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1
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Charakterystyka oporności Klebsiella pneumoniae  

New Delhi na karbapenemy 

1. Wprowadzenie 

 Bakterie z gatunku Klebsiella pneumoniae to Gram-ujemne, nieurzęsione, 

nieruchliwe oraz względnie beztlenowe pałeczki, należące do rodziny Enterobacte-

riaceae. Ich naturalnym środowiskiem występowania są wody powierzchniowe, gleba, 

a także nosogardziel i przewód pokarmowy ssaków. Ze względu na przyczynianie się 

do powstawania między innymi zapalenia płuc, zakażenia układu moczowego, ropnia 

wątroby, a także bakteremii prowadzącej często do sepsy są one uznawane za 

niezwykle niebezpieczne patogeny oportunistyczne. K. pneumoniae odpowiedzialna 

jest za wywołanie wielu infekcji szpitalnych, szczególnie u osób z obniżoną 

odpornością [1, 2].  

Nadużywanie przez dziesiątki lat antybiotyków wywarło wielką presję selekcyjną 

na te bakterie, co przyczyniło się do zwiększania się liczby coraz to nowych szczepów 

wielolekoopornych. Zjadliwość K. pneumoniae, wynikająca z obecności wielu 

czynników wirulencji oraz zdolności do tworzenia biofilmu dodatkowo sprzyja jej 

rozprzestrzenianiu się. 

Bakterie K. pneumoniae New Delhi, posiadające gen oporności na karbapenemy 

(blaNDM) zostały po raz pierwszy wyizolowane w 2008 roku w Szwecji od pacjenta 

wcześniej hospitalizowanego w Indiach [3]. Mikroorganizmy te szybko rozprzestrze-

niają się po całym świecie, a od 2011 roku występują również w Polsce. Stanowią one 

wysokie ryzyko epidemiologiczne dlatego badania mające na celu ułatwienie 

różnicowania genetycznego tych szczepów oraz ich charakterystykę są niezwykle 

istotne [4]. 

Celem pracy było przedstawienie informacji na temat oporności szczepów  

K. pneumoniae New Delhi na karbapenemy oraz problemu ich rozprzestrzeniania się. 

2. Oporność Klebsiella pneumoniae na karbapenemy 

Oporność szczepów K. pneumoniae New Delhi na karbapenemy wynika 

z obecności genu blaNDM, kodującego enzym metalo-β-laktamazę New Delhi, 

określaną w skrócie jako NDM (ang. New Delhi metallo-β-lactamase). Należy on do 

grupy metalo-β-laktamaz (MBL) zdolnych do hydrolizy prawie wszystkich 

antybiotyków β-laktamowych. Głównymi nosicielami genu blaNDM są bakterie 

z gatunku K. pneumoniae oraz Escherichia coli, przy czym najbardziej rozpow-

szechnione są pewne typy sekwencji (ST, ang. sequence type). Są to odpowiednio 

ST11, ST14, ST15 lub ST147 dla K. pneumoniae oraz ST167, ST410 lub ST617 

w przypadku E. coli. 
                                                                
1 magda.fordon@gmail.com, Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydział Chemiczny, 

Politechnika Gdańska. 
2 beata.krawczyk@pg.edu.pl, Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydział Chemiczny, 

Politechnika Gdańska. 



 

 

Magdalena Fordon, Beata Krawczyk
 

 

8 

Szczepy NDM-pozytywne zostały zidentyfikowane na całym świecie, z największą 

częstością występowania na subkontynencie indyjskim, na Bliskim Wschodzie i na 

Bałkanach. Większość plazmidów niosących gen blaNDM posiada konkretne typy 

replikonów, takie jak IncX3, IncFII lub IncC [4]. 

3. Metalo-β-laktamaza New Delhi 

Enzymy zwane β-laktamazami podzielone są na klasy A, B, C oraz D ze względu 

na różnice w ich sekwencji aminokwasowej [5, 6]. Enzymy z klasy A, C i D posiadają 

w miejscu aktywnym resztę seryny, natomiast enzymy klasy B zawierają w nim jeden 

lub dwa jony cynku, skąd pochodzi ich nazwa – metalo-β-laktamazy (MBL). 

MBL są podzielone na trzy podklasy (B1, B2 i B3). Enzymy podklasy B1 i B3 

posiadają dwa jony cynku w miejscu aktywnym i wykazują szeroki zakres substratów, 

do których należą penicyliny, cefalosporyny oraz karbapenemy. Enzymy podklasy B2 

mają z kolei tylko jeden aktywny jon cynku, podczas gdy wiązanie drugiego jonu 

cynku hamuje ich aktywność katalityczną. Wykazują one wąski zakres substratów, 

obejmujący karbapenemy, ale nie penicyliny i cefalosporyny [7, 8]. 

Istnieje kilka MBL należących do podklasy B2, w tym CphA z Aeromonas 

hydrophila, Sfh-1 z Serratia fonticola oraz ImiS z Aeromonas veronii. Zidentfikowano 

również kilka MBL należących do podklasy B3, takich jak L1 z Stenotrophomonas 

maltophilia, AIM-1 z Pseudomonas aeruginosa i GOB-1 z Elizabethkingia 

meningoseptica. Jednak większość zidentyfikowanych do tej pory MBL należy do 

podklasy B1 [9]. Trzy najczęściej występujące w izolatach klinicznych MBL, tj. IMP 

(imipenemaza), VIM oraz NDM należą do podklasy B1. Geny kodujące IMP, VIM 

i NDM są w dużej mierze zlokalizowane na plazmidach, przez co mogą być 

przenoszone między szczepami bakteryjnymi na drodze transferu wertykalnego 

i horyzontalnego. Ma to szczególne znaczenie w rozprzestrzenianiu się tego typu 

oporności, zwłaszcza w środowisku szpitalnym. Sekwencja aminokwasowa enzymów 

NDM znacznie różni się od pozostałych MBL podklasy B1 – ich zgodność wynosi 

zaledwie około 34%. Z tego powodu wprowadzono dalszy podział podklasy B1 na 

dwie pod-podklasy (B1a i B1b), w wyniku czego NDM zaklasyfikowano do pod-

podklasy B1b, a pozostałe – do B1a. 

Jony cynku odgrywają kluczową rolę w działaniu wszystkich NDM. Interakcja 

między enzymem a substratem jest możliwa dzięki związanym w miejscu aktywnym 

jonom cynku. Jony te aktywują również cząsteczkę wody, z której na skutek oderwania 

protonu powstaje aktywny jon wodorotlenkowy. Jon ten poprzez atak nukleofilowy na 

atom węgla grupy karbonylowej prowadzi do hydrolizy pierścienia β-laktamu [10, 11].  

Warto zwrócić uwagę na lokalizację NDM w komórce, która różni się od 

lokalizacji wszystkich innych MBL. NDM jest lipoproteiną, która zakotwiczona jest 

w zewnętrznej błonie bakterii Gram-ujemnych, co umożliwia sekwencja amino-

kwasowa (LSGC) ulegająca lipidacji, znajdująca się w sekwencji sygnałowej NDM 

[12, 13]. Wszystkie inne MBL są rozpuszczalnymi białkami periplazmatycznymi. 

Zakotwiczenie w błonie znacznie zwiększa stabilność NDM, nawet w warunkach 

niedoboru cynku, który powstaje w wyniku uwalniania białka chelatującego 

(kalprotektyny) przez gospodarza w miejscu zakażenia. Wynikające z tego niedobory 

cynku mogą zakłócać działanie MBL, takich jak NDM. Zakotwiczenie ich w błonie 
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ułatwia także wydzielanie tego enzymu w pęcherzykach błony zewnętrznej (OMV). 

Pęcherzyki zawierające NDM mogą chronić sąsiednie populacje bakterii przed 

działaniem związków β-laktamowych, a mogą przenosić zarówno NDM, jak i blaNDM 

[13-15]. Jest to przyczyną szybkiego rozprzestrzeniania się zarówno bakterii Klebsiella 

pneumoniae New Delhi, jak i plazmidów niosących gen blaNDM wśród coraz większej 

liczby mikroorganizmów. 

3.1. Warianty NDM 

Enzymy NDM składają się z 270 aminokwasów i zawierają dwa jony cynku 

w miejscu aktywnym, w którym zachodzi hydroliza antybiotyków β-laktamowych. 

Drugorzędową strukturę tych enzymów tworzy 9 α-helis, 17 β-kartek oraz 3 β-zakręty. 

Obecnie znane są 24 warianty enzymu NDM, które powstały w wyniku różnych 

substytucji w obrębie sekwencji aminokwasowej. Podstawienie M154L jest najpow-

szechniejsze i jest obserwowane w aż 10 z 24 różnych wariantów NDM. Warianty 

NDM zwykle zawierają od 1 do 5 podstawień aminokwasów w porównaniu z NDM-1. 

NDM-18 jest wyjątkiem, ponieważ od sekwencji NDM-1 różni się jedynie obecnością 

tandemowego powtórzenia 5 aminokwasów (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 obrębie. Jednakże 

niektóre warianty różnią się między sobą aktywnością wobec β-laktamów. Przykła-

dowo, warianty zawierające substytucję V88L (NDM-5, -17, -20 i -21) wykazują 

zwiększoną aktywność karbapenemazy [16-19]. Wartość MIC (ang. minimal inhibitory 

concentration) ertapenemu wobec szczepów produkujących NDM-5 lub NDM-20 

okazała się być 4- lub 8-krotnie wyższa niż w przypadku szczepów produkujących 

NDM-1 [16, 18]. Wykazano również, że NDM-17 i NDM-21 mają taką samą 

aktywność karbapenemazy jak NDM -5 [17, 19]. Sugeruje to, że substytucje mogą 

mieć znaczący wpływ na aktywność enzymu, mimo że nie znajdują się w obrębie 

miejsca aktywnego, jednak dokładny mechanizm działania zwiększonej aktywności 

karbapenemazy nie jest znany. Warianty zawierające mutację V88L mają również inne 

podstawienia, ale nie wykazano żadnej różnicy w wartościach MIC karbapenemów 

między szczepami wytwarzającymi NDM-5 lub NDM-17 (warianty zawierające 

V88L) a szczepem produkującym NDM-1 [20]. Stwierdzono również, że substytucje 

M154L (NDM-4) oraz D130G (NDM-14) także powodują zwiększoną aktywność 

enzymatyczną. Co ciekawe NDM-8, który zawiera zarówno M154L, jak i D130G, nie 

wykazuje zwiększonej aktywności karbapenemazy. Warto zauważyć, że pożywki 

zazwyczaj używane w eksperymentach, takie jak bulion Mueller-Hinton (MH) i LB, są 

bogate w cynk. Jednakże, w warunkach niedoboru cynku, podstawienia M154L 

(NDM-4), A233V (NDM-6) oraz E152K (NDM-9) w enzymach NDM zwiększają 

oporność na cefotaksym poprzez poprawę ich powinowactwa do cynku (M154L) lub 

ogólną poprawę stabilności tych enzymów (A233V i E152K). Podstawienia D95N 

(NDM-3) i D130G (NDM-14) zwiększają również oporność na cefotaksym 

w warunkach głodu cynkowego, jednak mechanizmy nie są znane [21, 22]. Substytucje 

R264H (NDM-16), M154V (NDM-11) i P28A (NDM-2) nie mają znaczącego wpływu 

na działanie NDM w warunkach limitujących dostępność jonów cynku. Stwierdzono 

zatem, że stres spowodowany niedoborem cynku jest głównym czynnikiem 
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napędzającym ewolucję enzymów NDM [22]. Niestety, wartość MIC karbapenemów 

przeciwko szczepom wytwarzającym różne warianty NDM nie została określona 

w warunkach ograniczonego stężenia cynku. Aktywność karbapenemazy nowych 

wariantów NDM musi być scharakteryzowana za pomocą znormalizowanego testu 

w warunkach zarówno bogatych w cynk, jak i ograniczających cynk, aby w pełni 

wyjaśnić fenotypowe znaczenie pojawiania się i ewolucji nowych substytucji.  

3.2. Plazmidy niosące gen blaNDM 

Chociaż obecność genu blaNDM została stwierdzona na chromosomach bakte-

ryjnych, zdecydowanie częściej występują one na plazmidach, które odgrywają istotną 

rolę w ich rozpowszechnianiu. Doniesiono, że blaNDM jest przenoszony na plazmidach 

z różnymi typami replikonów. Łącznie wykryto aż 355 plazmidów niosących gen 

blaNDM, których sekwencje są całkowicie poznane. Wśród rodziny Enterobacteriaceae 

występuje 20 typów replikonów plazmidów niosących blaNDM, w tym IncC, 

IncB/O/K/Z, IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncFIII, IncHI1, IncHI2, IncHI3, IncN, IncN2, 

IncL/M, IncP, IncR, IncT, IncX1, IncX3, IncX4, IncY oraz ColE10 [23]. Wskazuje to 

na wielokrotne przejęcie genu blaNDM przez różne plazmidy, co oznacza, że 

w transferze horyzontalnym blaNDM pośredniczy wiele plazmidów.  

IncX3 wydaje się być najczęstszym rodzajem plazmidu przenoszącego blaNDM. 

Plazmidy te charakteryzują się wąskim zakresem gospodarzy i jak dotąd były 

wykrywane wyłącznie w rodzinie Enterobacteriaceae.  

4.  Epidemiologia szczepów Klebsiella pneumoniae New Delhi 

Po początkowym odkryciu NDM-1 w szczepie wyizolowanym od pacjenta 

w Szwecji wcześniej hospitalizowanego w New Delhi w 2008 roku [3], kolejne 

badania ujawniły powszechne występowanie blaNDM-1 na półwyspie indyjskim, w tym 

w Indiach, Pakistanie i Bangladeszu [23]. Od tego czasu wykazano, że szczepy NDM-

pozytywne są obecne na całym świecie, co potwierdzają wyniki badań epidemio-

logicznych prowadzonych przez większość krajów.  

 Światowy program nadzoru SMART zebrał aż 103 960 izolatów z rodziny 

Enterobacteriaceae w 55 krajach w latach 2008-2014 i wykazał, że 290 szczepów 

(0,28% wszystkich szczepów) było dodatnich pod względem obecności NDM, co 

sugeruje stosunkowo niską częstość występowania. W programie SMART częstość 

występowania szczepów pozytywnych pod względem NDM znacznie się różniła 

w poszczególnych krajach: do 5,01% w Zjednoczonych Emiratach Arabskich, 6,15% 

w Egipcie, 6,22% w Indiach i 6,26% w Serbii [24]. Potwierdza to obserwację, że 

szczepy NDM-pozytywne występują częściej w Azji Południowej, na Bałkanach, 

w Afryce Północnej i na Bliskim Wschodzie. Wysoki wskaźnik występowania 

szczepów NDM-pozytywnych na Bliskim Wschodzie najprawdopodobniej wynika 

z częstych migracji ludności na subkontynent indyjski. INFORM jest kolejnym 

międzynarodowym badaniem, w którym zebrano 38 266 izolatów z rodziny Entero-

bacteriaceae oraz 8010 szczepów P. aeruginosa z 40 krajów w latach 2012-2014. 

Proporcje szczepów dodatnich pod względem NDM wynosiły 0,19% (72/38 266) 

u rodziny Enterobacteriaceae oraz 0,04% (3/8,010) u szczepów P. aeruginosa, co 

potwierdza niską częstość występowania szczepów NDM-pozytywnch, ujawnioną 
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w projekcie SMART. Niestety, częstość występowania szczepów NDM-dodatnich 

w poszczególnych krajach nie została podana w tym badaniu [25]. Poza globalnymi 

programami nadzoru SMART i INFORM, istnieje bardzo niewiele odpowiednio 

zaprojektowanych badań na dużą skalę, które miałyby na celu określenie prawdziwego 

rozpowszechnienia genu blaNDM u danego gatunku lub rodzaju bakterii. W wyniku 

badań przeprowadzonych w Pakistanie stwierdzono, że 18,5% hospitalizowanych 

pacjentów w dwóch szpitalach wojskowych jest nosicielami NDM-dodatnich 

szczepów z rodziny Enterobacteriaceae [26]. W Chinach przeprowadzono badanie 

1162 klinicznych izolatów Enterobacteriaceae i Acinetobacter spp. różnego 

pochodzenia, które doniosły, że 3,9% z nich było NDM-pozytywne. Odsetek szczepów 

NDM-dodatnich wśród rodziny Enterobacteriaceae nie został obliczony, ponieważ 

dokładna liczba izolatów Enterobacteriaceae poddawana analizie nie została podana 

[27]. Aby dokładnie kontrolować zmiany w częstości występowania szczepów 

pozytywnych pod względem NDM niezbędne są dalsze badania na dużą skalę, 

w szczególności na szczepach wyizolowanych po 2014 r.  

Według globalnego programu nadzoru SMART blaNDM jest trzecim najczęściej 

występującym genem kodującym karbapenemazy i stanowi 19,42% dodatnich 

wyników obecności karbapenemazy. Częściej występującymi genami są blaKPC 

(53,18%) oraz warianty genu blaOXA-48 (20,09%) [24]. W Chinach, które nie zostały 

włączone do programu SMART, 31% z przebadanych 1105 szczepów Enterobacte-

riaceae opornych na karbapenemy było dodatnich pod względem NDM [28]. Badanie 

EuSCAPE w Europie ujawniło, że 7,7% opornych na karbapenemy Klebsiella 

pneumoniae oraz 10,3% szczepów E. coli opornych na karbapenemy było dodatnich 

pod względem NDM [29].  

Oprócz próbek klinicznych geny blaNDM wykryto również w ściekach szpitalnych 

w kilku krajach, w tym w Chinach [30, 31], Indiach [32] i Libanie [33]. Niektóre 

szczepy NDM-dodatnie odzyskane ze ścieków szpitalnych należą do rodziny 

Enterobacteriaceae [32, 33], co może odzwierciedlać jelitowe przenoszenie szczepów 

NDM-dodatnich wśród populacji w warunkach szpitalnych. Jednakże, szczepy różnych 

gatunków Acinetobacter dodatnich pod względem obecności NDM zostały również 

wyizolowane ze ścieków szpitalnych [30, 31]. Na podstawie tego można stwierdzić, że 

ścieki mogą być rezerwuarem szczepów będących nosicielami genu blaNDM. 

Powiązania między ściekami szpitalnymi a rozprzestrzenianiem się blaNDM nie zostały 

jeszcze potwierdzone i wymagają dalszych badań. Niemniej jednak ścieki szpitalne 

powinny być odpowiednio oczyszczane zgodnie z istniejącymi wytycznymi 

i przepisami [34]. 

5. Rozprzestrzenianie się szczepów NDM-pozytywnych a turystyka 

Gwałtowne rozprzestrzenianie się szczepów NDM-pozytywnych od jego począt-

kowego pojawienia się w Indiach na wszystkie kontynenty jest w znacznym stopniu 

związane z globalnym rozwojem turystyki. Pierwsze odkrycia genu blaNDM-1 

w Indiach, Pakistanie i Wielkiej Brytanii wykazały, że prawie wszystkie przypadki ich 

izolacji w Wielkiej Brytanii były związane z wcześniejszymi podróżami pacjentów na 

subkontynent indyjski [23]. Po pierwszym raporcie częstość występowania przypadków 

NDM gwałtownie wzrosła, przy czym kraje w regionie śródziemnomorskim w Europie 
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odnotowały największy wzrost [35]. Szczegółowe badanie pierwszych zgłoszonych 

przypadków NDM w Europie wykazało, że 57% wszystkich przypadków było 

związanych z wcześniejszą hospitalizacją na subkontynencie indyjskim lub na 

Bałkanach [36]. Pierwsze doniesienie o epidemii w Europie miało miejsce we 

Włoszech w 2011 roku. Gen blaNDM-1 wykryto zarówno w szczepach klinicznych 

Klebsiella pneumoniae, jak i Escherichia coli wyizolowanych od pacjentów w szpitalu 

w Bolonii, przy czym pierwszy szczep pochodził od pacjenta wcześniej hospita-

lizowanego w New Delhi w Indiach [37]. Ten nagły wybuch epidemii sprawił, że 

Włochy do roku 2017 osiągnęły jeden z najwyższych wskaźników występowania 

szczepów NDM-pozytywnych w Europie [29]. Do 2014 r. Grecja zgłaszała 

utrzymujące się przypadki zakażeń szpitalnych wywołanych przez szczepy 

K. pneumoniae typu 11 (ST11) niosące gen blaNDM-1 [38], uważane za nabyte po raz 

pierwszy przez podróże do regionu wschodnich Bałkanów. Międzynarodowe podróże 

były również przyczyną przemieszczania się szczepów NDM-pozytywnych do 

Ameryki Północnej, co doprowadziło do pojawienia się przenoszącego blaNDM-1 

P. aeruginosa ST654 [39], jak również przypadków przenoszenia tego genu przez  

E. coli i K. pneumoniae [40]. Bezpośrednie podróże z Indii, a następnie Iranu, były 

również związane z pierwszymi przypadkami izolacji szczepów NDM-pozytywnych 

w Stanach Zjednoczonych [41-43].  

Międzynarodowe podróże są ważnym czynnikiem predysponującym do kolonizacji 

przewodu pokarmowego przez szczepy NDM-pozytywne, zwłaszcza w przypadku 

hospitalizacji w tamtejszych placówkach ochrony zdrowia. Przeprowadzono szereg 

wysokiej jakości badań, które pokazują, że podróż do regionów endemicznych, takich 

jak Indie i Azja Południowo-Wschodnia, prowadzi do znacznego poziomu kolonizacji 

jelit przez bakterie niosące geny β-laktamazy o rozszerzonym spektrum (ESBL) [44-

46]. Jednak do tej pory przeprowadzono tylko jedno badanie oceniające ryzyko 

bezobjawowej kolonizacji przez bakterie przenoszące blaNDM-1 podczas podróży [47].  

6. Podsumowanie 

Bakterie Klebsiella pneumoniae New Delhi stanowią ważną grupę patogenów 

odpowiedzialnych za zakażenia szpitalne. Ze względu na bogaty profil czynników 

wirulencji występujący powszechnie u bakterii z gatunku Klebsiella peumoniae, 

a także ich zdolność do formowania biofilmu są one szczególnie niebezpieczne u osób 

z obniżoną odpornością. Gen kodujący metalo-β-laktamazę – enzym warunkujący 

oporność na karbapenemy (blaNDM) oraz zjawisko horyzontalnego tranferu genów 

czyni te szczepy wyjątkowo niebezpiecznymi w aspekcie epidemiologicznym 

i klinicznym. 

Szczepy NDM-pozytywne cały czas rozprzestrzeniają się na całym świecie pomimo 

usilnych starań i pozostają ogromnym wyzwaniem dla współczesnej medycyny, przez 

co są znaczącym zagrożeniem dla zdrowia publicznego. Szerokie rozpowszechnienie 

genów blaNDM jest w dużej mierze zależne od niosących go plazmidów, zwłaszcza typu 

IncX3. Bakterie NDM-pozytywne nieustannie ewoluują, aby wytworzyć nowe 

warianty metalo-β-laktamaz, dzięki czemu niektóre z nich wykazują zwiększoną 

aktywność karbapenemazy.  
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Żadne leczenie ukierunkowane na NDM nie zostało obecnie zatwierdzone do 

stosowania klinicznego, chociaż wiele nowych czynników o różnych mechanizmach 

działania jest w trakcie badań lub jest w trakcie opracowywania.  

Ostateczny sukces walki z NDM oprócz opracowania skutecznych środków 

przeciwdrobnoustrojowych opiera się również na kontroli zakażeń oraz zwiększenia 

środków ostrożności w placówkach opieki zdrowotnej, w celu ograniczenia 

rozprzestrzeniania się tych szczepów oraz występowania epidemii. 
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Charakterystyka oporności Klebsiella pneumoniae New Delhi na karbapenemy 

Streszczenie 

Bakterie Klebsiella pneumoniae New Delhi, posiadające gen oporności na karbapenemy (blaNDM) zostały 

po raz pierwszy wyizolowane w 2008 roku w Szwecji od pacjenta wcześniej hospitalizowanego w Indiach. 

Bakterie te szybko rozprzestrzeniają się po całym świecie, a od 2011 roku występują również w Polsce. 

Stanowią one wysokie ryzyko epidemiologiczne, ponieważ gen oporności na karbapenemy przekazywany 

jest pomiędzy bakteriami poprzez horyzontalny transfer genów, a międzynarodowe podróże dodatkowo 

sprzyjają migracji szczepów NDM-pozytywnych. Badania mające na celu ułatwienie różnicowania 

genetycznego tych szczepów oraz ich charakterystykę są zatem niezwykle istotne. Praca miała na celu 

charakterystykę oporności szczepów Klebsiella pneumoniae New Delhi na karbapenemy, z uwzględ-

nieniem budowy, funkcjonowania oraz różnych wariantów enzymu za nią odpowiedzialnego.  

Słowa kluczowe: Klebsiella pneumoniae, NDM (New Delhi metallo-β-lactamase), blaNDM, metalo-β-

laktamazy 

Characterization of carbapeneme resistance in Klebsiella pneumoniae New Delhi 

Abstract 

Klebsiella pneumoniae New Delhi bacteria, which have the carbapeneme resistance gene (blaNDM) 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-β-lactamase), blaNDM, metallo-β-lactamases 
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Rola stresu oksydacyjnego w starzeniu się drożdży 

Saccharomyces cerevisiae 

1. Wprowadzenie 

Jednym z głównych, wciąż nie do końca zrozumianych procesów jest starzenie się 

organizmów żywych. Ogólnie można powiedzieć, że starzenie jest zjawiskiem 

nieuniknionym, a jego powszechność sugeruje, że złożone biologiczne procesy będące 

podłożem tego procesu są podobne u wszystkich organizmów, zarówno jedno-

komórkowych, jak i wyższych, w tym ludzi. Podstawowa definicja starzenia zakłada, 

że zachodzące wraz z wiekiem zmiany w organizmie oraz akumulacje uszkodzeń 

w komórkach powodują zaburzenie jej metabolizmu, co w konsekwencji prowadzi do 

zaprzestania dalszych podziałów komórki (limit Hayflicka) oraz zaburzenia 

prawidłowej funkcji wszystkich jej komponentów [1,2]. Proces ten jest na tyle złożony, 

iż ciężko jest go jednoznacznie definiować. Dodatkowo jak pokazują badania ostatnich 

lat, wiele czynników endogennych i egzogennych może determinować starzenie [3]. 

W związku z tym zaproponowano kilka teorii starzeniowych, które w różny sposób 

usiłują wytłumaczyć nam ten proces, niestety jak do tej pory żadna z nich nie jest 

w stanie jasno przedstawić i wyjaśnić wszystkich aspektów tego zjawiska [4]. 

Jedną z najstarszych i jednocześnie najbardziej znanych wydaje się być teoria 

wolnorodnikowa (teoria stresu oksydacyjnego). Opublikowana w 1956 roku przez 

Denhama Harmana teoria zakładała, iż główną przyczyną starzenia się organizmów 

żywych jest akumulacja uszkodzonych makrocząsteczek powstałych w wyniku 

działalności reaktywnych form tlenu (RFT) [5]. RFT są atomami bądź cząsteczkami, 

które w swojej budowie posiadają atomy tlenu cechujące się obecnością co najmniej 

jednego niesparowanego elektronu. Do grupy tej zaliczane są także: nadtlenek wodoru, 

tlen singletowy oraz ozon, które pomimo braku niesparowanego elektronu wyróżniają 

się obecnością specyficznego wiązania O¾O. Nietypowa budowa chemiczna tych 

związków determinuje ich wysoką reaktywność, co poniekąd zmusza je do łączenia się 

z innymi cząsteczkami w celu oddania wolnego elektronu. Niestety, tymi molekułami 

są zazwyczaj niezbędne do życia komórki białka, DNA oraz lipidy. Następstwem 

szkodliwego działania RFT są trwałe zmiany struktury tych makrocząsteczek, 

upośledzenie pełnionych przez nie funkcji lub całkowita utrata zdolności biologicznej 

[6]. Harman postulował również, iż głównym organellum komórkowym odpowie-

dzialnym za powstawanie RFT są mitochondria, które determinują tempo starzenia się 

komórek postmitotycznych [7].  

Od wielu lat drożdże pączkujące Saccharomyces cerevisiae są jednym 

z modeli w badaniach RFT i ich wpływu na starzenie, a także stanowią dalszą 

podstawę do dalszych badań tego zjawiska u wyższych eukariontów. Co więcej, te 

jednokomórkowe grzyby w znacznym stopniu przyczyniły się do poznania wielu 

                                                                
1 mateuszmolon@univ.rzeszow.pl, Zakład Biochemii i Biologii Komórki, Wydział Biotechnologii, 

Uniwersytet Rzeszowski. 
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mechanizmów chroniących komórki przed szkodliwym działaniem reaktywnych form 

tlenu [8]. Główną linią obrony komórki jest enzymatyczny system antyoksydacyjny, 

w skład którego wchodzą białka neutralizujące, tj: katalaza, peroksydaza glutationowa 

oraz dysmutaza ponadtlenkowa. System ten wspomagają antyoksydanty 

drobnocząsteczkowe (m.in. witamina E i C, glutation, koenzym Q) odpowiedzialne za 

nieswoiste reakcje, które powodują inaktywację RFT. Wraz ze starzeniem się komórki 

mechanizmy te działają coraz mniej sprawnie [9].  

Teoria stresu oksydacyjnego Harmana na przestrzeni lat zyskała wielu 

zwolenników, jak i przeciwników. Nawet dziś, brak jest jednoznacznych wyników, 

które wskazywałyby, iż to RFT w głównej mierze determinują starzenie, choć 

większość z nich podkreśla, że stres oksydacyjny jest w stanie ściśle oddziaływać na 

komórki, wywołując wiele niepożądanych zmian metabolicznych mających istotny 

wpływ na długość ich życia. 

Celem niniejszego rozdziału jest przedstawienie najnowszego stanu wiedzy na 

temat stresu oksydacyjnego i jego roli w starzeniu komórkowym. Jako model badań 

wykorzystano drożdże pączkujące Saccharomyces cerevisiae. 

2. RFT i stres oksydacyjny 

W toku ewolucji organizmy wykształciły doskonały sposób wykorzystywania tlenu 

w celu pozyskiwanie energii. Proces ten nazywany oddychaniem tlenowym. Naj-

ogólniej można powiedzieć, że polega on na utlenianiu szeregu substancji orga-

nicznych w cytozolu i mitochondriach, czego konsekwencją jest uwolnienie energii, 

w postaci ATP, niezbędnej do przeprowadzania wielu procesów metabolicznych 

zachodzących w komórce.  

W trakcie oddychania mitochondrialnego, również u drożdży S. cerevisiae, może 

dojść do „wycieku” elektronów z łańcucha oddechowego podczas redukcji tlenu. 

W ten sposób uwalniany zostaje głównie anionorodnik ponadtlenkowy O2
•-
, zaliczany 

do reaktywnych form tlenu (RFT) [10]. Produkty reakcji wzbudzenia lub redukcji 

tlenu, tj.: nadtlenek wodoru, rodnik hydroksylowy oraz anionorodnik ponadtlenkowy 

są cząsteczkami o wiele bardziej reaktywnymi niż sam tlen w stanie podstawowym. 

Wspomniana redukcja może zachodzić jedno- lub dwuelektronowo, a w niektórych 

przypadkach bezpośrednio w reakcji czteroelektronowej [11]. Badania z ostatnich lat 

wykazały zdolność ingerencji RFT w różne procesy fizjologiczne zachodzące 

w komórkach, m.in. funkcję sygnalizacyjną stresu powstałego w wyniku uszkodzeń 

struktur komórkowych. Jednak przekroczenie produkcji RFT ponad biologiczną 

zdolność do ich szybkiego zmiatania i neutralizacji ma niekorzystny wpływ na 

fizjologię komórki, a wynikające z tego uszkodzenia oksydacyjne silnie korelują ze 

starzeniem się [12, 13]. Warto zwrócić uwagę na fakt, że drożdże należą do 

fakultatywnych anaerobów, a do oddychania tlenowego dochodzi u niż po obniżeniu 

stężenia w środowisku wzrostu fermentowalnych źródeł węgla. 

3. Drożdże S. cerevisiae jako organizm modelowy  

Drożdże piekarnicze S. cerevisiae mimo upływu lat są nadal szeroko stosowanym 

modelem w badaniach gerontologicznych, a badania przeprowadzone na drożdżach 

dostarczyły wielu danych na temat mechanizmów molekularnych towarzyszących 
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starzeniu. Ważny z punktu widzenia poznawczego był fakt pełnego sekwencjo-

nowania genomu S. cerevisiae. Co więcej, wykazano, że wiele białek drożdży jest 

homologicznych do białek wyższych eukariontów, w tym ludzi [14]. Nie dziwi więc 

fakt, iż te jednokomórkowe organizmy eukariotyczne są wykorzystywane w szeregu 

badań cytotoksyczności oraz do analizy procesów biochemicznych zachodzących 

podczas stresu oksydacyjnego. Drożdże są także modelem do badania funkcji 

mitochondriów w trakcie starzenia się, dzięki ich szybkiemu wzrostowi. Wysoce 

rozwinięta genetyka oraz dostępność stosunkowo prostych metod wprowadzania zmian 

genetycznych w dowolnym momencie na chromosomie, jak i również w mtDNA to 

dodatkowy atut tego modelu. Ponadto w przypadku komórek drożdży możliwa jest 

analiza mutantów, w których zablokowana została możliwość oddychania tlenowego. 

Ważną rolę odegrały również mutanty delecyjne pozbawione możliwości syntezy 

głównych enzymów antyoksydacyjnych, tj. dysmutaza ponadtlenkowa [15]. 

Na przestrzeni lat dla drożdży Saccharomyces cerevisiae zaproponowane zostały 

dwa odmienne modele starzenia, które w znacznym stopniu przyczyniają się do badania 

zjawiska starzenia się komórek, również wyższych eukariontów. W klasycznym ujęciu 

model starzenia replikacyjnego (RLS) określa potencjał reprodukcyjny komórek 

aktywnych mitotycznie, z kolei model starzenia chronologicznego (CLS) przedstawia 

długość życia komórek w fazie postmitotycznej [16]. 

4. Źródła RFT w komórce 

Warto wspomnieć, iż nie istnieje takie zjawisko jak pojedynczy stres oksydacyjny. 

Można powiedzieć, że w zależności od generowanych RFT w komórce wyróżnić 

możemy różne formy tego stresu. Wykazały to badania wpływu różnych RFT na 

mutanty delecyjne S. cerevisiae. W analizowaniu procesów zwłaszcza tak wielo-

płaszczyznowych, jak starzenie, niezbędne jest określenie, dokładnie które z RFT są 

zaangażowane w to zjawisko. Błędne zatem jest poleganie na jednej z form, która 

pełniłaby rolę ogólnego utleniacza. Co ważne, późniejsze reakcje pomiędzy wolnymi 

rodnikami wytwarzają wtórne RFT [17]. 

4.1. Mitochondrium – fabryka energii i RFT 

Mitochondria są cytoplazmatycznymi organellami odpowiedzialnymi za oddychanie 

komórkowe. Ich podstawowe zadanie to przeprowadzenie fosforylacji oksydacyjnej 

z pomocą łańcucha oddechowego. Główną rolę odgrywają tutaj cztery enzymatyczne 

kompleksy oraz syntaza ATP, dzięki której utworzony zostaje główny nośnik energii 

w komórce, czyli ATP. O tym, jak ważnym organellum komórkowym są mitochondria 

świadczyć może fakt, iż wiele ich defektów prowadzi do tzw. chorób mitochondrialnych. 

Silna korelacja występuje również pomiędzy zaburzeniami funkcji mitochondriów 

a chorobami neurodegeneracyjnymi, tj. Parkinson czy Alzheimer [18, 19]. 

Mitochondrialny łańcuch transportu elektronów jest bazowym miejscem powsta-

wania RFT w komórce. Poprzez pełnione przez mitochondria funkcje oddechowe, jak 

i fakt, że to w nich znajduje się najwyższe stężenie tlenu, są one uważane za centrum 

indukujące komórkowy stres oksydacyjny. RFT będące produktami ubocznymi 

oddychania tlenowego w mitochondrium powstają głównie na poziomie kompleksu 

I oraz III transportu elektronów, a główny z nich to rodnik ponadtlenkowy [20]. 
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W przypadku drożdży występuje wyłącznie kompleks III, jednakże równoważniki 

redukujące NADH wprowadzone do łańcucha oddechowego za pomocą białek Nde1 

lub Nde2, mogą również być zdolne do wytwarzania rodnika ponadtlenkowego. Co 

ciekawe, topologia produkcji RFT dla kompleksu I i III jest odmienna. Te wytwarzane 

przez kompleks I skierowane zostają głównie do macierzy mitochondrialnej, z kolei 

RFT powstałe w kompleksie III zostają również przetransportowane do przestrzeni 

międzybłonowej. To zróżnicowanie przekłada się na różne skutki reaktywnych form 

tlenu w zależności od miejsca powstania [21].  

Mitochondrialne DNA odgrywa zasadniczą rolę w inicjowaniu i utrzymywaniu 

starzenia. RFT powstające w mitochondrium uszkadzają mtDNA, który z kolei 

powoduje powstawanie nieprawidłowych białek wchodzących w skład kompleksów 

oddechowych. Mutacje te w efekcie powodują składanie uszkodzonych kompleksów, 

które produkują jeszcze więcej RFT. Zjawisko to określa się mianem hipotezy 

błędnego koła [22].  

Zmiany w mitochondriach od dawna uważane są za potencjalne czynniki starzenia 

się. Biorąc pod uwagę, że akumulacja uszkodzonych mitochondriów jest powszech-

nym znakiem rozpoznawczym starzenia się, zrozumienie tego zjawiska jest niezbędne 

dla interwencji przeciwstarzeniowych [23].  

4.2. Oksydazy NADPH i ich rola w produkcji RFT 

Pomimo iż to w mitochondrialnych kompleksach oddechowych wytwarzany jest 

największy odsetek RFT, istnieją inne enzymy spoza mitochondrium zaangażowane 

w to zjawisko. Enzymy, o których mowa to głównie oksydazy NADPH (NOX), które 

w znaczny sposób wpływają na różnorodne procesy fizjologiczne zachodzące 

w komórce [24]. Drożdże S. cerevisiae nie posiadają genów odpowiedzialnych za 

syntezę NOX. Niemniej jednak, u tych organizmów występuje specyficzna ramka 

odczytu ORF (ang. open reading frame), kodująca homologiczną względem wyższych 

eukariontów oksydazę zależną od NADPH zlokalizowaną w retikulum endoplazma-

tycznym. Enzym ten wytwarza nadtlenek wodoru (H2O2), a jego nadekspresja 

prowadzi do wytwarzania ROS powodującego apoptozę zależną od białka Yca1 [25]. 

Badania wykazały ciekawą korelację pomiędzy NOX oraz mitochondrium, mianowicie 

organelle te mogą być celem działania RFT powstających przez oksydazy NADPH, ale 

także RFT powstałe w łańcuchu oddechowym wydają się w pewnych warunkach 

stymulować NOX. Sugeruje się, że zjawisko to może dodatkowo potęgować efekt 

„błędnego koła” podczas stresu oksydacyjnego [26]. 

4.3. Funkcja peroksysomów, a powstawanie RFT 

Peroksysomy charakteryzują się szerokim zakresem aktywności enzymatycznej 

w komórce, które w dużym stopniu wpływają na jej metabolizm. Wraz z mitochondriami 

są niezbędne do zachowania prawidłowej homeostazy RFT. Około 35% tlenu 

występującego w komórce wykorzystują peroksysomy. Mimo licznego występowania 

w różnych komórkach i tkankach ich uniwersalną funkcją jest utlenianie kwasów 

tłuszczowych oraz degradacja H2O2 przez zawarty w nich enzym – katalazę [27]. 

Peroksysomy są o wiele bardziej dynamicznymi organellami niż dotychczas 

uważano. Badania sprzed kilku lat pokazały, iż w zależności od rodzaju i siły czynnika 



 

 

Rola stresu oksydacyjnego w starzeniu się drożdży Saccharomyces cerevisiae 
 

21 

indukującego, który pochodzi ze środowiska zewnętrznego zmianie może ulegać liczba 

tych organelli w komórce, ich wielkość czy morfologia [28]. Mając na uwadze 

szerokie spektrum reakcji, w które zaangażowane są peroksysomy i ich sztandarową 

funkcję utleniania kwasów tłuszczowych niezbędna jest efektywna kontrola stanu tego 

organellum, gdyż są one zarówno zmiataczami, jak i generatorami RFT w komórkach. 

Ponadto oksydazy uczestniczące w katabolizmie aminokwasów czy utlenianiu 

poliamin stanowią dodatkowe źródło RFT w peroksysomach. Nie dziwi więc fakt, że 

zaburzenia w prawidłowym ich działaniu w znacznym stopniu przyczyniają się do 

powstawania stresu oksydacyjnego oraz przedwczesnego starzenia [29]. 

Pączkujące drożdże rozkładają kwasy tłuszczowe jedynie w peroksysomach 

poprzez β-oksydację, co dokładnie oznacza usunięcie z karboksylowego końca kwasu 

dwóch atomów węgla. Reakcja ta zostaje zapoczątkowana redukcją O2 do H2O2 

z pomocą acylo-CoA, a produkt końcowy acetylo-CoA jest przekształcany 

w acetylokarnitynę i transportowany do mitochondriów, gdzie zostaje wykorzystany 

w cyklu Krebsa. Wykazano, że w przypadku tego organizmu dodanie do hodowli H2O2 

aktywuje także katalazę peroksysomalną, co dodatkowo przemawia za funkcją tego 

organellum w detoksykacji RFT. Co ciekawe, aktywność peroksydazy glutationowej 

Gpx-1, która również pełni funkcję antyoksydacyjną, jest wymagana w biogenezie 

i formowaniu się peroksysomów. Wykazano również, że w zależności od zastoso-

wanych warunków wzrostu, niedobór peroksysysomalnej katalazy moduluje długość 

życia w modelu CLS. Wreszcie, ingerencja w podziały peroksysomalne również mogą 

wydłużać życie komórek drożdży. Reasumując, utrzymanie w komórce funkcjo-

nalnych peroksysomów wydaje się być istotne w determinowaniu długowieczności 

[30-32].  

4.4. Modyfikacje białek w retikulum endoplazmatycznym jako źródło RFT 

Retikulum endoplazmatyczne (RE) będące środowiskiem zwijania się białek jest 

obok mitochondriów i peroksysomów kolejnym organellum wytwarzającym RFT. 

Generowane są one podczas oksydacyjnych modyfikacji struktury białek, głównie 

podczas tworzenia wiązań disiarczkowych. Poprzez działalność oksydoreduktazy Ero1 

oraz izomerazy Pdi1, tlen działa jako końcowy akceptor elektronów w efekcie czego 

powstaje H2O2. Ponadto wykazano, iż stan niedotlenienia powoduje zachwianie 

homeostazy RE potęgując tym samym stres oksydacyjny [33]. Należy nadmienić, iż 

glutation jest głównym buforem redoks w retikulum endoplazmatycznym, co 

w połączeniu z jego właściwościami determinuje RE jako przedział będący najbardziej 

utlenianym w komórce [34]. 

Powstający w RE, jak i w innych organellach H2O2 może ulec przekształceniom do 

najbardziej niebezpiecznego rodnika hydroksylowego 
•
OH, który natychmiastowo 

reaguje z wszystkimi składnikami komórki. Rodnik powstaje w reakcji Fentona, która 

to katalizowana jest przez zredukowane jony metali, tj. Fe
2+

. Gdy w środowisku reakcji 

obecne są związki lub cząsteczki, które mogą zredukować Fe
3+

 do Fe
2+

 (L-askorbinian, 

O2
•−

), reakcja ulega zaostrzeniu. Dlatego też mechanizmy odpowiedzialne za 

prawidłową równowagę jonową metali głównie Fe i Cu, odgrywają istotną rolę 

w obronie antyoksydacyjnej komórki, minimalizując powstawanie RFT [35]. 
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5. Uszkodzenia komórkowe spowodowane RFT 

Utlenianie makrocząsteczek prowadzi do ich inaktywacji i osłabienia zdolności do 

prawidłowego pełnienia swoich funkcji. Uszkodzenia lipidów, białek oraz co 

najważniejsze DNA, prowadzi w efekcie do zaburzenia homeostazy komórki, 

przyśpieszenia procesu starzenia, a nawet jej przedwczesnej śmierci. 

5.1. Utlenianie białek 

Utlenianie białek definiuje się jako kowalencyjną modyfikację białka przez ROS. 

W wyniku tego oddziaływania może nastąpić rozerwanie łańcuchów polipeptydowych, 

modyfikacja reszt aminokwasowych oraz powstanie wiązań krzyżowych, zarówno 

w obrębie tego samego, jak i kilku łańcuchów polipeptydowych [36]. Wykazano, iż 

najwyższą wrażliwość na działanie reaktywnych form tlenu przejawiają: tyrozyna, 

tryptofan, cysteina oraz metionina. W efekcie oddziaływania rodnika hydroksylowego 

na peptydy tworzą się karbonylowane białka, efektem czego jest zmniejszenie lub 

całkowite zatracenie ich zdolności katalitycznych. Akumulacja utlenionych białek 

prowadzi do formowania się agregatów o dużej masie cząsteczkowej. Są słabymi 

substratami również dla proteasomu, co dodatkowo zmniejsza zdolności komórki do 

ich degradacji. Wykazano, że wysokie stężenie agregatów białkowych jest związane 

z różnymi chorobami człowieka, takimi jak miażdżyca, choroba Alzheimera, a także 

ma wpływ na starzenie [37]. 

H2O2 stymuluje odwracalne utlenianie grup tiolowych co w konsekwencji prowadzi 

do powstania disiarczków lub kwasu sulfenowego, który w wyniku dalszego utleniania 

może nieodwracalnie zostać przekształcony do kwasów sulfinowego oraz 

sulfonowego. Uszkodzenia oksydacyjne białek prowadzą w efekcie do obniżonej 

aktywności biologicznej oraz zaburzenia homeostazy komórkowej [38]. 

Pączkujące drożdże S. cerevisiae na drodze ewolucji wykształciły system zależny 

od białka Sir2, który zachowuje agregaty karbonylowanych białek w przedziałach 

komórek macierzystych podczas zachodzącej mitozy zamkniętej. Dzięki temu 

mechanizmowi komórki potomne nie dziedziczą tych uszkodzeń i charakteryzują się 

pełnym potencjałem reprodukcyjnym. Warto nadmienić, że SIR2 zaangażowany jest 

w regulacje długości życia co potwierdziły wcześniejsze badania [39]. Dzięki 

drożdżom wykazano również, iż na poziom RFT ma wpływ dostępność jonów żelaza 

w komórce, gdzie poziom karbonylowanych białek jest znacznie wyższy w mutantach 

pozbawionych białka Yfh1 odpowiedzialnego za magazynowanie żelaza. Co ciekawe 

ferrytyna L, której funkcją jest magazynowanie żelaza u ludzi może w pewnym stopniu 

zastępować brak białka drożdżowego u mutantów delecyjnych yfhΔ, a obserwowany 

efekt to znaczny spadek poziomu karbonylacji białek oraz wydłużanie RLS [40]. 

Utlenianymi białkami mogą być również enzymy antyoksydacyjne, m.in. dysmutaza 

ponadtlenkowa, co poprzez ich inaktywacje determinuje niższą zdolność zmiatania 

RFT. Również w mutantach, w których dokonano dysrupcji genów kodujących 

czynniki transkrypcyjne YAP1 oraz SKN7, będących jednocześnie regulatorami 

odpowiedzi na stres oksydacyjny, odnotowano wzrost poziomu białek karbo-

nylowanych [41]. 
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5.2. Peroksydacja lipidów 

Peroksydacja lipidów jest zjawiskiem uszkadzania błon biologicznych i lipoprotein. 

Zakotwiczone w błonie wielonienasycone kwasy tłuszczowe PUFA (ang. poly-

unsaturated fatty acids) są celem RFT, głównie rodnika hydroksylowego. Produkty 

peroksydacji lipidów (wodoronadtlenki lipidowe) prowadzą do tworzenia innych 

reaktywnych pochodnych, powodujących wtórne uszkodzenia oksydacyjne wszystkich 

biocząsteczek komórkowych. Prowadzą również do zmian właściwości fizycznych 

błon biologicznych, między innymi obniżają hydrofobowość wnętrza lipidowego oraz 

generują aberracje organizacji podwójnej warstwy lipidowej. W efekcie dochodzi do 

zaburzenia przepuszczalności błon biologicznych w wyniku zahamowania aktywności 

białek transportujących [42]. 

Naturalnie w przypadku drożdży S. cerevisiae PUFA nie są syntetyzowane. Jednak, 

jak wykazały badania, drożdże mogą wbudowywać wielonienasycone kwasy 

tłuszczowe w swoje błony biologiczne, jeśli dodane zostaną do pożywki. Po ekspozycji 

na stres oksydacyjny, w przypadku tych komórek również dochodzi do zjawiska 

peroksydacji lipidów [43]. 

5.3. Uszkodzenia DNA 

Powszechnie uważa się, że oksydacyjne uszkodzenia materiału genetycznego są 

najistotniejsze dla procesu starzenia się komórek. RFT mogą oddziaływać z DNA 

powodując negatywne w skutkach pęknięcia nici, modyfikację zasad azotowych czy 

indukować powstawanie wiązań poprzecznych. Badania wykazały, że w przypadku 

komórek człowieka w ciągu doby dochodzi do ok. 10000 uszkodzeń spowodowanych 

aktywnością RFT. Mimo iż komórki w toku ewolucji wykształciły liczne mechanizmy 

naprawczy, wiele z tych uszkodzeń kumuluje się, czego efektem mogą być różne 

mutacje genetyczne [44]. 

Jak wspomniano wcześniej, najwięcej RFT powstaje w mitochondriach. Nic więc 

dziwnego, że najbardziej narażone na działanie RFT jest mitochondrialne DNA 

(mtDNA). Co więcej, nie jest ono chronione tak jak jądrowe DNA białkami histo-

nowymi [45]. Wyniki badań z ostatnich lat wykazały jednak, że mitochondria 

posiadają sprawnie działający mechanizm naprawczy polegające na wycinaniu zasad, 

BER (ang. base excision repair) [46]. 

Spośród wszystkich uszkodzeń to pęknięcia obu nici DNA odgrywają najważniejszą 

rolę w starzeniu komórki, gdyż sygnalizowane są one jako tzw. miejsca uszkodzeń DNA 

związanych ze starzeniem (SDF; ang. senescence-associated DNA damage foci). 

W efekcie komórka stymuluje kinazę ATM, która poprzez fosforylację białka p53 

dokonuje jego aktywacji i całkowitego zatrzymania cyklu komórkowego [47]. 

6. Stres oksydacyjny, RFT i starzenie 

Aktualnie w badaniach starzeniowych nad wyższymi eukariontami prym wiodą 

hodowle linii komórkowych, głównie ludzkich lub mysich fibroblastów. Mimo to, 

w drugiej kolejności wykorzystuje się organizmy prostsze w hodowli, ulegające 

łatwym modyfikacjom genetycznym i jednocześnie mogące szybko się starzeć. Do 

tych organizmów wliczane są właśnie drożdże S. cerevisiae. Od momentu pojawienia 

się teorii wolnorodnikowej Harmana naukowcy starają się tłumaczyć korelacje 
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pomiędzy RFT a procesem starzenia również z wykorzystaniem tego modelowego 

organizmu [48].  

Wzrost wewnątrzkomórkowego stresu oksydacyjnego jest obserwowany zarówno 

w chronologicznie, jak i replikacyjnie starzejących się komórkach drożdży, również 

przy braku aktywności zewnętrznych stresorów [49]. Ponadto te same białka podatne 

na utlenianie w wyniku działania RFT występują w obydwu modelach. Mimo 

obserwacji wykazujących gromadzenie się karbonylowanych białek oraz innych 

charakterystycznych markerów starzenia w komórkach starzejących się, nie wykazano 

jednoznacznych dowodów potwierdzających ich główną rolę w tym zjawisku [50]. 

Analizy mutantów, których delecje wpływają zarówno na RLS, jak i CLS udowodniły 

angażowanie się funkcji oddechowych w obu formach starzenia. Inne analizy 

wykazały także, iż komórki stare chronologicznie gromadzą czynniki, które istotnie 

mogą ograniczyć zdolność reprodukcyjną, co uwidacznia korelację pomiędzy 

obydwoma modelami starzenia [51].  

Jak już wspomniano, komórki potomne drożdży nie dziedziczą uszkodzonych przez 

RFT białek od komórek macierzystych, w co zaangażowany jest, m.in. gen SIR2 oraz 

funkcjonalny cytoszkielet aktynowy [39]. Dodatkowo, młode komórki wykazują 

zwiększoną aktywność katalazy oraz genów odpowiedzialnych za naprawę, co 

przyczynia się do zwalczania uszkodzeń [52]. Późniejsze badania wykazały również, 

że wzmożona aktywność aktyny może zmniejszać poziom RFT i wydłużać życie 

komórek [53]. 

Zbyt intensywna ekspozycja na RFT może spowalniać lub zatrzymać cykl 

komórkowy. Jest to odpowiedź komórki, która w pierwszej kolejności stara się naprawić 

powstałe uszkodzenia. Wspomniana odpowiedź polega głównie na sygnalizacji stresu 

oksydacyjnego oraz inhibicji ekspresji genów cyklu mitotycznego. W zależności od 

stopnia uszkodze, komórka może ponownie wejść w cykl, lub przejść na szlak 

apoptozy. Postuluje się, że zaprzestanie cyklu komórkowego, również tego spowodo-

wanego RFT jest typowym markerem starzenia się drożdży [54].  

Możliwość stosunkowo łatwych manipulacji w genomie drożdżowym umożliwiła 

konstruowanie mutantów, dzięki którym na przestrzeni lat przeanalizowano wiele 

genów, które niejako łączą zjawisko starzenia ze stresem oksydacyjnym. Dzięki temu 

wykazano między innymi, iż usunięcie genu SOD1 i zwiększenie ekspozycji na tlen 

prowadziło do skracania długości życia drożdży, z kolei nadekspresja katalazy 

i dysmutazy wykazywała pozytywny wpływ na długość życia mutantów [55, 56]. 

Jednak zaangażowanie przeciwutleniaczy, tj. koenzym Q10 czy α-tokoferol skraca 

replikacyjną długość życia komórek S. cerevisiae [57]. Pierwotnie postulowano także, 

iż niektóre mutanty charakteryzujące się zwiększoną żywotnością są odporne na 

działanie RFT [58]. Jak wykazują nowsze badania, stwierdzenie to może okazać się 

błędne, zwłaszcza w przypadku analiz w modelu RLS [59].  

Jednym z pierwszych genów długowieczności zidentyfikowanych podczas analiz 

mutantów odpornych na stres oksydacyjny był SIR4. Kilka lat później wykazano 

również istotną rolę genu SIR2 w regulacji starzenia [60, 61]. Inne badania potwier-

dziły wydłużanie życia komórek drożdży w modelu RLS poprzez delecję genu UTH1, 

odpowiedzialnego za indukcję apoptozy oraz reakcję komórki na stres oksydacyjny 

[62]. Znaczenie białka Uth1 dla długowieczności może opierać się również na jego 
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wpływie na morfologię mitochondriów, co dodatkowo może umacniać w przekonaniu, 

iż organelle te są silnie powiązane ze starzeniem [63]. Sugerowano, że wadliwa 

aktywność mitochondriów może w dużym stopniu przyczyniać się do indukowania 

stresu oksydacyjnego w starych komórkach, jednak zarówno wysoki poziom RFT, jak 

i karbonylowanych białek wykrywany jest w komórkach drożdży, które wykonały 

minimum dziesięć cykli pączkowań [57, 39]. Zaskakujące okazały się również wyniki 

badań przeprowadzonych z zastosowaniem inhibitorów fosforylacji oksydacyjnej, 

gdzie m-Chlorofenylohydrazon cyjanku karbonylu (CCCP) oraz dinitrofenol (DNP) 

wykazały odmienne działanie na komórki drożdży. CCCP powodował wzrost RFT 

oraz skracanie replikacyjnej długości życia, z kolei DNP zmniejszał ilość RFT 

i wydłużał życie [64, 65]. Błędnie zatem przypuszczano, iż zatrzymanie łańcucha 

oddechowego miało zapobiegać powstawaniu RFT. Pewne jest jednak, że 

heterogeniczność stresu oksydacyjnego w populacji z pewnością może się przyczyniać 

do nierównomiernego starzenia się komórek [57]. 

7. Podsumowanie 

Tlen jest pierwiastkiem niezbędnym do życia, lecz nie można zapomnieć o jego 

ciemniejszej stronie, jaką jest powstawanie RFT. Istnieje wiele źródeł odpowie-

dzialnych za powstawanie RFT w komórkach. Do najważniejszych zaliczamy 

mitochondria, w których powstają w trakcie oddychania tlenowego. Istnieją jednak 

inne źródła indukujące stres oksydacyjny w komórce, które w znacznym stopniu 

przyczyniają się do starzenia. Mowa tu o działalności enzymatycznej oksydaz NOX, 

modyfikacji białek w retikulum endoplazmatycznym czy utlenianiu kwasów tłusz-

czowych przez peroksysomy.  

Jak wykazały badania z zastosowaniem mutantów drożdżowych, prawidłowe 

funkcjonowanie zarówno mitochondriom, jak i peroksysomów jest niezbędne dla 

odpowiedniego stanu redoks komórki, a jakiekolwiek zaburzenia w pełnionych przez 

nie funkcjach sprzyjają powstawaniu stresu oksydacyjnego. Nadal jednak, mimo wielu 

badań nie można jednoznacznie stwierdzić, czy wzmożone generowanie RFT przez te 

organelle są główną przyczyną starzenia.  

Drożdże Saccharomyces cerevisiae w dużym stopniu przyczyniły się do posze-

rzenia aktualnej wiedzy na temat starzenia się organizmów eukariotycznych, jak 

również uszkodzeń spowodowanych przez RFT. W komórkach dochodzi do ciągłego 

utleniania białek, w skład których wchodzą również enzymy antyoksydacyjne. 

Peroksydacja lipidów powoduje zmiany przepuszczalności błon biologicznych oraz 

wtórną produkcję RFT. Ponadto silne oddziaływanie RFT na DNA może powodować 

mutacje, które mogą w efekcie końcowym być śmiertelne dla komórek drożdży. 

Jednak jak wykazano, uszkodzenia makrocząsteczek i ich akumulacja nie ma 

negatywnego wpływu na komórki potomne w modelu replikacyjnego starzenia.  

Dzięki przeprowadzonym badaniom z zastosowaniem drożdży Saccharomyces 

cerevisiae udało się zidentyfikować wiele genów odpowiedzialnych za regulację 

długości życia. Niestety, naukowcy często nie otrzymują jednoznacznych wyników, 

jak w przypadku badań z zastosowaniem przeciwutleniaczy czy inhibitorów łańcucha 

oddechowego. Pokazuje to, jak skomplikowana i wielopłaszczyznowa jest zależność 

powstawania RFT i starzenia się komórek, a jej pełne zrozumienie wymaga 
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w przyszłości wnikliwych analiz. Z punktu widzenia poznawczego ważne mogą 

okazać się dokładniejsze analizy zależności między poszczególnymi organellami 

w komórce, szczególnie pomiędzy ER i mitochondrium oraz ich wzajemnego 

stymulowania się do wytwarzania RFT. Tego typu analizy mogą przyczynić się do 

lepszego zrozumienia, jak RFT wpływają na fizjologię starzejącej się komórki. Warte 

uwagi mogą okazać się również zmiany stanu redoks poszczególnych kompartmentów 

w starzejącej się komórce. Nadal więc poszukiwana będzie odpowiedź na pytanie, czy 

RFT są czynnikami powodującymi starzenie, a może naturalnym następstwem tego 

zjawiska, a sam model drożdżowy może z pewnością przyczynić się do skutecznego 

testowania hipotez związanych z teorią wolnorodnikową. 
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Rola stresu oksydacyjnego w starzeniu się drożdży Saccharomyces cerevisiae 

Streszczenie 

Starzenie jest zjawiskiem powszechnym i nieuniknionym u wszystkich organizmów żywych. Ten wielo-

płaszczyznowy proces prowadzi w efekcie do gromadzenia się wielu uszkodzeń w komórce, zmniejszenia 

zdolności naprawczych czy upośledzenia funkcji głównych organelli. Konsekwencją tych wydarzeń jest 

zatrzymanie cyklu komórkowego, a ostatecznie skierowanie komórki na drogę apoptozy.  

Jedną z najstarszych i nadal dyskusyjnych teorii starzeniowych jest przedstawiona w 1956 roku przez 

Denhama Harmana teoria wolnorodnikowa, według której uszkodzenia makrocząsteczek spowodowane 
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działalnością reaktywnych form tlenu (RFT) i ich akumulacja w komórce są głównym determinantem 

starzenia. Od lat drożdże Saccharomyces cerevisiae są dogodnym modelem w badaniach wpływu stresu 

oksydacyjnego i RFT na komórkę oraz proces starzenia. Wysoka homologia względem wyższych 

eukariontów, możliwość analizy wyników z dwóch odmiennych modeli starzenia, tj. Replikacyjnego 

i chronologicznego czy w pełni poznany genom, który dodatkowo może podlegać łatwym modyfikacjom 

to z pewnością cechy, które przemawiają za dalszym stosowaniem tego modelowego organizmu. Dzięki 

badaniom z wykorzystaniem właśnie drożdży wykazano, że mitochondria w znacznym stopniu 

przyczyniają się do starzenia komórek, gdyż są głównym miejscem produkcji RFT. Jednak źródeł tych 

w komórce jest o wiele więcej niż do tej pory przypuszczano, gdyż RFT mogą powstawać również jako 

produkt uboczny podczas modyfikacji oksydacyjnej białek czy paradoksalnie nawet podczas działalności 

antyoksydacyjnej katalazy peroksysomalnej. Uszkodzenia spowodowane działalnością RFT dotyczą 

makrocząsteczek, tj. białek, lipidów oraz najcenniejszego dla komórki DNA. Reakcje oksydacyjne mogą 

prowadzić do karbonylowania białek, które z kolei mogą tworzyć agregaty trudne do usunięcia przez 

komórkę. Co ciekawe, w przypadku drożdży agregaty te nie są dziedziczone przez komórki potomne, co 

ukazuje nam, iż nie są one głównym czynnikiem starzeniowym u tych organizmów. Z kolei pęknięcia obu 

nici DNA spowodowane działalnością RFT są sygnalizowane jako uszkodzenia związane ze starzeniem, 

czego efektem jest zatrzymanie cyklu komórkowego. Analizy mutantów delecyjnych S. cerevisiae 

wykazały silną korelację pomiędzy starzeniem a uszkodzeniami spowodowanymi RFT w obydwu 

modelach starzeniowych. Mimo to nadal otrzymywane są sprzeczne wyniki, w efekcie czego nie można 

stwierdzić jednoznacznie, że to właśnie działalność RFT jest w głównej mierze odpowiedzialna za 

starzenie się komórek. Dlatego też tematyka ta wymaga z pewnością dalszych analiz w przyszłości. Pewne 

jest jednak, że drożdże S. cerevisiae mogą w dużym stopniu przyczynić się do rozwiązania odwiecznej 

zagadki, jaką jest starzenie się komórek i całego organizmu. 

