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Panton-Valentine leukocidin - known and unknown aspects

Abstract: Panton-Valentine leukocidin (PVL) is a two component pore-forming cytotoxin composed of LukS-PV and LukF-PV subunits,
which mainly acts on mammalian neutrophils, monocytes and macrophages. The mechanism of action of PVL and its role in the
pathogenesis of staphylococcal infections are still poorly understood. I vitro studies showed a concentration-dependent cytotoxic effect
of PVL (formation of pores in the cell membrane), leading to apoptosis or necrosis of phagocytes. Nevertheless, it should be emphasized
that, to date, it has not been proven that causing damage to phagocytes is the main function of PVL in vivo. It is known, however, that
the concentration of PVL in vivo is not sufficient to induce cytolysis. Furthermore, it has been shown that sublithic concentration of PVL
in vivo can activate and intensify bactericidal properties of phagocytes. Nowadays, PVL is epidemiologically linked mainly to community-
associated methicillin-resistant S. aureus infections. There are also available, though very limited, data concerning the isolation of pvi-
positive MRSA and MSCNS strains from domestic and farm animals.

1. Introduction. 2. The structure of the PVL toxin. 3. PVL genes and the regulation of their expression. 4. The mechanism of action of PVL
toxin. 5. The clinical significance of strains producing PVL toxin. 6. Studies on animal models. 7. PVL toxin detection methods. 8. Summary
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1. Wstep

Wiasciwosci biologiczne Staphylococcus aureus,
w duzej mierze uwarunkowane przez proces horyzon-
talnego transferu genéw (HGT - horizontal gene trans-
fer), czynig go niezwykle groznym patogenem dla ludzi,
zwierzat, a takze rodlin [22, 30]. Wiele szczepdw tego
gatunku charakteryzuje obecno$¢ czynnikéw wirulencji
o znaczeniu klinicznym i epidemiologicznym, a takze
znaczna zdolno$¢ adaptacyjna, pozwalajaca na prze-
trwanie niesprzyjajacych warunkéw oraz kolonizowa-
nie nowych §rodowisk. Gronkowiec zlocisty wytwarza
wiele czasteczek, ktore moga przyczynia¢ si¢ do uni-
kania mechanizméw wrodzonej odpornosci. Wsrod
nich istotng role odgrywaja toksyny tworzace pory w
blonie cytoplazmatycznej leukocytow (pore-forming
toxins) [1, 55, 68]. Cytotoksyny te zwiekszaja przezy-
walno$¢ bakterii w zakazonym organizmie, powodujac
$mier¢ komdrek docelowych ukladu immunologicz-
nego, a przez to oslabienie gospodarza w pierwszych
etapach zakazenia.

Panton-Valentine leukocydyna (PVL - Panton-
-Valentine leukocidin) jest dwuskladnikowa cytotok-
syna nalezaca do rodziny bialek tworzacych pory w blo-
nach komoérek docelowych [46, 47]. Po raz pierwszy
zostala opisana przez van de Velde w 1894 roku jako

substancja leukocydynowa (,,substance leukocide”), ze
wzgledu na jej zdolnos¢ do lizy leukocytow [43, 65].
Nazwe toksyny wprowadzili Panton i Valentine [6, 51].

Toksyna Panton-Valentine jest uwazana za jeden
z wazniejszych czynnikéw gronkowcowej wirulencji
[30]. Moga ja wytwarza¢ zardwno metycylinooporne,
jak réwniez metycylinowrazliwe szczepy S. aureus. PVL-
-pozytywne szczepy S. aureus sa Zzazwyczaj zwigzane ze
zmianami martwiczo-ropnymi skory i tkanki podskor-
nej. Ponadto, moga powodowa¢ cigzkie zakazenia, jak
septyczne zapalenie stawdw, bakteriemig, plamice pioru-
nujaca, czy tez pozaszpitalne martwicze zapalenie pluc.

2. Struktura toksyny PVL

Panton-Valentine leukocydyna (PVL) jest dwu-
skladnikowg toksyna nalezacg do rodziny biatek o struk-
turze B-barylki (B-barrel), tworzacych pory w btonach
komorek docelowych. Oprécz PVL, do dwusktadniko-
wych leukotoksyn wytwarzanych przez S. aureus naleza
réwniez y-hemolizyna oraz LukE-LukD leukocydyna.
Aktywnos¢ tych toksyn wymaga polaczenia dwdch
odrebnych i niezaleznych bialek wydzielniczych, okres-
lonych jako biatka klasy S i F. Obecnie znanych jest
szes$¢ bialek klasy S i pie¢ biatek klasy F [46, 47].

