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Wystepowanie metycylinoopornych Staphylococcus aureus
u dorostych pacjentow z objawami infekcji jamy ustnej

Prevalence of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
among adult patients with symptoms of oral infection

Ewa Kwapisz, Katarzyna Garbacz, Maria Wierzbowska, Mariola Krause

Zaktad Mikrobiologii Jamy Ustnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny, Gdansk

Najnowsze badania pokazuja, ze obecno$¢ metycylinoopornych S. aureus
nie ogranicza si¢ jedynie do nosa czy gardla. Skapa wiedza na temat roli
jaka odgrywa S. aureus w jamie ustnej powoduje brak stosownej diagno-
styki mikrobiologicznej i odpowiednich schemat6ow leczenia w stomatologii.
Niniejsza praca miala na celu okreslenie czesto$ci wystepowania oraz leko-
wrazliwos$ci metycylinoopornych S. aureus (MRSA) w jamie ustnej doro-
slych pacjentéw z objawami infekcji.

Stowa kluczowe: Staphylococcus aureus, metycylinoopornos¢, zakazenie jamy ustnej

ABSTRACT
Introduction: Despite the numerous studies on staphylococcal infections, relatively lit-
tle attention has been paid to the oral cavity as a reservoir of Staphylococcus aureus. The
aim of the study was to analyze the prevalence of S. aureus and their antibiotic resistance
among adult patients with symptoms of oral infection.
Materials and Methods: A total of 1560 oral specimens (tongue swabs, oral mucosal
swabs, angle of mouth and denture swabs) from 535 adult patients with oral infection were
studied. The materials were subcultured onto Columbia blood agar and Chapman agar
incubated at 37°C for 48 hours. The resistance of S. aureus isolates to antimicrobial agents
was determined by disk diffusion and interpreted according to the EUCAST. Suspected
methicillin-resistant S. aureus (MRSA) isolates were further examined for the presence of
modified PBP2a protein.
Results: For the period 2016-17, from 1560 oral specimens 188 (12,1%) S. aureus were
isolated, of which 28 (14,9%) isolates were resistant to methicillin. MRSA was isolated
more frequent from patients with denture. The most common oral specimen type from
which S. aureus was isolated was a tongue swab. The MRSA isolates showed resistance
to gentamicin (71,4%), tetracycline (42,8%), erythromycin (35,7%), clindamycin (28,6%),
ciprofloxacin (7%), and cotrimoxazol (7%).
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Conclusions: This study demonstrates that oral cavity in adult patients with symptoms of
infection may be reservoir of methicillin resistant S. aureus, and justifies microbiological
diagnostic and monitoring of staphylococcal colonization in dental treatment.

Key words: Staphylococcus aureus, methicillin-resistance, oral infection

WSTEP

Pomimo duzej liczby badan dotyczacych infekeji wywotanych przez Staphylococcus aureus
stosunkowo mato uwagi poswigca si¢ jamie ustnej jako niszy kolonizowanej przez t¢ bakterie.
Gronkowce ztociste moga by¢ izolowane ze zlogéw nazgbnych, dzigset w stanie zapalnym,
katow ust, z ropni okotowierzchotkowych, a takze z zakazen wokot implantow (9,16). Pomimo
tego traktuje si¢ je jako sktadnik flory przejsciowej. Zdecydowany niedostatek wiedzy na temat
roli jakg odgrywa S. aureus u ludzi zdrowych i ze schorzeniami jamy ustnej powoduje, ze jego
udzial bywa niekiedy pomijany. Najnowsze badania pokazuja, ze monitorowanie obecnosci
S. aureus w jamie ustnej jest istotne nie tylko ze wzgledu na trafne okreslenie etiologii schorze-
nia, ale réwniez ze wzgledu na ryzyko rozprzestrzeniania si¢ szczepow o wysokiej opornosci na
antybiotyki, w tym na metycyling (MRSA). Okazuje si¢, ze wystgpowanie MRSA w jamie ust-
nej moze by¢ czestsze niz w nosogardzieli czy na skorze, a jego eradykacja bardziej utrudniona
(13). W zwiazku z tym jama ustna bywa nie tylko zrodlem wysiewu MRSA do innych miejsc
W organizmie, ale moze by¢ réwniez rezerwuarem zakazen krzyzowych pomiedzy personelem
1 pacjentami. Wiedza na temat obecnosci MRSA w jamie ustnej daje mozliwo$¢ skutecznego
zapobiegania szerzeniu si¢ tego zakazenia zardowno w §rodowisku szpitalnym jaki i poza nim.
Celem pracy bylo okreslenie czgstosci wystgpowania oraz ocena lekowrazliwo$ci me-
tycylinoopornych S. aureus (MRSA) w materiatach pochodzacych od dorostych pacjentow
z objawami infekcji jamy ustne;j.

MATERIAL I METODY

Badanie przeprowadzono w latach 2016-2017 na 1560 materiatach pochodzacych od
535 dorostych 0sob z objawami infekcji jamy ustnej. Pacjenci uskarzali si¢ na dolegliwosci
zwigzane z suchoscia, zaczerwienieniem, pieczeniem i obrzgkiem w jamie ustnej oraz nie-
kiedy zaburzeniami smaku. Material stanowily wymazy z zapalnie zmienionej btony $luzo-
wej jamy ustnej, grzbietowej powierzchni jezyka, katow ust, dodatkowo wymazy z protezy
u 0sob je uzytkujacych. Pobrane materiaty posiewano na podtoza Columbia agar i Chapman
Agar (bioMerieux) i inkubowano w temp. 37°C przez 48h. Drobnoustroje identyfikowano za
pomoca testow PASTOREX™STAPH-PLUS (BIO-RAD) oraz biochemicznych API ID32
STAPH (bioMerieux). Do oceny antybiotykowrazliwo$ci zastosowano metod¢ krazkowo-
-dyfuzyjna na podtozu Mueller-Hinton agar. Interpretacje wynikéw prowadzono zgodnie
z rekomendacjami EUCAST (4). Uzyto nastepujacych antybiotykow: cefoksytyna (30ng),
erytromycyna (15ug), ciprofloksacyna (5ug), klindamycyna (2png), chloramfenikol (30png),
tetracyklina (30pg), gentamycyna (10pug), kotrimoksazol (sulfametoksazol+trimetoprim
1.25/23,75ug) i wankomycyna (E-test) (Becton, Dickinson and Company). Szczepy opor-
ne na cefoksytyn¢ posiewano na podloze chromogenne z oksacyling (Oxacillin Resistance
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Screening Agar Base Oxoid). Dodatkowo oporno$¢ na oksacyling (MRSA) potwierdzono
testem lateksowym, wykrywajac zmodyfikowane biatka PBP2a (PBP2 TEST KIT Oxoid).

WYNIKI

Sposrod 1560 badanych probek materiatlu wyizolowano 188 S. aureus, co stanowito 12,1%.
Probki pochodzity od 535 dorostych osob, ktorych srednia wieku wynosita 57 lat; u 84 (15,7%)
z nich znaleziono S. aureus. Sposrod 188 izolatow 28 (14,9%) stanowity metycylinooporne
gronkowce ztociste (MRSA). S. aureus czgsciej izolowano od pacjentéw z proteza, w szczegdl-
nosci szczepy metycylinooporne, ktére ponad 2-krotnie czgsciej odnotowano w tej grupie (22
MRSA na 326 pacjentéw) niz u pacjentéw bez protezy (6 MRSA na 209 pacjentoéw) (Tabela I).

Tabela I. Wystepowanie S. aureus w jamie ustnej dorostych pacjentow z objawami infekcji

Pacjenci Liczba pacjentéw 59 iiizr; MRSA MSSA
Z proteza 326 119 22 97
Bez protezy 209 69 6 63
Ogotem 535 188 28 160

MRSA methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MSSA methicillin-sensitive Staphylococcus aureus

Analizujac czgstos$¢ izolacji S. aureus w odniesieniu do rodzaju badanego materiatu
mozna zauwazyc¢, ze u 31% byl on obecny w kazdym materiale pobranym od pacjenta,
u 23% wylacznie w wymazie z jezyka, u 15 % wytacznie w wymazie z blon §luzowych,
u 5,5% wytacznie na protezie, a jedynie u 3,3% wylacznie w wymazie z katow ust. Ogoétem
S. aureus, w tym MRSA najczgsciej byt izolowany z jezyka.

Wigkszos¢ wyizolowanych gronkowcow okazata si¢ oporna na gentamycyne, a wraz-
liwa na inne badane antybiotyki. Oporno§¢ MRSA najczesciej dotyczyta: gentamycyny
(71%), tetracykliny (43%), erytromycyny (36%) i klindamycyny (29%). Izolaty MRSA az
w 50% byty wielolekooporne (opornos¢ na trzy i wigcej grup antybiotykow), w odréznie-
niu od szczepoéw MSSA (13%) (Tabela II).

Tabela II. Lekooporno$¢ izolatow S. aureus pochodzacych z jamy ustnej dorostych pacjentéw
z objawami infekcji

Antybiotyk MRSA % MSSA % Ogoétem S. aureus %
(n=28) (n=160) (n=188)
gentamycyna 71,4 (20) 68,8 (110) 69,1 (130)
tetracyklina 42,8 (12) 38,8 (62) 39,4 (74)
erytromycyna 35,7(10) 14,4 (23) 17,5 (33)
klindamycyna 28,6 (8) 5(8) 8,5 (16)
chloramfenikol 14,3 (4) 5(8) 6,4 (12)
ciprofloksacyna 7,1 (2) 0 1,1 (2)
kotrimoksazol 7,1 (2) 2,5 (4) 3,2 (6)
wankomycyna 0 0 0
MDR 50 (14) 13 (21) 18,6 (35)

MRSA methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MSSA methicillin-sensitive Staphylococcus
aureus, MDR multidrug resistant
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DYSKUSJA

Czestos¢ wystepowania S. aureus w jamie ustnej rézni si¢ w zaleznosci od badanej
grupy. Wydaje sig, ze jest ona wyzsza u matych dzieci (1-5 lat) niz u dorostych i moze wy-
nosi¢ od 33% do 64% (5, 10). Okreslony przez nas odsetek u ludzi dorostych jest zblizony
do tego notowanego ostatnio przez innych autoréw. Zaréwno McCormack i wsp. (9) bada-
jacy pacjentow z infekcja jak i Koukos 1 wsp. (7) badajacy ludzi zdrowych i z chorobami
przyzgbia okreslit go na okoto 18%.

U ludzi starszych zauwaza si¢ tendencj¢ do wzrostu czgstosci izolacji S. aureus (14).
Trudno jednoznacznie oceni¢ czy ma to jedynie zwigzek z wiekiem i uwarunkowanymi
tym zmianami w organizmie czy jest skutkiem uzywania protez. W naszych badaniach,
podobnie jak Lewis 1 wsp. zauwazyliSmy czgstsze wystepowanie S. aureus u ludzi uzywa-
jacych protezy (8).

Czestsze wystepowanie S. aureus w jamie ustnej notuje si¢ tez u pacjentéw z biatacz-
ka, z reuamtoidalnym zapaleniem stawow oraz zywionych pozajelitowo. Grupa narazong
na gronkowcowe infekcje jamy ustnej sa tez osoby z ustng postacig choroby Crohna oraz
z ograniczonym wydzielaniem §liny (kserostomia) (2, 12).

Szczepy gronkowcow ztocistych opornych na metycyling byly dotad najczesciej izo-
lowane w $rodowisku szpitalnym, a wewnatrzszpitalna transmisja HA-MRSA (hospital
acquired MRSA) migdzy ludzmi byla uwazana za gléwna droge rozprzestrzeniania si¢
patogenu. Jednak w ostatnim czasie zaobserwowano wzrost czestosci zakazenh MRSA nie
zwigzanych ze $rodowiskiem szpitalnym tzw. CA-MRSA (community-acquried MRSA),
majacych miejsce w domach opieki, osrodkach zdrowia, przedszkolach czy szkotach (3,
11). Skutecznym sposobem zapobiegania szczerzeniu si¢ infekcji MRSA jest monitoro-
wanie kolonizacji pacjentéw poddawanych leczeniu, w tym réwniez leczeniu stomatolo-
gicznemu. Opisano bowiem przypadki krzyzowych infekcji szczepami MRSA od lekarzy
stomatologéw do pacjentdw i odwrotnie (14).

Uzyskana przez nas czg¢stos¢ wystepowania MRSA w jamie ustnej jest zblizona, do tej
podawanej w najnowszej literaturze, od zera do kilkunastu procent (8, 9, 14). Wydaje si¢, ze
zalezy ona od struktury badanej populacji i przedziatu czasowego badan. Kukos i wsp. (7)
poréwnujacy grupe ludzi zdrowych z grupg z chorobami przyzebia nie stwierdzit zadnego
przypadku izolacji MRSA. Natomiast trzyletnie badania Smith i wsp. (14) wykazaly obec-
no$¢ MRSA w jamie ustnej u 6% pacjentdw, gtdwnie tych powyzej 70 roku zycia i miesz-
kajacych w domach opieki i hospicjach. Jeszcze wyzsze odsetki odnotowal McCormack
i wsp. (9) na podstawie dziesigcioletniej retrospektywnej analizy wynikow posiewow 1oz-
nych materiatow z jamy ustnej, a takze Lewis 1 wsp. (8) badajacy kolonizacj¢ protez den-
tystycznych na 100-osobowej grupie pacjentdow szpitalnych.

Wydaje sie, ze czgsto$¢ izolacji MRSA zalezy réwniez od rodzaju materiatu pobra-
nego z jamy ustnej. Zarowno McCormack i wsp. jak i Smith 1 wsp. odnotowali, ze izolaty
MRSA najcze$ciej pochodzily z wymazow z jezyka (9,14), co by¢ moze wynika z réznic
w receptorach powierzchniowych w komorkach nablonkéw réznych miejsc jamy ustne;j.
W naszych badaniach réwniez stwierdziliSmy najczestszg izolacj¢ MRSA z jezyka, ale nie
zauwazyliSmy réznicy w odniesieniu do MSSA.

Zarowno McCornack jak 1 Smith zauwazyli, ze takie objawy jak rumien, obrzgk, bol
i pieczenie czgsciej dotyczyly infekceji wywotanej szczepami MRSA niz MSSA, co moze
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mie¢ zwiazek z duzym potencjatem toksynotworczym tych szczepow. Miyake i wsp. (10)
stwierdzil, ze szczepy S. aureus z jamy ustnej wytwarzaja rézne egzotoksyny, w tym eks-
foliatyng i TSST-1, ktore moga zaostrzaé przebieg zakazenia.

Wyizolowane w niniejszej pracy MRSA byly najczesciej oporne na gentamycyne
(71%), natomiast najrzadziej oporne na ciprofloksacyne i kotrimoksazol. Wszystkie izo-
laty byty wrazliwe na wankomycyne. Podobne wyniki przestawit Kim i wsp. (6) badajacy
gronkowce zlociste wyizolowane z jamy ustnej osob z zapaleniem dzigsel.

Jak podaje Waksmarnska i wsp. (15) oraz Gade i wsp. (1) opornos¢ MRSA na aminogli-
kozydy jest czestym zjawiskiem w Srodowisku szpitalnym, z ktoérego jednak nasze izolaty
nie pochodzity. Mozna przypuszczaé, iz byly to najprawdopodobniej izolaty CA-MRSA,
wymaga to jednak dalszych badan.

WNIOSKI

Niniejsza praca pokazuje, ze jama ustna dorostych ludzi z objawami infekcji moze by¢
nie tylko rezerwuarem gronkowca ztocistego, ale réwniez izolatdow metycylinoopornych,
co uzasadnia potrzebe diagnostyki mikrobiologicznej i monitorowania kolonizacji S. au-
reus w stomatologii.
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Przeciwbakteryjna aktywnos¢ protegryny-1
w stosunku do szczepow Staphylococcus pseudintermedius
1 Staphylococcus aureus pochodzacych od zwierzat

Antibacterial activity of protegrin-1 against Staphylococcus
pseudintermedius and Staphylococcus aureus
strains isolated from animals

Malgorzata Jarosiewicz', Katarzyna Garbacz', Wojciech Kamysz’

'Zaktad Mikrobiologii Jamy Ustnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny, Gdansk
*Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny, Gdansk

Szerzaca si¢ obecnie lekoopornos¢ gronkowcow wywolujacych infekceje za-
réwno u ludzi jak i zwierzat oraz mozliwos¢ ich transmisji stanowi $wia-
towy problem zdrowia publicznego. Trwaja poszukiwania alternatywnych
zwiazkéw przeciwbakteryjnych, dobrym kandydatem wydaja si¢ by¢ pep-
tydy przeciwdrobnoustrojowe. Niniejsza praca miala na celu okreslenie ak-
tywnosci przeciwbakteryjnej protegryny-1 wobec szczepéw Staphylococcus
pseudintermedius i Staphylococcus aureus pochodzacych od zwierzat.

Stowa kluczowe: protegryna-1, PG-1, peptydy przeciwdrobnoustrojowe, AMPs, S. pseu-
dintermedius, S. aureus

ABSTRACT

Introduction: The bacterial resistance to the most clinically available antimicrobial agents has
increased significantly. Frequent use of antibiotics in treatment and prevention of staphylococ-
cal infections results in emerging antibiotic resistance of human and animal isolates. The resist-
ance threat demands an increased effort to search for alternative chemotherapeutic compounds
with new mechanisms of action. A good candidate for alternatice to classical antibiotics seems
to be naturally produced in all living organisms antimicrobial peptides (AMPs). The aim of the
study was to analyze the in vitro activity of antimicrobial peptide protegrin-1 (PG-1) against
S. aureus and S. pseudintermedius strains isolated from animal infections.

Materials and methods: The susceptibility of staphylococci strains to antibiotics was
tested with the disk diffusion method in line with the EUCAST standards. Protegrin-1 was
synthesized by Fmoc method, purified by SPE (Solid-Phase Extraction) or HPLC (High-
Performance Liquid Chromatography) and analyzed by mass spectrometry MALDI-TOF
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(Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry). The ac-
tivity of protegrin-1 was examined using the broth dilution method in line with the Clinical
Laboratory Standards Insitute (CLSI) guidelines to designated MIC (Minimal inhibitory
concentrations) and MBC (Minimal Bactericidal Concentration) values.

Results: Investigated S. aureus and S. pseudintermedius isolates were susceptible to prote-
grin-1. MIC, and MIC, for S. pseudintermedius equaled respectively 2 pg/mL and 4 pg/
mL, while for S. aureus equaled 8 pg/mL and 32 pg/mL. All investigated strains S. aureus
had MBC values the same as MICs. Whereas S. pseudintermedius strains had MBC values
higher by one rank of MICs measure.

Conclusions: Investigated animal staphylococci strains were susceptible to natural antimi-
crobial peptide protegrin-1. The activity of PG-1 was irrespective of staphylococcal anti-
biotic resistance.

Key words: protegrin-1, PG-1, antimicrobial peptides, AMPs, Staphylococcus pseudinter-
medius, Staphylococcus aureus

WSTEP

Transmisja patogendéw pomiedzy ludzmi i zwierzetami jest zjawiskiem powszechnym.
Jedynie okoto 3% drobnoustrojow ma rezerwuary wytacznie ludzkie. Gronkowce sa bak-
teriami, ktdre w toku ewolucji nabyty zdolno$¢ przelamywania barier migdzygatunkowych
i zakazania zaré6wno ludzi jak i zwierzat (8). Dlatego jednoznaczne rozgraniczenie gron-
kowcow na gatunki zakazajace wytacznie ludzi lub zwierzeta moze by¢ niekiedy utrudnio-
ne. Staphylococcus aureus jest gatunkiem patogennym gtownie dla ludzi, ale moze zaka-
za¢ rdwniez psy, koty oraz wiele innych zwierzat. Uwaza si¢, ze kolonizacja psow przez
S. aureus ma miejsce poprzez kontakt z czlowiekiem. Staphylococcus pseudintermedius
(niegdy$ S. intermedius) kolonizuje gtownie psy, ale rowniez ich wtascicieli (8, 14). No-
sicielstwo zwierzgcych gronkowcow jest szczegdlnie niebezpieczne dla oséb z obnizong
odpornoscia. S. pseudintermedius byt izolowany od ludzi z przypadkoéw infekcyjnego za-
palenia wsierdzia, opon mézgowo rdzeniowych, ptuc oraz zatok przynosowych (14).

Istotny problem w medycynie i weterynarii stanowig gronkowcowe infekcje wywotane
przez szczepy oporne na antybiotyki. Alarmujaco rosngca oporno$¢ zardwno wsrdd S. aureus
jak i S. pseudintermedius niekiedy ogranicza mozliwosci terapeutyczne i niesie ryzyko trans-
feru genéw lekoopornosci pomiedzy gronkowcami bytujacymi u ludzi i zwierzat. Dotyczy
to w szczegdlnosci zakazen szczepami metycylinoopornymi, MRSP (Methicillin Resistant
S. pseudintermedius) i MRSA (Methicillin Resistant S. aureus) (6, 13, 19). Sktania to do poszu-
kiwania nowych preparatéw przeciwbakteryjnych. Dobrym kandydatem wydaja si¢ by¢ pepty-
dy przeciwdrobnoustrojowe (ang. AMPs — antimicrobial peptides), wytwarzane powszechnie
przez organizmy zywe jako element odpornosci nieswoistej. Ich zaletg jest szerokie spektrum
dzialania, szybki efekt bakteriobdjczy i niska toksyczno$¢. Ze wzgledu na odmienny mecha-
nizm dziatania w poréwnaniu do klasycznych antybiotykow istnieje tez niewielkie ryzyko wy-
ksztalcenia opornosci. Z tego wzgledu trwaja intensywne badania wielu zespoléw na catym
$wiecie nad mozliwoscig stosowania ich w terapii zakazen gronkowcowych (16).
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Celem pracy byto okreslenie warto$ci MIC i MBC protegryny-1 dla szczepdéw gron-
kowcow S. pseudintermedius 1 S. aureus wyizolowanych z zakazen u zwierzat.

MATERIAL I METODY

Badaniami objeto 47 szczepow S. pseudintermedius 1 6 szczepow S. aureus wyizolo-
wanych ze zmian skérnych od psow i kotéw, leczonych w 12 gabinetach na terenie woje-
wodztwa pomorskiego. Kazdy szczep gronkowca pochodzit od innego zwierzecia. Pobrany
materiat posiewano na podtoze Columbia i Chapman agar (Graso Biotech, Starogard Gdan-
ski, Polska). Genomowe DNA izolowano przy uzyciu zestawu Genomic Mini AX Bacteria
(A&A Biotechnology, Gdynia, Polska). Identyfikacje gronkowcow prowadzono w oparciu
o detekcje genu gatunkowo specyficznej termostabilnej nukleazy (nuc) metoda PCR (4).
Identyfikacje gatunku S. pseudintemedius wykonano w oparciu o polimorfizm fragmentow
restrykcyjnych zmiennego fragmentu genu acetylotransferazy fosforanowej (pfa) metoda
PCR-RFLP, z uzyciem enzymu Mbol (1, 4, 12). Wrazliwo$¢ gronkowcdw na antybiotyki
okreslono metoda dyfuzyjno-krazkowa zgodnie z EUCAST (10). W celu okreslenia mety-
cylinoopornosci wykrywano gen mecA (5). Uzyto nastgpujacych szczepdw wzorcowych:
S. intermedius PCM 2405, S. aureus ATCC 6538 oraz S. aureus ATCC 43300.

Protegryna-1 zostata zsyntezowana na statym no$niku polimerowym z zastosowaniem
metody Fmoc i oczyszczona za pomoca ekstrakeji do fazy statej (SPE) lub wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC) metoda gradientowg w ukladzie faz woda-acetonitryl.
Czysto$¢ peptydu potwierdzono analiza HPLC, a tozsamos¢ spektrometrycznie metoda
jonizacyjnej desorpcji laserowej na matrycy (MALDI-TOF) (23).

Aktywnos¢ protegryny-1 byta badana metoda seryjnych rozcienczen w bulionie Mu-
eller-Hinton II Broth (BLT Sp. z o.0., £4dz, Polska) na 96-dotkowych ptytkach mikro-
titracyjnych (SciencePlast Sp. z. o. 0., Gdansk, Polska) zgodnie ze standardem Clinical
Laboratory Standars Institute (CLSI) (9). Dla szczepow S. pseudintermedius uzyto stezen
peptydu od 0,5 pg/ml do 16 pg/ml, a dla szczepow S. aureus - od 1 pg/ml do 64 pg/ml.
Bulion z peptydem zaszczepiano 15 ul inokulum bakterii o gestosci 5 x 10° CFU/ml. Ptytki
inkubowano przez 20h w temperaturze 37°C. Wartos¢ MIC (Minimal Inhibitory Concen-
tration) okres$lono jako najnizsze stezenie peptydu, w ktéorym nie obserwowano wzrostu
bakterii. Wartosci MBC (Mininal Bactericidal Concentration) okreslano wysiewajac ze
studzienek z warto$cig MIC i wyzsza 10 pl proby na podtoze Triptic Soy Broth (TSB, BD
Difco, USA) i inkubujac w 37°C przez 48h.

WYNIKI

Protegryna-1 wykazywata aktywno$¢ bakteriostatyczng i bakteriobdjcza wobec
wszystkich badanych gronkowcow. Wartosci MIC dla S. pseudintermedius miescity si¢
w zakresie 2 pg/ml - 8 pg/ml, a dla S. aureus w zakresie 8 pg/ml - 32 pg/ml. MIC, S. pseu-
dintermedius wynosit 2 ng/ml, MIC 4 pg/ml, podczas gdy dla S. aureus byly to odpo-
wiednio wartosci 8 pg/ml i 32 pg/ml. Efekt bakteriobdjczy zostat osiggnigty w stezeniach:
4 pg/ml (MBC,, 8 pg/ml (MBC,) dla S. pseudintermedius oraz 8 pg/ml i 32 pg/ml dla
S. aureus. Wszystkie szczepy S. aureus miaty jednakowe wartosci MIC i MBC, natomiast
u S. pseudintermedius wartosci MBC byty o jeden rzad wyzsze niz MIC (Tabela I).
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Tabela I. Wartosci MIC i MCB (ug/ml) protegryny-1 dla szczepdw S. aureus i
S. pseudintermedius.

Gatunek MIC, = | MIC, | MIC, | MBC,_ | MBC, | MBC
S. pseudintermedius 2-8 2 4 2-8 4 8
S. aureus 832 8 32 8§—-32 8 32

Badane szczepy obu gatunkow gronkowcow byly oporne na klindamycyng (42%),
erytromycyne (40%), penicyling (31%), tetracykling (28%), chloramfenikol (28%), netyl-
mycyn¢ (25%), kotrimoksazol (23%), streptomycyne (21%), gentamycyne (10%), cipro-
floksacyne (6%), doksycykling (6%), kwas fusydowy (6%). W badanej puli nie wystepo-
waly szczepy oporne na metycyling. Dominowaly szczepy wielolekooporne (oporne na 3
1 wigcej antybiotykow z roznych grup), ktore stanowity az 45%. Nie zauwazono istotnych
roéznic w wartosciach MIC 1 MBC pomigdzy szczepami opornymi na mniejsza i wigksza
liczbe antybiotykow (Tabela II).

Tabela II. Srednie wartosci MIC i MBC (ug/ml) protegryny-1 w odniesieniu do
antybiotykoopornosci obu badanych gatunkéw gronkowcow.

Wrazliwos¢ na antybiotyki HOSC, MIC_ . MBC,_ .
SZCZepOW sredni sredni

wrazliwe 23% 4,5 4,7
oporne na | antybiotyk 21% 6,1 6,1
oporne na 2 antybiotyki 11% 3 3,7
oporne na 3 i wigcej antybiotykow 45% 383 495
(wielolekooporne), w tym na: ’ ’

L antybiotyki 15% . 425 | TS

m Aantybiotyki 8% | RS I S

L. 3antybiotykOw 9% 24 e 32 .
= 61 wigcej antybiotykow 13% 54 5,71

DYSKUSJA

Dotychczas odkryto okoto 2900 peptydéw przeciwdrobnoustrojowych pochodzacych
zr6znych zrédet (20). W ostatnich latach duzo uwagi poswigca si¢ protegrynom nalezacym
do katelicydyn wytwarzanych przez neutrofile. Naturalne protegryny wystepuja w pieciu
wariantach od PG-1 do PG-5. S3 zbudowane z 16-18 aminokwaséw, a obecnos¢ dwoch
mostkéw di-siarczkowych nadaje im budowe cykliczng. Najlepiej poznana jest protegry-
na-1 (RGGRLCYCRRRFCVCVGR-NH,) zbudowana z 18 aminokwasow, ktora przyj-
muje strukture przeciwrownoleglej B-kartki ustabilizowanej dwoma wigzaniami disiarcz-
kowymi pomiedzy cysteinami (pozycje: 6 i 15 oraz 8 i 13). Jej amfipatyczny charakter
wynika z hydrofobowosci czg$ci centralnej i hydrofilowego charakteru czg¢sci dystalnych.
Protegryna-1 ma szerokie spektrum przeciwbakteryjne, dlatego trwaja intensywne badania
nad jej potencjalnym zastosowaniem zaréwno w wersji naturalnej jak i zmodyfikowane;j
(7,22).
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Zbudowany z 17 aminokwasow (RGGLCYCRGRFCVCVGRHH,) IB-367, nazywa-
my isegananem, jest syntetycznym analogiem protegryny-1. Ro6znica pomigedzy protegry-
ng-1 a isegananem dotyczy delecji argininy w pozycji 4 od C-konca oraz zamianie argininy
w pozycji 10 na glicyng¢ (18). Dobra aktywno$¢ przeciwbakteryjna IB-367 doprowadzita
do prob klinicznych na pacjentach. Badano skuteczno$¢ IB-367 w formie wodnego roz-
tworu u chorych sztucznie wentylowanych z zapaleniem ptuc. Wyniki byly czesciowo
zadowalajace, ale wymagaly przebadania innych aspektéw potencjalnej terapii (15). Ise-
ganan jest rowniez aktualnie w III fazie badan klinicznych jako preparat zapobiegajacy
zapaleniom btony $§luzowej jamy ustnej. Badania sg prowadzone z udzialem pacjentow
onkologicznych z nowotworem szyi lub gtowy, u ktorych stosuje si¢ radioterapi¢ (21).
Innym analogiem protegryny-1 jest BM-1, zlozony z 15 aminokwaséow (RGLCYCRGR-
FCVCVG-NH,), majacy dobrg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg i szerokie spektrum
dziatania. W badaniach in vitro wykazywat najwyzsza skuteczno$¢ wobec bakterii gram-
-dodatnich (18).

Najczestsza przyczyng stosowania antybiotykoterapii u psow sa gronkowcowe, gle-
bokie ropne zapalenia skory i tkanki podskornej (pyodermatitis). Zakazenia te majg ten-
dencje¢ do nawracania, co powoduje przedtuzanie i powtarzanie leczenia antybiotykami,
ktére trwa zwykle od 8 do 12 tygodni. Niepowodzenia w leczeniu ropnych zapalen skory
u ps6w wynikajg ze ztozonej patogenezy choroby, w ktdérej dochodzi do powstania nad-
wrazliwosci, indukowanej gronkowcowym peptydoglikanem. Powstate w odpowiedzi IgE
lacza si¢ z receptorami komorek tucznych, co prowadzi do ich aktywacji i egzocytozy ziar-
nisto$ci oraz uwalniania mediatoréw reakcji anafilaktycznej. Przedluzona i powtarzajaca
si¢ terapia antybiotykami przyczynia si¢ do indukcji opornosci u gronkowcéw i dotyczy
najczesciej oporno$ci na makrolidy, linkozamidy, kwas fusydowy, tetracykliny i aminogli-
kozydy. Dlatego trwaja intensywne poszukiwania alternatywnych metod terapii zakazen
gronkowcowych u zwierzat (11).

W odniesieniu do szczepdw S. pseudintermedius wywolujacych pyodermie u pséw
okreslano aktywnos$¢ réznych peptydow m.in. RRIKA, RR, WR-12, IK8 (izomer D), pe-
netratinu, (KFF),K oraz melityny (17). Zgodnie z najlepsza wiedzg autorow protegryna-1
nie byta dotychczas badana. Z prezentowanej pracy wynika, ze protegryna wykazuje ak-
tywnos$¢ przeciwbakteryjng wobec gronkowcow izolowanych od zwierzat. Co nalezy pod-
kresli¢, jej aktywno$¢ jest wigcksza wobec szczepdw z gatunku S. pseudintermedius niz
S. aureus. Zwierzece szczepy S. aureus, ktore byty przedmiotem prezentowanych badan,
miaty podobng wrazliwos¢ do szczepdéw izolowanych od ludzi cierpiagcych na erytroder-
mig, a uzyskany efekt bakteriostatyczny (MIC) i bakteriobdjczy (MBC) byt zblizony, od-
powiednio zakresy 1 — 16 pg/ml oraz 2 — 32 pg/ml (2, 3).

Niewatpliwa zaleta dziatania protegryny-1 jest rownie dobra aktywnos$¢ wobec szcze-
péw gronkowcoéw wysoko i nisko opornych na antybiotyki. Badane szczepy posiadaty
zrdznicowang antybiotykoopornos¢, jednak zdecydowanie najwigcej z nich (45%) wyka-
zywalo opornos¢ na 3 i wigcej antybiotykow (szczepy MDR). Wielolekooporne szcze-
py byly podatne na dzialanie peptydu w analogicznych st¢zeniach jak szczepy wrazliwe.
Jednakowa aktywnos$¢ protegryny-1, bez wzgledu na antybiotykooporno$¢ gronkowcow
moze wynika¢ z odmiennego mechanizmu dziatania AMPs. Podobng zalezno$¢ w aktyw-
nosci przeciwgronkowcowej AMPs zauwazali inni autorzy (2, 17).
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WNIOSKI

Wstepne wyniki aktywno$ci protegryny-1 wobec zwierzecych gronkowcow sa zache-
cajace 1 wynika z nich, ze zarowno zwierzece gronkowce z gatunku S. pseudintermedius
jak 1 S. aureus sa wrazliwe na protegryne-1. Aktywno$¢ peptydu nie zalezy od opornosci
gronkowcOw na antybiotyki.
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Ocena przydatnos$ci oznaczania lekowrazliwo$ci drobnoustrojow
uzyskanych bezposrednio z posiewu krwi na ptynne podtoza namnazajace

Evaluation of the usefulness of the microbial susceptibility test done
directly from blood culture on grooving media

Katarzyna Hass, Hanna Polowniak-Pracka, Maria Pawelec, Agnieszka Wozniak,
Joanna Skrzeczynska, Edyta Waker, Agnieszka Magdziak

Zaktad Mikrobiologii Klinicznej, Centrum Onkologii
— Instytut im. Marii Sktodowskiej — Curie w Warszawie

Szybkie oznaczenie lekowrazliwosci drobnoustrojow wyhodowanych z krwi
ma zasadniczy wplyw na skuteczno$¢ antybiotykoterapii. Celem niniejszej
pracy byla ocena w jakim stopniu oznaczenie lekowrazliwosci wykonane
bezposrednio z hodowli z krwi na podlozu namnazajacym koreluje z wy-
nikami oznaczenia lekowrazliwo$ci uzyskanymi zgodnie ze standardowa
procedura przyjeta przy opracowaniu prébki krwi.

Stowa kluczowe: sepsa, szybka diagnostyka, lekowrazliwos¢, posiew krwi

ABSTRACT
Introduction: Sepsis is one of the most serious problem in hospital treatment, so earlier therapy
optimizes patient outcomes. Standardized susceptibility testing result are aviable at 36-48h,
therefore direct disc susceptibility testing from positive blood culture bottle gives a chance to
get more effective treatment. The aim of this study was to compare the result of both methods.
Materials and Methods: For analysis selected samples were prepared from 01.01.2013
to 30.09.2014 from patients of Oncology Center in Warsaw. Were obtained 378 speci-
ments from growns Gram negative rods and Staphylococcus sp. and compare the results of
standarised and direct susceptibility methods.
Results: For all isolates essential agreement was more than 90,1%. Among Gram nega-
tive strains the most errors were from piperacilin/tazobactam (9,9%) and amikacin (9,4%),
while among Staphylococcus sp from amikacin (8,6%).
Conclusions: Direct antibiotic susceptibility testing with samples taken directly from
blood cultures can have a major impact on the care and outcome of hospitalized patients.

Key words: sepsis, blood culture, direct susceptibility testing
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WSTEP

Sepsa jest czwartym co do czgsto$ci wystepowania zakazeniem u hospitalizowanych
pacjentow, stanowiagc 8-10% wszystkich przypadkow zakazen (7). Obserwowany jest sta-
ty wzrost liczby zachorowan, z ktorych znaczna cz¢$¢ (od 10% do 50% w zaleznosci od
stopnia cigzkosci) konczy si¢ zgonem pacjenta (11, 20, 25). Az dwie trzecie przypadkow
posocznicy i wstrzasu septycznego wystepuje u pacjentéw z cigzka choroba podstawowa
(14,17).

U pacjentow z obnizong odpornoscia, w tym u pacjentdw onkologicznych, zar6wno
czesto$¢ wystepowania sepsy jak 1 $miertelno$¢ jest wyzsza od przecigtnej ze wzgledu na
wyniszczenie przez chorobe nowotworowa, a takze neutropenig, stosowanie chemio- i ra-
dioterapii oraz prowadzone zabiegi operacyjne (6). Bakteriemia, ktéra czesto prowadzi
do sepsy, powoduje wydtuzenie pobytu pacjenta w szpitalu, czgsto konieczno$¢ leczenia
specjalistycznego na oddziale intensywnej terapii, a u chorych z nowotworem moze od-
sunag¢ w czasie leczenie onkologiczne. Dodatkowo, dlugotrwaly pobyt w szpitalu oraz
wielokrotna antybiotykoterapia zwicksza ryzyko zakazenia osob chorych drobnoustrojami
wieloopornymi. Przy rozpoznaniu posocznicy odpowiednie leczenie przeciwbakteryjne
powinno by¢ wdrozone jak najszybciej, gdyz kazda godzina opdznienia w podaniu anty-
biotyku powoduje istotny wzrost $miertelnosci (6, 23). Wazne jest rowniez to, aby podac
antybiotyk optymalny, o wysokiej aktywnosci przeciw wyizolowanemu drobnoustrojowi
(10, 13, 22).