Słowa kluczowe: drożdże, 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 drożdży pączkujących Saccharomyces 

cerevisiae w badaniach nad wpływem restrykcji 

kalorycznej na aktywność metaboliczną  

i starzenie komórek 

1. Wprowadzenie  

Pierwsze doniesienie naukowe wskazujące pozytywny wpływ restrykcji kalo-

rycznej na długość życia pochodzi z początku XX wieku. W 1917 roku Osborne 

i in. opublikowali wyniki badań, w których wykazali, że zmniejszenie spożycia 

pokarmu przez szczury spowolniło ich wzrost i wydłużyło życie [1]. Jednak dopiero 

kiedy w 1935 roku McCay i in. przeprowadzili podobny eksperyment, a uzyskane 

wyniki wyraźnie pokazały, że znaczne ograniczenie spożycia pokarmu przez szczury, 

w momencie odsadzenia od matki lub wkrótce po odstawieniu od piersi, spowodowało 

przedłużenie życia, badacze z całego świata zaczęli interesować się wpływem 

restrykcji kalorycznej na długość życia [2]. Od tego czasu przeprowadzono wiele 

badań z wykorzystaniem różnych organizmów modelowych. Zaobserwowano, że 

restrykcja kaloryczna zwiększa zarówno średnią, jak i maksymalną długość życia nie 

tylko u szczurów, ale także wielu innych gatunków, w tym drożdży, zwierząt 

bezkręgowych, ryb, myszy, chomików i psów [3]. 

2. Modele starzeniowe drożdży Saccharomyces cerevisiae 

Modelem wciąż chętnie wykorzystywanym do badań nad wpływem restrykcji 

kalorycznej na metabolizm są drożdże piekarnicze Saccharomyces cerevisiae. Co 

najmniej kilka argumentów przemawia na korzyść wyboru właśnie tego organizmu 

modelowego. Po pierwsze drożdże S. cerevisiae szybko rozmnażają się bezpłciowo 

przez pączkowanie, są proste i tanie w hodowli, a ich obserwacja nie jest skompli-

kowana. Co więcej, badania prowadzone z wykorzystaniem tych jednokomórkowców 

nie budzą dylematów etycznych, a także są bezpieczne i nieszkodliwe dla środowiska. 

Dodatkowo genom S. cerevisiae został w pełni zsekwencjonowany, a wiele genów  

S. cerevisiae posiada swojego homologa w komórkach wyższych organizmów eukario-

tycznych [4]. Jednakże najważniejszym argumentem wspierającym słuszność wyboru 

drożdży piekarniczych jako modelu do badań nad wpływem restrykcji kalorycznej są 

opracowane dla tego organizmu dwa akceptowalne modele starzenia. Jako jedno-

komórkowy organizm modelowy, pączkujące drożdże S. cerevisiae pozwalają na 

odrębne badanie zarówno starzenia mitotycznego, jak i postmitotycznego. Te dwa 

modele starzenia określane są odpowiednio jako model starzenia replikacyjnego (RLS 

– ang. replicative lifespan) oraz model starzenia chronologicznego (CLS – ang. 
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chronological lifespan) [5]. RLS określa liczbę wyprodukowanych komórek córek, 

jaką w trakcie swojego życia jest w stanie wyprodukować komórka „matka”. Zakłada 

się, że badanie RLS daję nam wiedzę na temat procesów starzenia komórek aktywnych 

mitotycznie [6]. Z kolei CLS definiowany jest jako czas, w którym pojedyncza 

komórka drożdży może utrzymać żywotność w stanie spoczynkowym, a jednocześnie 

zachować zdolność do ponownego wejścia w cykl komórkowy po odpowiedniej 

stymulacji. Przyjmuje się, że CLS dostarcza informacji na temat regulacji długości 

życia dla komórek post-mitotycznych organizmów wyższych Eukariota [7]. 

3. Restrykcja kaloryczna u drożdży Saccharomyces cerevisiae 

Wpływ restrykcji kalorycznej na żywotność drożdży S. cerevisiae był szeroko 

badany w obu modelach starzenia. Najczęstszą postacią restrykcji kalorycznej 

stosowaną u drożdży jest zmniejszenie początkowego stężenia glukozy w pożywce 

hodowlanej z 2% do 0,5% (restrykcja umiarkowana) lub do 0,05% (restrykcja 

drastyczna). Restrykcja kaloryczna poprzez redukcję glukozy lub wzrost w nieule-

gającym fermentacji źródle węgla powoduje wiele zmian fizjologicznych w ko-

mórkach drożdży, które zaproponowano jako podstawę wydłużenia zarówno RLS, jak 

i CLS [8]. 

4. Związek pomiędzy restrykcją kaloryczną, długowiecznością, 

oddychaniem mitochondrialnym, a aktywacją Sir2 

Jedne z pierwszych badań nad restrykcją kaloryczną w modelu drożdżowym 

sugerowały, że restrykcja kaloryczna zwiększa RLS ze względu na wzrost tempa 

oddychanie mitochondrialne przy niskim poziomie glukozy. Wspierając tę hipotezę 

badacze wykazali, że nadekspresja HAP4 będącego katalityczną podjednostką systemu 

transkrypcyjnego HAP2/3/4/5, który pozytywnie kontroluje biogenezę mitochondriów 

i przesuwa metabolizm w kierunku oddychania, zwiększa RLS [9]. Lin i in. w swoich 

badaniach zaproponowali, że wydłużenie życia przez restrykcję kaloryczną wymaga 

zależnej od NAD deacetylazy histonowej, czyli białka Sir2 i jednego z dwóch 

głównych szlaków syntezy NAD. Według badaczy restrykcja kaloryczna powoduje 

represję rekombinacji w rDNA, spowalniając w ten sposób tworzenie toksycznych 

pozachromosomalnych kółek rDNA [10]. Zarówno restrykcja kaloryczna, jak 

i nadekspresja HAP4 indukują wzrost stosunku NAD+/NADH, który służy do 

aktywacji Sir2, czyli deacetylazy histonowej zależnej od NAD, która pośredniczy 

w wyciszaniu rDNA, zmniejszając wytwarzanie kółek rDNA. Zgodnie z tym 

modelem, zależne od Sir2 wydłużenie RLS można osiągnąć przez nadekspresję dwóch 

składników wahadłowego mitochondrialnego transportu NADH tj. dehydrogenazy 

jabłczanowej (Mdh1) i aminotransferazy asparaginianowej (Aat1). W swoich 

badaniach Easlon i in. wykazali jednak, że nadekspresja zarówno MDH1, jak i AAT1 

nie synergizuje z wydłużeniem życia indukowanym restrykcją kaloryczną. Co więcej, 

wykazali także, że delecja obu genów jednocześnie (mdh1Δ aat1Δ) blokuje wydłużanie 

życia za pośrednictwem restrykcji kalorycznej, a także zapobiega charakterystycznemu 

zmniejszeniu poziomów NADH w puli cytozolowej sugerując tym samym, że transfer 

jabłczanu-asparaginianu odgrywa istotną rolę w aktywacji dalszych celów restrykcji 

kalorycznej, takich jak Sir2 [11]. Alternatywny model aktywacji Sir2 w restrykcji 
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kalorycznej zaproponowali Medvedik i in. Wykazali oni, że restrykcja kaloryczna 

może hamować szlak mTOR oraz czynniki transkrypcyjne Msn2/4, zwiększając 

jednocześnie poziom nikotynoamidazy Pnc1, a tym samym aktywując Sir2 przez 

obniżenie poziomów jego inhibitora, nikotynamidu [12]. Jednakże znaczenie Sir2 

w przedłużeniu życia w warunkach restrykcji kalorycznej zostało zakwestionowane, 

ponieważ uzyskane przez różne zespoły badawcze wyniki nie były powtarzalne dla 

wszystkich badanych szczepów. Porównanie wpływu restrykcji kalorycznej dla 

szczepów BY4742 oraz PSY316 wykazało, że ani zwiększone tempo oddychania 

komórkowego, ani zwiększony poziom białka Sir2 nie są wymagane do osiągnięcia 

długowieczności w modelu replikacyjnego starzenia oraz że nikotynamid hamuje 

wydłużenie RLS w restrykcji kalorycznej poprzez mechanizm niezależny od Sir2 [13]. 

Uważa się, że akumulacja pozachromosomalnych kółek rDNA jest specyficzna dla 

starzenia się drożdży, a aktywacja Sir2 reprezentuje mechanizm zapobiegający 

tworzeniu się kółek rDNA. Reisen i Morgan wykazali jednak, że restrykcja kaloryczna 

nie wpływa na poziom wyciszania rDNA, lecz raczej zmniejsza poziom wewnętrznej 

rekombinacji DNA w loci rDNA, w sposób niezależny od Sir2 [14]. Jednakże Lin 

i Guarente podsumowując w swej pracy doniesienia naukowe argumentują, że 

niezależnie od Sir2 i niezależnie od oddychania tlenowego wydłużenie życia drożdży 

Saccharomyces cerevisiae hodowanych w warunkach restrykcji kalorycznej może po 

prostu reprezentować alternatywny mechanizm. Być może dzięki temu niepoznanemu 

jeszcze mechanizmowi restrykcja kaloryczna może wydłużać życie w pewnych 

warunkach, w szczególności, że szlak zależny od Sir2 jest ważniejszy w warunkach 

umiarkowanej restrykcji kalorycznej (0,5% glukozy), podczas gdy szlak niezależny od 

Sir2 jest ważniejszy przy drastycznej restrykcji kalorycznej (0,05% glukozy) [15]. 

5. Wpływ restrykcji kalorycznej na konserwowane ścieżki sygnałowe 

mTOR, PKA i Sch9 u drożdży Saccharomyces cerevisiae 

Podobnie jak wszystkie komórki eukariotyczne, drożdże ewoluowały, aby odpo-

wiednio reagować na sygnały odżywcze ze swojego środowiska poprzez konserwo-

wane ewolucyjnie ścieżki sygnałowe. Te konserwowane czynniki sygnalizacyjne 

odpowiedzi odżywczej obejmują trzy ważne kinazy: mechanistyczny cel rapamycyny 

(mTOR, kodowany przez geny TOR1 i TOR2 w drożdżach), aktywowaną przez AMP 

kinazę białkową A (PKA, kodowaną przez geny TPK1, TPK2 i TPK3 geny) i homolog 

kinazy rybosomalnej S6, Sch9. Te trzy kinazy oddziałują we wciąż niezupełnie 

zrozumiałej sieci, aby skoordynować regulację dalszych procesów w odpowiedzi na 

sygnały żywieniowe i inne sygnały środowiskowe. Dalsze procesy obejmują regulację 

cyklu komórkowego, translację mRNA, syntezę i degradację białek, metabolizm 

i funkcję mitochondriów oraz różne czynniki odpowiedzi na stres [16]. Istnieją mocne 

dowody potwierdzające rolę tych szlaków sygnałowych zarówno w wydłużeniu CLS, 

jak i RLS. Restrykcja kaloryczna zmniejsza aktywność mTOR, PKA i Sch9, w obu 

modelach starzenia, a mutacje prowadzące do utraty funkcji w tych kinazach są 

wystarczające do osiągnięcia długowieczności [17-19]. Uważa się, że mTOR działa 

zarówno w górę, jak i równolegle do PKA, podczas gdy Sch9 działa na ścieżce 

równoległej do PKA i mTOR. Kaeberlein i in. wykazali, że restrykcja kaloryczna 

komórek tor1Δ oraz sch9Δ nie zwiększyła znacząco długości życia tych mutantów, co 
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wskazuje, że podobnie jak PKA, Sch9 i TOR są celami restrykcji kalorycznej 

w drożdżach [19]. Co więcej, w jednej z wcześniejszych prac również Kaeberlein 

z zespołem wykazali, że zarówno wzrost przy niskim stężeniu glukozy, jak i mutacje 

skutkujące zmniejszoną aktywnością PKA, zwiększają żywotność szczepów 

z dodatkową delecją genu FOB1 [19, 20]. Usunięcie TOR1 lub usunięcie SCH9 

spowodowało również addytywny wzrost długości życia w połączeniu z usunięciem 

FOB1. Długa żywotność komórek sch9Δfob1Δ oraz tor1Δfob1Δ nie była dalej 

zwiększana w warunkach restrykcji kalorycznej. Eksperymenty te sugerują zatem, że 

zmniejszona aktywność kinaz wrażliwych na składniki odżywcze Sch9 i mTOR 

w odpowiedzi na restrykcję kaloryczną powoduje zwiększenie długości życia 

replikacyjnego w drożdżach Saccharomyces cerevisiae [19]. Także badania prowa-

dzone w modelu chronologicznego starzenia pokazują, że restrykcja kaloryczna 

wydłuża CLS wpływając na konserwowane szlaki zależne od mTOR, PKA i Sch9. 

Interwencje genetyczne, takie jak delecja tor1Δ, sch9Δ lub ras2Δ, działają w sposób 

zbliżony do restrykcji kalorycznej. Mutacje te wydają się działać poprzez te same 

mechanizmy co restrykcja kaloryczna, ale ich wpływ na CLS nie jest tak silny 

w porównaniu z restrykcją kaloryczną [21]. Wszystkie te interwencje wywołują wzrost 

oddychania mitochondrialnego i adaptacyjnego sygnalizowania stresu oksydacyjnego 

podczas wzrostu, obejmującego zwiększone poziomy nadtlenku wodoru [22]. 

Bonawitz i in. wykazali, że delecja genu TOR1 przedłuża chronologiczny okres życia 

u drożdży Saccharomyces cerevisiae, głównie na skutek zwiększenia oddychania 

mitochondrialnego poprzez zwiększoną translację kodowanych przez mtDNA 

podjednostek kompleksu fosforylacji oksydacyjnej. Ponadto stwierdzili oni, że delecja 

TOR1 opóźnia starzenie niezależnie od dysmutazy ponadtlenkowej Sod2 [23]. 

Niezależnie od tego, oddychanie mitochondrialne jest niezbędne dla wydłużenia CLS 

w warunkach restrykcji kalorycznej lub na skutek delecji genu TOR1, ponieważ ich 

działanie jest zniesione przez interwencje genetyczne i farmakologiczne, które 

eliminują oddychanie tlenowe podczas wzrostu. Ocampo i in. wykazali, że restrykcja 

kaloryczna prowadzi do zwiększonej częstotliwości oddychania mitochondrialnego 

podczas wzrostu. Jednakże, chociaż szczepy hodowane w warunkach obniżonegoszalki 

stężenia glukozy osiągają fazę stacjonarną w podobnym czasie do komórek podczas 

wzrostu w warunkach kontrolnych, to po osiągnięciu fazy stacjonarnej częstotliwość 

oddychania mitochondrialnego radykalnie spada. Ta obserwacja sugeruje, że program 

przebudowy metabolicznej, który rozpoczyna się od wejścia komórek hodowanych 

w warunkach restrykcji kalorycznej do fazy stacjonarnej, zmienia wymóg oddychania 

podczas chronologicznego starzenia się. Zgodnie z tym efektem farmakologiczne 

hamowanie oddychania w hodowlach w warunkach restrykcji kalorycznej podczas 

fazy stacjonarnej nie wpływa na CLS. Zatem choć zarówno restrykcja kaloryczna, jak 

i delecja genu TOR1 wzmacniają oddychanie mitochondrialne podczas wzrostu, ich 

wpływ na oddychanie w fazie stacjonarnej jest inny. Komórki rosnące w warunkach 

restrykcji kalorycznej są więc mniej zależne od oddychania mitochondrialnego 

podczas fazy stacjonarnej niż komórki tor1Δ, zgodnie z założeniem, że hamowanie 

TOR1 jest tylko jednym z mechanizmów przyczyniających się do wpływu restrykcji 

kalorycznej na CLS [24]. W ostatnim czasie badacze zainteresowali się także 

interakcjami między dostępnością glukozy, pH cytozolowym (pHc), które u drożdży 
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S. cerevisiae kontroluje wzrost i reaguje na dostępność składników odżywczych oraz 

centralnym szlakiem sygnalizacji składników odżywczych cAMP zależnym od PKA 

w modelu chronologicznego starzenia. W swoich badaniach Dolz-Edo i in. donoszą, że 

obecność wysokiego stężenia glukozy podczas fazy wzrostu zwiększała zakwaszenie 

po wyczerpaniu glukozy, poprzez modulację aktywności PKA. To aktywnie kontrolo-

wane obniżenie pHc korelowało ze zmniejszonym przetrwaniem w fazie stacjonarnej. 

Podczas gdy zmiany w aktywności PKA wpływały zarówno na zakwaszenie, jak 

i przeżycie, ukierunkowane manipulowanie pHc wykazało, że zakwaszenie cytozolowe 

obniżało PKA. Zatem restrykcja kaloryczna kontroluje przeżycie drożdży w fazie 

stacjonarnej przez PKA i pH cytozolu [25]. 

6. Podsumowanie 

Biorąc pod uwagę złożone zmiany fizjologiczne związane z restrykcją kaloryczną 

u drożdży można stwierdzić, że uzyskane do tej pory wyniki badań wyraźnie wskazują 

na istotne znaczenie restrykcji kalorycznej w wydłużaniu życia drożdży Sacharomyces 

cerevisiae zarówno w modelu replikacyjnego, jak i chronologicznego starzenia, 

a względne znaczenie poszczególnych efektorów restrykcji kalorycznej zależy od 

specyficznych warunków eksperymentalnych. Ponadto różne komponenty warun-

kujące wyższą przeżywalność w warunkach restrykcji kalorycznej nakładają się na 

siebie. Na przykład, hamowanie mTOR lub Sch9 zwiększa oddychanie mito-

chondrialne, a także indukuje czynniki transkrypcyjne odpowiedzi stresowej, które 

mogą zwiększyć odporność na śmierć komórkową indukowaną zakwaszeniem [17, 22, 

23]. Ponadto chronologiczne starzenie prowadzi do zmniejszenia RLS, co sugeruje 

podstawowe podobieństwa mechaniczne między mitotyczną i postmitotyczną 

długością życia w tej samej komórce eukariotycznej [26]. Poza ścieżkami i mecha-

nizmami opisanymi powyżej być może w wydłużenie RLS lub CLS w warunkach 

restrykcji kalorycznej zaangażowanych jest więcej dodatkowych genów oraz 

procesów. Przypuszcza się, że w wydłużanie życia drożdży S. cerevisiae w warunkach 

restrykcji kalorycznej mogą być zaangażowane czynniki przebudowy chromatyny, 

utrzymanie poziomów komórkowych ATP, autofagia i homeostaza lipidów czy 

replikacja rDNA. Jednakże określenie związku każdego z nich z ustalonymi 

mechanizmami długowieczności i ze sobą nawzajem w warunkach restrykcji 

kalorycznej nadal wymaga dodatkowych badań [16]. Opracowanie jednolitego modelu 

restrykcji kalorycznej dla drożdży S. cerevisiae wbrew pozorom nie jest prostym 

zadaniem. Czynnikami komplikującymi w tej kwestii są różnice w warunkach hodowli 

między laboratoriami, a także zastosowanie różnych teł genetycznych badanych 

szczepów [21]. Oczywiste jest, że genotyp odgrywa główną rolę w sposobie, w jaki 

komórki drożdży reagują na restrykcję kaloryczną. Niektóre genotypy wykazują 

wyraźnie przedłużenie życia komórek drożdży w warunkach restrykcji kalorycznej, 

inne nie wykazują różnic w długości życia, a w niektórych dochodzi wręcz do 

skrócenia długości życia w warunkach restrykcji kalorycznej. Dlatego też określenie 

różnych mechanizmów wydłużania długości życia w przypadku różnych szczepów 

drożdży S. cerevisiae w warunkach restrykcji kalorycznej nadal wymaga dalszych 

badań [27]. Jednak chociaż potrzebne są dalsze badania w celu określenia dokładnych 

mechanizmów, dzięki którym restrykcja kaloryczna wydłuża żywotność w obu 
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modelach starzenia się drożdży S. cerevisiae, wiele z tych mechanizmów wydaje się 

być konserwowanych także u wielokomórkowych eukariontów [3]. W ostatnich latach 

zachęceni dotychczasowymi wynikami badań nad wpływem restrykcji kalorycznej na 

starzenie naukowcy, podjęli także pierwsze próby badania tego zjawiska u ludzi. 

Zgromadzone dane z badań klinicznych wskazują, że restrykcja kaloryczna u ludzi 

powoduje niektóre z tych samych adaptacji metabolicznych i molekularnych, które, jak 

wykazano, poprawiają zdrowie i opóźniają gromadzenie się uszkodzeń molekularnych 

w innych modelach długowieczności. Między innymi udało się wykazać, że restrykcja 

kaloryczna u ludzi łagodzi wiele czynników metabolicznych i hormonalnych, które 

biorą udział w patogenezie cukrzycy typu 2, chorób sercowo-naczyniowych 

i nowotworów [28]. 
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Wykorzystanie drożdży pączkujących Saccharomyces cerevisiae w badaniach 

nad wpływem restrykcji kalorycznej na aktywność metaboliczną i starzenie 

komórek 

Streszczenie 

Badania nad wpływem restrykcji kalorycznej na organizmy żywe trwają nieprzerwanie od początków XX 

wieku. Jednym z organizmów modelowych wykorzystywanym do badań nad wpływem restrykcji 

kalorycznej są drożdże piekarnicze Saccharomyces cerevisiae. Opracowane dla tego organizmu dwa 

modele starzenia, związane z replikacyjną oraz chronologiczną długością życia, oraz fakt, że genom 

S cerevisiae został w pełni zsekwencjonowany, a wiele genów tego jednokomórkowca posiada swego 

homologa u wyższych Eukariota sprawia, że wyniki uzyskane w badaniach z wykorzystaniem S. cerevisiae 

można z powodzeniem odnieść do wyższych organizmów wielokomórkowych. Dotychczasowe badania 



 

 

Karolina Stępień, Dominik Wojdyła, Mateusz Mołoń 
 

38 

pozwoliły stwierdzić, że restrykcja kaloryczna ma pozytywny wpływ na komórki drożdży S. cerevisiae 

wydłużając ich żywotność w obu modelach starzenia. Pierwsze badania sugerowały, że wydłużenie życia 

przez restrykcję kaloryczną wymaga zależnej od NAD deacetylazy histonowej, czyli białka Sir2. Jednakże 

znaczenie Sir2 w przedłużeniu życia w warunkach restrykcji kalorycznej zostało w ostatnim czasie 

zakwestionowane, ponieważ uzyskane przez kolejne zespoły badawcze wyniki nie były powtarzalne dla 

wszystkich badanych szczepów. Obecnie badacze skłaniają się ku hipotezie, że wydłużenie życia drożdży 

S. cerevisiae hodowanych w warunkach restrykcji kalorycznej reprezentuje alternatywny, niezależny od 

Sir2 mechanizm, który wciąż jednak pozostaje niewyjaśniony. Wiele prac naukowcy poświęcili także na 

badanie wpływu restrykcji kalorycznej na konserwowane ścieżki sygnałowe tj. mTOR, PKA i Sch9. 

Wykazano, że restrykcja kaloryczna zmniejsza aktywność mTOR, PKA i Sch9, w obu modelach 

starzeniowych, a mutacje prowadzące do utraty funkcji w tych kinazach są wystarczające do przedłużenia 

długości życia S. cerevisiae. Obecnie poszukuje się innych genów oraz szlaków, które potencjalnie 

mogłyby być zaangażowane w wydłużanie życia drożdży S. cerevisiae w warunkach restrykcji 

kalorycznej. Mimo bardzo licznych doniesień naukowych na temat wpływu restrykcji kalorycznej na 

długość życia drożdży S. cerevisiae tematyka ta wciąż wymaga dalszych badań i stanowi wyzwanie dla 

współczesnych naukowców.  

Słowa 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 oporności 

1. Wstęp 

Grzybice są schorzeniami bardzo powszechnymi. Wg szacunkowych danych na 

grzybice choruje ponad miliard ludzi [1]. Mimo to przez wiele lat rozwój badań nad 

preparatami przeciwgrzybiczymi przebiegał w cieniu badań nad lekami przeciw-

bakteryjnymi. Dostępnych jest tylko pięć klas związków przeciwgrzybiczych, 

natomiast wśród środków przeciwbakteryjnych można wyróżnić ponad dwadzieścia 

różnych grup. Najczęściej stosowanymi środkami przeciwgrzybiczymi, szczególnie 

w leczeniu miejscowych zakażeń grzybiczych, są znane od lat 40. ubiegłego wieku leki 

z grupy azoli [2]. Zgodnie z danymi przedstawionymi przez Centers for Medicare 

& Medicaid Services, w Stanach Zjednoczonych w latach 1991-2009 znalazły się one 

na ok. 74 mln recept. W ciągu 18 lat pacjenci w USA wydali na leki azolowe ok. 2,7 

mld dolarów [3]. Azole są skuteczne względem większości grzybów patogennych dla 

człowieka. Ponadto, niektóre wykazują działanie przeciwbakteryjne i przeciwpier-

wotniakowe [4]. Najczęściej stosowanymi azolami w terapii grzybic są: flukonazol, 

itrakonazol, worykonazol, posakonazol, klotrimazol oraz ketokonazol [3]. Są to leki 

pierwszego wyboru w profilaktyce i leczeniu grzybic. Obecnie azole uważa się za 

najskuteczniejsze syntetyczne leki przeciwgrzybicze [5], chociaż coraz częściej 

zauważa się wyraźną tendencję do obniżenia wrażliwości i pojawianie się szczepów 

opornych na tę grupę leków. 

Celem pracy jest opis leków z grupy azoli, z uwzględnieniem ich struktury 

i mechanizmu działania oraz wskazanie procesów, które warunkują oporność grzybów 

na te leki. 

2. Budowa i klasyfikacja leków azolowych 

Azole są heterocyklicznymi aromatycznymi związkami organicznymi, 

zawierającymi przynajmniej jeden atom azotu [6]. Są związkami chemicznymi 

uzyskanymi na drodze syntetycznej. Dzieli się je na imidazole i triazole. Podział ten 

wynika z różnic w liczbie atomów azotu w pierścieniu azolowym. Imidazole zawierają 

2 atomy azotu w pierścieniu, natomiast triazole – 3 atomy azotu [7, rysunek 1]. 
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Rysunek 1. Chemiczna struktura pierścieni azolowych imidazoli i triazoli [opracowanie własne] 

2.1. Charakterystyka pochodnych imidazolowych 

Imidazole wykazują szeroki zakres działania, który obejmuje większość grzybów 

patogennych. Należą do nich takie związki jak klotrimazol, bifonazol, mikonazol, 

ketokonazol, oksykonazol, krokonazol i butokonazol [rysunek 2]. Większość imidazoli 

stosowana jest w postaci łatwo rozpuszczalnych azotanów [7]. Są one dostępne 

w różnych postaciach farmaceutycznych m.in. w postaci kremów, maści, zasypek, 

płynów, tabletek i globulek dopochwowych. Klotrimazol jest stosowany 

w miejscowym leczeniu grzybicy stóp, łupieżu, grzybicy skóry gładkiej wywołanych 

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 używany, wtedy gdy 

czynnikiem etiologicznym zakażenia są Dermatophytes, Malassezia furfur oraz 

Aspergillus spp. [4]. Mikonazol z pochodnymi mają podobny zakres działania do 

bifonazolu i klotrimazolu. Są stosowane głównie miejscowo w postaci kremów, 

pudrów lub globulek dopochwowych [7]. Kolejnym lekiem z grupy imidazoli jest 

ketokonazol, który może być podawany doustnie lub powierzchniowo w leczeniu 

grzybic skóry, włosów i paznokci wywołanych przez dermatofity i drożdżaki 

(dermatomikozy, łupież pstry, przewlekłe kandydozy błon śluzowych, drożdżyce jamy 

ustnej i przewodu pokarmowego, przewlekłe nawracające drożdżyce pochwy) 

i grzybic układowych (kandydoza, histoplazmoza, blastomikoza, kokcydioidomikoza) 

[10]. Gatunki grzybów, które 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 także pierwotniaki oraz niektóre bakterie Gram-

dodatnie. Podobnie szeroki zakres działania ma oksykonazol, który działa 

grzybostatycznie, a w dużych stężeniach grzybobójczo. Skuteczność oksykonazolu 

została potwierdzona w badaniach in vitro względem Epidermophyton floccosum, 

Trichophyton menta-grophytes, Trichophyton rubrum oraz Malassezia farfur. 

Następnym imidazolem jest krokonazol stosowany miejscowo w postaci kremu na 

grzybice wywołane przez drożdżaki i dermatofity. Skutecznie działa również 

w leczeniu łupieżu pstrego. Butokonazol natomiast jest używany w leczeniu 

kandydozy pochwy oraz sromu i wykazuje działanie przeciwgrzybicze podobne do 

ketokonazolu [4]. 
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Rysunek 2. Wzory strukturalne wybranych imidazoli, opracowanie własne na podstawie [4] 

2.2. Charakterystyka pochodnych triazolowych 

Związki triazolowe cechują się szerszym spektrum działania w porównaniu 

z imidazolami. Są również bezpieczniejsze niż pochodne imidazolowe, ponieważ 

wykazują większe powinowactwo do 14-α-demetylazy lanosterolu – docelowego 

enzymu blokowanego przez azole podczas inwazji patogenu. Cechują się lepszą 

biodostępnością po podaniu doustnym oraz lepszymi właściwościami farmakodyna-

micznymi [11]. Przedstawicielami leków należących do grupy triazoli są itrakonazol, 

flukonazol, worykonazol i posakonazol [rysunek 3].  

Itrakonazol powstał w wyniku modyfikacji cząsteczki ketokonazolu, w której 

pierścień imidazolowy został zastąpiony triazolowym. Otrzymano w ten sposób 

związek, który wykazał kilkukrotnie silniejsze działanie przeciwgrzybicze od keto-

konazolu [7]. Itrakonazol wykazuje szeroki zakres działania i jest stosowany zarówno 

w leczeniu grzybic układowych, jak i powierzchniowych. Jest skuteczny w leczeniu 

grzybic paznokci, ponieważ przenika warstwy zrogowaciałe naskórka i gromadzi się 

w keratynie paznokci. Itrakonazol pomaga także w leczeniu łupieżu pstrego oraz 

grzybiczych zakażeń narządów płciowych [4]. Jest aktywny względem 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, który jest bardzo dobrze rozpusz-

czalny w wodzie. Może być podawany zarówno dożylnie, jak i doustnie. Flukonazol 

jest dobrze tolerowanym azolem dlatego jako pochodna triazolowa, należy do 

najpowszechniej stosowanych doustnych leków przeciwgrzybiczych. W jego spektrum 

działania znajdują się głównie grzyby z rodzaju Candida, z wyjątkiem gatunków 

opornych na ten lek, tj. Candida krusei. Oporne na flukonazol są również Aspergillus 

fumigatus, Fusarium spp., Scedosporium spp. oraz Mucorales [12]. Jednym 

z najnowszych leków z grupy triazoli jest worykonazol, który można traktować jako 

pochodną flukonazolu, ponieważ jeden pierścień triazolowy zastąpiono tu pierścieniem 

5-fluoropirymidynowym. Jest on stosowany miejscowo, dożylnie oraz doustnie [7]. 

Udowodniona została skuteczność worykonazolu wobec szczepów Acremonium spp, 

Altenaria spp., Cladophialophora spp. i Histoplasma capsulatum. W badaniach 

klinicznych wykazano skuteczność worykonazolu wobec gatunków z rodzaju Candida: 

C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis i C. tropicalis oraz Aspergillus, 

w tym A. flavus, A. fumigatus, A. terreus, A. niger, A. nidulans, a także szczepów 

Fusarium i Scedosporium, w tym S. apiospermum i S. prolificans. W związku z tym 

jest aktywny względem grzybów opornych na flukonazol [13]. Kolejnym, stosunkowo 

nowym lekiem azolowym jest posakonazol – triazol drugiej generacji. Posakonazol 

wykorzystuje się w leczeniu ciężkich infekcji grzybiczych niewrażliwych na inne leki, 

w tym amfotrycynę B lub u pacjentów źle tolerujących inne leki przeciwgrzybicze. 

Stwierdzono, że posakonazol wykazuje aktywność wobec Candida spp., Aspergillus 

spp., Cryptococcus neoformans, Fusarium spp.,Scedosporium spp., Blastomyces 

dermatidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Mucorales [2]. 

Posakonazol działa też na Candida spp. oporne na flukonazol lub itrakonazol, 

Aspergillus fumigatus oporne na itrakonazol, worykonazol, amfoterycynę B oraz na 

Cryptococcus neoformans i Zygomycetes spp. oporne na flukonazol. Okazało się 

również, że posakonazol silniej hamuje demetylacje steroli w błonie komórkowej 

grzyba niż poprzednie generacje leków azolowych [10]. Do grupy triazoli należą także 

rawukonazol, albakonazol i izawukonazol, które są obecnie przedmiotem badań 

klinicznych i nie zostały jeszcze wprowadzone na rynek farmaceutyczny [11]. 
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Rysunek 3. Wzory strukturalne wybranych triazoli, opracowanie własne na podstawie [4] 

2.3. Przeciwgrzybiczy mechanizm działania azoli 

Przeciwgrzybiczy mechanizm działania wszystkich azoli opiera się na hamowaniu 

grzybowego cytochromu P450 z rodziny 51 (CYP51 lub 14-α-demetylaza lanosterolu), 

który jest niezbędny do biosyntezy ergosterolu, czyli głównego sterolu błony 

komórkowej grzybów [14]. Atom azotu z cząsteczki azolu wiąże się z żelazem hemu 

cytochromu P450 hamując demetylację lanosterolu [rysunek 4]. Wskutek tego 

zawartość ergosterolu w błonie komórkowej grzyba zmniejsza się oraz dochodzi do 

kumulacji destabilizującego błonę produktu pośredniego – 14-α-metylo-3,6-diolu [4]. 

Zmiany w zawartości ergosterolu wpływają na płynność i integralność błony komór-

kowej grzyba. Zmieniają także aktywność związanych z błoną enzymów np. syntazy 

chitynowej [14]. Następstwem są zaburzenia czynności błony komórkowej i zaha-

mowanie wzrostu komórek grzybów. W efekcie działania azoli komórki grzybów 

wolniej się namnażają i stają się bardziej podatne na fagocytozę [4]. Kumulacja 

w komórkach grzybów 14-α-metylo-3,6-diolu powoduje ponadto hamowanie 

transformacji morfogenetycznej drożdżaków do formy strzępkowej i uszkodzenia 

fosfolipidów błony komórkowej [15]. Ostatecznym rezultatem działania azoli jest liza 

komórek i śmierć grzyba [14]. 
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Rysunek 4. Mechanizm hamowania syntezy ergosterolu przez azole w mewalonowym szlaku syntezy steroli, 

opracowanie własne na podstawie [16] 

 – miejsce hamowania syntezy ergosterolu 

3. Mechanizmy oporności grzybów na azole 

Grzyby, jako mikroorganizmy, które poddawane są działaniu leków stanowiących 

swego rodzaju czynnik selekcyjny, mogą wykształcić brak wrażliwości wobec 

stosowanych leków. Zjawisko to może wynikać ze świadomego działania ludzi 

(stosowanie leków w trakcie zwalczania infekcji), jak również w wyniku niekontro-

lowanego wprowadzania związków grzybobójczych do środowiska [17, 18]. Nawet 

niewielkie stężenia leków w środowisku, w dłuższej perspektywie, mogą stanowić 

czynnik selekcjonujący szczepy oporne z ogólnej puli genowej. 

Wrażliwość grzybów poddanych działaniu związków toksycznych zależy głównie 

od braku lub obecności szlaku metabolicznego wrażliwego na dany lek, jak również 

ilości struktur odpowiadających za jego pobieranie, transportowanie, metabolizm czy 

akumulację [19]. To, jaki mechanizm oporności zostanie uruchomiony, zależy głównie 

od czynnika, którym działamy na komórki. Wiele mechanizmów jest wspólnych dla 

wszystkich obecnie dostępnych grup leków. Wśród głównych mechanizmów, które 

leżą u podłoża oporności na związki azolowe, można wymienić obecność transpor-

terów wielolekowych (na terenie cytoplazmy, w błonie komórkowej czy w mito-

chondriach), takich jak transportery typu ABC (transportery I-rzędowe, energia 

pozyskiwana na drodze hydrolizy ATP) oraz typu MFS (transportery II-rzędowe, 

energia pozyskiwana z gradientu stężeń protonów przechodzących w poprzek błony 

komórkowej). Ponadto, grzyby mogą zwiększać biosyntezę enzymu docelowego dla 

leku (np. 14-α-demetylazy lanosterolu), modyfikować cel działania leku, zmieniać 
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strukturę barier otaczających komórkę (zmniejszona zawartość ergosterolu, 

reorientacja lub maskowanie tego związku czy zmiany zawartości steroli w błonie 

komórkowej), jak również mogą one tworzyć biofilmy [20-23]. Ponadto, wykazano 

zwiększoną oporność grzybów na działanie azoli w wyniku modyfikacji ekspresji 

wybranych genów, przykładowo ERG3 [17]. Nadmienić należy, że niektóre 

z wymienionych mechanizmów oporności u grzybów pojawić się mogą nie tylko 

w kontakcie z lekami, ale również jako efekt naturalnych strategii obronnych wobec 

związków produkowanych przez bakterie czy inne organizmy zajmujące tę samą niszę 

ekologiczną [19]. 

3.1. Nadekspresja genów oraz zmiany genetyczne 

Nadekspresja dotyczy szerokiej gamy genów. Przede wszystkim wyróżnić można 

nadekspresję genów kodujących cel działania leków, genów kodujących transportery 

błonowe, jak również genów kodujących czynniki transkrypcyjne wpływające na 

ekspresję innych genów. Przykładem jest nadekspresja genu ERG11 u Candida spp. 

(u rodzaju Aspergillus – CYP51A), kodującego 14-α-demetylazę lanosterolu. Dzięki 

temu zjawisku możliwe jest pojawienie się mniejszej podatności grzybów na działanie 

azoli. Jest to zjawisko, które w dużej mierze odpowiada za oporność krzyżową 

(flukonazol i itrakonazol) [24, 25]. Podwyższenie poziomu biosyntezy enzymu 

docelowego dla leku powoduje bezpośrednie zmniejszenie efektu terapeutycznego 

i konieczność zwiększenia dawki danego leku. Nadekspresja genów dotyczy zarówno 

białek enzymatycznych, jak i transporterów błonowych. Zjawisko to związane jest 

m.in. z mutacjami w obrębie czynników transkrypcyjnych (Mrr1 i Tac1 u C. albicans) 

odpowiadających za regulację transkrypcji transporterów błonowych. Mechanizm ten 

ma znaczący udział w kształtowaniu oporności C. parapsilosis na flukonazol [26]. 

Zmiany aminokwasów w białku kodowanym przez gen ERG3 wpływają na ekspresję 

innych genów, m.in. genów kodujących czynniki trans-krypcyjne (UPC2, NDT80). 

Wykazano, iż delecje genów odpowiadających za czynniki transkrypcyjne wpływają 

bezpośrednio na zwiększenie się wrażliwości na azole. W badaniach na C. parapsilosis 

wykazano, iż usunięcie genu UPC2 u szczepów opornych na te leki, zmniejszyło 

ekspresję genów ERG25, co w konsekwencji wpłynęło na zwiększenie wrażliwości 

tych grzybów na azole. Ponadto, delecja genu NDT80 u badanych drożdży 

powodowała zwiększenie wrażliwości na niektóre azole oraz znacznie zmniejszała 

ekspresję genów (ERG25, ERG6, ERG2, ERG3, ERG4), których produkty są 

niezbędne w biosyntezie ergosterolu [26].  

Plastyczność ekspresji informacji genetycznej jest wykazywana zazwyczaj 

w wyniku działania czynników stresowych (stres oksydacyjny, wysoka temperatura 

czy działanie leków grzybobójczych) [27]. Podkreślić należy, że występowanie zmian 

w obrębie chromosomów wpływa na oporność nie tylko na azole, ale również na inne 

stresory [28]. Zmiany na poziomie genomu dotyczą utraty heterozygotyczności, 

zwiększenia liczby chromosomów czy pojawienie się form izochromosomalnych. 

W efekcie następują zmiany na poziomie ekspresji genów leżących na chromosomach 

ulegających zmianom [17]. W przypadku C. albicans jednym z mechanizmów 

dotyczących zmian genetycznych jest powstawanie duplikacji lewego ramienia 

chromosomu 5, wskutek czego następuje duplikacja zlokalizowanych tam genów 
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(m.in. ERG11 oraz TAC1). Wykazano, iż mutacja ta wpływa na zmniejszenie 

wrażliwości grzybów na azole [27, 29, 30]. Ciekawym zjawiskiem jest utrata 

heterozytozygotyczności (LOH). Dotyczy ona przede wszystkim genów ERG11, TAC1 

oraz MRR1. W przeprowadzonych badaniach na klinicznych szczepach C. albicans, 

które charakteryzowały się disomią lub monosomią chromosomu 5 wykazano, iż 

szczepy z mutacją posiadają m.in. niższą zawartość ergosterolu w błonie komórkowej, 

co wpływało na zwiększoną wrażliwość na flukonazol [28, 31]. U Cryptococcus. 

neoformans zaobserwowano korelację zwiększenia oporności na azole dzięki zjawisku 

disomii chromosomu 1 oraz 4. Na chromosomach tych zlokalizowane są geny ERG11 

oraz AFR1 (kodujący transporter ABC). Ponadto, oporność wielolekowa u tych 

grzybów może wystąpić wskutek duplikacji całych chromosomów [28, 32]. 

3.2. Transportery błonowe 

Transportery błonowe pełnią ważną funkcję w budowaniu się oporności na 

antymikotyki. Białka te posiadają właściwości sekrecyjne, dzięki którym związki 

działające grzybobójczo usuwane są z komórki do środowiska. Zjawisko to znane jest 

od ponad 30 lat, a przez wielu uważane jest za najbardziej znaczące w kwestii 

budowania lekooporności [19, 27, 33]. Mechanizm działania transporterów błonowych 

opisywany jest na podstawie 3 modeli. Pierwszy z nich zakłada wyrzucanie leków 

z cytoplazmy poprzez por fazy wodnej (ang. aqueous pore model), drugi model 

zakłada transport antymikotyków, zanim ich cząsteczki przenikną do cytoplazmy 

(model flipazy, ang. flippase model; przeniesienie ich z wewnętrznej do zewnętrznej 

warstwy błony komórkowej). Zasada mechanizmu działania trzeciego modelu bazuje 

na hydrofobowych właściwościach cząsteczek leku. Są one transportowane do 

cytoplazmatycznej warstwy błony komórkowej i stamtąd „wysysane” przez białka, 

które następnie wyrzucają cząsteczki na zewnątrz. Ten model określa się mianem 

„molekularnego odkurzacza” (ang. hydrophobic vacuum cleaner model) [21]. Obecnie 

przyjmuje się, że wszystkie 3 modele są prawdziwe oraz że wobec jednego leku 

transport na zewnątrz komórki może przebiegać na jeden, lub więcej sposobów [21]. 

Za transportery biorące udział w budowaniu się oporności na leki, uznaje się białka 

ABC oraz MFS. W badaniach wykonanych na drożdżach wykazano obecność ponad 

30 genów transporterów ABC. Ze względu na podobieństwo sekwencji, białka ABC, 

stwierdzone u S. cerevisiae, podzielono na 6 podrodzin: YEF3, PDR, MDR, MRP/ 

CFTR, RLI, ALDP [21, 23]. Białkami, które odpowiadają za zjawisko lekooporności, 

są m.in. te należące do podrodziny PDR (ang. pleiotropic drug resistance). Wśród nich 

wyróżniono przede wszystkim transporter Pdr5p, kodowany przez gen PDR5. Jest to 

pierwsze zidentyfikowane białko transportowe u S. cerevisiae, które jest homologiczne 

do ludzkiego białka Mdr1p [21, 23]. Zakres substratowy tych zlokalizowanych 

w błonie komórkowej transporterów jest bardzo szeroki, obejmuje on detergenty, 

jonofory, fungicydy, antybiotyki, jak również leki przeciwnowotworowe. Co więcej, 

badania wykazały, że gen PDR5 nie jest niezbędny komórkom do życia, jednak jego 

brak może powodować o wiele wyższą wrażliwość na różnego typu inhibitory. Uznaje 

się, iż poziom tego białka w komórce ma duży wpływ na oporność grzybów na azole [23].  

Pierwszym białkiem z grupy transporterów błonowych typu ABC u C. albicans, 

które zidentyfikowano u szczepów patogennych było białko Cdr1p. Wśród substratów 
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przenoszonych przez tę pompę są między innymi syntetyczne związki grzybobójcze, 

takie jak ketokonazol, itrakonazol czy flukonazol. Białko to kodowane jest przez gen 

CDR1. Budowa tej cząsteczki jest podobna do białka Pdr5p u S. cerevisiae, jednak oba 

gatunki reagują w różny sposób na powielenie lub podzielenie genu czy delecję części 

łańcucha polipeptydowego białka [23].  

Drugą, ważną grupą transporterów, które odgrywają rolę w kształtowaniu 

oporności, jest grupa białek MFS. Najlepiej poznanym do tej pory transporterem tej 

grupy jest białko Atr1p odpowiadające za pojawienie się oporności na amino triazol 

u S. cerevisiae [23]. Nie posiadają one zdolności hydrolizy ATP [21, 23]. U C. albicans 

wyróżnia się obecnie ponad 120 różnych transporterów, z czego w kształtowaniu 

lekooporności na azole największe znaczenie mają transportery Cdr1 i Cdr2 

(transportery I-rzędowe), oraz Mdr1 (transportery II-rzędowe). W przypadku 

C. glabrata na ponad 50 obecnie znanych transporterów, przyjmuje się, że jedynie trzy 

biorą udział w ograniczaniu podatności na te leki (CgCdr1, CgCdr2, CgSnq2) [27]. 

U Aspergillus. fumigatus ekspresja genów kodujących białka ABC zwiększa się 

w wyniku kontaktu z azolami (np. geny AfuMDR1, AfuMDR2, odpowiadające za 

syntezę transporterów błonowych). U niektórych mutantów A. fumigatus 

zaobserwowano regulację stężenia itrakonazolu w komórkach dzięki transporterom 

kodowanym przez gen AfuMDR3 [28].  

3.3. Zmiany strukturalne 14-α-demetylazy lanosterolu 

Zmiana struktury enzymów, które są celem działania leków, są często spotykanym 

mechanizmem oporności. W wyniku tego białko jest zmodyfikowane tak, aby 

katalizowało odpowiednią reakcję przy jednoczesnym ograniczeniu powinowactwa do 

leku [23]. Zmiany strukturalne dotyczą substytucji aminokwasów. W zależności od 

gatunku, jak również szczepu, zmiany te dotyczą różnych miejsc cząsteczki enzymu. 

U szczepów Candida, które wykazywały oporność na azole, wykazano obecność około 

140 substytucji. Najczęściej wykazywaną zmianą u C. albicans są substytucje 

w pobliżu miejsca przyłączającego hem (R467K i G464S) [34]. W przypadku 

A. fumigatus wykazano obecność ponad 30 mutacji w obrębie genu CYP51A. 

Najczęstsze substytucje u tych grzybów wykazano w obrębie kodonu 54 oraz kodonu 

220 substytucje. Badania wskazują, iż miejsca te wpływają na oporność wobec wielu 

azoli, ze względu na niemożliwość przyłączania się do nich cząsteczek antymikotyków 

[34]. Co ciekawe, u niektórych grzybów obok mutacji w obrębie genu ERG11, przy 

badaniach oporności na leki stwierdza się również nadekspresję genów kodujących 

transportery błonowe [28]. Ponadto zaobserwowano korelację poziomu oporności 

grzybów ze spektrum działania antymikotyku. Im węższe spektrum, tym silniej 

wykazywana jest oporność na leki [28]. 

3.4. Tworzenie biofilmów 

Tworzenie biofilmów jest jednym z mechanizmów zmniejszania się podatności 

grzybów na antymikotyki. Struktura ta charakteryzuje się przede wszystkim 

wielowarstwowością, różnymi właściwościami metabolicznymi grzybów w przekroju 

pionowym, jak również wydzielaniem szeregu związków chemicznych, określanych 

mianem matrix zewnątrzkomórkowego, którego skład może mieć znaczenie dla 
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wrażliwości biofilmu na antybiotyki [28]. Ponadto, określona struktura biofilmu 

pozwala na kontrolę ekspresji genów w populacji komórek [35]. Analizy oporności 

biofilmu grzybowego wyraźnie wskazują na zmniejszoną wrażliwość tych struktur na 

leki w porównaniu do komórek nietworzących biofilmu [35]. Główną przyczyną 

zwiększonej oporności na leki grzybów tworzących biofilm, jest wydzielanie przez nie 

związków zewnątrzkomórkowych. Ich główną rolą jest zwiększenie przyczepności 

biofilmu do podłoża, jak również ochrona przed działaniem czynników zewnętrznych 

oraz zmniejszenie utraty wody czy składników odżywczych [36]. Martix zewnątrz-

komórkowa pełni znaczącą funkcję przede wszystkim w kształtowaniu oporności na 

polieny oraz echinokandyny, jednak może również mieć znaczenie w zmniejszającej 

się podatności grzybów na azole oraz inne antymikotyki. Obecnie uznaje się, iż 

wrażliwość biofilmu na działanie leków zależy głównie od składu chemicznego 

(bogactwo polimerów glukanu zatrzymuje cząsteczki leku nie pozwalając na 

przemieszczenie ich do wnętrza komórek [17, 35]). Oprócz mechanicznego utrudnienia 

dostępu leków do komórek grzybów, tworzenie biofilmu indukuje ekspresję genów 

kodujących transportery błonowe. Badania wskazują, że rola tych transporterów 

w budowaniu oporności na antymikotyki może być znacząca w początkowej fazie 

wzrostu biofilmu, natomiast z czasem maleje [36]. Kolejną cechą, która ma wpływ na 

zwiększenie oporności grzybów w biofilmie, jest zagęszczenie komórek. Wykazano 

zależność zmniejszenia podatności na leki wraz ze wzrostem zagęszczenia [36]. 

Wykazano to u szczepów C. albicans, u których nastąpiła delecja receptorów CDR1, 

CDR2 oraz MDR1 [37]. Odporność biofilmu wobec stosowanego leku związana jest 

również z właściwościami komórek leżących wewnątrz wielowarstwowej struktury 

biofilmu (ang. persisters). Określane są one jako komórki nieaktywne, wykazujące 

wysoką tolerancję na antymikotyki [32]. Uznaje się, że formy te mogą stanowić 

początek nowych kolonii w przypadku, kiedy bardziej wrażliwe struktury poddadzą się 

działaniu leków [38]. Oporność grzybów w biofilmie zależy również od nadekspresji 

genów kodujących enzymy biorące udział w biosyntezie ergosterolu, jak również 

punktowych mutacji w ich obrębie. Nadekspresja w wyniku kontaktu z azolami 

dotyczyć może genów ERG25 oraz ERG11, jednak wskazuje się również rolę genu 

ERG3 w budowaniu oporności na te leki [35].  

3.5. Odpowiedź na stres 

Komórki grzybowe, jak każde inne są podatne na stres, w związku z tym 
wykształciły mechanizmy odpowiadające za zmniejszenie jego wpływu na wzrost 
i przeżywalność. Tolerancja na stres jest kolejnym czynnikiem zmniejszania się 
podatności na antymikotyki. W wyniku działa szeregu czynników stresogennych 
(zmiany temperatury, zmiany osmotyczne, wolne rodniki) aktywowane są różnorakie 
szlaki sygnałowe. Za jeden z kluczowych w aspekcie lekooporności uznaje się szlak 
MAPK. Wpływa on na rozwój struktury biofilmu [35]. Związkiem, który pełni dużą 
funkcję w odporności biofilmu na stres, jest kalcyneuryna, białko enzymatyczne, które 
posiada właściwości fosfatazy serynowo-treoninowej. Po połączeniu się kalcyneuryny 
z kalmoduliną i jonami wapnia powstaje kompleks uaktywniający fosfatazy [35, 39]. 
Z odpowiedzią na stres u grzybów związane są również białka szoku cieplnego (Hsp). 
Obecnie dużą rolę przypisuje się białku Hsp90, które w wyniku działania stresora 
odpowiada za transport, składanie oraz dojrzewanie ważnych białek wewnątrzkomór-
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kowych [40]. Głównymi mechanizmami aktywowanymi w odpowiedzi na stres 
związany z aktywnością leków azolowych, są: działanie białek Hsp (w szczególności 
białka Hsp90), szlak związany z kalcyneuryną, synteza białek Sgt1 i kinaz białkowych 
C, TOR (kinaza białkowa treoninowo-serynowa, cel rapamycyny) oraz KDAC 
(deacetylaza lizynowa) [28, 29]. Ponadto, u C. neoformans wykazano, że na zmniej-
szenie skutków działania azoli mają wpływ m.in. szlaki obejmujące działanie ATPaz 
[29]. Białka szoku cieplnego odpowiadają za utrzymywanie stabilności homeostazy 
komórki oraz biorą udział w prawidłowym fałdowaniu innych białek w celu uzyskania 
aktywnej metabolicznie konformacji. Ponadto, są w stanie w ograniczonym zakresie 
przywracać prawidłową strukturę uszkodzonym białkom, jak również odgywają rolę 
w degradowaniu nieaktywnych polipeptydów [41]. Białko Hsp90 odpowiada przede 
wszystkim za utrzymanie prawidłowej struktury kinaz białkowych, jak również 
aktywności czynników transkrypcyjnych [41], co może wpływać na zmniejszenie się 
podatności grzybów na działanie azoli. 

4. Podsumowanie 

Azole stanowią dużą grupą syntetycznych leków powszechnie stosowanych 
w walce z grzybicami powierzchniowymi i układowymi. Dzielą się na imidazole 
i triazole. Mechanizm działania tych leków polega na hamowaniu 14-α-demetylazy 
lanosterolu, co uniemożliwia syntezę podstawowego składnika błony komórkowej 
grzybów – ergosterolu. W wyniku zahamowania 14-α-demetylazy lanosterolu nastę-
puje nagromadzenie w komórce zmetylowanych steroli, które powodują destabilizację 
błony komórkowej i w konsekwencji śmierć komórki. 

Azole są zwykle lekami pierwszego wyboru w profilaktyce i leczeniu infekcji 
grzybiczych. Jednak powszechność ich stosowania, długoterminowy charakter 
leczenia, nawrotowość chorób powodowanych przez grzyby czy grzybostatyczne 
działanie np. względem Candida spp. spowodowało selekcję opornych na azole 
genotypów. 

Lekooporność na azole może być warunkowana obecnością transporterów 
wielolekowych, takich jak transportery typu ABC oraz typu MFS. Zwiększoną 
oporność grzybów na działanie azoli wykazano również w wyniku zwiększenia 
syntezy 14-α-demetylazy lanosterolu lub modyfikacji jej struktury, zmiany struktury 
błony komórkowej czy utworzenia biofilmu. Ponadto, grzyby mogą zwiększać 
ekspresję niektórych genów, np. ERG3 (kodującego dysmutazę) lub ERG11 
(kodującego 14-α-demetylazę lanosterolu).  

Wzrastająca oporność grzybów na dostępne antymikotyki, w tym azole skłaniają do 
poszukiwania nowych środków przeciwgrzybiczych oraz do udoskonalania obecnie 
stosowanych preparatów. Jedną z możliwości jest łączenie znanych środków 
przeciwgrzybiczych z innymi związkami chemicznymi w celu uzyskania silniejszego 
działania mieszaniny w stosunku do tych substancji stosowanych osobno. Strategia ta 
pozwala na obniżenie dawki substancji czynnych w stosowanym leku przy jedno-
czesnym utrzymaniu ich terapeutycznego działania na skutecznym poziomie. Takie 
podejście umożliwia minimalizację efektów ubocznych stosowanych środków 
przeciwgrzybiczych, a także przyczynia się do łatwiejszej eliminacji szczepów 
opornych na leki stosowane osobno. Taką możliwość stwarza np. oksytiamina będąca 
antywitaminą tiaminy (witaminy B1), która wykazuje antyproliferacyjną aktywność 
względem Malassezia pachydermatis [42, 43]. Cząsteczka ta nie była dotychczas 
wykorzystywana w praktyce medycznej. Ponadto wyniki oceny wrażliwości szczepów 
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M. pachydermatis na oksytiaminę w połączeniu z ketokonazolem wskazały na wysoki 
synergizm działania tych związków. Przeprowadzone eksperymenty z zastosowaniem 
mieszaniny obu tych związków wykazały, że taki sam efekt bójczy można uzyskać przy 
dużo niższych stężeniach, w porównaniu do tych czynników działających osobno [44]. 

Skuteczność i szerokie spektrum działania leków azolowych sprawiają, że trudno 
sobie wyobrazić terapię przeciwgrzybiczą bez użycia tych związków. Warto jednak 
pracować nad bezpieczną i równie skuteczną alternatywą dla tych leków poszukując 
związków wpływających na zwiększenie efektywności azoli i w konsekwencji 
zmniejszeniu ich terapeutycznych dawek. 
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Azole w terapii grzybic – charakterystyka i mechanizmy oporności 

Streszczenie 
Azole stanowią ważną grupę syntetycznych leków powszechnie używanych w terapii przeciwgrzybiczej. 
Ich szerokie spektrum działania oraz możliwość wykorzystania w wielu postaciach farmaceutycznych 
pozwala na walkę z większością gatunków chorobotwórczych. Przeciwgrzybiczy mechanizm działania 
tych leków polega na hamowaniu syntezy ergosterolu – podstawowego składnika błony komórkowej 
grzybów, co prowadzi do destabilizacji błony komórkowej i śmierci grzyba. Aktualnie azole uważa się za 
najskuteczniejsze leki przeciwgrzybicze, chociaż coraz częściej odnotowuje się przypadki szczepów 
opornych. Lekooporność na azole może wynikać z obecności transporterów wielolekowych, takich jak 
transportery typu ABC oraz MFS. Ponadto, grzyby mogą zwiększać biosyntezę lub modyfikować strukturę 
enzymu docelowego dla azoli (14-α-demetylazy lanosterolu), zmieniać strukturę barier otaczających 
komórkę, tworzyć biofilm lub zwiększać ekspresję niektórych genów, np. ERG11 (kodującego 
14-α-demetylazę lanosterolu), ERG3 (kodującego dysmutazę).  
Obecnie trudno wyobrazić sobie terapię przeciwgrzybiczą bez użycia azoli, warto jednak pracować nad 
nowymi formułami tych leków z wykorzystaniem związków działających synergistycznie. Podejście takie 
może zwiększyć bezpieczeństwo ich stosowania, nie zmieniając, a nawet poprawiając skuteczność. 
Słowa 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-α-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-α-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 

 



 

53 

Ewelina Wanarska
1
 

Przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna 

1. Wstęp 

Zakażenia pochodzenia bakteryjnego, grzybiczego oraz wirusowego są dominującą 

przyczyną chorób XXI wieku, gdzie liczba zgonów sięga nawet 16 milionów rocznie 

[1]. Odkrycie antybiotyków było wielkim przełomem w zwalczaniu przyczyn tych 

zakażeń i przypuszczano, że „cudowne” leki zlikwidują ten problem. Niestety, 

bakterie, walcząc o przeżycie, wykształciły różne możliwości nabywania lekooporności. 

Ponadto nadużywanie leków przeciwdrobnoustrojowych, niestosowanie się do zaleceń 

lekarzy i nienależyta ich aplikacja, przyspieszyła ewolucję mechanizmów leko-

oporności mikroorganizmów, która stała się poważnym, globalnym problemem [2].  

W „walce” z antybiotykami drobnoustroje korzystają z różnorodnych mechanizmów, 

jakimi są: zaburzenia w systemie transportu antybiotyku do cytoplazmy, modyfikacja 

miejsca docelowego, aktywny wypływ leku z komórki oraz enzymatyczne niszczenie 

lub modyfikacja struktury leku [3,4]. Drobnoustroje wytwarzające te mechanizmy 

nazwano patogenami alarmowymi lub alert-patogenami (ang. alert-pathogens). Takie 

drobnoustroje są odpowiedzialne za szereg zakażeń szpitalnych i potrafią przekazywać 

informację genetyczną w obrębie tego samego gatunku, jak również między gatun-

kami. Informacja ta przenoszona jest przy pomocy plazmidów oraz transpozonów [5].  

Badania nad szczególnie opornymi szczepami pozwoliły na stworzenie akronimu 

ESCAPE, który „opisuje” bakterie odpowiedzialne za 2/3 zakażeń szpitalnych, wywo-

ływanych przez: Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacteriaceae [6, 7]. 

Wzrastająca lekooporność mikroorganizmów, również oportunistycznych, skłoniła 

naukowców do poszukiwania nowych, nieinwazyjnych oraz tańszych ścieżek 

przeciwdrobnoustrojowej terapii. Zainteresowano się przeciwdrobnoustrojową terapią 

fotodynamiczną (aPDT – antimicrobial photodynamic therapy) [8]. Ta forma leczenia 

jest znana od ponad 1000 lat, chętnie stosowana przez takie kraje jak Indie, Egipt czy 

Chiny. Za pioniera współczesnej terapii fotodynamicznej uważa się studenta medy-

cyny Oscara Raab’a (1900), który w czasie swoich rozważań doktorskich prowadził 

badania nad wpływem czerwonej akrydyny na hodowlę pantofelków (Paramecium 

spp.) i stwierdził, że połączone działanie tego barwnika i światła skutecznie niszczy ten 

organizm. Szukając nowych terapii przeciwdrobnoustrojowych, powrócono do tej 

metody, która znajduje coraz większe możliwości stosowania [9]. Przeciwdrobno-

ustrojowa terapia fotodynamiczna charakteryzuje się szybkością oraz łatwością, ale co 

najważniejsze, do tej pory, nie zanotowano przypadku oporności drobnoustrojów na tę 

formę chemioterapii [10]. Celem poniższej pracy było przedstawienie aspektów 

przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej oraz włączenie nanocząstek złota do 

jej wspomagania. 
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2. Mechanizm terapii fotodynamicznej 

Do przeprowadzenia reakcji fotodynamicznej wykorzystuje się trzy składniki: 

fotouczulacz (nietoksyczny barwnik), światło oraz tlen. Ogólna technika terapeutyczna 

opiera się na uczuleniu komórek mikroorganizmu określonym fotouczulaczem, 

a następnie narażeniu takiego „układu” na światło o określonej długości fali. Klu-

czowym elementem jest korelacja długości fali światła z maksimum absorpcji 

barwnika. Podczas tego procesu powstają reaktywne formy tlenu (reactive oxygen 

species – ROS), głównie tlen singletowy, będący bardzo szkodliwym czynnikiem dla 

mikroorganizmu [11]. Wymienia się dwa różne mechanizmy (I i II) terapii 

fotodynamicznej, zależne od stężenia tlenu (rysunek 1) [12]. 

