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Ze smutkiem donosimy, iz 5 maja 2007 roku odszedt od nas prof. dr hab. med.
Mirostaw Kantoch, nestor polskiej wirusologii, ekspert Swiatowej Organizacji
Zdrowia, cztonek rzeczywisty PAN, czlonek honorowy Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologow, badacz oraz cztowiek zastuzony w wielu dziedzinach aktywno$ci
zardwno zawodowej jak i spoteczne;j.

Profesor M. Kantoch byt wieloletnim cztonkiem Rady Redakcyjnej Postepow
Mikrobiologii — czerpaliSmy z Jego ogromnej wiedzy i do§wiadczenia. Udzielane
nam przez Niego rady zawsze zawieraty duzy tadunek szacunku i zyczliwosci.

Bedzie nam Go brakowac.

Redakcja
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Maria Krystyna Pietkiewicz

@

1924 - 2007

lekarz, mikrobiolog,
profesor zwyczajny Akademii Medycznej w Poznaniu

Dnia 14 stycznia 2007 roku zmarta Pani Profesor
Maria K. Pietkiewicz emerytowany kierownik
Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej AM w Poznaniu.

Pani Profesor Maria K. Pietkiewicz urodzita
si¢ w 1924 roku w Poznaniu. Swiadectwo dojrzatosci
uzyskata w Warszawie w 1942 roku na kompletach
tajnego nauczania. W okresie okupacji pracowata jako
techniczny asystent w Zaktadzie Bakteriologii w Pan-
stwowym Zaktadzie Higieny w Warszawie. W roku
1945 podjeta studia na Wydziale Lekarskim Uni-
wersytetu Poznanskiego rownoczes$nie pracujac w Za-
ktadzie Mikrobiologii Lekarskiej AM w Poznaniu.
Dyplom lekarza medycyny otrzymata w 1951 roku.
W 1950 roku uzyskata stypendium specjalizacyjne
Ministra Zdrowia wraz ze skierowaniem do pracy
w filii poznanskiej PZH przemianowanej w roku 1952
na Wojewodzka Stacj¢ Sanitarno-Epidemiologiczna,
gdzie z jednoroczna przerwa spowodowana praca
w Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej
w Bialymstoku pracowata do 1956 roku, kolejno na
stanowisku asystenta a nastgpnie kierownika Oddziatu
Bakteriologii. W roku 1956 podjeta prace w Instytucie
Medycyny Morskiej w Gdansku w Krajowym Osrod-
ku Salmonella na stanowisku asystenta a po obronie
pracy doktorskiej w AM w Poznaniu w roku 1963 na
stanowisku adiunkta i kierownika pracowni. Z dniem
1 stycznia 1974 roku zostata powotana na stanowisko
kierownika Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej AM
w Poznaniu. W tym samym roku obronita prace habi-
litacyjna na posiedzeniu Rady Wydziatu Lekarskiego
AM w Poznaniu. W roku 1985 otrzymata tytut profeso-
ra nadzwyczajnego, a w roku 1994 profesora zwyczaj-
nego. W 1985 roku zostata powotana na stanowisko dy-
rektora Instytutu Mikrobiologii i Choroéb Zakaznych
w Poznaniu. Stanowisko to petnita przez dwie kaden-

cje. Bedac kierownikiem Zaktadu Mikrobiologii Lekar-
skiej Prof. Maria K. Pietkiewicz zaangazowata sig nie
tylko w prac¢ naukowa ale tez w dziatalno$¢ dydak-
tyczna prowadzac zajgcia ze studentami Wydziatow:
lekarskiego, stomatologii i pielggniarstwa. Opracowata
programy nauczania i byta wspotautorem kilku skryp-
tow. W ostatnim roku przed przej$ciem na emeryturg
zaangazowala si¢ w organizowanie i opracowanie pro-
gramu nauczania studentow anglojezycznych. W trak-
cie swojej dzialalnosci naukowej pieciokrotnie prze-
bywata na stazu naukowym w Instytucie Pasteura
w Paryzu specjalizujac si¢ w badaniach nad chorobo-
tworczoscia pateczek jelitowych, szczegélnie z rodzaju
Salmonella. Innymi waznymi tematami prac nauko-
wych byly zagadnienia zwiazane z zakazeniami szpi-
talnymi oraz zakazeniami srodowiska cztowieka i zwie-
rzat. Wyrazem tej dziatalnosci bylo opublikowanie
okolo 90 prac w czasopismach polskich i zagranicz-
nych. W trakcie swojej pracy zawodowej Pani Profesor
zorganizowata i prowadzita liczne szkolenia z zakresu
medycyny tropikalnej i choréb uktadu pokarmowego
wywolywanych przez drobnoustroje z rodziny Ente-
robacteriaceae. Pani Profesor M.K. Pietkiewicz byta
promotorem 7 prac doktorskich, opiekunka 1 pracy
habilitacyjnej i recenzentka 4 rozpraw habilitacyjnych,
29 prac doktorskich i 26 prac magisterskich.

Oproécz pracy naukowej i dydaktycznej Pani Profe-
sor udzielata si¢ w towarzystwach naukowych. Nale-
zata do aktywnych cztonkéw Oddzialu Poznanskiego
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw petniac przez
kilka kolejnych kadencji stanowisko przewodniczace;.
W roku 1992 nadano Jej godno$¢ cztonka honorowego
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow. Byla takze
aktywnym czlonkiem Polskiego Towarzystwa Epide-
miologow i1 Lekarzy Chorob Zakaznych. Od roku 1984
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byta cztonkiem Rady Naukowej Instytutu Medycyny
Morskiej i Tropikalnej w Gdyni. Byla tez cztonkiem
Komisji Medycyny Do$wiadczalnej Poznanskiego To-
warzystwa Przyjaciol Nauk, cztonkiem Francuskiego
Towarzystwa Mikrobiologéw i zrzeszenia Uczniow
Instytutu Pasteura. Aktywnie udzielata si¢ w Lions
Klubie w Poznaniu bgdac dyrektorem do spraw czton-
kostwa. Pani Profesor opracowata jeden projekt racjo-
nalizatorski wyr6zniony nagroda w roku 1982. W roku
1989 otrzymata nagrodg¢ dydaktyczna Ministra Zdro-
wia. Byla wyr6zniona licznymi nagrodami rektorskimi.
Posiadata srebrny Krzyz Zastugi i odznake Wzorowe-
go Pracownika Stuzby Zdrowia.

Piszacy te stowa pozegnania nie moze powstrzy-
mac si¢ od kilku refleksji natury osobistej. Pani Profe-

sor byta cztowiekiem bardzo ciepltym, szczerym i wy-
rozumiatym. Potrafila stworzy¢ wyjatkowa atmosfere
w pracy do ktorej przychodzito si¢ z prawdziwa przy-
jemnoscia i zadne zadanie nie wydawato si¢ cigzkie.
Pamigtamy Pania Profesor nie tylko jako Kierownika
Zaktadu ale tez jako osobg z ktéra mozna bylo szcze-
rze podyskutowaé¢ na kazdy temat, ktéra potrafita
udziela¢ rad i wesprzeé pomoca. Zegnajac Pania Pro-
fesor zegnamy nie tylko dlugoletniego kierownika Za-
ktadu Mikrobiologii Lekarskiej AM w Poznaniu, ale
takze czlowieka prawego i dobrego.

Taka Pania Profesor zapamigtamy.

Cze$¢ jej pamigcei.

Dr hab. Jerzy Chylak
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LEKOOPORNOSCI MYCOBACTERIUM
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Zaktad Genetyki Drobnoustrojow, Instytut Mikrobiologii i Immunologii, Uniwersytet Lodzki,
ul. Banacha 12/16, 90-237 L6dz, e-mail: asajduda@biol.uni.lodz.pl

Wptyneto w listopadzie 2006 r.

1. Wprowadzenie. 2. Fenotypowe metody wykrywania lekoopornos$ci u M. tuberculosis. 3. Genetyczne metody wykrywania leko-
opornos$ci u M. tuberculosis. 4. Wykrywanie lekoopornosci u pratkow nie gruzliczych (NTM). 5. Podsumowanie

New methods for drug resistance detection in mycobacteria

Abstract: Mycobacteria comprise a diverse group of bacteria that are widespread in nature. Some of the species belonging to this
group cause diseases in humans. Members of the Mycobacterium tuberculosis complex are the most important human pathogens of
the genus Mycobacterium and are the cause of tuberculosis (TB). TB remains one of the major causes of death by a single infectious
agent worldwide. Of great concern for TB control is the emergence of drug resistance. Since there is no cure for some multidrug-
resistant strains of M. tuberculosis, there is concern that they may spread around the world, stressing the need for additional control
measures, such as new diagnostics, better drugs for treatment and a more effective vaccine. The emergence of multidrug-resistant
TB calls for new rapid drug susceptibility tests. Recent advances in the field of molecular biology and progress in the understanding
of the molecular basis of drug resistance have provided new tools for rapid drug resistance detection of M. tuberculosis and other
mycobacteria. Other types of methodologies which provide rapid results by detecting early signs of mycobacterial growth are being
introduced such as the measurement of metabolism with the aid of color indicators, detection of oxygen consumption, production of
CO,, etc. The present review discusses recent developments in these two areas.

1. Introduction. 2. Phenotypic methods for drug resistance detection in M. tuberculosis. 3. Genotypic methods for drug resistance

detection in M. tuberculosis. 4. Drug resistance detection in non-tuberculous mycobacteria (NTM). 5. Summary

Stowa kluczowe: diagnostyka, lekoopornos$¢, metody fenotypowe, metody genetyczne, Mycobacterium

Key words:

detection, drug resistance, phenotypic methods, genotypic methods, mycobacteria

1. Wprowadzenie

Do chorob wywotywanych przez bakterie z rodzaju
Mpycobacterium (pratki kwasooporne) naleza przede
wszystkim gruzlica i trad, a takze inne zakazenia powo-
dowane przez pratki nie gruzlicze (NTM, non tuber-
culous mycobacteria).

Gruzlica wciaz stanowi jedna z gtdéwnych przyczyn
$mierci z powodu jednej choroby zakaznej. W 1993 r.
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) uznata gruzli-
ce¢ za ogolne zagrozenie. Byla to pierwsza deklaracja
tego rodzaju w historiit WHO [89]. Wielkim proble-
mem w zakresie nadzoru nad gruzlica jest zjawisko
lekooporno$ci z uwagi na brak skutecznych metod eli-
minacji niektorych wielolekoopornych szczepow Myco-
bacterium tuberculosis (pratka gruzlicy), jak rowniez
niebezpieczenstwo ich szybkiego rozprzestrzenienia
si¢. Wedtug niedawnych badan nad okresleniem za-
siggu wielolekoopornej gruzlicy na $wiecie [86], wy-
stgpowanie lekoopornosci stwierdzono w 74 sposrod
77 badanych krajow i regionow. Obszarami o najwyz-
szej czestosci wystgpowania gruzlicy wielolekoopor-
nej okazaty si¢ kraje bytego Zwiazku Radzieckiego:
Estonia, Kazachstan, Lotwa, Litwa, Federacja Rosyj-
ska i Uzbekistan. Wysoki odsetek gruzlicy wieloleko-

opornej stwierdzono roéwniez wsréd nowych przypad-
kéw w Chinach (prowincje Henan i Liaoming), Ekwa-
dorze i Izraelu. Natomiast najnizsze $rednie wskaz-
niki lekoopornosci zanotowano w Europie Srodkowej
i Afryce. DOTS (directly-observed treatment short
course), strategia leczenia opracowana przez WHO,
skutecznie zapobiega powstawaniu lekoopornosci, jed-
nak wedhug danych z 1999 r. tylko 23% przypadkow
dodatnich w badaniu mikroskopowym bylo objetych
tym programem, co wskazuje na koniecznos¢ wprowa-
dzenia dodatkowych $rodkéw kontroli takich, jak nowe
metody diagnostyczne, skuteczniejsze leki i schematy
leczenia, czy nawet bardziej efektywna szczepionka [92].

Zaproponowana przez WHO terapia wielolekowa
sktadajaca si¢ z dapsonu, ryfampicyny (RMP) i klofa-
zyminy zostata wprowadzona w 1981 r. i doprowadzi-
ta do dramatycznego spadku liczby przypadkow tradu
w ciagu ostatnich 20 lat [52]. Pigtnascie lat temu liczbe
przypadkéw tradu na $wiecie oceniano na 10—12 mi-
lion6éw, podczas gdy na koniec 2000 r. liczba zareje-
strowanych chorych wyniosta 597 232 oraz wykryto
719 330 nowych zachorowan [88]. Wspodtczynnik za-
padalnosci na trad obnizyt si¢ o 89%, a chorobg tg
wyeliminowano z 98 krajow [87]. Niemniej jednak
M. leprae (pratka tradu) nigdy nie udato si¢ wyhodowac
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in vitro, a rozpoznanie choroby opiera si¢ glownie na
wskaznikach klinicznych i epidemiologicznych [76].

Pratki nie gruzlicze obejmuja ponad 65 réznych ga-
tunkow wystepujacych w srodowisku i charakteryzu-
jacych si¢ zdolnoScia wywotywania stanow patolo-
gicznych w zakresie od kolonizacji do zakazen [58].
Niedawno znaczenie kliniczne pratkéw NTM wzrosto
w krajach rozwinigtych z powodu ich udziatu w za-
kazeniach oportunistycznych u chorych na AIDS,
zwlaszcza rozsianych zakazeniach M. avium complex
(MAC) [7]. Jednak dzigki wprowadzonej kilka lat
temu skutecznej terapii antyretrowirusowej (HAART,
highly active anti-retroviral therapy) sytuacja ulegta
poprawie i obecnie zakazenia te wystgpuja juz tylko
u 2-3% leczonych w ten sposob pacjentow [75]. Jed-
nak pratki NTM inne niz MAC wciaz stanowia powaz-
ny problem kliniczny, zwlaszcza gatunki wywolujace
zakazenia szpitalne. Pratki NTM sa szeroko rozpo-
wszechnione w przyrodzie i moga powodowac kolo-
nizacje, zakazenia i pseudo-epidemie, zwtaszcza gdy
zakazaja proby kliniczne lub sprzet medyczny, co
prowadzi do niepotrzebnych interwencji medycznych
1 wdrazania leczenia [58].

Niedawny postep w biologii molekularnej i wyjas-
nieniu molekularnych podstaw zjawiska lekoopornosci,
zwlaszcza u M. tuberculosis, zaowocowal opracowa-
niem nowych metod oznaczania lekoopornosci prat-
kow [54]. Jednakze wysoki koszt wigkszosci z tych
technik utrudnia ich wprowadzenie do codziennej
praktyki laboratoryjnej, zwlaszcza w krajach biedniej-
szych [44]. Oporno$¢ na leki przeciwgruzlicze okresla
si¢ za pomoca tzw. metod konwencjonalnych, opartych
na hodowli i detekcji wzrostu pratkow, do ktorych
naleza metody: proporcji, absolutnych stezen oraz
wskaznika opornosci [35]. Wraz z wprowadzeniem ra-
diometrycznego systemu BACTEC i przystosowaniem
go do oznaczania lekowrazliwosci M. tuberculosis, te
cztery metody zostaty uznane za ztoty standard w wy-
krywaniu opornosci na antybiotyki [28]. Jednak sa one
czasochtonne i wymagaja duzego naktadu pracy, co
spowodowato poszukiwania alternatywnych i szyb-
szych technik. Te nowe metody mozna podzieli¢ na
dwie szerokie kategorie: metody fenotypowe i metody
genetyczne. W niniejszym artykule przedstawiono
nowe metody wykrywania lekoopornosci u pratkow, ze
szczegolnym uwzglednieniem M. tuberculosis, a takze
kilku gatunkow NTM.

2. Fenotypowe metody wykrywania
lekoopornosci u M. tuberculosis

Ta kategoria testow opiera si¢ na metodach hodowli,
ktorych celem jest wykrycie wzrostu M. tuberculosis.
Z powodu powolnego tempa wzrostu pratkow gruzlicy
wyniki uzyskuje sig¢ dopiero po kilku tygodniach.

Nowe, szybkie metody fenotypowe wykrywaja wcze-
sne sygnaly wzrostu pratkdw poprzez pomiar meta-
bolizmu z uzyciem barwnych wskaznikéw, detekcje
zuzycia tlenu, szybka wizualizacj¢ mikrokolonii, wy-
twarzanie CO,, itp.

Sposrod nowych komercyjnych metod fenotypo-
wych, przeznaczonych do wykrywania lekoopornosci
pratkow, system MGIT (Becton Dickinson, USA)
— zar6wno w wersji manualnej, jak i zautomatyzowa-
nej (MGIT 960) — jest najcze$ciej stosowany do oceny
lekooporno$ci M. tuberculosis. W systemie MGIT
(mycobacteria growth indicator tube) hodowlg pro-
wadzi si¢ w szklanych probowkach ze zmodyfikowa-
nym podtozem Middlebrooka 7H9 z dodatkiem anty-
biotyku, na dnie ktérych znajduje si¢ czujnik tlenowy
wygaszajacy fluorescencje. W trakcie wzrostu M. tuber-
culosis zuzywa tlen rozpuszczony w pozywce, CO pro-
wadzi do emisji fluorescencji obserwowanej w §wietle
lampy UV. System MGIT zastosowano w licznych
badaniach poréwnawczych do oznaczania opornosci
M. tuberculosis na leki pierwszo- i drugorzgdowe, uzy-
skujac wysoka zgodnos¢ (93,5%) z metoda proporcji
i systemem BACTEC $rednio w ciagu 6—7 dni [6, 66].

Inna komercyjna metoda oznaczania lekoopornos-
ci jest E-test (AB BIODISK, Szwecja), gdzie stosuje
si¢ paski nasycone roznymi stezeniami antybiotykow,
co pozwala na bezposredni odczyt MIC na ptytkach
agarowych. W niedawnych badaniach poroéwnaw-
czych z metoda proporcji na podtozu Lowensteina-
Jensena i radiometrycznym systemem BACTEC wy-
kazano zgodno$¢ E-testu i metod standardowych
wynoszaca 90,1% [25]. Stosujac E-test uzyskano fat-
szywe wyniki opornosci w przypadku 8 z 81 badanych
szczepOw M. tuberculosis, natomiast nie zanotowano
falszywych wynikow wrazliwo$ci. Podobne rezultaty
uzyskano, poréwnujac E-test z metoda proporcji na
agarze Middlebrooka 7H11 [34, 67].

System MB/BacT (Organon Teknika, Holandia;
obecnie bioMérieux, Francja) rowniez zostat przysto-
sowany do szybkiego okreslania lekoopornosci M. fu-
berculosis complex. Jest to komercyjna, zautoma-
tyzowana metoda hodowli umozliwiajaca wykrycie
wzrostu pratkdéw w systemie zamknigtym w oparciu
o ciagla kolorymetryczng detekcjg CO,. Wskutek wy-
twarzania CO, czujnik ze wskaznikiem koloryme-
trycznym, umieszczony na dnie naczynia hodowlane-
go, zmienia barwg z zielonej na zotta. Wykorzystanie
$wiatta odbitego umozliwia stale monitorowanie wzro-
stu. W przeprowadzonych niedawno badaniach po-
rownawczych z systemem BACTEC 460 i metoda pro-
porcji wykazano, ze MB/BacT jest doktadna i pewna
metoda szybkiego oznaczania opornosci na leki pierw-
szorz¢dowe, a $redni czas oczekiwania na wynik wy-
nosit 9—-12 dni [8, 74].

Do komercyjnych, w pelni zautomatyzowanych me-
tod hodowlanych nalezy réwniez nowy ESP culture
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system II (Accumed International, USA), gdzie wykry-
wa si¢ zmiany ci$nienia wskutek zuzycia lub wytwa-
rzania gazu przez namnazajace si¢ pratki. Ruiz i wsp.
zastosowali t¢ metode do detekcji opornosci na leki
pierwszorzedowe wsrdod 389 klinicznych szczepow
M. tuberculosis i wykazali jej wysoka zgodnos¢ z sys-
temem BACTEC 460 [63].

Wsréd nowych metod nie komercyjnych, shuza-
cych do detekcji lekoopornosci u M. tuberculosis, trzy
ich typy zastuguja na uwagg: 1) testy fagowe, 2) meto-
dy kolorymetryczne oraz 3) test redukcji azotandw.

Test PhaB (phage amplified biologically) opiera
si¢ na zdolno$ci zywych pratkow M. tuberculosis do
podtrzymywania replikacji zakazajacego je mykobak-
teriofaga; egzogenne fagi nie zakazajace sa inaktywo-
wane chemicznie, za$ liczba fagow endogennych, ktora
odzwierciedla poczatkowa liczbe zywych pratkow
gruzlicy ulega nastgpnie zwigkszeniu wskutek doda-
nia do hodowli niepatogennych, szybko rosnacych
pratkéw M. smegmatis. Test ten zastosowano zardwno
w jego oryginalnej formie [70], jak i w wersji komer-
cyjnej FASTPlaque TB-RIF (Biotec Laboratories Ltd.,
Anglia) [2] do wykrywania opornosci na RMP u M. tu-
berculosis w hodowli oraz bezposrednio w plwocinie.
Wyniki uzyskiwano srednio w ciagu 2 dni, a ich zgod-
no$¢ z metoda proporcji przekraczata 95%.

W celu szybkiej detekcji lekoopornosci u M. tuber-
culosis zaproponowano rowniez metody koloryme-
tryczne, ktére oparte sa na redukcji barwnego wskaz-
nika dodawanego do podtoza wzrostowego z roznymi
antybiotykami. Oporno$¢ wykrywa si¢ poprzez zmiang
barwy wskaznika, ktorego natgzenie jest wprost propor-
cjonalne do liczby zywych pratkéw w hodowli [54].
Najczes$ciej stosowanymi wskaznikami wzrostu sa sole
tetrazolowe: MTT (bromek 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-
2,5-difenylo-tetrazolowy) i XTT (2,3-bis(2-metoksy-4-
nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolowy-5-karboksyanilid)
oraz barwniki alamar blue 1 rezazuryna. Komercyjny
wskaznik redox alamar blue (Accumed, USA) zostat
po raz pierwszy uzyty do ilociowej oceny lekowraz-
liwosci M. tuberculosis w 1995 r. [90]. Wskaznik ten
w wyniku redukcji zmienia barwe z niebieskiej na
r6zowa, co jest tatwo dostrzegalne gotym okiem. Zmia-
n¢ barwy mozna rowniez zmierzy¢ spektrofotometrycz-
nie lub fluorometrycznie. Test ten przystosowano na-
stepnie do wykonania na ptytce ELISA i zastosowano
do oznaczania wrazliwos$ci na leki pierwszo- i drugo-
rzedowe. Wyniki byly dostepne po 8—10 dniach inkuba-
¢cji i zgodne ze standardowa metoda proporcji [12, 60].

W tym samym celu zastosowano metodg kolory-
metryczna z uzyciem soli tetrazolowej MTT [51], ktora
w zywych komorkach jest redukowana przez dehydro-
genazy do formazanu MTT. Ma on postaé purpurowych
krysztatow, ktore przeprowadza si¢ w formg rozpusz-
czalna w wodzie. Wyniki w tej metodzie sa dostgpne
w ciagu 7-14 dni, a MTT jest tanszy niz komercyjny

alamar blue. Test ten zastosowano do szybkiego wy-
krywania opornosci M. tuberculosis na leki pierwszo-
i drugorzgdowe, uzyskujac dobre wskazniki czuto$ci
1 specyficzno$ci w poréwnaniu z metoda proporcji.
Nizsza specyficzno$¢ (58—89%) wykazano w stosun-
ku do etambutolu (EMB) i streptomycyny (SM) [47]
oraz nizsza czutos¢ (90,9%) w wykrywaniu opornosci
na kapreomycyne [48], co wskazuje na konieczno$¢
dalszej standaryzacji testu.

W2001r. De Logu iwsp.uzyli MTT oraz inny
wskaznik redox XTT do oznaczania wrazliwo$ci
M. tuberculosis na RMP, SM 1 izoniazyd (INH), po-
rownujac uzyskane wyniki z metoda proporcji na aga-
rze [15]. Test z uzyciem XTT jest tatwy do wykonania
1 nie wymaga rozpuszczenia produktu redukcji wskaz-
nika przed pomiarem spektrofotometrycznym. Autorzy
wystandaryzowali tg technike dla celow detekcji opor-
no$ci na badane leki, uzyskujac wyniki po 3—8 dniach.
Obserwowana przez nich czuto$¢ testu redukcji XTT
w wykrywaniu opornosci na RMP byla porownywal-
na z opisang wczesniej dla MTT.

Niedawno opracowano metode kolorymetryczna
na ptytkach ELISA oparta na redukcji rezazuryny
(REMA) do okreSlania opornosci M. tuberculosis na
INH i RMP [55]. Rezazuryna jest réwniez wskaz-
nikiem redox i stanowi gléwny sktadnik barwnika
alamar blue. Wskutek redukcji do rezorufiny zmienia
barwe z niebieskiej na rézowa, a ta z kolei przeksztat-
cana jest do bezbarwnej dihydrorezorufiny. Spek-
trofotometryczny pomiar absorbancji dla rezazuryny
i rezorufiny przeprowadza si¢ przy dtugosci fali, odpo-
wiednio 600 nm i 570 nm. Autorzy poréwnali wyniki
testu REMA z otrzymanymi w metodzie proporcji,
uzyskujac bardzo wysoka zgodnos¢ (specyficznosc
i czuto$¢ wynosita 96,2—100%). Metoda ta jest prosta
(wyniki mozna oceni¢ wizualnie) i niedroga (rezazu-
ryna nie jest produktem opatentowanym i jest znacznie
tansza niz alamar blue czy MTT), co czyni ja warta
zaadaptowania zwtlaszcza w krajach biedniejszych.
Test ten zostal rowniez z powodzeniem zastosowany
przez Martin i wsp. do badania wrazliwosci M. fu-
berculosis na leki drugorzedowe [42].

Test redukcji azotanow jest oparty na zdolnos$ci
redukcji przez M. tuberculosis azotanu do azotynu,
ktéry wykrywa si¢ przez dodanie odczynnika che-
micznego do podloza hodowlanego zawierajacego
antybiotyk. Test wykonuje si¢ po 10 dniach inkubacji.
Szczepy oporne redukuja azotan, co przejawia si¢ za-
barwieniem podtoza na ré6zowo-czerwono. W przy-
padku szczepow wrazliwych barwa podtoza nie ulega
zmianie [3]. Ostatnio test ten z powodzeniem zastoso-
wano do oceny wrazliwosci na leki pierwszorzedowe,
a takze ofloksacyne [43, 47]. Dodatkowa jego zaleta
jest uzycie probowek i stalego podtoza wzrostowego
jak w standardowej metodzie proporcji, co ogranicza
tworzenie aerozoli.
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Metody kolorymetryczne, w ich obecnym forma-
cie, wydaja si¢ bardziej wskazane dla laboratoriow re-
ferencyjnych, dysponujacych odpowiednimi warunka-
mi do pracy z niewielkimi objetosciami plynnych
hodowli na plytkach z rozcienczeniami lekoéw. Test fa-
gowy moze by¢ wprowadzony do mykobakteriolo-
gicznych laboratoridw diagnostycznych z odpowied-
nio przeszkolonym personelem, za$§ test redukcji
azotanow doskonale nadaje si¢ do wykonywania w la-
boratoriach diagnostyki gruzlicy, w ktorych rutynowo
prowadzi si¢ oznaczenia lekowrazliwosci.

3. Genetyczne metody wykrywania lekoopornosci
u M. tuberculosis

W ostatnich latach wyjasniono genetyczne mecha-
nizmy oporno$ci na leki przeciwgruzlicze poprzez
identyfikacj¢ gtéwnych genéw odpowiedzialnych za to
zjawisko, w szczeg6lnosci: rpoB (RMP), katG 1 ahpC
(INH), inhA (INH i etionamid), pncA (pyrazynamid),
embB (EMB), rrs i rpsL (SM) oraz gyrA (fluorochino-
lony) [23, 65]. Metody molekularne stuza wykrywaniu
mutacji w genach zwiazanych z rozwojem opornos$ci
na leki. Obejmuja dwa zasadnicze etapy: amplifikacje
(glownie w reakcji PCR) regionéw genomu M. tuber-
culosis ulegajacych zmianom w szczepach opornych
oraz analize produktéw amplifikacji pod katem wyste-
powania mutacji warunkujacych opornos¢. Analize te
przeprowadza si¢ najczgsciej na drodze elektroforezy,
sekwencjonowania lub hybrydyzacji. Metody te pod
wieloma wzgledami przewyzszaja metody konwencjo-
nalne: sa szybkie (wyniki sa znane juz po kilku dniach,
a nie tygodniach), nie wymagaja uzyskania wzrostu
pratkéw, moga by¢ stosowane bezposrednio do bada-
nia prob klinicznych, sa bezpieczniejsze w wykona-
niu, jest takze mozliwa ich automatyzacja. Niestety
posiadajg rowniez pewne wady, np. problemy z inhi-
bitorami podczas stosowania tych metod do bezpo-
sredniego badania materiatlow klinicznych. Ponadto
nie wszystkie szczepy lekooporne moga by¢ zidenty-
fikowane przy uzyciu metod molekularnych: opornosé¢
na niektore leki (np. INH i SM) jest kodowana przez
rézne geny; oporno$¢ na inne antybiotyki (np. RMP
i ofloksacyng) jest glownie determinowana przez jeden
gen, ale lekooporno$¢ moze by¢ réwniez zalezna od
innych mechanizmoéw, jeszcze nie wyjasnionych.

Techniki elektroforetyczne

Rozne techniki tego typu umozliwiaja wykrycie mu-
tacji w sposob posredni (bez doktadnego okreslenia
rodzaju substytucji nukleotydowej), na drodze analizy
ruchliwosci elektroforetycznej fragmentow DNA obej-
mujacych regiony odpowiedzialne za oporno$¢. Zmia-

ny ruchliwos$ci tych fragmentow DNA, w poréwnaniu
z sekwencjami dzikimi/wzorcowymi, wskazuja na
obecnos¢ mutacji. Dla ulatwienia detekcji tych zmian
analizuje si¢ strukturalne odmiany DNA (pojedyncza
ni¢, heterodupleksy) i stosuje odpowiednie warunki
elektroforezy (gradienty pH, zele denaturujace).

PCR-SSCP
(single strand conformation polymorphism)

Metoda ta opiera si¢ na zmianie konformacyjnej po-
wstajacej w jednoniciowym fragmencie DNA wskutek
substytucji nukleotydowej, co prowadzi do zmiany
jego ruchliwos$ci elektroforetycznej w poréwnaniu
z jednoniciowym fragmentem o niezmienionej sekwen-
cji. Badany region DNA poddaje si¢ amplifikacji
w reakcji PCR, a nastgpnie denaturacji i rozdziatlowi
elektroforetycznemu w zelu poliakrylamidowym wo-
bec wzorcowego DNA typu dzikiego. Zmiany ruchli-
wosci DNA z proby klinicznej wskazuja na obecno$é
mutacji w analizowanym obszarze.

Jest to metoda niedroga, tatwa i szybka. Nie wy-
maga uzycia skomplikowanego sprzetu, charakteryzuje
si¢ wysoka specyficznoscia, a zmiana ruchliwosci jest
dobrym wskaznikiem wystgpowania substytucji nu-
kleotydowej. Stosowana jest najczesciej do wykrywa-
nia mutacji warunkujacych oporno$¢ na RMP i INH
[24, 32], wykazujac wyzsza czutos¢ w detekcji muta-
cji nadajacych oporno$¢ na RMP. Nie powiodly si¢
natomiast proby zaadaptowania tej techniki do innych
lekéw o bardziej genetycznie ztozonych mechanizmach
opornosci, jak pyrazynamid czy EMB [13, 71].

Niektorzy autorzy uzyskali pozytywne rezultaty,
stosujac PCR-SSCP bezposrednio do badania prob kli-
nicznych — zwlaszcza w celu wykluczenia obecnosci
mutacji w szczepach wrazliwych [24]. Nie wszystkie
jednak zmiany nukleotydow sa prawidtowo wykrywa-
ne. Zalezy to od rodzaju substytucji i lokalizacji zmu-
towanego kodonu w obregbie amplifikowanego frag-
mentu. W pewnych przypadkach interpretacja jest
trudna, a niektére lekooporne szczepy moga by¢ zi-
dentyfikowane tylko przy zastosowaniu szczego6lnych
warunkow elektroforezy. Niektore z tych ograniczen
mozna wyeliminowaé, stosujac dlugi czas rozdziatu,
czule techniki barwienia lub fluorescencyjne znako-
wanie produktow i ich analiz¢ przy uzyciu automa-
tycznego urzadzenia do sekwencjonowania DNA, co
zwigksza czuto$¢ testu [73].

PCR-HDF (heteroduplex formation)

Inna metoda wykrywania mutacji oparta na zmia-
nach w migracji elektroforetycznej jest analiza hetero-
dupleksow w zelach poliakrylamidowych. Rowniez
ta technika zalezy od amplifikacji w reakcji PCR re-
gionu DNA warunkujacego opornos¢. Produkt ampli-
fikacji ze szczepu badanego poddaje si¢ denaturacji,
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a nast¢pnie miesza z rowng iloscia zdenaturowanego
produktu PCR z wzorcowego szczepu dzikiego [45].
Mieszaning amplikondéw ochtadza si¢ powoli, aby przy-
wroci¢ dwuniciowe zrenaturowane czasteczki DNA.
Jesli badany szczep jest oporny, wowczas mutacja spo-
woduje powstanie heterodupleksu, ktéry charakte-
ryzuje si¢ odmienna ruchliwo$cia elektroforetyczna
w poréwnaniu z homodupleksem (brak mutacji).
Scarpellini iwsp. uzyskali wyzsza czulo$¢ de-
tekcji heterodupleksow, stosujac specjalna technike
elektroforetyczna DG-DGGE (double-gradient denatu-
ring gradient gel electrophoresis), w ktdrej zastosowali
podwdjny gradient (temperatury i poliakrylamidu) [69].
Modyfikacja metody analizy heterodupleksu jest ko-
mercyjny test MisMatch Detect I (Ambion, USA). Za
jego pomoca wykrywa si¢ hybrydowe czasteczki
RNA/RNA po uprzednim potraktowaniu ich RNaza,
ktora rozszczepia niedopasowane heterodupleksy.
Watterson i wsp. zastosowali ten test do detekcji
oporno$ci M. tuberculosis na RMP w hodowli oraz
probkach z uktadu oddechowego dodatnich w badaniu
mikroskopowym, uzyskujac w obu przypadkach 100%
zgodno$¢ wynikow z metodami standardowymi [83].

PCR - sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie DNA jest najbardziej bezpo-
srednia i jednocze$nie standardowa metoda genetycz-
nego okreslania opornosci. Wymaga jedynie ampli-
fikacji regionu obejmujacego kodony zaangazowane
W powstawanie opornosci, a uzyskane produkty PCR
sa sekwencjonowane w celu ustalenia obecno$ci lub
braku specyficznej mutacji. Niestety jest to metoda
kosztowna i wymagajaca specjalistycznej wiedzy
i umiejetnosci. Co prawda automatyczna aparatura do
sekwencjonowania DNA jest coraz powszechniej sto-
sowana w instytucjach ochrony zdrowia, jednak nie jest
tatwo dostgpna we wszystkich laboratoriach mikrobio-
logicznych. Tym niemniej, zdaniem autorow wielu
prac dotyczacych molekularnej detekcji lekoopornych
szczepow M. tuberculosis, sekwencjonowanie DNA
jest technika z wyboru. Jest stosowana na catym §wie-
cie, rowniez w naszych badaniach, do wykrywania
mutacji odpowiedzialnych za opornos¢ na RMP [1, 64],
INH [57, 64], SM [9], EMB [57], fluorochinolony [5]
oraz inne leki przeciwgruzlicze [23].

Techniki hybrydyzacyjne

Techniki tego typu stanowia zréznicowana grupe.
Niektore z nich przeprowadza si¢ wraz z reakcja PCR,
do ktorej wlaczane sa specyficzne sondy DNA, inne
za$ sa typowymi testami hybrydyzacyjnymi w forma-
cie statym lub ptynnym. Wszystkie natomiast oparte sg
na hybrydyzacji dwoch nici DNA, jednej z badanego

szczepu 1 drugiej z komplementarnej sondy/oligonu-
kleotydu. Hybrydyzacja jest bardzo trwata w przypad-
ku sekwencji w pelni komplementarnych; jesli nato-
miast wystgpuje niezgodnos¢ ktoregos nukleotydu na
skutek r6znic genetycznych migdzy badanym szczepem
a sekwencja sondy, wowczas potaczenie nici jest ter-
modynamicznie stabsze. Dla przejrzystosci niniejszej
pracy wszystkie testy oparte na reakcji PCR z zastoso-
waniem sond hybrydyzacyjnych opisano w sekcji ,,PCR
W czasie rzeczywistym”, natomiast w tej czesci przed-
stawione sg tylko techniki hybrydyzacji na fazie stalej.

Hybrydyzacja na membranie

Nowa kategorig tego typu testow stanowia zestawy
liniowo uszeregowanych sond stuzace do szybkiego
wykrywania mutacji zwiazanych z lekoopornoscia na
drodze amplifikacji i pdZzniejszej odwrotnej hybrydy-
zacji. INNO-LiPA Rif. TB (Innogenetics NV, Belgia)
jest komercyjnym testem przeznaczonym do identyfi-
kacji M. tuberculosis complex i jednoczesnej detekcji
opornosci na RMP. Test ten opiera si¢ na hybrydyzacji
zamplifikowanego DNA z czystych hodowli lub prob
klinicznych do sondy specyficznej dla M. tuberculosis
complex oraz 9 sond obejmujacych region rdzeniowy
genu rpoB z M. tuberculosis, ktore sa immobilizowane
na pasku nitrocelulozy. Brak hybrydyzacji produktu
amplifikacji z ktérakolwiek z 5 sond komplementar-
nych do sekwencji dzikich wskazuje na obecno$¢ mu-
tacji w tym regionie DNA. Ponadto, jesli obserwuje
si¢ pozytywny sygnat hybrydyzacyjny z jedna z czte-
rech sond homologicznych do najczegSciej wystepu-
jacych mutacji, woéwczas mozna doktadnie okresli¢
mutacj¢ odpowiedzialna za opornosc [14].

Test ten jest szybki (<48 godzin), fatwy do wyko-
nania w laboratoriach rutynowo przeprowadzajacych
reakcje amplifikacji, a jego czuto$¢ podnosi zastosowa-
nie reakcji wewngtrznego (ang. nested) PCR. Badanie
przy jego uzyciu szczepdéw klinicznych charakteryzuje
si¢ wysoka czutoscia (295%) i 100% specyficzno$cia
[50]. Mimo, iz w swoim zaloZeniu test ten moze wy-
kry¢ dowolna zmiang sekwencji w obrgbie amplifiko-
wanego regionu genu rpoB, to jednak pewne mutacje
(zwlaszcza insercje) nie podlegaja detekcji [1]. Ponad-
to wyniki testu sa mniej doktadne, gdy stosuje si¢ go
bezposrednio do badania materiatow klinicznych (np.
plwociny) [14, 83]. Jesli trudnosci te zostang przezwy-
cigzone, test INNO-LiPA Rif. TB bedzie uzyteczny
zwlaszcza w rejonach, w ktorych rozpowszechniona
jest lekoopornos¢.

Inny test komercyjny Genotype MTBDR (Hain
Lifesciences, Niemcy), przeznaczony do wykrywania
M. tuberculosis complex oraz opornosci na RMP i INH,
oparty jest na detekcji najczesciej wystgpujacych muta-
cji w genach rpoB 1 katG. Zestaw zawiera paski nitro-
celulozy z 17 sondami, w tym 5 kontroli amplifikacji
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i hybrydyzacji, 5 sond komplementarnych do dzikich
i 4 do zmutowanych sekwencji rpoB oraz 1 sondg
komplementarng do dzikiej i 2 do zmutowanych se-
kwencji katG. W dotychczasowych badaniach z uzy-
ciem hodowli M. tuberculosis uzyskano catkowita
zgodno$¢ wynikow z sekwencjonowaniem DNA oraz
wysoka czuto$¢ i specyficzno$¢ (zwlaszcza w przy-
padku RMP) w pordwnaniu z konwencjonalnymi me-
todami badania lekoopornosci [31, 40]. Jednak oby-
dwa wymienione testy komercyjne sa kosztowne, a ich
uzycie wymaga odpowiedniego wyposazenia labora-
toryjnego, co obecnie ogranicza ich stosowanie w kra-
jach biednych o wysokiej zapadalnosci na gruzlicg.

Morcillo iwsp. opisali nowa metodg oznacza-
nia opornos$ci M. tuberculosis na RMP, tzw. rifoligoty-
ping (rifampicin oligonucleotide typing), faczaca PCR
z odwrotna hybrydyzacja na membranie, na ktorej
oligonukleotydowe sondy umieszczone sa szeregowo
w postaci niewielkich plam. W tescie tym fragment
genu rpoB o dlugosci 437 bp podlega amplifikacji
przy uzyciu starteréw, z ktorych jeden jest znakowany
biotyna. Produkty PCR poddaje si¢ hybrydyzacji z ze-
stawem sond zwiazanych kowalencyjnie z membrana
(5 sondami komplementarnymi do sekwencji dzikich
i 4 komplementarnymi do najczgsciej wystepujacych
mutacji), a nastepnie detekcji na drodze enzymatycz-
nej chemiluminescencji. Uzycie tej metody pozwolito
wykry¢ 90/97 (92,8%) opornych szczepoéw w poréwna-
niu z wynikami hodowli [49]. Van der Zanden
i wsp. zastosowali rifoligotyping do detekcji opornosci
na RMP przy uzyciu ekstraktéw DNA z preparatow
mikroskopowych plwociny barwionych metoda Ziehl-
Neelsena, uzyskujac taka sama czulos¢ (86%) jak
w przypadku sekwencjonowania [77]. Jest to metoda
fatwa do wykonania, szybka i pozwala na zbadanie
do 43 prob jednoczesnie. Ponadto, wraz z poznaniem
nowych mutacji, istnieje mozliwo$¢ zwigkszenia licz-
by sond na membranie.

Najnowsza z metod hybrydyzacyjnych, opisana
przez Giannoniego iwsp. [22], shuzy do wykrywa-
nia opornosci na fluorochinolony i opiera si¢ na tej sa-
mej zasadzie, co omowiony wezesniej test INNO-LiPA
Rif. TB. Znakowane digoksygenina produkty PCR ze
szczepdw M. tuberculosis poddaje si¢ odwrotnej hybry-
dyzacji z 9 oligonukleotydowymi sondami (2 zawiera-
jacymi dzikie sekwencje genu gyrd i 7 zawierajacymi
okreslone mutacje), ktére sa immobilizowane na
dwoch paskach nitrocelulozy. Jesli badany produkt
PCR zawiera mutacjg, wowczas ulega hybrydyzacji
do odpowiedniej zmutowanej sondy, ale nie do sondy
o sekwencji dzikiej. W poréwnaniu z fenotypowa me-
toda oznaczania opornosci, przy uzyciu tego testu pra-
widtowo zidentyfikowano wszystkie badane szczepy
wrazliwe na ofloksacyng 1 17/19 (89,5%) szczepow
opornych. Autorzy uzyskali rowniez catkowita zgodno$¢

z wynikami sekwencjonowania DNA [22]. Metoda ta
moze by¢ uzyteczna w ocenie oporno$ci na fluorochi-
nolony, zwlaszcza wérdd szczepow wielolekoopornych
w przypadku niepowodzenia w leczeniu i nawrotow.

Hybrydyzacja na mikromacierzach DNA

Jednym z najnowszych osiagni¢é w detekcji muta-
cji, obok techniki PCR w czasie rzeczywistym, jest
uzycie oligonukleotydowych macierzy lub biochipow.
Stosuje si¢ rozne strategie w celu zaadaptowania tych
technologii do analizy mutacji warunkujacych opor-
nos$¢ M. tuberculosis na leki, zwlaszcza RMP. Metoda
ta polega na hybrydyzacji DNA z préby klinicznej do
zestawu oligonukleotydow, z ktorych kazdy odpowiada
innemu rodzajowi mutacji w genie rpoB, immobilizo-
wanych na podlozach z zelu poliakrylamidowego
(MAGIChip) [46] lub szkta (CombiChip Mycobacteria
chip) [56]. Region rpoB z analizowanego szczepu jest
amplifikowany i znakowany fluorescencyjnie w reakcji
PCR, a nast¢pnie poddawany hybrydyzacji z oligonu-
kleotydami mikromacierzy. Fluorescencja jest silniej-
sza w przypadku oligonukleotydow homologicznych
do amplikonu, podczas gdy niezgodno$¢ sekwencji
destabilizuje dupleks, prowadzac do ostabienia fluo-
rescencji. Wzgledne natgzenie fluorescencji pomigdzy
réznymi pozycjami na mikromacierzy okres$la wzor
mutacji wystgpujacych w badanym szczepie. Metoda ta
umozliwia wykonanie badania na obecno$¢ 30 réznych
mutacji w genie 7poB na macierzy poliakrylamidowej
[46] w ciagu 24 godzin. Wersja testu na no$niku szkla-
nym pozwala zidentyfikowac 20 typoéw mutacji w ge-
nie rpoB oraz 3 w genie katG i 2 w inhA [56].

Mikromacierze DNA zastosowano réwniez do de-
tekeji mutacji w genach pncA [81] oraz rpoB, katG
1 rpsL [72]. Jest to szybka metoda, a dodatkowa jej
zaleta jest mozliwo$¢ umieszczenia wielu sond dla
roznych lekow na tym samym statym no$niku. Zapew-
ne w przysztosci metoda ta bedzie mie¢ istotny udziat
w nadzorze nad gruzlica lekooporna, a zwlaszcza wie-
lolekooporna. Obecnie jednak wysokie koszty, ztozo-
no$¢ i konieczno$¢ zatrudnienia wysoko wykwalifiko-
wanego personelu utrudniaja wdrozenie tej technologii
w laboratoriach mikrobiologicznych.

PCR w czasie rzeczywistym

Uzycie znacznikdéw fluorescencyjnych i zastoso-
wanie urzadzen optycznych lub kamer CCD w termo-
cyklerach umozliwito od niedawna obserwacje reakcji
amplifikacji bezposrednio w trakcie jej przebiegu. Ten
tzw. PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR)
polega na autentycznym monitorowaniu reakcji am-
plifikacji DNA na drodze pomiaru sygnatu fluorescen-
cyjnego akumulowanego przez produkty amplifikacji.
Dostepne sa rozne urzadzenia tego typu. Niektore opar-
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te sa na konwencjonalnych termocyklerach, w ktorych
stosuje si¢ elementy Peltiera (bloki metalowe), inne
za$ na termocyklerach ogrzewanych i chtodzonych
powietrzem, ktore — w potaczeniu z probéwkami kapi-
larnymi — umozliwiaja rowniez szybko-cykliczny PCR.

Opracowano rézne odmiany reakcji PCR w czasie
rzeczywistym. Jesli celem badania jest wykrycie spe-
cyficznych mutacji w amplifikowanym regionie, wOw-
czas barwnik fluorescencyjny musi by¢ potaczony
z sondami DNA, ktére sa komplementarne do analizo-
wanej sekwencji matrycowej. Do wykrywania mutacji
shuza roézne typy znakowanych sond, wsrod ktorych
do najczesciej stosowanych naleza sondy TagMan,
tzw. molecular beacons oraz sondy FRET (fluorescen-
ce resonance energy transfer). Sondy te sa dodawane
do mieszaniny reakcyjnej wraz z pozostatymi sktadni-
kami reakcji PCR, a ich sekwencja jest homologiczna
do regionu DNA, w ktorym poszukuje si¢ mutacji.

Sondy TagMan

Sa to krotkie oligonukleotydy (15-25 pz) z dola-
czonym na koncu 5’ barwnikiem fluorescencyjnym
oraz czasteczka akceptorowa (absorbujaca) na koncu 3’
(Rys. 1). W czasie reakcji PCR, na etapie dotaczania
starterow, sonda przylacza si¢ do amplifikowanej se-
kwencji docelowej. Jesli jest ona homologiczna, wow-
czas aparatura nie rejestruje fluorescencji, poniewaz
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Rys. 1. Schemat mechanizmu dziatania sond TagMan. Objasnienia w tekscie
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Uzycie trzech réznych sond, przeznaczonych do de-
tekcji dzikiego kodonu 315 w genie katG (AGC) oraz
jego dwdch najczestszych mutacji (ACC i ACA), po-
zwolilo na prawidtowa identyfikacje wszystkich anali-
zowanych sekwencji. Uzyskano pelng zgodnos¢ pomig-
dzy analiza PCR w czasie rzeczywistym a sekwencjo-
nowaniem — zar6wno w odniesieniu do wystgpowania
lub braku mutacji, jak réwniez obecnosci dwodch
okreslonych mutacji odpowiedzialnych za oporno$¢ na
INH. Uzyskane w naszych badaniach wyniki wskazuja,
iz krotkie oligonukleotydowe sondy TagMan dosko-
nale nadaja si¢ do detekcji mutacji w okre§lonym re-
gionie DNA (tak, jak w przypadku kodonu 315 w ge-
nie katG). Ich dodatkowa zaleta (np. w poréwnaniu
z sondami FRET) jest wykrywanie specyficznej muta-
cji, co moze mie¢ dalsze implikacje, poniewaz rdzne
mutacje moga by¢ odpowiedzialne za opornos¢ na roz-
ne stezenia leku. Hillemann i wsp. zastosowali
podobna strategie, wlaczajac do badan dodatkowa
sond¢ pozwalajaca na detekcj¢ mutacji AAC w kodo-
nie 315 genu katG. Autorzy nie zidentyfikowali jed-
nak takiej substytucji w zadnym ze 142 badanych
szczepdw M. tuberculosis opornych na INH [30].
Metoda ta jest szybka i pewna. Moze by¢ rowniez
stosowana bezposrednio do badania materiatlow kli-
nicznych. Van Doorn i wsp. uzyli sond TagMan
do detekc;ji dzikiego i zmutowanego kodonu 315 genu
katG w probkach plwociny dodatnich w badaniu
mikroskopowym. Czuto$¢ sond o sekwencji dzikiej
i zmutowanej wynosita odpowiednio 70 i 94%, za$
specyficznos¢ 82 1 100% [78]. Espasa i wsp. zasto-
sowali 6 par sond TagMan (zmutowanych i dzikich)
do bezposredniej detekcji w probach klinicznych roz-
nych mutacji w genie katG, regionie regulatorowym
genu inhA oraz genie rpoB, ktére determinuja opor-
no$¢ M. tuberculosis na INH i RMP. Czuto$¢ sond oce-
niono na 30,4-35,3% dla préb ujemnych w badaniu
mikroskopowym oraz 95,1-99,2% dla préb dodatnich.
Natomiast specyficzno$¢ w obu przypadkach wynosita
100% [18]. O$miu réznych sond (po dwie w kazdej
reakcji) uzyli Wada i wsp. do badania szczepow la-
boratoryjnych oraz prob plwociny w celu identyfikacji
M. tuberculosis complex oraz 7 rodzajow mutacji
odpowiedzialnych za oporno$¢ na RMP, INH i EMB.
Zastosowany system sond TagMan pozwolit na detek-
cje mutacji w genach rpoB, katG 1 embB, a uzyskane
wyniki byly zgodne z sekwencjonowaniem DNA [80].

wMolecular beacons” (MB)

Sondy te przyjmuja w roztworze strukturg szpilki
do wlosow, ktorej petle stanowi sekwencja homolo-
giczna do matrycowego DNA. Na koncu 5’ znajduje
si¢ barwnik fluorescencyjny, a na 3’ — w bezposred-
nim sasiedztwie — akceptor. Gdy sonda MB hybrydy-
zuje z matryca, wowczas struktura szpilki do wlosow

zostaje naruszona tak, ze akceptor i barwnik ulegaja
rozdzieleniu, co wzmacnia fluorescencj¢. Wedhug tej
samej zasady dzialaja sondy TagMan. Jesli w regionie
objetym przez sondg wystgpuje mutacja, to polacze-
nie z matryca jest utrudnione i sonda pozostaje w kon-
formacji szpilki do wlosow bez emisji fluorescencji.
Nalezy uwzgledni¢ wewnetrzne kontrole amplifikacji
pozwalajace oceni¢, czy przyczyna redukcji we fluo-
rescencji sa rzeczywiscie mutacje czy tez zahamowa-
nie amplifikacji.

Ostatnio przeprowadzono szereg badan oceniaja-
cych przydatnosé¢ tej nowej kategorii sond do szyb-
kiego wykrywania mutacji zwiazanych z lekoopornos-
cia M. tuberculosis. Wykazano ich wysoka czuto$é
(89-98%) 1 specyficznos¢ (99—100%) w detekcji muta-
cji odpowiedzialnych za oporno$¢ na RMP [17, 38, 79]
1 nizsza czuto$¢ w wykrywaniu oporno$ci na INH [38].