Standardowa procedura opracowania probki krwi obejmuje posiew probki na specjal-
ne podloza namnazajace i inkubacje w odpowiednich warunkach, najczgsciej w systemach
zamknigtych np. BactAlert (bioMereux), BACTEC (Becton Dickinson). Po uzyskaniu
wzrostu drobnoustrojéw prowadzona jest dalsza hodowla na podlozach statych w celu
izolacji okreslonego szczepu. Dalsza procedura obejmuje identyfikacj¢ i oznaczenie le-
kowrazliwosci. Od momentu uzyskania wzrostu bakterii na podtozach ptynnych do otrzy-
mania wyniku lekowrazliwo$ci uptywa 2 do 3 dni. Wykonanie tzw. ,,przy$pieszonego”
antybiogramu bezposrednio z ptynnej hodowli umozliwia skrocenie tego czasu i szybsze
przekazanie klinicy$cie informacji na temat wrazliwos$ci drobnoustroju

Celem pracy byla ocena przydatnosci oznaczania lekowrazliwo$ci drobnoustrojow
uzyskanych bezposrednio z posiewu krwi na ptynne podloza namnazajace. W tym retro-
spektywnym badaniu poréwnano uzyskane wyniki z wynikami antybiograméw wykona-
nymi standardowymi metodami, zgodnymi z obowigzujacymi standardami Europejskiego
Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwo$ci (EUCAST) (9,15).

MATERIAL I METODY

Do analizy wybrano wyniki oznaczen lekowrazliwosci drobnoustrojow izolowanych
z krwi od pacjentéw hospitalizowanych w Centrum Onkologii w Warszawie wykonanych
metodg standardowg i ,,przyspieszong” w okresie od 01.01.2013r. do 30.09.2014r. Anali-
za dotyczyta szczepow paleczek Gram-ujemnych z rodziny Enterobacteriaceae, pateczek
niefermentujacych, oraz szczepoéw z rodzaju Staphylococcus. Do badan wybrano te przy-
padki, w ktorych uzyskano wzrost drobnoustrojow w monokulturze.
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Inkubacje prébek krwi prowadzono w automatycznym systemie BacT/ALERT fir-
my bioMerieux. Krew pobrana do butelek z ptynnym podlozem namnazajacym byta in-
kubowana i monitorowana przez 5 dni w temperaturze 37°C. W przypadku gdy aparat
wskazal na wzrost drobnoustrojow, hodowle z danej butelki posiewano na podioza state:
agar tryptozowo-sojowy+5% krwi baraniej (TSSA), agar czekoladowy (AC), podtoze Mc
Conkey’a (MC), Chapman’a (CH), Columbia z wit. K i 5% krwig baranig (C). Ptytki inku-
bowano przez 18-24 godzin w temp. 37°C, podtoza TSSA, AC w atmosferze 5% CO,, na-
tomiast plytki z podtozem MC i CH w warunkach tlenowych. Materiat posiany na podtoze
Columbia inkubowany byt w warunkach beztlenowych przez 5 dni.

Jednoczesnie z posiewem hodowli na podtoza state wykonywano preparat bezposredni
barwiony metodg Grama na podstawie ktdrego oceniany byt rodzaj flory bakteryjnej. Row-
nolegle przenoszono 5 ml plynnej hodowli do probéwki wirowniczej i wirowano przez 10
minut przy 3000 obrotach/min. Nastepnie pobierano wymazowka osad znajdujacy si¢ na
granicy z supernatantem aby wykona¢ zawiesing bakterii o gestosci 0,5 w skali McFarlan-
da w 0,85% roztworze NaCl (sol fizjologiczna).

Lekowrazliwo$¢ w metodzie ,,przyspieszonej” oznaczano metoda dyfuzyjno-krazko-
wa 1 w zalezno$ci od oceny preparatu dobierany byt odpowiedni panel antybiotykowy. Dla
pateczek Gram-ujemnych byty to: piperacylina/tazobaktam, amoksycylina/kw. klawulano-
wy, cefotaksym, ceftazydym, cefepim, imipenem, meropenem, ciprofloksacyna, lewoflok-
sacyna, gentamycyna, amikacyna, netylmycyna, ertapenem, trimetoprim-sulfmetoksazol.
Dodatkowo, stosowano test dwoch krazkéw (DDST) w celu potwierdzenia wytwarzania
przez drobnoustrdj beta-laktamaz typu ESBL. Do oceny lekowrazliwosci ziarniakow
Gram-dodatnich panel antybiotykowy obejmowat: cefoksytyne, erytromycyne, klindamy-
cyng, ciprofloksacyne, gentamycyng, amikacyne, netylmycyne i linezolid.

Po uzyskaniu wzrostu drobnoustrojow na podtozach staltych prowadzono identyfikacje
izolatow stosujgc nastgpujace testy firmy bioMerieux: ID 32 E, rapid ID 32 E, ID 32 GN,
API 20 E, API 20 NE, ID 32 Staph i API Staph w systemie ATB oraz karty GN i GP w sy-
stemie VITEC 2 Compact. W przypadku zakazen gronkowcowych stosowano testy dodat-
kowe: ,,clumping factor” firmy bioMerieux, osocze krolicze firmy Biomed do wykrywania
koagulazy niezwigzanej oraz zdolno$¢ do wytwarzania DNA-zy.

Lekowrazliwo$¢ w metodzie standardowej wyhodowanych szczepdéw oznaczano
zgodnie z obowigzujacymi standardami w diagnostyce mikrobiologiczne;j:

- metodg dyfuzyjno-krazkowa zgodnie z zaleceniami EUCAST (5,12)

- stosujac karty P-580, P-259, P-260 w systemie VITEC 2 Compact firmy bioMerieux

- oznaczajac MIC za pomoca E-testow firmy bioMerieux

Wyniki dla obu metod zostaty przedstawione w trzech kategoriach, zgodnie z zalece-
niami EUCAST (5, 12): szczep wrazliwy — S, $redniowrazliwy — I, oporny — R.

WYNIKI

Analizie poddano wyniki oznaczania lekowrazliwosci 378 drobnoustrojow wyhodo-
wanych z krwi, w tym: Escherichia coli 78 (20,6%), Klebsiella pneumoniae 45 (11,9%),
Enterobacter cloacae 20 (5,3%), inne z rodziny Enterobacteriaceae 14 (3,7%), Pseudo-
monas aeruginosa 25 (6,6%), Acinetobacter baumannii 10 (2,6%), Staphylococcus aureus
41 (10,8%), Staphylococcus koagulazo-ujemny 145 (38,3%). Drobnoustroje podzielono na
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dwie grupy: paleczki Gram — ujemne (192 szczepy) i Staphylococcus sp. (186 szczepdw),
co zwigzane byto z rdznicami w doborze antybiotykow.

W ocenie korelacji wynikow lekowrazliwo$ci wyhodowanych szczepdéw uzyskanych
dwiema metodami zastosowano nastepujace kategorie: bardzo duzy btad (w standardowej
metodzie uzyskano wynik R, a w ,,przyspieszonej” S), duzy btad (odpowiednio standar-
dowa metoda S a ,,przyspieszona” R), maty btad (gdy zmiana nastgpita z S/R na I lub
odwrotnie), oraz na wyniki zgodne.

Poréwnujac wyniki lekowrazliwos$ci pateczek Gram-ujemnych (Tabela 1) oraz gron-
kowcow (Tabela 2) na poszczeg6lne antybiotyki uzyskano zgodnos¢ w obydwu metodach
na poziomie od 90,1% do 100%. W przypadku paleczek Gram-ujemnych najwigcej bylto
malych btedéw - 3,5%, natomiast duze bledy stanowity 0,8%, a bardzo duze bledy 0,4%
liczby oznaczen dla wszystkich antybiotykow. Najwigcej btednych oznaczen zaobserwowa-
no w przypadku TZP (9,9%) oraz AN (9,4%). Wyniki w 100% zgodne byly jedynie dla
CTX. W przypadku gronkowcdw odsetek btednych oznaczen byt niski i wynosit tylko 2,7%,
ale najwiecej bylo duzych btedow (1,3%). Znacznie mniej stwierdzono bardzo duzych bte-
dow (0,8%) oraz matych btedow (0,6%). Najwiecej bardzo duzych btgdéw zaobserwowano
w przypadku NET (3,8%). Najnizsza zgodnos¢ u Staphylococcus sp. zaobserwowano dla AN
(91,1%) 1 NET (94,1%), natomiast dla LZD i E wyniki byly w stu procentach zgodne.

Tabela 1. Porownanie zgodno$ci wynikow oznaczania lekowrazliwosci pateczek Gram-
ujemnych na poszczegdlne antybiotyki w obydwu metodach.

k * 5 1
Antybiotyk duzirgf;’d B‘;(Ziy *Maly blad | Wyniki zgodne | 170
TZP 2 (1%) i 17(89%) | 173 (90,1%) 192
AMC | 2(13%) | 50G2%) | 1(0,6%) | 149 (94.9%) 157
CTX i i i 157 (100%) 157
CAZ i i 8 (4.2%) | 184(95.8%) 192
FEP 1(0,5%) i 10(52%) | 181 (94,3%) 192
IPM i i 5(2.6%) | 187 (97.4%) 192
MEM i i 6(G,1%) | 186 (96,9%) 192
CIP i 1(0,5%) | 12(63%) | 179 (93.2%) 192
LEV 2(1%) i 527%) | 185 (96,3%) 192
GM i 6G.1%) | 4(21%) | 182(94.8%) 192
AN i 3(L6%) | 15(7.8%) | 174 (90.6%) 192
NET 1(0,5%) | 42.0%) | 42.1%) | 183 (95.3%) 192
ETP 1(0,6%) i 1(0,6%) | 155 (98.8%) 157
SXT 1(0,6%) | 4(2.6%) | 1(0.6%) | 151(96.2%) 157
SUMA | 10(04%) | 21(0.8%) | 89 (3.5%) | 2428 (953%) | 2548

(TZP-piperacylina/tazobaktam, AMC-amoksycylina/kw.klawulanowy, CTX-cefotaksym,
CAZ-ceftazydym, IPM-imipenem, MEM-meropenem, CIP-ciprofloksacyna, LEV-
lewofloksacyna, GM-gentamycyna, AN-amikacyna, NET-netylmycyna, ETP-ertapenem,
SXT-ko-trimoksazol,

*Bardzo duzy blad — zmiana kategorii z S na R, duzy btad — zmiana kategorii z R na S, maty btad —
zmiana kategorii z S na I lub [ na R)
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Tabela 2. Porownanie zgodno$ci wynikoéw oznaczania lekowrazliwosci bakterii z rodzaju
Staphylococcus na poszczegolne antybiotyki w obydwu metodach.

Antybiotyk :uBZ?/rg{Z;d *llajlg(zly *Maty btad | Wyniki zgodne olgrllzizaelﬁ
FOX 1 (0,5%) - - 185 (99,5%) 186
E - - - 186 (100%) 186
DA - 5(2,7%) - 181 (97,3%) 186
CIP 1 (0,5%) 2 (1,1%) - 183 (98,4%) 186
GM - 5(2,7%) - 181 (97,3%) 186
AN 3(1,7%) 4 (2,1%) 9 (4,8%) 170 (91,4%) 186
NET 7 (3,8%) 4 (2,1%) - 175 (94,1%) 186
LZD - - - 186 (100%) 186
SUMA 12 (0,8%) | 20 (1,3%) 9 (0,6%) 1447 (97,3%) 1488

(FOX-cefoksytyna, E-erytromycyna, DA-klindamycyna, CIP-ciprofloksacyna, GM-
gentamycyna, AN-amikacyna, NET-netylmycyna, LZD-linezolid

*Bardzo duzy btad — zmiana z kategorii S na R, duzy btad — zmiana z kategorii R na S, maty btad —
zmiana z kategorii S na I lub I na R)

DYSKUSJA

Wychodzac z zatozenia, ze niezaleznie od zastosowanej metody oznaczenia lekowraz-
liwo$ci wyniki powinny by¢ zbiezne, porownywano lekowrazliwos¢ szczepdw wykonang
bezposrednio z hodowli na podtozu namnazajacym stosujac metode dyfuzyjno — krazkowa
(tzw. metoda ,,przyspieszona’), z wynikami oznaczen uzyskanymi metodami standardowy-
mi dla wyhodowanych szczepdéw. Metoda dyfuzyjno — krazkowa jest zalecana jako metoda
wiarygodna na etapie wykonywania antybiogramu ,,przyspieszonego” i jest proponowana
min. przez Doern wsp. (5) jako uzupehienie toku postgpowania diagnostycznego w przy-
padku zakazen krwi. Dzigki wykonaniu przys$pieszonego antybiogramu bezposrednio z ho-
dowli na podlozu ptynnym uzyskujemy informacj¢ o lekowrazliwosci srednio 18-24 godz.
wczesniej niz w metodzie standardowej (13,23). Skutkuje to wczesniejszym wdrozeniem
antybiotykoterapii celowanej na co wskazywali miedzy innymi Kerremans i wsp. (13).
Wedlug Sahin 1 wsp. (24) wynik lekowrazliwosci powinien by¢ dostgpny dla lekarza kli-
nicysty w okreslonych ramach czasowych. W swojej pracy Barenfanger i wsp. (1) podkre-
slali, ze wczesdniejsza informacja na temat wrazliwosci drobnoustrojow ma istotny wptyw
na dlugos¢ pobytu w szpitalu oraz na koszty jakie generuje pacjent. Wczesne wykrycie,
szybkie oznaczenie lekowrazliwos$ci wyhodowanego drobnoustroju oraz wdrozenie odpo-
wiedniego leczenia redukuje smiertelno$¢ wsrdd pacjentow z sepsa z 15,3% do 8,8% (5).

W ocenie uzyskanych wynikow z poszczegdlnymi antybiotykami widoczna jest wyso-
ka zgodnos$¢ oznaczen lekowrazliwosci, ktora dla pateczek Gram-ujemnych wynosi 95,3%
a dla Staphylococcus sp. 97,3% . Wyniki te sg porownywalne z wynikami uzyskanymi
przez innych autoréw (8,10,11,12). Analiza bledow wykazata, ze najczgstsza byta zmiana
kategorii z wrazliwy/oporny na §redniowrazliwy lub odwrotnie (tzw. maty blad), natomiast
przypadki wystapienia bardzo duzego btedu sa sporadyczne (13,14). W szczegdlowej ana-
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lizie widaé, ze najwigcej niezgodno$ci wystapilo w przypadku oznaczania wrazliwo$ci
drobnoustrojéw na aminoglikozydy oraz na piperacyling/tazobaktam i amoksycyling/kw.
klawulanowy, co rowniez potwierdzajg prace innych autorow (22).

Na wystgpienie niezgodno$ci wptyw moze mie¢ w metodzie ,,przyspieszonej” brak
zwalidowanej metody uzyskania inokulum — zawiesiny bakterii potrzebnej do wykonania
antybiogramu, na co zwrocili uwage w swej pracy Johnson i wsp. (12).

Biorac pod uwage korzysci jakie daja tzw. przyspieszone antybiogramy (5, 24), wska-
zane jest stosowanie tej procedury przy wyhodowaniach drobnoustrojow z krwi. Jedno-
czesnie nalezy dazy¢ do jej udoskonalenia, zwlaszcza do standaryzacji metody otrzymy-
wania inokulum. Wynik taki nalezy traktowa¢ jednak jako orientacyjny i nie zwalnia on
z wykonania lekowrazliwo$ci wyizolowanego szczepu metodami standardowymi.
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Ocena czgstosci wystepowania przeciwciat dla werotoksycznych pateczek
Escherichia coli (VTEC) u 0s6b z wybranych grup populacji polskiej

Seroprevalence of antibodies against verocytotoxin-producing Escherichia
coli (VTEC) in individuals from selected groups of the Polish population

Waldemar Rastawicki, Kornelia Gielarowiec, Anna Chrost

Zaktad Bakteriologii Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego - Panstwowego
Zaktadu Higieny w Warszawie

Oceniono czesto$¢ wystepowania przeciwcial dla LPS oraz rekombinowa-
nych bialek werotoksycznych paleczek E. coli u 0s6b z wybranych grup po-
pulacji polskiej. Przeprowadzone badania wykazaly, ze u kilkunastu pro-
cent klinicznie zdrowych oséb oraz jeszcze cze$ciej u oséb dorostych z za-
burzeniami ze strony ukladu pokarmowego, stwierdza si¢ wystepowanie
przeciwcial dla LPS paleczek E. coli z grupy O157 i non-O157. Obecnosé
przeciwcial dla rekombinowanych biatek Tir, intyminy i werotoksyny STX-
2b stwierdzano tylko u okolo 6% procent dzieci i oséb dorostych z obja-
wami ze strony ukladu pokarmowego oraz sporadycznie u 0s6b zdrowych.

Stowa kluczowe: werotoksyczne E. coli, VTEC, wystgpowanie przeciwcial, Polska

ABSTRACT

Introduction: The aim of the study was to investigate the frequency of antibodies against
verocytotoxin-producing E. coli (VTEC) in individuals from selected groups of the Polish
population.

Materials and Methods: Serum samples collected from 388 patients with gastrointestinal
disorders, 142 patients with reactive arthritis, 172 forest workers, 43 pregnant women and
172 blood donors were tested by in-house ELISA for the presence of antibodies to VTEC. As
the antigen in ELISA were used LPS of E. coli serotype O157 and non-O157 (026, O111,
0121, 0145) as well as recombinants proteins: verocytotoxin Stx-2b, intimin and Tir.
Results: A dozen or so of clinically healthy individuals had antibodies for LPS E. coli O157 and
non-O157. There were no significant differences in the incidence of these antibodies, depending
on the group of healthy subjects. Antibodies to LPS of E. coli O157 and non-O157 were found
most commonly in adults with gastrointestinal symptoms (39.1% and 36.9%, respectively). In
children and adolescents with abdominal pain and/or diarrhea and adults with arthritis, antibod-
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ies to LPS were detected at a similar frequency as in healthy subjects. It is noteworthy, however,
that in many cases elevated antibody levels for LPS E. coli 0157 and non-O157 were detected
simultaneously in the same serum samples. The presence of antibodies to recombinant Tir pro-
teins, intimine and verocytotoxin Stx-2b was found in approximately 6% of children and adults
with gastrointestinal symptoms and occasionally in healthy individuals.

Conclusions: Antibodies to LPS of VTEC are very common in patients with gastrointes-
tinal disorders as well as in healthy individuals. However, due to the possibility of cross-
reactions there is a need to use for epidemiological study a more specific antigens, based
on the recombinant proteins of verotoxin-producing E. coli. The presence of antibodies to
specific, recombinant VTEC proteins is found in less than 1.0% of clinically healthy indi-
viduals, indicating the low spread of these infections in the Polish population.

Key words: verocytotoxin-producing E. coli, VTEC, seroprevalence, Poland

WSTEP

Werotoksyczne pateczki E. coli (VTEC) odpowiedzialne sa za wystgpowanie zatrué
pokarmowych, krwotocznego zapalenia okreznicy, zespolu hemolityczno-mocznicowego
(haemolytic ureamic syndrome - HUS), czy matoplytkowej plamicy zakrzepowej (throm-
botic thrombocytopenic purpura — TTP). Szczegdlnie niebezpiecznym powiktaniem zaka-
zenia werotoksycznymi pateczkami E. coli u malych dzieci jest HUS, definiowany jako
triada objawow klinicznych: niedokrwisto$¢ hemolityczna z fragmentacja krwinek czer-
wonych, maloplytkowos$¢ i ostra niewydolnos¢ nerek (3, 11, 17).

Pateczki VTEC naleza do réznych grup serologicznych, najczesciej do grupy O157,
rzadziej do innych, umownie okre$lanych mianem non — O157, takich jak: 026, 0103,
Ol11, O121, O145 czy O104. Do wywotania petnych objawdéw zakazenia konieczne jest
posiadanie przez te szczepy réoznych czynnikdéw zjadliwosci, w tym przede wszystkim we-
rotoksyny I i/lub II, kodowanych na mobilnym elemencie genetycznym (fagu) oraz inty-
miny, biatka Tir, biatka Esp czy hemolizyny (8, 9, 10).

Naturalnym rezerwuarem werotoksycznych szczepdéw E. coli jest przewod pokarmo-
wy przezuwaczy, gtéwnie bydta. Drobnoustroje te, stanowigce naturalng mikroflore ich
przewodu pokarmowego, trafiaja wraz z odchodami do gleby i wody, gdzie moga si¢ utrzy-
mywac przez okres od kilku tygodni do kilkunastu miesigcy. Cztowiek zakaza si¢ tymi
drobnoustrojami spozywajac skazong zywnos¢, przede wszystkim surowa, niedogotowang
wotowing, niepasteryzowane mleko, skazone surowe warzywa, kietki, czy tez pijac ska-
zong wodg (17).

Diagnostyka zakazen wywotywanych przez werotoksyczne pateczki E. coli sprowa-
dza si¢ glownie do zastosowania metod hodowlanych, polegajacych na izolacji bakterii
z probek katu pacjenta i nastepnie okresleniu ich chorobotworczych wtasciwosci (8, 9).
Trzeba mie¢ jednak na uwadze, ze pateczki VTEC ze wzgledu na bardzo krétki okres
przebywania w uktadzie pokarmowym (kilka dni), morfologiczne podobienstwo do in-
nych niechorobotworczych paleczek E. coli i czgstej utraty genu kodujacego werotoksyne
w wyniku pasazowania, sg trudne do izolacji w warunkach rutynowo prowadzonej diag-
nostyki bakteriologicznej. Z tego wzgledu poszukiwanie swoistych przeciwcial moze by¢
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przydatne zarowno w rutynowej, biezgcej diagnostyce jak réwniez w retrospektywnych
badaniach dotyczacych rozpowszechnienia zakazen wywotywanych przez pateczki VTEC
w populacji.

Celem badan byla ocena czgsto$ci wystepowania przeciwciat dla werotoksycznych
pateczek E. coli u 0s6b z wybranych grup populacji polskiej.

MATERIAL I METODY

Badane grupy oséb. Przedmiotem badan byty probki surowicy uzyskane od 917
0s6b, w tym: 342 probki surowicy dzieci i mtodziezy z bélami brzucha i/lub biegunka, 46
probek surowicy 0sob dorostych z objawami ze strony uktadu pokarmowego, 172 probki
surowicy lesnikow zamieszkatych na terenach wiejskich, 142 probki surowicy osob do-
rostych z zapaleniem stawow, 43 probki surowicy kobiet w ciazy 1 172 probki surowicy
krwiodawcow.

Odczyn ELISA. Badania przeprowadzono posrednim testem immunoenzyma-
tycznym ELISA zgodnie z procedurg podang uprzednio (14, 15). Odczyn wykonywano
na polistyrenowych ptytkach Maxi-Sorp firmy Nunc oplaszczonych zawiesing rekombi-
nowanych bialek oraz lipopolisacharydéw. Rekombinowane biatko Tir, fragment biatka
intyminy i werocytotoksyne 2b uzyskano metodami inzynierii genetycznej przy uzyciu
wektora pET30EkL/LIC firmy Novagen i oczyszczono metodg chromatografii metalopowi-
nowactwa (IMAC) przy wykorzystaniu ztoza Ni** - IDA (His — Bind Resing firmy Nova-
gen). Preparaty lipopolisacharydow uzyskano zmodyfikowana metodg Boivina ze szcze-
poéw E. coli nalezacych do grupy serologicznej O157 i non-O157 (026, O111, O121 oraz
0145). Wartos¢ diagnostycznie znamiennego poziomu przeciwcial wyliczano ze $redniej
arytmetycznej wartosci poziomu przeciwciat oznaczonych w probkach surowicy oséb kli-
nicznie zdrowych powigkszonej o 2 odchylenia standardowe. W badaniach zastosowano
koniugaty firmy Dako (Polyclonal Rabbit Anti-Human IgA/IgG/IgM/HRP).

WYNIKI

Dane dotyczace czestosci wystepowania przeciwciat dla werotoksycznych paleczek
Escherichia coli (VTEC) u os6b z wybranych grup populacji polskiej przedstawiono na
rycinie 1. Przeprowadzone badania wykazaty, ze u kilkunastu procent klinicznie zdrowych
osOb stwierdzono wystepowanie przeciwcial, w jakiejkolwiek klasie immunoglobulin,
dla LPS pateczek E. coli z grupy O157 i non-O157. Nie stwierdzono istotnych réznic
w czestosci wystepowania tych przeciwciat w zaleznosci od badanej grupy osob zdrowych.
Przeciwciata dla LPS pateczek E. coli O157 1 non-O157 stwierdzano najczgsciej u osob
dorostych z objawami ze strony uktadu pokarmowego (odpowiednio u 39,1% oraz 36,9%
badanych osob). U dzieci i mlodziezy z boélami brzucha i/lub biegunkg oraz oséb dorostych
z zapaleniem stawow przeciwciata dla LPS wykrywano z podobna czgstoscia jak u osob
zdrowych. Na uwagg zastuguje fakt, ze w wielu przypadkach podwyzszony poziom prze-
ciwcial dla LPS E. coli O157 i non-O157 wykrywano jednoczes$nie w tych samych prob-
kach surowicy. Obecno$¢ przeciwciat dla rekombinowanych biatek Tir, intyminy i toksyny
Stx-2b stwierdzano u okolo 6% procent dzieci i 0sob dorostych z objawami ze strony
uktadu pokarmowego oraz sporadycznie u 0s6b zdrowych.
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Ryec. 1. Czgsto$¢ wystepowania przeciwcial dla lipopolisacharydéw i rekombinowanych biatek
werotoksycznych paleczek E. coli (VTEC) u 0s6b z wybranych grup populacji polskie;j.

DYSKUSJA

Przeprowadzone przez nas badania wykazaty, ze przeciwciata dla LPS paleczek E. coli
nalezacych do serotypow charakterystycznych dla VTEC wykrywane sg do$¢ powszechnie za-
réwno u osob zdrowych, dzieci z biegunka jak i zwlaszcza u 0sob dorostych z dolegliwosciami
ze strony uktadu pokarmowego (16). Trzeba mie¢ jednak na uwadze, ze z powodu ograni-
czonej swoistosci lipopolisacharydow, istnieje duze ryzyko uzyskiwania fatszywie dodatnich,
nieswoistych wynikéw w prowadzonych badaniach metodami serologicznymi. W prezentowa-
nej pracy swiadczy o tym nie tylko stosunkowo wysoki odsetek wynikow dodatnich w grupie
0s0b zdrowych, ale przede wszystkim fakt rownoczesnego wykrywania, w wielu przypadkach,
podwyzszonego poziomu przeciwciat dla LPS pateczek E. coli nalezacych do roéznych grup
serologicznych. Wysoki odsetek wynikow dodatnich, uzyskany u oséb dorostych z dolegliwos-
ciami ze strony ukladu pokarmowego, moze wigzac si¢ z réznego pochodzenia przewlektymi
stanami zapalnymi zotadka i jelit, co skutkuje produkcja przeciwcial reagujacych krzyzowo
z antygenem LPS. Podobne spostrzezenia poczyniono juz w uprzednio prezentowanej pracy,
w ktorej oceniano przydatno$¢ odczynu ELISA do poszukiwania przeciwcial dla lipopolisacha-
rydow pateczek VTEC u 0s6b z zaburzeniami uktadu pokarmowego i zespotem hemolityczno-
-mocznicowym (14). W badaniach tych, surowice uzyskane od 0sob z jersinioza, salmoneloza
czy kampylobakteriozg czgsto reagowaly z antygenem LPS uzyskanym z r6znych serotypow
pateczek E. coli. Wystgpowanie krzyzowych reakcji pomigdzy przeciwcialami swoistymi dla
LPS E. coli 0157 a antygenami takich bakterii jak Brucella abortus, Yersinia enterocolitica O9,
Vibrio cholerae O1 Inaba, pateczek Salmonella grapy N, oraz Citrobacter freundii czy Esche-
richia hermanni potwierdzone zostalo takze przez innych badaczy (2, 12).

W podsumowaniu uprzednio prezentowanej pracy, zasugerowano, ze ze wzgledu na
mozliwo§¢ wystgpienia krzyzowych reakcji oraz konieczno$¢ potwierdzania obecnosci
swoistych czynnikéw zjadliwosci, istnieje potrzeba opracowania bardziej swoistych anty-
gendw, opartych na charakterystycznych dla VTEC rekombinowanych biatkach. Antygeny
takie opracowano we wlasnym zakresie a ich przydatno$¢ w serodiagnostyce zakazen wy-
wotywanych przez werotoksyczne pateczki Escherichia coli (VTEC) u ludzi zaprezento-
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wano w kolejnej pracy (15). Uzyskane wyniki potwierdzily przydatnos¢ tak uzyskanych
rekombinowanych biatlek w rutynowych badaniach diagnostycznych. Szczegélnie przy-
datne okazalo si¢ oznaczanie w probkach surowicy przeciwciat klasy IgG i/lub IgA dla
rekombinowanego biatka Tir. Postanowiono wtedy, ze w nastgpnym etapie badan wyko-
rzysta si¢ wysoce swoiste, rekombinowane biatka pateczek VTEC, do retrospektywnego
poszukiwania swoistych przeciwciat u 0séb z réznych grup populacji polskie;j.

Zastosowanie w aktualnie prezentowanej pracy odczynu ELISA z rekombinowanymi
biatkami wykazato, ze tylko u niektérych z badanych os6b podwyzszony poziom przeciw-
ciat dla LPS pateczek E. coli z grupy O-157 i non-O157 zwigzany byt z zakazeniem VTEC.
Przeciwciata dla rekombinowanych biatek stwierdzano u kilku procent os6b z objawami ze
strony uktadu pokarmowego i tylko sporadycznie u 0séb klinicznie zdrowych. Nie stwier-
dzono istotnych réznic w czestosci wykrywania przeciwcial dla VTEC u mieszkancéw wsi
(le$nikow) oraz krwiodawcow z Warszawy i okolic.

Kliniczne kryteria zakazenia VTEC obowiazujace w krajach Unii Europejskiej to wy-
stapienie biegunki i/lub bolow brzucha, natomiast do kryteriow laboratoryjnych zalicza si¢
izolacje szczepu E. coli wytwarzajacego shiga- lub werotoksyny, wykrycie DNA genow ko-
dujacych shiga- lub werotoksyny badz tez wykrycie wolnych shigatoksyn. Wedhug rapor-
tu EFSA w Europie w 2013 roku najwyzsza zapadalno$¢ na zakazenie pateczkami VTEC
zanotowano w Irlandii (12,29/100 tysigcy mieszkancéw), Holandii (7,06/100 tysiecy) oraz
w Szwecji (5,77/100 tysigcy), przy sredniej europejskiej 1,59/100 tysigcy 0sob (4). Najczes-
ciej izolowano pateczki VTEC z grupy serologicznej O157 (48,9% potwierdzonych serolo-
gicznie izolatdw), nastgpnie z grupy serologicznej 026 (12,8%), 0103 (4,3%) oraz 0145
(2,6%). W Polsce w 2013 roku, wedtug tego samego zrodta, zapadalno$¢ na zakazenie VTEC
wynosita ponizej 0,1/100 tysigcy mieszkancow i byla jedng z najnizszych w Europie. Jak wy-
nika z danych Zaktadu Epidemiologii NIZP-PZH (18) w latach 2010-2016 zarejestrowano
w Polsce jedynie 40 przypadkdéw zachorowan (32 osoby byty hospitalizowane).

Dane dotyczace wystepowania zakazen VTEC oparte sg wylacznie na kryteriach po-
danych powyzej. Badania serologiczne w kierunku diagnostyki zakazen VTEC nie s3 po-
wszechnie wykonywane i brak jest danych pokazujacych czgsto§¢ wystepowania przeciw-
ciat dla werotoksycznych pateczek E. coli u 0séb w poszczegolnych krajach. Trzeba mie¢
na uwadze, ze brak takich danych uniemozliwia rzetelng ocen¢ rozpowszechnienia zaka-
zeh wywolywanych przez VTEC. Zakazenie to przebiega bowiem w wielu przypadkach
bezobjawowo lub z mato charakterystycznymi objawami klinicznymi. Co wigcej, rowniez
ze wzgledu na problemy z izolacja pateczek VTEC z probek materiatu klinicznego oraz
z pdzniejszym potwierdzaniem obecnosci ich czynnikdéw zjadliwosci w rutynowo prowa-
dzonej mikrobiologicznej diagnostyce chorob zakaznych przypuszczaé nalezy, ze oficjalna
liczba rejestrowanych przypadkow, zwlaszcza w Polsce, jest mocno zanizona.

W dostgpnym pi$miennictwie jest niewiele pozycji, w ktorych opisano czegstos¢ wy-
stepowania przeciwciat dla paleczek VTEC u 0s6b z réznych grup populacji. W swoich
badaniach Quilliam i wsp. (13) wykazali obecnos$¢ przeciwcial dla LPS pateczek E. coli
z grupy O157 u 31 (3,3%) sposrod 946 rolnikow w Anglii. Tylko u pigciu 0séb z podwyz-
szonym poziomem przeciwcial obserwowano tagodne objawy zapalenia uktadu pokar-
mowego. Autorzy ci zwrdcili uwage na stosunkowo czgste wystgpowanie przeciwceiat dla
E. coli O157 u farmeréw zajmujacych si¢ hodowla bydta czy tez korzystajacym z wtas-
nych uje¢ wody pitnej. Belongia i wsp. (1) wykryli obecnos$¢ przeciwcial dla LPS pateczek
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E. coli O157:H7 u 17% dzieci zamieszkatych na farmach oraz 13% dzieci mieszkajacych
poza farmami. Evans i wsp. (5) stwierdzili obecnos¢ przeciwciat dla LPS paleczek E. coli
O157 u 22 z 1667 oséb zamieszkatych na terenach wiejskich w Anglii. Guirro i wsp. (7)
obecnos¢ przeciwcial dla toksyny Stx2 pateczek VTEC wykryli odczynem western-blot
u 46,1% pacjentéw z HUS oraz 16,6% zdrowych os6b w Brazylii. W innej pracy z kolei,
nie wykryto u 0séb klinicznie zdrowych przeciwciat dla toksyn Stx, natomiast przeciwcia-
fa dla LPS paleczek E. coli O157 wykrywano u 4% os6b z tej grupy (6)

PODSUMOWANIE

1. Przeciwciata dla LPS pateczek E. coli nalezacych do serotypdéw charakterystycznych
dla VTEC wystepuja do$¢ powszechnie zaréwno u 0séb zdrowych, dzieci z biegunka
jak i zwlaszcza u 0séb dorostych z dolegliwo$ciami ze strony uktadu pokarmowego.

2. Wykazanie obecno$ci przeciwcial dla LPS pateczek E. coli nalezacych do okreslo-
nych serotypdw nie $wiadczy bezposrednio o zakazeniu pateczkami VTEC. Z tego
powodu oraz ze wzgledu na ograniczong swoisto§¢ LPS, wyniki badan serologicznych
z uzyciem tych antygenéw muszg by¢ potwierdzane odczynem opartym na bardziej
swoistych, rekombinowanych biatkach.

3. Przeprowadzone badania przy uzyciu wysoce swoistych, rekombinowanych biatek
wskazuja, ze werotoksyczne pateczki E. coli mogg by¢ odpowiedzialne za kilka pro-
cent przypadkow chorobowych przebiegajacych pod postacig bakteryjnych schorzen
uktadu pokarmowego u 0séb w Polsce.

4. Obecnos¢ przeciwcial dla swoistych, rekombinowanych biatek pateczek VTEC
stwierdzana jest u mniej niz 1,0% klinicznie zdrowych oséb, co §wiadczy o niskim
rozprzestrzenieniu si¢ tych zakazen w populacji polskie;j.
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Zmiany w kompozycji biatek btony zewnetrznej szczepdéw Escherichia
coli wywotane dziataniem nanokompozytéw srebra

Changes in the composition of outer membrane proteins of Escherichia
coli strains caused by silver nanocomposites

Eva Krzyzewska, Mateusz Speruda, Barttomiej Dudek, Anna Kedziora,
Gabriela Bugla-Ploskonska

Rezultatem wykorzystania nanotechnologii w pozamedycznych sektorach
przemystu jest obecno$é na rynku konsumenckim szerokiego spektrum ar-
tykuléw codziennego uzytku, zawierajacych nanoczgstki srebra - struktu-
ry o unikalnych wlasciwos$ciach fizyko-chemicznych i wynikajacym z nich
dzialaniu antybakteryjnym. Powszechno$¢ wystepowania produktow tego
typu budzi obawy w srodowisku naukowym, zwlaszcza w $wietle poten-
cjalnego ryzyka rozwoju opornosci wsrod bakterii Gram-ujemnych. Celem
tej pracy jest analiza poréwnawcza zmian w profilu elektroforetycznym
bialek oston komérkowych miedzy izolatami klinicznymi E. coli i ich wa-
riantami powstalymi wskutek dlugotrwalej ekspozycji na subletalne dawki
nanokompozytéw srebra, rozniacych si¢ wlasciwosciami fizyko-chemiczny-
mi (rodzajem i rozmiarem no$nika, zawartoscia, stopniem utlenienia oraz
sposobem osadzania srebra na no$niku).

Stowa kluczowe: nanokompozyty srebra, biatka btony zewng¢trznej, E. coli

ABSTRACT
Introduction: The aim of this study was to determine the role of outer membrane proteins
in the resistance to silver nanocomposites. For this purpose we performed a comparative
analysis of changes in the outer membrane proteome between E. coli clinical isolates and
variants with reduced susceptibility to silver after prolonged exposure to sublethal doses
of silver nanocomposites.
Materials and Methods: Escherichia coli 408, E. coli 555 and E. coli ATCC 11228 were
subjected to sublethal doses of silver nanocomposites with different physicochemical prop-
erties (A-D). Outer membrane proteins were extracted according to the method described
by Murphy and Bartos, then the SDS-PAGE was performed.
Results: Examined strains showed reduced susceptibility only to one tested silver nano-
composite. Electrophoretic analysis showed differences in protein profiles between the
variants and wild type strains of E. coli 408 and E. coli ATCC 11228. No changes in the
outer membrane profiles of E. coli 555 strains were observed.
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Conclusions: Efficiency of silver nanocomposites depends on its physicochemical proper-
ties such as size, form and immobilization on inorganic carriers. Occurrence of reduced
susceptibility to silver nanocomposites is correlated with disappearance, amount changes
or synthesis of new proteins.