Mechanizm pierwszy (niskie stężenie tlenu) opiera się na absorpcji fotonu przez 

fotouczulacz, co powoduje jego przejście ze stanu podstawowego (
1
P0) do stanu 

wzbudzonego (
1
P

*
), a następnie stanu trypletowego (

3
P

*
). Taka forma fotouczulacza 

jest zdolna do przekazywania elektronu cząsteczkom biologicznym znajdującym się w 

jego otoczeniu. Następnie nadmiar energii jest przekazywany z biocząsteczek na tlen 

cząsteczkowy (
3
O2), powodując powstanie reaktywnych form tlenu (ROS), głównie 

tlenu singletowego (
1
O2), będącego przyczyną śmierci komórek. Po całym procesie 

fotouczulacz powraca do stanu podstawowego, będąc przydatnym do następnego cyklu 

terapii [13,14].  

Ścieżka drugiego mechanizmu (wysokie stężenie tlenu) jest krótsza. Po absorpcji 

fotonu przez fotouczulacz, nadmiar energii jest bezpośrednio przekazywany na 

cząsteczkę tlenu, powodując powstanie niebezpiecznego tlenu singletowego. Ten 

mechanizm terapii fotodynamicznej jest uważany za dominujący (tlenowy charakter 

organizmu ludzkiego) i bardziej skuteczny niż mechanizm pierwszy [13,14]. 

 
Rysunek 1. Mechanizmy przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej (I i II) [9] 
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Niebezpieczne produkty opisanego procesu prowadzą do: degradacji osłon oraz 

uszkodzenia struktur komórkowych mikroorganizmów (białka, lipidy, kwasy nukle-

inowe), zaburzenia szlaków metabolicznych, rozregulowania procesów translacji, 

transkrypcji oraz replikacji, prowadzących do śmierci komórek. Kluczowym celem 

takiej terapii jest niszczenie komórek drobnoustrojów przy jednoczesnym braku 

wpływu na komórki gospodarza [15]. 

Naukowcy chętnie manipulują „czynnikami” procesu terapii fotodynamicznej. Na 

tlen można wpłynąć w sposób pośredni, zmieniając jego stężenie. Natomiast fotouczu-

lacze są testowane pod względem zmiany ich chemicznych właściwości lub dąży się 

do powstania nowej generacji fotouczulaczy, wykorzystując zdobycze nanotech-

nologii. Dodatkowo, oprócz modyfikowania samego barwnika, operuje się jego 

otoczeniem, to jest zmianami pH czy temperaturą [9].  

3. Fotouczulacze 

Wyniki badań prowadzonych w ostatnich latach pokazały, że nie każdy barwnik 

może być wykorzystany w fototerapii przeciwdrobnoustrojowej. Fotouczulacze 

powinny mieć kilka ważnych cech. Przede wszystkim powinny być to związki czyste 

chemicznie. Cząsteczki światłoczułe powinny być trwałe i dobrze rozpuszczalne 

w wodzie. Nie mogą być toksyczne dla komórek ludzkiego organizmu. Dodatkowo, 

przy wzbudzeniu światłem, ważnym aspektem jest ich wysoka toksyczność wobec 

komórek bakteryjnych i jak najmniejszy wpływ na komórki ludzkie. Ważnym 

elementem jest zdolność do generacji tlenu singletowego i innych wolnych rodników 

w krótkim czasie [16].  

Wymienia się kilka grup fotouczulaczy działających na określone drobnoustroje 

(tabela 1) [10]. Fenotiazyny, np. błękit metylenowy oraz ortotolidyna są najczęściej 

wykorzystywane w mechanizmie fotouczulenia typu I. Absorbcja światła o długości 

fali 600-680 nm pozwala na wykorzystanie ich jako fotouczulaczy. Oba barwniki 

wykazują aktywność, zarówno w przypadku bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-

ujemnych. Foto-toksyczność tej grupy związków polega na dezintegracji błon 

komórkowych mikroorganizmów, niszczeniu organelli komórkowych oraz zaburzeniu 

struktury kwasów nukleinowych [10, 15]. 

Porfiryny, a szczególnie porfiryny kationowe, na przykład hematoporfiryna, 

absorbujące światło o długości fali 610-630 nm, są barwnikami chętnie wykorzysty-

wanymi w mechanizmie typu II fototerapii. Dodatnio naładowane porfiryny mają 

możliwość przenikania przez osłony komórkowe mikroorganizmu, wykorzystując 

oddziaływanie z bakteryjnym lipopolisacharydem (LPS) [10, 15, 19]. 

Chloryny (głównie chloryny kationowe) podobnie jak wyżej wymienione porfiryny, 

są wykorzystywane w mechanizmie typu II. Absorbujące światło o długości 650-660 nm 

związki, mają dodatkową zaletę w postaci generowania tlenu singletowego o wysokiej 

wydajności kwantowej [10, 15]. 

Ftalocyjaniny, na przykład sulfonowana ftalocyjanina chloro-glinowa, absorbujące 

światło o zakresie podobnym do porfiryn, są jednymi z najbardziej znanych 

fotouczulaczy, wykorzystujących II mechanizm. Ftalocyjaniny mają możliwość 

generacji dużych ilości reaktywnych form tlenu [10, 15]. 
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Ksanteny, na przykład erytrozyna czy róż bengalski, w przeciwieństwie do wyżej 

wymienionych są anionowymi związkami wykorzystującymi II typ mechanizmu. 

Absorbują fale światła o długości 480-550 nm. Oprócz generacji tlenu singletowego 

mają możliwość generowania anionów ponadtlenkowych. Mogą być podawane 

doustnie, będąc przydatne także w zwalczaniu wirusów [10, 15]. 

Mechanizm działania kwasu 5-aminolewulinowego opiera się na akumulacji 

protoporfiryny (PpIX) będącej prekursorem hemu. To właśnie protoporfiryna, akumu-

lowana w komórce, warunkuje aktywność fotouczulającą w obecności światła. Zaletą 

kwasu jest fakt, iż jest on naturalnym prekursorem fotouczulającym wytwarzanym 

przez organizm ludzki, wykazującym niską cytotoksyczność. Dodatkowo wytwarzana 

protoporfiryna jest szybko usuwana z organizmu, a długotrwałe użycie kwasu nie 

powoduje nadwrażliwości na światło. Proces zachodzi bardzo szybko [10, 17]. 

Fulereny działają na zasadnie mechanizmu typu I. Ze względu na brak ładunku, 

czyste fulereny nie mogą być stosowane do przeciwbakteryjnej terapii. Wykorzystanie 

tej grupy umożliwia modyfikacja chemiczna po dodaniu cząsteczek amfifilowych [15]. 

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

Grupa Fotouczulacz Bakterie 

Fenotiazyny 
błękit metylenowy, 
ortotolidyna 

Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa 

Porfiryny porfiryna kationowa 
Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus 

Chloryny chloryna kationowa Escherichia coli 

Ftalocyjaniny 
sulfonowana ftalocyjanina 
chloro-glinowa 

Escherichia coli 

Ksanteny róż bengalski, erytrozyna Escherichia coli 

Kwas 5-aminolewulinowy 
(prekursor) 

protoporfiryna IX 
Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa 

Fulereny 
sól jodku  
N-metylopirolidyno- C60-
fullerenowego 

Staphylococcus aureus 

4. Źródła światła 

Światło jest kolejnym niezbędnym składnikiem przeciwdrobno-ustrojowej terapii 

fotodynamicznej. Zakres długości światła absorbowanego przez fotouczulacze zawiera 

się w przedziale 630-700 nm, co odpowiada wiązce światła, która może przeniknąć 

przez tkanki od 0,5 do 1,5 cm. Najkorzystniejszym źródłem światła okazały się być 

lasery oraz diody emitujące światło (LED) [4]. Zaletami laserów jest wytwarzanie 

światła o bardzo szerokim zakresie długości od ultrafioletu (fale krótkie) do światła 

czerwonego (fale długie). Generowana wiązka światła charakteryzuje się monochro-

matycznością, stabilnością pod kątem kierunku, częstotliwością oraz barwą, 

w przeciwieństwie do odmiennych, powszechnych niespójnych źródeł światła np. 

żarówki [12]. Pierwsze lasery jako ośrodek czynny posiadały mieszankę helu oraz 

neonu, podczas gdy w dzisiejszych czasach chętniej używa się mieszanek arsenku 

glinu z domieszkami galu, uzyskując pożądaną intensywność emisji światła. LED mają 

możliwość generowania światła o szerszym spektrum, przy czym są tańsze, ale 

wytwarzane światło nie posiada tak dobrej jak lasery zdolności penetracji tkanek. 
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Kluczowym aspektem przy wykorzystaniu tych dwóch źródeł światła jest dobranie 

odpowiedniej dawki energii, gdzie nieostrożna generacja dużej ilości ciepła (wzrost 

temperatury) wiąże się z ryzykiem zniszczenia tkanek [13]. 

5. Przeciwdrobnoustrojowy cel terapii fotodynamicznej 

 Przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna, jak wspomniano wyżej, 

ukierunkowana jest na określone struktury komórkowe, takie jak lipidy, białka oraz 

kwasy nukleinowe. Różnorodnym własności fotouczulaczy (ładunek, wielkość, 

liofilowość) pozwalają im akumulować się w różnych miejscach komórki. 

Zaczynając od lipidów, poprzez liofilowy charakter fotouczulaczy, głównym 

miejscem osadzenia są zewnętrzne błony komórkowe mikroorganizmów, z czego 

wynika, iż składniki membran (komponenty lipidowe i białka) są priorytetowym celem 

aPDT. Generowane reaktywne formy tlenu oraz inne toksyczne rodniki, głównie 

„skupiają” się na nienasyconych kwasach tłuszczowych, kierując swoje działanie na 

rozerwanie podwójnych wiązań w łańcuchach acylo-fosfolipidowych. Problemem 

w tym aspekcie stają się mikroorganizmy, których zewnętrzna błona posiada nasycone 

kwasy tłuszczowe. Ciekawym odkryciem stała się również wewnętrzna warstwa błony 

oraz błona cytoplazmatyczna jako cel modyfikacji redoks w obecności pochodnej 

porfiryny u bakterii E. coli. Zmiana stopnia utlenienia lipidów powoduje proces 

reorganizacji błony plazmatycznej, upłynniając ją, a zatem powodując śmierć komórki 

[4, 10]. 

Mechanizmy uszkadzania białek, a co za tym idzie śmierć komórek mikroorga-

nizmów są wciąż nie do końca poznane. Poprzez fakt, iż proteiny występują w dużej 

ilości w różnych miejscach w komórce (błony komórkowe, cytozol) oraz przez ich 

charakter liofilowy (tak jak fotouczulacze), powinny być kluczowym celem terapii 

fotodynamicznej. Dyskusyjną kwestią jest fakt czy wspomniana proteotoksyczność jest 

przyczyną śmierci komórkowej, ponieważ bakterie doskonale radzą sobie ze stresem 

proteotoksycznym [9, 15, 20].  

Kwasy nukleinowe są również dyskusyjnym celem przeciwdrobnoustrojowej 

terapii fotodynamicznej. Niektórzy badacze opisują, iż fotouczulacze wiążą się 

z kwasami, powodując ich modyfikację i w ten sposób zaburzają ich funkcje gene-

tyczne. Z drugiej strony uważa się, iż kwasy nie są celem terapii, ponieważ zaraz po 

niej następują szybkie procesy naprawcze [9, 15, 20]. 

Ekspresja pomp wypływowych jest dodatkowym, lecz rzadziej opisywanym, 

i wciąż kontrowersyjnym celem przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej. 

Z jednej strony aPDT nie ma wpływu na mikroorganizmy, które właśnie przy użyciu 

pomp wypływowych usuwają lub zmniejszają stężenie szkodliwych fotouczulaczy, 

obniżając skuteczność terapii. Z drugiej strony można pokonać problem poprzez 

zastosowanie specyficznych inhibitorów pomp wypływowych [9, 15, 21]. 

6. Bariery przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej 

Skuteczność terapii fotodynamicznej zależy od drogi, która musi być pokonana 

oraz od napotkanych barier komórkowych. Pierwszą barierą stają się lipopolisacharydy 

(LPS) występujące na powierzchni zewnętrznej błony komórkowej bakterii Gram-

ujemnych. LPS podtrzymuje integralność błony i co za tym idzie, chroni komórkę 
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przed chemicznymi, fizycznymi oraz elektrostatycznymi bodźcami [21]. Zniszczenie 

tej struktury powoduje śmierć mikroorganizmu. Błona komórkowa, jak wspomniano 

wcześniej, jest celem terapii, jednakże przeniknięcie fotouczulacza przez barierę 

lipopolisacharydową, staje się nie lada wyzwaniem. Pierwszy punkt zaczepienia, jakim 

jest LPS to doskonały cel dla kationowych cząsteczek fotouczulających. Przepro-

wadzone badania wobec P. aeruginosa, z wykorzystaniem różu bengalskiego oraz 

błękitu metylenowego, wykazały, że po zastosowaniu terapii fotodynamicznej 

następowała modyfikacja redoks bakteryjnego LPS. Wykazano także, że wiązanie się 

kationowych cząsteczek fotouczulających z anionowymi LPS, konkuruje z obecnymi 

dodatnio naładowanymi Ca
2+

 oraz Mg
2+

, a sukces terapii wynikał z delokalizacji tych 

kluczowych kationów odpowiedzialnych za stabilizację błony [22, 23]. 

Zewnętrzna błona bakterii Gram-ujemnych, posiadająca hydrofilową powierzchnię 

oraz lipofilowy rdzeń, staje się poważną barierą dla różnorodnych cząsteczek (zarówno 

hydro- jak i lipofilowych). Jedynymi cząsteczkami łatwo przechodzącymi przez błonę 

są cząsteczki amfifilowe. Doskonałość tej bariery zaburza, wcześniej opisana, 

delokalizacja kluczowych kationów. Osłabienie inicjuje też powstawanie kanałów, 

ułatwiających samoistne przejście fotouczulaczy do wnętrza komórki. Problem poja-

wia się w przypadku fotouczulaczy anionowych, gdzie ich przejście wymaga aktywnego 

transportu, na przykład w obecności białek porynowych, często występujących 

w zewnętrznej błonie bakterii Gram-ujemnych. W przypadku obojętnych fotouczulaczy, 

sukces terapii wynika z interakcji z kationowymi biomolekułami [15, 23]. 

Bakterie Gram-dodatnie także posiadają bariery, które muszą być pokonane przez 

fotouczulacz. Kwasy lipotejchowe występujące na błonie cytoplazmatycznej oraz 

tejchowe występujące na ścianie, stanowią wstępną blokadę dla fotouczulacza, głównie 

anionowego. Kationowe fotouczulacze mogą przechodzić przez warstwę na zasadzie 

oddziaływań elektrostatycznych. Dejonizacja błony destabilizuje jej strukturę, pozwa-

lając na skuteczne przejście obydwu rodzajów fotouczulaczy [22-24].  

Peptydoglikan stanowi kolejny punkt przejścia dla fotouczulaczy. Peptydoglikan 

występujący na błonie cytoplazmatycznej bakterii Gram-dodatnich jest około 2-10 razy 

grubszy niż ten występujący między błoną cytoplazmatyczną i zewnętrzną błoną 

u bakterii Gram-ujemnych. Peptydoglikan jest strukturą dość porowatą, dlatego nie 

stanowi większej przeszkody dla fotouczulaczy kationowych czy anionowych. 

Obojętne oraz anionowe fotouczulacze mogą przejść przez tę warstwę przy pomocy 

pasywnej dyfuzji, podczas gdy dodatnio naładowane cząstki na zasadzie oddziaływań 

elektrostatycznych. Przeprowadzone badania, pokazały, że mimo grubszej warstwy 

peptydoglikanu, walka z bakteriami Gram-dodatnimi jest łatwiejsza niż z bakteriami 

Gram-ujemnymi [15]. 

Błona cytoplazmatyczna stanowi ostatnią barierę do przejścia dla fotouczulacza. 

Skład błony w przypadku bakterii Gram-ujemnych oraz Gram-dodatnich jest znacznie 

zróżnicowany. Fosfatydyloetanoloaminy mają większy udział w strukturze błon 

komórkowych bakterii Gram-ujemnych niż Gram-dodatnich. Niższa zawartość tych 

struktur w składzie bakterii Gram-dodatnich warunkuje występowanie większej ilości 

anionowych fosfolipidów. Jest to kolejny dowód na to, iż przeciwdrobnoustrojowa 

terapia fotodynamiczna jest skuteczniejsza wobec bakterii Gram-dodatnich [15]. 
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7. Nanocząstki metali w terapii fotodynamicznej 

W celu pokonania wcześniej wymienionych problemów, dąży się do otrzymywania 

fotouczulaczy III generacji wspomaganych różnorodnymi nanostrukturami, głównie 

nanocząstkami metali.  

Nanotechnologia jest przełomową dziedziną ostatniej dekady wykorzystującą 

obiekty organiczne oraz nieorganiczne, o rozmiarze 10
-9

 m o różnorodnych właści-

wościach, takich jak kształt, rozmiar, dyspersja czy długi czas działania [25]. Dobrze 

znanymi nanostrukturami są liposomy, micele, nanorurki, a także nanocząstki metali. 

Przełomem w badaniach okazało się wykorzystanie nanostruktur, w tym nanocząstek 

metali do poprawy efektywności przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej 

[25, 26]. Nanostruktury mogą wspomagać fotouczulacze w dwojaki sposób. 

Pierwszym sposobem jest enkapsulacja cząsteczki fotouczulającej (liposomy, 

nanosfery micele, nanokapsuły). Drugim sposobem jest jej kowalencyjne przyłączenie 

do nanostruktury (nanocząstki metali). Wspomaganie terapii fotodynamicznej przez 

nanoobiekty poprawia rozpuszczalność fotouczulaczy, zarówno w wodzie, jak i innych 

wodnych rozpuszczalnikach. Obecność nanocząstki zapobiega formowaniu się 

dimerów oraz trimerów cząsteczkowych, które mogą dawać niską efektywność terapii. 

Ważnym aspektem jest wspomaganie osiągnięcia celu oraz selektywności i akumulacja 

w docelowych komórkach. Dodatkową zaletą jest zapobieganie wydalaniu fotouczu-

lacza z komórki oraz efektywna redukcja lekooporności mikroorganizmów. Opisuje 

się, iż same nanocząstki metali wykazują właściwości bakteriobójcze oraz bakterio-

statyczne, poprzez hipotetyczną destrukcję osłon komórkowych, zaburzenie metabo-

lizmu komórki oraz generowanie reaktywnych form tlenu, jednakże ich wpływ jest 

wciąż dyskusyjny, a mechanizm dokładnie niepoznany. Jednymi z najchętniej 

wykorzystywanych w fototerapii nanostruktur są nanocząstki metali, głównie złota 

i srebra [27, 28]. 

Ważnymi zaletami złotych nanocząstek są ich optyczne właściwości, uniwersalne 

powierzchnie oraz biokompatybilność. Przeprowadzono badania przeciwgrzybicznych 

właściwości kompleksu nanocząstka złota-błękit metylenowy wobec drożdżaków 

Candida albicans. Eksperymenty pokazały niszczący wpływ tego koniugatu, odno-

szący się do zaburzenia struktury biofilmu drożdżaka, dezintegracji osłon komórko-

wych oraz dezorganizacji metabolizmu komórki [29]. Koniugat nanocząstka złota-

błękit metylenowy wywoływał również śmiertelne fotouczulenie Staphylococcus 

aureus [30] i Staphylococcus epidermidis [31]. Kompleks nanozłoto-fotouczulacz, 

powodował prawie 100% śmiertelności Staphylococcus epidermidis już po 

5-minutowym naświetlaniu. Dodatkowo stwierdzono bakteriobójcze działanie 

kompleksu złota nanocząstka-błękit metylenowy bez ekspozycji na światło [31].  

Nanocząstki srebra są znane jako cząstki bakteriobójcze. Nanostruktury te mają 

zdolność do reagowania z siarką oraz jej pochodnymi skutkując zmianą przepuszczal-

ności osłon komórkowych i dezorganizacją procesów replikacyjnych [32]. Badano 

bakteriobójcze właściwości kompleksu nanocząstka srebra-błękit metylenowy wobec 

Streptoccocus spp., będących niebezpiecznymi patogenami w pierwszych miesiącach 

życia dzieci. Wysokie stężenie srebrnych nanostruktur okazało się być efektywne 

w zwalczaniu patogenicznego drobnoustroju [33]. 
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8. Podsumowanie 

Przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna wydaje się być skuteczną techniką 

w zwalczaniu mikroorganizmów wywołujących groźne, a w niektórych przypadkach 

śmiertelne choroby. Zaletami terapii są nieinwazyjność, łatwość i nietoksyczność dla 

komórek gospodarza oraz co najważniejsze do tej pory, nie opisano oporności 

mikroorganizmów na ten sposób ich niszczenia. Elementy terapii, takie jak: światło, 

fotouczulacze oraz tlen, są łatwo dostępne. Cząsteczki fotoczułe są różnorodne, 

a dzisiejsze metody i techniki dają możliwość zmiany ich właściwości lub otrzymania 

całkiem nowego produktu. Uaktywniony fotouczulacz poprzez niszczenie osłon 

komórkowych, dociera do konkretnych struktur komórkowych, generuje reaktywne 

formy tlenu (ROS) oraz poprzez wywołanie stresu komórkowego zaburza metabolizm 

komórkowy (transkrypcja, replikacja, translacja). Szeroko rozwijająca się nanotechno-

logia pozwala tworzyć różnorodne nanostruktury, będące dodatkowym ogniwem 

procesu. Tworzone są fotouczulacze III generacji, wspomagane przez nanocząstki 

metali, które poprawiają efektywność omawianej metody niszczenia patogenów.  
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Przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna 

Streszczenie 

Lekooporność patogenów stała się poważnym problemem XXI wieku. Antybiotyki stały się niewystar-

czalnym ogniwem walki z infekcjami drobnoustrojowymi, które poprzez wykorzystanie różnorodnych 

mechanizmów obronnych skutecznie uodparniają się na stosowane leki. Skłoniło to naukowców do 

poszukiwania nowatorskich, łatwiejszych i tańszych ścieżek walki z mikroorganizmami. Rozwiązaniem 

może być przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna, wykorzystująca tlen, fotouczulacz oraz 

światło. Dodatkowym pomysłem stało się wykorzystanie nanocząstek metali jako wspomagaczy terapii, 

tworząc nowe fotosensybilatory III generacji. 

Słowa kluczowe: lekooporność, mikroorganizmy, terapia fotodynamiczna, nanocząstki 

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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Wpływ formy amfoterycyny B na jej toksyczność 

1. Poszukiwanie nowych leków przeciwgrzybiczych 

Wybór leku przeciwgrzybiczego zależy od wielu czynników np. miejsca występo-

wania grzybicy, rodzaju patogenu, kosztów, dostępności danego leku czy występu-

jących działań niepożądanych. Poszukiwanie nowych leków ma na celu zwiększenie 

efektu leczniczego i jednocześnie zmniejszenie jego toksyczności. Istotnym jest 

również zwrócenie uwagi na oporność grzybów na dany lek, gdyż organizmy te 

wykształciły specjalne mechanizmy umożliwiające uniknięcie działania leku [1]. 

Przykładowo ściana komórkowa grzyba jest gruba i zbudowana z chityny, co utrudnia 

przenikanie leku do wnętrza komórki [2,3]. Narastającym problemem terapii jest 

występowanie lekooporności z powodu stosowania leków przeciwgrzybiczych 

niepotrzebnie, w niepotwierdzonych diagnozach, bez specjalistycznych badań [1,4]. 

Do mechanizmów oporności należy również zmniejszone powinowactwo do enzymów 

biorących udział w budowie błony komórkowej grzyba poprzez syntezę ergosterolu 

oraz nadekspresja pomp wypływowych mających na celu usunięcie leku z komórki 

[4,5]. Amfoterycyna B jest antybiotykiem polienowym o szerokim spektrum działania, 

a wykazywanie oporności przez komórki grzyba jest znikome i stanowi wyjątki. 

Dodatkowo jest to bardzo silny lek przeciwgrzybiczy stosowany w inwazyjnych 

chorobach grzybiczych (IFDs), a zarazem bardzo toksyczny [6,7]. Z tego powodu 

badania skupiają się głównie nad preparatami lipidowymi AmB o obniżonej 

toksyczności z zachowaniem dawki terapeutycznej, gdyż inne leki mają wąski zakres 

działania, są stosowane w grzybicach miejscowych będących mniejszym zagrożeniem 

zdrowia i życia pacjentów rozpatrując w aspekcie występowania działań niebożą-

danych. Amfoterycyna B stosowania jest od lat 60. XX wieku, natomiast ze względu 

na jej toksyczność ograniczono jej stosowanie [8]. Stworzenie preparatów lipidowych 

o zmniejszonej toksyczności oraz wynalezienie nowych, dużo droższych leków 

przeciwgrzybiczych tworzących interakcje z innymi lekami sprawiło, że częstotliwość 

jej stosowania ponownie się zwiększyła [9].  
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2. Toksyczność preparatów przeciwgrzybiczych 

Leki przeciwgrzybicze dzielą się na 5 klas tj. antybiotyki, azolowe leki przeciw-

grzybicze, echinokandyny, pochodne alliloaminy i inne leki przeciwgrzybicze. Każdą 

klasę charakteryzuje odmienny mechanizm działania, toksyczność, zakres działania 

oraz zastosowanie [6]. Większość klas ma szeroki zakres działania, ale najlepiej działa 

w określonych schorzeniach poszczególnych układów. W celu wyjaśnienia powodu 

toksyczności niezbędne jest przeanalizowanie mechanizmów działania poszczególnych 

leków, ich budowy oraz cech charakterystycznych. 

Pierwsza klasa leków przeciwgrzybiczych to antybiotyki, które dzielą się na anty-

biotyki polienowe i antybiotyki o budowie spiranowej. Najważniejszym antybiotykiem 

polienowym jest amfoterycyna B, która jest znana z szerokiego spektrum działania 

i dużej toksyczności. Stosuje się ją tylko w najpoważniejszych chorobach wywołanych 

przez grzyby np. IFDs, czyli inwazyjnej chorobie grzybiczej. W przypadku terapii tym 

antybiotykiem korzyści leczenia nim powinny być większe niż ryzyko działań 

niepożądanych, pogarszających stan zdrowia pacjenta [7]. Antybiotyki polienowi  

– w tym amfoterycyna B – działają na błonę komórkową grzyba poprzez bezpośrednią 

interakcję z ergosterolem, prowadzącą do tworzenia porów i zakłócenia potencjału 

transbłonowego na skutek utraty jonów [3]. Natomiast mechanizm działania 

antybiotyków o budowie spiranowej, w odróżnieniu od antybiotyków polienowych, 

polega na uszkodzeniu ściany komórkowej grzyba [6]. Proces ten jest skutkiem 

zahamowania biosyntezy chityny, zahamowania biosyntezy RNA oraz zaburzenia 

syntezy białek w komórkach grzyba. Do tej grupy leków należy gryzeofulwina, która 

jest metabolizowana poprzez cytochrom P-450, co może przyczyniać się do jej dużej 

toksyczności [10]. 

Do grupy azolowych leków przeciwgrzybiczych należą leki imidazolowi 

i triazolowe, oba o szerokim spektrum działania [11]. Eliminują one większość grzy-

bów patogennych dla człowieka, lecz ze względu na dużą toksyczność są stosowane 

tylko w leczeniu miejscowym. Występuje różnica w nasileniu działania leczniczego 

pomiędzy lekami imidazolowymi, a triazolowymi. Wynika ona z różnicy w budowie, 

gdyż pochodne triazolowe wykazują większą aktywność przeciwgrzybiczą ze względu 

na zastąpienie grupy imidazolowej podwójną grupą triazolową [11]. Zapewnia to 

większą skuteczność leków należących do triazoli, których przedstawicielami są 

flukonazol, itrakonazol czy worikonazol [11-13]. Leki te blokują syntezę ergosterolu 

zawartego w błonie komórkowej grzyba poprzez łączenie się z cytochromem P-450. 

W wyniku tego mechanizmu może dojść do nagromadzenia się w środowisku reakcji 

toksycznych steroli [14].  

Kolejną klasą grzybów są echinokandyny, do których należą kaspofungina, 

anidulafungina i mykafungina. Hamują one syntezę 1,3-β-D-glukanu, który jest 

niezbędnym składnikiem ściany komórkowej niektórych grzybów [15,16]. Brak 

syntezy glukanu powoduje degradację komórki grzyba. Jednak czynnikiem ogranicza-

jącym stosowanie echinokandyn nie jest toksyczność, gdyż wywołują mało skutków 

ubocznych – a występowanie oporności na ten rodzaj antybiotyku oraz mniejsze efekty 

terapeutyczne w porównaniu do amfoterycyny B [17]. 

Ostatnią sprecyzowaną grupą leków są pochodne alliloaminy np. terbinafina, które 

hamują powstawanie ergosterolu w sposób niezależny od cytochromu P-450, lecz 
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w wyniku tej reakcji dochodzi do akumulacji toksycznego skwalenu, co może być 

ograniczeniem w stosowaniu tej grupy leków [18].  

Amfoterycyna B jako jedyny lek ma szerokie spektrum działania, nie podlega 

mechanizmom oporności, jest tania w porównaniu do innych leków przeciw-

grzybiczych, łatwo dostępna nawet w uboższych krajach na świecie, a jej połączenia 

z innymi substancjami i strukturami lipidowymi nie tworzą niezgodności oraz obniżają 

skutecznie jej toksyczność. Z tego powodu trwają liczne badania nad zastosowaniem 

jej różnych form, które mają za zadanie utrzymać efekt leczniczy i skuteczność, 

a zmniejszyć ryzyko wystąpienia działań niepożądanych [19, 20]. 

3. Amfoterycyna B – podstawowe informacje 

Amfoterycyna B (AmB) to jeden z najskuteczniejszych antybiotyków przeciw-

grzybicznych stosowanych w ciężkich układowych lub głębokich zakażeniach 

grzybiczych ze względu na szerokie spektrum działania. Poza leczniczymi właści-

wościami AmB, wykazuje ona tak jak wszystkie leki działania niepożądane, 

a mianowicie jest silnie nefrotoksyczna – uszkadza błony komórkowe ludzkich 

komórek i wywiera działanie prozapalne. Z tego powodu w lecznictwie stosowane są 

głównie jej formy lipidowe tj. forma liposomalna, forma kompleksu lipidowego, forma 

koloidalna. Trwają badania nad połączeniem AmB z jonami Cu
2+ 

oraz innymi formami 

np. NanoDisk lub amfoterycyna B w ciekłych kryształach, które mają być bezpiecz-

niejszą formą terapii [21-23]. 

Amfoterycyna B należy do grupy antybiotyków polienowych, czyli związków 

posiadających wieloczłonowy pierścień laktonowy zawierający w części hydrofilowej 

grupy hydroksylowe i sprzężone wiązania podwójne. Swoją największą aktywność 

amfoterycynie B zapewniają grupy hydroksylowe w miejscach C-8, C-9 i C-10. 

Wspomniany pierścień laktonowy jest połączony glikozydowo z amino sacharydem – 

mykozaminą (3,6-dideoksy-3-amino-D-mannozą) [24]. Ograniczenie klinicznego 

wykorzystania tego leku wynika z silnych właściwości nefrotoksycznych, gdyż liczne 

badania wskazują na występowanie ostrej niewydolności nerek, która często prowadzi 

do śmierci pacjenta. Działania niepożądane leczenia amfoterycyną B, które również 

zagrażają zdrowiu i życiu pacjenta obejmują uszkodzenia wątroby [25]. 

4. Mechanizm działania 

Grzybobójczy mechanizm działania antybiotyków polienowych (w tym amfo-

terycyny B) polega na tworzeniu kompleksów leku ze sterolami (ergosterolem) błon 

komórkowych grzybów i zmianie przepuszczalności błony [26]. Antybiotyki polie-

nowe łączą się ze sterolami błonowymi, tworzą w błonie komórek grzyba pory 

przepuszczalne dla jonów. Upośledzenie funkcji ochronnej błon komórkowych 

powoduje wydostanie się na zewnątrz składników komórkowych, przerwanie proce-

sów metabolicznych i śmierć komórki [27]. Jednak amfoterycyna B poprzez zdolność 

do wiązania z cholesterolem zawartym w komórkach, uszkadza błony komórkowe 

również ludzkich komórek m.in. RPTEC-nabłonkowych komórek kanalika proksy-

malnego nerki. Natomiast mechanizm anatomiczny amfoterycyny B związany jest 

z obkurczaniem naczyń nerkowych (głównie tętniczki doprowadzającej), któremu 

często towarzyszą zespoły cewkowe charakteryzujące się upośledzeniem zagęszczania 
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i zakwaszania moczu oraz nieprawidłowym jego składem. W moczu pojawiają się 

cukry oraz aminokwasy, a gospodarka wodno-elektrolitowa jest zaburzona [28]. Na 

poziomie molekularnym amfoterycyna B bierze udział w indukcji stanu zapalnego 

poprzez ekspresję cytokin prozapalnych tj. TNF-α (ang. Tumor Necrosis Factor) 

czynnik martwicy nowotworów, IL-1 (interleukina-1), IL-6, IL8 [25, 29]. 

5. Preparaty amfoterycyny B 

5.1. D-Amb – dezoksycholan amfoterycyny B – klasyczna postać leku 

Klasyczną formą amfoterycyny B jest dezoksycholan amfoterycyny (D-AmB), 

który został wprowadzony do lecznictwa w 1959 r. [8]. Mechanizm jego działania 

polega na bezpośrednim działaniu na komórkę co prowadzi do jej destrukcji. Jest to 

najbardziej toksyczna postać amfoterycyny B działająca silnie nefrotoksycznie poprzez 

powinowactwo do steroli, które występują w dużej ilości w komórkach nerek. Odradza 

się stosowanie tej formy amfoterycyny ze względu na liczne doniesienia o uszkodzeniu 

nerek i przewadze działań niepożądanych nad właściwościami leczniczymi [30]. 

Dezoksycholan amfoterycyny B wykazuje zależną od stężenia aktywność przeciw-

grzybiczą, gdyż równowaga między efektami leczenia a skutkami ubocznymi zależy 

również od podanej dawki [31]. W porównaniu do innych form amfoterycyny B  

D-AmB jest łatwo dostępny i tańszy niż preparaty lipidowe, dlatego jest często 

stosowany w uboższych krajach.  

5.2. Preparaty lipidowe 

Preparaty lipidowe wykazują mniejszą toksyczność niż D-AmB, dlatego są częściej 

stosowane w lecznictwie. Formy lipidowe w miejscu zakażenia są tak samo toksyczne 

dla komórek grzyba jak D-AmB. Ich minusem jest cena, ponieważ są droższe niż 

klasyczna forma leku oraz mniej dostępne w krajach uboższych, gdzie ich zapotrze-

bowanie jest największe ze względu na częstsze zachorowania [32].  

5.2.1. Forma lizosomalna – Ambisome, L – AmB 

Forma liposomalna amfoterycyny B (L-AmB) jest najmniej toksyczna, dlatego też 

ryzyko wystąpienia działań niepożądanych jest najbardziej obniżone pośród 

wszystkich znanych preparatów tego leku. Składa się ona z cząsteczek dezoksycholanu 

amfoterycyny B umieszczonych w liposomach, których wymiary wynoszą 60-80 nm 

[2, 33]. AmB ma długi okres półtrwania w krwiobiegu i jest powoli usuwana, dlatego 

może być bezpiecznie stosowana w dużych dawkach [2]. 

Mechanizm wnikania amfoterycyny B do komórek grzyba nie jest do końca 

poznany. Wśród badaczy istnieją dwie teorie działania L-Amb. Pierwszą z nich jest 

zbliżenie się amfoterycyny B zawartej w liposomach do ściany komórkowej grzyba, 

a następnie rozpad liposomu i wniknięcie cząsteczki amfoterycyny B do wnętrza 

komórki [34, 35]. Natomiast inni badacze na podstawie zdjęć z mikroskopu 

elektronowego wnioskują, iż liposomy wraz z amfoterycyną B wnikają do komórki 

w całości przez kanał błonowy [2]. Jednakże jeszcze jednym, niewyjaśnionym 

problemem pozostaje gruba ściana komórkowa i sposób przenikania przez nią 

liposomów z amfoterycyną B.  
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W lecznictwie stosowany jest preparat Ambisome w postaci proszku do sporzą-

dzania roztworów do infuzji, jednak wysokie koszty są ograniczeniem w jego 

stosowaniu w krajach rozwijających się [33, 36]. Stężenie L-AmB jest najwyższe 

w wątrobie i śledzionie, natomiast niższe w nerkach i płucach. Zalecana dawka 

terapeutyczna to 3-6 mg na kilogram masy ciała na dobę [25].  

5.2.2. Forma koloidalna 

Od czasu znalezienia formy liposomalnej i przeprowadzenia badań porównywania 

toksyczności pomiędzy poszczególnymi formami amfoterycyny B, forma koloidalna 

(ABCD – ang. Amphotericin B Colloidal Dispersion) przestała być stosowana. 

Również spadło zainteresowanie badaczy tą formą leku, gdyż najwięcej badań nad 

formą koloidalną prowadzono pod koniec lat 90. XX wieku. Forma koloidalna ma 

postać cienkich struktur w kształcie dysku o średnicy 120 nm [2]. ABCD jest szybko 

wchłaniana przez makrofagi wątrobowe i szybko usuwana przez komórki układu 

siateczkowo-śródbłonkowego [2, 25, 37]. Badania donoszą, że forma koloidalna jest 

mniej toksyczna niż D-AmB, natomiast różnica jest niewielka [25]. Preparatami 

kolodalnej amfoterycyny B są Amphocil oraz Amphotec, których dawki nie powinny 

przekraczać 3-4 mg na kilogram masy ciała na dobę [25].  

5.2.3. Forma kompleksu lipidowego 

Forma kompleksu lipidowego (ABLC – ang. Amphotericin B Lipid Complex) jest 

największym preparatem lipidowym o wymiarach 1600-11000 nm [2, 25]. Z powodu 

dużego rozmiaru jest szybko wychwytywana przez makrofagi i zostaje w tkankach 

układu fagocytarnego, takich jak wątroba i śledziona. Jej wysokie stężenie obserwuje 

się również w płynie płucnym [2, 25]. Toksyczność tej formy jest zdecydowanie niższa 

niż klasycznej formy amfoterycyny B, natomiast ABLC wykazuje takie same 

właściwości 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 ciała na dobę. Podawany jest 

przez lekarza lub pielęgniarkę w infuzyjnych wlewach dożylnych (może być 

rozcieńczany glukozą), jednak z zachowaniem ostrożności [25]. 

5.2.4. Kompleksy Amb z jonami 

Kompleksy AmB z jonami miedzi Cu
2+

 zmniejszają nefrotoksyczność na poziomie 

molekularnym. Wykazują one mniejszą toksyczność dla nabłonkowych komórek 

kanalika proksymalnego nerki [21]. AmB-Cu
2+

 jest stabilny w fizjologicznym pH 

i wykazuje dużą aktywność przeciwgrzybiczą wobec grzybów Candida albicans [21]. 

Ich działanie nefrotoksyczne jest związane również ze współwystępowaniem cytokin 

prozapalnych np. TNF-α, który zapoczątkowuje kaskadę reakcji zapalnej, a badania 

wykazały zmniejszenie uwalniania rozpuszczalnego receptora sTNFR1 przez  

AmB-Cu
2+ 

[21]. Kompleks ten bierze również udział w obniżaniu toksyczności 

poprzez wpływ na stres oksydacyjny. AmB-Cu2+ zmniejsza regulację genów 

związanych z występowaniem stresu oksydacyjnego w komórkach nerki [21, 27]. 

Natomiast odpowiednio podwyższony poziom cytokin prozapalnych jest potrzebny do 

odpowiedzi immunologicznej przeciwko komórkom grzyba. AmB-Cu
2+

 zwiększa 

stężenie mRNA TGF-β1 oraz TGFBR1 i TGFBR2, które biorą udział w regulacji 
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reakcji zapalnej [27]. Kompleks z jonami miedzi (II) oprócz wpływu na ekspresję 

genów związanych ze szlakiem TGF-β1 może również indukować mechanizmy 

naprawcze [27]. Dodatkowo AmB-Cu
2+

 wpływa na miRNA i mRNA nabłonkowych 

komórek kanalika proksymalnego nerki [38]. Kompleks AmB-Cu
2+

 jest w sferze 

badań, lecz może należeć w przyszłości do preparatów obniżających toksyczność 

amfoterycyny B ze szczególnym uwzględnieniem ochrony nerek.  

6. Toksyczność wywołana amfoterycyną B 

AmB nawet w dawkach terapeutycznych wywiera działania niepożądane tj. zakrze-

powe zapalenie żył, bóle głowy, bóle mięśniowe i stawowe, gorączkę z dreszczami, 

zaburzenia żołądkowo-jelitowe. Najgroźniejszymi z nich są uszkodzenia nerek 

i wątroby [39].  

6.1. Nefrotoksyczność 

Nefrotoksyczność to negatywne działanie leków powodujące dysfunkcję nerek. 

Przykładem takiej nefrotoksyczności jest nefrotoksyczność wywołana amfoterycyną B, 

której nasilenie zależy do dawki. Terapeutyczne działanie AmB zależy również od 

dawkowania, gdyż przekroczenie dawki może prowadzić do zmniejszenia skuteczności 

leku bez względu na jego formę lub do pogorszenia stanu zdrowia na skutek 

zwiększenia toksyczności. Nefrotoksyczne działanie amfoterycyny B jest nasilone ze 

względu na powinowactwo amfoterycyny B do steroli zawartych w błonie komór-

kowej. Komórki nerki charakteryzują się dużą ilością cholesterolu, dlatego amfote-

rycyna B poprzez powinowactwo do steroli powoduje dysfunkcje nerek poprzez 

destrukcyjne działanie na ich komórki [2].  

Amfoterycyna B wykazuje działanie prozapalne, powodując wzrost aktywności 

TNF, IL-1 oraz aktywację makrofagów. To zapoczątkowuje kaskadę reakcji zapalnej, 

w wyniku której następuje wydzielanie kolejnych czynników zapalnych, takich jak 

prostaglandyny, interleukiny (IL-6, IL-8) [40,41]. Indukcja cytokin prozapalanych 

powoduje uszkodzenie komórek nerkowych, co prowadzi do apoptozy. 

AmB powoduje również spadek współczynnika filtracji kłębuszkowej (GFR) na 

skutek skurczu tętniczki doprowadzającej do kłębuszka nerkowego [42,43].  

Kolejną reakcją zachodzącą w organizmie, która sprzyja uszkodzeniu nerek jest 

stres oksydacyjny. Wolne rodniki są to bardzo reaktywne cząsteczki posiadające 

niesparowany elektron. Powstają w odpowiedzi na czynnik zewnętrzny np. promienio-

wanie jonizujące, utrafioletowe, wysoką temperaturę lub w wyniku metabolizmu leków 

(np. amfoterycyny B). Nadmiar wolnych rodników występuje podczas stresu oksyda-

cyjnego i przyczynia się do rozwoju wielu chorób, w tym dysfunkcji nerek [44, 45].  

Nefrotoksyczność oraz inne działania niepożądane częściej rozwijają się 

u pacjentów przyjmujących amfoterycynę B, którzy chorują na inne choroby, głównie 

zakażenie ludzkim wirusem obniżenia odporności HIV (ang. Human Immuno-

deficiency Virus). Najczęściej występującą chorobą nerek po zastosowaniu amfo-

terycyny B u pacjentów zarażonych HIV jest ostre uszkodzenie nerek (AKI, ang. Acute 

indney Injury) [42, 46, 47].  

  



 

 

Wpływ formy amfoterycyny B na jej toksyczność 
 

69 

6.2. Hepatotoksyczność 

AmB aktywuje makrofagi, a one pobudzają do wydzielania TNF-α, który jest 

silnym promotorem reakcji zapalnej i występuje w wielu rodzajach uszkodzeń 

wątroby. Pobudza to komórki Kupffera w wątrobie do odpowiedzi na stan zapalny 

z wydzielaniem IL-6. Interleukina ta jest wydzielana przez komórki Kupffera jako 

regulator odpowiedzi ostrej fazy w wątrobie. Prowadzi to do zapalenia wątroby i jej 

zwłóknienia z powodu wzrostu ilości cytokin prozapalnych, degradacji białek 

macierzy zewnątrzkomórkowej oraz hamowania proteaz [48]. Hepatotoksyczność 

występuje głównie u pacjentów, którzy oprócz grzybicy mają również inne choroby 

lub ich wątroba przed leczeniem była w gorszym stanie. Przeważnie po jednorazowej 

dawce Amb prawidłowo funkcjonująca wątroba nie zostaje uszkodzona [49].  

7. Perspektywy 

Po sukcesie zastosowania AmB w preparatach lipidowych, które skutkują obniżoną 
nefrotoksycznością, naukowcy rozpoczęli badania nad jej połączeniami z innymi 
substancjami. Początkowo wyniki nie były zadowalające, gdyż AmB ma tak silne 
działanie toksyczne na organizm, że nie każda substancja działająca nefroprotekcyjnie 
jest w stanie skutecznie obniżyć ryzyko wystąpienia jej działań niepożądanych [50, 51]. 

Innym związkiem, który badano pod względem obniżenia toksyczności AmB jest 
ester fenylowy kwasu kawowego. Jest on aktywnym składnikiem propolisu, 
a przeprowadzone do tej pory badania wskazują na jego działanie nefroprotekcyjne 
w uszkodzeniach nerek spowodowanych AmB. Mechanizm działania nie jest jeszcze 
całkowicie poznany, ale wykazano jego wpływ na stres oksydacyjny powstały po 
zastosowaniu AmB [52].  

Ciekawym połączeniem jest również zastosowanie askorbinianu z AmB, gdyż 
wykazano wspomaganie działania przeciwgrzybiczego przez askorbinian. Askorbinian 
może być stosowany w wysokich dawkach ze względy na jego małą toksyczność, 
a zastosowany w terapii skojarzonej z AmB wykazał osłabienie nasilenia kandydozy 
podczas sepsy. Askorbinian poprzez wykazywanie efektu synergicznego do AmB 
pozwala na obniżenie jej dawki toksycznej z zachowaniem takiego samego efektu 
leczniczego [53]. 

Ponadto, istotna jest również regeneracja nerek po ich uszkodzeniu przez AmB, 
dlatego coraz częściej naukowcy zajmujący się tym problemem interesują się rolą 
mezenchymalnych komórek macierzystych w tym procesie. Mezenchymalne komórki 
macierzyste ze względu na swoje właściwości, takie jak wydzielanie czynników 
parakrynnych poprawiających ukrwienie uszkodzonego narządu, czy immuno-
modulację, mogą dawać możliwość regeneracji lub leczenia uszkodzeń powstających 
w trakcie terapii AmB [54]. 

8. Podsumowanie 

Toksyczność wywołana AmB jest istotnym problemem, gdyż jest to najsilniejszy 

antybiotyk przeciwgrzybiczy o szerokim zakresie działania i małym prawdopo-

dobieństwie wystąpienia oporności przez komórki grzybów. Z tego powodu istotne jest 

poszukiwanie nowych postaci leków obniżających toksyczność oraz odpowiedniej ich 

dawki, której zastosowanie będzie miało najlepszy efekt terapeutyczny i najbardziej 

obniżone ryzyko wystąpienia działań niepożądanych. 
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Wpływ formy amfoterycyny B na jej toksyczność 
Streszczenie 
Poszukiwanie skutecznych leków przeciwgrzybiczych doprowadziło do ponownego zainteresowania się 
amfoterycyną B (AmB). W ostatnich latach prowadzone są badania nad zmniejszeniem działań niepo-
żądanych tego antybiotyku z zachowaniem jego właściwości przeciwgrzybiczych. Doprowadziło to do 
powstania kilku form tego leku różniących się toksycznością, z których najistotniejszymi są preparaty 
lipidowe. Okazało się, że AmB jest jednym z najskuteczniejszych antybiotyków przeciwgrzybiczych 
stosowanych w ciężkich zakażeniach grzybiczych, takich jak inwazyjna choroba grzybicza. Klasyczną 
postać leku stanowi połączenie AmB z dezoksycholanem sodu, która oprócz właściwości leczniczych jest 
silnie toksyczna. Podawanie skutecznych dawek AmB często prowadzi do dysfunkcji nerek i wątroby 
poprzez bezpośrednie uszkodzenie błon komórkowych. Terapeutyczne działanie AmB zależy również od 
dawkowania, gdyż przekroczenie dawki może prowadzić do zmniejszenia skuteczności tego leku bez 
względu na jego formę. Celem niniejszej pracy jest przegląd literatury dotyczącej toksyczności różnych 
form AmB, ze szczególnym uwzględnieniem kompleksów lipidowych, liposomalnych, koloidalnych oraz 
z różnymi jonami, a także możliwości ich terapeutycznego zastosowania. 
Słowa kluczowe: Amfoterycyna B, preparaty lipidowe AmB, forma liposomalna AmB, nefrotoksyczność, 
hepatotoksyczność 

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 składu lipidowego bakteryjnych błon 

komórkowych w odpowiedzi na stres niskich temperatur 

1. Wprowadzenie 

Drobnoustroje żyjące w ekstremalnych ekosystemach, takich jak: regiony polarne, 

kwaśne, gorące źródła czy pustynie, narażone są na niekorzystne działanie szeregu 

czynników abiotycznych. Jednym z najważniejszych stresów środowiskowych jest 

temperatura, która oddziałuje bezpośrednio na stan fizjologiczny bakterii [1]. 

Jak wykazano, niska temperatura zakłóca przebieg odczytu informacji genetycznej 

oraz zmniejsza stopień płynności błony, która warunkuje prawidłową aktywność 

metaboliczną komórki. W związku z tym bakterie wykształciły szereg mechanizmów 

adaptacyjnych umożliwiających im przetrwanie i prawidłowy rozwój w środowiskach 

cechujących się niskimi temperaturami [1-3]. W tym miejscu należy podkreślić fakt, iż 

niekorzystny efekt działania tego czynnika abiotycznego obserwuje się również 

w przypadku zbyt wysokich temperatur. Ponieważ 90% objętości wód oceanów, które 

pokrywają około 70% powierzchni kuli ziemskiej ma temperaturę poniżej 5ºC, a 15% 

powierzchni Ziemi stanowią regiony polarne, to wskazuje to, że najliczniej wystę-

pującą grupą bakterii są drobnoustroje zdolne do wzrostu w niskich temperaturach, tj. 

psychrofile [2, 4, 5]. Z tych powodów niniejsza praca ma na celu scharakteryzowanie 

jednego z najważniejszych mechanizmów adaptacyjnych mikroorganizmów 

zimnolubnych, jakim jest modyfikacja składu lipidowego membran komórkowych 

bakterii.  

2. Psychrofile obligatoryjne i fakultatywne 

Bakterie zdolne do przeżycia w temperaturze 0°C zostały po raz pierwszy opisane 

w 1887 roku przez Forster`a. Kilka lat później Schmidt–Nielsen określił te bakterie 

terminem psychrofile. Jednakże definicja ta klasyfikowała bakterie jedynie ze względu 

na minimalną temperaturę wzrostu, dlatego też pojawiła się potrzeba zdefiniowania 

mikroorganizmów preferujących skrajnie niskie temperatury i odróżnienia ich od tych, 

które wykazywały jedynie tolerancję do przeżycia w takich warunkach. Organizmy, 

dla których minimalne, optymalne i maksymalne temperatury wynoszą odpowiednio: 

0, 15 i 20°C zostały nazwane psychrofilami obligatoryjnymi, natomiast te bakterie, 

które cechują się zdolnością wzrostu w niskich temperaturach, ale ich optimum mieści 

się w zakresie 20-25°C określane są mianem psychrotrofów (psychrofili fakulta-

tywnych) [2, 6]. 
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Wykazano, iż najliczniej występującymi w zimnych środowiskach są Gram-ujemne 

α-, β-, i γ-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 również gatunki będące 

przedstawicielami organizmów Gram-dodatnich (Micrococcus spp., Bacillus spp.), 

drożdży (Candida spp., Cryptococcus spp.), grzybów (Penicillium spp., Cladosporium 

spp.) oraz archeonów (Halorubrum spp., Methanococcoides spp.) [5, 7, 8].  

3. Skutki ekspozycji bakterii na niskie temperatury 

W wyniku oddziaływania niskich temperatur na komórki bakteryjne dochodzi do 

zmniejszenia płynności błon komórkowych, co skutkuje zaburzeniem takich procesów, 

jak: transport (czynny oraz bierny), odbieranie bodźców zewnątrzkomórkowych, 

pobieranie substancji odżywczych oraz prawidłowego przebiegu procesów komór-

kowych (głównie łańcucha transportu elektronów podczas oddychania). Ponadto, 

obserwuje się powstawanie mechanicznych uszkodzeń komórek na skutek tworzenia 

się kryształków lodu oraz zmniejszania szybkości reakcji enzymatycznych, tempa 

transkrypcji i translacji mRNA oraz replikacji DNA, w wyniku zwiększenia sztyk-

ności struktury drugorzędowej kwasów nukleinowych [3, 5, 9-14]. Wszystkie 

wymienione procesy prowadzą do utraty właściwości funkcjonalnych bakterii. Dlatego 

mikroorganizmy te wykształciły szereg mechanizmów adaptacyjnych umożliwiających 

im przeżycie w niskich temperaturach. Do najlepiej scharakteryzowanych mecha-

nizmów adaptacyjnych bakterii psychrofilnych zaliczamy: modyfikację składu lipidów 

błon komórkowych, zmiany strukturalne enzymów i syntezę szeregu specyficznych 

białek, takich jak: białka szoku zimna (ang. Cold Shock Proteins, CSPs), białka 

zapobiegające zamarzaniu (ang. Antifreeze Proteins, AFP) nazywane inaczej białkami 

termicznej histerezy (ang. Thermal Hysteresis Proteins, THPs) [3, 4, 14-17]. 

4. Błona komórkowa  

Występowanie cytoplazmatycznych błon komórkowych jest wspólną cechą 

wszystkich organizmów żywych, a ich podstawową funkcją jest zapewnienie 

naturalnej bariery między wnętrzem komórki a środowiskiem zewnętrznym. Ponadto, 

struktury te biorą udział w kontroli szeregu innych procesów komórkowych, takich jak: 

transport i dyfuzja niskocząsteczkowych związków niepolarnych, przekazywanie 

sygnałów między komórkami, czy sekrecja białek [10, 18]. 

Gram-dodatnie mikroorganizmy charakteryzują się obecnością błony cytoplazma-

tycznej oraz grubej ściany komórkowej, zbudowanej z wielu warstw peptydoglikanu 

(rysunek 1) [19]. Natomiast trójwarstwowa otoczka bakterii Gram-ujemnych złożona 

jest z dwóch odrębnych błon, pomiędzy którymi znajduje się, wypełniona białkami, 

lipoproteinami oraz peptydoglikanem, przestrzeń zwana peryplazmą (rysunek 1) [20]. 

Ponadto w strukturze membran Gram-ujemnych mikroorganizmów wyróżniamy 

lipopolisacharydy wchodzące w skład zewnętrznej błony komórki oraz szereg 

fosfolipidów, takich jak: fosfatydyloetanolamina, fosfatydyloglicerol, difosfatydylo-
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glicerol oraz fosfatydyloinozytol, które tworzą warstwę wewnętrzną [19, 21]. 

Dodatkowo, w strukturze membran bakteryjnych wyróżniamy integralne i peryfe-

ryczne białka pełniące funkcję różnego rodzaju receptorów, enzymów, transfor-

matorów energii, pomp i kanałów [11, 20].  
 

 

Rysunek 1. Schemat budowy ścian komórkowych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych  

(opracowanie własne, na podstawie [19, 20]) 

Ogólny schemat budowy błon komórkowych określany jest mianem płynnej 

mozaiki i przedstawia on błonę jako ciekłokrystaliczną dwuwarstwę lipidów, w której 

zawieszone są zdolne do swobodnego przemieszczania się, cząsteczki białka. Po raz 

pierwszy model ten został opisany w 1972 roku przez dwóch amerykańskich 

naukowców S.J. Singera oraz G. Nicolsona [22]. Zaproponowany przez nich model 

jest asymetryczny, dynamiczny i płynny. Szczególne znaczenie w prawidłowym 

funkcjonowaniu mikroorganizmów ma odpowiednia płynność membrany, która 

wpływa m.in. na aktywność enzymatyczną komórki, czy transport błonowy. Stopień 

płynności błony zależy głównie od długości i stopnia nasycenia lub rozgałęzienia, 

występujących w lipidach kwasów tłuszczowych (ang. Fatty Acids, FAs) oraz, jak ma 

to miejsce w przypadku organizmów zwierzęcych, zawartości cholesterolu [10, 22]. 

Ponadto, na odpowiedni poziom płynności membran komórkowych ma wpływ szereg 

czynników środowiskowych, m.in. temperatura. Pod wpływem niskich temperatur 

dochodzi do przejścia dwuwarstwy lipidowej z nieuporządkowanej fazy ciekło-

krystalicznej do sztywniejszej i ściśle upakowanej fazy żelowej. Przejście pomiędzy 

fazami zależy od tzw. temperatury głównego przejścia fazowego, której wartość 

w przypadku bakterii związana jest głównie z ilością i rodzajem obecnych 

w lipidach kwasów tłuszczowych [18]. Oznacza to, iż ekspozycja bakteryjnych błon 
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cytoplazmatycznych na niskie temperatury powoduje wzrost ich sztywności, co 

skutkuje zmniejszeniem płynności błony, a tym samym utratą jej biologicznych 

funkcji. Wówczas dochodzi do zaburzenia prawidłowej aktywności metabolicznej 

komórek bakteryjnych [5, 9-11]. Dlatego też mikroorganizmy musiały wykształcić 

szereg różnych mechanizmów zapewniających im odpowiedni stopień płynności błon 

w niskich temperaturach [18]. 

5. Modyfikacje składu lipidowego błon komórkowych 

W toku licznych badań zaobserwowano, że wraz z obniżeniem temperatury oto-

czenia, w lipidowym profilu bakteryjnej błony zachodzi szereg zmian, pozwalających 

na zachowanie optymalnej płynności membran komórkowych. Do zmian tych 

zaliczamy głównie modyfikację struktury kwasów tłuszczowych polegające na: 

(i) przekształceniu nasyconych kwasów tłuszczowych do form nienasyconych 

(ang. Unsaturated Fatty Acids, UFAs), (ii) zwiększeniu ilości rozgałęzionych (głównie 

w pozycji anteiso) kwasów tłuszczowych (ang. Branched Chain Fatty Acids, BCFAs), 

(iii) syntezie krótkołańcuchowych kwasów tłuszczowych (ang. Short Chain Fatty 

Acids, SCFAs) oraz (iv) wytwarzaniu cyklopropanowych kwasów tłuszczowych 

(ang. Cyclopropane Fatty Acids, CFAs), co prowadzi do obniżenia temperatury 

tranzycji błonowej dwuwarstwy lipidowej [11, 23-25]. Jednakże synteza SCFAs 

zawierających łańcuchy o długości mniejszej niż 12 atomów węgla nie jest uniwer-

salnym sposobem regulacji płynności błon komórkowych w warunkach stresu zimna, 

gdyż mechanizm ten dotyczy tylko komórek rosnących [26]. 

5.1. Synteza nasyconych kwasów tłuszczowych 

Synteza nasyconych kwasów tłuszczowych Escherichia coli zachodzi z udziałem 

zlokalizowanej w cytozolu syntazy kwasów tłuszczowych typu II (ang. Fatty Acid 

Synthase II, FAS II). Jest to enzymatyczny kompleks, w którym każda podjednostka 

jest kodowana przez odrębny gen. Większość wspomnianych genów znajduje się 

w obrębie klastra fab (fabH-fabD-fabG-acpP-fabF), a pozostałe są porozrzucane po 

całym chromosomie bakteryjnym. Istotnym elementem szlaku FAS II jest białko ACP 

(ang. Acyl Carrier Protein), zdolne do transportu łańcuchów kwasów tłuszczowych 

w postaci tioestrów przyłączonych do jego grupy fosfopanteteinowej [23, 27, 28]. 

W szlaku syntezy SFAs wyróżniamy następujące etapy: inicjację oraz cykliczną 

elongację, obejmującą szereg następujących po sobie reakcji kondensacji, redukcji, 

dehydratacji i ponownej redukcji [23, 29]. 

Biosynteza FA rozpoczyna się od konwersji acetylo-CoA do malonylo-CoA 

w reakcji katalizowanej przez karboksylazę acetylo-CoA (ang. Acetyl-CoA Carbo-

xylase, ACC). Następnie, z udziałem transacetylazy malonylo–CoA:ACP (FabD), 

grupa malonylowa zostaje przeniesiona na białko ACP [23], [29-31]. Kolejnym etapem 

szlaku jest kondensacja malonylo–ACP z krótkołańcuchowymi (C2-C5) cząsteczkami 

acylo–CoA. Reakcja ta zachodzi z udziałem białka FabH o aktywności β–ketoacylo-

ACP syntazy III, która inicjuje etap elongacji i powstawania nowych SFAs (rysunek 2) 

[27], [29]. FabH jest enzymem, który ma decydującą rolę w determinowaniu struktury 

powstających kwasów tłuszczowych. W zależności od swojej specyficzności 

substratowej enzym FabH może inicjować syntezę prostych, bądź rozgałęzionych 
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kwasów tłuszczowych, a także decydować o występowaniu FAs w postaci izomerów 

cis, bądź trans. Przykładowo, białko FabH występujące u E. coli wykazuje specy-

ficzność względem acetylo-CoA, podczas gdy enzym FabH obecny u Staphylococcus 

aureus wykorzystuje głównie jako substraty cząsteczki acylo-CoA (C4-C6), co 

prowadzi do powstania łańcuchów kwasów tłuszczowych, rozgałęzionych w pozycji 

iso, bądź anteiso [23, 32, 33].  

 
Rysunek 2. Schemat syntezy SFA/UFA (Opracowanie własne na podstawie [23]) 

Acetoacetylo-ACP powstały w wyniku działania FabH, ulega redukcji do β-hydro-

ksyacylo-ACP przez białko FabG o aktywności reduktazy β-ketoacylo-ACP zależnej 

od NADPH. Następnie, związek ten jest poddawany działaniu jednej z dwóch 

dehydrataz β-hydroksyacylo-ACP, tj. FabA lub FabZ, w wyniku czego powstaje trans-

enoilo-ACP. Różnica pomiędzy wspomnianymi enzymami dotyczy zdolności FabA do 

izomeryzacji powstałego produktu, co skutkuje powstaniem nienasyconych kwasów 

tłuszczowych. Końcowa reakcja cyklu elongacyjnego obejmuje redukcję trans-enoilo-

ACP do nasyconego acylo-ACP. Etap ten jest katalizowany przez obecną w wielu 

bakteriach reduktazę enoilo-ACP (FabI), zależną od NAD(P)H [23, 27, 29-31]. 

