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Od redakcji

DRODZY CZYTELNICY!

Witamy Was na łamach trzynastego 
już numeru naszych Zeszytów Na-
ukowych. W  tym roku mija 20 lat 
od założenia KNSB Mygen i  z  tej 
okazji zachęcamy do zapoznania się 
z  nadesłanymi do nas wspomnień 
dawnych członków Koła. W tym nu-
merze zaznajomicie się również 
z działalnością Koła w ostatnim se-
mestrze i  relacją z  Międzynarodo-
wej Konferencji Nauk Przy- 
rodniczych i  Medycznych w  Lubli-
nie. Czytelnicy spragnieni nowości 
ze świata nauki znajdą informacje 
na temat roli enzymu Dicer w obro-
nie przed wirusami, nowo pozna-
nych właściwościach czerwonego 
wina oraz pewnych ograniczeniach 
związanych ze stosowaniem terapii 
opartych na CRISPR. W szczególno-
ści zachęcamy do zapoznania się 
z  opublikowanymi na łamach tego 
numeru artykułami. 

Życzymy miłej lektury!

ZESPÓŁ REDAKCYJNY
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Siódma edycja Międzyuczelnianego Sympozjum Biotechnologicznego odbę-
dzie się w  tym roku na terenie Wydziału Biologii Uniwersytetu War-
szawskiego w dniach 11-13 maja 2018.

W  tym roku Sympozjum kierowane jest do młodych naukowców z  całego 
świata, którzy chcą poszerzać swoją wiedzę z  zakresu bio-nauki. Podczas 
konferencji uczestnicy będą mogli podzielić się swoimi wynikami badań 
w  formie wystąpienia publicznego, posteru lub zapisać się na sympozjum 
jako bierni uczestnicy. Co więcej, MSB jest wyjątkową okazją do poznania 
ciekawych ludzi, a także daje możliwość wzięcia udziału w wykładach pro-
wadzonych przez naukowców z europejskich instytucji naukowych. W tym 
roku swoją obecnością zaszczycą nas m.in.: prof. Ezio Ricca (University of 
Naples Federico II, Italy), prof. Urszula Wojda (Nencki Institute of Experi-
mental Biology, Poland), dr  Balca Mardin (BioMed X Innovation Center, 
Germany), dr Donato Giovannelli (The Earth-Life Science Institute, Tokyo 
& Rutgers University, USA), dr Stefano Ferrari (University of Zurich, Swit-
zerland) oraz dr Anna Burdzińska (Medical University of Warsaw, Poland). 
Ponadto gorąco zachęcamy do uczestnictwa w  nieoficjalnym programie 
przygotowanym przez członków Warszawskiego Stowarzyszenia Biotech-
nologicznego, który jest doskonałą okazją do poznania pozostałych uczest-
ników oraz zwiedzenia pięknej stolicy Polski! 

Serdecznie zapraszamy!
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Koło Naukowe
Studentów Biotechnologii „Mygen”
działające przy Uniwersytecie 
Jagiellońskim
serdecznie zaprasza studentów
oraz doktorantów na

IV Ogólnopolską Konferencję Genetyczną

Zaproszenie skierowane jest do młodych badaczy i pasjonatów kierunków 
przyrodniczych interesujących się różnymi dziedzinami genetyki, zarówno 
prowadzących własne badania jak i dopiero zaczynających swoją przygodę 
z nauką. Oprócz wystąpień uczestników konferencji odbędą się także wy-
kłady zaproszonych gości – wybitnych naukowców o  znaczącym dorobku 
naukowym w dziedzinie genetyki.

W tym roku konferencja będzie poszerzona o dzień w języku angielskim. 
W  związku z  tym, wszystkie sesje wykładowe i  posterowe drugiego dnia 
konferencji (sobota) odbędą się po angielsku.

Konferencja odbędzie się w dniach 20 - 22 kwietnia 
2018r. w Krakowie

w Instytucie Zoologii i Badań Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellońskie-
go przy ul. Gronostajowej 9.

www.genomica.pl

Masz pytanie? Napisz do nas!
genomica.uj@gmail.com
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Z życia koła

Mimo zimowej, sennej aury jaka gości 

w  Krakowie już od kilku miesięcy, 

członkowie naszego Koła nie zwalniają 

tempa. Już na początku roku 

akademickiego rozpoczęły się prace 

nad kolejną edycją konferencji 

„Genomica”, która odbędzie się pod 

koniec kwietnia bieżącego roku. Od 

samego początku ruszył także cykl 

„seminariów czwartkowych”, podczas 

których wykłady wygłosili nie tylko 

studenci i  pracownicy naukowi nasze-

go Wydziału, ale także goście z innych 

jednostek naukowych. Nie zabrakło 

również spotkania na temat możliwo-

ści odbywania wakacyjnych praktyk 

i staży w zagranicznych ośrodkach na-

ukowych, które poprowadzili studenci 

mający już doświadczenie w  tym te-

macie.

W  listopadzie gościliśmy dr  Joannę 

Chłopicką z  Wydziału Farmaceutycz-

nego UJ, która przedstawiła zagadnie-

nie neurogastronomii, czyli tego jak 

nasz mózg przetwarza smaki. Naszym 

gościem był też dr  hab.  Paweł Zajdel, 

także z  Wydziału Farmaceutycznego, 

z  którym mieliśmy szansę podyskuto-

wać na temat strategii w  odkrywaniu 

nowych leków. Wieloletnie członkinie 

naszego Koła – Agnieszka Seretny oraz 

Agata Kalita miały okazję opowiedzieć 

nam o  swoich wakacyjnych przygo-

dach z epigenetyką, które odbyły w ra-

mach letnich programów naukowych 

realizowanych w  Niemczech. Tuż 

przed Świętami Bożego Narodzenia 

wysłuchaliśmy jeszcze wykładu 

dr hab. Sylwii Kędrackiej-Krok na te-

mat wpływu depresji na proteom wy-

branych struktur w mózgu. 

Jednak nie tylko nauką żyje nasze Koło 

i  w  przerwach między wykładami, 

ćwiczeniami czy też obowiązkami 

w  laboratorium, mieliśmy kilka okazji 

aby spotkać się w  celach towarzy-

skich. Nie zabrakło okazji do integracji 

podczas jesiennego wyjazdu do Msza-

ny Dolnej, w  którym wzięło udział aż 

70 osób. Tradycją już stały się wieczo-

ry planszówkowe, wyjście na łyżwy czy 

zwyczajne spotkania przy piwie w  po-

bliskiej restauracji. À  propos piwa, 

mieliśmy nawet jedno z  seminariów 

poświęcone procesowi produkcji tego 

trunku, które poprowadzili Marcin Lu-

ty oraz Szymon Krupa. 

Po jesienno-zimowym semestrze peł-

nym wrażeń i spotkań, z nową energią 

ruszamy aby kontynuować naszą dzia-

łalność! Z początkiem wiosny rozpocz-

nie się „Lifescience dla licealistów” – 

cykl ćwiczeń laboratoryjnych, które 

prowadzimy dla uczniów szkół śred-

nich. Nie możemy się doczekać rów-

nież majowego wyjazdu integracyj- 

nego oraz kontynuacji „semina-

riów  czwartkowych”. Zespół redakcyj-

ny, Zarząd Koła i  Komisja Rewizyjna 

życzą naszym czytelnikom pomyślnego 

startu nowego semestru oraz samych 

sukcesów. Powodzenia!

Irma Gryniuk
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20 lat Koła Mygen

Czy naprawdę już 20 lat minęło od 

czasu kiedy jako studenci tworzyliśmy 

MYGEN? 

Pierwszy rocznik biotechnologii. Czuli-

śmy się wyjątkowi – dwudziestka 

szczęśliwców na nowo otwartym na UJ 

kierunku. Ale też byliśmy „wyjątkowo” 

traktowani.  Na ćwiczeniach z chemii, 

fizyki czy biochemii poprzeczka była 

dla nas postawiona trochę wyżej. 

Uczyliśmy się dużo, ale też trzymali-

śmy się razem i dużo się razem bawili-

śmy. Wracając myślami do tamtych 

czasów, widzę nie tylko częste spotka-

nia w  akademikach, wspólne uczenie 

się do kolokwiów, kserowanie notatek, 

ale i  tarzanie się ze śmiechu. Były też 

oczywiście regularne wspólne wyjścia 

do pubów – szczególną tradycją były 

czwartkowe wyjścia do położonego po 

sąsiedzku, przy Alei Mickiewicza, Kor-

netu. Nie zabrakło także wspólnych 

wypraw – Polesie, sylwester w  Lubar-

towie, Pojezierze Drawskie, Bieszcza-

dy. Podróże nocnymi, napchanymi po 

brzegi pociągami, stanie na jednej no-

dze przez całą noc. Była szkoła letnia 

biotechnologii w  Stegnie, organizowa-

na przez niezapomnianą prof.  Annę 

Podhajską z  Gdańska, była Zimowa 

Szkoła w Zawoi.

Najbardziej ciekawe i wymagające by-

ły ćwiczenia z biochemii na 2 roku. 

W  pracowni prof.  Koja ćwiczenia pro-

wadzili dla nas m. in. dr Joanna Bereta 

i dr Michał Bereta, dr Tomasz Kordula, 

dr  Marcin Bugno. Młodzi doktorzy 

z dobrym skutkiem zarażali nas swoją 

pasją i  ciekawością. Nie było lekko – 

naprawdę nie wypadało nie być przy-

gotowanym do kolejnych zajęć – dokto-

rzy nie szczędzili słów krytyki, 

a czasem i szyderstw :-). Mimo wszyst-

ko, dziwnym trafem wielu z  nas chęt-

nie wracało do pracowni biochemii – 

nawet po to, żeby pozmywać szkło, po-

śmiać się i  przy okazji podsłuchać co 

nieco z  naukowych rozmów. Szczegól-

nie otwarci i chętni do porozmawiania 

z  młodymi studentami byli dr  Joanna 

Bereta i  dr  Michał Bereta. I  tam wła-

śnie zrodził się pomysł na Koło. Grono 

coraz bardziej zainteresowanych stu-

dentów biotechnologii zaczęło bywać 

w Pracowni regularnie, później zaczęły 

się cotygodniowe seminaria, pod opie-

ką dra  Michała Berety. Omawialiśmy 

na nich przeróżne tematy, trema była 

ogromna, ale dyskusje – niezapomnia-

ne. Dopiero później powstał pomysł, 

aby naszą aktywność zamienić w  ofi-

cjalną działalność studenckiego koła 

naukowego. Nazwa MYGEN miała być 

połączeniem dwóch pomysłów – zlepku 

angielskich słów „my gene”, a zarazem 

nieco zarozumiałym (z przymrużeniem 

oka) określeniem naszej grupy: „my 

geniusze”. Pierwszym prezesem został 

Marcin Klejman (obecnie prywatnie 

mój szwagier :-)), logo narysował Igor 

Siwanowicz. Do koła należeli począt-

kowo studenci I  i  II rocznika biotech-

nologii.

Dr Michał Bereta poszedł krok dalej – 

postarał się o  współpracę, w  ramach 
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której zamiast regularnego kursu, na 4 

roku studiów dostaliśmy do ręki praw-

dziwy projekt naukowy – otrzymanie 

przeciwciał monoklonalnych przeciwko 

TNF i bikuninie. Pieniądze na odczyn-

niki pochodziły częściowo z  funduszy 

wydziałowych na uruchomienie Labo-

ratorium Przeciwciał Monoklonalnych, 

a  częściowo ze współpracy z  labem 

w Szwecji (o ile mnie pamięć nie myli). 

Układ był prosty: oni finansowali ma-

teriały i  odczynniki (czyli nie ryzyko-

wali wiele), a w razie naszego sukcesu 

zyskiwali swoje przeciwciało. My nato-

miast mieliśmy możliwość zrobić coś 

NAPRAWDĘ. 

Ponieważ tematyka była zupełnie no-

wa, uczyliśmy się wszyscy wspólnie. 

Trzeba było zdobyć protokoły, zgroma-

dzić sprzęt. Nierzadko wymyślić jak 

rozwiązać problem. Pamiętam, że do-

stałam za zadanie „ustawić” Western 

blot do sprawdzenia otrzymanych klo-

nów komórkowych. Nikt wcześniej 

w labie nie robił Western blotów, trze-

ba było wykazać się samodzielnością 

i przedsiębiorczością. Musiałam zorga-

nizować sobie sprzęt (złożyć z elemen-

tów pożyczonych z  innych pracowni, 

głównie od dra Pawła Maka), protoko-

ły, zrobić bufory, żel wylewałam cały 

dzień… Ale UDAŁO SIĘ! Nie tylko uda-

ło nam się uzyskać kilka klonów pro-

dukujących monoklonalne przeciwciała, 

ale udało się wyselekcjonować klon 

produkujący przeciwciało blokujące 

działanie TNF! 

Był w  nas zapał i  radość. Chyba nic 

później nie dało mi aż takich wrażeń, 

takiej frajdy z nauki. Czasy początków 

Koła dały nam wiarę we własne siły 

i  rozpęd do późniejszej pracy nauko-

wej. A znajomości i przyjaźnie zawarte 

w czasie studiów trwają do dziś. 

Trudno uwierzyć, że dra Michała B. 

nie ma z nami już od prawie 10 lat… 

Agata Klejman 

(poprzednio Pękalska, znana 

powszechnie jako Agafia)

Pamiętam świętowanie 10-lecia istnie-

nia Koła Mygen, jakby to było wczoraj. 

Minęło jednak aż 10 lat! Czas biegnie 

niesamowicie szybko. W tamtym okre-

sie pełniłam funkcję Przewodniczącej 

Koła Mygen i  był to bardzo owocny 

czas w moim życiu. Jak wszyscy wiemy, 

studia na Wydziale Biotechnologii nie 

należą do łatwych. Spotkałam jednak 

wiele pomocnych i  zaangażowanych 

osób, które wspierały rozwój naszej or-

ganizacji. W  zespole tkwi siła. Wspól-

nie organizowaliśmy ciekawe wykłady, 

zarówno dla studentów jak i  liceali-

stów, pozyskiwaliśmy niezbędne fun-

dusze i współpracowaliśmy z Radą Kół 

Naukowych Uniwersytetu Jagielloń-

skiego. Przede wszystkim jednak uczy-

liśmy się dzielić swoją wiedzą i  pasją. 

Dzięki starszym, doświadczonym stu-

dentom, młodsi dowiadywali się o sze-

rokich możliwościach wyjazdowych 

i stypendialnych.

Dla mnie praca w  Kole była nie tylko 

przyjemnością, ale także swoistym 
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"warsztatem" umiejętności organizacji 

i  zarządzania zespołem. Z  pewnością 

działalność w Mygenie wiele mnie na-

uczyła i pomogła w kolejnych pracach 

po studiach. Gdy przekazywałam stery 

następnej osobie, czyli Kasi Kowalik, 

miałam poczucie dobrze wypełnionego 

zadania. Świętowaliśmy 10-lecie ist-

nienia Mygenu, nosiliśmy z dumą jubi-

leuszowe koszulki oraz mogliśmy napić 

się herbaty z pięknych kubków (jedno 

i drugie służy mi do dzisiaj).

