego Rheum officinale, aloesu Aloe barbadensis, kru-
szyny pospolitej Rhamnus frangula oraz str¹czyñca
w¹skolistnego Cassia angustifolia wykazuj¹ wiruso-
bójczy efekt w stosunku do HSV-1. Takiego dzia³ania
nie obserwowano w przypadku wirusów takich jak ade-
nowirusy czy rinowirusy. W badaniach z u¿yciem mi-
kroskopii elektronowej wykazano, ¿e antrachinony
uszkadzaj¹ czê�ciowo os³onkê lipidow¹ HSV-1. Suge-
rowa³oby to, ¿e zwi¹zki z tej grupy skuteczne s¹ tylko
wobec wirusów os³onkowych [87]. Wynikom tym
przecz¹ jednak badania przeprowadzone przez bada-
czy australijskich, który stwierdzili, ze chryzofanol
(rys. 2), antrachinon uzyskiwany z ro�liny u¿ywanej
w tradycyjnej medycynie przez aborygenów, hamuje
replikacjê poliowirusów typu 2 i 3 [77].

W�ród terpenów wyró¿niamy: monoterpeny o wzorze
C10H16 (alifatyczne, jednopier�cieniowe i dwupier�cie-
niowe), seskwiterpeny o wzorze C15H24 (alifatyczne,
jednopier�cieniowe, dwupier�cieniowe i trójpier�cie-
niowe), diterpeny (C20H32), triterpeny (C30H48), tetra-
terpeny (C40H64), politerpeny (C5H8)X oraz pochodne
tych zwi¹zków [43].

3.4.1. M o n o t e r p e n y. Jednym z monoterpenów
o udokumentowanej aktywno�ci przeciwwirusowej jest
izoborneol, izolowany z olejków eterycznych wielu
ro�lin. Izoborneol blokowa³ glikozylacjê polipeptydów
wirusowych i hamowa³ replikacjê wirusa opryszczki
[3]. Namna¿anie HSV-1, jak równie¿ VSV hamowa³
tak¿e inny monoterpen � pochodna limonenu uzyski-
wana z li�ci Melia azedarach [1]. Monoterpenami
hamuj¹cymi namna¿anie wirusów mog¹ byæ irydoidy
� wykazano, ¿e zwi¹zek z tej grupy uzyskiwany z trê-
downika Scrophularia scorodonia hamowa³ namna-
¿anie HSV-1 [5].

3.4.2. D i t e r p e n y. Tak¿e diterpeny wykazuj¹
dzia³anie przeciwwirusowe. Po przetestowaniu dzie-
wiêciu diterpenów, uzyskiwanych z ro�lin nale¿¹cych
do ró¿nych gatunków z rodzaju wilczomlecz (Euphor-
bia), badacze wêgierscy stwierdzili, ¿e wszystkie sil-
nie zahamowa³y replikacjê HSV-2 w komórkach linii
Vero, w stê¿eniach nietoksycznych (z wyj¹tkiem jed-
nego zwi¹zku) dla komórek. Aktywno�æ przeciwwiru-
sowa nie by³a zwi¹zana z dzia³aniem wirusobójczym
tych substancji [65]. Natomiast namna¿anie HSV-1 ha-
mowa³ nowo odkryty diterpen � 7$-hydroksyfagonen,
otrzymywany z Fagonia boveana [27]. Replikacjê
HSV-1, a tak¿e CMV blokowa³y in vitro afidikolina
� diterpen o aktywno�ci przeciwwirusowej i antymito-
tycznej, oraz jej dwa analogi. Obserwowano tak¿e
synergistyczny efekt dzia³ania afidikoliny i jej pochod-
nych w po³¹czeniu z lekami stosowanymi powszech-
nie w terapii zaka¿eñ powodowanych przez wirusy
z rodziny Herpesviridae: acyklowirem i cidofowirem.
Ani afidikolina ani jej pochodne nie hamowa³y namna-
¿ania adenowirusów [63]. Silnymi inhibitorami na-
mna¿ania HSV-1 okaza³y siê tak¿e nowe pochodne
diterpenów, uzyskiwane z rdestnicy Potamogeton
malaianus [41], natomiast efekt hamuj¹cy replikacjê
wirusa parainfluenzy typu 3 wykaza³y pochodne furano-
diterpenów, uzyskiwane z nasion Caesalpinia minax [36].

3.4.3. T r i t e r p e n y. Zwi¹zki triterpenowe tak¿e
charakteryzuj¹ siê w³a�ciwo�ciami przeciwwirusowymi.

Badacze rosyjscy stwierdzili szerokie spektrum ak-
tywno�ci przeciwwirusowej kwasu betulinowego i jego
pochodnych. Hamowa³y one namna¿anie wirusa gry-
py, HSV-1 oraz enterowirusa ECHO 6. Wykazano rów-
nie¿ przeciwwirusow¹ aktywno�æ hydrazydu kwasu

Rys. 2. Antrachinon � chryzofanol

3.4. Terpeny

Kolejn¹ grup¹ zwi¹zków chemicznych, w�ród których
stwierdza siê aktywno�æ przeciwwirusow¹, s¹ terpeny.
Terpeny to liczna grupa wêglowodorów, o wzorze
(C10H16)X, gdzie x = 1; 1,5; 2; 3..., oraz ich pochodne.
Terpeny wystêpuj¹ w olejkach eterycznych i pokrew-
nych substancjach pochodzenia ro�linnego, a tak¿e
w preparatach pochodzenia grzybowego i zwierzêcego.
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betulinowego wobec HIV-1 [26]. Innym triterpenem
o w³a�ciwo�ciach przeciwwirusowych jest kwas glicy-
rytynowy (rys. 3). Jest to aglikon glicyryzyny � kwa�-
nej saponiny triterpenowej wystêpuj¹cej w korzeniu
lukrecji Glycyrrhiza glabra. Stwierdzono wp³yw kwa-
su glicyrytynowego na replikacjê wirusa Epsteina-Barr.
Zwi¹zek ten hamuje wczesne etapy cyklu replikacyj-
nego EBV, prawdopodobnie etap penetracji wirusa do
komórki. Nie hamuje natomiast adsorpcji wirusa ani
nie inaktywuje samych wirionów [51]. Sama glicyry-
zyna natomiast silnie hamowa³a namna¿anie korona-
wirusa zwi¹zanego z wyst¹pieniem SARS. Badacze
niemieccy sugeruj¹ wiêc jej efektywne zastosowanie
w terapii SARS [10].

�ród³em triterpenów o dzia³aniu przeciwwiruso-
wym nie musz¹ byæ wy³¹cznie ro�liny. Bioaktywne
triterpeny o typie budowy lanostanu, hamuj¹ce namna-
¿anie HSV-1, odkryto w grzybach z gatunku têgoskór
pospolity (Scleroderma citrinum) [37].

Zró¿nicowan¹ aktywno�æ przeciwwirusow¹ wyka-
zuj¹ tak¿e zwi¹zki chemiczne nale¿¹ce do grupy sesk-
witerpenów.

3.4.4. S e s k w i t e r p e n y. Seskwiterpeny to gru-
pa zwi¹zków naturalnych, obejmuj¹ca liczne wêg-
lowodory o wzorze ogólnym (C5H8)3, a tak¿e ich
pochodne: alkohole, ketony, aldehydy, kwasy oraz lak-
tony. W sumie znanych obecnie jest ponad tysi¹c
zwi¹zków seskwiterpenowych. Seskwiterpeny mog¹
mieæ strukturê ³añcuchow¹, a tak¿e jedno-, dwu-,
trzy- lub czterocykliczn¹. Wa¿niejszymi podstawowy-
mi uk³adami strukturalnymi s¹: typ ³añcuchowy, typ
bisabolanu, typ kadinanu, humulanu, gwajanu, germa-
kranu, eudesmanu, elemanu oraz drymanu. Do seskwi-
terpenów zalicza siê tak¿e azuleny o budowie dwu-
cyklicznej opartej na szkielecie gwajanu, jak równie¿
laktony seskwiterpenowe, wyprowadzone z mono-
cyklicznego pier�cienia germakranu. Seskwiterpeny
s¹ oleistymi cieczami lub substancjami sta³ymi. Wiêk-
szo�æ z nich jest trudno lotna lub nielotna. Droga
biogenezy seskwiterpenów jest dalszym etapem bio-
syntezy izoprenoidów. Przez po³¹czenie trzech jedn-
ostek �aktywnego izoprenu� powstaje 15-wêglowy
uk³ad farnezylopirofosforanu, z którego wywodz¹ siê
seskwiterpeny [43].

Zasiêg wystêpowania seskwiterpenów w zasadzie
pokrywa siê z zasiêgiem wystêpowania olejków ete-
rycznych w poszczególnych jednostkach systematycz-
nych �wiata ro�linnego. Szczególnie czêsto obecne s¹
one u ro�lin nagozal¹¿kowych � w olejkach eterycz-
nych i ¿ywicach, oraz w rodzinie z³o¿onych (Com-
positae) � jako tzw. gorycze (sk³adniki gorzkie) [43].
Seskwiterpeny wykrywane s¹ równie¿ w grzybach [14,
84]. Laktony seskwiterpenowe rozpowszechnione s¹
szczególnie w rodzinie Compositae, a azuleny i pro-
azuleny � tak¿e w rodzinie Compositae, jak równie¿
w innych rodzinach, oraz w grzybach [43].

Wiele naturalnych seskwiterpenów wykazuje w³a�-
ciwo�ci przeciwwirusowe. Pochodne avarolu i avaro-
nu, zwi¹zki seskwiterpenowe uzyskiwane oryginalnie
z g¹bek morskich z rodzaju Dysidea, wydaj¹ siê byæ
obiecuj¹cymi inhibitorami HIV. Zwi¹zki te blokuj¹
aktywno�æ enzymu wirusa � odwrotnej transkryptazy
[31]. Równie¿ avarol (rys. 4) hamuje aktywno�æ tego
enzymu [55]. Zwi¹zek ten uwa¿any jest za potencjaln¹
alternatywê w terapii zaka¿eñ HIV [92], tym bardziej,
¿e w wybranych stê¿eniach mo¿e dzia³aæ synergis-
tycznie z lekami stosowanymi powszechnie w terapii
u chorych zaka¿onych HIV, takimi jak AZT [74]. Inny-
mi seskwiterpenami, hamuj¹cymi namna¿anie HIV s¹:
seskwiterpeny o szkielecie eudesmanu, otrzymywane
z Litsea verticillata [32], oraz eremofilany, blokuj¹ce
integrazê HIV-1, a wiêc wp³ywaj¹ce na w³¹czanie
kwasu nukleinowego wirusa do DNA komórki [85].
Seskwiterpeny wykazuj¹ równie¿ aktywno�æ w stosun-
ku do wirusów z rodziny Herpesviridae. Pó³syntetyczna
pochodna artemisyny, seskwiterpenu uzyskiwanego
z bylicy rocznej Artemisia annua [89], ro�liny leczni-
czej u¿ywanej w tradycyjnej medycynie chiñskiej, ha-
muje replikacjê ludzkiego cytomegalowirusa � zarówno
szczepów wra¿liwych, jak i opornych na gancyklowir
[24]. Hamowanie replikacji CMV, a tak¿e aktywno�æ
wirusobójcz¹ w stosunku do wirusów HSV-1, CMV
oraz wirusów odry i grypy A wykaza³ seskwiterpen
triptofordin C-2, izolowany z pn¹cza Tripterigium wil-
fordii. Co wiêcej, zwi¹zek ten potêgowa³ dzia³anie
acyklowiru w stosunku do HSV-1 [30]. Aktywno�æ

Rys. 3. Triterpen � kwas glicyrytynowy

Rys. 4. Seskwiterpen � avarol
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wirusów HSV-1 i HSV-2 by³a tak¿e hamowana przez
nowy zwi¹zek, uzyskiwany z kory pnia Glyptopetalum
sclerocarpum [86], natomiast namna¿anie wirusa gry-
py A � przez hydrochinon seskwiterpenu, otrzymywa-
ny z g¹bki morskiej Strongylophora hartmani [97].
Aktywno�æ w stosunku do VSV wykazywa³y glikozydy
seskwiterpenów pochodz¹ce z nagietka Calendula
arvensis [21] oraz seskwiterpen uzyskiwany z grzybów
z gatunku pieni¹¿ek pozrastany Collybia confluens
[84]. Seskwiterpeny wyizolowane z imbiru lekarskiego
Zingiber officinale uwa¿ane s¹ za potencjalne �ród³o
leków przeciwrinowirusowych [20], natomiast zwi¹zki
otrzymane z korzenia Saussurea lappa � za potencjalne
�ród³o leków do terapii zaka¿eñ spowodowanych wi-
rusem zapalenia w¹troby typu B (HBV) [9].

Wa¿n¹ grupê seskwiterpenów stanowi¹ zwi¹zki
chemiczne uzyskiwane z grzybów z rodzaju mleczaj
(Lactarius) [14]. Owocniki wiêkszo�ci grzybów z ro-
dzaju Lactarius, wystêpuj¹cych powszechnie w Euro-
pie, maj¹ smak gorzki i pal¹cy. Powodem tego jest
wystêpowanie w tych grzybach du¿ej grupy ró¿nych
aktywnych substancji chemicznych, nadaj¹cych grzy-
bom smak. Charakterystycznymi zwi¹zkami dla
grzybów z rodzaju Lactarius s¹ seskwiterpeny, odgry-
waj¹ce prawdopodobnie rolê w obronie grzyba przed
szkodnikami [15]. Wykazano, miêdzy innymi w Ka-
tedrze i Zak³adzie Mikrobiologii Lekarskiej Akademii
Medycznej w Warszawie, ¿e seskwiterpeny (szczegól-
nie o szkielecie laktaranu i marazmanu) znajduj¹ce
siê w grzybach z rodzaju Lactarius maj¹ w³a�ciwo�ci
cytotoksyczne, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze,
a tak¿e wykazuj¹ dzia³anie przeciwwirusowe, zmniej-
szaj¹c �miertelno�æ myszy zaka¿onych HSV-1 oraz
³agodz¹c przebieg zaka¿enia mysim wirusem miêsaka
Moloneya (Moloney Murine Sarcoma Virus � M-MSV)
u myszy [42].

Aktywno�ci¹ wirusow¹ charakteryzowa³y siê tak¿e
N-benzoilofenyloizoseryniany alkoholi seskwiterpeno-
wych � pochodne naturalnych seskwiterpenów uzyski-
wanych z grzybów z rodzaju Lactarius oraz taksolu,
leku o dzia³aniu przeciwnowotworowym [68]. Syntezy
tych zwi¹zków dokonano w Instytucie Chemii Orga-

nicznej PAN [47]. W do�wiadczeniach przeprowadzo-
nych in vitro N-benzoilofenyloizoseryniany alkoholi
seskwiterpenowych w sposób znacz¹cy hamowa³y
replikacjê HSV-1. Najsilniejsze dzia³anie wykazywa³
8-[N-benzoilo-(2�R, 3�S)-3�-fenyloizoserynian] 5-deo-
ksy-laktarolidu B (rys. 5) [49].

Ró¿ne dane na ten temat zebrano w tabeli II.

4. Metody badañ aktywno�ci przeciwwirusowej
preparatów pochodzenia naturalnego

Badanie materia³u ro�linnego stwarza zazwyczaj
du¿e trudno�ci, ze wzglêdu na to, ¿e materia³ taki nie
jest jednorodny. Jego obserwowane dzia³anie leczni-
cze (np. przy stosowaniu w medycynie tradycyjnej)
mo¿e byæ wypadkow¹ aktywno�ci wielu substancji
chemicznych. Aby w ogóle badaæ okre�lon¹ aktywno�æ
(np. przeciwwirusow¹) danej substancji czynnej, nale-
¿y j¹ najpierw wyodrêbniæ i zidentyfikowaæ. Podsta-
wowa procedura prowadz¹ca od ro�liny o dzia³aniu
leczniczym do oczyszczonego, aktywnego biologicz-
nie sk³adnika wygl¹da nastêpuj¹co: w pierwszym eta-
pie badany jest ekstrakt ro�linny, je�li wykazuje aktyw-
no�æ, jest frakcjonowany, po czym oceniana jest
aktywno�æ biologiczna wszystkich frakcji. Wreszcie
uzyskiwane s¹ czyste substancje chemiczne, badana
jest ich struktura, jak równie¿ oddzia³ywanie bio-
logiczne [29, 33]. Procedura ta jest do�æ d³ugotrwa³a
i kosztowna, dlatego te¿ stosowane s¹ tak¿e jej mody-
fikacje, np. badany jest sk³ad chemiczny danego eks-
traktu, co pozwala na unikniêcie izolowania ju¿ zna-
nych substancji [33]. W ci¹gu ostatnich 50 lat nast¹pi³
ogromny rozwój metod uzyskiwania aktywnych zwi¹z-
ków pochodzenia naturalnego. W celu wykrycia takich
zwi¹zków stosuje siê czu³e i specyficzne metody chro-
matograficzne, jak chromatografia cienkowarstwowa
(TLC), chromatografia gazowo-cieczowa (GLC) i wy-
sokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC). Aby
okre�liæ strukturê chemiczn¹ substancji aktywnych
stosowane s¹ m.in.: spektroskopia magnetycznego
rezonansu j¹drowego (NMR) oraz dwuwymiarowa
spektroskopia magnetycznego rezonansu j¹drowego
(2D-NMR). W celu zwiêkszenia czu³o�ci i specyficz-
no�ci tych metod, od lat osiemdziesi¹tych XX w.
coraz czê�ciej u¿ywane s¹ metody sprzê¿one, jak np.
spektrometria masowa w sprzê¿eniu z chromatografi¹
gazow¹ (GC-MS) [70]. Ze wzgledu na to, ¿e metody
te, zw³aszcza metody sprzê¿one pozwalaj¹ na uzyska-
nie ogromych ilo�ci informacji, niezbêdny jest kolejny
krok: stworzenie internetowych baz danych, zawiera-
j¹cych informacje o strukturze chemicznej i aktyw-
no�ci biologicznej danej substancji, które pozwala³yby
na szybkie porównanie uzyskiwanych zwi¹zków z sub-
stancjami �referencyjnymi� [33].

Rys. 5. Pochodna naturalnego seskwiterpenu uzyskanego
z grzybów z rodzaju Lactarius oraz taksolu � 8-[N-benzoilo-

(2�R, 3�S)-3�-fenyloizoserynian] 5-deoksy-laktarolidu B
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Flawonoidy chryzosplenol C Pteurocaulon sphacelatum pikornawirusy hamowanie namna¿ania wirusów [76]

3-metylokwercetyna Euphorbia grantii pikornawirusy hamowanie syntezy bia³ek i RNA [94]

kwercetyna, hesperetyna Crateagus spp., owoce cytrusowe poliowirus typu 1, wirus parainfluenzy hamowanie namna¿ania [38, 96]
typu 3, RSV, HSV-1

kwercetyna, hesperydyna Crateagus spp., owoce cytrusowe EMC zmniejszenie �miertelno�ci [68]
zaka¿onych myszy

resweratrol winogrona HSV-1, HSV-2 hamowanie wstêpnych etapów [23]
replikacji, hamowanie reaktywacji
latentnych wirusów

amentoflawon, Rhus succedanea, Garcinia multiflora wirusy grypy A i B, HSV-1, HSV-2 hamowanie namna¿ania [53]
robustaflawon

robustaflawon Rhus succedanea, Garcinia multiflora HIV-1 blokowanie aktywno�ci odwrotnej [53]
transkryptazy

lignany Larrea divaricata HPV-16 hamowanie ekspresji genów [12]

Polisacharydy galaktany Cryptopleura ramosa, Gracilaria corticata 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 namna¿ania [58]

Antrachinony antrachinony Rheum officinale, Aloe barbadensis, HSV-1 dzia³anie wirusobójcze,
Rhamnus frangula, Cassia angustifolia uszkadzanie os³onki lipidowej [87]

chryzofanol Dianella longifolia poliowirusy typu 2 i 3 hamowanie namna¿ania [77]

Monoterpeny izoborneol olejki eteryczne wielu ro�lin HSV-1 blokowanie glikozylacji polipeptydów [3]

pochodna limonenu Melia azedarach HSV-1, VSV hamowanie namna¿ania [1]

irydoidy Scrophularia scorodonia HSV-1 hamowanie namna¿ania [5]

T a b e l a  I I
Aktywno�æ przeciwwirusowa zwi¹zków chemicznych pochodzenia naturalnego

Grupy
zwi¹zków

chemicznych

Badane
zwi¹zki chemiczne

Ro�liny (preparaty ro�linne), z których
otrzymywano badane zwi¹zki

Wirusy, w stosunku do których
zwi¹zki by³y aktywne

Sposób dzia³ania Pi�mien-
nictwo
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Diterpeny diterpeny ró¿ne gatunki Euphorbia HSV-2 hamowanie namna¿ania [66]

7$-hydroksyfagonen Fagonia boveana HSV-1 hamowanie namna¿ania [29]

afidikolina Cephalosporium amphidicola (grzyb) HSV-1, CMV hamowanie namna¿ania [64]

diterpeny Potamogeton malaianus HSV-1 hamowanie namna¿ania [42]

pochodne furanoditerpenów Caesalpinia minax wirus parainfuenzy typu 3 hamowanie namna¿ania [36]

Triterpeny kwas betulinowy Betula alba wirus grypy, HSV-1, hamowanie namna¿ania [27]
i jego pochodne enterowirus ECHO 6, HIV-1

glicyryzyna Glycyrrhiza glabra koronawirus zwi¹zany z SARS hamowanie namna¿ania [10]

kwas glicyrytynowy � EBV hamowanie penetracji wirusa [52]
(pochodna glicyryzyny) do komórki

pochodne lanostanu Scleroderma citrinum (grzyb) HSV-1 hamowanie namna¿ania [37]

Seskwiterpeny avarol i jego pochodne g¹bki z rodzaju Dysidea HIV blokowanie aktywno�ci odwrotnej [32, 56]
transkryptazy

pochodne eudesmanu Litsea vercillata HIV hamowanie namna¿ania [33]

eremofilany Petasites japonicus HIV-1 blokowanie integrazy wirusa [85]

pochodna artemisyny Artemisia annua CMV hamowanie namna¿ania [25]

triptofordin C-2 Tripterigium wilfordii CMV, HSV-1,wirys odry, wirus grypy A dzia³anie wirusobójcze [31]

seskwiterpen Glyptopetalum sclerocarpum HSV-1, HSV-2 hamowanie namna¿ania [86]

hydrochinon seskwiterpenu Strongylophora hartmani wirus grypy A hamowanie namna¿ania [97]

pochodne ró¿nych Calendula arvensis, Collybia confluens VSV hamowanie namna¿ania, hamowanie [22, 84]
 seskwiterpenów (grzyb) syntezy DNA, RNA i bia³ek

seskwiterpeny Zingiber officinale rinowirusy hamowanie namna¿ania [21]

seskwiterpeny Saussurea lappa HBV hamowanie ekspresji genów [9]

ró¿ne seskwiterpeny i ich Lactarius spp. (grzyb) HSV-1, M-MSV hamowanie namna¿ania, zmniejszenie [43, 50]
pochodne �miertelno�ci zaka¿onych myszy,

z³agodzenie przebiegu zaka¿enia u myszy

c.d. tab. II

Grupy
zwi¹zków

chemicznych

Badane
zwi¹zki chemiczne

Ro�liny (preparaty ro�linne), z których
otrzymywano badane zwi¹zki

Wirusy, w stosunku do których
zwi¹zki by³y aktywne

Sposób dzia³ania Pi�mien-
nictwo
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W celu stwierdzenia aktywno�ci przeciwwirusowej
nowych preparatów i substancji pochodzenia natural-
nego nale¿y okre�liæ ich wp³yw na namna¿anie ró¿-
nych wirusów (zalecane jest stosowanie ró¿nych mo-
deli do�wiadczalnych wirusów DNA i RNA) przy
jednoczesnej ocenie cytotoksyczno�ci tych preparatów.
Poniewa¿ badania takie s¹ czêsto testami przesiewo-
wymi, kiedy ocenia siê znaczn¹ liczbê nowych sub-
stancji i preparatów, do oceny aktywno�ci przeciw-
wirusowej u¿ywane s¹ najczê�ciej metody najprostsze
i najtañsze, jak metoda redukcji miana wirusowego czy
metoda redukcji ³ysinek [np. 21�23, 28, 36, 49, 50, 84,
86, 88, 97]. Dopiero, gdy liczba badanych zwi¹zków
jest ograniczona, stosowane sa metody o wiêkszej czu-
³o�ci, np. kolorymetryczne czy immunoenzymatyczne.
Kolejnym etapem badañ jest wykluczenie aktywno�ci
mutagennej badanych zwiazków, wreszcie ocena ich
aktywno�ci in vivo, przy u¿yciu ró¿nych modeli do-
�wiadczalnych zaka¿eñ zwierz¹t laboratoryjnych.

5. Podsumowanie

Jeszcze do niedawna, w dwudziestym wieku s¹dzo-
no, ¿e ludzko�æ pokona³a choroby zaka�ne. W wieku
dwudziestym pierwszym wiadomo ju¿, ¿e takie stwier-
dzenia by³y zbyt optymistyczne. Ludzko�æ nie tylko,
¿e nie da³a sobie rady z licznymi chorobami zaka�ny-
mi, ale zaczynaj¹ j¹ nêkaæ nowe choroby, dot¹d nie-
znane albo uwa¿ane dotychczas za niegro�ne. Doty-
czy to zreszt¹ nie tylko chorób zaka�nych ale i innych,
na przyk³ad tzw. chorób cywilizacyjnych, jak choroby
p³uc, serca, czy choroby psychiczne. Jest wiêc kwesti¹
pal¹c¹ poszukiwanie nowych terapeutyków. Nowe leki
s¹ niezbêdne w terapii chorób spowodowanych przez
bakterie, które sta³y siê oporne na stosowane dot¹d pre-
paraty. Zjawisko oporno�ci obserwowane jest równie¿
w przypadku wirusów, a odrêbn¹ kwestiê stanowi fakt,
¿e leków przeciwwirusowych jest niewiele, maj¹ one
zazwyczaj w¹skie spektrum aktywno�ci, a ich stoso-
wanie obarczone jest licznymi efektami ubocznymi.

Doskona³ym potencjalnym �ród³em nowych leków
s¹ surowce naturalne. Jest to �ród³o ogromne i prak-
tycznie niewyczerpane, bior¹c pod uwagê fakt, ¿e po
stwierdzeniu aktywno�ci terapeutycznej danego prepa-
ratu np. ro�linnego d¹¿y siê do opracowania jego synte-
zy na drodze chemicznej. Ma to wiêc znaczenie zarów-
no ekonomiczne, jak i ekologiczne.