Niektóre mikroorganizmy posiadają alternatywne formy reduktaz. Przykładem może 

być reduktaza enoilo-ACP (FabV) cechująca się odmienną budową strukturalną, która 

została zidentyfikowana m.in. u Vibrio cholerae [34], Burkholderia mallei [35] oraz 

Pseudomonas aeruginosa [36]. Różnica pomiędzy białkami FabI i FabV dotyczy 

rozmieszczenia katalitycznych reszt tyrozyny i lizyny. W przypadku enzymu FabI 

zidentyfikowano katalityczną domenę Tyr-X6-Lys, natomiast białko FabV zawiera 

reszty katalityczne o następującej konfiguracji Tyr-X8-Lys. Z kolei, większość 

paciorkowców wykorzystuje do redukcji enoilo-ACP reduktazę FabK, będącą 

flawoenzymem [31]. Powstały acylo-ACP może być wykorzystany jako substrat do 

dalszych etapów kondensacji, zachodzących z udziałem syntazy β-ketoacylo-ACP typu 

I (FabB) lub typu II (FabF), co prowadzi m.in. do powstania kwasu palmitynowego, 

wbudowywanego do fosfolipidów błonowych (rysunek 2) [23, 29, 30].  
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5.2. Synteza nienasyconych kwasów tłuszczowych  

Za najbardziej powszechną modyfikację składu lipidowego bakteryjnych błon 
cytoplazmatycznych, wywołaną niskimi temperaturami uważa się wzrost ilości jedno-
nienasyconych kwasów tłuszczowych (ang. Mono–Unsaturated Fatty Acids, MUFAs). 
W toku licznych badań wykazano, iż kwasy tłuszczowe w konformacji cis w większym 
stopniu zwiększają płynność błony. Jest to uwarunkowane tym, iż obecność wiązania 
podwójnego we wspomnianej konfiguracji przyczynia się do zakrzywienia łańcucha 
acylowego pod kątem aż 30 ℃, co zakłóca porządek dwuwarstwy lipidowej i zwiększa 
jej przepuszczalność. Laureat Nagrody Nobla w dziedzinie chemii, Konrad Bloch 
i jego współpracownicy wykazali, że mikroorganizmy mogą zwiększać liczbę UFAs 
w dwojaki sposób, tj. przez syntezę de novo na drodze beztlenowej dehydratacji 
hydroksykwasów bądź poprzez wprowadzanie zmian w strukturach już istniejących 
lipidów, w wyniku desaturacji acylowych estrów długołańcuchowych kwasów 
tłuszczowych [18, 23, 26].  

5.2.1. Desaturazy 

Desaturazy kwasów tłuszczowych są enzymami związanymi z błonami komór-
kowymi, stanowiącymi grupę oksydoreduktaz zdolnych do usunięcia dwóch atomów 
wodoru z łańcucha węglowodorowego, występującego, np. w kwasach tłuszczowych, 
co prowadzi do powstania podwójnego wiązania. Enzymy te do swojej aktywności 
wymagają tlenu cząsteczkowego, równoważników redukujących oraz, niekiedy, jonów 
żelaza, które pełnią funkcję kofaktorów [37]. Desaturazy reprezentują złożoną grupę 
enzymów, które można klasyfikować według różnych kryteriów, np. w zależności od 
donora elektronów, rozpuszczalności enzymu, oraz rodzaju estryfikowanego kwasu 
tłuszczowego [37-40]. 

Biorąc pod uwagę sublokalizację komórkową enzymu jako kryterium klasyfikacji 
desaturaz, wyróżniamy następujące grupy tych białek: rozpuszczalne (występujące 
w cytozolu) desaturazy acylo–ACP, charakterystyczne głównie dla plastydów roślin 
wyższych oraz obecne w zdecydowanej większości taksonów desaturazy błonowe 
[37]. W obrębie tych ostatnich wyróżniamy takie podgrupy, jak: desaturazy acylo- 
lipidowe (wykorzystujące jako substrat FAs związane z lipidami, np. kwas oleinowy, 
kwas stearynowy) oraz desaturazy acylo-CoA (dla których substratem są głównie 
aktywne reszty acylowe kwasów tłuszczowych). Z kolei, na podstawie miejsca 
działania enzymu, możemy podzielić desaturazy na następujące grupy: desaturazy Δ-x, 
wprowadzające podwójne wiązanie przy x węglu, licząc od końca karboksylowego, 
desaturazy ω–x, usuwające wodór z węgla znajdującego się w pozycji x od końca 
metylowego oraz desaturazy ν+x, wykorzystujące jako punkt odniesienia już istniejące 
wiązanie podwójne i usuwające atomy wodoru od atomu węgla znajdującego się 
najbliżej węgla alkenowego [37, 38, 41]. Mechanizm powstawania nienasyconych 
kwasów tłuszczowych przebiegający z udziałem błonowych desaturaz charakteryzuje 
się dwiema ważnymi cechami. Otóż w sytuacji, gdy dochodzi do obniżenia płynności 
membran komórkowych w wyniku ekspozycji bakterii na niskie temperatury, 
następuje natychmiastowa aktywacja omawianych enzymów, co prowadzi do 
szybkiego przywrócenia stanu homeostazy. A ponadto, proces ten jest wydajniejszy 
w porównaniu do syntezy kwasów tłuszczowych de novo, nie tylko ze względu na 
szybkość, ale także na bilans energetyczny [18, 23, 37]. 
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5.2.1.1.  Desaturaza acylo-lipidowa (Δ5-Des) Bacillus subtilis 

Jedną z pierwszych zidentyfikowanych desaturaz była desaturaza acylo-lipidowa 

(Δ5-Des), występująca u Bacillus subtilis. Enzym ten, będący produktem ekspresji 

genu des, katalizuje wprowadzenie podwójnego wiązania w pozycji cis przy piątym 

atomie węgla (Δ5) łańcucha kwasu tłuszczowego [42-44]. B. subtilis reaguje na 

obniżenie temperatury otoczenia, a tym samym zmniejszenie płynności membran 

komórkowych w dwojaki sposób. Równoległe z odpowiedzią długoterminową 

prowadząca do zwiększenia ilości BCFAs, bakteria ta indukuje ekspresję genu 

kodującego białko Δ5-Des, które to powoduje desaturację łańcucha acylowego 

obecnego w błonowych fosfolipidach. W regulacji transkrypcji genu des bierze udział 

dwuskładnikowy układ, w którym wyróżniamy kinazę histydynową DesK oraz 

dimeryczny regulator odpowiedzi DesR [18, 42-44]. Białko DesK zawiera pięć 

transbłonowych regionów (ang. Transmembrane Helical Segments, TMSs), które 

wchodzą w skład domeny sensorycznej oraz długi region C–końcowy, który zawiera 

domenę kinazową (DesKC). W wyniku zwiększenia ilości uporządkowanych i ściśle 

upakowanych lipidów błonowych w obecności ATP dochodzi do fosforylacji reszty 

histydynowej znajdującej się w domenie DesKC. Następnie DesKC przenosi grupę 

fosforylową do białka efektorowego DesR, co powoduje powstanie tetramerycznej, 

aktywnej postaci regulatora odpowiedzi DesR-P i przyłączenia polimerazy RNA do 

promotora genu des, a tym samym aktywacji jego transkrypcji [37, 43, 45, 46]. 

Aktywne białko Δ5-Des powoduje desaturację acylowych łańcuchów fosfolipidów 

błonowych. Te nowo powstałe UFAs powodują obniżenie temperatury tranzycji dwu-

warstwy lipidowej oraz wzrost aktywności fosfatazy DesK katalizującej defosforylację 

DesR-P, co w konsekwencji prowadzi do inhibicji transkrypcji genu des [42, 43, 46, 47].  

5.2.1.2.  Desaturazy Pseudomonas aeruginosa 

Kolejnym przykładem enzymów syntetyzujących UFAs są dwie desaturazy 

występujące u Gram-ujemnej bakterii Pseudomonas aeruginosa, będącej oportu-

nistycznym, ludzkim patogenem. Błony tej bakterii zawierają duże ilości UFAs 

o prostych łańcuchach, głównie kwasu cis–wakcenowego (11-oktadekaenowy). 

W ostatnich latach wykazano, iż bakteria ta w odpowiedzi na niskie temperatury może 

syntetyzować UFAs na trzy różne sposoby w zależności od dostępności tlenu cząstecz-

kowego. W warunkach beztlenowych UFAs są wytwarzane wyłącznie z udziałem 

białek FabA oraz FabB, wchodzących w skład wspomnianego wcześniej kompleksu 

enzymatycznego FAS II. Natomiast w warunkach tlenowych, oprócz wspomnianego 

wyżej szlaku, P. aeruginosa wykorzystuje dwie desaturazy DesA oraz DesB do 

syntezy UFAs. DesA wprowadza podwójne wiązanie w konfiguracji cis przy dzie-

wiątym atomie węgla (Δ9) łańcucha kwasu tłuszczowego, przyłączonego w pozycji sn-2 

do obecnych w błonie fosfolipidów. Natomiast DesB usuwa atomy wodoru z acylo-

CoA, utworzonych głównie z egzogennych SFAs [46, 48]. Zwiększoną ekspresję genu 

desA obserwuje się w warunkach ograniczonej dostępności tlenu. Jednakże mechanizm 

regulacji DesA z udziałem tlenu cząsteczkowego do tej pory nie został dokładnie 

poznany [37, 46].  

Natomiast Zhang i współpracownicy [49] wykazali, że drugi system desaturaz 

DesCB obecnych u P. aeruginosa jest regulowany przez białko represorowe DesT, 
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które z różną efektywnością wiąże się do międzygenowego regionu desT-desCB, 

w zależności od składu puli acylo-CoA obecnych w komórce. W obecności UFA-CoA 

zaobserwowano ścisłe wiązanie się represora do tego regionu DNA, co prowadziło do 

represji transkrypcji genow desCB. Natomiast w środowisku zawierającym duże ilości 

SFAs dochodzi do wychwytywania tych kwasów przez komórkę i ich aktywowania 

z udziałem syntetazy acylo-CoA (FadD). Zwiększony poziom SFA-CoAs zapobiega 

wiązaniu DesT z promotorem desCB, co tym samym umożliwia ekspresję genów 

desCB. W rezultacie SFA-CoAs są przekształcane do Δ9 UFA-CoAs, które następnie 

są włączane do fosfolipidów obecnych w błonach komórkowych [48, 49]. Mechanizm 

działania desaturaz DesA oraz DesCB został przedstawiony na rysunku 3. 

 
Rysunek 3. Desaturacja acylowych estrów długołańcuchowych kwasów tłuszczowych z udziałem DesA 

i DesBC (Opracowanie własne na podstawie [48]) 

5.2.2. Synteza UFAs w warunkach beztlenowych 

Zdecydowana większość mikroorganizmów syntetyzuje nienasycone kwasy 

tłuszczowe de novo w warunkach beztlenowych. Mechanizm ten został dobrze 

poznany, m.in. u Gram-ujemnej bakterii E. coli [18, 23]. Wytworzenie podwójnego 

wiązania w pozycji cis-3 obejmuje dehydratację 3-hydroksydekanoilo-ACP, będącego 

związkiem pośrednim w syntezie kwasów tłuszczowych, do trans-2-decenoilo-ACP, 

a następnie jego izomeryzację do cis-3-decenoilo-ACP. Obydwie reakcje są 

katalizowane przez dehydratazę β-hydroksyacylo-ACP (FabA). Ilość powstających 

nasyconych kwasów tłuszczowych i ich form nienasyconych zależy głównie od 

stosunku pomiędzy ilością cis-3-decenoilo-ACP wykorzystanego przez syntezę 

I β-ketoacylo-ACP (FabB) a ilością trans-2-decenoilo-ACP zużytego przez 

enoiloreduktazę FabI. Wprowadzenie podwójnego wiązania do 10-węglowego 

produktu pośredniego i poddanie go kolejnym reakcjom wydłużania prowadzą do 

powstawania dwóch UFAs, powszechnie występujących w bakteriach, tj. kwasu 

palmitoleinowego (16:1) oraz cis-wakcenowego (18:1) [18, 23, 29]. Enzym FabB 

posiada unikalną, katalityczną aktywność wydłużania cis-3-decenoilo-ACP, w reakcji 

kondensacji z malonylo-ACP do palmitoleilo-ACP. Właściwości tej nie posiada 

natomiast enzym FabF, będący izozymem FabB, który z kolei katalizuje powstawanie 

cis-wakcenoilo-ACP z pamitoleilo-ACP i malonylo-ACP. Podsumowując, zarówno 
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FabA, jak i FabB są wymagane do syntezy UFAs, natomiast FabF jest jedynie zaanga-

żowany w wydłużanie kwasu 16:1 do 18:1. Enzym FabF został zidentyfikowany jako 

kluczowy czynnik regulujący zmianę składu lipidowego bakteryjnej błony komór-

kowej w odpowiedzi na stres temperaturowy. W niskich temperaturach enzym ten 

promuje produkcję kwasu cis-wakcenowego, podczas gdy w wyższych wartościach 

temperatury białko to ulega inaktywacji, co skutkuje mniejszą zawartością niena-

syconych kwasów tłuszczowych [18, 23, 29, 50]. Potwierdza to, że biosynteza kwasów 

tłuszczowych jest ściśle regulowana w odpowiedzi na zmienne warunki środowiskowe.  

W przypadku E. coli regulacja genów fabA oraz fabB zachodzi z udziałem 

czynników transkrypcyjnych FadR oraz FabR. FadR, należący do rodziny białek 

regulatorowych GntR, funkcjonuje jako globalny regulator syntezy UFAs i β-oksydacji 

kwasów tłuszczowych. W przypadku omawianego szlaku pełni on funkcję aktywatora 

transkrypcji genów fabA oraz fabB. Odkryte znacznie później białko FabR będące 

przedstawicielem rodziny regulatorów typu TetR w obecności UFAs powoduje 

represję genów fabA oraz fabB [22, 41]. 

Z kolei obecność UFA-ACP bądź UFA-CoA indukuje powstawanie zmian 

konformacyjnych, które zwiększają powinowactwo białka FabR do promotora genu 

fabB, co powoduje represję transkrypcji genów fabB i fabA. Natomiast SFA-ACP 

i SFA-CoA blokują występowanie tych zmian konformacyjnych i tym samym 

zapobiegają hamowaniu ekspresji wyżej wspomnianych genów [23, 51].  

Zidentyfikowano również wiele innych bakterii należących głównie do organi-zmów 

Gram-dodatnich, u których szlak syntezy UFAs zachodzi z udziałem enzymów innych 

niż FabA i FabB. Przykładowo u Streptococcus pneumoniae wykryto FabM o funkcji 

izomerazy [52]. Natomiast u Enterococcus feacalis w szlak syntezy UFAs zaan-

gażowane są dwa odmienne enzymy, tj. FabN, będący homologiem FabZ E. coli, 

a funkcjonalnie wykazujący aktywność dehydratazy i izomerazy stanowiąc analog FabA 

oraz FabF (przemianowany obecnie na FabO) o podobnej funkcji do FabB [23, 53]. 

Wzrost ilości UFAs w odpowiedzi na ekspozycję na niskie temperatury zaobserwo-

wano również u Gram-ujemnych, symbiotycznych Rhizobium leguminosarum bv. 

viciae, wyizolowanych z Lathyrus japonicus oraz Lathyrus pratensis. Drouin 

i współpracownicy [54] zaobserwowali zwiększenie poziomu UFAs, zwłaszcza kwasu 

cis-wakcenowego, w lipidach błonowych badanych szczepów wraz z obniżeniem 

temperatury do 5 ºC [54, 55]. Rolę kwasów w adaptacji do zimna potwierdzono także 

w przypadku mezofilnych szczepów E. coli [56]. Z kolei, występowanie dużych ilości 

wielonienasyconych kwasów tłuszczowych, takich jak: omega-6 (ω6) i omega-3 (ω3) 

w odpowiedzi na niskie temperatury odnotowano u morskich psychrofili i cyjano-

bakterii [25, 57].  

5.3. Synteza BCFAs 

Synteza rozgałęzionych kwasów tłuszczowych, podobnie jak SFAs, zachodzi 

z udziałem FAS II. Szlaki te różnią się między sobą jedynie substratami wykorzys-

tywanymi w reakcji kondensacji zachodzącej z udziałem FabH. Jak już wspomniano, 

enzym ten katalizuje kondensację malonylo-ACP i acetylo-CoA. W przypadku bakterii 

wytwarzających kwasy tłuszczowe o prostych łańcuchach enzym FabH wykorzystuje 

głównie acetylo-CoA. Natomiast synteza BCFAs wymaga obecności krótkołańcu-
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chowych α-ketokwasów, będących pochodnymi aminokwasów o rozgałęzionych 

łańcuchach węglowych. Bezpośrednimi prekursorami BCFAs są izobutyrylo-CoA,  

2-metylobutyrylo-CoA oraz izowalerylo-CoA, które są produktami katabolizmu, 

odpowiednio: waliny, izoleucyny i leucyny [18, 31]. W reakcji zachodzącej 

z wykorzystaniem 2-metylobutyrylo-CoA jako substratu powstają rozgałęzione kwasy 

tłuszczowe, zawierające grupę metylową przy trzecim atomie węgla (anteiso), licząc 

od końca łańcucha. Natomiast produktem syntezy przebiegającej z udziałem pozosta-

łych prekursorów są kwasy tłuszczowe rozgałęzione w pozycji iso, tj. posiadające 

grupę metylową znajdującą się przy przedostatnim atomie węgla. Wykazano, iż 

obecność grupy metylowej w anteiso-BCFAs znacząco wpływa na stopień upakowania 

łańcuchów kwasów tłuszczowych, co tym samym sprzyja zwiększeniu płynności 

membran komórkowych w odpowiedzi na ekspozycję 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 także u Gram-ujemnych termofili z gatunku Thermus 

thermophilus, w których to obserwuje się zamianę form izomerycznych z iso- na anteiso-

BCFA [58, 59]. W przypadku psychrotolerancyjnego szczepu Sphingo-bacterium 

antarcticus (Topt. = 25°C) zidentyfikowano jednoczesne występowanie kilku 

mechanizmów adaptacyjnych [60, 61]. W wyniku obniżenia temperatury do 5°C 

zaobserwowano wzrost ilości UFAs oraz BCFAs. Przeciwnie, w skrajnie niskich 

temperaturach (-15°C) szczep Planococcus halocryophilus, którego optymalna 

temperatura mieści się w okolicach 25°C, charakteryzował się obecnością mniejszej 

ilości rozgałęzionych kwasów tłuszczowych [24]. Dodatkowo, charakterystyka składu 

lipidowego błon psychrofili, takich jak: Clostridium psychrophilum, Colwellia 

psychrerythraea oraz Psychromonas ingrahamii wykazała, że bakterie te zawierają duże 

ilości UFAs oraz SCFAs. Mimo że w bakteriach tych potwierdzono również obecność 

iso-BCFAs, to jednakże, jak wykazują badania, kwasy te nie mają istotnego udziału 

w regulacji płynności ich błon. Przedstawione powyżej dane sugerują, że rola BCFAs 

w adaptacji do niskich temperatur jest specyficzna dla danego gatunku bakterii [24]. 

5.4. Cyklopropanowe kwasy tłuszczowe (CFAs) 

Konwersja istniejących cis-UFA do cyklopropanowych kwasów tłuszczowych 

(CFAs) jest powszechnie występującym zjawiskiem wśród organizmów bakteryjnych. 

W reakcji tej bierze udział syntaza CFA, która wykorzystuje S-adenozylometioninę 

jako donora grup metylowych. Powstały pierścień cyklopropanowy zachowuje 

podwójne wiązanie w konfiguracji cis, a więc fosfolipidy, w obrębie których występują 

cyklopropanowe kwasy tłuszczowe wykazują podobne właściwości jak lipidy 

zawierające cis-UFAs [62]. Metylacja podwójnego wiązania izomerów cis rozpoczyna 

się wraz z wejściem bakterii w stacjonarną fazę wzrostu i trwa do momentu, gdy 

większość obecnych w komórce cis–UFA zostanie przekształcona do CFA [23, 63]. 

Wykazano, iż mutanty Pseudomonas putida KT2440 pozbawione aktywności syntazy 

CFA są bardziej wrażliwe na liofilizację niż dzikie typy tych szczepów, co może 

wskazywać na istotną rolę CFA w stabilizacji struktur błonowych [29, 64]. 
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6. Podsumowanie 

Bakterie występujące od miliardów lat na Ziemi, w wyniku ewolucji przystosowały 

się do różnorodnych warunków środowiskowych, w których bytują. Dlatego też nie 

jest zaskakujące to, iż mikroorganizmy te cechują się tak dużym zróżnicowaniem 

struktur lipidowych oraz szlaków zaangażowanych w ich syntezę. Jednakże pomimo 

wielu lat badań nad mechanizmami warunkującymi odpowiednią płynność błon, nadal 

istnieje szereg pytań, dotyczących m.in. struktur krystalicznych i mechanizmów 

katalitycznych acylotransferaz [30]. 

Obecnie coraz bardziej widoczne w skali globalnej zmiany klimatu skutkujące 

występowaniem szeregu niekorzystnych czynników abiotycznych, np. niskich 

temperatur oraz największa w dziejach i wciąż rosnąca liczba ludności w naturalny 

sposób zwiększa zapotrzebowania na artykuły spożywcze, w tym na te pochodzące 

z upraw roślin. Wykorzystanie wspomnianych wcześniej bakteryjnych mechanizmów 

adaptacyjnych do zimna, nie tylko stanowi realne dostosowywanie się do zmienia-

jącego klimatu, ale także może posłużyć do zwiększenia wydajności upraw roślinnych. 

Istotne też jest lepsze zrozumienie procesów adaptacyjnych, gdyż wiedza ta może 

zostać wykorzystana do usuwania niepożądanych mikroorganizmów (jak np. bakterie 

Listeria monocytogenes, które są w stanie przetrwać w niskich temperaturach mogłyby 

zostać wyeliminowane podczas konserwacji żywności) [11, 14]. 
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Modyfikacje składu lipidowego bakteryjnych błon komórkowych pod 

wpływem w odpowiedzi na stres niskich temperatur 

Streszczenie 

Pod wpływem niskiej temperatury w organizmach bakteryjnych zachodzi szereg zmian, które uniemożli-

wiają im prawidłowe funkcjonowanie. Szczególnie niekorzystnym zjawiskiem jest przejście błon cytoplaz-

matycznych z fazy ciekłokrystalicznej do fazy żelowej, cechującej się zwiększoną sztywnością i grubością. 

Taka struktura membran przyczynia się do zaburzenia prawidłowej aktywności metabolicznej bakterii. 

Z tego powodu mikroorganizmy wykształciły szereg mechanizmów adaptacyjnych, aby przetrwać w zimnych 

środowiskach. Jedną z najważniejszych adaptacji do niskich temperatur jest zdolność bakterii do mody-

fikacji składu lipidowego błon komórkowych, która polega na: (i) syntezie nienasyconych kwasów tłuszczo-

wych, (ii) zwiększeniu ilości rozgałęzionych łańcuchów acylowych, (iii) wytwarzaniu krótkołańcuchowych 

kwasów tłuszczowych oraz (iv) obecności cyklopropanowych kwasów tłuszczowych. Powstałe makro-

cząsteczki wpływają na obniżenie temperatury tranzycji dwuwarstwy lipidowej, co pozwala na utrzymanie 

odpowiedniej płynności membran komórkowych. Dokładne scharakteryzowanie mechanizmów regu-

lujących modyfikację struktury bakteryjnych kwasów tłuszczowych w odpowiedzi na niskie temperatury 

ma kluczowe znaczenie w wykorzystaniu tych mikroorganizmów w zwiększeniu upraw rolnych bądź opra-

cowaniu skutecznych farmaceutyków opierających się na interakcji z błonami komórkowymi patogenów.  

Słowa kluczowe: bakterie, błona, adaptacja do zimna, kwasy tłuszczowe 

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 enancjomerów kwasu mlekowego 

przez bakterie 

1. Wprowadzenie 

Kwas mlekowy (kwas 2-hydroksypropionowy, Lactic Acid, LA) jest naturalnym, 

chiralnym kwasem hydroksykarboksylowym występującym w formie L(+) 

z konfiguracją absolutną S (L-LA) i D(-) z konfiguracją absolutną R (D-LA) (rysunek 1).  

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

W organizmie ludzkim występuje prawie wyłącznie L-mleczan, osiągając stężenie 

w surowicy krwi ~ 1-2 mM, U zdrowych osób stężenie D-mleczanu w surowicy 

wynosi ~ 13 µM, a jego zwiększenie następuje w stanach patologicznych, takich jak 

zespół krótkiego jelita (Short Bowel Syndrome, SBS), cukrzyca, infekcje, sepsa [1].  

Amerykańska Agencja do Spraw Żywności i Leków (Food and Drug Agency, 

FDA) nadała kwasowi mlekowemu status GRAS (Generally Regarded as Safe) [2]. 

W przemyśle spożywczym mieszanina racemiczna kwasu L i D mlekowego kryje się 

pod symbolem E270 i jest wykorzystywana głównie jako przeciwutleniacz, substancja 

zakwaszająca i konserwująca, przedłużająca świeżość żywności. Dzięki właści-

wościom przeciwdrobnoustrojowym, kwas mlekowy jest szeroko wykorzystywany 

zarówno przy produkcji wyrobów wędliniarskich, obróbce mięsa, konserwacji 

tłuszczów, jak i odpadów poubojowych [2]. Jest też powszechnie stosowany przy 

produkcji napojów bezalkoholowych, soków owocowych i warzywnych – dodaje się 

go celem poprawienia i uwydatnienia ich naturalnego smaku i aromatu, jak również 

jako środek konserwujący [3]. Właściwości bakteriostatyczne kwasu mlekowego są 

również wykorzystywane do konserwacji pasz i w żywieniu zwierząt, szczególnie 

drobiu i trzody chlewnej, a także zwierząt futerkowych. Kwas mlekowy dodawany do 

surowców i odpadów rolniczych poddawanych procesowi kiszenia powoduje szybkie 

obniżenie pH środowiska, co w połączeniu z biologiczną aktywnością kwasu, hamuje 

rozwój szkodliwych drobnoustrojów, w tym także patogennych, i przyczynia się do 

znacznego ograniczenia strat w procesie kiszenia [4]. W pszczelarstwie kwas mlekowy 

stosuje się do zwalczania roztoczy Varroa destructor. W przemyśle garbarskim, kwas 
                                                                
1 Katedra Biotechnologii Środków Leczniczych i Kosmetyków, Wydział Chemiczny Politechniki 

Warszawskiej, ul. Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa. 
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mlekowy służy do odwapniania skór zwierzęcych, a w przemyśle tekstylnym jest 

wykorzystywany w procesie barwienia (barwniki kwasowe). W przemyśle chemicz-

nym służy do otrzymywania, m.in. glikolu propylenowego oraz kwasu akrylowego. 

Kwas akrylowy i jego pochodne estrowe są podstawowym materiałem do otrzymy-

wania polimerowych produktów, które są szeroko stosowane m.in. do pokrywania 

powierzchni, do produkcji tekstyliów, klejów, sztucznej skóry, włókien detergentów 

i materiałów określanych jako super-absorbenty oraz do obróbki papieru. Estry kwasu 

mlekowego są stosowane do produkcji rozpuszczalników ekologicznych, które nie 

zawierają substancji lotnych ani trujących, a ponadto są biodegradowalne. Optycznie 

czyste postacie kwasu mlekowego, także w formie estrów, służą do produkcji 

herbicydów [2]. W przemyśle kosmetycznym wykorzystuje się działanie złuszczające, 

nawilżające i przeciwstarzeniowe kwasu mlekowego. Dzięki działaniu przeciw-

bakteryjnemu, jest on również pomocny w leczeniu zmian skórnych o podłożu 

infekcyjnym. Z tych powodów kwas mlekowy jest jednym podstawowych składników 

wielu kremów, szamponów oraz różnego typu preparatów kosmetycznych, w tym 

płynów do higieny intymnej, a także probiotyków ginekologicznych. Sól wapniowa 

kwasu mlekowego jako składnik past do zębów uczestniczy w zwalczaniu próchnicy [5]. 

Oprócz zastosowania samego kwasu mlekowego i jego soli, coraz większe 

zainteresowanie budzi polimer kwasu mlekowego, polilaktyd (Poly-lactic Acid, PLA) 

przedstawiony na rysunku 2. W związku z rosnącym światowym problemem 

dotyczącym utylizacji i zagospodarowania odpadów z tworzyw sztucznych naukowcy 

skłaniają się coraz bardziej ku powszechnej produkcji polimerów biodegradowalnych. 

PLA jest znanym od lat 30. XX wieku odnawialnym, biokompatybilnym biopo-

limerem, którego obszar zastosowań ciągle się rozszerza [6]. 

 
Rysunek 2. Wzór chemiczny PLA, opracowanie własne na podstawie [7] 

Metoda syntezy polilaktydu o dużej masie cząsteczkowej jest dwuetapowa [8]. 

W pierwszym etapie syntezowany jest laktyd (cykliczny dimer kwasu mlekowego), 

który w drugim etapie jest polimeryzowany z otwarciem pierścienia cyklicznego 

(Ring-Opening Polymerization, ROP) (rysunek 3). 

 
Rysunek 3. Synteza PLA metodą ROP, opracowanie własne na podstawie [8] 
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Laktyd, zbudowany z dwóch cząsteczek kwasu mlekowego, istnieje w trzech 

formach diastereoizomerycznych: jako L-laktyd (S,S), D-laktyd (R,R) i równomolowa 

mieszanina izomerów D i L kwasu mlekowego (mezo-laktyd). Pośród różnych 

polilaktydów, optycznie czyste poli(L-laktyd) i poli(D-laktyd) są krystalicznymi 

polimerami o temperaturze topnienia ok. 180ºC, podczas gdy poli(DL-laktyd) jest 

materiałem amorficznym z temperaturą przechodzenia w stan szklisty wynoszącą  

50-70ºC. Dysponowanie czystymi optycznie formami kwasu mlekowego jest 

niezwykle istotne z punktu widzenia produkcji polimerów o zdefiniowanych 

właściwościach [9,10], ponieważ właściwości polilaktydów są bardzo zróżnicowane w 

zależności od stosunku i rozmieszczenia izomerów D i L [11]. Stereochemiczna 

struktura PLA może być łatwo kontrolowana przez polimeryzowanie mieszaniny 

kwasu L- i D-mlekowego w ściśle określonych proporcjach [12,13]. PLA znajduje 

zastosowanie zarówno przy wyrobie produktów powszechnego użytku, jak niektóre 

elementy wyposażenia wnętrz, opakowania i folie, produkty jednorazowe, jak i przy 

produkcji artykułów biomedycznych. Coraz częściej stosowany jest do tworzenia 

nowoczesnych, bioresorbowalnych implantów, protez, nici i masek chirurgicznych, 

a także odzieży medycznej [14].  

Ze względu na możliwość syntezy PLA o różnych właściwościach, dostępność 

czystych enancjomerów kwasu L-LA i D-LA jest bardzo pożądana. Chemiczna 

synteza kwasu mlekowego wymaga zastosowania surowców petrochemicznych, 

z których w pierwszym etapie wytwarzany jest aldehyd octowy. Następnie 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 się różne szczepy bakterii fermentacji mlekowej, głównie należące do rodzaju 

Lactobacillus i Lactococcus, które są zdolne, wykorzystując aktywność stereospe-

cyficznych zależnych od NAD+ dehydrogenaz mleczanowych (LDHL i LDHD), do 

wytwarzania izomerów kwasu, co stwarza możliwości produkcji czystego optycznie 

LA. Otrzymywanie czystego izomeru L lub D kwasu mlekowego stanowi istotny 

problem, gdyż bakterie stosowane do procesu fermentacji mlekowej w skali 

przemysłowej zawierają zwykle więcej niż jeden typ dehydrogenazy mleczanowej, 

a stosunek ilościowy poszczególnych izomerów zależy od wzajemnej aktywności tych 

dehydrogenaz. Wiele badań poświęcono ulepszeniu produkcji czystych enancjomerów 

kwasu mlekowego, w tym również za pomocą inżynierii genetycznej [17, 18]. 

Organizmy genetycznie modyfikowane nie są obecnie chętnie wykorzystywane 

w przemyśle, zatem poszukiwanie dobrych producentów kwasu L- lub D-mlekowego 

w rozmaitych środowiskach zasiedlanych naturalnie przez bakterie mlekowe (Lactic 

Acid Bacteria, LAB) wydaje się dobrym pomysłem. W Katedrze Biotechnologii 

Środków Leczniczych i Kosmetyków na Wydziale Chemicznym Politechniki 

Warszawskiej jest tworzona kolekcja środowiskowych szczepów LAB, które są badane 

pod kątem naturalnego potencjału do przemysłowego wykorzystania tych szczepów, 

w tym również do produkcji czystych enancjomerów kwasu mlekowego. W tej pracy 

prezentujemy 18 szczepów LAB, z których trzy są zdolne do produkcji w dużym 

nadmiarze kwasu L-mlekowego, a jeden charakteryzuje się wydajną produkcją LA 

z dużą przewagą izomeru D. 
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2. Materiał i metody 

2.1. Materiał do izolacji szczepów LAB  

Materiał do izolacji szczepów LAB pochodził z różnych regionów Polski i z Afryki 

i były to próbki mleka krowiego, wielbłądzicy i klaczy oraz materiał uzyskany na 

drodze fermentacji surowców roślinnych, takich jak kapusta biała i czerwona, ogórki, 

rzodkiewki, kalafior, papryka, buraki. 

2.2. Metody 

2.2.1. Izolacja czystych szczepów ze źródeł naturalnych 

Materiał stanowiący źródła do izolacji LAB wysiewano na stałą pożywkę MRS. 

Szalki inkubowano w warunkach beztlenowych przez 48 do 72 godzin w 37°C. 

Pojedyncze kolonie kilkukrotnie przeszczepiano na świeże podłoże stałe MRS, 

wykonując posiew redukcyjny. W każdym przypadku dążono do osiągnięcia tylko 

jednego rodzaju kolonii na szalce. Następnie wykonana została analiza makroskopowa, 

która polegała na ocenie morfologii otrzymanych kolonii bakteryjnych (m.in. 

wielkości, kształtu, koloru, przezroczystości, brzegu kolonii) zgodnie z wytycznymi 

dotyczącymi oceny makroskopowej morfologii bakterii [19]. Kolejnym krokiem była 

ocena mikroskopowa, podczas której przygotowano preparaty przyżyciowe oraz 

preparaty utrwalone i barwione metodą Grama. Barwienie wykonano według zaleceń 

producenta (Biomérieux). Oceniano jednorodność i morfologię komórek bakteryjnych 

w obrazie mikroskopowym. 

2.2.2. Hodowla bakterii w pożywce płynnej 

Pojedynczymi koloniami pobranymi z szalek z wyizolowanymi szczepami 

zaszczepiano 8 ml pożywki MRS i hodowano w 37°C. Bakterie hodowano w pro-

bówkach zamkniętych w pojemniku do hodowli beztlenowych w obecności generatora 

warunków beztlenowych Genbox (Biomérieux). Po 24, 48 i 72 h pobierano 1 ml 

próbki do oznaczenia stężenia kwasu L- i D-mlekowego.  

2.2.3. Optymalizacja temperatury hodowli wybranych szczepów 

Hodowle prowadzono w 50 ml płynnej pożywki MRS w 25, 30, 37 oraz 42°C, 

Inokulum stanowiły hodowle nocne dodawane w ilości 5% objętości pożywki. 

Hodowle były prowadzone w kolbach zamkniętych w szczelnych torbach polie-

tylenowych, bez wytrząsania. Po 24, 48 i 72 h pobierano 1 ml próbki do oznaczenia 

stężenia kwasu L- i D-mlekowego.  

2.2.4. Charakterystyka biochemiczna wyizolowanych szczepów 

Do scharakteryzowania wyizolowanych szczepów pod kątem ich zdolności 

metabolicznych użyto komercyjnie dostępnych testów API 50CHL i API ZYM 

(Biomérieux) zgodnie z instrukcją producenta.  

2.2.5. Izolacja genomowego DNA ze szczepów bakteryjnych 

Z wyizolowanych szczepów przygotowano hodowle nocne w pożywce płynnej 
MRS. Po 12 h inkubacji hodowle odwirowano, a z osadu bakteryjnego wyizolowano 
genomowy DNA z użyciem zestawu DNA Genomic Mini (Eurx), zgodnie z instrukcją 
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producenta. W celu lizy grubej ściany komórkowej, charakterystycznej dla bakterii 
Gram-dodatnich, procedurę izolacji poprzedzono godzinną inkubacją osadu w 200 µl 
buforu TES z dodatkiem lizozymu i mutanolizyny w temperaturze 37ºC. Po 
zakończeniu izolacji uzyskany genomowy DNA zawieszono w 20 µl sterylnej wody. 
Jakość DNA oszacowano po rozdzieleniu próbki w 0,8% żelu agarozowym. 

2.2.6. Ocena przynależności rodzajowej wyizolowanych szczepów 

bakteryjnych 

Wyizolowany genomowy DNA posłużył jako matryca do przeprowadzenia 
łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR) z użyciem starterów specyficznych rodzajowo. 
Ze względu na źródła materiału do izolacji, zastosowane podłoże selekcyjne oraz 
dokonane obserwacje makro i mikroskopowe, spodziewano się szczepów z rodzaju 
Lactobacillus. Amplifikacja fragmentu genomowego DNA Lactobacillus, kodującego 
region pomiędzy 16S a 23S rRNA, daje specyficzny obraz produktów na żelu 
agarozowym [20]. Zastosowano startery: 16-1A (forward): 5’-GAATCGCTA 
GTAATCG-3’ oraz 23-1B (reverse): 5’-GGGTTCCCCCATTCGGA-3’ [21]. PCR (35 
cykli) przeprowadzono w następujących warunkach: 

 wstępna denaturacja (95°C, 5 min); 

 denaturacja (95°C, 30 s); 

 przyłączanie starterów (53°C, 30 s); 

 elongacja (72°C, 90 s); 

 końcowa elongacja (72°C, 5 min). 
Produkty reakcji PCR rozdzielono za pomocą elektroforezy w 0,8% żelu 

agarozowym. 

2.2.7. Oznaczanie przynależności gatunkowej szczepów z użyciem 

sekwencjonowania 16S rRNA 

Genomowy DNA wyizolowany z czterech wybranych szczepów poddano reakcji 
PCR, w której powielono gen kodujący 16S rRNA. Użyto uniwersalnych starterów 
27f: 5′- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′ i 1492r: 5′ -TACGGYTACCTTGTTAC 
GACTT-3′ dających produkt o wielkości ok, 1500 par zasad. DNA otrzymany 
w reakcji PCR oczyszczano przy pomocy zestawu Clean-up (A&A Biotechnology) wg 
zaleceń producenta. W końcowym etapie materiał genetyczny eluowano z kolumny za 
pomocą jałowej wody dejonizowanej. Czystość uzyskanych produktów sprawdzono na 
0,8% żelu agarozowym. Tak przygotowane i oczyszczone preparaty DNA oddano do 
sekwencjonowania w firmie Genomed. Uzyskane sekwencje analizowano przy użyciu 
programu BLAST. 

2.2.8. Oznaczenie ilości kwasu mlekowego metodą enzymatyczną 

Próbki o objętości 1 ml pobrane z hodowli płynnych wirowano w celu oddzielenia 
biomasy (12,0-13,4 tys. rpm, 6 min) i w supernatancie oznaczano kwas L-  
i D-mlekowy metodą spektrofotometryczną, mierząc przy 340 nm ilość NADH, 
powstającego w reakcji dehydrogenazy mleczanowej (LDH) przekształcającej kwas 
mlekowy w pirogronian. Oznaczenia przeprowadzono wg wskazówek producenta 
wykorzystując zestawy D-Lactic Acid i L-Lactic Acid firmy Megazyme, zawierające 
specyficzne enzymy, odpowiednio D-LDH i L-LDH. 
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2.2.9. Analiza HPLC kwasu octowego 

Pomiar prowadzono przy pomocy kolumny Comosil 5C18-MS-II. Jako fazę 

ruchomą zastosowano 20 mM roztwór KH2PO4 przy szybkości przepływu 0,5 ml/min. 

Czas każdego pomiaru wynosił 40 min, po tym czasie zaobserwowano całkowity zanik 

pików. Stężenie kwasu octowego w płynach pofermentacyjnych obliczano na podstawie 

krzywej wzorcowej. W celu sporządzenia krzywej wzorcowej przygotowano 4 stan-

dardy kwasu octowego o stężeniach: 0,5; 1,0; 1,5 i 2,0 g/l. Dla każdego ze standardów 

pomiar przeprowadzono w trzech powtórzeniach, a następnie sporządzono wykres 

zależności pola powierzchni piku od stężenia kwasu octowego. 

3. Wyniki  

Wyizolowano 18 szczepów bakterii kwasu mlekowego pochodzących z różnych 

naturalnych źródeł roślinnych i zwierzęcych. Ze względu na źródła materiału do 

izolacji, zastosowane podłoże selekcyjne oraz dokonane obserwacje makro i mikro-

skopowe (preparaty przyżyciowe i zabarwione odczynnikiem Grama) (tabela 1), 

spodziewano się szczepów z rodzaju Lactobacillus. Reakcja PCR ze specyficznymi 

rodzajowo starterami potwierdziła przynależność wszystkich szczepów do rodzaju 

Lactobacillus. 

Tabela 1. Charakterystyka wyizolowanych szczepów Lactobacillus  

Szczep 
WUT 

Źródło pochodzenia 
LAB 

Charakterystyka 
makroskopowa 
(opis wzrostu na szalkach 
z podłożem MRS) 

Charakterystyka 
mikroskopowa (preparaty 
przyżyciowe  
i utrwalone) 

17/1 Mleko krowie 
(Afryka) 
 

Kolonie średniej wielkości, 
okrągłe, lekko wypukłe 
błyszczące, brzegi kolonii 
regularne, kolor jasnokremowy 

Średniej wielkości, regularne 
pałeczki występujące 
pojedynczo lub układające się 
po dwie komórki w kształt 
litery V 

17/2 Przefermentowany 
sok z buraka (Polska, 
Mazowsze) 
 

Kolonie duże, okrągłe, 
wypukłe, błyszczące, brzegi 
kolonii regularne, kolor 
beżowy 

Średniej wielkości, regularne 
pałeczki tworzą 
charakterystyczne układy 
komórek w literę V, 
 w polu widzenia widoczne 
krótkie łańcuszki do 5 
komórek 

17/3 Mleko krowie 
(Polska, Mazowsze) 
 

Kolonie okrągłe i drobne, 
wypukłe, błyszczące, brzegi 
kolonii regularne, kolor 
beżowy, środek kolonii 
ciemniejszy 

Średniej wielkości, regularne 
pałeczki tworzące 
charakterystyczny układ litery 
V, zazwyczaj występują po 2 
komórki lub w większych 
skupiskach pojedynczych 
komórek 

17/4 Mleko wielbłądzicy 
(Afryka) 
 

Kolonie małe, okrągłe, 
wypukłe, błyszczące, brzegi 
kolonii równe, kolor biały 

Drobne, regularne, cienkie 
pałeczki, tworzące długie 
łańcuszki do 15 komórek 

17/5 Mleko wielbłądzicy 
II (Afryka) 
 

Kolonie średniej wielkości 
okrągłe, wypukłe, błyszczące, 
o regularnych brzegach koloru 

Regularne, średniej długości 
pałeczki tworzą 
charakterystyczne układy V, 
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mlecznego brak długich łańcuszków, 
komórki występują po 2 lub 
w dużych grupach 
pojedynczych pałeczek 

17/6 Mleko klaczy 
(Polska, Mazowsze) 
 

Kolonie małe, okrągłe, 
wypukłe, błyszczące,  
o regularnych brzegach kolonii 
równe, kolor jasnobiały 

Drobne, regularne pałeczki, 
tworzące układy komórek 
w literę V, występują krótkie 
łańcuszki do 5 komórek 

17/7 Sok z kiszonej 
kapusty (Polska, 
Mazowsze) 
 

Kolonie średniej wielkości, 
okrągłe, wypukłe, błyszczące, 
brzegi regularne, kolor beżowy 

Duże pałeczki, tworzące 
charakterystyczne układy V, 
obecne łańcuszki od 3 do 7 
komórek 

17/8 Sok z kiszonych 
ogórków (Polska, 
Mazowsze) 
 

Kolonie średniej wielkości, 
okrągłe, wypukłe, błyszczące, 
brzegi kolonii równe, kolor 
mleczny, wyraźne ciemne 
środki kolonii 

Drobne pałeczki, tworzące 
układy komórek  
w kształcie litery V, w obrazie 
mikroskopowym widoczne 
łańcuszki do 9 komórek 

17/9.1 Mleko krowie 
(Polska, Beskid 
Niski) 
 

Kolonie duże, płaskie, lekko 
rozlane, błyszczące, brzegi 
kolonii nieregularne, lekko 
faliste, kolonie tarczowate, ze 
zgrubieniem na środku, kolor 
jasnobiały 

Duże, długie, regularne 
pałeczki występujące 
pojedynczo lub po dwie 
komórki tworzą 
charakterystyczne układy 
w kształcie litery V, występują 
krótkie łańcuszki do 4 
komórek 

17/9.2 Mleko krowie 
(Polska, Beskid 
Niski) 
 

Kolonie średniej wielkości 
okrągłe, wypukłe, błyszczące, 
brzegi kolonii równe, kolor 
mlecznobiały 

Drobne, regularne pałeczki, 
tworzące układy komórek 
w kształt litery V, nie tworzą 
długich łańcuszków, 
zazwyczaj występują po 2 
komórki  
w polu widzenia 

17/10.1 Sok z kiszonych 
ogórków (Polska, 
Podlasie) 
 

Kolonie średniej wielkości, 
okrągłe, płaskie, błyszczące, 
brzegi kolonii nieregularne, 
kolonie tarczowate, kolor 
jasno-biały 

Długie, regularne, cienkie 
pałeczki, dużo pojedynczych 
komórek, występują długie, 
proste łańcuszki do 8 komórek 

17/10.2 Sok z kiszonych 
ogórków (Polska, 
Podlasie) 
 

Kolonie średniej wielkości, 
okrągłe, wypukłe, błyszczące, 
brzegi kolonii równe, kolor 
beżowy 

Nieregularne pałeczki 
tworzące charakterystyczny 
układ V, występują długie, 
kręte łańcuszki do 7 komórek 

17/11 Sok z kiszonej 
kapusty (Polska, 
Podlasie) 

Kolonie drobne, okrągłe, 
wypukłe, błyszczące, brzegi 
kolonii równe, kolor 
mlecznobiały 

Bardzo krótkie, grube, 
regularne pałeczki, tworzące 
charakterystyczny układ 
w kształcie litery V, w polu 
widzenia widoczne krótkie 
łańcuszki od 3 do 5 komórek 

18/17 

Sok z kiszonych 
ogórków (Polska, 
Mazowsze) 

Kolonie małe, okrągłe, płaskie, 
brzegi kolonii równe, kolor 
beżowy 

Drobne, regularne pałeczki, 
tworzące układy komórek 
w kształcie litery V, występują 
łańcuszki do 4 komórek oraz 
grupy pojedynczych komórek 
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18/21 

Sok z kiszonego 
kalafiora (Polska, 
Mazowsze) 

Kolonie o średniej wielkości, 
okrągłe, błyszczące, brzegi 
kolonii równe, kolor beżowy 
z ciemniejszym środkiem 

Drobne, regularne pałeczki, 
tworzące układy komórek 
w kształcie litery V, 
zazwyczaj występują po 2 
komórki lub w większych 
skupiskach pojedynczych 
komórek 

18/25 

Sok z kiszonej 
papryki (Polska, 
Mazowsze) 

Kolonie małe, okrągłe, płaskie, 
matowe, brzegi kolonii równe, 
kolor beżowy 

Drobne, regularne pałeczki, 
tworzące układy komórek 
w kształcie litery V, występują 
po 2 komórki lub w większych 
skupiskach pojedynczych 
komórek 

18/32 

Sok z kiszonej 
czerwonej kapusty 
(Polska, Mazowsze) 

Kolonie o małej i średniej 
wielkości, okrągłe, wypukłe, 
błyszczące, brzegi kolonii 
lekko rozmyte, kolor 
mlecznobiały 

Pałeczki o średniej wielkości, 
tworzące układy komórek 
w kształcie litery V, występują 
długie, kręte łańcuszki do 8 
komórek 

18/35 

Rzodkiewka (Polska, 
Mazowsze) 

Kolonie o średniej wielkości, 
nieregularnym kształcie, 
płaskie, brzegi kolonii 
nieregularne i rozmyte, kolor 
mlecznobiały z ciemniejszym 
środkiem 

Drobne, regularne pałeczki, 
tworzące układy komórek 
w kształcie litery V, występują 
po 2 komórki lub w większych 
skupiskach pojedynczych 
komórek 

3.1. Charakterystyka biochemiczna wyizolowanych szczepów Lactobacillus 

W celu ustalenia źródeł węgla, które mogą być wykorzystane przez wyizolowane 

szczepy zastosowano test API50CHL. Wszystkie szczepy metabolizowały D-glukozę, 

D-fruktozę, D-mannozę, N-acetyloglukozaminę i salicynę. Większość szczepów, 

z pojedynczymi wyjątkami fermentowała również D-galaktozę, D-rybozę, D-mannitol, 

D-sorbitol, amigdalinę, arbutynę, eskulinę, D-celobiozę, D-maltozę, D-laktozę,  

D-trehalozę (WUT 17/4 nie fermentował D-rybozy, a WUT 17/5 D-mannitolu  

i D-maltozy). Szczep WUT 17/10.2, metabolizował tylko siedem źródeł węgla  

(D-galaktozę, D-glukozę, D-fruktozę, D-mannozę, D-mannitol, N-acetyloglukozaminę 

i salicynę), podczas gdy wyizolowany z tego samego źródła szczep WUT 17/10.1 mógł 

korzystać aż z dwudziestu dwóch źródeł węgla.  
Test API ZYM pozwolił na określenie aktywności enzymatycznych, umożli-

wiających bakteriom uzyskiwanie odpowiednich składników odżywczych do wzrostu, 
adhezji lub unikania układu immunologicznego gospodarza. Wśród najczęściej 
występujących aktywności katalitycznych była naftolo-AS-BI-fosfohydrolaza  
(14 szczepów), aryloamidazy leucynowa i walinowa (12 szczepów), kwaśna fosfataza  
(11 szczepów), 9 szczepów produkowało β-glukozydazę, 7-α-glukozydazę, 7- 
β-galaktozydazę. Szczepy WUT 17/2, WUT 17/4 i WUT 17/10.2 wykazywały 
aktywności esterazowe, a szczepy WUT 17/1 i WUT 17/11 produkowały N-acetylo-β-
glukozaminindazę. Żaden ze szczepów nie wykazywał aktywności alkalicznej 
fosfatazy, lipazy (C14), aryloamidazy cystynowej, trypsyny, α-chymotrypsyny,  
α-galaktozydazy, α-glukonidazy, α-mannozydazy i α-fukozydazy. 
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3.2. Produkcja kwasu mlekowego w pożywce MRS przez wyizolowane 
szczepy Lactobacillus 

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

Poszukując szczepów LAB wydajnie produkujących kwas mlekowy, a zwłaszcza 
takich, które wydzielałyby w nadmiarze jeden z enancjomerów, oznaczono metodą 
enzymatyczną ilości produkowanego kwasu L- i D-mlekowego w płynach 
pohodowlanych po 24, 48 i 72 godzinach hodowli. Wyniki oznaczeń przedstawiono 
w tabeli 2. Większość wyselekcjonowanych szczepów produkowała racemat kwasu 
mlekowego, ze stosunkiem enancjomerów L:D zbliżonym do 50%:50%. Suma-
rycznie, najwięcej kwasu mlekowego po 72 h hodowli wyprodukował szczep WUT 
17/1 (24,5 g/l), a zaraz za nim szczep WUT 17/3 (21,1 g/l). Szczep WUT 17/3 okazał 
się również bardzo szybkim producentem, ponieważ łączna ilość wyprodukowanego 
LA bardzo nieznacznie zmieniła się pomiędzy 24., a 72. godziną hodowli. Najgorszym 
producentem kwasu mlekowego okazał się szczep WUT 17/10.1, który wyprodukował 
go zaledwie 12 g/l.  

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

Szczep 
WUT 
 

Stężenie kwasu mlekowego w płynie pohodowlanym [g/l]* 

Po 24 h Po 48 h Po 72 h 

L-
LA 

D-
LA 

L-LA 
[%] 

L-
LA 

D-
LA 

L-LA 
[%] 

L-
LA 

D-
LA 

L-LA 
[%] 

17/1 6,3 11,9 34,6 5,4 12,4 30,3 12,5 12,0 51,1 

17/2 8,7 0,2 97,8 17,4 0,4 98,0 17,1 1,8 90,6 

17/3 7,5 11,1 40,3 8,0 10,1 44,3 9,5 11,6 44,9 

17/4 5,5 0,2 96,1 8,7 3,4 72,0 10,7 4,6 69,9 

17/5 6,5 0,6 91,6 13,6 0,6 96,1 14,4 1,1 92,9 

17/6 6,4 8,6 42,5 8,1 10,5 43,5 9,8 11,1 47,0 

17/7 4,4 9,0 32,9 7,1 10,5 40,3 8,3 10,7 43,7 

17/8 4,1 7,1 36,5 8,0 9,7 45,2 8,2 10,3 44,2 

17/9.1 12,2 0,4 96,7 16,1 0,8 95,4 17,5 0,8 95,7 

17/9.2 5,3 8,2 39,3 6,3 9,4 40,4 8,4 12,4 40,3 

17/10.1 1,9 1,0 65,5 5,4 6,0 48,9 6,0 6,1 49,5 

17/10.2 5,3 2,3 69,9 17,4 6,5 60,8 10,2 6,9 59,9 

17/11 3,5 5,9 37,2 8,0 10,3 38,5 7,3 12,1 37,6 

18/17 7,5 6,3 54,2 7,5 7,1 51,2 8,4 8,4 50,0 

18/21 7,1 8,0 46,9 7,0 8,2 45,9 6,8 8,0 46,2 

18/25 6,5 8,3 44,1 6,7 7,4 47,3 6,3 9,2 40,4 

18/32 6,4 6,6 49,2 7,2 7,4 49,2 7,1 7,6 48,3 

18/35 6,5 5,6 53,8 8,9 7,7 53,7 7,3 7,8 48,3 

*Większość oznaczeń wykonano w trzech powtórzeniach – błąd SD wynosił średnio 9,9%, Część oznaczeń 
wykonano w dwóch powtórzeniach – uzyskane wyniki nie różniły się od średniej w zakresie 0,2-6,9%. 

Wśród wyselekcjonowanych szczepów, WUT 17/2, WUT 17/5 i WUT 17/9.1 
produkowały w znacznym nadmiarze izomer L-LA. Procentowy udział enancjomeru 
L zmieniał się w czasie hodowli – dla szczepów WUT 17/2 i WUT 17/5 najwyższy był 
po 48 h i wynosił odpowiednio 98% i 96,1%, a dla szczepu WUT 17/9.1 po 24 h 
wynosił 96,7%, a po 48 i 72 h – ok. 95,5%. Spośród szczepów najwydajniej 
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produkujących racemat kwasu mlekowego, WUT 17/1 produkował w przewadze kwas 
D-mlekowy po 24 i 48 h – odpowiednio 65,4% i 69,7%, ale po 72 h ta przewaga była 
niezauważalna. Niestety, nie wyselekcjonowano szczepu, który wydzielałby wyłącznie 
(lub w dużym nadmiarze) kwas D-mlekowy w badanych warunkach. Dla wszystkich 
szczepów obliczono stopień wykorzystania glukozy oraz produktywność kwasu 
mlekowego (tabela 3). 

Tabela 3. Wydajność produkcji i produktywność kwasu mlekowego przez wyizolowane szczepy 
Lactobacillus 

Szczep 
WUT 

Wydajność 
[g LA/g glukozy]* 

Produktywność LA 
(g/lh) 

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 

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 

17/7 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 zawartości glukozy w pożywce MRS (~20 g glukozy na 1 l 
pożywki)  

Za najbardziej interesujące 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 wydawał się obiecujący ze względu na dużą ilość produkowanego kwasu 
mlekowego i przewagę enancjomeru D-LA. Wymienione cztery szczepy postanowiono 
poddać badaniom zmierzającym do znalezienia optymalnych warunków do wzrostu 
bakterii i produkcji enancjomerów LA. 

Izolacja kwasu mlekowego, a zwłaszcza oddzielenie go od innych kwasów 
organicznych, nie jest łatwa, wobec tego korzystne jest stosowanie szczepów 
homofermentatywnych. Szczepy heterofermentatywne LAB oprócz kwasu mlekowego 
najczęściej produkują kwas octowy, wobec tego przeprowadzono pomiar kwasu 
octowego w płynach pofermentacyjnych metodą HPLC. Szczepy WUT 17/1, WUT 
17/2 i WUT 17/5 nie produkowały mierzalnych ilości kwasu octowego, a szczep WUT 
17/9.1 produkował go w stężeniu 1,90±1,23 g/l. 

3.2.2. Zależność produkcji enancjomerów LA od temperatury  

Wybrane cztery szczepy hodowano w pożywce MRS w temperaturze 30°C, 37°C 
oraz 42°C, a szczep WUT 17/1 hodowano również w temperaturze 25°C ze względu 
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na bardzo dobry wzrost tego szczepu w temp. 30°C. Stężenie kwasu L- i D-mlekowego 
oznaczono w próbkach pobieranych po 24, 48 i 72 godzinach hodowli (rysunek 5). 
Optymalną temperaturą do wzrostu i produkcji LA przez szczepy WUT 17/2, WUT 
17/5 i WUT 17/9.1 było 37°C, a dla szczepu WUT 17/2 nawet 42°C przy dłuższym 
czasie hodowli. Zawartość enancjomeru L-LA w produkowanym kwasie mlekowym, 
w zależności od temperatury i czasu hodowli, mieściła się w zakresie 96-100%. Szczep 
WUT 17/1 najwięcej kwasu mlekowego produkował w temperaturze 30°C po 48 i 72 h 
hodowli. Dla tego szczepu zaobserwowano ciekawą zależność proporcji D-LA:L-LA 
od temperatury – im niższa, tym większa była przewaga enancjomeru D, ale 
jednocześnie ilość produkowanego kwasu mlekowego była mniejsza z powodu 
słabszego wzrostu bakterii. W temperaturze 25°C bakterie produkowały po 24, 48 i 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 produkowały racemat z nieznaczną 
przewagą kwasu D-mlekowego – 63,5, 59,8 i 63,8%. W temperaturze 42°C wzrost 
szczepu WUT 17/1 był bardzo słaby, co przełożyło się na niewielką ilość 
produkowanego kwasu mlekowego, z niewielką przewagą kwasu L-mlekowego. 

 
Rysunek 5. Zależność produkcji enancjomerów kwasu mlekowego od temperatury i czasu hodowli. Każde 

oznaczenie zostało wykonane co najmniej w dwóch powtórzeniach, których wyniki różniły się od średniej 

w zakresie 0,0-19,9% 
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3.3. Identyfikacja przynależności gatunkowej wybranych szczepów 

Za pomocą sekwencjonowania 16S RNA i programu BLAST zidentyfikowano 

dotychczas cztery gatunki Lactobacillus (tabela 4). 

Tabela 4. Wyniki identyfikacji gatunkowej wybranych szczepów 

Szczep WUT Zidentyfikowany gatunek 
Identyczność sekwencji z 
bazą danych 

17/1 Lactobacillus plantarum  100% 

17/2 Lactobacillus rhamnosus 99% 

17/3 Lactobacillus plantarum 100% 

17/5 Lactobacillus paracasei/casei 100% 

 

Planowane jest przeprowadzenie identyfikacji pozostałych szczepów oraz 

kolejnych, izolowanych z innych źródeł naturalnych, dodawanych do kolekcji. 

4. Dyskusja 

Możliwości licznych zastosowań bakterii fermentacji mlekowej w różnych 

gałęziach przemysłu stymulują badaczy do izolacji nowych szczepów ze źródeł 

naturalnych. Dokładna charakterystyka szczepu pozwala określić jego potencjał do 

konkretnego zastosowania przemysłowego. Zapotrzebowanie na kwas mlekowy 

nieustająco rośnie, a nowe techniki stosowane w nauce pozwalają na coraz wydaj-

niejszą jego produkcję z użyciem mikroorganizmów. W niniejszej pracy badawczej 

przedstawiono 18 wyizolowanych szczepów LAB, pochodzących z mleka krowiego, 

wielbłądziego i klaczy lub z przefermentowanych surowców roślinnych. Szczepy te 

zakwalifikowano do rodzaju Lactobacillus. Chang i wsp. [22] scharakteryzowali 

biochemicznie 2309 szczepów bakterii pochodzących z różnych rodzajów kimchi, 

tradycyjnej potrawy koreańskiej, w skład której wchodzą fermentowane warzywa, 

takie jak kapusta, rzepa czy ogórki. Wyizolowane szczepy zostały zidentyfikowane 

jako Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb. plantarum, Lb. Sakei i Leuconostoc mesenteroides. 

Vantsawa i wsp. [23] zajmowali się izolacją bakterii z nigeryjskiego mleka krowiego, 

w którym stwierdzili obecność szczepów Lb. saliverius, Lb. rhamnosus, 

Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus i Lb. delbruecki ssp. lactis. Natomiast grupa Yelnetty 

i wsp. [24] wyizolowała z mleka koziego i scharakteryzowała szczepy zidentyfikowane 

jako Lb. plantarum i Lb. pentosus. Świadczy to o szerokim spektrum występowania 

LAB zarówno w produktach pochodzenia roślinnego, jak i w produktach mlecznych. 

We wspomnianych produktach zauważalna jest wyraźna dominacja rodzaju 

Lactobacillus nad innymi rodzajami LAB. Produkty mleczne oraz fermentowane 

stanowią dobre źródła do izolacji i poszukiwania nowych, obiecujących szczepów, 

które łatwo zmieniają się i nabywają nowe zdolności w ramach adaptacji do 

środowiska.  

Charakterystyka wyizolowanych szczepów pod kątem zdolności do fermentacji 

różnych źródeł węgla została wykonana przy użyciu testów API 50 CHL. Wyniki 

testów są spójne z wykonanymi przez Yelnetty i wsp. [24] i charakterystyczne dla 

rodzaju Lactobacillus. W związku z bytowaniem LAB na powierzchni roślin 

obserwuje się dużą zdolność do fermentacji cukrów roślinnych, takich jak fruktoza, 

eskulina czy salicyna. Większość szczepów również bardzo dobrze fermentuje cukry 
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mleczne, jak laktoza, czy jej składowe, glukozę i galaktozę, co umożliwia bakteriom 

świetne funkcjonowanie w produktach mlecznych. Grupa Stoyanovski i wsp. [25] 

przeprowadziła analizę aparatów enzymatycznych szczepów LAB odpowiedzialnych 

za fermentację produktów mięsnych. Wykazano niską aktywność enzymów lipo-

litycznych, co pokrywa się z wynikami uzyskanymi w tej pracy. Większość szczepów 

opisanych przez Stoyanovski i wsp. [25] i Papamanoli i wsp. [26] oraz 12 szczepów 

scharakteryzowanych w tej pracy, produkowała arylamidazę leucyny i waliny, co 

dowodzi przystosowania LAB do życia w środowisku bogatym w białka i amino-

kwasy. Jednakże nie wszystkie z uzyskanych wyników testów API Zym w różnych 

pracach badawczych są spójne, np. Stoyanovski i wsp. [25] opisali bardzo niską 

aktywność fosfatazy kwaśnej, podczas gdy w niniejszej pracy dla tego enzymu 

uzyskano wynik pozytywny dla 10 szczepów. Różnice w aktywności enzymatycznej 

wynikają ze zdolności bakterii do przystosowywania się do środowiska bytowania 

i eliminacji zbędnych ścieżek metabolicznych na korzyść innych, bardziej pożądanych 

w konkretnych warunkach. 