Nie sposób wymienić wszystkie osoby, 

które w  tamtym okresie współpraco-

wały przy rozwoju Koła, na pewno 

wielkim wsparciem byli moi zastępcy 

Kuba Kołodziejski i  Krzysiek Szade 

oraz opiekun Koła Pani Prof. Joanna 

Bereta. W pamięci pozostaną na długo 

wyjazdy integracyjne do Mszany czy 

wspólne ogniska na Zakrzówku. Dzięki 

współpracy wielu osób, udało się z du-

żym sukcesem zorganizować stoisko 

Wydziału na Festiwalu Nauki czy 

w  czasie Nocy Naukowców. Uczestni-

czyliśmy razem w Szkołach Zimowych 

oraz studenckich zjazdach Akademic-

kiego Stowarzyszenia Studentów Bio-

technologii. Młodsi studenci uczyli się 

przygotowywać plakaty konferencyjne 

oraz prezentować wyniki badań nauko-

wych. W  Mygenie dużo się działo 

i trudno było trafić na pusty pokój Koła 

(miło wspominam też wspólne malo-

wanie ścian ;-). Na Wydziale sporo się 

mówiło o  naszych działaniach, co nie-

zwykle ułatwiło wszelkie kontakty 

z  Radą Wydziału oraz Dziekanatem. 

Stworzyliśmy silną grupę otwartą na 

współdziałanie.

Bardzo się cieszę, że Mygen dalej się 

rozwija i  wszystkim życzę kolejnych 

okrągłych rocznic oraz powodzenia 

w "dorosłym" życiu rodzinnym i zawo-

dowym po zakończeniu przygody z Ko-

łem.

Małgorzata Parjaszewska

(dawniej Sokołowska)

MYGEN powstał spontanicznie i  rado-

śnie w  pokoju 113, czyli w  LaBereto-

rium, w  dawnym budynku Instytutu 

Biologii Molekularnej UJ przy Alejach 

Mickiewicza. Powstał dzięki entuzja-

zmowi studentów dwóch pierwszych 

roczników Biotechnologii, ale przede 

wszystkim dzięki energii i poświęceniu 

dra Michała Berety i  prof.  Joanny Be-

rety. Dzięki Nim dowiedzieliśmy się, na 

czym polega codzienna praca w  labo-

ratorium, jak krytycznie czytać litera-

turę naukową oraz jak w  pełni 

wykorzystać naszą fantazję i  wiedzę 

przy planowaniu eksperymentów.

Zapewne niejeden z nas do dziś wspo-

mina gorące MYGENowe dyskusje 

oraz najbardziej kuriozalne hipotetycz-

ne eksperymenty. MYGEN i  LaBereto-

rium to był nasz dom w czasie studiów. 

Wielu z nas, zarażonych bakcylem do-

brej nauki, wyjechało po studiach na 

doktoraty za granicę, ale jestem pew-

na, iż wszyscy wciąż pamiętamy to, 

czego nauczyliśmy się od Opiekunów 
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naszego Koła: świętości Nauki, etyki 

pracy oraz kreatywności w  labie. MY-

GEN wychował wielu świetnych na-

ukowców, którzy pracują na 

uniwersytetach na całym świecie. Cie-

szę się, że nadal się rozwija i przyciąga 

do siebie nowe roczniki Studentów UJ. 

Wszystkiego najlepszego z  okazji 20-

tych urodzin!

Ilona Rafalska-Metcalf

Podsumowanie Międzynarodowej Konferencji Nauk Przyrodniczych 
i Medycznych: Młodzi Naukowcy, Doktoranci, Studenci

Międzynarodowa Konferencja Nauk 

Przyrodniczych i  Medycznych: Młodzi 

Naukowcy, Doktoranci, Studenci odby-

ła się w dniach 1-3 grudnia ubiegłego 

roku kalendarzowego w Lublinie. 

Udział w konferencji umożliwił uczest-

nikom poszerzenie wiedzy nie tylko 

w obszarze biochemii i  biotechnologii, 

ale również w  innych dziedzinach na-

uki, takich jak medycyna, farmacja, 

weterynaria oraz chemia. Prelegenci 

wykazywali się wysokim poziomem 

wiedzy i  przedstawiali prace badaw-

cze, przeglądowe, a  także opisy przy-

padków. 

Każdy z  uczestników mógł również 

wziąć udział w  warsztatach oferowa-

nych przez Organizatorów, a ponieważ 

tematyka warsztatów była różnorodna, 

każdy mógł znaleźć coś dla siebie.

Jednak to nie był koniec oferty Organi-

zatorów konferencji, gdyż abstrakty 

uczestników zostały zamieszczone 

w  książce, która jest częścią czasopi-

sma MEDtube Science, a chętni mogli 

przygotować publikacje do wspomnia-

nego czasopisma oraz innych, takich 

jak World Scientific News oraz Nauki 

Przyrodnicze. Po konferencji wydana 

została również monografia pokonfe-

rencyjna.

Spośród członków naszego Koła 

w  konferencji wzięły udział oraz wy-

głosiły prezentacje - Kinga Pajdzik, 

Kinga Stopa oraz Martyna Wasilew-

ska. Studentkom tym przyznano rów-

nież nagrody: II nagrodę za 

wygłoszenie najlepszego referatu 

otrzymała Kinga Pajdzik, natomiast 

wystąpienia Kingi Stopy oraz Martyny 

Wasilewskiej zostały wyróżnione.

Serdecznie dziękujemy Organizatorom 

za ciepłe przyjęcie i życzymy powodze-

nia w kolejnych edycjach Konferencji.

Kinga Stopa
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Doktoranci, Młodzi Naukowcy!

Z  radością zapraszamy Was do wzięcia udziału w  IV Ogólnopolskiej Konferencji 

Doktorantów Nauk o Życiu BioOpen. W dniach 24-25 maja 2018 r. spotkamy się na 

Wydziale Biologii i Ochrony Środowiska Uniwersytetu Łódzkiego, już po raz czwarty, 

aby przedstawić naukowe dokonania, podzielić się doświadczeniem i  integrować we 

wspaniałej atmosferze!

Na Konferencji gościć będziemy wybitnych specjalistów, których wykłady rozpoczną 

obrady w  czterech sesjach tematycznych: Mikrobiologia i  immunologia, Biologia 

molekularna i  biotechnologia, Fizjologia i  biotechnologia roślin, Ekologia 

i ochrona środowiska

Uczestnicy natomiast będą mogli zaprezentować się w  sesjach referatowych 

i  posterowych. W  trakcie trwania BioOpen swoje usługi i  produkty zaprezentują także 

znane i szanowane firmy z sektora life science. 

Zapraszamy na naszą stronę i profil na facebooku.

Pozdrawiamy,

Komitet Organizacyjny

Nowinki ze świata nauki
JAK RYBONUKLEAZA DICER ROZPOZNAJE I  TNIE 
DWUNICIOWE RNA?
Mimo że endorybonukleazy Dicer od-

kryto prawie dwie dekady temu, wciąż 

budzą one zainteresowanie wielu ba-

daczy ze względu na to, jaką rolę od-

grywają w  regulacji ekspresji genów. 

Obecnie wiemy, iż odpowiadają one za 

cięcie dwuniciowego RNA, w  wyniku 

którego powstaje mikro-RNA (miRNA) 

oraz krótkie interferujące RNA 

(siRNA) uczestniczące w  zjawisku wy-

ciszenia ekspresji na drodze interfe-

rencji RNA. Inną przypisywaną tym 

endorybonukleazom funkcją jest 

uczestnictwo w  obronie organizmu 

macierzystego przed wirusami po-

przez cięcie genomu RNA wirusa po-

wstałego w czasie jego replikacji.

Właśnie ten funkcjonalny dualizm za-

interesował grupę badawczą z   Zakła-

du Biochemii na Uniwersytecie 

w  Utah, która postanowiła zbadać, 

w  jaki sposób enzymy Dicer rozpozna-

ją i  tną substraty. W grudniu 2017 ro-
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ku badacze opublikowali wyniki swo-

ich badań nad działaniem enzymu Di-

cer u  Drosophila melanogaster, 

z  których wnioskowali, iż enzymy Di-

cer (a konkretnie dmDcr-2) rozpoznają 

substraty na podstawie występowania 

w nich tępych końców sekwencji (BLT 

– blunt termini) lub lepkich, z wystają-

cym końcem 3’. Co więcej, za rozpo-

znanie różnego rodzaju końców 

dwuniciowego RNA odpowiadają róż-

ne domeny obecne w enzymach Dicer. 

Wykorzystując technikę mikroskopii 

krioelektronowej oraz wprowadzając 

mutacje punktowe, badacze ustalili, 

iż  Dicer rozpoznaje i  tnie substraty 

według dwóch modeli. W  pierwszym 

przypadku dsRNA zawierające wysta-

jący koniec 3’ jest rozpoznawany przez 

domenę Platform-PAZ rybonukleazy 

Dicer i  cięty w  specyficznym miejscu 

na fragmenty siRNA o tej samej długo-

ści (22 nukleotydów). Jednocześnie 

obecna w enzymie Dicer domena heli-

kazy jest odpowiedzialna za rozpozna-

nie dwuniciowego RNA o  tępych 

końcach (BLT dsRNA) i  cięcie ich na 

fragmenty miRNA o  różnych długo-

ściach sekwencji. Co ciekawe, również 

sam mechanizm cięcia różni się zna-

cząco. W przypadku domeny Platform-

PAZ cięcie sekwencji jest zależne od 

obecności ATP. Drugi mechanizm, 

związany z  domeną helikazy, nie wy-

maga ATP i  wykazuje wysoką proce-

sywność. Podejrzewa się, że zarówno 

procesywność, jak i  powstawanie nie-

specyficznych produktów w  drugim 

modelu jest korzystne w  przypadku 

obrony przed wirusami.

 

Autorzy pracy postulują, iż za skutecz-

ną obronę przed wirusami odpowiada 

właśnie procesywność enzymów Dicer 

związana z  występowaniem domeny 

helikazy. Choć występująca u ludzi od-

miana enzymu (hsDCR-1) nie wykazuje 

procesywności w  warunkach in  vitro, 

autorzy publikacji postulują, iż  z  racji 

występowania w  ludzkim enzymie Di-

cer domeny helikazy, w  odpowiednich 

warunkach procesywność ta może zo-

stać wzbudzona. W  takim przypadku 

być może mielibyśmy do czynienia 

z zupełnie nową metodą zwalczania in-

fekcji wirusowych, skoncentrowaną na 

pobudzeniu aktywności antywirusowej 

enzymu Dicer, jednakże wymagane są 

dalsze badania.

Michał Nodzyński

Bibliografia:
Sinha NK, Iwasa J, Shen PS, Bass BL. Dicer uses 
distinct modules for recognizing dsRNA termini. 

Science. 2018;359(6373):329-334.

ZWIĄZEK ZNALEZIONY W  CZERWONYM WINIE 
POPRAWIA FUNKCJE KOMÓREK ODPORNOŚCIOWYCH

Resweratrol jest polifenolowym związ-

kiem roślinnym, który wzbudził duże 

zainteresowanie jako środek farmako-

logiczny ze względu na jego potencjal-

ne przeciwnowotworowe działanie, 

a  także wpływ na starzenie się i  stan 

zapalny. Jednak wiele badań ukazywa-

ło sprzeczne dowody na wpływ reswe-
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ODPORNOŚĆ MOŻE SPRAWIĆ, ŻE TERAPIE OPARTE 
NA CRISPR BĘDĄ NIESKUTECZNE

Bibliografia:

[1] Creveiro, M. et al. (2017). Resveratrol 

Stimulates the Metabolic Reprogramming of 

Human CD4+ T Cells to Enhance Effector 

Function, Sci. Signal, 10(501).

[2] https://www.the-scientist.com/?articles.view/

articleNo/50668/title/Compound-Found-in-Red-

Wine-Boosts-Immune-Cell-Function/ 

[dostęp: 23.01.2018]

CRISPR-Cas9 został okrzyknięty prze-

łomowym narzędziem do edycji geno-

mu, które może zapoczątkować erę 

precyzyjnej terapii genowej. Badania 

kliniczne z jego udziałem zaplanowano 

już na ten rok, jednakże okazuje się, iż 

układ odpornościowy może hamować 

skuteczność tej terapii.

W  badaniu, które ukazało się w  MIT 

Technology Review, zbadano krew 12 

dorosłych i 22 noworodków pod kątem 

przeciwciał przeciwko białkom Cas9 

pochodzących ze Staphylococcus au-

reus i  Streptococcus pyogenes. 

Stwierdzono obecność przeciwciała 

dla Cas9 z  S.  pyogenes u  65 procent 

dawców i  przeciwciała dla Cas9 

z  S.  aureus u  75 procent badanych. 

Ponadto, u  prawie połowy dawców 

obecne były  komórki T CD4+, które 

specyficznie atakowały homologi Cas9 

z S. aureus.

Odporność może nie tylko prowadzić 

do ograniczenia skuteczności terapii 

CRISPR, związane są z  nią również 

pewne obawy co do bezpieczeństwa 

stosowania technik opartych na CRI-

SPR. Problemy te są jednak ograniczo-

ne do tych terapii, które mają na celu 

edycję genomów in vivo, prawdopo-

dobnie nie dotyczą one badań obejmu-

jących usuwanie komórek i  edyto- 

wanie genów w laboratorium.

Szymon Krupa

ratrolu w różnych kontekstach. Crave-

iro i wsp. odkryli, że wysokie dawki re-

sweratrolu hamowały odpowiedź 

ludzkich limfocytów T CD4+ na anty-

geny, natomiast niskie dawki leku 

zmieniły metabolizm komórek, czyniąc 

je bardziej wrażliwymi na antygeny. 

Dodatkowo, komórki wytwarzały 

zwiększone ilości prozapalnej cytokiny 

- interferonu-γ. Sugeruje to, że należy 

dokładnie rozważyć zastosowanie re-

sweratrolu w leczeniu różnych chorób, 

szczególnie w przypadku zaburzeń au-

toimmunologicznych.

Szymon Krupa

Bibliografia:

[1] https://www.the-scientist.com/?articles.view/ 

articleNo/51276/title/ImmunityMayMakeCRISPR 

-Based-Therapies-Ineffective/ 

[dostęp: 23.01.2018].

[2] https://www.technologyreview.com/the-down-

load/609904/uh-oh-crispr-might-not-work-in-people

[dostęp: 23.01.2018].

[3] Charlesworth, C. T. et al. (2018). 

Identification of Pre-Existing Adaptive Immunity 

to Cas9 Proteins in Humans. Retrieved from 

https://www.biorxiv.org/content/early/2018/01/0

5/243345 [dostęp: 25.01.2018].
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Zapraszamy na III Ogólnopolskie Sympozjum Mikrobiologiczne 

„METAGENOMY RÓŻNYCH ŚRODOWISK”, które odbędzie się w  Lublinie 

w  dniach 28-29 czerwca 2018 roku na Katolickim Uniwersytecie Lubelskim. 

W konferencji uczestniczyć będą eksperci z całej Polski związani z mikrobiologią, 

biologią molekularną i  bioinformatyką. Tematyka konferencji dotyczy 

kompleksowego rozpoznania bioróżnorodności mikroorganizmów w  różnych 

środowiskach oraz najnowocześniejszych metod badawczych stosowanych 

w  mikrobiologii, biologii molekularnej i  biotechnologii. Celem Sympozjum jest 

podsumowanie dotychczasowej wiedzy i  przedstawienie najnowszych osiągnięć 

w badaniach z zakresu metagenomiki, mikrobiologii, bioinformatyki, oddziaływań 

pomiędzy mikroorganizmami różnych środowisk oraz ich znaczenia dla rozwoju 

rolnictwa, ochrony środowiska i biotechnologii.

Szczegółowe informacje dostępne są na stronie internetowej:

http://www.kul.pl/iii-ogolnopolskie-sympozjum-mikrobiologiczne-metagenomy-roz-

nych-srodowisk%20quot,18462.html

Serdecznie zapraszamy!

Organizatorzy:

Instytut Biotechnologii Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawła II,
Instytut Agrofizyki Polskiej Akademii Nauk w Lublinie,

Instytut Mikrobiologii i  Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Skłodowskiej 

w Lublinie,

Instytut Uprawy Nawożenia i Gleboznawstwa,
Państwowy Instytut Badawczy w Puławach,
Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.
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Wstęp

Niemal każde środowisko na Ziemi za-

siedlane jest przez różne gatunki mi-

kroorganizmów, które mogą wchodzić 

wzajemnie w  złożone interakcje. 

