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Magdalena Fordon', Beata Krawczyk?

Charakterystyka opornosci Klebsiella pneumoniae
New Delhi na karbapenemy

1. Wprowadzenie

Bakterie z gatunku Klebsiella pneumoniae to Gram-ujemne, nieurzgsione,
nieruchliwe oraz wzglednie beztlenowe pateczki, nalezace do rodziny Enterobacte-
riaceae. Ich naturalnym srodowiskiem wystepowania sg wody powierzchniowe, gleba,
a takze nosogardziel i przewod pokarmowy ssakow. Ze wzgledu na przyczynianie si¢
do powstawania migdzy innymi zapalenia pluc, zakazenia uktadu moczowego, ropnia
watroby, a takze bakteremii prowadzacej czg¢sto do sepsy sg one uznawane za
niezwykle niebezpieczne patogeny oportunistyczne. K. pneumoniae odpowiedzialna
jest za wywotanie wielu infekcji szpitalnych, szczegoélnie u o0séb z obnizong
odpornoscia [1, 2].

Naduzywanie przez dziesigtki lat antybiotykoéw wywarlo wielka presj¢ selekcyjng
na te bakterie, co przyczynito si¢ do zwigkszania si¢ liczby coraz to nowych szczepoéw
wielolekoopornych. Zjadliwos¢ K. pneumoniae, wynikajaca z obecnosci wielu
czynnikoéw wirulencji oraz zdolno$ci do tworzenia biofilmu dodatkowo sprzyja jej
rozprzestrzenianiu sie.

Bakterie K. pneumoniae New Delhi, posiadajgce gen opornosci na karbapenemy
(blanpm) zostaty po raz pierwszy wyizolowane w 2008 roku w Szwecji od pacjenta
wezesniej hospitalizowanego w Indiach [3]. Mikroorganizmy te szybko rozprzestrze-
niajg si¢ po calym Swiecie, a od 2011 roku wystepuja rowniez w Polsce. Stanowig one
wysokie ryzyko epidemiologiczne dlatego badania majace na celu ulatwienie
réznicowania genetycznego tych szczepéw oraz ich charakterystyke sg niezwykle
istotne [4].

Celem pracy byto przedstawienie informacji na temat oporno$ci szczepOw
K. pneumoniae New Delhi na karbapenemy oraz problemu ich rozprzestrzeniania sie.

2. Opornos¢ Klebsiella pneumoniae na karbapenemy

Oporno$¢ szczepow K. pneumoniae New Delhi na karbapenemy wynika
z obecno$ci genu blaNDM, kodujacego enzym metalo-f-laktamaze New Delhi,
okreslang w skrocie jako NDM (ang. New Delhi metallo-4-lactamase). Nalezy on do
grupy metalo-B-laktamaz (MBL) zdolnych do hydrolizy prawie wszystkich
antybiotykow [-laktamowych. Gléwnymi nosicielami genu blaNDM sg bakterie
z gatunku K. pneumoniae oraz Escherichia coli, przy czym najbardziej rozpow-
szechnione sg pewne typy sekwencji (ST, ang. sequence type). Sa to odpowiednio
ST11, ST14, ST15 lub ST147 dla K. pneumoniae oraz ST167, ST410 lub ST617
w przypadku E. coli.

! magda. fordon@gmail.com, Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydziat Chemiczny,
Politechnika Gdanska.
2 heata.krawczyk@pg.edu.pl, Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny,
Politechnika Gdanska.
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Szczepy NDM-pozytywne zostaty zidentyfikowane na calym $wiecie, z najwigksza
czgstoscig wystepowania na subkontynencie indyjskim, na Bliskim Wschodzie i na
Batkanach. Wigkszos¢ plazmidéw niosgcych gen blaypy posiada konkretne typy
replikondw, takie jak IncX3, IncFII lub IncC [4].

3. Metalo-p-laktamaza New Delhi

Enzymy zwane B-laktamazami podzielone sa na klasy A, B, C oraz D ze wzgledu
na réznice w ich sekwencji aminokwasowej [5, 6]. Enzymy z klasy A, C i D posiadaja
w miejscu aktywnym reszt¢ seryny, natomiast enzymy klasy B zawieraja w nim jeden
lub dwa jony cynku, skad pochodzi ich nazwa — metalo-p-laktamazy (MBL).

MBL sg podzielone na trzy podklasy (B1, B2 i B3). Enzymy podklasy Bl i B3
posiadaja dwa jony cynku w miejscu aktywnym i wykazujg szeroki zakres substratow,
do ktorych naleza penicyliny, cefalosporyny oraz karbapenemy. Enzymy podklasy B2
majg z kolei tylko jeden aktywny jon cynku, podczas gdy wigzanie drugiego jonu
cynku hamuje ich aktywno$¢ katalityczng. Wykazuja one waski zakres substratow,
obejmujacy karbapenemy, ale nie penicyliny i cefalosporyny [7, 8].

Istnieje kilka MBL nalezacych do podklasy B2, w tym CphA z Aeromonas
hydrophila, Sfh-1 z Serratia fonticola oraz ImiS z Aeromonas veronii. Zidentfikowano
réwniez Kilka MBL nalezgcych do podklasy B3, takich jak L1 z Stenotrophomonas
maltophilia, AIM-1 z Pseudomonas aeruginosa i GOB-1 z Elizabethkingia
meningoseptica. Jednak wigkszos¢ zidentyfikowanych do tej pory MBL nalezy do
podklasy B1 [9]. Trzy najczgsciej wystepujace w izolatach klinicznych MBL, tj. IMP
(imipenemaza), VIM oraz NDM nalezg do podklasy B1. Geny kodujagce IMP, VIM
i NDM sg w duzej mierze zlokalizowane na plazmidach, przez co moga by¢
przenoszone miedzy szczepami bakteryjnymi na drodze transferu wertykalnego
i horyzontalnego. Ma to szczegodlne znaczenie w rozprzestrzenianiu si¢ tego typu
opornosci, zwlaszcza w Srodowisku szpitalnym. Sekwencja aminokwasowa enzymow
NDM znacznie r6zni si¢ od pozostatych MBL podklasy Bl — ich zgodno$¢ wynosi
zaledwie okoto 34%. Z tego powodu wprowadzono dalszy podziat podklasy Bl na
dwie pod-podklasy (Bla i B1lb), w wyniku czego NDM zaklasyfikowano do pod-
podklasy B1b, a pozostate — do Bla.

Jony cynku odgrywaja kluczowa rol¢ w dziataniu wszystkich NDM. Interakcja
migdzy enzymem a substratem jest mozliwa dzigki zwigzanym w miejscu aktywnym
jonom cynku. Jony te aktywuja rowniez czasteczke wody, z ktorej na skutek oderwania
protonu powstaje aktywny jon wodorotlenkowy. Jon ten poprzez atak nukleofilowy na
atom wegla grupy karbonylowej prowadzi do hydrolizy pierscienia p-laktamu [10, 11].

Warto zwrdci¢ uwage na lokalizacie NDM w komorce, ktéra rozni si¢ od
lokalizacji wszystkich innych MBL. NDM jest lipoproteing, ktora zakotwiczona jest
W zewngtrznej btonie bakterii Gram-ujemnych, co umozliwia sekwencja amino-
kwasowa (LSGC) ulegajaca lipidacji, znajdujaca si¢ w sekwencji sygnalowej NDM
[12, 13]. Wszystkie inne MBL sa rozpuszczalnymi biatkami periplazmatycznymi.
Zakotwiczenie w blonie znacznie zwieksza stabilno§¢ NDM, nawet W warunkach
niedoboru cynku, ktory powstaje w wyniku uwalniania bialka chelatujacego
(kalprotektyny) przez gospodarza w miejscu zakazenia. Wynikajace z tego niedobory
cynku moga zaktoca¢ dziatanie MBL, takich jak NDM. Zakotwiczenie ich w btonie
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ulatwia takze wydzielanie tego enzymu w pecherzykach btony zewnetrznej (OMV).
Pecherzyki zawierajace NDM moga chroni¢ sasiednie populacje bakterii przed
dziataniem zwigzkdéw B-laktamowych, a moga przenosi¢ zaréowno NDM, jak i blaypm
[13-15]. Jest to przyczyna szybkiego rozprzestrzeniania si¢ zarowno bakterii Klebsiella
pneumoniae New Delhi, jak i plazmidéw niosacych gen blaypy w$rdd coraz wigkszej
liczby mikroorganizmow.

3.1. Warianty NDM

Enzymy NDM skladajg si¢ z 270 aminokwaséw i zawieraja dwa jony cynku
w miejscu aktywnym, w ktorym zachodzi hydroliza antybiotykéw B-laktamowych.
Drugorzgdowg strukture tych enzymow tworzy 9 a-helis, 17 B-kartek oraz 3 B-zakrety.

Obecnie znane sg 24 warianty enzymu NDM, ktore powstaty w wyniku r6znych
substytucji w obrebie sekwencji aminokwasowej. Podstawienie M154L jest najpow-
szechniejsze i jest obserwowane w az 10 z 24 réznych wariantow NDM. Warianty
NDM zwykle zawieraja od 1 do 5 podstawien aminokwaséw w poréwnaniu z NDM-1.
NDM-18 jest wyjatkiem, poniewaz od sekwencji NDM-1 rozni si¢ jedynie obecnoscia
tandemowego powtorzenia 5 aminokwasow (QRFGD, w pozycjach od 44 do 48
w NDM-1). Miejsce aktywne jest silnie zakonserwowane we wszystkich wariantach
NDM, na co wskazuje brak substytucji aminokwasowych w jego obrebie. Jednakze
niektére warianty ro6znig si¢ miedzy sobg aktywno$cig wobec B-laktamow. Przykta-
dowo, warianty zawierajace substytucje¢ V88L (NDM-5, -17, -20 i -21) wykazuja
zwiekszong aktywnos¢ karbapenemazy [16-19]. Wartos¢ MIC (ang. minimal inhibitory
concentration) ertapenemu wobec szczepéw produkujacych NDM-5 lub NDM-20
okazata si¢ by¢ 4- lub 8-krotnie wyzsza niz w przypadku szczepéw produkujacych
NDM-1 [16, 18]. Wykazano roéwniez, ze NDM-17 i NDM-21 majg takg sama
aktywno$¢ karbapenemazy jak NDM -5 [17, 19]. Sugeruje to, Zze substytucje moga
mie¢ znaczacy wplyw na aktywno$¢ enzymu, mimo ze nie znajdujg si¢ W obrebie
miejsca aktywnego, jednak doktadny mechanizm dziatania zwigkszonej aktywnosci
karbapenemazy nie jest znany. Warianty zawierajace mutacj¢ V88L maja rowniez inne
podstawienia, ale nie wykazano zadnej réznicy w wartoSciach MIC karbapenemow
migdzy szczepami wytwarzajacymi NDM-5 lub NDM-17 (warianty zawierajace
V88L) a szczepem produkujacym NDM-1 [20]. Stwierdzono rowniez, ze substytucje
M154L (NDM-4) oraz D130G (NDM-14) takze powoduja zwigkszong aktywno$é
enzymatyczng. Co ciekawe NDM-8, ktory zawiera zarbwno M154L, jak i D130G, nie
wykazuje zwigkszonej aktywnosci karbapenemazy. Warto zauwazy¢, ze pozywki
zazwyczaj uzywane w eksperymentach, takie jak bulion Mueller-Hinton (MH) i LB, sa
bogate w cynk. Jednakze, w warunkach niedoboru cynku, podstawienia M154L
(NDM-4), A233V (NDM-6) oraz E152K (NDM-9) w enzymach NDM zwigkszaja
oporno$¢ na cefotaksym poprzez poprawe ich powinowactwa do cynku (M154L) lub
0g0lng poprawe stabilnosci tych enzymoéw (A233V i E152K). Podstawienia D95N
(NDM-3) i D130G (NDM-14) zwigkszaja rowniez oporno$¢ na cefotaksym
w warunkach glodu cynkowego, jednak mechanizmy nie sg znane [21, 22]. Substytucje
R264H (NDM-16), M154V (NDM-11) i P28A (NDM-2) nie maja znaczacego wptywu
na dziatanie NDM w warunkach limitujgcych dostepno$é jondw cynku. Stwierdzono
zatem, ze stres spowodowany niedoborem cynku jest glownym czynnikiem
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napegdzajacym ewolucje enzyméw NDM [22]. Niestety, wartos¢ MIC karbapeneméw
przeciwko szczepom wytwarzajacym roézne warianty NDM nie zostala okreslona
w warunkach ograniczonego stezenia cynku. Aktywno$¢ karbapenemazy nowych
wariantow NDM musi by¢ scharakteryzowana za pomoca znormalizowanego testu
w warunkach zaré6wno bogatych w cynk, jak i ograniczajacych cynk, aby w petni
wyjasni¢ fenotypowe znaczenie pojawiania sie i ewolucji nowych substytucji.

3.2. Plazmidy niosace gen blaypwm

Chociaz obecno$¢ genu blaypy zostata stwierdzona na chromosomach bakte-
ryjnych, zdecydowanie czesciej wystepuja one na plazmidach, ktore odgrywaja istotng
rolg w ich rozpowszechnianiu. Doniesiono, ze blaypy jest przenoszony na plazmidach
z roéznymi typami replikonow. Lacznie wykryto az 355 plazmidow niosacych gen
blanpwm, ktorych sekwencje sg catkowicie poznane. Wérod rodziny Enterobacteriaceae
wystepuje 20 typoéw replikonow plazmidow niosgcych blaypyw, W tym IncC,
IncB/O/K/Z, IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncFlll, IncHI1, IncHI2, IncHI3, IncN, IncN2,
IncL/M, IncP, IncR, IncT, IncX1, IncX3, IncX4, IncY oraz ColE10 [23]. Wskazuje to
na wielokrotne przejecie genu blaypw przez rézne plazmidy, co oznacza, ze
w transferze horyzontalnym blaypy posredniczy wiele plazmidow.

IncX3 wydaje sie by¢ najczestszym rodzajem plazmidu przenoszacego blanpw.
Plazmidy te charakteryzuja si¢ waskim zakresem gospodarzy i jak dotad byly
wykrywane wytacznie w rodzinie Enterobacteriaceae.

4. Epidemiologia szczepow Klebsiella pneumoniae New Delhi

Po poczatkowym odkryciu NDM-1 w szczepie wyizolowanym od pacjenta
w Szwecji wczesniej hospitalizowanego w New Delhi w 2008 roku [3], kolejne
badania ujawnity powszechne wystepowanie blaypw-1 na poétwyspie indyjskim, w tym
w Indiach, Pakistanie 1 Bangladeszu [23]. Od tego czasu wykazano, ze szczepy NDM-
pozytywne sa obecne na calym $wiecie, co potwierdzaja wyniki badan epidemio-
logicznych prowadzonych przez wigkszo$¢ krajow.

Swiatowy program nadzoru SMART zebrat az 103 960 izolatéw z rodziny
Enterobacteriaceae w 55 krajach w latach 2008-2014 i wykazat, ze 290 szczepow
(0,28% wszystkich szczepow) byto dodatnich pod wzgledem obecnosci NDM, co
sugeruje stosunkowo niska czestos¢ wystgpowania. W programie SMART czestosé
wystepowania szczepow pozytywnych pod wzgledem NDM znacznie si¢ rdznita
w poszczegolnych krajach: do 5,01% w Zjednoczonych Emiratach Arabskich, 6,15%
w Egipcie, 6,22% w Indiach i 6,26% w Serbii [24]. Potwierdza to obserwacje, ze
szczepy NDM-pozytywne wystepuja czgéciej w Azji Potudniowej, na Batkanach,
w Afryce Poélnocnej i na Bliskim Wschodzie. Wysoki wskaznik wystepowania
szczepow NDM-pozytywnych na Bliskim Wschodzie najprawdopodobniej wynika
z czgstych migracji ludno$ci na subkontynent indyjski. INFORM jest kolejnym
mi¢dzynarodowym badaniem, w ktorym zebrano 38 266 izolatow z rodziny Entero-
bacteriaceae oraz 8010 szczepow P. aeruginosa z 40 krajow w latach 2012-2014.
Proporcje szczepow dodatnich pod wzgledem NDM wynosity 0,19% (72/38 266)
u rodziny Enterobacteriaceae oraz 0,04% (3/8,010) u szczepéw P. aeruginosa, co
potwierdza niska czesto$¢ wystgpowania szczepow NDM-pozytywnch, ujawniona

10
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w projekcie SMART. Niestety, czestos¢ wystepowania szczepéw NDM-dodatnich
w poszczeg6lnych krajach nie zostata podana w tym badaniu [25]. Poza globalnymi
programami nadzoru SMART i INFORM, istnieje bardzo niewiele odpowiednio
zaprojektowanych badan na duza skale, ktére mialyby na celu okreslenie prawdziwego
rozpowszechnienia genu blaypw U danego gatunku lub rodzaju bakterii. W wyniku
badan przeprowadzonych w Pakistanie stwierdzono, ze 18,5% hospitalizowanych
pacjentow w dwoch szpitalach wojskowych jest nosicielami NDM-dodatnich
szczepow z rodziny Enterobacteriaceae [26]. W Chinach przeprowadzono badanie
1162 Kklinicznych izolatéw Enterobacteriaceae i Acinetobacter spp. roznego
pochodzenia, ktore doniosty, ze 3,9% z nich bylo NDM-pozytywne. Odsetek szczepdw
NDM-dodatnich wérdéd rodziny Enterobacteriaceae nie zostal obliczony, poniewaz
doktadna liczba izolatow Enterobacteriaceae poddawana analizie nie zostata podana
[27]. Aby dokladnie kontrolowa¢ zmiany w czestoSci wystepowania szczepow
pozytywnych pod wzgledem NDM niezbedne sa dalsze badania na duza skalg,
w szczegoblnosci na szczepach wyizolowanych po 2014 r.

Wedlug globalnego programu nadzoru SMART blaypy jest trzecim najczesciej
wystepujacym genem kodujacym karbapenemazy i stanowi 19,42% dodatnich
wynikow obecnosci karbapenemazy. CzeSciej wystgpujacymi genami sa blagpc
(53,18%) oraz warianty genu blaogxa.as (20,09%) [24]. W Chinach, ktdére nie zostaly
wilaczone do programu SMART, 31% z przebadanych 1105 szczepoéw Enterobacte-
riaceae opornych na karbapenemy byto dodatnich pod wzgledem NDM [28]. Badanie
EuSCAPE w Europie ujawnilo, ze 7,7% opornych na karbapenemy Klebsiella
pneumoniae oraz 10,3% szczepow E. coli opornych na karbapenemy byto dodatnich
pod wzgledem NDM [29].

Oprocz probek klinicznych geny blaypy Wykryto rowniez w $ciekach szpitalnych
w kilku krajach, w tym w Chinach [30, 31], Indiach [32] i Libanie [33]. Niektore
szczepy NDM-dodatnie odzyskane ze S$ciekéw szpitalnych naleza do rodziny
Enterobacteriaceae [32, 33], co moze odzwierciedla¢ jelitowe przenoszenie szczepow
NDM-dodatnich wsrod populacji w warunkach szpitalnych. Jednakze, szczepy roznych
gatunkow Acinetobacter dodatnich pod wzgledem obecnosci NDM zostaty rowniez
wyizolowane ze $ciekow szpitalnych [30, 31]. Na podstawie tego mozna stwierdzi¢, ze
$cieki moga by¢ rezerwuarem szczepdw bedacych nosicielami genu blaypw.
Powigzania migdzy $ciekami szpitalnymi a rozprzestrzenianiem si¢ blaypy nie zostaty
jeszcze potwierdzone i wymagaja dalszych badan. Niemniej jednak $cieki szpitalne
powinny by¢ odpowiednio oczyszczane zgodnie z istniejagcymi wytycznymi
i przepisami [34].

5. Rozprzestrzenianie si¢ szczepow NDM-pozytywnych a turystyka

Gwaltowne rozprzestrzenianie si¢ szczepéw NDM-pozytywnych od jego poczat-
kowego pojawienia si¢ w Indiach na wszystkie kontynenty jest w znacznym stopniu
zwigzane z globalnym rozwojem turystyki. Pierwsze odkrycia genu blaypma
w Indiach, Pakistanie i Wielkiej Brytanii wykazaly, ze prawie wszystkie przypadki ich
izolacji w Wielkiej Brytanii byly zwigzane z wczeséniejszymi podrézami pacjentow na
subkontynent indyjski [23]. Po pierwszym raporcie czgstos¢ wystepowania przypadkoéw
NDM gwatltownie wzrosta, przy czym kraje w regionie srédziemnomorskim w Europie
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odnotowaty najwickszy wzrost [35]. Szczegoétowe badanie pierwszych zgloszonych
przypadkow NDM w Europie wykazato, ze 57% wszystkich przypadkéw byto
zwigzanych z weczeéniejsza hospitalizacjag na subkontynencie indyjskim lub na
Batkanach [36]. Pierwsze doniesienie o epidemii w Europie mialo miejsce we
Wtoszech w 2011 roku. Gen blaypyy wykryto zaréwno w szczepach klinicznych
Klebsiella pneumoniae, jak i Escherichia coli wyizolowanych od pacjentéw w szpitalu
w Bolonii, przy czym pierwszy szczep pochodzit od pacjenta wczes$niej hospita-
lizowanego w New Delhi w Indiach [37]. Ten nagly wybuch epidemii sprawit, ze
Wiochy do roku 2017 osiagnety jeden z najwyzszych wskaznikow wystepowania
szczepow NDM-pozytywnych w Europie [29]. Do 2014 r. Grecja zglaszata
utrzymujgce si¢ przypadki zakazen szpitalnych wywolanych przez szczepy
K. pneumoniae typu 11 (ST11) niosgce gen blaypm-1 [38], uwazane za nabyte po raz
pierwszy przez podroze do regionu wschodnich Batkanow. Miedzynarodowe podroze
byly rowniez przyczyna przemieszczania si¢ szczepéw NDM-pozytywnych do
Ameryki Poétnocnej, co doprowadzito do pojawienia si¢ przenoszacego blanpm1
P. aeruginosa ST654 [39], jak rowniez przypadkow przenoszenia tego genu przez
E. coli i K. pneumoniae [40]. Bezposrednie podréze z Indii, a nastepnie Iranu, byty
rowniez zwigzane z pierwszymi przypadkami izolacji szczepow NDM-pozytywnych
w Stanach Zjednoczonych [41-43].

Migdzynarodowe podrdze sg waznym czynnikiem predysponujacym do kolonizacji
przewodu pokarmowego przez szczepy NDM-pozytywne, zwlaszcza w przypadku
hospitalizacji w tamtejszych placoéwkach ochrony zdrowia. Przeprowadzono szereg
wysokiej jakosci badan, ktore pokazuja, ze podr6z do regionow endemicznych, takich
jak Indie i Azja Potudniowo-WSschodnia, prowadzi do znacznego poziomu kolonizacji
jelit przez bakterie niosace geny B-laktamazy o rozszerzonym spektrum (ESBL) [44-
46]. Jednak do tej pory przeprowadzono tylko jedno badanie oceniajace ryzyko
bezobjawowej kolonizacji przez bakterie przenoszace blaypm.1 podczas podrozy [47].

6. Podsumowanie

Bakterie Klebsiella pneumoniae New Delhi stanowig wazng grupe patogendow
odpowiedzialnych za zakazenia szpitalne. Ze wzgledu na bogaty profil czynnikow
wirulencji wystepujacy powszechnie u bakterii z gatunku Klebsiella peumoniae,
a takze ich zdolno$¢ do formowania biofilmu sg one szczegdlnie niebezpieczne u 0sob
z obnizong odpornoscia. Gen kodujacy metalo-p-laktamaze — enzym warunkujacy
oporno$¢ na karbapenemy (blaypw) oraz zjawisko horyzontalnego tranferu gendéw
czyni te szczepy wyjatkowo niebezpiecznymi w aspekcie epidemiologicznym
i klinicznym.

Szczepy NDM-pozytywne caly czas rozprzestrzeniajg si¢ na catym $wiecie pomimo
usilnych staran i pozostajg ogromnym wyzwaniem dla wspotczesnej medycyny, przez
co sg znaczacym zagrozeniem dla zdrowia publicznego. Szerokie rozpowszechnienie
genow blaypw jest w duzej mierze zalezne od niosacych go plazmidoéw, zwlaszcza typu
IncX3. Bakterie NDM-pozytywne nieustannie ewoluujg, aby wytworzy¢ nowe
warianty metalo-p-laktamaz, dzigki czemu niektore z nich wykazujg zwigkszona
aktywno$¢ karbapenemazy.
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Zadne leczenie ukierunkowane na NDM nie zostalo obecnie zatwierdzone do

stosowania klinicznego, chociaz wiele nowych czynnikow o ré6znych mechanizmach
dziatania jest w trakcie badan lub jest w trakcie opracowywania.

Ostateczny sukces walki z NDM oprocz opracowania skutecznych $rodkéw

przeciwdrobnoustrojowych opiera si¢ rowniez na kontroli zakazen oraz zwigkszenia
srodkow ostroznosci w placowkach opieki zdrowotnej, w celu ograniczenia
rozprzestrzeniania si¢ tych szczepow oraz wystepowania epidemii.
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Charakterystyka opornosci Klebsiella pneumoniae New Delhi na karbapenemy

Streszczenie

Bakterie Klebsiella pneumoniae New Delhi, posiadajace gen oporno$ci na karbapenemy (blaypy) zostaty
po raz pierwszy wyizolowane w 2008 roku w Szwecji od pacjenta wezesniej hospitalizowanego w Indiach.
Bakterie te szybko rozprzestrzeniajg si¢ po catym $wiecie, a od 2011 roku wystepuja rowniez w Polsce.
Stanowia one wysokie ryzyko epidemiologiczne, poniewaz gen opornosci na karbapenemy przekazywany
jest pomiedzy bakteriami poprzez horyzontalny transfer genow, a miedzynarodowe podréze dodatkowo
sprzyjaja migracji szczepéw NDM-pozytywnych. Badania majace na celu wlatwienie rdznicowania
genetycznego tych szczepow oraz ich charakterystyke sa zatem niezwykle istotne. Praca miata na celu
charakterystyke oporno$ci szczepdéw Klebsiella pneumoniae New Delhi na karbapenemy, z uwzgled-
nieniem budowy, funkcjonowania oraz ré6znych wariantéw enzymu za nig odpowiedzialnego.

Stowa kluczowe: Klebsiella pneumoniae, NDM (New Delhi metallo-B-lactamase), blaypy, metalo-f-
laktamazy

Characterization of carbapeneme resistance in Kiebsiella pneumoniae New Delhi

Abstract

Klebsiella pneumoniae New Delhi bacteria, which have the carbapeneme resistance gene (blaypy) Were
first isolated in 2008 in Sweden from a patient previously hospitalized in India. These bacteria are rapidly
spreading all over the world, and since 2011 they also occur in Poland. They represent a high
epidemiological risk because the carbapenem resistance gene is passed between bacteria through horizontal
gene transfer, and international travel additionally promotes the migration of NDM-positive strains.
Therefore studies aimed at facilitating the genetic differentiation of these strains and their characteristics
are extremely important. The aim of this study was the characterization of the nature of Klebsiella
pneumoniae New Delhi resistance against carbapenems, including structure, function and different variants
of the enzyme responsible for it.

Keywords: Klebsiella pneumonia, NDM (New Delhi metallo-p-lactamase), blaypy, metallo-p-lactamases
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Rola stresu oksydacyjnego w starzeniu si¢ drozdzy
Saccharomyces cerevisiae

1. Wprowadzenie

Jednym z gtéwnych, wciaz nie do konca zrozumianych proceséw jest starzenie si¢
organizméw zywych. Ogoélnie mozna powiedzie¢, ze starzenie jest zjawiskiem
nieuniknionym, a jego powszechno$¢ sugeruje, ze ztozone biologiczne procesy bedace
podlozem tego procesu sa podobne u wszystkich organizméw, zaréwno jedno-
komoérkowych, jak i wyzszych, w tym ludzi. Podstawowa definicja starzenia zaktada,
ze zachodzace wraz z wiekiem zmiany w organizmie oraz akumulacje uszkodzen
w komoérkach powoduja zaburzenie jej metabolizmu, co w konsekwencji prowadzi do
zaprzestania dalszych podziatéw komoérki (limit Hayflicka) oraz zaburzenia
prawidtowej funkcji wszystkich jej komponentow [1,2]. Proces ten jest na tyle ztozony,
iz cigzko jest go jednoznacznie definiowac. Dodatkowo jak pokazujg badania ostatnich
lat, wiele czynnikow endogennych i egzogennych moze determinowaé starzenie [3].
W zwigzku z tym zaproponowano kilka teorii starzeniowych, ktore w rézny sposob
usitujg wytlumaczy¢ nam ten proces, niestety jak do tej pory Zzadna z nich nie jest
W stanie jasno przedstawié¢ i wyjasni¢ wszystkich aspektow tego zjawiska [4].

Jedna z najstarszych i jednoczes$nie najbardziej znanych wydaje si¢ by¢ teoria
wolnorodnikowa (teoria stresu oksydacyjnego). Opublikowana w 1956 roku przez
Denhama Harmana teoria zaktadata, iz gldwna przyczyna starzenia si¢ organizméw
zywych jest akumulacja uszkodzonych makroczasteczek powstatych w wyniku
dziatalno$ci reaktywnych form tlenu (RFT) [5]. RFT sa atomami badz czasteczkami,
ktére w swojej budowie posiadaja atomy tlenu cechujace si¢ obecnoscig co najmnigj
jednego niesparowanego elektronu. Do grupy tej zaliczane sg takze: nadtlenek wodoru,
tlen singletowy oraz ozon, ktére pomimo braku niesparowanego elektronu wyr6zniaja
si¢ obecnoscig specyficznego wigzania O%0O. Nietypowa budowa chemiczna tych
zwigzkow determinuje ich wysoka reaktywnos$¢, co poniekad zmusza je do taczenia si¢
z innymi czgsteczkami w celu oddania wolnego elektronu. Niestety, tymi molekutami
sa zazwyczaj niezbedne do zycia komorki biatka, DNA oraz lipidy. Nastepstwem
szkodliwego dziatania RFT sg trwate zmiany struktury tych makroczasteczek,
uposledzenie petnionych przez nie funkcji lub calkowita utrata zdolnosci biologicznej
[6]. Harman postulowatl rowniez, iz gldéwnym organellum komorkowym odpowie-
dzialnym za powstawanie RFT sg mitochondria, ktére determinujg tempo starzenia si¢
komorek postmitotycznych [7].

Od wielu lat drozdze paczkujace Saccharomyces cerevisiae sg jednym
z modeli w badaniach RFT i ich wplywu na starzenie, a takze stanowig dalsza
podstawe do dalszych badan tego zjawiska u wyzszych eukariontow. Co wigcej, te
jednokomoérkowe grzyby w znacznym stopniu przyczynily si¢ do poznania wielu
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mechanizmoéw chronigcych komorki przed szkodliwym dzialaniem reaktywnych form
tlenu [8]. Gtéwna linig obrony komorki jest enzymatyczny system antyoksydacyjny,
w sklad ktérego wchodza biatka neutralizujace, tj: katalaza, peroksydaza glutationowa
oraz dysmutaza ponadtlenkowa. System ten wspomagaja antyoksydanty
drobnoczasteczkowe (m.in. witamina E i C, glutation, koenzym Q) odpowiedzialne za
nieswoiste reakcje, ktore powodujg inaktywacje RFT. Wraz ze starzeniem si¢ komorki
mechanizmy te dzialajg coraz mniej sprawnie [9].

Teoria stresu oksydacyjnego Harmana na przestrzeni lat zyskata wielu
zwolennikow, jak i przeciwnikow. Nawet dzi$, brak jest jednoznacznych wynikéw,
ktore wskazywatyby, iz to RFT w glowne] mierze determinujg starzenie, cho¢
wigkszos¢ z nich podkresla, ze stres oksydacyjny jest w stanie $ci§le oddziatywaé na
komorki, wywotujac wiele niepozadanych zmian metabolicznych majacych istotny
wplyw na dlugos¢ ich zycia.

Celem niniejszego rozdzialu jest przedstawienie najnowszego stanu wiedzy na
temat stresu oksydacyjnego i jego roli w starzeniu komoérkowym. Jako model badan
wykorzystano drozdze paczkujace Saccharomyces cerevisiae.

2. RFT i stres oksydacyjny

W toku ewolucji organizmy wyksztatcity doskonaty sposéb wykorzystywania tlenu
w celu pozyskiwanie energii. Proces ten nazywany oddychaniem tlenowym. Naj-
ogolniej mozna powiedzie¢, ze polega on na utlenianiu szeregu substancji orga-
nicznych w cytozolu i mitochondriach, czego konsekwencja jest uwolnienie energii,
w postaci ATP, niezbednej do przeprowadzania wielu proceséw metabolicznych
zachodzacych w komorce.

W trakcie oddychania mitochondrialnego, roéwniez u drozdzy S. cerevisiae, moze
dojs¢ do ,,wycieku” elektronéw z tancucha oddechowego podczas redukcji tlenu.
W ten sposdb uwalniany zostaje gtownie anionorodnik ponadtlenkowy O,", zaliczany
do reaktywnych form tlenu (RFT) [10]. Produkty reakcji wzbudzenia lub redukcji
tlenu, tj.: nadtlenek wodoru, rodnik hydroksylowy oraz anionorodnik ponadtlenkowy
sq czasteczkami o wiele bardziej reaktywnymi niz sam tlen w stanie podstawowym.
Wspomniana redukcja moze zachodzi¢ jedno- lub dwuelektronowo, a w niektorych
przypadkach bezposrednio w reakcji czteroelektronowej [11]. Badania z ostatnich lat
wykazaty zdolno$¢ ingerencji RFT w rdzne procesy fizjologiczne zachodzace
w komorkach, m.in. funkcje sygnalizacyjng stresu powstatego w wyniku uszkodzen
struktur komorkowych. Jednak przekroczenie produkcji RFT ponad biologiczna
zdolno$¢ do ich szybkiego zmiatania i neutralizacji ma niekorzystny wplyw na
fizjologi¢ komorki, a wynikajace z tego uszkodzenia oksydacyjne silnie koreluja ze
starzeniem si¢ [12, 13]. Warto zwroci¢ uwage na fakt, ze drozdze naleza do
fakultatywnych anaeroboéw, a do oddychania tlenowego dochodzi u niz po obnizeniu
stezenia w srodowisku wzrostu fermentowalnych zrodet wegla.

3. Drozdze S. cerevisiae jako organizm modelowy

Drozdze piekarnicze S. cerevisiae mimo uptywu lat sg nadal szeroko stosowanym
modelem w badaniach gerontologicznych, a badania przeprowadzone na drozdzach
dostarczyly wielu danych na temat mechanizméw molekularnych towarzyszacych
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starzeniu. Wazny z punktu widzenia poznawczego byl fakt pelnego sekwencjo-
nowania genomu S. cerevisiae. Co wiecej, wykazano, ze wiele bialek drozdzy jest
homologicznych do biatek wyzszych eukariontow, w tym ludzi [14]. Nie dziwi wigc
fakt, iz te jednokomoérkowe organizmy eukariotyczne sa wykorzystywane w szeregu
badan cytotoksycznos$ci oraz do analizy procesow biochemicznych zachodzacych
podczas stresu oksydacyjnego. Drozdze sa takze modelem do badania funkcji
mitochondriéw w trakcie starzenia si¢, dzigki ich szybkiemu wzrostowi. Wysoce
rozwinigta genetyka oraz dostgpno$¢ stosunkowo prostych metod wprowadzania zmian
genetycznych w dowolnym momencie na chromosomie, jak i réwniez w mtDNA to
dodatkowy atut tego modelu. Ponadto w przypadku komorek drozdzy mozliwa jest
analiza mutantow, w ktorych zablokowana zostata mozliwo$¢ oddychania tlenowego.
Wazna role odegraty réwniez mutanty delecyjne pozbawione mozliwosci syntezy
glownych enzymow antyoksydacyjnych, tj. dysmutaza ponadtlenkowa [15].

Na przestrzeni lat dla drozdzy Saccharomyces cerevisiae zaproponowane zostaty
dwa odmienne modele starzenia, ktére w znacznym stopniu przyczyniaja si¢ do badania
zjawiska starzenia si¢ komorek, rowniez wyzszych eukariontow. W klasycznym ujeciu
model starzenia replikacyjnego (RLS) okresla potencjal reprodukcyjny komorek
aktywnych mitotycznie, z kolei model starzenia chronologicznego (CLS) przedstawia
dhugosc¢ zycia komoérek w fazie postmitotycznej [16].

4. Zrédla RFT w komérce

Warto wspomnie¢, iz nie istnieje takie zjawisko jak pojedynczy stres oksydacyjny.
Mozna powiedzie¢, ze w zaleznosci od generowanych RFT w komoérce wyrdznié
mozemy roézne formy tego stresu. Wykazaly to badania wptywu réznych RFT na
mutanty delecyjne S. cerevisiae. W analizowaniu proceséw zwlaszcza tak wielo-
ptaszczyznowych, jak starzenie, niezbedne jest okreslenie, doktadnie ktére z RFT sa
zaangazowane w to zjawisko. Bledne zatem jest poleganie na jednej z form, ktora
petnitaby role ogodlnego utleniacza. Co wazne, pozniejsze reakcje pomiedzy wolnymi
rodnikami wytwarzaja wtorne RFT [17].

4.1. Mitochondrium — fabryka energii i RFT

Mitochondria sg cytoplazmatycznymi organellami odpowiedzialnymi za oddychanie
komorkowe. Ich podstawowe zadanie to przeprowadzenie fosforylacji oksydacyjnej
Z pomoca tancucha oddechowego. Gloéwna role odgrywaja tutaj cztery enzymatyczne
kompleksy oraz syntaza ATP, dzieki ktorej utworzony zostaje glowny no$nik energii
w komorce, czyli ATP. O tym, jak waznym organellum komorkowym sg mitochondria
$wiadczy¢ moze fakt, iz wiele ich defektow prowadzi do tzw. choréb mitochondrialnych.
Silna korelacja wystepuje rowniez pomiedzy zaburzeniami funkcji mitochondriéw
a chorobami neurodegeneracyjnymi, tj. Parkinson czy Alzheimer [18, 19].

Mitochondrialny tancuch transportu elektronow jest bazowym miejscem powsta-
wania RFT w komorce. Poprzez petnione przez mitochondria funkcje oddechowe, jak
i fakt, ze to w nich znajduje si¢ najwyzsze stezenie tlenu, sg one uwazane za centrum
indukujagce komorkowy stres oksydacyjny. RFT bedace produktami ubocznymi
oddychania tlenowego w mitochondrium powstaja gtéwnie na poziomie kompleksu
| oraz III transportu elektronéw, a gtowny z nich to rodnik ponadtlenkowy [20].
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W przypadku drozdzy wystepuje wylacznie kompleks III, jednakze réwnowazniki
redukujagce NADH wprowadzone do tancucha oddechowego za pomoca biatek Ndel
lub Nde2, moga rowniez by¢ zdolne do wytwarzania rodnika ponadtlenkowego. Co
ciekawe, topologia produkcji RFT dla kompleksu I i Il jest odmienna. Te wytwarzane
przez kompleks 1 skierowane zostajg glownie do macierzy mitochondrialnej, z kolei
RFT powstate w kompleksie III zostaja roéwniez przetransportowane do przestrzeni
miedzybtonowej. To zréznicowanie przektada si¢ na rozne skutki reaktywnych form
tlenu w zalezno$ci od miejsca powstania [21].

Mitochondrialne DNA odgrywa zasadnicza rolg¢ w inicjowaniu i utrzymywaniu
starzenia. RFT powstajace w mitochondrium uszkadzaja mtDNA, ktory z kolei
powoduje powstawanie nieprawidtowych bialek wchodzacych w sktad kompleksow
oddechowych. Mutacje te w efekcie powoduja sktadanie uszkodzonych kompleksow,
ktére produkuja jeszcze wigcej RFT. Zjawisko to okresla sie mianem hipotezy
btednego kota [22].

Zmiany w mitochondriach od dawna uwazane sg za potencjalne czynniki starzenia
si¢. Biorac pod uwage, ze akumulacja uszkodzonych mitochondriéw jest powszech-
nym znakiem rozpoznawczym starzenia si¢, zrozumienie tego zjawiska jest niezbedne
dla interwencji przeciwstarzeniowych [23].

4.2. Oksydazy NADPH i ich rola w produkcji RFT

Pomimo iz to w mitochondrialnych kompleksach oddechowych wytwarzany jest
najwigkszy odsetek RFT, istniejg inne enzymy spoza mitochondrium zaangazowane
w to zjawisko. Enzymy, o ktorych mowa to gtownie oksydazy NADPH (NOX), ktore
w znaczny sposOb wplywaja na roéznorodne procesy fizjologiczne zachodzace
w komorce [24]. Drozdze S. cerevisiae nie posiadajg genow odpowiedzialnych za
syntez¢ NOX. Niemniej jednak, u tych organizméw wystepuje specyficzna ramka
odczytu ORF (ang. open reading frame), kodujaca homologiczng wzgledem wyzszych
eukariontéw oksydaze zalezng od NADPH zlokalizowang w retikulum endoplazma-
tycznym. Enzym ten wytwarza nadtlenek wodoru (H.O,), a jego nadekspresja
prowadzi do wytwarzania ROS powodujacego apoptoze zalezng od biatka Ycal [25].
Badania wykazaly ciekawa korelacj¢ pomiedzy NOX oraz mitochondrium, mianowicie
organelle te moga by¢ celem dziatania RFT powstajacych przez oksydazy NADPH, ale
takze RFT powstale w lancuchu oddechowym wydaja si¢ w pewnych warunkach
stymulowa¢ NOX. Sugeruje si¢, ze zjawisko to moze dodatkowo potegowacé efekt
,,blednego kota” podczas stresu oksydacyjnego [26].

4.3. Funkcja peroksysoméw, a powstawanie RFT

Peroksysomy charakteryzuja si¢ szerokim zakresem aktywnosci enzymatycznej
w komorce, ktore w duzym stopniu wptywaja na jej metabolizm. Wraz z mitochondriami
sa niezbedne do zachowania prawidlowej homeostazy RFT. Okoto 35% tlenu
wystepujacego w komorce wykorzystuja peroksysomy. Mimo licznego wystgpowania
w roznych komorkach i tkankach ich uniwersalng funkcjg jest utlenianie kwasow
thuszczowych oraz degradacja H,O, przez zawarty w nich enzym — katalaze [27].

Peroksysomy s3 o wiele bardziej dynamicznymi organellami niz dotychczas
uwazano. Badania sprzed kilku lat pokazaty, iz w zaleznosci od rodzaju i sity czynnika
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indukujacego, ktory pochodzi ze srodowiska zewnetrznego zmianie moze ulegac liczba
tych organelli w komorce, ich wielkos¢ czy morfologia [28]. Majac na uwadze
szerokie spektrum reakcji, w ktore zaangazowane sg peroksysomy i ich sztandarowa
funkcje utleniania kwasoéw ttuszczowych niezbedna jest efektywna kontrola stanu tego
organellum, gdyz sg one zard6wno zmiataczami, jak i generatorami RFT w komorkach.
Ponadto oksydazy uczestniczace w katabolizmie aminokwaséw czy utlenianiu
poliamin stanowig dodatkowe zroédto RFT w peroksysomach. Nie dziwi wigc fakt, ze
zaburzenia w prawidlowym ich dziataniu w znacznym stopniu przyczyniaja si¢ do
powstawania stresu oksydacyjnego oraz przedwczesnego starzenia [29].

Paczkujace drozdze rozkladajg kwasy tluszczowe jedynie w peroksysomach
poprzez B-oksydacje, co doktadnie oznacza usunigcie z karboksylowego konca kwasu
dwoch atomoéw wegla. Reakcja ta zostaje zapoczatkowana redukcja O, do H,0,
z pomoca acylo-CoA, a produkt koncowy acetylo-CoA jest przeksztatcany
W acetylokarnityne i transportowany do mitochondriéw, gdzie zostaje wykorzystany
w cyklu Krebsa. Wykazano, ze w przypadku tego organizmu dodanie do hodowli H,;O,
aktywuje takze katalazg peroksysomalna, co dodatkowo przemawia za funkcja tego
organellum w detoksykacji RFT. Co ciekawe, aktywno$¢ peroksydazy glutationowe;j
Gpx-1, ktora réwniez pelni funkcje antyoksydacyjng, jest wymagana w biogenezie
i formowaniu si¢ peroksysomoéw. Wykazano rowniez, ze w zaleznosci od zastoso-
wanych warunkéw wzrostu, niedoboér peroksysysomalnej katalazy moduluje dlugosé
zycia w modelu CLS. Wreszcie, ingerencja w podziaty peroksysomalne rowniez moga
wydluza¢ zycie komorek drozdzy. Reasumujgc, utrzymanie w komorce funkcjo-
nalnych peroksysomow wydaje si¢ by¢ istotne w determinowaniu dtugowiecznos$ci

[30-32].

4.4. Modyfikacje bialek w retikulum endoplazmatycznym jako zrodlo RFT

Retikulum endoplazmatyczne (RE) bedace Srodowiskiem zwijania si¢ biatek jest
obok mitochondriow i peroksysoméw kolejnym organellum wytwarzajacym RFT.
Generowane sa one podczas oksydacyjnych modyfikacji struktury biatek, glownie
podczas tworzenia wigzan disiarczkowych. Poprzez dziatalnos¢ oksydoreduktazy Erol
oraz izomerazy Pdil, tlen dziata jako koncowy akceptor elektronéw w efekcie czego
powstaje H,O,. Ponadto wykazano, iz stan niedotlenienia powoduje zachwianie
homeostazy RE potegujac tym samym stres oksydacyjny [33]. Nalezy nadmienic, iz
glutation jest gtdéwnym buforem redoks w retikulum endoplazmatycznym, co
w potaczeniu z jego wlasciwosciami determinuje RE jako przedziat bedacy najbardziej
utlenianym w komorce [34].

Powstajgcy w RE, jak i w innych organellach H,O, moze ulec przeksztatceniom do
najbardziej niebezpiecznego rodnika hydroksylowego ‘OH, ktory natychmiastowo
reaguje z wszystkimi sktadnikami komorki. Rodnik powstaje w reakcji Fentona, ktora
to katalizowana jest przez zredukowane jony metali, tj. Fe?*. Gdy w $rodowisku reakcji
obecne sa zwiazki lub czasteczki, ktore moga zredukowaé Fe® do Fe?* (L-askorbinian,
O,"), reakcja ulega zaostrzeniu. Dlatego tez mechanizmy odpowiedzialne za
prawidtowg réwnowage jonowa metali glownie Fe i Cu, odgrywaja istotng role
w obronie antyoksydacyjnej komorki, minimalizujgc powstawanie RFT [35].
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5. Uszkodzenia komorkowe spowodowane RFT

Utlenianie makroczasteczek prowadzi do ich inaktywacji i ostabienia zdolnosci do
prawidlowego pelnienia swoich funkcji. Uszkodzenia lipidéw, biatek oraz co
najwazniejsze DNA, prowadzi w efekcie do zaburzenia homeostazy komorki,
przyspieszenia procesu starzenia, a nawet jej przedwczesnej $mierci.

5.1. Utlenianie bialek

Utlenianie biatek definiuje si¢ jako kowalencyjng modyfikacj¢ biatka przez ROS.
W wyniku tego oddziatywania moze nastgpic¢ rozerwanie tancuchéw polipeptydowych,
modyfikacja reszt aminokwasowych oraz powstanie wigzan krzyzowych, zar6wno
w obrebie tego samego, jak i kilku tancuchéw polipeptydowych [36]. Wykazano, iz
najwyzsza wrazliwo$¢ na dziatanie reaktywnych form tlenu przejawiaja: tyrozyna,
tryptofan, cysteina oraz metionina. W efekcie oddziatywania rodnika hydroksylowego
na peptydy tworza si¢ karbonylowane bialka, efektem czego jest zmniejszenie lub
catkowite zatracenie ich zdolnos$ci katalitycznych. Akumulacja utlenionych biatek
prowadzi do formowania si¢ agregatow o duzej masie czasteczkowej. Sa stabymi
substratami rowniez dla proteasomu, co dodatkowo zmniejsza zdolnosci komoérki do
ich degradacji. Wykazano, ze wysokie st¢zenie agregatow biatkowych jest zwigzane
z r6znymi chorobami czlowieka, takimi jak miazdzyca, choroba Alzheimera, a takze
ma wplyw na starzenie [37].

H,0O, stymuluje odwracalne utlenianie grup tiolowych co w konsekwencji prowadzi
do powstania disiarczkow lub kwasu sulfenowego, ktory w wyniku dalszego utleniania
moze nieodwracalnie zosta¢ przeksztalcony do kwasow sulfinowego oraz
sulfonowego. Uszkodzenia oksydacyjne biatek prowadza w efekcie do obnizonej
aktywnosci biologicznej oraz zaburzenia homeostazy komorkowej [38].

Paczkujace drozdze S. cerevisiae na drodze ewolucji wyksztalcity system zalezny
od bialka Sir2, ktéry zachowuje agregaty karbonylowanych biatek w przedziatach
komoérek macierzystych podczas zachodzacej mitozy zamknigtej. Dzigki temu
mechanizmowi komorki potomne nie dziedzicza tych uszkodzen i charakteryzujg si¢
pelnym potencjalem reprodukcyjnym. Warto nadmieni¢, ze SIR2 zaangazowany jest
w regulacje dlugosci zycia co potwierdzity wczesniejsze badania [39]. Dzigki
drozdzom wykazano réwniez, iz na poziom RFT ma wptyw dostepnos¢ jonéw zelaza
w komorce, gdzie poziom karbonylowanych biatek jest znacznie wyzszy w mutantach
pozbawionych biatka Ythl odpowiedzialnego za magazynowanie zelaza. Co cickawe
ferrytyna L, ktorej funkcja jest magazynowanie zelaza u ludzi moze w pewnym stopniu
zastgpowac brak biatka drozdzowego u mutantéw delecyjnych yfh4, a obserwowany
efekt to znaczny spadek poziomu karbonylacji biatek oraz wydluzanie RLS [40].
Utlenianymi biatkami moga by¢ réwniez enzymy antyoksydacyjne, m.in. dysmutaza
ponadtlenkowa, co poprzez ich inaktywacje determinuje nizsza zdolnos¢ zmiatania
RFT. Rowniez w mutantach, w ktorych dokonano dysrupcji gendéw kodujacych
czynniki transkrypcyjne YAP1 oraz SKN7, bedacych jednoczesnie regulatorami
odpowiedzi na stres oksydacyjny, odnotowano wzrost poziomu biatek karbo-
nylowanych [41].
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5.2. Peroksydacja lipidow

Peroksydacja lipidow jest zjawiskiem uszkadzania bton biologicznych i lipoprotein.
Zakotwiczone w blonie wielonienasycone kwasy tluszczowe PUFA (ang. poly-
unsaturated fatty acids) sa celem RFT, gtéwnie rodnika hydroksylowego. Produkty
peroksydacji lipidow (wodoronadtlenki lipidowe) prowadza do tworzenia innych
reaktywnych pochodnych, powodujacych wtorne uszkodzenia oksydacyjne wszystkich
bioczasteczek komodrkowych. Prowadzg réwniez do zmian wiasciwosci fizycznych
bton biologicznych, miedzy innymi obnizajg hydrofobowo$¢ wnetrza lipidowego oraz
generuja aberracje organizacji podwojnej warstwy lipidowej. W efekcie dochodzi do
zaburzenia przepuszczalnos$ci bton biologicznych w wyniku zahamowania aktywnosci
biatek transportujacych [42].

Naturalnie w przypadku drozdzy S. cerevisiae PUFA nie sa syntetyzowane. Jednak,
jak wykazaly badania, drozdze moga wbudowywaé wielonienasycone kwasy
thuszczowe w swoje btony biologiczne, jesli dodane zostana do pozywki. Po ekspozycji
na stres oksydacyjny, w przypadku tych komorek rowniez dochodzi do zjawiska
peroksydacji lipidow [43].

5.3. Uszkodzenia DNA

Powszechnie uwaza si¢, ze oksydacyjne uszkodzenia materialu genetycznego sa
najistotniejsze dla procesu starzenia sie komoérek. RFT moga oddziatywaé z DNA
powodujac negatywne w skutkach pekniecia nici, modyfikacje zasad azotowych czy
indukowa¢ powstawanie wigzan poprzecznych. Badania wykazaty, ze w przypadku
komorek cztowieka w ciggu doby dochodzi do ok. 10000 uszkodzen spowodowanych
aktywno$cig RFT. Mimo iz komorki w toku ewolucji wyksztatcity liczne mechanizmy
naprawczy, wiele z tych uszkodzen kumuluje sie, czego efektem moga by¢ rdzne
mutacje genetyczne [44].

Jak wspomniano wczesniej, najwiecej RFT powstaje w mitochondriach. Nic wigc
dziwnego, ze najbardziej narazone na dziatanie RFT jest mitochondrialne DNA
(mtDNA). Co wigcej, nie jest ono chronione tak jak jadrowe DNA biatkami histo-
nowymi [45]. Wyniki badan z ostatnich lat wykazaly jednak, Zze mitochondria
posiadajag sprawnie dziatajagcy mechanizm naprawczy polegajace na wycinaniu zasad,
BER (ang. base excision repair) [46].

Sposrod wszystkich uszkodzen to peknigeia obu nici DNA odgrywaja najwazniejsza
role w starzeniu komorki, gdyz sygnalizowane sa one jako tzw. miejsca uszkodzen DNA
zwigzanych ze starzeniem (SDF; ang. senescence-associated DNA damage foci).
W efekcie komorka stymuluje kinaze ATM, ktora poprzez fosforylacje biatka p53
dokonuje jego aktywacji i catkowitego zatrzymania cyklu komérkowego [47].

6. Stres oksydacyjny, RFT i starzenie

Aktualnie w badaniach starzeniowych nad wyzszymi eukariontami prym wioda
hodowle linii komorkowych, glownie ludzkich lub mysich fibroblastow. Mimo to,
w drugiej kolejnosci wykorzystuje si¢ organizmy prostsze w hodowli, ulegajace
fatwym modyfikacjom genetycznym i jednocze$nie mogace szybko si¢ starze¢. Do
tych organizmow wliczane sa wiasnie drozdze S. cerevisiae. Od momentu pojawienia
si¢ teorii wolnorodnikowej Harmana naukowcy staraja si¢ tlumaczy¢ korelacje
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pomiedzy RFT a procesem starzenia rowniez z wykorzystaniem tego modelowego
organizmu [48].

Wzrost wewnatrzkomoérkowego stresu oksydacyjnego jest obserwowany zaréwno
w chronologicznie, jak i replikacyjnie starzejacych si¢ komorkach drozdzy, rowniez
przy braku aktywnosci zewnetrznych stresorow [49]. Ponadto te same biatka podatne
na utlenianie w wyniku dziatania RFT wystepuja w obydwu modelach. Mimo
obserwacji wykazujacych gromadzenie si¢ karbonylowanych biatek oraz innych
charakterystycznych markeréw starzenia w komorkach starzejacych si¢, nie wykazano
jednoznacznych dowodow potwierdzajacych ich gléwna role w tym zjawisku [50].
Analizy mutantow, ktorych delecje wptywajg zar6wno na RLS, jak i CLS udowodnity
angazowanie si¢ funkcji oddechowych w obu formach starzenia. Inne analizy
wykazaty takze, iz komorki stare chronologicznie gromadza czynniki, ktore istotnie
mogg ograniczy¢ zdolno$¢ reprodukcyjng, co uwidacznia korelacje pomigdzy
obydwoma modelami starzenia [51].

Jak juz wspomniano, komoérki potomne drozdzy nie dziedzicza uszkodzonych przez
RFT biatek od komérek macierzystych, w co zaangazowany jest, m.in. gen SIR2 oraz
funkcjonalny cytoszkielet aktynowy [39]. Dodatkowo, mtode komoérki wykazuja
zwickszong aktywno$¢ katalazy oraz gendéw odpowiedzialnych za naprawe, co
przyczynia si¢ do zwalczania uszkodzen [52]. Pézniejsze badania wykazaly rowniez,
ze wzmozona aktywnos$¢ aktyny moze zmniejsza¢ poziom RFT 1 wydluzaé zycie
komorek [53].

Zbyt intensywna ekspozycja na RFT moze spowalnia¢ lub zatrzymac cykl
komorkowy. Jest to odpowiedz komorki, ktora w pierwszej kolejnosci stara si¢ naprawic
powstate uszkodzenia. Wspomniana odpowiedz polega gtownie na sygnalizacji stresu
oksydacyjnego oraz inhibicji ekspresji genéow cyklu mitotycznego. W zaleznosci od
stopnia uszkodze, komorka moze ponownie wejS¢ w cykl, lub przejs¢ na szlak
apoptozy. Postuluje sig, ze zaprzestanie cyklu komdrkowego, rowniez tego spowodo-
wanego RFT jest typowym markerem starzenia si¢ drozdzy [54].

Mozliwo$¢ stosunkowo tatwych manipulacji w genomie drozdzowym umozliwila
konstruowanie mutantow, dzieki ktdrym na przestrzeni lat przeanalizowano wiele
gendw, ktore niejako tacza zjawisko starzenia ze stresem oksydacyjnym. Dzieki temu
wykazano migdzy innymi, iz usuni¢cie genu SOD1 i zwigkszenie ekspozycji na tlen
prowadzito do skracania dlugosci zycia drozdzy, z kolei nadekspresja katalazy
1 dysmutazy wykazywata pozytywny wplyw na dlugo$¢ zycia mutantéw [55, 56].
Jednak zaangazowanie przeciwutleniaczy, tj. koenzym Q10 czy a-tokoferol skraca
replikacyjng dtugos¢ zycia komorek S. cerevisiae [57]. Pierwotnie postulowano takze,
iz niektore mutanty charakteryzujace si¢ zwigkszona zywotnoscia s3 odporne na
dziatanie RFT [58]. Jak wykazujag nowsze badania, stwierdzenie to moze okazaé si¢
btedne, zwlaszcza w przypadku analiz w modelu RLS [59].

Jednym z pierwszych genoéw dlugowiecznosci zidentyfikowanych podczas analiz
mutantow odpornych na stres oksydacyjny byl SIR4. Kilka lat pdzniej wykazano
rowniez istotng role genu SIR2 w regulacji starzenia [60, 61]. Inne badania potwier-
dzity wydhuzanie zycia komorek drozdzy w modelu RLS poprzez delecje genu UTHL,
odpowiedzialnego za indukcje apoptozy oraz reakcje komorki na stres oksydacyjny
[62]. Znaczenie biatka Uthl dla dtugowiecznosci moze opiera¢ si¢ rowniez na jego
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wptywie na morfologie mitochondriéw, co dodatkowo moze umacnia¢ w przekonaniu,
iz organelle te sg silnie powigzane ze starzeniem [63]. Sugerowano, ze wadliwa
aktywno$¢ mitochondridéw moze w duzym stopniu przyczynia¢ si¢ do indukowania
stresu oksydacyjnego w starych komorkach, jednak zar6wno wysoki poziom RFT, jak
i karbonylowanych biatek wykrywany jest w komoérkach drozdzy, ktore wykonaty
minimum dziesi¢¢ cykli paczkowan [57, 39]. Zaskakujace okazaty si¢ réwniez wyniki
badan przeprowadzonych z zastosowaniem inhibitorow fosforylacji oksydacyjnej,
gdzie m-Chlorofenylohydrazon cyjanku karbonylu (CCCP) oraz dinitrofenol (DNP)
wykazaly odmienne dziatanie na komorki drozdzy. CCCP powodowat wzrost RFT
oraz skracanie replikacyjnej dlugos$ci zycia, z kolei DNP zmniejszat ilos¢ RFT
i wydtuzal zycie [64, 65]. Blednie zatem przypuszczano, iz zatrzymanie tancucha
oddechowego miato zapobiega¢é powstawaniu RFT. Pewne jest jednak, ze
heterogeniczno$¢ stresu oksydacyjnego w populacji z pewno$cia moze si¢ przyczyniaé
do nierownomiernego starzenia si¢ komorek [57].

7. Podsumowanie

Tlen jest pierwiastkiem niezbednym do Zycia, lecz nie mozna zapomnie¢ o jego
ciemniejszej stronie, jakg jest powstawanie RFT. Istnieje wiele zrddet odpowie-
dzialnych za powstawanie RFT w komorkach. Do najwazniejszych zaliczamy
mitochondria, w ktorych powstaja w trakcie oddychania tlenowego. Istnieja jednak
inne zrodla indukujgce stres oksydacyjny w komorce, ktére w znacznym stopniu
przyczyniajg si¢ do starzenia. Mowa tu o dzialalnosci enzymatycznej oksydaz NOX,
modyfikacji bialek w retikulum endoplazmatycznym czy utlenianiu kwasow thusz-
czowych przez peroksysomy.

Jak wykazaly badania z zastosowaniem mutantow drozdzowych, prawidlowe
funkcjonowanie zarowno mitochondriom, jak i peroksysoméw jest niezbedne dla
odpowiedniego stanu redoks komorki, a jakiekolwiek zaburzenia w petnionych przez
nie funkcjach sprzyjaja powstawaniu stresu oksydacyjnego. Nadal jednak, mimo wielu
badan nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy wzmozone generowanie RFT przez te
organelle sa glowna przyczyna starzenia.

Drozdze Saccharomyces cerevisiae w duzym stopniu przyczynity si¢ do posze-
rzenia aktualnej wiedzy na temat starzenia si¢ organizmdéw eukariotycznych, jak
réwniez uszkodzen spowodowanych przez RFT. W komorkach dochodzi do ciaglego
utleniania bialek, w sklad ktorych wchodza réwniez enzymy antyoksydacyjne.
Peroksydacja lipidow powoduje zmiany przepuszczalnosci bton biologicznych oraz
wtorng produkcje RFT. Ponadto silne oddziatywanie RFT na DNA moze powodowaé
mutacje, ktore moga w efekcie koncowym by¢ $miertelne dla komorek drozdzy.
Jednak jak wykazano, uszkodzenia makroczasteczek i ich akumulacja nie ma
negatywnego wptywu na komoérki potomne w modelu replikacyjnego starzenia.

Dzigki przeprowadzonym badaniom z zastosowaniem drozdzy Saccharomyces
cerevisiae udato si¢ zidentyfikowa¢ wiele genow odpowiedzialnych za regulacje
dhugosci zycia. Niestety, naukowcy czesto nie otrzymuja jednoznacznych wynikow,
jak w przypadku badan z zastosowaniem przeciwutleniaczy czy inhibitorow tancucha
oddechowego. Pokazuje to, jak skomplikowana i wieloptaszczyznowa jest zalezno$¢
powstawania RFT i starzenia si¢ komorek, a jej pelne zrozumienie wymaga
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w przysztosci wnikliwych analiz. Z punktu widzenia poznawczego wazne moga
okaza¢ si¢ dokladniejsze analizy zaleznosci migdzy poszczegodlnymi organellami
w komorce, szczegdlnie pomiedzy ER i mitochondrium oraz ich wzajemnego
stymulowania si¢ do wytwarzania RFT. Tego typu analizy moga przyczyni¢ si¢ do
lepszego zrozumienia, jak RFT wptywaja na fizjologi¢ starzejacej si¢ komorki. Warte
uwagi mogg okaza¢ si¢ rowniez zmiany stanu redoks poszczegélnych kompartmentow
w starzejacej si¢ komorce. Nadal wige poszukiwana bedzie odpowiedz na pytanie, czy
RFT sa czynnikami powodujacymi starzenie, a moze naturalnym nast¢pstwem tego
zjawiska, a sam model drozdzowy moze z pewnoscia przyczyni¢ si¢ do skutecznego
testowania hipotez zwigzanych z teorig wolnorodnikowa.
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Streszczenie

Starzenie jest zjawiskiem powszechnym i nieuniknionym u wszystkich organizméw zywych. Ten wielo-
plaszczyznowy proces prowadzi w efekcie do gromadzenia si¢ wielu uszkodzen w komorce, zmniejszenia
zdolno$ci naprawczych czy upo$ledzenia funkcji glownych organelli. Konsekwencja tych wydarzen jest
zatrzymanie cyklu komorkowego, a ostatecznie skierowanie komorki na droge apoptozy.

Jedng z najstarszych i nadal dyskusyjnych teorii starzeniowych jest przedstawiona w 1956 roku przez
Denhama Harmana teoria wolnorodnikowa, wedtug ktorej uszkodzenia makroczasteczek spowodowane
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dziatalnoscig reaktywnych form tlenu (RFT) i ich akumulacja w komorce sg glownym determinantem
starzenia. Od lat drozdze Saccharomyces cerevisiae sa dogodnym modelem w badaniach wptywu stresu
oksydacyjnego i RFT na komorke oraz proces starzenia. Wysoka homologia wzgledem wyzszych
eukariontow, mozliwo$¢ analizy wynikow z dwoch odmiennych modeli starzenia, tj. Replikacyjnego
i chronologicznego czy w petni poznany genom, ktory dodatkowo moze podlega¢ tatwym modyfikacjom
to z pewnoscig cechy, ktore przemawiajg za dalszym stosowaniem tego modelowego organizmu. Dzieki
badaniom z wykorzystaniem wiasnie drozdzy wykazano, ze mitochondria w znacznym stopniu
przyczyniaja si¢ do starzenia komorek, gdyz sa gléwnym miejscem produkcji RFT. Jednak zrodet tych
w komorce jest o wiele wigcej niz do tej pory przypuszczano, gdyz RFT moga powstawaé rowniez jako
produkt uboczny podczas modyfikacji oksydacyjnej biatek czy paradoksalnie nawet podczas dziatalno$ci
antyoksydacyjnej katalazy peroksysomalnej. Uszkodzenia spowodowane dzialalnoscia RFT dotycza
makroczasteczek, tj. bialek, lipidow oraz najcenniejszego dla komérki DNA. Reakcje oksydacyjne moga
prowadzi¢ do karbonylowania biatek, ktore z kolei moga tworzy¢ agregaty trudne do usunigcia przez
komorke. Co ciekawe, w przypadku drozdzy agregaty te nie sa dziedziczone przez komorki potomne, co
ukazuje nam, iz nie sa one gldéwnym czynnikiem starzeniowym u tych organizmoéw. Z kolei pgknigcia obu
nici DNA spowodowane dziatalnoscig RFT sg sygnalizowane jako uszkodzenia zwigzane ze starzeniem,
czego efektem jest zatrzymanie cyklu komorkowego. Analizy mutantéw delecyjnych S. cerevisiae
wykazaty silng korelacje pomigdzy starzeniem a uszkodzeniami spowodowanymi RFT w obydwu
modelach starzeniowych. Mimo to nadal otrzymywane sa sprzeczne wyniki, w efekcie czego nie mozna
stwierdzi¢ jednoznacznie, ze to wiasnie dzialalno$¢ RFT jest w glownej mierze odpowiedzialna za
starzenie si¢ komorek. Dlatego tez tematyka ta wymaga z pewnoscia dalszych analiz w przysztosci. Pewne
jest jednak, ze drozdze S. cerevisiae moga w duzym stopniu przyczyni¢ si¢ do rozwigzania odwiecznej
zagadki, jaka jest starzenie si¢ komorek i catego organizmu.

Stowa kluczowe: drozdze, stres oksydacyjny, reaktywne formy tlenu, starzenie

The role of oxidative stress in the aging of Saccharomyces cerevisiae yeast

Abstract

Aging is a phenomenon universal and inevitable for all living organisms. This multi-layered process
effectively leads to accumulation of cellular damage, reduction of the cell’s repair capability or impairment
of the function of the main organelles. As a consequence, the cell cycle is stopped and the cell apoptosis
pathway is activated.

One of the earliest — and still debatable — theories of aging is the free radical theory proposed by Denham
Harman in 1956. According to that theory, the damage to macromolecules caused by reactive oxygen
species (ROS) and accumulation of the damage in the cell are the main determinants of aging. For many
years, the Saccharomyces cerevisiae yeast has been a convenient model in studies of impact that oxidative
stress and ROS have on the cell and the aging process. A high degree of homology with higher eukaryotes,
possibility to analyse the results from two different aging models, i.e. the replicative and the chronological
model, and the fully sequenced genome, which may be easily modified, are undoubtedly the properties that
justify further use of the S. cerevisiae yeast as a model organism. Studies with the use of yeast have shown
that mitochondria vastly contribute to cell aging as they are the main producer of ROS. However, there are
more ROS production sites in the cell than it has been expected so far because ROS may also be generated
as a side product during oxidative protein modification or even during anti-oxidative activity of
peroxisomal catalase. The damage caused by ROS affects macromolecules, i.e. protein, lipids and the most
valuable cellular DNA. Oxidative reactions may lead to protein carbonylation, which in turn may create
aggregates that are hard to remove by the cell. Interestingly, in the case of yeast these aggregates are not
inherited by the daughter cells, which suggests that they are not the main aging factors in Saccharomyces
cerevisiae. On the other hand, DNA strand fractures caused by ROS are signalled as aging related damage
and result in cell cycle cessation. Analysis of the S. cerevisiae deletion mutants showed a strong correlation
between aging and damage caused by ROS in both aging models. However, there are still conflicting
results with regard to ROS contribution to aging, and thus it is impossible to state with sufficient certainty
that ROS activity is chiefly responsible for cell aging. The issue undoubtedly requires further analysis.
Nevertheless, it is clear that the S. cerevisiae yeast may significantly contribute to the solving of the age-
long enigma of aging of cells and multicellular organisms.

