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Od redakcji
DRODZY CZYTELNICY!

Witamy Was na tamach trzynastego
juz numeru naszych Zeszytéw Na-
ukowych. W tym roku mija 20 lat
od zatozenia KNSB Mygen i z tej
okazji zachecamy do zapoznania sie
z nadestanymi do nas wspomnien
dawnych cztonkéw Kota. W tym nu-
merze zaznajomicie sie réwniez
z dziatalnoscia Kota w ostatnim se-
mestrze i relacja z Miedzynarodo-
wej  Konferencji Nauk  Przy-
rodniczych i Medycznych w Lubli-
nie. Czytelnicy spragnieni nowosci
ze Swiata nauki znajda informacje
na temat roli enzymu Dicer w obro-
nie przed wirusami, nowo pozna-
nych wlasciwosciach czerwonego
wina oraz pewnych ograniczeniach
zwiazanych ze stosowaniem terapii
opartych na CRISPR. W szczegdlno-
Sci zachecamy do zapoznania sie
z opublikowanymi na tamach tego
numeru artykutami.

Zyczymy mitej lektury!

ZESPOL REDAKCYJNY



THE VII™ INTERCOLLEGIATE

BIOTECHNOLOGY SYMPOSIUM "Symbioza”

Siédma edycja Miedzyuczelnianego Sympozjum Biotechnologicznego odbe-
dzie sie w tym roku na terenie Wydzialu Biologii Uniwersytetu War-
szawskiego w dniach 11-13 maja 2018.

W tym roku Sympozjum kierowane jest do mtodych naukowcoéw z catego
swiata, ktorzy chca poszerza¢ swoja wiedze z zakresu bio-nauki. Podczas
konferencji uczestnicy beda mogli podzieli¢ sie swoimi wynikami badan
w formie wystapienia publicznego, posteru lub zapisa¢ sie na sympozjum
jako bierni uczestnicy. Co wiecej, MSB jest wyjatkowa okazja do poznania
ciekawych ludzi, a takze daje mozliwos$¢ wziecia udziatu w wyktadach pro-
wadzonych przez naukowcow z europejskich instytucji naukowych. W tym
roku swoja obecnoscia zaszczyca 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 Burdzinska (Medical University of Warsaw, Poland).
Ponadto goraco zachecamy do uczestnictwa w nieoficjalnym programie
przygotowanym przez czlonkéow Warszawskiego Stowarzyszenia Biotech-
nologicznego, ktory jest doskonata okazja do poznania pozostatych uczest-
nikéw oraz zwiedzenia pieknej stolicy Polski!

Serdecznie zapraszamy!

11-13" of May 2018

The Faculty of Biology, University of Warsaw,

.’ . Poland



Koto Naukowe
I Studentow Biotechnologii ,,Mygen”
. %, dziatajace przy Uniwersytecie
Jagiellonskim
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IV Ogdlnopolska Konferencje Genetyczna

GENOMICA

Zaproszenie skierowane jest do mtodych badaczy i pasjonatow kierunkéw
przyrodniczych interesujacych sie ré6znymi dziedzinami genetyki, zar6wno
prowadzacych wlasne badania jak i dopiero zaczynajacych swoja przygode
z nauka. Oprocz wystapien uczestnikéw konferencji odbeda sie takze wy-
ktady zaproszonych gosci - wybitnych naukowcéw o znaczacym dorobku
naukowym w dziedzinie genetyki.

W tym roku konferencja bedzie poszerzona o dzien w jezyku angielskim.
W zwiagzku z tym, wszystkie sesje wyktadowe i posterowe drugiego dnia
konferencji (sobota) odbeda sie po angielsku.

Konferencja odbedzie sie w dniach 20 - 22 kwietnia
2018r. w Krakowie
w Instytucie Zoologii i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskie-
go przy ul. Gronostajowej 9.

www.genomica.pl

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



Z zycia kota

Mimo zimowej, sennej aury jaka gosci
w Krakowie juz od kilku miesiecy,
czlonkowie naszego Kota nie zwalniaja
tempa. Juz na poczatku roku
akademickiego rozpoczety sie prace
nad kolejna edycja  konferencji
,Genomica”, ktéra odbedzie sie pod
koniec kwietnia biezacego roku. Od
samego poczatku ruszyt takze cykl
,seminariéw czwartkowych”, podczas
ktérych wyklady wygtosili nie tylko
studenci i pracownicy naukowi nasze-
go Wydziatu, ale takze goscie z innych
jednostek naukowych. Nie zabrakto
rowniez spotkania na temat mozliwo-
sci odbywania wakacyjnych praktyk
i stazy w zagranicznych osrodkach na-
ukowych, ktére poprowadzili studenci
majacy juz doswiadczenie w tym te-
macie.

W listopadzie gosciliSmy dr Joanne
Chiopicka z Wydzialu Farmaceutycz-
nego U]J, ktéra przedstawila zagadnie-
nie neurogastronomii, czyli tego jak
nasz moézg przetwarza smaki. Naszym
gosciem byl tez dr hab. Pawet Zajdel,
takze z Wydzialu Farmaceutycznego,
z ktéorym mieliSmy szanse podyskuto-
wac na temat strategii w odkrywaniu
nowych lekéw. Wieloletnie czlonkinie
naszego Kota - Agnieszka Seretny oraz
Agata Kalita mialy okazje opowiedzie¢
nam o swoich wakacyjnych przygo-
dach z epigenetyka, ktore odbyly w ra-
mach letnich programéw naukowych
realizowanych w Niemczech.
przed Swietami Bozego Narodzenia
wystuchalismy jeszcze wyktadu
dr hab. Sylwii Kedrackiej-Krok na te-

Tuz

mat wplywu depresji na proteom wy-
branych struktur w mézgu.

Jednak nie tylko nauka zyje nasze Koto
i w przerwach miedzy wykladami,
¢wiczeniami czy tez obowigzkami
w laboratorium, mielismy kilka okazji
aby spotka¢ sie w celach towarzy-
skich. Nie zabraklo okazji do integrac;ji
podczas jesiennego wyjazdu do Msza-
ny Dolnej, w ktérym wzieto udziat az
70 osoéb. Tradycja juz staly sie wieczo-
ry planszéwkowe, wyjscie na lyzwy czy
zwyczajne spotkania przy piwie w po-
bliskiej restauracji. A propos piwa,
mieliSmy nawet jedno z seminariow
poswiecone procesowi produkcji tego
trunku, ktore poprowadzili Marcin Lu-
ty oraz Szymon Krupa.

Po jesienno-zimowym semestrze pel-
nym wrazen i spotkan, z nowa energia
ruszamy aby kontynuowac nasza dzia-
talnos¢! Z poczatkiem wiosny rozpocz-
nie sie ,Lifescience dla licealistow” -
cykl ¢wiczen laboratoryjnych, ktére
prowadzimy dla uczniéw szkot sred-
nich. Nie mozemy sie doczeka¢ réw-
niez majowego wyjazdu integracyj-
nego oraz Kkontynuacji ,semina-
riow czwartkowych”. Zespot redakcyj-
ny, Zarzad Kota i Komisja Rewizyjna
zycza naszym czytelnikom pomyslnego
startu nowego semestru oraz samych
sukcesow. Powodzenia!

Irma Gryniuk



20 lat Kota Mygen

Czy naprawde juz 20 lat mineto od
czasu kiedy jako studenci tworzyliSmy
MYGEN?

Pierwszy rocznik biotechnologii. Czuli-
Smy sie wyjatkowi - dwudziestka
szczesliwcoOw na nowo otwartym na U]
kierunku. Ale tez byliSmy ,wyjatkowo”
traktowani. Na ¢wiczeniach z chemii,
fizyki czy biochemii poprzeczka byta
dla nas postawiona troche wyzej.
UczyliSmy sie duzo, ale tez trzymali-
Smy sie razem i duzo sie razem bawili-
$my. Wracajac myslami do tamtych
czasow, widze nie tylko czeste spotka-
nia w akademikach, wspdlne uczenie
sie do kolokwiéw, kserowanie notatek,
ale i tarzanie sie ze $miechu. Byly tez
oczywiscie regularne wspdlne wyjscia
do puboéw - szczegélna tradycja bytly
czwartkowe wyjscia do potozonego po
sasiedzku, przy Alei Mickiewicza, Kor-
netu. Nie zabraklo takze wspodlnych
wypraw - Polesie, sylwester w Lubar-
towie, Pojezierze Drawskie, Bieszcza-
dy. Podréze nocnymi, napchanymi po
brzegi pociagami, stanie na jednej no-
dze przez cala noc. Byta szkota letnia
biotechnologii w Stegnie, organizowa-
na przez niezapomniang prof. Anne
Podhajska z Gdanska, byta Zimowa
Szkota w Zawoi.

Najbardziej ciekawe i wymagajace by-
ly ¢wiczenia z biochemii na 2 roku.
W pracowni prof. Koja ¢wiczenia pro-
wadgzili dla nas m. in. dr Joanna Bereta
i dr Michat Bereta, dr Tomasz Kordula,
dr Marcin Bugno. Mtodzi doktorzy

z dobrym skutkiem zarazali nas swoja
pasja i ciekawoscia. Nie bylo lekko -
naprawde nie wypadalo nie by¢ przy-
gotowanym do kolejnych zaje¢ - dokto-
rzy nie szczedzili stéw  krytyki,
a czasem i szyderstw :-). Mimo wszyst-
ko, dziwnym trafem wielu z nas chet-
nie wracato do pracowni biochemii -
nawet po to, zeby pozmywac¢ szklo, po-
Smiac sie i przy okazji podstuchac¢ co
nieco z naukowych rozmow. Szczegdl-
nie otwarci i chetni do porozmawiania
z miodymi studentami byli dr Joanna
Bereta i dr Michat Bereta. I tam wta-
Snie zrodzit sie pomyst na Koto. Grono
coraz bardziej zainteresowanych stu-
dentéw biotechnologii zaczelo bywac
w Pracowni regularnie, p6Zniej zaczety
sie cotygodniowe seminaria, pod opie-
ka dra Michata Berety. OmawialiSmy
na nich przerézne tematy, trema byla
ogromna, ale dyskusje - niezapomnia-
ne. Dopiero poézniej powstal pomyst,
aby nasza aktywno$¢ zamieni¢ w ofi-
cjalna dziatalno$¢ studenckiego kota
naukowego. Nazwa MYGEN miata by¢
polaczeniem dwoch pomystéw - zlepku
angielskich stéw ,my gene”, a zarazem
nieco zarozumiatym (z przymruzeniem
oka) okresleniem naszej grupy: ,my
geniusze”. Pierwszym prezesem zostat
Marcin Klejman (obecnie prywatnie
moéj szwagier :-)), logo narysowat Igor
Siwanowicz. Do kota nalezeli poczat-
kowo studenci I i II rocznika biotech-
nologii.

Dr Michat Bereta poszedt krok dalej -
postaral sie o wspoéiprace, w ramach



ktérej zamiast regularnego kursu, na 4
roku studiéw dostaliSmy do reki praw-
dziwy projekt naukowy - otrzymanie
przeciwciat monoklonalnych przeciwko
TNF i bikuninie. Pieniadze na odczyn-
niki pochodzily czesciowo z funduszy
wydzialowych na uruchomienie Labo-
ratorium Przeciwcial Monoklonalnych,
a czesciowo ze wspélipracy z labem
w Szwecji (o ile mnie pamiec¢ nie myli).
Uktad byt prosty: oni finansowali ma-
terialy i odczynniki (czyli nie ryzyko-
wali wiele), a w razie naszego sukcesu
zyskiwali swoje przeciwciato. My nato-
miast mieliSmy mozliwo$¢ zrobi¢ cos
NAPRAWDE.

Poniewaz tematyka byla zupelnie no-
wa, uczyliSmy sie wszyscy wspolnie.
Trzeba bylo zdoby¢ protokoly, zgroma-
dzi¢ sprzet. Nierzadko wymysli¢ jak
rozwigza¢ problem. Pamietam, ze do-
statam za zadanie ,ustawi¢” Western
blot do sprawdzenia otrzymanych klo-
néw komorkowych. Nikt wczesniej
w labie nie robit Western blotéw, trze-

ba bylo wykazac¢ sie samodzielnoscia
i przedsiebiorczoscia. Musiatam zorga-
nizowac sobie sprzet (ztozy¢ z elemen-
tow pozyczonych z innych pracowni,
gtéwnie od dra Pawta Maka), protoko-
ty, zrobi¢ bufory, zel wylewalam caty
dzien... Ale UDALO SIE! Nie tylko uda-
o nam sie uzyskac¢ kilka klonéw pro-
dukujacych monoklonalne przeciwciata,
ale udalo sie wyselekcjonowa¢ klon
produkujacy przeciwcialo blokujace
dziatanie TNF!

Byl w nas zapal i rados¢. Chyba nic
pdéZniej nie dato mi az takich wrazen,
takiej frajdy z nauki. Czasy poczatkow
Kota daly nam wiare we wlasne sity
i rozped do pdzniejszej pracy nauko-
wej. A znajomosci i przyjaZznie zawarte
w czasie studiow trwaja do dzis.
Trudno uwierzyé, ze dra Michata B.
nie ma z nami juz od prawie 10 lat...

Agata Klejman
(poprzednio Pekalska, znana
powszechnie jako Agafia)

Pamietam swietowanie 10-lecia istnie-
nia Kota Mygen, jakby to bylo wczoraj.
Mineto jednak az 10 lat! Czas biegnie
niesamowicie szybko. W tamtym okre-
sie petnitam funkcje Przewodniczacej
Kota Mygen i byt to bardzo owocny
czas w moim zyciu. Jak wszyscy wiemy,
studia na Wydziale Biotechnologii nie
naleza do latwych. Spotkatam jednak
wiele pomocnych i zaangazowanych
0s0b, ktére wspieraly rozwdéj naszej or-
ganizacji. W zespole tkwi sila. Wspol-
nie organizowaliSmy ciekawe wyktady,

zarowno dla studentéw jak i liceali-
stow, pozyskiwaliSémy niezbedne fun-
dusze i wspélpracowaliSmy z Rada Kot
Naukowych Uniwersytetu Jagiellon-
skiego. Przede wszystkim jednak uczy-
liSmy sie dzieli¢ swoja wiedza i pasja.
Dzieki starszym, doswiadczonym stu-
dentom, mtodsi dowiadywali sie o sze-
rokich mozliwosciach wyjazdowych
i stypendialnych.

Dla mnie praca w Kole byta nie tylko
przyjemnoscia, ale takze swoistym



"warsztatem" umiejetnosci organizacji
i zarzadzania zespotem. Z pewnosScia
dziatalnos¢ w Mygenie wiele mnie na-
uczyla i pomogta w kolejnych pracach
po studiach. Gdy przekazywatam stery
nastepnej osobie, czyli Kasi Kowalik,
miatam poczucie dobrze wypelnionego
zadania. Swietowali§my 10-lecie ist-
nienia Mygenu, nosiliSmy z duma jubi-
leuszowe koszulki oraz mogliSmy napic¢
sie herbaty z pieknych kubkow (jedno
i drugie stuzy mi do dzisiaj).

Nie sposéb wymieni¢ wszystkie osoby,
ktére w tamtym okresie wspolpraco-
waly przy rozwoju Kota, na pewno
wielkim wsparciem byli moi zastepcy
Kuba Kotodziejski i Krzysiek Szade
oraz opiekun Kota Pani Prof. Joanna
Bereta. W pamieci pozostana na diugo
wyjazdy integracyjne do Mszany czy
wspolne ogniska na Zakrzéwku. Dzieki
wspotpracy wielu oséb, udato sie z du-
zym sukcesem zorganizowac stoisko
Wydzialu na Festiwalu Nauki czy
w czasie Nocy Naukowcéw. Uczestni-

czyliSmy razem w Szkotach Zimowych
oraz studenckich zjazdach Akademic-
kiego Stowarzyszenia Studentéw Bio-
technologii. Mtodsi studenci uczyli sie
przygotowywac plakaty konferencyjne
oraz prezentowac¢ wyniki badan nauko-
wych. W Mygenie duzo sie dziato
i trudno bytlo trafi¢ na pusty pokdj Kota
(milo wspominam tez wspdélne malo-
wanie $cian ;-). Na Wydziale sporo sie
moéwito o naszych dziataniach, co nie-
zwykle ulatwitlo wszelkie kontakty
z Rada Wpydzialu oraz Dziekanatem.
StworzyliSmy silna grupe otwarta na
wspotdziatanie.

Bardzo sie ciesze, ze Mygen dalej sie
rozwija i wszystkim zycze kolejnych
okragtych rocznic oraz powodzenia
w "dorostym" zyciu rodzinnym i zawo-
dowym po zakonczeniu przygody z Ko-
tem.

