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Francisella tularensis — a deceitful pathogen

Abstract: Francisella tularensis is an intracellular bacterial pathogen which causes a potentially lethal disease named tularemia. Some
studies have been conducted to describe and identify the virulence factors of E. tularensis. This pathogen is able to infect a variety of cells of
various hosts, including wild animals, especially rabbits, hares and rodents, and humans. This may suggest that genes of E tularensis must
adapt to many different intraorganismal environments. Still, little is known about the virulence of F tularensis. This review focuses on the
main virulence factors of E tularensis which are involved in intramacrophage replication and its survival mechanisms during infection.
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1. Wstep

Do rodzaju Francisella przez wiele lat zaliczane
byly zaledwie trzy gatunki: E tularensis, E philomira-
gia i F novicida. Jednakze w ostatnich latach opisano
kolejne gatunki nalezace do tego rodzaju: E guang-
zhouensis, F. halioticida, F. hispaniensis, E. noatunensis
oraz E piscicida [9, 43, 49, 68, 73]. Ponadto, Wolba-
chia persica zostala przeklasyfikowana jako E persica
[49], a E novicida jako tularensis obejmuje obecnie
cztery podgatunki: E tularensis spp. tularensis — okres-
lany réwniez jako TypA, E tularensis spp. holarctica
- okreslany tez jako Typ B, E tularensis spp. mediasia-
tica oraz E tularensis spp. novicida, ktérych wystepo-
wanie jest $cisle zwigzane z obszarem geograficznym
[45]. Uwzgledniajac obszar wystepowania oraz struk-
ture genomu Typ A F tularensis podzielono dalej na
podtypy A.I'i A.II [24, 45]. Typ A wystepuje gtéwnie
w Ameryce Pélnocnej, przy czym podtyp A.I dominuje
w czgéci centralnej i wschodniej kontynentu, a pod-
typ A.Il w zachodniej czgsci Standw Zjednoczonych.
Typ B wystepuje na calym $wiecie, a w szczegdlnosci
w Europie i Azji. E tularensis spp. mediasiatica wykry-
wana byla w rejonach centralnej i srodkowej Azji, nato-
miast E tularensis spp. novicida jest rzadko izolowana,
gléwnie w Ameryce PéInocnej, Tajlandii [51] a w ostat-
nim czasie takze w Australii [35, 63, 67, 95].

Bakteria F tularensis jest wysoce zjadliwg, tle-
nowa, Gram-ujemng paleczka, o wielkosci 0,2-0,5 pm
do 0,7-1,0 pm. Jest to wewnatrzkomodrkowy patogen
- po wniknieciu do organizmu gospodarza bakteria
ta zostaje wchionieta przez makrofagi i namnaza si¢
w nich. W warunkach laboratoryjnych F tularensis
do wzrostu wymaga obecnosci cystyny badz cysteiny
w podlozu. Stwierdzono jednak wystepowanie szcze-
pow atypowych, ktore zdolne sg do wzrostu bez obec-
no$ci wymienionych zwigzkéw [8, 46, 50]. Paleczki
Francisella nie tworzg przetrwalnikdw, sg nieruchliwe
- stabo katalazododatnie, oksydazoujemne o charak-
terystycznym komoérkowym profilu kwaséw ttuszczo-
wych. Zdolne sg one do wzrostu na wigkszo$ci komer-
cyjnych podlozy z dodatkiem krwi, nie rosng lub rosng
stabo na podlozach z agarem [50, 56]. Wiekszo$¢ szcze-
pow zdolna jest do tworzenia biofilmu, co ma wpltyw
na patogeneze [61].

Ze wzgledu na bardzo niskg dawke infekcyjna,
tatwos¢ rozprzestrzeniania si¢ droga powietrzng [24]
i wysoka chorobotworczo$¢, F. tularensis wymaga spe-
cjalnego nadzoru sektora zdrowia publicznego i zali-
czana jest do niebezpiecznych czynnikéw biologicznych
kategorii A wg CDC [16].

W naturalnych warunkach bakterie te mozna izo-
lowac¢ ze skazonej wody, siana oraz gleby, gdzie moga
bytowa¢ przez wiele tygodni w warunkach obniZonej
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temperatury [59]. Rezerwuarem tego zarazka sg m.in.
myszy, szczury, nornice, wiewiorki, kroliki i zajace.