Wspólny rozwój prowadzić może do 

postawania biofilmów, czyli trójwymia-

rowych struktur tworzonych przez je-

den lub kilka gatunków mikroorgani-

zmów prokariotycznych i  eukariotycz-

nych [1]. Biofilmy mogą powstawać 

w  niezliczonej liczbie środowisk 

sztucznych oraz naturalnych i  to wła-

śnie warunki środowiskowe determi-

nują specyficzne właściwości tych 

struktur. Życie w  takich zorganizowa-

nych społecznościach przynosi wiele 

Rola pozakomórkowego DNA w  biofilmach 
prokariotycznych i eukariotycznych
Magdalena Smolarz
Zakład Biochemii Porównawczej i Bioanalityki
Wydział Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii

Uniwersytet Jagielloński w Krakowie
magdalena.smolarz@student.uj.edu.pl
Praca napisana pod opieką dr hab. Marii Rąpały-Kozik, prof. UJ

Intensywne namnażanie się bakterii i grzybów w danym środowisku pro-

wadzi do formowania przez te mikroorganizmy przestrzennych struktur 

nazywanych biofilmami. Aktualne badania wskazują, iż biofilmy pełnią 

jedną z kluczowych ról w rozwoju poważnych chorób infekcyjnych, stano-

wiących często zagrożenie życia dla osób z obniżoną odpornością. Szereg 

wydzielanych przez patogeny składników tworzy zewnątrzkomórkową ma-

cierz stanowiącą szczelną barierę chroniącą mikroorganizmy przed nieko-

rzystnymi warunkami środowiska. Poznanie roli poszczególnych 

komponentów macierzy stanowi wyzwanie dla współczesnej nauki. Okazu-

je się, że szczególnie ważną rolę w  formowaniu macierzy pełni pozako-

mórkowe DNA (ang. extracellular DNA, eDNA), uwalnianie do przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej przez mikroorganizmy tworzące biofilm. Ostanie la-

ta badań wykazały, że eDNA jest jednym z głównych składników wpływają-

cych na integralność całej struktury, ponadto może ono utrudniać 

penetrację biofilmów przez antybiotyki i tym samym brać udział w rozwi-

janiu lekooporności. Dokładne poznanie mechanizmów tworzenia biofil-

mów i  funkcji poszczególnych ich komponentów ma kluczowe znaczenie 

w  opracowywaniu nowoczesnych leków przeciwbakteryjnych i  przeciw-

grzybiczych. W niniejszej pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na te-

mat funkcji pozakomórkowego DNA w  biofilmach prokariotycznych 

i  eukariotycznych oraz możliwości wykorzystania leków opartych na ak-

tywności deoksyrybonukleazy w zwalczaniu infekcji.

16
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korzyści mikroorganizmom, ponieważ 

umożliwia  m.in. przetrwanie w  nie-

sprzyjających warunkach środowiska. 

Szacuje się, że ok. 97% masy całego 

biofilmu stanowi woda, natomiast po-

zostałe 3% to wydzielane egzopolisa-

charydy, białka, lipidy oraz 

zewnątrzkomórkowe DNA (eDNA) [2]. 

Główną rolą tych składników jest 

zwiększanie adhezji mikroorganizmów 

do podłoża i utrzymywanie integralno-

ści całej struktury. Biofilmy oraz ich 

składniki mogą z  jednej strony mieć 

znaczenie w  utrzymywaniu prawidło-

wej homeostazy organizmu gospoda-

rza, a  z  drugiej strony, pełnić rolę 

w  rozwoju drobnoustrojów patogen-

nych i lekooporności. 

Struktura i  formowanie biofilmów 

bakteryjnych

Każdego roku zwiększa się liczba ba-

dań naukowych dotyczących procesów 

tworzenia biofilmów, a  otrzymywane 

wyniki wnoszą coraz więcej istotnych 

informacji na ich temat. Dotychczaso-

we obserwacje pokazują, że większość 

znanych gatunków bakterii jest w sta-

nie rozwijać się i żyć w tak zorganizo-

wanych społecznościach, a  ponadto 

wydaje się, że jest to dominująca for-

ma występowania większości mikroor-

ganizmów w  przyrodzie [3]. Proces 

tworzenia biofilmu jest długotrwały 

i złożony. Pierwszym etapem jest adhe-

zja mikroorganizmu do podłoża. 

W  procesie tym ogromną rolę odgry-

wają białka adhezyjne, specyficzne dla 

danego gatunku, oraz pozakomórkowe 

DNA. W kolejnych etapach, do miejsca 

powstania pierwszej monowarstwy na-

pływają kolejne komórki mikroorgani-

zmów, co skutkuje tworzeniem wielo-

warstwowej struktury przestrzennej 

stabilizowanej przez szereg związków 

wydzielanych do przestrzeni pozako-

mórkowej określanych jako macierz 

biofilmu [4]. Do głównych jej kompo-

nentów w  biofilmie bakteryjnym zali-

cza się egzopolisacharydy, stanowiące 

stabilne rusztowanie całej struktury. 

Ważną rolę w  formowaniu biofilmów 

pełnią także białka powierzchniowe 

bakterii, które mogą być przyłączane 

do powierzchni komórek lub wydziela-

ne na zewnątrz. Szczególnie ważną ro-

lę odgrywają tu białka budujące 

fimbrie. Przykładem może być białko 

TasA, występujące u  bakterii Bacillus 

subtilis, tworzące amyloidowe włókna, 

które umożliwiają ścisłe przyleganie 

komórek mikroorganizmu, a  w  konse-

kwencji tworzenie stabilnych struktur 

biofilmu [5]. W  macierzy biofilmów 

prokariotycznych znajdują się również 

duże ilości eDNA, którego funkcja 

w ostatnich latach jest intensywnie ba-

dana [6].

Rola eDNA w  biofilmach prokario-

tycznych

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) we 

wszystkich organizmach pełni rolę no-

śnika informacji genetycznej. Właści-

wości fizyczne DNA, takie jak wysoka 

lepkość oraz ujemny ładunek elektro-

statyczny sprawiają, że może on poza 

komórką pełnić wiele innych funkcji, 

niezwiązanych z  przekazywaniem in-

formacji genetycznej.

W  2002 roku podczas badań nad bio-

syntezą alginianów u  Pseudomonas 
17
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aeruginosa, zaobserwowano, że oprócz 

dużej ilości polisacharydów i  innych 

związków organicznych, w  macierzy 

biofilmu występują znaczne ilości kwa-

su nukleinowego [6]. Wykonano ekspe-

ryment polegający na suplementacji 

pożywki hodowlanej deoksyrybonukle-

azą (DNaza I). Zaobserwowano inhibi-

cję tworzenia biofilmu hodowanego 

przez mniej niż 60 godzin. Badania te 

wykazały, że kwas nukleinowy znajdu-

jący się w  macierzy biofilmu ma klu-

czowe znaczenie dla formowania 

biofilmu bakteryjnego, szczególnie na 

jego pierwszych etapach. Biofilm ro-

snący przez minimum 84 godziny był 

zdecydowanie mniej wrażliwy na dzia-

łanie DNazy I, co świadczy o pojawie-

niu się dodatkowych składników 

stabilizujących jego strukturę. Zewną-

trzkomórkowe DNA, ze względu na 

swoje właściwości fizykochemiczne, 

ułatwia przyleganie komórek do podło-

ża, dlatego też jego degradacja przez 

deoksyrybonukleazę ogranicza adhezję 

mikroorganizmów do podłoża, a  to 

z kolei hamuje pierwsze etapy tworze-

nia tej zorganizowanej struktury. Po-

nadto w  rozwijających się biofilmach 

degradacja eDNA utrudnia również 

agregację komórek bakteryjnych [7]. 

Wykazano również, że szczepy Bacillus 

cereus z  mutacją genów purA, purC 

i  purL, odpowiedzialnych za biosynte-

zę puryn, nie są w  stanie prawidłowo 

formować biofilmów [8], co dodatkowo 

potwierdza wcześniejsze hipotezy.

Dokładny mechanizm regulacji uwal-

niania eDNA nie jest do końca pozna-

ny. Udowodniono, że DNA znajdujące 

się w  macierzy biofilmu nie różni się 

od genomowego, zatem postawiono hi-

potezę, że może być ono uwalniane 

w procesie autolizy. Autoliza u bakterii 

jest wynikiem aktywacji szlaków zależ-

nych przede wszystkim od zjawiska 

„quorum sensing”, które między inny-

mi umożliwia mikroorganizmom regu-

lację ekspresji genów w zależności od 

gęstości populacji [9]. W  przypadku 

Ps. aeruginosa wykazano, że genem 

regulującym uwalnianie DNA jest 

pqsA. Bakterie z  mutacją genu pqsA 

wytwarzają bardzo niewielkie ilości 

cząsteczki sygnałowej PQS (ang. Pseu-

domonas Quinolone Signal), biorącej 

udział w  aktywacji lizy. Kolejne bada-

nia pokazały, że uwalnianie eDNA u Ps. 

aeruginosa jest dodatkowo regulowa-

ne przez żelazo, które wpływa na ak-

tywność genów Pqs. W dużym stężeniu 

wpływa ono na obniżenie ekspresji 

tych genów i  w  rezultacie skutkuje 

zmniejszeniem uwalniania DNA na ze-

wnątrz [10]. Ps. aeruginosa wytwarza 

również szereg toksyn, m.in. piocyjani-

nę, która katalizuje reakcję zamiany 

tlenu w  rodniki ponadtlenkowe i  nad-

tlenek wodoru. Okazuje się, że istnieje 

zależność pomiędzy produkcją tego 

związku a  uwalnianiem eDNA, ponie-

waż H2O2 indukuje wśród bakterii 

znajdujących się w  biofilmie mecha-

nizm autolizy [11]. Mogłoby się wyda-

wać, że z  jednej strony produkcja 

piocyjanianu jest zjawiskiem nieko-

rzystnym dla pojedynczych komórek 

bakteryjnych, jednak należy pamiętać, 

że w kontekście całego biofilmu uwal-

nianie pozakomórkowego DNA ma klu-

czowe znaczenie. Oprócz mechanizmu 

autolizy pojawiają się również przykła-

dy świadczące o  możliwości uwalnia-

nia DNA za pomocą systemów sekrecji 
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[12]. Zaobserwowano, że Gram ujem-

ne bakterie z  gatunku Neisseria go-

norrhoeae uwalniają duże ilości 

zewnątrzkomórkowego DNA podczas 

wykładniczej fazy wzrostu, wykorzy-

stując IV system sekrecji (T4SS) [13]. 

Pojawiają się również przykłady trans-

portu DNA na zewnątrz komórki za po-

mocą pęcherzyków błonowych [14]. Do 

tej pory mechanizm ten zaobserwowa-

no u  kilku gatunków bakterii Gram 

ujemnych (Pseudomonas aeruginosa, 

Myxococcus xanthus) oraz Gram do-

datnich (Bacillus anthracis, Staphylo-

coccus aureus, Streptococcus mutans) 

[15].

Pomimo niewątpliwej roli w stabilizacji 

struktury biofilmów, eDNA odkrywa 

również ważną funkcję w  horyzontal-

nym transferze genów, który jest głów-

nym mechanizmem odpowiedzialnym 

za adaptację drobnoustrojów do wa-

runków środowiska [16]. Do głównych 

mechanizmów wymiany DNA pomię-

dzy bakteriami zaliczyć należy trans-

formację, koniugację oraz transdukcję. 

Skupiska pozakomórkowgo DNA sta-

nowią dużą pulę genów, które mogą 

być przekazywane pomiędzy mikroor-

ganizmami należącymi do tych samych 

lub różnych gatunków. Transformacja 

jest bardzo szybkim mechanizmem, 

dzięki któremu możliwe jest rozprze-

strzenianie genów kodujących między 

innymi czynniki wirulencji oraz leko-

oporność [17, 18]. W procesie tym bio-

rą udział mikroorganizmy charakte- 

ryzujące się tzw. kompetencją, czyli 

zdolnością do przyjmowania DNA ze 

środowiska. Na podstawie badań hory-

zontalnego transferu genów u  niektó-

rych gatunków paciorkowców 

wykazano, że kompetencja jest wyni-

kiem aktywacji szlaku sygnałowego 

ComDEX przez peptyd CSP (ang. com-

petence-stimulating peptide) [19]. Mu-

tanty nieposiadające zdolności do 

kompetencji tworzą biofilmy o  znacz-

nie zredukowanej biomasie [20]. 

Transfer genów oporności na antybio-

tyki opisano między innymi dla biofil-

mu tworzonego przez dwie bakterie 

pospolicie występujące w jamie ustnej: 

Veillonella dispar oraz Streptococcus 

mitis. Zaobserwowano, że oczyszczone 

DNA pochodzące z  Veillonella dispar 

może transformować bakterie S. mitis, 

co skutkuje pojawieniem się genów 

oporności na tetracyklinę u paciorkow-

ca [21].

Struktura i  formowanie biofilmów 

eukariotycznych

Struktura biofilmów eukariotycznych 

jest stosunkowo słabo zbadana. Najle-

piej poznanymi są biofilmy tworzone 

z  udziałem polimorficznych, oportuni-

stycznych drożdżaków z  rodzaju Can-

dida, które są składnikami naturalnej 

mikroflory u  prawie 80% populacji 

człowieka. Drożdżaki z gatunku Candi-

da albicans wywołują u osób z obniżo-

ną odpornością poważne infekcje – 

kandydozy. Podobnie jak w  przypadku 

bakterii, możemy wyróżnić trzy etapy 

tworzenia biofilmów drożdżowych. 

Pierwszym etapem jest adhezja komó-

rek do podłoża, następnie dochodzi do 

zmiany formy morfologicznej z komór-

kowej na strzępkową (filamentną), 

a  także rozpoczyna się produkcja 

i uwalnianie składników macierzy two-

rzącej biofilm [22]. Macierz zewnątrz-
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komórkowa w  biofilmie eukariotycz-

nym składa się głównie z  węglowoda-

nów, ale występują w  niej również 

białka, aminocukry, kwas uronowy, 

reszty fosforanowe oraz znaczne ilości 

DNA [23, 24]. Patogenne grzyby mają 

zdolność do ścisłego przylegania do 

różnych powierzchni wewnątrz organi-

zmu gospodarza, takich jak na przy-

kład śródbłonek naczyń krwionośnych 

i  błony śluzowe. Ponadto drożdżaki 

bardzo często kolonizują sztuczne im-

planty, zastawki i  sprzęty medyczne, 

stanowiąc groźne dla życia źródła 

wtórnego zakażenia [25]. Adhezję do 

podłoża i  agregację komórek grzybów 

tworzących biofilm umożliwiają białka 

– adhezyny, które najlepiej zostały opi-

sane w przypadku drożdżaków C. albi-

cans. Główną grupą adhezyn 

występujących u  C. albicans są gliko-

proteiny z rodziny Als (ang. agglutinin-

like sequence). Przyleganie do błon 

śluzowych umożliwiają głównie białka 

Als1, Als2 i Als4, z kolei Als1 oraz Als3 

wraz z  adhezyną Hwp1 (ang. hyphal 

wall protein) umożliwiają zlepianie za 

sobą strzępek, co pozwala na tworze-

nie rozbudowanych struktur [26]. Ko-

lejną ważną adhezyną jest białko Eap1 

(ang. enhanced adherence to polysty-

rene), strukturalnie bardzo podobne 

do białek z  rodziny Als. Uważa się, że 

jego główną funkcją jest umożliwianie 

adhezji do sztucznych powierzchni po-

listyrenowych oraz do nabłonka nerko-

wego [27]. Białek umożliwiających 

przyleganie do różnych powierzchni 

odkrytych u C. albicans oraz u  innych 

patogennych grzybów takich jak Cryp-

tococcus neoformans czy Aspergillus 

fumigatus jest jednak znacznie więcej [28]. 