* Autor korespondencyjny: Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, Wydzial Biotechnologii i Hodowli Zwierzat,
Katedra Immunologii, Mikrobiologii i Chemii Fizjologicznej, al. Piastow 45, 70-311 Szczecin; tel. 91 449 6714, e-mail: karol.fijalkowski@

zut.edu.pl



LEUKOCYDYNA PANTON-VALENTINE - ASPEKTY ZNANE I NIEZNANE

Toksyna PVL w formie natywnej jest biatkiem
heterooligomerycznym, ktérego podstawowymi ele-
mentami struktury sg podjednostka LukF-PV o masie
okoto 34kDa oraz podjednostka LukS-PV o masie
okoto 32 kDa [12]. Kazda podjednostka jest wydzielana
jako rozpuszczalny w wodzie monomer [1]. Znana jest
struktura i wielko§¢ monomerycznych form LukF-PV
i LukS-PV [29, 52], jednakze tréjwymiarowa struktura
oligomerycznej PVL nie zostata jak dotad okreslona [1].

Podjednostki LukF-PV i LukS-PV maja eliptyczne
ksztalty i wymiary okolo 70A x 35 A x 25 A. Obie pod-
jednostki naleza do klasy strukturalnej biatek ,all-
-beta” i sg bogate w strukture B-harmonijki (B-sheet).
Kazdy z monomeréw wchodzacych w sktad funkcjo-
nalnej poryny zawiera w swojej strukturze domene
B-kanapki (B-sandwich) oraz domen¢ ,rim” (ang.).
Pierwsza z domen wystepuje w gornej czesci struk-
tury monomeru i sklada si¢ z dwoch p-harmonijek,
tworzonych z ulozonych antyréwnolegle B-pasm.
Réwniez w goérnej czesci wystepuje region ,,pre-stem”
zawierajacy B-spinke (B-hairpin), ktéra jest wbudowy-
wana w poprzek struktury blony komérkowej podczas
tworzenia pory. Z kolei, w dolnej cze$ci monomerdéw
toksyny znajduje si¢ mniejsza domena ,,rim’, ktéra ma
strukture otwartej P-kanapki (open-face-sandwich)
i jest tworzona z czterech antyréwnolegtych p-pasm.
Domena ta jest odpowiedzialna za wigzanie toksyny
do powierzchni blony i charakteryzuje si¢ resztami
hydrofobowymi, ktére zakotwiczaja ja w hydrofobo-
wej warstwie podwdjnej blony lipidowej [1]. Miedzy
dwiema podjednostkami PVL wystepuja duze rdznice
konformacji w domenie ,rim’, co prawdopodobnie
determinuje ich funkcjonalne zréznicowanie [29].

3. Geny PVLiregulacja ich ekspresji

Zdolnos¢ do wytwarzania toksyny Panton-Valen-
tine jest determinowana obecnoscia operonu luk-PV
(zawierajacego geny [ukF-PV i [ukS-PV), zlokalizo-
wanego w obrebie genomoéw zréznicowanych morfo-
logicznie profagéw PVL S. aureus. Nalezy podkresli¢,
ze wigkszo$¢ czynnikéw wirulencji rozprzestrzenia sig
w obrebie rodzaju Staphylococcus na drodze specyficz-
nej transdukcji bakteriofagowej, a od 1961 roku wia-
domo, ze produkeja niektérych toksyn przez S. aureus
powiazana jest ze zjawiskiem lizogenii (konwersji
lizogennej) [7, 30]. Niesione przez niektore fagi lizo-
geniczne dodatkowe geny ulegaja ekspresji po integra-
¢ji z chromosomem bakteryjnym zmieniajac fenotyp
gospodarza, a w konsekwencji warunkujg wystapienie
okreslonych objawoéw klinicznych obserwowanych pod-
czas przebiegu zakazenia [30].

Organizacja genomu fagowego jest konserwatywna
wsrod profagdw kodujacych PVL, zwlaszcza w regio-
nach zawierajacych geny kodujace bialka odpowie-
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dzialne za lize komorki bakteryjnej oraz geny deter-
minujace wytwarzanie toksyny. Zaczynajac od jednego
konca (cos-site), liniowy genom profagdw jest podzie-
lony na pie¢ regionow zawierajacych geny: 1. kodujace
biatka strukturalne faga (wykorzystywane podczas
morfogenezy profagéw PVL), 2. kontrolujace cykl
lityczny fagéw, 3. kodujace dwie podjednostki toksyny
PVL (lukF-PV i lukS-PV), 4. kontrolujace cykl lizo-
geniczny fagdéw oraz 5. odpowiedzialne za replikacje
i transkrypcje. Od czasu odkrycia toksyny PVL scharak-
teryzowano dotychczas osiem niosgcych geny pvl fagow
nalezacych do rodziny Siphoviridae (DPVL, OSLT,
®Sa2mw, ®Sa2USA300, OSLT-USA300_TCHI1516,
®108PVL, ®tp310-1 i ®2985PVL) [22, 73]. Mozna
je podzieli¢ na trzy grupy, w zaleznosci od rdéznic
w sekwencji nukleotydowej regionéw odpowiedzial-
nych za replikacje¢/transkrypcje i morfogeneze, a takze
ze wzgledu na zakres ich gospodarzy. Obecnos¢ tych
samych genéw kodujacych toksyne PVL w odmiennych
morfologicznie fagach dowodzi, ze mogg one by¢ tatwo
wymieniane, prawdopodobnie podczas koinfekeji [22].
ZwyKkle fagi te sa zintegrowane z genomem S. aureus
w miejscu attB (29 pz) C-terminalnego regionu otwar-
tej ramki odczytu (ORF - open reading frame) koduja-
cej nieznane biatko [73]. Zdolno$¢ do wytwarzania PVL
wynika zatem z koewolucji gronkowcdw i infekujacych
je fagodnych bakteriofagdw, ktére tym samym uczest-
nicza w etiopatogenezie infekcji bakteryjnej.