2. Chorobotworczos¢, zrédla i drogi zakazenia

Bakterie E tularensis wywolujg tularemie — ostra
chorobe zakazng ludzi i zwierzat zwang inaczej dzuma
gryzoni, dawniej goraczka krolikow (rabbit fever),
goraczka jelenich much (deer-fly fever), chorobg stra-
ganiarzy (market men’s disease) w USA, chorobg zajecy
(yato-bayo) i choroba Ohary w Japonii oraz chorobg
fowcow szczuréw wodnych w Rosji [27, 36, 37]. Tula-
remia wystepuje bardzo szeroko wsrdd wielu gatunkow,
nie tylko dzikich zwierzat: opisano przypadki wéréd
zajeczakow, gryzoni, zwierzat miesozernych, ryb, bez-
kregowcow oraz stawonogéw. Choroba moze wyste-
powa¢ réwniez u zwierzat domowych: w 2011 roku
opisano pierwszy w Europie przypadek psa chorego na
tularemie, ktory miat kontakt z dzikim zajacem [15, 66].

Wektorami tularemii moga by¢ owady ssace, takie
jak komary, pluskwy oraz kleszcze. Czlowiek moze
zakazi¢ sie E tularensis poprzez bezpo$redni kontakt
z chorym zwierzgciem, jego tkankami (przez uszko-
dzona skore, zadrapania, zranienia), droga aerogenna
(poprzez wdychanie pytu roslinnego zanieczyszczonego
odchodami gryzoni), droga pokarmowa (poprzez spo-
zywanie skazonej zywnosci lub wody), przez spojowki
w wyniku zatarcia oczu brudnymi palcami oraz uka-
szenia zakazonych stawonogéw [28]. W ostatnim czasie
coraz czedciej odnotowywane sg przypadki odkleszczo-
wego zakazenia tularemig [25, 39,75].

Paleczki F tularensis w kleszczach namnazaja si¢
bardzo intensywnie. Zakazenie kleszcza moze nastapi¢
we wszystkich jego fazach rozwojowych (larwa, nimfa),
co oznacza mozliwo$¢ przebywania bakterii w organi-
zmie kleszcza w ciggu calego jego zycia, tj. nawet kilka
lat. Zakazony kleszcz moze przenosi¢ zarazek posrod
ludzi i zwierzat przez wszystkie swoje fazy rozwoju
(transtadialnie), oraz poprzez skladanie jaj (trans-
owarialnie). Dzigki takim rezerwuarom w naturalnym
ognisku infekcja moze istnie¢ nieograniczenie dtugo,
poprzez cyrkulacje zarazka: gryzon jako dawca - sta-
wondg jako przenosiciel — gryzon jako biorca. Dzieki
temu zarazek przechowuje si¢ w okresach miedzyepi-
demicznych i przy sprzyjajacych warunkach powoduje
nowe epizootie i epidemie [48].

Tularemia u cztowieka przyjmuje nastepujace posta-
cie kliniczne: wrzodziejaca, wezlows, alginows, Zotad-
kowo-jelitows, plucng, ocznowezlowy oraz durows.
[1]. E tularensis moze wywolywaé réwniez zapalenie
wsierdzia. [22] Na uwage zastuguja nietypowe formy
lub objawy tej rzadkiej choroby, ktdre czesto mylone sg
z innymi chorobami chociazby takimi jak: mononukle-
oza zakazna, atypowe zapalenie pluc, choroba kociego
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pazura czy gruzlica weztéw chlonnych [7]. Wyste-
powanie objawow niespecyficznych i nieprawidtowa
diagnoza przyczynia si¢ do pominiecia choroby i nie-
prawidlowego leczenia. Taka sytuacja wplywa czesto
na niedoszacowanie danych epidemiologicznych oraz
utrudnia monitorowanie rozprzestrzeniania si¢ cho-
roby. Utrudnione zostaje wowczas oszacowanie ryzyka
zagrozenia zdrowia w spoleczenstwie i tym samym
adekwatna reakcja na ewentualne ryzyko epidemii.
Ma to szczegolne znaczenie w przypadku zagrozenia
bioterrorystycznego. [83].

Podgatunki F tularensis drastycznie roznig si¢ cho-
robotworczoscig dla cztowieka. E tularensis spp. tula-
rensis charakteryzuje bardzo niska dawka zakazna od
10 do 50 komorek bakteryjnych oraz $miertelno$¢ na
poziomie 5-30%. Zakazenia F tularensis spp. holarctica
majg tagodniejszy przebieg, a przypadki $miertelne zda-
rzaja si¢ rzadko [90]. Zakazenia E tularensis spp. novicida
odnotowywane sa sporadycznie w niektérych rejonach
Ameryki Poludniowej i Australii. Natomiast F. tularensis
spp. madiaasiatica nie wywoluje zakazen u ludzi [106].
Pomimo znaczacych réznic w zjadliwosci tych czterech
podgatunkow E tularensis sa one w 95-98% identyczne
na poziomie genetycznym [17, 92, 93].