Keywords: silver nanocomposites, outer membrane proteins, E. coli

WSTEP

Nanotechnologia jest obszarem nauki i inzynierii po§wigconym materiatom o $rednicy 10
metra i stanowi jedng z najbardziej rozwijajacych si¢ dziedzin nauki w ostatnich latach (7).
Techniki nanotechnologii umozliwiaja manipulowanie czgstkami na poziomie atoméw, dzieki
miniaturyzacji nanoformy cechujg si¢ unikalnymi wlasciwosciami fizycznymi, chemicznym,
optycznymi, a takze wysoka aktywnoscia biologiczng. Nanoczastki charakteryzuje znacznie
wigkszy stosunek powierzchni do objetosci w pordwnaniu z forma mikrometryczna, dzigki
czemu ich dziatanie jest bardziej efektywne. W ostatnich latach duzym zainteresowaniem cie-
szg si¢ nanoczastki srebra (AgNPs — ang. silver nanoparticles). Aktywno$¢ biologiczna AgNPs
jest odwrotnie proporcjonalna do wielkosci nanostruktur: im mniejsza $rednica czastek, tym
wyzsza aktywnos¢ biologiczna. Niestety, nanoczastki metaliczne wykazuja tendencje do agre-
gacji, co wplywa na utrate wlasciwosci fizycznych i chemicznych, czego nastepstwem jest ob-
nizenie poziomu aktywnosci biologicznej. Efekt tworzenia klasterow moze by¢ zniwelowany
poprzez immobilizacj¢ nanoczastek srebra na nieorganicznych no$nikach, gléwnie dwutlenku
krzemu (SiO,) i dwutlenku tytanu (TiO,) (2, 9). We wspotczesnej medycynie zwigzki srebra
znalazly zastosowanie w leczeniu ran i oparzen, jako komponent materiatdw do produkcji cew-
nikéw i implantéw oraz w stomatologii, jako dodatek do wypetnien dentystycznych. Ponad-
to zwigzki srebra zyskaty duza popularno$¢ i szerokie zastosowanie w branzy niemedyczne;.
Stanowig one dodatek do materiatéw z jakich produkuje si¢ przedmioty codziennego uzytku
(pralki, deski sedesowe, tkaniny, klawiatury czy myszy komputerowe), jako czynniki hamujace
namnazanie si¢ drobnoustrojéw na ich powierzchni. Z kolei zwiazki zawierajace nanoczastki
srebra immobilizowane na nieorganicznych nos$nikach uwaza si¢ za skuteczne $rodki dezyn-
fekeyjne, ktore sg stosowane na szerokg skale w systemach dystrybucji wody pitne;j (8, 14).

Jony srebra majg najwyzszy poziom aktywnoS$ci przeciwdrobnoustrojowej sposrod
wszystkich metali cigzkich i posiadajg szerokie spektrum dziatania zaréwno wobec komo-
rek bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, w tym zaréwno gatunkoéw tlenowych
jak i beztlenowych (20). Ag™ maja zdolno$¢ wigzania si¢ ze Sciang komdrkowa bakterii,
cytoplazma czy tez otoczkami bakteryjnymi. Zmiany w strukturze oston zewnetrznych
komorki prowadza do ich destabilizacji i wzrostu przepuszczalnosci. Glownym miejscem
oddziatywania srebra sa komorkowe biatka strukturalne i enzymatyczne, czyli biatka pet-
nigce podstawowe funkcje w prawidtlowym funkcjonowaniu mikroorganizmu (16). Osto-
ny komorkowe bakterii Gram-ujemnych sa zlozong, wielowarstwowa konstrukcja, ktéra
warunkuje charakterystyczny ksztatt oraz chroni mikroorganizmy przed zmiennymi wa-
runkami $rodowiska zewnetrznego (21), w zwiazku z czym jednym ze sposobdw oceny
wplywu nanoczastek na zdrowie cztowieka i homeostaze ekosystemow jest ocena zmian
wrazliwosci bakterii na dlugotrwate i podprogowe zawarto$ci nanokompozytéw srebra,
mierzona zmianami zachodzacymi w proteomie blony zewnetrznej bakterii.
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W niniejszej pracy przeprowadzono analiz¢ poréwnawczg zmian w profilu elektrofore-
tycznym bialek blony zewnetrznej pomigdzy szczepami dzikimi a szczepami po kontakcie
z subletalnymi dawkami réznych nanoform srebra immobilizowanych na ditlenku tytanu.

MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne i nanokompozyty. W badaniach wykorzystano dzikie szczepy
Escherichia coli wyizolowane od pacjentéw hospitalizowanych (E. coli 408, E. coli 555)
oraz szczep pochodzacy z kolekceji ATCC (E. coli ATCC 11228). Do badan wykorzystano
réwniez szczepy o zmienionej wrazliwosci, ktore otrzymano z badanych szczepoéw dzikich
poprzez 6 dniowg ekspozycj¢ na podprogowe stgzenie srebra zawartego w nanokompo-
zytach, okre$lone jako warianty danej proby (Tab. I i II), ustalone na podstawie wartosci
minimalnego st¢zenia hamujacego wzrost (MIC, ang. minimal inhibitory concentration)
—0.5xMIC, 1xMIC oraz 4xMIC. Do badan wybrano te nanokompozyty, ktére spetnity wy-
magania fizyko-chemiczne oraz wykazaty wysoka antybakteryjng aktywnos¢ (Tab. II) (6,
9). Szczegodtowa procedure przygotowania oraz pelng charakterystyke nanokompozytow
opisano w Kedziora i wsp. 2012 (9) oraz Kedziora i wsp. 2016 (6). Zmiana wrazliwo$ci
obserwowana byla poprzez powtorne okreslanie wartosci MIC po zakonczonej hodowli
W narastajagcym st¢zeniu nanokompozytow srebra. W przypadku wybranych préb nano-
kompozytéw zaobserwowano zmniejszong wrazliwo$¢ bakterii na srebro (Tab. II).

Izolacja bialek blony zewnetrznej (OMPs) szczepéw bakteryjnych. Izolacje biatek
btony zewnetrznej (OMPs) przeprowadzono w oparciu o metode Murphy 1 Bartos (15)
z drobnymi modyfikacjami (3). Przed przystapieniem do izolacji biatek szczepy bakteryj-
ne, u ktorych zaobserwowano zmian¢ wrazliwosci na nanokompozyty srebra, namnazano
w 25 ml pozywki LB przez 18 godz. w 37°C. Nastepnie hodowle zwirowano (4000 obr/
min, 4°C, 20 min) i zawieszono w 1,25 ml 1 M octanu sodu (POCh), 1 mM B—merkapto-
etanolu (Merck). Nastepnie dodano 11,25 ml roztworu 5% Zwittergentu Z 3-14 (Calbio-
chem) z 0,5 M CaCl, (POCh). Mieszaning inkubowano na mieszadle magnetycznym 1
godz. w temp. pokojowej. W celu wytracenia kwaséw nukleinowych bardzo powoli doda-
no 3,13 ml 96% zimnego etanolu (POCh). Mieszaning zwirowano (17 000 obr/min, 4°C,
10 min) a nastgpnie wytracono biatka dodajac 46,75 ml 96% zimnego etanolu i ponownie
zwirowano (17 000 obr/min, 4°C, 20 minut). Osad pozostawiono do wyschnigcia w temp.
pokojowej, a nastgpnie zawieszono w 2,5 ml buforu 50 mM Trizma-Base (Sigma-Aldrich),
pH 8,0 zawierajacego 0,05% Zwittergentu Z 3-14 1 10 mM EDTA (Sigma-Aldrich). Mie-
szaning inkubowano w temp. pokojowej przez 1 godz. a nastgpnie inkubowano przez noc
w temp. 4°C. Nastepnie probke zwirowano (12 000 obr/min, 4°C, 10 min) i rozpipetowa-
no OMPs obecne w supernatancie. Oznaczanie st¢zenia wyizolowanych OMPs wykonano
z wykorzystaniem Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific).

SDS-PAGE bialek blony zewnetrznej. Rozdziatl wyizolowanych biatek OMPs prze-
prowadzono wykorzystujac technike SDS-PAGE wedtug metody Laemmli (10). Rozdzialu
dokonano w 12,5% zelu poliakrylamidowym o grubosci 0,75 mm przy uzyciu Mini-PRO-
TEAN Tetra Cell System (Bio-Rad), z wykorzystaniem zasilacza APELEX PS 9009XT
w warunkach statej mocy 1W, przez okoto 150 minut. Na gotowy zel naniesiono przygo-
towane wczesniej proby biatek OMPs oraz marker masy Wide Range (MWR) Precision
Plus Protein (Bio-Rad) o wielko$ciach molekularnych od 250 do 10 kDa, przygotowany



242 E. Krzyzewska i inni Nr 1

zgodnie z instrukcja zamieszczong przez producenta. Uzyskane zele zostaly zabarwione
z wykorzystaniem metody srebrowej (5) oraz sfotografowane przy uzyciu aparatu Che-

miDoc MP System firmy Bio-Rad. Analizy bialek dokonano przy uzyciu programu Image
Lab 4.1 (Bio-Rad).

WYNIKI

W wyniku przeprowadzonych rozdziatéw elektroforetycznych badanych szczepow
dzikich i ich wariantéw o zmniejszonej wrazliwo$ci na srebro uzyskano profile biatkowe
oston wykazujace istotne réznice pomiedzy obecno$cig biatek OMPs w szczepie dzikim
oraz odpowiadajacym mu wariancie poddanym dlugotrwatej ekspozycji na podprogowe
stezenie srebra zawartego w nanokompozytach.

Marker  E. coli E. coli
masy 408 408 B

kDa

250 —ou
150 i 1

5T —

15 -

10 o —

Ryc. 1. Rozdziat elektroforetyczny SDS-PAGE oraz analiza mas molekularnych bialek OMPs szczepu
E. coli 408 1 E. coli 408 wariant B.
Sciezka 1 — marker masy, Sciezka 2 - E. coli 408, $ciezka 3 - E. coli 408 wariant B. Na zdj¢ciu
zaznaczono biatka obecne tylko w szczepie dzikim E. coli 408 oraz biatka obecne tylko
w szczepie E. coli 408 wariant B.



Nr 1 Aktywno$¢ nanokompozytow srebra na biatka E. coli 243
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Ryc. 2. Rozdziat elektroforetyczny SDS-PAGE oraz analiza mas molekularnych biatek OMPs
szczepu E. coli ATCC 11228 1 E. coli ATCC 11228 wariant B.
Sciezka 1 - E. coli ATCC 11228, $ciezka 2 - E. coli ATCC 11228 wariant B, $ciezka 3 —
marker masy. Na zdjeciu zaznaczono biatka obecne tylko w szczepie dzikim E. coli ATCC
11228 oraz biatka obecne tylko w szczepie E. coli ATCC 11228 wariant B.

E. coli 408 i E. coli 408 wariant B. Rozdzial elektroforetyczny biatek OMPs szczepu
E. coli 408 (Ryc. 1) przedstawia znaczne zréznicowanie profili biatkowych szczepu dzikie-
20 w pordwnaniu ze szczepem o zmniejszonej wrazliwosci na srebro. W profilu biatkowym
oston szczepu dzikiego E. coli 408 wykryto 43 biatka odpowiadajgce masom w zakresie od
10,3 do 134,8 kDa. W szczepie E. coli 408 wariant B wykryto 45 bialek w zakresie mas od
10,5 do 134,5 kDa. Po dlugotrwatym kontakcie z nanokompozytem B pojawity si¢ w pro-
filu biatkowym oston nowe biatka OMPs o masach: 63,8; 61,7; 55,6; 49,1, 45,1; 35,3; 34,6;
24.3; 19; 18,6; 12,7 kDa. Z kolei prazki biatkowe odpowiadajace masom: 123,5; 71,1; 54;
42,5; 38,3; 29,4; 23,8; 18,4; 15,9; 12 kDa obecne w szczepie dzikim E. coli 408, niec wy-
stepowaty natomiast w szczepie E. coli 408 wariant B. Szczegdlng uwagg nalezy zwrocié
na nowe biatka w wariancie o zmniejszonej wrazliwosci na srebro odpowiadajgce masom:
63,8; 61,7; 35,3 1 34,6 kDa. Dla innych biatek nie zauwazono istotnych roéznic pomig-
dzy porownywanymi szczepami. W rozdziale elektroforetycznym mozna zaobserwowacé
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roéznice w intensywnosci zabarwienia uzyskanych profili biatkowych. Doszlo do wzrostu
syntezy bialek o masie: 67; 52,1; 47,1; 36,5; 30,8; 25,2 kDa w szczepie poddanym dlugo-
trwatej ekspozycji na srebro w poréwnaniu ze szczepem dzikim. Dodatkowo w wariancie,
w pordéwnaniu ze szczepem dzikim, zmniejszong intensywnoscia zabarwienia charaktery-
zowaly si¢ biatka o masach: 101,5; 96,9; 90,5; 58,4; 44,4; 34; 32,7; 23; 22,4; 20,9; 20,2;
17,1; 14,6; 13,7; 11,1 kDa.

E. coli E. coli Marker
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Ryc. 3. Rozdziat elektroforetyczny SDS-PAGE oraz analiza mas molekularnych biatek OMP szczepu
E. coli 5551 E. coli 555 wariant B.
Sciezka 1 — marker masy, Sciezka 2 - E. coli 555, §ciezka 3 - E. coli 555 wariant B.

E. coli ATCC 11228 i E. coli ATCC 11228 wariant B. Proteinogram po przeprowa-
dzonej elektroforezie SDS-PAGE (Ryc. 2) wykazal niewielkg zmienno$¢ w profilach bial-
kowych dwdch porownywanych prob biatek OMPs. Roznice w profilach biatkowych byty
mniejsze niz mi¢dzy szczepem E. coli 408 oraz jego wariantem o zmienionej wrazliwo$ci na
srebro. W profilu bialkowym oston dzikiego szczepu E. coli ATCC 11228 wykryto 39 bialek
w zakresie mas od 11,2 do 119,7 kDa. W szczepie E. coli ATCC wariant B wykryto 42 biatka,
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ktérych masy mieszcza si¢ w zakresie od 11,2 do 120,2 kDa. Na podstawie przeprowadzone;j
elektroforezy wykazano w szczepie E. coli ATCC 11228 wariant B obecnos¢ nowych bialek
o masie molekularnej 66,4; 33,9; 30,9 1 30,3 kDa w poréwnaniu z profilem biatkowym szcze-
pu dzikiego. Z kolei prazek o masie 23 kDa wystgpowat w profilu biatkowym oslon szczepu
dzikiego, natomiast nie wystepowal w wariancie o zmniejszonej wrazliwosci na srebro. Wy-
kazano takze réznice w intensywnosci zabarwienia uzyskanych profili biatkowych. Bialka
o masach: 23,6; 20,2; 18,5 1 15,5 kDa w szczepie E. coli ATCC 11228 wariant B charakte-
ryzowaly si¢ wigksza intensywnoscig zabarwienia niz te same prazki w szczepie dzikim.
Roéwniez w tym przypadku wigksza gesto$¢ optyczna prazkdéw uwidocznionych w zelu moze
$wiadczy¢ o intensywniejszej produkcji w komoérece wskazanych biatek.

E. coli 555 i E. coli 555 wariant B. Rozdziat elektroforetyczny biatek OMPs nie wy-
kazat zréznicowania profili biatkowych pomiedzy szczepem dzikim a wariantem o zmie-
nionej wrazliwosci na srebro (Ryc. 3). Zaréwno w profilu biatkowym oston szczepu E.
coli 555 jak i E. coli 555 wariant B wykryto 44 biatka w zakresie mas od 117,6 do 10,7
kDa. Nie wykazano rowniez istotnych réznic pomiedzy intensywnoS$cia zabarwienia biatek
w porownywanych profilach biatkowych.

DYSKUSJA

Srebro dzigki znanym od dawna wlasciwosciom bakteriobdjczym oraz toksycznosci
w stosunku do szerokiego spektrum mikroorganizmoéow przykuto uwage naukowcow jako al-
ternatywny czynnik zwalczania drobnoustrojéw. Osiagniecia w dziedzinie nanotechnologii
umozliwily synteze nanoczastek srebra, ktore dzieki specyficznym wiasciwosciom fizyko-che-
micznym wykazuja wysoka aktywnos¢ wobec lekoopornych szczepow bakterii stwarzajacych
powazne problemy kliniczne, np. Staphylococcus aureus MRSA czy ampicylinooporna E. coli
O157:H7 (11). Przeprowadzone badania prezentowane w niniejszej pracy sa badaniami wstegp-
nymi i miaty na celu okreslenie zmian w profilu biatek blony zewnetrznej bakterii po kontakcie
z subletalnymi dawkami r6znych nanoform srebra immobilizowanych na TiO,. Poszczegolne
nanokompozyty réznily si¢ formg uporzgdkowania (amorficzny i krystaliczny TiO,), rozmia-
rem no$nika, zawarto$cia srebra, stopniem utlenienia srebra oraz sposobem osadzania srebra
na nos$niku (Tab. I). Wszystkie nanokompozyty srebra testowano wobec trzech szczepow
bakteryjnych: E. coli 408, E. coli 555, E. coli ATCC 11228. Jednak zmniejszenie wrazliwos$ci
na srebro zaobserwowano tylko w przypadku jednej proby B, gdzie nanosrebro wielkosci 20
nm osadzone zostato na amorficznym TiO, w ilosci 10% (Tab. II). Z wariantdw o zmienionej
wrazliwosci na srebro wyizolowano biatka blony zewnetrznej i dokonano rozdziatu elektrofo-
retycznego SDS-PAGE w celu poréwnania zmian w profilu elektroforetycznym biatek OMPs
po kontakcie z subletalng dawka nanoformy srebra immobilizowanej na TiO, (9). R6znorodne
warunki §rodowiska w tym réwniez sztucznie zaadaptowane przez cztowieka moga wptywaé
na ekspresje bialek blony zewnetrznej. Biatka OMPs ze wzgledu na peryferyczna lokalizacje
w komorce bakteryjnej biorg aktywny udziat w przystosowaniu si¢ do zmieniajacych si¢ wa-
runkow $rodowiska bytowania oraz do adaptacji do nowych nisz ekologicznych. Obecnosé
danego biatka lub ich zespotu w komorce, a w przypadku prezentowanych w tej pracy analiz
w blonie zewngetrznej moze by¢ zwigzana z czasem ekspozycji, stezeniem substancji dzialaja-
cej na komorke oraz innymi warunkami fizycznymi w jakich dany czynnik dziata na komoérke
odbiegajacymi od warunkow fizjologicznych, do ktorych komorki bakteryjne sa przystosowa-
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ne. W wyniku odpowiedzi komorki bakteryjnej na obecno$¢ w srodowisku antybiotykow czy
metali cigzkich moze dochodzi¢ do zmiany w poziomie ekspresji pewnych OMPs (1, 7). Dane
proteomiczne badan przeprowadzonych przez Lok i wspotautorow (12) wykazaty, ze krotka
ekspozycja bakterii E. coli na bakteriobdjcze stezenia nanoczastek srebra spowodowala nagro-
madzenie prekursoréw biatek blony zewnetrznej, ktére przy uzyciu metody MALDI TOF MS
oraz MS/MS zidentyfikowano jako OmpC, OmpF oraz OmpA.

Tabela I. Charakterystyka nanokompozytow srebra uzytych do generowania szczepéw o zmienionej
wrazliwosci (6,9). Legenda do prob: A (TiO,/Ag") (9), B (TiO,/Ag’) (9), proba C (TiO,/
Ag®) (9), D (TiO, /Ag") (6).

Rozmiar | Zawarto$¢ | Stopien | Rozmiar Sposob Piémienni
, L . o . . iSmienni-
Préba Nosnik nosnika | srebra % | utlenienia | srebra |impregnacji
ctwo
(nm) (m/m) srebra (nm) srebrem
TiO, nie po syntezie
A | krystaliczny <40 1 Ag dotyezy nodnika )
(anataz)
TiO o po syntezie
B amorﬁczzny <100 10 Ag 20 nosnika ©)
Tio, po syntezie
1 0
C krystaliczny <40 1 Ag <10 nodnika )
(anataz)
TiO, w trakcie
D | krystaliczny | <50 1,6 Ag’ <5 syntezy 6)
(anataz) no$nika

Badania wlasne réwniez wykazujg zmiany w poziomie produkcji niektorych biatek OMPs.
Dlugotrwaty kontakt bakterii z podprogowymi stezeniami srebra zawartego w nanokompozy-
tach wywarl wpltyw na obraz profili bialkowych badanych szczepow. W szczepie o zmniejszonej
wrazliwosci na srebro doszto do wytworzenia nowych biatlek OMPs oraz zaprzestania produkcji
innych biatek OMPs. Mechanizmy warunkujace oporno$¢ na metale cigzkie sa mechanizmami
zlozonymi, poniewaz obecno$¢ jednego mechanizmu opornosci nie zapewnia bakteriom pewne-
go przetrwania, dlatego powszechne jest wystepowanie wsrod bakterii jednocze$nie kilku mecha-
nizméw warunkujacych oporno$¢ na rézne grupy zwigzkdéw. Oporno$¢ bakterii na metale cigzkie
wynika gtéwnie z obecnosci aktywnych pomp typu efflux. Percival i wspolautorzy wykazali, ze
wsrod doswiadczalnie wygenerowanych mutantow E. coli opornych na wzrastajace stgzenie Ag”
dziata system pomp typu efflux. Dodatkowo Franke i wspolautorzy wykazali, ze zmniejszona
przepuszczalnos¢ oston komorkowych, wynikata z utraty gléwnych biatek porynowych (4, 19).

Tabela II. Warianty o zmienionej wrazliwo$ci na srebro (6,9).

) Préba
Szczep bakteryjny
A B C D
Escherichia coli 408 - + - -
Escherichia coli 555 - + - -
Escherichia coli ATCC 11228 - + - -
(+) zmniejszenie wrazliwosci na srebro, zaobserwowana poprzez zmiang wartosci MIC.
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Na podstawie przeprowadzonych badan mozemy wywnioskowac¢, ze wrazliwo$¢ bak-
terii na nanokompozyty rézni si¢ pomigdzy przedstawicielami tego samego gatunku co
pozwala wysnu¢ wniosek, ze cecha ta nie jest specyficzna gatunkowo lecz indywidualng
cechg kazdego mikroorganizmu. Profile biatkowe oston szczepow E. coli 408, E. coli 555,
E. coli ATCC 11228 po kontakcie z ta sama proba nanokompozytu B pokazuja réznice
w poziomie syntezy biatek btony zewnetrznej. Najwigksze zréznicowanie bialek wykazuje
szczep E. coli 408 B, u ktérego pojawity si¢ nowe biatka o masach: 63,8; 61,7; 55,6; 49,1;
45,1; 35,3; 34,6; 24,3; 19; 18,6; 12,7 kDa. W przypadku szczepu E. coli ATCC 11228
0 zmniejszonej wrazliwosci na srebro pojawity si¢ nowe biatka o masie molekularnej 66,4;
33,9; 30,9; 1 30,3 kDa. Z kolei w szczepie E. coli 555 wariant B pomimo zmiany wrazli-
wosci na srebro nie zaobserwowano roéznic w profilu biatkowym oston w poréwnaniu ze
szczepem dzikim. Brak réznic w profilach bialkowych moze by¢ zwigzany z ogranicze-
niami metody rozdziatlu biatek przy uzyciu elektroforezy SDS-PAGE. Istnieje mozliwos¢,
ze zmiana wrazliwosci wynika z odmiennego mechanizmu dziatania tego preparatu sko-
relowanego z indywidualnymi cechami szczepu lub wlasciwosciami fizyko-chemicznymi
nanokompozytu srebra B.

Ditlenek tytanu wystepuje w przyrodzie w trzech odmianach krystalicznych, jako ana-
taz, rutyl i brukit. Anataz ze wzgledu na najwyzsze wtasciwos$ci fotokatalityczne petni mig-
dzy innymi funkcje no$nika dla aktywnych biologicznie czastek srebra. Promieniowanie
UV jest niezbednym czynnikiem do uzyskania wlasciwos$ci katalitycznych krystalicznego
TiO,. Informacje na temat biologicznej aktywnosci anatazu nie poddanego promieniowa-
niu UV oraz biologicznej aktywnosci amorficznego TiO, jako nosnika nanoczgstek srebra
sa ubogie (9).

Dowiedziono, ze decydujacy wplyw na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ma wiel-
ko$¢ pojedynczych nanoczastek srebra, rozktad wielko$ci w obrebie proby oraz ksztalt
nanoczastek. Wedlug Pal i wspolautorow toksyczno$¢é nanoczastek srebra zalezy od ich
ksztattu (17). Uwaza sig, ze skuteczno$¢ nanoczastek jest tym wyzsza im mniejszg $rednice
majg nanoczastki srebra (13). Panacek i wspotautorzy wysnuli podobne wnioski testujac
rézne rozmiary nanoczastek srebra wobec szczepéw Gram-dodatnich oraz Gram-ujem-
nych. Najnizsze warto$ci minimalnego st¢zenia hamujacego uzyskano dla nanosrebra
o najmniejszych rozmiarach (18).

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac, ze rowniez sposdb osadzenia
srebra na no$niku wptywa na aktywnos$¢ biologicznga nanokompozytow. Badane szczepy
E. coli zmienity swoja wrazliwos¢ tylko po ekspozycji na probe B, w ktdrej srebro zostato
osadzone na no$niku w postaci warstwy. W przypadku pozostatych testowanych nanokom-
pozytow A, C i D, w ktorych srebro zostato osadzone na no$niku w postaci nanoziaren,
nie zaobserwowano zmiany wrazliwo$ci badanych szczepow. Zawarto$¢ srebra w probie
réwniez moze by¢ czynnikiem, ktory determinuje wtasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe.
Zdania naukowcow w tej kwestii sg jednak podzielone. Kedziora 1 wsp. (9) sugeruja, ze
efekt bojczy nanokompozytdw jest tym wyzszy im mniejsza jest zawartos¢ atomow srebra
na powierzchni no$nika. Niewykluczone, ze wiaze si¢ to w efekcie z jego biodostgpnoscia.
W przeciwienstwie do Thiel i wsp. (22), ktérzy sugeruja, ze im wigksza zawarto$¢ atomow
srebra na powierzchni proby tym wigksze wlasciwosci bakteriobdjcze nanokompozytu.
Interesujace jest rowniez to, ze zmiang wrazliwos$ci bakterii zaobserwowano tylko dla pro-
by z najwigksza testowang zawartoscia (10,2%), préba B. Powyzsze rozwazania dowo-
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dza, ze na ostateczng efektywnos$¢ nanokompozytéw sklada si¢ szereg czynnikéw. Wplyw
majg zar6wno wlasciwosci nosnika takie jak jego rozmiar czy postaé, jak rowniez cechy
immobilizowanych czastek srebra (stopien utlenienia srebra, procentowa zawarto$¢ sre-
bra w probie, rozmiar). Mechanizm warunkujacy zmniejszenie wrazliwos$ci na srebro jest
zjawiskiem wieloczynnikowym. W procesie generowania zmniejszonej wrazliwosci biorg
udziat zardwno struktury powierzchniowe jak i cytoplazmatyczne. W przeprowadzonych
badaniach wtasnych skupiono si¢ wylacznie na biatkach btony zewnetrznej. Szczegotowe
poznanie mechanizmoéw generowania zmniejszonej wrazliwosci na nanokompozyty srebra
wymaga podjecia szeroko zakrojonych badan.

PODSUMOWANIE

Wystepowanie bakteryjnej opornosci na nanokompozyty srebra jest $cisle zalezne
od ich wlasciwosci fizyko-chemicznych (rozmiaru, struktury, rodzaju nosnika, obecno-
$ci nosnika, dlugotrwate traktowanie szczepow E. coli 408, E. coli 555 1 E. coli ATCC
11228 amorficznym TiO, domieszkowanym nanoczgstkami srebra (proba B) wptyngto na
zmian¢ poziomu syntezy bialek blony zewnetrznej, co jest wynikiem zmian w materiale
genetycznym lub efektem adaptacji komoérek do stresowych warunkéw srodowiska. Ana-
liza porownawcza wykazata roznice w profilach biatkowych migdzy szczepami dzikimi
i ich wariantami (zmiany w liczbie OMPs: utrata lub synteza nowych bialek). Brak zmian
w profilu biatkowym w/w szczepdéw po dlugotrwatej ekspozycji na nanokompozyty o in-
nych wlasnosciach fizyko-chemicznych niz préba B, §wiadczy¢ moze o innym sposobie
ich dziatania na komorke bakterii. Wyzej opisane badania dowodza mozliwosci narastania
opornosci na nanokompozyty srebra wsrod bakterii Gram-ujemnych o pewnych okreslo-
nych cechach fizyko-chemicznych. Cho¢ uzyskane wyniki stanowia zaledwie podstawe
do dalszych badan, powinny one by¢ motywacja do ograniczenia pozamedycznej, nie-
kontrolowanej dystrybucji artykutow zawierajacych w swojej strukturze srebro w postaci
nanometryczne;j.

Badania finansowane z grantu nr 2112/M/IGM/14 na prowadzenie badan naukowych
i prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych, stuzacych rozwojowi mtodych na-
ukowcdw oraz uczestnikow studidow doktoranckich UWr.
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Grzybica paznokei 1 skory — analiza i omoéwienie wynikow badan
przeprowadzonych w Pracowni Mikrobiologii Laboratorium Przygoda
grupa ALAB w Ptocku w latach 2012 — 2016

Toe and skin fungus - analysis and discussion of the results of research
conducted in the Laboratory of Microbiology Laboratory Przygoda ALAB
Group in Ptock in the years 2012 - 2016

Przemystaw Dziewirz, Monika Lemanska

Laboratorium Przygoda grupa ALAB Sp.z.0.0 Plock

Celem pracy byla analiza wynikéw mykologicznych posiewéw wykona-
nych w Pracowni Mikrobiologii Laboratorium Przygoda w Plocku w latach
2012-2016. Badajac probki materialu pobrane od 3733 pacjentéw uzyska-
no 59,1% wynikéw dodatnich. Zmiany grzybicze najczeSciej obejmowaly
paznokcie stop (64,0%), za$ najrzadziej skére pachwin (0,6%). Dominu-
jacym etiologicznym czynnikiem grzybic byly dermatofity, wsréd ktérych
najczesciej izolowanym gatunkiem byl Trichophyton rubrum, stanowiacy
49,5% wszystkich dodatnich hodowli.

Stowa kluczowe: grzybica paznokci, grzybica skory, dermatofity, grzyby drozdzopodobne,
plesnie

ABSTRACT
Introduction: The aim of the study was to analyze the results of mycological cultures
obtained in the Laboratory of Microbiology of Przygoda Laboratory in Ptock in the years
2012-2016. The study included an analysis of the incidence of mycosis with regard to their
location, as well as the proportion of individual etiological factors in the infection.
Methods: The study included materials from 3733 patients who gave a total of 3888
scraps: fingernails of feet, fingernails of hand, foot skin, groin skin and smooth skin. The
material was taken directly from the material and mycological cultures were established.
Results: Positive results accounted for 59.1%. Trichophyton rubrum (49.5%) was the most
common etiologic agent of dermatophytes. Among the yeast-like fungi, Candida albicans
(9.9%) were the most common.
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Conclusions: The results showed that fungal infections are more common in women than
in men. The most common form of mycosis is foot mycosis, and the smallest of myco-
bacteria is found. The most commonly cultivated mushrooms were dermatophytes and
accounted for 80.0% of all positive cultures. The least frequently isolated etiologic agent
was mold fungi, which accounted for only 1.3% of all positive results.

Key words: fungal nail infections, mycosis, dermatophytes, yeast-like fungus, molds.

WSTEP

Grzybica jest najczestszym dermatologicznym schorzeniem skory oraz jej przydat-
kow. Ma rowniez wplyw na stan psychofizyczny pacjenta. Choroba ta moze dotyczy¢ na-
wet 40% populacji (17).

Na wystepowanie i szerzenie si¢ grzybic ma wptyw wiele czynnikéw, m. in.:

- zaburzenie mechanizméw obronnych zwigzanych z uposledzeniem odpornosci,
wystepujacy u chorych na AIDS, w przebiegu nowotworéw krwi i innych choréb
nowotworowych,

- warunki srodowiskowe, np.: duza wilgotnos¢, zta higiena i pielggnacja skory, nie-
dozywienie, korzystanie z basendw, uzywanie syntetycznego obuwia i odziezy,

- inne czynniki sprzyjajace zakazeniom grzybiczym to: podeszly wiek, zaburzenia
krazenia, leczenie kortykosteroidami, cukrzyca i inne (2,9,18).

W przypadku chorych na AIDS zmiany grzybicze wystepuja nawet u 50% pacjentow,
natomiast cukrzycy sg prawie 3-krotnie bardziej narazeni na wystgpowanie grzybicy pa-
znokcei niz osoby zdrowe. Najczgstsza postacia grzybicy jest grzybica przydatkow skory,
ktora czgséciej dotyczy paznokcei stop niz dtoni. Ma to zwigzek z ich stabszym ukrwieniem,
wolniejszym wzrostem oraz cz¢stym przebywaniem w zaciemnionym i wilgotnym $rodo-
wisku. Zakazeniu paznokci stop moze towarzyszy¢ grzybica skory stop, ktora w populacji
polskiej wystepuje u co drugiego pacjenta (2,8,15).

Wsrod etiologicznych czynnikow wywotujacych grzybice mozemy wyrozni¢: derma-
tofity (Trichophyton sp., Epidermophyton sp., Microsporum sp.), grzyby drozdzopodobne
(Candia sp. Malassezia sp., Geotrichum, Trichosporon sp.) oraz plesnie (Scopulariopsis
sp., Fusarium sp.). Szacuje sig, ze najczgsciej wystepuja zakazenia dermatofitami antro-
pofilnymi, w tym w 45% o etiologii Trichophyton rubrum. Zakazenia o etiologii Candida
sp. dotycza najczesciej paznokci rak. Natomiast udziat plesni w grzybicach szacuje si¢
zaledwie na 2-5% wszystkich zakazen grzybiczych (1,12,13).

Celem badan byta analiza czgstosci wystgpowania zakazen grzybiczych oraz ich etio-
logicznych czynnikow u pacjentow badanych w Pracowni Mikrobiologii Laboratorium
Przygoda w Plocku w latach 2012-2016.

MATERIAL I METODY

Analizie poddano wyniki mykologicznych posiewow obejmujacych zeskrobiny pa-
znokei rak i stop, skory stop, skory pachwin oraz skory gladkiej. Pacjenci kierowani byli
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przez lekarzy Dermatologoéw z Ptocka, Sierpca, Gostynina oraz Zuromina. Badaniem zo-
staly objete rOwniez osoby zgtaszajace si¢ bezposrednio do Pracowni Mikrobiologii, bez
rozpoznania grzybicy przez lekarza. Przed pobraniem materiatu klinicznego z pacjentem
przeprowadzano wywiad. W przypadku, gdy bezposrednio przed zgloszeniem si¢ pacjen-
tow do laboratorium byli oni w trakcie leczenia, pobranie materiatu zostawato odroczone
w czasie w zaleznosci od stosowanego leku (masci, kremy 14 dni, leki doustne od 3 do
4 tygodni). Jalowym skalpelem pobierano zeskrobiny, z ktérych nastepnie wykonywano
bezposredni preparat mikroskopowy z uzyciem 20% roztworu KOH z dodatkiem 40%
dwumetylosulfotlenku (DMSO). Wykonanie preparatu miato na celu orientacyjng oceng,
czy w danej probce materiatu klinicznego znajduja si¢ elementy grzybow. Jednoczesnie
z wykonaniem preparatu, zaktadano hodowle na podtozu dwusekcyjnym Sabourad Dex-
trose Agar z chloramfenikolem oraz Sabourad Dextrose Agar z aktidionem. Hodowle
w kierunku wykrycia dermatofitéw prowadzono §rednio przez 3 - 4 tygodnie, w kie-
runku plesni do 14 dni, a w przypadku grzybow drozdzopodobnych co najmniej 5 dni.
W celu zidentyfikowania dermatofitow oraz grzybow plesniowych oceniano ich makro
i mikroskopowe cechy, m.in. wyglad makrokonidiéw i mikrokonidiow oraz owocnikow
grzybni, natomiast w przypadku grzybow drozdzopodobnych do identyfikacji stosowano
podtoza chromogenne, np. CHROMagar Candida oraz komercyjne testy biochemiczne
np. VITEK 2 YST.

WYNIKI

Materiat do badan mykologicznych uzyskano od 3733 pacjentéw. W 2206 przypad-
kach (59,1%) uzyskano wyniki dodatnie. Grzybice skory oraz jej przydatkow czesciej
stwierdzono u kobiet niz u m¢zezyzn, odpowiednio 64,7% oraz 35,3%. W 1458 (64%)
przypadkach potwierdzono grzybice paznokcei stop, a w 325 (14,2%) grzybice paznokci
rak. Grzybice skory gladkiej i skory stop stwierdzono odpowiednio w 322 i1 163 przypad-
kach, co stanowito 14,1% i 7,1% wynikéw dodatnich. U 14 (0,6%) pacjentow udato si¢
potwierdzi¢ grzybice pachwin. Z 3888 zalozonych hodowli wyizolowano 2282 szczepow.
Najczesciej hodowano dermatofity, ktore byly odpowiedzialne za ponad 80% zakazen.
Grzyby drozdzopodobne stanowity 17%, a plesniowe 1,3% dodatnich hodowli.

Tabela 1. Wyniki badan prowadzonych w kierunku dermatofitow w poszczegdlnych latach.