Rola eDNA w  biofilmach eukario-

tycznych

Selektywna degradacja składników 

macierzy dojrzałego biofilmu formowa-

nego przez C.  albicans za pomocą pro-

teinazy K i  chitynazy skutkuje 

obniżeniem adhezji drożdżaka do pod-

łoża [22]. Większość aktualnie prowa-

dzonych badań koncentruje się jednak 

na wyjaśnieniu funkcji eDNA. Okazuje 

się, że ilość pozakomórkowego DNA 

jest ściśle skorelowana z  etapem two-

rzenia biofilmu. Dodanie DNazy I  nie 

wykazuje znacznego wpływu na formo-

wanie biofilmu drożdżowego na pierw-

szych etapach formowania, w  prze- 

ciwieństwie do biofilmów bakteryjnych 

[24]. Dopiero dodanie DNazy I do dojrza-

łego biofilmu, rosnącego przez mini-

mum 48 godzin, powoduje spadek 

integralności powstałej struktury. Wy-

daje się zatem, że pozakomórkowe 

DNA jest kluczowym składnikiem za-

pewniającym stabilność dojrzałego 

biofilmu eukariotycznego, natomiast 

nie jest niezbędne na etapie adhezji 

drożdżaka do podłoża. W  początko-

wych fazach rozwoju biofilmu drożdżo-

wego kluczową rolę pełnią przede 

wszystkim liczne adhezyny. Podobne 

obserwacje poczyniono w  przypadku 

grzybów z  gatunku A. fumigatus [29]. 

W  celu potwierdzenia funkcji DNA 

w  biofilmach drożdżowych wykonano 

doświadczenie polegające na dodaniu 

niewielkiej ilości egzogennego DNA 

pochodzącego z C. albicans oraz pato-

genów związanych z  zapaleniem płuc: 

Ps. aeruginosa i S. aureus do struktur 

tworzonych przez C. albicans, C. gla-

brata i  C. tropicalis. Zaobserwowano 
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powstanie gęstej sieci komórek oto-

czonych dużą ilością eDNA. Zaskakują-

cy wynik uzyskano, gdy egzogenne 

DNA dodawane było w  bardzo dużej 

ilości (powyżej 10 μg/ml). Zaobserwo-

wano wówczas spadek masy biofilmu, 

co może świadczyć o roli DNA w  inhi-

bicji wzrostu i promowaniu odrywania 

komórek od podłoża w celu kolonizacji 

innych powierzchni, w momencie osią-

gnięcia przez biofilm dojrzałej struktu-

ry [30].

Mechanizm uwalniania eDNA przez or-

ganizmy eukariotyczne nie jest do koń-

ca poznany. Uwalnianie eDNA przez 

bakterie jest głównie związane ze zja-

wiskiem „quorum sensing”, które in-

dukuje procesy autolizy, jednak 

poznano do tej pory zaledwie kilka 

związków biorących udział w  tym zja-

wisku u  organizmów eukariotycznych 

[9]. W przypadku C. albicans substan-

cje te odpowiedzialne są za regulację 

zmiany formy morfologicznej drożdża-

ka, która w dużej mierze zależy od gę-

stości komórek. W  zagęszczeniu 

większym niż 106 komórek/ml obser-

wuje się silną inhibicję strzępkowania 

spowodowaną produkcją farnezolu 

[31]. Jednak badania z wykorzystaniem 

mutanta C. albicans chk1/chk1, pozba-

wionego kinazy histydynowej, biorącej 

udział między innymi w  przekazie sy-

gnału modulowanego przez farnezol 

[32], wykazały brak znaczącej roli tego 

związku w aktywacji uwalniania eDNA 

[24]. Wpływ innych cząsteczek biorą-

cych udział w  „quorum sensing” nie 

został jeszcze poznany. Podejrzewa się, 

że za uwalnianie pozakomórkowego 

DNA może być również odpowiedzial-

ny proces oparty na aktywności chity-

naz [33]. Do tej pory odkryto cztery 

geny kodujące chitynazy u C. albicans. 

Geny CHT2 oraz CHT3 są odpowie-

dzialne ze regulację zmiany formy 

morfologicznej i  wykazują szczególnie 

wysoką aktywność w  formie strzępko-

wej [34]. Wykazano, że chitynazy ko-

dowane przez te geny są aktywne 

w  momencie uwalniania eDNA, zatem 

można podejrzewać, że istnieje ścisła 

korelacja pomiędzy uwalnianiem 

eDNA i tworzeniem formy strzępkowej 

[33]. 

Wpływ pozakomórkowego DNA na 

stabilizację biofilmów mieszanych 

W  warunkach naturalnych większość 

poważnych infekcji jest związana z wy-

stępowaniem tzw. biofilmów miesza-

nych, utworzonych z  kilkunastu 

gatunków bakterii i  grzybów. Formo-

wanie wielogatunkowych biofilmów 

obserwuje się bardzo często m. in. na 

powierzchni zębów oraz dziąseł. Wyka-

zano, że bakterie wchodzące w  skład 

tych struktur (np. S. mutans, S. gordo-

nii, Veillonella dispar, Fusobacterium 

nucleatum oraz Porphyromonas gingi-

valis) uwalniają znaczne ilości eDNA 

[35]. Podobnie jak w przypadku biofil-

mów jednogatunkowych, zaobserwo-

wano, że DNA odgrywa kluczową rolę 

w  początkowych etapach formowania 

mieszanych biofilmów, natomiast ich 

forma dojrzała stabilizowana jest 

głównie przez polisacharydy. Wyniki 

badań in vivo oraz in vivo prowadzo-

nych na biofilmach tworzonych przez 

Staphylococcus epidermidis i  C. albi-

cans w  obrębie wkłucia centralnego 

u myszy wskazują na zwiększoną ilość 
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pozakomórkowego DNA i  zdecydowa-

nie większą stabilność w  porównaniu 

do struktur tworzonych niezależnie 

przez wskazane gatunki mikroorgani-

zmów [36]. Wykazano, że przyczyną 

zwiększonej ilości eDNA w  macierzy 

jest zmniejszenie ekspresji genów zlo-

kalizowanych w operonie lrg S. epider-

midis, odpowiedzialnych za powstanie 

białek będących represorami autolizy 

[37]. Ponadto zaobserwowano zwięk-

szone rozprzestrzenianie S.  epidermi-

dis w  obrębie wkłucia centralnego 

u  myszy, co przekładało się na dyna-

miczny rozwój infekcji i  skutkowało 

wzrostem śmiertelności zwierząt. Bar-

dzo często w  biofilmach mieszanych 

obserwowane jest przyleganie bakterii 

do strzępek. Prawdopodobnie drożdża-

ki mogą pełnić funkcję szkieletu, na 

którym rozwija się biofilm bakteryjny, 

dzięki temu strzępki ułatwiają koloni-

zację tkanek gospodarza i  rozprze-

strzenianie infekcji bakteryjnych [36]. 

eDNA jako czynnik wirulencji mi-

kroorganizmów prokariotycznych 

i eukariotycznych

Większość składników macierzy biofil-

mu może być rozpoznawana przez ko-

mórki układu odpornościowego 

człowieka za pośrednictwem recepto-

rów rozpoznających wzorce [38]. Bak-

teryjne DNA uwolnione w  trakcie 

fagocytozy uruchamia produkcję cyto-

kin przez aktywację receptora TLR9, 

znajdującego się na błonie endosomu 

fagocytów. TLR9 rozpoznaje niemety-

lowane motywy CpG charakterystycz-

ne dla bakteryjnego DNA [39]. 

Badania z  ostatnich lat pokazują, że 

również pozakomórkowe bakteryjne 

DNA znajdujące się w  macierzy może 

pośredniczyć w  aktywacji komórek 

układu odpornościowego. Dodanie do 

rosnącego biofilmu tworzonego przez 

Ps. aeruginosa DNazy I, skutkuje 

zmniejszeniem produkcji IL-8 i IL-1β 

przez neutrofile, co może wskazywać 

na istotną rolę eDNA w indukcji stanu 

zapalnego [39]. Zaobserwowano także, 

że niektóre mikroorganizmy są zdolne 

do unikania rozpoznania na tej drodze, 

czego przykładem mogą być bakterie 

N. gonorrhoeae. Bez indukcji autolizy, 

lecz za pośrednictwem T4SS bakterie 

te uwalniają metylowane DNA, przez 

układ immunologicznego gospodarza 

nie jest aktywowany [13].

Do tej pory rola eDNA w modulowaniu 

odpowiedzi immunologicznej przez

C. albicans oraz inne patogeny euka-

riotyczne nie została jeszcze dokładnie 

zbadana, jednak można podejrzewać, 

że podobnie jak w przypadku bakterii, 

DNA będzie aktywowało odpowiedź 

immunologiczną. Do tej pory wykaza-

no, że w przypadku biofilmów tworzo-

nych przez C.  albicans obserwuje się 

zmienioną odpowiedź komórek układu 

odpornościowego w  porównaniu do 

hodowli planktonicznych. Różnice wi-

dać przede wszystkim w  odpowiedzi 

komórek fagocytujących. Zaobserwo-

wano, że jednojądrzaste komórki krwi 

obwodowej (ang. peripheral mononuc-

lear blood cells, PBMCs) migrują przez 

strukturę biofilmu bez indukcji fagocy-

tozy, ponadto, paradoksalnie, promują 

rozwój biofilmu [40]. Na tej podstawie 

wyciągnięto wniosek, że za indukcję 

wzrostu biofilmu odpowiada nieziden-

tyfikowany związek uwalniany do nad-
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sączu przez PBMCs. Ponadto wydziela-

nie tej substancji może być indukowa-

ne przez komponenty ściany 

komórkowej C. albicans, jednak do tej 

pory nie wytłumaczono w  pełni tego 

procesu. W  przypadku interakcji mo-

nocytów, dotychczasowe badania po-

kazały, że nie otaczają one biofilmu 

tworzonego przez C. albicans i wydają 

się być wręcz nieaktywne w infekcjach 

grzybiczych [41]. 

Tworzenie biofilmów leży u  podstaw 

wielu chorób infekcyjnych, których 

skuteczne zwalczanie jest niezwykle 

trudne. Zaobserwowano, że mikroor-

ganizmy tworzące biofilm charakte-

ryzują się zwiększoną antybiotykoopo-

rnością. Występowanie zjawiska 

lekooporności jest jednym z  najwięk-

szych wyzwań współczesnej medycyny. 

Początkowo uważano, że zewnątrzko-

mórkowa macierz stanowi pewnego 

rodzaju barierę uniemożliwiającą prze-

dostawanie się różnych związków do 

wnętrza biofilmu [42]. Cząsteczki an-

tybiotyków mogą być wiązane z  kom-

ponentami macierzy, co utrudnia ich 

dyfuzję. Jednak jest to efekt krótko-

trwały i  w  przypadku długotrwałej

antybiotykoterapii obserwuje się na-

rastającą dyfuzję antybiotyków [43]. 

Zaobserwowano na przykład, że 

szczep RP62A S. epidermidis, dzięki 

uwalnianiu dużej ilości zewnątrzko-

mórkowych polimerów, uniemożliwia 

przedostawanie się flukonazolu do ko-

mórek drożdżaków, z  kolei obecność 

Candida wpływa na zmniejszenie 

wrażliwości gronkowców na wankomy-

cynę [44], co niezwykle utrudnia zwal-

czanie takich mieszanych infekcji. 

Kilka lat temu odkryto także zupełnie 
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nową funkcję eDNA. Okazuje się, że 

pozakomórkowe DNA może wiązać wy-

stępujące w  środowisku jony np. ma-

gnezu, pełniąc funkcję chelatora. 

Niedobór jonów magnezu jest sygna-

łem indukującym systemy PhoPQ 

i PmrAB, które odpowiadają za wzrost 

oporności na kationowe peptydy prze-

ciwbakteryjne (ang. CAPs) [45] oraz na 

aminoglikozydy u  Ps. aeruginosa [43]. 

Problem oporności na antybiotyki nie 

dotyczy tylko biofilmów bakteryjnych. 

Większość infekcji o  podłożu grzybi-

czym jest trudna do zwalczenia za po-

mocą związków przeciwgrzybiczych. 

Szczególnie groźne i  trudne w  zwal-

czeniu są infekcje wywołane przez

C. albicans, występujące u osób z obni-

żoną odpornością. Podobnie jak 

w  przypadku biofilmów prokariotycz-

nych, mechanizmów oporności na an-

tymikotyki można doszukiwać się 

wśród składników macierzy zewnątrz-

komórkowej. W  przypadku biofilmów 

tworzonych przez C. albicans zbadano 

zależność pomiędzy dodatkiem DNazy I, 

a  wzrostem wrażliwości na niektóre 

popularne antymikotyki takie jak am-

foterycyna B, kaspofungina i  flukona-

zol, różniące się mechanizmem 

działania. Amfoterycyna B wiąże się ze 

sterolami znajdującymi się na błonie 

komórkowej grzybów i  zwiększa jej 

przepuszczalność, z  kolei flukonazol 

hamuje produkcję tych związków. Kap-

sofungina hamuje syntezę beta-(1,3)-

D-glukanu będącego składnikiem ścia-

ny komórkowej drożdżaków. Zaob- 

serwowano wzrost podatności na dzia-

łanie tylko amfoterycyny B i kaspofun-

giny w  obecności DNazy I. Dokładnie 

nie wyjaśniono braku wpływu DNazy 
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I na aktywność flukonazolu, jednak od-

powiedź może tkwić w  budowie czą-

steczki. Flukonazol, w przeciwieństwie 

do amfoterycyny B i kaspofunginy, jest 

związkiem drobnocząsteczkowym, któ-

ry może łatwo przedostawać się do ko-

mórek poprzez macierz, przez co 

degradacja eDNA za pomocą DNazy 

I  nie zwiększa możliwości jego trans-

portu.

 

Terapie oparte na działaniu deok-

syrybonukleazy

Od momentu odkrycia kluczowej roli 

pozakomórkowego DNA w utrzymywa-

niu stabilności biofilmów, podejmowa-

no próby opracowania skutecznych 

leków opartych na aktywności deoksy-

rybonukleazy. Do tej pory udowodnio-

no, że DNaza wołowa jest w  stanie 

skutecznie niszczyć strukturę biofil-

mów mieszanych, tworzonych przez

P. aeruginosa oraz S. aureus [46]. Od-

kryto również, że deoksyrybonukleaza 

NucB pochodząca z Bacillus lichenifor-

mis umożliwia rozpraszanie biofilmów 

tworzonych m.in. na protezach tchawi-

czo-przełykowych [47]. NucB jest czą-

steczką mniejszą niż cząsteczka DNazy I, 

przez co może skuteczniej przedosta-

wać się do głębszych struktur biofilmu 

i bardziej efektywnie wpływać na jego 

degradację. W  medycynie znalazła za-

stosowanie rekombinowana ludzka 

DNaza I  (hrDNAza, Dornaza alfa), wy-

korzystywana w  leczeniu mukowiscy-

dozy. Wykazano, że lek ten wpływa 

również na dyspersję biofilmów two-

rzonych przez pneumokoki w  warun-

kach in vivo, jednak badania in vivo 

nie zostały do tej pory przeprowadzo-

ne [7]. Pomimo tego, że do tej pory 

przeprowadzono jedynie wstępne ba-

dania in vivo, nie ulega wątpliwości, że 

stosowanie leków opartych na aktyw-

ności deoksyrybonukleazy lub stoso-

wanie tego enzymu jednocześnie 

z antybiotykami może stać się skutecz-

ną metodą zwalczania infekcji. Jednak 

jednym z głównych problemów ograni-

czających zastosowanie DNazy do ce-

lów terapeutycznych jest duża 

trudność w  jej pozyskiwaniu. Przykła-

dowo ludzka rekombinowana DNaza 

wymaga do swojej aktywności glikozy-

lacji, co uniemożliwia produkowanie 

jej w systemach bakteryjnych. Przyszłe 

zastosowanie tego enzymu na szeroką 

skalę wymaga opracowania wydajnych 

i  tanich sposobów jego pozyskiwania 

[46].