Poszukiwania nowych terapeutyków w�ród produk-
tów naturalnych, g³ównie ro�linnych, rzadziej zwierzê-
cych oraz pochodzenia grzybowego, prowadzone s¹ na
ca³ym �wiecie od wielu lat. Owocem tych badañ jest
stwierdzenie, ¿e wiele grup zwi¹zków chemicznych
pochodzenia naturalnego wykazuje aktywno�æ prze-
ciwwirusow¹. Zwi¹zkami tymi s¹, miêdzy innymi: fla-

wonoidy, polisacharydy, antrachinony i terpeny (mono-,
di-, tri- oraz seskwiterpeny). Oddzia³ywaniem przeciw-
wirusowym, niejednokrotnie silniejszym, ni¿ substan-
cje �wyj�ciowe�, mog¹ charakteryzowaæ siê równie¿
pochodne tych zwi¹zków, otrzymane na drodze synte-
zy chemicznej. Przyk³adem mog¹ byæ N-benzoilofe-
nyloizoseryniany alkoholi seskwiterpenowych. Zwi¹zki
chemiczne pochodzenia naturalnego oraz ich pochod-
ne wykazuj¹ ró¿norodn¹ aktywno�æ przeciwwiruso-
w¹, dzia³aj¹c w stosunku do wielu ró¿nych wirusów
(DNA i RNA, os³onkowych i bezos³onkowych). Sub-
stancje te charakteryzuj¹ siê ró¿nymi mechanizmami
dzia³ania, blokuj¹c cykl replikacyjny wirusów na ró¿-
nych etapach.

Wydaje siê wiêc, ¿e dalsze badania nad zwi¹zkami
pochodzenia naturalnego, jak równie¿ ich pochodnymi,
s¹ zasadne, poniewa¿ mog¹ one stanowiæ potencjalne
�ród³o chemioterapeutyków przeciwwirusowych.
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1. Wprowadzenie

Bacillus thuringiensis, powszechnie znany jako
�Bt�, zosta³ odkryty w larwach jedwabnika morwo-
wego (Bombyx mori) w Japonii w 1901 roku przez
I s h a w a t a  [45]. Gatunek natomiast ustanowi³
w roku 1911 Ernest B e r l i n e r, który jako pierwszy
u¿y³ nazwy �thuringiensis� opisuj¹c laseczki izolowa-
ne w Turyngii z larw mklika m¹cznego (Ephestia
kühniella). Opisanie bakterii oraz ich owadobójczych
w³a�ciwo�ci da³o pocz¹tek intensywnym badaniom,
szczególnie nasilonym w latach 90. XX wieku. Ich
efektem, po prawie 100 latach, jest kolekcja oko³o
3500 izolatów B. thuringiensis pochodz¹cych z 22 kra-
jów [48], powszechne stosowanie preparatów zawie-
raj¹cych delta-endotoksyny w biologicznej kontroli
owadów oraz transgeniczne ro�liny zawieraj¹ce geny
endotoksyn [82]. W Instytucie Genetyki i Mikrobiologii
Uniwersytetu Wroc³awskiego zgromadzono kilkadzie-
si¹t krajowych szczepów B. thuringiensis [13], w�ród
których znajduje siê B. thuringiensis wratislaviensis
H-47, izolowany z gleby ogrodowej przez L o n c
i wsp. [54]. Mikrobiologiczne insektycydy, jako przy-
jazne �rodowisku przyrodniczemu, s¹ wa¿nym elemen-
tem integrowanych metod ochrony przed szkodnikami

drzew i ro�lin uprawnych [53, 59] oraz paso¿ytami
bêd¹cymi problemem hodowlanym i sanitarnym w pro-
dukcji zwierzêcej [57]. Biopreparaty stosuje siê tak¿e
w ochronie zdrowia cz³owieka przed uci¹¿liwymi
komarami i meszkami (wektorami gro�nych chorób)
w ekosystemach miejskich, np. we Wroc³awiu [52, 76].

Turyñska laseczka jest przedmiotem licznych badañ,
nie tylko mikrobiologów czy parazytologów, ale tak¿e
biochemików, wirusologów, immunologów i innych.
Dowodem s¹ setki szczegó³owych prac z zakresu B. thu-
ringiensis, a tak¿e obszerne interdyscyplinarne opraco-
wania ksi¹¿kowe [15, 23] i artyku³y syntetyzuj¹ce wie-
dzê wnoszon¹ przez ró¿nych specjalistów [10, 46, 82].

Celem niniejszej pracy jest ukazanie ostatnich, kil-
kuletnich trendów badawczych, w których modelowe
badania laseczki B. thuringiensis wzbogaci³y wiedzê
z zakresu biologii i ekologii drobnoustrojów oraz uka-
za³y nowe mo¿liwo�ci jej praktycznej aplikacji.

2. Charakterystyka toksyn Bacillus thuringiensis

Powszechnie wiadomo, ¿e entomopatogenne w³a�ci-
wo�ci Bacillus thuringiensis s¹ warunkowane przede
wszystkim przez parasporalne inkluzje wytwarzane
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podczas sporulacji. Kryszta³y te zbudowane s¹ z bia-
³ek znanych jako bia³ka Cry (crystal proteins) lub del-
ta-endotoksyny [10], maj¹cych charakterystyczn¹ trój-
domenow¹ budowê (Rys. 1.). Szczegó³owe badania
nad licznymi szczepami B. thuringiensis dokumentuj¹
du¿o wiêksz¹, ni¿ s¹dzono ró¿norodno�æ krystalicz-
nych bia³ek, zarówno pod wzglêdem budowy, jak i tok-
syczno�ci w stosunku do owadów. Obecnie stosowana
klasyfikacja bia³ek Cry i Cyt, zaproponowana przez
Crickmore�a i wsp. w 1998 roku [10], oparta na kryte-
rium sekwencji aminokwasów, porz¹dkuje tê bioró¿-
norodno�æ bia³ek pakowanych w parasporalne inklu-
zje. S e d l a k  i wsp. [83] ustalili, i¿ wieloetapowy
proces pakowania toksyn w inkluzje mo¿e byæ zale¿ny
od pewnego mechanizmu kontroluj¹cego poziom syn-
tezy protoksyn. W kontroli tej udzia³ mog¹ braæ nak³a-
daj¹ce siê promotory BtI i BtII. C h a n g  i wsp. [8]
sugeruj¹ natomiast, i¿ interakcje delta-endotoksyn
wp³ywaj¹ce na formowanie regularnych kryszta³ów
wymagaj¹ innych czynników. Przyk³adem takiego
czynnika mo¿e byæ bia³ko pomocnicze P20, którego
obecno�æ u B. th. israelensis wykazali S h a o  i wsp.
[84]. Bia³ko P20 zapewnia u tych bakterii efektywn¹
produkcjê toksyn Cry11A i CytA. Ponadto szczepy
posiadaj¹ce ten czynnik formuj¹ znacznie wiêksze
kryszta³y w stosunku do szczepów nie posiadaj¹cych
bia³ka P20. X u  i wsp. [99] potwierdzili efektywno�æ
czynnika P20. Bakterie produkuj¹ce, oprócz toksyn
Cry11A, tak¿e bia³ko P20 s¹ bardziej toksyczne w sto-
sunku do larw komarów egipskich Aedes aegypti
w porównaniu z bakteriami wytwarzaj¹cymi tylko endo-
toksyny. Do powstawania kryszta³ów bia³ka CryIIA
wymagane jest natomiast prawdopodobnie bia³ko
kodowane przez gen orf2. S t a p l e s  i wsp. [86] za-
obserwowali, ¿e w komórkach, w których brak jest
czynnika Orf, wystêpuje zaburzenie formowania krysz-
ta³ów. Czynnik ten zatem prawdopodobnie s³u¿y jako
�spoiwo� przy formowaniu regularnych kryszta³ów.

Toksyczno�æ ca³ego kryszta³u mo¿e przewy¿szaæ sumê
toksyczno�ci poszczególnych sk³adowych, co �wiad-
czy o synergistycznym dzia³aniu bia³ek [82].

W najnowszych badaniach, u progu XXI wieku,
analizowane s¹ ró¿ne aspekty molekularnej budowy
endotoksyn w powi¹zaniu z ich toksyczno�ci¹ wobec
organizmów bêd¹cych przedmiotem zwalczania. Ak-
tywacja protoksyny, poprzez proteolityczne ciêcie cz¹-
steczki, rozpoczyna siê od usuniêcia fragmentu C-koñ-
cowego oraz od 30 do 60 reszt aminokwasowych na
N-koñcu [82]. B r a v o  i wsp. [5] potwierdzili, i¿
aktywacja toksyny Cry1Ac jest zasadniczym krokiem
w mechanizmie dzia³ania tego bia³ka. Stworzone przez
nich, czê�ciowo aktywne, mutanty wykazywa³y wielo-
krotnie ni¿sz¹ toksyczno�æ, ni¿ w pe³ni aktywne bia³-
ka. Obecno�æ N-koñcowego peptydu mo¿e zatem unie-
mo¿liwiaæ interakcjê toksyny z nab³onkiem jelitowym
owada i dopiero jego usuniêcie aktywuje cz¹steczkê
toksyny. Natomiast L i g h t w o o d  i wsp. [51] anali-
zowali rolê proteolizy w determinowaniu si³y toksyny
Cry1Ac przeciw g¹sienicom bielinka kapustnika (Pie-
ris brassicae) i piêtnówki kapustnicy (Mamestra bras-
sicae). Biotesty wykaza³y oko³o 2000-krotnie wiêksz¹
toksyczno�æ bia³ka Cry1Ac w stosunku do P. brassi-
cae, ni¿ w stosunku do M. brassicae. Wyniki te suge-
ruj¹ wystêpowanie u tych owadów ró¿nego mechaniz-
mu aktywacji toksyny, czyli proteolitycznego ciêcia
cz¹steczki protoksyny, prawdopodobnie poprzez pro-
teazê zwi¹zan¹ z nab³onkiem jelitowym, a nie wystê-
puj¹c¹ w sokach trawiennych.

Asocjacja cz¹steczki toksyny z nab³onkiem jelito-
wym wra¿liwego owada jest powodowana zmian¹ kon-
formacyjn¹ poprzez zak³ócenie interakcji pomiêdzy
domen¹ I i II, co powoduje insercjê regionu domeny I
w nab³onku [92]. Domena I zawiera 7 hydrofobowych
alfa-helis (Rys. 2.), dziêki którym uczestniczy w for-
mowaniu porów w nab³onku jelitowym owada [96].
Badania dotycz¹ce tej domeny, przeprowadzone przez

Rys. 1. Trójdomenowa (I, II, III) struktura delta-endotosyn, na
przyk³adzie bia³ek Cry1Aa i Cry3A Rys. 2. 7 alfa-helis domeny I delta-endotoksyny.
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P a r k� a  i F e d e r i c i� e g o  [67] wykaza³y, i¿ w przy-
padku bia³ka Cry3A, w krystalizacji toksyn domena I
pe³ni istotn¹ rolê. Toksyna wi¹¿e siê z nab³onkiem
prawdopodobnie dziêki strukturze �spinki do w³osów�
zbudowanej z alfa-helisy 4 i 5, odpowiedzialnych za
tworzenie �wiat³a poru. Po insercji struktury "-helisa4/
"-helisa5 w nab³onku jelitowym nastêpuje jej oligo-
meryzacja, co prowadzi do koñcowego kompleksu
czterech monomerów. Badania prowadzone nad zja-
wiskiem oligomeryzacji sugeruj¹, ¿e jej brak skutkuje
obni¿eniem toksyczno�ci, a udzia³ w oligomeryzacji
toksyny bierze reszta asparaginowa wystêpuj¹ca w he-
lisie alfa 4 [92]. Tworzenie porów w b³onie nab³onka
jelita organizmu wra¿liwego nastêpuje wg modelu
koloidalno-osmotycznej lizy. Model ten zak³ada nap³yw
bogatej w jony wody powoduj¹cy pêcznienie komórek
i ich lizê [82]. Bia³ka Cry tworz¹ odmienne struktural-
nie kana³y jonowe, które ró¿ni¹ siê konduktancj¹, prze-
puszczalno�ci¹ jonów i kinetyk¹. Na typ i rozmiar poru
ma wp³yw pH. W �rodowisku zasadowym formowane
kana³y kationowe s¹ wiêksze, wykazuj¹c zwiêkszon¹
przepuszczalno�æ dla jonów.

Domena II bia³ka Cry, odpowiedzialna za wi¹zanie
toksyny z receptorem, decyduje o specyficzno�ci toksy-
ny, co potwierdzi³y m.in. badania J u r a t - F u e n t e s� a
i A d a n g� a  [42]. Natomiast domena III, zwi¹zana
z utrzymywaniem stabilno�ci toksyny, mo¿e tak¿e braæ
udzia³ w wi¹zaniu toksyny z receptorem. M a s s o n
i wsp. [61] wykazali, i¿ wysoce konserwatywny region
domeny III odpowiedzialny jest za utrzymanie struktu-
ralnej integralno�ci protoksyny oraz pe³nej funkcjonal-
no�ci porów w b³onie komórkowej. W biotestach stoso-
wali oni mutanty, u których we wspomnianym regionie
wystêpuj¹ce w pozycjach 525, 527, 529 i 531 reszty
argininowe zast¹pili reszt¹ glicynow¹ lub asparagino-
w¹. Skonstruowane mutanty okazywa³y siê mniej tok-
syczne w stosunku do owadów, ni¿ natywne bia³ka.
Widoczne by³y tak¿e jako�ciowe ró¿nice w ich zdol-
no�ci integracji z nab³onkiem i kinetyka kana³ów. Za-
miany arginin nie wp³ywa³y natomiast znacz¹co na
konduktacjê kana³ów. Wyniki tych badañ sugeruj¹, ¿e
odchylenia we w³a�ciwo�ciach kana³ów jonowych two-
rzonych przez zmutowane w regionie konserwatyw-
nym domeny III toksyny s¹ po�rednimi konsekwencja-
mi strukturalnych zmian podczas integracji toksyn
w nab³onku, prowadz¹cych do niew³a�ciwej architek-
tury poru poprzez niewielkie zmiany w transporcie
jonów przez nab³onek jelitowy. Inne badania nad do-
men¹ III endotoksyn prowadzone przez D e  M a a g d
i wsp. [12] dowodz¹, i¿ domena III toksyny Cry1Ca
funkcjonuje jako swoista determinanta u g¹sienic �wia-
t³ówki naziemnicy (Spodoptera exigua) niezale¿nie od
domen I i II. Autorzy skonstruowali hybrydowe bia³ka
zawieraj¹ce domeny I i II pochodz¹ce z ró¿nych bia³ek
Cry1 po³¹czone z trzeci¹ domen¹ Cry1Ca. Wykazali,

i¿ ró¿ne bia³ka Cry1, nawet takie, które nie s¹ aktywne
lub s¹ ma³o aktywne wobec S. exigua, np. Cry1Ea
i Cry1Ab, po po³¹czeniu z domen¹ III toksyny Cry1Ca
sta³y siê aktywne wobec tych g¹sienic.

Trzy domeny delta-endotoksyn poprzez interakcje
tworz¹ przestrzenn¹ strukturê i stanowi¹ o aktywno�ci
bia³ka. W utrzymaniu stabilno�ci i funkcyjno�ci toksy-
ny prawdopodobnie udzia³ bior¹ wi¹zania dwusiarcz-
kowe ³¹cz¹ce domeny I i II. C o u x  i wsp. [9] suge-
ruj¹, i¿ obecno�æ wewn¹trzdomenowych mostków
przyczynia siê do stabilno�ci protein w jelicie owada
i zwiêksza podatno�æ protoksyn na dzia³anie proteaz
jelitowych. Okazuje siê, ¿e mutacje zwi¹zane z two-
rzeniem mostków Asp242-Arg265 maj¹ wp³yw na eks-
presjê, stabilno�æ i funkcje toksyn. Zaburzenie two-
rzenia mostków ³¹cz¹cych domeny I i II skutkuje
znacz¹cym spadkiem toksyczno�ci bia³ek Cry.

Techniki biologii molekularnej i genetyczne manipu-
lacje poszerzy³y i podnios³y efektywno�æ stosowanych
toksyn wobec wielu nowych gatunków szkodników.
N a i m o v  i wsp. [63], na przyk³ad, skonstruowali
hybrydowe bia³ko wykazuj¹ce wysok¹ toksyczno�æ
w stosunku do larw stonki ziemniaczanej (Leptinotarsa
decemlineata). W swoich badaniach wykorzystali
Cry1Ba i Cry1Ia, które s¹ w niewielkim stopniu tok-
syczne w stosunku do tego gatunku. Okaza³o siê, i¿
hybryda Cry1Ia/Cry1Ba jest bardziej toksyczna dla
stonki ni¿ bia³ka macierzyste. Badania te wykaza³y tak-
¿e znaczenie domen endotoksyn jako istotnych deter-
minant aktywno�ci toksyn. A b d u l l a h  i wsp. [1] po-
twierdzili mo¿liwo�æ przekszta³cania delta-endotoksyn
w celu zwiêkszenia zakresu ich aktywno�ci i specy-
ficzno�ci. Celem modyfikacji by³o bia³ko Cry4Ba, tok-
syczne dla komarów z rodzaju Anopheles i Aedes, ale
nie aktywne w stosunku do larw z rodzaju Culex. Uzy-
skany mutant okaza³ siê wysoce toksyczny w stosunku
do badanych gatunków komarów Culex pipiens oraz
C. quinquefasciatus, wektorów gro�nych paso¿yt-
niczych chorób tropikalnych � filarioz (np. s³oniowa-
cizny). Badania te sugeruj¹, ¿e niewielkie zmiany
struktur toksyn mog¹ umo¿liwiæ projektowanie szero-
kiej gamy skutecznych bia³ek Cry. Badania P a r k� a
i wsp. [68] przedstawiaj¹ perspektywê usprawnie-
nia syntezy endotoksyn. Sugeruj¹ oni, i¿ manipulacja
niektórymi czynnikami wspomagaj¹cymi syntezê bia-
³ek, tj. stabilizuj¹c¹ sekwencj¹ 5� mRNA genu cry3A,
czy bia³kami pomocniczymi, mo¿e dodatkowo uspraw-
niæ ich syntezê.

Przedmiotem zainteresowañ badaczy s¹ tak¿e tok-
syczne bia³ka Cyt, które czêsto wystêpuj¹ w kryszta-
³ach B. thuringiensis w kombinacji z bia³kami Cry,
wspó³dzia³aj¹c synergistycznie, jak np. u B. th. isra-
elensis [81]. Badania, prowadzone przez W i r t h� a
i wsp. [93, 95] prezentuj¹ skuteczno�æ toksyn Cyt dzia-
³aj¹cych synergistycznie z toksynami B. sphaericus.
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Dziêki kombinacji bia³ek pochodz¹cych od tych dwóch
kryszta³otwórczych gatunków, uzyskano mieszaninê
toksyn bêd¹c¹ stosunkowo bardziej aktywn¹ dla ró¿-
nych gatunków komarów, ani¿eli bia³ka stosowane
osobno. Daje to mo¿liwo�æ skuteczniejszej walki
z owadami, równie¿ tymi potencjalnie opornymi na po-
szczególne toksyny.

Niektóre szczepy B. thuringiensis poza znanymi
delta-endotoksynami, produkuj¹ podczas wegetatyw-
nego wzrostu komórek bakteryjnych równie¿ proteiny,
które nie tworz¹ parasporalnych kryszta³ów [82]. Owa-
dobójcze bia³ka, nazwane VIP, reprezentuj¹ struktu-
ralnie inn¹ grupê. Jak wynika z badañ L e e  i wsp.
[49] maj¹ odmienny ni¿ endotoksyny mechanizm dzia-
³ania, który daje szansê na stworzenie insektycydów
drugiej generacji.

Poza znanymi bia³kowymi czynnikami, niektóre
szczepy B. thuringiensis produkuj¹ niebia³kowy meta-
bolit znany jako $-egzotoksyna I [18]. Ten niespecy-
ficzny nukleotydowy analog, podobnie jak bia³ka Cry,
jest aktywny wobec ró¿nych gatunków owadów, nie-
stety równie¿ tych nie bêd¹cych obiektem zwalczania,
np. pszczó³. Ponadto dzia³a cytotoksycznie na komór-
ki ssacze. Synteza i wydzielanie egzotoksyny prawdo-
podobnie wymaga aktywacji ró¿nych genów, które
jeszcze nie zosta³y zidentyfikowane. Wiadomo nato-
miast, ¿e jej produkcja zwi¹zana jest z obecno�ci¹
plazmidów nios¹cych geny cry [17]. Najnowsze bada-
nia nad $-egzotoksyn¹ I dotycz¹ mechanizmów kon-
troli jej produkcji oraz mo¿liwych powi¹zañ pomiê-
dzy podgatunkami B. thuringiensis, a zdolno�ci¹ do
syntezy egzotoksyny. E s p i n a s s e  i wsp. [16, 18]
zidentyfikowali u B. thuringiensis subsp. thuringien-
sis 407�1 geny koduj¹ce bia³ka zwi¹zane z regulacj¹
syntezy $-egzotoksyny I. Sekwencja aminokwasowa
bia³ek kodowanych przez grupê genów sigW-ecfX-ecfY
wykazuje wysokie podobieñstwo do sekwencji czynni-
ka sigma, nale¿¹cego do rodziny bia³ek ECF, kontro-
luj¹cych odpowiedz na warunki �rodowiska. Inne dwa
geny berA i berB koduj¹ bia³ka stanowi¹ce przypusz-
czalnie ABC transportery, podobne do systemów zwi¹-
zanych z oporno�ci¹ na np. bakteriocyny. Dodatkowo
na podstawie badañ mutanta B. thuringiensis 407�1
(Cry�) niezdolnego do produkcji bia³ek Cry autorzy
udowodnili, ¿e sekrecja egzotoksyny jest zale¿na od
ekspresji genów plazmidowych. Okazuje siê, ¿e akty-
wacja ekspresji genu sigW jest warunkiem produkcji
$-egzotoksyny u szczepu 407�1 (Cry�). U dzikiego
szczepu 407�1, u którego sigW nie zosta³ aktywowany
na pocz¹tku fazy stacjonarnej, produkcja egzotoksyny
zale¿na jest od genetycznych determinant zlokalizowa-
nych na plazmidzie. Udzia³ czynnika sigma w produk-
cji $-egzotoksyny sugeruje, ¿e produkcja ta mo¿e byæ
zapocz¹tkowywana w odpowiedzi na konkretne wa-
runki �rodowiskowe.

$-egzotoksyna I jest metabolitem produkowanym
tylko przez niektóre szczepy B. thuringiensis. Mo¿li-
we zale¿no�ci pomiêdzy serotypami B. thuringiensis,
a produkcj¹ egzotoksyny badali H e r n a n d e z  i wsp.
[31]. Wykorzystali 100 szczepów nale¿¹cych do pod-
gatunków B. thuringiensis: thuringiensis, kurstaki,
aizawai i morrisoni. Spo�ród badanych szczepów tylko
w obrêbie serotypu B. th. thuringiensis wykazano wy-
sok¹ czêsto�æ produkcji egzotoksyny i tylko u dwóch
szczepów B. th. kurstaki. ¯aden z nale¿¹cych do pod-
gatunku B. th. aizawai i B. th. morrissoni szczep nie
produkowa³ tego zwi¹zku. Zgodnie z otrzymanymi
wynikami autorzy proponuj¹ podzia³ szczepów B. thu-
ringiensis na powszechnie i rzadko produkuj¹ce
$-egzotoksynê, a zale¿no�æ pomiêdzy podgatunkiem,
a zdolno�ci¹ do produkcji toksyny t³umacz¹ ewolucyj-
nym procesem ró¿nicowania, kompatybilno�ci¹ plaz-
midów i ograniczon¹ zdolno�ci¹ wymiany plazmidów
pomiêdzy podgatunkami B. thuringiensis.

3. Docelowe � wra¿liwe � organizmy i ich receptory

Ju¿ na pocz¹tku XX wieku wiadomo by³o, ¿e Bacil-
lus thuringiensis dzia³a najskuteczniej na wczesne sta-
dia larwalne owadów [82]. Na prze³omie lat 80. i 90.
opisany zosta³ mechanizm dzia³ania toksyn na nab³onek
jelitowy wra¿liwych gatunków owadów. Molekularne
mechanizmy tworzenia porów w b³onie nab³onka jelita
wra¿liwego gatunku owada (przedstawione w rozdzia-
le 2) s¹ przedmiotem licznych analiz [2, 5, 61, 92].
Ostatnio przeprowadzono wiele badañ w celu lepszego
zrozumienia mechanizmu wi¹zania toksyna�receptor,
a tak¿e zidentyfikowania miejsca wi¹zania na b³onie
nab³onka apikalnego owada. Okaza³o siê, ¿e poza bia³-
kami czy glikoproteinami, receptorem dla endotoksyny
mo¿e byæ aminopeptydaza N, bêd¹ca miejscem wi¹za-
nia dla Cry1Ac i Cry1Ab [40, 72], proteina typu kadhe-
ryny dla Cry1Ab [26, 35] a nawet struktura wêglowoda-
nowa wi¹¿¹ca Cry5B [36]. Owady mog¹ posiadaæ kilka
receptorów dla jednej toksyny lub osobny receptor dla
ka¿dej z toksyn. H e r r e r o  i wsp. [34] przedstawiaj¹
wyniki sugeruj¹ce, ¿e wiele bia³ek Cry posiada to samo
miejsce wi¹zania w jelicie owada. Wiedza ta mo¿e byæ
szczególnie u¿yteczna przy tworzeniu preparatów bio-
logicznych zawieraj¹cych mieszaniny endotoksyn.

Uwa¿a siê, ¿e w organizmie owadów znajduj¹ siê
jeszcze inne miejsca wi¹zania toksyn, ni¿ tylko te
opisane w jelicie. C e r s t i a e n s  i wsp. [7] jako
pierwsi wy- kazali wp³yw bia³ek Cry tak¿e na komórki
nerwowe owadów. Badania autorów ukazuj¹, ¿e w sys-
temie nerwowym niektórych badanych owadów, np.
brudnicy nieparki (Lymantria dispar) wystêpuj¹ miejs-
ca wi¹zania dla bia³ka Cry1C, a podanie toksyn drog¹
iniekcji uruchamia odmienny od jelitowego mecha-
nizm ich dzia³ania.
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Z ostatnich badañ wynika, ¿e bia³ka Cry mog¹ mieæ
szersze, ni¿ tylko owadobójcze dzia³anie. Okaza³o siê,
¿e kilka krystalicznych protein nie posiadaj¹cych w³a-
�ciwo�ci owadobójczych, wykazuje silne w³a�ciwo�ci
cytobójcze w stosunku do ludzkich komórek rakowych
[39, 62, 64, 65]. Sekwencja aminokwasowa tych bia³ek
nie wykazuje homologii ze znanymi dotychczas toksy-
nami Cry i Cyt. Sugeruje to, ¿e nowoodkryte polipepty-
dy stanowi¹ now¹ rodzinê endotoksyn B. thuringiensis
o nowych mo¿liwo�ciach wykorzystania w medycynie.

