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Ze smutkiem donosimy, i¿ 5 maja 2007 roku odszed³ od nas prof. dr hab. med.
Miros³aw Kañtoch, nestor polskiej wirusologii, ekspert �wiatowej Organizacji
Zdrowia, cz³onek rzeczywisty PAN, cz³onek honorowy Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologów, badacz oraz cz³owiek zas³u¿ony w wielu dziedzinach aktywno�ci
zarówno zawodowej jak i spo³ecznej.

Profesor M. Kañtoch by³ wieloletnim cz³onkiem Rady Redakcyjnej Postêpów
Mikrobiologii � czerpali�my z Jego ogromnej wiedzy i do�wiadczenia. Udzielane
nam przez Niego rady zawsze zawiera³y du¿y ³adunek szacunku i ¿yczliwo�ci.

Bêdzie nam Go brakowaæ.
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Dnia 14 stycznia 2007 roku zmar³a Pani Profesor
Maria K. P i e t k i e w i c z  emerytowany kierownik
Zak³adu Mikrobiologii Lekarskiej AM w Poznaniu.

Pani Profesor Maria K. P i e t k i e w i c z  urodzi³a
siê w 1924 roku w Poznaniu. �wiadectwo dojrza³o�ci
uzyska³a w Warszawie w 1942 roku na kompletach
tajnego nauczania. W okresie okupacji pracowa³a jako
techniczny asystent w Zak³adzie Bakteriologii w Pañ-
stwowym Zak³adzie Higieny w Warszawie. W roku
1945 podjê³a studia na Wydziale Lekarskim Uni-
wersytetu Poznañskiego równocze�nie pracuj¹c w Za-
k³adzie Mikrobiologii Lekarskiej AM w Poznaniu.
Dyplom lekarza medycyny otrzyma³a w 1951 roku.
W 1950 roku uzyska³a stypendium specjalizacyjne
Ministra Zdrowia wraz ze skierowaniem do pracy
w filii poznañskiej PZH przemianowanej w roku 1952
na Wojewódzk¹ Stacjê Sanitarno-Epidemiologiczn¹,
gdzie z jednoroczn¹ przerw¹ spowodowan¹ prac¹
w Wojewódzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej
w Bia³ymstoku pracowa³a do 1956 roku, kolejno na
stanowisku asystenta a nastêpnie kierownika Oddzia³u
Bakteriologii. W roku 1956 podjê³a pracê w Instytucie
Medycyny Morskiej w Gdañsku w Krajowym O�rod-
ku Salmonella na stanowisku asystenta a po obronie
pracy doktorskiej w AM w Poznaniu w roku 1963 na
stanowisku adiunkta i kierownika pracowni. Z dniem
1 stycznia 1974 roku zosta³a powo³ana na stanowisko
kierownika Zak³adu Mikrobiologii Lekarskiej AM
w Poznaniu. W tym samym roku obroni³a pracê habi-
litacyjn¹ na posiedzeniu Rady Wydzia³u Lekarskiego
AM w Poznaniu. W roku 1985 otrzyma³a tytu³ profeso-
ra nadzwyczajnego, a w roku 1994 profesora zwyczaj-
nego. W 1985 roku zosta³a powo³ana na stanowisko dy-
rektora Instytutu Mikrobiologii i Chorób Zaka�nych
w Poznaniu. Stanowisko to pe³ni³a przez dwie kaden-

cje. Bêd¹c kierownikiem Zak³adu Mikrobiologii Lekar-
skiej Prof. Maria K. Pietkiewicz zaanga¿owa³a siê nie
tylko w pracê naukow¹ ale te¿ w dzia³alno�æ dydak-
tyczn¹ prowadz¹c zajêcia ze studentami Wydzia³ów:
lekarskiego, stomatologii i pielêgniarstwa. Opracowa³a
programy nauczania i by³a wspó³autorem kilku skryp-
tów. W ostatnim roku przed przej�ciem na emeryturê
zaanga¿owa³a siê w organizowanie i opracowanie pro-
gramu nauczania studentów anglojêzycznych. W trak-
cie swojej dzia³alno�ci naukowej piêciokrotnie prze-
bywa³a na sta¿u naukowym w Instytucie Pasteura
w Pary¿u specjalizuj¹c siê w badaniach nad chorobo-
twórczo�ci¹ pa³eczek jelitowych, szczególnie z rodzaju
Salmonella. Innymi wa¿nymi tematami prac nauko-
wych by³y zagadnienia zwi¹zane z zaka¿eniami szpi-
talnymi oraz zaka¿eniami �rodowiska cz³owieka i zwie-
rz¹t. Wyrazem tej dzia³alno�ci by³o opublikowanie
oko³o 90 prac w czasopismach polskich i zagranicz-
nych. W trakcie swojej pracy zawodowej Pani Profesor
zorganizowa³a i prowadzi³a liczne szkolenia z zakresu
medycyny tropikalnej i chorób uk³adu pokarmowego
wywo³ywanych przez drobnoustroje z rodziny Ente-
robacteriaceae. Pani Profesor M.K. Pietkiewicz by³a
promotorem 7 prac doktorskich, opiekunk¹ 1 pracy
habilitacyjnej i recenzentk¹ 4 rozpraw habilitacyjnych,
29 prac doktorskich i 26 prac magisterskich.

Oprócz pracy naukowej i dydaktycznej Pani Profe-
sor udziela³a siê w towarzystwach naukowych. Nale-
¿a³a do aktywnych cz³onków Oddzia³u Poznañskiego
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów pe³ni¹c przez
kilka kolejnych kadencji stanowisko przewodnicz¹cej.
W roku 1992 nadano Jej godno�æ cz³onka honorowego
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów. By³a tak¿e
aktywnym cz³onkiem Polskiego Towarzystwa Epide-
miologów i Lekarzy Chorób Zaka�nych. Od roku 1984
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by³a cz³onkiem Rady Naukowej Instytutu Medycyny
Morskiej i Tropikalnej w Gdyni. By³a te¿ cz³onkiem
Komisji Medycyny Do�wiadczalnej Poznañskiego To-
warzystwa Przyjació³ Nauk, cz³onkiem Francuskiego
Towarzystwa Mikrobiologów i zrzeszenia Uczniów
Instytutu Pasteura. Aktywnie udziela³a siê w Lions
Klubie w Poznaniu bêd¹c dyrektorem do spraw cz³on-
kostwa. Pani Profesor opracowa³a jeden projekt racjo-
nalizatorski wyró¿niony nagrod¹ w roku 1982. W roku
1989 otrzyma³a nagrodê dydaktyczn¹ Ministra Zdro-
wia. By³a wyró¿niona licznymi nagrodami rektorskimi.
Posiada³a srebrny Krzy¿ Zas³ugi i odznakê Wzorowe-
go Pracownika S³u¿by Zdrowia.

Pisz¹cy te s³owa po¿egnania nie mo¿e powstrzy-
maæ siê od kilku refleksji natury osobistej. Pani Profe-

sor by³a cz³owiekiem bardzo ciep³ym, szczerym i wy-
rozumia³ym. Potrafi³a stworzyæ wyj¹tkow¹ atmosferê
w pracy do której przychodzi³o siê z prawdziw¹ przy-
jemno�ci¹ i ¿adne zadanie nie wydawa³o siê ciê¿kie.
Pamiêtamy Pani¹ Profesor nie tylko jako Kierownika
Zak³adu ale te¿ jako osobê z któr¹ mo¿na by³o szcze-
rze podyskutowaæ na ka¿dy temat, która potrafi³a
udzielaæ rad i wesprzeæ pomoc¹. ¯egnaj¹c Pani¹ Pro-
fesor ¿egnamy nie tylko d³ugoletniego kierownika Za-
k³adu Mikrobiologii Lekarskiej AM w Poznaniu, ale
tak¿e cz³owieka prawego i dobrego.

Taka Pani¹ Profesor zapamiêtamy.
Cze�æ jej pamiêci.

Dr hab. Jerzy Chylak
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1. Wprowadzenie

Do chorób wywo³ywanych przez bakterie z rodzaju
Mycobacterium (pr¹tki kwasooporne) nale¿¹ przede
wszystkim gru�lica i tr¹d, a tak¿e inne zaka¿enia powo-
dowane przez pr¹tki nie gru�licze (NTM, non tuber-
culous mycobacteria).

Gru�lica wci¹¿ stanowi jedn¹ z g³ównych przyczyn
�mierci z powodu jednej choroby zaka�nej. W 1993 r.
�wiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) uzna³a gru�li-
cê za ogólne zagro¿enie. By³a to pierwsza deklaracja
tego rodzaju w historii WHO [89]. Wielkim proble-
mem w zakresie nadzoru nad gru�lic¹ jest zjawisko
lekooporno�ci z uwagi na brak skutecznych metod eli-
minacji niektórych wielolekoopornych szczepów Myco-
bacterium tuberculosis (pr¹tka gru�licy), jak równie¿
niebezpieczeñstwo ich szybkiego rozprzestrzenienia
siê. Wed³ug niedawnych badañ nad okre�leniem za-
siêgu wielolekoopornej gru�licy na �wiecie [86], wy-
stêpowanie lekooporno�ci stwierdzono w 74 spo�ród
77 badanych krajów i regionów. Obszarami o najwy¿-
szej czêsto�ci wystêpowania gru�licy wielolekoopor-
nej okaza³y siê kraje by³ego Zwi¹zku Radzieckiego:
Estonia, Kazachstan, £otwa, Litwa, Federacja Rosyj-
ska i Uzbekistan. Wysoki odsetek gru�licy wieloleko-

opornej stwierdzono równie¿ w�ród nowych przypad-
ków w Chinach (prowincje Henan i Liaoming), Ekwa-
dorze i Izraelu. Natomiast najni¿sze �rednie wska�-
niki lekooporno�ci zanotowano w Europie �rodkowej
i Afryce. DOTS (directly-observed treatment short
course), strategia leczenia opracowana przez WHO,
skutecznie zapobiega powstawaniu lekooporno�ci, jed-
nak wed³ug danych z 1999 r. tylko 23% przypadków
dodatnich w badaniu mikroskopowym by³o objêtych
tym programem, co wskazuje na konieczno�æ wprowa-
dzenia dodatkowych �rodków kontroli takich, jak nowe
metody diagnostyczne, skuteczniejsze leki i schematy
leczenia, czy nawet bardziej efektywna szczepionka [92].

Zaproponowana przez WHO terapia wielolekowa
sk³adaj¹ca siê z dapsonu, ryfampicyny (RMP) i klofa-
zyminy zosta³a wprowadzona w 1981 r. i doprowadzi-
³a do dramatycznego spadku liczby przypadków tr¹du
w ci¹gu ostatnich 20 lat [52]. Piêtna�cie lat temu liczbê
przypadków tr¹du na �wiecie oceniano na 10�12 mi-
lionów, podczas gdy na koniec 2000 r. liczba zareje-
strowanych chorych wynios³a 597 232 oraz wykryto
719 330 nowych zachorowañ [88]. Wspó³czynnik za-
padalno�ci na tr¹d obni¿y³ siê o 89%, a chorobê tê
wyeliminowano z 98 krajów [87]. Niemniej jednak
M. leprae (pr¹tka tr¹du) nigdy nie uda³o siê wyhodowaæ
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Abstract: Mycobacteria comprise a diverse group of bacteria that are widespread in nature. Some of the species belonging to this
group cause diseases in humans. Members of the Mycobacterium tuberculosis complex are the most important human pathogens of
the genus Mycobacterium and are the cause of tuberculosis (TB). TB remains one of the major causes of death by a single infectious
agent worldwide. Of great concern for TB control is the emergence of drug resistance. Since there is no cure for some multidrug-
resistant strains of M. tuberculosis, there is concern that they may spread around the world, stressing the need for additional control
measures, such as new diagnostics, better drugs for treatment and a more effective vaccine. The emergence of multidrug-resistant
TB calls for new rapid drug susceptibility tests. Recent advances in the field of molecular biology and progress in the understanding
of the molecular basis of drug resistance have provided new tools for rapid drug resistance detection of M. tuberculosis and other
mycobacteria. Other types of methodologies which provide rapid results by detecting early signs of mycobacterial growth are being
introduced such as the measurement of metabolism with the aid of color indicators, detection of oxygen consumption, production of
CO2, etc. The present review discusses recent developments in these two areas.
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in vitro, a rozpoznanie choroby opiera siê g³ównie na
wska�nikach klinicznych i epidemiologicznych [76].

Pr¹tki nie gru�licze obejmuj¹ ponad 65 ró¿nych ga-
tunków wystêpuj¹cych w �rodowisku i charakteryzu-
j¹cych siê zdolno�ci¹ wywo³ywania stanów patolo-
gicznych w zakresie od kolonizacji do zaka¿eñ [58].
Niedawno znaczenie kliniczne pr¹tków NTM wzros³o
w krajach rozwiniêtych z powodu ich udzia³u w za-
ka¿eniach oportunistycznych u chorych na AIDS,
zw³aszcza rozsianych zaka¿eniach M. avium complex
(MAC) [7]. Jednak dziêki wprowadzonej kilka lat
temu skutecznej terapii antyretrowirusowej (HAART,
highly active anti-retroviral therapy) sytuacja uleg³a
poprawie i obecnie zaka¿enia te wystêpuj¹ ju¿ tylko
u 2�3% leczonych w ten sposób pacjentów [75]. Jed-
nak pr¹tki NTM inne ni¿ MAC wci¹¿ stanowi¹ powa¿-
ny problem kliniczny, zw³aszcza gatunki wywo³uj¹ce
zaka¿enia szpitalne. Pr¹tki NTM s¹ szeroko rozpo-
wszechnione w przyrodzie i mog¹ powodowaæ kolo-
nizacje, zaka¿enia i pseudo-epidemie, zw³aszcza gdy
zaka¿aj¹ próby kliniczne lub sprzêt medyczny, co
prowadzi do niepotrzebnych interwencji medycznych
i wdra¿ania leczenia [58].

Niedawny postêp w biologii molekularnej i wyja�-
nieniu molekularnych podstaw zjawiska lekooporno�ci,
zw³aszcza u M. tuberculosis, zaowocowa³ opracowa-
niem nowych metod oznaczania lekooporno�ci pr¹t-
ków [54]. Jednak¿e wysoki koszt wiêkszo�ci z tych
technik utrudnia ich wprowadzenie do codziennej
praktyki laboratoryjnej, zw³aszcza w krajach biedniej-
szych [44]. Oporno�æ na leki przeciwgru�licze okre�la
siê za pomoc¹ tzw. metod konwencjonalnych, opartych
na hodowli i detekcji wzrostu pr¹tków, do których
nale¿¹ metody: proporcji, absolutnych stê¿eñ oraz
wska�nika oporno�ci [35]. Wraz z wprowadzeniem ra-
diometrycznego systemu BACTEC i przystosowaniem
go do oznaczania lekowra¿liwo�ci M. tuberculosis, te
cztery metody zosta³y uznane za z³oty standard w wy-
krywaniu oporno�ci na antybiotyki [28]. Jednak s¹ one
czasoch³onne i wymagaj¹ du¿ego nak³adu pracy, co
spowodowa³o poszukiwania alternatywnych i szyb-
szych technik. Te nowe metody mo¿na podzieliæ na
dwie szerokie kategorie: metody fenotypowe i metody
genetyczne. W niniejszym artykule przedstawiono
nowe metody wykrywania lekooporno�ci u pr¹tków, ze
szczególnym uwzglêdnieniem M. tuberculosis, a tak¿e
kilku gatunków NTM.

2. Fenotypowe metody wykrywania
lekooporno�ci u M. tuberculosis

Ta kategoria testów opiera siê na metodach hodowli,
których celem jest wykrycie wzrostu M. tuberculosis.
Z powodu powolnego tempa wzrostu pr¹tków gru�licy
wyniki uzyskuje siê dopiero po kilku tygodniach.

Nowe, szybkie metody fenotypowe wykrywaj¹ wcze-
sne sygna³y wzrostu pr¹tków poprzez pomiar meta-
bolizmu z u¿yciem barwnych wska�ników, detekcjê
zu¿ycia tlenu, szybk¹ wizualizacjê mikrokolonii, wy-
twarzanie CO2, itp.

Spo�ród nowych komercyjnych metod fenotypo-
wych, przeznaczonych do wykrywania lekooporno�ci
pr¹tków, system MGIT (Becton Dickinson, USA)
� zarówno w wersji manualnej, jak i zautomatyzowa-
nej (MGIT 960) � jest najczê�ciej stosowany do oceny
lekooporno�ci M. tuberculosis. W systemie MGIT
(mycobacteria growth indicator tube) hodowlê pro-
wadzi siê w szklanych probówkach ze zmodyfikowa-
nym pod³o¿em Middlebrooka 7H9 z dodatkiem anty-
biotyku, na dnie których znajduje siê czujnik tlenowy
wygaszaj¹cy fluorescencjê. W trakcie wzrostu M. tuber-
culosis zu¿ywa tlen rozpuszczony w po¿ywce, co pro-
wadzi do emisji fluorescencji obserwowanej w �wietle
lampy UV. System MGIT zastosowano w licznych
badaniach porównawczych do oznaczania oporno�ci
M. tuberculosis na leki pierwszo- i drugorzêdowe, uzy-
skuj¹c wysok¹ zgodno�æ (93,5%) z metod¹ proporcji
i systemem BACTEC �rednio w ci¹gu 6�7 dni [6, 66].

Inn¹ komercyjn¹ metod¹ oznaczania lekooporno�-
ci jest E-test (AB BIODISK, Szwecja), gdzie stosuje
siê paski nasycone ró¿nymi stê¿eniami antybiotyków,
co pozwala na bezpo�redni odczyt MIC na p³ytkach
agarowych. W niedawnych badaniach porównaw-
czych z metod¹ proporcji na pod³o¿u Löwensteina-
Jensena i radiometrycznym systemem BACTEC wy-
kazano zgodno�æ E-testu i metod standardowych
wynosz¹c¹ 90,1% [25]. Stosuj¹c E-test uzyskano fa³-
szywe wyniki oporno�ci w przypadku 8 z 81 badanych
szczepów M. tuberculosis, natomiast nie zanotowano
fa³szywych wyników wra¿liwo�ci. Podobne rezultaty
uzyskano, porównuj¹c E-test z metod¹ proporcji na
agarze Middlebrooka 7H11 [34, 67].

System MB/BacT (Organon Teknika, Holandia;
obecnie bioMérieux, Francja) równie¿ zosta³ przysto-
sowany do szybkiego okre�lania lekooporno�ci M. tu-
berculosis complex. Jest to komercyjna, zautoma-
tyzowana metoda hodowli umo¿liwiaj¹ca wykrycie
wzrostu pr¹tków w systemie zamkniêtym w oparciu
o ci¹g³¹ kolorymetryczn¹ detekcjê CO2. Wskutek wy-
twarzania CO2 czujnik ze wska�nikiem koloryme-
trycznym, umieszczony na dnie naczynia hodowlane-
go, zmienia barwê z zielonej na ¿ó³t¹. Wykorzystanie
�wiat³a odbitego umo¿liwia sta³e monitorowanie wzro-
stu. W przeprowadzonych niedawno badaniach po-
równawczych z systemem BACTEC 460 i metod¹ pro-
porcji wykazano, ¿e MB/BacT jest dok³adn¹ i pewn¹
metod¹ szybkiego oznaczania oporno�ci na leki pierw-
szorzêdowe, a �redni czas oczekiwania na wynik wy-
nosi³ 9�12 dni [8, 74].

Do komercyjnych, w pe³ni zautomatyzowanych me-
tod hodowlanych nale¿y równie¿ nowy ESP culture
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system II (Accumed International, USA), gdzie wykry-
wa siê zmiany ci�nienia wskutek zu¿ycia lub wytwa-
rzania gazu przez namna¿aj¹ce siê pr¹tki. R u i z  i wsp.
zastosowali tê metodê do detekcji oporno�ci na leki
pierwszorzêdowe w�ród 389 klinicznych szczepów
M. tuberculosis i wykazali jej wysok¹ zgodno�æ z sys-
temem BACTEC 460 [63].

W�ród nowych metod nie komercyjnych, s³u¿¹-
cych do detekcji lekooporno�ci u M. tuberculosis, trzy
ich typy zas³uguj¹ na uwagê: 1) testy fagowe, 2) meto-
dy kolorymetryczne oraz 3) test redukcji azotanów.

Test PhaB (phage amplified biologically) opiera
siê na zdolno�ci ¿ywych pr¹tków M. tuberculosis do
podtrzymywania replikacji zaka¿aj¹cego je mykobak-
teriofaga; egzogenne fagi nie zaka¿aj¹ce s¹ inaktywo-
wane chemicznie, za� liczba fagów endogennych, która
odzwierciedla pocz¹tkow¹ liczbê ¿ywych pr¹tków
gru�licy ulega nastêpnie zwiêkszeniu wskutek doda-
nia do hodowli niepatogennych, szybko rosn¹cych
pr¹tków M. smegmatis. Test ten zastosowano zarówno
w jego oryginalnej formie [70], jak i w wersji komer-
cyjnej FASTPlaque TB-RIF (Biotec Laboratories Ltd.,
Anglia) [2] do wykrywania oporno�ci na RMP u M. tu-
berculosis w hodowli oraz bezpo�rednio w plwocinie.
Wyniki uzyskiwano �rednio w ci¹gu 2 dni, a ich zgod-
no�æ z metod¹ proporcji przekracza³a 95%.

W celu szybkiej detekcji lekooporno�ci u M. tuber-
culosis zaproponowano równie¿ metody koloryme-
tryczne, które oparte s¹ na redukcji barwnego wska�-
nika dodawanego do pod³o¿a wzrostowego z ró¿nymi
antybiotykami. Oporno�æ wykrywa siê poprzez zmianê
barwy wska�nika, którego natê¿enie jest wprost propor-
cjonalne do liczby ¿ywych pr¹tków w hodowli [54].
Najczê�ciej stosowanymi wska�nikami wzrostu s¹ sole
tetrazolowe: MTT (bromek 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-
2,5-difenylo-tetrazolowy) i XTT (2,3-bis(2-metoksy-4-
nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolowy-5-karboksyanilid)
oraz barwniki alamar blue i rezazuryna. Komercyjny
wska�nik redox alamar blue (Accumed, USA) zosta³
po raz pierwszy u¿yty do ilo�ciowej oceny lekowra¿-
liwo�ci M. tuberculosis w 1995 r. [90]. Wska�nik ten
w wyniku redukcji zmienia barwê z niebieskiej na
ró¿ow¹, co jest ³atwo dostrzegalne go³ym okiem. Zmia-
nê barwy mo¿na równie¿ zmierzyæ spektrofotometrycz-
nie lub fluorometrycznie. Test ten przystosowano na-
stêpnie do wykonania na p³ytce ELISA i zastosowano
do oznaczania wra¿liwo�ci na leki pierwszo- i drugo-
rzêdowe. Wyniki by³y dostêpne po 8�10 dniach inkuba-
cji i zgodne ze standardow¹ metod¹ proporcji [12, 60].

W tym samym celu zastosowano metodê kolory-
metryczn¹ z u¿yciem soli tetrazolowej MTT [51], która
w ¿ywych komórkach jest redukowana przez dehydro-
genazy do formazanu MTT. Ma on postaæ purpurowych
kryszta³ów, które przeprowadza siê w formê rozpusz-
czaln¹ w wodzie. Wyniki w tej metodzie s¹ dostêpne
w ci¹gu 7�14 dni, a MTT jest tañszy ni¿ komercyjny

alamar blue. Test ten zastosowano do szybkiego wy-
krywania oporno�ci M. tuberculosis na leki pierwszo-
i drugorzêdowe, uzyskuj¹c dobre wska�niki czu³o�ci
i specyficzno�ci w porównaniu z metod¹ proporcji.
Ni¿sz¹ specyficzno�æ (58�89%) wykazano w stosun-
ku do etambutolu (EMB) i streptomycyny (SM) [47]
oraz ni¿sz¹ czu³o�æ (90,9%) w wykrywaniu oporno�ci
na kapreomycynê [48], co wskazuje na konieczno�æ
dalszej standaryzacji testu.

W 2001 r. D e  L o g u  i wsp. u¿yli MTT oraz inny
wska�nik redox XTT do oznaczania wra¿liwo�ci
M. tuberculosis na RMP, SM i izoniazyd (INH), po-
równuj¹c uzyskane wyniki z metod¹ proporcji na aga-
rze [15]. Test z u¿yciem XTT jest ³atwy do wykonania
i nie wymaga rozpuszczenia produktu redukcji wska�-
nika przed pomiarem spektrofotometrycznym. Autorzy
wystandaryzowali tê technikê dla celów detekcji opor-
no�ci na badane leki, uzyskuj¹c wyniki po 3�8 dniach.
Obserwowana przez nich czu³o�æ testu redukcji XTT
w wykrywaniu oporno�ci na RMP by³a porównywal-
na z opisan¹ wcze�niej dla MTT.

Niedawno opracowano metodê kolorymetryczn¹
na p³ytkach ELISA opart¹ na redukcji rezazuryny
(REMA) do okre�lania oporno�ci M. tuberculosis na
INH i RMP [55]. Rezazuryna jest równie¿ wska�-
nikiem redox i stanowi g³ówny sk³adnik barwnika
alamar blue. Wskutek redukcji do rezorufiny zmienia
barwê z niebieskiej na ró¿ow¹, a ta z kolei przekszta³-
cana jest do bezbarwnej dihydrorezorufiny. Spek-
trofotometryczny pomiar absorbancji dla rezazuryny
i rezorufiny przeprowadza siê przy d³ugo�ci fali, odpo-
wiednio 600 nm i 570 nm. Autorzy porównali wyniki
testu REMA z otrzymanymi w metodzie proporcji,
uzyskuj¹c bardzo wysok¹ zgodno�æ (specyficzno�æ
i czu³o�æ wynosi³a 96,2�100%). Metoda ta jest prosta
(wyniki mo¿na oceniæ wizualnie) i niedroga (rezazu-
ryna nie jest produktem opatentowanym i jest znacznie
tañsza ni¿ alamar blue czy MTT), co czyni j¹ wart¹
zaadaptowania zw³aszcza w krajach biedniejszych.
Test ten zosta³ równie¿ z powodzeniem zastosowany
przez M a r t i n  i wsp. do badania wra¿liwo�ci M. tu-
berculosis na leki drugorzêdowe [42].

Test redukcji azotanów jest oparty na zdolno�ci
redukcji przez M. tuberculosis azotanu do azotynu,
który wykrywa siê przez dodanie odczynnika che-
micznego do pod³o¿a hodowlanego zawieraj¹cego
antybiotyk. Test wykonuje siê po 10 dniach inkubacji.
Szczepy oporne redukuj¹ azotan, co przejawia siê za-
barwieniem pod³o¿a na ró¿owo-czerwono. W przy-
padku szczepów wra¿liwych barwa pod³o¿a nie ulega
zmianie [3]. Ostatnio test ten z powodzeniem zastoso-
wano do oceny wra¿liwo�ci na leki pierwszorzêdowe,
a tak¿e ofloksacynê [43, 47]. Dodatkow¹ jego zalet¹
jest u¿ycie probówek i sta³ego pod³o¿a wzrostowego
jak w standardowej metodzie proporcji, co ogranicza
tworzenie aerozoli.
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Metody kolorymetryczne, w ich obecnym forma-
cie, wydaj¹ siê bardziej wskazane dla laboratoriów re-
ferencyjnych, dysponuj¹cych odpowiednimi warunka-
mi do pracy z niewielkimi objêto�ciami p³ynnych
hodowli na p³ytkach z rozcieñczeniami leków. Test fa-
gowy mo¿e byæ wprowadzony do mykobakteriolo-
gicznych laboratoriów diagnostycznych z odpowied-
nio przeszkolonym personelem, za� test redukcji
azotanów doskonale nadaje siê do wykonywania w la-
boratoriach diagnostyki gru�licy, w których rutynowo
prowadzi siê oznaczenia lekowra¿liwo�ci.

3. Genetyczne metody wykrywania lekooporno�ci
u M. tuberculosis

W ostatnich latach wyja�niono genetyczne mecha-
nizmy oporno�ci na leki przeciwgru�licze poprzez
identyfikacjê g³ównych genów odpowiedzialnych za to
zjawisko, w szczególno�ci: rpoB (RMP), katG i ahpC
(INH), inhA (INH i etionamid), pncA (pyrazynamid),
embB (EMB), rrs i rpsL (SM) oraz gyrA (fluorochino-
lony) [23, 65]. Metody molekularne s³u¿¹ wykrywaniu
mutacji w genach zwi¹zanych z rozwojem oporno�ci
na leki. Obejmuj¹ dwa zasadnicze etapy: amplifikacjê
(g³ównie w reakcji PCR) regionów genomu M. tuber-
culosis ulegaj¹cych zmianom w szczepach opornych
oraz analizê produktów amplifikacji pod k¹tem wystê-
powania mutacji warunkuj¹cych oporno�æ. Analizê tê
przeprowadza siê najczê�ciej na drodze elektroforezy,
sekwencjonowania lub hybrydyzacji. Metody te pod
wieloma wzglêdami przewy¿szaj¹ metody konwencjo-
nalne: s¹ szybkie (wyniki s¹ znane ju¿ po kilku dniach,
a nie tygodniach), nie wymagaj¹ uzyskania wzrostu
pr¹tków, mog¹ byæ stosowane bezpo�rednio do bada-
nia prób klinicznych, s¹ bezpieczniejsze w wykona-
niu, jest tak¿e mo¿liwa ich automatyzacja. Niestety
posiadaj¹ równie¿ pewne wady, np. problemy z inhi-
bitorami podczas stosowania tych metod do bezpo-
�redniego badania materia³ów klinicznych. Ponadto
nie wszystkie szczepy lekooporne mog¹ byæ zidenty-
fikowane przy u¿yciu metod molekularnych: oporno�æ
na niektóre leki (np. INH i SM) jest kodowana przez
ró¿ne geny; oporno�æ na inne antybiotyki (np. RMP
i ofloksacynê) jest g³ównie determinowana przez jeden
gen, ale lekooporno�æ mo¿e byæ równie¿ zale¿na od
innych mechanizmów, jeszcze nie wyja�nionych.

Techniki elektroforetyczne

Ró¿ne techniki tego typu umo¿liwiaj¹ wykrycie mu-
tacji w sposób po�redni (bez dok³adnego okre�lenia
rodzaju substytucji nukleotydowej), na drodze analizy
ruchliwo�ci elektroforetycznej fragmentów DNA obej-
muj¹cych regiony odpowiedzialne za oporno�æ. Zmia-

ny ruchliwo�ci tych fragmentów DNA, w porównaniu
z sekwencjami dzikimi/wzorcowymi, wskazuj¹ na
obecno�æ mutacji. Dla u³atwienia detekcji tych zmian
analizuje siê strukturalne odmiany DNA (pojedyncz¹
niæ, heterodupleksy) i stosuje odpowiednie warunki
elektroforezy (gradienty pH, ¿ele denaturuj¹ce).

PCR-SSCP
(single strand conformation polymorphism)

Metoda ta opiera siê na zmianie konformacyjnej po-
wstaj¹cej w jednoniciowym fragmencie DNA wskutek
substytucji nukleotydowej, co prowadzi do zmiany
jego ruchliwo�ci elektroforetycznej w porównaniu
z jednoniciowym fragmentem o niezmienionej sekwen-
cji. Badany region DNA poddaje siê amplifikacji
w reakcji PCR, a nastêpnie denaturacji i rozdzia³owi
elektroforetycznemu w ¿elu poliakrylamidowym wo-
bec wzorcowego DNA typu dzikiego. Zmiany ruchli-
wo�ci DNA z próby klinicznej wskazuj¹ na obecno�æ
mutacji w analizowanym obszarze.

Jest to metoda niedroga, ³atwa i szybka. Nie wy-
maga u¿ycia skomplikowanego sprzêtu, charakteryzuje
siê wysok¹ specyficzno�ci¹, a zmiana ruchliwo�ci jest
dobrym wska�nikiem wystêpowania substytucji nu-
kleotydowej. Stosowana jest najczê�ciej do wykrywa-
nia mutacji warunkuj¹cych oporno�æ na RMP i INH
[24, 32], wykazuj¹c wy¿sz¹ czu³o�æ w detekcji muta-
cji nadaj¹cych oporno�æ na RMP. Nie powiod³y siê
natomiast próby zaadaptowania tej techniki do innych
leków o bardziej genetycznie z³o¿onych mechanizmach
oporno�ci, jak pyrazynamid czy EMB [13, 71].

Niektórzy autorzy uzyskali pozytywne rezultaty,
stosuj¹c PCR-SSCP bezpo�rednio do badania prób kli-
nicznych � zw³aszcza w celu wykluczenia obecno�ci
mutacji w szczepach wra¿liwych [24]. Nie wszystkie
jednak zmiany nukleotydów s¹ prawid³owo wykrywa-
ne. Zale¿y to od rodzaju substytucji i lokalizacji zmu-
towanego kodonu w obrêbie amplifikowanego frag-
mentu. W pewnych przypadkach interpretacja jest
trudna, a niektóre lekooporne szczepy mog¹ byæ zi-
dentyfikowane tylko przy zastosowaniu szczególnych
warunków elektroforezy. Niektóre z tych ograniczeñ
mo¿na wyeliminowaæ, stosuj¹c d³ugi czas rozdzia³u,
czu³e techniki barwienia lub fluorescencyjne znako-
wanie produktów i ich analizê przy u¿yciu automa-
tycznego urz¹dzenia do sekwencjonowania DNA, co
zwiêksza czu³o�æ testu [73].

PCR-HDF (heteroduplex formation)
Inn¹ metod¹ wykrywania mutacji opart¹ na zmia-

nach w migracji elektroforetycznej jest analiza hetero-
dupleksów w ¿elach poliakrylamidowych. Równie¿
ta technika zale¿y od amplifikacji w reakcji PCR re-
gionu DNA warunkuj¹cego oporno�æ. Produkt ampli-
fikacji ze szczepu badanego poddaje siê denaturacji,
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a nastêpnie miesza z równ¹ ilo�ci¹ zdenaturowanego
produktu PCR z wzorcowego szczepu dzikiego [45].
Mieszaninê amplikonów och³adza siê powoli, aby przy-
wróciæ dwuniciowe zrenaturowane cz¹steczki DNA.
Je�li badany szczep jest oporny, wówczas mutacja spo-
woduje powstanie heterodupleksu, który charakte-
ryzuje siê odmienn¹ ruchliwo�ci¹ elektroforetyczn¹
w porównaniu z homodupleksem (brak mutacji).

S c a r p e l l i n i  i wsp. uzyskali wy¿sz¹ czu³o�æ de-
tekcji heterodupleksów, stosuj¹c specjaln¹ technikê
elektroforetyczn¹ DG-DGGE (double-gradient denatu-
ring gradient gel electrophoresis), w której zastosowali
podwójny gradient (temperatury i poliakrylamidu) [69].
Modyfikacj¹ metody analizy heterodupleksu jest ko-
mercyjny test MisMatch Detect II (Ambion, USA). Za
jego pomoc¹ wykrywa siê hybrydowe cz¹steczki
RNA/RNA po uprzednim potraktowaniu ich RNaz¹,
która rozszczepia niedopasowane heterodupleksy.
W a t t e r s o n  i wsp. zastosowali ten test do detekcji
oporno�ci M. tuberculosis na RMP w hodowli oraz
próbkach z uk³adu oddechowego dodatnich w badaniu
mikroskopowym, uzyskuj¹c w obu przypadkach 100%
zgodno�æ wyników z metodami standardowymi [83].

PCR � sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie DNA jest najbardziej bezpo-
�redni¹ i jednocze�nie standardow¹ metod¹ genetycz-
nego okre�lania oporno�ci. Wymaga jedynie ampli-
fikacji regionu obejmuj¹cego kodony zaanga¿owane
w powstawanie oporno�ci, a uzyskane produkty PCR
s¹ sekwencjonowane w celu ustalenia obecno�ci lub
braku specyficznej mutacji. Niestety jest to metoda
kosztowna i wymagaj¹ca specjalistycznej wiedzy
i umiejêtno�ci. Co prawda automatyczna aparatura do
sekwencjonowania DNA jest coraz powszechniej sto-
sowana w instytucjach ochrony zdrowia, jednak nie jest
³atwo dostêpna we wszystkich laboratoriach mikrobio-
logicznych. Tym niemniej, zdaniem autorów wielu
prac dotycz¹cych molekularnej detekcji lekoopornych
szczepów M. tuberculosis, sekwencjonowanie DNA
jest technik¹ z wyboru. Jest stosowana na ca³ym �wie-
cie, równie¿ w naszych badaniach, do wykrywania
mutacji odpowiedzialnych za oporno�æ na RMP [1, 64],
INH [57, 64], SM [9], EMB [57], fluorochinolony [5]
oraz inne leki przeciwgru�licze [23].

Techniki hybrydyzacyjne

Techniki tego typu stanowi¹ zró¿nicowan¹ grupê.
Niektóre z nich przeprowadza siê wraz z reakcj¹ PCR,
do której w³¹czane s¹ specyficzne sondy DNA, inne
za� s¹ typowymi testami hybrydyzacyjnymi w forma-
cie sta³ym lub p³ynnym. Wszystkie natomiast oparte s¹
na hybrydyzacji dwóch nici DNA, jednej z badanego

szczepu i drugiej z komplementarnej sondy/oligonu-
kleotydu. Hybrydyzacja jest bardzo trwa³a w przypad-
ku sekwencji w pe³ni komplementarnych; je�li nato-
miast wystêpuje niezgodno�æ którego� nukleotydu na
skutek ró¿nic genetycznych miêdzy badanym szczepem
a sekwencj¹ sondy, wówczas po³¹czenie nici jest ter-
modynamicznie s³absze. Dla przejrzysto�ci niniejszej
pracy wszystkie testy oparte na reakcji PCR z zastoso-
waniem sond hybrydyzacyjnych opisano w sekcji �PCR
w czasie rzeczywistym�, natomiast w tej czê�ci przed-
stawione s¹ tylko techniki hybrydyzacji na fazie sta³ej.

Hybrydyzacja na membranie
Now¹ kategoriê tego typu testów stanowi¹ zestawy

liniowo uszeregowanych sond s³u¿¹ce do szybkiego
wykrywania mutacji zwi¹zanych z lekooporno�ci¹ na
drodze amplifikacji i pó�niejszej odwrotnej hybrydy-
zacji. INNO-LiPA Rif. TB (Innogenetics NV, Belgia)
jest komercyjnym testem przeznaczonym do identyfi-
kacji M. tuberculosis complex i jednoczesnej detekcji
oporno�ci na RMP. Test ten opiera siê na hybrydyzacji
zamplifikowanego DNA z czystych hodowli lub prób
klinicznych do sondy specyficznej dla M. tuberculosis
complex oraz 9 sond obejmuj¹cych region rdzeniowy
genu rpoB z M. tuberculosis, które s¹ immobilizowane
na pasku nitrocelulozy. Brak hybrydyzacji produktu
amplifikacji z któr¹kolwiek z 5 sond komplementar-
nych do sekwencji dzikich wskazuje na obecno�æ mu-
tacji w tym regionie DNA. Ponadto, je�li obserwuje
siê pozytywny sygna³ hybrydyzacyjny z jedn¹ z czte-
rech sond homologicznych do najczê�ciej wystêpu-
j¹cych mutacji, wówczas mo¿na dok³adnie okre�liæ
mutacjê odpowiedzialn¹ za oporno�æ [14].

Test ten jest szybki (<48 godzin), ³atwy do wyko-
nania w laboratoriach rutynowo przeprowadzaj¹cych
reakcje amplifikacji, a jego czu³o�æ podnosi zastosowa-
nie reakcji wewnêtrznego (ang. nested) PCR. Badanie
przy jego u¿yciu szczepów klinicznych charakteryzuje
siê wysok¹ czu³o�ci¹ (≥95%) i 100% specyficzno�ci¹
[50]. Mimo, i¿ w swoim za³o¿eniu test ten mo¿e wy-
kryæ dowoln¹ zmianê sekwencji w obrêbie amplifiko-
wanego regionu genu rpoB, to jednak pewne mutacje
(zw³aszcza insercje) nie podlegaj¹ detekcji [1]. Ponad-
to wyniki testu s¹ mniej dok³adne, gdy stosuje siê go
bezpo�rednio do badania materia³ów klinicznych (np.
plwociny) [14, 83]. Je�li trudno�ci te zostan¹ przezwy-
ciê¿one, test INNO-LiPA Rif. TB bêdzie u¿yteczny
zw³aszcza w rejonach, w których rozpowszechniona
jest lekooporno�æ.

Inny test komercyjny Genotype MTBDR (Hain
Lifesciences, Niemcy), przeznaczony do wykrywania
M. tuberculosis complex oraz oporno�ci na RMP i INH,
oparty jest na detekcji najczê�ciej wystêpuj¹cych muta-
cji w genach rpoB i katG. Zestaw zawiera paski nitro-
celulozy z 17 sondami, w tym 5 kontroli amplifikacji
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i hybrydyzacji, 5 sond komplementarnych do dzikich
i 4 do zmutowanych sekwencji rpoB oraz 1 sondê
komplementarn¹ do dzikiej i 2 do zmutowanych se-
kwencji katG. W dotychczasowych badaniach z u¿y-
ciem hodowli M. tuberculosis uzyskano ca³kowit¹
zgodno�æ wyników z sekwencjonowaniem DNA oraz
wysok¹ czu³o�æ i specyficzno�æ (zw³aszcza w przy-
padku RMP) w porównaniu z konwencjonalnymi me-
todami badania lekooporno�ci [31, 40]. Jednak oby-
dwa wymienione testy komercyjne s¹ kosztowne, a ich
u¿ycie wymaga odpowiedniego wyposa¿enia labora-
toryjnego, co obecnie ogranicza ich stosowanie w kra-
jach biednych o wysokiej zapadalno�ci na gru�licê.

M o r c i l l o  i wsp. opisali now¹ metodê oznacza-
nia oporno�ci M. tuberculosis na RMP, tzw. rifoligoty-
ping (rifampicin oligonucleotide typing), ³¹cz¹c¹ PCR
z odwrotn¹ hybrydyzacj¹ na membranie, na której
oligonukleotydowe sondy umieszczone s¹ szeregowo
w postaci niewielkich plam. W te�cie tym fragment
genu rpoB o d³ugo�ci 437 bp podlega amplifikacji
przy u¿yciu starterów, z których jeden jest znakowany
biotyn¹. Produkty PCR poddaje siê hybrydyzacji z ze-
stawem sond zwi¹zanych kowalencyjnie z membran¹
(5 sondami komplementarnymi do sekwencji dzikich
i 4 komplementarnymi do najczê�ciej wystêpuj¹cych
mutacji), a nastêpnie detekcji na drodze enzymatycz-
nej chemiluminescencji. U¿ycie tej metody pozwoli³o
wykryæ 90/97 (92,8%) opornych szczepów w porówna-
niu z wynikami hodowli [49]. Va n  d e r  Z a n d e n
i wsp. zastosowali rifoligotyping do detekcji oporno�ci
na RMP przy u¿yciu ekstraktów DNA z preparatów
mikroskopowych plwociny barwionych metod¹ Ziehl-
Neelsena, uzyskuj¹c tak¹ sam¹ czu³o�æ (86%) jak
w przypadku sekwencjonowania [77]. Jest to metoda
³atwa do wykonania, szybka i pozwala na zbadanie
do 43 prób jednocze�nie. Ponadto, wraz z poznaniem
nowych mutacji, istnieje mo¿liwo�æ zwiêkszenia licz-
by sond na membranie.

Najnowsza z metod hybrydyzacyjnych, opisana
przez G i a n n o n i e g o  i wsp. [22], s³u¿y do wykrywa-
nia oporno�ci na fluorochinolony i opiera siê na tej sa-
mej zasadzie, co omówiony wcze�niej test INNO-LiPA
Rif. TB. Znakowane digoksygenin¹ produkty PCR ze
szczepów M. tuberculosis poddaje siê odwrotnej hybry-
dyzacji z 9 oligonukleotydowymi sondami (2 zawiera-
j¹cymi dzikie sekwencje genu gyrA i 7 zawieraj¹cymi
okre�lone mutacje), które s¹ immobilizowane na
dwóch paskach nitrocelulozy. Je�li badany produkt
PCR zawiera mutacjê, wówczas ulega hybrydyzacji
do odpowiedniej zmutowanej sondy, ale nie do sondy
o sekwencji dzikiej. W porównaniu z fenotypow¹ me-
tod¹ oznaczania oporno�ci, przy u¿yciu tego testu pra-
wid³owo zidentyfikowano wszystkie badane szczepy
wra¿liwe na ofloksacynê i 17/19 (89,5%) szczepów
opornych. Autorzy uzyskali równie¿ ca³kowit¹ zgodno�æ

z wynikami sekwencjonowania DNA [22]. Metoda ta
mo¿e byæ u¿yteczna w ocenie oporno�ci na fluorochi-
nolony, zw³aszcza w�ród szczepów wielolekoopornych
w przypadku niepowodzenia w leczeniu i nawrotów.

Hybrydyzacja na mikromacierzach DNA
Jednym z najnowszych osi¹gniêæ w detekcji muta-

cji, obok techniki PCR w czasie rzeczywistym, jest
u¿ycie oligonukleotydowych macierzy lub biochipów.
Stosuje siê ró¿ne strategie w celu zaadaptowania tych
technologii do analizy mutacji warunkuj¹cych opor-
no�æ M. tuberculosis na leki, zw³aszcza RMP. Metoda
ta polega na hybrydyzacji DNA z próby klinicznej do
zestawu oligonukleotydów, z których ka¿dy odpowiada
innemu rodzajowi mutacji w genie rpoB, immobilizo-
wanych na pod³o¿ach z ¿elu poliakrylamidowego
(MAGIChip) [46] lub szk³a (CombiChip Mycobacteria
chip) [56]. Region rpoB z analizowanego szczepu jest
amplifikowany i znakowany fluorescencyjnie w reakcji
PCR, a nastêpnie poddawany hybrydyzacji z oligonu-
kleotydami mikromacierzy. Fluorescencja jest silniej-
sza w przypadku oligonukleotydów homologicznych
do amplikonu, podczas gdy niezgodno�æ sekwencji
destabilizuje dupleks, prowadz¹c do os³abienia fluo-
rescencji. Wzglêdne natê¿enie fluorescencji pomiêdzy
ró¿nymi pozycjami na mikromacierzy okre�la wzór
mutacji wystêpuj¹cych w badanym szczepie. Metoda ta
umo¿liwia wykonanie badania na obecno�æ 30 ró¿nych
mutacji w genie rpoB na macierzy poliakrylamidowej
[46] w ci¹gu 24 godzin. Wersja testu na no�niku szkla-
nym pozwala zidentyfikowaæ 20 typów mutacji w ge-
nie rpoB oraz 3 w genie katG i 2 w inhA [56].

Mikromacierze DNA zastosowano równie¿ do de-
tekcji mutacji w genach pncA [81] oraz rpoB, katG
i rpsL [72]. Jest to szybka metoda, a dodatkow¹ jej
zalet¹ jest mo¿liwo�æ umieszczenia wielu sond dla
ró¿nych leków na tym samym sta³ym no�niku. Zapew-
ne w przysz³o�ci metoda ta bêdzie mieæ istotny udzia³
w nadzorze nad gru�lic¹ lekooporn¹, a zw³aszcza wie-
lolekooporn¹. Obecnie jednak wysokie koszty, z³o¿o-
no�æ i konieczno�æ zatrudnienia wysoko wykwalifiko-
wanego personelu utrudniaj¹ wdro¿enie tej technologii
w laboratoriach mikrobiologicznych.

PCR w czasie rzeczywistym

U¿ycie znaczników fluorescencyjnych i zastoso-
wanie urz¹dzeñ optycznych lub kamer CCD w termo-
cyklerach umo¿liwi³o od niedawna obserwacjê reakcji
amplifikacji bezpo�rednio w trakcie jej przebiegu. Ten
tzw. PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR)
polega na autentycznym monitorowaniu reakcji am-
plifikacji DNA na drodze pomiaru sygna³u fluorescen-
cyjnego akumulowanego przez produkty amplifikacji.
Dostêpne s¹ ró¿ne urz¹dzenia tego typu. Niektóre opar-
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te s¹ na konwencjonalnych termocyklerach, w których
stosuje siê elementy Peltiera (bloki metalowe), inne
za� na termocyklerach ogrzewanych i ch³odzonych
powietrzem, które � w po³¹czeniu z probówkami kapi-
larnymi � umo¿liwiaj¹ równie¿ szybko-cykliczny PCR.

Opracowano ró¿ne odmiany reakcji PCR w czasie
rzeczywistym. Je�li celem badania jest wykrycie spe-
cyficznych mutacji w amplifikowanym regionie, wów-
czas barwnik fluorescencyjny musi byæ po³¹czony
z sondami DNA, które s¹ komplementarne do analizo-
wanej sekwencji matrycowej. Do wykrywania mutacji
s³u¿¹ ró¿ne typy znakowanych sond, w�ród których
do najczê�ciej stosowanych nale¿¹ sondy TaqMan,
tzw. molecular beacons oraz sondy FRET (fluorescen-
ce resonance energy transfer). Sondy te s¹ dodawane
do mieszaniny reakcyjnej wraz z pozosta³ymi sk³adni-
kami reakcji PCR, a ich sekwencja jest homologiczna
do regionu DNA, w którym poszukuje siê mutacji.

Sondy TaqMan
S¹ to krótkie oligonukleotydy (15�25 pz) z do³¹-

czonym na koñcu 5� barwnikiem fluorescencyjnym
oraz cz¹steczk¹ akceptorow¹ (absorbuj¹c¹) na koñcu 3�
(Rys. 1). W czasie reakcji PCR, na etapie do³¹czania
starterów, sonda przy³¹cza siê do amplifikowanej se-
kwencji docelowej. Je�li jest ona homologiczna, wów-
czas aparatura nie rejestruje fluorescencji, poniewa¿

akceptor absorbuje energiê barwnika. Podczas wyd³u-
¿ania starterów polimeraza Taq, dziêki aktywno�ci
egzonukleolitycznej 5�→3�, uwalnia barwnik fluore-
scencyjny, który wzmaga emisjê fluorescencji dziêki
oddzieleniu go od akceptora (Rys. 1). Wskutek degra-
dacji sond z ka¿dym cyklem amplifikacji wzrasta po-
ziom fluorescencji emitowanej przez barwnik, co jest
rejestrowane przez aparaturê. Wa¿ne jest, i¿ emisja
fluorescencji zachodzi tylko wówczas, gdy sonda jest
prawid³owo przy³¹czona do swego homologicznego
miejsca w amplikonie, co umo¿liwia polimerazie Taq
uwolnienie barwnika. Stanowi to podstawê wykrywa-
nia mutacji za pomoc¹ sond TaqMan; je�li niedopaso-
wanie (mutacja) os³abia przy³¹czanie sondy, wówczas
polimeraza Taq nie styka siê z ni¹ i fluorescencja po-
zostaje wygaszona. Zatem brak fluorescencji wska-
zuje obecno�æ mutacji w regionie DNA objêtym przez
sondê (Rys. 1). W analizach PCR w czasie rzeczywi-
stym z u¿yciem sond TaqMan konieczne jest w³¹czenie
do reakcji wewnêtrznych kontroli amplifikacji wraz
z komplementarnymi do nich sondami, aby mieæ pew-
no�æ, ¿e brak fluorescencji jest efektem mutacji, nie
za� niedoborów PCR.

W badaniach w³asnych zastosowano sondy TaqMan
do wykrywania mutacji warunkuj¹cych oporno�æ na
INH w�ród 83 klinicznych szczepów M. tuberculosis
wyizolowanych od chorych na gru�licê p³uc [64].
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Rys. 1. Schemat mechanizmu dzia³ania sond TaqMan. Obja�nienia w tek�cie
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U¿ycie trzech ró¿nych sond, przeznaczonych do de-
tekcji dzikiego kodonu 315 w genie katG (AGC) oraz
jego dwóch najczêstszych mutacji (ACC i ACA), po-
zwoli³o na prawid³ow¹ identyfikacjê wszystkich anali-
zowanych sekwencji. Uzyskano pe³n¹ zgodno�æ pomiê-
dzy analiz¹ PCR w czasie rzeczywistym a sekwencjo-
nowaniem � zarówno w odniesieniu do wystêpowania
lub braku mutacji, jak równie¿ obecno�ci dwóch
okre�lonych mutacji odpowiedzialnych za oporno�æ na
INH. Uzyskane w naszych badaniach wyniki wskazuj¹,
i¿ krótkie oligonukleotydowe sondy TaqMan dosko-
nale nadaj¹ siê do detekcji mutacji w okre�lonym re-
gionie DNA (tak, jak w przypadku kodonu 315 w ge-
nie katG). Ich dodatkow¹ zalet¹ (np. w porównaniu
z sondami FRET) jest wykrywanie specyficznej muta-
cji, co mo¿e mieæ dalsze implikacje, poniewa¿ ró¿ne
mutacje mog¹ byæ odpowiedzialne za oporno�æ na ró¿-
ne stê¿enia leku. H i l l e m a n n  i wsp. zastosowali
podobn¹ strategiê, w³¹czaj¹c do badañ dodatkow¹
sondê pozwalaj¹c¹ na detekcjê mutacji AAC w kodo-
nie 315 genu katG. Autorzy nie zidentyfikowali jed-
nak takiej substytucji w ¿adnym ze 142 badanych
szczepów M. tuberculosis opornych na INH [30].

Metoda ta jest szybka i pewna. Mo¿e byæ równie¿
stosowana bezpo�rednio do badania materia³ów kli-
nicznych. Va n  D o o r n  i wsp. u¿yli sond TaqMan
do detekcji dzikiego i zmutowanego kodonu 315 genu
katG w próbkach plwociny dodatnich w badaniu
mikroskopowym. Czu³o�æ sond o sekwencji dzikiej
i zmutowanej wynosi³a odpowiednio 70 i 94%, za�
specyficzno�æ 82 i 100% [78]. E s p a s a  i wsp. zasto-
sowali 6 par sond TaqMan (zmutowanych i dzikich)
do bezpo�redniej detekcji w próbach klinicznych ró¿-
nych mutacji w genie katG, regionie regulatorowym
genu inhA oraz genie rpoB, które determinuj¹ opor-
no�æ M. tuberculosis na INH i RMP. Czu³o�æ sond oce-
niono na 30,4�35,3% dla prób ujemnych w badaniu
mikroskopowym oraz 95,1�99,2% dla prób dodatnich.
Natomiast specyficzno�æ w obu przypadkach wynosi³a
100% [18]. O�miu ró¿nych sond (po dwie w ka¿dej
reakcji) u¿yli W a d a  i wsp. do badania szczepów la-
boratoryjnych oraz prób plwociny w celu identyfikacji
M. tuberculosis complex oraz 7 rodzajów mutacji
odpowiedzialnych za oporno�æ na RMP, INH i EMB.
Zastosowany system sond TaqMan pozwoli³ na detek-
cjê mutacji w genach rpoB, katG i embB, a uzyskane
wyniki by³y zgodne z sekwencjonowaniem DNA [80].

�Molecular beacons� (MB)
Sondy te przyjmuj¹ w roztworze strukturê szpilki

do w³osów, której pêtlê stanowi sekwencja homolo-
giczna do matrycowego DNA. Na koñcu 5� znajduje
siê barwnik fluorescencyjny, a na 3� � w bezpo�red-
nim s¹siedztwie � akceptor. Gdy sonda MB hybrydy-
zuje z matryc¹, wówczas struktura szpilki do w³osów

zostaje naruszona tak, ¿e akceptor i barwnik ulegaj¹
rozdzieleniu, co wzmacnia fluorescencjê. Wed³ug tej
samej zasady dzia³aj¹ sondy TaqMan. Je�li w regionie
objêtym przez sondê wystêpuje mutacja, to po³¹cze-
nie z matryc¹ jest utrudnione i sonda pozostaje w kon-
formacji szpilki do w³osów bez emisji fluorescencji.
Nale¿y uwzglêdniæ wewnêtrzne kontrole amplifikacji
pozwalaj¹ce oceniæ, czy przyczyn¹ redukcji we fluo-
rescencji s¹ rzeczywi�cie mutacje czy te¿ zahamowa-
nie amplifikacji.