Liczba . . Liczba (odsetek) Liczba (odsetek)
Liczba wynikoéw . o . J
Rok wykonanych dodatnich kobiet z wynikiem mezezyzn z wynikiem
badan dodatnim dodatnim
2012 482 392 280 (71,4%) 112 (28,6%)
2013 693 465 290 (62,4%) 175 (37,6%)
2014 820 554 371 (67,0%) 183 (33,0%)
2015 940 404 254 (62,9%) 150 (37,1%)
2016 953 391 233 (59,6%) 158 (40,4%)
RAZEM 3888 2206 1428 (64,7%) 778 (35,3%)
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Tabela 2. Etiologiczne czynniki zakazen grzybiczych z uwzglednieniem lokalizacji zmian.
Czynnik Paznokcie | Paznokcie | Skora Skora .
etiologiczny stop dtoni stop gltadka Pachwiny | = RAZEM
; Vg’f:;’gr’(’;fz;‘tes 400 (17,5%)| 57 (2,5%) | 0 (0,0%) | 144 (6,3%)| 0 (0,0%) | 601 (26,3%)
Z Zif;ffl’hy ton 990 (43,4%)| 0(0,0%) (140 (6,1%)| 0(0,0%) | 0(0,0%) |1130 (49,5%)
STZ ;‘Z;%’f;;” 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 7(0.3% | 0(0,0%) | 7(0,3%)
g;iﬁiig ton 13 (0,6%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 16 (0,7%) | 0(0,0%) | 29 (1,3%)
VTZ ’rcrzi‘z fZ :: " 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 17(0,7%) | 1(0,1%) | 18 (0,8%)
Epidermophyron 0(0,0%) | 0(0,0%) |23 (1,0%)| 0(0,0%) | 4(0.2%) | 27 (1,2%)
floccosum
Microsporum canis 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 33 (1,4%) | 0(0,0%) | 33 (1,4%)
gifsrsifn"mm 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 6(0,3%) | 0(0,0%) | 6(0,3%)
Z’;ZZSZZ’ Z,’”’” 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 10 (0,4%) | 0(0,0%) | 10(0,4%)
gjeofi”c‘i“ggps’s 21(0,9%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 21 (0,9%)
Scopulariopsis flava | 2 (0,1%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 2(0,1%)
f ;‘;;‘;;Z”m 5(0,2%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 1(0,1%) | 0(0,0%) | 6(0,3%)
Trichosporon spp. 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 3(0,1%) 3(0,1%
Candida albicans | 27 (1,2%) [140 (6,1%)| 0(0,0%) | 54 (2,4%) | 5(0,25) | 226 (9,9%)
Candida krusei 0(0,0%) | 28 (1,2%) | 0(0,0%) | 5(0.2%) | 0(0,0%) | 33(1,4%)
Candida tropicalis | 0(0,0%) | 14 (0,6%) | 0(0,0%) | 3 (0,1%) | 1(0,1%) | 18 (0,8%)
Candida glabrata 0(0,0%) | 19 (0,8%) | 0(0,0%) | 4(0.2%) | 0(0,0%) | 23(1,0%)
Candida lipolityca | 0(0,0%) | 4(0,2%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 4(0,2%)
Candida kefyr 0(0,0%) | 1(0,1%) | 0(0,0%) | 1(0,1%) | 0(0,0%) | 2(0,1%)
Candida lusitaniae | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 4(02%) | 0(0,0%) | 4(0,2%)
ija‘;’g"losis 0(0,0%) | 47 (2,0%) | 0(0,0%) | 13 (0,6%) | 0(0,0%) | 60 (2,6%)
Candida famata 0(0,0%) | 5(0.2%) | 0(0,0%) | 2(0,1%) | 0(0,0%) | 7(0,3%)
gjgg;fgnsis 0(0,0%) | 1(0,1%) | 0(0,0%) | 1(0,1%) | 0(0,0%) | 2(0,1%)
Candida zeylanoides| 0 (0,0%) | 6(0,3%) | 0(0,0%) | 1(0,1%) | 0(0,0%) | 7(0,3%)
Candida rugosa 0(0,0%) | 3(0,1%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 3(0,1%)
2282

LACZNIE

(100%)
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Wsroéd dermatofitow dominowaty dwa gatunki: Trichophyton rubrum, rozpoznany
w 1130 przypadkach (49,5%) i Trichophyton mentagrophytes wyizolowany od 601 (26,3%)
pacjentow. Obydwa gatunki najczgsciej izolowano z paznokcei stop (990 przypadkow; 43,4 %)
oraz skory stop i skory gladkiej (284; 12,5%). U 49 (2,1%) pacjentow stwierdzono zajgcie
skory gladkiej przez Microsporum sp., w tym w 33 przypadkach przez M. canis (1,4%).
Zakazenia o etiologii Microsporum sp. zazwyczaj dotyczylty dzieci. Inne dermatofity ho-
dowane z zakazen skory to: Epidermophyton floccosum (27; 1,2%), Trichophyton verruco-
sum (18; 0,8%) oraz Trichophyton tonsurans (16; 0,7%).

Zakazenia grzybami drozdzopodobnymi dotyczyty przede wszystkim paznokci dtoni
1 skory gladkiej, odpowiednio 268 (11,7%) i 88 (3,9%) przypadkow. Najczgsciej izolowa-
no dwa gatunki grzyboéw drozdzopodobnych: Candida albicans (226 przypadkow; 9,9%)
oraz Candida parapsilosis (60; 2,6%). Grzyby plesniowe wyhodowano od 29 oséb, co
stanowito 1,3% wszystkich zakazen. Znakomita wigkszo$¢ plesni izolowano z paznokci
stop, gdzie dominowal Scopulariopsis brevicaulis (21; 0,9%). W 5 (0,3%) przypadkach za
przyczyne zakazenia paznokci uznano rodzaj Fusarium.

DYSKUSJA

W badaniach wlasnych najczesciej wystepujaca postacig grzybicy byta grzybica pa-
znokci stop, ktora stanowita 64% wszystkich dodatnich hodowli. Zblizone wyniki w swo-
ich badaniach uzyskali Banaszek i wsp. (4) oraz Anders i wsp. (3), ktorzy wykazali zakaze-
nia paznokci stop odpowiednio u 66,5% i 61,2% badanych osdb. Nizszy odsetek wynikow
dodatnich uzyskali Matuszewicz i wsp. (14) oraz Jaworek i wsp. (10).

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wykaza¢ réznice w sktadzie mikrobio-
ty grzybiczej izolowanej z r6znych lokalizacji, tj.: skory stop, pachwin, skory gtadkiej oraz
paznokci stop i dloni. W badaniach wtasnych, w przypadku skory stop oraz skory gladkie;,
najcze¢sciej hodowane byty dermatofity (odpowiednio 100% 1 72,4%). Odmienne wyniki
uzyskali Jaworek i wsp. (10), ktorzy w przypadku badania skory stop hodowali dermato-
fity w 48,8%, za$ w przypadku grzybicy skory gtadkiej glownie grzyby drozdzopodobne
(65,5%). Z przeprowadzonych przez nas badafh wynika, ze w zakazeniach skory pachwin
dominowaty grzyby drozdzopodobne. Pokrywa si¢ to z wynikami badan przeprowadzony-
mi przez Jaworka i wsp. (10), w ktorych odsetek wyhodowanych grzybow drozdzopodob-
nych wynidst ok. 64%.

W przypadku paznokci stop najwicksza role odgrywaly dermatofity, odpowiedzial-
ne za 96,2% zakazen. Badania przeprowadzone przez innych autorow wykazaty, ze w tej
postaci grzybicy dermatofity izolowano odpowiednio w 53,5% i 48,5% przypadkow (4,
10). W przypadku grzybicy paznokci dloni najwigkszy udziat w zakazeniach odgrywaty
grzyby drozdzopodobne, odpowiedzialne za 82,5% przypadkéw. Zblizony odsetek wyni-
kéw dodatnich (81,5%) uzyskali w swoich badaniach Banaszak i wsp. (4) nieco nizszy za$
(75,2%) Jaworek i wsp. (10).

Z przeprowadzonych przez nas badan wynika, ze najczesciej izolowanym dermatofi-
tem byt Trichophyton rubrum, ktory izolowano w 49,5% zakazen. Gatunek ten byt rowniez
najczesciej izolowanym dermatofitem w badaniach przeprowadzonych przez innych auto-
réw, u 0osob zamieszkatych w Krakowie (86,2%) oraz w rejonie Bydgoszczy (53%), a takze
w innych krajach, m.in. w: Meksyku, Szwajcarii, USA i Szwecji (4,5,7,10,11,14,16). Z ko-
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lei, w badaniach przeprowadzonych przez Banaszak i1 wsp. (4) oraz Matuszewicz i wsp.
(14) najczesciej izolowanym dermatofitem byt Trichophyton mentagrophytes (odpowied-
nio 29,5% 1 90,7%). W badaniach wlasnych 7. mentagrophytes byt drugim co do czgstosci
izolowanym gatunkiem grzybow (26,3%).

Zgodnie z uzyskanymi wynikami, grzyby plesniowe byly odpowiedzialne za 1,3%
zakazen. Najczesciej wystepujacym grzybem plesniowym byt Scopulariopsis brevicaulis,
izolowany w 21 przypadkach zeskrobin z paznokci, co stanowito 0,9% wszystkich dodat-
nich hodowli. W badaniach przeprowadzonych przez Banaszak i wsp. (4) wykazano, ze
plesnie odpowiedzialne sa za 11,5% przypadkoéw wszystkich grzybic. Z kolei, w badaniach
Andersa i wsp. (3) odsetek ten, w przypadku zeskrobin z paznokci stop, wynosit az 38,5%,
jednakze liczba wykonanych badan byta znacznie wyzsza w niz w badaniach wtasnych, co
mogto mie¢ wpltyw na tak znaczng réznic¢ uzyskanych wynikow.

Pozostate gatunki grzybdw plesniowych, zarowno w badaniach wtasnych jak i innych
autorow, miaty do§¢ znikomy udzial w wywolywaniu grzybic u ludzi. Przeprowadzone
przez nas badania wykazaty, ze grzyby z rodzaju Fusarium odpowiedzialne byty za 0,3%
wszystkich zakazen. Wyzszy odsetek wynikow dodatnich uzyskali Banaszak i wsp. (4),
a wérod wyhodowanych grzyboéw plesniowych znalazty si¢ dwa gatunki: Scopulariopsis
brevicaulis oraz Acremonium spp., izolowane odpowiednio w 2 (1,1%) oraz 4 (4,4%) przy-
padkach.

W przeprowadzonych przez nas badaniach grzyby izolowano ogoétem z 59,1% wszyst-
kich probek. Nieco wyzszy odsetek wynikow dodatnich (66,9%), uzyskata Kaczmarek
i wsp. (11) za$ nizszy (42,7%) Jaworek i wsp. (10). Najczesciej w badaniach wlasnych
rozpoznawana byta grzybica paznokci stop, nastepnie paznokci dtoni, skory gladkiej, sko-
ry stop. Wyniki te pokrywaja si¢ z wynikami uzyskanymi przez innych autorow. Przepro-
wadzone przez nas badania wykazaly, ze zakazenia grzybicze cz¢sciej wystepuja u kobiet
64,7%. Nieco nizszy (56,6%) odsetek zakazen grzybiczych u kobiet wykazali w swoich
badaniach Jaworek i wsp. (10).

PODSUMOWANIE

1. Hodowle dodatnie stanowity 59,1% wszystkich posiewow.
Zakazenia grzybicze czesciej wykrywano u kobiet niz u mezczyzn.

3. Wanalizowanym materiale najcz¢$ciej rozpoznawano grzybice paznokci stop (64,0%),
nastgpnie w kolejno$ci grzybice: paznokcei dtoni, skory gladkiej, skory stdp, pachwin.

4. Najczestszym czynnikiem etiologicznym grzybic byty dermatofity, wérod ktorych do-
minowat Trichophyton rubrum (49,5%).

5. Diagnostyka mykologiczna ma kluczowe znaczenie w diagnostyce oraz leczeniu grzy-
bic skory oraz paznokci.
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Szczepienia przeciw pneumokokom

Vaccination against pneumococcal disease

Klaudia Brodzik, Paulina Gorska, Katarzyna Woznica, Malgorzata Glowka,
Karol Wdowiak, Aleksandra Anna Zasada

Zaktad Badania Surowic i1 Szczepionek Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego —
Panstwowego Zaktadu Higieny, Warszawa

Streptococcus pneumoniae to bakterie wystepujace w jamie nosowo-gardlo-
wej dzieci i dorostych, bedace etiologicznym czynnikiem wielu zakazen in-
wazyjnych oraz nieinwazyjnych. Ze wzgledu na to, iz zakazZenie pneumoko-
kami moze doprowadzi¢ do wielu powiklan i §mierci wsrod dzieci do 2 roku
zycia oraz oséb starszych po 65 roku zycia, wiele panstw zdecydowato si¢ na
wprowadzenie powszechnych szczepien przeciw S. pneumoniae. W pracy
przedstawiono dostepne na rynku szczepionki oraz efekty ich stosowania,
a takze informacje o prowadzonych badaniach w kierunku opracowania
nowych szczepionek przeciw pneumokokom.

Stowa kluczowe: Streptococcus pneumoniae, zakazenie, szczepienia, PCV7, PCV13,
PPSV23

ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae is a bacterium colonizing the nasopharynx of children and
adults, and is an etiologic agent of many invasive and non-invasive infections. Due to the
fact that pneumococcal infection can cause many complications and a significant mortality
rate in children under 2 years and elderly people over 65, many countries have decided to
introduce compulsory vaccination against S. pneumoniae infections. In the paper, pneu-
mococcal vaccines available on the market have been described as well as results of vac-
cination. Moreover, studies toward development of new pneumococcal vaccines have been
presented.

Key words: Streptococcus pneumoniae, infection, vaccination, PCV7, PCV13, PPSV23
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WSTEP

Streptococcus pneumoniae, zwany pneumokokiem, jest Gram-dodatnia, tlenowa bak-
terig, ktéra moze bezobjawowo kolonizowa¢ jam¢ nosowo-gardlowa dzieci (nosicielstwo
stwierdzono u prawie 60% dzieci uczg¢szczajacych do ztobka lub przedszkola) i dorostych
(kilkadziesiat procent) (12). Bakterie przenoszone sg droga kropelkowg (kaszel, kichanie),
badz przez kontakt bezposredni (21). Do tej pory zidentyfikowano ponad 90 serotypow,
roznigeych si¢ wlasciwosciami antygenowymi polisacharydowej otoczki bakteryjnej, przy
czym 10 z nich odpowiada za 62% zakazen (24). Oprocz otoczki polisacharydowej, ktora
jest glownym czynnikiem wirulencji S. pneumoniae, znanych jest wiele innych czynnikow
utatwiajacych proces kolonizacji i prowadzacych do rozwoju choréb pneumokokowych tj.
pneumolizyna (Ply), autolizyna (LytA), antygen powierzchniowy A (PspA), lipoproteina
wychwytujaca zelazo (PiaA) oraz neuraminidaza NanA (Tabela 1) (23).

Tabela 1. Czynniki wirulencji S. pneumoniae (23)

Czynnik wirulencji Funkcja

Toksyna cytolityczna, ktora dziata jako ligand receptora typu Toll,

Pneumolizyna (Ply) aktywuje szlak dopetniajacy i stymuluje rézne cytokiny zapalne.

Trawi $ciang komorkowa bakterii, uwalniajac pneumolizyng oraz

Autolizyna (LytA) tre$¢ komorkowa.
Antygen powierzchniowy Bierze udzial w wychwytywaniu jondw metali, czego skutkiem jest
A (PspA) ochrona przed stresem oksydacyjnym.

Lipoproteina wychwytujaca | Wchodzi w sktad systemu transportu kasetowego, wigzacego ATP
zelazo (PiaA) i odpowiada za pozyskiwanie zelaza do wzrostu bakterii.

Rozktada kwas sialowy, ktory bierze udziat w adhezji i kolonizacji,
Neuraminidaza (NanA) ponadto deglikozyluje sktadniki dopelniacza w celu uniknigcia
szlaku dopetniacza gospodarza.

Zakazenia pneumokokami s najczestsza przyczyna zapalenia ptuc, ale powodujg tak-
ze m. in. zapalenie ucha $rodkowego, zapalenie gardla, zapalenie zatok, zapalenie opon
moézgowych i bakteriemie (1, 3, 5). W krajach wysoko rozwini¢tych zakazenia S. pneumo-
niae sa odpowiedzialne za okoto 30% wszystkich przypadkéw zapalenia ptuc u dorostych,
a $miertelno$¢ wynosi od 11% do 40% (5). Na zakazenia najbardziej narazone sg osoby
chore na cukrzyce, astme, przewlekta obturacyjng chorobe ptuc, choroby uktadu krazenia,
anemi¢ sierpowatg oraz osoby z niska odporno$ciag immunologiczng (5). Pneumokoki sa
jedna z gtownych przyczyn zachorowalno$ci i wysokiej $miertelnosci wérod dzieci do 2
roku zycia, ktére maja niedostatecznie uksztalttowany uktad immunologiczny oraz doro-
stych powyzej 65 roku zycia (2, 21, 36). Najcigzsza postacig zakazenia S. pneumoniae
jest Inwazyjna Choroba Pneumokokowa (IChP), ktéra przebiega w postaci zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych, posocznicy, ropnego zapalenia ptuc i bakteriemii (14). IChP moze
doprowadzi¢ do wielu powiktan, tj. niedostuchu, zmian w sercu czy ptucach, glebokiego
uposledzenia, ale tez w wyniku niewydolnosci wielonarzadowej do $Smierci (14).

S. pneumoniae rozwingty opornos¢ na antybiotyki -laktamowe, takie jak penicylina
i jej pochodne, makrolidy (np. erytromycyna) oraz cefalosporyny III generacji. Zakaze-
nia antybiotykoopornymi serotypami sg bardzo trudne do wyleczenia, co wptywa na duza
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$miertelnos$¢, a takze na zwigkszone koszty opieki zdrowotnej. Wedtug raportu Osrodka
Kontroli i Zapobiegania Chorobom (CDC) z 2013 r., antybiotykooporne S. pneumoniae
byty przyczyna 19 000 hospitalizacji, 7000 zgonow, a roczne koszty opieki medyczne
wzrosty 0 96 miliondw dolaréw (9). Analizy przeprowadzone w latach 2009-2013 w USA
wykazaly, ze po szczepieniach PCV 13, w wielu grupach wiekowych zmniejszyta si¢ liczba
zakazen niektorymi serotypami antybiotykoopornymi, np. z 8,3 na 6,0 przypadkéw na
100 000 wsréd dzieci w wieku ponizej 5 lat iz 12,2 na 9,0 przypadkéw na 100 000 wsrod
dorostych w wieku powyzej 65 lat, co dowiodlo, ze szczepionki przeciw pneumokokom sg
waznymi narz¢dziami w walce z bakteriami opornymi na antybiotyki (31).

DOSTEPNE NA RYNKU SZCZEPIONKI PRZECIW PNEUMOKOKOM

Dostegpne sg obecnie dwa rodzaje szczepionek, majacych na celu ochrong przed zakaze-
niem pneumokokowym: szczepionki polisacharydowe oraz szczepionki skoniugowane (11).
Pierwsze szczepionki polisacharydowe opracowano w 1977 roku. W ich skladzie znalazty si¢
polisacharydy otoczkowe 14 r6znych serotypow bakterii S. pneumoniae, zastosowane jako sil-
nie immunizujace antygeny (33). Mechanizm dziatania procesu odpornosciowego, wywotane-
go antygenem szczepionki polisacharydowej, zachodzi w szpikozaleznych komoérkach limfa-
tycznych typu B, niezaleznie od grasico-zaleznych limfocytow T. Jest to przyczyna niskiej sku-
tecznos$ci szczepien wykonanych tym rodzajem szczepionki u niemowlat ponizej 2 roku zycia,
poniewaz ich uktad odpornosciowy nie jest jeszcze odpowiednio rozwinigty (20). W 1983 roku
zarejestrowano nowg, 23-walentna, polisacharydowg szczepionke przeciwko pneumokokom
(PPSV23). W jej skladzie znalazly si¢ az 23 rdzne serotypy tych bakterii, majace charakter
groznych dla zdrowia patogendw: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, §, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B,
17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F oraz 33F (11, 27). Poprzez zastosowanie tak przygotowa-
nej szczepionki udato si¢ zapewni¢ ochrong przed 80-90% chorobotworczych serotypow S.
pneumoniae. Schemat szczepienia PPSV23 obejmuje podanie dwoch dawek preparatu: dawki
podstawowej oraz dawki przypominajacej po uptywie 3 lat. Na podstawie wieloletnich obser-
wacji ustalono, ze taki schemat szczepienia zapewnia dlugotrwata ochrone przed zakazeniem.
Dzigki wprowadzeniu szczepionki PPSV23 zredukowano odsetek ciezkich chordb oraz powi-
ktan wywotanych przez pneumokoki wsrod osob z grup podwyzszonego ryzyka, narazonych
na zakazenie tj. dzieci w wieku powyzej 2 lat, 0sob przewlekle chorych oraz starszych (17, 28).

W celu stworzenia preparatu mogacego wywota¢ odpowiedz immunologiczng u niemow-
lat ponizej 2 roku zycia, skoncentrowano si¢ na opracowaniu antygenu posiadajacego w swojej
strukturze biatko. Polisacharydy otoczkowe wywotujace odpowiedz immunologiczng skoniu-
gowano z biatkiem no$nikowym. Jako nosnik zastosowano zmutowang toksyn¢ blonicza. Na
przetomie XX i XXI wieku wprowadzono na rynek pierwsza szczepionke ze skoniugowanym
antygenem, zawierajacg w swoim sktadzie polisacharydy 7 réznych serotypow S. pneumo-
niae (PCV7), wczesniej zastosowane w szczepionce PPSV23: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F oraz
23F (8). Zastosowanie skoniugowanego antygenu pozwolito na indukcj¢ pozadanej produk-
cji przeciwcial zaleznych od limfocytow T. Dzigki temu osiagni¢to odpowiednia odpowiedz
immunologiczng u najmtodszych dzieci, jak rowniez zwigkszono sit¢ odpowiedzi immuno-
logicznej w$rdd osob starszych, u ktorych PPSV23 nie wywolata procesu immunizacji (11).
Wprowadzenie nowej szczepionki przyczynito si¢ do znacznego obnizenia zachorowalnos$ci
wsrod 0sob zaszezepionych, jak rowniez 0osob z ich otoczenia. Niestety po uptywie zaledwie 5
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lat od momentu wprowadzenia PCV7 zaobserwowano znaczny wzrost wystgpowania chordb
wywotanych przez kolejne serotypy S. pneumoniae, niewystepujace w sktadzie szczepionki
PCV7, a obecne dotychczas w szczepionce 23-walentnej (11, 29). W nastepstwie tego, w 2010
roku udoskonalono dotychczasowa szczepionke skoniugowang PCV7 poprzez dodanie 5 do-
datkowych antygenow, zastosowanych w PPSV23 oraz jednego nowego, dotychczas niewyko-
rzystanego w zadnym dostepnym produkcie. W sktad PCV13 wchodza antygeny wyizolowane
z serotypdw: 1, 3,4, 5, 6B, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 23F oraz 6A, dotychczas niestosowany (8).

W miedzyczasie na rynku pojawita si¢ rowniez szczepionka 10-walentna. PCV10
w swoim sktadzie posiada skoniugowane z biatkiem no$nikowym antygeny polisachary-
dow otoczkowych 10 réznych serotypow S. pneumoniae. Producent w sktadzie swojego
produktu nie ujat 3 typdéw serologicznych: 3, 6A, 19A, zawartych w PCV13 (30). Wedlug
Krajowego Osrodka Referencyjnego ds. Diagnostyki Bakteryjnych Zakazen Osrodkowego
Uktadu Nerwowego (KOROUN) serotyp 19A jest jednym z najcze$ciej wywotujacych
IChP w Polsce (37). Pomimo réznic w sktadzie jakoSciowym obu preparatow skoniugo-
wanych, badania nie wykazaty istotnych réznic w skutecznosci ochrony przed chorobami
wywoltywanymi przez S. pneumoniae. Szczepionka 10-walentna jest obecnie obowiazuja-
cym preparatem podczas realizacji kalendarza szczepien obowiazkowych w Polsce (26).

Preparaty obecnie dostgpne na rynku zawieraja w swoim sktadzie antygeny polisacha-
rydowe skoniugowane z biatkiem D, pochodzacym ze szczepdw Haemophilus influenzae,
toksoidem te¢zcowym oraz toksoidem btoniczym. Zastosowane antygeny adsorbuje si¢ na
adiuwantach glinowych takich jak wodorotlenek glinu czy fosforan glinu (26).

Ze wzgledu na znaczng réznorodno$¢ polisacharydow otoczkowych u S. pneumoniae, trwaja
badania nad stworzeniem bardziej konserwatywnego antygenu opartego wylacznie na strukturze
biatkowej (4, 11). Posrdd potencjalnych biatek, ktore ciesza si¢ zainteresowaniem badaczy, wy-
mieni¢ nalezy pneumokokowe biatko powierzchniowe A (PspA) oraz genetycznie oczyszczong
pochodng pneumolizyny (PdB) (7). Badania wykazuja obecno$¢ PspA we wszystkich izolatach
klinicznych. Udato si¢ wykazac¢, ze rekombinowane postacie tych bialek zastosowane do immu-
nizacji, wywolaly znaczaca ochrong przed zakazeniem pneumokokowym na modelu mysim (6).
Kolejnym przyktadem, ktory nalezy wymieni¢ jako przyszto$¢ szczepionek przeciwko S. pneu-
moniae jest Pneumococcal pilus 1, czyli grupa ztozona z trzech réznych biatek zwigzanych z wi-
rulencja tych bakterii. Rekombinowane biatka, stworzone poprzez fuzje wspomnianych trzech
podjednostek biatkowych, wywotaly produkcje przeciwcial na modelu mysim, jednoczes$nie
chronige organizm przed inwazja serotypoéw pneumokokowych posiadajacych pili (19).

Nowe podejscie do szczepionek przeciwko pneumokokom, majgce na celu stworze-
nie preparatu z bialkowymi antygenami, moze wkroétce doprowadzi¢ do pojawienia si¢ na
rynku szczepionki, ktéra bedzie wykazywata znacznie lepsza odpowiedz immunologiczna,
a co za tym idzie skuteczniejszg ochrong dzieci, osob starszych i chorych.

KALENDARZ SZCZEPIEN A SKUTECZNOSC SZCZEPIONKI

W Europie stosowanie szczepionek przeciw pneumokokom przyczynito si¢ znaczaco
do zredukowania liczby przypadkow IChP, powodowanej przez S. pneumoniae o seroty-
pach obecnych w szczepionkach, wérod dzieci ponizej 2 r.z., a takze u dzieci nieszczepio-
nych i dorostych (tzw. odpornos¢ zbiorowiskowa) (11, 33). Szczepionki te okazaly si¢ row-
niez skuteczne przeciw innym chorobom wywotywanym przez pneumokoki, tj. zapalenie
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ptuc, ropniak i ostre zapalenie ucha srodkowego. Skutecznos¢ szczepienia jest najwicksza
w krajach o najwyzszym wyszczepieniu, tj. Stany Zjednoczone i Wielka Brytania. Dla
skutecznej ochrony przed zakazeniem pneumokokami istotne jest rowniez $cisle przestrze-
ganie termindw wskazanych w kalendarzu szczepien ochronnych (16, 33).

W 2012 roku wytworcy PCV13 i PCV7 zorganizowali w Hiszpanii miedzynarodowy pa-
nel ekspercki, majacy na celu oceng skutecznosci szczepionek przeciw pneumokokom, poziomu
wyszczepialno$ci oraz przestrzegania termindw szczepien. Uczestniczyli w nim lekarze klinicy-
$ci 1 mikrobiolodzy z Belgii, Niemiec, Grecji, Wtoch, Portugalii, Hiszpanii i Wielkiej Brytanii.
Uczestnicy dzielili si¢ swoim doswiadczeniem zawodowym oraz opublikowanymi i nieopubliko-
wanymi danymi z poszczegolnych krajow. Wytworcy przekazali takze dane dotyczace wynikow
badan rynku (15). Stwierdzono, ze w wielu krajach istnieje problem z przestrzeganiem kalendarza
szczepien ochronnych, co skutkuje zmniejszeniem skutecznosci szczepionek (15).

Opo6znienia w podawaniu szczepionek przeciw pneumokokom i niedostosowanie si¢ do
terminéw zalecanych w kalendarzach szczepien zdarzaja si¢ relatywnie czesto 1 wigzg si¢
ze zbyt pdznym podaniem szczepionek w schemacie szczepienia podstawowego albo z za-
niechaniem badz opdznieniem szczepienia przypominajacego. Rozmiar problemu jest rézny
w roznych krajach Europy, jednak ma znaczacy wplyw na skuteczno$¢ szczepienia (15).

Kalendarze szczepien ochronnych w krajach europejskich ro6znig si¢ pod wzgledem rodza-
ju zalecanych szczepionek przeciw pneumokokom (rézna liczba serotypdw) oraz schematéw
ich podawania. Na stronie internetowej Europejskiego Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli
Chorob (European Centre for Disease Prevention and Control) opublikowano aktualnie obo-
wigzujacy kalendarz szczepien ochronnych dla wszystkich krajoéw Unii Europejskiej (31).

Europejskie kalendarze szczepien ochronnych zalecaja podawanie szczepionek przeciw
pneumokokom w schemacie 2+1 albo w schemacie 3+1. W zaleznosci od kraju, szczepionki
podawane s3 od 1 do 6 miesigca, a nastepnie od 10 do 18 miesigca zycia. Istnieja rowniez réznice
z rodzaju zalecanych szczepionek (zawierajacych r6zng liczbe serotypdw S. pneumoniae) (26).

Na podstawie danych klinicznych i trendéw zachorowan powodowanych zakazeniem
pneumokokami, trzynastowalentna szczepionka (PCV13) jest obecnie zalecana w Europie
dla dzieci oraz wszystkich dorostych w wieku powyzej 65 lat (31, 33). Uprzednio zalecano
szczepienie w grupie osob starszych szczepionka PPSV23. Badania prowadzone w ostat-
nich latach koncentrowaly si¢ na prawidlowej sekwencji podawania szczepionek 13-
i 23-walentnych (PCV13 i PPSV23) u 0s6b starszych. Wykazaly one wigksza lub porow-
nywalng immunogenno$¢ PCV13 w poréwnaniu do PPSV23 w odniesieniu do serotypow
wspolnych dla obu szczepionek (21, 22). Wykazano, ze gdy tylko jest to mozliwe, osobom
w wieku powyzej 65 lat jako pierwszg nalezy podawa¢ szczepionke PCV13. Jesli pacjent
nie byl wczesniej szczepiony, jako pierwsza powinna by¢ podana szczepionka PCV13.
PPSV23 natomiast nalezy poda¢ 6 do 12 miesigcy po pierwszym szczepieniu, a jesli jest
to niemozliwe, PPSV23 mozna poda¢ 8 tygodni po szczepieniu PCV13. U oso6b, ktorym
podano PPSV23, szczepionke PCV13 mozna poda¢ po uptywie 12 miesigey (22, 33).

ZAKAZENIA PNEUMOKOKOWE I SZCZEPIENIA W POLSCE
Badania przeprowadzane w Polsce pokazuja bardzo niskg zapadalno$¢ na IChP w po-

rownaniu do innych krajéw europejskich, ktore wprowadzity wzmozone monitorowanie
zakazen pneumokokowych. Nalezy jednak wzia¢ pod uwage to, ze wyniki w Polsce sg
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mocno niedoszacowane przede wszystkim ze wzgledu na rzadkie wykonywanie posiewow
krwi, cho¢ nie jest to jedyny powod. Dlatego w Polsce nie powinni§my mowic¢ o niskiej
zapadalno$ci na IChP, tylko o bardzo niskiej wykrywalnos$ci (14).

W zwiazku z rosnacg liczba przypadkéw zakazen pneumokokowych, zgodnie z rozpo-
rzadzeniem Ministra Zdrowia, od stycznia 2017 roku szczepienie przeciw S. pneumoniae
znajduje si¢ na liScie szczepien obowigzkowych (13).

W 2016 r. na terenie Polski zdiagnozowano 699 przypadkéw IChP (w 2010 r. — 298 przy-
padkow, w 2013 . — 474, a w 2015 r. — 701). Wsrod serotypow, ktdre najczesciej wywoly-
waty IChP we wszystkich grupach wiekowych wymieniano: 3, 14, 19A. Przez ostatnie 10 lat
coraz czes$ciej izoluje si¢ od chorych jeden z najbardziej niebezpiecznych serotypow - 19A.
Szacuje sig, ze okoto 95% szczepow serotypu 19A wykazuje wielolekoopornos¢ (MDR).
Roéwniez bardzo cz¢sto wystepuja zakazenia wielolekoopornym serotypem 3, wywolujacym
Smiertelne przypadki IChP, gtéwnie wsrod ludzi starszych po 65 r.z. (49,3%) (37). Mozna
zaobserwowaé ogromne zrdznicowanie w poszczeg6élnych grupach wiekowych, co do wy-
stepowania zakazen wywolywanych przez okreslone serotypy (Tabela II).

Tabela II. Serotypy S. pneumoniae wywolujace zakazenia w ré6znych grupach wiekowych w Polsce
w latach 2014-2016 (37)

2014 r. 2015 . 2016 1.

19A, 14, 23F, 1,4, 3,

Grupa wiekowa

19F, 6B, 9V, 14, 19A,

Dzieci ponizej 2 r.z.

6B, 9V, 33F, 19F, 22F,
10A, 23B, 9N, 23A,
24F, 38

6B, 14, 19A, 19F, 38,
18C, 23F, 22F, 33F

10A, 15B/C, 23A, 38,
1, 18C, 23F, 3, 12F

Dziecido 5 r.z.

14, 19A, 19F, 3, 9V,
23F, 22F, 10A, 23B,
15A, 23A, 15B/C, 38

14,3, 1, 6A, 19A, 8,
38, 15B/C, 6B, 9V,
19F, 10A, 12F, 23B

14, 19A, 19F, 6B, 6A,
15B/C, 1, 18C, 11A,
47F

Dorosli powyzej 65 r.z.

3, 14,9V, 19F, 11A,
6B, 7F, 23F, 22F, 1,
19A, 6A, 9N, 4, 23B,
15A, 35F, 10A, 8, 6C,
34, 35B, 18C, 23A,

3, 14, 22F, 19A, 19F,
23F, 4, 9V, 9N, 6B,
7F, 8, 11A, 6C, 6A,
23A, 38, 1, 18C, 12F,
31, 10A, 35F, 23B,

3,14, 19A, 9V, 4, ON,
11A, 22F, 15A, 23A,
6B, 19F, 8, 10A, 7F,
23F, 6A, 35F, 15B/C,
38,31, 18C, 23B, 6C,

33F, 15B/C, 20, 31,
11B

15B/C, 15A, 20, 34,
7C, 33F, 17A

12F, 16F, 34, 24F,
33F, 1, 35B, 47F

W Polsce stosuje si¢ dwa rodzaje szczepionek przeciw pneumokokom. Pierwszym
rodzajem sa szczepionki skoniugowane, do ktorych zaliczy¢ mozna bezptatng obecnie,
dziesigciowalentng PCV10 dla dzieci od 6 tyg. do 5 r.z. oraz platng, trzynastowalentng
PCV13 dla dzieci od 6 tyg. zycia, nastolatkéw i dorostych. Drugim rodzajem sa szczepion-
ki polisacharydowe PPSV23, przeznaczone dla osob starszych powyzej 65 r.z. oraz cho-
rych powyzej 2 lat, ktorzy sg szczegdlnie narazeni na ci¢zkie zakazenia pneumokokowe ze
wzgledu na stan zdrowia(38).

Bezptatne szczepienia przeciw pneumokokom przebiegaja w schemacie 2+1: dwie
dawki szczepienia podstawowego w 1-szym roku zycia oraz dawka uzupehiajaca w 2-gim
roku zycia. Szczepienie dzieci z grup ryzyka przebiega w schemacie 3+1: trzy dawki
szczepienia podstawowego w 1-szym roku zycia oraz dawka uzupetiajaca w 2-gim roku
zycia. Schemat, wedlug ktérego podawana jest szczepionka nastolatkom i dorostym, zale-
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zy od wieku osoby otrzymujacej pierwsza dawke. Nalezy przede wszystkim kierowac si¢
wskazaniami producenta umieszczonymi w Charakterystyce Produktu Leczniczego oraz
ulotce dotaczonej do opakowania danej szczepionki (38). Szczepionki PCV10 oraz PCV-
13 sa bezpieczne i skutecznie zapobiegaja IChP wywotanej przez serotypy znajdujace si¢
w ich sktadzie (réwniez u dzieci z niedoborami odpornosci) (35).

Przyktadem skuteczno$ci szczepien przeciw pneumokokom w kontek$cie zaré6wno
odpornos$ci indywidualnej jak i zbiorowiskowej s dane dotyczace Kielc, gdzie powszech-
ne bezptatne szczepienia dzieci przeciw pneumokokom prowadzone sg od 2006 r. Poczat-
kowo program szczepien dzieci realizowano szczepionkg PCV7, a od 2010 r. szczepionka
PCV 13. Dzi¢ki tym szczepieniom liczba zachorowan na zapalenia ptuc u dzieci do 2 r.z.
spadta o 80%, natomiast u 0sob po 65. roku zycia obcujacych ze szczepionymi - o ponad
60%, co jest efektem odpornosci zbiorowiskowej (39).

PODSUMOWANIE

Najczgstszg przyczyng bakteryjnego zapalenia ptuc jest zakazenie S. pneumoniae. W le-
czeniu zapalenia ptuc stosowano antybiotyki, jednak wzrosta ilos¢ antybiotykoopornych sero-
typdw S. pneumoniae. Bardzo wysoki poziom zachorowalnosci oraz $miertelnosci spowodo-
wanej zakazeniem S. pneumoniae w ciagu ostatniego ¢wieréwiecza zmusza opieke zdrowotng
do skupienia si¢ na rozwoju szczepien ochronnych, co umozliwi zahamowanie rozprzestrze-
nienia si¢ choroby pneumokokowej wsrdd dzieci i dorostych (5, 11). Szereg badan skoncen-
trowano na poznaniu i wykorzystaniu weglowodanow i biatek wyizolowanych z powierzchni
S. pneumoniae jako antygendéw niezbednych w procesie immunizacji (4). Obecnie dostgpne
szczepionki chronig przed chorobami wywolywanymi przez pneumokoki, rowniez przed zaka-
zeniem antybiotykoopornymi serotypami oraz ograniczajg proces nabywania opornosci bakte-
rii na antybiotyki (32). Wiele badan wskazuje na to, iz zastosowanie szczepionki PCV wptywa
na spadek ilosci bakterii kolonizujacych jame nosowo-gardtowa u dzieci, a co za tym idzie
zmniejszenie transmisji S. pneumoniae od dzieci do 0so6b dorostych o czym §wiadczy zmniej-
szenie liczby przypadkéw IChP (10, 18, 25, 34). Istotne jest monitorowanie wptywu szczepien
na epidemiologi¢ zakazen pneumokokowych oraz na zjawisko zastgpowania ,,szczepionko-
wych” typow serologicznych przez typy ,,nieszczepionkowe” (35).
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Rola czynnikow wirulencji Yersinia enterocolitica
w nadawaniu opornosci na dziatanie uktadu dopetniacza

The role of Yersinia enterocolitica
virulence factors in the complement resistance

Katarzyna Morka, Gabriela Bugla-Ploskonska

Zaktad Mikrobiologii, Instytut Genetyki i Mikrobiologii, Wydziat Nauk Biologicznych,
Uniwersytet Wroctawski, Wroctaw

Uklad dopelniacza nalezacy do wrodzonej odpowiedzi immunologicznej
jest pierwszg linig obrony gospodarza przed czynnikami patogennymi. En-
teropatogenne paleczki Y. enterocolitica zdolne sa do wywolywania bezob-
jawowej bakteriemii oraz ogélnoustrojowego zakazenia dzigki mozliwosci
przetrwania we krwi. Prezentowana praca przedstawia usystematyzowang
wiedze¢ na temat czynnikéw wirulencji, ktore odpowiedzialne sa za opor-
nos¢ Y. enterocolitica na dzialanie ukladu dopelniacza.