4. Poszukiwania nowych toksyn Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis jest najczê�ciej wykorzystywanym
mikroorganizmem w biologicznej kontroli owadów
szkodliwych i bêd¹cych wektorami chorób [2]. Po-
wszechnie wiadomo, ¿e wiêkszo�æ z dotychczas wy-
izolowanych i stosowanych szczepów B. thuringiensis
wykazuje aktywno�æ bójcz¹ wobec owadów ³usko-
skrzyd³ych (Lepidoptera), niektórych dwuskrzyd³ych
(Diptera) i chrz¹szczy (Coleoptera). Na *-endotoksy-
ny wra¿liwe s¹ tak¿e niektóre gatunki z innych rzêdów
tj. Hymenoptera, Homoptera, Trichoptera oraz nie-
które paso¿ytnicze bezkrêgowce, np. nicienie, przy-
wry i roztocza. Preparaty dostêpne na rynku oparte s¹
g³ównie na szczepach podgatunków B. th. kurstaki,
B. th. israelensis i B. th. tenebrionis [82].

Aktualnie prowadzone s¹ badania nad wyizolowa-
niem szczepów B. thuringiensis i zidentyfikowaniem
nowych rodzin owadobójczych krystalicznych bia³ek
bêd¹cych bójczymi dla ró¿nych szkodników upraw,
paso¿ytów zewnêtrznych utrudniaj¹cymi hodowlê zwie-
rz¹t oraz wektorów chorób (Tabela I). Poszukiwanie
nowych szczepów, zw³aszcza komarobójczych jest
istotne ze wzglêdu na wci¹¿ gro�n¹ malariê (rocznie
umiera ok. 1,5�2 mln ludzi, g³ównie dzieci w Afryce)
oraz inne tropikalne parazytozy, przenoszone przez
wiele gatunków stawonogów [55].

Nawet najbardziej skuteczne w walce z komarami
(-endotoksyny B. th. israelensis, s¹ �wiat³oczu³e i w
�rodowisku ulegaj¹ fotodegradacji. W zwi¹zku z tym

prowadzone s¹ ci¹gle badania nad ulepszeniem prepa-
ratów zawieraj¹cych B. th. israelensis, tak by zapew-
niæ stabilno�æ toksyny i u³atwiæ jej aplikacjê [89, 98].
O�rodek Far-Manguinhos-Fiocruz z Rio de Janeiro
zaproponowa³ eksperymentalny preparat w formie
tabletki o przed³u¿onym czasie dzia³ania, nazwany
C4P1. Przeprowadzone symulowane biotesty, maj¹ce
potwierdziæ efektywno�æ preparatu, wykaza³y jego d³u-
goterminowe dzia³anie. Aktywno�æ preparatu wysta-
wionego na dzia³anie promieni s³onecznych by³a noto-
wana po 13�35 dniach, natomiast pozostawionego
w cieniu nawet po 40�54 dniach. Daje to wiêksze mo¿-
liwo�ci wykorzystywania go w warunkach naturalnych
do skutecznej redukcji liczebno�ci larw komarów w na-
�wietlonych zbiornikach wodnych.

5. Rozwój oporno�ci na *-endotoksyny

Dotychczas badania laboratoryjne potwierdzi³y zdol-
no�æ ró¿nych gatunków owadów do wykszta³cania opor-
no�ci na toksyny B. thuringiensis [21, 24]. W wielu
takich przypadkach przyczyn¹ uzyskiwania oporno�ci
u owadów by³ zanik miejsca wi¹zania toksyn w nab³on-
ku jelitowym owada. Wykazano, miêdzy innymi, reduk-
cjê wi¹zania bia³ek Cry do nab³onka jelitowego ro�lino-
¿ernych g¹sienic Plutella xylostella, Pectinophora
gossypiella i Heliothis virescens. [43, 79, 87]. Badania
H e r r e r o  i wsp. [33] wykaza³y jednak bardziej z³o¿o-
ny mechanizm oporno�ci owadów na toksyny B. thurin-
giensis. Sugeruje to, ¿e za oporno�æ mo¿e byæ odpo-
wiedzialnych kilka genów. W innej pracy H e r r e r o
i wsp. [32] sugeruj¹ udzia³ w oporno�ci P. xylostella
izoenzymu MPI. Odkryli oni siln¹ korelacjê pomiêdzy
oporno�ci¹ na Cry1A, a obecno�ci¹ MPI w populacji
P. xylostella. Natomiast S a y y e d  i wsp. [80] przed-
stawiaj¹ jeszcze jeden mo¿liwy model oporno�ci owa-
dów, poprzez dezaktywacjê cz¹steczki toksyny.

Laboratoryjne testy dotycz¹ce opornych na tok-
syczne bia³ka szczepów owadów dostarczaj¹ wiedzy
o mo¿liwych mechanizmach oporno�ci. Traktowanie
szkodników mieszaninami endotoksyn spowodowa³o

Chrz¹szcze:
� Diabrotica virgifera (szkodnik kukurydzy) B. thuringiensis PS80JJ1, PS167H2, PS149B1 [14]
� Conopomorpha cramerella (szkodników drzew kakaowych) B. thuringiensis Berliner [78]

Muchówki:
� Haematobia, Lucilia Izolaty o nieznanym profilu [25]

Komary:
� Culex sitiens, C. quinquefasciatus, C. tritaeniorhynchus, B. th. thompsoni, B. th. japonensis, B. th. yoso,

Anopheles stephensi, Aedes aegypti B. th. jinghongiensis [55, 56, 58, 60]

T a b e l a  I
Spektrum aktywno�ci *-endotoksyn nowowyizolowanych szczepów B. thuringiensis

Organizm docelowy Szczep Bacillus thuringiensis Pi�miennictwo
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wyst¹pienie oporno�ci krzy¿owej. H e r r e r o  i wsp.
[34], po przeprowadzeniu badañ na g¹sienicach 6 ga-
tunków motyli, wykazali, ¿e bia³ka Cry1Ac i Cry1Ja
konkuruj¹ o miejsce wi¹zania na receptorze, co mo¿e
byæ przyczyn¹ wystêpowania oporno�ci krzy¿owej.

W zwi¹zku z mo¿liwo�ci¹ rozwoju u owadów opor-
no�ci na (-endotoksyny, a w szczególno�ci oporno�ci
krzy¿owej, wa¿ne jest poznanie interakcji pomiê-
dzy toksynami. W walce ze szczepami opornymi po-
mocne mog¹ byæ bia³ka maj¹ce ró¿ne miejsca wi¹za-
nia. Przyk³adem s¹ badania nad opornymi na toksyny
B. th. israelensis komarami C. quinquefasciatus, które
okaza³y siê wra¿liwe na bia³ka pochodz¹ce od B. th.
jegathesan [94].

6. Genetyka Bacillus thuringiensis

Ju¿ na pocz¹tku lat 90. C a r l s o n  i K o l s t o  [6]
skonstruowali kompletn¹ fizyczn¹ mapê chromosomu
Bacillus thuringiensis o wielko�ci 2,4�5,7 mln bp.
Wiadomo, ¿e geny toksycznych bia³ek zlokalizowane
s¹ albo na du¿ych plazmidach (obecnych u wiêkszo�æ
szczepów B. thuringiensis w formie zarówno liniowej,
jak i kolistej) albo � rzadziej � na chromosomie. Plaz-
midy nios¹ce geny cry s¹ przewa¿nie plazmidami ko-
niugacyjnymi, a ich biorcami mog¹ byæ ró¿ne gatunki
z rodzaju Bacillus [82]. T h o m a s  i wsp. [90, 91] su-
geruj¹, i¿ koniugacja jest wa¿nym sposobem szerzenia
siê genów toksyn pomiêdzy populacjami laseczek
Bacillus w naturze i daje mo¿liwo�æ � w warunkach
laboratoryjnych � konstrukcji szczepów produkuj¹cych
nowe kombinacje toksyn. W przenoszeniu genów toksyn
do innych szczepów po�redniczyæ mog¹ równie¿ fagi,
które wystêpuj¹ w niektórych szczepach B. thuringiensis.

Intensywne badania z lat 90. dotycz¹ce genomu
B. thuringiensis zaowocowa³y wieloma odkryciami.
B e r r y  i wsp. [4] przedstawili kompletn¹ sekwencjê
i organizacjê plazmidu pBtoxis B. th. israelensis, wyka-
zuj¹c nieznane dot¹d geny cyt. B a l a s u b r a m a n i a n
i wsp. [3] scharakteryzowali nowy gen cry32Aa pocho-
dz¹cy od B. th. yunnanensis, koduj¹cy bia³ko o s³abej
aktywno�ci wobec tantnisia krzy¿owiaczka (P. xylo-
stella). Natomiast Lee i wsp. [50] wykryli, w genomie
wielu szczepów B. thuringiensis, gen aiiA, koduj¹cy en-
zym degraduj¹cy lakton AHL, zwi¹zek bêd¹cy uniwer-
salnym sygnalizatorem, charakterystyczny dla bakterii
Gram-ujemnych. W zwi¹zku z tym, i¿ wiele bakterii
u¿ywa AHL do regulacji wirulencji, autorzy sugeruj¹,
¿e zak³ócenie przez B. thuringiensis bakteryjnego sys-
temu komunikacji mo¿e zapobiegaæ infekcji, np. po-
wodowanej przez pa³eczki Erwinia carotovora. Fakt,
i¿ szczepy B. thuringiensis posiadaj¹ enzymy degra-
duj¹ce AHL, mo¿e pomóc w stworzeniu strategii walki
z wieloma bakteryjnymi patogenami ro�lin.

Poznanie sekwencji i zrozumienie mechanizmu re-
alizacji informacji genetycznej B. thuringiensis umo¿-
liwi³o pozyskiwanie po¿¹danych rekombinantów za-
wieraj¹cych okre�lone geny (-endotoksyn. Techniki
rekombinacji DNA stosowane s¹ wiêc do doskonale-
nia skuteczno�ci owadobójczej bakterii poprzez, np.
wyra�ny wzrost syntezy owadobójczych bia³ek czy te¿
produkcjê (przez jeden szczep) kombinacji toksyn
pochodz¹cych od ró¿nych szczepów [19]. Kombino-
wane bia³ka Cry i Cyt wraz z toksynami pochodz¹cymi
od B. sphaericus poprawiaj¹ skuteczno�æ bioprepara-
tów przeciw komarom z rodzaju Culex. P a r k  i wsp.
[69] skonstruowali szczep B. thuringiensis produku-
j¹cy bia³ka Cyt1A, Cry11A i toksynê B. sphaericus,
wykazuj¹c wiêksz¹ skuteczno�æ szczepów rekombino-
wanych w stosunku do oddzielnych szczepów B. thu-
ringiensis i B. sphaericus.

In¿ynieria genetyczna umo¿liwi³a tak¿e konstruo-
wanie transgenicznych organizmów i ekspresjê toksyn
u innych gatunków. Na przyk³ad E. coli, o zmienio-
nym genotypie, mo¿e produkowaæ toksyczne bia³ka.
Geny B. thuringiensis i B. sphaericus ulegaj¹c ekspre-
sji w komórkach tych bakterii, nadaj¹ im w³a�ciwo�ci
owadobójczych, co pokazuje, ¿e bakterie te mog¹ byæ
wykorzystywane jako potencjalne, bardziej stabilne
czynniki w kontroli owadów [44, 88]. Pozyskiwanie
nowych szczepów otworzy³o mo¿liwo�æ konstruk-
cji szeregu bardziej efektywnych insektycydów [19].
I n c e o g l u  i wsp. [38] sugeruj¹ wykorzystanie re-
kombinowanych wirusów zawieraj¹cych geny B. thurin-
giensis do kontroli owadów niezale¿nie od stosowa-
nych bioinsektycydów.

Techniki rekombinacji DNA maj¹ce na celu
usprawnienie syntezy delta-endotoksyn nie koncentru-
j¹ siê jedynie na genach toksycznych bia³ek. Zwiêk-
szenie trwa³o�ci toksyn uzyskaæ mo¿na tak¿e poprzez
stworzenie warunków chroni¹cych ich cz¹steczki
przed zniszczeniem. Wiadomo, ¿e bia³ka Cry ulegaj¹
fotodegradacji pod wp³ywem promieni UV. Stwierdzo-
no, ¿e barier¹ zabezpieczaj¹c¹ toksyny mo¿e byæ pig-
ment produkowany w komórkach B. thuringiensis.
R u a n  i wsp. [73, 74] stworzyli rekombinowany
szczep B. thuringiensis zawieraj¹cy gen mel pochodz¹-
cy od pa³eczek Stenotrophomonas (Pseudomonas)
maltophilia. Dziêki produkcji melaniny szczepy
B. thuringiensis staj¹ siê odporne na dzia³anie pro-
mieni UV, co zapewnia stabilno�æ cz¹steczkom endo-
toksyn i d³u¿szy ich czas dzia³ania.

7. Ekologia Bacillus thuringiensis

Saprofityczne laseczki Bacillus thuringiensis wy-
stêpuj¹ powszechnie w ró¿nych �rodowiskach. Szcze-
py tego gatunku s¹ izolowane z gleby, powierzchni
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li�ci oraz z jelit owadów [13, 82]. W ka¿dym z tych
�rodowisk oddzia³uj¹ na laseczki ró¿ne czynniki,
które maj¹ wp³yw na ich wzrost oraz na sporulacjê.
Poznanie �rodowiskowych uwarunkowañ produkcji
*-endotoksyn jest istotne z praktycznego i techno-
logicznego punktu widzenia. Produkcja endotoksyn
w warunkach przemys³owych jest bowiem procesem
kosztownym, co ogranicza stosowanie preparatów
opartych na B. thuringiensis. Nowe i tanie pod³o¿e,
na którym mo¿na produkowaæ bia³ka Cry zapropo-
nowali P o o p a t h i  i wsp. [70, 71]. Alternatywne
pod³o¿e fermentacyjne (do hodowli B. th. israelensis
i B. sphaericus) bazuje na ekstrakcie z ziemniaków.
Jest ono tanie, zatem bardzo u¿yteczne ze wzglêdów
ekonomicznych, a przeprowadzone próby pokazuj¹
porównywaln¹ produkcjê toksyn w stosunku do pod³o-
¿y tradycyjnych (LB). W biotestach krystaliczne bia³-
ka (wyprodukowane na nowym pod³o¿u) s¹ efektywne
w odniesieniu do komarów C. quinquefasciatus, A. ste-
phensi i A. aegypti.

Wymagania �rodowiskowe B. thuringiensis pozna-
je siê w warunkach laboratoryjnych analizuj¹c wzrost
szczepów na specyficznych pod³o¿ach, na których do-
chodzi do produkcji *-endotoksyn. W aktualnie pro-
wadzonych badaniach analizowany jest wp³yw ró¿nych
substancji od¿ywczych i hodowlanych na laseczki
Bacillus. Z badañ I ç g e n� a  i wsp. [37] wynika, ¿e
wp³yw na syntezê bia³kowych komponentów mog¹
mieæ magnez i mied�, za� brak cynku i wapnia nie
wp³ywa negatywnie na produkcjê toksyn. W innych
badaniach R u m i n g  i wsp. [75] testowali wp³yw
na sporulacjê B. thuringiensis jonów samaru, który
w wy¿szym stê¿eniu mo¿e hamowaæ tworzenie spor.
Ö z k a n  i wsp. [66] potwierdzaj¹, ¿e zwi¹zki nieorga-
niczne mog¹ stymulowaæ produkcjê bia³ek Cry, ale tak-
¿e niektóre zwi¹zki organiczne, np. inulina, dekstryna,
laktoza, czy glicerol.

Jak dowiedli L a c h o w i c z  i wsp. [47], L-seryna
dodana do pod³o¿a minimalnego zatrzymuje wzrost
testowanych gatunków B. subtilis, B. megaterium,
B. mycoides, B. pantothenticus, z wyj¹tkiem krysz-
ta³otwórczego B. thuringiensis. Analogicznie, seryna
znana jest od d³ugiego czasu, jako inhibitor wzrostu
Escherichia coli [11]. Zatrzymanie wzrostu poprzez
serynê dodan¹ do pod³o¿a jest u E. coli powodowane
inhibicj¹ dehydrogenazy homoserynowej, uczestnicz¹-
cej w biosyntezie treoniny [27, 28]. Obecno�æ seryny
w pod³o¿u powoduje zatem g³ód treoninowy unie-
mo¿liwiaj¹cy wzrost bakterii [47]. Zjawisko inhibicji
serynowej gatunków Bacillus i E. coli ma wiêc
prawdopodobnie takie samo pod³o¿e, natomiast feno-
men wzrostu na pod³o¿u minimalnym z seryn¹ szcze-
pów B. thuringiensis wymaga wyja�nienia. Zjawisko
to mog³oby byæ wykorzystane, np. do pozytywnej se-
lekcji szczepów B. thuringiensis bezpo�rednio ze �ro-

dowiska. Izolacja szczepów w oparciu o zjawisko in-
hibicji serynowej mog³aby bowiem znacz¹co skróciæ
czas potrzebny na zidentyfikowanie nowych izolatów,
bêd¹cych �ród³em ró¿norodnych toksyn przydatnych
w biologicznej kontroli, g³ównie szkodników i wekto-
rów chorób.

8. Bezpieczeñstwo Bacillus thuringiensis
dla cz³owieka

Dotychczas biopreparaty oparte na B. thuringien-
sis, postrzegano jako bezpieczne dla innych organiz-
mów nie bêd¹cych przedmiotem zwalczania, np. dla
wystêpuj¹cych w biocenozach bezkrêgowców i krê-
gowców. Jednak¿e bliskie pokrewieñstwo B. thurin-
giensis z B. cereus, który jest przyczyn¹ zatruæ po-
karmowych, wzbudza obawy co do bezpiecznego
stosowania tych bioinsektycydów. Z nielicznych donie-
sieñ wynika, i¿ niektóre szczepy B. thuringiensis s¹
zdolne do produkcji enterotoksyn i bywaj¹ przyczy-
n¹ zatruæ pokarmowych oraz posiadaj¹ geny znane
u B. cereus, jako geny zwi¹zane z patogenno�ci¹ [25].
Badania H a n s e n� a  i H e n d r i k s e n� a  [29] po-
twierdzi³y obecno�æ genów koduj¹cych enterotoksycz-
ny kompleks HBL oraz trzy inne geny enterotoksyn
w wiêkszo�ci testowanych szczepów B. thuringiensis.
Sporadyczne doniesienia sugeruj¹ mo¿liwo�æ powodo-
wania (przez niektóre szczepy B. thuringiensis) infek-
cji jamy ustnej, oka czy infekcji ogólnoustrojowych
[30]. W badaniach J e n s e n� a  i wsp. [41] oraz
Va l a d a r e s  d e  A m o r i m  i wsp. [97] izolowano
wprawdzie szczepy B. thuringiensis od pracowników
le�nych, którzy mieli styczno�æ z biopreparatami, jed-
nak¿e u badanych nie wyst¹pi³y ¿adne objawy choro-
bowe, co potwierdza bezpieczeñstwo stosowania tych
preparatów [85]. G h e l a r d i  i wsp. [22] opieraj¹c
siê na wcze�niejszych doniesieniach, sugeruj¹, ¿e istot-
n¹ rolê w wirulencji laseczek B. thuringiensis od-
grywa ich ruchliwo�æ. Jako pierwsi przedstawiaj¹ wy-
niki �wiadcz¹ce o tym, i¿ dotychczas nie opisywany
u B. thuringiensis gen flhA jest odpowiedzialny za
ruchliwo�æ bakterii, ró¿nicowanie komórek i sekrecjê
protein zwi¹zanych z wirulencj¹ tj. HBL i PC-PLC.
S a l a m i t o u  i wsp. [77] sugeruj¹, i¿ regulatorem ge-
nów koduj¹cych czynniki potencjalnie zwi¹zane z pa-
togenno�ci¹ B. thuringiensis jest PlcR. Obserwowane
syndromy u testowanych laboratoryjnie myszy wska-
zuj¹ na udzia³ hemolizyn, z kolei biotesty z wyko-
rzystaniem mutantów sugeruj¹, ¿e patogenno�æ B. thu-
ringiensis wymaga czynników, które s¹ zale¿ne od
aktywno�ci PlcR. Obserwacjê tak¹ potwierdzaj¹
w swych badaniach F e d h i l a  i wsp. [20] wskazuj¹c
na wcze�niej opisywan¹ metaloproteazê InhA2, która
jest tak¿e regulowana przez PlcR.
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9. Podsumowanie

Wszechstronne badania, prowadzone od prawie stu
lat, zaowocowa³y wykorzystaniem Bacillus thuringien-
sis przede wszystkim w produkcji specyficznych bio-
insektycydów, konkurencyjnych dla niespecyficznych
preparatów chemicznych. W latach 1961�1995, Agen-
cja Ochrony �rodowiska w Stanach Zjednoczonych
zarejestrowa³a 177 preparatów opartych na B. thurin-
giensis, a na pocz¹tku 1998 roku ich liczba wzros³a do
prawie 200 [82]. Wzrost zainteresowania w³asno�cia-
mi szczepów oraz delta-endotoksyn powodowany jest
mo¿liwo�ciami szerokiego wykorzystania tych ento-
mopatogennych laseczek w kontroli coraz to nowych
owadów-szkodników ro�lin, innych organizmów paso-
¿ytniczych, a nawet w terapii nowotworowej. Prowa-
dzone na szerok¹ skalê badania nad B. thuringiensis
maj¹ na celu przede wszystkim zidentyfikowanie no-
wych szczepów i nowych bia³ek Cry, które w przysz-
³o�ci mog¹ stanowiæ �ród³o biopreparatów. Izolacja
i selekcja kryszta³otwórczych szczepów B. thuringien-
sis ma istotne znaczenie z punktu widzenia poszerze-
nia spektrum dzia³ania wobec innych gatunków stawo-
nogów, bêd¹cych szkodnikami b¹d� wektorami chorób
infekcyjnych i inwazyjnych. Du¿a liczba zidentyfiko-
wanych szczepów i endotoksyn jest niezbêdna tak¿e
w zwi¹zku z mo¿liwo�ci¹ wykszta³cenia siê cechy
oporno�ci w�ród owadów bêd¹cych celem dzia³ania.
Ponadto nowe izolaty potrzebne s¹ do konstrukcji orga-
nizmów transgenicznych, zarówno bakterii, jak i ro�lin,
które wykorzystywane bêd¹ do walki z organizmami
niedostêpnymi dla obecnie stosowanych preparatów
opartych na B. thuringiensis oraz ³¹cz¹cych cechy, np.
motylobójcze z chrz¹szczobójczymi, w celu kontroli
mieszanych inwazji szkodników.

Badania dotycz¹ce biologii laseczek, a zw³aszcza
ich wymagañ pokarmowych oraz �rodowiskowych
uwarunkowañ syntezy *-endotoksyn mog¹ usprawniæ
metody izolacji i selekcji kryszta³otwórczych szczepów,
w oparciu o ich cechy fizjologiczne, takie jak np. ró¿-
nicuj¹ca, od innych gatunków Bacillus, zdolno�æ do
wzrostu na pod³o¿u minimalnym z seryn¹.
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1. Wstêp

Tularemia jest ostr¹, odzwierzêc¹ chorob¹ zaka�n¹,
wystêpuj¹c¹ w naturalnych warunkach w�ród gryzoni
i zaj¹cowatych, nazywan¹ czasami �chorob¹ zajêcz¹�
lub �d¿um¹ gryzoni�, wywo³ywan¹ przez Francisella
tularensis, wzglêdnie tlenow¹, Gram-ujemn¹ ziarniako�
pa³eczkê. Choroba wystêpuje u ssaków, ptaków, p³azów,
ryb a nawet u bezkrêgowców. Naturalnym rezerwua-
rem F. tularensis s¹ myszy, szczury, nornice, wiewiórki,
króliki, zaj¹ce oraz inne zwierzêta, g³ównie gryzonie
[7, 9, 49, 76]. Ludzie zara¿aj¹ siê pa³eczkami F. tula-
rensis poprzez uk¹szenia owadów, kontakt z zaka¿o-
nymi tkankami zwierz¹t, ska¿on¹ ziemi¹, spo¿yciem
ska¿onej wody i ¿ywno�ci jak te¿ drog¹ aerogenn¹.
Tularemia u ludzi mo¿e przybieraæ ró¿ne formy w za-
le¿no�ci od drogi wnikniêcia do organizmu. Pomimo,
¿e jest ona uwa¿ana za chorobê przebiegaj¹c¹ w ostrej
postaci, w wielu przypadkach mo¿e przebiegaæ w for-
mie ³agodnej lub wrêcz bezobjawowo [18].

W obecnej dobie zagro¿enia atakami terrorystycz-
nymi, nie mo¿na zapominaæ równie¿ o tym, ¿e pa³eczki
F. tularensis mog¹ byæ u¿yte jako broñ biologiczna
w postaci aerozolu do wywo³ania atypowego zapale-
nia p³uc [12, 14]

Tularemia zosta³a po raz pierwszy opisana w 1837
roku w Japonii. Nazwa choroby pochodzi od opisanej

w roku 1911 epidemii tularemii u wiewiórek w hrab-
stwie Tulare w Kaliforni a nazwa bakterii � od naz-
wiska badacza zajmuj¹cego siê tymi drobnoustrojami
� dr E d w a r d a  F r a n c i s a  [46].

2. Czynnik etiologiczny

Tularemiê wywo³uje ma³a (0,2�0,7 µm), nieruchli-
wa, niezarodnikuj¹ca, barwi¹ca siê biegunowo, rosn¹ca
tlenowo Gram-ujemna ziarniako�pa³eczka Francisella
tularensis. Drobnoustrój ten jest wra¿liwy na wysok¹
temperaturê, promienie s³oneczne oraz na powszechnie
stosowane �rodki dezynfekcyjne. W tuszy zwierzêcej,
w temperaturze do 21°C zarazek prze¿ywa kilka mie-
siêcy. W zbiornikach wodnych bakterie prze¿ywaj¹ do
3 miesiêcy, w mule � kilka tygodni; w wydzielinie
z wêz³a ch³onnego � miesi¹c lub d³u¿ej [41].

Pozycja taksonomiczna F. tularensis ulega³a czêstym
zmianom. Pierwotnie drobnoustrój ten by³ zaliczany do
rodzaju Bacterium, pó�niej do rodzaju Pasteurella lub
Brucella [53], a od 1947 do nowo utworzonego rodzaju
Francisella [16]. W Bergey�s Manual of Systematic
Bacteriology z 1984 r. w obrêbie rodzaju Francisella
obok F. tularensis znalaz³ siê równie¿ drugi gatunek
� F. novicida. Drobnoustroje nale¿¹ce do gatunku
F. novicida, ró¿ni¹ siê od F. tularensis niektórymi
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w³a�ciwo�ciami biochemicznymi oraz brakiem zjadli-
wo�ci dla ludzi i zwierz¹t. Obydwa drobnoustroje
wykazuj¹ jednak wysoki stopieñ pokrewieñstwa gene-
tycznego (99,6% podobieñstwo w sekwencji nukleoty-
dów podjednostki 16S rDNA) i z tego powodu F. novi-
cida uwa¿ana jest przez wielu badaczy za podgatu-
nek F. tularensis i opisywana jako F. tularensis subsp.
novicida [21, 34].