Ostatnio przeprowadzono szereg badañ oceniaj¹-
cych przydatno�æ tej nowej kategorii sond do szyb-
kiego wykrywania mutacji zwi¹zanych z lekooporno�-
ci¹ M. tuberculosis. Wykazano ich wysok¹ czu³o�æ
(89�98%) i specyficzno�æ (99�100%) w detekcji muta-
cji odpowiedzialnych za oporno�æ na RMP [17, 38, 79]
i ni¿sz¹ czu³o�æ w wykrywaniu oporno�ci na INH [38].

Sondy FRET
Zasada ich dzia³ania polega na przep³ywie energii

z jednego barwnika fluorescencyjnego na inny. Sondê
FRET stanowi¹ dwa oddzielne oligonukleotydy spe-
cyficzne dla sekwencji docelowej. Jeden z nich posiada
barwnik fluorescencyjny (donor) przy³¹czony do koñ-
ca 3�, a drugi jest znakowany innym barwnikiem (ak-
ceptorem) na koñcu 5� (Rys. 2). Sondy s¹ tak zapro-
jektowane, ¿e hybrydyzuj¹ obok siebie (w odleg³o�ci
1�5 nukleotydów) do sekwencji docelowej, co umo¿-
liwia bliski kontakt miêdzy cz¹steczkami donora i ak-
ceptora. Pozwala to na przep³yw energii z donora na
akceptor, który emituje sygna³ o innej d³ugo�ci fali.
Detekcji podlega spadek poziomu fluorescencji emito-
wanej przez donor lub wzmocnienie sygna³u fluores-
cencyjnego cz¹steczki akceptora. Emisja fluorescencji
nastêpuje tylko wówczas, gdy obie sondy s¹ prawid³o-
wo przy³¹czone do homologicznej matrycy (Rys. 2).

W reakcji z udzia³em sond FRET analiza mutacji
nie polega na detekcji obecno�ci lub braku sygna³u
fluorescencyjnego jak w przypadku sond TaqMan czy
MB, ale dokonywana jest podczas etapu topnienia na
koñcu PCR. Polega on na powolnym wzro�cie tem-
peratury (0,05�0,2°C/s) w celu od³¹czenia sondy od
matrycy, co pozwala na monitorowanie topnienia (de-
naturacji) sond poprzez pomiar stopniowej redukcji
w emisji fluorescencji. Przebieg tego procesu obrazuje
krzywa topnienia, której szczyt odpowiada warto�ci
temperatury topnienia (Tm). Tm jest sta³a dla pary sond
zhybrydyzowanych z dzik¹ sekwencj¹. Je�li w regio-
nie homologicznym do sond wystêpuje mutacja, wów-
czas niezgodno�æ miêdzy nimi a matryc¹ prowadzi do
obni¿enia Tm sond (Rys. 2). Zatem odchylenia w Tm
sond w porównaniu do warto�ci wzorcowej sekwencji
dzikiej wskazuj¹ na obecno�æ mutacji w badanym re-
gionie. Ze wzglêdu na sposób analizy sondy FRET nie
wymagaj¹ kontroli amplifikacji w czasie PCR.
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Sondy FRET w ró¿ny sposób zaadaptowano do ana-
lizy oporno�ci szczepów M. tuberculosis na RMP i INH
[30, 64, 68]. W badaniach w³asnych pos³u¿y³y one do
detekcji specyficznych mutacji w genach rpoB, katG
i regionie regulatorowym genu inhA. Wart podkre�le-
nia jest fakt pe³nej zgodno�ci danych uzyskanych w me-
todzie PCR w czasie rzeczywistym i sekwencjonowa-
nia DNA [64]. Pozytywne wyniki da³o równie¿ u¿ycie
sond FRET do szybkiej detekcji oporno�ci na RMP
i INH bezpo�rednio w próbach z uk³adu oddechowego
dodatnich w badaniu mikroskopowym [41]. R u i z
i wsp. ocenili czu³o�æ testu w wykrywaniu oporno�ci
na RMP i INH odpowiednio na 100 i 98,1% [62].

�Biprobes�
S¹ to pojedyncze sondy znakowane fluorescencyj-

nie na koñcu 5�. W reakcji PCR w czasie rzeczywi-
stym s¹ one dodawane do mieszaniny reakcyjnej wraz
z Sybr-Green � barwnikiem, który emituje fluorescen-
cjê po przy³¹czeniu do dwuniciowego DNA. Zatem
pod koniec ka¿dego etapu do³¹czania starterów Sybr-
Green wzbudza znacznik sondy poprzez transfer ener-
gii, powoduj¹c emisjê fluorescencji, co jest rejestro-
wane przez aparaturê. Analiza mutacji obejmuje
monitorowanie topnienia sond wed³ug zasady opisa-
nej uprzednio dla sond FRET. Odchylenia w Tm sondy
wskazuj¹ na obecno�æ mutacji. E d w a r d s  i wsp.
u¿yli trzech niezale¿nych sond tego typu w trzech od-
dzielnych reakcjach, co pozwoli³o na prawid³owe wy-
krycie wszystkich mutacji w 46 szczepach M. tuber-
culosis opornych na RMP [16].

Ogólnie, najwiêksz¹ zalet¹ techniki PCR w czasie
rzeczywistym jest jej szybko�æ, wynikaj¹ca g³ównie
z braku postamplifikacyjnej detekcji na drodze elek-
troforezy czy hybrydyzacji. Ponadto zminimalizowane
jest ryzyko kontaminacji, poniewa¿ zarówno amplifi-
kacjê, jak i detekcjê przeprowadza siê w tej samej pro-
bówce. Natomiast ograniczeniem s¹ wymagania tech-
nologiczne oraz wysoki koszt aparatury i odczynników,
co w chwili obecnej uniemo¿liwia stosowanie tej tech-
niki w krajach rozwijaj¹cych siê.

Inne techniki oparte na PCR

Multipleksowy allelo-specyficzny PCR
(MAS-PCR, multiplex allele-specific PCR)

Technika ta przeznaczona jest do bezpo�redniego
rozró¿niania okre�lonych substytucji nukleotydowych
w specyficznych kodonach. W reakcji uczestnicz¹
dwie pary starterów. Startery zewnêtrzne zawsze ³¹cz¹
siê z matryc¹, prowadz¹c do wytworzenia d³ugiego
amplikonu. Startery wewnêtrzne natomiast s¹ tak za-
projektowane, ¿e ich koñce 3� s¹ komplementarne do
ró¿nych nukleotydów w badanym kodonie. W zale¿-
no�ci od sekwencji kodonu przy³¹czaj¹ siê one wy-
biórczo do DNA, co powoduje powstanie amplikonów
o ró¿nej d³ugo�ci. Na tej podstawie okre�la siê se-
kwencje nukleotydowe w analizowanym kodonie.

MAS-PCR z powodzeniem stosuje siê do okre�la-
nia oporno�ci na INH zwi¹zanej z kodonem 315 genu
katG oraz regionem regulatorowym (�15) genu inhA
[36, 37], a tak¿e na RMP (kodony 516, 526 i 531 genu

Rys. 2. Schemat mechanizmu dzia³ania sond FRET. Obja�nienia w tek�cie
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rpoB) i EMB (kodon 306 w genie embB) [91]. Techni-
kê tê zaadaptowano równie¿ do wykonania na biochi-
pach. W takiej wersji zestaw starterów homologicznych
do ró¿nych mutacji w genie rpoB [46], katG i inhA
[56] jest immobilizowany na mikromacierzy, a wszyst-
kie sk³adniki reakcji nak³adane na chip. Amplifikacja
(znakowana fluorescencyjnie) zachodzi jedynie w tych
pozycjach, w których starter jest komplementarny
do badanego amplikonu. Na podstawie intensywno�ci
fluorescencji dopasowanych lub niedopasowanych
starterów wnioskuje siê o sekwencji nukleotydowej
DNA amplifikowanego z badanego szczepu.

W celu szybkiej detekcji lekooporno�ci u M. tuber-
culosis opracowano równie¿ kilka innych nowych
technik molekularnych, m.in. tzw. �dideoxy fingerprin-
ting� [21] czy metodê amplifikacji sygna³u liniowego
[11]. S¹ to jednak techniki eksperymentalne, a ich
przydatno�ci nie oceniano w badaniach klinicznych.

Systemy reporterowe

Jedna z tego typu metod polega na detekcji �wiat³a
(za pomoc¹ luminometrii lub fotografii) wytwarzane-
go przez fagi z reporterowym genem lucyferazy po za-
infekowaniu przez nie ¿ywych komórek M. tuberculo-
sis [33]. Zastosowanie tego testu do detekcji oporno�ci
na RMP w hodowlach pr¹tków gru�licy charakteryzuje
siê stosunkowo wysok¹ czu³o�ci¹ i specyficzno�ci¹
(≥95%). Jednak konieczno�æ uzyskania czystej ho-
dowli szczepu obni¿a szybko�æ testu. Ponadto, u¿yty
do bezpo�redniego badania materia³ów klinicznych
odznacza siê ni¿sz¹ czu³o�ci¹ (prawdopodobnie wsku-
tek mniejszej liczby pr¹tków) [53]. Trwaj¹ obecnie
prace nad komercyjnym zestawem do detekcji leko-
oporno�ci opartym na fagu z reporterowym genem
lucyferazy, tzw. �Bronx box� (Sequella Inc., USA),
w którym �wiat³o wytwarzane przez fagi podlega de-
tekcji z zastosowaniem technologii fotografii cyfro-
wej. Brak jest jeszcze danych literaturowych na temat
dok³adno�ci testu komercyjnego, natomiast badania
z u¿yciem jego wersji eksperymentalnej s¹ ograniczo-
ne, ale obiecuj¹ce [26].

Innym rodzajem systemów reporterowych s¹ re-
kombinowane wektory lub szczepy pr¹tków zawiera-
j¹ce gen lucyferazy. C o o k s e y  i wsp. opisali plaz-
midy z genem lucyferazy (FFlux), które zastosowali
do transformacji niepatogennego szczepu M. tuber-
culosis. Wytwarzanie �wiat³a podlega³o detekcji po
48 godzinach inkubacji transformantów w obecno�ci
lub bez leków [10]. A r a i n  i wsp. u¿yli reportero-
wych szczepów M. tuberculosis i M. bovis BCG zdol-
nych do endogennej ekspresji lucyferazy w celu zba-
dania aktywno�ci RMP I INH. Autorzy ci opracowali
tak¿e standardowy system (Bio-Siv) do testu biolumi-
nescencji dla kilku leków przeciwgru�liczych (INH,

RMP, SM, EMB, amikacyny i cyprofloksacyny). Uzy-
skane za jego pomoc¹ warto�ci MIC by³y zgodne
z otrzymanymi w metodach konwencjonalnych w sys-
temie BACTEC [4].

4. Wykrywanie lekooporno�ci
u pr¹tków nie gru�liczych (NTM)

W przeciwieñstwie do M. tuberculosis, wykrywa-
nie lekooporno�ci u pr¹tków NTM dotyczy jedynie ga-
tunków wa¿nych klinicznie, które cechuje zmienno�æ
we wra¿liwo�ci na antybiotyki lub ryzyko nabywania
oporno�ci na nie wskutek mutacji w odpowiednich
genach [84]. Bardzo wa¿nym pod tym wzglêdem ga-
tunkiem jest M. avium. Badania licznych szczepów
M. avium z u¿yciem systemu BACTEC 460 wykaza³y
ich zró¿nicowan¹ wra¿liwo�æ na konwencjonalne leki
[27]. Badanie lekowra¿liwo�ci M. avium stanowi³o
kwestiê sporn¹ z powodu niepewnej klinicznej sku-
teczno�ci ró¿nych leków. Zmieni³o siê to jednak wraz
z wprowadzeniem nowych makrolidów takich, jak
klarytromycyna i azytromycyna [29]. Obecnie s¹ to
jedyne leki, dla których obowi¹zuje wykonanie ozna-
czenia lekowra¿liwo�ci MAC, przy czym na podsta-
wie rezultatów uzyskanych dla klarytromycyny wnio-
skuje siê o wra¿liwo�ci/oporno�ci na azytromycynê.
W przypadku tego leku badanie jest problematyczne
ze wzglêdu na jego s³ab¹ rozpuszczalno�æ w wysokich
stê¿eniach, jakie siê stosuje. Dotychczasowe badania
wykaza³y brak zwi¹zku pomiêdzy wynikami testów
wra¿liwo�ci na EMB, RMP i klofazyminê a wynikami
leczenia [84].

Badania lekowra¿liwo�ci MAC standardowo prze-
prowadza siê z u¿yciem systemu radiometrycznego
BACTEC 460-TB lub metody mikrorozcieñczeñ
w pod³o¿u p³ynnym [84]. Równie¿ niektóre z nowych
metod detekcji lekooporno�ci u M. tuberculosis zasto-
sowano w przypadku M. avium. Np. E-test porówna-
no z rozszerzon¹ metod¹ proporcji w celu oznaczenia
oporno�ci na RMP, SM, amikacynê, kwas fusydowy,
klarytromycynê, cyprofloksacynê, ofloksacynê i flero-
ksacynê, uzyskuj¹c wysok¹ zgodno�æ miêdzy warto�-
ciami MIC dla poszczególnych antybiotyków wyzna-
czonymi za pomoc¹ obu metod [19]. Równie¿ system
MGIT poddano ocenie przydatno�ci do szybkiego
okre�lania wra¿liwo�ci M. avium na EMB, amikacynê,
klarytromycynê, klofazyminê i ryfabutinê, aczkolwiek
uzyskano zmienne rezultaty w porównaniu z syste-
mem BACTEC [59]. Natomiast ESP culture system II
okaza³ siê niezwykle u¿yteczny w badaniu wra¿li-
wo�ci M. avium na EMB, klarytromycynê, sparfloksa-
cynê i cykloserynê [39]. Wed³ug aktualnych zaleceñ
oznaczenie lekowra¿liwo�ci u M. avium wykonuje siê
w nastêpuj¹cych przypadkach: (i) klinicznie istotnych
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izolatów od pacjentów przed rozpoczêciem terapii
antybiotykami makrolidowymi, (ii) izolatów od pa-
cjentów, u których rozwinê³a siê bakteremia w czasie
leczenia makrolidami, (iii) izolatów od pacjentów,
u których nast¹pi³ nawrót choroby w trakcie terapii
makrolidowej oraz (iv) pierwotnych izolatów z krwi,
tkanek lub istotnych klinicznie prób z uk³adu od-
dechowego [84].

Innym wa¿nym gatunkiem pr¹tków nie gru�liczych
jest M. kansasii. Zaka¿enia powodowane przez M. kan-
sasii rutynowo leczy siê przy u¿yciu INH, RMP i EMB.
Czasami leczenie jest nieskuteczne i zwi¹zane z pod-
wy¿szonymi warto�ciami MIC [82]. W takich przy-
padkach wa¿ne jest badanie lekowra¿liwo�ci, które
zwykle wykonuje siê za pomoc¹ konwencjonalnej
metody proporcji na agarze, systemu radiometrycz-
nego lub metody mikrorozcieñczeñ w bulionie [61].
Równie¿ E-test z powodzeniem zastosowano do ozna-
czania wra¿liwo�ci M. kansasii na kilka czynników
przeciwbakteryjnych [20]. Warto tak¿e wzi¹æ pod
uwagê kilka innych wolno rosn¹cych gatunków NTM
takich, jak M. xenopi, M. malmoense, M. terrae/non-
chromogenicum, M. simiae i M. haemophilum. Jednak-
¿e nie pojawi³y siê ¿adne nowe metody badania ich
lekowra¿liwo�ci.

Lekowra¿liwo�æ szybko rosn¹cych gatunków NTM
takich, jak M. fortuitum, M. chelonae i in. oznacza
siê w podobny sposób (metodologia, badane leki) jak
w przypadku innych bakterii tlenowych [84]. Niedaw-
no zastosowano E-test do oceny wra¿liwo�ci M. abs-
cessus, M. chelonae i M. fortuitum na kilka leków, jed-
nak bardziej przydatna okaza³a siê w tym przypadku
metoda mikrorozcieñczeñ w bulionie [85].

5. Podsumowanie

Niedawny postêp w mykobakteriologii dokona³ siê
dziêki wprowadzeniu automatycznych i manualnych
systemów do izolacji pr¹tków na pod³o¿ach p³ynnych,
a nastêpnie ich przystosowaniu do badania wra¿liwo�-
ci na leki. Równie¿ metody molekularne przyczyni³y
siê do rozwoju tej dziedziny i mog¹ stanowiæ istotny
wk³ad we w³a�ciw¹ opiekê nad chorymi, zw³aszcza
w przypadku gru�licy. Nowe techniki amplifikacji sto-
suje siê zarówno do szybkiej identyfikacji pr¹tków, jak
i detekcji ich oporno�ci na leki. Strategie molekularne
przyspieszaj¹ wykonanie badañ oporno�ci oraz do-
starczaj¹ niezbêdnych informacji dla udoskonalonej
detekcji, w³a�ciwego leczenia i monitorowania go
w przypadku gru�licy opornej na antybiotyki. Niektóre
z nowych metod s³u¿¹cych do wykrywania lekoopor-
no�ci znajduj¹ siê obecnie w fazie badañ podsta-
wowych. Jednak ich rutynowe stosowanie musz¹ po-
przedziæ odpowiednio kontrolowane do�wiadczenia

i wnikliwa ocena, aby wykazaæ ich niezawodno�æ
i u¿yteczno�æ w klinicznej praktyce laboratoryjnej
oraz � co wa¿niejsze � ich wk³ad w nadzór nad choro-
bami mykobakteryjnymi z gru�lic¹ na czele.
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1. Wstêp

Bakterie znane wspó³cze�nie jako Corynebacte-
rium pseudotuberculosis po raz pierwszy zosta³y opi-
sane w 1888 roku przez Francuza Edmonda Isidore
Etienne N o c a r d a, który wyizolowa³ je od byd³a
z zapaleniem naczyñ ch³onnych. Po trzech latach,
w Budapeszcie, podobne organizmy zosta³y wyosob-
nione przez H u g o  v o n  P r e i s z a  z ropnia u owcy
i by³y nazywane � Preisz-Nocard bacillus. Kilka lat
pó�niej (1894) P r e i s z  opisa³ je ponownie jako
Bacillus pseudotuberculosis ovis. W pó�niejszym
okresie (Bu c h a n a n, 1911) pominiêto ostatni cz³on
nazwy, pozostawiaj¹c tylko Bacillus pseudotubercu-
losis, a po dostrze¿eniu wyra�nego podobieñstwa
morfologicznego do Corynebacterium diphtheriae,
E b e r s o n  zmieni³ ich nazwê na Corynebacterium

pseudotuberculosis (1918). W 1923 roku w pierwszym
wydaniu Bergey�s Manual of Systematic Bacteriology
drobnoustrój ten nazwano Corynebacterium ovis,
a w 1948 roku, w szóstej edycji Bergey�s Manual of
Systematic Bacteriology, przyjêto oficjaln¹ nazwê
Corynebacterium pseudotuberculosis, u¿ywan¹ do
dzi� [11, 19].

Bakterie zaliczane do rodzaju Corynebacterium
nale¿¹ do: typu B XIV: Actinobacteria, klasy II: Actino-
bacteria, podklasy V: Actinobacteridae, rzêdu I: Actino-
mycetales, podrzêdu VII: Corynebacterineae oraz ro-
dziny I: Corynebacteriaceae (maczugowce) [21].

C. pseudotuberculosis jest bakteri¹ Gram-dodatni¹,
niekwasooporn¹, nie wytwarzaj¹c¹ przetrwalników
i nie posiadaj¹c¹ zdolno�ci do ruchu [7, 19, 30].
Komórki najczê�ciej maj¹ kszta³t pa³eczkowaty lub
maczugowaty, z charakterystycznym rozdêciem na
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jednym z biegunów. Do�æ czêsto spotykane s¹ równie¿
komórki przypominaj¹ce ziarenkowce, niekiedy tak¿e
wystêpuj¹ formy wyd³u¿one, nitkowate [37, 53, 66].
Wymiary komórek mog¹ wahaæ siê od 0,4×0,55 µm
do 0,5�0,6×1,0�3,0 µm [19, 23, 30]. W obrazie
mikroskopowym zwykle tworz¹ skupiska, rzadziej
wystêpuj¹ parami lub pojedynczo. Charakterystyczny
dla maczugowców typ podzia³u komórkowego oraz
du¿a zawarto�æ lipidów w �cianie komórkowej, pro-
wadz¹ do k¹towego u³o¿enia komórek i tworzenia
uk³adów porównywanych do chiñskich liter lub pisma
klinowego [23].

Na powierzchni niektórych komórek (oko³o 2%)
mog¹ wystêpowaæ fimbrie (pili) o d³ugo�ci od 0,7 do
2 µm. Ich liczba jest niewielka � poni¿ej 10. Fimbrie
C. pseudotuberculosis posiadaj¹ tendencjê do tworze-
nia pêczków i nie wykazuj¹ zdolno�ci do aglutynacji
owczych erytrocytów. Ich wewnêtrzna struktura nie
jest jasna [74].

Wewn¹trz komórek C. pseudotuberculosis, na roz-
szerzonym biegunie, znajduj¹ siê metachromatyczne
ziarnisto�ci, tzw. cia³ka lub ziarenka Ernst-Babesa,
zawieraj¹ce wysokoenergetyczne fosforany i powo-
duj¹ce nierównomierne wybarwianie siê niektórych
komórek [16, 19].

2. Budowa �ciany komórkowej Corynebacterium sp.

Wydaje siê, ¿e wiele w³a�ciwo�ci bakterii rodzaju
Corynebacterium wi¹¿e siê z ich nietypowym, w po-
równaniu do innych mikroorganizmów Gram-do-
datnich, sk³adem oraz struktur¹ �ciany komórkowej.
Wykazuje ona pod tym wzglêdem podobieñstwo do
�ciany komórkowej pr¹tków [52]. Zawiera specyficz-
ny, znacznie bardziej z³o¿ony, kompleks sk³adników
i cechuje siê wysok¹ zawarto�ci¹ lipidów. Najbardziej
znanym i charakterystycznym elementem jest kwas
mikolowy wchodz¹cy w sk³ad dodatkowej warstwy
zewnêtrznej, która jest porównywana do b³ony ze-
wnêtrznej wystêpuj¹cej u bakterii Gram-ujemnych.
U ró¿nych gatunków os³ony komórkowe ró¿ni¹ siê
organizacj¹ i sk³adem chemicznym, tym niemniej na
podstawie badañ przeprowadzonych na C. amycola-
tum, C. diphtheriae, C. hofmanii, C. xerosis i C. gluta-
micum mo¿na przedstawiæ jej model z³o¿ony z nastê-
puj¹cych elementów:

● typowej b³ony cytoplazmatycznej,
● warstwy wewnêtrznej utworzonej z peptydogli-

kanu (w jego sk³ad wchodzi kwas mezo-dwu-
aminopimelinowy, mezo-DAP), kowalencyjnie
zwi¹zanego z arabinogalaktanem,

● warstwy (b³ony) zewnêtrznej, z³o¿onej z najg³ê-
biej po³o¿onych lipidów, bia³ek, a w�ród nich
mykolotransferazy PS1 oraz zewnêtrznie po³o-

¿onych polisacharydów, g³ównie glukanu i ara-
binomannanu.

Obecno�æ b³ony zewnêtrznej ogranicza dop³yw do
komórki sk³adników od¿ywczych, dlatego podobnie,
jak u bakterii Gram-ujemnych, w �cianie komórkowej
znajduj¹ siê wyspecjalizowane, niespecyficznie two-
rz¹ce pory bia³ka (poryny), przez które dyfunduj¹.
do komórki roztwory zawieraj¹ce drobne cz¹steczki
hydrofilnych zwi¹zków [52] (rys. 1).

�ciana komórkowa C. pseudotuberculosis nie jest
tak dok³adnie opisana, jak u wspomnianych wcze�niej
gatunków C. amycolatum, C. diphtheriae, C. hofmanii,
C. xerosis i C. glutamicum. W jej sk³ad wchodz¹ ara-
binoza i galaktoza, w mniejszym stopniu glukoza
i mannoza. Profil bia³kowy jest znacznie mniej z³o-
¿ony ni¿ wêglowodanowy i do podstawowych kom-
ponentów aminokwasowych nale¿¹ alanina i kwas
glutaminowy [18]. Natomiast g³ównymi kwasami
t³uszczowymi s¹ kwasy heksadekanowy (C16:0) i heksa-
dekenowy (C16:1) [13].

Jak ju¿ wspomniano, wszystkie maczugowce maj¹
sk³ad i strukturê �ciany komórkowej bardzo zbli¿one
do bakterii rodzaju Mycobacterium, Nocardia i Rhodo-
coccus [11, 16, 18]. Na tej podstawie czêsto s¹ zalicza-
ne do jednej, wspólnej grupy CMNR (pierwsze litery
nazw rodzajów zaliczanych do tej grupy � Corynebac-
terium, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus).
Kwas mikolowy obecny w �cianie komórkowej bak-
terii z poszczególnych rodzajów grupy CMNR, ró¿ni
siê d³ugo�ci¹ ³añcucha wêglowego i struktur¹ [11].
U C. pseudotuberculosis liczba atomów wêgla w cz¹-
steczce kwasu mikolowego, nazywanego kwasem
korynomikolowym, waha siê od C26 do C36. Wyniki
badañ chromatograficznych i spektrofotometrycznych
wskazuj¹ na obecno�æ u tego drobnoustroju g³ównie
nasyconych i jednonienasyconych ³añcuchów bocz-
nych, przede wszystkim C14, w mniejszym stopniu C12,
C13 C15 i C16 [13].

3. W³a�ciwo�ci C. pseudotuberculosis

C. pseudotuberculosis jest bakteri¹ mikroaerofiln¹.
Lepiej ro�nie w atmosferze z dodatkiem dwutlenku
wêgla, w zakresie temperatur 14°C do 40°C. Tempe-
ratura optymalna wynosi 37°C. Natomiast optymalne
pH � 7,4�7,8.

Bakteria ta ro�nie dobrze na po¿ywkach wzbogaco-
nych, np. dodatkiem 5�10% surowicy lub krwi. Kolo-
nie C. pseudotuberculosis s¹ drobne (oko³o 0,5�1,5 mm
�rednicy), okr¹g³e, wypuk³e, nieprzejrzyste, matowe,
o nieregularnym brzegu i bia³awym zabarwieniu.
Hodowla drobnoustrojów nie posiada ¿adnego charak-
terystycznego zapachu. S¹ trudno zawieszalne w roz-
tworze fizjologicznym. Po kilku dniach inkubacji ko-
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lonie mog¹ osi¹gaæ do 3 mm �rednicy, staj¹ siê suche
i przyjmuj¹ zabarwienie jasno¿ó³te do kremowego.
Pod koloniami widoczne s¹ niewielkie wg³êbienia
w pod³o¿u, wynikaj¹ce z aktywno�ci proteolitycznej
tych drobnoustrojów [37, 39, 44, 66].

C. pseudotuberculosis jest drobnoustrojem chemo-
heterotroficznym; jako �ród³o wêgla i energii wyko-
rzystuje zwi¹zki organiczne. Bakterie mog¹ fermento-
waæ: glukozê, arabinozê, fruktozê, galaktozê, rybozê,
sacharozê, mannozê i maltozê, wytwarzaj¹c kwas, bez
produkcji gazu [29, 30, 66]. Nie wykorzystuj¹ ksylozy,
ramnozy, laktozy, rafinozy, trehalozy, skrobi, glikogenu
i mannitolu. Drobnoustroje te rozk³adaj¹ mocznik, nie
hydrolizuj¹ eskuliny, hipuranu oraz kazeiny. S¹ oksy-
dazo-ujemne. Wytwarzaj¹ katalazê, enzym uczestni-
cz¹cy w rozk³adzie toksycznych tlenowych produktów
ich metabolizmu [19, 29, 30]. W rozszerzonym biegu-
nie komórki C. pseudotuberculosis magazynowane s¹
nieorganiczne polifosforany, które stanowi¹ zapasowe
�ród³o energii.

Wielu autorów wskazuje na znaczne zró¿nicowa-
nie w³a�ciwo�ci biochemicznych tych drobnoustrojów.
S o n g e r  i wsp. [63], P é p i n  i wsp. [50], H o m m e z
i wsp. [27] oraz R z e w u s k a  i wsp. [57] wykazali
du¿e ró¿nice w zdolno�ci poszczególnych szczepów

do fermentacji cukrów, redukcji azotanów do azoty-
nów, a tak¿e aktywno�ci takich enzymów, jak fosfata-
za alkaliczna, "-glukozydaza oraz pirazynamidaza.
Charakterystyka 35 szczepów C. pseudotuberculosis
izolowanych od kóz pochodz¹cych z ró¿nych terenów
Polski, wykaza³a ich du¿e zró¿nicowanie zarówno
fenotypowe, jak i genotypowe [66].

W pi�miennictwie jest niewiele danych na temat
charakterystyki genotypowej tego drobnoustroju, które
pozwoli³yby wskazaæ genetyczne pod³o¿e obserwowa-
nej zmienno�ci fenotypowej szczepów. Genom tej bak-
terii nie zosta³ jeszcze zsekwencjonowany. Znane s¹
sekwencje tylko niektórych genów jak, np. genu ko-
duj¹cego podjednostkê 16S rRNA [47] czy fosfolipa-
zê D [26, 40]. Zawarto�æ par zasad G+C w genoforze
C. pseudotuberculosis waha siê od 51,8% do 52,5% [30].

4. Biotypy C. pseudotuberculosis

Na podstawie zdolno�ci szczepów do redukcji azo-
tanów do azotynów, wyró¿niono dwa biotypy [68].
Pierwszy, tzw. koñski (equi), obejmuje szczepy
C. pseudotuberculosis chorobotwórcze dla koni i by-
d³a, które wykazuj¹ zdolno�æ redukcji azotanów. Do

Rys. 1. Schemat �ciany komórkowej maczugowców (opis w tek�cie), wg P u e c h  i wsp. [52] za zgod¹ wydawcy
BC � b³ona cytoplazmatyczna; WW � warstwa wewnêtrzna z³o¿ona z peptydoglikanu (PG) i arabinogalaktanu (AG);

WZ � warstwa zewnêtrzna z zaznaczon¹ stref¹ lipidow¹ (KM) i polisacharydow¹ (PL)
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drugiego biotypu, tzw. owczego (ovis), zaliczane s¹
szczepy nie redukuj¹ce azotanów, izolowane g³ównie
od kóz i owiec, w mniejszym stopniu tak¿e od byd³a.

Cechy fenotypowe szczepów izolowanych z zapal-
nie zmienionego gruczo³u mlekowego krów sugeruj¹,
¿e mo¿na by zaliczyæ je do odrêbnego, trzeciego bio-
typu. Szczepy te cechuj¹ siê odmienn¹ morfologi¹
kolonii i wyra�nie s³abszym efektem hamowania ak-
tywno�ci $-toksyny Staphylococcus aureus w te�cie
CAMP [27].

Genotypowanie szczepów ró¿ni¹cych siê wytwarza-
niem reduktazy azotowej, z wykorzystaniem ró¿nych
technik biologii molekularnej, potwierdza istnienie
wspomnianych dwóch biotypów. S o n g e r  i wsp. [63]
oraz S u t h e r l a n d  i wsp. [67, 68], ró¿nicuj¹c szczepy
C. pseudotuberculosis za pomoc¹ analizy restrykcyjnej
chromosomalnego DNA, uzyskali inny profil restryk-
cyjny dla szczepów redukuj¹cych azotany i szczepów
nie redukuj¹cych azotanów. Va n e e c h o u t t e  i wsp.
[71], S u t h e r l a n d  i wsp. [68], C o s t a  i wsp. [15]
oraz C o n n o r  i wsp. [14], stosuj¹c odpowiednio
metodê ARDRA (analiza restrykcyjna amplifikowane-
go rybosomalnego DNA), RFLP (analiza polimorfizmu
d³ugo�ci fragmentów restrykcyjnych), rybotypowania
oraz PFGE (elektroforeza w zmiennym polu elektrycz-
nym), stwierdzili polimorfizm DNA u szczepów na-
le¿¹cych do obu biotypów. W wiêkszo�ci badañ nie
wykazano zró¿nicowania genotypowego miêdzy szcze-
pami zaliczanymi do tego samego biotypu [38, 63, 67,
68]. Nie stwierdzono tak¿e polimorfizmu d³ugo�ci
fragmentów restrykcyjnych miêdzy izolatami ró¿ni¹-
cymi siê zdolno�ci¹ do fermentacji poszczególnych
wêglowodanów [68].

C o s t a  i wsp. [15] izolowali szczep C. pseudotu-
berculosis od konia, który nie redukowa³ azotanów do
azotynów. Jednak¿e rybotypowanie tego szczepu wy-
kaza³o podobieñstwo do szczepów biotypu koñskie-
go, redukuj¹cych azotany [15]. Mimo fenotypowych
w³a�ciwo�ci charakterystycznych dla szczepów bio-
typu ovis, genotypowo ró¿ni³ siê od tego biotypu.

Pozostaje niejasne, czy mo¿e dochodziæ do trans-
misji C. pseudotuberculosis biotypu koñskiego do kóz
i owiec i innych gatunków zwierz¹t oraz do koni przez
szczepy biotypu owczego. B r o w n  i wsp. [10] eks-
perymentalnie zaka¿ali kozy szczepami obu biotypów
C. pseudotuberculosis. W przypadku szczepów biotypu
ovis u zwierz¹t obserwowano tworzenie siê wielu ropni

zarówno w wêz³ach ch³onnych powierzchownych, jak
i wewnêtrznych, a objawy utrzymywa³y siê przez okres
do�wiadczenia (127 dni). Natomiast zaka¿enie kóz
szczepami biotypu equi prowadzi³o do rozwoju poje-
dynczych ropni, jedynie w miejscu inokulacji, które
po czterech miesi¹cach zanika³y lub ogranicza³y siê
do niewielkich zmian o charakterze ropnym [10].

5. Wystêpowanie

Naturalnym �rodowiskiem bytowania C. pseudo-
tuberculosis jest skóra, b³ony �luzowe oraz przewód
pokarmowy zdrowych zwierz¹t. Bakterie te mog¹ byæ
izolowane tak¿e od zwierz¹t chorych, g³ównie ze
zmian ropnych [7, 53].

Zanieczyszczenie bakteriami �rodowiska zewnêtrz-
nego jest jednym z g³ównych powodów rozprzestrze-
niania siê tych drobnoustrojów w�ród zwierz¹t. Do
zanieczyszczenia otoczenia zwierz¹t dochodzi najczê�-
ciej na skutek pêkniêcia dojrza³ych ropni i wydostania
siê na zewn¹trz ropy, zawieraj¹cej ogromn¹ liczbê
bakterii. Drobnoustroje te mog¹ wystêpowaæ m.in.
w glebie, paszy, �ció³ce, w budynkach gospodarskich,
na znajduj¹cym siê w nich wyposa¿eniu, mog¹ zanie-
czyszczaæ narzêdzia chirurgiczne, itp. S¹ ma³o wra¿li-
we na dzia³anie niekorzystnych czynników �rodowi-
ska zewnêtrznego. A u g u s t i n e  i R e n s h a w  [4]
izolowali C. pseudotuberculosis z materia³ów po-
wszechnie wystêpuj¹cych w �rodowisku ma³ych prze-
¿uwaczy, takich jak powierzchnie plastikowe, wióry
drewniane, s³oma, siano czy ka³ zwierz¹t, po up³ywie
od 7 do 55 dni (w zale¿no�ci od temperatury otocze-
nia i powierzchni, z której pobierano próbki). Niska
temperatura oraz wysoka wilgotno�æ wyd³u¿a³y czas
prze¿ycia tych pa³eczek w �rodowisku [4].

6. Chorobotwórczo�æ

C. pseudotuberculosis jest drobnoustrojem izolo-
wanym g³ównie od zwierz¹t domowych, ze zmian
chorobowych o charakterze ropnym. Jest czynnikiem
etiologicznym serowaciej¹cego zapalenia wêz³ów
ch³onnych u kóz i owiec (gru�lica rzekoma; ³ac. lym-
phadenitis caseosa; ang. caseous lymphadenitis, CLA)
[11, 25, 33, 37, 44, 72]. Jest to jedno z powszechnych

Rys. 2. Schemat organizacji genów fag (opis w tek�cie), wg B i l l i n g t o n  i wsp. [6]

pld fagC fagB fagA fagD
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zaka¿eñ bakteryjnych ma³ych prze¿uwaczy, wystêpu-
j¹ce w wielu krajach na ca³ym �wiecie [39]. Rozprze-
strzenia siê g³ównie w stadach o du¿ej liczebno�ci
zwierz¹t, na terenach o intensywnej produkcji. Jest no-
towane równie¿ w Polsce [32, 43, 61]. W badaniach
przeprowadzonych w latach 2002�2003 [43], które ob-
jê³y 65 stad kóz na terenie naszego kraju, w 32 (49,2%)
stadach stwierdzono wystêpowanie klinicznych obja-
wów gru�licy rzekomej [32]. W porównaniu do wcze�-
niejszych danych wyniki te sugeruj¹ szerzenie siê cho-
roby i znaczny wzrost odsetka zaka¿onych zwierz¹t
w ci¹gu kilku ostatnich lat w Polsce [43].

Gru�lica rzekoma rzadko koñczy siê �mierci¹. Jest
jednak przyczyn¹ du¿ych strat ekonomicznych, gdy¿
prowadzi do spadku kondycji zwierz¹t, obni¿enia
przyrostów, spadku masy cia³a, mleczno�ci, produkcji
we³ny u owiec, zaburzeñ w rozrodzie, a tak¿e obni¿e-
nia ceny zwierz¹t hodowlanych [39, 48, 55, 72].

U koni C. pseudotuberculosis wywo³uje wrzodzie-
j¹ce zapalenie naczyñ ch³onnych i wêz³ów ch³onnych,
a u byd³a zwykle g³êbokie ropnie podskórne [2, 60,
76, 77]. Opisywane s¹ równie¿ przypadki ronienia
oraz zapalenia gruczo³u mlekowego na tle zaka¿eñ
tymi bakteriami u klaczy [51] i u krów [27, 60, 75,
76]. Zaka¿enia C. pseudotuberculosis u koni najczê�-
ciej diagnozowane s¹ we wschodniej czê�ci Stanów
Zjednoczonych oraz w niektórych stanach, np. Kali-
fornia, Teksas, a tak¿e w Brazylii [2]. Brak jest da-
nych dotycz¹cych Europy.

Spo�ród innych gatunków ssaków przypadki zaka-
¿eñ C. pseudotuberculosis diagnozowano u wielb³¹-
dów [1], alpak [3], a tak¿e bizonów, bawo³ów, mu³ów
czy jeleni [11].

U ludzi drobnoustrój ten mo¿e wywo³ywaæ miejs-
cowe zapalenie wêz³ów ch³onnych, spotykane przede
wszystkim u osób maj¹cych bezpo�redni kontakt
z prze¿uwaczami, np. hodowców, strzygaczy owiec,
lekarzy weterynarii, pracowników rze�ni [9, 49].

7. Mechanizmy patogenezy

Patogeneza zaka¿eñ wywo³ywanych przez C. pseu-
dotuberculosis nie jest do koñca poznana, a czynniki
determinuj¹ce zjadliwo�æ poszczególnych szczepów
s¹ wci¹¿ niedostatecznie scharakteryzowane.

Cytowane w pi�miennictwie dane sugeruj¹, ¿e
w pierwszym etapie bakterie wnikaj¹ przez wrota zaka-
¿enia, a nastêpnie rozprzestrzeniaj¹ siê po ca³ym orga-
nizmie. Zarazek jest fagocytowany, ale nie zabijany
przez makrofagi, w których siê namna¿a [70].

Do zaka¿enia mo¿e dochodziæ zarówno drog¹ bez-
po�redni¹, jak i po�redni¹. Wrotami zaka¿enia mog¹
byæ nieuszkodzona skóra lub b³ony �luzowe, otarcia
skóry i rany, skaleczenia b³ony �luzowej jamy ustnej,

itp. [5, 11, 25]. U kóz najczê�ciej zaka¿enie nastêpuje
poprzez rany powstaj¹ce podczas walk w stadzie oraz
skaleczenia skóry w wyniku ocierania siê zwierz¹t
o s³upy, bramy, ogrodzenia czy drzewa. To powoduje,
¿e u tych zwierz¹t przewa¿aj¹ zmiany w przedniej
czê�ci cia³a � okolicy g³owy i szyi [11, 39]. Natomiast
w przypadku owiec do zaka¿enia dochodzi najczê�ciej
na skutek wnikania zarazka do organizmu poprzez
otarcia i rany powstaj¹ce podczas strzy¿y, skracania
uszu i ogonów, znakowania zwierz¹t lub kastracji,
a tak¿e przy kontakcie skóry, nawet nieuszkodzonej,
z zanieczyszczonymi przez bakterie p³ynami u¿ywa-
nymi do k¹pieli po strzy¿y [11, 25, 39, 48, 54]. Do
zaka¿enia zwierz¹t mo¿e dochodziæ tak¿e drog¹ od-
dechow¹, prowadz¹c¹ zwykle do powstawania ropni
w p³ucach, oraz drog¹ pokarmow¹ [39].

U koni i byd³a tak¿e czynniki �rodowiskowe mo-
g¹ odgrywaæ znacz¹c¹ rolê w rozprzestrzenianiu siê
C. pseudotuberculosis. Uwa¿a siê, ¿e niektóre stawo-
nogi, jak np. Haematobia irritans, Musca domestica,
Stomoxys calcitrans mog¹ byæ wektorami zaka¿enia
[2, 8, 75]. �ród³em zaka¿enia C. pseudotuberculosis
mog¹ byæ zarówno zwierzêta chore, jak i bezobjawowi
nosiciele, czêsto nie wykazuj¹cy objawów klinicznych
[25, 33]. U niektórych nie stwierdza siê obecno�ci bak-
terii w wydzielinie nosowej i kale, mimo ropni w na-
rz¹dach wewnêtrznych. Z regu³y, wykrywa siê zarazki
w mleku zaka¿onych zwierz¹t [59, 75, 76].

Wytwarzana przez szczepy C. pseudotuberculosis
hemolityczna egzotoksyna, któr¹ jest fosfolipaza D,
zwiêksza przepuszczalno�æ naczyñ limfatycznych
i krwiono�nych dziêki czemu bakterie, po wnikniêciu
do organizmu, dostaj¹ siê do regionalnych wêz³ów
ch³onnych, rzadziej innych narz¹dów wewnêtrznych.
Do miejsca inwazji migruj¹ makrofagi, a fagocytowane
przez nie bakterie, prze¿ywaj¹ w ich wnêtrzu, dziêki
czemu mog¹ rozprzestrzeniaæ siê tak¿e t¹ drog¹ do-
prowadzaj¹c do wtórnych zaka¿eñ. Namna¿anie siê
bakterii wewn¹trz fagolizosomów ostatecznie koñczy
siê ich degradacj¹ i �mierci¹ w wyniku czego docho-
dzi do uwolnienia zarazków, które bior¹ udzia³ w ko-
lejnym cyklu fagocytozy przez nastêpne makrofagi.
Proces ten w konsekwencji prowadzi do formowania
siê ropni [5, 11]. W tym stadium zaka¿enia wêz³y
ch³onne staj¹ siê powiêkszone, niebolesne i wype³nio-
ne bezzapachow¹ rop¹ o mazistej, miêkkiej, gêstej
konsystencji oraz bia³o-kremowej barwie. Otacza je
³¹cznotkankowa, gruba �ciana. Z czasem ropa staje siê
coraz bardziej gêsta, sucha i serowata. U owiec ropnie
czêsto maj¹ charakterystyczny wygl¹d z koncentrycz-
nie u³o¿onymi, w³óknistymi pasmami ropy o suchej
i serowatej konsystencji, porównywanej do kr¹¿ków
cebuli. Czasem posiadaj¹ zielonkaw¹ barwê. U kóz
zmiany ropne rzadko maj¹ tak¹ morfologiê i najczê�-
ciej podobn¹ strukturê mo¿na obserwowaæ jedynie
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w przypadku ropni tworz¹cych siê w narz¹dach we-
wnêtrznych [5, 39].

Skóra w okolicy ropnia ulega wy³ysieniu, a po
pewnym czasie ropnie samoistnie pêkaj¹ [44]. Uwol-
niona ropa zawiera bardzo du¿¹ liczbê bakterii zanie-
czyszczaj¹cych �rodowisko i zaka¿aj¹cych inne zwie-
rzêta w stadzie. Mo¿e dochodziæ tak¿e do wtórnego
zaka¿enia otwartych ropni innymi bakteriami takimi,
jak: Arcanobacterium pyogenes, S. aureus, Streptococ-
cus spp. czy Pasteurella multocida [37, 66]. Rzadko
dochodzi do uogólnionego procesu chorobowego.

W dostêpnym pi�miennictwie brak jest badañ na
temat mechanizmu chorobotwórczo�ci C. pseudotu-
berculosis u koni i byd³a. Uwa¿a siê jednak, ¿e prawdo-
podobnie jest on zbli¿ony do tego, który wystêpuje
u ma³ych prze¿uwaczy. Najczê�ciej s¹ to pojedyncze
epizody zaka¿eñ i tylko u stosunkowo niewielkiej licz-
by zwierz¹t pojawiaj¹ siê pó�niejsze nawroty choroby
(8,6%). Rzadko tak¿e dochodzi do bakteriemii i uogól-
nienia zaka¿enia [2, 76, 77].

8. Czynniki wirulencji C. pseudotuberculosis

Pomimo, ¿e mechanizm chorobotwórczo�ci C. pseu-
dotuberculosis nie jest dok³adnie wyja�niony, wiele
badañ wskazuje na to, i¿ zasadnicz¹ rolê w przebiegu
zaka¿enia ze strony zarazka odgrywaj¹ dwa czynniki:
lipidy powierzchniowe oraz fosfolipaza D [11, 42].

8.1. Lipidy powierzchniowe

Komórki C. pseudotuberculosis zawieraj¹ znaczn¹
ilo�æ ³atwych do wyekstrahowania lipidów, zwanych
lipidami powierzchniowymi �ciany komórkowej [23].
L a c a v e  i wsp. [34] dzia³aj¹c ligroin¹ na komórki,
uzyskali ekstrakt sk³adaj¹cy siê g³ównie z soli sodo-
wych kwasu mikolowego i kwasów t³uszczowych C14,
C16 i C18, a tak¿e trójglicerydów oraz wolnych kwa-
sów t³uszczowych. Istniej¹ znaczne ró¿nice w grubo�ci
warstwy lipidów powierzchniowych u poszczególnych
szczepów [23]. J o l l y  [31] wykaza³ ró¿nice w ilo�ci,
a H a r d  [23] i wygl¹dzie warstwy lipidów po-
wierzchniowych u szczepów wirulentnych i atenuowa-
nych poprzez ich wielokrotne pasa¿owanie w warun-
kach in vitro. U szczepów zjadliwych wystêpowa³a
grubsza i bardziej zbita warstwa lipidów, wynosz¹ca
od 7 do 37 nm, podczas gdy u szczepów atenuowa-
nych ilo�æ lipidów by³a mniejsza �rednio o 25�28%,
a szeroko�æ warstwy lipidowej waha³a siê od 2,5 do
25 nm. Szczepy te posiada³y te¿ mniejsz¹ zdolno�æ do
tworzenia agregatów. D³ugie i czêste pasa¿owanie nie
mia³o wp³ywu na toksyczno�æ lipidów. Usuniêcie tej
warstwy nie os³abi³o ¿ywotno�ci C. pseudotuberculosis
i zdolno�ci do wzrostu na prostych pod³o¿ach [23, 31].

Zjadliwo�æ poszczególnych szczepów C. pseudo-
tuberculosis mo¿e wynikaæ nie tylko z ilo�ci lipidów
powierzchniowych, ale nie wykluczone, ¿e tak¿e z ró¿-
nic w ich budowie i sk³adzie, a w szczególno�ci z za-
warto�ci kwasu korynomikolowego [31]. Istnieje du¿e
podobieñstwo strukturalne pomiêdzy powierzchnio-
wymi lipidami C. pseudotuberculosis, a wystêpuj¹cymi
w komórkach wirulentnych szczepów Mycobacterium
tuberculosis (�cord factor�) [16, 31].

Lipidy powierzchniowe wp³ywaj¹ na pewne w³a�-
ciwo�ci komórek C. pseudotuberculosis widoczne
w hodowli. Przy wzro�cie tych drobnoustrojów w po-
d³o¿ach p³ynnych ich obecno�æ manifestuje siê tworze-
niem przez bakterie b³onki na powierzchni po¿ywki
lub agregatów, niewielkich grudek na dnie probówki
[31]. Wp³ywaj¹ tak¿e na woskowy wygl¹d kolonii
oraz ³atwe przesuwanie ich po powierzchni pod³o¿y
sta³ych. Najbardziej charakterystyczn¹ cech¹ C. pseu-
dotuberculosis, która wi¹¿e siê z obecno�ci¹ w komór-
kach lipidów powierzchniowych, jest wspomniane
wcze�niej, przyleganie komórek do siebie i skupianie
siê w uk³ady widoczne w preparatach mikroskopowych,
porównywane czêsto do chiñskich liter lub pisma kli-
nowego. Lipidy powierzchniowe C. pseudotuberculo-
sis przede wszystkim determinuj¹ jednak zjadliwo�æ
tych bakterii i stanowi¹ barierê przeciwko antybakte-
ryjnym mechanizmom gospodarza [31].

M u c k l e  i G y l e s  [42] wykazali w do�wiadcze-
niach na myszach zwi¹zek miêdzy zawarto�ci¹ lipi-
dów, a liczb¹ powstaj¹cych ropni w tkankach. Nie uda-
³o siê wykazaæ wp³ywu tych substancji na zwiêkszon¹
�miertelno�æ zwierz¹t. Obecno�æ lipidów wydaje siê
wiêc wp³ywaæ na objawy kliniczne choroby powsta³ej
w wyniku zaka¿enia takimi szczepami.

Lipidy powierzchniowe warunkuj¹ zdolno�æ bak-
terii do prze¿ycia w obrêbie fagolizosomów [70].
Ochrona przed bakteriobójczymi czynnikami komórek
fagocytarnych i trawieniem przez lizosomalne enzy-
my, umo¿liwia przetrwanie drobnoustrojom wewn¹trz
komórek gospodarza. Zaobserwowano, ¿e C. pseudo-
tuberculosis po fagocytozie przez mysie i kozie ma-
krofagi, zachowuje ¿ywotno�æ i prawid³ow¹ morfo-
logiê, a warstwa lipidów powierzchniowych pozostaje
nienaruszona. Ostatecznie C. pseudotuberculosis na-
mna¿a siê w obrêbie makrofagów, prowadz¹c do stop-
niowej degeneracji i �mierci tych komórek [24, 70].

Lipidy powierzchniowe wykazuj¹ dzia³anie cytotok-
syczne [24]. Ekspozycja na nie makrofagów mysich
prowadzi do spadku ich ¿ywotno�ci, glikolitycznej ak-
tywno�ci, a tak¿e indukuje szereg zmian ultrastruktu-
ralnych, jak np. zmniejszenie gêsto�ci cytoplazmy,
rozszerzenie cystern retikulum endoplazmatycznego
szorstkiego oraz otoczki j¹drowej, hipertrofiê aparatu
Golgiego, zanikanie wolnych rybosomów czy degrada-
cjê b³ony komórkowej fagolizosomów. Rodzaj zmian
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strukturalnych sugeruje, ¿e sk³adniki b³on komórko-
wych, szczególnie b³ony fagolizosomów i j¹dra ko-
mórkowego, s¹ g³ównym miejscem toksycznego dzia-
³ania bakterii i ich lipidów [24].

Makrofagi ró¿nych gatunków zwierz¹t nie s¹ jed-
nakowo wra¿liwe na cytotoksyczne dzia³anie C. pseu-
dotuberculosis [24]. Ciekawostk¹ jest, ¿e makrofagi
�winek morskich i królików, nie ulegaj¹ lizie w na-
stêpstwie fagocytowania bakterii, które w ich komór-
kach wyra�nie �trac¹� lipidy powierzchniowe [24].

8.2. Fosfolipaza D

Za inny czynnik determinuj¹cy zjadliwo�æ szcze-
pów C. pseudotuberculosis i odgrywaj¹cy bardzo wa¿-
n¹ rolê w chorobotwórczo�ci tych pa³eczek, uwa¿a siê
fosfolipazê D (PLD). Jest to enzym nale¿¹cy do grupy
hydrolaz (grupa EC 3.1.4.4.), wykazuj¹cy aktywno�æ
sfingomielinazy [22, 69]. Fosfolipazê D charakteryzuje
wysoka specyficzno�æ substratowa. Egzotoksyna ta
katalizuje rozpad sfingomieliny, wchodz¹cej w sk³ad
b³ony komórkowej u ssaków na fosforan ceramidu
i cholinê oraz lizofosfatydylocholiny na kwas lizofos-
fatydowy i cholinê [41, 65]. Nie wykazano natomiast
jej oddzia³ywania na inne frakcje fosfolipidów jak, np.
fosfatydylocholinê, fosfatydyloserynê, fosfatydyloeta-
noloaminê czy fosfatydyloiznozytole [28]. Wytwarza-
na jest przez wszystkie szczepy C. pseudotuberculosis
i nie wykazano zaniku jej aktywno�ci po wielu pasa-
¿ach w warunkach laboratoryjnych [64].

Strukturalnie PLD jest glikoprotein¹, termolabiln¹,
wra¿liw¹ na wysokie stê¿enie tlenu. Optymalne dzia-
³anie wykazuje przy pH 5,0�5,5. Ulega inaktywacji
przez ogrzewanie (60°C przez 10 minut, 40°C przez
6�7 godzin) oraz traci aktywno�æ w trakcie przecho-
wywania (po oko³o 2 tygodniach w temperaturze 37°C
oraz 2�4 miesi¹cach w temperaturze 20�25°C) [12].

Fosfolipaza D jest wydzielana na zewn¹trz komór-
ki. Obecno�æ jej zosta³a tak¿e wykazana w cytoplaz-
mie oraz w mniejszej ilo�ci w �cianie komórkowej [11].
Masa cz¹steczkowa enzymu szacowana jest na oko³o
31,5 kDa [26, 41].