Kwas mlekowy, będący głównym metabolitem LAB, został w 2010 roku zamiesz-

czony w raporcie wydanym przez Departament Energii USA jako potencjalny element 

budulcowy na przyszłość [27]. Duże znaczenie tego związku chemicznego i ogrom 

jego potencjalnych zastosowań, skłaniają do poszukiwań alternatywnych pożywek, na 

których produkcja LA mogłaby przebiegać wydajnie i jednocześnie taniej. Boontim 

i wsp. [28] zajmowali się izolacją szczepów syntetyzujących wyłącznie kwas  

L-mlekowy. Po zoptymalizowaniu warunków na pożywce MRS osiągnęli produkcję 

10 g/l L-LA z czystością optyczną 98,7%. Singhvi i wsp. [29] z użyciem różnych 

szczepów Lactobacillus na pożywce MRS uzyskali produkcję w granicach 36-49 g/l. 

Wyizolowany w niniejszej pracy szczep WUT 17/9.1, po 72 h produkował L-LA 

w ilości 17,5 g/l przy czystości optycznej ponad 95%, natomiast najlepszy producent 

racematu, szczep WUT 17/1 (Lb. plantarum), po tym samym czasie produkował 24,5 g/l, 

co całkiem dobrze plasuje wyizolowane szczepy w porównaniu z innymi opisanymi 

w literaturze. Oczywiście, syntezę LA można znacząco ulepszyć, przenosząc produ-

kcję z probówek i kolb laboratoryjnych do bioreaktora, gdzie warunki, takie jak pH czy 

temperatura podlegają dużo lepszej kontroli. Możliwe jest także uzupełnianie 

zużywanego substratu oraz bieżące odprowadzanie metabolitów, co dodatkowo 

usprawnia produkcję. W ten sposób Coelho i wsp. [30] po 48 h uzyskali 90 g/l kwasu 

mlekowego, a Dumbrepatil i wsp. [31] 166 g/l używając szczepu Lb. delbrueckii. 

Natomiast zespół Okano i wsp. [32], posługując się metodami inżynierii genetycznej, 

stworzył szczep Lb. plantarum produkujący L-LA z czystością optyczną ponad 98%. 

Metody inżynierii genetycznej, polegające na usunięciu genu kodującego jedną 

z dehydrogenaz mleczanowych (w tym przypadku D-LDH) oraz racemazę 

mleczanową, stają się coraz bardziej powszechne i pozwalają na znaczne usprawnienia 

w ilości i czystości produkowanego LA.  
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5. Podsumowanie 

W pracy przedstawiono 18 szczepów Lactobacillus z powstającej w Katedrze 
Biotechnologii Środków Leczniczych i Kosmetyków kolekcji szczepów LAB. Badania 
nad identyfikacją gatunkową szczepów i określaniem ich potencjału do wykorzystania 
w różnych gałęziach przemysłu trwają. Spośród przedstawionych szczepów ocenio-
nych pod kątem produkcji enancjomerów kwasu mlekowego cztery wydają się mieć 
potencjał aplikacyjny. Trzy z nich produkują w dużej przewadze enancjomer L-LA, 
a jeden w odpowiednich warunkach produkuje znacznie więcej enancjomeru D. 
Badania nad optymalizacją warunków hodowli w bioreaktorze (pH, szybkość 
mieszania, skład pożywki, itp.), zmierzające do osiągnięcia jak najwyższej wydajności 

oraz produkcji pojedynczych enancjomerów kwasu mlekowego, są w toku. 

Podziękowania 

Badania zostały sfinansowane przez Wydział Chemiczny Politechniki Warszawskiej.  
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Produkcja enancjomerów kwasu mlekowego przez bakterie 

Streszczenie 

Kwas mlekowy (LA) jest cennym produktem wykorzystywanym w wielu gałęziach przemysłu. Jednym 

z ważnych zastosowań jest synteza polilaktydów (PLA) – biokompatybilnych i biodegradowalnych 

polimerów LA. Właściwości PLA zależne są od kontrolowanej zawartości izomerów optycznych L i D 

kwasu mlekowego. Produkcja kwasu mlekowego przez dobrane szczepy bakterii, w przeciwieństwie do 

syntezy chemicznej, umożliwia uzyskanie pojedynczych enancjomerów LA. Celem tej pracy była izolacja 

szczepów bakterii kwasu mlekowego (LAB) z naturalnych środowisk i ich selekcja pod kątem wydajnej 

produkcji izomeru L- i D-LA. Z próbek mleka krowiego, wielbłądzicy i klaczy oraz materiału uzyskanego 

na drodze fermentacji surowców roślinnych wyizolowano 18 szczepów Lactobacillus, które oceniono pod 

kątem produkcji kwasu L- i D-mlekowego oznaczanego w płynach pohodowlanych metodą enzymatyczną. 

Cztery szczepy, ocenione jako mające potencjał przemysłowy, wybrano do dalszych badań. Trzy z nich 

(WUT 17/2, WUT 17/5 i WUT 17/9) produkowały w zakresie 96-100% L-LA, niezależnie od temperatury 

hodowli, podczas gdy jeden (WUT 17/1), produkujący racemat w temperaturze 37°C, produkował D-LA 

w 90-92,7% nadmiarze w temperaturze 25°C. Badania nad optymalizacją warunków hodowli szczepów 

w celu uzyskania wydajnej produkcji pojedynczych enancjomerów kwasu mlekowego są w toku. 

Słowa 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 pałeczek Legionella w materiale klinicznym 

1. Wstęp 

Bakterie z rodzaju Legionella należą do względnych, wewnątrzkomórkowych 

patogenów zasiedlających ekosystemy wodne oraz sztuczne systemy dystrybucji 

wody. Do zakażenia ludzi dochodzi najczęściej poprzez inhalację skażonego 

bakteriami wodno-powietrznego aerozolu. Infekcja pałeczkami Legionella określana 

jako legionelloza może przebiegać w postaci dwóch odrębnych klinicznie zespołów 

chorobowych: gorączki Pontiac oraz choroby legionistów. Pałeczki Legionella 

pneumophila serogrupy 1 są czynnikiem etiologicznym najczęściej wywołującym 

legionelozowe zapalenie płuc. Bakteria ta odpowiedzialna jest za ponad 80% labo-

ratoryjnie zdiagnozowanych przypadków legionellozy nabytej zarówno w środowisku 

zamieszkania, jak i w szpitalach [91].  

Brak specyficznych objawów klinicznych legionellozy jest główną przyczyną 

trudności w odróżnianiu tego schorzenia od zapalenia płuc o innej etiologii. 

Wykrywanie pałeczek Legionella w materiale klinicznym związane jest z szeregiem 

trudności dotyczących m.in. długiego czasu generacji bakterii lub ich szczególnych 

wymagań wzrostowych. Do stosowanych obecnie metod diagnostycznych legionellozy 

należy izolacja drobnoustrojów z materiału klinicznego oraz ich hodowla, wykrywanie 

obecności antygenu Legionella w moczu i tkankach, badanie poziomu miana 

swoistych przeciwciał w surowicy oraz testy genetyczne. 

2. Zakażenie i transmisja pałeczek Legionella  

Pałeczki Legionella występują zarówno w naturalnych ekosystemach wodnych, jak 

i sztucznych systemach dystrybucji wody. Zasadniczą drogą zakażenia człowieka jest 

wdychanie skażonego bakteriami wodno-powietrznego aerozolu o średnicy kropel od 

0,2 do 0,5 μm [94]. Rzadko dochodzi do zakażenia poprzez aspirację płynów lub 

zachłyśnięcia się wodą zawierającą bakterie Legionella [103]. Udokumentowano 

przypadki zainfekowania rany na skutek przemywania skażoną wodą wodociągową 

[73] lub wprowadzeniem patogenu do dróg oddechowych pacjenta poprzez użycie 

nieodpowiednio odkażonych respiratorów, inhalatorów i innego sprzętu medycznego 

[34]. Na terenie Australii i Nowej Zelandii odnotowuje się zakażenia wywołane 

L. longbeachae związane z użytkowaniem podłóż ogrodniczych, kompostów oraz 

innych materiałów ulegających procesom rozkładu (np. kora, trociny). Przypuszczalną 

drogą przeniesienia pałeczek Legionella z tego typu materiałów jest aspiracja lub 

aerolizacja patogenów obecnych w pyle [106]. 

Infekcje L. pneumophila dotyczą zarówno ludzi, jak i zwierząt gospodarczych 

np. bydła, koni, owiec, zwierząt laboratoryjnych m.in. świnek morskich, szczurów oraz 

zwierząt dzikich, takich jak małpy czy antylopy [23]. Główną drogą przenoszenia 
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infekcji jest wodno-powietrzny aerozol, ale w 2016 roku ukazała się praca, w której 

opisany został przypadek transmisji L. pneumophila szczepu PtVFX/2014 z człowieka 

na człowieka [14].  

3. Manifestacje kliniczne legionellozy 

Zakażenia bakteriami Legionella manifestują się w postaci dwóch zespołów 

chorobowych o klinicznie odmiennym przebiegu: choroby legionistów oraz gorączki 

Pontiac. Rzadko diagnozowanymi formami legionellozy jest izolowana postać 

pozapłucna, samoograniczające się infekcje oraz bezobjawowa serokonwersja [57]. 

L. pneumophila wykorzystuje makrofagi płucne, monocyty, fibroblasty oraz komórki 

nabłonkowe typu I i II pęcherzyków płucnych do wewnątrzkomórkowej replikacji, 

prowadząc do rozwoju zapalenia płuc. Przypadki izolacji Legionella z tkanki 

pozapłucnej, najczęściej serca, dotyczą głównie pacjentów z osłabionym układem 

odpornościowym. Pałeczki Legionella wykrywane są także w mózgu, skórze, układzie 

moczowo-płciowym lub mięśniowo-szkieletowym [78, 43, 58, 3]. 

3.1. Gorączka Pontiac 

Symptomy gorączki Pontiac przypominają grypę z towarzyszącą gorączką, 

osłabieniem, apatią, kaszlem, bólami i zawrotami głowy, bólem gardła, mięśni 

i stawów oraz słabą koordynacją ruchową. Ponadto występuje ból w klatce piersiowej, 

duszność, nudności, wymioty, biegunka, a także stan zapalny błony śluzowej i krwa-

wienie z nosa, bóle oczu, światłowstręt, bezsenność oraz drażliwość [67]. Choroba 

mija w ciągu dwóch do pięciu dni bez specyficznego leczenia. Z powodu braku charak-

terystycznych objawów gorączka Pontiac jest często niepoprawnie diagnozowana 

i przez to rzadziej wykrywana niż choroba legionistów [95]. Okres inkubacji choroby 

trwa od 20 do 48 godzin, średnio 36. Jest znacznie krótszy niż w przypadku choroby 

legionistów, gdzie okres ten sięga od dwóch do dziesięciu dni [11].  

3.2. Choroba legionistów 

Wczesnymi objawami choroby legionistów są bóle głowy i mięśni oraz ogólne 

osłabienie organizmu. Dochodzi następnie do gwałtownego wzrostu temperatury do 

40°C oraz wystąpienia dreszczy. Suchy kaszel, któremu często towarzyszy ból 

w klatce piersiowej, ma tendencje do przechodzenia w kaszel mokry. Rzadko 

występuje odkrztuszanie śluzowo-ropnej wydzieliny z krwawą treścią. U pacjentów 

występuje także duszność, bóle brzucha, biegunka i inne żołądkowo-jelitowe 

dolegliwości. Do pozapłucnych objawów należy również krwawienie z górnych 

i dolnych odcinków przewodu pokarmowego, które najprawdopodobniej związane jest 

z ogólnoustrojowym osłabieniem. Dodatkowo dosyć często obserwuje się krótkotrwałe 

i łagodne upośledzenie czynności nerek. Legionelozowe zapalenie płuc, często 

obustronne i wielopłatowe, charakteryzuje się gwałtownym początkiem infekcji 

z wysoką temperaturą, występowaniem plamistych nacieków na tkance płucnej oraz 

opornością na leczenie antybiotykami β-laktamowymi [57, 16]. Liczne nacieki 

obejmują najczęściej peryferyjne części płatów płucnych. Ponadto zakażenie 

L. pneumophila doprowadza do rozwoju stanu zapalnego w obrębie pęcherzyków 

płucnych z towarzyszącym obrzękiem nabłonka oraz znacznym pogrubieniem tkanki 

śródmiąższowej [76].  
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4. Czynniki ryzyka 

Infekcja dróg oddechowych wywołana przez bakterie Legionella powoduje 
wystąpienie objawów o zróżnicowanych stopniu nasilenia: od łagodnej formy 
grypopodobnej gorączki Pontiac po wielopłatowe zapalenie płuc zwane chorobą 
legionistów ze śmiertelnością sięgającą od 10-15% lub wyższą w przypadku zbyt 
późno rozpoczętego leczenia. Przyczyna takiej rozbieżności stopnia zaawansowania 
choroby nie została w pełni wyjaśniona [16]. 

Choroba legionistów stanowi od 2% do 9% przypadków zapalenia płuc u osób 
dorosłych. U dzieci odsetek ten wynosi poniżej 1% i najczęściej dotyczy infekcji 
nabytych w szpitalu u wcześniaków, dzieci z dysplazją oskrzelowo-płucną lub 
leczonych kortykosteroidami [108]. Statystycznie najbardziej narażeni na infekcje 
pałeczkami Legionella są mężczyźni w wieku 70-79 lat. Innym czynnikiem 
predysponującym do zachorowania na chorobę legionistów jest palenie papierosów, 
zwiększające ryzyko infekcji nawet 2-, 4-krotnie (zależność ta nie dotyczy gorączki 
Pontiac). Wysoki odsetek chorych na legionellozę stanowią pacjenci z nowotworami 
układu krwiotwórczego i niewydolnością nerek [77]. Prawdopodobieństwo zakażenia 
bakteriami Legionella wzrasta także u pacjentów z przewlekłymi chorobami serca, 
układu oddechowego, nerek, a także u diabetyków i pacjentów przyjmujących 
immunosupresanty po zabiegach transplantacji głównie płuc, nerek, serca, rzadziej 
szpiku kostnego [76]. Stan immunosupresji jest szczególnym czynnikiem predyspo-
nującym do nabycia szpitalnego zakażenia bakteriami Legionella. Osłabienie układu 
odpornościowego pacjenta dodatkowo przyczynia się do zwiększenia ryzyka wystą-
pienia niewydolności oddechowej [53]. Zatwierdzona przez Światową Organizację 
Zdrowia (WHO – World Health Organization) obecna definicja pneumonii wywołanej 
szpitalnym zakażeniem L. pneumophila dotyczy zachorowania potwierdzonego 
laboratoryjnie, którego objawy wystąpiły w czasie 10 dni po rozpoczęciu hospitalizacji 
pacjenta [5]. 

5. Materiał kliniczny wykorzystywany do badań 

Materiałem klinicznym, z którego mogą być izolowane bakterie Legionella jest 
krew, wycinki tkanki płucnej, wydzieliny układu oddechowego (plwocina, popłuczyny 
oskrzelowo-pęcherzykowe (BAL – bronchial alveolar lavage), aspirat tchawiczy, 
materiał pozyskany przy ssaniu podczas intubacji dotchawiczej, płyn opłucnowy) oraz 
stolec (tabela 1). Do pozapłucnych miejsc izolacji bakterii należy szpik kostny, 
sztuczne zastawki serca oraz rany w obrębie mostka. Do wykrycia pałeczek Legionella 
w wątrobie, śledzionie, płynie osierdziowym, uszkodzonych nerkach, ropniach 
skórnych czy w przeszczepach naczyniowych dochodzi najczęściej w próbkach 
sekcyjnych zwłok [41, 4].  

Próbki przeznaczone do hodowli mikrobiologicznej powinny być pobrane przed 
rozpoczęciem antybiotykoterapii, chociaż opisano udane próby izolacji pałeczek 
Legionella z niższych partii układu oddechowego oraz z krwi po kilku dniach 
podawania erytromycyny [4]. U pacjentów z zapaleniem płuc wywołanym przez 
bakterie Legionella początkowo występujący suchy kaszel ma tendencję do prze-
chodzenia w kaszel produktywny z odkrztuszaniem wydzieliny całkowicie pozba-
wionej ropy lub z niewielką jej ilością. W plwocinie lub aspiracie tchawiczym często 
wykrywa się małą ilość wielojądrzastych leukocytów lub płaskonabłonkowych komórek 
podstawnych naskórka. Pominięcie takich próbek przy wykonywaniu hodowli 
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płytkowych wiąże się z utratą 47-84% materiału stanowiącego przypuszczalne źródło 
izolacji L. pneumophila. Dlatego w przypadku podejrzenia legionellozy zaleca się 
wykonanie posiewu z wykorzystaniem wszystkich próbek pobranych z dróg oddecho-
wych pacjenta, niezależnie od ilości ropy i liczby leukocytów wielojądrzastych [54, 97].  

W wydzielinach układu oddechowego mających kontakt z mikroflorą jamy ustnej 
obecne są różne gatunki bakterii, które przyczyniają się do obniżenia czułości 
hodowlanej metody izolacji Legionella [4]. W celu eliminacji flory mikrobiologicznej 
przed izolacją bakterii Legionella z plwociny lub środowiskowych próbek wody 
rekomenduje się metodę opartą na traktowaniu materiału przeznaczonego do dalszej 
diagnostyki podwyższoną temperaturą lub kwasem chlorowodorowym [110]. 
Ogrzewanie zanieczyszczonej próbki klinicznej przez 1-2 min w temperaturze 60°C 
może przyczynić się do eliminacji innych bakterii i wzrostu L. pneumophila. Z reguły 
wraz ze wzrostem czasu ogrzewania wzrasta także czystość uzyskanej hodowli 
bakteryjnej Legionella. Ze względu na oporność niektórych gatunków bakterii we 
florze towarzyszącej Legionella na działanie wysokiej temperatury, zaleca się 
wykonanie dodatkowych technik [32]. Należy do nich metoda polegająca na dodaniu 
do próbki z materiałem klinicznym lub środowiskowym 0.2M mieszaniny KCl-HCl 
o pH 2.2 [19]. 

Tabela 1. Przegląd metod diagnostycznych wykorzystywanych przy wykrywaniu Legionella spp. w materiale 

klinicznym [3, 6, 8, 14] 

Metoda 
Czułość 
(%) 

Swoi-
stość 
(%) 

Czas 
trwania 
testu 

Wady Zalety 

Izolacja bakterii z materiału klinicznego 
oraz ich hodowla 

2-4 dni 
(do nawet 
14 dni) 

Długi czas 
oczekiwania na 
wynik; zmienna 
czułość metody 
w zależności od 
rodzaju próbki 

Możliwość 
wykrycia 
wszystkich 
gatunków 
i serogrup 
Legionella; 
stanowi wsparcie 
badań 
epidemiologicz-
nych 

Plwocina 5-70 100 

BAL/aspirat 
tchawiczy 

30-90 100 

Wycinek 
tkanki 
płucnej 

90-99 100 

Krew 10-30 100 

Testy serologiczne 

Od 2 
godzin do 
1 dnia 

Wynik 
pojedynczego 
miana przeciwciał 
może być mylący 
z powodu 
wystąpienia 
uprzedniej 
seroprewalencji; 
możliwe 
wystąpienie 
reaktywności 
krzyżowej 

Test pomocny 
w przypadku 
bakterii trudno 
hodowlanych na 
podłożach 
standardowych 

Test IFA 
(próbki 
surowicy) 

40-80 95-100 
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Test DFA 
(próbki krwi, 
plwociny, 
wydzielin i 
tkanki 
płucnej) 

25-75 95-100 
Około 2 
godziny 

Możliwe trudności 
w interpretacji 
wyników 
z powodu 
reaktywności 
krzyżowej; brak 
standaryzowanych 
odczynników dla 
gatunków innych 
niż L. pneumophila 

Niedrogie, 
komercyjnie 
dostępne 
odczynniki do 
identyfikacji 
i typowania 
bakterii 

Test 
aglutynacji 

≥ 89 ≥ 97 
1-2 
godziny 

Możliwa 
reaktywność 
krzyżowa; niższa 
czułość detekcji 
gatunków innych 
niż L. pneumophila 

Niedrogie, 
komercyjnie 
dostępne 
odczynniki do 
identyfikacji i 
typowania bakterii 

Testy wykrywające antygeny w moczu 3-4 
godzin Możliwa detekcja 

L. pneumophila 
sg1; niższa czułość 
detekcji innych 
gatunków 
i serogrup; 
zróżnicowane 
wydalanie 
antygenów 
z moczem 

Krótki czas 
oczekiwania na 
wynik; łatwa 
dostępność próbek 
do analizy; 
możliwość 
wykrycia 
obecności 
antygenów 
pomimo 
zakończenia 
antybiotykote-rapii 

Test ELISA 

70-90 95-100 
Test ICT 

15-30 
min 

Testy oparte na PCR 

4-6 
godzin 

Czułość i 
specyficzność testu 
zależna od rodzaju 
i sposobu 
przygotowania 
próbki do analizy 

Możliwość 
wykrycia 
wszystkich 
gatunków 
Legionella; 
kryterium 
determinującym 
przydatność próbki 
do analizy PCR 
jest możliwość 
wyizolowania 
z niej kwasów 
nukleinowych 

Test PCR 
(próbki 
pobrane z 
dróg 
oddecho-
wych) 

85-92 94-99 

Test PCR 
(próbki 
moczu, 
surowicy) 

33-70 95-98 

Inne testy molekularne 

Około 15 
min  

Wymaga użycia 
izolatu 
bakteryjnego 
w postaci czystej 
kultury; czułość 
metody zależna od 
analizowanego 
gatunku 

Szybka 
identyfikacja 
Legionella spp. 
w przypadku 
wyspecjalizo-
wanych placówek 
diagnostycznych 

MALDI-TOF 
MS 

90-99 - 

Amplifika-
cja izotermi-
czna 

Około 
100 

> 90 
Około 1 
godzina 

Sprawność 
i efektywność testu 
zależy od przyjętej 

Stosunkowo krótki 
czas oczekiwania 
na wyniki; niższa 
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metodyki jego 
wykonania 

wrażliwość na 
inhibitory 
w porównaniu do 
zwykłego testu 
PCR 

6. System punktowy wykorzystywany przy diagnozowaniu legionellozy 

W szpitalu uniwersyteckim w Winthrop w Nowym Jorku w USA został opracowany 

system punktowej oceny parametrów klinicznych i laboratoryjnych pacjenta, który 

pozwala na szybką identyfikację zapalenia płuc nabytego w miejscu zamieszkania 

wywołanego przez pałeczki Legionella. Przekroczenie 15 punktów z 41-punktowej 

skali oznacza wysokie prawdopodobieństwo pneumonii wywołanej infekcją bakteriami 

Legionella. Ocenianymi cechami klinicznymi jest m.in.: temperatura ciała, wystę-

powanie bólów głowy, brzucha, klatki piersiowej, dysfunkcje nerek, wrażliwość na 

antybiotyki β-laktamowe, a parametrami laboratoryjnymi: RTG klatki piersiowej, 

poziom jonów sodu i potasu w osoczu, bilirubina całkowita, dehydrogenaza mlecza-

nowa (LDH), kinaza fosfokreatynowa (CPK), białko C-reaktywne (CRP) [26].  

Poważnym problemem diagnostycznym jest odróżnienie zapalenia płuc wywo-

łanego przez L. pneumophila i Streptococcus. pneumoniae. Obraz zapalenia płuc 

wywołanego przez te gatunki bakterii widoczny na RTG klatki piersiowej jest bardzo 

podobny. W tym przypadku pomocny okazuje się 4-punktowy system różnicujący, 

w którym ocenia się względną bradykardię, poziom LDH w osoczu wynoszący 

≥ 292 IU/L, poziom CRP ≥ 21 mg/dL oraz poziom sodu ≤ 137 meq/L. Wynik równy 

lub przekraczający 3 wskazuje na infekcję L. pneumophila [88].  

7. Hodowla mikrobiologiczna 

Pierwsze próby izolacji bakterii Legionella z materiału klinicznego polegały na 

hodowli tych bakterii w zarodkach kurzych lub w organizmie świnek morskich [71, 4]. 

Obecnie metoda izolacji Legionella z materiału klinicznego poprzez wykonanie 

posiewu mikrobiologicznego na odpowiednim podłożu stanowi złoty standard 

diagnostyczny legionellozy [81]. 

Po raz pierwszy wzrost L. pneumophila na sztucznym podłożu uzyskano na 

pożywce Mueller–Hinton suplementowanej hemoglobiną i odczynnikiem IsoVitaleX 

(podłoże MH–IH). Hemoglobina stanowiła niezbędne źródło rozpuszczalnej formy 

żelaza, a IsoVitaleX zawierał wymaganą do wzrostu tych patogenów L-cysteinę. 

W celu ustalenia optymalnego składu podłoża MH-IH, determinującego możliwie szybki 

wzrost bakterii Legionella wyizolowanych z tkanek pacjenta, wprowadzono w nim 

kilka modyfikacji. IsoVitaleX zastąpiono chlorowodorkiem L-cysteiny, a hemoglobinę 

rozpuszczalnym pirofosforanem żelaza. W ten sposób otrzymano nowe podłoże 

Feeley-Gorman (podłoże F-G), które w temperaturze 35°C, przy 2,5% stężeniu CO2 

oraz pH równym 6,9 zapewniało szybsze pojawienie się większej liczby kolonii 

Legionella w porównaniu do podłoża MH-IH [38]. Kolejna modyfikacja podłoża F-G, 

polegająca na zastąpieniu ekstraktu wołowego i skrobi wyciągiem drożdżowym 

z dodatkiem węgla aktywowanego (agar YCE – charcoal-yeast extract), pozwoliła na 

skrócenie czasu pojawienia się makroskopowo widocznych kolonii L. pneumophila 

z czterech do trzech dni. Wyciąg drożdżowy stanowi główne źródło aminokwasów, 



 

 

Diagnostyka pałeczek Legionella w materiale klinicznym 

 

111 

a węgiel aktywowany pełni rolę czynnika detoksyfikującego, który pochłania nadmiar 

CO2 oraz modyfikuje napięcie powierzchniowe. Dlatego inkubacja bakterii Legionella 

na agarze YCE może przebiegać w warunkach tlenowych, a w przypadku podłoża F-G 

w powietrzu z 2,5% stężeniem CO2. Inkubacji bakterii na obu podłożach nie powinno 

towarzyszyć zbyt wysokie stężenie CO2, ponieważ spadek pH podłoża wpływa 

hamująco na wzrost L. pneumophila. Porównując agar CYE do podłoża F-G, należy 

zwrócić uwagę na jego wyższą czułość diagnostyczną oraz brak widocznych, 

przydatnych w diagnostyce cech morfologicznych kolonii L. pneumophila. Kolonie 

L. pneumophila rosnące na agarze CYE nie posiadają charakterystycznego kryszta-

łowego połysku oraz nie produkują brązowego pigmentu. Dodanie tyrozyny do 

stężenia obecnego w podłożu F-G koryguje tę wadę [37]. Obecnie rutynowo 

wykorzystywanym podłożem do izolacji gatunków z rodzaju Legionella z materiału 

klinicznego jest zbuforowany agar z wyciągiem drożdżowym i węglem aktywowanym 

oraz α-ketoglutaranem (BCYE-α – buffered charcoal yeast extract agar with  

α-ketoglutarate) [71]. Na tym podłożu po 72-96 godzinach inkubacji bakterie Legionella 

rosną w postaci okrągłych, gładkich na całej powierzchni kolonii o wypukłym profilu 

i charakterystycznym kryształowym lub opalizującym wyglądzie. Większość szczepów 

Legionella jest oksydazo-zmienna i daje negatywny wynik standardowo wykony-

wanych testów biochemicznych sprawdzających m.in. zdolność redukcji azotanów, 

wykorzystywania ureazy i węglowodanów. Pałeczki Legionella posiadają także 

aktywność β-laktamazy oraz zdolność upłynniania żelatyny [103]. 

W celu uzyskania poprawy wzrostu niektórych gatunków Legionella na agarze 

BCYE zalecany jest dodatek surowiczej albuminy wołowej [41]. Przykładem podłoża 

wspomagającego wzrost L. micdadei i L. bozemanii serogrupy 1 i 2 jest podłoże 

BCYEα z dodatkiem 1% albuminy (ABCYE-α). Związek ten pozwala ominąć 

konieczność rozcieńczania inoculum tkankowego pobranego od pacjenta, które ze 

względu na posiadane właściwości antybakteryjne może utrudniać wzrost bakterii 

Legionella. Albumina surowicy wołowej dodatkowo wykazuje działanie neutralizujące 

toksyczny wpływ produktów ubocznych metabolizmu Legionella spp. [71]. 

Selektywne podłoża do izolacji Legionella spp. mogą zawierać także indykatory 

w postaci barwników. Na przykład dodatek fioletu bromokrezolowego i błękitu bromo-

tymolowego do agaru BCYE pozwala na makroskopowe odróżnienie jasnozielonych 

kolonii L. pneumophila od niebieskoszarych kolonii L. micdadei (znanej także pod 

nazwą Tatlockia micdadei) [101]. Ponadto w celu ograniczenia wzrostu towarzyszącej 

flory bakteryjnej i grzybowej w próbkach pochodzenia klinicznego lub środowis-

kowego, stosuje się agar BCYE-α z dodatkiem pojedynczego antybiotyku lub ich 

mieszaniny. Obecność polimyksyny w podłożu ogranicza wzrost bakterii Gram-

ujemnych, anizomycyna hamuje wzrost drożdży, a cefamandol lub wankomycyna 

bakterii Gram-dodatnich [65].  

Czułość metody hodowlanej mieści się w granicach od 50% do 80% i wzrasta 

u pacjentów hospitalizowanych z przewlekłą postacią legionellozy w porównaniu do 

pacjentów z zapaleniem płuc nabytym w miejscu zamieszkania. Wynika to z faktu 

większej liczby pałeczek Legionella obecnych w próbkach z dróg oddechowych. 

W przypadku próbek pobranych od pacjenta w czasie pierwszych dwóch dni od 

przyjęcia do szpitala prawdopodobieństwo izolacji wzrasta do 80%. Czas oczekiwania 
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na dodatni wynik posiewu na podłożu BCYE sięgający 3-5 dni jest podstawową wadą 

tej metody [81]. Okres ten wydłuża się, gdy pacjent jest w trakcie antybiotykoterapii 

lub gdy w wysianym materiale obecne są inne drobnoustroje [4]. Techniki służące 

oczyszczeniu materiału klinicznego, etapy wirowania lub filtracji przed wykonaniem 

posiewu, a także obecność innych mikroorganizmów mogących wpływać na wzrost 

Legionella przyczynia się do obniżenia czułości metody [24]. Poza tym szacuje się, iż 

próbki pochodzące od ponad 50% pacjentów z chorobą legionistów nie są odpo-

wiednim materiałem klinicznym do prowadzenia hodowli mikrobiologicznej [63]. 

7.1. Współhodowla bakterii Legionella z amebami 

Podstawową metodą izolacji Legionella spp. z materiału klinicznego jest posiew na 

agarze BCYE z dodatkiem α-ketoglutaranu i L-cysteiny. Jednak w przypadku 

niektórych gatunków Legionella wynik izolacji pałeczek metodą posiewu może być 

negatywny, pomimo obecności patogenów w analizowanym materiale. Rozwiązaniem 

tego problemu jest metoda polegająca na hodowli naturalnych gospodarzy pałeczek 

Legionella – wolnożyjących jednokomórkowych ameb, do której wprowadza się 

materiał kliniczny potencjalnie mogący zawierać bakterie Legionella. Dla przykładu 

opisano przypadek izolacji L. anisa z próbki plwociny pacjenta po jej inokulacji 

z hodowlą Acanthamoeba polyphaga [90,30]. Współhodowla ameb z bakteriami 

obecnymi w analizowanym materiale klinicznym z układu oddechowego pacjenta 

poprawia wskaźnik izolacji Legionella, zwłaszcza w przypadku próbki zanieczysz-

czonej florą ustno-gardłową. Przyczyną tej poprawy jest prawdopodobnie trawienie 

przez ameby towarzyszącej flory ograniczającej wzrost Legionella [28]. Kokultury 

mogą być prowadzone w formie płynnej hodowli ameb (LAC – liquid-based amoebic 

coculture) lub płytkowego testu amebowego (APT – amoeba plate test) [27]. 

8. Wykrywanie antygenu Legionella w moczu 

Pierwszym testem wykrywającym obecność antygenu Legionella w moczu (LUAT 

– Legionella urinary antigen test) był poliklonalny test immunoenzymosorpcyjny 

(ELISA – enzyme-linked immunosorbent assay) [95]. Obecnie testy do wykrywania 

antygenów Legionella w moczu są dostępne głównie w dwóch formach: testu EIA 

w postaci 96-dołkowej płytki lub testu ELISA oraz szybkiego testu immunochroma-

tograficznego (ICT – immunochromatographic test) w kształcie pasków lub kart 

diagnostycznych [69].  

Wykrywanym antygenem jest bakteryjny termostabilny [77] lipopolisacharyd 

(LPS), którego zróżnicowanie strukturalne i antygenowość są podstawą przy 

identyfikacji serogrup L. pneumophila. Panel Dresden Legionella LPS mAb jest 

przykładem testu umożliwiającego wykrycie zróżnicowania antygenowego LPS-u. Na 

podstawie reakcji przeciwciał monoklonalnych mAb3/1 z epitopami zlokalizowanymi 

na cząsteczce LPS-u serogrupa 1 (sg1) L. pneumophila została podzielona na 9 

podgrup przyporządkowanych do dwóch grup głównych szczepów: szczepu mAb3/1-

poztywnego lub Pontiac (Philadelphia, Knoxville, Benidorm, France/Allentown) oraz 

szczepu mAb3/1-negatywnego lub non-Pontiac (Bellingham, Oxford, OLDA, 

Heysham, Camperdown) [83, 50].  
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Obecność antygenu L. pneumophila w moczu wykrywa się już w pierwszych 2-3 

dniach po wystąpieniu objawów klinicznych, a okres ich wydalania z moczem sięga od 

kilku dni do 10 miesięcy (według niektórych źródeł do 12 miesięcy) [3], nawet 

pomimo trwania antybiotykoterapii. Zazwyczaj antygen wykrywany jest przez 1 do 2 

miesięcy po zakończeniu terapii [69]. Jednak tak długi czas utrzymywania się antygenu 

w moczu wpływa na obniżenie specyficzności testów [2]. Istnieje także możliwość 

przeniknięcia antygenu L. pneumophila z przesączu kłębuszkowego nerek do 

surowicy, gdyż antygen ze względu na masę cząsteczkową lub ładunek elektryczny 

może nie przedostawać się przez ściany sieci naczyń włosowatych kłębuszka 

nerkowego trafiając bezpośrednio do surowicy, która staje się wtedy odpowiednim 

źródłem materiału diagnostycznego do badań [9]. 

Zaletą testów LUAT jest krótki czas oczekiwania na wynik, bardzo wysoka 

specyficzność sięgająca 100% i stosunkowo wysoka czułość [40]. W przypadkach 

legionellozy wywołanej infekcją szczepami mAb3/1-pozytywnymi czułość wynosi 

około 96%, a dla szczepów mAb3/1-negatywnych sg1 poniżej 71%. Z kolei szczepy 

mAb3/1-negatywne nienależące do sg1 są wykrywane z najmniejszą częstością. 

Dlatego częste wykorzystywanie testów LUAT jako pierwszej metody z wyboru może 

być przyczyną błędnego oszacowania częstości wywoływania legionellozy przez 

szczepy mAb3/1-negatywne [49]. Testy LUAT są rekomendowane dla pacjentów 

hospitalizowanych z pneumonią nabytą w miejscu zamieszkania. Detekcja antygenu 

w moczu jest możliwa do czasu, gdy pacjent oddaje duże ilości moczu, a przecho-

wywanie próbek nie wymaga użycia inwazyjnych metod [1]. Pozytywny wynik testu 

LUAT pozwala uniknąć wyboru antybiotykoterapii skierowanej przeciwko patogenom 

innym niż Legionella, co wiąże się z ograniczeniem skutków ubocznych niewłaś-

ciwego doboru antybiotyku, zmniejszeniem ryzyka narastania antybiotykooporności, 

a także zmniejszeniem kosztów leczenia [45]. Detekcja antygenu L. pneumophila 

w moczu jest najbardziej efektywna u pacjentów z przewlekłą postacią legionellozy. 

Test LUAT może dać fałszywie negatywny wynik u pacjentów z łagodną formą 

legionellozy, stąd konieczność przeprowadzania dodatkowych testów weryfikujących 

poprawność uzyskanego wyniku [12].  

8.1. Test immunoenzymatyczny ELISA wykrywający antygeny w moczu  

Pierwszy opracowany poliklonalny test ELISA służył detekcji antygenu L. neumo-

phila sg1 w moczu. Test ten polega na swoistym związaniu antygenu obecnego 

w moczu z przeciwciałami zimmobilizowanymi na płytce mikrotitracyjnej uzyskanymi 

z hiperimmunizowanej surowicy zwierzęcej. Następnie w celu detekcji koniugatów 

wykorzystuje się przeciwciała monoklonalne sprzężone z izotiocyjanianem fluoresceiny 

(FITC – fluorescein isothiocyanate), a wynik odczytuje się metodą spektrofoto-

metryczną. Wykorzystanie w teście przeciwciał monoklonalnych pozwala uniknąć 

problemu reproduktywności przeciwciał poliklonalnych oraz niespecyficznego 

wiązania z antygenami o podobnej strukturze [10]. Czynnikiem komplikującym 

wykorzystanie przeciwciał monoklonalnych jest możliwość jednoczesnego reagowania 

antygenu wydalanego z moczem pacjenta z wieloma przeciwciałami monoklonalnymi. 

Do sytuacji tej dochodzi, gdy pacjent zakażony jest więcej niż jedną podgrupą 
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L. pneumophila sg1 lub gdy na cząsteczce antygenu L. pneumophila sg1 znajdują się 

epitopy mogące reagować z różnymi przeciwciałami monoklonalnymi [60]. 

Opracowano testy ELISA o szerokim zakresie wykorzystywanych przeciwciał, 

zdolne do jednoczesnej detekcji wielu antygenów wydalanych z moczem. Ich czułość 

wynosi maksymalnie 70%, a specyficzność 99%. Zastosowanie ich w praktyce wiąże 

się z trudnościami np. niezdolnością do precyzyjnej identyfikacji antygenu obecnego 

w moczu, brakiem skuteczności w przypadku niskiego poziomu antygenu w moczu 

oraz nieefektywnym wykrywaniu antygenu przez przeciwciała IgG anty-Legionella 

zastosowane w danym teście ELISA [98,99]. Jednym z ostatnio opracowanych LUAT 

jest pośredni ,,kanapkowy” test ELISA oparty na wykrywaniu lipoproteiny związanej z 

peptydoglikanem (PAL – peptidoglycan – associated lipoprotein), dotychczas 

przetestowany na szczurach zainfekowanych dotchawiczo L. pneumophila [46]. 

Obecny w moczu PAL jest wysoce konserwatywnym immunodominującym anty-

genem zewnątrz-błonowym o masie 19 kDa, powszechnie występującym wśród 

gatunków Legionella. Test ten wykazuje lepszą czułość w porównaniu do komer-

cyjnych testów immunoenzymatycznych, szczególnie w wykrywaniu L. pneumophila 

innych niż sg1, a także innych gatunków Legionella. PAL może służyć jako 

alternatywny antygen przy opracowywaniu nowych testów diagnostycznych [58].  

8.2. Test immunochromatograficzny wykrywający antygeny w moczu  

W latach 2009-2010 na obszarze Europy 80% przypadków zachorowania na 

legionellozę zostało wstępnie zdiagnozowane przy użyciu testów wykrywających 

obecność antygenu Legionella w moczu [8]. Kolorymetryczny test ICT 

(np. BinaxNOW® Legionella) służy szybkiej jakościowej detekcji antygenu 

L. pneumophila sg 1 w moczu. Test opiera się na wykorzystaniu przeciwciał anty-L. 

pneumophila sg 1 pochodzenia króliczego jako elementu wychwytującego specyficzne 

antygeny obecne w moczu pacjenta oraz przeciwciał przeciwko specyficznym 

antygenom bakterii L. pneumophila sg 1 sprzężonych z cząsteczkami koloidalnego 

złota. Wynik uzyskuje się w czasie 15 min [105]. W porównaniu do testów immuno-

enzymatycznych testy ICT wykazują niższą czułość [85]. W celu poprawy czułości 

niektórych testów ICT dostępnych komercyjnie zaleca się przedłużenie czasu inkubacji 

[18], wykonywanie dodatkowych odczytów testu przez 4 godziny od czasu jego 

rozpoczęcia [51] lub zagęszczenie próbki moczu poprzez ultrafiltrację, co poprawia 

wykrywalność antygenu Legionella zwłaszcza u pacjentów z legionellozą o łagodnym 

przebiegu [109]. Termostabilność wykrywanego, rozpuszczalnego w moczu antygenu 

Legionella pozwala na podgrzanie próbki moczu w celu ograniczenia rozwoju flory 

towarzyszącej, zwłaszcza w przypadku długotrwałego transportu próbki do 

laboratorium [96]. 
 Innym przykładem testu ICT jest test oparty na bocznej chromatografii przepły-

wowej połączonej z analizatorem automatycznie odczytującym wynik w postaci 
sygnału autofluorescencyjnego (Sofia Legionella FIA – fluorescent immunoassay). 
Zastąpienie detekcji kolorymetrycznej metodą fluorescencyjną poprawia czułość testu 
[8]. Nowym rozwiązaniem, które pozwala na odróżnienie pneumokokowego zapalenia 
płuc od choroby legionistów jest test ICT służący do jakościowej jednoczesnej detekcji 
antygenu S. pneumoniae oraz L. pneumophila w moczu (ImmuView® S. pneumoniae 
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and L. pneumophila). Test ten umożliwia postawienie szybkiej diagnozy, co jest klu-
czowym czynnikiem pozwalającym na wdrożenie odpowiedniej antybiotykoterapii [56]. 

9. Wykrywanie antygenów w tkankach 

Mikroskopowe badanie próbek z wykorzystaniem barwienia techniką bezpośredniej 
fluorescencji przeciwciał (DFA – direct fluorescent antibody) po raz pierwszy 
przeprowadzono w celu wykrycia pałeczek Legionella w tkance płucnej z materiału 
autopsyjnego i biopsyjnego oraz wydzielin układu oddechowego [41]. Zasada 
działania metody DFA polega na sprzężeniu przeciwciał skierowanych bezpośrednio 
przeciwko antygenom Legionella z FITC. Następnie analizowana próbka utrwalona na 
szkiełku mikroskopowym poddawana jest inkubacji z wcześniej przygotowanym 
koniugatem. Wybór optymalnej proporcji między fluorochromem a znakowanym 
przeciwciałem determinuje poprawne kontrolowanie warunków reakcji znakowania 
oraz gwarancję otrzymania jej jak najwyższej specyficzności. Po związaniu antygenów 
obecnych w próbce ze znakowanymi przeciwciałami wynik odczytywany jest przy 
użyciu mikroskopu fluorescencyjnego [22, 52]. Kryteria interpretowania wyników 
DFA są identyczne, jak te przyjęte dla testu immunofluorescencji pośredniej (IFA – 
indirect immunofluorescence assays). Ocenia się morfologię, intensywność 
fluorescencji oraz liczbę bakterii, niezależnie od tego, czy wynik jest pozytywny, czy 
negatywny [17]. 

Obecnie do testów wykrywających antygen L. pneumophila na rynku dostępne są 
zarówno przeciwciała monoklonalne, jak i poliklonalne. Przeciwciała poliklonalne 
wykazują mniejszą swoistość w porównaniu z monoklonalnymi, zdolnymi do reago-
wania ze wszystkimi grupami serologicznymi L. pneumophila [31,64]. Odczynniki do 
techniki DFA oparte na przeciwciałach monoklonalnych wykazują wyższą czułość 
i specyficzność niż te zawierające przeciwciała poliklonalne, problematyczne także 
pod względem występowania reaktywności krzyżowej mogącej być przyczyną 
fałszywie dodatnich wyników [100]. Wystąpienie reakcji krzyżowych z antygenem L. 
pneumophila sg1 stwierdzono m.in. w surowicach zawierających przeciwciała 
skierowane przeciwko Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter spp., Rickettsia spp., 
Coxiella burneti, Bacteroides spp., Haemophilus spp. oraz Citrobacter freundii [16]. 

Barwienie metodą DFA jest technicznie trudne, a odczytanie wyników wymaga 
dużych umiejętności. Specyficzność DFA wynosi około 94%, a czas oczekiwania na 
wynik to 4 godziny [72]. Czułość barwienia DFA próbki pobranej po płukaniu 
oskrzelowo-pęcherzykowym wynosi zaledwie 33%, a w przypadku wycinków tkanki 
płucnej zatopionych w parafinie czułość wzrasta do 44% [56]. Czułość metody 
hodowlanej znacznie przewyższa tą uzyskaną za pomocą DFA [56]. Pozytywny wynik 
DFA bez potwierdzenia za pomocą innych testów nie jest wystarczający do 
postawienia jednoznacznej diagnozy w kierunku legionellozy [92]. 

10. Oznaczanie poziomu swoistych przeciwciał 

Do testów serologicznych opracowanych w celu detekcji przeciwciał anty-
Legionella spp. należy test IFA, test mikroaglutnacji i aglutynacji lateksowej, test 
pośredniej hemaglutynacji oraz test przeciwprądowej elektroforezy (CIE – counter 
immunoelectrophoresis) [41]. Opisany wcześniej test ELISA oprócz wykrywania 
antygenów w moczu, służy także do wykrywania swoistych przeciwciał L. pneumo-
phila sg1 w surowicy, także w próbkach sekcyjnych [33]. Na płytce mikrotitracyjnej 
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zimmobilizowane są antygeny lub całe komórki bakteryjne. Wykorzystując do tego 
celu zinaktywowane temperaturą bakterie, muszą one ulec co najmniej częściowej 
denaturacji, co ze względu na zmianę determinant antygenowych może wpłynąć na 
zdolność wiązania się antygenów z przeciwciałami. Z kolei testy wykorzystujące żywe 
komórki bakteryjne mogą przeprowadzać wyłącznie laboratoria z klasą BSL-2 lub 3 
[39]. Do testu ELISA zazwyczaj pozyskuje się pojedynczą próbkę surowicy pobraną 
od pacjenta z przewlekłą postacią legionellozy, jednak w celu rozpoznania 
serokonwersji zalecane jest pobranie dwóch próbek surowicy z co najmniej  
10-, 14-dniowym odstępem czasowym [85].  

Test IFA był pierwszym testem wykorzystanym do detekcji przeciwciał skiero-
wanych przeciwko L. pneumophila [29]. Za pomocą tej techniki można oznaczyć 
poziom przeciwciał IgM, IgG oraz IgA w surowicy. Należy zaznaczyć, że większość 
technik serologicznych, z wyjątkiem wykrywania IgA przez IFA, wykazuje wyższą 
czułość w porównaniu z detekcją antygenów [84]. Test IFA wykonuje się dla próbek 
wydzieliny pobranej z dróg oddechowych, płuc oraz płynu opłucnowego. U około 75% 
pacjentów z infekcją wywołaną przez L. pneumophila sg1 potwierdzoną poprzez 
wykonanie posiewu w ciągu pierwszych 1-9 tygodni trwania legionellozy wykrywa się 
czterokrotny wzrost miana przeciwciał w surowicy [4].  

Przeprowadzenie testu IFA opiera się na inkubacji analizowanej próbki z hiper-
immunizowaną surowicą oraz wizualizacji powstałego koniugatu poprzez zastoso-
wanie fluorescencyjnego znakowania związkiem FITC przeciwciała anty – Legionella. 
Technika wymaga zastosowania kontroli pozytywnej (ludzkiej surowicy referencyjnej) 
oraz negatywnej (ludzkiej surowicy zdrowej osoby) [86]. Antygen L. pneumophila sg1 
wykorzystywany do testu IFA pierwotnie opracowanego przez Centrum Kontroli 
i Zapobiegania Chorób w Atlancie (CDC – Centers for Disease Control and Prevention) 
otrzymywano z bakterii namnażanych w zainfekowanych pęcherzykach żółtkowych 
kurzych jaj [107].  

Walidacja zinaktywowanego temperaturą antygenu L. pneumophila sg1 z surowicami 
skutkowała ustaleniem czułości testu na poziomie 78-91%, a specyficzności 99% [41]. 
Diagnostyka serologiczna infekcji Legionella została poddana całkowitej standaryzacji 
tylko dla L. pneumophila sg1 [36].  

Opracowano także techniki IFA dla kilku serotypów np. IgG-specyficzny test IFA 
dla L. pneumophila sg1-6. Jednak w ogólnej ocenie tego typu testy nie powinny być 
podstawą do postawienia ostatecznej diagnozy infekcji wywołanej przez Legionella. 
Przy wykonywaniu testów przesiewowych wykrywających wiele serotypów należy 
analizować próbki w co najmniej dwóch powtórzeniach, gdyż w przypadku analizy 
pojedynczej próbki istnieje możliwość uzyskania fałszywie zawyżonego wyniku miana 
przeciwciał spowodowanego dużą ilością przeciwciał obecnych w tle próbki pobranej 
od pacjenta [66].  

Komercyjnie produkowane przeciwciała monoklonalne (mAb) znakowane FITC 
skierowane przeciwko białku błony zewnętrznej L. pneumophila są rekomendowane 
dla testów IFA ze względu na wyższą specyficzność w porównaniu z przeciwciałami 
poliklonalnymi. Zaletą zastosowania przeciwciał monoklonalnych w testach jest 
możliwość wykrywania wszystkich serogrup L. pneumophila [64]. 
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11. Wykrywanie bakteryjnego DNA metodą PCR 

Diagnostyka molekularna legionellozy oparta na technice PCR oraz różnych jej 

modyfikacjach jest użytecznym narzędziem diagnostycznym umożliwiającym szybkie 

wykrywanie infekcji spowodowanych różnymi gatunkami i serogrupami Legionella 

z wysoką czułością i specyficznością przekraczającą 90%. Laboratoria diagnostyczne 

coraz częściej wykorzystują technikę PCR do rutynowego wykrywania bakterii 

Legionella [104].  

Celem testów PCR jest wykrywanie obecności różnych części genomu Legionella 

służących jako molekularne markery np. 5S rRNA, 16S rRNA, wewnątrzgenowy rejon 

23S-5S rRNA, gen kodujący czynnik wzmacniający infekcyjność makrofagów (mip – 

macrophage infectivity potentiator), gen kodujący β podjednostkę bakteryjnej 

polimerazy RNA – rpoB i podjednostkę B gyrazy – gyrB. Gen mip początkowo służył 

jako specyficzny marker L. pneumophila, do czasu potwierdzenia jego obecności 

w genomach innych gatunków Legionella [20]. W diagnostyce pałeczek Legionella 

wykorzystywane są także geny pcs – kodujące syntazę fosfatydylocholiny oraz pmtA – 

kodujące metylotransferazę zaangażowane w syntezę fosfatydylocholiny, ważnego dla 

patogenności składnika osłon bakteryjnych [55]. Doboru genów wykorzystywanych jako 

molekularne markery w testach PCR dokonuje się poprzez multigenomowe analizy 

sekwencji genomów Legionella spp. w porównawczej hybrydyzacji geno-mowej 

(CGH – comparative genomic hybridization) [59].  

Materiałem klinicznym wykorzystywanym do analizy metodą PCR należą: BAL, 

wymazy gardłowe i nosowo-gardłowe, jednojądrzaste komórki z krwi obwodowej, 

mocz i surowica [13]. Większość próbek pobranych z dróg oddechowych jest 

użyteczna do testów PCR. Analiza PCR próbek pobranych w początkowym stadium 

rozwoju infekcji Legionella z niższych części dróg oddechowych wykazuje wyższą 

czułość w porównaniu do metody hodowlanej. Poza tym skuteczność PCR w diagno-

zowaniu łagodnych przypadków legionellozy również przewyższa metodę hodowlaną 

[79, 15]. 

12. Multipleksowe testy PCR 

Wdrażanie nowych testów PCR w czasie rzeczywistym (rt-PCR – real-time PCR) 

służy tworzeniu nowych algorytmów diagnostycznych usprawniających identyfikację 

legionellozy wywołanej przez L. pneumophila, a także gatunki, które są rzadziej 

izolowane od pacjentów [25]. Oprócz krótkiego czasu oczekiwania na wynik (około 

4 godz.) rt-PCR pozwala także na bezpośrednią ocenę ilościową Legionella. Przy-

kładem testu rt-PCR jest multipleksowy test pozwalający na jednoczesną detekcję 

i różnicowanie Legionella spp., L. pneumophila oraz L. pneumophila sg1 przy wyko-

rzystaniu zestawów starterów do amplifikacji genów ssrA, mip oraz wzm [6]. Inne 

multipleksowe testy rt-PCR umożliwiają różnicowanie gatunków Legionella, 

L. pneumophila oraz L. pneumophila sg1 wykorzystując geny groES, cpX, rfbA [59]. 

Ostatnio opracowaną modyfikacją testu rt-PCR jest test multipleksowy służący do 

jednoczesnej detekcji kilku gatunków Legionella innych niż gatunek L. pneumophila 

(L. anisa, L. bozemanii, L. longbeachae, L. micdadei). Test ten poprzez amplifiko-

wanie pojedynczego wewnątrzgenowego rejonu 23S-5S minimalizuje liczbę 

wykorzystywanych sond oligonukleotydowych w mieszaninie reakcyjnej, redukując 
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tym samym ryzyko wystąpienia reakcji krzyżowych [25]. Multipleksowe testy rt-PCR 

umożliwiają jednoczesną detekcję np. dziewięciu gatunków (L. micdadei, L. boze-

manii, L. dumoffii, L. longbeachae, L. feeleii, L. anisa, L. parisiensis, L. tucsonensis sg 

1 i 3 oraz L. sainthelensis sg 1 i 2). Opcjonalnie w celu rozróżnienia możliwych poli-

morfizmów nukleotydowych występujących wewnątrz specyficznie amplifikowanych 

fragmentów kwasu nukleinowego wykonuje się rt-PCR z analizą profilu topnienia 

w wysokiej rozdzielczości (HRM – high-resolution melt) [7]. Liczba próbek klinicznych 

wykorzystywanych do testowania nowo opracowanych technik multipleksowego  

rt-PCR jest stosunkowo niewielka. Dlatego konieczne jest poddanie tych testów 

rygorystycznym analizom z wykorzystaniem paneli klinicznych z obszernym zakresem 

badanych próbek [59]. 

12.1. Ilościowe testy PCR 

Testy oparte na wykorzystaniu reakcji PCR wykrywające gatunki Legionella wyko-

nuje się także w formie PCR ilościowego (qrt-PCR), który wykazuje słabszą czułość 

niż testy LUAT, jednak umożliwia wykrycie bakterii Legionella w przypadkach, gdy 

wynik LUAT był negatywny. Dlatego zaleca się połączenia tych dwóch technik 

w praktyce diagnostycznej. Poza tym qrt-PCR okazuje się być przydatny w identyfikacji 

żywych, niehodowlanych form bakterii (VBNC – viable but not culturable), które 

mogą występować w próbkach pobranych z dolnych dróg oddechowych i stanowić 

przyczynę negatywnych wyników posiewów na podłożach. Duża ilość DNA 

L. pneumophila wykrywana w tego typu próbkach za pomocą qrt-PCR może odzwier-

ciedlać stopień zakażenia, gdyż stwierdzono korelację pomiędzy wzrastającą ilością 

wykrywanego DNA bakteryjnego w próbkach a wyższym stopniem zaawansowania 

choroby [68, 76]. Podstawową wadą ilościowego PCR jest brak możliwości odróż-

nienia DNA żywych i martwych komórek bakteryjnych. Test qPCR (v-qPCR – 

viability qPCR) pozwala na selektywną detekcję i amplifikację DNA wyłącznie 

żywych bakterii. Zasada działania tego testu polega na zastosowaniu fotoaktywnego 

barwnika (np. PMA – monoazan propidyny), który selektywnie wnika do komórek 

z uszkodzoną błoną, następnie pod wpływem światła widzialnego dochodzi do 

fotoaktywacji i kowalencyjnego związania barwnika z DNA, czego konsekwencją jest 

zahamowanie amplifikacji DNA w martwych komórkach [61]. Jednak w przypadku 

wysokiej zawartości martwych komórek w próbce lub nierównomiernej ekspozycji na 

światło może dochodzić do nieefektywnego blokowania amplifikacji DNA martwych 

bakterii. Poza tym grupa azydkowa PMA ulega konwersji do wysoce reaktywnego 

rodnika nitrowego, który z kolei oprócz reagowania z DNA, może reagować także 

z substancjami organicznymi, nieorganicznymi oraz wodą. Stąd konieczność optyma-

lizacji warunków przeprowadzania techniki v-qPCR [89]. 

Techniką wyróżniającą się podobną zasadą działania do reakcji PCR jest 

izotermiczna amplifikacja materiału genetycznego (LAMP – loop-mediated isothermal 

amplification). LAMP w porównaniu do PCR nie wymaga specjalistycznego 

wyposażenia, jest mniej czasochłonna i generuje mniejsze koszty ze względu na 

ominięcie etapu ekstrakcji DNA oraz braku konieczności wykorzystania termocyklera. 

Poza tym technika LAMP jest mniej podatna na wpływ czynników hamujących 

typowych dla reakcji PCR [82]. 
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12.2. Mikromacierze DNA oparte na PCR 

Alternatywą dla tradycyjnej procedury serotypowania obarczonej częstymi błędami 

związanymi z reaktywnością krzyżową jest test PCR oparty na oligonukleotydowej 

mikromacierzy. Do zalet tej metody należy wysoka przepustowość w zakresie 

badanych próbek oraz zdolność detekcji szczepów O-szorstkich, pojawiających się 

w konsekwencji mutacji w obrębie grup genów kodujących O-antygeny. Przykładem 

jest test opierający się na polimorfizmie w obrębie sekwencji rejonu 16S-23S umożli-

wiający jednoczesną identyfikację 11 patogennych gatunków Legionella. Technika ta 

wyróżnia się wysoką czułością umożliwiającą detekcję 1.0 ng genomowego DNA, 

wyizolowanego z komórek patogenów [20]. Opracowano także test wykrywający 15 

odrębnych serogrup L. pneumophila w oparciu o zmienność form O-antygenu (O1 do 

O15). Mikromacierze DNA oparte na technice PCR są przydatne szczególnie 

w porównawczej detekcji i identyfikacji patogenów analizowanych w badaniach 

epidemiologicznych na szeroką skalę [21]. Wyniki otrzymane tą metodą powinny być 

zweryfikowane poprzez przeprowadzenie np. typowania z wykorzystaniem przeciwciał 

monoklonalnych lub techniki bezpośredniego sekwencjonowania (SBT – sequence-

based typing). Te dwie techniki wykorzystuje się w standardowej procedurze epide-

miologicznego typowania, w której po typowaniu za pomocą przeciwciał mono-

klonalnych nieodróżnialne izolaty L. pneumophila poddaje się SBT [80], sekwen-

cjonując siedem genomowych loci, dla których istnieje oficjalna baza danych 

sekwencji zatwierdzona przez Europejską Grupę Pracującą nad Zakażeniami 

Legionella (EWGLI – European Working Group Legionella Infection) [47]. Do 

starszych technik genotypowania L. pneumophila, które w większości nie uległy 

standaryzacji, należy elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym (PFGE – pulsed-

field gel electrophoresis) oraz polimorfizm długości powielonych fragmentów DNA 

(AFLP – amplified fragment length polymorphism) umożliwiający różnicowanie oraz 

ustalanie klonalnych powiązań pomiędzy klinicznymi i środowiskowymi szczepami 

L. pneumophila [62, 42]. 

13. Pozostałe metody identyfikacji Legionella 

Obiecującym narzędziem diagnostyki mikrobiologicznej szczepów klinicznych 

oraz środowiskowych jest desorpcja/jonizacja laserem wspomagana matrycą z pomia-

rem czasu przelotu jonów sprzężona ze spektrometrią masową (MALDI-TOF MS  

– matrix-assisted laser desorption ionization time-offlight mass spectrometry). Wiele 

doniesień naukowych potwierdza wysoką skuteczność techniki MALDI-TOF 

w identyfikacji ludzkich patogenów izolowanych z próbek materiału klinicznego [87]. 

Technika MALDI-TOF okazała się być skuteczna przy detekcji bakterii obecnych we 

krwi, płynie mózgowo-rdzeniowym, kale, a także przy wykrywaniu infekcji dróg 

moczowych i oddechowych. Wiele analiz potwierdza przewagę MALDI-TOF nad 

konwencjonalnymi metodami diagnostycznymi pod kątem szybkości i precyzyjności 

wykrywania zwłaszcza infekcji w obrębie układu krążenia [93]. Identyfikacja gatun-

ków Legionella przy wykorzystaniu MALDI-TOF MS jest szybką, łatwą w wykonaniu 

techniką i mniej kosztowną niż technika SBT. Zaletą tej techniki jest niewielka ilość 

wymaganego do analizy materiału pobranego z biomasy bakteryjnej co najmniej jednej 
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kolonii. Za pomocą MALDI-TOF MS identyfikuje się zarówno białka, jak i lipidy 

bakterii Legionella [44, 75].  

W diagnostyce pałeczek Legionella wykorzystuje się cytometrię przepływową (FC 

– flow cytometry), która pozwala na detekcję L. pneumophila w próbkach z układu 

oddechowego. Technika ta pozwala na ocenę wrażliwości bakterii na działanie anty-

biotyków pierwszego wyboru, które indukują pojawienie się zwiększonej zawartości 

nieprawidłowego DNA wykrywanego w specjalnych detektorach. FC ułatwia wybór 

efektywnej celowanej antybiotykoterapii, co jest niezwykle istotne zwłaszcza 

w przypadku pacjentów z atypową postacią pneumonii [35].  