Matgorzata Parjaszewska
(dawniej Sokotowska)

MYGEN powstal spontanicznie i rado-
$nie w pokoju 113, czyli w LaBereto-
rium, w dawnym budynku Instytutu
Biologii Molekularnej UJ przy Alejach
Mickiewicza. Powstal dzieki entuzja-
zmowi studentéw dwodch pierwszych
rocznikéw Biotechnologii, ale przede
wszystkim dzieki energii i poswieceniu
dra Michata Berety i prof. Joanny Be-
rety. Dzieki Nim dowiedzieliS$my sie, na
czym polega codzienna praca w labo-
ratorium, jak krytycznie czytac litera-
ture naukowa oraz jak w pei

wykorzysta¢ nasza fantazje i wiedze
przy planowaniu eksperymentow.

Zapewne niejeden z nas do dzi$ wspo-
mina gorace MYGENowe dyskusje
oraz najbardziej kuriozalne hipotetycz-
ne eksperymenty. MYGEN i LaBereto-
rium to byl nasz dom w czasie studiow.
Wielu z nas, zarazonych bakcylem do-
brej nauki, wyjechato po studiach na
doktoraty za granice, ale jestem pew-
na, iz wszyscy wcigz pamietamy to,
czego nauczyliSmy sie od Opiekunéw
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naszego Kota: swietosci Nauki, etyki
pracy oraz kreatywnosci w labie. MY-
GEN wychowatl wielu swietnych na-
ukowcow, ktorzy pracuja na
uniwersytetach na catym swiecie. Cie-
sze sie, ze nadal sie rozwija i przyciaga

do siebie nowe roczniki Studentow U]J.
Wszystkiego najlepszego z okazji 20-
tych urodzin!

Ilona Rafalska-Metcalf

Podsumowanie Miedzynarodowej Konferencji Nauk Przyrodniczych
i Medycznych: Mtodzi Naukowcy, Doktoranci, Studenci

Miedzynarodowa Konferencja Nauk
Przyrodniczych i Medycznych: Mtodzi
Naukowcy, Doktoranci, Studenci odby-
la sie w dniach 1-3 grudnia ubiegtego
roku kalendarzowego w Lublinie.

Udziat w konferencji umozliwil uczest-
nikom poszerzenie wiedzy nie tylko
w obszarze biochemii i biotechnologii,
ale réwniez w innych dziedzinach na-
uki, takich jak medycyna, farmacija,
weterynaria oraz chemia. Prelegenci
wykazywali
wiedzy i przedstawiali prace badaw-
cze, przegladowe, a takze opisy przy-
padkow.

sie wysokim poziomem

Kazdy z uczestnikow mégt réwniez
wzigé udzial w warsztatach oferowa-
nych przez Organizatoréw, a poniewaz
tematyka warsztatéw byla réznorodna,
kazdy mégt znalezé cos dla siebie.

Jednak to nie byt koniec oferty Organi-
gdyz abstrakty
zamieszczone

zatoréw konferencji,
uczestnikdw  zostaly

w ksiazce, ktora jest czescia czasopi-
sma MEDtube Science, a chetni mogli
przygotowa¢ publikacje do wspomnia-
nego czasopisma oraz innych, takich
jak World Scientific News oraz Nauki
Przyrodnicze. Po konferencji wydana
zostala réwniez monografia pokonfe-
rencyjna.

Sposréd  cztonkow naszego Kota
w konferencji wziety udzial oraz wy-
glosity prezentacje - Kinga Pajdzik,
Kinga Stopa oraz Martyna Wasilew-
ska. Studentkom tym przyznano réw-
niez nagrody: II  nagrode za
wygloszenie  najlepszego  referatu
otrzymata Kinga Pajdzik, natomiast
wystapienia Kingi Stopy oraz Martyny
Wasilewskiej zostaly wyrédznione.

Serdecznie dziekujemy Organizatorom
za ciepte przyjecie i zyczymy powodze-
nia w kolejnych edycjach Konferenc;ji.

Kinga Stopa



IV Ogdlnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu
BIDCPEN
P 4
AL LODZ
24 - 25 Maja 2018 .

Doktoranci, Mlodzi Naukowcy!

Z radoscia zapraszamy Was do wziecia udzialu w IV Ogoélnopolskiej Konferencji
Doktorantéw Nauk o Zyciu BioOpen. W dniach 24-25 maja 2018 r. spotkamy sie na
Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Eédzkiego, juz po raz czwarty,
aby przedstawi¢ naukowe dokonania, podzieli¢ sie doswiadczeniem i integrowac¢ we

wspaniatej atmosferze!

Na Konferencji gosci¢ bedziemy wybitnych specjalistow, ktérych wyklady rozpoczna

obrady w czterech sesjach tematycznych: Mikrobiologia i immunologia, Biologia

molekularna i biotechnologia, Fizjologia i biotechnologia roslin, Ekologia
i ochrona srodowiska
Uczestnicy natomiast beda mogli zaprezentowa¢ sie w sesjach referatowych

i posterowych. W trakcie trwania BioOpen swoje ustugi i produkty zaprezentuja takze

znane i szanowane firmy z sektora life science.
Zapraszamy na nasza strone i profil na facebooku.

Pozdrawiamy,

Komitet Organizacyjny

Nowinki ze swiata nauki

JAK RYBONUKLEAZA DICER ROZPOZNAJE | TNIE
DWUNICIOWE RNA?

Mimo ze endorybonukleazy Dicer od- endorybonukleazom funkcja jest

kryto prawie dwie dekady temu, wciaz
budza one zainteresowanie wielu ba-
daczy ze wzgledu na to, jaka role od-
grywaja w regulacji ekspresji gendéw.
Obecnie wiemy, iz odpowiadaja one za
ciecie dwuniciowego RNA, w wyniku
ktérego powstaje mikro-RNA (miRNA)
krotkie  interferujagce  RNA
(siRNA) uczestniczace w zjawisku wy-
ciszenia ekspresji na drodze interfe-
rencji RNA. Inng przypisywana tym

oraz

uczestnictwo w obronie organizmu
macierzystego przed wirusami po-
przez ciecie genomu RNA wirusa po-
wstalego w czasie jego replikacji.

Wiasnie ten funkcjonalny dualizm za-
interesowat grupe badawcza z Zakla-
du Biochemii na  Uniwersytecie
w Utah, ktora postanowila zbadad,
w jaki sposéb enzymy Dicer rozpozna-
ja i tna substraty. W grudniu 2017 ro-
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ku badacze opublikowali wyniki swo-
ich badan nad dziataniem enzymu Di-
Drosophila  melanogaster,
z ktorych wnioskowali, iz enzymy Di-
cer (a konkretnie dmDcr-2) rozpoznaja
substraty na podstawie wystepowania
w nich tepych koncow sekwencji (BLT
- blunt termini) lub lepkich, z wystaja-
cym koncem 3’. Co wiecej, za rozpo-
znanie réznego rodzaju
dwuniciowego RNA odpowiadaja réz-
ne domeny obecne w enzymach Dicer.
Wykorzystujac technike mikroskopii
krioelektronowej oraz wprowadzajac
mutacje punktowe, badacze wustalil,
iz Dicer rozpoznaje i tnie substraty
wedlug dwoch modeli.
przypadku dsRNA zawierajace wysta-
jacy koniec 3’ jest rozpoznawany przez
domene Platform-PAZ rybonukleazy
Dicer i ciety w specyficznym miejscu
na fragmenty siRNA o tej samej dtugo-
$ci (22 nukleotydéw). Jednoczesnie
obecna w enzymie Dicer domena heli-
kazy jest odpowiedzialna za rozpozna-
nie dwuniciowego RNA o tepych
koncach (BLT dsRNA) i ciecie ich na
fragmenty miRNA o réznych dlugo-
sciach sekwencji. Co ciekawe, réwniez
sam mechanizm ciecia rézni sie zna-
czaco. W przypadku domeny Platform-

cer u

koncoéw

W pierwszym

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

PAZ ciecie sekwencji jest zalezne od
obecnosci ATP. Drugi mechanizm,
zwiazany z domena helikazy, nie wy-
maga ATP i wykazuje wysoka proce-
sywnos$¢. Podejrzewa sie, ze zaréwno
procesywnos¢, jak i powstawanie nie-
specyficznych produktow w drugim
modelu jest korzystne w przypadku
obrony przed wirusami.

Autorzy pracy postuluja, iz za skutecz-
na obrone przed wirusami odpowiada
wlasnie procesywnos$¢ enzyméw Dicer
zwigzana z wystepowaniem domeny
helikazy. Cho¢ wystepujaca u ludzi od-
miana enzymu (hsDCR-1) nie wykazuje
procesywnosci w warunkach in vitro,
autorzy publikacji postuluja, iz z racji
wystepowania w ludzkim enzymie Di-
cer domeny helikazy, w odpowiednich
warunkach procesywnos¢ ta moze zo-
sta¢ wzbudzona. W takim przypadku
by¢ moze mielibySmy do czynienia
Z zupelie nowa metoda zwalczania in-
fekcji wirusowych, skoncentrowana na
pobudzeniu aktywnosci antywirusowej
enzymu Dicer, jednakze wymagane sa
dalsze badania.

Michat Nodzynski

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

ZWIAZEK ZNALEZIONY W CZERWONYM WINIE
POPRAWIA FUNKCJE KOMOREK ODPORNOSCIOWYCH

Resweratrol jest polifenolowym zwigz-
kiem roslinnym, ktoéry wzbudzit duze
zainteresowanie jako $rodek farmako-
logiczny ze wzgledu na jego potencjal-

ne przeciwnowotworowe dziatanie,
a takze wplyw na starzenie sie i stan
zapalny. Jednak wiele badan ukazywa-
lo sprzeczne dowody na wplyw reswe-



ratrolu w réznych kontekstach. Crave-
iro i wsp. odkryli, ze wysokie dawki re-
sweratrolu hamowaty odpowiedz
ludzkich limfocytéw T CD4+ na anty-
geny, natomiast niskie dawki leku
zmienily metabolizm komoérek, czyniac
je bardziej wrazliwymi na antygeny.

Dodatkowo, komérki  wytwarzaly
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).

zwiekszone ilosci prozapalnej cytokiny
- interferonu-y. Sugeruje to, ze nalezy
dokladnie rozwazy¢ zastosowanie re-
sweratrolu w leczeniu réznych chorob,
szczeg6lnie w przypadku zaburzen au-
toimmunologicznych.

Szymon Krupa

[2] https://www.the-scientist.com/?articles.view/
articleNo/50668/title/Compound-Found-in-Red-
Wine-Boosts-Immune-Cell-Function/

[dostep: 23.01.2018]

ODPORNOSC MOZE SPRAWIC, ZE TERAPIE OPARTE
NA CRISPR BEDA NIESKUTECZNE

CRISPR-Cas9 zostal okrzykniety prze-
lomowym narzedziem do edycji geno-
mu, ktére moze zapoczatkowaé ere
precyzyjnej terapii genowej. Badania
kliniczne z jego udzialem zaplanowano
juz na ten rok, jednakze okazuje sie, iz
uklad odpornosciowy moze hamowac
skutecznos$¢ tej terapii.

W badaniu, ktoére ukazalo sie w MIT
Technology Review, zbadano krew 12
dorostych i 22 noworodkéw pod katem
przeciwciat przeciwko biatkom Cas9
pochodzacych ze Staphylococcus au-
Streptococcus  pyogenes.
Stwierdzono przeciwciata
dla Cas9 z S. pyogenes u 65 procent
przeciwciata dla Cas9
z S. aureus u 75 procent badanych.

reus i
obecnosé

dawcow i

Bibliografia:

[1] https://www.the-scientist.com/?articles.view/
articleNo/51276/title/ImmunityMayMakeCRISPR
-Based-Therapies-Ineffective/

[dostep: 23.01.2018].

[2] https://www.technologyreview.com/the-down-
load/609904/uh-oh-crispr-might-not-work-in-people

Ponadto, u prawie polowy dawcow
obecne byly komérki T CD4+, ktore
specyficznie atakowaly homologi Cas9
z S. aureus.

Odpornos¢ moze nie tylko prowadzic¢
do ograniczenia skutecznosci terapii
CRISPR, zwigzane sa z nig rowniez
pewne obawy co do bezpieczenstwa
stosowania technik opartych na CRI-
SPR. Problemy te sa jednak ograniczo-
ne do tych terapii, ktére maja na celu
edycje genomoéw in vivo, prawdopo-
dobnie nie dotycza one badan obejmu-
jacych usuwanie komoérek i edyto-
wanie genow w laboratorium.

Szymon Krupa

[dostep: 23.01.2018].

[8] 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 [dostep: 25.01.2018].
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Zapraszamy na III  Ogoélnopolskie Sympozjum Mikrobiologiczne
+~METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK”, ktére odbedzie sie w Lublinie
w dniach 28-29 czerwca 2018 roku na Katolickim Uniwersytecie Lubelskim.
W konferencji uczestniczy¢ beda eksperci z calej Polski zwigzani z mikrobiologia,
biologia molekularna i bioinformatyka. Tematyka konferencji dotyczy
kompleksowego rozpoznania bioréznorodnosci mikroorganizméw w réznych
srodowiskach oraz najnowoczesniejszych metod badawczych stosowanych
w mikrobiologii, biologii molekularnej i biotechnologii. Celem Sympozjum jest
podsumowanie dotychczasowej wiedzy i przedstawienie najnowszych osiagniec
w badaniach z zakresu metagenomiki, mikrobiologii, bioinformatyki, oddziatywan
pomiedzy mikroorganizmami réznych srodowisk oraz ich znaczenia dla rozwoju
rolnictwa, ochrony srodowiska i biotechnologii.

Szczegotowe informacje dostepne sa 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 Pawta II,
Instytut Agrofizyki Polskiej Akademii Nauk w Lublinie,

Instytut Mikrobiologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej
w Lublinie,

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa,

Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach,

Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.
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Intensywne namnazanie sie bakterii i grzybow w danym srodowisku pro-
wadzi do formowania przez te mikroorganizmy przestrzennych struktur
nazywanych biofilmami. Aktualne badania wskazuja, iz biofilmy pelnia
jedna z kluczowych rél w rozwoju powaznych choréb infekcyjnych, stano-
wiacych czesto zagrozenie zycia dla osob z obnizona odpornoscia. Szereg
wydzielanych przez patogeny skladnikow tworzy zewnatrzkomorkowa ma-
cierz stanowiaca szczelna bariere chroniaca mikroorganizmy przed nieko-
rzystnymi warunkami sSrodowiska. Poznanie roli poszczegolnych
komponentow macierzy stanowi wyzwanie dla wspotczesnej nauki. Okazu-
je sie, ze szczegolnie wazna role w formowaniu macierzy pelni pozako-
morkowe DNA (ang. extracellular DNA, eDNA), uwalnianie do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej przez mikroorganizmy tworzace biofilm. Ostanie la-
ta badan wykazaly, ze eDNA jest jednym z gléwnych skladnikéw wplywaja-
cych na integralnos¢ calej struktury, ponadto moze ono utrudniac¢
penetracje biofilmow przez antybiotyki i tym samym brac¢ udzial w rozwi-
janiu lekoopornosci. Dokladne poznanie mechanizméw tworzenia biofil-
mow i funkcji poszczegoélnych ich komponentow ma kluczowe znaczenie
w opracowywaniu nowoczesnych lekow przeciwbakteryjnych i przeciw-
grzybiczych. W niniejszej pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na te-
mat funkcji pozakomodrkowego DNA w biofilmach prokariotycznych
i eukariotycznych oraz mozliwosci wykorzystania lekow opartych na ak-
tywnosci deoksyrybonukleazy w zwalczaniu infekcji.

Wstep den lub kilka gatunkéw mikroorgani-
zmow prokariotycznych i eukariotycz-
nych [1]. Biofilmy moga powstawacé
niezliczonej liczbie Srodowisk

Niemal kazde srodowisko na Ziemi za-

siedlane jest przez rézne gatunki mi- w

kroorganizmow, ktére moga wchodzic¢
wzajemnie zlozone interakcje.
Wspélny rozwdj prowadzi¢ moze do
postawania biofilméw, czyli trojwymia-
rowych struktur tworzonych przez je-

w

sztucznych oraz naturalnych i to wta-
$nie warunki sSrodowiskowe determi-
nuja tych
struktur. Zycie w takich zorganizowa-
nych spotecznosciach przynosi wiele

specyficzne wtasciwosci



korzysci mikroorganizmom, poniewaz
umozliwia m.in. przetrwanie w nie-
sprzyjajacych warunkach srodowiska.
Szacuje sie, ze ok. 97% masy calego
biofilmu stanowi woda, natomiast po-
zostate 3% to wydzielane egzopolisa-
charydy, biatka, lipidy oraz
zewnatrzkomorkowe DNA (eDNA) [2].
Gléwna rola tych sktadnikéw jest
zwiekszanie adhezji mikroorganizmoéow
do podtoza i utrzymywanie integralno-
$ci catej struktury. Biofilmy oraz ich
skltadniki moga z jednej strony miec
znaczenie w utrzymywaniu prawidto-
wej homeostazy organizmu gospoda-
rza, a z drugiej strony, pelni¢ role
w rozwoju drobnoustrojow patogen-
nych i lekoopornosci.