Geny kodujace toksyne PVL moga wystepowac
réwniez w obrebie niektorych gronkowcowych wysp
patogennosci (SaPIs - staphylococcal pathogenicity
islands), ktorych horyzontalny transfer réwniez zacho-
dzi na drodze transdukcji bakteriofagowej. Ruchome
SaPIs, niosgce obok gendw IukF i [ukS takze inne deter-
minanty gronkowcowej wirulencji, takie jak toksyna-1
zespolu wstrzasu toksycznego (TSST-1 - toxic shock
syndrome toxin-1), moga w istotny sposéb przyczynia¢
sie do powstania wysoce zjadliwych szczepow S. aureus
o0 znaczacym potencjale klinicznym i epidemiologicz-
nym [30, 40]. Transmisja genéw kodujacych toksyne
PVL pozostaje w $cistym zwiazku z procesem uwolnie-
nia profaga ze stanu utajenia, analogicznym do wyciecia
kasety SaPIs z chromosomu bakteryjnego droga specy-
ficznej rekombinacji. Wyciety fragment jest nastepnie
replikowany z bardzo wysoka wydajnoscia, przy wyko-
rzystaniu aparatu molekularnego faga. Dochodzi tym
samym do amplifikacji znajdujacych sie na nim gendw,
w tym genéw konwersji lizogennej [30].

Geny operonu luk-PV sg zlokalizowane w jednym
z najbardziej mobilnych regiondéw genomowego DNA
S. aureus opornych na metycyline. Z tego tez powodu
region ten moze by¢ uwazany za marker specyficzny
dla tych szczepow [18, 49, 63, 66, 71]. Pomimo, iz geny
pvl sa obecne u 2-5% S. aureus, szczepy produkujace
toksyne PVL sg odpowiedzialne za jedne z najpowaz-
niejszych zakazen na tle gronkowcowym, zwlaszcza
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CA-MRSA (CA-MRSA - community-associated MRSA)
na calym $wiecie [15, 45].

Synteza i wydzielanie toksyny PVL, podobnie jak
innych egzoprotein, nastepuje w pdznej fazie wzrostu
wykladniczego oraz w fazie stacjonarnej. W tym samym
czasie produkcja biatek niezbednych do wzrostu jest
obnizana, zahamowaniu ulega tez synteza adhezyn [13,
62]. Wskazuje to na istnienie jednocze$nie kilku glo-
balnych systeméw regulacyjnych, w ktérych pojedyn-
czy czynnik srodowiskowy kontroluje ekspresje wielu
genow docelowych [6]. W regulacji ekspresji genéow
IukE-PV i lukS-PV u S. aureus uczestniczy dwusklad-
nikowy system regulacyjny zalezny od czynnikéw $ro-
dowiska — agr (accessory gene regulator). Dowiedziono,
ze wystepowanie szczepoéw gronkowcowych produku-
jacych toksyne PVL jest powiazane z fenotypem agr-I
i/lub agr-11I grupy. Dodatkowo, w regulacji ekspre-
sji gendw kodujacych PVL moga uczestniczy¢ inne
niz wykorzystywane w systemie agr czynniki, w tym
zwlaszcza alternatywny czynnik transkrypcyjny MgrA.
Posiada on, podobnie jak inne czynniki transkrypcyjne,
takie jak: RNA III, biatka z rodziny SarA (staphylococ-
cal accessory regulator A) oraz Rot i Sigma,, zdolnos¢
wigzania DNA w miejscach promotorowych gendw,
aktywujac badz hamujac ich transkrypcje. W przy-
padku operonu luk-PV S. aureus biatko MgrA wylacz-
nie aktywuje ekspresje gendw [ukF-PV i [ukS-PV [62].