Podsumowanie

Zjawisko formowania biofilmów przez 

mikroorganizmy od lat budzi zaintere-

sowanie badaczy z  całego świata. Co-

raz więcej uwagi poświęca się badaniu 

funkcji poszczególnych elementów 

wchodzących w  skład zewnątrzkomór-

kowej macierzy. Szczególnie interesu-

jącym jej składnikiem jest poza- 

komórkowe DNA, którego zewnątrzko-

mórkowa funkcja po raz pierwszy zo-

stała odkryta w  2002 roku podczas 

badań prowadzonych nad biofilmem 

bakteryjnym tworzonym przez P. aeru-

ginosa. Od tego czasu eDNA jest uwa-

żane za jeden z  głównych składników 

biofilmów prokariotycznych i  eukario-

tycznych, którego zadaniem jest 

przede wszystkim utrzymywanie inte-

gralności powstałej struktury. Pomimo 
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dość obszernej wiedzy na temat roli 

i  mechanizmów uwalniania DNA 

u bakterii, wciąż mało uwagi poświęca 

się biofilmom o  podłożu grzybiczym 

i  mieszanym. Większość dotychczaso-

wych badań prowadzona była na mo-

delowych biofilmach jednogatun- 

kowych, które występują bardzo rzad-

ko w warunkach naturalnych. Koniecz-

ne są zatem dalsze prace 

umożliwiające przede wszystkim po-

znanie podstaw zakażeń o  podłożu 

wielogatunkowym, gdyż to właśnie one 

są odpowiedzialne za rozwój najpo-

ważniejszych infekcji. Na podstawie 

aktualnego stanu wiedzy wydaje się, 

że opracowanie leków opartych na ak-

tywności deoksyrybonukleazy, umożli-

wiających degradację eDNA, może 

stać się obiecującą metodą zwalczania 

biofilmów o podłożu bakteryjno-grzybi-

czym wywołujących poważne infekcje, 

będące jedną z  przyczyn wysokiej 

śmiertelności osób cierpiących na 

przykład na mukowiscydozę czy zespół 

nabytego niedoboru odporności.
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W  ostatnich latach obserwuje się duże zainteresowanie w  dziedzinie na-

notechnologii skupiającej się na syntezie nanocząstek (NPs), które dzięki 

swoim  rozmiarom zyskują unikalne właściwości chemiczne i  fizyczne

w porównaniu do swoich  odpowiedników w skali mikro lub makro. Szero-

ko rozpowszechnione są metaliczne nanocząstki srebra (AgNPs) znajdują-

ce  zastosowanie w wielu gałęziach nauki, medycyny i przemysłu. Ważne 

jest, aby metody ich produkcji charakteryzowały się dużą efektywnością, 

łatwością wykonania i niskim kosztem produkcji, a zarazem były przyjazne 

dla środowiska naturalnego i  nietoksyczne dla konkretnych zastosowań.

Z  tych powodów coraz częściej rezygnuje się z  konwencjonalnych sposo-

bów syntezy, opartych na procesach chemicznych i fizycznych. Obiecujące 

staje się zastąpienie ich technikami skupiającymi się na metodach tzw. 

zielonej syntezy, zdecydowanie bardziej przyjaznej środowisku, w  której 

omija się stosowanie substancji niebezpiecznych dla całego ekosystemu. 

Ponadto, technologia zielonej syntezy jest bardziej opłacalna. Stosuje się 

energooszczędne procesy prowadzące do powstawania nieszkodliwych dla 

środowiska produktów, w tym przypadku AgNPs. Znanych jest wiele natu-

ralnie występujących organizmów, będących źródłem biomolekuł niezbęd-

nych do syntezy nanocząstek metalicznych. Co więcej, sprawiają one, że 

nowo wytworzone struktury zyskują pożądane właściwości do aplikacji 

biomedycznych. W niniejszej pracy  przedstawiono niektóre sposoby  wy-

twarzania nanocząstek srebra, skupiając się na biosyntezie z udziałem za-

sobów biologicznych, których to produkty znajdują szereg zastosowań 

praktycznych.

Wstęp

Nanotechnologia jest stosunkowo mło-

dą, ale gwałtownie rozwijającą się 

dziedziną nauki, której głównym celem 

jest produkcja i  zastosowanie molekuł 

w  rozmiarze nano, czyli takich które 

mają jeden wymiar mniejszy niż 100 

nm [1, 2]. Początki rozwoju tej dyscy-

pliny sięgają 1959 roku, kiedy to pod-
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czas słynnego wykładu pt. There’s 

Plenty of Room at the Bottom, Richard 

P. Feynman przedstawił koncepcję mi-

niaturyzacji oraz ogromne możliwości 

technologii opartej na działaniach 

w skali nanometrycznej [3].

Nanocząstki (NPs) charakteryzują się 

unikalnymi właściwościami fizycznymi 

i  chemicznymi, co związane jest z  ich 

dużą powierzchnią względem objęto-

ści, jaką posiadają. Własności te powo-

dują, że nanocząstki są wysoce 

reaktywnymi strukturami. Wpływa też 

na to rodzaj materiału, z  którego NPs 

są wytworzone. Wyróżnia się m.in. na-

nocząstki metali, fulereny, polimerowe 

i  ceramiczne, a  o  przynależności do 

danej grupy decydują ich właściwości, 

kształt, rozmiar oraz struktura [4]. Ze 

względu na swoje specyficzne cechy, 

struktury te znalazły szeroki wachlarz 

zastosowań w różnych gałęziach nauki 

i  przemysłu, począwszy od medycyny, 

kosmetologii, farmacji, technologii do-

starczania leków, biomedycyny 

i  ochrony zdrowia, poprzez ochronę 

środowiska, rolnictwo, produkcję żyw-

ności i  pasz, a  na przemyśle chemicz-

nym, elektronice, optyce i  kosmo- 

nautyce skończywszy [5]. Dzięki swoim 

małym rozmiarom i  łatwości przenika-

nia błon komórkowych są w stanie do-

trzeć do każdej struktury organizmu. 

Ponadto są bardziej odporne mecha-

nicznie, mają wyższą temperaturę top-

nienia i pożądane właściwości fizyczne 

dotyczące przewodnictwa elektryczne-

go, cieplnego i magnetycznego [6]. Na 

szczególną uwagę zasługują najczę-

ściej wykorzystywane nanocząstki sre-

bra (AgNPs), które cechują się  m.in. 

działaniem antybakteryjnym i przeciw-

grzybiczym, mogą być one wykorzysty-

wane do obrazowania biologicznego 

i dostarczania leków [7]. Stwierdzono, 

że ilość wyprodukowanych rocznie na-

nocząstek srebra sięga 500 ton i  bę-

dzie z każdym rokiem wzrastać. Z tego 

powodu wiele uwagi poświęca się za-

stosowaniu odpowiednich metod syn-

tezy, które będą wydajne i  opłacalne, 

a zarazem bezpieczne dla późniejszych 

aplikacji oraz przyjazne dla środowi-

ska [8].

Metody wytwarzania nanocząstek

Obecnie wyróżnia się dwie główne me-

tody wytwarzania nanocząstek srebra: 

top-down [9] i  bottom-up [10]. Istotą 

podejścia top-down jest stopniowe roz-

drabnianie litego materiału na drobne 

cząstki przy wykorzystaniu technik fi-

zycznych i  mechanicznych, np. po-

przez mechaniczne rozdrobnienie, 

szlifowanie, frezowanie, ablację lase-

rową, metody termalne, wypalanie

w  piecach rurowych. Do zalet tych 

technologii należy możliwość uniknię-

cia zanieczyszczeń pochodzących od 

rozpuszczalnika oraz równomierny 

rozkład nanocząstek. Rozwiązania te 

wymagają jednakże zużycia dużej ilo-

ści energii potrzebnej m. in. do utrzy-

mania odpowiedniej temperatury pieca 

rurowego, w  którym syntetyzuje się 

głównie cząstki metaliczne, czasu po-

trzebnego do osiągnięcia stabilności 

termicznej, a  powstałe w  ten sposób 

struktury mają niekiedy niedoskonało-

ści na swojej powierzchni.

Metoda bottom-up opiera się na samo-

organizacji atomów do nowych jąder 

i  syntezie NPs od podstaw. Wykorzy-
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stuje się tutaj metody chemiczne i  fo-

tochemiczne, polegające na redukcji 

soli metali w  obecności odpowiednich 

organicznych i  nieorganicznych czyn-

ników redukujących, jakimi są np. bo-

rowodorek sodu (NaBH4), 

N-dimetyloformamid (DMF), cytrynian 

sodu, askorbinian, wodór elementarny, 

kopolimery blokowe oraz stabilizato-

rów, które zapobiegają agregacji. 

Zmiany parametrów syntezy tj. stęże-

nia soli, stabilizatorów czy stosunek 

molowy soli metalu i reduktora, a tak-

że dobór wartości pH, temperatury, 

czasu syntezy i środowiska reakcji po-

zwalają kontrolować morfologię nano-

cząstek – ich kształt, rozmiar, 

stabilność i stan agregacji [11]. Ta, jak 

się wydaje, szybka, łatwa i  efektywna 

metoda, stosowana głównie do pro-

dukcji nanocząstek metalicznych , oka-

zuje się być niebezpieczną dla 

środowiska naturalnego oraz dla osoby 

przeprowadzającej syntezę ze względu 

na szkodliwość wykorzystywanych 

związków chemicznych [5]. Odrębna 

kwestią jest też biokompatybilność 

otrzymanych NPs, niezwykle istotna 

właściwość nowo otrzymanych struk-

tur, która pozwala na ich stosowanie 

w układach biologicznych. Po syntezie 

typu bottom-up mogą występować po-

zostałości toksycznych roztworów, co 

dyskredytuje taką strukturę do zasto-

sowań biomedycznych [12, 13].

Zielona synteza nanocząstek sre-

bra

Alternatywą dla technik fizycznych 

i chemicznych jest tworzenie NPs sre-

bra metodą tzw. zielonej syntezy, zgod-

nej z założeniami nowego trendu zwa-

nego „zieloną chemią” (ang. green 

chemistry). Koncepcja ta skupia się na 

uzyskaniu energooszczędnych i  mniej 

kosztownych procesów oraz ogranicze-

niu lub całkowitym wyeliminowaniu 

toksycznych reagentów podczas eks-

perymentów i  zastąpieniu ich elemen-

tami biologicznymi, które są przyjazne 

środowisku [14, 15]. Wykorzystanie 

metod zielonej chemii w technologiach 

chemicznych staje się coraz bardziej 

popularne i  powszechne na całym 

świecie ze względu na wzrastające 

problemy z  utylizacją toksycznych

i  niebezpiecznych dla środowiska na-

turalnego odpadów [14]. Ponadto jest 

to koncepcja opłacalna i  łatwa do za-

stosowania w syntezach na skalę prze-

mysłową [16, 17]. Niemniej ważnym 

aspektem jest  pożądana biozgodność 

wytworzonych nanocząstek i  brak 

szkodliwych efektów na tkanki czło-

wieka w  zastosowaniach medycznych 

[18].

Metody oparte na zielonej syntezie wy-

korzystują prekursory nanocząstek 

(np. azotan srebra dla AgNPs) oraz na-

turalne polimery jako czynniki reduku-

jące i  stabilizujące, występujące 

powszechnie w środowisku. Procedura 

powstawania nanocząstek zawiera kil-

ka kluczowych etapów (Ryc. 1):

1) etap aktywacji – redukcja jonów me-

tali i  nukleacja zredukowanych ato-

mów metalu;

2) etap wzrostu – spontaniczne połą-

czenie małych nanocząsteczek 

w cząstki o większym rozmiarze;

3) etap zakończenia – faza trwająca do 

czasu przyjęcia ostatecznego stabilne-

go rozmiaru i kształtu [19].
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Niezmiernie ważnym krokiem jest rze-

telna charakterystyka otrzymanych na-

nocząstek, która dostarcza informacji 

na temat wielkości, struktury, morfolo-

gii, kształtu, dyspersji, ładunku po-

wierzchniowego i składu chemicznego. 

Powszechnie wykorzystuje się do tego 

metody z  użyciem spektroskopii UV-

Vis, skaningowego mikroskopu elek-

tronowego (SEM), transmisyjnego mi-

kroskopu elektronowego (TEM), 

spektroskopii w  podczerwieni z  trans-

formacją Fouriera (FTIR) oraz analizę 

dyfrakcji rentgenowskiej (XRD) i  po-

miar potencjału Zeta [13, 20].

Istnieje szeroki wachlarz zasobów bio-

logicznych stosowanych do biosyntezy 

nanocząstek. Zalicza się do nich bakte-

rie, grzyby, drożdże, algi, rośliny, wiru-

sy, materiały pochodzenia zwierzęcego 

[12, 21], a nawet miód [22, 23]. Poni-

żej opisano kilka przykładów wykorzy-

stania elementów biologicznych do 

przeprowadzenia efektywnej biosynte-

zy AgNPs. 

Biosynteza AgNPs z  wykorzysta-

niem bakterii

Dane literaturowe potwierdzają możli-

wość wykorzystania aktywności ze-

wnątrz- lub wewnątrzkomórkowej 

bakterii do syntezy nanocząstek nie-

organicznych. Pierwsza z  tych metod 

jest szybsza i bardziej ekonomiczna ze 

względu na brak konieczności stoso-

wania odpowiednich detergentów lub 

obróbki ultradźwiękowej w  celu uwol-

nienia zsyntetyzowanych NPs, w  po-

równaniu do biosyntezy wewnątrz-

komórkowej [24].

Jedną z metod prowadzących do synte-

zy stabilnych AgNPs o rozmiarze 40 nm 

jest bioredukcja wolnych jonów srebra 

(pochodzących z  Ag+NO3
-) z  użyciem 

supernatantu z hodowli niepatogennej 

bakterii Bacillus licheniformis [25]. 

Dodatkowe zastosowanie supernatantu 

z hodowli Bacillus subtilis i promienio-

wania mikrofalowego w  wodzie powo-

duje zewnątrzkomórkową syntezę 

monodyspersyjnych nanocząstek sre-

bra o  wielkości 5-50 nm, a  także 

zwiększenie szybkości reakcji i  unik-

nięcie niepożądanej agregacji [26]. 