Spo�ród wszystkich gatunków rodzaju Corynebac-
terium, fosfolipaza D wytwarzana jest jedynie przez
szczepy C. pseudotuberculosis oraz C. ulcerans [20, 39].
Odkryto, ¿e PLD wytwarzana przez szczepy C. pseudo-
tuberculosis, wykazuje znaczny stopieñ homologii
z toksyn¹ obecn¹ u paj¹ków z rodzaju Loxosceles
(L. intermedia i L. laeta) [41, 69]. Co ciekawe, PLD
mo¿e wywo³ywaæ objawy kliniczne podobne do tych,
jakie obserwowane s¹ po ugryzieniu przez te gatunki
paj¹ka. Obie toksyny maj¹ podobn¹ masê cz¹stecz-
kow¹ i punkt izoelektryczny oraz charakteryzuj¹ siê
zbli¿on¹ specyficzno�ci¹ substratow¹ i biologiczn¹
aktywno�ci¹. Ró¿ni¹ siê natomiast C. amycolatum,

C. diphtheriae, C. hofmanii, C. xerosis i C. glutamicum
pod wzglêdem antygenowym [41, 69].

H o d g s o n  i wsp. [26] sklonowali i zsekwencjo-
nowali gen pld koduj¹cy PLD C. pseudotuberculosis.
Wystêpuje on w pojedynczej kopii w genomie bakterii
i nie jest czê�ci¹ operonu. Transkrypt PLD (mRNA)
ma wielko�æ oko³o 1100 pz. Analiza sekwencji genu
strukturalnego PLD wskazuje na dwie mo¿liwe otwarte
ramki odczytu. Pierwsza z nich koduje polipeptyd zbu-
dowany z 18 aminokwasów, brak jest jednak dowo-
dów wskazuj¹cych na powstawanie tego bia³ka. Dru-
ga otwarta ramka odczytu koduje polipeptyd z³o¿ony
z 307 reszt aminokwasowych o masie cz¹steczkowej
oko³o 34,1 kDa. Bia³ko to sk³ada siê z peptydu syg-
na³owego, o masie cz¹st. 2,7 kDa, zbudowanego
z 24 reszt aminokwasowych, oraz dojrza³ego bia³ka
PLD o masie 31,4 kDa [26].

Porównanie genów koduj¹cych PLD u szczepów
C. pseudotuberculosis i C. ulcerans wykaza³o 80% ho-
mologii w sekwencji DNA [17]. Badanie sekwencji
aminokwasowej produktów ekspresji tych genów
potwierdzi³o wysok¹ homologiê (87%). Stwierdzono
tak¿e ponad 60% podobieñstwo w sekwencji genu pld
obecnego u szczepów C. pseudotuberculosis i Arca-
nobacterium haemolyticum. Sekwencja aminokwaso-
wa PLD w przypadku obu drobnoustrojów by³a rów-
nie¿ podobna w 60% [17]. Natomiast porównanie
sekwencji aminokwasowej PLD C. pseudotuberculo-
sis z sekwencjami innych enzymów z klasy fosfolipaz
wykaza³o niewielki region homologiczny z fosfolipaz¹
A2 (PLA2) wytwarzan¹ przez jeden z gatunków ¿mii
� Laticauda laticaudata [26]. Region ten jest wysoce
konserwatywny w�ród enzymów PLA2 i jest odpowie-
dzialny, m.in. za wi¹zanie jonów wapnia. Homologicz-
ny region w cz¹steczce PLD C. pseudotuberculosis
byæ mo¿e zawiera miejsce wi¹zania jonów metali
dwuwarto�ciowych, gdy¿ ich obecno�æ wymagana jest
do aktywno�ci tego enzymu [26, 41].

PLD wytwarzana jest przez bakterie we wczesnej
fazie zaka¿enia i odgrywa bardzo wa¿n¹ rolê w roz-
przestrzenianiu siê C. pseudotuberculosis w organiz-
mie gospodarza [11]. Obserwuj¹c przebieg naturalne-
go zaka¿enia oraz zmiany powodowane przez toksynê
wydaje siê, ¿e g³ównym miejscem dzia³ania PLD s¹
b³ony komórkowe. PLD rozk³adaj¹c sfingomielinê
niszczy komórki naczyñ krwiono�nych i limfatycz-
nych gospodarza, u³atwiaj¹c w ten sposób przenosze-
nie siê bakterii z pierwotnego miejsca zaka¿enia do
regionalnych wêz³ów ch³onnych i/lub innych narz¹-
dów wewnêtrznych [2, 11, 58, 65].

Wykazano, ¿e PLD wyra�nie os³abia reakcjê gra-
nulocytów obojêtnoch³onnych na specyficzne czynniki
stymuluj¹ce ich chemotaksjê, a tym samym zmniejsza
ich zdolno�æ do migracji. Hamuje równie¿ degranu-
lacjê komórek fagocytarnych. Sfagocytowane przez
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neutrofile bakterie nie gin¹ i z czasem powoduj¹ ich
�mieræ [78]. Wysoka toksyczno�æ tego enzymu by³a
opisywana, m.in. przez H s u  i wsp. [28], którzy trzy-
nastu gnotobiotycznym jagniêtom podawali do¿ylnie
lub podskórnie tê egzotoksynê lub jej kombinacjê
z ¿ywymi komórkami C. pseudotuberculosis. Dopro-
wadza³o to do �mierci wszystkich zwierz¹t w ci¹gu
czterdziestu o�miu godzin na skutek ostrej toksemii
z objawami ze strony uk³adu oddechowego, anemi¹
hemolityczn¹ w po³¹czeniu z hemoglobinuri¹, ¿ó³-
taczk¹, martwic¹ i atoni¹ ¿wacza [28]. Egzotoksyna ta
mo¿e oddzia³ywaæ �miertelnie równie¿ na myszy [79].

Aby dostarczyæ bezpo�rednich dowodów na to, ¿e
PLD wytwarzana przez szczepy C. pseudotuberculo-
sis, jest niezbêdnym wyznacznikiem ich zjadliwo�ci,
M c N a m a r a  i wsp. [40] inaktywowali chromo-
somalny gen koduj¹cy PLD i porównali zjadliwo�æ
szczepów dzikich i zmutowanych w do�wiadczeniach
na naturalnych gospodarzach. Dziki szczep powodo-
wa³ powstawanie ropni w miejscu podania, a zaka¿e-
nie rozprzestrzenia³o siê nastêpnie do regionalnych
wêz³ów ch³onnych. Natomiast szczep z mutacj¹ mia³
zredukowan¹ zdolno�æ do zaka¿ania, wywo³ywa³ s³ab-
sze objawy kliniczne i by³ niezdolny do rozprzestrze-
niania siê w organizmie. Nie stwierdzono tak¿e w tym
przypadku obecno�ci bakterii w uk³adzie limfatycz-
nym. Wyniki te potwierdzaj¹ hipotezê, i¿ fosfolipa-
za D jest bardzo wa¿nym determinantem zjadliwo�ci
C. pseudotuberculosis. Mutacja nonsensowna w genie
koduj¹cym fosfolipazê D nie upo�ledzi³a natomiast
zdolno�ci wzrostu C. pseudotuberculosis na po¿yw-
kach bakteriologicznych. Mo¿e to �wiadczyæ o tym,
¿e enzym ten uczestniczy raczej w prze¿ywaniu bak-
terii in vivo, w interakcji z komórkami gospodarza.
Nie jest konieczny natomiast do wzrostu drobnoustro-
jów in vitro [40].

Z a k i  [79] próbowa³ okre�liæ udzia³ w patogenezie
gru�licy rzekomej lipidów powierzchniowych C. pseu-
dotuberculosis oraz PLD. W tym celu podawa³ do-
otrzewnowo myszom zawiesinê z zabitych mikroorga-
nizmów, w której egzotoksyna by³a niszczona poprzez
autoklawowanie, gotowanie, traktowanie formalin¹
lub fenolem. We wszystkich przypadkach po podaniu
tak przygotowanej zawiesiny bakterii, u zwierz¹t po-
jawia³y siê ja³owe ropnie w miejscu inokulacji. Mo¿e
to wskazywaæ na to, ¿e lipidy powierzchniowe s¹
czynnikiem ropotwórczym, a egzotoksyna nie jest wy-
magana do tego procesu.

PLD C. pseudotuberculosis prowadzi do hamowa-
nia hemolizy powodowanej przez hemolizynê typu $
wytwarzan¹ przez Staphylococcus spp., a tak¿e szcze-
py Clostridium perfringens wytwarzaj¹ce "-toksynê
[65]. Pod wp³ywem PLD sfingomielina, obecna w b³o-
nie komórkowej erytrocytów ssaków, hydrolizowana
zostaje do fosforanu ceramidu, który nie jest wykorzy-

stywany jako substrat dla gronkowcowej fosfolipazy C
[65]. Powoduje to, ¿e czerwone krwinki trac¹ wra¿li-
wo�æ i podatno�æ na lizê wywo³an¹ przez tê toksynê,
czym nale¿y t³umaczyæ hamowanie hemolizy. Enzym
ten wzmaga natomiast aktywno�æ hemolityczn¹ dwóch
toksyn wytwarzanych przez Rhodococcus equi (fosfo-
lipazy C i oksydazy cholesterolowej). Obie fosfolipazy
dzia³aj¹ sekwencyjnie. Pochodz¹cy z rozpadu sfingo-
mieliny fosforan ceramidu jest substratem dla wytwa-
rzanej przez szczepy R. equi fosfolipazy C. W efekcie
dochodzi do ca³kowitej degradacji sfingomieliny oraz
uszkodzenia b³ony komórkowej i lizy komórki [11, 36].

L i n d e r  i  B e r n h e i m e r  [36] stwierdzili,
¿e fagocytoza szczepów C. pseudotuberculosis oraz
R. equi, w wyniku synergistycznej cytotoksyczno�ci
PLD i oksydazy cholesterolowej, powoduje nasilenie
utleniania cholesterolu w b³onie komórkowej makro-
fagów, a przez to ich degradacjê, prowadz¹c¹ do uwol-
nienia bakterii do �rodowiska.

PLD posiada w³a�ciwo�ci immunogenne, a wytwo-
rzone przeciwcia³a neutralizuj¹ jej toksyczne dzia³a-
nie [12, 62, 79].

8.3. Inne czynniki chorobotwórczo�ci
C. pseudotuberculosis

Na temat innych czynników odgrywaj¹cych rolê
w procesie chorobotwórczo�ci C. pseudotuberculosis
wiadomo bardzo niewiele. W o n g  i G r o m a n  [73]
wykazali, ¿e niektóre komórki C. pseudotuberculosis
(oraz C. ulcerans), w stanie lizogenii po zaka¿eniu
przez bakteriofaga $, nios¹cego gen toksyny b³oniczej
(tox), posiadaj¹ zdolno�æ wytwarzania tej egzotoksyny.
Wytwarzane bia³ko ma wielko�æ, w³a�ciwo�ci immuno-
genne, a tak¿e aktywno�æ enzymatyczn¹ (aktywno�æ
ADP-rybozylacji) i specyficzno�æ substratow¹ po-
dobn¹ do toksyny b³oniczej. Jego synteza jest równie¿
regulowana przez stê¿enie jonów ¿elaza. Nie zosta³
dotychczas opisany ¿aden kliniczny przypadek b³onicy
wywo³any zaka¿eniem C. pseudotuberculosis [73].

W komórkach gospodarza stê¿enie wolnego ¿elaza
jest znacznie ni¿sze od wymaganego przez bakterie do
wzrostu. Dlatego transport tego pierwiastka jest szcze-
gólnie wa¿ny dla wielu drobnoustrojów. Pa³eczki
C. pseudotuberculosis, podobnie jak inne wewn¹trz-
komórkowe bakterie, musz¹ posiadaæ system umo¿li-
wiaj¹cy przyswajanie ¿elaza w �rodowisku, w którym
jest on trudno dostêpny. B i l l i n g t o n  i wsp. [6] wy-
kazali, ¿e szczepy C. pseudotuberculosis mog¹ wyko-
rzystaæ do wzrostu, w warunkach in vitro, takie �ród³a
¿elaza jak chlorek ¿elazowy, siarczan ¿elazowy, hemi-
nê, hemoglobinê czy transferynê. W zdobywanie tego
pierwiastka zaanga¿owane s¹ produkty czterech genów,
fag (ang. Fe acquisition gene) A, B, C oraz D, kodu-
j¹ce, m.in. bia³ka podobne do transporterów obecnych
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u innych bakterii. Geny te zlokalizowane s¹ w pobli¿u
genu koduj¹cego PLD (ryc. 2). Trzy pierwsze z nich
(fag A, B i C) koduj¹ bia³ka przypominaj¹ce b³onowy
system transportowy dla kompleksu siderofor-¿elazo
i tworz¹ operon fagABC, który jest regulowany przez
stê¿enie ¿elaza in vitro. Jego ekspresja indukowana
jest nisk¹ zawarto�ci¹ tego pierwiastka w �rodowisku.
Natomiast czwarta otwarta ramka odczytu (fagD)
transkrybowana jest w przeciwn¹ stronê i koduje bia³-
ko przypominaj¹ce peryplazmatyczne bia³ka wi¹¿¹ce
siderofor-¿elazo [6].

Pomiêdzy genem fagA i fagD znajduje siê obszar
miêdzygenowy d³ugo�ci 95 pz, który prawdopodob-
nie zawiera region regulatorowy zarówno dla operonu
fagABC, jak i genu fagD [6]. Sekwencja nukleotydo-
wa tego obszaru wskazuje na obecno�æ regionu homo-
logicznego do miejsca wi¹zania, zale¿nego od jonów
Fe2+ i Mn2+, represora toksyny b³oniczej (diphtheria
toxin repressor, DtxR) [6]. Ponadto, O r a m  i wsp.
[46] wykazali obecno�æ w genomie C. pseudotuber-
culosis sekwencji nukleotydowej homologicznej do
genu dtxR C. diphtheriae. Dalsze badania, z wyko-
rzystaniem techniki Western blot i specyficznych su-
rowic skierowanych przeciwko DtxR, potwierdzi³y
obecno�æ u gatunku C. pseudotuberculosis regulatora
transkrypcji podobnego do represora toksyny b³oni-
czej (DtxR-like regulator) [46].

Nie jest wykluczone, i¿ geny fag odpowiedzialne
s¹ równie¿ za zdobywanie sideroforu od innych bak-
terii w warunkach in vivo, poniewa¿ szczepy C. pseu-
dotuberculosis prawdopodobnie nie maj¹ zdolno�ci
wytwarzania tego zwi¹zku. B i l l i n g t o n  i wsp. [6]
wykazali, ¿e mutacja prowadz¹ca do przerwania ramki
odczytu genu fagB prowadzi do obni¿enia zdolno�ci
prze¿ycia bakterii w organizmie gospodarza. Brak
ekspresji tego genu w warunkach in vivo powoduje
nie tylko upo�ledzenie zdolno�ci uzyskiwania ¿elaza
w �rodowisku ubogim w ten pierwiastek, ale tak¿e wy-
daje siê przyczyniaæ do znacznego obni¿enia zjadli-
wo�ci mutanta.

Istotne znaczenie w prze¿ywalno�ci i utrzymywaniu
siê drobnoustrojów w �rodowisku gospodarza ma zdol-
no�æ do tworzenia przez bakterie biofilmów, wysoce
zorganizowanego i wyspecjalizowanego zespo³u orga-
nizmów, wykazuj¹cych zdolno�æ adhezji do powierzch-
ni sta³ych oraz do siebie nawzajem, dzia³aj¹cych
w sposób skoordynowany z udzia³em systemów quo-
rum sensing. Z³o¿ona struktura biofilmu, jak i zmienio-
ne fizjologiczne w³a�ciwo�ci wchodz¹cych w jego sk³ad
drobnoustrojów, powoduj¹ zwiêkszenie ich oporno�ci
na dzia³anie czynników przeciwbakteryjnych, a tak¿e
potêguj¹ zdolno�æ unikania fagocytozy [56].

O l s o n  i wsp. [45] wykazali, ¿e in vitro pa³eczki
C. pseudotuberculosis s¹ zdolne do tworzenia biofilmu
tylko w okre�lonych warunkach (bulion tryptozowo-

sojowy z dodatkiem p³odowej surowicy bydlêcej oraz
inkubacja w atmosferze z dodatkiem 10% dwutlenku
wêgla). Biofilm taki mo¿e sk³adaæ siê z przedstawi-
cieli ró¿nych gatunków: C. pseudotuberculosis, C. re-
nale, A. pyogenes, S. aureus, S. hyicus i S. agalactiae.
Charakteryzuje siê on oporno�ci¹ na dzia³anie anty-
biotyków, mimo ¿e bakterie te w oznaczeniach stan-
dardowych s¹ na nie wra¿liwe [45]. Zdolno�æ C. pseu-
dotuberculosis do tworzenia biofilmu w warunkach
in vivo, mo¿e odgrywaæ znacz¹c¹ rolê w unikaniu me-
chanizmów odpowiedzi immunologicznej gospodarza,
zwiêkszaæ zakres miejscowej reakcji zapalnej, a przede
wszystkim sprzyjaæ przewlek³emu charakterowi zaka-
¿enia [35]. Ponadto, gromadzenie siê ropy w miejscu
zaka¿enia oraz �ciana tworz¹cego siê ropnia hamuj¹
penetracjê antybiotyków, a tym samym ograniczaj¹
eliminacjê bakterii [45].

9. Podsumowanie

C. pseudotuberculosis jest jednym z wa¿niejszych
gatunków maczugowców chorobotwórczych dla zwie-
rz¹t. Liczne dane z pi�miennictwa wskazuj¹, ¿e zaka-
¿enia tym drobnoustrojem od wielu lat stanowi¹ po-
wa¿ny problem w hodowli zwierz¹t w wielu krajach
na �wiecie, w tym tak¿e w Polsce.

C. pseudotuberculosis jest bakteri¹, któr¹ charak-
teryzuje du¿a zmienno�æ cech fenotypowych, od mor-
fologii po w³a�ciwo�ci biochemiczne. Zaka¿enia wywo-
³ywane przez C. pseudotuberculosis mog¹ mieæ ró¿n¹
postaæ i przebieg. Mechanizmy molekularne warunku-
j¹ce zró¿nicowanie fenotypowe szczepów nie zosta³y
dotychczas poznane.

Z pewno�ci¹ potrzebne s¹ tak¿e dalsze badania
w celu lepszego poznania i uzupe³nienia wiedzy na te-
mat mechanizmów warunkuj¹cych chorobotwórczo�æ
tych pa³eczek. Do najwa¿niejszych, dotychczas scha-
rakteryzowanych czynników determinuj¹cych zjadli-
wo�æ C. pseudotuberculosis nale¿¹: lipidy powierzch-
niowe �ciany komórkowej i egzotoksyna � fosfolipa-
za D. Lipidy przede wszystkich chroni¹ bakterie przed
mechanizmami obronnymi gospodarza. Fosfolipaza D
jest enzymem, który wydaje siê byæ konstytutywnie
wytwarzany przez szczepy równie¿ w warunkach in
vitro i jest czynnikiem odpowiedzialnym g³ównie za
rozprzestrzenianie siê drobnoustrojów w organizmie.

W dostêpnym pi�miennictwie brakuje danych doty-
cz¹cych czynników umo¿liwiaj¹cych adhezjê C. pseu-
dotuberculosis do tkanek gospodarza. Badania maj¹ce
na celu identyfikacjê adhezyn oraz rozpoznawanych
przez nie receptorów, poznanie mechanizmów oddzia-
³ywañ komórek bakteryjnych z komórkami ssaczymi,
mog¹ byæ wa¿nym elementem wiedzy na temat patoge-
nezy zaka¿eñ C. pseudotuberculosis. Równie istotnym,
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i jak dot¹d niewyja�nionym, zagadnieniem dotycz¹cym
chorobotwórczo�ci C. pseudotuberculosis, jest prawdo-
podobnie okre�lenie wzajemnej relacji na poziomie
patogen � gospodarz w przypadku szczepów nale¿¹-
cych do ró¿nych biotypów.
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1. Choroby jamy ustnej

Jama ustna jest niezwykle z³o¿onym i zró¿nicowa-
nym ekosystemem. Du¿a wilgotno�æ, ustalona tempe-
ratura, a tak¿e dostêpno�æ sk³adników pokarmowych
sprawiaj¹, ¿e ta nisza ekologiczna kolonizowana jest
przez wiele gatunków (ponad 500) drobnoustrojów
[29], co stwierdzono zarówno klasycznymi metodami
mikrobiologicznymi jak i ostatnio metodami biologii
molekularnej. Najczê�ciej stosowan¹ strategi¹ s³u¿¹c¹
do okre�lania bioró¿norodno�ci tego ekosystemu jest
izolacja DNA, amplifikacja metod¹ PCR genów rRNA,
klonowanie otrzymanych amplikonów w komórkach
Escherichia coli i sekwencjonowanie genów 16S
rRNA. Zastosowanie mikropaneli (ang. Human Oral
Microbe Identification Microarray � HOMIM) pozwa-
la na identyfikacjê mikroorganizmów bezpo�rednio
w materiale pobranym od pacjentów [49]. Jama ustna
stanowi wysoce niejednorodne �rodowisko, tak wiêc
rozmieszczenie ró¿nych gatunków drobnoustrojów jest
w niej nierównomierne; jedne kolonizuj¹ powierzchnie
miêkkie (powierzchniê dzi¹se³, jêzyka, czy b³onê �lu-

zow¹ pokrywaj¹c¹ policzki), inne posiadaj¹ zdolno�æ
do adhezji do twardych powierzchni zêbów. W jamie
ustnej spotykamy przedstawicieli takich rodzajów
drobnoustrojów jak np. Streptococus, Actinobacillus,
Treponema, Bacteroides, Haemophilus, Velionella czy
Mycoplasma i wielu innych [56]. G³ówne choroby
jamy ustnej dotycz¹ zêbów i dzi¹se³, choæ infekcje
jamy ustnej uznawane s¹ tak¿e za czynnik ryzyka za-
palenia wsierdzia, arteriosklerozy oraz zawa³u serca.

G³ówna choroba � próchnica � polega na niszcze-
niu struktury zêbów zwi¹zanym z ich demineralizacj¹.
Powodowana jest przez kwasy organiczne powstaj¹ce
w procesie fermentacji wêglowodanów obecnych
w naszej diecie. G³ównym gatunkiem odpowiedzialnym
za rozwój próchnicy s¹ bakterie z grupy Streptococ-
cus mutans. Choroby przyzêbia (periodontal diseases)
zwi¹zane s¹ z ostrym stanem zapalnym wywo³anym
infekcj¹ bakteryjn¹, doprowadzaj¹cym do zniszczenia
powi¹zania miêdzy zêbami a dzi¹s³ami.

Etapem wstêpnym wszelkich chorób jamy ustnej
jest wytworzenie p³ytki nazêbnej, w sk³ad, której
wchodz¹: sk³adniki �liny, cz¹stki po¿ywienia, bakterie
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oraz produkty ich metabolizmu [36]. Przy tworzeniu
p³ytki nazêbnej dochodzi do wielu skomplikowanych
oddzia³ywañ pomiêdzy bakteriami i sk³adnikami �liny
(amylaza, bia³ka bogate w proliny, glikoproteiny) oraz
do wzajemnych oddzia³ywañ pomiêdzy mikroorganiz-
mami. W ¿adnej innej niszy ekologicznej nie zaobser-
wowano tak skomplikowanych wewn¹trz- i miêdzy-
gatunkowych oddzia³ywañ. Dwie komórki bakteryjne
mog¹ wi¹zaæ siê ze sob¹ bezpo�rednio, lub te¿ wyko-
rzystuj¹c jako pomost glikoproteiny, bêd¹ce sk³adni-
kami �liny lub produktami metabolizmu innych drob-
noustrojów. We wczesnym etapie kolonizacji bior¹
udzia³ g³ównie gatunki streptokoków zdolne do roz-
poznawania receptorów obecnych w �linie pokrywaj¹-
cej zêby [33]. W nastêpnym etapie, tzw. sacharozo-za-
le¿nym, proces adhezji wspomaga wytwarzanie przez
niektóre streptokoki (S. mutans, S. sobrinus) polime-
rów cukrowych (glukanu i fruktanu) syntetyzowanych
przez zewn¹trzkomórkowe enzymy glukozylotransfera-
zy (GTF) i fruktozylotransferazy (FTF). Wytwarzanie
glukanu ma zasadnicze znaczenie w etiologii próchni-
cy, bowiem zwi¹zek ten stanowi ³¹cznik umo¿liwiaj¹-
cy wytworzenie skomplikowanych agregatów drobno-
ustrojów [33, 47]. Wiêkszo�æ reakcji maj¹cych miejsce
w procesie tworzenia p³ytki nazêbnej to reakcje wê-
glowodan-bia³ko, w reakcjach in vitro dodanie cukru
(czêsto galaktozy) blokuje agregacjê komórek ró¿nych
gatunków drobnoustrojów.

Wytwarzany na powierzchni zêbów wielogatunko-
wy biofilm w postaci p³ytki nazêbnej odgrywa klu-
czow¹ rolê w procesach patogenezy. Biofilmy s¹ z³o-
¿on¹ trójwymiarow¹ struktur¹ z wieloma mikroni-
szami ró¿ni¹cymi siê zawarto�ci¹ tlenu, dostêpno�ci¹
sk³adników od¿ywczych, temperatur¹ i pH. Mikroor-
ganizmy wchodz¹ce w sk³ad biofilmu mog¹ zmieniaæ
swoje w³a�ciwo�ci fizjologiczne � na ró¿nych etapach
tworzenia i dojrzewania biofilmu zachodzi radykalna
zmiana (ponad 50%) ekspresji ich genów. Dodatkowo,
poniewa¿ du¿a liczba gatunków drobnoustrojów budu-
j¹cych biofilm podlega naturalnej transformacji, obec-
no�æ tej struktury u³atwia wymianê materia³u genetycz-
nego (horyzontalny transfer genów) i rozprzestrzenianie
siê antybiotykooporno�ci [15]. Tworzenie i struktura
biofilmu podlega �cis³ej genetycznej regulacji uzale¿-
nionej od aktywno�ci systemów �quorum sensing�
� wyczuwania liczebno�ci. Biofilm chroni bakterie
przed dzia³aniem uk³adu odporno�ciowego gospoda-
rza oraz utrudnia dostêp antybiotyków do komórek
wchodz¹cych w sk³ad tej skomplikowanej struktury.

W jamie ustnej obecnych jest wiele zwi¹zków
o dzia³aniu antybakteryjnym. S¹ to g³ównie sk³adniki
�liny i p³ynu dzi¹s³owego, dwóch p³ynów fizjologicz-
nych obmywaj¹cych jamê ustn¹, takie jak np.: lizozym
(hydrolizuj¹cy wi¹zania glikozydowe w mureinie),
laktoferyna (wi¹¿¹ca jony ¿elaza przez co ogranicza

wzrost drobnoustrojów), peroksydaza, mucyna (gliko-
proteina wychwytuj¹ca mikroorganizmy, pokrywaj¹-
ca twarde i miêkkie tkanki w jamie ustnej), ma³e pep-
tydy (histatyny, cystatyny) zapobiegaj¹ce agregacji
czy bêd¹ce inhibitorami proteaz wytwarzanych przez
bakterie oraz specyficzne przeciwcia³a klasy s-IgA.
Równie¿ p³yn dzi¹s³owy, pochodz¹cy z plazmy krwi,
zawiera wiele sk³adników o dzia³aniu antybakteryj-
nym (przeciwcia³a, leukocyty czy sk³adniki komple-
mentu). Drobnoustroje kolonizuj¹ce jamê ustn¹ wy-
kszta³ci³y wiele mechanizmów umo¿liwiaj¹cych im
przezwyciê¿anie mechanizmów obronnych gospodarza
jak na przyk³ad zdolno�æ do tworzenia biofilmu czy wy-
twarzanie proteaz niszcz¹cych przeciwcia³a IgA [36].

1.1. Paradontoza

Jak wspomniano wy¿ej, w�ród bakteryjnych chorób
jamy ustnej wyró¿niamy: próchnicê i choroby przyzê-
bia. Do przyzêbia zaliczane s¹ tkanki bêd¹ce w kon-
takcie z szyjk¹ zêba: dzi¹s³o, ozêbna, okostna i ko�æ
wyrostka zêbodo³owego oraz cement korzeniowy. Dane
zebrane w polskich gabinetach stomatologicznych
wskazuj¹, ¿e na schorzenia dzi¹se³ cierpi oko³o 40�50%
doros³ej populacji i ok. 40% dzieci i m³odzie¿y [59].

W�ród chorób przyzêbia, niszcz¹cych tkanki pod-
porowe zêbów, wyró¿niamy zapalenie dzi¹se³ (gingi-
valis) i zapalenie przyzêbia � paradontozê (periodon-
titis). Paradontoza dotyczy g³êbiej po³o¿onych tkanek,
miêdzy innymi ozêbnej (w³ókien kolagenowych mo-
cuj¹cych z¹b w zêbodole) i ko�ci wyrostka zêbodo³o-
wego szczêk. W trakcie trwania choroby dochodzi do
ubytków tkanek, co powoduje uszkodzenie i powolne
niszczenie aparatu wiêzad³owego wi¹¿¹cego z¹b z ko-
�ci¹, a w koñcowym etapie choroby doprowadza do
ich rozchwiania i wypadniêcia. Paradontozê wywo³uj¹
liczne gatunki mikroorganizmów obecne w p³ytce
nazêbnej powstaj¹cej w warunkach niedostatecznej
higieny jamy ustnej. Ich rozprzestrzenianie doprowa-
dza do powstawania poddzi¹s³owej p³ytki bakteryjnej.
Do uszkodzenia tkanek przyczyniaj¹ siê zarówno pro-
dukty komórek drobnoustrojów (enzymy, toksyny),
jak i indukowany infekcj¹ silny stan zapalny.

Paradontoza nie jest klasyczn¹ egzogenn¹ infekcj¹
ozêbnej, jest powodowana przez mikroorganizmy, bê-
d¹ce flor¹ fizjologiczn¹ jamy ustnej (g³ównie gram-
ujemne beztlenowe bakterie). Analizy materia³u gene-
tycznego drobnoustrojów wystêpuj¹cych w jamie ustnej
(analiza 16S rRNA), wykaza³a, ¿e czynnikami etiolo-
gicznymi paradontozy s¹ najczê�ciej: Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, Fuso-
bacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Pepto-
streptococcus micros, Streptococcus intermedius, Tre-
ponema denticola, Eikenella corrodens [50].



115MOLEKULARNA CHARAKTERYSTYKA CZYNNIKÓW WIRULENCJI ACTINOBACILLUS ACTINOMYCETEMCOMITANS

Jedn¹ z najpowa¿niejszych chorób ozêbnej jest
LAP (ang. localised aggressive periodontitis) wcze�-
niej znana jako LJP (ang. localized juvenile periodon-
titis). W wypadku tej jednostki chorobowej do zaniku
ko�ci wyrostka zêbodo³owego dochodzi w bardzo
krótkim czasie. Paradontoza u doros³ych mo¿e atako-
waæ wszystkie zêby, natomiast LAP dotyczy wy³¹cznie
siekaczy i zêbów przedtrzonowych, co jest prawdopo-
dobnie zwi¹zane z selektywn¹ kolonizacj¹ tych zêbów
przez niektóre mikroorganizmy [20]. Od lat osiem-
dziesi¹tych uwa¿a siê, ¿e LAP mo¿e byæ chorob¹ uwa-
runkowan¹ genetycznie, zwi¹zan¹ z zaburzeniami
chemotaksji komórek neutrofili. Analiza materia³u ge-
netycznego komórek neutrofili od 30 pacjentów z LAP
wykaza³a wystêpowanie, w 29 przypadkach, punk-
towej mutacji w genie koduj¹cym receptor dla for-
mylowanych peptydów (FMLP). Brak funkcjonalne-
go receptora blokuje szlaki sygnalizacyjne [54].

 Prezentowana praca omawia rolê Actinobacillus
actinomycetemcomitans w indukcji chorób przyzêbia.
Rysunek 1 przedstawia etapy rozwoju chorób przyzêbia.

2. Actinobacillus actinomycetemcomitans
� charakterystyka patogenu

G³ównym czynnikiem etiologicznym LAP jest
oportunistyczny patogen Actinobacillus actinomyce-
temcomitans. Drobnoustrój ten jest odpowiedzialny
tak¿e za wywo³ywanie innych jednostek chorobowych,

takich jak np. zapalenie wsierdzia, zapalenie osierdzia,
sepsê, zapalenie p³uc oraz szpiku kostnego, zapalenie
b³ony maziowej, choroby skórne czy stany zapalne
dróg moczowych. Du¿e zainteresowanie budzi fakt,
¿e choroby przyzêbia mog¹ byæ czynnikiem ryzyka
rozwoju chorób uk³adu krwiono�nego. Wiadomo, ¿e
oko³o 3% przypadków zachorowañ na zaka�ne zapale-
nie wsierdzia (ang. infective endocarditis) jest wywo³a-
nych przez A. actinomycetemcomitans i inne gram-
ujemne patogeny [11,45].

A. actinomycetemcomitans jest Gram-ujemn¹, nie-
sporuj¹c¹, nieruchliw¹ bakteri¹ nale¿¹c¹ do rodziny
Pasteurellaceae, klasy (-Proteobacteria, blisko spo-
krewnionym z rodzajami Haemophilus i Pasteurella.
Aktualnie znanych jest 6 serotypów (a-f) tego drobno-
ustroju, wszystkie s¹ organizmami potencjalnie pato-
gennymi [20].

Mikroorganizm jest fakultatywnym beztlenowcem.
Ro�nie najlepiej w warunkach tlenowych z zawarto�-
ci¹ CO2 5�10%. Optymalna temperatura wzrostu tego
drobnoustroju wynosi 37°C, a optymalne pH: 7�8,5.
Jako �ród³o wêgla bakteria mo¿e wykorzystywaæ wiele
cukrów, m.in. glukozê i fruktozê [19].

W p³ynnych pod³o¿ach A. actinomycetemcomitans
tworzy pó³przezroczyste granule, które ulegaj¹ adhe-
zji do �cianek i dna kolby, a pod³o¿e hodowlane po-
zostaje klarowne. Drobnoustrój wykazuje tak¿e zdol-
no�æ do przylegania do innych g³adkich powierzchni,
takich jak np. powierzchnie plastikowe czy hydroksy-
apatyt. Na pod³o¿ach sta³ych tworzy ma³e, okr¹g³e,

Z¹b

Rys. 1. Model niszczenia tkanek przyzêbia przez bakterie [11] za zgod¹ Redakcji Microbes Infect.
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pó³przezroczyste kolonie z lekko nieregularnymi brze-
gami, które �ci�le przylegaj¹ do powierzchni. Kolonie
te, nazywane szorstkimi (ang. �rough�), maj¹ charak-
terystyczny kszta³t przypominaj¹cy gwiazdy (ang.
cross-cigar lub star-like). Morfologiê kolonii A. actino-
mycetemcomitans przedstawia rysunek 2.

Szczepy �wie¿o izolowane od pacjentów tworz¹
specyficzne wg³êbne kolonie. Po kilkukrotnych pasa-
¿ach kolonie zmieniaj¹ wygl¹d, staj¹ siê g³adkie i nie
zag³êbiaj¹ siê w agar, co powi¹zane jest najprawdopo-
dobniej z utrat¹ zdolno�ci do wytwarzania fibryli [19].

2.2. Genom

Genom szczepu HK1651 A. actinomycetemcomitans
(DNA klinicznego izolatu sekwencjonowany na Uni-
wersytecie w Oklahomie) ma wielko�æ 2.2 Mb. Anali-
zy filogenetyczne 16S rRNA wskazuj¹ na najbli¿sze
pokrewieñstwo z Haemophilus influenzae. Najwy¿sze
podobieñstwo pomiêdzy sekwencjami aminokwaso-
wymi bia³ek patogenu w porównaniu z pochodz¹cymi
od innych drobnoustrojów wykazano w stosunku do
Haemophilus influenzae (43%) i Pasteurella multocida
(41%). 7,6% genów A. actinomycetemcomitans sta-
nowi¹ geny sieroce koduj¹ce bia³ka unikatowe dla
tej bakterii. Zaobserwowano tak¿e wysokie podobieñ-
stwo organizacji genów pomiêdzy tym patogenem
a P. multocida nie tylko w regionach, które najprawdo-
podobniej s¹ operonami. Pomiêdzy pewnymi ugrupo-
waniami genów znajduj¹ siê ma³e grupy synteniczne
do genów Haemophilus influenzae [10].

Plazmidy w komórkach A. actinomycetemcomi-
tans wystêpuj¹ stosunkowo rzadko. W dwóch spo-
�ród 39 szczepów patogenu wykryto trzy plazmidy:
pVT736-1 (2kb), pVT736-2 (30kb) i pVT745 (25kb).
Sekwencja nukleotydowa pVT745 wykazuje podo-
bieñstwo do sekwencji nukleotydowych DNA chro-
mosomowego licznych izolatów A. actinomycetemco-
mitans. Prawdopodobnie w tych szczepach plazmid
zosta³ w³¹czony do chromosomu. Analiza sekwencji

nukleotydowej pVT745 wykaza³a obecno�æ grupy ge-
nów koduj¹cych bia³ka homologiczne do sk³adników
IV systemu sekrecji odpowiedzialnego za przeka-
zywanie cz¹steczek efektorowych z komórek bakterii
patogennych do komórek eukariotycznych [16].

3. Czynniki wirulencji

3.1. Adhezyny

Pierwszym i kluczowym etapem infekcji jest adhe-
zja mikroogranizmu do komórek organizmu gospoda-
rza. Actinobacillus actinomycetemcomitans posiada
zdolno�æ przylegania do komórek nab³onkowych, do
szkliwa zêbów oraz do komórek innych gatunków
drobnoustrojów zasiedlaj¹cych jamê ustn¹. Zarówno
w organizmie gospodarza jak i in vitro (na powierzch-
ni szk³a, plastyku czy hydroksyapatytu komórki tego
drobnoustroju tworz¹ niezwykle stabilny biofilm.
Zdolno�æ do wytwarzania biofilmu skorelowana jest
ze zdolno�ci¹ do autoagregacji. Usuniête z g³adkich
powierzchni komórki bakteryjne tworz¹ bardzo szyb-
ko du¿e k³aczki, które na powrót przy³¹czaj¹ siê do
�cianek naczynia [25].

�wie¿e kliniczne izolaty A. actinomycetemcomitans
zdolne do tworzenia biofilmu i autoagregacji oraz two-
rz¹ce szorstkie kolonie wytwarzaj¹ na powierzchni
grube pêczki w³ókien (ang. bundled fibrils). W³ókna
maj¹ zazwyczaj kilka mikrometrów d³ugo�ci i nawet
do 100 nm grubo�ci [25]. Ka¿de sk³ada siê z u³o¿o-
nych równolegle fimbrii (pili) o �rednicy ok. 5�7 nm.
Fimbrie zbudowane s¹ 6,5 kDa bia³ka Flp-1 fimbrial
low-molecular protein). Oczyszczenie bia³ka Flp-1
pozwoli³o na sklonowanie koduj¹cego go genu oraz
analizê jego sekwencji aminokwasowej. Flp-1 posia-
da wiele cech pozwalaj¹cych na zaliczenie go do pilin
typu IV (podrodzina typu IVb) [24]. Mutanty z unie-
czynnionym genem flp-1 charakteryzuj¹ siê os³abion¹
zdolno�ci¹ do adhezji w stosunku do szczepu dzikiego.
Badania na modelach zwierzêcych wykaza³y, ¿e bia³-
ko Flp-1 bierze udzia³ w tworzeniu biofilmu, koloni-
zacji jamy ustnej i indukcji paradontozy [53].

Geny warunkuj¹ce proces biogenezy fibryli two-
rz¹ 12 kb operon z³o¿ony z 14 genów (flp-1-flp-2-
tadV-rcpCAB-tadZABCDEFG). Sekwencja amino-
kwasowa produktu genu flp-2 jest w 51% identyczna
z sekwencj¹ aminokwasow¹ Flp-1, a gen flp-2 powsta³
prawdopodobnie na drodze duplikacji genu flp-1.
Geny rcpA i rcpB eksprymowane jedynie w szorstkich
koloniach A. actinomycetemcomitans koduj¹ prawdo-
podobnie bia³ka b³ony zewnêtrznej (OMP) i wyka-
zuj¹ podobieñstwo do bia³ek bêd¹cych sk³adnikami
aparatu systemu sekrecji typu II innych bakterii gram-
ujemnych [18].

Rys. 2. Charakterystyczna morfologia kolonii typu star-like
Actinobacillus actinomycetemcomitans [24] za zgod¹ Redakcji

Mol. Microbiol.
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W procesie adhezji istotn¹ rolê odgrywaj¹ geny tad
(ang. tight adherence) wchodz¹ce w sk³ad omawiane-
go operonu. Mutacja któregokolwiek z nich skutkuje
utrat¹ zdolno�ci mikroorganizmu do adhezji i formo-
wania biofilmu. Buduj¹ one nowy nieopisany dot¹d
aparat biogenezy fibryli. Wiêkszo�æ bia³ek Tad zawie-
ra domeny transb³onowe. Stanowi¹ one prawdopodob-
nie integralne bia³ka b³onowe. TadA (47 kDa) jest za-
kotwiczone w b³onie cytoplazmatycznej. Wykazuje
znacz¹ce podobieñstwo sekwencji aminokwasowej do
hydrolaz NTP IV systemu sekrecji tak wiêc mo¿e byæ
odpowiedzialne za dostarczanie energii koniecznej do
biosyntezy w³ókien [4, 46].

Niska zawarto�æ par GC omawianego odcinka
DNA, odbiegaj¹ca od �redniego sk³adu nukleotydowe-
go ca³ego genomu, sugeruje, ¿e operon ten zosta³ na-
byty w procesie horyzontalnego transferu genów. Jak
wykaza³y analizy in silico bia³ka homologiczne do Tad
s¹ szeroko rozpowszechnione w�ród bakterii i archeo-
nów. Wystêpuj¹ m. in. w proteomach Yersinia pestis,
Pasteurella multocida i Haemophilus ducreyi [25].

W a n g  i wsp. analizowali mechanizm warunkuj¹-
cy utratê wytwarzania fibryli, zdolno�ci do autoagrega-
cji oraz zamiany kolonii szorstkich w g³adkie. Zamiana
kolonii szorstkich na g³adkie zachodzi spontanicznie,
podczas gdy odwrotne zjawisko nie jest obserwowa-
ne. Udokumentowano, ¿e utrata zdolno�ci tworzenia
fibryli zwi¹zana jest z wprowadzeniem mutacji w re-
gionie promotorowym badanego operonu zlokalizo-
wanym przed genem flp-1 i odczytywanym przez
RNAP z podstawowym czynnikiem sigma [60].

Kilkakrotnie udowodniano, ¿e szczepy pochodz¹ce
z g³adkich kolonii (np. JP2) charakteryzuj¹ siê wyso-
kim poziomem wirulencji. Wci¹¿ nie znamy odpowie-
dzi na pytanie, czy spontaniczna utrata zdolno�ci do
wytwarzania fibryli jest niezbêdna dla prawid³owego
przebiegu procesu patogenezy, czy jest wynikiem ma-
nipulacji laboratoryjnych.

Szczepy A. actinomycetemcomitans produkuj¹ wie-
le innych bia³ek zewn¹trzkomórkowych bior¹cych
udzia³ w adhezji. Sekwencjonowanie genomu szczepu
HK 1651 umo¿liwi³o identyfikacjê kilku z nich. Do
najdok³adniej przebadanych eksperymentalnie nale¿¹
adhezyny Aae i EmaA.

Bia³ko Aae (90 kDa) nale¿y do klasy autotranspor-
terów (V typ sekrecji). Posiada charakterystyczn¹ dla
autotransporterów sekwencjê sygna³ow¹, a domena
C-koñcowa kotwiczy je w b³onie komórki. Unieczyn-
nienie genu aae dwóch szczepów A. actinomycetemco-
mitans powoduje obni¿enie zdolno�ci patogenu do ad-
hezji do komórek nab³onkowych policzków i dzi¹se³.
Homologii Aae z komórek spokrewnionych z A. actino-
mycetemcomitans mikroorganizmów (Hap H. influen-
zae) posiadaj¹ dodatkowo aktywno�æ proteolityczn¹.
Prowadzone s¹ eksperymenty maj¹ce na celu analizê

aktywno�ci proteolitycznej bia³ka Aae. Wykazano tak-
¿e, ¿e Aae podobnie jak niektóre autotransportery
H. influenzae jest celem dzia³ania laktoferyny, która
usuwa bia³ko z powierzchni komórki obni¿aj¹c tym
samym zdolno�æ patogenu do przylegania do komórek
gospodarza. Proces ten obserwowano tylko w nie-
których badanych szczepach patogenu [48].

Podobnie jak wiele innych patogenów A. actino-
mycetemcomitans posiada zdolno�æ adhezji do gliko-
protein macierzy zewn¹trzkomórkowej (ECM) tkanki
³¹cznej. W eksperymentach mutagenezy transpozono-
wej przeprowadzonych przez Mintz zidentyfikowano
11 ró¿nych adhezyn warunkuj¹cych wi¹zanie patogenu
(szczep SUNY 465) do kolagenu i fibronektyny. Jed-
nym z odpowiedzialnych za to zjawisko bia³ek jest
zlokalizowana w b³onie zewnêtrznej proteina EmaA
(extracellular matrix protein adhesin, 201 kDa) po�red-
nicz¹ca w adhezji do kolagenu. EmaA nale¿y tak¿e do
bia³ek autotransporterów (typ Vc) a jej struktura trze-
ciorzêdowa wykazuje podobieñstwo do bia³ka YadA
(rodzina bia³ek Oca) wi¹¿¹cego kolagen Yersinia entero-
colitica [40]. W innym szczepie (UT32) A. actinomy-
cetemcomitans ta sama ramka odczytu ulega translacji
do dwu powierzchniowych protein (Api i ApiC) bio-
r¹cych udzia³ w procesie internalizacji patogenu [34].

K o m a t z u s a w a  i wsp. zidentyfikowali w ko-
mórkach szczepu Y4 (serotyp b) sze�æ bia³ek b³ony
zewnêtrznej A. actinomycetemcomitans, których se-
kwencje aminokwasowe wykazuj¹ podobieñstwo do
sekwencji aminokwasowych czynników wirulencji
innych bakterii patogennych [31]. Jedno z nich, bia³ko
Omp100, silnie immunogenna proteina o strukturze
podobnej do YadA Yersinia, bierze udzia³ w procesie
adhezji oraz zale¿nej od przemian aktyny inwazyjno�-
ci. Dodatkowo bia³ko to, poprzez wi¹zanie czynnika H
surowicy, warunkuje oporno�æ patogenu na dzia³anie
czynników komplementu i indukuje wytwarzanie cy-
tokin prozapalnych. Zarówno unieczynnienie genu
omp100 jak i poddanie komórek dzia³aniu swoistych
przeciwcia³ anty-Omp100 znacz¹co (do oko³o 50%)
obni¿a poziom inwazyjno�ci [1].

Jak wspomniano wy¿ej A. actinomycetemcomitans
dziêki wytwarzaniu fibryli jest zdolny do przylegania
do powierzchni abiotycznych. Cecha ta warunkuje
wytwarzanie biofilmu. Kluczow¹ rolê w powstawaniu
tej struktury odgrywa matrix biofilmu, która mo¿e sta-
nowiæ nawet 90% jego masy. G³ównym sk³adnikiem
matrix tworzonego przez A. actinomycetemcomitans
jest liniowy polimer N-acetylo-D-glukozoaminy (PGA)
w którym poszczególne cz¹steczki glukozoaminy po-
³¹czone s¹ wi¹zaniami $(1,6). W genomie A. actino-
mycetemcomitans zidentyfikowano zespó³ czterech
genów homologicznych do genów E.coli pgaABCD
(19, 38, 40 i 12% homologii), których aktywno�æ
jest konieczna do wytwarzania zewn¹trzkomórkowego
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polisacharydu. Egzopolisacharyd nie jest niezbêdny
do przy³¹czenia siê komórek do pod³o¿a, ale odgrywa
rolê w agregacji komórek wewn¹trz biofilmu i ich
od³¹czeniu od tej struktury. PGA mo¿e tak¿e funkcjo-
nowaæ jako fizyczna i/lub chemiczna bariera, która nie
dopuszcza do kontaktu z zewnêtrznymi czynnikami.
Homologi pgaABCD znalezione zosta³y tak¿e w geno-
mach wielu innych gatunków drobnoustrojów: Burkhol-
deria cepacia, Chromobacterium violaceum, Photobac-
terium profundum, Pseudomonas fluorescens, Ralstonia
solanacearum, Xanthomonas axonopodis, a tak¿e
gatunków Yersinia i Bordetella. PGA jest substratem
dla dispersyny B, bia³ka kodowanego przez gen dspB
o aktywno�ci hydrolazy glikozylowej. Bia³ko DspB
hydrolizuje wi¹zanie $(1,6) co powoduje od³¹czenie
fragmentów biofilmu i jego rozprzestrzenianie [26].

Populacje przy³¹czonych w postaci biofilmu ko-
mórek drobnoustrojów podlegaj¹ nieustannym zmia-
nom � zmiany metabolizmu komórek, tempa wzrostu,
morfologii, wytwarzanych czynników wirulencji). Po-
miêdzy drobnoustrojami w biofilmie wystêpuje koope-
racja (m.in. w zwalczaniu mechanizmów obronnych
gospodarza) oraz tak¿e wspó³zawodnictwo (np. o przy-
³¹czenie do tego samego receptora). Jednym z mecha-
nizmów umo¿liwiaj¹cych komunikacjê pomiêdzy ko-
mórkami zarówno tego samego, jak i ró¿nych gatunków
jest zjawisko �quorum sensing� (system wyczuwania
liczebno�ci) [29]. Komunikacja poprzez system �quo-
rum sensing� polega na kontroli ekspresji genów za-
le¿nej od wyczuwania w otoczeniu gêsto�ci komórek
w³asnego lub innych gatunków. Mechanizm przeka-
zywania sygna³u miêdzy bakteriami opiera siê na pro-
dukcji, wydzielaniu i detekcji zewn¹trzkomórkowych
cz¹steczek sygnalnych o ró¿norodnej budowie che-
micznej, okre�lanych mianem autoinduktorów � AI.
Gen luxS, koduj¹cy kluczowy dla wytwarzania AI-2
enzym, zidentyfikowano w komórkach Actinobacillus
actinomycetemcomitans, gdzie uczestniczy w gospo-
darce jonów ¿elaza. Jego inaktywacja, skutkuj¹ca bra-
kiem funkcjonalnego systemu wyczuwania liczebno�ci,
powoduje w warunkach tlenowych zmianê poziomu
ekspresji genów koduj¹cych systemy transportu ¿elaza
i bia³ek magazynuj¹cych ¿elazo (ferytyna, peryplazma-
tyczne transportery ¿elaza czy receptory dla transfery-
ny i hemoglobiny). AI-2 A. actinomycetemcomitans jest
wyczuwany przez szczepy P. gingivalis, innego gatunku
odpowiedzialnego za indukcjê paradontozy i wcho-
dz¹cego w sk³ad p³ytki nazêbnej. W przekazaniu sygna-
³u zale¿nego od stê¿enia AI-2 w komórkach uczestni-
czy prawdopodobnie sensorowa kinaza ArcB [14].

3.2. Inwazyjno�æ

A. actinomycetemcomitans jest patogenem zdolnym
do inwazji do komórek tkanek przyzêbia oraz komórek

policzków. 25% klinicznych izolatów A. actinomyce-
temcomitans jest internalizowanych przez komórki
gospodarza [20]. Zdolno�æ mikroorganizmów do in-
wazji tkanek przyzêbia t³umaczy nieskuteczno�æ kon-
wencjonalnych obecnych metod terapii.

Proces inwazji jest procesem wieloetapowym, wy-
magaj¹cym syntezy de novo bia³ek w obu typach ko-
mórek i obejmuje: pobranie patogenu na drodze endo-
cytozy, ucieczkê z wakuoli, namna¿anie drobnoustroju
w cytoplazmie komórki gospodarza, wydostanie mi-
kroorganizmu z komórki gospodarza oraz rozprze-
strzenianie do s¹siednich komórek. Przebieg procesu
internalizacji jest bardzo zbli¿ony do tego poznanego
u bakterii enteropatogennych rodzaju Listeria i Shi-
gella [38]. Warunkiem internalizacji jest przekazanie
przez patogen odpowiedniego sygna³u skutkuj¹cego
stymulacj¹ przebudowy w³ókien aktynowych cyto-
szkieletu komórki eukariotycznej. Na powierzchni ko-
mórki nastêpuje uformowanie kana³u zbudowanego
z mikrofilamentów aktynowych i pobranie patogenu
na drodze endocytozy. Drobnoustrój bardzo szybko
wydostaje siê z endosomu na teren cytoplazmy, co
mo¿e byæ zwi¹zane z produkcj¹ czynników hemoli-
tycznych lub fosfolipazy C. Pomimo znajomo�ci wiêk-
szej czê�ci sekwencji nukleotydowej genomu szczepu
HK1651 nie uda³o siê do tej pory zidentyfikowaæ en-
zymów odpowiadaj¹cych za lizê b³ony wakuoli.

W cytoplazmie komórki gospodarza A. actinomy-
cetemcomitans namna¿a siê 7,5 razy szybciej ni¿ za-
obserwowano in vitro. Po inwazji bakteria niezwykle
szybko opuszcza komórkê w procesie zale¿nym od
przebudowy mikrotubuli komórki gospodarza. Obser-
wowano tak¿e zjawisko przemieszczania patogenu do
s¹siednich komórek. W zainfekowanej komórce for-
muj¹ siê wypustki, które umo¿liwiaj¹ rozprzestrzenia-
nie siê bakterii do komórek s¹siaduj¹cych. Ten etap
inwazyjno�ci jest tak¿e zale¿ny od przebudowy mikro-
tubuli. Komórki zainfekowane A. actinomycetemcomi-
tans ulegaj¹ ostatecznie apoptozie, co mo¿e byæ przy-
czyn¹ rozwoju paradontozy. Powy¿sze mechanizmy
zosta³y opisane dla szczepu SUNY 465. Dla innych
szczepów proces inwazji mo¿e przebiegaæ inaczej [39].

Receptory komórek eukariotycznych bior¹ce udzia³
w stymulacji procesu internalizacji mog¹ byæ bardzo
zró¿nicowane. Niektóre prace sugeruj¹, ¿e w procesie
inwazji zaanga¿owane s¹ receptory transferyn i recep-
tory integrynowe [38] Wykazano tak¿e, ¿e w proce-
sie inwazji, przynajmniej do komórek �ródb³onka na-
czyñ krwiono�nych, mog¹ braæ udzia³ receptory PAF
(ang. platelet-activating factor) rozpoznaj¹ce antygeny
zawieraj¹ce fosforylocholinê (PC) eksponowane na
powierzchni komórek niektórych szczepów A. actino-
mycetemcomitans. Choæ funkcja fosforylocholiny w pa-
togenezie innych gatunków drobnoustrojów chorobo-
twórczych jest te¿ nie w pe³ni wyja�niona, wiadomo, ¿e



119MOLEKULARNA CHARAKTERYSTYKA CZYNNIKÓW WIRULENCJI ACTINOBACILLUS ACTINOMYCETEMCOMITANS

u Streptococcus pneumoniae zwi¹zek ten po�redniczy
w inwazji patogenu do komórek nab³onkowych p³uc
i mózgu. W surowicy krwi pacjentów choruj¹cych na
LAP wykrywa siê wy¿sze w stosunku do zdrowych
osób stê¿enie przeciwcia³ przeciw fosforylocholinie.
Obszerne badania wykaza³y jednak, ¿e nie jest to jedy-
ny mechanizm inwazji A. actinomycetemcomitans [51].

Pomimo faktu, ¿e szczepy niewytwarzaj¹ce w³ókien
nie przy³¹czaj¹ do komórek gospodarza, wykazuj¹ one
stosunkowo wysoki poziom inwazyjno�ci. Oznacza to,
¿e byæ mo¿e fibryle nie odgrywaj¹ istotnej roli w pro-
cesie inwazji. W internalizacji patogenu mog¹ tak¿e
uczestniczyæ fimbrie, bia³ka b³onowe, pêcherzyki b³o-
nowe oraz pozakomórkowy bezpostaciowy materia³
(ExAmMat). Owa pozakomórkowa substancja mo¿e
przyczyniaæ siê do adhezji szczepów niewytwarzaj¹-
cych w³ókien zarówno do komórek gospodarza jak
i do innych drobnoustrojów zasiedlaj¹cych tê sam¹
niszê ekologiczn¹ [12].