Stowa kluczowe: Yersinia enterocolitica, oporno$¢ na dopetniacz, YadA, Ail, OmpC, LPS

ABSTRACT
The complement, an innate immune response, is the first line of host defense against patho-
genic factors. Yersinia enterocolitica is an entropathogenic rods capable to cause asymp-
tomatic bacteremia and systemic infection due to its ability to survive in the the blood.
This study attempts to summarize the knowledge in the field of Y. enterocolitica virulence
factors involved in complement resistance.

Keywords: Yersinia enterocolitica, complement resistance, YadA, Ail, OmpC, LPS

WSTEP

Y. enterocolitica to Gram-ujemne pateczka z rodziny Enterobacteriaceae wywolujace od-
zwierzeca chorobe zakazna wérdd ludzi i zwierzat nazywang jersinioza. Gatunek Y. enterocolitica
obejmuje zardwno biotypy patogenne (1B, 2, 3, 4, 5) jak i niepatogenne (1A) wzgledem ludzi
i zwierzat. Serotypy nalezace do patogennych biotypdw powszechnie wywotujace jersinioze to
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03; 08; 09; 05,27. Jersinioza jest trzecig pod wzgledem liczby zachorowan zoonoza uktadu po-
karmowego w Polsce i Europie (8). Jersinioza jelitowa wsrod ludzi objawia si¢ niespecyficznymi
symptomami, takimi jak goraczka, bole brzucha, biegunka o charakterze samoograniczajacym,
wymioty spowodowane niezytem i stanem zapalnym zotadka i jelit. W zwiazku z tropizmem
pateczek Y. enterocolitica do tkanki limfatycznej mozliwymi objawami sa rowniez zapalanie we-
zkdéw chlonych krezki jelitowej. Powiktania po przebytej jersiniozie dotycza objawow takich jak
rumien guzowaty podskdrnej tkanki thuszczowej, reaktywne zapalenie stawow, rumien wielopo-
staciowy, zapalenie tgczowki, zespdt Reitera czy zapalenie kigbuszkéw nerkowych. Jersinioza
pozajelitowa moze przybierac posta¢ bezobjawowej bakteriemii czy posocznicy wirdd pacjentow
z chorobami uktadu krwiotworczego, z podwyzszonym poziomem zelaza we krwi, cukrzyca,
marsko$cig watroby czy innymi przewleklymi schorzeniami badz wsrod pacjentéw po podaniu
krwi lub jej sktadnikow zakazonych pateczkami Y. enterocolitica (10).

Pateczki Y. enterocolitica dostaja si¢ do organizmu cztowieka w wyniku spozycia za-
nieczyszczonej zywnosci, gtownie wieprzowiny badz w wyniku przetoczenia zakazonej
krwi lub jej sktadnikoéw. Dzigki posiadaniu szeregu czynnikow zjadliwosci, takich jak biat-
ka InvA, MyfA, YadA oraz Ail a takze lipopolisacharydom (LPS) drobnoustroje te zdolne
sa do inwazji uktadu pokarmowego oraz nabywaja opornos¢ na bakteriobdjcze wlasciwo-
$ci uktadu dopetiacza surowicy ludzkie;.

UKLAD DOPEENIACZA - MECHANIZMY AKTYWACII

Uktad dopetniacza (komplement, ang. complement) to system kaskadowo aktywowanych
biatek petniagcych znaczaca role w walce przeciwko czynnikom patogennym, w utrzymywaniu
stanu homeostazy gospodarza oraz wzbudzaniu stanu zapalnego (19). System ten tworzy 40
biatek blonowych oraz rozpuszczalnych. Aktywacja uktadu komplementu moze zachodzi¢
trzema odrgbnymi $ciezkami reakcji: droga alternatywna, klasycznag i lektynowa. Aktywacja
tymi drogami uktadu dopehiacza jest rowniez charakterystyczna dla Y. enterocolitica.

Aktywacja uktadu dopehiacza droga klasyczng uzupehlia dziatanie mechanizméow
swoistych nabytych i jest inicjowana kompleksem przeciwcialo-antygen. Droga alterna-
tywna przedstawia wrodzong odpowiedz immunologiczng i jest stale, w sposob sponta-
niczny aktywowana gdy sktadowa dopetniacza zwigze si¢ do powierzchni patogenu. Ak-
tywacja drogg lektynowg jest inicjowana gdy biatka dopetniacza zwigzg si¢ ze strukturami
patogendéw zawierajagcymi mannoze lub inny cukrowy sktadnik (18,19).

W normalnych, fizjologicznych warunkach uktad dopelniacza jest spontanicznie aktywo-
wany poprzez $ciezke alternatywna. Aktywacja szlaku alternatywnego odbywa si¢ we krwi
spontanicznie, a wigc inicjacja tego szlaku nie jest skutkiem pobudzenia przez kompleks im-
munologiczny, czy przez reszty cukrowe znajdujace si¢ na powierzchni bakterii, lecz jest wy-
nikiem braku fizjologicznego hamowania aktywacji. Sciezka ta stale monitoruje w organizmie
obecno$¢ komorek bakterii Gram-ujemnych, grzybow, Protista czy komdrek nowotworowych.
W warunkach aktywacji czynnik B wigze si¢ do formy C3 okreslanej jako C3b-podobna pobu-
dzona formg C3. Pozwala to na roztozenie czynnika B przez czynnik D na cze¢sci Bb i Ba. Na-
stepnie powstaje C3bBb, nazywana konwertaza C3 drogi alternatywne;j, dzigki ktorej ze sktad-
nika C3 powstajg C3a i C3b. Gtéwnym enzymem tego szlaku jest konwertaza C3 (C3bBb)
aktywowana w wolnym tempie w osoczu. Konwertaza C3 tego szlaku stabilizowana jest przez
properdyne chronigcg przed czynnikami regulujacymi dopelniacz, H oraz I. Charakterystycz-
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nym zjawiskiem w aktywacji komplementu tym sposobem jest wzmocnienie, poniewaz C3b
— produkt reakcji konwertazy C3 jest zarazem sktadowg tejze konwertazy. Im wigcej powstanie
C3b, tym wigcej powstanie konwertazy C3 z polaczenia czynnikow B i D. Konwertazy C3
szlaku klasycznego i alternatywnego sa homologami rozktadajacymi sktadnik C3 w ten sam
sposob. Gdy do C3bBb przytaczy si¢ kolejny sktadnik C3b powstanie konwertaza C5 drogi
alternatywnej (kompleks C3bBb3b) o zdolnosci rozktadu C5. Od tego momentu dalsze wy-
darzenia aktywacji dopetniacza sa wspdlne dla szlaku klasycznego i alternatywnego (18,19).

Aktywacja komplementu droga klasyczna rozpoczyna si¢ gdy nastepuje zwigzanie prze-
ciwciat klasy IgG i1 IgM z antygenem komorki obcej dla organizmu gospodarza. Jest to syg-
nal do aktywowania w odpowiedniej kolejnosci bialek dopetniacza. Sktadowa C1 w warun-
kach fizjologicznych ztozona jest z dwoch podjednostek: Clq oraz tetrameru Clr,s,. Biatko
Clq nie jest zdolne do taczenia wolnej, pentametrycznej IgM. Biatko Clq przytacza si¢ do
regionu Fc immunoglobuliny zwigzanej z antygenem. Gdy immunoglobulina IgM potaczy
si¢ z antygenem, zmienia swojg konformacje na ,.kraba” lub , klamre”, ktora bardziej ekspo-
nuje miejsce wigzania dla kompleksu C1. Cl1q wywoluje zmiany w konformacji Clr i Cls,
co aktywuje wlasciwosci proteolityczne. Pobudzone biatko Cls rozktada sktadowg C4 na
C4a i C4b. C4b kowalencyjnie wigze si¢ z docelowa btong komérkowa i wigze sktadowa
C2. Komponent C2 w formie zwigzanej z C4b ulega rozkladowi przez Cls na C2a i C2b. Po
tym cigciu enzymatycznym powstaje pierwsza konwertaza drogi klasycznej o wlasciwos-
ciach proteolitycznych sktadajaca si¢ z kompleksu C4b2b, ale nazywajaca si¢ konwertazg
C3. Powstata konwertaza rozktada sktadnik dopelniacza C3 na C3b i C3a. Powstaty sktadnik
C3b Iaczy si¢ z btong komoérki atakowanej i tworzy z C4b2a kompleks C4b2a3b nazywa-
ny konwertaza C5 drogi klasycznej hydrolizujaca komponent C5. Konwertaza C5 rozktada
sktadnik C5 na C5a i C5b. Do C5b przylaczaja si¢ kolejno C6, C7, C8 i C9. Do kompleksu
C5b6 przylaczaja si¢ kolejne sktadniki, ktore wbudowuja si¢ w blong komadrkowa (18,19).

Aktywacja drogi lektynowej inicjowana jest przez biatko wigzace mannoze (ang.
mannose binding protein, MBP). Biatko MBP nazywane jest zamiennie lektyna wiazaca
mannoz¢ (ang. mannose binding lectin, MBL). Lektyna ta wigze reszty cukrowe obecne
na powierzchni komoérek mikroorganizmow, takie jak N-acetyloglukozamina, D-mannoza,
L-fukoza, maltoza, D-glukoza, galaktoza, czy N-acetylogalaktozoamina. Funkcjami MBP
(MBL) jest aktywacja uktadu dopelniacza, utatwianie fagocytozy, cz¢sto nazywanej z tego
powodu lektynofagocytoza. Biatko wigzace mannoz¢ wspoéldziata z proenzymami MASP-
1 i MASP-2 (ang. MBL-associated serine protease). Wspotpraca ta wywotuje zmiany
konformacyjne i aktywacje. MASP-1 nabywa zdolno$¢ do rozktadu C2 i C3, natomiast
MASP-2 rozktada C4 i C2. Po powstaniu sktadowych C4b oraz C3b powstaja konwertazy
C3 i C5 niezbedne w dalszym aktywowaniu uktadu dopetniacza (18,19).

Kompleksy C4b2b3b drogi klasycznej oraz C3bBb3b drogi alternatywnej doprowadza-
ja do rozktadu CS5 oraz do powstania C5b przylaczajacego kolejne sktadniki. Przylaczenie
sktadnika C7 stanowi sygnat dla zmian w konformacji kompleksu, zmian¢ z hydrofilowego
w hydrofobowy charakter, co umozliwia trwate wbudowanie si¢ kanalu w blong bakterii.
Z chwila przylaczenia si¢ C8 rozpoczyna si¢ tworzenie kanatu w btonie komérkowej. Sredni-
ca kanahu zalezy od ilosci zwigzanych sktadnikow C9. Zestaw sktadnikow C5b6789 tworzy
w pelni uformowany kanat w btonie komorki atakowanej przez dopetiacz okreslany jako
kompleks atakujacy btong (ang. membrane attack complex, MAC). Zewngtrzna powierzch-
nia kanatu MAC jest hydrofobowa, a wigc umozliwia interakcje i penetracje w dwuwarstwie
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lipidowej btony bakteryjnej. Natomiast powierzchnia wewnetrzna jest hydrofilowa, wigc
umozliwia wyplyw wody i sktadnikéw komoérkowych. Nastepstwami wbudowania kanatu
MAC w dwuwarstwe lipidowa jest utrata homeostazy, utrata gradientu protondéw, wnikanie
lizozymu do wngtrza komorki, zniszczenie patogenu przez fagocyty. W skutek wyptywu jo-
néw, ATP, makromolekut, innych sktadnikoéw nastepuje liza komoérek bakteryjnych (18,19).

UKLAD DOPEENIACZA - REGULACJA

Uktad dopetniacza posiada zdolno$¢ do tworzenia kanatlow w blonie komorkowe;j, potrafi
indukowac¢ fagocytoze i degranulowaé mastocyty, jest wiec potencjalnym zagrozeniem dla ko-
morek wlasnego organizmu. Wystepuje szereg biatek, ktdre maja za zadanie regulowac i kon-
trolowac¢ kaskade reakcji uktadu komplementu oraz chroni¢ wlasne komorki przed jego dzia-
faniem (Tabela I). Mechanizmy i czynniki regulujace podzielono na blonowe (receptor CR1,
czynnik przyspieszajacy rozpad (DAF), blonowy kofaktor biatkowy (MCP), czynnik restrykcji
homologicznej (HRF), biatko wigzace C8) oraz osoczowe (inhibitor C1, bialko wigzace C4-
C4bp, czynnik I, czynnik H, inaktywatory anafilatoksyn, witronektyna- biatko S, properdyna).

Tabela I. Funkcje czynnikow regulujacych uklad dopetniacza (18, 19, 21).

Czynnik regulujacy

uktad dopetniacza Funkcja

Karboksypeptydazy Inaktywacja anafilatoksyn C3a, C4a, C5a - ochrona przed

NiR stanem zapalnym skierowanym na wtasne komorki organizmu
Inhibitor dla formowania MAC poprzez wigzanie sktadowe;j
Witronektyna C8 i/ lub C9 do kompleksu C5b67 lub poprzez hamowanie

inkorporacji C5b67 do btony komoérkowe;j

Aktywator dla szlaku alternatywnego aktywacji uktadu
dopetniacza. Stabilizacja komplekséw konwertaz C3 (C3bBb)
oraz C5 (C3bBb3b), ochrona konwertaz przed rozpadem,
wydtuzanie czasu ich pottrwania

Properdyna

Kofaktor dla czynnika I, wigzanie C4b z réwnoczesnym
Receptor CR1 usuwaniem C2a badz wigzanie C3b z usuwaniem Bb
z kompleksu

Hamowanie powstawania i przys$pieszania rozpadu konwertaz

Czyr%n{k . C3 1 CS5 klasycznej i alternatywnej drogi aktywacji dopelniacza.
przyspieszajacy rozpad, L . :
Uwalnianie C2b z konwertazy C3 drogi klasycznej oraz Bb
DAF . .
z konwertazy C5 drogi alternatywnej
Btonowy kofaktor Wiazanie C3b i C4b w formie zwigzanej w konwertazie lub
biatkowy, MCP wolnej. Kofaktor dla czynnika I
Czynnik restrykcji Hamowanie tworzenia MAC poprzez wigzanie C8 i C9 lub

homologicznej HRFi | hamowanie polimeryzacji C9.

Inhibitor tworzenia MAC w blonie, hamowanie przylaczenia
Protektyna si¢ C8 do C5b67 - hamowanie inicjacji formowania kanatu
poprzez wigzanie C8
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Inhibitor C1 jest inhibitorem proteaz serynowych, wigze aktywne Cls oraz Clr, uniemozliwia-
jac dalsza aktywacje uktadu dopetniacza. Zabezpiecza przed skutkami spontanicznej aktywacji
uktadu dopelniacza. Potrzebne sg dwie czasteczki inhibitora C1 do zwigzania odpowiednio Cls
i Clr by doprowadzi¢ do dezintegracji struktury pentametru biatka C1 (Cl1s,C1r,C1q). Biatko
wigzace C4- C4bp przyspiesza rozpad kompleksu C4b2a (konwertaza C3 drogi klasyczne;j).
Analogiczne dziatanie charakteryzuje czynnik H, ktéry usuwa Bb z kompleksu C3bBb (kon-
wertaza C3 drogi alternatywnej) oraz uwrazliwia na dziatanie czynnika I. Raz zwigzany sktad-
nik C3b z czynnikiem H, sprawia ze C3b staje si¢ dostepny dla czynnika I i jest ciety w dwoch
miejscach co doprowadza do powstania inaktywowanej sktadowej iC3b. Czynnik I jako prote-
aza serynowa inaktywuje rowniez C4b z pomoca kofaktoréw. Inaktywacja ta polega na cigciu
C4b na C4c i C4d. Kofaktorami dla czynnika I sa wymienione C4bp oraz czynnik H. W Tabeli I
umieszczono funkcje pozostatych czynnikéw regulujacych uktad dopetniacza (18,19).

Tabela II. Budowa wybranych Antygenow-O lipopolisacharydu wsréd réznych serotypow
Y. enterocolitica.

Serotyp LPS Literatura

0:3 homopolimer B-(1—2)-6-deoxy-L-altropyranoza (14)

@)
0:9 N-formylperozamina )

rozgaleziony heteropolisacharyd zawierajacy GalpNAc, Galp,

08 L-fukopyranoza, D-mannopyranoza, and 6-deoxy-D-gulopyranoza

JERSINIOZA OGOLNOUSTROJOWA

Opornos¢ Y. enterocolitica na dziatanie uktadu dopetniacza jest przyczyng wywoty-
wania przypadkow bakteriemii, jersiniozy ogolnoustrojowej czy jersiniozy jatrogennej na
skutek przetoczenia zakazonej krwi i/lub jej sktadnikow. Pierwszy przypadek jersiniozy
poprzetoczeniowej odnotowano w Holandii w roku 1975 (4). Zrodtem zakazenia krwi i lub
jej sktadnikow sa na ogdt dawcey krwi, ktorzy przed donacjg krwi przechodzili samoograni-
czajacy si¢ biegunke a nastepnie bezobjawowa bakteriemie. Jersinioza poprzetoczeniowa
wynika ze zdolnos$ci Y. enterocolitica do namnazania si¢ w surowicy krwi ludzkiej dawcy
oraz przetrwanie w sktadnikach pobranej krwi, takich jak koncentrat krwinek czerwonych
(KKCz) w temperaturze 1-6°C (20,25). W KKCz glukoza i adenina dodane wraz z ptynem
konserwujgcym i antykoagulujacym sg zrodtem wegla, i energii do wzrostu Y. enteroco-
litica. Ponadto pH KKCz rowne 7,3 jest optymalne do wzrostu Y. enterocolitica. Nastep-
stwem przetoczenia zakazonej krwi lub jej sktadnikdw jest posocznica wystgpujaca u bio-
rey. Smiertelno$é bedaca wynikiem obecnosci bakterii we krwi wéréd udokumentowanych
55 przypadkow w latach 1975-2007 wynosita az 54,5% (12,25). Zatem jersinioza poprze-
toczeniowa nie jest zjawiskiem powszechnym, jednakze jej przebieg jest bardzo cigzki.
Znane w literaturze przypadki jersiniozy w wyniku przetoczenia krwi i lub jej sktadnikow
notowane byly od roku 1975. Posocznica wywotana pateczkami serotypu O:9 ze skut-
kiem $miertelnym odnotowana byta u kobiety po kilku dniach od porodu (9). W 2007
roku u 23-letniego mezczyzny z objawami nawracajacej odmy oplucnowej po podaniu
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KKCz pojawity si¢ objawy wstrzasu krwotocznego oraz niewydolno$¢ wielonarzadowa
(13). Wsrod pacjentdw z nadmiernym stezeniem zelaza we krwi ryzyko posocznicy wywo-
lanej przez Y. enterocolitica jest znacznie wyzsze. Opisano przypadek 5-letniego dziecka
z wrodzong niedokrwistos$cig sideroblastyczng z objawami goraczki oraz infekcja jelitowa
wywotang przez Y. enterocolitica O:3 (11). Prawdopodobng przyczyna rozwoju jersinio-
zy u dziecka byl kontakt z jeleniem w trakcie wizyty w ogrodzie zoologicznym. Anemia
sideroblastyczna dziecka promowata rozwoj Y. enterocolitica, a infekcja doprowadzita do
wielu ropni $ledziony i watroby (11). Kolejnym znanym $miertelnym przypadkiem jersi-
niozy poprzetoczeniowej jest infekcja wywotana pateczkami Y. enterocolitica bioserotypu
4/0:3 po podaniu KKCz 71-letniemu pacjentowi, diabetykowi z anemia po przebytej ope-
racji serca (16). Objawami kolejno pojawiajacymi si¢ po przetoczeniu KKCz byta goragcz-
ka, dreszcze, bol brzucha, cyjanoza, zespdt ostrej niewydolnosci oddechowej prowadzace
do $mierci (16). Autotransfuzja krwi pacjentéw po przebytej jersiniozie jelitowej rowniez
moze skutkowaé pojawieniem si¢ objawow zakazenia ogodlnoustrojowego. Przechodzace;j
operacje 13-letniej pacjentce podano 4 jednostki KKCz, pobrane przed zabiegiem, mimo iz
na kilka dni przed donacjg pacjentka skarzyla si¢ na objawy tagodnej biegunki. Po podaniu
KKCz u pacjentki rozwinely si¢ objawy goraczki, niedocis$nienie oraz kwasica metabolicz-
na z obnizeniem st¢zenia dwuweglanu w surowicy (1). Szok septyczny wywotany poda-
niem autologicznego KKCz jest dowodem na zdolno$¢ Y. enterocolitica do wywotywania
bakteriemii a nast¢pnie namnazania si¢ w sktadnikach krwi (1). W literaturze pojawiaja si¢
opisy przypadkow szoku septycznego wsrod biorcow krwi, ktorym przetoczono skladnik
krwi od dawcy przechodzacego w przed donacjg infekcje uktadu pokarmowego o charak-
terze samoograniczajacym (29).

Zaproponowano wdrozenie kilku zasad, ktére moglyby zredukowa¢ liczbe przypad-
kéw jersiniozy poprzetoczniowej. Pierwsza jest doktadne weryfikowanie historii dawcow
krwi pod wzgledem przebytych od 3,5 do 6 miesi¢cy przed donacja infekcji uktadu pokar-
mowego. Jednakze zasada ta moze spowodowac eliminacje¢ zbyt wielu dawcow krwi, a tym
samym zmniejszy ilo§¢ krwi potrzebng w krwiodawstwie. Druga proponowang zmiang jest
skrocenie czasu przechowywania KKCz z 42 do 21-25 dni, z uwagi na fakt, iz najwigcej
infekcji jersiniozy jatrogennej jest wywolywane przez starsze sktadniki krwi. Zapropo-
nowano wprowadzenie koniecznosci badania sktadnikéw krwi pod wzgledem wystepo-
wania przeciwcial przeciwko Y. enterocolitica, co mogloby spowodowaé wzrost kosztow
donacji krwi, jednakze pomogtoby wskaza¢ potencjalng przebyta infekcje wsrod dawcow.
Powszechnie stosowana zasada w wielu krajach europejskich jest leukodeplecja, czyli od-
dzielenie sktadnikéw krwi od biatych krwinek dzigki zastosowaniu specjalnych filtrow, co
moze potencjalnie obnizy¢ ryzyko zakazen sktadnikow krwi o okoto 80%. Ostatnig propo-
zycja jest badanie pod wzgledem bakteriologicznym sktadnikow krwi, ktére byloby naj-
skuteczniejszg a zarazem kosztowng i czasochtonng metoda weryfikacji bezpieczefnstwa
krwi i jej sktadnikéw (16). W Polsce zgodnie z obowigzujacym obwieszczeniem Ministra
Zdrowia z dnia 9 czerwca 2017 roku preparatyka KKCz powinna by¢ wykonana podczas
jednego etapu, najszybciej jak to mozliwe po zakonczeniu donacji. Preparatyka ta obej-
muje wirowanie, kontrol¢ wizualng oraz usuni¢cie kozuszka leukocytarno-ptytkowego.
Wisrdd testow kontroli jakosci KKCz nie wystgpuja badania bakteriologiczne natomiast
wsérod podanych mozliwych powiktan po podaniu KKCz jest posocznica spowodowana
zakazeniem bakteryjnym sktadnika (6). Na podstawie obowigzujacego obwieszczenia ru-
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tynowej kontroli bakteriologicznej nie podlegaja te sktadniki krwi, ktérych preparatyka
prowadzona jest w zamknigtym systemie pojemnikdéw z tworzyw sztucznych. Kontrola
taka jest niezbedna jedynie w procesie walidacji zgrzewarki do sterylnego taczenia drenow
oraz walidacji odkazania miejsca wktucia (6).

LIPOPOLISACHARYD (LPS)

Lipopolisacharyd znany rowniez jako endotoksyna, jest gtowna struktura zewnetrznej
warstwy blony zewnetrznej Y. enterocolitica. Hydrofobowa czgs¢ LPS — lipid A jest odpo-
wiedzialna za toksycznos$¢, podczas gdy hydrofilowa czgs$¢ — oligosacharyd rdzenia oraz
antygen O za wlasciwosci serologiczne. Biosynteza LPS u Yersinia sp. podlega silnej ter-
moregulacji. W temperaturze 37°C dochodzi do skrécenia dhugos$ci tancucha O-swoistego.
Geny odpowiedzialne za biosynteze sktadowych LPS to r/b, rfa. Stwierdzono, ze locus rfb
sktada si¢ z dwdch operondw, z czego ekspresja jednego z nich podlega represji w 37°C.
W wyniku tej represji syntetyzowany jest antygen O znacznie krotszy niz w 25°C. W 25°C
LPS u Y. enterocolitica 2/0:9 okre$lany jest jako polszorstki natomiast szczep Y. enteroco-
litica 1B/O:8 (8081v) w tej temperaturze wytwarza LPS typu gladkiego. W 37°C szczepy
2/0:9 oraz 1B/0O:8 (8081v) tworzg skrocone podjednostki tanicucha O-swoistego. Badania
nad LPS Y. enterocolitica 2/0:9 (5,28) potwierdzily, ze temperatura 37°C powoduje repre-
sje ekspresji jednego z dwoch operonow kodujacych sktadowe LPS, co skutkuje skroce-
niem antygenu O. Zmniejszenie frakcji antygenu O i oligosacharydowego rdzenia pozwala
na wigksza prezentacje biatka blonowego Ail w blonie zewngetrznej (ang. outer membrane,
OM). Tym samym mozna przypisa¢ LPS funkcje ochronng na poczatku infekcji na etapie
kolonizacji jelita, adhezynie Ail na dalszych jej etapach, natomiast biatko YadA umozliwia
dlugoterminowe przezycie Y. enterocolitica w tkankach gospodarza. Ponadto Biedzka-Sa-
rek 1 wsp. (3) przypuszczaja, iz skrocenie LPS ma istotne znaczenie w nadawaniu oporno-
$ci na dziatanie uktadu dopetniacza, jako ze antygen O jest celem dla przeciwcial i lektyn
1 tym samym wzmocnieniem aktywacji dopetniacza przez §ciezke klasyczna i lektynowa.

ADHEZYNA YADA

Obecnos¢ adhezyny YadA jest charakterystyczna dla gatunkéw chorobotworczych
w obrebie rodzaju Yersinia. Adhezyna eksponowana w OM jest homotrimerem o masie
okoto 200-240 kDa. W strukturze homotrimeru widoczne sg czesci: na C-koncu kotwica,
trzon i globularna glowa na N-koncu. Geny yadA kodujace biatko YadA znajduja si¢ na
plazmidzie wirulencji pYV i ulegaja ekspresji w temperaturze 37°C. Aktywatorem tran-
skrypcji jest VirF (LerF). W budowie YadA wyrdznia si¢ regiony hydrofobowe o charakte-
rze konserwatywnym w obrebie gatunku oraz regiony hydrofilowe zmienne. Taka struktura
sugeruje, ze regiony hydrofobowe sg istotne dla struktury i funkcji biologicznych YadA.
Bialko zbudowane jest z 422-455 reszt aminokwasowych. YadA zawiera 25 aminokwaso-
wa sekwencje sygnalng odcinang w trakcie translokacji do btony zewnetrznej. Adhezyna
w ksztalcie ,,lizaka” ma wymiary 1,5-2 nm $rednicy oraz 50-125 nm dhugos$ci (7). YadA
wystaje 30 nm ponad blong zewnetrzng i pokrywa powierzchnig bakterii. Gesta warstwa
YadA stanowi barier¢ zapobiegajaca opsonizacji i tworzeniu kanatlu atakujacego btong
(ang. Membrane Attack Complex, MAC) (17).
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YadA nadaje wlasciwosci hydrofobowe komdrkom bakteryjnym. Ponadto petni szereg
innych wtasciwos$ci biologicznych. Posiada zdolnos¢ wigzania si¢ do kolagenu, laminin,
fibronektyn oraz $luzowki jelita. Dzigki silnym wiasciwo$ciom hydrofobowym komorki
Y. enterocolitica s zdolne do autoaglutynacji (7, 28). Wiazanie do kolagenu, macierzy
zewnatrzkomorkowej gospodarza jest niezbednym i podstawowym czynnikiem wirulencji
umozliwiajacym kolonizacje¢, przezycie w warunkach zewnatrzkomoérkowych w tkankach
gospodarza. Wigzanie kolagenu zachodzi z bardzo wysokim powinowactwem do specy-
ficznego miejsca, ktoérym jest tancuch al kolagenu. Globularna glowa na N-koncu posiada
osmiokrotnie powtorzony motyw NSVAIGXXS pelniacy gtéwna role w wigzaniu kola-
genu. Poza wigzaniem kolagenu, YadA rozpoznaje i wigze si¢ do fragmentu E1 laminin
oraz do fibronektyn (7). Wigzanie kolagenu zachodzi swobodnie, jednak interakcja jest
stabilna, odporna na wysoka temperaturg i pH. Wraz ze wzrostem hydrofobowosci oston
komdrkowych, komorki bakterii staja si¢ bardziej oporne na mechanizmy obronne gospo-
darza. Agregacja komorek bakterii w wigksze skupiska utrudnia dostgp komorek uktadu
immunologicznego do tych komdrek bakterii, ktore znajduja si¢ w wewnetrznych partiach
skupisk. YadA posredniczy w obronie przed fagocytoza neutrofilow. Obrona ta polega na
wigzaniu do wielojadrzastych komorek krwi za pomoca YadA, nastepnie wstrzyknigciu
biatek efektorowych YopE i YopH do wnetrza komorek eukariotycznych za pomoca I11
typu sekrecji.

YadA nadaje oporno$¢ komoérkom bakterii na surowice dzieki taczeniu si¢ bezposred-
nio do osoczowego czynnika H, oraz do C4bp (ang. C4-binding protein) regulujacych
aktywacje dopelniacza. Czynnik H promuje dysocjacj¢ konwertazy C3, zapobiega jej po-
wstawaniu oraz dziata jako kofaktor dla czynnika I degradujacego sktadowa C3b. Jezeli
czynnik H zostanie zwigzany z YadA to uaktywnia swoje dziatanie. Podobne skutki na-
stepuja po zwigzaniu drugiego wspomnianego czynnika, C4bp przys$pieszajacego rozpad
kompleksu C4b2a. Dzigki tym mechanizmom mniejsza ilo$¢ C3b i C9 (C5b-9) sktadowych
dopehiacza deponowanych jest na blonie zewngetrznej zawierajacej YadA (23). Wigzanie
C4bp chroni przed aktywacja dopeiacza drogg klasyczna, z udziatem przeciwciat oraz
droga lektynowa. Aktywacja czynnika H dzigki YadA chroni Y. enterocolitica przed dzia-
faniem alternatywnej $ciezki aktywacji komplementu (15). Badania Schindler i wsp. (26)
wskazuja, iz biatko YadA moze rowniez posrednio przyciggac¢ czynnik H na powierzchnig
btony bakterii poprzez wigzanie si¢ do C3b. Czynnik H zwiazany z C3b jest cigty przez
czynnik I co generuje iC3b a tym samy powstawanie MAC jest ograniczone.

Prace zespotu Miihlenkamp 1 wsp. (21) dostarczyly nowych dowodéw okreslajacych
inny mozliwy mechanizm interakcji biatka YadA Y. enterocolitica 1B/O:8 z biatkami ukta-
du komplementu. W pracy oceniono, iz bialko YadA wiaze si¢ z witronektyna (Tabela I) co
prowadzi do redukcji formowania i deponowania kompleksu C5b-9 w bakteryjnej btonie
zewnetrznej, a tym samym do zwigkszenia opornos$ci na dopelniacz. Autorzy dowiedli, iz
serotyp O:9 eksponuje dodatkowy odcinek w domenie glowy biatka YadA, ktéry cechuje
si¢ wysokim powinowactwem do witronektyny (22).

BIALKO ADHEZYJNO-INWAZYJINE AIL

Czynnikiem wirulencji kodowanym przez chromosomowy przez gen ail jest biatko
Ail. Gen ail wystepuje w genomie patogennych biotypow 2, 3, 4, 5 Y. enterocolitica. Nie-
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mniej jednak notowane sg przypadki detekcji tego genu wirulencji wérod niepatogennego
biotypu 1A Y. enterocolitica (24,27). Ekspresja Ail zachodzi w podobnych warunkach co
ekspresja YadA, czyli w 37°C oraz w fazie logarytmicznego wzrostu bakterii w temperatu-
rze 30°C. Bialko Ail jest B-barylka ztozona z 8 wsteg 1 4 petli o masie 17 kDa. Ail zapew-
nia wigzanie i inwazj¢ do komodrek nabtonkowych. Ponadto ochrania komorki bakteryjne
przed bakteriobdjczg aktywnos$cia dopelniacza, jednak w mniejszym stopniu niz YadA.
Dzieje si¢ tak, poniewaz Antygen O oraz rdzen zewnetrzny oligosacharydu LPS maskuja
Ail na btonie zewnetrznej. Oporno$¢ na surowice Y. enterocolitica posiadajacych w OM
biatko Ail wynika z wigzania tego biatka do czynnika H i C4bp (17).

POZOSTALE CZYNNIKI WIRULENCII Y. ENTEROCOLITICA
ZWIAZANE Z NADAWANIEM OPORNOSCI NA DOPEENIACZ

Poryna dyfuzji ogélnej OmpC nalezy do bialek gltéwnych Enterobacteriaceae 1 wy-
stepuje w blonie zewnetrznej w duzych ilo$ciach. Ponadto moze petni¢ funkcje czynnika
wirulencji, biatka receptorowego dla fagéow i kolicyn. OmpC charakteryzuje si¢ budowa
trimeryczna, w ktorej monomer jest B-barytka sktadajaca si¢ z 16 nici. Ekspresja poryny
u Y. enterocolitica regulowana jest systemem regulacji EnvZ/OmpR (28). Ekspresja po-
ryny zalezy od warunkéw $rodowiska. OmpC jest ekspresjonowane w warunkach wyso-
kiej osmolarnosci srodowiska, w przeciwienstwie do swojego homologu OmpF, ktéremu
sprzyjaja warunki niskiej osmolarnosci i wysoki poziom cAMP. Dzigki systemowi EnvZ/
OmpR komorka bakteryjna dostosowuje ekspresje tej poryny, ktdra jest preferowana w od-
powiednich warunkach $rodowiska. OmpC jest niespecyficzng poryng dyfuzji ogolne;j,
kanatem jonowym dla rozpuszczalnych sktadnikow przepuszczajacym przez blony bakte-
ryjne. Badania nad funkcja biatka OmpC u Y. enferocolitica dowiodly, ze poryna ta wraz
z OmpF nadaja opornos¢ na antybiotyki B-laktamowe. Ponadto poryna OmpC wplywa na
poziom wrazliwo$ci Y. enterocolitica na surowice ludzka. Badania nad mutantem gene-
tycznym Y. enterocolitica 2/0:9 pozbawionym ekspresji ompC wskazuja na bardzo duza
wrazliwos$¢ na bakteriobodjcze dziatanie surowicy ludzkiej (28). Badania wlasne wskazuja
réwniez na rolg OmpC w nadawaniu opornosci Y. enterocolitica na dzialanie surowicy
konskiej i bydlecej (20). Badania te dowodza, ze poryna eksponowana w blonie zewngtrz-
nej stanowi element obronny przed bakteriobdjcza aktywnoscia surowicy (20,28). Ponad-
to dowiedziono, iz uktad dopelniacza surowicy konskiej oraz bydlgcej jest aktywowany
niezaleznie od obecnosci biatka OmpC w blonie zewnetrznej Y. enterocolitica 2/0:9 (20).

PODSUMOWANIE

Uktad dopehniacza jako element wrodzonej odpowiedzi immunologiczne;j jest pierw-
sza linig obrony gospodarza przed Y. enterocolitica. Bakterie te sa zdolne do wywotywania
bezobjawowej bakteriemii oraz ogélnoustrojowego zakazenia dzigki zdolno$ci do hamo-
wania aktywacji komplementu w wyniku wigzania czynnikéw regulujacych dopetniacz
takich jak C4bp, czynnik H badz witronektyng. W zjawisku tym role petnig czynniki wi-
rulencji takie jak YadA, Ail, OmpC czy LPS ulegajacy skroceniu w temperaturze 37°C.
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Antybakteryjne dzialanie nanoczastek srebra syntetyzowanych
metoda zielonej chemii

Antibacterial activity of silver nanoparticles synthesized
by green chemistry method

Mateusz Speruda’, Anna Kedziora', Gabriela Bugla-Ploskonska’

'Zaktad Mikrobiologii, Instytut Genetyki i Mikrobiologii, Uniwersytet Wroctawski

Stosunkowo nowym obszarem w dziedzinie nanotechnologii jest synteza
nanoczgstek srebra (AgNPs, ang. silver nanoparticles) wykorzystujaca
ekstrakty roslinne, bedace substytutem dla obecnie stosowanych redukto-
réw Ag” i stabilizatorow nanostruktur, czesto zagrazajacych zdrowiu lu-
dzi oraz Srodowisku. Wysoka aktywnos$¢ biologiczna oraz zakres dzialania
obejmujacy szerokie spektrum drobnoustrojow (bakterie, grzyby, a nawet
wirusy), przedstawia nanoczastki srebra w $wietle potencjalnego nastep-
cy dla antybiotykoterapii. Udowodniona w literaturze bakteriobdjczo$¢
»Green Synthesis AgNPs” oznacza, ze tania i ekologiczna metoda zielonej
chemii moze znalez¢ zastosowanie w medycynie, farmacji oraz innych, po-
zamedycznych sektorach przemyshu produkujgcych artykuly zawierajace
w swej strukturze nanosrebro (np. odziez, farby, kosmetyki).