W 1989 r. H o l l i s  i wsp. [34] zaproponowali aby
do rodzaju Francisella w³¹czyæ pa³eczki dotychczas
klasyfikowane jako Yersinia philomiragia. Autorzy
udowodnili, ¿e sk³ad kwasów t³uszczowych tych pa³e-
czek jest typowy dla rodzaju Francisella a ich DNA
wykazuje wysoki stopieñ pokrewieñstwa do DNA
F. tularensis. Nowy gatunek powinien zdaniem auto-
rów przyj¹æ nazwê F. philomiragia.

 Pierwotnie, w obrêbie gatunku F. tularensis wyró¿-
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), g³ównie na podsta-
wie cech zjadliwo�ci tych drobnoustrojów, obecno�ci
ureidazy cytrulinowej i zdolno�ci do produkcji kwasu
z glicerolu [51, 52]. Bardziej szczegó³owa analiza
szczepów F. tularensis, podgrupy holarctica, wyró¿nia
3 biovary: biovar I wra¿liwy na erytromycynê, biovar II
oporny na erytromycynê i biovar japonica [60].

Szczepy F. tularensis subsp. tularensis (typ A) uwa-
¿ane s¹ za najbardziej zjadliwe dla ludzi i domowych
królików. Dawka zaka¿aj¹ca wynosi zaledwie 10 CFU
a �miertelno�æ nie leczonej postaci skórnej wynosi
5�6% [17, 19, 52]. F. tularensis subsp. tularensis
(typ A) s¹ niemal wy³¹cznie izolowane na terenie
Ameryki Pó³nocnej, chocia¿ ostatnio opisano przypadki
izolowania tych szczepów na terenie Europy [29].
Zaka¿enia F. tularensis subsp. palaearctica (typ B)
wystêpuj¹ g³ównie u gryzoni wodnych takich jak bobry
i pi¿mowce w pó³nocnych rejonach Ameryki Pó³nocnej
a tak¿e u zajêcy i ma³ych gryzoni w pó³nocnych rejo-
nach Europy i Azji. F. tularensis subsp. palaearctica
(typ B) s¹ mniej wirulentne dla ludzi i królików.

Czwarta opisana w 1992 r. podgrupa tych drobno-
ustrojów, F. tularensis subsp. mediaasiatica wystêpuje
na terenie centralnej Azji i by³ych republik Zwi¹zku
Radzieckiego. Szczepy te wykazuj¹ obecno�æ ureidazy
cytrulinowej i s¹ zdolne do fermentacji glicerolu, ale s¹
mniej zjadliwe dla królików od szczepów F. tularensis
subsp. tularensis [18].

Budowa genomu pa³eczek F. tularensis jest s³abo
poznana. W szczepie szczepionkowym (LVS) opisano
wystêpowanie dwóch ró¿nych plazmidów kryptycz-
nych (pOM1 i pNFL10) [54]. Aktualnie w ró¿nych
o�rodkach naukowych w Europie i USA trwaj¹ prace
nad poznaniem sekwencji nukleodytów w genomie
szczepu Schu S4 uwa¿anego za typowego przedsta-

wiciela gatunku F. tularensis subsp. tularensis [18, 55].
Wstêpne wyniki sugeruj¹, ¿e szczep Schu S4 posiada
jeden z najmniejszych genomów spo�ród wszystkich
bakterii, o wielko�ci poni¿ej 2 Mpz Zawarto�æ G + C
w genomie wynosi oko³o 34% [55].

3. Patogeneza zaka¿eñ wywo³ywanych
przez F. tularensis

F. tularensis mo¿e wnikn¹æ do organizmu cz³owie-
ka poprzez uszkodzon¹ skórê, b³ony �luzowe, uk³ad
pokarmowy i p³uca [6, 14, 17, 18, 25]. W typowej po-
staci wrzodziej¹co-wêz³owej tularemii zmiany skórne
pojawiaj¹ siê w miejscu zaka¿enia po 3�5 dniach od
ekspozycji [50]. Drobnoustroje te s¹ wzglêdnymi we-
wn¹trzkomórkowymi patogenami, które zdolne s¹ do
namna¿ania wewn¹trz makrofagów [1].

Po wstêpnym 3�5-dniowym namno¿eniu w miejscu
zaka¿enia, bakterie drog¹ uk³adu krwiono�nego przedo-
staj¹ siê do wêz³ów ch³onnych, w których siê dalej na-
mna¿aj¹, a nastêpnie s¹ rozsiewane do takich narz¹dów
jak p³uca, op³ucna, �ledziona, w¹troba i nerki. W w¹tro-
bie bakterie namna¿aj¹ siê w hepatocytach, tam te¿ jest
produkowany nekrotyczny czynnik alfa, interleukina-
10, interleukina-12 i gamma interferon (IFN-() [13,
27]. Pocz¹tkow¹ reakcj¹ tkanek na zaka¿enie jest miejs-
cowa martwica z naciekiem z³o¿onym g³ównie z wielo-
j¹drzastych leukocytów a nastêpnie z makrofagów,
nab³onkowatych komórek i limfocytów. Zmiany wy-
siêkowe staj¹ siê ziarniniakowate z centralnie umiejs-
cowionymi zmianami martwiczymi, czasami ze stref¹
serowacenia otoczon¹ przez warstwê nab³onkowatych
komórek, olbrzymich komórek wieloj¹drzastych i fibro-
blastów. Zmiany te przybieraj¹ charakter typowy dla
gru�licy i sarkoidozy [13, 14, 62, 67, 74]

Zaobserwowano, ¿e po podaniu ma³pom drog¹ aero-
genn¹ zjadliwego szczepu Schu S4 F. tularensis w ci¹-
gu 24 godzin pojawia siê zapalenie oskrzeli [78], które
przy braku leczenia rozszerza siê nastêpnie na p³uca,
w obrêbie których tworz¹ siê ziarniniaki i przewlek³e,
�ródmi¹¿szowe zmiany w³ókniste.

U ludzi równie¿ bardzo szybko po zaka¿eniu docho-
dzi do krwotocznego zapalenia górnych dróg oddecho-
wych oraz do zapalenia p³uc. Histopatologiczne bada-
nie skrawków p³uc wykazuje przestrzenie wype³nione
wysiêkiem zawieraj¹cym monocyty [14].

4. Wystêpowanie tularemii na �wiecie

Od 1911 roku, kiedy to, od gryzonia w Kaliforni
wyizolowano, ma³¹ Gram-ujemn¹ bakteriê, któr¹ na-
zwano Bacterium tularensis [46], naturalne zaka¿enia
wywo³ywane przez F. tularensis zosta³y opisane w wie-
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lu krajach pó³kuli pó³nocnej, najczê�ciej w Skandy-
nawii, Pó³nocnej Ameryce, Japonii i Rosji [7, 9, 50,
69, 76]. Jednak¿e, ostatnio zanotowano przypadki
tularemii w Turcji, Jugos³awii, Hiszpanii i Szwajcarii
[3, 18, 32, 59] co wskazuje, ¿e choroba ta mo¿e wystê-
powaæ w krajach o ró¿nym klimacie.

W Polsce ogniska endemiczne tularemii wystêpuj¹
g³ównie na pó³nocy kraju; w okolicach Szczecina, Ol-
sztyna, Bydgoszczy, Gdañska, Bia³egostoku i Poznania
[33, 41] (Rys. 1). W latach 1946�1971 zarejestrowano
w Polsce 497 przypadków tularemii, g³ównie w okoli-
cach Szczecina i Olsztyna. Natomiast w roku 1983 za-
notowano w Polsce ju¿ tylko 4 przypadki zachorowañ
[2]. W 98% �ród³em zaka¿enia ludzi by³y chore zaj¹ce.
Ogniska olsztyñskie powi¹zane s¹ z obszarami ende-
micznymi na wschodnim wybrze¿u Ba³tyku, gdzie du¿e
epidemie tularemii obserwowano w latach 1943�1944
w okolicy Tyl¿y oraz w okrêgu Kaliningradzkim. Nato-
miast ogniska w rejonie Szczecina nale¿¹ do najwiêk-
szych endemicznych rejonów tularemii w Polsce [44].

Trzeba mieæ na uwadze, ¿e dostêpne dane epide-
miologiczne s¹ mocno zani¿one z powodu braku cha-
rakterystycznych objawów klinicznych tularemii oraz
niedostatecznym przygotowaniem laboratoriów do ba-
dañ diagnostycznych w tym kierunku.

5. Objawy kliniczne

Tularemia u ludzi mo¿e przybieraæ ró¿ne formy,
w zale¿no�ci od drogi wnikniêcia do organizmu. Pomi-
mo ¿e tularemia uwa¿ana jest za chorobê przebiegaj¹c¹
w ostrej postaci, w wielu przypadkach mo¿e przebie-
gaæ w formie ³agodnej lub wrêcz bezobjawowo [18].

Pocz¹tek choroby jest nag³y, z gwa³townymi dresz-
czami, bólem miê�ni, g³owy, uczuciem rozbicia, wy-
sok¹ gor¹czk¹, os³abieniem, wymiotami, czêsto obser-
wuje siê zapalenie spojówek. Gor¹czka u osób niele-
czonych ma charakter nawrotowy [20, 41, 50]. Pa³eczki
F. tularensis za pomoc¹ makrofagów s¹ transportowane
do wêz³ów ch³onnych, gdzie mog¹ siê namna¿aæ i na-
stêpnie dalej rozprzestrzeniaæ po organizmie. Naj-
czê�ciej w tej fazie choroby dochodzi równie¿ do bak-
teremii. Wstêpny etap odpowiedzi immunologicznej
charakteryzuje siê ostrym stanem zapalnym. W pó�-
niejszej fazie tworz¹ siê serowacenia ziarniniakowate
podobne do tych wystêpuj¹cych przy gru�licy i sarko-
idiozie. Okres wylêgania choroby jest krótki, zwykle
3�5-dniowy chocia¿ mo¿e siê wahaæ od 2 do 21 dni
[13, 18, 67].

Wyró¿nia siê nastêpuj¹ce postacie kliniczne tula-
remii [2, 6, 8, 14, 20, 25, 30, 41, 71]:

� p o s t a æ  w r z o d z i e j ¹ c o - w ê z ³ o w a: wy-
stêpuje w 45�85% wszystkich przypadków tularemii,
najczê�ciej w wyniku kontaktu ze ska¿onymi tkanka-
mi zwierz¹t b¹d� w wyniku uk¹szenia przez zaka¿one
stawonogi, g³ównie kleszcze. Pojawiaj¹ siê rumie-
niowate grudki w miejscu uk¹szenia przez kleszcza.
W ci¹gu 48 godzin zmiany siê powiêkszaj¹ do 1�2 cm,
przechodz¹c w krosty a nastêpnie we wrzody, które
mog¹ przetrwaæ przez wiele miesiêcy. W pó�niejszym
okresie pojawia siê czarny strup z otaczaj¹cym go
rumieniem i obrzêkiem. Po okresie inkubacji, który
typowo trwa od 3 do 6 dni u zaka¿onej osoby pojawiaj¹
siê objawy grypopodobne, takie jak dreszcze, gor¹cz-
ka, ból g³owy, ból miê�ni. Drobnoustroje z miejsca
wnikniêcia rozsiewane s¹ do wêz³ów ch³onnych drog¹
uk³adu ch³onnego. Z powiêkszonych, czasami ropiej¹-
cych wêz³ów ch³onnych, bakterie mog¹ dostaæ siê do
okolicznych tkanek, takich jak �ledziona, w¹troba,
p³uca, nerki, jelita, centralny uk³ad nerwowy, miê�nie
szkieletowe. Wystêpuje czêsto leukocytoza oraz hyper-
bilirubinemia razem z podwy¿szonym poziomem w¹-
trobowych transaminaz. Powrót do zdrowia mo¿e byæ
opó�niony ale postaæ wrzodziej¹co-wêz³owa tularemii
rzadko prowadzi do �mierci (poni¿ej 3% przypadków
choroby), nawet przy braku leczenia.

W rzadkich przypadkach nie dochodzi do zmian
skórnych w miejscu zaka¿enia a jedynie do powiêk-
szenia wêz³ów ch³onnych. Tak¹ postaæ okre�la siê jako
tularemiê wêz³ow¹.

� p o s t a æ  a n g i n o w a: wystêpuje rzadko, w mniej
ni¿ w 5% przypadków. Po spo¿yciu zaka¿onej F. tula-
rensis wody lub ¿ywno�ci nastêpuje wysiêkowe zapa-
lenie gard³a i jamy ustnej z tendencj¹ do owrzodzeñ.
Wystêpuje gor¹czka, dreszcze, bóle miê�ni oraz czê-
sto do³¹cza siê zapalenie p³uc. Postaæ ta jest czêsto
okre�lana jako bolesne owrzodzenie gard³a z powiêk-
szeniem migda³ków i tworzeniem siê ¿ó³to-bia³ych

Rys. 1. Wystêpowanie endemicznych ognisk tularemii na
terenie Polski



268 WALDEMAR RASTAWICKI, MAREK JAGIELSKI

b³on rzekomych. Najczê�ciej objawom tym towarzy-
szy powiêkszenie wêz³ów ch³onnych szyjnych.

� p o s t a æ  ¿ o ³ ¹ d k o w o - j e l i t o w a: spo¿ycie
zaka¿onej F. tularensis wody lub ¿ywno�ci mo¿e wy-
wo³aæ zapalenie ¿o³¹dka i jelit. W zale¿no�ci od dawki
zaka¿aj¹cej, pokarmowa postaæ tularemii mo¿e przy-
bieraæ formê ³agodnej biegunki b¹d� te¿ ostrej postaci
pokarmowej z owrzodzeniami jelit.

� p o s t a æ  p ³ u c n a: wystêpuje w poni¿ej 5%
przypadków � jest to najbardziej ostro przebiegaj¹ca
postaæ tularemii. Mo¿e ona byæ wywo³ana albo przez
bezpo�rednie wnikniêcie drobnoustrojów drog¹ od-
dechow¹ b¹d� te¿ w wyniku powik³añ innych postaci
tularemii. Objawy wystêpuj¹ce w postaci p³ucnej tula-
remii nie s¹ swoiste i trudno je zró¿nicowaæ badaniem
klinicznym czy te¿ radiologicznym od innych chorób
przebiegaj¹cych z zapaleniem p³uc. Objawy postaci
p³ucnej tularemii to gor¹czka, bóle miê�ni, ból g³owy,
ból w klatce piersiowej, suchy kaszel i zapalenie p³uc.
Mo¿e tak¿e doj�æ do zapalenia gard³a. Choroba mo¿e
przybraæ formê ostr¹ (piorunuj¹c¹) lub powoln¹, z ob-
jawami przed³u¿aj¹cymi siê do wielu miesiêcy. Obraz
RTG wykazuje jedno- lub obustronne zapalenie p³uc.
Mo¿e wyst¹piæ powiêkszenie wnêkowych wêz³ów
ch³onnych i wysiêk w op³ucnej. Czasami mo¿na za-
obserwowaæ nacieki w mi¹¿szu lub rozsiane zmiany
ziarniniakowate a nawet ropnie w mi¹¿szu p³uc. Wy-
stêpuje leukocytoza, podwy¿szenie poziomu transami-
naz i bilirubiny oraz rozpad miê�ni pr¹¿kowanych
z podwy¿szonym poziomem fosfokinazy kreatyniny.

� p o s t a æ  o c z n o - w ê z ³ o w a: rzadko wystêpu-
j¹ca postaæ kliniczna tularemii. Spojówki s¹ pierwotnym
miejscem wnikniêcia bakterii, zazwyczaj w wyniku
przeniesienia drobnoustrojów palcami. Na spojówkach
pojawiaj¹ siê owrzodzenia i guzki, a bakterie przeni-
kaj¹ do okolicznych wêz³ów ch³onnych.

� p o s t a æ  d u r o w a: wystêpuje rzadko, w mniej
ni¿ w 5% przypadków. Najczêstszym objawem jest
gor¹czka bez pierwotnych zmian skórnych, wêz³owych,
ocznych oraz bez zmian zapalnych gard³a i p³uc. Po-
cz¹tek choroby jest nag³y, z gor¹czk¹ 38�40o C, bólem
miê�ni, g³owy i dreszczami. Mo¿e wyst¹piæ biegunka
i os³abienie. Pojawia siê suchy kaszel z bólem zamost-
kowym. U 50�80% osób nastêpuje wtórne zapalenie
p³uc z ropn¹ plwocin¹ i duszno�ci¹. Najczêstsze po-
wik³ania to rozpad miê�ni pr¹¿kowanych, zapalenie
w¹troby, nerek, opon mózgowo-rdzeniowych i stawów.
�miertelno�æ siêga 50%.

6. Laboratoryjna diagnostyka zaka¿eñ
wywo³ywanych przez F. tularensis

Bakteriologiczna diagnostyka tularemii jest trudna
i bardzo niebezpieczna dla personelu laboratoryjnego.
Laboratoria o klasie bezpieczeñstwa A przy podejrze-

niu w preparatach barwionych metod¹ Grama obecno-
�ci pa³eczek F. tularensis powinny przes³aæ szczep do
laboratorium klasy B. Trzeba braæ pod uwagê, ¿e szereg
innych drobnoustrojów, takich jak Haemophilus sp.,
Acinetobacter sp., Actinobacillus sp., Bordetella sp.,
Pasteurella sp., Brucella sp. mo¿e byæ mylonych
z F. tularensis. Od osób podejrzanych o tularemiê mog¹
byæ pobrane aspiraty z wêz³ów ch³onnych, materia³ ze
zmian skórnych, próbki krwi, plwociny, moczu, mate-
ria³ z przewodu pokarmowego, wymazy z gard³a, wy-
cinki z w¹troby, �ledziony, nerek, p³uc oraz próbki
szpiku kostnego [14, 18]. W skierowaniu do labora-
torium powinno byæ ostrze¿enie o spodziewanym roz-
poznaniu, co pozwoli na unikniêcie niebezpiecz-
nych ekspozycji na ten wysoce zaka�ny drobnoustrój.
W próbkach surowicy nale¿y poszukiwaæ przeciwcia³
ró¿nymi metodami serologicznych.

Najczê�ciej wykorzystywane metody laboratoryjnej
diagnostyki zaka¿eñ wywo³anych przez F. tularensis
przedstawiono w tabeli I.

7. Chemioterapia zaka¿eñ wywo³ywanych
przez F. tularensis

Ziarniako � pa³eczki F. tularensis s¹ generalnie
wra¿liwe na aminoglikozydy, teracykliny, fluorochino-
lony i chloramfenikol. Wszystkie szczepy produkuj¹
betalaktamazy rozk³adaj¹ce penicyliny, cefalosporyny
i karbapenemy (imipenem i meropenem). S¹ oporne
na makrolidy i klindamycynê [14, 18, 41, 61].

Profilaktyczne podawanie antybiotyków jest efek-
tywne jedynie wtedy, gdy rozpocznie siê w ci¹gu 24 go-
dzin po ekspozycji. Osoby które zetknê³y siê wcze�niej
z zaka¿onym materia³em powinny mierzyæ temperaturê
i przy pierwszych grypopodobnych objawach rozpo-
cz¹æ leczenie. Bliski kontakt z osob¹ chor¹ nie wyma-
ga profilaktycznego podania antybiotyków. Poniewa¿
tularemia nie przenosi siê z cz³owieka na cz³owieka
nie jest konieczna izolacja chorych. Wystarcz¹ stan-
dardowe �rodki ochronne personelu, takie jak rêka-
wiczki przy kontakcie z krwi¹, ochronne okulary itp.

Antybiotyki stosowane w leczeniu tularemii zgod-
nie z zaleceniami specjalnej grupy naukowców, powo-
³anej w USA pod nazw¹ Working Group on Civilian
Biodefense, przedstawiono w tabeli II [14].

8. Szczepienia ochronne

Pierwsze ¿ywe szczepionki dla ochrony osób nara-
¿onych na zaka¿enie F. tularensis by³y opracowane
ju¿ przed II wojn¹ �wiatow¹ w ówczesnym Zwi¹zku
Radzieckim. W pe³ni wirulentny szczep F. tularensis
by³ atenuowany poprzez pasa¿e na sztucznych pod³o-



269TULAREMIA

¿ach z dodatkiem surowicy odporno�ciowej lub te¿
poprzez jego suszenie. Z pocz¹tkiem lat 40-tych ubieg-
³ego wieku po stracie pocz¹tkowo u¿ywanego w pe³ni
wirulentnego szczepu F. tularensis wyizolowano nowy
szczep oznaczony jako �15�, który posiada³ zreduko-
wane w³a�ciwo�ci wirulentne dla �winek morskich
przy w pe³ni zachowanej wirulencji dla myszy. Do
roku 1960 atenuowany szczep 15 F. tularensis, poda-

wany podskórnie, u¿yto do zaszczepienia 60 milionów
osób [67]. Pó�niejszym wariantem szczepu �15�, który
z czasem utraci³ swoje w³a�ciwo�ci wirulentne dla my-
szy by³ tzw. szczep �15 � odnowiony� (15 restored).
Innym szczepem uzyskanym w Instytucie im. Gamalei
w Moskwie by³ szczep oznaczony jako �155� [63].
Obydwa te szczepy dawa³y 2 typy kolonii, oznaczone
jako wariant niebieski lub szary, w zale¿no�ci od koloru

Preparaty mikroskopowe [14, 18, 45] � Barwienie metod¹ Grama lub metod¹ Ma³e, Gram-ujemne, s³abo wybarwione
May/Grunwald/Giemsa ziarniako-pa³eczki na granicy widoczno�ci

Preparaty histologiczne � odczyn immunofluorescencji Wysoce czu³e i swoiste metody pozwalaj¹ce
[18, 28, 48] bezpo�redniej i po�redniej, wykryæ drobnoustroje w liczbie

� odczyn immunoenzymatyczny, >103 CFU/ml,
� odczyn precypitacji w kapilarach,
� odczyn immunochromatografii, Wysoka swoisto�æ odczynu przy niskiej

czu³o�ci

Hodowla [11, 14, 18, 26, 28, 45, � agar z dodatkiem krwi, cysteiny i glukozy, Okr¹g³e, g³adkie, lekko �luzowe, zielonkawo-
56, 58, 73, 75, 77] � agar czekoladowy, bia³e kolonie o �rednicy 2�4 mm

� pod³o¿e TSB lub bulion mózgowo-sercowy Wzrost na pod³o¿ach p³ynnych jest powolny,
wzbogacony cystein¹, wymaga oko³o 7�10 dni inkubacji.

� bulion Mueller-Hinton z dodatkiem F. tularensis ro�nie w postaci zwartego
pirofosforanu ¿elazowego, pier�cienia blisko górnej krawêdzi bulionu

� pod³o¿e Chamberlaina

Próba biologiczna [45] Myszom lub �winkom morskim podaje siê Padniêcia po 2�10 dniach. Krwotoczne
próbki materia³u klinicznego drog¹ pokarmo- powiêkszenie wêz³ów ch³onnych, �ledziony,
w¹, dootrzewnowo, podskórnie lub do¿ylnie w¹troby, liczne ogniska martwicze

Metody biologii molekularnej � ³añcuchowa reakcja polimerazy (PCR), Poszukuje siê fragmentów genów koduj¹cych
[8, 15, 18, 21, 24, 28, 37�39, 57, 68] bia³ka b³ony zewnêtrznej

� REP-PCR Pozwala na typowanie ró¿nych podgatunków
szczepów F. tularensis

Badania serologiczne � odczyn mikroaglutynacji Przeciwcia³a dla antygenów F. tularensis
[4, 5, 10, 14, 18, 42, 45, 66, 72, 79] � odczyn aglutynacji probówkowej pojawiaj¹ siê w surowicy osób chorych

� odczyn lateksowy po 10�14 dniach od wyst¹pienia objawów
� odczyn ELISA klinicznych, osi¹gaj¹ najwy¿szy poziom
� odczyn western-immunoblotting w 4�7 tygodniu choroby

T a b e l a  I
Metody laboratoryjnej diagnostyki zaka¿eñ wywo³ywanych przez F. tularensis

Rodzaj badania Metoda / po¿ywka Uwagi

Osoby doros³e Streptomycyna: 1 g domiê�niowo, 2 × dziennie, Doksycyklina: 100 mg do¿ylnie, 2 × dziennie,
przez 10 dni przez 14�21 dni

Gentamycyna: 5 mg/kg domiê�niowo lub do¿ylnie Chloramfenikol: 15 mg/kg do¿ylnie, 4 × dziennie,
1 × dziennie, przez 10 dni przez 14�21 dni

Ciprofloksacyna: 400 mg do¿ylnie, 2 x dziennie,
przez 10 dni

Dzieci Streptomycyna: 15 mg/kg domiê�niowo, 2 × dziennie, Doksycyklina: u dzieci o wadze ≥45 kg, 100 mg
Gentamycyna: 2,5 mg/kg domiê�niowo lub do¿ylnie do¿ylnie 2 × dziennie u dzieci o wadze <45 kg 2,2 mg/kg
3 × dziennie do¿ylnie, 2 × dziennie

Chloramfenikol: 15 mg/kg do¿ylnie 4 × dziennie

Ciprofloksacyna: 15 mg/kg do¿ylnie, 2 × dziennie

T a b e l a  I I
Antybiotyki stosowane w leczeniu tularemii zgodnie z zaleceniami Working Group on Civilian Biodefense [14]

Grupa osób Antybiotyk z wyboru Antybiotyk alternatywny
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jaki przyjmowa³y kolonie ogl¹dane pod mikroskopem
przy bocznym o�wietleniu. Drobnoustroje pochodz¹ce
z wariantu niebieskiego okaza³y siê bardziej zjadliwe
i immunogenne ni¿ pochodz¹ce z wariantu szarego
[17]. Pos³u¿y³y one do przygotowania ¿ywego szczepu
szczepionkowego � LVS (live vaccine strain) F. tula-
rensis, który zapewnia³ efektywn¹ ochronê immunizo-
wanych tym szczepem myszy i �winek morskich przed
zaka¿eniem drog¹ oddechow¹ wirulentnym szczepem
Schu S4 F. tularensis. Badania przeprowadzone na
ochotnikach u ludzi potwierdzi³y, ¿e u¿ycie szczepionki
przygotowanej ze szczepu LVS zapewnia istotn¹
ochronê przed zaka¿eniem F. tularensis drog¹ odde-
chow¹ [64, 65]. Szczepionkê ze szczepu LVS mo¿na
podawaæ zarówno drog¹ aerogenn¹, pokarmow¹ jak
i podskórn¹. Produkcjê tej szczepionki rozpoczêto
w USA w 1959 roku. Po jej zastosowaniu czêsto�æ za-
ka¿eñ F. tularensis wywo³uj¹cych postaæ durow¹ spad³a
z 5,7 do 0,27 przypadków na 1000 przypadków wyso-
kiego ryzyka. Szczepionka LVS jest jak dot¹d jedyn¹
skuteczn¹ szczepionk¹ w zapobieganiu tularemii. Nie
jest ona jednak obecnie ogólnie dostêpna poniewa¿
nadal trwaj¹ prace nad dopuszczeniem jej do obrotu.