Ze wzgledu na fakt, iz geny kodujace PVL sg zlo-
kalizowane w obrebie genomu profagéw S. aureus,
moze istnie¢ $cisty zwiazek pomiedzy wytwarzaniem
tej toksyny a indukcja fagowa, w odpowiedzi na rézne
czynniki zewnetrzne, w tym np. niektore antybiotyki.
Wykazano, ze podprogowe stezenia antybiotykow
B-laktamowych, zaburzajacych synteze $ciany komor-
kowej poprzez oddzialywanie na transmembranowe
biatka wiazace penicyline (PBPs - penicillin binding
proteins), powoduja wzrost produkcji PVL in vitro
poprzez aktywacje transkrypcji. Swiadczy to o tym, ze
antybiotyki wiazace si¢ z PBP moga zwigksza¢ ekspre-
sje PVL, poprzez modulowanie systemow regulacyj-
nych gospodarza (w tym zwlaszcza agr lub SarA i Rot),
a dodatkowo takze w odpowiedzi na indukcje fagow
PVL, inicjowang przez (uruchamiany wowczas) bak-
teryjny system naprawczy SOS. Moze to implikowaé
skutki kliniczne stosowania niektérych antybiotykow
w terapii ciezkich zakazen na tle CA-MRSA [21, 30, 73].

4. Mechanizm dzialania toksyny PVL

Toksyna PVL wykazuje aktywno$¢ cytotoksyczng
wobec ssaczych neutrofiléw oraz monocytéw i makro-
fagéw. Jednakze mechanizm dziatania tej toksyny
w przebiegu infekcji gronkowcowych oraz jej udziat
w patogenezie s ciaggle stabo poznane, a w wielu przy-
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padkach opisywane bardzo nieprecyzyjnie lub oparte
tylko na przypuszczeniach [60].

Podjednostki LukF-PV i LukS-PV toksyny PVL,
s3 wydzielane przez bakterie w formie rozpuszczal-
nych w wodzie monomerdw, ktore ostatecznie formuja
sie w czasteczki tworzace pory w blonie komdrko-
wej [6]. Utworzenie transblonowej pory mozliwe jest
dzieki synergistycznemu oddzialywaniu podjednostek
PVL i okreslonej sekwencji zdarzen, zachodzacych na
powierzchni blony komoérki docelowej [34]. Miejsca wig-
zania dla toksyny PVL przez diugi czas byty nieznane.
Niemniej jednak, wyniki badan przeprowadzonych
przez Spaan i wsp. [60] wykazaly, ze ludzkie receptory
dla czasteczek dopelniacza, C5aR i C5L2, mogg réwniez
pelni¢ role miejsc wigzacych toksyne PVL. Ustalono, ze
receptory te posrednicza zaréwno w wigzaniu toksyny,
jak i determinuja jej cytotoksyczno$¢. Zostato rowniez
potwierdzone, ze ekspresja i miedzygatunkowe réznice
w budowie receptora C5aR warunkuja komorkowa
i gatunkowa specyficznos¢ toksyny PVL [60].

Tworzenie poréw w blonie komérkowej, jako nastep-
stwo aktywnosci toksyny PVL, jest procesem kilku-
etapowym (Rys. 1). W pierwszym etapie, rozpuszczalne
w wodzie monomery LukS-PV, a nastepnie LukF-PV
wigzg sie do powierzchni blony komdrkowej formujac
heterodimery [24, 29, 45]. W kolejnym etapie, hetero-
dimery ulegaja dalszej oligomeryzacji do heterote-
tramerow, ktore charakteryzuja si¢ naprzemiennym
ulozeniem czasteczek LukF-PV i LukS-PV. Nastepnie
heterotetramery formujg dyskowate, oktameryczne
struktury skladajace si¢ z podjednostek LukS-PV
i LukF-PV réwniez utozonych naprzemiennie w sto-
sunku stechiometrycznym 1:1 [29]. Na tym etapie tok-
syna PVL jest juz oktamerem o konformacji wstepnie
uformowanego pora, ktory jednak nie jest w pelni funk-
cjonalny i nie moze ulec wbudowaniu w poprzek btony
komorkowej. W nastepnych etapach region macierzysty
podjednostek LukS-PV i LukF-PV ulega wydiuzeniu
w poprzek blony komoérkowej, co w efekcie konncowym
prowadzi do uformowania w petni funkcjonalnego pora
transbtonowego (Rys. 1) [1, 29].

Z molekularnego punktu widzenia, por jest oktame-
rycznym kompleksem o konformacji B-barylki i $red-
nicy od 10 A do 20 A, ktéry jest zlokalizowany prostopa-
dle do blony komérkowej i funkcjonuje jako integralna

LukF-I% l ukS-PV
Il

Rys. 1. Mechanizm tworzenia pora przez toksyne PVL
[wg 1 - zmienione]
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transblonowa struktura, pozwalajaca na przechodzenie
jondw i malych czasteczek (o masie molekularnej do
1000 Da) do wnetrza komoérki, w konsekwencji prowa-
dzac do jej $mierci [6].