Keywords: yeast, oxidative stress, reactive oxygen species, aging
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Wykorzystanie drozdzy paczkujacych Saccharomyces
cerevisiae w badaniach nad wplywem restrykcji
kalorycznej na aktywno$¢ metaboliczng
i starzenie komorek

1. Wprowadzenie

Pierwsze doniesienie naukowe wskazujace pozytywny wplyw restrykcji kalo-
rycznej na dhugos¢ zycia pochodzi z poczatku XX wieku. W 1917 roku Osborne
i in. opublikowali wyniki badan, w ktorych wykazali, ze zmniejszenie spozycia
pokarmu przez szczury spowolnito ich wzrost i wydluzylo zycie [1]. Jednak dopiero
kiedy w 1935 roku McCay i in. przeprowadzili podobny eksperyment, a uzyskane
wyniki wyraznie pokazaty, ze znaczne ograniczenie spozycia pokarmu przez szczury,
w momencie odsadzenia od matki lub wkroétce po odstawieniu od piersi, spowodowato
przedtuzenie zycia, badacze z calego $wiata zaczgli interesowac si¢ wplywem
restrykeji kalorycznej na dhugosé zycia [2]. Od tego czasu przeprowadzono wiele
badan z wykorzystaniem réznych organizméw modelowych. Zaobserwowano, ze
restrykcja kaloryczna zwicksza zardwno $rednia, jak i maksymalng dtugos$¢ zycia nie
tylko u szczuréw, ale takze wielu innych gatunkéw, w tym drozdzy, zwierzat
bezkregowych, ryb, myszy, chomikow i psow [3].

2. Modele starzeniowe drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Modelem wecigz chetnie wykorzystywanym do badan nad wplywem restrykcji
kalorycznej na metabolizm sa drozdze piekarnicze Saccharomyces cerevisiae. Co
najmniej kilka argumentéw przemawia na korzy$¢ wyboru wlasnie tego organizmu
modelowego. Po pierwsze drozdze S. cerevisiae szybko rozmnazajg si¢ bezplciowo
przez paczkowanie, sg proste i tanie w hodowli, a ich obserwacja nie jest skompli-
kowana. Co wigcej, badania prowadzone z wykorzystaniem tych jednokomorkowcow
nie budzg dylematoéw etycznych, a takze sa bezpieczne i nieszkodliwe dla srodowiska.
Dodatkowo genom S. cerevisiae zostal w pelni zsekwencjonowany, a wiele genow
S. cerevisiae posiada swojego homologa w komoérkach wyzszych organizméw eukario-
tycznych [4]. Jednakze najwazniejszym argumentem wspierajagcym shuszno$¢ wyboru
drozdzy piekarniczych jako modelu do badan nad wptywem restrykcji kalorycznej sa
opracowane dla tego organizmu dwa akceptowalne modele starzenia. Jako jedno-
komoérkowy organizm modelowy, paczkujace drozdze S. cerevisiae pozwalajg na
odrebne badanie zaré6wno starzenia mitotycznego, jak i postmitotycznego. Te dwa
modele starzenia okre$lane sg odpowiednio jako model starzenia replikacyjnego (RLS
— ang. replicative lifespan) oraz model starzenia chronologicznego (CLS — ang.

! karolina.stepien89@interia.pl, Zaktad Biochemii i Biologii Komérki, Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet
Rzeszowski.
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chronological lifespan) [5]. RLS okresla liczbe wyprodukowanych komoérek corek,
jakg w trakcie swojego zycia jest w stanie wyprodukowa¢ komorka ,,matka”. Zaktada
si¢, ze badanie RLS daje nam wiedze¢ na temat procesow starzenia komoérek aktywnych
mitotycznie [6]. Z kolei CLS definiowany jest jako czas, w ktorym pojedyncza
komoérka drozdzy moze utrzymac zywotno$¢ w stanie spoczynkowym, a jednoczesnie
zachowa¢ zdolnos$¢ do ponownego wejscia w cykl komérkowy po odpowiedniej
stymulacji. Przyjmuje si¢, ze CLS dostarcza informacji na temat regulacji dtugosci
zycia dla komorek post-mitotycznych organizméw wyzszych Eukariota [7].

3. Restrykcja kaloryczna u drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Wplyw restrykcji kalorycznej na zywotno$¢ drozdzy S. cerevisiae byt szeroko
badany w obu modelach starzenia. Najczestsza postacig restrykcji kalorycznej
stosowang u drozdzy jest zmniejszenie poczatkowego stezenia glukozy w pozywce
hodowlanej z 2% do 0,5% (restrykcja umiarkowana) lub do 0,05% (restrykcja
drastyczna). Restrykcja kaloryczna poprzez redukcje glukozy lub wzrost w nieule-
gajacym fermentacji zrodle wegla powoduje wiele zmian fizjologicznych w ko-
morkach drozdzy, ktére zaproponowano jako podstawe wydtuzenia zarowno RLS, jak
i CLS [8].

4. Zwiazek pomiedzy restrykcja kaloryczna, dlugowiecznoscia,
oddychaniem mitochondrialnym, a aktywacja Sir2

Jedne z pierwszych badan nad restrykcja kaloryczng w modelu drozdzowym
sugerowaly, ze restrykcja kaloryczna zwieksza RLS ze wzgledu na wzrost tempa
oddychanie mitochondrialne przy niskim poziomie glukozy. Wspierajac t¢ hipoteze
badacze wykazali, ze nadekspresja HAP4 begdacego katalityczng podjednostkg systemu
transkrypcyjnego HAP2/3/4/5, ktéry pozytywnie kontroluje biogeneze mitochondriow
i przesuwa metabolizm w kierunku oddychania, zwigksza RLS [9]. Lin i in. w swoich
badaniach zaproponowali, ze wydtuzenie Zycia przez restrykcje kaloryczng wymaga
zaleznej od NAD deacetylazy histonowej, czyli biatka Sir2 i jednego z dwoch
glownych szlakow syntezy NAD. Wedlug badaczy restrykcja kaloryczna powoduje
represje rekombinacji w rDNA, spowalniajagc w ten sposob tworzenie toksycznych
pozachromosomalnych kotek rDNA [10]. Zaréwno restrykcja kaloryczna, jak
i nadekspresja HAP4 indukuja wzrost stosunku NAD+/NADH, ktory stuzy do
aktywacji Sir2, czyli deacetylazy histonowej zaleznej od NAD, ktora posredniczy
w wyciszaniu rDNA, zmniejszajac wytwarzanie koétek rDNA. Zgodnie z tym
modelem, zalezne od Sir2 wydtuzenie RLS mozna osiggnaé przez nadekspresje dwoch
sktadnikéw wahadtowego mitochondrialnego transportu NADH tj. dehydrogenazy
jabtczanowej (Mdhl) i aminotransferazy asparaginianowej (Aatl). W swoich
badaniach Easlon i in. wykazali jednak, ze nadekspresja zarowno MDH1, jak i AAT1
nie synergizuje z wydtuzeniem zycia indukowanym restrykcja kaloryczng. Co wigcej,
wykazali takze, ze delecja obu genéw jednocze$nie (mdhl4 aatiA) blokuje wydtuzanie
zycia za posrednictwem restrykcji kalorycznej, a takze zapobiega charakterystycznemu
zmniejszeniu pozioméw NADH w puli cytozolowej sugerujac tym samym, ze transfer
jabtczanu-asparaginianu odgrywa istotng rol¢ w aktywacji dalszych celéw restrykceji
kalorycznej, takich jak Sir2 [11]. Alternatywny model aktywacji Sir2 w restrykcji
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kalorycznej zaproponowali Medvedik i in. Wykazali oni, ze restrykcja kaloryczna
moze hamowaé szlak mTOR oraz czynniki transkrypcyjne Msn2/4, zwigkszajac
jednoczesnie poziom nikotynoamidazy Pncl, a tym samym aktywujac Sir2 przez
obnizenie pozioméw jego inhibitora, nikotynamidu [12]. Jednakze znaczenie Sir2
w przedtuzeniu zycia w warunkach restrykcji kalorycznej zostalo zakwestionowane,
poniewaz uzyskane przez roézne zespoty badawcze wyniki nie byty powtarzalne dla
wszystkich badanych szczepéw. Poréwnanie wptywu restrykcji kalorycznej dla
szczepow BY4742 oraz PSY316 wykazalo, ze ani zwigkszone tempo oddychania
komorkowego, ani zwigkszony poziom bialka Sir2 nie sa wymagane do osiagnigcia
dlugowieczno$ci w modelu replikacyjnego starzenia oraz ze nikotynamid hamuje
wydhizenie RLS w restrykcji kalorycznej poprzez mechanizm niezalezny od Sir2 [13].
Uwaza si¢, ze akumulacja pozachromosomalnych kotek rDNA jest specyficzna dla
starzenia si¢ drozdzy, a aktywacja Sir2 reprezentuje mechanizm zapobiegajacy
tworzeniu si¢ kotek rDNA. Reisen i Morgan wykazali jednak, ze restrykcja kaloryczna
nie wptywa na poziom wyciszania TDNA, lecz raczej zmniejsza poziom wewngtrznej
rekombinacji DNA w loci rDNA, w sposob niezalezny od Sir2 [14]. Jednakze Lin
1 Guarente podsumowujagc w swej pracy doniesienia naukowe argumentuja, ze
niezaleznie od Sir2 i niezaleznie od oddychania tlenowego wydtuzenie zycia drozdzy
Saccharomyces cerevisiae hodowanych w warunkach restrykcji kalorycznej moze po
prostu reprezentowac alternatywny mechanizm. By¢ moze dzigki temu niepoznanemu
jeszcze mechanizmowi restrykcja kaloryczna moze wydluza¢ zycie w pewnych
warunkach, w szczegolnosci, ze szlak zalezny od Sir2 jest wazniejszy w warunkach
umiarkowanej restrykcji kalorycznej (0,5% glukozy), podczas gdy szlak niezalezny od
Sir2 jest wazniejszy przy drastycznej restrykcji kalorycznej (0,05% glukozy) [15].

5. Wplyw restrykcji kalorycznej na konserwowane Sciezki sygnalowe
mTOR, PKA i Sch9 u drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Podobnie jak wszystkie komorki eukariotyczne, drozdze ewoluowaty, aby odpo-
wiednio reagowaé na sygnaly odzywcze ze swojego srodowiska poprzez konserwo-
wane ewolucyjnie $ciezki sygnalowe. Te konserwowane czynniki sygnalizacyjne
odpowiedzi odzywczej obejmuja trzy wazne kinazy: mechanistyczny cel rapamycyny
(mTOR, kodowany przez geny TOR1 i TOR2 w drozdzach), aktywowanga przez AMP
kinaze biatkowa A (PKA, kodowang przez geny TPK1, TPK2 i TPK3 geny) i homolog
kinazy rybosomalnej S6, Sch9. Te trzy kinazy oddzialuja we wcigz niezupehie
zrozumialej sieci, aby skoordynowac regulacje dalszych proceséw w odpowiedzi na
sygnaly zywieniowe i inne sygnaty srodowiskowe. Dalsze procesy obejmujg regulacje
cyklu komorkowego, translacje mRNA, syntez¢ i degradacje¢ biatek, metabolizm
i funkcje mitochondriéw oraz rézne czynniki odpowiedzi na stres [16]. Istnieja mocne
dowody potwierdzajace role tych szlakéw sygnatlowych zar6wno w wydluzeniu CLS,
jak 1 RLS. Restrykcja kaloryczna zmniejsza aktywno$¢ mTOR, PKA i Sch9, w obu
modelach starzenia, a mutacje prowadzace do utraty funkcji w tych kinazach sa
wystarczajace do osiagniecia dlugowiecznosci [17-19]. Uwaza si¢, ze mTOR dziata
zarowno w gore, jak i rownolegle do PKA, podczas gdy Sch9 dziala na $ciezce
rownoleglej do PKA i mTOR. Kaeberlein i in. wykazali, ze restrykcja kaloryczna
komorek torl A oraz sch9A nie zwigkszyta znaczaco dtugosci zycia tych mutantéw, co
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wskazuje, ze podobnie jak PKA, Sch9 i TOR sg celami restrykcji kalorycznej
w drozdzach [19]. Co wigcej, w jednej z wczesniejszych prac réwniez Kaeberlein
Z zespotem wykazali, ze zarowno wzrost przy niskim stezeniu glukozy, jak i mutacje
skutkujagce zmniejszona aktywnoscia PKA, zwigkszaja zywotno$¢ szczepow
z dodatkowg delecja genu FOBI [19, 20]. Usunigcie TOR1 lub usunigcie SCH9
spowodowalo rowniez addytywny wzrost dlugosci zycia w polaczeniu z usunigciem
FOBI1. Dhiga zywotnos¢ komorek sch9AfoblA oraz torlAfoblA nie byta dalej
zwickszana w warunkach restrykcji kalorycznej. Eksperymenty te sugeruja zatem, ze
zmniejszona aktywno$¢ kinaz wrazliwych na sktadniki odzywcze Sch9 imTOR
w odpowiedzi na restrykcje kaloryczng powoduje zwigkszenie dlugosci zycia
replikacyjnego w drozdzach Saccharomyces cerevisiae [19]. Takze badania prowa-
dzone w modelu chronologicznego starzenia pokazuja, ze restrykcja kaloryczna
wydtuza CLS wptywajac na konserwowane szlaki zalezne od mTOR, PKA i Sch9.
Interwencje genetyczne, takie jak delecja torlA, sch9A lub ras2A, dzialaja w sposob
zblizony do restrykcji kalorycznej. Mutacje te wydaja si¢ dziata¢ poprzez te same
mechanizmy co restrykcja kaloryczna, ale ich wptyw na CLS nie jest tak silny
W poréwnaniu z restrykcjg kaloryczng [21]. Wszystkie te interwencje wywoluja wzrost
oddychania mitochondrialnego i adaptacyjnego sygnalizowania stresu oksydacyjnego
podczas wzrostu, obejmujacego zwigkszone poziomy nadtlenku wodoru [22].
Bonawitz 1 in. wykazali, ze delecja genu TOR1 przedtuza chronologiczny okres zycia
u drozdzy Saccharomyces cerevisiae, gtdownie na skutek zwickszenia oddychania
mitochondrialnego poprzez zwigkszong translacje kodowanych przez mtDNA
podjednostek kompleksu fosforylacji oksydacyjnej. Ponadto stwierdzili oni, ze delecja
TOR1 opodznia starzenie niezaleznie od dysmutazy ponadtlenkowej Sod2 [23].
Niezaleznie od tego, oddychanie mitochondrialne jest niezbedne dla wydtuzenia CLS
w warunkach restrykcji kalorycznej lub na skutek delecji genu TOR1, poniewaz ich
dziatanie jest zniesione przez interwencje genetyczne i farmakologiczne, ktore
eliminujg oddychanie tlenowe podczas wzrostu. Ocampo i in. wykazali, ze restrykcja
kaloryczna prowadzi do zwigkszonej czgstotliwos$ci oddychania mitochondrialnego
podczas wzrostu. Jednakze, chociaz szczepy hodowane w warunkach obnizonegoszalki
stezenia glukozy osiagaja faze stacjonarng w podobnym czasie do komoérek podczas
wzrostu w warunkach kontrolnych, to po osiagnigciu fazy stacjonarnej czgstotliwosé
oddychania mitochondrialnego radykalnie spada. Ta obserwacja sugeruje, Ze program
przebudowy metabolicznej, ktory rozpoczyna si¢ od wejscia komorek hodowanych
w warunkach restrykcji kalorycznej do fazy stacjonarnej, zmienia wymog oddychania
podczas chronologicznego starzenia si¢. Zgodnie z tym efektem farmakologiczne
hamowanie oddychania w hodowlach w warunkach restrykcji kalorycznej podczas
fazy stacjonarnej nie wptywa na CLS. Zatem cho¢ zaréwno restrykcja kaloryczna, jak
i delecja genu TOR1 wzmacniajg oddychanie mitochondrialne podczas wzrostu, ich
wplyw na oddychanie w fazie stacjonarnej jest inny. Komorki rosngce w warunkach
restrykcji kalorycznej sa wiec mniej zalezne od oddychania mitochondrialnego
podczas fazy stacjonarnej niz komorki torlA, zgodnie z zatozeniem, ze hamowanie
TORI jest tylko jednym z mechanizmow przyczyniajacych si¢ do wptywu restrykcji
kalorycznej na CLS [24]. W ostatnim czasie badacze zainteresowali si¢ takze
interakcjami migdzy dostepnoscia glukozy, pH cytozolowym (pHc), ktore u drozdzy
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S. cerevisiae kontroluje wzrost i reaguje na dostgpnos¢ sktadnikow odzywczych oraz
centralnym szlakiem sygnalizacji sktadnikow odzywczych cAMP zaleznym od PKA
w modelu chronologicznego starzenia. W swoich badaniach Dolz-Edo i in. donosza, ze
obecno$¢ wysokiego stezenia glukozy podczas fazy wzrostu zwigkszata zakwaszenie
po wyczerpaniu glukozy, poprzez modulacje aktywnosci PKA. To aktywnie kontrolo-
wane obnizenie pHc korelowato ze zmniejszonym przetrwaniem w fazie stacjonarnej.
Podczas gdy zmiany w aktywno$ci PKA wptywaly zarowno na zakwaszenie, jak
I przezycie, ukierunkowane manipulowanie pHc wykazato, ze zakwaszenie cytozolowe
obnizalo PKA. Zatem restrykcja kaloryczna kontroluje przezycie drozdzy w fazie
stacjonarnej przez PKA i pH cytozolu [25].

6. Podsumowanie

Biorac pod uwage ztozone zmiany fizjologiczne zwigzane z restrykcja kaloryczng
u drozdzy mozna stwierdzi¢, ze uzyskane do tej pory wyniki badan wyraznie wskazuja
na istotne znaczenie restrykcji kalorycznej w wydtuzaniu zycia drozdzy Sacharomyces
cerevisiae zarowno w modelu replikacyjnego, jak i chronologicznego starzenia,
a wzgledne znaczenie poszczegdlnych efektorow restrykcji kalorycznej zalezy od
specyficznych warunkow eksperymentalnych. Ponadto rézne komponenty warun-
kujace wyzsza przezywalno$¢ w warunkach restrykcji kalorycznej naktadaja si¢ na
siebie. Na przyktad, hamowanie mTOR lub Sch9 zwigksza oddychanie mito-
chondrialne, a takze indukuje czynniki transkrypcyjne odpowiedzi stresowej, ktore
mogg zwigkszy¢ odpornosé na Smier¢ komoérkows indukowang zakwaszeniem [17, 22,
23]. Ponadto chronologiczne starzenie prowadzi do zmniejszenia RLS, co sugeruje
podstawowe podobienstwa mechaniczne migdzy mitotyczng i postmitotyczng
dhugoscig zycia w tej samej komorce eukariotycznej [26]. Poza $ciezkami i mecha-
nizmami opisanymi powyzej by¢ moze w wydtuzenie RLS lub CLS w warunkach
restrykcji  kalorycznej zaangazowanych jest wigcej dodatkowych genow oraz
proceséw. Przypuszcza si¢, ze w wydluzanie zycia drozdzy S. cerevisiae w warunkach
restrykcji kalorycznej moga by¢ zaangazowane czynniki przebudowy chromatyny,
utrzymanie poziomow komorkowych ATP, autofagia i homeostaza lipidow czy
replikacja rDNA. Jednakze okreslenie zwigzku kazdego z nich z ustalonymi
mechanizmami dlugowieczno$ci i ze sobg nawzajem w warunkach restrykcji
kalorycznej nadal wymaga dodatkowych badan [16]. Opracowanie jednolitego modelu
restrykcji kalorycznej dla drozdzy S. cerevisiae wbrew pozorom nie jest prostym
zadaniem. Czynnikami komplikujacymi w tej kwestii s3 roznice w warunkach hodowli
migdzy laboratoriami, a takze zastosowanie roznych tet genetycznych badanych
szczepow [21]. Oczywiste jest, ze genotyp odgrywa gtowng role w sposobie, w jaki
komorki drozdzy reaguja na restrykcje kaloryczna. Niektore genotypy wykazuja
wyraznie przedtuzenie zycia komorek drozdzy w warunkach restrykcji kalorycznej,
inne nie wykazuja roéznic w dlugosci zycia, a w niektorych dochodzi wrgez do
skrocenia dlugosci zycia w warunkach restrykcji kalorycznej. Dlatego tez okreslenie
réznych mechanizméw wydtuzania dlugosci zycia w przypadku roznych szczepow
drozdzy S. cerevisiae w warunkach restrykcji kalorycznej nadal wymaga dalszych
badan [27]. Jednak chociaz potrzebne sg dalsze badania w celu okreslenia doktadnych
mechanizméw, dzigki ktorym restrykcja kaloryczna wydluza zywotno$¢ w obu
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modelach starzenia si¢ drozdzy S. cerevisiae, wiele z tych mechanizméw wydaje si¢
by¢ konserwowanych takze u wielokomoérkowych eukariontow [3]. W ostatnich latach
zacheceni dotychczasowymi wynikami badan nad wptywem restrykcji kalorycznej na
starzenie naukowcy, podjeli takze pierwsze proby badania tego zjawiska u ludzi.
Zgromadzone dane z badan klinicznych wskazuja, Ze restrykcja kaloryczna u ludzi
powoduje niektdre z tych samych adaptacji metabolicznych i molekularnych, ktoére, jak
wykazano, poprawiajg zdrowie 1 opdzniaja gromadzenie si¢ uszkodzen molekularnych
w innych modelach dlugowieczno$ci. Migdzy innymi udato si¢ wykazac, ze restrykcja
kaloryczna u ludzi tagodzi wiele czynnikéw metabolicznych i hormonalnych, ktore
biorg udzial w patogenezie cukrzycy typu 2, chordéb sercowo-naczyniowych
i nowotworow [28].
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Wykorzystanie drozdzy paczkujacych Saccharomyces cerevisiae w badaniach
nad wplywem restrykeji kalorycznej na aktywno$¢ metaboliczna i starzenie
komorek

Streszczenie

Badania nad wplywem restrykcji kalorycznej na organizmy zywe trwaja nieprzerwanie od poczatkow XX
wieku. Jednym z organizméw modelowych wykorzystywanym do badan nad wptywem restrykcji
kalorycznej sa drozdze piekarnicze Saccharomyces cerevisiae. Opracowane dla tego organizmu dwa
modele starzenia, zwigzane z replikacyjng oraz chronologiczna dlugos$cia zycia, oraz fakt, ze genom
S cerevisiae zostal w pelni zsekwencjonowany, a wiele gendéw tego jednokomorkowca posiada swego
homologa u wyzszych Eukariota sprawia, ze wyniki uzyskane w badaniach z wykorzystaniem S. cerevisiae
mozna z powodzeniem odnie$s¢ do wyzszych organizmoéw wielokomérkowych. Dotychczasowe badania
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pozwolily stwierdzi¢, ze restrykcja kaloryczna ma pozytywny wptyw na komorki drozdzy S. cerevisiae
wydtuzajac ich zywotnos¢ w obu modelach starzenia. Pierwsze badania sugerowatly, ze wydtuzenie Zycia
przez restrykcje kaloryczna wymaga zaleznej od NAD deacetylazy histonowej, czyli biatka Sir2. Jednakze
znaczenie Sir2 w przedluzeniu zycia w warunkach restrykcji kalorycznej zostalo w ostatnim czasie
zakwestionowane, poniewaz uzyskane przez kolejne zespoty badawcze wyniki nie byty powtarzalne dla
wszystkich badanych szczepéw. Obecnie badacze sklaniajg si¢ ku hipotezie, ze wydtuzenie zycia drozdzy
S. cerevisiae hodowanych w warunkach restrykcji kalorycznej reprezentuje alternatywny, niezalezny od
Sir2 mechanizm, ktory wciaz jednak pozostaje niewyjasniony. Wiele prac naukowcy poswiecili takze na
badanie wplywu restrykcji kalorycznej na konserwowane $ciezki sygnatlowe tj. mTOR, PKA i Scho.
Wykazano, Ze restrykcja kaloryczna zmniejsza aktywno$¢ mTOR, PKA i Sch9, w obu modelach
starzeniowych, a mutacje prowadzace do utraty funkcji w tych kinazach sg wystarczajace do przedhuzenia
dhugosci zycia S. cerevisiae. Obecnie poszukuje si¢ innych genéw oraz szlakow, ktore potencjalnie
moglyby by¢ zaangazowane w wydluzanie zycia drozdzy S. cerevisiae w warunkach restrykcji
kalorycznej. Mimo bardzo licznych doniesien naukowych na temat wpltywu restrykcji kalorycznej na
dtugos¢ zycia drozdzy S. cerevisiae tematyka ta wcigz wymaga dalszych badan i stanowi wyzwanie dla
wspolczesnych naukowcow.

Stowa kluczowe: restrykcja kaloryczna, Saccharomyces cerevisiae, starzenie

The Saccharomyces cerevisiae yeast as a model for studies of the impact of calorie
restriction on metabolic activity and aging

Abstract

Studies on the impact of calorie restriction on living organisms have been conducted since the beginning of
the 20th century. One of the model organisms used in such studies are the baker’s yeast Saccharomyces
cerevisiae. Factors such as two models of aging of the S. cerevisiae yeast depending on the replicative or
the chronological length of life, the yeast’s fully sequenced genome and homologues with higher
eukaryotes contribute to translatability of the results obtained from studies on S. cerevisiae to higher
multicellular organisms. So far the research has shown that calorie restriction has positive impact on the
S. cerevisiae yeast cells extending lives of the cells in both aging models. Initial studies suggested that
extension of life by calorie restriction requires NAD-dependent histone deacetylase, or the Sir2 protein.
However, the significance of Sir2 for the extension of life under calorie restriction conditions were
challenged as the results obtained by subsequent research teams were not repeatable for all tested strains.
Nowadays researchers tend to support the hypothesis that prolongation of the life of the S. cerevisiae yeast
cultured in calorie restriction conditions represents an alternative mechanism independent of Sir2;
however, the mechanism has not yet been fully explained. There have been many studies on the impact of
calorie restriction on the conserved signalling pathways, i.e. mTOR, PKA and Sch9. It has been
demonstrated that calorie restriction reduces the activity of mTOR, PKA and Sch9 for both aging models,
and that mutations leading to the loss of function in those kinases are sufficient for extending the length of
life of S. cerevisiae. Other genes and pathways that may potentially be involved in prolongation of the life
of the S. cerevisiae yeast under the calorie restriction conditions are still being sought. Despite numerous
scientific reports on the impact of caloric restriction on the length of life of S. cerevisiae, the issue requires
further research and poses a challenge to the scientists of today.

Keywords: caloric restriction, Saccharomyces cerevisiae, aging
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Azole w terapii grzybic —
charakterystyka i mechanizmy opornosci

1. Wstep

Grzybice sg schorzeniami bardzo powszechnymi. Wg szacunkowych danych na
grzybice choruje ponad miliard ludzi [1]. Mimo to przez wiele lat rozwoj badan nad
preparatami przeciwgrzybiczymi przebiegal w cieniu badan nad lekami przeciw-
bakteryjnymi. Dostepnych jest tylko pig¢ klas zwigzkéw przeciwgrzybiczych,
natomiast wsrod srodkow przeciwbakteryjnych mozna wyr6zni¢ ponad dwadziescia
réznych grup. Najczesciej stosowanymi srodkami przeciwgrzybiczymi, szczeg6lnie
w leczeniu miejscowych zakazen grzybiczych, sg znane od lat 40. ubiegtego wieku leki
z grupy azoli [2]. Zgodnie z danymi przedstawionymi przez Centers for Medicare
& Medicaid Services, w Stanach Zjednoczonych w latach 1991-2009 znalazty si¢ one
na ok. 74 min recept. W ciagu 18 lat pacjenci w USA wydali na leki azolowe ok. 2,7
mld dolaréw [3]. Azole sg skuteczne wzgledem wigkszosci grzyboéw patogennych dla
cztowieka. Ponadto, niektére wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwpier-
wotniakowe [4]. Najczesciej stosowanymi azolami w terapii grzybic sa: flukonazol,
itrakonazol, worykonazol, posakonazol, klotrimazol oraz ketokonazol [3]. Sa to leki
pierwszego wyboru w profilaktyce i leczeniu grzybic. Obecnie azole uwaza si¢ za
najskuteczniejsze syntetyczne leki przeciwgrzybicze [5], chociaz coraz czgsciej
zauwaza si¢ wyrazng tendencj¢ do obnizenia wrazliwosci i pojawianie si¢ szczepOw
opornych na t¢ grupe lekow.

Celem pracy jest opis lekow z grupy azoli, z uwzglednieniem ich struktury
i mechanizmu dziatania oraz wskazanie proceséw, ktore warunkujg opornos¢ grzybow
na te leki.

2. Budowa i klasyfikacja lekow azolowych

Azole sg heterocyklicznymi  aromatycznymi  zwigzkami  organicznymi,
zawierajagcymi przynajmniej jeden atom azotu [6]. Sa zwigzkami chemicznymi
uzyskanymi na drodze syntetycznej. Dzieli si¢ je na imidazole i triazole. Podzial ten
wynika z réznic w liczbie atomoéw azotu w pier§cieniu azolowym. Imidazole zawierajg
2 atomy azotu w pier§cieniu, natomiast triazole — 3 atomy azotu [7, rysunek 1].

! m.siemieniuk@uwb.edu.pl, Zaktad Cytobiochemii, Instytut Biologii, Wydziat Biologiczno-Chemiczny,
Uniwersytet w Biatymstoku, www. uwb.edu.pl.

2 ewagrabowska5@o2.pl, Zaklad Cytobiochemii, Instytut Biologii, Wydzial Biologiczno-Chemiczny,
Uniwersytet w Biatymstoku, www. uwb.edu.pl.

% urszula.czyzewska@uwb.edu.pl, Zaklad Cytobiochemii, Instytut Biologii, Wydziat Biologiczno-Chemiczny,
Uniwersytet w Biatymstoku, www. uwb.edu.pl

* a.zambrzycka@uwb.edu.pl, Zaklad Cytobiochemii, Instytut Biologii, Wydziat Biologiczno-Chemiczny,
Uniwersytet w Biatymstoku, www. uwb.edu.pl.

® atyl@uwb.edu.pl, Zaktad Cytobiochemii, Instytut Biologii, Wydziat Biologiczno-Chemiczny, Uniwersytet
w Biatymstoku, www. uwb.edu.pl.

39



Magdalena Siemieniuk, Ewa Grabowska, Urszula Czyzewska, Aneta Zambrzycka, Adam Tylicki

3 0

imidazol 1, 2, 4-triazol

Rysunek 1. Chemiczna struktura pierscieni azolowych imidazoli i triazoli [opracowanie wlasne]

2.1. Charakterystyka pochodnych imidazolowych

Imidazole wykazujg szeroki zakres dziatania, ktory obejmuje wigkszo$¢ grzybow
patogennych. Naleza do nich takie zwiazki jak klotrimazol, bifonazol, mikonazol,
ketokonazol, oksykonazol, krokonazol i butokonazol [rysunek 2]. Wigkszos¢ imidazoli
stosowana jest w postaci tatwo rozpuszczalnych azotanow [7]. Sa one dostepne
w réznych postaciach farmaceutycznych m.in. w postaci kremow, masci, zasypek,
ptynéw, tabletek i globulek dopochwowych. Klotrimazol jest stosowany
W miejscowym leczeniu grzybicy stop, tupiezu, grzybicy skory gtadkiej wywotanych
przez Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton
floccosum, Microsporum canis, Candida albicans lub Malassezia furfur [8, 9]. Z kolei
podobny w strukturze do klotrimazolu — bifonazol jest uzywany, wtedy gdy
czynnikiem etiologicznym zakazenia sa Dermatophytes, Malassezia furfur oraz
Aspergillus spp. [4]. Mikonazol z pochodnymi maja podobny zakres dziatania do
bifonazolu i klotrimazolu. Sa stosowane glownie miejscowo w postaci kremow,
pudréw lub globulek dopochwowych [7]. Kolejnym lekiem z grupy imidazoli jest
ketokonazol, ktory moze by¢ podawany doustnie lub powierzchniowo w leczeniu
grzybic skory, wloséw 1 paznokci wywotanych przez dermatofity i drozdzaki
(dermatomikozy, tupiez pstry, przewlekte kandydozy bton sluzowych, drozdzyce jamy
ustnej i przewodu pokarmowego, przewlekle nawracajgce drozdzyce pochwy)
i grzybic uktadowych (kandydoza, histoplazmoza, blastomikoza, kokcydioidomikoza)
[10]. Gatunki grzyboéw, ktore zwalcza ketokonazol to: Blastomyces dermatidis,
Candida spp., Coccidioides immitis, Epidermophyton floccosum, Histoplasma
capsulatum, Malassezia spp., Microsporum canis, Paracoccidioides brasiliensis,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Aspergillus spp., Cryptococcus
neoformans, Sporothrix schenckii, a takze pierwotniaki oraz niektére bakterie Gram-
dodatnie. Podobnie szeroki zakres dziatania ma oksykonazol, ktory dziata
grzybostatycznie, a w duzych stezeniach grzybobodjczo. Skuteczno$¢ oksykonazolu
zostata potwierdzona w badaniach in vitro wzgledem Epidermophyton floccosum,
Trichophyton menta-grophytes, Trichophyton rubrum oraz Malassezia farfur.
Nastepnym imidazolem jest krokonazol stosowany miejscowo w postaci kremu na
grzybice wywotane przez drozdzaki i dermatofity. Skutecznie dziata rowniez
W leczeniu tupiezu pstrego. Butokonazol natomiast jest uzywany w leczeniu
kandydozy pochwy oraz sromu i wykazuje dziatanie przeciwgrzybicze podobne do
ketokonazolu [4].
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Rysunek 2. Wzory strukturalne wybranych imidazoli, opracowanie wtasne na podstawie [4]

2.2. Charakterystyka pochodnych triazolowych

Zwiazki triazolowe cechujg si¢ szerszym spektrum dziatania w pordwnaniu
z imidazolami. Sg roéwniez bezpieczniejsze niz pochodne imidazolowe, poniewaz
wykazuja wigksze powinowactwo do 14-a-demetylazy lanosterolu — docelowego
enzymu blokowanego przez azole podczas inwazji patogenu. Cechujg si¢ lepsza
biodostepnoscia po podaniu doustnym oraz lepszymi wiasciwosciami farmakodyna-
micznymi [11]. Przedstawicielami lekow nalezacych do grupy triazoli sa itrakonazol,
flukonazol, worykonazol i posakonazol [rysunek 3].

Itrakonazol powstal w wyniku modyfikacji czgsteczki ketokonazolu, w ktorej
pierscien imidazolowy zostat zastgpiony triazolowym. Otrzymano w ten sposob
zwiazek, ktory wykazat Kilkukrotnie silniejsze dziatanie przeciwgrzybicze od keto-
konazolu [7]. Itrakonazol wykazuje szeroki zakres dziatania i jest stosowany zaré6wno
w leczeniu grzybic uktadowych, jak i powierzchniowych. Jest skuteczny w leczeniu
grzybic paznokci, poniewaz przenika warstwy zrogowaciate naskorka i gromadzi si¢
w keratynie paznokci. Itrakonazol pomaga takze w leczeniu tupiezu pstrego oraz
grzybiczych zakazen narzadow plciowych [4]. Jest aktywny wzglgdem Candida
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albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. lusitaniae, Asper-
gillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Fusarium spp., Scedosporium spp.,
Blastomyces dermatidis, Coccidioides immitis oraz Histoplasma capsulatum [12].
Kolejnym lekiem z grupy triazoli jest flukonazol, ktory jest bardzo dobrze rozpusz-
czalny w wodzie. Moze by¢ podawany zaréwno dozylnie, jak i doustnie. Flukonazol
jest dobrze tolerowanym azolem dlatego jako pochodna triazolowa, nalezy do
najpowszechniej stosowanych doustnych lekow przeciwgrzybiczych. W jego spektrum
dziatania znajduja si¢ gtownie grzyby z rodzaju Candida, z wyjatkiem gatunkéw
opornych na ten lek, tj. Candida krusei. Oporne na flukonazol sg rowniez Aspergillus
fumigatus, Fusarium spp., Scedosporium spp. oraz Mucorales [12]. Jednym
z najnowszych lekéw z grupy triazoli jest worykonazol, ktéry mozna traktowaé jako
pochodng flukonazolu, poniewaz jeden pierscien triazolowy zastgpiono tu pier§cieniem
5-fluoropirymidynowym. Jest on stosowany miejscowo, dozylnie oraz doustnie [7].
Udowodniona zostala skuteczno$¢ worykonazolu wobec szczepéw Acremonium spp,
Altenaria spp., Cladophialophora spp. i Histoplasma capsulatum. W badaniach
klinicznych wykazano skuteczno$¢ worykonazolu wobec gatunkéw z rodzaju Candida:
C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis i C. tropicalis oraz Aspergillus,
wtym A. flavus, A. fumigatus, A. terreus, A. niger, A. nidulans, a takze szczepow
Fusarium i Scedosporium, w tym S. apiospermum i S. prolificans. W zwiazku z tym
jest aktywny wzgledem grzybdéw opornych na flukonazol [13]. Kolejnym, stosunkowo
nowym lekiem azolowym jest posakonazol — triazol drugiej generacji. Posakonazol
wykorzystuje si¢ W leczeniu cigzkich infekcji grzybiczych niewrazliwych na inne leki,
w tym amfotrycyne B lub u pacjentow Zle tolerujacych inne leki przeciwgrzybicze.
Stwierdzono, ze posakonazol wykazuje aktywnos¢ wobec Candida spp., Aspergillus
spp., Cryptococcus neoformans, Fusarium spp.,Scedosporium spp., Blastomyces
dermatidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Mucorales [2].
Posakonazol dziala tez na Candida spp. oporne na flukonazol lub itrakonazol,
Aspergillus fumigatus oporne na itrakonazol, worykonazol, amfoterycyn¢ B oraz na
Cryptococcus neoformans i Zygomycetes spp. oporne na flukonazol. Okazato sie
rowniez, ze posakonazol silniej hamuje demetylacje steroli w btonie komorkowe;j
grzyba niz poprzednie generacje lekow azolowych [10]. Do grupy triazoli nalezg takze
rawukonazol, albakonazol i izawukonazol, ktére sg obecnie przedmiotem badan
klinicznych i nie zostaly jeszcze wprowadzone na rynek farmaceutyczny [11].
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Rysunek 3. Wzory strukturalne wybranych triazoli, opracowanie wiasne na podstawie [4]

2.3. Przeciwgrzybiczy mechanizm dzialania azoli

Przeciwgrzybiczy mechanizm dziatania wszystkich azoli opiera si¢ na hamowaniu
grzybowego cytochromu P450 z rodziny 51 (CYP51 lub 14-a-demetylaza lanosterolu),
ktory jest niezbedny do biosyntezy ergosterolu, czyli glownego sterolu blony
komorkowej grzybow [14]. Atom azotu z czasteczki azolu wigze si¢ z zelazem hemu
cytochromu P450 hamujgc demetylacje lanosterolu [rysunek 4]. Wskutek tego
zawarto$¢ ergosterolu w btonie komorkowej grzyba zmniejsza si¢ oraz dochodzi do
kumulacji destabilizujacego btone produktu posredniego — 14-a-metylo-3,6-diolu [4].
Zmiany w zawartosci ergosterolu wptywajg na ptynno$¢ i integralnos$¢ btony komor-
kowej grzyba. Zmieniajg takze aktywno$¢ zwigzanych z blong enzymoéw np. syntazy
chitynowej [14]. Nastepstwem sg zaburzenia czynno$ci blony komorkowej i zaha-
mowanie wzrostu komorek grzyboéw. W efekcie dziatania azoli komorki grzybow
wolniej sie namnazajg i staja si¢ bardziej podatne na fagocytoze [4]. Kumulacja
w komoérkach  grzybow  14-a-metylo-3,6-diolu  powoduje ponadto hamowanie
transformacji morfogenetycznej drozdzakéow do formy strzepkowej i uszkodzenia
fosfolipidow btony komérkowej [15]. Ostatecznym rezultatem dziatania azoli jest liza
komorek i $mier¢ grzyba [14].
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Rysunek 4. Mechanizm hamowania syntezy ergosterolu przez azole w mewalonowym szlaku syntezy steroli,
opracowanie wlasne na podstawie [16]
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3. Mechanizmy opornosci grzybéw na azole

Grzyby, jako mikroorganizmy, ktoére poddawane sg dziataniu lekéw stanowiacych
swego rodzaju czynnik selekcyjny, moga wyksztalci¢ brak wrazliwosci wobec
stosowanych lekow. Zjawisko to moze wynika¢ ze $wiadomego dzialania ludzi
(stosowanie lekow w trakcie zwalczania infekcji), jak rowniez w wyniku niekontro-
lowanego wprowadzania zwigzkéw grzybobodjczych do $rodowiska [17, 18]. Nawet
niewielkie stezenia lekow w $Srodowisku, w dhuzszej perspektywie, moga stanowic
czynnik selekcjonujacy szczepy oporne z ogolnej puli genowe;.

Wrazliwo$¢ grzybow poddanych dziataniu zwigzkéw toksycznych zalezy gtownie
od braku lub obecnosci szlaku metabolicznego wrazliwego na dany lek, jak réwniez
ilosci struktur odpowiadajgcych za jego pobieranie, transportowanie, metabolizm czy
akumulacj¢ [19]. To, jaki mechanizm opornosci zostanie uruchomiony, zalezy gldwnie
od czynnika, ktorym dzialamy na komorki. Wiele mechanizmoéw jest wspolnych dla
wszystkich obecnie dostepnych grup lekow. Wsrod gtéwnych mechanizméw, ktore
leza u podtoza opornosci na zwigzki azolowe, mozna wymieni¢ obecno$¢ transpor-
terow wielolekowych (na terenie cytoplazmy, w blonie komoérkowej czy w mito-
chondriach), takich jak transportery typu ABC (transportery I-rzedowe, energia
pozyskiwana na drodze hydrolizy ATP) oraz typu MFS (transportery ll-rzedowe,
energia pozyskiwana z gradientu stgzen protonéw przechodzacych w poprzek btony
komorkowej). Ponadto, grzyby moga zwieksza¢ biosyntez¢ enzymu docelowego dla
leku (np. 14-a-demetylazy lanosterolu), modyfikowaé cel dziatania leku, zmieniaé
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strukture barier otaczajagcych komorke (zmniejszona zawarto$§¢ ergosterolu,
reorientacja lub maskowanie tego zwigzku czy zmiany zawartosci steroli w btonie
komorkowej), jak rowniez mogg one tworzy¢ biofilmy [20-23]. Ponadto, wykazano
zwigkszong oporno$¢ grzyboéw na dzialanie azoli w wyniku modyfikacji ekspresji
wybranych genéw, przyktadowo ERG3 [17]. Nadmieni¢ nalezy, ze niektore
z wymienionych mechanizméw opornosci u grzybdéw pojawi¢ si¢ moga nie tylko
w kontakcie z lekami, ale réwniez jako efekt naturalnych strategii obronnych wobec
zwigzkow produkowanych przez bakterie czy inne organizmy zajmujace t¢ samg nisz¢
ekologiczna [19].

3.1. Nadekspresja genow oraz zmiany genetyczne

Nadekspresja dotyczy szerokiej gamy gendéw. Przede wszystkim wyr6zni¢ mozna
nadekspresje gendw kodujacych cel dziatania lekow, gendéw kodujacych transportery
blonowe, jak rowniez genéw Kodujacych czynniki transkrypcyjne wptywajace na
ekspresj¢ innych gendow. Przyktadem jest nadekspresja genu ERG11 u Candida spp.
(u rodzaju Aspergillus — CYP51A), kodujacego 14-a-demetylaze lanosterolu. Dzigki
temu zjawisku mozliwe jest pojawienie si¢ mniejszej podatno$ci grzybow na dziatanie
azoli. Jest to zjawisko, ktére w duzej mierze odpowiada za opornos¢ krzyzowa
(flukonazol 1 itrakonazol) [24, 25]. Podwyzszenie poziomu biosyntezy enzymu
docelowego dla leku powoduje bezposrednie zmniejszenie efektu terapeutycznego
i konieczno$¢ zwigkszenia dawki danego leku. Nadekspresja genéw dotyczy zarowno
biatek enzymatycznych, jak i transporterow blonowych. Zjawisko to zwigzane jest
m.in. z mutacjami w obrebie czynnikéw transkrypcyjnych (Mrrl i Tacl u C. albicans)
odpowiadajacych za regulacje transkrypcji transporterow btonowych. Mechanizm ten
ma znaczacy udzial w ksztattowaniu opornosci C. parapsilosis na flukonazol [26].
Zmiany aminokwasoéw w biatku kodowanym przez gen ERG3 wplywaja na ekspresje
innych genéw, m.in. genéw kodujacych czynniki trans-krypcyjne (UPC2, NDT80).
Wykazano, iz delecje gendéw odpowiadajacych za czynniki transkrypcyjne wptywaja
bezposrednio na zwigkszenie si¢ wrazliwos$ci na azole. W badaniach na C. parapsilosis
wykazano, iz usunigcie genu UPC2 u szczepéw opornych na te leki, zmniejszylo
ekspresje genow ERG25, co w konsekwencji wptyneto na zwickszenie wrazliwosci
tych grzybow na azole. Ponadto, delecja genu NDT80 u badanych drozdzy
powodowata zwigkszenie wrazliwosci na niektore azole oraz znacznie zmniejszata
ekspresje genow (ERG25, ERG6, ERG2, ERG3, ERG4), ktérych produkty sa
niezbedne w biosyntezie ergosterolu [26].

Plastycznos¢ ekspresji informacji genetycznej jest wykazywana zazwyczaj
w wyniku dziatania czynnikow stresowych (stres oksydacyjny, wysoka temperatura
czy dziatanie lekéw grzybobojczych) [27]. Podkresli¢ nalezy, ze wystgpowanie zmian
w obrebie chromosoméw wptywa na opornosc¢ nie tylko na azole, ale rowniez na inne
stresory [28]. Zmiany na poziomie genomu dotyczg utraty heterozygotycznosci,
zwigkszenia liczby chromosoméw czy pojawienie si¢ form izochromosomalnych.
W efekcie nastepuja zmiany na poziomie ekspresji genow lezacych na chromosomach
ulegajacych zmianom [17]. W przypadku C. albicans jednym z mechanizméw
dotyczacych zmian genetycznych jest powstawanie duplikacji lewego ramienia
chromosomu 5, wskutek czego nastepuje duplikacja zlokalizowanych tam genow
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(m.in. ERG11 oraz TAC1). Wykazano, iz mutacja ta wplywa na zmniejszenie
wrazliwos$ci grzybdéw na azole [27, 29, 30]. Ciekawym zjawiskiem jest utrata
heterozytozygotycznosci (LOH). Dotyczy ona przede wszystkim genéw ERG11, TAC1
oraz MRR1. W przeprowadzonych badaniach na klinicznych szczepach C. albicans,
ktére charakteryzowaly si¢ disomig lub monosomig chromosomu 5 wykazano, iz
szczepy z mutacjg posiadajg m.in. nizszg zawarto$¢ ergosterolu w btonie koméorkowej,
co wplywato na zwigkszong wrazliwo$¢ na flukonazol [28, 31]. U Cryptococcus.
neoformans zaobserwowano korelacj¢ zwigkszenia oporno$ci na azole dzigki zjawisku
disomii chromosomu 1 oraz 4. Na chromosomach tych zlokalizowane sa geny ERG11
oraz AFR1 (kodujacy transporter ABC). Ponadto, oporno$¢ wielolekowa u tych
grzybow moze wystapi¢ wskutek duplikacji catych chromosomow [28, 32].

3.2. Transportery blonowe

Transportery btonowe pelnia wazng funkcje w budowaniu si¢ opornosci na
antymikotyki. Biatka te posiadaja wiasciwosci sekrecyjne, dzigki ktorym zwigzki
dziatajace grzybobojczo usuwane sg z komorki do srodowiska. Zjawisko to znane jest
od ponad 30 lat, a przez wielu uwazane jest za najbardziej znaczace w kwestii
budowania lekoopornosci [19, 27, 33]. Mechanizm dziatania transporterow btonowych
opisywany jest na podstawie 3 modeli. Pierwszy z nich zaktada wyrzucanie lekow
z cytoplazmy poprzez por fazy wodnej (ang. aqueous pore model), drugi model
zaktada transport antymikotykow, zanim ich czasteczki przenikng do cytoplazmy
(model flipazy, ang. flippase model; przeniesienie ich z wewnetrznej do zewnetrznej
warstwy btony komoérkowej). Zasada mechanizmu dziatania trzeciego modelu bazuje
na hydrofobowych wiasciwosciach czasteczek leku. Sa one transportowane do
cytoplazmatycznej warstwy btony komorkowej i stamtad ,,wysysane” przez bialka,
ktére nastgpnie wyrzucaja czasteczki na zewnatrz. Ten model okresla si¢ mianem
,molekularnego odkurzacza” (ang. hydrophobic vacuum cleaner model) [21]. Obecnie
przyjmuje si¢, ze Wszystkie 3 modele sa prawdziwe oraz ze wobec jednego leku
transport na zewnatrz komorki moze przebiega¢ na jeden, lub wiecej sposobow [21].
Za transportery biorace udzial w budowaniu si¢ oporno$ci na leki, uznaje si¢ biatka
ABC oraz MFS. W badaniach wykonanych na drozdzach wykazano obecnos$¢ ponad
30 genow transporteréw ABC. Ze wzgledu na podobienstwo sekwencji, biatka ABC,
stwierdzone u S. cerevisiae, podzielono na 6 podrodzin: YEF3, PDR, MDR, MRP/
CFTR, RLI, ALDP [21, 23]. Biatkami, ktore odpowiadaja za zjawisko lekoopornosci,
sa m.in. te nalezace do podrodziny PDR (ang. pleiotropic drug resistance). Wsrod nich
wyrdzniono przede wszystkim transporter Pdr5p, kodowany przez gen PDRS5. Jest to
pierwsze zidentyfikowane biatko transportowe u S. cerevisiae, ktore jest homologiczne
do ludzkiego biatka Mdrlp [21, 23]. Zakres substratowy tych zlokalizowanych
w btonie komorkowej transporterow jest bardzo szeroki, obejmuje on detergenty,
jonofory, fungicydy, antybiotyki, jak rowniez leki przeciwnowotworowe. Co wigcej,
badania wykazatly, ze gen PDR5 nie jest niezb¢dny komdrkom do Zycia, jednak jego
brak moze powodowac o wiele wyzsza wrazliwos$¢ na réznego typu inhibitory. Uznaje
sie, iz poziom tego biatka w komorce ma duzy wplyw na opornos¢ grzybdw na azole [23].

Pierwszym biatkiem z grupy transporteroéw btonowych typu ABC u C. albicans,
ktore zidentyfikowano u szczepdw patogennych byto biatko Cdrlp. Wérdd substratow
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przenoszonych przez t¢ pompe¢ sg miedzy innymi syntetyczne zwigzki grzybobojcze,
takie jak ketokonazol, itrakonazol czy flukonazol. Bialko to kodowane jest przez gen
CDR1. Budowa tej czasteczki jest podobna do biatka Pdr5p u S. cerevisiae, jednak oba
gatunki reaguja w rozny sposob na powielenie lub podzielenie genu czy delecje czesci
fancucha polipeptydowego biatka [23].

Druga, wazng grupa transporterow, ktore odgrywaja role w ksztattowaniu
opornosci, jest grupa biatek MFS. Najlepiej poznanym do tej pory transporterem tej
grupy jest biatko Atrlp odpowiadajace za pojawienie si¢ opornosci na amino triazol
u S. cerevisiae [23]. Nie posiadaja one zdolnosci hydrolizy ATP [21, 23]. U C. albicans
wyrdznia si¢ obecnie ponad 120 roéznych transporterow, z czego w ksztattowaniu
lekoopornosci na azole najwigksze znaczenie maja transportery Cdrl i Cdr2
(transportery l-rzgdowe), oraz Mdrl (transportery II-rzgdowe). W przypadku
C. glabrata na ponad 50 obecnie znanych transporterow, przyjmuje si¢, ze jedynie trzy
biorg udziat w ograniczaniu podatnosci na te leki (CgCdrl, CgCdr2, CgSnq2) [27].
U Aspergillus. fumigatus ekspresja gendéw kodujacych biatka ABC zwigksza si¢
w wyniku kontaktu z azolami (np. geny AfuMDR1, AfuMDR2, odpowiadajace za
synteze transporterow btonowych). U niektérych mutantow A. fumigatus
zaobserwowano regulacje stezenia itrakonazolu w komorkach dzigki transporterom
kodowanym przez gen AfuMDR3 [28].

3.3. Zmiany strukturalne 14-a-demetylazy lanosterolu

Zmiana struktury enzymdw, ktore sg celem dziatania lekéw, sg czesto spotykanym
mechanizmem opornosci. W wyniku tego biatko jest zmodyfikowane tak, aby
katalizowato odpowiednig reakcj¢ przy jednoczesnym ograniczeniu powinowactwa do
leku [23]. Zmiany strukturalne dotycza substytucji aminokwasow. W zalezno$ci od
gatunku, jak rdwniez szczepu, zmiany te dotyczg réznych miejsc czgsteczki enzymu.
U szczepdéw Candida, ktore wykazywaty oporno$¢ na azole, wykazano obecno$¢ okoto
140 substytucji. Najczgsciej wykazywang zmiang u C. albicans sg substytucje
w poblizu miejsca przylaczajagcego hem (R467K i G464S) [34]. W przypadku
A. fumigatus wykazano obecno$¢ ponad 30 mutacji w obrebie genu CYP51A.
Najczestsze substytucje u tych grzybéw wykazano w obrebie kodonu 54 oraz kodonu
220 substytucje. Badania wskazuja, iz miejsca te wptywaja na oporno$¢ wobec wielu
azoli, ze wzgledu na niemozliwo$¢ przytaczania si¢ do nich czasteczek antymikotykow
[34]. Co ciekawe, u niektorych grzybow obok mutacji w obrebie genu ERG11, przy
badaniach opornosci na leki stwierdza si¢ rowniez nadekspresje gendow kodujacych
transportery btonowe [28]. Ponadto zaobserwowano korelacj¢ poziomu opornosci
grzybow ze spektrum dzialania antymikotyku. Im wezsze spektrum, tym silnigj
wykazywana jest oporno$¢ na leki [28].

3.4. Tworzenie biofilmow

Tworzenie biofilméw jest jednym z mechanizméw zmniejszania si¢ podatno$ci
grzybow na antymikotyki. Struktura ta charakteryzuje si¢ przede wszystkim
wielowarstwowoscig, roznymi wlasciwosciami metabolicznymi grzybow w przekroju
pionowym, jak réwniez wydzielaniem szeregu zwigzkéw chemicznych, okreslanych
mianem matrix zewnatrzkomoérkowego, ktorego sktad moze mie¢ znaczenie dla
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wrazliwosci biofilmu na antybiotyki [28]. Ponadto, okreslona struktura biofilmu
pozwala na kontrole ekspresji genow w populacji komoérek [35]. Analizy opornosci
biofilmu grzybowego wyraznie wskazujg na zmniejszong wrazliwos¢ tych struktur na
leki w poréwnaniu do komorek nietworzacych biofilmu [35]. Gtéwna przyczyna
zwickszonej opornosci na leki grzybow tworzacych biofilm, jest wydzielanie przez nie
zwigzkow zewnatrzkomorkowych. Ich gltowng rolg jest zwigkszenie przyczepnosci
biofilmu do podtoza, jak rowniez ochrona przed dziataniem czynnikéw zewnetrznych
oraz zmniejszenie utraty wody czy skladnikow odzywczych [36]. Martix zewnatrz-
komorkowa pelni znaczaca funkcje przede wszystkim w ksztattowaniu opornosci na
polieny oraz echinokandyny, jednak moze réwniez mie¢ znaczenie w zmniejszajacej
si¢ podatnosci grzybow na azole oraz inne antymikotyki. Obecnie uznaje si¢, iz
wrazliwo$¢ biofilmu na dziatanie lekow zalezy gléwnie od skladu chemicznego
(bogactwo polimerow glukanu zatrzymuje czasteczki leku nie pozwalajagc na
przemieszczenie ich do wngtrza komorek [17, 35]). Oprocz mechanicznego utrudnienia
dostgpu lekow do komodrek grzybow, tworzenie biofilmu indukuje ekspresje gendéw
kodujacych transportery blonowe. Badania wskazuja, ze rola tych transporterow
W budowaniu opornosci na antymikotyki moze by¢ znaczaca w poczatkowej fazie
wzrostu biofilmu, natomiast z czasem maleje [36]. Kolejng cecha, ktéra ma wptyw na
zwickszenie opornosci grzybow w biofilmie, jest zageszczenie komorek. Wykazano
zalezno$¢ zmniejszenia podatnosci na leki wraz ze wzrostem zaggszczenia [36].
Wykazano to u szczepéw C. albicans, u ktorych nastgpita delecja receptorow CDRI,
CDR2 oraz MDRI1 [37]. Odpornos¢ biofilmu wobec stosowanego leku zwigzana jest
rowniez z wlasciwosciami komorek lezacych wewnatrz wielowarstwowej struktury
biofilmu (ang. persisters). OkreSlane sg one jako komorki nieaktywne, wykazujace
wysoka tolerancje na antymikotyki [32]. Uznaje si¢, ze formy te mogag stanowié
poczatek nowych kolonii w przypadku, kiedy bardziej wrazliwe struktury poddadza sie
dziataniu lekoéw [38]. Opornos$¢ grzybow w biofilmie zalezy rowniez od nadekspresji
gendéw kodujacych enzymy biorace udzial w biosyntezie ergosterolu, jak roéwniez
punktowych mutacji w ich obrgbie. Nadekspresja w wyniku kontaktu z azolami
dotyczy¢ moze gendow ERG25 oraz ERG11, jednak wskazuje si¢ réwniez role genu
ERG3 w budowaniu opornosci na te leki [35].

3.5. Odpowiedz na stres

Komorki grzybowe, jak kazde inne sg podatne na stres, w zwigzku z tym
wyksztatcily mechanizmy odpowiadajace za zmniejszenie jego wpltywu na wzrost
i przezywalno$¢. Tolerancja na stres jest kolejnym czynnikiem zmniejszania sig
podatno$ci na antymikotyki. W wyniku dziala szeregu czynnikéw stresogennych
(zmiany temperatury, zmiany osmotyczne, wolne rodniki) aktywowane sa réznorakie
szlaki sygnatowe. Za jeden z kluczowych w aspekcie lekoopornosci uznaje si¢ szlak
MAPK. Wptywa on na rozwoj struktury biofilmu [35]. Zwiazkiem, ktory pelni duza
funkcje w odpornosci biofilmu na stres, jest kalcyneuryna, biatko enzymatyczne, ktore
posiada wlasciwos$ci fosfatazy serynowo-treoninowej. Po polaczeniu si¢ kalcyneuryny
z kalmoduling i jonami wapnia powstaje kompleks uaktywniajacy fosfatazy [35, 39].
Z odpowiedzia na stres u grzybow zwiazane s3 rowniez biatka szoku cieplnego (Hsp).
Obecnie duza role przypisuje si¢ biatku Hsp90, ktore w wyniku dziatania stresora
odpowiada za transport, sktadanie oraz dojrzewanie waznych biatek wewnatrzkomor-
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kowych [40]. Gtéwnymi mechanizmami aktywowanymi w odpowiedzi na stres
zwigzany z aktywnoscig lekow azolowych, sa: dzialanie bialek Hsp (w szczegodlnosci
biatka Hsp90), szlak zwigzany z kalcyneuryna, synteza biatek Sgtl i kinaz biatkowych
C, TOR (kinaza biatkowa treoninowo-serynowa, cel rapamycyny) oraz KDAC
(deacetylaza lizynowa) [28, 29]. Ponadto, u C. neoformans wykazano, ze na zmniej-
szenie skutkow dziatania azoli majg wpltyw m.in. szlaki obejmujace dziatanie ATPaz
[29]. Biatka szoku cieplnego odpowiadajg za utrzymywanie stabilno$ci homeostazy
komorki oraz biorg udzial w prawidtowym fatdowaniu innych biatek w celu uzyskania
aktywnej metabolicznie konformacji. Ponadto, s3 w stanie w ograniczonym zakresie
przywraca¢ prawidtowa strukturg uszkodzonym biatkom, jak réwniez odgywaja role
W degradowaniu nieaktywnych polipeptydow [41]. Biatko Hsp90 odpowiada przede
wszystkim za utrzymanie prawidlowej struktury kinaz biatkowych, jak rowniez
aktywnos$ci czynnikow transkrypcyjnych [41], co moze wptywa¢ na zmniejszenie si¢
podatnos$ci grzybow na dziatanie azoli.

4. Podsumowanie

Azole stanowig duza grupa syntetycznych lekow powszechnie stosowanych
w walce z grzybicami powierzchniowymi i uktadowymi. Dzielg si¢ na imidazole
i triazole. Mechanizm dziatania tych lekéw polega na hamowaniu 14-a-demetylazy
lanosterolu, co uniemozliwia synteze podstawowego sktadnika btony komorkowej
grzybéw — ergosterolu. W wyniku zahamowania 14-o-demetylazy lanosterolu naste-
puje nagromadzenie w komorce zmetylowanych steroli, ktore powoduja destabilizacje
btony komérkowej i w konsekwencji $mier¢ komorki.

Azole sg zwykle lekami pierwszego wyboru w profilaktyce i leczeniu infekcji
grzybiczych. Jednak powszechno$¢ ich stosowania, dlugoterminowy charakter
leczenia, nawrotowo$¢ choréb powodowanych przez grzyby czy grzybostatyczne
dziatanie np. wzgledem Candida spp. spowodowato selekcj¢ opornych na azole
genotypow.

Lekooporno$¢ na azole moze by¢ warunkowana obecnoscia —transporterow
wielolekowych, takich jak transportery typu ABC oraz typu MFS. Zwigkszong
opornos¢ grzybow na dziatanie azoli wykazano réwniez w wyniku zwigkszenia
syntezy 14-oa-demetylazy lanosterolu lub modyfikacji jej struktury, zmiany struktury
btony komodrkowej czy utworzenia biofilmu. Ponadto, grzyby moga zwigkszaé
ekspresje niektorych genow, np. ERG3 (kodujgcego dysmutaze) lub ERGI11
(kodujacego 14-a-demetylaze lanosterolu).

Wozrastajaca oporno$¢ grzybow na dostgpne antymikotyki, w tym azole sklaniaja do
poszukiwania nowych $rodkow przeciwgrzybiczych oraz do udoskonalania obecnie
stosowanych preparatow. Jedna z mozliwosci jest laczenie znanych srodkow
przeciwgrzybiczych z innymi zwigzkami chemicznymi w celu uzyskania silniejszego
dziatania mieszaniny w stosunku do tych substancji stosowanych osobno. Strategia ta
pozwala na obnizenie dawki substancji czynnych w stosowanym leku przy jedno-
czesnym utrzymaniu ich terapeutycznego dziatania na skutecznym poziomie. Takie
podejécie umozliwia minimalizacje efektow ubocznych stosowanych Srodkow
przeciwgrzybiczych, a takze przyczynia si¢ do latwiejszej eliminacji szczepow
opornych na leki stosowane osobno. Takg mozliwo$¢ stwarza np. oksytiamina bedgca
antywitaming tiaminy (witaminy B;), ktéra wykazuje antyproliferacyjna aktywnos$¢
wzglgdem Malassezia pachydermatis [42, 43]. Czasteczka ta nie byta dotychczas
wykorzystywana w praktyce medycznej. Ponadto wyniki oceny wrazliwosci szczepow
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M. pachydermatis na oksytiaming w potaczeniu z ketokonazolem wskazaty na wysoki
synergizm dziatania tych zwiazkoéw. Przeprowadzone eksperymenty z zastosowaniem
mieszaniny obu tych zwiazkow wykazaty, ze taki sam efekt bojczy mozna uzyskac przy
duzo nizszych stezeniach, w poréwnaniu do tych czynnikow dziatajacych osobno [44].

Skutecznos¢ i szerokie spektrum dziatania lekéw azolowych sprawiaja, ze trudno

sobie wyobrazi¢ terapi¢ przeciwgrzybiczg bez uzycia tych zwigzkow. Warto jednak
pracowa¢ nad bezpieczng i rownie skuteczng alternatywa dla tych lekéw poszukujac
zwigzkow wplywajacych na zwickszenie efektywnosci azoli i w konsekwencji
zmniejszeniu ich terapeutycznych dawek.
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Azole w terapii grzybic — charakterystyka i mechanizmy opornosci

Streszczenie

Azole stanowig wazna grupe syntetycznych lekow powszechnie uzywanych w terapii przeciwgrzybicze;.
Ich szerokie spektrum dziatania oraz mozliwo$¢ wykorzystania w wielu postaciach farmaceutycznych
pozwala na walke z wickszoscig gatunkoéw chorobotworczych. Przeciwgrzybiczy mechanizm dziatania
tych lekow polega na hamowaniu syntezy ergosterolu — podstawowego sktadnika blony komoérkowej
grzybow, co prowadzi do destabilizacji btony komorkowej i $mierci grzyba. Aktualnie azole uwaza si¢ za
najskuteczniejsze leki przeciwgrzybicze, chociaz coraz czesciej odnotowuje si¢ przypadki szczepow
opornych. Lekooporno$¢ na azole moze wynika¢ z obecno$ci transporterow wielolekowych, takich jak
transportery typu ABC oraz MFS. Ponadto, grzyby moga zwigksza¢ biosyntezg lub modyfikowa¢ strukture
enzymu docelowego dla azoli (14-a-demetylazy lanosterolu), zmienia¢ struktur¢ barier otaczajacych
komorke, tworzy¢ biofilm Iub zwiekszaé ekspresje niektorych genow, np. ERG11 (kodujacego
14-0-demetylazg lanosterolu), ERG3 (kodujacego dysmutaze).

Obecnie trudno wyobrazi¢ sobie terapie przeciwgrzybicza bez uzycia azoli, warto jednak pracowa¢ nad
nowymi formutami tych lekéw z wykorzystaniem zwigzkow dziatajacych synergistycznie. Podejscie takie
moze zwigkszy¢ bezpieczenstwo ich stosowania, nie zmieniajac, a nawet poprawiajac skutecznosé.

Stowa kluczowe: grzyby patogenne, pochodne azolowe, substancje przeciwgrzybicze, biofilm

Azoles in the treatment of fungal infections — characteristics and mechanisms
of resistance

Abstract

Azoles are an important group of synthetic drugs commonly used in antifungal therapy. Their wide
spectrum of activity and possibility of using in many pharmaceutical forms allow to treat the majority of
pathogenic species. Mechanisms of antifungal action of these drugs is based on inhibition the synthesis of
ergosterol — the basic component of the fungal cell membrane, what leads to the destabilization of the cell
membrane and the death of the fungi. Currently, azoles are antifungal drugs, which are considered the most
effective, although cases of resistant strains occurrence are increasingly frequent. Drug resistance to azoles
might be a result of the presence of multidrug transporters (such as ABC and MFS transporters). Moreover,
fungi may increase biosynthesis or modify the structure of the target enzyme for azoles (lanosterol
14-a-demethylase), change the structure of barriers surrounding of the cell, make a biofilm or increase the
expression of some genes, e.g. ERG11 (encoding lanosterol 14-a-demethylase), ERG3 (encoding
dismutase).

Currently, it’s difficult to imagine antifungal therapy without using azoles, but it’s important to work on
new formulas of these drugs using synergistic compounds. It can help to increase the safety of their use
without changing or even improving their effectiveness.

Keywords: pathogenic fungi, azoles, antifungal agents, biofilm

52



Ewelina Wanarska®

Przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna

1. Wstep

Zakazenia pochodzenia bakteryjnego, grzybiczego oraz wirusowego sa dominujaca
przyczyna chordéb XXI wieku, gdzie liczba zgondéw sigga nawet 16 miliondw rocznie
[1]. Odkrycie antybiotykéw byto wielkim przetomem w zwalczaniu przyczyn tych
zakazen 1 przypuszczano, ze ,,cudowne” leki zlikwidujg ten problem. Niestety,
bakterie, walczac o przezycie, wyksztalcily rozne mozliwosci nabywania lekoopornosci.
Ponadto naduzywanie lekéw przeciwdrobnoustrojowych, niestosowanie sie do zalecen
lekarzy i nienalezyta ich aplikacja, przyspieszyta ewolucj¢ mechanizmow leko-
opornosci mikroorganizméw, ktdra stata si¢ powaznym, globalnym problemem [2].

W ,,walce” z antybiotykami drobnoustroje korzystaja z réznorodnych mechanizmoéw,
jakimi sg: zaburzenia w systemie transportu antybiotyku do cytoplazmy, modyfikacja
miejsca docelowego, aktywny wyptyw leku z komorki oraz enzymatyczne niszczenie
lub modyfikacja struktury leku [3,4]. Drobnoustroje wytwarzajace te mechanizmy
nazwano patogenami alarmowymi lub alert-patogenami (ang. alert-pathogens). Takie
drobnoustroje sa odpowiedzialne za szereg zakazen szpitalnych i potrafig przekazywaé
informacj¢ genetyczng w obrgbie tego samego gatunku, jak réwniez migdzy gatun-
kami. Informacja ta przenoszona jest przy pomocy plazmidéw oraz transpozondéw [5].

Badania nad szczegolnie opornymi szczepami pozwolity na stworzenie akronimu
ESCAPE, ktory ,,opisuje” bakterie odpowiedzialne za 2/3 zakazen szpitalnych, wywo-
tywanych przez: Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacteriaceae [6, 7].