Struktura i formowanie biofilmow
bakteryjnych

Kazdego roku zwieksza sie liczba ba-
dan naukowych dotyczacych proceséow
tworzenia biofilméw, a otrzymywane
wyniki wnosza coraz wiecej istotnych
informacji na ich temat. Dotychczaso-
we obserwacje pokazuja, ze wiekszos¢
znanych gatunkow bakterii jest w sta-
nie rozwijac¢ sie i zy¢ w tak zorganizo-
wanych spotecznosciach, a ponadto
wydaje sie, ze jest to dominujaca for-
ma wystepowania wiekszosci mikroor-
ganizmow w przyrodzie [3]. Proces
tworzenia biofilmu jest dlugotrwaty
i zlozony. Pierwszym etapem jest adhe-
zja mikroorganizmu do podioza.
W procesie tym ogromna role odgry-
waja biatka adhezyjne, specyficzne dla
danego gatunku, oraz pozakomoérkowe
DNA. W kolejnych etapach, do miejsca
powstania pierwszej monowarstwy na-

plywaja kolejne komorki mikroorgani-
zmoéw, co skutkuje tworzeniem wielo-
warstwowej struktury przestrzennej
stabilizowanej przez szereg zwigzkow
wydzielanych do przestrzeni pozako-
moérkowej okreslanych jako macierz
biofilmu [4]. Do gtéwnych jej kompo-
nentéw w biofilmie bakteryjnym zali-
cza sie egzopolisacharydy, stanowiace
stabilne rusztowanie calej struktury.
Wazna role w formowaniu biofilmow
petlniag takze biatka powierzchniowe
bakterii, ktéore moga by¢ przylaczane
do powierzchni komérek lub wydziela-
ne na zewnatrz. Szczegdélnie wazna ro-
le odgrywaja tu biatka budujace
fimbrie. Przyktadem moze byc¢ biatko
TasA, wystepujace u bakterii Bacillus
subtilis, tworzace amyloidowe wtdkna,
ktore umozliwiaja $cisle przyleganie
komoérek mikroorganizmu, a w konse-
kwencji tworzenie stabilnych struktur
biofilmu [5]. W macierzy biofilméw
prokariotycznych znajduja sie réwniez
duze ilosci eDNA, ktorego funkcja
w ostatnich latach jest intensywnie ba-
dana [6].

Rola eDNA w biofilmach prokario-
tycznych

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) we
wszystkich organizmach peini role no-
$nika informacji genetycznej. Wtasci-
wosci fizyczne DNA, takie jak wysoka
lepkos$¢ oraz ujemny tadunek elektro-
statyczny sprawiaja, ze moze on poza
komorka pelni¢ wiele innych funkcji,
niezwigzanych z przekazywaniem in-
formacji genetycznej.

W 2002 roku podczas badan nad bio-
synteza alginianéw u Pseudomonas

17
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aeruginosa, zaobserwowano, Ze oprocz
duzej ilosci polisacharydéw i innych
zwigzkéw organicznych, w macierzy
biofilmu wystepuja znaczne ilosci kwa-
su nukleinowego [6]. Wykonano ekspe-
ryment polegajacy na suplementacji
pozywki hodowlanej deoksyrybonukle-
aza (DNaza I). Zaobserwowano inhibi-
cje tworzenia biofilmu hodowanego
przez mniej niz 60 godzin. Badania te
wykazaty, ze kwas nukleinowy znajdu-
jacy sie w macierzy biofilmu ma klu-
czowe znaczenie dla formowania
biofilmu bakteryjnego, szczegdlnie na
jego pierwszych etapach. Biofilm ro-
snacy przez minimum 84 godziny byt
zdecydowanie mniej wrazliwy na dzia-
tanie DNazy I, co s$wiadczy o pojawie-
niu sie dodatkowych skladnikow
stabilizujacych jego strukture. Zewna-
trzkomorkowe DNA, ze wzgledu na
swoje wilasciwosci fizykochemiczne,
ulatwia przyleganie komérek do podto-
za, dlatego tez jego degradacja przez
deoksyrybonukleaze ogranicza adhezje
mikroorganizméw do podloza, a to
z kolei hamuje pierwsze etapy tworze-
nia tej zorganizowanej struktury. Po-
nadto w rozwijajacych sie biofilmach
degradacja eDNA utrudnia réwniez
agregacje komorek bakteryjnych [7].
Wykazano réwniez, ze szczepy Bacillus
cereus z mutacja genow purA, purC
i purL, odpowiedzialnych za biosynte-
ze puryn, nie sa w stanie prawidtowo
formowac biofilméw [8], co dodatkowo
potwierdza wczesniejsze hipotezy.

Doktadny mechanizm regulacji uwal-
niania eDNA nie jest do konca pozna-
ny. Udowodniono, ze DNA znajdujace
sie w macierzy biofilmu nie rézni sie
od genomowego, zatem postawiono hi-

poteze, ze moze by¢ ono uwalniane
w procesie autolizy. Autoliza u bakterii
jest wynikiem aktywacji szlakéw zalez-
nych przede wszystkim od zjawiska
»quorum sensing”, ktére miedzy inny-
mi umozliwia mikroorganizmom regu-
lacje ekspresji genéow w zaleznosci od
gestosci populacji [9]. W przypadku
Ps. aeruginosa wykazano, ze genem
regulujacym uwalnianie DNA jest
pgsA. Bakterie z mutacja genu pgsA
wytwarzaja bardzo niewielkie
czasteczki sygnatowej PQS (ang. Pseu-
domonas Quinolone Signal), bioracej
udzial w aktywacji lizy. Kolejne bada-
nia pokazaly, ze uwalnianie eDNA u Ps.
aeruginosa jest dodatkowo regulowa-
ne przez zelazo, ktére wplywa na ak-
tywnos¢ genow Pgs. W duzym stezeniu
wplywa ono na obnizenie ekspresji
tych genéw i w rezultacie skutkuje
zmniejszeniem uwalniania DNA na ze-
wnatrz [10]. Ps. aeruginosa wytwarza
réowniez szereg toksyn, m.in. piocyjani-
ne, ktora katalizuje reakcje zamiany
tlenu w rodniki ponadtlenkowe i nad-
tlenek wodoru. Okazuje sie, ze istnieje
zaleznos¢ pomiedzy produkcja tego
zwigzku a uwalnianiem eDNA, ponie-
waz H,O, indukuje wsréd bakterii
znajdujacych sie w biofilmie mecha-
nizm autolizy [11]. Mogtoby sie wyda-
wac, ze z jednej strony produkcja
piocyjanianu jest zjawiskiem nieko-
rzystnym dla pojedynczych komorek
bakteryjnych, jednak nalezy pamietac,
ze w kontekscie catego biofilmu uwal-
nianie pozakomérkowego DNA ma klu-
czowe znaczenie. Oprécz mechanizmu
autolizy pojawiaja sie rowniez przykla-
dy swiadczace o mozliwosci uwalnia-
nia DNA za pomoca systeméw sekrecji

ilosci



[12]. Zaobserwowano, ze Gram ujem-
ne bakterie z gatunku Neisseria go-
norrhoeae  uwalniaja ilosci
zewnatrzkomérkowego DNA podczas
wykladniczej fazy wzrostu, wykorzy-
stujac IV system sekrecji (T4SS) [13].
Pojawiaja sie réwniez przyklady trans-
portu DNA na zewnatrz komérki za po-
moca pecherzykow btonowych [14]. Do
tej pory mechanizm ten zaobserwowa-
no u kilku gatunkow bakterii Gram
ujemnych (Pseudomonas aeruginosa,
Myxococcus xanthus) oraz Gram do-
datnich (Bacillus anthracis, Staphylo-
coccus aureus, Streptococcus mutans)
[15].

Pomimo niewatpliwej roli w stabilizacji
struktury biofilméw, eDNA odkrywa
rowniez wazna funkcje w horyzontal-
nym transferze gendéw, ktory jest gtow-
nym mechanizmem odpowiedzialnym
za adaptacje drobnoustrojéw do wa-
runkéw srodowiska [16]. Do gléwnych
mechanizméw wymiany DNA pomie-
dzy bakteriami zaliczy¢ nalezy trans-
formacje, koniugacje oraz transdukcje.
Skupiska pozakomoérkowgo DNA sta-
nowia duza pule gendéw, ktére moga
by¢ przekazywane pomiedzy mikroor-
ganizmami nalezacymi do tych samych
lub réznych gatunkéw. Transformacja
jest bardzo szybkim mechanizmem,
dzieki ktéremu mozliwe jest rozprze-
strzenianie genéw kodujacych miedzy
innymi czynniki wirulencji oraz leko-
opornosc¢ [17, 18]. W procesie tym bio-
ra udzial mikroorganizmy charakte-
ryzujace sie tzw. kompetencja, czyli
zdolnoscia do przyjmowania DNA ze
srodowiska. Na podstawie badan hory-
zontalnego transferu genéw u niekto-
rych gatunkéw paciorkowcow

duze

wykazano, ze kompetencja jest wyni-
kiem aktywacji szlaku sygnatowego
ComDEX przez peptyd CSP (ang. com-
petence-stimulating peptide) [19]. Mu-
tanty nieposiadajace zdolnosci do
kompetencji tworza biofilmy o znacz-
biomasie [20].
Transfer genéw opornosci na antybio-
tyki opisano miedzy innymi dla biofil-
mu tworzonego przez dwie bakterie
pospolicie wystepujace w jamie ustnej:
Veillonella dispar oraz Streptococcus

nie zredukowanej

mitis. Zaobserwowano, ze 0Czyszczone
DNA pochodzace z Veillonella dispar
moze transformowac bakterie S. mitis,
co skutkuje pojawieniem sie genéw
opornosci na tetracykline u paciorkow-
ca[21].

Struktura i formowanie biofilmow
eukariotycznych

Struktura biofilméw eukariotycznych
jest stosunkowo stabo zbadana. Najle-
piej poznanymi sa biofilmy tworzone
z udzialem polimorficznych, oportuni-
stycznych drozdzakéw z rodzaju Can-
dida, ktére sa sktadnikami naturalnej
mikroflory u prawie 80% populacji
cztowieka. Drozdzaki z gatunku Candi-
da albicans wywotuja u 0séb z obnizo-
na odpornoscia powazne infekcje -
kandydozy. Podobnie jak w przypadku
bakterii, mozemy wyr6zni¢ trzy etapy
biofilméw  drozdzowych.
Pierwszym etapem jest adhezja komo-
rek do podloza, nastepnie dochodzi do
zmiany formy morfologicznej z komor-
kowej na (filamentnag),
a takze rozpoczyna sie produkcja
i uwalnianie sktadnikéw macierzy two-

tworzenia

strzepkowa

rzacej biofilm [22]. Macierz zewnatrz-
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komoérkowa w biofilmie eukariotycz-
nym sktada sie gléwnie z weglowoda-
néw, ale wystepuja w niej réwniez
biatka, aminocukry, kwas uronowy,
reszty fosforanowe oraz znaczne ilosci
DNA [23, 24]. Patogenne grzyby maja
zdolnos¢ do Scistego przylegania do
réznych powierzchni wewnatrz organi-
zmu gospodarza, takich jak na przy-
ktad srdédbtonek naczyn krwionosnych
i btony Sluzowe. Ponadto drozdzaki
bardzo czesto kolonizuja sztuczne im-
planty, zastawki i sprzety medyczne,
stanowiac grozne dla zycia zroédla
wtoérnego zakazenia [25]. Adhezje do
podloza i agregacje komorek grzybow
tworzacych biofilm umozliwiaja biatka
- adhezyny, ktére najlepiej zostaly opi-
sane w przypadku drozdzakéw C. albi-
Glowna grupa adhezyn
wystepujacych u C. albicans sa gliko-
proteiny z rodziny Als (ang. agglutinin-
like sequence). Przyleganie do btlon
sluzowych umozliwiaja gléwnie biatka
Alsl, Als2 i Als4, z kolei Als1 oraz Als3
wraz z adhezyna Hwpl (ang. hyphal
wall protein) umozliwiaja zlepianie za
soba strzepek, co pozwala na tworze-
nie rozbudowanych struktur [26]. Ko-
lejna wazna adhezyna jest biatko Eapl
(ang. enhanced adherence to polysty-
rene), strukturalnie bardzo podobne
do biatek z rodziny Als. Uwaza sie, ze
jego gtéwna funkcja jest umozliwianie
adhezji do sztucznych powierzchni po-
listyrenowych oraz do nabtonka nerko-
wego [27]. Bialek umozliwiajacych
przyleganie do réznych powierzchni
odkrytych u C. albicans oraz u innych
patogennych grzybow takich jak Cryp-
tococcus neoformans czy Aspergillus
fumigatus jest jednak znacznie wiecej [28].

cans.

Rola eDNA w biofilmach eukario-
tycznych

Selektywna degradacja skladnikow
macierzy dojrzatego biofilmu formowa-
nego przez C. albicans za pomoca pro-
teinazy K i skutkuje
obnizeniem adhezji drozdzaka do pod-
loza [22]. Wiekszos$¢ aktualnie prowa-
dzonych badan koncentruje sie jednak
na wyjasnieniu funkcji eDNA. Okazuje
sig, ze ilo$¢ pozakomoérkowego DNA
jest Scisle skorelowana z etapem two-
rzenia biofilmu. Dodanie DNazy I nie
wykazuje znacznego wptywu na formo-
wanie biofilmu drozdzowego na pierw-
szych etapach formowania, w prze-
ciwienstwie do biofilméw bakteryjnych
[24]. Dopiero dodanie DNazy I do dojrza-
tego biofilmu, rosnacego przez mini-
mum 48 godzin, powoduje spadek
integralnosci powstatej struktury. Wy-
daje sie zatem, ze pozakomoérkowe
DNA jest kluczowym skladnikiem za-
pewniajacym stabilnos¢ dojrzatego
biofilmu eukariotycznego, natomiast
nie jest niezbedne na etapie adhegzji
drozdzaka do podioza. W poczatko-
wych fazach rozwoju biofilmu drozdzo-
wego kluczowa role pelnia przede
wszystkim liczne adhezyny. Podobne
obserwacje poczyniono w przypadku
grzybéw z gatunku A. fumigatus [29].
W celu potwierdzenia funkcji DNA
w biofilmach drozdzowych wykonano
doswiadczenie polegajace na dodaniu
niewielkiej egzogennego DNA
pochodzacego z C. albicans oraz pato-
genow zwigzanych z zapaleniem ptuc:
Ps. aeruginosa i S. aureus do struktur
tworzonych przez C. albicans, C. gla-
brata i C. tropicalis. Zaobserwowano

chitynazy

ilosci



powstanie gestej sieci komoérek oto-
czonych duza iloscia eDNA. Zaskakuja-
cy wynik uzyskano, gdy egzogenne
DNA dodawane bylo w bardzo duzej
ilosci (powyzej 10 pg/ml). Zaobserwo-
wano wowczas spadek masy biofilmu,
co moze $wiadczy¢ o roli DNA w inhi-
bicji wzrostu i promowaniu odrywania
komoérek od podtoza w celu kolonizacji
innych powierzchni, w momencie osia-
gniecia przez biofilm dojrzatej struktu-
ry [30].

Mechanizm uwalniania eDNA przez or-
ganizmy eukariotyczne nie jest do kon-
ca poznany. Uwalnianie eDNA przez
bakterie jest gtownie zwigzane ze zja-
wiskiem ,quorum sensing”, ktére in-
dukuje procesy autolizy, jednak
poznano do tej pory zaledwie kilka
zwigzkéw bioracych udziat w tym zja-
wisku u organizmow eukariotycznych
[9]. W przypadku C. albicans substan-
cje te odpowiedzialne sa za regulacje
zmiany formy morfologicznej drozdza-
ka, ktéra w duzej mierze zalezy od ge-
stosci komérek. W zageszczeniu
wiekszym niz 106 komorek/ml obser-
wuje sie silna inhibicje strzepkowania
spowodowana produkcja farnezolu
[31]. Jednak badania z wykorzystaniem
mutanta C. albicans chk1/chk1, pozba-
wionego kinazy histydynowej, bioracej
udzial miedzy innymi w przekazie sy-
gnalu modulowanego przez farnezol
[32], wykazaty brak znaczacej roli tego
zwigzku w aktywacji uwalniania eDNA
[24]. Wplyw innych czasteczek biora-
cych udziat w , quorum sensing” nie
zostat jeszcze poznany. Podejrzewa sie,
ze za uwalnianie pozakomérkowego
DNA moze by¢ rowniez odpowiedzial-
ny proces oparty na aktywnosci chity-

naz [33]. Do tej pory odkryto cztery
geny kodujace chitynazy u C. albicans.
Geny CHTZ2 oraz CHT3 sa odpowie-
dzialne ze regulacje zmiany formy
morfologicznej i wykazuja szczegoélnie
wysoka aktywno$¢ w formie strzepko-
wej [34]. Wykazano, ze chitynazy ko-
dowane przez te geny sa aktywne
w momencie uwalniania eDNA, zatem
mozna podejrzewac, ze istnieje Scista
korelacja pomiedzy uwalnianiem
eDNA i tworzeniem formy strzepkowej
[33].