Stowa kluczowe: nanoczastki srebra, AgNP, bakterie, zielona chemia, dziatanie antybakteryjne

ABSTRACT

A relatively new sector of nanotechnology bases on the synthesis of silver nanoparticles,
using plant-based extracts. They substitute the current applied reducing and capping agents of
nanosilver that may be harmful for human’s health and the environment. Silver nanoparticles
are considered as a replacement for antibiotic therapy due to its high biological activity and
efficiency against wide spectrum of microorganisms (such as bacteria, fungi and viruses). Anti-
bacterial activity of Green Synthesis AgNPs has been proven in the literature. Green chemistry
method of AgNPs synthesis is a low-cost and ecological technique, so in the future, it could be
used in medicine, pharmacy and other, non-medical sectors of industry producing articles with
nanosilver inside its structure (such as clothes, fabrics, cosmetics).

Keywords: silver nanoparticles, AgNP, bacteria, green chemistry, antibacterial activity
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WSTEP

W obecnych czasach, zastosowanie nanotechnologii w dziedzinie nauk medycznych
nie jest juz niczym nowym. Rosngcy problem opornosci bakterii wobec antybiotykow
zmusza do poszukiwania nowej generacji lekow przeciwdrobnoustrojowych (10). Dlatego
nadzieje wigze si¢ z badaniami nad nanoczastkami srebra (AgNPs) — strukturami o uni-
kalnych wtasciwosciach biologicznych i fizyko-chemicznych, ktérych przynajmniej jeden
z wymiardw ma mniej niz 100 nm (20, 27). W walce z drobnoustrojami chorobotworczymi
czgsto wykorzystywane sg metale cigzkie, np. srebro, poniewaz posiada najwyzsza ak-
tywnos¢ biologiczng i szerokie spektrum dziatania obejmujace bakterie Gram-dodatnie,
Gram-ujemne, grzyby, a nawet wirusy (4, 5, 8, 12).

Wykorzystanie srebra jako czynnika antybakteryjnego siega juz czaséw starozytnych.
Oweczesni ludzie przechowywali wode, wino i ocet w srebrnych naczyniach, by nie dopus-
ci¢ do ich zanieczyszczenia; znane byly tez praktyki leczenia srebrem wrzodziejacych ran.
W XIX wieku popularne wsrdd amerykanskiej ludnosci byto wrzucanie srebrnych jedno-
dolarowek do kanek z mlekiem, w celu zachowania jego swiezosci przez dtuzszy czas (13,
22, 26). Zwigzki tj. sulfadiazyna (SSD) czy azotan srebra (AgNO,) wykorzystywane byty
w medycynie jako $rodki dezynfekujace w szpitalach, leki na oddziatach oparzeniowych
czy preparaty stosowane w przypadku infekcji oczu u noworodkow (5).

Popularno$¢ nanotechnologii przyczynita si¢ do rozwoju nowych galezi przemystu op-
artych na wykorzystaniu nanoczastek srebra. Powstaja innowacyjne implanty medyczne,
specjalne opatrunki przyspieszajace gojenie si¢ ran, narzedzia i urzadzenia biomedyczne.
Nie da si¢ ukry¢, ze rownolegle, ale zdecydowanie szybciej, rozrasta si¢ sektor pozame-
dyczny. Rynek konsumencki peten jest artykutdow zawierajacych nanosrebro, tj. tkaniny,
ubrania, urzadzenia elektryczne, farby, filtry wody, kosmetyki czy przedmioty codzien-
nego uzytku (5, 13, 22). Duzy popyt na tego rodzaju wyroby poskutkowat rozpoczeciem
badan nad nowa procedura wytwarzania nanoczastek. Dotychczas stosowane metody che-
micznej syntezy AgNPs wykorzystywaly drogie i szkodliwe dla srodowiska odczynniki
chemiczne, stad pomyst, by nowa technologia byta ekologiczna (18). Sposréd wielu roz-
wigzan postawiono na metod¢ biologicznej syntezy nanoczastek wykorzystujaca roznego
rodzaju ekstrakty ros§linne jako reduktory jonéw srebra. Powstale w ten sposéb nanoczastki
okreslane sg w literaturze mianem ,,Green Synthesis AgNPs” (GS-AgNPs), a sama proce-
dura syntezy zostala nazwana po polsku metoda zielonej chemii (23, 25)

MECHANIZM DZIALANIA NANOCZASTEK SREBRA

Jest kilka czynnikow, od ktorych zalezy aktywno$¢ biologiczna zsyntetzowanych
AgNPs. Pierwszym z nich jest rozmiar — im mniejsze nanoczastki, tym wigksza jest ich
skutecznos$¢ bojcza wobec komorek bakterii (27). Znaczenie ma réwniez ksztalt nanocza-
stek srebra, dla ktorego okresla si¢ stosunek powierzchni do objetosci danej nanostruktury
(14). Parametr ten opisuje efektywno$¢ dziatania AgNPs, zatem kluczowym jest, by jego
warto$¢ byla jak najwicksza. Spadek tej wartosci moze zosta¢ odnotowany w przypadku
samoagregacji nanoczastek srebra, dlatego czgsto immobilizuje si¢ je na nosnikach nieor-
ganicznych, np. ditlenek tytanu (TiO,) lub krzemu (SiO,) (9, 27).
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Mechanizm aktywno$ci nanoczastek srebra nie jest jeszcze w pelni poznany i jest
przedmiotem dlugotrwatych badan. Jego podobienstwo do sposobu dziatania jonow srebra
wobec komorki bakteryjnej, pozwolito na wysnucie teorii o0 mozliwej jonizacji nanoczastki
srebra 1 wydzielaniu Ag”do $rodowiska reakcji (29). Nanoczastki srebra wykazuja powi-
nowactwo do grup sulfthydrylowych (tiolowych) bialek powodujac ich denaturacje i utratg
petnionej funkcji (11, 29). W ten sposob dochodzi do inaktywacji kluczowych biatek enzy-
matycznych, w tym biatek tancucha oddechowego, co skutkuje wzrostem wewnatrzkomor-
kowego stezenia reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) i przyczynia
si¢ do szybszej $mierci mikroorganizmu na skutek stresu oksydacyjnego (15, 17). Inak-
tywacja enzymow przez jony srebra moze przyczyni¢ si¢ takze do zaburzenia transportu
energii i metabolizmu komérkowego, bowiem unieczynnieniu ulegaja rowniez biatka kata-
lityczne zaangazowane w produkcje ATP. AgNPs mogg akumulowac¢ si¢ w ostonach bakte-
ryjnych, co prowadzi do zaburzenia ich struktury (15). Dochodzi wowczas do wytworzenia
poréw o nieregularnych brzegach, niekontrolowanego transportu jondéw, deenergetyzacji
btony i finalnie — $mierci komorki. Nanosrebro pod wzgledem chemicznym jest stabym
kwasem, zatem wykazuje powinowactwo do reagowania z fosforem czy siarka zawartymi
w kwasach nukleinowych (15, 17). Nanoczastki wigzac si¢ do DNA moga przyczynic si¢
do zahamowania replikacji badz jego zniszczenia. Ekspozycja bakterii na dziatanie AgNPs
przyczynia si¢ rowniez do zaburzen translacji (11, 15). Interakcje nanosrebra z rybosomem
(a doktadniej z biatkiem S6 w podjednostce 30S) prowadza do zahamowania biosyntezy
biatek btonowych i szoku termicznego. W ten sposob mikroorganizm zostaje pozbawiony
ochrony przed uszkodzeniami wynikajacymi ze stresu oksydacyjnego. Charakterystyczng
dla aktywno$ci AgNPs jest inhibicja transdukcji sygnatu u bakterii Gram-ujemnych (17,
24). Nanoczastki powoduja defosforylacje reszt tyrozynowych substratow biatkowych (np.
czynnika sigma polimerazy RNA czy bakteryjnego biatka wiazacego ssDNA), ktora pro-
wadzi do ich dezaktywacji. Rezultatem sg zaburzenia w procesie rekombinacji i replikacji
materiatu genetycznego.

WYKORZYSTANIE ZIELONEJ CHEMII
W SYNTEZIE NANOCZASTEK SREBRA

Najczesciej wykorzystywang w badaniach technikg syntezy nanoczastek jest metoda
chemicznej redukcji jonéw do srebra metalicznego (6, 7). Jako jedna z niewielu, pozwala
ona na regulowanie wielkosci i ksztalttu AgNPs poprzez modyfikacj¢ warunkéw reakcji
1 odpowiedni dobor stezenia odczynnikdw. Niestety, reduktory i stabilizatory wykorzy-
stywane w tej metodzie nie sg biodegradowalne, a ich toksyczno$¢ stanowi zagrozenie
dla §rodowiska oraz zdrowia czlowieka (2). Dlatego na popularno$ci zyskuja biologiczne
metody syntezy nanoczastek srebra, okreslane jako ekologiczne (1). Jedna z nich zaklada
wykorzystanie w syntezie AgNPs ekstraktow z lisci, korzeni, nasion czy todyg ro$lin. Su-
geruje si¢, ze naturalne, aktywne zwigzki (np. kwas cytrynowy, limonoidy, taniny, peptydy
cykliczne) zawarte w wyciagach tego typu moglyby postuzy¢ jako bioreduktory jonow
1 stabilizatory nanoczastek srebra (18, 21). Dotychczasowe badania nad ekstraktami z cy-
namonu, papai, gruszki czy cytryny potwierdzaja ich zdolno$¢ do formowania stabilnych
AgNPs (8, 26). Nieszkodliwo$¢ dla srodowiska to nie jedyna zaleta metody zielonej che-
mii, czgsto podkresla si¢ niskie koszty prowadzenia reakcji oraz mozliwos$¢ otrzymania
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nanoczastki o dowolnej wielkosci, po dobraniu odpowiedniego ekstraktu do redukcji Ag™.
Stad w literaturze pojawito si¢ mnostwo badan nad zastosowaniem réznorodnych wycia-
gow roslinnych w syntezie AgNPs. Jayaprakash i wsp. (8) w swojej pracy wykorzystali sok
owocu tamaryndowca indyjskiego. Uzyta w badaniach procedura wytworzenia nanocza-
stek polegata na wymieszaniu odpowiednio rozcieficzonego ekstraktu roslinnego z AgNO,
(zrodto jonow srebra). W celu redukeji Ag* znajdujacych si¢ w mieszaninie wykorzystano
dziatanie mikrofal. Otrzymano w ten sposob sferyczne AgNPs o rozmiarze 5-12 nm, kto-
rych stabilno$¢ utrzymywala si¢ przez nastgpne sze$¢ miesigcy. Za przypuszczalne stabi-
lizatory nanosrebra uznano aktywne komponenty zawarte w soku owocu tamaryndowca —
alkaloidy i flawonoidy optaszczajace nanostrukture. Badania Ronavari i wsp. (21) skupity
si¢ na wykorzystaniu w syntezie AgNPs produktéow dostepnych w kazdym domu, czyli
kawie i zielonej herbacie. W wyniku eksperymentu powstaty dwie, roznigce si¢ od siebie
grupy nanoczastek srebra. Zsyntetyzowane C-AgNPs (C, kawa, ang. coffee) mialy 8-20
nm wielkos$ci, za§ GT-AgNPs (GT, zielona herbata, ang. green tea) charakteryzowatly si¢
rozmiarem w skali 20-50 nm. Obydwa rodzaje nanoczastek srebra miaty sferyczny ksztalt
(rezultat zmieszania AgNO, i ekstraktow w stosunku 1:1), jednakze GT-AgNPs cechowata
wigksza sktonnos¢ do samoagregacji. Powierzchnie AgNPs pokrywaty organiczne zwigz-
ki, np. alkaloidy, taniny, glikozydy, fenole, kumaryny czy biatka zawierajace w tancuchach
bocznych cysteing (za ich przylaczenie odpowiadaly grupy karbonylowe). Sugeruje sig, ze
sktad tego typu powloki ma znaczenie w zapobieganiu agregarcji nanoczastek, ktora jest
zjawiskiem naturalnym w przypadku braku stabilizatora (21). Nierzadko dobor ekstraktu
ro$linnego do syntezy AgNPs metoda zielonej chemii jest skrupulatnie przemyslany. Przy-
ktadem sg badania Ashour i wsp. (2) oraz Chowdhury i wsp. (6). Ten pierwszy w swoich
badaniach wykorzystat zurawing, ze wzgledu na naturalne wystgpowanie duzej ilosci an-
tyoksydantow, mogacych stuzy¢ jako reduktory jondw srebra i stabilizatory nanoczastek.
Wielko$¢ powstatych w ten sposob sferycznych AgNPs zalezna byla od zastosowanego
stezenia roztworu zurawiny i wahata si¢ 1,4-10,1 nm. Nanostruktury oplaszczone byly
biatkami i polifenolami, chronigcymi AgNPs przed agregacja. Wspomniane juz badania
Chowdhury i wsp. (6) skupily si¢ na wykorzystaniu ekstraktu z owocu kakaowca. Zawiera
ono naturalny czynnik redukujacy — kwas szczawiowy. Zsyntetyzowane w tej metodzie
nanoczastki o sferycznym ksztalcie osiggaly rozmiar 25-32 nm. Ahmad i wsp. (1) w swo-
jej pracy zmodyfikowali powierzchni¢ nanoczastek zsyntetyzowanych z wykorzystaniem
wyciggu z korzenia cynowodu chinskiego. Powstate nanoczastki srebra o rozmiarach 10-
20 nm, posiadaly na swojej powierzchni biopolimer — chitozan, ktéry przyczynit si¢ do
zwigkszenia aktywnosci biologicznej nanosrebra. Interesujace badania nad wykorzysta-
niem aloesu zwyczajnego jako potencjalnego reduktora jonow srebra przeprowadzili 7ip-
payawat i wsp. (28). Dowiedli oni, ze wielko$¢ otrzymywanej w ten sposob nanostruktury
jest zalezna od temperatury gotowania mieszaniny ekstraktu z AgNO,. Po 6 godzinach
gotowania w 100°C formowaly si¢ AgNPs o wielkosci 70+23 nm, za$ w 200°C powstawaty
nanoczastki rozmiaré6w 161+53 nm. Proces ten dowodzi swoistego ,,zycia nanoczastek”,
czyli zmiany wlasciwosci fizycznych pod wptywem pewnych czynnikow zewnetrznych
(w tym przypadku temperatury). Duze rozmiary nanosrebra otrzymali w swoich badaniach
Patraiwsp. (16), wykorzystujac nasiona kukurydzy zwyczajnej; ich struktury siggaty 100-
450 nm.
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ANTYBAKTERYJNA SKUTECZNOSC ,,GREEN SYNTHESIS AGNPS”
NA WYBRANYCH PRZYKEADACH

Istnieja doniesienia, ze wadg nanoczastek syntezowanych tradycyjng metoda redukcji
chemicznej byto wystepowanie w roztworze czynnikow redukujacych, ktore same w sobie
okazywaly si¢ toksyczne dla drobnoustrojow, np. NaBH, (18, 21), zwigkszajac tym samym
toksyczno§¢ wobec organizmoéw wyzszych (2,16). W omawianej metodzie zielonej che-
mii problem ten zostat catkowicie wyeliminowany, bowiem stosowane ekstrakty roslinne
nie wykazuja aktywnosci bdjczej wobec komorek bakterii. Samo dziatanie przeciwdrob-
noustrojowe GS-AgNPs nie zostato jeszcze tak szczegdlowo opisane, jak w przypadku
»hieekologicznych” nanoczgstek. W literaturze spotyka si¢ najczesciej podstawowe ekspe-
rymenty dotyczace bakteriobdjczosci tych zwigzkow wykorzystujace tylko metode dyfu-
zyjno-krazkowg; liczba prac badawczych ukazujacych dziatanie GS-AgNPs na poziomie
molekularnym jest do$¢ mata. Jayaprakash i wsp. (8) testowali skutecznos¢ antybakteryjna
zsyntetyzowanych AgNPs na 3 szczepach bakterii Gram-dodatnich (Bacillus subtilis, Mic-
rococcus luteus, Enterococcus sp.) i 4 szczepach bakterii Gram-ujemnych (Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella Typhi, Escherichia coli 1 Klebsiella pneumoniae). Zastosowane
w badaniu GS-AgNPs wykazaly efektywne dzialanie wobec obydwu grup drobnoustrojow.
Podobny wynik zaobserwowali Ronavari i wsp. (21) dla B. cereus, P. aeruginosa, E. coli
1 M. luteus Niezaleznie od zastosowanej nanoczastki (C-AgNP czy GT-AgNP) rezultat
byt podobny, preparat cechowala wysoka aktywnos$¢ bojcza. Zsyntetyzowane przez zespot
Ahmada i wsp. (1) nanoczastki modyfikowane chitozanem okazaty si¢ by¢ skuteczniejsze
wobec bakterii Gram-dodatnich (B. subtilis). Autorzy upatruja przyczyny w odmiennej bu-
dowie oston komoérkowych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Wedtug Ahmada
i wsp. (1) chitozan znajdujacy si¢ na powierzchni AgNPs wigze si¢ elektrostatycznie z li-
popolisacharydem (LPS) bakterii Gram-ujemnych i kwasami tejchojowymi bakterii Gram-
-dodatnich i powoduje zaburzenia w strukturze bton prowadzace do powstania perforacji
i wycieku cytoplazmy. Sam chitozan jako modyfikacja AgNPs mialby wspomagac adhe-
zje nanoczastki do powierzchni komorki, silniej oddziatywac na blong i utatwiac przej-
Scie AgNPs do wnetrza bakterii. Interesujaca teori¢ dot. dziatania zsyntetyzowanej przez
swoj zespol nanoczastki (wykorzystano ekstrakt z aloesu) przedstawil Tippayawat i wsp.
(28). Wedlug niego efekt bojczy wobec S. epidermidis i P. aeruginosa to wypadkowa ak-
tywnosci biologicznej nanoczastki (jonizacja AgNPs 1 wydzielanie Ag®) oraz aktywnych
zwigzkow aloesu, ktére miatyby tworzy¢ krystaliczne struktury bioorganiczne. Zwiazki
tj. saponiny, taniny, terpenoidy, flawonoidy zawarte w ekstrakcie roslinnym sa w stanie
wytworzy¢ pory w btonie fosfolipidowej. Tippayawat i wsp. (28) zaobserwowali rowniez,
ze wigksze nanoczastki srebra byly skuteczniejsze od struktur o mniejszych rozmiarach.
Do podobnych wnioskéw doszedt Ashour i wsp. (2), ktdrzy swoje badania prowadzili na
réznych szczepach S. aureus 1 P. aeruginosa. Zsyntetyzowali oni nanoczgstki o rozmia-
rach od 1,4 do 10,1 nm i to wlasnie te najwigksze okazaty si¢ by¢ skuteczniejsze wobec
bakterii Gram-ujemnych niz Gram-dodatnich (mniejsza dawka potrzebna by zabi¢ drobno-
ustroje). Badanie z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego wykazato znaczne
uszkodzenia dwuwarstwy fosfolipidowej (perforacje). Ashour i wsp. (2) testowali roéw-
niez dziatanie AgNPs wobec bakterii wielolekoopornych - Staphylococcus aureus MRSA
i opornego na antybiotyki Pseudomonas aeruginosa. W obydwu przypadkach dzialanie
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GS-AgNPs bylo skuteczne juz w malych dawkach. Znane sa roéwniez prace badawcze
traktujgce o dzialaniu Green Synthesis AgNPs przeciwko formowaniu biofilmu. Qayyum
i wsp. (18) prowadzili badania na szczepach S. mutans oraz E. coli. Efektywne dzialanie
antybiofilmowe zaobserwowano w przypadku tej bakterii. Mechanizm dzialania nanocza-
stek obejmuje uszkodzenia DNA, denaturacje¢ biatek powierzchniowych oraz zaburzenia
szlaku sygnalnego, wedlug autora wystapienie tych trzech zjawisk uniemozliwia komorce
bakteryjnej uformowanie biofilmu.

PODSUMOWANIE

Synteza nanoczastek srebra metoda zielonej chemii prowadzi do powstania produktu
o wysokiej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, gdzie koszt prowadzenia reakcji syntezy
jest nieporéwnywalnie mniejszy niz w przypadku stosowania tradycyjnych metod redukcji
chemicznej. Technologia ta ogranicza wykorzystanie szkodliwych dla §rodowiska odczyn-
nikow chemicznych na rzecz reduktoréw i stabilizatoréw pochodzenia roslinnego, np. eks-
traktow kawy, herbaty czy aloesu. Chociaz metoda uwazana jest za przyjazna srodowisku,
cigzko nazwac ja w pelni ekologiczng. Rozwdj przemystu zwigzanego z nanotechnologia
i pozamedycznym wykorzystaniem nanoczastek srebra stanowi zagrozenie dla Srodowiska
i zdrowia czlowieka. Najnowsze badania donosza o mozliwosci wyplukiwania nanostruk-
tur zawartych w ubraniach i tkaninach w trakcie prania, skad moga przedosta¢ si¢ do $ro-
dowiska i doprowadzi¢ do jego skazenia (3, 23). Co wigcej, stosunkowo niedawne odkry-
cia mowig o mozliwosci wygenerowania opornosci u bakterii poddanych dtugotrwatemu
dziataniu nanoczastek srebra (19). Catkiem mozliwe, iz naduzywanie nanoczastek w dobie
spadajacej efektywnosci antybiotykow, powoli pozbawia nas kolejnego, skutecznego spo-
sobu walki z drobnoustrojami. Stosowanie tanich metod biologicznej syntezy AgNPs i ich
wykorzystanie ma sens, gdy zostanie ograniczone do kontrolowanego uzycia tylko w sek-
torze medycznym i farmaceutycznym.
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Serologiczna diagnostyka bakteryjnych zakazen cztowieka —
btedy popelniane w wyborze 1 wykonaniu badan laboratoryjnych
oraz w interpretacji ich wynikéw

Serological diagnosis of bacterial infections —
mistakes in the selection and execution of laboratory tests
and in interpretation of the results

Waldemar Rastawicki

Zaktad Bakteriologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego —
Panstwowy Zaktad Higieny w Warszawie

W pracy przedstawiono w praktycznym ujeciu najczestsze bledy popelniane
w wyborze i wykonaniu serologicznych badan laboratoryjnych oraz podczas
interpretacji ich wynikow. Na przydatno$¢ badan serologicznych w diagnostyce
bakteryjnych zakazen czlowieka wplyw ma wiele czynnikow, takich jak rodzaj
patogenu, kliniczny przebieg choroby, swoisto$¢ i czulo§¢ metody czy tez okres
choroby w ktérym uzyskano do badania prébki surowicy. Podczas interpreta-
cji wynikow badan nalezy bra¢ pod uwage klas¢ i poziom wykrywanych prze-
ciwcial, mozliwo$¢ wystapienia nieswoistych reakceji krzyzowych, wiek pacjenta,
przebyte szczepienia ochronne czy tez ewentualne niedobory odpornosci.

Stowa kluczowe: badania serologiczne, zakazenia bakteryjne, interpretacja wynikow badan

ABSTRACT

In this study the most common mistakes in the selection and execution of serological labo-
ratory tests and in interpretation their results were presented. The usefulness of serological
investigation in the diagnosis of bacterial infections is influenced by many factors such as
the type of pathogen, the clinical course of the disease, the specificity and sensitivity of
the method and the phase of disease in which the serum sample was taken. Interpretation
of test results should take into account the class and level of antibodies, the possibility
of non-specific cross reactions, age of the patients, protective vaccinations and immunity
deficiencies.

Key words: serological investigation, bacterial infections, interpretation of results



290 W. Rastawicki Nr 1

WSTEP

Badania serologiczne sa powszechnie wykorzystywane w diagnostyce wielu chorob
bakteryjnych. Stosowane metody polegaja zardwno na poszukiwaniu w probkach materiatu
klinicznego antygenéw jak i swoistych przeciwcial. Pomimo tego, ze badania serologiczne
sa bardzo dobrym narzedziem w rekach kompetentnych oséb, to w wigkszosci przypad-
kéw sa one tylko cennym uzupehieniem badan bakteriologicznych badz genetycznych.
Zastosowanie testow serologicznych jako metody z wyboru jest uzasadnione, jesli czynnik
etiologiczny jest niemozliwy badz trudny do wyizolowania (np. Borrelia, Mycoplasma),
jest niebezpieczny dla personelu laboratorium i wymaga specjalnych zabezpieczen (F. fu-
larensis) czy tez trzeba potwierdzi¢ rozpoznanie zakazenia poprzedzajacego obecna cho-
robg, np. reaktywne zapalenie stawow po zakazeniach jelitowych (16). W laboratoryjnej
praktyce badania serologiczne wykonywane sg jednak czesto takze w przypadku zakazen
wywotywanych przez drobnoustroje, ktére stosunkowo latwo jest wyizolowaé badz tez
uzyska¢ ich DNA do badan genetycznych. Jest to spowodowane najczesciej brakiem do-
stepnosci w danym laboratorium metod hodowlanych badz genetycznych. W niektorych
przypadkach badania serologiczne sg wykonywane z wyboru u 0sdb, ktore pézno zglosity
si¢ lekarza ze swoimi dolegliwo$ciami. Tak czesto zdarza si¢ w przypadku zakazen wy-
wotywanych przez pateczki B. pertussis. Chory, najczesciej osoba dorosta, decyduje si¢ na
konsultacje lekarska czesto dopiero po kilku tygodniach kaszlu, kiedy nie ma juz mozliwo-
$ci wyizolowania drobnoustrojow ani nawet uzyskania ich DNA. W takich przypadkach,
oznaczenie poziomu przeciwcial jest jedyng mozliwos$cia potwierdzenia krztusca.

W prezentowanej pracy podjeto probe scharakteryzowania, w praktycznym ujeciu, naj-
czestszych bledow popetnianych w wyborze i wykonaniu serologicznych badan laboratoryj-
nych oraz w interpretacji ich wynikéw. Omawiana tematyka, w ograniczonej formie, byta
przedmiotem prezentacji ustnej na XX VIII Zjezdzie PTM w Bydgoszczy w 2016 roku (13).

W JAKICH PRZYPADKACH MOZNA WYKONYWAC BADANIA SEROLOGICZNE

Nie we wszystkich przypadkach zakazen bakteryjnych mozna poszukiwaé w surowicy
chorego swoistych przeciwcial. Mozna oczekiwac, ze badania serologiczne beda wykazy-
waly przydatnos¢ diagnostyczna, gdy:

1. Antygen bedzie na tyle dobrym i swoistym immunogenem, by w przebiegu choroby
stymulowa¢ wytwarzanie swoistych przeciwcial wykrywanych in vitro.

Prawie wszystkie biatka zwigzane z czynnikiem zakaznym, uwazane jako obce dla or-
ganizmu czlowieka, posiadaja silng zdolno$¢ wywotywania odpowiedzi immunologiczne;.
Znacznie slabszymi immunogenami sg weglowodany, a w szczegdlnosci lipidy 1 kwasy
nukleinowe. Typ odpowiedzi immunologicznej zalezy od struktury molekularnej immuno-
genu. Antygeny T-niezalezne (np. polisacharydowa otoczka bakteryjna) stymuluja wytwa-
rzanie gtéwnie przeciwciat klasy IgM, podczas gdy antygeny T-zalezne (biatka) stymuluja
wytwarzanie wszystkich pieciu klas immunoglobulin i moga wywotywac¢ odpowiedz przy-
pominajaca (5).
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2. Kontakt swoistego antygenu z wydolnym uktadem immunologicznym bedzie wystar-
czajaco dtugi i bliski, by doszto do stymulacji przeciwciat.

Najsilniejsza produkcja przeciwciat wystepuje w przypadku kiedy czynnik zakazny (anty-
gen) przeniknie do narzadéw zwigzanych z odpowiedzig immunologiczna, takich jak sledzio-
na, kepki Peyera, migdatki czy wezty chtonne. Dobrym przykladem jest zakazenie pateczkami
F tularensis, w przebiegu ktorego dochodzi do zapalenia weztow chtonnych. Z drugiej strony,
nie ma co oczekiwac silnej odpowiedzi humoralnej w przebiegu choréb przebiegajacych ostro
ale krotko, czgsto ograniczonych wylacznie np. do przewodu pokarmowego.

3. Badana osoba bedzie immunokompetentna.

Niedobory odpornosci humoralnej u ludzi sa wynikiem zmniejszonego st¢zenia im-
munoglobulin w surowicy krwi. Moze ono by¢ wynikiem uposledzonej produkcji przeciw-
ciat lub nasilonej ich utraty, jak w przypadku enteropatii przebiegajacych z utratg bialka,
zespotu nerczycowego lub rozlegltych oparzen. Zmniejszenie syntezy immunoglobulin
w przebiegu pierwotnych niedoboréw odpornosci (PNO) humoralnej wiaze si¢ z defek-
tem samych limfocytéw B lub zaburzona interakcja pomigdzy limfocytami B i T. Wtdrne
zahamowanie syntezy immunoglobulin moze by¢ wynikiem dziatania lekéw immunosu-
presyjnych, choréb nowotworowych lub innych przewlektych choréb mogacych wywotaé
supresj¢ szpiku kostnego (1, 6). Trzeba rowniez pamigtaé, o stabszej odpowiedzi humoral-
nej u matych dzieci i u 0s6b w podesztym wieku,

4. Poziom i rodzaj swoistych wyprodukowanych przeciwcial w przebiegu choroby jest
w istotnym stopniu wyzszy od wykrywanego u zdrowych ludzi w danej populacji
(znamiennie wyzszy od tla immunologicznego).

Jednym z najwazniejszych wyzwan podczas interpretacji wynikéw badan serologicz-
nych jest okreslenie poziomu przeciwcial, ktory nalezy uzna¢ za diagnostycznie znamien-
ny. Okres$lenie tego poziomu utrudnia fakt obecnos$ci przeciwciat u 0séb w danej populacji,
zwigzany zarO6wno z wystgpowaniem nieswoistych reakcji krzyzowych, przeciwcial po
przebytym bezobjawowym zakazeniu czy tez przeciwcial poszczepiennych.

Krzyzowe, nieswoiste reakcje krzyzowe wynikaja z podobienstwa budowy antygenowej
réznych drobnoustrojow. Szczegdlnie czgsto, z racji swojej budowy, wykrywane sg nieswo-
iste przeciwciala klasy IgM. Tak wigc, bardzo istotne jest uzycie w badaniach serologicz-
nych antygenow swoistych wytacznie dla danego patogenu. Uzyskanie takiego antygenu jest
jednak trudne i wymaga z reguly zastosowania technik inzynierii genetycznej. Trzeba mie¢
jednak na uwadze, ze tak uzyskane rekombinowane biatko jest co prawda zazwyczaj wysoce
swoiste, ale czgsto nie reaguje wystarczajaco silnie z poszukiwanymi przeciwciatami.

Poziom wytwarzanych przeciwcial nie zawsze koreluje z nasileniem objawow kli-
nicznych. U 0s6b zakazonych, u ktérych nie doszto do wystapienia objawow klinicznych,
moze doj$¢ do produkcji wysokiego poziomu swoistych przeciwcial. Co wigcej, przeciw-
ciata te, zwlaszcza klasy IgG, moga by¢ obecne we krwi przez wiele miesigcy czy nawet
lat. Szczegdlnie istotne jest to przy zakazeniach wystepujacych czgsto w danej populacji,
np. salmonelozie. Powoduje to wysoki poziom tta immunologicznego, ktory utrudnia pra-
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widlowa interpretacje wynikéw uzyskanych od osoby z aktualnym zakazeniem. Proble-
moéw takich zazwyczaj nie ma w przypadku chordb wystepujacych rzadko (np. tularemia),
kiedy mozemy bardzo tatwo odr6zni¢ poziom przeciwciat u 0séb zdrowych i chorych.

Szczegodlnie istotnym problemem podczas interpretacji wynikow badan serologicz-
nych jest wykrywanie przeciwcial poszczepiennych, ktore bardzo trudno odrézni¢ od prze-
ciwcial wyprodukowanych podczas choroby. Moze to prowadzi¢ do wydawania wynikow
falszywie dodatnich, zwlaszcza w przypadku badania prébek uzyskanych od oso6b niedaw-
no szczepionych. Klasycznym przyktadem takich problemow jest serologiczne badanie
probek uzyskanych od dzieci w kierunku obecnos$ci przeciwciat dla pateczek krztusca.
W tym miejscu nalezy dodaé, ze badanie poszczepiennych przeciwciat u dzieci, przewaz-
nie w kierunku tezca i btonicy, moze by¢ przydatnym narzedziem w ocenie stanu uktadu
odporno$ciowego i diagnostyce niedoboréw odpornosci.

Biorac pod uwage czynniki wymienione powyzej, nalezy zada¢ pytanie: Jaki poziom
przeciwcial nalezy przyja¢ za wynik dodatni w badaniach serologicznych ?

W diagnostyce serologicznej funkcjonuje termin diagnostycznie znamienny poziom
przeciwcial, okreslany czasami jako poziom odcigcia (tzw. cut-off). W praktyce, okre-
$la si¢ go najczgsciej na podstawie badania surowicy kontrolnej cut-off, dotaczonej przez
producenta do danego zestawu ELISA. Wielko$¢ wartos$ci cut-off oblicza si¢ zazwyczaj ze
$redniej (arytmetycznej badz geometrycznej) wartosci poziomu przeciwcial oznaczonych
w probkach surowicy osob klinicznie zdrowych, powigkszonej o 2 lub 3 odchylenia stan-
dardowe. Wartos¢ cut off jest wygodnym w uzyciu kryterium, ktory stosuje si¢ przy badaniu
jednokrotnie uzyskanej w przebiegu choroby probki surowicy. Trzeba jednakze pamigtac,
ze wiarygodno$¢ poziomu cut-off ma krytyczne znaczenie dla czulosci i swoistosci odczynu
serologicznego. W przypadku zanizenia tej warto$ci zwickszamy czulo$¢ testu a obnizamy
swoisto$¢, natomiast przy jej zawyzeniu mamy sytuacje odwrotng. Tak wiec, majac na uwa-
dze wystgpowanie nieswoistych reakcji krzyzowych, réoznice w intensywnosci odpowiedzi
humoralnej u poszczegdlnych osdb oraz wysokiego czasami tta immunologicznego w danej
populacji, ustalenie wlasciwej, uniwersalnej dla r6znych populacji wartosci cut-off moze by¢
bardzo trudne. Dobrym tego przykladem moga by¢ réznice w sugerowanych wartosciach
cut-off przeciwcial klasy IgG w przypadku serodiagnostyki krztu$ca, wahajace si¢, w zalez-
nosci od kraju i grupy badawczej, od 40 IU/ml do nawet 200 IU/ml (2). Wynika z tego, ze
w wykorzystywanych powszechnie komercyjnych zestawach ELISA, ustalona przez produ-
centa warto$¢ surowicy cut off nie zawsze musi by¢ adekwatna do warto$ci cut off wyliczo-
nej na podstawie badania prébek uzyskanych od oséb zdrowych z danej populacji (10). Co
za tym idzie, przed poprawnym, wcze$niejszym zwalidowaniem testu, uzyskiwane wyniki
w komercyjnych zastawach diagnostycznych nie mogg by¢ w kazdym przypadku brane jako
pewnik i bezkrytycznie interpretowane zgodnie ze wskazoéwkami producenta.

Z powodu trudnos$ci z ustaleniem warto$ci cut-off, za bardziej miarodajne kryterium
wystepowania aktualnego zakazenia przyjmuje si¢ wykazanie diagnostycznie znamiennej
dynamiki przeciwcial, za ktora uwaza si¢ czterokrotny wzrost lub spadek miana przeciwciat
w dwoch probkach surowicy uzyskanych w réznych okresach choroby. Ta klasyczna zasada
odnosi si¢ jednak do przypadkéw, kiedy wykonujemy kolejne, zazwyczaj dwukrotne roz-
cienczenia badanej probki surowicy, np. w aglutynacji probéwkowej. Miano przeciwcial de-
finiuje si¢ wtedy jako odwrotno$¢ najwyzszego rozcienczenia surowicy, przy ktorym zacho-
dzi jeszcze widoczna reakcja z antygenem. Aktualnie, w badaniach wykonywanych odczy-
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nem immunoenzymatycznym ELISA, poshugujemy si¢ najczesciej jednym rozcienczeniem
probki surowicy. W takim przypadku nie mozemy moéwic o mianie przeciwciat, lecz jedynie
o0 poziomie przeciwciat (wyrazonym w konkretnych jednostkach) przy danym rozcienczeniu
probki surowicy. Z powodu zastosowania jednego rozcienczenia badanej probki oraz ograni-
czen spektrofotometrycznych czytnika ELISA rzadko mamy do czynienia z czterokrotnymi
réznicami w warto$ci poziomu przeciwcial w kolejnych dwoch probkach surowicy. Z tego
powodu, wedtug ECDC, w serodiagnostyce krztusca za diagnostycznie znamienng dynami-
ke przeciwcial w odczynie ELISA nalezy przyja¢ 100% wzrost lub 50% spadek poziomu
przeciwcial w dwoch, kolejnych probkach surowicy uzyskanych w odstepie 2-4 tygodni (2).

Wykazanie diagnostycznie znamiennej dynamiki przeciwciat jest najlepszym dowodem
aktualnego zakazenia. Oczywiscie, zeby wykaza¢ dynamike konieczne jest uzyskanie co
najmniej dwoch probek surowicy w roznych okresach choroby. Niestety w praktyce, gtow-
nie ze wzgledow ekonomicznych, tylko od niewielkiego odsetka chorych oséb uzyskuje si¢
wigcej niz jedng probke surowicy. Istotnym ograniczeniem zastosowania tego kryterium jest
réwniez koniecznos$¢ czekania 2-3 tygodni na drugg probke, co w oczywisty sposob opdznia
wydanie koncowego wyniku. Innym, istotnym czynnikiem wptywajacym na wiarygodnos¢
tego kryterium jest okres choroby, w ktorym uzyskano do badania probki surowicy. Zeby wy-
kaza¢ znamienny wzrost poziomu przeciwcial, pierwsza probke nalezy pobra¢ w ciagu kilku
dni od poczatku objawow klinicznych, kiedy nie narost jeszcze wysoki poziom przeciwciat,
kolejng za$ probke w szczycie odpowiedzi humoralnej, zazwyczaj 2-3 tygodnie od poczatku
choroby. W praktyce, rzadko kiedy pierwsza probka uzyskiwana jest w tak wezesnym okre-
sie choroby. Zazwyczaj do laboratorium trafia probka surowicy uzyskana po wielu dniach
trwania choroby, kiedy doszlo juz do wytworzenia wysokiego poziomu przeciwcial. Oczywi-
Scie, w drugiej probce, uzyskanej po kolejnych 2-3 tygodniach nie ma si¢ juz co spodziewac
diagnostycznie znamiennego przyrostu przeciwciat. Czgsto wtedy mamy juz do czynienia ze
spadkiem tego poziomu, aczkolwiek w wielu przypadkach bardzo powolnym.