Badania in vitro wykazaly, ze aktywnos¢ toksyny
PVL jest zréznicowana i zalezy od jej stezenia w miej-
scu oddzialywania [27, 35]. Zostalo udowodnione, ze
sublityczne stezenie PVL aktywuje wewnatrzkomor-
kowy szlak mitochondrialny prowadzacy do apoptozy.
Natomiast wyzsze stezenia PVL indukuja zmiany zwig-
zane z nekrozg. Obecnie wiadomo, ze zalezna od ste-
zenia aktywnos$¢ PVL jest zwigzana z molekularnymi
wlasciwosciami tej toksyny [25].

Przy mniejszych stezeniach toksyny PVL (~5nM)
zmiany morfologiczne neutrofilow maja charakter
apoptotyczny i sg widoczne po okolo 6 godzinach [25].
W niskiej koncentracji, toksyna wiaze si¢ do recepto-
réw na blonie komoérkowej, co wywoluje powstawanie
malej ilosci oktamerycznych poréw [24]. Uwaza sie,
ze PVL moze oddzialywa¢ rowniez na poziomie mito-
chondrialnym poprzez tworzenie poréw w zewnetrznej
blonie mitochondriéw. Jak donoszg Genestier i wsp.
[25], apoptoza indukowana przez PVL jest zwigzana
z szybkim zaburzeniem homeostazy mitochondrialnej
i aktywacja kaspazy-3 i kaspazy-9, co sugeruje, Ze pro-
ces ten jest zalezny od szlakow mitochondrialnych.

Z kolei, przy duzym stezeniu PVL (~200 nM) obser-
wowane s3 zmiany morfologiczne komorek fagocytow
charakterystyczne dla nekrozy, ktore sa widoczne juz
po 1 godzinie [25]. Przy duzych stezeniach, toksyna ta
moze niespecyficznie adsorbowa¢ do podwdjnej blony
lipidowej komorki, tworzac wigksze pory przepusz-
czalne dla Ca*, formujac wigksza ilo§¢ oktamerycznych
poréw lub prowadzac do otwierania kanatéw Ca** [2].
Podjednostki toksyny PVL, po polaczeniu z receptorem
zwigzanym z kanalami wapniowymi lub bezposrednio
z kanalami wapniowymi, moga réwniez indukowa¢
wplywanie do komorki dwuwartosciowych kationdw
(Ca*, Mg**, Mn*, Zn**) przez zalezne od jonéw wap-
nia kanaly komérkowe, a nastepnie po sformowaniu
pora umozliwiajg naptyw jonéw jednowarto$ciowych
(etydyny*, Na*, K*). Konsekwencja tego procesu jest
nekroza fagocytow [25, 61]. Ponadto tworzenie duzych
pordéw moze rowniez prowadzi¢ do utraty ATP, co jest
niezbedne do zapoczgtkowania wiekszosci procesow
apoptotycznych [25, 39].

Nalezy rowniez podkresli¢, ze oprocz zdolnosci do
formowania poréw w blonie komérkowej fagocytow,
toksyna PVL jest réwniez czynnikiem aktywujacym
polimorfonuklearne neutrofile (PMNs — polymorpho-
nuclear neutrophils) [27, 35, 43]. Wykazano, ze st¢zenie
PVL ponizej warto$ci niezbednej do utworzenia pordéw
moze stymulowaé¢ PMN do intensywnej produkeji boj-
czych form tlenu i sekrecji prozapalnych czasteczek,
takich jak interleukina-8 (IL-8), interleukina-6 (IL-6)
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i leukotrien B4 (LTB,). Moze réwniez indukowa¢ egzo-
cytoze ziarnistosci, powodujac tym samym uwolnienie
mieloperoksydazy, lizozymu i B-glukuronidazy do prze-
strzeni miedzykomorkowych, co z kolei moze pozytyw-
nie usposabia¢ odporno$¢ gospodarza do obrony przed
postepujaca infekcja. Ponadto, zostalo udowodnione,
ze sublityczne stezenia PVL indukujg uwalnianie hista-
miny przez ludzkie bazofile [6, 27, 36].-

Nalezy podkresli¢, ze analizy cytolitycznych wlasci-
wosci PVL dotyczg badan wykonywanych w warunkach
in vitro, natomiast jak dotad brakuje danych $wiadcza-
cych, ze zasadnicza funkcja PVL in vivo jest cytoliza
leukocytow [27]. Zostalo natomiast udowodnione, ze
stezenie PVL in vivo jest niewystarczajace do wywo-
tania lizy PMN [3]. Dlatego przypuszcza sig, ze sub-
lityczne stezenia PVL moga stymulowaé wrodzona
odpowiedZ immunologiczng i tym samym intensy-
fikowa¢ mechanizmy obronne uruchamiane przez
organizm w celu zwalczenia infekeji [28]. Tak wiec, na
podstawie dotychczasowych badan nalezy stwierdzi¢,
ze sublityczne stezenie PVL in vivo odgrywa gléwnie
role aktywatora PMN, intensyfikujac bakteriobojcze
wlasciwosci tych komorek.