Wplyw pozakomoérkowego DNA na
stabilizacje biofilméw mieszanych

W warunkach naturalnych wiekszos¢
powaznych infekcji jest zwigzana z wy-
stepowaniem tzw. biofilméw miesza-
nych, kilkunastu
gatunkéw bakterii i grzybéw. Formo-
wanie
obserwuje sie bardzo czesto m. in. na
powierzchni zebéw oraz dzigset. Wyka-
zano, ze bakterie wchodzace w sktad
tych struktur (np. S. mutans, S. gordo-
nii, Veillonella dispar, Fusobacterium
nucleatum oraz Porphyromonas gingi-
valis) uwalniaja znaczne ilosci eDNA
[35]. Podobnie jak w przypadku biofil-
mow jednogatunkowych, zaobserwo-
wano, ze DNA odgrywa kluczowa role
w poczatkowych etapach formowania
mieszanych biofilméw, natomiast ich
forma dojrzata stabilizowana jest
gtdwnie przez polisacharydy. Wyniki
badan in vivo oraz in vivo prowadzo-
nych na biofilmach tworzonych przez
Staphylococcus epidermidis i C. albi-
cans w obrebie wktucia centralnego
u myszy wskazuja na zwiekszona ilos¢

utworzonych z

wielogatunkowych biofilmow
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pozakomérkowego DNA i zdecydowa-
nie wieksza stabilno$¢ w pordéwnaniu
do struktur tworzonych niezaleznie
przez wskazane gatunki mikroorgani-
zmow [36]. Wykazano, ze przyczyna
zwiekszonej ilosci eDNA w macierzy
jest zmniejszenie ekspresji genéw zlo-
kalizowanych w operonie Irg S. epider-
midis, odpowiedzialnych za powstanie
biatek bedacych represorami autolizy
[37]. Ponadto zaobserwowano zwiek-
szone rozprzestrzenianie S. epidermi-
dis w obrebie wklucia centralnego
u myszy, co przekladato sie na dyna-
miczny rozwqj infekcji i skutkowato
wzrostem Smiertelnosci zwierzat. Bar-
dzo czesto w biofilmach mieszanych
obserwowane jest przyleganie bakterii
do strzepek. Prawdopodobnie drozdza-
ki moga peli¢ funkcje szkieletu, na
ktéorym rozwija sie biofilm bakteryjny,
dzieki temu strzepki utatwiaja koloni-
zacje tkanek gospodarza i rozprze-
strzenianie infekcji bakteryjnych [36].

eDNA jako czynnik wirulencji mi-
kroorganizmow prokariotycznych
i eukariotycznych

Wiekszos$¢ sktadnikéw macierzy biofil-
mu moze by¢ rozpoznawana przez ko-
morki uktadu odpornosciowego
cztowieka za posrednictwem recepto-
row rozpoznajacych wzorce [38]. Bak-
teryjne DNA uwolnione w trakcie
fagocytozy uruchamia produkcje cyto-
kin przez aktywacje receptora TLR9,
znajdujacego sie na blonie endosomu
fagocytéw. TLR9 rozpoznaje niemety-
lowane motywy CpG charakterystycz-
ne dla Dbakteryjnego DNA [39].
Badania z ostatnich lat pokazuja, ze

rowniez pozakomoérkowe bakteryjne
DNA znajdujace sie w macierzy moze
posredniczy¢ w aktywacji komorek
uktadu odpornosciowego. Dodanie do
rosnacego biofilmu tworzonego przez
Ps. aeruginosa DNazy I, skutkuje
zmniejszeniem produkcji IL-8 i IL-1B
przez neutrofile, co moze wskazywac
na istotna role eDNA w indukcji stanu
zapalnego [39]. Zaobserwowano takze,
ze niektore mikroorganizmy sa zdolne
do unikania rozpoznania na tej drodze,
czego przykladem moga by¢ bakterie
N. gonorrhoeae. Bez indukcji autolizy,
lecz za posrednictwem T4SS bakterie
te uwalniaja metylowane DNA, przez
uktad immunologicznego gospodarza
nie jest aktywowany [13].

Do tej pory rola eDNA w modulowaniu
odpowiedzi immunologicznej przez
C. albicans oraz inne patogeny euka-
riotyczne nie zostala jeszcze doktadnie
zbadana, jednak mozna podejrzewac,
ze podobnie jak w przypadku bakterii,
DNA bedzie aktywowato odpowiedz
immunologiczna. Do tej pory wykaza-
no, ze w przypadku biofilméw tworzo-
nych przez C. albicans obserwuje sie
zmieniona odpowiedz komérek uktadu
odpornosciowego w poréwnaniu do
hodowli planktonicznych. Réznice wi-
da¢ przede wszystkim w odpowiedzi
komoérek fagocytujacych. Zaobserwo-
wano, ze jednojadrzaste komorki krwi
obwodowej (ang. peripheral mononuc-
lear blood cells, PBMCs) migruja przez
strukture biofilmu bez indukcji fagocy-
tozy, ponadto, paradoksalnie, promuja
rozwoj biofilmu [40]. Na tej podstawie
wyciagnieto wniosek, ze za indukcje
wzrostu biofilmu odpowiada nieziden-
tyfikowany zwiazek uwalniany do nad-



saczu przez PBMCs. Ponadto wydziela-
nie tej substancji moze by¢ indukowa-
ne przez komponenty
komorkowej C. albicans, jednak do tej
pory nie wytlumaczono w peini tego
procesu. W przypadku interakcji mo-
nocytow, dotychczasowe badania po-
kazaly, ze nie otaczaja one biofilmu
tworzonego przez C. albicans i wydaja
sie by¢ wrecz nieaktywne w infekcjach
grzybiczych [41].

Tworzenie biofilméw lezy u podstaw
wielu choréb infekcyjnych, ktorych
skuteczne zwalczanie jest niezwykle
trudne. Zaobserwowano, ze mikroor-
ganizmy tworzace biofilm charakte-
ryzuja sie zwiekszona antybiotykoopo-
rnoscia. Wystepowanie zjawiska
lekoopornosci jest jednym z najwiek-
szych wyzwan wspodtczesnej medycyny.
Poczatkowo uwazano, ze zewnatrzko-
morkowa macierz stanowi pewnego
rodzaju bariere uniemozliwiajaca prze-
dostawanie sie réznych zwigzkéw do
wnetrza biofilmu [42]. Czasteczki an-
tybiotykéw moga by¢ wiazane z kom-
ponentami macierzy, co utrudnia ich
dyfuzje. Jednak jest to efekt krotko-
trwaly i w przypadku diugotrwatej
antybiotykoterapii obserwuje sie na-
rastajaca dyfuzje antybiotykéw [43].
Zaobserwowano na przyktad, ze
szczep RP62A S. epidermidis, dzieki
uwalnianiu duzej ilosci zewnatrzko-
moérkowych polimeréw, uniemozliwia
przedostawanie sie flukonazolu do ko-
morek drozdzakow, z kolei obecnos¢
Candida wplywa na zmniejszenie
wrazliwosci gronkowcow na wankomy-
cyne [44], co niezwykle utrudnia zwal-
czanie takich mieszanych infekcji.
Kilka lat temu odkryto takze zupeinie

Sciany

nowa funkcje eDNA. Okazuje sie, ze
pozakomérkowe DNA moze wiaza¢ wy-
stepujace w $rodowisku jony np. ma-
peliac funkcje
Niedobd6r jonéw magnezu jest sygna-
tem indukujacym systemy PhoPQ
i PmrAB, ktére odpowiadaja za wzrost

gnezu, chelatora.

opornosci na kationowe peptydy prze-
ciwbakteryjne (ang. CAPs) [45] oraz na
aminoglikozydy u Ps. aeruginosa [43].
Problem opornosci na antybiotyki nie
dotyczy tylko biofilméw bakteryjnych.

Wiekszos¢ infekcji o podtozu grzybi-
czym jest trudna do zwalczenia za po-
moca zwiazkdw przeciwgrzybiczych.
Szczegodlnie grozne i trudne w zwal-
czeniu sa infekcje wywotane przez
C. albicans, wystepujace u 0séb z obni-
odpornoscia. Podobnie jak
w przypadku biofilméw prokariotycz-
nych, mechanizméw opornosci na an-
tymikotyki mozna sie
wsrod skladnikow macierzy zewnatrz-
komoérkowej. W przypadku biofilméw
tworzonych przez C. albicans zbadano
zaleznos¢ pomiedzy dodatkiem DNazy I,
a wzrostem wrazliwosci na niektore
popularne antymikotyki takie jak am-
foterycyna B, kaspofungina i flukona-
zol, roéznigce  sie
dziatania. Amfoterycyna B wiaze sie ze
sterolami znajdujacymi sie na btonie
komorkowej grzybow i zwieksza jej
przepuszczalnosé, z kolei flukonazol
hamuje produkcje tych zwigzkéw. Kap-
sofungina hamuje synteze beta-(1,3)-
D-glukanu bedacego sktadnikiem $cia-
ny komoérkowej drozdzakéw. Zaob-
serwowano wzrost podatnosci na dzia-
tanie tylko amfoterycyny B i kaspofun-
giny w obecnosci DNazy I. Dokladnie
nie wyjasniono braku wplywu DNazy

zona

doszukiwaé

mechanizmem
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I na aktywnos¢ flukonazolu, jednak od-
powiedZ moze tkwi¢ w budowie cza-
steczki. Flukonazol, w przeciwienstwie
do amfoterycyny B i kaspofunginy, jest
zwiazkiem drobnoczasteczkowym, kto-
ry moze tatwo przedostawac sie do ko-
moérek poprzez macierz, przez co
degradacja eDNA za pomoca DNazy
I nie zwieksza mozliwosci jego trans-
portu.

Terapie oparte na dzialaniu deok-
syrybonukleazy

Od momentu odkrycia kluczowej roli
pozakomérkowego DNA w utrzymywa-
niu stabilnosci biofilméw, podejmowa-
no proby opracowania skutecznych
lekow opartych na aktywnosci deoksy-
rybonukleazy. Do tej pory udowodnio-
no, ze DNaza wolowa jest w stanie
skutecznie niszczy¢ strukture biofil-
méw mieszanych, tworzonych przez
P. aeruginosa oraz S. aureus [46]. Od-
kryto réwniez, ze deoksyrybonukleaza
NucB pochodzaca z Bacillus lichenifor-
mis umozliwia rozpraszanie biofilmow
tworzonych m.in. na protezach tchawi-
czo-przetykowych [47]. NucB jest cza-
steczka mniejsza niz czasteczka DNazy I,
przez co moze skuteczniej przedosta-
wac sie do gtebszych struktur biofilmu
i bardziej efektywnie wptywacé na jego
degradacje. W medycynie znalazta za-
stosowanie rekombinowana ludzka
DNaza I (hrDNAza, Dornaza alfa), wy-
korzystywana w leczeniu mukowiscy-
dozy. Wykazano, ze lek ten wplywa
rowniez na dyspersje biofilmow two-
rzonych przez pneumokoki w warun-
kach in vivo, jednak badania in vivo
nie zostaly do tej pory przeprowadzo-

ne [7]. Pomimo tego, ze do tej pory
przeprowadzono jedynie wstepne ba-
dania in vivo, nie ulega watpliwosci, ze
stosowanie lekow opartych na aktyw-
nosci deoksyrybonukleazy lub stoso-
wanie tego enzymu jednoczesnie
z antybiotykami moze sta¢ sie skutecz-
na metoda zwalczania infekcji. Jednak
jednym z gtéwnych problemoéw ograni-
czajacych zastosowanie DNazy do ce-
terapeutycznych  jest
trudnos¢ w jej pozyskiwaniu. Przykla-
dowo ludzka rekombinowana DNaza
wymaga do swojej aktywnosci glikozy-
lacji, co uniemozliwia produkowanie
jej w systemach bakteryjnych. Przyszie
zastosowanie tego enzymu na szeroka
skale wymaga opracowania wydajnych
i tanich sposobéw jego pozyskiwania
[46].

low duza

Podsumowanie

Zjawisko formowania biofilméw przez
mikroorganizmy od lat budzi zaintere-
sowanie badaczy z catego swiata. Co-
raz wiecej uwagi poswieca sie badaniu
funkcji poszczegdélnych elementow
wchodzacych w sklad zewnatrzkomor-
kowej macierzy. Szczegolnie interesu-
jacym jej skladnikiem jest poza-
komoérkowe DNA, ktérego zewnatrzko-
moérkowa funkcja po raz pierwszy zo-
stala odkryta w 2002 roku podczas
badann prowadzonych nad biofilmem
bakteryjnym tworzonym przez P. aeru-
ginosa. Od tego czasu eDNA jest uwa-
zane za jeden z gléwnych skladnikéow
biofilméw prokariotycznych i eukario-
tycznych, ktérego zadaniem jest
przede wszystkim utrzymywanie inte-
gralnosci powstatej struktury. Pomimo



dos¢ obszernej wiedzy na temat roli
i mechanizmoéw DNA
u bakterii, wciaz mato uwagi poswieca
sie biofilmom o podlozu grzybiczym
i mieszanym. Wiekszo$¢ dotychczaso-
wych badan prowadzona byta na mo-
delowych  biofilmach  jednogatun-
kowych, ktére wystepuja bardzo rzad-
ko w warunkach naturalnych. Koniecz-
ne sa zatem dalsze prace
umozliwiajgce przede wszystkim po-
znanie podstaw zakazen o podiozu
wielogatunkowym, gdyz to wtasnie one
sa odpowiedzialne za rozwdj najpo-
wazniejszych infekcji. Na podstawie
aktualnego stanu wiedzy wydaje sie,
ze opracowanie lekéw opartych na ak-
tywnosci deoksyrybonukleazy, umozli-
wiajacych degradacje eDNA, moze
sta¢ sie obiecujaca metoda zwalczania
biofilméw o podiozu bakteryjno-grzybi-
czym wywotujacych powazne infekcje,
bedace jedna z przyczyn wysokiej
Smiertelnosci o0séb cierpiacych na
przyklad na mukowiscydoze czy zespot
nabytego niedoboru odpornosci.

uwalniania
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W ostatnich latach obserwuje sie duze zainteresowanie w dziedzinie na-
notechnologii skupiajacej sie na syntezie nanoczastek (NPs), ktore dzieki
swoim rozmiarom zyskuja unikalne wlasciwosci chemiczne i fizyczne
w porownaniu do swoich odpowiednikow w skali mikro lub makro. Szero-
ko rozpowszechnione sa metaliczne nanoczastki srebra (AgNPs) znajduja-
ce zastosowanie w wielu galeziach nauki, medycyny i przemystu. Wazne
jest, aby metody ich produkcji charakteryzowaly sie duza efektywnoscia,
latwoscia wykonania i niskim kosztem produkcji, a zarazem byly przyjazne
dla srodowiska naturalnego i nietoksyczne dla konkretnych zastosowan.
Z tych powodow coraz czesciej rezygnuje sie z konwencjonalnych sposo-
bow syntezy, opartych na procesach chemicznych i fizycznych. Obiecujace
staje sie zastapienie ich technikami skupiajacymi sie na metodach tzw.
zielonej syntezy, zdecydowanie bardziej przyjaznej srodowisku, w ktorej
omija sie stosowanie substancji niebezpiecznych dla calego ekosystemu.
Ponadto, technologia zielonej syntezy jest bardziej oplacalna. Stosuje sie
energooszczedne procesy prowadzace do powstawania nieszkodliwych dla
srodowiska produktow, w tym przypadku AgNPs. Znanych jest wiele natu-
ralnie wystepujacych organizméw, bedacych zrédlem biomolekul niezbed-
nych do syntezy nanoczastek metalicznych. Co wiecej, sprawiaja one, ze
nowo wytworzone struktury zyskuja pozadane wlasciwosci do aplikacji
biomedycznych. W niniejszej pracy przedstawiono niektore sposoby wy-
twarzania nanoczastek srebra, skupiajac sie na biosyntezie z udzialem za-
sobow biologicznych, ktérych to produkty znajduja szereg zastosowan
praktycznych.

Wstep jest produkcja i zastosowanie molekut
w rozmiarze nano, czyli takich ktére
Nanotechnologia jest stosunkowo mlo- maja jeden wymiar mniejszy niz 100

da, ale gwaltownie rozwijajaca sie = nm [1, 2]. Poczatki rozwoju tej dyscy-
dziedzing nauki, ktérej gtéwnym celem  pliny siegaja 1959 roku, kiedy to pod-



czas stynnego wykladu pt. There’s
Plenty of Room at the Bottom, Richard
P. Feynman przedstawit koncepcje mi-
niaturyzacji oraz ogromne mozliwosci
technologii opartej na dziataniach
w skali nanometrycznej [3].