Nowoczesną wysokoprzepustową techniką jest sekwencjonowanie nowej generacji 

(NGS – Next Generation Sequencing) umożliwiające detekcję bakterii Legionella na 

poziomie gatunku i serogrupy na podstawie DNA wyizolowanego z plwociny pacjenta, 

bez konieczności wykonywania potwierdzających technik hodowlanych. NGS 

wykorzystując amplikony genu 16S rRNA pozwala na dokładną analizę profilu 

gatunkowego obecnego w próbce pod kątem różnorodności i stosunku liczebności 

wykrytych rodzajów bakterii, co jest niezwykle istotne przy szybkiej diagnozie 

koinfekcji wielogatunkowych [70]. 

14. Podsumowanie 

Obecnie stosowane metody diagnostyczne zakażeń Legionella opierają się głównie 

na hodowli drobnoustrojów, testach wykrywających obecność antygenu Legionella 

w moczu lub tkankach, testach serologicznych stwierdzających poziom swoistych 

przeciwciał w surowicy oraz na technikach biologii molekularnej.  

Metodą uważaną za złoty standard w badaniach mikrobiologicznych, ze względu na 

niemal 100% swoistość, jest izolacja i hodowla pałeczek Legionella na odpowiednich 

podłożach. Istotnym ograniczeniem tej metody jest dobór odpowiedniego rodzaju 

badanego materiału wykorzystanego do posiewu oraz długi okres oczekiwania na 

wzrost bakterii, co znacznie opóźnia czas postawienia diagnozy. Testy opierające się 

na detekcji antygenu Legionella w moczu lub w tkankach wykazują znacznie wyższą 

czułość w porównaniu do hodowli bakterii na podłożu BCYE. Poza tym badania te są 

szybkie, tanie i umożliwiają wykrycie infekcji Legionella we wczesnym stadium 

rozwoju choroby. Istotną wadą metod wykrywających antygen Legionella jest ryzyko 

wystąpienia nieswoistych reakcji krzyżowych z przeciwciałami przeciwko innym 

bakteriom. Inną stosowaną obecnie metodą o stosunkowo wysokiej specyficzności 

i czułości jest oznaczanie miana swoistych przeciwciał w surowicy za pomocą odczynu 

immunoenzymatycznego. Do najważniejszych ograniczeń tej metody należy czas 

niezbędny do rozwinięcia odpowiedzi humoralnej chorego do poziomu mierzalnego 

przy pomocy testów serologicznych. Obecnie do wykrywania obecności Legionella 

w materiale klinicznym wykorzystuje się także testy PCR amplifikujące konkretne 

fragmenty genomowego DNA patogena przy użyciu starterów specyficznych dla 

wykrywanego genu. Jednak brak dobrej standaryzacji i stosunkowo wysokie koszty 

specjalistycznej aparatury utrudniają rutynowe wykorzystanie tych testów 

w diagnostyce.  

Ze względu na niespecyficzne objawy, zapalenie płuc wywołane przez pałeczki 

Legionella jest często nierozpoznawalną klinicznie jednostką chorobową, która może 
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przybierać formę epidemiczną lub sporadyczną. Dlatego kluczowym zadaniem jest 

udoskonalanie metod diagnostycznych pod kątem wysokiej czułości i specyficzności, 

pozwalających na szybką i wiarygodną detekcję gatunków Legionella oraz odróżnianie 

zakażeń L. pneumophila od innych gatunków. Diagnostyka legionellozy wymaga także 

walidacji i weryfikacji na poziomie międzynarodowym, by umożliwić opracowywanie 

referencyjnych paneli odczynników do tego typu testów. Istnieje także potrzeba 

wnikliwego analizowania czynników wirulencji pałeczek Legionella z wykorzystaniem 

analiz molekularnych i genetycznych, gdyż stanowią one podstawę opracowania 

nowoczesnych i precyzyjnych testów diagnostycznych.  
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Diagnostyka pałeczek Legionella w materiale klinicznym 

Streszczenie 
Przedstawiciele rodziny Legionellaceae to Gram-ujemne bakterie tlenowe, które są częścią mikroflory 
naturalnych ekosystemów wodnych oraz sztucznych systemów wodnych. Bakterie te należą do względ-
nych patogenów wewnątrzkomórkowych wolno żyjących ameb oraz makrofagów płucnych człowieka, 
wymagających ściśle określonych warunków fizykochemicznych do namnażania wewnątrz komórki 
gospodarza eukariotycznego. Transmisja patogennych bakterii zachodzi zazwyczaj poprzez inhalację 
zakażonego aerozolu lub aspirację wody zawierającej pałeczki Legionella. Bakterie te są czynnikiem 
etiologicznym zarówno grypopodobnej gorączki Pontiac, jak i wielopłatowego zapalenia płuc (choroby 
legionistów). Zakażenia mają charakter epidemii lub występują endemicznie. Najgroźniejsze przypadki 
dotyczą pacjentów z obniżoną sprawnością funkcjonowania układu odpornościowego. Wskaźnik 
umieralności na legionellozowe zapalenie płuc determinowany jest głównie przez dobór wiarygodnej 
metody diagnostycznej oraz zastosowanie terapii przeciwbakteryjnej na wczesnym etapie infekcji. 
L. pneumophila serogrupy 1 jest odpowiedzialna za występowanie 70-80% przypadków legionellozy 
potwierdzonej testami laboratoryjnymi na terenie Europy i USA.  
Obecnie stosowane metody, które pozwalają na wykrycie pałeczek Legionella w materiale klinicznym 
polegają na hodowli i izolacji bakterii, wykrywaniu antygenu Legionella w moczu i tkankach, oznaczaniu 
miana swoistych przeciwciał oraz metodach genetycznych. Najnowsze techniki oparte na proteomice lub 
analizie kwasu nukleinowego patogenów pozwalają na rozwój wysokoprzepustowych technik 
diagnostycznych precyzyjnie identyfikujących drobnoustroje obecne w materiale klinicznym.  
Słowa 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 procesów mikrobiologicznej dehalogenacji 

związków organicznych w inżynierii środowiska 

1. Wstęp 

Halogenowane związki organiczne (HZO) są chemikaliami powszechnie wykorzys-

tywanymi przez człowieka w różnych gałęziach przemysłu, na przykład do produkcji 

farb, klejów, rozpuszczalników, chłodziw, materiałów ogniotrwałych, materiałów 

sztucznych, farmaceutyków. Są także stosowane w rolnictwie jako środki ochrony 

roślin – herbicydy, fungicydy, insektycydy. Wprowadzane do środowiska syntetyczne 

HZO, wykazują trwałość, oporność na biodegradację, akumulację w środowiskach 

beztlenowych, w których ich rozkład jest jeszcze trudniejszy. Wraz ze wzrostem ilości 

podstawników halogenowych obserwowane jest zmniejszenie rozpuszczalności 

w wodzie i podatności na degradację w warunkach tlenowych oraz zwiększenie 

rozpuszczalności w tłuszczach [1]. HZO definiowane są jako niebezpieczne substancje 

chemiczne, oporne na transformację i degradację, akumulujące się w środowisku 

i tkankach tłuszczowych, o toksycznym wpływie na organizmy, w tym człowieka, 

wykazujące wpływ teratogenny oraz kancerogenny [2]. Konieczne jest zatem ograni-

czenie uwalniania HZO do środowiska oraz usuwanie zanieczyszczeń wywołanych ich 

rozprzestrzenieniem się. Metodami obecnie stosowanymi do remediacji środowisk 

zdegradowanych są metody fizyczno-chemiczne oraz biologiczne, wykorzystujące 

potencjał metaboliczny organizmów. 

Niniejsza praca obejmuje przegląd danych dotyczących zastosowania procesów 

mikrobiologicznej dehalogenacji związków organicznych. 

2. Potencjał mikroorganizmów do bioremediacji środowiska 

zanieczyszczonego HZO 

W bioremediacji środowiska zanieczyszczonego HZO wprowadzonymi przez 

człowieka kluczową funkcję pełnią mikroorganizmy. Drobnoustroje swą zdolność do 

transformacji związków organicznych zawdzięczają przede wszystkim ogromnej 

różnorodności produkowanych enzymów oraz zdolnościom adaptacyjnym do 

zmieniających się warunków środowiska i tolerancji na często wysokie stężenia 

toksycznych substancji. Bakterie charakteryzują się szybkim cyklem rozwojowym, 

powszechnością występowania, w niemal każdym, nawet ekstremalnym środowisku 

(gorące źródła, powierzchnie rowów tektonicznych w dnie morskim, wieczna 

zmarzlina). Występujący u bakterii horyzontalny transfer genów, gwarantuje szybsze 

dostosowanie się do zmian zachodzących w środowisku, poprzez szybką dystrybucję 

genów odpowiedzialnych za oporność na metale ciężkie, antybiotyki, jak również 

genów odpowiadających za transformację HZO. Bakterie samoczynnie adaptując się 

do środowiska są w stanie przetrwać w warunkach wysokich stężeń toksycznych 

                                                                
1 Zakład Biologii, Wydział Instalacji Budowlanych, Hydrotechniki i Inżynierii Środowiska, Politechnika 

Warszawska, ul. Nowowiejska 20, 00-653 Warszawa. 
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substancji, np.: chlorowcopochodnych węglowodorów, a co więcej wykształciły 

mechanizmy służące wykorzystaniu ich jako źródła węgla i energii. Niezwykłe 

właściwości adaptacyjne drobnoustrojów w połączeniu z ich ogromną liczebnością 

(biomasa mikroorganizmów porównywalna jest z biomasą wszystkich wyższych 

organizmów na Ziemi) i szybkim cyklem reprodukcyjnym, zainteresowała naukowców 

do wykorzystywania ich w procesach oczyszczania środowisk z różnego rodzaju 

skażeń [3]. Dodatkowo wykorzystanie technik współczesnej biologii molekularnej 

pozwala poznać dokładniej szlaki metabolizmu i transformacji HZO. Wiedza ta 

połączona z nieocenionym potencjałem mikroorganizmów umożliwia opracowanie 

technologii przeznaczonej do efektywnej i wydajnej remediacji terenów zanieczysz-

czonych [4]. Najczęściej wśród mikroorganizmów transformujących halogenowane 

związki organiczne można znaleźć bakterie należące do rodzajów: 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, głównie wymieniane są w literaturze tzw.: grzyby białej zgnilizny (ang. white 

rot fungi), np.: Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Panus tigrinus [6]. 

3. Biologiczne procesy oczyszczania środowisk zanieczyszczonych 

Powszechnie stosowanym procesem oczyszczania środowiska gruntowo-wodnego 

zanieczyszczonego substancjami, takimi jak: metale ciężkie, węglowodory ropowo-

chodne, dioksyny, związki azotowe, halogenowane związki organiczne jest bioreme-

diacja. Metoda ta wykorzystuje metabolizm organizmów (bakterii, grzybów, glonów 

jednokomórkowych, roślin wyższych – wówczas nazywana fitoremediacją) prowa-

dzący do usunięcia skażeń z różnych środowisk, takich jak: osady denne, gleby, wody 

gruntowe. W tego typu biotechnologii można wykorzystać mikroflorę autochtoniczną, 

czyli organizmy naturalnie zasiedlające tereny zanieczyszczone lub allochtoniczne 

mikroorganizmy, które pochodzą z innego miejsca, w którym wystąpiły podobne 

czynniki antropopresji i zanieczyszczenie podobnymi substancjami. Organizmy 

allochtoniczne zdążyły jednak przystosować swój metabolizm do znacznie podwyż-

szonych stężeń czynnika wywołującego zanieczyszczenie, stąd wprowadzone do nowego 

środowiska mogą je natychmiast aktywnie metabolizować. W zależności od miejsca 

przeprowadzenia procesu oczyszczania można wyróżnić bioremediację in situ 

(w miejscu skażenia) oraz ex situ (w innym niż miejsce skażenia). Ze względu na sposób 

wykorzystania drobnoustrojów, można podzielić bioremediację na naturalną oraz 

inżynieryjną, w ramach której wyróżnia się biostymulację oraz bioaugmentację [7-9]. 

4. Monitoring środowiska 

Przed podjęciem decyzji o wdrożeniu biotechnologii celem oczyszczenia terenu, 

kluczowym etapem jest dokładna analiza – monitoring środowiska. Analiza taka 

powinna prowadzić do określenia typu zanieczyszczenia, jego skali, określić 

właściwości niezbędne do zaplanowania prac bioremediacyjnych, takie jak: pH, 

wilgotność, temperatura, potencjał redoks, obecność, ilość oraz rodzaj donorów 

i akceptorów elektronów, właściwości sorpcyjne (w przypadku gruntów), twardość 
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wody, skład chemiczny, powierzchnię, jaką zajmuje zanieczyszczenie, jego dokładną 

lokalizację, określenie kierunków migracji skażenia, kierunek przepływu wód 

gruntowych oraz obecność innych współwystępujących zanieczyszczeń (np.: metalami 

ciężkimi) [10, 11]. Ponadto należy przeprowadzić ocenę kondycji mikroflory 

autochtonicznej. Ocena ta najczęściej jest wykonywana poprzez określenie liczebności 

bakterii heterotroficznych. Liczebność szacowana powyżej 10
4
-10

5
 jtk (jednostek 

tworzących kolonię) g
-1

 s.m. gleby uważana jest za wystarczającą do przeprowadzenia 

skutecznej bioremediacji [8]. 

5. Bioremediacja naturalna 

Wykorzystanie mikroflory autochtonicznej w procesach oczyszczania środowiska, 

z jednoczesnym zminimalizowaniem ingerencji człowieka jest właściwe dla procesów 

bioremediacji naturalnej, określanej też mianem bioremediacji pasywnej [12]. 

Dokładny monitoring środowiska wraz z charakterystyką mikroflory natywnej pozwala 

na oszacowanie potencjału mikroorganizmów do usuwania skażenia, skuteczności 

procesu oraz jego tempa. Jeśli analiza sytuacji wskazuje na skuteczne wyeliminowanie 

zanieczyszczenia i przywrócenie równowagi w zdegradowanym ekosystemie za 

sprawą wykorzystania naturalnie przebiegających procesów samooczyszczenia, a więc 

poprzez naturalną bioremediację, nie ma konieczności stosowania bardziej kosztow-

nych typów bioremediacji. Bioremediacja pasywna jednak jest najwolniejszą metodą 

bioremediacji, co również należy wziąć pod uwagę planując proces oczyszczania. 

6. Bioremediacja inżynieryjna 

W przypadku, gdy endogenna mikroflora występuje w zbyt małej ilości lub też nie 

wykazuje aktywności metabolicznej wobec danego czynnika wywołującego zanie-

czyszczenie, albo gdy tempo procesu oczyszczania jest niezadowalające, należy 

wdrożyć dodatkowe działania bioremediacyjne. Wśród metod inżynieryjnych wyróżnia 

się biostymulację i bioagumentację, prowadzące do intensyfikacji procesów rozkładu 

czy transformacji skażenia. 

Biostymulacja ma za zadanie uaktywnić mikroflorę autochtoniczną poprzez pobu-

dzenie jej metabolizmu wobec czynnika wywołującego zanieczyszczenie, zapewniając 

optymalne warunki dla rozwoju. Może to być związane z zapewnieniem odpowiedniej 

wilgotności, warunków tlenowych (napowietrzanie), dostarczaniem właściwej ilości 

biogenów: azotu i fosforu dla otrzymania optymalnej proporcji C:N:P odpowiadającej 

100:10:1, gwarantującej osiągnięcie wysokiej aktywności metabolicznej [7, 13].  

Bioagumentacja oparta jest na wprowadzaniu do środowiska puli mikroorga-

nizmów, wykazujących zdolność do rozkładu czy transformacji zanieczyszczenia. 

Proces poprzedzony jest selekcją szczepów zdolnych do utylizacji konkretnego rodzaju 

związku czy też grupy związków wywołujących skażenie oraz symulacjami ich 

rozkładu. Mikroorganizmy wprowadzane są do objętego skażeniem środowiska 

w formie biopreparatu, inaczej szczepionki bioremediacyjnej złożonej z namnożonych 

drobnoustrojów jednego szczepu lub częściej konsorcjum złożonego z kilku szczepów. 

Często bioagumentacja wspomagana jest metodami stosowanymi w biostymulacji dla 

spotęgowania efektu oczyszczania [8, 14]. 
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7. Mikroorganizmy wobec halogenowanych związków organicznych 

Przeprowadzana przez mikroorganizmy dehalogenacja najczęściej odbywa na 

drodze reakcji rozerwania wiązania węgiel-grupa halogenowa katalizowanej przez 

specyficzny enzym, a halogenowany związek organiczny wykorzystywany jest jako 

źródło węgla i energii. Proces dehalogenacji jest zatem wstępnym etapem umożli-

wiającym enzymatyczne rozerwanie szkieletu węglowego, prowadzące do pozyskania 

węgla. Halogenowany związek organiczny może stanowić również alternatywny 

akceptor elektronów w procesie oddychania beztlenowego (dehalorespiracja), 

w rezultacie którego mikroorganizmy wytwarzają energię. Dehalogenacja może 

stanowić, także mechanizm obronny mikroorganizmów prowadzący do detoksykacji, 

nie dostarczając energii, ani węgla [1, 15-17]. Bardzo często do dehalogenacji 

syntetycznych HZO, takich jak perchloroetylen (PCE), heksachlorobenzen (HCB), 

pentachlorofenol (PCP), polichlorowane bifenyle (PCBs), polihalogenowane dioksyny, 

dochodzi na drodze kometabolizmu, a więc przypadkowych reakcji enzymatycznych. 

Mikroorganizmy produkując enzymy np.: 2,3-dioksygenazę katecholową, monooksy-

genazę metanową, monooksygenazę fenolową w szlaku metabolicznym degradacji 

innego związku, prowadzą pośrednio (przypadkowo) do transformacji HZO. Wielu 

autorów [1, 17] przyjmuje, że ksenobiotyczne HZO wykazują oporność na de halo-

genację w warunkach tlenowych, metabolizowane mogą być jedynie w środowisku 

braku dostępu tlenu na drodze redukcyjnej dehalogenacji. Z kolei HZO naturalnego 

pochodzenia, takie jak chlorometan, chlorooctan, chlorofenol mogą stanowić substrat 

odżywczy dla mikroorganizmów i tym samym być przez nie metabolizowane 

w warunkach tlenowych. Głównymi typami reakcji katalizowanych przez odpowiednie 

tlenowe dehalogenazy są: utlenienie i redukcja, podstawienie, dehydrogenacja 

i eliminacja, przy czym reakcje utleniania i redukcji mogą angażować enzymy, których 

udział bezpośrednio nie prowadzi do rozerwania wiązania węgiel – halogen. Udział 

tych enzymów natomiast doprowadza do osłabienia wiązania, które na drodze 

kolejnych już reakcji, samoistnie ulega rozerwaniu doprowadzając do dehalogenacji 

związku [17-19]. 

8. Bioremediacja halogenowanych związków organicznych  

– perspektywy i ograniczenia 

Wykorzystanie mikrobiologicznych procesów dehalogenacji w bioremediacji 

terenów zanieczyszczonych wydaje się być obiecującym sposobem usuwania zanie-

czyszczeń halogenowanymi związkami organicznymi. Obok metod fizyczno-

chemicznych, metody biologicznego oczyszczania środowiska z HZO uważane są za 

efektywne i ekonomiczne rozwiązanie. Procesy naturalnej bioremediacji są wykorzys-

tywane w inżynierii i ochronie środowiska. 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 procesów biologicznej dechloracji 

i usuwania TCE dopływającego z zanieczyszczonymi wodami gruntowymi [21]. 

Podobne zjawisko obserwowano w Zenne River (Vilvoorde, Belgia), gdzie woda 
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zanieczyszczona była cis-DCE i VC [22] czy River Tern, (Shropshire, Wielka 

Brytania), gdzie występowało zanieczyszczenie wody TCE [23].  

Simsir i współpracownicy [24] badali proces naturalnej bioremediacji środowiska 

gruntowo wodnego w pobliżu zamkniętej galwanizerni znajdującej się w Third Creek, 

Knoxville (Tenessee, USA) Oczyszczenie wód gruntowych z PCE i TCE mogło 

zachodzić na drodze beztlenowej dehalogenacji, na co wskazywała obecność bakterii 

z rodzajów Dehaloccoides, Dehalobacter i Dehalogenimonas. Obecność 2 szczepów 

metanotrofów z rodziny Methylococcaceae wskazywała na możliwość usuwania tych 

związków także w warunkach tlenowych na drodze kometabolizmu. Prowadzone 

badania wykazały jednak, że zachodzące procesy przemian biochemicznych nie 

wystarczały, aby zapobiec przedostawaniu się zanieczyszczeń do pobliskiej rzeki. 

Skuteczność procesów bioremediacyjnych w głównej mierze zależy bowiem od 

dostępności donorów i akceptorów elektronów. Przykładowo wodór odgrywa 

kluczową rolę w transformacji PCE do etenu w procesie redukcyjnej dehalogenacji 

jako donor elektronów wykorzystywany przez Dehalococcoides ethenogenes. Jednak 

dodanie donora elektronów nie działa specyficznie, powoduje aktywację metabolizmu 

różnych grup mikroorganizmów, nie tylko prowadzących dehalogenację, ale również 

tych mających negatywny wpływ na procesy transformacji HZO jak np.: organizmów 

metanogennych. 

Kolejny problem stanowi biodostępność substancji i jej podatność na biodegra-

dację. Na biodegradowalność wpływają cechy samego substratu, tzn.: rozpuszczalność 

w wodzie, masa cząsteczkowa, struktura, obecność grup funkcyjnych. Wiele spośród 

HZO wykazuje oporność na rozkład biochemiczny, stanowiąc problem dla biotech-

nologii. Duży kłopot stanowi sorpcja HZO do substancji organicznej naturalnie obecnej 

w glebie jak np.: kwasy humusowe, blokując w ten sposób dostęp dla drobnoustojów. 

Szybkość i efektywność biodegradacji zależy również od stężenia substratu, jego 

toksyczności, dostępności tlenu, obecności fosforu i azotu oraz innych makro- 

i mikroelementów (wiele metali wchodzi w skład centrów aktywnych dehalogenaz), 

optymalnej wilgotności, temperatury, pH, równowagi sorpcyjnej, alternatywnych 

substratów wzrostowych obecnych w środowisku, a także braku inhibitorów – np.: 

toksycznych metali i metaloidów jak As, Se, Cd, Pb [7, 8]. 

Kolejnym niezwykle ważnym aspektem, który musi być uwzględniony w plano-

waniu procesów bioremediacji, są produkty pośrednie metabolizmu HZO. Niektóre 

drobnoustroje są w stanie przeprowadzać pełną transformację halogenowanego 

związku organicznego, jak wspomniany wyżej D. ethenogenes, natomiast dla 

większości mikroorganizmów jest to niemożliwe, np. Dehalobacter restrictus, 

Dehalospirillum multivorans, Desulfomonile tiedjei, biorą udział w dehalogenacji PCE 

do TCE i dalej do DCE jednak pochodne tego ostatniego nie są dalej transformowane. 

Powoduje to szybkie nagromadzenie się produktu toksycznego, który może działać 

hamująco na mikroorganizmy. Dodatkowym problemem jest to, że niektóre mikro-

organizmy dehalogenujące mogą przeprowadzać proces halogenacji związku organicz-

nego, co może skutkować wtórnym nagromadzeniem halogenowanych pochodnych 

związków organicznych. Procesy naturalnej bioremediacji mogą zatem prowadzić do 

powstania bardziej toksycznych produktów. W takich sytuacjach jedynym rozwią-

zaniem wydaje się być wdrożenie bioagumentacji z zastosowaniem odpowiedniego 
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zaszczepienia lub zmiana warunków prowadzenia procesu, np.: poprzez wprowadzenie 

napowietrzania i dodatkowego źródła węgla stymulującego tlenowe procesy 

kometabolicznego usuwania HZO [25, 26]. 

Warto zwrócić uwagę, iż na powodzenie metod bioremediacji in situ wpływa cała 

społeczność mikroorganizmów i ich wzajemne relacje jak np.: konkurencja o substrat, 

donor elektronów, transfer genów, wymiana metabolitów. Zrozumienie interakcji 

zachodzących w środowisku pomiędzy drobnoustrojami pozwoli na wyeliminowanie 

czynników hamujących i osiągnięcie zadowalających wyników w pracach bioreme-

diacyjnych. Jest to jednak zadanie trudne i na pomoc przychodzą techniki izotopowe, 

jak np.: stabilne frakcjonowanie izotopowe umożliwiające identyfikację i pomiar 

efektywności procesów biodegradacji. Metoda ta opiera się na obecności dwóch 

stabilnych izotopów wodoru i węgla w cząsteczkach organicznych, gdzie mikroorga-

nizmy chętniej rozkładają izotopowo lżejsze cząsteczki (12C, 1H) [27]. Również 

pomocne są metody stosowane we współczesnej biologii molekularnej, takie jak 

wysokoprzepustowe sekwencjonowanie nowej generacji, mikromacierze, analizy 

metagenomiczne, metatranskryptomiczne i metaproteomiczne, których wykorzystanie 

umożliwia bardziej wnikliwą analizę zależności między mikroorganizmami 

w ekosystemach, co jest niezbędne do zaplanowania i wdrożenia właściwej technologii 

oczyszczania. 

9. Podsumowanie 

Wzrost zapotrzebowania przemysłu i rolnictwa na halogenowane związki orga-

niczne skutkuje ich coraz większym uwalnianiem do środowiska. Bioremediacja jako 

metoda przyjazna środowisku, efektywna i stosunkowo niedroga wydaje się być 

remedium na zanieczyszczenia HZO. Jednak niezwykle istotny, przed podjęciem 

decyzji o wdrożeniu biotechnologii, jest dokładny monitoring środowiska, który 

umożliwi wytypowanie odpowiedniej strategii bioremediacji. Do tej pory wiele prób 

wdrożenia strategii bioremediacji zakończyła się sukcesem. Jednak dalsze badania są 

niezbędne do zwiększenia efektywności prac bioremediacyjnych, a bardziej wnikliwa 

analiza pozwoli na zrozumienie interakcji zachodzących pomiędzy mikroorganizmami 

w zanieczyszczonych ekosystemach. 
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Zastosowanie procesów mikrobiologicznej dehalogenacji związków organicznych 

w inżynierii środowiska 

Streszczenie 

Wytwarzane przez człowieka halogenowane związki organiczne (HZO) coraz częściej ulegają uwalnianiu 

do środowiska, powodując jego zanieczyszczenie. HZO są substancjami toksycznymi, o kancerogennym, 

teratogennym wpływie na organizmy, akumulującymi się w środowisku, tkankach tłuszczowych człowieka 

i zwierząt stałocieplnych oraz opornymi na degradację. Niezwykle istotne jest sprawowanie kontroli nad 

uwalnianiem i rozprzestrzenianiem się tych związków, a także stworzenie optymalnych systemów oczysz-

czania skażonych terenów. Obiecującymi metodami remediacji wydają się być biologiczne metody usuwania 

HZO. Wykorzystują one aktywność metaboliczną mikroorganizmów, zdolnych do biotransformacji HZO 

do mniej toksycznych lub neutralnych produktów, jak również ich wysoką tolerancję wobec szkodliwych 

substancji oraz umiejętność przystosowania się do ekstremalnych środowisk. Praca stanowi przegląd 

literatury obejmujący procesy bioremediacyjne w kontekście usuwania HZO. 

Słowa kluczowe: bioremediacja, halogenowane związki 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 związków organicznych 

1. Wstęp 

Halogenowane związki organiczne (HZO) powstają na skutek przyłączenia grupy 

halogenowej, którą stanowią pierwiastki wchodzące w skład 17. grupy układu okre-

sowego (głównie fluor, chlor, brom i jod) z węglem organicznym. Przyłączenie 

podstawnika halogenowego do związku organicznego zmienia znacząco jego 

właściwości fizyczne i chemiczne, np.: powodując zmniejszenie rozpuszczalności 

w wodzie, przy jednoczesnym wzroście rozpuszczalności w tłuszczach, co wpływa na 

ograniczenie biodostępności takich cząsteczek i znacząco zmniejsza poziom ich 

biodegradacji. Zwiększa to ryzyko ich odkładania w głównej mierze w tkankach 

tłuszczowych zwierząt wyższych i człowieka oraz może zwiększać toksyczność 

węglowodoru w stosunku do organizmów. Zwykle obserwowany jest wzrost toksycz-

ności związku organicznego wraz ze wzrostem ilości podstawników halogenowych. 

Związki te charakteryzują się ponadto wysokim stopniem trwałości i akumulacji 

w środowisku, a także teratogennością i kancerogennością. Konwencja Sztokholmska 

[1] wymienia 23 trwałe zanieczyszczenia organiczne (ang. persistent organic 

pollutants – POPs), są definiowane jako niebezpieczne, trwałe substancje chemiczne, 

odporne na transformacje i degradacje, akumulujące w środowisku i tkankach 

tłuszczowych, o toksycznym wpływie na organizmy w tym człowieka. Wszystkie 

spośród 23 wymienionych w Konwencji Sztokholmskiej związków są związkami 

halogenoorganicznymi.  

Związki organiczne o właściwościach halogenowych znalazły szerokie zastosowanie 

w przemyśle i rolnictwie. Wykorzystywane są do produkcji rozpuszczalników, chłodziw, 

tworzyw sztucznych, farb, antybiotyków, farmaceutyków, biocydów i niektórych 

środków ochrony roślin. Niestety szybkie tempo rozwoju przemysłu, a także 

intensywny system produkcji rolnej wprowadza do środowiska coraz większe ilości 

halogenowanych związków organicznych, powodując lokalne zanieczyszczenia, 

stanowiące zagrożenie dla organizmów i problem dla środowiska [2-5].  

Do niedawna uważano również, że halogenowane węglowodory aromatyczne są 

ksenobiotykami, dziś wiadomo, że mogą być pochodzenia naturalnego [8]. Halo-

genowe związki organiczne były obecne na Ziemi przed pojawieniem się człowieka 

nie stanowiąc wówczas poważnego zagrożenia dla ekosystemów oraz powłoki 

ozonowej. Obecnie poznanych zostało około 5000 HZO naturalnego pochodzenia, 

choć badacze szacują, że jest ich znacznie więcej, a około 200 nowych związków jest 

odkrywanych każdego roku [6, 7]. Do niedawna również uważano, że halogenowane 

węglowodory aromatyczne są ksenobiotykami, dziś wiadomo, że mogą być pocho-

dzenia naturalnego [8].  

                                                                
1 Zakład Biologii, Wydział Instalacji Budowlanych, Hydrotechniki iInżynierii Środowiska, Politechnika 

Warszawska, ul. Nowowiejska 20, 00-653 Warszawa. 
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Najliczniej występującymi w środowisku naturalnym związkami halogenoorga-

nicznymi są te zawierające chlor i brom, a w mniejszej ilości jod. Najmniej licznie 

reprezentowane są HZO zawierające fluor. Pochodzenie naturalnych HZO związane 

jest z przemianami geochemicznymi związanymi z wysoką temperaturą oraz 

podwyższonym ciśnieniem, a zatem na skutek erupcji wulkanów, pożarów lasów oraz 

spalania biomasy zawierającej nieorganiczne związki chloru, bromu, fluoru czy jodu, 

które w takich warunkach mogą łączyć się ze związkiem organicznym tworząc jego 

halogenową pochodną [2, 9]. HZO mogą być także produkowane przez najróżniejsze 

organizmy, jak np.: bakterie, grzyby, gąbki, porosty, glony, rośliny, mięczaki, meduzy, 

owady czy ssaki [10, 11, 12]. I tak na przykład szacuje się, że roczna produkcja 

bromometanu w oceanach to około 56 tys. ton, a bromoformu 1-2 milionów ton. Pożary 

biomasy emitują od 20 tys. do 50 tys. ton bromometanu rocznie [13], podczas gdy 

całkowita produkcja przemysłowa bromometanu w 1990 wynosiła ok. 66 tys. ton. 

Według Haggblom i Bossert [2003] naturalna produkcja chlorometanu wynosi rocznie 

nawet do 8 milionów ton, co przewyższa stukrotnie ilość przemysłowo syntetyzowa-

nego związku. Przykładowe ilości produkowanych przez człowieka HZO przedstawia 

tabela 1.  

Tabela 1. Roczna produkcja wybranych halogenowanych związków organicznych. 

Związek Ilość [tony] Rok Kraj Źródło 

chloroeten  
(chlorek winylu)  

62 mln  2016 świat [17] 

chloroform 
(trichlorometan) 

254 000  1994 USA [17] 

1,2-dichloroeten  8 mln  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 świat [18] 

 

Produkowanymi przez organizmy HZO są np.: metabolity, hormony (np.: trijo-

dotyronina, tyroksyna), antybiotyki (np.: chloramfenikol, chlorotetracyklina), biocydy. 

Głównym celem ich produkcji przez organizmy ma być ochrona przed drapieżnikami 

i obrastaniem przez inne osobniki. Wciąż jednak funkcje wielu naturalnych HZO 

pozostają nieznane [12-15]. 

Wprowadzane do środowiska przez człowieka związki halogenoorganiczne są 

trudno degradowalne i akumulują, w znacznej mierze w środowisku beztlenowym, 

w którym ich rozkład jest jeszcze trudniejszy. Obserwuje się, że im wyższa ilość 

przyłączonych grup halogenowych, tym niższa podatność na tlenową degradację takich 

związków [16]. 
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Zwiększenie ilości halogenowanych związków organicznych wprowadzanych jako 

zanieczyszczenia do środowiska i ich kumulowanie się w organizmach żywych 

powoduje coraz poważniejsze zagrożenie dla życia i zdrowia człowieka i zaburzenia 

w naturalnym funkcjonowaniu ekosystemów lądowych i wodnych. Wraz z postę-

pującym zagrożeniem pojawiła się potrzeba poznania mechanizmów oddziaływania 

tych związków na środowisko i metod ich usuwania, w tym możliwości ich rozkładu 

w warunkach naturalnych. Niniejsza praca obejmuje przegląd danych dotyczących 

mechanizmu procesów dehalogenacji halogenowanych związków organicznych 

2. Przemiany HZO w środowisku  

Przemiany abiotyczne halogenowanych związków organicznych zachodzą pod 

wpływem procesów fizyczno-chemicznych tj.: takie jak utlenianie, hydroliza oraz 

transformacje fotochemiczne i chemiczne [19, 20]. 

W procesach przemian HZO do mniej toksycznych produktów, a w rezultacie do 

ich całkowitej mineralizacji, bardzo ważną funkcę pełnią mikroorganizmy. 

Biodegradacja naturalnego pochodzenia HZO nie przysparza drobnoustrojom 

większych trudności, w toku ewolucji wykształciły one odpowiednie szlaki 

metaboliczne ich rozkładu. Inaczej jednak wygląda ten proces w przypadku 

dehalogenacji związków pochodzenia antropogenicznego, które są bardzo oporne na 

biodegradacyjne działanie mikroorga-nizmów [21]. Przyczyny tego zjawiska 

naukowcy upatrują w zbyt krótkim czasie adaptacji mikroorganizmów do 

nowopowstałych związków, nieobecnych wcześniej w środowisku naturalnym. 

Drobnoustroje nie zdążyły wykształcić specyficznych mechanizmów, szlaków 

metabolicznych prowadzących do transformacji i degradacji syntetycznych 

halogenowych związków organicznych. Najczęściej umiejętność mikrobów do 

degradacji ksenobiotycznych HZO wynika z przemian, w których biorą udział enzymy 

i metabolity produkowane przez mikroorganizmy do przeprowadzenia zupełnie innych 

procesów w ich komórkach lub też na drodze podobieństwa HZO do naturalnie 

występujących w środowisku związków rozkładanych na drodze szeregu reakcji 

wchodzących w skład istniejących już szlaków metabolicznych. Taki proces 

biodegradacji nazywany jest kometabolizmem. Do biodegradacji HZO może również 

dochodzić dzięki zajściu mutacji efektem czego organizmy nabywają zdolności do 

dehalogenowania nowych związków organicznych. Mikrobiologiczna dehalogenacja 

oparta jest na wykorzystaniu przez mikroorganizm HZO jako źródła węgla i energii. 

Proces dehalogenacji jest zatem wstępnym etapem umożliwiającym enzymatyczne 

rozerwanie szkieletu węglowego, prowadzące do pozyskania węgla. Halogenowany 

związek organiczny może stanowić również alternatywny akceptor elektronów 

w procesie oddychania beztlenowego, wówczas proces taki nazywany jest dehalo-

respiracją, w rezultacie której mikroorganizmy wytwarzają energię. Dehalogenacja 

może stanowić także mechanizm obronny mikroorganizmów, prowadzący do 

detoksykacji związku i zmniejszenia jego toksyczności, ale wówczas nie dostarcza on 

energii, ani węgla [16, 22-24]. Wykorzystanie mechanizmów transformacji organo-

halogenków przez drobnoustroje zależy od struktury związku, jego właściwości, 

potencjału redoks, czy rodzaju donorów i akceptorów elektronów obecnych 

w środowisku [16].  



 

 

Pola Łomża, Agnieszka Tabernacka 
 

140 

2.1. Metabolizm halogenowych związków organicznych  

HZO naturalnego pochodzenia, takie jak chlorometan, chlorooctan, chlorobenzo-

esan, chlorofenol mogą stanowić substrat odżywczy dla mikroorganizmów i tym 

samym być przez nie metabolizowane w warunkach tlenowych. Inaczej sytuacja 

wygląda w przypadku syntetycznych HZO, takich jak perchloroetylen (PCE), 

heksachlorobenzen (HCB), pentachlorofenol (PCP), polichlorowane bifenyle (PCBs), 

polihalogenowane dioksyny. Związki te wykazują oporność na dehalogenację 

w warunkach tlenowych i są metabolizowane jedynie w środowisku braku dostępu 

tlenu na drodze dehalorespiracji [16, 24]. 

Do dehalogenacji organohalogenków przystosowanych jest wiele organizmów, 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, głównie wymieniane są w literaturze tzw.: 

grzyby białej zgnilizny (ang. white rot fungi), np.: Phanerochaete chrysosporium, 

Trametes versicolor, Panus tigrinus [20]. Dehalogenacja najczęściej odbywa na drodze 

reakcji rozerwania wiązania węgiel-grupa halogenowa katalizowanej przez specy-

ficzny enzym. 

2.2. Mechanizmy dehalogenacji 

Wiele enzymów zaangażowanych w procesy dehalogenacji zostały zidentyfi-

kowane wraz z opisem ich struktur krystalograficznych, co pozwoliło zaobserwować 

miejsca wiązania halogenku w enzymie prowadzące do katalizowania reakcji 

dehalogenacji poprzez stabilizację ładunku ujemnego, skutkując rozerwaniem wiązania 

węgiel-halogen. Głównymi typami reakcji katalizowanych przez odpowiednie tlenowe 

dehalogenazy są: podstawienie, utlenienie, dehydrogenacja i eliminacja, przy czym 

reakcje utleniania i redukcji mogą angażować enzymy, których udział bezpośrednio nie 

prowadzi do rozerwania wiązania węgiel – halogen. Udział tych enzymów natomiast 

doprowadza do osłabienia wiązania, które na drodze kolejnych już reakcji, samoistnie 

ulega rozerwaniu doprowadzając do dehalogenacji związku [24, 26, 27]. 

2.2.1. Dehalogenacja substytucyjna 

2.2.1.1. Dehalogenacja hydrolityczna 

Hydrolityczne dehalogenazy stanowią najliczniejszą grupę opisanych dehalogenaz. 
Enzymy te katalizują reakcje dehalogenacji związków alifatycznych, heterocyk-
licznych oraz aromatycznych. Najlepiej zbadanym przykładem hydrolitycznej 
dehalogenazy jest haloalkanowa dehalogenaza pochodząca z Xanthobacter 
autotrophicus GJ10, bakterii zdolnej do degradacji 1,2-dichloroetanu. Wśród 
mikroorganizmów produkujących hydrolityczne dehalogenazy można wyróżnić 
również gatunki należące do rodzajów: Moraxella, Pseudomonas, Rhizobium, 
Arthrobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Nocardia, Corynebacterium oraz Rhodo-
coccus corallinus, Sphingomonas chlorophenolica [26]. Mechanizm reakcji katalizo-
wanej przez ten enzym został dokładnie zbadany i opisany dzięki wykorzystaniu 
wyników analizy krystalografii rentgenowskiej i ukierunkowanej mutagenezie. Na 
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drodze reakcji hydrolitycznej dehalogenacji grupa halogenowa jest podstawiana grupą 
hydroksylową pochodzącą z wody [28]. Rzecz wygląda nieco inaczej w przypadku 
związków aromatycznych, gdzie dehalogenacja następuje kilkuetapowo. Transfor-
macja halobenzoesanu do hydroksybenzoesanu, wymaga udziału trzech enzymów 
katalizujących trzy następujące po sobie reakcje. Konwersję halobenzoesanu do 
halobenzoilo-CoA katalizuje odpowiednia ligaza halobenzoeso-CoA, konwersję 
halobenzoilo-CoA do hydroksybenzoilo-CoA katalizuje dehalogenaza halobenzoilo-
CoA, a hydroksybenzoilo-CoA do hydroksybenzoesanu odpowiednia tioesteraza 
hydroksybenzoilo-CoA. Rodzaj enzymu zależy od grupy halogenowej przyłączonej do 
pierścienia oraz od miejsca jego podstawienia [26, 29]. 

2.2.1.2. Dehalogenacja tiolityczna 

Dehalogenacja tiolityczna jest katalizowana przez indukowaną odpowiednią 
dehalogenazę należącą do klasy glutationowej S-transferazę, w wyniku czego ulega 
uwolnieniu grupa halogenowa oraz powstaje nietrwały i niestabilny S-halome-
tyloglutation, który ulega hydrolizie, tworząc halogen, glutation i formaldehyd. 
Mikroorganizmami, u których zaobserwowano ten typ reakcji są np.: Hyphomicrobium 
sp. oraz Methylophilus sp. [26, 27, 30]. 

2.2.1.3. Dehalogenacja przez substytucję wewnątrzcząsteczkową 

Dehalogenazy haloalkoholowe (występujące również pod nazwą dehalogenazy 
halohydrynowej, liazy halohydrynowej halogeno-wodorowej) katalizują reakcje 
wewnątrzcząsteczkowego podstawienia chlorowca grupą hydroksylową w haloge-
nowanych alkoholach i ketonach z wytworzeniem produktu przejściowego – epoksydu. 
Mikrorganizmami wytwarzającymi haloalkoholowe dehalogenazy są m.in.: Pseudo-
monas sp., Arthrobacter sp., oraz bakterie z rodzaju Corynebacterium [28, 31]. 

2.2.2. Dehydrohalogenacja 

Na drodze dehydrohalogenacji z udziałem odpowiednich dehydrohalogenaz jest 
usuwany kwas halogenowodorowy (np.: HCl, HBr), prowadząc do powstania 
w związku organicznym wiązania podwójnego. Przykładem dehydrohalogenacji 
z udziałem dehydrohalogenazy może być dehalogenacja γ-heksachlorocykloeksanu [27]. 

2.2.3. Dehalogenacja oksydacyjna 

Dehalogenacja oksydacyjna ma duże znaczenie w procesie biologicznej degradacji 
wszelkich związków halogenowanych, zarówno alifatycznych, jak i aromatycznych. 
Kooksydacja wielu organohalogenków zachodzi z udziałem odpowiednich mono- 
i dioksygenaz produkowanych m.in. przez bakterie z rodzaju Pseudomonas, Burkhol-
deria, Alcaligenes, Sphingomonas, Mycobacterium. Udział oksygenaz w procesie 
odłączenia grupy halogenowej polega na utworzeniu niestabilnego związku, 
np.: epoksydu, który w kolejnym etapie ulega samoistnemu rozpadowi z uwolnieniem 
jonu halogenowego. Procesy kooksydacji nie przynoszą komórce żadnych korzyści, 
HZO współzawodniczą z substratami odżywczymi o miejsce aktywne w oksygenazie. 
Oksygenazy mogą aktywnie dehalogenować związki organiczne w warunkach 
tlenowych na drodze opisanej powyżej oraz w warunkach beztlenowych, wówczas 
jednak do rozerwania wiązania węgiel-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 cząsteczki chlorometanu uczestniczy 

dehalogenaza chlorometanowa, indukowana obecnością 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 białek, z czego 

jedno niesie kofaktor korenoidowy, w którym zredukowany atom kobaltu (I) stanowi 

akceptor grupy metylowej. Tworzony jest korenoid metylokobaltu (III), który stanowi 

donor grupy metylowej dla metylotransferazy, wytwarzając chlorometylotetra-

hydrofolian, rozpadający się dalej spontanicznie na jon chlorkowy i metyleno-

tetrahydrofolian. Dalszy metabolizm metylenotetrahydrofolianu do octanu przebiega 

poprzez reakcje szlaku acetylo-CoA. Dehalogenacja przez transfer grupy metylowej 

została zaobserwowana u bakterii tlenowych i ściśle beztlenowych wykorzystujących 

chlorometan i dichlorometan jako jedyne źródło węgla [26, 34, 35].  

2.2.5. Redukcyjna dehalogenacja 

Proces redukcyjnej dehalogenacji odgrywa znaczącą rolę w procesie dehalogenacji 

polihalogenowanych związków organicznych, wykazujących najwyższy stopień 

trwałości, akumulacji w środowisku oraz wyzwanie w bioremediacji. 

2.2.5.1. Kometaboliczna redukcyjna dehalogenacja 

Wiele badań nad procesami degradacji HZO dowiodło powszechności wykorzys-

tywania redukcyjnej dehalogenacji przez bakterie fakultatywnie i ściśle beztlenowe. 

Wiele gatunków spośród bakterii matanogennych, redukujących siarczany i reduku-

jących żelazo prezentuje zdolność do kometabolicznej redukcyjnej dehalogenacji, 

nieprzynoszącej komórce żadnych korzyści [36]. W procesie biorą udział związane 

z białkiem kofaktory tetrapirolowe, takie jak porfiryny żelaza (II), korynoidy, czynnik 

F430 oraz kompleksy flawoproteinowo-flawinowe, czy ferredoksyna. I tak na przykład 

Cob(I)alamina (witamina B12) i czynnik F430 pośredniczą w redukcyjnej dehalogenacji 

pentachloroetylenu do etenu. Donorami elektronów niezbędnymi do aktywności 

enzymów są metabolity komórkowe. Również cytochromy typu c (np.: cytochrom  

P450-cam) wytwarzane podczas wzrostu mikroaerofilnego są zaangażowane w reakcje 

redukcyjnego odłączania chloru [37-39]. Wśród mikroorganizmów prowadzących 

kometaboliczną redukcyjną dehalogenację można wymienić 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 ograniczają się wyłącznie do warunków 

beztlenowych, mogą zachodzić również w warunkach tlenowych. Dzięki redukcyjnej 

dehalogenacji dochodzi do asymilacji odpowiednich kwasów karboksylowych przez 

bakterie. I tak na przykład zależna od glutationu dehalogenaza tetrachlorohydro-

chinonowa katalizuje reakcję redukcyjnej dehalogenacji tetrachloro-p-hydrochinonu do 

trichlorohydrochinonu, a następnie dichlorohydrochinonu. Wymieniona zależna od 

glutationu redukcyjna dehalogenaza katalizuje również degradację γ-heksachlo-
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rocykloheksanu. Azotobacter chroococcum MSB-1 jest zdolny do degradacji 

herbicydu kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego jako jedynego źródła węgla na drodze 

redukcyjnej dehalogenacji 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, odłączenie grupy halogenowej od związku organicznego jest związane 

z metabolizmem energetycznym komórki. HZO, takie jak, pentachlorofenol, tetrachlo-

roeten, trichloroeten stanowią ostateczny akceptor elektronów, natomiast H2 lub 

związek organiczny np.: octan, mrówczan czy fumaran stanowią donor elektronów 

w procesach oddechowych [41]. Bakteryjne enzymy – redukcyjne dehalogenazy – 

katalizują proces, pośredniczą w przekazywaniu elektronów z donora elektronów na 

HZO, będący ich akceptorem. Jest to możliwe dzięki specyficznej budowie enzymu. 

Redukcyjna dehalogenaza tetrachloroetenowa pochodząca z Dehalobacter multivorans 

zawiera w swej strukturze korynoid stanowiący prawdopodobnie miejsce aktywne 

enzymu, żelazo oraz kwasowo labilną siarkę, natomiast ten sam enzym pochodząca 

z Dehalobacter restrictus, zawiera żelazowo-siarkowy klaster oraz kobalaminę 

stanowiącą miejsce aktywne enzymu. Oba enzymy związane są z błoną komórkową. 

Korynoid, klaster Fe-S oraz kobalamina znane są jako przenośniki elektronów.  

U D. multivorans i D. restrictus hydrogenaza związana z błoną komórkową dostarcza 

elektrony pochodzące z wodoru (z każdej cząsteczki H2 dostarczane są przez 

hydrogenazę dwa elektrony) na redukcyjną dehalogenaze tetrachloroetenową, która 

u D. restrictus związana jest z błoną komórkową natomiast u D. multivorans znajduje 

się w cytoplazmie. Dwa protony wodorowe powstałe na skutek aktywności hydro-

genazy zostają uwolnione na zewnątrz błony komórkowej, redukcja tetrachloroetenu 

następuje wewnątrz komórki zużywając jeden proton wodorowy na uwolnienie 

jednego atomu jonu chlorowego. Powstały gradient elektrochemiczny generuje syntezę 

ATP w komórce [42, 43]. 

3. Podsumowanie  

Postępujący rozwój gospodarczy spowodował zwiększenie różnorodności i ilości 

halogenowanych związków organicznych wprowadzanych jako zanieczyszczenia do 

środowiska. Związki te mogą pozostawać w środowisku i kumulować się w organiz-

mach, powodując coraz poważniejsze zagrożenie dla życia i zdrowia człowieka 

i zaburzenia w naturalnym funkcjonowaniu ekosystemów lądowych i wodnych. Wraz 

z postępującym zagrożeniem pojawiła się potrzeba poznania mechanizmów 

oddziaływania tych związków na środowisko, ich kumulacji i możliwości ich rozkładu 

w warunkach naturalnych. Kluczem do skutecznego oczyszczenia i przywrócenia 

środowisku naturalnemu równowagi sprzed ingerencji człowieka jest jednak dokładne 

zbadanie procesów dehalogenacji, zależności pomiędzy nimi a czynnikami abiotycz-

nymi, jak np.: obecnością akceptorów i donorów elektronów czy potencjałem redoks. 

Niniejsza praca zawiera przegląd literaturowy dotyczący mechanizmu procesów 

dehalogenacji halogenowanych związków organicznych. 
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Mikrobiologiczne procesy dehalogenacji związków organicznych 

Streszczenie 

Halogenowane związki organiczne (HZO) stanowią szeroko rozpowszechnioną, toksyczną, kancerogenną 

grupę związków chemicznych. Wraz z rozwijającym się przemysłem i rolnictwem produkowane są w coraz 

większej ilości. Przyczynia się to do ich uwalniania do środowiska skutkującym jego zanieczyszczeniem. 

Ze względu na negatywny wpływ tych substancji na całe ekosystemy oraz człowieka, niezwykle istotne 

jest ograniczenie rozprzestrzeniania się chemikaliów oraz oczyszczenie miejsc objętych skażeniem. W roz-

wiązaniu tego problemu mogą posłużyć drobnoustroje – kluczowe ogniwo w procesach transformacji 

i degradacji HZO. Mikroorganizmy wykształciły wiele mechanizmów i strategii prowadzących do 

przekształcenia HZO w produkty mniej toksyczne lub neutralne. Potrafią wykorzystywać te niebezpieczne 

substancje jako źródło węgla i energii. Niniejsza praca stanowi przegląd bakteryjnych mechanizmów 

transformacji halogenowanych związków organicznych. 

Słowa kluczowe: Halogenowane związki 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, 

niewytwarzające przetrwalników heterotroficzne pałeczki. Powszechnym miejscem ich 

bytowania jest środowisko wodne, gdzie tworzą autochtoniczną mikrobiotę. Mogą 

przeżywać i namnażać się w wodzie o temperaturze od -2 do +10°C [1], jednak 

preferują środowiska o podwyższonej temperaturze [2]. Pałeczki Aeromonas występują 

także w glebie [3, 4], mięsie, warzywach, rybach, owocach morza i przetworzonej 

żywności [2]. Ze względu na zdolność do adhezji i tworzenia biofilmu m.in. 

w systemach dystrybucji wody mogą być przyczyną wtórnego zanieczyszczenia wody 

pitnej, czyli tzw. regrowth [3, 4]. W porównaniu do innych bakterii Gram-ujemnych 

Aeromonas cechują się większą zdolnością do wykorzystywania związków węgla. Ich 

wzrost w środowisku wodnym następuje nawet w obecności niewielkiej ilości 

biodegradowalnych, rozpuszczonych związków węgla organicznego [1].  

Pałeczki Aeromonas są głównie patogenami zwierząt zmiennocieplnych: ryb, 

płazów i gadów, ale także stałocieplnych oraz człowieka, dla którego źródłem 

zakażenia są zwierzęta, żywność lub zanieczyszczona woda [5].  

Wśród tych bakterii najczęściej wyodrębnia się dwie grupy: gatunki nieruchliwe 

i psychrofilne np. A. salmonicida subsp. salmonicida i A. salmonicida subsp. achromo-

genes oraz gatunki ruchliwe i mezofilne, do których zalicza się m.in.: A. hydrophila, 

A. caviae i A. sobria [2]. Ruchliwe pałeczki posiadają dwa typy urzęsienia: polarne 

i peritrichalne. Pierwszy umożliwia im ruch w środowisku płynnym, drugi jest wytwa-

rzany w specyficznych warunkach i zwiększa zdolności adhezyjne oraz zdolność do 

tworzenia biofilmu [3, 4]. Badania wykazały, że patogenne szczepy Aeromonas mają 

prawie 20 razy większą zdolność przylegania do skóry karpia niż szczepy 

niepatogenne [1].  

Bakterie z rodzaju Aeromonas są przyczyną chorób ryb głównie gatunków 

słodkowodnych (Cyprinus carpio i inne ryby z rodziny Cyprinidae, Oncorhynchus 

mykiss, Ictalurus punctatus, Anguilla anguilla, Tilapia i Trichopodus trichopterus), ale 

także i ryb morskich (z gatunku Dorosoma cepedianum, należącego do rodziny 

Clupeidae). 
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Czynnikiem etologicznym infekcji u ryb w Polsce są głównie gatunki mezofilne 

A. hydrophilia, A. sobria i A. caviae, które występują powszechnie w wodzie, 

w zawiesinach organicznych unoszących się w toni wodnej oraz w osadach dennych, 

gdzie biorą udział w ich rozkładzie i mineralizacji. Bakterie z rodzaju Aeromonas 

stanowią także składnik mikrobiomu przewodu pokarmowego ryb i uczestniczą 

w procesie trawienia. W czasie zimy bytują w pustych przewodach pokarmowych 

nieżerujących karpi. U zdrowych ryb obecność bakterii na skórze, w skrzelach czy 

w obrębie jelita nie wywołuje infekcji. Jednakże uszkodzenie naskórka lub skóry bądź 

niekorzystne warunki termiczne i żywieniowe, mogą sprawić, że osobniki z obniżoną 

odpornością staną się podatne na zachorowania współbytującą, oportunistyczną 

mikrobiotą oraz na zakażenia występującymi w środowisku drobnoustrojami. 

Obserwuje się wówczas niewielkie płaskie wrzody na skórze oraz ubytki w obrębie 

płetw. W sprzyjających warunkach bytowania ryb dochodzi do samowyleczenia nawet 

bez zastosowania terapeutyków [6]. Jednak ponowne pogorszenie warunków może 

doprowadzić do nawrotu choroby następstwem, którego są owrzodzenia skóry 

postępujące w głąb tkanek aż do mięśni. W przypadkach znacznego zaawansowania 

choroby rozległe zmiany martwicze obejmują narządy wewnętrzne i ostatecznie 

prowadzą do śmierci osobników [7,8].  

1.2. Systematyka rodzaju Aeromonas 

Powszechnie stosowany podział bakterii Aeromonas na gatunki nieruchliwe 

i psychrofilne oraz gatunki ruchliwe i mezofilne nie oddawał różnorodności poznanych 

do tej pory gatunków fenotypowych i genotypowych.  

Obecnie rodzaj Aeromonas wraz z czterema innymi rodzajami: Telumonas, 

Oceanimonas, Oceanisphaera i Zobellella należy do rodziny Aeromonadaceae [9, 10]. 

Wcześniejsza przynależność taksonomiczna, na podstawie cech fenotypowych, do 

rodziny Vibrionaceae, po uwzględnieniu wyników badań molekularnych wdrażanych 

od lat 80. XX wieku wymagała weryfikacji. Zauważono, że pokrewieństwo 

filogenetyczne między Aeromonas i Vibro jest stosunkowo niskie, poniżej 10%, 

co świadczyło o znacznej odległości ewolucyjnej między obydwiema grupami 

i wiązało się z koniecznością utworzenia nowej rodziny [11]. Od późnych lat 70. 

ubiegłego wieku w badaniach filogenetycznych zaczęto wykorzystywać technikę 

hybrydyzacji DNA-DNA, która pozwalała na wyjaśnienie związków taksonomicznych 

wśród gatunków Aeromonas. Pierwszy podział mezofilnych Aeromonas na trzy 

gatunki fenotypowe: A. hydrophila, A. caviae i A. sobria, po uwzględnieniu technik 

biologii molekularnej, okazał się niewystarczający, gdyż w każdym z nich 

występowały grupy różniące się genotypowo. Obecne uwzględnienie cech 

fenotypowych i genotypowych pozwoliło na wyodrębnienie w rodzaju Aeromonas 17 

grup hybrydyzacyjnych DNA, (HG) odpowiadających gatunkom genomowym oraz 36 

gatunków fenotypowych [12].  

Włączenie od lat 90. ubiegłego wieku metody RFLP-16S rDNA (Restriction 

fragment length polymorphism of 16S rDNA), akceptowanej obecnie przez większość 

naukowców w badaniach filogenetycznych, polegającej na analizie restrykcyjnej 

polimorfizmu konserwatywnego regionu genu dla 16S rRNA, pozwoliło na zidentyfi-

kowanie i określenie przynależności systematycznej licznych gatunków rozróżnianych 
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do tej pory głównie na podstawie cech fenotypowych. Klasyfikacja fenotypowa nie 

była łatwa i obciążona błędami ze względu na duże zróżnicowanie biochemiczne 

w obrębie grupy mezofilnych Aeromonas. Obecnie, poza wspomnianą metodą RFLP-

16S rDNA, do identyfikacji gatunków wykorzystuje się także analizę sekwencji 

fragmentu genu dla 16S rRNA oraz genów metabolizmu podstawowego (housekeeping 

genes) tj., gyrB kodującego podjednostkę B gyrazy, białka uczestniczącego 

w przekształcaniu DNA w formę superhelisy i odpowiedzialnego za jego relaksację 

oraz genów kodujących polimerazę RNA (rpoA, rpoB, rpoC). Analiza porównawcza 

takich sekwencji z tymi dla gatunków referencyjnych pozwala ustalić ścisłe 

pokrewieństwo i przynależność systematyczną [13]. Charakterystykę fenotypową 

członków Aeromonadaceae uzupełnia się także o analizy chemotaksonomiczne 

tj. profil kwasów tłuszczowych polarnych lipidów błonowych.  

Obecnie do szybkiego i rutynowego identyfikowania izolatów w materiałach 

klinicznych wykorzystuje się metodę spektrometrii mas MALDI-TOF (Matrix-assisted 

laser desorption ionization – time of flight), która znajduje zastosowanie także do 

typowania bakterii z rodzaju Aeromonas, w oparciu o występowanie w profilach białek 

rybosomalnych jonów wspólnych dla 17 badanych gatunków. Niektórzy badacze 

wskazują, że system MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption ionization – 

time of flight mass spectrometry) jest najdokładniejszą i najszybszą metodą identy-

fikacji taksonomiczej aeromonadów i podkreślają większą rozdzielczość tej techniki 

w identyfikowaniu szczepów do gatunku w porównaniu do analizy nukleotydowej 

sekwencji genów metabolizmu podstawowego m.in. rpoB [11].  

1.3. Choroby ryb 

Mezofilne, ruchliwe gatunki Aeromonas wywołują zakażenia ryb w postaci ostrej, 

chronicznej lub utajonej. Przebieg choroby zależy od zjadliwości szczepu, warunków 

środowiskowych i stopnia odporności populacji. W ostrej postaci choroby śnięcie ryb 

może wystąpić, zanim jeszcze pojawią się objawy infekcji, do których zalicza się 

wytrzeszcz oczu, obrzęk i przekrwienie okolicy brzusznej, wysadzanie i przekrwienie 

odbytu oraz wrzody pojawiające się w różnych częściach ciała. Ogólna infekcja orga-

nizmu charakteryzuje się wystąpieniem rozległych zmian martwiczych w narządach 

wewnętrznych, wątroba przybiera kolor blady bądź zielonkawy, nerka staje się 

obrzmiała i włóknista, a w przewodzie pokarmowym występuje żółta śluzowata 

wydzielina. Z kolei, chroniczna postać choroby wywoływana przez mezofilne 

i wykazujące ruch Aeromonas przybiera postać wrzodów skórnych, a w przypadku 

zaawansowania choroby może dojść do zakażenia ogólnoustrojowego. Podczas 

utajonej postaci zakażenia nie obserwuje się wyraźnych zmian klinicznych. Występuje 

chudnięcie ryb i/lub pociemnienie skóry, a w narządach wewnętrznych stwierdza się 

zwiększoną wilgotność i czasami rozpulchnienie nerki.  

Chorobę wywoływaną przez mezofilne Aeromonas kiedyś nazywano bakteryjną 

posocznicą krwotoczną, jednak obecnie przyjęto nazwę posocznica MAS (motile 

Areomonas septicaemia). Nazwa ta nie jest słuszna w przypadkach chronicznych, 

kiedy zmiany chorobowe dotyczą powłok skórnych i/lub płetw. Wobec tego takie 

infekcje określa się jak MAI (motile Areomonas infection) albo chroniczną postacią 

posocznicy MAS [8].  
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Występowanie MAS jest związane z obecnością czynników stresowych, którymi są 

m.in. napływające do zbiornika wraz ze ściekami azotany (w stężeniu powyżej 6 mg/l, 

przy temperaturze co najmie 9,5°C). Na zakażenia tymi bakteriami narażone są nie 

tylko ryby dziko żyjące, ale także hodowlane ze względu na czynniki stresotwórcze 

powstające w trakcie hodowli. Należą do nich: manipulacje rybami podczas 

obsadzania, sortowania i odłowu, zmiany fizykochemiczne wody w zakresie dobowych 

i sezonowych wahań pH, stężenia tlenu i związków azotowych oraz zanieczyszczenie 

zbiornika substancjami toksycznymi napływającymi ze ścieków komunalnych, 

przemysłowych i rolniczych.  

W latach 2010-2012 bakterie te były główną przyczyną chorób ryb karpiowatych  

i łososiowatych w Polsce [6]. 

Mezofilne pałeczki Aeromonas sp. powodują także chorobę płetw (finrot), która 

występuje u wielu gatunków ryb. Objawia się ona martwicą obejmującą najpierw 

tkanki miękkie, a potem promienie płetw. Zmiany rozprzestrzeniają się następnie  

w obrębie skóry i mięśni podskórnych oraz mięśni przy podstawie płetw, gdzie mogą 

powstawać chroniczne owrzodzenia z wybroczynami. 