C a o  i wsp. zastosowali strategiê IVIAT (in vivo
induced antigen technology) do identyfikacji genów
koduj¹cych antygeny ulegaj¹cych ekspresji w organi-
zmie pacjentów. Badania te zaowocowa³y wykryciem
116 antygenów wytwarzanych in vivo. W surowicach
osób z objawami chorobowymi (LAP) udokumento-
wano znacz¹co wy¿szy poziom swoistych przeciwcia³
przeciwko sze�ciu z badanych antygenów w porów-
naniu z surowicami pobranymi od osób zdrowych.
Trzy z badanych genów (orf402, orf859 i vapA) ule-
gaj¹ ekspresji, gdy patogen znajduje siê w komórkach
eukariotycznych linii Hela, co wykazano metod¹ RT
PCR. Mutanty w dwóch genach (orf 402 i orf 859)
wykazuj¹ znacz¹co obni¿ony poziom inwazyjno�ci,
podczas gdy mutant w genie vapA, koduj¹cym poten-
cjalny czynnik regulatorowy transkrypcji, charaktery-
zuje siê podwy¿szonym w stosunku do szczepu dzi-
kiego poziomem inwazyjno�ci [7].

3.3. Toksyny

3.3.1 Leukotoksyna

Jednym z najdok³adniej przebadanych czynników
wirulencji A. actinomycetemcomitans jest bia³ko o ma-
sie cz¹st. 116 kDa � leukotoksyna (LtxA) nale¿¹ca do
rodziny toksyn RTX (ang. repeat in toxin). Ich nazwa
pochodzi od umiejscowionych w C-koñcowym odcinku
bia³ka powtórzeñ aminokwasów bogatych w glicyny.

Operon koduj¹cy leukotoksynê wykazuje identycz-
n¹ genetyczn¹ organizacjê jak operony innych gram-
ujemnych mikroorganizmów koduj¹ce toksyny RTX
np. HlyA E. coli czy Ltx Mannheimia (Pasteurella)
haemolitica. W sk³ad operonu wchodz¹ cztery geny:
ltxC, ltxA, ltxB i ltxD. Przed 5� koñcem genu ltxC ziden-

tyfikowano dodatkow¹ ramkê odczytu, orfA, koduj¹c¹
bia³ko o nieznanej funkcji. Produkt genu ltxC, bia³ko
o aktywno�ci acylotransferazy, odpowiedzialny jest za
potranslacyjna modyfikacjê LtxA. LtxB i LtxD warun-
kuj¹ transport leukotoksyny na powierzchniê ko-
mórki. Bia³ko LtxA posiada 30�70% homologiê se-
kwencji aminokwasowej z innymi toksynami rodziny
RTX. Jego hydrofobowa domena po³o¿ona na N-koñcu
jest silnie konserwowana i prawdopodobnie odpowia-
da za tworzenie porów w b³onie komórki docelowej
w procesie zale¿nym od wi¹zania jonów wapnia [44].

W�ród szczepów A. actinomycetemcomitans wy-
twarzaj¹cych leukotoksynê mo¿na wyró¿niæ szczepy
o minimalnej (np. ATCC33384), umiarkowanej (np.
Y4) i wysokiej (np. JP2) ilo�ci wytwarzanej toksyny.
Obserwowane ró¿nice zwi¹zane s¹ z genetycznymi
rearan¿acjami w regionie promotorowym operonu ltx
[5]. Wytwarzaj¹cy du¿e ilo�ci toksyny klon A. actino-
mycetemcomitans JP2, rozpowszechniony w Maroko,
posiada 528 kb delecjê w obszarze regulatorowym
operonu [9]. U szczepów produkuj¹cych leukotoksy-
nê obecne s¹ dwa transkrypty mRNA: ltxCABD
i ltxCA, podczas gdy szczepy niewytwarzaj¹ce leuko-
toksyny produkuj¹ znacz¹co mniej mRNA ltxCA i nie
wytwarzaj¹ mRNA ltxCABD. Regulacja eskpresji ope-
ronu leukotoksyny odbywa siê prawdopodobnie na
poziomie transkrypcji oraz na drodze kontroli stabil-
no�ci transkryptu [55].

Poziom wytwarzanego bia³ka LtxA jest tak¿e zale¿-
ny od warunków �rodowiska i fazy wzrostu hodowli.
Poziom mRNA operonu ltx waha siê w czasie cyklu
komórkowego. Ostatnio udokumentowano udzia³ pro-
duktu genu luxS w regulacji ekspresji omawianego
operonu [13]. Ilo�æ bia³ka LuxS zmienia siê w cyklu
wzrostu, co mo¿e skutkowaæ zmianami w poziomie
wytwarzanej toksyny. Warunki tlenowe oraz wysokie
stê¿enie fruktozy obni¿a poziom produkowanej leuko-
toksyny [42]. Na poziom ekspresji genu ltx mog¹ mieæ
wp³yw tak¿e elementy regulatorowe dzia³aj¹ce zarów-
no in cis jak i in trans (m.in. produkt ArcA i FnrB) [30].

Nie do koñca wyja�niona jest lokalizacja leukotok-
syny. Pierwsze eksperymenty wskazywa³y, ¿e w prze-
ciwieñstwie do wiêkszo�ci toksyn z rodziny RTX, które
ulegaj¹ sekrecji z wykorzystaniem aparatu transportu
typu I, LtxA A. actinomycetemcomitans pozostaje
zwi¹zana z os³onami komórkowymi dziêki obecno�ci
hydrofobowej domeny na jej karboksylowym koñcu.
Wykazano jednak, ¿e poddanie komórek dzia³aniu
RNAzy i DNAzy skutkuje uwolnieniem leukotoksyny
z ich powierzchni. Tak¿e sk³adniki surowicy ludzkiej
powoduj¹ uwalnianie du¿ych ilo�ci leukotoksyny
z powierzchni komórek. Proces ten mo¿e mieæ istotne
znaczenie w rozwoju objawów chorobowych przyczy-
niaj¹c siê do dyfuzji toksyny z biofilmu tworzonego
przez ten patogen [21]. Du¿e ilo�ci LtxA uwalniane s¹
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z komórek bakteryjnych wewn¹trz odp¹czkowuj¹cych
pêcherzyków b³ony zewnêtrznej [27].

W rodzinie toksyn RTX mo¿na wyró¿niæ hemolizy-
ny o szerokim zakresie dzia³ania i leukotoksyny (w tym
LtxA), które charakteryzuje specyficzno�æ komórkowa
i gatunkowa. Egzotoksyna Ltx powoduje lizê wieloj¹-
drzastych leukocytów (PMNL), monocytów i limfo-
cytów T cz³owieka, a tak¿e niektórych naczelnych
[19]. Specyficzno�æ dzia³ania wynika z rozpoznawa-
nego przez LtxA receptora. Jest nim $2-integrynowy
receptor LFA-1 (ang. lymphocyte function-associated
antigen). Wi¹zanie LtxA do komórek docelowych ule-
ga zahamowaniu po potraktowaniu ich przeciwcia³ami
anty-CD18 i anty-CD11a. Oba bia³ka s¹ podjednost-
kami LFA-1 [32]. Proces indukowanej przez LtxA
apoptozy komórek warunkowany jest stymulacj¹ re-
ceptora LFA-1 i wzmacniany przez TNF-" i IL-1 [61].
Niskie stê¿enie leukotoksyny doprowadza do degranu-
lacji neutrofili i zahamowania fagocytozy [22]. W pro-
cesie tym dochodzi do uwalniania zawarto�ci neutro-
fili, miêdzy innymi metaloproteinazy 8, bia³ka zdolnego
do degradacji kolagenu [8].

Inne bakterie flory oko³odzi¹s³owej (np. Porphy-
romonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens i in.) skutecznie hamuj¹ aktywno�æ leuko-
toksyny poprzez jej degradowanie [23]. W ostatnich
latach wykazano, ¿e syntetyczna histatyna 5, nale¿¹ca
do bogatych w histydynê peptydów znajduj¹cych siê
w �linie, hamuje dzia³anie leukotoksyny in vitro. Hista-
tyny s¹ produkowane w ludzkich gruczo³ach �linianko-
wych (przyusznych i pod¿uchwowych). Podanie hista-
tyny 5 nie umo¿liwia naprawy uszkodzonych tkanek,
hamuje jednak proces uszkodzeñ leukocytów i ich lizê.
Poddanie neutrofili dzia³aniu histatyny 5 przed leuko-
toksyn¹ nie chroni PMNL przed liz¹. Wyniki ekspe-
rymentów sugeruj¹, ¿e histatyna albo bezpo�rednio
neutralizuje leukotoksynê, albo wp³ywa na interakcje
pomiêdzy LtxA a PMNL. Histatyna 5 jest amfipatycz-
n¹ cz¹steczk¹ o ³adunku dodatnim. Mo¿liwe, ¿e od-
dzia³uje ona z amfipatycznymi regionami leukotoksy-
ny, przez co os³abia aktywno�æ toksyny [43].

3.3.2. CDT

A. actinomycetemcomitans wytwarza tak¿e toksynê
CDT (cytolethal distending toxin), która powoduje
zatrzymanie cyklu komórkowego wra¿liwych eukario-
tycznych komórek w fazie G2 co prowadzi do ich
�mierci. Toksyny z tej samej grupy wytwarza tak¿e
wiele innych gramujemnych bakterii patogennych
(Escherichia coli, Shigella spp., Campylobacter spp.,
Helicobacter spp.) [20]. Locus cdt A. actinomycetemco-
mitans sk³ada siê z trzech wspólnie transkrybowanych
genów cdtA, cdtB i cdtC. Wykazano, ¿e wszystkie trzy
bia³ka s¹ niezbêdne do prawid³owego funkcjonowania

Cdt [52]. Dojrza³a holotoksyna zbudowana jest z trzech
podjednostek a oczyszczone indywidualnie rekombino-
wane bia³ka rCdtA, rCdtB i rCdtC nie wykazuj¹ aktyw-
no�ci cytotoksycznej [1, 41]. Sk³adnikiem Cdt odpowie-
dzialnym za efekt toksyczny jest podjednostka CdtB
wykazuj¹ca podobieñstwo sekwencji aminokwasowej
do ssaczej DNazy I [19]. Uszkodzenie DNA aktywuje
odpowied� komórkow¹, której rezultatem jest zatrzy-
manie cyklu komórkowego. Równie¿ CdtA wykazuje
podobieñstwo struktury pierwszorzêdowej do bia³ek
eukariotycznych a mianowicie do ³añcucha B ricyny
(toksyna z grupy AB) [6]. Podjednostka B ricyny odpo-
wiedzialna jest za rozpoznanie wêglowodanowych re-
ceptorów na powierzchni komórek docelowych. Pod¹-
¿aj¹c tym tropem Mao i DiRienzo udokumentowali, ¿e
rCdtA wykazuje zdolno�æ do wi¹zania z powierzchni¹
komórek eukariotycznych [35]. Podjednostka CdtC wy-
kazuje znacz¹ce podobieñstwo sekwencji aminokwaso-
wej do CdtA, co sugeruje podobn¹ rolê obu podjed-
nostek. Ostatnio wykazano, ¿e zarówno CdtC jak i CdtA
E. coli wi¹¿¹ siê do wêglowodanowych receptorów na
powierzchni komórek Hela [37].

Podobieñstwo struktury pierwszorzêdowej podjed-
nostek Cdt do bia³ek eukariotycznych sugerowa³o euka-
riotyczne pochodzenie koduj¹cych j¹ genów. Hipotezê
potwierdzono analizuj¹c proces transkrypcji. Wykaza-
no, ¿e transkrypt genu cdt zawiera introny, które na-
stêpnie s¹ wycinane z prekursorowego mRNA [58].

CDT indukuje zatrzymanie cyklu komórkowego
oraz apoptozê ludzkich limfocytów T. Stymuluje tak¿e
ludzkie monocyty i komórki nab³onkowe do wydziela-
nia cytokin takich jak np. Il1$, Il-8 czy Il-6. Stymulacja
komórek uk³adu immunologicznego przez rekombino-
wane bia³ka bêd¹ce podjednostkami toksyny otrzyma-
nymi w komórkach E. coli nie jest jednakowa. [1].

Toksyna CDT mo¿e byæ zaanga¿owana w proces
osteoklastogenezy wp³ywaj¹c na szlak zale¿ny od
RANKL/RANK. Osteoklasty (komórki ko�ciogubne)
kontroluj¹ proces niszczenia/resorpcji ko�ci. Dwie
g³ówne cz¹steczki reguluj¹ tworzenie osteoklastów
i proces resorpcji ko�ci: RANKL (ang. receptor acti-
vator of NF-6B ligand) i OPG (ang. osteoprotegerin)
z rodziny TNF. Pierwszy indukuje ró¿nicowanie i ak-
tywacjê osteoklastów a drugi blokuje ten proces.
RANKL poprzez aktywacjê receptora RANK na po-
wierzchni prekursorów osteoklastów powoduje fuzjê
tych jednoj¹drzastych komórek i powstanie wieloj¹-
drzastych osteoklastów zdolnych do resorpcji ko�ci.
OPG o strukturze podobnej do RANK blokuje to od-
dzia³ywanie i hamuje proces osteoklastogenezy. Lo-
kalne tworzenie osteoklastów w chorobach przebie-
gaj¹cych z indukcj¹ stanu zapalnego zwi¹zane jest
z podniesionym poziomem wytwarzanych cytokin.
Wykazano, ¿e CDT A. actinomycetemcomitans stymu-
luje wytwarzanie RANKL przez fibroblasty oraz ko-
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mórki wiêzade³. Mutanty z unieczynnionym operonem
cdt trac¹ te zdolno�ci. Tak wiêc Cdt jest jeszcze jed-
nym istotnym czynnikiem wirulencji tego patogenu
zdolnym do indukcji zaniku tkanki kostnej [3].

3.4. Bia³ko GroEL

Jednym z ulegaj¹cych sekrecji bia³ek A. actinomyce-
temcomitans jest chaperonina 60 � homolog ludzkiego
bia³ka Hsp60 i prokariotycznego bia³ka GroEL. Hsp60
(ang. heat shock protein 60) jest przedstawicielem bia-
³ek chaperonowych (opiekuñczych). Ekspresja genów
koduj¹cych molekularne chaperoniny jest indukowana
szokiem termicznym, st¹d nazwa bia³ek � bia³ka szoku
termicznego. Ich g³ówna rola polega na umo¿liwieniu
innym proteinom uzyskania w³a�ciwego sfa³dowania.
W warunkach stresowych bia³ka chaperonowe asystuj¹
w rozwiniêciu nieprawid³owo sfa³dowanych protein
oraz dezagregacji tworzonych agregatów bia³kowych.
Chaperonina GroEL i jej kofaktor GroES s¹ typowy-
mi przedstawicielami rodziny Hsp60 i Hsp10. W ko-
mórkach E. coli obecne s¹ w cytoplazmie w ka¿dych
warunkach wzrostu. W wielu gatunkach drobnoustro-
jów bia³ka GroEL s¹ immunodominuj¹cymi anty-
genami, choæ ich komórkowa lokalizacja jest ró¿na.
W komórkach bakterii rodzaju Mycobacterium, Hae-
mophilus ducreyi, Helicobacter pylori umiejscowione
s¹ w innych ni¿ cytoplazma kompartmentach komór-
kowych. A. actinomycetemcomitans wytwarza bia³ko
podobne do GroEL (GroEL-like protein) zlokalizowa-
ne na powierzchni komórki, a tak¿e wewn¹trz pêche-
rzyków b³onowych [18]. Klonowanie genu groEL
umo¿liwi³o jego molekularn¹ charakterystykê [28].
GroEL A. actinomycetemcomitans jest silnie immuno-
gennym bia³kiem. Reaguje zarówno z surowic¹ anty
prokariotycznym GroEL jak i eukariotycznym Hsp60
[57]. Podobieñstwo strukturalne pomiêdzy bakteryj-
nym i ludzkim Hsp60 jest na tyle wysokie, ¿e mo¿li-
we jest wyst¹pienie reakcji autoimmunizacyjnych. Do-
datkowo przeciwcia³a anty-A. actinomycetemcomitans
GroEL reaguj¹ z ludzk¹ fibronektyn¹, sk³adnikiem
ECM, co mo¿e byæ przyczyn¹ destrukcji tkanek ob-
serwowanej w przebiegu paradontozy. Wydzielanie
bia³ka GroEL zwiêksza siê w warunkach stresu ko-
mórkowego. W zale¿no�ci od stê¿enia w ró¿nych ob-
szarach powstaj¹cej kieszeni dzi¹s³owej GroEL mo¿e
powodowaæ proliferacjê, jak i �mieræ komórek [17].

4. Podsumowanie

Opracowanie molekularnych technik manipulacji
materia³em genetycznym A. actinomycetemcomitans
oraz zsekwencjonowanie genomu tego mikroorganiz-
mu umo¿liwi³o identyfikacjê nowych czynników wiru-

lencji i czê�ciowe wyja�nienie mechanizmów indukcji
objawów chorobowych. Zgromadzone dane ekspery-
mentalne potwierdzaj¹ hipotezê, ¿e kolonizacja tkanek
gospodarza przez A. actinomycetemcomitans wymaga
aktywno�ci wielu czynników, obecno�ci zarówno fi-
bryli jak i innych adhezyn oddzia³uj¹cych ze sk³adni-
kami ECM lub rozpoznaj¹cych receptory komórek na-
b³onkowych. Wyja�nienie mechanizmów procesów
inwazyjno�ci i oddzia³ywania z komórkami uk³adu
immunologicznego wymaga jeszcze dalszych badañ.
Przeprowadzone badania ujawni³y tak¿e wysoki po-
ziom ró¿norodno�ci genetycznej klinicznych izolatów
oraz rolê horyzontalnego transferu genów w procesie
ewolucji tego gatunku.
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1. Wstêp

Apoptoza, czyli programowana �mieræ komórki
jest fizjologicznym procesem, niezbêdnym do prawi-
d³owego funkcjonowania ca³ego organizmu. Wystêpu-
je w komórkach prokariotycznych i eukariotycznych
[31]. Uczestniczy w procesach, m.in. usuwania ko-
mórek z nieodwracalnie uszkodzonym DNA, ontoge-
nezy, fizjologicznego odnawiania tkanek oraz odpowie-
dzi immunologicznej. Cech¹ odró¿niaj¹c¹ apoptozê od
nekrozy (martwicy) jest, m. in. brak odpowiedzi za-
palnej podczas usuwania komórek [5].

Cykl komórkowy i apoptoza s¹ regulowane przez
szereg czynników. Na niektóre z nich mog¹ mieæ
wp³yw drobnoustroje oddzia³uj¹ce na komórkê. Do
apoptozy lub jej braku mo¿e dochodziæ w wyniku za-

ka¿enia [29, 35]. Rola omawianego procesu w patoge-
nezie chorób wywo³anych przez bakterie jest bardzo
z³o¿ona. Apoptoza pozwala eliminowaæ komórki uk³a-
du odporno�ciowego uczestnicz¹ce w niszczeniu drob-
noustrojów, jak równie¿ mo¿e byæ znacz¹cym czynni-
kiem ograniczaj¹cym zaka¿enie [94].

2. Przebieg apoptozy

Apoptoza jest z³o¿onym procesem przemian bio-
chemicznych oraz ekspresji wielu genów. W procesie
programowanej �mierci mo¿na wyró¿niæ trzy podsta-
wowe etapy: inicjacjê, fazê efektorow¹ i destrukcjê
(zniszczenia) [58]. Faza inicjacji przebiega w zró¿nico-
wany sposób, w zale¿no�ci od czynnika inicjuj¹cego
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The role of Gram-negative rods in induction /regulation of apoptosis

Abstract: Apoptosis is a physiological, genetically controlled process. It plays an important role in ontogenesis, tissue renewal and
in the elimination of cells with irreparable damage of genomic DNA. Apoptosis can be divided into three phases: initiation, effector
phase and destruction. Programmed cell death is initiated through the intrinsic or extrinsic pathway. The effector phase involves the
activation of caspases. During the third phase, called destruction, some characteristic features such as increase in membrane perme-
ability, membrane blebbing, nuclear condensation and DNA fragmentation are observed.

There is considerable evidence that Gram-negative bacteria have the ability to induce apoptosis in infected cells. Some bacterial
pathogens can initiate apoptosis by activating receptors at the cell surface. Gram-negative bacteria produce toxins, which cause
direct damage of the host cell membrane and permit the leakage of cellular components. Other bacterial toxins exhibit proapoptotic
activity within the host cell. Apoptosis can be initiated by effector proteins delivered into the host cell cytosol by the type III
secretion apparatus. Studies indicate that programmed cell death can be also activated by specific cell cycle modifications.

Many apoptotic mechanisms are not fully understood. Further studies could provide necessary information which would help
prevent and treat bacterial diseases.

1. Introduction. 2. Course of apoptosis. 3. Impact of Gram-negative rods on apoptosis. 3.1. Interactions with the host cell surface.
3.1.1. Contribution of specific surface structures. 3.1.2. Production of enzymes damaging the host cell membrane. 3.2. Proapoptotic
action of bacterial toxins. 3.2.1. Toxins with subunit structure. 3.2.2. Type III secretion system. 3.3. Other cell cycle modifications.
4. Summary
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oraz miejsca i sposobu jego dzia³ania. Pozosta³e fazy
apoptozy obejmuj¹ zwykle aktywacjê uk³adu kaspaz
oraz biochemiczne i morfologiczne zmiany w komórce,
prowadz¹ce do jej �mierci [20].

Czynnikami inicjuj¹cymi apoptozê s¹ zarówno
czynniki biologiczne (leki, zmiany poziomu hormo-
nów) oraz fizyczne (promieniowanie UV, wysoka tem-
peratura).

Apoptoza mo¿e przebiegaæ w ró¿ny sposób, jed-
nak¿e wyró¿nia siê dwa g³ówne szlaki. Pierwsza
z nich to droga indukowana sygna³em pochodz¹cym
z zewn¹trz komórki i jest zwi¹zana z aktywacj¹ b³o-
nowych �receptorów �mierci� nale¿¹cych do nad-
rodziny receptorów czynnika martwicy nowotworów
(tumor necrosis factor receptor, TNFR). Dobrze pozna-
nym receptorem tej nadrodziny jest receptor CD95/Fas.
Cech¹ charakterystyczn¹ tego receptora jest obecno�æ
w czê�ci cytoplazmatycznej domeny �mierci (death
domain, DD). Po³¹czenie tych receptorów z zewn¹trz-
komórkowymi ligandami prowadzi do oligomeryzacji.
CD95/Fas po przy³¹czeniu bia³ka adaptorowego FADD
(CD95/Fas associated death domain protein), które
nastêpnie ³¹czy siê z prokaspaz¹ 8 lub 10, tworzy
kompleks DISC (death inducing signalling complex).
DISC ma zdolno�æ autoproteolitycznej aktywacji ka-
spazy 8, która wyzwala kaskadê innych kaspaz, pro-
wadz¹c do �mierci komórki. Mo¿liwe jest te¿ auto-
krynne oddzia³ywanie komórki przez jednoczesn¹
ekspresjê na powierzchni tej samej komórki recepto-
rów i ligandów [1].

Zewn¹trzkomórkowa aktywacja apoptozy mo¿e od-
byæ siê tak¿e z udzia³em perforyn (tzw. szlak pseudo-
receptorowy), które s¹ wydzielane przez limfocyty.
Perforyny niszcz¹ b³onê komórkow¹, tworz¹c w niej
kana³y b³onowe. Przez powsta³e kana³y b³onowe do-
staj¹ siê do wnêtrza komórki granzymy, które maj¹
aktywno�æ proteolityczn¹ analogiczn¹ do kaspaz [28].

Druga droga inicjacji apoptozy � szlak wewn¹trz-
komórkowy, przebiega z udzia³em mitochondriów
i wymaga uwolnienia cytochromu c do cytoplazmy.
Cz¹steczki cytochromu c w zdrowych komórkach nie
przedostaj¹ siê do cytoplazmy, gdy¿ nie mog¹ poko-
naæ bariery b³on mitochondrialnych. W utrzymaniu
prawid³owej przepuszczalno�ci tych b³on bior¹ udzia³
bia³ka rodziny Bcl. Niektóre bia³ka tej rodziny, przede
wszystkim Bcl-2, powoduj¹ zmniejszenie przepusz-
czalno�ci b³on mitochondrium, zatrzymuj¹c cz¹steczki
cytochromu c. Inne bia³ka, takie jak Bax, Bak zwiêk-
szaj¹ przepuszczalno�æ tych b³on. W wyniku zwiêk-
szenia przepuszczalno�ci b³on mitochondrialnych, do-
chodzi do uwolnienia cytochromu c, który ³¹cz¹c siê
z czynnikiem 1 aktywuj¹cym proteazy apoptotyczne
(apoptotic protease activating factor-1, Apaf-1), ATP
i prokaspaz¹ 9, aktywuje kaspazê 9, uruchamiaj¹c ka-
skadê kaspaz [59].

Drogi zewn¹trz- i wewn¹trzkomórkowej aktywacji
apoptozy mog¹ siê ze sob¹ ³¹czyæ poprzez kaspazê 8,
maj¹c¹ zdolno�æ proteolizy bia³ka Bid do jego aktyw-
nej formy tBid, która powoduje uwalnianie cytochro-
mu c z mitochondrium [5].

Inicjacja apoptozy wymaga aktywacji szeregu ge-
nów, które odpowiadaj¹ za zapocz¹tkowanie destruk-
cji komórki. Jednym z istotnych genów w inicjacji
apoptozy jest p53, który okre�lany jest mianem �stra¿-
nika genomu�. W wyniku aktywacji genu p53 pod
wp³ywem czynników zewnêtrznych lub wewnêtrz-
nych, dochodzi do syntezy bia³ka p53, bêd¹cego czyn-
nikiem transkrypcyjnym dla oko³o 60 genów. Bia³ko
p53 poprzez aktywacjê innych genów mo¿e skierowaæ
komórkê na drogê apoptozy. Zwiêkszenie poziomu
bia³ka p53 w komórce powoduje nadekspresjê szeregu
genów. Czê�æ z nich odpowiada za zatrzymanie cyklu
komórkowego i uaktywnienie mechanizmów naprawy
uszkodzonego DNA. Jest to proces, który wymaga
wspó³dzia³ania bia³ka p21 i aktywacji kinaz cyklino-
zale¿nych. Je¿eli DNA nie mo¿e zostaæ naprawione,
wówczas bia³ko p53 przy³¹cza siê do DNA w miejscu
wystêpowania genów, odpowiedzialnych za transkryp-
cjê czynników proapoptotycznych [5].

Faza efektorowa apoptozy obejmuje dzia³anie kas-
paz efektorowych, które s¹ aktywowane poprzez kas-
pazy inicjuj¹ce. Kaspazy to grupa proteaz cysteino-
wych, które cechuj¹ siê zró¿nicowan¹ specyficzno�ci¹
substratow¹. W zdrowej komórce wystêpuj¹ w postaci
nieaktywnego proenzymu, który zostaje przekszta³-
cony w postaæ aktywn¹ po zadzia³aniu okre�lonego
czynnika, powoduj¹cego proteolizê i oligomeryzacjê
postaci nieaktywnej. Proteolityczne dzia³anie kaspaz
mo¿e prowadziæ do niszczenia bia³ek lub do ich akty-
wacji [15]. Tak dzieje siê w przypadku DNazy zale¿nej
od kaspaz (Caspase-activated DNAse, CAD), która
jest odpowiedzialna za fragmentacjê DNA. W zdro-
wych komórkach CAD jest zwi¹zana ze swoim inhi-
bitorem, co czyni j¹ nieaktywn¹. W przypadku uak-
tywnienia kaspaz dochodzi do proteolizy inhibitora
CAD (Inhibitor of Caspase-activated DNAse, ICAD),
co pozwala na dzia³anie DNAzy [94]. Aktywne kaspa-
zy hydrolizuj¹ wi¹zania peptydowe cz¹steczek cytosz-
kieletu, cz¹steczek sygna³owych, enzymów odpowie-
dzialnych za naprawê DNA. Degradacja sk³adników
cytoszkieletu powoduje charakterystyczne dla apop-
tozy obkurczanie siê komórki [5].

Mo¿liwa jest apoptoza bez udzia³u kaskady kaspaz.
Czynnikiem, który wywo³uje apoptozê niezale¿nie od
obecno�ci kaspaz jest, znajduj¹ca siê w mitochon-
drium flawoproteina � czynnik indukuj¹cy apoptozê
(apoptosis inducing factor, AIF). AIF po przedostaniu
siê przez b³ony mitochondrialne do j¹dra komórkowe-
go, powoduje kondensacjê chromatyny i fragmentacjê
DNA. Podobne, niezale¿ne od kaspaz, dzia³anie pro-
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apoptotyczne, wykazano dla kalpain, katepsyn oraz
proteaz serynowych [4].

W wyniku licznych przemian biochemicznych i en-
zymatycznych w przebiegu apoptozy dochodzi do
pojawienia siê w komórce specyficznych zmian mor-
fologicznych. W pierwszym etapie fazy destrukcji
do wnêtrza komórki przedostaj¹ siê jony wapnia, bê-
d¹ce pierwsz¹ oznak¹ wej�cia komórki na drogê apop-
tozy. Dochodzi do ciêcia DNA na ma³e fragmenty.
B³ona komórkowa ulega uwypukleniom, a organella
komórkowe przegrupowuj¹ siê i razem z fragmentami
j¹dra komórkowego i cytoszkieletu przemieszczaj¹
siê do powstaj¹cych pêcherzyków apoptotycznych,
które zostaj¹ uwolnione do przestrzeni miêdzykomór-
kowej. Na swej powierzchni posiadaj¹ cz¹steczki,
dziêki którym zostaj¹ rozpoznane przez fagocyty
i usuniête. W ten sposób komórka zostaje wyelimino-
wana z organizmu [95].

3. Wp³yw pa³eczek Gram-ujemnych na apoptozê

Czasem szybka �mieræ komórki gospodarza jest dla
drobnoustrojów niekorzystna. Dotyczy to g³ównie pa-
togenów wewn¹trzkomórkowych, ale nie tylko. Z tego
powodu drobnoustroje wykszta³ci³y ró¿ne mechaniz-
my, które pozwalaj¹ im w pewnym stopniu wp³ywaæ
na regulacjê cyklu komórkowego i apoptozy komórek
gospodarza [94].

Oddzia³ywania bakterii z komórk¹ gospodarza
mo¿na najpro�ciej podzieliæ na dwa typy. Pierwszy
z nich obejmuje oddzia³ywania pomiêdzy strukturami
powierzchniowymi komórki bakteryjnej i komórki
gospodarza. Wymaga on obecno�ci na powierzchni
komórki bakteryjnej specyficznych sk³adników, które
s¹ rozpoznawane przez receptory powierzchni komór-
ki gospodarza. S¹ to na przyk³ad: lipopolisacharyd
(LPS), bia³ka b³ony zewnêtrznej, które ³¹cz¹c siê z �re-
ceptorami �mierci� komórki gospodarza, zapocz¹tko-

wuj¹ kaskadê kaspaz i apoptozê. Do tego typu mo¿na
zaliczyæ te¿ wydzielanie przez komórkê bakteryjn¹
enzymów, które dzia³aj¹ bezpo�rednio na b³onê ko-
mórkow¹ komórki eukariotycznej, prowadz¹c do jej
uszkodzenia.

Drugi typ to oddzia³ywania po�rednie � za pomoc¹
toksyn, które dzia³aj¹ wewn¹trz komórki gospodarza.
Przenoszone s¹ do komórki eukariotycznej dziêki ist-
nieniu specyficznych systemów transportowych lub
wydzielniczych. Do tej grupy nale¿y III system sekre-
cji bia³ek (Type Three Secretion System, TTSS) lub
toksyny o budowie podjednostkowej [80].

Wiele z mechanizmów apoptotycznego dzia³ania
pa³eczek Gram-ujemnych nie zosta³o jeszcze wyja�-
nionych. Obejmuj¹ one specyficzne modyfikacje cyklu
komórkowego, które prowadz¹ do zapocz¹tkowania
apoptozy komórki gospodarza (tab. I).

3.1. Oddzia³ywania z powierzchni¹
komórki gospodarza

3.1.1. Udzia³ specyficznych struktur
powierzchniowych

Jeden z mechanizmów zapocz¹tkowania apoptozy
w komórce gospodarza wymaga zaanga¿owania siê
receptorów, wystêpuj¹cych na jej powierzchni. Pobu-
dzenie receptorów poprzez zwi¹zanie odpowiednich
ligandów powoduje uaktywnienie procesów prowa-
dz¹cych do �mierci komórki. Nie jest to jedyna z dróg,
gdy¿ po³¹czenie receptorów z ligandami bakteryjnymi
mo¿e wywo³ywaæ te¿ efekt przeciwstawny � dzia³anie
antyapoptotyczne. Koñcowy wynik aktywacji recep-
torów TLR (Toll-like receptors) jest wypadkow¹ wielu
czynników [35].

Zapocz¹tkowanie apoptozy poprzez wi¹zanie siê
z receptorami powierzchniowymi komórek uk³adu im-
munologicznego wykazano dla niektórych szczepów Yer-
sinia enterocolitica. S¹ to Gram-ujemne pa³eczki, które
wywo³uj¹ zaka¿enia g³ównie uk³adu pokarmowego

Bia³ka Cia C. jejuni [87]
Bia³ko SipB Salmonella spp.

[39, 40, 49]
Bia³ko IpaB
S. flexnerii [10, 43]
ExoS P. aeruginosa [47, 50]
Bia³ka YopP Y. enterocolitica

[84, 89]
VP 1680 V. parahaemolyticus [79]

T a b e l a  I
Wp³yw pa³eczek Gram-ujemnych na apoptozê

Oddzia³ywania z powierzchni¹ komórki gospodarza Dzia³anie toksyn bakteryjnych wewn¹trz komórki gospodarza

Struktury �ciany
komórki bakteryjnej

Enzymy uszkadzaj¹ce
b³onê komórkow¹

Toksyny
o budowie podjednostkowej

Trzeci typ
sekrecji toksyn

Bia³ka OMP C. jejuni [99]
Bia³ko OMP S. Typhi

[8, 9]
Bia³ko BfpA E. coli [68]
LPS H. pylori [52]
Polisacharyd

P. aeruginosa [32]
LPS Klebsiella spp. [96]

Toksyna HlyA E. coli [21, 94]
Bia³ko P2 H. influenzae [25]
Poryna P. aeruginosa [7]
Mikrocyna K. pneumoniae

[41]
Cytolizyna V. vulnificus

[60, 82]
Hemolizyna

V. parahaemolyticus [74]

Toksyna AC-Hly B. pertussis
[33, 53]
Toksyna CjCDT C. jejuni [42]
Werotoksyna E. coli [64, 75, 91]
Toksyna CDT H. durceyi [19, 24]
Toksyna wakuolizuj¹ca H. pylori
[13, 69]
Toksyna ExoA P. aeruginosa
[48]
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[6]. Szczepy Y. enterocolitica s¹ zdolne do wi¹zania
siê z receptorami TLR/CD14 makrofagów pochodz¹-
cych z linii monocytów. Aktywacja tego receptora
mo¿e powodowaæ pobudzenie dwóch przeciwstaw-
nych dróg w komórce gospodarza. Po³¹czenie TLR/
CD14 z ligandem bakteryjnym (LPS) mo¿e zapocz¹t-
kowaæ stan zapalny, co zapobiega apoptozie. W dzia-
³aniu antyapoptotycznym wa¿na jest aktywacja NF-
6B, który pobudza wytwarzanie przez zaka¿on¹
komórkê cytokin: IL-1, IL-6, IL-8 i TNF-" oraz
wzmaga ekspresjê genów koduj¹cych bia³ka zaanga-
¿owane w zahamowanie apoptozy. Druga z mo¿liwych
dróg, po aktywacji TLR/CD14, to apoptoza komórki
gospodarza. Dochodzi do niej poprzez proteolizê pro-
kaspazy-8, której aktywna forma powoduje aktywacjê
centralnej kaspazy egzekutorowej � kaspazy-3. Wy-
kazano, ¿e do wywo³ania przez szczepy Yersinia spp.
apoptozy niezbêdna jest obecno�æ zewnêtrznych bia-
³ek kodowanych plazmidowo (Yersinia outer protein,
Yop), które powoduj¹ inaktywacjê NF-6B, blokuj¹c
drogê antyapoptotyczn¹ [77].

Wi¹zanie ligandu bakteryjnego z TLR komórek euka-
riotycznych zaobserwowano te¿ u pa³eczek Klebsiel-
la spp. S¹ one oportunistycznymi patogenami, które
wywo³uje szereg zaka¿eñ, g³ównie szpitalnych. Naj-
czêstszymi z nich s¹ zaka¿enia uk³adu moczowego
i oddechowego [81]. W wyniku zaka¿enia pa³eczkami
Klebsiella spp. bakteryjny LPS wi¹¿e siê z TLR-4. Ak-
tywacja TLR-4 powoduje ekspresjê ró¿nych genów
dla bia³ek zaanga¿owanych w odpowied� immuno-
logiczn¹, w tym: IL-1$, TNF-" [86]. Apoptoza ko-
mórek HepG2 (komórki linii ludzkiego raka w¹troby)
za po�rednictwem TLR-4 jest wywo³ywana przez
aktywacjê dwóch dróg z udzia³em kinaz bia³kowych
aktywowanych mitogenem (mitogen-activated protein
kinase, MAPK): MEK1/2-p44/p42 MAPK-p90RSK
oraz MEK3/6-p38 kinaza-ATF-2. Obie drogi s¹ nieza-
le¿ne od NH2-koñcowej kinazy c-Jun (c-Jun NH2-ter-
minal kinase, JNK) [96].

W indukcji apoptozy z udzia³em pa³eczek Klebsiel-
la spp. zaanga¿owane s¹ równie¿ receptory TNFR1,
które wi¹¿¹ TNF-". Zwi¹zanie TNF z TNFR1 po-
woduje, oprócz apoptozy, szereg zmian w komórce,
a g³ównie szok toksyczny; zmiany w adhezji cz¹ste-
czek powierzchniowych. W zapocz¹tkowaniu apopto-
zy uczestniczy dodatkowo TNFR2, który nie posiada
domen �mierci. M o o r e  i wsp. [73] stwierdzili, ¿e
mysie komórki pozbawione receptorów TNFR1 s¹
mniej odporne za zaka¿enie wieloma drobnoustrojami,
w tym K. pneumoniae. TNFR1 s¹ niezbêdne do prawi-
d³owego funkcjonowania uk³adu immunologicznego.

Apoptoza poprzez aktywacjê receptorów komórki
gospodarza jest mo¿liwa te¿ po zaka¿eniu szczepami
Pseudomonas aeruginosa [32]. S¹ to Gram-ujemne
pa³eczki nale¿¹ce do drobnoustrojów oportunistycz-

nych. Mog¹ wywo³ywaæ zaka¿enia miejscowe i uogól-
nione [65]. Apoptotyczne w³a�ciwo�ci P. aeruginosa
s¹ zwi¹zane ze zdolno�ci¹ wi¹zania polisacharydu
�ciany komórkowej z receptorem Fas/CD95. Aktywa-
cja tego receptora powoduje zainicjowanie kaskady ki-
naz inicjatorowych i efektorowych, JNK oraz zwiêk-
szenie przepuszczalno�ci b³on mitochondrialnych.
Czynniki te wprowadzaj¹ komórkê nieodwracalnie na
drogê apoptozy [32].

M e l o  i wsp. [68] wykazali, ¿e szczepy Escheri-
chia coli, które posiadaj¹ bia³ko BfpA, mog¹ wywo³y-
waæ apoptozê komórek linii raka szyjki macicy HeLa.
E. coli stanowi florê fizjologiczn¹ organizmu cz³owie-
ka, ale w stanie obni¿onej odporno�ci organizmu go-
spodarza mo¿e wywo³ywaæ zaka¿enia. S¹ to g³ównie
zaka¿enia dróg moczowych i uk³adu pokarmowego.
Posiada liczne czynniki wirulencji, w tym bia³ko BfpA
[76]. Bia³ko BfpA odpowiada za zdolno�æ przylega-
nia E. coli do komórek gospodarza. Jest uwa¿ane za
wa¿ny czynnik wirulencji enteropatogennych szcze-
pów E. coli (Enteropathogenic Escherichia coli,
EPEC). Proapoptotyczny mechanizm dzia³ania BfpA
obejmuje aktywacjê kaspazy 3 i jest niezale¿ny od ak-
tywacji czynnika transkrypcyjnego NF-6B [68].

Wed³ug Z h u  i wsp. [99] apoptoza w limfocytach
pochodz¹cych od kurcz¹t jest wywo³ywana przez ze-
wn¹trzb³onowe bia³ka (Outer-Membrane Proteins,
OMP) Campylobacter jejuni, powoduj¹ce u ludzi za-
burzenia ¿o³¹dkowo-jelitowe przebiegaj¹ce z umiar-
kowan¹ lub ciê¿k¹ biegunk¹ [57]. Badacze zaobser-
wowali, ¿e zastosowanie ekstraktu z proteinaz¹ K lub
surowicy odporno�ciowej skierowanej przeciwko bia³-
kom zewn¹trzb³onowym zablokowa³o apoptozê. Pro-
apoptotyczny mechanizm dzia³ania OMP nie jest jesz-
cze wyja�niony.

U pa³eczek Salmonella Typhi, wywo³uj¹cych dur
brzuszny [17] opisano OMP zdolne do wywo³ywania
apoptozy u zaka¿onych makrofagów [8, 9]. Stwierdzo-
no, ¿e ekspresja bia³ka o masie cz¹st. 55 kDa wra¿li-
wego na dzia³anie proteinazy K [9] jest powodowana
ekspozycj¹ na krótko³añcuchowe kwasy t³uszczowe
(Short-Chain Fatty Acids, SCFA) [8]. Wed³ug
C h a n d e r  i wsp. [8] apoptoza wywo³ana przez OMP
S. Typhi mo¿e byæ zwi¹zana z obni¿on¹ aktywno�ci¹
dysmutazy ponadtlenkowej oraz podwy¿szonym po-
ziomem azotynów.

Helicobacter pylori mo¿e wywo³ywaæ apoptozê za-
równo komórek nab³onkowych ¿o³¹dka, jak i komó-
rek uk³adu immunologicznego [11, 13]. Uwa¿any jest
za czynnik etiologiczny choroby wrzodowej ¿o³¹dka
[12]. W zapocz¹tkowanie apoptozy makrofagów za-
anga¿owany jest LPS.

K a w a h a r a  i wsp. [52] zauwa¿yli, ¿e LPS H. py-
lori oddzia³uje z receptorami TLR-4 komórek �luzów-
ki ¿o³¹dka �winki morskiej. Po³¹czenie LPS H. pylori
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z TLR-4 powoduje aktywacjê kaspazy 8, która powo-
duje proteolizê bia³ka Bid. Aktywne Bid powoduje
uwolnienie cytochromu c z mitochondriów. Dochodzi
tak¿e do aktywacji kaspazy 3 i 9.

LPS H. pylori aktywuje tak¿e fosforylacjê trans-
formuj¹cego czynnika wzrostu $-aktywuj¹cego kinazy
bia³kowe 1 (transforming growth factor-$-activated
kinase 1, TAK1), bia³ka wi¹¿¹cego TAK-1 (TAK1-
binding protein 1, TAB1). TAK-1 jest b³onow¹ kinaz¹
bia³kow¹ MAP, która aktywuje JNK, zaanga¿owan¹
w apoptozê komórek [52].

H. pylori mo¿e aktywowaæ gen c-Myc zaanga¿o-
wany w regulacjê apoptozy makrofagów linii RAW
264.7. c-Myc powoduje aktywacjê wa¿nego enzymu
� dekarboksylazy ornityny (ODC). ODC bierze udzia³
w dekarboksylacji L-ornityny, co stanowi jeden z eta-
pów prowadz¹cych do powstania sperminy. Podczas
utleniania sperminy przez oksydazê sperminy docho-
dzi do wytwarzania H2O2. Aktywacja ODC powoduje
wytwarzanie du¿ych ilo�ci H2O2, które zapocz¹tko-
wuj¹ apoptozê makrofaga. Do aktywacji ODC przez
H. pylori jest niezbêdne prawdopodobnie jednoczesne
wydzielanie ureazy [11]. Tak¿e spermina i inne bio-
logicznie czynne poliamidy mog¹ wp³ywaæ na regula-
cjê apoptozy [30].

Z badañ G o b e r t a  i wsp. [30] wynika, ¿e H. py-
lori mo¿e nasilaæ wytwarzanie du¿ych ilo�ci H2O2
i biologicznie czynnych poliamin równie¿ poprzez ak-
tywacjê arginazy II makrofagów, która jest zaanga¿o-
wana w reakcje przekszta³cania L-argininy do L-orni-
tyny (rys. 1).

3.1.2. Wytwarzanie enzymów uszkadzaj¹cych b³o-
nê komórki gospodarza

Bakterie Gram-ujemne mog¹ wytwarzaæ bia³ka,
które bezpo�rednio powoduj¹ uszkodzenie b³ony ko-
mórkowej. Przez utworzone pory dochodzi do uwal-
niania siê sk³adników komórki do przestrzeni miêdzy-
komórkowej, co powoduje �mieræ zaka¿onej komórki,
zwykle na drodze apoptozy.

Bia³kiem, które ma zdolno�æ zaburzenia struktury
b³ony komórkowej, jest poryna, która znajduje siê

w �cianie komórkowej bakterii Gram-ujemnych, np.
P. aeruginosa. Z badañ B u o m m i n o  i wsp. [7] wy-
nika, ¿e wyizolowana i oczyszczona poryna P. aerugi-
nosa jest zdolna do wywo³ywania �mierci komórek
nab³onkowych. Pod wp³ywem poryny dochodzi w ko-
mórce do powolnych zmian, które s¹ charakterystyczne
dla apoptozy. Zmiany te obejmuj¹ przede wszystkim
znacz¹cy spadek ekspresji bcl-2 i wzrost aktywno�ci
transkrypcyjnej c-Myc. Przez utworzone kana³y pory-
nowe nap³ywaj¹ do wnêtrza komórki jony wapnia,
bezpo�rednio indukuj¹ce apoptozê. Dochodzi do kon-
densacji chromatyny i fragmentacji DNA. Proces ten
jest niezale¿ny od bia³ka p53 [7].

G o l d i e r o  i wsp. [26] wyizolowali i oczy�cili
bia³ko P2 Haemophilus influenzae typu b (Hib), czê-
stego czynnika etiologicznego zapalenia opon mózgo-
wo-rdzeniowych u dzieci poni¿ej 5 roku ¿ycia [88].
Bia³ko P2 jest poryn¹, zdoln¹ do aktywacji MAPK.
Aktywne MAPK uruchamiaj¹ szlak apoptozy w mo-
nocytach linii U937, g³ównie przez kaskadê kinaz
MAPK (MAPK kinase, MEK). Droga MEK1-MEK2/
MAPK prowadzi do aktywacji JNK i p38 zaanga¿owa-
nych bezpo�rednio w procesy zapalenia i apoptozy [25].

Badania wskazuj¹, ¿e bia³ko P2 Hib posiada zdol-
no�æ wywo³ywania apoptozy ludzkich monocytów
i mysich makrofagów [26]. W tym przypadku mecha-
nizm obejmuje aktywacjê receptorów TLR2 [71]. Po-
³¹czenie TLR2 mysich makrofagów z P2 Hib urucha-
mia szlak, w którym g³ówn¹ rolê odgrywa bia³ko
adaptorowe MyD88. Prowadzi to do wzrostu ekspre-
sji TNF-" i IL-6. W przypadku ludzkich monocytów
rozpoznanie P2 Hib wymaga po³¹czonego dzia³ania
CD14 i TLR2 [26].

Podobne w³a�ciwo�ci maj¹ toksyny bakteryjne,
które mog¹ tworzyæ pory w b³onie komórkowej. U³a-
twiaj¹ one uwalnianie siê sk³adników komórki do
przestrzeni miêdzykomórkowej. Tak¹ toksyn¹ jest
"-hemolizyna (HlyA) E. coli. HlyA dzia³a cytotok-
sycznie na ró¿ne komórki: erytrocyty, kurze fibroblasty
embrionalne, mysie fibroblasty, królicze granulocyty.
Dzia³anie cytotoksyczne HlyA wymaga obecno�ci jo-
nów wapnia i obejmuje tworzenie w b³onie komórki

tlenek sperminy + H2O2 L-arginina L-ornityna 

dekarboksylaza 

ornityny 

arginaza II 

poliaminy biologicznie 

czynne 
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oksydaza 
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ureaza? H. pylori 

Dzia³anie apoptotyczne 
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Rys. 1. Apoptoza makrofagów wywo³ywana przez H. pylori [wg 11, 30]. Obja�nienia w tek�cie
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gospodarza porów. Dochodzi do zmian w przepusz-
czalno�ci b³ony komórkowej, ucieczki jonów z komór-
ki, zmniejszenia ilo�ci ATP. Zwiêkszone stê¿enie wap-
nia w komórce jest bezpo�rednio odpowiedzialne za
zainicjowanie apoptozy, a przede wszystkim fragmen-
tacji DNA [21, 94].

Szeroki zakres dzia³ania maj¹ te¿ toksyny pa³eczek
Klebsiella spp. Jedn¹ z nich jest mikrocyna E492. Jest
to bakteriocyna, która ma aktywno�æ cytolityczn¹
w stosunku do licznych linii komórek eukariotycznych
[41]. Z badañ H e t z  i wsp. [41] wynika, ¿e du¿e daw-
ki mikrocyny E492 wywo³uj¹ nekrozê komórek,
a mniejsze stê¿enia � apoptozê. Mechanizm proapopto-
tycznego dzia³ania mikrocyny obejmuje przede wszyst-
kim tworzenie kana³ów jonowych w b³onie komórko-
wej, przez które dochodzi do ucieczki sk³adników
komórkowych. Prawdopodobny jest te¿ drugi mecha-
nizm. Polega on na tworzeniu porów w b³onach mito-
chondrialnych i uwalnianiu cz¹steczek cytochromu c.

Zdolno�æ uszkadzania b³on komórkowych maj¹
równie¿ toksyny bakterii z rodzaju Vibrio. Pa³eczki Vi-
brio parahaemolyticus, powoduj¹ce u ludzi zapalenie
¿o³¹dka i jelit, zaka¿enia ran czy sepsê [16] mog¹ wy-
wo³aæ apoptozê z udzia³em hemolizyny TDH (Ther-
mostable Direct Hemolysin) [74], bêd¹c¹ toksyn¹, któ-
ra tworzy pory i powoduje osmotyczn¹ hemolizê [44].
Mechanizm apoptotycznego dzia³ania tej toksyny nie
jest wyja�niony. Jednak, jak wskazuj¹ wyniki badañ
N a i m  i wsp. [74] TDH powoduje apoptozê komórek
Rat-1 dzia³aj¹c zarówno na zewn¹trz, jak i wewn¹trz
komórek. Ponadto, zastosowanie inhibitora kaspaz nie
zapobiega apoptozie. Byæ mo¿e zaprogramowana
�mieræ komórki indukowana przez toksynê TDH prze-
biega niezale¿nie od kaspaz [74].

Cytolizyna Vibrio vulnificus (Vibrio vulnificus Cyto-
lysin, VVC) równie¿ wywo³uje apoptozê [60]. Za-
obserwowano, ¿e efektem dzia³ania VVC na komórki
�ródb³onka naczyniowego s¹: wzrost poziomu anio-
nu nadtlenowego, uwolnienie cytochromu c z mito-
chondriów, aktywacja kaspazy-3, rozszczepienie poli
(ADP-rybozo) polimerazy i fragmentacja DNA. We-
d³ug K w o n  i wsp. [60] wzrost stê¿enia anionu
nadtlenkowego mo¿e wyzwalaæ uwolnienie cytochro-
mu c, a ten wp³ywa na aktywacjê kaspazy-3 [97].
Cytolizyna VVC posiada zdolno�æ tworzenia ma³ych
porów w b³onie komórkowej erytrocytów [54]. Jak
wynika z badañ R h o  i wsp. [82], pa³eczki V. vulnifi-
cus mog¹ powodowaæ �mieræ komórek linii �ródb³on-
ka têtnicy p³ucnej (cultured pulmonary artery endo-
thelial cells, CPAE), przejawiaj¹c¹ siê jako nekroza
i apoptoza, w wyniku nap³ywu zewn¹trzb³onowych
wolnych jonów wapniowych przez transb³onowe
pory powsta³e na skutek dzia³ania cytolizyny. Wyso-
kie stê¿enie jonów wapnia w cytozolu wp³ywa na frag-
mentacjê DNA.

3.2. Proapoptotyczne dzia³anie toksyn bakteryjnych

3.2.1. Toksyny o budowie podjednostkowej
Niektóre z toksyn bakteryjnych s¹ zdolne do wy-

wo³ywania apoptozy, gdy znajduj¹ siê wewn¹trz ko-
mórki gospodarza. Do swej aktywno�ci wymagaj¹
cz¹steczek, które umo¿liwi¹ im transport przez b³onê
komórkow¹. Z tego powodu toksyny, które dzia³aj¹
proapoptotycznie wewn¹trz komórki sk³adaj¹ siê z co
najmniej z dwóch podjednostek. Podjednostka A od-
powiedzialna jest za w³a�ciwo�ci enzymatyczne, za�
podjednostka B � u³atwia przedostanie siê toksyny do
wnêtrza komórki.

Toksyny o dzia³aniu apoptotycznym wewn¹trz ko-
mórki gospodarza wykryto u kilku rodzajów bakterii,
w tym u Corynebacterium diphtheriae, P. aeruginosa,
S. dysenteriae i E. coli [94].

E. coli wytwarza dwie werotoksyny (VT1 i VT2),
które s¹ podobne do toksyny Shiga Shigella spp. Obie
toksyny VT1 i VT2 mog¹ wywo³ywaæ apoptozê we-
wn¹trz komórki gospodarza. Werotoksyna mo¿e po-
wodowaæ owrzodzenie okrê¿nicy, krwawe biegunki
i niewydolno�æ nerek. Indukuje ona apoptozê wielu
ró¿nych komórek, np. linii nab³onkowych, �ródb³onka
naczyñ w³osowatych poprzez zahamowanie syntezy
bia³ek, wp³yw na fragmentacjê DNA. Werotoksyna 1
zbudowana jest z dwóch podjednostek. Podjednostka
A ma aktywno�æ enzymatyczn¹ N-glikozydazy � od-
cina pojedyncze reszty adeniny od 28rRNA. Uniemo¿-
liwia to syntezê bia³ek, do której niezbêdne jest pra-
wid³owe rRNA. Podjednostka B u³atwia przedosta-
nie siê toksyny do wnêtrza komórki gospodarza.
Wi¹¿e siê z receptorami globotriosyloceramidowymi
(Gb3) powierzchni komórki gospodarza [91]. Recep-
tory Gb3 wystêpuj¹ g³ównie na powierzchni komórek
nab³onkowych kosmków jelitowych, co t³umaczy du¿e
powinowactwo werotoksyny do tych komórek. Do-
k³adny mechanizm apoptozy indukowanej przez VT1
jest nadal badany.