Nanoczastki (NPs) charakteryzuja sie
unikalnymi wtasciwosciami fizycznymi
i chemicznymi, co zwigzane jest z ich
duza powierzchnia wzgledem objeto-
$ci, jaka posiadaja. Wtasnosci te powo-
duja, Ze nanoczastki sa wysoce
reaktywnymi strukturami. Wptywa tez
na to rodzaj materialu, z ktérego NPs
sa wytworzone. Wyrdznia sie m.in. na-
noczastki metali, fulereny, polimerowe
i ceramiczne, a o przynaleznosci do
danej grupy decyduja ich wlasciwosci,
ksztalt, rozmiar oraz struktura [4]. Ze
wzgledu na swoje specyficzne cechy,
struktury te znalazly szeroki wachlarz
zastosowan w réznych gateziach nauki
i przemyshu, poczawszy od medycyny,
kosmetologii, farmacji, technologii do-
lekow, biomedycyny
i ochrony zdrowia, poprzez ochrone
srodowiska, rolnictwo, produkcje zyw-
nosci i pasz, a na przemysle chemicz-
elektronice, optyce i kosmo-
nautyce skonczywszy [5]. Dzieki swoim
malym rozmiarom i tatwosci przenika-
nia bton komoérkowych sa w stanie do-
trze¢ do kazdej struktury organizmu.
Ponadto sa bardziej odporne mecha-
nicznie, maja wyzsza temperature top-
nienia i pozadane witasciwosci fizyczne
dotyczace przewodnictwa elektryczne-
go, cieplnego i magnetycznego [6]. Na
szczeg6lna uwage zastluguja najcze-
$ciej wykorzystywane nanoczastki sre-
bra (AgNPs), ktére cechuja sie m.in.
dziataniem antybakteryjnym i przeciw-

starczania

nym,

grzybiczym, moga by¢ one wykorzysty-
wane do obrazowania biologicznego
i dostarczania lekéw [7]. Stwierdzono,
ze ilos¢ wyprodukowanych rocznie na-
noczastek srebra siega 500 ton i be-
dzie z kazdym rokiem wzrastac. Z tego
powodu wiele uwagi poswieca sie za-
stosowaniu odpowiednich metod syn-
tezy, ktére beda wydajne i oplacalne,
a zarazem bezpieczne dla pdzniejszych
aplikacji oraz przyjazne dla sSrodowi-
ska [8].

Metody wytwarzania nanoczastek

Obecnie wyroznia sie dwie gtowne me-
tody wytwarzania nanoczastek srebra:
top-down [9] i bottom-up [10]. Istota
podejscia top-down jest stopniowe roz-
drabnianie litego materiatu na drobne
czastki przy wykorzystaniu technik fi-
zycznych i mechanicznych, np. po-
przez mechaniczne rozdrobnienie,
szlifowanie, frezowanie, ablacje lase-
rowa, metody termalne, wypalanie
w piecach rurowych. Do =zalet tych
technologii nalezy mozliwo$¢ uniknie-
cia zanieczyszczen pochodzacych od
rozpuszczalnika oraz réwnomierny
rozkltad nanoczastek. Rozwigzania te
wymagaja jednakze zuzycia duzej ilo-
$ci energii potrzebnej m. in. do utrzy-
mania odpowiedniej temperatury pieca
rurowego, w ktérym syntetyzuje sie
gléownie czastki metaliczne, czasu po-
trzebnego do osiagniecia stabilnosci
termicznej, a powstale w ten sposob
struktury maja niekiedy niedoskonato-
$ci na swojej powierzchni.

Metoda bottom-up opiera sie na samo-
organizacji atomow do nowych jader
i syntezie NPs od podstaw. Wykorzy-
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stuje sie tutaj metody chemiczne i fo-
tochemiczne, polegajace na redukcji
soli metali w obecnosci odpowiednich
organicznych i nieorganicznych czyn-
nikéw redukujacych, jakimi sa np. bo-
rowodorek (NaBH4),
N-dimetyloformamid (DMF), cytrynian
sodu, askorbinian, wodor elementarny,
kopolimery blokowe oraz stabilizato-
réow, ktore zapobiegaja agregacji.
Zmiany parametrow syntezy tj. steze-
nia soli, stabilizatorow czy stosunek
molowy soli metalu i reduktora, a tak-
ze dobdér wartosci pH, temperatury,
czasu syntezy i srodowiska reakcji po-
zwalaja kontrolowa¢ morfologie nano-
czastek - ich ksztalt,
stabilnos¢ i stan agregacji [11]. Ta, jak
sie wydaje, szybka, tatwa i efektywna
metoda, stosowana gléwnie do pro-
dukcji nanoczastek metalicznych , oka-
zuje sie by¢ niebezpieczna dla
srodowiska naturalnego oraz dla osoby
przeprowadzajacej synteze ze wzgledu
na szkodliwos¢ wykorzystywanych
zwigzkéw chemicznych [5]. Odrebna
kwestia jest tez biokompatybilnos¢
otrzymanych NPs, niezwykle istotna
wlasciwos¢ nowo otrzymanych struk-
tur, ktéora pozwala na ich stosowanie
w uktadach biologicznych. Po syntezie
typu bottom-up moga wystepowac po-
zostalosci toksycznych roztworéw, co
dyskredytuje taka strukture do zasto-
sowan biomedycznych [12, 13].

sodu

rozmiar,

Zielona synteza nanoczastek sre-
bra

Alternatywa dla technik fizycznych
i chemicznych jest tworzenie NPs sre-
bra metoda tzw. zielonej syntezy, zgod-

nej z zalozeniami nowego trendu zwa-
nego ,zielona chemia” (ang. green
chemistry). Koncepcja ta skupia sie na
uzyskaniu energooszczednych i mniej
kosztownych proceséw oraz ogranicze-
niu lub catkowitym wyeliminowaniu
toksycznych reagentéw podczas eks-
perymentoéw i zastapieniu ich elemen-
tami biologicznymi, ktére sa przyjazne
srodowisku [14, 15]. Wykorzystanie
metod zielonej chemii w technologiach
chemicznych staje sie coraz bardziej
popularne i
Swiecie ze wzgledu na wzrastajace
problemy =z
i niebezpiecznych dla srodowiska na-
turalnego odpadéw [14]. Ponadto jest
to koncepcja optacalna i tatwa do za-
stosowania w syntezach na skale prze-
mystowa [16, 17]. Niemniej waznym
aspektem jest pozadana biozgodnosc
wytworzonych nanoczastek i brak
szkodliwych efektéw na tkanki czlo-
wieka w zastosowaniach medycznych
[18].

Metody oparte na zielonej syntezie wy-
korzystuja prekursory nanoczastek
(np. azotan srebra dla AgNPs) oraz na-
turalne polimery jako czynniki reduku-
jace i stabilizujace, wystepujace
powszechnie w srodowisku. Procedura
powstawania nanoczastek zawiera kil-
ka kluczowych etapow (Ryc. 1):

1) etap aktywacji - redukcja jonéw me-
tali i nukleacja zredukowanych ato-
mow metalu;

2) etap wzrostu - spontaniczne pota-
czenie matych nanoczasteczek
w czastki o wiekszym rozmiarze;

3) etap zakonczenia - faza trwajaca do
czasu przyjecia ostatecznego stabilne-
go rozmiaru i ksztattu [19].

powszechne na calym

utylizacja toksycznych



Niezmiernie waznym krokiem jest rze-
telna charakterystyka otrzymanych na-
noczastek, ktéra dostarcza informac;ji
na temat wielkosci, struktury, morfolo-
gii, ksztaltu, dyspersji, tadunku po-
wierzchniowego i sktadu chemicznego.
Powszechnie wykorzystuje sie do tego
metody z uzyciem spektroskopii UV-
Vis, skaningowego mikroskopu elek-
tronowego (SEM), transmisyjnego mi-
kroskopu elektronowego (TEM),
spektroskopii w podczerwieni z trans-
formacja Fouriera (FTIR) oraz analize
dyfrakcji rentgenowskiej (XRD) i po-
miar potencjatu Zeta [13, 20].

Istnieje szeroki wachlarz zasob6ow bio-
logicznych stosowanych do biosyntezy
nanoczastek. Zalicza sie do nich bakte-
rie, grzyby, drozdze, algi, rosliny, wiru-
sy, materiaty pochodzenia zwierzecego
[12, 21], a nawet midéd [22, 23]. Poni-
zej opisano kilka przyktadéow wykorzy-
stania elementéw biologicznych do
przeprowadzenia efektywnej biosynte-
zy AgNPs.

Biosynteza AgNPs z wykorzysta-
niem bakterii

Dane literaturowe potwierdzaja mozli-
wos¢ wykorzystania aktywnosci
wnatrz- lub  wewnatrzkomoérkowej
bakterii do syntezy nanoczastek nie-
organicznych. Pierwsza z tych metod
jest szybsza i bardziej ekonomiczna ze
wzgledu na brak koniecznosci stoso-
wania odpowiednich detergentéw lub
obrébki ultradzwiekowej w celu uwol-
nienia zsyntetyzowanych NPs, w po-
rownaniu do biosyntezy wewnatrz-
komoérkowej [24].

Jedna z metod prowadzacych do synte-

ze-

zy stabilnych AgNPs o rozmiarze 40 nm
jest bioredukcja wolnych jonéw srebra
(pochodzacych z Ag*NO;) z uzyciem
supernatantu z hodowli niepatogennej
bakterii Bacillus licheniformis [25].
Dodatkowe zastosowanie supernatantu
z hodowli Bacillus subtilis i promienio-
wania mikrofalowego w wodzie powo-
duje synteze
monodyspersyjnych nanoczastek sre-
bra o wielkosci 5-50 nm, a takze
zwiekszenie szybkosci reakcji i unik-
niecie niepozadanej agregacji [26].
Wydajna synteze AgNPs otrzymuje sie
dzieki wykorzystaniu odpornego na
srebro szczepu Pseudomonas stutzeri
AG259, wyizolowanego z kopalni sre-
bra. Mikroorganizm ten przy niskich
stezeniach jonéw srebra wydajnie aku-
muluje wewnatrzkomorkowe
czastki srebra o wielkosci 35-46 nm
[27]. Przy wysokiej koncentracji tego
prekursora w czasie hodowli otrzymu-
je sie czastki w zakresie od kilku do
200 nm. Wowczas P. stutzeri urucha-
miajac mechanizm obronny wytraca
srebro w przestrzeniach periplazma-
tycznych i redukuje jony do postaci
pierwiastkowej, charakteryzujacej sie
szesciokatna topologia lub postacia
tréjkatow rownobocznych. Przestrzen
periplazmatyczna ogranicza grubos¢
krysztalow, ale nie ich szerokosé, ktéra
moze siega¢ 100-200 nm [28]. Innym
przyktadem zdolnosci do biosyntezy
AgNPs w odpowiedzi na obecnos¢ jo-
néw srebra sa bakterie kwasu mleko-
wego powszechnie wystepujace
w maslance. Cukry i enzymy zawarte
w S$cianie komoérkowej szczepu Lacto-
bacillus powoduja zarodkowanie
AgNPs na powierzchni komoérek, ktore

zewnatrzkomorkowa

nano-
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potem przemieszczaja sie do wnetrza
komorki, ulegaja tam agregacji i tacza
sie w wieksze czastki. Pojedyncze na-
noczastki wytworzone z uzyciem tego
mikroorganizmu osiagaja 25-50 nm,
a w agregatach 100 nm. Cechuje je ku-
listy ksztalt i wewnatrz- lub zewnatrz-
komoérkowe wystepowanie [29].
Kolejne doniesienia wskazuja na po-
myslna redukcje wodnych jonéw Ag+
Zz zastosowaniem supernatantéw ho-
dowli bakterii Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae oraz Escherichia
coli. W tych przypadkach obserwuje
sie wytworzenie NPs juz po 5 minu-
tach od dodania prekursora i przy-
sig, ze do Dbioredukcji
przyczyniaja sie enzymy nitroredukta-
zy [30]. Dane literaturowe podaja tak-
ze sprzyjajacy wpltyw Aeromonas sp.
SH10 i Corynebacterium sp. SHO9 na
powstawanie NPs [31].

Podczas stosowania zywych kultur mi-
kroorganizmow do syntezy AgNPs, mo-
ga rodzi¢ sie tez pewne ograniczenia
utrudniajace ich produkcje. Naleza do
nich: utrzymanie wysoce sterylnych
warunkow, temperatury w zakresie 30-
37°C potrzebnej do utrzymania ho-
dowli. Podobnie, trzeba przeprowadzic¢
dodatkowe metody zapewniajace odzy-
skanie wytworzonych nanoczastek,
w tym czesto réwniez ,wydobycie ich”
z wnetrza komorek, czego nie obser-
wuje sie podczas syntezy z udziatem
ekstraktow bezkomoérkowych [13].

puszcza

Biosynteza AgNPs z wykorzysta-
niem ekstraktéow roslinnych

Zielona synteza z udzialem ekstraktow
roslinnych okazuje sie by¢ obiecujaca

Metal ions

!

Reduced metal
atoms

OH
Plant reducing
agents

Organic “coat"”
stabilizing
the particle

Nucleation

Ryc. 1.
syntezy nanoczastek metalu w ekstrakcie

Schematyczne przedstawienie

roslinnym [19].

ze wzgledu na szybka, ekonomiczna,
niepatogenna oraz jednoetapowa me-
tode. Potaczenie Ag*NO, i biomolekut
powszechnie wystepujacych w rosli-
nach prowadzi do powstawania AgNPs
[32]. Istnieje kilka propozycji na temat
mechanizmu odpowiedzialnego za bio-
redukcje srebra. Stwierdza sie, ze po-
szczegblne aminokwasy maja rozna
zdolnos¢ do wigzania sie z jonami me-
tali. Jedna z grup badawczych wykaza-
ta, ze lizyna, cysteina, arginina
i metionina tacza sie z jonami srebra
i dokonuja ich redukcji. Natomiast
asparaginian redukuje kwas tetrachlo-



roaurynowy, co prowadzi do formowa-
nia sie AgNPs. Po dogtebnej analizie
20 naturalnie wystepujacych a-amino-
kwaséw dowodzi sie, ze wigza sie one
z jonami metali poprzez grupy amino-
we i karboksylowe tancucha gtéwnego
lub przez tancuchy boczne, tj. grupy
karboksylowe kwasu asparaginowego,
kwasu glutaminowego oraz grupy tio-
lowe czy aminowe lub atom azotu
w pierscieniu imidazolowym histydyny
[33]. Inna teoria wskazuje na fakt, iz
kluczowa role w syntezie AgNPs od-
grywaja fitochemikalia, m.in. flawono-
idy, terpenoidy, polifenole, alkaloidy,
aldehydy, cukry, kwasy fenolowe, ktore
po rozpuszczeniu w wodzie dzialaja za-
réowno jako reduktory jak i naturalne
stabilizatory nowo powstalych produk-
tow, bez koniecznosci dodawania syn-
tetycznych odczynnikéw. Flawonoidy
chelatuja i redukuja jony metali po-
obecnos¢ grup
i proces przeksztatcania enoli do keto-
néw, w wyniku czego formuja sie
AgNPs. Zauwazono réwniez, ze cukry
obecne w ekstraktach roslinnych sa
w stanie indukowaé tworzenie NPs.
Monosacharydy w postaci liniowej lub
zawierajace grupe aldehydowa (np.
glukoza) sa bardziej efektywnymi re-
duktorami jonéw metali niz monosa-
charydy zawierajace grupe ketonows,
np. fruktoza, ktéra musi najpierw ulec
przeksztalceniom tautomerycznym od
ketonu do aldehydu i tylko wéwczas
dziata jako przeciwutleniacz. Wiadomo
jest tez, ze stosowanie glukozy jako re-
duktora skutkuje tworzeniem sie NPs
o réznej morfologii, podczas gdy
w przypadku fruktozy obserwuje sie
tylko monodyspersyjne struktury [19].

przez funkcyjnych

Znanych jest wiele roslin zawieraja-
cych aktywne czasteczki, z udziatem
ktorych udokumentowano zdolnosc¢
przeprowadzania biosyntezy nanocza-
stek srebra. Procedura powstawania
tychze ,nanoproduktéw” jest latwa
i na rowni wydajna z synteza chemicz-
na czy fizyczna, a ich wtasciwosci sa
zalezne od gatunku zastosowanej rosli-
ny. Nie sposob wymieni¢ wszystkich
roslin uzytych dotychczas do zielonej
syntezy AgNPs. W zaleznosci od szero-
kosci geograficznej wykorzystuje sie
zasoby naturalne charakterystyczne
dla danych regionéw na kuli ziemskiej.
Do biosyntezy AgNPs otrzymuje sie
ekstrakty z réznych czesci roslin, np.:
liSci Andrographis paniculata, Artemi-
sia nilagirica, Mentha piperita, kwia-
tow Mirabilis jalapa czy Matricaria
chamomilla [34], owocow Caria pa-
paya, tupin Citrus sinensis, bulw Dio-
scorea bulbifera [20], nasion Pistacia
atlantica, Trachyspermum ammi, Ar-
gyreia nervosa [5], a takze kory, korze-
ni, todyg, tupin i kalusa innych roslin.
Co wiecej, istnieje mozliwos¢ sterowa-
nia rozmiarami i morfologia wytworzo-
nych nanoczastek poprzez dobranie
odpowiednich warunkéw s$rodowiska,
np. stezenia substratu, natezenia swia-
tta, temperatury, pH, szybkosci wy-
trzasania, donora elektronéw (np.
glukozy lub fruktozy) czy dtugosci cza-
su ekspozycji [31]. Wytworzone pro-
dukty nabywaja dodatkowe, pozadane
cechy, tj. aktywnos¢ antybakteryjna,
antywirusowa 1 antynowotworowa
[35]. Pomimo wielu zalet wykorzysta-
nia ekstraktow roslinnych istnieja row-
niez pewne ograniczenia. Gtéwnymi sa
réznice w skladzie chemicznym eks-
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traktéw  roslinnych  pochodzacych
z tych samych gatunkéw, ktore sa zbie-
rane z réznych czesci swiata. Moze to
by¢ przyczyna otrzymania odmiennych
wynikéw w niezaleznych laboratoriach

[5].