3. Wystepowanie choroby

Tularemia wystepuje endemicznie w wiekszosci
krajow europejskich. Liczba przypadkéw zachorowan
zwykle nie przekracza 1000 w ciggu roku w krajach Unii
Europejskiej. Na obszarach, takich jak Finlandia i Szwe-
cja, ogniska zawierajace powyzej setki przypadkow reje-
strowane s3 co najmniej raz na dziesie¢ lat. W innych
rejonach ogniska wystepuja sporadycznie. W Hiszpanii
w latach 1997-2007 zarejestrowano 916 przypadkow
tej choroby u ludzi. W latach 2006-2011 najwieksze
epidemie mialy miejsce w Finlandii w liczbie 1565
przypadkow (z ktérych powyzej 400 zanotowano
w roku 2006, 2007 oraz 2009), oraz w Szwecji w liczbie
1875 przypadkéw [71, 87]. W Niemczech od 2005 roku
zaobserwowano wzrost liczby zachorowan na tulare-
mie. W ciagu kolejnych 6 lat, liczba potwierdzonych
przypadkow wyniosta 109 [87], podczas gdy w ciagu 49
poprzednich lat catkowita liczba przypadkéw wynosita
184 [41, 84]. W pozostalych krajach Unii Europejskiej
liczba zarejestrowanych w tym okresie przypadkéw
wynosita od 50 do 100. W Polsce ogniska epidemiczne
wystepowaly gltéwnie na poélnocy kraju. W latach
2000-2010 zostato w sumie zarejestrowanych 25 przy-
padkow tej choroby na terenie calego kraju. Wediug
danych NIZP-PZH, zanotowano 58 przypadkoéw tulare-
mii u ludzi wlatach 1996-2014, przy czym w roku 2011
oraz 2012 odnotowano po 6 przypadkéw tej choroby.
W 2013 liczba zachorowan wzrosta do 8 zdiagnozowa-
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nych przypadkoéw, a w 2014 potwierdzono ich siedem
[57]. W czasie ostatnich 50 lat wiekszo$¢ odnotowanych
przypadkoéw tularemii w Polsce zwigzana byta z praca
przy krolikach i dotyczyta septycznej i durowej postaci
tej choroby. Ostatnio coraz czgsciej odnotowywana jest
posta¢ wrzodziejaco-wezlowa, rozwijajaca si¢ po uka-
szeniu kleszcza lub innego stawonoga [62].

4. Wewnatrzkomorkowy cykl zyciowy F. tularensis

Po dostaniu si¢ do organizmu ssakéw E tularensis
wnika do makrofagéw. Jednakze badania wykazaly,
ze posiada zdolno$¢ wnikania i przezywania w roz-
nych typach komoérek, m.in. komérkach dendrytycz-
nych, neutrofilach, hepatocytach, nablonkowych ko-
morkach ptucnych.

FE tularensis wnika do komoérek na drodze nietypo-
wego mechanizmu fagocytozy zapetlajacej (looping
phagocytosis), ktory wykorzystuje przebudowe aktyny
przez szlak sygnatowy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu
ijest silnie zalezny od obecnosci czynnika C3 komple-
mentu i receptora CR3 [19]. Bakterie te mogg réwniez
wnika¢ do komdrek poprzez receptory mannozowe,
receptory zmiatacze klasy A typuIill, a takze receptory
Fcy [69, 70, 81]. Po wniknieciu do komdrki makrofaga
FE tularensis zmienia normalny proces bakteriobdjczy:
przeciwdziala indukcji wybuchu tlenowego ograni-
czajac w ten sposob narazenie komorek bakteryjnych
pobranych przez makrofaga, na dziatanie aktywnych
form tlenu. E tularensis modyfikuje proces dojrzewania
fagosomu w taki sposob, aby komorki bakteryjne mialy
kontakt z procesami endocytarnymi tylko przejsciowo.
Bakterie E tularensis na poczatku przebywaja w prze-
strzeni utworzonej przez bfon¢ komoérkowg makrofaga,
ktéra pobiera ograniczong ilo§¢ markeréw wczes-
nego endosomu i poéznego endolizosomu, takich jak
EEA1, CD63, LAPM1 i LAMP2. Wakuola zawierajaca
F tularensis nie pobiera kwasnej hydrolazy katepsyny D
i nie laczy si¢ z lizosomem. Nastepnie FE tularensis
ucieka z fagosomu do cytozolu komorki, gdzie zaczyna
sie intensywnie namnaza¢. Intensywnie namnazajaca
sie w cytozolu F tularensis doprowadza ostatecznie
do $mierci komorki, opuszcza jag i infekuje nastepne
komorki [20, 69].

