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Cytolysins - virulence factors of Staphylococcus intermedius and Staphylococcus pseudintermedius

Abstract: Bacteria in the Staphylococcus genus are one of the most abundant in the human microbiome. In addition to S. aureus,
coagulase-positive group includes other species, such as isolated from animals S. intermedius and S. pseudintermedius. Recently, these
two species have been also isolated from clinical materials from humans with increasing frequency. Apart from wound infections caused
by animal bites, S. intermedius and S. pseudintermedius are also an etiological agent of endocarditis, central nervous system infections or
bacteremia. Both species produce cytolysins: hemolysins a, 8, 8, y and leukocidins which have the ability to damage not only erythrocytes,
but also many eukaryotic cells. Thus, these toxins seem to be very important virulence factors. In the light of the recent studies indicating
participation of cytolysins in inflammatory processes and formation of biofilms, toxins produced by these species seem to be of particular
importance in the pathogenesis of infections.
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1. Wprowadzenie

Nalezacy do rodziny Staphylococcaceae rodzaj Sta-
phylococcus obejmuje kilkadziesigt gatunkow, z ktorych
blisko potowa zwigzana jest z cztowiekiem. Gronkowce
s3 jednym z najliczniejszych rodzajow bakterii tworza-
cych mikrobiom cztowieka. Interakcje miedzy orga-
nizmem gospodarza a bakteriami tego rodzaju maja
bardzo zréznicowany charakter - od komensalizmu
poprzez infekcje miejscowe, az do cigzkich zakazen
o charakterze ogdlnoustrojowym. Dla celéw diagno-
stycznych najpowszechniej stosowany jest ich podzial na
koagulazododatnie (CPS - Coagulase Positive Staphy-
lococci) i koagulazoujemne (CNS - Coagulase Negative
Staphylococci) oparty na uznawanej za uzyteczna, gdyz
pozwalajaca na szybka identyfikacje S.aureus probie
- zdolnosci bakterii do wytwarzania koagulazy. Jed-
nak obok tego powszechnie znanego gatunku do grupy
koagulazododatnich nalezg takze izolowane od zwie-
rzat lub ze $srodowiska: Staphylococcus intermedius, Sta-
phylococcus pseudintermedius, Staphylococcus delphini,
Staphylococcus lutrae, Staphylococcus schleiferi subsp.
coagulans czy Staphylococcus hyicus. W ostatnim czasie
pierwsze dwa gatunki z wzrastajaca czesto$cig izolowane
sg takze z materialow klinicznych od ludzi [90, 93].

Zdolno$¢ hemolizowania krwinek jest cecha obser-
wowang u réznych gatunkéw gronkowcow. Wytwarzaja
one cytolizyny, ktdre maja zdolno$¢ uszkadzania jednak
nie tylko erytrocytdw, ale takze wielu komoérek eukario-
tycznych. Sg to wazne czynniki chorobotworczosci tych
bakterii. Biologiczna aktywno$¢ cytolizyn w stosunku
do krwinek czerwonych stanowi najprostszy i najpow-
szechniej stosowany sposob ich wykrywania, a ponadto
jest jedna z nielicznych cech, ktore sa wspolne wszyst-
kim hemolizynom.

2. Taksonomia

Gatunek S. intermedius po raz pierwszy zostal opi-
sany w 1976 1. przez Héjka [36]. Zostal wyizolowany
z materialu pochodzacego od réinych gatunkow
zwierzat (golebi, psow, koni i norek). Swoja nazwe
zawdziecza on wlasciwosciom biochemicznym, ktore
Hidjek okreslit jako cechy ,,pomiedzy” wlasciwosciami
charakterystycznymi dla gatunkéw S. aureus i Staphy-
lococcus epidermidis — stad w nazwie tacinskiej epitet
gatunkowy ,,intermedius” [9]. Po tym odkryciu przez
wiele lat wigkszo$¢ koagulazododatnich szczepow
gronkowcow izolowanych od zwierzat, niebedacych
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S. aureus, identyfikowano jako S. intermedius. Przetom
nastgpit w 2005 r., kiedy to zespdt belgijskich naukow-
cOw na podstawie analiz molekularnych szczepow
odzwierzecych, fenotypowo i genotypowo podobnych
do S. intermedius, dokonatl odkrycia nowego gatunku
nazwanego S. pseudintermedius [19]. Dalsze badania
molekularne szczepow wczesniej klasyfikowanych
jako S.intermedius wykazaly, ze w rzeczywistosci
oprocz ,prawdziwych” S. intermedius, byly to réwniez
S. pseudintermedius i S. delphini. Doprowadzito to do
reklasyfikacji gronkowcow i utworzenia faczacej te trzy
gatunki grupy SIG (,,Staphylococcus intermedius group”)
[23, 69]. Zmiany w klasyfikacji podaly w watpliwo$¢
dotychczasowy opis gatunku S. intermedius i wszystkie
opublikowane przed rokiem 2005 prace dotyczace jego
cech, w ktorych zastosowane metody identyfikacji nie
roznicowaly szczepdw gatunkow tej grupy.