Pierwsze prace nad zabit¹ szczepionk¹ by³y prowa-
dzone w 1930 roku przez L e e  F o s h a y  [22, 23].
Stosowano ró¿ne metody inaktywacji ¿ywego szczepu,
takie jak ogrzewanie, dzia³anie acetonem i fenolem.
Skuteczno�æ tego typu szczepionki obecnie jest kwestio-
nowana. Stwierdzono, ¿e stymuluje ona g³ównie od-
porno�æ humoraln¹ a bardzo s³abo odporno�æ komór-
kow¹. Wiadomo jest natomiast, ¿e skuteczn¹ ochronê
przed wyst¹pieniem tularemii zapewnia odporno�æ ko-
mórkowa zwi¹zana z limfocytami T [74]. Dodatkow¹
ujemn¹ cech¹ tej szczepionki by³o stymulowanie wy-
stêpowania lokalnych reakcji poszczepiennych.

Prowadzone s¹ tak¿e prace nad stworzeniem tzw.
szczepionki podjednostkowej zawieraj¹cej w swoim
sk³adzie poszczególne antygeny wystêpuj¹ce w ko-
mórce F. tularensis, które s¹ zdolne indukowaæ odpor-
no�æ humoraln¹ i komórkow¹. Do tej pory uda³o siê
zidentyfikowaæ 23 takie antygeny. Stwierdzono, ¿e nie-
które z bia³ek otoczkowych, o masie 61, 40, 37, 32
i 17,5 � kda stymulowa³y tak¿e odpowied� komórko-
w¹ [35, 62, 70].

9. Tularemia jako broñ biologiczna

Prace nad wykorzystaniem pa³eczek F. tularensis
jako broni biologicznej by³y prowadzone w USA, ZSRR
i Japonii ju¿ przed II wojn¹ �wiatow¹ [14]. Istnieje po-
dejrzenie, ¿e bakterie te mog³y byæ u¿yte przez Rosjan
w latach 1942�43 w czasie walk o Stalingrad podczas
II wojny �wiatowej [14]. U ¿o³nierzy po obydwu stro-
nach frontu walcz¹cych wojsk oraz w�ród ludno�ci
cywilnej wyst¹pi³y wtedy masowe zachorowania na
zapalenie p³uc. F. tularensis by³a te¿ jednym z drobno-
ustrojów testowanych jako broñ biologiczna przez
Japoniê w latach 1932�1945 podczas walk w Mand¿u-
rii. Po II wojnie �wiatowej prace nad broni¹ biologiczn¹
by³y kontynuowane zarówno w USA jak i ZSRR.
W USA prace te trwa³y do koñca lat 60-tych, W roku
1973 wszystkie zapasy F. tularensis zosta³y zniszczone
[12]. W Zwi¹zku Radzieckim a potem w Rosji prace
nad u¿yciem pa³eczek tularemii jako broni biologicznej
trwa³y do roku 1990 [14]. Uzyskano nawet warianty
oporne na antybiotyki.

WHO ustali³o, ¿e 50 kg zawiesiny F. tularensis roz-
sianej w postaci aerozolu nad du¿ym miastem spo-
woduje zachorowanie 250 tysiêcy osób i �mieræ 19 ty-
siêcy [31]. Zachorowania wystêpowa³yby przez wiele
tygodni a nawroty choroby zdarza³y by siê jeszcze
przez wiele miesiêcy. Osoby zaszczepione by³yby tyl-
ko czê�ciowo odporne na zaka¿enie drog¹ oddecho-
w¹. Finansowe konsekwencje potencjalnego ataku bio-
terrorystycznego przy u¿yciu pa³eczek F. tularensis
wed³ug WHO wynios³yby ponad 5 miliardów dolarów
na ka¿de 100 tysiêcy osób bezpo�rednio nara¿onych
na zaka¿enie [40].

Wed³ug The Working Group on Civilian Biodefen-
se, biologiczny atak przy u¿yciu F. tularensis charak-
teryzowa³by siê nastêpuj¹cymi cechami:
� nag³ym pojawieniem siê u wielu osób ostrych obja-

wów gor¹czki z atypowym zapaleniem p³uc,
� pojawieniem siê objawów skórnych, powiêkszenie

wêz³ów ch³onnych, zapalenie gard³a,
� pojawieniem siê ostrych objawów p³ucnych u pier-

wotnie zdrowych, m³odych osób,
� wyst¹pieniem przypadków tularemii na terenach

miejskich,

Osoby doros³e Doksycyklina: 100 mg doustnie, 2 × dziennie, przez 2 tygodnie
Ciprofloksacyna: 500 mg doustnie, 2 × dziennie, przez 2 tygodnie

Dzieci Doksycyklina: u dzieci o wadze ≥45 kg, 100 mg doustnie, 2 × dziennie, przez 2 tygodnie
u dzieci o wadze < 45 kg, 2,2 mg/kg doustnie, 2 × dziennie, przez 2 tygodnie
Ciprofloksacyna: 15 mg/kg doustnie, 2 × dziennie

T a b e l a  I I I
Zalecenia Working Group on Civilian Bidefense dotycz¹ce leczenia tularemii w przypadku masowego ataku

terrorystycznego [14]

Grupa osób Antybiotyk
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� brakiem wektorów zwierzêcych, w tym gryzoni,
przy zachorowaniach w�ród zaka¿onych osób brak
zró¿nicowania co do p³ci i ich wieku,

� w preparatach próbek materia³u klinicznego i ho-
dowli barwionych metod¹ Grama widocznymi, ma-
³ymi, Gram-ujemnymi pa³eczko-ziarniakami.
W przypadku wyst¹pienia masowych zachorowañ

z objawami atypowego zapalenie p³uc nale¿y ró¿nico-
waæ tularemiê od innych jednostek chorobowych, które
mog¹ wyst¹piæ po ewentualnym ataku bioterrorystycz-
nym, takich jak w¹glik, d¿uma czy gor¹czka Q.

Zalecenia Working Group on Civilian Biodefense
dotycz¹ce leczenia tularemii w przypadku masowego
ataku terrorystycznego przedstawiono w tabeli III [14].

10. Podsumowanie

W pracy przedstawiono najwa¿niejsze informacje
dotycz¹ce tularemii � choroby zaka�nej, która sama
w sobie nie stanowi obecnie powa¿nego problemu epi-
demiologicznego. Ostatni wzrost zainteresowania t¹
chorob¹ wi¹¿e siê z potencjalnym zagro¿eniem atakiem
terrorystycznym przy wykorzystaniu pa³eczek F. tula-
rensis jako broni biologicznej.

Autorzy uznali, ¿e zebranie, w oparciu o najnowsze
pi�miennictwo, w krótkim artykule najwa¿niejszych
wiadomo�ci dotycz¹cych czynnika etiologicznego tula-
remii, patogenezy zaka¿eñ wywo³anych przez F. tula-
rensis, objawów klinicznych choroby, jej diagnostyki
i chemioterapii zaka¿eñ bêdzie stanowiæ istotne kom-
pendium wiedzy niezbêdne ka¿demu mikrobiologowi,
któremu przyjdzie zajmowaæ siê diagnostyk¹ zaka¿eñ
wywo³anych przez pa³eczki F. tularensis.
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1. Wprowadzenie

Zbiorniki wodne tak �ródl¹dowe jak i morskie nie
s¹ �rodowiskiem jednorodnym. W ich obrêbie mo¿na
wyró¿niæ wyra�ne strefy zarówno w p³aszczy�nie
poziomej jak i pionowej. W p³aszczy�nie pionowej
zewnêtrzn¹ warstw¹ jest tak zwana b³ona powierzch-
niowa, zwana te¿ filmem powierzchniowym, bio-
filmem lub interfaz¹ woda�powietrze. Pierwsze do-
niesienia o istnieniu filmu powierzchniowego zbiorni-
ków wodnych pojawi³y siê w 1773 roku. W listach
z podró¿y morskiej B e n i a m i n  F r a n k l i n  infor-
mowa³ o tym niezwyk³ym zjawisku naukowców ame-
rykañskich [30].

H e n r y  D a v i d  T h o r e a u  jako pierwszy opisa³
w 1858 roku swoje obserwacje dotycz¹ce filmu po-
wierzchniowego. Badacz ten zauwa¿y³, ¿e je�li na po-
wierzchni morza obecne s¹ substancje organiczne,
zmarszczki pojawiaj¹ce siê w pocz¹tkowej fazie gene-
racji fal, zostaj¹ wyg³adzone [60].

B³ona powierzchniowa pokrywa ¾ powierzchni
�wiata a jednocze�nie obejmuje nieskoñczenie ma³¹
objêto�æ ca³o�ci masy wód, zgromadzonej na Ziemi.
M a c I n t y r e  [53] nazwa³ j¹ najwa¿niejszym mili-
metrem oceanu.

B³ona powierzchniowa zbiorników wodnych jest
szczególnym �rodowiskiem chemicznym i fizycznym,
zupe³nie ró¿nym od wody podpowierzchniowej. Do jej
wystêpowania przyczyniaj¹ siê si³y adhezji, dzia³aj¹ce
na skutek przyci¹gania miêdzycz¹steczkowego i na-
piêcia powierzchniowego na granicy dwóch o�rodków:
wody i powietrza. Prowadzi to do akumulacji w tej
warstwie zwi¹zków organicznych i nieorganicznych.
W warstwie tej obserwuje siê zwykle podwy¿szo-
n¹ liczebno�æ bakterii, zwanych bakterioneustonem.
Bakterioneuston zarówno konsumuje jak i produ-
kuje substancje organiczne, przyczyniaj¹c siê do two-
rzenia mikrowarstwy powierzchniowej, stanowi¹cej
ekstremalnie zewnêtrzn¹ cze�æ b³ony powierzchnio-
wej. Biofilm powierzchniowy wraz z zasiedlaj¹cym go
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bakterioneustonem, pe³ni rolê filtra oddzielaj¹cego �ro-
dowisko wodne od atmosfery.

Dzia³aj¹ce na powierzchni zbiorników wodnych
si³y napiêcia powierzchniowego powoduj¹ fizyczn¹
stabilno�æ tej warstwy. Z drugiej strony, ze wzglêdu na
ekstremalne warto�ci temperatury, czy dawki energii
s³onecznej, jest to wysoce niestabilne �rodowisko
w porównaniu z wod¹ podpowierzchniow¹.

2. Budowa mikrowarstwy powierzchniowej

Modele struktury mikrowarstwy opieraj¹ siê na
obecno�ci w niej pewnych du¿ych organicznych kom-
ponentów znalezionych w jej przestrzeni, m.in. takich
jak bia³ka, polisacharydy, lipidy czy substancje humu-
sowe. Ta organiczna warstwa, zgodnie z definicj¹ u¿yt¹
przez G a r r e t t� a  [29] i  N o r k r a n s  [68] jest okre�-
lana jako powierzchniowa mikrowarstwa. Pocz¹tkowy
jej model zaproponowany przez N o r k r a n s  [68]
grupowa³ wystêpuj¹ce w niej komponenty organiczne
w dwie warstwy (Rys. 1a):
1. such¹, zawieraj¹c¹ lipidy,
2. mokr¹, le¿¹c¹ poni¿ej, zawieraj¹c¹ bia³ka i cukrowce,

� w obrêbie tej warstwy jak i pod ni¹ mia³ wystêpo-
waæ bakterioneuston

Zgodnie z tym schematem warstwa lipidowa stano-
wi jedynie pierwszych kilka nanometrów grubo�ci
[49]. W przypadku, je¿eli film lipidowy jest zbudowa-
ny tylko z jednej warstwy d³ugo³añcuchowych kwasów
t³uszczowych, osi¹ga on grubo�æ zaledwie 1�2 nm.
Jednak najczê�ciej film ten dochodzi do 10 nm grubo�ci
i zbudowany jest z kilku warstw ³añcuchów lipido-
wych, nak³adaj¹cych siê na siebie i stanowi¹cych rze-
czywist¹ mikrowarstwê powierzchniow¹. Wiêkszo�æ
zwi¹zków akumuluj¹cych siê w tej b³onie, jest aktywna
powierzchniowo lub absorbuje siê na substancjach
tego typu. Ze wzglêdu na polarn¹ budowê tworz¹ one
uporz¹dkowan¹ warstwê b³ony na granicy rozdzia³u
powietrze�woda [68]. Pod wzglêdem chemicznym
film lipidowy zwany te¿ lipidow¹ mikrowarstw¹ po-
wierzchniowa, sk³ada siê g³ównie z parzystej liczby
wolnych kwasów t³uszczowych nasyconych i nienasy-
conych, z ³añcuchami o 12�22 atomach wêgla [68].
Jednym z czê�ciej wystêpuj¹cych jest kwas palmityno-
wy (C 16), dominuj¹ jednak kwasy C 15 i C 17, suge-
ruj¹c czê�ciowe pochodzenie bakteryjne [29]. Oprócz
wolnych kwasów t³uszczowych spotyka siê w niej gli-
cerydy [49], a w�ród nich trójglicerydy.

Ni¿ej po³o¿ona mikrowarstwa kompleksów polisa-
charydowo-proteinowych wg B a i e r  i wsp. [2] ma
grubo�æ 10�30 nm. Ten sam autor [1] stwierdzi³, ¿e
b³ona powierzchniowa zarówno wód morskich jak
i �ródl¹dowych jest przesycona glikoproteinami i pro-
teoglikanami. Wed³ug niego zwi¹zki te stanowi¹ jedne
z najwa¿niejszych sk³adników buduj¹cych biofilm. Na-

stêpnie stwierdzono, ¿e mono- i polisacharydy stanowi¹
�rednio 28 % ca³ej rozpuszczonej materii organicznej
wystêpuj¹cej w b³onie powierzchniowej [77]. Pó�niej-
sze badania [58] potwierdza³y wagê wystêpuj¹cych
w biofilmie substancji o charakterze cukrowców. We-
d³ug M a r t y� e g o  i wsp. [58] znaczna czê�æ materii
organicznej buduj¹cej b³onê powierzchniow¹ to wê-
glowodany � do 80 %, przy czy czê�æ z nich wykazuje
charakter polisacharydów typu dekstran. Natomiast
S i e b u r t h  i wsp. [77], powierzchniowy film lipido-
wy ³¹cznie z polisacharydowo-proteinow¹ warstw¹,
nazywaj¹ mikrowarstw¹ powierzchniow¹ o grubo�ci
100 nm (0,1 µm), w której �rednie stê¿enie wêglowo-
danów wynosi 875 mg/dm3. W warstwie tej wystêpuj¹
tzw �mokre� substancje powierzchniowo czynne, two-
rz¹c bardziej nieregularn¹ strukturê. Pod wzglêdem
stosunku do wody s¹ one hydrofilowe, a w b³onie po-
wierzchniowej uk³adaj¹ siê dziêki obecno�ci w ich
strukturze niewielu ³añcuchów hydrofobowych [68].

Opisywany model struktury b³ony powierzchniowej
przewidywa³, ¿e pod warstw¹ lipidów i warstw¹ zbudo-
wan¹ z mieszaniny bia³ek oraz mono- i polisacharydów,
wystêpuje tak zwany bakterioneuston. B³ona ta stanowi
warstwê gdzie nastêpuje szczególne nagromadzenie
komórek bakteryjnych. Bakterie zasiedlaj¹ce b³onê
powierzchniow¹ stanowi¹ najwa¿niejszy biologicznie
sk³adnik neustonu [54]. Warstwa bakterioneustonu zo-
sta³a wyró¿nian¹ przez wielu badaczy [43, 59, 68] a jej
grubo�æ okre�la siê na l do 50 mm. We wszystkich tych
pracach zwracano uwagê na wy¿sz¹ liczebno�æ bakte-
rii w mikrowarstwie powierzchniowej w stosunku do
wody podpowierzchniowej. Ponadto istnienie silnej
wspó³zale¿no�ci pomiêdzy filmem a bakteriami, pole-
gaj¹cej na tym, ¿e bakterioneuston zarówno konsumu-
je jak i produkuje substancje organiczne, przyczynia-
j¹c siê do tworzenia mikrowarstwy powierzchniowej,
umo¿liwia wysok¹ akumulacjê bakterii w biofilmie.

Wed³ug alternatywnego modelu, poszczególne ro-
dzaje substancji chemicznych buduj¹cych b³onê po-
wierzchniow¹ mia³yby byæ te same (z wyj¹tkiem sub-
stancji humusowych). Natomiast ich wzajemny udzia³
a zw³aszcza rozmieszczenie przedstawia siê zupe³nie
inaczej. Model ten (Rys. 1b) proponuje podstawê
z bia³ek, lipidów i polisacharydów, wymieszanych
razem i tworz¹cych zhydratowan¹, ¿elopodobn¹ ma-
triks, w po³¹czeniu z substancjami humusowymi [78].
Warto zwróciæ uwagê, ¿e substancje humusowe we-
d³ug tego modelu stanowi¹ do 50% materii organicz-
nej wystêpuj¹cej w b³onie powierzchniowej. W tej
koncepcji, poni¿ej warstwy organicznej ale tak¿e w jej
obrêbie znajduje siê strefa stanowi¹ca unikalne �rodo-
wisko ¿ycia dla mikroorganizmów. Mikroorganizmy te
zgodnie z okre�leniem u¿ytym przez N a u m a n n� a
[66] zaliczamy do neustonu. Za� bakterie przerasta-
j¹ce ca³¹ b³onê powierzchniow¹ nazywane s¹ bakte-
rioneustonem.
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W wyniku porównañ obu modeli za bardziej pra-
wdopodobny uznaje siê obecnie model drugi, w którym
wszystkie substancje wystêpuj¹ w formie zhydrato-
wanej, ¿elopodobnej matriks [54]. Jednym z faktów,
który przemawia za drugim modelem jest to, ¿e lipidy
mimo olbrzymiego wp³ywu i znaczenia w tworzeniu
b³ony powierzchniowej, nie wystêpuj¹ w a¿ takiej
ilo�ci aby mog³y utworzyæ na powierzchni wody jedno-
rodn¹ warstwê [91].

Pocz¹tkowa mi¹¿szo�æ tej organicznej warstwy lipi-
dów, bia³ek, polisacharydów i substancji humusowych
szacowano na oko³o 0,1 µm [77], natomiast obecnie wy-
daje siê, ¿e w swej ¿elowej postaci mo¿e ona dochodziæ
nawet do kilku mikrometrów [78]. Poza tym ilo�æ orga-
nicznych komponentów a wiêc i grubo�æ filmu mo¿e
zmieniaæ siê zarówno przestrzennie jak i czasowo [91].

3. Czynniki determinuj¹ce prze¿ywalno�æ
i aktywno�æ bakterioneustonu

Bakterioneuston w zwi¹zku ze �rodowiskiem byto-
wania jakim jest b³ona powierzchniowa jest bardziej
nara¿ony na dzia³anie stresuj¹cych czynników ekolo-
gicznych ni¿ mikroorganizmy bytuj¹ce w toni wodnej.
Potencjalnie szkodliwe czynniki takie jak intensywne
promieniowanie s³oneczne, temperatura, zmiany zaso-
lenia, obecno�æ toksycznych substancji organicznych,
metali ciê¿kich, odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w walce o prze-
trwanie i rozwój. Wszystkie te czynniki s¹ selektywne
i wp³ywaj¹ na mikrobiologiczny sk³ad tego �rodowiska.

Pytaniem, które nurtuje wielu badaczy jest: czy
suma tych wszystkich niekorzystnych czynników �ro-
dowiskowych upowa¿nia do stwierdzenia, ¿e interfaza
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Rys. 1. Modele b³ony powierzchniowej zbiorników wodnych [54]
a � model wyró¿niaj¹cy strefê �such¹� � hydrofobow¹, zbudowan¹ g³ównie z lipidów oraz strefê �mokr¹�

� hydrofilow¹, zawieraj¹c¹ bia³ka i polisacharydy,
b � model, w którym poszczególne makro komponenty (bia³ka, polisacharydy, lipidy i substancje humusowe)

tworz¹ zhydratowan¹, ¿elo-podobn¹ matrix
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woda�powietrze jest dla mikroorganizmów �rodowi-
skiem ekstremalnym?

Niestety odpowied� nie jest prosta. Pomimo, ¿e do
tej pory nie ma precyzyjnej definicji �rodowisk ekstre-
malnych, to pewne �rodowiska s¹ za takie uwa¿ane
wówczas gdy wystêpuj¹ w nich okre�lone parametry
�rodowiskowe lub ograniczenia w wystêpowaniu
organizmów. W pierwszym przypadku �ekstremalno�æ�
oznacza osi¹gniêcie przez czynniki �rodowiskowe
(pH, temperatura, zasolenie, ci�nienie i inne) warto�ci
krañcowych [87]. W drugim ujêciu �ekstremalno�æ�
odnosi siê do ograniczenia rozwoju organizmów za-
siedlaj¹cych dane �rodowisko [24]. Oczywi�cie, przy
opisywaniu pewnych warto�ci poszczególnych czynni-
ków pojawia siê problem ze zdefiniowaniem co to s¹
�normalne lub �rednie� warunki �rodowiska, a tak¿e
co oznacza pojêcie s³aby rozwój.

W innym ujêciu �rodowisk ekstremalnych S h i l o
[75] wskazuje, ¿e powszechnie wystêpuj¹ ekosystemy,
które tak regularnie jak i sporadycznie fluktuuj¹ w kie-
runku warunków ekstremalnych i dlatego zas³u¿y³y
sobie na miano takich �rodowisk.

Tak wiêc pomimo faktu, ¿e interfaza woda�powie-
trze mog³aby byæ uwa¿ana za �rodowisko, w którym
wystêpuj¹ warto�ci krañcowe pewnych czynników
�rodowiskowych (np.: promieniowanie s³oneczne),
a tak¿e ¿e niektóre analizy wskazuj¹ na s³abszy rozwój
mikroorganizmów w tej warstwie [52, 73], to jednak
�rodowisko to wydaje siê bardziej zaliczaæ do kategorii
��rodowisk fluktuuj¹cych�.

Zmiany intensywno�ci promieniowania s³onecznego
i temperatury s¹ na ogó³ w b³onie powierzchniowej
po³¹czone ze sob¹ i regularne (np. dobowe: dzieñ � noc,
sezonowe: lato � zima), choæ mog¹ byæ tak¿e nieregu-
larne, np. periodyczne wych³odzenie powierzchni przez
zimny wiatr. Zmiany natê¿enia tych dwóch czynników
mog¹ te¿ okazaæ siê nieregularne w stosunku do fluk-
tuacji innych czynników takich jak stê¿enia metali
ciê¿kich, pestycydów czy zasolenia.

Oczywi�cie w pewnym sensie w takim ujêciu pro-
blemu, wszystkie �rodowiska wodne nale¿a³oby uznaæ
za ekstremalne. Tym niemniej interfaza woda�po-
wietrze i neuston jako �super powierzchnia� wody
w najwiêkszym stopniu dotkniête s¹ tymi fluktuacjami
i s¹ poddawane tym dzia³aniom podczas gdy g³êbsze
warstwy wody nie do�wiadczaj¹ tego. Dlatego te¿
w dalszej czê�ci tej pracy zostan¹ przedstawione argu-
menty zarówno za jak i przeciw wypowiedzi S h i l o
[75], jakoby interfaza woda�powietrze powinna byæ
uznana za �rodowisko ekstremalne, a neuston charak-
teryzowaæ siê cechami, które pozwalaj¹ z sukcesem
adaptowaæ siê do tego �rodowiska.

I n s o l a c j a  s ³ o n e c z n a. �wiat³o docieraj¹ce
do zbiorników wodnych mo¿e przenikaæ nawet do

kilkudziesiêciu metrów. Jednak najwiêksze natê¿enie
�wiat³a notuje siê w powierzchniowych kilku, kilkuna-
stu centymetrach [48]. W zale¿no�ci od stê¿enia i ro-
dzaju materii organicznej zawartej w wodzie, zmienia
siê ilo�æ poch³anianego i rozpraszanego promieniowa-
nia �wietlnego. Przy du¿ych stê¿eniach rozpuszczonej
materii organicznej, zawieraj¹cej znaczne ilo�ci sub-
stancji humusowych, szkodliwe promieniowanie UVB
dociera do g³êboko�ci zaledwie kilku centymetrów
[40]. Wed³ug Z a i t s e v� a  [93] górne 10 cm po-
wierzchni zbiorników wodnych poch³ania oko³o 75%
promieniowania UV 8 = 254 nm.

Z promieniowania s³onecznego docieraj¹cego do
interfazy woda�powietrze, biologicznie najwa¿niejsze
znaczenie ze wzglêdu na szkodliwy charakter ma pro-
mieniowanie �rednie UV tzw. UVB 290�320 nm., oraz
UVA 320�400 nm. [12]. Powoduje ono uszkodzenia
DNA (efekt letalny) lub hamuje wzrost organizmów,
inhibuj¹c syntezê enzymów, redukuj¹c transport ak-
tywny i indukuj¹c mutacje, wywo³uj¹c tym samym
efekt subletalny [12]. Dlatego nie dziwi fakt, ¿e inso-
lacja s³oneczna jest jednym z g³ównych czynników
dzia³aj¹cych na liczebno�æ i aktywno�æ bakterioneu-
stonu. Intensywne promieniowanie s³oneczne limituje
jak wiadomo liczebno�æ wszystkich mikroorganizmów
w zbiorniku wodnym, ale ilo�æ szkodliwego promie-
niowania UV docieraj¹cego do warstw po³o¿onych
g³êbiej ni¿ b³ona powierzchniowa jest zdecydowanie
mniejsza w wyniku absorpcji i rozpraszania.

Pomimo licznych doniesieñ mówi¹cych o potencjal-
nie niekorzystnym dzia³aniu �wiat³a na bakterioneuston,
istnieje wiele empirycznych dowodów �wiadcz¹cych
o braku ró¿nic w aktywno�ci neustonu podczas na-
s³onecznienia lub braku promieniowania [39] oraz
o s³abym dzia³aniu UV i �wiat³a widzialnego na ca³ko-
wit¹ aktywno�æ bakterioneustonu [27, 91]. Ponadto
D a l b ä c k  [15] wykaza³, ¿e wiêksza czê�æ bakterii
b³ony powierzchniowej ni¿ wody podpowierzchniowej
by³a zdolna do wzrostu na agarze po napromieniowaniu
UV. Te prace wskazuj¹, ¿e czê�æ bakterioneustonu,
która jest aktywna metabolicznie jest relatywnie odpor-
na na efekty dzia³ania promieniowania s³onecznego.