5. Czynniki zjadliwosci F. tularensis

Geny wirulencji bakterii sa czesto zlokalizowane
w obrebie ruchomych elementéw genetycznych, takich
jak plazmidy, transpozony, bakteriofagi, wyspy pato-
gennosci, ktore mogg by¢ wymieniane pomiedzy bak-
teriami na drodze horyzontalnego transferu gendéw.
Jednakze badania wskazujg, ze w przypadku czterech
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podgatunkéw E tularensis geny zwigzane ze zjadli-
woscig nabyte zostaly droga wertykalnego transferu
genéw. Analiza genomu F tularensis pozwolila ziden-
tyfikowaé 30 genow, ktore mogly zosta¢ nabyte na
drodze horyzontalnego transferu. Jednak zaden z nich
nie koduje potencjalnych czynnikéw zjadliwosci [35,
88-89]. Zidentyfikowano tylko jedng wyspe patogen-
nosci zwang FPI (Francisella Pathogenicity Island),
ktora jest zwigzana z patogennymi wlasciwosciami tego
drobnoustroju [33, 64]. Poréwnanie catych genomoéw
patogennych i niepatogennych podgatunkéw E tularen-
sis pokazalo, ze patogenne podgatunki wyewoluowaty
z niepatogennych na drodze rearanzacji genomu, muta-
¢ji punktowych oraz niewielkich delecji i insercji [77].
Ponizej przedstawiamy krotka charakterystyke czynni-
kow, ktore zostaly zidentyfikowane jako kluczowe w zja-
dliwosci E tularensis. Jednakze nalezy zwrdci¢ uwage,
ze ze wzgledow bezpieczenstwa, badania prowadzone sa
zazwyczaj na szczepach o obnizonej zjadliwosci, takich
jak E tularensis spp. holarctica LVS (atenuowany szczep
szczepionkowy) czy E tularensis spp. novicida, rzadziej
na wirulentnym szczepie laboratoryjnym FE tularensis
spp. tularensis Schu $4, co moze dostarcza¢ informa-
cji nie obejmujacych wszystkich cech wystepujacych
u szczepow klinicznych.

5.1. Otoczka

Otoczka chroni bakterie przed lizg powodowang
przez sktadniki komplementu, fagocytoza oraz roz-
poznaniem przez uklad immunologiczny. Wydaje
sie, ze wytwarzanie antyfagocytarnej otoczki przez
drobnoustrdj wewnatrzkomorkowy, jakim jest E tula-
rensis, moze utrudnia¢ proces wnikania do komorek
gospodarza. Jednak patogen ten potrafi manipulowaé
mechanizmami komoérkowymi gospodarza w celu ogra-
niczenia stanu zapalnego i zwigkszenia wewnatrzko-
morkowej przezywalnosci [35].

Otoczka F tularensis tworzy strukture o grubosci
okoto 0,02-0,04 um. Zbudowana jest z polisacharydu
identycznego jak antygen O stanowiacy skladnik lipo-
polisacharydu (LPS). Jej wielkos¢ molekularna osza-
cowana zostala na 100-250 kDa. W cze$ci rdzeniowej
zawiera powtdrzenia tetrasacharydowe 2-acetamido-
-2,6-dideoxy-o-glukozy (0-QuiNAc), 4,6-dideoksy-4-
-formamido-D-glukozy (0-Qui4NFm) i 2-acetamido-
-2-deoksy-o-galaktrunoamidu (o-GalNAcAN), przy
czym liczba jednostek o-GalNACAN jest dwukrotnie
wieksza niz pozostalych dwdch cukrow [2, 34, 47].

Genami odpowiedzialnymi za wytwarzanie otoczki
sqg wbtAl, wbtA2, wbtC, wbtl, wbtM oraz FTL0708.
Pojedyncza delecja wbtA I, wbtA2, wbtC, wbtl lub wbtM
skutkuje utratg zaréwno otoczki, jak tez antygenu O
LPSu, co wskazuje na wspolng $ciezke biosyntezy anty-
genu O otoczki i LPSu. Natomiast delecja genu FTL0708
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powoduje, ze otoczka nie jest wytwarzana, ale LPS
powstaje normalnie, co wskazuje na istnienie genéw
specyficznych tylko dla otoczki [2]. Z kolei badania
Lindemann i wsp. wykazaly, ze geny waaY i waal sa
konieczne do wytwarzania otoczki przez szczep Schu
§4 [52]. Co ciekawe, locus capBCA, homologiczny do
genow cap Bacillus anthracis odpowiedzialnych za
wytwarzanie otoczki zbudowanej z kwasu poli-D-glu-
taminowego u tego drobnoustroju, nie wptywa na zdol-
no$¢ wytwarzania otoczki E tularensis. Ma on jednak
istotne znaczenie dla wirulencji poniewaz mutanty
E tularensis w capBCA lub capB s3 atenuowane zar6wno
in vitro jak i in vivo [2, 78, 86].