Wydajną syntezę AgNPs otrzymuje się 

dzięki wykorzystaniu odpornego na 

srebro szczepu Pseudomonas stutzeri 

AG259, wyizolowanego z  kopalni sre-

bra. Mikroorganizm ten przy niskich 

stężeniach jonów srebra wydajnie aku-

muluje wewnątrzkomórkowe nano-

cząstki srebra o  wielkości 35-46 nm 

[27]. Przy wysokiej koncentracji tego 

prekursora w czasie hodowli otrzymu-

je się cząstki w  zakresie od kilku do 

200 nm. Wówczas P. stutzeri urucha-

miając mechanizm obronny wytrąca 

srebro w  przestrzeniach periplazma-

tycznych i  redukuje jony do postaci 

pierwiastkowej, charakteryzującej się 

sześciokątną topologią lub postacią 

trójkątów równobocznych. Przestrzeń 

periplazmatyczna ogranicza grubość 

kryształów, ale nie ich szerokość, która 

może sięgać 100-200 nm [28]. Innym 

przykładem zdolności do biosyntezy 

AgNPs w  odpowiedzi na obecność jo-

nów srebra są bakterie kwasu mleko-

wego powszechnie występujące 

w  maślance. Cukry i  enzymy zawarte 

w  ścianie komórkowej szczepu Lacto-

bacillus powodują zarodkowanie 

AgNPs na powierzchni komórek, które 
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potem przemieszczają się do wnętrza 

komórki, ulegają tam agregacji i  łączą 

się w  większe cząstki. Pojedyncze na-

nocząstki wytworzone z  użyciem tego 

mikroorganizmu osiągają 25-50 nm, 

a w agregatach 100 nm. Cechuje je ku-

listy kształt i wewnątrz- lub zewnątrz-

komórkowe występowanie [29]. 

Kolejne doniesienia wskazują na po-

myślną redukcję wodnych jonów Ag+ 

z  zastosowaniem supernatantów ho-

dowli bakterii Klebsiella pneumoniae, 

Enterobacter cloacae oraz Escherichia 

coli. W  tych przypadkach obserwuje 

się wytworzenie NPs już po 5 minu-

tach od dodania prekursora i  przy-

puszcza się, że do bioredukcji 

przyczyniają się enzymy nitroredukta-

zy [30]. Dane literaturowe podają tak-

że sprzyjający wpływ Aeromonas sp. 

SH10 i  Corynebacterium sp. SH09 na 

powstawanie NPs [31].

Podczas stosowania żywych kultur mi-

kroorganizmów do syntezy AgNPs, mo-

gą rodzić się też pewne ograniczenia 

utrudniające ich produkcję. Należą do 

nich: utrzymanie wysoce sterylnych 

warunków, temperatury w zakresie 30-

37˚C potrzebnej do utrzymania ho-

dowli. Podobnie, trzeba przeprowadzić 

dodatkowe metody zapewniające odzy-

skanie wytworzonych nanocząstek, 

w tym często również „wydobycie ich” 

z  wnętrza komórek, czego nie obser-

wuje się podczas syntezy z  udziałem 

ekstraktów bezkomórkowych [13]. 

Biosynteza AgNPs z  wykorzysta-

niem ekstraktów roślinnych

Zielona synteza z udziałem ekstraktów 

roślinnych okazuje się być obiecująca 

ze względu na szybką, ekonomiczną, 

niepatogenną oraz jednoetapową me-

todę. Połączenie Ag+NO3
- i biomolekuł 

powszechnie występujących w  rośli-

nach prowadzi do powstawania AgNPs 

[32]. Istnieje kilka propozycji na temat 

mechanizmu odpowiedzialnego za bio-

redukcję srebra. Stwierdza się, że po-

szczególne aminokwasy mają różną 

zdolność do wiązania się z  jonami me-

tali. Jedna z grup badawczych wykaza-

ła, że lizyna, cysteina, arginina 

i  metionina łączą się z  jonami srebra 

i  dokonują ich redukcji. Natomiast 

asparaginian redukuje kwas tetrachlo-

Ryc. 1.  Schematyczne przedstawienie 

syntezy nanocząstek metalu w  ekstrakcie 

roślinnym [19].
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roaurynowy, co prowadzi do formowa-

nia się AgNPs. Po dogłębnej analizie 

20 naturalnie występujących α-amino-

kwasów dowodzi się, że wiążą się one 

z  jonami metali poprzez grupy amino-

we i karboksylowe łańcucha głównego 

lub przez łańcuchy boczne, tj. grupy 

karboksylowe kwasu asparaginowego, 

kwasu glutaminowego oraz grupy tio-

lowe czy aminowe lub atom azotu 

w pierścieniu imidazolowym histydyny 

[33]. Inna teoria wskazuje na fakt, iż 

kluczową rolę w  syntezie AgNPs od-

grywają fitochemikalia,  m.in. flawono-

idy, terpenoidy, polifenole, alkaloidy, 

aldehydy, cukry, kwasy fenolowe, które 

po rozpuszczeniu w wodzie działają za-

równo jako reduktory jak i  naturalne 

stabilizatory nowo powstałych produk-

tów, bez konieczności dodawania syn-

tetycznych odczynników. Flawonoidy 

chelatują i  redukują jony metali po-

przez obecność grup funkcyjnych 

i proces przekształcania enoli do keto-

nów, w  wyniku czego formują się 

AgNPs. Zauważono również, że cukry 

obecne w  ekstraktach roślinnych są 

w  stanie indukować tworzenie NPs. 

Monosacharydy w postaci liniowej lub 

zawierające grupę aldehydową (np. 

glukoza) są bardziej efektywnymi re-

duktorami jonów metali niż monosa-

charydy zawierające grupę ketonową, 

np. fruktoza, która musi najpierw ulec 

przekształceniom tautomerycznym od 

ketonu do aldehydu i  tylko wówczas 

działa jako przeciwutleniacz. Wiadomo 

jest też, że stosowanie glukozy jako re-

duktora skutkuje tworzeniem się NPs 

o  różnej morfologii, podczas gdy 

w  przypadku fruktozy obserwuje się 

tylko monodyspersyjne struktury [19].

Znanych jest wiele roślin zawierają-

cych aktywne cząsteczki, z  udziałem 

których udokumentowano zdolność 

przeprowadzania biosyntezy nanoczą-

stek srebra. Procedura powstawania 

tychże „nanoproduktów” jest łatwa 

i na równi wydajna z syntezą chemicz-

ną czy fizyczną, a  ich właściwości są 

zależne od gatunku zastosowanej rośli-

ny. Nie sposób wymienić wszystkich 

roślin użytych dotychczas do zielonej 

syntezy AgNPs. W zależności od szero-

kości geograficznej wykorzystuje się 

zasoby naturalne charakterystyczne 

dla danych regionów na kuli ziemskiej. 

Do biosyntezy AgNPs otrzymuje się 

ekstrakty z  różnych części roślin, np.: 

liści Andrographis paniculata, Artemi-

sia nilagirica, Mentha piperita, kwia-

tów Mirabilis jalapa czy Matricaria 

chamomilla [34], owoców Caria pa-

paya, łupin Citrus sinensis, bulw Dio-

scorea bulbifera [20], nasion Pistacia 

atlantica, Trachyspermum ammi, Ar-

gyreia nervosa [5], a także kory, korze-

ni, łodyg, łupin i  kalusa innych roślin. 

Co więcej, istnieje możliwość sterowa-

nia rozmiarami i morfologią wytworzo-

nych nanocząstek poprzez dobranie 

odpowiednich warunków środowiska, 

np. stężenia substratu, natężenia świa-

tła, temperatury, pH, szybkości wy-

trząsania, donora elektronów (np. 

glukozy lub fruktozy) czy długości cza-

su ekspozycji [31]. Wytworzone pro-

dukty nabywają dodatkowe, pożądane 

cechy, tj. aktywność antybakteryjną, 

antywirusową i  antynowotworową 

[35]. Pomimo wielu zalet wykorzysta-

nia ekstraktów roślinnych istnieją rów-

nież pewne ograniczenia. Głównymi są 

różnice w  składzie chemicznym eks-
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traktów roślinnych pochodzących 

z tych samych gatunków, które są zbie-

rane z różnych części świata. Może to 

być przyczyną otrzymania odmiennych 

wyników w niezależnych laboratoriach 

[5].

Biosynteza AgNPs z udziałem mio-

du

Szczególne właściwości chemiczne 

miodu sprawiają, że jest on z powodze-

niem wykorzystywany do zielonej syn-

tezy nanocząstek. Zawiera bowiem 

związki, które przyczyniają się do efek-

tywnej biosyntezy, do których należą: 

węglowodany (np. fruktoza), białka, 

witaminy, związki fenolowe (kwas ela-

gowy, kawowy, p-kumarowy, felurowy) 

oraz związki bioaktywne np. kwas 

askorbinowy, tokoferole, katalaza, dys-

mutaza ponadtlenkowa. W  literaturze 

dostępnych jest wiele danych potwier-

dzających wydajną syntezę nanoczą-

stek srebra w temperaturze pokojowej 

z  użyciem miodu. Środkiem redukują-

cym jest w  tym przypadku fruktoza, 

a  stabilizującym – białka, które wiążą 

się z  nanocząstkami poprzez grupy 

karboksylowe. Otrzymane przez jedną 

z grup badawczych tym sposobem NPs 

są stabilne przez 5 miesięcy bez po-

trzeby dodawania innych stabilizato-

rów. Natomiast morfologia i  rozmiar 

nowo powstałych struktur są uzależ-

nione od rodzaju i stężenia zastosowa-

nego miodu. Ponadto obserwuje się 

odwrotną korelację co do wzrostu war-

tości pH oraz stężenia miodu, a  roz-

miarów otrzymanych NPs [22]. 

Badania prowadzone przez Haiza H. 

i  in. potwierdzają, że przy użyciu 10 g 

miodu powstały AgNPs o  wielkości 

w zakresie 18,98-26,05 nm, a przy za-

stosowaniu 40  g miodu ich rozmiar 

zmalał do 15,63-17,86 nm. AgNPs 

otrzymane tą metodą cechuje ponadto 

aktywność antybakteryjna i  przeciw-

grzybicza [36].

Zastosowanie AgNPs w biomedycy-

nie

Nanocząstki srebra mają mnóstwo za-

stosowań praktycznych, m.in. w medy-

cynie, kosmetologii, ochronie 

środowiska i różnych sektorach gospo-

darki. Eksperci z zakresu biotechnolo-

gii wykorzystują ich unikatowe 

właściwości, dostarczając szereg roz-

wiązań dla biomedycyny. AgNPs ce-

chują się bakteriobójczym lub 

bakteriostatycznym działaniem, co jest 

szczególnie pożądane w  dzisiejszych 

czasach, kiedy wzrasta częstość stoso-

wania antybiotyków i  przez to wy-

kształcają się szczepy antybio- 

tykooporne, będące poważnym zagro-

żeniem dla społeczeństwa. Obiecujące 

stają się zatem terapie z  udziałem 

AgNPs, które są skuteczne zarówno 

przeciw bakteriom Gram-dodatnim 

(np. Staphylococcus aureus ATCC 

6538, Bacillus thurigiensis ATCC 

10792), jak i  Gram-ujemnym (np. 

Escherichia coli ATCC 25922, Pseudo-

monas aeruginosa ATCC 15442, Sal-

monella typhimurium ATCC 14028). 

 W  literaturze odnotowano kilka teorii 

wyjaśniających mechanizm niszczenia 

komórek bakteryjnych przez nano-

cząstki. Zauważono, że AgNPs mają 

zdolność wielokierunkowego działania 

na mikroorganizmy. Niniejsze meta-
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liczne struktury mogą zakotwiczać się 

w błonie komórkowej bakterii powodu-

jąc jej permeabilizację, czyli częściową 

przepuszczalność [37]. W  sytuacji gdy 

AgNPs wnikną do wnętrza komórki, 

oddziałują ze strukturami komórkowy-

mi i cząsteczkami biologicznymi, np. li-

pidami, białkami czy DNA, co 

w  konsekwencji ma szkodliwy wpływ 

na drobnoustroje. Przykładem, który 

to potwierdza, są interakcje nanoczą-

stek z rybosomami prowadzące do de-

naturacji tychże organelli, hamowania 

translacji i  syntezy białek. Co więcej, 

nanocząstki upośledzają funkcjonowa-

nie łańcucha oddechowego, negatyw-

nie wpływają na podziały komórkowe 

i  aktywność licznych enzymów, 

w szczególności tych bogatych w ami-

nokwasy zwierające siarkę w  swoim 

składzie. Udowodniono, że uwolnione 

jony srebra mogą tworzyć stabilne 

wiązania z  grupami tiolowymi (-SH) 

białek obecnych w błonie komórkowej 

i powodować ich dezaktywację. Istotne 

znaczenie ma budowa ściany komórko-

wej, bowiem jej struktura, zawierająca 

mniejsze ilości peptydoglikanu u  bak-

terii Gram-ujemnych, ułatwia dostęp 

Ag+ do błony komórkowej w porówna-

niu z  bakteriami Gram-dodatnimi. Do-

wiedziono również, że potencjał 

przeciwbakteryjny AgNPs jest związa-

ny z  indukcją wytwarzania przez nie 

wolnych rodników i reaktywnych form 

tlenu (ROS), a to prowadzi do powsta-

wania stresu oksydacyjnego w  komór-

kach [38]. Ponadto preparaty 

zawierające w  swoim składzie nano-

srebro wykazują działanie przeciw 

grzybom należącym do gatunku Candi-

da, odpowiedzialnym za najczęściej 

występujące grzybiczne infekcje u  pa-

cjentów. Struktury te działają też jako 

fungicydy przeciwko grzybom z rodza-

ju Aspergillus i Saccharomyces. AgNPs 

oddziałują także z HIV-1, wiążąc się do 

glikoprotein gp120, tym samym zapo-

biegając wiązaniu się wirusa z komór-

kami gospodarza. Dzięki wyżej 

wymienionym właściwościom, obec-

ność AgNPs staje się nieoceniona 

w  wielu aplikacjach medycznych, po-

cząwszy od opatrunków na rany, im-

plantów, materiałów wykorzy- 

stywanych w  ortopedii, po tkaniny 

oraz wszelkie urządzenia medyczne, 

które powleka się tymi strukturami 

w celu utrzymania odpowiedniej higie-

ny. Przeprowadzone badania udowad-

niają, że NPs indukują apoptozę 

w  wybranych komórkach nowotworo-

wych, są skuteczne w  oczyszczaniu 

ścieków i  wykorzystywane w  konstru-

owaniu różnego rodzaju biosensorów. 

Wymienione aplikacje to jedynie nie-

wielka część spośród wszystkich cen-

nych zastosowań nano-srebra [39].