Sondy FRET

Zasada ich dziatania polega na przeptywie energii
z jednego barwnika fluorescencyjnego na inny. Sondg¢
FRET stanowia dwa oddzielne oligonukleotydy spe-
cyficzne dla sekwencji docelowe;j. Jeden z nich posiada
barwnik fluorescencyjny (donor) przytaczony do kon-
ca 3’, a drugi jest znakowany innym barwnikiem (ak-
ceptorem) na koncu 5’ (Rys. 2). Sondy sa tak zapro-
jektowane, ze hybrydyzuja obok siebie (w odleglosci
1-5 nukleotydow) do sekwencji docelowej, co umoz-
liwia bliski kontakt migdzy czasteczkami donora i ak-
ceptora. Pozwala to na przeptyw energii z donora na
akceptor, ktory emituje sygnat o innej dlugosci fali.
Detekcji podlega spadek poziomu fluorescencji emito-
wanej przez donor lub wzmocnienie sygnatu fluores-
cencyjnego czasteczki akceptora. Emisja fluorescencji
nastgpuje tylko wowczas, gdy obie sondy sa prawidto-
wo przylaczone do homologicznej matrycy (Rys. 2).

W reakcji z udziatem sond FRET analiza mutacji
nie polega na detekcji obecnosci lub braku sygnatu
fluorescencyjnego jak w przypadku sond TagMan czy
MB, ale dokonywana jest podczas etapu topnienia na
koncu PCR. Polega on na powolnym wzroscie tem-
peratury (0,05-0,2°C/s) w celu odlaczenia sondy od
matrycy, co pozwala na monitorowanie topnienia (de-
naturacji) sond poprzez pomiar stopniowej redukcji
w emisji fluorescencji. Przebieg tego procesu obrazuje
krzywa topnienia, ktorej szczyt odpowiada wartosci
temperatury topnienia (T, ). T, jest stata dla pary sond
zhybrydyzowanych z dzika sekwencja. Jesli w regio-
nie homologicznym do sond wystgpuje mutacja, wow-
czas niezgodno$¢ miedzy nimi a matryca prowadzi do
obnizenia T sond (Rys. 2). Zatem odchylenia w T
sond w poréownaniu do warto$ci wzorcowej sekwencji
dzikiej wskazuja na obecno$¢ mutacji w badanym re-
gionie. Ze wzgledu na sposob analizy sondy FRET nie
wymagaja kontroli amplifikacji w czasie PCR.
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Rys. 2. Schemat mechanizmu dziatania sond FRET. Objasnienia w teks$cie

Sondy FRET w r6zny sposob zaadaptowano do ana-
lizy opornosci szczepow M. tuberculosis na RMP 1 INH
[30, 64, 68]. W badaniach wtasnych postuzyly one do
detekcji specyficznych mutacji w genach rpoB, katG
1 regionie regulatorowym genu inhA. Wart podkresle-
nia jest fakt pelnej zgodnosci danych uzyskanych w me-
todzie PCR w czasie rzeczywistym i sekwencjonowa-
nia DNA [64]. Pozytywne wyniki dalo réwniez uzycie
sond FRET do szybkiej detekcji opornosci na RMP
i INH bezposrednio w probach z uktadu oddechowego
dodatnich w badaniu mikroskopowym [41]. Ruiz
i wsp. ocenili czuto$¢ testu w wykrywaniu opornosci
na RMP i INH odpowiednio na 100 i 98,1% [62].

»Biprobes”

Sa to pojedyncze sondy znakowane fluorescencyj-
nie na koncu 5’. W reakcji PCR w czasie rzeczywi-
stym sa one dodawane do mieszaniny reakcyjnej wraz
z Sybr-Green — barwnikiem, ktory emituje fluorescen-
cje¢ po przytaczeniu do dwuniciowego DNA. Zatem
pod koniec kazdego etapu dotaczania starterow Sybr-
Green wzbudza znacznik sondy poprzez transfer ener-
gii, powodujac emisj¢ fluorescencji, co jest rejestro-
wane przez aparatur¢. Analiza mutacji obejmuje
monitorowanie topnienia sond wedtug zasady opisa-
nej uprzednio dla sond FRET. Odchylenia w T sondy
wskazuja na obecnos$¢ mutacji. Edwards 1 wsp.
uzyli trzech niezaleznych sond tego typu w trzech od-
dzielnych reakcjach, co pozwolito na prawidtowe wy-
krycie wszystkich mutacji w 46 szczepach M. tuber-
culosis opornych na RMP [16].

Ogodlnie, najwicksza zaleta techniki PCR w czasie
rzeczywistym jest jej szybkos$¢, wynikajaca gtownie
z braku postamplifikacyjnej detekcji na drodze elek-
troforezy czy hybrydyzacji. Ponadto zminimalizowane
jest ryzyko kontaminacji, poniewaz zaréwno amplifi-
kacjg, jak i detekcjg przeprowadza si¢ w tej samej pro-
bowce. Natomiast ograniczeniem sa wymagania tech-
nologiczne oraz wysoki koszt aparatury i odczynnikow,
co w chwili obecnej uniemozliwia stosowanie tej tech-
niki w krajach rozwijajacych sig.

Inne techniki oparte na PCR

Multipleksowy allelo-specyficzny PCR
(MAS-PCR, multiplex allele-specific PCR)
Technika ta przeznaczona jest do bezpos$redniego
rozrozniania okre§lonych substytucji nukleotydowych
w specyficznych kodonach. W reakcji uczestnicza
dwie pary starterow. Startery zewngtrzne zawsze tacza
si¢ z matryca, prowadzac do wytworzenia dlugiego
amplikonu. Startery wewngtrzne natomiast sa tak za-
projektowane, ze ich konce 3’ sa komplementarne do
réznych nukleotydow w badanym kodonie. W zalez-
nosci od sekwencji kodonu przytaczaja si¢ one wy-
biorczo do DNA, co powoduje powstanie amplikonow
o roznej dlugosci. Na tej podstawie okresla sig se-
kwencje nukleotydowe w analizowanym kodonie.
MAS-PCR z powodzeniem stosuje si¢ do okresla-
nia oporno$ci na INH zwiazanej z kodonem 315 genu
katG oraz regionem regulatorowym (—15) genu inhA
[36, 37], a takze na RMP (kodony 516, 526 1 531 genu
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rpoB) 1 EMB (kodon 306 w genie embB) [91]. Techni-
ke t¢ zaadaptowano réwniez do wykonania na biochi-
pach. W takiej wersji zestaw starteréw homologicznych
do roznych mutacji w genie rpoB [46], katG 1 inhA4
[56] jest immobilizowany na mikromacierzy, a wszyst-
kie sktadniki reakcji naktadane na chip. Amplifikacja
(znakowana fluorescencyjnie) zachodzi jedynie w tych
pozycjach, w ktérych starter jest komplementarny
do badanego amplikonu. Na podstawie intensywnoS$ci
fluorescencji dopasowanych lub niedopasowanych
starterOw wnioskuje si¢ o sekwencji nukleotydowe;j
DNA amplifikowanego z badanego szczepu.

W celu szybkiej detekcji lekoopornosci u M. tuber-
culosis opracowano réwniez kilka innych nowych
technik molekularnych, m.in. tzw. ,,dideoxy fingerprin-
ting” [21] czy metod¢ amplifikacji sygnatu liniowego
[11]. Sa to jednak techniki eksperymentalne, a ich
przydatno$ci nie oceniano w badaniach klinicznych.

Systemy reporterowe

Jedna z tego typu metod polega na detekcji $wiatta
(za pomoca luminometrii lub fotografii) wytwarzane-
go przez fagi z reporterowym genem lucyferazy po za-
infekowaniu przez nie zywych komoérek M. tuberculo-
sis [33]. Zastosowanie tego testu do detekcji opornosci
na RMP w hodowlach pratkow gruzlicy charakteryzuje
si¢ stosunkowo wysoka czuloscia i specyficznoscia
(295%). Jednak koniecznos$¢ uzyskania czystej ho-
dowli szczepu obniza szybko$¢ testu. Ponadto, uzyty
do bezposredniego badania materiatow klinicznych
odznacza si¢ nizsza czutoscia (prawdopodobnie wsku-
tek mniejszej liczby pratkow) [53]. Trwaja obecnie
prace nad komercyjnym zestawem do detekcji leko-
opornosci opartym na fagu z reporterowym genem
lucyferazy, tzw. ,,Bronx box” (Sequella Inc., USA),
w ktorym $wiatto wytwarzane przez fagi podlega de-
tekcji z zastosowaniem technologii fotografii cyfro-
wej. Brak jest jeszcze danych literaturowych na temat
doktadnosci testu komercyjnego, natomiast badania
z uzyciem jego wersji eksperymentalnej sa ograniczo-
ne, ale obiecujace [26].

Innym rodzajem systemow reporterowych sa re-
kombinowane wektory lub szczepy pratkow zawiera-
jace gen lucyferazy. Cooksey i wsp. opisali plaz-
midy z genem lucyferazy (FFlux), ktore zastosowali
do transformacji niepatogennego szczepu M. tuber-
culosis. Wytwarzanie $wiatta podlegato detekcji po
48 godzinach inkubacji transformantéw w obecno$ci
lub bez lekow [10]. Arain i wsp. uzyli reportero-
wych szczepow M. tuberculosis i M. bovis BCG zdol-
nych do endogennej ekspresji lucyferazy w celu zba-
dania aktywnosci RMP I INH. Autorzy ci opracowali
takze standardowy system (Bio-Siv) do testu biolumi-
nescencji dla kilku lekéw przeciwgruzliczych (INH,

RMP, SM, EMB, amikacyny i cyprofloksacyny). Uzy-
skane za jego pomoca wartosci MIC byly zgodne
z otrzymanymi w metodach konwencjonalnych w sys-
temie BACTEC [4].

4. Wykrywanie lekoopornosci
u pratkéw nie gruzliczych (NTM)

W przeciwienstwie do M. tuberculosis, wykrywa-
nie lekoopornosci u pratkéw NTM dotyczy jedynie ga-
tunkow waznych klinicznie, ktore cechuje zmienno$¢
we wrazliwosci na antybiotyki lub ryzyko nabywania
oporno$ci na nie wskutek mutacji w odpowiednich
genach [84]. Bardzo waznym pod tym wzglgdem ga-
tunkiem jest M. avium. Badania licznych szczepow
M. avium z uzyciem systemu BACTEC 460 wykazaty
ich zré6znicowana wrazliwo$¢ na konwencjonalne leki
[27]. Badanie lekowrazliwosci M. avium stanowito
kwesti¢ sporna z powodu niepewnej klinicznej sku-
teczno$ci roznych lekow. Zmienito si¢ to jednak wraz
z wprowadzeniem nowych makrolidéw takich, jak
klarytromycyna i azytromycyna [29]. Obecnie sa to
jedyne leki, dla ktorych obowiazuje wykonanie ozna-
czenia lekowrazliwosci MAC, przy czym na podsta-
wie rezultatéw uzyskanych dla klarytromycyny wnio-
skuje si¢ o wrazliwo$ci/opornosci na azytromycyng.
W przypadku tego leku badanie jest problematyczne
ze wzgledu na jego staba rozpuszczalnos¢ w wysokich
stezeniach, jakie si¢ stosuje. Dotychczasowe badania
wykazaly brak zwiazku pomi¢dzy wynikami testow
wrazliwos$ci na EMB, RMP i klofazyming a wynikami
leczenia [84].

Badania lekowrazliwosci MAC standardowo prze-
prowadza si¢ z uzyciem systemu radiometrycznego
BACTEC 460-TB lub metody mikrorozcienczen
w podtozu plynnym [84]. Réwniez niektore z nowych
metod detekcji lekoopornosci u M. tuberculosis zasto-
sowano w przypadku M. avium. Np. E-test poréwna-
no z rozszerzona metoda proporcji w celu oznaczenia
opornosci na RMP, SM, amikacyne, kwas fusydowy,
klarytromycyneg, cyprofloksacyne, ofloksacyng i flero-
ksacyng, uzyskujac wysoka zgodno$¢ migdzy wartos-
ciami MIC dla poszczegdlnych antybiotykow wyzna-
czonymi za pomocg obu metod [19]. ROwniez system
MGIT poddano ocenie przydatnosci do szybkiego
okreslania wrazliwosci M. avium na EMB, amikacyng,
klarytromycyng, klofazyming i ryfabuting, aczkolwiek
uzyskano zmienne rezultaty w poréwnaniu z syste-
mem BACTEC [59]. Natomiast ESP culture system II
okazal si¢ niezwykle uzyteczny w badaniu wrazli-
wosci M. avium na EMB, klarytromycyng, sparfloksa-
cyng i cykloseryng [39]. Wedlug aktualnych zalecen
oznaczenie lekowrazliwosci u M. avium wykonuje si¢
w nastepujacych przypadkach: (i) klinicznie istotnych
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izolatow od pacjentéw przed rozpoczeciem terapii
antybiotykami makrolidowymi, (ii) izolatow od pa-
cjentow, u ktorych rozwingla si¢ bakteremia w czasie
leczenia makrolidami, (iii) izolatéw od pacjentow,
u ktorych nastapit nawrét choroby w trakcie terapii
makrolidowej oraz (iv) pierwotnych izolatow z krwi,
tkanek lub istotnych klinicznie préb z ukladu od-
dechowego [84].

Innym waznym gatunkiem pratkéw nie gruzliczych
jest M. kansasii. Zakazenia powodowane przez M. kan-
sasii ratynowo leczy si¢ przy uzyciu INH, RMP i EMB.
Czasami leczenie jest nieskuteczne i zwiazane z pod-
wyzszonymi warto$ciami MIC [82]. W takich przy-
padkach wazne jest badanie lekowrazliwos$ci, ktore
zwykle wykonuje si¢ za pomoca konwencjonalnej
metody proporcji na agarze, systemu radiometrycz-
nego lub metody mikrorozcienczen w bulionie [61].
Roéwniez E-test z powodzeniem zastosowano do ozna-
czania wrazliwo$ci M. kansasii na kilka czynnikéw
przeciwbakteryjnych [20]. Warto takze wzia¢ pod
uwagg kilka innych wolno rosnacych gatunkéw NTM
takich, jak M. xenopi, M. malmoense, M. terrae/non-
chromogenicum, M. simiae i M. haemophilum. Jednak-
ze nie pojawily si¢ zadne nowe metody badania ich
lekowrazliwosci.

Lekowrazliwos¢ szybko rosnacych gatunkow NTM
takich, jak M. fortuitum, M. chelonae i in. oznacza
si¢ w podobny sposéb (metodologia, badane leki) jak
w przypadku innych bakterii tlenowych [84]. Niedaw-
no zastosowano E-test do oceny wrazliwosci M. abs-
cessus, M. chelonae i M. fortuitum na kilka lekow, jed-
nak bardziej przydatna okazata si¢ w tym przypadku
metoda mikrorozcienczen w bulionie [85].

5. Podsumowanie

Niedawny postep w mykobakteriologii dokonat si¢
dzicki wprowadzeniu automatycznych i manualnych
systemow do izolacji pratkow na podtozach ptynnych,
a nastgpnie ich przystosowaniu do badania wrazliwos-
ci na leki. Rowniez metody molekularne przyczynity
si¢ do rozwoju tej dziedziny i moga stanowi¢ istotny
wktad we wilasciwa opieke nad chorymi, zwlaszcza
w przypadku gruzlicy. Nowe techniki amplifikacji sto-
suje sig zarowno do szybkiej identyfikacji pratkow, jak
i detekcji ich opornosci na leki. Strategie molekularne
przyspieszaja wykonanie badan opornosci oraz do-
starczaja niezbgdnych informacji dla udoskonalonej
detekcji, wlasciwego leczenia i monitorowania go
w przypadku gruzlicy opornej na antybiotyki. Niektore
z nowych metod stuzacych do wykrywania lekoopor-
nosci znajduja si¢ obecnie w fazie badan podsta-
wowych. Jednak ich rutynowe stosowanie musza po-
przedzi¢ odpowiednio kontrolowane dos$wiadczenia

i wnikliwa ocena, aby wykaza¢ ich niezawodnos¢
i uzyteczno$¢ w klinicznej praktyce laboratoryjnej
oraz — co wazniejsze — ich wktad w nadzor nad choro-
bami mykobakteryjnymi z gruzlica na czele.
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Corynebacterium pseudotuberculosis — pathogenic processes in animals

Abstract: Corynebacterium pseudotuberculosis is a small Gram-positive rod-shaped bacterium belonging to the family of Coryne-
bacteriaceae. This bacterium has been isolated from abscesses and other suppurative processes in a variety of animal species,
including small ruminants, horses and cattle. The disease caused by C. pseudotuberculosis is prevalent in many parts of the world
and represents a serious problem for the sheep and goat industries. Infection of human beings is quite rare. Significant variability in
biochemical properties of C. pseudotuberculosis has been reported. There are two distinct biotypes of C. pseudotuberculosis — the first
of ovine origin and the second of equine origin. The differentiation between biotypes is based mainly on their ability to reduce nitrate.

The pathogenesis of infection is not well defined, but many investigations have shown that two virulence factors of C. pseudo-
tuberculosis play essential roles in the development of the disease. One of these is the cell wall surface lipid which allows the
bacteria to resist digestion by phagocytes and so persist as a facultative intracellular parasite. The second important component of
the pathogenicity of C. pseudotuberculosis is an exotoxin, phospholipase D, which is thought to mediate dissemination of the
pathogen within the host by increasing local vascular permeability.

Among materials concerning this subject in the Polish language there are a few publications describing mainly the characteris-
tics of the illness but not the bacterium itself. The present review focuses on the changes in nomenclature and taxonomy of C. pseudo-
tuberculosis, phenotypic characterization of the bacterium, its occurrence and pathogenicity. The mechanism of pathogenesis and
the major virulence factors of C. pseudotuberculosis are also described.

1. Introduction. 2. Cell wall of Corynebacterium sp. 3. Properties of C. pseudotuberculosis. 4. Biotypes of C. pseudotuberculosis.
5. Occurence. 6. Pathogenicity. 7. Pathogenesis. 8. Virulence factors of C. pseudotuberculosis. 8.1. Cell wall surface lipid.
8.2. Phospholipase D. 8.3. Others virulence factors of C. pseudotuberculosis. 9. Summary

Stowa kluczowe: chorobotworczos¢, Corynebacterium pseudotuberculosis, czynniki wirulencji, fosfolipaza D,
serowaciejace zapalenie weztow chtonnych

Key words:

pathogenicity, Corynebacterium pseudotuberculosis, virulence factors, phospholipase D, caseous lymphadenitis

1. Wstep

Bakterie znane wspotczesnie jako Corynebacte-
rium pseudotuberculosis po raz pierwszy zostaly opi-
sane w 1888 roku przez Francuza Edmonda Isidore
Etienne Nocarda, ktory wyizolowal je od bydia
z zapaleniem naczyn chtonnych. Po trzech latach,
w Budapeszcie, podobne organizmy zostaty wyosob-
nione przezHugo von Preisza zropniauowcy
i byly nazywane — Preisz-Nocard bacillus. Kilka lat
pozniej (1894) Preisz opisat je ponownie jako
Bacillus pseudotuberculosis ovis. W poOzniejszym
okresie (Buchanan, 1911) pominigto ostatni czton
nazwy, pozostawiajac tylko Bacillus pseudotubercu-
losis, a po dostrzezeniu wyraznego podobienstwa
morfologicznego do Corynebacterium diphtheriae,
Eberson zmienit ich nazwe¢ na Corynebacterium

pseudotuberculosis (1918). W 1923 roku w pierwszym
wydaniu Bergey s Manual of Systematic Bacteriology
drobnoustrdj ten nazwano Corynebacterium ovis,
a w 1948 roku, w szostej edycji Bergeys Manual of
Systematic Bacteriology, przyje¢to oficjalng nazwe
Corynebacterium pseudotuberculosis, uzywana do
dzi$ [11, 19].

Bakterie zaliczane do rodzaju Corynebacterium
naleza do: typu B XIV: Actinobacteria, klasy 11: Actino-
bacteria, podklasy V: Actinobacteridae, rzedu 1. Actino-
mycetales, podrzedu VII: Corynebacterineae oraz ro-
dziny I: Corynebacteriaceae (maczugowce) [21].

C. pseudotuberculosis jest bakteria Gram-dodatnia,
niekwasooporna, nie wytwarzajaca przetrwalnikow
i nie posiadajaca zdolnosci do ruchu [7, 19, 30].
Komoérki najczesciej maja ksztalt pateczkowaty lub
maczugowaty, z charakterystycznym rozdg¢ciem na
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jednym z biegunéw. Dos¢ czgsto spotykane sa rowniez
komorki przypominajace ziarenkowce, niekiedy takze
wystepuja formy wydhuzone, nitkowate [37, 53, 66].
Wymiary komoérek moga waha¢ si¢ od 0,4x0,55 pm
do 0,5-0,6x1,0-3,0 um [19, 23, 30]. W obrazie
mikroskopowym zwykle tworza skupiska, rzadziej
wystgpuja parami lub pojedynczo. Charakterystyczny
dla maczugowcdw typ podziatu komodrkowego oraz
duza zawarto$¢ lipidow w $cianie komdrkowej, pro-
wadza do katowego utozenia komodrek 1 tworzenia
uktadow poréwnywanych do chifiskich liter lub pisma
klinowego [23].

Na powierzchni niektorych komorek (okoto 2%)
moga wystgpowac fimbrie (pili) o dlugosci od 0,7 do
2 um. Ich liczba jest niewielka — ponizej 10. Fimbrie
C. pseudotuberculosis posiadaja tendencje¢ do tworze-
nia peczkow i nie wykazuja zdolnosci do aglutynacji
owczych erytrocytéw. Ich wewngtrzna struktura nie
jest jasna [74].

Wewnatrz komorek C. pseudotuberculosis, na roz-
szerzonym biegunie, znajduja si¢ metachromatyczne
ziarnistosci, tzw. cialka lub ziarenka Ernst-Babesa,
zawierajace wysokoenergetyczne fosforany i powo-
dujace nierd6wnomierne wybarwianie si¢ niektorych
komorek [16, 19].

2. Budowa $ciany komorkowej Corynebacterium sp.

Wydaje sig, ze wiele wlasciwos$ci bakterii rodzaju
Corynebacterium wiaze si¢ z ich nietypowym, w po-
rownaniu do innych mikroorganizméw Gram-do-
datnich, sktadem oraz strukturg $Sciany komoérkowe;.
Wykazuje ona pod tym wzgledem podobiefistwo do
sciany komorkowej pratkéw [52]. Zawiera specyficz-
ny, znacznie bardziej zlozony, kompleks sktadnikow
i cechuje si¢ wysoka zawartoscia lipidow. Najbardziej
znanym i charakterystycznym elementem jest kwas
mikolowy wchodzacy w sktad dodatkowej warstwy
zewngtrznej, ktora jest porownywana do btony ze-
wnetrznej wystepujacej u bakterii Gram-ujemnych.
U roznych gatunkéw ostony komorkowe roznig sig
organizacja i sktadem chemicznym, tym niemniej na
podstawie badan przeprowadzonych na C. amycola-
tum, C. diphtheriae, C. hofmanii, C. xerosis i C. gluta-
micum mozna przedstawic jej model zlozony z nastg-
pujacych elementow:

« typowej blony cytoplazmatycznej,

o warstwy wewnetrznej utworzonej z peptydogli-
kanu (w jego sktad wchodzi kwas mezo-dwu-
aminopimelinowy, mezo-DAP), kowalencyjnie
zwiazanego z arabinogalaktanem,

» warstwy (btony) zewngtrznej, ztozonej z najgle-
biej potozonych lipidow, biatek, a wsrdd nich
mykolotransferazy PS1 oraz zewngtrznie poto-
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zonych polisacharydéw, gtownie glukanu i ara-
binomannanu.

Obecnos¢ blony zewnetrznej ogranicza doptyw do
komorki sktadnikéw odzywczych, dlatego podobnie,
jak u bakterii Gram-ujemnych, w $cianie komorkowe;j
znajduja si¢ wyspecjalizowane, niespecyficznie two-
rzace pory biatka (poryny), przez ktore dyfunduja.
do komorki roztwory zawierajace drobne czasteczki
hydrofilnych zwiazkéw [52] (rys. 1).

Sciana komérkowa C. pseudotuberculosis nie jest
tak doktadnie opisana, jak u wspomnianych wczesniej
gatunkdéw C. amycolatum, C. diphtheriae, C. hofmanii,
C. xerosis i C. glutamicum. W jej sktad wchodza ara-
binoza i galaktoza, w mniejszym stopniu glukoza
i mannoza. Profil bialkowy jest znacznie mniej zto-
zony niz weglowodanowy 1 do podstawowych kom-
ponentdow aminokwasowych naleza alanina i kwas
glutaminowy [18]. Natomiast gtownymi kwasami
thuszczowymi sa kwasy heksadekanowy (C,¢ ) 1 heksa-
dekenowy (C,.,) [13].

Jak juz wspomniano, wszystkie maczugowce maja
sktad i strukturg $ciany komodrkowej bardzo zblizone
do bakterii rodzaju Mycobacterium, Nocardia i Rhodo-
coccus [11, 16, 18]. Na tej podstawie czgsto sa zalicza-
ne do jednej, wspolnej grupy CMNR (pierwsze litery
nazw rodzajow zaliczanych do tej grupy — Corynebac-
terium, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus).
Kwas mikolowy obecny w $cianie komorkowej bak-
terii z poszczegolnych rodzajow grupy CMNR, rézni
si¢ dhugoscia tancucha weglowego i struktura [11].
U C. pseudotuberculosis liczba atomdéw wegla w cza-
steczce kwasu mikolowego, nazywanego kwasem
korynomikolowym, waha si¢ od C,, do C,,. Wyniki
badan chromatograficznych i spektrofotometrycznych
wskazuja na obecno$¢ u tego drobnoustroju gtownie
nasyconych i jednonienasyconych tancuchéw bocz-
nych, przede wszystkim C, ,, w mniejszym stopniu C
C,; C51Cy [13].

14° 12>

3. Wiasciwosci C. pseudotuberculosis

C. pseudotuberculosis jest bakterig mikroaerofilna.
Lepiej ro$nie w atmosferze z dodatkiem dwutlenku
wegla, w zakresie temperatur 14°C do 40°C. Tempe-
ratura optymalna wynosi 37°C. Natomiast optymalne
pH - 7,4-7.8.

Bakteria ta rosnie dobrze na pozywkach wzbogaco-
nych, np. dodatkiem 5-10% surowicy lub krwi. Kolo-
nie C. pseudotuberculosis sa drobne (okoto 0,5-1,5 mm
srednicy), okragte, wypuktle, nieprzejrzyste, matowe,
o nieregularnym brzegu i biatawym zabarwieniu.
Hodowla drobnoustrojow nie posiada zadnego charak-
terystycznego zapachu. Sa trudno zawieszalne w roz-
tworze fizjologicznym. Po kilku dniach inkubac;ji ko-
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Rys. 1. Schemat $ciany komorkowej maczugowcow (opis w teksécie), wg Puech i wsp. [52] za zgoda wydawcy

BC — blona cytoplazmatyczna; WW — warstwa wewngtrzna ztozona z peptydoglikanu (PG) i arabinogalaktanu (AG);
WZ — warstwa zewngtrzna z zaznaczona strefa lipidowa (KM) i polisacharydowa (PL)

lonie moga osiaga¢ do 3 mm $rednicy, staja si¢ suche
1 przyjmuja zabarwienie jasnozoite do kremowego.
Pod koloniami widoczne sa niewielkie wglebienia
w podtozu, wynikajace z aktywnosci proteolitycznej
tych drobnoustrojow [37, 39, 44, 66].

C. pseudotuberculosis jest drobnoustrojem chemo-
heterotroficznym; jako zrédto wegla i energii wyko-
rzystuje zwiazki organiczne. Bakterie moga fermento-
wacé: glukoze, arabinozg, fruktoze, galaktoze, ryboze,
sacharoze¢, mannozg i maltoze, wytwarzajac kwas, bez
produkcji gazu [29, 30, 66]. Nie wykorzystuja ksylozy,
ramnozy, laktozy, rafinozy, trehalozy, skrobi, glikogenu
1 mannitolu. Drobnoustroje te rozktadaja mocznik, nie
hydrolizuja eskuliny, hipuranu oraz kazeiny. Sa oksy-
dazo-ujemne. Wytwarzaja katalazg, enzym uczestni-
czacy w rozkladzie toksycznych tlenowych produktow
ich metabolizmu [19, 29, 30]. W rozszerzonym biegu-
nie komorki C. pseudotuberculosis magazynowane sg
nieorganiczne polifosforany, ktore stanowia zapasowe
zrodto energii.

Wielu autoréw wskazuje na znaczne zréznicowa-
nie wlasciwosci biochemicznych tych drobnoustrojow.
Songer iwsp. [63],Pépin iwsp.[50],Hommez
i wsp. [27] oraz Rzewuska i wsp. [57] wykazali
duze roéznice w zdolnos$ci poszczegodlnych szczepow

do fermentacji cukréw, redukcji azotandw do azoty-
néw, a takze aktywnosci takich enzymow, jak fosfata-
za alkaliczna, a-glukozydaza oraz pirazynamidaza.
Charakterystyka 35 szczepow C. pseudotuberculosis
izolowanych od k6z pochodzacych z réznych terenow
Polski, wykazata ich duze zrdéznicowanie zarowno
fenotypowe, jak i genotypowe [66].

W pismiennictwie jest niewiele danych na temat
charakterystyki genotypowej tego drobnoustroju, ktore
pozwolityby wskaza¢ genetyczne podtoze obserwowa-
nej zmiennosci fenotypowej szczepow. Genom tej bak-
terii nie zostal jeszcze zsekwencjonowany. Znane sa
sekwencje tylko niektorych genow jak, np. genu ko-
dujacego podjednostke 16S rRNA [47] czy fosfolipa-
z¢ D [26, 40]. Zawartos$¢ par zasad G+C w genoforze
C. pseudotuberculosis waha si¢ od 51,8% do 52,5% [30].

4. Biotypy C. pseudotuberculosis

Na podstawie zdolnosci szczepow do redukcji azo-
tanow do azotynow, wyrdzniono dwa biotypy [68].
Pierwszy, tzw. konski (equi), obejmuje szczepy
C. pseudotuberculosis chorobotworcze dla koni i by-
dta, ktore wykazuja zdolno$¢ redukcji azotanow. Do
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Rys. 2. Schemat organizacji gendw fag (opis w tekscie), wg Billington i wsp. [6]

drugiego biotypu, tzw. owczego (ovis), zaliczane sa
szczepy nie redukujace azotanow, izolowane glownie
od koz 1 owiec, w mniejszym stopniu takze od bydta.

Cechy fenotypowe szczepow izolowanych z zapal-
nie zmienionego gruczotu mlekowego krow sugeruja,
ze mozna by zaliczy¢ je do odrgbnego, trzeciego bio-
typu. Szczepy te cechuja si¢ odmienna morfologia
kolonii i wyraznie stabszym efektem hamowania ak-
tywnosci B-toksyny Staphylococcus aureus w teScie
CAMP [27].

Genotypowanie szczepow rozniacych si¢ wytwarza-
niem reduktazy azotowej, z wykorzystaniem réznych
technik biologii molekularnej, potwierdza istnienie
wspomnianych dwoch biotypow. Songer i wsp. [63]
oraz Sutherland i wsp. [67, 68], réznicujac szczepy
C. pseudotuberculosis za pomoca analizy restrykcyjnej
chromosomalnego DNA, uzyskali inny profil restryk-
cyjny dla szczepow redukujacych azotany i szczepow
nie redukujacych azotanéw. Vaneechoutte i wsp.
[71], Sutherland iwsp. [68],Costa iwsp.[15]
oraz Connor i wsp. [14], stosujac odpowiednio
metod¢ ARDRA (analiza restrykcyjna amplifikowane-
go rybosomalnego DNA), RFLP (analiza polimorfizmu
dlugosci fragmentdw restrykcyjnych), rybotypowania
oraz PFGE (elektroforeza w zmiennym polu elektrycz-
nym), stwierdzili polimorfizm DNA u szczepdéw na-
lezacych do obu biotypow. W wigkszo$ci badan nie
wykazano zréznicowania genotypowego migdzy szcze-
pami zaliczanymi do tego samego biotypu [38, 63, 67,
68]. Nie stwierdzono takze polimorfizmu dlugosci
fragmentow restrykcyjnych migdzy izolatami rdznia-
cymi si¢ zdolno$cia do fermentacji poszczegdlnych
weglowodanow [68].

Costa i wsp. [15] izolowali szczep C. pseudotu-
berculosis od konia, ktory nie redukowat azotanéw do
azotyndéw. Jednakze rybotypowanie tego szczepu wy-
kazato podobienstwo do szczepdéw biotypu konskie-
go, redukujacych azotany [15]. Mimo fenotypowych
wlasciwosci charakterystycznych dla szczepoéw bio-
typu ovis, genotypowo roznit si¢ od tego biotypu.

Pozostaje niejasne, czy moze dochodzi¢ do trans-
misji C. pseudotuberculosis biotypu konskiego do koz
i owiec i innych gatunkoéw zwierzat oraz do koni przez
szczepy biotypu owczego. Brown i wsp. [10] eks-
perymentalnie zakazali kozy szczepami obu biotypow
C. pseudotuberculosis. W przypadku szczepow biotypu
ovis u zwierzat obserwowano tworzenie si¢ wielu ropni

zardwno w wezlach chlonnych powierzchownych, jak
i wewngtrznych, a objawy utrzymywaly si¢ przez okres
doswiadczenia (127 dni). Natomiast zakazenie koz
szczepami biotypu equi prowadzito do rozwoju poje-
dynczych ropni, jedynie w miegjscu inokulacji, ktore
po czterech miesiacach zanikaly lub ograniczaly sig
do niewielkich zmian o charakterze ropnym [10].

5. Wystepowanie

Naturalnym $rodowiskiem bytowania C. pseudo-
tuberculosis jest skora, btony sluzowe oraz przewod
pokarmowy zdrowych zwierzat. Bakterie te moga by¢
izolowane takze od zwierzat chorych, gltownie ze
zmian ropnych [7, 53].

Zanieczyszczenie bakteriami sSrodowiska zewngtrz-
nego jest jednym z gtownych powodow rozprzestrze-
niania si¢ tych drobnoustrojow wsrod zwierzat. Do
zanieczyszczenia otoczenia zwierzat dochodzi najczes-
ciej na skutek peknigcia dojrzatych ropni i wydostania
si¢ na zewnatrz ropy, zawierajacej ogromna liczbe
bakterii. Drobnoustroje te moga wystgpowaé m.in.
w glebie, paszy, $cidlce, w budynkach gospodarskich,
na znajdujacym si¢ w nich wyposazeniu, moga zanie-
czyszczaé narzedzia chirurgiczne, itp. Sa mato wrazli-
we na dziatanie niekorzystnych czynnikéw $rodowi-
ska zewngtrznego. Augustine i Renshaw [4]
izolowali C. pseudotuberculosis z materialdow po-
wszechnie wystgpujacych w srodowisku matych prze-
zuwaczy, takich jak powierzchnie plastikowe, widry
drewniane, sloma, siano czy kal zwierzat, po uplywie
od 7 do 55 dni (w zaleznosci od temperatury otocze-
nia i powierzchni, z ktérej pobierano probki). Niska
temperatura oraz wysoka wilgotno$¢ wydtuzaty czas
przezycia tych pateczek w $rodowisku [4].

6. Chorobotworczosé

C. pseudotuberculosis jest drobnoustrojem izolo-
wanym glownie od zwierzat domowych, ze zmian
chorobowych o charakterze ropnym. Jest czynnikiem
etiologicznym serowaciejacego zapalenia wezlow
chtonnych u kéz i owiec (gruzlica rzekoma; tac. [ym-
phadenitis caseosa; ang. caseous lymphadenitis, CLA)
[11, 25, 33, 37, 44, 72]. Jest to jedno z powszechnych



CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS — ZAKAZENIA U ZWIERZAT

zakazen bakteryjnych matych przezuwaczy, wystepu-
jace w wielu krajach na catym $wiecie [39]. Rozprze-
strzenia si¢ gldéwnie w stadach o duzej liczebnosci
zwierzat, na terenach o intensywnej produkcji. Jest no-
towane rowniez w Polsce [32, 43, 61]. W badaniach
przeprowadzonych w latach 2002—-2003 [43], ktdre ob-
jety 65 stad koz na terenie naszego kraju, w 32 (49,2%)
stadach stwierdzono wystgpowanie klinicznych obja-
wow gruzlicy rzekomej [32]. W pordwnaniu do wezes-
niejszych danych wyniki te sugeruja szerzenie si¢ cho-
roby i znaczny wzrost odsetka zakazonych zwierzat
w ciagu kilku ostatnich lat w Polsce [43].

Gruzlica rzekoma rzadko konczy si¢ $miercia. Jest
jednak przyczyna duzych strat ekonomicznych, gdyz
prowadzi do spadku kondycji zwierzat, obnizenia
przyrostow, spadku masy ciata, mlecznosci, produkcji
welny u owiec, zaburzen w rozrodzie, a takze obnize-
nia ceny zwierzat hodowlanych [39, 48, 55, 72].

U koni C. pseudotuberculosis wywoluje wrzodzie-
jace zapalenie naczyn chtonnych i weztow chtonnych,
a u bydta zwykle glebokie ropnie podskoérne [2, 60,
76, 77]. Opisywane sa rowniez przypadki ronienia
oraz zapalenia gruczotu mlekowego na tle zakazen
tymi bakteriami u klaczy [51] i u kréw [27, 60, 75,
76]. Zakazenia C. pseudotuberculosis u koni najczes-
ciej diagnozowane sa we wschodniej czesci Standow
Zjednoczonych oraz w niektorych stanach, np. Kali-
fornia, Teksas, a takze w Brazylii [2]. Brak jest da-
nych dotyczacych Europy.

Sposrod innych gatunkow ssakow przypadki zaka-
zen C. pseudotuberculosis diagnozowano u wielbla-
déw [1], alpak [3], a takze bizonow, bawotow, mutdéw
czy jeleni [11].

U ludzi drobnoustrdj ten moze wywotywaé miejs-
cowe zapalenie weztow chlonnych, spotykane przede
wszystkim u os6b majacych bezposredni kontakt
z przezuwaczami, np. hodowcow, strzygaczy owiec,
lekarzy weterynarii, pracownikow rzezni [9, 49].

7. Mechanizmy patogenezy

Patogeneza zakazenh wywotywanych przez C. pseu-
dotuberculosis nie jest do konca poznana, a czynniki
determinujace zjadliwos$¢ poszczegdlnych szczepow
sa wciaz niedostatecznie scharakteryzowane.

Cytowane w piSmiennictwie dane sugeruja, ze
w pierwszym etapie bakterie wnikaja przez wrota zaka-
Zenia, a nastgpnie rozprzestrzeniajg si¢ po catym orga-
nizmie. Zarazek jest fagocytowany, ale nie zabijany
przez makrofagi, w ktoérych si¢ namnaza [70].

Do zakazenia moze dochodzi¢ zaréwno droga bez-
posrednia, jak i posrednig. Wrotami zakazenia moga
by¢ nieuszkodzona skora lub btony sluzowe, otarcia
skory i rany, skaleczenia btony sluzowej jamy ustnej,
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itp. [5, 11, 25]. U koz najczgsciej zakazenie nastgpuje
poprzez rany powstajace podczas walk w stadzie oraz
skaleczenia skory w wyniku ocierania si¢ zwierzat
o stupy, bramy, ogrodzenia czy drzewa. To powoduje,
ze u tych zwierzat przewazaja zmiany w przedniej
czgsci ciata — okolicy gtowy i szyi [11, 39]. Natomiast
w przypadku owiec do zakazenia dochodzi najczgsciej
na skutek wnikania zarazka do organizmu poprzez
otarcia i rany powstajace podczas strzyzy, skracania
uszu i ogondéw, znakowania zwierzat lub kastracji,
a takze przy kontakcie skory, nawet nieuszkodzone;j,
z zanieczyszczonymi przez bakterie ptynami uzywa-
nymi do kapieli po strzyzy [11, 25, 39, 48, 54]. Do
zakazenia zwierzat moze dochodzi¢ takze droga od-
dechowa, prowadzaca zwykle do powstawania ropni
w ptucach, oraz droga pokarmowa [39].

U koni i bydta takze czynniki §rodowiskowe mo-
ga odgrywac znaczaca role w rozprzestrzenianiu si¢
C. pseudotuberculosis. Uwaza si¢, ze niektore stawo-
nogi, jak np. Haematobia irritans, Musca domestica,
Stomoxys calcitrans moga by¢ wektorami zakazenia
[2, 8, 75]. Zrodtem zakazenia C. pseudotuberculosis
moga by¢ zarowno zwierzeta chore, jak 1 bezobjawowi
nosiciele, czesto nie wykazujacy objawow klinicznych
[25, 33]. U niektorych nie stwierdza si¢ obecnosci bak-
terii w wydzielinie nosowej i kale, mimo ropni w na-
rzadach wewngtrznych. Z reguty, wykrywa sig zarazki
w mleku zakazonych zwierzat [59, 75, 76].

Wytwarzana przez szczepy C. pseudotuberculosis
hemolityczna egzotoksyna, ktora jest fosfolipaza D,
zwigksza przepuszczalno$¢ naczyn limfatycznych
i krwiono$nych dzigki czemu bakterie, po wniknigciu
do organizmu, dostaja si¢ do regionalnych weztow
chlonnych, rzadziej innych narzadow wewngtrznych.
Do miejsca inwazji migruja makrofagi, a fagocytowane
przez nie bakterie, przezywaja w ich wngtrzu, dzigki
czemu moga rozprzestrzeniaé si¢ takze ta droga do-
prowadzajac do wtornych zakazen. Namnazanie si¢
bakterii wewnatrz fagolizosomow ostatecznie konczy
sie ich degradacja i $miercia w wyniku czego docho-
dzi do uwolnienia zarazkow, ktore biorg udzial w ko-
lejnym cyklu fagocytozy przez nastgpne makrofagi.
Proces ten w konsekwencji prowadzi do formowania
si¢ ropni [5, 11]. W tym stadium zakazenia wezlty
chtonne staja si¢ powigkszone, niebolesne i wypetnio-
ne bezzapachowa ropa o mazistej, migkkiej, gestej
konsystencji oraz biato-kremowej barwie. Otacza je
facznotkankowa, gruba §ciana. Z czasem ropa staje si¢
coraz bardziej gesta, sucha i serowata. U owiec ropnie
czesto maja charakterystyczny wyglad z koncentrycz-
nie utozonymi, wtoknistymi pasmami ropy o suchej
i serowatej konsystencji, porownywanej do krazkéw
cebuli. Czasem posiadaja zielonkawa barwe. U koz
zmiany ropne rzadko maja taka morfologi¢ i najczes-
ciej podobng struktur¢ mozna obserwowaé jedynie
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w przypadku ropni tworzacych si¢ w narzadach we-
wnetrznych [5, 39].

Skéra w okolicy ropnia ulega wylysieniu, a po
pewnym czasie ropnie samoistnie pgkaja [44]. Uwol-
niona ropa zawiera bardzo duza liczbg bakterii zanie-
czyszczajacych srodowisko i zakazajacych inne zwie-
rzgta w stadzie. Moze dochodzi¢ takze do wtérnego
zakazenia otwartych ropni innymi bakteriami takimi,
jak: Arcanobacterium pyogenes, S. aureus, Streptococ-
cus spp. czy Pasteurella multocida [37, 66]. Rzadko
dochodzi do uogoélnionego procesu chorobowego.

W dostgpnym pisSmiennictwie brak jest badan na
temat mechanizmu chorobotworczosci C. pseudotu-
berculosis u koni i bydta. Uwaza si¢ jednak, ze prawdo-
podobnie jest on zblizony do tego, ktory wystepuje
u matych przezuwaczy. Najczgsciej sa to pojedyncze
epizody zakazen i tylko u stosunkowo niewielkiej licz-
by zwierzat pojawiaja si¢ poézniejsze nawroty choroby
(8,6%). Rzadko takze dochodzi do bakteriemii i uogol-
nienia zakazenia [2, 76, 77].

8. Czynniki wirulencji C. pseudotuberculosis

Pomimo, ze mechanizm chorobotwoérczosci C. pseu-
dotuberculosis nie jest doktadnie wyjasniony, wiele
badan wskazuje na to, iz zasadnicza rol¢ w przebiegu
zakazenia ze strony zarazka odgrywaja dwa czynniki:
lipidy powierzchniowe oraz fosfolipaza D [11, 42].

8.1. Lipidy powierzchniowe

Komorki C. pseudotuberculosis zawieraja znaczna
ilo§¢ tatwych do wyekstrahowania lipidéw, zwanych
lipidami powierzchniowymi $ciany komoérkowej [23].
Lacave i wsp. [34] dziatajac ligroina na komorki,
uzyskali ekstrakt sktadajacy si¢ gtdownie z soli sodo-
wych kwasu mikolowego i kwasow thuszczowych C, ,,
C,¢ 1 Cyq, a takze trojglicerydow oraz wolnych kwa-
sow thuszczowych. Istnieja znaczne réznice w grubosci
warstwy lipidow powierzchniowych u poszczegolnych
szczepow [23]. Jolly [31] wykazatl roznice w ilosci,
a Hard [23] i wygladzie warstwy lipidow po-
wierzchniowych u szczepdw wirulentnych i atenuowa-
nych poprzez ich wielokrotne pasazowanie w warun-
kach in vitro. U szczepdw zjadliwych wystepowata
grubsza 1 bardziej zbita warstwa lipidéw, wynoszaca
od 7 do 37 nm, podczas gdy u szczepow atenuowa-
nych ilos¢ lipidow byta mniejsza srednio o 25-28%,
a szerokos$¢ warstwy lipidowej wahata si¢ od 2,5 do
25 nm. Szczepy te posiadaty tez mniejsza zdolnos¢ do
tworzenia agregatéw. Dhugie i czgste pasazowanie nie
miato wpltywu na toksyczno$¢ lipidow. Usunigcie tej
warstwy nie ostabito zywotnosci C. pseudotuberculosis
i zdolnosci do wzrostu na prostych podtozach [23, 31].
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Zjadliwo$¢ poszczegolnych szczepow C. pseudo-
tuberculosis moze wynika¢ nie tylko z ilosci lipidow
powierzchniowych, ale nie wykluczone, ze takze z r6z-
nic w ich budowie i sktadzie, a w szczegolnosci z za-
warto$ci kwasu korynomikolowego [31]. Istnieje duze
podobienstwo strukturalne pomigdzy powierzchnio-
wymi lipidami C. pseudotuberculosis, a wystgpujacymi
w komorkach wirulentnych szczepdw Mycobacterium
tuberculosis (,,cord factor”) [16, 31].

Lipidy powierzchniowe wptywaja na pewne wias-
ciwosci komorek C. pseudotuberculosis widoczne
w hodowli. Przy wzros$cie tych drobnoustrojow w po-
dtozach ptynnych ich obecno$¢ manifestuje si¢ tworze-
niem przez bakterie btonki na powierzchni pozywki
lub agregatdéw, niewielkich grudek na dnie probowki
[31]. Wplywaja takze na woskowy wyglad kolonii
oraz tatwe przesuwanie ich po powierzchni podtozy
statych. Najbardziej charakterystyczna cecha C. pseu-
dotuberculosis, ktora wiaze si¢ z obecnoscia w komor-
kach lipidow powierzchniowych, jest wspomniane
wezesniej, przyleganie komorek do siebie i skupianie
si¢ w uktady widoczne w preparatach mikroskopowych,
porownywane czgsto do chinskich liter lub pisma kli-
nowego. Lipidy powierzchniowe C. pseudotuberculo-
sis przede wszystkim determinuja jednak zjadliwosé
tych bakterii 1 stanowia barierg przeciwko antybakte-
ryjnym mechanizmom gospodarza [31].

Muckle i Gyles [42] wykazali w doswiadcze-
niach na myszach zwiazek migdzy zawartos$cia lipi-
dow, a liczba powstajacych ropni w tkankach. Nie uda-
to si¢ wykazaé¢ wptywu tych substancji na zwigkszona
$miertelno$¢ zwierzat. Obecnos¢ lipidow wydaje sig
wige wptywaé na objawy kliniczne choroby powstalej
w wyniku zakazenia takimi szczepami.

Lipidy powierzchniowe warunkuja zdolnos¢ bak-
terii do przezycia w obrebie fagolizosoméw [70].
Ochrona przed bakteriobdjczymi czynnikami komorek
fagocytarnych i trawieniem przez lizosomalne enzy-
my, umozliwia przetrwanie drobnoustrojom wewnatrz
komorek gospodarza. Zaobserwowano, ze C. pseudo-
tuberculosis po fagocytozie przez mysie i kozie ma-
krofagi, zachowuje zywotno$¢ i prawidtowa morfo-
logig, a warstwa lipidow powierzchniowych pozostaje
nienaruszona. Ostatecznie C. pseudotuberculosis na-
mnaza si¢ w obrgbie makrofagdéw, prowadzac do stop-
niowej degeneracji i $mierci tych komorek [24, 70].

Lipidy powierzchniowe wykazuja dziatanie cytotok-
syczne [24]. Ekspozycja na nie makrofagdw mysich
prowadzi do spadku ich zywotnosci, glikolitycznej ak-
tywnosci, a takze indukuje szereg zmian ultrastruktu-
ralnych, jak np. zmniejszenie ggsto$ci cytoplazmy,
rozszerzenie cystern retikulum endoplazmatycznego
szorstkiego oraz otoczki jadrowej, hipertrofi¢ aparatu
Golgiego, zanikanie wolnych rybosomoéw czy degrada-
cje btony komoérkowej fagolizosomoéw. Rodzaj zmian
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strukturalnych sugeruje, ze sktadniki bton komorko-
wych, szczegblnie btony fagolizosomdéw i jadra ko-
morkowego, sa glownym miejscem toksycznego dzia-
tania bakterii i ich lipidow [24].

Makrofagi roznych gatunkoéw zwierzat nie sa jed-
nakowo wrazliwe na cytotoksyczne dzialanie C. pseu-
dotuberculosis [24]. Ciekawostka jest, ze makrofagi
swinek morskich i1 krolikow, nie ulegaja lizie w na-
stepstwie fagocytowania bakterii, ktore w ich komor-
kach wyraznie ,traca” lipidy powierzchniowe [24].

8.2. Fosfolipaza D

Za inny czynnik determinujacy zjadliwo$¢ szcze-
pow C. pseudotuberculosis i odgrywajacy bardzo waz-
na rolg w chorobotwdrczos$ci tych pateczek, uwaza si¢
fosfolipazg D (PLD). Jest to enzym nalezacy do grupy
hydrolaz (grupa EC 3.1.4.4.), wykazujacy aktywnos¢
sfingomielinazy [22, 69]. Fosfolipazeg D charakteryzuje
wysoka specyficzno$¢ substratowa. Egzotoksyna ta
katalizuje rozpad sfingomieliny, wchodzacej w sktad
btony komoérkowej u ssakéw na fosforan ceramidu
i choling oraz lizofosfatydylocholiny na kwas lizofos-
fatydowy 1 choling [41, 65]. Nie wykazano natomiast
jej oddzialywania na inne frakcje fosfolipidow jak, np.
fosfatydylocholing, fosfatydyloseryng, fosfatydyloeta-
noloaming czy fosfatydyloiznozytole [28]. Wytwarza-
na jest przez wszystkie szczepy C. pseudotuberculosis
i nie wykazano zaniku jej aktywnoS$ci po wielu pasa-
zach w warunkach laboratoryjnych [64].

Strukturalnie PLD jest glikoproteina, termolabilna,
wrazliwa na wysokie stgzenie tlenu. Optymalne dzia-
tanie wykazuje przy pH 5,0-5,5. Ulega inaktywacji
przez ogrzewanie (60°C przez 10 minut, 40°C przez
6—7 godzin) oraz traci aktywno$¢ w trakcie przecho-
wywania (po okoto 2 tygodniach w temperaturze 37°C
oraz 2—4 miesiacach w temperaturze 20—25°C) [12].

Fosfolipaza D jest wydzielana na zewnatrz komor-
ki. Obecnos¢ jej zostata takze wykazana w cytoplaz-
mie oraz w mniejszej ilosci w $cianie komorkowej [11].
Masa czasteczkowa enzymu szacowana jest na okoto
31,5 kDa [26, 41].

Sposrod wszystkich gatunkow rodzaju Corynebac-
terium, fosfolipaza D wytwarzana jest jedynie przez
szczepy C. pseudotuberculosis oraz C. ulcerans [20, 39].
Odkryto, ze PLD wytwarzana przez szczepy C. pseudo-
tuberculosis, wykazuje znaczny stopien homologii
z toksyna obecna u pajakéw z rodzaju Loxosceles
(L. intermedia 1 L. laeta) [41, 69]. Co ciekawe, PLD
moze wywotywaé objawy kliniczne podobne do tych,
jakie obserwowane sa po ugryzieniu przez te gatunki
pajaka. Obie toksyny maja podobna masg czastecz-
kowa 1 punkt izoelektryczny oraz charakteryzuja sig
zblizona specyficznoscia substratowa i1 biologiczna
aktywnoS$cia. Roznia si¢ natomiast C. amycolatum,
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C. diphtheriae, C. hofmanii, C. xerosis 1 C. glutamicum
pod wzgledem antygenowym [41, 69].