3. Chorobotworczos$¢ S. intermedius
i 8. pseudintermedius

Bakterie z gatunku S. intermedius kolonizujg skdre
i blony $luzowe réznych gatunkow zwierzat, szczegdlnie
psow, a takze moga stanowi¢ u nich zrédto oportuni-
stycznych zakazen. U ludzi gronkowiec ten jest rzad-
kim odzwierzecym patogenem stanowigcym przyczyne
infekeji gtéwnie u pacjentéw z obnizona odpornoscia.
Szczepy S. intermedius s3 jednak izolowane az z 18%
przypadkéw zakazonych ran spowodowanych ugryzie-
niami pséw, ale moga by¢ takze rzadkim czynnikiem
infekcyjnym ran o innej etiologii [12]. W literaturze
mozna znalez¢ doniesienia o przypadkach wykrywa-
nia bakterii tego gatunku w materialach od pacjentéow
z infekcyjnym zapaleniem wsierdzia [17], zakazeniem
odcewnikowym [87], zapaleniem pluc [32], zapale-
niem jamy sutkowej [47], ropniem mdzgu [2], ostrym
zapaleniem opon moézgowo-rdzeniowych [26], bakte-
riemia [38] czy nawet zatruciem pokarmowym [55].
Znane s3 takze pojedyncze przypadki izolacji S. inter-
medius z mleka i migsa [21, 61]. Szczepy identyfiko-
wane jako S.intermedius w wiekszosci przypadkow
izolowano z przypadkéw choréb lub nosicielstwa od
0s6b majacych bliski kontakt ze zwierzgtami, np. wlas-
cicieli pséw [84]. Liczba infekcji wywolanych przez
ten drobnoustrdj stale ro$nie, niemniej jednak jej rze-
czywisty wymiar jest trudny do okre$lenia. Mozna sie¢
spodziewa¢ przypadkoéw blednej identyfikacji szczepow
tego gatunku i uznawania ich za S. aureus ze wzgledu
na wynik proby na koagulaze oraz podobienistwo mor-
fologiczne kolonii i komdrek. Ponadto, wiele szczepow
opisanych jako S. intermedius moze by¢ w rzeczywis-
tosci szczepami S. pseudintermedius [93].

Gatunek S. pseudintermedius zostat odkryty w roku
2005 i uznany za oportunistyczny patogen wywolujacy

355

infekcje skory i blon $luzowych pséw i kotéw [18].
Jednakze juz w 2006 r. pojawila si¢ pierwsza publika-
cja dotyczaca przypadku infekcji wywolanej przez ten
drobnoustrdj u czlowieka [41]. Najnowsze badania
wykazaty szeroko rozpowszechniong obecnos¢ S. pseu-
dintermedius w weterynaryjnym srodowisku szpitalnym
[45, 74, 97]. Wystepuje tez nosicielstwo tego gatunku
u ludzi, ktére podobnie jak w przypadku S. intermedius,
ma charakter przejsciowy i w gtéwnej mierze dotyczy
o0sob bedacych w stalym kontakcie z psami [63, 64],
w tym wlascicieli zwierzat domowych [37], a takze per-
sonelu weterynaryjnego [10]. Gronkowce S. pseudinter-
medius u ludzi stanowig do$¢ rzadki czynnik infekcyjny.
Opisywane sg pojedyncze przypadki tych zakazen:
odcewnikowej bakteriemii [15], zapalenia zatok przy-
nosowych [79], infekcyjnego zapalenia wsierdzia [67],
pozaszpitalnego zapalenia pluc [51] czy zakazenia
rany po przeszczepie szpiku kostnego [70]. Ten ostatni
przypadek, przedstawiony przez wlosko-polski zespot
badaczy, stanowi drugi opisany dotychczas w lite-
raturze przypadek zgonu pacjenta wskutek infekcji
S. pseudintermedius. Patogenne szczepy rozprzestrze-
niajg si¢ klonalnie. Badania epidemiologiczne pozwo-
lity ustali¢, Ze na terenie Europy szeroko rozpowszech-
niony jest szczep S. pseudintermedius ST71, natomiast
w Ameryce PéInocnej ST68 [94].

Istotng role w patogenezie infekcji wywolywa-
nych przez S. intermedius i S. pseudintermedius odgry-
wajg licznie wytwarzane przez nie czynniki wirulencji.
Te, ktore zostaly dotychczas opisane, przedstawione
sg w Tabeli L.

4. Cytolizyny gronkowcow

Cytolizyny gronkowcowe zaliczane sa do rodziny
toksyn porotworczych (PFT, pore-forming toxins) wy-
twarzanych przez bakterie w postaci rozpuszczalnych
w wodzie biatkowych monomeréw konwertujacych do
form wbudowujacych sie w strukture bton komérko-
wych komorek docelowych, gdzie tworzg przezblonowe
pory. Na podstawie mechanizméw tworzenia przez
nie struktur transmembranowych, w obrebie rodziny
toksyn PFT wyrodznia si¢ dwie grupy: toksyny p-baryl-
kowe (B-barrel) i a-helikalne (a-helix) [7, 96].