Podsumowanie

Zasoby naturalne oferują wiele możli-

wości wykorzystania ich do tworzenia 

zminiaturyzowanych materiałów funk-

cjonalnych. Rosnąca świadomość spo-

łeczeństwa sprawia, że naukowcy 

i  producenci coraz częściej sięgają po 

metody syntezy nanocząstek metalicz-

nych opartych na zielonej chemii. Na-

nocząstki srebra to niezmiernie 

ciekawe obiekty, które cieszą się 

ogromnym zainteresowaniem ze 

względu na swoje szczególne właści-

wości fizyczne i  chemiczne pożądane 
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w  nauce, medycynie i  wielu innych 

sektorach przemysłu, a antybakteryjne 

działanie AgNPs jest wysoce cenione 

w dobie rozpowszechniającej się anty-

biotykooporności różnych szczepów 

bakterii. Równie istotne są także anty-

nowotworowe i  przeciwgrzybicze wła-

ściwości tychże cząsteczek. Pomimo 

wielu zalet, jakie przynosi biosynteza 

z  wykorzystaniem organizmów biolo-

gicznych, istnieją też pewne ograni-

czenia, na które należy zwrócić uwagę 

podczas optymalizacji procesów synte-

zy. Niemniej jednak, używanie ekolo-

gicznych substancji jako reduktorów 

i  stabilizatorów w  procesie tworzenia 

się AgNPs cieszy się coraz większym 

powodzeniem i w związku z tym wyko-

rzystanie ich może ograniczyć lub cał-

kowicie wyprzeć stosowanie 

niebezpiecznych chemikaliów do syn-

tezy AgNPs.
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Florę fizjologiczną jamy nosowej psów reprezentują przede wszystkim 

przedstawiciele typów Proteobacteria, Firmicutes czy Bacteroidetes. Spo-

śród Firmicutes duże znaczenie kliniczne i  epidemiologiczne mają gron-

kowce - Staphylococcus spp., stanowiące jeden z ważniejszych czynników 

etiologicznych zakażeń u zwierząt, jak i u ludzi. Zwierzęta mogą być nosi-

cielami lub mogą być zakażone gronkowcami, w tym szczepami opornymi 

na metycylinę. Metycylinooporne gronkowce wykazują brak wrażliwości 

na działanie antybiotyków beta-laktamowych, co ogranicza możliwości te-

rapeutyczne w przebiegu infekcji gronkowcowych. Celem pracy była izola-

cja gronkowców z  jam nosowych zdrowych psów oraz ich identyfikacja 

i analiza oporności na metycylinę. Materiałem do badań były wymazy po-

brane z  jam nosowych 14 psów, w  tym 5 psów utrzymywanych w warun-

kach domowych i  9 psów przebywających w  schronisku. Fenotypową 

identyfikację gronkowców przeprowadzono na podstawie ich właściwości 

morfologicznych i hodowlanych, tj. zdolności do rozkładu mannitolu, wła-

ściwości hemolitycznych, obecności katalazy i czynnika skupiania CF oraz 

produkcji koagulazy. Ponadto, przynależność bakterii do rodzaju Staphy-

lococcus potwierdzano amplifikacją genu gap, a  ich identyfikację gatun-

kową określano techniką PCR-RFLP genu gap z  użyciem enzymu 

restrykcyjnego AluI. Wrażliwość szczepów na metycylinę analizowano me-

todą dyfuzyjno-krążkową, zgodnie z  zaleceniami EUCAST. Genetyczne 

uwarunkowanie metycylinooporności określano na podstawie obecności 

genu mecA. Spośród wyizolowanych 14 gronkowców zidentyfikowano:

7 (50%) izolatów S. equorum / S. succinus, 2 (14%) izolaty S. caprae,

1 (7%) izolat S. aureus, 1 (7%) izolat S. xylosus, 1 (7%) izolat S. delphini / 

S. intermedius / S. pseudintermedius, 1 izolat (7%) S. petrasii oraz 1 (7%) 

izolat S. xylosus. U żadnego z analizowanych gronkowców nie stwierdzono 

oporności na metycylinę. Podsumowując, kolonizacja jamy nosowej zdro-

wych psów przez gronkowce dotyczyła połowy badanych zwierząt. Flora 

gronkowcowa jamy nosowej psów była zróżnicowana gatunkowo, jednakże 
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Przegląd literatury

Gronkowce to Gram-dodatnie ziarniaki 

o średnicy 0,5 – 1,5 μm. Należą do ty-

pu Firmicutes, klasy Bacilli, rzędu Ba-

cillales, rodziny Staphylococcaceae 

i  rodzaju Staphylococcus, w  obrębie 

którego wyróżnia się 52 gatunki i  28 

podgatunków [1]. Biorąc pod uwagę 

zdolność gronkowców do produkcji ko-

agulazy, dokonano ich podziału na ko-

agulazododatnie (coagulase-positive 

staphylococci, CPS) i koagulazoujemne 

(coagulase-negative staphylococci, 

CNS). Do koagulazododatnich gron-

kowców należą: S. aureus, S. interme-

dius, S. pseudintermedius, S. delphini, 

S. lutrae, S. schleiferi subsp. coagu-

lans oraz S. hyicus [2].

Gronkowce kolonizują skórę, błony 

śluzowe oraz przewód pokarmowy, 

układ oddechowy, moczowo-płciowy 

i  kanały słuchowe ludzi i  zwierząt. 

Większość z nich stanowi fizjologiczną 

mikrobiotę, tj. wchodzą w  skład spo-

łeczności mikroorganizmów komensal-

nych, symbiotycznych i  patogennych 

egzystujących w  organizmach [39]. 

Jednakże w  pewnych warunkach bak-

terie te mogą powodować zakażenia 

oraz wiele jednostek chorobowych. 

Przenoszone są one drogą powietrzno-

kropelkową, powietrzno-pyłową oraz 

przez kontakt bezpośredni [2]. 

Nosicielstwo to stałe lub przejściowe 

występowanie chorobotwórczych mi-

kroorganizmów w  organizmie zdrowe-

go człowieka czy zwierzęcia, 

pozostających w stanie równowagi z fi-

zjologiczną mikrobiotą organizmu. 

Najczęściej izolowanymi mikroorgani-

zmami z jam nosowych psów są: Mora-

xella spp., Phyllobacterium spp., 

Cardiobacteriaceae oraz Staphylococ-

cus spp. [4]. Wśród rodzaju Staphylo-

coccus, głównymi przedstawicielami 

mikrobioty nosogardzieli u  psów są

S. aureus i S. epidermidis [4]. Ponadto, 

często izolowane są takie drobnoustro-

je jak: Micrococcus sp., α-hemolizują-

ce paciorkowce i  Acinetobacter spp., 

oraz, sporadycznie, Corynebacterium 

spp., Bacillus spp., Escherichia coli, 

Proteus mirabilis, Pseudomonas spp., 

Alcaligenes spp. [5]. Za większość in-

fekcji gronkowcowych odpowiedzialne 

są CPS, głównie S. aureus. Jednakże 

zarówno u ludzi, jak i u zwierząt odno-

towuje się wzrost częstości zakażeń 

o  etiologii CNS. Zwykle zakażenia te 

dotyczą osobników z  zaburzeniami 

układu odpornościowego, po zabie-

gach chirurgicznych, podczas których 

zostały zaaplikowane ciała obce. Do 

CNS najczęściej wywołujących zakaże-

nia u  człowieka należą: S. haemolyti-

cus, S. epidermidis, S. saprophyticus, 

S. lugdunensis, rzadziej S. hominis,

S. saccharolyticus, S. simulans, S. ca-

pitis i  sporadycznie S. auricularis [2]. 

Natomiast spośród CNS będących 

przyczyną infekcji gronkowcowych 

u  zwierząt należy wymienić  m.in. S. 

epidermidis, S. sciuri, S. xylosus i  S. 

chromogenes [3]. Coraz częstszy pro-

blem kliniczny i  epidemiologiczny sta-

40

dominowały gronkowce koagulazoujemne. U badanych psów nie wykazano 

nosicielstwa metycylinoopornych gronkowców.
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nowią lekooporne bakterie, w  tym 

gronkowce oporne na metycylinę. Pro-

blem metycylinooporności został zaob-

serwowany po raz pierwszy w  1980 

roku. Metycylinooporne szczepy są du-

żym zagrożeniem dla zdrowia ludzi 

i zwierząt, ze względu na ograniczone 

możliwości terapeutyczne w  przypad-

ku zakażeń o  etiologii tych szczepów. 

Metycylinooporność pociąga za sobą 

bowiem brak wrażliwości bakterii na 

wszystkie antybiotyki β-laktamowe: 

penicyliny, penicyliny z  inhibitorami β-

laktamaz, karbapenemy, cefalosporyny 

i monobaktamy [6].

Jednakże problem nosicielstwa mety-

cylinoopornych szczepów gronkowców 

dotyczy nie tylko ludzi. Izolacji mety-

cylinoopornych szczepów S. aureus 

(methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus, MRSA) z psów dokonano w la-

tach 90. XX wieku. Wykazano, że psy 

oraz ludzie mogą być nosicielami tych 

samych szczepów pod względem gene-

tycznym [8]. Obecność MRSA u  zwie-

rząt jest najczęściej skutkiem 

stosowania antybiotyków  [9]. Ponadto, 

zwierzęta mogą ulegać zakażeniom po-

przez bezpośredni kontakt lub w trak-

cie zabiegów chirurgicznych. 

Problemem jest też częste nosicielstwo 

tego patogenu u pracowników gabine-

tów weterynaryjnych [10]. 

Metycylinooporność dotyczy nie tylko 

S. aureus, ale również koagulazoujem-

nych gronkowców. Przedstawicielem 

CNS, u  którego często stwierdza się 

metycylinooporność jest S. epidermi-

dis. Wykazano, że 90% szczepów tego 

gatunku izolowanych z  przypadków 

klinicznych od ludzi cechuje oporność 

na metycylinę [11]. Zdrowe psy są czę-

sto kolonizowane przez szczepy 

MRCNS (methicilin-resistant coagula-

se-negative staphylococci, metycylino-

oporne koagulazoujemne gronkowce). 

Najliczniej izolowanym od psów gatun-

kiem MRCNS jest S. haemolyticus 

[12]. Z kolei wśród krów z zapaleniem 

gruczołu mlekowego najczęściej izolo-

wane są MRCNS należące do gatun-

ków: S. haemolyticus, S. 

saprophyticus, S. epidermidis i S. capi-

tis [13]. 

Zjawisko metycylinooporności może 

się rozprzestrzeniać wśród gronkow-

ców z  powodu ich zdolności do hory-

zontalnego transferu genów 

determinujących ten typ oporności.

Co więcej, ze względu na możliwość 

międzygatunkowego transferu leko-

opornych szczepów, zjawisko nosiciel-

stwa tych szczepów u  ludzi i  zwierząt 

stanowi istotny problem diagnostyczny 

i epidemiologiczny.

Celem pracy była identyfikacja szcze-

pów Staphylococcus spp. zasiedlają-

cych jamę nosową zdrowych psów oraz 

analiza metycylinooporności wyizolo-

wanych gronkowców.

Materiały

Materiał do badań stanowiły wymazy 

pobrane z  jam nosowych 14 psów, 

w tym od 5 psów mieszkających w wa-

runkach domowych oraz 9 psów prze-

bywających w  Schronisku dla 

Bezdomnych Zwierząt w  Szczecinie. 

Wymazy zostały pobrane przez lekarza 

weterynarii, z  prawego oraz lewego 

nozdrza, przy użyciu jałowych wyma-

zówek. Wszystkie zwierzęta w momen-
41
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skupiania (CF) w  teście szkiełkowym 

i  zdolność do wytwarzania koagulazy 

w teście probówkowym z użyciem oso-

cza króliczego (Biomed), zgodnie z za-

leceniem producenta. Analizowano 

również właściwości hemolityczne 

gronkowców na podłożu Columbia Blo-

od Agar Base (BioMaxima S.A.) z  5% 

odwłóknionej krwi baraniej (Graso). Po 

inkubacji hodowli w 37°C przez 24 go-

dziny określano zdolność szczepów do 

rozkładu erytrocytów. DNA analizowa-

nych szczepów izolowano za pomocą 

zestawu GeneMATRIX Bacterial & 

Yeast Genomic DNA Purification Kit 

(EURx), zgodnie z  procedurą podaną 

przez producenta. W  celu potwierdze-

nia przynależności wyizolowanych 

szczepów do rodzaju Staphyloccocus 

zastosowano amplifikację genu gap 

techniką PCR. Sekwencje starterów 

i  parametry reakcji PCR zostały za-

czerpnięte z  pracy Yugueros i  wsp. 

[16]. Skład mieszaniny reakcyjnej za-

stosowanej do amplifikacji genu gap 

przedstawiono w  Tabeli 1. Reakcję 

PCR prowadzono w termocyklerze PE-

QSTAR (Biotechnologie GmbH).

Do identyfikacji gatunkowej gronkow-

ców zastosowano analizę restrykcyjną 

genu gap z  użyciem enzymu AluI 

(EURx). Amplikony genu gap (930 par 

cie pobierania wymazów były zdrowe 

i  w  ciągu 30 dni przed badaniem nie 

przyjmowały antybiotyków.

W  badaniach wykorzystano następują-

ce szczepy referencyjne: S. aureus 

ATCC 43300, S. aureus ATCC 25923 

(American Type Culture Collection), 

których użyto w charakterze szczepów 

kontrolnych podczas przeprowadzania 

reakcji PCR, PCR-RFLP, a  także ozna-

czania metycylinooporności wyizolo-

wanych gronkowców.

Metody

Do izolacji gronkowców zastosowano 

podłoże Mannitol Salt Agar (BioMaxi-

ma S.A.). Wyizolowane szczepy prze-

chowywano w  -20°C w  podłożu 

Tryptone Soya Broth (Oxoid) z  dodat-

kiem 10% glicerolu. Wstępną identyfi-

kację fenotypową gronkowców 

przeprowadzano na podstawie morfo-

logii kolonii na podłożu Mannitol Salt 

Agar, barwienia bakterii metodą Gra-

ma i  analizy mikroskopowej. Wyizolo-

wane bakterie przesiewano na podłoże 

Brain Heart Infusion Agar (Scharlau) 

i  inkubowano przez 24 godziny 

w  37°C. Następnie wykonywano test 

na katalazę z  użyciem 3% H2O2 oraz 

określano obecność czynnika 

42

Składnik mieszaniny reakcyjnej PCR Ilość substratu (μl)

Woda dejonizowana (A&A Biotechnology) 4,55

Master Mix (A&A Biotechnology) 6,25

Starter 1 (0,5 μM) 0,6

Starter 2 (0,5 μM) 0,6

DNA 0,5

Razem 12,5

Tab. 1. Skład mieszaniny reakcyjnej zastosowanej do amplifikacji genu gap.
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zasad) i enzym AluI inkubowano 4 go-

dziny w  37°C. Skład mieszaniny reak-

cyjnej (EURx) został przedstawiony 

w Tabeli 2.

Produkty PCR i PCR-RFLP zostały pod-

dane rozdziałowi elektroforetycznemu 

w  2% żelu agarozowym (BioMaxima 

S.A.), z dodatkiem 1% bromku etydyny 

(2 μl / 90 ml żelu). Do elektroforezy zo-

stał użyty bufor TBE (Bio-Rad). Roz-

działy prowadzono w  aparacie 

Bio-Rad, początkowo przez 15 minut 

przy napięciu 40V, a  następnie przez 

45 minut przy napięciu 90V.

Do analizy uzyskanych produktów PCR 

i  PCR-RFLP użyto wzorzec masy czą-

steczkowej DNA – ΦX174 (Fermentas). 

Wyniki rozdziałów elektroforetycznych 

analizowano za pomocą programu Ge-

neTools (Syngene). 

Wzory PCR-RFLP genu gap, uzyskane 

dla analizowanych szczepów gronkow-

ców, porównywano ze wzorami uzyska-

nymi na podstawie analizy in silico 

RFLP genu gap z  użyciem enzymu 

AluI, wykonanej dla sekwencji genu 

gap 59 gatunków i podgatunków gron-

kowców zdeponowanych w  GenBank 

(NEBcutter V2.0). Wzory RFLP genu 

gap, które posłużyły jako wzorzec do 

identyfikacji gatunkowej analizowa-

nych gronkowców zostały uzyskane

z  Katedry Immunologii, Mikrobiologii 

i Chemii Fizjologicznej ZUT w Szczeci-

nie [17].

Oporność szczepów gronkowców na 

metycylinę oznaczano przy użyciu me-

tody dyfuzyjno-krążkowej z  użyciem 

krążka z cefoksytyną (30 μg) (BioMaxi-

ma S.A.), zgodnie z rekomendacją EU-

CAST [18]. Do kontroli testu 

dyfuzyjno-krążkowego zastosowano 

szczepy: S. aureus (ATCC 2151) – 

szczep MSSA i  S. aureus (ATCC 

43300) – szczep MRSA. Po inkubacji 

w atmosferze tlenowej przez 18 godzin 

w  35°C dokonywano pomiaru strefy 

zahamowania wzrostu wokół krążka 

z  antybiotykiem i  interpretowano wy-

niki zgodnie z  rekomendacją EUCAST 

[18].

Do amplifikacji fragmentu genu mecA 

(162 pary zasad) zastosowano startery 

i  warunki reakcji PCR opisane przez 

Oliveira i  de Lencastre [19]. Skład 

mieszaniny reakcyjnej przedstawiono 

w Tabeli 3.