5.2. Lipopolisacharyd

Lipopolisacharyd (LPS), zwany endotoksyna bakte-
ryjna, jest jednym z bardziej istotnych komponentéw
wiekszosci bakterii Gram-ujemnych, wywierajacym
duzy wplyw na przebieg infekcji. Jest to integralny
skladnik blony komoérkowej, niezbedny do prawidlo-
wego funkcjonowania drobnoustroju, stanowigcy ok.
70% jego powierzchni. Oprécz podstawowych funk-
cji zyciowych komorki bakteryjnej LPS jest waznym
czynnikiem chorobotwoérczym, ktéry stymuluje uklad
odpornosciowy gospodarza. LPS w swej strukturze
posiada lipid A, rdzen oligosacharydowi oraz O-anty-
gen [34, 94]. Budowa LPS E tularensis posiada wiele
unikalnych struktur, wskazujgcych na jego niskg tok-
syczno$¢: lipid A, ktdry jest asymetryczny, posiada dtuz-
szy tancuch kwasow ttuszczowych (16-18 weglowych)
oraz cztery podstawniki acylowe. Jest niefosforylowany
lub monofosforylowany w pozycji 1. U wigkszosci
bakterii gram ujemnych lipid A jest sze$cioacylowany,
a jego tancuchy sg 12-14 weglowymi taiicuchami oraz
posiada dwie grupy fosforylowe w pozycji 1’ i 4. Uni-
kalny charakter lipidu A objawia si¢ mozliwoscig jego
wystepowania jako wolny lipid (bez komponentéw
rdzenia oraz antygenu O [94]. Réznice w budowie
lipidu A E tularensis moga mie¢ wplyw na zmniejszong
aktywacje bialek wychwytujacych LPS oraz aktywno$¢
receptora TLR4/MD-2 , wywolujac tym samym stabsza
odpowiedz immunologiczng gospodarza [46]. Badania
wykazaly, iz LPS drobnoustrojéw z gatunku E tularen-
sis spp. novicida wywoluje silniejsza odpowiedz immu-
nologiczng niz szczepu LVS stymulujac makrofagi do
produkcji IL-12 oraz TNFalfa [80].

Antygen O gatunku E tularensis spp. tularensis oraz
E tularensis spp. holarctica zawiera 15 gendéw kodujg-
cych otoczonych transpozaza natomiast E tularensis
spp. novicida posiada tych genéw tylko 12 z czego
osiem jest homologicznych z podgatunkiem F tularen-
sis spp. tularensis. Trzy geny wystepujace tylko u F tula-
rensis spp. holarctica to wzy, wzx i wbt. Natomiast
delecja trzech silnie konserwowanych genéw wbtDEF
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w szczepach E tularensis spp. novicida i F tularensis
spp. tularensis Schu S4 powoduje utrate zdolnosci do
wytwarzania antygenu O i obnizenie patogennosci tych
szczepdw dla myszy. Ale co ciekawe tylko mutanty Schu
$4 pozbawione wbtDEF utracily zdolnos¢ do wzrostu
w mysich makrofagach. Mutanty F tularensis spp.
holarctica LVS pozbawione wbtDEF réwniez nie wytwa-
rzaly antygenu O, ale wcigz byly w stanie namnazac si¢
w ludzkich makrofagach [78].

Niska aktywnos$¢ LPS E tularensis w organizmie
gospodarza powoduje stabszg odpowiedz immunolo-
giczng i tym samym wplywa na ograniczone rozpo-
znanie wnikniecia tego drobnoustroju do organizmu
czlowieka. Dzieki temu E tularensis moze przez odpo-
wiedni czas, umozliwiajacy jej przejscie do kolejnych
etapow zakazenia, pozosta¢ niezauwazona przez orga-
nizm gospodarza.

5.3. Pili typuIV

Pili typu IV (Tfp) s3 waznym czynnikiem wirulencji
wielu gram-ujemnych patogendéw, w tym takze E tula-
rensis. Biorg one udzial w adhezji, agregacji komorek
bakteryjnych, poruszaniu si¢, tworzeniu biofilmu,
kolonizacji organizmu gospodarza, a takze pobieraniu
obcego DNA [55, 78, 85]. Obecnos¢ pili u E tularensis
zaobserwowano po raz pierwszy stosunkowo niedawno,
bo w 2004 r. [30].