Najlepiej opisanymi cytolizynami gronkowcow sa
toksyny wytwarzane przez S. aureus. Stanowig one tym
samym punkt odniesienia w ich poszukiwaniach i bada-
niach u innych gatunkéw. Wykrywane sg cztery hemo-
lizyny: o, B, y i 0, zwane tez a-, B-, y- i 8-toksynami
oraz leukocydyna. Najprostszym sposobem réznico-
wania hemolizyn jest metoda opisana juz w 1973r.
oparta na wrazliwo$ci komorek izolowanych od roz-
nych gatunkéw zwierzat (48, 86, 89]. Najszersze spek-
trum dziatania na krwinki czerwone ma 8-hemolizyna,
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Tabela I
Czynniki wirulencji Staphylococcus intermedius i Staphylococcus pseudintermedius
Gatunek Czynniki chorobotworcze Pismiennictwo

Staphylococcus intermedius koagulaza [57]
enterotoksyna A (4]
enterotoksyna C (w tym spe?yficzr'ly warie.l.nt SEC__,.. (4]
charakterystyczny dla izolatéw z piodermii)
biatko A [30]
B-hemolizyna (30]
§-hemolizyna [89]
a-hemolizyna [30]
termonukleaza [3,69]
leukotoksyna Luk-I [58]

Staphylococcus pseudintermedius | koagulaza [28]
a-hemolizyna [28]
B-hemolizyna [28]
S-hemolizyna [28]
biatko A [14]
proteaza [28]
enterotoksyny (28]
toksyna eksfoliatywna SIET [28]
leukotoksyna Luk-I [34]

a-hemolizyna wykazuje wysoka aktywnos¢ wzgledem
erytrocytow kroliczych i niska wzgledem ludzkich,
podczas gdy B-hemolizyna silnie lizuje tylko krwinki
owcze. Hemolizyna y aczy zdolnos¢ lizowania krwinek
kréliczych, owczych iludzkich z cytolizg granulocytow
- cecha, ktérej nie wykazuja lub wykazujg w znacznie
mniejszym stopniu inne hemolizyny [85]. Pod tym
wzgledem podobna jest ona do leukocydyn, ktérych
aktywnos¢ dotyczy komoérek ukladu biatokrwinkowego,
ale ktore moga wykazywa¢ bardzo niska aktywnos$¢
wzgledem krwinek czerwonych, hemolizujac jedynie
erytrocyty krolicze [65, 66].

Cytolizyny sa wytwarzane przez gronkowce roz-
nych gatunkéw, ale ich aktywnos$¢ w duzej mierze
zalezy od stopnia ekspresji posiadanych gendw, ktéra
jest zalezna od szeregu czynnikéw i moze by¢ rézna
u réznych szczepdw. Warunkujg one ich potencjat cho-
robotworczy. Powszechnie wykorzystuje si¢ techniki
molekularne do poszukiwania kodujacych je genow
- w przypadku hemolizyn: hla, hlb, hid, higi hlg , a dla
leukocydyn genéw: [ukS-PV, LukF-PV, lukS-I, LukF-I,
lukM, lukED czy lukGH/AB.

4.1. Hemolizyna a
Do najsilniej dzialajacych cytolizyn nalezy a-hemo-

lizyna. Mechanizm jej litycznego dzialania oparty jest na
tworzeniu otworéw w strukturze btony komoérki doce-

lowej. Po zwigzaniu z jej powierzchnia monomerdéw
toksyny i wytworzeniu przezblonowych p-barytkowych
pordéw, nastepuje ucieczka jonéw K* i Ca**, w wyniku
czego dochodzi do obumierania komorki [80]. Tok-
syna ta moze takze wywolywa¢ agregacje ludzkich
trombocytéw z granulocytami oboje¢tnochfonnymi
[62]. Selektywno$¢ dzialania a-toksyny wzgledem
komorek roznych gatunkoéw, jak i okreSlonych ko-
morek zwigzana jest z ekspresjg niedawno odkrytego
receptora komérkowego ADAMI10 (Disintegrin and
Metalloproteinase Domain-containing protein 10) [7].
Wiadomo, ze a-hemolizyna S. aureus odgrywa przede
wszystkim role w patogenezie infekcji skornych zwia-
zanych z uszkodzeniem naskdrka, rzadziej natomiast
w bakteriemii [88]. Wytwarzanie tej toksyny odnoto-
wano obok S. aureus u licznych gatunkéw gronkowcow
koagulazoujemnych: Staphylococcus caprae, Staphylo-
coccus xylosus, Staphylococcus simulans, Staphylococcus
warneri, Staphylococcus capitis, Staphylococcus cohnii,
Staphylococcus hominis, Staphylococcus haemolyticus,
S. epidermidis, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus
saprophyticus, a takze Staphylococcus gallinarum [5,
73]. W przypadku wigkszosci tych gatunkéw zdolnosé¢
do wytwarzania a-hemolizyny jest cecha charakte-
rystyczna tylko szczepéw chorobotworczych.