Woazrastajaca lekooporno$¢ mikroorganizmow, rowniez oportunistycznych, sktonita
naukowcow do poszukiwania nowych, nieinwazyjnych oraz tanszych S$ciezek
przeciwdrobnoustrojowej terapii. Zainteresowano si¢ przeciwdrobnoustrojows terapia
fotodynamiczng (aPDT — antimicrobial photodynamic therapy) [8]. Ta forma leczenia
jest znana od ponad 1000 lat, chetnie stosowana przez takie kraje jak Indie, Egipt czy
Chiny. Za pioniera wspotczesnej terapii fotodynamicznej uwaza si¢ studenta medy-
cyny Oscara Raab’a (1900), ktory w czasie swoich rozwazan doktorskich prowadzit
badania nad wptywem czerwonej akrydyny na hodowle pantofelkow (Paramecium
spp.) i stwierdzit, ze potaczone dziatanie tego barwnika i $wiatta skutecznie niszczy ten
organizm. Szukajac nowych terapii przeciwdrobnoustrojowych, powrdcono do tej
metody, ktéra znajduje coraz wieksze mozliwo$ci stosowania [9]. Przeciwdrobno-
ustrojowa terapia fotodynamiczna charakteryzuje si¢ szybko$cia oraz tatwoscia, ale co
najwazniejsze, do tej pory, nie zanotowano przypadku opornosci drobnoustrojow na t¢
forme chemioterapii [10]. Celem ponizszej pracy bylo przedstawienie aspektow
przeciwdrobnoustrojowe;j terapii fotodynamicznej oraz wiaczenie nanoczastek ztota do
jej wspomagania.

! ewelina.wanarska@pwr.edu.pl, Zaktad Chemii Medycznej i Mikrobiologii, Wydziat Chemiczny,
Politechnika Wroctawska.
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2. Mechanizm terapii fotodynamicznej

Do przeprowadzenia reakcji fotodynamicznej wykorzystuje si¢ trzy sktadniki:
fotouczulacz (nietoksyczny barwnik), swiatto oraz tlen. Ogdlna technika terapeutyczna
opiera si¢ na uczuleniu komoérek mikroorganizmu okre$lonym fotouczulaczem,
a nastgpnie narazeniu takiego ,,uktadu” na $wiatto o okreslonej dtugosci fali. Klu-
czowym elementem jest korelacja dlugosci fali $wiatta z maksimum absorpcji
barwnika. Podczas tego procesu powstaja reaktywne formy tlenu (reactive oxygen
species — ROS), gtéwnie tlen singletowy, bedacy bardzo szkodliwym czynnikiem dla
mikroorganizmu [11]. Wymienia si¢ dwa rézne mechanizmy (I i II) terapii
fotodynamicznej, zalezne od stgzenia tlenu (rysunek 1) [12].

Mechanizm pierwszy (niskie st¢zenie tlenu) opiera si¢ na absorpcji fotonu przez
fotouczulacz, co powoduje jego przejécie ze stanu podstawowego (*Po) do stanu
wzbudzonego (*P"), a nastepnie stanu trypletowego (*P"). Taka forma fotouczulacza
jest zdolna do przekazywania elektronu czgsteczkom biologicznym znajdujacym si¢ w
jego otoczeniu. Nastepnie nadmiar energii jest przekazywany z bioczasteczek na tlen
czasteczkowy (°0,), powodujac powstanie reaktywnych form tlenu (ROS), gléwnie
tlenu singletowego (‘O,), bedacego przyczyna $mierci komorek. Po catym procesie
fotouczulacz powraca do stanu podstawowego, bedgc przydatnym do nastepnego cyklu
terapii [13,14].

Sciezka drugiego mechanizmu (wysokie stezenie tlenu) jest krétsza. Po absorpcji
fotonu przez fotouczulacz, nadmiar energii jest bezposrednio przekazywany na
czasteczke tlenu, powodujac powstanie niebezpiecznego tlenu singletowego. Ten
mechanizm terapii fotodynamicznej jest uwazany za dominujacy (tlenowy charakter
organizmu ludzkiego) i bardziej skuteczny niz mechanizm pierwszy [13,14].

/lIechanizm tvpu 1T /

Fotouczulacz (stan 0- o O
singletowy)
[ -
energia
Fotouczulacr (stan Smierc
trypletowy) komérki

1]
P

Fotouczulacz (stan -
pcdstawm*f‘) IE 0.
Swiatlo / Mechanizm typu I /

Rysunek 1. Mechanizmy przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej (1 1) [9]
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Niebezpieczne produkty opisanego procesu prowadza do: degradacji oston oraz
uszkodzenia struktur komérkowych mikroorganizméw (biatka, lipidy, kwasy nukle-
inowe), zaburzenia szlakow metabolicznych, rozregulowania procesow translacji,
transkrypcji oraz replikacji, prowadzacych do $mierci komoérek. Kluczowym celem
takiej terapii jest niszczenie komorek drobnoustrojow przy jednoczesnym braku
wpltywu na komorki gospodarza [15].

Naukowcy chetnie manipulujg ,,czynnikami” procesu terapii fotodynamicznej. Na
tlen mozna wptyna¢ w sposob posredni, zmieniajac jego stezenie. Natomiast fotouczu-
lacze sa testowane pod wzgledem zmiany ich chemicznych wiasciwosci lub dazy sie
do powstania nowej generacji fotouczulaczy, wykorzystujac zdobycze nanotech-
nologii. Dodatkowo, oprocz modyfikowania samego barwnika, operuje si¢ jego
otoczeniem, to jest zmianami pH czy temperatura [9].

3. Fotouczulacze

Wyniki badan prowadzonych w ostatnich latach pokazaty, ze nie kazdy barwnik
moze by¢ wykorzystany w fototerapii przeciwdrobnoustrojowej. Fotouczulacze
powinny mie¢ kilka waznych cech. Przede wszystkim powinny by¢ to zwiazki czyste
chemicznie. Czasteczki $wiattoczule powinny by¢ trwate i dobrze rozpuszczalne
w wodzie. Nie mogg by¢ toksyczne dla komérek ludzkiego organizmu. Dodatkowo,
przy wzbudzeniu $wiatlem, waznym aspektem jest ich wysoka toksyczno$¢ wobec
komorek bakteryjnych i jak najmniejszy wplyw na komorki ludzkie. Waznym
elementem jest zdolno$¢ do generacji tlenu singletowego i innych wolnych rodnikéw
w krotkim czasie [16].

Wymienia si¢ kilka grup fotouczulaczy dziatajacych na okreSlone drobnoustroje
(tabela 1) [10]. Fenotiazyny, np. bigkit metylenowy oraz ortotolidyna sa najczeSciej
wykorzystywane w mechanizmie fotouczulenia typu 1. Absorbcja $wiatta o dtugosci
fali 600-680 nm pozwala na wykorzystanie ich jako fotouczulaczy. Oba barwniki
wykazujg aktywno$¢, zarowno w przypadku bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-
ujemnych. Foto-toksyczno$¢ tej grupy zwigzkow polega na dezintegracji bton
komorkowych mikroorganizméw, niszczeniu organelli komorkowych oraz zaburzeniu
struktury kwasow nukleinowych [10, 15].

Porfiryny, a szczeg6lnie porfiryny kationowe, na przyktad hematoporfiryna,
absorbujace $wiatlo o dlugosci fali 610-630 nm, sa barwnikami chetnie wykorzysty-
wanymi w mechanizmie typu Il fototerapii. Dodatnio natadowane porfiryny majg
mozliwo$¢ przenikania przez ostony komoérkowe mikroorganizmu, wykorzystujac
oddziatywanie z bakteryjnym lipopolisacharydem (LPS) [10, 15, 19].

Chloryny (glownie chloryny kationowe) podobnie jak wyzej wymienione porfiryny,
sg wykorzystywane w mechanizmie typu II. Absorbujace $wiatlo o dlugosci 650-660 nm
zwiazki, majg dodatkowg zalete w postaci generowania tlenu singletowego o wysokiej
wydajnosci kwantowej [10, 15].

Ftalocyjaniny, na przyktad sulfonowana ftalocyjanina chloro-glinowa, absorbujace
$wiatlo o zakresie podobnym do porfiryn, sa jednymi z najbardziej znanych
fotouczulaczy, wykorzystujacych II mechanizm. Ftalocyjaniny maja mozliwosé
generacji duzych iloéci reaktywnych form tlenu [10, 15].
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Ksanteny, na przyklad erytrozyna czy ro6z bengalski, w przeciwienstwie do wyzej
wymienionych s3 anionowymi zwigzkami wykorzystujacymi II typ mechanizmu.
Absorbujg fale swiatta o dlugosci 480-550 nm. Oprdcz generacji tlenu singletowego
majg mozliwos¢ generowania anionéw ponadtlenkowych. Moga by¢ podawane
doustnie, bedac przydatne takze w zwalczaniu wirusow [10, 15].

Mechanizm dziatania kwasu 5-aminolewulinowego opiera si¢ na akumulacji
protoporfiryny (PpIX) bedacej prekursorem hemu. To whasnie protoporfiryna, akumu-
lowana w komorce, warunkuje aktywno$¢ fotouczulajacg W obecnosci $wiatta. Zaleta
kwasu jest fakt, iz jest on naturalnym prekursorem fotouczulajacym wytwarzanym
przez organizm ludzki, wykazujacym niskg cytotoksycznos$¢. Dodatkowo wytwarzana
protoporfiryna jest szybko usuwana z organizmu, a dlugotrwate uzycie kwasu nie
powoduje nadwrazliwos$ci na $wiatto. Proces zachodzi bardzo szybko [10, 17].

Fulereny dziatajg na zasadnie mechanizmu typu I. Ze wzgledu na brak tadunku,
czyste fulereny nie moga by¢ stosowane do przeciwbakteryjnej terapii. Wykorzystanie
tej grupy umozliwia modyfikacja chemiczna po dodaniu czasteczek amfifilowych [15].

Tabela 1. Fotouczulacze wykorzystywane w terapii przeciwdrobnoustrojowej [10, 15]

Grupa Fotouczulacz Bakterie
. biekit metylenowy, Escherichia coli, Pseudomonas
Fenotiazyny ortotolidyna aeruginosa
. . . Escherichia coli,
Porfiryny porfiryna kationowa Staphylococcus aureus
Chloryny chloryna kationowa Escherichia coli

sulfonowana ftalocyjanina

. Escherichia coli
chloro-glinowa scherichia co

Ftalocyjaniny

Ksanteny 6z bengalski, erytrozyna Escherichia coli

Kwas 5-aminolewulinowy . Staphylococcus aureus,

(prekursor) protoporfiryna IX Pseudomonas aeruginosa
s6l jodku

Fulereny N-metylopirolidyno- C60- Staphylococcus aureus

fullerenowego

4. Zrédia §wiatla

Swiatlo jest kolejnym niezbednym skladnikiem przeciwdrobno-ustrojowej terapii
fotodynamicznej. Zakres dtugosci Swiatta absorbowanego przez fotouczulacze zawiera
si¢ w przedziale 630-700 nm, co odpowiada wiazce $wiatla, ktéra moze przeniknac
przez tkanki od 0,5 do 1,5 cm. Najkorzystniejszym zrodtem $wiatta okazaty sie¢ by¢
lasery oraz diody emitujace $wiatlo (LED) [4]. Zaletami laseréw jest wytwarzanie
swiatla o bardzo szerokim zakresie dlugosci od ultrafioletu (fale krotkie) do $wiatta
czerwonego (fale dlugie). Generowana wiazka §wiatta charakteryzuje si¢ monochro-
matyczno$cig, stabilnoscia pod katem kierunku, czestotliwoscia oraz barwa,
w przeciwienstwie do odmiennych, powszechnych niespdjnych zrédet §wiatta np.
zaroOwki [12]. Pierwsze lasery jako os$rodek czynny posiadaly mieszanke helu oraz
neonu, podczas gdy w dzisiejszych czasach chetniej uzywa si¢ mieszanek arsenku
glinu z domieszkami galu, uzyskujac pozadang intensywnos¢ emisji $wiatta. LED maja
mozliwos¢ generowania $wiatla o szerszym spektrum, przy czym sa tansze, ale
wytwarzane $wiatto nie posiada tak dobrej jak lasery zdolnosci penetracji tkanek.
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Kluczowym aspektem przy wykorzystaniu tych dwoch zrodet swiatta jest dobranie
odpowiedniej dawki energii, gdzie nieostrozna generacja duzej ilo$ci ciepta (wzrost
temperatury) wigze si¢ z ryzykiem zniszczenia tkanek [13].

5. Przeciwdrobnoustrojowy cel terapii fotodynamicznej

Przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna, jak wspomniano wyzej,
ukierunkowana jest na okreslone struktury komoérkowe, takie jak lipidy, biatka oraz
kwasy nukleinowe. Roznorodnym wiasnosci fotouczulaczy (fadunek, wielkosc,
liofilowos¢) pozwalaja im akumulowac si¢ w r6znych miejscach komorki.

Zaczynajac od lipidow, poprzez liofilowy charakter fotouczulaczy, gtéwnym
miejscem osadzenia sa zewnetrzne btony komoérkowe mikroorganizméw, z czego
wynika, iz sktadniki membran (komponenty lipidowe i biatka) sg priorytetowym celem
aPDT. Generowane reaktywne formy tlenu oraz inne toksyczne rodniki, glownie
»skupiaja” si¢ na nienasyconych kwasach tluszczowych, kierujac swoje dziatanie na
rozerwanie podwodjnych wigzan w tancuchach acylo-fosfolipidowych. Problemem
W tym aspekcie stajg si¢ mikroorganizmy, ktoérych zewngtrzna blona posiada nasycone
kwasy tluszczowe. Ciekawym odkryciem stala si¢ rowniez wewnetrzna warstwa blony
oraz blona cytoplazmatyczna jako cel modyfikacji redoks w obecnosci pochodnej
porfiryny u bakterii E. coli. Zmiana stopnia utlenienia lipidow powoduje proces
reorganizacji btony plazmatycznej, uptynniajac ja, a zatem powodujac $mier¢ komorki
[4, 10].

Mechanizmy uszkadzania biatek, a co za tym idzie $mier¢ komorek mikroorga-
nizméw sg wcigz nie do konca poznane. Poprzez fakt, iz proteiny wystepuja w duzej
ilosci w r6éznych miejscach w komorce (btony komorkowe, cytozol) oraz przez ich
charakter liofilowy (tak jak fotouczulacze), powinny byé kluczowym celem terapii
fotodynamicznej. Dyskusyjng kwestig jest fakt czy wspomniana proteotoksycznos$¢ jest
przyczyna $mierci komorkowej, poniewaz bakterie doskonale radza sobie ze stresem
proteotoksycznym [9, 15, 20].

Kwasy nukleinowe sa rowniez dyskusyjnym celem przeciwdrobnoustrojowej
terapii fotodynamicznej. Niektorzy badacze opisujg, iz fotouczulacze wigza si¢
z kwasami, powodujac ich modyfikacje i w ten sposdb zaburzajg ich funkcje gene-
tyczne. Z drugiej strony uwaza si¢, iz kwasy nie sa celem terapii, poniewaz zaraz po
niej nastgpuja szybkie procesy naprawcze [9, 15, 20].

Ekspresja pomp wyptywowych jest dodatkowym, lecz rzadziej opisywanym,
i wcigz kontrowersyjnym celem przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej.
Z jednej strony aPDT nie ma wptywu na mikroorganizmy, ktore wiasnie przy uzyciu
pomp wyptywowych usuwajg lub zmniejszajg stezenie szkodliwych fotouczulaczy,
obnizajac skutecznos$¢ terapii. Z drugiej strony mozna pokonaé problem poprzez
zastosowanie specyficznych inhibitoréw pomp wyptywowych [9, 15, 21].

6. Bariery przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej

Skutecznos¢ terapii fotodynamicznej zalezy od drogi, ktéora musi by¢ pokonana
oraz od napotkanych barier komorkowych. Pierwsza barierg stajg si¢ lipopolisacharydy
(LPS) wystepujace na powierzchni zewnetrznej btony komorkowej bakterii Gram-
ujemnych. LPS podtrzymuje integralno$¢ btony i co za tym idzie, chroni komorke
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przed chemicznymi, fizycznymi oraz elektrostatycznymi bodzcami [21]. Zniszczenie
tej struktury powoduje $mier¢ mikroorganizmu. Btona komorkowa, jak wspomniano
wcezesniej, jest celem terapii, jednakze przeniknigcie fotouczulacza przez bariere
lipopolisacharydows, staje si¢ nie lada wyzwaniem. Pierwszy punkt zaczepienia, jakim
jest LPS to doskonaty cel dla kationowych czasteczek fotouczulajacych. Przepro-
wadzone badania wobec P. aeruginosa, z wykorzystaniem rézu bengalskiego oraz
biekitu metylenowego, wykazaly, Zze po =zastosowaniu terapii fotodynamicznej
nastepowata modyfikacja redoks bakteryjnego LPS. Wykazano takze, ze wigzanie si¢
kationowych czasteczek fotouczulajacych z anionowymi LPS, konkuruje z obecnymi
dodatnio natadowanymi Ca®" oraz Mg”", a sukces terapii wynikat z delokalizacji tych
kluczowych kationéw odpowiedzialnych za stabilizacj¢ blony [22, 23].

Zewngtrzna btona bakterii Gram-ujemnych, posiadajaca hydrofilowa powierzchnie
oraz lipofilowy rdzen, staje si¢ powazna barierg dla réznorodnych czasteczek (zar6wno
hydro- jak i lipofilowych). Jedynymi czgsteczkami tatwo przechodzacymi przez btong
sg czasteczki amfifilowe. Doskonato$¢ tej bariery zaburza, wczesniej opisana,
delokalizacja kluczowych kationow. Ostabienie inicjuje tez powstawanie kanalow,
utatwiajgcych samoistne przejscie fotouczulaczy do wnetrza komorki. Problem poja-
wia si¢ w przypadku fotouczulaczy anionowych, gdzie ich przej$cie wymaga aktywnego
transportu, na przyktad w obecnosci biatlek porynowych, czesto wystepujacych
W zewngetrznej blonie bakterii Gram-ujemnych. W przypadku obojetnych fotouczulaczy,
sukces terapii wynika z interakcji z kationowymi biomolekutami [15, 23].

Bakterie Gram-dodatnie takze posiadaja bariery, ktore musza by¢ pokonane przez
fotouczulacz. Kwasy lipotejchowe wystepujace na blonie cytoplazmatycznej oraz
tejchowe wystepujace na $cianie, stanowig wstepna blokade dla fotouczulacza, gtownie
anionowego. Kationowe fotouczulacze moga przechodzi¢ przez warstwe na zasadzie
oddziatywan elektrostatycznych. Dejonizacja btony destabilizuje jej strukture, pozwa-
lajac na skuteczne przejscie obydwu rodzajow fotouczulaczy [22-24].

Peptydoglikan stanowi kolejny punkt przejscia dla fotouczulaczy. Peptydoglikan
wystepujacy na btonie cytoplazmatycznej bakterii Gram-dodatnich jest okoto 2-10 razy
grubszy niz ten wystepujacy miedzy btona cytoplazmatyczng i zewngtrzng btona
u bakterii Gram-ujemnych. Peptydoglikan jest struktura do$¢ porowata, dlatego nie
stanowi wigkszej przeszkody dla fotouczulaczy kationowych czy anionowych.
Obojetne oraz anionowe fotouczulacze moga przejs¢ przez t¢ warstwe przy pomocy
pasywnej dyfuzji, podczas gdy dodatnio natadowane czgstki na zasadzie oddziatywan
elektrostatycznych. Przeprowadzone badania, pokazaly, ze mimo grubszej warstwy
peptydoglikanu, walka z bakteriami Gram-dodatnimi jest tatwiejsza niz z bakteriami
Gram-ujemnymi [15].

Blona cytoplazmatyczna stanowi ostatnig barier¢ do przejscia dla fotouczulacza.
Sktad btony w przypadku bakterii Gram-ujemnych oraz Gram-dodatnich jest znacznie
zroznicowany. Fosfatydyloetanoloaminy maja wigkszy udziat w strukturze blon
komorkowych bakterii Gram-ujemnych niz Gram-dodatnich. Nizsza zawarto$¢ tych
struktur w sktadzie bakterii Gram-dodatnich warunkuje wystepowanie wigkszej ilosci
anionowych fosfolipidow. Jest to kolejny dowdd na to, iz przeciwdrobnoustrojowa
terapia fotodynamiczna jest skuteczniejsza wobec bakterii Gram-dodatnich [15].
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7. Nanoczastki metali w terapii fotodynamicznej

W celu pokonania wczesniej wymienionych probleméw, dazy si¢ do otrzymywania
fotouczulaczy III generacji wspomaganych réznorodnymi nanostrukturami, gtéwnie
nanoczastkami metali.

Nanotechnologia jest przetomowa dziedzing ostatniej dekady wykorzystujaca
obiekty organiczne oraz nieorganiczne, o rozmiarze 10° m o réznorodnych whasci-
wosciach, takich jak ksztatt, rozmiar, dyspersja czy dlugi czas dziatania [25]. Dobrze
znanymi nanostrukturami sg liposomy, micele, nanorurki, a takze nanoczastki metali.
Przetomem w badaniach okazato si¢ wykorzystanie nanostruktur, w tym nanoczastek
metali do poprawy efektywnosci przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej
[25, 26]. Nanostruktury moga wspomagaé¢ fotouczulacze w dwojaki sposob.
Pierwszym sposobem jest enkapsulacja czasteczki fotouczulajacej (liposomy,
nanosfery micele, nanokapsuty). Drugim sposobem jest jej kowalencyjne przytaczenie
do nanostruktury (nanoczastki metali). Wspomaganie terapii fotodynamicznej przez
nanoobiekty poprawia rozpuszczalno$é fotouczulaczy, zarowno w wodzie, jak i innych
wodnych rozpuszczalnikach. Obecno$¢ nanoczgstki zapobiega formowaniu si¢
dimerow oraz trimerow czasteczkowych, ktore moga dawac niska efektywnosc¢ terapii.
Waznym aspektem jest wspomaganie osiggniecia celu oraz selektywnos$ci i akumulacja
w docelowych komorkach. Dodatkowa zaleta jest zapobieganie wydalaniu fotouczu-
lacza z komorki oraz efektywna redukcja lekoopornosci mikroorganizmow. Opisuje
si¢, iz same nanoczastki metali wykazuja wtasciwosci bakteriobojcze oraz bakterio-
statyczne, poprzez hipotetyczna destrukcje oston komoérkowych, zaburzenie metabo-
lizmu komorki oraz generowanie reaktywnych form tlenu, jednakze ich wplyw jest
wcigz dyskusyjny, a mechanizm doktadnie niepoznany. Jednymi z najchetniej
wykorzystywanych w fototerapii nanostruktur sa nanoczastki metali, gtéwnie ztota
i srebra [27, 28].

Waznymi zaletami zlotych nanoczastek sa ich optyczne wiasciwosci, uniwersalne
powierzchnie oraz biokompatybilno$¢. Przeprowadzono badania przeciwgrzybicznych
wilasciwos$ci kompleksu nanoczgstka ztota-blekit metylenowy wobec drozdzakow
Candida albicans. Eksperymenty pokazaty niszczacy wptyw tego koniugatu, odno-
szacy sie do zaburzenia struktury biofilmu drozdzaka, dezintegracji oston komorko-
wych oraz dezorganizacji metabolizmu komorki [29]. Koniugat nanoczastka zlota-
bigkit metylenowy wywotywal réwniez $miertelne fotouczulenie Staphylococcus
aureus [30] i Staphylococcus epidermidis [31]. Kompleks nanoztoto-fotouczulacz,
powodowat prawie 100% $miertelnosci Staphylococcus epidermidis juz po
5-minutowym naswietlaniu. Dodatkowo stwierdzono bakteriobojcze dziatanie
kompleksu ztota nanoczastka-btekit metylenowy bez ekspozycji na $wiatto [31].

Nanoczastki srebra sg znane jako czastki bakteriobdjcze. Nanostruktury te maja
zdolnos$¢ do reagowania z siarkg oraz jej pochodnymi skutkujac zmiang przepuszczal-
nosci oston komoérkowych i dezorganizacja procesow replikacyjnych [32]. Badano
bakteriobdjcze wiasciwosci kompleksu nanoczastka srebra-biekit metylenowy wobec
Streptoccocus spp., bedacych niebezpiecznymi patogenami w pierwszych miesiacach
zycia dzieci. Wysokie stezenie srebrnych nanostruktur okazato si¢ by¢ efektywne
w zwalczaniu patogenicznego drobnoustroju [33].
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8. Podsumowanie

Przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna wydaje si¢ by¢ skuteczng technika
w zwalczaniu mikroorganizméw wywotujacych grozne, a w niektorych przypadkach
$miertelne choroby. Zaletami terapii sg nieinwazyjnos¢, fatwos$¢ i nietoksyczno$é¢ dla
komorek gospodarza oraz co najwazniejsze do tej pory, nie opisano opornosci
mikroorganizméw na ten sposob ich niszczenia. Elementy terapii, takie jak: $wiatto,
fotouczulacze oraz tlen, sg tatwo dostepne. Czasteczki fotoczute sa réznorodne,
a dzisiejsze metody i techniki dajg mozliwo$¢ zmiany ich wlasciwosci lub otrzymania
calkiem nowego produktu. Uaktywniony fotouczulacz poprzez niszczenie oston
komorkowych, dociera do konkretnych struktur komérkowych, generuje reaktywne
formy tlenu (ROS) oraz poprzez wywotanie stresu komoérkowego zaburza metabolizm
komérkowy (transkrypcja, replikacja, translacja). Szeroko rozwijajaca si¢ nanotechno-
logia pozwala tworzy¢ réznorodne nanostruktury, bedace dodatkowym ogniwem
procesu. Tworzone sa fotouczulacze Ill generacji, wspomagane przez nanoczastki
metali, ktore poprawiajg efektywno$¢ omawianej metody niszczenia patogenow.
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Ewelina Wanarska

Przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna

Streszczenie

Lekoopornos¢ patogendw stata si¢ powaznym problemem XXI wieku. Antybiotyki staly si¢ niewystar-
czalnym ogniwem walki z infekcjami drobnoustrojowymi, ktére poprzez wykorzystanie réznorodnych
mechanizméw obronnych skutecznie uodparniajg si¢ na stosowane leki. Skionito to naukowcow do
poszukiwania nowatorskich, tatwiejszych i tanszych sSciezek walki z mikroorganizmami. Rozwigzaniem
moze by¢ przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna, wykorzystujaca tlen, fotouczulacz oraz
$wiatlo. Dodatkowym pomystem stato si¢ wykorzystanie nanoczastek metali jako wspomagaczy terapii,
tworzac nowe fotosensybilatory III generacji.

Stowa kluczowe: lekoopornosé¢, mikroorganizmy, terapia fotodynamiczna, nanoczastki

Antimicrobial photodynamic therapy

Abstract

Drug resistance of pathogens has become a serious problem of the 21st century. Antibiotic therapy have
become an insufficient method in the fight against microbial infections. Bacterial pathogens have
developed different ways of resistance to antibiotics. An increasing problem convinced scientists to look
for innovative, easier and cheaper ways to inactivate of pathogens. The alternative to antibiotics may be
antimicrobial photodynamic therapy, using oxygen, photosensitizer and light. An additional idea is the use
of metal nanoparticles as a aiding therapy agent, creating a new third generation of photosensitizers.
Keywords: drug resistance, microorganisms, photodynamic therapy, nanoparticles
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1. Poszukiwanie nowych lekéw przeciwgrzybiczych

Wybor leku przeciwgrzybiczego zalezy od wielu czynnikoéw np. miejsca wystepo-
wania grzybicy, rodzaju patogenu, kosztow, dostgpnosci danego leku czy wystepu-
jacych dziatan niepozadanych. Poszukiwanie nowych lekow ma na celu zwigkszenie
efektu leczniczego i1 jednoczes$nie zmniejszenie jego toksyczno$ci. Istotnym jest
rowniez zwrocenie uwagi na opornos¢ grzyboéw na dany lek, gdyz organizmy te
wyksztalcily specjalne mechanizmy umozliwiajace uniknigcie dziatania leku [1].
Przyktadowo $ciana komdrkowa grzyba jest gruba i zbudowana z chityny, co utrudnia
przenikanie leku do wnetrza komorki [2,3]. Narastajgcym problemem terapii jest
wystepowanie lekoopornosci z powodu stosowania lekow przeciwgrzybiczych
niepotrzebnie, w niepotwierdzonych diagnozach, bez specjalistycznych badan [1,4].
Do mechanizmoéw opornosci nalezy rowniez zmniejszone powinowactwo do enzymow
bioracych udziat w budowie blony komorkowej grzyba poprzez syntezg ergosterolu
oraz nadekspresja pomp wyptywowych majacych na celu usuniecie leku z komorki
[4,5]. Amfoterycyna B jest antybiotykiem polienowym o szerokim spektrum dziatania,
a wykazywanie opornosci przez komorki grzyba jest znikome i stanowi wyjatki.
Dodatkowo jest to bardzo silny lek przeciwgrzybiczy stosowany w inwazyjnych
chorobach grzybiczych (IFDs), a zarazem bardzo toksyczny [6,7]. Z tego powodu
badania skupiajg si¢ gltownie nad preparatami lipidowymi AmB o obnizonej
toksycznosci z zachowaniem dawki terapeutycznej, gdyz inne leki maja waski zakres
dziatania, sg stosowane w grzybicach miejscowych bedacych mniejszym zagrozeniem
zdrowia 1 zycia pacjentow rozpatrujgc w aspekcie wystepowania dziatan nieboza-
danych. Amfoterycyna B stosowania jest od lat 60. XX wieku, natomiast ze wzgledu
na jej toksyczno$¢ ograniczono jej stosowanie [8]. Stworzenie preparatow lipidowych
0 zmniejszonej toksycznosci oraz wynalezienie nowych, duzo drozszych lekow
przeciwgrzybiczych tworzacych interakcje z innymi lekami sprawito, ze czestotliwosé
jej stosowania ponownie si¢ zwigkszyta [9].
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2. Toksyczno$¢ preparatéw przeciwgrzybiczych

Leki przeciwgrzybicze dziela si¢ na 5 klas tj. antybiotyki, azolowe leki przeciw-
grzybicze, echinokandyny, pochodne alliloaminy i inne leki przeciwgrzybicze. Kazda
klas¢ charakteryzuje odmienny mechanizm dzialania, toksycznos¢, zakres dziatania
oraz zastosowanie [6]. Wigkszos$¢ klas ma szeroki zakres dziatania, ale najlepiej dziata
w okreslonych schorzeniach poszczegdlnych uktadow. W celu wyjasnienia powodu
toksycznosci niezbgdne jest przeanalizowanie mechanizméw dziatania poszczegolnych
lekow, ich budowy oraz cech charakterystycznych.

Pierwsza klasa lekow przeciwgrzybiczych to antybiotyki, ktore dzielg si¢ na anty-
biotyki polienowe i antybiotyki o budowie spiranowej. Najwazniejszym antybiotykiem
polienowym jest amfoterycyna B, ktdra jest znana z szerokiego spektrum dziatania
i duzej toksycznosci. Stosuje si¢ j3 tylko w najpowazniejszych chorobach wywotanych
przez grzyby np. IFDs, czyli inwazyjnej chorobie grzybiczej. W przypadku terapii tym
antybiotykiem korzysci leczenia nim powinny by¢ wieksze niz ryzyko dziatan
niepozadanych, pogarszajacych stan zdrowia pacjenta [7]. Antybiotyki polienowi
— w tym amfoterycyna B — dziatajg na btong komdrkowa grzyba poprzez bezposrednia
interakcje z ergosterolem, prowadzaca do tworzenia porow i zaklocenia potencjatu
transbtonowego na skutek utraty jonéw [3]. Natomiast mechanizm dziatania
antybiotykow o budowie spiranowej, w odroznieniu od antybiotykéw polienowych,
polega na uszkodzeniu $ciany komorkowej grzyba [6]. Proces ten jest skutkiem
zahamowania biosyntezy chityny, zahamowania biosyntezy RNA oraz zaburzenia
syntezy bialek w komdrkach grzyba. Do tej grupy lekéw nalezy gryzeofulwina, ktora
jest metabolizowana poprzez cytochrom P-450, co moze przyczyniac si¢ do jej duzej
toksycznosci [10].

Do grupy azolowych lekow przeciwgrzybiczych nalezg leki imidazolowi
i triazolowe, oba o szerokim spektrum dziatania [11]. Eliminuja one wigkszos$¢ grzy-
boéw patogennych dla czlowieka, lecz ze wzgledu na duza toksyczno$¢ sg stosowane
tylko w leczeniu miejscowym. Wystepuje roznica w nasileniu dziatania leczniczego
pomiedzy lekami imidazolowymi, a triazolowymi. Wynika ona z r6znicy w budowie,
gdyz pochodne triazolowe wykazuja wicksza aktywnos¢ przeciwgrzybicza ze wzgledu
na zastgpienie grupy imidazolowej podwodjng grupa triazolowa [11]. Zapewnia to
wieksza skuteczno$¢ lekdéw nalezacych do triazoli, ktérych przedstawicielami sa
flukonazol, itrakonazol czy worikonazol [11-13]. Leki te blokujg synteze ergosterolu
zawartego w blonie komorkowej grzyba poprzez taczenie si¢ z cytochromem P-450.
W wyniku tego mechanizmu moze dojs¢ do nagromadzenia si¢ w srodowisku reakcji
toksycznych steroli [14].

Kolejng klasg grzyboéw sa echinokandyny, do ktorych naleza kaspofungina,
anidulafungina i mykafungina. Hamuja one syntez¢ 1,3-B-D-glukanu, ktory jest
niezbednym sktadnikiem $ciany komoérkowej niektorych grzyboéw [15,16]. Brak
syntezy glukanu powoduje degradacje komorki grzyba. Jednak czynnikiem ogranicza-
jacym stosowanie echinokandyn nie jest toksyczno$¢, gdyz wywotuja mato skutkow
ubocznych — a wystgpowanie opornosci na ten rodzaj antybiotyku oraz mniejsze efekty
terapeutyczne w poréwnaniu do amfoterycyny B [17].

Ostatnig sprecyzowang grupa lekéw sa pochodne alliloaminy np. terbinafina, ktore
hamuja powstawanie ergosterolu w sposob niezalezny od cytochromu P-450, lecz
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w wyniku tej reakcji dochodzi do akumulacji toksycznego skwalenu, co moze by¢
ograniczeniem w stosowaniu tej grupy lekow [18].

Amfoterycyna B jako jedyny lek ma szerokie spektrum dziatania, nie podlega
mechanizmom opornosci, jest tania w poréwnaniu do innych lekéw przeciw-
grzybiczych, tatwo dostgpna nawet w ubozszych krajach na $wiecie, a jej polaczenia
z innymi substancjami i strukturami lipidowymi nie tworzg niezgodno$ci oraz obnizaja
skutecznie jej toksyczno$é. Z tego powodu trwajg liczne badania nad zastosowaniem
jej roznych form, ktoére maja za zadanie utrzymac efekt leczniczy i skutecznosc,
a zmniejszy¢ ryzyko wystgpienia dziatan niepozadanych [19, 20].

3. Amfoterycyna B — podstawowe informacje

Amfoterycyna B (AmB) to jeden z najskuteczniejszych antybiotykéw przeciw-
grzybicznych stosowanych w cig¢zkich ukladowych lub glebokich zakazeniach
grzybiczych ze wzglgdu na szerokie spektrum dziatania. Poza leczniczymi wiasci-
wosciami AmB, wykazuje ona tak jak wszystkie leki dziatania niepozadane,
a mianowicie jest silnie nefrotoksyczna — uszkadza btony komorkowe Iludzkich
komorek i wywiera dziatanie prozapalne. Z tego powodu w lecznictwie stosowane sg
gtownie jej formy lipidowe tj. forma liposomalna, forma kompleksu lipidowego, forma
koloidalna. Trwaja badania nad potaczeniem AmB z jonami Cu®* oraz innymi formami
np. NanoDisk Iub amfoterycyna B w ciektych krysztatach, ktére maja by¢ bezpiecz-
niejsza forma terapii [21-23].

Amfoterycyna B nalezy do grupy antybiotykdw polienowych, czyli zwiazkow
posiadajacych wieloczlonowy pierscien laktonowy zawierajacy w czgséci hydrofilowe;j
grupy hydroksylowe i sprzgzone wigzania podwojne. Swoja najwigksza aktywnosc
amfoterycynie B zapewniaja grupy hydroksylowe w miejscach C-8, C-9 i C-10.
Wspomniany pierscien laktonowy jest potaczony glikozydowo z amino sacharydem —
mykozaming (3,6-dideoksy-3-amino-D-mannoza) [24]. Ograniczenie klinicznego
wykorzystania tego leku wynika z silnych wlasciwosci nefrotoksycznych, gdyz liczne
badania wskazuja na wystepowanie ostrej niewydolnosci nerek, ktora czgsto prowadzi
do $mierci pacjenta. Dziatania niepozadane leczenia amfoterycyng B, ktore rowniez
zagrazajg zdrowiu i Zyciu pacjenta obejmujg uszkodzenia watroby [25].

4, Mechanizm dzialania

Grzybobdjczy mechanizm dzialania antybiotykéw polienowych (w tym amfo-
terycyny B) polega na tworzeniu kompleksow leku ze sterolami (ergosterolem) bton
komorkowych grzybow i zmianie przepuszczalno$ci btony [26]. Antybiotyki polie-
nowe tacza si¢ ze sterolami btonowymi, tworza w blonie komorek grzyba pory
przepuszczalne dla jonoéw. Uposledzenie funkcji ochronnej blon komoérkowych
powoduje wydostanie si¢ na zewnatrz sktadnikow komdrkowych, przerwanie proce-
sow metabolicznych i $mier¢ komorki [27]. Jednak amfoterycyna B poprzez zdolnos¢
do wigzania z cholesterolem zawartym w komorkach, uszkadza btony komorkowe
réwniez ludzkich komoérek m.in. RPTEC-nabtonkowych komoérek kanalika proksy-
malnego nerki. Natomiast mechanizm anatomiczny amfoterycyny B zwigzany jest
z obkurczaniem naczyn nerkowych (glownie tetniczki doprowadzajacej), ktoremu
czesto towarzysza zespoly cewkowe charakteryzujace si¢ uposledzeniem zaggszczania
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i zakwaszania moczu oraz nieprawidtowym jego skladem. W moczu pojawiaja si¢
cukry oraz aminokwasy, a gospodarka wodno-elektrolitowa jest zaburzona [28]. Na
poziomie molekularnym amfoterycyna B bierze udzial w indukcji stanu zapalnego
poprzez ekspresje cytokin prozapalnych tj. TNF-a (ang. Tumor Necrosis Factor)
czynnik martwicy nowotworow, IL-1 (interleukina-1), IL-6, 1L8 [25, 29].

5. Preparaty amfoterycyny B

5.1. D-Amb - dezoksycholan amfoterycyny B — klasyczna postaé leku

Klasyczna forma amfoterycyny B jest dezoksycholan amfoterycyny (D-AmB),
ktory zostat wprowadzony do lecznictwa w 1959 r. [8]. Mechanizm jego dziatania
polega na bezposrednim dziataniu na komoérke co prowadzi do jej destrukcji. Jest to
najbardziej toksyczna posta¢ amfoterycyny B dziatajaca silnie nefrotoksycznie poprzez
powinowactwo do steroli, ktore wystepuja w duzej ilosci w komorkach nerek. Odradza
si¢ stosowanie tej formy amfoterycyny ze wzgledu na liczne doniesienia o uszkodzeniu
nerek i przewadze dziatan niepozadanych nad wiasciwos$ciami leczniczymi [30].
Dezoksycholan amfoterycyny B wykazuje zalezng od stezenia aktywno$¢ przeciw-
grzybicza, gdyz rownowaga migdzy efektami leczenia a skutkami ubocznymi zalezy
rowniez od podanej dawki [31]. W porownaniu do innych form amfoterycyny B
D-AmB jest tatwo dostepny i tanszy niz preparaty lipidowe, dlatego jest czgsto
stosowany w ubozszych krajach.

5.2. Preparaty lipidowe

Preparaty lipidowe wykazuja mniejsza toksycznos¢ niz D-AmB, dlatego sg czgsciej
stosowane w lecznictwie. Formy lipidowe w miejscu zakazenia sg tak samo toksyczne
dla komérek grzyba jak D-AmB. Ich minusem jest cena, poniewaz sg drozsze niz
klasyczna forma leku oraz mniej dostgpne w krajach ubozszych, gdzie ich zapotrze-
bowanie jest najwieksze ze wzgledu na czestsze zachorowania [32].

5.2.1. Forma lizosomalna — Ambisome, L — AmB

Forma liposomalna amfoterycyny B (L-AmB) jest najmniej toksyczna, dlatego tez
ryzyko wystapienia dziatan niepozadanych jest najbardziej obnizone posrod
wszystkich znanych preparatow tego leku. Sktada si¢ ona z czasteczek dezoksycholanu
amfoterycyny B umieszczonych w liposomach, ktorych wymiary wynosza 60-80 nm
[2, 33]. AmB ma dtugi okres poitrwania w krwiobiegu i jest powoli usuwana, dlatego
moze by¢ bezpiecznie stosowana w duzych dawkach [2].

Mechanizm wnikania amfoterycyny B do komoérek grzyba nie jest do konca
poznany. Wsrod badaczy istnieja dwie teorie dziatania L-Amb. Pierwszg z nich jest
zblizenie si¢ amfoterycyny B zawartej w liposomach do $ciany komorkowej grzyba,
a nastgpnie rozpad liposomu i wnikniecie czasteczki amfoterycyny B do wngtrza
komorki [34, 35]. Natomiast inni badacze na podstawie zdje¢ z mikroskopu
elektronowego wnioskuja, iz liposomy wraz z amfoterycyng B wnikaja do komorki
w calosci przez kanal blonowy [2]. Jednakze jeszcze jednym, niewyjasnionym
problemem pozostaje gruba Sciana komorkowa 1 sposdb przenikania przez nig
liposomow z amfoterycyng B.
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W lecznictwie stosowany jest preparat Ambisome w postaci proszku do sporza-
dzania roztworéow do infuzji, jednak wysokie koszty sa ograniczeniem w jego
stosowaniu w krajach rozwijajacych si¢ [33, 36]. Stezenie L-AmB jest najwyzsze
w watrobie 1 $ledzionie, natomiast nizsze w nerkach i ptucach. Zalecana dawka
terapeutyczna to 3-6 mg na kilogram masy ciata na dobg [25].

5.2.2. Forma koloidalna

Od czasu znalezienia formy liposomalnej i przeprowadzenia badan poréwnywania
toksycznosci pomiedzy poszczegdlnymi formami amfoterycyny B, forma koloidalna
(ABCD — ang. Amphotericin B Colloidal Dispersion) przestala by¢ stosowana.
Rowniez spadio zainteresowanie badaczy ta formg leku, gdyz najwigcej badan nad
forma koloidalng prowadzono pod koniec lat 90. XX wieku. Forma koloidalna ma
posta¢ cienkich struktur w ksztalcie dysku o $rednicy 120 nm [2]. ABCD jest szybko
wchlaniana przez makrofagi watrobowe iszybko usuwana przez komorki uktadu
siateczkowo-srodbtonkowego [2, 25, 37]. Badania donosza, ze forma koloidalna jest
mniej toksyczna niz D-AmB, natomiast réznica jest niewielka [25]. Preparatami
kolodalnej amfoterycyny B sa3 Amphocil oraz Amphotec, ktérych dawki nie powinny
przekracza¢ 3-4 mg na kilogram masy ciata na dobe [25].

5.2.3. Forma kompleksu lipidowego

Forma kompleksu lipidowego (ABLC — ang. Amphotericin B Lipid Complex) jest
najwigkszym preparatem lipidowym o wymiarach 1600-11000 nm [2, 25]. Z powodu
duzego rozmiaru jest szybko wychwytywana przez makrofagi i zostaje w tkankach
uktadu fagocytarnego, takich jak watroba i $ledziona. Jej wysokie stgzenie obserwuje
si¢ rowniez w plynie plucnym [2, 25]. Toksyczno$¢ tej formy jest zdecydowanie nizsza
niz klasycznej formy amfoterycyny B, natomiast ABLC wykazuje takie same
wlasciwosci przeciwgrzybicze jak D-AmB [2]. Preparatem kompleksu lipidowego
amfoterycyny B stosowanym w lecznictwie jest Abelcet. Zalecana dawka
terapeutyczna ABLC wynosi 5 mg na kilogram masy ciata na dobe. Podawany jest
przez lekarza lub pielggniark¢ w infuzyjnych wlewach dozylnych (moze by¢
rozcienczany glukozg), jednak z zachowaniem ostroznosci [25].

5.2.4. Kompleksy Amb z jonami

Kompleksy AmB z jonami miedzi Cu®* zmniejszaja nefrotoksycznos¢ na poziomie
molekularnym. Wykazuja one mniejsza toksyczno$¢ dla nabtonkowych komorek
kanalika proksymalnego nerki [21]. AmB-Cu®" jest stabilny w fizjologicznym pH
i wykazuje duza aktywnos¢ przeciwgrzybiczg wobec grzybow Candida albicans [21].
Ich dziatanie nefrotoksyczne jest zwigzane rowniez ze wspotwystepowaniem cytokin
prozapalnych np. TNF-a, ktory zapoczatkowuje kaskade reakcji zapalnej, a badania
wykazaly zmniejszenie uwalniania rozpuszczalnego receptora STNFR1 przez
AmB-Cu®* [21]. Kompleks ten bierze roéwniez udzial w obnizaniu toksycznosci
poprzez wplyw na stres oksydacyjny. AmB-Cu®* zmniejsza regulacje genow
zwigzanych z wystgpowaniem stresu oksydacyjnego w komorkach nerki [21, 27].
Natomiast odpowiednio podwyzszony poziom cytokin prozapalnych jest potrzebny do
odpowiedzi immunologicznej przeciwko komérkom grzyba. AmB-Cu®* zwigksza
stezenic mRNA TGF-B1 oraz TGFBR1 i TGFBR2, ktére biorg udziat w regulacji
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reakcji zapalnej [27]. Kompleks z jonami miedzi (II) oprocz wpltywu na ekspresje
genow zwigzanych ze szlakiem TGF-B1 moze réwniez indukowa¢ mechanizmy
naprawcze [27]. Dodatkowo AmB-Cu?* wplywa na miRNA i mRNA nablonkowych
komorek kanalika proksymalnego nerki [38]. Kompleks AmB-Cu®* jest w sferze
badan, lecz moze naleze¢ w przyszioSci do preparatow obnizajacych toksyczno$¢
amfoterycyny B ze szczeg6lnym uwzglednieniem ochrony nerek.

6. Toksyczno$¢ wywolana amfoterycyng B

AmB nawet w dawkach terapeutycznych wywiera dzialania niepozadane tj. zakrze-
powe zapalenie zyl, bole glowy, bole migsniowe i stawowe, goraczke z dreszczami,
zaburzenia zotadkowo-jelitowe. Najgrozniejszymi z nich sg uszkodzenia nerek
i watroby [39].

6.1. Nefrotoksycznos$é

Nefrotoksyczno$¢ to negatywne dziatanie lekow powodujace dysfunkcje nerek.
Przyktadem takiej nefrotoksycznoéci jest nefrotoksyczno$¢ wywotana amfoterycyng B,
ktérej nasilenie zalezy do dawki. Terapeutyczne dziatanie AmB zalezy réwniez od
dawkowania, gdyz przekroczenie dawki moze prowadzi¢ do zmniejszenia skuteczno$ci
leku bez wzgledu na jego formg lub do pogorszenia stanu zdrowia na skutek
zwiekszenia toksyczno$ci. Nefrotoksyczne dziatanie amfoterycyny B jest nasilone ze
wzgledu na powinowactwo amfoterycyny B do steroli zawartych w btonie komor-
kowej. Komorki nerki charakteryzujg si¢ duza iloscig cholesterolu, dlatego amfote-
rycyna B poprzez powinowactwo do steroli powoduje dysfunkcje nerek poprzez
destrukcyjne dziatanie na ich komorki [2].

Amfoterycyna B wykazuje dzialanie prozapalne, powodujac wzrost aktywnos$ci
TNF, IL-1 oraz aktywacj¢ makrofagéw. To zapoczatkowuje kaskadg reakcji zapalnej,
w wyniku ktorej nastepuje wydzielanie kolejnych czynnikéw zapalnych, takich jak
prostaglandyny, interleukiny (IL-6, 1L-8) [40,41]. Indukcja cytokin prozapalanych
powoduje uszkodzenie komorek nerkowych, co prowadzi do apoptozy.

AmB powoduje rowniez spadek wspotczynnika filtracji kigbuszkowej (GFR) na
skutek skurczu tetniczki doprowadzajacej do kigbuszka nerkowego [42,43].

Kolejng reakcja zachodzaca w organizmie, ktora sprzyja uszkodzeniu nerek jest
stres oksydacyjny. Wolne rodniki sa to bardzo reaktywne czasteczki posiadajace
niesparowany elektron. Powstaja w odpowiedzi na czynnik zewnetrzny np. promienio-
wanie jonizujace, utrafioletowe, wysoka temperature lub w wyniku metabolizmu lekéw
(np. amfoterycyny B). Nadmiar wolnych rodnikéw wystepuje podczas stresu oksyda-
Cyjnego i przyczynia si¢ do rozwoju wielu chorob, w tym dysfunkcji nerek [44, 45].

Nefrotoksyczno$¢ oraz inne dziatania niepozadane czgsciej rozwijajg si¢
u pacjentow przyjmujacych amfoterycyng B, ktérzy choruja na inne choroby, gtownie
zakazenie ludzkim wirusem obnizenia odpornosci HIV (ang. Human Immuno-
deficiency Virus). Najczgsciej wystepujaca chorobg nerek po zastosowaniu amfo-
terycyny B u pacjentow zarazonych HIV jest ostre uszkodzenie nerek (AKI, ang. Acute
indney Injury) [42, 46, 47].
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6.2. Hepatotoksyczno$¢

AmB aktywuje makrofagi, a one pobudzajg do wydzielania TNF-a, ktory jest
silnym promotorem reakcji zapalnej i wystepuje w wielu rodzajach uszkodzen
watroby. Pobudza to komérki Kupffera w watrobie do odpowiedzi na stan zapalny
z wydzielaniem IL-6. Interleukina ta jest wydzielana przez komorki Kupffera jako
regulator odpowiedzi ostrej fazy w watrobie. Prowadzi to do zapalenia watroby 1 jej
zwioknienia z powodu wzrostu ilosci cytokin prozapalnych, degradacji bialek
macierzy zewnatrzkomorkowej oraz hamowania proteaz [48]. Hepatotoksycznosé
wystepuje glownie u pacjentow, ktorzy oprocz grzybicy maja rowniez inne choroby
lub ich watroba przed leczeniem byta w gorszym stanie. Przewaznie po jednorazowej
dawce Amb prawidtowo funkcjonujgca watroba nie zostaje uszkodzona [49].

7. Perspektywy

Po sukcesie zastosowania AmB w preparatach lipidowych, ktore skutkujg obnizong
nefrotoksycznoscia, naukowcy rozpoczeli badania nad jej polaczeniami z innymi
substancjami. Poczatkowo wyniki nie byly zadowalajace, gdyz AmB ma tak silne
dziatanie toksyczne na organizm, Ze nie kazda substancja dzialajgca nefroprotekcyjnie
jest w stanie skutecznie obnizy¢ ryzyko wystapienia jej dziatan niepozadanych [50, 51].

Innym zwiazkiem, ktéry badano pod wzgledem obnizenia toksycznosci AmB jest
ester fenylowy kwasu kawowego. Jest on aktywnym sktadnikiem propolisu,
a przeprowadzone do tej pory badania wskazuja na jego dziatanie nefroprotekcyjne
w uszkodzeniach nerek spowodowanych AmB. Mechanizm dziatania nie jest jeszcze
catkowicie poznany, ale wykazano jego wplyw na stres oksydacyjny powstaly po
zastosowaniu AmB [52].

Ciekawym potaczeniem jest rowniez zastosowanie askorbinianu z AmB, gdyz
wykazano wspomaganie dziatania przeciwgrzybiczego przez askorbinian. Askorbinian
moze by¢ stosowany w wysokich dawkach ze wzgledy na jego malg toksycznosé,
a zastosowany w terapii skojarzonej z AmB wykazat ostabienie nasilenia kandydozy
podczas sepsy. Askorbinian poprzez wykazywanie efektu synergicznego do AmB
pozwala na obnizenie jej dawki toksycznej z zachowaniem takiego samego efektu
leczniczego [53].

Ponadto, istotna jest rowniez regeneracja nerek po ich uszkodzeniu przez AmB,
dlatego coraz czgsciej naukowcy zajmujacy si¢ tym problemem interesuja si¢ rola
mezenchymalnych komoérek macierzystych w tym procesie. Mezenchymalne komorki
macierzyste ze wzgledu na swoje wilasciwosci, takie jak wydzielanie czynnikow
parakrynnych poprawiajacych ukrwienie uszkodzonego narzadu, czy immuno-
modulacj¢, moga dawa¢ mozliwos$¢ regeneracji lub leczenia uszkodzen powstajacych
w trakcie terapii AmB [54].

8. Podsumowanie

Toksyczno$¢ wywotana AmB jest istotnym problemem, gdyz jest to najsilniejszy
antybiotyk przeciwgrzybiczy o szerokim zakresie dziatania imalym prawdopo-
dobienstwie wystgpienia opornosci przez komorki grzybow. Z tego powodu istotne jest
poszukiwanie nowych postaci lekow obnizajacych toksycznos¢ oraz odpowiedniej ich
dawki, ktorej zastosowanie bedzie miato najlepszy efekt terapeutyczny i najbardziej
obnizone ryzyko wystgpienia dziatan niepozadanych.
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Wplyw formy amfoterycyny B na jej toksycznos¢

Streszczenie

Poszukiwanie skutecznych lekow przeciwgrzybiczych doprowadzito do ponownego zainteresowania si¢
amfoterycyna B (AmB). W ostatnich latach prowadzone sg badania nad zmniejszeniem dzialan niepo-
zadanych tego antybiotyku z zachowaniem jego wiasciwosci przeciwgrzybiczych. Doprowadzito to do
powstania kilku form tego leku réznigcych si¢ toksycznos$cia, z ktdrych najistotniejszymi sa preparaty
lipidowe. Okazato si¢, ze AmB jest jednym z najskuteczniejszych antybiotykow przeciwgrzybiczych
stosowanych w ciezkich zakazeniach grzybiczych, takich jak inwazyjna choroba grzybicza. Klasyczna
posta¢ leku stanowi potaczenie AmB z dezoksycholanem sodu, ktora oprocz wiasciwosci leczniczych jest
silnie toksyczna. Podawanie skutecznych dawek AmB czgsto prowadzi do dysfunkcji nerek i watroby
poprzez bezposrednie uszkodzenie blon komoérkowych. Terapeutyczne dziatanie AmB zalezy rowniez od
dawkowania, gdyz przekroczenie dawki moze prowadzi¢ do zmniejszenia skuteczno$ci tego leku bez
wzgledu na jego forme. Celem niniejszej pracy jest przeglad literatury dotyczacej toksycznosci roznych
form AmB, ze szczegdlnym uwzglednieniem kompleksow lipidowych, liposomalnych, koloidalnych oraz
z réznymi jonami, a takze mozliwosci ich terapeutycznego zastosowania.

Stowa kluczowe: Amfoterycyna B, preparaty lipidowe AmB, forma liposomalna AmB, nefrotoksycznos¢,
hepatotoksycznos¢

The effect of different forms of amphotericin B on its toxicity

Abstract

The search for effective antifungal drugs has led to a renewed interest in amphotericin B (AmB). In recent
years, research has been conducted to reduce the side effects of this antibiotic while maintaining its
antifungal properties. This led to the formation of several forms of this drug that differ in toxicity, the most
important of which are lipid preparations. It turned out that the AmB is one of the most effective
antimycotic antibiotics used in severe fungal infections, such as invasive fungal disease. The classic form
of the drug is a combination of AmB with sodium deoxycholate, which in addition to the medicinal
properties is highly toxic. Administration of effective doses of AmB often leads to kidney and liver
dysfunction through direct damage the cell membranes. The therapeutic effect of AmB also depends on the
dosage, because exceeding the dose may lead to a decrease in the effectiveness of the drug regardless of its
form. The aim of this work is to review the literature on subject of toxicity of various forms of AmB, with
particular emphasis on lipid, liposomal and colloidal complexes, and connections with different ions, and
also the possibility of their therapeutic use.

Keywords: amphotericin B, AmB lipid preparations, liposomal form of AmB, nephrotoxicity,
hepatotoxicity
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Modyfikacje skladu lipidowego bakteryjnych blon
komorkowych w odpowiedzi na stres niskich temperatur

1. Wprowadzenie

Drobnoustroje zyjace w ekstremalnych ekosystemach, takich jak: regiony polarne,
kwasne, gorace zrodta czy pustynie, narazone sa na niekorzystne dzialanie szeregu
czynnikow abiotycznych. Jednym z najwazniejszych stresow Srodowiskowych jest
temperatura, ktéra oddziatuje bezposrednio na stan fizjologiczny bakterii [1].

Jak wykazano, niska temperatura zaktdca przebieg odczytu informacji genetycznej
oraz zmniejsza stopien ptynnosci btony, ktéra warunkuje prawidlowa aktywnosc
metaboliczna komorki. W zwiazku z tym bakterie wyksztalcity szereg mechanizmow
adaptacyjnych umozliwiajacych im przetrwanie i prawidlowy rozw6j w srodowiskach
cechujgcych sie niskimi temperaturami [1-3]. W tym miejscu nalezy podkresli¢ fakt, iz
niekorzystny efekt dziatania tego czynnika abiotycznego obserwuje si¢ rowniez
w przypadku zbyt wysokich temperatur. Poniewaz 90% objetosci wod oceanow, ktore
pokrywaja okoto 70% powierzchni kuli ziemskiej ma temperature ponizej 5°C, a 15%
powierzchni Ziemi stanowia regiony polarne, to wskazuje to, ze najliczniej wyste-
pujaca grupa bakterii sa drobnoustroje zdolne do wzrostu w niskich temperaturach, tj.
psychrofile [2, 4, 5]. Z tych powodow niniejsza praca ma na celu scharakteryzowanie
jednego z najwazniejszych mechanizméw adaptacyjnych mikroorganizmow
zimnolubnych, jakim jest modyfikacja sktadu lipidowego membran komoérkowych
bakterii.

2. Psychrofile obligatoryjne i fakultatywne

Bakterie zdolne do przezycia w temperaturze 0°C zostaly po raz pierwszy opisane
w 1887 roku przez Forster'a. Kilka lat p6zniej Schmidt—Nielsen okreslit te bakterie
terminem psychrofile. Jednakze definicja ta klasyfikowalta bakterie jedynie ze wzgledu
na minimalng temperature wzrostu, dlatego tez pojawita si¢ potrzeba zdefiniowania
mikroorganizmow preferujacych skrajnie niskie temperatury i odrdznienia ich od tych,
ktore wykazywaly jedynie tolerancj¢ do przezycia w takich warunkach. Organizmy,
dla ktérych minimalne, optymalne i maksymalne temperatury wynosza odpowiednio:
0, 15 i 20°C zostaly nazwane psychrofilami obligatoryjnymi, natomiast te bakterie,
ktoére cechuja si¢ zdolnoscig wzrostu w niskich temperaturach, ale ich optimum miesci
si¢ w zakresie 20-25°C okre$lane sa mianem psychrotroféw (psychrofili fakulta-

tywnych) [2, 6].
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Wykazano, iz najliczniej wystgpujacymi w zimnych srodowiskach sa Gram-ujemne
a-, B-, i y-proteobakterie, np. Alcaligenes spp., Antarctobacter spp., Aquaspirillum
spp., Bacteroides spp., Colwellia spp., Gelidibacter spp., Hymenobacter spp.,
Moraxella spp., Moritella spp., Oleispira spp., Photobacterium spp., Polaribacter spp.,
Polaromonas spp., Pseudoalteromonas spp., Pseudomonas spp., Psychrobacter spp.,
Psychroflexus spp., Psychromonas spp., Psychroserpens spp., Spingomonas spp.,
Shewanella spp., Vibrio spp. Ponadto, zidentyfikowano rowniez gatunki bedace
przedstawicielami organizméw Gram-dodatnich (Micrococcus spp., Bacillus spp.),
drozdzy (Candida spp., Cryptococcus spp.), grzybow (Penicillium spp., Cladosporium
spp.) oraz archeonow (Halorubrum spp., Methanococcoides spp.) [5, 7, 8].

3. Skutki ekspozycji bakterii na niskie temperatury

W wyniku oddzialywania niskich temperatur na komorki bakteryjne dochodzi do
zmniejszenia ptynnosci bton komoérkowych, co skutkuje zaburzeniem takich procesow,
jak: transport (czynny oraz bierny), odbieranie bodzcoéw zewnatrzkomoérkowych,
pobieranie substancji odzywczych oraz prawidlowego przebiegu proceséw komor-
kowych (gtéwnie tancucha transportu elektronéw podczas oddychania). Ponadto,
obserwuje sie powstawanie mechanicznych uszkodzen komoérek na skutek tworzenia
si¢ krysztalkow lodu oraz zmniejszania szybkosci reakcji enzymatycznych, tempa
transkrypcji i translacji mRNA oraz replikacji DNA, w wyniku zwigkszenia Sztyk-
nosci struktury drugorzgdowej kwaséw nukleinowych [3, 5, 9-14]. Wszystkie
wymienione procesy prowadzg do utraty whasciwosci funkcjonalnych bakterii. Dlatego
mikroorganizmy te wyksztalcily szereg mechanizméw adaptacyjnych umozliwiajacych
im przezycie w niskich temperaturach. Do najlepiej scharakteryzowanych mecha-
nizméw adaptacyjnych bakterii psychrofilnych zaliczamy: modyfikacje sktadu lipidow
bton komorkowych, zmiany strukturalne enzymow i synteze szeregu specyficznych
biatek, takich jak: bialka szoku zimna (ang. Cold Shock Proteins, CSPs), biatka
zapobiegajace zamarzaniu (ang. Antifreeze Proteins, AFP) nazywane inaczej biatkami
termicznej histerezy (ang. Thermal Hysteresis Proteins, THPS) [3, 4, 14-17].

4. Blona komorkowa

Wystepowanie cytoplazmatycznych bton komorkowych jest wspolng cecha
wszystkich organizmow zywych, a ich podstawowa funkcjg jest zapewnienie
naturalnej bariery miedzy wnetrzem komorki a srodowiskiem zewngtrznym. Ponadto,
struktury te biorg udziat w kontroli szeregu innych proceséw komoérkowych, takich jak:
transport i dyfuzja niskoczgsteczkowych zwigzkéw niepolarnych, przekazywanie
sygnatow migdzy komorkami, czy sekrecja biatek [10, 18].

Gram-dodatnie mikroorganizmy charakteryzuja si¢ obecno$cig blony cytoplazma-
tycznej oraz grubej $ciany komorkowej, zbudowanej z wielu warstw peptydoglikanu
(rysunek 1) [19]. Natomiast trojwarstwowa otoczka bakterii Gram-ujemnych ztozona
jest z dwoch odrgbnych bton, pomigdzy ktérymi znajduje si¢, wypetniona biatkami,
lipoproteinami oraz peptydoglikanem, przestrzen zwana peryplazma (rysunek 1) [20].
Ponadto w strukturze membran Gram-ujemnych mikroorganizméw wyrézniamy
lipopolisacharydy wchodzace w sklad zewngtrznej blony komorki oraz szereg
fosfolipidow, takich jak: fosfatydyloetanolamina, fosfatydyloglicerol, difosfatydylo-
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glicerol oraz fosfatydyloinozytol, ktore tworza warstwe wewnetrzng [19, 21].
Dodatkowo, w strukturze membran bakteryjnych wyroézniamy integralne i peryfe-
ryczne biatka petnigce funkcje roéznego rodzaju receptoréw, enzymow, transfor-
matorow energii, pomp i kanatow [11, 20].

GRAM-DODATNIE GRAM-UJEMNE

Lipopolisacharydy ——

Membrana
zewnetrzna

Lipoproteiny

) +—— Peptydoglkan ———»

MM} {mm

cytoplazmatyczna

. Bialka l Pory

Rysunek 1. Schemat budowy $cian komorkowych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
(opracowanie wiasne, na podstawie [19, 20])

Ogolny schemat budowy blon komoérkowych okreslany jest mianem ptynnej
mozaiki i przedstawia on btone jako ciektokrystaliczng dwuwarstwe lipidow, w ktorej
zawieszone s3 zdolne do swobodnego przemieszczania sie, czasteczki biatka. Po raz
pierwszy model ten zostal opisany w 1972 roku przez dwoch amerykanskich
naukowcow S.J. Singera oraz G. Nicolsona [22]. Zaproponowany przez nich model
jest asymetryczny, dynamiczny i ptynny. Szczegélne znaczenie w prawidlowym
funkcjonowaniu mikroorganizméw ma odpowiednia ptynno$¢ membrany, ktéra
wplywa m.in. na aktywno$¢ enzymatyczng komorki, czy transport btonowy. Stopien
ptynnosci btony zalezy gldwnie od dlugosci i stopnia nasycenia lub rozgatezienia,
wystepujacych w lipidach kwasow thuszczowych (ang. Fatty Acids, FAS) oraz, jak ma
to miejsce w przypadku organizméw zwierzecych, zawartosci cholesterolu [10, 22].
Ponadto, na odpowiedni poziom ptynnosci membran komérkowych ma wplyw szereg
czynnikow Srodowiskowych, m.in. temperatura. Pod wplywem niskich temperatur
dochodzi do przejscia dwuwarstwy lipidowej z nieuporzadkowanej fazy ciekto-
krystalicznej do sztywniejszej i $ci$le upakowanej fazy zelowej. PrzejScie pomiedzy
fazami zalezy od tzw. temperatury gltoéwnego przejscia fazowego, ktérej wartos¢
w przypadku bakterii zwigzana jest glownie z iloScia i rodzajem obecnych
w lipidach kwasow tluszczowych [18]. Oznacza to, iz ekspozycja bakteryjnych bton
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cytoplazmatycznych na niskie temperatury powoduje wzrost ich sztywno$ci, co
skutkuje zmniejszeniem ptynnosci btony, a tym samym utratg jej biologicznych
funkcji. Wowczas dochodzi do zaburzenia prawidlowej aktywnosci metabolicznej
komorek bakteryjnych [5, 9-11]. Dlatego tez mikroorganizmy musiaty wyksztatci¢
szereg r6znych mechanizméw zapewniajacych im odpowiedni stopien ptynnosci bton
w hiskich temperaturach [18].

5. Modyfikacje skladu lipidowego blon komoérkowych

W toku licznych badan zaobserwowano, ze wraz z obnizeniem temperatury oto-
czenia, w lipidowym profilu bakteryjnej btony zachodzi szereg zmian, pozwalajacych
na zachowanie optymalnej plynnosci membran komoérkowych. Do zmian tych
zaliczamy gléwnie modyfikacje struktury kwasdéw thuszczowych polegajace na:
(i) przeksztatceniu nasyconych kwasow thuszczowych do form nienasyconych
(ang. Unsaturated Fatty Acids, UFAs), (ii) zwigkszeniu ilo$ci rozgalezionych (gtéwnie
W pozycji anteiso) kwasow thuszczowych (ang. Branched Chain Fatty Acids, BCFAS),
(iii) syntezie krotkotancuchowych kwaséw tluszczowych (ang. Short Chain Fatty
Acids, SCFAs) oraz (iv) wytwarzaniu cyklopropanowych kwasow thuszczowych
(ang. Cyclopropane Fatty Acids, CFAs), co prowadzi do obnizenia temperatury
tranzycji blonowej dwuwarstwy lipidowej [11, 23-25]. Jednakze synteza SCFAs
zawierajacych tancuchy o dlugosci mniejszej niz 12 atomow wegla nie jest uniwer-
salnym sposobem regulacji ptynnosci blon komérkowych w warunkach stresu zimna,
gdyz mechanizm ten dotyczy tylko komorek rosnacych [26].

5.1. Synteza nasyconych kwasow tluszczowych

Synteza nasyconych kwasow thuszczowych Escherichia coli zachodzi z udziatem
zlokalizowanej w cytozolu syntazy kwasoéw thuszczowych typu II (ang. Fatty Acid
Synthase Il, FAS II). Jest to enzymatyczny kompleks, w ktorym kazda podjednostka
jest kodowana przez odrebny gen. Wickszo$¢ wspomnianych genéw znajduje si¢
w obrgbie klastra fab (fabH-fabD-fabG-acpP-fabF), a pozostate sa porozrzucane po
calym chromosomie bakteryjnym. Istotnym elementem szlaku FAS II jest biatko ACP
(ang. Acyl Carrier Protein), zdolne do transportu tancuchow kwaséw tluszczowych
W postaci tioestrow przytaczonych do jego grupy fosfopanteteinowej [23, 27, 28].

W szlaku syntezy SFAs wyrézniamy nast¢pujace etapy: inicjacje oraz cykliczng
elongacje, obejmujaca szereg nastepujacych po sobie reakcji kondensacji, redukc;ji,
dehydratacji i ponownej redukcji [23, 29].