Do kontroli amplifikacji genu mecA za-

stosowano szczep referencyjny S. au-

reus ATCC 43300 (MRSA) oraz S. 
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Składnik mieszaniny Ilość substratu

Woda dejonizowana 19,55 μl

10x Bufor Tango 2,5 μl

BSA 0,25 μl

Enzym AluI 2 U

Produkt PCR 2,5 μl

Razem 25 μl

Tab. 2. Skład mieszaniny reakcyjnej zastosowanej w technice PCR-RFLP.
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aureus ATCC 25923 (MSSA).

Wyniki

Wymazy z  jam nosowych zostały po-

brane od 14 psów (Tab. 4), w  tym

5 psów mieszkających w domach oraz 

9 psów przebywających w  Schronisku 

dla Bezdomnych Zwierząt w  Szczeci-

nie. Od 2 psów (40%) mieszkających 

w  warunkach domowych wyizolowano

5 szczepów gronkowców (szczepy 1 - 

5; Tab. 4, Tab. 6). Z  kolei od 5 psów 

(55%) przebywających w  schronisku 

wyizolowano 9 szczepów gronkowców 

(szczepy 6 - 14; Tab. 4, Tab. 6). W su-

mie od 7 psów (50%) wyizolowano 14 

szczepów gronkowców. Natomiast 

w  wymazach pobranych od pozosta-

łych 7 psów (50%) nie stwierdzono 

obecności gronkowców (Tab. 4).

Badane szczepy gronkowców rosły na 

podłożu Brain Heart Infusion Agar 

w  postaci okrągłych, gładkich kolonii 

(forma S), o  barwie białej, kremowej 

lub żółtej (Tab. 5). Zdolność do rozkła-

du mannitolu na podłożu Mannitol Salt 

Agar oraz zdolność do rozkładu nad-

tlenku wodoru odnotowano u  wszyst-

kich analizowanych gronkowców (Tab. 

5). Podczas analizy właściwości hemo-

litycznych wyizolowanych szczepów, 

słabą strefę przejaśnienia i  zazielenie-

nie podłoża wokół kolonii interpreto-

wano jako hemolizę typu alfa, wyraźne 

przejaśnienie podłoża wokół kolonii ja-

ko hemolizę typu beta, a  brak przeja-

śnienia jako hemolizę typu gamma. 

Wytwarzanie hemolizy typu beta 

stwierdzono u  3 (21%) szczepów.

Natomiast u  pozostałych 11 (79%) 

szczepów odnotowano brak hemolizy 

(gamma hemoliz) (Tab. 5). U  2 (11%) 

szczepów stwierdzono zdolność do wy-

twarzania koagulazy, a u 1 (6%) z nich 

stwierdzono również obecność czynni-

ka clumping factor (Tab. 5).

W  DNA wszystkich 14 wyizolowanych 

szczepów zidentyfikowano gen gap,

co potwierdziło ich przynależność do 

rodzaju Staphylococcus. 

Do identyfikacji gatunkowej gronkow-

ców zastosowano technikę PCR-RFLP 

z użyciem enzymu AluI. Uzyskane wzo-

ry porównywano ze wzorami RFLP ge-

nu gap uzyskanymi analizą in silico dla 

sekwencji 55 gatunków i podgatunków 

gronkowców dostępnych w  bazie da-

nych GenBank (9.06.2011). Na podsta-

wie otrzymanych produktów 

PCR-RFLP o  takich samych wzorach 

restrykcyjnych wyróżniono 6 grup ga-

Składnik mieszaniny reakcyjnej PCR Ilość substratu (μl)

Woda dejonizowana (A&A Biotechnology) 4,55

Master Mix (A&A Biotechnology) 6,25

Starter 1 (0,5 μM) 0,6

Starter 2 (0,5 μM) 0,6

DNA 0,5

Razem 12,5
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Tab. 3. Skład mieszaniny reakcyjnej zastosowanej do amplifikacji genu mecA.



45

tunkowych (Tab. 6). 

Ustalono przynależność 7 (50%) izola-

tów do gatunku S. equorum lub S. suc-

cinus, 2 (14%) izolatów do gatunku

S. caprae, 2 (14%) izolatów do gatun-

ku S. delphini lub S. intermedius lub

S. pseudintermedius, 1 (7%) izolatu

do gatunku S. aureus, 1 (7%) izolatu 

do gatunku S. petrasii oraz 1 (7%) izo-

latu do gatunku S. xylosus. Wyniki 

identyfikacji gatunkowej gronkowców 

przedstawiono w Tabeli 6. oraz na Ry-

cinie 1.

Analiza metycylinooporności gronkow-

ców przy użyciu testu dyfuzyjno-krąż-

kowego wykazała wrażliwość 

wszystkich izolatów na metycylinę. Na 

Rycinie 2 przedstawiono wynik testu 

dyfuzyjno-krążkowego z  cefoksytyną, 

wykonanego z referencyjnymi szczepa-

mi MRSA (kontrola dodatnia) oraz 

MSSA (kontrola ujemna).

Omówienie wyników i dyskusja

Na podstawie przeprowadzonych ba-

dań ustalono, że psy ze schroniska by-

ły częściej kolonizowane przez 

gronkowce (55% psów), niż psy miesz-

kające w domach (40% psów) (Tab. 4). 

Ze względu na warunki panujące 

w  schronisku i  stały kontakt z  innymi 

psami może łatwo dochodzić do trans-

feru bakterii między podopiecznymi 

schroniska, co potwierdza obecność

6 szczepów przynależnych do gatunku 

S. equorum lub S. succinus w  jamie 

nosowej 4 psów. Jednocześnie u żadne-

go z  psów utrzymywanych w  warun-

kach domowych nie stwierdzono 
45

Wymaz od psa Pochodzenie psa Liczba szczepów Numer szczepu

1 Dom 0

2 Dom 3 1, 2, 3

3 Dom 0

4 Dom 2 4, 5

5 Dom 0

6 Schronisko 2 6,7

7 Schronisko 0 -

8 Schronisko 0

9 Schronisko 0

10 Schronisko 3 8, 9, 10

11 Schronisko 1 11

12 Schronisko 0

13 Schronisko 2 12, 13

14 Schronisko 1 14

Tab. 4. Charakterystyka materiału badawczego.
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obecności S. equorum / S. succinus.

Psy domowe były kolonizowane przez 

S. caprae (40% izolatów), S. aureus 

(20% izolatów), S. xylosus (20% izola-

tów), S. delphini / S. intermedius /

S. pseudintermedius (20% izolatów) 

(Tab. 6). Qekwana [20] analizując mi-

krobiotę jamy nosowej psów również 

zidentyfikował S. aureus, S. xylosus 

oraz S. pseudintermedius. Należy pod-

kreślić, że są to gatunki gronkowców, 

które są najczęstszym czynnikiem etio-

logicznym zakażeń u  psów. Jednakże 

analizowane w  badaniach własnych 

wymazy pochodziły z  jam nosowych 

zdrowych psów, bez jakichkolwiek ob-

jawów chorobowych. Obecność tych 

szczepów w jamach nosowych analizo-

wanych psów wskazuje zatem na stan 

nosicielstwa.
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1 biała + + gamma - -

2 kremowa + + gamma - -

3 kremowa + + gamma + +

4 biała + + beta - -

5 biała + + gamma - -

6 biała + + gamma - -

7 kremowa + + gamma - -

8 żółta + + gamma - -

9 biała + + beta - -

10 kremowa + + beta + -

11 biała + + gamma - -

12 biała + + gamma - -

13 żółta + + gamma - -

14 kremowa + + gamma - -

Tab. 5. Właściwości fenotypowe analizowanych gronkowców (+ wynik dodatni, - wynik 
ujemny).

Nr 

szczepu

Barwa 

kolonii na 

podłożu 

BHIA

Rozkład 

mannitolu
Katalaza Hemoliza Koagulaza

Clumping 

factor
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S. caprae to gatunek pierwotnie wyizo-

lowany z  mleka koziego. Zamankhan 

i  in. [34] w swoich badaniach wyizolo-

wali S. caprae z  zapalenia ucha ze-

wnętrznego u  psa. W  badaniach 

własnych ten gatunek wyizolowano 

z  jamy nosowej dwóch psów mieszka-

jących w domu. S. aureus jest patoge-

nem u  ludzi jak i  u  zwierząt, może 

powodować od lekkich infekcji skóry 

aż do bakteriemii. Z  pracy Leonard 

i Markey [37] wynika, iż jest to rzadko 

izolowany gatunek od psów. W  bada-

niach własnych S. aureus zidentyfiko-

wano u psa mieszkającego w domu. 

Szczep S. xylosus jest stosowany jako 

kultura starterowa w  produkcji prze-

tworów mięsnych i  mleczarskich [30, 
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1 Dom A S. caprae

2 Dom A S. caprae

3 Dom B S. aureus

4 Dom C
S. delphini / S. intermedius / 

S. pseudintermedius

5 Dom D S. xylosus

6 Schronisko E S. equorum / S. succinus

7 Schronisko E S. equorum / S. succinus

8 Schronisko E S. equorum / S. succinus

9 Schronisko E S. equorum / S. succinus

10 Schronisko C
S. delphini / S. intermedius / 

S. pseudintermedius

11 Schronisko F S. petrasii

12 Schronisko E S. equorum / S. succinus

13 Schronisko E S. equorum / S. succinus

14 Schronisko E S. equorum / S. succinus

Tab. 6. Identyfikacja gatunkowa gronkowców i źródło ich izolacji.

Numer 

analizowanego 

szczepu

Pochodzenie psa
Grupa

gatunkowa
Przynależność gatunkowa
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31]. Singh i  Jain [38] zidentyfikowali 

ten gatunek jako czynnik etiologiczny 

zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych 

po ugryzieniu przez psa. Z kolei z ba-

dań przeprowadzonych przez Cox i  in. 

[35] wynika, że szczepy tego gatunku 

występują w  mikrobiocie skóry psa. 

Natomiast Medleau i  in. [36] wyizolo-

wali S. xylosus ze skórnych zmian rop-

nych psów. W badaniach własnych wy-

kazano obecność jednego szczepu tego 

drobnoustroju w  jamie nosowej psa 

mieszkającego w  domu. Od psów po-

chodzących ze schroniska wyizolowa-

no: 7 (77%) szczepów S. equorum / S. 

succinus, 1 (11%) szczep S. petrasii i 1 

(11%) szczep S. delphini / S. interme-

dius / S. pseudintermedius (Tab. 6). 
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Ryc. 1. Rozdział elektroforetyczny produktów PCR-RFLP genu gap uzyskanych po cięciu 

enzymem restrykcyjnym AluI. Ścieżki: 1, 8, 15: M – wzorzec masy molekularnej DNA 

ΦX174 (Fermentas); 2: ATCC 2151 (MSSA); 3: ATCC 43300 (MRSA); 4: S. aureus (szczep 

nr 3); 5, 6: S. caprae (szczepy nr: 1, 2); 7: S. xylosus (szczep nr 5); 9 – 14, 18: S. equorum / 

S. succinus (szczepy nr: 6, 7, 8, 9, 13, 14, 12); 16, 19: S. delphini / S. intermedius / S. 

pseudintermedius (szczepy nr: 10, 4); 17: S. petrasii (szczep nr 11).

Ryc. 2. Schemat działania cefoksytyny na szczepy oporne na cefoksytynę (szczep MRSA, 

ATCC 43300) oraz wrażliwe na cefoksytynę (szczep MSSA, ATCC 2151).
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Należy zaznaczyć, iż wysoka homolo-

gia sekwencji genu gap u  gatunków

S. equorum i  S. succinus, a  także

S. delphini, S. intermedius i  S. pseu-

dintermedius uniemożliwia ich różni-

cowanie wewnątrzgatunkowe metodą 

PCR-RFLP z  użyciem enzymu restryk-

cyjnego AluI [17].

Szczepy należące do gatunków S. equ-

orum i  S. succinus są stosowane jako 

kultury starterowe w  produkcji pro-

duktów spożywczych, takich jak sery 

czy wędliny, gdyż nadają im specyficz-

ne właściwości,  m.in. kolor, smak 

i  aromat. Z  drugiej strony, 

identyfikowane były jako czynniki etio-

logiczne zakażeń u  ludzi, takich jak 

ostre zapalenie nerek, zapalenie wsier-

dzia, zakażenia dróg moczowych i  in-

fekcje rogówki [23]. Szczepy tego 

gatunku są również izolowane od zdro-

wych koni, kóz oraz krów chorych na 

zapalenie gruczołu mlekowego [25]. 

 W  badaniach własnych wyizolowano 

siedem szczepów S. equorum / S. suc-

cinus z  jamy nosowej psów przebywa-

jących w schronisku. 

S. petrasii jest komensalem występują-

cym na skórze, błonach śluzowych,

w  gruczołach mlekowych i  mleku ssa-

ków [33]. Z kolei S. petrasii jest przy-

czyną infekcji ran, infekcji ucha, 

zakażeń układu moczowo-płciowego 

oraz bakteriemii u  ludzi [27]. W bada-

niach własnych wyizolowano jeden 

szczep S. petrasii od jednego osobnika 

przebywającego w schronisku.

S. delphini, S. intermedius i  S. pseu-

dintermedius należą do grupy SIG 

(Staphylococcus intermedius group) 

oraz stanowią, zwłaszcza S. pseudin-

termedius, fizjologiczną mikrobiotę 

skóry i błon śluzowych psów. Kizerwet-

ter-Świda i  in. [26] w  swoich bada-

niach zidentyfikowali ten szczep jako 

czynnik etiologiczny infekcji skóry 

i  ran, zapalenia ucha zewnętrznego 

oraz zakażeń układu moczowo-płcio-

wego u psów.  W badaniach własnych 

z jamy nosowej jednego psa pochodzą-

cego ze schroniska wyizolowano jeden 

szczep S. delphini / S. intermedius /

S. pseudintermedius.

Trzy spośród wyizolowanych szczepów 

były koagulazododatnie. Natomiast po-

zostałe 11 szczepów było koagulazo-

ujemnych. Można zatem założyć, że 

dominującą florą gronkowcową w  ja-

mie nosowej psów są gronkowce ko-

agulazoujemne. Kaszanyitzky i  in. [28] 

wykazali, iż mikrobiotę skóry psów 

stanowią częściej gronkowce koagula-

zododatnie. Natomiast badania prze-

prowadzone przez Nagasae i  in. [29] 

wskazują na przewagę gronkowców 

koagulazoujemnych na skórze psów.

Wytwarzanie hemolizy typu beta 

stwierdzono u  3 (21%) szczepów:

2 izolatów S. delphini / S. intermedius 

/ S. pseudintermedius oraz u 1 izolatu 

S. equorum / S. succinus. Beta-hemoli-

za świadczy o  całkowitej

lizie krwinek, a  więc o  produkowaniu 

hemolizyny, która jest ważnym czynni-

kiem chorobotwórczości. Natomiast 

u  pozostałych 11 (79%) szczepów od-

notowano brak hemolizy erytrocytów. 

W  badaniach własnych u  żadnego 

z  analizowanych szczepów gronkow-

ców nie wykryto fenotypowej oporno-

ści na metycylinę ani obecności genu 

mecA determinującego potencjalną 

metycylinooporność. Jednakże, często 

w  badaniach izoluje się metycylino-
49
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oporne szczepy gronkowców od psów 

[8, 12, 15, 26, 28].    

Podsumowując, kolonizacja jamy noso-

wej zdrowych psów przez gronkowce 

dotyczyła połowy badanych zwierząt. 

Wykazano, iż flora gronkowcowa za-

siedlająca jamę nosową psów była 

zróżnicowana gatunkowo, jednakże 

dominowały gronkowce koagulazo-

ujemne. U badanych psów nie wykaza-

no nosicielstwa metycylinoopornych 

gronkowców.
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