Pierwsze doniesienia dotyczace a-hemolizyny u bak-
terii nalezacych do grupy SIG pochodzg z 1976 1., kiedy
to Héjek stwierdzil obecnos¢ tej toksyny u 11 z 50 (22%)
badanych przez siebie szczepow S. intermedius [43].
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W 2010 . Slettemeds i wsp. [75] wykryli a-hemolizyne
u zwierzecego szczepu gronkowca nalezacego do grupy
SIG. Jego identyfikacja byla niejednoznaczna (S. inter-
medius lub S. pseudintermedius). U szczepdw zwierze-
cych wykrywany byl takze kodujacy te hemolizyne gen
hla [33]. Dotychczas jednak nie wyizolowano i nie scha-
rakteryzowano a-toksyny zadnego z gatunkow naleza-

cych do grupy SIG.

4.2. Hemolizyna 3

Aktywnos$¢ B-hemolizyny gronkowcowej zalezy
przede wszystkim od zawartosci sfingomieliny w mem-
branie cytoplazmatycznej wrazliwych komoérek — duzej
w erytrocytach, ale nizszej w komorkach jadrzastych.
Toksyna ta hydrolizuje sfingomieling do ceramidéw
i fosforylocholiny zaburzajac stabilno$¢ struktury
blony komoérkowej [46]. Dzialanie to jest wzmagane
po obnizeniu temperatury hodowli i okreslane jako
efekt ,,hot-cold” [77].

Oprécz hemolizy erytrocytéw owczych, p-hemo-
lizyna S. aureus wykazuje, podobnie do a-toksyny,
wybidrcza toksyczno$¢ w stosunku do monocytdw,
uszkadza réwniez ludzkie limfocyty T. Walev i wsp.
[91] wykazali, ze juz 0,001 U/ml odpowiadajace okoto
5ng/ml tej toksyny zabija 50% ludzkich monocytéw.
Wykazano istotny jej wptyw na chorobotwodrczo$¢ dla
zwierzat doswiadczalnych [16, 39, 50]. Jak pokazali
Tajima i wsp. [83], B-toksyna S. aureus hamuje chemo-
taksje i wedrowke przez blony granulocytéw obojetno-
chlonnych. Dzialanie gronkowcowej B-toksyny polega
na jej interferencji z systemem sygnalnym proceséw
zapalnych w komoérkach $rédblonka, co znaczaco
wplywa na system odpornosciowy organizmu gospoda-
rza. Wynika ono z hamowania wytwarzania IL-8 przez
komdrki §rédblonka. Interleukina ta, indukowana dzia-
taniem TNF-a, w fizjologicznych warunkach wplywa
stymulujgco na te procesy.

Na nowg, wazng dla chorobotworczosci gronkowcow
ceche B-hemolizyny wskazujg badania Huseby i wsp.
[42]. Wykazali oni, Ze toksyna ta tworzy kowalencyjne
wigzania z eDNA, stanowigc ligaze DNA uwalnianego
do matriks biofilmu, ktéry tworza patogenne szczepy
tych bakterii. Powstajace nierozpuszczalne polimery
stabilizuja biofilm in vitro. Ci sami badacze pokazali,
ze toksyna ta stymuluje wytwarzanie biofilmu in vivo.