Oczywi�cie jedn¹ z prostszych metod radzenia sobie
z intensywnym promieniowaniem s³onecznym w inter-
fazie woda�powietrze by³oby unikanie go i przebywa-
nie w tej warstwie tylko podczas niskiej intensywno�ci
promieniowania.

Jednak dla bakterioneustonu niezdolnego unikaæ
promieniowania s³onecznego, tolerancja mo¿e byæ
osi¹gniêta dziêki trzem mechanizmom:
1. fizycznej ochronie przez cz¹stki absorbuj¹ce UV

umieszczone w �cianie lub b³onie komórkowej;
2. efektywnemu systemowi naprawy DNA;
3. ochronie przed produktami fotooksydacji (jak np:

tlen singleowy) dziêki barwnikom karotenoidowych.
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Wielu badaczy znalaz³o znaczne ilo�ci bakterii he-
terotroficznych izolowanych z filmu, posiadaj¹cych
pigmenty ochronne [15, 21, 78]. Udowodniono, ¿e pig-
menty karotenoidowe chroni¹ przed szkodliwym wp³y-
wem produktów fotoutleniania, a ekspozycja w UVB
wywo³uje wzrost proporcji pigmentowanych bakterii
do niepigmentowanych i byæ mo¿e z tego powodu bak-
terie z rodzaju Flavobacterium osi¹gaj¹ maksymaln¹
liczebno�æ w b³onie powierzchniowej w okresie naj-
silniejszego promieniowania [76].

Szkodliwo�æ promieniowania UV przejawia siê
g³ównie tworzeniem dimerów tyminowych w nici
DNA [12, 65]. S i n g e r  i  A m e s  [79] sugeruj¹,
¿e bakterie eksponowane na UV powinny posiadaæ wy-
sok¹ zawarto�æ par zasad guanina�cytozyna (G + C)
dla unikniêcia powstawania dimerów tyminowych, co
mo¿na interpretowaæ jako swego rodzaju przystosowa-
nie do egzystowania w mikrowarstwie. Badania sto-
sunku molowego G + C u bakterii wyizolowanych
z b³ony powierzchniowej wykaza³y, ¿e wiele z nich
(10 z 16), ³¹cznie z potencjalnie patogennymi rodzaja-
mi jak Klebsiella czy Salmonella ma stosunek par
G + C wiêkszy ni¿ 50%. Natomiast wiêkszo�æ prze-
badanych rodzajów jak Alcaligenes, Micrococcus,
i Pseudomonas mia³y molowy udzia³ par G + C po-
miêdzy 56 a 75 % [55]. To powierzchowne badanie
kilkunastu rodzajów bakterii wyizolowanych z b³ony
powierzchniowej potwierdza hipotezê S i n g e r�a
i  A m e s�a  [79]. Tym niemniej, pomimo korzystnego
stosunku par G + C, istotn¹ rolê w adaptacji i ¿yciu
bakterioneustonu powinny odgrywaæ systemy napraw-
cze uszkodzonego DNA (fotoreaktywacja, rekombina-
cja, SOS). Poza tym sam system SOS mo¿e byæ b³edo-
twórczy, zwiêkszaj¹c tym samym czêsto�æ mutacji,
które mog¹ zwiêkszaæ prze¿ywalno�æ bakterii .

B³êdy powstaj¹ce w trakcie naprawy DNA stano-
wi¹ po³owê spontanicznych mutacji u bakterii [81].
Tak wiêc paradoksem jest, ¿e sprawne systemy na-
prawcze mog¹ zwiêkszaæ czêsto�æ mutacji, czêsto ko-
rzystnych z punktu widzenia prze¿ywalno�ci bakterii
w b³onie powierzchniowej.

Kolejny mechanizm pozwalaj¹cy na funkcjonowa-
nie bakterioneustonu pomimo promieniowania UV to
plazmidy, których obecno�æ stwierdzi³ J o n e s  i wsp.
[41]. Plazmidy te mog¹ kodowaæ oporno�æ bakterii na
promieniowanie UV, a nabywanie plazmidów mo¿e
byæ wa¿nym krokiem przystosowawczym.

Docieraj¹ce do b³ony powierzchniowej promienio-
wanie UV dzia³a na bakterie równie¿ po�rednio i to
w pewnym sensie korzystnie. Zawarte w wodzie b³ony
powierzchniowej zwi¹zki organiczne pod wp³ywem
promieniowania UVB ulegaj¹ czê�ciowej fotolizie.
W wyniku zachodz¹cych reakcji fotochemicznych,
oporne na rozk³ad mikrobiologiczny zwi¹zki organicz-
ne, g³ównie substancje humusowe s¹ czê�ciowo roz-

k³adane zwiêkszaj¹c tym samym pulê dostêpnego
wêgla organicznego [39]. Powstaj¹ce w ten sposób
niskocz¹steczkowe zwi¹zki wêgla s¹ szybko wyko-
rzystywane przez bakterioplankton, co prowadzi do
wzrostu produkcji wtórnej bakterii. Z drugiej strony
fotochemiczny rozk³ad wielkocz¹steczkowych sub-
stancji wêglowych prowadzi do zmniejszenia ab-
sorpcji promieniowania UVB w powierzchniowych
warstwach wody i zwiêkszenia g³êboko�ci przenika-
nia tego promieniowania [35]. Ponadto zachodz¹ce
reakcje fotochemiczne skutkuj¹ równie¿ powstawa-
niem wielu wa¿nych gazów jak ozon i wolnych rod-
ników [25]

O z o n. Ten niebezpieczny gaz powstaje w wyniku
reakcji fotochemicznych z udzia³em wêglowodorów
i NOx (tlenków azotu). Z przeprowadzonych badañ
wynika, ¿e tu¿ nad powierzchni¹ zbiorników wodnych
powstaj¹ znaczne ilo�ci ozonu [25]. Nastêpnie gaz ten
penetruje w g³¹b wody. Co ciekawe przenikanie ozonu
przez b³onê powierzchniow¹ jest od 10�30 razy wiêk-
sze ni¿ wynika³oby to z prostej dyfuzji [28]. Mikro-
warstwa powierzchniowa wystêpuj¹ca jako bariera
w wymianie materii i energii pomiêdzy wod¹ a po-
wietrzem, jednocze�nie jest bardzo bogata w materiê
organiczn¹ i zwi¹zki chemiczne, które mog¹ reagowaæ
z ozonem w trakcie penetracji tego gazu z atmosfery
do wody [28].

W �rodowisku morskim wa¿n¹ reakcj¹ chemiczn¹
w mikrowarstwie powierzchniowej jest utlenianie
przez rozpuszczony ozon jodków do jodu. W ten spo-
sób reaguje oko³o 20% ozonu poch³anianego przez
b³onê powierzchniow¹ mórz tworz¹c jod w formie
gazowej, emitowany do atmosfery [28]. Wed³ug tego
autora pozosta³a czê�æ (oko³o 80%) ozonu absorbowa-
nego przez b³onê powierzchniow¹ reaguje z materi¹
organiczn¹ wystêpuj¹c¹ w tej warstwie.

Z drugiej strony C r e c e l i u s  [13] stwierdzi³, ¿e
ozon penetruj¹cy do b³ony powierzchniowej mo¿e
reagowaæ z bromkami tworz¹c kwas podbromowy i jon
podbromowy a byæ mo¿e tak¿e wolny brom, który jest
toksyczny dla �rodowiska.

Toksyczny wp³yw ozonu na �rodowisko przejawia
siê w dwojaki sposób. Po pierwsze powoduje on utle-
nianie mikroorganizmów, podobnie jak to ma miejsce
podczas ozonowania wody czy �cieków w celach
dezynfekcyjnych. Po drugie, uczestniczy w tworzeniu
w �rodowisku wodnym, zw³aszcza morskim, wolnego
bromu, który jest toksyczny.

Bardzo niewiele wiadomo o dzia³aniu ozonu w wo-
dach �ródl¹dowych. Z prac v o n  G u n t e n  i  H o i g n e
[33] wiadomo, ¿e powstawanie bromu w tych �rodo-
wiskach nastêpuje poprzez dzia³anie ozonu i/lub wol-
nych grup hydroksylowych (OH), za� te komponenty
powstaj¹ przy udziale promieniowania UV.
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T e m p e r a t u r a. Konsekwencj¹ absorpcji energii
s³onecznej jest stratyfikacja termiczna w zbiorniku
wodnym, a stymuluj¹cy wp³yw temperatury na ¿ywe
organizmy uwa¿a siê za zjawisko powszechne w stre-
fie klimatu umiarkowanego. Temperatura oddzia³ywu-
je na bakterie w dwojaki sposób:
1. bezpo�rednio � oddzia³ywuj¹c na szybko�æ prze-

mian metabolicznych zachodz¹cych w mikroorga-
nizmach;

2. po�rednio � poprzez zmiany fizykochemiczne pa-
rametrów wody np: zawarto�ci tlenu, lepko�ci,
stê¿enia soli mineralnych, zmiany pH, potencja³u
redoks.
Bakterioneuston jest nara¿ony na dzia³anie ciep³a

zarówno od strony wody, jak równie¿ bezpo�rednio
przez absorpcjê promieniowania s³onecznego [68].

Na przestrzeni kilkuset mikrometrów wraz z g³êbo-
ko�ci¹ zmienia siê temperatura [36]. Z a i t s e v  [93]
odnotowa³ w warstwie powierzchniowej o ró¿nicy g³ê-
boko�ci 20 cm, spadek temperatury a¿ o 1,6°C. Jedno-
cze�nie autor ten obserwowa³ wzrost temperatury po-
wierzchniowej warstwy wody morza do 27,6°C jako
efekt intensywnego poch³aniania energii �wietlnej.
Podobne zjawisko stwierdzi³ W a l c z a k  [2003, dane
niepublikowane] w zbiornikach �ródl¹dowych, gdzie
temperatura powierzchniowej warstwy wody przekra-
cza³a 30°C.

Ponadto w b³onie powierzchniowej wystêpuj¹ wa-
hania temperatury, czêsto odekwatne do warunków kli-
matyczno-pogodowych, a czê�æ tych zmian jest regu-
larna (np.: zmiany dobowe, sezonowe). Sezonowe
dzia³anie temperatury na bakterioneuston mo¿e uwi-
daczniaæ siê w trakcie tworzenia pokrywy lodowej.
Nocne tworzenie siê lodu, podczas jesiennych przy-
mrozków, jest czynnikiem oddzia³ywuj¹cym negatyw-
nie na populacjê neustonu, jego wielko�æ i aktywno�æ
[55]. Wed³ug tych autorów po nocnym powstaniu lodu
i rozpuszczeniu go w pierwszej czê�ci dnia, potrzebny
jest up³yw czasu do utworzenia warstwy neustowej.
Determinuje to z pewno�ci¹ rozwój ¿ycia biologiczne-
go i kinetykê przemian biochemicznych organizmów
zasiedlaj¹cych tê warstwê wody.

M a k i  i  H e r w i g  [55] zaobserwowali, ¿e zmia-
ny temperatury b³ony powierzchniowej stawów Arkty-
ki, poci¹gaj¹ za sob¹ zmiany takich parametrów mikro-
biologicznych jak TNB czy CFU. Krótkie i gwa³towne
zmiany temperatury, powoduj¹ zwiêkszenie bakteryj-
nej bioró¿norodno�ci. Jest to efektem powstawania
cienkich warstw wody ró¿ni¹cych siê temperatur¹ co
prowadzi do tworzenia siê ró¿nych termiczne nisz za-
siedlanych przez bakterie o odmiennych wymaganiach
termicznych [86]. Wynika z tego, ¿e zmiany temrera-
tury mog¹ wp³ywaæ na konkretne typy bakterii, ale nie
mog¹ oddzia³ywaæ negatywnie na populacjê bakterio-
neustonu jako ca³o�æ.

M e t a l e  c i ê ¿ k i e. Akumulacja metali w b³onie
powierzchniowej zbiornika w du¿ym stopniu zale¿y od
licznych czynników takich jak: sk³ad mikrowarstwy,
fizyczna i chemiczna postaæ metalu, procesy kontrolu-
j¹ce transport, czas trwania b³ony i czas trwania me-
talu w b³onie.

Toksyczno�æ metali zale¿y od stê¿eñ i rozpuszczal-
no�ci ich zwi¹zków w wodzie, a tak¿e od reaktywno�ci
chemicznej tj. zdolno�ci do tworzenia sk³adników
kompleksowych. Najbardziej toksyczne s¹ nieorga-
niczne po³¹czenia metali, dobrze rozpuszczalne w wo-
dzie, natomiast organiczne � wykazuj¹ znacznie mniej-
sz¹ szkodliwo�æ.

St¹d te¿ jednym z czynników stresu ekologicznego
w b³onie powierzchniowej mog¹ byæ w³a�nie metale
ciê¿kie. W biofilmie, w zale¿no�ci od stê¿enia metali
i obecno�ci substancji chelatuj¹cych, czêsto mo¿na ob-
serwowaæ ostr¹ toksyczno�æ dla mikroorganizmów.
Toksyczno�æ metali ciê¿kich jest g³ównie zwi¹zana
z ich form¹ jonow¹. W b³onie powierzchniowej wiêk-
szo�æ metali jest powi¹zana z rozpuszczon¹ lub cz¹st-
kow¹ materi¹ organiczn¹ [37]. Mimo ¿e po³¹czenia
tego typu redukuj¹ toksyczno�æ to czêsto metale wy-
stêpuj¹ w wystarczaj¹co wysokich stê¿eniach aby sta-
nowiæ zagro¿enie dla bakterioneustonu [37]. Ponadto
du¿a czê�æ bakterioneustonu równie¿ adsorbuje siê
na cz¹stkach materii organicznej wystêpuj¹cej w b³o-
nie powierzchniowej, co u³atwia oddzia³ywanie metali
z komórkami.

Istniej¹ te¿ doniesienia o przystosowaniu mikro-
organizmów do metali ciê¿kich. Bakterie izolowane
z mikrowarstwy powierzchniowej, wykazywa³y wiêk-
sz¹ oporno�æ czy tolerancje na obecno�æ pewnych me-
tali ni¿ bakterie z toni wodnej [22, 42, 64].

 Oporno�æ bakterioneustonu na metale jest czêsto
zwi¹zana z obecno�ci¹ w komórkach bakterii plazmi-
dów a niekiedy jest tak¿e kodowana w DNA komórko-
wym [84]. Bakterie maj¹ te¿ zdolno�æ zmiany warto�-
ciowo�ci metali, ich metylacji lub demetylacji w wyniku
czego przyjmuj¹ one postaæ obojêtn¹ lub lotn¹.

Bakterioneuston mo¿e przyczyniæ siê do wy³apy-
wania metali w biofilmie, co jest mo¿liwe dziêki pro-
dukcji zewn¹trzkomórkowych biopolimerów, które
wi¹¿¹c jony metali chroni¹ komórki [31]. Ale znaczne
podwy¿szenie stê¿enia jonów metali ciê¿kich, tak jak
ma to miejsce w mikrowarstwie powierzchniowej [37],
mo¿e prowadziæ do biosorpcji i akumulacji ich w ko-
mórkach bakteryjnych.

P e s t y c y d y, w ê g l o w o d o r y  i  s u b s t a n -
c j e  p o w i e r z c h n i o w o  c z y n n e. W wielu ba-
daniach wykazano obecno�æ w b³onie powierzchnio-
wej licznych grup wêglowodorów. Nale¿¹ one g³ów-
nie do nierozpuszczalnych lub s³abo rozpuszczalnych
w wodzie wêglowodorów pochodz¹cych z ropy nafto-
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wej, wielopier�cieniowych wêglowodorów aromatycz-
nych np.: fenantren, antracen, polichlorowanych bife-
nyli, czy organicznych pestycydów. Oprócz tej grupy
stwierdzono tak¿e komponenty o charakterze rozpusz-
czalnych w wodzie fenoli [92]. Pochodne ropy nafto-
wej, jak i inne zwi¹zki aromatyczne wystêpuj¹ w b³o-
nie powierzchniowej obok licznych innych substancji
organicznych. Niektóre z nich s¹ ³atwo rozk³adalne,
inne za� s¹ oporne na biodegradacjê.

Ze wzglêdu na swój hydrofobowy charakter wêglo-
wodory aromatyczne wystêpuj¹ na olbrzymiej po-
wierzchni zbiorników wodnych, tworz¹c rodzaj filmu.
Tym niemniej rozmieszczenie tych substancji na po-
wierzchni wód nie jest równomierne [11]. B³ona po-
wierzchniowa jest na ogó³ wzbogacona w wêglowo-
dory w stosunku do wody podpowierzchniowej, chocia¿
sk³ad i struktura wêglowodorów w tych dwóch war-
stwach wody s¹ ca³kiem ró¿ne [8]. Obecne w b³onie
powierzchniowej polichlorowane bifenyle ³atwo ku-
muluj¹ siê w tej warstwie, a g³ównym ich �ród³em jest
depozycja atmosferyczna [85].

Obecne w b³onie powierzchniowej wêglowodory
w formie rozpuszczonej czy zawieszonej, w pewnych
okoliczno�ciach mog¹ byæ przekszta³cane w upostacio-
wan¹ materiê organiczn¹ [11], w innych warunkach,
w procesie fotooksydacji przy udziale UV mog¹ ule-
gaæ przekszta³ceniom w kwasy organiczne, a niekiedy
tworz¹ emulsjê wodno-olejow¹. Upostaciowane wêglo-
wodory mog¹ stanowiæ istotn¹ czê�æ cz¹stkowej ma-
terii organicznej (POM � Particulate Organic Matter)
w obrêbie b³ony powierzchniowej [62]. Takie orga-
niczne cz¹stki zbudowane z wêglowodorów lub innych
sztucznych substancji stanowi¹ doskona³e �rodowisko
do kolonizacji przez ¿ywe organizmy, zw³aszcza rów-
nonogi, glony i bakterie. Jednak z drugiej strony,
zwiêkszone stê¿enia pestycydów i innych wêglowodo-
rów w b³onie powierzchniowej mog¹ wykazywaæ ha-
muj¹cy wp³yw na wzrost i prze¿ywalno�æ organizmów
neustonowych. Substancje tego typu dzia³aj¹ nieko-
rzystnie na b³ony komórkowe, syntezê kwasów nukle-
inowych, aminokwasów i bia³ek, zmieniaj¹ aktyw-
no�æ enzymów oraz mog¹ inicjowaæ mutacje. Ponadto
obecno�æ pestycydów mo¿e hamowaæ biodegradacjê
wêglowodorów przez bakterioneuston. Pomimo tego
komponenty te ulegaj¹ rozk³adowi na drodze bio-
logicznej, a mechanizmy biodegradacji zosta³y szcze-
gó³owo opisane [50].

Badania nad bakterioneustonem rozk³adaj¹cym
wêglowodory generalnie wykaza³y, ¿e wytwarza on
zewn¹trzkomórkowe biopolimery. Polimery te wyka-
zuj¹ zdolno�æ emulgowania wêglowodorów ropy naf-
towej u³atwiaj¹c ich biodegradacjê [71]. Ponadto
stwierdzono, ¿e geny koduj¹ce enzymy niezbêdne
w procesie biodegradacji wêglowodorów s¹ czêsto
zgromadzone w plazmidach [50].

Ze wzglêdu na wystêpowanie w b³onie powierzch-
niowej szczepów zdolnych do rozk³adu wêglowodo-
rów z du¿¹ wydajno�ci¹, czêsto u¿ywano sformu³owa-
nia �bakterioneuston rozk³adaj¹cy wêglowodory ropy
naftowej� [71]. Okre�lenie to by³o u¿ywane w odnie-
sieniu do ca³ej populacji mikroorganizmów zasiedla-
j¹cych b³onê powierzchniow¹. Tym czasem, z czê�ci
badañ wynika, ¿e biodegradacja wêglowodorów w b³o-
nie powierzchniowej nie zachodzi³a z wiêksz¹ wydaj-
no�ci¹ a niekiedy by³a nawet mniejsza ni¿ w wodzie
podpowierzchniowej [32]. Ponadto wielko�æ popu-
lacji bakterioneustonu, zdolnej do rozk³adu wêglo-
wodorów ulega czasowym i przestrzennym zmianom.
Zmienno�æ populacji zdolnej do biodegradacji tych
substancji zaobserwowa³ równie¿ W a l c z a k  i wspó³-
pracownicy [88]. Jednak te badania wykaza³y, ¿e
bakterie izolowane z b³ony powierzchniowej lepiej
rozk³ada³y wêglowodory aromatyczne, zarówno jedno-
jak i wielopier�cieniowe.

W b³onie powierzchniowej oprócz hydrofobowych
wêglowodorów kumuluj¹ siê tak¿e substancje po-
wierzchniowo czynne. S¹ to zwi¹zki stosowane jako
�rodki pior¹ce, emulguj¹ce, pieni¹ce, zwil¿aj¹ce, flo-
tuj¹ce itd. Maj¹ one w³a�ciwo�ci gromadzenia siê
przy powierzchni cieczy i zmniejszaj¹ jej napiêcie
powierzchniowe [20].

Substancje powierzchniowo czynne, w b³onie po-
wierzchniowej zbiorników wodnych wywo³uj¹ okre�-
lone skutki. Przede wszystkim dla czê�ci organizmów
wodnych s¹ to zwi¹zki toksyczne. Detergenty aniono-
we najpowszechniej stosowane, czê�ciej s¹ zabójcze
dla bakterii Gram-dodatnich, nie wywo³uj¹c ¿adnych
skutków u bakterii Gram-ujemnych. Podobnie jak
wêglowodory aromatyczne i pestycydy równie¿ deter-
genty s¹ bardzo zró¿nicowane, je�li chodzi o ich po-
datno�æ na rozk³ad mikrobiologiczny. Wiele z nich, np.
dodecylosiarczan sodu (SDS) ulega stosunkowo ³atwo
rozk³adowi pod wp³ywem dzia³ania bakterii, g³ównie
z rodzaju Pseudomonas [47]. S¹ jednak i inne, nie-
zwykle oporne, nie ulegaj¹ce rozk³adowi. Z przeprowa-
dzonych badañ wynika, ¿e w b³onie powierzchniowej
detergenty anionowe mog¹ osi¹g¹æ znaczne stê¿enie
(do 3 mg/l), zagra¿aj¹c funkcjonowaniu ¿ywych ko-
mórek [90]. Jednocze�nie ich stê¿enia w wodzie pod-
powierzchniowej s¹ dalece ni¿sze. Z badañ tych wyni-
ka, ¿e bakterie pozyskiwane z b³ony powierzchniowej
�wietnie radz¹ sobie z rozk³adem detergentów aniono-
wych i przeprowadzaj¹ ten proces ze znacznie wiêksz¹
wydajno�ci¹ ni¿ bakterie planktonowe.

S u b s t a n c j e  p o k a r m o w e. Dotychczasowe
badania wskazuj¹ na ró¿norodno�æ materii organicz-
nej, która w b³onie powierzchniowej osi¹ga dalece
wy¿sze stê¿enia ni¿ kilka centymetrów poni¿ej. Sub-
stancje od¿ywcze wystêpuj¹ce w tej warstwie pochodz¹
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z ró¿nych �róde³: biosyntezy, dop³ywu na drodze wyno-
szenia z toni wodnej, opadu atmosferycznego, �róde³
antropogennych. Wzbogacenie b³ony powierzchniowej
w substancje organiczne (bia³ka, polisacharydy, t³usz-
cze) oraz zwi¹zki mineralne (fosforany, jony amono-
we, azotany, azotyny) zosta³o przedstawione zarówno
dla �rodowisk morskich [26, 58] jak i wód �ródl¹do-
wych [16, 46, 56] (Rys. 2). Ilo�æ materii organicznej
jest stale wiêksza w mikrowarstwie powierzchniowej
ni¿ w wodzie podpowierzchniowej. Tak zwany wspó³-
czynnik wzbogacenia E, czyli stosunek stê¿enia danej
substancji w mikrowarstwie powierzchniowej do stê-
¿enia tej substancji w wodzie podpowierzchniowej,
wynosi dla: rozpuszczonej materii organicznej (DOM
� Dissolved Organic Matter) � 0,8; POM � 2,2; roz-
puszczonych wêglowodorów 1,3�19; substancji aktyw-
nych powierzchniowo 2,8�3,1; lipidów 1,6�4,4; [58].

W�ród ca³ej puli materii organicznej, czê�æ sub-
stancji o charakterze aktywnej powierzchniowo, s³abo
rozpuszcza siê w wodzie, w zwi¹zku z czym wykazuje
tendencjê do akumulacji w mikrowarstwie powierzch-
niowej. Wiêkszo�æ substancji organicznej wystêpuj¹cej
w mikrowarstwie powierzchniowej obni¿a napiêcie
powierzchniowe wody i dziêki temu mo¿e adsorbowaæ
siê w obrêbie interfazy woda�powietrze. Natomiast
nieorganiczne jony podnosz¹c napiêcie powierzchnio-

we wody nie ulegaj¹ adsorpcji lecz s¹ wymywane do
wody podpowierzchniowej [52]. D a u m a s  i wsp.
[17] uwa¿aj¹, ¿e w �cis³ej mikrowarstwie (do 100 µm)
akumuluj¹ siê mikrocz¹stki organiczne, podczas gdy
rozpuszczalne biogeny w postaci nieorganicznych
jonów s¹ zakumulowane w nieco grubszej warstwie
wody (do 1 µm). Natomiast D a n o s  i wsp. [16]
stwierdzili stratyfikacjê w mikrowarstwie powierzchnio-
wej zarówno mineralnych form azotu (NO3, NO2, NH3)
jak i ca³kowitego azotu organicznego oraz ca³kowitego
fosforu. Najwy¿sze stê¿enia obserwowali w warstwie
50 µm, nieco ni¿sze w warstwie 300 µm i najni¿sze
w wodzie podpowierzchniowej. W mikrowarstwie po-
wierzchniowej istnieje dodatnia korelacja pomiêdzy
ilo�ci¹ substancji organicznych a liczebno�ci¹ mikro-
organizmów [78]. H a r v e y  i  Yo u n g  [38] przed-
stawili wyniki �wiadcz¹ce, ¿e liczebno�æ bakterii
w warstwie wody grubo�ci oko³o 300 µm jest wprost
proporcjonalna do stê¿enia POM, a bakterie zwi¹zane
z POM stanowi³y 40�80% ca³kowitej puli bakterii.

Wed³ug W i l l i a m s a  i wsp. [91] stê¿enie roz-
puszczonego wêgla organicznego (DOC � Dissolved
Organic Carbon), rozpuszczonego azotu organicznego
(DON � Dissolved Organic Nitrogen) i rozpuszczone-
go fosforu organicznego (DOP � Dissolved Organic
Phosphorus) w mikrowarstwie powierzchniowej s¹
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Rys. 2. Mechanizmy wzbogacania i zuba¿ania b³ony powierzchniowej [30] (za zgod¹ wydawcy)
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wy¿sze o 1,7 do 4,9 razy ni¿ w g³êbszych warstwach
wody. Jednocze�nie w mikrowarstwie stê¿enia cz¹st-
kowego wêgla organicznego (POC � Particulate Orga-
nic Carbon) i cz¹stkowego azotu organicznego (PON
� Particulate Organic Nitrogen) by³y wy¿sze ni¿ DOC
i DON, co sugeruje, ¿e materia upostaciowana jest
�ród³em form rozpuszczonych.