5. Znaczenie kliniczne szczepow produkujacych
toksyne PVL

Zakazenia wywolywane przez szczepy S.aureus
wytwarzajace toksyne PVL byly dokumentowane juz od
1930 roku [6, 43, 50, 51]. Jednakze, w 1932 roku, Panton
i Valentine jako pierwsi skojarzyli toksyne PVL z zaka-
zeniami skory i tkanek miekkich oraz wykazali korela-
cje miedzy obecnoscig tej toksyny i ciezkimi infekcjami
na tle S. aureus, zwlaszcza czyrakiem gromadnym [50].

Szczepy S. aureus produkujace toksyne PVL sg za-
zwyczaj zwigzane z ropnymi chorobami skoéry i mart-
wica tkanki podskérnej. Moga réwniez powodowac sep-
tyczne zapalenie stawdw, bakteriemie, plamice piorunu-
jaca i pozaszpitalne martwicze zapalenie ptuc [41, 51].

Toksyne PVL moga syntetyzowaé rdézne szczepy
S. aureus, zarbwno MRSA, jak i MSSA [3, 51]. Jednakze,
z klinicznego punktu widzenia, najwazniejszymi pro-
ducentami toksyny PVL sg szczepy CA-MRSA, kto-
rych wyrazny wzrost rozpowszechnienia jest obecnie
odnotowywany na catym $wiecie [16, 21, 28]. Pojawie-
nie i szybkie rozprzestrzenianie si¢ CA-MRSA przypi-
suje si¢ przede wszystkim zdolnoéci tych szczepéw do
produkeji PVL [23, 24, 45]. Dane kliniczne wskazuja
szczegolnie na korelacje miedzy PVL-pozytywnymi
szczepami S. aureus a cigzkimi, w tym $miertelnymi,
przypadkami martwiczego zapalenia pluc o etiologii
CA-MRSA [26]. Ponadto, wykazano zwigzek pozasz-
pitalnego zapalenia pluc na tle S. aureus (MRSA lub
MSSA) z wczedniej przebyta grypa lub wystapieniem
objawow grypopodobnych [26, 32, 33, 72].
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Przebieg kliniczny i powiklania zakazen na tle pvl-
-pozytywnych szczepow S. aureus s3 opisywane jako
powazniejsze, niz zakazen powodowanych przez szczepy
nie posiadajace genetycznie uwarunkowanej zdolnosci
do produkeji PVL [26, 42]. Jednak, co ciekawe, odnoto-
wywana jest wieksza podatno$¢ na leczenie pacjentow
zakazonych PVL-pozytywnymi szczepami S. aureus,
w poréwnaniu z pacjentami zakazonymi szczepami nie
wykazujacymi zdolnosci do syntezy toksyny PVL [4].

Prowadzone obecnie badania koncentrujg si¢ na
poznaniu funkeji PVL w zakazeniach powodowanych
przez CA-MRSA [43]. Jednakze podloze molekularne
choréb wywolywanych przez te szczepy, w tym cigz-
kiego zapalenia pluc na tle S.aureus w nastepstwie
grypy, jak réwniez rola toksyny PVL w etiopatogene-
zie zakazen gronkowcowych nie zostaly dotychczas
ostatecznie wyjasnione [26, 41, 43, 66]. Z jednej strony
istnieja badania kwestionujace obecnos¢ toksyny PVL,
jako podstawowego wyznacznika klinicznego przebiegu
zakazen na tle S. aureus [4, 11, 31, 38]. Z drugiej jed-
nak strony uwaza si¢, ze wysoki potencjal zjadliwosci
CA-MRSA jest zwigzany z produkcja PVL, a odnoto-
wywane powigzanie tej toksyny z gtéwnymi klonami
CA-MRSA sugeruje, Ze moze ona zwigksza¢ wirulencje
i/lub promowa¢ wzmozong transmisje szczepow [20,
26, 66]. Co wigcej, wykrycie podjednostki LukS-PV
toksyny PVL w pobranych od pacjentéw wycinkach
pluc objetych martwiczym zapaleniem, wraz z pofrag-
mentowanym DNA, wskazuje na bezposrednie zaan-
gazowanie PVL w patomechanizm choroby poprzez
indukcje in vivo apoptozy [25].