Klaster genow Tfp u podgatunkéw E tularensis spp.
tularensis, E tularensis spp. holarctica oraz E tularen-
sis spp. novicida zawiera 14 gendw kodujacych biatka
blony zewnetrznej, biatka blony wewnetrznej, ATPazy
i podjednostki piliny, czyli bialka strukturalne pili.
Wykazuja one homologi¢ do gendéw pili typu IV Neisse-
ria i Pseudomonas [30, 78]. Wiokienko pili E tularensis
zbudowane jest z 5-6 podjednostek piliny PilE1-PilE6.
Wszystkie 6 genéw kodujacych podjednostki piliny
jest obecnych w szczepach E tularensis spp. tularensis
i E tularensis spp. novicida. Szczepy F. tularensis spp.
holarctica zawieraja rézne mutacje (delecje, skroce-
nia) w obrebie genoéw pilE1, pilE2 lub pilE3. PilE4 jest
niezbedne do skfadania pili u wszystkich trzech pod-
gatunkow E tularensis. Natomiast rola PilE5 i PilE6
w skladaniu pili i w wirulencji nie jest poznana [78-79].
Pozostale geny zwigzane z wytwarzaniem pili typu IV
u E tularensis wydaja si¢ mie¢ istotna role w wirulen-
¢ji tych bakterii. Przykladowo, delecja genu biatka
blony wewnetrznej pilC albo delecja genu pilQ kodu-
jacego bialko blony zewnetrznej powoduje atenua-
cje szczepu Schu $4 dla myszy [26]. ATPazy PilF i PilT
sa wymagane dla wirulencji szczepu LVS u myszy,
chociaz PilT nie jest niezbedna dla wirulencji szczepu
Schu $4 [26, 76].

Istnieje doniesienie, ze Tfp ma udzial w sekrecji bia-
tek u E tularensis spp. novicida. Jednak nie zauwazono
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tego zjawiska w warunkach in vitro u E tularensis spp.
tulatensis i E tularensis spp. holarctica [38].

Obecna wiedza w zakresie roli pili typu IV w wiru-
lencji E tularensis jest bardzo niepelna, a jej glebsze
zrozumienie dodatkowo komplikuje fakt rozbieznosci
w nomenklaturze stosowanej przez réznych autordw.
Dla przykladu gen pilE1 okreslany jest tez jako pilA,
PpilE2 jako pilE, pilE3 jako pilV, a pilO jako pglA.

5.4. Regulator MglA

MglA jest kodowany przez gen mglA (macrophage
growth locus A) i reguluje transkrypcje genow E tula-
rensis niezbednych do wewngtrzkomoérkowego wzrostu.
Gen mglA zlokalizowany jest na operonie wraz z genem
mglB, ktory réwniez jest niezbedny do wzrostu E tula-
rensis wewnatrz makrofagow [6]. Ekspresja MglA jest
indukowana w ciagu 1,5 godziny od wnikniecia bakterii
do makrofagéw. Po wniknieciu do makrofagow E tula-
rensis ucieka z fagosomu i namnaza si¢ w cytoplazmie
makrofaga, a MglA jest niezbedne wiasnie do ucieczki
z fagosomu [4, 32].

MglA jest pozytywnym regulatorem transkrypcji
genow zlokalizowanych na FPI (Francisella Pathogeni-
city Island), jak réwniez pozytywnym lub negatywnym
regulatorem prawie 100 genéw zlokalizowanych poza
FPI [12].

5.5. Francisella Pathogenicity Island (FPI)

Wyspa patogennosci Francisella (FPI) ma wielkos¢
30 kb. Wykazano, ze jej obecnos¢ jest wymagana do
wzrostu E tularensis w makrofagach, a takze warunkuje
chorobotworczos¢ tych bakterii dla myszy. FPI zawiera
geny iglABCD, tworzgce operon, oraz geny pdpABCD
(pathogenicity determinant protein). Sekwencja ami-
nokwasowa IglA i IgIB wykazuje 30% homologii do
hipotetycznych bialek kilku innych gatunkéw bakterii,
z ktorych wigkszos¢ to patogeny zwierzat lub roslin.
Ekspresja genu iglC jest silnie indukowana po wniknie-
ciu E tularensis do makrofagdw, a powstajacy produkt
jest niezbedny do namnazania si¢ tych drobnoustrojow
w makrofagach. Sekwencje aminokwasowe IglC i IgID,
jak réowniez produktéw genéw pdpABCD, nie wyka-
zujg podobienstwa do zadnych znanych bialek [31, 33,
63]. Co ciekawe, gen pdpD nie wystepuje w szczepach
E tularensis spp. holarctica. Natomiast bialko PdpD
E tularensis spp. novicida jest wigksze o 50 amino-
kwasow od biatka PdpD E tularensis spp. tularensis.
Ponadto, wirulentne szczepy F tularensis spp. tularen-
sis i E tularensis spp. holarctica posiadaja w genomie
dwie identyczne kopie FPI [4, 63]. Dotychczas jednym
czynnikiem patogennosci wystepujacym w wysoce
zjadliwych szczepach F tularensis spp. tularensis a nie
wystepujacym w szczepach E tularensis spp. tularen-

sis, ktore majg znaczaco mniej patogenne dla ludzi, jest
gen pdpD. Ale co zaskakujgce, mutant pdpD E tularensis
spp. novicida wykazywatl mniejsza wirulencje dla myszy
niz szczep LVS, ktory réwniez pozbawiony jest tego
genu. Moze to by¢ efektem duplikacji FPI w szczepie
LVS i tym samym wigkszej ilosci produktow gendw FPI,
co moze kompensowac brak pdpD [63]. Geny znajdu-
jace sie w obrebie FPI odgrywaja role w sekrecji biatek,
co zostalo przedstawione w dalszej czesci pracy.