Hodgson iwsp. [26] sklonowali i zsekwencjo-
nowali gen pld kodujacy PLD C. pseudotuberculosis.
Wystepuje on w pojedynczej kopii w genomie bakterii
1 nie jest czg$cia operonu. Transkrypt PLD (mRNA)
ma wielko$¢ okoto 1100 pz. Analiza sekwencji genu
strukturalnego PLD wskazuje na dwie mozliwe otwarte
ramki odczytu. Pierwsza z nich koduje polipeptyd zbu-
dowany z 18 aminokwasow, brak jest jednak dowo-
doéw wskazujacych na powstawanie tego biatka. Dru-
ga otwarta ramka odczytu koduje polipeptyd ztozony
z 307 reszt aminokwasowych o masie czasteczkowe;j
okolo 34,1 kDa. Bialko to sktada si¢ z peptydu syg-
natowego, o masie czast. 2,7 kDa, zbudowanego
z 24 reszt aminokwasowych, oraz dojrzatego biatka
PLD o masie 31,4 kDa [26].

Poréwnanie genéw kodujacych PLD u szczepdéw
C. pseudotuberculosis i C. ulcerans wykazato 80% ho-
mologii w sekwencji DNA [17]. Badanie sekwencji
aminokwasowej produktow ekspresji tych gendw
potwierdzito wysoka homologi¢ (87%). Stwierdzono
takze ponad 60% podobienstwo w sekwencji genu pld
obecnego u szczepow C. pseudotuberculosis 1 Arca-
nobacterium haemolyticum. Sekwencja aminokwaso-
wa PLD w przypadku obu drobnoustrojow byta réw-
niez podobna w 60% [17]. Natomiast poréwnanie
sekwencji aminokwasowej PLD C. pseudotuberculo-
sis z sekwencjami innych enzymow z klasy fosfolipaz
wykazato niewielki region homologiczny z fosfolipaza
A2 (PLA2) wytwarzana przez jeden z gatunkéw zmii
— Laticauda laticaudata [26]. Region ten jest wysoce
konserwatywny wérdd enzymow PLA?2 i jest odpowie-
dzialny, m.in. za wiazanie jonow wapnia. Homologicz-
ny region w czasteczce PLD C. pseudotuberculosis
by¢ moze zawiera miejsce wigzania jonow metali
dwuwartosciowych, gdyz ich obecno$¢ wymagana jest
do aktywnosci tego enzymu [26, 41].

PLD wytwarzana jest przez bakterie we wczesnej
fazie zakazenia i odgrywa bardzo wazna role w roz-
przestrzenianiu si¢ C. pseudotuberculosis w organiz-
mie gospodarza [11]. Obserwujac przebieg naturalne-
go zakazenia oraz zmiany powodowane przez toksyng
wydaje si¢, ze glownym miejscem dziatania PLD sa
btony komodrkowe. PLD rozktadajac sfingomieling
niszczy komorki naczyn krwionosnych i limfatycz-
nych gospodarza, utatwiajac w ten sposob przenosze-
nie si¢ bakterii z pierwotnego miejsca zakazenia do
regionalnych weztow chlonnych i/lub innych narza-
déw wewngetrznych [2, 11, 58, 65].

Wykazano, ze PLD wyraznie ostabia reakcje gra-
nulocytow obojetnochtonnych na specyficzne czynniki
stymulujace ich chemotaksjg, a tym samym zmniejsza
ich zdolno$¢ do migracji. Hamuje réwniez degranu-
lacje komorek fagocytarnych. Sfagocytowane przez
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neutrofile bakterie nie ging i z czasem powoduja ich
$mier¢ [78]. Wysoka toksyczno$¢ tego enzymu byta
opisywana, m.in. przez Hsu i wsp. [28], ktorzy trzy-
nastu gnotobiotycznym jagni¢tom podawali dozylnie
lub podskornie t¢ egzotoksyne lub jej kombinacje
z zywymi komorkami C. pseudotuberculosis. Dopro-
wadzato to do $mierci wszystkich zwierzat w ciagu
czterdziestu o$miu godzin na skutek ostrej toksemii
z objawami ze strony uktadu oddechowego, anemia
hemolityczna w potaczeniu z hemoglobinuria, zo6t-
taczka, martwica i atonia zwacza [28]. Egzotoksyna ta
moze oddziatywac¢ $miertelnie rowniez na myszy [79].

Aby dostarczy¢ bezposrednich dowodow na to, ze
PLD wytwarzana przez szczepy C. pseudotuberculo-
sis, jest niezbednym wyznacznikiem ich zjadliwosci,
McNamara i wsp. [40] inaktywowali chromo-
somalny gen kodujacy PLD i poréwnali zjadliwos$¢
szczepow dzikich i zmutowanych w do§wiadczeniach
na naturalnych gospodarzach. Dziki szczep powodo-
watl powstawanie ropni w miejscu podania, a zakaze-
nie rozprzestrzeniato si¢ nastgpnie do regionalnych
weztéw chtonnych. Natomiast szczep z mutacja miat
zredukowana zdolnos$¢ do zakazania, wywotywat stab-
sze objawy kliniczne i byt niezdolny do rozprzestrze-
niania si¢ w organizmie. Nie stwierdzono takze w tym
przypadku obecnos$ci bakterii w uktadzie limfatycz-
nym. Wyniki te potwierdzaja hipoteze, iz fosfolipa-
za D jest bardzo waznym determinantem zjadliwos$ci
C. pseudotuberculosis. Mutacja nonsensowna w genie
kodujacym fosfolipaze D nie uposledzita natomiast
zdolnosci wzrostu C. pseudotuberculosis na pozyw-
kach bakteriologicznych. Moze to $wiadczy¢ o tym,
Ze enzym ten uczestniczy raczej w przezywaniu bak-
terii in vivo, w interakcji z komoérkami gospodarza.
Nie jest konieczny natomiast do wzrostu drobnoustro-
jow in vitro [40].

Z aki [79] probowat okresli¢ udziat w patogenezie
gruzlicy rzekomej lipidow powierzchniowych C. pseu-
dotuberculosis oraz PLD. W tym celu podawat do-
otrzewnowo myszom zawiesing z zabitych mikroorga-
nizméw, w ktorej egzotoksyna byta niszczona poprzez
autoklawowanie, gotowanie, traktowanie formalina
lub fenolem. We wszystkich przypadkach po podaniu
tak przygotowanej zawiesiny bakterii, u zwierzat po-
jawialy si¢ jatowe ropnie w miejscu inokulacji. Moze
to wskazywaé na to, ze lipidy powierzchniowe sa
czynnikiem ropotwdrczym, a egzotoksyna nie jest wy-
magana do tego procesu.

PLD C. pseudotuberculosis prowadzi do hamowa-
nia hemolizy powodowanej przez hemolizyng typu 3
wytwarzana przez Staphylococcus spp., a takze szcze-
py Clostridium perfringens wytwarzajace «-toksyne
[65]. Pod wptywem PLD sfingomielina, obecna w bto-
nie komoérkowej erytrocytéw ssakdw, hydrolizowana
zostaje do fosforanu ceramidu, ktdry nie jest wykorzy-
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stywany jako substrat dla gronkowcowej fosfolipazy C
[65]. Powoduje to, ze czerwone krwinki traca wrazli-
wos$¢ 1 podatno$¢ na liz¢ wywotana przez t¢ toksyne,
czym nalezy thumaczy¢ hamowanie hemolizy. Enzym
ten wzmaga natomiast aktywno$¢ hemolityczna dwoch
toksyn wytwarzanych przez Rhodococcus equi (fosfo-
lipazy C i oksydazy cholesterolowej). Obie fosfolipazy
dziataja sekwencyjnie. Pochodzacy z rozpadu sfingo-
mieliny fosforan ceramidu jest substratem dla wytwa-
rzanej przez szczepy R. equi fosfolipazy C. W efekcie
dochodzi do catkowitej degradacji sfingomieliny oraz
uszkodzenia btony komoérkowe; i lizy komorki [11, 36].

Linder i Bernheimer [36] stwierdzili,
ze fagocytoza szczepodw C. pseudotuberculosis oraz
R. equi, w wyniku synergistycznej cytotoksyczno$ci
PLD i oksydazy cholesterolowej, powoduje nasilenie
utleniania cholesterolu w btonie komérkowej makro-
fagow, a przez to ich degradacje, prowadzaca do uwol-
nienia bakterii do $rodowiska.

PLD posiada wlasciwosci immunogenne, a wytwo-
rzone przeciwciala neutralizuja jej toksyczne dziata-
nie [12, 62, 79].

8.3. Inne czynniki chorobotworczosci
C. pseudotuberculosis

Na temat innych czynnikéw odgrywajacych role
w procesie chorobotworczosci C. pseudotuberculosis
wiadomo bardzo niewiele. Wong i Groman [73]
wykazali, ze niektore komorki C. pseudotuberculosis
(oraz C. ulcerans), w stanie lizogenii po zakazeniu
przez bakteriofaga 3, niosacego gen toksyny bloniczej
(tox), posiadaja zdolno$¢ wytwarzania tej egzotoksyny.
Wytwarzane biatko ma wielko$¢, wlasciwosci immuno-
genne, a takze aktywno$¢ enzymatyczna (aktywnos¢
ADP-rybozylacji) i specyficzno$¢ substratowa po-
dobna do toksyny btoniczej. Jego synteza jest rowniez
regulowana przez st¢zenie jonéw zelaza. Nie zostat
dotychczas opisany zaden kliniczny przypadek btonicy
wywolany zakazeniem C. pseudotuberculosis [73].

W komorkach gospodarza stgzenie wolnego zelaza
jest znacznie nizsze od wymaganego przez bakterie do
wzrostu. Dlatego transport tego pierwiastka jest szcze-
gb6lnie wazny dla wielu drobnoustrojow. Paleczki
C. pseudotuberculosis, podobnie jak inne wewnatrz-
komodrkowe bakterie, musza posiada¢ system umozli-
wiajacy przyswajanie zelaza w Srodowisku, w ktorym
jest on trudno dostepny. Billington iwsp. [6] wy-
kazali, ze szczepy C. pseudotuberculosis moga wyko-
rzysta¢ do wzrostu, w warunkach in vitro, takie zrodta
zelaza jak chlorek zelazowy, siarczan zelazowy, hemi-
ng, hemoglobing czy transferyng. W zdobywanie tego
pierwiastka zaangazowane sg produkty czterech genow,
fag (ang. Fe acquisition gene) A, B, C oraz D, kodu-
jace, m.in. biatka podobne do transporteréw obecnych
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u innych bakterii. Geny te zlokalizowane sa w poblizu
genu kodujacego PLD (ryc. 2). Trzy pierwsze z nich
(fag A, B i C) koduja biatka przypominajace btonowy
system transportowy dla kompleksu siderofor-zelazo
i tworza operon fagABC, ktory jest regulowany przez
stezenie zelaza in vitro. Jego ekspresja indukowana
jest niska zawartoS$cia tego pierwiastka w §rodowisku.
Natomiast czwarta otwarta ramka odczytu (fagD)
transkrybowana jest w przeciwna strong i koduje biat-
ko przypominajace peryplazmatyczne biatka wiazace
siderofor-zelazo [6].

Pomigdzy genem fagA i fagD znajduje si¢ obszar
migdzygenowy dtugosci 95 pz, ktory prawdopodob-
nie zawiera region regulatorowy zaréwno dla operonu
fagABC, jak i genu fagD [6]. Sekwencja nukleotydo-
wa tego obszaru wskazuje na obecnos¢ regionu homo-
logicznego do miejsca wiazania, zaleznego od jonow
Fe?" i Mn?*, represora toksyny btoniczej (diphtheria
toxin repressor, DtxR) [6]. Ponadto, Oram i wsp.
[46] wykazali obecno$¢ w genomie C. pseudotuber-
culosis sekwencji nukleotydowej homologicznej do
genu dixR C. diphtheriae. Dalsze badania, z wyko-
rzystaniem techniki Western blot i specyficznych su-
rowic skierowanych przeciwko DtxR, potwierdzity
obecno$¢ u gatunku C. pseudotuberculosis regulatora
transkrypcji podobnego do represora toksyny btoni-
czej (DtxR-like regulator) [46].

Nie jest wykluczone, iz geny fag odpowiedzialne
sa rowniez za zdobywanie sideroforu od innych bak-
terii w warunkach in vivo, poniewaz szczepy C. pseu-
dotuberculosis prawdopodobnie nie maja zdolnos$ci
wytwarzania tego zwiazku. Billington i wsp. [6]
wykazali, ze mutacja prowadzaca do przerwania ramki
odczytu genu fagB prowadzi do obnizenia zdolno$ci
przezycia bakterii w organizmie gospodarza. Brak
ekspresji tego genu w warunkach in vivo powoduje
nie tylko uposledzenie zdolno$ci uzyskiwania zelaza
w $srodowisku ubogim w ten pierwiastek, ale takze wy-
daje si¢ przyczynia¢ do znacznego obnizenia zjadli-
wosci mutanta.

Istotne znaczenie w przezywalno$ci i utrzymywaniu
si¢ drobnoustrojow w srodowisku gospodarza ma zdol-
no$¢ do tworzenia przez bakterie biofilméw, wysoce
zorganizowanego i wyspecjalizowanego zespolu orga-
nizmow, wykazujacych zdolno$¢ adhezji do powierzch-
ni statych oraz do siebie nawzajem, dzialajacych
W sposob skoordynowany z udziatem systemow quo-
rum sensing. Ztozona struktura biofilmu, jak i zmienio-
ne fizjologiczne wlasciwosci wechodzacych w jego sktad
drobnoustrojow, powoduja zwigkszenie ich opornosci
na dziatanie czynnikéw przeciwbakteryjnych, a takze
poteguja zdolnos¢ unikania fagocytozy [56].

Olson iwsp. [45] wykazali, ze in vitro pateczki
C. pseudotuberculosis sa zdolne do tworzenia biofilmu
tylko w okreslonych warunkach (bulion tryptozowo-
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sojowy z dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej oraz
inkubacja w atmosferze z dodatkiem 10% dwutlenku
wegla). Biofilm taki moze sktadac si¢ z przedstawi-
cieli réznych gatunkow: C. pseudotuberculosis, C. re-
nale, A. pyogenes, S. aureus, S. hyicus 1 S. agalactiae.
Charakteryzuje si¢ on opornoscia na dziatanie anty-
biotykéw, mimo ze bakterie te w oznaczeniach stan-
dardowych sa na nie wrazliwe [45]. Zdolno$¢ C. pseu-
dotuberculosis do tworzenia biofilmu w warunkach
in vivo, moze odgrywac znaczacg rol¢ w unikaniu me-
chanizméw odpowiedzi immunologicznej gospodarza,
zwigkszac zakres miejscowej reakcji zapalnej, a przede
wszystkim sprzyjaé przewlektemu charakterowi zaka-
zenia [35]. Ponadto, gromadzenie si¢ ropy w miejscu
zakazenia oraz §ciana tworzacego si¢ ropnia hamuja
penetracj¢ antybiotykéow, a tym samym ograniczaja
eliminacj¢ bakterii [45].

9. Podsumowanie

C. pseudotuberculosis jest jednym z wazniejszych
gatunkow maczugowcow chorobotworczych dla zwie-
rzat. Liczne dane z piSmiennictwa wskazuja, ze zaka-
zenia tym drobnoustrojem od wielu lat stanowia po-
wazny problem w hodowli zwierzat w wielu krajach
na $§wiecie, w tym takze w Polsce.

C. pseudotuberculosis jest bakteria, ktora charak-
teryzuje duza zmienno$¢ cech fenotypowych, od mor-
fologii po wlasciwosci biochemiczne. Zakazenia wywo-
tywane przez C. pseudotuberculosis moga mie¢ rézna
postac i przebieg. Mechanizmy molekularne warunku-
jace zroznicowanie fenotypowe szczepOw nie zostaty
dotychczas poznane.

Z pewnos$cia potrzebne sa takze dalsze badania
w celu lepszego poznania i uzupetnienia wiedzy na te-
mat mechanizméw warunkujacych chorobotwoérczo$¢
tych pateczek. Do najwazniejszych, dotychczas scha-
rakteryzowanych czynnikéw determinujacych zjadli-
wos¢ C. pseudotuberculosis naleza: lipidy powierzch-
niowe $ciany komodrkowej i egzotoksyna — fosfolipa-
za D. Lipidy przede wszystkich chronia bakterie przed
mechanizmami obronnymi gospodarza. Fosfolipaza D
jest enzymem, ktory wydaje si¢ by¢ konstytutywnie
wytwarzany przez szczepy rowniez w warunkach in
vitro 1 jest czynnikiem odpowiedzialnym gltéwnie za
rozprzestrzenianie si¢ drobnoustrojow w organizmie.

W dostgpnym pismiennictwie brakuje danych doty-
czacych czynnikéw umozliwiajacych adhezj¢ C. pseu-
dotuberculosis do tkanek gospodarza. Badania majace
na celu identyfikacj¢ adhezyn oraz rozpoznawanych
przez nie receptoréw, poznanie mechanizmow oddzia-
lywan komorek bakteryjnych z komoérkami ssaczymi,
moga by¢ waznym elementem wiedzy na temat patoge-
nezy zakazen C. pseudotuberculosis. Rownie istotnym,
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i jak dotad niewyjasnionym, zagadnieniem dotyczacym
chorobotworczosci C. pseudotuberculosis, jest prawdo-
podobnie okreslenie wzajemnej relacji na poziomie
patogen — gospodarz w przypadku szczepow naleza-
cych do réznych biotypow.
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Molecular characteristics of Actinobacillus actinomycetemcomitans virulence factors

Abstract: Periodontal diseases are a group of chronic inflammatory diseases of the gingiva and the supporting structure of the
periodontium that lead to the destruction of the tooth supporting tissues, i.e. the periodontal ligament, the gingival connecting tissue,
and the alveolar bones. Actinobacillus actinomycetemcomitans has been implicated, as a causative agent of localized aggressive
periodontitis, in severe and rapid form of periodontal disease. The pathogenicity of 4. actinomycetemcomitans is multi-faceted and
the pathophysiology of the infection is influenced by both microbial and host determinants. The bacterium has been found to be
capable of binding to and invading epithelial and endothelial cells. The process is an important mechanism for evading host defenses
and spreading beyond the initial site of infection. A. actinomycetemcomitans expresses a number of virulence factors including
many adhesins, two toxins (leukotoxin RTX, CDT toxin) and chaperonin 60, which allows the bacterium to form extremely tena-
cious biofilm and to interact with the immune system. This review describes recent findings concerning the molecular aspects of
A. actinomycetemcomitans pathogenesis.

1. Infectious diseases of the oral cavity. 1.1 Periodontitis. 2. Actinobacillus actinomycetemcomitans — pathogen characterization.
2.1 Genome. 3. Virulence factors. 3.1 Adhesins. 3.2 Invasion. 3.3 Toxins. 3.3.1 Leukotoxin. 3.3.2 CDT toxin. 3.4 GroEL protein.

4. Summary

Stowa kluczowe: Actinobacillus actinomycetemcomitans, CDT, LAP, leukotoksyna, paradontoza

Key words:

Actinobacillus actinomycetemcomitans, CDT, LAP, leukotoxin, periodontitis

1. Choroby jamy ustnej

Jama ustna jest niezwykle ztozonym i zréznicowa-
nym ekosystemem. Duza wilgotnos¢, ustalona tempe-
ratura, a takze dostgpnos¢ sktadnikéw pokarmowych
sprawiaja, ze ta nisza ekologiczna kolonizowana jest
przez wiele gatunkéw (ponad 500) drobnoustrojow
[29], co stwierdzono zar6wno klasycznymi metodami
mikrobiologicznymi jak i ostatnio metodami biologii
molekularnej. Najczg$ciej stosowana strategia stuzaca
do okres$lania biordéznorodnosci tego ekosystemu jest
izolacja DNA, amplifikacja metoda PCR genow rRNA,
klonowanie otrzymanych amplikonéw w komorkach
Escherichia coli 1 sekwencjonowanie genow 16S
rRNA. Zastosowanie mikropaneli (ang. Human Oral
Microbe Identification Microarray — HOMIM) pozwa-
la na identyfikacje mikroorganizméw bezposrednio
w materiale pobranym od pacjentdéw [49]. Jama ustna
stanowi wysoce niejednorodne §rodowisko, tak wigc
rozmieszczenie réznych gatunkdéw drobnoustrojow jest
w niej nieréwnomierne; jedne kolonizuja powierzchnie
migkkie (powierzchni¢ dziasel, jezyka, czy blong $lu-

zowa pokrywajaca policzki), inne posiadaja zdolnosé
do adhezji do twardych powierzchni zgboéw. W jamie
ustnej spotykamy przedstawicieli takich rodzajow
drobnoustrojow jak np. Streptococus, Actinobacillus,
Treponema, Bacteroides, Haemophilus, Velionella czy
Mycoplasma 1 wielu innych [56]. Glowne choroby
jamy ustnej dotycza zebow i dziaset, cho¢ infekcje
jamy ustnej uznawane sa takze za czynnik ryzyka za-
palenia wsierdzia, arteriosklerozy oraz zawatu serca.

Gloéwna choroba — prochnica — polega na niszcze-
niu struktury zebow zwiazanym z ich demineralizacja.
Powodowana jest przez kwasy organiczne powstajace
w procesie fermentacji weglowodanéw obecnych
w naszej diecie. Gtownym gatunkiem odpowiedzialnym
za rozw0j prochnicy sa bakterie z grupy Streptococ-
cus mutans. Choroby przyzgbia (periodontal diseases)
zwigzane sa z ostrym stanem zapalnym wywolanym
infekcja bakteryjna, doprowadzajacym do zniszczenia
powiazania mi¢dzy zgbami a dziastami.

Etapem wstgpnym wszelkich chor6éb jamy ustnej
jest wytworzenie ptytki nazgbnej, w sktad, ktorej
wchodza: sktadniki $liny, czastki pozywienia, bakterie
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oraz produkty ich metabolizmu [36]. Przy tworzeniu
ptytki nazebnej dochodzi do wielu skomplikowanych
oddziatywan pomigdzy bakteriami i sktadnikami $liny
(amylaza, biatka bogate w proliny, glikoproteiny) oraz
do wzajemnych oddziatywan pomigdzy mikroorganiz-
mami. W zadnej innej niszy ekologicznej nie zaobser-
wowano tak skomplikowanych wewnatrz- i migdzy-
gatunkowych oddziatywan. Dwie komorki bakteryjne
moga wiazac si¢ ze soba bezposrednio, lub tez wyko-
rzystujac jako pomost glikoproteiny, bedace sktadni-
kami $liny lub produktami metabolizmu innych drob-
noustrojow. We wczesnym etapie kolonizacji biora
udzial gtownie gatunki streptokokéw zdolne do roz-
poznawania receptorow obecnych w §linie pokrywaja-
cej zeby [33]. W nastgpnym etapie, tzw. sacharozo-za-
leznym, proces adhezji wspomaga wytwarzanie przez
niektore streptokoki (S. mutans, S. sobrinus) polime-
row cukrowych (glukanu i fruktanu) syntetyzowanych
przez zewnatrzkomdrkowe enzymy glukozylotransfera-
zy (GTF) i fruktozylotransferazy (FTF). Wytwarzanie
glukanu ma zasadnicze znaczenie w etiologii prochni-
cy, bowiem zwiazek ten stanowi tacznik umozliwiaja-
cy wytworzenie skomplikowanych agregatoéw drobno-
ustrojow [33, 47]. Wigkszos$¢ reakcji majacych miejsce
w procesie tworzenia ptytki nazg¢bnej to reakcje we-
glowodan-biatko, w reakcjach in vitro dodanie cukru
(czesto galaktozy) blokuje agregacje komorek roznych
gatunkow drobnoustrojow.

Wytwarzany na powierzchni zgbow wielogatunko-
wy biofilm w postaci ptytki nazgbnej odgrywa klu-
czowa role w procesach patogenezy. Biofilmy sa zlo-
zong trojwymiarowa struktura z wieloma mikroni-
szami roézniacymi si¢ zawartoscia tlenu, dostgpnoscia
sktadnikéw odzywczych, temperatura i pH. Mikroor-
ganizmy wchodzace w sktad biofilmu moga zmieniaé
swoje wlasciwosci fizjologiczne — na roznych etapach
tworzenia i dojrzewania biofilmu zachodzi radykalna
zmiana (ponad 50%) ekspresji ich genow. Dodatkowo,
poniewaz duza liczba gatunkéow drobnoustrojéw budu-
jacych biofilm podlega naturalnej transformacji, obec-
nos¢ tej struktury utatwia wymiang materiatu genetycz-
nego (horyzontalny transfer genéw) i rozprzestrzenianie
si¢ antybiotykoopornosci [15]. Tworzenie i struktura
biofilmu podlega Scistej genetycznej regulacji uzalez-
nionej od aktywnos$ci systemoéw ,,quorum sensing”
— wyczuwania liczebno$ci. Biofilm chroni bakterie
przed dziataniem uktadu odpornosciowego gospoda-
rza oraz utrudnia dost¢p antybiotykéw do komorek
wchodzacych w sktad tej skomplikowane;j struktury.

W jamie ustnej obecnych jest wiele zwiazkow
0 dziataniu antybakteryjnym. Sa to gléwnie sktadniki
$liny i1 plynu dziastowego, dwdch ptyndéw fizjologicz-
nych obmywajacych jamg ustna, takie jak np.: lizozym
(hydrolizujacy wiazania glikozydowe w mureinie),
laktoferyna (wiazaca jony zelaza przez co ogranicza
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wzrost drobnoustrojow), peroksydaza, mucyna (gliko-
proteina wychwytujaca mikroorganizmy, pokrywaja-
ca twarde 1 migkkie tkanki w jamie ustnej), mate pep-
tydy (histatyny, cystatyny) zapobiegajace agregacji
czy bedace inhibitorami proteaz wytwarzanych przez
bakterie oraz specyficzne przeciwciata klasy s-IgA.
Roéwniez ptyn dziastowy, pochodzacy z plazmy krwi,
zawiera wiele skladnikow o dzialaniu antybakteryj-
nym (przeciwciata, leukocyty czy sktadniki komple-
mentu). Drobnoustroje kolonizujace jamg ustna wy-
ksztalcity wiele mechanizméw umozliwiajacych im
przezwycigzanie mechanizméw obronnych gospodarza
jak na przyktad zdolno$¢ do tworzenia biofilmu czy wy-
twarzanie proteaz niszczacych przeciwciata IgA [36].

1.1. Paradontoza

Jak wspomniano wyzej, wsrod bakteryjnych chorob
jamy ustnej wyrdzniamy: prochnicg i choroby przyze-
bia. Do przyzebia zaliczane sa tkanki bedace w kon-
takcie z szyjka zeba: dziasto, ozgbna, okostna i ko$¢
wyrostka zebodolowego oraz cement korzeniowy. Dane
zebrane w polskich gabinetach stomatologicznych
wskazuja, ze na schorzenia dziaset cierpi okoto 40—-50%
dorostej populacji i ok. 40% dzieci i mtodziezy [59].

Wsrdd chorob przyzebia, niszczacych tkanki pod-
porowe zgbow, wyrdzniamy zapalenie dziagset (gingi-
valis) i zapalenie przyzgbia — paradontoze (periodon-
titis). Paradontoza dotyczy gigbiej potozonych tkanek,
migdzy innymi ozgbnej (wlokien kolagenowych mo-
cujacych zab w zegbodole) i kosci wyrostka zgbodoto-
wego szczek. W trakcie trwania choroby dochodzi do
ubytkow tkanek, co powoduje uszkodzenie i powolne
niszczenie aparatu wigzadlowego wiazacego zab z ko-
$cia, a w koncowym etapie choroby doprowadza do
ich rozchwiania i wypadnigcia. Paradontoz¢ wywotuja
liczne gatunki mikroorganizméw obecne w plytce
nazgbnej powstajacej w warunkach niedostatecznej
higieny jamy ustnej. Ich rozprzestrzenianie doprowa-
dza do powstawania poddziastowej ptytki bakteryjne;.
Do uszkodzenia tkanek przyczyniaja si¢ zardowno pro-
dukty komoérek drobnoustrojow (enzymy, toksyny),
jak 1 indukowany infekcja silny stan zapalny.

Paradontoza nie jest klasyczna egzogenna infekcja
ozg¢bnej, jest powodowana przez mikroorganizmy, bg-
dace flora fizjologiczna jamy ustnej (gtownie gram-
ujemne beztlenowe bakterie). Analizy materialu gene-
tycznego drobnoustrojow wystepujacych w jamie ustnej
(analiza 16S rRNA), wykazala, ze czynnikami etiolo-
gicznymi paradontozy sa najczesciej: Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, Fuso-
bacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Pepto-
streptococcus micros, Streptococcus intermedius, Tre-
ponema denticola, Eikenella corrodens [50].
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Rys. 1. Model niszczenia tkanek przyzgbia przez bakterie [11] za zgoda Redakcji Microbes Infect.

Jedna z najpowazniejszych choroéb ozgbnej jest
LAP (ang. localised aggressive periodontitis) wczes-
niej znana jako LJP (ang. localized juvenile periodon-
titis). W wypadku tej jednostki chorobowej do zaniku
kosci wyrostka zegbodolowego dochodzi w bardzo
krétkim czasie. Paradontoza u dorostych moze atako-
wac wszystkie zgby, natomiast LAP dotyczy wylacznie
siekaczy 1 zebow przedtrzonowych, co jest prawdopo-
dobnie zwiagzane z selektywna kolonizacja tych zgbdw
przez niektére mikroorganizmy [20]. Od lat osiem-
dziesiatych uwaza si¢, ze LAP moze by¢ chorobg uwa-
runkowana genetycznie, zwiazana z zaburzeniami
chemotaksji komoérek neutrofili. Analiza materiatu ge-
netycznego komorek neutrofili od 30 pacjentow z LAP
wykazata wystepowanie, w 29 przypadkach, punk-
towej mutacji w genie kodujacym receptor dla for-
mylowanych peptydow (FMLP). Brak funkcjonalne-
go receptora blokuje szlaki sygnalizacyjne [54].

Prezentowana praca omawia rolg Actinobacillus
actinomycetemcomitans w indukcji choréb przyzebia.
Rysunek 1 przedstawia etapy rozwoju chorob przyzebia.

2. Actinobacillus actinomycetemcomitans
— charakterystyka patogenu

Glownym czynnikiem etiologicznym LAP jest
oportunistyczny patogen Actinobacillus actinomyce-
temcomitans. Drobnoustrdj ten jest odpowiedzialny
takze za wywotywanie innych jednostek chorobowych,

takich jak np. zapalenie wsierdzia, zapalenie osierdzia,
sepsg, zapalenie ptuc oraz szpiku kostnego, zapalenie
btony maziowej, choroby skorne czy stany zapalne
drog moczowych. Duze zainteresowanie budzi fakt,
ze choroby przyze¢bia moga by¢ czynnikiem ryzyka
rozwoju choréb ukladu krwiono$nego. Wiadomo, ze
okoto 3% przypadkéw zachorowan na zakazne zapale-
nie wsierdzia (ang. infective endocarditis) jest wywota-
nych przez A. actinomycetemcomitans 1 inne gram-
ujemne patogeny [11,45].

A. actinomycetemcomitans jest Gram-ujemna, nie-
sporujaca, nieruchliwa bakteria nalezaca do rodziny
Pasteurellaceae, klasy y-Proteobacteria, blisko spo-
krewnionym z rodzajami Haemophilus i Pasteurella.
Aktualnie znanych jest 6 serotypow (a-f) tego drobno-
ustroju, wszystkie sa organizmami potencjalnie pato-
gennymi [20].

Mikroorganizm jest fakultatywnym beztlenowcem.
Rosénie najlepiej w warunkach tlenowych z zawarto$-
cig CO, 5-10%. Optymalna temperatura wzrostu tego
drobnoustroju wynosi 37°C, a optymalne pH: 7-8,5.
Jako zrédto wegla bakteria moze wykorzystywac wiele
cukrow, m.in. glukozg i fruktozg [19].

W plynnych podtozach A. actinomycetemcomitans
tworzy potprzezroczyste granule, ktore ulegaja adhe-
zji do $cianek i dna kolby, a podloze hodowlane po-
zostaje klarowne. Drobnoustr6j wykazuje takze zdol-
no$¢ do przylegania do innych gladkich powierzchni,
takich jak np. powierzchnie plastikowe czy hydroksy-
apatyt. Na podtozach statych tworzy mate, okragte,
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Rys. 2. Charakterystyczna morfologia kolonii typu star-like
Actinobacillus actinomycetemcomitans [24] za zgoda Redakcji
Mol. Microbiol.

potprzezroczyste kolonie z lekko nieregularnymi brze-
gami, ktore $cisle przylegaja do powierzchni. Kolonie
te, nazywane szorstkimi (ang. ,,rough”), maja charak-
terystyczny ksztalt przypominajacy gwiazdy (ang.
cross-cigar lub star-like). Morfologi¢ kolonii 4. actino-
mycetemcomitans przedstawia rysunek 2.

Szczepy $wiezo izolowane od pacjentow tworza
specyficzne wgiebne kolonie. Po kilkukrotnych pasa-
zach kolonie zmieniaja wyglad, staja si¢ gladkie i nie
zaglebiaja si¢ w agar, co powiazane jest najprawdopo-
dobniej z utrata zdolnosci do wytwarzania fibryli [19].

2.2. Genom

Genom szczepu HK1651 A. actinomycetemcomitans
(DNA klinicznego izolatu sekwencjonowany na Uni-
wersytecie w Oklahomie) ma wielko$¢ 2.2 Mb. Anali-
zy filogenetyczne 16S rRNA wskazuja na najblizsze
pokrewienstwo z Haemophilus influenzae. Najwyzsze
podobienstwo pomigdzy sekwencjami aminokwaso-
wymi biatek patogenu w porownaniu z pochodzacymi
od innych drobnoustrojéw wykazano w stosunku do
Haemophilus influenzae (43%) 1 Pasteurella multocida
(41%). 7,6% gendw A. actinomycetemcomitans sta-
nowia geny sieroce kodujace biatka unikatowe dla
tej bakterii. Zaobserwowano takze wysokie podobien-
stwo organizacji gendw pomigdzy tym patogenem
a P multocida nie tylko w regionach, ktore najprawdo-
podobniej s operonami. Pomigdzy pewnymi ugrupo-
waniami genow znajduja si¢ mate grupy synteniczne
do genow Haemophilus influenzae [10].

Plazmidy w komorkach A. actinomycetemcomi-
tans wystepuja stosunkowo rzadko. W dwoch spo-
srod 39 szczepoéw patogenu wykryto trzy plazmidy:
pVT736-1 (2kb), pVT736-2 (30kb) i pVT745 (25kb).
Sekwencja nukleotydowa pVT745 wykazuje podo-
bienstwo do sekwencji nukleotydowych DNA chro-
mosomowego licznych izolatow A. actinomycetemco-
mitans. Prawdopodobnie w tych szczepach plazmid
zostat wlaczony do chromosomu. Analiza sekwencji
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nukleotydowej pVT745 wykazata obecnos¢ grupy ge-
néw kodujacych biatka homologiczne do sktadnikow
IV systemu sekrecji odpowiedzialnego za przeka-
zywanie czasteczek efektorowych z komorek bakterii
patogennych do komorek eukariotycznych [16].

3. Czynniki wirulencji
3.1. Adhezyny

Pierwszym i kluczowym etapem infekcji jest adhe-
zja mikroogranizmu do komorek organizmu gospoda-
rza. Actinobacillus actinomycetemcomitans posiada
zdolno$¢ przylegania do komérek nablonkowych, do
szkliwa zgbow oraz do komorek innych gatunkow
drobnoustrojow zasiedlajacych jame ustna. Zaréwno
w organizmie gospodarza jak i in vitro (na powierzch-
ni szkta, plastyku czy hydroksyapatytu komorki tego
drobnoustroju tworza niezwykle stabilny biofilm.
Zdolnos¢ do wytwarzania biofilmu skorelowana jest
ze zdolnoscia do autoagregacji. Usunigte z gladkich
powierzchni komorki bakteryjne tworza bardzo szyb-
ko duze klaczki, ktére na powrdt przylaczaja si¢ do
$cianek naczynia [25].

Swieze kliniczne izolaty A. actinomycetemcomitans
zdolne do tworzenia biofilmu i autoagregacji oraz two-
rzace szorstkie kolonie wytwarzaja na powierzchni
grube peczki widkien (ang. bundled fibrils). Widkna
maja zazwyczaj kilka mikrometrow dlugos$ci i nawet
do 100 nm grubosci [25]. Kazde sktada si¢ z utozo-
nych réwnolegle fimbrii (pili) o $rednicy ok. 5-7 nm.
Fimbrie zbudowane sa 6,5 kDa biatka Flp-1 fimbrial
low-molecular protein). Oczyszczenie biatka Flp-1
pozwolito na sklonowanie kodujacego go genu oraz
analiz¢ jego sekwencji aminokwasowe;j. Flp-1 posia-
da wiele cech pozwalajacych na zaliczenie go do pilin
typu IV (podrodzina typu IVb) [24]. Mutanty z unie-
czynnionym genem fIp-1 charakteryzuja si¢ ostabiona
zdolno$cig do adhezji w stosunku do szczepu dzikiego.
Badania na modelach zwierzecych wykazaty, ze biat-
ko Flp-1 bierze udzial w tworzeniu biofilmu, koloni-
zacji jamy ustnej 1 indukcji paradontozy [53].

Geny warunkujace proces biogenezy fibryli two-
rza 12 kb operon zlozony z 14 genow (flp-1-flp-2-
tadV-repCAB-tadZABCDEFG). Sekwencja amino-
kwasowa produktu genu fIp-2 jest w 51% identyczna
z sekwencja aminokwasowa Flp-1, a gen fIp-2 powstat
prawdopodobnie na drodze duplikacji genu flp-1.
Geny rcpA i repB eksprymowane jedynie w szorstkich
koloniach 4. actinomycetemcomitans koduja prawdo-
podobnie biatka btony zewngtrznej (OMP) i wyka-
zuja podobienstwo do bialek bgdacych sktadnikami
aparatu systemu sekrecji typu Il innych bakterii gram-
ujemnych [18].
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W procesie adhezji istotna rolg odgrywaja geny fad
(ang. tight adherence) wchodzace w sktad omawiane-
go operonu. Mutacja ktoregokolwiek z nich skutkuje
utrata zdolno$ci mikroorganizmu do adhezji i formo-
wania biofilmu. Buduja one nowy nieopisany dotad
aparat biogenezy fibryli. Wigkszoé¢ biatek Tad zawie-
ra domeny transbtonowe. Stanowia one prawdopodob-
nie integralne biatka blonowe. TadA (47 kDa) jest za-
kotwiczone w btonie cytoplazmatycznej. Wykazuje
znaczace podobienstwo sekwencji aminokwasowej do
hydrolaz NTP IV systemu sekrecji tak wigc moze by¢
odpowiedzialne za dostarczanie energii koniecznej do
biosyntezy widkien [4, 46].

Niska zawarto$¢ par GC omawianego odcinka
DNA, odbiegajaca od sredniego sktadu nukleotydowe-
go calego genomu, sugeruje, ze operon ten zostat na-
byty w procesie horyzontalnego transferu genow. Jak
wykazaty analizy in silico biatka homologiczne do Tad
sa szeroko rozpowszechnione wsrdd bakterii 1 archeo-
now. Wystepuja m. in. w proteomach Yersinia pestis,
Pasteurella multocida 1 Haemophilus ducreyi [25].

Wang iwsp. analizowali mechanizm warunkuja-
Cy utrat¢ wytwarzania fibryli, zdolnosci do autoagrega-
cji oraz zamiany kolonii szorstkich w gladkie. Zamiana
kolonii szorstkich na gtadkie zachodzi spontanicznie,
podczas gdy odwrotne zjawisko nie jest obserwowa-
ne. Udokumentowano, ze utrata zdolno$ci tworzenia
fibryli zwiazana jest z wprowadzeniem mutacji w re-
gionie promotorowym badanego operonu zlokalizo-
wanym przed genem flp-1 i odczytywanym przez
RNAP z podstawowym czynnikiem sigma [60].

Kilkakrotnie udowodniano, ze szczepy pochodzace
z gladkich kolonii (np. JP2) charakteryzuja si¢ wyso-
kim poziomem wirulencji. Wciaz nie znamy odpowie-
dzi na pytanie, czy spontaniczna utrata zdolno$ci do
wytwarzania fibryli jest niezbg¢dna dla prawidtowego
przebiegu procesu patogenezy, czy jest wynikiem ma-
nipulacji laboratoryjnych.

Szczepy A. actinomycetemcomitans produkuja wie-
le innych bialek zewnatrzkomoérkowych bioracych
udzial w adhezji. Sekwencjonowanie genomu szczepu
HK 1651 umozliwito identyfikacjg kilku z nich. Do
najdoktadniej przebadanych eksperymentalnie naleza
adhezyny Aae i EmaA.

Biatko Aae (90 kDa) nalezy do klasy autotranspor-
terow (V typ sekrecji). Posiada charakterystyczna dla
autotransporterow sekwencj¢ sygnatowa, a domena
C-koncowa kotwiczy je w blonie komorki. Unieczyn-
nienie genu aae dwoch szczepdw A. actinomycetemco-
mitans powoduje obnizenie zdolnosci patogenu do ad-
hezji do komérek nabtonkowych policzkow i dziaset.
Homologii Aae z komorek spokrewnionych z A. actino-
mycetemcomitans mikroorganizmow (Hap H. influen-
zae) posiadaja dodatkowo aktywno$¢ proteolityczna.
Prowadzone sa eksperymenty majace na celu analize

117

aktywnosci proteolitycznej biatka Aae. Wykazano tak-
ze, ze Aae podobnie jak niektére autotransportery
H. influenzae jest celem dziatania laktoferyny, ktora
usuwa biatko z powierzchni komoérki obnizajac tym
samym zdolno$¢ patogenu do przylegania do komodrek
gospodarza. Proces ten obserwowano tylko w nie-
ktorych badanych szczepach patogenu [48].

Podobnie jak wiele innych patogendow A. actino-
mycetemcomitans posiada zdolno$¢ adhezji do gliko-
protein macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM) tkanki
lacznej. W eksperymentach mutagenezy transpozono-
wej przeprowadzonych przez Mintz zidentyfikowano
11 réznych adhezyn warunkujacych wiazanie patogenu
(szczep SUNY 465) do kolagenu i fibronektyny. Jed-
nym z odpowiedzialnych za to zjawisko bialek jest
zlokalizowana w blonie zewngtrznej proteina EmaA
(extracellular matrix protein adhesin, 201 kDa) posred-
niczaca w adhezji do kolagenu. EmaA nalezy takze do
biatek autotransporteréw (typ Vc¢) a jej struktura trze-
ciorzgdowa wykazuje podobienstwo do biatka YadA
(rodzina biatek Oca) wiazacego kolagen Yersinia entero-
colitica [40]. W innym szczepie (UT32) A. actinomy-
cetemcomitans ta sama ramka odczytu ulega translacji
do dwu powierzchniowych protein (Api i ApiC) bio-
racych udziat w procesie internalizacji patogenu [34].

Komatzusawa i wsp. zidentyfikowali w ko-
morkach szczepu Y4 (serotyp b) sze$¢ biatek btony
zewnetrznej A. actinomycetemcomitans, ktorych se-
kwencje aminokwasowe wykazuja podobienstwo do
sekwencji aminokwasowych czynnikéw wirulencji
innych bakterii patogennych [31]. Jedno z nich, biatko
Omp100, silnie immunogenna proteina o strukturze
podobnej do YadA Yersinia, bierze udzialt w procesie
adhezji oraz zaleznej od przemian aktyny inwazyjnos-
ci. Dodatkowo biatko to, poprzez wiazanie czynnika H
surowicy, warunkuje oporno$¢ patogenu na dziatanie
czynnikow komplementu i indukuje wytwarzanie cy-
tokin prozapalnych. Zaréwno unieczynnienie genu
ompl100 jak i poddanie komorek dziataniu swoistych
przeciwcial anty-Omp100 znaczaco (do okoto 50%)
obniza poziom inwazyjnosci [1].

Jak wspomniano wyzej A. actinomycetemcomitans
dzigki wytwarzaniu fibryli jest zdolny do przylegania
do powierzchni abiotycznych. Cecha ta warunkuje
wytwarzanie biofilmu. Kluczowa rol¢ w powstawaniu
tej struktury odgrywa matrix biofilmu, ktéra moze sta-
nowi¢ nawet 90% jego masy. Gtownym sktadnikiem
matrix tworzonego przez A. actinomycetemcomitans
jest liniowy polimer N-acetylo-D-glukozoaminy (PGA)
w ktorym poszczegdlne czasteczki glukozoaminy po-
faczone sa wigzaniami B(1,6). W genomie A. actino-
mycetemcomitans zidentyfikowano zespol czterech
genow homologicznych do genow E.coli pgaABCD
(19, 38, 40 1 12% homologii), ktorych aktywnos¢
jest konieczna do wytwarzania zewnatrzkomorkowego
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polisacharydu. Egzopolisacharyd nie jest niezbedny
do przytaczenia si¢ komorek do podioza, ale odgrywa
role w agregacji komoérek wewnatrz biofilmu i ich
odtaczeniu od tej struktury. PGA moze takze funkcjo-
nowac jako fizyczna i/lub chemiczna bariera, ktora nie
dopuszcza do kontaktu z zewnetrznymi czynnikami.
Homologi pgaABCD znalezione zostaly takze w geno-
mach wielu innych gatunkéw drobnoustrojow: Burkhol-
deria cepacia, Chromobacterium violaceum, Photobac-
terium profundum, Pseudomonas fluorescens, Ralstonia
solanacearum, Xanthomonas axonopodis, a takze
gatunkow Yersinia 1 Bordetella. PGA jest substratem
dla dispersyny B, biatka kodowanego przez gen dspB
o aktywnosci hydrolazy glikozylowej. Bialko DspB
hydrolizuje wiazanie B(1,6) co powoduje odtaczenie
fragmentow biofilmu i jego rozprzestrzenianie [26].
Populacje przytaczonych w postaci biofilmu ko-
morek drobnoustrojow podlegaja nieustannym zmia-
nom — zmiany metabolizmu komorek, tempa wzrostu,
morfologii, wytwarzanych czynnikow wirulencji). Po-
miedzy drobnoustrojami w biofilmie wystepuje koope-
racja (m.in. w zwalczaniu mechanizméw obronnych
gospodarza) oraz takze wspotzawodnictwo (np. o przy-
laczenie do tego samego receptora). Jednym z mecha-
nizméw umozliwiajacych komunikacj¢ pomiedzy ko-
moérkami zaréwno tego samego, jak i roznych gatunkow
jest zjawisko ,,quorum sensing” (system wyczuwania
liczebnosci) [29]. Komunikacja poprzez system ,,quo-
rum sensing” polega na kontroli ekspresji genéw za-
leznej od wyczuwania w otoczeniu gestosci komorek
wlasnego lub innych gatunkéw. Mechanizm przeka-
zywania sygnatu migdzy bakteriami opiera si¢ na pro-
dukcji, wydzielaniu i detekcji zewnatrzkomorkowych
czasteczek sygnalnych o réznorodnej budowie che-
micznej, okreslanych mianem autoinduktorow — Al.
Gen [uxS, kodujacy kluczowy dla wytwarzania Al-2
enzym, zidentyfikowano w komorkach Actinobacillus
actinomycetemcomitans, gdzie uczestniczy w gospo-
darce jonow zelaza. Jego inaktywacja, skutkujaca bra-
kiem funkcjonalnego systemu wyczuwania liczebnosci,
powoduje w warunkach tlenowych zmiang poziomu
ekspresji genow kodujacych systemy transportu zelaza
i biatlek magazynujacych zelazo (ferytyna, peryplazma-
tyczne transportery zelaza czy receptory dla transfery-
ny i hemoglobiny). Al-2 A. actinomycetemcomitans jest
wyczuwany przez szczepy P. gingivalis, innego gatunku
odpowiedzialnego za indukcje paradontozy i wcho-
dzacego w sktad ptytki nazgbnej. W przekazaniu sygna-
hu zaleznego od stezenia Al-2 w komodrkach uczestni-
czy prawdopodobnie sensorowa kinaza ArcB [14].

3.2. Inwazyjnos¢

A. actinomycetemcomitans jest patogenem zdolnym
do inwazji do komorek tkanek przyzebia oraz komoérek
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policzkow. 25% klinicznych izolatow A. actinomyce-
temcomitans jest internalizowanych przez komorki
gospodarza [20]. Zdolno$¢ mikroorganizméw do in-
wazji tkanek przyzgbia thumaczy nieskuteczno$é kon-
wencjonalnych obecnych metod terapii.

Proces inwazji jest procesem wieloetapowym, wy-
magajacym syntezy de novo bialek w obu typach ko-
morek i obejmuje: pobranie patogenu na drodze endo-
cytozy, ucieczke z wakuoli, namnazanie drobnoustroju
w cytoplazmie komorki gospodarza, wydostanie mi-
kroorganizmu z komorki gospodarza oraz rozprze-
strzenianie do sasiednich komorek. Przebieg procesu
internalizacji jest bardzo zblizony do tego poznanego
u bakterii enteropatogennych rodzaju Listeria 1 Shi-
gella [38]. Warunkiem internalizacji jest przekazanie
przez patogen odpowiedniego sygnatu skutkujacego
stymulacja przebudowy witdkien aktynowych cyto-
szkieletu komorki eukariotycznej. Na powierzchni ko-
morki nastgpuje uformowanie kanatu zbudowanego
z mikrofilamentéw aktynowych i pobranie patogenu
na drodze endocytozy. Drobnoustroj bardzo szybko
wydostaje si¢ z endosomu na teren cytoplazmy, co
moze by¢ zwiazane z produkcja czynnikow hemoli-
tycznych lub fosfolipazy C. Pomimo znajomosci wigk-
szej czesci sekwencji nukleotydowej genomu szczepu
HK1651 nie udalo si¢ do tej pory zidentyfikowac en-
zymow odpowiadajacych za liz¢ btony wakuoli.

W cytoplazmie komorki gospodarza A. actinomy-
cetemcomitans namnaza sig¢ 7,5 razy szybciej niz za-
obserwowano in vitro. Po inwazji bakteria niezwykle
szybko opuszcza komoérke w procesie zaleznym od
przebudowy mikrotubuli komorki gospodarza. Obser-
wowano takze zjawisko przemieszczania patogenu do
sasiednich komorek. W zainfekowanej komorce for-
muja si¢ wypustki, ktore umozliwiaja rozprzestrzenia-
nie si¢ bakterii do komorek sasiadujacych. Ten etap
inwazyjnosci jest takze zalezny od przebudowy mikro-
tubuli. Komorki zainfekowane A. actinomycetemcomi-
tans ulegaja ostatecznie apoptozie, co moze by¢ przy-
czyna rozwoju paradontozy. Powyzsze mechanizmy
zostaty opisane dla szczepu SUNY 465. Dla innych
szczepOw proces inwazji moze przebiegac inaczej [39].

Receptory komdrek eukariotycznych biorace udziat
w stymulacji procesu internalizacji moga by¢ bardzo
zréznicowane. Niektore prace sugeruja, ze w procesie
inwazji zaangazowane sa receptory transferyn i recep-
tory integrynowe [38] Wykazano takze, ze w proce-
sie inwazji, przynajmniej do komorek srédbtonka na-
czyn krwiono$nych, moga bra¢ udziat receptory PAF
(ang. platelet-activating factor) rozpoznajace antygeny
zawierajace fosforylocholing (PC) eksponowane na
powierzchni komorek niektorych szczepow A. actino-
mycetemcomitans. Cho¢ funkcja fosforylocholiny w pa-
togenezie innych gatunkéw drobnoustrojow chorobo-
tworczych jest tez nie w pelni wyja$niona, wiadomo, ze
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u Streptococcus pneumoniae zwiazek ten posredniczy
w inwazji patogenu do komoérek nabtonkowych ptuc
i mozgu. W surowicy krwi pacjentéw chorujacych na
LAP wykrywa si¢ wyzsze w stosunku do zdrowych
0s0b stezenie przeciwciat przeciw fosforylocholinie.
Obszerne badania wykazaty jednak, ze nie jest to jedy-
ny mechanizm inwazji 4. actinomycetemcomitans [51].