Hemolizyna P jest wskazywana jako istotny czyn-
nik chorobotwdrczosci wielu gatunkéw gronkowcow
koagulazoujemnych: S. schleiferi, S. simulans, S. caprae,
S. epidermidis, S. xylosus i S. warneri. Wykrywana byta
takze u szczepow S.lentus, S.sciuri, S.lugdunensis,
S. hominis, S. haemolyticus, S. capitis, S. cohnii czy Sta-
phylococcus chromogenes [5].
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Hemolizyna B jest tez najlepiej poznang hemo-
lizyna S. intermedius. Wczesne badania polegaly na
ocenie wrazliwosci erytrocytow réznych gatunkow na
jej dzialanie lityczne. Juz w 1976 1. w pierwszej pracy
dotyczacej wowczas nowo odkrytego gatunku S. inter-
medius Hajek stwierdzit, ze f-hemolizyna jest wytwa-
rzana konstytutywnie przez wszystkie trzy badane
przez niego szczepy S. intermedius [36]. W roku 1984
Biberstein i wsp. [8] potwierdzili zdolno$¢ do wytwa-
rzania B-toksyny wykazujac ja u 126 z 200 badanych
szczepow (63%). Szczepy te byly zidentyfikowane
jako S.intermedius na podstawie testow biochemicz-
nych Staph-Ident, API. Nie jest to jednak metoda
pozwalajaca na odrdznienie tego gatunku od S. pseu-
dintermedius. Pierwsze badania prowadzace do izo-
lacji i oczyszczenia P-toksyny produkowanej przez
S. intermedius przeprowadzili w 1996 r. Dziewanowska
i wsp. Badacze ci poréwnali jej wlasciwosci z B-hemo-
lizyng wytwarzang przez S. aureus. Toksyny izolowano
réwnolegle z dwoch szczepow: S.aureus RN 4220
i S.intermedius 94-072594 (obecnie S.intermedius
ATCC 29663). Analiza pokazala ich znaczne podo-
bienstwo. Wykazano, ze nalezg one do klasy obojetnych
sfingomielinaz C, hydrolizuja lizofosfatydylocholine,
ale nie wykazuja aktywnosci wobec fosfatydylocho-
liny, fosfatydyloetanoloaminy i fosfatydyloseryny [27].
Badania te pokazaly takze, Ze obie toksyny s3 mono-
merami o identycznych parametrach kinetycznych
(stala K 1,4mM, V__ 100 mmol/min/ug biatka),
ale roznej masie. Mase B-hemolizyny S. intermedius
okreslono jako 33500Da, za$ toksyny izolowanej
z S. aureus — 35 500 Da. Wykazano, Ze toksyny te réznia
sie takze sktadem aminokwasowym oraz aktywnoscia
enzymatyczng wobec sfingomielinazy po zadziala-
niu ditiotreitolem (DTT), co wynika z braku reszty
cysteinowej w strukturze p-toksyny S. intermedius i co
wplywa réwniez na termostabilnos¢ tego biatka. Obie
B-hemolizyny sa stabilne w temperaturze 37°C, jed-
nakze aktywnos¢ toksyny S. intermedius w wyzszej tem-
peraturze ulega szybszemu spadkowi. Réznice dotyczg
tez innych cech: B-hemolizyna S. intermedius cechuje
sie najwigksza aktywnoscia w pH 6,0-7,5 (S. aureus
- pH6,5-7,5) oraz 5-krotnie silniejszym dzialaniem
hemolitycznym wobec erytrocytéw owczych w poréw-
naniu z badang przez t¢ grupe hemolizyng S. aureus.
Roéwniez w analizie serologicznej udowodniono brak
identycznosci tych dwoch toksyn, ale wykazano jed-
nocze$nie, ze charakteryzowaly si¢ one reaktywnoscia
krzyzowa [27].

W przypadku S. pseudintermedius w pierwszej pu-
blikacji dotyczacej odkrycia tego gatunku w 2005r.,
Devriese i wsp. [19] stwierdzili, w oparciu o metode
fenotypowg (efekt ,,hot-cold”), zdolnos¢ do produkeji
B-hemolizyny przez wszystkie cztery badane wtedy
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szczepy. Przyjmuje sie, ze wytwarzanie tej toksyny przez
szczepy S. pseudintermedius, podobnie jak S. interme-
dius, ma charakter konstytutywny [71].

4.3. Hemolizyna §

Gronkowcowa §-hemolizyna jest zaliczana do
rodziny toksyn typu o modulin rozpuszczalnych
w fenolu — PSMa (Phenol-Soluble Modulins a) [59].
Toksyna ta wyrdznia sie sposrod innych gronkowco-
wych hemolizyn kilkoma charakterystycznymi wlasci-
wosciami. Jest amfipatycznym polipeptydem o niskiej
masie czasteczkowej i strukturze a-helisy, stosunkowo
termostabilnym (pozostaje stabilna w temperaturze
80°C przez 15 minut), rozpuszczalnym w mieszaninie
chloroformu i metanolu. Jej aktywnos¢ jest hamowana
przez fosfolipidy, niektére kwasy tluszczowe, surowice
oraz frakcje a- i B-globulin surowicy [76].

Ekspresja toksyny zalezy od gestosci populacji
komorek i jest regulowana przez system regulacyjny
agr za posrednictwem peptydu autoinduktora AgrD.
Toksyna w hodowli wydzielana jest dopiero w pdznej
fazie logarytmicznego wzrostu [89].

Wskazuje si¢ na dwa, zalezne od stezenia, scena-
riusze dziatania tej toksyny na btony. W niskich steze-
niach, ponizej stezenia granicznego, toksyna agreguje
przylegajac do powierzchni i zaburzajac jej dwuwar-
stwowg forme, aby przy juz niewielkim wzroscie ste-
zenia utworzy¢ kanaly: male w formie oktamerow
lub duze zbudowane z oligomeréw. Powyzej stezenia
granicznego, w wysokich stezeniach toksyna dziala na
membrane cytoplazmatyczng jak surfaktant, niszczac
jej dwuwarstwowy strukture i w konsekwencji pro-
wadzac do natychmiastowej lizy komorki [89].