5.6. Bialka blony zewnetrznej

Bialka blony zewngtrznej (OMP) sg istotnym ele-
mentem strategii inwazyjnej bakterii po wniknieciu do
komorek gospodarza, ulatwiaja wewnatrzkomoérkowy
rozwdj i maja wplyw na wirulencj¢. Dotychczas tylko
dla czesci OMP E tularensis wykazano role w wiru-
lencji. Do najwczesniej opisanych nalezy biatko Tul4
o wielkosci 17 kDa. Stymuluje ono proliferacje limfo-
cytow T, gtéwnie receptoréw CD4, produkeje IL-2 oraz
IFN-y. Brak genu Tul4 hamuje wewnatrzkomérkowy
wzrost szczepu LVS F tularensis [42, 63, 82]. Z kolei
lipoproteina Flpp3 stymuluje TLR2 i jest wymagana
do przezycia szczepu LVS w plucach myszy [78].

Bialko DipA warunkuje wirulencje szczepu Schu S4
in vivo i in vitro. Razem z FopA tworzy kompleks w blo-
nie zewnetrznej [18]. OmpA wymagane jest do repli-
kacji w makrofagach. Jego delecja powoduje wzrost
produkgji cytokin (m.in. TNF-a i IL-6) przez makro-
fagi. Co wigcej, biatko to wplywa na morfologie
komorki bakteryjnej oraz zwigkszenie przezywalnosci
bakterii [4, 76]. FupA (YapH-N, FopC) to 58 kDa biatko
niezbedne do wirulencji in vivo i in vitro. Mutanty
w tym genie sa bardziej wrazliwe na zabijanie przez
makrofagi indukowane IFN-y. Odgrywa réwniez
istotng role w sideroforozaleznych i sideroforonieza-
leznych mechanizmach pozyskiwania zelaza [78]. FslE
(SrfA) jest drugim biatkiem OMBP, ktére odgrywa role
w pobieraniu zelaza. Wykazano, ze jego obecnos¢ jest
kluczowa dla wzrostu szczepu Schu S4 w warunkach
niedoboru Zelaza, ale nie do wzrostu szczepu LVS.
Ekspresja tego bialka wzrasta przy ograniczonym
dostepie zelaza w $rodowisku. Rola FslE w wirulencji
polega na synergistycznym dziataniu z biatkiem FupA
[74]. Kolejne bialko - DsbA (FipB), zlokalizowane
u innych bakterii periplazmatycznie, u E tularensis
umiejscowione jest nietypowo w blonie zewnetrzne;j.
Jest niezbedne do wewnatrzkomoérkowego przezywa-
nia bakterii, ucieczki z fagosomu i wirulencji dla myszy
[72]. Z kolei OMP FsaP pelni istotng role w przylega-
niu szczepu LVS do komdrek nabltonkowych. Wyka-
zuje 98% homologie z podobnym biatkiem w szcze-
pie Schu S4. Natomiast u E tularensis spp. novicida
w czedci sygnalnej tego biatka wystepuje substytucja
aminokwasowa co wplywa na umiejscowienie i funkcje
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tego bialka, ktére w tym przypadku nie jest zlokalizo-
wane w blonie zewnetrznej [58].

Wirdd innych biatek bfony zewnetrznej, ktére moga
mie¢ znaczenie w wirulencji E tularensis wymienia sie¢
FopA, IglE i TolC [44, 78]. OMP sg obecnie intensywnie
badane nie tylko ze wzgledu na ich role w patogenezie,
ale takze ze wzgledu na ich potencjalnag przydatnos¢
jako skladnik antygenowy szczepionki przeciw tula-
remii, nad stworzeniem ktdrej trwaja prace od wielu lat.