Badania wskazuj¹, ¿e za apoptozê komórek ch³o-
niaka Burkitta odpowiedzialna jest podjednostka B
VT1, która prawdopodobnie indukuje apoptozê po-
przez aktywacjê Gb3/CD77 i kaskady kaspaz. Ekspre-
sja genu podjednostki B VT1 w komórce powoduje
fragmentacjê DNA i szereg zmian, które s¹ charaktery-
styczne dla apoptozy. Wprowadzenie i ekspresja genu
dla podjednostki A VT1 nie powoduje w komórce frag-
mentacji DNA, a sama komórka ulega nekrozie [75].

Po³¹czenie siê VT1 z receptorami Gb3 komórek
bia³aczki szpikowej linii TPH-1 powoduje aktywacjê
kaspazy 8 [64]. W ten proces jest prawdopodobnie za-
anga¿owane bia³ko Bip31, które jest sk³adnikiem b³on
siateczki �ródplazmatycznej. Z badañ L e e  i wsp.
[64] wynika, ¿e kaspaza 8 aktywuje bia³ko Bid, które
jest zaanga¿owane w indukcjê mitochondrialnej drogi
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apoptozy. Te same badania dowodz¹, ¿e apoptoza ko-
mórek nastêpuje zanim zostaj¹ uwolnione cz¹steczki
cytochromu c z mitochondriów, co sugeruje wystêpo-
wanie innego szlaku proapoptotycznego w komórce.
Jest nim przypuszczalnie bezpo�rednia aktywacja ka-
spazy 3 przez kaspazê 8 [64].

Cytotoksyczny czynnik nekrotyzuj¹cy 1 (Cytotoxic
Necrotizing Factor 1, CNF1) wytwarzany przez nie-
które szczepy E. coli nale¿y do rodziny toksyn bia³ko-
wych, które kontroluj¹ cytoszkielet aktynowy poprzez
modulacje bia³ek regulatorowych G. CNF1 trwale ak-
tywuje bia³ko Rho, stymuluj¹c przez to liczne kinazy
komórkowe, które powoduj¹ skupianie siê w³ókien ak-
tyny, zwiêkszaj¹c kurczliwo�æ komórki. Takie dzia³a-
nie toksyny powoduje uwalnianie mediatorów zapale-
nia � g³ównie interleukin. Dodatkowo CNF1 poprawia
przyleganie komórek bakteryjnych zarówno do siebie,
jak i do komórek gospodarza [22, 23].

Toksynê o podobnych w³a�ciwo�ciach do werotok-
syny E. coli wytwarzaj¹ niektóre szczepy P. aerugi-
nosa. Egzotoksyna A (ExoA) w komórce gospodarza
powoduje inaktywacjê czynnika elongacyjnego EF-2,
czego konsekwencj¹ jest zaburzenie syntezy bia³ek
i �mieræ komórki [94]. Badania J e n k i n s  i wsp. [48]
dowodz¹, ¿e ExoA wywo³uje apoptozê ludzkich ko-
mórek tucznych linii HMC-1. ExoA powoduje nie
tylko aktywacjê kaspazy 8 i 3, ale tak¿e hamuje
syntezê bia³ek antyapoptotycznych FLIP (FADD
� like interleukin-1$-converting enzyme � like pro-
tease (FLICE/caspase-8) � inhibitory protein) � inhi-
bitorów kaspazy 8 [48].

H. pylori wytwarza toksynê wakuolizuj¹c¹ (vacuo-
lating toxin, VacA). Z badañ C o v e r a  i wsp. [13]
wynika, ¿e VacA jest zdolna do zapocz¹tkowania
apoptozy komórek nab³onkowych ¿o³¹dka, chocia¿
sam mechanizm nie jest w pe³ni znany. Wiadomo, ¿e
po inkubacji in vitro komórek nab³onkowych ¿o³¹dka
z H. pylori dochodzi do aktywacji czynnika transkryp-
cyjnego NF-6B i wzrostu poziomu IL-8. Taki sam efekt
otrzymano po traktowaniu komórek nab³onkowych
oczyszczon¹ toksyn¹ VacA. Z kolei G a l m i c h e
i wsp. [27] zaobserwowali, ¿e fragment VacA jest
zdolny do wbudowywania siê w b³onê mitochon-
drialn¹ komórek linii HeLa. Powoduje to uwolnie-
nie z wnêtrza mitochondrium du¿ych ilo�ci cytochro-
mu c i aktywuje apoptozê komórek zale¿n¹ od kas-
pazy 3. Toksyna VacA bierze te¿ udzia³ w zapocz¹tko-
waniu apoptozy makrofagów [69], która jest wynikiem
aktywacji drogi mitochondrialnej z udzia³em kaspa-
zy 8 i bia³ka Bid.

Apoptoza komórek nab³onkowych ¿o³¹dka w od-
powiedzi na wydzielanie VacA przez szczepy H. pylo-
ri odgrywa prawdopodobnie kluczow¹ rolê w zapo-
cz¹tkowaniu zmian nowotworowych w obrêbie tych
komórek.

Toksyna CDT zatrzymuje cykl komórkowy i wy-
wo³uje apoptozê komórek eukariotycznych. Jest wy-
twarzana przez wiele rodzajów bakterii, w tym przez
Haemophilus ducreyi. CDT zbudowana jest z trzech
podjednostek: CdtA, CdtB i CdtC. Podjednostki CdtA
i CdtC s¹ odpowiedzialne za transport CdtB do wnêtrza
komórki gospodarza. CdtB ma aktywno�æ enzyma-
tyczn¹ DNazy I. Uszkodzenie materia³u genetycznego
komórki bezpo�rednio zatrzymuje cykl komórkowy
i kieruje komórkê na drogê apoptozy [78]. Powoduje
równie¿ rearan¿acjê cytoszkieletu komórkowego po-
przez aktywacjê GTPazy RhoA fibroblastów mysich.
Aktywne bia³ko RhoA powoduje fosforylacjê lekkich
³añcuch miozyny, co pozwala komórce na tworzenie
uwypukleñ b³ony komórkowej i formowanie pêche-
rzyków apoptotycznych. Proces ten jest niezale¿ny od
bia³ka p53, ale podlega regulacji ze strony bcl-2.
Prawdopodobnie w mechanizm apoptotycznego dzia-
³ania RhoA zaanga¿owane s¹ ceramidy [19, 24].

Drobnoustrojem, mog¹cym wywo³ywaæ zaprogra-
mowan¹ �mieræ komórki poprzez dzia³anie toksyny,
jest tak¿e Campylobacter jejuni. Wed³ug H i c k e y
i wsp. [42] czynnikiem indukuj¹cym apoptozê u ludz-
kich monocytów zaka¿onych C. jejuni jest toksyna
CjCDT (C. jejuni Cytolethal Distending Toxin).

Podobny mechanizm proapoptotyczny wykazuj¹
Gram-ujemne pa³eczki z rodzaju Bordetella. Spo�ród
9 gatunków tego rodzaju, tylko B. pertussis jest �ci-
s³ym patogenem cz³owieka [67]. Mo¿e wywo³ywaæ
apoptozê makrofagów dziêki obecno�ci hemolizyny
i cyklazy adenylowej (Adenylate Cyclase � Hemoly-
sin, AC-Hly). Hemolizyna powoduje powstanie porów
w b³onie komórkowej, przez które mo¿e dostaæ siê
do wnêtrza komórki cyklaza adenylowa. AC-Hly po-
woduje aktywacjê kalmoduliny i syntezê du¿ej ilo�ci
cyklicznego AMP (cAMP). Podwy¿szone stê¿enie
cAMP w komórce powoduje przerwanie cyklu komór-
kowego i aktywacjê kinaz bia³kowych, co zapocz¹t-
kowuje apoptozê [33, 53].

3.2.2. III system sekrecji
Wiele bakterii Gram-ujemnych wytwarza bia³ka,

które s¹ wydzielane z komórki i oddzia³uj¹ bezpo�red-
nio na komórkê gospodarza. Do ich aktywacji nie-
zbêdny jest bezpo�redni kontakt drobnoustroju z b³on¹
komórkow¹ gospodarza. Ten mechanizm proapopto-
tycznego dzia³ania drobnoustrojów jest okre�lany jako
TTSS [94].

Wykryto obecno�æ bia³ek wydzielanych przez TTSS
u wielu bakterii, które maj¹ zdolno�æ wywo³ywania
apoptozy makrofagów [36]. Jednymi z nich s¹ szcze-
py Y. enterocolitica, które wydzielaj¹ bia³ka Yop. Me-
chanizm dzia³ania bia³ka Yop na komórkê gospodarza
nie jest do koñca poznany. YopP mog¹ wywo³ywaæ
w komórce gospodarza wiele reakcji. Wykazano wp³yw
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YopP na cytoszkielet komórkowy, blokowanie fago-
cytozy i indukcjê apoptozy. Proapoptotyczne dzia³a-
nie YopP na komórkê obejmuje hamuj¹cy wp³yw na
bia³ka, uczestnicz¹ce w regulacji cyklu komórkowego.
YopP powoduj¹ inhibicjê MAP i NF-6B. Powoduje to
wykluczenie ochronnego wp³ywu MAP i NF-6B na
komórkê i prowadzi do jej apoptozy [84, 89].

Pa³eczki P. aeruginosa mog¹ wywo³ywaæ apopto-
zê makrofagów i komórek nab³onkowych z udzia³em
bia³ek wydzielanych przez TTSS [36]. T¹ drog¹ wy-
dzielane s¹, m. in.: egzoenzymy S i T (ExoS, ExoT)
i egzoproteina A P. aeruginosa (ExoU). ExoS i ExoT
s¹ ADP-rybozylazmi i posiadaj¹ aktywno�æ bia³ek ak-
tywuj¹cych GTPazê (GAP). Wydzielanie tych bia³ek
nastêpuje w �rodowisku ubogim w wapñ, ale w obec-
no�ci dwuwarto�ciowych kationów chelatuj¹cych [37].
W apoptozê komórek HeLa zaanga¿owane jest bia³ko
ExoS. Wywo³anie apoptozy nastêpuje poprzez akty-
wacjê �receptora �mierci� CD95/Fas. W wyniku zaka-
¿enia komórki gospodarza przez P. aeruginosa docho-
dzi do wzmo¿onej ekspresji w tej komórce receptora
CD95/Fas. Konsekwencj¹ pobudzenia CD95/Fas jest
aktywacja JNK lub zmiany w przepuszczalno�ci b³on
mitochondrialnych. Obie drogi prowadz¹ do zapocz¹t-
kowania fazy efektorowej apoptozy [47, 50].

Apoptozê z udzia³em bia³ka wydzielanego przez
TTSS wywo³uj¹ pa³eczki Salmonella spp. Te Gram-
ujemne bakterie mog¹ powodowaæ szerokie zakres za-
ka¿eñ obejmuj¹cy dur brzuszny, zapalenie ¿o³¹dka
i jelit czy bakteriemie [17]. S¹ fagocytowane przez
makrofagi, w których prze¿ywaj¹ i siê namna¿aj¹ [2].
Wed³ug H e r s h  i wsp. [40] apoptoza u makrofagów
zaka¿anych S. Typhimurium jest indukowana przez
bia³ko SipB, dostarczane do cytoplazmy komórki fago-
cytarnej przez TTSS [77]. Oczyszczone bia³ko SipB
powoduje apoptozê makrofagów [40]. Bia³ko SipB,
wykazuj¹ce homologiê do IpaB, czynnika wirulencji
wytwarzanego przez Shigella spp. [51], aktywuje pro-
apoptotyczn¹ kaspazê-1. Stwierdzono, ¿e makrofagi
pozbawione tej proteazy s¹ niepodatne na apoptozê
indukowan¹ przez pa³eczki Salmonella spp. [40]. Me-
chanizm aktywacji kaspazy-1 przez bia³ko nie jest
wyja�niony. Przypuszcza siê, ¿e bezpo�redni kontakt
miêdzy tym bia³kiem a proteaz¹ cysteinow¹ mo¿e
wp³ywaæ na konformacjê enzymu, b¹d� te¿ bia³ko
SipB sprzyjaj¹c autoaktywacji kaspazy-1 wp³ywa na
lokalne stê¿enie tej proteazy [46].

Zaprogramowana �mieræ makrofagów zaka¿onych
pa³eczkami S. Typhimurium mo¿e byæ wywo³ana na
drodze niezale¿nej od kaspazy-1. Fakt ten zosta³ opi-
sany przez J e s e n b e r g e r  i wsp. [49], których ba-
dania wykaza³y, ¿e makrofagi pozbawione kaspazy-1
ulega³y apoptozie po 4�6 godzinach od zaka¿enia wy-
mienionymi bakteriami. Proces wolniejszy od zapro-
gramowanej �mierci komórki zale¿nej od kaspazy-1,

wymaga³ udzia³u bia³ka SipB. Podczas apoptozy nieza-
le¿nej od kaspazy-1 dochodzi do aktywacji kaspaz-2,
-3, -6 i -8 oraz uwolnienia cytochromu c z mitochon-
driów. Wed³ug J e s e n b e r g e r  i wsp. [49] kaspaza-2
bierze udzia³ w apoptozie zale¿nej i niezale¿nej od
kaspazy-1, a zastosowanie genetycznej ablacji lub che-
micznej inhibicji kaspazy-2 powoduje opó�nienie ki-
netyki apoptozy zale¿nej od kaspazy-1.

U makrofagów zaka¿onych pa³eczkami S. Typhimu-
rium stwierdzono tak¿e cechy zaprogramowanej �mier-
ci typu drugiego, czyli autofagii [39]. W komórkach,
w których uzyskano ekspresjê bia³ka SipB zaobserwo-
wano powstawanie wielopêcherzykowych struktur
przypominaj¹cych autofagosomy. W strukturach tych
stwierdzono obecno�æ markerów mitochondrialnych
i retikulum endoplazmatycznego sugeruj¹cych ich po-
chodzenie. Za ich powstanie odpowiedzialne by³o bia³ko
SipB. Opisane zmiany by³y niezale¿ne od kaspazy-1.

Zdaniem v a n  d e r  Ve l d e n  i wsp. [92] pa³ecz-
ki S. Typhimurium mog¹ wywo³ywaæ opó�nion¹ apop-
tozê zaka¿onych makrofagów niezale¿n¹ od pierwszej
wyspy patogenno�ci (Salmonella Pathogenicity Island
1, SPI-1). Badania wskazuj¹, i¿ opó�niona aktywacja
programowanej �mierci makrofagów zale¿y od SPI-2
i genu ompR [92]. Stwierdzono tak¿e, ¿e �mieræ ma-
krofagów zale¿na od SPI-2 jest czê�ciowo zale¿na od
kaspazy-1 [72].

Pa³eczki Shigella spp. mog¹ wywo³ywaæ apoptozê
poprzez bia³ko dostarczane do cytoplazmy komórki
gospodarza przez TTSS. S¹ one czynnikiem etiolo-
gicznym czerwonki bakteryjnej, krwawej biegunki.
Mimo ¿e w³a�ciwo�ci inwazyjne oraz zdolno�æ do
ucieczki z fagosomów s¹ zale¿ne od bia³ek IpaB, IpaC
i IpaD kodowanych przez operon Ipa (Invasion plas-
mid antigens) [70], tylko IpaB jest konieczne do za-
inicjowania apoptozy [100].

Oczyszczone bia³ko IpaB indukuje apoptozê [10].
Bia³ko IpaB wydzielane do cytoplazmy przez TTSS
[77] wi¹¿e siê z kaspaz¹-1, ale nie z kaspaz¹-2 i -3
[43]. Aktywna kaspaza-1 bierze udzia³ w konwersji
prekursora cytokiny IL-1$ [11, 44] i IL-18 [83] do
form aktywnych biologicznie. Aktywacja kaspazy-1
przez bia³ko IpaB mo¿e odbywaæ siê zarówno w cyto-
plazmie, jak i na b³onach zaka¿onych makrofagów.
Schroeder i Hilbi [85] wykazali, ¿e na apoptozê wy-
wo³ywan¹ przez pa³eczki Shigella flexneri ma wp³yw
cholesterol, z którym wi¹¿e siê bia³ko IpaB [38]. Usu-
niêcie tego sk³adnika z b³on powoduje zahamowanie
aktywacji kaspazy-1 i apoptozy [85].

H i l b i  i wsp. [43] zaobserwowali, ¿e makrofagi
pozbawione kaspazy-1 s¹ oporne na apoptozê induko-
wan¹ in vitro przez pa³eczki S. flexneri, zachowuj¹c
przy tym podatno�æ na inne bod�ce wywo³uj¹ce za-
programowan¹ �mieræ komórki. Wed³ug tych badaczy
apoptoza aktywowana przez pa³eczki Shigella spp.
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przebiega niezale¿nie od bia³ka p53. Nie stwierdza siê
tak¿e hamuj¹cego wp³ywu antyapoptotycznych bia³ek
Bcl-2 i Bcl-xL.

Bordetella spp. wywo³uje apoptozê przez bia³ka
wydzielane z udzia³em TTSS. Yu k  i wsp. [98] wy-
kazali, ¿e nieznane jeszcze cz¹steczki niektórych
szczepów tych bakterii s¹ zdolne do inaktywacji
NF-6B makrofagów linii J774 A1 monocytów. Ko-
mórka gospodarza jest pozbawiona antyapoptotyczne-
go wp³ywu NF-6B i ulega apoptozie. Mechanizm ten
pozwala B. bronchiseptica na ograniczenie odpowie-
dzi ze strony uk³adu immunologicznego i kolonizacjê
nab³onka dróg oddechowych [98].

Jak wynika z badañ S i e g e s m u n d  i wsp. [87]
zaprogramowana �mieræ komórek THP-1 (ludzkich
monocytów) zaka¿onych C. jejuni zale¿y od bia³ek
Cia, wydzielanych przez flagellarny aparat wydzielni-
czy III typu i wymaganych dla maksymalnej inwazji
[56, 57] oraz termostabilnego, odpornego na dzia³a-
nie proteinazy K sk³adnika bakteryjnego innego ni¿
lipooligosacharyd (lipooligosaccharide, LOS). Wed³ug
S i e g e s m u n d  i wsp. [87] apoptoza indukowana
przez pa³eczki C. jejuni jest niezale¿na od kaspazy-1
i -9, co wiêcej badacze nie stwierdzili ¿adnej aktyw-
no�ci kaspazy-9 w zaka¿onych komórkach. Uzyskane
wyniki sugeruj¹, ¿e pa³eczki C. jejuni wywo³uj¹ zapro-
gramowan¹ �mieræ komórki bez udzia³u apoptosomów.

Pa³eczki Vibrio parahaemolyticus mog¹ powodo-
waæ apoptozê tak¿e przez bia³ka wydzielane przez
TTSS1 [79]. Jak wynika z badañ O n o  i wsp. [79]
kluczow¹ rolê w tym procesie odgrywa bia³ko VP
1680, choæ badacze nie wykluczaj¹ udzia³u innych
protein. Mechanizm apoptotycznego dzia³ania bia³ka
VP 1680 nie jest jeszcze znany.

3.3. Inne modyfikacje cyklu komórkowego

Zaka¿enie pa³eczkami E. coli mo¿e wywo³ywaæ
apoptozê komórek gospodarza poprzez oddzia³ywanie
bezpo�rednio na czynniki reguluj¹ce cykl komórkowy.
W wyniku zaka¿enia komórek sutkowych przez E. coli
dochodzi do zwiêkszenia stê¿enia w komórce czynnika
proapoptotycznego Bax i jednoczesnego zmniejszenia
czynnika antyapoptotycznego Bcl-2, czego konse-
kwencj¹ s¹ zaburzenia w przepuszczalno�ci b³on mito-
chondrialnych i przedostanie siê cz¹steczek cytochro-
mu c do cytoplazmy. Dodatkowo zwiêksza siê stê¿enie
enzymu konwertuj¹cego ICE � kaspazy 1, która uak-
tywnia kaskadê kaspaz, prowadz¹c do apoptozy [66].

Podczas zaka¿enia szczepami EPEC E. coli docho-
dzi do �mierci komórek nab³onka jelitowego na dro-
dze apoptozy i nekrozy. Mechanizm dzia³ania pro-
apoptotycznego E. coli obejmuje w tym przypadku
bia³kow¹ kinazê C (protein kinase C, PKC). Po zaka-
¿eniu szczepami EPEC E. coli, PKC jest wydzielane

na zewn¹trz komórki gospodarza i pozostaje silnie
zwi¹zane z powierzchni¹ komórki, która ulega apop-
tozie. PKC posiada nadal aktywno�æ enzymatyczn¹
fosforylacji bia³kowych substratów, co mo¿e zapobie-
gaæ apoptozie innych komórek. Przy wydzielaniu PKC
na zewn¹trz komórki podczas zaka¿enia szczepami
EPEC E. coli, dochodzi dodatkowo do uwalniania du-
¿ych ilo�ci ATP [14].

Zdolno�æ wywo³ania apoptozy poprzez wp³yw na
ekspresjê bia³ka p53 maj¹ niektóre szczepy P. aerugi-
nosa, które wytwarzaj¹ azurynê. Azuryna jest nisko-
cz¹steczkowym bia³kiem, które nale¿y do rodziny
cupredoksyn. W badaniach wykazano, ¿e szczepy
P. aeruginosa zaka¿aj¹ce komórki raka piersi s¹ wra¿-
liwe na cytotoksyczne dzia³anie azuryny. Azuryna ma
zdolno�æ tworzenia kompleksu z bia³kiem p53, stabi-
lizuj¹c je i podnosz¹c jego stê¿enie w komórce. Kon-
sekwencj¹ tego jest uaktywnienie bia³ek Bax, które za-
pocz¹tkowuj¹ mitochondrialn¹ drogê apoptozy [93].

Szczepy P. aeruginosa mog¹ wprowadziæ komór-
kê gospodarza na drogê apoptozy poprzez wp³yw na
fosfolipazê A2 (PLA2). PLA2 jest enzymem lipolitycz-
nym zwi¹zanym z b³on¹ komórkow¹, który bierze
udzia³ w regulacji metabolizmu fosfolipidów i kwa-
sów t³uszczowych b³ony komórkowej, a w szczegól-
no�ci kwasu arachidonowego. Odgrywa te¿ wa¿n¹
rolê w regulacji przekazywania sygna³ów komórko-
wych, np. mediatorów zapalenia takich, jak prosta-
glandyny i leukotrieny. Aktywacja PLA2 powoduje
uwalnianie du¿ych ilo�ci kwasu arachidonowego, który
powoduje zmiany w komórce, prowadz¹ce do apop-
tozy. P. aeruginosa jest zdolny do aktywacji PLA2, ale
mechanizm tej aktywacji jest jeszcze nieznany [55].

Francisella tularensis jest Gram-ujemn¹ wewn¹trz-
komórkow¹ bakteri¹, wywo³uj¹c¹ tularemiê. Posiada
zdolno�æ do prze¿ywania i namna¿ania siê w makro-
fagach [18]. Wed³ug L a i  i wsp. [63] indukuje zapro-
gramowan¹ �mieræ makrofagów na drodze przypomi-
naj¹cej szlak wewn¹trzpochodny. Zaobserwowano, ¿e
nastêpuje zmiana potencja³u b³on mitochondrialnych,
uwolnienie cytochromu c z mitochondriów do cyto-
plazmy oraz aktywacja kaspazy-9 i -3. Badacze nie
stwierdzili udzia³u kaspazy-1 i -8, bia³ek Bid, Bcl-2
i Bcl-x. Apoptoza indukowana przez F. tularensis za-
le¿y od obecno�ci ¿ywych, namna¿aj¹cych siê we-
wn¹trz makrofagów drobnoustrojów. Zabicie bakterii
ciprofloksacyn¹ w ci¹gu 12 godzin od pocz¹tku zaka-
¿enia zapobiega zaprogramowanej �mierci komórki
[62]. Stwierdzono, ¿e czynnikiem wymaganym dla
wywo³ania apoptozy jest bia³ko IglC, produkt genu
iglC (intracellular growth locus C). Mutacja w tym
genie powoduje, i¿ bakterie F. tularensis s¹ pozba-
wione zdolno�ci namna¿ania siê wewn¹trz makrofa-
gów i wywo³ywania apoptozy. Nie wiadomo czy IglC
dzia³a jako bia³ko efektorowe w indukcji apoptozy,
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czy kontroluje ekspresjê w³a�ciwych czynników efek-
torowych [61].

Jak wynika z badañ H r s t k a  i wsp. [45] F. tula-
rensis mo¿e wywo³aæ �mieræ makrofagów zarówno
na drodze apoptozy, jak i nekrozy. Zdaniem badaczy
z apoptoz¹ indukowan¹ przez te bakterie zwi¹zane s¹
enzymy p38, p42 i p44, bêd¹ce kinazami bia³kowymi
MAPK. Zaobserwowano, ¿e w ci¹gu 2�30 godzin po
zaka¿eniu, kinazy p42 MAPK i p44 MAPK ulegaj¹
aktywacji poprzez fosforylacjê reszt treoninowych
i tyrozynowych, a zastosowanie inhibitorów tych
enzymów powoduje zahamowanie zaprogramowanej
�mierci komórki. Natomiast aktywno�æ p38 MAPK
jest ni¿sza w zaka¿onych komórkach, a u¿ycie inhi-
bitora indukuje apoptozê. Zatem, apoptoza wywo³y-
wana przez F. tularensis mo¿e byæ zwi¹zana z za-
burzon¹ równowag¹ miêdzy uk³adem p42/p44 MAPK
a kinaz¹ p38 MAPK.

Pa³eczki S. flexneri mog¹ wywo³ywaæ �mieræ ko-
mórki na drodze niezale¿nej od kaspazy-1. S u z u k i
i wsp. [90] zaobserwowali, ¿e w przypadku braku ka-
spazy-1 �mieræ zaka¿onych komórek dendrytycznych
i makrofagów nastêpuje 2 godziny pó�niej ni¿ w obec-
no�ci tego enzymu. Wyniki ich do�wiadczeñ pokaza³y,
¿e �mieræ komórek nast¹pi³a niezale¿nie od bia³ka
IpaB wydzielanego do cytoplazmy przez TTSS. Ba-
dacze sugeruj¹, i¿ czynnikiem stymuluj¹cym �mieræ
makrofagów na drodze kaspazo-1 niezale¿nej mo¿e
byæ przemieszczona do cytoplazmy czê�æ bakteryjnego
LPS, lipid A. Wed³ug S u z u k i  i wsp. [90] zarówno
kaspazo-1 � zale¿na, jak i kaspazo-1 � niezale¿na
�mieræ komórek wykazywa³a cechy morfologiczne
przypominaj¹ce nekrozê.

4. Podsumowanie

Prowadzone w ci¹gu ostatnich lat badania przyczy-
ni³y siê do lepszego poznania i zrozumienia wp³ywu
bakterii Gram-ujemnych na apoptozê. Wiadomo, ¿e
pa³eczki Gram-ujemne wykszta³ci³y szereg mechaniz-
mów, poprzez które s¹ w stanie wp³ywaæ na zaka¿on¹
komórkê. Indukcja apoptozy mo¿e odbywaæ siê za po-
�rednictwem aktywacji receptorów na powierzchni ko-
mórki gospodarza. Bakterie mog¹ tak¿e wytwarzaæ
bia³ka bezpo�rednio uszkadzaj¹ce b³onê zaka¿onych
komórek, powoduj¹c powstawanie porów. Do�wiadcze-
nia wykaza³y, ¿e pewne toksyny bakteryjne o budowie
podjednostkowej mog¹ indukowaæ apoptozê, gdy znaj-
duj¹ siê wewn¹trz komórki gospodarza. Ponadto, bak-
terie Gram-ujemne wytwarzaj¹ bia³ka efektorowe od-
dzia³uj¹ce bezpo�rednio z komórk¹, do wnêtrza której
s¹ dostarczane przez III system sekrecji (TTSS). Ak-
tywacja apoptozy mo¿e byæ tak¿e spowodowana przez
specyficzne modyfikacje cyklu komórkowego.

Apoptoza indukowana przez bakterie jest procesem
bardziej z³o¿onym ni¿ pierwotnie s¹dzono. �wiadcz¹
o tym wyniki uzyskiwane w badaniach in vitro. Czêsto
zaprogramowana �mieræ komórek aktywowana przez
drobnoustroje odbiega od �klasycznego� mechanizmu
apoptozy. Pojawi³y siê tak¿e doniesienia, ¿e pa³eczki
Gram-ujemne mog¹ zarówno indukowaæ, jak i hamo-
waæ apoptozê.

Mimo znacznego postêpu w badaniach nad zapro-
gramowan¹ �mierci¹ komórek wiele mechanizmów
apoptotycznego dzia³ania bakterii Gram-ujemnych nie
zosta³o jeszcze w pe³ni wyja�nionych. Przysz³e prace
badawcze mog¹ wp³yn¹æ na rozwój nowych metod
zapobiegania i leczenia chorób wywo³ywanych przez
bakterie.
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1. Wstêp

Os³ony komórkowe bakterii Gram-ujemnych sk³a-
daj¹ siê z trzech g³ównych warstw: b³ony zewnêtrznej
(outer membrane, OM), przestrzeni peryplazmatycz-
nej (periplasmic space, PS), w której zlokalizowany
jest peptydoglikan (peptidoglycan, PG) oraz b³ony cy-
toplazmatycznej (inner membrane, IM) [45].

IM maj¹ca budowê dwuwarstwow¹ zbudowana jest
z fosfolipidów i bia³ek. Fosfolipidy tworz¹ warstwê
p³ynno-krystaliczn¹, w któr¹ wbudowane s¹ bia³ka
strukturalne i enzymatyczne. Bia³ka b³ony cytoplaz-
matycznej s¹ niezwykle zró¿nicowane pod wzglêdem
funkcjonalnym. Uczestnicz¹ w syntezie komponen-
tów os³on komórkowych, sekrecji egzoenzymów i tok-
syn, generowaniu energii oksydatywnej i fosforylacji,
tlenowym ³añcuchu oddechowym i transporcie pro-
tonów [45, 52].

PS znajduje siê pomiêdzy b³on¹ cytoplazmatyczn¹,
a b³on¹ zewnêtrzn¹. W przestrzeni peryplazmatycznej

zlokalizowany jest PG oraz zwi¹zane z nim bia³ka
PAL (peptidoglycan-associated lipoprotein), oraz oli-
gosacharydy membranowe MDO (membrane derived
oligosaccharides). Peptydoglikan jest heteropolimerem
kwasu N-acetylomuraminowego i N-acetyloglukoza-
miny po³¹czonych wi¹zaniem $(1,4) glikozydowym.
Do reszt mleczanowych przy C3 kwasu N-acetylo-
muraminowego przy³¹czone s¹ ³añcuchy peptydowe.
W sk³ad pentapeptydu bakterii Gram-ujemnych wcho-
dz¹: L-alanina, kwas D-glutaminowy, kwas diamino-
pimelinowy, oraz 2 cz¹steczki D-alaniny [39]. U bak-
terii Gram-ujemnych warstwa mureiny utworzona jest
zasadniczo z jednej warstwy peptydolikanu z niewiel-
kimi obszarami dwu- lub trójwarstwowymi, co daje
obraz tzw. �mureiny ³atkowej� [34, 39, 45]. PG bêd¹c
struktur¹ nadaj¹c¹ komórce bakterii zarówno kszta³t
jak i elastyczno�æ zapobiega dezintegracji komórki
bakterii w odpowiedzi na zmiany wewn¹trzkomórko-
wego ci�nienia osmotycznego. PG chroni tak¿e komór-
kê przed dzia³aniem czynników chemicznych obecnych
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w �rodowisku oraz wp³ywa na utrzymanie prawid³owe-
go turgoru w komórce bakteryjnej. PG kotwiczy i sta-
bilizuje rzêski [19].

G³ównymi sk³adnikami OM s¹ bia³ka, fosfolipidy
oraz lipopolisacharyd (LPS). OM posiada typow¹
dwuwarstwow¹ strukturê fosfolipidow¹. Fosfolipidy
tworz¹ g³ównie wewnêtrzn¹ warstwê b³ony a warstwê
zewnêtrzn¹ tworzy LPS oraz bia³ka b³ony zewnêtrz-
nej OMPs (outer membrane proteins) Selektywna
przepuszczalno�æ OM jest spowodowana jej w³a�ci-
wo�ciami fizyko-chemicznymi [8, 52].

Strukturalnie i funkcjonalnie OMPs stanowi¹ ró¿-
norodn¹ grupê bia³ek bakterii Gram-ujemnych. Presja
selekcyjna dotycz¹ca tych bia³ek komórki bakterii nie
przejawia siê w eliminowaniu ekspresji niektórych
z nich czy ograniczaniu pe³nionych przez nie funkcji,
ale przeciwnie, d¹¿y do zró¿nicowania ich sekwencji
aminokwasowych, szczególnie w regionach ³añcu-
chów polipeptydowych, wchodz¹cych w sk³ad epito-
pów. Ponadto obserwuje siê pojawianie siê nowych
modyfikacji w przebiegu szlaków biosyntezy OMPs.
Powy¿sze obserwacje wskazuj¹ na ogromne znacze-
nie bia³ek OMPs w biologii bakterii [43].

2. OMPs jako sk³adowe b³ony zewnêtrznej
bakterii Gram-ujemnych

Niemal po³owê masy b³ony zewnêtrznej bakterii
Gram-ujemnych stanowi¹ bia³ka integralne oraz miêdzy-
b³onowe lipoproteiny zakotwiczone w b³onie. OMPs
bakterii Gram-ujemnych zlokalizowane czê�ciowo na
powierzchni komórki wchodz¹ w interakcje pomiêdzy
patogenem a gospodarzem, uczestnicz¹ w procesie ad-
hezji, s¹ antygenami dla przeciwcia³ skierowanych
przeciwko komórkom bakterii, pe³ni¹ funkcjê recep-
torów dla ró¿nych cz¹steczek i bakteriofagów lub
funkcjonuj¹ jako poryny. OMPs umo¿liwiaj¹ bakte-
riom adaptacjê do �rodowiska i reagowanie na zmiany
w nim zachodz¹ce, zwiêkszaj¹c w ten sposób szansê
na przetrwanie oraz wzrost ich chorobotwórczo�ci [8].

OMPs bakterii Gram-ujemnych mog¹ wiêc pe³niæ
ró¿norodne funkcje biologiczne (Tabela I):
a) strukturalne (np. OmpA),
b) enzymatyczne:

● proteazy (np. OmpT),
● lipazy (np. Omp1A),
● acetylotransferazy (np. PagP),

c) bia³ek wi¹¿¹cych toksyny (np. OmpX),
d) transportuj¹ce:

● poryny dyfuzji ogólnej (np. OmpF, OmpC) � trans-
portuj¹ce substancje na drodze transportu biernego

● poryny specyficzne w stosunku do substratu (np.
LamB, ScrY, FadL, Tsx) � transportuj¹ce sub-
stancje na drodze transportu biernego

● aktywne transportery tworz¹ce systemy transpor-
towe wymagaj¹ce energii (np. FhuA, BtuB),

e) adhezyn (np. NspA, OpcA),
f) kana³ów przystosowanych do eksportu substancji

(TolC) [42].
Generalnie w OM bakterii Gram-ujemnych zloka-

lizowanych jest znacznie mniej bia³ek enzymatycz-
nych w porównaniu do IM. W OM mo¿na stwierdziæ
aktywno�æ enzymatyczn¹ fosfolipaz, lizofosfolipaz,
proteaz, peptydaz sygna³owych, czy fosfataz kwasu
lizofosfatydowego [52, 75].

Masa cz¹steczkowa poryn waha siê pomiêdzy 28
a 48 kDa, a kana³y tworzone przez poryny w b³onie ze-
wnêtrznej u ró¿nych bakterii maj¹ �rednicê od 0,6 nm
do 2,3 nm i w zwi¹zku z tym ró¿ni¹ siê wielko�ci¹
mog¹cych siê przemieszczaæ przez nie zwi¹zków.
Przepuszczalne s¹ dla moleku³, których masa cz¹stecz-
kowa mie�ci siê w przedziale od kilkuset kDa do oko³o
5 kDa. Rola biologiczna poryn przejawia siê w ich spe-
cyficznych w³a�ciwo�ciach. Poryny poprzez tworzenie
kana³ów wype³nionych wod¹, umo¿liwiaj¹ dyfundo-
wanie przez nie ró¿nego typu substancji z wyklucze-
niem substancji o charakterze hydrofobowym. Obec-
no�æ grup aminowych lub karbonylowych w �wietle
kana³u wp³ywa na ich s³ab¹ jonoselektywno�æ [52, 66].

Integralne bia³ka OMPs zbudowane s¹ z amfipa-
tycznych, równolegle do siebie u³o¿onych $-wstêg,
które fa³duj¹ siê w cylindryczne struktury wystêpuj¹ce
jako monomery (np. OmpA, FhuA), dimery (Omp1A)
lub trimery (OmpF, LamB). Wnêtrza tych struktur
tworz¹ kana³ lub kana³y. Monomery buduj¹ce kana³y
³¹cz¹ stronê zewnêtrzn¹ b³ony ze stron¹ wewnêtrzn¹
poprzez strukturê $-beczki lub przez seriê ³añcuchów
w konformacji $. Kontakt pomiêdzy monomerami jest
stabilizowany dziêki wi¹zaniom hydrofobowym i po-
larnym. Na powierzchni zewnêtrznej $-beczki znaj-
duj¹ siê lipofilne czê�ci ³añcuchów [64, 65].

Insercja OMPs do OM mo¿e byæ zwi¹zana z obec-
no�ci¹ w niej lipopolisacharydów. Badania in vitro
wykaza³y silny, stymuluj¹cy wp³yw obecno�ci LPS
w b³onie zewnêtrznej na prawid³owe umiejscowienie
w niej OMPs. Wêdrówka bia³ek OMPs do OM zaczyna
siê od przemieszczenia prekursorów bia³ek poprzez
system Sec (system translokazy) umiejscowiony w b³o-
nie cytoplazmatycznej. Translokaza Sec zbudowana jest
z cytoplazmatycznego bia³ka SecA posiadaj¹cego w³a�-
ciwo�ci ATP-azy oraz kompleksu sze�ciu bia³ek trans-
b³onowych [14]. Usuwanie sekwencji sygnalnych
z prekursorów bia³ek podczas translokacji przez b³onê
cytoplazmatyczn¹ dostarcza dojrza³ych polipeptydów,
które nastêpnie wchodz¹ w interakcje z czynnikami
fa³duj¹cymi, znajduj¹cymi siê w przestrzeni peryplaz-
matycznej. S¹dzi siê, ¿e LPS zaanga¿owany jest w pra-
wid³owe formowanie trimerycznych OMPs. Wiele bia-
³ek peryplazmatycznych zosta³o zidentyfikowanych
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jako bia³ka opiekuñcze (chaperons) np. bia³ko SecB,
Shp, DegP i bia³ka fa³duj¹ce (foldazy): SurA, FkpA,
PpiD, DsbA [87]. Badania prowadzone na mutantach
Neisseria meningitidis wykaza³y jednak, i¿ pomimo
braku zdolno�ci do syntezy LPS mutanty prawid³owo
wytwarza³y i umiejscawia³y w b³onie zewnêtrznej OMPs.

Mechanizm insercji OMPs do OM u N. meningitidis
d³ugo pozostawa³ niejasny. Ostatnio zidentyfikowano
u N. meningitidis bia³ko przypuszczalnie istniej¹cej ka-
skady bia³kowej, bior¹cej udzia³ w prawid³owym wsta-
wianiu OMPs do OM. Bia³ko to nazwano Omp85 i wy-
kazano, ¿e jest ewolucyjnie konserwatywne i obecne

PagP transferaza kwasu palmitynowego E. coli [13, 16, 42, 43,

OmpT proteaza 45, 46, 52, 64,

OmpF poryna 65, 70]
po�redniczy w adherencji do makrofagów
receptor dla bakteriofagów

OmpC poryna
OmpF i OmpC formuj¹ wype³nione wod¹ kana³y,
co pozwala na dyfuzjê ma³ych cz¹steczek
rozpuszczonych w wodzie do komórki
receptor dla bakteriofagów

LamB selektywna dyfuzja maltozy, maltodekstryn
oraz maltoheptoz
receptor dla bakteriofagów

Tsx dyfuzja nukleozydów
receptor dla bakteriofagów

PhoE poryna dla anionowych roztworów

BtuB transport witaminy B
12

FecA receptor dla kompleksu ferri-cytrynianu

OmpA bia³ko strukturalne
receptor przy koniugacji bakterii
receptor dla fagów
udzia³ w wirulencji bakterii poprzez neutralizacjê
mechanizmów obronnych gospodarza

OmpX wi¹zanie toksyn

Omp1 A fosfolipaza E. coli, K. pneumoniae

FadL transport kwasów t³uszczowych

Wzi udzia³ w translokacji prekursorów buduj¹cych otoczkê
udzia³ w procesie wi¹zania polimerów otoczkowych
do powierzchni komórki

NmpC wzajemne proporcje ilo�ciowe tych bia³ek zale¿¹ S. Typhimurium [2, 43, 46]
OmpG od warunków �rodowiskowych: osmolarno�ci pod³o¿a,

stê¿enia cAMP w �rodowisku

OmpD udzia³ w adhezji do komórek nab³onkowych

PagC Rck warunkowanie prze¿ywania komórek bakterii
w makrofagach
blokowanie powstawania kompleksu MAC

OprB transport glukozy P. aeruginosa [16, 43, 64, 65]

OprD transport aminokwasów

OmpT warunkowanie oporno�ci na sole ¿ó³ciowe V. cholerae [69]
OmpU u³atwianie kolonizacji jelit

Ail udzia³ w adhezji do komórek epitelialnych Y. enterocolitica [11]
warunkowanie oporno�ci na surowicê

BrkA warunkowanie oporno�ci na surowicê B. pertussis [7]

DsrA warunkowanie oporno�ci na surowicê H. ducreyi [17 , 90]

OmpK36 aktywowanie �cie¿ki klasycznej uk³adu dope³niacza K. pneumoniae [3]

T a b e l a  I
Ró¿norodno�æ funkcji wybranych OMPs bakterii Gram-ujemnych

OMP Funkcja Wystêpowanie Pi�miennictwo
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we wszystkich zsekwencjonowanych genomach bak-
terii Gram-ujemnych. U mutantów pozbawionych
Omp85 stwierdzono akumulacjê amorficznych struk-
tur OMPs w przestrzeni peryplazmatycznej, które nie
zosta³y umiejscowione w OM. Omp85 posiada domeny
POTRA (polypeptide-transport-associated) zaanga¿o-
wane w wi¹zanie niesfa³dowanych OMPs, co czyni je
bardziej podatnymi na inne czynniki fa³duj¹ce znaj-
duj¹ce siê w peryplazmie. Tak zwi¹zane OMP mo¿e
nastêpnie przemie�ciæ siê do kana³u uformowanego
wewn¹trz kompleksu Omp85.

Homologiem Omp85 wystêpuj¹cym w mitochon-
driach jest bia³ko okre�lane jako Tob55 lub Sam50.
Bia³ka te pe³ni¹ podobne funkcje w montowaniu in-
nych bia³ek w b³onê otaczaj¹c¹ komórkê. Zarówno
u bakterii jak i w mitochondriach Omp85 wystêpuj¹
w b³onie w formie kompleksów. W chloroplastach
homologiem bakteryjnego Omp85 jest bia³ko Toc75.
Wystêpowanie homologicznych bia³ek pod wzglêdem
pe³nionych przez nie funkcji o charakterystycznej
budowie zarówno u bakterii jak i w organellach ko-
mórek eukariotycznych wskazuje na prawdziwo�æ za-
³o¿eñ teorii endosymbiozy [12].

3. �rodowisko a ekspresja bia³ek OMPs

Synteza niektórych OMPs bakterii Gram-ujemnych
mo¿e ulec indukcji do wysokiego poziomu pod wp³y-
wem zmian �rodowiska, w którym ¿yj¹ bakterie. Przy-
k³adem jest obecno�æ maltozy lub maltodekstryn
w �rodowisku wp³ywaj¹ca na podwy¿szon¹ ekspresjê
bia³ka LamB E. coli, czy niedobór fosforanów pod-
wy¿szaj¹cy ekspresjê bia³ka OprP u Pseudomonas
aeruginosa [52]. Zmiana w poziomie ekspresji pew-
nych OMPs mo¿e pojawiaæ siê jako odpowied� ko-
mórki na obecno�æ w �rodowisku antybiotyków, metali
ciê¿kich, detergentów czy soli [43]. Równie¿ drobne
zmiany strukturalne w obrêbie LPS-u mog¹ zaburzaæ
ekspresjê bia³ek b³ony zewnêtrznej m.in. OmpF czy
OmpA wskazuj¹c w ten sposób na kluczow¹ rolê lipo-
polisacharydu w procesie insercji poryn do OM [2].

Poziom ekspresji genów koduj¹cych osmoporyny
OmpC i OmpF u E. coli jest modulowany poprzez
regulon ompB zawieraj¹cy geny envZ i ompR. Eks-
presja osmoporyn jest dodatnio regulowana wysokim
stê¿eniem pH, wysok¹ si³¹ jonow¹ oraz podwy¿szo-
n¹ temperatur¹, a natomiast ekspresja OmpF E. coli
i OmpK35 Klebsiella pneumoniae jest tymi samymi
czynnikami regulowana ujemnie [2, 43].

Wzajemne proporcje ilo�ciowe OmpF i OmpC
równie¿ zale¿¹ od warunków �rodowiskowych. Wzrost
osmolarno�ci pod³o¿a przyczynia siê do wzrostu po-
ziomu syntezy OmpC oraz zahamowania syntezy
OmpF. Gdy komórki rosn¹ w �rodowisku o wysokim

stê¿eniu cAMP syntetyzowane jest bia³ko OmpF, za�
bia³ko OmpC syntetyzowane jest, gdy komórki bakterii
rosn¹ w �rodowisku ubogim w cAMP. Synteza OmpF
ulega tak¿e zahamowaniu w podwy¿szonej tempera-
turze. Synteza bia³ek OmpF i OmpC jest zale¿na od
obecno�ci bia³ek EnvZ i OmpR. Bia³ko OmpR akty-
wuje ekspresjê genów ompC i ompF poprzez wi¹zanie
siê do ich promotorów. Bia³ko EnvZ wykazuje w³a�-
ciwo�ci kinazy histydynowej, która reaguj¹c na zmiany
�rodowiska dokonuje fosforylacji bia³ka OmpR, w ten
sposób przekszta³caj¹c je z formy nieaktywnej w formê
aktywn¹ (OmpR-P). Aktywno�æ bia³ka EnvZ decyduje
o ilo�ci OmpR-P w komórce. Ró¿ny poziom ekspresji
genów ompF i ompC jest bezpo�redni¹ konsekwencj¹
wewn¹trzkomórkowego stê¿enia ufosforylowanej for-
my OmpR (OmpR-P). W warunkach o niskim stê¿e-
niu soli w pod³o¿u, poziom OmpR-P w komórce utrzy-
muj¹c siê na stosunkowo niewielkim poziomie,
skutkuje pojawieniem siê fenotypu OmpF+ i OmpC�.
Wysoka osmolarno�æ pod³o¿a wp³ywa na wysokie stê-
¿enie OmpR-P, a co za tym idzie zmianê fenotypu na
OmpF� i OmpC+ [46]. Niektóre mutanty E. coli po-
zbawione poryn OmpC i OmpF syntetyzuj¹ w ich
miejsce poryny NmpC i OmpG [53].

C u l l e n  i wsp. [18] dokonali analizy OMPs
ekspresjonowanych w ró¿nych warunkach hodowli
Leptospira interrogans sv. Lai. Hodowlê bakterii
prowadzono w obecno�ci surowicy bydlêcej oraz
w pod³o¿u pozbawionym ¿elaza w temperaturze 20°C,
30°C oraz 37°C. W komórkach bakterii hodowanych
w temperaturze 20°C stwierdzono w b³onie zewnêtrz-
nej obecno�æ bia³ek LipL36 i pL50. Wzrost tem-
peratury powy¿ej 30°C i brak ¿elaza w pod³o¿u nie
sprzyja³y powstawaniu bia³ek LipL36 i pL50. Ekspre-
sja innego bia³ka b³ony zewnêtrznej pL24 ulega³a
os³abieniu podczas inkubacji bakterii w 20°C oraz
w 37°C, a tak¿e w obecno�ci surowicy bydlêcej. Tem-
peratura 30°C by³a temperatur¹ optymaln¹ dla syn-
tezy bia³ka pL24.

Silna ekspresja bia³ek YadA i Ail Yersinia entero-
colitica obserwowana by³a w 37°C. Tylko bakterie
hodowane w tej temperaturze by³y oporne na bakte-
riobójcze dzia³anie uk³adu dope³niacza aktywowane-
go drog¹ alternatywn¹ i klasyczn¹. Bakterie rosn¹ce
w temperaturze pokojowej aktywowa³y dope³niacz
zarówno na drodze alternatywnej jak i klasycznej i gi-
nê³y ju¿ po pó³ godzinie inkubacji w surowicy [9].

Nadprodukcja OMPs (obserwowana podczas kon-
taktu komórek bakterii z antybiotykami) uczestnicz¹-
cych w aktywnym wyrzucie antybiotyków z komórki
bakterii mo¿e spowodowaæ nabycie oporno�ci ko-
mórki bakterii na zastosowane leki. Przyk³adem tego
zjawiska jest pojawienie siê mutacji w genie mexR
koduj¹cym represor operonu mexAB-oprM, co skut-
kuje nadprodukcj¹ bia³ka OprM o masie cz¹st. 50 kDa



143ROLA BIA£EK B£ONY ZEWNÊTRZNEJ W ODDZIA£YWANIACH BAKTERII GRAM-UJEMNYCH Z ORGANIZMEM GOSPODARZA

i zwiêkszon¹ wie-looporno�ci¹ komórek P. aeruginosa
na antybiotyki [47].

Wra¿liwo�æ mechanizmów reguluj¹cych ekspresjê
OMPs w odpowiedzi na zmiany temperatury otocze-
nia mo¿e byæ przystosowaniem patogena do unikania
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Prawdo-
podobnie, je�li OMPs wytwarzane by³yby konstytu-
tywnie przez komórki, stanowi³oby to potencjalne
zagro¿enie wywo³ania wczesnej reakcji zapalnej, co
uniemo¿liwi³oby rozwój infekcji. W zwi¹zku z tym,
¿e wiêkszo�æ bia³ek zanika po ekspozycji na tempe-
raturê blisk¹ 30°C, wydaje siê, ¿e stanowi¹ one przy-
stosowanie komórki patogena do ¿ycia w �rodowisku
zewnêtrznym [18].

4. OMPs jako czynniki wirulencji
bakterii Gram-ujemnych

Patogen musi mieæ zdolno�æ do przenoszenia siê
pomiêdzy gospodarzami, a tak¿e zmuszony jest wy-
kszta³ciæ cechy umo¿liwiaj¹ce mu kolonizacjê orga-
nizmu gospodarza, namna¿anie siê w nim i jednocze�-
nie unikanie aktywno�ci uk³adu immunologicznego.
Cechy komórek bakterii, które umo¿liwiaj¹ im po-
wy¿sze czynno�ci okre�lane s¹ mianem czynników
wirulencji. Do czynników wirulencji bakterii Gram-
ujemnych mo¿na zaliczyæ m.in. wytwarzanie toksyn
cytolitycznych, enzymów takich jak katalaza, dysmu-
taza ponadtlenkowa, proteaza, obecno�æ w b³onie ze-
wnêtrznej lipopolisacharydów, otoczek a tak¿e pew-
nych bia³ek OMPs.

Wa¿n¹ cech¹ wielu chorobotwórczych bakterii
Gram-ujemnych jest ich adhezja do komórek gospo-
darza, co w konsekwencji prowadzi do kolonizacji
tkanki, namna¿ania siê bakterii, rozprzestrzenienia siê
ich i do rozwoju stanu zapalnego. W proces adhezji
zaanga¿owane s¹ takie struktury komórki bakterii jak
otoczki, fimbrie, lipopolisacharydy, substancje �luzo-
we wydzielane do �rodowiska a tak¿e pewne OMPs.
Przyk³adem bia³ek b³ony zewnêtrznej zaanga¿owa-
nych w adhezjê do komórek nab³onkowych jelit s¹
bia³ka Tia oraz Tib E. coli [50]. Bia³ko b³ony ze-
wnêtrznej OprF P. aeruginosa odgrywa kluczow¹ rolê
w adhezji tych bakterii do komórek nab³onka p³ucnego

[5]. Helicobacter pylori posiada w b³onie zewnêtrznej
bia³ko BabA2 wykazuj¹ce równie¿ w³a�ciwo�ci adhe-
zyjne. Bia³ko to ma zdolno�æ wi¹zania siê z receptora-
mi gospodarza ekspresjonowanymi na komórkach b³o-
ny �luzowej ¿o³¹dka lub dwunastnicy [30]. Poryny
OmpD Salmonella Typhimurium i OmpC Shigella
flexneri s¹ zaanga¿owane w adhezjê do komórek na-
b³onków jelit, a tak¿e s¹ niezbêdne w procesie inwazji
tych bakterii do komórek organizmu gospodarza.
Zdolno�æ S. Enteritidis do wywo³ania infekcji zale¿y
tak¿e od zdolno�ci komórek tych bakterii do trwa³ego
przywierania do �luzówki jelita, kolonizacji tej �lu-
zówki i wtargniêcia do komórek epitelialnych jelit
gospodarza. Bia³kami b³ony zewnêtrznej potencjalnie
zaanga¿owanymi w proces adhezji S. Enteritidis do
komórek epitelialnych jelit s¹ OMPs o masach cz¹-
steczkowych 82,3 kDa i 75,6 kDa [2]. S. Typhimurium
produkuje tak¿e bia³ka PagC i Rck, którym przypisuje
siê istotn¹ rolê w wirulencji tej bakterii. Bia³ka te
odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w adhezji, inwazji do komórek
gospodarza, warunkuj¹ przetrwanie bakterii wewn¹trz
makrofagów oraz blokuj¹ powstawanie kompleksu
atakuj¹cego b³onê (MAC, membrane attack complex)
uk³adu dope³niacza [43]. Pertaktyna � bia³ko b³ony ze-
wnêtrznej Bordetella pertussis o masie cz¹st. 69 kDa
wykazuje silne powinowactwo do nab³onka dróg od-
dechowych cz³owieka. Proces chorobowy wywo³ywa-
ny przez tê bakteriê rozpoczyna siê równie¿ od adhe-
zji komórek B. pertussis do nab³onka migawkowego
dróg oddechowych [25].

Równie¿ u Haemophilus influenzae OMPs mog¹
pe³niæ rolê adhezyn w procesie kolonizacji komórek
¿ywiciela. Jako adhezyny funkcjonuj¹ OMPs takie
jak Opa i Opc [77]. Tak¿e bia³ka OmpP2 i OmpP5
H. influenzae wykazuj¹ silne w³a�ciwo�ci adhezyjne
umo¿liwiaj¹ce inicjacjê kolonizacji górnych dróg od-
dechowych [92].

W kolonizacji nab³onków, a tym samym w rozwoju
procesu chorobowego wywo³ywanego przez N. me-
ningitidis i N. gonorrhoeae kluczow¹ rolê odgrywa
lipooligosacharyd (LOS), fimbrie, peptydoglikan, a tak-
¿e OMPs (Tabela II). Wa¿nym czynnikiem przyczy-
niaj¹cym siê do przetrwania komórek N. gonorrhoeae
w komórkach gospodarza jest poryna PorB. Poryna
ta bierze udzia³ w transportowaniu jonów przez b³onê

N. meningitidis 5 klas bia³ek PorA, PorB 4 klasy bia³ek

N. gonorrhoeae Proteina II lub bia³ko Opa Proteina IA i Proteina IB Proteina III

inne gatunki z rodzaju Neissera nieznane nieznane nieobecne

T a b e l a  I I
Bia³ka b³ony zewnêtrznej Neisseria jako czynniki wirulencji [76]

Gatunek
Bia³ka b³ony zewnêtrznej

zwi¹zane z adhezj¹ funkcjonuj¹ce jako poryny blokuj¹ce wi¹zanie przeciwcia³
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zewnêtrzn¹, a tak¿e odpowiada za przyleganie bakte-
rii do b³on komórek gospodarza [62, 76].