Podobnie jony PO4
3� notowano w wy¿szych stê¿e-

niach w mikrowarstwie powierzchniowej ni¿ w wodzie
podpowierzchniowej. Jest to prowdopodobnie konse-
kwencj¹ adsorpcji tych jonów na pêcherzykach gazu
i flotacji ich ze zbiornika do b³ony powierzchniowej
lub efektem mineralizacji upostaciowanej i rozpusz-
czonej puli organicznego fosforu, zachodz¹cej in situ
w mikrowarstwie powierzchniowej [85].

Jednym z ciekawszych i bardziej kontrowersyjnych
zjawisk zachodz¹cych w b³onie powierzchniowej jest
konwersja materii organicznej wystêpuj¹cej w formie
rozpuszczonej (DOC) w formê upostaciowan¹ (POC).
To fenomenalne zjawisko zosta³o po raz pierwszy opi-
sane przez S u t c l i f f e  i wsp. [85]. Dalsze ekspery-
menty wykaza³y, ¿e przep³ywaj¹ce pêcherze powietrza
mog¹ wytwarzaæ cz¹stkowe agregaty z filtrowanej wody
zawieraj¹cej DOC [5]. Wykazano, ¿e uformowane w ten
sposób cz¹stki materii (POC) mog¹ stanowiæ �ród³o
cz¹stkowego po¿ywienia dla organizmów morskich [5],
a tak¿e, ¿e te organiczne cz¹stki mog¹ wy³apywaæ
z wody i adsorbowaæ na swojej powierzchni zwi¹zki
fosforu i materiê organiczn¹ [85]. Dalsze badania wyka-
za³y, ¿e aby to zjawisko zachodzi³o musz¹ byæ obecne
bakterie. Mianowicie B a t o o s i n g h  i wsp. [4] wyka-
zali, ¿e upostaciowana materia organiczna mo¿e pow-
stawaæ z DOC tylko podczas wystêpowania specyficz-
nych warunków � konieczna jest obecno�æ cz¹stek sta-
nowi¹cych �zarodki� o rozmiarach oko³o 0,22�1,2 µm.
W �rodowisku naturalnym, w b³onie powierzchniowej
rolê tych �zarodków� pe³ni¹ w³a�nie bakterie.

Z badañ G a r r e t t� a  [29] wynika, ¿e POC mikro-
warstwy powierzchniowej sk³ada siê g³ównie z cz¹stko-
wych i rozpuszczonych kwasów t³uszczowych, estrów
alkoholi i kwasów t³uszczowych oraz wêglowodorów.
Zaobserwowano równie¿, ¿e rozpuszczony wêgiel orga-
niczny obejmuj¹cy kwasy t³uszczowe nasycone i nie-
nasycone, rozga³êzione i tzw. ciê¿kie (>20 atomów C)
wystêpuje w podobnych stê¿eniach w mikrowarstwie
powierzchniowej i wodzie podpowierzchniowej lub
czasami przewa¿a w mikrowarstwie. Natomiast te
same zwi¹zki ale w postaci POC s¹ o kilkaset procent
bardziej stê¿one w mikrowarstwie powierzchniowej
[58]. Kwasy t³uszczowe o charakterze rozga³êzio-
nym s¹ uwa¿ane za produkt bakteryjny, za� M a r t y
i wsp. [58] stwierdzili znacznie wiêksze ilo�ci tych
zwi¹zków w POC ni¿ DOC w mikrowarstwie po-
wierzchniowej, co potwierdza fakt adhezji bakterii na
POC o �rednicy >0,7 µm.

Odwrotna sytuacja jest w odniesieniu do kwasów
t³uszczowych wielonienasyconych, które s¹ produktem
fitoplanktonu. Zwi¹zki te przewa¿aj¹ w wodzie pod-
powierzchniowej. Dodatkowym czynnikiem zuba¿a-
j¹cym mikrowarstwê powierzchniow¹ w te zwi¹zki jest
ich degradacja przez UV.

Generalnie wody naturalne (morza i jeziora oligo-
troficzne) zawieraj¹ na tyle ma³o materii organicznej,
i¿ limituje ona wzrost bakterii. Tym niemniej, akumu-
lacja materii organicznej na granicy faz woda�po-
wietrze jest na tyle znaczna w porównaniu z wod¹ pod-
powierzchniow¹, ¿e stanowi istotny potencja³ od¿ywczy
dla bakterii. St¹d te¿ stosunek ilo�ci bakterii w b³onie
powierzchniowej do ilo�ci bakterii w wodzie podpo-
wierzchniowej jest wiêkszy w jeziorach oligotroficz-
nych ni¿ eutroficznych [14].

Stê¿enia wêgla organicznego s¹ zawsze wiêksze
w mikrowarstwie powierzchniowej ni¿ w wodzie pod-
powierzchniowej i to o kilka rzêdów wielko�ci. Z tego
wynika, ¿e pod wzglêdem od¿ywczym nie ma tu mo-
wy o ograniczaniu wzrostu bakterii. Powierzchniowa
mikrowarstwa wed³ug N o r k r a n s  [68] mo¿e byæ
nawet zbyt bogat¹ �zup¹� dla rozwoju pewnych drob-
noustrojów z wody podpowierzchniowej. Potwierdzaj¹
to spostrze¿enie Sieburtha i wsp. [77], którzy stwier-
dzili, ¿e próby wody zbierane z b³ony powierzchniowej
dorównuj¹ stê¿eniom materii organicznej wystêpuj¹-
cym w po¿ywkach laboratoryjnych.

4. Bakterioneuston

B³ona powierzchniowa �rodowisk morskich i �ród-
l¹dowych stanowi unikalne �rodowisko dla mikroorga-
nizmów w odniesieniu do wody podpowierzchniowej.

Obecno�æ wysokich stê¿eñ zwi¹zków organicznych
i mineralnych w mikrowarstwie powierzchniowej, stwa-
rza optymalne warunki rozwoju auto- i heterotroficznej
mikroflory. Organizmy tego �rodowiska charakteryzuj¹
siê obecno�ci¹ w ich zewnêtrznych strukturach komór-
kowych mukopolisacharydów, glikoproteidów i poli-
merów fosfatydylocholinowych, które jako zwi¹zki
hydrofobowe wykazuj¹ w³a�ciwo�æ aktywnego ³¹cze-
nia siê z b³on¹ powierzchniow¹ wody [57]. Osiedlaj¹
siê one w tej warstwie dziêki adhezji do zwi¹zków
organicznych, g³ównie ziaren skrobi, kropli t³uszczu
lub w³ókien celulozy [34].

Laboratoryjne eksperymenty z zastosowaniem sztucz-
nej b³ony powierzchniowej, utworzonej z jednej i wielu
warstw lipidów oraz kwasów t³uszczowych wyka-
za³y, ¿e pewne komórki bakteryjne penetruj¹ film lipi-
dowy podczas gdy inne tworz¹ warstwê pod spodem
[43]. Ponadto struktura i sk³ad b³ony powierzchnio-
wej odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w bakteryjnej adhezji
[45]. Wielowarstwowy film lipidowy charakteryzuje
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siê wiêkszym wzbogaceniem w bakterie ni¿ film jedno-
warstwowy [69]. Grubo�æ �warstwy bakteryjnej� mo¿e
byæ uzale¿niona od ilo�ci komórek aktywnych po-
wierzchniowo [9].

Bakterie wykazuj¹ dwa typy adhezji do powierzch-
ni: trwa³¹ � powsta³¹ na skutek oddzia³ywania substan-
cji typu zewn¹trzkomórkowych biopolimerów i odwra-
caln¹ � kiedy bakterie s¹ przyci¹gane do powierzchni,
ale nie wi¹¿¹ siê trwale [57]. Bakterioneuston ma
sk³onno�æ do szybkiego wi¹zania siê z jak¹kolwiek
substancj¹ , na której mo¿e byæ wyniesiony do b³ony
powierzchniowej [19]. G³ównie wi¹zanie zachodzi po-
miêdzy komórkami bakterii a cz¹stkow¹ materi¹ orga-
niczn¹ wystêpuj¹c¹ w b³onie powierzchniowej [38].

Co wiêcej, bakterioneuston obdarzony mo¿liwo�ci¹
aktywnego ruchu mo¿e posiadaæ zdolno�æ do zmiany
siedliska pomiêdzy interfaz¹ woda�powietrze a wod¹
podpowierzchniow¹. To sugeruje, ¿e �ruchliwa� czê�æ
bakterioneustonu mo¿e ¿yæ w regularnych cyklach
obejmuj¹cych dwuwarstwê (b³onê powierzchniow¹
i wodê podpowierzchniow¹). Mikroorganizmy te prze-
bywa³yby w b³onie powierzchniowej w trakcie korzyst-
nych warunków, wyjadaj¹c substancje od¿ywcze, a po
pojawieniu siê warunków stresu ekologicznego, prze-
chodzi³y by do wody podpowierzchniowej. Zmiany
tego typu zosta³y opisane dla zbiorników �ródl¹do-
wych [55, 89] oraz zbiorników estuariowych [80]. Jed-
nak w wielu przypadkach zmiany te s¹ trudne do wy-
chwycenia ze wzglêdu na wielk¹ liczebno�æ bakterii
uwiêzionych na sta³e w b³onie powierzchniowej [56].

Poza tym bakterie mog¹ byæ transportowane do b³o-
ny powierzchniowej z g³êbszych warstw wody za po-
�rednictwem wydobywaj¹cych siê pêcherzy gazów [7].
Unosz¹ce siê pêcherze gazu mog¹ czê�ciej �wychwyty-
waæ� i transportowaæ pewne typy bakterii. Nale¿¹ do
nich na przyk³ad bakterie barwne, co jest najprawdopo-
dobniej konsekwencj¹ ró¿nic w budowie zewnêtrznych
pow³ok komórkowych [7]. Tak wiêc ten ró¿nicuj¹cy
transport do b³ony powierzchniowej jest ju¿ pierwszym

etapem selekcji jakiej podlegaj¹ bakterie zasiedlaj¹ce
b³onê powierzchniow¹. Ponadto mechanizm wynosze-
nia bakterii na pêcherzach gazu poniek¹d przywraca
b³onie powierzchniowej te drobnoustroje, które zosta³y
wyparte z niej na skutek pewnych niekorzystnych zja-
wisk fizycznych jak np. deszczu czy silnego wiatru [54].

Ju¿ w 1901 roku S c h m i d t - N i e l s e n  badaj¹c
prawa rz¹dz¹ce pionowym rozmieszczeniem bakterii
w Morzu Pó³nocnym, stwierdzi³ istnienie ró¿nic po-
miêdzy liczebno�ci¹ mikroorganizmów w warstwie fil-
mu, a warstw¹ po³o¿on¹ kilka milimetrów g³êbiej [74].
Obecnie wszyscy badacze sk³aniaj¹ siê do wniosku
o wy¿szej liczebno�ci komórek bakteryjnych w mikro-
warstwie powierzchniowej wszystkich zbiorników
wodnych [15, 21, 23, 55, 63, 77]. Tak zwany wspó³-
czynnik wzbogacenia �E� (obrazuj¹cy iloraz warto�ci
osi¹gniêtych w b³onie powierzchniowej do tych w wo-
dzie podpowierzchniowej) ogólnej liczby bakterii
w badaniach K j e l l e b e r g� a  i wsp. [44] osi¹gn¹³
rekordow¹ warto�æ 102�104.

W wielu badaniach wykazano równie¿, ¿e liczebno�æ
�¿ywych bakterii� (jako CFU) jest tak¿e wiêksza w war-
stwie neustonowej ni¿ podpowierzchniowej [16, 21, 23].

Pomimo bezdyskusyjnej olbrzymiej ogólnej liczby
bakterii (TNB) w b³onie powierzchniowej, czê�æ bada-
czy zauwa¿y³a, ¿e ilo�æ �¿ywych� b¹d� aktywnych ko-
mórek bakteryjnych nie jest ju¿ tak imponuj¹ca i na ogó³
odpowiada ilo�ci wystêpuj¹cej w wodzie podpowierzch-
niowej [6, 59]. Obserwowany niski wspó³czynnik ogól-
nej liczby do liczebno�ci komórek �¿ywych� czy aktyw-
nych sugeruje, ¿e przyczyn¹ tego mog¹ byæ niekorzystne
warunki panuj¹ce w b³onie powierzchniowej [68].

Jednak dalsze badania z wykorzystaniem metody bez-
po�redniego liczenia na filtrach membranowych w po-
³¹czeniu z redukcj¹ INT (chlorek (2-[4-jodofenylo]-3-
[4-nitrofenylo])-5-fenylotetrazoliowy) do formazanu
w celu oznaczenia bakterii aktywnych oddechowo lub
z wykorzystaniem technik mikroautoradiografii wyka-
za³y, ¿e bakterie aktywne metabolicznie by³y liczniejsze
w b³onie powierzchniowej ni¿ wodzie podpowierzch-
niowej, zarówno w �rodowiskach �ródl¹dowych jak
i morskich [38, 56], a wiêkszo�æ aktywnego bakterio-
neustonu by³a zwi¹zana z cz¹stkow¹ materi¹ organicz-
n¹ [38]. Jednak z drugiej strony w badaniach tego typu
wykazano, ¿e choæ liczebno�æ bakterii aktywnych meta-
bolicznie by³a wiêksza w b³onie powierzchniowej, to
procentowy udzia³ bakterii aktywnych by³ zbli¿ony dla
warstwy neustonowej i wody podpowierzchniowej [56].

W wyniku badañ z wykorzystaniem INT stwierdzo-
no, ¿e stosunek ilo�ci bakterii aktywnych do CFU by³
o oko³o 15 razy mniejszy w b³onie powierzchniowej
ni¿ w wodzie podpowierzchniowej [15]. Natomiast
stosunek liczby komórek aktywnych do ca³kowitej ich
liczby jest o kilka rzêdów wielko�ci mniejszy ni¿ sto-
sunek liczby komórek aktywnych do CFU.

Rys. 3. Zbiorowisko bakterii neustonowych [54]
(za zgod¹ wydawcy)



285BAKTERIONEUSTON ZBIORNIKÓW WODNYCH

Wynika z tego, ¿e ogólna liczba bakterii w b³onie
powierzchniowej, choæ bardzo wysoka, nie jest efek-
tem aktywno�ci podzia³owej bakterioneustonu a raczej
wynikiem kumulacji komórek bakteryjnych, zachodz¹-
cej pod wp³ywem si³ i zjawisk fizycznych [59]. Przy
czym nieznana jest ilo�æ komórek martwych nie od-
grywaj¹cych ¿adnej roli biologicznej w tej warstwie.

Znane s¹ tak¿e badania, w których wykazano wiêk-
sz¹ liczbê bakterii w wodzie podpowierzchniowej ni¿
w neustonie [70]. Jednak z drugiej strony pomiar stê-
¿enia ATP, jako wska�nika bakteryjnej biomasy, wy-
kaza³ wiêksze ilo�ci tej biomasy w b³onie powierzch-
niowe [91].

Opisane powy¿ej wyniki badañ wskazuj¹, ¿e przy-
najmniej czê�æ bakterioneustonu jest zdolna do aktyw-
nego metabolizmu pomimo inhibuj¹cego dzia³ania
wielu niekorzystnych czynników w tym �rodowisku.
Potwierdzeniem tego s¹ rezultaty opisuj¹ce badania
nad tempem wch³aniania substancji znakowanych izo-
topowo. Stwierdzono w nich, ¿e aktywno�æ wch³ania-
nia ró¿nych substancji jest zbli¿ona dla mikroorga-
nizmów zasiedlaj¹cych b³onê powierzchniow¹ i wodê
podpowierzchniow¹ [91]. Natomiast podczas wystêpo-
wania na powierzchni zbiorników tzw �g³adzi�, aktyw-
no�æ by³a wy¿sza w b³onie powierzchniowej [18]. Ob-
serwowano tak¿e ró¿nice w aktywno�ci biochemicznej
mikroorganizmów uzale¿nione od trofii zbiornika.
W zbiornikach oligotroficznych drobnoustroje b³ony
powierzch niowej by³y bardziej aktywne ni¿ te z wody
podpowierzchniowej, ale ju¿ w zbiornikach eutroficz-
nych aktywno�æ metaboliczna bakterii obu warstw by³a
zbli¿ona [91].

Z taksonomicznego punktu widzenia bakterioneu-
ston jest s³abo poznany, chocia¿ analizy przeprowa-
dzone przez wielu badaczy wskazuj¹ na jego do�æ spe-
cyficzny sk³ad gatunkowy. Wyniki badañ dowodz¹, ¿e
ponad po³owa z izolowanych szczepów bakteryjnych to
Gram-ujemne pa³eczki, zwykle w ponad 50% ruchliwe
[21]. Analiza szczepów bakteryjnych pozwoli³a zali-
czyæ je do rodzajów: Bacterium, Chromobacterium,
Pseudomonas, Alcaligenes, Bacillus, Streptococcus,
Micrococcus, Flavobacterium, Corynebacterium, grupy
Vibro-Aeromonas, rodziny Enterobacteriaceae [23, 67].
Natomiast wed³ug C a r t y� e g o  i  C o l w e l l� a  [10]
szczepy dominuj¹ce w b³onie powierzchniowej nale¿¹
g³ównie do rodzajów Pseudomonas, Vibrio, Aeromo-
nas i Spirillum. Przy czym z po�ród wymienionych
grup bakterii, w danym zbiorniku wodnym jeden, dwa
lub trzy rodzaje stanowi¹ czêsto do 50% wszystkich
bakterii. Tym samym bioró¿norodno�æ bakterioplank-
tonu b³ony powierzchniowej jest znacznie mniejsza ni¿
wody podpowierzchniowej. Co ciekawe, z badañ tych
wynika tak¿e, ¿e te same szczepy dominuj¹ w powie-
trzu tu¿ nad mikrowarstw¹ powierzchniow¹. Jednak
najciekawsze szczepy bakteryjne to te, które wyizolo-

wano tylko i wy³¹cznie z b³ony powierzchniowej. Przy-
k³adem takiej bakterii jest Nevskia ramosa, która wy-
kazuje silnie hydrofobowe w³a�ciwo�ci (Rys. 4).

Wspomniana wcze�niej wiêksza frekwencja pa³e-
czek w filmie powierzchniowym mo¿e byæ wynikiem
wiêkszej zasobno�ci pokarmowej i/lub wy¿szej spe-
cyficzno�ci taksonomicznej w�ród bakterioneustonu,
a tym samym jego mniejszej ró¿norodno�ci form. Wia-
domo bowiem, ¿e pomimo olbrzymiej ogólnej liczby
bakterii, ich bioró¿norodno�æ jest mniejsza ni¿ bakterii
wystêpuj¹cych w wodzie podpowierzchniowej [61],
co wynika prawdopodobnie ze specyficznych, selek-
tywnych warunków wystêpuj¹cych w mikrowarstwie
powierzchniowej.

Liczebno�æ ziarniaków i laseczek jest znacz¹co ni¿-
sza w b³onie powierzchniowej ni¿ w wodzie podpo-
wierzchniowej, co równie¿ mo¿na wyt³umaczyæ wiêk-
sz¹ specyficzno�ci¹ gatunkow¹ bakterii neustonowych.
Natomiast przecinkowce, jak twierdzi wielu badaczy
wystêpuj¹ powszechnie w mikrowarstwie powierzch-
niowej zbiorników wodnych [23, 67].

Jak wspomniano wcze�niej w zwi¹zku z d³ugotrwa-
³¹ ekspozycj¹ na promieniowanie s³oneczne bakterie
neustonowe w ponad 50% wytwarzaj¹ pigmenty
ochronne [93]. Podobne wyniki uzyska³ M u d r y k
i wsp. [63] prowadz¹c badania na obszarze G³êbi
Gdañskiej. Dominuje przy tym czêsto pigmentacja jas-
na: ¿ó³ta i pomarañczowa.

Badania w³a�ciwo�ci fiziologiczno-biochemicznych
bakterii wyizolowanych z b³ony powierzchniowej
wskazuj¹, ¿e znaczna wiêkszo�æ z nich rozk³ada t³usz-
cze (oko³o 90%), i bia³ka (40�90%). Tym samym

Rys. 4. Nevskia ramosa � charakterystyczne rozety [83]
(za zgod¹ wydawcy)
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liczebno�æ bakterii lipolitycznych czy proteolitycznych
w b³onie powierzchniowej jest na ogó³ zdecydowanie
wiêksza ni¿ w wodzie podpowierzchniowej, co jest
konsekwencj¹ budowy mikrowarstwy powierzchnio-
wej, bogatej w t³uszcze i bia³ka. Natomiast zdolno�æ
rozk³adu skrobi stwierdzono ju¿ tylko u oko³o 20�40%
wszystkich szczepów bakterioneustonu [21].

Dotychczasowe wyniki badañ �wiadcz¹ tak¿e o od-
miennych w³a�ciwo�ciach bakterioneustonu w odniesie-
niu do nietypowych substratów, takich jak wêglowodo-
ry aromatyczne. Bakterioneuston odznacza siê wiêksz¹
intensywno�ci¹ i wydajno�ci¹ rozk³adu tych zwi¹zków
ni¿ bakterioplankton. Wynika to zapewne z faktu, ¿e
mikroorganizmy bytuj¹ce w biofilmie posiadaj¹ lepsze
mechanizmy pozwalaj¹ce na wykorzystanie wêglowo-
dorów aromatycznych jako �ród³a wêgla oraz zabez-
pieczaj¹ce przed toksycznym wp³ywem tych zwi¹zków
(co opisano wcze�niej). Podobne sugestie przedstawili
w swoich pracach R a o  i wsp. [72], W a l c z a k
i wsp. [88]. Badacze ci przedstawili wyniki �wiadcz¹ce
o du¿ych mo¿liwo�ciach rozk³adu wêglowodorów aro-
matycznych, zw³aszcza jednopier�cieniowych przez
bakterie wyizolowane z mikrowarstwy powierzchnio-
wej. Podobnie B a r b e e  i wsp. [3] wskazuj¹ na mo¿-
liwo�æ wykorzystania wêglowodorów przez mikro-
organizmy jako substratu pokarmowego t³umacz¹c, ¿e
du¿a aktywno�æ degradacji wêglowodorów jednopier�-
cieniowych przez bakterioneuston mo¿e byæ wynikiem
lepszego dostêpu tlenu w mikrowarstwie powierzch-
niowej. Tlen bowiem jest niezbêdny w pocz¹tkowym
etapie uaktywnienia cz¹steczki wêglowodoru. Podobne
wyniki, �wiadcz¹ce o lepszej wydajno�ci biodegrada-
cji benzenu, toluenu i ksylenu przez szczepy mikro-
warstwy powierzchniowej uzyskali L i c h t f i e l d
i  F l o o d g a t  [51], którzy równie¿ zaobserwowali
wiêksz¹ aktywno�æ degradacji wêglowodorów frakcji
BTX (benzen, toluen, ksylen) przez bakterioneuston.
Ich zdaniem mo¿e byæ to spowodowane obecno�ci¹
w�ród bakterii neustonowych du¿ej grupy bakterii
amylolitycznych, które s¹ zdolne do niezwykle aktyw-
nego rozk³adu wêglowodorów. Wyniki te wskazuj¹
wiêc na wiêksz¹ ilo�æ szczepów potencjalnie zdolnych
do przeprowadzania aktywnego rozk³adu wêglowodo-
rów aromatycznych z du¿¹ wydajno�ci¹ w mikrowar-
stwie powierzchniowej. Podobnie K i m  [43] stwier-
dzi³, ¿e zdolno�æ do rozk³adu wêglowodorów przez
szczepy mikrowarstwy powierzchniowej jest dwa razy
wy¿sza ni¿ szczepów z g³êbszych warstw wody.

5. Podsumowanie

Na podstawie dotychczasowych badañ mikroorgani-
zmów zasiedlaj¹cych warstwê b³ony powierzchniowej
stwierdzono, ¿e ogólna liczba bakterii jest zawsze wiêk-

sza w b³onie powierzchniowej ni¿ w wodzie podpo-
wierzchniowej, jednak liczebno�æ bakterii heterotroficz-
nych, bakterii �¿ywych� czy aktywnych metabolicznie
jest ju¿ znacznie mniejsza i czêsto porównywalna z t¹
w wodzie podpowierzchniowej. Aktywno�æ metabolicz-
na i podzia³owa pojedynczych komórek bakteryjnych
w b³onie powierzchniowej jest mniejsza ni¿ bakterii
planktonowych wystêpuj¹cych w wodzie podpowierzch-
niowej. Z kolei sk³ad rodzajowy bakterioneustonu jest
odmienny od szczepów bakterioplanktonu, ponadto
w b³onie powierzchniowej mo¿na wyró¿niæ szczepy do-
minuj¹ce i takie, których nigdy nie wyizolowano z wody
podpowierzchniowej. Powa¿ne ró¿nice pomiêdzy bak-
teriami neustonowymi a tymi z wody podpowierzch-
niowej stwierdzono tak¿e w odniesieniu do ich w³a�-
ciwo�ci biochemiczno-fiziologicznych. W przypadku
bakterioneustonu w³a�ciwo�ci te czêsto odzwiercied-
laj¹ sk³ad chemiczny mikrowarstwy powierzchniowej
i ró¿ni¹ siê od w³a�ciwo�ci bakterioplanktonu.

Pomimo tego, ¿e w b³onie powierzchniowej wystê-
puje olbrzymia masa mikroorganizmów, które znalaz³y
siê tam w sposób przypadkowy, to najprawdopodob-
niej warstwê t¹ zasiedla tak¿e w¹ska grupa szczepów
bakteryjnych dotychczas niepoznanych, a wykazuj¹-
cych szczególne przystosowania i w³a�ciwo�ci pozwa-
laj¹ce im kolonizowaæ to nietypowe �rodowisko.
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1. Wprowadzenie

Borelioza z Lyme jest wielouk³adow¹ chorob¹ zaka�n¹ prze-
noszon¹ przez kleszcze. Zaka¿enie to ma charakter postêpuj¹cej
choroby, w której mo¿na wyodrêbniæ kolejne jej stadia. We wczes-
nej fazie (I stadium), po kilku dniach lub tygodniach od chwili
zaka¿enia, pojawia siê rumieñ wêdruj¹cy, któremu mog¹ towa-
rzyszyæ objawy grypopodobne. W II stadium dochodzi do zaka-
¿enia wielu narz¹dów i uk³adów; pojawiaj¹ siê dolegliwo�ci ze
strony o�rodkowego lub obwodowego uk³adu nerwowego, uk³a-
du kostno-stawowego lub uk³adu kr¹¿enia. Pó�na borelioza
z Lyme charakteryzuje siê nieodwracalnymi zmianami stawo-
wymi, uszkodzeniem uk³adu nerwowego w postaci encefalopatii
lub uszkodzeniem nerwów czaszkowych, obwodowych, a tak¿e
przewlek³ym zanikowym zapaleniem skóry. Wielopostaciowo�æ
choroby wymaga diagnostyki ró¿nicowej i czêsto sprawia trud-
no�ci w prawid³owym rozpoznaniu [30, 31].