Inną chorobą wywołaną przez mezofilne A. hydrophila jest ,,red sore”, występująca 

u ryb ozdobnych, objawia się ona uszkodzeniem łusek i punkcikowymi wybroczynami 

pokrywającymi większą część ciała. 

Warto zaznaczyć, że bakterie z grupy mezofilnych Aeromonas sp. są wtórnymi  

i oportunistycznymi patogenami ryb, zakażonych przez wirusy lub inne bakterie 

chorobotwórcze [8].  

Dobrze poznanym patogenem ryb są także bakterie należące do gatunku  

A. salmonicida, znajdującego się w grupie hybrydyzacyjnej HG3, w obrębie, którego 

są 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, 

który był izolowany z różnych źródeł [14].  

A. salmonicida subsp. salmonicida to szczep określany jako typowy, który 

wywołuje czyraka mnogiego (łac. furunculosis) u ryb łososiowatych. Szczepy należące 

do pozostałych podgatunków są nietypowe i wywołują choroby wrzodziejące  

i ogólnoustrojowe u wielu gatunków ryb słodkowodnych i morskich [15]. Czyraczność 

(wrzodzienica) ryb łososiowatych [6] jest chorobą, która występuje w dwóch 

postaciach: skórnej oraz jelitowej. W postaci skórnej na powłokach zewnętrznych 

powstają wrzody, a w postaci uogólnionej wybroczyny na różnych częściach ciała oraz 

ogniska martwicze w narządach wewnętrznych. Postać jelitowa charakteryzuje się 

zapaleniem śluzówki przewodu pokarmowego [16].  

U ryb akwariowych, jak i ryb karpiowatych A. salmonicida może powodować 

zakażenie zapalne skóry, o nazwie erytrodermatoza [4]. Najwięcej infekcji tego typu 

odnotowuje się na przełomie wiosny i lata. Jest to związane z występowaniem wahań 

temperatury wody. Wzrost temperatury w zbiornikach do 18°C, niska zawartość tlenu  

i duże zagęszczenie ryb sprzyjają namnażaniu się bakterii w ciele gospodarza, a co za 

tym idzie zwiększa się liczba zachorowań. Na erytrodermatozę chorują często ryby  

w wyniku uaktywnienia się, w następstwie spadku odporności, bezobjawowego 

nosicielstwa [6].  
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Za infekcje u ludzi odpowiedzialne są głównie trzy gatunki: A. hydrophila, 

A. caviae i A. veronii. U ludzi zdrowych wywołują one najczęściej choroby układu 

pokarmowego [4]. Są również odpowiedzialne za zakażenie tkanki łącznej i ran, ostrą 

biegunkę sekrecyjną, zakażenie układu moczowo-płciowego, dróg żółciowych, 

zapalenie opon mózgowo-rdzeniowych, posocznicę [1] oraz infekcje dróg odde-

chowych [5] przede wszystkim u osób z zaburzoną reaktywnością układu 

immunologicznego.  

2. Czynniki wirulencji 

Infekcje pałeczkami z rodzaju Aeromonas są spowodowane zdolnością do produkcji 

wielu czynników wirulencji, m.in. tych związanych z budową powierzchniowych 

osłon bakterii Gram-ujemnych, a także białek i enzymów wydzielanych na zewnątrz 

komórki. Do najważniejszych czynników determinujących patogenność Aeromonas 

można zaliczyć: białka błony zewnętrznej OMPs (Outer membrane proteins) [17], 

polisacharydy powierzchniowe: kapsularne polisacharydy (CPS, capsular polysaccha-

ride), lipopolisacharyd (LPS, lipopolysaccharide), α-glukan, warstwę powierzchniową 

S, fimbrie i inne czynniki adhezyjne, system wiążący żelazo, systemy sekrecyjne oraz 

egzotoksyny: hemolizyny, proteazy, cytotoksyny, nukleazy i acetylocholinoesterazy [18].  

2.1. Białka błony zewnętrznej OMPs 

Białka błony zewnętrznej OMPs, stanowiące ok. 50% jej masy [19], są swoistymi 

kanałami komunikacyjnymi bakterii ze środowiskiem zewnętrznym i zabezpieczają 

komórkę przed negatywnym wpływem czynników zewnętrznych [20]. Poziom 

ekspresji porynowych białek błonowych jest uzależniony od potrzeb komórki 

bakteryjnej i od czynników środowiska. Białka OMPs można podzielić na białka główne 

(major proteins) oraz białka drugorzędne (minor proteins). Do białek głównych należą 

np.: OmpA, OmpF, OmpX, które występują w komórce w dużej liczbie kopii, natomiast 

do białek drugorzędnych zalicza się m.in. białka FhuA i LamB, których ekspresja 

w błonie zewnętrznej jest zależna od potrzeb komórki. Białka OMPs bakterii 

Gram-ujemnych pełnią następujące funkcje: biorą udział w adhezji, będąc czynnikami 

wirulencji wchodzą w interakcje z komórkami i składnikami układu odpornościowego 

gospodarza, mogą być także receptorami dla fagów oraz kolicyn i mikrocyn [21].  

Ze względu na to, że białka OMPs indukują syntezę specyficznych przeciwciał 

odpornościowych wzbudzają zainteresowanie jako skuteczne antygeny szczepion-

kowe. W błonie zewnętrznej A. hydrophila zidentyfikowano cztery typy białek błony 

zewnętrznej (Omp I-IV). Omp I jest cząsteczką o wielkości 47 kDa, wykazującą 63% 

pokrewieństwa z białkiem LamB E. coli. Omp II, to polipeptyd 39 kDa, który 

wykazuje 56-69% podobieństwa, na poziomie sekwencji aminokwasowej, z białkami 

PhoE, OmpF i OmpC E. coli. Omp III, to białko 36-kDa indukowane tylko w warunkach 

ograniczonego dostępu fosforu, podobne do OmpC (63%), PhoE (56%) i OmpF (56%) 

E. coli. Z kolei białko Omp IV, o wielkości 27 kDa, jest białkiem porynowym 

najbardziej swoistym dla rodzaju Aeromonas, nie wykazuje bowiem żadnej 

charakterystycznej homologii [17]. 
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2.2. Polisacharyd kapsularny  

Polisacharyd kapsularny (CPS) jest to struktura, która wchodzi w skład otoczki 

polisacharydowej u bakterii Gram-ujemnych. Łączy się z błoną zewnętrzną za pomocą 

łączników lipidowych. Jest zbudowany z wielokrotnych powtórzeń monosacharydów 

tworząc łańcuchy o charakterze heteropolimerów lub homopolimerów. CPS może 

wiązać nawet do 90% wody i tworząc uwodniony żel na powierzchni komórki chroni 

ją przed odwodnieniem. Synteza tego polisacharydu zostaje wzmożona podczas 

zmiany osmolarności zewnętrznej środowiska. Stanowiąc mechaniczną barierę 

ochronną ogranicza rozpoznanie epitopów znajdujących się na powierzchni ściany 

komórkowej bakterii Gram-ujemnych oraz ich dostępność dla składników układu 

odpornościowego gospodarza [2]. Jednak jak większość polisacharydów kapsularnych, 

z uwagi na podobieństwo do polisacharydów w tkankach gospodarza, jest słabo 

immunogenny [22]. Ze względu na swoją rolę w interakcjach bakterii ze środowiskiem 

(zapobieganie fagocytozie, ułatwianie kontaktu z innymi bakteriami i tkanką 

gospodarza oraz działanie jako bariera przeciwko hydrofobowym toksynom), CPS jest 

uważany za czynnik wirulencji, który wspólnie z warstwą białkową S i lipopolisa-

charydem warunkuje pałeczkom zakażanie komórek gospodarza. Przykładem 

szczepów Aeromonas wytwarzających CPS są A. hydrophila i A. salmonicida [17].  

2.3. Lipopolisacharyd 

Błona zewnętrzna (OM, outer membrane) bakterii Gram-ujemnych ma odmienną 

budowę niż błona cytoplazmatyczna (CM, cytoplasmic membrane) i stanowi pierwszą 

linię obrony tych mikroorganizmów. Jej właściwości wynikają ze składu chemicznego 

i organizacji tej warstwy, która zapewnia względną sztywność komórce. Jest zbudo-

wana z fosfolipidów, białek i lipopolisacharydu, LPS. W warstwie wewnętrznej OM 

poza białkami występują fosfolipidy, zewnętrzna zaś zawiera głównie LPS (70-75%) [23]. 

LPS jest niefimbrialną adhezyną, która warunkuje przyleganie do komórek nabłonka 

gospodarza, chroni bakterie przed działaniem układu dopełniacza oraz fagocytozą. 

W ogólnym schemacie budowy lipopolisacharydu można wyróżnić trzy regiony: 

najbardziej konserwatywny strukturalnie lipid A, oligosacharyd rdzeniowy i polisa-

charyd O-swoisty (łańcuch O-swoisty, antygen O, antygen somatyczny), charakte-

ryzujący się największą heterogennością. Gładkie szczepy bakterii Gram-ujemnych 

syntezują LPS zawierający wszystkie wymienione regiony, natomiast szczepy 

szorstkie syntezują lipooligosacharydy zbudowane jedynie z lipidu A podstawionego 

kompletnym lub niekompletnym oligocukrem rdzenia [24]. Naturalną cechą bakterii 

jest heterogenność wśród występujących w błonie zewnętrznej frakcji LPS [25]. 

Antygen O, jako część glikolipidu najbardziej eksponowana na zewnątrz, oddziałuje ze 

środowiskiem. Ze względu na unikatową budowę, nawet w obrębie szczepów, łańcuch 

O swoisty pełni rolę antygenu powierzchniowego bakterii i determinuje ich swoistość 

serologiczną [24].  

Efekt biologiczny LPS, najczęściej korzystny dla zwalczania infekcji, ujawnia się  

w organizmie gospodarza w wyniku uwolnienia z powierzchni komórki bakteryjnej 

małych ilości glikolipidu w trakcie podziałów komórek albo podczas lizy bakterii. 

Natomiast przy masowych zakażeniach, duże ilości LPS (endotoksyny) powodują 

różne, niekiedy poważne w skutkach, objawy chorobowe. Zależą one od gatunku 
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zakażonego zwierzęcia oraz od szczepu bakteryjnego będącego dawcą endotoksyny. 

Toksyczność LPS jest bowiem determinowana budową lipidu A.  

LPS należy do struktur określanych jako wzorce molekularne skorelowane  

z patogenami (PAMP, pathogen associated molecular patterns) i jest ligandem 

rozpoznawanym przez receptory PRR (PRR, pattern recognition receptors) komórek 

efektorowych układu odpornościowego, takich jak: makrofagi, komórki dendrytyczne, 

komórki NKT, limfocyty B oraz komórki nabłonków i śródbłonków. Receptory PRR, 

do których należą TLR (Toll-like receptors) są głównymi receptorami sygnalizującymi 

obecność patogenu u ssaków, jak i niższych kręgowców m.in. ryb [26]. Ich ekspresja 

na powierzchni makrofagów (kluczowych komórek fagocytujących u ryb) i w tzw. 

centrach melano-makrofagowych (pełniących funkcję węzłów limfatycznych ssaków) 

jest niezbędna dla zapoczątkowania odpowiedzi zapalnej i skutecznego hamowania 

rozwoju infekcji [27]. 

W komórkach ssaków, LPS uwolniony z błony zewnętrznej bakterii do krwi  

i płynów ustrojowych po związaniu z białkami ostrej fazy (białko LBP-LPS binding 

protein), jest przekazywany na kompleks receptora CD14/TLR-4/MD-2, czego 

efektem jest aktywacja komórek układu immunologicznego i uwalnianie mediatorów 

reakcji zapalnej. Uczestniczą w niej cytokiny (IL-1,-6,-8, TNF-), chemokiny, 

prostaglandyny, leukotrieny oraz czynnik aktywujący płytki krwi. W reakcji ligand-

receptor poziom i intensywność odpowiedzi na obcy antygen zależy od budowy 

i struktury przestrzennej lipidu A. W pełni ufosforylowany, heksaacylowany lipid A 

jest strukturą najbardziej aktywną biologicznie. Dla rozwoju procesu zapalnego istotna 

jest rekrutacja makrofagów o właściwościach fagocytarnych, uwalnianie reaktywnych 

form tlenu i tlenku azotu, a także poprzez zwiększenie ekspresji antygenów zgodności 

tkankowej, mobilizacja komórek swoistej odpowiedzi immunologicznej, która 

prowadzi do eliminacji czynnika patogennego [28]. 

Z drugiej strony, nadmierne pobudzenie układu immunologicznego, jakie ma 

miejsce przy masowych zakażeniach i jest związane ze zbyt wysokim wzrostem 

poziomu markerów procesu zapalnego, może prowadzić do wstrząsu septycznego, 

endotoksycznego kończącego się śmiercią [29]. 

Należy zaznaczyć, że u ryb wstrząs endotoksyczny nie występuje. Ma to związek  

z faktem, że pomimo obecności kilkunastu odpowiedników ssaczych TLR, receptor 

TLR-4 jest u tych zwierząt rzadko spotykany. Jak dotąd został wykryty tylko u Danio 

rerio i karpiowatych, u których pełni prawdopodobnie inną funkcję. Przypuszcza się, 

że u ryb w rozpoznaniu LPS biorą udział -integryny, które są eksponowane w dużej 

ilości na jednojądrzastych komórkach fagocytujących. Za ich pośrednictwem następuje 

aktywacja mechanizmów odporności przeciwzakaźnej. Natomiast TLR-4 jest 

angażowany w wyciszanie reakcji zapalnej podobnie jak indukowana w odpowiedzi na 

infekcje interleukina 10 (IL-10) [30].  

U Aeromonas podobnie jak i u pałeczek jelitowych rdzeń cukrowy lipidu A 

stanowią dwie reszty glukozaminy połączone wiązaniem β-1,6-glikozydowym  

i podstawione grupami fosforanowymi przy węglach C-1 i C-4’. Cztery łańcuchy  

3-hydroksy tetradekanowych kwasów tłuszczowych, [C14:0(3-OH)] są związane 

amidowo (przy węglach C-2 i C-2’) i estrowo (przy węglach C-3 i C-3’). Dwie kolejne 

reszty nasyconych kwasów tłuszczowych (najczęściej dodekanowego, C12:0 
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i tetradekanowego, C14:0) są przyłączone do dystalnej resztą glukozaminy tworząc 

podstawniki acyloksyacylowe i nadając heksaacylowanej cząsteczce lipidu A charakter 

asymetryczny [10, 31, 32]. Ważna jest budowa lipidu A, ponieważ to właśnie ona 

wpływa na toksyczność i aktywność biologiczną cząsteczki LPS [28].  

Region rdzeniowy łączy część O-swoistą LPS z dystalną, nieredukującą glukoza-

miną lipidu A wiązaniem ketozydowym za pośrednictwem reszty Kdo (kwasu 2-keto-

3-deoksy-D-manno-oktulozonowego). Chociaż region ten charakteryzuje się większą 

zmiennością strukturalną niż zakotwiczony w membranie lipid A, możliwe jest 

zaproponowanie wspólnego schematu budowy tego oligocukru w obrębie gatunku, 

a nawet rodzaju bakterii. W rodzinie Enterobacteriaceae wyróżniono dwa strukturalnie 

odmienne regiony rdzenia: wewnętrzny zbudowany z podregionów heptozowego 

i Kdo oraz zewnętrzny, najbardziej dystalny w odniesieniu do lipidu A, nazywany 

rdzeniem heksozowym. Odmienną budową chemiczną, odbiegającą od tej ustalonej dla 

pałeczek jelitowych [24], charakteryzuje się oligosacharyd rdzeniowy LPS gatunków 

A. hydrophila i A. salmonicida (rysunek 1 i 2) [33, 34], a także A. bestiarum i A. sobria 

complex [35, 36].  

 

Rysunek 1. Oligosacharyd rdzeniowy LPS A. hydrophila [26] 

 

Rysunek 2. Oligosacharyd rdzeniowy LPS A. salmonicida subsp. salmonicida [34] 

Łańcuch O-swoisty połączony jest z regionem zewnętrznym rdzenia i stanowi 

najbardziej eksponowaną na zewnątrz komórki część lipopolisacharydu. Zbudowany 

jest z powtarzających się podjednostek oligosacharydowych, w skład których 

najczęściej wchodzi 1-6 reszt cukrowych połączonych liniowo lub tworzących 

rozgałęzienia łańcucha [2]. Polisacharyd O-swoisty (O-PS), w przeciwieństwie do 

lipidu A, wykazuje ogromną różnorodność strukturalną. Jest ona widoczna zarówno  

w rodzaju i konfiguracji występujących monosacharydów, sposobie ich połączenia, jak 

i całkowitej długości łańcuchów [23]. Antygen O-swoisty bakterii A. salmonicida 

subsp. salmonicida (rysunek 3) patogennej dla łososia atlantyckiego, ma strukturę 

rozgałęzionego heteropolimeru. Łańcuch główny tworzą powtarzające się dwucukrowe 
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podjednostki złożone z -N-acetylo-D-mannozaminy (ManNAc) i-6-deoksy-L-

mannozy (ramnozy, Rha), która jest dodatkowo podstawiona resztą glukozy (Glc), 

tworzącą boczne rozgałęzienie łańcucha. Co ciekawe, podjednostki O-antygenu mogą 

być niestechiometrycznie podstawione, nie tylko resztą glukozy, ale także grupą  

O-acetylową, te dwie ostatnie modyfikacje są charakterystyczne dla atypowych 

szczepów A. salmonicida zakażających inne gatunki ryb [37, 38].  

 

Rysunek 3. Polisacharyd O-swoisty szczepu typowego A. salmonicida subsp. salmonicida A449 [37] 

Poznano także budowę powtarzających się podjednostek polisacharydu O-swoistego 

trzech mezofilnych szczepów A. bestiarum, patogennych dla karpia, wyizolowanych 

z polskich gospodarstw rybackich. Pięciocukrowa, rozgałęziona podjednostka  

O-antygenu szczepu A. bestiarum K207 (rysunek 4) jest zbudowana z czterech reszt  

L-ramnozy, α-glikozydowo związanych przy węglu drugim lub trzecim, a resztę 

terminalną w oligocukrze stanowi β-glikozydowo związana N-acetyloglukozamina 

(GlcNAc).  

Polisacharyd O-swoisty w szczepie A. bestiarum P1S (rysunek 5) ma strukturę 

liniowego heteropolimeru, a czterocukrowa powtarzająca się podjednostka zawiera 

oprócz -galaktozy (Gal) i -fukozaminy (FucN), rybofuranozę (Ribf) i 3-amino-6-

deoksychinowozę (Qui3N), której grupa aminowa jest podstawiona resztą kwasu  

3-hydroksymasłowego. Tego typu składniki nie były dotychczas identyfikowane  

w strukturach antygenowych pałeczek z rodzaju Aeromonas.  

Z kolei antygen somatyczny O szczepu A. bestiarum K296 (rysunek 6), serotyp 

O18, jest zbudowany z mannozy (Man), galaktozaminy (GalN) i 6-deoksy-talozy 

(6dTal), niestechiometrycznie podstawionej grupami O-acetylowymi. Badania 

immuno-chemiczne wykazały podobieństwo strukturalne i serologiczne antygenu A. 

bestiarum K296 serogrupy O18 do A. hydrophila O34. Co ciekawe, szczepy o 

serotypie O34 są najczęściej izolowane od ludzi z posocznicą [24]. Serogrupa O18, 

wspólnie z immunotypami O3, O6, PGO1, PGO4 i PGO6 jest jednym z częściej 

identyfi-kowanych serotypów wśród ruchliwych pałeczek Aeromonas wywołujących 

infekcje u ryb w Polsce [39].  

Ostatnie badania pozwoliły na poznanie budowy O-antygenu swoistego dla 

serogrupy O6. Wykazano, że łańcuch O-swoisty szczepu A. hydrophila JCM 3968, 

referencyjnego dla tego immunotypu zawiera 4-amino-4,6-dideoksy-L-mannozę, czyli 

L-perosaminę, która w konfiguracji L nie była dotychczas identyfikowanych 

w żadnych strukturach antygenowych bakterii. Antygen O-swoisty szczepu A. 
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hydrophila JCM 3968 jest zbudowany z dwóch polisacharydów: homopolimeru 

L-perosaminy, glikozydowo związanej przy węglu C-2 oraz heteropolisacharydu, 

w którym obok wspomnianego cukru występuje także galaktozamina [32]. Szczepy 

serogrupy O6 należące do gatunku A. sobria i A. veronii są często identyfikowane jako 

patogeny ryb w polskich gospodarstwach rybackich [8,39].  
 

 

Rysunek 4. Polisacharyd O-swoisty szczepu A. bestiarum K207 [40] 

 

Rysunek 5. Polisacharyd O-swoisty szczepu A. bestiarum P1S [41] 

 

Rysunek 6. Polisacharyd O-swoisty szczepu A. bestiarum K296 [36] 

Wysoki stopień różnorodności genetycznej w obrębie klasterów genów warunku-

jących syntezę łańcuchów O-swoistych u wielu gatunków bakterii patogennych dla 

człowieka, zwierząt czy roślin, które były nabywane w toku ewolucji m.in. w procesie 

horyzontalnego transferu genów, decyduje o dużej heterogenność budowy antygenów 

O [42, 43]. Tak duża zmienność strukturalna łańcuchów O-swoistych LPS jest 

najprawdopodobniej efektem silnej presji selekcyjnej, wywieranej przez mechanizmy 

odpornościowe infekowanego gospodarza. Zatem bakterie wytwarzające rzadkie lub 

nowe typy antygenów O unikają rozpoznania przez systemy obronne, co w kon-

sekwencji prowadzi do rozwoju infekcji, umożliwia adaptację do określonej niszy oraz 

zasiedlenia nowego gospodarza, a bakteriom daje przewagę nad konkurującymi 

patogenami [44].  
W środowisku wodnym czy glebowym, zmiany w budowie antygenów O-swoistych, 

wynikające z utraty czy nabywania określonych genów determinujących ich syntezę, 
mogą prowadzić do zaniku określonych struktur receptorowych dla bakteriofagów 
i bakteriocyn oraz chronić przed atakiem pierwotniaków [45]. Polisacharyd O-swoisty, 
który decyduje o immunogenności bakterii znajduje swoje zastosowanie m.in. w klasy-
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fikacji serologicznej szczepów. Stanowi on ze względu na wysoki stopień zmienności 
charakterystyczny, antygenowy ,,odcisk palca” (fingerprint) dla bakterii.  

Pałeczki Aeromonas stanowią najbardziej zróżnicowaną antygenowo grupę bakterii 
chorobotwórczych dla ryb. W latach 80. ubiegłego stulecia pojawiło się kilka 
schematów klasyfikowania tych bakterii, które opierały się na obecności specyficznych 
determinantów somatycznego antygenu O. Do tej pory, opublikowano dwa schematy: 
NIH – badaczy japońskich 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 należące do serogrup 
O3, O6, O11, O16 O19, O34 oraz PGO1, PGO2 i PGO6 są związane z występowaniem 
infekcji MAI i posocznicy MAS karpi i pstrągów na terenie całej Polski [8, 39].  

Różnorodność struktur antygenowych, głównie endotoksyny/LPS bakterii 
Aeromonas sp. sprawia, że próby opracowania skutecznej szczepionki przeciwko 
chorobom ryb (np. MAI/MAS u karpia i pstrąga) nie przynoszą zadowalających 
efektów [8]. Wielu autorów wskazuje, że endotoksyna jest dobrym kandydatem jako 
składnik preparatów do immunoprofilaktyki. Ryby szczepione OMP i LPS wykazują 
wyższą odporność na zakażenia bakteriami z rodzaju Aeromonas, i w tym przypadku, 
ze względu na odmienność budowy części O-swoistej, najlepsze efekty ochronne 
będzie można uzyskać po zastosowaniu odpowiednio skomponowanej szczepionki 
wieloważnej [46-48].  

Analizy strukturalne polisacharydów O-swoistych mają także aspekt poznawczy, 
stanowią bowiem punkt wyjścia do badań genetycznych nad organizacją regionów 
determinujących ich syntezę u bakterii Aeromonas sp. Takie badania przyczynią się do 
wyjaśnienia molekularnych podstaw pokrewieństwa między pałeczkami Aeromonas  
i innymi bakteriami Gramu-jemnymi.  

2.4. α-glukan 

Powierzchniowy α-glukan jest wspólnym elementem ściany komórkowej mezo-
filnych bakterii Aeromonas. Spełniając funkcję molekularnego spoiwa (cementu) łączy 
ze sobą białka, lipidy i składniki polisacharydowe. Powyższa funkcja polimeru 
najlepiej jest realizowana podczas tworzenia biofilmu. Jest polimerem D-glukozy 
występującym w dwóch formach: nierozgałęzionej α-(1,4)-glukanu i rozgałęzionej 
α-(1,6)-glukanu. Powierzchniowy α-glukan A. hydrophila AH-3 jest niezależnym 
polisacharydem powierzchniowym, pomimo tego, że w procesie jego syntezy są 
wykorzystywane enzymy biorące udział także w syntezie LPS, a mianowicie WecP 
oraz WaaL [2]. Pierwszy z tych enzymów, w biosyntezie antygenu O34 A. hydrophila, 
katalizuje transfer GalNAc-1-fosforanu na nośnik lipidowy (fosforan undekaprenylu) 
natomiast drugi odpowiada za ligację oligosacharydu rdzeniowego z lipidem A [23].  

2.5. Warstwa S  

Najbardziej zewnętrzną otoczkę komórek bakteryjnych Aeromonas pełni 
dodatkowa warstwa białkowa lub glikoproteinowa nazywana warstwą S (Surface – 
powierzchnia lub S-layer), dawniej warstwą A, która może pokrywać całą po-
wierzchnię zjadliwych szczepów, stanowiąc tym samym, istotną barierę przed 
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bakteriobójczym i bakteriostatycznym działaniem antybiotyków. Warstwa S powoduje 
także zwiększenie hydrofobowości bakteryjnej błony komórkowej, która uniemożliwia 
opsonizację przez składniki układu dopełniacza i chroni przed aktywnością żerną 
leukocytów gospodarza [23]. Zbudowana jest z pojedynczego białka lub glikoprotein 
(40-200 kDa). Cząsteczki ją tworzące ułożone są bardzo regularnie, nadając warstwie 
charakter krystaliczny. Zwykle ma od 5 do około 10 nm grubości, a na jej powierzchni 
występują pory o średnicy od 2 do 8 nm. Ze względu na jej umiejscowienie oddziałuje 
zarówno ze środowiskiem zewnętrznym, jak i strukturami komórkowymi leżącymi 
poniżej [2]. Stanowi dominujący antygen powierzchniowy. Warstwę S mezofilnych 
Aeromonas tworzą białka o punkcie izoelektrycznym, pI 4,6 i masie cząsteczkowej 52-
53 kDa. Budowę i właściwości warstwy S najlepiej poznano u A. hydrophila 
i A. salmonicida. Warstwa S A. hydrophila TF7 ma grubość 5,6 nm. Jej syntezę 
warunkuje gen ahsA, który koduje białko AshA o długości 448 aminokwasów, masie 
cząsteczkowej 45,5 kDa i pI 6,72 [17]. Warstwa S szczepu A. salmonicida zbudowana 
jest z podjednostek białkowych zbudowanych z białka VapA. Ułatwia asocjację  
z białkami macierzy zewnątrz komórkowej, wiązanie porfiryn i immunoglobulin oraz 
pełni funkcję ochronną przed proteazami [2, 49]. Ponadto dzięki obecności porów 
stanowi swoistą przepuszczalną barierę dla zewnątrzkomórkowych czynników, 
zapewnia pewien rodzaj ultrafiltracji dla cząsteczek o określonej wielkości i ładunku. 
Zaobserwowano, że białka budujące tę strukturę ulegają zmianom konformacyjnym 
regulując w ten sposób wielkość porów. Właściwość tę obserwowano u A. salmo-
nicida, u której owo zjawisko ułatwia wydzielanie hemolizyny i proteaz [50].  

2.6. Fimbrie  

Fimbrie (pile) to białkowe wyrostki cytoplazmatyczne o budowie rurkowatej 

zbudowanej z białka zwanego piliną, syntezowanego w cytoplazmie. Podział tych 

struktur nie jest do końca sprecyzowany. Jeden wyodrębnia fimbrie, biorące udział  

w adhezji i pilusy (pile) uczestniczące w koniugacji, w drugim terminy te używane są 

zamiennie [19].  

Mimo że, rola fimbrii do końca nie jest poznana badacze są zgodni, że warunkują 

one proces adhezji bakterii do powierzchni błon śluzowych etap, który poprzedza 

kolonizację [51]. Rozpoznawane przez nie receptory są glikoproteinami lub 

glikolipidami tkanek gospodarza. 

Gatunki Aeromonas posiadają dwa główne typy fimbrii: krótkie, sztywne typu I 

(typu S/R) oraz długie i elastyczne typu IV (typu L/W). Fimbrie S/R występują licznie 

na komórce i umożliwiają bakteriom autoagregację. Fimbrie L/W są mniej liczne na 

powierzchni i nadają bakteriom zdalność do: hemaglutynacji, adhezji do komórek 

nabłonka, tworzenia biofilmu oraz ruchu drgającego [52]. U Aeromonas występują 

również, chociaż rzadziej mini-pile. Fimbrie typu I stwierdzono u A. hydrophila. Mają 

one 0,6-2,0 μm długości i masę cząsteczkową 17-20 kDa. Fimbrie typu IV są obecne 

u A. hydrophila, A. veronii, A. caviae i A. trota. Ich masa cząsteczkowa wynosi od 20 

do 23 kDa, a długość 7 nm. Zawierają na N-końcu metioninę lub tyrozynę, a nie jak 

u pozostałych bakterii N-metylofenyloalaninę. U A. hydrophila klaster genów 

odpowiedzialnych za ich kodowanie ma długość 5,5 kpz. Mini-pile, to nietypowe, 

elastyczne fimbrie wykryte u A. hydrophila AH26, jako 46 aminokwasowy polipeptyd 

o masie cząsteczkowej ~4 kDa. Wykazują one 91% podobieństwa do fimbrii Vibrio 
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cholerae. Gen strukturalny dla mini-pili (fxp) został zmapowany na plazmidzie 

o wielkości 7,6 kpz, jedynie u wspomnianego szczepu A. hydrophila. Nie stwierdzono 

także jego powszechnego występowania u innych gatunków bakterii [17]. 

2.7. System więżący żelazo 

Żelazo jest niezbędne do funkcjonowania zarówno organizmu gospodarza, jak  

i patogenu. Jest potrzebne do prawidłowego przebiegu procesów biochemicznych oraz 

stanowi składnik licznych enzymów. Szczególna rola żelaza w biokatalizatorach 

związana jest z jego występowaniem w dwóch stanach wartościowości Fe(II) i Fe(III).  

Praktycznie całe żelazo organizmów zwierzęcych występuje w postaci związanej 

w żelazoproteinach (hemoglobina, mioglobina, peroksydaza, katalaza, cytochrom, 

oksydaza cytochromowa – żelazoproteiny hemowe, transferryna, ferrytyna, hydrolazy, 

oksygenazy – żelazoproteiny niehemowe). Dla bakterii najważniejszym, dostępnym 

źródłem żelaza jest żelazo zewnątrzkomórkowe – transferryna i laktoferyna, jednak 

mogą one wykorzystywać także pulę żelaza wewnątrzkomórkowego – hemoglobinę.  

System pobierania i transportu żelaza ma decydujące znaczenie dla rozwoju  

i wzrostu bakterii [53]. Siderofory są najważniejszym sposobem pozyskiwania żelaza 

przez bakterie. Mają one zdolność chelatowania, czyli wiązania żelaza w formie jonów 

Fe
3+

 i przekazywania go za pomocą transportu aktywnego do organizmu [2].  

W cytoplazmie jon Fe
3+

 albo ulega redukcji do Fe
2+

 i jest on uwalniany z sideroforu 

łączącego się z jonem żelazowym, albo sam związek ulega rozkładowi uwalniając jon 

żelazowy [51].  

Aeromonas sp. posiadają dwa systemy wiążące żelazo. Pierwszy mechanizm jest 

zależny od sideroforów, a drugi od nich nie zależy. Mezofilne Aeromonas syntezują 

dwa rodzaje sideroforów: enterobaktynę i amonabaktynę. Co ciekawe Aeromonas 

wytwarzają tylko jeden z nich, nigdy dwa jednocześnie. Enterobaktyna jest produ-

kowana także przez inne bakterie Gram-ujemne, zaś amonabaktyna jest charakte-

rystycznym czynnikiem zjadliwości Aeromonas sp. Liczne szczepy A. hydrophila 

wytwarzają dwa rodzaje amonabaktyny: T i P. Amonobaktyna T zawiera tryptofan, 

a amonobaktyna P – fenyloalaninę. Z kolei mechanizm niezależny od sideroforu 

występuje u bakterii A. salmonicida, która w procesie pobierania żelaza korzysta 

z bakteryjnych białek błony zewnętrznej zdolnych do wiązania określonego białka 

gospodarza kompleksującego żelazo lub hem, bez pośrednictwa sideroforów [2]. 

2.8. Systemy sekrecyjne 

Funkcją systemów sekrecji jest transport białek do błony cytoplazmatycznej, jak  

i błony zewnętrznej oraz wydzielanie ich poza komórkę. Dzięki temu procesowi wiele 

czynników wirulencji (toksyny, proteazy, adhezyny, inwazyny) osiąga właściwy 

przedział komórkowy.  

U bakterii Gram-ujemnych występują dwie błony: cytoplazmatyczna i zewnętrzna 

rozdzielone przestrzenią peryplazmatyczną, która stanowi barierę podczas transportu. 

W celu pokonania jej bakterie Gram-ujemne wykorzystują różnego typu układy 

sekrecji (I, II, III, IV, V i VI), które można podzielić na dwie główne grupy: zależne  

i niezależne od systemu Sec [2, 54]. Klasyfikacja tych sześciu ogólnych systemów 

sekrecji u bakterii Gram-ujemnych oparta jest na różnicach w mechanizmie transportu 
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i rodzaju katalizowanej reakcji [55]. Szlaki należące do systemu sekrecji ogólnej GSP, 

zależne od kompleksu białkowej translokazy Sec (Sec- zależne, typy II i V) wyko-

rzystują transporter Sec do przenoszenia wydzielonego białka do przestrzeni peryklaz-

matycznej, z której białko zawierające domenę translokacyjną zostaje przekierowane 

na powierzchnię komórki. Jest to proces dwuetapowy. Białka Sec budują aparat 

transportu zwany sekretomem, składający się z białka SecB (którego funkcją jest 

rozpoznanie transportowanego substratu), SecA (będącego błonową ATPazą) i co 

najmniej sześciu białek błony cytoplazmatycznej budujących kanał transbłonowy. 

Białko SecB pełni rolę białka opiekuńczego, które zapobiega degradacji i agregacji 

białek sekrecyjnych. Przenosi ono białka z nim związane do błony cytoplazmatycznej, 

gdzie łączy się z białkiem SecA, tworząc kompleks SecYEG. Dzięki temu następuje 

zmiana konformacji białka SecB i uwolnienie związanych z nim substratów, które 

następnie zostają wydzielone do peryplazmy. Sekrecja białka do CM wymaga 

obecności w transportowanym substracie peptydu sygnałowego. Jest nim N- końcowy 

fragment białka o długości 18-30 aminokwasów. W komórkach Gram-ujemnych 

aktywowane są trzy główne peptydy sygnałowe różniące się swoistością [19].  

Szlaki nienależące do GSP (Sec-niezależne, typy I, III, IV i VI) pozwalają na 

bezpośredni, jednoetapowy eksport białek z cytoplazmy do środowiska zewnątrzko-

mórkowego [2, 54]. Aktywność tych układów jest indukowana czynnikami środowiska, 

np. fizycznym kontaktem mikroorganizmu z komórkami gospodarza, a ich budowa jest 

bardzo podobna, jednak różnią się rodzajem transportowanego substratu. Systemy 

sekrecji typu III transportują wyłącznie białka o strukturze monomerów, zaś typu IV 

monomery, jak i oligomery [19].  

Systemy sekrecji typu III (T3SS) są identyfikowane u A. salmonicida oraz  

w szczepach A. hydrophila AH-1, AH-3 i SSU, u których również opisano systemy 

sekrecji typu VI (T6SS). Systemy te są często aktywowane po kontakcie z komórkami 

docelowymi i dostarczają toksyny bezpośrednio do komórki gospodarza. System T3SS 

składa się z trzech rodzajów protein: białek strukturalnych tworzących „igły 

infekcyjne”, za pomocą których patogeny wprowadzają do komórek gospodarza białka 

efektorowe, czyli toksyny oraz białek chroniących białka strukturalne i efektory. Geny 

T3SS A. salmonicida są przenoszone zarówno na plazmidach, jak i chromosomalnie. 

Plazmid kodujący geny T3SS jest plazmidem dużym o wielkość do 150 kpz. Może on 

zostać utracony bądź przearanżowany pod wpływem czynników stresowych. 

Transkrypcja T3SS u A. salmonicida jest indukowana w warunkach ograniczających 

dostępność Ca
2+

 i podczas kontaktu A. salmonicida z gospodarzem. U A salmonicida 

zidentyfikowano siedem białek efektorowych: AexT, AopH, Ati2, AopP, AopO, AopN 

i ExsE. Natomiast u A. hydrophila wykryto białko efektorowe AexT. Efektor AexT to 

bifunkcjonalne białko o aktywności ADP-rybozylotransferazy i GTPazy. Ma on 

szkodliwy wpływ na cytoszkielet komórki gospodarza, co częściowo wyjaśnia 

zaokrąglanie się komórek docelowych (komórek rybich) zaraz po zakażeniu in vitro. 

Drugie białko AopP należące do rodziny YopJ zakłóca szlak kinaz aktywowanych 

mitogenami (kinazy MAP, MAPK, mitogen-activated protein kinases) oraz czynnik 

transkrypcyjny NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 

cells), stymuluje sygnał, dostarczając główny sygnał proapoptotyczny. Całkowita 

utrata plazmidu kodującego T3SS daje pełną awirulencję [2, 54]. 
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2.9. Egzotoksyny  

Chorobotwórczość pałeczek Aeromonas związana jest także z wytwarzanymi przez 

nie egzotoksynami, do których należą: hemolizyny i aerolizyny, proteazy, cytotoksyny, 

nukleazy, acetolocholinesterazy, cytotoksyczna enterotoksyna (Act), termolabilna 

cytotoksyczna enterotoksyna (Alt), ciepłostała 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 się, że wielkość toksyny Act to 52 kDa. Act powoduje powstawanie 

porów w błonach komórkowych, a w erytrocytach kanałów o średnicy 1,4-2,8 nm. 

Wytwarzana jest jako nieaktywna forma prekursorowa. Konwersja do aktywnej postaci 

następuje w momencie, gdy toksyna przechodzi przez przestrzeń perplazmatyczną 

poprzez usunięcie N-terminalnej sekwencji sygnalnej, o wielkości 23 aminokwasów 

(powstanie protoksyny), a następnie poprzez odcięcie od protoksyny C-terminalnej 

części przez proteazy. W ten sposób utworzona zostaje dojrzała, aktywna biologicznie 

toksyna [56]. Bakterie Aeromonas produkują dwie cytotoksyczne enterotoksyny: 

termolabilną cytotoksyczną enterotoksynę (Alt), bez reakcji krzyżowych z antytoksyną 

cholery oraz ciepłostałą cytotoksyczną enterotoksynę (Ast), która reaguje 

z antytoksyną cholery. Obie toksyny nie wykazują homologii do żadnych innych 

toksyn bakteryjnych. Alt to białko o masie 44 kDa, zbudowane z pojedynczego 

łańcucha polipeptydowego, zawierającego 368 aminokwasów, zaś przewidywana masa 

Ast wynosi 71 kDa i zawiera 636 aminokwasów [57, 58]. 

Aerolizyna jest najlepiej poznaną i najistotniejszą w procesie patogenezy toksyną 

wytwarzaną przez gatunki Aeromonas. Jest bardzo ważnym czynnikiem wirulencji 

tych bakterii. Szczepy produkujące aerolizynę wywołują u zwierząt posocznicę 

krwotoczną, zaś u ludzi, zwłaszcza u osób z obniżoną odpornością, choroby przewodu 

pokarmowego, infekcje ran, posocznicę oraz zapalenie opon mózgowych.  

Aerolizyna ma wielkość 47 kDa i przypomina kształtem literę L [59]. Składa się 

z dużej domeny N-końcowej i trzech domen dodatkowych. Dwie pierwsze domeny 

biorą udział w wiązaniu się toksyny do receptorów powierzchniowych gospodarza. 

Domena druga i trzecia są odpowiedzialne za oligomeryzację, zaś transbłonowa 

domena czwarta – C-końcowa, zostaje uwolniona podczas aktywacji aerolizyny 

i odpowiada za tworzenie kanałów w błonie komórkowej. Aerolizyna wykazuje 

właściwości hemolityczne, jak i cytolityczne. Zaliczana jest do grupy hemolizyn 

ze względu na tworzenie agregatów oligomerów na powierzchni erytrocytów. Białko 

to także wiąże się do specyficznego glikoproteinowego receptora na powierzchni 

komórki eukariotycznej, umiejscawia się w błonie komórkowej i formuje w niej kanały  

o średnicy ok. 3 nm. Aerolizyna posiada również zdolność wiązania się do białek 

receptorowych typu GPI. Komórki cechujące się obniżoną biosyntezą tych białek mają 

mniejszą wrażliwość na toksyczne działanie aerolizyny [60]. 

Acylotransferaza glicerofosfolipid:cholesterol (GCAT) jest enzymem o masie 

cząsteczkowej 26 kDa, wydzielanym przez psychrofilne szczepy A. salmonicida [58]. 

Gen kodujący GCAT zawiera 1,005 pz, kodujących 335 aminokwasów (18 amino-

kwasów peptydu sygnalnego oraz 317 aminokwasów dla dojrzałego polipeptydu). 
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Może występować w formie monomeru, dimeru, zespołu polipeptydów lub jako 

pojedynczy polipeptyd skompleksowany z LPS [61].  

Białko to jest głównym czynnikiem wirulencji A. salmonicida subsp. salmonicida 

i odpowiada za czyraczność u łososi atlantyckich. Wykazuje wysokie podobieństwo do 

ludzkiego enzymu acylotransferazy lecytyna;cholesterol (LCAT) i podobnie jak on 

może działać jak fosfolipaza lub acylotransferaza w zależności od obecności lub braku 

cholesterolu. GCAT pełni funkcje hemolizyny, leukocytolizyny oraz cytotoksyny, 

powoduje lizę erytrocytów poprzez uszkadzanie ich błon plazmatycznych. Połączenie 

LPS-u z wolnym GCAT wzmacnia aktywność hemolityczną, działanie letalne oraz 

stabilność termiczną. Tworzy kompleksy z lipoproteinami obecnymi w surowicy 

łososiowatych, co może doprowadzić do zaburzenia metabolizmu lipidów lub aktywacji 

mediatorów zapalnych, np. kwasu arachidonowego.  

Aeromonas wytwarzają kila typów proteaz: ciepłolabilne proteazy serynowe, 

ciepłostabilne proteazy serynowe oraz wrażliwe i niewrażliwe na EDTA metalo-

proteazy. Proteaza serynowa ma masę 22 kDa, kodowana jest przez gen ser. Wykazuje 

stabilność zarówno w wysokich temperaturach (10 min w 45°C), jak i niskich  

(nawet -4°C). Posiada właściwości cytotoksyczne oraz aktywuje aerolizynę  

i GCAT. Inhibitorem tego enzymu jest głównie fluorek fenylometanosulfonylu  

i w mniejszym stopniu jony: Mg
2+

, Ca
2+

, Zn
2+

. Produkowana przez A. sobria proteaza 

serynowa określana jest jako ASP (A. sobria serine proteinase). Białko to ma masę 65 

kDa. Odpowiada za powstawanie obrzęku i wydzielanie się treści ropnej w miejscu 

zakażenia, a także obniżenie ciśnienia krwi oraz aktywuje protrombinę, czym 

przyczynia się do koagulacji osocza, a następnie śmierci organizmu [62]. Enzym ten 

posiada także aktywność fibrynogenolityczną. Zaburza proces krzepnięcia krwi, co jest 

ważnym czynnikiem zjadliwości w przebiegu posocznicy krwotocznej, wywołanej 

przez bakterie z rodzaju Aeromonas. 

3. Podsumowanie 

W ostatnich latach w Polsce obserwuje się gwałtowny wzrost zanieczyszczeń wód 

w wyniku szeroko rozumianej, często nierozważnej, działalności gospodarczej 

człowieka, która powoduje degradację naturalnych i sztucznych zbiorników wodnych. 

Czynniki stresotwórcze powodują pogarszanie kondycji ryb zasiedlających te zbiorniki 

co doprowadza do osłabienia ich układu odpornościowego, co z kolei wpływa na 

wzrost podatności ryb na infekcje wywołane obecnością patogenów. Nie tylko 

czynniki środowiskowe sprzyjają zapadalności na choroby, ale zakażenie jest również 

zależne od właściwości samych bakterii. Należą do nich czynniki wirulencji, które 

nabywane w toku ewolucji umożliwiają drobnoustrojom kolonizację powłok zew-

nętrznych, skrzeli i przewodu pokarmowego, a także przetrwanie w organizmie ryby 

w stanie utajenia, najczęściej jako konsekwencja unikania składników układu immuno-

logicznego gospodarza. Wszystko to pozwala bakteriom na masowe namnażanie się 

w tkankach i narządach wewnętrznych ryb [6].  

Mówiąc o zakażeniach wywołanych przez bakterie nie sposób nie wspomnieć także 

o patogenności, którą można najtrafniej zdefiniować jako zdolność czynników 

mikrobiologicznych do wywołania chorób u konkretnego żywiciela. Jednak dokładne 

podanie tej definicji jest trudne, ponieważ wiąże się z drogą zakażenia, wrażliwością 
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żywiciela i wirulencją bakterii [37]. Wiedza na temat czynników wirulencji u Aeromonas 

jest coraz rozleglejsza. Obecnie zalicza się do nich białka błony zewnętrznej, polisa-

charyd kapsularny, lipopolisacharyd, -glukan, warstwę S, fimbrie oraz egzotoksyny. 

Dokładne badania funkcji tych struktur mogą pomoc w zrozumieniu mechanizmów 

patogenezy i przyczynić się do ograniczenia chorób ryb wywołanych przez Aeromonas 

w gospodarstwach rybackich w Polsce, które są powodem dużych strat ekono-

micznych.  

Wyraźny wzrost zainteresowania pałeczkami Aeromonas obserwuje się od początku 

lat osiemdziesiątych XX wieku. Od tego czasu znacznie przybyło publikacji dotyczących 

czynności życiowych i mechanizmów patogenezy tych bakterii. Związane jest to przede 

wszystkim ze stwierdzeniem ich występowania w materiałach klinicznych [2].  

Pomimo zwiększonego zainteresowania Gram-ujemnymi bakteriami z rodzaju 

Aeromonas ciągle poszukuje się odpowiedzi na wiele istotnych pytań dotyczących 

zakażeń wywoływanych przez te drobnoustroje. Dlatego też konieczne są dalsze 

badania naukowe, które pozwolą wyjaśnić mechanizmy działania czynników zjadli-

wości w przebiegu chorób wywoływanych przez Aeromonas u ryb.  
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Czynniki wirulencji bakterii z rodzaju Aeromonas sp. izolowanych od ryb 

Streszczenie 

Aeromonas to Gram-ujemne, fakultatywnie beztlenowe, niewytwarzające przetrwalników, heterotroficzne 

pałeczki. Są głównie patogenami zwierząt zmiennocieplnych. Można podzielić je na dwie grupy: gatunki 

nieruchliwe i psychofilne, np. A. salmonicida subsp. salmonicida i A. salmonicida subsp. achromogenes 

oraz gatunki ruchliwe i mezofilne, do których zalicza się m.in.: A. hydrophila, A. caviae i A. sorbia, które 

są czynnikiem etiologicznym infekcji ryb w Polsce. Powszechnym miejscem bytowania Aeromonas jest 

środowisko wodne, gdzie tworzą autochtoniczną mikrobiotę. Pałeczki Aeromonas występują także 

w glebie, mięsie, warzywach, rybach, owocach morza i przetworzonej żywności. Pałeczki Aeromonas sp. 

U ryb powodują: posocznicę MAS, MAI, chorobę płetw (finrot), ,,red sore”, czyraka mnogiego i erytro-

dermatozę. Do najważniejszych czynników determinujących patogenność Aeromonas można zaliczyć: 

białka błony zewnętrznej OMPs (Outer membrane proteins), polisacharydy powierzchniowe: kapsularne 

polisacharydy (CPS, capsular polysaccharide), lipopolisacharyd (LPS, lipopolysaccharide), α-glukan, 

warstwę powierzchniową S, fimbrie i inne czynniki adhezyjne, system wiążący żelazo, systemy sekrecyjne 

oraz egzotoksyny: hemolizyny, proteazy, cytotoksyny, nukleazy i acetylocholinoesterazy. 

Słowa kluczowe: bakterie z rodzaju Aeromonas, czynniki wirulencji, posocznica krwotoczna MAS, MAI, 

białka błony zewnętrznej, polisacharyd kapsularny, lipopolisacharyd, α-glukan, warstwa powierzchniowa 

S, fimbrie, system wiążący żelazo, 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), α-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, α glucan, surface layer S, fimbria, iron binding system, 

hemolysine, acetylcholinesterase 
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Udział sulfidogennych zespołów mikroorganizmów 

w procesie powstawania żelazowych (II) faz mineralnych 

1. Wprowadzenie  

Przez wiele lat uważano, iż za kształtowanie litosfery odpowiedzialne są jedynie 

czynniki abiotyczne. Obecnie w literaturze napotyka się coraz więcej doniesień 

świadczących o znaczącym udziale czynnika biotycznego w procesach geochemicznych, 

zachodzących w środowisku naturalnym. Bardzo często badania mineralogiczne 

i petrologiczne skał oraz tworzących je minerałów, dokumentują struktury, które 

powstają przy pośrednim lub bezpośrednim udziale mikroorganizmów. Ta mikrobialna 

aktywność przejawia się niemal we wszystkich przypowierzchniowych środowiskach 

geologicznych. Rola mikroorganizmów w procesach powstawania różnorodnych faz 

mineralnych ma wymiar wieloaspektowy, powiązany często z procesami metabo-

licznymi przeprowadzanymi przez różnorodne grupy organizmów. Jednym z takich 

procesów metabolicznych jest biologiczne utlenianie lub redukcja metali, w wyniku 

czego następuje tzw. biotransformacja pierwiastka i przejście od jego formy rozpusz-

czalnej w mniej rozpuszczalną, co jednocześnie prowadzi do zmian parametrów 

fizykochemicznych środowiska, m.in. pH. Zmiany wykładnika stężenia jonów 

wodorowych prowadzą do przesunięcia równowagi chemicznej pomiędzy formami 

metali występującymi w roztworze oraz do zmian powinowactwa adsorpcyjnego 

pierwiastka do otoczek i ścian komórkowych bakterii. W środowiskach alkalicznych 

powstają najczęściej słabo rozpuszczalne związki metali, podczas gdy w środowiskach 

o niskich wartościach pH dominują rozpuszczalne formy, w których metal występuje 

w postaci jonowej [1, 2]. Na szczególną uwagę zasługują bezwzględnie beztlenowe 

mikroorganizmy, biorące udział w biogeochemicznym obiegu siarki – mikroorganizmy 

redukujące siarczany (MRS). Procesy metaboliczne przeprowadzane przez tę grupę 

mikroorganizmów prowadzą często do powstania siarczkowych minerałów różnych 

metali, m.in. chalkozynu, covellinu, pirytu czy sfalerytu [3, 4]. MRS, do których 

zaliczamy bakterie i archeony, należące do organizmów heterotroficznych, uzyskują 

energię wskutek utleniania związków organicznych, które stanowią donor elektronów 

w procesie oddechowym. Następnie wolne elektrony przenoszone są na jony 

siarczanowe. Wszystkie zaliczane do tej grupy drobnoustroje wykorzystują utlenione 

związki siarki (siarczany, tiosiarczany itp.) jako ostateczny akceptor elektronów [5], 

które zostają zredukowane do siarki elementarnej lub/i jonu S
2-

. Skrócony zapis reakcji 

redukcji siarczanów został przedstawiony poniżej [6]: 

 

SO4
2-

 + 2 CH2O → H2S + 2 HCO3
-
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Końcowymi produktami oddychania siarczanowego są toksyczny siarkowodór i jon 

wodorowęglanowy, które zostają uwolnione do otoczenia. Obecność MRS w środowisku 

sprzyja kumulowaniu się jonów S
2-

, które w obecności jonów metali, w odpowiednich 

warunkach, biorą udział w reakcji, której produktem jest siarczek danego metalu [7-9]: 

 

S
2-

 + Me
2+

 → MeS↓ 

 

Ponadto uważa się, że duże znaczenie w precypitacji siarczków mogą mieć również 

polimery zewnątrzkomórkowe (EPS) wytwarzane przez komórki tych mikroorgani-

zmów. EPS tworzą swoistą macierz, której obecność umożliwia łączenie się komórek 

bakteryjnych w większe agregaty, co powoduje zwiększenie powierzchni czynnej dla 

gromadzenia wolnych kationów metali [4, 10].  

Doniesienia literaturowe potwierdzają udział bakterii redukujących siarczany  

w powstawaniu siarczków, takich pierwiastków jak m.in. żelazo [11, 12], miedź [13, 

14], cynk [15, 14] oraz Sb, Bi, Co, Cd, Pb, Ni [16, 17]. 

Dodatkowo, biorąc pod uwagę inne produkty oddychania siarczanowego można 

stwierdzić, że mikroorganizmy redukujące siarczany odgrywają również istotną rolę  

w powstawaniu minerałów węglanowych [18, 19]. W środowiskach pozbawionych 

tlenu, w warunkach sprzyjających redukcji siarczanów, może dojść do powstania 

specyficznych subśrodowisk – mikronisz, a panujące tam warunki fizykochemiczne 

stymulują wytrącanie minerałów węglanowych na drodze biologicznej. Jeżeli  

w otaczającym środowisku obecne są jony wapnia w odpowiedniej ilości oraz wystę-

pują optymalne czynniki fizykochemiczne, takie jak: zasadowe pH, niski potencjał 

redoks, odpowiednie stężenie związków organicznych, a także obecność zarodków 

krystalizacji, wówczas może dojść do wytrącania węglanu wapnia na drodze 

biologicznej [20].  

Biorąc pod uwagę powyższe procesy można wnioskować, że proces dysymilacyjnej 

redukcji siarczanów może przyczyniać się do precypitacji siarczków różnych metali 

oraz powstawania biogenicznych węglanów.  

2. Cel pracy 

Celem niniejszej pracy było określenie wpływu aktywności sulfidogennych 

zespołów mikroorganizmów na proces powstawania żelazowych (II) faz mineralnych.  

3. Materiały i metody 

3.1. Izolacja i selekcja sulfidogennych zespołów mikroorganizmów 

Mikroorganizmy izolowano z gleby zanieczyszczonej ropą naftową i metalami 

ciężkimi z okolicy kopalni ropy naftowej na terenie Karpat fliszowych (złoże ropy 

naftowej Wańkowa). Próbkę gruntu pobrano przy pomocy laski Egnera, z głębokości 

40 cm, w odległości ok. 6 m od wylotu odwiertu eksploatacyjnego. Próbkę gleby 

pobrano w trzech powtórzeniach. Namnażanie wyizolowanych mikroorganizmów 

prowadzono metodą microcosms. Glebę (1 g – próbka zmieszana z trzech próbek 

indywidualnych) z badanego środowiska umieszczono w 100 ml pojemnikach  

i zalewano podłożem Postgate’a C [5]. Pojemniki szczelnie zamykano i inkubowano 

w ciemności przez 6 tygodni w temperaturze 25
o
C. 
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Beztlenowe hodowle stacjonarne prowadzono w butelkach szklanych o pojemności 

ok. 100 ml, szczelnie zamkniętych gumowymi korkami, przebitymi igłami z nasadzo-

nymi na stałe strzykawkami, które służyły do wprowadzania inokulum i pobierania 

próbek. Stosunek inokulum do podłoża wynosił 1:10. Hodowle prowadzono na 

zmodyfikowanym podłożu Postgate’a C z etanolem (1,44 g/l) lub mleczanem sodu 

(3,82 g/l), jako jedynymi źródłami węgla. Wybór związków organicznych miał na celu 

określenie wpływu dodanego substratu na aktywność badanych mikroorganizmów,  

a w konsekwencji na rodzaj powstających w osadach pohodowlanych faz mineralnych. 
Do hodowli prowadzonych na danym źródle węgla dodawano FeCl2 w ilościach 

odpowiadających końcowemu stężeniu jonów żelaza (II): 100; 200; 400; 800 µg/ml. 

Przygotowano także hodowle kontrolne bez dodatku Fe
2+

. Każdy wariant hodowli 

przygotowano w trzech powtórzeniach. W sumie założono 30 hodowli, w 10 różnych 

wariantach. Beztlenowe hodowle stacjonarne inkubowano w temperaturze 20ºC bez 

dostępu światła. pH hodowli wynosiło ok. 8,5. Podłoże mikrobiologiczne zostało 

przegazowane azotem. 

3.2. Oznaczenia chemiczne w hodowlach stacjonarnych 

Oznaczenia chemiczne prowadzono dla każdego z powtórzeń danego wariantu 

hodowli, a wyniki uśredniano. Stężenia jonów siarczanowych oznaczano metodą 

turbidymetryczną [20], z zastosowaniem chlorku baru jako odczynnika reakcyjnego. 

Oznaczenia prowadzono na spektrofotometrze Thermo (Genesis 10VIS, Thermo) przy 

długości fali λ = 420 nm. Stopień redukcji siarczanów wyliczono wykorzystując dane  

z krzywej zależności pomiędzy % transmitancji a stężeniem SO4
2-

 (mg/l). 

W celu określenia aktywności metabolicznej mikroorganizmów w prowadzonych 

hodowlach oznaczano wskaźnik ChZT, który jest pomocny w określeniu stopnia 

biodegradacji związków organicznych. Oznaczenia wartości ChZT wykonano metodą 

dichromianową [22]. Analizę statystyczną otrzymanych wyników przeprowadzono za 

pomocą testu HSD Tukey’a. 

Oznaczenia żelaza przeprowadzono metodą kolorymetryczną, stosując 1,10 

fenantrolinę dla żelaza (II) i 5% roztwór wodny tiocyjanianu amonu dla żelaza (III). 

W celu potwierdzenia obecności sulfidogennych zespołów mikroorganizmów 

w hodowlach na podłożu Postgate’a wykorzystano test Easicult S (Orion Diagnostica).  

3.3. Analiza składu mineralnego osadów pohodowlanych 

Po okresie inkubacji testowe hodowle zostały odwirowane (1700 rpm), a uzyskany 

osad suszono w temperaturze 28°C. Otrzymany materiał homogenizowano w moździerzu 

agatowym. Tak przygotowane osady pohodowlane poddano analizie pod względem 

składu fazowego metodą proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej.  

Analizę dyfraktometryczną przeprowadzono na dyfraktometrze X Pert Pro MPD  

w klasycznym układzie Bragg-Brentano. Wyniki zostały przeanalizowane z wykorzys-

taniem oprogramowania PANalytical Xpert High Score Plus. 
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4. Analiza wyników  

4.1. Izolacja i selekcja beztlenowych zespołów MRS 

We wszystkich założonych hodowlach, bez względu na wariant zastosowanego 

źródła węgla, stwierdzono aktywność mikroorganizmów redukujących siarczany, 

objawiającą się wydzielaniem siarkowodoru i zaczernieniem podłoża na skutek 

powstającego siarczku żelaza. Aktywność MRS potwierdził również pozytywny wynik 

testu Easicult S. 

4.2. Oznaczenia chemiczne w hodowlach stacjonarnych 

We wszystkich hodowlach stacjonarnych prowadzonych na zmodyfikowanym 

podłożu Postgate’a C stwierdzono aktywną redukcję siarczanów (wykres 1).  

 
Wykres 1. Stopień redukcji siarczanów i ChZT w hodowlach wyselekcjonowanych sulfidogennych zespołów 

mikroorganizmów na zmodyfikowanym podłożu Postgate‘a C z mleczanem (ML) i etanolem (ET) jako 

jedynymi źródłami węgla. Oznaczenia: t0 – czas założenia hodowli (ChZT/SO4
2- = 0,95), 100-800 – stężenie 

jonów żelaza (μg/ml). Istotność statystyczną różnic między hodowlami o różnych stężeniach jonów żelaza  

a hodowlą kontrolną (ML 0 i ET 0) oznaczono w następujący sposób: * p < 0,05 [Opracowanie własne] 

We wszystkich hodowlach, niezależnie od wariantu źródła węgla stwierdzono 

aktywną redukcję siarczanów. Maksymalną redukcję siarczanów zanotowano 

w hodowli zawierającej 400 μg/ml jonów żelaza (II). Poziom redukcji wynosił 1950 

mg/l SO4
2-

, co odpowiada 62% siarczanów wprowadzonych do podłoża. We 

wszystkich hodowlach obserwowano biodegradację związków organicznych, której 

przejawem była redukcja ChZT. Wyższą redukcję ChZT odnotowano w próbkach  

z mleczanem sodu w porównaniu do hodowli prowadzonych na etanolu. Najwyższą 

redukcję ChZT – ok. 1750 mg O2/L (co odpowiada 58% redukcji ChZT) odnotowano 

w hodowli z dodatkiem mleczanu, gdzie redukcja siarczanów była najwyższa, tym 

samym była to najbardziej aktywna hodowla. Najniższą aktywność w biodegradacji 

związków organicznych – ok. 250 mg O2/L (co odpowiada jedynie 8% redukcji ChZT) 
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wykazały zespoły mikroorganizmów w hodowli na podłożu Postgate’a z etanolem jako 

jedynym źródłem węgla i jonami żelaza w stężeniu 200 μg/ml. 

Dodatkowo we wszystkich hodowlach stacjonarnych stwierdzono znaczną redukcję 

stężenia jonów żelaza (II) (tabela 1). Spadek stężenia Fe
2+

 odnotowano na średnim 

poziomie 50%. 

Tabela 1. Stopień redukcji jonów żelaza (II) w hodowlach wyselekcjonowanych sulfidogennych zespołów 

mikroorganizmów na zmodyfikowanym podłożu Postgate‘a C z mleczanem (ML) i etanolem (ET) 

jako jedynymi źródłami węgla  

Źródło węgla 

Fe2+ [μg/ml] Różnica 
stężenia Fe 
(II) 
(t0-t28) 

% spadku 
stężenia Fe(II) t0 t28 

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 

Źródło: Opracowanie własne 

We wszystkich hodowlach stwierdzono spadek żelaza (II), nie stwierdzono zaś 

wzrostu stężenia żelaza (III). Najwyższy % spadku stężenia jonów żelaza (II) 

odnotowano w hodowlach, gdzie FeCl2 został dodany w najwyższych stężeniach, bez 

względu na wariant zastosowanego źródła węgla. Ubytek żelaza (II) może wskazywać 

na powstawanie, w wyniku aktywności metabolicznej MRS, trudno rozpuszczalnych 

faz mineralnych, takich jak np. siarczki żelaza.  