Pomimo faktu, Ze szczepy niewytwarzajace witdkien
nie przyltaczaja do komoérek gospodarza, wykazuja one
stosunkowo wysoki poziom inwazyjno$ci. Oznacza to,
ze by¢ moze fibryle nie odgrywaja istotnej roli w pro-
cesie inwazji. W internalizacji patogenu moga takze
uczestniczy¢ fimbrie, biatka blonowe, pecherzyki blo-
nowe oraz pozakomorkowy bezpostaciowy materiat
(ExAmMat). Owa pozakomodrkowa substancja moze
przyczyniaé si¢ do adhezji szczepow niewytwarzaja-
cych wiokien zaréwno do komorek gospodarza jak
i do innych drobnoustrojow zasiedlajacych t¢ sama
nisze ekologiczng [12].

Cao i wsp. zastosowali strategi¢ IVIAT (in vivo
induced antigen technology) do identyfikacji genéw
kodujacych antygeny ulegajacych ekspresji w organi-
zmie pacjentoOw. Badania te zaowocowaty wykryciem
116 antygendéw wytwarzanych in vivo. W surowicach
0s6b z objawami chorobowymi (LAP) udokumento-
Wwano znaczaco wyzszy poziom swoistych przeciwciat
przeciwko szeSciu z badanych antygenow w porow-
naniu z surowicami pobranymi od oséb zdrowych.
Trzy z badanych gendow (orf402, orf859 i vapA) ule-
gaja ekspresji, gdy patogen znajduje si¢ w komorkach
eukariotycznych linii Hela, co wykazano metoda RT
PCR. Mutanty w dwoch genach (orf 402 i orf 859)
wykazuja znaczaco obnizony poziom inwazyjnosci,
podczas gdy mutant w genie vapA, kodujacym poten-
cjalny czynnik regulatorowy transkrypcji, charaktery-
zuje si¢ podwyzszonym w stosunku do szczepu dzi-
kiego poziomem inwazyjnosci [7].

3.3. Toksyny
3.3.1 Leukotoksyna

Jednym z najdoktadniej przebadanych czynnikéw
wirulencji 4. actinomycetemcomitans jest biatko o ma-
sie czast. 116 kDa — leukotoksyna (LtxA) nalezaca do
rodziny toksyn RTX (ang. repeat in toxin). Ich nazwa
pochodzi od umiejscowionych w C-konicowym odcinku
biatka powtdrzen aminokwasow bogatych w glicyny.

Operon kodujacy leukotoksyng wykazuje identycz-
ng genetyczna organizacje jak operony innych gram-
ujemnych mikroorganizméw kodujace toksyny RTX
np. HIlyA E. coli czy Ltx Mannheimia (Pasteurella)
haemolitica. W sktad operonu wchodza cztery geny:
ItxC, ItxA, [txB i ltxD. Przed 5 koncem genu /txC ziden-
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tyfikowano dodatkowa ramke odczytu, orf4, kodujaca
biatko o nieznanej funkcji. Produkt genu /txC, biatko
o aktywnosci acylotransferazy, odpowiedzialny jest za
potranslacyjna modyfikacjg LtxA. LtxB i LtxD warun-
kuja transport leukotoksyny na powierzchni¢ ko-
morki. Biatko LtxA posiada 30—70% homologig se-
kwencji aminokwasowej z innymi toksynami rodziny
RTX. Jego hydrofobowa domena potozona na N-koncu
jest silnie konserwowana i prawdopodobnie odpowia-
da za tworzenie porow w btonie komodrki docelowej
w procesie zaleznym od wiazania jonoOw wapnia [44].

Wsréd szczepow A. actinomycetemcomitans wWy-
twarzajacych leukotoksyng mozna wyrdzni¢ szczepy
o minimalnej (np. ATCC33384), umiarkowanej (np.
Y4) 1 wysokiej (np. JP2) iloSci wytwarzanej toksyny.
Obserwowane roznice zwigzane sa z genetycznymi
rearanzacjami w regionie promotorowym operonu /tx
[5]. Wytwarzajacy duze ilo$ci toksyny klon A. actino-
mycetemcomitans JP2, rozpowszechniony w Maroko,
posiada 528 kb delecje¢ w obszarze regulatorowym
operonu [9]. U szczepow produkujacych leukotoksy-
ng obecne sa dwa transkrypty mRNA: [txCABD
i ltxCA, podczas gdy szczepy niewytwarzajace leuko-
toksyny produkuja znaczaco mniej mRNA /txCA i nie
wytwarzaja mRNA /txCABD. Regulacja eskpresji ope-
ronu leukotoksyny odbywa si¢ prawdopodobnie na
poziomie transkrypcji oraz na drodze kontroli stabil-
nosci transkryptu [55].

Poziom wytwarzanego biatka LtxA jest takze zalez-
ny od warunkéw $rodowiska i fazy wzrostu hodowli.
Poziom mRNA operonu Itx waha si¢ w czasie cyklu
komorkowego. Ostatnio udokumentowano udziat pro-
duktu genu /uxS w regulacji ekspresji omawianego
operonu [13]. Ilo$¢ biatka LuxS zmienia si¢ w cyklu
wzrostu, co moze skutkowa¢ zmianami w poziomie
wytwarzanej toksyny. Warunki tlenowe oraz wysokie
stezenie fruktozy obniza poziom produkowanej leuko-
toksyny [42]. Na poziom ekspresji genu /tx moga mie¢
wplyw takze elementy regulatorowe dziatajace zarow-
no in cis jak i in trans (m.in. produkt ArcA i FnrB) [30].

Nie do konca wyjasniona jest lokalizacja leukotok-
syny. Pierwsze eksperymenty wskazywaty, ze w prze-
ciwienstwie do wigkszosci toksyn z rodziny RTX, ktore
ulegaja sekrecji z wykorzystaniem aparatu transportu
typu I, LtxA A. actinomycetemcomitans pozostaje
zwiazana z ostonami komorkowymi dzigki obecnosci
hydrofobowej domeny na jej karboksylowym koncu.
Wykazano jednak, ze poddanie komorek dziataniu
RNAzy i DNAzy skutkuje uwolnieniem leukotoksyny
z ich powierzchni. Takze sktadniki surowicy ludzkiej
powoduja uwalnianie duzych ilosci leukotoksyny
z powierzchni komorek. Proces ten moze miec¢ istotne
znaczenie w rozwoju objawow chorobowych przyczy-
niajac si¢ do dyfuzji toksyny z biofilmu tworzonego
przez ten patogen [21]. Duze ilo$ci LtxA uwalniane sa
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z komorek bakteryjnych wewnatrz odpaczkowujacych
pecherzykow btony zewnetrznej [27].

W rodzinie toksyn RTX mozna wyrdzni¢ hemolizy-
ny o szerokim zakresie dziatania i leukotoksyny (w tym
LtxA), ktore charakteryzuje specyficznos¢ komorkowa
i gatunkowa. Egzotoksyna Ltx powoduje lize wieloja-
drzastych leukocytow (PMNL), monocytow i limfo-
cytow T cztowieka, a takze niektorych naczelnych
[19]. Specyficzno$¢ dziatania wynika z rozpoznawa-
nego przez LtxA receptora. Jest nim PB2-integrynowy
receptor LFA-1 (ang. lymphocyte function-associated
antigen). Wigzanie LtxA do komoérek docelowych ule-
ga zahamowaniu po potraktowaniu ich przeciwciatami
anty-CD18 i anty-CD11a. Oba biatka sa podjednost-
kami LFA-1 [32]. Proces indukowanej przez LtxA
apoptozy komoérek warunkowany jest stymulacja re-
ceptora LFA-1 i wzmacniany przez TNF-o 1 IL-1 [61].
Niskie stezenie leukotoksyny doprowadza do degranu-
lacji neutrofili i zahamowania fagocytozy [22]. W pro-
cesie tym dochodzi do uwalniania zawarto$ci neutro-
fili, miedzy innymi metaloproteinazy 8, biatka zdolnego
do degradacji kolagenu [8].

Inne bakterie flory okotodziastowej (np. Porphy-
romonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens 1 in.) skutecznie hamuja aktywno$¢ leuko-
toksyny poprzez jej degradowanie [23]. W ostatnich
latach wykazano, Ze syntetyczna histatyna 5, nalezaca
do bogatych w histydyng peptydow znajdujacych sig
w §linie, hamuje dziatanie leukotoksyny in vitro. Hista-
tyny sg produkowane w ludzkich gruczotach $linianko-
wych (przyusznych i podzuchwowych). Podanie hista-
tyny 5 nie umozliwia naprawy uszkodzonych tkanek,
hamuje jednak proces uszkodzen leukocytow i ich lizg.
Poddanie neutrofili dziataniu histatyny 5 przed leuko-
toksyna nie chroni PMNL przed liza. Wyniki ekspe-
rymentOw sugeruja, ze histatyna albo bezposrednio
neutralizuje leukotoksyng, albo wptywa na interakcje
pomigdzy LtxA a PMNL. Histatyna 5 jest amfipatycz-
na czasteczka o tadunku dodatnim. Mozliwe, ze od-
dziatuje ona z amfipatycznymi regionami leukotoksy-
ny, przez co ostabia aktywnosc¢ toksyny [43].

3.3.2. CDT

A. actinomycetemcomitans wytwarza takze toksyne
CDT (cytolethal distending toxin), ktéora powoduje
zatrzymanie cyklu komorkowego wrazliwych eukario-
tycznych komorek w fazie G2 co prowadzi do ich
$mierci. Toksyny z tej samej grupy wytwarza takze
wiele innych gramujemnych bakterii patogennych
(Escherichia coli, Shigella spp., Campylobacter spp.,
Helicobacter spp.) [20]. Locus cdt A. actinomycetemco-
mitans sktada si¢ z trzech wspolnie transkrybowanych
genow cdtA, cdtB i cdtC. Wykazano, ze wszystkie trzy
biatka sa niezbe¢dne do prawidtowego funkcjonowania
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Cdt [52]. Dojrzata holotoksyna zbudowana jest z trzech
podjednostek a oczyszczone indywidualnie rekombino-
wane biatka rCdtA, rCdtB i rCdtC nie wykazuja aktyw-
nosci cytotoksycznej [1, 41]. Sktadnikiem Cdt odpowie-
dzialnym za efekt toksyczny jest podjednostka CdtB
wykazujaca podobienstwo sekwencji aminokwasowe;j
do ssaczej DNazy I [19]. Uszkodzenie DNA aktywuje
odpowiedz komorkowa, ktorej rezultatem jest zatrzy-
manie cyklu komorkowego. Réwniez CdtA wykazuje
podobienstwo struktury pierwszorzedowej do biatek
eukariotycznych a mianowicie do tancucha B ricyny
(toksyna z grupy AB) [6]. Podjednostka B ricyny odpo-
wiedzialna jest za rozpoznanie weglowodanowych re-
ceptorow na powierzchni komérek docelowych. Poda-
zajac tym tropem Mao i DiRienzo udokumentowali, Zze
rCdtA wykazuje zdolno$¢ do wiazania z powierzchnia
komorek eukariotycznych [35]. Podjednostka CdtC wy-
kazuje znaczace podobienstwo sekwencji aminokwaso-
wej do CdtA, co sugeruje podobna rolg obu podjed-
nostek. Ostatnio wykazano, ze zarowno CdtC jak i CdtA
E. coli wiaza si¢ do weglowodanowych receptorow na
powierzchni komorek Hela [37].

Podobienstwo struktury pierwszorzedowej podjed-
nostek Cdt do bialek eukariotycznych sugerowato euka-
riotyczne pochodzenie kodujacych ja gendéw. Hipoteze
potwierdzono analizujac proces transkrypcji. Wykaza-
no, ze transkrypt genu cdt zawiera introny, ktére na-
stepnie sa wycinane z prekursorowego mRNA [58].

CDT indukuje zatrzymanie cyklu komdrkowego
oraz apoptozg ludzkich limfocytow T. Stymuluje takze
ludzkie monocyty i komorki nabtonkowe do wydziela-
nia cytokin takich jak np. I11J, TI-8 czy I1-6. Stymulacja
komorek uktadu immunologicznego przez rekombino-
wane biatka bedace podjednostkami toksyny otrzyma-
nymi w komorkach E. coli nie jest jednakowa. [1].

Toksyna CDT moze by¢ zaangazowana w proces
osteoklastogenezy wptywajac na szlak zalezny od
RANKL/RANK. Osteoklasty (komoérki kosciogubne)
kontroluja proces niszczenia/resorpcji kosci. Dwie
gltowne czasteczki reguluja tworzenie osteoklastow
1 proces resorpcji kosci: RANKL (ang. receptor acti-
vator of NF-xB ligand) i OPG (ang. osteoprotegerin)
z rodziny TNF. Pierwszy indukuje roznicowanie i ak-
tywacj¢ osteoklastow a drugi blokuje ten proces.
RANKL poprzez aktywacjg receptora RANK na po-
wierzchni prekursoréw osteoklastow powoduje fuzje
tych jednojadrzastych komorek i powstanie wieloja-
drzastych osteoklastow zdolnych do resorpcji kosci.
OPG o strukturze podobnej do RANK blokuje to od-
dziatywanie i hamuje proces osteoklastogenezy. Lo-
kalne tworzenie osteoklastow w chorobach przebie-
gajacych z indukcja stanu zapalnego zwiazane jest
z podniesionym poziomem wytwarzanych cytokin.
Wykazano, ze CDT A. actinomycetemcomitans stymu-
luje wytwarzanie RANKL przez fibroblasty oraz ko-
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morki wigzadet. Mutanty z unieczynnionym operonem
cdt traca te zdolnosci. Tak wigc Cdt jest jeszcze jed-
nym istotnym czynnikiem wirulencji tego patogenu
zdolnym do indukcji zaniku tkanki kostnej [3].

3.4. Bialko GroEL

Jednym z ulegajacych sekrecji biatek A. actinomyce-
temcomitans jest chaperonina 60 — homolog ludzkiego
biatka Hsp60 i prokariotycznego biatka GroEL. Hsp60
(ang. heat shock protein 60) jest przedstawicielem bia-
tek chaperonowych (opiekunczych). Ekspresja genow
kodujacych molekularne chaperoniny jest indukowana
szokiem termicznym, stad nazwa biatek — biatka szoku
termicznego. Ich gtéwna rola polega na umozliwieniu
innym proteinom uzyskania wlasciwego sfatdowania.
W warunkach stresowych biatka chaperonowe asystuja
w rozwinigciu nieprawidlowo sfaldowanych protein
oraz dezagregacji tworzonych agregatéw biatkowych.
Chaperonina GroEL i jej kofaktor GroES sa typowy-
mi przedstawicielami rodziny Hsp60 i Hspl10. W ko-
morkach E. coli obecne sa w cytoplazmie w kazdych
warunkach wzrostu. W wielu gatunkach drobnoustro-
jow biatka GroEL sa immunodominujacymi anty-
genami, cho¢ ich komorkowa lokalizacja jest rozna.
W komorkach bakterii rodzaju Mycobacterium, Hae-
mophilus ducreyi, Helicobacter pylori umiejscowione
sa w innych niz cytoplazma kompartmentach komor-
kowych. A. actinomycetemcomitans wytwarza bialko
podobne do GroEL (GroEL-like protein) zlokalizowa-
ne na powierzchni komorki, a takze wewnatrz peche-
rzykow blonowych [18]. Klonowanie genu groEL
umozliwito jego molekularna charakterystyke [28].
GroEL A. actinomycetemcomitans jest silnie immuno-
gennym bialkiem. Reaguje zaréwno z surowica anty
prokariotycznym GroEL jak i eukariotycznym Hsp60
[57]. Podobienstwo strukturalne pomigdzy bakteryj-
nym i ludzkim Hsp60 jest na tyle wysokie, ze mozli-
we jest wystapienie reakcji autoimmunizacyjnych. Do-
datkowo przeciwciata anty-A. actinomycetemcomitans
GroEL reaguja z ludzka fibronektyna, sktadnikiem
ECM, co moze by¢ przyczyna destrukcji tkanek ob-
serwowanej w przebiegu paradontozy. Wydzielanie
bialka GroEL zwigksza si¢ w warunkach stresu ko-
morkowego. W zaleznos$ci od stezenia w rdznych ob-
szarach powstajacej kieszeni dziastowej GroEL moze
powodowac proliferacje, jak i §mier¢ komorek [17].

4. Podsumowanie

Opracowanie molekularnych technik manipulacji
materialem genetycznym A. actinomycetemcomitans
oraz zsekwencjonowanie genomu tego mikroorganiz-
mu umozliwito identyfikacj¢ nowych czynnikow wiru-
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lencji i czg$ciowe wyjasnienie mechanizméw indukcji
objawow chorobowych. Zgromadzone dane ekspery-
mentalne potwierdzaja hipotezg, ze kolonizacja tkanek
gospodarza przez A. actinomycetemcomitans wymaga
aktywnosci wielu czynnikow, obecnos$ci zarowno fi-
bryli jak i innych adhezyn oddziatujacych ze skladni-
kami ECM lub rozpoznajacych receptory komorek na-
btonkowych. Wyjasnienie mechanizméw procesoOw
inwazyjnosci i oddziatlywania z komorkami uktadu
immunologicznego wymaga jeszcze dalszych badan.
Przeprowadzone badania ujawnily takze wysoki po-
ziom roznorodnosci genetycznej klinicznych izolatow
oraz rol¢ horyzontalnego transferu gendw w procesie
ewolucji tego gatunku.
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The role of Gram-negative rods in induction /regulation of apoptosis

Abstract: Apoptosis is a physiological, genetically controlled process. It plays an important role in ontogenesis, tissue renewal and
in the elimination of cells with irreparable damage of genomic DNA. Apoptosis can be divided into three phases: initiation, effector
phase and destruction. Programmed cell death is initiated through the intrinsic or extrinsic pathway. The effector phase involves the
activation of caspases. During the third phase, called destruction, some characteristic features such as increase in membrane perme-
ability, membrane blebbing, nuclear condensation and DNA fragmentation are observed.

There is considerable evidence that Gram-negative bacteria have the ability to induce apoptosis in infected cells. Some bacterial
pathogens can initiate apoptosis by activating receptors at the cell surface. Gram-negative bacteria produce toxins, which cause
direct damage of the host cell membrane and permit the leakage of cellular components. Other bacterial toxins exhibit proapoptotic
activity within the host cell. Apoptosis can be initiated by effector proteins delivered into the host cell cytosol by the type III
secretion apparatus. Studies indicate that programmed cell death can be also activated by specific cell cycle modifications.

Many apoptotic mechanisms are not fully understood. Further studies could provide necessary information which would help
prevent and treat bacterial diseases.

1. Introduction. 2. Course of apoptosis. 3. Impact of Gram-negative rods on apoptosis. 3.1. Interactions with the host cell surface.
3.1.1. Contribution of specific surface structures. 3.1.2. Production of enzymes damaging the host cell membrane. 3.2. Proapoptotic
action of bacterial toxins. 3.2.1. Toxins with subunit structure. 3.2.2. Type III secretion system. 3.3. Other cell cycle modifications.
4. Summary

Stowa kluczowe: apoptoza, pateczki Gram-ujemne, zaprogramowana $mier¢ komorki

Key words:

apoptosis, Gram-negative rods, programmed cell death

1. Wstep

Apoptoza, czyli programowana $mieré¢ komorki
jest fizjologicznym procesem, niezbednym do prawi-
dtowego funkcjonowania catego organizmu. Wystepu-
je w komorkach prokariotycznych i eukariotycznych
[31]. Uczestniczy w procesach, m.in. usuwania ko-
morek z nieodwracalnie uszkodzonym DNA, ontoge-
nezy, fizjologicznego odnawiania tkanek oraz odpowie-
dzi immunologicznej. Cecha odrozniajaca apoptoze od
nekrozy (martwicy) jest, m. in. brak odpowiedzi za-
palnej podczas usuwania komorek [5].

Cykl komoérkowy 1 apoptoza sg regulowane przez
szereg czynnikéw. Na niektdore z nich moga mieé
wplyw drobnoustroje oddziatujace na komorke. Do
apoptozy lub jej braku moze dochodzi¢ w wyniku za-

kazenia [29, 35]. Rola omawianego procesu w patoge-
nezie chorob wywotlanych przez bakterie jest bardzo
ztozona. Apoptoza pozwala eliminowa¢ komorki ukta-
du odpornosciowego uczestniczace w niszczeniu drob-
noustrojow, jak réwniez moze by¢ znaczacym czynni-
kiem ograniczajacym zakazenie [94].

2. Przebieg apoptozy

Apoptoza jest ztozonym procesem przemian bio-
chemicznych oraz ekspresji wielu genéw. W procesie
programowanej $§mierci mozna wyréznic trzy podsta-
wowe etapy: inicjacje, faze efektorowa i destrukcije
(zniszczenia) [58]. Faza inicjacji przebiega w zroznico-
wany sposob, w zalezno$ci od czynnika inicjujacego
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oraz miejsca i sposobu jego dziatania. Pozostale fazy
apoptozy obejmuja zwykle aktywacje uktadu kaspaz
oraz biochemiczne i morfologiczne zmiany w komorce,
prowadzace do jej $mierci [20].

Czynnikami inicjujacymi apoptozg sa zar6wno
czynniki biologiczne (leki, zmiany poziomu hormo-
néw) oraz fizyczne (promieniowanie UV, wysoka tem-
peratura).

Apoptoza moze przebiegaé w rdzny sposob, jed-
nakze wyr6znia si¢ dwa gltowne szlaki. Pierwsza
z nich to droga indukowana sygnalem pochodzacym
z zewnatrz komorki i jest zwiazana z aktywacja bto-
nowych ,receptorow $mierci” nalezacych do nad-
rodziny receptordw czynnika martwicy nowotworow
(tumor necrosis factor receptor, TNFR). Dobrze pozna-
nym receptorem tej nadrodziny jest receptor CD95/Fas.
Cecha charakterystyczna tego receptora jest obecnosé
w czeSci cytoplazmatycznej domeny $mierci (death
domain, DD). Potaczenie tych receptorow z zewnatrz-
komodrkowymi ligandami prowadzi do oligomeryzacji.
CD95/Fas po przylaczeniu biatka adaptorowego FADD
(CD95/Fas associated death domain protein), ktore
nastepnie taczy si¢ z prokaspaza 8 lub 10, tworzy
kompleks DISC (death inducing signalling complex).
DISC ma zdolno$¢ autoproteolitycznej aktywacji ka-
spazy 8, ktéra wyzwala kaskade innych kaspaz, pro-
wadzac do $mierci komoérki. Mozliwe jest tez auto-
krynne oddziatywanie komorki przez jednoczesna
ekspresj¢ na powierzchni tej samej komorki recepto-
row 1 ligandow [1].

Zewnatrzkomoérkowa aktywacja apoptozy moze od-
by¢ sig takze z udziatem perforyn (tzw. szlak pseudo-
receptorowy), ktore sa wydzielane przez limfocyty.
Perforyny niszcza btong komoérkowa, tworzac w niej
kanaty blonowe. Przez powstale kanaty btonowe do-
staja si¢ do wnetrza komorki granzymy, ktore maja
aktywno$¢ proteolityczng analogiczna do kaspaz [28].

Druga droga inicjacji apoptozy — szlak wewnatrz-
komoérkowy, przebiega z udzialem mitochondriow
i wymaga uwolnienia cytochromu ¢ do cytoplazmy.
Czasteczki cytochromu ¢ w zdrowych komorkach nie
przedostaja si¢ do cytoplazmy, gdyz nie moga poko-
na¢ bariery blon mitochondrialnych. W utrzymaniu
prawidlowej przepuszczalnosci tych bton biora udziat
biatka rodziny Bcl. Niektore biatka tej rodziny, przede
wszystkim Bcl-2, powoduja zmniejszenie przepusz-
czalno$ci bton mitochondrium, zatrzymujac czasteczki
cytochromu c. Inne biatka, takie jak Bax, Bak zwigk-
szaja przepuszczalnos$¢ tych bton. W wyniku zwigk-
szenia przepuszczalnosci blon mitochondrialnych, do-
chodzi do uwolnienia cytochromu c, ktory taczac si¢
z czynnikiem 1 aktywujacym proteazy apoptotyczne
(apoptotic protease activating factor-1, Apaf-1), ATP
i prokaspaza 9, aktywuje kaspazg 9, uruchamiajac ka-
skade kaspaz [59].
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Drogi zewnatrz- i wewnatrzkomdrkowej aktywacji
apoptozy moga si¢ ze soba laczy¢ poprzez kaspazg 8,
majaca zdolno$¢ proteolizy biatka Bid do jego aktyw-
nej formy tBid, ktéra powoduje uwalnianie cytochro-
mu ¢ z mitochondrium [5].

Inicjacja apoptozy wymaga aktywacji szeregu ge-
noéw, ktore odpowiadaja za zapoczatkowanie destruk-
cji komorki. Jednym z istotnych genow w inicjacji
apoptozy jest p33, ktory okreslany jest mianem ,,straz-
nika genomu”. W wyniku aktywacji genu p53 pod
wplywem czynnikéw zewnetrznych lub wewngtrz-
nych, dochodzi do syntezy biatka p53, bedacego czyn-
nikiem transkrypcyjnym dla okoto 60 gendéw. Biatko
p53 poprzez aktywacjg innych gendéw moze skierowac
komoérke na drogg apoptozy. Zwigkszenie poziomu
biatka p53 w komorce powoduje nadekspresje szeregu
gendw. Cze$¢ z nich odpowiada za zatrzymanie cyklu
komorkowego i uaktywnienie mechanizmoéw naprawy
uszkodzonego DNA. Jest to proces, ktory wymaga
wspotdziatania biatka p21 i aktywacji kinaz cyklino-
zaleznych. Jezeli DNA nie moze zosta¢ naprawione,
wowczas biatko p53 przylacza si¢ do DNA w miejscu
wystepowania gendw, odpowiedzialnych za transkryp-
cje czynnikow proapoptotycznych [5].

Faza efektorowa apoptozy obejmuje dziatanie kas-
paz efektorowych, ktoére sa aktywowane poprzez kas-
pazy inicjujace. Kaspazy to grupa proteaz cysteino-
wych, ktore cechuja si¢ zréznicowana specyficznoscia
substratowa. W zdrowej komorce wystgpuja w postaci
nieaktywnego proenzymu, ktory zostaje przeksztal-
cony w posta¢ aktywna po zadzialaniu okreslonego
czynnika, powodujacego proteolizg i oligomeryzacje
postaci nieaktywnej. Proteolityczne dziatanie kaspaz
moze prowadzi¢ do niszczenia bialek lub do ich akty-
wacji [15]. Tak dzieje si¢ w przypadku DNazy zaleznej
od kaspaz (Caspase-activated DNAse, CAD), ktora
jest odpowiedzialna za fragmentacje¢ DNA. W zdro-
wych komoérkach CAD jest zwigzana ze swoim inhi-
bitorem, co czyni ja nieaktywna. W przypadku uak-
tywnienia kaspaz dochodzi do proteolizy inhibitora
CAD (Inhibitor of Caspase-activated DNAse, I[CAD),
co pozwala na dziatanie DNAzy [94]. Aktywne kaspa-
zy hydrolizuja wiazania peptydowe czasteczek cytosz-
kieletu, czasteczek sygnalowych, enzyméw odpowie-
dzialnych za naprawg¢ DNA. Degradacja sktadnikow
cytoszkieletu powoduje charakterystyczne dla apop-
tozy obkurczanie si¢ komorki [5].

Mozliwa jest apoptoza bez udziatu kaskady kaspaz.
Czynnikiem, ktory wywotuje apoptoze niezaleznie od
obecnosci kaspaz jest, znajdujaca si¢ w mitochon-
drium flawoproteina — czynnik indukujacy apoptoze¢
(apoptosis inducing factor, AIF). AIF po przedostaniu
si¢ przez btony mitochondrialne do jadra komoérkowe-
go, powoduje kondensacj¢ chromatyny i fragmentacje
DNA. Podobne, niezalezne od kaspaz, dzialanie pro-
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Tabela I

Oddziatywania z powierzchnia komorki gospodarza

Dziatanie toksyn bakteryjnych wewnatrz komorki gospodarza

Struktury $ciany
komorki bakteryjne;j

Enzymy uszkadzajace
btong komoérkowa

Toksyny
o budowie podjednostkowe;j

Trzeci typ
sekrecji toksyn

Biatka OMP C. jejuni [99]

Biatko OMP S. Typhi
[8,9]

Biatko BfpA E. coli [68]

LPS H. pylori [52]

Polisacharyd

Toksyna HIyA E. coli [21, 94]

Biatko P2 H. influenzae [25]

Poryna P. aeruginosa [7]

Mikrocyna K. pneumoniae
[41]

Cytolizyna V. vulnificus

Toksyna AC-Hly B. pertussis
[33, 53]

Toksyna CjCDT C. jejuni [42]
Werotoksyna E. coli [64, 75, 91]
Toksyna CDT H. durceyi [19, 24]
Toksyna wakuolizujaca H. pylori

Biatka Cia C. jejuni [87]

Biatko SipB Salmonella spp.
[39, 40, 49]

Biatko IpaB

S. flexnerii [10, 43]

ExoS P. aeruginosa [47, 50]

P. aeruginosa [32]
LPS Klebsiella spp. [96]

[60, 82]
Hemolizyna
V. parahaemolyticus [74]

(48]

[13, 69]
Toksyna ExoA P. aeruginosa

Biatka YopP Y. enterocolitica
[84, 89]
VP 1680 V. parahaemolyticus [79]

apoptotyczne, wykazano dla kalpain, katepsyn oraz
proteaz serynowych [4].

W wyniku licznych przemian biochemicznych i en-
zymatycznych w przebiegu apoptozy dochodzi do
pojawienia si¢ w komorce specyficznych zmian mor-
fologicznych. W pierwszym etapie fazy destrukcji
do wnetrza komorki przedostaja si¢ jony wapnia, bg-
dace pierwsza oznaka wejscia komorki na droge apop-
tozy. Dochodzi do cigcia DNA na mate fragmenty.
Btona komoérkowa ulega uwypukleniom, a organella
komorkowe przegrupowuja si¢ i razem z fragmentami
jadra komorkowego i cytoszkieletu przemieszczaja
si¢ do powstajacych pecherzykow apoptotycznych,
ktoére zostaja uwolnione do przestrzeni migdzykomor-
kowej. Na swej powierzchni posiadaja czasteczki,
dzigki ktéorym zostaja rozpoznane przez fagocyty
1 usunigte. W ten sposdb komorka zostaje wyelimino-
wana z organizmu [95].

3. Wplyw paleczek Gram-ujemnych na apoptoze

Czasem szybka $mier¢ komorki gospodarza jest dla
drobnoustrojow niekorzystna. Dotyczy to gtownie pa-
togenow wewnatrzkomorkowych, ale nie tylko. Z tego
powodu drobnoustroje wyksztatcity r6zne mechaniz-
my, ktére pozwalaja im w pewnym stopniu wptywaé
na regulacj¢ cyklu komorkowego i apoptozy komorek
gospodarza [94].

Oddziatywania bakterii z komoérka gospodarza
mozna najpro$ciej podzieli¢ na dwa typy. Pierwszy
z nich obejmuje oddzialywania pomigdzy strukturami
powierzchniowymi komorki bakteryjnej i komorki
gospodarza. Wymaga on obecno$ci na powierzchni
komorki bakteryjnej specyficznych sktadnikow, ktore
sa rozpoznawane przez receptory powierzchni komor-
ki gospodarza. Sa to na przyktad: lipopolisacharyd
(LPS), biatka btony zewngtrznej, ktore taczac si¢ z ,,re-
ceptorami $mierci” komorki gospodarza, zapoczatko-

wuja kaskade kaspaz i apoptoze¢. Do tego typu mozna
zaliczy¢ tez wydzielanie przez komoérke bakteryjna
enzymow, ktore dziataja bezposrednio na blong ko-
morkowa komorki eukariotycznej, prowadzac do jej
uszkodzenia.

Drugi typ to oddziatywania posrednie — za pomoca
toksyn, ktore dziataja wewnatrz komorki gospodarza.
Przenoszone sa do komorki eukariotycznej dzigki ist-
nieniu specyficznych systemow transportowych lub
wydzielniczych. Do tej grupy nalezy III system sekre-
cji biatek (Type Three Secretion System, TTSS) lub
toksyny o budowie podjednostkowej [80].

Wiele z mechanizméw apoptotycznego dziatania
pateczek Gram-ujemnych nie zostato jeszcze wyjas-
nionych. Obejmuja one specyficzne modyfikacje cyklu
komorkowego, ktore prowadza do zapoczatkowania
apoptozy komorki gospodarza (tab. I).

3.1. Oddzialywania z powierzchnia
komorki gospodarza

3.1.1. Udziat specyficznych struktur
powierzchniowych

Jeden z mechanizméw zapoczatkowania apoptozy
w komorce gospodarza wymaga zaangazowania sig
receptoréw, wystepujacych na jej powierzchni. Pobu-
dzenie receptorow poprzez zwiazanie odpowiednich
ligandow powoduje uaktywnienie procesOw prowa-
dzacych do $mierci komorki. Nie jest to jedyna z drég,
gdyz polaczenie receptordéw z ligandami bakteryjnymi
moze wywotywac¢ tez efekt przeciwstawny — dziatanie
antyapoptotyczne. Koncowy wynik aktywacji recep-
torow TLR (Toll-like receptors) jest wypadkowa wielu
czynnikow [35].

Zapoczatkowanie apoptozy poprzez wigzanie sig
z receptorami powierzchniowymi komorek uktadu im-
munologicznego wykazano dla niektorych szczepdéw Yer-
sinia enterocolitica. Sa to Gram-ujemne pateczki, ktore
wywotuja zakazenia gltéwnie uktadu pokarmowego
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[6]. Szczepy Y. enterocolitica sa zdolne do wiazania
si¢ z receptorami TLR/CD14 makrofagow pochodza-
cych z linii monocytow. Aktywacja tego receptora
moze powodowac pobudzenie dwoch przeciwstaw-
nych drég w komorce gospodarza. Potaczenie TLR/
CD14 z ligandem bakteryjnym (LPS) moze zapoczat-
kowa¢ stan zapalny, co zapobiega apoptozie. W dzia-
faniu antyapoptotycznym wazna jest aktywacja NF-
kB, ktory pobudza wytwarzanie przez zakazona
komorke cytokin: IL-1, IL-6, IL-8 i TNF-a oraz
wzmaga ekspresj¢ gendow kodujacych biatka zaanga-
zowane w zahamowanie apoptozy. Druga z mozliwych
drog, po aktywacji TLR/CD14, to apoptoza komorki
gospodarza. Dochodzi do niej poprzez proteolizg pro-
kaspazy-8, ktorej aktywna forma powoduje aktywacje
centralnej kaspazy egzekutorowej — kaspazy-3. Wy-
kazano, ze do wywotlania przez szczepy Yersinia spp.
apoptozy niezbedna jest obecnos¢ zewnetrznych bia-
lek kodowanych plazmidowo (Yersinia outer protein,
Yop), ktore powoduja inaktywacje NF-kB, blokujac
droge antyapoptotyczna [77].

Wiazanie ligandu bakteryjnego z TLR komorek euka-
riotycznych zaobserwowano tez u pateczek Klebsiel-
la spp. Sa one oportunistycznymi patogenami, ktdre
wywoluje szereg zakazen, gtownie szpitalnych. Naj-
czestszymi z nich sa zakazenia uktadu moczowego
i oddechowego [81]. W wyniku zakazenia pateczkami
Klebsiella spp. bakteryjny LPS wiaze si¢ z TLR-4. Ak-
tywacja TLR-4 powoduje ekspresj¢ réznych gendéw
dla bialek zaangazowanych w odpowiedZz immuno-
logiczna, w tym: IL-1p, TNF-o. [86]. Apoptoza ko-
moérek HepG2 (komorki linii ludzkiego raka watroby)
za posrednictwem TLR-4 jest wywolywana przez
aktywacje dwoch drog z udziatem kinaz biatkowych
aktywowanych mitogenem (mitogen-activated protein
kinase, MAPK): MEK1/2-p44/p42 MAPK-p90RSK
oraz MEK3/6-p38 kinaza-ATF-2. Obie drogi sa nieza-
lezne od NH,-koncowej kinazy c-Jun (c-Jun NH,-ter-
minal kinase, JNK) [96].

W indukcji apoptozy z udziatem pateczek Klebsiel-
la spp. zaangazowane s3 rowniez receptory TNFR1,
ktore wiaza TNF-o. Zwiazanie TNF z TNFR1 po-
woduje, oprocz apoptozy, szereg zmian w komorce,
a gtownie szok toksyczny; zmiany w adhezji czaste-
czek powierzchniowych. W zapoczatkowaniu apopto-
zy uczestniczy dodatkowo TNFR2, ktory nie posiada
domen $mierci. Moore i wsp. [73] stwierdzili, ze
mysie komodrki pozbawione receptorow TNFRI sa
mniej odporne za zakazenie wieloma drobnoustrojami,
w tym K. pneumoniae. TNFR1 sa niezbg¢dne do prawi-
dlowego funkcjonowania uktadu immunologicznego.

Apoptoza poprzez aktywacje receptorow komorki
gospodarza jest mozliwa tez po zakazeniu szczepami
Pseudomonas aeruginosa [32]. Sa to Gram-ujemne
pateczki nalezace do drobnoustrojéw oportunistycz-

JOANNA KWIECINSKA, ADRIAN RESLINSKI, EUGENIA GOSPODAREK, ALINA GRZANKA

nych. Moga wywotywa¢ zakazenia miejscowe i uogol-
nione [65]. Apoptotyczne wlasciwosci P. aeruginosa
sa zwiazane ze zdolno$cia wiazania polisacharydu
sciany komoérkowej z receptorem Fas/CD95. Aktywa-
cja tego receptora powoduje zainicjowanie kaskady ki-
naz inicjatorowych i efektorowych, JNK oraz zwigk-
szenie przepuszczalnosci bton mitochondrialnych.
Czynniki te wprowadzaja komoérke nieodwracalnie na
droge apoptozy [32].

Melo i wsp. [68] wykazali, ze szczepy Escheri-
chia coli, ktore posiadaja biatko BfpA, moga wywoty-
wac apoptoze komorek linii raka szyjki macicy HeLa.
E. coli stanowi florg fizjologiczna organizmu czlowie-
ka, ale w stanie obnizonej odpornos$ci organizmu go-
spodarza moze wywotywac zakazenia. Sa to gtownie
zakazenia drég moczowych i uktadu pokarmowego.
Posiada liczne czynniki wirulencji, w tym biatko BfpA
[76]. Biatko BfpA odpowiada za zdolnos¢ przylega-
nia E. coli do komodrek gospodarza. Jest uwazane za
wazny czynnik wirulencji enteropatogennych szcze-
pow E. coli (Enteropathogenic Escherichia coli,
EPEC). Proapoptotyczny mechanizm dziatania BfpA
obejmuje aktywacje kaspazy 3 i jest niezalezny od ak-
tywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB [68].

Wedlug Zhu 1 wsp. [99] apoptoza w limfocytach
pochodzacych od kurczat jest wywolywana przez ze-
whnatrzbtonowe biatka (Outer-Membrane Proteins,
OMP) Campylobacter jejuni, powodujace u ludzi za-
burzenia zoladkowo-jelitowe przebiegajace z umiar-
kowana lub cigzka biegunka [57]. Badacze zaobser-
wowali, Ze zastosowanie ekstraktu z proteinaza K lub
surowicy odpornosciowej skierowanej przeciwko bial-
kom zewnatrzblonowym zablokowato apoptoze. Pro-
apoptotyczny mechanizm dziatania OMP nie jest jesz-
cze wyjasniony.

U pateczek Salmonella Typhi, wywotujacych dur
brzuszny [17] opisano OMP zdolne do wywolywania
apoptozy u zakazonych makrofagéw [8, 9]. Stwierdzo-
no, ze ekspresja biatka o masie czast. 55 kDa wrazli-
wego na dziatanie proteinazy K [9] jest powodowana
ekspozycja na krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe
(Short-Chain Fatty Acids, SCFA) [8]. Wedtug
Chander iwsp. [8] apoptoza wywotana przez OMP
S. Typhi moze by¢ zwiazana z obnizona aktywnos$cia
dysmutazy ponadtlenkowej oraz podwyzszonym po-
ziomem azotynow.

Helicobacter pylori moze wywotywaé apoptoze za-
rowno komorek nabtonkowych zotadka, jak i komo-
rek uktadu immunologicznego [11, 13]. Uwazany jest
za czynnik etiologiczny choroby wrzodowej zotadka
[12]. W zapoczatkowanie apoptozy makrofagéw za-
angazowany jest LPS.

Kawahara iwsp. [52] zauwazyli, ze LPS H. py-
lori oddziatuje z receptorami TLR-4 komorek §luzow-
ki zotadka $winki morskiej. Potaczenie LPS H. pylori
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z TLR-4 powoduje aktywacje¢ kaspazy 8, ktora powo-
duje proteolize biatka Bid. Aktywne Bid powoduje
uwolnienie cytochromu ¢ z mitochondriéw. Dochodzi
takze do aktywacji kaspazy 31 9.

LPS H. pylori aktywuje takze fosforylacje trans-
formujacego czynnika wzrostu B-aktywujacego kinazy
biatkowe 1 (transforming growth factor-p-activated
kinase 1, TAK1), biatka wiazacego TAK-1 (TAKI-
binding protein 1, TAB1). TAK-1 jest blonowa kinaza
biatkowa MAP, ktora aktywuje JNK, zaangazowana
w apoptozg komorek [52].

H. pylori moze aktywowa¢ gen c-Myc zaangazo-
wany w regulacj¢ apoptozy makrofagow linii RAW
264.7. c-Myc powoduje aktywacje waznego enzymu
— dekarboksylazy ornityny (ODC). ODC bierze udziat
w dekarboksylacji L-ornityny, co stanowi jeden z eta-
pow prowadzacych do powstania sperminy. Podczas
utleniania sperminy przez oksydaze sperminy docho-
dzi do wytwarzania H,O,. Aktywacja ODC powoduje
wytwarzanie duzych ilosci H,O,, ktore zapoczatko-
wuja apoptoz¢ makrofaga. Do aktywacji ODC przez
H. pylori jest niezbedne prawdopodobnie jednoczesne
wydzielanie ureazy [11]. Takze spermina i inne bio-
logicznie czynne poliamidy moga wptywacé na regula-
cje apoptozy [30].

Z badan Goberta iwsp. [30] wynika, ze H. py-
lori moze nasila¢ wytwarzanie duzych ilosci H,O,
i biologicznie czynnych poliamin rowniez poprzez ak-
tywacje¢ arginazy II makrofagow, ktora jest zaangazo-
wana w reakcje przeksztalcania L-argininy do L-orni-
tyny (rys. 1).

3.1.2. Wytwarzanie enzymow uszkadzajacych bto-
n¢ komorki gospodarza

Bakterie Gram-ujemne moga wytwarza¢ bialka,
ktore bezposrednio powoduja uszkodzenie btony ko-
morkowej. Przez utworzone pory dochodzi do uwal-
niania si¢ sktadnikoéw komorki do przestrzeni migdzy-
komorkowej, co powoduje Smier¢ zakazonej komorki,
zwykle na drodze apoptozy.

Biatkiem, ktore ma zdolno$¢ zaburzenia struktury
btony komorkowej, jest poryna, ktora znajduje si¢

gen c-Myc €¢————— ureaza? H. pylori

\ aktywacja

dekarboksylaza
ornityny

arginaza I
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w $cianie komoérkowej bakterii Gram-ujemnych, np.
P. aeruginosa. Z badah Buommino iwsp. [7] wy-
nika, ze wyizolowana i oczyszczona poryna P. aerugi-
nosa jest zdolna do wywotywania $mierci komorek
nablonkowych. Pod wptywem poryny dochodzi w ko-
morce do powolnych zmian, ktore sa charakterystyczne
dla apoptozy. Zmiany te obejmuja przede wszystkim
znaczacy spadek ekspresji bcl-2 1 wzrost aktywnosci
transkrypcyjnej c-Myc. Przez utworzone kanaty pory-
nowe naptywaja do wnetrza komorki jony wapnia,
bezposrednio indukujace apoptoze¢. Dochodzi do kon-
densacji chromatyny i fragmentacji DNA. Proces ten
jest niezalezny od biatka p53 [7].

Goldiero i wsp. [26] wyizolowali i oczyscili
biatko P2 Haemophilus influenzae typu b (Hib), cze-
stego czynnika etiologicznego zapalenia opon mozgo-
wo-rdzeniowych u dzieci ponizej 5 roku zycia [88].
Biatko P2 jest poryna, zdolna do aktywacji MAPK.
Aktywne MAPK uruchamiajg szlak apoptozy w mo-
nocytach linii U937, gtéwnie przez kaskade kinaz
MAPK (MAPK kinase, MEK). Droga MEK1-MEK?2/
MAPK prowadzi do aktywacji JNK i p38 zaangazowa-
nych bezposrednio w procesy zapalenia i apoptozy [25].

Badania wskazuja, ze biatko P2 Hib posiada zdol-
no$¢ wywotywania apoptozy ludzkich monocytow
i mysich makrofagow [26]. W tym przypadku mecha-
nizm obejmuje aktywacjg receptorow TLR2 [71]. Po-
faczenie TLR2 mysich makrofagow z P2 Hib urucha-
mia szlak, w ktorym gtowna rolg odgrywa biatko
adaptorowe MyD88. Prowadzi to do wzrostu ekspre-
sji TNF-« i IL-6. W przypadku ludzkich monocytow
rozpoznanie P2 Hib wymaga polaczonego dziatania
CD14 i TLR2 [26].

Podobne wtasciwosci maja toksyny bakteryjne,
ktore moga tworzy¢ pory w blonie komoérkowej. Uta-
twiaja one uwalnianie si¢ skladnikow komorki do
przestrzeni migdzykomoérkowej. Taka toksyna jest
a-hemolizyna (HlyA) E. coli. HlyA dziata cytotok-
sycznie na rézne komorki: erytrocyty, kurze fibroblasty
embrionalne, mysie fibroblasty, krolicze granulocyty.
Dziatanie cytotoksyczne HlyA wymaga obecnosci jo-
néw wapnia i obejmuje tworzenie w btonie komorki

oksydaza
sperminy

L-ornityna ———» L-arginina————> poliaminy biologicznie= = = P spermina ———> tlenek sperminy + H,O,
czynne

\

Dziatanie apoptotyczne

Rys. 1. Apoptoza makrofagdw wywotywana przez H. pylori [wg 11, 30]. Objasnienia w tekscie
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gospodarza poréw. Dochodzi do zmian w przepusz-
czalnos$ci btony komoérkowej, ucieczki jonow z komor-
ki, zmniejszenia ilosci ATP. Zwigkszone st¢zenie wap-
nia w komorce jest bezposrednio odpowiedzialne za
zainicjowanie apoptozy, a przede wszystkim fragmen-
tacji DNA [21, 94].

Szeroki zakres dziatania maja tez toksyny pateczek
Klebsiella spp. Jedna z nich jest mikrocyna E492. Jest
to bakteriocyna, ktéora ma aktywno$¢ cytolityczna
w stosunku do licznych linii komdrek eukariotycznych
[41]. Zbadan Hetz iwsp. [41] wynika, ze duze daw-
ki mikrocyny E492 wywotluja nekroz¢ komorek,
a mniejsze ste¢zenia — apoptoz¢. Mechanizm proapopto-
tycznego dziatania mikrocyny obejmuje przede wszyst-
kim tworzenie kanatow jonowych w btonie komoérko-
wej, przez ktéore dochodzi do ucieczki sktadnikow
komoérkowych. Prawdopodobny jest tez drugi mecha-
nizm. Polega on na tworzeniu poréw w btonach mito-
chondrialnych i uwalnianiu czasteczek cytochromu c.

Zdolno$¢ uszkadzania bton komoérkowych maja
réwniez toksyny bakterii z rodzaju Vibrio. Pateczki Vi-
brio parahaemolyticus, powodujace u ludzi zapalenie
zotadka i jelit, zakazenia ran czy sepsg [16] moga wy-
wota¢ apoptoze z udziatem hemolizyny TDH (Ther-
mostable Direct Hemolysin) [74], bedaca toksyna, kto-
ra tworzy pory i powoduje osmotyczna hemolize [44].
Mechanizm apoptotycznego dzialania tej toksyny nie
jest wyjasniony. Jednak, jak wskazuja wyniki badan
Naim iwsp. [74] TDH powoduje apoptoze komorek
Rat-1 dziatajac zarowno na zewnatrz, jak 1 wewnatrz
komorek. Ponadto, zastosowanie inhibitora kaspaz nie
zapobiega apoptozie. By¢ moze zaprogramowana
$mier¢ komorki indukowana przez toksyng TDH prze-
biega niezaleznie od kaspaz [74].

Cytolizyna Vibrio vulnificus (Vibrio vulnificus Cyto-
lysin, VVC) réwniez wywotuje apoptoze [60]. Za-
obserwowano, ze efektem dziatania VVC na komorki
srédbtonka naczyniowego sa: wzrost poziomu anio-
nu nadtlenowego, uwolnienie cytochromu ¢ z mito-
chondriow, aktywacja kaspazy-3, rozszczepienie poli
(ADP-rybozo) polimerazy i fragmentacja DNA. We-
dlug Kwon i wsp. [60] wzrost st¢zenia anionu
nadtlenkowego moze wyzwala¢ uwolnienie cytochro-
mu c, a ten wplywa na aktywacj¢ kaspazy-3 [97].
Cytolizyna VVC posiada zdolno$¢ tworzenia matych
poréw w blonie komorkowej erytrocytow [54]. Jak
wynika z badan Rho iwsp. [82], pateczki V. vulnifi-
cus moga powodowac $mieré komorek linii $srodbton-
ka tetnicy ptucnej (cultured pulmonary artery endo-
thelial cells, CPAE), przejawiajaca si¢ jako nekroza
i apoptoza, w wyniku naptywu zewnatrzblonowych
wolnych jonéw wapniowych przez transblonowe
pory powstate na skutek dzialania cytolizyny. Wyso-
kie stezenie jonéw wapnia w cytozolu wptywa na frag-
mentacj¢ DNA.

JOANNA KWIECINSKA, ADRIAN RESLINSKI, EUGENIA GOSPODAREK, ALINA GRZANKA

3.2. Proapoptotyczne dzialanie toksyn bakteryjnych

3.2.1. Toksyny o budowie podjednostkowe;j

Niektore z toksyn bakteryjnych sa zdolne do wy-
wotywania apoptozy, gdy znajduja si¢ wewnatrz ko-
morki gospodarza. Do swej aktywnosci wymagaja
czasteczek, ktore umozliwia im transport przez btone
komoérkowa. Z tego powodu toksyny, ktore dziataja
proapoptotycznie wewnatrz komorki sktadaja si¢ z co
najmniej z dwoch podjednostek. Podjednostka A od-
powiedzialna jest za wlasciwosci enzymatyczne, zas
podjednostka B — utatwia przedostanie si¢ toksyny do
wnetrza komorki.

Toksyny o dziataniu apoptotycznym wewnatrz ko-
morki gospodarza wykryto u kilku rodzajéw bakterii,
w tym u Corynebacterium diphtheriae, P. aeruginosa,
S. dysenteriae 1 E. coli [94].

E. coli wytwarza dwie werotoksyny (VT1 i VT2),
ktore sa podobne do toksyny Shiga Shigella spp. Obie
toksyny VT1 i VT2 moga wywotywaé apoptoze we-
wnatrz komorki gospodarza. Werotoksyna moze po-
wodowaé¢ owrzodzenie okreznicy, krwawe biegunki
i niewydolno$¢ nerek. Indukuje ona apoptoze wielu
réznych komorek, np. linii nabtonkowych, $rodbtonka
naczyn wlosowatych poprzez zahamowanie syntezy
biatek, wplyw na fragmentacj¢ DNA. Werotoksyna 1
zbudowana jest z dwoch podjednostek. Podjednostka
A ma aktywno$¢ enzymatyczna N-glikozydazy — od-
cina pojedyncze reszty adeniny od 28rRNA. Uniemoz-
liwia to synteze bialek, do ktorej niezbgdne jest pra-
widlowe rRNA. Podjednostka B utatwia przedosta-
nie si¢ toksyny do wngtrza komoérki gospodarza.
Wiaze sig z receptorami globotriosyloceramidowymi
(Gb3) powierzchni komorki gospodarza [91]. Recep-
tory Gb3 wystepuja gtéwnie na powierzchni komorek
nabtonkowych kosmkow jelitowych, co ttumaczy duze
powinowactwo werotoksyny do tych komorek. Do-
ktadny mechanizm apoptozy indukowanej przez VT1
jest nadal badany.

Badania wskazuja, ze za apoptozg komorek chto-
niaka Burkitta odpowiedzialna jest podjednostka B
VTI, ktora prawdopodobnie indukuje apoptoze po-
przez aktywacj¢ Gb3/CD77 i kaskady kaspaz. Ekspre-
sja genu podjednostki B VT1 w komoérce powoduje
fragmentacjg DNA i szereg zmian, ktore sa charaktery-
styczne dla apoptozy. Wprowadzenie i ekspresja genu
dla podjednostki A VT1 nie powoduje w komorce frag-
mentacji DNA, a sama komorka ulega nekrozie [75].