W przypadku niektoérych choréb, oprocz poszukiwania swoistych przeciwcial w suro-
wicy krwi, mozna poszukiwac takze obecnos$ci swoistych antygendow w réznorakich prob-
kach materiatu klinicznego. Przykltadowo, w serodiagnostyce legionelozy w p6zniejszym
okresie choroby, poszukuje si¢ zazwyczaj przeciwciat klasy IgA, IgG lub IgM. Znacznie
bardziej wiarygodne, zwlaszcza w kilku pierwszych tygodniach choroby, jest jednak po-
szukiwanie odczynem ELISA badz metoda immunochromatografii, swoistych antygenow
w moczu chorych osob (14). Tak wiec, przy wyborze konkretnej metody w tym przypadku
decyduje okres choroby, w ktérym znajduje si¢ badany pacjent.

NAJCZESTSZE BLEDY W WYBORZE, WYKONANIU I INTERPRETACII
WYNIKOW BADAN SEROLOGICZNYCH

Blad laboratoryjny to kazdy blad popetniony na drodze od przygotowania zlecenia,
badania do raportowania i interpretacji jego wyniku, a takze podjetych na tej podstawie
dziatan. Bledy dziela si¢ na te popelniane w fazie przedanalitycznej, analitycznej i poana-
litycznej (4, 15). Nie wnikajac w szczegdtowy podzial btgdow popelnianych podczas wy-
konywania badan serologicznych ponizej zestawiono, w praktycznym ujgciu, najczgstsze
przyczyny nieprawidlowosci zwigzanych z serologiczng diagnostyka bakteryjnych zaka-
zen cztowieka.
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1. Badanie probek niewtasciwych, zle pobranych, nieprawidtowo transportowanych lub
uzyskanych w zbyt weczesnej lub zbyt pdznej fazie choroby.

Krew do badan serologicznych powinna by¢ pobrana od badanej osoby na czczo lub 2-4
godzin po lekkim positku, przy zachowaniu dotychczasowej diety. Krew nalezy pobierad
jatowo na skrzep w objeto$ci nie mniejszej niz 2 ml. Probka krwi powinna by¢ przetranspor-
towana do laboratorium w jatowej, szczelnie zamknigtej probowce w temperaturze otoczenia
w czasie nie dluzszym niz 4 godziny od pobrania lub w ciggu 24 godzin przy zachowaniu
temperatury 5°C (= 3°C). W przypadku prébki surowicy czas transportu moze by¢ odpo-
wiednio dtuzszy, trzeba natomiast pamigtac, ze jesli probka surowicy bedzie przechowywana
lub transportowania w czasie dtuzszym niz 5 dni, nalezy ja zamrozi¢ w temperaturze ponizej
-20°C. Prébka surowicy powinna by¢ klarowna, przezroczysta lub lekko opalizujaca. Suro-
wica, ktora ulegla silnej hemolizie nie moze by¢ przeznaczona do badania.

W interpretacji wynikéw badan serologicznych uwzgledni¢ nalezy kinetyke przeciwciat
nalezacych do poszczeg6lnych klas (3). Jako pierwsze, juz po kilku dniach od poczatku ob-
jawow klinicznych, pojawiaja si¢ w surowicy 0sob chorych swoiste przeciwciata klasy IgM,
nastepnie klasy IgA oraz nieco pdzniej, przeciwciata klasy IgG. Trudno jest okresli¢ natomiast
jednoznacznie czas utrzymywania si¢ przeciwcial po przebytej chorobie, ktory zalezy od wie-
ku chorego, stanu jego uktadu odpornosciowego, rodzaju patogenu i drogi zakazenia, zespo-
hu objawow klinicznych oraz tego czy byl to pierwszy czy kolejny kontakt chorego z danym
zarazkiem. Czas ten moze waha¢ si¢ od kilku tygodni do wielu lat, zwlaszcza w przypadku
przeciwcial klasy IgG. Tak wigc, w probce pobranej zbyt wezesnie nie wykryjemy jeszcze
obecnosci przeciwcial klasy IgG, natomiast pobranej zbyt pdzno nie stwierdzimy przeciwciat
klasy IgM czy tez IgA. Z tego wzgledu, w wickszosci przypadkow, celowe jest oznaczanie
w probee surowicy jednoczes$nie wszystkich trzech klas immunoglobulin. Jak juz wspomniano
weczesniej, w celu wykazania serokonwersji, za optymalne uwaza si¢ uzyskanie pierwszej prob-
ki surowicy jak najszybciej po wystapieniu objawow klinicznych, zas$ drugiej po kolejnych 2-3
tygodniach choroby. W przypadku jednokrotnego badania, w celu uniknigcia wyniku fatszywie
ujemnego, probka krwi do badan nie powinna by¢ pobierana w zbyt wezesnej fazie choroby
(17). W przypadku niektorych choréb bakteryjnych, pierwsza probke do badan serologicznych
mozna pobra¢ juz po tygodniu od poczatku objawow klinicznych. Przy innych, np. boreliozie,
zaleca si¢ wykonanie pierwszego badania u pacjenta po uptywie dopiero 3-4 tygodni od ekspo-
zycji na kleszcza (18). Trzeba pamigtaé, ze uzyskanie wyniku watpliwego w pierwszej probce
surowicy, zwlaszcza w klasie IgM, jest bezwzglednym wskazaniem do badania drugiej probki.

Z powodu dhugiego utrzymywania si¢ w niektdrych przypadkach wysokiego poziomu
przeciwcial po przebytej chorobie, istnieje niebezpieczenstwo btednej interpretacji obecnosci
tych przeciwcial w surowicy za objaw aktualnego zakazenia. W takim przypadku lekarz naj-
czesciej nie zleca juz wykonania badan w kierunku innych choréb zakaznych, co moze prowa-
dzi¢ do niewykrycia faktycznej przyczyny choroby. Problem ten najczesciej wystepuje, gdy
w badanej prébce surowicy poszukuje si¢ jedynie przeciwciat klasy IgG, ktore szczeg6lnie
dhugo utrzymuja si¢ na podwyzszonym poziomie. Przydatne w takich przypadkach moze by¢
oznaczenie przeciwcial klasy IgM 1 IgA a jeszcze lepiej, zbadanie kolejnej probki surowicy,
uzyskanej po kilku tygodniach i okreslenie indeksu przeciwcial IgM/IgG. Wraz z uptywajacym
czasem, poziom przeciwciat klasy IgM opada szybciej niz przeciwciat klasy IgG, co prowa-
dzi do spadku wartosci indeksu. I tak, przyktadowo w przebiegu mykoplazmozy $rednia war-
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to$¢ indeksu IgM/IgG w pierwszym tygodniu choroby wynosita 1,5, w drugim tygodniu 3.6,
a nastepnie stopniowo spadata do wartosci 1,8 w 8. tygodniu i 1,4 w surowicach uzyskanych
w 9-16. tygodniu choroby (7). Trzeba mie¢ §wiadomos¢, ze w niektorych przypadkach choro-
bowych podwyzszony poziom przeciwciat klasy IgM utrzymuje si¢ przez wiele miesiecy, tak
wigc wykazanie obecnosci tych przeciwcial nie zawsze musi dowodem aktualnego zakazenia.

3. Zastosowanie niewtasciwej techniki badan badz nieswoistego antygenu.

Podstawa prawidtowo prowadzonej serologicznej diagnostyki jest zastosowanie testu
o wysokiej czutosci i swoistosci. Aktualnie w serodiagnostyce zakazen bakteryjnych naj-
czesciej uzywa si¢ bardzo czutego odczynu immunoenzymatycznego ELISA, ktéry umoz-
liwia ilo$ciowe oznaczenie poziomu przeciwcial w poszczegdlnych klasach immunoglo-
bulin. Jako test potwierdzenia stosuje si¢ niekiedy odczyn western-immunoblotting, dzigki
ktéremu mozliwe jest wykrycie w badanej probee surowicy obecnosci przeciwciatl dla po-
szczegolnych, wysoce swoistych dla danego patogenu, antygenow biatkowych. Metody te
wyparly klasyczne metody serologiczne, takie jak odczyn aglutynacji probowkowej, test
zahamowania hemaglutynacji czy odczyn wigzania dopetniacza, w ktérych wykrywano
glownie przeciwciata klasy IgM. Trzeba pamigta¢, ze wyniki dodatnie uzyskane w testach
przegladowych (screeningowych), powinny by¢ potwierdzane bardziej swoistymi testami,
opartymi gléwnie o rekombinowane biatka (12).

Swoistos¢ wynikow uzyskanych w badaniu serologicznym zalezna jest od swoisto$ci
zastosowanego w danej metodzie antygenu. Antygenami w odczynach serologicznych naj-
czegsciej sg bialka i lipopolisacharydy (LPS), przy czym swoisto$¢ tych ostatnich jest do§¢
ograniczona. Przyktadem jednoczesnego zastosowania biatek i LPS jako antygenéw w od-
czynie ELISA jest serodiagnostyka jersiniozy prowadzona od wielu lat w Zaktadzie Bakte-
riologii NIZP-PZH. Zastosowanie antygenu biatek wydzielniczych Yop, charakterystycz-
nych dla wszystkich patogennych pateczek Yersinia, zapewnia wysoka swoisto$¢ odczynu,
natomiast uzycie LPS uzyskanych z pateczek nalezacych do poszczegélnych serotypow
pateczek Yersinia umozliwia rozréznienie gatunku i grupy serologicznej drobnoustrojow
odpowiedzialnych za wywotanie zakazenia (8). Coraz cze¢$ciej w serodiagnostyce chordb
zakaznych jako wysoce swoistych antygendow uzywa si¢ rekombinowanych biatek uzy-
skanych metodami inzynierii genetycznej. Dobrym przyktadem takiego antygenu jest re-
kombinowane biatko P1 charakterystyczne dla M. pneumoniae (9). Trzeba mie¢ jednak na
uwadze, ze nie ma antygendéw catkowicie swoistych i zawsze moga wystapi¢ nieswoiste
reakcje krzyzowe, wynikajace z przypadkowego podobienstwa budowy antygenowe;.

4. Nieprzestrzeganie procedury badan oraz bledy w organizacji pracowni serologicznej.

Sa to czeste bledy zwigzane z brakiem zachowania nalezytej starannos$ci podczas wy-
konywania badan, czy tez ogolnie, z nieodpowiednig organizacja pracy w laboratorium
serologicznym. Kazde badanie serologiczne musi by¢ przeprowadzone $cisle wedlug
instrukcji producenta, z zachowaniem odpowiedniego czasu inkubacji, temperatury, dhu-
gosci fali w czytniku spektrofotometrycznym, uzyciem nieprzeterminowanych odczynni-
kéw, itd. Test ELISA jest bardzo czuly nawet na niewielkie odstepstwa i btedy techniczne.
Szczegoblne niebezpieczenstwo zwigzane jest z uzyciem przeterminowanego lub zmienio-
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nego (utlenionego) koniugatu i chromogenu czy tez z niedoktadno$ciami podczas ptukania
dotkow plytki metapleksowej. Niezwykle istotne jest zachowanie doktadnos$ci i powtarzal-
nos$ci podczas wykonywania badan w kolejnych seriach (dniach).

W celu zminimalizowania btgdow podczas wykonywania badan serologicznych na-
lezy bezwzglednie przestrzega¢ zasad dobrej praktyki laboratoryjnej. W laboratorium po-
winien by¢ wdrozony system jakosci, a wszystkie czynno$ci, od pobrania probki krwi
po wydanie koncowego wyniku, powinny by¢ opisane w odpowiednich instrukcjach czy
procedurach i podlega¢ statej kontroli.

5. Badanie probki surowicy diagnostycznej oraz probek kontrolnych (w tym przede
wszystkim probki cut-off) tylko w jednym dotku plytki do odezynu ELISA.

Trzeba pamigtac, zeby w kazdej serii badan serologicznych, prowadzonych szczegdl-
nie tak czulym odczynem jak test ELISA, stosowa¢ surowice kontrolne. Absolutne mini-
mum to zastosowanie surowicy cut off, surowicy kontrolnej dodatniej i surowicy kontrolne;j
ujemnej. Szczegdlnie wazna jest surowica cut off, ktdrej wartos¢ ma zasadnicze znaczenie
w uzyskaniu wiarygodnych wynikéw badan serologicznych. Z tego powodu, surowica cut
off powinna by¢ badana co najmniej w dwoch dotkach ptytki, w celu wykluczenia przy-
padkowych bleddéw technicznych (np. niedoptukania dotka). Co wigcej, z tego samego po-
wodu, dobra praktyka laboratoryjng powinno by¢ badanie kazdej surowicy diagnostycznej
i kontrolnej w powtdrzeniu, tj. w dwoch dotkach ptytki metapleksowe;.

6. Czynniki interferujace w diagnostyce serologicznej - pominigcie etapu absorpcji z su-
rowic czynnika reumatoidalnego w przypadku oznaczania przeciwciat klasy IgM.

Czynnik reumatoidalny (rtheumatoid factor, RF) jest to autoprzeciwciato skierowane prze-
ciwko domenom CH2 i CH3 regionu Fc immunoglobuliny klasy G. Najczesciej (w 85%) wy-
stepuje w klasie IgM, ale moze tez wystepowac jako przeciwciato w klasie IgG, IgA lub IgE,
jednak RF w innych klasach niz IgM nie ma znaczenia diagnostycznego. RF wystepuje u okoto
80% pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem stawow, a takze w przypadku innych chorob
reumatycznych. Obecny w surowicy osoby badanej czynnik RF moze reagowac z przeciw-
ciatami klasy IgG zwigzanymi na plytce z antygenem. W takim przypadku moze dojs¢ do fat-
szywie dodatnich wynikéw w klasie IgM (koniugat bedzie taczyt si¢ z czynnikiem RF i dawat
reakcje barwne nawet przy catkowitym braku swoistych przeciwcial klasy IgM). W celu unik-
nigcia tych nieswoistych reakcji w przypadku oznaczania przeciwciat klasy IgM, powinno si¢
wstepnie absorbowac czynnik reumatoidalny z surowicy osoby badanej. Czasami réwniez ist-
nieje mozliwos¢ zastgpienia (blokowania) przeciwcial IgM, stabo wigzacych si¢ z antygenem,
przez silniej wigzace przeciwciata IgG obecne w surowicy w wysokim poziomie, skutkujace
wynikami fatszywie ujemnymi w klasie IgM. Z tego powodu, najlepiej podczas oznaczania
przeciwciat klasy IgM, catkowicie usuna¢ z probki surowicy przeciwciata klasy IgG.

Z innych czynnikow interferujacych w badaniach serologicznych nalezy wymienic:

- jony zelaza (hemoglobina) — utleniajace substraty dla peroksydazy, co moze by¢
przyczyna nieswoistych oznaczen

- zabarwienie probki (szczegdlnie PMR) — hemoliza uniemozliwia prawidtowg in-
terpretacje wyniku, wskazane powtdrne pobranie materiatu od chorego
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- hiperglikemi¢

- zanieczyszczenia bakteryjne, ktére powoduja albo nieswoisty dodatni wynik po-
przez wigzanie koniugatu albo degraduja przeciwciata bedac przyczyna falszywie
ujemnych wynikow

- wielokrotne zamrazanie i odmrazanie probki surowicy.

Szczegolnie ciekawy jest ostatni punkt z wymienionej powyzej listy. W instrukcji wykony-
wania testow ELISA istnieje zazwyczaj uwaga, zeby probki surowicy nie poddawac¢ wielokrot-
nym cyklom zamrazania i odmrazania. Wyniki przeprowadzonych badan nie wykazaty jednak
istotnych réznic w poziomie przeciwcial w wielokrotnie zamrazanych probkach surowicy (11).

8. Brak standaryzacji metodyki odczynu oraz brak kontroli jako$ci (wewnatrz i zewnatrz
laboratoryjne;j).

Badania serologiczne powinny by¢ poddawane wewnatrz- i zewnatrz laboratoryjnej
kontroli jakos$ci. Trzeba mie¢ jednak na uwadze, ze na rynku dostgpnych jest wiele komer-
cyjnych testow serologicznych réznych firm. Ze wzgledu na zastosowane w nich roézne
preparaty antygenowe oraz rézne poziomy odciecia (cut off) wyniki uzyskane podczas
badania tej samej probki surowicy moga si¢ rozni¢. Aby zminimalizowaé ryzyko otrzyma-
nia wyniku fatszywego, nalezy wybiera¢ optymalne, dostosowane do populacji i regionu
geograficznego testy, ktdre powinny by¢ dobrze wystandaryzowane przez producenta.

9. Brak uwzglednienia w interpretacji wynikéw badan serologicznych wieku pacjenta,
wywiadu lekarskiego, zespotu objawow klinicznych, szczepien, wynikow innych ba-
dan laboratoryjnych.

U niemowlat moga by¢ obecne matczyne przeciwciala IgG przekazane przeztozyskowo,
ktorych poziom zalezy od ich stezenia u matki i efektywnosci przekazywania przez tozysko.
Ich duze st¢zenie utrudnia diagnostyke serologiczna w pierwszych miesigcach zycia oraz
moze powodowac supresj¢ wytwarzania swoistych przeciwcial IgM u dziecka. Ze wzgledu
na niedojrzaly uktad immunologiczny u matych dzieci poziom przeciwcial, zwlaszcza klasy
IgA, w przebiegu choroby bedzie nizszy niz u 0séb dorostych. Moze to skutkowa¢ uzyska-
niem wynikow falszywie ujemnych. Z taka sytuacja spotykamy si¢ np. podczas serodiagno-
styki krztusca. U szczepionych dzieci, z powodu podwyzszonego poziomu poszczepiennych
przeciwcial klasy IgM i IgG, najlepszym swoistym markerem aktualnego zakazenia paleczka
B. pertussis jest wykazanie znamiennie diagnostycznego poziomu immunoglobulin klasy A.
Niestety, staba produkcja przeciwciat klasy IgA u matych dzieci moze by¢ przyczyna niskiej
czuto$ci badan serologicznych przy poszukiwaniu tej klasy immunoglobulin. Z tego wzgledu
badania serologiczne w kierunku krztu$ca nie sg zalecane jako test z wyboru u szczepionych,
malych dzieci. Znacznie lepiej nadaja si¢ do tego badania PCR.

10. Stawianie rozpoznania choroby wytacznie na podstawie wynikdéw badan serologicz-
nych, przeprowadzonych zwlaszcza jednokrotnie, czgsto bez wskazan klinicznych.

Uwaga ta skierowana jest do lekarzy, do ktérych nalezy postawienie koncowej diagno-
zy. Trzeba pamigtaé, ze uzyskanie dodatnich wynikéw badan serologicznych w kierunku
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chordb bakteryjnych, nawet prawidtowo przeprowadzonych, nie jest bezwzglednym wska-
zaniem do podjecia leczenia, w tym przede wszystkim do antybiotykoterapii. Wiedza i do-
$wiadczenie lekarza maja najwazniejsze znaczenie w postawieniu wlasciwego rozpoznania
choroby na podstawie wynikow badan laboratoryjnych, zespotu objawdw klinicznych, da-
nych z wywiadu czy tez innych badan. Lekarz powinien interpretowaé wynik badan serolo-
gicznych w odniesieniu do konkretnego przypadku chorobowego u konkretnego pacjenta.
Z tego wzgledu, pracownik laboratorium mikrobiologicznego — diagnosta laboratoryjny,
nie moze stawia¢ rozpoznania choroby zakaznej na podstawie uzyskanych wynikow badan
serologicznych. Moze natomiast i powinien pomoc lekarzowi w prawidtowej interpreta-
cji tych wynikow. Brak wspotpracy pomigdzy lekarzem a diagnosta laboratoryjnym moze
prowadzi¢ do btedow w interpretacji uzyskanych wynikow oraz do leczenia pacjentow
jedynie na podstawie wynikow badan serologicznych, czgsto bez wskazan klinicznych.
Czasami tez, po przeleczeniu pacjenta antybiotykiem, lekarze oczekuja w kazdym przy-
padku natychmiastowego spadku poziomu przeciwcial, co miatoby by¢ oznakg wyleczenia
z choroby zakaznej. Zapominaja przy tym, ze tempo spadku poziomu juz wytworzonych
przeciwcial uzaleznione jest od ich naturalnego czasu rozkladu nie za$ od zastosowanego
antybiotyku.

Na zakonczenie nalezy przypomnieé, ze zgodnie z obowigzujacym prawem laboratoria
maja obowigzek zglaszania dodatnich wynikow badan w kierunku wybranych chorob zakaz-
nych, w tym réwniez wynikoéw badan serologicznych. Dbajac o rzetelnos¢ tych zgloszen, wy-
pada zada¢ pytanie, jakie kryteria przyjmujq laboratoria zgtaszajac przypadki serologicznego
potwierdzenia choroby zakaznej? Brak jednoznacznych wytycznych powoduje, ze moze zaist-
nie¢ w praktyce sytuacja, ze jedne laboratoria zglaszaja wykrycie przeciwcial wylacznie klasy
IgA, a inne klasy IgG badz IgM. Jest to o tyle istotne, ze w obowigzujacym formularzu zglo-
szenia dodatniego wyniku badania w kierunku biologicznych czynnikéw chorobotworczych,
laboratoria nie podaja ani klasy ani poziomu przeciwcial wykrytych w prébce surowicy osoby
chorej. Uniemozliwia to, lub co najmniej utrudnia, weryfikacje tych zgloszen przez osoby za-
trudnione w Powiatowych Stacjach Sanitarno-Epidemiologicznych. Nie wnikajac w szczegoty,
wazne jest aby podej$¢ do tego tematu rozsadnie, kierujac si¢ wlasnym doswiadczeniem, biorac
pod uwage zaréwno klase jak i poziom wykrywanych przeciwciat oraz przede wszystkim zna-
jac ograniczenia testu, ktérym wykonywano serologiczne badania.
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» Wektory i patogeny — w przeszlosci i przyszlosci”
Wroclaw, 24 listopada 2017

Szanowni Panstwo,

Instytut Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego oraz Wroctawski
Oddzial Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw i Wroctawski Oddziat Polskiego
Towarzystwa Parazytologicznego zapraszajag na IV edycje konferencji pt. ,,Wektory
i patogeny —w przeszitosci i przysztosci”.

Konferencja ma na celu prezentacje badan z zakresu mikrobiologii 1 parazytologii
jakie sg prowadzone aktualnie w krajowych jak i zagranicznych jednostkach naukowych.
Pragniemy rowniez udokumentowaé historyczny dorobek polskich naukowcow w tych
dziedzinach. W tym roku szczegodlng uwaga objety bedzie problem uwarunkowanych
srodowiskowo chorob infekcyjnych i inwazyjnych, ktorych czynnikami etiologicznymi
sg patogeny transmitowane przez stawonogi (wektory), gtownie hematofagiczne kleszcze
i komary, a takze ukazanie skutecznych sposobow zapobiegania i monitorowania tych
zagrozen.

Podczas konferencji planowana jest prezentacja praktycznych osiggni¢¢ 20-letniej
wspotpracy Instytutu Genetyki i Mikrobiologii UWr z Wydziatem Srodowiska i Rolnictwa
Urzedu Miasta Wroctawia w zakresie biologicznego (mikrobiologicznego) zwalczania
komarow na terenic Aglomeracji Wroctawskiej. Waznym celem konferencji jest takze
integracja Srodowiska naukowego oraz ukazanie osiggni¢¢ naukowych mtodych adeptow
nauki.

Szczegdtowe informacje zamieszczone sg na stronie:
http://www.mikrobiologia.uni.wroc.pl

Organizator: Uniwersytet Wroctawski, Instytut Genetyki i Mikrobiologii
Miejsce: Uniwersytet Wroctawski, Instytut Genetyki i Mikrobiologii
ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wroctaw
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Konferencja pod patronatem PTM

V edycja konferencji
Viruses of Microbes V: Biodiversity and future applications
Wroclaw, 9-13 lipca 2018

Jest to piate juz spotkanie z serii migdzynarodowych konferencji towarzystwa
International Society for Virus of Microbes (ISVM) poswigconej wirusom drobnoustrojow.

Konferencje Virus of Microbes dobywaja si¢ co dwa lata, a rozpoczety sie¢ w 2010
roku w Instytucie Ludwika Pasteura w Paryzu, a nastgpnie kontynuowane byty w Brukseli
(2012), Zurichu (2014), i Liverpoolu (2016), gromadzac na kazdym spotkaniu ok. 400-500
uczestnikow z catego Swiata.

Przysztoroczne spotkanie zatytutowane jest ,,“Biodiversity and future application”.
Tematyka pigciodniowej konferencji poswigcona bedzie podstawowym i aplikacyjnym
badaniom naukowym nad wirusami mikroorganizmow (algi, archaea, bakterie, grzyby,
pierwotniaki i wirusy). Wirusy sa kluczowym elementem warunkujacym bior6znorodnos¢
i ewolucje mikrobiologiczna, jak rowniez stuzg jako narzedzie w biologii molekularne;j.
W  ostatnich czasie coraz wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ badania nad
bakteriofagami, ktore stanowig obiecujaca alternatywe leczenia infekcji wywotanych
zwlaszcza przez wielolekooporne szczepy patogendow czlowieka, a sg stosowane juz
w konserwacji zywnosci, hodowli zwierzat i produkcji ro§lin uprawnych.

Uniwersytet Wroctawski (prof. dr hab. Zuzanna Drulis-Kawa) wraz z Laboratorium
Bakteriofagowym Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu (prof. dr
hab. Krystyna Dabrowska), maja zaszczyt organizowa¢ kolejng migdzynarodowa edycje¢
tej konferencji w 2018 roku.

Konferencja porusza tematyke niezwykle aktualng i bedzie dedykowana do wszystkich
0sOb zajmujacych si¢ zagadnieniami z zakresu zwalczania zakazen bakteryjnych, jak
rowniez ekologii i réznorodnos$ci biologicznej drobnoustrojow.

Konferencja zostata objeta patronatem przez European Molecular Biology Organization
jako EMBO Workshop ,,Viruses of microbes 2018 http://www.embo.org/events

Lokalizacja:
Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Prawa, Administracji i Ekonomii, ul. Uniwersytecka
22/26, 50-145 Wroctaw

Organizatorzy:
Uniwersytet Wroctawski, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN

Kontakt:
prof. Zuzanna Drulis-Kawa, zuzanna.drulis-kawa@uwr.edu,pl, tel. 71 375 62 90
prof. Krystyna Dabrowska, dabrok@iitd.pan.wroc.pl, tel. 71 337 11 72 wewn. 316
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VIRUSES OF MICROBES V
Biodiversity and future applications
9 — 13 July 2018 Wroctaw, Poland

Institute of Genetics and Microbiology
University of Wroclaw
&
Hirszfeld Institute of Immunology and Experimental Therapy
Polish Academy of Sciences

On behalf of the organising committee of the ISVM conference on the Viruses of
Microbes, we are pleased to invite to the fifth meeting in an international series that began
in 2010 at the Pasteur Institute.

This event is one that focuses on basic and applied scientific research on viruses
infecting microbes (algae, archaea, bacteria, fungi, protozoa and viruses). Viruses have
always been a key element of microbial diversity and evolution, as well as a tool for the
molecular biologist to learn more about how the host cell functions, but this information
has also been put to productive use in latter days to control infections and fouling in many
areas of our modern life.

The conference is included to the EMBO Workshop list http://www.embo.org/events
Location:

Uniwersytet Wroctawski, Wydzial Prawa, Administracji i Ekonomii

ul. Uniwersytecka 22/26, 50-145 Wroctaw

Organizers:
Uniwersytet Wroctawski; Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN

Contact:

prof. Zuzanna Drulis-Kawa, zuzanna.drulis-kawa@uwr.edu.pl, tel. 71 375 62 90
prof. Krystyna Dabrowska, dabrok@iitd.pan.wroc.pl, tel. 71 337 11 72/ 316

MIM

Informacja o pracy Prezydium Zarzadu Gléwnego PTM.

30 sierpnia, 12 wrzes$nia, 31 pazdziernika 2017 r. odbyly si¢ elektroniczne gltosowania
przez cztonkéw Prezydium ZG PTM szeregu Uchwal, ktére ponizej omdwiono.

1) Zglosito si¢ szereg kandydatow, ktorzy chcieliby zapisa¢ si¢ do PTM. Jednomyslnie
przyjeto Uchwale nr 23-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie przyjecia 20 nowych
czlonkéw zwyczajnych PTM.
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2) Duzo wysitku wkladamy w porzadkowanie przynaleznosci osob do PTM i kwestii
optacania przez nich sktadek cztonkowskich. Doktadna liczba cztonkéw PTM jest trudna
do ustalenia, ale okreslamy ja na okoto 1000 oséb. Jednakze na dzien 28.08.2017 r. sktadki
za dany rok zaptacito: 2015 r. —693,2016 r. — 760, 2017 r. — 595 0sbb. Zgodnie ze Statutem
PTM par.15 p. 3: ,,Czlonkostwo zwyczajne ustaje na skutek skreslenia z listy cztonkow
Towarzystwa z powodu nie zaplacenia sktadki cztonkowskiej przez dwa kolejne lata,
skreslenie moze nastapi¢ dopiero po pisemnym uprzedzeniu o zamiarze skreslenia, przez
Oddzial Terenowy PTM i uptywie wyznaczonego terminu dodatkowego do uregulowania
zalegtych sktadek”. Do 0sob ktdre w przewidzianym przez Statut PTM i Uchwale ZG PTM
z dnia 04.02.2014 nie oplacity zaleglych sktadek cztonkowskich i do ktérych mielismy
adresy wystano w lipcu 2017 r. listy z zawiadomieniem o planowanym skresleniu. Cz¢$§¢
z tych osob uzupehita sktadki, czgs¢ przystata listy o rezygnacji z cztonkostwa w PTM.
Pozostaja osoby, do ktorych nie mozemy dotrze¢ oraz osoby nieptacace sktadek przez
wiele lat, ale nie skreslone z listy PTM z powodu niedopatrzenia tej sprawy. Jednomy$lnie
przyjeto Uchwale nr 24-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie uporzadkowania listy
czlonkéow zwyczajnych PTM i usuniecia z tej listy oséb nie placacych skladek
czlonkowskich w statutowo przewidzianym terminie. Na poczatku wrzesnia br.
wystali$my listy do ponad 170 oséb z informacja, ze zostaja wykresleni z listy cztonkow
zwyczajnych PTM. Na zaktualizowanej liScie pozostang osoby, ktore regularnie optacaty
sktadki do 2014 r. i zaptacity sktadki za 2015 i/lub 2016 i/lub 2017. Nie dotyczy to osdb,
ktére przystapilty do PTM w okresie 2015-2017.

3) Brak regularnego ptacenia sktadek cztonkowskich jest niewatpliwie zaniedbaniem lub
swiadoma decyzja tych osob, jednakze wydaje si¢, ze w minionym okresie Towarzystwo
nie wykazalo nalezytej aktywnos$ci w przypominaniu o koniecznosci zaptacenia zalegtych
sktadek i wysytaniu do dtuznikow e-maili i listow w tej sprawie. Wiele osdb zastuzonych
dla mikrobiologii zaniedbato obowigzku regularnego ptacenia sktadek. Opinie na temat
utworzenia mozliwo$¢ ponownego przystapienia do PTM osobom, skreslonym z powodu
nieptacenia sktadek, wsrod cztonkow Prezydium byty podzielone. Wickszo$é cztonkow
Prezydium byta jednak za przyjeciem Uchwaly nr 25-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie
mozliwo$ci ponownego przystapienia do PTM po rocznym okresie karencji osob
skreslonych z listy czlonkéw PTM za nieplacenie skladek czlonkowskich. Tym samym
wprowadza si¢ mozliwos¢ ponownego przystapienia do PTM osobom skreslonym z listy
cztonkow zwyczajnych z powodu nieptacenia sktadek cztonkowskich, po rocznym okresie
karencji, od 01.10.2018 r., na zasadach nowo przystepujacych do Towarzystwa cztonkow
zwyczajnych.

4) Dosy¢ dlugo zajmowalismy si¢ kwestia przygotowania stanowiska PTM w sprawie
przyznaniaabsolwentomuniwersyteckich studiow magisterskich nakierunku Mikrobiologia
prawa wykonywania zawodu Diagnosty Laboratoryjnego. Przy wsparciu 3-osobowego
zespotu, ktorego prace koordynowata Pani prof. Beata Sadowska przygotowano
propozycje tekstu, w ktorym staraliSmy si¢ osiagna¢ kompromis stanowisk. Wigkszos¢
cztonkow Prezydium byla za przyjeciem Uchwaly nr 26-2017 z dnia 30.08.2017 r.
w sprawie stanowiska PTM odnos$nie przyznania absolwentom uniwersyteckich
studiow magisterskich na kierunku Mikrobiologia prawa wykonywania zawodu
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Diagnosty Laboratoryjnego. Ponizej zamieszczony jest tekst, ktory bedzie opublikowany
w czasopismach PTM oraz zostal przekazany do Pana Prezydenta RP Andrzeja Dudy, Pani
Premier Beaty Szydlo, Panéw Ministréw ds. Zdrowia Konstantego Radziwitta i ds. Nauki
Jarostawa Gowina. Od Pana Ministra K. Radziwilta otrzymali§my odpowiedz, ze prace
nad ustawg sg prowadzone i nasze stanowisko begdzie wzigte pod uwage.

Stanowisko Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow
w sprawie przyznania absolwentom uniwersyteckich studiow magisterskich na
kierunku Mikrobiologia prawa wykonywania zawodu Diagnosty Laboratoryjnego

W oparciu o Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 14 listopada 2008 r. (Dz. U.
Nr 208, Poz. 1312), wpisujace mikrobiologi¢ na liste¢ dziedzin majacych zastosowanie
w ochronie zdrowia oraz ustaw¢ Prawo o szkolnictwie wyzszym z 2011 r. (Dz. U. Nr 84,
poz. 455), utworzono niezalezne kierunki Mikrobiologia na wydziatach pigciu Polskich
uniwersytetow posiadajacych odpowiednie uprawnienia (Uniwersytetu todzkiego,
Szczecinskiego, Warminsko-Mazurskiego, Wroctawskiego oraz Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego). Opracowano standard ksztalcenia dla kierunku
Mikrobiologia, dokonujac przesunigcia profilu ksztatlcenia z ogolnobiologicznego
w kierunku ogoélnomedycznym, co wydaje si¢, ze powinno zapewni¢ zdobywanie
przez studentéw kierunku Mikrobiologia wiedzy i umiejetnosci upowazniajacych do
podejmowania samodzielnych czynnos$ci w ramach szeroko rozumianej medycznej
diagnostyki laboratoryjnej. Standard ten zostal opracowany przez mikrobiologow,
immunologow i genetykow z uniwersytetow: £.odzkiego, Warszawskiego, Wroclawskiego
i UMCS w Lublinie, przy wspotpracy z czlonkami Komitetu Mikrobiologii PAN oraz
w porozumieniu z Krajowa Radg Diagnostow Laboratoryjnych oraz kierownikami
laboratoriow medycznych, i zatwierdzony przez Rade Gltéwng Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego. Na podstawie ww. znowelizowanej ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym,
standard ten zostal przepisany na odpowiednie efekty ksztalcenia w zakresie wiedzy,
umiejetnosci 1 kompetencji spotecznych.

Podczas pigcioletnich, dwustopniowych studiow (3+2), osoby uzyskujace najpierw
licencjat na kierunku Mikrobiologia, a nastepnie tytul zawodowy magistra Mikrobiologii
powinni uzyskaé efekty ksztalcenia wymagane do wykonywania zawodu Diagnosty
Laboratoryjnego okreslone w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
z dnia 24 sierpnia 2016 r. (Poz. 1434), ktore maja obowigzywac od roku akademickiego
2017/2018 studentow kierunku Analityka Medyczna/Medycyna Laboratoryjna. Studenci
obu stopni studiow kierunku Mikrobiologia uzyskuja wszystkie wymagane tym
Rozporzadzeniem i1 weryfikowane podczas egzamindow i kolokwidéw zaliczeniowych,
efekty ksztalcenia. Biorgc pod uwage odpowiedzialnosé, jaka spoczywa na zawodzie
Diagnosty Laboratoryjnego, wyrazamy przekonanie, iz tylko osiaganie okreslonych
standardow/ efektow ksztalcenia w ramach wybranych kierunkéw studiow wyzszych,
moze byé gwarancja przygotowania absolwentow do pracy w tym zawodzie, zapewniajac
jednoczesnie bezpieczenstwo pacjentow i prawidtowa wspoltprace diagnostow z lekarzami.

W zwiazku z powyzszym wigkszo$¢ czlonkow Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologow uwaza, iz uprawnienia do tytulu Diagnosty Laboratoryjnego powinny
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by¢ uzaleznione od odpowiednich efektow ksztalcenia, ktére musza by¢ ustalone dla
kazdego kierunku, a nie od nazwy kierunku studiow. Absolwenci uniwersyteckich
kierunkéw Mikrobiologia, z tytulem magistra mikrobiologii, powinni mie¢ prawo
do starania si¢ o wpis na Liste Diagnostéw Laboratoryjnych, poniewaz podczas
studiow uzyskuja efekty ksztalcenia wymagane do wykonywania zawodu Diagnosty
Laboratoryjnego, zgodne ze standardem przewidywanym dla kierunku Analityka
Medyczna/Medycyna Laboratoryjna, dokumentowane dyplomem, dorobkiem (praca
licencjacka, magisterska, doktorska, publikacje) oraz odbytymi praktykami i stazami
zawodowymi. Prawo wpisu na Liste Diagnostow Laboratoryjnych dla absolwentow
kierunku Mikrobiologia mozna by uzyska¢ po ukonczeniu studiéw i po rocznym stazu
w wieloprofilowym laboratorium medycznym oraz zdaniu egzaminu panstwowego.