Biosynteza FA rozpoczyna si¢ od konwersji acetylo-CoA do malonylo-CoA
w reakcji katalizowanej przez karboksylazg acetylo-CoA (ang. Acetyl-CoA Carbo-
xylase, ACC). Nastepnie, z udziatem transacetylazy malonylo-CoA:ACP (FabD),
grupa malonylowa zostaje przeniesiona na biatko ACP [23], [29-31]. Kolejnym etapem
szlaku jest kondensacja malonylo—ACP z krotkotancuchowymi (C2-C5) czasteczkami
acylo-CoA. Reakcja ta zachodzi z udziatlem biatka FabH o aktywnosci p—ketoacylo-
ACP syntazy Ill, ktéra inicjuje etap elongacji i powstawania nowych SFAs (rysunek 2)
[27], [29]. FabH jest enzymem, ktory ma decydujaca role w determinowaniu struktury
powstajacych kwasoéw tluszczowych. W zalezno$ci od swojej specyficznosci
substratowej enzym FabH moze inicjowaé synteze prostych, badZz rozgalezionych
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kwasow thuszczowych, a takze decydowac o wystepowaniu FAs w postaci izomerdéw
cis, badz trans. Przyktadowo, biatko FabH wystepujace u E. coli wykazuje specy-
ficzno$¢ wzgledem acetylo-CoA, podczas gdy enzym FabH obecny u Staphylococcus
aureus wykorzystuje gtéwnie jako substraty czasteczki acylo-CoA (C4-C6), co
prowadzi do powstania tancuchow kwasow thuszczowych, rozgatezionych w pozycji
iso, badz anteiso [23, 32, 33].

a) Inicjacja syntezy FA 0 b) Cykliczna elongacja tancuchow FA
CoA
R S NADP  NADP*
0o 0 \ 0o 0 H A H o
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ATPj ACC F—— J syntezy
* NADH [
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Rysunek 2. Schemat syntezy SFA/UFA (Opracowanie wiasne na podstawie [23])

Acetoacetylo-ACP powstaly w wyniku dziatania FabH, ulega redukcji do p-hydro-
ksyacylo-ACP przez biatko FabG o aktywnosci reduktazy p-ketoacylo-ACP zaleznej
od NADPH. Nastepnie, zwigzek ten jest poddawany dziataniu jednej z dwodch
dehydrataz B-hydroksyacylo-ACP, tj. FabA lub FabZ, w wyniku czego powstaje trans-
enoilo-ACP. Réznica pomigdzy wspomnianymi enzymami dotyczy zdolnosci FabA do
izomeryzacji powstatego produktu, co skutkuje powstaniem nienasyconych kwasow
thuszczowych. Koncowa reakcja cyklu elongacyjnego obejmuje redukcj¢ trans-enoilo-
ACP do nasyconego acylo-ACP. Etap ten jest katalizowany przez obecng w wielu
bakteriach reduktaze enoilo-ACP (Fabl), zalezng od NAD(P)H [23, 27, 29-31].
Niektore mikroorganizmy posiadaja alternatywne formy reduktaz. Przykladem moze
by¢ reduktaza enoilo-ACP (FabV) cechujaca si¢ odmienng budowa strukturalng, ktora
zostata zidentyfikowana m.in. u Vibrio cholerae [34], Burkholderia mallei [35] oraz
Pseudomonas aeruginosa [36]. Roznica pomigdzy biatkami Fabl i FabV dotyczy
rozmieszczenia katalitycznych reszt tyrozyny i lizyny. W przypadku enzymu Fabl
zidentyfikowano katalityczng domeng Tyr-Xg-Lys, natomiast biatko FabV zawiera
reszty katalityczne o nastgpujacej konfiguracji Tyr-Xg-Lys. Z kolei, wigkszo$¢
paciorkowcow wykorzystuje do redukcji enoilo-ACP reduktaze FabK, bedaca
flawoenzymem [31]. Powstaty acylo-ACP moze by¢ wykorzystany jako substrat do
dalszych etapéw kondensacji, zachodzacych z udzialem syntazy p-ketoacylo-ACP typu
| (FabB) lub typu Il (FabF), co prowadzi m.in. do powstania kwasu palmitynowego,
wbudowywanego do fosfolipidow btonowych (rysunek 2) [23, 29, 30].
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5.2. Synteza nienasyconych kwaséw thuszczowych

Za najbardziej powszechng modyfikacje sktadu lipidowego bakteryjnych blon
cytoplazmatycznych, wywotang niskimi temperaturami uwaza si¢ wzrost ilosci jedno-
nienasyconych kwasoéw thuszczowych (ang. Mono-Unsaturated Fatty Acids, MUFAS).
W toku licznych badan wykazano, iz kwasy tluszczowe w konformacji Cis w wiekszym
stopniu zwigkszaja ptynnos$¢ blony. Jest to uwarunkowane tym, iz obecno$¢ wigzania
podwojnego we wspomnianej konfiguracji przyczynia si¢ do zakrzywienia tancucha
acylowego pod katem az 30 °C, co zakltdca porzadek dwuwarstwy lipidowej 1 zwigksza
jej przepuszczalno$¢. Laureat Nagrody Nobla w dziedzinie chemii, Konrad Bloch
i jego wspotpracownicy wykazali, ze mikroorganizmy moga zwicksza¢ liczbe UFAs
w dwojaki sposob, tj. przez synteze¢ de novo na drodze beztlenowej dehydratacji
hydroksykwasow badz poprzez wprowadzanie zmian w strukturach juz istniejacych
lipidow, w wyniku desaturacji acylowych estrow dtugotancuchowych kwasow
thuszczowych [18, 23, 26].

5.2.1. Desaturazy

Desaturazy kwasow tluszczowych sa enzymami zwigzanymi z btonami komor-
kowymi, stanowigcymi grupe oksydoreduktaz zdolnych do usunigcia dwoch atomow
wodoru z tancucha weglowodorowego, wystepujacego, np. w kwasach thuszczowych,
co prowadzi do powstania podwojnego wigzania. Enzymy te do swojej aktywnosci
wymagaja tlenu czasteczkowego, rownowaznikow redukujacych oraz, niekiedy, jonow
zelaza, ktore petnia funkcje kofaktorow [37]. Desaturazy reprezentuja ztozong grupe
enzymoéw, ktoére mozna klasyfikowa¢ wedhug réoznych kryteriow, np. w zaleznosci od
donora elektronow, rozpuszczalnosci enzymu, oraz rodzaju estryfikowanego kwasu
thuszczowego [37-40].

Biorac pod uwagge sublokalizacj¢ komorkowa enzymu jako kryterium klasyfikacji
desaturaz, wyrdzniamy nastepujgce grupy tych biatek: rozpuszczalne (wystgpujace
w cytozolu) desaturazy acylo—ACP, charakterystyczne gltownie dla plastydow roslin
wyzszych oraz obecne w zdecydowanej wickszosci taksonéw desaturazy blonowe
[37]. W obrebie tych ostatnich wyrdzniamy takie podgrupy, jak: desaturazy acylo-
lipidowe (wykorzystujace jako substrat FAs zwigzane z lipidami, np. kwas oleinowy,
kwas stearynowy) oraz desaturazy acylo-CoA (dla ktorych substratem sg glownie
aktywne reszty acylowe kwasdéw thuszczowych). Z kolei, na podstawie miejsca
dziatania enzymu, mozemy podzieli¢ desaturazy na nastgpujace grupy: desaturazy A-X,
wprowadzajace podwojne wigzanie przy x weglu, liczac od konca karboksylowego,
desaturazy w—x, usuwajace wodor z wegla znajdujacego si¢ w pozycji x od konca
metylowego oraz desaturazy v+x, wykorzystujace jako punkt odniesienia juz istniejace
wigzanie podwojne i usuwajace atomy wodoru od atomu wegla znajdujacego sie
najblizej wegla alkenowego [37, 38, 41]. Mechanizm powstawania nienasyconych
kwasow tluszczowych przebiegajacy z udzialem btonowych desaturaz charakteryzuje
si¢ dwiema waznymi cechami. Ot6z w sytuacji, gdy dochodzi do obnizenia ptynnosci
membran komoérkowych w wyniku ekspozycji bakterii na niskie temperatury,
nastepuje natychmiastowa aktywacja omawianych enzymdéw, co prowadzi do
szybkiego przywrdcenia stanu homeostazy. A ponadto, proces ten jest wydajniejszy
w poréwnaniu do syntezy kwasoéw tluszczowych de novo, nie tylko ze wzgledu na
szybkos¢, ale takze na bilans energetyczny [18, 23, 37].
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5.2.1.1. Desaturaza acylo-lipidowa (A5-Des) Bacillus subtilis

Jedna z pierwszych zidentyfikowanych desaturaz byla desaturaza acylo-lipidowa
(A5-Des), wystepujaca u Bacillus subtilis. Enzym ten, bedacy produktem ekspres;ji
genu des, katalizuje wprowadzenie podwdjnego wigzania w pozycji cis przy pigtym
atomie wegla (A5) tancucha kwasu tluszczowego [42-44]. B. subtilis reaguje na
obnizenie temperatury otoczenia, a tym samym zmniejszenie pltynnosci membran
komorkowych w dwojaki sposob. Rownolegle z odpowiedzia diugoterminowsa
prowadzaca do zwickszenia ilosci BCFAs, bakteria ta indukuje ekspresje genu
kodujacego biatko A5-Des, ktére to powoduje desaturacje tancucha acylowego
obecnego w blonowych fosfolipidach. W regulacji transkrypcji genu des bierze udziat
dwusktadnikowy uktad, w ktorym wyrézniamy kinaze histydynowa DesK oraz
dimeryczny regulator odpowiedzi DesR [18, 42-44]. Biatko DesK zawiera pigc¢
transblonowych regionéw (ang. Transmembrane Helical Segments, TMSs), ktore
wchodza w sktad domeny sensorycznej oraz dlugi region C—koncowy, ktory zawiera
domeng kinazowa (DesKC). W wyniku zwigkszenia ilosci uporzadkowanych i $cisle
upakowanych lipidow blonowych w obecnosci ATP dochodzi do fosforylacji reszty
histydynowej znajdujacej si¢ w domenie DesKC. Nastgpnie DesKC przenosi grupe
fosforylowa do biatka efektorowego DesR, co powoduje powstanie tetrameryczne;j,
aktywnej postaci regulatora odpowiedzi DesR-P i przylaczenia polimerazy RNA do
promotora genu des, a tym samym aktywacji jego transkrypcji [37, 43, 45, 46].
Aktywne biatko A5-Des powoduje desaturacje acylowych tancuchéw fosfolipidow
blonowych. Te nowo powstate UFAs powoduja obnizenie temperatury tranzycji dwu-
warstwy lipidowej oraz wzrost aktywnosci fosfatazy DesK katalizujacej defosforylacje
DesR-P, co w konsekwencji prowadzi do inhibicji transkrypcji genu des [42, 43, 46, 47].

5.2.1.2. Desaturazy Pseudomonas aeruginosa

Kolejnym przykltadem enzyméw syntetyzujacych UFAs sa dwie desaturazy
wystepujace u Gram-ujemnej bakterii Pseudomonas aeruginosa, bedacej oportu-
nistycznym, ludzkim patogenem. Blony tej bakterii zawierajg duze ilosci UFAs
0 prostych tancuchach, gtéwnie kwasu cis—wakcenowego (11-oktadekaenowy).
W ostatnich latach wykazano, iz bakteria ta w odpowiedzi na niskie temperatury moze
syntetyzowa¢ UFAs na trzy rozne sposoby w zalezno$ci od dostepnosci tlenu czastecz-
kowego. W warunkach beztlenowych UFAs sa wytwarzane wylacznie z udzialem
bialek FabA oraz FabB, wchodzacych w sklad wspomnianego wczesniej kompleksu
enzymatycznego FAS II. Natomiast w warunkach tlenowych, oprécz wspomnianego
wyzej szlaku, P. aeruginosa wykorzystuje dwie desaturazy DesA oraz DesB do
syntezy UFAs. DesA wprowadza podwdjne wigzanie w konfiguracji Cis przy dzie-
wigtym atomie wegla (A9) tancucha kwasu thuszczowego, przytaczonego W pozycji sn-2
do obecnych w blonie fosfolipidow. Natomiast DesB usuwa atomy wodoru z acylo-
CoA, utworzonych gtéwnie z egzogennych SFAs [46, 48]. Zwickszong ekspresje genu
desA obserwuje si¢ w warunkach ograniczonej dostgpnosci tlenu. Jednakze mechanizm
regulacji DesA z udziatem tlenu czasteczkowego do tej pory nie zostat doktadnie
poznany [37, 46].

Natomiast Zhang i wspotpracownicy [49] wykazali, ze drugi system desaturaz
DesCB obecnych u P. aeruginosa jest regulowany przez biatko represorowe DesT,
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ktore z rozng efektywnoscia wiaze si¢ do migdzygenowego regionu desT-desCB,
w zaleznosci od sktadu puli acylo-CoA obecnych w komorce. W obecnosci UFA-CoA
zaobserwowano $ciste wigzanie si¢ represora do tego regionu DNA, co prowadzito do
represji transkrypcji genow desCB. Natomiast w srodowisku zawierajacym duze ilosci
SFAs dochodzi do wychwytywania tych kwaséw przez komorke i ich aktywowania
Z udziatem syntetazy acylo-CoA (FadD). Zwigkszony poziom SFA-C0As zapobiega
wigzaniu DesT z promotorem desCB, co tym samym umozliwia ekspresj¢ genow
desCB. W rezultacie SFA-CoAs sa przeksztatlcane do A9 UFA-CoAs, ktore nastgpnie
sg wlgczane do fosfolipidow obecnych w blonach komérkowych [48, 49]. Mechanizm
dziatania desaturaz DesA oraz DesCB zostat przedstawiony na rysunku 3.

16[1r:0

16/18:1-ACP

FabA
(FAS II)

Rysunek 3. Desaturacja acylowych estrow dlugotancuchowych kwasow ttuszczowych z udziatem DesA
i DesBC (Opracowanie wiasne na podstawie [48])

5.2.2. Synteza UFAs w warunkach beztlenowych

Zdecydowana wigkszo$¢ mikroorganizméw syntetyzuje nienasycone kwasy
thuszczowe de novo w warunkach beztlenowych. Mechanizm ten zostal dobrze
poznany, m.in. u Gram-ujemnej bakterii E. coli [18, 23]. Wytworzenie podwojnego
wigzania w pozycji Cis-3 obejmuje dehydratacj¢ 3-hydroksydekanoilo-ACP, bedacego
zwigzkiem posrednim w syntezie kwasow tluszczowych, do trans-2-decenoilo-ACP,
a nastepnie jego izomeryzacje do Cis-3-decenoilo-ACP. Obydwie reakcje sa
katalizowane przez dehydrataze [-hydroksyacylo-ACP (FabA). Tlo$¢ powstajacych
nasyconych kwaséw thuszczowych i ich form nienasyconych zalezy glownie od
stosunku pomigdzy iloscig cis-3-decenoilo-ACP wykorzystanego przez synteze
I B-ketoacylo-ACP (FabB) a iloscig trans-2-decenoilo-ACP zuzytego przez
enoiloreduktaze Fabl. Wprowadzenie podwdjnego wiazania do 10-weglowego
produktu posredniego i poddanie go kolejnym reakcjom wydluzania prowadzg do
powstawania dwoch UFAs, powszechnie wystepujacych w bakteriach, tj. kwasu
palmitoleinowego (16:1) oraz cis-wakcenowego (18:1) [18, 23, 29]. Enzym FabB
posiada unikalng, katalityczng aktywno$¢ wydhuzania cis-3-decenoilo-ACP, w reakcji
kondensacji z malonylo-ACP do palmitoleilo-ACP. Wtasciwosci tej nie posiada
natomiast enzym FabF, bedacy izozymem FabB, ktory z kolei katalizuje powstawanie
cis-wakcenoilo-ACP z pamitoleilo-ACP i malonylo-ACP. Podsumowujac, zarowno
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FabA, jak i FabB sa wymagane do syntezy UFAs, natomiast FabF jest jedynie zaanga-
zowany w wydtuzanie kwasu 16:1 do 18:1. Enzym FabF zostat zidentyfikowany jako
kluczowy czynnik regulujacy zmian¢ sktadu lipidowego bakteryjnej btony komor-
kowej w odpowiedzi na stres temperaturowy. W niskich temperaturach enzym ten
promuje produkcj¢ kwasu cis-wakcenowego, podczas gdy w wyzszych warto$ciach
temperatury biatko to ulega inaktywacji, co skutkuje mniejsza zawartoscia niena-
syconych kwasow ttuszczowych [18, 23, 29, 50]. Potwierdza to, ze biosynteza kwasow
thuszczowych jest $cisle regulowana w odpowiedzi na zmienne warunki srodowiskowe.

W przypadku E. coli regulacja genéw fabA oraz fabB zachodzi z udzialem
czynnikow transkrypcyjnych FadR oraz FabR. FadR, nalezacy do rodziny biatek
regulatorowych GntR, funkcjonuje jako globalny regulator syntezy UFAs i B-oksydaciji
kwasow thuszczowych. W przypadku omawianego szlaku pelni on funkcje¢ aktywatora
transkrypcji genow fabA oraz fabB. Odkryte znacznie pdzniej biatko FabR bedace
przedstawicielem rodziny regulatorow typu TetR w obecnosci UFAs powoduje
represje genow fabA oraz fabB [22, 41].

Z kolei obecno$¢ UFA-ACP badz UFA-CoA indukuje powstawanie zmian
konformacyjnych, ktore zwickszaja powinowactwo biatka FabR do promotora genu
fabB, co powoduje represje transkrypcji genéw fabB i fabA. Natomiast SFA-ACP
i SFA-CoA blokuja wystepowanie tych zmian konformacyjnych i tym samym
zapobiegajg hamowaniu ekspresji wyzej wspomnianych genéw [23, 51].

Zidentyfikowano réwniez wiele innych bakterii nalezacych gtownie do organi-zmow
Gram-dodatnich, u ktorych szlak syntezy UFAs zachodzi z udzialem enzymow innych
niz FabA i FabB. Przyktadowo u Streptococcus pneumoniae wykryto FabM o funkgji
izomerazy [52]. Natomiast u Enterococcus feacalis w szlak syntezy UFAs zaan-
gazowane sg dwa odmienne enzymy, tj. FabN, be¢dacy homologiem FabZ E. coli,
a funkcjonalnie wykazujacy aktywnos¢ dehydratazy i izomerazy stanowiac analog FabA
oraz FabF (przemianowany obecnie na FabO) o podobnej funkcji do FabB [23, 53].

Wzrost ilosci UFAs w odpowiedzi na ekspozycj¢ na niskie temperatury zaobserwo-
wano roéwniez U Gram-ujemnych, symbiotycznych Rhizobium leguminosarum bv.
viciae, wyizolowanych z Lathyrus japonicus oraz Lathyrus pratensis. Drouin
i wspotpracownicy [54] zaobserwowali zwigkszenie poziomu UFAs, zwlaszcza kwasu
cis-wakcenowego, w lipidach blonowych badanych szczepéw wraz z obnizeniem
temperatury do 5 °C [54, 55]. Role kwaséw w adaptacji do zimna potwierdzono takze
w przypadku mezofilnych szczepdéw E. coli [56]. Z kolei, wystepowanie duzych iloSci
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, takich jak: omega-6 (06) i omega-3 (®3)
w odpowiedzi na niskie temperatury odnotowano u morskich psychrofili i cyjano-
bakterii [25, 57].

5.3. Synteza BCFAs

Synteza rozgalezionych kwaséw thuszczowych, podobnie jak SFAs, zachodzi
z udzialem FAS II. Szlaki te r6znig si¢ migdzy soba jedynie substratami wykorzys-
tywanymi w reakcji kondensacji zachodzacej z udzialem FabH. Jak juz wspomniano,
enzym ten katalizuje kondensacje malonylo-ACP i acetylo-CoA. W przypadku bakterii
wytwarzajacych kwasy thuszczowe o prostych tancuchach enzym FabH wykorzystuje
glownie acetylo-CoA. Natomiast synteza BCFAs wymaga obecno$ci krotkotancu-
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chowych o-ketokwasow, bedacych pochodnymi aminokwaséw o rozgatezionych
fancuchach weglowych. Bezposrednimi prekursorami BCFAs sg izobutyrylo-CoA,
2-metylobutyrylo-CoA oraz izowalerylo-CoA, ktore sg produktami katabolizmu,
odpowiednio: waliny, izoleucyny i leucyny [18, 31]. W reakcji zachodzacej
z wykorzystaniem 2-metylobutyrylo-CoA jako substratu powstaja rozgatezione kwasy
thuszczowe, zawierajgce grupe metylowa przy trzecim atomie wegla (anteiso), liczac
od konca tancucha. Natomiast produktem syntezy przebiegajacej z udzialem pozosta-
tych prekursorow sa kwasy tluszczowe rozgalgzione w pozycji iSO, tj. posiadajace
grupe metylowa znajdujaca si¢ przy przedostatnim atomie wegla. Wykazano, iz
obecnos¢ grupy metylowej w anteiso-BCFAs znaczaco wptywa na stopien upakowania
fancuchow kwasoéw tluszczowych, co tym samym sprzyja zwigkszeniu phynnosci
membran komoérkowych w odpowiedzi na ekspozycje bakterii na niskie temperatury
[18, 31].

Dodatkowe strategie adaptacji membran do niskich temperatur zaobserwowano
u mezofilnych Gram-dodatnich bakterii, takich jak: Bacillus subtilis i Bacillus
amyloliquefaciens T1, ale takze u Gram-ujemnych termofili z gatunku Thermus
thermophilus, w ktorych to obserwuje si¢ zamiang form izomerycznych z iso- na anteiso-
BCFA [58, 59]. W przypadku psychrotolerancyjnego szczepu Sphingo-bacterium
antarcticus (T = 25°C) zidentyfikowano jednoczesne wystgpowanie kilku
mechanizméw adaptacyjnych [60, 61]. W wyniku obnizenia temperatury do 5°C
zaobserwowano wzrost ilosci UFAs oraz BCFAs. Przeciwnie, w skrajnie niskich
temperaturach  (-15°C) szczep Planococcus halocryophilus, ktérego optymalna
temperatura miesci si¢ w okolicach 25°C, charakteryzowal si¢ obecnoscia mniejszej
ilosci rozgatezionych kwasow thuszczowych [24]. Dodatkowo, charakterystyka sktadu
lipidowego bton psychrofili, takich jak: Clostridium psychrophilum, Colwellia
psychrerythraea oraz Psychromonas ingrahamii wykazata, ze bakterie te zawieraja duze
ilosci UFAs oraz SCFAs. Mimo ze w bakteriach tych potwierdzono réwniez obecno$¢
iS0-BCFAs, to jednakze, jak wykazuja badania, kwasy te nie majg istotnego udziatu
w regulacji ptynnosci ich bton. Przedstawione powyzej dane sugerujg, ze rola BCFAS
w adaptacji do niskich temperatur jest specyficzna dla danego gatunku bakterii [24].

5.4. Cyklopropanowe kwasy thluszczowe (CFAs)

Konwersja istniejacych cis-UFA do cyklopropanowych kwasow tluszczowych
(CFAs) jest powszechnie wystepujacym zjawiskiem wsrod organizméw bakteryjnych.
W reakcji tej bierze udziat syntaza CFA, ktora wykorzystuje S-adenozylometioning
jako donora grup metylowych. Powstaty pierScien cyklopropanowy zachowuje
podwojne wigzanie w konfiguracji cis, a wiec fosfolipidy, w obrebie ktorych wystepuja
cyklopropanowe kwasy tluszczowe wykazuja podobne wilasciwosci jak lipidy
zawierajace Cis-UFAs [62]. Metylacja podwojnego wigzania izomerdw Cis rozpoczyna
si¢ wraz z wejsciem bakterii w stacjonarng faze wzrostu i trwa do momentu, gdy
wigkszos¢ obecnych w komoérce Cis—UFA zostanie przeksztatcona do CFA [23, 63].
Wykazano, iz mutanty Pseudomonas putida KT2440 pozbawione aktywnos$ci syntazy
CFA sa bardziej wrazliwe na liofilizacje niz dzikie typy tych szczepow, co moze
wskazywac¢ na istotng role CFA w stabilizacji struktur btonowych [29, 64].
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6. Podsumowanie

Bakterie wystepujace od miliardow lat na Ziemi, w wyniku ewolucji przystosowatly
si¢ do réznorodnych warunkéw $rodowiskowych, w ktérych bytuja. Dlatego tez nie
jest zaskakujace to, iz mikroorganizmy te cechujg si¢ tak duzym zréznicowaniem
struktur lipidowych oraz szlakéw zaangazowanych w ich synteze. Jednakze pomimo
wielu lat badan nad mechanizmami warunkujacymi odpowiednia ptynnos¢ bton, nadal
istnieje szereg pytan, dotyczacych m.in. struktur krystalicznych i mechanizméw
katalitycznych acylotransferaz [30].

Obecnie coraz bardziej widoczne w skali globalnej zmiany klimatu skutkujace
wystepowaniem szeregu niekorzystnych czynnikow abiotycznych, np. niskich
temperatur oraz najwigksza w dziejach i wcigz rosngca liczba ludnosci w naturalny
sposob zwigksza zapotrzebowania na artykuly spozywcze, w tym na te pochodzace
z upraw ro$lin. Wykorzystanie wspomnianych wczesniej bakteryjnych mechanizmow
adaptacyjnych do zimna, nie tylko stanowi realne dostosowywanie si¢ do zmienia-
jacego klimatu, ale takze moze postuzy¢ do zwigkszenia wydajnosci upraw roslinnych.
Istotne tez jest lepsze zrozumienie proceséw adaptacyjnych, gdyz wiedza ta moze
zosta¢ wykorzystana do usuwania niepozadanych mikroorganizméw (jak np. bakterie
Listeria monocytogenes, ktore sg w stanie przetrwa¢ w niskich temperaturach mogtyby
zosta¢ wyeliminowane podczas konserwacji zywnosci) [11, 14].
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Modyfikacje skladu lipidowego bakteryjnych blon komérkowych pod
wplywem w odpowiedzi na stres niskich temperatur

Streszczenie

Pod wptywem niskiej temperatury w organizmach bakteryjnych zachodzi szereg zmian, ktoére uniemozli-
wiaja im prawidlowe funkcjonowanie. Szczegolnie niekorzystnym zjawiskiem jest przejscie bton cytoplaz-
matycznych z fazy cieklokrystalicznej do fazy zelowej, cechujacej si¢ zwigkszong sztywnoscig i gruboscia.
Taka struktura membran przyczynia si¢ do zaburzenia prawidlowej aktywno$ci metabolicznej bakterii.
Z tego powodu mikroorganizmy wyksztalcily szereg mechanizmow adaptacyjnych, aby przetrwaé¢ w zimnych
srodowiskach. Jedna z najwazniejszych adaptacji do niskich temperatur jest zdolno$¢ bakterii do mody-
fikacji sktadu lipidowego bton komorkowych, ktora polega na: (i) syntezie nienasyconych kwasow thuszczo-
wych, (ii) zwigkszeniu ilo$ci rozgatezionych tancuchow acylowych, (iii) wytwarzaniu krétkotancuchowych
kwasow tluszczowych oraz (iv) obecnosci cyklopropanowych kwasow tluszczowych. Powstale makro-
czasteczki wptywaja na obnizenie temperatury tranzycji dwuwarstwy lipidowej, co pozwala na utrzymanie
odpowiedniej ptynnosci membran komoérkowych. Dokladne scharakteryzowanie mechanizmow regu-
lujacych modyfikacje struktury bakteryjnych kwaséw thuszczowych w odpowiedzi na niskie temperatury
ma kluczowe znaczenie w wykorzystaniu tych mikroorganizméw w zwigkszeniu upraw rolnych badZ opra-
cowaniu skutecznych farmaceutykow opierajacych si¢ na interakcji z btonami komérkowymi patogendw.
Stowa kluczowe: bakterie, btona, adaptacja do zimna, kwasy tluszczowe

Modifications of the lipid composition of bacterial cell membranes in response
to low temperature stress

Abstract

Under the influence of low temperature, a number of changes occur in bacterial organisms that make them
unable to function properly. Among them, transition of cytoplasmic membranes from a liquid crystal phase
to a gel phase, characterized by increased stiffness and thickness, is a particularly unfavorable process. This
structure of membranes results in disturbances in normal bacterial metabolic activity. For this reason,
microorganisms have developed a number of adaptive mechanisms to survive in cold environments. One of
the most important adaptations to low temperatures is the ability of bacteria to modify the lipid
composition of cell membranes, which includes: (i) the synthesis of unsaturated fatty acids, (ii) increasing
the amount of branched acyl chains, (iii) the production of short-chain fatty acids, and (iv) the presence of
cyclopropane fatty acids. These compounds induce reduction of the transition temperature of the lipid
bilayer, which allows maintenance of adequate fluidity of cell membranes. Detailed characterization of
mechanisms regulating the modification of the bacterial fatty acid structure in response to low temperatures
is crucial in view of the use of these microorganisms to improve agricultural crops or to develop effective
pharmaceuticals based on their interaction with the cell membranes of pathogens.

Keywords: bacteria, membrane, cold-adapted, fatty acids
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Produkcja enancjomerow kwasu mlekowego
przez bakterie

1. Wprowadzenie

Kwas mlekowy (kwas 2-hydroksypropionowy, Lactic Acid, LA) jest naturalnym,
chiralnym kwasem hydroksykarboksylowym wystepujacym w formie L(+)
z konfiguracja absolutng S (L-LA) i D(-) z konfiguracja absolutng R (D-LA) (rysunek 1).

0 0
OH
OH OH

Rysunek 1. Kwas L-mlekowy (po lewej) i D-mlekowy (po prawej) [opracowanie wiasne]

OH

W organizmie ludzkim wystepuje prawie wylacznie L-mleczan, osiggajac stgzenie
w surowicy krwi ~ 1-2 mM, U zdrowych oséb stezenie D-mleczanu w surowicy
wynosi ~ 13 uM, a jego zwigkszenie nastepuje w stanach patologicznych, takich jak
zespot krotkiego jelita (Short Bowel Syndrome, SBS), cukrzyca, infekcje, sepsa [1].

Amerykanska Agencja do Spraw Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Agency,
FDA) nadata kwasowi mlekowemu status GRAS (Generally Regarded as Safe) [2].
W przemysle spozywczym mieszanina racemiczna kwasu L 1 D mlekowego kryje si¢
pod symbolem E270 i jest wykorzystywana gtéwnie jako przeciwutleniacz, substancja
zakwaszajaca 1 konserwujaca, przedtuzajaca $wiezo$¢ zywnosSci. Dzieki wlasci-
wosciom przeciwdrobnoustrojowym, kwas mlekowy jest szeroko wykorzystywany
zarowno przy produkcji wyrobow wedliniarskich, obrobce migsa, konserwacji
thuszczow, jak i odpadow poubojowych [2]. Jest tez powszechnie stosowany przy
produkcji napojow bezalkoholowych, sokéw owocowych i warzywnych — dodaje sie
go celem poprawienia i uwydatnienia ich naturalnego smaku i aromatu, jak réwniez
jako srodek konserwujacy [3]. Wiasciwosci bakteriostatyczne kwasu mlekowego sa
réwniez wykorzystywane do konserwacji pasz i w zywieniu zwierzat, szczeg6lnie
drobiu i trzody chlewnej, a takze zwierzat futerkowych. Kwas mlekowy dodawany do
surowcow i odpadoéw rolniczych poddawanych procesowi kiszenia powoduje szybkie
obnizenie pH $rodowiska, co w potaczeniu z biologiczng aktywnoscig kwasu, hamuje
rozwoj szkodliwych drobnoustrojow, w tym takze patogennych, i przyczynia si¢ do
Znacznego ograniczenia strat w procesie kiszenia [4]. W pszczelarstwie kwas mlekowy
stosuje sie do zwalczania roztoczy Varroa destructor. W przemysle garbarskim, kwas

! Katedra Biotechnologii Srodkéw Leczniczych i Kosmetykéw, Wydziat Chemiczny Politechniki
Warszawskiej, ul. Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa.
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mlekowy stuzy do odwapniania skor zwierzgcych, a w przemysle tekstylnym jest
wykorzystywany w procesie barwienia (barwniki kwasowe). W przemysle chemicz-
nym stuzy do otrzymywania, m.in. glikolu propylenowego oraz kwasu akrylowego.
Kwas akrylowy i jego pochodne estrowe sa podstawowym materialem do otrzymy-
wania polimerowych produktow, ktore sa szeroko stosowane m.in. do pokrywania
powierzchni, do produkcji tekstyliow, klejow, sztucznej skory, widkien detergentow
i materiatéw okreslanych jako super-absorbenty oraz do obrobki papieru. Estry kwasu
mlekowego sg stosowane do produkcji rozpuszczalnikow ekologicznych, ktore nie
zawierajg substancji lotnych ani trujacych, a ponadto sa biodegradowalne. Optycznie
czyste postacie kwasu mlekowego, takze w formie estrow, stuzg do produkcji
herbicydow [2]. W przemysle kosmetycznym wykorzystuje si¢ dziatanie ztuszczajace,
nawilzajace 1 przeciwstarzeniowe kwasu mlekowego. Dzigki dziataniu przeciw-
bakteryjnemu, jest on réwniez pomocny w leczeniu zmian skornych o podlozu
infekcyjnym. Z tych powodow kwas mlekowy jest jednym podstawowych sktadnikow
wielu kremow, szamponow oraz réznego typu preparatdow kosmetycznych, w tym
ptynéw do higieny intymnej, a takze probiotykoéw ginekologicznych. S6l wapniowa
kwasu mlekowego jako sktadnik past do zgbow uczestniczy w zwalczaniu prochnicy [5].

Oprocz zastosowania samego kwasu mlekowego i1 jego soli, coraz wigksze
zainteresowanie budzi polimer kwasu mlekowego, polilaktyd (Poly-lactic Acid, PLA)
przedstawiony na rysunku 2. W zwigzku z rosngcym S$wiatowym problemem
dotyczacym utylizacji i zagospodarowania odpadow z tworzyw sztucznych naukowcy
sktaniaja si¢ coraz bardziej ku powszechnej produkcji polimeréw biodegradowalnych.
PLA jest znanym od lat 30. XX wieku odnawialnym, biokompatybilnym biopo-
limerem, ktorego obszar zastosowan ciagle si¢ rozszerza [6].

CH3
O—CH—C

Rysunek 2. Wz6r chemiczny PLA, opracowanie wiasne na podstawie [7

Metoda syntezy polilaktydu o duzej masie czasteczkowej jest dwuetapowa [8].
W pierwszym etapie syntezowany jest laktyd (cykliczny dimer kwasu mlekowego),
ktory w drugim etapie jest polimeryzowany z otwarciem pierScienia cyklicznego
(Ring-Opening Polymerization, ROP) (rysunek 3).

T i i
Pdlikondensacja
CH OH o HO _C CH o _C
HO ™~ \(!:[ HO \c|H‘ o™ ﬁ ‘c|H “OH
0 CH, 0 CH;

Rysunek 3. Synteza PLA metodg ROP, opracowanie wiasne na podstawie [8]
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Laktyd, zbudowany z dwoch czasteczek kwasu mlekowego, istnieje w trzech
formach diastereoizomerycznych: jako L-laktyd (S,S), D-laktyd (R,R) i rownomolowa
mieszanina izomeréw D i L kwasu mlekowego (mezo-laktyd). Posrod roéznych
polilaktydow, optycznie czyste poli(L-laktyd) i poli(D-laktyd) sa krystalicznymi
polimerami o temperaturze topnienia ok. 180°C, podczas gdy poli(DL-laktyd) jest
materiatem amorficznym z temperaturg przechodzenia w stan szklisty wynoszaca
50-70°C. Dysponowanie czystymi optycznie formami kwasu mlekowego jest
niezwykle istotne z punktu widzenia produkcji polimeréw o zdefiniowanych
wilasciwosciach [9,10], poniewaz wlasciwosci polilaktydow sg bardzo zrdéznicowane w
zaleznosci od stosunku i rozmieszczenia izomeréow D i L [11]. Stereochemiczna
struktura PLA moze by¢ tatwo kontrolowana przez polimeryzowanie mieszaniny
kwasu L- i D-mlekowego w $cisle okreslonych proporcjach [12,13]. PLA znajduje
zastosowanie zarowno przy wyrobie produktow powszechnego uzytku, jak niektore
elementy wyposazenia wngtrz, opakowania i folie, produkty jednorazowe, jak i przy
produkcji artykutdow biomedycznych. Coraz czesciej stosowany jest do tworzenia
nowoczesnych, bioresorbowalnych implantow, protez, nici i masek chirurgicznych,
a takze odziezy medycznej [14].

Ze wzgledu na mozliwos¢ syntezy PLA o réznych wlasciwosciach, dostepnosé
czystych enancjomerow kwasu L-LA i D-LA jest bardzo pozadana. Chemiczna
synteza kwasu mlekowego wymaga zastosowania surowcOw petrochemicznych,
z ktorych w pierwszym etapie wytwarzany jest aldehyd octowy. Nastepnie poprzez
dodanie cyjanowodoru otrzymywany jest nitryl kwasu mlekowego. Ostatni etap
syntezy bazuje na kwasowej hydrolizie nitrylu kwasu mlekowego do jego mieszaniny
racemicznej [15, 16]. Do biotechnologicznej produkcji kwasu mlekowego wyko-
rzystuje si¢ rozne szczepy bakterii fermentacji mlekowej, glownie nalezace do rodzaju
Lactobacillus i Lactococcus, ktore sg zdolne, wykorzystujac aktywno$¢ stereospe-
cyficznych zaleznych od NAD+ dehydrogenaz mleczanowych (LDHL i LDHD), do
wytwarzania izomeréw kwasu, co stwarza mozliwosci produkcji czystego optycznie
LA. Otrzymywanie czystego izomeru L lub D kwasu mlekowego stanowi istotny
problem, gdyz bakterie stosowane do procesu fermentacji mlekowej w skali
przemystowej zawieraja zwykle wigcej niz jeden typ dehydrogenazy mleczanowe;j,
a stosunek ilosciowy poszczegdlnych izomerow zalezy od wzajemnej aktywnosci tych
dehydrogenaz. Wiele badan poswigcono ulepszeniu produkcji czystych enancjomerow
kwasu mlekowego, w tym roéwniez za pomocg inzynierii genetycznej [17, 18].
Organizmy genetycznie modyfikowane nie s3 obecnie chetnie wykorzystywane
w przemysle, zatem poszukiwanie dobrych producentow kwasu L- lub D-mlekowego
w rozmaitych $rodowiskach zasiedlanych naturalnie przez bakterie mlekowe (Lactic
Acid Bacteria, LAB) wydaje si¢ dobrym pomystem. W Katedrze Biotechnologii
Srodkéw Leczniczych i Kosmetykow na Wydziale Chemicznym Politechniki
Warszawskiej jest tworzona kolekcja srodowiskowych szczepéw LAB, ktore sg badane
pod katem naturalnego potencjatu do przemystowego wykorzystania tych szczepow,
w tym rowniez do produkcji czystych enancjomeréw kwasu mlekowego. W tej pracy
prezentujemy 18 szczepéw LAB, z ktorych trzy sa zdolne do produkcji w duzym
nadmiarze kwasu L-mlekowego, a jeden charakteryzuje si¢ wydajna produkcja LA
z duzg przewagg izomeru D.
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2. Material i metody

2.1. Material do izolacji szczepéw LAB

Materiat do izolacji szczepow LAB pochodzit z r6znych regionéw Polski i z Afryki
i byly to probki mleka krowiego, wielbtadzicy i klaczy oraz materiat uzyskany na
drodze fermentacji surowcow roslinnych, takich jak kapusta biata i czerwona, ogorki,
rzodkiewki, kalafior, papryka, buraki.

2.2. Metody

2.2.1. Izolacja czystych szczepow ze Zrodel naturalnych

Materiat stanowigcy zrodta do izolacji LAB wysiewano na stata pozywke MRS.
Szalki inkubowano w warunkach beztlenowych przez 48 do 72 godzin w 37°C.
Pojedyncze kolonie kilkukrotnie przeszczepiano na $wieze podloze stale MRS,
wykonujac posiew redukcyjny. W kazdym przypadku dazono do osiggnigcia tylko
jednego rodzaju kolonii na szalce. Nastgpnie wykonana zostata analiza makroskopowa,
ktora polegala na ocenie morfologii otrzymanych kolonii bakteryjnych (m.in.
wielkosci, ksztaltu, koloru, przezroczystosci, brzegu kolonii) zgodnie z wytycznymi
dotyczacymi oceny makroskopowej morfologii bakterii [19]. Kolejnym krokiem byta
ocena mikroskopowa, podczas ktorej przygotowano preparaty przyzyciowe oraz
preparaty utrwalone i barwione metoda Grama. Barwienie wykonano wedlug zalecen
producenta (Biomérieux). Oceniano jednorodnos¢ i morfologie komorek bakteryjnych
w obrazie mikroskopowym.

2.2.2. Hodowla bakterii w pozywce plynnej

Pojedynczymi koloniami pobranymi z szalek z wyizolowanymi szczepami
zaszczepiano 8 ml pozywki MRS i hodowano w 37°C. Bakterie hodowano w pro-
béwkach zamknigtych w pojemniku do hodowli beztlenowych w obecnos$ci generatora
warunkow beztlenowych Genbox (Biomérieux). Po 24, 48 i 72 h pobierano 1 ml
probki do oznaczenia stezenia kwasu L- i D-mlekowego.

2.2.3. Optymalizacja temperatury hodowli wybranych szczepow

Hodowle prowadzono w 50 ml ptynnej pozywki MRS w 25, 30, 37 oraz 42°C,
Inokulum stanowily hodowle nocne dodawane w iloSci 5% objetosci pozywki.
Hodowle byly prowadzone w kolbach zamknigtych w szczelnych torbach polie-
tylenowych, bez wytrzasania. Po 24, 48 1 72 h pobierano 1 ml probki do oznaczenia
stezenia kwasu L- i D-mlekowego.

2.2.4. Charakterystyka biochemiczna wyizolowanych szczepow

Do scharakteryzowania wyizolowanych szczepow pod katem ich zdolnosci
metabolicznych uzyto komercyjnie dostgpnych testow API S0CHL i API ZYM
(Biomérieux) zgodnie z instrukcja producenta.

2.2.5. Izolacja genomowego DNA ze szczepow bakteryjnych

Z wyizolowanych szczepow przygotowano hodowle nocne w pozywce ptynnej
MRS. Po 12 h inkubacji hodowle odwirowano, a z osadu bakteryjnego wyizolowano
genomowy DNA z uzyciem zestawu DNA Genomic Mini (Eurx), zgodnie z instrukcja
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producenta. W celu lizy grubej $ciany komorkowej, charakterystycznej dla bakterii
Gram-dodatnich, procedur¢ izolacji poprzedzono godzinng inkubacjg osadu w 200 pl
buforu TES z dodatkiem lizozymu i mutanolizyny w temperaturze 37°C. Po
zakonczeniu izolacji uzyskany genomowy DNA zawieszono w 20 ul sterylnej wody.
Jako$¢ DNA oszacowano po rozdzieleniu probki w 0,8% zelu agarozowym.

2.2.6. Ocena przynaleznoS$ci rodzajowej wyizolowanych szczepow
bakteryjnych

Wyizolowany genomowy DNA postuzyt jako matryca do przeprowadzenia
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) z uzyciem starteréw specyficznych rodzajowo.
Ze wzgledu na zrodla materialu do izolacji, zastosowane podloze selekcyjne oraz
dokonane obserwacje makro i mikroskopowe, spodziewano si¢ szczepow z rodzaju
Lactobacillus. Amplifikacja fragmentu genomowego DNA Lactobacillus, kodujacego
region pomiedzy 16S a 23S rRNA, daje specyficzny obraz produktow na zelu
agarozowym [20]. Zastosowano startery: 16-1A (forward): 5’-GAATCGCTA
GTAATCG-3’ oraz 23-1B (reverse): 5’-GGGTTCCCCCATTCGGA-3’ [21]. PCR (35
cykli) przeprowadzono w nastepujacych warunkach:

e wstepna denaturacja (95°C, 5 min);
denaturacja (95°C, 30 s);
przylaczanie starterow (53°C, 30 S);
elongacja (72°C, 90 s);
koncowa elongacja (72°C, 5 min).
Produkty reakcji PCR rozdzielono za pomocg elektroforezy w 0,8% zelu
agarozowym.

2.2.7. Oznaczanie przynaleznosci gatunkowej szczepéw z uzyciem
sekwencjonowania 16S rRNA

Genomowy DNA wyizolowany z czterech wybranych szczepéw poddano reakcji
PCR, w ktdrej powielono gen kodujacy 16S rRNA. Uzyto uniwersalnych starterow
27f: 5'- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3"1 1492r: 5' -TACGGYTACCTTGTTAC
GACTT-3' dajacych produkt o wielkosci ok, 1500 par zasad. DNA otrzymany
w reakcji PCR oczyszczano przy pomocy zestawu Clean-up (A&A Biotechnology) wg
zalecen producenta. W koncowym etapie materiat genetyczny eluowano z kolumny za
pomoca jalowej wody dejonizowanej. Czystos$¢ uzyskanych produktow sprawdzono na
0,8% zelu agarozowym. Tak przygotowane i oczyszczone preparaty DNA oddano do
sekwencjonowania w firmie Genomed. Uzyskane sekwencje analizowano przy uzyciu
programu BLAST.

2.2.8. Oznaczenie ilo$ci kwasu mlekowego metoda enzymatyczna

Probki o objetosci 1 ml pobrane z hodowli ptynnych wirowano w celu oddzielenia
biomasy (12,0-13,4 tys. rpm, 6 min) i w supernatancie oznaczano kwas L-
i D-mlekowy metoda spektrofotometryczng, mierzac przy 340 nm ilos¢ NADH,
powstajacego w reakcji dehydrogenazy mleczanowej (LDH) przeksztatcajacej kwas
mlekowy w pirogronian. Oznaczenia przeprowadzono wg wskazowek producenta
wykorzystujac zestawy D-Lactic Acid i L-Lactic Acid firmy Megazyme, zawierajace
specyficzne enzymy, odpowiednio D-LDH i L-LDH.
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2.2.9. Analiza HPL.C kwasu octowego

Pomiar prowadzono przy pomocy kolumny Comosil 5C18-MS-Il. Jako faze
ruchomg zastosowano 20 mM roztwor KH,PO, przy szybkosci przeptywu 0,5 ml/min.
Czas kazdego pomiaru wynosit 40 min, po tym czasie zaobserwowano catkowity zanik
pikéw. Stezenie kwasu octowego w ptynach pofermentacyjnych obliczano na podstawie
krzywej wzorcowej. W celu sporzadzenia krzywej wzorcowej przygotowano 4 stan-
dardy kwasu octowego o stezeniach: 0,5; 1,0; 1,51 2,0 g/l. Dla kazdego ze standardow
pomiar przeprowadzono w trzech powtorzeniach, a nastgpnie sporzadzono wykres
zaleznosci pola powierzchni piku od st¢zenia kwasu octowego.

3. Wyniki

Wyizolowano 18 szczepdéw bakterii kwasu mlekowego pochodzacych z réznych
naturalnych zrodet roslinnych i zwierzgeych. Ze wzgledu na zrodta materiatu do
izolacji, zastosowane podioze selekcyjne oraz dokonane obserwacje makro i mikro-
skopowe (preparaty przyzyciowe i zabarwione odczynnikiem Grama) (tabela 1),
spodziewano si¢ szczepéw z rodzaju Lactobacillus. Reakcja PCR ze specyficznymi
rodzajowo starterami potwierdzita przynalezno$¢ wszystkich szczepoéw do rodzaju
Lactobacillus.

Tabela 1. Charakterystyka wyizolowanych szczepow Lactobacillus

Szczep | Zrodto pochodzenia | Charakterystyka Charakterystyka
wuT LAB makroskopowa mikroskopowa (preparaty
(opis wzrostu na szalkach przyzyciowe
z podtozem MRS) i utrwalone)
1771 Mleko krowie Kolonie $redniej wielkosci, Sredniej wielko$ci, regularne
(Afryka) okragle, lekko wypukte pateczki wystepujace
blyszczace, brzegi kolonii pojedynczo lub uktadajace sie
regularne, kolor jasnokremowy | po dwie komorki w ksztatt
litery V
17/2 Przefermentowany Kolonie duze, okragte, Sredniej wielkosci, regularme
sok z buraka (Polska, | wypukte, btyszczace, brzegi pateczki tworza
Mazowsze) kolonii regularne, kolor charakterystyczne uktady
bezowy komorek w litere V,
w polu widzenia widoczne
krétkie tancuszki do 5
komorek
1713 Mleko krowie Kolonie okragle i drobne, Sredniej wielkosci, regularne
(Polska, Mazowsze) | wypukte, btyszczace, brzegi pateczki tworzace
kolonii regularne, kolor charakterystyczny uktad litery
bezowy, srodek kolonii V, zazwyczaj wystepuja po 2
ciemniejszy komorki lub w wigkszych
skupiskach pojedynczych
komorek
17/4 Mleko wielbladzicy Kolonie mate, okragte, Drobne, regularne, cienkie
(Afryka) wypukte, btyszczace, brzegi pateczki, tworzace dtugie
kolonii réwne, kolor biaty tancuszki do 15 komérek
17/5 Mleko wielbtadzicy Kolonie $redniej wielkoSci Regularne, $redniej dhugosei
Il (Afryka) okragle, wypukle, btyszczace, | paleczki tworza
o regularnych brzegach koloru | charakterystyczne uktady V,
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mlecznego brak dtugich tancuszkow,
komorki wystepuja po 2 lub
w duzych grupach
pojedynczych pateczek
17/6 Mleko klaczy Kolonie mate, okragle, Drobne, regularne pateczki,
(Polska, Mazowsze) | wypukle, btyszczace, tworzgce uktady komorek
o regularnych brzegach kolonii | w litere V, wystepuja krotkie
réwne, kolor jasnobiaty Tancuszki do 5 komorek
177 Sok z kiszonej Kolonie $redniej wielkosci, Duze pateczki, tworzace
kapusty (Polska, okragle, wypukle, btyszczace, | charakterystyczne uktady V,
Mazowsze) brzegi regularne, kolor bezowy | obecne tancuszki od 3 do 7
komorek
17/8 Sok z kiszonych Kolonie $redniej wielkosci, Drobne pateczki, tworzace
ogorkow (Polska, okragtle, wypukte, btyszczace, | uktady komérek
Mazowsze) brzegi kolonii réwne, kolor w ksztalcie litery V, w obrazie
mleczny, wyrazne ciemne mikroskopowym widoczne
srodki kolonii fancuszki do 9 komérek
17/9.1 Mileko krowie Kolonie duze, ptaskie, lekko Duze, diugie, regularne
(Polska, Beskid rozlane, blyszczace, brzegi pateczki wystepujace
Niski) kolonii nieregularne, lekko pojedynczo lub po dwie
faliste, kolonie tarczowate, ze | komorki tworzg
zgrubieniem na $rodku, kolor charakterystyczne uktady
jasnobiaty w ksztalcie litery V, wystepuja
krotkie tancuszki do 4
komorek
17/9.2 Mleko krowie Kolonie $redniej wielkosci Drobne, regularne pateczki,
(Polska, Beskid okragle, wypukle, btyszczace, | tworzace uktady komorek
Niski) brzegi kolonii rowne, kolor W ksztalt litery V, nie tworza
mlecznobiaty dtugich fancuszkow,
Zazwyczaj wystepuja po 2
komorki
w polu widzenia
17/10.1 | Sok z kiszonych Kolonie $redniej wielkosci, Dtugie, regularne, cienkie
ogorkow (Polska, okragle, ptaskie, blyszczace, pateczki, duzo pojedynczych
Podlasie) brzegi kolonii nieregularne, komorek, wystepuja diugie,
kolonie tarczowate, kolor proste tancuszki do 8 komoérek
jasno-biaty
17/10.2 | Sok z kiszonych Kolonie $redniej wielkosci, Nieregularne pateczki
ogorkow (Polska, okragle, wypukte, btyszczace, | tworzace charakterystyczny
Podlasie) brzegi kolonii rowne, kolor uktad V, wystepuja dhugie,
bezowy krete tancuszki do 7 komorek
17/11 Sok z kiszonej Kolonie drobne, okragte, Bardzo krotkie, grube,
kapusty (Polska, wypukte, btyszczgce, brzegi regularne pateczki, tworzace
Podlasie) kolonii réwne, kolor charakterystyczny uktad
mlecznobiaty w ksztatcie litery V, w polu
widzenia widoczne krotkie
fancuszki od 3 do 5 komérek
Sok z kiszonych Kolonie mate, okragle, plaskie, | Drobne, regularne pateczki,
ogorkow (Polska, brzegi kolonii réwne, kolor tworzace uktady komorek
18/17 Mazowsze) bezowy w ksztalcie litery V, wystepuja

tancuszki do 4 komorek oraz
grupy pojedynczych komorek

95




Julia Dreksler, Martyna Stefaniak, Joanna Z'ylin'ska-Urban, Joanna Ciesla

Sok z kiszonego Kolonie o $redniej wielkosci, Drobne, regularne pateczki,
kalafiora (Polska, okragte, blyszczace, brzegi tworzace uktady komorek
Mazowsze) kolonii rowne, kolor bezowy w ksztalcie litery V,

18/21 Z ciemniejszym $rodkiem zazwyczaj wystepuja po 2
komorki lub w wigkszych
skupiskach pojedynczych
komorek

Sok z kiszonej Kolonie mate, okragle, plaskie, | Drobne, regularne pateczki,
papryki (Polska, matowe, brzegi kolonii rowne, | tworzace uktady komorek

18/25 Mazowsze) kolor bezowy w ksztalcie litery V, wystepuja
po 2 komorki lub w wigkszych
skupiskach pojedynczych
komorek

Sok z kiszonej Kolonie o matej i $redniej Pateczki o $redniej wielkosci,
czerwonej kapusty wielkosci, okragle, wypukte, tworzace uktady komorek

18/32 (Polska, Mazowsze) | blyszczace, brzegi kolonii w ksztatcie litery V, wystepuja

lekko rozmyte, kolor dtugie, krete tancuszki do 8
mlecznobiaty komorek
Rzodkiewka (Polska, | Kolonie o $redniej wielko$ci, Drobne, regularne pateczki,
Mazowsze) nieregularnym ksztatcie, tworzace uktady komorek
18/35 ptaskie, brzegi kolonii w ksztalcie litery V, wystepuja
nieregularne i rozmyte, kolor po 2 komorki lub w wigkszych
mlecznobialy z ciemniejszym | skupiskach pojedynczych
srodkiem komoérek

3.1. Charakterystyka biochemiczna wyizolowanych szczepow Lactobacillus

W celu ustalenia zrodet wegla, ktore mogg by¢ wykorzystane przez wyizolowane
szczepy zastosowano test APISOCHL. Wszystkie szczepy metabolizowaty D-glukoze,
D-fruktozg, D-mannoze, N-acetyloglukozaminge i salicyne. Wigkszo$¢ szczepow,
z pojedynczymi wyjatkami fermentowata rowniez D-galaktoze, D-ryboze, D-mannitol,
D-sorbitol, amigdaling, arbutyne, eskuling, D-celobiozg, D-maltoze, D-laktoze,
D-trehaloze (WUT 17/4 nie fermentowat D-rybozy, a WUT 17/5 D-mannitolu
i D-maltozy). Szczep WUT 17/10.2, metabolizowat tylko siedem zrodet wegla
(D-galaktoze, D-glukoze, D-fruktozg, D-mannozg, D-mannitol, N-acetyloglukozaming
i salicyng), podczas gdy wyizolowany z tego samego zrodta szczep WUT 17/10.1 mogt
korzysta¢ az z dwudziestu dwdch zrodel wegla.

Test API ZYM pozwolit na okreslenie aktywno$ci enzymatycznych, umozli-
wiajacych bakteriom uzyskiwanie odpowiednich sktadnikéw odzywczych do wzrostu,
adhezji lub unikania uktadu immunologicznego gospodarza. Wséréd najczesciej
wystepujacych — aktywnosci  katalitycznych  byla naftolo-AS-Bl-fosfohydrolaza
(14 szczepdw), aryloamidazy leucynowa i walinowa (12 szczepow), kwasna fosfataza
(11 szczepdw), 9 szczepéw produkowato [-glukozydazg, 7-a-glukozydaze, 7-
B-galaktozydaze. Szczepy WUT 17/2, WUT 17/4 i1 WUT 17/10.2 wykazywaty
aktywnosci esterazowe, a szczepy WUT 17/1 1 WUT 17/11 produkowaty N-acetylo--
glukozaminindaze. Zaden ze szczepdéw nie wykazywal aktywnosci alkalicznej
fosfatazy, lipazy (C14), aryloamidazy cystynowej, trypsyny, a-chymotrypsyny,
a-galaktozydazy, a-glukonidazy, a-mannozydazy i a-fukozydazy.
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3.2. Produkcja kwasu mlekowego w pozywce MRS przez wyizolowane
szczepy Lactobacillus

3.2.1. Produkcja LA w temperaturze 37°C po 24, 48 i 72 h hodowli

Poszukujac szczepow LAB wydajnie produkujacych kwas mlekowy, a zwlaszcza
takich, ktore wydzielatyby w nadmiarze jeden z enancjomeréw, oznaczono metoda
enzymatyczng ilosci produkowanego kwasu L- i D-mlekowego w ptynach
pohodowlanych po 24, 48 i 72 godzinach hodowli. Wyniki oznaczen przedstawiono
w tabeli 2. Wigkszo$¢ wyselekcjonowanych szczepow produkowala racemat kwasu
mlekowego, ze stosunkiem enancjomeréw L:D zblizonym do 50%:50%. Suma-
rycznie, najwigcej kwasu mlekowego po 72 h hodowli wyprodukowat szczep WUT
17/1 (24,5 g/l), a zaraz za nim szczep WUT 17/3 (21,1 g/l). Szczep WUT 17/3 okazat
si¢ rowniez bardzo szybkim producentem, poniewaz taczna ilos¢ wyprodukowanego
LA bardzo nieznacznie zmienita sie¢ pomig¢dzy 24., a 72. godzing hodowli. Najgorszym
producentem kwasu mlekowego okazat si¢ szczep WUT 17/10.1, ktéry wyprodukowat
go zaledwie 12 g/I.

Tabela 2. Produkcja kwasu L- i D-mlekowego przez wyizolowane szczepy Lactobacillus w zalezno$ci
od czasu hodowli

Szczep Stezenie kwasu mlekowego w ptynie pohodowlanym [g/1]*
WUT Po24h Po 48 h Po72h

L- D- L-LA | L- D- L-LA | L- D- L-LA
LA LA [%] LA LA [%] LA LA [%]
17/1 6,3 119 | 346 54 124 | 30,3 125 | 120 | 511
17/2 8,7 0,2 97,8 174 |04 98,0 171 |18 90,6
17/3 75 111 | 403 8,0 101 | 443 9,5 116 | 449
17/4 55 0,2 96,1 8,7 34 72,0 10,7 | 4,6 69,9
17/5 6,5 0,6 91,6 136 |06 96,1 144 |11 92,9
17/6 6,4 8,6 42,5 8,1 105 | 435 9,8 111 | 47,0
1717 44 9,0 32,9 7,1 105 | 403 8,3 10,7 | 43,7
17/8 4,1 71 36,5 8,0 9,7 45,2 8,2 10,3 | 44,2
17/9.1 122 |04 96,7 16,1 | 08 954 175 108 95,7
17/9.2 53 8,2 39,3 6,3 9,4 404 8,4 124 | 40,3
17/101 |19 1,0 65,5 54 6,0 48,9 6,0 6,1 49,5
17/102 | 53 2,3 69,9 174 165 60,8 10,2 | 6,9 59,9
17/11 3,5 59 37,2 8,0 103 | 385 7,3 121 | 376
18/17 75 6,3 54,2 75 71 51,2 8,4 8,4 50,0
18/21 71 8,0 46,9 7,0 8,2 459 6,8 8,0 46,2
18/25 6,5 8,3 441 6,7 7,4 47,3 6,3 9,2 404
18/32 6,4 6,6 49,2 7,2 74 49,2 71 7,6 48,3
18/35 6,5 5,6 53,8 8,9 7,7 53,7 7,3 78 48,3
*Wigkszos$¢ oznaczen wykonano w trzech powtorzeniach — btad SD wynosit $rednio 9,9%, Czgé¢ oznaczen
wykonano w dwoch powtorzeniach — uzyskane wyniki nie roznity si¢ od $redniej w zakresie 0,2-6,9%.

Wsrod wyselekcjonowanych szezepow, WUT 17/2, WUT 17/5 1 WUT 17/9.1
produkowaty w znacznym nadmiarze izomer L-LA. Procentowy udzial enancjomeru
L zmieniat si¢ w czasie hodowli — dla szczepoéw WUT 17/2 i WUT 17/5 najwyzszy byt
po 48 h i wynosit odpowiednio 98% i 96,1%, a dla szczepu WUT 17/9.1 po 24 h
wynosit 96,7%, a po 48 i 72 h — ok. 95,5%. Sposrod szczepéw najwydajniej
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produkujacych racemat kwasu mlekowego, WUT 17/1 produkowat w przewadze kwas
D-mlekowy po 24 i 48 h — odpowiednio 65,4% i 69,7%, ale po 72 h ta przewaga byta
niezauwazalna. Niestety, nie wyselekcjonowano szczepu, ktory wydzielatby wylacznie
(lub w duzym nadmiarze) kwas D-mlekowy w badanych warunkach. Dla wszystkich
szczepow obliczono stopien wykorzystania glukozy oraz produktywnos$¢ kwasu
mlekowego (tabela 3).

Tabela 3. Wydajno$¢ produkeji i produktywno$¢ kwasu mlekowego przez wyizolowane szczepy
Lactobacillus

Szczep Wydajnosé Produktywnos¢ LA
wUT [g LA/g glukozy]* (9/Ih)

24h 48h 72h 24h 48h 72h
17/1 0,91 0,89 1,23 0,76 0,37 0,34
17/2 0,45 0,89 0,94 0,37 0,37 0,26
17/3 0,93 0,90 1,05 0,78 0,38 0,29
17/4 0,29 0,60 0,76 0,24 0,25 0,21
17/5 0,35 0,71 0,78 0,29 0,30 0,22
17/6 0,75 0,93 1,05 0,62 0,39 0,29
177 0,67 0,88 0,95 0,56 0,37 0,26
17/8 0,56 0,89 0,93 0,47 0,37 0,26
17/9.1 0,63 0,85 0,91 0,52 0,35 0,25
17/9.2 0,68 0,78 1,04 0,56 0,33 0,29
17/10.1 0,15 0,57 0,60 0,12 0,24 0,17
17/10.2 0,38 1,19 0,85 0,32 0,50 0,24
17/11 0,47 0,92 0,97 0,39 0,38 0,27
18/17 0,69 0,73 0,84 0,57 0,30 0,23
18/21 0,75 0,76 0,74 0,63 0,32 0,21
18/25 0,33 0,71 0,77 0,62 0,29 0,22
18/32 0,65 0,73 0,73 0,54 0,31 0,20
18/35 0,61 0,83 0,76 0,51 0,35 0,21

* Obliczenie oparte na informacji producenta o zawartosci glukozy w pozywce MRS (~20 g glukozy na 1 1
pozywki)

Za najbardziej interesujace z punktu widzenia uzyskania czystego enancjomeru
L-LA uznano szczepy WUT 17/2, WUT 17/5 i WUT 17/9.1, natomiast szczep WUT
17/1 wydawat si¢ obiecujacy ze wzgledu na duzg ilo$¢ produkowanego kwasu
mlekowego i przewage enanCJomeru D-LA. Wymienione cztery szczepy postanowiono
podda¢ badaniom zmlerzajqcym do znalezienia optymalnych warunkéw do wzrostu
bakterii i produkcji enancjomerow LA.

Izolacja kwasu mlekowego, a zwlaszcza oddzielenie go od innych kwasoéw
organicznych, nie jest tatwa, wobec tego korzystne jest stosowanie szczepow
homofermentatywnych. Szczepy heterofermentatywne LAB oprocz kwasu mlekowego
najczesciej produkuja kwas octowy, wobec tego przeprowadzono pomiar kwasu
octowego w ptynach pofermentacyjnych metoda HPLC. Szczepy WUT 17/1, WUT
17/2 1 WUT 17/5 nie produkowaty mierzalnych iloéci kwasu octowego, a szczep WUT
17/9.1 produkowat go w stezeniu 1,90+1,23 g/l.

3.2.2. Zalezno$¢ produkcji enancjomerow LA od temperatury

Wybrane cztery szczepy hodowano w pozywce MRS w temperaturze 30°C, 37°C
oraz 42°C, a szczep WUT 17/1 hodowano rowniez w temperaturze 25°C ze wzgledu
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na bardzo dobry wzrost tego szczepu w temp. 30°C. Stgzenie kwasu L- i D-mlekowego
oznaczono w probkach pobieranych po 24, 48 i 72 godzinach hodowli (rysunek 5).
Optymalna temperaturg do wzrostu i produkcji LA przez szczepy WUT 17/2, WUT
17/5 1 WUT 17/9.1 byto 37°C, a dla szczepu WUT 17/2 nawet 42°C przy dluzszym
czasie hodowli. Zawarto$¢ enancjomeru L-LA w produkowanym kwasie mlekowym,
w zaleznosci od temperatury i czasu hodowli, miescita si¢ w zakresie 96-100%. Szczep
WUT 17/1 najwiecej kwasu mlekowego produkowat w temperaturze 30°C po 48i 72 h
hodowli. Dla tego szczepu zaobserwowano ciekawa zaleznos¢ proporcji D-LA:L-LA
od temperatury — im nizsza, tym wieksza byla przewaga enancjomeru D, ale
jednoczesnie ilos¢ produkowanego kwasu mlekowego byla mniejsza z powodu
stabszego wzrostu bakterii. W temperaturze 25°C bakterie produkowaly po 24, 48 1 72
h hodowli odpowiednio 90,9, 92,7 i 92,5% D-LA, a w 30°C odpowiednio 83,2, 86,2,
i 78,4% D-LA. W temperaturze 37°C bakterie produkowaly racemat z nieznaczna
przewaga kwasu D-mlekowego — 63,5, 59,8 i 63,8%. W temperaturze 42°C wzrost
szczepu WUT 17/1 byt bardzo slaby, co przetozylo si¢ na niewielkg ilos¢
produkowanego kwasu mlekowego, z niewielka przewaga kwasu L-mlekowego.

WUT 17/1

- y WUT 17/2
D 30, 25°C 30°C 37°C  42°C B 30, 30°C 37°C 42°C
g g
(5] 4 [ 4
% 25 s 25
< 2
S 20/ oA § 204
[ LA [S
> 154 > 154
2 8
2 10] 2 10]
o o
=y c 5|
3 2
& 3 o
4 w h
@ 244872 244872 244872 244872 24 48 72 244872 24 4872
Czas [h] Czas [h]
= WUT 17/5 ary WUT 17/9.1
D 30, 30°C 37°C 42°C 2 30,  30°C 37°C 42°C
o o
(o] {e2]
0 25 0 25
g 3
2 2
$ 201 $ 20
[S €
é 15 ‘% 15
2 104 2 104
2 @
£ sl § o
P >
o 0 & oA
24 48 72 24 48 72 24 48 72 2448 72 24 48 72 24 48 72
Czas [h] Czas [h]

Rysunek 5. Zalezno$¢ produkcji enancjomerow kwasu mlekowego od temperatury i czasu hodowli. Kazde
oznaczenie zostato wykonane co najmniej w dwoch powtorzeniach, ktorych wyniki roznity sie od sredniej
w zakresie 0,0-19,9%
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3.3. Identyfikacja przynaleznosci gatunkowej wybranych szczepéw

Za pomocg sekwencjonowania 16S RNA i programu BLAST zidentyfikowano
dotychczas cztery gatunki Lactobacillus (tabela 4).

Tabela 4. Wyniki identyfikacji gatunkowej wybranych szczepow

. . Identycznos¢ sekwencji z
Szczep WUT Zidentyfikowany gatunek baza ﬁanych J
17/1 Lactobacillus plantarum 100%
1712 Lactobacillus rhamnosus 99%
17/3 Lactobacillus plantarum 100%
17/5 Lactobacillus paracasei/casei 100%

Planowane jest przeprowadzenie identyfikacji pozostatych szczepow oraz
kolejnych, izolowanych z innych Zrodet naturalnych, dodawanych do kolekc;ji.

4. Dyskusja

Mozliwosci licznych zastosowan bakterii fermentacji mlekowej w r6znych
galeziach przemystu stymuluja badaczy do izolacji nowych szczepow ze zrddet
naturalnych. Doktadna charakterystyka szczepu pozwala okresli¢ jego potencjal do
konkretnego zastosowania przemystowego. Zapotrzebowanie na kwas mlekowy
nieustajaco rosnie, a nowe techniki stosowane w nauce pozwalajg na coraz wydaj-
niejsza jego produkcje z uzyciem mikroorganizméw. W niniejszej pracy badawczej
przedstawiono 18 wyizolowanych szczepéw LAB, pochodzacych z mleka krowiego,
wielbladziego i1 klaczy lub z przefermentowanych surowcoéw roslinnych. Szczepy te
zakwalifikowano do rodzaju Lactobacillus. Chang i wsp. [22] scharakteryzowali
biochemicznie 2309 szczepoéw bakterii pochodzacych z roéznych rodzajow kimchi,
tradycyjnej potrawy koreanskiej, w sktad ktorej wchodza fermentowane warzywa,
takie jak kapusta, rzepa czy ogorki. Wyizolowane szczepy zostaly zidentyfikowane
jako Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb. plantarum, Lb. Sakei i Leuconostoc mesenteroides.
Vantsawa i wsp. [23] zajmowali si¢ izolacja bakterii z nigeryjskiego mleka krowiego,
w  ktorym stwierdzili obecno$¢ szczepéw Lb. saliverius, Lb. rhamnosus,
Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus i Lb. delbruecki ssp. lactis. Natomiast grupa Yelnetty
i wsp. [24] wyizolowata z mleka koziego i scharakteryzowata szczepy zidentyfikowane
jako Lb. plantarum i Lb. pentosus. Swiadczy to o szerokim spektrum wystgpowania
LAB zaréwno w produktach pochodzenia roslinnego, jak i w produktach mlecznych.
We wspomnianych produktach zauwazalna jest wyrazna dominacja rodzaju
Lactobacillus nad innymi rodzajami LAB. Produkty mleczne oraz fermentowane
stanowig dobre zrédla do izolacji i poszukiwania nowych, obiecujacych szczepow,
ktore tatwo zmieniajg si¢ i nabywajg nowe zdolnosci w ramach adaptacji do
srodowiska.