Potaczenie si¢ VT1 z receptorami Gb3 komorek
biataczki szpikowej linii TPH-1 powoduje aktywacje
kaspazy 8 [64]. W ten proces jest prawdopodobnie za-
angazowane biatko Bip31, ktore jest sktadnikiem bton
siateczki $rodplazmatycznej. Z badan Lee i wsp.
[64] wynika, ze kaspaza 8 aktywuje bialko Bid, ktore
jest zaangazowane w indukcjg¢ mitochondrialnej drogi
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apoptozy. Te same badania dowodza, ze apoptoza ko-
morek nastgpuje zanim zostaja uwolnione czasteczki
cytochromu ¢ z mitochondriéw, co sugeruje wystepo-
wanie innego szlaku proapoptotycznego w komorce.
Jest nim przypuszczalnie bezposrednia aktywacja ka-
spazy 3 przez kaspazg 8 [64].

Cytotoksyczny czynnik nekrotyzujacy 1 (Cytotoxic
Necrotizing Factor 1, CNF1) wytwarzany przez nie-
ktore szczepy E. coli nalezy do rodziny toksyn biatko-
wych, ktore kontroluja cytoszkielet aktynowy poprzez
modulacje biatek regulatorowych G. CNF1 trwale ak-
tywuje bialko Rho, stymulujac przez to liczne kinazy
komorkowe, ktore powoduja skupianie si¢ wiokien ak-
tyny, zwickszajac kurczliwos$¢ komorki. Takie dziata-
nie toksyny powoduje uwalnianie mediatorow zapale-
nia — gtdwnie interleukin. Dodatkowo CNF1 poprawia
przyleganie komorek bakteryjnych zaré6wno do siebie,
jak i do komorek gospodarza [22, 23].

Toksyng o podobnych wtasciwosciach do werotok-
syny E. coli wytwarzaja niektore szczepy P. aerugi-
nosa. Egzotoksyna A (ExoA) w komorce gospodarza
powoduje inaktywacj¢ czynnika elongacyjnego EF-2,
czego konsekwencja jest zaburzenie syntezy bialek
i $mier¢ komorki [94]. Badania Jenkins i wsp. [48]
dowodza, ze ExoA wywotuje apoptoze ludzkich ko-
morek tucznych linii HMC-1. ExoA powoduje nie
tylko aktywacje kaspazy 8 i 3, ale takze hamuje
syntez¢ bialek antyapoptotycznych FLIP (FADD
— like interleukin-1f-converting enzyme — like pro-
tease (FLICE/caspase-8) — inhibitory protein) — inhi-
bitorow kaspazy 8 [48].

H. pylori wytwarza toksyne wakuolizujaca (vacuo-
lating toxin, VacA). Z badan Covera i wsp. [13]
wynika, ze VacA jest zdolna do zapoczatkowania
apoptozy komorek nabtonkowych zotadka, chociaz
sam mechanizm nie jest w petni znany. Wiadomo, ze
po inkubacji in vitro komorek nabtonkowych zotadka
z H. pylori dochodzi do aktywacji czynnika transkryp-
cyjnego NF-xB i wzrostu poziomu IL-8. Taki sam efekt
otrzymano po traktowaniu komodrek nabtonkowych
oczyszczong toksyna VacA. Z kolei Galmiche
i wsp. [27] zaobserwowali, ze fragment VacA jest
zdolny do wbudowywania si¢ w bton¢ mitochon-
drialng komorek linii HeLa. Powoduje to uwolnie-
nie z wngtrza mitochondrium duzych ilosci cytochro-
mu c i aktywuje apoptozg komorek zalezng od kas-
pazy 3. Toksyna VacA bierze tez udziat w zapoczatko-
waniu apoptozy makrofagdéw [69], ktdra jest wynikiem
aktywacji drogi mitochondrialnej z udziatem kaspa-
zy 8 1 biatka Bid.

Apoptoza komorek nabtonkowych zotadka w od-
powiedzi na wydzielanie VacA przez szczepy H. pylo-
ri odgrywa prawdopodobnie kluczowa rol¢ w zapo-
czatkowaniu zmian nowotworowych w obrgbie tych
komorek.
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Toksyna CDT zatrzymuje cykl komorkowy i wy-
woluje apoptozg komorek eukariotycznych. Jest wy-
twarzana przez wiele rodzajow bakterii, w tym przez
Haemophilus ducreyi. CDT zbudowana jest z trzech
podjednostek: CdtA, CdtB i CdtC. Podjednostki CdtA
1 CdtC sa odpowiedzialne za transport CdtB do wngtrza
komorki gospodarza. CdtB ma aktywno$¢ enzyma-
tyczna DNazy I. Uszkodzenie materiatu genetycznego
komorki bezposrednio zatrzymuje cykl komdrkowy
i kieruje komoérke na droge apoptozy [78]. Powoduje
roéwniez rearanzacj¢ cytoszkieletu komorkowego po-
przez aktywacje GTPazy RhoA fibroblastow mysich.
Aktywne biatko RhoA powoduje fosforylacje lekkich
lancuch miozyny, co pozwala komoérce na tworzenie
uwypuklen btony komoérkowej i formowanie peche-
rzykow apoptotycznych. Proces ten jest niezalezny od
biatka p53, ale podlega regulacji ze strony bcl-2.
Prawdopodobnie w mechanizm apoptotycznego dzia-
fania RhoA zaangazowane sa ceramidy [19, 24].

Drobnoustrojem, mogacym wywolywac zaprogra-
mowang $mier¢ komorki poprzez dziatanie toksyny,
jest takze Campylobacter jejuni. Wedlug Hickey
i wsp. [42] czynnikiem indukujacym apoptozg u ludz-
kich monocytéw zakazonych C. jejuni jest toksyna
CjCDT (C. jejuni Cytolethal Distending Toxin).

Podobny mechanizm proapoptotyczny wykazuja
Gram-ujemne pateczki z rodzaju Bordetella. Sposrod
9 gatunkéw tego rodzaju, tylko B. pertussis jest §ci-
stym patogenem cztowieka [67]. Moze wywotywaé
apoptoz¢ makrofagéw dzigki obecnosci hemolizyny
i cyklazy adenylowej (Adenylate Cyclase — Hemoly-
sin, AC-Hly). Hemolizyna powoduje powstanie porow
w btonie komorkowej, przez ktore moze dostac sig
do wnetrza komorki cyklaza adenylowa. AC-Hly po-
woduje aktywacj¢ kalmoduliny i syntez¢ duzej ilosci
cyklicznego AMP (cAMP). Podwyzszone stgzenie
cAMP w komorce powoduje przerwanie cyklu komor-
kowego i aktywacje kinaz biatkowych, co zapoczat-
kowuje apoptoze [33, 53].

3.2.2. III system sekrecji

Wiele bakterii Gram-ujemnych wytwarza bialka,
ktore sa wydzielane z komorki i oddziatuja bezposred-
nio na komorke gospodarza. Do ich aktywacji nie-
zbedny jest bezposredni kontakt drobnoustroju z btong
komoérkowa gospodarza. Ten mechanizm proapopto-
tycznego dziatania drobnoustrojow jest okreslany jako
TTSS [94].

Wykryto obecnos¢ bialek wydzielanych przez TTSS
u wielu bakterii, ktore maja zdolno$¢ wywolywania
apoptozy makrofagdéw [36]. Jednymi z nich sa szcze-
py Y. enterocolitica, ktore wydzielaja biatka Yop. Me-
chanizm dziatania biatka Yop na komorke gospodarza
nie jest do konca poznany. YopP moga wywotywaé
w komorce gospodarza wiele reakcji. Wykazano wptyw
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YopP na cytoszkielet komorkowy, blokowanie fago-
cytozy i indukcje apoptozy. Proapoptotyczne dziata-
nie YopP na komorke obejmuje hamujacy wptyw na
biatka, uczestniczace w regulacji cyklu komoérkowego.
YopP powoduja inhibicjg¢ MAP i NF-xB. Powoduje to
wykluczenie ochronnego wptywu MAP i NF-kB na
komorke i prowadzi do jej apoptozy [84, 89].

Paleczki P. aeruginosa moga wywotywaé apopto-
z¢ makrofagoéw i1 komorek nabtonkowych z udzialem
biatek wydzielanych przez TTSS [36]. Ta droga wy-
dzielane sg, m. in.: egzoenzymy S i T (ExoS, ExoT)
1 egzoproteina A P. aeruginosa (ExoU). ExoS i ExoT
sa ADP-rybozylazmi i posiadaja aktywno$¢ biatek ak-
tywujacych GTPaze (GAP). Wydzielanie tych biatek
nastepuje w srodowisku ubogim w wapn, ale w obec-
no$ci dwuwartoéciowych kationéw chelatujacych [37].
W apoptoze komorek HelLa zaangazowane jest biatko
ExoS. Wywotanie apoptozy nastgpuje poprzez akty-
wacje ,,receptora $§mierci” CD95/Fas. W wyniku zaka-
zenia komorki gospodarza przez P. aeruginosa docho-
dzi do wzmozonej ekspresji w tej komorce receptora
CD95/Fas. Konsekwencja pobudzenia CD95/Fas jest
aktywacja JNK lub zmiany w przepuszczalnosci bton
mitochondrialnych. Obie drogi prowadza do zapoczat-
kowania fazy efektorowej apoptozy [47, 50].

Apoptoze z udziatem biatka wydzielanego przez
TTSS wywotuja pateczki Salmonella spp. Te Gram-
ujemne bakterie moga powodowac szerokie zakres za-
kazen obejmujacy dur brzuszny, zapalenie zoladka
i jelit czy bakteriemie [17]. Sa fagocytowane przez
makrofagi, w ktorych przezywaja i si¢ namnazaja [2].
Wedlug Hersh i wsp. [40] apoptoza u makrofagow
zakazanych S. Typhimurium jest indukowana przez
biatko SipB, dostarczane do cytoplazmy komorki fago-
cytarnej przez TTSS [77]. Oczyszczone biatko SipB
powoduje apoptoze makrofagow [40]. Biatko SipB,
wykazujace homologi¢ do IpaB, czynnika wirulencji
wytwarzanego przez Shigella spp. [51], aktywuje pro-
apoptotyczng kaspazg-1. Stwierdzono, ze makrofagi
pozbawione tej proteazy sa niepodatne na apoptoze
indukowana przez pateczki Salmonella spp. [40]. Me-
chanizm aktywacji kaspazy-1 przez bialko nie jest
wyjasniony. Przypuszcza sig, ze bezposredni kontakt
migdzy tym biatkiem a proteaza cysteinowa moze
wptywaé na konformacj¢ enzymu, badz tez biatko
SipB sprzyjajac autoaktywacji kaspazy-1 wptywa na
lokalne stgzenie tej proteazy [46].

Zaprogramowana $mier¢ makrofagdw zakazonych
pateczkami S. Typhimurium moze by¢ wywotana na
drodze niezaleznej od kaspazy-1. Fakt ten zostat opi-
sany przez Jesenberger i wsp. [49], ktorych ba-
dania wykazaty, ze makrofagi pozbawione kaspazy-1
ulegaty apoptozie po 4—6 godzinach od zakazenia wy-
mienionymi bakteriami. Proces wolniejszy od zapro-
gramowanej $mierci komorki zaleznej od kaspazy-1,
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wymagal udziatu biatka SipB. Podczas apoptozy nieza-
leznej od kaspazy-1 dochodzi do aktywacji kaspaz-2,
-3, -6 1 -8 oraz uwolnienia cytochromu ¢ z mitochon-
driow. Wedlug Jesenberger i wsp. [49] kaspaza-2
bierze udzial w apoptozie zaleznej i niezaleznej od
kaspazy-1, a zastosowanie genetycznej ablacji lub che-
micznej inhibicji kaspazy-2 powoduje op6znienie ki-
netyki apoptozy zaleznej od kaspazy-1.

U makrofagow zakazonych pateczkami S. Typhimu-
rium stwierdzono takze cechy zaprogramowanej Smier-
ci typu drugiego, czyli autofagii [39]. W komorkach,
w ktorych uzyskano ekspresje biatka SipB zaobserwo-
wano powstawanie wielopgcherzykowych struktur
przypominajacych autofagosomy. W strukturach tych
stwierdzono obecno$¢ markeréw mitochondrialnych
i retikulum endoplazmatycznego sugerujacych ich po-
chodzenie. Za ich powstanie odpowiedzialne byto biatko
SipB. Opisane zmiany byly niezalezne od kaspazy-1.

Zdaniem van der Velden iwsp.[92] palecz-
ki S. Typhimurium moga wywotywac op6zniona apop-
toze zakazonych makrofagdw niezalezna od pierwszej
wyspy patogennosci (Salmonella Pathogenicity Island
1, SPI-1). Badania wskazuja, iz opdzniona aktywacja
programowanej $mierci makrofagow zalezy od SPI-2
i genu ompR [92]. Stwierdzono takze, ze $mieré¢ ma-
krofagdéw zalezna od SPI-2 jest czgSciowo zalezna od
kaspazy-1 [72].

Pateczki Shigella spp. moga wywolywac apoptoze
poprzez biatko dostarczane do cytoplazmy komorki
gospodarza przez TTSS. Sa one czynnikiem etiolo-
gicznym czerwonki bakteryjnej, krwawej biegunki.
Mimo ze wlasciwosci inwazyjne oraz zdolno$¢ do
ucieczki z fagosomow sa zalezne od biatek IpaB, IpaC
i IpaD kodowanych przez operon Ipa (Invasion plas-
mid antigens) [70], tylko IpaB jest konieczne do za-
inicjowania apoptozy [100].

Oczyszczone biatko IpaB indukuje apoptozg [10].
Biatko IpaB wydzielane do cytoplazmy przez TTSS
[77] wiaze si¢ z kaspaza-1, ale nie z kaspaza-2 i -3
[43]. Aktywna kaspaza-1 bierze udziat w konwersji
prekursora cytokiny IL-1f [11, 44] i IL-18 [83] do
form aktywnych biologicznie. Aktywacja kaspazy-1
przez biatko IpaB moze odbywac si¢ zarowno w cyto-
plazmie, jak i na btonach zakazonych makrofagow.
Schroeder i Hilbi [85] wykazali, Ze na apoptozg wy-
wotywana przez paleczki Shigella flexneri ma wplyw
cholesterol, z ktérym wiaze si¢ biatko IpaB [38]. Usu-
nigcie tego skladnika z bton powoduje zahamowanie
aktywacji kaspazy-1 i apoptozy [85].

Hilbi i wsp. [43] zaobserwowali, ze makrofagi
pozbawione kaspazy-1 sa oporne na apoptoze induko-
wang in vitro przez pateczki S. flexneri, zachowujac
przy tym podatno$¢ na inne bodzce wywotujace za-
programowang $mier¢ komorki. Wedtug tych badaczy
apoptoza aktywowana przez pateczki Shigella spp.
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przebiega niezaleznie od biatka p53. Nie stwierdza si¢
takze hamujacego wplywu antyapoptotycznych biatek
Bel-2 i Bel-x;

Bordetella spp. wywotuje apoptoze przez biatka
wydzielane z udziatem TTSS. Yuk i wsp. [98] wy-
kazali, ze nieznane jeszcze czasteczki niektorych
szczepow tych bakterii sa zdolne do inaktywacji
NF-xB makrofagéw linii J774 A1 monocytéow. Ko-
morka gospodarza jest pozbawiona antyapoptotyczne-
go wplywu NF-kB i ulega apoptozie. Mechanizm ten
pozwala B. bronchiseptica na ograniczenie odpowie-
dzi ze strony uktadu immunologicznego i kolonizacjg
nablonka drég oddechowych [98].

Jak wynika z badan Siegesmund i wsp. [87]
zaprogramowana $mieré komoérek THP-1 (ludzkich
monocytow) zakazonych C. jejuni zalezy od biatek
Cia, wydzielanych przez flagellarny aparat wydzielni-
czy III typu i wymaganych dla maksymalnej inwazji
[56, 57] oraz termostabilnego, odpornego na dziala-
nie proteinazy K skladnika bakteryjnego innego niz
lipooligosacharyd (lipooligosaccharide, LOS). Wedtug
Siegesmund i wsp. [87] apoptoza indukowana
przez pateczki C. jejuni jest niezalezna od kaspazy-1
i -9, co wigcej badacze nie stwierdzili zadnej aktyw-
nosci kaspazy-9 w zakazonych komorkach. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze pateczki C. jejuni wywotuja zapro-
gramowana $mier¢ komorki bez udzialu apoptosomow.

Paleczki Vibrio parahaemolyticus moga powodo-
waé apoptoze takze przez biatka wydzielane przez
TTSS1 [79]. Jak wynika z badan Ono i wsp. [79]
kluczowa rolg w tym procesie odgrywa biatko VP
1680, cho¢ badacze nie wykluczaja udzialu innych
protein. Mechanizm apoptotycznego dzialania biatka
VP 1680 nie jest jeszcze znany.

3.3. Inne modyfikacje cyklu komérkowego

Zakazenie pateczkami E. coli moze wywolywac
apoptozeg komorek gospodarza poprzez oddziatywanie
bezposrednio na czynniki regulujace cykl komorkowy.
W wyniku zakazenia komoérek sutkowych przez E. coli
dochodzi do zwigkszenia st¢zenia w komorce czynnika
proapoptotycznego Bax i jednoczesnego zmniejszenia
czynnika antyapoptotycznego Bcl-2, czego konse-
kwencja sa zaburzenia w przepuszczalno$ci bton mito-
chondrialnych i przedostanie sig¢ czasteczek cytochro-
mu ¢ do cytoplazmy. Dodatkowo zwigksza si¢ stezenie
enzymu konwertujacego ICE — kaspazy 1, ktéra uak-
tywnia kaskadg kaspaz, prowadzac do apoptozy [66].

Podczas zakazenia szczepami EPEC E. coli docho-
dzi do $mierci komorek nablonka jelitowego na dro-
dze apoptozy i nekrozy. Mechanizm dzialania pro-
apoptotycznego E. coli obejmuje w tym przypadku
biatkowa kinazg C (protein kinase C, PKC). Po zaka-
zeniu szczepami EPEC E. coli, PKC jest wydzielane
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na zewnatrz komorki gospodarza i pozostaje silnie
zwigzane z powierzchnia komorki, ktora ulega apop-
tozie. PKC posiada nadal aktywno$¢ enzymatyczna
fosforylacji biatkowych substratow, co moze zapobie-
gac apoptozie innych komorek. Przy wydzielaniu PKC
na zewnatrz komorki podczas zakazenia szczepami
EPEC E. coli, dochodzi dodatkowo do uwalniania du-
zych ilosci ATP [14].

Zdolno$¢ wywotania apoptozy poprzez wpltyw na
ekspresj¢ biatka p53 maja niektore szczepy P. aerugi-
nosa, ktore wytwarzaja azuryng. Azuryna jest nisko-
czasteczkowym biatkiem, ktére nalezy do rodziny
cupredoksyn. W badaniach wykazano, ze szczepy
P aeruginosa zakazajace komorki raka piersi sa wraz-
liwe na cytotoksyczne dziatanie azuryny. Azuryna ma
zdolno$¢ tworzenia kompleksu z biatkiem p53, stabi-
lizujac je i podnoszac jego stgzenie w komorce. Kon-
sekwencja tego jest uaktywnienie biatek Bax, ktore za-
poczatkowuja mitochondrialng drogg apoptozy [93].

Szczepy P. aeruginosa moga wprowadzi¢ komor-
ke gospodarza na droge apoptozy poprzez wplyw na
fosfolipaze A, (PLA,). PLA, jest enzymem lipolitycz-
nym zwigzanym z btona komodrkowa, ktory bierze
udzial w regulacji metabolizmu fosfolipidow i1 kwa-
sow tluszczowych blony komoérkowej, a w szczegol-
nosci kwasu arachidonowego. Odgrywa tez wazna
role w regulacji przekazywania sygnatow komorko-
wych, np. mediatoréw zapalenia takich, jak prosta-
glandyny i leukotrieny. Aktywacja PLA, powoduje
uwalnianie duzych iloéci kwasu arachidonowego, ktory
powoduje zmiany w komorce, prowadzace do apop-
tozy. P. aeruginosa jest zdolny do aktywacji PLA, ale
mechanizm tej aktywacji jest jeszcze nieznany [55].

Francisella tularensis jest Gram-ujemna wewnatrz-
komorkowa bakteria, wywolujaca tularemig. Posiada
zdolno$¢ do przezywania i namnazania si¢ w makro-
fagach [18]. Wedlug L ai i wsp. [63] indukuje zapro-
gramowana $mieré makrofagéw na drodze przypomi-
najacej szlak wewnatrzpochodny. Zaobserwowano, ze
nastgpuje zmiana potencjatu blon mitochondrialnych,
uwolnienie cytochromu ¢ z mitochondriow do cyto-
plazmy oraz aktywacja kaspazy-9 i -3. Badacze nie
stwierdzili udzialu kaspazy-1 i -8, biatek Bid, Bcl-2
i Bel-x. Apoptoza indukowana przez F. tularensis za-
lezy od obecnosci zywych, namnazajacych si¢ we-
wnatrz makrofagéw drobnoustrojow. Zabicie bakterii
ciprofloksacyna w ciagu 12 godzin od poczatku zaka-
zenia zapobiega zaprogramowanej $mierci komorki
[62]. Stwierdzono, ze czynnikiem wymaganym dla
wywotania apoptozy jest biatko IglC, produkt genu
iglC (intracellular growth locus C). Mutacja w tym
genie powoduje, iz bakterie F. tularensis sa pozba-
wione zdolno$ci namnazania si¢ wewnatrz makrofa-
goéw 1 wywolywania apoptozy. Nie wiadomo czy IglC
dziala jako biatko efektorowe w indukcji apoptozy,
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czy kontroluje ekspresje wlasciwych czynnikow efek-
torowych [61].

Jak wynika z badan Hrstka i wsp. [45] F. tula-
rensis moze wywota¢ §mier¢ makrofagow zaréwno
na drodze apoptozy, jak i nekrozy. Zdaniem badaczy
z apoptoza indukowana przez te bakterie zwiazane sa
enzymy p38, p42 i p44, bedace kinazami biatkowymi
MAPK. Zaobserwowano, ze w ciagu 2-30 godzin po
zakazeniu, kinazy p42 MAPK i p44 MAPK ulegaja
aktywacji poprzez fosforylacjg¢ reszt treoninowych
1 tyrozynowych, a zastosowanie inhibitoréw tych
enzymoéw powoduje zahamowanie zaprogramowanej
$mierci komorki. Natomiast aktywnos$¢ p38 MAPK
jest nizsza w zakazonych komorkach, a uzycie inhi-
bitora indukuje apoptozg. Zatem, apoptoza wywoly-
wana przez F. tularensis moze by¢ zwiazana z za-
burzona rownowaga migdzy uktadem p42/p44 MAPK
a kinaza p38 MAPK.

Paleczki S. flexneri moga wywolywa¢ $mier¢ ko-
morki na drodze niezaleznej od kaspazy-1. Suzuki
1 wsp. [90] zaobserwowali, ze w przypadku braku ka-
spazy-1 $mier¢ zakazonych komorek dendrytycznych
i makrofagéw nastgpuje 2 godziny p6zniej niz w obec-
nosci tego enzymu. Wyniki ich doswiadczen pokazaty,
ze $mier¢ komorek nastapila niezaleznie od biatka
IpaB wydzielanego do cytoplazmy przez TTSS. Ba-
dacze sugeruja, iz czynnikiem stymulujacym $mieré¢
makrofagow na drodze kaspazo-1 niezaleznej moze
by¢ przemieszczona do cytoplazmy czg$¢ bakteryjnego
LPS, lipid A. Wedlug Suzuki i wsp. [90] zaréwno
kaspazo-1 — zalezna, jak i kaspazo-1 — niezalezna
$mier¢ komorek wykazywala cechy morfologiczne
przypominajace nekrozg.

4. Podsumowanie

Prowadzone w ciagu ostatnich lat badania przyczy-
nity si¢ do lepszego poznania i zrozumienia wplywu
bakterii Gram-ujemnych na apoptoze. Wiadomo, ze
pateczki Gram-ujemne wyksztalcity szereg mechaniz-
mow, poprzez ktore sa w stanie wplywac na zakazona
komorke. Indukcja apoptozy moze odbywac sig za po-
srednictwem aktywacji receptoréw na powierzchni ko-
morki gospodarza. Bakterie moga takze wytwarzaé
biatka bezposrednio uszkadzajace btong zakazonych
komorek, powodujac powstawanie porow. Do§wiadcze-
nia wykazaty, ze pewne toksyny bakteryjne o budowie
podjednostkowej moga indukowac apoptozg, gdy znaj-
duja si¢ wewnatrz komorki gospodarza. Ponadto, bak-
terie Gram-ujemne wytwarzaja biatka efektorowe od-
dziatujace bezposrednio z komorka, do wngtrza ktorej
sa dostarczane przez III system sekrecji (TTSS). Ak-
tywacja apoptozy moze by¢ takze spowodowana przez
specyficzne modyfikacje cyklu komoérkowego.
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Apoptoza indukowana przez bakterie jest procesem
bardziej ztozonym niz pierwotnie sadzono. Swiadcza
o tym wyniki uzyskiwane w badaniach in vitro. Czgsto
zaprogramowana $mier¢ komorek aktywowana przez
drobnoustroje odbiega od ,.klasycznego” mechanizmu
apoptozy. Pojawily si¢ takze doniesienia, ze pateczki
Gram-ujemne moga zar6wno indukowac, jak i hamo-
wac apoptoze.

Mimo znacznego postgpu w badaniach nad zapro-
gramowana $miercia komoérek wiele mechanizméw
apoptotycznego dzialania bakterii Gram-ujemnych nie
zostato jeszcze w pelni wyjasnionych. Przyszte prace
badawcze moga wplyna¢ na rozwdj nowych metod
zapobiegania i leczenia chorob wywolywanych przez
bakterie.
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1. Wstep. 2. OMPs jako sktadowe blony zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych. 3. Srodowisko a ekspresja biatek OMPs. 4. OMPs
jako czynniki wirulencji bakterii Gram-ujemnych. 5. Udzial bialek OMPs w procesie odpowiedzi immunologicznej. 6. OMPs a
wrazliwo$¢ bakterii Gram-ujemnych na bakteriobojcze dziatanie surowicy. 7. OMPs a opornos$¢ bakterii na antybiotyki. 8. OMPs
jako sktadniki szczepionek. 9. Podsumowanie

Role of outer membrane proteins of Gram-negative bacteria in interaction with human organism

Abstract: Gram-negative bacteria are covered by the outer membrane which contains phospholipids, outer membrane proteins
(OMPs) and lipopolysaccharides. Various transport proteins: specific channels, non-specific or general porins and high-affinity
energy-dependent transport systems are present in the outer membrane. The structure, location and a large number of OMPs on
bacterial surface affect their multiple functions. Some OMPs are members of multifunctional OMPs that are involved in resistance to
killing by human serum complement. The OMPs expression is modulated by the influence of antibiotics. The response to the
presence of antibiotics and efflux pumps play a prominent role in the multidrug resistance of many Gram-negative bacteria. OMPs
have been shown to act as adjuvants in the immune response as well as seem to be implicated in the adhesion of bacterial cells to
animal tissues. OMPs may play a significant role as virulence factors in pathogenesis of i.e. Neisseria meningitidis, Salmonella
Typhimurium, Vibrio cholerae, Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzeae and Escherichia coli. This review focuses on OMPs
because of their potential role in diagnostic assays, in antibiotic resistance, and as immunogens for prophylactic vaccination.

1. Introduction. 2. OMPs as components of outer membrane of Gram-negative strains. 3. The environment vs. the expression of
OMPs. 4. OMPs as virulence factors of Gram-negative strains. 5. Participation of OMPs in immune response. 6. OMPs and the
sensitivity of Gram-negative strains to bactericidal action of serum. 7. OMPs and the resistance of bacteria to antibiotics. 8. OMPs as

components of vaccines. 9. Summary

Stowa kluczowe: adhezja, dopetniacz, biatka blony zewngtrznej, poryny, szczepionki
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1. Wstep

Ostony komorkowe bakterii Gram-ujemnych skta-
daja sig z trzech gldwnych warstw: blony zewngtrznej
(outer membrane, OM), przestrzeni peryplazmatycz-
nej (periplasmic space, PS), w ktorej zlokalizowany
jest peptydoglikan (peptidoglycan, PG) oraz btony cy-
toplazmatycznej (inner membrane, IM) [45].

IM majaca budowg dwuwarstwowa zbudowana jest
z fosfolipidow i biatek. Fosfolipidy tworza warstwe
ptynno-krystaliczna, w ktora wbudowane sa biatka
strukturalne i enzymatyczne. Biatka btony cytoplaz-
matycznej sa niezwykle zréznicowane pod wzgledem
funkcjonalnym. Uczestnicza w syntezie komponen-
tow oston komdrkowych, sekrecji egzoenzymow i tok-
syn, generowaniu energii oksydatywnej i fosforylacji,
tlenowym tancuchu oddechowym i transporcie pro-
tonow [45, 52].

PS znajduje si¢ pomigdzy btona cytoplazmatyczna,
a blong zewnetrzna. W przestrzeni peryplazmatycznej

zlokalizowany jest PG oraz zwiazane z nim biatka
PAL (peptidoglycan-associated lipoprotein), oraz oli-
gosacharydy membranowe MDO (membrane derived
oligosaccharides). Peptydoglikan jest heteropolimerem
kwasu N-acetylomuraminowego i N-acetyloglukoza-
miny potaczonych wiazaniem [3(1,4) glikozydowym.
Do reszt mleczanowych przy C3 kwasu N-acetylo-
muraminowego przylaczone sa tancuchy peptydowe.
W sktad pentapeptydu bakterii Gram-ujemnych wcho-
dza: L-alanina, kwas D-glutaminowy, kwas diamino-
pimelinowy, oraz 2 czasteczki D-alaniny [39]. U bak-
terii Gram-ujemnych warstwa mureiny utworzona jest
zasadniczo z jednej warstwy peptydolikanu z niewiel-
kimi obszarami dwu- lub tréjwarstwowymi, co daje
obraz tzw. ,,mureiny tatkowej” [34, 39, 45]. PG bedac
struktura nadajaca komorce bakterii zarowno ksztatt
jak 1 elastyczno$¢ zapobiega dezintegracji komorki
bakterii w odpowiedzi na zmiany wewnatrzkomorko-
wego cis$nienia osmotycznego. PG chroni takze komor-
ke przed dziataniem czynnikéw chemicznych obecnych
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w $rodowisku oraz wptywa na utrzymanie prawidlowe-
go turgoru w komorce bakteryjnej. PG kotwiczy i sta-
bilizuje rzeski [19].

Glownymi sktadnikami OM sa biatka, fosfolipidy
oraz lipopolisacharyd (LPS). OM posiada typowa
dwuwarstwowa strukture¢ fosfolipidowa. Fosfolipidy
tworza gtéwnie wewngtrzna warstwe blony a warstwe
zewngtrzng tworzy LPS oraz biatka blony zewngtrz-
nej OMPs (outer membrane proteins) Selektywna
przepuszczalno$¢ OM jest spowodowana jej witasci-
wosciami fizyko-chemicznymi [8, 52].

Strukturalnie i funkcjonalnie OMPs stanowig r6z-
norodna grupe biatek bakterii Gram-ujemnych. Presja
selekcyjna dotyczaca tych biatek komorki bakterii nie
przejawia si¢ w eliminowaniu ekspresji niektorych
z nich czy ograniczaniu petnionych przez nie funkcji,
ale przeciwnie, dazy do zréznicowania ich sekwencji
aminokwasowych, szczegdlnie w regionach lancu-
chow polipeptydowych, wchodzacych w sktad epito-
pow. Ponadto obserwuje si¢ pojawianie si¢ nowych
modyfikacji w przebiegu szlakow biosyntezy OMPs.
Powyzsze obserwacje wskazuja na ogromne znacze-
nie bialek OMPs w biologii bakterii [43].

2. OMPs jako skladowe blony zewnetrznej
bakterii Gram-ujemnych

Niemal potowg masy btony zewngtrznej bakterii
Gram-ujemnych stanowia biatka integralne oraz migdzy-
btonowe lipoproteiny zakotwiczone w blonie. OMPs
bakterii Gram-ujemnych zlokalizowane czg$ciowo na
powierzchni komorki wchodza w interakcje pomigdzy
patogenem a gospodarzem, uczestnicza w procesie ad-
hezji, sa antygenami dla przeciwcial skierowanych
przeciwko komoérkom bakterii, petnia funkcje recep-
torow dla roznych czasteczek i bakteriofagéw lub
funkcjonuja jako poryny. OMPs umozliwiaja bakte-
riom adaptacj¢ do srodowiska i reagowanie na zmiany
w nim zachodzace, zwigkszajac w ten sposob szanse
na przetrwanie oraz wzrost ich chorobotworczosci [8].

OMPs bakterii Gram-ujemnych moga wigc petni¢
roznorodne funkcje biologiczne (Tabela I):

a) strukturalne (np. OmpA),
b) enzymatyczne:

 proteazy (np. OmpT),

o lipazy (np. OmplA),

« acetylotransferazy (np. PagP),
c¢) biatek wiazacych toksyny (np. OmpX),

d) transportujace:

« poryny dyfuzji ogélnej (np. OmpF, OmpC) — trans-

portujace substancje na drodze transportu biernego

« poryny specyficzne w stosunku do substratu (np.

LamB, ScrY, FadL, Tsx) — transportujace sub-
stancje na drodze transportu biernego
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« aktywne transportery tworzace systemy transpor-
towe wymagajace energii (np. FhuA, BtuB),
¢) adhezyn (np. NspA, OpcA),
f) kanatow przystosowanych do eksportu substancji

(TolC) [42].

Generalnie w OM bakterii Gram-ujemnych zloka-
lizowanych jest znacznie mniej bialek enzymatycz-
nych w poréwnaniu do IM. W OM mozna stwierdzi¢
aktywnos$¢ enzymatyczna fosfolipaz, lizofosfolipaz,
proteaz, peptydaz sygnatowych, czy fosfataz kwasu
lizofosfatydowego [52, 75].

Masa czasteczkowa poryn waha si¢ pomigdzy 28
a 48 kDa, a kanaly tworzone przez poryny w blonie ze-
wnetrznej u réznych bakterii maja Srednicg¢ od 0,6 nm
do 2,3 nm i w zwiazku z tym réznia si¢ wielkoScia
mogacych si¢ przemieszczaé przez nie zwiazkow.
Przepuszczalne sa dla molekut, ktorych masa czastecz-
kowa miesci si¢ w przedziale od kilkuset kDa do okoto
5 kDa. Rola biologiczna poryn przejawia si¢ w ich spe-
cyficznych wlasciwosciach. Poryny poprzez tworzenie
kanatéw wypetionych woda, umozliwiaja dyfundo-
wanie przez nie réoznego typu substancji z wyklucze-
niem substancji o charakterze hydrofobowym. Obec-
no$¢ grup aminowych lub karbonylowych w $swietle
kanatu wptywa na ich staba jonoselektywnosc [52, 66].

Integralne biatka OMPs zbudowane sa z amfipa-
tycznych, rownolegle do siebie utozonych [-wsteg,
ktore fatduja sie¢ w cylindryczne struktury wystepujace
jako monomery (np. OmpA, FhuA), dimery (OmplA)
lub trimery (OmpF, LamB). Wnetrza tych struktur
tworza kanat lub kanaty. Monomery budujace kanaty
tacza strong zewngtrzna blony ze strona wewngtrzna
poprzez strukture B-beczki lub przez serie tancuchow
w konformacji 3. Kontakt pomigdzy monomerami jest
stabilizowany dzigki wiazaniom hydrofobowym i po-
larnym. Na powierzchni zewnetrznej B-beczki znaj-
duja sig lipofilne czgéci tancuchow [64, 65].

Insercja OMPs do OM moze by¢ zwiazana z obec-
noscia w niej lipopolisacharydéw. Badania in vitro
wykazaty silny, stymulujacy wptyw obecnosci LPS
w btonie zewngtrznej na prawidlowe umiejscowienie
w niej OMPs. Wedrowka biatek OMPs do OM zaczyna
si¢ od przemieszczenia prekursoréw biatek poprzez
system Sec (system translokazy) umiejscowiony w bto-
nie cytoplazmatycznej. Translokaza Sec zbudowana jest
z cytoplazmatycznego biatka SecA posiadajacego wias-
ciwosci ATP-azy oraz kompleksu sze$ciu biatek trans-
btonowych [14]. Usuwanie sekwencji sygnalnych
z prekursorow biatek podczas translokacji przez blong
cytoplazmatyczna dostarcza dojrzatych polipeptydow,
ktore nastgpnie wchodza w interakcje z czynnikami
fatdujacymi, znajdujacymi si¢ w przestrzeni peryplaz-
matycznej. Sadzi sig, ze LPS zaangazowany jest w pra-
widlowe formowanie trimerycznych OMPs. Wiele bia-
tek peryplazmatycznych zostalo zidentyfikowanych
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Tabela I
Roéznorodnos¢ funkeji wybranych OMPs bakterii Gram-ujemnych
OMP Funkcja Wystgpowanie Pi$miennictwo
PagP transferaza kwasu palmitynowego E. coli [13, 16, 42, 43,
OmpT proteaza 45,46, 52, 64,
OmpF poryna 65, 70]
posredniczy w adherencji do makrofagow
receptor dla bakteriofagow
OmpC poryna
OmpF i OmpC formuja wypetnione woda kanaty,
co pozwala na dyfuzj¢ matych czasteczek
rozpuszczonych w wodzie do komorki
receptor dla bakteriofagow
LamB selektywna dyfuzja maltozy, maltodekstryn
oraz maltoheptoz
receptor dla bakteriofagow
Tsx dyfuzja nukleozydow
receptor dla bakteriofagow
PhoE poryna dla anionowych roztworéw
BtuB transport witaminy B ,
FecA receptor dla kompleksu ferri-cytrynianu
OmpA biatko strukturalne
receptor przy koniugacji bakterii
receptor dla fagéw
udziat w wirulencji bakterii poprzez neutralizacjg
mechanizméw obronnych gospodarza
OmpX wiazanie toksyn
Ompl A |fosfolipaza E. coli, K. pneumoniae
FadL transport kwasow thuszczowych
Wzi udziat w translokacji prekursoréw budujacych otoczke
udzial w procesie wigzania polimeréw otoczkowych
do powierzchni komorki
NmpC wzajemne proporcje ilosciowe tych bialek zaleza S. Typhimurium [2, 43, 46]
OmpG od warunkéw srodowiskowych: osmolarnosci podtoza,
stezenia cAMP w $rodowisku
OmpD | udzial w adhezji do komorek nabtonkowych
PagC Rck| warunkowanie przezywania komorek bakterii
w makrofagach
blokowanie powstawania kompleksu MAC
OprB transport glukozy P aeruginosa [16, 43, 64, 65]
OprD transport aminokwasow
OmpT warunkowanie opornosci na sole zétciowe V. cholerae [69]
OmpU utatwianie kolonizacji jelit
Ail udziat w adhezji do komorek epitelialnych Y. enterocolitica [11]
warunkowanie opornosci na surowicg
BrkA warunkowanie opornosci na surowice B. pertussis [7]
DsrA warunkowanie opornosci na surowicg H. ducreyi [17,90]
OmpK36 | aktywowanie $Sciezki klasycznej uktadu dopetniacza K. pneumoniae [3]

jako biatka opiekuncze (chaperons) np. biatko SecB,
Shp, DegP i biatka fatdujace (foldazy): SurA, FkpA,
PpiD, DsbA [87]. Badania prowadzone na mutantach
Neisseria meningitidis wykazaty jednak, iz pomimo
braku zdolno$ci do syntezy LPS mutanty prawidtowo
wytwarzaly 1 umiejscawialy w btonie zewngtrznej OMPs.

Mechanizm insercji OMPs do OM u N. meningitidis
dlugo pozostawat niejasny. Ostatnio zidentyfikowano
u N. meningitidis biatko przypuszczalnie istniejacej ka-
skady biatkowej, bioracej udzial w prawidlowym wsta-
wianiu OMPs do OM. Biatko to nazwano Ompg85 i wy-
kazano, ze jest ewolucyjnie konserwatywne i obecne
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we wszystkich zsekwencjonowanych genomach bak-
terii Gram-ujemnych. U mutantdéw pozbawionych
Omp85 stwierdzono akumulacje amorficznych struk-
tur OMPs w przestrzeni peryplazmatycznej, ktore nie
zostaty umiejscowione w OM. Omp85 posiada domeny
POTRA (polypeptide-transport-associated) zaangazo-
wane w wigzanie niesfaldowanych OMPs, co czyni je
bardziej podatnymi na inne czynniki faldujace znaj-
dujace si¢ w peryplazmie. Tak zwiazane OMP moze
nastgpnie przemiesci¢ si¢ do kanalu uformowanego
wewnatrz kompleksu OmpS85.

Homologiem Omp85 wystepujacym w mitochon-
driach jest biatko okres§lane jako Tob55 lub Sam50.
Bialka te pelnia podobne funkcje w montowaniu in-
nych bialek w blon¢ otaczajaca komorke. Zardwno
u bakterii jak i w mitochondriach Omp85 wystepuja
w btonie w formie kompleksow. W chloroplastach
homologiem bakteryjnego Omp85 jest biatko Toc75.
Wystepowanie homologicznych biatek pod wzgledem
petionych przez nie funkcji o charakterystycznej
budowie zarowno u bakterii jak i w organellach ko-
morek eukariotycznych wskazuje na prawdziwo$¢ za-
lozen teorii endosymbiozy [12].

3. Srodowisko a ekspresja bialek OMPs

Synteza niektorych OMPs bakterii Gram-ujemnych
moze ulec indukcji do wysokiego poziomu pod wpty-
wem zmian Srodowiska, w ktérym zyja bakterie. Przy-
ktadem jest obecno$¢ maltozy lub maltodekstryn
w $rodowisku wplywajaca na podwyzszona ekspresje
biatka LamB E. coli, czy niedobor fosforanéw pod-
wyzszajacy ekspresj¢ biatka OprP u Pseudomonas
aeruginosa [52]. Zmiana w poziomie ekspresji pew-
nych OMPs moze pojawia¢ si¢ jako odpowiedz ko-
morki na obecno$¢ w srodowisku antybiotykow, metali
cigzkich, detergentow czy soli [43]. Rowniez drobne
zmiany strukturalne w obrgbie LPS-u moga zaburzaé
ekspresje biatek blony zewngtrznej m.in. OmpF czy
OmpA wskazujac w ten sposob na kluczowa rolg lipo-
polisacharydu w procesie insercji poryn do OM [2].

Poziom ekspresji genéw kodujacych osmoporyny
OmpC i OmpF u E. coli jest modulowany poprzez
regulon ompB zawierajacy geny envZ i ompR. Eks-
presja osmoporyn jest dodatnio regulowana wysokim
stezeniem pH, wysoka sila jonowa oraz podwyzszo-
na temperatura, a natomiast ekspresja OmpF E. coli
i OmpK35 Klebsiella pneumoniae jest tymi samymi
czynnikami regulowana ujemnie [2, 43].

Wzajemne proporcje ilosciowe OmpF i OmpC
réwniez zaleza od warunkéw $rodowiskowych. Wzrost
osmolarnos$ci podtoza przyczynia si¢ do wzrostu po-
ziomu syntezy OmpC oraz zahamowania syntezy
OmpF. Gdy komorki rosng w srodowisku o wysokim
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stezeniu CAMP syntetyzowane jest biatko OmpF, za$
biatko OmpC syntetyzowane jest, gdy komorki bakterii
rosng w $rodowisku ubogim w cAMP. Synteza OmpF
ulega takze zahamowaniu w podwyzszonej tempera-
turze. Synteza bialek OmpF i OmpC jest zalezna od
obecnosci biatek EnvZ i OmpR. Biatko OmpR akty-
wuje ekspresje genow ompC 1 ompF poprzez wiazanie
si¢ do ich promotorow. Biatko EnvZ wykazuje wias-
ciwosci kinazy histydynowej, ktéra reagujac na zmiany
srodowiska dokonuje fosforylacji biatka OmpR, w ten
sposob przeksztatcajac je z formy nieaktywnej w forme
aktywna (OmpR-P). Aktywnos$¢ biatka EnvZ decyduje
o ilo$ci OmpR-P w komorce. Rézny poziom ekspresji
genow ompF 1 ompC jest bezposrednia konsekwencja
wewnatrzkomorkowego stezenia ufosforylowanej for-
my OmpR (OmpR-P). W warunkach o niskim stgze-
niu soli w podtozu, poziom OmpR-P w komorce utrzy-
mujac si¢ na stosunkowo niewielkim poziomie,
skutkuje pojawieniem sie fenotypu OmpF™ i OmpC-.
Wysoka osmolarnos¢ podtoza wptywa na wysokie stg-
zenie OmpR-P, a co za tym idzie zmiang fenotypu na
OmpF~ i OmpC™ [46]. Niektore mutanty E. coli po-
zbawione poryn OmpC i OmpF syntetyzuja w ich
miejsce poryny NmpC i OmpG [53].

Cullen 1 wsp. [18] dokonali analizy OMPs
ekspresjonowanych w roéznych warunkach hodowli
Leptospira interrogans sv. Lai. Hodowlg bakterii
prowadzono w obecnosci surowicy bydlgcej oraz
w podlozu pozbawionym zelaza w temperaturze 20°C,
30°C oraz 37°C. W komorkach bakterii hodowanych
w temperaturze 20°C stwierdzono w btonie zewngtrz-
nej obecno$¢ biatek LipL36 i pL50. Wzrost tem-
peratury powyzej 30°C i brak zelaza w podlozu nie
sprzyjaly powstawaniu biatek LipL36 i pL50. Ekspre-
sja innego biatka btony zewngtrznej pL24 ulegala
ostabieniu podczas inkubacji bakterii w 20°C oraz
w 37°C, a takze w obecnosci surowicy bydlecej. Tem-
peratura 30°C byla temperatura optymalna dla syn-
tezy biatka pL24.

Silna ekspresja biatek YadA i Ail Yersinia entero-
colitica obserwowana byla w 37°C. Tylko bakterie
hodowane w tej temperaturze byly oporne na bakte-
riobdjcze dziatanie uktadu dopekiacza aktywowane-
go droga alternatywna i klasyczna. Bakterie rosnace
w temperaturze pokojowej aktywowaty dopetniacz
zardwno na drodze alternatywne;j jak i klasycznej i gi-
nely juz po p6t godzinie inkubacji w surowicy [9].

Nadprodukcja OMPs (obserwowana podczas kon-
taktu komorek bakterii z antybiotykami) uczestnicza-
cych w aktywnym wyrzucie antybiotykow z komorki
bakterii moze spowodowac¢ nabycie opornosci ko-
morki bakterii na zastosowane leki. Przykltadem tego
zjawiska jest pojawienie si¢ mutacji w genie mexR
kodujacym represor operonu mexAB-oprM, co skut-
kuje nadprodukcja biatka OprM o masie czast. 50 kDa
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i zwigkszona wie-loopornoscia komoérek P. aeruginosa
na antybiotyki [47].

Wrazliwo$¢ mechanizmow regulujacych ekspresje
OMPs w odpowiedzi na zmiany temperatury otocze-
nia moze by¢ przystosowaniem patogena do unikania
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Prawdo-
podobnie, jesli OMPs wytwarzane bylyby konstytu-
tywnie przez komorki, stanowiloby to potencjalne
zagrozenie wywotania wczesnej reakcji zapalnej, co
uniemozliwitoby rozwoj infekcji. W zwiazku z tym,
ze wigkszo$¢ bialek zanika po ekspozycji na tempe-
raturg bliska 30°C, wydaje sig, Ze stanowia one przy-
stosowanie komorki patogena do zycia w srodowisku
zewnetrznym [18].

4. OMPs jako czynniki wirulencji
bakterii Gram-ujemnych

Patogen musi mie¢ zdolno$¢ do przenoszenia sig
pomigdzy gospodarzami, a takze zmuszony jest wy-
ksztatci¢ cechy umozliwiajace mu kolonizacje orga-
nizmu gospodarza, namnazanie si¢ w nim i jednoczes-
nie unikanie aktywnosci uktadu immunologicznego.
Cechy komorek bakterii, ktore umozliwiaja im po-
wyzsze czynnos$ci okre§lane sa mianem czynnikow
wirulencji. Do czynnikéw wirulencji bakterii Gram-
ujemnych mozna zaliczy¢ m.in. wytwarzanie toksyn
cytolitycznych, enzymow takich jak katalaza, dysmu-
taza ponadtlenkowa, proteaza, obecnos¢ w blonie ze-
wnetrznej lipopolisacharydow, otoczek a takze pew-
nych bialek OMPs.

Wazna cecha wielu chorobotworczych bakterii
Gram-ujemnych jest ich adhezja do komodrek gospo-
darza, co w konsekwencji prowadzi do kolonizacji
tkanki, namnazania si¢ bakterii, rozprzestrzenienia si¢
ich i do rozwoju stanu zapalnego. W proces adhezji
zaangazowane sg takie struktury komorki bakterii jak
otoczki, fimbrie, lipopolisacharydy, substancje §luzo-
we wydzielane do Srodowiska a takze pewne OMPs.
Przyktadem biatek blony zewngtrznej zaangazowa-
nych w adhezj¢ do komoérek nabtonkowych jelit sa
biatka Tia oraz Tib E. coli [50]. Bialko btony ze-
wngtrznej OprF P. aeruginosa odgrywa kluczowa role
w adhezji tych bakterii do komodrek nablonka ptucnego
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[5]. Helicobacter pylori posiada w btonie zewngtrzne;j
biatko BabA2 wykazujace rowniez wlasciwosci adhe-
zyjne. Biatko to ma zdolno$¢ wiazania sig z receptora-
mi gospodarza ekspresjonowanymi na komorkach bto-
ny s$luzowej zotadka lub dwunastnicy [30]. Poryny
OmpD Salmonella Typhimurium 1 OmpC Shigella
flexneri sa zaangazowane w adhezj¢ do komoérek na-
btonkdéw jelit, a takze sa niezbgdne w procesie inwazji
tych bakterii do komorek organizmu gospodarza.
Zdolnos¢ S. Enteritidis do wywotania infekcji zalezy
takze od zdolnosci komorek tych bakterii do trwalego
przywierania do $sluzowki jelita, kolonizacji tej §lu-
zo6wki 1 wtargnigcia do komorek epitelialnych jelit
gospodarza. Biatkami btony zewngtrznej potencjalnie
zaangazowanymi w proces adhezji S. Enteritidis do
komorek epitelialnych jelit sa OMPs o masach cza-
steczkowych 82,3 kDa i1 75,6 kDa [2]. S. Typhimurium
produkuje takze biatka PagC i Rck, ktorym przypisuje
si¢ istotng role w wirulencji tej bakterii. Bialka te
odgrywaja wazna role¢ w adhezji, inwazji do komorek
gospodarza, warunkuja przetrwanie bakterii wewnatrz
makrofagow oraz blokuja powstawanie kompleksu
atakujacego btong (MAC, membrane attack complex)
uktadu dopelniacza [43]. Pertaktyna — biatko btony ze-
wnetrznej Bordetella pertussis o masie czast. 69 kDa
wykazuje silne powinowactwo do nabtonka drég od-
dechowych cztowieka. Proces chorobowy wywotywa-
ny przez tg bakteri¢ rozpoczyna si¢ réwniez od adhe-
zji komorek B. pertussis do nabtonka migawkowego
drég oddechowych [25].

Roéwniez u Haemophilus influenzae OMPs moga
peié¢ role adhezyn w procesie kolonizacji komoérek
zywiciela. Jako adhezyny funkcjonuja OMPs takie
jak Opa i Opc [77]. Takze biatka OmpP2 i OmpP5
H. influenzae wykazuja silne wlasciwosci adhezyjne
umozliwiajace inicjacj¢ kolonizacji gornych drog od-
dechowych [92].

W kolonizacji nablonkéw, a tym samym w rozwoju
procesu chorobowego wywolywanego przez N. me-
ningitidis i N. gonorrhoeae kluczowa rol¢ odgrywa
lipooligosacharyd (LOS), fimbrie, peptydoglikan, a tak-
ze OMPs (Tabela II). Waznym czynnikiem przyczy-
niajacym si¢ do przetrwania komorek N. gonorrhoeae
w komorkach gospodarza jest poryna PorB. Poryna
ta bierze udzial w transportowaniu jonéw przez btong

Tabela 11

Biatka blony zewngtrznej Neisseria jako czynniki wirulencji [76]

Bialka blony zewngtrznej

Gatunek - -
zwigzane z adhezjq

funkcjonujace jako poryny | blokujace wiazanie przeciwciat

N. meningitidis 5 klas biatek

PorA, PorB 4 klasy biatek

N. gonorrhoeae Proteina II lub biatko Opa

Proteina IA i Proteina IB Proteina II1

inne gatunki z rodzaju Neissera | nieznane

nieznane nieobecne
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zewngetrzna, a takze odpowiada za przyleganie bakte-
rii do bton komodrek gospodarza [62, 76].