Z epidemiologicznego punktu widzenia istotne zna-
czenie ma fakt, ze nie tylko ludzkie szczepy S. aureus sa
genetycznie determinowane do produkeji PVL, cho-
ciaz o PVL-pozytywnych szczepach gronkowcow izo-
lowanych od zwierzat niewiele wiadomo. Do tej pory,
PVL-pozytywne szczepy MRSA zostaly wyizolowane
z przypadkow ciezkich zakazen u zwierzat domowych,
takich jak psy, kot, krolik czy papuga [58]. Poza tym,
wyizolowano takze pvi-pozytywne wrazliwe na metycy-
line koagulazoujemne gronkowce (MSCNS - methicil-
lin-sensitive coagulase-negative staphylococci), w tym
S. haemolyticus, S. simulans i S. warneri, od kréw i owiec
z podkliniczng postacig mastitis [64]. Brak jest nato-
miast danych literaturowych odnosnie izolacji PVL-
-pozytywnych szczepow S. aureus z zapalenia gruczotu
mlekowego u przezuwaczy. Jednakze, w kontekscie
mastitis podkreslane jest znaczenie podjednostki LukF-
-PV toksyny PVL. Podjednostka LukF-PV wraz z pod-
jednostka LukM leukocydyny stanowig elementy struk-
turalne toksyny LukM/LukF’-PV [5]. Leukotoksyna
ta jest uwazana za najbardziej aktywna cytotoksyne
wobec bydlecych neutrofiléw, mogaca odgrywac klu-
czowa role w patogenezie mastitis u krow, a takze owiec
ikéz [5, 34, 57].
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Reasumujac, dotychczasowe dane epidemiologiczne
i kliniczne nie sg wystarczajace, aby udowodni¢ bezpo-
$rednig role PVL w zakazeniach o etiologii S. aureus,
ani tez bezposredni udzial tej toksyny przyczyniajacy
sie do szerokiego rozpowszechniania CA-MRSA [12,
43]. Jednakze uwaza sig, iz wyjasnienie roli PVL w pato-
genezie zakazen na tle S. aureus moze mie¢ wazne zna-
czenie dla poznania celéw leczniczych i opracowania
skuteczniejszych metod terapeutycznych w zakazeniach
CA-MRSA [16, 28, 43]. Ponadto, ze wzgledu na mozli-
wos¢ dwukierunkowej transmisji gronkowcoéw pomie-
dzy ludzmi i zwierzetami, dalsze badania dotyczace
aspektow klinicznych, czynnikéw ryzyka i epidemio-
logii chordb na tle PVL-pozytywnych szczepdw stano-
wig wazny problem zaréwno w medycynie ludzkiej, jak
i weterynaryjnej [58].

6. Badania na modelach zwierze¢cych

Udziat toksyny PVL w wirulencji szczepow S. aureus
jest tematem duzego zainteresowania i intensywnych
badan. Jednakze, odnotowywane sg sprzeczne dane epi-
demiologiczne i kliniczne dotyczace potencjalnej roli
PVL w zakazeniach o etiologii CA-MRSA z uzyciem
réznych zwierzecych modeli choréb [9, 10, 43, 54, 69].

Wiekszo$¢ badan przeprowadzonych na myszach,
dotyczacych patogenezy CA-MRSA wykazuje, ze tok-
syna PVL nie odgrywa zadnej lub ograniczong czasowo
role w rozwoju choroby [19]. Voyich i wsp. [70] porow-
nali dzialanie dzikich szczepow USA300 i USA400 oraz
szczepow izogenicznych z delecja genu pvl na mysich
modelach zakazenia skory oraz sepsy, odnotowujac
praktycznie identyczny przebieg zakazenia niezaleznie
od testowanych szczepéw. Natomiast Varshney i wsp.
[67], prowadzac badania na mysim modelu zakazenia
skory wykazali, ze szczepy MSSA i MRSA produku-
jace duze ilo$ci PVL powodujg bardziej rozlegle ropnie
skorne i silniejsze zapalenie tkanek, niz szczepy cechu-
jace sie niska zdolnoscia do produkc;ji tej toksyny. Z kolei
Labandeira-Rey i wsp. [37], na podstawie wynikow
uzyskanych na mysim modelu gronkowcowego zapale-
nia pluc, przy zastosowaniu laboratoryjnych szczepow
S. aureus transdukowanych do ekspresji toksyny PVL,
zaproponowali model infekcji, w ktérym PVL pelni
funkcje regulatora ekspresji genow. Jednakze badania
innych autoréw z zastosowaniem mikromacierzy i pro-
teomiki wykazaly, ze PVL nie ma wplywu in vitro ani in
vivo na ekspresje genow czy wytwarzanie bialek w testo-
wanych szczepach S. aureus USA300 1 USA400 [19, 43].