U przecinkowca Vibrio cholerae tak¿e potwierdzo-
no zwi¹zek pomiêdzy patogenno�ci¹ drobnoustroju
a posiadaniem okre�lonych OMPs. Poryny OmpT
i OmpU V. cholerae, których ekspresja podlega regula-
cji przez transmembranowe bia³ko ToxR, odpowiedzial-
ne s¹ za oporno�æ bakterii na sole ¿ó³ciowe i anionowe
detergenty. Poryny te nie s¹ niezbêdnymi bia³kami
wp³ywaj¹cymi na podwy¿szenie ekspresji czynników
wirulencji bakterii umo¿liwiaj¹cych kolonizacjê ko-
mórek jelitowych. Szczep V. cholerae wytwarzaj¹cy
OmpT zamiast OmpU wykazywa³ obni¿on¹ ekspresjê
czynników wirulencji in vitro i podczas kolonizacji
jelit in vivo [69].

Zapalenie ozêbnej powodowane jest m.in. przez
bakterie Actibobacillus actinomycetemcomitans. W b³o-
nie zewnêtrznej tych bakterii znaleziono sze�æ bia-
³ek, którym przypisano rolê w wirulencji tej bak-
terii: Omp100, Omp64, Omp39, Omp29, Omp18 oraz
Omp16 [44].

Bakterie z rodzaju Legionella powoduj¹ce zapale-
nie p³uc, op³ucnej a nawet uszkodzenie narz¹dów
mi¹¿szowych s¹ wewn¹trzkomórkowymi paso¿ytami
mno¿¹cymi siê w makrofagach i monocytach. Bia³ka
b³ony zewnêtrznej tych bakterii u³atwiaj¹ zwi¹zanie
sk³adowej dope³niacza C3, co u³atwia proces fago-
cytozy. Bia³ko b³ony zewnêtrznej Mip (macrophage
invasion potentiator) zwiêksza powinowactwo makro-
fagów do komórek tych bakterii umo¿liwiaj¹c pene-
tracjê do wnêtrza komórki fagocytuj¹cej [76].

Najlepiej scharakteryzowan¹ grup¹ bia³ek b³ony
zewnêtrznej Chlamydia sp. s¹ bia³ka MOMP (major
outer membrane protein). S¹ to bia³ka porynowe, czê�-
ciowo kontaktuj¹ce siê ze �rodowiskiem zewnêtrznym,
które mog¹ odgrywaæ rolê w przyleganiu Ch. tracho-
matis do komórek ¿ywiciela [79].

5. Udzia³ bia³ek OMPs w procesie
odpowiedzi immunologicznej

Prawid³owo funkcjonuj¹cy uk³ad immunologiczny
jest podstawowym warunkiem prze¿ycia makroorga-
nizmu w sytuacji inwazji mikroorganizmów. Jednym
z g³ównych mechanizmów odpowiedzi immunolo-
gicznej jest produkcja przeciwcia³ maj¹cych zdolno�æ
swoistego wi¹zania siê z antygenem. Utworzenie kom-
pleksu antygenu z przeciwcia³em umo¿liwia zniszcze-
nie tego antygenu przez systemy obronne organizmu
takie jak uk³ad dope³niacza czy fagocytoza z udzia³em
makrofagów [48].

Niektóre bakterie Gram-ujemne maj¹ zdolno�æ
przylegania do komórek fagocytuj¹cych wykorzystuj¹c
w tym celu bia³ka porynowe. Przyk³adem jest bia³ko

OmpC S. Typhimurium, które po�redniczy w przyle-
ganiu tej bakterii do makrofagów. Uwa¿a siê, ¿e bia³ko
to ma swój wk³ad w pocz¹tkowe rozpoznanie bakterii
przez makrofagi. N e g m  i P i s t o l e  [63] wykazali,
i¿ makrofagi mysie zlokalizowane w otrzewnej wi¹¿¹
siê z komórkami S. Typhimurium przy braku przeciw-
cia³ dziêki obecno�ci w b³onie zewnêtrznej tych bak-
terii bia³ka o masie cz¹st. 44 kDa. Funkcj¹ immunolo-
giczn¹ poryn S. Typhimurium jest tak¿e ich zdolno�æ
do indukowania uwalniania podczas infekcji z ludz-
kich monocytów: czynnika nekrotycznego nowotwo-
ru (TNF-"), interleukiny 1" (IL-1") i interleukiny 6
(IL-6), a tak¿e interferonu gamma (IFN-() i interleu-
kiny 4 ( IL-4) z ludzkich limfocytów [28].

Omp18 H. pylori aktywuje dojrzewanie i prolifera-
cjê komórek dendrytycznych, a nastêpnie wydzielanie
przez nie znacznych ilo�ci IL-12 i IFN-( [73].

Poryna PorB wystêpuj¹ca w b³onie zewnêtrznej
bakterii z rodzaju Neisseria tak¿e odgrywa znacz¹c¹
rolê w procesie odpowiedzi immunologicznej poprzez
aktywacjê limfocytów B oraz komórek uk³adu APC
(antigen presenting cell) [29, 54].

Makrofagi ludzkie i mysie mog¹ ulegaæ aktywacji
w wyniku ich po³¹czenia z OmpA K. pneumoniae. Ob-
serwacja ta daje podstawê do wysuniêcia hipotezy, i¿
w zwi¹zku z tym, ¿e OmpA wystêpuje czêsto w b³o-
nie zewnêtrznej Enterobacteriaceae i jest bia³kiem
konserwatywnym, uk³ad immunologiczny krêgowców
naby³ zdolno�æ do rozpoznawania tego bia³ka na po-
wierzchni drobnoustrojów, co umo¿liwia aktywacjê
uk³adu immunologicznego poprzez tê klasê bakteryj-
nych protein [78].

6. OMPs a wra¿liwo�æ bakterii Gram-ujemnych
na bakteriobójcze dzia³anie surowicy

Jednym z elementów obrony organizmu wy¿szego
przed infekcjami powodowanymi przez bakterie Gram-
ujemne jest bakteriobójcza aktywno�æ surowicy.
W mechanizmie bakteriobójczego dzia³ania surowicy
kluczow¹ rolê odgrywa uk³ad bia³ek dope³niacza
(komplement). Aktywacja uk³adu dope³niacza mo¿e
zachodziæ na drodze klasycznej, alternatywnej i lekty-
nowej [37, 74]. Ró¿nice w poziomie wra¿liwo�ci,
a tak¿e przyczyny oporno�ci bakterii Gram-ujemnych
na bakteriobójcze dzia³anie surowicy nie s¹ dotychczas
w pe³ni poznane, jednak badania wskazuj¹, ¿e zjawiska
te zwi¹zane s¹ z ochronn¹ rol¹ komórkowych struktur
powierzchniowych bakterii tj. lipopolisacharydów, oto-
czek a tak¿e bia³ek powierzchniowych [15, 27, 80].

Ochronne dzia³anie bia³ek powierzchniowych wo-
bec litycznego dzia³ania komplementu wykazano
m.in. w przypadku szczepów Campylobacter fetus
[10], Escherichia coli [80], Neisseria gonorrhoeae
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[71, 72], Aeromonas salmonicida [59] i Haemophilus
ducreyi [22, 88].

Aktywacja uk³adu dope³niacza drog¹ lektynow¹
nastêpuje w sposób niezale¿ny od przeciwcia³, co
wskazuje na jej znacz¹c¹ rolê we wczesnych stadiach
infekcji powodowanych przez mikroorganizmy. W re-
akcji bakteriobójczej surowicy, w której uruchomiona
zostaje droga lektynowa wa¿n¹ rolê odgrywaj¹ takie
struktury komórki bakterii jak LPS, LOS, otoczki,
a tak¿e jak wskazuj¹ ostatnie wyniki badañ równie¿
OMPs. Kluczow¹ rolê w aktywacji dope³niacza drog¹
lektynow¹ odgrywa bia³ko MBL (mannan binding lec-
tin). MBL rozpoznaje i wi¹¿e siê z grupami koñcowy-
mi mannozy wêglowodanów obecnych w strukturach
powierzchniowych wielu drobnoustrojów. Wi¹zanie
to rozpoczyna proces aktywacji bia³ek dope³niacza
na drodze lektynowej. Jednak jak wykazuj¹ badania
E s t a b r o o k  i wsp. [24] MBL mo¿e tak¿e wi¹zaæ
siê do bia³ka Opa N. gonorrhoeae i poryny PorB
N. meningitidis, co doprowadza do aktywacji komple-
mentu w³a�nie na drodze lektynowej. Dodatkowo
MBL hamuje przy³¹czenie czynnika H do bia³ka PorB,
co wp³ywa na to, i¿ zahamowaniu nie ulega aktywacja
komplementu na drodze alternatywnej [56, 74, 81, 90].

Hamowanie aktywacji drogi alternatywnej dope³nia-
cza ma miejsce w przypadku N. meningitidis grupy B,
u których sk³adnikiem otoczki jest kwas sjalowy, oraz
N. gonorrhoeae, u których kwas sjalowy wystêpuje
jako sk³adnik LOS [36, 72, 84]. Inhibicja drogi alter-
natywnej zachodzi poprzez zwiêkszanie aktywno�ci
czynnika H, który hamuje powstawanie konwertazy
C3bBbP. Deponowanie kompleksu HC3b na po-
wierzchni bakterii w miejsce konwertazy C3BbP i in-
aktywacja C3b przez C3INA powoduje zablokowanie
amplifikacji drogi alternatywnej. Pewne szczepy
N. gonorrhoeae, nie posiadaj¹ce kwasu sjalowego
w strukturach LOS wykorzystuj¹ bia³ka b³ony ze-
wnêtrznej (Por1A i Por1B) w celu zwi¹zania bia³ka
regulatorowego C4bp, co prowadzi do zahamowania
aktywacji uk³adu dope³niacza na drodze klasycznej
[71]. W te�cie bakteriobójczo�ci surowicy szczepy
PorA+ (posiadaj¹ce w b³onie zewnêtrznej bia³ka Por)
by³y o wiele bardziej oporne na cytolityczne dzia³anie
surowicy w porównaniu do szczepów PorA� (nie po-
siadaj¹cych w b³onie zewnêtrznej bia³ek Por). Zdol-
no�æ wi¹zania C4bp przez bia³ka b³ony zewnêtrznej
Neisseria grupy B jest sposobem na unikanie odpo-
wiedzi immunologicznej gospodarza [38]. Bia³ko
Por1A wi¹¿e siê do czynnika H poprzez pêtlê 5, przez
co przyspiesza konwersjê bia³ka C3b w nieaktywn¹
formê iC3b. Podobny mechanizm oporno�ci na suro-
wicê zaobserwowano u Borrelia burgdorferi, u której
bia³ko powierzchniowe OspE równie¿ silnie wi¹¿e
siê do czynnika H wykazuj¹c dzia³anie hamuj¹ce akty-
wacjê uk³adu dope³niacza [47].

Z bia³kiem regulatorowym C4bp uk³adu dope³nia-
cza mo¿e równie¿ wi¹zaæ siê bia³ko OmpA E. coli, co
wp³ywa na podwy¿szenie poziomu oporno�ci tej bak-
terii na lityczne dzia³anie komplementu [69]. OmpA
o masie cz¹st. 35 kDa stabilizuje strukturê b³ony ze-
wnêtrznej, chroni komórki bakterii przed wp³ywem
SDS, kwasami ¿ó³ciowymi jest tak¿e receptorem dla
fagów [45]. Wykazano tak¿e udzia³ OmpA w adhezji
E. coli do komórek linii HeLa oraz w inwazji do �ród-
b³onka naczyñ w³osowatych mózgu [82]. W e i s e r
i G o t t s c h l i c h  [86] badaj¹c wp³yw cytolitycznego
dzia³ania surowicy na komórki E. coli K1 wykazali, ¿e
obecno�æ OmpA przyczynia siê do zwiêkszonej opor-
no�ci szczepów E. coli K1 na bakteriobójcze dzia³anie
surowicy. Mutanty pozbawione tego bia³ka stawa³y siê
bardzo wra¿liwe na dzia³anie komplementu w porów-
naniu do komórek E. coli K1 wytwarzaj¹cych OmpA.
Prawdopodobnie w³a�nie niszczenie bia³ek OmpA przez
komórki ssacze jest g³ówn¹ lini¹ obrony organizmu zaa-
takowanego przez bakterie chorobotwórcze [85]. Mecha-
nizm tego zjawiska nie zosta³ jeszcze jednak w pe³ni
wyja�niony. T a y l o r  i P a r t o n  [80] wykazali do-
datkowo, ¿e mutanty E. coli oporne na dzia³anie suro-
wicy wytwarza³y wiêcej bia³ka o masie cz¹st. 46 kDa.

Prze¿ycie Yersinia enterocolitica w g³êbszych war-
stwach tkanek i oporno�æ tej bakterii na bakteriobój-
cze dzia³anie surowicy zale¿y od czynników wirulencji
kodowanych przez geny znajduj¹ce siê na chromoso-
mie, których produktem jest bia³ko Ail, O-antygen
i rdzeñ zewnêtrzny LPS oraz na plazmidzie pYV, ko-
duj¹cycm m.in. bia³ka YadA i Yop. Bia³ko Ail po�red-
niczy w adhezji bakterii do komórek epitelialnych oraz
determinuje oporno�æ bakterii na bakteriobójcze dzia-
³anie surowicy. Bia³ko Ail funkcjonalnie homologicz-
ne jest do bia³ka Rck S. Typhimurium, które równie¿
decyduje o oporno�ci komórek wobec cytolitycznego
dzia³ania dope³niacza [11]. Ekspresja bia³ek YadA
i Ail zachodzi wy³¹cznie w temperaturze 37°C. Z po-
wodu temperaturo-zale¿nej regulacji ekspresji genów,
tylko bakterie rosn¹ce w 37°C s¹ oporne na cytolitycz-
ne dzia³anie dope³niacza aktywowanego w sposób nie-
zale¿ny drog¹ klasyczn¹ lub alternatywn¹, albo w obu
szlakach aktywacji jednocze�nie. C3b, kluczowe bia³-
ko uczestnicz¹ce w aktywacji dope³niacza, wi¹¿e siê
o wiele silniej do bakterii pYV� lub YadA� ni¿ do pYV+

lub YadA+ w 37°C. Ponadto szczepy pYV+, które s¹
oporne na lityczne dzia³anie surowicy pomimo opso-
nizacji, wykazuj¹ o wiele s³absze w³a�ciwo�ci wi¹za-
nia MAC do powierzchni komórki ni¿ szczepy pYV�

i YadA�. Te wyniki wskazuj¹, ¿e bia³ko YadA mo¿e
hamowaæ aktywacjê komplementu na poziomie C3b
(prawdopodobnie wi¹¿e czynnik H) i C9. Komórki
E. coli nios¹ce sklonowany gen ail zwiêksza³y swoj¹
oporno�æ na surowicê oko³o 100-krotnie. Bia³ko Ail
prawdopodobnie interferuje z powstawaniem MAC [9].
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Bia³kiem powierzchniowym, którego ochronne
dzia³anie wobec komplementu polega na blokowaniu
prawid³owego wbudowywania siê kompleksu MAC
do miejsc docelowych w b³onie bakterii jest bia³ko
TraT o masie cz¹st. 25 kDa syntezowane przez komór-
ki E. coli, Salmonella i Yersinia [80].

B. pertussis produkuje bia³ko BrkA (Bordetella re-
sistance to killing) o masie cz¹st. 73 kDa, które blokuje
aktywacjê klasycznej drogi uk³adu dope³niacza i obni-
¿a gromadzenie siê na powierzchni komórki bakteryj-
nej bia³ka C4. Obecno�æ bia³ka BrkA hamuje przy³¹-
czanie sk³adowych uk³adu dope³niacza C4, C3 i C9 oraz
produkcjê rozpuszczalnej formy MAC, przy czym nie
obserwuje siê tego efektu w przypadku bia³ka C1 [7].

C o l e  i W h i t e  [17, 88] wykazali, i¿ bia³ko DsrA
b³ony zewnêtrznej H. ducreyi jest tak¿e istotne w ge-
nerowaniu oporno�ci bakterii na bakteriobójcze dzia³a-
nie surowicy ludzkiej. Znane s¹ inne homologii bia³ka
DsrA np. YadA obecne u patogennych gatunków Yersi-
nia, UspA wystêpuj¹ce u Moraxella catarrhalis, oraz
Eib zidentyfikowane u E. coli. Bia³ka YadA i UspA
funkcjonuj¹ równie¿ jako adhezyjny uczestnicz¹ce
w wi¹zaniu komórek bakterii do komórek eukariotycz-
nych. YadA po�redniczy w wi¹zaniu Y. pseudotuber-
culosis i Y. enterocolitica do komórek jelitowych oraz
do b³on r¹bka szczoteczkowego. UspA1 i UspA2H s¹
odpowiedzialne za przyleganie M. catarrhalis do linii
komórkowych komórek epitelialnych [17].

Bia³ka b³ony zewnêtrznej bakterii Gram-ujemnych
odpowiedzialne s¹ nie tylko za ochronê komórek bak-
terii przed cytolitycznym dzia³aniem surowicy, ale
tak¿e niektóre z nich maj¹ zdolno�æ aktywacji uk³adu
dope³niacza. Przyk³adem s¹ poryny S. Typhimurium,
S. minnesota, K. pneumoniae i A. hydrophila aktywu-
j¹ce uk³ad dope³niacza na drodze klasycznej b¹d�
alternatywnej [2, 58]. Aktywacja uk³adu dope³niacza
za po�rednictwem tych poryn polega na rozpoznaniu
i zdeponowaniu na eksponowanych w �rodowisku go-
spodarza bia³kach OMPs bia³ek opsonizacyjnych C3b
lub iC3b. Nastêpnie aktywacja i przy³¹czenie kolej-
nych sk³adowych dope³niacza skutkuje tworzeniem
MAC, deponowaniem go na powierzchni komórki i liz¹
wra¿liwych na komplement komórek bakteryjnych.
A l b e r t i  i wsp. [3] wykazali, i¿ poryna OmpK36
K. pneumoniae wi¹¿e podjednostkê C1q uk³adu dope³-
niacza, co doprowadza do aktywacji uk³adu dope³-
niacza na drodze klasycznej. Z kolei wyniki prac
M e r i n o  i wsp. [58] wskazuj¹, ¿e powierzchnia ko-
mórki bakteryjnej A. hydrophila bardziej efektywnie
wi¹¿e sk³adow¹ C1q, kiedy w b³onie zewnêtrznej wy-
stêpuje poryna II (39 kDa). W wyniku po³¹czenia C1q
z poryn¹ II aktywowana jest klasyczna droga akty-
wacji komplementu. Szorstki mutant A. hydrophila
(AH-53) pozbawiony antygenu O34 oraz poryny II by³
niezdolny do aktywacji komplementu.

Pojawiaj¹ siê jednak opinie, i¿ nie jest wykluczo-
ne, ¿e dopiero jednoczesna synteza konkretnych bia-
³ek b³ony zewnêtrznej i lipopolisacharydu chemoty-
pu S zapewnia szczepom bakteryjnym pe³n¹ opor-
no�æ na lityczne dzia³anie surowicy. Wspó³dzia³anie
bia³ek powierzchniowych oraz LPS zosta³o wykazane
przez M u n n  i wsp. [59] w przypadku szczepów
A. salmonicida.

7. OMPs a oporno�æ bakterii na antybiotyki

W�ród bia³ek b³ony zewnêtrznej w zjawisku opor-
no�ci bakterii na antybiotyki wa¿n¹ rolê odgrywaj¹
poryny, a tak¿e bia³ka nie bêd¹ce porynami, a formuj¹-
ce w b³onie zewnêtrznej kana³y. W b³onie zewnêtrznej
bakterii Gram-ujemnych opornych na dzia³anie anty-
biotyków $-laktamowych wykazano obecno�æ ró¿no-
rodnych poryn charakteryzuj¹cych siê zmniejszon¹
przepuszczalno�ci¹ dla tych antybiotyków [20, 31, 81].
Mutanty E. coli oporne na dzia³anie antybiotyków
$-laktamowych mog¹ nie syntetyzowaæ poryny OmpF
lub wykazywaæ brak syntezy zarówno poryny OmpF
i OmpC [51]. Utrata przez bakterie poryn o du¿ych
kana³ach, to celowe dzia³anie zwiêkszaj¹ce oporno�æ na
antybiotyki hydrofilowe, z uwagi na fakt, ¿e antybioty-
ki s¹ substancjami wiêkszymi od typowych zwi¹zków
chemicznych przechodz¹cych przez b³onê zewnêtrzn¹
poprzez kana³y porynowe. Przyk³adem szczepu bakte-
ryjnego pozbawionego bia³ek porynowych, jest szczep
Serratia marcescens oporny jednocze�nie na antybio-
tyki aminoglikozydowe i antybiotyki $-laktamowe [32].
Wiêkszo�æ szpitalnych epidemii wywo³anych jest przez
bakterie produkuj¹ce $-laktamazy. Enzymy te inakty-
wuj¹ wiêkszo�æ antybiotyków $-laktamowych i powo-
duj¹ powstanie oporno�ci równocze�nie na inne anty-
biotyki (aminoglikozydy, chinolony). Zaobserwowano
zale¿no�æ pomiêdzy utrat¹ poryn OmpC i OmpF
a równoczesnym pojawieniem siê oporno�ci na cefoky-
tynê, cefalosporyny trzeciej generacji, a tak¿e na fluo-
rochinolony w przypadku szczepów E. coli i S. Typhi-
murium. Szczepy K. pneumoniae pozbawione zdolno�ci
produkowania $-laktamaz, produkowa³y w znacz¹cych
ilo�ciach poryny OmpK36 i OmpK35, podczas gdy
szczepy zdolne do produkcji $-laktamaz produkowa³y
tylko nieznaczne ilo�ci OmpK36 i minimalne ilo�ci
OmpK35. A n a n t h a n  i S u b h a  [4] wykazali, ze
oporno�æ szczepów E. coli i K. pneumoniae na cefo-
kytynê zwi¹zana jest ze zmniejszonym poziomem eks-
presji genów koduj¹cych porynê OmpK35. Oporne na
antybiotyki bakterie Burkholderia cepacia i H. in-
fluenzae tak¿e wykazywa³y zmniejszon¹ produkcjê
bia³ek porynowych [64, 65]. Odpowiedzi¹ komórek
Proteus mirabilis na pojawienie siê w �rodowisku
antybiotyku $-laktamowego jest tak¿e redukcja ilo�ci
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bia³ek b³ony zewnêtrznej o masie 25 kDa, co ograni-
cza przenikanie antybiotyku przez os³ony komórko-
we. Zmiana sk³adu bia³kowego b³ony zewnêtrznej
jako odpowied� na obecno�æ antybiotyków $-laktamo-
wych w �rodowisku dotyczy równie¿ utraty poryny
OmpD u P. aeruginosa [1, 2].

Wielolekooporno�æ bakterii Gram-ujemnych zwi¹-
zana jest nie tylko z ilo�ciowymi zamianami dotycz¹-
cymi obecno�ci poryn w b³onie zewnêtrznej, ale g³ów-
nie z wystêpowaniem w os³onach zewnêtrznych tzw.
efflux pumps � bia³kowych struktur trójsk³adnikowych
pe³ni¹cych funkcje pomp aktywnie usuwaj¹cych wiêk-
szo�æ antybiotyków jak równie¿ komórkowych meta-
bolitów wtórnych z cytoplazmy i z przestrzeni pery-
plazmatycznej do �rodowiska zewnêtrznego. Pompy s¹
systemami wykorzystuj¹cymi si³ê protonomotoryczn¹
lub energiê zawart¹ w ATP. Efflux pumps sk³adaj¹ siê
z trzech sk³adników: poryny, umo¿liwiaj¹cej wydosta-
nie siê �niepo¿¹danej� substancji na zewn¹trz komórki
(gated membrane protein), bia³ka tworz¹cego kana³
(linker protein) ³¹cz¹cy porynê oraz bia³ka b³ony
cytoplazmatycznej (exporter protein). Obecno�æ tego
rodzaju pomp stwierdzono m.in. u Citrobacter freun-
dii, Enterobacter aerogenes, E. coli, N. gonorrhoeae,
N. meningitidis, P. vulgaris, S. Typhimurium, S. mar-
cescens oraz P. aeruginosa. U P. aeruginosa scharak-
teryzowano obecno�æ czterech pomp: MexA-MexB-
OprM, MexC-MexD-OprJ, MexE-MexF-OprN oraz
MexX-MexY-OprM. Specyficzno�æ tych pomp doty-
czy ró¿nych antybiotyków, a ich produkcja zostaje
podwy¿szona podczas procesu infekcji [1].

Pomp¹ zaanga¿owan¹ w usuwanie z komórki E. coli
antybiotyków $-laktamowych, fluorochinolonów czy
erytromycyny jest pompa RND (resistance-nodula-
tion-cell division). Pompa ta ma budowê homotrime-
ru. W funkcjonalnym kompleksie bia³kowym pompy
uczestniczy bia³ko TolC tworz¹ce por w b³onie. Bia³ko
to wspó³dzia³aj¹c z bia³kami b³ony cytoplazmatycznej
AcrA i ArcB uczestniczy w usuwaniu z komórki bak-
teryjnej nie tylko leków, ale i detergentów, barwników
i innych zwi¹zków toksycznych [6].

Zjawisko nadprodukcji bia³ek funkcjonuj¹cych jako
pompy przez bakterie podczas procesu infekcji utrud-
nia podjêcie odpowiedniej antybiotykoterapii. Dlate-
go coraz bardziej uzasadnione wydaje siê stosowanie
antybiotyków o odpowiednich w³a�ciwo�ciach farma-
kodynamicznych lub stosowanie leków, które s¹ kom-
binacj¹ wielu antybiotyków.

8. OMPs jako sk³adniki szczepionek

Szczepionk¹ jest preparat zawieraj¹cy nietoksyczny
antygen lub antygeny drobnoustrojów, które wyniku
wprowadzenia do organizmu (poprzez wstrzykniêcie

lub po³kniêcie) sztucznie indukuj¹ swoist¹ odpowied�
immunologiczn¹ skierowan¹ przeciwko temu anty-
genowi, a nastêpnie warunkuj¹c¹ powstanie trwa³ej
odporno�ci [23, 89].
Obecnie wyró¿nia siê:
● szczepionki klasyczne:

� zawieraj¹ce ¿ywe mikroorganizmy o zmodyfiko-
wanych w³a�ciwo�ciach,

� zawieraj¹ce martwe lub atenuowane chemicznie
lub termicznie mikroorganizmy,

● szczepionki nowej generacji:
� zawieraj¹ce kwas nukleinowy drobnoustroju,
� zawieraj¹ce atenuowane drobnoustroje, w których

genom wprowadzono gen innego drobnoustroju
(szczepionki wektorowe),

� zawieraj¹ce oczyszczone antygeny powierzch-
niowe (szczepionki podjednostkowe).

Szczepionki podjednostkowe zawieraj¹ce bia³ka re-
kombinowane mog¹ byæ otrzymane w ró¿nych typach
uk³adów ekspresyjnych: bakteryjnych, ssaczych lub
dro¿d¿owych. Pewne OMPs u¿yte jako sk³adniki
szczepionek podjednostkowych charakteryzuj¹ siê
du¿¹ konserwatywno�ci¹ epitopów, co daje szansê na
precyzyjn¹ odpowied� organizmu gospodarza w kolej-
nym kontakcie z antygenem. Szczepionki podjednost-
kowe s¹ bezpieczne w stosowaniu, gdy¿ charakteryzuj¹
siê nisk¹ immunogenno�ci¹, a zwiêkszenie skuteczno�-
ci ich dzia³ania polega m.in. na zastosowaniu wyse-
lekcjonowanych adiuwantów. Adiuwantem mo¿e byæ
kompletny LPS lub lipid A, emulsje olejowe, a tak¿e
fragmenty kompleksów bia³ek porynowych np. E. coli
[23, 89, 91].

Obecnie testuje siê mo¿liwo�æ zastosowania jako
potencjalnego kandydata na sk³adow¹ szczepionki,
przeciwko brucellozie bia³ko Omp25 szczepów Bru-
cella abortus, B. melitensis oraz B. ovis [21]. Z kolei
bia³ko OspA jest bia³kiem b³ony zewnêtrznej wystê-
puj¹cym u B. burgdorferi, które obecnie wydaje siê
odpowiednim kandydatem do konstrukcji szczepionki
zapobiegaj¹cej szerzeniu siê boreliozy [18].

Zdolno�æ bakterii do wywo³ania infekcji zale¿y od
zdolno�ci komórek bakterii do trwa³ego przywierania
do �luzówki, kolonizacji i wtargniêcia do komórek
epitelialnych gospodarza. Zablokowanie procesu ad-
hezji, jako pierwszego etapu infekcji mo¿e byæ naj-
bardziej skuteczn¹ strategi¹ w walce z infekcj¹. Jest to
mo¿liwe w sytuacji, kiedy wzajemne oddzia³ywanie
bia³ek powierzchniowych bakterii i komórek �luzówek
zostanie zablokowane lub zaburzone. Bia³ka b³ony
zewnêtrznej S. Enteritidis o masach cz¹stkowych
82,3 kDa i 75,6 kDa s¹ potencjalnie zaanga¿owane
w proces adhezji komórek bakterii do ludzkich ko-
mórek epitelialnych jelit. Szczepionki dla kurcz¹t za-
wieraj¹ce te bia³ka mog³yby blokowaæ lub redukowaæ
kolonizacjê �luzówki jelit kurcz¹t przez S. Enteritidis.
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Szczepienie drobiu bia³kami OMPs o masach cz¹stko-
wych 82,3 kDa i 75,6 kDa w mieszaninie z odpowied-
nimi adjuwantami mog³oby go ochroniæ przed koloni-
zacj¹ ich przewodów pokarmowych przez S. Enteritidis,
co stwarza³oby szansê na obni¿enie zachorowañ na
salmonellozê [26].

Skonstruowano ju¿ doustn¹ szczepionkê bazuj¹c¹
na ¿ywym, atenuowanym szczepie S. Typhimurium
ekspresjonuj¹cym na swej powierzchni bia³ka OprF
i OprI pochodz¹ce od P. aeruginosa. Stosowanie tej
szczepionki mia³oby zapobiegaæ chronicznym zaka¿e-
niom p³uc wywo³anym przez szczepy P. aeruginosa.
Strategia tworzenia tego typu szczepionek oparta jest
na zdolno�ci bakterii Salmonella do penetracji nab³on-
ka epitelialnego i utrzymywania siê wewn¹trz komórek
prezentuj¹cych antygen (APC) podczas ich migracji
do organów limfatycznych w �luzówce uk³adu pokar-
mowego. Prezentowanie przez komórki APC antyge-
nów Salmonella limfocytom T i B, stymuluje wytwa-
rzanie swoistych przeciwcia³ zarówno w obrêbie jelita
jak i w ca³ym organizmie. Pomimo doustnego stoso-
wania szczepionki stwierdzono podwy¿szony poziom
przeciwcia³ IgA i IgG w �luzówce uk³adu oddechowe-
go. Doustne szczepionki na bazie rekombinowanych
szczepów Salmonella sprawdzi³y siê w zapobieganiu
zaka¿eniom wywo³anym przez bakterie H. pylori, Clo-
stridium difficile i wirusy Papilloma. Wyniki przyto-
czonych badañ dotycz¹ tylko myszy, nastêpnym kro-
kiem bêdzie sprawdzenie tego efektu u ludzi [33].

W przypadku S. Typhi bêd¹cej przyczyn¹ duru brzu-
sznego szczególnie czêsto notowanego jako jednostka
chorobowa w krajach rozwijaj¹cych siê, bia³ka poryno-
we testowane s¹ jako alternatywne antygeny w szcze-
pionkach podjednostkowych, w których obecnie sto-
sowanym antygenem jest polisacharyd otoczkowy Vi.
Wydaje siê jednak, ¿e bia³ka porynowe podobnie jak
LPS czy ekstrakty komórkowe S. Typhi s¹ mniej immu-
nogenne od obecnie stosowanego polisacharydu Vi [55].

Shigellozy s¹ du¿ym problemem zdrowotnym w�ród
noworodków oraz ma³ych dzieci w krajach rozwijaj¹-
cych siê oraz s¹ g³ównym czynnikiem etiologicznym
biegunek podró¿nych. WHO ustanowi³o wysokie prio-
rytety dla rozwoju badañ nad tworzeniem szczepio-
nek, które maj¹ zapobiegaæ tego rodzaju infekcjom.
Liczne dane wskazuj¹, ¿e najbardziej immunogennym,
bakteryjnym antygenem s¹ O-swoiste ³añcuchy LPS,
poniewa¿ zastosowanie przeciwcia³ skierowanych prze-
ciwko ró¿nym antygenom O-swoistym chroni³o orga-
nizm ludzki przed infekcjami. Ostatnie badania dowo-
dz¹, i¿ istnieje wiele bia³ek b³ony zewnêtrznej Shigella
o w³a�ciwo�ciach immunogennych, które mo¿na
wyselekcjonowaæ jako sk³adniki szczepionek. Spo�ród
80 zanalizowanych bia³ek OMPs wyizolowanych ze
szczepów S. flexneri 2a, osiem reagowa³o z przeciw-
cia³ami skierowanymi przeciwko ca³ym komórkom

bakterii. Zidentyfikowano funkcje tych o�miu bia³ek
porównuj¹c ich sekwencje aminokwasowe z dostêp-
nymi sekwencjami charakterystycznymi dla innych
bakterii w bazie danych SWISS-PROT. Ich funkcje s¹
bardzo zró¿nicowane np. czê�æ z nich stanowi¹ lipo-
proteiny b³ony zewnêtrznej, bia³ka bior¹ce udzia³ w bio-
syntezie rzêsek, bia³ka wyrzutu z komórki leków oraz
transmembranowe bia³ko wi¹¿¹ce penicylinê [67].

Zidentyfikowano równie¿ nowe bia³ka b³ony ze-
wnêtrznej bakterii Leptospira Lai: pL18, pL21, pL22,
pL24, pL45, pL 47/49, pL50 i pL55. Leptospira to
rodzaj bakterii wywo³uj¹cych zoonozê zwan¹ lepto-
spiroz¹. Ludzka leptospiroza jest wynikiem kontaktu
z moczem zwierz¹t, zanieczyszczon¹ moczem wod¹ lub
wilgotn¹ gleb¹. Znanych jest obecnie oko³o 230 sero-
warów tych patogennych bakterii, których rozmiesz-
czenie jest determinowane geograficznie. Zmienno�æ
serologiczna w�ród tych patogenów jest zwi¹zana
z ró¿nicami w strukturze i sk³adzie LPS [18]. Na pod-
stawie zmienno�ci antygenu O-swoistego LPS wyod-
rêbniono równie¿ a¿ 61 serotypów Edwardsiella tarda
(wywo³uje infekcje jelitowe w krajach subtropikal-
nych), co niestety utrudnia stworzenie skutecznej szcze-
pionki, zapobiegaj¹cej edwardsiellozie. Aktualnie, po-
szukuje siê wiêc konserwatywnych antygenów (w tym
OMPs), wspólnych dla ró¿nych serotypów E. tarda
[41]. W zwi¹zku z trudno�ciami uzyskania poliwalent-
nych szczepionek z u¿yciem LPS, dobrym wyj�ciem
jest identyfikacja konserwatywnych antygenów OMPs,
co mo¿e w przysz³o�ci pos³u¿yæ diagnostyce leptospi-
rozy jak równie¿ edwardsiellozy. Bia³ko LipL41 L. Lai
chroni chomiki w 71% przed leptospiroz¹, kiedy po-
dawane jest ze zrekombinowanym bia³kiem OmpL1.
Analiza OMPs L. Lai ekspresjonowanych u hodowa-
nych w ró¿nych temperaturach bakterii, wykaza³a, i¿
bia³ko LipL36 i pL50 s¹ obecne u bakterii hodowa-
nych w 20°C a zanikaj¹ podczas inkubacji szczepu
w 30°C. Podobne obni¿enie poziomu ekspresji tych
bia³ek stwierdzono u bakterii namna¿anych w 37°C
w obecno�ci surowicy pêpowinowej oraz bydlêcej
i w �rodowisku pozbawionym ¿elaza w 30°C. Równie¿
podczas infekcji LipL36 by³o w niewielkim stopniu
syntetyzowane. Wyniki te mog¹ sugerowaæ, i¿ bia³ka
LipL36 nie s¹ wytwarzane podczas infekcji ssaków
i mog¹ byæ istotne w prze¿ywaniu bakterii na zewn¹trz
organizmu. Bia³ko pL24 by³o s³abiej syntetyzowane
w �rodowisku pozbawionym ¿elaza. Mo¿e to wska-
zywaæ na specyficzno�æ tkankow¹ podczas infekcji,
w której pL24 ekspresjonowane jest w organach, gdzie
jest wiêcej dostêpnego wolnego ¿elaza [18].

Obecnie istniej¹ce szczepionki przeciwko H. influ-
enzae s¹ skuteczne tylko w stosunku do otoczkowych
szczepów posiadaj¹cych polisacharydy typu b (Hib).
Szczepy H. influenzae posiadaj¹ce polisacharyd otocz-
kowy typu b wywo³uj¹ zapalenie opon mózgowych, za-
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palenie nag³o�ni oraz posocznicê. Stosowanie szczepio-
nek w krajach zamo¿nych obni¿y³o w znacznym stop-
niu wystêpowanie infekcji powodowane przez te bakte-
rie u dzieci. Pomimo tych dzia³añ obserwuje siê jednak
wysok¹ prewalencjê (szczególnie w Indiach) infekcji
wywo³anych szczepami otoczkowymi o serotypach in-
nych ni¿ typu b oraz szczepami bezotoczkowymi
(NTHi), które przyczyniaj¹ siê do rozwoju chroniczne-
go zapalenia oskrzeli, zapalenia p³uc i zapalenia ucha
�rodkowego. Zwrócono, zatem uwagê na inne, bardziej
konserwatywne antygeny strukturalne os³on komórek
bakteryjnych � bia³ka b³ony zewnêtrznej. Analiza
OMPs pozwoli³a na wyró¿nienie kilkunastu podtypów
w�ród szczepów H. influenzae NTHi i Hib, których wy-
stêpowanie ograniczone jest do konkretnych rejonów
epidemiologicznych. B³ona zewnêtrzna H. influenzae
zawiera oko³o 36 ró¿nych bia³ek OMP. S¹ w w�ród nich
poryny, bia³ka wra¿liwe na zmiany temperatury, lipo-
proteiny oraz bia³ka wi¹¿¹ce transferynê [40].

Bia³ka b³ony zewnêtrznej UspA1 i UspA2 Mora-
xella catarrhalis s¹ równie¿ obecnie obiektem badañ
nad szczepionkami, gdy¿ s¹ to bia³ka wysoce konser-
watywne i wyizolowane zosta³y z przebadanych
108 izolatów pozyskanych od ma³ych dzieci z zaka-
¿eniami jamy nosowo-gard³owej [57]. U wiêkszo�ci
badanych szczepów M. catarrhalis wystêpowa³y rów-
nie¿ bia³ka OmpE i OmpG. OMPs izolowane ze szcze-
pów M. catarrhalis stanowi¹ grupê bia³ek mieszcz¹-
cych siê w zakresie masy od 21 kDa do 98 kDa
i oznaczane s¹ jako OmpA-OmpH. Zaobserwowano, ¿e
poszczególne bia³ka izolowane z patogennych szcze-
pów M. catarrhalis wykazywa³y podobieñstwo pod
wzglêdem masy cz¹steczkowej. Na podstawie tych
obserwacji OMP powinny byæ one brane pod uwagê
w tworzeniu szczepionek przeciwko jednostkom cho-
robowym wywo³ywanym przez M. catarrhalis [61].

Pasteurella multocida to Gram-ujemna bakteria
mog¹ca wywo³ywaæ zaka¿enia ran u ludzi po ugry-
zieniach i zadrapaniach przez zwierzêta. Obecnie
w ochronie drobiu, u którego bakteria ta mo¿e bytowaæ
stosuje siê 2 typy szczepionek: atenuowane oraz inak-
tywowane. Rozpoczêto równie¿ produkcjê szczepion-
ki podjednostkowej, w sk³ad której wchodz¹ OMPs.
OMPs spreparowane jako sk³adniki szczepionek pod-
jednostkowych mog¹ mieæ ró¿n¹ formê, np. bia³ko-
wych micelli, bia³ek zamkniêtych w liposomach lub
wielojednostkowych kompleksów ISCOMs (immuno-
stimulating complexes) [35].

Minimalne zmiany w obrêbie antygenów OMPs
mog¹ mieæ istotne znaczenie w stymulacji odpowiedzi
immunologicznej. Przyk³adem jest zamiana jednego
aminokwasu w obrêbie epitopu g³ównej poryny kla-
sy I N. meningitidis testowanej jako antygen w szcze-
pionce podjednostkowej. Mutacja, której wynikiem
by³a zmiana dotycz¹ca jednego aminokwasu doprowa-

dzi³a do zniesienia efektywno�ci szczepionki, ale rów-
nocze�nie szczepy z tak¹ mutacj¹ wykazywa³y pod-
wy¿szenie oporno�ci na bakteriobójcze dzia³anie suro-
wicy [60]. Pomimo prac nad szczepionk¹ uodparniaj¹c¹
przeciwko infekcjom powodowanym przez meningo-
koki grupy B nie uda³o siê dot¹d opracowaæ skutecznej
metody jej otrzymywania. N. meningitidis grupy B,
posiada otoczkowy homopolimer kwasu sjalowego,
który jest s³abo immunogenny, gdy¿ jest identyczny
z antygenem adhezyjnym NCAM embrionalnych ko-
mórek nerwowych, obecnym w b³onach komórkowych
astrocytów czy komórek glejowych eksponowanym
przez tkanki gospodarza. Organizm wykazuje tole-
rancjê immunologiczn¹ na strukturê homopolimeru
a(2→8) kwasu sjalowego wystêpuj¹cego jako mate-
ria³ otoczkowy N. meningitidis grupy B i to umo¿liwia
zasiedlanie przez N. meningitidis grupy B �luzówki
jamy nosowo-gard³owej. Komórki N. meningitidis prze-
³amuj¹c barierê �luzówki górnych dróg oddechowych
mog¹ szybko namno¿yæ siê w krwioobiegu i prze³amaæ
barierê krew-mózg, co mo¿e prowadziæ do zgonu pa-
cjenta [49]. W tym kontek�cie obiecuj¹ce wydaj¹ siê
wyniki badañ nad zastosowaniem OMPs tych bakterii
jak sk³adników szczepionki podjednostkowej.

Wprowadzenie do powszechnego stosowania szcze-
pionek podjednostkowych na bazie OMPs prawdopo-
dobnie obni¿y³oby ilo�æ ludzkich infekcji oraz przy-
czyni³oby siê do obni¿enia kosztów opieki medycznej.
Problemem jest jednak to, ¿e nie wszystkie immuno-
genne OMPs stymuluj¹ odpowied� immunologiczn¹
chroni¹c¹ przed ponownym zaka¿eniem [23, 91].

Wci¹¿ nie wynaleziono skutecznych szczepionek
przeciwko wielu jednostkom chorobowym. Pocz¹tko-
wo rozwój wakcinologii skierowany by³ na produk-
cjê szczepionek, dla których �ród³em antygenów by³y
lipopolisacharydy lub oligosacharydy bakteryjne
w kompleksach z odpowiednimi adjuwantami. Obec-
nie, obserwuje siê tendencjê w poszukiwaniu silnie
konserwatywnych komponentów b³ony zewnêtrznej.
Idealnymi kandydatami wydaj¹ siê bia³ka OMPs,
których wielokierunkowe dzia³anie przejawia siê m.in.
we w³a�ciwo�ciach enzymatycznych, w transporcie
substancji od¿ywczych i jonów do komórki, udziale
w procesie adhezji, nabywaniu oporno�ci na stoso-
wane antybiotyki oraz oddzia³ywaniu z uk³adem im-
munologicznym gospodarza.

9. Podsumowanie

Strukturalnie i funkcjonalnie OMPs stanowi¹ ró¿-
norodn¹ grupê bia³ek bakterii Gram-ujemnych. Pe³ni¹
funkcje strukturalne, enzymatyczne, wi¹¿¹ toksyny,
transportuj¹ substancje na drodze transportu bierne-
go, s¹ tak¿e aktywnymi transporterami tworz¹cymi
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systemy transportowe wymagaj¹ce energii. OMPs zlo-
kalizowane czê�ciowo na powierzchni komórki bak-
terii uczestnicz¹ w procesie adhezji komórki bakterii
do komórek gospodarza, s¹ antygenami dla przeciw-
cia³ skierowanych przeciwko komórkom bakterii, pe³-
ni¹ tak¿e funkcjê receptorów dla ró¿nych cz¹steczek i
bakteriofagów. Cze�æ OMPs funkcjonuje jako poryny.
OMPs umo¿liwiaj¹ bakteriom adaptacjê do �rodowi-
ska i reagowanie na zmiany w nim zachodz¹ce, zwiêk-
szaj¹c w ten sposób szansê na przetrwanie oraz wzrost
ich infekcyjno�ci.
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1. Wprowadzenie

Wirus Epsteina-Barr (EBV) wystêpuje w ponad
95% populacji ludzkiej [1]. Oko³o 50% osób przeby³o
infekcjê wirusow¹ EBV przed 5 r.¿., natomiast przed
25 r.¿. odnotowano ponad 90% zaka¿eñ.

Komórkami, w których nastêpuje transkrypcja bia-
³ek wirusa i replikacja jego genomu s¹ komórki nab³on-
kowe noso-gardzieli i limfocyty B, rzadko limfocyty T
lub komórki NK [69, 72]. We wczesnym dzieciñstwie
zaka¿enie przebiega zazwyczaj bezobjawowo, nie-
kiedy stwierdza siê podwy¿szone wska�niki enzyma-
tyczne w¹troby. W wieku m³odzieñczym zaka¿enie
wirusem EBV miêdzy 15 a 24 rokiem ¿ycia mo¿e
przebiegaæ w postaci mononukleozy zaka�nej lub
w tzw. postaci tyfoidalnej, objawiaj¹cej siê jedynie go-
r¹czk¹ i zmêczeniem [6, 21, 72]. W grupach o obni¿o-
nym standardzie socjoekonomicznym monukleoza za-
ka�na jest bardziej rozpowszechniona i wystêpuje

czê�ciej u dzieci m³odszych [21, 72]. Mononukleoza
zaka�na jest to samoograniczaj¹ca siê choroba limfo-
proliferacyjna krwi z zachowanym mechanizmem kon-
trolnym. Wirus EBV przenosi siê poprzez �linê, drog¹
kropelkow¹, przez przetoczenie preparatów krwiopo-
chodnych lub drog¹ p³ciow¹. Okres inkubacji wynosi
najczê�ciej 30�50 dni [70]. Dla mononukleozy zaka�-
nej najbardziej charakterystyczne s¹ nastêpuj¹ce zmia-
ny hematologiczne w krwi: liczba leukocytów powy¿ej
10 G/l, odsetek limfocytów powy¿ej 40%, w tym aty-
powych powy¿ej 10%, ekspansja komórek CD8(+)
i odwrócenie proporcji CD4(+) do CD8(+) [6, 30].
Objawy kliniczne s¹ ró¿norodne, mo¿e pojawiæ siê go-
r¹czka, zapalenie gard³a, powiêkszenie wêz³ów ch³on-
nych, w¹troby, �ledziony, bóle stawowo-miê�niowe,
obrzêk powiek, nasady nosa i twarzy [30, 70]. U osób
starszych mononukleoza zaka�na jest wykrywana rzad-
ko i wystêpuj¹ca wówczas infekcja zwi¹zana z EBV ma
pod³o¿e autoimmunologiczne lub limfoproliferacyjne
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[36]. Wirus Epsteina-Barr mo¿e byæ równie¿ czyn-
nikiem etiologicznym innych chorób wystêpuj¹cych
w ró¿nych obszarach geograficznych. EBV jest przy-
czyn¹ endemicznego ch³oniaka Burkitta, powszechne-
go w�ród dzieci w Afryce, w rejonach objêtych mala-
ri¹ [62], raka jamy nosowo-gard³owej wystêpuj¹cego
najczê�ciej w�ród ludno�ci chiñskiego pochodzenia
w rejonie Pacyfiku [69]. Uwa¿a siê, ¿e ponad 30%
przypadków ch³oniaka Hodgkina (HL) jest zwi¹za-
nych z infekcj¹ EBV. Genom wirusa mo¿na wykryæ
w krwi, surowicy oraz w charakterystycznych dla ziar-
nicy z³o�liwej komórkach Reed-Stenberga (HRS) [14,
31, 40, 54]. Pierwotne zaka¿enie stanowi ogromne za-
gro¿enie dla osób maj¹cych defekt chromosomu X
(lXPL zespó³ Duncana), prowadz¹c do �mierci w wy-
niku zmian patologicznych w obrêbie wielu narz¹dów.
Zaka¿enie EBV wywo³uje niekontrolowany wzrost
populacji komórek NK oraz cytotoksycznych limfo-
cytów T, których aktywno�æ skierowana jest przeciw
nie zaka¿onym komórkom [30, 70].

Infekcja pierwotna poci¹ga za sob¹ wytwarzanie
specyficznych przeciwcia³ i limfocytów T-cytotok-
sycznych. Odpowied� humoralna i komórkowa nie po-
woduje jednak eliminacji wirusa z organizmu, ustala
siê stan równowagi, w którym zostaje ograniczona re-
plikacja wirusa [6, 72]. Limfocyty T-cytotoksyczne
EBV swoiste redukuj¹ komórki wykazuj¹ce ekspresjê
genów wirusa do poziomu jednej zainfekowanej ko-
mórki na 106 recyrkuluj¹cych limfocytów B [21]. Po
infekcji pierwotnej wirus przechodzi w postaæ latentn¹.
Supresja odpowiedzi komórkowej spowodowana lecze-
niem immunosupresyjnym mo¿e wywo³aæ reaktywacjê
wirusa, który przechodzi wtedy w cykl lityczny i jest
obecny w krwi, w �linie lub w wydzielinie dróg moczo-
wo-p³ciowych. Wystêpuje wówczas gor¹czka, zapale-
nie p³uc, zapalenie w¹troby, leukopenia i pojawiaj¹ siê
we krwi atypowe limfocyty. Wirus uszkadzaj¹c limfo-
cyty B mo¿e pog³êbiaæ stan immunosupresji [71, 72].

Infekcja lub reaktywacja wirusa Epsteina-Barr
u pacjentów po transplantacji mo¿e byæ przyczyn¹ wy-
st¹pienia choroby limfoproliferacyjnej PTLDs (post
transplant limphoproliferative disorders) [72]. W�ród
PTLDs wyró¿nia siê zmiany o typie hyperplazji plaz-
matycznej i ch³oniaków immunoblastycznych. Czês-
to�æ zaburzeñ limfoproliferacyjnych spotykanych po
przeszczepach jest �ci�le zwi¹zana z rodzajem prze-
szczepianego narz¹du, zastosowan¹ immunosupresj¹
i wyst¹pieniem GvHD [71, 72].

2. Systematyka EBV

EBV wchodzi w sk³ad rodziny Herpesviridae obej-
muj¹cej trzy podrodziny, do których nale¿y osiem
wirusów zaka¿aj¹cych cz³owieka. Wirusy nale¿¹ce do

poszczególnych podrodzin ró¿ni¹ siê nasileniem re-
plikacji, organizacj¹ genomu i rodzajem komórek,
w których siê namna¿aj¹ [5]. Rodzina Herpesviridae
charakteryzuje siê unikaln¹ zdolno�ci¹ do tzw. laten-
cji, czyli do przebywania w organi�mie w stanie uta-
jonym [5, 74]. Latencja definiowana jest jako obecno�æ
genomu wirusowego w komórkach bez produkcji za-
ka�nych cz¹stek wirusowych. Podczas latencji ekspre-
sja genów wirusa jest ograniczona. Najprawdopodob-
niej stan utajenia trwa przez ca³e ¿ycie gospodarza i
mo¿e byæ przerywany okresami reaktywacji [37, 49].
EBV zwany ludzkim herpeswirusem typu 4 nale¿y do
podrodziny (-Herpesvirinae. Jedynym naturalnym go-
spodarzem wirusa EBV jest cz³owiek, chocia¿ ekspe-
rymentalnie uda³o siê te¿ zakaziæ kilka gatunków ma³p
[40]. Niektórzy autorzy zaliczaj¹ EBV do grupy Lym-
phocryptovirus (LCVs). W warunkach naturalnych
LCVs mog¹ wywo³ywaæ zaka¿enia ma³p, s¹ biologicz-
nie i genotypowo prawie identyczne jak wirus Epste-
ina-Barr (homologia nukleotydów wynosi oko³o 75%),
co wykorzystano w badaniach nad mechanizmem
transformacji blastycznej limfocytów B wywo³anej in-
fekcj¹ wirusow¹ [58, 61].

3. Rys historyczny

W 1958 roku brytyjski chirurg Denis B u r k i t t
przedstawi³ hipotezê, ¿e ch³oniak Burkitta wystêpuj¹-
cy u dzieci w Afryce mo¿e mieæ etiologiê wirusow¹.
E p s t e i n  i B a r r  w 1964 roku stwierdzili w wyod-
rêbnionej limfocytarnej linii komórkowej pochodz¹cej
z ch³oniaka Burkitta, obecno�æ wirusa biologicznie
i antygenowo podobnego do innych wirusów Herpes.
Kilka lat pó�niej metod¹ hybrydyzacji wykryto DNA
wirusa w komórkach nowotworowych raka jamy no-
sowo-gard³owej. Zale¿no�æ miêdzy EBV i mononu-
kleoz¹ zaka�n¹ zosta³a potwierdzona w 1968 roku przez
grupê dr Wernera Henle na podstawie seronegatywno�-
ci EBV u chorych przed wyst¹pieniem mononukleozy
i obecno�ci przeciwcia³ podczas jej trwania [1].

4. Droga wnikania wirionów

Komórki wirusa przenosz¹ siê g³ównie przez �linê.
W jamie nosowo-gard³owej nastêpuje fuzja wirionów
z komórkami epitelialnymi oraz z przep³ywaj¹cymi
przez pier�cieñ Waldey�era limfocytami B [56].

Podczas fuzji wirus wykorzystuje receptor komór-
kowym CD 21, który jest antygenem sk³adowej kom-
plementu C3d. Z receptorem CD21 ³¹cz¹ siê dwa g³ów-
ne bia³ka otoczki wirusa gp350 i gp220 [34, 35]. S¹ one
transkryptorami tego samego genu, a sekwencja a, a ich
peptydu EDPGFFNVEI jest zbli¿ona do sekwencji
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sk³adowej komplementu C3d EDPGKQLYNVEA.
Szczególnie nara¿one na infekcjê s¹ spoczynkowe lim-
focyty B o du¿ej gêsto�ci receptora CD21. Komórki
epitelialne, nie posiadaj¹ce receptora CD21 te¿ s¹ in-
fekowane przez EBV, st¹d wywnioskowano, ¿e musi
istnieæ inny koreceptor dla tych komórek [35, 40, 66].
Glikoproteiny wirusa gp350 i gp220 pe³ni¹ okre�lon¹
rolê zarówno podczas fuzji, jak i podczas penetracji
komórki. Kolejnym bia³kiem otoczki wirusa odpowie-
dzialnym za integracjê z komórk¹ gospodarza jest
gp85. W warunkach laboratoryjnych stwierdzono,
¿e przy³¹czenie siê przeciwcia³ monoklonalnych do
antygenu gp85 powoduje, ¿e otoczka wirusa nie ulega
fuzji z b³on¹ infekowanych komórek [35].