U przecinkowca Vibrio cholerae takze potwierdzo-
no zwiazek pomigdzy patogennoscia drobnoustroju
a posiadaniem okreslonych OMPs. Poryny OmpT
1 OmpU V. cholerae, ktorych ekspresja podlega regula-
cji przez transmembranowe biatko ToxR, odpowiedzial-
ne sa za opornos$¢ bakterii na sole zolciowe i anionowe
detergenty. Poryny te nie sg niezb¢dnymi biatkami
wplywajacymi na podwyzszenie ekspresji czynnikow
wirulencji bakterii umozliwiajacych kolonizacj¢ ko-
morek jelitowych. Szczep V. cholerae wytwarzajacy
OmpT zamiast OmpU wykazywal obnizona ekspresje
czynnikdéw wirulencji in vitro i podczas kolonizacji
jelit in vivo [69].

Zapalenie ozgbnej powodowane jest m.in. przez
bakterie Actibobacillus actinomycetemcomitans. W blo-
nie zewnetrznej tych bakterii znaleziono sze$¢ bia-
fek, ktérym przypisano rol¢ w wirulencji tej bak-
terii: Omp100, Omp64, Omp39, Omp29, Omp18 oraz
Ompl6 [44].

Bakterie z rodzaju Legionella powodujace zapale-
nie ptuc, optucnej a nawet uszkodzenie narzadow
miazszowych sa wewnatrzkomorkowymi pasozytami
mnozacymi si¢ w makrofagach i monocytach. Biatka
btony zewngtrznej tych bakterii ulatwiaja zwiazanie
sktadowej dopetniacza C3, co ulatwia proces fago-
cytozy. Biatko blony zewngtrznej Mip (macrophage
invasion potentiator) zwigksza powinowactwo makro-
fagow do komorek tych bakterii umozliwiajac pene-
tracje do wnetrza komorki fagocytujacej [76].

Najlepiej scharakteryzowana grupa biatek blony
zewnetrznej Chlamydia sp. sa biatka MOMP (major
outer membrane protein). Sg to biatka porynowe, cz¢s$-
ciowo kontaktujace si¢ ze srodowiskiem zewngtrznym,
ktore moga odgrywac role w przyleganiu Ch. tracho-
matis do komorek zywiciela [79].

5. Udzial bialek OMPs w procesie
odpowiedzi immunologicznej

Prawidtowo funkcjonujacy uktad immunologiczny
jest podstawowym warunkiem przezycia makroorga-
nizmu w sytuacji inwazji mikroorganizméw. Jednym
z gléwnych mechanizméw odpowiedzi immunolo-
gicznej jest produkcja przeciwcial majacych zdolnos¢
swoistego wiazania si¢ z antygenem. Utworzenie kom-
pleksu antygenu z przeciwciatem umozliwia zniszcze-
nie tego antygenu przez systemy obronne organizmu
takie jak uktad dopetniacza czy fagocytoza z udziatem
makrofagow [48].

Niektore bakterie Gram-ujemne maja zdolnos¢
przylegania do komoérek fagocytujacych wykorzystujac
w tym celu biatka porynowe. Przyktadem jest biatko
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OmpC S. Typhimurium, ktére posredniczy w przyle-
ganiu tej bakterii do makrofagéw. Uwaza sig, ze bialko
to ma swoj wklad w poczatkowe rozpoznanie bakterii
przez makrofagi. Negm i Pistole [63] wykazali,
iz makrofagi mysie zlokalizowane w otrzewnej wiaza
si¢ z komorkami S. Typhimurium przy braku przeciw-
ciat dzieki obecnosci w btonie zewngtrznej tych bak-
terii bialka o masie czast. 44 kDa. Funkcja immunolo-
giczna poryn S. Typhimurium jest takze ich zdolno$¢
do indukowania uwalniania podczas infekcji z ludz-
kich monocytéw: czynnika nekrotycznego nowotwo-
ru (TNF-a), interleukiny 1o (IL-1e) i interleukiny 6
(IL-6), a takze interferonu gamma (IFN-v) i interleu-
kiny 4 ( IL-4) z ludzkich limfocytow [28].

Ompl8 H. pylori aktywuje dojrzewanie i prolifera-
cj¢ komorek dendrytycznych, a nastgpnie wydzielanie
przez nie znacznych ilosci IL-12 i IFN-y [73].

Poryna PorB wystgpujaca w blonie zewngtrznej
bakterii z rodzaju Neisseria takze odgrywa znaczaca
role w procesie odpowiedzi immunologicznej poprzez
aktywacje¢ limfocytow B oraz komorek uktadu APC
(antigen presenting cell) [29, 54].

Makrofagi ludzkie i mysie moga ulega¢ aktywacji
w wyniku ich potaczenia z OmpA K. pneumoniae. Ob-
serwacja ta daje podstawe do wysunigcia hipotezy, iz
w zwiazku z tym, ze OmpA wystepuje czgsto w blo-
nie zewngtrznej Enterobacteriaceae 1 jest biatkiem
konserwatywnym, uktad immunologiczny krggowcow
nabyt zdolno$¢ do rozpoznawania tego biatka na po-
wierzchni drobnoustrojow, co umozliwia aktywacje
uktadu immunologicznego poprzez tg klase¢ bakteryj-
nych protein [78].

6. OMPs a wrazliwos¢ bakterii Gram-ujemnych
na bakteriobo6jcze dzialanie surowicy

Jednym z elementéw obrony organizmu wyzszego
przed infekcjami powodowanymi przez bakterie Gram-
ujemne jest bakteriobdjcza aktywnos$¢ surowicy.
W mechanizmie bakteriobdjczego dziatania surowicy
kluczowa rol¢ odgrywa uktad biatek dopelniacza
(komplement). Aktywacja uktadu dopeiniacza moze
zachodzi¢ na drodze klasycznej, alternatywnej i lekty-
nowej [37, 74]. Roéznice w poziomie wrazliwosci,
a takze przyczyny opornosci bakterii Gram-ujemnych
na bakteriobojcze dziatanie surowicy nie sa dotychczas
w pelni poznane, jednak badania wskazuja, ze zjawiska
te zwiazane sa z ochronna rola komérkowych struktur
powierzchniowych bakterii tj. lipopolisacharydow, oto-
czek a takze biatek powierzchniowych [15, 27, 80].

Ochronne dziatanie biatek powierzchniowych wo-
bec litycznego dziatania komplementu wykazano
m.in. w przypadku szczepdw Campylobacter fetus
[10], Escherichia coli [80], Neisseria gonorrhoeae
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[71, 72], Aeromonas salmonicida [59] i Haemophilus
ducreyi [22, 88].

Aktywacja uktadu dopelniacza droga lektynowa
nastgpuje w sposob niezalezny od przeciwcial, co
wskazuje na jej znaczaca rolg we wczesnych stadiach
infekcji powodowanych przez mikroorganizmy. W re-
akcji bakteriobdjczej surowicy, w ktdrej uruchomiona
zostaje droga lektynowa wazna rolg odgrywaja takie
struktury komorki bakterii jak LPS, LOS, otoczki,
a takze jak wskazuja ostatnie wyniki badan réwniez
OMPs. Kluczowa role w aktywacji dopetniacza droga
lektynowa odgrywa biatko MBL (mannan binding lec-
tin). MBL rozpoznaje i wiaze si¢ z grupami koncowy-
mi mannozy w¢glowodanow obecnych w strukturach
powierzchniowych wielu drobnoustrojow. Wiazanie
to rozpoczyna proces aktywacji biatek dopelniacza
na drodze lektynowej. Jednak jak wykazuja badania
Estabrook i wsp. [24] MBL moze takze wiazaé
si¢ do biatka Opa N. gonorrhoeae i poryny PorB
N. meningitidis, co doprowadza do aktywacji komple-
mentu wilasnie na drodze lektynowej. Dodatkowo
MBL hamuje przylaczenie czynnika H do biatka PorB,
co wplywa na to, iz zahamowaniu nie ulega aktywacja
komplementu na drodze alternatywnej [56, 74, 81, 90].

Hamowanie aktywacji drogi alternatywnej dopeltnia-
cza ma miejsce w przypadku N. meningitidis grupy B,
u ktorych sktadnikiem otoczki jest kwas sjalowy, oraz
N. gonorrhoeae, u ktorych kwas sjalowy wystepuje
jako sktadnik LOS [36, 72, 84]. Inhibicja drogi alter-
natywnej zachodzi poprzez zwigkszanie aktywnosci
czynnika H, ktéry hamuje powstawanie konwertazy
C3bBbP. Deponowanie kompleksu HC3b na po-
wierzchni bakterii w miejsce konwertazy C3BbP i in-
aktywacja C3b przez C3INA powoduje zablokowanie
amplifikacji drogi alternatywnej. Pewne szczepy
N. gonorrhoeae, nie posiadajace kwasu sjalowego
w strukturach LOS wykorzystuja biatka btony ze-
wnetrznej (PorlA i PorlB) w celu zwiazania biatka
regulatorowego C4bp, co prowadzi do zahamowania
aktywacji uktadu dopelniacza na drodze klasycznej
[71]. W tescie bakteriobojczoSci surowicy szczepy
PorA™ (posiadajace w blonie zewnetrznej biatka Por)
byty o wiele bardziej oporne na cytolityczne dziatanie
surowicy w poréwnaniu do szczepoéw PorA~ (nie po-
siadajacych w btonie zewngtrznej biatek Por). Zdol-
nos¢ wiazania C4bp przez biatka blony zewngtrznej
Neisseria grupy B jest sposobem na unikanie odpo-
wiedzi immunologicznej gospodarza [38]. Biatko
Porl A wiaze si¢ do czynnika H poprzez petlg 5, przez
co przyspiesza konwersj¢ bialtka C3b w nieaktywna
forme iC3b. Podobny mechanizm opornosci na suro-
wicg zaobserwowano u Borrelia burgdorferi, u ktorej
biatko powierzchniowe OspE rowniez silnie wiaze
si¢ do czynnika H wykazujac dziatanie hamujace akty-
wacj¢ uktadu dopetiacza [47].
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Z biatkiem regulatorowym C4bp uktadu dopeinia-
cza moze rowniez wiazac si¢ biatkko OmpA E. coli, co
wplywa na podwyzszenie poziomu opornosci tej bak-
terii na lityczne dziatanie komplementu [69]. OmpA
o masie czast. 35 kDa stabilizuje strukturg blony ze-
wnetrznej, chroni komorki bakterii przed wplywem
SDS, kwasami zétciowymi jest takze receptorem dla
fagow [45]. Wykazano takze udziat OmpA w adhezji
E. coli do komorek linii HeLa oraz w inwazji do $rod-
btonka naczyn wlosowatych mozgu [82]. Weiser
i Gottschlich [86] badajac wptyw cytolitycznego
dziatania surowicy na komorki E. coli K1 wykazali, ze
obecno$¢ OmpA przyczynia si¢ do zwigkszonej opor-
nosci szczepow E. coli K1 na bakteriobdjcze dziatanie
surowicy. Mutanty pozbawione tego biatka stawaty si¢
bardzo wrazliwe na dziatanie komplementu w porow-
naniu do komérek E. coli K1 wytwarzajacych OmpA.
Prawdopodobnie wlasnie niszczenie biatek OmpA przez
komorki ssacze jest gldowna linig obrony organizmu zaa-
takowanego przez bakterie chorobotworcze [85]. Mecha-
nizm tego zjawiska nie zostat jeszcze jednak w petni
wyjasniony. Taylor i Parton [80] wykazali do-
datkowo, ze mutanty E. coli oporne na dziatanie suro-
wicy wytwarzaly wigcej biatka o masie czast. 46 kDa.

Przezycie Yersinia enterocolitica w glgbszych war-
stwach tkanek i opornos¢ tej bakterii na bakterioboj-
cze dziatanie surowicy zalezy od czynnikow wirulencji
kodowanych przez geny znajdujace si¢ na chromoso-
mie, ktorych produktem jest biatko Ail, O-antygen
i rdzen zewngtrzny LPS oraz na plazmidzie pY'V, ko-
dujacycm m.in. biatka YadA i Yop. Bialko Ail posred-
niczy w adhezji bakterii do komorek epitelialnych oraz
determinuje oporno$¢ bakterii na bakteriobdjcze dzia-
anie surowicy. Biatko Ail funkcjonalnie homologicz-
ne jest do bialka Rck S. Typhimurium, ktére réwniez
decyduje o opornosci komorek wobec cytolitycznego
dziatania dopelniacza [11]. Ekspresja biatek YadA
1 Ail zachodzi wylacznie w temperaturze 37°C. Z po-
wodu temperaturo-zaleznej regulacji ekspresji genow,
tylko bakterie rosnace w 37°C sa oporne na cytolitycz-
ne dziatanie dopelniacza aktywowanego w sposob nie-
zalezny droga klasyczna lub alternatywna, albo w obu
szlakach aktywacji jednoczes$nie. C3b, kluczowe bial-
ko uczestniczace w aktywacji dopelniacza, wiaze si¢
o wiele silniej do bakterii pYV ™~ lub YadA™ niz do pY V"
lub YadA™ w 37°C. Ponadto szczepy pY V™, ktore sa
oporne na lityczne dziatanie surowicy pomimo opso-
nizacji, wykazuja o wiele stabsze wlasciwosci wigza-
nia MAC do powierzchni komorki niz szczepy pY V™
i YadA~. Te wyniki wskazuja, ze bialko YadA moze
hamowa¢ aktywacje¢ komplementu na poziomie C3b
(prawdopodobnie wiaze czynnik H) i C9. Komorki
E. coli niosace sklonowany gen ail zwigkszaty swoja
opornos$¢ na surowice okoto 100-krotnie. Biatko Ail
prawdopodobnie interferuje z powstawaniem MAC [9].
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Biatkiem powierzchniowym, ktérego ochronne
dziatanie wobec komplementu polega na blokowaniu
prawidlowego wbudowywania si¢ kompleksu MAC
do miejsc docelowych w btonie bakterii jest biatko
TraT o masie czast. 25 kDa syntezowane przez komor-
ki E. coli, Salmonella i Yersinia [80].

B. pertussis produkuje biatko BrkA (Bordetella re-
sistance to killing) o masie czast. 73 kDa, ktdre blokuje
aktywacje klasycznej drogi uktadu dopetniacza i obni-
za gromadzenie si¢ na powierzchni komoérki bakteryj-
nej biatka C4. Obecno$¢ biatka BrkA hamuje przyta-
czanie sktadowych uktadu dopetniacza C4, C3 i C9 oraz
produkcje rozpuszczalnej formy MAC, przy czym nie
obserwuje si¢ tego efektu w przypadku biatka C1 [7].

Cole i White [17, 88] wykazali, iz biatko DsrA
btony zewnetrznej H. ducreyi jest takze istotne w ge-
nerowaniu opornosci bakterii na bakteriobojcze dziata-
nie surowicy ludzkiej. Znane sa inne homologii biatka
DsrA np. YadA obecne u patogennych gatunkow Yersi-
nia, UspA wystepujace u Moraxella catarrhalis, oraz
Eib zidentyfikowane u E. coli. Biatka YadA i UspA
funkcjonuja réwniez jako adhezyjny uczestniczace
w wigzaniu komorek bakterii do komorek eukariotycz-
nych. YadA posredniczy w wiazaniu Y. pseudotuber-
culosis 1 Y. enterocolitica do komorek jelitowych oraz
do bton rabka szczoteczkowego. UspAl i UspA2H sa
odpowiedzialne za przyleganie M. catarrhalis do linii
komorkowych komorek epitelialnych [17].

Biatka btony zewngtrznej bakterii Gram-ujemnych
odpowiedzialne sg nie tylko za ochrong komorek bak-
terii przed cytolitycznym dziataniem surowicy, ale
takze niektore z nich maja zdolnos¢ aktywacji uktadu
dopehiacza. Przyktadem sa poryny S. Typhimurium,
S. minnesota, K. pneumoniae 1 A. hydrophila aktywu-
jace uklad dopelniacza na drodze klasycznej badz
alternatywnej [2, 58]. Aktywacja uktadu dopelniacza
za posrednictwem tych poryn polega na rozpoznaniu
i zdeponowaniu na eksponowanych w srodowisku go-
spodarza biatkach OMPs bialek opsonizacyjnych C3b
lub iC3b. Nastgpnie aktywacja i przytaczenie kolej-
nych sktadowych dopehniacza skutkuje tworzeniem
MAC, deponowaniem go na powierzchni komorki i liza
wrazliwych na komplement komorek bakteryjnych.
Alberti i wsp. [3] wykazali, iz poryna OmpK36
K. pneumoniae wiaze podjednostke C1q uktadu dopet-
niacza, co doprowadza do aktywacji uktadu dopet-
niacza na drodze klasycznej. Z kolei wyniki prac
Merino iwsp. [58] wskazuja, ze powierzchnia ko-
morki bakteryjnej 4. hydrophila bardziej efektywnie
wiaze sktadowa Clq, kiedy w btonie zewngtrznej wy-
stepuje poryna I (39 kDa). W wyniku potaczenia Clq
z poryna II aktywowana jest klasyczna droga akty-
wacji komplementu. Szorstki mutant A. hydrophila
(AH-53) pozbawiony antygenu O34 oraz poryny II byt
niezdolny do aktywacji komplementu.

GABRIELA BUGLA-PLOSKONSKA, BOZENA FUTOMA-KOLOCH, WEODZIMIERZ DOROSZKIEWICZ

Pojawiaja sig¢ jednak opinie, iz nie jest wykluczo-
ne, ze dopiero jednoczesna synteza konkretnych bia-
tek blony zewngtrznej i lipopolisacharydu chemoty-
pu S zapewnia szczepom bakteryjnym peilna opor-
no$¢ na lityczne dzialanie surowicy. Wspodtdziatanie
biatek powierzchniowych oraz LPS zostato wykazane
przez Munn i wsp. [59] w przypadku szczepow
A. salmonicida.

7. OMPs a opornos$¢ bakterii na antybiotyki

Wsrod bialek btony zewngtrznej w zjawisku opor-
no$ci bakterii na antybiotyki wazna role¢ odgrywaja
poryny, a takze biatka nie bedace porynami, a formuja-
ce w blonie zewngtrznej kanaly. W blonie zewngtrznej
bakterii Gram-ujemnych opornych na dziatanie anty-
biotykow B-laktamowych wykazano obecno$é rézno-
rodnych poryn charakteryzujacych si¢ zmniejszona
przepuszczalnoscia dla tych antybiotykow [20, 31, 81].
Mutanty E. coli oporne na dziatanie antybiotykow
B-laktamowych moga nie syntetyzowaé poryny OmpF
lub wykazywaé brak syntezy zaréwno poryny OmpF
i OmpC [51]. Utrata przez bakterie poryn o duzych
kanatach, to celowe dziatanie zwigkszajace oporno$¢ na
antybiotyki hydrofilowe, z uwagi na fakt, ze antybioty-
ki sa substancjami wigkszymi od typowych zwiazkow
chemicznych przechodzacych przez btong zewngtrzna
poprzez kanaty porynowe. Przyktadem szczepu bakte-
ryjnego pozbawionego biatek porynowych, jest szczep
Serratia marcescens oporny jednoczes$nie na antybio-
tyki aminoglikozydowe i antybiotyki B-laktamowe [32].
Wigkszos¢ szpitalnych epidemii wywotanych jest przez
bakterie produkujace B-laktamazy. Enzymy te inakty-
wuja wickszo$¢ antybiotykow [-laktamowych i powo-
duja powstanie opornosci rownoczesnie na inne anty-
biotyki (aminoglikozydy, chinolony). Zaobserwowano
zalezno$¢ pomigdzy utrata poryn OmpC i OmpF
a rownoczesnym pojawieniem si¢ opornosci na cefoky-
tyng, cefalosporyny trzeciej generacji, a takze na fluo-
rochinolony w przypadku szczepow E. coli i S. Typhi-
murium. Szczepy K. pneumoniae pozbawione zdolnosci
produkowania B-laktamaz, produkowaly w znaczacych
ilo§ciach poryny OmpK36 i OmpK35, podczas gdy
szczepy zdolne do produkcji B-laktamaz produkowaty
tylko nieznaczne ilosci OmpK36 i minimalne ilo$ci
OmpK35. Ananthan i Subha [4] wykazali, ze
opornos¢ szczepow E. coli 1 K. pneumoniae na cefo-
kytyng zwiazana jest ze zmniejszonym poziomem eks-
presji genow kodujacych poryng OmpK35. Oporne na
antybiotyki bakterie Burkholderia cepacia i H. in-
fluenzae takze wykazywaty zmniejszona produkcje
biatek porynowych [64, 65]. Odpowiedzia komorek
Proteus mirabilis na pojawienie si¢ w $rodowisku
antybiotyku [-laktamowego jest takze redukcja ilosci
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biatek btony zewngtrznej o masie 25 kDa, co ograni-
cza przenikanie antybiotyku przez ostony komorko-
we. Zmiana sktadu biatkowego btony zewngtrznej
jako odpowiedz na obecno$¢ antybiotykdéw B-laktamo-
wych w $rodowisku dotyczy réwniez utraty poryny
OmpD u P. aeruginosa [1, 2].

Wielolekooporno$¢ bakterii Gram-ujemnych zwia-
zana jest nie tylko z ilo§ciowymi zamianami dotycza-
cymi obecno$ci poryn w btonie zewngtrznej, ale glow-
nie z wystgpowaniem w ostonach zewngtrznych tzw.
efflux pumps — biatkowych struktur tréjsktadnikowych
petniacych funkcje pomp aktywnie usuwajacych wigk-
szo$¢ antybiotykow jak rowniez komorkowych meta-
bolitow wtornych z cytoplazmy i z przestrzeni pery-
plazmatycznej do $rodowiska zewngtrznego. Pompy sa
systemami wykorzystujacymi sil¢ protonomotoryczna
lub energie zawarta w ATP. Efflux pumps sktadaja si¢
z trzech sktadnikéw: poryny, umozliwiajacej wydosta-
nie si¢ ,,niepozadanej” substancji na zewnatrz komorki
(gated membrane protein), biatka tworzacego kanat
(linker protein) taczacy poryng oraz biatka btony
cytoplazmatycznej (exporter protein). Obecnos¢ tego
rodzaju pomp stwierdzono m.in. u Citrobacter freun-
dii, Enterobacter aerogenes, E. coli, N. gonorrhoeae,
N. meningitidis, P. vulgaris, S. Typhimurium, S. mar-
cescens oraz P. aeruginosa. U P. aeruginosa scharak-
teryzowano obecno$¢ czterech pomp: MexA-MexB-
OprM, MexC-MexD-OprJ, MexE-MexF-OprN oraz
MexX-MexY-OprM. Specyficznos$¢ tych pomp doty-
czy roznych antybiotykéw, a ich produkcja zostaje
podwyzszona podczas procesu infekcji [1].

Pompa zaangazowana w usuwanie z komorki E. coli
antybiotykow B-laktamowych, fluorochinolonéw czy
erytromycyny jest pompa RND (resistance-nodula-
tion-cell division). Pompa ta ma budowe¢ homotrime-
ru. W funkcjonalnym kompleksie biatkowym pompy
uczestniczy biatko TolC tworzace por w blonie. Biatko
to wspotdziatajac z biatkami btony cytoplazmatycznej
AcrA i ArcB uczestniczy w usuwaniu z komorki bak-
teryjnej nie tylko lekow, ale i detergentéw, barwnikow
i innych zwiazkow toksycznych [6].

Zjawisko nadprodukc;ji biatek funkcjonujacych jako
pompy przez bakterie podczas procesu infekcji utrud-
nia podjecie odpowiedniej antybiotykoterapii. Dlate-
go coraz bardziej uzasadnione wydaje si¢ stosowanie
antybiotykoéw o odpowiednich wtasciwosciach farma-
kodynamicznych lub stosowanie lekow, ktore sa kom-
binacja wielu antybiotykow.

8. OMPs jako skladniki szczepionek
Szczepionka jest preparat zawierajacy nietoksyczny

antygen lub antygeny drobnoustrojow, ktore wyniku
wprowadzenia do organizmu (poprzez wstrzyknigcie
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lub potknigcie) sztucznie indukuja swoista odpowiedz
immunologiczna skierowana przeciwko temu anty-
genowi, a nastgpnie warunkujaca powstanie trwalej
odpornosci [23, 89].

Obecnie wyroznia sig:

« szczepionki klasyczne:

— zawierajace zywe mikroorganizmy o zmodyfiko-
wanych wlasciwosciach,

— zawierajace martwe lub atenuowane chemicznie
lub termicznie mikroorganizmy,

« szczepionki nowej generacji:

— zawierajace kwas nukleinowy drobnoustroju,

— zawierajace atenuowane drobnoustroje, w ktorych
genom wprowadzono gen innego drobnoustroju
(szczepionki wektorowe),

— zawierajace oczyszczone antygeny powierzch-
niowe (szczepionki podjednostkowe).

Szczepionki podjednostkowe zawierajace bialka re-
kombinowane moga by¢ otrzymane w ro6znych typach
uktadéw ekspresyjnych: bakteryjnych, ssaczych lub
drozdzowych. Pewne OMPs uzyte jako skladniki
szczepionek podjednostkowych charakteryzuja sig
duza konserwatywnos$cia epitopéw, co daje szansg¢ na
precyzyjna odpowiedz organizmu gospodarza w kolej-
nym kontakcie z antygenem. Szczepionki podjednost-
kowe sa bezpieczne w stosowaniu, gdyz charakteryzuja
si¢ niska immunogennoscia, a zwigkszenie skutecznos-
ci ich dziatania polega m.in. na zastosowaniu wyse-
lekcjonowanych adiuwantéw. Adiuwantem moze byc¢
kompletny LPS lub lipid A, emulsje olejowe, a takze
fragmenty komplekséw biatek porynowych np. E. coli
[23, 89, 91].

Obecnie testuje si¢ mozliwo$¢ zastosowania jako
potencjalnego kandydata na sktadowa szczepionki,
przeciwko brucellozie biatko Omp25 szczepdéw Bru-
cella abortus, B. melitensis oraz B. ovis [21]. Z kolei
biatko OspA jest biatkiem blony zewnetrznej wyste-
pujacym u B. burgdorferi, ktore obecnie wydaje si¢
odpowiednim kandydatem do konstrukeji szczepionki
zapobiegajacej szerzeniu sig¢ boreliozy [18].

Zdolno$¢ bakterii do wywotania infekcji zalezy od
zdolnosci komorek bakterii do trwatego przywierania
do $luzowki, kolonizacji i wtargnigcia do komorek
epitelialnych gospodarza. Zablokowanie procesu ad-
hezji, jako pierwszego etapu infekcji moze by¢ naj-
bardziej skuteczng strategia w walce z infekcja. Jest to
mozliwe w sytuacji, kiedy wzajemne oddziatywanie
biatek powierzchniowych bakterii i komoérek sluzéwek
zostanie zablokowane lub zaburzone. Biatka btony
zewngtrznej S. Enteritidis o masach czastkowych
82,3 kDa i 75,6 kDa sa potencjalnie zaangazowane
w proces adhezji komorek bakterii do Iudzkich ko-
morek epitelialnych jelit. Szczepionki dla kurczat za-
wierajace te bialka mogtyby blokowa¢ lub redukowaé
kolonizacjg §luzoéwki jelit kurczat przez S. Enteritidis.
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Szczepienie drobiu biatkami OMPs o masach czastko-
wych 82,3 kDa i 75,6 kDa w mieszaninie z odpowied-
nimi adjuwantami mogtoby go ochroni¢ przed koloni-
zacja ich przewodow pokarmowych przez S. Enteritidis,
co stwarzaloby szans¢ na obnizenie zachorowan na
salmonellozg [26].

Skonstruowano juz doustna szczepionke bazujaca
na zywym, atenuowanym szczepie S. Typhimurium
ekspresjonujacym na swej powierzchni biatka OprF
i Oprl pochodzace od P. aeruginosa. Stosowanie tej
szczepionki miatoby zapobiega¢ chronicznym zakaze-
niom ptuc wywolanym przez szczepy P. aeruginosa.
Strategia tworzenia tego typu szczepionek oparta jest
na zdolno$ci bakterii Salmonella do penetracji nabton-
ka epitelialnego i utrzymywania si¢ wewnatrz komorek
prezentujacych antygen (APC) podczas ich migracji
do organdow limfatycznych w $luzéwce uktadu pokar-
mowego. Prezentowanie przez komorki APC antyge-
néw Salmonella limfocytom T i B, stymuluje wytwa-
rzanie swoistych przeciwcial zardbwno w obrgbie jelita
jak 1 w calym organizmie. Pomimo doustnego stoso-
wania szczepionki stwierdzono podwyzszony poziom
przeciwciat IgA 1 IgG w §luzowce uktadu oddechowe-
go. Doustne szczepionki na bazie rekombinowanych
szczepow Salmonella sprawdzity si¢ w zapobieganiu
zakazeniom wywotanym przez bakterie H. pylori, Clo-
stridium difficile 1 wirusy Papilloma. Wyniki przyto-
czonych badan dotycza tylko myszy, nastepnym kro-
kiem bedzie sprawdzenie tego efektu u ludzi [33].

W przypadku S. Typhi bedacej przyczyna duru brzu-
sznego szczegodlnie czgsto notowanego jako jednostka
chorobowa w krajach rozwijajacych sig, biatka poryno-
we testowane sg jako alternatywne antygeny w szcze-
pionkach podjednostkowych, w ktorych obecnie sto-
sowanym antygenem jest polisacharyd otoczkowy Vi.
Wydaje si¢ jednak, ze biatka porynowe podobnie jak
LPS czy ekstrakty komorkowe S. Typhi sa mniej immu-
nogenne od obecnie stosowanego polisacharydu Vi [55].

Shigellozy sa duzym problemem zdrowotnym wsrod
noworodkow oraz matych dzieci w krajach rozwijaja-
cych si¢ oraz sa gtdwnym czynnikiem etiologicznym
biegunek podréznych. WHO ustanowito wysokie prio-
rytety dla rozwoju badan nad tworzeniem szczepio-
nek, ktore maja zapobiegac tego rodzaju infekcjom.
Liczne dane wskazuja, ze najbardziej immunogennym,
bakteryjnym antygenem sa O-swoiste tancuchy LPS,
poniewaz zastosowanie przeciwciat skierowanych prze-
ciwko ré6znym antygenom O-swoistym chronito orga-
nizm ludzki przed infekcjami. Ostatnie badania dowo-
dza, iz istnieje wiele bialek btony zewngtrznej Shigella
o wlasciwosciach immunogennych, ktéore mozna
wyselekcjonowac jako sktadniki szczepionek. Sposrod
80 zanalizowanych biatek OMPs wyizolowanych ze
szczepow S. flexneri 2a, osiem reagowato z przeciw-
ciatami skierowanymi przeciwko calym komoérkom
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bakterii. Zidentyfikowano funkcje tych o$miu biatek
poréwnujac ich sekwencje aminokwasowe z dostgp-
nymi sekwencjami charakterystycznymi dla innych
bakterii w bazie danych SWISS-PROT. Ich funkcje sa
bardzo zréznicowane np. czg$¢ z nich stanowia lipo-
proteiny blony zewngtrznej, biatka biorace udziat w bio-
syntezie rzgsek, biatka wyrzutu z komorki lekow oraz
transmembranowe biatko wiazace penicyling [67].

Zidentyfikowano réwniez nowe bialka blony ze-
wnetrznej bakterii Leptospira Lai: pL18, pL21, pL22,
pL24, pL45, pL 47/49, pL50 i pL55. Leptospira to
rodzaj bakterii wywolujacych zoonoz¢ zwana lepto-
spiroza. Ludzka leptospiroza jest wynikiem kontaktu
Z moczem zZwierzat, zanieczyszczona moczem woda lub
wilgotna gleba. Znanych jest obecnie okoto 230 sero-
warow tych patogennych bakterii, ktérych rozmiesz-
czenie jest determinowane geograficznie. Zmienno$¢
serologiczna wsrdod tych patogenoéw jest zwiazana
z r6znicami w strukturze i sktadzie LPS [18]. Na pod-
stawie zmiennoS$ci antygenu O-swoistego LPS wyod-
rebniono rowniez az 61 serotypodw Edwardsiella tarda
(wywoluje infekcje jelitowe w krajach subtropikal-
nych), co niestety utrudnia stworzenie skutecznej szcze-
pionki, zapobiegajacej edwardsiellozie. Aktualnie, po-
szukuje si¢ wigc konserwatywnych antygendw (w tym
OMPs), wspolnych dla réznych serotypow E. tarda
[41]. W zwiazku z trudno$ciami uzyskania poliwalent-
nych szczepionek z uzyciem LPS, dobrym wyj$ciem
jest identyfikacja konserwatywnych antygenéw OMPs,
co moze w przysztosci postuzy¢ diagnostyce leptospi-
rozy jak rowniez edwardsiellozy. Biatko LipL41 L. Lai
chroni chomiki w 71% przed leptospiroza, kiedy po-
dawane jest ze zrekombinowanym biatkiem OmpL1.
Analiza OMPs L. Lai ekspresjonowanych u hodowa-
nych w réznych temperaturach bakterii, wykazala, iz
biatko LipL36 i pL50 sa obecne u bakterii hodowa-
nych w 20°C a zanikaja podczas inkubacji szczepu
w 30°C. Podobne obnizenie poziomu ekspresji tych
biatek stwierdzono u bakterii namnazanych w 37°C
w obecnosci surowicy pgpowinowej oraz bydlecej
1 w $§rodowisku pozbawionym zelaza w 30°C. Réwniez
podczas infekcji LipL36 byto w niewielkim stopniu
syntetyzowane. Wyniki te moga sugerowac, iz biatka
LipL36 nie sa wytwarzane podczas infekcji ssakow
1 moga by¢ istotne w przezywaniu bakterii na zewnatrz
organizmu. Biatko pL24 bylo stabiej syntetyzowane
w $rodowisku pozbawionym zelaza. Moze to wska-
zywaé na specyficzno$¢ tkankowa podczas infekc;ji,
w ktorej pL24 ekspresjonowane jest w organach, gdzie
jest wigcej dostepnego wolnego zelaza [18].

Obecnie istniejace szczepionki przeciwko H. influ-
enzae sa skuteczne tylko w stosunku do otoczkowych
szczepow posiadajacych polisacharydy typu b (Hib).
Szczepy H. influenzae posiadajace polisacharyd otocz-
kowy typu b wywotuja zapalenie opon mézgowych, za-
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palenie nagto$ni oraz posocznicg. Stosowanie szczepio-
nek w krajach zamoznych obnizylo w znacznym stop-
niu wystgpowanie infekcji powodowane przez te bakte-
rie u dzieci. Pomimo tych dziatan obserwuje si¢ jednak
wysoka prewalencje (szczego6lnie w Indiach) infekcji
wywolanych szczepami otoczkowymi o serotypach in-
nych niz typu b oraz szczepami bezotoczkowymi
(NTHi), ktore przyczyniaja si¢ do rozwoju chroniczne-
go zapalenia oskrzeli, zapalenia ptuc i zapalenia ucha
srodkowego. Zwrdcono, zatem uwage na inne, bardziej
konserwatywne antygeny strukturalne oston komorek
bakteryjnych — biatka blony zewngtrznej. Analiza
OMPs pozwolita na wyrdznienie kilkunastu podtypow
wsrod szczepow H. influenzae NTHi i Hib, ktorych wy-
stgpowanie ograniczone jest do konkretnych rejonow
epidemiologicznych. Blona zewnetrzna H. influenzae
zawiera okoto 36 roznych biatek OMP. Sa w ws$rdd nich
poryny, biatka wrazliwe na zmiany temperatury, lipo-
proteiny oraz biatka wiazace transferyng [40].

Biatka btony zewngtrznej UspAl 1 UspA2 Mora-
xella catarrhalis sa rOwniez obecnie obiektem badan
nad szczepionkami, gdyz sa to biatka wysoce konser-
watywne 1 wyizolowane zostaly z przebadanych
108 izolatow pozyskanych od matych dzieci z zaka-
zeniami jamy nosowo-gardlowej [57]. U wigkszosci
badanych szczepow M. catarrhalis wystgpowaly row-
niez biatka OmpE i OmpG. OMPs izolowane ze szcze-
pOw M. catarrhalis stanowia grupe biatek mieszcza-
cych si¢ w zakresie masy od 21 kDa do 98 kDa
i oznaczane sa jako OmpA-OmpH. Zaobserwowano, ze
poszczegolne biatka izolowane z patogennych szcze-
pow M. catarrhalis wykazywaty podobienstwo pod
wzgledem masy czasteczkowej. Na podstawie tych
obserwacji OMP powinny by¢ one brane pod uwage
W tworzeniu szczepionek przeciwko jednostkom cho-
robowym wywotywanym przez M. catarrhalis [61].

Pasteurella multocida to Gram-ujemna bakteria
mogaca wywotywac zakazenia ran u ludzi po ugry-
zieniach 1 zadrapaniach przez zwierzgta. Obecnie
w ochronie drobiu, u ktérego bakteria ta moze bytowac
stosuje si¢ 2 typy szczepionek: atenuowane oraz inak-
tywowane. Rozpoczgto rowniez produkcje szczepion-
ki podjednostkowej, w sktad ktoérej wchodza OMPs.
OMPs spreparowane jako sktadniki szczepionek pod-
jednostkowych moga mie¢ r6zna forme, np. biatko-
wych micelli, bialek zamknigtych w liposomach lub
wielojednostkowych komplekséw ISCOMs (immuno-
stimulating complexes) [35].

Minimalne zmiany w obrgbie antygenow OMPs
moga mie¢ istotne znaczenie w stymulacji odpowiedzi
immunologicznej. Przykladem jest zamiana jednego
aminokwasu w obrgbie epitopu gtéwnej poryny kla-
sy I N. meningitidis testowanej jako antygen w szcze-
pionce podjednostkowej. Mutacja, ktorej wynikiem
byta zmiana dotyczaca jednego aminokwasu doprowa-
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dzila do zniesienia efektywnosci szczepionki, ale row-
nocze$nie szczepy z taka mutacja wykazywaty pod-
wyzszenie opornosci na bakteriobdjcze dziatanie suro-
wicy [60]. Pomimo prac nad szczepionka uodparniajaca
przeciwko infekcjom powodowanym przez meningo-
koki grupy B nie udalo si¢ dotad opracowa¢ skuteczne;j
metody jej otrzymywania. N. meningitidis grupy B,
posiada otoczkowy homopolimer kwasu sjalowego,
ktory jest stabo immunogenny, gdyz jest identyczny
z antygenem adhezyjnym NCAM embrionalnych ko-
morek nerwowych, obecnym w btonach komérkowych
astrocytow czy komorek glejowych eksponowanym
przez tkanki gospodarza. Organizm wykazuje tole-
rancj¢ immunologiczna na struktur¢ homopolimeru
a(2 - 8) kwasu sjalowego wystgpujacego jako mate-
riat otoczkowy N. meningitidis grupy B i to umozliwia
zasiedlanie przez N. meningitidis grupy B $luzowki
jamy nosowo-gardtowej. Komorki N. meningitidis prze-
tamujac bariere Sluzowki gornych drog oddechowych
moga szybko namnozy¢ si¢ w krwioobiegu i przetamac
barier¢ krew-mozg, co moze prowadzi¢ do zgonu pa-
cjenta [49]. W tym konteks$cie obiecujace wydaja si¢
wyniki badan nad zastosowaniem OMPs tych bakterii
jak sktadnikow szczepionki podjednostkowej.

Wprowadzenie do powszechnego stosowania szcze-
pionek podjednostkowych na bazie OMPs prawdopo-
dobnie obnizytoby ilo$¢ ludzkich infekcji oraz przy-
czynitoby si¢ do obnizenia kosztow opieki medyczne;.
Problemem jest jednak to, ze nie wszystkie immuno-
genne OMPs stymuluja odpowiedz immunologiczna
chroniaca przed ponownym zakazeniem [23, 91].

Wciaz nie wynaleziono skutecznych szczepionek
przeciwko wielu jednostkom chorobowym. Poczatko-
wo rozw0j wakcinologii skierowany byl na produk-
cj¢ szczepionek, dla ktorych zrodlem antygenow byty
lipopolisacharydy lub oligosacharydy bakteryjne
w kompleksach z odpowiednimi adjuwantami. Obec-
nie, obserwuje si¢ tendencj¢ w poszukiwaniu silnie
konserwatywnych komponentéw blony zewngtrzne;.
Idealnymi kandydatami wydaja si¢ biatka OMPs,
ktérych wielokierunkowe dziatanie przejawia si¢ m.in.
we wlasciwosciach enzymatycznych, w transporcie
substancji odzywczych i jonow do komorki, udziale
w procesie adhezji, nabywaniu opornosci na stoso-
wane antybiotyki oraz oddziatywaniu z ukladem im-
munologicznym gospodarza.

9. Podsumowanie

Strukturalnie i funkcjonalnie OMPs stanowia roz-
norodna grupe bialek bakterii Gram-ujemnych. Petnia
funkcje strukturalne, enzymatyczne, wiaza toksyny,
transportuja substancje na drodze transportu bierne-
go, sa takze aktywnymi transporterami tworzacymi
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systemy transportowe wymagajace energii. OMPs zlo-
kalizowane czg§ciowo na powierzchni komorki bak-
terii uczestnicza w procesie adhezji komorki bakterii
do komorek gospodarza, sa antygenami dla przeciw-
ciat skierowanych przeciwko komoérkom bakterii, pet-
nig takze funkcj¢ receptordéw dla roznych czasteczek i
bakteriofagéw. Czes¢ OMPs funkcjonuje jako poryny.
OMPs umozliwiaja bakteriom adaptacj¢ do $rodowi-
ska i reagowanie na zmiany w nim zachodzace, zwigk-
szajac w ten sposdb szansg na przetrwanie oraz wzrost
ich infekcyjnosci.
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Epstein-Barr virus — epidemiological, biomolecular and transplantological aspects

Abstract: Epstein-Barr virus (EBV) is a human gammaherpesvirus that infects more than 90% of the world’s population. The most
common manifestation of primary infection is acute infectious mononucleosis. EBV is associated with various lymphoid and
epitheloid malignancies such as Burkitt’s lymphoma, Hodgkin’s lymphoma, nosopharyngeal carcinoma and with Duncan’s syn-
drome. EBV specifically infects nasopharyngeal epithelial cells, resting B lymphocytes and rarely T-cells and natural killer cells.
The EBV genome in the virus particle is a linear double-stranded DNA 172 kbp in length. Primary infection with EBV is followed
by latent infection, a characteristic of herpesviruses. During latent infection the virus is present in cells as an episome in the nucleus.
Latently infected lymphocytes and epithelial cells persist and are immortalized. EBV can occur in a latent state that reactivates
under conditions linked to the development of cellular immunodeficiency. Standard serological techniques are the most common
methods for EBV-detection. Molecular methods like nested PCR, in situ hybridization and Real Time PCR are the most sensitive
and specific. One of the serious complications associated with EBV infection is posttransplantation lymphoproliferative disorder.
PTLD refers to a syndrom that includes a wide range of abnormal hyperplastic or neoplastic lymphocyte growths, ranging from
a benign self-limited form of lymphoproliferation to an aggressive, widely disseminated disease. The most immediate treatment is
to reduce the level of immunosupression, other methods include: systemic antiviral therapy, cytokine therapy, radiotherapy, chemo-
therapy and the recent innovation in the treatment of EBV-related malignancies — cell therapy.

1. Introduction. 2. Taxonomy of EBV. 3. Discovery of EBV. 4. Pathway of virus penetration. 5. Structure of EBV genome. Gene
expression and functions of the gene products. 6. Lytic cycle of Epstein-Barr virus. 7. Process of immortalization, latency and blastic

transformation. 8. EBV reactivation. 9. Virus detection. 10. Significance of EBV in transplantology. 11. Summary.

Stowa kluczowe: wirus Epsteina-Barr, zakazenie, genom, transplantologia
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1. Wprowadzenie

Wirus Epsteina-Barr (EBV) wystepuje w ponad
95% populacji ludzkiej [1]. Okoto 50% os6b przebyto
infekcj¢ wirusowa EBV przed 5 r.z., natomiast przed
25 r.z. odnotowano ponad 90% zakazen.

Komoérkami, w ktérych nastgpuje transkrypcja bia-
tek wirusa i replikacja jego genomu sa komorki nabton-
kowe noso-gardzieli i limfocyty B, rzadko limfocyty T
lub komérki NK [69, 72]. We wczesnym dziecinstwie
zakazenie przebiega zazwyczaj bezobjawowo, nie-
kiedy stwierdza si¢ podwyzszone wskazniki enzyma-
tyczne watroby. W wieku mtodzienczym zakazenie
wirusem EBV migdzy 15 a 24 rokiem zycia moze
przebiega¢ w postaci mononukleozy zakaznej lub
w tzw. postaci tyfoidalnej, objawiajace;j si¢ jedynie go-
raczka i zmeczeniem [6, 21, 72]. W grupach o obnizo-
nym standardzie socjoekonomicznym monukleoza za-
kazna jest bardziej rozpowszechniona i wystgpuje

czes$ciej u dzieci mtodszych [21, 72]. Mononukleoza
zakazna jest to samoograniczajaca si¢ choroba limfo-
proliferacyjna krwi z zachowanym mechanizmem kon-
trolnym. Wirus EBV przenosi si¢ poprzez §ling, droga
kropelkowa, przez przetoczenie preparatow krwiopo-
chodnych lub droga ptciowa. Okres inkubacji wynosi
najczesciej 30—50 dni [70]. Dla mononukleozy zakaz-
nej najbardziej charakterystyczne sa nastepujace zmia-
ny hematologiczne w krwi: liczba leukocytéw powyzej
10 G/1, odsetek limfocytow powyzej 40%, w tym aty-
powych powyzej 10%, ekspansja komorek CD8(+)
i odwrocenie proporcji CD4(+) do CD8&(+) [6, 30].
Objawy kliniczne sa r6znorodne, moze pojawic si¢ go-
raczka, zapalenie gardta, powigkszenie weztoéw chlon-
nych, watroby, $ledziony, bdle stawowo-migsniowe,
obrzek powiek, nasady nosa i twarzy [30, 70]. U 0s6b
starszych mononukleoza zakazna jest wykrywana rzad-
ko i wystgpujaca wowczas infekcja zwigzana z EBV ma
podtoze autoimmunologiczne lub limfoproliferacyjne
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[36]. Wirus Epsteina-Barr moze by¢ rowniez czyn-
nikiem etiologicznym innych choréb wystepujacych
w roznych obszarach geograficznych. EBV jest przy-
czyna endemicznego chioniaka Burkitta, powszechne-
go wsrod dzieci w Afryce, w rejonach objetych mala-
rig [62], raka jamy nosowo-gardlowe] wystepujacego
najczesciej wsrod ludnoscei chinskiego pochodzenia
w rejonie Pacyfiku [69]. Uwaza sig, ze ponad 30%
przypadkow chtoniaka Hodgkina (HL) jest zwiaza-
nych z infekcja EBV. Genom wirusa mozna wykry¢
w krwi, surowicy oraz w charakterystycznych dla ziar-
nicy ztosliwej komoérkach Reed-Stenberga (HRS) [14,
31, 40, 54]. Pierwotne zakazenie stanowi ogromne za-
grozenie dla osob majacych defekt chromosomu X
(IXPL zespét Duncana), prowadzac do $§mierci w wy-
niku zmian patologicznych w obr¢bie wielu narzadow.
Zakazenie EBV wywotuje niekontrolowany wzrost
populacji komérek NK oraz cytotoksycznych limfo-
cytow T, ktorych aktywnos$é skierowana jest przeciw
nie zakazonym komérkom [30, 70].

Infekcja pierwotna pociaga za soba wytwarzanie
specyficznych przeciwciat i limfocytow T-cytotok-
sycznych. Odpowiedz humoralna i komérkowa nie po-
woduje jednak eliminacji wirusa z organizmu, ustala
si¢ stan rownowagi, w ktorym zostaje ograniczona re-
plikacja wirusa [6, 72]. Limfocyty T-cytotoksyczne
EBYV swoiste redukuja komoérki wykazujace ekspresje
genow wirusa do poziomu jednej zainfekowanej ko-
mérki na 10° recyrkulujacych limfocytow B [21]. Po
infekcji pierwotnej wirus przechodzi w posta¢ latentna.
Supresja odpowiedzi komorkowej spowodowana lecze-
niem immunosupresyjnym moze wywotac reaktywacje
wirusa, ktory przechodzi wtedy w cykl lityczny 1 jest
obecny w krwi, w §linie lub w wydzielinie drég moczo-
wo-plciowych. Wystgpuje wowczas goraczka, zapale-
nie ptuc, zapalenie watroby, leukopenia i pojawiaja si¢
we krwi atypowe limfocyty. Wirus uszkadzajac limfo-
cyty B moze poglebia¢ stan immunosupresji [71, 72].

Infekcja lub reaktywacja wirusa Epsteina-Barr
u pacjentow po transplantacji moze by¢ przyczyna wy-
stapienia choroby limfoproliferacyjnej PTLDs (post
transplant limphoproliferative disorders) [72]. Wsrod
PTLDs wyrdznia si¢ zmiany o typie hyperplazji plaz-
matycznej i chtoniakéw immunoblastycznych. Czgs-
to$¢ zaburzen limfoproliferacyjnych spotykanych po
przeszczepach jest $ci$le zwiazana z rodzajem prze-
szczepianego narzadu, zastosowana immunosupresja
i wystapieniem GvHD [71, 72].

2. Systematyka EBV
EBV wchodzi w sktad rodziny Herpesviridae obej-

mujacej trzy podrodziny, do ktorych nalezy osiem
wirusow zakazajacych czlowieka. Wirusy nalezace do
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poszczegblnych podrodzin roéznia si¢ nasileniem re-
plikacji, organizacja genomu i rodzajem komorek,
w ktorych si¢ namnazaja [5]. Rodzina Herpesviridae
charakteryzuje si¢ unikalna zdolno$cia do tzw. laten-
¢ji, czyli do przebywania w organizmie w stanie uta-
jonym [5, 74]. Latencja definiowana jest jako obecno$¢
genomu wirusowego w komorkach bez produkcji za-
kaznych czastek wirusowych. Podczas latencji ekspre-
sja gendw wirusa jest ograniczona. Najprawdopodob-
niej stan utajenia trwa przez cate zycie gospodarza i
moze by¢ przerywany okresami reaktywacji [37, 49].
EBV zwany ludzkim herpeswirusem typu 4 nalezy do
podrodziny y-Herpesvirinae. Jedynym naturalnym go-
spodarzem wirusa EBV jest cztowiek, chociaz ekspe-
rymentalnie udato si¢ tez zakazi¢ kilka gatunkéw malp
[40]. Niektorzy autorzy zaliczaja EBV do grupy Lym-
phocryptovirus (LCVs). W warunkach naturalnych
LCVs moga wywolywac zakazenia matp, sa biologicz-
nie i genotypowo prawie identyczne jak wirus Epste-
ina-Barr (homologia nukleotydéw wynosi okoto 75%),
co wykorzystano w badaniach nad mechanizmem
transformacji blastycznej limfocytow B wywotanej in-
fekcja wirusowa [58, 61].

3. Rys historyczny

W 1958 roku brytyjski chirurg Denis Burkitt
przedstawit hipotezg, ze chtoniak Burkitta wystegpuja-
cy u dzieci w Afryce moze miec etiologie wirusowa.
Epstein i Barr w 1964 roku stwierdzili w wyod-
rebnionej limfocytarnej linii komoérkowej pochodzacej
z chloniaka Burkitta, obecno§¢ wirusa biologicznie
i antygenowo podobnego do innych wiruséw Herpes.
Kilka lat po6zniej metoda hybrydyzacji wykryto DNA
wirusa w komorkach nowotworowych raka jamy no-
sowo-gardtowej. Zalezno$¢ migdzy EBV i mononu-
kleoza zakazna zostata potwierdzona w 1968 roku przez
grupe dr Wernera Henle na podstawie seronegatywno$-
ci EBV u chorych przed wystapieniem mononukleozy
1 obecnosci przeciwciat podczas jej trwania [1].

4. Droga wnikania wirionow

Komorki wirusa przenosza si¢ gtéwnie przez $ling.
W jamie nosowo-gardlowej nastgpuje fuzja wirionow
z komoérkami epitelialnymi oraz z przeplywajacymi
przez pierscien Waldey’era limfocytami B [56].