Charakterystyka wyizolowanych szczepow pod katem zdolnosci do fermentacji
réznych zrodet wegla zostata wykonana przy uzyciu testow API 50 CHL. Wyniki
testow sg spojne z wykonanymi przez Yelnetty i wsp. [24] i charakterystyczne dla
rodzaju Lactobacillus. W zwiazku z bytowaniem LAB na powierzchni rolin
obserwuje si¢ duzg zdolno$¢ do fermentacji cukrow ro$linnych, takich jak fruktoza,
eskulina czy salicyna. Wigkszo$¢ szczepow rowniez bardzo dobrze fermentuje cukry
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mleczne, jak laktoza, czy jej sktadowe, glukozg i galaktoze, co umozliwia bakteriom
Swietne funkcjonowanie w produktach mlecznych. Grupa Stoyanovski i wsp. [25]
przeprowadzita analiz¢ aparatéw enzymatycznych szczepow LAB odpowiedzialnych
za fermentacje produktow migsnych. Wykazano niska aktywno$¢ enzymoéw lipo-
litycznych, co pokrywa si¢ z wynikami uzyskanymi w tej pracy. Wigkszo$¢ szczepow
opisanych przez Stoyanovski i wsp. [25] i Papamanoli i wsp. [26] oraz 12 szczepdéw
scharakteryzowanych w tej pracy, produkowala arylamidaze leucyny i waliny, co
dowodzi przystosowania LAB do zycia w §rodowisku bogatym w biatka i amino-
kwasy. Jednakze nie wszystkie z uzyskanych wynikoéw testow APl Zym w réznych
pracach badawczych sg spojne, np. Stoyanovski i wsp. [25] opisali bardzo niska
aktywno$¢ fosfatazy kwasnej, podczas gdy w niniejszej pracy dla tego enzymu
uzyskano wynik pozytywny dla 10 szczepéw. Roznice w aktywnos$ci enzymatycznej
wynikaja ze zdolnosci bakterii do przystosowywania si¢ do $rodowiska bytowania
i eliminacji zbednych $ciezek metabolicznych na korzys$¢ innych, bardziej pozadanych
w konkretnych warunkach.

Kwas mlekowy, bedacy gtéwnym metabolitem LAB, zostat w 2010 roku zamiesz-
czony w raporcie wydanym przez Departament Energii USA jako potencjalny element
budulcowy na przysztos¢ [27]. Duze znaczenie tego zwiagzku chemicznego i ogrom
jego potencjalnych zastosowan, sktaniaja do poszukiwan alternatywnych pozywek, na
ktorych produkcja LA moglaby przebiega¢ wydajnie i jednoczes$nie taniej. Boontim
iwsp. [28] zajmowali sie izolacjg szczepow syntetyzujacych wylacznie kwas
L-mlekowy. Po zoptymalizowaniu warunkéw na pozywce MRS osiagneli produkcje
10 g/l L-LA z czystoscig optyczng 98,7%. Singhvi i wsp. [29] z uzyciem réznych
szczepow Lactobacillus na pozywce MRS uzyskali produkcje w granicach 36-49 g/l.
Wyizolowany w niniejszej pracy szczep WUT 17/9.1, po 72 h produkowal L-LA
w ilosdci 17,5 g/l przy czystos$ci optycznej ponad 95%, natomiast najlepszy producent
racematu, szczep WUT 17/1 (Lb. plantarum), po tym samym czasie produkowat 24,5 g/1,
co catkiem dobrze plasuje wyizolowane szczepy w pordwnaniu z innymi opisanymi
w literaturze. OczywiScie, synteze LA mozna znaczaco ulepszy¢, przenoszac produ-
kcje z probowek i kolb laboratoryjnych do bioreaktora, gdzie warunki, takie jak pH czy
temperatura podlegaja duzo lepszej kontroli. Mozliwe jest takze uzupelnianie
zuzywanego substratu oraz biezace odprowadzanie metabolitow, co dodatkowo
usprawnia produkcje. W ten sposob Coelho i wsp. [30] po 48 h uzyskali 90 g/l kwasu
mlekowego, a Dumbrepatil i wsp. [31] 166 g/l uzywajac szczepu Lb. delbrueckii.
Natomiast zespdt Okano 1 wsp. [32], postugujac si¢ metodami inzynierii genetycznej,
stworzyt szczep Lb. plantarum produkujacy L-LA z czystoscig optyczng ponad 98%.
Metody inzynierii genetycznej, polegajace na usunigciu genu kodujgcego jedng
z dehydrogenaz mleczanowych (w tym przypadku D-LDH) oraz racemazg
mleczanowa, stajg si¢ coraz bardziej powszechne i pozwalaja na znaczne usprawnienia
w ilosci i czystosci produkowanego LA.
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5. Podsumowanie

W pracy przedstawiono 18 szczepow Lactobacillus z powstajacej w Katedrze
Biotechnologii Srodkéw Leczniczych i Kosmetykow kolekcji szczepow LAB. Badania
nad identyfikacjg gatunkowa szczepow i okreslaniem ich potencjatu do wykorzystania
w réznych galeziach przemyshu trwaja. Sposrdd przedstawionych szczepéw ocenio-
nych pod katem produkcji enancjomerow kwasu mlekowego cztery wydajg sic miec¢
potencjat aplikacyjny. Trzy z nich produkuja w duzej przewadze enancjomer L-LA,
ajeden w odpowiednich warunkach produkuje znacznie wigcej enancjomeru D.
Badania nad optymalizacja warunkéw hodowli w bioreaktorze (pH, szybkos¢
mieszania, sktad pozywki, itp.), zmierzajace do osiggniecia jak najwyzszej wydajnosci
oraz produkcji pojedynczych enancjomeréw kwasu mlekowego, sa w toku.

Podziekowania
Badania zostaty sfinansowane przez Wydziat Chemiczny Politechniki Warszawskiej.
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Produkcja enancjomerow kwasu mlekowego przez bakterie

Streszczenie

Kwas mlekowy (LA) jest cennym produktem wykorzystywanym w wielu gat¢ziach przemystu. Jednym
z waznych zastosowan jest synteza polilaktydow (PLA) — biokompatybilnych i biodegradowalnych
polimeréow LA. Wiasciwosci PLA zalezne sa od kontrolowanej zawarto$ci izomeréw optycznych L i D
kwasu mlekowego. Produkcja kwasu mlekowego przez dobrane szczepy bakterii, w przeciwienstwie do
syntezy chemicznej, umozliwia uzyskanie pojedynczych enancjomeré6w LA. Celem tej pracy byla izolacja
szczepow bakterii kwasu mlekowego (LAB) z naturalnych §rodowisk i ich selekcja pod katem wydajnej
produkcji izomeru L- i D-LA. Z probek mleka krowiego, wielbtadzicy i klaczy oraz materiatu uzyskanego
na drodze fermentacji surowcow ro$linnych wyizolowano 18 szczepow Lactobacillus, ktore oceniono pod
katem produkcji kwasu L- i D-mlekowego oznaczanego w ptynach pohodowlanych metodg enzymatyczng.
Cztery szczepy, ocenione jako majace potencjat przemystowy, wybrano do dalszych badan. Trzy z nich
(WUT 17/2, WUT 17/5 i WUT 17/9) produkowatly w zakresie 96-100% L-LA, niezaleznie od temperatury
hodowli, podczas gdy jeden (WUT 17/1), produkujacy racemat w temperaturze 37°C, produkowat D-LA
w 90-92,7% nadmiarze w temperaturze 25°C. Badania nad optymalizacja warunkow hodowli szczepow
w celu uzyskania wydajnej produkcji pojedynczych enancjomeréw kwasu mlekowego sa w toku.

Stowa kluczowe: kwas L-mlekowy, kwas D-mlekowy, bakterie mlekowe, LAB, polilaktyd

The production of lactic acid enantiomers in bacteria

Abstract

Lactic acid (LA) is a valuable product used in variety of industrial branches. One of its important
applications is the synthesis of polylactides (PLA) — biocompatible and biodegradable LA polymers. PLA
properties depend on controlled L-LA and D-LA content. The production of lactic acid by selected
bacterial strains, in contrary to chemical synthesis, allows to obtain the single LA enantiomer. The goal of
this work was the isolation of lactic acid bacteria (LAB) strains from natural environments and their
selection for efficient production of single L- or D-LA isomer. Eighteen Lactobacillus strains have been
isolated from cow, camel and mare milk, as well as from plant silage material. The strains have been
evaluated as producers of L- and D-LA that were assayed by enzymatic method. Four strains, considered as
potentially applicable in industry, were chosen for further investigation. Three of them (WUT 17/2, WUT
17/5 i WUT 17/9) produced L-LA in 96-100% excess independently on culture temperature, while one
(WUT 17/1), producing LA recemate at 37°C, produced D-LA in 90-92,7% excess at 25°C. The studies on
optimization of culture conditions in order to facilitate the efficient production of single LA enantiomer are
in progress.

Keywords: L-lactic acid, D-lactic acid, lactic acid bacteria, LAB, polylactide
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Diagnostyka paleczek Legionella w materiale klinicznym

1. Wstep

Bakterie z rodzaju Legionella nalezag do wzglednych, wewnatrzkoméorkowych
patogenow zasiedlajacych ekosystemy wodne oraz sztuczne systemy dystrybucji
wody. Do zakazenia ludzi dochodzi najczeSciej poprzez inhalacje skazonego
bakteriami wodno-powietrznego aerozolu. Infekcja pateczkami Legionella okreslana
jako legionelloza moze przebiega¢ w postaci dwoch odrgbnych klinicznie zespotow
chorobowych: goraczki Pontiac oraz choroby legionistow. Pateczki Legionella
pneumophila serogrupy 1 sa czynnikiem etiologicznym najczgséciej wywotujacym
legionelozowe zapalenie ptuc. Bakteria ta odpowiedzialna jest za ponad 80% labo-
ratoryjnie zdiagnozowanych przypadkéw legionellozy nabytej zarowno w srodowisku
zamieszkania, jak i w szpitalach [91].

Brak specyficznych objawow klinicznych legionellozy jest gtowna przyczyna
trudno$ci w odroznianiu tego schorzenia od zapalenia pluc o innej etiologii.
Wykrywanie pateczek Legionella w materiale klinicznym zwigzane jest z szeregiem
trudnosci dotyczacych m.in. dlugiego czasu generacji bakterii lub ich szczegdlnych
wymagan wzrostowych. Do stosowanych obecnie metod diagnostycznych legionellozy
nalezy izolacja drobnoustrojow z materiatu klinicznego oraz ich hodowla, wykrywanie
obecnosci antygenu Legionella w moczu i tkankach, badanie poziomu miana
swoistych przeciwcial w surowicy oraz testy genetyczne.

2. Zakazenie i transmisja paleczek Legionella

Pateczki Legionella wystepuja zarowno w naturalnych ekosystemach wodnych, jak
i sztucznych systemach dystrybucji wody. Zasadniczg drogg zakazenia cztowieka jest
wdychanie skazonego bakteriami wodno-powietrznego aerozolu o $rednicy kropel od
0,2 do 0,5 um [94]. Rzadko dochodzi do zakazenia poprzez aspiracj¢ ptynéw lub
zachtyénigcia sie woda zawierajagca bakterie Legionella [103]. Udokumentowano
przypadki zainfekowania rany na skutek przemywania skazong woda wodociggowsa
[73] lub wprowadzeniem patogenu do drég oddechowych pacjenta poprzez uzycie
nieodpowiednio odkazonych respiratorow, inhalatorow i innego sprzetu medycznego
[34]. Na terenie Australii i Nowej Zelandii odnotowuje si¢ zakazenia wywotane
L. longbeachae zwigzane z uzytkowaniem podtéz ogrodniczych, kompostow oraz
innych materialow ulegajacych procesom rozktadu (np. kora, trociny). Przypuszczalng
droga przeniesienia pateczek Legionella z tego typu materiatow jest aspiracja lub
aerolizacja patogenow obecnych w pyle [106].

Infekcje L. pneumophila dotycza zaréwno ludzi, jak i zwierzat gospodarczych
np. bydta, koni, owiec, zwierzat laboratoryjnych m.in. §winek morskich, szczuréw oraz
zwierzat dzikich, takich jak malpy czy antylopy [23]. Gléwna droga przenoszenia

! marta.szysz@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad Genetyki i Mikrobiologii, Instytut Mikrobiologii
i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.
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infekcji jest wodno-powietrzny aerozol, ale w 2016 roku ukazata si¢ praca, w ktorej
opisany zostat przypadek transmisji L. pneumophila szczepu PtVFX/2014 z cztowieka
na cztowieka [14].

3. Manifestacje kliniczne legionellozy

Zakazenia bakteriami Legionella manifestuja si¢ w postaci dwoch zespotow
chorobowych o klinicznie odmiennym przebiegu: choroby legionistow oraz goraczki
Pontiac. Rzadko diagnozowanymi formami legionellozy jest izolowana postaé
pozaptucna, samoograniczajace si¢ infekcje oraz bezobjawowa serokonwersja [57].
L. pneumophila wykorzystuje makrofagi ptucne, monocyty, fibroblasty oraz komorki
nabtonkowe typu I i Il pecherzykow ptucnych do wewnatrzkomoérkowej replikacii,
prowadzac do rozwoju zapalenia ptuc. Przypadki izolacji Legionella z tkanki
pozaphucnej, najczeséciej serca, dotyczg gldwnie pacjentow z ostabionym uktadem
odpornosciowym. Pateczki Legionella wykrywane sa takze w mozgu, skorze, uktadzie
moczowo-ptciowym lub migsniowo-szkieletowym [78, 43, 58, 3].

3.1. Goraczka Pontiac

Symptomy goraczki Pontiac przypominajg grype z towarzyszaca goraczka,
oslabieniem, apatia, kaszlem, bolami i zawrotami glowy, bdlem gardla, migéni
i stawow oraz staba koordynacja ruchowa. Ponadto wystepuje bol w klatce piersiowe;,
duszno$¢, nudnosci, wymioty, biegunka, a takze stan zapalny btony §luzowej i krwa-
wienie z nosa, bole oczu, $wiattowstret, bezsenno$¢ oraz drazliwos¢ [67]. Choroba
mija w ciggu dwoch do pigciu dni bez specyficznego leczenia. Z powodu braku charak-
terystycznych objawdw goraczka Pontiac jest czgsto niepoprawnie diagnozowana
i przez to rzadziej wykrywana niz choroba legionistow [95]. Okres inkubacji choroby
trwa od 20 do 48 godzin, srednio 36. Jest znacznie krotszy niz w przypadku choroby
legionistow, gdzie okres ten siega od dwoch do dziesieciu dni [11].

3.2. Choroba legionistow

Wcezesnymi objawami choroby legionistow sg bole glowy i mie$ni oraz ogdlne
ostabienie organizmu. Dochodzi nastepnie do gwattownego wzrostu temperatury do
40°C oraz wystgpienia dreszczy. Suchy kaszel, ktoremu czgsto towarzyszy bol
w klatce piersiowej, ma tendencje do przechodzenia w kaszel mokry. Rzadko
wystepuje odkrztuszanie $luzowo-ropnej wydzieliny z krwawg trescig. U pacjentow
wystepuje takze dusznos¢, bodle brzucha, biegunka i inne zotgdkowo-jelitowe
dolegliwo$ci. Do pozaptucnych objawow nalezy rowniez krwawienie z gornych
1 dolnych odcinkéw przewodu pokarmowego, ktore najprawdopodobniej zwigzane jest
z 0gdlnoustrojowym ostabieniem. Dodatkowo dosy¢ czgsto obserwuje si¢ krotkotrwate
i tagodne upos$ledzenie czynnosci nerek. Legionelozowe zapalenie phuc, czgsto
obustronne i1 wieloptatowe, charakteryzuje si¢ gwattownym poczatkiem infekcji
z wysoka temperatura, wystgpowaniem plamistych naciekéw na tkance ptucnej oraz
opornosciag na leczenie antybiotykami [-laktamowymi [57, 16]. Liczne nacieki
obejmuja najczegsciej peryferyjne czgsci platow phlucnych. Ponadto zakazenie
L. pneumophila doprowadza do rozwoju stanu zapalnego w obrebie pecherzykoéw
ptucnych z towarzyszacym obrzgkiem nabtonka oraz znacznym pogrubieniem tkanki
srédmiazszowej [76].

106



Diagnostyka pateczek Legionella w materiale klinicznym

4. Czynniki ryzyka

Infekcja drog oddechowych wywotana przez bakterie Legionella powoduje
wystapienie objawow o zrdéznicowanych stopniu nasilenia: od tagodnej formy
grypopodobnej goraczki Pontiac po wieloptatowe zapalenie ptuc zwane chorobg
legionistow ze $miertelno$cig siegajaca od 10-15% lub wyzsza w przypadku zbyt
po6zno rozpoczetego leczenia. Przyczyna takiej rozbieznoSci stopnia zaawansowania
choroby nie zostala w pelni wyjasniona [16].

Choroba legionistow stanowi od 2% do 9% przypadkow zapalenia ptuc u osob
dorostych. U dzieci odsetek ten wynosi ponizej 1% i najczeSciej dotyczy infekcji
nabytych w szpitalu u wcze$niakéw, dzieci z dysplazja oskrzelowo-ptucng lub
leczonych kortykosteroidami [108]. Statystycznie najbardziej narazeni na infekcje
pateczkami Legionella sa mezczyzni w wieku 70-79 lat. Innym czynnikiem
predysponujacym do zachorowania na chorobg legionistow jest palenie papierosow,
zwickszajace ryzyko infekcji nawet 2-, 4-krotnie (zalezno$¢ ta nie dotyczy goraczki
Pontiac). Wysoki odsetek chorych na leglonelloz¢; stanowig pacjenci z nowotworami
uktadu krwiotworczego i niewydolnoscig nerek [77]. Prawdopodobienstwo zakazenia
bakteriami Legionella wzrasta takze u pacjentow z przewlekltymi chorobami serca,
uktadu oddechowego, nerek, a takze u diabetykow i1 pacjentow przyjmujacych
immunosupresanty po zabiegach transplantacji gtéwnie pluc, nerek, serca, rzadziej
szpiku kostnego [76]. Stan immunosupresji jest szczegélnym czynnikiem predyspo-
nujgcym do nabycia szpitalnego zakazenia bakteriami Legionella. Ostabienie uktadu
odpornosciowego pacjenta dodatkowo przyczynia si¢ do zwickszenia ryzyka wystg-
pienia niewydolnosci oddechowej [53]. Zatwierdzona przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia (WHO — World Health Organization) obecna definicja pneumonii wywotanej
szpitalnym zakazeniem L. pneumophila dotyczy zachorowania potwierdzonego
laboratoryjnie, ktorego objawy wystapity w czasie 10 dni po rozpoczgciu hospitalizacji
pacjenta [5].

5. Material kliniczny wykorzystywany do badan

Materiatem klinicznym, z ktérego moga by¢ izolowane bakterie Legionella jest
krew, wycinki tkanki ptucnej, wydzieliny uktadu oddechowego (plwocina, poptuczyny
oskrzelowo-pecherzykowe (BAL — bronchial alveolar lavage), aspirat tchawiczy,
material pozyskany przy ssaniu podczas intubacji dotchawiczej, ptyn oplucnowy) oraz
stolec (tabela 1). Do pozaptucnych miejsc izolacji bakterii nalezy szpik kostny,
sztuczne zastawki serca oraz rany w obrebie mostka. Do wykrycia pateczek Legionella
w watrobie, S$ledzionie, ptynie osierdziowym, uszkodzonych nerkach, ropniach
skornych czy w przeszczepach naczyniowych dochodzi najczgéciej w probkach
sekcyjnych zwtok [41, 4].

Probki przeznaczone do hodowli mikrobiologicznej powinny by¢ pobrane przed
rozpoczgciem antybiotykoterapii, chociaz opisano udane proby izolacji pateczek
Legionella z nizszych partii uktadu oddechowego oraz z krwi po kilku dniach
podawania erytromycyny [4]. U pacjentéw z zapaleniem ptuc wywotanym przez
bakterie Legionella poczatkowo wystepujacy suchy kaszel ma tendencje do prze-
chodzenia w kaszel produktywny z odkrztuszaniem wydzieliny catkowicie pozba-
wionej ropy lub z niewielka jej iloSciag. W plwocinie lub aspiracie tchawiczym czgsto
wykrywa si¢ matg ilos¢ wielojadrzastych leukocytéw lub ptaskonabtonkowych komoérek
podstawnych naskorka. Pominigcie takich probek przy wykonywaniu hodowli
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ptytkowych wiaze si¢ z utratg 47-84% materiatu stanowigcego przypuszczalne zrodto
izolacji L. pneumophila. Dlatego w przypadku podejrzenia legionellozy zaleca si¢
wykonanie posiewu z wykorzystaniem wszystkich probek pobranych z drég oddecho-
wych pacjenta, niezaleznie od ilosci ropy i liczby leukocytow wielojadrzastych [54, 97].

W wydzielinach uktadu oddechowego majacych kontakt z mikroflorg jamy ustnej
obecne sg rozne gatunki bakterii, ktoére przyczyniaja si¢ do obnizenia czutosci
hodowlanej metody izolacji Legionella [4]. W celu eliminacji flory mikrobiologicznej
przed izolacjg bakterii Legionella z plwociny lub $rodowiskowych probek wody
rekomenduje si¢ metod¢ opartg na traktowaniu materialu przeznaczonego do dalszej
diagnostyki podwyzszong temperaturag lub kwasem chlorowodorowym [110].
Ogrzewanie zanieczyszczonej probki klinicznej przez 1-2 min w temperaturze 60°C
moze przyczynic si¢ do eliminacji innych bakterii i wzrostu L. pneumophila. Z reguty
wraz ze wzrostem czasu ogrzewania wzrasta takze czystos¢ uzyskanej hodowli
bakteryjnej Legionella. Ze wzgledu na oporno$¢ niektorych gatunkow bakterii we
florze towarzyszacej Legionella na dziatanie wysokiej temperatury, zaleca sig¢
wykonanie dodatkowych technik [32]. Nalezy do nich metoda polegajaca na dodaniu
do probki z materialem klinicznym lub $rodowiskowym 0.2M mieszaniny KCI-HCI
opH 2.2 [19].

Tabela 1. Przeglad metod diagnostycznych wykorzystywanych przy wykrywaniu Legionella spp. w materiale
klinicznym [3, 6, 8, 14]

Caulodé Swoi- Czas
Metoda %) sto$¢ trwania Wady Zalety
(%) testu

Izolacja bakterii z materiatu klinicznego Mozliwos¢
oraz ich hodowla wykrycia
Plwocina 5-70 100 Dlugi czas wszystkich
BAL/aspirat A dni oczekiwania na gatunkow
tchawiczy 30-90 100 ?dg ﬂg\l/vet wynik; zmienna i serogrup
Wycinek 14 dni) czuto$¢ metody Leglon(_ella; _
tkanki 90-99 100 W zalezno$ci od stanowi wsparcie
plucnej rodzaju probki badan
Krew 10-30 | 100 ﬁ@::dhem'o'og'cz
Testy serologiczne Wynik

pojedynczego

miana przeciwciat

moze by¢ mylacy | Test pomocny

0d 2 z powodu w przypadku

Test IFA godzin do wystqpic;n_ia bakterii trudno
(probki 40-80 95-100 1 dnia uprzedniej hodowlanych na
surowicy) seroprewalencji; podiozach

mozliwe standardowych

wystapienie

reaktywnosci

krzyzowej
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Mozliwe trudnosci
w interpretacji : :
Test DFA wynikéw E(;ﬁ?gfg'.eﬁie
(probki krwi, z powodu dos t@pﬂ?
plwociny, K : Okoto 2 reaktywnosci L
wydzielini | 2> | 9100 | oosiny | krzyzowej; brak f’(?e":%’ﬁ”:‘k"a‘é?o
tkanki standaryzowanych | . cl
. o i typowania
plucne;j) odczynnikow dla bakterii
gatunkow innych
niz L. pneumophila
Mozliwa Niedrogie,
reaktywnos$¢ komercyjnie
Test ~ 89 ~97 1-2 krzyzowa; nizsza dostepne
aglutynacji = godziny czuto$é deteke;ji odczynniki do
gatunkow innych identyfikacji i
niz L. pneumophila | typowania bakterii
Testy wykrywajace antygeny w moczu | 3-4 Krotki czas
Test ELISA godzin Mozliwa detekcja | oczekiwania na
L. pneumophila wynik; fatwa
sgl; nizsza czuto$¢ | dostepnosé probek
detekcji innych do analizy;
gatunkow mozliwosé
Test ICT 70-90 95-100 15_-30 I serogrup; Wykryc!a.
min zZroznicowanc obecnos$ci
wydalanie antygenow
antygenow pomimo
Z moczem zakonczenia
antybiotykote-rapii
Testy oparte na PCR Mozliwosé
Test PCR wykrycia
(probki wszystkich
pobranez | g5.0p | 94-99 Cauloic gatunkéw
drog i Legionella;
specyficznos¢ testu -
oddecho- ; . kryterium
4-6 zalezna od rodzaju S
wych) godzin i sposobu determinujacym
przygotowania przydatnos¢ probki
Test PCR 3T, . do analizy PCR
A probki do analizy . A
(probki 33-70 95-98 jest mozliwos¢
moczu, wyizolowania
surowicy) z niej kwasow
nukleinowych
Inne testy molekularne ?Qi));gtlljga uzycia %Zeﬁ;z -
bakteryjnpgo . Legionellajspp.
MALDI-TOF Okolo 15 | wpostaci czystej | by oy
90-99 - min kultury; czutos¢ L
MS . wyspecjalizo-
metody zalezna od wanych placowek
analizowanego .
gatunku diagnostycznych
Amplifika- Sprawnos¢ Stosunkowo krotki
cja izotermi- %(6) o >90 Ocl)(;z}i(;]; i efektywno$¢ testu | czas oczekiwania
czna 9 zalezy od przyjetej | na wyniki; nizsza
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metodyki jego wrazliwo$¢ na
wykonania inhibitory
W poréwnaniu do
zwyklego testu
PCR

6. System punktowy wykorzystywany przy diagnozowaniu legionellozy

W szpitalu uniwersyteckim w Winthrop w Nowym Jorku w USA zostal opracowany
system punktowej oceny parametréw klinicznych i laboratoryjnych pacjenta, ktory
pozwala na szybka identyfikacje zapalenia ptuc nabytego w miejscu zamieszkania
wywotlanego przez pateczki Legionella. Przekroczenie 15 punktow z 41-punktowej
skali 0znacza wysokie prawdopodobienstwo pneumonii wywotanej infekcja bakteriami
Legionella. Ocenianymi cechami klinicznymi jest m.in.: temperatura ciata, wyste-
powanie bolow glowy, brzucha, klatki piersiowej, dysfunkcje nerek, wrazliwos¢ na
antybiotyki [-laktamowe, a parametrami laboratoryjnymi: RTG Kklatki piersiowej,
poziom jonéw sodu i potasu w osoczu, bilirubina catkowita, dehydrogenaza mlecza-
nowa (LDH), kinaza fosfokreatynowa (CPK), biatko C-reaktywne (CRP) [26].

Powaznym problemem diagnostycznym jest odroznienie zapalenia pluc wywo-
tanego przez L. pneumophila i Streptococcus. pneumoniae. Obraz zapalenia phuc
wywotanego przez te gatunki bakterii widoczny na RTG Klatki piersiowej jest bardzo
podobny. W tym przypadku pomocny okazuje sie 4-punktowy system roznicujacy,
w ktorym ocenia si¢ wzgledng bradykardie, poziom LDH w osoczu wynoszacy
> 292 TU/L, poziom CRP > 21 mg/dL oraz poziom sodu < 137 meq/L. Wynik rowny
lub przekraczajacy 3 wskazuje na infekcje L. pneumophila [88].

7. Hodowla mikrobiologiczna

Pierwsze proby izolacji bakterii Legionella z materiatu klinicznego polegaly na
hodowli tych bakterii w zarodkach kurzych lub w organizmie §winek morskich [71, 4].
Obecnie metoda izolacji Legionella z materialu klinicznego poprzez wykonanie
posiewu mikrobiologicznego na odpowiednim podlozu stanowi zloty standard
diagnostyczny legionellozy [81].

Po raz pierwszy wzrost L. pneumophila na sztucznym podlozu uzyskano na
pozywce Mueller—Hinton suplementowanej hemoglobing i odczynnikiem IsoVitaleX
(podtoze MH-IH). Hemoglobina stanowita niezbedne zrodlo rozpuszczalnej formy
zelaza, a IsoVitaleX zawieral wymagang do wzrostu tych patogenéow L-cysteing.
W celu ustalenia optymalnego sktadu podtoza MH-IH, determinujacego mozliwie szybki
wzrost bakterii Legionella wyizolowanych z tkanek pacjenta, wprowadzono w nim
kilka modyfikacji. IsoVitaleX zastgpiono chlorowodorkiem L-cysteiny, a hemoglobine
rozpuszczalnym pirofosforanem zelaza. W ten sposéb otrzymano nowe podtoze
Feeley-Gorman (podtoze F-G), ktore w temperaturze 35°C, przy 2,5% stezeniu CO,
oraz pH rownym 6,9 zapewnialo szybsze pojawienie si¢ wigkszej liczby kolonii
Legionella w poréwnaniu do podtoza MH-IH [38]. Kolejna modyfikacja podtoza F-G,
polegajaca na zastgpieniu ekstraktu wotowego i skrobi wyciggiem drozdzowym
z dodatkiem wegla aktywowanego (agar YCE — charcoal-yeast extract), pozwolita na
skrocenie czasu pojawienia si¢ makroskopowo widocznych kolonii L. pneumophila
z czterech do trzech dni. Wyciag drozdzowy stanowi gléwne zrédlo aminokwasow,
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a wegiel aktywowany pehni rolg czynnika detoksyfikujacego, ktory pochtania nadmiar
CO, oraz modyfikuje napiecie powierzchniowe. Dlatego inkubacja bakterii Legionella
na agarze YCE moze przebiega¢ w warunkach tlenowych, a w przypadku podtoza F-G
w powietrzu z 2,5% stezeniem CO,. Inkubacji bakterii na obu podtozach nie powinno
towarzyszy¢ zbyt wysokie stezenie CO,, poniewaz spadek pH podiloza wplywa
hamujgco na wzrost L. pneumophila. Poréwnujac agar CYE do podtoza F-G, nalezy
zwroci¢ uwage na jego wyzsza czulos¢ diagnostyczng oraz brak widocznych,
przydatnych w diagnostyce cech morfologicznych kolonii L. pneumophila. Kolonie
L. pneumophila rosnace na agarze CYE nie posiadaja charakterystycznego kryszta-
lowego polysku oraz nie produkujg brazowego pigmentu. Dodanie tyrozyny do
stezenia obecnego w podtozu F-G koryguje t¢ wadg [37]. Obecnie rutynowo
wykorzystywanym podtozem do izolacji gatunkow z rodzaju Legionella z materiatu
klinicznego jest zbuforowany agar z wyciggiem drozdzowym i weglem aktywowanym
oraz o-ketoglutaranem (BCYE-a — buffered charcoal yeast extract agar with
a-ketoglutarate) [71]. Na tym podtozu po 72-96 godzinach inkubacji bakterie Legionella
rosng w postaci okragtych, gtadkich na catej powierzchni kolonii 0 wypuktym profilu
1 charakterystycznym krysztalowym lub opalizujacym wygladzie. Wigkszo$¢ szczepow
Legionella jest oksydazo-zmienna i daje negatywny wynik standardowo wykony-
wanych testow biochemicznych sprawdzajacych m.in. zdolno$¢ redukcji azotanow,
wykorzystywania ureazy i weglowodanow. Pateczki Legionella posiadajg takze
aktywno$¢ B-laktamazy oraz zdolno$¢ uptynniania zelatyny [103].

W celu uzyskania poprawy wzrostu niektorych gatunkéw Legionella na agarze
BCYE zalecany jest dodatek surowiczej albuminy wotowej [41]. Przykladem podioza
wspomagajacego wzrost L. micdadei i L. bozemanii serogrupy 1 i 2 jest podtoze
BCYEa z dodatkiem 1% albuminy (ABCYE-0). Zwiazek ten pozwala omingé
konieczno$¢ rozcienczania inoculum tkankowego pobranego od pacjenta, ktore ze
wzgledu na posiadane wilasciwosci antybakteryjne moze utrudnia¢ wzrost bakterii
Legionella. Albumina surowicy wotowej dodatkowo wykazuje dziatanie neutralizujace
toksyczny wptyw produktow ubocznych metabolizmu Legionella spp. [71].
Selektywne podioza do izolacji Legionella spp. moga zawiera¢ takze indykatory
w postaci barwnikow. Na przyktad dodatek fioletu bromokrezolowego i bigkitu bromo-
tymolowego do agaru BCYE pozwala na makroskopowe odrdznienie jasnozielonych
kolonii L. pneumophila od niebieskoszarych kolonii L. micdadei (znanej takze pod
nazwg Tatlockia micdadei) [101]. Ponadto w celu ograniczenia wzrostu towarzyszacej
flory bakteryjnej i grzybowej w probkach pochodzenia klinicznego lub $rodowis-
kowego, stosuje si¢ agar BCYE-a z dodatkiem pojedynczego antybiotyku Iub ich
mieszaniny. Obecno$¢ polimyksyny w podtozu ogranicza wzrost bakterii Gram-
ujemnych, anizomycyna hamuje wzrost drozdzy, a cefamandol lub wankomycyna
bakterii Gram-dodatnich [65].

Czuto$¢ metody hodowlanej miesci si¢ w granicach od 50% do 80% i wzrasta
u pacjentow hospitalizowanych z przewlekla postacig legionellozy w poréwnaniu do
pacjentow z zapaleniem pluc nabytym w miejscu zamieszkania. Wynika to z faktu
wiekszej liczby pateczek Legionella obecnych w probkach z drog oddechowych.
W przypadku probek pobranych od pacjenta w czasie pierwszych dwoch dni od
przyjecia do szpitala prawdopodobienstwo izolacji wzrasta do 80%. Czas oczekiwania
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na dodatni wynik posiewu na podtozu BCYE siggajacy 3-5 dni jest podstawowa wada
tej metody [81]. Okres ten wydtuza si¢, gdy pacjent jest w trakcie antybiotykoterapii
lub gdy w wysianym materiale obecne sg inne drobnoustroje [4]. Techniki stuzace
oczyszczeniu materiatu klinicznego, etapy wirowania lub filtracji przed wykonaniem
posiewu, a takze obecnos¢ innych mikroorganizméw mogacych wptywac na wzrost
Legionella przyczynia sie do obnizenia czuto$ci metody [24]. Poza tym szacuje sie, iz
probki pochodzace od ponad 50% pacjentdéw z chorobg legionistéw nie sg odpo-
wiednim materiatem klinicznym do prowadzenia hodowli mikrobiologicznej [63].

7.1. Wspothodowla bakterii Legionella zamebami

Podstawowa metodg izolacji Legionella spp. z materiatu klinicznego jest posiew na
agarze BCYE z dodatkiem o-ketoglutaranu i L-cysteiny. Jednak w przypadku
niektérych gatunkow Legionella wynik izolacji pateczek metodg posiewu moze by¢
negatywny, pomimo obecnos$ci patogenow w analizowanym materiale. Rozwigzaniem
tego problemu jest metoda polegajaca na hodowli naturalnych gospodarzy pateczek
Legionella — wolnozyjacych jednokomérkowych ameb, do ktorej wprowadza sie
materiat kliniczny potencjalnie mogacy zawiera¢ bakterie Legionella. Dla przyktadu
opisano przypadek izolacji L. anisa z probki plwociny pacjenta po jej inokulacji
z hodowlg Acanthamoeba polyphaga [90,30]. Wspothodowla ameb z bakteriami
obecnymi w analizowanym materiale klinicznym z ukladu oddechowego pacjenta
poprawia wskaznik izolacji Legionella, zwlaszcza w przypadku probki zanieczysz-
czonej florg ustno-gardlowa. Przyczyng tej poprawy jest prawdopodobnie trawienie
przez ameby towarzyszacej flory ograniczajacej wzrost Legionella [28]. Kokultury
moga by¢ prowadzone w formie ptynnej hodowli ameb (LAC — liquid-based amoebic
coculture) lub plytkowego testu amebowego (APT — amoeba plate test) [27].

8. Wykrywanie antygenu Legionella w moczu

Pierwszym testem wykrywajgcym obecno$¢ antygenu Legionella w moczu (LUAT
— Legionella urinary antigen test) byt poliklonalny test immunoenzymosorpcyjny
(ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay) [95]. Obecnie testy do wykrywania
antygenow Legionella w moczu sa dostepne glownie w dwoch formach: testu EIA
w postaci 96-dotkowej phytki lub testu ELISA oraz szybkiego testu immunochroma-
tograficznego (ICT — immunochromatographic test) w ksztalcie paskow lub kart
diagnostycznych [69].

Wykrywanym antygenem jest bakteryjny termostabilny [77] lipopolisacharyd
(LPS), ktorego zréznicowanie strukturalne i antygenowos$¢ sa podstawa przy
identyfikacji serogrup L. pneumophila. Panel Dresden Legionella LPS mAb jest
przykladem testu umozliwiajacego wykrycie zroznicowania antygenowego LPS-u. Na
podstawie reakcji przeciwcial monoklonalnych mAb3/1 z epitopami zlokalizowanymi
na czagsteczce LPS-u serogrupa 1 (sgl) L. pneumophila zostata podzielona na 9
podgrup przyporzadkowanych do dwoch grup glownych szczepow: szczepu mAb3/1-
poztywnego lub Pontiac (Philadelphia, Knoxville, Benidorm, France/Allentown) oraz
szczepu mMAD3/1-negatywnego lub non-Pontiac (Bellingham, Oxford, OLDA,
Heysham, Camperdown) [83, 50].
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Obecnos¢ antygenu L. pneumophila w moczu wykrywa si¢ juz w pierwszych 2-3
dniach po wystgpieniu objawow klinicznych, a okres ich wydalania z moczem si¢ga od
kilku dni do 10 miesigcy (wedhug niektorych zrédet do 12 miesiecy) [3], nawet
pomimo trwania antybiotykoterapii. Zazwyczaj antygen wykrywany jest przez 1 do 2
miesiecy po zakonczeniu terapii [69]. Jednak tak dlugi czas utrzymywania si¢ antygenu
w moczu wpltywa na obnizenie specyficznosci testow [2]. Istnieje takze mozliwosé
przeniknigcia antygenu L. pneumophila z przesaczu kigbuszkowego nerek do
surowicy, gdyz antygen ze wzgledu na mas¢ czasteczkowa lub tadunek elektryczny
moze nie przedostawal sie przez S$ciany sieci naczyn wlosowatych klebuszka
nerkowego trafiajac bezposrednio do surowicy, ktora staje si¢ wtedy odpowiednim
zroédlem materiatu diagnostycznego do badan [9].

Zaletg testow LUAT jest krotki czas oczekiwania na wynik, bardzo wysoka
specyficzno$¢ siegajaca 100% i stosunkowo wysoka czutos¢ [40]. W przypadkach
legionellozy wywotanej infekcja szczepami mAb3/1-pozytywnymi czulo$¢ wynosi
okoto 96%, a dla szczepéw mAb3/1-negatywnych sgl ponizej 71%. Z kolei szczepy
mAb3/1-negatywne nienalezace do sgl sa wykrywane z najmniejsza czgstoscia.
Dlatego czeste wykorzystywanie testow LUAT jako pierwszej metody z wyboru moze
by¢ przyczyng blednego oszacowania czgstosci wywolywania legionellozy przez
szczepy mAD3/1-negatywne [49]. Testy LUAT sa rekomendowane dla pacjentow
hospitalizowanych z pneumonia nabytg w miejscu zamieszkania. Detekcja antygenu
w moczu jest mozliwa do czasu, gdy pacjent oddaje duze ilo$ci moczu, a przecho-
wywanie probek nie wymaga uzycia inwazyjnych metod [1]. Pozytywny wynik testu
LUAT pozwala unikng¢ wyboru antybiotykoterapii skierowanej przeciwko patogenom
innym niz Legionella, co wigze si¢ z ograniczeniem skutkow ubocznych niewtas-
ciwego doboru antybiotyku, zmniejszeniem ryzyka narastania antybiotykoopornosci,
a takze zmniejszeniem kosztow leczenia [45]. Detekcja antygenu L. pneumophila
W moczu jest najbardziej efektywna u pacjentow z przewlekla postacig legionellozy.
Test LUAT moze da¢ falszywie negatywny wynik u pacjentéw z tagodng formag
legionellozy, stad konieczno$¢ przeprowadzania dodatkowych testow weryfikujacych
poprawnos¢ uzyskanego wyniku [12].

8.1. Testimmunoenzymatyczny ELISA wykrywajacy antygeny w moczu

Pierwszy opracowany poliklonalny test ELISA stuzyt detekcji antygenu L. neumo-
phila sgl w moczu. Test ten polega na swoistym zwigzaniu antygenu obecnego
W moczu z przeciwciatami zimmobilizowanymi na ptytce mikrotitracyjnej uzyskanymi
z hiperimmunizowanej surowicy zwierzecej. Nastepnie w celu detekcji koniugatéw
wykorzystuje si¢ przeciwciata monoklonalne sprzezone z izotiocyjanianem fluoresceiny
(FITC — fluorescein isothiocyanate), a wynik odczytuje si¢ metoda spektrofoto-
metryczng. Wykorzystanie w tescie przeciwcial monoklonalnych pozwala unikngé
problemu reproduktywnosci przeciwcial poliklonalnych oraz niespecyficznego
wigzania z antygenami o podobnej strukturze [10]. Czynnikiem komplikujagcym
wykorzystanie przeciwcial monoklonalnych jest mozliwo$¢ jednoczesnego reagowania
antygenu wydalanego z moczem pacjenta z wieloma przeciwcialami monoklonalnymi.
Do sytuacji tej dochodzi, gdy pacjent zakazony jest wigcej niz jedng podgrupa
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L. pneumophila sgl lub gdy na czasteczce antygenu L. pneumophila sgl znajduja si¢
epitopy mogace reagowac z réoznymi przeciwciatami monoklonalnymi [60].
Opracowano testy ELISA o szerokim zakresie wykorzystywanych przeciwciat,
zdolne do jednoczesnej detekcji wielu antygendéw wydalanych z moczem. Ich czutosé
wynosi maksymalnie 70%, a specyficzno$¢ 99%. Zastosowanie ich w praktyce wigze
si¢ z trudnosciami np. niezdolnoscig do precyzyjnej identyfikacji antygenu obecnego
w moczu, brakiem skutecznoSci w przypadku niskiego poziomu antygenu w moczu
oraz nieefektywnym wykrywaniu antygenu przez przeciwciata IgG anty-Legionella
zastosowane w danym tescie ELISA [98,99]. Jednym z ostatnio opracowanych LUAT
jest posredni ,.kanapkowy” test ELISA oparty na wykrywaniu lipoproteiny zwigzanej z
peptydoglikanem (PAL - peptidoglycan — associated lipoprotein), dotychczas
przetestowany na szczurach zainfekowanych dotchawiczo L. pneumophila [46].
Obecny w moczu PAL jest wysoce konserwatywnym immunodominujagcym anty-
genem zewnatrz-blonowym o masie 19 kDa, powszechnie wystepujacym wsrod
gatunkow Legionella. Test ten wykazuje lepsza czuto$¢ w porownaniu do komer-
cyjnych testow immunoenzymatycznych, szczegdlnie w wykrywaniu L. pneumophila
innych niz sgl, a takze innych gatunkoéw Legionella. PAL moze stuzy¢ jako
alternatywny antygen przy opracowywaniu nowych testow diagnostycznych [58].

8.2. Test immunochromatograficzny wykrywajacy antygeny w moczu

W latach 2009-2010 na obszarze Europy 80% przypadkoéw zachorowania na
legionellozg zostalo wstepnie zdiagnozowane przy uzyciu testow wykrywajacych
obecnos¢ antygenu Legionella w moczu [8]. Kolorymetryczny test ICT
(np. BinaxXNOW® Legionella) stuzy szybkiej jakoSciowej detekcji antygenu
L. pneumophila sg 1 w moczu. Test opiera si¢ na wykorzystaniu przeciwcial anty-L.
pneumophila sg 1 pochodzenia kréliczego jako elementu wychwytujacego specyficzne
antygeny obecne w moczu pacjenta oraz przeciwcial przeciwko specyficznym
antygenom bakterii L. pneumophila sg 1 sprzgzonych z czasteczkami koloidalnego
zlota. Wynik uzyskuje si¢ w czasie 15 min [105]. W poréwnaniu do testow immuno-
enzymatycznych testy ICT wykazujg nizszg czuto$¢ [85]. W celu poprawy czulosci
niektorych testow ICT dostgpnych komercyjnie zaleca si¢ przedtuzenie czasu inkubacji
[18], wykonywanie dodatkowych odczytow testu przez 4 godziny od czasu jego
rozpoczecia [51] lub zaggszczenie probki moczu poprzez ultrafiltracje, co poprawia
wykrywalno$¢ antygenu Legionella zwtaszcza u pacjentow z legionelloza o tagodnym
przebiegu [109]. Termostabilno$¢ wykrywanego, rozpuszczalnego w moczu antygenu
Legionella pozwala na podgrzanie probki moczu w celu ograniczenia rozwoju flory
towarzyszacej, zwlaszcza w przypadku dlugotrwalego transportu probki do
laboratorium [96].

Innym przyktadem testu ICT jest test oparty na bocznej chromatografii przepty-
wowej potaczonej z analizatorem automatycznie odczytujacym wynik w postaci
sygnatu autofluorescencyjnego (Sofia Legionella FIA — fluorescent immunoassay).
Zastgpienie detekcji kolorymetrycznej metodg fluorescencyjna poprawia czuto$¢ testu
[8]. Nowym rozwiazaniem, ktore pozwala na odréznienie pneumokokowego zapalenia
phuc od choroby legionistow jest test ICT stuzacy do jako$ciowej jednoczesnej detekceji
antygenu S. pneumoniae oraz L. pneumophila w moczu (ImmuView® S. pneumoniae
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and L. pneumophila). Test ten umozliwia postawienie szybkiej diagnozy, co jest Klu-
czowym czynnikiem pozwalajacym na wdrozenie odpowiedniej antybiotykoterapii [56].

9. Wykrywanie antygen6w w tkankach

Mikroskopowe badanie probek z wykorzystaniem barwienia technika bezposredniej
fluorescenciji przeciwciat (DFA - direct fluorescent antibody) po raz pierwszy
przeprowadzono w celu wykrycia pateczek Legionella w tkance ptucnej z materiatu
autopsyjnego i biopsyjnego oraz wydzielin uktadu oddechowego [41]. Zasada
dziatania metody DFA polega na sprzezeniu przeciwciat skierowanych bezposrednio
przeciwko antygenom Legionella z FITC. Nastepnie analizowana probka utrwalona na
szkietku mikroskopowym poddawana jest inkubacji z wcze$niej przygotowanym
koniugatem. Wybor optymalnej proporcji miedzy fluorochromem a znakowanym
przeciwciatem determinuje poprawne kontrolowanie warunkéw reakcji znakowania
oraz gwarancj¢ otrzymania jej jak najwyzszej specyficznosci. Po zwigzaniu antygenow
obecnych w probce ze znakowanymi przeciwcialami wynik odczytywany jest przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego [22, 52]. Kryteria interpretowania wynikoéw
DFA s3 identyczne, jak te przyjete dla testu immunofluorescencji posredniej (IFA —
indirect immunofluorescence assays). Ocenia si¢ morfologi¢, intensywno$é
fluorescencji oraz liczbg bakterii, niezaleznie od tego, czy wynik jest pozytywny, czy
negatywny [17].

Obecnie do testow wykrywajacych antygen L. pneumophila na rynku dostepne sa
zarowno przeciwciata monoklonalne, jak i poliklonalne. Przeciwciata poliklonalne
wykazujg mniejszg swoisto$¢ w poréwnaniu z monoklonalnymi, zdolnymi do reago-
wania ze wszystkimi grupami serologicznymi L. pneumophila [31,64]. Odczynniki do
techniki DFA oparte na przeciwciatach monoklonalnych wykazuja wyzsza czulosé
i specyficzno$¢ niz te zawierajace przeciwciata poliklonalne, problematyczne takze
pod wzgledem wystepowania reaktywnosci krzyzowej mogacej byé przyczyna
fatszywie dodatnich wynikéw [100]. Wystapienie reakcji krzyzowych z antygenem L.
pneumophila sgl stwierdzono m.in. w surowicach zawierajacych przeciwciata
skierowane przeciwko Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter spp., Rickettsia spp.,
Coxiella burneti, Bacteroides spp., Haemophilus spp. oraz Citrobacter freundii [16].

Barwienie metoda DFA jest technicznie trudne, a odczytanie wynikow wymaga
duzych umiejetnosci. Specyficznos¢ DFA wynosi okoto 94%, a czas oczekiwania na
wynik to 4 godziny [72]. Czulo$¢ barwienia DFA probki pobranej po ptukaniu
oskrzelowo-pecherzykowym wynosi zaledwie 33%, a w przypadku wycinkow tkanki
plucnej zatopionych w parafinie czuto$¢ wzrasta do 44% [56]. Czutos¢ metody
hodowlanej znacznie przewyzsza tg uzyskana za pomocg DFA [56]. Pozytywny wynik
DFA bez potwierdzenia za pomocg innych testow nie jest wystarczajacy do
postawienia jednoznacznej diagnozy w kierunku legionellozy [92].

10. Oznaczanie poziomu swoistych przeciwcial

Do testow serologicznych opracowanych w celu detekcji przeciwciat anty-
Legionella spp. nalezy test IFA, test mikroaglutnacji i aglutynacji lateksowej, test
posredniej hemaglutynacji oraz test przeciwpradowej elektroforezy (CIE — counter
immunoelectrophoresis) [41]. Opisany wcze$niej test ELISA oprocz wykrywania
antygen6w w moczu, shuzy takze do wykrywania swoistych przeciwcial L. pneumo-
phila sgl w surowicy, takze w probkach sekcyjnych [33]. Na ptytce mikrotitracyjne;j
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zimmobilizowane sa antygeny lub cate komorki bakteryjne. Wykorzystujac do tego
celu zinaktywowane temperaturg bakterie, musza one ulec co najmniej czesciowej
denaturacji, co ze wzgledu na zmiang¢ determinant antygenowych moze wptynaé na
zdolnos$¢ wigzania si¢ antygendw z przeciwciatami. Z kolei testy wykorzystujgce zywe
komorki bakteryjne mogg przeprowadza¢ wyltacznie laboratoria z klasg BSL-2 lub 3
[39]. Do testu ELISA zazwyczaj pozyskuje si¢ pojedyncza probke surowicy pobrang
od pacjenta z przewlekla postacia legionellozy, jednak w celu rozpoznania
serokonwersji zalecane jest pobraniec dwoch probek surowicy z co najmniej
10-, 14-dniowym odstgpem czasowym [85].

Test IFA byl pierwszym testem wykorzystanym do detekcji przeciwcial skiero-
wanych przeciwko L. pneumophila [29]. Za pomoca tej techniki mozna oznaczyé
poziom przeciwcial IgM, IgG oraz IgA w surowicy. Nalezy zaznaczy¢, ze wigkszo$¢
technik serologicznych, z wyjatkiem wykrywania IgA przez IFA, wykazuje wyzsza
czuto$¢ w poréwnaniu z detekcja antygenow [84]. Test IFA wykonuje si¢ dla probek
wydzieliny pobranej z drég oddechowych, ptuc oraz ptynu optucnowego. U okoto 75%
pacjentdéw z infekcja wywotang przez L. pneumophila sgl potwierdzong poprzez
wykonanie posiewu w ciggu pierwszych 1-9 tygodni trwania legionellozy wykrywa si¢
czterokrotny wzrost miana przeciwciat w surowicy [4].

Przeprowadzenie testu IFA opiera si¢ na inkubacji analizowanej probki z hiper-
immunizowang surowicg oraz wizualizacji powstalego koniugatu poprzez zastoso-
wanie fluorescencyjnego znakowania zwigzkiem FITC przeciwciata anty — Legionella.
Technika wymaga zastosowania kontroli pozytywnej (ludzkiej surowicy referencyjnej)
oraz negatywnej (ludzkiej surowicy zdrowej osoby) [86]. Antygen L. pneumophila sgl
wykorzystywany do testu IFA pierwotnie opracowanego przez Centrum Kontroli
I Zapobiegania Chorob w Atlancie (CDC — Centers for Disease Control and Prevention)
otrzymywano z bakterii namnazanych w zainfekowanych pecherzykach zéttkowych
kurzych jaj [107].

Walidacja zinaktywowanego temperaturg antygenu L. pneumophila sg1 z surowicami
skutkowata ustaleniem czulosci testu na poziomie 78-91%, a specyficznosci 99% [41].
Diagnostyka serologiczna infekcji Legionella zostata poddana catkowitej standaryzacji
tylko dla L. pneumophila sg1 [36].

Opracowano takze techniki IFA dla kilku serotypow np. IgG-specyficzny test IFA
dla L. pneumophila sg1-6. Jednak w ogodlnej ocenie tego typu testy nie powinny by¢
podstawg do postawienia ostatecznej diagnozy infekcji wywotanej przez Legionella.
Przy wykonywaniu testow przesiewowych wykrywajacych wiele serotypow nalezy
analizowa¢ probki w co najmniej dwoch powtorzeniach, gdyz w przypadku analizy
pojedynczej probki istnieje mozliwos¢ uzyskania fatszywie zawyzonego wyniku miana
przeciwciat spowodowanego duzg ilo$cig przeciwcial obecnych w tle probki pobranej
od pacjenta [66].

Komercyjnie produkowane przeciwciata monoklonalne (mAb) znakowane FITC
skierowane przeciwko biatku btony zewngtrznej L. pneumophila sa rekomendowane
dla testow IFA ze wzgledu na wyzsza specyficzno§¢ w poréwnaniu z przeciwciatami
poliklonalnymi. Zaleta zastosowania przeciwcial monoklonalnych w testach jest
mozliwos$¢ wykrywania wszystkich serogrup L. pneumophila [64].
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11. Wykrywanie bakteryjnego DNA metoda PCR

Diagnostyka molekularna legionellozy oparta na technice PCR oraz rdéznych jej
modyfikacjach jest uzytecznym narzedziem diagnostycznym umozliwiajacym szybkie
wykrywanie infekcji spowodowanych réznymi gatunkami i serogrupami Legionella
z wysokg czuto$cig 1 specyficznoscia przekraczajaca 90%. Laboratoria diagnostyczne
coraz czgsciej wykorzystuja technike PCR do rutynowego wykrywania bakterii
Legionella [104].

Celem testow PCR jest wykrywanie obecnosci roznych czgéci genomu Legionella
stuzacych jako molekularne markery np. 5S rRNA, 16S rRNA, wewnatrzgenowy rejon
23S-5S rRNA, gen kodujacy czynnik wzmacniajacy infekcyjnos¢ makrofagdw (mip —
macrophage infectivity potentiator), gen kodujacy B podjednostke bakteryjnej
polimerazy RNA — rpoB i podjednostke¢ B gyrazy — gyrB. Gen mip poczatkowo stuzyt
jako specyficzny marker L. pneumophila, do czasu potwierdzenia jego obecnosci
w genomach innych gatunkéw Legionella [20]. W diagnostyce pateczek Legionella
wykorzystywane sg takze geny pcs — kodujace syntaze fosfatydylocholiny oraz pmtA —
kodujace metylotransferaz¢ zaangazowane w synteze fosfatydylocholiny, waznego dla
patogennosci sktadnika oston bakteryjnych [55]. Doboru genéw wykorzystywanych jako
molekularne markery w testach PCR dokonuje si¢ poprzez multigenomowe analizy
sekwencji genomow Legionella spp. w poréwnawczej hybrydyzacji geno-mowej
(CGH — comparative genomic hybridization) [59].

Materiatem klinicznym wykorzystywanym do analizy metoda PCR nalezg: BAL,
wymazy gardlowe 1 nosowo-gardtowe, jednojadrzaste komorki z krwi obwodowej,
mocz i surowica [13]. Wigkszo$¢ probek pobranych z drég oddechowych jest
uzyteczna do testow PCR. Analiza PCR probek pobranych w poczatkowym stadium
rozwoju infekcji Legionella z nizszych czesci drog oddechowych wykazuje wyzszg
czutos¢ w porownaniu do metody hodowlanej. Poza tym skuteczno$¢ PCR w diagno-
zowaniu tagodnych przypadkéw legionellozy rowniez przewyzsza metode hodowlana
[79, 15].

12. Multipleksowe testy PCR

Wdrazanie nowych testow PCR w czasie rzeczywistym (rt-PCR — real-time PCR)
shuzy tworzeniu nowych algorytméw diagnostycznych usprawniajacych identyfikacje
legionellozy wywotanej przez L. pneumophila, a takze gatunki, ktore sa rzadziej
izolowane od pacjentow [25]. Oprocz krotkiego czasu oczekiwania na wynik (okoto
4 godz.) rt-PCR pozwala takze na bezposrednig oceng ilosciowa Legionella. Przy-
ktadem testu rt-PCR jest multipleksowy test pozwalajacy na jednoczesna detekcje
i roznicowanie Legionella spp., L. pneumophila oraz L. pneumophila sgl przy wyko-
rzystaniu zestawow starterow do amplifikacji genow SSrA, mip oraz wzm [6]. Inne
multipleksowe testy rt-PCR umozliwiaja roznicowanie gatunkow Legionella,
L. pneumophila oraz L. pneumophila sgl wykorzystujac geny groES, cpX, rfbA [59].
Ostatnio opracowang modyfikacjg testu rt-PCR jest test multipleksowy stuzacy do
jednoczesnej detekeji kilku gatunkéw Legionella innych niz gatunek L. pneumophila
(L. anisa, L. bozemanii, L. longbeachae, L. micdadei). Test ten poprzez amplifiko-
wanie pojedynczego wewnatrzgenowego rejonu 23S-5S minimalizuje liczbe
wykorzystywanych sond oligonukleotydowych w mieszaninie reakcyjnej, redukujac
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tym samym ryzyko wystapienia reakcji krzyzowych [25]. Multipleksowe testy rt-PCR
umozliwiaja jednoczesng detekcje np. dziewieciu gatunkow (L. micdadei, L. boze-
manii, L. dumoffii, L. longbeachae, L. feeleii, L. anisa, L. parisiensis, L. tucsonensis sg
11 3 oraz L. sainthelensis sg 1 i 2). Opcjonalnie w celu rozroéznienia mozliwych poli-
morfizméw nukleotydowych wystepujacych wewnatrz specyficznie amplifikowanych
fragmentéw kwasu nukleinowego wykonuje si¢ rt-PCR z analizg profilu topnienia
w wysokiej rozdzielczosci (HRM — high-resolution melt) [7]. Liczba probek klinicznych
wykorzystywanych do testowania nowo opracowanych technik multipleksowego
r-PCR jest stosunkowo niewielka. Dlatego konieczne jest poddanie tych testow
rygorystycznym analizom z wykorzystaniem paneli klinicznych z obszernym zakresem
badanych probek [59].

12.1. IloSciowe testy PCR

Testy oparte na wykorzystaniu reakcji PCR wykrywajace gatunki Legionella wyko-
nuje si¢ takze w formie PCR ilosciowego (qrt-PCR), ktory wykazuje stabsza czutos§¢
niz testy LUAT, jednak umozliwia wykrycie bakterii Legionella w przypadkach, gdy
wynik LUAT byl negatywny. Dlatego zaleca si¢ potaczenia tych dwoch technik
w praktyce diagnostycznej. Poza tym grt-PCR okazuje si¢ by¢ przydatny w identyfikacji
zywych, niehodowlanych form bakterii (VBNC - viable but not culturable), ktore
moga wystepowa¢ w probkach pobranych z dolnych dréog oddechowych i stanowié
przyczyne negatywnych wynikow posiewow na podtozach. Duza ilos¢ DNA
L. pneumophila wykrywana w tego typu probkach za pomocg qrt-PCR moze odzwier-
ciedla¢ stopien zakazenia, gdyz stwierdzono korelacje pomigdzy wzrastajaca iloscia
wykrywanego DNA bakteryjnego w probkach a wyzszym stopniem zaawansowania
choroby [68, 76]. Podstawowa wadg ilo$ciowego PCR jest brak mozliwosci odroz-
nienia DNA zywych i martwych komoérek bakteryjnych. Test qPCR (v-gPCR —
viability gPCR) pozwala na selektywng detekcje i amplifikacjc DNA wylacznie
zywych bakterii. Zasada dzialania tego testu polega na zastosowaniu fotoaktywnego
barwnika (np. PMA — monoazan propidyny), ktory selektywnie wnika do komoérek
z uszkodzong btona, nastgpnie pod wpltywem $wiatla widzialnego dochodzi do
fotoaktywacji i kowalencyjnego zwigzania barwnika z DNA, czego konsekwencjg jest
zahamowanie amplifikacji DNA w martwych komorkach [61]. Jednak w przypadku
wysokiej zawartosci martwych komodrek w probce lub nierdwnomiernej ekspozycji na
$wiatto moze dochodzi¢ do nieefektywnego blokowania amplifikacji DNA martwych
bakterii. Poza tym grupa azydkowa PMA ulega konwersji do wysoce reaktywnego
rodnika nitrowego, ktory z kolei oprécz reagowania z DNA, moze reagowaé takze
z substancjami organicznymi, nieorganicznymi oraz wodg. Stad konieczno$¢ optyma-
lizacji warunkéw przeprowadzania techniki v-gPCR [89].

Technikg wyrozniajaca si¢ podobna zasada dziatania do reakcji PCR jest
izotermiczna amplifikacja materiatu genetycznego (LAMP — loop-mediated isothermal
amplification). LAMP w porownaniu do PCR nie wymaga specjalistycznego
wyposazenia, jest mniej czasochtonna i generuje mniejsze koszty ze wzgledu na
ominigcie etapu ekstrakcji DNA oraz braku koniecznosci wykorzystania termocyklera.
Poza tym technika LAMP jest mniej podatna na wplyw czynnikoéw hamujacych
typowych dla reakcji PCR [82].
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12.2. Mikromacierze DNA oparte na PCR

Alternatywa dla tradycyjnej procedury serotypowania obarczonej czgstymi btedami
zwigzanymi z reaktywnoscia krzyzowa jest test PCR oparty na oligonukleotydowej
mikromacierzy. Do zalet tej metody nalezy wysoka przepustowo$¢ w zakresie
badanych probek oraz zdolnos$¢ detekcji szczepow O-szorstkich, pojawiajacych si¢
w konsekwencji mutacji w obrebie grup genéw kodujacych O-antygeny. Przykladem
jest test opierajacy si¢ na polimorfizmie w obrebie sekwencji rejonu 16S-23S umozli-
wiajacy jednoczesng identyfikacje 11 patogennych gatunkow Legionella. Technika ta
wyrdznia si¢ wysoka czuto$cig umozliwiajaca detekcje 1.0 ng genomowego DNA,
wyizolowanego z komorek patogendéw [20]. Opracowano takze test wykrywajacy 15
odrebnych serogrup L. pneumophila w oparciu o zmienno$¢ form O-antygenu (O1 do
015). Mikromacierze DNA oparte na technice PCR sg przydatne szczegdlnie
w porownawczej detekcji i1 identyfikacji patogenéw analizowanych w badaniach
epidemiologicznych na szeroka skalg [21]. Wyniki otrzymane ta metoda powinny by¢
zweryfikowane poprzez przeprowadzenie np. typowania z wykorzystaniem przeciwciat
monoklonalnych lub techniki bezposredniego sekwencjonowania (SBT — sequence-
based typing). Te dwie techniki wykorzystuje si¢ w standardowej procedurze epide-
miologicznego typowania, w ktérej po typowaniu za pomocg przeciwcial mono-
klonalnych nieodréznialne izolaty L. pneumophila poddaje si¢ SBT [80], sekwen-
cjonujac siedem genomowych loci, dla ktorych istnieje oficjalna baza danych
sekwencji zatwierdzona przez Europejska Grupe Pracujaca nad Zakazeniami
Legionella (EWGLI — European Working Group Legionella Infection) [47]. Do
starszych technik genotypowania L. pneumophila, ktore w wigkszoSci nie ulegly
standaryzacji, nalezy elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym (PFGE — pulsed-
field gel electrophoresis) oraz polimorfizm dlugosci powielonych fragmentéw DNA
(AFLP — amplified fragment length polymorphism) umozliwiajacy réznicowanie oraz
ustalanie klonalnych powigzan pomigdzy klinicznymi i Srodowiskowymi szczepami
L. pneumophila [62, 42].

13. Pozostale metody identyfikacji Legionella

Obiecujacym narzgdziem diagnostyki mikrobiologicznej szczepdéw klinicznych
oraz $§rodowiskowych jest desorpcja/jonizacja laserem wspomagana matrycg Z pomia-
rem czasu przelotu jonéw sprzezona ze spektrometria masowa (MALDI-TOF MS
— matrix-assisted laser desorption ionization time-offlight mass spectrometry). Wiele
doniesien naukowych potwierdza wysokg skuteczno$¢ techniki MALDI-TOF
w identyfikacji ludzkich patogenow izolowanych z probek materiatu klinicznego [87].
Technika MALDI-TOF okazata sie by¢ skuteczna przy detekcji bakterii obecnych we
krwi, pltynie mézgowo-rdzeniowym, kale, a takze przy wykrywaniu infekcji drog
moczowych i oddechowych. Wiele analiz potwierdza przewage MALDI-TOF nad
konwencjonalnymi metodami diagnostycznymi pod katem szybkosci i precyzyjnosci
wykrywania zwlaszcza infekcji w obrebie uktadu krazenia [93]. Identyfikacja gatun-
kow Legionella przy wykorzystaniu MALDI-TOF MS jest szybka, fatwa w wykonaniu
technika i mniej kosztowng niz technika SBT. Zaletg tej techniki jest niewielka ilo$¢
wymaganego do analizy materialu pobranego z biomasy bakteryjnej co najmniej jednej
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kolonii. Za pomocg MALDI-TOF MS identyfikuje si¢ zarowno biatka, jak i lipidy
bakterii Legionella [44, 75].

W diagnostyce pateczek Legionella wykorzystuje sie cytometrie przeptywowg (FC
— flow cytometry), ktora pozwala na detekcje L. pneumophila w probkach z uktadu
oddechowego. Technika ta pozwala na ocen¢ wrazliwosci bakterii na dzialanie anty-
biotykow pierwszego wyboru, ktére indukuja pojawienie si¢ zwickszonej zawartosci
nieprawidlowego DNA wykrywanego w specjalnych detektorach. FC utatwia wybor
efektywnej celowanej antybiotykoterapii, co jest niezwykle istotne zwlaszcza
w przypadku pacjentow z atypowa postacia pneumonii [35].

Nowoczesng wysokoprzepustowa technika jest sekwencjonowanie nowej generacji
(NGS — Next Generation Sequencing) umozliwiajace detekcje bakterii Legionella na
poziomie gatunku i serogrupy na podstawie DNA wyizolowanego z plwociny pacjenta,
bez koniecznosci wykonywania potwierdzajacych technik hodowlanych. NGS
wykorzystujac amplikony genu 16S rRNA pozwala na dokladng analize¢ profilu
gatunkowego obecnego w probce pod katem réznorodnosci i stosunku liczebnosci
wykrytych rodzajow bakterii, co jest niezwykle istotne przy szybkiej diagnozie
koinfekcji wielogatunkowych [70].

14. Podsumowanie

Obecnie stosowane metody diagnostyczne zakazen Legionella opieraja si¢ glownie
na hodowli drobnoustrojow, testach wykrywajacych obecnos¢ antygenu Legionella
w moczu lub tkankach, testach serologicznych stwierdzajacych poziom swoistych
przeciwciatl w surowicy oraz na technikach biologii molekularne;.

Metoda uwazang za ztoty standard w badaniach mikrobiologicznych, ze wzglgdu na
niemal 100% swoistos$¢, jest izolacja i hodowla pateczek Legionella na odpowiednich
podiozach. Istotnym ograniczeniem tej metody jest dobor odpowiedniego rodzaju
badanego materialu wykorzystanego do posiewu oraz dlugi okres oczekiwania na
wzrost bakterii, co znacznie opdznia czas postawienia diagnozy. Testy opierajace si¢
na detekcji antygenu Legionella w moczu lub w tkankach wykazuja znacznie wyzszg
czuto$¢ w poréwnaniu do hodowli bakterii na podtozu BCYE. Poza tym badania te sg
szybkie, tanie i umozliwiaja wykrycie infekcji Legionella we wczesnym stadium
rozwoju choroby. Istotng wada metod wykrywajacych antygen Legionella jest ryzyko
wystapienia nieswoistych reakcji krzyzowych z przeciwcialami przeciwko innym
bakteriom. Inng stosowana obecnie metoda o stosunkowo wysokiej specyficznosci
i czutos$ci jest oznaczanie miana swoistych przeciwcial w surowicy za pomoca odczynu
immunoenzymatycznego. Do najwazniejszych ograniczen tej metody nalezy czas
niezbedny do rozwinigcia odpowiedzi humoralnej chorego do poziomu mierzalnego
przy pomocy testow serologicznych. Obecnie do wykrywania obecnosci Legionella
w materiale klinicznym wykorzystuje si¢ takze testy PCR amplifikujace konkretne
fragmenty genomowego DNA patogena przy uzyciu starterdw specyficznych dla
wykrywanego genu. Jednak brak dobrej standaryzacji i stosunkowo wysokie koszty
specjalistycznej aparatury utrudniajg rutynowe wykorzystanie tych testow
w diagnostyce.