Biosynteza AgNPs z udzialem mio-
du

Szczegodlne wlasciwosci chemiczne
miodu sprawiaja, ze jest on z powodze-
niem wykorzystywany do zielonej syn-
tezy nanoczastek. Zawiera bowiem
zwiazki, ktére przyczyniaja sie do efek-
tywnej biosyntezy, do ktérych naleza:
weglowodany (np. fruktoza), biatka,
witaminy, zwiazki fenolowe (kwas ela-
gowy, kawowy, p-kumarowy, felurowy)
oraz zwiazki bioaktywne np. kwas
askorbinowy, tokoferole, katalaza, dys-
mutaza ponadtlenkowa. W literaturze
dostepnych jest wiele danych potwier-
dzajacych wydajna synteze nanocza-
stek srebra w temperaturze pokojowej
z uzyciem miodu. Srodkiem redukuja-
cym jest w tym przypadku fruktoza,
a stabilizujacym - biatka, ktére wiaza
sie z nanoczastkami poprzez grupy
karboksylowe. Otrzymane przez jedna
z grup badawczych tym sposobem NPs
sa stabilne przez 5 miesiecy bez po-
trzeby dodawania innych stabilizato-
row. Natomiast morfologia i rozmiar
nowo powstalych struktur sa uzalez-
nione od rodzaju i stezenia zastosowa-
nego miodu. Ponadto obserwuje sie
odwrotna korelacje co do wzrostu war-
tosci pH oraz stezenia miodu, a roz-
otrzymanych  NPs  [22].
Badania prowadzone przez Haiza H.
i in. potwierdzaja, ze przy uzyciu 10 g

miarow

miodu powstaty AgNPs o wielkosci
w zakresie 18,98-26,05 nm, a przy za-
stosowaniu 40 g miodu ich rozmiar
zmalal do 15,63-17,86 nm. AgNPs
otrzymane ta metoda cechuje ponadto
aktywnos$¢ antybakteryjna i przeciw-
grzybicza [36].

Zastosowanie AgNPs w biomedycy-
nie

Nanoczastki srebra maja mndstwo za-
stosowan praktycznych, m.in. w medy-
cynie, kosmetologii, ochronie
srodowiska i réznych sektorach gospo-
darki. Eksperci z zakresu biotechnolo-
gii wykorzystuja ich  unikatowe
wlasciwosci, dostarczajac szereg roz-
wigzan dla biomedycyny. AgNPs ce-
chuja sie  bakteriobdjczym  lub
bakteriostatycznym dziataniem, co jest
szczegblnie pozadane w dzisiejszych
czasach, kiedy wzrasta czestos¢ stoso-
wania antybiotykéw i przez to wy-
ksztalcaja sie szczepy  antybio-
tykooporne, bedace powaznym zagro-
zeniem dla spoteczenstwa. Obiecujace
staja sie zatem terapie z udzialem
AgNPs, ktére sa skuteczne zaréwno
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
wyjasniajacych mechanizm niszczenia
komérek bakteryjnych przez nano-
czastki. Zauwazono, ze AgNPs maja
zdolnos¢ wielokierunkowego dziatania
na mikroorganizmy. Niniejsze meta-



liczne struktury moga zakotwiczac sie
w blonie komérkowej bakterii powodu-
jac jej permeabilizacje, czyli czesciowa
przepuszczalnos¢ [37]. W sytuacji gdy
AgNPs wnikna do wnetrza komorki,
oddzialuja ze strukturami komoérkowy-
mi i czasteczkami biologicznymi, np. li-
pidami, Dbiatkami czy DNA, co
w konsekwencji ma szkodliwy wplyw
na drobnoustroje. Przykladem, ktéry
to potwierdza, sa interakcje nanocza-
stek z rybosomami prowadzace do de-
naturacji tychze organelli, hamowania
translacji i syntezy biatek. Co wiecej,
nanoczastki uposledzaja funkcjonowa-
nie tancucha oddechowego, negatyw-
nie wplywaja na podzialy komérkowe
i aktywno$¢ licznych  enzymow,
w szczegolnosci tych bogatych w ami-
nokwasy zwierajace siarke w swoim
sktadzie. Udowodniono, ze uwolnione
jony srebra moga tworzy¢ stabilne
wigzania z grupami tiolowymi (-SH)
bialek obecnych w btonie komérkowej
i powodowac ich dezaktywacje. Istotne
znaczenie ma budowa $ciany komoérko-
wej, bowiem jej struktura, zawierajaca
mniejsze ilosci peptydoglikanu u bak-
terii Gram-ujemnych, ulatwia dostep
Ag* do blony komérkowej w poréwna-
niu z bakteriami Gram-dodatnimi. Do-
potencjat
przeciwbakteryjny AgNPs jest zwiaza-
ny z indukcja wytwarzania przez nie
wolnych rodnikéow i reaktywnych form
tlenu (ROS), a to prowadzi do powsta-
wania stresu oksydacyjnego w komor-
kach [38]. Ponadto preparaty
zawierajace w swoim skladzie nano-
srebro wykazuja dzialanie przeciw
grzybom nalezacym do gatunku Candi-
da, odpowiedzialnym za najczesciej

wiedziono rowniez, ze

wystepujace grzybiczne infekcje u pa-
cjentow. Struktury te dzialaja tez jako
fungicydy przeciwko grzybom z rodza-
ju Aspergillus i Saccharomyces. AgNPs
oddziatuja takze z HIV-1, wiazac sie do
glikoprotein gpl120, tym samym zapo-
biegajac wigzaniu sie wirusa z komoér-
gospodarza. Dzieki wyzej
wymienionym wlasciwosciom, obec-
nos¢ AgNPs staje sie nieoceniona
w wielu aplikacjach medycznych, po-
czawszy od opatrunkow na rany, im-
plantdw, wykorzy-
stywanych w ortopedii, po tkaniny
oraz wszelkie urzadzenia medyczne,
ktore powleka sie tymi strukturami
w celu utrzymania odpowiedniej higie-
ny. Przeprowadzone badania udowad-
NPs indukuja apoptoze
w wybranych komoérkach nowotworo-
wych,
Sciekow i wykorzystywane w konstru-
owaniu réznego rodzaju biosensordéw.
Wymienione aplikacje to jedynie nie-
wielka czes¢ sposréd wszystkich cen-
nych zastosowan nano-srebra [39].

kami

materiatow

niaja, ze

sa skuteczne w oczyszczaniu

Podsumowanie

Zasoby naturalne oferuja wiele mozli-
wosci wykorzystania ich do tworzenia
zminiaturyzowanych materiatow funk-
cjonalnych. Rosnaca $wiadomos¢ spo-
teczenstwa sprawia, ze naukowcy
i producenci coraz czesciej siegaja po
metody syntezy nanoczastek metalicz-
nych opartych na zielonej chemii. Na-

noczastki srebra to niezmiernie
ciekawe obiekty, ktére ciesza sie
ogromnym zainteresowaniem ze

wzgledu na swoje szczegolne wiasci-
wosci fizyczne i chemiczne pozadane
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w nauce, medycynie i wielu innych
sektorach przemystu, a antybakteryjne
dziatanie AgNPs jest wysoce cenione
w dobie rozpowszechniajacej sie anty-
biotykoopornosci
bakterii. ROwnie istotne sa takze anty-
nowotworowe i przeciwgrzybicze wia-
sciwosci tychze czasteczek. Pomimo
wielu zalet, jakie przynosi biosynteza
z wykorzystaniem organizméw biolo-
gicznych, istnieja tez pewne ograni-
czenia, na ktore nalezy zwroci¢ uwage
podczas optymalizacji proceséw synte-
zy. Niemniej jednak, uzywanie ekolo-
gicznych substancji jako reduktoréw
i stabilizatoréw w procesie tworzenia
sie AgNPs cieszy sie coraz wiekszym
powodzeniem i w zwiagzku z tym wyko-
rzystanie ich moze ograniczy¢ lub cat-
kowicie wyprzeé stosowanie
niebezpiecznych chemikaliéw do syn-
tezy AgNPs.

réznych szczepow
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Flore fizjologiczna jamy nosowej psow reprezentuja przede wszystkim
przedstawiciele typow Proteobacteria, Firmicutes czy Bacteroidetes. Spo-
srod Firmicutes duze znaczenie kliniczne i epidemiologiczne maja gron-
kowce - Staphylococcus spp., stanowiace jeden z wazniejszych czynnikow
etiologicznych zakazen u zwierzat, jak i u ludzi. Zwierzeta moga byc¢ nosi-
cielami lub moga by¢ zakazone gronkowcami, w tym szczepami opornymi
na metycyline. Metycylinooporne gronkowce wykazuja brak wrazliwosci
na dzialanie antybiotykow beta-laktamowych, co ogranicza mozliwosci te-
rapeutyczne w przebiegu infekcji gronkowcowych. Celem pracy byla izola-
cja gronkowcow z jam nosowych zdrowych psow oraz ich identyfikacja
i analiza opornosci na metycyline. Materialem do badan byly wymazy po-
brane z jam nosowych 14 pséw, w tym 5 psow utrzymywanych w warun-
kach domowych i 9 psow przebywajacych w schronisku. Fenotypowa
identyfikacje gronkowcéw przeprowadzono na podstawie ich wlasciwosci
morfologicznych i hodowlanych, tj. zdolnosci do rozkladu mannitolu, wia-
sciwosci hemolitycznych, obecnosci katalazy i czynnika skupiania CF oraz
produkcji koagulazy. Ponadto, przynaleznos¢ bakterii do rodzaju Staphy-
lococcus potwierdzano amplifikacja genu gap, a ich identyfikacje gatun-
kowa okreslano technika PCR-RFLP genu gap 2z uzyciem enzymu
restrykcyjnego Alul. Wrazliwos¢ szczepow na metycyline analizowano me-
toda dyfuzyjno-krazkowa, zgodnie z zaleceniami EUCAST. Genetyczne
uwarunkowanie metycylinoopornosci okreslano na podstawie obecnosci
genu mecA. Sposrod wyizolowanych 14 gronkowcow zidentyfikowano:
7 (50%) izolatow 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 zadnego z analizowanych gronkowcow nie stwierdzono
opornosci na metycyline. Podsumowujac, kolonizacja jamy nosowej zdro-
wych psow przez gronkowce dotyczyla polowy badanych zwierzat. Flora
gronkowcowa jamy nosowej psow byla zréznicowana gatunkowo, jednakze
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dominowaly gronkowce koagulazoujemne. U badanych psow nie wykazano
nosicielstwa metycylinoopornych gronkowcow.

Przeglad literatury

Gronkowce to Gram-dodatnie ziarniaki
o srednicy 0,5 - 1,5 pm. Naleza do ty-
pu Firmicutes, klasy Bacilli, rzedu Ba-
cillales, rodziny Staphylococcaceae
i rodzaju Staphylococcus, w obrebie
ktérego wyrdznia sie 52 gatunki i 28
podgatunkéw [1]. Biorac pod uwage
zdolnos¢ gronkowcow do produkcji ko-
agulazy, dokonano ich podziatu na ko-
agulazododatnie  (coagulase-positive
staphylococci, CPS) i koagulazoujemne
(coagulase-negative staphylococci,
CNS). Do koagulazododatnich gron-
kowcow naleza: S. aureus, S. interme-
dius, S. pseudintermedius, S. delphini,
S. lutrae, S. schleiferi subsp. coagu-
lans oraz S. hyicus [2].

Gronkowce kolonizuja skére, blony
Sluzowe oraz przewdd pokarmowy,
uktad oddechowy, moczowo-ptciowy
i kanaly stuchowe ludzi i zwierzat.
Wiekszos$¢ z nich stanowi fizjologiczna
mikrobiote, tj. wchodza w sktad spo-
tecznosci mikroorganizmoéow komensal-
nych, symbiotycznych i patogennych
egzystujacych w organizmach [39].
Jednakze w pewnych warunkach bak-
terie te moga powodowac zakazenia
oraz wiele jednostek chorobowych.
Przenoszone sa one droga powietrzno-
kropelkowa, powietrzno-pylowa oraz
przez kontakt bezposredni [2].
Nosicielstwo to state lub przejsciowe
wystepowanie chorobotwoérczych mi-
kroorganizmow w organizmie zdrowe-

go cztowieka czy zZwierzecia,

pozostajacych w stanie r6wnowagi z fi-
zjologiczna mikrobiota organizmu.
Najczesciej izolowanymi mikroorgani-
zmami z jam nosowych pséw sa: Mora-
xella spp., Phyllobacterium spp.,
Cardiobacteriaceae oraz Staphylococ-
cus spp. [4]. Wsrdéd rodzaju Staphylo-
gldownymi przedstawicielami
mikrobioty nosogardzieli u pséw sa
S. aureus i S. epidermidis [4]. Ponadto,
czesto izolowane sa takie drobnoustro-
je jak: Micrococcus sp., a-hemolizuja-
ce paciorkowce i Acinetobacter spp.,
oraz, sporadycznie, Corynebacterium
spp., Bacillus spp., Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Pseudomonas spp.,
Alcaligenes spp. [5]. Za wiekszo$¢ in-
fekcji gronkowcowych odpowiedzialne
sa CPS, gtownie S. aureus. Jednakze
zaréwno u ludzi, jak i u zwierzat odno-
towuje sie wzrost czestosci zakazen
o etiologii CNS. Zwykle zakazenia te
dotycza osobnikéw z zaburzeniami
ukladu odpornosciowego, po zabie-
gach chirurgicznych, podczas ktérych
zostaly zaaplikowane ciata obce. Do
CNS najczesciej wywotujacych zakaze-
nia u czlowieka naleza: 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 sposrod CNS bedacych
przyczyna infekcji gronkowcowych
u zwierzat nalezy wymieni¢ m.in. S.
epidermidis, S. sciuri, S. xylosus i S.
chromogenes [3]. Coraz czestszy pro-
blem kliniczny i epidemiologiczny sta-

coccus,
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nowia lekooporne bakterie,
gronkowce oporne na metycyline. Pro-
blem metycylinoopornosci zostat zaob-
serwowany po raz pierwszy w 1980
roku. Metycylinooporne szczepy sa du-
zym zagrozeniem dla zdrowia ludzi
i zwierzat, ze wzgledu na ograniczone
mozliwosci terapeutyczne w przypad-
ku zakazen o etiologii tych szczepow.
Metycylinoopornos¢ pociaga za soba
bowiem brak wrazliwosci bakterii na
wszystkie antybiotyki p-laktamowe:
penicyliny, penicyliny z inhibitorami B-
laktamaz, karbapenemy, cefalosporyny
i monobaktamy [6].