Hemolizyna § wykazuje niespecyficzng gatunkowo
aktywnos¢ hemolityczna [76], dlatego moze prowadzi¢
do lizy erytrocytéw wielu réznych gatunkow, ale takze
organelli komdrkowych, a nawet protoplastow i sfero-
plastow bakterii [48]. Toksyna ta, podobnie do innych
PSMs, wykazuje rowniez niskg aktywno$¢ lityczng
w stosunku do granulocytéw obojetnochlonnych,
a takze moze stanowi¢ dla nich czynnik chemotak-
tyczny [49]. Zdolno$¢ do wytwarzania 8-hemolizyny
jest cecha powszechng nie tylko wsréd gronkowcow
koagulazododatnich, ale takze koagulazoujemnych,
u ktorych dotyczy nawet do 80% szczepow [22], glow-
nie z gatunkow S. epidermidis, S. haemolyticus, S. homi-
nis, S. warnerii i S. lugdunensis, a takze w mniejszym
stopniu u 8. sciuri, S.cohnii, S.saprophyticus oraz
S. xylosus [11, 40, 73].

Toksyna § jest takze konstytutywnie wytwarzana
przez S.intermedius i S. pseudintermedius [51, 89].
U S. intermedius, podobnie do S. aureus, kodowana jest
przez gen hld stanowigcy strukturalny element czgs-
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teczki RNAIII (transkrypt P3) systemu regulacyjnego
agr, a jej wytwarzanie, podobnie jak u S. aureus, zalezy
od gestosci komorek bakteryjnych [44, 82].

4.4. Hemoliza synergistyczna

Gronkowcowa §-hemolizyna nazywana jest takze
hemolizyng synergistyczng z powodu oddzialywania,
jakie wywiera ona na czesciowo zhemolizowane przez
B-hemolizyne, bogate w sfingomieling krwinki bara-
nie. Dzialanie to nazywamy ko-hemolizg lub hemoliza
synergistyczng i polega ono na wzmozonej lizie tych
erytrocytow wskutek wspoldziatania niniejszej tok-
syny oraz wytwarzanych przez rézne gatunki bakterii
innych czynnikéw ich wirulencji: toksyn i enzymow.
Zjawisko to stalo sie podstawa dla wykorzystywanego
powszechnie w diagnostyce testu CAMP nazwanego
tak przez Murphy i wsp. [52] na cze$¢ jego odkrywcow
(Christie R., Atkins N.E. i Munch-Petersen E., stad
eponim CAMP). W tescie tym autorzy zaproponowali
wykorzystywanie referencyjnego szczepu Staphylococ-
cus aureus (ATCC 25923 lub NCTC 1803) jako stano-
wigcego odniesienie producenta {-hemolizyny. Test
CAMP to wazna, prosta do wykonania proba wyko-
rzystywana w identyfikacji paciorkowcow grupy B
(GBS) i Listeria monocytogenes, dwoch drobnoustro-
jow o istotnym znaczeniu klinicznym, poszukiwanych
powszechnie w profilaktyce okoloporodowej, a takze
Actinomyces neuii, Corynebacterium striatum czy
Turicella otitidis i innych bakterii, ktore majg zdolnos¢
wytwarzania tzw. czynnikdow CAMP. Stanowig je na
przyklad: cytotoksyna Cfb wytwarzana przez Strepto-
coccus agalactiae [56], fosfolipaza C Listeria monocy-
togenes, toksyny Apx Actinobacillus pleuropneumoniae
i RTX Pasteurella aerogenes, oksydaza cholesterolu
Rhodococcus equi, endopeptydaza O-sialoglikopro-
teiny Riemerella anatipestifer oraz kohemolizyna Cfa
wytwarzana przez Bartonella henselae [53], a przypadku
réznych gatunkéw gronkowcéw 8-hemolizyna (takze
u S. intermedius) [13, 20, 68, 89].

Ze wzgledu na zdolno$¢ do konstytutywnej pro-
dukcji B-hemolizyny przez wszystkie szczepy S. pseu-
dintermedius Savini i wsp. [72] zaproponowali wyko-
rzystywanie tego gatunku jako alternatywnego do
diagnostycznego testu CAMP zamiast uzywanych
obecnie referencyjnych szczepdw S. aureus.

4.5. Hemolizyna 'y

Gronkowcowa y-hemolizyna, podobnie jak a-hemo-
lizyna, nalezy do grupy toksyn PFT (Pore Forming
Toxins), ktérych mechanizm dzialania oparty jest
na tworzeniu B-cylindrycznych otworéw w blonach
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komorkowych komorek docelowych. Zbudowana jest
ona z dwdch oddziatujacych synergistycznie polipepty-
dowych skladowych - komponenty S (slow) w postaci
HlgA lub HlgC i komponenty F (fast) - HlgB. Ich nazwy
(S1F) wywodza sie od szybkosci ich migracji podczas
rozdzialu elektroforetycznego [35, 58]. Hemolizyna vy
charakteryzuje si¢ znacznym dzialaniem cytolitycz-
nym wobec erytrocytéw kroliczych, ludzkich i owczych
[85], a takze ludzkich granulocytéw obojetnochton-
nych. To ostatnie jest szczegdlnie silne i moze wynikac
z obecnosci niescharakteryzowanego jeszcze dotad
receptora na ich powierzchni [31]. Hemolizyna ta zali-
czana jest niekiedy do gronkowcowych leukocydyn
i okreslana jako HIgACB. Uwaza si¢, Ze ma ona pewne
znaczenie w przebiegu zakazen wieloopornymi szcze-
pami CA-MRSA (community-acquired methicillin-
-resistant S. aureus) [1].