Podczas fuzji wirus wykorzystuje receptor komor-
kowym CD 21, ktéry jest antygenem sktadowej kom-
plementu C3d. Z receptorem CD21 lacza si¢ dwa glow-
ne biatka otoczki wirusa gp350 i gp220 [34, 35]. Sa one
transkryptorami tego samego genu, a sekwencja a, a ich
peptydu EDPGFFNVEI jest zblizona do sekwencji
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Rys. 1. Zmiana ekspresjii glikoproteiny gp 42 wirusa EBV umozliwia zakazenie komorek nablonkowych
Iub limfocytow B. Wg Read-Connole [45]

sktadowej komplementu C3d EDPGKQLYNVEA.
Szczegodlnie narazone na infekcjg sa spoczynkowe lim-
focyty B o duzej gestosci receptora CD21. Komorki
epitelialne, nie posiadajace receptora CD21 tez sa in-
fekowane przez EBYV, stad wywnioskowano, ze musi
istnie¢ inny koreceptor dla tych komorek [35, 40, 66].
Glikoproteiny wirusa gp350 i gp220 petnia okreslona
role zarowno podczas fuzji, jak i podczas penetracji
komorki. Kolejnym biatkiem otoczki wirusa odpowie-
dzialnym za integracj¢ z komorka gospodarza jest
gp85. W warunkach laboratoryjnych stwierdzono,
ze przylaczenie sig przeciwcial monoklonalnych do
antygenu gp85 powoduje, ze otoczka wirusa nie ulega
fuzji z btong infekowanych komorek [35].

W procesie taczenia si¢ lipidowej otoczki wirusa
z btona komorkowa, biora takze udziat biatka gH, gL,
gB oraz szczegdlnie wazna podczas infekcji limfocy-
tow B, glikoproteina gp42. Wystgpowanie kompleksu
gH/gL oraz gB jest wystarczajace do zakazenia ko-
morek epitelialnych. Zauwazono, ze brak glikoproteiny
gH nie powoduje fuzji wirusa z komorka gospodarza.
Nasuwa to wniosek, ze wtasnie biatko gH jest odpo-
wiedzialne za ten proces, jednak do tej pory nie znale-
ziono odpowiedniego koreceptora w blonie komorek
epitelialnych. Podczas infekcji limfocytow B szcze-
g0Ina role odgrywa glikoproteina gp42, ktora tworzy
kompleks z biatkami uktadu MHC klasy II (wszystkie
allele HLA-DR, HLA-DP oraz niektéore HLA-DQ).
Zauwazono, ze zarowno gp42 jak i kompleks gl./gH/
gp42 aktywuje fuzje wirusa z limfocytami B tworzac
gp42-MHC kl.II. W przypadku komérek epitelialnych
ekspresja wirusowego bialka gp42 hamuje infekcje
tych komorek, przy czym wedtug najnowszych badan

powstanie kompleksu gH/gl/gp42 nie zapobiega fuzji
wirusa z komorkami epitelialnymi [34].

Podczas cyklu litycznego zachodzacego w limfo-
cytach B moga powstawa¢ wiriony nie wykazujace
ekspresji gp42 1 wowczas selektywnie zakazaja one
komorki epitelialne tego samego lub nowego gospo-
darza. Podczas replikacji wirusa w komorkach epite-
lialnych, nastgpuje ekspresja genu biatka gp42, ktore
mozna wykry¢ na otoczce wirionéow potomnych. Gliko-
proteina ta pozwala na fuzj¢ wirusa z nie zakazonymi
limfocytami B przez przylaczenie si¢ do antygenu
MHC II klasy (Rys. 1) [57].

Po fuzji wirusa z komorka gospodarza nukleokap-
syd jest uwalniany do cytoplazmy, a nastgpnie mate-
rial genetyczny jest transportowany do jadra komor-
kowego, gdzie zmienia si¢ w pozachromosomalna
kolista czasteczke episomu [35].

5. Budowa genomu EBV.
Ekspresja genéw, funkcja ich produktow

Wirus jest zbudowany z ikosahedralnego kapsydu
o $rednicy okoto 100 nm, sktadajacego si¢ z 162 kap-
somerow, ktory okrywa czasteczke DNA [74]. Na ze-
wnatrz kapsydu znajduje si¢ tegument z otoczka lipi-
dowa, bedaca fragmentem blony komorkowej
gospodarza. W otoczke wbudowane sa glikoproteiny,
peliace wazne funkcje podczas fuzji i wnikania ma-
teriatu genetycznego do infekowanych komorek [5].

Genom wirusa EBV jest to podwdjna linearna cza-
steczka DNA o dlugosci 172 kpz. Sktada sig z krotkiej
(US) 1 dhugiej (UL) sekwencji zawierajacej fragmenty
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Rys. 2. Model translokacji spowodowanej nieprawidtowa replikacj¢ EBV. Wg Murray i wsp. [38]

powtérzone (R2, R3, R4), sekwencje wewngtrzne po-
wtorzone (IR1) i terminalne (TR) (Rys. 2) [12, 53, 58].
Terminalne powtdrzenia znajdujace si¢ na koncu ge-
nomu zawieraja sekwencje 500 pz 1 biora udzial w pro-
cesie cyrkulizacji czasteczki DNA w jadrze komorko-
wym. Genom koduje 100 do 200 biatek. W sktad biatek
cyklu latentego wchodzi sze§¢ biatek jadrowych:
EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C — LP (Epstein-Barr Nuclear
Antigen), trzy biatka membranowe: LMP-1, -2A, -2B
(Latent Membrane Protein) i dwa mate fragmenty
RNA: EBER-1, -2 (Epstein-Barr Early Receptor) [61].
W cyklu litycznym wykazuja ekspresj¢ geny kodujace
biatka membranowe, z ktorych istotne znaczenie maja:
MA (Membrane Antigen), kompleks bialek wczes-
nych EA (Early Antigen) i biatka kapsydu VCA (Viral
Capsid Antigen Complex). Fragmenty genomu kodu-
jace biatka latentne LMP-2A i LMP-2B znajduja si¢
w miejscu terminalnych powtorzen. Transkrypcja ich
jest mozliwa wowcezas, gdy DNA wirusa ma postaé
episomu [58].

Antygen jadrowy EBNA-1 (Epstein-Barr Nuclear
Antigen) oraz fragment genomu OriP sa odpowie-
dzialne za replikacj¢ wirusa oraz utrzymywanie auto-
nomii episomu podczas fazy latentnej w mitotycznie
aktywnych limfocytach B. EBNA-1 jest bialkiem mo-
gacym taczy¢ sig ze skondensowanymi ludzkimi chro-
mosomami, a takze aktywowa¢ dwa miejsca regionu
OriP [38, 61]. Fragment OriP byl poczatkowo uwaza-
ny za aktywator replikacji, jednak zauwazono, ze re-
plikacja rozpoczyna si¢ w innych obszarach genomu.
W pracy Lee iwsp. [38] wykazano, ze EBNA-1
i OriP sa odpowiedzialne za replikacj¢ wirusa, jednak
mechanizm ich dziatania nie zostal do konca poznany.
EBNA-1 wraz z EBERs sa wykrywane w I typie la-
tencji [44]. Podczas cyklu latentnego genom wirusa
replikuje sig¢ synchronicznie, tylko jeden raz w ciagu
cyklu komorkowego [38, 61].

EBNA-2 jest specyficznym transaktywatorem wiru-
sowego genomu, ktory odgrywa gtéwna rolg w genera-
cji 1 utrzymywaniu proliferacji komorek po zakazeniu.
EBNA-2 stanowi czynnik wywolujacy proces immor-
talizacji. Reguluje on ekspresj¢ promotora LMP-1, na-

stgpnie membranowych latentnych biatek LMP-1, -2A
i -2B. W nie aktywowanych limfocytach B EBNA-2
wraz z EBNA-LP wzmaga ekspresjg: receptorow ko-
morkowych CD23 — pobudzajac inne limfocyty do
proliferacji i receptora CD21 — bgdacego ligandem dla
gp350 oraz protoonkogenu c-myc [44]. W immortali-
zowanych limfocytach B EBNA-2 moze zmieniaé
funkcje¢ antygenéw CDl1l1a, CD18 i CD58. Wykryto,
ze istnieja dwa fragmenty EBNA-2 i to byto podstawa
do rozroznienia dwoéch podtypdéw wirusa: EBV-1
i EBV-2. Podtyp EBV-1 skuteczniej wywotuje immor-
talizacj¢ limfocytow B [44].

EBNA-3A, -3B i -3C sa bialkami indukujacymi
proces immortalizacji limfocytow B a takze wywotu-
jacymi wzmozong odpowiedz immunologiczna. Geny
dla syntezy tych biatek maja struktur¢ eksonointro-
nowa, znajdujacy si¢ w $rodkowej czgsci genomu.
Bialka te najprawdopodobniej sa aktywatorami tra-
skrypcji i wehodza w interakcjg z czynnikiem RBP-J, .
W badaniach in vitro wykazano, ze EBNA-3A i -3C
w przeciwienstwie do EBNA-3B sa niezbgdne w pro-
cesie immortalizacji. Wysunigto hipoteze, ze EBNA-2B
in vivo reguluje ekspresj¢ genow bioracych udziat
w ostrej lub przewleklej infekcji wirusowej. Stwier-
dzono, ze EBNA-3C wzmaga ekspresj¢ genu koduja-
cego antygen CD 21 oraz genu dla LMP-1 [32].

EBNA-LP (Epstein-Barr Leader Protein) odgrywa
gldwna rol¢ w indukcji transformacji blastycznej limfo-
cytow B. EBNA-LP taczy si¢ z biatkiem komoérkowym
IS1 zwiazanym z bialkiem X-1 tworzac razem kom-
pleks HAX-1. Sekwencja aminokwaséw HAX-1 wy-
kazuje duze podobienstwo do innej komdrkowej pro-
teiny Nip3, ktdra wchodzi w interakcjg z komorkowym
inhibitorem apoptozy Bcl-2 lub jego wirusowym odpo-
wiednikiem BHRF-1. W pracy Matsuda i wsp.
[44] wykazano, ze EBNA-LP pelni potencjalnie funk-
cje regulujaca apoptozy zainfekowanych limfocytow B.

Biatko latentne LMP-1, kodowane przez gen BLNF,
jest zakotwiczone w btonie komorkowej, gdzie wiaze
si¢ z wimentyna, bedaca komponentem cytoszkieletu
komorki. Moze wystepowaé w blonie w ilo$ci 103 cza-
steczek na komorke. Udowodniono, ze LMP-1 jest
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odpowiedzialna za transformacjg¢ blastyczna zaréwno
limfocytéw B jak i komorek epitelialnych. LMP-1 ak-
tywuje NF-, B, AP-1 i STAT posredniczac w proce-
sach transkrypcyjnych w komorce. Jadrowe czynniki
transkrypcyjne NF- B i AP-1 naleza do protoonkoge-
néw, ktore w przypadku zaburzenia funkcji moga stac
si¢ przyczyna transformacji nowotworowej. LMP-1
stymuluje ekspresje wielu biatek komérkowych w tym
kompleksu MHC 1I klasy oraz receptoréw CDA40,
CD54 na limfocytach B [33]. Biatko to hamuje uaktyw-
nienie cyklu litycznego [55], komdrkowa proliferacje
1 przetrwanie komorki [18, 63]. LMP-1 mozna wykry¢
na zakazonych immunoblastach B komorkowych,
w przebiegu mononukleozy z nietypowa limfoproli-
feracja, w przebiegu chtoniaka Hodgkina, rzadziej
w chioniaku T-komoérkowym i raku jamy nosowo-gar-
dlowej. LMP-2A moze hamowa¢ aktywnos$¢ komorko-
wej kinazy tyrozynowej [11]. Zauwazono, ze delecja
LMP-2A w warunkach laboratoryjnych powoduje
przejécie wirusa w cykl lityczny, co sugeruje znacze-
nie tego biatka w utrzymywaniu latencji [23].

W jadrach komoérkowych wykazujacych obecnosé
latentnej postaci wirusa mozna znalez¢ dwa krotkie
tancuchy RNA: EBER1 i EBER2 (Epstein-Barr Early
Receptor), zawierajace odpowiednio 166 i 172 zasad.
Liczba ich kopii jest bardzo wysoka, wynosi 5x10°
czasteczek w jednym jadrze. EBERs sa produktami
transkrypcji katalizowanej przez polimerazeg III, re-
guluja translacje i przekazywanie informacji [62].
Wykazuja silng ekspresj¢ u pacjentdw z chtoniakiem
Burkitta, Hodgkina, rakiem noso-gardzieli i podczas
infekcji mononukleozy.

W fazie litycznej wirusa ekspresji ulegaja gtéwnie
bialka odpowiedzialne za replikacjg wirusowego DNA,
formowanie biatek kapsydu oraz biatek uczestnicza-
cych w infekcji nowych komorek [35].

Pierwszym wykrywalnym biatkiem pojawiajacym
si¢ w cyklu litycznym wirusa jest biatko Z, nazywane
wg niektorych autoréow Zta lub ZEBRA (Bam HI Z
fragment Epstein Barr Replication Activator), kodo-
wane przez gen BZLF1 oraz biatko R produkt genu
BRLF1 [23, 35]. Promotor fragmentu BZLF1 jest akty-
wowany przez fizjologiczne zmiany w komoérce gospo-
darza. Gen BZLF1 prawdopodobnie reguluje transkryp-
cje wlasnego oraz BRLF1 promotora [35]. Podczas
latencji BZLF1 i BRLF1 sa nieaktywne, natomiast
wraz z reaktywacja wirusa lub w czasie infekcji pier-
wotnej rozpoczynaja transkrypcje¢. Biatko Z jest akty-
watorem transkrypcyjnym genow cyklu litycznego,
jego obecnos¢ w komorkach $wiadczy o powielaniu
DNA wirusa, natomiast brak sugeruje przechodzenie
EBV w cykl latentny [23].

Biatka pojawiajace si¢ we wczesnej fazie cyklu
litycznego wirusa, produkty genow BSMLF1 i BMRF1
aktywuja kolejne geny i biora udziat w transkrypcji
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oraz w translacji. W btonie komodrkowej i cytoplazmie
gospodarza stwierdzono obecno$¢ biatka 18 kd wytwo-
rzonego przez gen BHRF1. Jest on homologiem onko-
gnenu bcl-2 1 prawdopodobnie bierze udziat w hamo-
waniu programowanej Smierci komorki. We wczesnej
fazie cyklu EBV ulegaja aktywacji geny odpowiedzial-
ne za replikacj¢ wirusowego DNA. Naleza do nich:
BALFS, BORF2 i BaRF1, BXLF1, BGLFS5, BALF2,
a ich produktami sa odpowiednio: polimeraza DNA,
reduktaza rybonukleotydowa, kinaza tymidynowa, eg-
zonukleaza i biatko biorace udziat w replikacji [35].

Bialka fazy p6znej cyklu litycznego EBV modyfi-
kuja komorke gospodarza lub wchodza w sktad struk-
tur nowopowstatych wirionow. Poprzez homologig¢ do
HSV ustalono, ze gldownym biatkiem kapsydu jest
p150 bedace produktem BcLF1. Najprawdopodobnie;
biatko 140 kDa kodowane przez gen BNRF1 jest ma-
teriatem budujacym tegument wirusa. W fazie poznej
cyklu EBV ulega ekspresji fragment BXRF1, lecz pro-
dukt jego transkrypcji nie jest znany. Szes¢ kolejnych
biatek zostato wykrytych przy pomocy przeciwciat
monoklonalnych. Glikoproteiny gp350/220 kodowane
przez gen BLLF1 biora udziat w adsorbcji i fuzji EBV
z blona komorkowa zakazanej komorki. Podobna
funkcjg petni gp85, bedace produktem genu BXLF2.
Stwierdzono, ze biatko gp85 jest homologiem HSV-1
gH. Duza rol¢ w zakazaniu limfocytéw B odgrywa
gp42, za wytworzenie ktorej odpowiedzialny jest gen
BDLF3 [35]. Laczy si¢ ona biatkami genow HLA-DR,
HLA-DQ lub HLA-DP tworzac kompleks gp42-MHC
kl. II [34]. Jednym z gltownych biatek fazy pdznej
cyklu wirusa jest gp110. Glikoproteina ta jest homolo-
giem HSV-1gB, a gen odpowiedzialny za jej ekspre-
sj¢ to BALF4. Obecnos$¢ gpl10 stwierdzono gtownie
w jadrze komoérkowym i w okolicy retikulum endo-
plazmatycznego. Jest ona jedna ze strukturalnych bia-
lek wirusa Epsteina-Barr [35].

Podczas infekcji we krwi pojawiaja si¢ wykrywal-
ne przeciwciata klasy IgG i IgM przeciwko biatkom
kapsydu VCA, biatkom fazy wczesnej EA i EBNA, na
ich podstawie mozna okresli¢ rodzaj infekcji (zakaze-
nie pierwotne, reaktywacja) [72]. Proteiny EBV roz-
poznawalne przez limfocyty T cytotoksyczne objgto
nazwa LYDMA (Lymphocyte-detected membrane an-
tigen). Naleza do nich biatka blonowe LMP i jadrowe
EBNA-2 [4].

6. Cykl lityczny wirusa Epsteina-Barr

W okresie 24 do 72 godzin od zakazenia komorki
gospodarza ulegaja wyraznym zmianom morfologicz-
nym. Zakazone komorki zwickszaja swoja objetosé
o okoto 30%, charakteryzuja si¢ duzym jadrem i wy-
kazuja ekspresj¢ HLA-DR [4]. W wyniku dzialania
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biatek wirusowych nastgpuje ekspresja antygenu CD
23, ktory jest ligandem dla CD21, co pozwala przeka-
zywaé sygnat pobudzajacy komoérke do proliferacji.
Immunoglobuliny sa wykrywalne u 1-2% limfocytow
B. Komorki B juz po 3—4 dniach wchodza w fazg S
cyklu komoérkowego [37]. Replikacja wirusa jest zsyn-
chronizowana z podziatem komérkowym [41]. Potom-
ne limfocyty zawieraja genom wirusa i ulegaja proli-
feracji. W ciagu 21 dni z jednej zakazonej komorki
moze powsta¢ 100—1000 komorek potomnych [37].

7. Proces immortalizacji, latencji,
transformacji blastycznej

Nie kazda komorka, ktora zostala zakazona, moze
proliferowaé w nieskonczono$¢. Potowa limfocytow,
ktore dzielity si¢ przez 30 pokolen, nie podlega me-
chanizmom apoptozy [37]. Gléwna rolg¢ w procesie
immortalizacji imfocytow odgrywa biatko jadrowe
EBNA-2, ktére moze bezposrednio pobudzaé trans-
krypcje komorkowego protoonkogenu c-myc. Aktyw-
no$¢ genu c-myc hamuje cykl komorkowy limfocy-
tow B. Do ustalenia stanu latencji potrzebne sa trzy
biatka EBNA-2, EBNA-1 i LMP-1, przy czym EBNA-2
spetnia kluczowa rol¢ i wraz z EBNA-1 stymuluje pro-
motor biatka LMP-1. W badaniach in vitro wykazano,
ze LMP-1 moze doprowadzi¢ do wzrostu komorek
w zawiesinie, zahamowac roznicowanie linii komorek
epitelialnych, wptywacé na ekspresje genow komorko-
wych lub doprowadzi¢ komérki do $mierci [37]. Biatko
latentne dodatnio wptywa na jadrowy czynnik trans-
rypcyjny NF-, B i na przebieg latencji [22]. Zauwaza-
no, ze biatko BHRF-1, bedace komponentem antygenu
wczesnego EA (Early Antigen Complex) cyklu litycz-
nego wirusa jest strukturalnie i funkcjonalnie homolo-
giczne do onkogenu Bcl-2 i moze wptywac na proces
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immortalizacji [13, 42]. Aby potwierdzi¢ jego funkcje,
Huang i wsp. [29] oznaczyli spektroskopowo struk-
tur¢ BHRF-1. Znaleziono pewne roznice sugerujace,
ze mechanizm antyapoptotyczny BARF1 jest nieco
inny niz mechanizm komorkowego Bel-x; lub Bcl-2.

Mozna wyrdzni¢ trzy typy latencji w zaleznosci od
ekspresji antygenow. W typie I latencja ogranicza sig
do ekspresji jednego, jadrowego antygenu EBNA-1.
W I typie latencji zahamowany jest cykl komorkowy
jak réwniez ekspresja innych bialek wirusowych.
EBNA-1 jest niewykrywalny dla limfocytow T-cyto-
toksycznych, przez co zakazona komdrka jest zabez-
pieczona przed efektem cytostatycznym [49, 66]. Typ
ten jest charakterystyczny dla chloniaka Burkitta. Typ 11
latencji idzie w parze z ekspresja EBNA-1, LMP-1
i LMP-2 i mozna go wykry¢ w przebiegu raka jamy
nosowo-gardlowej (NPC), chloniaka Hodgkina i chto-
niaka T-komoérkowego. Typ III latencji wykazuje eks-
presje pigciu biatek jadrowych wirusa: EBNAs i trzech
btonowych LMPs. Ten typ latencji wystgpuje gtownie
u pacjentéw z choroba limfoproliferacyjna w stanach
immunosupresji [43].

Wykazano $cisty zwiazek migdzy immortalizacja
komorek B i onkogeneza. Shafer i wsp. [64] bada-
jac in vitro dwie linie komorkowe limfocytow B przed
i po immortalizacji, udowodnili, ze jedynie komorki
po procesie immortalizacji moga stac¢ si¢ rakotworcze.
Udziat wirusa EBV w transformacji blastycznej nie
zostal dotad wyjasniony. EBV wbudowujac si¢ w rdzne
miejsca genomu gospodarza podczas proceséw mito-
tycznych, moze przenies¢ kilka genéw na inny chro-
mosom, a tym samym sta¢ si¢ przyczyna niekorzyst-
nej dla komorki translokacji (Rys. 3) [47]. Wielu
autorow podkresla znaczaca rolg w onkogenezie pro-
teiny latentnej LMP-1 [18, 23, 64]. Jedna z hipotez
wyjasniajaca proces przeprowadzania transformacji
blastycznej przedstawiona przez Zhang, Pagano

U—» =« Us
OriP
 Aniniaie /
TR R4 R3
| [ ] [ 1
Genom | | | { |
EBER 1
-
-
- EBER 2
Geny LMP 1
Y A
LMP 2

A

y— -

v

R2 IR1 IR2

2%

EBNA-LP EBNA 2

EBNA 3 EBNA 1

Rys. 3. Genom wirusa EB i biatka warunkujace latencj¢ i onkogenezg — opis w tekscie



CHARAKTERYSTYKA WIRUSA EPSTEINA-BARR

i wsp. [73] podkresla znaczenie oddzialywania wiru-
sa EBV na biatko regulatorowe IRF-7 (Interferon
Regulatory Factor 7). Udowodniono, ze biatko latentne
LMP-1 reguluje IRF-7 w dwojaki sposob: przez in-
dukcje ekspresji IRF-7 oraz przez jego aktywacje po-
legajaca na fosforylacji i post-translantacyjnej obrobce.
Uaktywniona IRF-7 wplywa na geny zaréwno wirusa
jak 1 komoérki gospodarza zaangazowane w latencjg,
transformacj¢ i immunoregulacj¢. W pracy przedsta-
wiono IRF-7 jako czynnik taczacy cykl latentny wirusa
z patogeneza komoérki. Danve i wsp. [12] badali
transformacj¢ blastyczna komoérek epitelialnych pro-
wadzaca do raka noso-gardzieli (nasopharyngeal
caricnoma) i raka zotadka (gastric carcinomas). W ba-
daniu in vitro stwierdzili w komoérkach nowotworo-
wych obecnoé¢ biatek EBNA-1 i BARF-1 przy braku
LMP-1 oraz antygenu blonowego CD21, ktoéry jest
glownym receptorem zainfekowanych limfocytow B.
Tak wigc nie zostato do konca wyjasnione, ktore biatka
sa odpowiedzialne za przeprowadzanie onkogenezy
w komorkach epitelialnych.

8. Reaktywacja EBV

Pierwszym biatkiem syntetyzowanym na wysokim
poziomie i tym samym rozpoczynajacym cykl litycz-
ny wirusa jest biatko Z, ktore jako produkt ekspresji
genu BZLF-1 pobudza aktywno$¢ kolejnego genu wi-
rusowego BRLF-1 do produkcji biatka R. W kolejnym
etapie biatko Z i R aktywuja siebie nawzajem i gdy
osiagna wysoki poziom, stymuluja syntez¢ biatek ko-
niecznych do przeprowadzenia replikacji wirusa [7, 23,
37]. Biatko Z oraz mRNA genéw BRLF-1 i BZLF-1
nie sa wykrywalne podczas latencji wirusa, co jest do-
wodem ich znaczenia w reaktywacji [23, 35]. Zauwa-
zono, ze w warunkach laboratoryjnych delecja genu
kodujacego bialko latentne LMP-2A niemal natych-
miast powoduje uaktywnienie replikacji wirusa. Wy-
sunig¢to hipoteze, ze zahamowanie jego ekspresji moze
by¢ przyczyna aktywacji EBV [23]. Gradoville
i wsp. [23] na podstawie badan wlasnych przedstawiaja
komorkowa kinaze¢ proteinowa C (PKC) jako jeden
z mediatorow indukcji cyklu litycznego EBV. W ba-
daniach in vitro udowodnili, ze PKC moze fosforylo-
waé proteing Z. Biatko to strukturalnie odpowiada
biatkom nalezacym do rodziny AP-1, reagujacym
w komorkach z proteinowa kinaza C. Autor jednak
podkresla, ze PKC jest niewystarczajacym czynnikiem
do indukcji reaktywacji wirusa Epsteina-Barr. W swo-
jej pracy Bryant i wsp. [7] uwypuklaja znaczenie
receptora B komorkowego BCR (B-cell receptor)
w reaktywacji. Sygnat z receptora BCR jest przekazy-
wany poprzez §ciezke metaboliczng zalezna od jonow
wapnia (phosphatidylinositol 3-kinase/Ca?"), w rezul-
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tacie modyfikujac MEF-2D (myocyte enhancer fac-
tor 2D), co z kolei powoduje zwigkszone stezenie ace-
tylazy histonowej i aktywacj¢ promotora Zp. W pracy
tej autorzy podkreslaja szczegodlne znaczenie media-
torow zaleznych od jondw wapnia w przekazywaniu
sygnatu od receptora BCR do promotora Zp genu
BZLF-1, bezposrednio odpowiedzialnego za urucho-
mienie cyklu litycznego wirusa 7. Innymi czynnikami
stymulujacymi reaktywacjg¢ wirusa sa: cytokiny, hor-
mony sterydowe, czynnik wzrostu nowotworu lub
bezposredni kontakt limfocytow B z limfocytami T
CD40+. Spontaniczna reaktywacja zachodzi rzadko,
raz na 102-10° komorek [37].

9. Wykrywanie wirusa

Wirus Epsteina-Barr stymuluje zakazone limfocy-
ty B do wydzielania heterofilnych przeciwciat. W roku
1925 Davidsohn [30] wykryl, Zze przeciwciata
znajdujace si¢ w surowicy chorych na mononukleoze
zakazna aglutynuja krwinki czerwone owcy i konia.
W1932r. Paul i Bunnel opracowali test szkiel-
kowy, pdzniej zmodyfikowany przez Davidsohna,
nazwany testem PBD (Paul-Bunnel-Davidsohn) [30].
W oparciu o aglutynacj¢ krwinek owcy i konia zostat
stworzony komercyjny, jakosciowy, szybki zestaw diag-
nostyczny tzw. monospot. Badanie oparte na obec-
nosci heterofilnych przeciwciat ma niska czuto$¢ rzedu
63-84%. Okoto 10-20% pacjentow w ostrej fazie
mononukleozy moze mie¢ wyniki falszywie ujemnie.
Pacjenci z chtoniakiem lub zapaleniem watroby moga
wykazywa¢ obecno$¢ tych przeciwciat w tescie mono-
spot. Heterofilne przeciwciala pojawiajq si¢ w pierw-
szym tygodniu po zakazeniu u 50% chorych, a w dwoch
nastgpnych u 60—-90% i utrzymuja si¢ u 20% pacjen-
tow do dwoch lat po infekcji [30].

Zakazenie EBV charakteryzuje si¢ wystapieniem
specyficznych przeciwcial reagujacych z antygenami
wirusowymi. Przeciwciata, ktore maja znaczenie diag-
nostyczne, s skierowane przeciwko antygenowi kap-
sydowemu VCA (Viral Capsid Antigen), antygenom
wczesnym EAs (Early Antigens) i antygenom
jadrowym EBNAs (Epstein-Barr Nuclear Antigens).
W czasie pierwotnej infekcji poczatkowo pojawiaja
si¢ przeciwciala w klasie IgM przeciwko antygeno-
wi kapsydowemu VCA, osiagaja najwyzszy poziom
w 2-3 tygodnie po zakazeniu i utrzymuja si¢ do 3—4
miesigcy. W dalszej kolejnosci wykrywane sa prze-
ciwciata w klasie IgG przciwko VCA majace swoj
szczyt w 2-3 miesigcu infekcji i pozostajace przez
cate zycie w krwioobiegu. U okoto 70% pacjentow
w fazie ostrej pomigdzy 3—4 tygodniem i 3—4 miesia-
cem pojawiaja si¢ przeciwciala przeciwko wczesne-
mu antygenowi EA [21, 70]. Przeciwciala przeciwko
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antygenom jadrowym EBNAs mozna wykry¢é w suro-
wicy od kilku tygodni do kilku miesigcy po zakazeniu
i sa wyznacznikiem rekonwalescencji. W fazie ostrej
obecne sa przeciwciata klasy IgG i IgM przeciwko
VCA i/lub IgG EA. Nie wykrywa si¢ natomiast prze-
ciwciat klasy IgG EBNA. W fazie zdrowienia zaczy-
najq zanika¢ przeciwciala klasy IgM VCA, pojawiaja
si¢ EBNA IgG, lecz IgG EA sa wykrywane rzadko.
Dla przebytego zakazenia charakterystyczna jest obec-
no$¢ przeciwcial klasy IgG VCA i IgG EBNA, nie
wykrywa si¢ IgM VCA, natomiast IgG EA moze by¢
obecny. Podczas reaktywacji obserwuje si¢ wystgpo-
wanie w klasie IgG przeciwcial przeciwko VCA,
EBNA i EA, przeciwciata IgM VCA moga, lecz nie
musza by¢ obecne [2]. Dla wczesnego wykrycia zaka-
zenia i doktadniejszej oceny czy jest to infekcja pier-
wotna, wtorna, czy tez reaktywacja EBV, stosuje si¢
metody okreslajace powinowactwo przeciwcial [59].

Najczesciej stosowang metoda serologicznej iden-
tyfikacji EBV jest test lateksowy, w ktorym czastecz-
ki lateksu sa optaszczane przeciwcialami monoklonal-
nymi, poddawanymi nastgpnie detekcji [2].

Metody immunoenzymatyczne EIA wykorzystuja
katalityczne wlasciwosci enzymoéw w wykrywaniu i
ilosciowym oznaczaniu substratow w reakcjach immu-
nologicznych. Do monitorowania przebiegu reakcji
stosuje si¢ fotometrig, chemiluminescencjg lub fluory-
metri¢. Najszerzej stosowany w obregbie metod EIA
jest test ELISA (enzyme linked immunosorbent assay).
Do przeciwciata zwiazanego z faza stata przylacza si¢
specyficznie badany antygen, do niego przylacza si¢
koniugat przeciwciato-enzym (stosowane enzymy to
fosfataza alkaliczna lub peroksydaza chrzanowa).
Enzym katalizuje reakcje barwna, przy czym ilo$§¢
powstajacego substratu jest proporcjonalna do ilosci
antygenu w probce. Odczytu stezenia dokonuje si¢
przez porownanie z krzywa standardowa [14, 65].

Metody serologiczne sa szeroko wykorzystywa-
ne do diagnostyki mononukleozy zakaznej [14, 19].
Wopracy Carpentier iwsp. [7] wykazali, Zze mia-
no przeciwcial EA klasy IgG koreluje z poziomem
DNA wirusa i potencjalnie moze by¢ przydatne jako
prognostyczny marker wystapienia choroby limfopro-
liferacyjnej (PTLD) po transplantacji.

Kolejna metoda diagnostyczna stuzy do wykrywa-
nia i lokalizacji antygenow wirusa w zainfekowanych
komorkach. Czynnikiem wykrywajacym sg specjalnie
znakowane przeciwciala monoklonalne, przylaczajace
sig specyficznie do okreslonych sekwencji aminokwa-
sow wirusa. Wizualizacja tej reakcji moze odbywac si¢
metoda immunohistochemiczng lub immunofluore-
scencyjna. Stosowane immunochistochemiczne testy
do wizualizacji to np.: awidyna-streptawidyna (avidin-
streptavidin conjugates) lub APPAP (alkaline phos-
phatase anti-alkaline phosphatase). Metoda immuno-
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fluorescencyjna FIA (fluoroimmunoassay) zawiera
przeciwciala monoklonalne zwiazane z fluoroforem
(najczesciej fluoresceing) [14]. Metoda ta stuzy glow-
nie do detekcji biatka Z, bedacego aktywatorem repli-
kacji biatka EBNA-2, charakterystycznego dla EBV
pozytywnej limfoblastoidalnej linii komdrkowe;j i pro-
teiny latentnej LMP [20].

Metody biomolekularne sa szczegdlnie przydatne
w przypadku infekcji lub reaktywacji wiruséw po za-
biegach transplantacji. Stuza do diagnostyki infekcji
EBYV oraz monitorowania poziomu DNA/mRNA wi-
rusa u pacjentow w stanach immunosupresji, naleza-
cych do grupy wysokiego ryzyka [25, 27, 45, 50].
Metody biomolekularne wykazuja najwicksza czulosé¢
1 swoisto§¢ wobec antygenu. W detekcji wirusa Ep-
teina-Barr stosuje si¢ gtownie metody: hybrydyzacji
in situ, PCR i Real Time PCR [25, 27, 45, 50].

Hybrydyzacja miejscowa in situ umozliwiajaca wy-
krywanie materialu genetycznego wirusa bezposrednio
w komorkach gospodarza, przebiega w czterech zasad-
niczych etapach: permabilizacji badanego materiatu,
hybrydyzacji z sonda, odptukania nadmiaru reagentow
i detekcji hybryd. W pierwszym z wymienionych eta-
poéw majacym na celu umozliwienie penetracji sondy
do wnetrza komorki, stosuje si¢ enzym proteolityczny
— proteinaze K oraz inkubacj¢ w wysokiej temperatu-
rze. Etap hybrydyzacji polega na przylaczaniu sond do
komplementarnych sekwencji mRNA. Sondy znako-
wane fluoresceing mozna wykry¢ metoda cytometrii
przeptywowej lub metoda immunocytochemii stosu-
jac jeden z systemow wizualizacji. Hybrydyzacja cha-
rakteryzuje si¢ wysoka swoistoscia i duza czuloscia,
pozwalajac wykry¢ 1-2 kopii mRNA w komorce [14].

PCR (Polymerase Chain Reaction) — tancuchowa
reakcja polimerazy, polega na powieleniu szukanego
fragmentu DNA 1 jego detekcji. W pierwszej fazie
dwuniciowa czasteczka DNA ulega denaturacji roz-
dzielajac sig¢ na pojedyncze nici. Do okreslonego frag-
mentu przylaczaja si¢ oligonukleotydy tzw. primery,
zapoczatkowujace przy pomocy polimerazy wydtuza-
nie DNA. W ten sposob powstaje wiele kopii ampli-
meru (zawierajacych od 100 do 1000 pz), ktore pod-
dane sa detekcji [19, 51]. W potilosciowym badaniu
PCR do wykrycia nowopowstalych tafnicuchéw DNA
stosuje si¢ biotynylowane sondy hybrydyzacyjne, ktore
za posrednictwem peroksydazy wywotuja reakcjg barw-
na odczytywana spektrofotometrycznie. Wykonujac
szereg rozcienczen mozna wykresli¢ krzywa standar-
dowa i oszacowac ilos¢ kopii wirusa [59].

Real Time PCR, czyli PCR w czasie rzeczywistym
pozwala doktadnie okresli¢ ilo§¢ kopii DNA wirusa.
W tej metodzie oprocz substratow charakterystycznych
dla PCR najczesciej stosuje si¢ sondy hybrydyzacyjne
typu Tag-Mann lub fluorochromy interkalujace DNA
np. Sybr Green. Sondy Tag-Mann zawieraja sekwen-
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cje komplementarng do szukanej oraz sg znakowane
na koncu 5’ fluorescencyjnym barwnikiem reportero-
wym (6-FAM, HEX lub TET) i na koncu 3’ wygasza-
czem (TAMRA). Sondy hybrydyzuja z sekwencja
DNA w obszarze miedzy starterami. W kazdym cyklu
elongacji polimeraza DNA wydtuza starter, a gdy na
drodze replikacji pojawia si¢ sonda, to jako enzym
wielofunkcyjny powoduje jej hydrolizg. Uwolnienie
wyznakowanego nukleotydu powoduje emisj¢ fluore-
scencji barwnika reporterowego. Tak, wigc powstanie
jednego produktu amplifikacji jest rejestrowane jako
pojedynczy sygnal §wietlny [3, 28].

Barwnik fluorescencyjny Sybr Green wysyta syg-
nat fluorescencyjny dopiero po wbudowaniu si¢ do
dwuniciowego DNA, powstalego na skutek taczenia
si¢ amplifimerow. Technika ta jest tansza, jednak sys-
tem detekcyjny moze odbiera¢ sygnaty od produktow
niespecyficznych [39]. Metody biomolekularne sa naj-
czesciej stosowane w transplantologii w celu monito-
rowania momentu konieczno$ci wlaczenia leczenia
profilaktycznego PTLDs [50]. Wykazano, ze poziom
DNA EBYV Sécisle koreluje z ryzykiem wystapienia
choroby limfoproliferacyjnej [68]. Jedni autorzy po-
daja, ze granica poziomu DNA EBYV, powyzej ktorej
moze wystapi¢ PTLD jest 1000 kopii/ml (geq/mL)
[60], inni, ze 1x103 kopii/mg DNA [19].

10. Znaczenie EBV w transplantologii

Supresja odpowiedzi komérkowej zwiazanej z lecze-
niem immunosupresyjnym pacjentow po przeszczepach
narzadow lub szpiku sprzyja reaktywacji endogennego
wirusa. Przejawia sig to pelnym cyklem replikacyjnym
z liza komorek zakazonych. Zakazenie pierwotne, wtor-
ne, objawowe lub bezobjawowe moze prowadzi¢ do
rozwoju procesoOw rozrostowych — chordéb limfopro-
liferacyjnych PTLDs (post transplant limphoproli-
ferative disorders) [72]. Wéréd PTLDs wyrdznia si¢
zmiany o typie hyperplazji plazmatycznej i chtonia-
kéw immunoblastycznych. W 85-100% przypadkow
PTLDs po transplantacji wykrywa si¢ DNA EBV. Do
wystapienia choroby limfoproliferacyjnej przyczynia
si¢ defekt limfocytow T, co pozwala, pomimo ekspresji
genow EBV na wymknigcie si¢ spod kontroli uktadu
immunologicznego zainfekowanych komorek B, pro-
wadzac do poliklonalnej proliferacji transformowa-
nych przez wirusa limfocytow B. W trakcie podzia-
tow komoérkowych mutagenne dziatanie wirusa, jak
rowniez czgste rearanzacje genow dla tancuchow im-
munoglobulin moga doprowadzi¢ do mutacji, ztosliwej
transformacji, nast¢pnie do monoklonalnej ekspansji
limfocytow B[67].

PTLD rozwija si¢ z komorek dawcy, poniewaz lim-
focyty biorcy szpiku usuwane sa wskutek chemiotera-
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pii i zastgpowane przez limfocyty dawcy [8]. Czgstos¢
zaburzen limfoproliferacyjnych spotykanych po prze-
szczepach jest $cisle zwiazana z rodzajem przeszcze-
pianego narzadu. Po przeszczepie nerki choroba lim-
foproliferacyjna wystepuje u okoto 2% pacjentow,
po przeszczepie serca u 5%, 5—10% po przeszczepie
ptuca i 5—15% po przeszczepie watroby. Ryzyko wy-
stapienia choroby limfoproliferacyjnej po przeszcze-
pieniu szpiku kostnego jest stosunkowo niskie i $red-
nio wynosi okoto 1%. Wystapienie PTLD zalezy od
rodzaju przeszczepu i wynosi od 0,4% u biorcow
zgodnych w uktadzie HLA do 24% u pacjentéw otrzy-
mujacych przeszczep od dawcow niezgodnych w ukta-
dzie HLA ipoddanych T-deplecji [10]. Nie bez
znaczenia jest seronegatywno$¢ biorcy przy seropo-
zytywnosci dawcy, co zwigksza ryzyko PTLD od 30%
do 50% [68]. U 0sdb po przeszczepie narzadow litych
$miertelno$¢ bedaca nastgpstwem PTLD wynosi od
40—60%, natomiast po przeszczepie szpiku jest wyjat-
kowo wysoka i moze wynosi¢ nawet 90% [4]. Odrzu-
cenie limfocytéw B z przeszczepianego materiatu
znacznie redukuje lub eliminuje powiktania zwiazane
z reaktywacja wirusa [48]. U pacjentdw po przeszcze-
pie z przewlekla biataczka szpikowa (chronic myelo-
cytic leukemia) czgsciej stwierdzano PTLD, niz u pa-
cjentow poddanych przeszczepowi z innych wskazan.
Niezwykle waznym czynnikiem wykazujacym zwiazek
z wystgpieniem choroby limfoproliferacyjne;j jest rodzaj
1 nasilenie terapii immunosupresyjnej. Swinnen
[68] stwierdzit, ze przekroczenie skumulowanej dawki
monoklonalnego przeciwciala przeciw CD3 (murono-
mab OK3) powyzej 75 mg moze spowodowaé zwigk-
szenie czgstosci choroby limfoproliferacyjnej nawet do
38%. Mediany czasu od transplantacji do wystapienia
pierwszych objawéw choroby wynosza wg réznych
autoréw 70 dni [8], 90 dni [10], 137 dni [9]. Najwczes-
niej odnotowano przypadek PTLD w okresie 3 tygo-
dni po BMT, najpozniej 6 lat po transplantacji [14].

PTLD bedace wynikiem infekcji wirusem EBV
wystgpuje znacznie rzadziej po przeszczepach autolo-
gicznych [26] i po przeszczepach krwi pgpowinowe;j
(CBT) [52].

Mozna wyr6zni¢ dwie podstawowe postacie PTLD:
forme polimorficzna obejmujaca polimorficzna dyfu-
zyjna hyperplazje B komorkowa i polimorficznego
chloniaka B komoérkowego oraz form¢ monomor-
ficzna: immunoblastic sarcoma i inne formy chtonia-
kéw. W zaleznosci od fenotypu proliferujacych ko-
morek forma monomorficzna PTLD obejmuje warian-
ty: B-komorkowy, T-komoérkowy lub NK-komorkowy,
przy czym ekspansja limfocytow T i NK zachodzi
rzadko [10, 48]. PTLD podzielono na trzy kategorie
oparte na cechach morfologicznych i genotypowych:
(1) plazmatyczna hyperplazja (plasmacytic hyper-
plasia) prawie zawsze poliklonalna, z wystapieniem
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wielu objawow charakterystycznych dla infekcji wiru-
sa EBV, (2) polimorficzna B-komodrkowa hyperplazja
(polymorphic B-cell hyperplasia) i polimorficzny
B-komorkowy chtoniak (polymorphic B-cell lympho-
ma) wystepujacy w weztach chtonnych lub poza nimi
o zazwyczaj monoklonalnej proliferacji z obecnym
wirusem EBV, (3) bialaczka immunoblastyczna (im-
munoblastic lymphoma) i (multiple myoloma), pocho-
dzenia monoklonalnego, zawierajaca genom EBV oraz
jeden lub wigcej onkogenéw lub geny supresorowe
nowotworu (N-ras, p53, c-myc) [16, 17]. Wystapienie
PTLD we wcze$niejszym okresie po transplantacji jest
zazwyczaj wynikiem pierwotnego zakaznia wirusem
EBY, a objawy kliniczne sa podobne do objawow mo-
nonukleozy zakaznej z lub bez limfodenopatii [48].
Rozwoj wirusa w pdzniejszym okresie potransplanta-
cyjnym moze byC przyczyna pojawienia si¢ jednego
lub wigcej guzoéw umiejscowionych w weztach chion-
nych lub poza nim, najczgsciej w obrgbie jamy brzusz-
nej lub uktadu nerwowego. Rozrost nietypowych lim-
focytow o okreslonym fenotypie moze obja¢ takze
przeszczepiony narzad lub szpik kostny [48].

Opisano przypadki, w ktorych cechy PTLD w wy-
niku reaktywacji wirusa Epstein-Barr po transplantacji
szpiku byly niezmiernie podobne do choroby prze-
szczep przeciwko gospodarzowi z dominujacymi ob-
jawami ze strony uktadu pokarmowego (gastrointesti-
nal GvHD) [10]. Tak, wigc Clavies i wsp. [10]
w swojej pracy podkreslaja znaczenie monitorowania
infekcji wirusowej EBV po transplantacji, ze wzgledu
na odmienne leczenie PTLD i GvHD.

Wezesna diagnoza infekcji EBV i podanie lekow
antywirusowych jest najlepszym sposobem zapobie-
gania PTLD. Terapia antywirusowa (wysokie dawki
Acycloviru, Gancykloviru lub Foscarnetu) jest sku-
teczna szczegdlnie w fazie litycznej wirusa i w przy-
padku zmian w jamie nosowo-gardtowej [46]. W mo-
mencie rozwoju choroby limfoproliferacyjnej stosuje
sig przede wszystkim redukcjg dawek lekéw immuno-
supresyjnych, co jednak po wystapieniu transfomacji
blastycznej limfocytow nie jest juz wystarczajace [48].
Brak odpowiedzi po zmniejszeniu dawek lekow im-
munosupresyjnych jest przestanka do wprowadzenia
leczenia cytokinami, z ktoérych najczeséciej stosowany
jest interferon alfa. Ponadto w uzyciu sa inne formy
leczenia jak radioterapia i/lub chemioterapia [46].

Ostatnio coraz czgsciej stosowanym leczeniem
choroby limfoproliferacyjnej jest terapia komorkowa.
Poczatkowo dawce poddaje si¢ stymulacji EBV lim-
focytami B, nastgpnie z krwi separuje si¢ limfocyty T
o reaktywno$ci anty-EBYV, ktore sa podawane pacjen-
tom. Terapia ta wykazuje wysoka skuteczno$¢ prowa-
dzac do uzyskania 60—80% remisji, ma jednak pewne
ograniczenia, poniewaz wymaga odpowiedniego cza-
su na stymulacje¢ i uzyskanie od dawcy wystarczajacej
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liczby limfocytow T. Istnieje roéwniez ryzyko, ze zain-
fekowane komorki biorcy nie beda posiadaly biatka,
przeciwko ktoremu byty stymulowane komorki efek-
torowe dawcy, (jesli transformacja blastyczna limfo-
cytow nastapi pozniej) [48].

Alternatywna strategia terapeutyczna jest uzycie
przeciwcial monoklonalnych przeciw limfocytom B.
Istnieja doniesienia skutecznej terapii PTLD przy uzy-
ciu przeciwciat anty-B komorkowych (CD22 — conju-
gated immunotoxin) w przypadkach opornych na che-
mioterapig [24].

11. Podsumowanie

Wirus Epsteina-Barr jest szeroko rozpowszechnio-
ny zakazajac ludzi najcze$ciej w dziecinstwie. Jest
przyczyna wielu choroéb, nie tylko mononukleozy za-
kaznej, z ktora jest zazwyczaj kojarzony, ale takze
choroby limfoproliferacyjnej i zespolu Dunkana. Pe-
netruje i proliferuje w komorkach epitelialnych jamy
nosowo-gardlowej oraz w limfocytach B. Szczegolnie
narazone na infekcje sa spoczynkowe limfocyty B
o duzej gestosci receptora CD21. Bialka otoczki od-
powiedzialne za fuzje wirusa z komoérka gospodarza
to gp350/220, gp85, gH, gL oraz gp42. EBV podob-
nie jak inne wirusy z rodziny Herpesviridae posiada
unikalng zdolnos¢ do latencji, czyli przebywania w ko-
morkach gospodarza w formie utajonej. Material ge-
netyczny w zainfekowanej komorce tworzy pozachro-
mosomalna kolista czasteczke episomu kodujacego do
200 biatek, z ktérych niewiele udalo si¢ szczegotowo
zbada¢. Biatka te sklasyfikowano w zalezno$ci od
cyklu wirusa i miejsca, w ktorych wykazuja swoja
aktywnos¢. Do biatek charakterystycznych dla cyklu
latentnego nalezy sze$¢ biatek jadrowych: EBNA-1, -2,
-3A, -3B, -3C i LP i trzy biatka membranowe: LMP-1,
-2A, -2B. Sa one odpowiedzialne za replikacj¢ wirusa,
utrzymywanie autonomii episomu, wywolanie immor-
talizacji komorek gospodarza, indukcji transformacji
blastycznej oraz utrzymywanie cyklu latentnego. Dla
latencji wirusa sa charakterystyczne dwa krotkie frag-
menty mRNA: EBER-1 i -2, regulujace translacj¢
1 przekazywanie informacji. W cyklu litycznym wy-
kazuja ekspresje geny odpowiedzialne za replikacje
wirusowego DNA, formowanie biatek kapsydu i tegu-
mentu oraz umozliwiajace fuzj¢ wirusa z kolejnymi
komorkami. Biatko Z jest aktywatorem cyklu litycz-
nego i wykazuje wysoki poziom w czasie infekcji pier-
wotnej oraz podczas reaktywacji. Inne biatka cyklu
litycznego to biatka strukturalne, budujace kapsyd,
tegument oraz umozliwiajace fuzje wirusa z komor-
ka gospodarza. Podczas cyklu litycznego zachodza
zmiany morfologiczne. Komorka gospodarza zwigk-
sza znacznie swoja objetos¢, ma duze jadro, wykazuje
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ekspresje HLA-DR i CD23. Cze$¢ komorek pod wpty-
wem zakazenia wirusem EBV ulega procesowi im-
mortalizacji wskutek zahamowania apoptozy. Kluczo-
wa role w tym procesie spelniaja biatka wirusa
EBNA-2 i EBNA-1, ktore stymuluja LMP-1, wptywa-
jac tym samym na ekspresje gendw komodrkowych.
Limfocyty B w wyniku immortalizacji sa podatne do
procesdw rozrostowych. Istnieje kilka hipotez udziatu
wirusa Epsteina-Barr w transformacji blastyczne;j, jed-
nak mechanizm patogenezy nie zostal do konca po-
znany. W specyficznych warunkach np. po przeszcze-
pach organéw lub szpiku moze doj$¢ do reaktywacji
wirusa, czyli przejscia z cyklu latentnego w cykl litycz-
ny. Biatkiem charakterystycznym dla tego procesu,
wykazujacym wowczas silna ekspresje, jest biatko Z.
Podczas infekcji EBV w surowicy pacjenta pojawia
si¢ szereg przeciwciat wskazujacych na obecnosé za-
kazenia pierwotnego, reaktywacji wirusa lub przecho-
dzenia w cykl latentny. Metody serologiczne takie jak
test lateksowy lub EIA wykorzystuje si¢ gtownie do
diagnostyki mononukleozy zakaznej. Biatka wirusa
mozna wykry¢ metoda immunohistochemiczna lub
immunofluorescencyjna. Najwigksza czutos¢ i swois-
tos¢ wykazuja metody biomolekularne. Do detekcji
EBV stosuje si¢ glownie hybrydyzacje in situ, PCR
oraz Real-Time PCR. Metody te sa stosowane szcze-
gblnie po zabiegach transplantacji w celu wczesnej
diagnozy infekcji EBV, co w okresie nasilonej immu-
nosupresji ma szczegdlne znaczenie. Pozwoli bowiem
na podjgcie odpowiednio wczesnego leczenia, przy-
czyniajac si¢ do poprawy wynikow.
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Mycotoxins, food products and human health

Abstract: The basic problem from the point of view of healthy nutrition and food safety is to protect food against pathogenic
bacteria, fungi and chemical contamination. These agents have significant influence on the state of human health. The protection
means minimalization of the possibility of occurrence of food poisoning where contaminated food is the source of poisoning. Food
poisoning is caused by the consumption food containing pathogenic bacteria, its toxins or mycotoxins. While taking care of food
quality, problems concerning mycotoxins and the threat related to them cannot be left aside.

1. Introduction. 2. Classification of mycotoxins. 2.1 Aflatoxins. 2.2 Ochratoxins. 2.3 Patulin. 2.4 Fumonisins. 2.5 Trichothecenes.
2.6 Sterigmatocystin. 2.7 Luteoskirin. 2.8 Byssochlamin acid. 2.9 Citrinin. 2.10 Penicillic acid. 3. Detection of mycotoxins.

4. Epidemiology of mycotoxicosis. 6. Conclusions

Stowa kluczowe: mykotoksyny, wystgpowanie, dziatanie, wykrywanie, epidemiologia mykotoksykoz

Key words:

mycotoxins, occurrence, action, detection, epidemiology

1. Wprowadzenie

Mykotoksyny sa produktami przemiany materii
grzybow nalezacych do rodzajow: Aspergillus, Peni-
cillium, Fusarium. Dzialaja toksycznie na organizmy
cztowieka, zwierzat i roslin, spozycie zywnosci zawie-
rajacej mykotoksyny prowadzi do zatrucia, czyli tok-
sykozy [78, 89, 94].