Jednakze problem nosicielstwa mety-
cylinoopornych szczepow gronkowcéw
dotyczy nie tylko ludzi. Izolacji mety-
cylinoopornych szczepow S.
(methicillin-resistant ~ Staphylococcus
aureus, MRSA) z pséw dokonano w la-
tach 90. XX wieku. Wykazano, ze psy
oraz ludzie moga by¢ nosicielami tych
samych szczepéw pod wzgledem gene-
tycznym [8]. Obecnos¢ MRSA u zwie-
rzat  jest najczesciej
stosowania antybiotykéw [9]. Ponadto,
zwierzeta moga ulegac¢ zakazeniom po-
przez bezposredni kontakt lub w trak-
cie zabiegow chirurgicznych.
Problemem jest tez czeste nosicielstwo
tego patogenu u pracownikow gabine-
tow weterynaryjnych [10].
Metycylinoopornos¢ dotyczy nie tylko
S. aureus, ale rowniez koagulazoujem-
nych gronkowcéw. Przedstawicielem
CNS, u ktérego czesto stwierdza sie
metycylinoopornos¢ jest S. epidermi-
dis. Wykazano, ze 90% szczepow tego
gatunku izolowanych z przypadkéw
klinicznych od ludzi cechuje opornos¢
na metycyline [11]. Zdrowe psy sa cze-

w  tym

aureus

skutkiem

sto  kolonizowane szczepy
MRCNS (methicilin-resistant coagula-
se-negative staphylococci, metycylino-
oporne koagulazoujemne gronkowce).
Najliczniej izolowanym od pséw gatun-
kiem MRCNS jest S. haemolyticus
[12]. Z kolei wsrdéd krow z zapaleniem
gruczotu mlekowego najczesciej izolo-
wane sa MRCNS nalezace do gatun-
kow: S. haemolyticus, S.
saprophyticus, S. epidermidis i S. capi-
tis [13].

Zjawisko metycylinoopornosci
sie rozprzestrzenia¢ wsréd gronkow-
cow z powodu ich zdolnosci do hory-
zontalnego genow
determinujacych ten typ opornosci.
Co wiecej, ze wzgledu na mozliwos¢
miedzygatunkowego transferu leko-
opornych szczepoéw, zjawisko nosiciel-
stwa tych szczepéw u ludzi i zwierzat
stanowi istotny problem diagnostyczny
i epidemiologiczny.

przez

moze

transferu

Celem pracy byta identyfikacja szcze-
pow Staphylococcus spp. zasiedlaja-
cych jame nosowa zdrowych pséw oraz
analiza metycylinoopornosci wyizolo-
wanych gronkowcéw.

Materialy

Materiat do badan stanowily wymazy
pobrane z jam nosowych 14 psow,
w tym od 5 pséw mieszkajacych w wa-
runkach domowych oraz 9 pséw prze-
bywajacych w Schronisku dla
Bezdomnych Zwierzat w Szczecinie.
Wymazy zostaly pobrane przez lekarza
weterynarii, z prawego oraz lewego
nozdrza, przy uzyciu jalowych wyma-
zowek. Wszystkie zwierzeta w momen-
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cie pobierania wymazoéw byly zdrowe
i w ciagu 30 dni przed badaniem nie
przyjmowaty antybiotykdw.

W badaniach wykorzystano nastepuja-
ce szczepy referencyjne: S. aureus
ATCC 43300, S. aureus ATCC 25923
(American Type Culture Collection),
ktorych uzyto w charakterze szczepow
kontrolnych podczas przeprowadzania
reakcji PCR, PCR-RFLP, a takze ozna-
czania metycylinoopornosci wyizolo-
wanych gronkowcow.

Metody

Do izolacji gronkowcow zastosowano
podtoze Mannitol Salt Agar (BioMaxi-
ma S.A.). Wyizolowane szczepy prze-
chowywano w -20°C w podtozu
Tryptone Soya Broth (Oxoid) z dodat-
kiem 10% glicerolu. Wstepna identyfi-
kacje fenotypowa gronkowcow
przeprowadzano na podstawie morfo-
logii kolonii na podtozu Mannitol Salt
Agar, barwienia bakterii metoda Gra-
ma i analizy mikroskopowej. Wyizolo-
wane bakterie przesiewano na podtoze
Brain Heart Infusion Agar (Scharlau)
i inkubowano przez 24 godziny
w 37°C. Nastepnie wykonywano test
na katalaze z uzyciem 3% H,O, oraz
okreslano obecnos¢ czynnika

skupiania (CF) w tescie szkietkowym
i zdolno$¢ do wytwarzania koagulazy
w tescie probéwkowym z uzyciem oso-
cza krdliczego (Biomed), zgodnie z za-
leceniem producenta. Analizowano
réowniez hemolityczne
gronkowcow na podtozu Columbia Blo-
od Agar Base (BioMaxima S.A.) z 5%
odwloknionej krwi baraniej (Graso). Po
inkubacji hodowli w 37°C przez 24 go-
dziny okreslano zdolnos¢ szczepéw do
rozkladu erytrocytéw. DNA analizowa-
nych szczepow izolowano za pomoca
zestawu GeneMATRIX Bacterial &
Yeast Genomic DNA Purification Kit
(EURx), zgodnie z procedura podana
przez producenta. W celu potwierdze-
nia przynaleznosci wyizolowanych
szczepow do rodzaju Staphyloccocus
zastosowano amplifikacje genu gap
technika PCR. Sekwencje starterow
i parametry reakcji PCR zostaly za-
czerpniete z pracy Yugueros i wsp.
[16]. Sklad mieszaniny reakcyjnej za-
stosowanej do amplifikacji genu gap
przedstawiono w Tabeli 1. Reakcje
PCR prowadzono w termocyklerze PE-
QSTAR (Biotechnologie GmbH).

Do identyfikacji gatunkowej gronkow-
c6éw zastosowano analize restrykcyjna
genu gap z uzyciem enzymu Alul
(EURx). Amplikony genu gap (930 par

wlasciwosci

Skladnik mieszaniny reakcyjnej PCR

Ilos¢ substratu (jl)

Woda dejonizowana (A&A Biotechnology) 4,55
Master Mix (A&A Biotechnology) 6,25
Starter 1 (0,5 pM) 0,6

Starter 2 (0,5 pM) 0,6

DNA 0,5

Razem 12,5

Tab. 1. Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowanej do amplifikacji genu gap.
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Skladnik mieszaniny Ilos¢ substratu
Woda dejonizowana 19,55 ul
10x Bufor Tango 2,5ul
BSA 0,25 pl
Enzym Alul 2U
Produkt PCR 2,5l
Razem 25l

Tab. 2. Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowanej w technice PCR-RFLP.

zasad) i enzym Alul inkubowano 4 go-
dziny w 37°C. Sktad mieszaniny reak-
cyjnej (EURx) =zostal przedstawiony
w Tabeli 2.

Produkty PCR i PCR-RFLP zostaty pod-
dane rozdziatowi elektroforetycznemu
w 2% zelu agarozowym (BioMaxima
S.A.), z dodatkiem 1% bromku etydyny
(2 ul / 90 ml Zelu). Do elektroforezy zo-
stal uzyty bufor TBE (Bio-Rad). Roz-
dzialty @ prowadzono w  aparacie
Bio-Rad, poczatkowo przez 15 minut
przy napieciu 40V, a nastepnie przez
45 minut przy napieciu 90V.

Do analizy uzyskanych produktow PCR
i PCR-RFLP uzyto wzorzec masy cza-
steczkowej DNA - ®X174 (Fermentas).
Wyniki rozdzialéw elektroforetycznych
analizowano za pomoca programu Ge-
neTools (Syngene).

Wzory PCR-RFLP genu gap, uzyskane
dla analizowanych szczepéw gronkow-
céw, porownywano ze wzorami uzyska-
nymi na podstawie analizy in silico
RFLP genu gap z uzyciem enzymu
Alul, wykonanej dla sekwencji genu
gap 59 gatunkow i podgatunkéw gron-
kowcow zdeponowanych w GenBank
(NEBcutter V2.0). Wzory RFLP genu
gap, ktore postuzyly jako wzorzec do

identyfikacji gatunkowej analizowa-
nych gronkowcow =zostaly uzyskane
z Katedry Immunologii, Mikrobiologii
i Chemii Fizjologicznej ZUT w Szczeci-
nie [17].

Opornos¢ szczepow gronkowcéw na
metycyline oznaczano przy uzyciu me-
tody dyfuzyjno-krazkowej z uzyciem
krazka z cefoksytyna (30 pg) (BioMaxi-
ma S.A.), zgodnie z rekomendacja EU-
CAST [18]. Do kontroli testu
dyfuzyjno-krazkowego 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 wokél krazka
z antybiotykiem i interpretowano wy-
niki zgodnie z rekomendacja EUCAST
[18].

Do amplifikacji fragmentu genu mecA
(162 pary zasad) zastosowano startery
i warunki reakcji PCR opisane przez
Oliveira i de Lencastre [19]. Skiad
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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Skladnik mieszaniny reakcyjnej PCR

Ilos¢ substratu (jl)

Woda dejonizowana (A&A Biotechnology) 4,55
Master Mix (A&A Biotechnology) 6,25
Starter 1 (0,5 uM) 0,6

Starter 2 (0,5 uM) 0,6

DNA 0,5

Razem 12,5

Tab. 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowanej do amplifikacji genu mecA.

aureus ATCC 25923 (MSSA).
Wyniki

Wymazy z jam nosowych zostaly po-
brane od 14 pséw (Tab. 4), w tym
5 ps6éw mieszkajacych w domach oraz
9 pséw przebywajacych w Schronisku
dla Bezdomnych Zwierzat w Szczeci-
nie. Od 2 psow (40%) mieszkajacych
w warunkach domowych wyizolowano
5 szczepow gronkowcow (szczepy 1 -
5; Tab. 4, Tab. 6). Z kolei od 5 psow
(55%) przebywajacych w schronisku
wyizolowano 9 szczepéw gronkowcow
(szczepy 6 - 14; Tab. 4, Tab. 6). W su-
mie od 7 psow (50%) wyizolowano 14
szczepow  gronkowcoéw. Natomiast
w wymazach pobranych od pozosta-
tych 7 pséw (50%) nie stwierdzono
obecnosci gronkowcéw (Tab. 4).

Badane szczepy gronkowcéw rosly na
podtozu Brain Heart Infusion Agar
w postaci okragtych, gtadkich kolonii
(forma S), o barwie bialej, kremowej
lub z6ttej (Tab. 5). Zdolnos¢ do rozkta-
du mannitolu na podtozu Mannitol Salt
Agar oraz zdolnos$¢ do rozkladu nad-
tlenku wodoru odnotowano u wszyst-
kich analizowanych gronkowcow (Tab.
5). Podczas analizy wlasciwosci hemo-

litycznych wyizolowanych szczepodw,
staba strefe przejasnienia i zazielenie-
nie podloza wokdél kolonii interpreto-
wano jako hemolize typu alfa, wyrazne
przejasnienie podtoza wokot kolonii ja-
ko hemolize typu beta, a brak przeja-
$nienia jako hemolize typu gamma.
Wytwarzanie hemolizy typu beta
stwierdzono u 3 (21%) szczepdw.
Natomiast u pozostalych 11 (79%)
szczepow odnotowano brak hemolizy
(gamma hemoliz) (Tab. 5). U 2 (11%)
szczepow stwierdzono zdolnos¢ do wy-
twarzania koagulazy, a u 1 (6%) z nich
stwierdzono réwniez obecnos¢ czynni-
ka clumping factor (Tab. 5).

W DNA wszystkich 14 wyizolowanych
szczepow zidentyfikowano gen gap,
co potwierdzito ich przynaleznos¢ do
rodzaju Staphylococcus.

Do identyfikacji gatunkowej gronkow-
coOw zastosowano technike PCR-RFLP
z uzyciem enzymu Alul. Uzyskane wzo-
ry poréwnywano ze wzorami RFLP ge-
nu gap uzyskanymi analiza in silico dla
sekwencji 55 gatunkow i podgatunkow
gronkowcow dostepnych w bazie da-
nych GenBank (9.06.2011). Na podsta-
wie otrzymanych produktéw
PCR-RFLP o takich samych wzorach
restrykcyjnych wyrdézniono 6 grup ga-
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Wymaz od psa Pochodzenie psa Liczba szczepow Numer szczepu
1 Dom 0
2 Dom 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 materiatu badawczego.

tunkowych (Tab. 6).

Ustalono przynaleznos¢ 7 (50%) izola-
tow do gatunku S. equorum lub S. suc-
cinus, 2 (14%) izolatéw do gatunku
S. caprae, 2 (14%) izolatéw 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 gronkowcow
przedstawiono w Tabeli 6. oraz na Ry-
cinie 1.

Analiza metycylinoopornosci gronkow-
céw przy uzyciu testu dyfuzyjno-kraz-
kowego wykazata wrazliwos¢
wszystkich izolatéw na metycyline. Na
Rycinie 2 przedstawiono wynik testu
dyfuzyjno-krazkowego z cefoksytyna,
wykonanego z referencyjnymi szczepa-

mi MRSA (kontrola dodatnia) oraz
MSSA (kontrola ujemna).

Omowienie wynikow i dyskusja

Na podstawie przeprowadzonych ba-
dan ustalono, ze psy ze schroniska by-
ty  czesciej kolonizowane  przez
gronkowce (55% pséw), niz psy miesz-
kajace w domach (40% pséw) (Tab. 4).
Ze wzgledu na warunki panujace
w schronisku i staty kontakt z innymi
psami moze latwo dochodzi¢ do trans-
feru bakterii miedzy podopiecznymi
schroniska, co potwierdza obecnos¢
6 szczepéw przynaleznych do gatunku
S. equorum lub S. succinus w jamie
nosowej 4 pséw. Jednoczesnie u zadne-
go z psOw utrzymywanych w warun-

kach domowych nie stwierdzono
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obecnosci S. equorum / S. succinus.

Psy domowe byly kolonizowane przez
S. caprae (40% izolatéw), S. aureus
(20% izolatow), S. xylosus (20% izola-
tow), S. delphini / S. intermedius /
S. pseudintermedius (20% izolatow)
(Tab. 6). Qekwana [20] analizujac mi-
krobiote jamy nosowej pséw réwniez
zidentyfikowat S. aureus, S. xylosus
oraz S. pseudintermedius. Nalezy pod-

kresli¢, ze sa to gatunki gronkowcdw,
ktore sa najczestszym czynnikiem etio-
logicznym zakazen u pséw. Jednakze
analizowane w badaniach wlasnych
wymazy pochodzilty z jam nosowych
zdrowych psow, bez jakichkolwiek ob-
jawow chorobowych. Obecnos$¢ tych
szczepow w jamach nosowych analizo-
wanych pséw wskazuje zatem na stan
nosicielstwa.

Barwa
Nr kolonii na | Rozklad . Clumping
szczepu podiozu | mannitolu Katalaza | Hemoliza | Koagulaza factor

BHIA
1 biata + + gamma - -
2 kremowa + + gamma - -
3 kremowa + + gamma + +
4 biala + + beta - -
5 biata + + gamma - -
6 biata + + gamma - -
7 kremowa + + gamma - -
8 zoOtta + + gamma - -
9 biata + + beta - -
10 kremowa + + beta + -
11 biata + + gamma - -
12 biata + + gamma - -
13 z6ita + + gamma - -
14 kremowa + + gamma - -

Tab. 5. Wlasciwosci fenotypowe analizowanych gronkowcéw (+ wynik dodatni, - wynik

ujemny).
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S. caprae to gatunek pierwotnie wyizo-
lowany z mleka koziego. Zamankhan
iin. [34] w swoich badaniach wyizolo-
wali S. caprae z zapalenia ucha ze-
u psa. W Dbadaniach
wlasnych ten gatunek wyizolowano
z jamy nosowej dwoch psow mieszka-
jacych w domu. S. aureus jest patoge-
nem u ludzi jak i u zwierzat, moze

wnetrznego

powodowac¢ od lekkich infekcji skoéry
az do bakteriemii. Z pracy Leonard
i Markey [37] wynika, iz jest to rzadko
izolowany gatunek od pséw. W bada-
niach witasnych S. aureus zidentyfiko-
wano u psa mieszkajacego w domu.

Szczep S. xylosus jest stosowany jako
kultura starterowa w produkcji prze-
tworéw miesnych i mleczarskich [30,

Numer
. . Grupa Y
analizowanego Pochodzenie psa Przynaleznos¢ gatunkowa
gatunkowa
szczepu
1 Dom A S. caprae
2 Dom A S. caprae
3 Dom B S. aureus
S. delphini / S. intermedius
4 Dom C P / . ] /
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
) S. delphini/ S. intermedius /
10 Schronisko C . .
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 gronkowcéw i Zrédto ich izolacji.
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ATCC ATCC

2151 43300

Ryc. 1. Rozdzial elektroforetyczny produktéw PCR-RFLP genu gap uzyskanych po cieciu

enzymem restrykcyjnym Alul. Sciezki: 1, 8, 15: M - wzorzec masy molekularnej DNA
®X174 (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).

31]. Singh i Jain [38] zidentyfikowali
ten gatunek jako czynnik etiologiczny
zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych
po ugryzieniu przez psa. Z kolei z ba-
dan przeprowadzonych przez Cox i in.
[35] wynika, ze szczepy tego gatunku
wystepuja w mikrobiocie skéry psa.
Natomiast Medleau i in. [36] wyizolo-
wali S. xylosus ze skoérnych zmian rop-

nych pséow. W badaniach wtasnych wy-
kazano obecnos$¢ jednego szczepu tego
drobnoustroju w jamie nosowej psa
mieszkajacego w domu. Od pséw po-
chodzacych ze schroniska wyizolowa-
no: 7 (77%) szczepoéw S. equorum / S.
succinus, 1 (11%) szczep S. petrasii i 1
(11%) szczep S. delphini / S. interme-
dius /| S. pseudintermedius (Tab. 6).