Ze wzgledu na niespecyficzne objawy, zapalenie ptuc wywolane przez pateczki
Legionella jest czgsto nierozpoznawalng klinicznie jednostka chorobowa, ktora moze
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przybiera¢ formg epidemiczng lub sporadyczng. Dlatego kluczowym zadaniem jest
udoskonalanie metod diagnostycznych pod katem wysokiej czuto$ci i specyficznosci,
pozwalajgcych na szybka i wiarygodna detekcje gatunkéw Legionella oraz odréznianie
zakazen L. pneumophila od innych gatunkow. Diagnostyka legionellozy wymaga takze
walidacji i weryfikacji na poziomie mi¢dzynarodowym, by umozliwi¢ opracowywanie
referencyjnych paneli odczynnikéw do tego typu testow. Istnieje takze potrzeba
wnikliwego analizowania czynnikéw wirulencji pateczek Legionella z wykorzystaniem
analiz molekularnych i genetycznych, gdyz stanowia one podstawe opracowania
nowoczesnych i precyzyjnych testow diagnostycznych.
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Diagnostyka paleczek Legionella w materiale klinicznym

Streszczenie

Przedstawiciele rodziny Legionellaceae to Gram-ujemne bakterie tlenowe, ktore sa cze$cig mikroflory
naturalnych ekosysteméw wodnych oraz sztucznych systemoéw wodnych. Bakterie te nalezg do wzgled-
nych patogenow wewnatrzkomoérkowych wolno zyjacych ameb oraz makrofagéw ptucnych czlowieka,
wymagajacych $cisle okreslonych warunkow fizykochemicznych do namnazania wewnatrz komorki
gospodarza eukariotycznego. Transmisja patogennych bakterii zachodzi zazwyczaj poprzez inhalacje
zakazonego aerozolu lub aspiracj¢ wody zawierajacej pateczki Legionella. Bakterie te sa czynnikiem
etiologicznym zaréwno grypopodobnej goraczki Pontiac, jak i wieloptatowego zapalenia ptuc (choroby
legionistow). Zakazenia maja charakter epidemii lub wystepuja endemicznie. Najgrozniejsze przypadki
dotycza pacjentbw z obnizong sprawnoscia funkcjonowania ukladu odpornosciowego. Wskaznik
umieralnosci na legionellozowe zapalenie pluc determinowany jest glownie przez doboér wiarygodnej
metody diagnostycznej oraz zastosowanie terapii przeciwbakteryjnej na wczesnym etapie infekcji.
L. pneumophila serogrupy 1 jest odpowiedzialna za wystgpowanie 70-80% przypadkow legionellozy
potwierdzonej testami laboratoryjnymi na terenie Europy i USA.

Obecnie stosowane metody, ktore pozwalajg na wykrycie pateczek Legionella w materiale klinicznym
polegaja na hodowli i izolacji bakterii, wykrywaniu antygenu Legionella w moczu i tkankach, oznaczaniu
miana swoistych przeciwcial oraz metodach genetycznych. Najnowsze techniki oparte na proteomice lub
analizie kwasu nukleinowego patogenéw pozwalaja na rozwdj wysokoprzepustowych technik
diagnostycznych precyzyjnie identyfikujacych drobnoustroje obecne w materiale klinicznym.

Stowa kluczowe: Legionella, legionelloza, antygen w moczu

Diagnostics of Legionella bacilli in clinical material

Abstract

Representatives of the family Legionellaceae are Gram-negative aerobic bacteria and part of the microflora
of natural aquatic ecosystems and artificial water systems. These bacteria belong to facultative intracellular
pathogens of free-living amoebas and pulmonary macrophages, which require strictly defined
physicochemical conditions for multiplication inside the eukaryotic host cell. These pathogenic bacteria are
transmitted through inhalation of infected aerosols or aspiration of water containing Legionella bacilli. The
bacteria are the etiological factor of flu-like Pontiac fever and miultilobar pneumonia (Legionnaires'
disease). Legionella infections are either epidemic or endemic. The most serious cases are diagnosed in
immunocompromised patients. The mortality rate in legionellosis is mainly determined by selection of
a reliable diagnostic method and application of antibacterial therapy at the early stage of infection.
L. pneumophila serogroup 1 is implicated in 70-80% of legionellosis cases confirmed by laboratory tests in
Europe and the USA.

The methods used currently for detection of Legionella bacilli in clinical material consist in culture and
isolation of bacteria, detection of the Legionella antigen in urine and tissues, determination of specific
antibodies titres, and genetic methods. The latest techniques based on proteomics or analysis of pathogen
nucleic acid facilitate the development of high-throughput diagnostic techniques that identify
microorganisms in the clinical material precisely.

Keywords: Legionella, legionellosis, antigen in urine
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Zastosowanie procesow mikrobiologicznej dehalogenacji
zwigzkow organicznych w inzynierii Srodowiska

1. Wstep

Halogenowane zwiazki organiczne (HZO) sa chemikaliami powszechnie wykorzys-
tywanymi przez cztowieka w roznych gat¢ziach przemystu, na przyktad do produkcji
farb, klejow, rozpuszczalnikow, chtodziw, materiatdw ogniotrwalych, materiatdw
sztucznych, farmaceutykow. Sa takze stosowane w rolnictwie jako $rodki ochrony
roslin — herbicydy, fungicydy, insektycydy. Wprowadzane do srodowiska syntetyczne
HZO, wykazuja trwato$¢, oporno$¢ na biodegradacje, akumulacje w $rodowiskach
beztlenowych, w ktorych ich rozktad jest jeszcze trudniejszy. Wraz ze wzrostem ilosci
podstawnikow halogenowych obserwowane jest zmniejszenie rozpuszczalnosci
W wodzie i podatnosci na degradacje w warunkach tlenowych oraz zwickszenie
rozpuszczalnosci w ttuszczach [1]. HZO definiowane sa jako niebezpieczne substancje
chemiczne, oporne na transformacje i degradacje, akumulujace si¢ w Srodowisku
i tkankach tluszczowych, o toksycznym wptywie na organizmy, w tym cztowieka,
wykazujace wptyw teratogenny oraz kancerogenny [2]. Konieczne jest zatem ograni-
czenie uwalniania HZO do $rodowiska oraz usuwanie zanieczyszczen wywotanych ich
rozprzestrzenieniem si¢. Metodami obecnie stosowanymi do remediacji $rodowisk
zdegradowanych sa metody fizyczno-chemiczne oraz biologiczne, wykorzystujace
potencjal metaboliczny organizméow.

Niniejsza praca obejmuje przeglad danych dotyczacych zastosowania procesOw
mikrobiologicznej dehalogenaciji zwigzkdéw organicznych.

2. Potencjal mikroorganizméw do bioremediacji Srodowiska
zanieczyszczonego HZO

W bioremediacji $rodowiska zanieczyszczonego HZO wprowadzonymi przez
cztowieka kluczowa funkcje pelnig mikroorganizmy. Drobnoustroje swa zdolno$¢ do
transformacji zwiazkéw organicznych zawdzigczaja przede wszystkim ogromnej
roéznorodnosci  produkowanych enzymoéw oraz zdolnosciom adaptacyjnym do
zmieniajgcych si¢ warunkoéw Srodowiska i tolerancji na czesto wysokie stezenia
toksycznych substancji. Bakterie charakteryzuja si¢ szybkim cyklem rozwojowym,
powszechnoscig wystepowania, w niemal kazdym, nawet ekstremalnym $rodowisku
(gorace zrodla, powierzchnie rowow tektonicznych w dnie morskim, wieczna
zmarzlina). Wystepujacy u bakterii horyzontalny transfer gendw, gwarantuje szybsze
dostosowanie si¢ do zmian zachodzacych w srodowisku, poprzez szybkg dystrybucje
gendw odpowiedzialnych za oporno$¢ na metale cigzkie, antybiotyki, jak réwniez
gendéw odpowiadajacych za transformacje HZO. Bakterie samoczynnie adaptujac si¢
do $rodowiska sg w stanie przetrwa¢ w warunkach wysokich stgzen toksycznych

! Zaktad Biologii, Wydziat Instalacji Budowlanych, Hydrotechniki i Inzynierii Srodowiska, Politechnika
Warszawska, ul. Nowowiejska 20, 00-653 Warszawa.
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substancji, np.: chlorowcopochodnych wegglowodorow, a co wigcej wyksztaltcily
mechanizmy stuzace wykorzystaniu ich jako zrédta wegla i energii. Niezwykte
wlasciwosci adaptacyjne drobnoustrojow w potaczeniu z ich ogromng liczebno$cia
(biomasa mikroorganizmoéw porownywalna jest z biomasa wszystkich wyzszych
organizméw na Ziemi) i szybkim cyklem reprodukcyjnym, zainteresowata naukowcow
do wykorzystywania ich w procesach oczyszczania §rodowisk z roéznego rodzaju
skazen [3]. Dodatkowo wykorzystanie technik wspotczesnej biologii molekularnej
pozwala pozna¢ doktadniej szlaki metabolizmu i transformacji HZO. Wiedza ta
potaczona z nieocenionym potencjalem mikroorganizméw umozliwia opracowanie
technologii przeznaczonej do efektywnej i wydajnej remediacji terendw zanieczysz-
czonych [4]. Najczesciej wérdd mikroorganizméw transformujacych halogenowane
zwigzki organiczne mozna znalez¢é bakterie nalezace do rodzajow: Pseudomonas,
Burkholderia, Sphingomonas, Alcaligenes, Micrococcus, Arthrobacter, Coryne-
bacterium, Mycobacterium, Rhodococcus, Ralstonia, Flavobacterium, Nocardioides,
Bradyrhizobium, Ochrobactrum, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas, Dehalo-
bacterium, Acetobacterium, Dehalospirillum, Desulfomonile i wiele innych [5] oraz
grzyby, gldwnie wymieniane sg w literaturze tzw.: grzyby biatej zgnilizny (ang. white
rot fungi), np.: Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Panus tigrinus [6].

3. Biologiczne procesy oczyszczania Srodowisk zanieczyszczonych

Powszechnie stosowanym procesem oczyszczania $rodowiska gruntowo-wodnego
zanieczyszczonego substancjami, takimi jak: metale ciezkie, weglowodory ropowo-
chodne, dioksyny, zwigzki azotowe, halogenowane zwigzki organiczne jest bioreme-
diacja. Metoda ta wykorzystuje metabolizm organizméw (bakterii, grzybow, glonow
jednokomoérkowych, roslin wyzszych — wowczas nazywana fitoremediacja) prowa-
dzacy do usuniecia skazen z rdéznych srodowisk, takich jak: osady denne, gleby, wody
gruntowe. W tego typu biotechnologii mozna wykorzysta¢ mikroflore autochtoniczna,
czyli organizmy naturalnie zasiedlajagce tereny zanieczyszczone lub allochtoniczne
mikroorganizmy, ktoére pochodza z innego miejsca, w ktorym wystapity podobne
czynniki antropopresji i zanieczyszczenie podobnymi substancjami. Organizmy
allochtoniczne zdazyly jednak przystosowaé swdj metabolizm do znacznie podwyz-
szonych stgzen czynnika wywotujacego zanieczyszczenie, stad wprowadzone do nowego
srodowiska moga je natychmiast aktywnie metabolizowa¢. W zalezno$ci od miejsca
przeprowadzenia procesu o0czyszCzania mozna wyrézni¢ bioremediacje in Situ
(W miejscu skazenia) oraz ex Situ (w innym niz miejsce skazenia). Ze wzgledu na sposob
wykorzystania drobnoustrojéw, mozna podzieli¢ bioremediacj¢ na naturalng oraz
inzynieryjna, w ramach ktorej wyroznia si¢ biostymulacje oraz bioaugmentacje [7-9].

4. Monitoring Srodowiska

Przed podjeciem decyzji o wdrozeniu biotechnologii celem oczyszczenia terenu,
kluczowym etapem jest dokladna analiza — monitoring $rodowiska. Analiza taka
powinna prowadzi¢ do okre§lenia typu zanieczyszczenia, jego skali, okresli¢
wilasciwosci niezbgdne do zaplanowania prac bioremediacyjnych, takie jak: pH,
wilgotno$¢, temperatura, potencjal redoks, obecno$¢, ilo$¢ oraz rodzaj donorow
i akceptorow elektronow, wiasciwosci sorpcyjne (w przypadku gruntéw), twardose
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wody, sktad chemiczny, powierzchnie, jaka zajmuje zanieczyszczenie, jego doktadna
lokalizacje, okreSlenie kierunkow migracji skazenia, kierunek przeptywu wod
gruntowych oraz obecno$¢ innych wspotwystepujacych zanieczyszczen (np.: metalami
ciezkimi) [10, 11]. Ponadto nalezy przeprowadzi¢ oceng¢ kondycji mikroflory
autochtonicznej. Ocena ta najczesciej jest wykonywana poprzez okreslenie liczebnos$ci
bakterii heterotroficznych. Liczebno§¢ szacowana powyzej 10%-10° jtk (jednostek
tworzacych kolonig) g™ s.m. gleby uwazana jest za wystarczajaca do przeprowadzenia
skutecznej bioremediacji [8].

5. Bioremediacja naturalna

Wykorzystanie mikroflory autochtonicznej w procesach oczyszczania srodowiska,
z jednoczesnym zminimalizowaniem ingerencji cztowieka jest wiasciwe dla proceséw
bioremediacji naturalnej, okreslanej tez mianem bioremediacji pasywnej [12].
Doktadny monitoring $srodowiska wraz z charakterystyka mikroflory natywnej pozwala
na oszacowanie potencjatu mikroorganizmoéw do usuwania skazenia, skuteczno$ci
procesu oraz jego tempa. Jesli analiza sytuacji wskazuje na skuteczne wyeliminowanie
zanieczyszczenia 1 przywrocenie rownowagi w zdegradowanym ekosystemie za
sprawa wykorzystania naturalnie przebiegajacych proceséw samooczyszczenia, a wiec
poprzez naturalng bioremediacj¢, nie ma konieczno$ci stosowania bardziej kosztow-
nych typéw bioremediacji. Bioremediacja pasywna jednak jest najwolniejszag metoda
bioremediacji, co rowniez nalezy wzia¢ pod uwage planujac proces oczyszczania.

6. Bioremediacja inzynieryjna

W przypadku, gdy endogenna mikroflora wystepuje w zbyt matej ilosci lub tez nie
wykazuje aktywno$ci metabolicznej wobec danego czynnika wywotujacego zanie-
czyszczenie, albo gdy tempo procesu oczyszczania jest niezadowalajace, nalezy
wdrozy¢ dodatkowe dziatania bioremediacyjne. Wsérod metod inzynieryjnych wyr6znia
si¢ biostymulacje¢ 1 bioagumentacje, prowadzace do intensyfikacji proceséw rozktadu
czy transformacji skazenia.

Biostymulacja ma za zadanie uaktywni¢ mikroflor¢ autochtoniczng poprzez pobu-
dzenie jej metabolizmu wobec czynnika wywolujacego zanieczyszczenie, zapewniajac
optymalne warunki dla rozwoju. Moze to by¢ zwigzane z zapewnieniem odpowiednigj
wilgotnosci, warunkdéw tlenowych (napowietrzanie), dostarczaniem wilasciwej ilosci
biogen6éw: azotu i fosforu dla otrzymania optymalnej proporcji C:N:P odpowiadajace;j
100:10:1, gwarantujacej osiaggniecie wysokiej aktywnosci metabolicznej [7, 13].

Bioagumentacja oparta jest na wprowadzaniu do $rodowiska puli mikroorga-
nizmoéw, wykazujacych zdolno$¢ do rozkladu czy transformacji zanieczyszczenia.
Proces poprzedzony jest selekcja szczepdw zdolnych do utylizacji konkretnego rodzaju
zwiazku czy tez grupy zwigzkow wywotujacych skazenie oraz symulacjami ich
rozktadu. Mikroorganizmy wprowadzane sa do objetego skazeniem srodowiska
w formie biopreparatu, inaczej szczepionki bioremediacyjnej ztozonej z namnozonych
drobnoustrojow jednego szczepu lub czesciej konsorcjum ztozonego z kilku szczepow.
Czesto bioagumentacja wspomagana jest metodami stosowanymi w biostymulacji dla
spotggowania efektu oczyszczania [8, 14].
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7. Mikroorganizmy wobec halogenowanych zwiazkow organicznych

Przeprowadzana przez mikroorganizmy dehalogenacja najczesciej odbywa na
drodze reakcji rozerwania wigzania wegiel-grupa halogenowa katalizowanej przez
specyficzny enzym, a halogenowany zwigzek organiczny wykorzystywany jest jako
zrodto wegla i energii. Proces dehalogenaciji jest zatem wstepnym etapem umozli-
wiajagcym enzymatyczne rozerwanie szkieletu weglowego, prowadzace do pozyskania
wegla. Halogenowany zwigzek organiczny moze stanowi¢ roéwniez alternatywny
akceptor elektrondbw w procesie oddychania beztlenowego (dehalorespiracja),
w rezultacie ktorego mikroorganizmy wytwarzaja energi¢. Dehalogenacja moze
stanowi¢, takze mechanizm obronny mikroorganizméw prowadzacy do detoksykacji,
nie dostarczajac energii, ani wegla [1, 15-17]. Bardzo czesto do dehalogenacji
syntetycznych HZO, takich jak perchloroetylen (PCE), heksachlorobenzen (HCB),
pentachlorofenol (PCP), polichlorowane bifenyle (PCBs), polihalogenowane dioksyny,
dochodzi na drodze kometabolizmu, a wigc przypadkowych reakcji enzymatycznych.
Mikroorganizmy produkujac enzymy np.: 2,3-dioksygenazg katecholowg, monooksy-
genaz¢ metanows, monooksygenaze fenolowa w szlaku metabolicznym degradacji
innego zwiazku, prowadza posrednio (przypadkowo) do transformacji HZO. Wielu
autoréw [1, 17] przyjmuje, ze ksenobiotyczne HZO wykazujg opornos¢ na de halo-
genacje w warunkach tlenowych, metabolizowane moga by¢ jedynie w $rodowisku
braku dostepu tlenu na drodze redukcyjnej dehalogenacji. Z kolei HZO naturalnego
pochodzenia, takie jak chlorometan, chlorooctan, chlorofenol mogg stanowi¢ substrat
odzywczy dla mikroorganizméw i tym samym by¢ przez nie metabolizowane
w warunkach tlenowych. Glownymi typami reakcji katalizowanych przez odpowiednie
tlenowe dehalogenazy sa: utlenienie i redukcja, podstawienie, dehydrogenacja
i eliminacja, przy czym reakcje utleniania i redukcji mogg angazowaé enzymy, ktorych
udziat bezposrednio nie prowadzi do rozerwania wigzania wegiel — halogen. Udziat
tych enzymdéw natomiast doprowadza do ostabienia wigzania, ktore na drodze
kolejnych juz reakcji, samoistnie ulega rozerwaniu doprowadzajac do dehalogenacji
zwigzku [17-19].

8. Bioremediacja halogenowanych zwiazkéw organicznych
— perspektywy i ograniczenia

Wykorzystanie mikrobiologicznych procesow dehalogenacji w bioremediacji
terenéw zanieczyszczonych wydaje si¢ by¢ obiecujagcym sposobem usuwania zanie-
czyszczen halogenowanymi zwigzkami organicznymi. Obok metod fizyczno-
chemicznych, metody biologicznego oczyszczania $rodowiska z HZO uwazane sg za
efektywne i ekonomiczne rozwigzanie. Procesy naturalnej bioremediacji sg wykorzys-
tywane w inzynierii i ochronie §rodowiska. W Grindsted Stream (Jutland, Dania)
usuwano zanieczyszczenie wody chlorowanymi etenami: tetrachloroetenem (PCE),
trichloroetenem (TCE) i produktami ich degradacji cis-1,2-dichloroetenem (cis-DCE)
i chlorkiem winylu (VC) [20]. W River Tame (Birmingham, Wielka Brytania) stwier-
dzono zachodzenie w strefie hyporeicznej rzeki procesow biologicznej dechloracji
i usuwania TCE doplywajacego z zanieczyszczonymi wodami gruntowymi [21].
Podobne zjawisko obserwowano w Zenne River (Vilvoorde, Belgia), gdzie woda
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zanieczyszczona byla cis-DCE i VC [22] czy River Tern, (Shropshire, Wielka
Brytania), gdzie wystepowalo zanieczyszczenie wody TCE [23].

Simsir i wspotpracownicy [24] badali proces naturalnej bioremediacji srodowiska
gruntowo wodnego w poblizu zamknigtej galwanizerni znajdujacej si¢ w Third Creek,
Knoxville (Tenessee, USA) Oczyszczenie wod gruntowych z PCE i TCE mogto
zachodzi¢ na drodze beztlenowej dehalogenacji, na co wskazywata obecnos$¢ bakterii
z rodzajow Dehaloccoides, Dehalobacter i Dehalogenimonas. Obecno$é¢ 2 szczepow
metanotrofow z rodziny Methylococcaceae wskazywata na mozliwos¢ usuwania tych
zwigzkoéw takze w warunkach tlenowych na drodze kometabolizmu. Prowadzone
badania wykazaly jednak, ze zachodzace procesy przemian biochemicznych nie
wystarczaly, aby zapobiec przedostawaniu si¢ zanieczyszczen do pobliskiej rzeki.
Skutecznos$¢ proceséw bioremediacyjnych w gléwnej mierze zalezy bowiem od
dostepnosci donoréw 1 akceptorow elektrondw. Przyktadowo wodor odgrywa
kluczowa rol¢ w transformacji PCE do etenu w procesie redukcyjnej dehalogenacji
jako donor elektronéw wykorzystywany przez Dehalococcoides ethenogenes. Jednak
dodanie donora elektronéw nie dziata specyficznie, powoduje aktywacje metabolizmu
réznych grup mikroorganizméw, nie tylko prowadzacych dehalogenacje, ale rowniez
tych majacych negatywny wptyw na procesy transformacji HZO jak np.: organizmow
metanogennych.

Kolejny problem stanowi biodostepnos¢ substancji i jej podatno$¢ na biodegra-
dacje. Na biodegradowalnos¢ wpltywajg cechy samego substratu, tzn.: rozpuszczalno$é
w wodzie, masa czasteczkowa, struktura, obecno$¢ grup funkcyjnych. Wiele sposrod
HZO wykazuje oporno$¢ na rozktad biochemiczny, stanowiac problem dla biotech-
nologii. Duzy klopot stanowi sorpcja HZO do substancji organicznej naturalnie obecnej
w glebie jak np.: kwasy humusowe, blokujac w ten sposdb dostep dla drobnoustojow.

Szybkos¢ i efektywnos¢ biodegradacji zalezy rowniez od stgzenia substratu, jego
toksycznosci, dostepnosci tlenu, obecnosci fosforu i azotu oraz innych makro-
i mikroelementow (wiele metali wchodzi w sktad centrow aktywnych dehalogenaz),
optymalnej wilgotnosci, temperatury, pH, réwnowagi sorpcyjnej, alternatywnych
substratow wzrostowych obecnych w $rodowisku, a takze braku inhibitorow — np.:
toksycznych metali i metaloidow jak As, Se, Cd, Pb [7, 8].

Kolejnym niezwykle waznym aspektem, ktory musi by¢ uwzgledniony w plano-
waniu procesow bioremediacji, sg produkty posrednie metabolizmu HZO. Niektore
drobnoustroje s3 w stanie przeprowadza¢ pelng transformacje halogenowanego
zwigzku organicznego, jak wspomniany wyzej D. ethenogenes, natomiast dla
wiekszosci mikroorganizmow jest to niemozliwe, np. Dehalobacter restrictus,
Dehalospirillum multivorans, Desulfomonile tiedjei, biorg udziat w dehalogenacji PCE
do TCE i dalej do DCE jednak pochodne tego ostatniego nie sg dalej transformowane.
Powoduje to szybkie nagromadzenie si¢ produktu toksycznego, ktory moze dziataé
hamujaco na mikroorganizmy. Dodatkowym problemem jest to, ze niektore mikro-
organizmy dehalogenujace moga przeprowadzaé proces halogenacji zwigzku organicz-
nego, co moze skutkowa¢ wtérnym nagromadzeniem halogenowanych pochodnych
zwigzkoéw organicznych. Procesy naturalnej bioremediacji moga zatem prowadzi¢ do
powstania bardziej toksycznych produktow. W takich sytuacjach jedynym rozwia-
zaniem wydaje si¢ by¢ wdrozenie bioagumentacji z zastosowaniem odpowiedniego
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zaszczepienia lub zmiana warunkow prowadzenia procesu, np.: poprzez wprowadzenie
napowietrzania i dodatkowego zrédla wegla stymulujacego tlenowe procesy
kometabolicznego usuwania HZO [25, 26].

Warto zwroci¢ uwage, iz na powodzenie metod bioremediacji in situ wptywa cata
spoteczno$¢ mikroorganizmow i ich wzajemne relacje jak np.: konkurencja o substrat,
donor elektronéw, transfer genéw, wymiana metabolitow. Zrozumienie interakcji
zachodzacych w $rodowisku pomiedzy drobnoustrojami pozwoli na wyeliminowanie
czynnikow hamujacych i osiagniecie zadowalajacych wynikow w pracach bioreme-
diacyjnych. Jest to jednak zadanie trudne i na pomoc przychodza techniki izotopowe,
jak np.: stabilne frakcjonowanie izotopowe umozliwiajace identyfikacj¢ i pomiar
efektywnosci proceséw biodegradacji. Metoda ta opiera si¢ na obecnosci dwoch
stabilnych izotopéw wodoru i wegla w czasteczkach organicznych, gdzie mikroorga-
nizmy chetniej rozktadaja izotopowo lzejsze czasteczki (12C, 1H) [27]. Rowniez
pomocne sg metody stosowane we wspdlczesnej biologii molekularnej, takie jak
wysokoprzepustowe sekwencjonowanie nowej generacji, mikromacierze, analizy
metagenomiczne, metatranskryptomiczne i metaproteomiczne, ktérych wykorzystanie
umozliwia bardziej wnikliwg analize zalezno$ci miedzy mikroorganizmami
w ekosystemach, co jest niezbedne do zaplanowania i wdrozenia wiasciwej technologii
oczyszczania.

9. Podsumowanie

Wzrost zapotrzebowania przemyshu i rolnictwa na halogenowane zwiazki orga-
niczne skutkuje ich coraz wigkszym uwalnianiem do $rodowiska. Bioremediacja jako
metoda przyjazna $rodowisku, efektywna i stosunkowo niedroga wydaje si¢ by¢
remedium na zanieczyszczenia HZO. Jednak niezwykle istotny, przed podjg¢ciem
decyzji o wdrozeniu biotechnologii, jest dokltadny monitoring $rodowiska, ktory
umozliwi wytypowanie odpowiedniej strategii bioremediacji. Do tej pory wiele prob
wdrozenia strategii bioremediacji zakonczyta si¢ sukcesem. Jednak dalsze badania sa
niezbedne do zwigkszenia efektywnos$ci prac bioremediacyjnych, a bardziej wnikliwa
analiza pozwoli na zrozumienie interakcji zachodzacych pomiedzy mikroorganizmami
w zanieczyszczonych ekosystemach.
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Zastosowanie proces6w mikrobiologicznej dehalogenacji zwigzkéw organicznych
w inzynierii Srodowiska

Streszczenie

Wytwarzane przez cztowieka halogenowane zwiazki organiczne (HZO) coraz czgSciej ulegaja uwalnianiu
do srodowiska, powodujac jego zanieczyszczenie. HZO sa substancjami toksycznymi, o kancerogennym,
teratogennym wplywie na organizmy, akumulujacymi si¢ w srodowisku, tkankach thuszczowych cztowieka
i zwierzat statocieplnych oraz opornymi na degradacj¢. Niezwykle istotne jest sprawowanie kontroli nad
uwalnianiem i rozprzestrzenianiem si¢ tych zwigzkow, a takze stworzenie optymalnych systemow oczysz-
czania skazonych terenéw. Obiecujacymi metodami remediacji wydaja si¢ by¢ biologiczne metody usuwania
HZO. Wykorzystuja one aktywno$¢ metaboliczng mikroorganizméw, zdolnych do biotransformacji HZO
do mniej toksycznych lub neutralnych produktéw, jak rowniez ich wysoka tolerancj¢ wobec szkodliwych
substancji oraz umiejetno$é przystosowania si¢ do ekstremalnych $rodowisk. Praca stanowi przeglad
literatury obejmujacy procesy bioremediacyjne w konteks$cie usuwania HZO.

Stowa kluczowe: bioremediacja, halogenowane zwiazki organiczne, mikroorganizmy, biotransformacja

Application of microbial dehalogenation processes of organic compounds
in environmental engineering

Abstract

Manufactured of halogenated organic compounds (HZO) by humans in an increasing amount are more
often released into the environment, causing its contamination. HZOs are toxic substances with
carcinogenic and teratogenic effects on organisms, accumulating in environment, and in human and warm-
blooded fatty tissues, and resistant to degradation. It is extremely important to control the release and
spread of these compounds, as well as to create optimal systems for cleaning contaminated sites. Promising
methods of remediation are biological approach of removing HZO. They use the metabolic activity of
microorganisms (endogenous or exogenous) capable to biotransformation of HZO to less toxic or neutral
products, as well as their high tolerance to hazardous substances and the ability to adapt to extreme
environments. The work is a literature review covering bioremediation processes in the context of HZO
removal.

Keywords: bioremediation, halogenated organic compounds, microorganisms, biotransformation
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Mikrobiologiczne procesy
dehalogenacji zwiazkow organicznych

1. Wstep

Halogenowane zwiazki organiczne (HZO) powstaja na skutek przylaczenia grupy
halogenowej, ktora stanowia pierwiastki wchodzace w sktad 17. grupy uktadu okre-
sowego (gtéwnie fluor, chlor, brom i jod) z weglem organicznym. Przylaczenie
podstawnika halogenowego do zwiazku organicznego zmienia znaczaco jego
wlasciwosci fizyczne i chemiczne, np.: powodujgc zmniejszenie rozpuszczalnosci
w wodzie, przy jednoczesnym wzro$cie rozpuszczalnosci w thuszczach, co wptywa na
ograniczenie biodostepnosci takich czasteczek i1 znaczaco zmniejsza poziom ich
biodegradacji. Zwicksza to ryzyko ich odkladania w glownej mierze w tkankach
thuszczowych zwierzat wyzszych i czlowieka oraz moze zwigkszaé toksycznosé
weglowodoru w stosunku do organizméw. Zwykle obserwowany jest wzrost toksycz-
nosci zwigzku organicznego wraz ze wzrostem ilosci podstawnikow halogenowych.
Zwiagzki te charakteryzujg sie¢ ponadto wysokim stopniem trwalosci i akumulacji
w srodowisku, a takze teratogennoscig i kancerogennoscig. Konwencja Sztokholmska
[1] wymienia 23 trwale zanieczyszczenia organiczne (ang. persistent organic
pollutants — POPs), sa definiowane jako niebezpieczne, trwale substancje chemiczne,
odporne na transformacje i degradacje, akumulujagce w $rodowisku i tkankach
thuszczowych, o toksycznym wplywie na organizmy w tym czlowieka. Wszystkie
sposrdd 23 wymienionych w Konwencji Sztokholmskiej zwigzkow sa zwigzkami
halogenoorganicznymi.

Zwiazki organiczne o wlasciwosciach halogenowych znalazty szerokie zastosowanie
w przemysle i rolnictwie. Wykorzystywane sg do produkcji rozpuszczalnikow, chtodziw,
tworzyw sztucznych, farb, antybiotykoéw, farmaceutykow, biocydéw i niektérych
srodkow ochrony ros$lin. Niestety szybkie tempo rozwoju przemystu, a takze
intensywny system produkcji rolnej wprowadza do $rodowiska coraz wigksze ilosci
halogenowanych zwiazkow organicznych, powodujac lokalne zanieczyszczenia,
stanowiace zagrozenie dla organizméw i problem dla srodowiska [2-5].

Do niedawna uwazano réwniez, ze halogenowane weglowodory aromatyczne sg
ksenobiotykami, dzi§ wiadomo, ze moga by¢ pochodzenia naturalnego [8]. Halo-
genowe zwiazki organiczne byly obecne na Ziemi przed pojawieniem si¢ cztowieka
nie stanowigc wowczas powaznego zagrozenia dla ekosystemow oraz powloki
ozonowej. Obecnie poznanych zostalo okoto 5000 HZO naturalnego pochodzenia,
cho¢ badacze szacuja, ze jest ich znacznie wiecej, a okoto 200 nowych zwiazkow jest
odkrywanych kazdego roku [6, 7]. Do niedawna réwniez uwazano, ze halogenowane
weglowodory aromatyczne sg ksenobiotykami, dzi§ wiadomo, ze moga by¢ pocho-
dzenia naturalnego [8].

! Zaktad Biologii, Wydziat Instalacji Budowlanych, Hydrotechniki ilnzynierii Srodowiska, Politechnika
Warszawska, ul. Nowowiejska 20, 00-653 Warszawa.

137



Pola Lomza, Agnieszka Tabernacka

Najliczniej wystepujacymi w $rodowisku naturalnym zwigzkami halogenoorga-
nicznymi sg te zawierajace chlor i brom, a w mniejszej ilosci jod. Najmniej licznie
reprezentowane sg HZO zawierajace fluor. Pochodzenie naturalnych HZO zwigzane
jest z przemianami geochemicznymi zwigzanymi z wysoka temperaturg oraz
podwyzszonym cisnieniem, a zatem na skutek erupcji wulkanéw, pozaréw laséw oraz
spalania biomasy zawierajacej nicorganiczne zwigzki chloru, bromu, fluoru czy jodu,
ktore w takich warunkach mogg taczy¢ si¢ ze zwigzkiem organicznym tworzac jego
halogenowa pochodna [2, 9]. HZO moga by¢ takze produkowane przez najrozniejsze
organizmy, jak np.: bakterie, grzyby, gabki, porosty, glony, rosliny, migczaki, meduzy,
owady czy ssaki [10, 11, 12]. T tak na przyktad szacuje sie, ze roczna produkcja
bromometanu w oceanach to okoto 56 tys. ton, a bromoformu 1-2 milionéw ton. Pozary
biomasy emituja od 20 tys. do 50 tys. ton bromometanu rocznie [13], podczas gdy
catkowita produkcja przemyslowa bromometanu w 1990 wynosita ok. 66 tys. ton.
Wedtug Haggblom i Bossert [2003] naturalna produkcja chlorometanu wynosi rocznie
nawet do 8 milionow ton, co przewyzsza stukrotnie ilo§¢ przemyslowo syntetyzowa-
nego zwiazku. Przyktadowe ilo$ci produkowanych przez czlowieka HZO przedstawia
tabela 1.

Tabela 1. Roczna produkcja wybranych halogenowanych zwigzkow organicznych.

Zwiazek Ilo$¢ [tony] Rok Kraj Zrédlo
chloroeten 62 min 2016 Swiat [17]
(chlorek winylu)

chloroform 254 000 1994 USA [17]
(trichlorometan)

1,2-dichloroeten 8min 1993 USA [16]
chlorometan 358 000 1993 USA [16]
1,1,1-trichloroetan 205 000 1993 USA [16]
dichloroetan 160 000 1993 USA [16]
tetrachlorometan 140 000 1991 USA [16]
tetrachloroeten 125 000 1993 USA [16]
chloroetan 70 000 1990 USA [16]
DDT 3772 2014 $wiat [18]

Produkowanymi przez organizmy HZO s3 np.: metabolity, hormony (np.: trijo-
dotyronina, tyroksyna), antybiotyki (np.: chloramfenikol, chlorotetracyklina), biocydy.
Gléwnym celem ich produkcji przez organizmy ma by¢ ochrona przed drapieznikami
i obrastaniem przez inne osobniki. Wcigz jednak funkcje wielu naturalnych HZO
pozostajg nieznane [12-15].

Wprowadzane do $rodowiska przez czlowicka zwigzki halogenoorganiczne sa
trudno degradowalne i akumuluja, w znacznej mierze w Srodowisku beztlenowym,
w ktorym ich rozklad jest jeszcze trudniejszy. Obserwuje si¢, ze im wyzsza ilo$¢
przytaczonych grup halogenowych, tym nizsza podatno$¢ na tlenowa degradacje takich
zwigzkow [16].
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Zwigkszenie ilosci halogenowanych zwigzkow organicznych wprowadzanych jako
zanieczyszczenia do $rodowiska i ich kumulowanie sie¢ w organizmach zywych
powoduje coraz powazniejsze zagrozenie dla zycia i zdrowia cztowieka i zaburzenia
w naturalnym funkcjonowaniu ekosystemow ladowych i wodnych. Wraz z poste-
pujacym zagrozeniem pojawita si¢ potrzeba poznania mechanizméw oddziatywania
tych zwigzkow na $rodowisko i metod ich usuwania, w tym mozliwos$ci ich rozktadu
w warunkach naturalnych. Niniejsza praca obejmuje przeglad danych dotyczacych
mechanizmu proceséw dehalogenacji halogenowanych zwiazkow organicznych

2. Przemiany HZO w $rodowisku

Przemiany abiotyczne halogenowanych zwigzkow organicznych zachodza pod
wplywem procesow fizyczno-chemicznych tj.: takie jak utlenianie, hydroliza oraz
transformacje fotochemiczne i chemiczne [19, 20].

W procesach przemian HZO do mniej toksycznych produktow, a w rezultacie do
ich catkowitej mineralizacji, bardzo wazna funkce pelnia mikroorganizmy.
Biodegradacja naturalnego pochodzenia HZO nie przysparza drobnoustrojom
wiekszych trudnosci, w toku ewolucji wyksztalcily one odpowiednie szlaki
metaboliczne ich rozkladu. Inaczej jednak wyglada ten proces w przypadku
dehalogenacji zwigzkéw pochodzenia antropogenicznego, ktdre sg bardzo oporne na
biodegradacyjne dziatanie mikroorga-nizméw [21]. Przyczyny tego zjawiska
naukowcy upatruja w zbyt krotkim czasie adaptacji mikroorganizmoéw do
nowopowstatych zwigzkéw, nieobecnych wcze$niej w Srodowisku naturalnym.
Drobnoustroje nie zdazyly wyksztalci¢ specyficznych mechanizméw, szlakéw
metabolicznych prowadzacych do transformacji 1 degradacji syntetycznych
halogenowych zwigzkoéw organicznych. Najczesciej umiejetno$¢ mikrobow do
degradacji ksenobiotycznych HZO wynika z przemian, w ktorych biorg udziat enzymy
i metabolity produkowane przez mikroorganizmy do przeprowadzenia zupetnie innych
procesow w ich komoérkach lub tez na drodze podobienstwa HZO do naturalnie
wystepujacych w srodowisku zwigzkéw rozktadanych na drodze szeregu reakcji
wchodzacych w sklad istniejagcych juz szlakow metabolicznych. Taki proces
biodegradacji nazywany jest kometabolizmem. Do biodegradacji HZO moze réwniez
dochodzi¢ dzieki zaj$ciu mutacji efektem czego organizmy nabywaja zdolnosci do
dehalogenowania nowych zwigzkéw organicznych. Mikrobiologiczna dehalogenacja
oparta jest na wykorzystaniu przez mikroorganizm HZO jako zrodta wegla i energii.
Proces dehalogenacji jest zatem wstgpnym etapem umozliwiajagcym enzymatyczne
rozerwanie szkieletu weglowego, prowadzace do pozyskania wegla. Halogenowany
zwigzek organiczny moze stanowi¢ rowniez alternatywny akceptor elektronow
w procesie oddychania beztlenowego, wowczas proces taki nazywany jest dehalo-
respiracja, w rezultacie ktorej mikroorganizmy wytwarzaja energi¢. Dehalogenacja
moze stanowi¢ takze mechanizm obronny mikroorganizméw, prowadzacy do
detoksykacji zwigzku i zmniejszenia jego toksycznoS$ci, ale wowczas nie dostarcza on
energii, ani wegla [16, 22-24]. Wykorzystanie mechanizméw transformacji organo-
halogenkéw przez drobnoustroje zalezy od struktury zwiazku, jego wilasciwosci,
potencjatu redoks, czy rodzaju donorow i akceptorow elektronow obecnych
w $rodowisku [16].
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2.1. Metabolizm halogenowych zwigzkéw organicznych

HZO naturalnego pochodzenia, takie jak chlorometan, chlorooctan, chlorobenzo-
esan, chlorofenol moga stanowi¢ substrat odzywczy dla mikroorganizméw i tym
samym by¢ przez nie metabolizowane w warunkach tlenowych. Inaczej sytuacja
wyglada w przypadku syntetycznych HZO, takich jak perchloroetylen (PCE),
heksachlorobenzen (HCB), pentachlorofenol (PCP), polichlorowane bifenyle (PCBs),
polihalogenowane dioksyny. Zwiazki te wykazuja oporno$¢ na dehalogenacje
w warunkach tlenowych i sg metabolizowane jedynie w $rodowisku braku dostepu
tlenu na drodze dehalorespiracji [16, 24].

Do dehalogenacji organohalogenkéw przystosowanych jest wiele organizméw, np.:
bakterie z rodzaju Pseudomonas, Burkholderia, Sphingomonas, Alcaligenes, Micro-
coccus, Arthrobacter, Corynebacterium, Mycobacterium, Rhodococcus, Ralstonia,
Flavobacterium, Nocardioides, Bradyrhizobium, Ochrobactrum, Rhodospirillum,
Rhodopseudomonas, Dehalobacterium, Acetobacterium, Dehalospirillum, Desulfo-
monile i wiele innych [25] oraz grzyby, glownie wymieniane sa w literaturze tzw.:
grzyby bialej zgnilizny (ang. white rot fungi), np.: Phanerochaete chrysosporium,
Trametes versicolor, Panus tigrinus [20]. Dehalogenacja najczesciej odbywa na drodze
reakcji rozerwania wigzania wegiel-grupa halogenowa katalizowanej przez specy-
ficzny enzym.

2.2. Mechanizmy dehalogenacji

Wiele enzymow zaangazowanych w procesy dehalogenacji zostaly zidentyfi-
kowane wraz z opisem ich struktur krystalograficznych, co pozwolito zaobserwowaé
miejsca wigzania halogenku w enzymie prowadzace do katalizowania reakcji
dehalogenacji poprzez stabilizacj¢ fadunku ujemnego, skutkujac rozerwaniem wigzania
wegiel-halogen. Gtoéwnymi typami reakcji katalizowanych przez odpowiednie tlenowe
dehalogenazy sa: podstawienie, utlenienie, dehydrogenacja i eliminacja, przy czym
reakcje utleniania i redukcji mogg angazowac enzymy, ktorych udzial bezposrednio nie
prowadzi do rozerwania wigzania wegiel — halogen. Udzial tych enzyméw natomiast
doprowadza do ostabienia wigzania, ktore na drodze kolejnych juz reakcji, samoistnie
ulega rozerwaniu doprowadzajac do dehalogenacji zwigzku [24, 26, 27].

2.2.1. Dehalogenacja substytucyjna

2.2.1.1. Dehalogenacja hydrolityczna

Hydrolityczne dehalogenazy stanowiag najliczniejsza grupe opisanych dehalogenaz.
Enzymy te katalizuja reakcje dehalogenacji zwiazkoéw alifatycznych, heterocyk-
licznych oraz aromatycznych. Najlepiej zbadanym przykladem hydrolitycznej
dehalogenazy jest haloalkanowa dehalogenaza pochodzaca z Xanthobacter
autotrophicus GJ10, bakterii zdolnej do degradacji 1,2-dichloroetanu. Wsrod
mikroorganizméw produkujacych hydrolityczne dehalogenazy mozna wyr6zni¢
rowniez gatunki nalezace do rodzajow: Moraxella, Pseudomonas, Rhizobium,
Arthrobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Nocardia, Corynebacterium oraz Rhodo-
coccus corallinus, Sphingomonas chlorophenolica [26]. Mechanizm reakcji katalizo-
wanej przez ten enzym zostal dokladnie zbadany i opisany dzigki wykorzystaniu
wynikow analizy krystalografii rentgenowskiej i ukierunkowanej mutagenezie. Na
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drodze reakcji hydrolitycznej dehalogenacji grupa halogenowa jest podstawiana grupa
hydroksylowa pochodzaca z wody [28]. Rzecz wyglada nieco inaczej w przypadku
zwigzkéw aromatycznych, gdzie dehalogenacja nastepuje kilkuetapowo. Transfor-
macja halobenzoesanu do hydroksybenzoesanu, wymaga udzialu trzech enzyméw
katalizujacych trzy nastgpujace po sobie reakcje. Konwersje halobenzoesanu do
halobenzoilo-CoA katalizuje odpowiednia ligaza halobenzoeso-CoA, konwersje
halobenzoilo-CoA do hydroksybenzoilo-CoA katalizuje dehalogenaza halobenzoilo-
CoA, a hydroksybenzoilo-CoA do hydroksybenzoesanu odpowiednia tioesteraza
hydroksybenzoilo-CoA. Rodzaj enzymu zalezy od grupy halogenowej przytaczonej do
pierScienia oraz od miejsca jego podstawienia [26, 29].

2.2.1.2. Dehalogenacja tiolityczna

Dehalogenacja tiolityczna jest katalizowana przez indukowang odpowiednig
dehalogenaze nalezacg do klasy glutationowej S-transferaze, w wyniku czego ulega
uwolnieniu grupa halogenowa oraz powstaje hietrwaly i niestabilny S-halome-
tyloglutation, ktéry ulega hydrolizie, tworzac halogen, glutation i formaldehyd.
Mikroorganizmami, u ktorych zaobserwowano ten typ reakcji sa np.: Hyphomicrobium
sp. oraz Methylophilus sp. [26, 27, 30].

2.2.1.3. Dehalogenacja przez substytucje wewnatrzczasteczkowa

Dehalogenazy haloalkoholowe (wystepujace rowniez pod nazwa dehalogenazy
halohydrynowej, liazy halohydrynowej halogeno-wodorowej) katalizuja reakcje
wewnatrzczgsteczkowego podstawienia chlorowca grupa hydroksylowg w haloge-
nowanych alkoholach i ketonach z wytworzeniem produktu przejsciowego — epoksydu.
Mikrorganizmami wytwarzajacymi haloalkoholowe dehalogenazy s m.in.: Pseudo-
monas sp., Arthrobacter sp., oraz bakterie z rodzaju Corynebacterium [28, 31].

2.2.2. Dehydrohalogenacja

Na drodze dehydrohalogenacji z udziatem odpowiednich dehydrohalogenaz jest
usuwany kwas halogenowodorowy (np.: HCI, HBr), prowadzagc do powstania
w zwigzku organicznym wigzania podwdjnego. Przykladem dehydrohalogenacji
z udziatem dehydrohalogenazy moze by¢ dehalogenacja y-heksachlorocykloeksanu [27].

2.2.3. Dehalogenacja oksydacyjna

Dehalogenacja oksydacyjna ma duze znaczenie w procesie biologicznej degradacji
wszelkich zwigzkéw halogenowanych, zaré6wno alifatycznych, jak i aromatycznych.
Kooksydacja wielu organohalogenkow zachodzi z udziatem odpowiednich mono-
i dioksygenaz produkowanych m.in. przez bakterie z rodzaju Pseudomonas, Burkhol-
deria, Alcaligenes, Sphingomonas, Mycobacterium. Udzial oksygenaz W procesie
odlgczenia grupy halogenowej polega na utworzeniu niestabilnego zwiazku,
np.: epoksydu, ktory w kolejnym etapie ulega samoistnemu rozpadowi z uwolnieniem
jonu halogenowego. Procesy kooksydacji nie przynosza komorce zadnych korzysci,
HZO wspotzawodniczg z substratami odzywczymi o miejsce aktywne w oksygenazie.
Oksygenazy moga aktywnie dehalogenowaé zwigzki organiczne w warunkach
tlenowych na drodze opisanej powyzej oraz w warunkach beztlenowych, wowczas
jednak do rozerwania wigzania wegiel-halogen dochodzi w procesie redukcyjnej
dehalogenacji [32, 33].
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2.2.4. Dehalogenacja przez transfer grupy metylowej

W procesie transferu grupy metylowej z czasteczki chlorometanu uczestniczy
dehalogenaza chlorometanowa, indukowana obecnos$cig chlorometanu. Grupa mety-
lowa z chlorometanu zostaje przeniesiona na tetrahydrofolian, w rezultacie powstaje
metylotetrahydrofolian i jon chlorkowy. Metylotetrahydrofolian jest degradowany do
octanu. Dehalogenaza chlorometanowa zbudowana jest z czterech bialek, z czego
jedno niesie kofaktor korenoidowy, w ktorym zredukowany atom kobaltu (I) stanowi
akceptor grupy metylowej. Tworzony jest korenoid metylokobaltu (IIT), ktory stanowi
donor grupy metylowej dla metylotransferazy, wytwarzajac chlorometylotetra-
hydrofolian, rozpadajacy si¢ dalej spontanicznie na jon chlorkowy i metyleno-
tetrahydrofolian. Dalszy metabolizm metylenotetrahydrofolianu do octanu przebiega
poprzez reakcje szlaku acetylo-CoA. Dehalogenacja przez transfer grupy metylowej
zostala zaobserwowana u bakterii tlenowych i §ci§le beztlenowych wykorzystujacych
chlorometan i dichlorometan jako jedyne zrodto wegla [26, 34, 35].

2.2.5. Redukcyjna dehalogenacja

Proces redukcyjnej dehalogenacji odgrywa znaczaca role w procesie dehalogenacji
polihalogenowanych zwigzkow organicznych, wykazujagcych najwyzszy stopien
trwatosci, akumulacji w srodowisku oraz wyzwanie w bioremediacji.

2.2.5.1. Kometaboliczna redukcyjna dehalogenacja

Wiele badan nad procesami degradacji HZO dowiodlo powszechnosci wykorzys-
tywania redukcyjnej dehalogenacji przez bakterie fakultatywnie i Sci§le beztlenowe.
Wiele gatunkéw sposrod bakterii matanogennych, redukujacych siarczany i reduku-
jacych zelazo prezentuje zdolno$¢ do kometabolicznej redukcyjnej dehalogenacii,
nieprzynoszacej komorce zadnych korzysci [36]. W procesie biorg udzial zwigzane
z biatkiem kofaktory tetrapirolowe, takie jak porfiryny zelaza (II), korynoidy, czynnik
F430 0raz kompleksy flawoproteinowo-flawinowe, czy ferredoksyna. I tak na przyktad
Cob(I)alamina (witamina B12) i czynnik Fa3, posrednicza w redukcyjnej dehalogenacji
pentachloroetylenu do etenu. Donorami elektronow niezbednymi do aktywnosci
enzyméw s3g metabolity komorkowe. Réwniez cytochromy typu c (np.: cytochrom
Puso-cam) Wytwarzane podczas wzrostu mikroaerofilnego sa zaangazowane w reakcje
redukcyjnego odfaczania chloru [37-39]. Wsrdéd mikroorganizméw prowadzacych
kometaboliczng redukcyjng dehalogenacje mozna wymieni¢ Clostridium bifermentans
szczep DPH-1, Shewanella putrefaciens, Methanosarcina thermophila, Escherichia
coli czy Pseudomonas putida [26].

2.2.5.2. Redukcyjna dehalogenacja w warunkach tlenowych

Redukcyjne reakcje dehalogenacji nie ograniczajg sie wylgcznie do warunkow
beztlenowych, moga zachodzi¢ réwniez w warunkach tlenowych. Dzigki redukcyjne;j
dehalogenacji dochodzi do asymilacji odpowiednich kwasow karboksylowych przez
bakterie. I tak na przyktad zalezna od glutationu dehalogenaza tetrachlorohydro-
chinonowa katalizuje reakcje redukcyjnej dehalogenacji tetrachloro-p-hydrochinonu do
trichlorohydrochinonu, a nastgpnie dichlorohydrochinonu. Wymieniona zalezna od
glutationu redukcyjna dehalogenaza katalizuje réwniez degradacje vy-heksachlo-
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rocykloheksanu. Azotobacter chroococcum MSB-1 jest zdolny do degradacji
herbicydu kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego jako jedynego zrodta wegla na drodze
redukcyjnej dehalogenaciji do kwasu 4-chlorofenoksyoctowego [27, 40].

2.2.5.3. Dehalorespiracja — redukcyjna dehalogenacja w warunkach
beztlenowych

W redukcyjnej dehalogenacji, prowadzonej przez bakterie w warunkach beztleno-
wych, odlagczenie grupy halogenowej od zwiazku organicznego jest zwigzane
Z metabolizmem energetycznym komorki. HZO, takie jak, pentachlorofenol, tetrachlo-
roeten, trichloroeten stanowig ostateczny akceptor elektronow, natomiast H2 lub
zwigzek organiczny np.: octan, mrowczan czy fumaran stanowia donor elektronow
w procesach oddechowych [41]. Bakteryjne enzymy — redukcyjne dehalogenazy —
katalizujg proces, posrednicza w przekazywaniu elektronéw z donora elektronéw na
HZO, bedacy ich akceptorem. Jest to mozliwe dzigki specyficznej budowie enzymu.
Redukcyjna dehalogenaza tetrachloroetenowa pochodzaca z Dehalobacter multivorans
zawiera w swej strukturze korynoid stanowigcy prawdopodobnie miejsce aktywne
enzymu, zelazo oraz kwasowo labilng siarke, natomiast ten sam enzym pochodzaca
z Dehalobacter restrictus, zawiera zelazowo-siarkowy klaster oraz kobalaming
stanowigca miejsce aktywne enzymu. Oba enzymy zwigzane sg z blong komoérkowa.
Korynoid, klaster Fe-S oraz kobalamina znane sa jako przenosniki elektrondw.
U D. multivorans i D. restrictus hydrogenaza zwigzana z btong komérkowa dostarcza
elektrony pochodzace z wodoru (z kazdej czasteczki H, dostarczane sa przez
hydrogenaze dwa elektrony) na redukcyjng dehalogenaze tetrachloroetenowa, ktdra
u D. restrictus zwigzana jest z btong komorkowa natomiast u D. multivorans znajduje
si¢ w cytoplazmie. Dwa protony wodorowe powstate na skutek aktywnosci hydro-
genazy zostaja uwolnione na zewnatrz blony komoérkowej, redukcja tetrachloroetenu
nastepuje wewnatrz komorki zuzywajac jeden proton wodorowy na uwolnienie
jednego atomu jonu chlorowego. Powstaty gradient elektrochemiczny generuje synteze
ATP w komorce [42, 43].

3. Podsumowanie

Postepujacy rozwoj gospodarczy spowodowal zwiekszenie rdéznorodnosci i ilosci
halogenowanych zwiazkéw organicznych wprowadzanych jako zanieczyszczenia do
srodowiska. Zwigzki te mogg pozostawa¢ w $rodowisku i kumulowaé si¢ w organiz-
mach, powodujac coraz powazniejsze zagrozenie dla zycia i zdrowia cztowieka
i zaburzenia w naturalnym funkcjonowaniu ekosysteméw ladowych i wodnych. Wraz
Z postepujacym zagrozeniem pojawita si¢ potrzeba poznania mechanizméow
oddziatywania tych zwigzkoéw na Srodowisko, ich kumulacji i mozliwos$ci ich rozktadu
w warunkach naturalnych. Kluczem do skutecznego oczyszczenia i przywrocenia
srodowisku naturalnemu rownowagi sprzed ingerencji cztowieka jest jednak doktadne
zbadanie procesow dehalogenacji, zaleznosci pomigdzy nimi a czynnikami abiotycz-
nymi, jak np.: obecnoscig akceptoréw i donorow elektronow czy potencjatem redoks.
Niniejsza praca zawiera przeglad literaturowy dotyczacy mechanizmu procesow
dehalogenacji halogenowanych zwigzkdéw organicznych.
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Mikrobiologiczne procesy dehalogenacji zwiazkéw organicznych

Streszczenie

Halogenowane zwiazki organiczne (HZO) stanowia szeroko rozpowszechniona, toksyczna, kancerogenna
grupe zwiazkéw chemicznych. Wraz z rozwijajacym si¢ przemystem i rolnictwem produkowane sa W coraz
wigkszej iloSci. Przyczynia si¢ to do ich uwalniania do $rodowiska skutkujacym jego zanieczyszczeniem.
Ze wzgledu na negatywny wplyw tych substancji na cate ekosystemy oraz cztowieka, niezwykle istotne
jest ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ chemikalidw oraz oczyszczenie miejsc objetych skazeniem. W roz-
wigzaniu tego problemu mogg postuzy¢ drobnoustroje — kluczowe ogniwo w procesach transformacji
i degradacji HZO. Mikroorganizmy wyksztalcity wiele mechanizméw i strategii prowadzacych do
przeksztatcenia HZO w produkty mniej toksyczne lub neutralne. Potrafig wykorzystywac te niebezpieczne
substancje jako zrodlo wegla i energii. Niniejsza praca stanowi przeglad bakteryjnych mechanizmow
transformacji halogenowanych zwiazkow organicznych.

Stowa kluczowe: Halogenowane zwigzki organiczne, mikroorganizmy, biotransformacja, biodegradacja

Microbial processes of dehalogenation of organic compounds

Abstract

Halogenated organic compounds (HZO) are a widespread, toxic, carcinogenic group of chemical compounds.
Together with the developing industry and agriculture, they are produced in increasing amounts. This contri-
butes to their release into the environment resulting in its pollution. Due to the negative impact of these
substances on entire ecosystems and humans, it is extremely important to limit the spread of chemicals and
to clean up the places affected by contamination. The problem can be solved by microorganisms — a key
link in the processes of transformation and degradation of HZOs. Microorganisms have developed many
mechanisms and strategies leading to the transformation of HZOs into less toxic or neutral products. They
can use these hazardous substances as a source of carbon and energy. This work is a review of bacterial
mechanisms of transformation of halogenated organic compounds.

Keywords: Halogenated organic compounds, microorganisms, biotransformation, biodegradation
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Czynniki wirulencji bakterii z rodzaju Aeromonas sp.
izolowanych od ryb

1. Bakterie z rodzaju Aeromonas sp.

1.1. Wprowadzenie

Bakterie z rodzaju Aeromonas to Gram-ujemne, fakultatywnie beztlenowe,
niewytwarzajace przetrwalnikow heterotroficzne pateczki. Powszechnym miejscem ich
bytowania jest srodowisko wodne, gdzie tworza autochtoniczng mikrobiote. Moga
przezywaé i namnaza¢ si¢ w wodzie o temperaturze od -2 do +10°C [1], jednak
preferuja srodowiska o podwyzszonej temperaturze [2]. Pateczki Aeromonas wystepuja
takze w glebie [3, 4], migsie, warzywach, rybach, owocach morza i przetworzonej
zywno$ci [2]. Ze wzgledu na zdolno$¢ do adhezji i tworzenia biofilmu m.in.
w systemach dystrybucji wody moga by¢ przyczyng wtdrnego zanieczyszczenia wody
pitnej, czyli tzw. regrowth [3, 4]. W poréwnaniu do innych bakterii Gram-ujemnych
Aeromonas cechuja si¢ wigksza zdolnoscig do wykorzystywania zwigzkéw wegla. Ich
wzrost w $rodowisku wodnym nastepuje nawet w obecnoSci niewielkiej ilosci
biodegradowalnych, rozpuszczonych zwigzkow wegla organicznego [1].

Pateczki Aeromonas sa gléwnie patogenami zwierzat zmiennocieplnych: ryb,
ptazéw 1 gadow, ale takze statocieplnych oraz cztowieka, dla ktorego zrodlem
zakazenia sg zwierzeta, zywno$¢ lub zanieczyszczona woda [5].

Wsrdd tych bakterii najczeéciej wyodrebnia si¢ dwie grupy: gatunki nieruchliwe
i psychrofilne np. A. salmonicida subsp. salmonicida i A. salmonicida subsp. achromo-
genes oraz gatunki ruchliwe i mezofilne, do ktorych zalicza si¢ m.in.: A. hydrophila,
A. caviae i A. sobria [2]. Ruchliwe pateczki posiadaja dwa typy urzesienia: polarne
i peritrichalne. Pierwszy umozliwia im ruch w $rodowisku ptynnym, drugi jest wytwa-
rzany w specyficznych warunkach i zwigksza zdolno$ci adhezyjne oraz zdolnos¢ do
tworzenia biofilmu [3, 4]. Badania wykazaty, Ze patogenne szczepy Aeromonas majg
prawie 20 razy wigkszg zdolnos¢ przylegania do skoéry karpia niz szczepy
niepatogenne [1].

Bakterie z rodzaju Aeromonas sg przyczyna chordb ryb glownie gatunkéw
stodkowodnych (Cyprinus carpio i inne ryby z rodziny Cyprinidae, Oncorhynchus
mykiss, Ictalurus punctatus, Anguilla anguilla, Tilapia i Trichopodus trichopterus), ale
takze iryb morskich (z gatunku Dorosoma cepedianum, nalezgcego do rodziny
Clupeidae).
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Czynnikiem etologicznym infekcji u ryb w Polsce sa glownie gatunki mezofilne
A. hydrophilia, A. sobria i A. caviae, ktore wystepujag powszechnie w wodzie,
W zawiesinach organicznych unoszacych si¢ w toni wodnej oraz w osadach dennych,
gdzie biora udzial w ich rozktadzie i mineralizacji. Bakterie z rodzaju Aeromonas
stanowig takze sktadnik mikrobiomu przewodu pokarmowego ryb i uczestnicza
W procesie trawienia. W czasie zimy bytuja w pustych przewodach pokarmowych
niezerujacych karpi. U zdrowych ryb obecnos$¢ bakterii na skorze, w skrzelach czy
W obrebie jelita nie wywoluje infekcji. Jednakze uszkodzenie naskorka lub skory badz
niekorzystne warunki termiczne i zywieniowe, moga sprawié, ze osobniki z obnizong
odpornosciag stang si¢ podatne na zachorowania wspotbytujacg, oportunistyczng
mikrobiotag oraz na zakazenia wystepujacymi w Srodowisku drobnoustrojami.
Obserwuje si¢ wowczas niewielkie plaskie wrzody na skorze oraz ubytki w obrebie
ptetw. W sprzyjajacych warunkach bytowania ryb dochodzi do samowyleczenia nawet
bez zastosowania terapeutykow [6]. Jednak ponowne pogorszenie warunkow moze
doprowadzi¢ do nawrotu choroby nastgpstwem, ktorego sg owrzodzenia skory
postepujace w glab tkanek az do migsni. W przypadkach znacznego zaawansowania
choroby rozlegle zmiany martwicze obejmuja narzady wewnetrzne i ostatecznie
prowadza do $mierci osobnikow [7,8].

1.2. Systematyka rodzaju Aeromonas

Powszechnie stosowany podzial bakterii Aeromonas na gatunki nieruchliwe
1 psychrofilne oraz gatunki ruchliwe i mezofilne nie oddawat ré6znorodnos$ci poznanych
do tej pory gatunkow fenotypowych i genotypowych.

Obecnie rodzaj Aeromonas wraz z czterema innymi rodzajami: Telumonas,
Oceanimonas, Oceanisphaera i Zobellella nalezy do rodziny Aeromonadaceae [9, 10].
Wezeéniejsza przynalezno$¢ taksonomiczna, na podstawie cech fenotypowych, do
rodziny Vibrionaceae, po uwzglednieniu wynikéw badan molekularnych wdrazanych
od lat 80. XX wieku wymagata weryfikacji. Zauwazono, ze pokrewienstwo
filogenetyczne migdzy Aeromonas i Vibro jest stosunkowo niskie, ponizej 10%,
co $wiadczylo o znacznej odleglosci ewolucyjnej migdzy obydwiema grupami
i wigzalo si¢ z konieczno$cig utworzenia nowej rodziny [11]. Od pdznych lat 70.
ubieglego wieku w badaniach filogenetycznych zaczeto wykorzystywaé technike
hybrydyzacji DNA-DNA, ktora pozwalata na wyjasnienie zwigzkow taksonomicznych
wsérod gatunkéw Aeromonas. Pierwszy podzial mezofilnych Aeromonas na trzy
gatunki fenotypowe: A. hydrophila, A. caviae i A. sobria, po uwzglgdnieniu technik
biologii molekularnej, okazal si¢ niewystarczajacy, gdyz w kazdym z nich
wystepowaly grupy roznigce sie genotypowo. Obecne uwzglednienie cech
fenotypowych i genotypowych pozwolito na wyodrgbnienie w rodzaju Aeromonas 17
grup hybrydyzacyjnych DNA, (HG) odpowiadajacych gatunkom genomowym oraz 36
gatunkow fenotypowych [12].

Wiaczenie od lat 90. ubiegltego wieku metody RFLP-16S rDNA (Restriction
fragment length polymorphism of 16S rDNA), akceptowanej obecnie przez wiekszo$¢
naukowcow w badaniach filogenetycznych, polegajacej na analizie restrykcyjnej
polimorfizmu konserwatywnego regionu genu dla 16S rRNA, pozwolito na zidentyfi-
kowanie i okre$lenie przynalezno$ci systematycznej licznych gatunkow rozréznianych
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do tej pory glownie na podstawie cech fenotypowych. Klasyfikacja fenotypowa nie
byla tatwa i obcigzona bledami ze wzgledu na duze zréznicowanie biochemiczne
w obrebie grupy mezofilnych Aeromonas. Obecnie, poza wspomniang metoda RFLP-
16S rDNA, do identyfikacji gatunkow wykorzystuje si¢ takze analiz¢ sekwencji
fragmentu genu dla 16S rRNA oraz genow metabolizmu podstawowego (housekeeping
genes) tj., gyrB kodujacego podjednostke B gyrazy, biatka uczestniczacego
W przeksztatcaniu DNA w forme superhelisy i odpowiedzialnego za jego relaksacje
oraz genow kodujacych polimerazg RNA (rpoA, rpoB, rpoC). Analiza poréwnawcza
takich sekwencji z tymi dla gatunkow referencyjnych pozwala ustali¢ S$ciste
pokrewienstwo 1 przynalezno$¢ systematyczng [13]. Charakterystyke fenotypowa
cztonkow Aeromonadaceae uzupeinia si¢ takze o analizy chemotaksonomiczne
tj. profil kwaséw ttuszczowych polarnych lipidéw btonowych.

Obecnie do szybkiego i rutynowego identyfikowania izolatow w materialach
klinicznych wykorzystuje si¢ metode spektrometrii mas MALDI-TOF (Matrix-assisted
laser desorption ionization — time of flight), ktora znajduje zastosowanie takze do
typowania bakterii z rodzaju Aeromonas, w oparciu o wystepowanie w profilach biatek
rybosomalnych jondéw wspolnych dla 17 badanych gatunkow. Niektorzy badacze
wskazuja, ze system MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption ionization —
time of flight mass spectrometry) jest najdoktadniejsza i najszybsza metoda identy-
fikacji taksonomiczej aeromonaddéw i podkre$lajg wigkszg rozdzielczos$¢ tej techniki
w identyfikowaniu szczepéw do gatunku w porownaniu do analizy nukleotydowej
sekwencji genéw metabolizmu podstawowego m.in. rpoB [11].

1.3. Choroby ryb

Mezofilne, ruchliwe gatunki Aeromonas wywotuja zakazenia ryb w postaci ostrej,
chronicznej lub utajonej. Przebieg choroby zalezy od zjadliwosci szczepu, warunkoéw
srodowiskowych i stopnia odpornosci populacji. W ostrej postaci choroby $nigcie ryb
moze wystapi¢, zanim jeszcze pojawia si¢ objawy infekcji, do ktorych zalicza sie
wytrzeszcz oczu, obrzek i przekrwienie okolicy brzusznej, wysadzanie i przekrwienie
odbytu oraz wrzody pojawiajace si¢ w réznych czgsciach ciata. Ogodlna infekcja orga-
nizmu charakteryzuje si¢ wystgpieniem rozlegltych zmian martwiczych w narzadach
wewnetrznych, watroba przybiera kolor blady badz zielonkawy, nerka staje sie
obrzmiala i wldknista, a w przewodzie pokarmowym wystepuje zotta Sluzowata
wydzielina. Z kolei, chroniczna posta¢ choroby wywotywana przez mezofilne
i wykazujace ruch Aeromonas przybiera posta¢ wrzodow skornych, a w przypadku
zaawansowania choroby moze dojs¢ do zakazenia ogodlnoustrojowego. Podczas
utajonej postaci zakazenia nie obserwuje si¢ wyraznych zmian klinicznych. Wystepuje
chudnigcie ryb i/lub pociemnienie skory, a w narzadach wewngtrznych stwierdza si¢
zwickszong wilgotnos¢ i czasami rozpulchnienie nerki.