W procesie ³¹czenia siê lipidowej otoczki wirusa
z b³on¹ komórkow¹, bior¹ tak¿e udzia³ bia³ka gH, gL,
gB oraz szczególnie wa¿na podczas infekcji limfocy-
tów B, glikoproteina gp42. Wystêpowanie kompleksu
gH/gL oraz gB jest wystarczaj¹ce do zaka¿enia ko-
mórek epitelialnych. Zauwa¿ono, ¿e brak glikoproteiny
gH nie powoduje fuzji wirusa z komórk¹ gospodarza.
Nasuwa to wniosek, ¿e w³a�nie bia³ko gH jest odpo-
wiedzialne za ten proces, jednak do tej pory nie znale-
ziono odpowiedniego koreceptora w b³onie komórek
epitelialnych. Podczas infekcji limfocytów B szcze-
góln¹ rolê odgrywa glikoproteina gp42, która tworzy
kompleks z bia³kami uk³adu MHC klasy II (wszystkie
allele HLA-DR, HLA-DP oraz niektóre HLA-DQ).
Zauwa¿ono, ¿e zarówno gp42 jak i kompleks gL/gH/
gp42 aktywuje fuzjê wirusa z limfocytami B tworz¹c
gp42-MHC kl.II. W przypadku komórek epitelialnych
ekspresja wirusowego bialka gp42 hamuje infekcjê
tych komórek, przy czym wed³ug najnowszych badañ

powstanie kompleksu gH/gL/gp42 nie zapobiega fuzji
wirusa z komórkami epitelialnymi [34].

Podczas cyklu litycznego zachodz¹cego w limfo-
cytach B mog¹ powstawaæ wiriony nie wykazuj¹ce
ekspresji gp42 i wówczas selektywnie zaka¿aj¹ one
komórki epitelialne tego samego lub nowego gospo-
darza. Podczas replikacji wirusa w komórkach epite-
lialnych, nastêpuje ekspresja genu bia³ka gp42, które
mo¿na wykryæ na otoczce wirionów potomnych. Gliko-
proteina ta pozwala na fuzjê wirusa z nie zaka¿onymi
limfocytami B przez przy³¹czenie siê do antygenu
MHC II klasy (Rys. 1) [57].

Po fuzji wirusa z komórk¹ gospodarza nukleokap-
syd jest uwalniany do cytoplazmy, a nastêpnie mate-
ria³ genetyczny jest transportowany do j¹dra komór-
kowego, gdzie zmienia siê w pozachromosomaln¹
kolist¹ cz¹steczkê episomu [35].

5. Budowa genomu EBV.
Ekspresja genów, funkcja ich produktów

Wirus jest zbudowany z ikosahedralnego kapsydu
o �rednicy oko³o 100 nm, sk³adaj¹cego siê z 162 kap-
somerów, który okrywa cz¹steczkê DNA [74]. Na ze-
wn¹trz kapsydu znajduje siê tegument z otoczk¹ lipi-
dow¹, bêd¹c¹ fragmentem b³ony komórkowej
gospodarza. W otoczkê wbudowane s¹ glikoproteiny,
pe³ni¹ce wa¿ne funkcje podczas fuzji i wnikania ma-
teria³u genetycznego do infekowanych komórek [5].

Genom wirusa EBV jest to podwójna linearna cz¹-
steczka DNA o d³ugo�ci 172 kpz. Sk³ada siê z krótkiej
(US) i d³ugiej (UL) sekwencji zawieraj¹cej fragmenty

Rys. 1. Zmiana ekspresjii glikoproteiny gp 42 wirusa EBV umo¿liwia zaka¿enie komórek nab³onkowych
lub limfocytów B. Wg Read-Connole [45]



156 JOANNA BIENIAS, S£AWOMIRA KRZEMIEÑ, URSZULA MAZUREK

powtórzone (R2, R3, R4), sekwencje wewnêtrzne po-
wtórzone (IR1) i terminalne (TR) (Rys. 2) [12, 53, 58].
Terminalne powtórzenia znajduj¹ce siê na koñcu ge-
nomu zawieraj¹ sekwencje 500 pz i bior¹ udzia³ w pro-
cesie cyrkulizacji cz¹steczki DNA w j¹drze komórko-
wym. Genom koduje 100 do 200 bia³ek. W sk³ad bia³ek
cyklu latentego wchodzi sze�æ bia³ek j¹drowych:
EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C � LP (Epstein-Barr Nuclear
Antigen), trzy bia³ka membranowe: LMP-1, -2A, -2B
(Latent Membrane Protein) i dwa ma³e fragmenty
RNA: EBER-1, -2 (Epstein-Barr Early Receptor) [61].
W cyklu litycznym wykazuj¹ ekspresjê geny koduj¹ce
bia³ka membranowe, z których istotne znaczenie maj¹:
MA (Membrane Antigen), kompleks bia³ek wczes-
nych EA (Early Antigen) i bia³ka kapsydu VCA (Viral
Capsid Antigen Complex). Fragmenty genomu kodu-
j¹ce bia³ka latentne LMP-2A i LMP-2B znajduj¹ siê
w miejscu terminalnych powtórzeñ. Transkrypcja ich
jest mo¿liwa wówczas, gdy DNA wirusa ma postaæ
episomu [58].

Antygen j¹drowy EBNA-1 (Epstein-Barr Nuclear
Antigen) oraz fragment genomu OriP s¹ odpowie-
dzialne za replikacjê wirusa oraz utrzymywanie auto-
nomii episomu podczas fazy latentnej w mitotycznie
aktywnych limfocytach B. EBNA-1 jest bia³kiem mo-
g¹cym ³¹czyæ siê ze skondensowanymi ludzkimi chro-
mosomami, a tak¿e aktywowaæ dwa miejsca regionu
OriP [38, 61]. Fragment OriP by³ pocz¹tkowo uwa¿a-
ny za aktywator replikacji, jednak zauwa¿ono, ¿e re-
plikacja rozpoczyna siê w innych obszarach genomu.
W pracy L e e  i wsp. [38] wykazano, ¿e EBNA-1
i OriP s¹ odpowiedzialne za replikacjê wirusa, jednak
mechanizm ich dzia³ania nie zosta³ do koñca poznany.
EBNA-1 wraz z EBERs s¹ wykrywane w I typie la-
tencji [44]. Podczas cyklu latentnego genom wirusa
replikuje siê synchronicznie, tylko jeden raz w ci¹gu
cyklu komórkowego [38, 61].

EBNA-2 jest specyficznym transaktywatorem wiru-
sowego genomu, który odgrywa g³ówn¹ rolê w genera-
cji i utrzymywaniu proliferacji komórek po zaka¿eniu.
EBNA-2 stanowi czynnik wywo³uj¹cy proces immor-
talizacji. Reguluje on ekspresjê promotora LMP-1, na-

stêpnie membranowych latentnych bia³ek LMP-1, -2A
i -2B. W nie aktywowanych limfocytach B EBNA-2
wraz z EBNA-LP wzmaga ekspresjê: receptorów ko-
mórkowych CD23 � pobudzaj¹c inne limfocyty do
proliferacji i receptora CD21 � bêd¹cego ligandem dla
gp350 oraz protoonkogenu c-myc [44]. W immortali-
zowanych limfocytach B EBNA-2 mo¿e zmieniaæ
funkcjê antygenów CD11a, CD18 i CD58. Wykryto,
¿e istniej¹ dwa fragmenty EBNA-2 i to by³o podstaw¹
do rozró¿nienia dwóch podtypów wirusa: EBV-1
i EBV-2. Podtyp EBV-1 skuteczniej wywo³uje immor-
talizacjê limfocytow B [44].

EBNA-3A, -3B i -3C s¹ bia³kami indukuj¹cymi
proces immortalizacji limfocytów B a tak¿e wywo³u-
j¹cymi wzmo¿on¹ odpowied� immunologiczn¹. Geny
dla syntezy tych bia³ek maj¹ strukturê eksonointro-
now¹, znajduj¹c¹ siê w �rodkowej czê�ci genomu.
Bia³ka te najprawdopodobniej s¹ aktywatorami tra-
skrypcji i wchodz¹ w interakcjê z czynnikiem RBP-Jk.
W badaniach in vitro wykazano, ¿e EBNA-3A i -3C
w przeciwieñstwie do EBNA-3B s¹ niezbêdne w pro-
cesie immortalizacji. Wysuniêto hipotezê, ¿e EBNA-2B
in vivo reguluje ekspresjê genów bior¹cych udzia³
w ostrej lub przewlek³ej infekcji wirusowej. Stwier-
dzono, ¿e EBNA-3C wzmaga ekspresjê genu koduj¹-
cego antygen CD 21 oraz genu dla LMP-1 [32].

EBNA-LP (Epstein-Barr Leader Protein) odgrywa
g³ówn¹ rolê w indukcji transformacji blastycznej limfo-
cytów B. EBNA-LP ³¹czy siê z bia³kiem komórkowym
IS1 zwi¹zanym z bia³kiem X-1 tworz¹c razem kom-
pleks HAX-1. Sekwencja aminokwasów HAX-1 wy-
kazuje du¿e podobieñstwo do innej komórkowej pro-
teiny Nip3, która wchodzi w interakcjê z komórkowym
inhibitorem apoptozy Bcl-2 lub jego wirusowym odpo-
wiednikiem BHRF-1. W pracy M a t s u d a  i wsp.
[44] wykazano, ¿e EBNA-LP pe³ni potencjalnie funk-
cjê reguluj¹c¹ apoptozy zainfekowanych limfocytów B.

Bia³ko latentne LMP-1, kodowane przez gen BLNF1
jest zakotwiczone w b³onie komórkowej, gdzie wi¹¿e
siê z wimentyn¹, bêd¹c¹ komponentem cytoszkieletu
komórki. Mo¿e wystêpowaæ w b³onie w ilo�ci 105 cz¹-
steczek na komórkê. Udowodniono, ¿e LMP-1 jest

Rys. 2. Model translokacji spowodowanej nieprawid³ow¹ replikacjê EBV. Wg M u r r a y  i wsp. [38]
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odpowiedzialna za transformacjê blastyczn¹ zarówno
limfocytów B jak i komórek epitelialnych. LMP-1 ak-
tywuje NF-KB, AP-1 i STAT po�rednicz¹c w proce-
sach transkrypcyjnych w komórce. J¹drowe czynniki
transkrypcyjne NF-KB i AP-1 nale¿¹ do protoonkoge-
nów, które w przypadku zaburzenia funkcji mog¹ staæ
siê przyczyn¹ transformacji nowotworowej. LMP-1
stymuluje ekspresje wielu bia³ek komórkowych w tym
kompleksu MHC II klasy oraz receptorów CD40,
CD54 na limfocytach B [33]. Bia³ko to hamuje uaktyw-
nienie cyklu litycznego [55], komórkow¹ proliferacjê
i przetrwanie komórki [18, 63]. LMP-1 mo¿na wykryæ
na zaka¿onych immunoblastach B komórkowych,
w przebiegu mononukleozy z nietypow¹ limfoproli-
feracj¹, w przebiegu ch³oniaka Hodgkina, rzadziej
w ch³oniaku T-komórkowym i raku jamy nosowo-gar-
d³owej. LMP-2A mo¿e hamowaæ aktywno�æ komórko-
wej kinazy tyrozynowej [11]. Zauwa¿ono, ¿e delecja
LMP-2A w warunkach laboratoryjnych powoduje
przej�cie wirusa w cykl lityczny, co sugeruje znacze-
nie tego bia³ka w utrzymywaniu latencji [23].

W j¹drach komórkowych wykazuj¹cych obecno�æ
latentnej postaci wirusa mo¿na znale�æ dwa krótkie
³añcuchy RNA: EBER1 i EBER2 (Epstein-Barr Early
Receptor), zawieraj¹ce odpowiednio 166 i 172 zasad.
Liczba ich kopii jest bardzo wysoka, wynosi 5×106

cz¹steczek w jednym j¹drze. EBERs s¹ produktami
transkrypcji katalizowanej przez polimerazê III, re-
guluj¹ translacjê i przekazywanie informacji [62].
Wykazuj¹ siln¹ ekspresjê u pacjentów z ch³oniakiem
Burkitta, Hodgkina, rakiem noso-gardzieli i podczas
infekcji mononukleozy.

W fazie litycznej wirusa ekspresji ulegaj¹ g³ównie
bia³ka odpowiedzialne za replikacjê wirusowego DNA,
formowanie bia³ek kapsydu oraz bia³ek uczestnicz¹-
cych w infekcji nowych komórek [35].

Pierwszym wykrywalnym bia³kiem pojawiaj¹cym
siê w cyklu litycznym wirusa jest bia³ko Z, nazywane
wg niektórych autorów Zta lub ZEBRA (Bam HI Z
fragment Epstein Barr Replication Activator), kodo-
wane przez gen BZLF1 oraz bia³ko R produkt genu
BRLF1 [23, 35]. Promotor fragmentu BZLF1 jest akty-
wowany przez fizjologiczne zmiany w komórce gospo-
darza. Gen BZLF1 prawdopodobnie reguluje transkryp-
cje w³asnego oraz BRLF1 promotora [35]. Podczas
latencji BZLF1 i BRLF1 s¹ nieaktywne, natomiast
wraz z reaktywacj¹ wirusa lub w czasie infekcji pier-
wotnej rozpoczynaj¹ transkrypcjê. Bia³ko Z jest akty-
watorem transkrypcyjnym genów cyklu litycznego,
jego obecno�æ w komórkach �wiadczy o powielaniu
DNA wirusa, natomiast brak sugeruje przechodzenie
EBV w cykl latentny [23].

Bia³ka pojawiaj¹ce siê we wczesnej fazie cyklu
litycznego wirusa, produkty genów BSMLF1 i BMRF1
aktywuj¹ kolejne geny i bior¹ udzia³ w transkrypcji

oraz w translacji. W b³onie komórkowej i cytopla�mie
gospodarza stwierdzono obecno�æ bia³ka 18 kd wytwo-
rzonego przez gen BHRF1. Jest on homologiem onko-
gnenu bcl-2 i prawdopodobnie bierze udzia³ w hamo-
waniu programowanej �mierci komórki. We wczesnej
fazie cyklu EBV ulegaj¹ aktywacji geny odpowiedzial-
ne za replikacjê wirusowego DNA. Nale¿¹ do nich:
BALF5, BORF2 i BaRF1, BXLF1, BGLF5, BALF2,
a ich produktami s¹ odpowiednio: polimeraza DNA,
reduktaza rybonukleotydowa, kinaza tymidynowa, eg-
zonukleaza i bia³ko bior¹ce udzia³ w replikacji [35].

Bia³ka fazy pó�nej cyklu litycznego EBV modyfi-
kuj¹ komórkê gospodarza lub wchodz¹ w sk³ad struk-
tur nowopowsta³ych wirionów. Poprzez homologiê do
HSV ustalono, ¿e g³ównym bia³kiem kapsydu jest
p150 bêd¹ce produktem BcLF1. Najprawdopodobniej
bia³ko 140 kDa kodowane przez gen BNRF1 jest ma-
teria³em buduj¹cym tegument wirusa. W fazie pó�nej
cyklu EBV ulega ekspresji fragment BXRF1, lecz pro-
dukt jego transkrypcji nie jest znany. Sze�æ kolejnych
bia³ek zosta³o wykrytych przy pomocy przeciwcia³
monoklonalnych. Glikoproteiny gp350/220 kodowane
przez gen BLLF1 bior¹ udzia³ w adsorbcji i fuzji EBV
z b³on¹ komórkow¹ zaka¿anej komórki. Podobn¹
funkcjê pe³ni gp85, bêd¹ce produktem genu BXLF2.
Stwierdzono, ¿e bia³ko gp85 jest homologiem HSV-1
gH. Du¿¹ rolê w zaka¿aniu limfocytów B odgrywa
gp42, za wytworzenie której odpowiedzialny jest gen
BDLF3 [35]. £¹czy siê ona bia³kami genów HLA-DR,
HLA-DQ lub HLA-DP tworz¹c kompleks gp42-MHC
kl. II [34]. Jednym z g³ównych bia³ek fazy pó�nej
cyklu wirusa jest gp110. Glikoproteina ta jest homolo-
giem HSV-1gB, a gen odpowiedzialny za jej ekspre-
sjê to BALF4. Obecno�æ gp110 stwierdzono g³ównie
w j¹drze komórkowym i w okolicy retikulum endo-
plazmatycznego. Jest ona jedn¹ ze strukturalnych bia-
³ek wirusa Epsteina-Barr [35].

Podczas infekcji we krwi pojawiaj¹ siê wykrywal-
ne przeciwcia³a klasy IgG i IgM przeciwko bia³kom
kapsydu VCA, bia³kom fazy wczesnej EA i EBNA, na
ich podstawie mo¿na okre�liæ rodzaj infekcji (zaka¿e-
nie pierwotne, reaktywacja) [72]. Proteiny EBV roz-
poznawalne przez limfocyty T cytotoksyczne objêto
nazw¹ LYDMA (Lymphocyte-detected membrane an-
tigen). Nale¿¹ do nich bia³ka b³onowe LMP i j¹drowe
EBNA-2 [4].

6. Cykl lityczny wirusa Epsteina-Barr

W okresie 24 do 72 godzin od zaka¿enia komórki
gospodarza ulegaj¹ wyra�nym zmianom morfologicz-
nym. Zaka¿one komórki zwiêkszaj¹ swoj¹ objêto�æ
o oko³o 30%, charakteryzuj¹ siê du¿ym j¹drem i wy-
kazuj¹ ekspresjê HLA-DR [4]. W wyniku dzia³ania
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bia³ek wirusowych nastêpuje ekspresja antygenu CD
23, który jest ligandem dla CD21, co pozwala przeka-
zywaæ sygna³ pobudzaj¹cy komórkê do proliferacji.
Immunoglobuliny s¹ wykrywalne u 1�2% limfocytów
B. Komórki B ju¿ po 3�4 dniach wchodz¹ w fazê S
cyklu komórkowego [37]. Replikacja wirusa jest zsyn-
chronizowana z podzia³em komórkowym [41]. Potom-
ne limfocyty zawieraj¹ genom wirusa i ulegaj¹ proli-
feracji. W ci¹gu 21 dni z jednej zaka¿onej komórki
mo¿e powstaæ 100�1000 komórek potomnych [37].

7. Proces immortalizacji, latencji,
transformacji blastycznej

Nie ka¿da komórka, która zosta³a zaka¿ona, mo¿e
proliferowaæ w nieskoñczono�æ. Po³owa limfocytów,
które dzieli³y siê przez 30 pokoleñ, nie podlega me-
chanizmom apoptozy [37]. G³ówn¹ rolê w procesie
immortalizacji imfocytów odgrywa bia³ko j¹drowe
EBNA-2, które mo¿e bezpo�rednio pobudzaæ trans-
krypcjê komórkowego protoonkogenu c-myc. Aktyw-
no�æ genu c-myc hamuje cykl komórkowy limfocy-
tów B. Do ustalenia stanu latencji potrzebne s¹ trzy
bia³ka EBNA-2, EBNA-1 i LMP-1, przy czym EBNA-2
spe³nia kluczow¹ rolê i wraz z EBNA-1 stymuluje pro-
motor bia³ka LMP-1. W badaniach in vitro wykazano,
¿e LMP-1 mo¿e doprowadziæ do wzrostu komórek
w zawiesinie, zahamowaæ ró¿nicowanie linii komórek
epitelialnych, wp³ywaæ na ekspresjê genów komórko-
wych lub doprowadziæ komórki do �mierci [37]. Bia³ko
latentne dodatnio wp³ywa na j¹drowy czynnik trans-
rypcyjny NF-KB i na przebieg latencji [22]. Zauwa¿a-
no, ¿e bia³ko BHRF-1, bêd¹ce komponentem antygenu
wczesnego EA (Early Antigen Complex) cyklu litycz-
nego wirusa jest strukturalnie i funkcjonalnie homolo-
giczne do onkogenu Bcl-2 i mo¿e wp³ywaæ na proces

immortalizacji [13, 42]. Aby potwierdziæ jego funkcjê,
H u a n g  i wsp. [29] oznaczyli spektroskopowo struk-
turê BHRF-1. Znaleziono pewne ró¿nice sugeruj¹ce,
¿e mechanizm antyapoptotyczny BARF1 jest nieco
inny ni¿ mechanizm komórkowego Bcl-xL lub Bcl-2.

Mo¿na wyró¿niæ trzy typy latencji w zale¿no�ci od
ekspresji antygenów. W typie I latencja ogranicza siê
do ekspresji jednego, j¹drowego antygenu EBNA-1.
W I typie latencji zahamowany jest cykl komórkowy
jak równie¿ ekspresja innych bia³ek wirusowych.
EBNA-1 jest niewykrywalny dla limfocytów T-cyto-
toksycznych, przez co zaka¿ona komórka jest zabez-
pieczona przed efektem cytostatycznym [49, 66]. Typ
ten jest charakterystyczny dla ch³oniaka Burkitta. Typ II
latencji idzie w parze z ekspresj¹ EBNA-1, LMP-1
i LMP-2 i mo¿na go wykryæ w przebiegu raka jamy
nosowo-gard³owej (NPC), ch³oniaka Hodgkina i ch³o-
niaka T-komórkowego. Typ III latencji wykazuje eks-
presjê piêciu bia³ek j¹drowych wirusa: EBNAs i trzech
b³onowych LMPs. Ten typ latencji wystêpuje g³ównie
u pacjentów z chorob¹ limfoproliferacyjn¹ w stanach
immunosupresji [43].

Wykazano �cis³y zwi¹zek miêdzy immortalizacj¹
komórek B i onkogenez¹. S h a f e r  i wsp. [64] bada-
j¹c in vitro dwie linie komórkowe limfocytow B przed
i po immortalizacji, udowodnili, ¿e jedynie komórki
po procesie immortalizacji mog¹ staæ siê rakotwórcze.
Udzia³ wirusa EBV w transformacji blastycznej nie
zosta³ dot¹d wyja�niony. EBV wbudowuj¹c siê w ró¿ne
miejsca genomu gospodarza podczas procesów mito-
tycznych, mo¿e przenie�æ kilka genów na inny chro-
mosom, a tym samym staæ siê przyczyn¹ niekorzyst-
nej dla komórki translokacji (Rys. 3) [47]. Wielu
autorów podkre�la znacz¹c¹ rolê w onkogenezie pro-
teiny latentnej LMP-1 [18, 23, 64]. Jedna z hipotez
wyja�niaj¹ca proces przeprowadzania transformacji
blastycznej przedstawiona przez Z h a n g, P a g a n o

Rys. 3. Genom wirusa EB i bia³ka warunkuj¹ce latencjê i onkogenezê � opis w tek�cie
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i wsp. [73] podkre�la znaczenie oddzia³ywania wiru-
sa EBV na bia³ko regulatorowe IRF-7 (Interferon
Regulatory Factor 7). Udowodniono, ¿e bia³ko latentne
LMP-1 reguluje IRF-7 w dwojaki sposób: przez in-
dukcje ekspresji IRF-7 oraz przez jego aktywacjê po-
legaj¹c¹ na fosforylacji i post-translantacyjnej obróbce.
Uaktywniona IRF-7 wp³ywa na geny zarówno wirusa
jak i komórki gospodarza zaanga¿owane w latencjê,
transformacjê i immunoregulacjê. W pracy przedsta-
wiono IRF-7 jako czynnik ³¹cz¹cy cykl latentny wirusa
z patogenez¹ komórki. D a n v e  i wsp. [12] badali
transformacjê blastyczn¹ komórek epitelialnych pro-
wadz¹c¹ do raka noso-gardzieli (nasopharyngeal
caricnoma) i raka ¿o³¹dka (gastric carcinomas). W ba-
daniu in vitro stwierdzili w komórkach nowotworo-
wych obecno�æ bia³ek EBNA-1 i BARF-1 przy braku
LMP-1 oraz antygenu b³onowego CD21, który jest
g³ównym receptorem zainfekowanych limfocytów B.
Tak wiêc nie zosta³o do koñca wyja�nione, które bia³ka
s¹ odpowiedzialne za przeprowadzanie onkogenezy
w komórkach epitelialnych.

8. Reaktywacja EBV

Pierwszym bia³kiem syntetyzowanym na wysokim
poziomie i tym samym rozpoczynaj¹cym cykl litycz-
ny wirusa jest bia³ko Z, które jako produkt ekspresji
genu BZLF-1 pobudza aktywno�æ kolejnego genu wi-
rusowego BRLF-1 do produkcji bia³ka R. W kolejnym
etapie bia³ko Z i R aktywuj¹ siebie nawzajem i gdy
osi¹gn¹ wysoki poziom, stymuluj¹ syntezê bia³ek ko-
niecznych do przeprowadzenia replikacji wirusa [7, 23,
37]. Bia³ko Z oraz mRNA genów BRLF-1 i BZLF-1
nie s¹ wykrywalne podczas latencji wirusa, co jest do-
wodem ich znaczenia w reaktywacji [23, 35]. Zauwa-
¿ono, ¿e w warunkach laboratoryjnych delecja genu
koduj¹cego bia³ko latentne LMP-2A niemal natych-
miast powoduje uaktywnienie replikacji wirusa. Wy-
suniêto hipotezê, ¿e zahamowanie jego ekspresji mo¿e
byæ przyczyn¹ aktywacji EBV [23]. G r a d o v i l l e
i wsp. [23] na podstawie badañ w³asnych przedstawiaj¹
komórkow¹ kinazê proteinow¹ C (PKC) jako jeden
z mediatorów indukcji cyklu litycznego EBV. W ba-
daniach in vitro udowodnili, ¿e PKC mo¿e fosforylo-
waæ proteinê Z. Bia³ko to strukturalnie odpowiada
bia³kom nale¿¹cym do rodziny AP-1, reaguj¹cym
w komórkach z proteinow¹ kinaz¹ C. Autor jednak
podkre�la, ¿e PKC jest niewystarczaj¹cym czynnikiem
do indukcji reaktywacji wirusa Epsteina-Barr. W swo-
jej pracy B r y a n t  i wsp. [7] uwypuklaj¹ znaczenie
receptora B komórkowego BCR (B-cell receptor)
w reaktywacji. Sygna³ z receptora BCR jest przekazy-
wany poprzez �cie¿kê metaboliczn¹ zale¿n¹ od jonów
wapnia (phosphatidylinositol 3-kinase/Ca2+), w rezul-

tacie modyfikuj¹c MEF-2D (myocyte enhancer fac-
tor 2D), co z kolei powoduje zwiêkszone stê¿enie ace-
tylazy histonowej i aktywacjê promotora Zp. W pracy
tej autorzy podkre�laj¹ szczególne znaczenie media-
torów zale¿nych od jonów wapnia w przekazywaniu
sygna³u od receptora BCR do promotora Zp genu
BZLF-1, bezpo�rednio odpowiedzialnego za urucho-
mienie cyklu litycznego wirusa 7. Innymi czynnikami
stymuluj¹cymi reaktywacjê wirusa s¹: cytokiny, hor-
mony sterydowe, czynnik wzrostu nowotworu lub
bezpo�redni kontakt limfocytów B z limfocytami T
CD40+. Spontaniczna reaktywacja zachodzi rzadko,
raz na 102�106 komórek [37].

9. Wykrywanie wirusa

Wirus Epsteina-Barr stymuluje zaka¿one limfocy-
ty B do wydzielania heterofilnych przeciwcia³. W roku
1925 D a v i d s o h n  [30] wykry³, ¿e przeciwcia³a
znajduj¹ce siê w surowicy chorych na mononukleozê
zaka�n¹ aglutynuj¹ krwinki czerwone owcy i konia.
W 1932 r. P a u l  i B u n n e l  opracowali test szkie³-
kowy, pó�niej zmodyfikowany przez D a v i d s o h n a,
nazwany testem PBD (Paul-Bunnel-Davidsohn) [30].
W oparciu o aglutynacjê krwinek owcy i konia zosta³
stworzony komercyjny, jako�ciowy, szybki zestaw diag-
nostyczny tzw. monospot. Badanie oparte na obec-
no�ci heterofilnych przeciwcia³ ma nisk¹ czu³o�æ rzêdu
63�84%. Oko³o 10�20% pacjentów w ostrej fazie
mononukleozy mo¿e mieæ wyniki fa³szywie ujemnie.
Pacjenci z ch³oniakiem lub zapaleniem w¹troby mog¹
wykazywaæ obecno�æ tych przeciwcia³ w te�cie mono-
spot. Heterofilne przeciwcia³a pojawiaj¹ siê w pierw-
szym tygodniu po zaka¿eniu u 50% chorych, a w dwóch
nastêpnych u 60�90% i utrzymuj¹ siê u 20% pacjen-
tów do dwóch lat po infekcji [30].

Zaka¿enie EBV charakteryzuje siê wyst¹pieniem
specyficznych przeciwcia³ reaguj¹cych z antygenami
wirusowymi. Przeciwcia³a, które maj¹ znaczenie diag-
nostyczne, s¹ skierowane przeciwko antygenowi kap-
sydowemu VCA (Viral Capsid Antigen), antygenom
wczesnym EAs (Early Antigens) i antygenom
j¹drowym EBNAs (Epstein-Barr Nuclear Antigens).
W czasie pierwotnej infekcji pocz¹tkowo pojawiaj¹
siê przeciwcia³a w klasie IgM przeciwko antygeno-
wi kapsydowemu VCA, osi¹gaj¹ najwy¿szy poziom
w 2�3 tygodnie po zaka¿eniu i utrzymuj¹ siê do 3�4
miesiêcy. W dalszej kolejno�ci wykrywane s¹ prze-
ciwcia³a w klasie IgG przciwko VCA maj¹ce swój
szczyt w 2�3 miesi¹cu infekcji i pozostaj¹ce przez
ca³e ¿ycie w krwioobiegu. U oko³o 70% pacjentów
w fazie ostrej pomiêdzy 3�4 tygodniem i 3�4 miesi¹-
cem pojawiaj¹ siê przeciwcia³a przeciwko wczesne-
mu antygenowi EA [21, 70]. Przeciwcia³a przeciwko
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antygenom j¹drowym EBNAs mo¿na wykryæ w suro-
wicy od kilku tygodni do kilku miesiêcy po zaka¿eniu
i s¹ wyznacznikiem rekonwalescencji. W fazie ostrej
obecne s¹ przeciwcia³a klasy IgG i IgM przeciwko
VCA i/lub IgG EA. Nie wykrywa siê natomiast prze-
ciwcia³ klasy IgG EBNA. W fazie zdrowienia zaczy-
naj¹ zanikaæ przeciwcia³a klasy IgM VCA, pojawiaj¹
siê EBNA IgG, lecz IgG EA s¹ wykrywane rzadko.
Dla przebytego zaka¿enia charakterystyczna jest obec-
no�æ przeciwcia³ klasy IgG VCA i IgG EBNA, nie
wykrywa siê IgM VCA, natomiast IgG EA mo¿e byæ
obecny. Podczas reaktywacji obserwuje siê wystêpo-
wanie w klasie IgG przeciwcia³ przeciwko VCA,
EBNA i EA, przeciwcia³a IgM VCA mog¹, lecz nie
musz¹ byæ obecne [2]. Dla wczesnego wykrycia zaka-
¿enia i dok³adniejszej oceny czy jest to infekcja pier-
wotna, wtórna, czy te¿ reaktywacja EBV, stosuje siê
metody okre�laj¹ce powinowactwo przeciwcia³ [59].

Najczê�ciej stosowan¹ metod¹ serologicznej iden-
tyfikacji EBV jest test lateksowy, w którym cz¹stecz-
ki lateksu s¹ op³aszczane przeciwcia³ami monoklonal-
nymi, poddawanymi nastêpnie detekcji [2].

Metody immunoenzymatyczne EIA wykorzystuj¹
katalityczne w³a�ciwo�ci enzymów w wykrywaniu i
ilo�ciowym oznaczaniu substratów w reakcjach immu-
nologicznych. Do monitorowania przebiegu reakcji
stosuje siê fotometriê, chemiluminescencjê lub fluory-
metriê. Najszerzej stosowany w obrêbie metod EIA
jest test ELISA (enzyme linked immunosorbent assay).
Do przeciwcia³a zwi¹zanego z faz¹ sta³¹ przy³¹cza siê
specyficznie badany antygen, do niego przy³¹cza siê
koniugat przeciwcia³o-enzym (stosowane enzymy to
fosfataza alkaliczna lub peroksydaza chrzanowa).
Enzym katalizuje reakcjê barwn¹, przy czym ilo�æ
powstaj¹cego substratu jest proporcjonalna do ilo�ci
antygenu w próbce. Odczytu stê¿enia dokonuje siê
przez porównanie z krzyw¹ standardow¹ [14, 65].

Metody serologiczne s¹ szeroko wykorzystywa-
ne do diagnostyki mononukleozy zaka�nej [14, 19].
W pracy C a r p e n t i e r  i wsp. [7] wykazali, ¿e mia-
no przeciwcia³ EA klasy IgG koreluje z poziomem
DNA wirusa i potencjalnie mo¿e byæ przydatne jako
prognostyczny marker wyst¹pienia choroby limfopro-
liferacyjnej (PTLD) po transplantacji.

Kolejna metoda diagnostyczna s³u¿y do wykrywa-
nia i lokalizacji antygenów wirusa w zainfekowanych
komórkach. Czynnikiem wykrywaj¹cym s¹ specjalnie
znakowane przeciwcia³a monoklonalne, przy³¹czaj¹ce
siê specyficznie do okre�lonych sekwencji aminokwa-
sów wirusa. Wizualizacja tej reakcji mo¿e odbywaæ siê
metod¹ immunohistochemiczn¹ lub immunofluore-
scencyjn¹. Stosowane immunochistochemiczne testy
do wizualizacji to np.: awidyna-streptawidyna (avidin-
streptavidin conjugates) lub APPAP (alkaline phos-
phatase anti-alkaline phosphatase). Metoda immuno-

fluorescencyjna FIA (fluoroimmunoassay) zawiera
przeciwcia³a monoklonalne zwi¹zane z fluoroforem
(najczê�ciej fluorescein¹) [14]. Metoda ta s³u¿y g³ów-
nie do detekcji bia³ka Z, bêd¹cego aktywatorem repli-
kacji bia³ka EBNA-2, charakterystycznego dla EBV
pozytywnej limfoblastoidalnej linii komórkowej i pro-
teiny latentnej LMP [20].

Metody biomolekularne s¹ szczególnie przydatne
w przypadku infekcji lub reaktywacji wirusów po za-
biegach transplantacji. S³u¿¹ do diagnostyki infekcji
EBV oraz monitorowania poziomu DNA/mRNA wi-
rusa u pacjentów w stanach immunosupresji, nale¿¹-
cych do grupy wysokiego ryzyka [25, 27, 45, 50].
Metody biomolekularne wykazuj¹ najwiêksz¹ czu³o�æ
i swoisto�æ wobec antygenu. W detekcji wirusa Ep-
teina-Barr stosuje siê g³ównie metody: hybrydyzacji
in situ, PCR i Real Time PCR [25, 27, 45, 50].

Hybrydyzacja miejscowa in situ umo¿liwiaj¹ca wy-
krywanie materia³u genetycznego wirusa bezpo�rednio
w komórkach gospodarza, przebiega w czterech zasad-
niczych etapach: permabilizacji badanego materia³u,
hybrydyzacji z sond¹, odp³ukania nadmiaru reagentów
i detekcji hybryd. W pierwszym z wymienionych eta-
pów maj¹cym na celu umo¿liwienie penetracji sondy
do wnêtrza komórki, stosuje siê enzym proteolityczny
� proteinazê K oraz inkubacjê w wysokiej temperatu-
rze. Etap hybrydyzacji polega na przy³¹czaniu sond do
komplementarnych sekwencji mRNA. Sondy znako-
wane fluorescein¹ mo¿na wykryæ metod¹ cytometrii
przep³ywowej lub metod¹ immunocytochemii stosu-
j¹c jeden z systemów wizualizacji. Hybrydyzacja cha-
rakteryzuje siê wysok¹ swoisto�ci¹ i du¿¹ czu³o�ci¹,
pozwalaj¹c wykryæ 1�2 kopii mRNA w komórce [14].

PCR (Polymerase Chain Reaction) � ³añcuchowa
reakcja polimerazy, polega na powieleniu szukanego
fragmentu DNA i jego detekcji. W pierwszej fazie
dwuniciowa cz¹steczka DNA ulega denaturacji roz-
dzielaj¹c siê na pojedyñcze nici. Do okre�lonego frag-
mentu przy³¹czaj¹ siê oligonukleotydy tzw. primery,
zapocz¹tkowuj¹ce przy pomocy polimerazy wyd³u¿a-
nie DNA. W ten sposób powstaje wiele kopii ampli-
meru (zawieraj¹cych od 100 do 1000 pz), które pod-
dane s¹ detekcji [19, 51]. W pó³ilo�ciowym badaniu
PCR do wykrycia nowopowsta³ych ³añcuchów DNA
stosuje siê biotynylowane sondy hybrydyzacyjne, które
za po�rednictwem peroksydazy wywo³uj¹ reakcjê barw-
n¹ odczytywan¹ spektrofotometrycznie. Wykonuj¹c
szereg rozcieñczeñ mo¿na wykre�liæ krzyw¹ standar-
dow¹ i oszacowaæ ilo�æ kopii wirusa [59].

Real Time PCR, czyli PCR w czasie rzeczywistym
pozwala dok³adnie okre�liæ ilo�æ kopii DNA wirusa.
W tej metodzie oprócz substratów charakterystycznych
dla PCR najczê�ciej stosuje siê sondy hybrydyzacyjne
typu Taq-Mann lub fluorochromy interkaluj¹ce DNA
np. Sybr Green. Sondy Taq-Mann zawieraj¹ sekwen-
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cjê komplementarn¹ do szukanej oraz s¹ znakowane
na koñcu 5� fluorescencyjnym barwnikiem reportero-
wym (6-FAM, HEX lub TET) i na koñcu 3� wygasza-
czem (TAMRA). Sondy hybrydyzuj¹ z sekwencj¹
DNA w obszarze miêdzy starterami. W ka¿dym cyklu
elongacji polimeraza DNA wyd³u¿a starter, a gdy na
drodze replikacji pojawia siê sonda, to jako enzym
wielofunkcyjny powoduje jej hydrolizê. Uwolnienie
wyznakowanego nukleotydu powoduje emisjê fluore-
scencji barwnika reporterowego. Tak, wiêc powstanie
jednego produktu amplifikacji jest rejestrowane jako
pojedynczy sygna³ �wietlny [3, 28].

Barwnik fluorescencyjny Sybr Green wysy³a syg-
na³ fluorescencyjny dopiero po wbudowaniu siê do
dwuniciowego DNA, powsta³ego na skutek ³¹czenia
siê amplifimerów. Technika ta jest tañsza, jednak sys-
tem detekcyjny mo¿e odbieraæ sygna³y od produktów
niespecyficznych [39]. Metody biomolekularne s¹ naj-
czê�ciej stosowane w transplantologii w celu monito-
rowania momentu konieczno�ci w³¹czenia leczenia
profilaktycznego PTLDs [50]. Wykazano, ¿e poziom
DNA EBV �ci�le koreluje z ryzykiem wyst¹pienia
choroby limfoproliferacyjnej [68]. Jedni autorzy po-
daj¹, ¿e granic¹ poziomu DNA EBV, powy¿ej której
mo¿e wyst¹piæ PTLD jest 1000 kopii/ml (geq/mL)
[60], inni, ¿e 1×105 kopii/mg DNA [19].

10. Znaczenie EBV w transplantologii

Supresja odpowiedzi komórkowej zwi¹zanej z lecze-
niem immunosupresyjnym pacjentów po przeszczepach
narz¹dów lub szpiku sprzyja reaktywacji endogennego
wirusa. Przejawia siê to pe³nym cyklem replikacyjnym
z liz¹ komórek zaka¿onych. Zaka¿enie pierwotne, wtór-
ne, objawowe lub bezobjawowe mo¿e prowadziæ do
rozwoju procesów rozrostowych � chorób limfopro-
liferacyjnych PTLDs (post transplant limphoproli-
ferative disorders) [72]. W�ród PTLDs wyró¿nia siê
zmiany o typie hyperplazji plazmatycznej i ch³onia-
ków immunoblastycznych. W 85�100% przypadków
PTLDs po transplantacji wykrywa siê DNA EBV. Do
wyst¹pienia choroby limfoproliferacyjnej przyczynia
siê defekt limfocytów T, co pozwala, pomimo ekspresji
genów EBV na wymkniêcie siê spod kontroli uk³adu
immunologicznego zainfekowanych komórek B, pro-
wadz¹c do poliklonalnej proliferacji transformowa-
nych przez wirusa limfocytów B. W trakcie podzia-
³ów komórkowych mutagenne dzia³anie wirusa, jak
równie¿ czêste rearan¿acje genów dla ³añcuchów im-
munoglobulin mog¹ doprowadziæ do mutacji, z³o�liwej
transformacji, nastêpnie do monoklonalnej ekspansji
limfocytów B[67].

PTLD rozwija siê z komórek dawcy, poniewa¿ lim-
focyty biorcy szpiku usuwane s¹ wskutek chemiotera-

pii i zastêpowane przez limfocyty dawcy [8]. Czêsto�æ
zaburzeñ limfoproliferacyjnych spotykanych po prze-
szczepach jest �ci�le zwi¹zana z rodzajem przeszcze-
pianego narz¹du. Po przeszczepie nerki choroba lim-
foproliferacyjna wystêpuje u oko³o 2% pacjentów,
po przeszczepie serca u 5%, 5�10% po przeszczepie
p³uca i 5�15% po przeszczepie w¹troby. Ryzyko wy-
st¹pienia choroby limfoproliferacyjnej po przeszcze-
pieniu szpiku kostnego jest stosunkowo niskie i �red-
nio wynosi oko³o 1%. Wyst¹pienie PTLD zale¿y od
rodzaju przeszczepu i wynosi od 0,4% u biorców
zgodnych w uk³adzie HLA do 24% u pacjentów otrzy-
muj¹cych przeszczep od dawców niezgodnych w uk³a-
dzie HLA i poddanych T-deplecji [10]. Nie bez
znaczenia jest seronegatywno�æ biorcy przy seropo-
zytywno�ci dawcy, co zwiêksza ryzyko PTLD od 30%
do 50% [68]. U osób po przeszczepie narz¹dów litych
�miertelno�æ bêd¹ca nastêpstwem PTLD wynosi od
40�60%, natomiast po przeszczepie szpiku jest wyj¹t-
kowo wysoka i mo¿e wynosiæ nawet 90% [4]. Odrzu-
cenie limfocytów B z przeszczepianego materia³u
znacznie redukuje lub eliminuje powik³ania zwi¹zane
z reaktywacj¹ wirusa [48]. U pacjentów po przeszcze-
pie z przewlek³¹ bia³aczk¹ szpikow¹ (chronic myelo-
cytic leukemia) czê�ciej stwierdzano PTLD, ni¿ u pa-
cjentów poddanych przeszczepowi z innych wskazañ.
Niezwykle wa¿nym czynnikiem wykazuj¹cym zwi¹zek
z wyst¹pieniem choroby limfoproliferacyjnej jest rodzaj
i nasilenie terapii immunosupresyjnej. S w i n n e n
[68] stwierdzi³, ¿e przekroczenie skumulowanej dawki
monoklonalnego przeciwcia³a przeciw CD3 (murono-
mab OK3) powy¿ej 75 mg mo¿e spowodowaæ zwiêk-
szenie czêsto�ci choroby limfoproliferacyjnej nawet do
38%. Mediany czasu od transplantacji do wyst¹pienia
pierwszych objawów choroby wynosz¹ wg ró¿nych
autorów 70 dni [8], 90 dni [10], 137 dni [9]. Najwcze�-
niej odnotowano przypadek PTLD w okresie 3 tygo-
dni po BMT, najpó�niej 6 lat po transplantacji [14].

PTLD bêd¹ce wynikiem infekcji wirusem EBV
wystêpuje znacznie rzadziej po przeszczepach autolo-
gicznych [26] i po przeszczepach krwi pêpowinowej
(CBT) [52].

Mo¿na wyró¿niæ dwie podstawowe postacie PTLD:
formê polimorficzn¹ obejmuj¹c¹ polimorficzn¹ dyfu-
zyjn¹ hyperplazjê B komórkow¹ i polimorficznego
ch³oniaka B komórkowego oraz formê monomor-
ficzn¹: immunoblastic sarcoma i inne formy ch³onia-
ków. W zale¿no�ci od fenotypu proliferuj¹cych ko-
mórek forma monomorficzna PTLD obejmuje warian-
ty: B-komórkowy, T-komórkowy lub NK-komórkowy,
przy czym ekspansja limfocytów T i NK zachodzi
rzadko [10, 48]. PTLD podzielono na trzy kategorie
oparte na cechach morfologicznych i genotypowych:
(1) plazmatyczna hyperplazja (plasmacytic hyper-
plasia) prawie zawsze poliklonalna, z wyst¹pieniem
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wielu objawów charakterystycznych dla infekcji wiru-
sa EBV, (2) polimorficzna B-komórkowa hyperplazja
(polymorphic B-cell hyperplasia) i polimorficzny
B-komórkowy ch³oniak (polymorphic B-cell lympho-
ma) wystêpuj¹cy w wêz³ach ch³onnych lub poza nimi
o zazwyczaj monoklonalnej proliferacji z obecnym
wirusem EBV, (3) bia³aczka immunoblastyczna (im-
munoblastic lymphoma) i (multiple myoloma), pocho-
dzenia monoklonalnego, zawieraj¹ca genom EBV oraz
jeden lub wiêcej onkogenów lub geny supresorowe
nowotworu (N-ras, p53, c-myc) [16, 17]. Wyst¹pienie
PTLD we wcze�niejszym okresie po transplantacji jest
zazwyczaj wynikiem pierwotnego zaka¿nia wirusem
EBV, a objawy kliniczne s¹ podobne do objawów mo-
nonukleozy zaka�nej z lub bez limfodenopatii [48].
Rozwój wirusa w pó�niejszym okresie potransplanta-
cyjnym mo¿e byæ przyczyn¹ pojawienia siê jednego
lub wiêcej guzów umiejscowionych w wêz³ach ch³on-
nych lub poza nim, najczê�ciej w obrêbie jamy brzusz-
nej lub uk³adu nerwowego. Rozrost nietypowych lim-
focytów o okre�lonym fenotypie mo¿e obj¹æ tak¿e
przeszczepiony narz¹d lub szpik kostny [48].

Opisano przypadki, w których cechy PTLD w wy-
niku reaktywacji wirusa Epstein-Barr po transplantacji
szpiku by³y niezmiernie podobne do choroby prze-
szczep przeciwko gospodarzowi z dominuj¹cymi ob-
jawami ze strony uk³adu pokarmowego (gastrointesti-
nal GvHD) [10]. Tak, wiêc C l a v i e s  i wsp. [10]
w swojej pracy podkre�laj¹ znaczenie monitorowania
infekcji wirusowej EBV po transplantacji, ze wzglêdu
na odmienne leczenie PTLD i GvHD.

Wczesna diagnoza infekcji EBV i podanie leków
antywirusowych jest najlepszym sposobem zapobie-
gania PTLD. Terapia antywirusowa (wysokie dawki
Acycloviru, Gancykloviru lub Foscarnetu) jest sku-
teczna szczególnie w fazie litycznej wirusa i w przy-
padku zmian w jamie nosowo-gard³owej [46]. W mo-
mencie rozwoju choroby limfoproliferacyjnej stosuje
siê przede wszystkim redukcjê dawek leków immuno-
supresyjnych, co jednak po wyst¹pieniu transfomacji
blastycznej limfocytów nie jest ju¿ wystarczaj¹ce [48].
Brak odpowiedzi po zmniejszeniu dawek leków im-
munosupresyjnych jest przes³ank¹ do wprowadzenia
leczenia cytokinami, z których najczê�ciej stosowany
jest interferon alfa. Ponadto w u¿yciu s¹ inne formy
leczenia jak radioterapia i/lub chemioterapia [46].

Ostatnio coraz czê�ciej stosowanym leczeniem
choroby limfoproliferacyjnej jest terapia komórkowa.
Pocz¹tkowo dawcê poddaje siê stymulacji EBV lim-
focytami B, nastêpnie z krwi separuje siê limfocyty T
o reaktywno�ci anty-EBV, które s¹ podawane pacjen-
tom. Terapia ta wykazuje wysok¹ skuteczno�æ prowa-
dz¹c do uzyskania 60�80% remisji, ma jednak pewne
ograniczenia, poniewa¿ wymaga odpowiedniego cza-
su na stymulacjê i uzyskanie od dawcy wystarczaj¹cej

liczby limfocytów T. Istnieje równie¿ ryzyko, ¿e zain-
fekowane komórki biorcy nie bêd¹ posiada³y bia³ka,
przeciwko któremu by³y stymulowane komórki efek-
torowe dawcy, (je�li transformacja blastyczna limfo-
cytów nast¹pi pó�niej) [48].

Alternatywn¹ strategi¹ terapeutyczn¹ jest u¿ycie
przeciwcia³ monoklonalnych przeciw limfocytom B.
Istniej¹ doniesienia skutecznej terapii PTLD przy u¿y-
ciu przeciwcia³ anty-B komórkowych (CD22 � conju-
gated immunotoxin) w przypadkach opornych na che-
mioterapiê [24].

11. Podsumowanie

Wirus Epsteina-Barr jest szeroko rozpowszechnio-
ny zaka¿aj¹c ludzi najczê�ciej w dzieciñstwie. Jest
przyczyn¹ wielu chorób, nie tylko mononukleozy za-
ka�nej, z któr¹ jest zazwyczaj kojarzony, ale tak¿e
choroby limfoproliferacyjnej i zespo³u Dunkana. Pe-
netruje i proliferuje w komórkach epitelialnych jamy
nosowo-gard³owej oraz w limfocytach B. Szczególnie
nara¿one na infekcjê s¹ spoczynkowe limfocyty B
o du¿ej gêsto�ci receptora CD21. Bia³ka otoczki od-
powiedzialne za fuzjê wirusa z komórk¹ gospodarza
to gp350/220, gp85, gH, gL oraz gp42. EBV podob-
nie jak inne wirusy z rodziny Herpesviridae posiada
unikaln¹ zdolno�æ do latencji, czyli przebywania w ko-
mórkach gospodarza w formie utajonej. Materia³ ge-
netyczny w zainfekowanej komórce tworzy pozachro-
mosomaln¹ kolist¹ cz¹steczkê episomu koduj¹cego do
200 bia³ek, z których niewiele uda³o siê szczegó³owo
zbadaæ. Bia³ka te sklasyfikowano w zale¿no�ci od
cyklu wirusa i miejsca, w których wykazuj¹ swoj¹
aktywno�æ. Do bia³ek charakterystycznych dla cyklu
latentnego nale¿y sze�æ bia³ek j¹drowych: EBNA-1, -2,
-3A, -3B, -3C i LP i trzy bia³ka membranowe: LMP-1,
-2A, -2B. S¹ one odpowiedzialne za replikacjê wirusa,
utrzymywanie autonomii episomu, wywo³anie immor-
talizacji komórek gospodarza, indukcji transformacji
blastycznej oraz utrzymywanie cyklu latentnego. Dla
latencji wirusa s¹ charakterystyczne dwa krótkie frag-
menty mRNA: EBER-1 i -2, reguluj¹ce translacjê
i przekazywanie informacji. W cyklu litycznym wy-
kazuj¹ ekspresjê geny odpowiedzialne za replikacjê
wirusowego DNA, formowanie bia³ek kapsydu i tegu-
mentu oraz umo¿liwiaj¹ce fuzjê wirusa z kolejnymi
komórkami. Bia³ko Z jest aktywatorem cyklu litycz-
nego i wykazuje wysoki poziom w czasie infekcji pier-
wotnej oraz podczas reaktywacji. Inne bia³ka cyklu
litycznego to bia³ka strukturalne, buduj¹ce kapsyd,
tegument oraz umo¿liwiaj¹ce fuzjê wirusa z komór-
k¹ gospodarza. Podczas cyklu litycznego zachodz¹
zmiany morfologiczne. Komórka gospodarza zwiêk-
sza znacznie swoj¹ objêto�æ, ma du¿e j¹dro, wykazuje
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ekspresje HLA-DR i CD23. Czê�æ komórek pod wp³y-
wem zaka¿enia wirusem EBV ulega procesowi im-
mortalizacji wskutek zahamowania apoptozy. Kluczo-
w¹ rolê w tym procesie spe³niaj¹ bia³ka wirusa
EBNA-2 i EBNA-1, które stymuluj¹ LMP-1, wp³ywa-
j¹c tym samym na ekspresje genów komórkowych.
Limfocyty B w wyniku immortalizacji s¹ podatne do
procesów rozrostowych. Istnieje kilka hipotez udzia³u
wirusa Epsteina-Barr w transformacji blastycznej, jed-
nak mechanizm patogenezy nie zosta³ do koñca po-
znany. W specyficznych warunkach np. po przeszcze-
pach organów lub szpiku mo¿e doj�æ do reaktywacji
wirusa, czyli przej�cia z cyklu latentnego w cykl litycz-
ny. Bia³kiem charakterystycznym dla tego procesu,
wykazuj¹cym wówczas siln¹ ekspresjê, jest bia³ko Z.
Podczas infekcji EBV w surowicy pacjenta pojawia
siê szereg przeciwcia³ wskazuj¹cych na obecno�æ za-
ka¿enia pierwotnego, reaktywacji wirusa lub przecho-
dzenia w cykl latentny. Metody serologiczne takie jak
test lateksowy lub EIA wykorzystuje siê g³ównie do
diagnostyki mononukleozy zaka�nej. Bia³ka wirusa
mo¿na wykryæ metod¹ immunohistochemiczn¹ lub
immunofluorescencyjn¹. Najwiêksz¹ czu³o�æ i swois-
to�æ wykazuj¹ metody biomolekularne. Do detekcji
EBV stosuje siê g³ównie hybrydyzacjê in situ, PCR
oraz Real-Time PCR. Metody te s¹ stosowane szcze-
gólnie po zabiegach transplantacji w celu wczesnej
diagnozy infekcji EBV, co w okresie nasilonej immu-
nosupresji ma szczególne znaczenie. Pozwoli bowiem
na podjêcie odpowiednio wczesnego leczenia, przy-
czyniaj¹c siê do poprawy wyników.
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1. Wprowadzenie

Mykotoksyny s¹ produktami przemiany materii
grzybów nale¿¹cych do rodzajów: Aspergillus, Peni-
cillium, Fusarium. Dzia³aj¹ toksycznie na organizmy
cz³owieka, zwierz¹t i ro�lin, spo¿ycie ¿ywno�ci zawie-
raj¹cej mykotoksyny prowadzi do zatrucia, czyli tok-
sykozy [78, 89, 94].

Mykotoksyny s¹ albo magazynowane wewnatrzko-
mórkowo w grzybni albo wydzielane do otaczaj¹cego
�rodowiska, dyfunduj¹ do ¿ywno�ci lub paszy. Zaka-
¿one (ska¿one ple�niami) produkty, nawet po usuniê-
ciu grzybni i tak pozostaj¹ toksyczne. Mykotoksyny
s¹ substancjami niskocz¹steczkowymi i ciep³o-stabil-
nymi, co pozwala im przetrwaæ procesy gotowania
i przyrz¹dzania ¿ywno�ci. Rozró¿niane s¹ dwa rodza-
je toksyczno�ci mykotoksyn: ostra powoduj¹ca zatru-
cia pokarmowe i chroniczna � objawiaj¹c¹ siê dzia³a-
niem rakotwórczym, mutagennym, teratogennym [11,
13, 93, 78, 89, 94].