Dla u³atwienia identyfikacji zaka¿eñ jak i dla celów epide-
miologicznych wprowadzono definicjê przypadku boreliozy
z Lyme. Pierwsz¹ definicjê sformu³owano w 1991 roku w USA.
Obejmowa³a ona chorych z rumieniem wêdruj¹cym oraz cho-
rych z co najmniej jednym objawem boreliozy pó�nej i potwier-
dzeniem rozpoznania klinicznego badaniem laboratoryjnym
[3, 29]. Europejska definicja wprowadzona w 1996 roku jest
szersza ni¿ amerykañska ze wzglêdu na wystêpowanie w Euro-
pie, co najmniej trzech chorobotwórczych dla cz³owieka geno-
gatunków B. burgdorferi sensu lato, tj. B. burgdorferi sensu

stricto, B. garini oraz B. afzeli i zwi¹zane z tym wiêksze zró¿ni-
cowanie objawów choroby. W Ameryce Pó³nocnej stwierdza siê
obecno�æ wy³¹cznie B. burgdorferi sensu stricto [34].

Najczê�ciej w Europie wystêpuj¹ B. garini i B. afzeli, pod-
czas gdy B. burgdorferi sensu stricto znacznie rzadziej i zwykle
w Europie wschodniej. Zró¿nicowanie szczepów wywo³uj¹cych
zaka¿enia na naszym kontynencie powinno byæ brane pod uwagê
przy opracowywaniu nowych testów diagnostycznych typu PCR
jak i antygenów diagnostycznych do badañ serologicznych.
Nale¿y tak¿e pamiêtaæ, ¿e w Europie stwierdzono obecno�æ
genogatunków, których chorobotwórczo�æ nie zosta³a dotych-
czas potwierdzona, ale równie¿ nie zosta³a wykluczona, jak np.
B. valaisiana i szczepy nale¿¹ce do nienazwanego jeszcze geno-
gatunku A14S. W prawid³owo prowadzonej diagnostyce, test
PCR powinien wykrywaæ równie¿ ich sekwencje.

Podstaw¹ rozpoznania boreliozy z Lyme jest obecno�æ okre�-
lonych objawów klinicznych, potwierdzonych badaniem labora-
toryjnym, wykrywaj¹cym swoiste przeciwcia³a klasy IgM i/lub
IgG dla B. burgdorferi.

2. Swoiste antygeny Borrelia burgdorferi sensu lato

Swoiste dla B. burgdorferi bia³ka, które mog¹ byæ wykorzy-
stane jako antygeny diagnostyczne charakteryzuj¹ siê znaczn¹
heterogenno�ci¹. Wystêpuj¹ce w Europie trzy chorobotwórcze
dla cz³owieka genogatunki mo¿na podzieliæ na przynajmniej sie-
dem serotypów, ze wzglêdu na zró¿nicowanie bia³ek OspA.
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W trzech standardowych szczepach (B31, Pko i Pbi), nale¿¹-
cych do trzech ró¿nych genogatunków, oznaczono zgodno�æ
sekwencji aminokwasów w bia³kach OspC i Osp17, która jak
siê okaza³o wynosi zaledwie 54�68% i 40�44% [35]. Jednym
z najbardziej immunogennych bia³ek w komórce B. burgdorferi
jest flagelina, bia³ko wchodz¹ce w sk³ad wici. Wywo³uje ono siln¹
i wczesn¹ odpowied� humoraln¹. Flagelina, w pocz¹tkowym
i koñcowym odcinku ³añcucha, wykazuje wysoki stopieñ homo-
logii sekwencji aminokwasów z sekwencj¹ flageliny Bacillus
subtilis (65%) i Salmonella Typhimurium (56%) [33]. Epitopy
charakterystyczne dla gatunku B. burgdorferi zlokalizowane s¹
tylko miêdzy 129 a 251 aminokwasem [9]. Ponadto koñcowa
sekwencja tego polipeptydu wykazuje a¿ 80% homologii z bia³-
kiem flageliny Treponema pallidum [8]. W celu zwiêkszenia
swoisto�ci testów serologicznych, doprowadzono w wyniku re-
kombinacji, do skrócenia ³añcucha tego bia³ka w celu uzyskania
polipeptydu z epitopami charakterystycznymi tylko dla B. burg-
dorferi. Wyprodukowano w ten sposób rekombinowany fragment
flageliny miêdzy 197 a 241 aminokwasem o masie 14 kDa.

Bia³ka b³ony zewnêtrznej s¹ lipoproteinami o zmiennej ma-
sie cz¹steczkowej: OspA (31�32 kDa), OspB (33�36 kDa)
i OspC (21�22 kDa) [36, 39], które charakteryzuj¹ siê du¿¹
swoisto�ci¹. Bia³ko OspA wykazuje ró¿nice w sekwencji amino-
kwasów pomiêdzy 30 i 101 aminokwasem. Na tej podstawie wy-
odrêbniono dotychczas 7 serotypów wystêpuj¹cych na terenie
Europy i Ameryki P³n. Odpowiadaj¹ one podzia³owi na geno-
gatunki: B. burgdorferi sensu stricto � serotyp 1, B. afzeli � se-
rotyp 2, B. garini � serotypy od 3 do 7 [37]. W przypadku bia³ka
OspC, na podstawie ró¿nic w sekwencji aminokwasów, wy-
odrêbniono dotychczas 4 serotypy krêtków [38]. Jest to bia³ko
wysoce immunogenne, odpowiedzialne przede wszystkim za
wczesn¹ odpowied� humoraln¹.

W diagnostyce czasami wykorzystywana jest tak¿e obecno�æ
wysoce konserwatywnych, a jednocze�nie immunogennych epi-
topów w heterogennych bia³kach, jak np. peptyd C6 w bia³ku
VlsE [14].

3. Postêpowanie diagnostyczne

3.1. Metoda EIA

Prawid³owe rozpoznanie boreliozy z Lyme uwarunkowane
jest odpowiednim doborem metod serologicznych i antygenów
diagnostycznych oraz poprawn¹ interpretacj¹ otrzymanych wy-
ników [35].

W 2000 roku opublikowano, opracowane przez miêdzynaro-
dow¹ grupê ekspertów, zalecenia dotycz¹ce prawid³owej diag-
nostyki laboratoryjnej boreliozy z Lyme (angielska wersja �MiQ
12 Lyme Borreliose� dostêpna w internecie).

Ze wzglêdu na liczne nieswoiste reakcje krzy¿owe i fa³szy-
wie dodatnie wyniki [8], których nie mo¿na by³o wyeliminowaæ
w powszechnie stosowanych testach ELISA, mimo wprowadza-
nia ró¿nych antygenów diagnostycznych (sonikat ca³ej komórki,
izolowane bia³ka, antygeny rekombinowane), zalecana jest obec-
nie dwustopniowa diagnostyka serologiczna. Polega ona na
oznaczeniu w pierwszym etapie poziomu przeciwcia³ pó³ilo�cio-
wymi testami serologicznymi o wysokiej czu³o�ci (np. IFA lub
ELISA). Nastêpnie, próbki surowic, z którymi uzyskano wynik
dodatni lub w¹tpliwie dodatni s¹ badane jako�ciow¹ metod¹
Western-blot o wysokiej swoisto�ci, w celu weryfikacji wcze�niej-
szych rezultatów. Interpretacja wyników badañ EIA i Western-
blot odbywa siê wed³ug �ci�le ustalonych kryteriów (Rys. 1).

Jednostopniowa diagnostyka boreliozy jest czêst¹ praktyk¹
stosowan¹ w polskich laboratoriach. Powszechnie wykorzysty-

wane testy ELISA s¹ czu³e, proste w wykonaniu, gwarantuj¹
szybkie uzyskanie wyniku nie podlegaj¹cego subiektywnym oce-
nom badacza. Niestety ich niska swoisto�æ, wynosz¹ca 29�71%
w zale¿no�ci od zastosowanego antygenu [19], mo¿e prowadziæ
do b³êdnych rozpoznañ.

Dostêpne testy ELISA ró¿ni¹ siê miêdzy sob¹ g³ównie anty-
genem diagnostycznym. Mo¿e nim byæ ca³a komórka bakteryjna,
stosowana w metodach immunoenzymatycznych w formie soni-
katu lub ca³a, nienaruszona komórka w odczynie immunofluores-
cencji (pierwsza generacja testów).

Testy ELISA stosowane w badaniach przesiewowych powin-
ny nale¿eæ przynajmniej do drugiej generacji, poniewa¿ w gru-
pie tej zosta³a udoskonalona swoisto�æ i w du¿ym stopniu zosta-
³y ograniczone krzy¿owe reakcje. Do tej grupy nale¿¹ testy,
w których albo antygenem diagnostycznym s¹ izolowane frakcje
bia³ek albo stosowana jest wstêpna absorbcja krêtkami Reitera.
Szczepy u¿ywane do produkcji antygenu musz¹ wytwarzaæ bia³-
ko OspC umo¿liwiaj¹ce wykrycie swoistej odpowiedzi w klasie
IgM i OspA (DbpA), a jednocze�nie bêd¹ce dominuj¹cym anty-
genem w odpowiedzi IgG.

W najnowszej, trzeciej generacji testów, jako antygeny diag-
nostyczne stosowane s¹ rekombinowane bia³ka. Dotychczas
otrzymano i sprawdzono pod wzglêdem przydatno�ci w diagno-
styce boreliozy z Lyme, bia³ka p83/100 (wska�nik pó�nej fazy
choroby), p41 (flagelina, p41int (wewnêtrzna czê�æ cz¹steczki
flageliny o masie 14 000, nie reaguj¹ca krzy¿owo z flagelin¹
innych gatunków bakteryjnych), bia³ka b³ony zewnêtrznej OspA
i OspC i p39. Ostatnie badania wskazuj¹, ¿e uzupe³nienie anty-
genu diagnostycznego o rekombinowane bia³ka p17 i p58, a tak¿e
p14, p30, p43 mo¿e znacznie podnie�æ czu³o�æ testu [35].

W ka¿dym przypadku, powinny byæ oznaczone przeciwcia³a
obu klas. Uzyskanie ujemnego wyniku badania serologicznego
we wczesnej fazie zaka¿enia nie przes¹dza o rozpoznaniu.

Zalecane jest powtórzenie badania z now¹ próbk¹ suro-
wicy po up³ywie 4 tygodni od wyst¹pienia pierwszych objawów
choroby.

Nale¿y tak¿e pamiêtaæ, ¿e swoiste przeciwcia³a wykrywane
s¹ tak¿e u osób zdrowych, co mo¿e �wiadczyæ o bezobjawowym
przebiegu choroby. W zale¿no�ci od stopnia nara¿enia na kontakt
z kleszczami odsetek osób z przeciwcia³ami wynosi od 12%
w normalnej populacji (krwiodawcy) do oko³o 40% w grupach
ryzyka np. w�ród le�ników [6, 7]. Obecno�æ samych przeciwcia³,
bez objawów zaka¿enia, nie mo¿e byæ wskazaniem do leczenia.

3.2. Western blot

Pierwsze kryteria oceny wyniku badania metod¹ Western-blot
ustalone zosta³y przez Center for Disease Control and Prevention
(CDC) w Atlancie, USA [3]. Interpretacja uzyskanych wyników

I etap
Badania przesiewowe IgG i IgM (IFA/ELISA)

                   ↓                               ↓                         ↓
w¹tpliwie dodatni wynik dodatni ujemny1

II etap
Badanie potwierdzaj¹ce IgG i IgM (Immunoblot)

                          ↓                              ↓
dodatni             ujemny

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

1 nale¿y zakoñczyæ.
Je¿eli mimo ujemnego wyniku nadal klinicznie podejrzewane jest za-
awansowane stadium boreliozy mo¿na zastosowaæ inne dodatkowe
metody diagnostyczne.
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zgodnie z tymi kryteriami jest czêsto zalecana przez producentów
testów i nie rzadko automatycznie stosowana na kontynencie
europejskim. Mo¿e to prowadziæ do b³êdów w rozpoznaniu.

Opracowanie kryteriów oceny wyników badañ metod¹ Wes-
tern-blot przeprowadzonych u chorych z terenu Europy jest bar-
dziej z³o¿one ze wzglêdu na wystêpowanie kilku genogatunków
chorobotwórczych na obszarze tego kontynentu.

Analiza wystêpowania przeciwcia³ przeprowadzona w ra-
mach programu EUCALB, wykaza³a przydatno�æ nastêpuj¹cych
8 antygenów w diagnostyce zaka¿eñ B. burgdorferi sensu lato:
OspC i p41 dla IgM oraz p83/100, p58, p41, p39, OspC, p17 dla
IgG, jakkolwiek wykazano zró¿nicowane ich znaczenie. Stwier-
dzono, bowiem ¿e czu³o�æ i swoisto�æ metody zale¿na jest od
genogatunku szczepu u¿ytego jako antygen diagnostyczny. Wa¿-
nym elementem jest zastosowanie kryteriów uwzglêdniaj¹cych
odpowied� immunologiczn¹ na antygeny szczepów najczê�ciej
wystêpuj¹cych na danym terenie. Ponadto, przyjêta interpretacja
wyników powinna byæ równie¿ powi¹zana z charakterystyk¹ obja-
wów klinicznych stwierdzanych na danym terenie [24].

Aby poprawnie zinterpretowaæ wynik badania, potrzebna jest
informacja na temat czasu trwania choroby, z którym �ci�le zwi¹-
zane jest pojawienie siê przeciwcia³ dla okre�lonych antygenów.
We wczesnej boreliozie znaczenie ma intensywno�æ przynaj-
mniej dwóch frakcji bia³kowych (p41 i OspC) i w zwi¹zku z tym
konieczne jest stosowanie odpowiednich kontroli wewnêtrznych,
aby oceniæ badanie pó³ilo�ciowo.

Dostêpne s¹ testy, w których rozdzia³owi poddano albo lizat
ca³ej komórki albo wyselekcjonowane bia³ka B. burgdoferi pro-
dukowane w wyniku manipulacji genetycznych, przez komórki
E. coli.

Zalet¹ lizatu ca³ej komórki jest mo¿liwo�æ wykrycia wiêk-
szej liczby immunogennych frakcji. Wad¹ natomiast to, ¿e w nie-
których przypadkach trudno jest rozró¿niæ frakcje swoiste od
krzy¿owo reaguj¹cych.

Stosuj¹c antygeny rekombinowane istnieje pewno�æ, ¿e uzy-
skane reakcje dotycz¹ wy³¹cznie swoistych bia³ek. Ponadto,
mo¿liwe jest zastosowanie w jednym te�cie swoistych bia³ek
pochodz¹cych z ró¿nych genogatunków, a tak¿e swoistych pep-
tydów bêd¹cych fragmentami bia³ek, które w ca³o�ci wywo³uj¹
reakcje krzy¿owe, jak np. bia³ko p41 i peptyd p41 int. Mimo
tych zalet i porównywalnej swoisto�ci rekombinowany immuno-
blot nie ma czu³o�ci, jak¹ wykazuje immunoblot z lizatem ca³ej
komórki. Ponadto konieczna jest kontrola swoisto�ci z surowi-
cami odporno�ciowymi dla E. coli.

W zwi¹zku z tym wydaje siê, ¿e zastosowanie jako antygen
diagnostyczny w metodzie immunoblot, szczepu, który wytwa-

rza swoiste, immunogenne bia³ka jest najbardziej racjonalne.
Konieczna jest jednak dok³adna standaryzacja testu i bardzo pre-
cyzyjna indentyfikacja frakcji bia³kowych przy pomocy przeciw-
cia³ monoklonalnych.

Najwiêksz¹ czu³o�ci¹ charakteryzuje siê Western-blot z an-
tygenami B. afzelii (szczep PKo) i dlatego jest on zalecany
w diagnostyce na terenie Europy [10].

Przyjmuje siê, ¿e je¿eli antygenem jest szczep B. afzelii to
wynik immunoblot jest dodatni je¿eli przeciwcia³a IgM reaguj¹
przynajmniej z jedn¹ frakcj¹ z po�ród: p41 (silna reakcja), p39,
OspC, DbpA (Osp17). Wraz ze zmian¹ antygenu diagnostycznego
zmieniaj¹ siê równie¿ kryteria interpretacji (patrz Tabela I).

3.3. Inne badania

Podstaw¹ rozpoznania laboratoryjnego boreliozy z Lyme s¹
badania serologiczne. Opisywane s¹ jednak serologicznie ujemne
przypadki choroby. Przyczyna tego zjawiska nie jest wyja�niona,
miêdzy innymi t³umaczy siê to mo¿liwo�ci¹ powstawania kom-
pleksów immunologicznych [27]. W zwi¹zku z tym, je¿eli mimo
ujemnego wyniku nadal klinicznie podejrzewane jest zaawan-
sowane stadium boreliozy, mo¿na zastosowaæ inne dodatkowe
metody diagnostyczne, jak np. PCR lub hodowlê itp. Maj¹ one
tak¿e zastosowanie u chorych z nietypowym rumieniem wêdru-
j¹cym, przy podejrzeniu wczesnej neuroboreliozy, w której nie
zosta³y jeszcze wytworzone przeciwcia³a oraz u chorych z obni-
¿on¹ odporno�ci¹.

3.3.1. P C R. £añcuchowa reakcja polimerazy umo¿liwia
wielokrotne powielanie okre�lonych, charakterystycznych dla da-
nego drobnoustroju fragmentów genomu. W przypadku B. burg-
dorferi sensu lato, najczê�ciej wykrywane s¹ sekwencje genów
koduj¹cych flagelinê, bia³ka b³ony zewnêtrznej (Osp), 16S-RNA
i 5S-23S-RNA [11, 15, 17, 18, 21, 23]. PCR jest metod¹ bardzo
czu³¹, a dolna granica wykrywalno�ci wynosi oko³o 10�1000 ko-
mórek w badanej próbce [16, 20]. Pomimo swych niew¹tpliwych
zalet posiada jednak szereg ograniczeñ. Do najwa¿niejszych na-
le¿y rodzaj materia³u do badania i stadium choroby, w którym
zosta³ pobrany. Materia³ genetyczny krêtków czê�ciej mo¿na
wykryæ w ostrej fazie choroby, ni¿ w jej okresie przewlek³ym.
DNA krêtków wykrywa siê w oko³o 60�70% wycinków skóry
pobranych z rumienia wêdruj¹cego i w oko³o 60% wycinków ze
zmian typu ACA [26, 28, 32]. U chorych z rumieniem wêdruj¹-
cym DNA B. burgdorferi we krwi stwierdza siê nie czê�ciej ni¿
u oko³o 18% u chorych [26]. W p³ynie mózgowo-rdzeniowym
DNA wykrywa siê w 38% przypadków w neuroboreliozie wcze-

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, p17, p14

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, p17

B. burgdorferi sensu stricto Co najmniej jedna frakcja z: p39, OspC, p17 Co najmniej jedna frakcja z: p83/100, p58, p56,
lub silna reakcja z antygenem p41 OspC, p21, p17

Antygeny rekombinowane Co najmniej dwie frakcje z: p39, OspC, p41 int., Co najmniej dwie frakcje z: p83/100, p58, p39,
 p17 lub silna reakcja z antygenem OspC OspC, p41 int., p17

T a b e l a  I
Kryteria dodatniego wyniku Western-blot, uwzglêdniaj¹ce antygeny genogatunków wystêpuj¹cych w Europie

Genogatunek*
Wykrywane frakcje przeciwcia³ w klasie:

IgM IgG

* genogatunek, z którego przygotowano antygen diagnostyczny
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snej i w 25% w neuroboreliozie pó�nej [17]. W zale¿no�ci od
stosowanych starterów czu³o�æ metody PCR w p³ynie stawowym
wynosi od 48% dla starterów komplementarnych do sekwencji
genu 16S rRNA do 96% dla starterów dla OspA [18]. Na wynik
badania mo¿e mieæ wp³yw obecno�æ w badanym materiale DNA
pochodz¹cego z komórek gospodarza, jak i hamuj¹cy wp³yw
innych sk³adników tkankowych takich jak hemoglobina, hepary-
na, porfiryny. Ograniczenia te mog¹ prowadziæ do uzyskiwania
wyników fa³szywie dodatnich jak i fa³szywie ujemnych. Powa¿-
ny wp³yw na otrzymany wynik maj¹ te¿ metody ekstrakcji DNA,
gdy¿ ze wzglêdu na niewielk¹ liczbê bakterii w badanym mate-
riale mo¿e dochodziæ do strat prowadz¹cych do fa³szywie ujem-
nego wyniku [1, 26]. Ponadto startery zastosowane do reakcji
musz¹ umo¿liwiaæ amplifikacjê fragmentów DNA charakte-
rystycznych dla wszystkich chorobotwórczych i potencjalnie
chorobotwórczych genogatunków B. burgdorferi sensu lato z t¹
sam¹ czu³o�ci¹.

3.3.2. H o d o w l a. Do hodowli krêtków B. burgdorferii sto-
sowane jest bardzo bogate pod³o¿e BSK (Barbour�a, Stoenner�a,
Kelly�ego) i jego ró¿ne modyfikacje, najczê�ciej pod³o¿e BSK
w sk³ad którego wchodzi ponad 60 sk³adników, takich jak
aminokwasy, witaminy, elektrolity; dodatkowo jest wzbogacane
surowic¹ królicz¹ (6%) [2, 22]. Inokulum nie mo¿e byæ mniej-
sze ni¿ 10 komórek bakteryjnych. Gêsto�æ zawiesiny bakteryjnej
w pod³o¿u BSK-H po inkubacji 14 dni nie przekracza 1010 ko-
mórek w 1 ml, a czas miêdzy podzia³ami komórkowymi wynosi
oko³o 12 godzin. Na pod³o¿ach sta³ych bakterie te rosn¹ jeszcze
wolniej [2, 12, 22].

Krêtki B. burgdorferii izolowane s¹ ze zmian skórnych (bio-
ptaty), p³ynu mózgowo-rdzeniowego, p³ynu stawowego i krwi.
Najczê�ciej dodatnie posiewy uzyskuje siê z bioptatów skóry
pobranych z rumienia (ok. 50�85%) [28], rzadziej z p³ynu móz-
gowo-rdzeniowego (ok. 10%), z chrz¹stki stawowej; najmniej
izolacji uzyskuje siê z p³ynu stawowego i krwi [13, 25, 26].
B. burgdorferi s¹ bakteriami powoli rosn¹cymi na dostêpnych
obecnie sztucznych pod³o¿ach bakteriologicznych, dlatego wy-
nik hodowli mo¿na otrzymaæ nie wcze�niej ni¿ po 3 miesi¹cach
inkubacji [13, 28]. Optymalna temperatura wzrostu krêtków przy
obni¿onym poziomie tlenu wynosi 32�37oC [2, 22].

3.3.3. H o d o w l a  i  P C R. W porównaniu z zaka¿eniami
innymi drobnoustrojami, liczba krêtków w dostêpnych do bada-
nia próbkach materia³u klinicznego jest bardzo ma³a, na granicy
wykrywalno�ci metod¹ PCR. Ocenia siê, ¿e w p³ynie mózgowo-
rdzeniowym liczba tych drobnoustrojów nie przekracza 50 ko-
mórek w 1 mL [13], i uzyskanie wystarczaj¹cej ilo�ci DNA krêt-
ków do amplifikacji metod¹ PCR jest czêsto niemo¿liwe. Istnieje
mo¿liwo�æ wykonania posiewu, a nastêpnie po inkubacji przez
1�2 tygodnie, poszukiwania DNA B. burgdorferi sensu lato me-
tod¹ PCR. Szczególnie jest to wa¿ne w przypadkach klinicznego
rozpoznania neuroboreliozy przy s³abej odpowiedzi immunolo-
gicznej lub jej braku. Taki sposób postêpowania z materia³em
klinicznym, podnosi znacznie czu³o�æ badania diagnostycznego
w kierunku boreliozy [5].

4. Podsumowanie

Borelioza z Lyme jest najczê�ciej wystêpuj¹c¹ w Europie
i w Ameryce Pó³nocnej chorob¹ zaka�n¹ przenoszon¹ przez
kleszcze. Wielopostaciowo�æ choroby czêsto sprawia trudno�ci
w prawid³owym rozpoznaniu. Uwarunkowane jest ono odpo-
wiednim doborem metod serologicznych i antygenów diagno-
stycznych oraz poprawn¹ interpretacj¹ otrzymywanych wyników.

Zalecana jest obecnie diagnostyka dwustopniowa polegaj¹ca na
oznaczeniu w pierwszym etapie poziomu przeciwcia³ pó³ilo�cio-
wymi testami serologicznymi o wysokiej czu³o�ci (np. IFA lub
ELISA), a nastêpnie, na weryfikacji wyników dodatnich lub w¹t-
pliwie dodatnich jako�ciow¹ metod¹ Western-blot. Interpretacja
Western-blotu powinna uwzglêdniaæ ustalone kryteria przyjête
dla antygenów u¿ytych szczepów.
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Strona 177, punkt 2.1.1. Metoda dyfuzyjno-kr¹¿kowa z cefoksytyn¹ lub oksacylin¹,

powinno byæ:

�inkubacja: 24 godz. dla oksacyliny i cefoksytyny w temp 33-35°C, w atmosferze tlenowej, jednak¿e
wynik badania mo¿e byæ wydany po 18 godzinach inkubacji, je�li szczep jest oporny�.

Strona 178, punkt 2.1.2. Metoda przegl¹dowa z oksacylin¹ dla S aureus,

powinno byæ:

�... zanurzyæ wykalibrowan¹ ezê (1 µl) ...�

Strona 178, punkt 2.3.1. Metoda przegl¹dowa z wankomycyn¹,

powinno byæ:

�nanie�æ punktowo 10 µl ...�

Strona 186, punkt 9. Oznaczanie wra¿liwo�ci pa³eczek z rodziny Enterobacteriaceae, kolumna 2, werset 4,

powinno byæ:

�W przypadku pa³eczek Salmonella spp. nie oznaczaæ ...�

INFORMACJE

Fundacja na Rzecz Polskiej Mikrobiologii

przypomina, ¿e

termin sk³adania wniosków o przyznanie naukowego stypendium wyjazdowego mija z koñcem grudnia ka¿dego
roku. Regulamin przyznawania stypendium wyjazdowego opublikowany zosta³ w Postêpach Mikrobiologii
w roku 2002 (tom 39, zeszyt 4).
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