Chorobg wywolywang przez mezofilne Aeromonas kiedy§ nazywano bakteryjna
posocznicg krwotoczng, jednak obecnie przyjeto nazwe posocznica MAS (motile
Areomonas septicaemia). Nazwa ta nie jest stuszna w przypadkach chronicznych,
kiedy zmiany chorobowe dotycza powtok skornych i/lub pletw. Wobec tego takie
infekcje okresla si¢ jak MAI (motile Areomonas infection) albo chroniczng postacia
posocznicy MAS [8].
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Wystepowanie MAS jest zwigzane z obecno$cig czynnikow stresowych, ktorymi sa
m.in. napltywajgce do zbiornika wraz ze $ciekami azotany (W stezeniu powyzej 6 mg/l,
przy temperaturze co najmie 9,5°C). Na zakazenia tymi bakteriami narazone sg nie
tylko ryby dziko zyjace, ale takze hodowlane ze wzgledu na czynniki stresotworcze
powstajace w trakcie hodowli. Nalezg do nich: manipulacje rybami podczas
obsadzania, sortowania i odtowu, zmiany fizykochemiczne wody w zakresie dobowych
i sezonowych wahan pH, stezenia tlenu i zwigzkéw azotowych oraz zanieczyszczenie
zbiornika substancjami toksycznymi naptywajacymi ze Sciekow komunalnych,
przemystowych i rolniczych.

W latach 2010-2012 bakterie te byly gtdéwna przyczyng chordb ryb karpiowatych
i fososiowatych w Polsce [6].

Mezofilne pateczki Aeromonas sp. powoduja takze chorobg ptetw (finrot), ktora
wystepuje u wielu gatunkow ryb. Objawia si¢ ona martwicg obejmujaca najpierw
tkanki migkkie, a potem promienie pletw. Zmiany rozprzestrzeniajg si¢ nastgpnie
w obrebie skory i mie$ni podskérnych oraz migséni przy podstawie ptetw, gdzie moga
powstawac chroniczne owrzodzenia z wybroczynami.

Inng chorobg wywotang przez mezofilne A. hydrophila jest ,,red sore”, wystepujaca
u ryb ozdobnych, objawia si¢ ona uszkodzeniem tusek i punkcikowymi wybroczynami
pokrywajacymi wigksza czgs¢ ciala.

Warto zaznaczy¢, ze bakterie z grupy mezofilnych Aeromonas sp. sa wtornymi
i oportunistycznymi patogenami ryb, zakazonych przez wirusy lub inne bakterie
chorobotworcze [8].

Dobrze poznanym patogenem ryb sa takze bakterie nalezace do gatunku
A. salmonicida, znajdujacego si¢ w grupie hybrydyzacyjnej HG3, w obrebie, ktorego
sg umieszczone gatunki nieruchliwe i psychrofilne patogenne dla ryb (A. salmonicida
subsp. salmonicida, A. salmonicida subsp. achromogenes, A. salmonicida subsp.
smithia), oraz ruchliwy i mezofilny, niepatogenny A. salmonicida subsp. pectinolytica,
ktory byl izolowany z r6znych zrodet [14].

A. salmonicida subsp. salmonicida to szczep okreslany jako typowy, ktory
wywotuje czyraka mnogiego (tac. furunculosis) u ryb tososiowatych. Szczepy nalezace
do pozostatych podgatunkéw sa nietypowe i wywotuja choroby wrzodziejace
i ogdlnoustrojowe u wielu gatunkow ryb stodkowodnych i morskich [15]. Czyracznos¢
(wrzodzienica) ryb tososiowatych [6] jest choroba, ktora wystepuje w dwoch
postaciach: skérnej oraz jelitowej. W postaci skornej na powtokach zewnetrznych
powstaja wrzody, a w postaci uogoélnionej wybroczyny na réznych czesciach ciata oraz
ogniska martwicze w narzadach wewngtrznych. Posta¢ jelitowa charakteryzuje sig
zapaleniem §luzéwki przewodu pokarmowego [16].

U ryb akwariowych, jak i ryb karpiowatych A. salmonicida moze powodowac
zakazenie zapalne skory, o nazwie erytrodermatoza [4]. Najwiecej infekcji tego typu
odnotowuje si¢ na przelomie wiosny i lata. Jest to zwigzane z wystepowaniem wahan
temperatury wody. Wzrost temperatury w zbiornikach do 18°C, niska zawarto$¢ tlenu
i duze zageszczenie ryb sprzyjaja namnazaniu si¢ bakterii w ciele gospodarza, a co za
tym idzie zwicksza si¢ liczba zachorowan. Na erytrodermatoze choruja czgsto ryby
w wyniku uaktywnienia si¢, w nastepstwie spadku odpornosci, bezobjawowego
nosicielstwa [6].
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Za infekcje u ludzi odpowiedzialne sa glownie trzy gatunki: A. hydrophila,
A. caviae i A. veronii. U ludzi zdrowych wywolujg one najczeSciej choroby uktadu
pokarmowego [4]. Sg rowniez odpowiedzialne za zakazenie tkanki facznej i ran, ostrg
biegunke sekrecyjna, zakazenie ukladu moczowo-piciowego, drég zolciowych,
zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych, posocznice [1] oraz infekcje drog odde-
chowych [5] przede wszystkim u o0s6b z zaburzong reaktywnoscia ukladu
immunologicznego.

2. Czynniki wirulencji

Infekcje pateczkami z rodzaju Aeromonas sa spowodowane zdolnoscig do produkcji
wielu czynnikow wirulencji, m.in. tych zwigzanych z budowa powierzchniowych
oston bakterii Gram-ujemnych, a takze biatek i enzymoéw wydzielanych na zewnatrz
komorki. Do najwazniejszych czynnikéw determinujacych patogennos¢ Aeromonas
mozna zaliczy¢: biatka btony zewngtrznej OMPs (Outer membrane proteins) [17],
polisacharydy powierzchniowe: kapsularne polisacharydy (CPS, capsular polysaccha-
ride), lipopolisacharyd (LPS, lipopolysaccharide), a-glukan, warstwe powierzchniowsg
S, fimbrie i inne czynniki adhezyjne, system wiazacy zelazo, systemy sekrecyjne oraz
egzotoksyny: hemolizyny, proteazy, cytotoksyny, nukleazy i acetylocholinoesterazy [18].

2.1. Bialka blony zewnetrznej OMPs

Biatka btony zewngtrznej OMPs, stanowigce ok. 50% jej masy [19], sa swoistymi
kanatami komunikacyjnymi bakterii ze Srodowiskiem zewngtrznym i zabezpieczaja
komorke przed negatywnym wplywem czynnikéw zewnetrznych [20]. Poziom
ekspresji porynowych biatek btonowych jest uzalezniony od potrzeb komorki
bakteryjnej i od czynnikéw Srodowiska. Biatka OMPs mozna podzieli¢ na biatka gtoéwne
(major proteins) oraz bialka drugorzedne (minor proteins). Do bialek gtdéwnych naleza
np.: OmpA, OmpF, OmpX, ktore wystepuja w komorce w duzej liczbie kopii, natomiast
do bialek drugorzgdnych zalicza si¢ m.in. biatka FhuA i LamB, ktoérych ekspresja
W blonie zewngtrznej jest zalezna od potrzeb komorki. Biatka OMPs bakterii
Gram-ujemnych pelnig nastepujace funkcje: biorg udziat w adhezji, bedac czynnikami
wirulencji wchodza w interakcje z komérkami i sktadnikami uktadu odpornosciowego
gospodarza, moga by¢ takze receptorami dla fagow oraz kolicyn i mikrocyn [21].

Ze wzgledu na to, ze biatka OMPs indukujg synteze specyficznych przeciwciat
odpornosciowych wzbudzaja zainteresowanie jako skuteczne antygeny szczepion-
kowe. W blonie zewnetrznej A. hydrophila zidentyfikowano cztery typy biatek blony
zewnetrznej (Omp [-IV). Omp 1 jest czasteczkg o wielkosci 47 kDa, wykazujaca 63%
pokrewienstwa z biatkiem LamB E. coli. Omp II, to polipeptyd 39 kDa, ktory
wykazuje 56-69% podobienstwa, na poziomie sekwencji aminokwasowej, z biatkami
PhoE, OmpF i OmpC E. coli. Omp III, to biatko 36-kDa indukowane tylko w warunkach
ograniczonego dostepu fosforu, podobne do OmpC (63%), PhoE (56%) i OmpF (56%)
E. coli. Z kolei biatko Omp IV, o wielkosci 27 kDa, jest bialkiem porynowym
najbardziej swoistym dla rodzaju Aeromonas, nie wykazuje bowiem zadnej
charakterystycznej homologii [17].
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2.2. Polisacharyd kapsularny

Polisacharyd kapsularny (CPS) jest to struktura, ktéra wchodzi w sktad otoczki
polisacharydowej u bakterii Gram-ujemnych. Laczy si¢ z blong zewnetrzng za pomoca
lacznikow lipidowych. Jest zbudowany z wielokrotnych powtorzen monosacharydow
tworzac tancuchy o charakterze heteropolimerow lub homopolimerow. CPS moze
wigza¢ nawet do 90% wody i tworzac uwodniony Zel na powierzchni komorki chroni
ja przed odwodnieniem. Synteza tego polisacharydu zostaje wzmozona podczas
zmiany osmolarno$ci zewngtrznej Srodowiska. Stanowigc mechaniczng bariere
ochronng ogranicza rozpoznanie epitopow znajdujacych si¢ na powierzchni $ciany
komorkowej bakterii Gram-ujemnych oraz ich dostgpnos¢ dla sktadnikow uktadu
odpornosciowego gospodarza [2]. Jednak jak wigkszos¢ polisacharydoéw kapsularnych,
z uwagi na podobienstwo do polisacharydéw w tkankach gospodarza, jest stabo
immunogenny [22]. Ze wzgledu na swoja rol¢ w interakcjach bakterii ze srodowiskiem
(zapobieganie fagocytozie, ulatwianie kontaktu zinnymi bakteriami i tkanka
gospodarza oraz dziatanie jako bariera przeciwko hydrofobowym toksynom), CPS jest
uwazany za czynnik wirulencji, ktory wspolnie z warstwa biatkowa S i lipopolisa-
charydem warunkuje pateczkom zakazanie komorek gospodarza. Przykladem
szczepow Aeromonas wytwarzajgcych CPS sa A. hydrophila i A. salmonicida [17].

2.3. Lipopolisacharyd

Btona zewnetrzna (OM, outer membrane) bakterii Gram-ujemnych ma odmienna
budowe niz btona cytoplazmatyczna (CM, cytoplasmic membrane) i stanowi pierwsza
lini¢ obrony tych mikroorganizmoéw. Jej wlasciwosci wynikaja ze sktadu chemicznego
i organizacji tej warstwy, ktora zapewnia wzgledng sztywno$¢ komorce. Jest zbudo-
wana z fosfolipidow, bialek i lipopolisacharydu, LPS. W warstwie wewngtrznej OM
poza biatkami wystepuja fosfolipidy, zewnetrzna zas zawiera gtéwnie LPS (70-75%) [23].

LPS jest niefimbrialng adhezyna, ktora warunkuje przyleganie do komorek nabtonka
gospodarza, chroni bakterie przed dziataniem uktadu dopeilniacza oraz fagocytoza.
W ogdlnym schemacie budowy lipopolisacharydu mozna wyr6zni¢ trzy regiony:
najbardziej konserwatywny strukturalnie lipid A, oligosacharyd rdzeniowy i polisa-
charyd O-swoisty (fancuch O-swoisty, antygen O, antygen somatyczny), charakte-
ryzujacy sie najwickszg heterogenno$cig. Gladkie szczepy bakterii Gram-ujemnych
syntezuja LPS zawierajacy wszystkie wymienione regiony, natomiast szczepy
szorstkie syntezujg lipooligosacharydy zbudowane jedynie z lipidu A podstawionego
kompletnym lub niekompletnym oligocukrem rdzenia [24]. Naturalng cecha bakterii
jest heterogenno$¢ wsrod wystepujacych w blonie zewnetrznej frakcji LPS [25].
Antygen O, jako czes¢ glikolipidu najbardziej eksponowana na zewnatrz, oddziatuje ze
srodowiskiem. Ze wzgledu na unikatowa budowe, nawet w obrebie szczepow, tancuch
O swoisty petni rolg antygenu powierzchniowego bakterii i determinuje ich swoistos¢
serologiczng [24].

Efekt biologiczny LPS, najczesciej korzystny dla zwalczania infekcji, ujawnia sie
w organizmie gospodarza w wyniku uwolnienia z powierzchni komorki bakteryjnej
matych ilosci glikolipidu w trakcie podziatow komorek albo podczas lizy bakterii.
Natomiast przy masowych zakazeniach, duze ilosci LPS (endotoksyny) powoduja
roézne, niekiedy powazne w skutkach, objawy chorobowe. Zaleza one od gatunku
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zakazonego zwierzecia oraz od szczepu bakteryjnego bedacego dawca endotoksyny.
Toksyczno$¢ LPS jest bowiem determinowana budowg lipidu A.

LPS nalezy do struktur okre$lanych jako wzorce molekularne skorelowane
z patogenami (PAMP, pathogen associated molecular patterns) i jest ligandem
rozpoznawanym przez receptory PRR (PRR, pattern recognition receptors) komoérek
efektorowych uktadu odpornosciowego, takich jak: makrofagi, komérki dendrytyczne,
komorki NKT, limfocyty B oraz komorki nabtonkéw 1 srodbtonkéow. Receptory PRR,
do ktorych naleza TLR (Toll-like receptors) sa glownymi receptorami sygnalizujacymi
obecno$¢ patogenu u ssakow, jak i nizszych kregowcow m.in. ryb [26]. Ich ekspresja
na powierzchni makrofagow (kluczowych komorek fagocytujacych u ryb) i w tzw.
centrach melano-makrofagowych (petnigcych funkcje weztow limfatycznych ssakoéw)
jest niezbedna dla zapoczatkowania odpowiedzi zapalnej i skutecznego hamowania
rozwoju infekcji [27].

W komorkach ssakéw, LPS uwolniony z blony zewngtrznej bakterii do krwi
i ptynéw ustrojowych po zwigzaniu z biatkami ostrej fazy (biatko LBP-LPS binding
protein), jest przekazywany na kompleks receptora CD14/TLR-4/MD-2, czego
efektem jest aktywacja komoérek uktadu immunologicznego i uwalnianie mediatorow
reakcji zapalnej. Uczestnicza w niej cytokiny (IL-1,-6,-8, TNF-a), chemokiny,
prostaglandyny, leukotrieny oraz czynnik aktywujacy ptytki krwi. W reakcji ligand-
receptor poziom i intensywno$¢ odpowiedzi na obcy antygen zalezy od budowy
i struktury przestrzennej lipidu A. W pehni ufosforylowany, heksaacylowany lipid A
jest strukturg najbardziej aktywng biologicznie. Dla rozwoju procesu zapalnego istotna
jest rekrutacja makrofagéw o wiasciwosciach fagocytarnych, uwalnianie reaktywnych
form tlenu i tlenku azotu, a takze poprzez zwigkszenie ekspres;ji antygenow zgodnos$ci
tkankowej, mobilizacja komorek swoistej odpowiedzi immunologicznej, ktora
prowadzi do eliminacji czynnika patogennego [28].

Z drugiej strony, nadmierne pobudzenie uktadu immunologicznego, jakie ma
miejsce przy masowych zakazeniach i1 jest zwigzane ze zbyt wysokim wzrostem
poziomu markeré6w procesu zapalnego, moze prowadzi¢ do wstrzasu septycznego,
endotoksycznego konczacego si¢ $miercig [29].

Nalezy zaznaczyc¢, ze u ryb wstrzas endotoksyczny nie wystepuje. Ma to zwigzek
z faktem, ze pomimo obecnosci kilkunastu odpowiednikéw ssaczych TLR, receptor
TLR-4 jest u tych zwierzat rzadko spotykany. Jak dotad zostal wykryty tylko u Danio
rerio i karpiowatych, u ktoérych pelni prawdopodobnie inng funkcj¢. Przypuszcza sig,
ze u ryb w rozpoznaniu LPS biorg udziat B-integryny, ktore sa eksponowane w duzej
ilosci na jednojadrzastych komorkach fagocytujacych. Za ich posrednictwem nastgpuje
aktywacja mechanizmoéw odporno$ci przeciwzakaznej. Natomiast TLR-4 jest
angazowany w wyciszanie reakcji zapalnej podobnie jak indukowana w odpowiedzi na
infekcje interleukina 10 (IL-10) [30].

U Aeromonas podobnie jak i u pateczek jelitowych rdzen cukrowy lipidu A
stanowig dwie reszty glukozaminy potaczone wigzaniem [3-1,6-glikozydowym
i podstawione grupami fosforanowymi przy weglach C-1 i C-4’. Cztery tancuchy
3-hydroksy tetradekanowych kwasow tluszczowych, [C14:0(3-OH)] sa zwiazane
amidowo (przy weglach C-2 i C-2”) i estrowo (przy weglach C-3 i C-3”). Dwie kolejne
reszty mnasyconych kwasow tluszczowych (najczgéciej dodekanowego, C12:0
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i tetradekanowego, C14:0) sa przytaczone do dystalnej reszta glukozaminy tworzac
podstawniki acyloksyacylowe i nadajac heksaacylowanej czgsteczce lipidu A charakter
asymetryczny [10, 31, 32]. Wazna jest budowa lipidu A, poniewaz to wtasnie ona
wplywa na toksycznos¢ i aktywno$¢ biologiczng czasteczki LPS [28].

Region rdzeniowy taczy czg§¢ O-swoista LPS z dystalng, nieredukujaca glukoza-
ming lipidu A wigzaniem ketozydowym za posrednictwem reszty Kdo (kwasu 2-keto-
3-deoksy-D-manno-oktulozonowego). Chociaz region ten charakteryzuje si¢ wicksza
zmiennoscig strukturalng niz zakotwiczony w membranie lipid A, mozliwe jest
zaproponowanie wspolnego schematu budowy tego oligocukru w obrebie gatunku,
a nawet rodzaju bakterii. W rodzinie Enterobacteriaceae wyrézniono dwa strukturalnie
odmienne regiony rdzenia: wewnetrzny zbudowany z podregionéw heptozowego
i Kdo oraz zewnetrzny, najbardziej dystalny w odniesieniu do lipidu A, nazywany
rdzeniem heksozowym. Odmienna budowa chemiczng, odbiegajaca od tej ustalonej dla
pateczek jelitowych [24], charakteryzuje si¢ oligosacharyd rdzeniowy LPS gatunkow
A. hydrophila i A. salmonicida (rysunek 1 i2) [33, 34], a takze A. bestiarum i A. sobria
complex [35, 36].
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Rysunek 1. Oligosacharyd rdzeniowy LPS A. hydrophila [26]
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Rysunek 2. Oligosacharyd rdzeniowy LPS A. salmonicida subsp. salmonicida [34]

Lancuch O-swoisty polaczony jest z regionem zewnetrznym rdzenia i Stanowi
najbardziej eksponowang na zewnatrz komorki czes¢ lipopolisacharydu. Zbudowany
jest z powtarzajacych sie podjednostek oligosacharydowych, w skfad ktorych
najczesciej wchodzi 1-6 reszt cukrowych potaczonych liniowo lub tworzacych
rozgatezienia tancucha [2]. Polisacharyd O-swoisty (O-PS), w przeciwienstwie do
lipidu A, wykazuje ogromng réznorodnos¢ strukturalng. Jest ona widoczna zaré6wno
w rodzaju i konfiguraciji wystepujacych monosacharydow, sposobie ich potaczenia, jak
i catkowitej dlugosci tancuchow [23]. Antygen O-swoisty bakterii A. salmonicida
subsp. salmonicida (rysunek 3) patogennej dla tososia atlantyckiego, ma strukturg
rozgalezionego heteropolimeru. Lancuch glowny tworza powtarzajace si¢ dwucukrowe
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podjednostki  ztozone z B-N-acetylo-p-mannozaminy (ManNAc) i a-6-deoksy-L-
mannozy (ramnozy, Rha), ktora jest dodatkowo podstawiona reszta glukozy (Glc),
tworzacg boczne rozgatezienie tancucha. Co ciekawe, podjednostki O-antygenu moga
by¢ niestechiometrycznie podstawione, nie tylko reszta glukozy, ale takze grupa
O-acetylows, te dwie ostatnie modyfikacje sg charakterystyczne dla atypowych
szczepow A. salmonicida zakazajacych inne gatunki ryb [37, 38].
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Rysunek 3. Polisacharyd O-swoisty szczepu typowego A. salmonicida subsp. salmonicida A449 [37]

Poznano takze budowe powtarzajgcych si¢ podjednostek polisacharydu O-swoistego
trzech mezofilnych szczepéw A. bestiarum, patogennych dla karpia, wyizolowanych
z polskich gospodarstw rybackich. Pieciocukrowa, rozgaleziona podjednostka
O-antygenu szczepu A. bestiarum K207 (rysunek 4) jest zbudowana z czterech reszt
L-ramnozy, o-glikozydowo zwigzanych przy weglu drugim lub trzecim, a reszte
terminalng w oligocukrze stanowi B-glikozydowo zwigzana N-acetyloglukozamina
(GlcNAC).

Polisacharyd O-swoisty w szczepie A. bestiarum P1S (rysunek 5) ma strukture
liniowego heteropolimeru, a czterocukrowa powtarzajaca sie¢ podjednostka zawiera
oprocz B-galaktozy (Gal) i a-fukozaminy (FucN), rybofuranoze (Ribf) i 3-amino-6-
deoksychinowozg (Qui3N), ktorej grupa aminowa jest podstawiona reszta kwasu
3-hydroksymastowego. Tego typu skladniki nie byly dotychczas identyfikowane
w strukturach antygenowych pateczek z rodzaju Aeromonas.

Z kolei antygen somatyczny O szczepu A. bestiarum K296 (rysunek 6), serotyp
018, jest zbudowany z mannozy (Man), galaktozaminy (GalN) i 6-deoksy-talozy
(6dTal), niestechiometrycznie podstawionej grupami O-acetylowymi. Badania
immuno-chemiczne wykazaty podobienstwo strukturalne i Serologiczne antygenu A.
bestiarum K296 serogrupy O18 do A. hydrophila O34. Co ciekawe, szczepy o
serotypie O34 sg najczesciej izolowane od ludzi z posocznicg [24]. Serogrupa O18,
wspolnie z immunotypami O3, 06, PGO1, PGO4 i PGO6 jest jednym z czgsciej
identyfi-kowanych serotypow wsrod ruchliwych pateczek Aeromonas wywotujacych
infekcje u ryb w Polsce [39].

Ostatnie badania pozwolity na poznanie budowy O-antygenu swoistego dla
serogrupy O6. Wykazano, ze tancuch O-swoisty szczepu A. hydrophila JCM 3968,
referencyjnego dla tego immunotypu zawiera 4-amino-4,6-dideoksy-L-mannozg, czyli
L-perosaming, ktéora w konfiguracji L nie byla dotychczas identyfikowanych
w zadnych strukturach antygenowych bakterii. Antygen O-swoisty szczepu A.
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hydrophila JCM 3968 jest zbudowany z dwoéch polisacharydow: homopolimeru
L-perosaminy, glikozydowo zwigzanej przy weglu C-2 oraz heteropolisacharydu,
W ktérym obok wspomnianego cukru wystepuje takze galaktozamina [32]. Szczepy
serogrupy O6 nalezace do gatunku A. sobria i A. veronii sg czgsto identyfikowane jako
patogeny ryb w polskich gospodarstwach rybackich [8,39].

—3)-o-L-Rhap-(1—-3)-0-L-Rhap-(1—>2)-0-L-Rhap-(1—>2)-o-L-Rhap(1—>
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T
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Rysunek 4. Polisacharyd O-swoisty szczepu A. bestiarum K207 [40]
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Rysunek 5. Polisacharyd O-swoisty szczepu A. bestiarum P1S [41]
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Rysunek 6. Polisacharyd O-swoisty szczepu A. bestiarum K296 [36]

Wysoki stopien réznorodnosci genetycznej w obrebie klasterow genow warunku-
jacych synteze tancuchow O-swoistych u wielu gatunkéw bakterii patogennych dla
cztowieka, zwierzat czy roslin, ktore byly nabywane w toku ewolucji m.in. w procesie
horyzontalnego transferu genow, decyduje o duzej heterogennos¢ budowy antygendéw
O [42, 43]. Tak duza zmienno$¢ strukturalna lancuchow O-swoistych LPS jest
najprawdopodobniej efektem silnej presji selekcyjnej, wywieranej przez mechanizmy
odpornosciowe infekowanego gospodarza. Zatem bakterie wytwarzajace rzadkie lub
nowe typy antygenéw O unikajg rozpoznania przez systemy obronne, cow kon-
sekwencji prowadzi do rozwoju infekcji, umozliwia adaptacje do okreslonej niszy oraz
zasiedlenia nowego gospodarza, a bakteriom daje przewage nad konkurujgcymi
patogenami [44].

W srodowisku wodnym czy glebowym, zmiany w budowie antygenow O-swoistych,
wynikajace z utraty czy nabywania okreslonych genéw determinujacych ich synteze,
moga prowadzi¢ do zaniku okre§lonych struktur receptorowych dla bakteriofagow
i bakteriocyn oraz chroni¢ przed atakiem pierwotniakow [45]. Polisacharyd O-swoisty,
ktéry decyduje o immunogenno$ci bakterii znajduje swoje zastosowanie m.in. W klasy-

156



Czynniki wirulencji bakterii z rodzaju Aeromonas sp. izolowanych od ryb

fikacji serologicznej szczepow. Stanowi on ze wzgledu na wysoki stopien zmiennos$ci
charakterystyczny, antygenowy ,,odcisk palca” (fingerprint) dla bakterii.

Pateczki Aeromonas stanowig najbardziej zréznicowang antygenowo grupe bakterii
chorobotworczych dla ryb. W latach 80. ubieglego stulecia pojawito si¢ kilka
schematow klasyfikowania tych bakterii, ktore opieraty si¢ na obecnosci specyficznych
determinantow somatycznego antygenu O. Do tej pory, opublikowano dwa schematy:
NIH — badaczy japonskich Sakazaki i Shimada (1984) oraz NIPEH — holenderskich
Guinee i Jansen (1987). W systemie NIH (National Institute of Health, Japan), bakterie
Aeromonas sklasyfikowano w 44 uznanych serogrupach, natomiast w systemie NIPEH
(National Institute of Public Health and Environmental Hygiene, The Netherlamds)
w 30 serogrupach. W oparciu o wspomniane systemy zdefiniowano kilka grup
serologicznych istotnych w ichtiopatologii. Bakterie Aeromonas nalezace do serogrup
03, 06, O11, 016 019, 034 oraz PGO1, PGO2 i PGO6 sg zwigzane z wystgpowaniem
infekcji MALI i posocznicy MAS karpi i pstragdw na terenie catej Polski [8, 39].

Réznorodnos¢  struktur antygenowych, glownie endotoksyny/LPS bakterii
Aeromonas sp. sprawia, ze proby opracowania skutecznej szczepionki przeciwko
chorobom ryb (np. MAI/MAS u karpia i pstraga) nie przynosza zadowalajacych
efektow [8]. Wielu autorow wskazuje, ze endotoksyna jest dobrym kandydatem jako
sktadnik preparatow do immunoprofilaktyki. Ryby szczepione OMP i LPS wykazuja
wyzsza odpornos$¢ na zakazenia bakteriami z rodzaju Aeromonas, i w tym przypadku,
ze wzgledu na odmienno$¢ budowy cze$ci O-swoistej, najlepsze efekty ochronne
bedzie mozna uzyskaé po zastosowaniu odpowiednio skomponowanej szczepionki
wielowaznej [46-48].

Analizy strukturalne polisacharydéw O-Swoistych maja takze aspekt poznawczy,
stanowig bowiem punkt wyjscia do badan genetycznych nad organizacja regiondw
determinujacych ich synteze u bakterii Aeromonas sp. Takie badania przyczynia si¢ do
wyjasnienia molekularnych podstaw pokrewienstwa miedzy pateczkami Aeromonas
i innymi bakteriami Gramu-jemnymi.

2.4. a-glukan

Powierzchniowy a-glukan jest wspolnym elementem $ciany komorkowej mezo-
filnych bakterii Aeromonas. Spetniajac funkcje molekularnego spoiwa (cementu) taczy
ze soba bialka, lipidy i1 sktadniki polisacharydowe. Powyzsza funkcja polimeru
najlepiej jest realizowana podczas tworzenia biofilmu. Jest polimerem bp-glukozy
wystepujacym w dwoch formach: nierozgalezionej o-(1,4)-glukanu i rozgatgzionej
a-(1,6)-glukanu. Powierzchniowy a-glukan A. hydrophila AH-3 jest niezaleznym
polisacharydem powierzchniowym, pomimo tego, ze W procesie jego syntezy sa
wykorzystywane enzymy biorace udziat takze w syntezie LPS, a mianowicie WecP
oraz WaaL [2]. Pierwszy z tych enzymow, w biosyntezie antygenu O34 A. hydrophila,
katalizuje transfer GalNAc-1-fosforanu na no$nik lipidowy (fosforan undekaprenylu)
natomiast drugi odpowiada za ligacje oligosacharydu rdzeniowego z lipidem A [23].

2.5. Warstwa S

Najbardziej zewngtrzng otoczke komoérek bakteryjnych Aeromonas pelni
dodatkowa warstwa biatkowa lub glikoproteinowa nazywana warstwa S (Surface —
powierzchnia lub S-layer), dawniej warstwa A, ktora moze pokrywaé cala po-
wierzchni¢ zjadliwych szczepow, stanowigc tym samym, istotng barier¢ przed
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bakteriobojczym i bakteriostatycznym dzialaniem antybiotykow. Warstwa S powoduje
takze zwigkszenie hydrofobowosci bakteryjnej btony komorkowej, ktora uniemozliwia
opsonizacj¢ przez sktadniki uktadu dopetniacza i chroni przed aktywnos$cig Zerng
leukocytow gospodarza [23]. Zbudowana jest z pojedynczego biatka lub glikoprotein
(40-200 kDa). Czasteczki ja tworzace wozone sg bardzo regularnie, nadajgc warstwie
charakter krystaliczny. Zwykle ma od 5 do okoto 10 nm grubosci, a na jej powierzchni
wystepuja pory o srednicy od 2 do 8 nm. Ze wzgledu na jej umiejscowienie oddziatuje
zardbwno ze $rodowiskiem zewnetrznym, jak i strukturami komorkowymi lezacymi
ponizej [2]. Stanowi dominujgcy antygen powierzchniowy. Warstwe S mezofilnych
Aeromonas tworza biatka o punkcie izoelektrycznym, pl 4,6 i masie czasteczkowej 52-
53 kDa. Budowe i wilaSciwosci warstwy S najlepiej poznano u A. hydrophila
i A. salmonicida. Warstwa S A. hydrophila TF7 ma grubos¢ 5,6 nm. Jej synteze
warunkuje gen ahsA, ktory koduje biatko AshA o dtugosci 448 aminokwasow, masie
czasteczkowej 45,5 kDa i pl 6,72 [17]. Warstwa S szczepu A. salmonicida zbudowana
jest z podjednostek biatkowych zbudowanych z bialka VapA. Ulatwia asocjacje
z biatkami macierzy zewnatrz komérkowej, wigzanie porfiryn i immunoglobulin oraz
pemi funkcje ochronng przed proteazami [2, 49]. Ponadto dzieki obecnosci porow
stanowi swoista przepuszczalng barier¢ dla zewnatrzkomorkowych czynnikow,
zapewnia pewien rodzaj ultrafiltracji dla czasteczek o okreslonej wielkosei i tadunku.
Zaobserwowano, ze biatka budujgce t¢ struktur¢ ulegajag zmianom konformacyjnym
regulujagc w ten sposob wielko§¢ poréw. Wiasciwos¢ te obserwowano u A. salmo-
nicida, u ktorej owo zjawisko utatwia wydzielanie hemolizyny i proteaz [50].

2.6. Fimbrie

Fimbrie (pile) to biatkowe wyrostki cytoplazmatyczne o budowie rurkowatej
zbudowanej z biatka zwanego piling, syntezowanego w cytoplazmie. Podzial tych
struktur nie jest do konca sprecyzowany. Jeden wyodrebnia fimbrie, biorace udziat
w adhezji i pilusy (pile) uczestniczace w koniugacji, w drugim terminy te uzywane sg
zamiennie [19].

Mimo ze, rola fimbrii do konca nie jest poznana badacze sg zgodni, ze warunkuja
one proces adhezji bakterii do powierzchni bton $luzowych etap, ktory poprzedza
kolonizacje [51]. Rozpoznawane przez nie receptory sa glikoproteinami lub
glikolipidami tkanek gospodarza.

Gatunki Aeromonas posiadajg dwa glowne typy fimbrii: krotkie, sztywne typu I
(typu S/R) oraz dtugie i elastyczne typu IV (typu L/W). Fimbrie S/R wystepuja licznie
na komorce i umozliwiajg bakteriom autoagregacj¢. Fimbrie L/W sa mniej liczne na
powierzchni i nadaja bakteriom zdalno$¢ do: hemaglutynacji, adhezji do komorek
nabtonka, tworzenia biofilmu oraz ruchu drgajacego [52]. U Aeromonas wystepuja
rowniez, chociaz rzadziej mini-pile. Fimbrie typu | stwierdzono u A. hydrophila. Maja
one 0,6-2,0 pm dhugosci i maseg czasteczkowa 17-20 kDa. Fimbrie typu IV sg obecne
u A. hydrophila, A. veronii, A. caviae i A. trota. Ich masa czasteczkowa wynosi od 20
do 23 kDa, a dtugos¢ 7 nm. Zawieraja na N-koncu metioning lub tyrozyng, a nie jak
U pozostatych bakterii N-metylofenyloalaning. U A. hydrophila klaster genow
odpowiedzialnych za ich kodowanie ma dtugos¢ 5,5 kpz. Mini-pile, to nietypowe,
elastyczne fimbrie wykryte u A. hydrophila AH26, jako 46 aminokwasowy polipeptyd
o masie czasteczkowej ~4 kDa. Wykazuja one 91% podobienstwa do fimbrii Vibrio
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cholerae. Gen strukturalny dla mini-pili (fxp) zostal zmapowany na plazmidzie
0 wielkosci 7,6 kpz, jedynie u wspomnianego szczepu A. hydrophila. Nie stwierdzono
takze jego powszechnego wystepowania u innych gatunkéw bakterii [17].

2.7. System wiezacy zelazo

Zelazo jest niezbedne do funkcjonowania zaréwno organizmu gospodarza, jak
i patogenu. Jest potrzebne do prawidtowego przebiegu procesow biochemicznych oraz
stanowi skladnik licznych enzymow. Szczegdlna rola zelaza w biokatalizatorach
zwigzana jest z jego wystepowaniem w dwodch stanach warto$ciowosci Fe(II) i Fe(III).

Praktycznie cate zelazo organizméw zwierzgcych wystepuje w postaci zwigzanej
w zelazoproteinach (hemoglobina, mioglobina, peroksydaza, katalaza, cytochrom,
oksydaza cytochromowa — Zelazoproteiny hemowe, transferryna, ferrytyna, hydrolazy,
oksygenazy — zelazoproteiny nichemowe). Dla bakterii najwazniejszym, dostgpnym
zrodlem zelaza jest zelazo zewnatrzkomorkowe — transferryna i laktoferyna, jednak
moga one wykorzystywac takze pule zelaza wewnatrzkomorkowego — hemoglobine.

System pobierania i transportu zelaza ma decydujace znaczenie dla rozwoju
i wzrostu bakterii [53]. Siderofory sg najwazniejszym sposobem pozyskiwania Zelaza
przez bakterie. Maja one zdolno$¢ chelatowania, czyli wigzania zelaza w formie jonéw
Fe** i przekazywania go za pomoca transportu aktywnego do organizmu [2].
W cytoplazmie jon Fe** albo ulega redukcji do Fe®* i jest on uwalniany z sideroforu
laczacego si¢ z jonem zelazowym, albo sam zwigzek ulega rozktadowi uwalniajac jon
zelazowy [51].

Aeromonas sp. posiadajg dwa systemy wigzace zelazo. Pierwszy mechanizm jest
zalezny od sideroforow, a drugi od nich nie zalezy. Mezofilne Aeromonas syntezuja
dwa rodzaje sideroforéw: enterobaktyn¢ i amonabaktyng. Co cieckawe Aeromonas
wytwarzajg tylko jeden z nich, nigdy dwa jednocze$nie. Enterobaktyna jest produ-
kowana takze przez inne bakterie Gram-ujemne, za§ amonabaktyna jest charakte-
rystycznym czynnikiem zjadliwosci Aeromonas sp. Liczne szczepy A. hydrophila
wytwarzaja dwa rodzaje amonabaktyny: T i P. Amonobaktyna T zawiera tryptofan,
a amonobaktyna P — fenyloalaning. Z kolei mechanizm niezalezny od sideroforu
wystepuje u bakterii A. salmonicida, ktora w procesie pobierania zelaza korzysta
Z bakteryjnych biatek btony zewnetrznej zdolnych do wiazania okreslonego biatka
gospodarza kompleksujacego zelazo lub hem, bez posrednictwa sideroforow [2].

2.8. Systemy sekrecyjne

Funkcja systemow sekrecji jest transport biatek do btony cytoplazmatycznej, jak
i blony zewnetrznej oraz wydzielanie ich poza komorke. Dzigki temu procesowi wiele
czynnikow wirulencji (toksyny, proteazy, adhezyny, inwazyny) osigga wiasciwy
przedziat komorkowy.

U bakterii Gram-ujemnych wystepuja dwie blony: cytoplazmatyczna i zewnetrzna
rozdzielone przestrzenia peryplazmatyczna, ktora stanowi barier¢ podczas transportu.
W celu pokonania jej bakterie Gram-ujemne wykorzystuja réznego typu uklady
sekrecji (I, 11, 11, 1V, V i VI), ktére mozna podzieli¢ na dwie gtdwne grupy: zalezne
i niezalezne od systemu Sec [2, 54]. Klasyfikacja tych szesciu ogdlnych systemow
sekrecji u bakterii Gram-ujemnych oparta jest na r6znicach w mechanizmie transportu
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i rodzaju katalizowanej reakcji [55]. Szlaki nalezace do systemu sekrecji ogolnej GSP,
zalezne od kompleksu biatkowej translokazy Sec (Sec- zalezne, typy II i V) wyko-
rzystuja transporter Sec do przenoszenia wydzielonego biatka do przestrzeni peryklaz-
matycznej, z ktorej bialko zawierajgce domene translokacyjng zostaje przekierowane
na powierzchni¢ komorki. Jest to proces dwuetapowy. Biatka Sec budujg aparat
transportu zwany sekretomem, sktadajacy si¢ z biatka SecB (ktérego funkcjg jest
rozpoznanie transportowanego substratu), SecA (bedacego btonowa ATPazg) i co
najmniej szesciu bialek blony cytoplazmatycznej budujacych kanat transblonowy.
Biatko SecB petni rolg biatka opiekunczego, ktore zapobiega degradacji i agregacji
biatek sekrecyjnych. Przenosi ono biatka z nim zwigzane do blony cytoplazmatycznej,
gdzie taczy si¢ z biatkiem SecA, tworzac kompleks SecYEG. Dzigki temu nastepuje
zmiana konformacji biatka SecB i uwolnienie zwigzanych z nim substratow, ktore
nastepnie zostaja wydzielone do peryplazmy. Sekrecja biatka do CM wymaga
obecno$ci w transportowanym substracie peptydu sygnatowego. Jest nim N- koncowy
fragment biatka o dlugos$ci 18-30 aminokwasow. W komorkach Gram-ujemnych
aktywowane sg trzy gldwne peptydy sygnatowe rdzniace si¢ swoistoscia [19].

Szlaki nienalezagce do GSP (Sec-niezalezne, typy I, III, IV i VI) pozwalaja na
bezposredni, jednoetapowy eksport bialek z cytoplazmy do Srodowiska zewnatrzko-
morkowego [2, 54]. Aktywnos$¢ tych uktadow jest indukowana czynnikami §rodowiska,
np. fizycznym kontaktem mikroorganizmu z komérkami gospodarza, a ich budowa jest
bardzo podobna, jednak réznig si¢ rodzajem transportowanego substratu. Systemy
sekrecji typu III transportujg wylacznie biatka o strukturze monomerow, zas typu 1V
monomery, jak i oligomery [19].

Systemy sekrecji typu III (T3SS) sg identyfikowane u A. salmonicida oraz
w szczepach A. hydrophila AH-1, AH-3 i SSU, u ktorych réwniez opisano systemy
sekrecji typu VI (T6SS). Systemy te sa czesto aktywowane po kontakcie z komoérkami
docelowymi i dostarczajg toksyny bezposrednio do komérki gospodarza. System T3SS
sktada si¢ z trzech rodzajow protein: biatek strukturalnych tworzacych ,,igly
infekcyjne”, za pomoca ktdrych patogeny wprowadzaja do komodrek gospodarza biatka
efektorowe, czyli toksyny oraz bialek chronigcych biatka strukturalne i efektory. Geny
T3SS A. salmonicida sg przenoszone zar6wno na plazmidach, jak i chromosomalnie.
Plazmid kodujacy geny T3SS jest plazmidem duzym o wielko$¢ do 150 kpz. Moze on
zosta¢ utracony badz przearanzowany pod wplywem czynnikéw stresowych.
Transkrypcja T3SS u A. salmonicida jest indukowana w warunkach ograniczajacych
dostepnos¢ Ca®* i podczas kontaktu A. salmonicida z gospodarzem. U A salmonicida
zidentyfikowano siedem bialek efektorowych: AexT, AopH, Ati2, AopP, AopO, AopN
i ExsE. Natomiast u A. hydrophila wykryto biatko efektorowe AexT. Efektor AexT to
bifunkcjonalne biatko o aktywnosci ADP-rybozylotransferazy i GTPazy. Ma on
szkodliwy wplyw na cytoszkielet komorki gospodarza, co cze$ciowo wyjasnia
zaokraglanie si¢ komorek docelowych (komorek rybich) zaraz po zakazeniu in vitro.
Drugie biatko AopP nalezace do rodziny YopJ zaktoca szlak kinaz aktywowanych
mitogenami (kinazy MAP, MAPK, mitogen-activated protein kinases) oraz czynnik
transkrypcyjny NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), stymuluje sygnat, dostarczajac gtowny sygnal proapoptotyczny. Calkowita
utrata plazmidu kodujacego T3SS daje pelng awirulencje [2, 54].
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2.9. Egzotoksyny

Chorobotworczos¢ pateczek Aeromonas zwigzana jest takze z wytwarzanymi przez
nie egzotoksynami, do ktorych naleza: hemolizyny i aerolizyny, proteazy, cytotoksyny,
nukleazy, acetolocholinesterazy, cytotoksyczna enterotoksyna (Act), termolabilna
cytotoksyczna enterotoksyna (Alt), cieptostata cytotoksyczna enterotoksyna (Ast)
i elastazy [2].

Cytotoksyczna enterotoksyna kodowana przez gen act produkowana jest przez
A. hydrophila i A. sobria. Na podstawie klonowania i analizy sekwencji tego genu
przypuszcza si¢, ze wielkos¢ toksyny Act to 52 kDa. Act powoduje powstawanie
poréw w blonach komoérkowych, a w erytrocytach kanalow o $rednicy 1,4-2,8 nm.
Wytwarzana jest jako nieaktywna forma prekursorowa. Konwersja do aktywnej postaci
nastepuje w momencie, gdy toksyna przechodzi przez przestrzen perplazmatyczng
poprzez usuniecie N-terminalnej sekwencji sygnalnej, o wielko$ci 23 aminokwasow
(powstanie protoksyny), a nastgpnie poprzez odcigcie od protoksyny C-terminalnej
czeSci przez proteazy. W ten sposOb utworzona zostaje dojrzata, aktywna biologicznie
toksyna [56]. Bakterie Aeromonas produkujg dwie cytotoksyczne enterotoksyny:
termolabilng cytotoksyczng enterotoksyne (Alt), bez reakcji krzyzowych z antytoksyna
cholery oraz cieplostala cytotoksyczng enterotoksyne (Ast), ktora reaguje
z antytoksyna cholery. Obie toksyny nie wykazuja homologii do zadnych innych
toksyn bakteryjnych. Alt to biatko o masie 44 kDa, zbudowane z pojedynczego
tancucha polipeptydowego, zawierajacego 368 aminokwasow, zas przewidywana masa
Ast wynosi 71 kDa i zawiera 636 aminokwasow [57, 58].

Aerolizyna jest najlepiej poznang i najistotniejsza w procesie patogenezy toksyna
wytwarzang przez gatunki Aeromonas. Jest bardzo waznym czynnikiem wirulencji
tych bakterii. Szczepy produkujace aerolizyne wywoluja u zwierzat posocznice
krwotoczng, za$ u ludzi, zwlaszcza u 0s6b z obnizong odpornoscig, choroby przewodu
pokarmowego, infekcje ran, posocznice oraz zapalenie opon mézgowych.

Aerolizyna ma wielko$¢ 47 kDa i przypomina ksztaltem liter¢ L [59]. Sktada sie
z duzej domeny N-koncowej i trzech domen dodatkowych. Dwie pierwsze domeny
biorg udzial w wigzaniu si¢ toksyny do receptoréw powierzchniowych gospodarza.
Domena druga i trzecia s3 odpowiedzialne za oligomeryzacje, za$ transblonowa
domena czwarta — C-koncowa, zostaje uwolniona podczas aktywacji aerolizyny
i odpowiada za tworzenie kanalow w blonie komoérkowej. Aerolizyna wykazuje
wilasciwosci hemolityczne, jak icytolityczne. Zaliczana jest do grupy hemolizyn
ze wzgledu na tworzenie agregatow oligomerdw na powierzchni erytrocytow. Biatko
to takze wigze si¢ do specyficznego glikoproteinowego receptora na powierzchni
komorki eukariotycznej, umiejscawia si¢ w btonie komorkowej i formuje w niej kanaty
o $rednicy ok. 3 nm. Aerolizyna posiada réwniez zdolno$¢ wigzania si¢ do bialek
receptorowych typu GPI. Komorki cechujace si¢ obnizong biosynteza tych bialek maja
mniejszg wrazliwo$¢ na toksyczne dziatanie aerolizyny [60].

Acylotransferaza glicerofosfolipid:cholesterol (GCAT) jest enzymem 0 masie
czasteczkowej 26 kDa, wydzielanym przez psychrofilne szczepy A. salmonicida [58].
Gen kodujacy GCAT zawiera 1,005 pz, kodujacych 335 aminokwaséw (18 amino-
kwasow peptydu sygnalnego oraz 317 aminokwasow dla dojrzatego polipeptydu).
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Moze wystgpowa¢ w formie monomeru, dimeru, zespotu polipeptydow lub jako
pojedynczy polipeptyd skompleksowany z LPS [61].

Biatko to jest gtéwnym czynnikiem wirulencji A. salmonicida subsp. salmonicida
i odpowiada za czyraczno$¢ u tososi atlantyckich. Wykazuje wysokie podobienstwo do
ludzkiego enzymu acylotransferazy lecytyna;cholesterol (LCAT) i podobnie jak on
moze dziata¢ jak fosfolipaza lub acylotransferaza w zalezno$ci od obecnosci lub braku
cholesterolu. GCAT pelni funkcje hemolizyny, leukocytolizyny oraz cytotoksyny,
powoduje liz¢ erytrocytow poprzez uszkadzanie ich blon plazmatycznych. Potaczenie
LPS-u z wolnym GCAT wzmacnia aktywno$¢ hemolityczng, dziatanie letalne oraz
stabilno$¢ termiczng. Tworzy kompleksy z lipoproteinami obecnymi w surowicy
fososiowatych, co moze doprowadzi¢ do zaburzenia metabolizmu lipidow Iub aktywacji
mediatoréw zapalnych, np. kwasu arachidonowego.

Aeromonas wytwarzaja kila typow proteaz: cieplolabilne proteazy serynowe,
cieptostabilne proteazy serynowe oraz wrazliwe i niewrazliwe na EDTA metalo-
proteazy. Proteaza serynowa ma mas¢ 22 kDa, kodowana jest przez gen ser. Wykazuje
stabilno$¢ zarowno w wysokich temperaturach (10 min w 45°C), jak i niskich
(nawet -4°C). Posiada wilasciwosci cytotoksyczne oraz aktywuje aerolizyne
i GCAT. Inhibitorem tego enzymu jest gtéwnie fluorek fenylometanosulfonylu
i W mniejszym stopniu jony: Mg**, Ca?*, Zn**. Produkowana przez A. sobria proteaza
serynowa okre$lana jest jako ASP (A. sobria serine proteinase). Biatko to ma masg¢ 65
kDa. Odpowiada za powstawanie obrzeku i wydzielanie si¢ tre$ci ropnej w miejscu
zakazenia, a takze obnizenie ci$nienia krwi oraz aktywuje protrombing, czym
przyczynia si¢ do koagulacji osocza, a nastepnie $mierci organizmu [62]. Enzym ten
posiada takze aktywnos$¢ fibrynogenolityczng. Zaburza proces krzepnigcia krwi, co jest
waznym czynnikiem zjadliwos$ci w przebiegu posocznicy krwotocznej, wywolanej
przez bakterie z rodzaju Aeromonas.

3. Podsumowanie

W ostatnich latach w Polsce obserwuje si¢ gwattowny wzrost zanieczyszczen wod
w wyniku szeroko rozumianej, czesto nierozwaznej, dziatalno$ci gospodarczej
cztowieka, ktora powoduje degradacj¢ naturalnych i sztucznych zbiornikow wodnych.
Czynniki stresotworcze powoduja pogarszanie kondycji ryb zasiedlajacych te zbiorniki
co doprowadza do ostabienia ich uktadu odpornosciowego, co z kolei wplywa na
wzrost podatnosci ryb na infekcje wywotane obecnoscia patogenéw. Nie tylko
czynniki srodowiskowe sprzyjaja zapadalnosci na choroby, ale zakazenie jest rowniez
zalezne od wlasciwosci samych bakterii. Naleza do nich czynniki wirulencji, ktore
nabywane w toku ewolucji umozliwiaja drobnoustrojom kolonizacje powltok zew-
netrznych, skrzeli 1 przewodu pokarmowego, a takze przetrwanie w organizmie ryby
W stanie utajenia, najczgsciej jako konsekwencja unikania sktadnikéw uktadu immuno-
logicznego gospodarza. Wszystko to pozwala bakteriom na masowe namnazanie Si¢
w tkankach i narzadach wewnetrznych ryb [6].

Moéwiac o zakazeniach wywolanych przez bakterie nie sposob nie wspomniec takze
0 patogennosci, ktora mozna najtrafniej zdefiniowa¢ jako zdolno$¢ czynnikéw
mikrobiologicznych do wywotania choréb u konkretnego zywiciela. Jednak doktadne
podanie tej definicji jest trudne, poniewaz wigze si¢ z droga zakazenia, wrazliwos$cia
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zywiciela i1 wirulencjg bakterii [37]. Wiedza na temat czynnikéw wirulencji u Aeromonas
jest coraz rozleglejsza. Obecnie zalicza si¢ do nich biatka btony zewnetrznej, polisa-
charyd kapsularny, lipopolisacharyd, a-glukan, warstwe S, fimbrie oraz egzotoksyny.
Doktadne badania funkcji tych struktur moga pomoc w zrozumieniu mechanizméw
patogenezy i przyczyni¢ si¢ do ograniczenia chordb ryb wywotanych przez Aeromonas
w gospodarstwach rybackich w Polsce, ktore sg powodem duzych strat ekono-
micznych.

Wyrazny wzrost zainteresowania pateczkami Aeromonas obserwuje si¢ od poczatku
lat osiemdziesigtych XX wieku. Od tego czasu znacznie przybylto publikacji dotyczacych
czynnosci zyciowych 1 mechanizmow patogenezy tych bakterii. Zwigzane jest to przede
wszystkim ze stwierdzeniem ich wystepowania w materiatach klinicznych [2].

Pomimo zwigkszonego zainteresowania Gram-ujemnymi bakteriami z rodzaju
Aeromonas ciagle poszukuje si¢ odpowiedzi na wiele istotnych pytan dotyczacych
zakazen wywotywanych przez te drobnoustroje. Dlatego tez konieczne sg dalsze
badania naukowe, ktore pozwolg wyjasni¢ mechanizmy dziatania czynnikéw zjadli-
woSci w przebiegu choréb wywotywanych przez Aeromonas u ryb.
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Streszczenie

Aeromonas to Gram-ujemne, fakultatywnie beztlenowe, niewytwarzajace przetrwalnikow, heterotroficzne
pateczki. Sa glownie patogenami zwierzat zmiennocieplnych. Mozna podzieli¢ je na dwie grupy: gatunki
nieruchliwe i psychofilne, np. A. salmonicida subsp. salmonicida i A. salmonicida subsp. achromogenes
oraz gatunki ruchliwe i mezofilne, do ktérych zalicza si¢ m.in.: A. hydrophila, A. caviae i A. sorbia, ktore
sa czynnikiem etiologicznym infekcji ryb w Polsce. Powszechnym miejscem bytowania Aeromonas jest
srodowisko wodne, gdzie tworza autochtoniczng mikrobiote. Pateczki Aeromonas wystepuja takze
w glebie, migsie, warzywach, rybach, owocach morza i przetworzonej zywnos$ci. Pateczki Aeromonas sp.
U ryb powoduja: posocznice MAS, MAI, chorobe pletw (finrot), ,,red sore”, czyraka mnogiego i erytro-
dermatozg¢. Do najwazniejszych czynnikoéw determinujacych patogenno$¢ Aeromonas mozna zaliczy¢:
biatka btony zewnetrznej OMPs (Outer membrane proteins), polisacharydy powierzchniowe: kapsularne
polisacharydy (CPS, capsular polysaccharide), lipopolisacharyd (LPS, lipopolysaccharide), o-glukan,
warstwe powierzchniows S, fimbrie i inne czynniki adhezyjne, system wigzacy zelazo, systemy sekrecyjne
oraz egzotoksyny: hemolizyny, proteazy, cytotoksyny, nukleazy i acetylocholinoesterazy.

Stowa kluczowe: bakterie z rodzaju Aeromonas, czynniki wirulencji, posocznica krwotoczna MAS, MAI,
biatka btony zewngtrznej, polisacharyd kapsularny, lipopolisacharyd, a-glukan, warstwa powierzchniowa
S, fimbrie, system wiazacy zelazo, hemolizyna, acetylocholinoesteraza

Virulence factors for bacteria of the genus Aeromonas sp. isolated from fish

Abstract

Aeromonas are Gram-negative, optional anaerobic, spore-free, heterotrophic chopsticks. They are mainly
pathogens of poikilotherm animals. They can be divided into two groups: immobile and psychrophilic
species, e.g. A. salmonicida subsp. salmonicida and A. salmonicida subsp. achromogenes, and mobile and
mesophilic species, which include among others: A. hydrophila, A. caviae and A. sorbia, which are
etiological factors of fish infection in Poland. The common habitat of Aeromonas is the aquatic
environment, where they form an autochthonous microbiota. Aeromonas is also found in soil, meat,
vegetables, fish, seafood and processed food. Aeromonas sp. in fish cause: MAS, MAI, fin disease (finrot),
red sore, multiple boil and erythrodermatosis. The most important factors determining the pathogenicity of
Aeromonas include: Outer membrane proteins (OMPs), surface polysaccharides: capsular polysaccharides
(CPS), lipopolysaccharide (LPS), a-glucan, S-layer, fimbriae and other adhesion factors, iron-binding
system, secretory systems and exotoxins: hemolysines, proteases, cytotoxins, nucleases and
acetylcholinesterases.

Keywords: bacteria of the genus Aeromonas, virulence factors, MAS, MAI, outer membrane proteins,
capsule polysaccharide, lipopolysaccharide, o glucan, surface layer S, fimbria, iron binding system,
hemolysine, acetylcholinesterase
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Udzial sulfidogennych zespolow mikroorganizmow
W procesie powstawania zelazowych (II) faz mineralnych

1. Wprowadzenie

Przez wiele lat uwazano, iz za ksztattowanie litosfery odpowiedzialne sa jedynie
czynniki abiotyczne. Obecnie w literaturze napotyka si¢ coraz wiecej doniesien
swiadczacych o znaczacym udziale czynnika biotycznego w procesach geochemicznych,
zachodzacych w $rodowisku naturalnym. Bardzo czgsto badania mineralogiczne
i petrologiczne skal oraz tworzacych je mineralow, dokumentujg struktury, ktore
powstaja przy posrednim lub bezposrednim udziale mikroorganizméw. Ta mikrobialna
aktywno$¢ przejawia si¢ niemal we wszystkich przypowierzchniowych $rodowiskach
geologicznych. Rola mikroorganizméw w procesach powstawania réznorodnych faz
mineralnych ma wymiar wieloaspektowy, powigzany czesto z procesami metabo-
licznymi przeprowadzanymi przez réznorodne grupy organizmow. Jednym z takich
procesow metabolicznych jest biologiczne utlenianie Iub redukcja metali, w wyniku
czego nastegpuje tzw. biotransformacja pierwiastka i1 przejscie od jego formy rozpusz-
czalnej w mniej rozpuszczalng, co jednocze$nie prowadzi do zmian parametréw
fizykochemicznych $rodowiska, m.in. pH. Zmiany wyktadnika stezenia jonoéw
wodorowych prowadza do przesuniecia réwnowagi chemicznej pomiedzy formami
metali wystepujagcymi w roztworze oraz do zmian powinowactwa adsorpcyjnego
pierwiastka do otoczek i $cian komoérkowych bakterii. W srodowiskach alkalicznych
powstaja najczesciej stabo rozpuszczalne zwigzki metali, podczas gdy w srodowiskach
o niskich wartosciach pH dominuja rozpuszczalne formy, w ktorych metal wystepuje
w postaci jonowej [1, 2]. Na szczeg6élng uwage zashuguja bezwzglgdnie beztlenowe
mikroorganizmy, biorace udziat w biogeochemicznym obiegu siarki — mikroorganizmy
redukujace siarczany (MRS). Procesy metaboliczne przeprowadzane przez t¢ grupe
mikroorganizmoéw prowadza czesto do powstania siarczkowych mineratow réznych
metali, m.in. chalkozynu, covellinu, pirytu czy sfalerytu [3, 4]. MRS, do ktérych
zaliczamy bakterie i archeony, nalezace do organizmow heterotroficznych, uzyskuja
energie wskutek utleniania zwigzkow organicznych, ktére stanowig donor elektronow
w procesie oddechowym. Nastepnie wolne elektrony przenoszone sg na jony
siarczanowe. Wszystkie zaliczane do tej grupy drobnoustroje wykorzystuja utlenione
zwiazki siarki (siarczany, tiosiarczany itp.) jako ostateczny akceptor elektronow [5],
ktore zostaja zredukowane do siarki elementarnej lub/i jonu S%. Skrécony zapis reakcji
redukcji siarczandw zostal przedstawiony ponizej [6]:

S0,* +2 CH,O — H,S + 2 HCO4

! arozek@uw.edu.pl, Instytut Geochemii, Mineralogii i Petrologii, Wydziat Geologii, Uniwersytet
Warszawski, www.geo.uw.edu.pl.
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Koncowymi produktami oddychania siarczanowego sa toksyczny siarkowodor i jon
wodoroweglanowy, ktore zostaja uwolnione do otoczenia. Obecnos¢ MRS w srodowisku
sprzyja kumulowaniu si¢ jonéw S%, ktére w obecnosci jondw metali, w odpowiednich
warunkach, biorg udziat w reakcji, ktorej produktem jest siarczek danego metalu [7-9]:

S + Me?* - MeS|

Ponadto uwaza si¢, ze duze znaczenie w precypitacji siarczkOw moga mie¢ rowniez
polimery zewnatrzkomoérkowe (EPS) wytwarzane przez komorki tych mikroorgani-
zmow. EPS tworza swoista macierz, ktorej obecno$¢ umozliwia taczenie si¢ komorek
bakteryjnych w wigksze agregaty, co powoduje zwickszenie powierzchni czynnej dla
gromadzenia wolnych kationow metali [4, 10].

Doniesienia literaturowe potwierdzaja udzial bakterii redukujacych siarczany
w powstawaniu siarczkow, takich pierwiastkow jak m.in. zelazo [11, 12], miedz [13,
14], cynk [15, 14] oraz Sb, Bi, Co, Cd, Pb, Ni [16, 17].

Dodatkowo, biorac pod uwage inne produkty oddychania siarczanowego mozna
stwierdzi¢, ze mikroorganizmy redukujgce siarczany odgrywaja rowniez istotng role
w powstawaniu mineratow weglanowych [18, 19]. W $rodowiskach pozbawionych
tlenu, w warunkach sprzyjajacych redukcji siarczanéw, moze doj$¢ do powstania
specyficznych subsrodowisk — mikronisz, a panujgce tam warunki fizykochemiczne
stymuluja wytrgcanie mineratow weglanowych na drodze biologicznej. Jezeli
w otaczajacym $rodowisku obecne sg jony wapnia w odpowiedniej ilosci oraz wyste-
puja optymalne czynniki fizykochemiczne, takie jak: zasadowe pH, niski potencjat
redoks, odpowiednie stezenie zwigzkéw organicznych, a takze obecno$¢ zarodkow
krystalizacji, wowczas moze dojs¢ do wytrgcania weglanu wapnia na drodze
biologicznej [20].

Biorac pod uwage powyzsze procesy mozna wnioskowac, ze proces dysymilacyjnej
redukcji siarczanow moze przyczynia¢ si¢ do precypitacji siarczkéw réznych metali
oraz powstawania biogenicznych weglanow.

2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu aktywnosci sulfidogennych
zespotéw mikroorganizmow na proces powstawania zelazowych (II) faz mineralnych.

3. Materialy i metody

3.1. Izolacja i selekcja sulfidogennych zespoléw mikroorganizmow

Mikroorganizmy izolowano z gleby zanieczyszczonej ropa naftowa i metalami
cigzkimi z okolicy kopalni ropy naftowej na terenie Karpat fliszowych (zloze ropy
naftowej Wankowa). Probke gruntu pobrano przy pomocy laski Egnera, z glgbokos$ci
40 cm, w odleglosci ok. 6 m od wylotu odwiertu eksploatacyjnego. Probke gleby
pobrano w trzech powtorzeniach. Namnazanie wyizolowanych mikroorganizmow
prowadzono metodg microcosms. Glebe (1 g — probka zmieszana z trzech probek
indywidualnych) z badanego $rodowiska umieszczono w 100 ml pojemnikach
i zalewano podtozem Postgate’a C [5]. Pojemniki szczelnie zamykano i inkubowano
W ciemnosci przez 6 tygodni w temperaturze 25°C.
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Beztlenowe hodowle stacjonarne prowadzono w butelkach szklanych o pojemnosci
ok. 100 ml, szczelnie zamknietych gumowymi korkami, przebitymi igtami z nasadzo-
nymi na state strzykawkami, ktore stuzyly do wprowadzania inokulum i pobierania
probek. Stosunek inokulum do podtoza wynosit 1:10. Hodowle prowadzono na
zmodyfikowanym podtozu Postgate’a C z etanolem (1,44 g/l) lub mleczanem sodu
(3,82 g/1), jako jedynymi zrédtami wegla. Wybdr zwigzkéw organicznych miat na celu
okreslenie wptywu dodanego substratu na aktywno$¢ badanych mikroorganizmow,
a w konsekwencji na rodzaj powstajacych w osadach pohodowlanych faz mineralnych.
Do hodowli prowadzonych na danym Zrédle wegla dodawano FeCl, w iloSciach
odpowiadajacych koncowemu stezeniu jonow zelaza (II): 100; 200; 400; 800 pg/ml.
Przygotowano takze hodowle kontrolne bez dodatku Fe?*. Kazdy wariant hodowli
przygotowano w trzech powtorzeniach. W sumie zatozono 30 hodowli, w 10 r6znych
wariantach. Beztlenowe hodowle stacjonarne inkubowano w temperaturze 20°C bez
dostgpu $wiatta. pH hodowli wynosito ok. 8,5. Podtoze mikrobiologiczne zostato
przegazowane azotem.

3.2. Oznaczenia chemiczne w hodowlach stacjonarnych

Oznaczenia chemiczne prowadzono dla kazdego z powtdrzen danego wariantu
hodowli, a wyniki usredniano. St¢zenia jonow siarczanowych oznaczano metoda
turbidymetryczng [20], z zastosowaniem chlorku baru jako odczynnika reakcyjnego.
Oznaczenia prowadzono na spektrofotometrze Thermo (Genesis 10VIS, Thermo) przy
dhugosci fali A = 420 nm. Stopien redukcji siarczanow wyliczono wykorzystujac dane
z krzywej zaleznosci pomigdzy % transmitancji a stezeniem SO,> (mg/l).

W celu okreslenia aktywnos$ci metabolicznej mikroorganizméw w prowadzonych
hodowlach oznaczano wskaznik ChZT, ktory jest pomocny w okreSleniu stopnia
biodegradacji zwiazkow organicznych. Oznaczenia warto§ci ChZT wykonano metoda
dichromianowa [22]. Analiz¢ statystyczng otrzymanych wynikow przeprowadzono za
pomoca testu HSD Tukey’a.

Oznaczenia zelaza przeprowadzono metoda kolorymetryczna, stosujac 1,10
fenantroling dla zelaza (II) i 5% roztwor wodny tiocyjanianu amonu dla zelaza (I1I).

W celu potwierdzenia obecnosci sulfidogennych zespotéw mikroorganizméw
W hodowlach na podtozu Postgate’a wykorzystano test Easicult S (Orion Diagnostica).

3.3. Analiza skladu mineralnego osadéw pohodowlanych

Po okresie inkubacji testowe hodowle zostaty odwirowane (1700 rpm), a uzyskany
osad suszono w temperaturze 28°C. Otrzymany materiat homogenizowano w mozdzierzu
agatowym. Tak przygotowane osady pohodowlane poddano analizie pod wzgledem
sktadu fazowego metoda proszkowej dyfrakcji rentgenowskie;j.

Analize dyfraktometryczng przeprowadzono na dyfraktometrze X Pert Pro MPD
w Kklasycznym uktadzie Bragg-Brentano. Wyniki zostaly przeanalizowane z wykorzys-
taniem oprogramowania PANalytical Xpert High Score Plus.
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4. Analiza wynikow

4.1. Izolacja i selekcja beztlenowych zespolow MRS

We wszystkich zatozonych hodowlach, bez wzgledu na wariant zastosowanego
zrodla wegla, stwierdzono aktywno$¢ mikroorganizméw redukujacych siarczany,
objawiajgcg si¢ wydzielaniem siarkowodoru i zaczernieniem podloza na skutek
powstajacego siarczku zelaza. Aktywno$¢ MRS potwierdzit rowniez pozytywny wynik
testu Easicult S.

4.2. Oznaczenia chemiczne w hodowlach stacjonarnych

We wszystkich hodowlach stacjonarnych prowadzonych na zmodyfikowanym
podiozu Postgate’a C stwierdzono aktywna redukcje siarczanow (wykres 1).

mg/l
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Wykres 1. Stopien redukeji siarczanéw i ChZT w hodowlach wyselekcjonowanych sulfidogennych zespotow
mikroorganizmow na zmodyfikowanym podtozu Postgate‘a C z mleczanem (ML) i etanolem (ET) jako
jedynymi zrodlami wegla. Oznaczenia: ty— czas zatozenia hodowli (ChZT/SO,% = 0,95), 100-800 — stezenie
jonow zelaza (ug/ml). Istotno$¢ statystyczng réznic migdzy hodowlami o réznych stezeniach jonow zelaza
a hodowla kontrolng (ML 0 i ET 0) 0znaczono w nastepujacy sposob: * p < 0,05 [Opracowanie wiasne]

We wszystkich hodowlach, niezaleznie od wariantu zrédta wegla stwierdzono
aktywna redukcj¢ siarczanéw. Maksymalng redukcj¢ siarczanéw zanotowano
w hodowli zawierajacej 400 pg/ml jonéw zelaza (II). Poziom redukcji wynosit 1950
mg/l SO,%, co odpowiada 62% siarczandw wprowadzonych do podloza. We
wszystkich hodowlach obserwowano biodegradacj¢ zwiazkéw organicznych, ktorej
przejawem byta redukcja ChZT. Wyzsza redukcje ChZT odnotowano w probkach
z mleczanem sodu w poréwnaniu do hodowli prowadzonych na etanolu. Najwyzsza
redukcje ChZT — ok. 1750 mg O,/L (co odpowiada 58% redukcji ChZT) odnotowano
w hodowli z dodatkiem mleczanu, gdzie redukcja siarczandw byla najwyzsza, tym
samym byta to najbardziej aktywna hodowla. Najnizszg aktywno$¢ w biodegradacji
zwigzkow organicznych — ok. 250 mg O,/L (co odpowiada jedynie 8% redukcji ChZT)
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wykazaty zespoty mikroorganizméw w hodowli na podtozu Postgate’a z etanolem jako
jedynym zrodtem wegla i jonami zelaza w stezeniu 200 pg/ml.

Dodatkowo we wszystkich hodowlach stacjonarnych stwierdzono znaczng redukcje
stezenia jonow zelaza (II) (tabela 1). Spadek stezenia Fe** odnotowano na $rednim
poziomie 50%.

Tabela 1. Stopien redukcji jondow zelaza (II) w hodowlach wyselekcjonowanych sulfidogennych zespotow
mikroorganizméw na zmodyfikowanym podiozu Postgate’a C z mleczanem (ML) i etanolem (ET)
jako jedynymi zrodtami wegla

Fe™ [ug/ml] Roéznica
., stezenia Fe % spadku
Zrodio wegla t tog (1 stezenia Fe(II)
(to-ts)

ML100 100 78 22 22
ML200 200 118 82 41
ML400 400 189 211 52
ML800 800 247 553 69

ET100 100 37 63 63

ET200 200 110 90 45

ET400 400 152 248 62

ET800 800 222 578 72

Zrodto: Opracowanie wiasne

We wszystkich hodowlach stwierdzono spadek zelaza (II), nie stwierdzono za$
wzrostu stezenia zelaza (III). Najwyzszy % spadku stezenia jondw zelaza (II)
odnotowano w hodowlach, gdzie FeCl, zostat dodany w najwyzszych st¢zeniach, bez
wzgledu na wariant zastosowanego zrodla wegla. Ubytek zelaza (II) moze wskazywac
na powstawanie, w wyniku aktywnosci metabolicznej MRS, trudno rozpuszczalnych
faz mineralnych, takich jak np. siarczki zelaza.