5) Co roku odbywaja si¢ w réznych miastach Europy spotkania zarzadu FEMS i przedstawi-
cieli europejskich towarzystw mikrobiologicznych, tzw. FEMS Council. Zwykle jest to okoto
60 osob. Obrady trwaja 2 dni piatek i sobot¢ w I polowie wrze$nia. Poruszane sg sprawy
dotyczace FEMS, akceptowane sprawozdania, organizowane wybory cztonkow zarzadu, itp.
sprawy organizacyjne. Na ubieglorocznym spotkaniu w Atenach zapytano, czy nie mozna
by zorganizowa¢ FEMS Council w Warszawie — nigdy nie bylo takiego spotkania w Polsce.
Wydaje sig, ze wypadaloby po 43 latach takich spotkan zorganizowaé¢ FEMS Council w War-
szawie we wrzesniu 2018 r. Przy okazji Konferencji krakowskiej zglosity si¢ firmy: Glo-
bal Congress sp. z 0.0. oraz Warsaw Convention Bureau, ktore po rozmowach zaoferowaty
pomoc w organizacji FEMS Council oraz pewien wktad finansowy na pokrycie: cocktailu
powitalnego, wycieczki po Warszawie i czesciowe dofinansowanie wieczornej kolacji (to sa
stale punkty kazdego FEMS Council). Federacja optaca wynajem pomieszczen na obrady,
a koszty hotelu i podrozy kazdy z uczestnikow pokrywa we wlasnym zakresie. Pewne koszty,
ale wydaje mi si¢ do zaakceptowania, poniesie PTM. Niemniej z powodu braku do tej pory
organizacji FEMS Council w Polsce i ze wzgledow prestizowych wskazane jest podjecie
tego wysitku. Warto zaznaczy¢, ze FEMS przyznato grant w wysoko$ci 3000 Euro na orga-
nizacj¢ Konferencji 90 lat PTM w Krakowie. Cztonkowie Prezydium jednomyslnie przyjeli
Uchwale nr 27-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie zorganizowania we wrze$niu 2018 r.
spotkania FEMS Council w Warszawie.

6) W zwiazku ze zgloszong przez Pania prof. Izabele Sitkiewicz na ostatnim posiedzeniu ZG
PTM chgcig rezygnacji z funkcji Redaktora Naczelnego czasopisma Polish Journal of Micro-
biology, po rozeznaniu istniejacej sytuacji, postanowiono przychyli¢ si¢ do tej prosby i doko-
na¢ odpowiednich zmian kadrowych. Z dniem 01.09.2017 r. powierzono funkcje¢ Redaktora
Naczelnego PJIM Pani prof. Jolancie Soleckiej z Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego
— Panstwowego Zaktadu Higieny w Warszawie. Jednoczeénie Pani prof. Elzbiecie A. Trafny
zostaje powierzona funkcja Zastepcy Redaktora Naczelnego PJIM (Deputy Editor). Zmiana
sktadu zespotu redakcyjnego zostata juz przeprowadzona przez Redaktor Naczelng PIM. Jed-
nomyslnie podjeto Uchwale nr 28-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie zmiany Redaktor
Naczelnej i czlonkow zespolu redakcyjnego czasopisma Polish Journal of Microbiology.

7) Trudna sytuacja finansowa PTM, spowodowana przede wszystkim wycofaniem si¢
MNiSW z dofinansowywania czasopism w 2016 r. (otrzymywaliSmy kwoty: 66 970 zt
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w 201312014, 51 000 zt w 2015 r.) wymusza podjecie drastycznych krokow, aby ograniczy¢
koszty wydawania i dystrybucji czasopism PJM i PM. Roczny koszt to ponad 120 000 zt.
Koszt samych znaczkdéw do wysytki czasopism to ponad 20 000 zt. PTM jako Towarzystwo
ktoérego przychody oparte sg na sktadkach cztonkowskich nie jest w stanie finansowaé wy-
dawanego w takiej formie czasopisma, nalezy w jak najszybszym czasie znalez¢ mozliwos¢
znacznego zredukowania ponoszonych przez Towarzystwo, czyli nas wszystkich kosztow.
Nowa Redaktor Naczelna PJM i zespdt redakcyjny zaproponowali zrezygnowac¢ z wydawa-
nia papierowej wersji czasopisma Polish Journal of Microbiology od stycznia 2018 r. przy
pozostawieniu tylko wersji internetowej — online. Wigkszo$¢ cztonkéw Prezydium PTM po-
dzielilo to stanowisko, przyjmujac Uchwale nr 29-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie
zaprzestania wydawania papierowej wersji czasopisma Polish Journal of Microbiology
od stycznia 2018 r. i pozostawienia tylko wersji internetowej.

8) Oszczednosci muszg dotyczy¢ rowniez procesu wydawniczego i dystrybucji Postgpow
Mikrobiologii. Wzgledy finansowe zmuszaja do zrezygnowania z bezplatnego przekazywa-
nia zeszytow PM dla cztonkéw PTM. Czasopismo bedzie si¢ ukazywato nadal w wersji
elektronicznej — online. Jezeli kto$ z cztonkéw PTM chceialby otrzymywac papierowa wersje
PM, moglby to uzyska¢ w 2018 r. w ramach ptatnej prenumeraty. Musimy si¢ jednak zorien-
towac ile to by byto 0s6b i jaki bylby realny koszt takiej prenumeraty. Druk zostanie utrzyma-
ny jedynie dla prenumeratoréw (0sob i instytucji), a wersja papierowa PM rozsytana bedzie
tylko do okreslonych adresatow w liczbie 100 egzemplarzy. Doktadna liczba prenumerato-
réw na rok 2018 zostanie okreslona w grudniu 2017 r. Cztonkowie Prezydium jednomyslnie
przyjeli Uchwale nr 30-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie zaprzestania od stycznia
2018 r. nieodplatnej wysylki czasopisma Postepy Mikrobiologii do czlonkéw PTM.

9) W zamian za zaprzestanie nieodptatnej wysyltki czasopism PIM i PM cztonkowie PTM
otrzymaja od 2018 r. nowy przywilej, tj. mozliwo$¢, po zalogowaniu si¢ na stronie PTM,
dostgpu do najnowszego, biezacego numeru czasopism PJM i PM. Czyli tylko czlonkowie
PTM, ktorzy oplacili sktadki na dany rok, prenumeratorzy, a takze cztonkowie honoro-
wi PTM oraz czlonkowie wspierajacy PTM beda mieli dostgp do internetowych wersji
najnowszego biezacego numeru PJM i PM. Pozostale, starsze numery beda dostgpne dla
wszystkich 0sob, takze nie nalezacych do PTM. Przypominamy, ze przywilejem jest row-
niez, iz autorzy korespondencyjni artykutow bedacy cztonkami PTM maja znizke na opta-
te redakcyjng w czasopismach PM i PJM. Cztonkowie Prezydium jednomyslnie podjeli
Uchwale nr 31-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie ograniczonego dostepu do bieza-
cych najnowszych numeréw PJM i PM w internecie, od stycznia 2018 r. Dostep do
biezacych numeréw tych czasopism bedzie jedynie dla czlonkéw PTM z oplacona na
danych rok skladka czlonkowska dla prenumeratoréow oraz dla czlonkéw honoro-
wych i wspierajacych PTM. Pozostale numery czasopism beda ogélnodostepne. Prace
nad wprowadzeniem systemu logowania do strony PTM juz trwaja i sa zaawansowane.

10) Ponadto w zamian za zaprzestanie nieodptatnej wysytki czasopism PJM i PM czlonkowie
PTM otrzymaja drugi nowy przywilej, tj. cztonkowie PTM z optacong biezaca sktadka czton-
kowska biorgcy udziat w konferencjach wspolorganizowanych przez PTM beda otrzymywac
znizki na optate konferencyjna. Tak byto na Zjazdach PTM, na tegorocznej Konferencji 90-lat
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PTM i niedawnej konferencji Mikrobiologia Farmaceutyczna. Wysoko$¢ znizek ustalana zo-
stanie przez komitet organizacyjny danej konferencji w porozumieniu z ZG PTM. Cztonkowie
Prezydium jednomyslnie przyjeli Uchwale nr 32-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie wpro-
wadzenia znizki na oplate konferencyjna dla czlonkéw PTM bioracych udzial w konfe-
rencjach wspoélorganizowanych i wspieranych przez PTM, od stycznia 2018 r.

11) Na ostatnim zebraniu ZG PTM podnoszono sprawe dostepu do srodkéw finansowych
PTM przez Oddziaty Terenowe. Jak wiadomo gtéwne Zrédto przychodow PTM to sktadki
cztonkowskie, z ktorych finansowane jest wydawanie czasopism PM i PJM oraz ich dystry-
bucja do cztonkéw PTM (np. w przypadku dystrybucji PJIM do cztonkéw PTM konieczna
byta ok. ponad 50% doptata Towarzystwa), biezaca dziatalno$¢ biura PTM i catego Towarzy-
stwa. Sktadki ptacone sg nieregularnie i nie s3 w stanie pokry¢ kosztow Towarzystwa w do-
tychczas prowadzonej formie. Stad poszukiwanie drog redukcji wydatkowania funduszy po-
przez obnizenie kosztow wydawania czasopism. Ponadto poszukujemy dodatkowych zrodet
przychodoéw, jak np. Cztonkdéw Wspierajacych PTM. Bardzo staba jest aktywno$¢ Oddzia-
tow Terenowych w pozyskiwaniu dodatkowych srodkow finansowych, natomiast zgtaszane
sa potrzeby, stad propozycja aktywizacji Oddzialow w omawianym obszarze i mozliwo$¢
pozyskania przez nich srodkdéw na swoje cele statutowe. Cztonkowie Prezydium jednomysl-
nie przyjeli Uchwale nr 33-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie udostepnienia Oddzialom
Terenowym PTM od stycznia 2018 r., 50% kwoty uzyskanej z tytulu pozyskania spon-
sora, Czlonka Wspierajacego PTM, darowizny, lub innej dodatkowej kwoty, na rzecz
PTM, przez dany Oddzial, na pokrycie kosztéw prowadzenia dzialalnosci statutowej
przez ten Oddzial. Uzyskane kwoty rozliczane bytyby przez biuro i ksiggowos¢ PTM.

12) Jednomyslnie przyjeto Uchwale nr 34-2017 z dnia 30.08.2017 r. w sprawie zmiany
sekretarki ZG PTM od 01.11.2017 r.

13) Aby zosta¢ cztonkiem zwyczajnym PTM trzeba spetni¢ 2 warunki — a) wypehic
Deklaracje¢ Cztonka Zwyczajnego oraz b) wnies¢ sktadke czlonkowska za dany rok. Decyzja
ZG PTM o przyjeciu kandydata na cztonka PTM zapada przed lub po wniesieniu oplaty
cztonkowskiej. Po podjeciu w/w decyzji z biura PTM wysytany jest e-mail do danej osoby
z informacja o przyjeciu w poczet cztonkéw PTM i prosbg o optacenie skladki rocznej,
jezeli nie zostata ona dokonana. Okazato si¢, ze szereg 0osob wypehnia tylko Deklaracje
cztonkowska i nie placi pierwszej sktadki cztonkowskiej, ale uwaza si¢ za przyjetych do
Towarzystwa, bo taka decyzj¢ podjal ZG PTM. W zwigzku z ta nieprawidtowg sytuacja
Cztonkowie Prezydium jednomyslnie podjeli Uchwale nr 35-2017 z dnia 12.09.2017 r.
w sprawie wprowadzenia poprawki w tekscie Deklaracji Czlonka Zwyczajnego
PTM. W deklaracji zaznaczono: Pierwsza skladka zostanie wplacona w ciagu 30 dni od
otrzymania drogg elektroniczng zawiadomienia o pozytywnej decyzji ZG PTM oraz,
ze ,,ZG PTM rekomenduje na podstawie § 28 statutu Towarzystwa, przyja¢ — odmowic
przyjecia — kandydata na cztonka zwyczajnego Oddziatu ..........c..cccooeeee. Polskiego

Towarzystwa Mikrobiologow. Przyjecie nastapi po wplaceniu pierwszej skladki
czlonkowskiej”.
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14) Przy okazji organizacji Konferencji 90-lat PTM udato nam si¢ pozyska¢ 3 nowych
Cztonkéw Wspierajacych PTM. Uchwatami Prezydium PTM (nr 36-2017, nr 37-2017 i nr
38-2017), jako Cztonka Wspierajacego PTM —srebrnego, przyjeto firm¢ ECOLAB Sp.zo.o.,
jako Cztonka Wspierajacego PTM — srebrnego, przyjeto firme Miejskie Przedsigbiorstwo
Wodociggoéw i kanalizacji S.A. w Krakowie WODOCIAGI KRAKOWSKIE oraz Czlonka
Wspierajacego PTM - zwyczajnego przyjeto firm¢ MERCK Sp. z o.0.

15) Wigkszoscia glosow podjeto Uchwale nr 39-2017 z dnia 01.11.2017 r., w ktorej wyrazono
pozytywna decyzje¢ o objeciu patronatem przez PTM Kkonferencji ,,Virus of Microbes,
2018” zaplanowanej w dniach 9-13 lipca 2018 r. we Wroclawiu, pod warunkiem uzyskania
znizki 10% (co najmniej 100 z) na oplate konferencyjna dla czlonkow PTM.

16) Wydawanie Polish Journal of Microbiology jest bardzo kosztowne, jako$¢ naukowa
szeregu nadsytanych manuskryptow jest niska. W uzgodnieniu z Redaktor Naczelng PIM
niezbedne jest wprowadzenie szeregu istotnych zmian w funkcjonowaniu czasopisma.
Wychodzac z zatozenia, ze PJM powinno si¢ samofinansowac, a ponadto wstuchujac si¢
w glosy delegatow PTM obecnych na Konferencji 90 lat PTM postulujacych, aby czgs¢
$rodkow finansowych PTM udostgpni¢ Oddziatom Terenowym, postanowiono w Uchwale
nr 40-2017 z dnia 01.11.2017 r., przyjetej wiekszoscia glosow czlonkéw Prezydium
ZG PTM, aby dla manuskryptéw otrzymywanych przez redakcje PJM od 01.07.2018
r. podnies¢ oplaty redakcyjne za publikacje w PJM, odpowiednio: dla autorow
korespondencyjnych bedacych cztonkami PTM z: 125 USD + 23% VAT do 250 USD
+23% VAT oraz dla pozostalych oséb z 250 USD + 23% VAT do 500 USD + 23% VAT.

17) Ponadto uwazamy, ze Polish Journal of Microbiology posiada niewykorzystany
potencjal naukowy. Proces redakcyjny i wydawniczy prowadzony na wysokim poziomie
za pomocg specjalistycznego oprogramowania edytorskiego, potaczony z odpowiednia
reklamg czasopisma, powinien przynie$¢ wzrost cytowania artykulow PIM i zwigkszenie
wspotczynnika Impact Factor. Redakcja PJM korzysta obecnie z firmy edytorskiej Index
Copernicus, jednakze wspotpraca z ta firmg w coraz wickszym zakresie nie spetnia
podstawowych potrzeb i oczekiwan czasopisma, co skutkuje opdznieniami w procesie
wydawniczym i opdznieniemi w publikacji wersji internetowej artykutéw. Ponadto Firma
edytorska Index Copernicus, z ktora zle si¢ wspolpracuje redakcji PJM, zmienia aktualnie
system edytorski, co powoduje batagan zwigzany z funkcjonowaniem obu systemow
edytorskich i1 widaé, ze nowy system ma szereg wad. W wyniku rozméw prowadzonych
przy wspoétudziale redakcji PJM, z dwoma firmami wydawniczymi, ktorych koszt bytby
do zaakceptowania przez PTM, uznano, ze firma EXELEY INC. z Nowego Jorku, Stany
Zjednoczone, bytaby najbardziej odpowiednia irokujaca nadzieje na poprawe funkcjonowania
PIM. W zwiazku z powyzszym jednomySlnie podjeto Uchwale nr 41-2017 z dnia
01.11.2017 r. w sprawie zmiany firmy edytorskiej umozliwiajacej prace redakcji Polish
Journal of Microbiology w profesjonalnym systemie edytorskim oraz wydajacej wersje
elektroniczna PJM i podpisania umowy na okres 3 lat na wydawanie PJM on-line.
Rozmowy z firmg EXELEY INC sa zaawansowane i zmierzaja do podpisania umowy
na nowy system wydawniczy, ktéry bylby uruchomiony od 01.01.2018 r.
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18) Dwaj cztonkowie PTM otrzymali Granty FEMS na wyjazdy do naukowych o$rodkow
zagranicznych. Ztozone zostaty 2 wnioski o granty FEMS dofinansowujace wyjazdy na
konferencje naukowe.

15) PodjeliSmy wspolprace z Kancelaria Prawna w celu uzyskania opinii odnoscie
mozliwo$ci powotania Petnomocnikow Delegatow na Nadzwyczajne Walne Zgromadzenie
Delegatow PTM podczas Konferencji 90 lat PTM. Umozliwito to uzyskanie quorum na
Walnym Zgromadzeniu Delegatow wymaganego do wprowadzania zmian w Statucie
PTM. Po uzyskaniu wszystkich materiatbw z NWZD, z pomoca Kancelarii Prawnej
zostanie przygotowany wniosku do sadu (KRS), ktéry zatwierdzi proponowane zmiany
Statutu PTM.

16) Bardzo duzo pracy i wysitku poswigcilisSmy na przygotowanie i organizacj¢ naszej
Konferencji ,,PTM wczoraj — dzi§ — jutro”. Odbyta si¢ ona w dniach 22 — 23 wrze$nia
2017 roku w Auditorium Maximum Uniwersytetu Jagiellonskiego. Wspoétorganizatorem
Konferencji byt Uniwersytet Jagiellonski; Wydziatl Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
oraz Katedra Mikrobiologii Wydziatu Lekarskiego. Konferencja zostata zorganizowana
z okazji przypadajacej w tym roku 90-tej rocznicy powotania Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologow, 160-lecia urodzin Profesora Odona Bujwida - Ojca mikrobiologii polskiej
i tworcy Katedry Higieny na Uniwersytecie Jagiellonskim, a takze z okazji 130 rocznicy
wygloszenia przez Profesora na Uniwersytecie Jagiellonskim stynnych ,,Pigciu odezytow
o Bakteryach” uznanych za pierwszy wyktad z mikrobiologii i opublikowanych jako
pierwszy polski podrgcznik mikrobiologii. W konferencji wzigto udziat 217 oséb, w tym
54 osoby do 35 roku zycia, ktore otrzymaty wsparcie finansowe FEMS. Tematyka naukowa
Konferencji, wraz z czg$cig poswigcona historii polskiej mikrobiologii oraz upamigtnieniu
dziatalno$ci i zastug Prof. Odona Bujwida, data mozliwo$¢ zaprezentowania wspotczesnych
osiagni¢¢ z réznych dyscyplin mikrobiologii. Odbyly si¢ sesje wyktadowe z zakresu
mikrobiologii lekarskiej, weterynaryjnej, przemystowej, zywnosci i §rodowiska. Wyniki
badan naukowych byly réwniez prezentowane w trakcie sesji plakatowych, na ktorych
przedstawiono 148 plakatow. Uczestnicy konferencji otrzymali reprint wygloszonych
wykladow Prof. O. Bujwida, zamieszczonych w publikacji ,,PIEC ODCZYTOW
O BAKTERYACH Rys og6lnych zasad bakteryologii w zastosowaniu do choréb zakaznych
z dotaczeniem uwag o surowicach leczniczych. szczepieniach ochronnych i dezynfekeyi
z tablica zdj¢¢ mikro-fotograficznych wtasnych” wydanie trzecie znacznie poszerzone,
opublikowanych w 1907 roku, Sktad.Gtowny w ksiggarni Gebethnera i Sp.

Konferencja byla takze okazja do zaprezentowania dziatalnosci i historii 14 terenowych
oddziatlow PTM.

SEKRETARZ REZES -
Polsklego Towarzystwa Mikrobiologdw Polskiego/Jowarzystwa Msrtbiologd
2 Lawid — e
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ZASADY PRZYGOTOWYWANIA ARTYKULOW KIEROWANYCH
DO PUBLIKACJI W KWARTALNIKU
»MEDYCYNA DOSWIADCZALNA I MIKROBIOLOGIA”

W kwartalniku ,,Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia” zamieszczane sg prace
doswiadczalne i metodyczne z dziedziny mikrobiologii medycznej w zakresie zakazen
bakteryjnych, wirusowych, grzybiczych i zarazen pasozytniczych oraz ich oddziatywania
na zdrowie publiczne. W szczegolnosci publikowane sg prace dotyczace chorobotworczo-
$ci drobnoustrojow, ich zréznicowania, lekoopornosci i ekologii w aspektach oddziatywan
na spoteczenstwo, ochron¢ zdrowia i jej ekonomike. Publikowane sg rowniez prace pogla-
dowe z wyzej wymienionej dziedziny, kréotkie komunikaty z prac doswiadczalnych oraz
komentarze i listy do redakcji majace charakter dyskusji z autorami artykutow zamiesz-
czonych w kwartalniku.

I. Zasady obowiazujace przed skierowaniem artykulu do publikacji.

1. Autorzy

Autorem artykutu powinna by¢ kazda osoba, ktoéra wniosta intelektualny wktad w za-
kresie: tematu, tresci i wnioskow pracy lub uzyskatla i interpretowala eksperymentalne
dane przedstawione w artykule. Osoby wykonujace oznaczenia laboratoryjne bez interpre-
tacji ich wynikow, dostarczajace probki materiatu do badan, szczepy mikroorganizmow,
odczynniki, aparatur¢ badawcza a takze osoby, ktore dokonaly krytycznej oceny tekstu
pracy mogg by¢ wymienione w podzigkowaniach.

Autorzy powinni wybraé¢ sposrod siebie jedng osobg odpowiedzialng za korespondencje
z redakcja i upowaznic¢ ja do reprezentowania ich we wszystkich sprawach zwigzanych z pub-
likacja. Autorzy artykutu powinni wyrazi¢ zgode na jego opublikowanie, co powinno by¢ po-
twierdzone pisemnym o$wiadczeniem autora przesyltajacego artykut do redakcji czasopisma.

Autor zglaszajac artykut do druku, powinien nadesta¢ pisemne o$wiadczenie , Ze praca
nie zostata i nie zostanie ztozona do druku w innym czasopi$mie przed opublikowaniem jej
w kwartalniku ,,Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia”, oraz ze wszyscy autorzy za-
poznali si¢ z regulaminem zamieszczania prac w kwartalniku i w petni go akceptujg. Autor
zglaszajacy artykut do druku powinien poda¢ swoj doktadny adres do korespondencji wraz
z numerem telefonu i adresem poczty elektroniczne;j.

W celu przeciwdziatania przypadkom ,,ghostwriting” i ,,guest authorship” Redakcja
kwartalnika wprowadza nastepujace wymagania w stosunku do autora zglaszajacego ma-
nuskrypt:

- na autorze zglaszajacym artykut spoczywa obowigzek ujawnienia wktadu poszczegol-
nych autoréw w powstanie publikacji z podaniem ich afiliacji oraz kontrybucji, tj. in-
formacji kto jest autorem koncepcji, zatozen, metod, protokotu itp. wykorzystywanych
przy przygotowaniu publikacji.

- na autorze zglaszajagcym artykut spoczywa obowiazek ujawnienia informacji o zrod-
fach finansowania publikacji, wktadzie instytucji naukowo — badawczych, stowarzy-
szen 1 innych podmiotow,

- na autorze zglaszajacym artykut spoczywa obowigzek ztozenia w imieniu wszystkich
autorow deklaracji o wystepowaniu lub nie wystgpowaniu konfliktu interesow.
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Formularz o§wiadczenia autora zglaszajacego artykul znajduje si¢ na stronie in-
ternetowej kwartalnika http://www.medmikro.org.pl/

Redakcja zobowigzana jest do ujawniania i dokumentowania wszelkich przejawow
nierzetelnosci naukowej typu ,,ghostwriting” i ,,guest authorship”, wlacznie z powiado-
mieniem odpowiednich podmiotow takich jak instytucje zatrudniajace autorow, towarzy-
stwa naukowe, stowarzyszenia edytorow czasopism naukowych itp.

W przypadku publikacji wynikéw badan przeprowadzonych na zwierzgtach wyma-
gane jest dolaczenie o§wiadczenia, ze na ich wykonanie uzyskano zgode lokalnej komisji
etycznej. W przypadku badan klinicznych wymagane jest o§wiadczenie, ze badania zostaty
przeprowadzone zgodnie z zasadami Deklaracji Helsinskiej (www.wma.net).

Redakcja zastrzega sobie prawo do odmowy przyjecia artykutu w przypadku braku
powyzej wymaganych dokumentow.

2. Powtorna publikacja

Jest to publikacja zawierajaca istotne elementy pracy juz uprzednio opublikowane;.
Czytelnicy czasopism medycznych maja prawo wierzy¢, ze publikowany artykut jest praca
oryginalna. Jezeli tak nie jest, artykul powinien by¢ poprzedzony wyraznym oswiadcze-
niem, ze jest on powtdrnie publikowany i powody takiej publikacji powinny by¢ sprecyzo-
wane. Nalezy roéwniez podac bibliograficzna pozycje pierwotnej publikacji.

IL. Instrukcja dotyczaca przygotowania artykulu.

Prace przeznaczone do druku powinny by¢ nadsytane do redakcji w 2 egzemplarzach
wydruku komputerowego o formacie A4 z zachowaniem marginesu 4 cm z lewej strony
i podwojnych odstgpow pomiedzy wierszami (31 wierszy na stronie). Poszczeg6lne strony
powinny by¢ numerowane.

Nalezy zalaczy¢ kopig artykutu na pltycie CD Alternatywnie dopuszcza si¢ przesytanie
kopii artykutu poczta elektroniczng na adres e-mailowy redakcji: medmikrobiol@pzh.gov.pl.
Autorzy powinni upewnic¢ si¢, ze tekst w formie elektronicznej jest identyczny z tekstem
wydruku. Tekst pracy, tabele oraz ryciny nalezy przesyta¢ w osobnych plikach.

Pierwsza strona artykutu powinna zawiera¢ kolejno: tytut pracy w jezyku polskim,
tytut pracy w jezyku angielskim, pelne imi¢ (imiona) i nazwisko autora (autoré6w) pracy,
nazwg instytucji, w ktorej wykonano pracg wraz z jej adresem (adresami). Stowa kluczowe
w jezyku polskim i angielskim. Na kolejnych stronach nalezy umiesci¢ tekst artykutu.

W tekscie artykutu oryginalnego nalezy wyr6zni¢ nastgpujace czesci: Krotkie stresz-
czenie w jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim, Wstgp, Materiat i metody,
Wyniki, Dyskusja (lub Wyniki i ich omoéwienie), Wnioski (lub Podsumowanie), Pismien-
nictwo, Udzial poszczegolnych autoréw w powstaniu pracy i ewentualne Podzigkowania.
Poszczegolne czesci artykutu moga by¢ wyroznione podtytutami, o ile uczyni to tekst bar-
dziej przejrzystym.

W tekscie artykutu pogladowego nalezy wyrdzni¢ jedynie nastgpujace czesci: Krotkie
streszczenie w jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim, Wprowadzenie, Wtasci-
wy tekst artykulu opatrzony podtytutami, Podsumowanie, Pismiennictwo, Udziat poszcze-
golnych autoréw w powstaniu pracy i ewentualne Podzigkowania.
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Kroétkie komunikaty z prac doswiadczalnych powinny zawiera¢ gtowne czgsci pracy
oryginalne;j.

Wszystkie stowa i nazwy lacinskie, nazwiska cytowanych autoréw (zarowno w tek-
Scie jak 1 piSmiennictwie) oraz nazwiska autor6w pracy nalezy pisa¢ kursywa.

Krotkie streszczenie w jezyku polskim - umieszczone migdzy tytutem a streszczeniem
w jezyku angielskim, powinno wprowadzi¢ czytelnika w tre$¢ pracy. Streszczenie to powin-
no by¢ pisane pogrubiong czcionka i nie powinno przekracza¢ 6 wierszy maszynopisu.

Streszczenie (Abstract) - w jezyku angielskim powinno odzwierciedla¢ strukture pra-
cy, tj. zawiera¢ nastepujace, wyszczegolnione rozdzialy:
- Introduction — z podaniem celu pracy,
- Methods — zawierajace podstawowe metody i procedury,
- Results — gtéwne obserwacje 1 wyniki
- Conclusion — krétkie podsumowanie lub najwazniejsze wnioski.

Streszczenie nie powinno by¢ dhuzsze niz 500 slow oraz powinno by¢ poprzedzone
tytutem pracy oraz stowem ,,Abstract”

Wstep - nalezy uzasadni¢ cel podjecia badan i wyraznie go sprecyzowaé. Cytowane we
wstepie pismiennictwo nalezy ograniczy¢ tylko do pozycji majacych bezposredni zwigzek
z trescig wstepu. We wstepie nie podaje si¢ wynikow ani wnioskow z przeprowadzonych
badan.

Material i metody — nalezy poda¢ informacje dotyczace przedmiotu badaf, zastoso-
wanych metod i uzytych odczynnikéw w sposodb na tyle wyczerpujacy, aby umozliwic¢
czytelnikowi powtorzenie doswiadczenia lub obserwacji. Nalezy precyzyjnie opisaé leki,
szczepionki, odczynniki czy substancje stosowane w pracy. Dla powszechnie znanych me-
tod nalezy poda¢ pozycje piSmiennictwa, lacznie z metodami statystycznymi stosowanymi
w pracy, dla metod juz opublikowanych ale powszechnie nieznanych, poda¢ krotki opis
z pozycjami piSmiennictwa, natomiast dla nowych lub istotnie zmodyfikowanych metod —
podac¢ ich pelny opis. Podtytuly nalezy pisa¢ pogrubiong czcionka.

Wyniki — nalezy poda¢ w logicznej sekwencji w tekscie, tabelach i rycinach. Danych z ta-
bel i rycin nie nalezy powtarza¢ w tekscie. Nalezy ograniczy¢ si¢ do podsumowania naj-
wazniejszych informacji.

Dyskusja — nalezy podkresli¢ nowe lub wazne aspekty wynikoéw badan i oméwi¢ impli-
kacje wyptywajace z ich przeprowadzenia oraz poda¢ ich ograniczenia. Wyniki wlasnych
badan powinny by¢ ocenione na tle piSmiennictwa cytowanego przez autordéw artykuhu.
Nie nalezy powtarza¢ szczegdtowych danych przedstawionych w poprzednich czgéciach
artykutu.

Whioski — jezeli autor uwaza je za konieczne nalezy je sprecyzowaé w punktach lub podaé
krotko w formie opisowej. Powinny one taczy¢ si¢ logicznie z celami pracy przedstawio-
nymi we wstepie. Nalezy unika¢ stwierdzen i wnioskéw nie wynikajacych z wlasnej ob-
serwacji. Autorzy powinni wystrzegac si¢ stwierdzen na temat kosztow lub korzysci, jezeli
ich praca nie zawiera ekonomicznych danych i ich analizy. Jezeli proponuje si¢ hipotezg,
nalezy jasno poda¢ ze jest to hipoteza. Nalezy unika¢ daleko idgcych wnioskéw z pracy,
ktdra nie zostata jeszcze zakonczona. We wnioskach nie nalezy zamieszcza¢ wynikdw pra-
cy. Wnioski moga by¢ zastapione krotkim Podsumowaniem, w ktéorym autor moze zwrocié
uwagg na najwazniejsze aspekty pracy.
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PiSmiennictwo — nalezy pisa¢ na osobnych stronach i ograniczy¢ tylko do pozycji
cytowanych w teksécie i majacych bezposredni zwigzek z tematem pracy. W przypadku
prac oryginalnych - nie wigcej niz 25 pozycji, w przypadku prac pogladowych - 50 pozy-
cji. Pozycje pismiennictwa powinny by¢ utozone w porzadku alfabetycznym wg nazwisk
autorow. Przy cytowaniu prac w teks$cie nalezy poda¢ w nawiasach tylko liczb¢ porzadko-
wa odnos$nej publikacji w spisie piSmiennictwa. Nalezy rowniez poda¢ pozycje cytowane
w tabelach lub w legendzie rycin, oraz unika¢ cytowania streszczen i nie publikowanych
prac i sprawozdan. Prace akceptowane do druku, ale jeszcze nie opublikowane powinny
by¢ oznaczone jako: ,,w druku”; autorzy powinni uzyska¢ pisemna zgode¢ na zacytowanie
takiej pracy, jak tez potwierdzenie, ze cytowana praca zostala zaakceptowana do druku.
Informacje pochodzace z manuskryptow przestanych do redakcji, ale nie zaakceptowa-
nych do druku powinny by¢ jako ,,nicopublikowana praca” w tekscie, a nie w wykazie
pismiennictwa, po uzyskaniu pisemnego pozwolenia od autora. Nalezy unika¢ cytowania
,, Informacja wtasna” lub ,,informacja osobista”, chyba ze dane takie dostarczaja istotnych
informacji niedostepnych z publikowanych zrédet. W takich przypadkach nazwisko osoby
i data uzyskania informacji powinny by¢ cytowane w tekscie.

W wykazie pis$miennictwa nalezy zachowac nastepujaca kolejnos¢:

a) nazwisko autora (-0w) i pierwsze litery ich imion,

b) tytut artykutu w pelnym brzmieniu,

c) tytul czasopisma w uznanym skrécie (wedtlug the List of Journal Indexed in Index
Medicus);

d) rok;

e) tom;

f) pierwsza i ostatnia strona artykuhu.

Dla wydawnictw nieperiodycznych (np. ksiazek) nalezy poda¢ autora (autoréw jak
wyzej) tytul rozdziatu w pracach zbiorowych, tytut ksigzki, nazwisko jej redaktora, wy-
dawce, miejsce i rok wydania oraz strony od — do cytowanego rozdziatu.

Przy wigkszej liczbie autorow nalezy poda¢ wszystkie nazwiska (do czterech autorow)
lub nazwiska pierwszych trzech z dopiskiem ,, 1 inni”, gdy autordéw jest wigcej niz czterech.

Przyktady:

Artykut z czasopisma medycznego:

1. Schmitt-Grohe S, Cherry JD, Heininger U i inni. Pertussis in German adults. Clin Infect
Dis 1995; 21: 860 — 6.

2. Kostrzewski J .Postepy wykorzystania poliomyelitis w §wiecie. Przeg Epidemiol 1994;
48: 355 - 60.

3. Naruszewicz-Lesiak D, Wieczorkiewicz N, Iwinska-Buksowicz B 1 inni.. Podostre
stwardniajace zapalenie mézgu (SSPE) w Polsce w latach 1990-1993. V etap badan
epidemiologicznych. Przeg Epidemiol 1995; 49: 261-6.

Ksiazki i monografie
1. (Autorzy) Juszczyk J, Gladysz A. Diagnostyka réznicowa chorob zakaznych. Wydaw-

nictwo Lekarskie PZWL. Wydanie II. Warszawa 1996.
2. (Organizacja jako autor) World Health Organization/ United Nations Children's Fund.
State of the world’s vaccines and immunization. WHO Geneva 1996.
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3. (Rozdziat w ksigzce) Krotochwil-Skrzypkowa M. Odczyn i powiktania poszczepienne.
W: Szczepienia ochronne. Red. B. Debiec, W. Magdzik, PZWL, Warszawa 1991, 76 — 81.

4. (Doniesienie na konferencji). Galgzka A. Current trends of pertussis in developing and
developed countries. Presented at the National Institutes of Health Pertussis Confe-
rence: Acellular Pertussis Vaccine Trials: Results and Impact on US Public Health.
Washington, DC, June 3 — 5, 1966.

Tabele

Tabele nalezy pisa¢ na oddzielnych stronach I ponumerowac kolejno cyframi rzym-
skimi. Numeracja tabel powinna odpowiada¢ chronologii ich pojawiania si¢ w tekscie.
Tabele powinny by¢ zaopatrzone w tytuly (u gory). Kazda kolumna tabeli powinna po-
siada¢ krotki nagtowek a szersze wyjasnienia powinny by¢ zamieszczone w odno$nikach
pod tabela a nie w nagtowku. W wyjasnieniach nalezy wyraznie opisac statystyczne miary
zmiennosci takie jak standardowe odchylenie czy standardowy btad §rednich. Liczbe tabel
nalezy ograniczy¢ tylko do istotnie niezbednej dla dokumentacji uzyskanych wynikow.

Ryciny

Ryciny i fotografie nalezy przygotowac technikg komputerows i przesta¢ do redakcji
plikach w postaci oddzielnych graficznych nastepujacych formatow: TIF, BMP, JPG. Pod
kazda rycing nalezy umiesci¢ podpis (np. Ryc. 1.....) z niezbednymi obja$nieniami. Ryciny
powinny by¢ w kolorze czarno — biatym.

W odpowiednim miejscu tekstu nalezy poda¢ w nawiasach kolejne numery rycin lub
tabel np. (Ryc.1) lub (Tab.1). Miejsca wilaczenia materiatlu ilustracyjnego powinny by¢
zaznaczone oldwkiem na marginesie maszynopisu.

Objetos¢ artykulow

Oryginalna praca naukowa nie moze przekracza¢ 15 stron maszynopisu wiaczajac
tabele, ryciny, pis$miennictwo i streszczenie w jezyku angielskim. Prace pogladowe nie
moga przekracza¢ 20 stron maszynopisu. Krotkie komunikaty nie moga przekraczaé ob-
jetosci 3 stron maszynopisu sporzadzonego zgodnie ze wskazéwkami podanymi dla prac
oryginalnych. Listy do redakcji przeznaczone do opublikowania nie mogg przekracza¢ 2
stron maszynopisu i powinny by¢ zaopatrzone imieniem i nazwiskiem autora oraz adresem
miejsca pracy lub prywatnym.

Zasady ogélne

Redakcja zastrzega sobie prawo poprawienia usterek stylistycznych i nazewnictwa
oraz dokonania koniecznych skrétéw, bez porozumienia z autorem.

Redakcja nie zwraca artykuléw nie przyjetych do druku. Za opublikowane artykuty
autorzy nie otrzymuja honorarium. Wydawca nabywa na zasadzie wylaczno$ci ogot praw
autorskich do wydrukowanych prac, w tym prawo do wydawania drukiem, na no$nikach
elektronicznych, CD i innych oraz umieszczania ich w Internecie.