Sposréd wszystkich hemolizyn produkowanych
przez bakterie z grupy SIG, to wlasnie y-hemolizyna
jest toksyng stosunkowo najmniej poznana. Przez wiele
lat uwazano, ze szczepy zaréwno S.intermedius, jak
i S. pseudintermedius jej nie wytwarzaja [55]. Przelo-
mem okazaly si¢ jednak badania Gharsa i wsp. z 2013 r.
[33], wktdrych u 38,2% poddanych genetycznej analizie
30 szczepow S. pseudintermedius wykazano obecno$¢
genu hlg kodujacego jedng z komponent y-toksyny
gronkowcowej. W roku 2002 Nishiyama i wsp. [58],
opisujac leukotoksyne Luk-I wytwarzang powszech-
nie przez szczepy S.intermedius, zwrocili uwage na
fakt znacznego jej podobienstwa do y-hemolizyny
gronkowcow, gdyz komponenta Hlgl hemolizyny jest
identyczna ze sktadowg LukF leukotoksyny, za$ kom-
ponenty Hlg2 i LukS wykazuja 80% identycznosci ami-
nokwasowej sekwencji.

4.6. Leukocydyny

Gronkowce moga wytwarza¢ trzy leukocydyny,
z ktérych najlepiej poznana jest wysoce specyficzna
gatunkowo dla S. aureus leukocydyna Panton-Valentine
- PVL. Jest ona, podobnie jak pozostate dotad opisane,
toksyna dwuskladnikowa ztozong ze skladowych Fi S
o masach molekularnych 38 kDa (LukF-PV) i 32kDa
(LukS-PV) [66]. Toksyna ta uwazana jest za istotny
czynnik chorobotwdrczosci tych bakterii [54]. Dwie
nowo opisane leukocydyny to leukocydyna LukAB/
HG i Luk-ED, obie odgrywajace role w przezywaniu
gronkowcow we krwi ludzkiej, pierwsza uznana za klu-
czowy dla chorobotwdrczosci szczepow CA-MRSA [24,
25]. Opisana zostala takze leukocydyna LukM (zwana
takze LukM/F’-PV) majaca znaczenie w patogene-
zie gronkowcowego zapalenia gruczotéw mlecznych.
Wykazuje ona niska aktywnos$¢ w stosunku do ludz-
kich granulocytéw obojetnochtonnych, ale jest silnie
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leukotoksyczna wobec krwinek przezuwaczy [29, 60].
Benito i wsp. w 2013 r. stwierdzili obecno$¢ genow ja
kodujacych u jednego szczepu ludzkiego [6].

Wykryta i zsekwencjonowana juz w 1995r. przez
Prevost i wsp. [65], wytwarzana przez S. intermedius
leukotoksyna Luk-I, obok wytwarzanych przez S. aureus
leukocydyn Panton-Valentine (PVL), leukocydyny
Luk-M i y-hemolizyny, nalezy do toksyn synergohy-
menotroficznych (SHT), ktdre s3 kodowane w postaci
operonu ztozonego z dwdch sktadowych, w przypadku
Luk-I: genéw IukS-I i lukF-I, wspdlnie transkrybowa-
nych. Kodowane przez nie wspotdzialtajace synergi-
stycznie biatka LukS-I i LukF-I maja mas¢ odpowiednio
32kDa i 33kDa. Podobnie do toksyn wytwarzanych
przez S.aureus, wykazuja one dzialanie w stosunku
do granulocytéw, w tym ludzkich i niewysoka aktyw-
no$¢ hemolityczng wobec erytrocytow kréliczych [58].
W pdzniejszych badaniach znaleziono leukocydyne
Luk-I takze u szczepéw S. pseudintermedius pocho-
dzenia zwierzecego, jak rowniez innego przedstawiciela
grupy SIG - S. delphini izolowanych w tych badaniach
od ostéw. U tych ostatnich wykrywano jednak tylko gen
lukF-I i nie wykazano aktywnosci leukotoksycznej [34].

W roku 2011 Soedarmanto i wsp. [78], wykonali
analize genetyczng szczepu S. pseudintermedius izo-
lowanego od czlowieka, u ktérego wykazali obecnosé¢
genow lukS-11 lukF-1. Jest to, jak dotad, jedyne donie-
sienie o wyposazeniu w leukocydyne Luk-I szczepow
tego gatunku izolowanych od ludzi.