4.3. Analiza dyfraktometryczna osadéw pohodowlanych

W celu okreslenia sktadu mineralnego osadéw pohodowlanych, po zakonczeniu
inkubacji wyizolowanych sulfidogennych zespotow mikroorganizmow, osady te
poddano analizie dyfraktometrycznej. Wyniki proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej
osadow pohodowlanych pochodzacych z hodowli prowadzonych na zmodyfikowanym
podtozu Postgate’a C z etanolem i mleczanem, jako jedynymi zrodtami wegla
przedstawiajg wykres 2 oraz tabela 2.
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Wykres 2. Przykladowe dyfraktogramy proszkowe osadéw pohodowlanych z probek z dodatkiem mleczanu
jako zrodta wegla oraz jonow Fe (IT) w stezeniach 200 i 800 pg/ml. [Opracowanie whasne]

Tabela 2. Sktad fazowy osadéw pohodowlanych w zaleznosci od zastosowanego zrodta wegla i stgzenia
jonow zelaza w podiozu

Zrodio wegla Fe™ [ug/ml] Sktad fazowy osadow pohodowlanych

ML 0 0 gips (CaSO, - 2H,0), anhydryt (CaSO,)

ML100 100 struwit (NH4)Mg[PO,] - 6 H,O)

ML200 200 siarka elementarna Sg

ML400 400 gips (CaSO, - 2H,0), anhydryt (CaSOy), kalcyt,
vateryt (CaCOg)

ML800 800 anhydryt (CaSQy,), kalcyt (CaCOs)

ETO 0 gips (CaSO, - 2H,0)

ET100 100 anhydryt (CaSOy)

ET200 200 anhydryt (CaSOy,), kalcyt (CaCOs)

ET400 400 anhydryt (CaSQy,), kalcyt (CaCOs)

ET800 800 gips (CaSO, - 2H,0)

Zr6dto: Opracowanie wlasne

W procesie dysymilacyjnej redukcji siarczanéw MRS przeprowadzaja redukcje
jonéw siarczanowych do jonu S* [23]. Stad istnicje mozliwo$¢ pojawienia sie
w osadach pohodowlanych zredukowanych zwiazkéw siarki, duzych ilosci jondéw SZ.
Na sktad fazowy powstajacych w hodowlach produktéw majg takze wptyw zwiazki
chemiczne wchodzace w sklad wykorzystanego w badaniach podloza mikrobio-
logicznego, w szczegdlno$ci, takie jak fosforany (KH,PO,), siarczany (MgSOy,
FeSQ,), chlorki (CaCl,, NH,CI).

Wyniki proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej osadow pohodowlanych wskazujg na
obecnos$¢ glownie weglandw, takich jak kalcyt czy vateryt, oraz siarczandw m.in. gipsu
i anhydrytu. Dane literaturowe [18, 20, 24] wskazuja, ze w odpowiednich warunkach
fizykochemicznych (zasadowe pH, odpowiednia temperatura i niski potencjat redoks)
oraz w obecnos$ci jondw wapnia, w warunkach sprzyjajacych redukcji siarczanow
moze doj$¢ do wytracania weglanu wapnia na drodze biologicznej. Mechanizm tego
procesu jest bezposrednio powiazany z dysymilacyjng redukcja siarczandow przepro-
wadzang przez MRS, w obecno$ci odpowiednich donorow elektronéw. Biodegradacja
zwigzkow organicznych zachodzaca z udzialem sulfidogennych zespotéw mikro-
organizméw prowadzi do uwolnienia jonu wodorowegglanowego, stanowigc tym
samym pierwszy etap procesu biologicznego wytracania weglanu wapniu.
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Interesujacym wydaje si¢ fakt, ze nie odnotowano obecnosci siarczkow (zwlaszcza
siarczkow zelaza) w osadach pohodowlanych, izolowanych z hodowli, w ktorych
stwierdzono wysoka aktywnos$¢ sulfidogennych zespotdow mikroorganizmoéow. Wyniki
te nie muszg Swiadczy¢ o rzeczywistym braku siarczkow w hodowlach prowadzonych
na zmodyfikowanym podlozu Postgate’a C, lecz np. o ich amorficznosci. Podobne
badania dotyczace m.in. udzialu bakterii redukujacych siarczany w powstawaniu
siarczkow 1 weglanow zelaza przeprowadzita Wolicka [4]. Autorka zastosowata
dodatek zelaza (II) w stgzeniach 0,1-1,0 g/l. Wyniki proszkowej dyfrakcji
rentgenowskiej osadow pohodowlanych wskazaty na obecno$¢ glownie siarki
elementarnej oraz weglandw, takich jak kalcyt, dolomit i syderyt. Osady zawierajace
weglany zostaly poddane badaniom sktadu izotopowego wegla. Uzyskane przez
Autorke wyniki potwierdzity, ze analizowane fazy mineralne zawierajace wegiel sa
pochodzenia biogenicznego ($rednia warto$¢ 8'° C wyniosta -27%o VPDB). W oma-
wianych badaniach réwniez nie stwierdzono obecnosci siarczkéw. Zdaniem Wolickiej
[4] podstawowym problemem w oznaczaniu siarczkowych faz mineralnych w osadach
mogl by¢ ich amorficzny charakter. Wytragcone amorficzne zwiazki chemiczne sa
niemozliwe do stwierdzenia metoda proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej. Ponadto
czesto wytragcone w postaci amorficznej zwigzki chemiczne zostaja zagregowane wraz
z polimerami typu EPS powstajacymi wskutek aktywnosci zyciowej np. bakterii
redukujacych siarczany. Woéwcezas stwierdzenie obecnosci takich kompleksow
,,mineral-EPS” metoda proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej staje si¢ niemozliwe.

Inni Autorzy, Han i wspotpracownicy (2016), przebadali wpltyw dodatku roézno-
rodnych zrodet wegla na rodzaj powstajacych faz mineralnych w hodowlach Desul-
fovibrio alaskensis G20 — przedstawiciela bakterii redukujacych siarczany. Wyniki ich
badan potwierdzity obecno$¢ kalcytu w hodowlach z dodatkiem mrowczanu, fosforany
Mg i kalcyt wytracity si¢, gdy wodor stuzyt jako donor elektrondéw a octan i rozpusz-
czony wegiel nieorganiczny jako zrodlta wegla. Badacze Ci potwierdzili takze
obecnos¢ siarki elementarnej w hodowlach z dodatkiem mleczanu, co jest zgodne
z wynikami XRD prezentowanymi w niniejszej pracy (hodowla ML z dodatkiem 200
pg/ml Fe?") [25].

Istnieja rowniez doniesienia literaturowe na temat wptywu formy zelaza, dodanego
do hodowli reduktorow siarczanéw, na skiad mineralny osadu. Luptakova
i wspotpracownicy (2012) zastosowali dodatek jonéw Fe w formie FeSO, 7H,0
i Fex(S04)3-9H,0, hodowle prowadzono z dodatkiem mleczanu sodu. Wyniki badan
XRD wskazaly na obecno$¢ gtéwnie siarki, greigitu FesS, i makinawitu FeS we
wszystkich probkach biotycznych, niezaleznie od formy dodanego zelaza, oraz
paramagnetycznego wiwianitu Fe3(PO,4),-8(H,O) w probach abiotycznych. Dodatkowo
autorzy sugeruja, ze siarczki powstate jako produkty biomineralizacji posiadaja niska
krystaliczno$¢. Rozmiary krystalitow uzyskane w badanych uktadach mieszczg si¢
w zakresie 2-5 nm w przypadku makinawitu oraz od 11 do 45 nm dla greigitu [26].
Zhou i wspotpracownicy (2014) udowodnili wptyw warunkéw prowadzenia hodowli
(warto$¢ wyktadnika stezenia jondw wodorowych, rodzaj oraz stezenia donora elektro-
now oraz ilos¢ dostgpnego w ukltadzie jonu siarczkowego) na proces krystalizacji
siarczkow zelaza. Warunki eksperymentalne obejmowaty zakres pH od lekko
kwasnego (5,5) do zasadowego (9,5), rozne stosunki ilo§ciowe donora elektronow
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jakim byt mleczan do stezenia SO,” oraz rdzne stosunki stezeniowe Fe:SO,”.
Wielko$¢ krystalitow otrzymanego w osadach makinawitu byta najwyzsza, gdy pH
poczatkowe hodowli oscylowato w okolicy lekko kwasnego (ok. 23,2 nm dla pH 6,5)
w porownaniu do probek o wyzszych wartosciach tego wyktadnika (odpowiednio 4,4
nm dla pH = 8,6). Wyzsza warto$¢ stosunku mleczan:SO,” wplyneta pozytywnie na
rozmiar krysztatbw makinawitu, a w prébach gdzie iloraz ten byl najwyzszy
odnotowano rowniez obecno$¢ greigitu. Podobny trend wykazano dla stosunku
Fe:SO,”, im wyzsza byla jego wartos¢, tym dokumentowano wicksze rozmiary
krystalitow [27].

Picard 1 wspotpracownicy (2018) rowniez donosza o kluczowej roli MRS polega-
jacej na dostarczeniu jonu S* niezbednego dla procesu nukleacji siarczkéow zelaza.
Praca ta wskazuje takze na niebagatelng rolg komoérek bakteryjnych i wytwarzanych
pozakomoérkowo EPS jako zarodkow krystalizacji mineratéw. Autorzy zwracaja takze
uwage na fakt, ze wielko$§¢ i morfologia biogenicznych mineratow jest inna niz tych,
ktore krystalizowaly na drodze abiotycznej. W tym przypadku wyniki analizy XRD
réwniez potwierdzily obecno§¢ makinawitu, ktory po kilku miesigcach przetransfor-
mowat w greigit, w hodowlach Desulfovibrio hydrothermalis AM13 [28].

Obecnosé takich faz mineralnych, jak gips (CaSO, - 2H,0), anhydryt (CaSO,) czy
struwit (NH4)Mg[PO,4] - 6 H,0), moze by¢ efektem sktadu chemicznego zastoso-
wanego podczas namnazania zmodyfikowanego podtoza Postgate’a C.

Wyniki badan XRD wskazuja, ze stezenie jondw Fe (II) lub ich brak nie ma
wpltywu na rodzaj obecnych w osadach pohodowlanych faz mineralnych.

5. Podsumowanie

Sulfidogenne zespoly mikroorganizméw wyselekcjonowane z gleby zanieczysz-
czonej ropa naftowa i metalami ci¢zkimi charakteryzowaly si¢ wysoka aktywnoscia
metaboliczng. We wszystkich badanych hodowlach stwierdzono aktywna redukcje
siarczanow (max. 62%) oraz biodegradacj¢ zastosowanych zwiazkow organicznych:
mleczanu sodu (max. 58%) i etanolu na poziomie 48%.

Dodatkowo we wszystkich hodowlach stwierdzono spadek stezenia zelaza (II) na
maksymalnym poziomie 72%, nie stwierdzono za$ wzrostu stezenia zelaza (III).
Wynik ten moze wskazywac na fakt, ze jesli doszto do utleniania zelaza (II) do (III), to
byto ono szybko redukowane przez H,S powstajacy w procesie dysymilacyjnej
redukcji siarczanow. Jednym z innych produktow tej reakcji jest siarka elementarna,
ktorej obecnos$¢ w osadach pohodowlanych potwierdzaja wyniki badan XRD.

Aktywno$§¢ MRS w badanych hodowlach przyczynila si¢ do powstawania, poza
siarkg elementarng, innych faz mineralnych jako produktow ich metabolizmu. Bardzo
interesujacym wynikiem jest uzyskanie w osadach pohodowlanych pochodzacych
z hodowli prowadzonych na zmodyfikowanym podtozu Postgate’a C, zarowno
z dodatkiem mleczanu, jak i etanolu, weglanowych faz mineralnych, takich jak kalcyt
czy rzadki vateryt. Wymienione mineraty moga powstawa¢ w wyniku reakcji bioche-
micznych przeprowadzanych przez drobnoustroje, w tym mikroorganizmy redukujace
siarczany [29].
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Udzial sulfidogennych zespoléw mikroorganizméw w procesie powstawania
zelazowych (IT) faz mineralnych

Streszczenie

Celem badan bylo okreslenie wplywu aktywno$ci bakterii cyklu siarkowego na proces powstawania
zelazowych faz mineralnych. Przedmiot badan stanowily sulfidogenne zespoty mikroorganizmow wyizo-
lowane z gleby zanieczyszczonej ropg naftowa i metalami cigzkimi. Podczas selekcji mikroorganizmow
z grupy bakterii redukujacych siarczany (BRS) zastosowano zmodyfikowane podloze Postgate’a C
z mleczanem sodu lub etanolem, jako jedynymi zréodtami wegla. Do prowadzonych hodowli dodawano
FeCl, w ilosciach odpowiadajacych koncowemu stezeniu jonow zelaza 100-800 pg/ml.

Stwierdzono aktywna redukcje jonow siarczanowych (VI) oraz biodegradacj¢ zwiazkow organicznych,
wyrazajaca si¢ redukcja ChZT. Maksymalng redukcje siarczandw na poziomie 62% zanotowano
w hodowli z mleczanem, jako jedynym Zrodlem wegla i jonami zelaza w stezeniu 400 pg/ml. Wyzsza
redukcje ChZT odnotowano w probkach z mleczanem sodu w pordwnaniu do hodowli prowadzonych na
etanolu. We wszystkich badanych hodowlach aktywnos¢ bakterii redukujacych siarczany objawiala si¢
wydzielaniem siarkowodoru i zaczernieniem podtoza. Dodatkowo stwierdzono znaczng redukcje stezenia
jondw zelaza (II) przy jednoczesnym braku wzrostu stezenia jonéw Fe (III). Wyniki analiz rentgeno-
graficznych sproszkowanych osadéw pohodowlanych wykazalty obecno$¢ weglandéw (glownie kalcytu)
oraz siarki elementarnej. Spadek stezenia jonow Fe (II) moze wskazywac, ze zelazo zostalo zamknigte
W trudno rozpuszczalnych fazach mineralnych. Wyniki XRD nie potwierdzity obecnosci siarczkow, ktore
stanowilyby potencjalny produkt reakcji dysmilacyjnej redukcji siarczandw.

Stowa kluczowe: dysymilacyjna redukcja siarczanow, biogeniczne fazy mineralne
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The role of sulfidogenic microbial communities in the formation of iron (1)
mineral phases

Abstract

The aim of the study was to determine the effect of sulphidogenic microbial activity on the formation of
iron mineral phases. The subject of the study were sulfidogenic microorganisms isolated from soil
contaminated with crude oil and heavy metals. During the selection of microorganisms from the group of
sulphate-reducing bacteria (SRB), a modified Postgate C medium was used with sodium lactate or ethanol,
as the only carbon sources. FeCl, was added to the cultures in quantities corresponding to a final
concentration of iron ions of 100-800 pg/ml.

An active reduction of sulphate ions (V1) and biodegradation of organic compounds was found expressing
the reduction of COD. The maximum reduction of sulphates at the level of 62% was noted in the culture
with lactate and iron ions at a concentration of 400 pug/ml. Higher reduction of COD was recorded in
samples with sodium lactate compared to cultures carried out on ethanol. In all studied cultures, the activity
of sulphate-reducing bacteria was manifested by the release of hydrogen sulphide and the blackening of the
medium. In addition, a significant reduction in the concentration of iron (Il) ions was found with no
increase in Fe (lIl) ions. The results of X-ray analysis of powdered post-culture sediments showed the
presence of carbonates (mainly calcite) and elemental sulphur. The drop in the concentration of Fe (ll) ions
may indicate that the iron has been sealed in sparingly soluble mineral phases. The XRD results did not
confirm the presence of sulphides, which would be a potential product of the dissimilatory sulphate
reduction reaction.

Keywords: dissimilatory sulphate reduction, biogenic mineral phases
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Bioprospekcja antarktycznych psychrotolerancyjnych
szczepow bakterii

1. Wstep

Ziemska psychrosfera zajmuje okolo 90% obszarow wodnych i 70% terenow
ladowych, z czego prawie 20% stanowi stale zamarznigta kriosfera. Jednym ze
szczegolnych regionéw psychrosfery jest zlokalizowana na biegunie potudniowym
Antarktyka. Obszar ten charakteryzuje si¢ bardzo niskimi temperaturami, docho-
dzacymi nawet do -89°C, silnym promieniowaniem UV, deficytem substancji odzyw-
czych, obszarami o duzym zasoleniu, a co najwazniejsze obnizong presja antropo-
geniczng. Obszary Antarktyki zamieszkale sg przez odpowiednio zaadaptowane,
zimnolubne organizmy, ktére wyksztalcity szereg cech adaptacyjnych umozliwiajagcym
im przezycie w trudnych warunkach [1]. Odpowiednie adaptacje obejmuja, miedzy
innymi, modyfikacje: bton komoérkowych, biatek (w tym enzymow), czy wytwa-
rzanych metabolitow [2]. Zaréwno obecno$¢ mikroorganizméw przystosowanych do
ekstremalnych warunkow Srodowiska, jak 1 ich wysoka bioroznorodno$¢ zwigkszaja
szans¢ na odkrycie innowacyjnych rozwigzan technologicznych i produktowych.
Wiele enzymow, metabolitow oraz szczepionek bakteryjnych, dziatajacych wydajnie
w niskich temperaturach, stanowi istotny element bioprospekcji i niesie potencjalne
korzysci srodowiskowe i ekonomiczne [3].

2. Bior6znorodnos¢ Antarktyki

Antarktyda jest najwyzszym, najzimniejszym, najbardziej wietrznym i najbardziej
suchym kontynentem na Ziemi, o powierzchni wolnej od lodu nieprzekraczajacej
0,3%. Obszary te stanowia przede wszystkim gleby, jeziora podlodowcowe, zbiorniki
wodne ukryte wewnatrz skat, a takze kriopegi, kriokonity i zyly solne (ang. brine
veins) (rysunek 1) [4-6]. W tych wolnych od lodu przestrzeniach znajdujg zimnolubne
mikroorganizmy nazywane psychrotolerantami, psychrofilami lub kriofilami. Bakterie
te zdolne sg do wzrostu i reprodukcji w temperaturach osiggajacych nawet -17°C [6].
Poza odpornosciag na niskg temperaturg, organizmy te przystosowane sg najczesciej
dodatkowo do niskiej wilgotnosci $rodowiska, stresu osmotycznego, czgstych cykli
zamarzania — rozmarzania, deficytu organicznych i nieorganicznych sktadnikoéw
odzywczych oraz silnego promieniowania stonecznego [5].
Wytworzone w lodzie struktury tworzg z czasem specyficzne mikro-srodowiska zycia,
dzieki czemu obszary wiecznej zmarzliny charakteryzuja si¢ stosunkowo duza
biordéznorodnoscia. Przyktadem takich struktur sa kriopegi, ktére dzieki zawartym w
nich duzym st¢zeniom soli obnizajg punkt zamarzania wody i tym samym umozliwiajg
zycie mikroorganizmom. Ponadto, komorki bakteryjne zasiedlaja czgsto gorng warstwe
wiecznej zmarzliny (ang. permafrost table), ktora stanowi granice mi¢dzy warstwa

! mstyczynski@biol.uw.edu.pl, Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii,
Uniwersytet Warszawski, http://ddg.biol.uw.edu.pl/.
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czynng (obszarem okresowo odmarzajacym), a wlasciwa wieczng zmarzling. Przeni-
kajaca, roztopiona woda przenika z warstwy aktywnej do wiecznej zmarzliny,
dostarczajgc przy okazji m.in. substancje odzywcze. Innym przyktadem sg obecne
w wiecznej zmarzlinie kliny lodowe, dzigki ktorym mozliwa jest migracja bakterii
z warstwy aktywnej do zyt solnych (rysunek 1) obecnych w nizszych warstwach lodu.
Istotnym zrodtem bioréznorodno$ci antarktycznej sg roéwniez struktury nazywane
kriokonitami. Powstaja one wtedy, kiedy czasteczka zdolna do akumulacji energii
stonecznej znajdzie si¢ na powierzchni lodu i prowadzi do roztopienia obszaru w jej
otoczeniu. Warto podkresli¢, ze kriokonity sa istotnym dla bakterii $rodowiskiem
zycia, zawierajagcym czgsto wode wraz z substancjami uwolnionymi z lodu i czgstek
statych [4].
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Rysunek 1. Bakterie wizualizowane mikroskopowo metoda DAPI w zytach solnych
a) krysztaty lodu i zyly wypehione solanka; b) krysztat lodu i kieszen solna w zyle solnej;
¢) mikroorganizmy w kieszeni solnej wizualizowana metoda DAPI [7, 8]

Istotnym zagadnieniem jest rowniez obecnos¢ i wymiana substancji odzywczych
we wspomnianych mikro-srodowiskach zycia. Przestrzenie te zawieraja wysokie
stezenia soli, a takze niewielkie iloSci egzopolimerow i czastek stalych, ktorych przeptyw
i staly dostgp mozliwy jest dzigki obecnym tam gradientom stezen i temperatur. Dzigki
niewielkiej, ale mozliwej wymianie gazow oraz czastek statych w tych przestrzeniach
moga wystepowac zarowno bakterie tlenowe, jak i beztlenowe [9].

3. Bioprospekcja

Terminem bioprospekcji okresla si¢ poszukiwanie nowych lub lepszych biodro-
duktow oraz procesow technologicznych majacych swoje zrodto w biologii (rysunek
2). Kluczowym elementem badan zwigzanych z bioprospekcja jest znalezienie miejsca
0 specyficznej biordéznorodnosci. Organizmy izolowane z takich obszaréw sg poten-
cjalnym zrodtem nowych bioproduktow i innowacji technologicznych [10]. Proces
bioprospekcji podzieli¢ mozna na kilka podstawowych etapéw. Pierwszym z nich jest
znalezienie zrodia interesujacych mikroorganizméw, nastgpnie ich izolacja, optyma-
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lizacja warunkow fizyko-chemicznych hodowli oraz ich opisanie. Nastepnym krokiem
jest analiza bakterii i produkowanych przez nie bioproduktow. Ostatnim etapem udane;j
bioprospekcji jest wykorzystanie bakterii i ich bioproduktéw w roéznych dziedzinach
przemystu, rolnictwa, czy w medycynie [11]. Obecnie bioprospekcja bakterii zimno-
lubnych zwigzana jest z poszukiwaniem nowych, aktywnych w niskich temperaturach
enzym ow i ich zastosowaniu w szerokim zakresie proces6w biotechnologicznych,
a takze jako odczynnikéw laboratoryjnych w biologii molekularnej i badaniach me-
dycznych. Ponadto wysoce pozadane sa nowe, aktywne biologicznie metabolity jako
potencjalne biosurfaktanty, antybiotyki, leki przeciwnowotworowe, a takze suplementy
diety i dodatki do zywnosci. Jak wspomniano wyzej, poza produktami wytwarzanymi
przez bakterie, bioprospekcja obejmuje rowniez same organizmy oraz ich zastoso-
wanie w biotechnologii. Organizmy te maja ogromny potencjal w biotechnologii §rodo-
wiskowej, w tym miedzy innymi w procesach bioremediacji skazonych terenow [12].

POBOR PROBEK ZE SRODOWISKA " IZOLACIA MIKROORGANIZMOW

ANALIZY BIOCHEMICENE
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ANALIZY GENOMICENE

INTEGRACIA L INTERPRETACIA DANYCH

INNOWACIE TECHNOLOGICZNE | FRODUKTOWE

Rysunek 2. Schemat standardowego procesu bioprospekcji (opracowanie wiasne)

4. Wybrane bioprodukty

4.1. Enzymy

Enzymy, ktore odpowiadajg za katalize¢ wigkszosci reakcji biochemicznych
w zimnolubnych bakteriach, musiaty ulec licznym adaptacjom do optymalnego
funkcjonowania w niskich temperaturach. Poznanie molekularnych aspektéw adaptacji
enzymow do funkcjonowania w zimnych $rodowiskach stanowi istotny element
bioprospekcji zimnolubnych szczepéw bakterii. Warto podkresli¢, ze psychrofilne
enzymy posiadaja cechy przydatne i pozadane w wielu procesach biotechnologicznych.
Jest to migdzy innymi wysoka specyficzno$¢ substratowa zaréwno w niskich, jak
i umiarkowanych temperaturach, a takze mozliwo$¢ skutecznej deaktywacji danego
enzymu poprzez nieznaczne, (bezpiecznie dla termolabilnych proceséw biotechnolog-
gicznych lub przemystowych) podniesienie temperatury [2].

Przyktadem zastosowania enzyméw wytwarzanych przez organizmy zimnolubne to
miedzy innymi wykorzystanie proteaz, lipaz, czy glikozydaz jako dodatkéw do
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detergentow w procesach pralniczych. Pozwala to na znaczne ograniczenie zuzycia
energii poprzez obnizenie temperatury prania. Co istotne, nizsza temperatura lepiej
wptywa na trwato$¢ tkanin i koloréw. W fabrykach przemyshu tekstylnego czesto
pojawiajacym si¢ problemem podczas produkcji ubran bawetnianych jest pojawianie
si¢ wielu dodatkowych, zbednych wldkienek bawemianych, ktoére zmniejszaja
gladkos¢ i wyglad finalnego produktu. Co wigcej, efekt ten pogarsza si¢ przy kolejnych
praniach. Zastosowanie celulaz w odpowiednich, niskich temperaturach, daje mozliwosc¢
usuni¢cia wiokienek z tkanin, co zwigksza trwato$¢ i1 jakos¢ produktu. Ponadto, w tym
wypadku, niska stabilno$¢ psychrofilnych celulaz jest duza zaleta, poniewaz
standardowe, mezofilne celulazy nie zawsze ulegaja kompletnej dezaktywacji, przez co
uszkadzane jest glowne wiokno tkaniny. Celulazy produkowane przez organizmy
zimnolubne pozwalaja na zmniejszenie stezenia stosowanych enzymow oraz nie
wymagaja wysokich temperatur do dezaktywacji, co przektada si¢ na odporniejsze
ubrania. Jednym z najwickszych sektorow przemystowych wykorzystujacych enzymy
bakterii zimnolubnych jest przemyst spozywczy. W przemysle mleczarskim,
zastosowanie [-galaktozydazy dzialajacej w niskiej temperaturze umozliwia usuniecie
laktozy bez pozbawiania mleka istotnych wartosci odzywczych. Ponadto, zwracajac
uwage na fakt, ze okoto 2/3 ludnos$ci na $wiecie nie toleruje laktozy jest to szczegdlnie
istotne zastosowanie enzymoéw [2, 3, 9]. Innym przykladem jest zastosowanie zimno-
aktywnych pektynaz, ktére znacznie ulatwiajg proces ekstrakcji soku z owocow
zmniejszajac ich lepko$¢é. Ponadto pektynazy stosowane w nizszych temperaturach
poprawiaja klarowno$¢ produktu, przy jednoczesnym zachowaniu walorow
zdrowotnych owocow. Proteazy bakteryjne wykorzystywane sa natomiast w przemysle
migsnym do zmigkczania migsa lub ,,peelingu” skor w przemysle garbarskim.
W przemysle piekarskim amylazy, proteazy i ksylanazy przyspieszaja i poprawiaja
jako$¢ fermentacji, a takze dziataja na skrobie, gluten i hemicelulaze kompensujac
stosunkowo niska aktywnos¢ enzymoéw w mace. Zastosowanie psychrofilnych
enzyméw moze nies¢ korzysci nie tylko ze wzgledu na ich wysoka aktywnosc¢, co
przektada si¢ na mniejsze ilosci stosowanych enzymow, ale takze z powodu ich tatwe;j,
termicznej deaktywacji. Jak wspomniano wyzej, na przyktadzie celulaz w przemysle
tekstylnym, szybsza inaktywacja zmniejsza ryzyko zbyt dlugiej pracy enzymu. Jest to
réowniez przydatna cecha w biologii molekularnej. Warto podkresli¢, ze sa to tylko
pojedyncze przyklady zastosowan aktywnych w niskich temperaturach enzymow.
Moga by¢ one réwniez dobrg alternatywa dla enzymow mezofilnych w produkcji piwa,
wina, sera, pasz dla zwierzat i wielu innych produktow [2, 3, 9]. Istotnym zagadnieniem
jest wysoka aktywno$¢ katalityczna enzymow przy niskich zawartosciach wody, co
réwniez jest cechg adaptacyjng organizmow antarktycznych. Enzymy wykazujace tego
typu aktywnos$ci mogg by¢ wykorzystywane do komercyjnej syntezy estrow, kwasow
thuszczowych, peptydow, oligosacharydow i innych substancji z substratow o niskiej
rozpuszczalno$ci w wodzie [2].

4.2. Bialka zapobiegajace zamarzaniu

W odpowiedzi na naprzemienne zjawiska zamarzania i odmarzania wody
w warunkach antarktycznych, wiele bakterii wytwarza specjalne biatka wigzace 16d
(ang. Ice Binding Proteins), ktore charakteryzujg sie¢ zdolnoscig do specyficznego
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wigzania si¢ z jedng lub wieloma plaszczyznami krysztatow lodu. Do biatek IBP
nalezg bialka zapobiegajace zamarzaniu (AFP, ang. Antifreeze Proteins), ktore
odpowiadaja za kontrolg/zapobieganie tworzeniu krysztaldéw lodu poprzez obnizenie
punktu zamarzania bez zmiany temperatury topnienia. Réznica migdzy temperatura
zamarzania a temperaturg topnienia okreSlana jest jako luka termicznej histerezy
1 stosowana jest czesto jako wskaznik aktywnosci AFP. Luka termicznej histerezy
powstaje na skutek wigzania biatek AFP z powierzchnig lodu, co prowadzi do
wytworzenia mikro-wypuktej 1 niekorzystnej termodynamicznie powierzchni do
wigzania czasteczek wody. Bialka AFP ograniczaja réwniez zjawiska rekrystalizacji
krysztalow lodu w btonach komoérkowych, ktore sg Smiertelne dla komorek. Mecha-
nizm polega na bezposrednim zablokowaniu procesu rekrystalizacji lub redukcji
napigcia powierzchniowego dzigki biosurfaktantom [13].

Bialka zapobiegajace zamarzaniu stosowane sa w przemysle spozywczym do
lepszej konserwacji zywno$ci podczas zamrazania. Ponadto pozwalajg zachowac
gladkg konsystencje lodow i jogurtdw, poprawiajg jako$¢ mrozonego chleba, czy
wrecz umozliwiajg zamrozenie owocow i warzyw. Biatka AFP wykorzystywane sa
rowniez jako S$rodki krioochronne i kriokonserwacyjne roznych materialow
biologicznych. Co wigcej, niektore AFP zdolne sa do tworzenia mikroigiet, ktore
stosowane w kriochirurgii mogg precyzyjnie niszczy¢ komorki, np. nowotworowe.
AFP znajduja réwniez zastosowanie w zmniejszaniu negatywnych skutkow zamarzania
upraw 1 ryb uprawianych w akwakulturach, w ograniczaniu tworzenia hydratow
gazdw, czy w przemysle naftowym. Stosowane sg rowniez jako powloki ograniczajace
zamarzanie np. na samolotach, liniach energetycznych i drogach [14].

4.3. Nienasycone kwasy tluszczowe

Adaptacja bton komérkowych bakterii do niskich temperatur zwigzana jest miedzy
innymi z modyfikacjami sktadu kwasoéw thuszczowych zawartych w dwuwarstwie
lipidowe;j. Jedna z gtéwnych strategii ochrony przed zimnem jest zwigkszenie zawarto$ci
nienasyconych kwasow tluszczowych, ktore modyfikuja upakowanie i zmniejszaja
gestos¢ fosfolipidow w dwuwarstwie lipidowej. Prowadzi to do obnizenia temperatury
przejscia z fazy ptynnej do fazy zelowej btony komoérkowe;j, dzicki czemu zachowuje
ona swoja funkcjonalno$¢ nawet w bardzo niskich temperaturach [14].

Wazng grupa nienasyconych kwasow tluszczowych stanowia dhugo-tancuchowe
wielonienasycone kwasy ttuszczowe (LC-PUFA, ang. Long-Chain Polyunsaturated
Fatty Acids). Wykazano, Ze niektore bakterie zimnolubne, szczegdlnie w niskich
temperaturach, zdolne s do wytwarzania LC-PUFA, ktore zawierajag ponad dwa-
dziescia czasteczek wegla i co najmniej 4 wigzania podwojne. Sg to na przyktad: kwas
arachidonowy (ARA, 20:4 n-6), kwas eikozapentaenowy (EPA, 20:5 n-3), czy kwas
dokozaheksanowy (DHA, 22:6 n-3) [13]. LC-PUFA pehig przede wszystkim funkcje
przeciwutleniaczy i ochronne blony komoérkowej. Ponadto tworzg silnie wigzania hydro-
fobowe w dwuwarstwie lipidowej, ograniczajgc wnikanie reaktywnych form tlenu do
komorki. Dlugotancuchowe wielonienasycone kwasy thuszczowe nie sg prawdopo-
dobnie bezposrednia odpowiedziag komorki na drastyczne obnizenie temperatury,
a raczej na posrednio wynikajacy z ostrego klimatu stres oksydacyjny [13, 14].
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LC-PUFA posiadaja duze wartosci odzywcze i farmaceutyczne. Sg sktadnikami
neuronow, trombocytow, neutrofili, monocytow, a takze wystepuja w wysokich steze-
niach w mozgu i siatkowce oka. Co wazne, sg one rowniez prekursorami czgsteczek
bioracych udziat w sygnalizacji eikozanoidowej oraz neuroprzekaznikéw endokannabi-
noidowych. Ponadto reguluja prace uktadu sercowo-naczyniowego i odpornosciowego,
a takze sprzyjaja prawidlowej pracy mozgu i centralnego uktadu nerwowego.
LC-PUFA, takie jak wspomniane wyzej DHA i ARA, zalecane sg jako suplementy
diety dla prawidlowego rozwoju niemowlat. Warto podkresli¢, ze gtownym zrodlem
LC-PUFA sa oleje rybne, ale problemy zwigzane ze smakiem, alergia, a takze wptywem
na globalne zasoby ryb zmuszajg do poszukiwan alternatywnych zrodet [14].

4.4. Zewnatrzkomorkowe substancje polimerowe

Zewnatrzkomorkowe substancje polimerowe (EPS, ang. Extracellular Polymeric
Substances) sg to wielofunkcyjne kompleksy ztozone z biopolimeréw o duzej masie
czasteczkowej. Tworza bardzo zrdéznicowane struktury zlozone gtownie z weglowo-
danéw (homo- lub heteropolisacharydoéw), a takze z bialek, kwasow nukleinowych,
lipidéw, zwigzkow aromatycznych, czy substancji humusowych. EPS produkowane
zewnatrzkomorkowo pelnig funkcje macierzy zewnatrzkomoérkowej w biofilmach
bakteryjnych. Majg rowniez ogromny wplyw na wlasciwosci fizyko-chemiczne i biolo-
giczne $rodowiska zycia bakterii. Ponadto biorg udzial w przytagczaniu mikroorga-
nizméw do podloza, wychwytywaniu sktadnikow odzywczych ze §rodowiska, a takze
w ochronie przed stresem osmotycznym i oksydacyjnym. Wazna funkcjag EPS
wytwarzanych przez bakterie zimnolubne jest ochrona przed zamarzaniem. Co istotne,
bakterie przystosowane do zimna wytwarzaja czgsto wigksze ilosci EPS wraz ze
spadkiem temperatury. Uwaza si¢, ze uwodniona macierz EPS chroni bakterie przed
niskimi temperaturami, poprzez wytworzenie powloki przeciw-dyfuzyjnej wokot
komoérek, co rowniez stanowi fizyczng barierg¢ przed powstawaniem lodu. Zmniej-
szenie dyfuzji rozpuszczonych w EPS czasteczek ogranicza stres osmotyczny i SKutki
zamarzania. Co wiecej, zelowa struktura EPS i czgsta obecnos¢ biatek zapobiegajacych
zamarzaniu (AFP) dodatkowo ograniczajag mozliwos$¢ powstania krysztatow lodu. EPS
sa biodegradowalne, nietoksyczne, a takze sg potencjalnym zrédlem biopolimerow.
Macierz zewnatrzkomérkowa produkowana przez bakterie zimnolubne znalazta
zastosowanie w przemysle farmaceutycznym, spozywczym 1 kosmetycznym.
W biotechnologii $rodowiskowej EPS stosowany jest jako zrodto biosurfaktantow
wigzacych metale cigzkie i substancje organiczne. Ponadto EPS wykazuja duzy
potencjat jako bioemulsyfikatory, czy nawet $rodki bioadhezyjne. W przemysle
spozywczym EPS stosowane sg jako $rodki zageszczajace 1 emulgatory nadajace
zywnos$ci lepsza teksture i stabilno$¢. Wykazano réwniez, ze EPS moga by¢ wyko-
rzystywane w medycynie jako immunomodulujace antykoagulanty, substancje
przeciwzapalne i przeciwutleniajace. Moga by¢ rowniez wykorzystane w inzynierii
tkankowej [14, 15].
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4.5. Polihydroksyalkaniany

Polihydroksyalkaniany (PHA) produkowane sg przez bakterie w celu magazyno-
wania zapasowych zrddet wegla, azotu i energii. Ulatwiaja one przezycie komdrkom
w trudnych, antarktycznych warunkach srodowiska, gdzie deficyt substancji odzyw-
czych i stres oksydacyjny sa powszechnie spotykane. Wazng zaleta PHA jest to, ze
powstaja z odnawialnych surowcow naturalnych, takich jak np.: weglowodany, lipidy,
alkohole, metan i dwutlenek wegla. Ponadto wykazujg cechy znanych termoplastow
i elastomeréw, bedgc przy tym w pelni biodegradowalnymi i bezpiecznymi dla
srodowiska polimerami [16, 17]. Czasteczka PHA sklada si¢ z powtarzajacych si¢
kolejno jednostek (monomeréw) kwasow B-hydroksyalkanowych potaczonych wiaza-
niem estrowym miedzy grupg karboksylowa jednego monomeru i grupg hydroksylowa
kolejnego monomeru. W zaleznosci od dhugosci tancucha weglowego monomeru,
polihydroksyalkaniany produkowane przez bakterie dzielone sa na dwie grupy.
Pierwsza grupa zawiera PHA krotko-tancuchowe, posiadajace od 3 do 5 czgsteczek
wegla w monomerze. Najlepiej zbadanym przykladem jest polihydroksymaslan
(4 czasteczki wegla). Druga grupa sg $Sredniej dtugosci polimery, zawierajace od 6 do
16 czasteczek wegla w strukturze monomeru [17]. PHA znalazly zastosowanie w wielu
dziedzinach medycznych, np. w inzynierii tkankowej, jako bioimplanty, czy szwy.
Ponadto wykorzystywane sa w roznych syntezach chemicznych, jako biopaliwo lub
biomaterialy do opakowan. Co wigcej, stwierdzono ich potencjat w rolnictwie jako
srodki promujgce wzrost roslin [14].

4.6. Biosurfaktanty

Jednym z mechanizméw pozwalajgcym przetrwa¢ mikroorganizmom ekstremalne
warunki $rodowiska sg wysoce wyspecjalizowane btony komodrkowe, ktorych biosu-
faktanty sa czesto integralng czescia i uczestnicza w ochronie przed niska temperatura,
wysokim zasoleniem oraz stresem osmotyczny [18]. Biosurfaktanty sg to amfipatyczne
substancje, ktore zmniejszaja napig¢cie powierzchniowe i miedzyfazowe cieczy.
Charakterystyczna dla biosurfaktantéw budowa, oparta na hydrofilowych i hydrofo-
bowych biegunach czasteczek, pozwala na oddziatywania ciecz-olej i rozpuszczenie
czasteczek zarowno w rozpuszczalnikach organicznych (niepolarnych), jak i wodnych
(polarnych). Biosurfaktanty, jako czasteczki pochodzenia biologicz-nego, maja wiele
zalet w poréwnaniu z syntetycznymi substancjami powierzchniowo czynnymi.
Biologiczne surfaktanty sg biodegradowalne, posiadaja wyzszy indeks emulsyfikacji
(zdolno$¢ do pienienia) oraz majg nizsza toksyczno$¢. Ponadto majg wigksza tole-
rancje na zmiany fizyko-chemiczne, takie jak pH, temperatura, czy zasolenie. Sg row-
niez bardziej selektywne dla metali i zwigzkdw organicznych, co czyni je metabolitami
pozadanymi w procesach bioremediacyjnych. Co istotne, biosurfaktanty syntetyzowaé
mozna z surowcow odnawialnych [19].

4.7. Barwniki karotenoidowe

Mikroorganizmy zasiedlajace Antarktyke rozwinety odpowiednie mechanizmy, by
przetrwaé ekspozycje na silne promieniowanie stoneczne. Stres komorkowy zwigzany
z promieniowaniem UV prowadzi do wytwarzania wysoce reaktywnych form tlenu —
wolnych rodnikow, ktore niszcza migdzy innymi DNA, blony komoérkowe, czy biatka.
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W celu ochrony przed wolnymi rodnikami mikroorganizmy wyksztalcity wydajne
systemy naprawy DNA oraz wiele prewencyjnych mechanizméw zapobie-gajacych
utlenianiu. Jedne z najbardziej powszechnych przeciwutleniaczy to syntetyzowane,
rowniez przez bakterie, barwniki karotenoidowe, ktére sa jednoczesnie jedng z
najbardziej roznorodnych grup barwnikéw naturalnych rozpowszechnionych
w przyrodzie. Posiadajg one w strukturze charakterystyczne wigzania izoprenoidowe,
przez co wpltywaja na strukture bton komoérkowych i petnig réwniez funkcje krio-
protektantow [13, 20]. Warto podkresli¢, ze sa one biodegradowalne i bezpieczne dla
srodowiska. Co wigcej, jako suplementy diety dla ludzi sg skutecznymi przeciwutle-
niaczami, pelnig funkcj¢ pro-witaminy A, wplywaja na poprawny wzrost rozwoj,
zdrowy wzrok i poprawnie dziatajacy uktad odpornosciowy. Ponadto karotenoidy
stosowane sa jako barwniki spozywcze, kosmetyki do pielegnacji skory, czy filtry
przeciwstoneczne [14]. Warto podkresli¢, ze pozyskanie bakterii zimnolubnych
wytwarzajacych barwniki karotenoidowe daje szans¢ na znaczne ograniczenie kosztow
wytwarzania tych barwnikow na skale przemystowa [21].

5. Zastosowanie bakterii zimnolubnych w bioremediacji

Antarktyka, mimo znikomej presji i obecno$ci cztowieka, nie jest wolna od
zanieczyszczen pochodzenia antropogenicznego. Rosnace skazenie Antarktyki stalo si¢
powaznym problemem, szczegdlnie po przelomowym, Miedzynarodowym Roku
Geofizycznym (1957-1958), po ktorym powstalo wiele nowych stacji badawczych
[22]. Obecnos¢ metali ciezkich oraz substancji ropopochodnych w obrebie placowek
badawczych Antarktyki nie jest obojetna dla Zzyjacych tam mikroorganizmow. Ze
wzgledu na duzy deficyt biomasy organicznej, obecnos¢ ksenobiotykow stanowi dla
bakterii potencjalne zrodlo energii i wegla, a co za tym idzie — wyksztalcily one
zdolnos¢ do ich wykorzystywania [23, 24]. Bioprospekcja antarktycznych szczepow
bakterii w celu znalezienia organizméw zdolnych do bioremediacji $rodowiska
w niskiej temperaturze jest obiecujaca alternatywa dla powszechnie stosowanych
szczepow mezofilnych. Wykorzystanie mikroorganizméw zimnolubnych w celu
ograniczenia skazenia srodowiska wydaje si¢ by¢ optymistyczng alternatywa dla metod
fizykochemicznych [2]. Czgsto w procesach bioremediacyjnych stosuje si¢ dwa rdzne
podejscia: biostymulacje, bazujaca na dostarczaniu sktadnikéw odzywczych do
zanieczyszczonego $rodowiska i tym samym stymulowaniu aktywnosci metabolicznej
rodzimych mikroorganizméw oraz bioaugmentacjg¢, ktora polega na wyhodowaniu
i zaaplikowaniu egzogennych mikroorganizméw zdolnych przeprowadza¢ degradacje
zanieczyszczen, ktore nie mogg by¢ usunigte przez rdzenne populacje bakterii [25].
W regionach o klimacie umiarkowanym wystepuja duze wahania sezonowe tempe-
ratury, ktore zmniejszaja lub kompletnie ograniczaja skuteczno$¢ organizméw mezo-
filnych w bioremediacji [2]. Bioaugmentacja skazonych terenow szczepami bakterii
zimnolubnych jest potencjalnym rozwigzaniem problemu niskiej temperatury
i okresOw przemarzania gleby. Jak wspomniano wyzej, Antarktyka mimo ekstremalnego
klimatu posiada stosunkowo spora bior6znorodno$¢. Naukowcy izolowali z tych
rejonow zaréwno bakterie zyjace tlenowo i beztlenowo [26]. W bioremediacji bakterie
tlenowe stosowane s3 czesto ze wzgledu na zdolnosci do rozktadu pestycydow
i weglowodoréw alifatycznych 1 aromatycznych (w tym wielopier§cieniowych
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weglowodorow aromatycznych; WWA). Wiekszos¢ z tych bakterii wykorzystuje
zanieczyszczenia jako jedyne zrodto wegla i energii, natomiast niektdore z nich
utatwiajg  bioremediacj¢ poprzez mobilizacj¢ zanieczyszczen ~wytwarzanymi
metabolitami [27, 28]. Istotne z punktu widzenia bioremediacji sg rowniez tlenowe
bakterie metanowe, u ktorych monooksygenaza metanowa pozwala na degradacje
szerokiego spektrum zwigzkéw, w tym chlorowcopochodnych, takich jak trichlo-
roetylen, czy 1,2-dichloroetan. Z kolei bakterie beztlenowe wykazujg duzy potencjat
W bioremediacji $rodowiska z polichlorowanych bifenyli (PCB), znajdujacych si¢
w osadach rzecznych, a takze degradacji rozpuszczalnikow organicznych [28].

6. Podsumowanie

Mikroorganizmy zyjace na Antarktyce rozwingly szerokg game przystosowan do
ekstremalnych warunkéw Srodowiska. Zardwno niska temperatura, jak i silne promie-
niowanie sloneczne oraz stres osmotyczny sg istotnymi czynnikami prowadzacymi do
powstania nowych adaptacji. Bioprospekcja bakterii zyjacych w tak specyficznych
warunkach stanowi potencjalnie ogromne zrédto nowych bioproduktéw i rozwigzan
technologicznych. Co wigcej, kolejne badania z wykorzystaniem nowoczesnych
technologii pozwola na lepsze poznanie nowych cech metabolicznych ich zastosowan.
Warto podkresli¢, ze obecnie wiele bakterii zimnolubnych i wytwarzanych przez nie
bioproduktéw znalazlo zastosowanie komercyjne, jednakze obfito$¢ i1 réznorodnosé
srodowisk ekstremalnych jest ogromna i stanowi wcigz zachecajace pole do badan.
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Bioprospekcja antarktycznych psychrotolerancyjnych szczepéow bakterii

Streszczenie

Antarktyka jest jednym z ekstremalnych Srodowisk na $wiecie. Wystepuja tam temperatury osiagajace
-89°C, silne promieniowanie UV, ograniczony dostgp substancji odzywczych, a takze obszary
o bardzo duzym zasoleniu. Mikroorganizmy wystepujace w tak ekstremalnych warunkach musialy
wyksztalci¢ szereg cech adaptacyjnych, zeby przetrwaé. W niniejszej pracy przedstawiono jak duza
bior6znorodnos$¢ kryje Antarktyka i dlaczego jest obiecujacym obiektem badan. Okreslone zostaly gtowne
kroki udanej bioprospekcji nowych mikroorganizméw i ich bioproduktow. Ponadto przedstawiono
przyktady zastosowan enzymow i metabolitow produkowanych przez bakterie zimnolubne, a takze ich
potencjat w biotechnologii srodowiskowe;.

Stowa kluczowe: Antarktyka, mikroogranizmy, bioprospekcja

Bioprospection of Antarctic psychrotolerant bacterial strains

Streszczenie

Antarctica is one of the most extreme environment in the world. There are temperatures reaching -89°C,
strong UV radiation, limited access to nutrients and areas with very high salinity. Microorganisms
occurring in such extreme conditions had to develop a number of adaptive features to survive. This paper
presents the high biodiversity in Antarctica and why it is a promising object of research. The main steps for
a successful bioprospection of new microorganisms and their bioproducts have been presented. In addition,
examples of the use of enzymes and metabolites produced by cold-active bacteria were described, as well
as their potential in environmental biotechnology.

Keywords: Antarctica, microorganisms, bioprospection
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Ocena wplywu skladowania i utylizacji odpadow
mikrobiologicznych na jakos¢ powietrza oraz zdrowie
pracownikow laboratorium mikrobiologicznego

1. Wprowadzenie

Dotychczas przeprowadzone badania nad jakosciag mikrobiologiczng powietrza
w $rodowisku zawodowym oraz pozazawodowym, wskazuja, iz poziomy biolo-
gicznych zanieczyszczen powietrza moga negatywnie wptywaé na zdrowie ludzi [1-5].
Jednym z rodzajéw substancji szkodliwych obecnych w powietrzu wewnetrznym, na
ktore narazeni sa ludzie, stanowig tzw. bioaerozole, a ich liczba jest waznym
wskaznikiem zanieczyszczenia atmosfery, zaré6wno w przestrzeni otwartej, jak
1 w pomieszczeniach zamknigtych.

Termin ,,bioaerozol” definiujemy jako mieszaning zardwno zywych, jak i martwych
komorek mikroorganizméw (bakterii i grzybow), ich fragmentéw oraz zwiazkow przez
nie wytwarzanych (endotoksyn, mykotoksyn itd.). Czastki bioaerozoli mogg by¢ roznej
wielko$ci. Przy czym, $rednica komoérek bakteryjnych wynosi od 1 do 2 um, z kolei
$rednica grzybow mikroskopijnych (w zaleznosci od gatunku) od 2 do 8 um [1,6].

W normalnych warunkach srodowiskowych, czyli przy niskich stezeniach mikro-
organizméw, wiekszos$¢ czastek biologicznych nie stanowi zagrozenia zdrowotnego.
Jednak czgé¢ z nich moze wykazywac wiasciwosei chorobotworcze, alergizujace lub
toksyczne. Obecne w powietrzu bioaerozole moga wywolywaé szereg roznych chorob,
przyktadem moze by¢ zapalenie pluc, czy gruzlica wywotywane przez bakterie wnika-
jace do uktadu oddechowego. Bakterie i grzyby mikroskopijne moga by¢ przyczyna
astmy, kataru siennego, zapalenia oskrzeli, zapalenia zatok i spojowek. Niebezpieczne
dla zdrowia sa takze metabolity niektorych bakterii niepatogennych. Szczegdlne
zagrozenie w tym zakresie stanowig bakterie Gram-ujemne ze wzgledu na
endotoksyne, ktora jest sktadnikiem ich $ciany komorkowej [7-9].

Szczegodlng grupg 0sob narazonych na aerozole biologiczne w Srodowisku pracy sa
pracownicy laboratoriéw mikrobiologicznych. Praca mikrobiologa wymaga niezwykle
duzej ostroznosci, a takze przestrzegania procedur badawczych oraz przepisow BHP.
Bezposrednie zagrozenie dla zdrowia pracownikow laboratoriow mikrobiologicznych
stanowig m.in. odpady mikrobiologiczne. Odpowiednia utylizacja, a takze inaktywacja
tychze odpaddéw ma wptyw na jako$¢ powietrza wewnatrz laboratoriow.

W celu zminimalizowania wystgpienia ryzyka mikrobiologicznego w laboratorium
konieczne jest zapewnienie bezpiecznych warunkéw pracy, czyli przestrzegania
Zasady Dobrej Praktyki Laboratoryjnej (ang. Good Laboratory Practice, GLP).
W roku 1984 Narodowy Instytut Zdrowia (ang. National Institutes of Health, NIH)
i Centrum Kontroli Zakazen (Center for Disease Control and Prevention, CDC) wydaty
przewodnik pod tytutem ,,Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”.

! ewa.bragoszewska@polsl.pl, Katedra Technologii i Urzadzen Zagospodarowania Odpadow, Wydziat
Inzynierii Srodowiska i Energetyki, Politechnika Slaska, www.polsl.pl.
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Przewodnik ten do dzi§ uwazany jest za podstawowsa referencj¢ w opracowywaniu
procedur bezpieczenstwa w laboratorium mikrobiologicznym [10].

W oparciu o Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 22 kwietnia 2005 r.
»W sprawie szkodliwych czynnikow biologicznych dla zdrowia w srodowisku pracy
oraz ochrony zdrowia pracownikow zawodowo narazonych na te czynniki”,
biologiczne czynniki szkodliwe mozna podzieli¢ na 4 grupy w zaleznosci od stopnia
zagrozenia. Grupa 1: czynniki, przez ktore wywotanie choréb u ludzi jest mato praw-
dopodobne; grupa 2: czynniki, ktére moga wywotywac chorobe u narazonych pracow-
nikow, ale rozprzestrzenienie ich w populacji ludzkiej jest mato prawdopodobne
i istniejg skuteczne metody profilaktyki oraz terapii wobec nich; grupa 3: czynniki,
ktére mogg wywota¢ powazng chorobe, rozprzestrzenianie si¢ ich jest bardzo prawdo-
podobne, ale zazwyczaj istnieja W stosunku do nich skuteczne metody profilaktyki
i terapii; grupa 4: czynniki, ktére moga wywolywaé bardzo powazng chorobg,
0 wysokim stopniu $miertelnosci, szybko rozprzestrzeniajg si¢ i brak jest wobec nich
skutecznych metod profilaktyki i terapii [11].

Popularyzacja wiedzy i podnoszenie $wiadomos$ci pracownikoéw laboratoriow
mikrobiologicznych stanowi istotny problem badawczy, a prowadzenie regularnego
monitoringu poziomu st¢zen obecnych w powietrzu pomieszczen laboratoryjnych jest
niezwykle istotne w celu prognozowania skutkéw zdrowotnych.

2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo oszacowanie stezenia oraz identyfikacja aerozolu
bakteryjnego wystepujacego w dwoch typach pomieszczen laboratoryjnych, znaj-
dujacych si¢ w laboratorium mikrobiologicznym na terenie wojewodztwa §laskiego.
W ramach niniejszej pracy zostaty pordéwnane wyniki analizy ilo§ciowej i jako$ciowej
aerozolu bakteryjnego obecnego w pomieszczeniu laboratoryjnym, gdzie wykonywane
sa standardowe analizy mikrobiologiczne, oraz w pomieszczeniu, gdzie skladowane
i utylizowane sa odpady mikrobiologiczne.

3. Metodyka badan

Pomiary zostaty przeprowadzone w okresie od 12 stycznia do 24 lutego 2019 r.
w laboratorium mikrobiologicznym potozonym w centrum Gliwic (50°17'37.1"N
18°40'54.9"E).

Probki aerozolu bakteryjnego pobierane byly w pomieszczeniu laboratoryjnym,
gdzie wykonywane sg standardowe badania mikrobiologiczne (POM 1) oraz
W pomieszczeniu laboratoryjnym, gdzie sktadowane i utylizowane sa odpady
mikrobiologiczne (POM 2).

Temperatura powietrza w badanych pomieszczeniach laboratoryjnych, w okresie
pomiarowym, miescita si¢ miedzy 19 a 22°C ($rednia temp. to 20,5°C), a na zewnatrz
od 8 do 11°C (Srednia 10,2°C). Pomieszczenia laboratoryjne objg¢te pomiarami
znajduja si¢ w budynku oddanym do uzytkowania w 2014 roku. Materiatami
budowlanymi sg stal, beton oraz szkto. Laboratoria wyposazone sg w nowe meble oraz
sprzet laboratoryjny, na podtogach potozone jest linoleum.

Do poboru probek wykorzystano szeS$ciostopniowy impaktor typu Andersena
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), ktory sktada si¢ z sze$ciu nakta-
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danych na siebie segmentow/stopni (ze Srednicami odciecia: 7,0; 4,7; 3,3; 2,1; 1,1;
0,65 um). Na kazdym poziomie impaktora umieszczano szalki Petriego wypelnione
odpowiednim podtozem hodowlanym. Podtozem odpowiednim dla wzrostu bakterii
byt agar odzywczy TSA (Trypticasein Soy, LAB-AGAR™), do ktorego dodawano
cykloheksymid (Cycloheximide Actidion 95%, ACROS Organics, New Jersey, USA)
hamujacy wzrost grzybéw mikroskopijnych.

Natezenie przeptywu impaktora ustalone zostalo zgodnie z zaleceniami na wartos$¢
28,3 dm*/min i bylo sprawdzane kazdorazowo przed przystapieniem do poboru probek
przy uzyciu kalibrowanego rotametru. Przed rozpoczeciem kazdego poboru oraz
pomiedzy kolejnymi probkowaniami, wngtrze urzadzenia byto kazdorazowo
przemywane preparatem dezynfekcyjnym Velox AF (MediSept, Polska).

Pobér za pomoca impaktora Andersena trwatl 10 minut. Jest to optymalny czas
poboru, gdyz po dtuzszym okresie nastepuje utwardzanie powierzchni agaru na skutek
wysychania jego powierzchni, a to z kolei powoduje zanizenie wyznaczonego st¢zenia
aerozolu bakteryjnego [12].

Po pobraniu probek szalki Petriego umieszczano w cieplarce laboratoryjnej
(w temperaturze 36+1°C, przez 48 h). Po wyznaczonym czasie inkubacji zliczano
wyroste kolonie i wyznaczono ste¢zenie. Jako wyrdznik stgzenia bioaerozolu przyjeto
ilo§¢ wyrostych kolonii na podtozach stalych, odniesiong do jednostki objgtosci
powietrza, jtk/m? (jednostki tworzace kolonie w 1m? powietrza, ang. CFU/m?).

W kolejnym etapie badan przeprowadzono wstepng identyfikacje wyizolowanych
szczepOw bakterii w oparciu o analiz¢ morfologiczng: makroskopowg kolonii
wyrostych na podtozu agarowym oraz mikroskopowa komorek barwionych metoda
Grama z wykorzystaniem mikroskopu Axio Imager Al (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany). Nastepnie badane szczepy bakterii roznicowano na podstawie ich wlasnosci
metabolicznych, przy pomocy testow biochemicznych API. Postugiwano si¢ takze
komputerowym systemem analizy APIweb, ktory umozliwil szybka interpretacje
testow API (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Francja)

4. Wyniki badan

4.1. Analiza iloSciowa

Uzyskane stezenia bakterii w badanym laboratorium mikrobiologicznym zesta-
wiono w tabeli nr 1. W pomieszczeniu laboratoryjnym, gdzie wykonywane sg
standardowe analizy mikrobiologiczne (POM 1), stezenie bakterii bylo na poziomie
680 jtk/m?, natomiast w pomieszczeniu, w ktorym sktaduje si¢ odpady mikrobio-
logiczne (POM 2), stezenie bakterii bylo prawie dwukrotnie wyzsze i wynosito
1105 jtk/m®. Udzial frakcji respirabilnej (czastki biologiczne czgstek 0 $rednicy
< 4,7 um) aerozolu bakteryjnego w POM 1 stanowit okoto 30%, natomiast w POM 2,
udziat frakcji respirabilnej stanowit ponad 45% catkowitego stezenia aerozolu
bakteryjnego.
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Tabela 1. Zakresy stezen aerozolu bakteryjnego wystepujacego w wybranych pomieszczeniach laboratorium
mikrobiologicznego na terenie wojewddztwa $laskiego

Stezenie mikroorganizméw jtk/m°

Migjsce poboru probek Catkowite Frakcji respirabilnej

Pomieszczenie laboratoryjne,
w ktorym wykonuje si¢ standardowe 680 220
badania mikrobiologiczne

Pomieszczenie laboratoryjne,
w ktorym sktadowane 1105
iutylizowane sg odpady
mikrobiologiczne

510

Zrédto: Opracowanie whasne

4.2. Analiza jakos$ciowa

Identyfikacja bakterii wyizolowanych z powietrza pomieszczen laboratoryjnych
pozwala na dokonanie oceny potencjalnych zagrozen zdrowotnych zwigzanych z jego
oddzialywaniem na osoby przebywajace w tym $rodowisku. Jak wiadomo, inhalacja
bioaerozoli moze powodowaé wystapienie szeregu niepozadanych symptomow ze
strony ukfadu oddechowego. Jest to zalezne zar6wno od natury, jak i rodzaju
bioaerozolu, glebokosci penetracji w ukladzie oddechowym, okoliczno$ci, w ktorych
nastapita ekspozycja oraz zdolnosci samego organizmu do immunologicznej reakcji na
dany antygen $rodowiskowy.

Uzyskane wyniki analizy jakoSciowej aerozolu bakteryjnego wyizolowanego
z powietrza badanego laboratorium mikrobiologicznego zestawiono w tabeli nr 2.
Zaobserwowano, ze w pomieszczeniu laboratoryjnym, w ktorym sktadowane
i utylizowane sg odpady mikrobiologiczne charakteryzowato si¢ wigksza roznorod-
noscig wyizolowanych bakterii (10 gatunkéw), w poréwnaniu do pomieszczenia, gdzie
wykonywane s3 standardowe praktyki laboratoryjne (7 gatunkow). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze w badanym S$rodowisku wewngtrznym dominowaly Gram-dodatnie
ziarniaki co jest zgodne z innymi badaniami [9, 13-17].

Tabela 2. Jako$ciowa charakterystyka aerozolu bakteryjnego wystgpujacego w wybranych pomieszczeniach
laboratorium mikrobiologicznego

Zidentyfikowane rodzajelgatunki W sosumis do calese flory bakeryine
wyizolowanych bakterii POM 1 POM 2
Ziarniaki Gram-dodatnie: 49 54
Micrococcus sp. 25 21
Micrococcus lylae n.i. 14

Kocuria rosea 12 8
Staphylococcus lentus 12 11

Pateczki Gram-dodatnie tworzace endospory: 26 22

Bacillus subtilis 11 9

Bacillus cereus 15 11
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Bacillus mycoides n.i. 2
Pateczki Gram-dodatnie niezarodnikujace: 23 19
Corynebacterium auris 23 10
Corynebacterium striatum n.. 9
Pateczki Gram-ujemne: 2 5
Pseudomonas sp. 2 5

Zrodlo: Opracowanie wihasne, gdzie POM 1 — pomieszczenie laboratoryjne, w ktorym wykonuje sig
standardowe badania mikrobiologiczne; POM 2 — pomieszczenie laboratoryjne, w ktorym skfadowane
i utylizowane sg odpady mikrobiologiczne; n.i. nie zidentyfikowano

Mikroorganizmy wyizolowane z powietrza badanych pomieszczen laboratoryjnych
(z wyjatkiem Pseudomonas sp.), nie zostaly wymienione w wykazie szkodliwych
czynnikéw biologicznych [11]. Zatem wyizolowane bakterie naleza do grupy 1, czyli
grupy mikroorganizmoéw stanowigcych niewielkie zagrozenie dla zdrowia osob stale
przebywajacych w tego typu pomieszczeniach. Z kolei oznaczona w badanym
laboratorium bakteria nalezaca do grupy bakterii pateczek Gram-ujemnych (Pseudo-
monas sp.), w wykazie szkodliwych czynnikow biologicznych zaklasyfikowana zostata
do grupy 2 (czynniki, ktére moga wywolywac chorobe u narazonych pracownikéw, ale
rozprzestrzenienie ich w populacji ludzkiej jest mato prawdopodobne i istnieja
w stosunku do nich skuteczne metody profilaktyki oraz terapii) [11].

5. Podsumowanie i wnioski

Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw stezen bioaerozolu bakteryjnego

w laboratorium mikrobiologicznym stwierdzono, ze:

e W pomieszczeniu laboratoryjnym, gdzie wykonywane sa standardowe analizy
mikrobiologiczne (POM 1), stezenie bakterii bylo na poziomie 680 jtk/m?,
natomiast w pomieszczeniu sktadujacym odpady mikrobiologiczne (POM 1II)
stezenie bakterii byto prawie dwukrotnie wyzsze i wynosito 1105 jtk/m?.

e Udziat frakcji respirabilnej aerozolu bakteryjnegdo w pomieszczeniu, gdzie
wykonuje si¢ analizy laboratoryjne stanowil okoto 30%, natomiast w pomiesz-
czeniu skladujacym 1 utylizujacym odpady mikrobiologiczne udziat frakeji
respirabilnej stanowil ponad 45% calkowitego st¢zenia aerozolu bakteryjnego.

e Przeprowadzona identyfikacja aerozolu bakteryjnego wykazata, ze wigksza
roéznorodno$¢ gatunkowa wsrod wyizolowanych bakterii wystepowata w pomiesz-
czeniu laboratoryjnym sktadujacym i utylizujacym odpady mikrobiologiczne.

e Narazenie na bioaerozol wystepujacy w badanych pomieszczeniach laboratoryjnych
nie stanowi bezpo$redniego zagrozenia dla zdrowia uzytkownikow. Jednakze
dlugotrwala inhalacja mikroorganizméw moze wywotywaé negatywne skutki
zdrowotne, szczegolnie w grupie osob z przewleklymi chorobami uktadu
oddechowego.

e Sposobem poprawy jakoSci mikrobiologicznej powietrza w  badanych
pomieszczeniach laboratoryjnych jest zapewnienie odpowiedniej wentylacji,
intensywne wietrzenie pomieszczen, a takze przestrzeganie procedur badawczych
oraz przepisow BHP przez personel laboratoryjny.
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Ewa Brggoszewska

Ocena wplywu skladowania i utylizacji odpadéw mikrobiologicznych na jako§¢
powietrza oraz zdrowie pracownikéw laboratorium mikrobiologicznego

Streszczenie

Osoby zatrudnione w laboratoriach mikrobiologicznych stanowig grupe pracownikow, ktéra w sposob
Szczegoblny narazona jest na dzialanie szerokiego spektrum szkodliwych czynnikoéw biologicznych. Praca
mikrobiologa wymaga niezwykle duzej ostroznosci, a takze przestrzegania procedur badawczych oraz
przepisow BHP. Bezposrednie zagrozenie dla zdrowia pracownikéw laboratoriow mikrobiologicznych
stanowig m.in. odpady mikrobiologiczne. Odpowiednia utylizacja, a takze inaktywacja tychze odpadow ma
wplyw na jako$¢ powietrza wewnatrz laboratoriow. Stad tez niezwykle istotne jest prowadzenie
monitoringu jakosci mikrobiologicznej powietrza w pomieszczeniach laboratoryjnych. W niniejszej pracy
przedstawiono wyniki pomiardw stezen zanieczyszczen mikrobiologicznych powietrza w laboratorium
sktadujacym i utylizujagcym odpady mikrobiologiczne, znajdujacym si¢ na terenie wojewddztwa $laskiego.
Probki bioaerozoli pobierano przy uzyciu 6-stopniowego impaktora Andersena, ze $rednicami odciecia 7.0,
4.7,3.3,2.1, 1.1 1 0.65 pm (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Wykazano, iz narazenie na
czynniki biologiczne nie stwarza bezposredniego zagrozenia dla zdrowia pracownikéw badanego
laboratorium, jednak dlugotrwala inhalacja aerozoli biologicznych w tym pomieszczeniu moze spowo-
dowac niekorzystne skutki zdrowotne, zwlaszcza u osob wrazliwych na tego typu zanieczyszczenia
powietrza. W celu zapewnienia nalezytej jakoSci powietrza w analizowanym laboratorium niezbedna jest
jego odpowiednia wentylacja oraz intensywne wietrzenie pomieszczenia.

Stowa kluczowe: bioaerozol, aerozol bakteryjny, odpady mikrobiologiczne, jako$¢ powietrza
wewnetrznego

Assessment of the impact of storage and disposal of microbiological waste on air
quality and health of the microbiological laboratory staff

Abstract

Persons employed in microbiological laboratories constitute a group of employees who are particularly
exposed to the wide spectrum of harmful biological agents. The work of a microbiologist requires extreme
caution, as well as compliance with research procedures and health and safety regulations. The direct threat
to the health of employees of microbiological laboratories are, among others, microbiological waste.
Proper disposal as well as inactivation of these wastes has an impact on the quality of air inside
laboratories. Therefore, it is extremely important to monitor the microbiological quality of air in laboratory
rooms. This paper presents the results of measurements of concentrations of microbiological air pollutants
in a laboratory storing and utilizing microbiological waste, located in the Silesian Voivodship. Bioaerosol
samples were collected using a 6-stage Andersen impactor, with cut-off diameters of 7.0, 4.7, 3.3, 2.1, 1.1
and 0.65 pm (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). It has been shown that exposure to
biological agents does not pose a direct threat to the health of workers in the laboratory under test,
however, long-term inhalation of biological aerosols in this room may cause adverse health effects,
especially in people sensitive to this type of air pollution. In order to ensure proper air quality in the
analyzed laboratory, it is necessary to have adequate ventilation and intensive ventilation of the room.
Keywords: bioaerosol, bacterial aerosol, microbiological waste, indoor air quality (IAQ)
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