4.3. Analiza dyfraktometryczna osadów pohodowlanych 

W celu określenia składu mineralnego osadów pohodowlanych, po zakończeniu 

inkubacji wyizolowanych sulfidogennych zespołów mikroorganizmów, osady te 

poddano analizie dyfraktometrycznej. Wyniki proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej 

osadów pohodowlanych pochodzących z hodowli prowadzonych na zmodyfikowanym 

podłożu Postgate’a C z etanolem i mleczanem, jako jedynymi źródłami węgla 

przedstawiają wykres 2 oraz tabela 2. 
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Wykres 2. Przykładowe dyfraktogramy proszkowe osadów pohodowlanych z próbek z dodatkiem mleczanu 

jako źródła węgla oraz jonów Fe (II) w stężeniach 200 i 800 μg/ml. [Opracowanie własne] 

Tabela 2. Skład fazowy osadów pohodowlanych w zależności od zastosowanego źródła węgla i stężenia 

jonów żelaza w podłożu 

Źródło węgla Fe2+ [μg/ml] Skład fazowy osadów pohodowlanych 

ML 0 
ML100 

 0 
100 

gips (CaSO4 · 2H2O), anhydryt (CaSO4) 
struwit (NH4)Mg[PO4] · 6 H2O) 

ML200 200 siarka elementarna S8 
ML400 400 gips (CaSO4 · 2H2O), anhydryt (CaSO4), kalcyt, 

vateryt (CaCO3) 
ML800 
ET 0  

800 
0 

anhydryt (CaSO4), kalcyt (CaCO3) 
gips (CaSO4 · 2H2O) 

ET100 100 anhydryt (CaSO4) 
ET200 200 anhydryt (CaSO4), kalcyt (CaCO3) 
ET400 400 anhydryt (CaSO4), kalcyt (CaCO3) 
ET800 800 gips (CaSO4 · 2H2O) 

Źródło: Opracowanie własne 

W procesie dysymilacyjnej redukcji siarczanów MRS przeprowadzają redukcję 

jonów siarczanowych do jonu S
2- 

[23]. Stąd istnieje możliwość pojawienia się  

w osadach pohodowlanych zredukowanych związków siarki, dużych ilości jonów S
2-

. 

Na skład fazowy powstających w hodowlach produktów mają także wpływ związki 

chemiczne wchodzące w skład wykorzystanego w badaniach podłoża mikrobio-

logicznego, w szczególności, takie jak fosforany (KH2PO4), siarczany (MgSO4, 

FeSO4), chlorki (CaCl2, NH4Cl).  

Wyniki proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej osadów pohodowlanych wskazują na 

obecność głównie węglanów, takich jak kalcyt czy vateryt, oraz siarczanów m.in. gipsu 

i anhydrytu. Dane literaturowe [18, 20, 24] wskazują, że w odpowiednich warunkach 

fizykochemicznych (zasadowe pH, odpowiednia temperatura i niski potencjał redoks) 

oraz w obecności jonów wapnia, w warunkach sprzyjających redukcji siarczanów 

może dojść do wytrącania węglanu wapnia na drodze biologicznej. Mechanizm tego 

procesu jest bezpośrednio powiązany z dysymilacyjną redukcją siarczanów przepro-

wadzaną przez MRS, w obecności odpowiednich donorów elektronów. Biodegradacja 

związków organicznych zachodząca z udziałem sulfidogennych zespołów mikro-

organizmów prowadzi do uwolnienia jonu wodorowęglanowego, stanowiąc tym 

samym pierwszy etap procesu biologicznego wytrącania węglanu wapniu. 
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Interesującym wydaje się fakt, że nie odnotowano obecności siarczków (zwłaszcza 

siarczków żelaza) w osadach pohodowlanych, izolowanych z hodowli, w których 

stwierdzono wysoką aktywność sulfidogennych zespołów mikroorganizmów. Wyniki 

te nie muszą świadczyć o rzeczywistym braku siarczków w hodowlach prowadzonych 

na zmodyfikowanym podłożu Postgate’a C, lecz np. o ich amorficzności. Podobne 

badania dotyczące m.in. udziału bakterii redukujących siarczany w powstawaniu 

siarczków i węglanów żelaza przeprowadziła Wolicka [4]. Autorka zastosowała 

dodatek żelaza (II) w stężeniach 0,1-1,0 g/l. Wyniki proszkowej dyfrakcji 

rentgenowskiej osadów pohodowlanych wskazały na obecność głównie siarki 

elementarnej oraz węglanów, takich jak kalcyt, dolomit i syderyt. Osady zawierające 

węglany zostały poddane badaniom składu izotopowego węgla. Uzyskane przez 

Autorkę wyniki potwierdziły, że analizowane fazy mineralne zawierające węgiel są 

pochodzenia biogenicznego (średnia wartość δ
13 

C wyniosła -27‰ VPDB). W oma-

wianych badaniach również nie stwierdzono obecności siarczków. Zdaniem Wolickiej 

[4] podstawowym problemem w oznaczaniu siarczkowych faz mineralnych w osadach 

mógł być ich amorficzny charakter. Wytrącone amorficzne związki chemiczne są 

niemożliwe do stwierdzenia metodą proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej. Ponadto 

często wytrącone w postaci amorficznej związki chemiczne zostają zagregowane wraz 

z polimerami typu EPS powstającymi wskutek aktywności życiowej np. bakterii 

redukujących siarczany. Wówczas stwierdzenie obecności takich kompleksów 

„minerał-EPS” metodą proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej staje się niemożliwe.  

Inni Autorzy, Han i współpracownicy (2016), przebadali wpływ dodatku różno-

rodnych źródeł węgla na rodzaj powstających faz mineralnych w hodowlach Desul-

fovibrio alaskensis G20 – przedstawiciela bakterii redukujących siarczany. Wyniki ich 

badań potwierdziły obecność kalcytu w hodowlach z dodatkiem mrówczanu, fosforany 

Mg i kalcyt wytrąciły się, gdy wodór służył jako donor elektronów a octan i rozpusz-

czony węgiel nieorganiczny jako źródła węgla. Badacze Ci potwierdzili także 

obecność siarki elementarnej w hodowlach z dodatkiem mleczanu, co jest zgodne 

z wynikami XRD prezentowanymi w niniejszej pracy (hodowla ML z dodatkiem 200 

μg/ml Fe
2+

) [25]. 

Istnieją również doniesienia literaturowe na temat wpływu formy żelaza, dodanego 

do hodowli reduktorów siarczanów, na skład mineralny osadu. Luptáková  

i współpracownicy (2012) zastosowali dodatek jonów Fe w formie FeSO4·7H2O  

i Fe2(SO4)3·9H2O, hodowle prowadzono z dodatkiem mleczanu sodu. Wyniki badań 

XRD wskazały na obecność głównie siarki, greigitu Fe3S4 i makinawitu FeS we 

wszystkich próbkach biotycznych, niezależnie od formy dodanego żelaza, oraz 

paramagnetycznego wiwianitu Fe3(PO4)2·8(H2O) w próbach abiotycznych. Dodatkowo 

autorzy sugerują, że siarczki powstałe jako produkty biomineralizacji posiadają niską 

krystaliczność. Rozmiary krystalitów uzyskane w badanych układach mieszczą się  

w zakresie 2-5 nm w przypadku makinawitu oraz od 11 do 45 nm dla greigitu [26]. 

Zhou i współpracownicy (2014) udowodnili wpływ warunków prowadzenia hodowli 

(wartość wykładnika stężenia jonów wodorowych, rodzaj oraz stężenia donora elektro-

nów oraz ilość dostępnego w układzie jonu siarczkowego) na proces krystalizacji 

siarczków żelaza. Warunki eksperymentalne obejmowały zakres pH od lekko 

kwaśnego (5,5) do zasadowego (9,5), różne stosunki ilościowe donora elektronów 
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jakim był mleczan do stężenia SO4
2-

 oraz różne stosunki stężeniowe Fe:SO4
2-

. 

Wielkość krystalitów otrzymanego w osadach makinawitu była najwyższa, gdy pH 

początkowe hodowli oscylowało w okolicy lekko kwaśnego (ok. 23,2 nm dla pH 6,5) 

w porównaniu do próbek o wyższych wartościach tego wykładnika (odpowiednio 4,4 

nm dla pH = 8,6). Wyższa wartość stosunku mleczan:SO4
2- 

wpłynęła
 
pozytywnie na 

rozmiar kryształów makinawitu, a w próbach gdzie iloraz ten był najwyższy 

odnotowano również obecność greigitu. Podobny trend wykazano dla stosunku 

Fe:SO4
2-

, im wyższa była jego wartość, tym dokumentowano większe rozmiary 

krystalitów [27]. 

Picard i współpracownicy (2018) również donoszą o kluczowej roli MRS polega-

jącej na dostarczeniu jonu S
2-

 niezbędnego dla procesu nukleacji siarczków żelaza. 

Praca ta wskazuje także na niebagatelną rolę komórek bakteryjnych i wytwarzanych 

pozakomórkowo EPS jako zarodków krystalizacji minerałów. Autorzy zwracają także 

uwagę na fakt, że wielkość i morfologia biogenicznych minerałów jest inna niż tych, 

które krystalizowały na drodze abiotycznej. W tym przypadku wyniki analizy XRD 

również potwierdziły obecność makinawitu, który po kilku miesiącach przetransfor-

mował w greigit, w hodowlach Desulfovibrio hydrothermalis AM13 [28].  

Obecność takich faz mineralnych, jak gips (CaSO4 · 2H2O), anhydryt (CaSO4) czy 

struwit (NH4)Mg[PO4] · 6 H2O), może być efektem składu chemicznego zastoso-

wanego podczas namnażania zmodyfikowanego podłoża Postgate’a C.  

Wyniki badań XRD wskazują, że stężenie jonów Fe (II) lub ich brak nie ma 

wpływu na rodzaj obecnych w osadach pohodowlanych faz mineralnych. 

5. Podsumowanie  

Sulfidogenne zespoły mikroorganizmów wyselekcjonowane z gleby zanieczysz-

czonej ropą naftową i metalami ciężkimi charakteryzowały się wysoką aktywnością 

metaboliczną. We wszystkich badanych hodowlach stwierdzono aktywną redukcję 

siarczanów (max. 62%) oraz biodegradację zastosowanych związków organicznych: 

mleczanu sodu (max. 58%) i etanolu na poziomie 48%.  

Dodatkowo we wszystkich hodowlach stwierdzono spadek stężenia żelaza (II) na 

maksymalnym poziomie 72%, nie stwierdzono zaś wzrostu stężenia żelaza (III). 

Wynik ten może wskazywać na fakt, że jeśli doszło do utleniania żelaza (II) do (III), to 

było ono szybko redukowane przez H2S powstający w procesie dysymilacyjnej 

redukcji siarczanów. Jednym z innych produktów tej reakcji jest siarka elementarna, 

której obecność w osadach pohodowlanych potwierdzają wyniki badań XRD. 

Aktywność MRS w badanych hodowlach przyczyniła się do powstawania, poza 

siarką elementarną, innych faz mineralnych jako produktów ich metabolizmu. Bardzo 

interesującym wynikiem jest uzyskanie w osadach pohodowlanych pochodzących  

z hodowli prowadzonych na zmodyfikowanym podłożu Postgate’a C, zarówno  

z dodatkiem mleczanu, jak i etanolu, węglanowych faz mineralnych, takich jak kalcyt 

czy rzadki vateryt. Wymienione minerały mogą powstawać w wyniku reakcji bioche-

micznych przeprowadzanych przez drobnoustroje, w tym mikroorganizmy redukujące 

siarczany [29].  
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Udział sulfidogennych zespołów mikroorganizmów w procesie powstawania 

żelazowych (II) faz mineralnych 

Streszczenie 

Celem badań było określenie wpływu aktywności bakterii cyklu siarkowego na proces powstawania 

żelazowych faz mineralnych. Przedmiot badań stanowiły sulfidogenne zespoły mikroorganizmów wyizo-

lowane z gleby zanieczyszczonej ropą naftową i metalami ciężkimi. Podczas selekcji mikroorganizmów 

z grupy bakterii redukujących siarczany (BRS) zastosowano zmodyfikowane podłoże Postgate’a C 

z mleczanem sodu lub etanolem, jako jedynymi źródłami węgla. Do prowadzonych hodowli dodawano 

FeCl2 w ilościach odpowiadających końcowemu stężeniu jonów żelaza 100-800 μg/ml. 

Stwierdzono aktywną redukcję jonów siarczanowych (VI) oraz biodegradację związków organicznych, 

wyrażającą się redukcją ChZT. Maksymalną redukcję siarczanów na poziomie 62% zanotowano  

w hodowli z mleczanem, jako jedynym źródłem węgla i jonami żelaza w stężeniu 400 μg/ml. Wyższą 

redukcję ChZT odnotowano w próbkach z mleczanem sodu w porównaniu do hodowli prowadzonych na 

etanolu. We wszystkich badanych hodowlach aktywność bakterii redukujących siarczany objawiała się 

wydzielaniem siarkowodoru i zaczernieniem podłoża. Dodatkowo stwierdzono znaczną redukcję stężenia 

jonów żelaza (II) przy jednoczesnym braku wzrostu stężenia jonów Fe (III). Wyniki analiz rentgeno-

graficznych sproszkowanych osadów pohodowlanych wykazały obecność węglanów (głównie kalcytu) 

oraz siarki elementarnej. Spadek stężenia jonów Fe (II) może wskazywać, że żelazo zostało zamknięte 

w trudno rozpuszczalnych fazach mineralnych. Wyniki XRD nie potwierdziły obecności siarczków, które 

stanowiłyby potencjalny produkt reakcji dysmilacyjnej redukcji siarczanów.  

Słowa kluczowe: dysymilacyjna redukcja siarczanów, biogeniczne fazy mineralne 
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The role of sulfidogenic microbial communities in the formation of iron (II) 

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. FeCl2 was added to the cultures in quantities corresponding to a final 

concentration of iron ions of 100-800 μg/ml. 

An active reduction of sulphate ions (VI) 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 μg/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 (II) ions was found with no 

increase in Fe (III) 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 (II) 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 

szczepów bakterii 

1. Wstęp 

Ziemska psychrosfera zajmuje około 90% obszarów wodnych i 70% terenów 

lądowych, z czego prawie 20% stanowi stale zamarznięta kriosfera. Jednym ze 

szczególnych regionów psychrosfery jest zlokalizowana na biegunie południowym 

Antarktyka. Obszar ten charakteryzuje się bardzo niskimi temperaturami, docho-

dzącymi nawet do -89°C, silnym promieniowaniem UV, deficytem substancji odżyw-

czych, obszarami o dużym zasoleniu, a co najważniejsze obniżoną presją antropo-

geniczną. Obszary Antarktyki zamieszkałe są przez odpowiednio zaadaptowane, 

zimnolubne organizmy, które wykształciły szereg cech adaptacyjnych umożliwiającym 

im przeżycie w trudnych warunkach [1]. Odpowiednie adaptacje obejmują, między 

innymi, modyfikacje: błon komórkowych, białek (w tym enzymów), czy wytwa-

rzanych metabolitów [2]. Zarówno obecność mikroorganizmów przystosowanych do 

ekstremalnych warunków środowiska, jak i ich wysoka bioróżnorodność zwiększają 

szansę na odkrycie innowacyjnych rozwiązań technologicznych i produktowych. 

Wiele enzymów, metabolitów oraz szczepionek bakteryjnych, działających wydajnie 

w niskich temperaturach, stanowi istotny element bioprospekcji i niesie potencjalne 

korzyści środowiskowe i ekonomiczne [3]. 

2. Bioróżnorodność Antarktyki 

Antarktyda jest najwyższym, najzimniejszym, najbardziej wietrznym i najbardziej 

suchym kontynentem na Ziemi, o powierzchni wolnej od lodu nieprzekraczającej 

0,3%. Obszary te stanowią przede wszystkim gleby, jeziora podlodowcowe, zbiorniki 

wodne ukryte wewnątrz skał, a także kriopegi, kriokonity i żyły solne (ang. brine 

veins) (rysunek 1) [4-6]. W tych wolnych od lodu przestrzeniach znajdują zimnolubne 

mikroorganizmy nazywane psychrotolerantami, psychrofilami lub kriofilami. Bakterie 

te zdolne są do wzrostu i reprodukcji w temperaturach osiągających nawet -17°C [6]. 

Poza odpornością na niską temperaturę, organizmy te przystosowane są najczęściej 

dodatkowo do niskiej wilgotności środowiska, stresu osmotycznego, częstych cykli 

zamarzania – rozmarzania, deficytu organicznych i nieorganicznych składników 

odżywczych oraz silnego promieniowania słonecznego [5]. 

Wytworzone w lodzie struktury tworzą z czasem specyficzne mikro-środowiska życia, 

dzięki czemu obszary wiecznej zmarzliny charakteryzują się stosunkowo dużą 

bioróżnorodnością. Przykładem takich struktur są kriopegi, które dzięki zawartym w 

nich dużym stężeniom soli obniżają punkt zamarzania wody i tym samym umożliwiają 

życie mikroorganizmom. Ponadto, komórki bakteryjne zasiedlają często górną warstwę 

wiecznej zmarzliny (ang. permafrost table), która stanowi granicę między warstwą 

                                                                
1 mstyczynski@biol.uw.edu.pl, Zakład Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydział Biologii, 
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czynną (obszarem okresowo odmarzającym), a właściwą wieczną zmarzliną. Przeni-

kająca, roztopiona woda przenika z warstwy aktywnej do wiecznej zmarzliny, 

dostarczając przy okazji m.in. substancje odżywcze. Innym przykładem są obecne  

w wiecznej zmarzlinie kliny lodowe, dzięki którym możliwa jest migracja bakterii  

z warstwy aktywnej do żył solnych (rysunek 1) obecnych w niższych warstwach lodu. 

Istotnym źródłem bioróżnorodności antarktycznej są również struktury nazywane 

kriokonitami. Powstają one wtedy, kiedy cząsteczka zdolna do akumulacji energii 

słonecznej znajdzie się na powierzchni lodu i prowadzi do roztopienia obszaru w jej 

otoczeniu. Warto podkreślić, że kriokonity są istotnym dla bakterii środowiskiem 

życia, zawierającym często wodę wraz z substancjami uwolnionymi z lodu i cząstek 

stałych [4].  

 
Rysunek 1. Bakterie wizualizowane mikroskopowo metodą DAPI w żyłach solnych 

a) kryształy lodu i żyły wypełnione solanką; b) kryształ lodu i kieszeń solna w żyle solnej;  

c) mikroorganizmy w kieszeni solnej wizualizowana metodą DAPI [7, 8] 

Istotnym zagadnieniem jest również obecność i wymiana substancji odżywczych 

we wspomnianych mikro-środowiskach życia. Przestrzenie te zawierają wysokie 

stężenia soli, a także niewielkie ilości egzopolimerów i cząstek stałych, których przepływ 

i stały dostęp możliwy jest dzięki obecnym tam gradientom stężeń i temperatur. Dzięki 

niewielkiej, ale możliwej wymianie gazów oraz cząstek stałych w tych przestrzeniach 

mogą występować zarówno bakterie tlenowe, jak i beztlenowe [9]. 

3. Bioprospekcja 

Terminem bioprospekcji określa się poszukiwanie nowych lub lepszych biodro-

duktów oraz procesów technologicznych mających swoje źródło w biologii (rysunek 

2). Kluczowym elementem badań związanych z bioprospekcją jest znalezienie miejsca 

o specyficznej bioróżnorodności. Organizmy izolowane z takich obszarów są poten-

cjalnym źródłem nowych bioproduktów i innowacji technologicznych [10]. Proces 

bioprospekcji podzielić można na kilka podstawowych etapów. Pierwszym z nich jest 

znalezienie źródła interesujących mikroorganizmów, następnie ich izolacja, optyma-
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lizacja warunków fizyko-chemicznych hodowli oraz ich opisanie. Następnym krokiem 

jest analiza bakterii i produkowanych przez nie bioproduktów. Ostatnim etapem udanej 

bioprospekcji jest wykorzystanie bakterii i ich bioproduktów w różnych dziedzinach 

przemysłu, rolnictwa, czy w medycynie [11]. Obecnie bioprospekcja bakterii zimno-

lubnych związana jest z poszukiwaniem nowych, aktywnych w niskich temperaturach 

enzym ów i ich zastosowaniu w szerokim zakresie procesów biotechnologicznych, 

a także jako odczynników laboratoryjnych w biologii molekularnej i badaniach me-

dycznych. Ponadto wysoce pożądane są nowe, aktywne biologicznie metabolity jako 

potencjalne biosurfaktanty, antybiotyki, leki przeciwnowotworowe, a także suplementy 

diety i dodatki do żywności. Jak wspomniano wyżej, poza produktami wytwarzanymi 

przez bakterie, bioprospekcja obejmuje również same organizmy oraz ich zastoso-

wanie w biotechnologii. Organizmy te mają ogromny potencjał w biotechnologii środo-

wiskowej, w tym między innymi w procesach bioremediacji skażonych terenów [12]. 

 
Rysunek 2. Schemat standardowego procesu bioprospekcji (opracowanie własne) 

4. Wybrane bioprodukty 

4.1. Enzymy 

Enzymy, które odpowiadają za katalizę większości reakcji biochemicznych  

w zimnolubnych bakteriach, musiały ulec licznym adaptacjom do optymalnego 

funkcjonowania w niskich temperaturach. Poznanie molekularnych aspektów adaptacji 

enzymów do funkcjonowania w zimnych środowiskach stanowi istotny element 

bioprospekcji zimnolubnych szczepów bakterii. Warto podkreślić, że psychrofilne 

enzymy posiadają cechy przydatne i pożądane w wielu procesach biotechnologicznych. 

Jest to między innymi wysoka specyficzność substratowa zarówno w niskich, jak 

i umiarkowanych temperaturach, a także możliwość skutecznej deaktywacji danego 

enzymu poprzez nieznaczne, (bezpiecznie dla termolabilnych procesów biotechnolog-

gicznych lub przemysłowych) podniesienie temperatury [2]. 

Przykładem zastosowania enzymów wytwarzanych przez organizmy zimnolubne to 

między innymi wykorzystanie proteaz, lipaz, czy glikozydaz jako dodatków do 
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detergentów w procesach pralniczych. Pozwala to na znaczne ograniczenie zużycia 

energii poprzez obniżenie temperatury prania. Co istotne, niższa temperatura lepiej 

wpływa na trwałość tkanin i kolorów. W fabrykach przemysłu tekstylnego często 

pojawiającym się problemem podczas produkcji ubrań bawełnianych jest pojawianie 

się wielu dodatkowych, zbędnych włókienek bawełnianych, które zmniejszają 

gładkość i wygląd finalnego produktu. Co więcej, efekt ten pogarsza się przy kolejnych 

praniach. Zastosowanie celulaz w odpowiednich, niskich temperaturach, daje możliwość 

usunięcia włókienek z tkanin, co zwiększa trwałość i jakość produktu. Ponadto, w tym 

wypadku, niska stabilność psychrofilnych celulaz jest dużą zaletą, ponieważ 

standardowe, mezofilne celulazy nie zawsze ulegają kompletnej dezaktywacji, przez co 

uszkadzane jest główne włókno tkaniny. Celulazy produkowane przez organizmy 

zimnolubne pozwalają na zmniejszenie stężenia stosowanych enzymów oraz nie 

wymagają wysokich temperatur do dezaktywacji, co przekłada się na odporniejsze 

ubrania. Jednym z największych sektorów przemysłowych wykorzystujących enzymy 

bakterii zimnolubnych jest przemysł spożywczy. W przemyśle mleczarskim, 

zastosowanie β-galaktozydazy działającej w niskiej temperaturze umożliwia usunięcie 

laktozy bez pozbawiania mleka istotnych wartości odżywczych. Ponadto, zwracając 

uwagę na fakt, że około 2/3 ludności na świecie nie toleruje laktozy jest to szczególnie 

istotne zastosowanie enzymów [2, 3, 9]. Innym przykładem jest zastosowanie zimno-

aktywnych pektynaz, które znacznie ułatwiają proces ekstrakcji soku z owoców 

zmniejszając ich lepkość. Ponadto pektynazy stosowane w niższych temperaturach 

poprawiają klarowność produktu, przy jednoczesnym zachowaniu walorów 

zdrowotnych owoców. Proteazy bakteryjne wykorzystywane są natomiast w przemyśle 

mięsnym do zmiękczania mięsa lub „peelingu” skór w przemyśle garbarskim. 

W przemyśle piekarskim amylazy, proteazy i ksylanazy przyspieszają i poprawiają 

jakość fermentacji, a także działają na skrobię, gluten i hemicelulazę kompensując 

stosunkowo niską aktywność enzymów w mące. Zastosowanie psychrofilnych 

enzymów może nieść korzyści nie tylko ze względu na ich wysoką aktywność, co 

przekłada się na mniejsze ilości stosowanych enzymów, ale także z powodu ich łatwej, 

termicznej deaktywacji. Jak wspomniano wyżej, na przykładzie celulaz w przemyśle 

tekstylnym, szybsza inaktywacja zmniejsza ryzyko zbyt długiej pracy enzymu. Jest to 

również przydatna cecha w biologii molekularnej. Warto podkreślić, że są to tylko 

pojedyncze przykłady zastosowań aktywnych w niskich temperaturach enzymów. 

Mogą być one również dobrą alternatywą dla enzymów mezofilnych w produkcji piwa, 

wina, sera, pasz dla zwierząt i wielu innych produktów [2, 3, 9]. Istotnym zagadnieniem 

jest wysoka aktywność katalityczna enzymów przy niskich zawartościach wody, co 

również jest cechą adaptacyjną organizmów antarktycznych. Enzymy wykazujące tego 

typu aktywności mogą być wykorzystywane do komercyjnej syntezy estrów, kwasów 

tłuszczowych, peptydów, oligosacharydów i innych substancji z substratów o niskiej 

rozpuszczalności w wodzie [2]. 

4.2. Białka zapobiegające zamarzaniu 

W odpowiedzi na naprzemienne zjawiska zamarzania i odmarzania wody  

w warunkach antarktycznych, wiele bakterii wytwarza specjalne białka wiążące lód 

(ang. Ice Binding Proteins), które charakteryzują się zdolnością do specyficznego 
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wiązania się z jedną lub wieloma płaszczyznami kryształów lodu. Do białek IBP 

należą białka zapobiegające zamarzaniu (AFP, ang. Antifreeze Proteins), które 

odpowiadają za kontrolę/zapobieganie tworzeniu kryształów lodu poprzez obniżenie 

punktu zamarzania bez zmiany temperatury topnienia. Różnica między temperaturą 

zamarzania a temperaturą topnienia określana jest jako luka termicznej histerezy  

i stosowana jest często jako wskaźnik aktywności AFP. Luka termicznej histerezy 

powstaje na skutek wiązania białek AFP z powierzchnią lodu, co prowadzi do 

wytworzenia mikro-wypukłej i niekorzystnej termodynamicznie powierzchni do 

wiązania cząsteczek wody. Białka AFP ograniczają również zjawiska rekrystalizacji 

kryształów lodu w błonach komórkowych, które są śmiertelne dla komórek. Mecha-

nizm polega na bezpośrednim zablokowaniu procesu rekrystalizacji lub redukcji 

napięcia powierzchniowego dzięki biosurfaktantom [13]. 

Białka zapobiegające zamarzaniu stosowane są w przemyśle spożywczym do 

lepszej konserwacji żywności podczas zamrażania. Ponadto pozwalają zachować 

gładką konsystencję lodów i jogurtów, poprawiają jakość mrożonego chleba, czy 

wręcz umożliwiają zamrożenie owoców i warzyw. Białka AFP wykorzystywane są 

również jako środki krioochronne i kriokonserwacyjne różnych materiałów 

biologicznych. Co więcej, niektóre AFP zdolne są do tworzenia mikroigieł, które 

stosowane w kriochirurgii mogą precyzyjnie niszczyć komórki, np. nowotworowe. 

AFP znajdują również zastosowanie w zmniejszaniu negatywnych skutków zamarzania 

upraw i ryb uprawianych w akwakulturach, w ograniczaniu tworzenia hydratów 

gazów, czy w przemyśle naftowym. Stosowane są również jako powłoki ograniczające 

zamarzanie np. na samolotach, liniach energetycznych i drogach [14]. 

4.3. Nienasycone kwasy tłuszczowe 

Adaptacja błon komórkowych bakterii do niskich temperatur związana jest między 

innymi z modyfikacjami składu kwasów tłuszczowych zawartych w dwuwarstwie 

lipidowej. Jedną z głównych strategii ochrony przed zimnem jest zwiększenie zawartości 

nienasyconych kwasów tłuszczowych, które modyfikują upakowanie i zmniejszają 

gęstość fosfolipidów w dwuwarstwie lipidowej. Prowadzi to do obniżenia temperatury 

przejścia z fazy płynnej do fazy żelowej błony komórkowej, dzięki czemu zachowuje 

ona swoja funkcjonalność nawet w bardzo niskich temperaturach [14]. 

Ważną grupą nienasyconych kwasów tłuszczowych stanowią długo-łańcuchowe 

wielonienasycone kwasy tłuszczowe (LC-PUFA, ang. Long-Chain Polyunsaturated 

Fatty Acids). Wykazano, że niektóre bakterie zimnolubne, szczególnie w niskich 

temperaturach, zdolne są do wytwarzania LC-PUFA, które zawierają ponad dwa-

dzieścia cząsteczek węgla i co najmniej 4 wiązania podwójne. Są to na przykład: 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 pełnią przede wszystkim funkcje 

przeciwutleniaczy i ochronne błony komórkowej. Ponadto tworzą silnie wiązania hydro-

fobowe w dwuwarstwie lipidowej, ograniczając wnikanie reaktywnych form tlenu do 

komórki. Długołańcuchowe wielonienasycone kwasy tłuszczowe nie są prawdopo-

dobnie bezpośrednią odpowiedzią komórki na drastyczne obniżenie temperatury, 

a raczej na pośrednio wynikający z ostrego klimatu stres oksydacyjny [13, 14]. 
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LC-PUFA posiadają duże wartości odżywcze i farmaceutyczne. Są składnikami 

neuronów, trombocytów, neutrofili, monocytów, a także występują w wysokich stęże-

niach w mózgu i siatkówce oka. Co ważne, są one również prekursorami cząsteczek 

biorących udział w sygnalizacji eikozanoidowej oraz neuroprzekaźników endokannabi-

noidowych. Ponadto regulują pracę układu sercowo-naczyniowego i odpornościowego, 

a także sprzyjają prawidłowej pracy mózgu i centralnego układu nerwowego.  

LC-PUFA, takie jak wspomniane wyżej DHA i ARA, zalecane są jako suplementy 

diety dla prawidłowego rozwoju niemowląt. Warto podkreślić, że głównym źródłem 

LC-PUFA są oleje rybne, ale problemy związane ze smakiem, alergią, a także wpływem 

na globalne zasoby ryb zmuszają do poszukiwań alternatywnych źródeł [14]. 

4.4. Zewnątrzkomórkowe substancje polimerowe 

Zewnątrzkomórkowe substancje polimerowe (EPS, ang. Extracellular Polymeric 

Substances) są to wielofunkcyjne kompleksy złożone z biopolimerów o dużej masie 

cząsteczkowej. Tworzą bardzo zróżnicowane struktury złożone głównie z węglowo-

danów (homo- lub heteropolisacharydów), a także z białek, kwasów nukleinowych, 

lipidów, związków aromatycznych, czy substancji humusowych. EPS produkowane 

zewnątrzkomórkowo pełnią funkcję macierzy zewnątrzkomórkowej w biofilmach 

bakteryjnych. Mają również ogromny wpływ na właściwości fizyko-chemiczne i biolo-

giczne środowiska życia bakterii. Ponadto biorą udział w przyłączaniu mikroorga-

nizmów do podłoża, wychwytywaniu składników odżywczych ze środowiska, a także 

w ochronie przed stresem osmotycznym i oksydacyjnym. Ważną funkcją EPS 

wytwarzanych przez bakterie zimnolubne jest ochrona przed zamarzaniem. Co istotne, 

bakterie przystosowane do zimna wytwarzają często większe ilości EPS wraz ze 

spadkiem temperatury. Uważa się, że uwodniona macierz EPS chroni bakterie przed 

niskimi temperaturami, poprzez wytworzenie powłoki przeciw-dyfuzyjnej wokół 

komórek, co również stanowi fizyczną barierę przed powstawaniem lodu. Zmniej-

szenie dyfuzji rozpuszczonych w EPS cząsteczek ogranicza stres osmotyczny i skutki 

zamarzania. Co więcej, żelowa struktura EPS i częsta obecność białek zapobiegających 

zamarzaniu (AFP) dodatkowo ograniczają możliwość powstania kryształów lodu. EPS 

są biodegradowalne, nietoksyczne, a także są potencjalnym źródłem biopolimerów. 

Macierz zewnątrzkomórkowa produkowana przez bakterie zimnolubne znalazła 

zastosowanie w przemyśle farmaceutycznym, spożywczym i kosmetycznym. 

W biotechnologii środowiskowej EPS stosowany jest jako źródło biosurfaktantów 

wiążących metale ciężkie i substancje organiczne. Ponadto EPS wykazują duży 

potencjał jako bioemulsyfikatory, czy nawet środki bioadhezyjne. W przemyśle 

spożywczym EPS stosowane są jako środki zagęszczające i emulgatory nadające 

żywności lepszą teksturę i stabilność. Wykazano również, że EPS mogą być wyko-

rzystywane w medycynie jako immunomodulujące antykoagulanty, substancje 

przeciwzapalne i przeciwutleniające. Mogą być również wykorzystane w inżynierii 

tkankowej [14, 15]. 
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4.5. Polihydroksyalkaniany 

Polihydroksyalkaniany (PHA) produkowane są przez bakterie w celu magazyno-

wania zapasowych źródeł węgla, azotu i energii. Ułatwiają one przeżycie komórkom 

w trudnych, antarktycznych warunkach środowiska, gdzie deficyt substancji odżyw-

czych i stres oksydacyjny są powszechnie spotykane. Ważną zaletą PHA jest to, że 

powstają z odnawialnych surowców naturalnych, takich jak np.: węglowodany, lipidy, 

alkohole, metan i dwutlenek węgla. Ponadto wykazują cechy znanych termoplastów 

i elastomerów, będąc przy tym w pełni biodegradowalnymi i bezpiecznymi dla 

środowiska polimerami [16, 17]. Cząsteczka PHA składa się z powtarzających się 

kolejno jednostek (monomerów) kwasów β-hydroksyalkanowych połączonych wiąza-

niem estrowym między grupą karboksylową jednego monomeru i grupą hydroksylową 

kolejnego monomeru. W zależności od długości łańcucha węglowego monomeru, 

polihydroksyalkaniany produkowane przez bakterie dzielone są na dwie grupy. 

Pierwsza grupa zawiera PHA krótko-łańcuchowe, posiadające od 3 do 5 cząsteczek 

węgla w monomerze. Najlepiej zbadanym przykładem jest polihydroksymaślan  

(4 cząsteczki węgla). Drugą grupą są średniej długości polimery, zawierające od 6 do 

16 cząsteczek węgla w strukturze monomeru [17]. PHA znalazły zastosowanie w wielu 

dziedzinach medycznych, np. w inżynierii tkankowej, jako bioimplanty, czy szwy. 

Ponadto wykorzystywane są w różnych syntezach chemicznych, jako biopaliwo lub 

biomateriały do opakowań. Co więcej, stwierdzono ich potencjał w rolnictwie jako 

środki promujące wzrost roślin [14]. 

4.6. Biosurfaktanty 

Jednym z mechanizmów pozwalającym przetrwać mikroorganizmom ekstremalne 

warunki środowiska są wysoce wyspecjalizowane błony komórkowe, których biosu-

faktanty są często integralną częścią i uczestniczą w ochronie przed niską temperaturą, 

wysokim zasoleniem oraz stresem osmotyczny [18]. Biosurfaktanty są to amfipatyczne 

substancje, które zmniejszają napięcie powierzchniowe i międzyfazowe cieczy. 

Charakterystyczna dla biosurfaktantów budowa, oparta na hydrofilowych i hydrofo-

bowych biegunach cząsteczek, pozwala na oddziaływania ciecz-olej i rozpuszczenie 

cząsteczek zarówno w rozpuszczalnikach organicznych (niepolarnych), jak i wodnych 

(polarnych). Biosurfaktanty, jako cząsteczki pochodzenia biologicz-nego, mają wiele 

zalet w porównaniu z syntetycznymi substancjami powierzchniowo czynnymi. 

Biologiczne surfaktanty są biodegradowalne, posiadają wyższy indeks emulsyfikacji 

(zdolność do pienienia) oraz mają niższą toksyczność. Ponadto mają większą tole-

rancję na zmiany fizyko-chemiczne, takie jak pH, temperatura, czy zasolenie. Są rów-

nież bardziej selektywne dla metali i związków organicznych, co czyni je metabolitami 

pożądanymi w procesach bioremediacyjnych. Co istotne, biosurfaktanty syntetyzować 

można z surowców odnawialnych [19].  

4.7. Barwniki karotenoidowe 

Mikroorganizmy zasiedlające Antarktykę rozwinęły odpowiednie mechanizmy, by 

przetrwać ekspozycję na silne promieniowanie słoneczne. Stres komórkowy związany 

z promieniowaniem UV prowadzi do wytwarzania wysoce reaktywnych form tlenu – 

wolnych rodników, które niszczą między innymi DNA, błony komórkowe, czy białka. 
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W celu ochrony przed wolnymi rodnikami mikroorganizmy wykształciły wydajne 

systemy naprawy DNA oraz wiele prewencyjnych mechanizmów zapobie-gających 

utlenianiu. Jedne z najbardziej powszechnych przeciwutleniaczy to syntetyzowane, 

również przez bakterie, barwniki karotenoidowe, które są jednocześnie jedną z 

najbardziej różnorodnych grup barwników naturalnych rozpowszechnionych  

w przyrodzie. Posiadają one w strukturze charakterystyczne wiązania izoprenoidowe, 

przez co wpływają na strukturę błon komórkowych i pełnią również funkcję krio-

protektantów [13, 20]. Warto podkreślić, że są one biodegradowalne i bezpieczne dla 

środowiska. Co więcej, jako suplementy diety dla ludzi są skutecznymi przeciwutle-

niaczami, pełnią funkcję pro-witaminy A, wpływają na poprawny wzrost rozwój, 

zdrowy wzrok i poprawnie działający układ odpornościowy. Ponadto karotenoidy 

stosowane są jako barwniki spożywcze, kosmetyki do pielęgnacji skóry, czy filtry 

przeciwsłoneczne [14]. Warto podkreślić, że pozyskanie bakterii zimnolubnych 

wytwarzających barwniki karotenoidowe daje szansę na znaczne ograniczenie kosztów 

wytwarzania tych barwników na skalę przemysłową [21]. 

5. Zastosowanie bakterii zimnolubnych w bioremediacji 

Antarktyka, mimo znikomej presji i obecności człowieka, nie jest wolna od 

zanieczyszczeń pochodzenia antropogenicznego. Rosnące skażenie Antarktyki stało się 

poważnym problemem, szczególnie po przełomowym, Międzynarodowym Roku 

Geofizycznym (1957-1958), po którym powstało wiele nowych stacji badawczych 

[22]. Obecność metali ciężkich oraz substancji ropopochodnych w obrębie placówek 

badawczych Antarktyki nie jest obojętna dla żyjących tam mikroorganizmów. Ze 

względu na duży deficyt biomasy organicznej, obecność ksenobiotyków stanowi dla 

bakterii potencjalne źródło energii i węgla, a co za tym idzie – wykształciły one 

zdolność do ich wykorzystywania [23, 24]. Bioprospekcja antarktycznych szczepów 

bakterii w celu znalezienia organizmów zdolnych do bioremediacji środowiska  

w niskiej temperaturze jest obiecującą alternatywą dla powszechnie stosowanych 

szczepów mezofilnych. Wykorzystanie mikroorganizmów zimnolubnych w celu 

ograniczenia skażenia środowiska wydaje się być optymistyczną alternatywą dla metod 

fizykochemicznych [2]. Często w procesach bioremediacyjnych stosuje się dwa różne 

podejścia: biostymulację, bazującą na dostarczaniu składników odżywczych do 

zanieczyszczonego środowiska i tym samym stymulowaniu aktywności metabolicznej 

rodzimych mikroorganizmów oraz bioaugmentację, która polega na wyhodowaniu  

i zaaplikowaniu egzogennych mikroorganizmów zdolnych przeprowadzać degradację 

zanieczyszczeń, które nie mogą być usunięte przez rdzenne populacje bakterii [25].  

W regionach o klimacie umiarkowanym występują duże wahania sezonowe tempe-

ratury, które zmniejszają lub kompletnie ograniczają skuteczność organizmów mezo-

filnych w bioremediacji [2]. Bioaugmentacja skażonych terenów szczepami bakterii 

zimnolubnych jest potencjalnym rozwiązaniem problemu niskiej temperatury 

i okresów przemarzania gleby. Jak wspomniano wyżej, Antarktyka mimo ekstremalnego 

klimatu posiada stosunkowo sporą bioróżnorodność. Naukowcy izolowali z tych 

rejonów zarówno bakterie żyjące tlenowo i beztlenowo [26]. W bioremediacji bakterie 

tlenowe stosowane są często ze względu na zdolności do rozkładu pestycydów 

i węglowodorów alifatycznych i aromatycznych (w tym wielopierścieniowych 
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węglowodorów aromatycznych; WWA). Większość z tych bakterii wykorzystuje 

zanieczyszczenia jako jedyne źródło węgla i energii, natomiast niektóre z nich 

ułatwiają bioremediację poprzez mobilizację zanieczyszczeń wytwarzanymi 

metabolitami [27, 28]. Istotne z punktu widzenia bioremediacji są również tlenowe 

bakterie metanowe, u których monooksygenaza metanowa pozwala na degradację 

szerokiego spektrum związków, w tym chlorowcopochodnych, takich jak trichlo-

roetylen, czy 1,2-dichloroetan. Z kolei bakterie beztlenowe wykazują duży potencjał 

w bioremediacji środowiska z polichlorowanych bifenyli (PCB), znajdujących się 

w osadach rzecznych, a także degradacji rozpuszczalników organicznych [28]. 

6. Podsumowanie 

Mikroorganizmy żyjące na Antarktyce rozwinęły szeroką gamę przystosowań do 

ekstremalnych warunków środowiska. Zarówno niska temperatura, jak i silne promie-

niowanie słoneczne oraz stres osmotyczny są istotnymi czynnikami prowadzącymi do 

powstania nowych adaptacji. Bioprospekcja bakterii żyjących w tak specyficznych 

warunkach stanowi potencjalnie ogromne źródło nowych bioproduktów i rozwiązań 

technologicznych. Co więcej, kolejne badania z wykorzystaniem nowoczesnych 

technologii pozwolą na lepsze poznanie nowych cech metabolicznych ich zastosowań. 

Warto podkreślić, że obecnie wiele bakterii zimnolubnych i wytwarzanych przez nie 

bioproduktów znalazło zastosowanie komercyjne, jednakże obfitość i różnorodność 

środowisk ekstremalnych jest ogromna i stanowi wciąż zachęcające pole do badań. 
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Bioprospekcja antarktycznych psychrotolerancyjnych szczepów bakterii 

Streszczenie 

Antarktyka jest jednym z ekstremalnych środowisk na świecie. Występują tam temperatury osiągające  

-89°C, silne promieniowanie UV, ograniczony dostęp substancji odżywczych, a także obszary  

o bardzo dużym zasoleniu. Mikroorganizmy występujące w tak ekstremalnych warunkach musiały 

wykształcić szereg cech adaptacyjnych, żeby przetrwać. W niniejszej pracy przedstawiono jak dużą 

bioróżnorodność kryje Antarktyka i dlaczego jest obiecującym obiektem badań. Określone zostały główne 

kroki udanej bioprospekcji nowych mikroorganizmów i ich bioproduktów. Ponadto przedstawiono 

przykłady zastosowań enzymów i metabolitów produkowanych przez bakterie zimnolubne, a także ich 

potencjał w biotechnologii środowiskowej. 

Słowa 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 wpływu składowania i utylizacji odpadów 

mikrobiologicznych na jakość powietrza oraz zdrowie 

pracowników laboratorium mikrobiologicznego 

1. Wprowadzenie  

Dotychczas przeprowadzone badania nad jakością mikrobiologiczną powietrza  

w środowisku zawodowym oraz pozazawodowym, wskazują, iż poziomy biolo-

gicznych zanieczyszczeń powietrza mogą negatywnie wpływać na zdrowie ludzi [1-5]. 

Jednym z rodzajów substancji szkodliwych obecnych w powietrzu wewnętrznym, na 

które narażeni są ludzie, stanowią tzw. bioaerozole, a ich liczba jest ważnym 

wskaźnikiem zanieczyszczenia atmosfery, zarówno w przestrzeni otwartej, jak  

i w pomieszczeniach zamkniętych.  

Termin „bioaerozol” definiujemy jako mieszaninę zarówno żywych, jak i martwych 

komórek mikroorganizmów (bakterii i grzybów), ich fragmentów oraz związków przez 

nie wytwarzanych (endotoksyn, mykotoksyn itd.). Cząstki bioaerozoli mogą być różnej 

wielkości. Przy czym, średnica komórek bakteryjnych wynosi od 1 do 2 µm, z kolei 

średnica grzybów mikroskopijnych (w zależności od gatunku) od 2 do 8 µm [1,6].  

W normalnych warunkach środowiskowych, czyli przy niskich stężeniach mikro-

organizmów, większość cząstek biologicznych nie stanowi zagrożenia zdrowotnego. 

Jednak część z nich może wykazywać właściwości chorobotwórcze, alergizujące lub 

toksyczne. Obecne w powietrzu bioaerozole mogą wywoływać szereg różnych chorób, 

przykładem może być zapalenie płuc, czy gruźlica wywoływane przez bakterie wnika-

jące do układu oddechowego. Bakterie i grzyby mikroskopijne mogą być przyczyną 

astmy, kataru siennego, zapalenia oskrzeli, zapalenia zatok i spojówek. Niebezpieczne 

dla zdrowia są także metabolity niektórych bakterii niepatogennych. Szczególne 

zagrożenie w tym zakresie stanowią bakterie Gram-ujemne ze względu na 

endotoksynę, która jest składnikiem ich ściany komórkowej [7-9].  

Szczególną grupą osób narażonych na aerozole biologiczne w środowisku pracy są 

pracownicy laboratoriów mikrobiologicznych. Praca mikrobiologa wymaga niezwykle 

dużej ostrożności, a także przestrzegania procedur badawczych oraz przepisów BHP. 

Bezpośrednie zagrożenie dla zdrowia pracowników laboratoriów mikrobiologicznych 

stanowią m.in. odpady mikrobiologiczne. Odpowiednia utylizacja, a także inaktywacja 

tychże odpadów ma wpływ na jakość powietrza wewnątrz laboratoriów.  

W celu zminimalizowania wystąpienia ryzyka mikrobiologicznego w laboratorium 

konieczne jest zapewnienie bezpiecznych warunków 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 Zakażeń (Center for Disease Control and Prevention, CDC) wydały 

przewodnik pod tytułem „Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”. 
                                                                
1 ewa.bragoszewska@polsl.pl, Katedra Technologii i Urządzeń Zagospodarowania Odpadów, Wydział 

Inżynierii Środowiska i Energetyki, Politechnika Śląska, www.polsl.pl. 

http://www.polsl.pl/
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Przewodnik ten do dziś uważany jest za podstawową referencję w opracowywaniu 

procedur bezpieczeństwa w laboratorium mikrobiologicznym [10].  

W oparciu o Rozporządzenie Ministra Zdrowia z dnia 22 kwietnia 2005 r.  

„w sprawie szkodliwych czynników biologicznych dla zdrowia w środowisku pracy 

oraz ochrony zdrowia pracowników zawodowo narażonych na te czynniki”, 

biologiczne czynniki szkodliwe można podzielić na 4 grupy w zależności od stopnia 

zagrożenia. Grupa 1: czynniki, przez które wywołanie chorób u ludzi jest mało praw-

dopodobne; grupa 2: czynniki, które mogą wywoływać chorobę u narażonych pracow-

ników, ale rozprzestrzenienie ich w populacji ludzkiej jest mało prawdopodobne 

i istnieją skuteczne metody profilaktyki oraz terapii wobec nich; grupa 3: czynniki, 

które mogą wywołać poważną chorobę, rozprzestrzenianie się ich jest bardzo prawdo-

podobne, ale zazwyczaj istnieją w stosunku do nich skuteczne metody profilaktyki 

i terapii; grupa 4: czynniki, które mogą wywoływać bardzo poważną chorobę, 

o wysokim stopniu śmiertelności, szybko rozprzestrzeniają się i brak jest wobec nich 

skutecznych metod profilaktyki i terapii [11]. 

Popularyzacja wiedzy i podnoszenie świadomości pracowników laboratoriów 

mikrobiologicznych stanowi istotny problem badawczy, a prowadzenie regularnego 

monitoringu poziomu stężeń obecnych w powietrzu pomieszczeń laboratoryjnych jest 

niezwykle istotne w celu prognozowania skutków zdrowotnych.  

2. Cel pracy 

Celem niniejszej pracy było oszacowanie stężenia oraz identyfikacja aerozolu 

bakteryjnego występującego w dwóch typach pomieszczeń laboratoryjnych, znaj-

dujących się w laboratorium mikrobiologicznym na terenie województwa śląskiego. 

W ramach niniejszej pracy zostały porównane wyniki analizy ilościowej i jakościowej 

aerozolu bakteryjnego obecnego w pomieszczeniu laboratoryjnym, gdzie wykonywane 

są standardowe analizy mikrobiologiczne, oraz w pomieszczeniu, gdzie składowane 

i utylizowane są odpady mikrobiologiczne. 

3. Metodyka badań 

Pomiary zostały przeprowadzone w okresie od 12 stycznia do 24 lutego 2019 r.  

w laboratorium mikrobiologicznym położonym w centrum Gliwic (50°17'37.1"N 

18°40'54.9"E).  

Próbki aerozolu bakteryjnego pobierane były w pomieszczeniu laboratoryjnym, 

gdzie wykonywane są standardowe badania mikrobiologiczne (POM 1) oraz  

w pomieszczeniu laboratoryjnym, gdzie składowane i utylizowane są odpady 

mikrobiologiczne (POM 2). 

Temperatura powietrza w badanych pomieszczeniach laboratoryjnych, w okresie 

pomiarowym, mieściła się między 19 a 22°C (średnia temp. to 20,5°C), a na zewnątrz 

od 8 do 11°C (średnia 10,2°C). Pomieszczenia laboratoryjne objęte pomiarami 

znajdują się w budynku oddanym do użytkowania w 2014 roku. Materiałami 

budowlanymi są stal, beton oraz szkło. Laboratoria wyposażone są w nowe meble oraz 

sprzęt laboratoryjny, na podłogach położone jest linoleum. 

Do poboru próbek wykorzystano sześciostopniowy impaktor typu Andersena 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), który składa się z sześciu nakła-
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danych na siebie segmentów/stopni (ze średnicami odcięcia: 7,0; 4,7; 3,3; 2,1; 1,1; 

0,65 μm). Na każdym poziomie impaktora umieszczano szalki Petriego wypełnione 

odpowiednim podłożem hodowlanym. Podłożem odpowiednim dla wzrostu bakterii 

był agar odżywczy TSA (Trypticasein Soy, LAB-AGAR™), do którego dodawano 

cykloheksymid (Cycloheximide Actidion 95%, ACROS Organics, New Jersey, USA) 

hamujący wzrost grzybów mikroskopijnych.  

Natężenie przepływu impaktora ustalone zostało zgodnie z zaleceniami na wartość 

28,3 dm³/min i było sprawdzane każdorazowo przed przystąpieniem do poboru próbek 

przy użyciu kalibrowanego rotametru. Przed rozpoczęciem każdego poboru oraz 

pomiędzy kolejnymi próbkowaniami, wnętrze urządzenia było każdorazowo 

przemywane preparatem dezynfekcyjnym Velox AF (MediSept, Polska). 

Pobór za pomocą impaktora Andersena trwał 10 minut. Jest to optymalny czas 

poboru, gdyż po dłuższym okresie następuje utwardzanie powierzchni agaru na skutek 

wysychania jego powierzchni, a to z kolei powoduje zaniżenie wyznaczonego stężenia 

aerozolu bakteryjnego [12]. 

Po pobraniu próbek szalki Petriego umieszczano w cieplarce laboratoryjnej 

(w temperaturze 36±1°C, przez 48 h). Po wyznaczonym czasie inkubacji zliczano 

wyrosłe kolonie i wyznaczono stężenie. Jako wyróżnik stężenia bioaerozolu przyjęto 

ilość wyrosłych kolonii na podłożach stałych, odniesioną do jednostki objętości 

powietrza, jtk/m³ (jednostki tworzące kolonie w 1m³ powietrza, ang. CFU/m³). 

W kolejnym etapie badań przeprowadzono wstępną identyfikację wyizolowanych 

szczepów bakterii w oparciu o analizę morfologiczną: makroskopową kolonii 

wyrosłych na podłożu agarowym oraz mikroskopową komórek barwionych metodą 

Grama z wykorzystaniem mikroskopu Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Oberkochen, 

Germany). Następnie badane szczepy bakterii różnicowano na podstawie ich własności 

metabolicznych, przy pomocy testów biochemicznych API. Posługiwano się także 

komputerowym systemem analizy APIweb, który umożliwił szybką interpretację 

testów API (bioMérieux, Marcy-l’Etoile, Francja) 

4. Wyniki badań 

4.1. Analiza ilościowa 

Uzyskane stężenia bakterii w badanym laboratorium mikrobiologicznym zesta-

wiono w tabeli nr 1. W pomieszczeniu laboratoryjnym, gdzie wykonywane są 

standardowe analizy mikrobiologiczne (POM 1), stężenie bakterii było na poziomie 

680 jtk/m³, natomiast w pomieszczeniu, w którym składuje się odpady mikrobio-

logiczne (POM 2), stężenie bakterii było prawie dwukrotnie wyższe i wynosiło  

1105 jtk/m³. Udział frakcji respirabilnej (cząstki biologiczne cząstek o średnicy 

< 4,7 µm) aerozolu bakteryjnego w POM 1 stanowił około 30%, natomiast w POM 2, 

udział frakcji respirabilnej stanowił ponad 45% całkowitego stężenia aerozolu 

bakteryjnego. 
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Tabela 1. Zakresy stężeń aerozolu bakteryjnego występującego w wybranych pomieszczeniach laboratorium 

mikrobiologicznego na terenie województwa śląskiego  

Źródło: Opracowanie własne 

4.2. Analiza jakościowa 

Identyfikacja bakterii wyizolowanych z powietrza pomieszczeń laboratoryjnych 
pozwala na dokonanie oceny potencjalnych zagrożeń zdrowotnych związanych z jego 
oddziaływaniem na osoby przebywające w tym środowisku. Jak wiadomo, inhalacja 
bioaerozoli może powodować wystąpienie szeregu niepożądanych symptomów ze 
strony układu oddechowego. Jest to zależne zarówno od natury, jak i rodzaju 
bioaerozolu, głębokości penetracji w układzie oddechowym, okoliczności, w których 
nastąpiła ekspozycja oraz zdolności samego organizmu do immunologicznej reakcji na 
dany antygen środowiskowy.  

Uzyskane wyniki analizy jakościowej aerozolu bakteryjnego wyizolowanego  
z powietrza badanego laboratorium mikrobiologicznego zestawiono w tabeli nr 2. 
Zaobserwowano, że w pomieszczeniu laboratoryjnym, w którym składowane  
i utylizowane są odpady mikrobiologiczne charakteryzowało się większą różnorod-
nością wyizolowanych bakterii (10 gatunków), w porównaniu do pomieszczenia, gdzie 
wykonywane są standardowe praktyki laboratoryjne (7 gatunków). Uzyskane wyniki 
wskazują, że w badanym środowisku wewnętrznym dominowały Gram-dodatnie 
ziarniaki co jest zgodne z innymi badaniami [9, 13-17]. 

Tabela 2. Jakościowa charakterystyka aerozolu bakteryjnego występującego w wybranych pomieszczeniach 
laboratorium mikrobiologicznego  

Zidentyfikowane rodzaje/gatunki 
wyizolowanych bakterii 

Udział procentowy bakterii (%) 
w stosunku do całości flory bakteryjnej 

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 

Pałeczki Gram-dodatnie tworzące endospory: 26 22 

Bacillus subtilis 11 9 

Bacillus cereus 15 11 

Miejsce poboru próbek 
Stężenie mikroorganizmów jtk/m3 

Całkowite Frakcji respirabilnej 

Pomieszczenie laboratoryjne, 
w którym wykonuje się standardowe 
badania mikrobiologiczne 

680 220 

Pomieszczenie laboratoryjne, 
w którym składowane 
i utylizowane są odpady 
mikrobiologiczne 

1105 510 
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Bacillus mycoides n.i. 2 

Pałeczki Gram-dodatnie niezarodnikujące: 23 19 

Corynebacterium auris 23 10 

Corynebacterium striatum n.i. 9 

Pałeczki Gram-ujemne: 2 5 

Pseudomonas sp. 2 5 

Źródło: Opracowanie własne, gdzie POM 1 – pomieszczenie laboratoryjne, w którym wykonuje się 
standardowe badania mikrobiologiczne; POM 2 – pomieszczenie laboratoryjne, w którym składowane  
i utylizowane są odpady mikrobiologiczne; n.i. nie zidentyfikowano 

Mikroorganizmy wyizolowane z powietrza badanych pomieszczeń laboratoryjnych 
(z wyjątkiem Pseudomonas sp.), nie zostały wymienione w wykazie szkodliwych 
czynników biologicznych [11]. Zatem wyizolowane bakterie należą do grupy 1, czyli 
grupy mikroorganizmów stanowiących niewielkie zagrożenie dla zdrowia osób stale 
przebywających w tego typu pomieszczeniach. Z kolei oznaczona w badanym 
laboratorium bakteria należąca do grupy bakterii pałeczek Gram-ujemnych (Pseudo-
monas sp.), w wykazie szkodliwych czynników biologicznych zaklasyfikowana została 
do grupy 2 (czynniki, które mogą wywoływać chorobę u narażonych pracowników, ale 
rozprzestrzenienie ich w populacji ludzkiej jest mało prawdopodobne i istnieją 
w stosunku do nich skuteczne metody profilaktyki oraz terapii) [11]. 

5. Podsumowanie i wnioski 

Na podstawie przeprowadzonych pomiarów stężeń bioaerozolu bakteryjnego  
w laboratorium mikrobiologicznym stwierdzono, że: 

 W pomieszczeniu laboratoryjnym, gdzie wykonywane są standardowe analizy 
mikrobiologiczne (POM 1), stężenie bakterii było na poziomie 680 jtk/m³, 
natomiast w pomieszczeniu składującym odpady mikrobiologiczne (POM II) 
stężenie bakterii było prawie dwukrotnie wyższe i wynosiło 1105 jtk/m³. 

 Udział frakcji respirabilnej aerozolu bakteryjnego w pomieszczeniu, gdzie 
wykonuje się analizy laboratoryjne stanowił około 30%, natomiast w pomiesz-
czeniu składującym i utylizującym odpady mikrobiologiczne udział frakcji 
respirabilnej stanowił ponad 45% całkowitego stężenia aerozolu bakteryjnego. 

 Przeprowadzona identyfikacja aerozolu bakteryjnego wykazała, że większa 
różnorodność gatunkowa wśród wyizolowanych bakterii występowała w pomiesz-
czeniu laboratoryjnym składującym i utylizującym odpady mikrobiologiczne. 

 Narażenie na bioaerozol występujący w badanych pomieszczeniach laboratoryjnych 
nie stanowi bezpośredniego zagrożenia dla zdrowia użytkowników. Jednakże 
długotrwała inhalacja mikroorganizmów może wywoływać negatywne skutki 
zdrowotne, szczególnie w grupie osób z przewlekłymi chorobami układu 
oddechowego. 

 Sposobem poprawy jakości mikrobiologicznej powietrza w badanych 
pomieszczeniach laboratoryjnych jest zapewnienie odpowiedniej wentylacji, 
intensywne wietrzenie pomieszczeń, a także przestrzeganie procedur badawczych 
oraz przepisów BHP przez personel laboratoryjny. 
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Podziękowania  

Praca została wykonana w ramach pracy statutowej finansowanej przez Wydział 

Inżynierii Środowiska i Energetyki Politechniki Śląskiej w Gliwicach. 
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Ocena wpływu składowania i utylizacji odpadów mikrobiologicznych na jakość 

powietrza oraz zdrowie pracowników laboratorium mikrobiologicznego 

Streszczenie 

Osoby zatrudnione w laboratoriach mikrobiologicznych stanowią grupę pracowników, która w sposób 

szczególny narażona jest na działanie szerokiego spektrum szkodliwych czynników biologicznych. Praca 

mikrobiologa wymaga niezwykle dużej ostrożności, a także przestrzegania procedur badawczych oraz 

przepisów BHP. Bezpośrednie zagrożenie dla zdrowia pracowników laboratoriów mikrobiologicznych 

stanowią m.in. odpady mikrobiologiczne. Odpowiednia utylizacja, a także inaktywacja tychże odpadów ma 

wpływ na jakość powietrza wewnątrz laboratoriów. Stąd też niezwykle istotne jest prowadzenie 

monitoringu jakości mikrobiologicznej powietrza w pomieszczeniach laboratoryjnych. W niniejszej pracy 

przedstawiono wyniki pomiarów stężeń zanieczyszczeń mikrobiologicznych powietrza w laboratorium 

składującym i utylizującym odpady mikrobiologiczne, znajdującym się na terenie województwa śląskiego. 

Próbki bioaerozoli pobierano przy użyciu 6-stopniowego impaktora Andersena, ze średnicami odcięcia 7.0, 

4.7, 3.3, 2.1, 1.1 i 0.65 µm (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Wykazano, iż narażenie na 

czynniki biologiczne nie stwarza bezpośredniego zagrożenia dla zdrowia pracowników badanego 

laboratorium, jednak długotrwała inhalacja aerozoli biologicznych w tym pomieszczeniu może spowo-

dować niekorzystne skutki zdrowotne, zwłaszcza u osób wrażliwych na tego typu zanieczyszczenia 

powietrza. W celu zapewnienia należytej jakości powietrza w analizowanym laboratorium niezbędna jest 

jego odpowiednia wentylacja oraz intensywne wietrzenie pomieszczenia. 

Słowa kluczowe: bioaerozol, aerozol bakteryjny, odpady mikrobiologiczne, jakość powietrza 

wewnętrznego 

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 μm (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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