Ryc. 2. Schemat dziatania cefoksytyny na szczepy oporne na cefoksytyne (szczep MRSA,
ATCC 43300) oraz wrazliwe na cefoksytyne (szczep MSSA, ATCC 2151).
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Nalezy zaznaczy¢, iz wysoka homolo-
gia sekwencji genu gap u gatunkow
S. equorum i S. succinus, a takze
S. delphini, S. intermedius i S. pseu-
dintermedius uniemozliwia ich roézni-
cowanie wewnatrzgatunkowe metoda
PCR-RFLP z uzyciem enzymu restryk-
cyjnego Alul [17].

Szczepy nalezace do gatunkow S. equ-
orum i S. succinus sa stosowane jako
kultury starterowe w produkcji pro-
duktéw spozywczych, takich jak sery
czy wedliny, gdyz nadaja im specyficz-
ne wilasciwosci, kolor, smak
i aromat. Z drugiej strony,
identyfikowane bytly jako czynniki etio-
logiczne zakazen u ludzi, takich jak
ostre zapalenie nerek, zapalenie wsier-
dzia, zakazenia dr6ég moczowych i in-
fekcje rogowki [23]. Szczepy tego
gatunku sa réwniez izolowane od zdro-
wych koni, kéz oraz kréw chorych na
zapalenie gruczolu mlekowego [25].
W badaniach wtasnych wyizolowano
siedem szczepow S. equorum / S. suc-
cinus z jamy nosowej psOw przebywa-
jacych w schronisku.

S. petrasii jest komensalem wystepuja-
cym na skorze, blonach s$luzowych,
w gruczotach mlekowych i mleku ssa-
kow [33]. Z kolei S. petrasii jest przy-
czyna infekcji ran, infekcji ucha,
zakazen ukladu moczowo-piciowego
oraz bakteriemii u ludzi [27]. W bada-
niach wlasnych wyizolowano jeden
szczep S. petrasii od jednego osobnika
przebywajacego w schronisku.

S. delphini, S. intermedius i S. pseu-
dintermedius naleza do grupy SIG
(Staphylococcus intermedius group)
oraz stanowia, zwlaszcza S. pseudin-
termedius, fizjologiczna mikrobiote

m.in.

skory i bton sluzowych pséw. Kizerwet-
ter-Swida i in. [26] w swoich bada-
niach zidentyfikowali ten szczep jako
czynnik etiologiczny infekcji skory
i ran, zapalenia ucha zewnetrznego
oraz zakazen ukladu moczowo-picio-
wego u psow. W badaniach wilasnych
z jamy nosowej jednego psa pochodza-
cego ze schroniska wyizolowano jeden
szczep S. delphini / S. intermedius /
S. pseudintermedius.

Trzy sposrod wyizolowanych szczepéw
byly koagulazododatnie. Natomiast po-
zostale 11 szczepéw bylto koagulazo-
ujemnych. Mozna zatem zalozy¢, ze
dominujaca flora gronkowcowa w ja-
mie nosowej psdéw sa gronkowce ko-
agulazoujemne. Kaszanyitzky i in. [28]
wykazali, iz mikrobiote skéry psoéw
stanowia czesciej gronkowce koagula-
zododatnie. Natomiast badania prze-
prowadzone przez Nagasae i in. [29]
wskazuja na przewage gronkowcéw
koagulazoujemnych na skorze psow.
Wytwarzanie hemolizy typu beta
stwierdzono u 3 (21%) szczepow:
2 izolatéw S. delphini / S. intermedius
/ S. pseudintermedius oraz u 1 izolatu
S. equorum / S. succinus. Beta-hemoli-
za swiadczy o} catkowitej
lizie krwinek, a wiec o produkowaniu
hemolizyny, ktéra jest waznym czynni-
kiem chorobotworczosci. Natomiast
u pozostatych 11 (79%) szczepéw od-
notowano brak hemolizy erytrocytow.
W badaniach wlasnych u zadnego
z analizowanych szczepow gronkow-
céw nie wykryto fenotypowej oporno-
sci na metycyline ani obecnosci genu
mecA determinujacego potencjalna
metycylinoopornos$¢é. Jednakze, czesto
w badaniach izoluje sie metycylino-
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oporne szczepy gronkowcoéw od psow
[8, 12, 15, 26, 28].

Podsumowujac, kolonizacja jamy noso-
wej zdrowych pséw przez gronkowce
dotyczyta polowy badanych zwierzat.
Wykazano, iz flora gronkowcowa za-
siedlajaca jame nosowa pséw byla
gatunkowo, jednakze
dominowaly gronkowce koagulazo-
ujemne. U badanych pséw nie wykaza-
no nosicielstwa metycylinoopornych
gronkowcow.

zroznicowana

Bibliografia:

[1] http://www.bacterio.net/staphylococcus.html
[2] Szewczyk E. Diagnostyka Bakteriologiczna.
Warszawa: Wydawnictwo Naukowe PWN; 2013.
[3] Buczek J., Kostro K., Glinski Z. 2008, Zoono-
zy, Panstwowe Wydawnictwo Rolnicze i Lesne,
183-186.

[4] Tress B, Dorn ES, Suchodolski JS, et al. Bac-
terial microbiome of the nose of healthy dogs
and dogs with nasal disease. Smidt H, ed. PLoS
ONE. 2017;12(5):e0176736. doi:10.1371/jour-
nal.pone.0176736.[5] Krogh H, Kristensen S.
A study of skin diseases in dogs and cats. II. Mi-
croflora of the normal skin of dogs and cats.
Nordisk Veterinaermedicin. 1976;28(9):459-63.
[6] Murray P, Rosenthal K, Pfaller M. Medical
Microbiology. Philadelphia: Elsevier; 2016.

[7] Szczuka E, Grabska K, Trawczynski K, Bo-
sacka K, Kaznowski A. Characterization of SCC-
mectypes, antibiotic resistance, and toxin gene
profiles of Staphylococcus aureuss trains. Acta
Microbiologica et
2013;60(3):261-270.
do0i:10.1556/amicr.60.2013.3.3.

[8] Morgan M. 2008. Methicillin-resistant Sta-

Immunologica Hungarica.

phylococcus aureus and animals: zoonosis or hu-

manosis. J Antimicrob Chemother. 62,

1181-1187.
[9] David MZ, Daum RS. Community-Associated

Methicillin-Resistant  Staphylococcus aureus:
Epidemiology and Clinical Consequences of an
Emerging Epidemic. Clinical Microbiology Re-
2010;23(3):616-687. doi:10.1128/CMR.
00081-09.

[10]
les/DC_CD HAI-Questions-and-answers-for-pet-
owners-about-MRSA.pdf

[11] Podkowik M, Bania ], Schubert J, Bystron J.

views.

www.colorado.gov/pacific/sites/default/fi-

Coagulase-negative staphylococci: an emerging
threat to public health?. Zycie Weterynaryjne.
2014;89(1):60-66.

[12] Ruzauskas M, Couto N, Kerziene S et al.
Prevalence, species distribution and antimicro-
bial resistance patterns of methicillin-resistant
staphylococci in Lithuanian pet animals. Acta
Veterinaria Scandinavica. 2015;57(1).
do0i:10.1186/s13028-015-0117.

[13] Fessler A, Billerbeck C, Kadlec K, Schwarz
S. Identification and characterization of methi-
cillin-resistant coagulase-negative staphylococci
from bovine mastitis. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy. 2010;65(8):1576-1582. doi:10.
1093/jac/dkql72.

[14] Gardete S, Wu SW, Gill S, Tomasz A. Role of
VraSR in Antibiotic Resistance and Antibiotic-In-
duced Stress Response in Staphylococcus au-
reus. Antimicrobial Agents and Chemotherapy.
2006;50(10):3424-3434.
doi:10.1128/AAC.00356-06.

[15] Coyner K. S. 2013. Managing MRSA, MRSP,
and MRSS dermatologic infections in pets. Vete-
rinary medicine. http://veterinarymedici-
ne.dvm360.com/managing-mrsa-mrsp-and-mrss-
dermatologic-infections-pets?id=&sk=&date=&
pagelD=3

[16] Yugueros ]J., Temprano A., Berzal B., San-
chez M., Hernanz C., Luengo J. M., Naharro G.
2000. Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydroge-
nase-Encoding Gene as a Useful Taxonomic Tool
for Staphylococcus spp.. Journal of Clinical Mi-

krobiology. 38. 4251-4355.

50



51

[17] Karakulska ], Fijatkowski K, Nawrotek P, Po-
bucewicz A, Poszumski F, Czernomysy-Furowicz
D. Identification and methicillin resistance of co-
agulase-negative staphylococci isolated from na-
sal
Microbiology. 2012;50(3):444-451. doi:10.1007/
$12275-012-1550-6.

cavity of healthy horses. Journal of

[18] The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing. Breakpoint tables for in-
terpretation of MICs and zone diameters. Ver-
sion 8.0, 2018. http://www.eucast.org.

[19] Oliveira D, Lencastre H. Multiplex PCR
Strategy for Rapid Identification of Structural
Types and Variants of the mec Element in Methi-
cillin-Resistant Staphylococcus aureus. Antimi-
crobial Agents and
2002;46(7):2155-2161.
2155-2161.2002.

[20] Quekwana D. N., Oguttu J. W., Sithole E,

Odoi A. 2017. Burden and predictors of Staphy-

Chemotherapy.
doi:10.1128/aac.46.7.

lococcus aureus and S. pseudintermedius infec-
tions among dogs presented at an academic
veterinary hospital in South Africa (2007-2012).
Peer].

[21] Shuttleworth R, Behme RJ, McNabb A, Col-
by WD. Human isolates of Staphylococcus ca-
prae: association with bone and joint infections.
Journal of Clinical 1997;
35(10):2537-2541.

[22] d'Ersu ], Aubin G, Mercier P, Nicollet P,

Bémer P, Corvec S. Characterization of Staphy-

Microbiology.

lococcus caprae Clinical Isolates Involved in Hu-
man Bone and Joint Infections, Compared with
Goat Mastitis Isolates. Journal of Clinical Micro-
biology. 2015;54(1):106-113. do0i:10.1128/
jcm.01696-15.

[23] Vela ], Hildebrandt K, Metcalfe A et al. Cha-
racterization of Staphylococcus xylosus isolated
from broiler chicken barn bioaerosol. Poultry
2012;91(12):3003-3012. doi:10.3382/
ps.2012-02302.

[24] Vandenesch F, Eykyn SJ], Bes M, Meugnier

Science.

H, Fleurette ], Etienne J. Identification and ribo-
types of Staphylococcus caprae isolates isolated
as human pathogens and from goat milk. Journal
of Clinical Microbiology. 1995;33(4):888-892.
[25] Novakova D. Staphylococcus equorum and
Staphylococcus succinus isolated from human
clinical specimens. Journal of Medical Microbio-
logy. 2006;55(5):523-528. do0i:10.1099/
jmm.0.46246-0.

[26] Kizerwetter-Swida M, Chrobak-Chmiel D,
Rzewuska M, Binek M. Staphylococcus pseudin-
termedius - trudno rozpoznawalny patogen. Po-
stepy Mikrobiologii. 2015;54(2):103-114.

[27] Svec P, Echahidi F, Petra$ P et al. Staphylo-
coccus petrasii subsp. pragensis subsp. nov., oc-
curring in human clinical material. International
Journal of Systematic and Evolutionary Micro-
biology. 2015;65(7):2071-2077. doi:10.1099/
ijs.0.000220.

[28] Kaszanyitzky, E. J., Janosi, S., Egyed, Z.,
Agost, G., & Semjén, G. Antibiotic resistance of
staphylococci from humans, food and different
animal species according to data of the hunga-
rian resistance monitoring system in 2001. Acta
Veterinaria 51(4), 451-464.
DOI:10.1556/AVet.51.2003.4.3

[29] Nagase N, Sasaki A, Yamashita K, Shimizu
A, Wakita Y, Kitai S, Kawano J. Isolation and spe-

Hungarica,

cies distribution of staphylococci from animal
and human skin. Journal of Veterinary Medical
Science. 2002; 64(3): 245-250/
DOI:10.1292/jvms.64.245

[30] H. Meugnier, M. Bes, C. Vernozy-Rozandb,
C. Mazuyb, Y. Brun, J. Freney, J. Fleurette. Iden-
tification and ribotyping of Staphylococcus xylo-
sus and Staphylococcus equorum strains
isolated from goat milk and cheese. Internatio-
nal Journal of Food Microbiology. 1996;31(1-
3):325-331/D0OI1:10.1016/0168-1605(96)00975-0
[31] Simonova M., StrompfovaV. , Marcinakova
M., Laukova A., Vesterlund S., Latorre S., Mora-

talla,Bover-Cid S., Vidal-Carou C. Characteriza-

51



52

tion of Staphylococcus xylosus and Staphylococ-
cus carnosus isolated from Slovak meat pro-
ducts. Meat 2006;73(4):
559-564/D0I:10.1016/j.meatsci.2006.02.004

[32] Schleifer K., Kloos W,, Isolation and Charac-

Science.

terization of Staphylococci from Human Skin I.
Amended Descriptions of Staphylococcus epi-
dermidis and Staphylococcus saprophyticus and
Descriptions of Three New Species: Staphylo-
coccus cohnii, Staphylococcus haemolyticus,
and Staphylococcus xylosus. International Jour-
nal of Systematic and Evolutionary Microbiolo-
gy. 1975;25:50-61, do0i:10.1099/00207713-
25-1-50

[33] Panttiéek R., Svec P, Dajcs J. J., Machové 1.,
Cernohlavkova J., Sedo O., Gelbi¢ova T., Ma$la-
nové 1., Doskar J., Zdrahal Z., Ruzickové V., Se-
dlacek I. Staphylococcus petrasii sp. now.
including S. petrasii subsp. petrasii subsp. nowv.
and S. petrasii subsp. croceilyticus subsp. nov.,
isolated from human clinical specimens and hu-
man ear infections. Systematic and Applied Mi-
crobiology. 2013;36(2):90-95,

DOI: 10.1016/j.syapm.2012.11.004

[34] Zamankhan Malayeri, H., Jamshidi, S. and
Zahraei Salehi, T. (2010). Identification and anti-
microbial susceptibility patterns of bacteria cau-
sing otitis externa in dogs. Veterinldentification
of serum biomarkers for colorectal cancer
differential secretome

metastasis using a

approachry Research Communications,
34(5),435-444. DOI:10.1007/s11259-010-9417-y
[35] Cox H. U., Hoskins J. D., Newman S. S., Foil
C. S., Turnwald G. H., Roy A. F. (1988) Temporal
study of staphylococcal species on healthy dogs.
.American Journal
49(6):747-751,

[36] Medleau L., Long R. E., Brown J., Miller W.

H. Frequency and antimicrobial susceptibility of

of Veterinary Research

Staphylococcus species isolated from canine py-
odermas. American Journal of Veterinary Rese-
arch. 47(2):229-231,

[37] Leonard, F., Markey, B. (2008). Meticillin-
resistant Staphylococcus aureus in animals:
A review. The Veterinary Journal, 175(1), pp.27-
36. Doi; 10.1016/j.tvjl.2006.11.008

[38] Singh A., Jain R.; 2016 Staphylococcus xylo-
sus Meningitis Following Dog-bite. Indian Pe-
diatr;53:931

[39] Lederberg ], MacCray A. 'Ome Sweet
’Omics—a genealogical treasury of words. The
Sciencist. 2001. Available at: https://www.the-
scientist.com/?articles.view/articleNo/13313/ti-
tle/-Ome-Sweet--Omics---A-Genealogical-Treasu-

ry-of-Words/. [Dostep: 26 lutego 2018]

52



Publikacja w Acta Mygenica XIV

Zachecamy do publikacji w kolejnym numerze Zeszytow Naukowych
"Acta Mygenica" Kota Naukowego Studentéw Biotechnologii
"Mygen". Akceptujemy artykuly przegladowe i badawcze o tematyce
z zakresu lifescience. Najlepsze z nadestanych artykuléw zostana
opublikowane w XIV wydaniu "Acta Mygenica" w pazdzierniku
2018.

Termin nadsytania abstraktow mija 2 wrzesnia, natomiast artykutow
oraz zgod opiekuna naukowego - 9 wrzesnia.

W razie pytan prosimy o kontakt z Kinga Pajdzik
(kinga.pajdzik@gmail.com).

Poprzednie edycje zeszytow naukowych ,Acta Mygenica” oraz
szczegb6lowe informacje sa dostepne pod adresem:
www.mygen.wbbib.uj.edu.pl/dzialalnosc/actamygenica

53