Mykotoksyny sa albo magazynowane wewnatrzko-
moérkowo w grzybni albo wydzielane do otaczajacego
srodowiska, dyfunduja do zywnosci lub paszy. Zaka-
zone (skazone ple$niami) produkty, nawet po usunig-
ciu grzybni i tak pozostaja toksyczne. Mykotoksyny
sa substancjami niskoczasteczkowymi i ciepto-stabil-
nymi, co pozwala im przetrwaé procesy gotowania
i przyrzadzania zywnosci. Rozrézniane sa dwa rodza-
je toksycznosci mykotoksyn: ostra powodujaca zatru-
cia pokarmowe i chroniczna — objawiajaca si¢ dziata-
niem rakotworczym, mutagennym, teratogennym [11,
13, 93, 78, 89, 94].

Zatrucia mykotoksynami nie sa zbyt czgstymi zja-
wiskami w naszym kraju, mimo to nalezy jednak zwra-
ca¢ uwagge na jako$¢ pozywienia, gdyz nawet najmnie;j-
sza ilo§¢ mykotoksyn w pokarmach moze doprowadzi¢
do powaznych dolegliwos$ci zotadkowych. Powiktania
wynikajace z zatrucia mykotoksynami sa bardzo po-
wazne i moga doprowadzi¢ do nicodwracalnych zmian
w organizmie ludzkim. Rozroznia si¢ wiele mykotok-

syn, a w niniejszej pracy zostala przedstawiona jedy-
nie czes$¢, ktora jest najbardziej powszechna.

2. Podzial mykotoksyn

Do najbardziej znanych i zagrazajacych zyciu czto-
wieka zaliczmy: aflatoksyny, ochratoksyny, patuling,
fumonizyny, deoksywalenon, sterigmatocystyng, lute-
oskiryng, kwas penicylinowy, kwas byssochlaminowy,
cytryning.

2.1. Aflatoksyny

Istnieja cztery ich typy: B, B,, G,, G, Syntety-
zowane sa glownie przez szczepy Aspergillus flavus
(B1, B2), 4. parasiticus (B, B,, G,, G,) oraz spokrew-
niony gatunek 4. nomius. Toksyna B, jest silnym
czynnikiem karcynogennym. W organizmach zwierzat
mlecznych, dokad dostaje sig¢ z pokarmem, jest hydro-
ksylowana, a nastgpnie wydzielana z mlekiem jako afla-
toksyny M, i M,. Wystgpowanie aflatoksyn w poszcze-
golnych produktach Zzywno$ciowych przedstawiono
w tabeli 1. Dziatanie aflatoksyn moze by¢ ostre tok-
syczne (uszkodzenie watroby, proliferacja przewodow
z06tciowych) oraz rakotworcze (najczesciej nowotwory
watroby, zotadka, pluc i nerek). Metabolity te sa bar-
dzo odporne na zmiany $rodowiska i wytwarzane sa
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Tabela I
Wystepowanie mykotoksyn w produktach spozywczych
Pi$miennic-
Mykotoksyna Produkt
two
Aflatoksyny Orzechy ziemne, pistacje, daktyle, migdaty, marcepan, nasiona grochu i fasoli, kukurydza,
maka, pieczywo, stodycze, swieze owoce, warzywa, suszone owoce, zboza, soja, pieprz,
kawa, kakao, tyton, mleko ludzkie, krowie, kozie, bawole, wielbtadzie (surowe,
pasteryzowane, UHT), przetwory mleczne (§mietanka, masto, ser, serwatka),
rozdrobnione nasiona bawetny, rozdrobniony koper, orzechy brazylijskie, migdaty, ryz,
pszenica, suszone figi, gatka muszkatotowa, chilli, bawelna, pasza dla zwierzat [34, 56, 74]
Ochratoksyna A Wino, zielone ziarno kawy (Coffea arabica), kukurydza, jeczmien, sorgo, zyto, owies, [14, 33, 41,
ryz, ziarno kakaowe, soja, fasola, ciecierzyca, przyprawy, piwo, nerka wieprzowa, 45, 49, 73,
przetwory migsne zawierajace krew, rodzynki, porzeczki 74]
Patulina Jablka, sok jabtkowy, morele, brzoskwinie, nektarynki, wisnie i sok, czarna porzeczka
i sok, pigwa, gruszki, pomidory [38, 47]
Fumonizyny kukurydza, ryz, piwo, sorgo, makaron pszenny [17, 51, 74]
Trichotecen Kukurydza, pszenica, jgczmien, sorgo, ryz, owies, fasola [37]
Sterigmatocystyna Ryz, pszenica, ziarno kawy, orzeszki ziemne, pasze, [74, 93]
Luteoskiryna Pszenica, orzechy laskowe, orzeszki ziemne, ptatki owsiane, soki owocowe, chleb,
grysik pszenny, pasza [57]
Kwas byssochlaminowy | Soki owocowe, ryz, maka, fasola [29]
Cytrynina Ryz, maka, fasola, zboze, pasza [33]
Kwas penicylinowy Ryz, maka [25, 33]

praktycznie w kazdych warunkach. Aflatoksyny sa pro-
dukowane najczeséciej w zakresie temperatur 13—42°C,
chociaz moga powstawac w temperaturze 3°C, a takze
ponad 50°C. Sa substancjami ciepto-trwatymi i nie
ulegaja zniszczeniu podczas gotowania Zywnosci na-
wet w wysokich temperaturach. Niszcza je natomiast
promienie UV. Aflatoksyny sa wrazliwe na zasady
i §rodki utleniajace, skuteczne jest stosowanie chloru,
nadtlenku wodoru czy podchlorynu sodowego. Pro-
dukcji aflatoksyn sprzyja odczyn kwasny. Wigkszos¢
plesni dobrze ro$nie w warunkach tlenowych, chociaz
w warunkach obnizonego ci$nienia tlenu czasteczko-
wego nie dochodzi do zniszczenia wszystkich grzy-
boéw, poniewaz niektore moga zmieni¢ swdj system
oddechowy na fermentacjg [11, 13, 84, 93].

2.2. Ochratoksyny

Znane sig trzy typy ochratoksyn: A, B i C. Najbar-
dziej rozpowszechniona jest ochratoksyna A. Ma ona
dziatanie nefrotoksyczne i nefrokancerogenne. Ochra-
toksyna jest syntetyzowana przez Aspergillus alutaceus
i Penicillium verrucosus [11,13, 93]. Optymalng tem-
peratura wytwarzania tej mykotoksyny jest 28°C. Wy-
stgpowanie ochratoksyny w produktach spozywczych
przedstawiono w tabeli 1.

2.3. Patulina

Syntetyzowana jest przez grzyby nalezace do ro-
dzajow: Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys. Ples-

nie te rozwijaja si¢ w szerokim zakresie temperatur
(0—42°C). Z posrod nich najwazniejszy jest P. expan-
sum. Wystgpowanie patuliny w produktach spozyw-
czych przedstawiono w tabeli 1. Patulina jest ogolna
toksyna komodrkowa. Pasteryzacja i wyjatawianie
w autoklawach nie niszczy patuliny. Jest rowniez sto-
sunkowo trwata w $rodowisku kwasnym, zakres pH
tworzenia patuliny wynosi od 3,0 do 6,5. Owoce za-
plesniate nie stanowia bezposredniego zagrozenia dla
cztowieka, poniewaz si¢ ich nie spozywa. Problem
moga stanowi¢ produkty przetworzone, gdyz bardzo
czgsto nadgnite owoce sa wykorzystywane w przetwor-
stwie, a poniewaz patulina jest rozpuszczalna w wodzie
istnieje ryzyko jej obecnosci w sokach, najczesciej
w soku jablkowym. Najprostsza metoda zapobiegajaca
rozprzestrzenianiu si¢ patuliny w owocach jest usuwa-
nie zepsutych ich czesci. Ta zasada jednak odnosi si¢
tylko do jabtek, poniewaz ich miazsz z przestrzeniami
migdzykomorkowymi, ktore sa wypelione gazem,
uniemozliwia dyfuzje toksyny, co jest niestety nieunik-
nione w przypadku innych owocow [11, 13, 93].

2.4. Fumonizyny

Produkowane sa przez Fusarium moniliforme
i F proliferatum. Wyrdznia si¢ trzy typy fumonizyn:
B,, B, oraz B;. U ludzi prawdopodobnie powoduja
nowotwory przelyku i watroby. U zwierzat dodatko-
wo wykazuja dzialanie nefrotoksyczne. Wystgpowa-
nie fumonizyn w produktach spozywczych przedsta-
wiono w tabeli I [11, 13, 93].
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2.5. Trichoteceny

Produkowane sa przez grzyby z rodzajow: Fusa-
rium, Cephalosporium, Myrothecium, Trichoderma,
Stachybotrys. Do tej pory zidentyfikowano szereg tri-
chotecendéw: niwalenol, doeksyniwalenol (nazywanego
tez toksyna wymiotna, womitotoksyna), toksyna T-2
(zearalenon), dwuacetoksyscirpenol i mniej pospolite:
fuzarenon X, toksyna HT-2 i neosolaniol. Wystgpowa-
nie trichotecenow w produktach spozywczych przed-
stawiono w tabeli I. Dziatanie trichotecenéw polega na
hamowaniu syntezy biatek Iub blokowaniu transferazy
peptydowej w rybosomach, moga tez powodowac za-
burzenia w przemianie materii. Tworzenie tych myko-
toksyn nie wymaga specjalnego zakresu temperatur,
minimalna temperatura ich biosyntezy wynosi —7°C,
a maksymalna 32°C, nagle obnizenie temperatury ak-
tywuje produkcje. Najgrozniejszym metabolitem jest
toksyna T-2, ktora wywotuje u zwierzat procesy femi-
nizacyjne, powoduje zaburzenia rozrodu utrudniajace
zaptodnienie, owulacj¢, implantacj¢ zarodkdéw i ich
prawidlowy rozwdéj, a w konsekwencji ostabienie
zywotno$ci nowonarodzonych zwierzat [11, 13, 93].

2.6. Sterigmatocystyna

Wytwarzaja ja grzyby z rodzajow Aspergillus i Pe-
nicillium. Ma ona dzialanie karcynogenne. Wytwa-
rzana jest w zakresie temperatur 15-32°C (optimum
25-30°C). Wystgpowanie sterigmatocyny w produk-
tach spozywczych przedstawiono w tabeli [ [11, 13, 93].

2.7. Luteoskiryna

Wytwarzana jest przez Penicillium islandicum, po-
woduje uszkodzenie i raka watroby. Wystgpowanie lu-
teoskiryny w produktach spozywczych przedstawiono
wtabeli [ [11, 13, 93].

2.8. Kwas byssochlaminowy

Produkowany przez Byssochlamys fulva, (Paecilo-
myces variotii). Powoduje krwawienia i uszkodzenia
nerek. Dane o wystgpowaniu kwasu byssochlamino-
wego w produktach spozywczych przedstawiono w ta-
beli I [11, 13, 93].

2.9. Cytrynina

Syntetyzowana jest przez grzyby nalezace do rodza-
jow: Penicillium, Aspergillus. Spo$rod nich najwazniej-
sze sa: P citrinum, A. candidus, A. terreus. Zatrucia
wywotlane cytryning powoduja uszkodzenie nerek oraz
krwawienie. Wystgpowanie cytryniny w produktach
spozywczych przedstawiono w tabeli I [11, 13, 93].
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2.10. Kwas penicylinowy

Wytwarzany jest przez: Penicillium martensii, P. pu-
berulum 1 Aspergillus alutaceus. Uszkadza watrobg
i nerki. Wystepowanie kwasu penicylinowego w produk-
tach spozywczych przedstawiono w tabeli I [11, 13, 93].

3. Wykrywanie mykotoksyn

Metody wykrywania mykotoksyn przedstawiono
w tabeli II. Metody te stosowane sa do wykrywania
mykotoksyn w produktach spozywczych i paszach,
podczas przeprowadzania kontroli. Moga by¢ réw-
niez stosowane w identyfikacji czynnika etiologiczne-
go toksykozy.

4. Epidemiologia mykotoksykoz

Czlowiek moze mie¢ kontakt z mykotoksynami na
co dzien. Wynika to z ich powszechnego wystepowa-
nia: w powietrzu, podczas wykonywania prac w tar-
taku, w oborze, w stodole, gdzie jest magazynowane
wilgotne siano, w produktach spozywczych niewiado-
mego pochodzenia, jesli nie zostaty zbadane na obec-
no$¢ mykotoksyn a zostaty dopuszczone do handlu
(np.: na bazarze), podczas spozywania ,,lekko nadpsu-
tych” owocow lub warzyw, w ktorych usuwa si¢ je-
dynie te ,,zepsuty” czg$¢ (dopuszczalne jest to tylko
w przypadku jabtek [86].

W tabeli III przedstawiono dziatanie mykotoksyn
oraz jego prawdopodobny mechanizm, z ktorymi czto-
wiek ma najcze$ciej kontakt. Badania na ten temat
prowadzone sa w wielu oSrodkach na §wiecie, w tym
rowniez w Polsce.

Zatrucia spowodowane mykotoksynami, jak wyni-
ka z danych statystycznych, wystgpuja bardzo rzadko.
Ale czy odzwierciedla to rzeczywisto$¢? Pytanie to
pozostanie bez odpowiedzi, poniewaz wigkszo$¢ przy-
padkow zatrué najczesciej nie jest zglaszana do leka-
rza, a co za tym idzie faktyczna zachorowalno$¢ jest
zapewne o wiele wyzsza niz podaja to statystyki. Po
pierwsze, wynika to z nieSwiadomosci spoleczenstwa
na temat zagrozenia, po drugie wigkszo$¢ ludzi na
wszelkie dolegliwo$ci zotadkowe stosuje metody do-
mowe, badz korzysta z preparatow farmakologicznych
dostepnych bez recepty. Spoteczenstwo polskie nie
przywiazuje wigkszej uwagi do czynnikow, ktdére moga
przyczynia¢ si¢ do powstawania zatru¢ pokarmowych,
a jak z powyzszego wynika nawet najmniejsza plesn
na konfiturach czy pieczywie albo zgnilizna owocow
moze doprowadzi¢ do powaznego zatrucia.

Niedosuszenie zboza ponizej 14% moze powodo-
wac rozw0j plesni. Grzybnia wnikajaca w glab ziarna
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Tabela I1
Metody wykrywania mykotoksyn
Mykotoksyna Metoda wykrywania Pi$miennictwo

Aflatoksyna HPLC + Sm, immunoblot, hodowla na podtozu z cyklodekstryna [16, 20, 21, 89]
ochratoksyna A RAPD, HPLC, LC + FLD, spektrometria masowa, IA HPLC, HPLC + TmS [12, 41,73, 77, 78]
Patulina metoda kolorymetryczna, PCR, HPLC, spektrometria gazowa + spektrometria masowa | [76, 83, 85, 86]
Fumolizyna chromatografia cieczowa, immunoblot, PCR (multiplex real time), FIA, ELISA [42, 46, T7]
Trichotecen PCR (multiplex real time) [11]
Zearalenon Immunoblot, PCR, LC+FLD, FPI, chromatografia cienkowarstwowa, IA + PAF,

metoda kolorymetryczna, RIA [24, 27, 28, 52]
Dezoksyniwalenol | ,.elektroniczny nos”, IA + chromatografia cieczowa [53, 55]
Cytrynina ELISA [2]
Kwas penicylinowy | HPLC [25]

PCR (multiplex real time) — multiplex Real Time Polymerase Chain Reaction, FIA — Fluoroimmunoassay, ELISA — Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay, Reversed-Phase HPLC + Mass Spectrometry, PCR — Polymerase Chain Reaction, LC+FLD — Liquid Chromatography + Fluorescence Detec-
tion, FPI — Fluorescence Polarization Immunoassay, HPLC — High Performance Liquid Chromatography, HPLC+PAF — High Performance Liquid
Chromatography + Photodiode Array Fluorescence, RAPD — Randomly Amplified Polymorphic DNA, IA HPLC — Immunoaffinity + High Perfor-
mance Liquid Chromatography, IA + chromatografia cieczowa, RIA — Radioimmuno assay, IA+LC — Immunoaffinity +Liquid Chromatography,
HPLC + TmS — Reversed — phase High Performance Liquid Chromatography separation with Tandem mass Spectrometric identification and quanti-

fication using quadrupol ion trap mass analyser

powoduje jego czesciowe lub catkowite obumarcie.
Maka z takiego ziarna nie nadaje si¢ do wypiekow, ma
przykry zapach i gorzki smak oraz moze zawieraé
mykotoksyny. W Polsce okoto 20% zboza ma ziarno
suche, ktére nie wymaga dosuszenia. Zaniedbanie pro-
wadzi do pogorszenia jakoS$ci ziarna, co w konsekwen-
cji moze prowadzi¢ do pogorszenia zdrowia lub zycia
konsumentow. Silosy zbozowe powinny podlegac sys-
tematycznej kontroli, szczegdlnie w okresie wystgpo-
wania wysokich temperatur, gdyz wtedy wystgpuje
zjawisko kondensacji powodujace tworzenie gniazd
plesni i zbrylen. W takich okresach zaleca si¢ wietrze-
nie siloséw. Silosy po oprdznieniu oraz caty uktad
obiegu ziarna powinny by¢ zdezynfekowane $rodka-
mi przeciwgrzybowymi.

Migso zwierzat, ktore karmione byly pasza skazona
mykotoksynami, nie jest tak niebezpieczne jak mleko,
do ktorego przechodzi od 0,1% do 1% aflatoksyny M,
dlatego mleko takie stanowi zagrozenie, zwlaszcza dla
dzieci [94].

W Polsce istnieja normy zawierajace najwyzsze
dopuszczalne zanieczyszczenia mykotoksynami (tabe-
la IV) oraz metody ich oznaczania [57—-63]. Wydaw-
nictwo Metodyczne Panstwowego Zaktadu Higieny
w 2005 roku wydato szereg opracowan dotyczacych
metodyki oznaczania mykotoksyn w produktach spo-
zywczych [67-72].

Firmy zajmujace si¢ wytwarzaniem artykutéw prze-
znaczonych konsumpcji zobowigzane sa do wykony-
wania odpowiednich analiz i do obrotu powinny by¢
dopuszczone sprawdzone partie towarow. Czy tak jest?

Szymczyk iwsp. [84] zbadali zawartos$¢ patu-
liny w 754 probkach sokéw jabtkowych zakupionych

w sieci handlu detalicznego w latach 1999-2003 tech-
nika HPLC z detektorem UV. Stwierdzono, ze ponad
75% probek nie zawierato, natomiast 22,7% probek
zawierato patuling, ale jej stezenie nie przekraczalo
dopuszczalnej wartosci wedtug polskiej normy. Za-
wartos¢ patuliny powyzej normy stwierdzono w 1,1%
badanych sokéw. Wiazato si¢ to prawdopodobnie
z tym, ze czg$¢ jablek przechowywanych w chtodniach
do poéznej wiosny, przeznaczona zostata do przerobu
przemystowego bez odpowiedniej selekcji surowca.
Odzywki dla dzieci réwniez podlegaja badaniu na
obecno$¢ mykotoksyn. W tabeli V przedstawiono do-
puszczalng zawartos¢ roznych mykotoksyn w odzyw-
kach dla niemowlat. Trwaja nadal dyskusje, czy te pro-
dukty w ogdle powinny zawieraé mykotoksyny [94].
Usunigcie z produktow mykotoksyn jest bardzo
trudnym przedsigwzigciem, poniewaz zanieczyszczenie
zywnosci 1 pasz w bardzo wysokim stopniu zalezy od
warunkow $rodowiska, ktére umozliwiaja wzrost ples-
ni i powstawanie mykotoksyn. Produkty rolne moga
ulec zanieczyszczeniu w kazdym momencie, poczaw-
szy od rozwoju rosliny na polu, poprzez zbior, jak tez
w trakcie obrobki, przechowywania i transportu goto-
wego artykutu. Poniewaz w kazdym z tych etapow
sktad flory grzybowej jest r6zny, w wyniku zaniedban,
produkt moze zostaé zanieczyszczony réznymi myko-
toksynami (tabela I). Fakt, ze produkty rolne zawieraja
niewiele plesni nie oznacza, ze sa wolne od mykotok-
syn. Wiele toksyn jest niewrazliwych na obrobke ciepl-
na, sa stabilne w przecig¢tnych warunkach stosowanych
podczas gotowania i przygotowywania zywno$ci, dla-
tego tez moga pozostawacé w produkcie dtugo po znik-
nigciu ple$ni. Prawidlowe techniki zbioru plodow rol-
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nych pomoga w znacznym stopniu przezwycigzy¢ ten
problem, ale nie wyeliminuja go catkowicie. Dlatego
zawsze trzeba bedzie sprawdza¢ metodami analizy
chemicznej skuteczno$¢ granic bezpieczenstwa.

W praktyce, wyniki badan poziomu zanieczysz-
czen, sa ograniczone przez szereg czynnikow, w tym:
srodki, jakie sa przeznaczone na przeprowadzenie ba-
dania, dostgpno$¢ sprz¢tu laboratoryjnego, zastosowa-
nej procedury pobierania probek, wiarygodnosci i czu-
todci (sensitivity) metody uzywanej do oznaczenia
(tabela II). Od czasu odkrycia aflatoksyn we wczes-
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nych latach 60 naszego wieku wielokrotnie donoszo-
no o wystgpowaniu réoznych mykotoksyn w zywnosci
i paszach. Sposrod wielu znanych mykotoksyn, inten-
sywnie badanych jest nie wigcej niz 20, a tylko 5 lub 6
z nich jest bardzo wazna ze specyficznego, rolniczego
punktu widzenia; sa to aflatoksyny, ochratoksyna A,
patulina, fumonizyny, deoksyniwalenol (trichoteceny)
i zearalenon (tabela II). Lista ta, pomimo ze jest krot-
ka, obejmuje obszerny zestaw probleméw i wyzwan
naukowych, ze wzgledu na szerokie rozpowszechnie-
nie grzybow, gatunkéw uprawnych i toksyn.

Tabela III
Dziatanie wybranych mykotoksyn

Mykotoksyna Gatunek plesni Dziatanie (PiSmiennictwo)
Aflatoksyny Aspergillus flavus, Hepatotoksyczne, hepatokarcynogenne [65], stluszczenie watroby [5] wiaze sig
A. parasiticus, z kwasami nukleinowymi, biatkami watroby, krwi (gtéwnie albuminami) i dochodzi
A. nominus do utworzenia struktur polinukleinowych, ktore zapoczatkowuja karcynogeneze [5]
powoduja krwawienia, maja dziatanie prozapalne uwalniaja kwas arachidonowy
btony komorkowej migsni tchawicy [1], zaburzaja stgzenie i ruchliwo$¢ plemnikow
w najadrzach oraz zwigksza liczbg uszkodzonych (u myszy) [4], indukuje mutacje
i mitotyczne rekombinacje in vitro [81], teratogenne
Ochratoksyna A | Penicillium verrucosum, | Uszkodzenie nerek, watroby, dzialanie immunosupresyjne, genotoksyczne, terato-
A. alutaceus, genne, karcynogene [9], neurotoksyczne [10], nowotwory nabtonka drég moczo-
A. sclerotium, wych [40, 54], utlenianie zwiazkow ttuszczowych [9], jest analogiem fenoloalaniny,
A. sulphureus, hamuje syntezg bialek na drodze wspoétzawodnictwa z fenyloalaning podczas reakcji
A. mellus aminoacylacji fenyloalanina — tRNA [9], powoduje apoptozg [75]
Patulina P. expansum, Zmienia procesy translacyjne i transkrypcyjne, hamuje syntez¢ RNA i biatek
A. clavatus, in vitro, hamuje syntezg bialka na drodze zahamowania pobierania aminokwasow
Byssochlamys nives, do komorek i ich wbudowywania do biatek [7], zaburza prawidtowe funkcjono-
B. fulva wanie bton plazmatycznych [14], indukuje uszkodzenie $luzowki jelit, wiacznie
z degeneracja komorek nabtonkowych, zapaleniem owrzodzeniem i krwawieniem [45]
Trichoteceny Fusarium graminearum, | Powoduja alimentarna toksyczna aleukig¢ (ATA), w matych dawkach — wymioty,
F. culmorum, posiadaja dziatanie immunosupresyjne (hamuja odpowiedz typu komoérkowego,
F. crookwellense, prezentacj¢ antygenu komorkom Langerhansa znajdujacym si¢ w naskorku) i typu
F. sporotrichoides, humoralnego) [44], zapoczatkowuja nowotwory skory, hamuja syntezg¢ biatek [15],
F. poae, toksyczne dla makrofagow plucnych szczura [79]. Deoksyniwalenol toksyczny dla
F. acuminatum, przewodu pokarmowego i krwiotworczego [42], indukuje anoreksj¢ na drodze
F. roseum, mechanizmu serotoninergicznego za pomoca reakcji z receptorem SHT [64].
F. tricinctum Zearalenon — zapoczatkowuje powstanie nowotworu w mechanizmie podobnym do
estragenow [78], toksyczny dla jader [9]. Fuzarenon — hamuje absorpcjg D-ksylozy
w jelicie szczura [50], powoduje apoptoze [30, 31]. T-2 biatko uszkadzajace blong
komoérkowa [44].
Fumonizyny F. moniliforme, Nefrotoksyczne, neurotoksyczne, hepatotoksyczne, karcynogenne (nowotwor prze-
F. proliferatum tyku i watroby), immunosupresyjne (uszkadza bton¢ makrofagéw, zwigksza stres
oksydacyjny) [22]), hamuje syntez¢ ceramiddw [92], wzmaga wytwarzanie TNF alfa,
IL-1, IL-1Ra, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, IFN gamma [12], powoduje apoptoze,
blokuje syntezg sfingolipidéw [92].
Kwas bysso- B. fulva uszkodzenia nerek, krwawienie [29]
chlaminowy (Paecilomyces variotii), | Uszkodzenie i $mier¢ blizszych kanalikow nerkowych, krwawienie [6)]
Cytrynina P. citrinum, A. candidus,
A. terreus
Kwas P. martensii, Zahamowanie syntezy transferazy S glutationowej watroby szczura, uszkodzenie
penicylinowy P. puberulum, watroby, nerek, rak [20]
A. alutaceus
Sterigmato- A. vesilcolor, Blokowanie syntezy ceramidéw uszkodzenie watroby, rak [53]
cystyna A. nidulans, A. flavus,
P luteum
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Tabela IV
Najwyzsze dopuszczalne zanieczyszczenie mykotoksynami [S8—63]
Maksymalny dopuszczalny .

Lp. Produkt poziom (mg/kg lub mg/l) Uwagl

PATULINA
1. | Sok jabtkowy, zaggszczony sok jablkowy, kremogen 30 produkt o zawartosci
jablkowy oraz inne przetwory z udziatem jabtek ekstraktu 10% (m/m)
AFLATOKSYNY
B,+B.+
1 2
Bl G1+G2 Ml
1. | Orzechy arachidowe, orzechy, owoce suszone, produkty 2 4 -
ich przetwarzania, przeznaczone do bezposredniego
spozycia lub jako sktadnik srodkéw spozywczych
2. | Orzechy arachidowe, ktore musza by¢ sortowane lub 8 15 - Odnosi sig do jadalnej czgsci
beda poddane innym fizycznym zabiegom uzdatniajacym orzechoéw arachidowych,
w celu zmniejszenia w nich zawartosci aflatoksyn, orzechoéw i owocodw suchych
przed przeznaczeniem do bezposredniego spozycia
Iub uzyciem jako sktadnika Zywnosci
3. | Orzechy i owoce suszone, ktére musza by¢ sortowane 5 10 -
Iub beda poddane innym fizycznym zabiegom uzdatnia-
jacym w celu zmniejszenia w nich zawarto$ci aflatoksyn,
przed przeznaczeniem do bezposredniego spozycia lub
uzyciem jako sktadnika zywnosci

4. | Ziarno zboza, tacznie z gryka, oraz produkty ich prze- 2 4 -

twarzania, przeznaczone do bezposredniego spozycia
przez ludzi lub jako sktadnik §rodkéw spozywcezych

5. | Ziarno zboza, tacznie z gryka, a z wytaczeniem kukury- 2 4 -

dzy, ktoére musza by¢ sortowane lub bgda poddane innym
fizycznym zabiegom przed przeznaczeniem do bezposred-
niego spozycia lub uzyciem jako sktadnika zywnosci

6. | Przyprawy: Capsicum spp. (suszone owoce, cate lub roz- 5 10 -

drobnione, wilaczajac chili, pieprz Cayenne i papryke)
Piper spp. (owoce, bialy i czarny pieprz), Myristica
fragrans (gatka muszkatotowa), Zingiber officinale
(imbir) Curcuma longa (kurkuma)

7. | Mleko (surowe, mleko do przetworstwa, spozywcze) - - 0,05 | Mleko: w proszku, zaggszczone,
przetworzone lub jezeli jest sktad-
nikiem produktu, najwyzsze do-
puszczalne zanieczyszczenie nie
moze przekracza¢ podanej wartosci,
z uwzglednieniem kolejno: procesu
zaggszczania, przetwarzania oraz
wzglednego udziatu mleka jako
sktadnika w produkcie.

OCHRATOKSYNA A
1. | Ziarno zboza nieprzetworzone 5
(tacznie z nieprzetworzonym ryzem i gryka)

2. | Produkty otrzymane ze zboza (lacznie z przetworami 3
zbozowymi i ziarnami zb6z przeznaczonymi do bezpo-
sredniego spozycia przez ludzi)

3. | Rodzynki, suszone winogrona 10

Poczatkowo uwazano, ze zanieczyszczenie aflatok-  przyjmuje si¢, ze A. parasiticus jest dobrze przystoso-
synami pojawia si¢ po zbiorach i wynika z niepra- wany do zycia w §rodowisku gleby, moze wytwarzaé
widlowego przechowywania produktow rolnych. Oka-  cztery aflatoksyny (B1, B2, G1, G2), natomiast 4. fla-
zato si¢ jednak, ze zanieczyszczenie aflatoksynami  vus najlepiej ro$nie na kwiatach i lisciach i wytwarza
pojawia si¢ podczas wegetacji ro$lin na polu. Obecnie  tylko 2 aflatoksyny (B, i B,) [2].
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Tabela V
Dopuszczalna zawarto$¢ mykotoksyn w odzywkach dla niemowlat, opracowano wg [94]
Dopuszczalna zawarto$¢ mykotoksyn (pg/kg)
Keai Aflatoksyny Ochratoksyna A | Patulina | Zearalenon | Dezoksyniwalenol T2
A BI, B2,
B1 Gl G2 Ml

Czechy 0,5 1 X X 20 X X X
Biatorus X X ND X X ND ND ND
Malezja X X 0,03 X X X X X
Honduras X 0,01 0,02 X X X X X
Unia Europejska | X X X X 10 X X X
Niemcy X 0,05 | 0,01 X X X X X
Iran 1 X 0,01 1 X 20 X X
Taiwan ND ND ND X X X X X
Turcja 1 2 0,05 X X X X X
Ukraina 1 X X X X X X X
Sri Lanca 1 X X X X X X X
Szwajcaria X 0,01 0,02 0,05 X X X X
Syria X 0,05 X X X X X X
Urugwaj X 3 X X X X X X
Rumunia X X X 5 X X X X
Arabia Saudyjska | 0,05 0,05 0,05 X X X X X
Stowacja 1 1 X 1 20 X X X
Wielka Brytania X X X X X X 100 50

Nd — niedopuszczalne; x — brak zalecen

Bardzo trudno jest kontrolowa¢ zanieczyszczenie
aflatoksynami na polu, poniewaz jest ono wywolywa-
ne przede wszystkim warunkami klimatycznymi, taki-
mi jak wzgledna wilgotno$¢ i temperatura. Czynniki
takie jak wilgotnos¢ gleby, stres spowodowany przez
susze, uszkodzenie spowodowane przez owady i niedo-
bory mineralnych substancji odzywczych, moga — o ile
pojawia si¢ — spowodowac zanieczyszczenie produk-
tow nieuszkodzonych podczas zbiorow.

Niemniej jednak, nie ma watpliwosci, ze najwyz-
sze powstajace stezenia aflatoksyn sa zwiazane z ples-
nieniem artykulow rolnych po zbiorze, podczas prze-
chowywania w ztych warunkach. W takich produktach
mozna wykry¢ aflatoksyny w stgzeniach rzedu mg/kg
i chociaz problemdéw tego rodzaju mozna w zasadzie
uniknaé zapewniajac szybkie suszenie i odpowiednie
warunki przechowywania nieprzetworzonych surow-
cow. W praktyce jednak tego rodzaju zanieczyszcze-
nia sa nadal niezwykle powszechne w krajach cieptego,
wilgotnego klimatu tropikalnego i subtropikalnego.

Ze wzgledu na fakt, ze kontrola pozywienia dla
zwierzat jest o wiele gorzej zorganizowana niz kon-
trola produktow konsumpcyjnych przeznaczonych dla
cztowieka, w toku licznych badan, wielokrotnie stwier-
dzono stosunkowo duze zanieczyszczenie mleka i pro-
duktéw mlecznych aflatoksyna M, , nizszy poziom ska-

zenia w miesiacach letnich, kiedy zwierzgta zywia sig
w wigkszym stopniu trawa niz paszami treSciwymi.
W Europie gtownym zrédtem zanieczyszczenia afla-
toksyna B1 jest maka z orzechéw ziemnych. Wprowa-
dzenie przez niektore kraje zakazu uzywania tej maki
do pasz dla zwierzat spowodowato zmniejszenie po-
ziomu aflatoksyny M1 w mleku. W mleku surowym
w Hiszpanii w kilkunastu procentach probek mleka
(nawet UHT) stwierdzono obecnos¢ aflatoksyny M1
[40]. Wysoki poziom aflatoksyny M1 stwierdzono
rowniez w mleku w Indiach i Ekwadorze [90, 91]. Po-
rownywanie wynikéw badan prowadzonych w roz-
nych krajach dotyczacych obecnos$ci aflatoksyny M1
jest raczej trudne, poniewaz, zar6wno pomigdzy kra-
jami, jak i w ich granicach, istnieja duze réznice zwia-
zane ze stosowanymi paszami, gatunkami zwierzat
hodowlanych, czynnikami §rodowiska, procedurami
ekstrakcji 1 analizy oraz dopuszczalnymi granicami za-
wartosci aflatoksyn w paszach i w mleku. Toksyna ta
jest rowniez wykrywana w probkach mleka kobiecego,
niekiedy w alarmujaco wysokich st¢zeniach [26].
Przetwarzanie mleka na mleko w proszku powoduje
znaczne podwyzszenie poziomu aflatoksyny M,, na-
tomiast podczas oddzielania poszczegdlnych sktadni-
kow mleka w procesie przygotowywania przetworow
mlecznych, takich jak §mietanka, masto, ser i serwatka,
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dochodzi do okre§lonego rozdzialu toksyny, ktora jest
nierozpuszczalna w thuszczu mlecznym i ulega absorp-
cji w twarogu. Przy produkcji masta niewielka czgsé
aflatoksyny M, przechodzi do $mietanki a zdecy-
dowana wigkszo$¢ pozostaje w zbieranym mleku. Za-
tem aflatoksyna M, moze wystgpowa¢ w masle oraz
w maslance. Podobna sytuacja ma miejsce podczas
produkcji twarogu [8, 90].

Wystepowanie ochratoksyny A jest zwiazane z kli-
matem, a zwlaszcza podczas zniw i1 z warunkami prze-
chowywania zbioréw. Dunscy naukowcy wywniosko-
wali, ze ze wzgledu na tradycyjnie wilgotna pogode
podczas zniw nie beda mogli unikna¢ zanieczyszcze-
nia ziarna ochratoksyna [33]. Wysoki poziom zanie-
czyszczen zboza obserwuje si¢ rowniez na Batkanach
[80]. Silne zanieczyszczenie ochratoksyna A zaobser-
wowano rowniez w paszach dla zwierzat w Kanadzie.
Razem z ochratoksyna A w naturalnie zanieczysz-
czonych zbozach i paszach dla zwierzat czgsto wy-
stgpowata tez cytrynina. Jednakze dane dotyczace
wspotwystgpowania sa skape ze wzgledu na problemy
z analiza cytryniny [2, 3].

Ze wzgledu na fakt, ze ochratoksyna wystepuje
w tak roznorodnych produktach spozywczych (tabe-
la I) uwaza sig, ze jej obecno$¢ we krwi ludzkiej jest
posrednim wskaznikiem poziomu narazenia. Istnienie
ciaglego narazenia ludzi potwierdzaja wyniki analizy
probek ich surowicy pochodzacych z roznych krajow
Europy, z ktérych wynika, ze krew ludzi zdrowych
czesto zawiera ochratoksyng A.

Na Batkanach zaobserwowano zwiazek migdzy bat-
kanska endemiczng nefropatia a obecnoscia ochratok-
syny A w produktach spozywczych [80].

6. Uwagi koncowe

W Polsce stosunkowo niewiele jest rejestrowanych
przypadkéw zatrué¢ pokarmowych o etiologii grzybi-
czej (mykotoksyny). Jest to zaledwie kilka przypad-
koéw rocznie. Bywaja lata, kiedy nie ma zadnego zgto-
szonego przypadku. Biorac pod uwage powszechne
wystgpowanie mykotoksyn w produktach spozyw-
czych, zwlaszcza tatwo dostgpnych na bazarach (gdzie
bywa sprzedawany towar, ktory by¢ moze nie byt ba-
dany na obecnos$¢ tych zwiazkdéw) oraz zubozenie pol-
skiego spoteczenstwa, nalezy podejrzewac, ze sytuacja
ta moze spowodowac jeszcze wigkszy wzrost liczby
chorych na choroby nowotworowe.

Latwiejszy dostgp i nizszy koszt badania produk-
tow na obecno$¢ mykotoksyn zapewne przyczynitby
sig¢ do ochrony zycia i zdrowia cztowieka. W tym celu
powinna by¢ bardziej skrupulatnie przeprowadzana
segregacja ,,zepsutych” owocoéw i warzyw, zwlaszcza
w przetworniach owocow, a takze sprowadzanych su-
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szonych owocow i przypraw. Kontroli powinny takze
podlegac silosy, w ktorych sa przechowywane zboza.
Warto réwniez wigcej uwagi poswigcei¢ bardziej szcze-
gotowym badaniom na temat mechanizmu dziatania
mykotoksyn.

W artykule wykorzystano materiat z pracy licencjackiej obro-
nionej 5 lipca 2004 r. na Wydziale Nauki o Zdrowiu Akademii
Medycznej w Warszawie.
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RADA REDAKCYJNA
DZIALU PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY

Z prawdziwa przyjemnos$cia przedstawiamy sylwetki naukowe naszych nowych wspotpracownikow. Redak-
cja dziekuje nowo mianowanym cztonkom Rady za podjgcie pracy statego recenzenta PM.

* *

*

Jozef Kur

Jozef Kur urodzit sie 23 kwietnia 1955 roku
w Wejherowie. Po ukonczeniu I Liceum Ogolnoksztat-
cacego im. Jana Sobieskiego w Wejherowie studiowat
na kierunku Biologia na Wydziale Biologii, Geografii
i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego. Nastgpnie
zostal zatrudniony w Katedrze Mikrobiologii tego
Uniwersytetu, gdzie uzyskiwat kolejne stopnie i tytuty
naukowe: w 1986 r. stopien doktora, w 1993 r. stopien
doktora habilitowanego, w 1998 r. tytut naukowy pro-
fesora. Od 1991 r. jest zatrudniony w Katedrze Mikro-
biologii Politechniki Gdanskiej, obecnie na stanowi-
sku profesora zwyczajnego i od 1992 r. petni funkcjg
Kierownika katedry. Od 2003 r. jest cztonkiem Komi-
tetu Mikrobiologii PAN i Komitetu Biotechnologii
PAN. Od 2006 r. jest cztonkiem Interdyscyplinarnego
Zespohu do Spraw Rozwoju Biogospodarki (Minister-

Adres: Katedra Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej,
ul. Narutowicza 11/12, 80-952 Gdansk, tel. (0-58) 3472302,
fax: (0-58) 3472496, e-mail: kur@chem.pg.gda.pl

stwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego). Na dtuzszych
stazach naukowych przebywat w McArdle Laboratory
for Cancer Research, University of Wisconsin (USA)
w laboratorium prof. Wactawa Szybalskiego. Tematy-
ka badawcza obejmuje (1) biotechnologiczne systemy
nadekspresji enzymow i ich oczyszczanie (termozy-
my i psychrozymy); (2) biotechnologiczne systemy
produkcji lekow peptydowych (insulina, kalcytonina);
(3) konstrukcje i badanie szczepionek nowej genera-
cji (antygeny rekombinantowe, chimeryczne fimbrie,
szczepionki DNA); (4) projektowanie i testowanie
zestawow diagnostycznych opartych o technikg PCR
(diagnostyka molekularna wiruséw, bakterii, grzy-
bow; weterynaryjna diagnostyka molekularna; mikro-
biologiczne badanie zywnos$ci; badania epidemiolo-
giczne — genotypowanie i réznicowanie Szczepow);
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(5) badanie czynnikéw wirulencji i mechanizméw pa-
togenezy E.coli. Realizuje projekty badawcze finan-
sowane w ramach grantdw przyznanych m.in. przez
Ministerstwo Nauki i Informatyzacji.

Jest autorem ponad 100 oryginalnych prac doswiad-
czalnych publikowanych w takich czasopismach jak
Gene, FEMS Microbiology Letters, European Journal
of Biochemistry, Journal of Molecular Biology, Viro-
logy, Nucleic Acids Research, Microbiology, Journal
of Clinical Microbiology, Journal of Biotechnology.
Do najwazniejszych osiagnig¢ w ostatnich kilku latach
zaliczy¢ mozna: stworzenie nowych metod genoty-
powania dla réznicowania mikroorganizmow w ba-
daniach epidemiologicznych, ustalenie molekularnego

RADA REDAKCYJNA DZIALU PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY

mechanizmu biogenezy fimbrii Dr uropatogennych
szczepow E. coli oraz ich wykorzystanie do konstruk-
cji rekombinowanych szczepionek, wyprodukowanie
ponad 20 rekombinantowych biatek antygenowych
Toxoplasma gondii i ich wyselekcjonowanie do rdoz-
nicowania fazy ostrej i przewleklej toksoplazmozy
w serologicznych testach diagnostycznych, odkrycie
nowej klasy biatek SSB-podobnych, nowe beta-galak-
tozydazy z mikroorganizméw ekstremofilnych.

Jest redaktorem migdzynarodowego czasopisma
Environmental Biotechnology oraz czilonkiem rady
redakcyjnej Biochimica Polonica. Prowadzi wyklady
z zakresu mikrobiologii, biologii molekularnej i inzy-
nierii genetyczne;j.
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Eugeniusz Matafiej urodzit sig¢ 1 kwietnia 1940 roku
w Wilnie. W roku 1964 ukonczyt studia medyczne
uzyskujac tytut lekarza. Stopien doktora nauk medycz-
nych nadata mu w 1972 roku Rada Wydzialu Lekar-
skiego Wojskowej Akademii Medycznej w Lodzi na
podstawie rozprawy doktorskiej pt.: Ocena immuno-
gennych wlasciwosci czystego preparatu antygenu Vi,
a stopien doktora habilitowanego nauk medycznych
— w roku 1992 na podstawie rozprawy habilitacyjne;j
pt.: Mikrobiologiczna ocena aktywnosci napromienio-
nych antybiotykow.

Prace zawodowa rozpoczat w 1965 w Szpitalu Wo-
jewodzkim w Zgierzu. W latach 19661993 praco-

Eugeniusz Malafiej

Adres: Zaktad Mikrobiologii Klinicznej

Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki,

ul. Rzgowska 281/289 93-338 Lodz, Tel/fax. (0-42) 271 12 57;
tel. (0-42) 271 17 51, e-mail: euma@mazurek.man.lodz.pl

wat w Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej Wojskowej
Akademii Medycznej w Lodzi. Od 1993 roku pracuje
w Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki na sta-
nowisku kierownika Zaktadu Mikrobiologii Klinicz-
nej. I stopien specjalizacji z mikrobiologii uzyskat
w 1970 roku, a II stopien w 1972 roku. Jest autorem
lub wspotautorem 251 publikacji. Obszar zaintereso-
wan dotyczy: zagadnien epidemiologii lekoopornosci,
farmakodynamiki i farmakokinetyki antybiotykow,
sterylizacji radiacyjnej, komputeryzacji badan mikro-
biologicznych, chordéb pasozytniczych — gtéwnie to-
ksoplazmozy i toksokarozy, zakazen w poloznictwie
1 neonatologii — szczeg6lnie parwowirozy.
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Stefania Giedrys-Kalemba ukonczyla studia na
Wydziale Lekarskim Pomorskiej Akademii Medycz-
nej w 1970 roku. Po odbyciu stazu podyplomowego
rozpoczeta prace w Zaktadzie Mikrobiologii PAM
w Szczecinie. Tytul specjalisty pierwszego stopnia
z mikrobiologii lekarskiej uzyskata w 1974 roku,
a specjalisty drugiego stopnia z mikrobiologii lekar-
skiej i serologii w 1982. Pracujac w Katedrze i Zakta-
dzie Mikrobiologii i Immunologii (od 1976) uzyskata
kolejne stopnie naukowe: doktora nauk medycznych
w 1976 roku, doktora habilitowanego w 1989, tytut pro-
fesora w 1998. Pehita wiele funkcji — m.in.: 1990—1993
prodziekan Wydziatu Lekarskiego, 1992—-1996 kon-
sultant wojewodzki ds. diagnostyki mikrobiologicz-
nej, 1993—-2002 kierownik Studium Ksztalcenia Po-
dyplomowego PAM, gdzie organizowata szkolenia
lekarzy rodzinnych systemem rezydenckim; od 1998
kieruje Katedra i Zaktadem Mikrobiologii i Immuno-
logii PAM, od 1999 zostala ponownie konsultan-
tem wojewddzkim ds. diagnostyki mikrobiologicznej,
w latach 2002—-2005 byla dziekanem Wydziatu Le-
karskiego PAM.

Zainteresowania naukowe z racji dziatalnosci dy-
daktycznej i naukowej Katedry zwiazane sa z mikro-
biologia kliniczna, immunologia, transplantologia
i alergologia; obejmuja m.in. epidemiologi¢ zakazen
bakteryjnych i grzybiczych z uwzglednieniem metod
biologii molekularnej, udziat czynnikéw immunolo-
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Stefania Giedrys-Kalemba

Adres: Katedra i Zaktad Mikrobiologii

i Immunologii Pomorskiej Akademii Medycznej,
70-111 Szczecin, Al. Powstancow Wielkopolskich 72
Tel. (0-91) 466-16-52; Fax: (0-91) 466-16-59

e-mail: kalemba@sci.pam.szczecin.pl_kalemba@mp.pl

gicznych w odrzucaniu przeszczepu nerki, nieptodnos-
ci matzenskiej oraz chorobach autoimmunizacyjnych,
immunoterapi¢ schorzen zapalno-alergicznych.

Jest promotorem 12 doktorantdw oraz autorka
i wspotautorka ok. 120 prac z zakresu mikrobiologii,
immunologii i alergologii opublikowanych w czasopis-
mach krajowych i zagranicznych, m.in. w Journal of
Clinical Microbiology, Immunology Letters, Interna-
tional Journal Antimicrobial Agents, FEMS Microbio-
logy Letters, Transplantation Proceedings.

Pefnita liczne funkcje w towarzystwach naukowych:
Polskie Towarzystwo Mikrobiologow, Polskie Towa-
rzystwo Immunologiczne (obecnie Polskie Towarzy-
stwo Immunologii Doswiadczalnej i Klinicznej), Pol-
skie Towarzystwo Alergologiczne (cztonek zatozyciel),
Polskie Towarzystwo Zakazen Szpitalnych, Polskie
Towarzystwo Transplantologiczne. Obecnie jest prze-
wodniczaca Szczecinskiego Oddziatu PTM, vice-pre-
zesem ZG PTM, sekretarzem PTZS.

Przebywala na dtuzszych stazach naukowych w Za-
ktadzie Mikrobiologii i Immunologii Uniwersytetu Ka-
rola w Pradze i Statens Serum Instytut w Kopenhadze.
Dwukrotnie otrzymata nagrod¢ naukowa I stopnia
MZiOS oraz Medal Komisji Edukacji Narodowe;.

Jest cztonkiem Komitetu Redakcyjnego Medycyny
Doswiadczalnej i Mikrobiologii, Advances in Agricul-
tural Sciences oraz zespotu ekspertow ds. specjaliza-
cji z mikrobiologii lekarskiej.



Informacja dla Autoréw prac drukowanych
w Postgpach Mikrobiologii

Uprzejmie informujemy PT Autorow PM, ze zgodnie z decyzja Zarzadu Gtownego Pol-
skiego Towarzystwa Mikrobiologéw z dnia 6 lutego 2007 roku nastapi zmiana w zasadach
przyjmowania prac do druku w naszym pismie. Autorzy manuskryptéw proszeni sa (od zeszytu
numer 1/2008) o wnoszenie optat (za kazdy artykut 250 PLN) na konto Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologéw: Bank BPH S.A. 53 1060 0076 0000 3200 0105 5596.

Otrzymanie przez Redakcj¢ pracy wraz z kopia potwierdzenia wptaty jest warunkiem uru-
chomienia procedury wydawniczej. Do dowodu wplaty nalezy dotaczy¢ (na osobnej kartce)
informacje zawierajace tytut pracy, nazwisko autora korespondencyjnego oraz dane do wysta-
wienia faktury VAT (NIP, adres instytucji lub osoby fizycznej).

W przypadku niedopuszczenia pracy do druku zwrot oplaty dokonany bedzie przez ksig-
gowo$¢ PTM.

Redakcja
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INSTRUKCJA DLA AUTOROW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTEPY MIKROBIOLOGII

W celu utatwienia publikowania w jednym miejscu artykutdéw o podobnej problematyce, Postepy Mikrobiologii
wydawa¢ beda w formie suplementow, nastgpujace prace naukowe:

1. Referaty z sesji plenarnych Zjazdéw naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjéw organizowanych
staraniem Zarzadu Gloéwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw oraz Komitetu Mikrobiologii Polskiej
Akademii Nauk. Manuskrypt pojedynczego referatu nie powinien przekraczaé 25-ciu stron i powinien by¢ przy-
gotowany wg Informacji dla Autorow Postepow Mikrobiologii. Cato$¢ materiatdéw przygotowanych do jednego
suplementu nie moze przekracza¢ 150 stron maszynopisu.

2. Streszczenia przyjgtych przez organizatoréw referatdéw oraz doniesien prezentowanych na ww. Zjazdach nauko-
wych, Konferencjach oraz Sympozjach. Streszczenie nie powinno przekracza¢ jednej strony maszynopisu i kon-
czy¢ si¢ nie wigcej jak trzema pozycjami cytowanego pismiennictwa.

W suplemencie nie beda publikowane oryginalne prace doswiadczalne prezentowane na ww. Zjazdach naukowych.
Prace te po odpowiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukcja dla autoréw, mozna przesyta¢ do Redakcji Polish
Journal of Microbiology (Acta Microbiologica Polonica) lub innego czsopisma naukowego.

Autorzy lub zamawiajacy suplement ponosza peitny koszt jego opracowania oraz wydania. Mozliwy jest druk
czterech suplementow rocznie. Poniewaz materiaty przeznaczone do suplementu nie sa opracowywane oraz nie podle-
gaja ocenie Zespolu Redakcyjnego Postepow Mikrobiologii, zamawiajacy suplement, tj. osoba upowazniona przez
Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow lub Komitet Mikrobiologii PAN, bierze catkowita odpowie-
dzialno$¢ za redakcj¢ oraz warto$§¢ merytoryczna suplementu. Wydanie suplementu powinno by¢ poprzedzone jego
akceptacja przez Zespot Redakcyjny Postepow Mikrobiologii.

Redakcja nie ponosi odpowiedzialnos$ci za tres¢ reklam i ogloszen

Oferta Reklamy

Postepy Mikrobiologii udostepnia w kazdym numerze kilka stron (tacznie z wewngtrznymi stronami oktadek)
reklamie.

Pismo nasze dociera co kwartat do kilku tysigcy odbiorcow. Sa wérdd nich specjalisci roznych dziedzin mikrobio-
logii, pracujacy jako nauczyciele wyzszych uczelni, szkét §rednich oraz pracownicy naukowi instytutdéw badawczych,
biotechnolodzy oraz lekarze. Duzg grupe naszego pisma stanowia studenci.

Cena ogloszenia czarno-bialego wewnatrz numeru wynosi:

1/2 strony  250,— z1

cala strona 500, zi

Proponujemy rowniez ogloszenia kolorowe — cena do uzgodnienia.

Teksty opracowanych graficznie reklam prosz¢ sktada¢ na adres Redakcji Postepow Mikrobiologii, 02-007 War-
szawa, ul. Oczki 3, tel. 628 08 22.