Powdd rozbieznosci wynikéw badan dotyczacych
roli PVL w etiopatogenezie zakazen S. aureus dtugo
pozostawal niejasny. Dopiero Kobayashi i DeLeo [35],
na podstawie przeprowadzonych badan wysuneli hipo-
tezg, ze rola PVL w przebiegu choréb wywolywanych
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przez CA-MRSA moze by¢ determinowana specyficz-
nym uwarunkowaniem genetycznym gospodarza lub
czynnikiem podatnosci/wrazliwosci (np. przebyciem
grypy). Ponadto, autorzy ci zwroécili takze uwage, ze
wplyw toksyny PVL moze by¢ zbyt staby, aby mozna
go bylo wykry¢ w stosowanych dotychczas modelach
patogenezy lub, ze stosowane modele nie sg wlasciwe
i nie odzwierciedlajg precyzyjnie przebiegu choroby
u ludzi. Ostatecznie, badania Loffler i wsp. [45] dostar-
czyly wyjasnienia powodu uzyskiwania sprzecznych
wynikow badan, dotyczacych roli PVL w zakazeniach
S.aureus z uzyciem réznych modeli zwierzecych.
Autorzy ci wykazali, ze PVL powoduje szybka akty-
wacje i $mier¢ neutrofiléw ludzkich i kréliczych, ale
nie mysich i malpich. W zwiazku z tym zakwestio-
nowali oni wartos$¢ stosowanych mysich i naczelnych
(poza cztowiekiem) modeli infekcyjnych do badania
roli PVL w patogenezie zakazen CA-MRSA. Aktyw-
nos¢ toksyny PVL wobec ludzkich neutrofilow zostata
udowodniona przez Loughman i wsp. [44], poprzez
wykazanie wysokiego poziomu ekspresji genu pvl bez-
posrednio w ludzkiej tkance.

7. Metody detekcji toksyny PVL

Wykrywanie zdolnosci do wytwarzania PVL przez
gronkowce oraz detekcja obecnosci toksyny moga
by¢ przeprowadzone réznymi metodami, zaréwno na
poziomie samego bialka, jak i na poziomie DNA i RNA.

Standardowe techniki stuzace do detekcji genow
pvl opierajg sie o amplifikacje kwasow nukleinowych
w reakcji PCR, z wykorzystaniem specyficznych star-
terow DNA komplementarnych do sekwencji podjed-
nostek LukF-PV i LukS-PV [3, 59]. Wsrdd najczesciej
stosowanych metod wykrywania toksyn cytolitycznych,
w tym toksyny PVL, wymieni¢ mozna metody bezpo-
$rednie, takie jak: test ELISA [3, 56], techniki immuno-
fluorescencyjne [25] i testy immunochromatograficzne
[3]. Na poziomie RNA, toksyna PVL wykrywana jest
przy uzyciu techniki RT-PCR [8, 26] oraz real time PCR
[17]. Do najpowszechniej stosowanych technik posred-
nich nalezg z kolei: testy cytotoksycznosci, na przykltad
test inkorporacji czerwieni obojetnej [57], testy oparte
o redukcje soli tetrazolowych [14], cytometria przepty-
wowa [24, 48], oznaczanie fragmentacji DNA leuko-
cytéw (metoda TUNEL - terminal transferase dUTP
nick end labeling), obserwacja morfologicznych zmian
w komérkach barwionych metodami May-Griinwald,
Giemsa, Wright, Hoechst 33342 oraz immunofluo-
rescencyjnie — zmiany obserwowane sag w mikroskopie
$wietlnym, fluorescencyjnym, konfokalnym lub trans-
misyjnym mikroskopie elektronowym (TEM - trans-
mission electron microscope) [5, 25]. Ponadto, obec-
nie opracowywane s3 nowe techniki, ktére w przy-
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szlosci umozliwig wykrycie najmniejszych ilosci toksyny
w ciaggu kilku minut. Oparte sg one przede wszystkim
o spektroskopie masowa typu MALDI-TOF (matrix-
-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry) [59].

8. Podsumowanie

Leukocydyna Panton-Valentine (PVL) jest dwu-
sktadnikowg cytotoksyng skladajaca sie z ulozonych
naprzemiennie podjednostek LukS-PV i LukF-PV,
nalezaca do rodziny biatek tworzacych pory w blonie
komorkowej neutrofiléw, monocytéw i makrofagow.
Jednakze mechanizm dzialania PVL oraz jej udzial
w patogenezie zakazen gronkowcowych sg wcigz stabo
poznane. W badaniach in vitro wykazano zalezne od
stezenia dzialanie cytotoksyczne PVL, prowadzace do
apoptozy albo do nekrozy fagocytéw. Nie ma jednak
danych potwierdzajgcych, ze zasadniczg funkcjg PVL
in vivo jest liza fagocytow. Zostalo natomiast udowod-
nione, ze stezenie PVL in vivo nie jest wystarczajace do
wywotania cytolizy. Co wigcej wykazano, ze sublityczne
stezenie PVL in vivo odgrywa gtéwnie role aktywatora
fagocytow, intensyfikujac bakteriobdjcze whasciwosci
tych komorek. Najwazniejszymi producentami toksyny
PVL sg izolowane od ludzi szczepy CA-MRSA. Nalezy
jednak podkredli¢, iz istnieja, cho¢ nieliczne, dane
dotyczace izolacji pvl-pozytywnych szczepéw MRSA,
jak i MSCNS od zwierzat domowych i hodowlanych.
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