* * *

Badania genetyczne, wykrywanie genéw cytolizyn,
a takze obserwacja ich ekspresji i regulacji produkeji
stanowi dodatkows, coraz powszechniej stosowana
strategie w pracach nad tymi toksynami. Pozwalaja one
takze $ledzi¢ wysoce prawdopodobny transfer migdzy-
gatunkowy. Geny niektdrych cytolizyn uzyskiwane sa
przez komorki gronkowcéw na drodze transdukeji, co
sprzyja ich dalszemu horyzontalnemu rozprzestrze-
nianiu. Lizogenne fagi sg na przyklad przenosicielami
genow leukocydyn [95]. Van Wamel i wsp. [92] opisali
zdolno$¢ uszkadzania przez fagi genu p-hemolizyny,
ktory jest ich receptorem i wlaczanie w to miejsce
gendw istotnych w procesie zaburzania funkcji ukfadu
odpornosciowego gospodarza.

Ekspresja genow kodujacych cytolizyny w komor-
kach podlega procesom regulacyjnym. Jednym z syste-
moéw warunkujacych zdolnos¢ bakterii z gatunku S. inter-
medius do odbioru sygnaléw srodowiskowych oraz
majacych bezposredni zwigzek z kontrola aktywnosci
genéw kodujacych czynniki chorobotworczosci, w tym
cytolizyn, jest juz dobrze poznany system agr (acces-
sory gene regulator) nalezacy do dwuskladnikowych
systemow przekazywania sygnatu (Two-Component
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Signal Transduction Systems — TCSTS) [81, 82]. Bada-
nia dotyczace regulacji wydzielania miedzy innymi
d-hemolizyny i leukotoksyny przeprowadzili Sung
i wsp. [81]. Stwierdzili oni, ze u S. intermedius system
ten sklada si¢ z fragmentu DNA o wielko$ci 3436 par
zasad (pz) z kodujacego dwa transkrypty - RNAII
i RNAIIL Koniec 5 czgsteczki RNAIII S. intermedius
pelni funkcje aktywatora ekspresji gendéw, a takze wyka-
zuje na odcinku migdzy 10 a 35 nukleotydem sekwencji
wysoki stopien podobienstwa u wszystkich gatunkéow
gronkowcow. Wskazuje to na ich istotng i uniwersalng
role w regulacji ekspresji genéw za pomocg podob-
nych mechanizméw sterowania. Czgsteczka RNAIII
S. intermedius zawiera w swej strukturze otwartg ramke
odczytu kodujaca homolog 6-hemolizyny gronkowcow,
ktora jest kodowana przez gen hld. Wigkszo$¢ genow
0-lizyny réznych gatunkow gronkowcow zlokalizowana
jest we fragmencie 5° RNAIIIL, jednakze u S. interme-
dius w strukturze genu powyzej otwartej ramki odczytu
dodatkowo znajduje si¢ sekwencja insercyjna. Mimo
tej roznicy otwarta ramka odczytu d&-hemolizyny
S. intermedius wykazuje znaczny stopien podobien-
stwa sekwencji w stosunku do S. aureus (16 z 25 ami-
nokwasow &-lizyny S. intermedius jest identycznych
z S. aureus) oraz réznych gatunkow gronkowcow koagu-
lazoujemnych. Z duzym prawdopodobienstwem mozna
przypuszczaé, ze §-hemolizyna produkowana przez
szczepy S. intermedius moze cechowac si¢ podobnym
do 8-toksyny S. aureus mechanizmem dziatania. Region
3’ czasteczki RNAIII u S. aureus jest odpowiedzialny
za wytwarzanie a- i f-hemolizyny, a wysoki stopien
konserwatywnosci sekwencji w tym regionie u rdz-
nych gatunkéw gronkowcéw, a tym samym u S. inter-
medius, moze sugerowac podobienstwo funkcjonalne
do S.aureus. [81]. Badania te, wykonane w 2005r.
zostaly przeprowadzone na blizej nieokreslonej przez
autoréw kolekeji 20 szczepoéw izolowanych ze skory
psow z zapaleniem skory, a pochodzacych z kolekcji
Royal Veterinary College w Londynie. Mozna tylko
domniemywac, ze wszystkie one rzeczywiscie nalezaty
do gatunku S. intermedius, a nie S. pseudintermedius.

5. Podsumowanie

Wiedza na temat cytolizyn wytwarzanych przez
gronkowce z gatunkow S. intermedius i S. pseudinter-
medius jest niepelna. Wyodrebnienie nowego, pokrew-
nego, a jednak odrebnego gatunku po prawie 30 latach
od opisania S.intermedius stawia dodatkowo pod
znakiem zapytania wyniki przeprowadzonych w tym
okresie badan. Jednoczesnie izolacja tych gatunkow
z materialéw klinicznych od ludzi uzasadnia coraz
szersze nimi zainteresowanie. W $wietle wynikow naj-
nowszych badan wskazujacych na ich udzial obok dzia-
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tania cytolitycznego w przebiegu proceséw zapalnych
czy tworzeniu biofilméw, cytolizyny wydajg sie mie¢,
spo$réd czynnikéw potencjalnie waznych dla chorobo-
twodrczosci tych gatunkow, szczegdlne znaczenie.
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