Zatrucia mykotoksynami nie s¹ zbyt czêstymi zja-
wiskami w naszym kraju, mimo to nale¿y jednak zwra-
caæ uwagê na jako�æ po¿ywienia, gdy¿ nawet najmniej-
sza ilo�æ mykotoksyn w pokarmach mo¿e doprowadziæ
do powa¿nych dolegliwo�ci ¿o³¹dkowych. Powik³ania
wynikaj¹ce z zatrucia mykotoksynami s¹ bardzo po-
wa¿ne i mog¹ doprowadziæ do nieodwracalnych zmian
w organizmie ludzkim. Rozró¿nia siê wiele mykotok-

syn, a w niniejszej pracy zosta³a przedstawiona jedy-
nie czê�æ, która jest najbardziej powszechna.

2. Podzia³ mykotoksyn

Do najbardziej znanych i zagra¿aj¹cych ¿yciu cz³o-
wieka zaliczmy: aflatoksyny, ochratoksyny, patulinê,
fumonizyny, deoksywalenon, sterigmatocystynê, lute-
oskirynê, kwas penicylinowy, kwas byssochlaminowy,
cytryninê.

2.1. Aflatoksyny

Istniej¹ cztery ich typy: B1, B2, G1, G2. Syntety-
zowane s¹ g³ównie przez szczepy Aspergillus flavus
(B1, B2), A. parasiticus (B1, B2, G1, G2) oraz spokrew-
niony gatunek A. nomius. Toksyna B1 jest silnym
czynnikiem karcynogennym. W organizmach zwierz¹t
mlecznych, dok¹d dostaje siê z pokarmem, jest hydro-
ksylowana, a nastêpnie wydzielana z mlekiem jako afla-
toksyny M1 i M2. Wystêpowanie aflatoksyn w poszcze-
gólnych produktach ¿ywno�ciowych przedstawiono
w tabeli I. Dzia³anie aflatoksyn mo¿e byæ ostre tok-
syczne (uszkodzenie w¹troby, proliferacja przewodów
¿ó³ciowych) oraz rakotwórcze (najczê�ciej nowotwory
w¹troby, ¿o³¹dka, p³uc i nerek). Metabolity te s¹ bar-
dzo odporne na zmiany �rodowiska i wytwarzane s¹
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praktycznie w ka¿dych warunkach. Aflatoksyny s¹ pro-
dukowane najczê�ciej w zakresie temperatur 13�42°C,
chocia¿ mog¹ powstawaæ w temperaturze 3°C, a tak¿e
ponad 50°C. S¹ substancjami ciep³o-trwa³ymi i nie
ulegaj¹ zniszczeniu podczas gotowania ¿ywno�ci na-
wet w wysokich temperaturach. Niszcz¹ je natomiast
promienie UV. Aflatoksyny s¹ wra¿liwe na zasady
i �rodki utleniaj¹ce, skuteczne jest stosowanie chloru,
nadtlenku wodoru czy podchlorynu sodowego. Pro-
dukcji aflatoksyn sprzyja odczyn kwa�ny. Wiêkszo�æ
ple�ni dobrze ro�nie w warunkach tlenowych, chocia¿
w warunkach obni¿onego ci�nienia tlenu cz¹steczko-
wego nie dochodzi do zniszczenia wszystkich grzy-
bów, poniewa¿ niektóre mog¹ zmieniæ swój system
oddechowy na fermentacjê [11, 13, 84, 93].

2.2. Ochratoksyny

Znane siê trzy typy ochratoksyn: A, B i C. Najbar-
dziej rozpowszechniona jest ochratoksyna A. Ma ona
dzia³anie nefrotoksyczne i nefrokancerogenne. Ochra-
toksyna jest syntetyzowana przez Aspergillus alutaceus
i Penicillium verrucosus [11,13, 93]. Optymaln¹ tem-
peratur¹ wytwarzania tej mykotoksyny jest 28°C. Wy-
stêpowanie ochratoksyny w produktach spo¿ywczych
przedstawiono w tabeli I.

2.3. Patulina

Syntetyzowana jest przez grzyby nale¿¹ce do ro-
dzajów: Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys. Ple�-

nie te rozwijaj¹ siê w szerokim zakresie temperatur
(0�42°C). Z po�ród nich najwa¿niejszy jest P. expan-
sum. Wystêpowanie patuliny w produktach spo¿yw-
czych przedstawiono w tabeli I. Patulina jest ogóln¹
toksyn¹ komórkow¹. Pasteryzacja i wyja³awianie
w autoklawach nie niszczy patuliny. Jest równie¿ sto-
sunkowo trwa³a w �rodowisku kwa�nym, zakres pH
tworzenia patuliny wynosi od 3,0 do 6,5. Owoce za-
ple�nia³e nie stanowi¹ bezpo�redniego zagro¿enia dla
cz³owieka, poniewa¿ siê ich nie spo¿ywa. Problem
mog¹ stanowiæ produkty przetworzone, gdy¿ bardzo
czêsto nadgnite owoce s¹ wykorzystywane w przetwór-
stwie, a poniewa¿ patulina jest rozpuszczalna w wodzie
istnieje ryzyko jej obecno�ci w sokach, najczê�ciej
w soku jab³kowym. Najprostsz¹ metod¹ zapobiegaj¹c¹
rozprzestrzenianiu siê patuliny w owocach jest usuwa-
nie zepsutych ich czê�ci. Ta zasada jednak odnosi siê
tylko do jab³ek, poniewa¿ ich mi¹¿sz z przestrzeniami
miêdzykomórkowymi, które s¹ wype³nione gazem,
uniemo¿liwia dyfuzjê toksyny, co jest niestety nieunik-
nione w przypadku innych owoców [11, 13, 93].

2.4. Fumonizyny

Produkowane s¹ przez Fusarium moniliforme
i F. proliferatum. Wyró¿nia siê trzy typy fumonizyn:
B1, B2 oraz B3. U ludzi prawdopodobnie powoduj¹
nowotwory prze³yku i w¹troby. U zwierz¹t dodatko-
wo wykazuj¹ dzia³anie nefrotoksyczne. Wystêpowa-
nie fumonizyn w produktach spo¿ywczych przedsta-
wiono w tabeli I [11, 13, 93].

Aflatoksyny Orzechy ziemne, pistacje, daktyle, migda³y, marcepan, nasiona grochu i fasoli, kukurydza,
m¹ka, pieczywo, s³odycze, �wie¿e owoce, warzywa, suszone owoce, zbo¿a, soja, pieprz,
kawa, kakao, tytoñ, mleko ludzkie, krowie, kozie, bawole, wielb³¹dzie (surowe,
pasteryzowane, UHT), przetwory mleczne (�mietanka, mas³o, ser, serwatka),
rozdrobnione nasiona bawe³ny, rozdrobniony koper, orzechy brazylijskie, migda³y, ry¿,
pszenica, suszone figi, ga³ka muszkato³owa, chilli, bawe³na, pasza dla zwierz¹t [34, 56, 74]

Ochratoksyna A Wino, zielone ziarno kawy (Coffea arabica), kukurydza, jêczmieñ, sorgo, ¿yto, owies, [14, 33, 41,
ry¿, ziarno kakaowe, soja, fasola, ciecierzyca, przyprawy, piwo, nerka wieprzowa, 45, 49, 73,
przetwory miêsne zawieraj¹ce krew, rodzynki, porzeczki 74]

Patulina Jab³ka, sok jab³kowy, morele, brzoskwinie, nektarynki, wi�nie i sok, czarna porzeczka
i sok, pigwa, gruszki, pomidory [38, 47]

Fumonizyny kukurydza, ry¿, piwo, sorgo, makaron pszenny [17, 51, 74]

Trichotecen Kukurydza, pszenica, jêczmieñ, sorgo, ry¿, owies, fasola [37]

Sterigmatocystyna Ryz, pszenica, ziarno kawy, orzeszki ziemne, pasze, [74, 93]

Luteoskiryna Pszenica, orzechy laskowe, orzeszki ziemne, p³atki owsiane, soki owocowe, chleb,
grysik pszenny, pasza [57]

Kwas byssochlaminowy Soki owocowe, ry¿, m¹ka, fasola [29]

Cytrynina Ry¿, m¹ka, fasola, zbo¿e, pasza [33]

Kwas penicylinowy Ry¿, m¹ka [25, 33]

T a b e l a  I
Wystêpowanie mykotoksyn w produktach spo¿ywczych

Mykotoksyna Produkt
Pi�miennic-

two
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2.5. Trichoteceny

Produkowane s¹ przez grzyby z rodzajów: Fusa-
rium, Cephalosporium, Myrothecium, Trichoderma,
Stachybotrys. Do tej pory zidentyfikowano szereg tri-
chotecenów: niwalenol, doeksyniwalenol (nazywanego
te¿ toksyn¹ wymiotn¹, womitotoksyn¹), toksyna T-2
(zearalenon), dwuacetoksyscirpenol i mniej pospolite:
fuzarenon X, toksyna HT-2 i neosolaniol. Wystêpowa-
nie trichotecenów w produktach spo¿ywczych przed-
stawiono w tabeli I. Dzia³anie trichotecenów polega na
hamowaniu syntezy bia³ek lub blokowaniu transferazy
peptydowej w rybosomach, mog¹ te¿ powodowaæ za-
burzenia w przemianie materii. Tworzenie tych myko-
toksyn nie wymaga specjalnego zakresu temperatur,
minimalna temperatura ich biosyntezy wynosi �7°C,
a maksymalna 32°C, nag³e obni¿enie temperatury ak-
tywuje produkcjê. Najgro�niejszym metabolitem jest
toksyna T-2, która wywo³uje u zwierz¹t procesy femi-
nizacyjne, powoduje zaburzenia rozrodu utrudniaj¹ce
zap³odnienie, owulacjê, implantacjê zarodków i ich
prawid³owy rozwój, a w konsekwencji os³abienie
¿ywotno�ci nowonarodzonych zwierz¹t [11, 13, 93].

2.6. Sterigmatocystyna

Wytwarzaj¹ j¹ grzyby z rodzajów Aspergillus i Pe-
nicillium. Ma ona dzia³anie karcynogenne. Wytwa-
rzana jest w zakresie temperatur 15�32°C (optimum
25�30°C). Wystêpowanie sterigmatocyny w produk-
tach spo¿ywczych przedstawiono w tabeli I [11, 13, 93].

2.7. Luteoskiryna

Wytwarzana jest przez Penicillium islandicum, po-
woduje uszkodzenie i raka w¹troby. Wystêpowanie lu-
teoskiryny w produktach spo¿ywczych przedstawiono
w tabeli I [11, 13, 93].

2.8. Kwas byssochlaminowy

Produkowany przez Byssochlamys fulva, (Paecilo-
myces variotii). Powoduje krwawienia i uszkodzenia
nerek. Dane o wystêpowaniu kwasu byssochlamino-
wego w produktach spo¿ywczych przedstawiono w ta-
beli I [11, 13, 93].

2.9. Cytrynina

Syntetyzowana jest przez grzyby nale¿¹ce do rodza-
jów: Penicillium, Aspergillus. Spo�ród nich najwa¿niej-
sze s¹: P. citrinum, A. candidus, A. terreus. Zatrucia
wywo³ane cytrynin¹ powoduj¹ uszkodzenie nerek oraz
krwawienie. Wystêpowanie cytryniny w produktach
spo¿ywczych przedstawiono w tabeli I [11, 13, 93].

2.10. Kwas penicylinowy

Wytwarzany jest przez: Penicillium martensii, P. pu-
berulum i Aspergillus alutaceus. Uszkadza w¹trobê
i nerki. Wystêpowanie kwasu penicylinowego w produk-
tach spo¿ywczych przedstawiono w tabeli I [11, 13, 93].

3. Wykrywanie mykotoksyn

Metody wykrywania mykotoksyn przedstawiono
w tabeli II. Metody te stosowane s¹ do wykrywania
mykotoksyn w produktach spo¿ywczych i paszach,
podczas przeprowadzania kontroli. Mog¹ byæ rów-
nie¿ stosowane w identyfikacji czynnika etiologiczne-
go toksykozy.

4. Epidemiologia mykotoksykoz

Cz³owiek mo¿e mieæ kontakt z mykotoksynami na
co dzieñ. Wynika to z ich powszechnego wystêpowa-
nia: w powietrzu, podczas wykonywania prac w tar-
taku, w oborze, w stodole, gdzie jest magazynowane
wilgotne siano, w produktach spo¿ywczych niewiado-
mego pochodzenia, je�li nie zosta³y zbadane na obec-
no�æ mykotoksyn a zosta³y dopuszczone do handlu
(np.: na bazarze), podczas spo¿ywania �lekko nadpsu-
tych� owoców lub warzyw, w których usuwa siê je-
dynie tê �zepsut¹� czê�æ (dopuszczalne jest to tylko
w przypadku jab³ek [86].

W tabeli III przedstawiono dzia³anie mykotoksyn
oraz jego prawdopodobny mechanizm, z którymi cz³o-
wiek ma najczê�ciej kontakt. Badania na ten temat
prowadzone s¹ w wielu o�rodkach na �wiecie, w tym
równie¿ w Polsce.

Zatrucia spowodowane mykotoksynami, jak wyni-
ka z danych statystycznych, wystêpuj¹ bardzo rzadko.
Ale czy odzwierciedla to rzeczywisto�æ? Pytanie to
pozostanie bez odpowiedzi, poniewa¿ wiêkszo�æ przy-
padków zatruæ najczê�ciej nie jest zg³aszana do leka-
rza, a co za tym idzie faktyczna zachorowalno�æ jest
zapewne o wiele wy¿sza ni¿ podaj¹ to statystyki. Po
pierwsze, wynika to z nie�wiadomo�ci spo³eczeñstwa
na temat zagro¿enia, po drugie wiêkszo�æ ludzi na
wszelkie dolegliwo�ci ¿o³¹dkowe stosuje metody do-
mowe, b¹d� korzysta z preparatów farmakologicznych
dostêpnych bez recepty. Spo³eczeñstwo polskie nie
przywi¹zuje wiêkszej uwagi do czynników, które mog¹
przyczyniaæ siê do powstawania zatruæ pokarmowych,
a jak z powy¿szego wynika nawet najmniejsza ple�ñ
na konfiturach czy pieczywie albo zgnilizna owoców
mo¿e doprowadziæ do powa¿nego zatrucia.

Niedosuszenie zbo¿a poni¿ej 14% mo¿e powodo-
waæ rozwój ple�ni. Grzybnia wnikaj¹ca w g³¹b ziarna
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powoduje jego czê�ciowe lub ca³kowite obumarcie.
M¹ka z takiego ziarna nie nadaje siê do wypieków, ma
przykry zapach i gorzki smak oraz mo¿e zawieraæ
mykotoksyny. W Polsce oko³o 20% zbo¿a ma ziarno
suche, które nie wymaga dosuszenia. Zaniedbanie pro-
wadzi do pogorszenia jako�ci ziarna, co w konsekwen-
cji mo¿e prowadziæ do pogorszenia zdrowia lub ¿ycia
konsumentów. Silosy zbo¿owe powinny podlegaæ sys-
tematycznej kontroli, szczególnie w okresie wystêpo-
wania wysokich temperatur, gdy¿ wtedy wystêpuje
zjawisko kondensacji powoduj¹ce tworzenie gniazd
ple�ni i zbryleñ. W takich okresach zaleca siê wietrze-
nie silosów. Silosy po opró¿nieniu oraz ca³y uk³ad
obiegu ziarna powinny byæ zdezynfekowane �rodka-
mi przeciwgrzybowymi.

Miêso zwierz¹t, które karmione by³y pasz¹ ska¿on¹
mykotoksynami, nie jest tak niebezpieczne jak mleko,
do którego przechodzi od 0,1% do 1% aflatoksyny M,
dlatego mleko takie stanowi zagro¿enie, zw³aszcza dla
dzieci [94].

W Polsce istniej¹ normy zawieraj¹ce najwy¿sze
dopuszczalne zanieczyszczenia mykotoksynami (tabe-
la IV) oraz metody ich oznaczania [57�63]. Wydaw-
nictwo Metodyczne Pañstwowego Zak³adu Higieny
w 2005 roku wyda³o szereg opracowañ dotycz¹cych
metodyki oznaczania mykotoksyn w produktach spo-
¿ywczych [67�72].

Firmy zajmuj¹ce siê wytwarzaniem artyku³ów prze-
znaczonych konsumpcji zobowi¹zane s¹ do wykony-
wania odpowiednich analiz i do obrotu powinny byæ
dopuszczone sprawdzone partie towarów. Czy tak jest?

S z y m c z y k  i wsp. [84] zbadali zawarto�æ patu-
liny w 754 próbkach soków jab³kowych zakupionych

w sieci handlu detalicznego w latach 1999�2003 tech-
nik¹ HPLC z detektorem UV. Stwierdzono, ¿e ponad
75% próbek nie zawiera³o, natomiast 22,7% próbek
zawiera³o patulinê, ale jej stê¿enie nie przekracza³o
dopuszczalnej warto�ci wed³ug polskiej normy. Za-
warto�æ patuliny powy¿ej normy stwierdzono w 1,1%
badanych soków. Wi¹za³o siê to prawdopodobnie
z tym, ¿e czê�æ jab³ek przechowywanych w ch³odniach
do pó�nej wiosny, przeznaczona zosta³a do przerobu
przemys³owego bez odpowiedniej selekcji surowca.

Od¿ywki dla dzieci równie¿ podlegaj¹ badaniu na
obecno�æ mykotoksyn. W tabeli V przedstawiono do-
puszczaln¹ zawarto�æ ró¿nych mykotoksyn w od¿yw-
kach dla niemowl¹t. Trwaj¹ nadal dyskusje, czy te pro-
dukty w ogóle powinny zawieraæ mykotoksyny [94].

Usuniêcie z produktów mykotoksyn jest bardzo
trudnym przedsiêwziêciem, poniewa¿ zanieczyszczenie
¿ywno�ci i pasz w bardzo wysokim stopniu zale¿y od
warunków �rodowiska, które umo¿liwiaj¹ wzrost ple�-
ni i powstawanie mykotoksyn. Produkty rolne mog¹
ulec zanieczyszczeniu w ka¿dym momencie, pocz¹w-
szy od rozwoju ro�liny na polu, poprzez zbiór, jak te¿
w trakcie obróbki, przechowywania i transportu goto-
wego artyku³u. Poniewa¿ w ka¿dym z tych etapów
sk³ad flory grzybowej jest ró¿ny, w wyniku zaniedbañ,
produkt mo¿e zostaæ zanieczyszczony ró¿nymi myko-
toksynami (tabela I). Fakt, ¿e produkty rolne zawieraj¹
niewiele ple�ni nie oznacza, ¿e s¹ wolne od mykotok-
syn. Wiele toksyn jest niewra¿liwych na obróbkê ciepl-
n¹, s¹ stabilne w przeciêtnych warunkach stosowanych
podczas gotowania i przygotowywania ¿ywno�ci, dla-
tego te¿ mog¹ pozostawaæ w produkcie d³ugo po znik-
niêciu ple�ni. Prawid³owe techniki zbioru p³odów rol-

Aflatoksyna HPLC + Sm, immunoblot, hodowla na pod³o¿u z cyklodekstryn¹ [16, 20, 21, 89]

ochratoksyna A RAPD, HPLC, LC + FLD, spektrometria masowa, IA HPLC, HPLC + TmS [12, 41, 73, 77, 78]

Patulina metoda kolorymetryczna, PCR, HPLC, spektrometria gazowa + spektrometria masowa [76, 83, 85, 86]

Fumolizyna chromatografia cieczowa, immunoblot, PCR (multiplex real time), FIA, ELISA [42, 46, 77]

Trichotecen PCR (multiplex real time) [11]

Zearalenon Immunoblot, PCR, LC+FLD, FPI, chromatografia cienkowarstwowa, IA + PAF,
metoda kolorymetryczna, RIA [24, 27, 28, 52]

Dezoksyniwalenol �elektroniczny nos�, IA + chromatografia cieczowa [53, 55]

Cytrynina ELISA [2]

Kwas penicylinowy HPLC [25]

PCR (multiplex real time) � multiplex Real Time Polymerase Chain Reaction, FIA � Fluoroimmunoassay, ELISA � Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay, Reversed-Phase HPLC + Mass Spectrometry, PCR � Polymerase Chain Reaction, LC+FLD � Liquid Chromatography + Fluorescence Detec-
tion, FPI � Fluorescence Polarization Immunoassay, HPLC � High Performance Liquid Chromatography, HPLC+PAF � High Performance Liquid
Chromatography + Photodiode Array Fluorescence, RAPD � Randomly Amplified Polymorphic DNA, IA HPLC � Immunoaffinity + High Perfor-
mance Liquid Chromatography, IA + chromatografia cieczowa, RIA � Radioimmuno assay, IA+LC � Immunoaffinity +Liquid Chromatography,
HPLC + TmS � Reversed � phase High Performance Liquid Chromatography separation with Tandem mass Spectrometric identification and quanti-
fication using quadrupol ion trap mass analyser

T a b e l a  I I
Metody wykrywania mykotoksyn

Mykotoksyna Metoda wykrywania Pi�miennictwo
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nych pomog¹ w znacznym stopniu przezwyciê¿yæ ten
problem, ale nie wyeliminuj¹ go ca³kowicie. Dlatego
zawsze trzeba bêdzie sprawdzaæ metodami analizy
chemicznej skuteczno�æ granic bezpieczeñstwa.

W praktyce, wyniki badañ poziomu zanieczysz-
czeñ, s¹ ograniczone przez szereg czynników, w tym:
�rodki, jakie s¹ przeznaczone na przeprowadzenie ba-
dania, dostêpno�æ sprzêtu laboratoryjnego, zastosowa-
nej procedury pobierania próbek, wiarygodno�ci i czu-
³o�ci (sensitivity) metody u¿ywanej do oznaczenia
(tabela II). Od czasu odkrycia aflatoksyn we wczes-

nych latach 60 naszego wieku wielokrotnie donoszo-
no o wystêpowaniu ró¿nych mykotoksyn w ¿ywno�ci
i paszach. Spo�ród wielu znanych mykotoksyn, inten-
sywnie badanych jest nie wiêcej ni¿ 20, a tylko 5 lub 6
z nich jest bardzo wa¿na ze specyficznego, rolniczego
punktu widzenia; s¹ to aflatoksyny, ochratoksyna A,
patulina, fumonizyny, deoksyniwalenol (trichoteceny)
i zearalenon (tabela II). Lista ta, pomimo ¿e jest krót-
ka, obejmuje obszerny zestaw problemów i wyzwañ
naukowych, ze wzglêdu na szerokie rozpowszechnie-
nie grzybów, gatunków uprawnych i toksyn.

Aflatoksyny Aspergillus flavus, Hepatotoksyczne, hepatokarcynogenne [65], st³uszczenie w¹troby [5] wi¹¿e siê
A. parasiticus, z kwasami nukleinowymi, bia³kami w¹troby, krwi (g³ównie albuminami) i dochodzi
A. nominus do utworzenia struktur polinukleinowych, które zapocz¹tkowuj¹ karcynogenezê [5]

powoduj¹ krwawienia, maj¹ dzia³anie prozapalne uwalniaj¹ kwas arachidonowy
b³ony komórkowej miê�ni tchawicy [1], zaburzaj¹ stê¿enie i ruchliwo�æ plemników
w naj¹drzach oraz zwiêksza liczbê uszkodzonych (u myszy) [4], indukuje mutacje
i mitotyczne rekombinacje in vitro [81], teratogenne

Ochratoksyna A Penicillium verrucosum, Uszkodzenie nerek, w¹troby, dzia³anie immunosupresyjne, genotoksyczne, terato-
A. alutaceus, genne, karcynogene [9], neurotoksyczne [10], nowotwory nab³onka dróg moczo-
A. sclerotium, wych [40, 54], utlenianie zwi¹zków t³uszczowych [9], jest analogiem fenoloalaniny,
A. sulphureus, hamuje syntezê bia³ek na drodze wspó³zawodnictwa z fenyloalanin¹ podczas reakcji
A. mellus aminoacylacji fenyloalanina � tRNA [9], powoduje apoptozê [75]

Patulina P. expansum, Zmienia procesy translacyjne i transkrypcyjne, hamuje syntezê RNA i bia³ek
A. clavatus, in vitro, hamuje syntezê bia³ka na drodze zahamowania pobierania aminokwasów
Byssochlamys nives, do komórek i ich wbudowywania do bia³ek [7], zaburza prawid³owe funkcjono-
B. fulva wanie b³on plazmatycznych [14], indukuje uszkodzenie �luzówki jelit, w³¹cznie

z degeneracja komórek nab³onkowych, zapaleniem owrzodzeniem i krwawieniem [45]

Trichoteceny Fusarium graminearum, Powoduj¹ alimentarn¹ toksyczna aleukiê (ATA), w ma³ych dawkach � wymioty,
F. culmorum, posiadaj¹ dzia³anie immunosupresyjne (hamuj¹ odpowied� typu komórkowego,
F. crookwellense, prezentacjê antygenu komórkom Langerhansa znajduj¹cym siê w naskórku) i typu
F. sporotrichoides, humoralnego) [44], zapocz¹tkowuj¹ nowotwory skóry, hamuj¹ syntezê bia³ek [15],
F. poae, toksyczne dla makrofagów p³ucnych szczura [79]. Deoksyniwalenol toksyczny dla
F. acuminatum, przewodu pokarmowego i krwiotwórczego [42], indukuje anoreksjê na drodze
F. roseum, mechanizmu serotoninergicznego za pomoc¹ reakcji z receptorem 5HT [64].
F. tricinctum Zearalenon � zapocz¹tkowuje powstanie nowotworu w mechanizmie podobnym do

estragenów [78], toksyczny dla j¹der [9]. Fuzarenon � hamuje absorpcjê D-ksylozy
w jelicie szczura [50], powoduje apoptozê [30, 31]. T-2 bia³ko uszkadzaj¹ce b³onê
komórkow¹ [44].

Fumonizyny F. moniliforme, Nefrotoksyczne, neurotoksyczne, hepatotoksyczne, karcynogenne (nowotwór prze-
F. proliferatum ³yku i w¹troby), immunosupresyjne (uszkadza b³onê makrofagów, zwiêksza stres

oksydacyjny) [22]), hamuje syntezê ceramidów [92], wzmaga wytwarzanie TNF alfa,
IL-1, IL-1Ra, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, IFN gamma [12], powoduje apoptozê,
blokuje syntezê sfingolipidów [92].

Kwas bysso- B. fulva uszkodzenia nerek, krwawienie [29]
chlaminowy (Paecilomyces variotii), Uszkodzenie i �mieræ bli¿szych kanalików nerkowych, krwawienie [6)]
Cytrynina P. citrinum, A. candidus,

A. terreus

Kwas P. martensii, Zahamowanie syntezy transferazy S glutationowej w¹troby szczura, uszkodzenie
penicylinowy P. puberulum, w¹troby, nerek, rak [20]

A. alutaceus

Sterigmato- A. vesilcolor, Blokowanie syntezy ceramidów uszkodzenie w¹troby, rak [53]
cystyna A. nidulans, A. flavus,

P. luteum

T a b e l a  I I I
Dzia³anie wybranych mykotoksyn

Mykotoksyna Gatunek ple�ni Dzia³anie (Pi�miennictwo)
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Pocz¹tkowo uwa¿ano, ¿e zanieczyszczenie aflatok-
synami pojawia siê po zbiorach i wynika z niepra-
wid³owego przechowywania produktów rolnych. Oka-
za³o siê jednak, ¿e zanieczyszczenie aflatoksynami
pojawia siê podczas wegetacji ro�lin na polu. Obecnie

przyjmuje siê, ¿e A. parasiticus jest dobrze przystoso-
wany do ¿ycia w �rodowisku gleby, mo¿e wytwarzaæ
cztery aflatoksyny (B1, B2, G1, G2), natomiast A. fla-
vus najlepiej ro�nie na kwiatach i li�ciach i wytwarza
tylko 2 aflatoksyny (B1 i B2) [2].

                                          PATULINA

1. Sok jab³kowy, zagêszczony sok jab³kowy, kremogen 30 produkt o zawarto�ci
jab³kowy oraz inne przetwory z udzia³em jab³ek ekstraktu 10% (m/m)

AFLATOKSYNY

B
1

B
1
+B

2
+

M
1G

1
+G

2

1. Orzechy arachidowe, orzechy, owoce suszone, produkty 2 4 �
ich przetwarzania, przeznaczone do bezpo�redniego
spo¿ycia lub jako sk³adnik �rodków spo¿ywczych

2. Orzechy arachidowe, które musz¹ byæ sortowane lub 8 15 � Odnosi siê do jadalnej czê�ci
bêd¹ poddane innym fizycznym zabiegom uzdatniaj¹cym orzechów arachidowych,
w celu zmniejszenia w nich zawarto�ci aflatoksyn, orzechów i owoców suchych
przed przeznaczeniem do bezpo�redniego spo¿ycia
lub u¿yciem jako sk³adnika ¿ywno�ci

3. Orzechy i owoce suszone, które musz¹ byæ sortowane 5 10 �
lub bêd¹ poddane innym fizycznym zabiegom uzdatnia-
j¹cym w celu zmniejszenia w nich zawarto�ci aflatoksyn,
przed przeznaczeniem do bezpo�redniego spo¿ycia lub
u¿yciem jako sk³adnika ¿ywno�ci

4. Ziarno zbo¿a, ³¹cznie z gryk¹, oraz produkty ich prze- 2 4 �
twarzania, przeznaczone do bezpo�redniego spo¿ycia
przez ludzi lub jako sk³adnik �rodków spo¿ywczych

5. Ziarno zbo¿a, ³¹cznie z gryk¹, a z wy³¹czeniem kukury- 2 4 �
dzy, które musz¹ byæ sortowane lub bêd¹ poddane innym
fizycznym zabiegom przed przeznaczeniem do bezpo�red-
niego spo¿ycia lub u¿yciem jako sk³adnika ¿ywno�ci

6. Przyprawy: Capsicum spp. (suszone owoce, ca³e lub roz- 5 10 �
drobnione, w³¹czaj¹c chili, pieprz Cayenne i paprykê)
Piper spp. (owoce, bia³y i czarny pieprz), Myristica
fragrans (ga³ka muszkato³owa), Zingiber officinale
(imbir) Curcuma longa (kurkuma)

7. Mleko (surowe, mleko do przetwórstwa, spo¿ywcze) � � 0,05 Mleko: w proszku, zagêszczone,
przetworzone lub je¿eli jest sk³ad-
nikiem produktu, najwy¿sze do-
puszczalne zanieczyszczenie nie
mo¿e przekraczaæ podanej warto�ci,
z uwzglêdnieniem kolejno: procesu
zagêszczania, przetwarzania oraz
wzglêdnego udzia³u mleka jako
sk³adnika w produkcie.

OCHRATOKSYNA A

1. Ziarno zbo¿a nieprzetworzone 5
(³¹cznie z nieprzetworzonym ry¿em i gryk¹)

2. Produkty otrzymane ze zbo¿a (³¹cznie z przetworami 3
zbo¿owymi i ziarnami zbó¿ przeznaczonymi do bezpo-
�redniego spo¿ycia przez ludzi)

3. Rodzynki, suszone winogrona 10

T a b e l a  I V
Najwy¿sze dopuszczalne zanieczyszczenie mykotoksynami [58�63]

Lp. Produkt
Maksymalny dopuszczalny
poziom (mg/kg lub mg/l) Uwagi
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Bardzo trudno jest kontrolowaæ zanieczyszczenie
aflatoksynami na polu, poniewa¿ jest ono wywo³ywa-
ne przede wszystkim warunkami klimatycznymi, taki-
mi jak wzglêdna wilgotno�æ i temperatura. Czynniki
takie jak wilgotno�æ gleby, stres spowodowany przez
suszê, uszkodzenie spowodowane przez owady i niedo-
bory mineralnych substancji od¿ywczych, mog¹ � o ile
pojawi¹ siê � spowodowaæ zanieczyszczenie produk-
tów nieuszkodzonych podczas zbiorów.

Niemniej jednak, nie ma w¹tpliwo�ci, ¿e najwy¿-
sze powstaj¹ce stê¿enia aflatoksyn s¹ zwi¹zane z ple�-
nieniem artyku³ów rolnych po zbiorze, podczas prze-
chowywania w z³ych warunkach. W takich produktach
mo¿na wykryæ aflatoksyny w stê¿eniach rzêdu mg/kg
i chocia¿ problemów tego rodzaju mo¿na w zasadzie
unikn¹æ zapewniaj¹c szybkie suszenie i odpowiednie
warunki przechowywania nieprzetworzonych surow-
ców. W praktyce jednak tego rodzaju zanieczyszcze-
nia s¹ nadal niezwykle powszechne w krajach ciep³ego,
wilgotnego klimatu tropikalnego i subtropikalnego.

Ze wzglêdu na fakt, ¿e kontrola po¿ywienia dla
zwierz¹t jest o wiele gorzej zorganizowana ni¿ kon-
trola produktów konsumpcyjnych przeznaczonych dla
cz³owieka, w toku licznych badañ, wielokrotnie stwier-
dzono stosunkowo du¿e zanieczyszczenie mleka i pro-
duktów mlecznych aflatoksyn¹ M1, ni¿szy poziom ska-

¿enia w miesi¹cach letnich, kiedy zwierzêta ¿ywi¹ siê
w wiêkszym stopniu traw¹ ni¿ paszami tre�ciwymi.
W Europie g³ównym �ród³em zanieczyszczenia afla-
toksyn¹ B1 jest m¹ka z orzechów ziemnych. Wprowa-
dzenie przez niektóre kraje zakazu u¿ywania tej m¹ki
do pasz dla zwierz¹t spowodowa³o zmniejszenie po-
ziomu aflatoksyny M1 w mleku. W mleku surowym
w Hiszpanii w kilkunastu procentach próbek mleka
(nawet UHT) stwierdzono obecno�æ aflatoksyny M1
[40]. Wysoki poziom aflatoksyny M1 stwierdzono
równie¿ w mleku w Indiach i Ekwadorze [90, 91]. Po-
równywanie wyników badañ prowadzonych w ró¿-
nych krajach dotycz¹cych obecno�ci aflatoksyny M1
jest raczej trudne, poniewa¿, zarówno pomiêdzy kra-
jami, jak i w ich granicach, istniej¹ du¿e ró¿nice zwi¹-
zane ze stosowanymi paszami, gatunkami zwierz¹t
hodowlanych, czynnikami �rodowiska, procedurami
ekstrakcji i analizy oraz dopuszczalnymi granicami za-
warto�ci aflatoksyn w paszach i w mleku. Toksyna ta
jest równie¿ wykrywana w próbkach mleka kobiecego,
niekiedy w alarmuj¹co wysokich stê¿eniach [26].

Przetwarzanie mleka na mleko w proszku powoduje
znaczne podwy¿szenie poziomu aflatoksyny M1, na-
tomiast podczas oddzielania poszczególnych sk³adni-
ków mleka w procesie przygotowywania przetworów
mlecznych, takich jak �mietanka, mas³o, ser i serwatka,

Czechy 0,5 1 X X 20 X X X

Bia³oru� X X ND X X ND ND ND

Malezja X X 0,03 X X X X X

Honduras X 0,01 0,02 X X X X X

Unia Europejska X X X X 10 X X X

Niemcy X 0,05 0,01 X X X X X

Iran 1 X 0,01 1 X 20 X X

Taiwan ND ND ND X X X X X

Turcja 1 2 0,05 X X X X X

Ukraina 1 X X X X X X X

Sri Lanca 1 X X X X X X X

Szwajcaria X 0,01 0,02 0,05 X X X X

Syria X 0,05 X X X X X X

Urugwaj X 3 X X X X X X

Rumunia X X X 5 X X X X

Arabia Saudyjska 0,05 0,05 0,05 X X X X X

S³owacja 1 1 X 1 20 X X X

Wielka Brytania X X X X X X 100 50

T a b e l a  V
Dopuszczalna zawarto�æ mykotoksyn w od¿ywkach dla niemowl¹t, opracowano wg [94]

Kraj

Dopuszczalna zawarto�æ mykotoksyn (:g/kg)

Aflatoksyny Ochratoksyna A Patulina Zearalenon Dezoksyniwalenol T2

B1 B1, B2,
G1, G2

M1

Nd � niedopuszczalne; x � brak zaleceñ
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dochodzi do okre�lonego rozdzia³u toksyny, która jest
nierozpuszczalna w t³uszczu mlecznym i ulega absorp-
cji w twarogu. Przy produkcji mas³a niewielka czê�æ
aflatoksyny M1 przechodzi do �mietanki a zdecy-
dowana wiêkszo�æ pozostaje w zbieranym mleku. Za-
tem aflatoksyna M1 mo¿e wystêpowaæ w ma�le oraz
w ma�lance. Podobna sytuacja ma miejsce podczas
produkcji twarogu [8, 90].

Wystêpowanie ochratoksyny A jest zwi¹zane z kli-
matem, a zw³aszcza podczas ¿niw i z warunkami prze-
chowywania zbiorów. Duñscy naukowcy wywniosko-
wali, ¿e ze wzglêdu na tradycyjnie wilgotn¹ pogodê
podczas ¿niw nie bêd¹ mogli unikn¹æ zanieczyszcze-
nia ziarna ochratoksyn¹ [33]. Wysoki poziom zanie-
czyszczeñ zbo¿a obserwuje siê równie¿ na Ba³kanach
[80]. Silne zanieczyszczenie ochratoksyn¹ A zaobser-
wowano równie¿ w paszach dla zwierz¹t w Kanadzie.
Razem z ochratoksyn¹ A w naturalnie zanieczysz-
czonych zbo¿ach i paszach dla zwierz¹t czêsto wy-
stêpowa³a te¿ cytrynina. Jednak¿e dane dotycz¹ce
wspó³wystêpowania s¹ sk¹pe ze wzglêdu na problemy
z analiz¹ cytryniny [2, 3].

Ze wzglêdu na fakt, ¿e ochratoksyna wystêpuje
w tak ró¿norodnych produktach spo¿ywczych (tabe-
la I) uwa¿a siê, ¿e jej obecno�æ we krwi ludzkiej jest
po�rednim wska�nikiem poziomu nara¿enia. Istnienie
ci¹g³ego nara¿enia ludzi potwierdzaj¹ wyniki analizy
próbek ich surowicy pochodz¹cych z ró¿nych krajów
Europy, z których wynika, ¿e krew ludzi zdrowych
czêsto zawiera ochratoksynê A.

Na Ba³kanach zaobserwowano zwi¹zek miêdzy ba³-
kañsk¹ endemiczn¹ nefropati¹ a obecno�ci¹ ochratok-
syny A w produktach spozywczych [80].

6. Uwagi koñcowe

W Polsce stosunkowo niewiele jest rejestrowanych
przypadków zatruæ pokarmowych o etiologii grzybi-
czej (mykotoksyny). Jest to zaledwie kilka przypad-
ków rocznie. Bywaj¹ lata, kiedy nie ma ¿adnego zg³o-
szonego przypadku. Bior¹c pod uwagê powszechne
wystêpowanie mykotoksyn w produktach spo¿yw-
czych, zw³aszcza ³atwo dostêpnych na bazarach (gdzie
bywa sprzedawany towar, który byæ mo¿e nie by³ ba-
dany na obecno�æ tych zwi¹zków) oraz zubo¿enie pol-
skiego spo³eczeñstwa, nale¿y podejrzewaæ, ¿e sytuacja
ta mo¿e spowodowaæ jeszcze wiêkszy wzrost liczby
chorych na choroby nowotworowe.

£atwiejszy dostêp i ni¿szy koszt badania produk-
tów na obecno�æ mykotoksyn zapewne przyczyni³by
siê do ochrony ¿ycia i zdrowia cz³owieka. W tym celu
powinna byæ bardziej skrupulatnie przeprowadzana
segregacja �zepsutych� owoców i warzyw, zw³aszcza
w przetwórniach owoców, a tak¿e sprowadzanych su-

szonych owoców i przypraw. Kontroli powinny tak¿e
podlegaæ silosy, w których s¹ przechowywane zbo¿a.
Warto równie¿ wiêcej uwagi po�wiêciæ bardziej szcze-
gó³owym badaniom na temat mechanizmu dzia³ania
mykotoksyn.

W artykule wykorzystano materia³ z pracy licencjackiej obro-
nionej 5 lipca 2004 r. na Wydziale Nauki o Zdrowiu Akademii
Medycznej w Warszawie.
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Józef Kur urodzi³ siê 23 kwietnia 1955 roku
w Wejherowie. Po ukoñczeniu I Liceum Ogólnokszta³-
c¹cego im. Jana Sobieskiego w Wejherowie studiowa³
na kierunku Biologia na Wydziale Biologii, Geografii
i Oceanologii Uniwersytetu Gdañskiego. Nastêpnie
zosta³ zatrudniony w Katedrze Mikrobiologii tego
Uniwersytetu, gdzie uzyskiwa³ kolejne stopnie i tytu³y
naukowe: w 1986 r. stopieñ doktora, w 1993 r. stopieñ
doktora habilitowanego, w 1998 r. tytu³ naukowy pro-
fesora. Od 1991 r. jest zatrudniony w Katedrze Mikro-
biologii Politechniki Gdañskiej, obecnie na stanowi-
sku profesora zwyczajnego i od 1992 r. pe³ni funkcjê
Kierownika katedry. Od 2003 r. jest cz³onkiem Komi-
tetu Mikrobiologii PAN i Komitetu Biotechnologii
PAN. Od 2006 r. jest cz³onkiem Interdyscyplinarnego
Zespo³u do Spraw Rozwoju Biogospodarki (Minister-

stwo Nauki i Szkolnictwa Wy¿szego). Na d³u¿szych
sta¿ach naukowych przebywa³ w McArdle Laboratory
for Cancer Research, University of Wisconsin (USA)
w laboratorium prof. Wac³awa Szybalskiego. Tematy-
ka badawcza obejmuje (1) biotechnologiczne systemy
nadekspresji enzymów i ich oczyszczanie (termozy-
my i psychrozymy); (2) biotechnologiczne systemy
produkcji leków peptydowych (insulina, kalcytonina);
(3) konstrukcje i badanie szczepionek nowej genera-
cji (antygeny rekombinantowe, chimeryczne fimbrie,
szczepionki DNA); (4) projektowanie i testowanie
zestawów diagnostycznych opartych o technikê PCR
(diagnostyka molekularna wirusów, bakterii, grzy-
bów; weterynaryjna diagnostyka molekularna; mikro-
biologiczne badanie ¿ywno�ci; badania epidemiolo-
giczne � genotypowanie i ró¿nicowanie szczepów);
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* * *

Z prawdziw¹ przyjemno�ci¹ przedstawiamy sylwetki naukowe naszych nowych wspó³pracowników. Redak-
cja dziêkuje nowo mianowanym cz³onkom Rady za podjêcie pracy sta³ego recenzenta PM.

* * *

Józef Kur

Adres: Katedra Mikrobiologii Politechniki Gdañskiej,
ul. Narutowicza 11/12, 80-952 Gdañsk, tel. (0-58) 3472302,
fax: (0-58) 3472496, e-mail: kur@chem.pg.gda.pl
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(5) badanie czynników wirulencji i mechanizmów pa-
togenezy E.coli. Realizuje projekty badawcze finan-
sowane w ramach grantów przyznanych m.in. przez
Ministerstwo Nauki i Informatyzacji.

Jest autorem ponad 100 oryginalnych prac do�wiad-
czalnych publikowanych w takich czasopismach jak
Gene, FEMS Microbiology Letters, European Journal
of Biochemistry, Journal of Molecular Biology, Viro-
logy, Nucleic Acids Research, Microbiology, Journal
of Clinical Microbiology, Journal of Biotechnology.
Do najwa¿niejszych osi¹gniêæ w ostatnich kilku latach
zaliczyæ mo¿na: stworzenie nowych metod genoty-
powania dla ró¿nicowania mikroorganizmów w ba-
daniach epidemiologicznych, ustalenie molekularnego

mechanizmu biogenezy fimbrii Dr uropatogennych
szczepów E. coli oraz ich wykorzystanie do konstruk-
cji rekombinowanych szczepionek, wyprodukowanie
ponad 20 rekombinantowych bia³ek antygenowych
Toxoplasma gondii i ich wyselekcjonowanie do ró¿-
nicowania fazy ostrej i przewlek³ej toksoplazmozy
w serologicznych testach diagnostycznych, odkrycie
nowej klasy bia³ek SSB-podobnych, nowe beta-galak-
tozydazy z mikroorganizmów ekstremofilnych.

Jest redaktorem miêdzynarodowego czasopisma
Environmental Biotechnology oraz cz³onkiem rady
redakcyjnej Biochimica Polonica. Prowadzi wyk³ady
z zakresu mikrobiologii, biologii molekularnej i in¿y-
nierii genetycznej.

Eugeniusz Ma³afiej urodzi³ siê 1 kwietnia 1940 roku
w Wilnie. W roku 1964 ukoñczy³ studia medyczne
uzyskuj¹c tytu³ lekarza. Stopieñ doktora nauk medycz-
nych nada³a mu w 1972 roku Rada Wydzia³u Lekar-
skiego Wojskowej Akademii Medycznej w £odzi na
podstawie rozprawy doktorskiej pt.: Ocena immuno-
gennych w³a�ciwo�ci czystego preparatu antygenu Vi,
a stopieñ doktora habilitowanego nauk medycznych
� w roku 1992 na podstawie rozprawy habilitacyjnej
pt.: Mikrobiologiczna ocena aktywno�ci napromienio-
nych antybiotyków.

Pracê zawodow¹ rozpocz¹³ w 1965 w Szpitalu Wo-
jewódzkim w Zgierzu. W latach 1966�1993 praco-

* * *

Eugeniusz Ma³afiej

Adres: Zak³ad Mikrobiologii Klinicznej
Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki,
ul. Rzgowska 281/289 93-338 £ód�, Tel/fax. (0-42) 271 12 57;
tel. (0-42) 271 17 51, e-mail: euma@mazurek.man.lodz.pl

wa³ w Zak³adzie Mikrobiologii Lekarskiej Wojskowej
Akademii Medycznej w £odzi. Od 1993 roku pracuje
w Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki na sta-
nowisku kierownika Zak³adu Mikrobiologii Klinicz-
nej. I stopieñ specjalizacji z mikrobiologii uzyska³
w 1970 roku, a II stopieñ w 1972 roku. Jest autorem
lub wspó³autorem 251 publikacji. Obszar zaintereso-
wañ dotyczy: zagadnieñ epidemiologii lekooporno�ci,
farmakodynamiki i farmakokinetyki antybiotyków,
sterylizacji radiacyjnej, komputeryzacji badañ mikro-
biologicznych, chorób paso¿ytniczych � g³ównie to-
ksoplazmozy i toksokarozy, zaka¿eñ w po³o¿nictwie
i neonatologii � szczególnie parwowirozy.

* * *
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Stefania Giedrys-Kalemba ukoñczy³a studia na
Wydziale Lekarskim Pomorskiej Akademii Medycz-
nej w 1970 roku. Po odbyciu sta¿u podyplomowego
rozpoczê³a pracê w Zak³adzie Mikrobiologii PAM
w Szczecinie. Tytu³ specjalisty pierwszego stopnia
z mikrobiologii lekarskiej uzyska³a w 1974 roku,
a specjalisty drugiego stopnia z mikrobiologii lekar-
skiej i serologii w 1982. Pracuj¹c w Katedrze i Zak³a-
dzie Mikrobiologii i Immunologii (od 1976) uzyska³a
kolejne stopnie naukowe: doktora nauk medycznych
w 1976 roku, doktora habilitowanego w 1989, tytu³ pro-
fesora w 1998. Pe³ni³a wiele funkcji � m.in.: 1990�1993
prodziekan Wydzia³u Lekarskiego, 1992�1996 kon-
sultant wojewódzki ds. diagnostyki mikrobiologicz-
nej, 1993�2002 kierownik Studium Kszta³cenia Po-
dyplomowego PAM, gdzie organizowa³a szkolenia
lekarzy rodzinnych systemem rezydenckim; od 1998
kieruje Katedr¹ i Zak³adem Mikrobiologii i Immuno-
logii PAM, od 1999 zosta³a ponownie konsultan-
tem wojewódzkim ds. diagnostyki mikrobiologicznej,
w latach 2002�2005 by³a dziekanem Wydzia³u Le-
karskiego PAM.

Zainteresowania naukowe z racji dzia³alno�ci dy-
daktycznej i naukowej Katedry zwi¹zane s¹ z mikro-
biologi¹ kliniczn¹, immunologi¹, transplantologi¹
i alergologi¹; obejmuj¹ m.in. epidemiologiê zaka¿eñ
bakteryjnych i grzybiczych z uwzglêdnieniem metod
biologii molekularnej, udzia³ czynników immunolo-
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Adres: Katedra i Zak³ad Mikrobiologii
i Immunologii Pomorskiej Akademii Medycznej,
70-111 Szczecin, Al. Powstañców Wielkopolskich 72
Tel. (0-91) 466-16-52; Fax: (0-91) 466-16-59
e-mail: kalemba@sci.pam.szczecin.pl_kalemba@mp.pl

gicznych w odrzucaniu przeszczepu nerki, niep³odno�-
ci ma³¿eñskiej oraz chorobach autoimmunizacyjnych,
immunoterapiê schorzeñ zapalno-alergicznych.

Jest promotorem 12 doktorantów oraz autork¹
i wspó³autork¹ ok. 120 prac z zakresu mikrobiologii,
immunologii i alergologii opublikowanych w czasopis-
mach krajowych i zagranicznych, m.in. w Journal of
Clinical Microbiology, Immunology Letters, Interna-
tional Journal Antimicrobial Agents, FEMS Microbio-
logy Letters, Transplantation Proceedings.

Pe³ni³a liczne funkcje w towarzystwach naukowych:
Polskie Towarzystwo Mikrobiologów, Polskie Towa-
rzystwo Immunologiczne (obecnie Polskie Towarzy-
stwo Immunologii Do�wiadczalnej i Klinicznej), Pol-
skie Towarzystwo Alergologiczne (cz³onek za³o¿yciel),
Polskie Towarzystwo Zaka¿eñ Szpitalnych, Polskie
Towarzystwo Transplantologiczne. Obecnie jest prze-
wodnicz¹c¹ Szczeciñskiego Oddzia³u PTM, vice-pre-
zesem ZG PTM, sekretarzem PTZS.

Przebywa³a na d³u¿szych sta¿ach naukowych w Za-
k³adzie Mikrobiologii i Immunologii Uniwersytetu Ka-
rola w Pradze i Statens Serum Instytut w Kopenhadze.
Dwukrotnie otrzyma³a nagrodê naukow¹ I stopnia
MZiOS oraz Medal Komisji Edukacji Narodowej.

Jest cz³onkiem Komitetu Redakcyjnego Medycyny
Do�wiadczalnej i Mikrobiologii, Advances in Agricul-
tural Sciences oraz zespo³u ekspertów ds. specjaliza-
cji z mikrobiologii lekarskiej.
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Informacja dla Autorów prac drukowanych
w Postêpach Mikrobiologii

Uprzejmie informujemy PT Autorów PM, ¿e zgodnie z decyzj¹ Zarz¹du G³ównego Pol-
skiego Towarzystwa Mikrobiologów z dnia 6 lutego 2007 roku nast¹pi zmiana w zasadach
przyjmowania prac do druku w naszym pi�mie. Autorzy manuskryptów proszeni s¹ (od zeszytu
numer 1/2008) o wnoszenie op³at (za ka¿dy artyku³ 250 PLN) na konto Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologów: Bank BPH S.A. 53 1060 0076 0000 3200 0105 5596.

Otrzymanie przez Redakcjê pracy wraz z kopi¹ potwierdzenia wp³aty jest warunkiem uru-
chomienia procedury wydawniczej. Do dowodu wp³aty nale¿y do³¹czyæ (na osobnej kartce)
informacje zawieraj¹ce tytu³ pracy, nazwisko autora korespondencyjnego oraz dane do wysta-
wienia faktury VAT (NIP, adres instytucji lub osoby fizycznej).

W przypadku niedopuszczenia pracy do druku zwrot op³aty dokonany bêdzie przez ksiê-
gowo�æ PTM.

Redakcja
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W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTÊPY MIKROBIOLOGII

W celu u³atwienia publikowania w jednym miejscu artyku³ów o podobnej problematyce, Postêpy Mikrobiologii
wydawaæ bêd¹ w formie suplementów, nastêpuj¹ce prace naukowe:

1. Referaty z sesji plenarnych Zjazdów naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjów organizowanych
staraniem Zarz¹du G³ównego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów oraz Komitetu Mikrobiologii Polskiej
Akademii Nauk. Manuskrypt pojedynczego referatu nie powinien przekraczaæ 25-ciu stron i powinien byæ przy-
gotowany wg Informacji dla Autorów Postêpów Mikrobiologii. Ca³o�æ materia³ów przygotowanych do jednego
suplementu nie mo¿e przekraczaæ 150 stron maszynopisu.

2. Streszczenia przyjêtych przez organizatorów referatów oraz doniesieñ prezentowanych na ww. Zjazdach nauko-
wych, Konferencjach oraz Sympozjach. Streszczenie nie powinno przekraczaæ jednej strony maszynopisu i koñ-
czyæ siê nie wiêcej jak trzema pozycjami cytowanego pi�miennictwa.

W suplemencie nie bêd¹ publikowane oryginalne prace do�wiadczalne prezentowane na ww. Zjazdach naukowych.
Prace te po odpowiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukcj¹ dla autorów, mo¿na przesy³aæ do Redakcji Polish
Journal of Microbiology (Acta Microbiologica Polonica) lub innego czsopisma naukowego.

Autorzy lub zamawiaj¹cy suplement ponosz¹  pe³ny koszt jego opracowania oraz wydania. Mo¿liwy jest druk
czterech suplementów rocznie. Poniewa¿ materia³y przeznaczone do suplementu nie s¹ opracowywane oraz nie podle-
gaj¹ ocenie Zespo³u Redakcyjnego Postêpów Mikrobiologii, zamawiaj¹cy suplement, tj. osoba upowa¿niona przez
Zarz¹d G³ówny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów lub Komitet Mikrobiologii PAN, bierze ca³kowit¹ odpowie-
dzialno�æ za redakcjê oraz warto�æ merytoryczn¹ suplementu. Wydanie suplementu powinno byæ poprzedzone jego
akceptacj¹ przez Zespó³ Redakcyjny Postêpów Mikrobiologii.

Redakcja nie ponosi odpowiedzialno�ci za tre�æ reklam i og³oszeñ

Oferta Reklamy

Postêpy Mikrobiologii udostêpni¹ w ka¿dym numerze kilka stron (³¹cznie z wewnêtrznymi stronami ok³adek)
reklamie.

Pismo nasze dociera co kwarta³ do kilku tysiêcy odbiorców. S¹ w�ród nich specjali�ci ró¿nych dziedzin mikrobio-
logii, pracuj¹cy jako nauczyciele wy¿szych uczelni, szkó³ �rednich oraz pracownicy naukowi instytutów badawczych,
biotechnolodzy oraz lekarze. Du¿¹ grupê naszego pisma stanowi¹ studenci.

Cena og³oszenia czarno-bia³ego wewn¹trz numeru wynosi:
1/2 strony 250,� z³
ca³a strona 500,� z³
Proponujemy równie¿ og³oszenia kolorowe � cena do uzgodnienia.

Teksty opracowanych graficznie reklam proszê sk³adaæ na adres Redakcji Postêpów Mikrobiologii, 02-007 War-
szawa, ul. Oczki 3, tel. 628 08 22.