5.7. Bialka wydzielnicze i systemy sekrecji

System sekrecji w komorkach bakteryjnych stuzy
przede wszystkim wydzielaniu czgstek molekularnych
oraz bialek poza komorke bakteryjng co stanowi nie-
zbedny mechanizm adaptacji oraz przezycia w $ro-
dowisku zewnetrznym a przede wszystkim w komor-
kach gospodarza. Niewiele wiadomo o molekularnych
mechanizmach systemu sekrecji F tularensis. Jest on
powigzany z wirulencja oraz zdolnoscig do replikacji
wewnatrz makrofagéw komorek gospodarza. [5] Co
ciekawe, badania wykazaly brak u E tularensis systemu
sekrecji typu III oraz IV, ktorych kluczowg funkcja
u innych patogenéw bakteryjnych jest wprowadzanie
bialek efektorowych do komoérek gospodarza umozli-
wiajgcych zakazenie i rozwdj choroby [40].

Sekrecja biatek zwiazanych z wirulencja E tularensis
zwigzana jest ze wspomniang wcze$niej wyspa patogen-
nosci FPI, ktorej czes¢ gendw (m.in. iglA, iglB, pdpB,
dotU, i vgrG) wykazuje homologie z VI typem systemu
sekrecji T6SSs [10-11, 14] . System sekrecji typu VI
E tularensis zbudowany jest z zewnetrznego futeratu
utworzonego z heterodimeréw IglA/IgIB ulozonych
w postaci helikalnego cylindra. Wewnatrz znajduje si¢
rurka utworzona przez IglC, ktéra prawdopodobnie
przemieszczana jest do blony komdrki docelowej na
skutek kurczenia sie futeratu IglA/IgIB. VgrG jest zlo-
kalizowane na koncu T6SS tworzac strukture przebi-
jajaca komorke gospodarza. Struktura rurki i futeralu
jest umocowana w blonie zewnetrznej za pomocg lipo-
proteiny IglE, ktora oddziatuje takze z biatkami PdpB
i DotU zlokalizowanymi w blonie wewnetrznej tworzac
kanal periplazmatyczny [21, 78]. Wykazano, ze muta-
cja w genach IglA oraz IgIB uniemozliwia E tularensis
ucieczke z fagosomu i wewnatrzkomdrkowy wzrost [13].
Pomimo licznych badan rola systemu sekrecji typu VI
w wirulencji E tularensis pozostaje kontrowersyjna.

Wiele bialek E tularensis jest wydzielanych na zew-
natrz komorki bakteryjnej, ale mechanizm ich sekrecji
pozostaje nieznany. Wérdéd wydzielanych czynnikéw
wirulencji wymieni¢ nalezy kwasng fosfataze AcpA,
katalazo-peroksydaze KatG, sysmutaze nadtlenku SodB.
AcpA jest zwigzane z btong zewnetrzng lub wydzielane
do supernatantu hodowli szczepow LVS i E tularensis
spp. novicida. Byto rowniez izolowane z cytozolu zain-
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fekowanych makrofagéw, co sugeruje role tego biatka
w wirulencji. Oprocz aktywnosci kwasnej fosfatazy
bialko AcpA F tularensis posiada aktywno$¢ fosfo-
lipazy i lipazy, hamuje wybuch tlenowy neutrofili,
odgrywa role w wewnatrzkomdrkowym wzroscie,
ucieczce z fagosomu i zjadliwosci dla zwierzat [23, 60].
KatG odgrywa role w neutralizacji aktywnego tlenu
i azotu w szczepach LVS i Schu S4. Jednakze nie jest
niezbedny do wewnatrzkomdrkowego przezywania
w makrofagach obydwu tych szczepow. Wykazano
jego role w wirulencji LVS dla myszy [53]. Niewiele
jest badan dotyczacych roli SodB w wirulencji E tula-
rensis. Te nieliczne wskazujg na udzial tego biatka
w opornoéci bakterii na nadtlenki oraz w zjadliwosci
szczepu LVS dla myszy [3].

6. Podsumowanie

E tularensis jest patogenem znanym od ponad 100 lat
jednak wciaz niewiele wiadomo o czynnikach wiru-
lencji tego drobnoustroju oraz o patogenezie tularemii.
Pomimo niewielkich réznic na poziomie genomu pod-
gatunki E tularensis znaczaco roznig si¢ patogennoscia
dla ludzi i zwierzat. Badania pokazuja, ze identyfiko-
wane u jednego podgatunku funkcje pewnych genéw
i bialek — potencjalnych czynnikéw zjadliwos$ci, moga
pelni¢ zupelnie odmienne funkcje u innego podga-
tunku. Sytuacje dodatkowo komplikuje fakt, ze wiek-
szo$¢ badan prowadzona jest na szczepach o obnizonej
zjadliwosci. Przedstawione w niniejszej pracy czynniki
zjadliwosci F tularensis z cala pewnoscig nie wyczer-
puja tematu. Co wiecej, potrzeba jeszcze wielu badan,
aby w pelni ustali¢ ich funkcje u kazdego z podgatun-
kéw E tularensis.
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