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The occurrence and pathogenicity of potentially toxinogenic corynebacteria - Corynebacterium diphtheriae,
Corynebacterium ulcerans and Corynebacterium pseudotuberculosis

Abstract. C. diphtheriae, C. ulcerans and C. pseudotuberculosis are closely related species possessing the ability to produce the lethal
diphtheria toxin. The toxin is considered as the main virulence factor, but these species express also other virulence factors so nontoxigenic
strains of the species are also able to cause serious infections. The interest in the virulence factors other then diphtheria toxin has been
increasing and new factors and virulence mechanisms have been investigated. This paper is an overview of C. diphtheriae, C. ulcerans and
C. pseudotuberculosis infections in humans, presenting the mechanism of action of diphtheria toxin adhesive factors, iron uptake systems
and other putative virulence factors.
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1. Charakterystyka rodzaju

Do rodzaju Corynebacterium naleza Gram-dodat-
nie bakterie, ktérych komoérki sa pleiomorficzne,
zwykle o ksztalcie prostych lub lekko zakrzywionych
paleczek o zwezonych koncach. W komorce obecne sg
ziarna metachromatyczne. Bakterie nalezace do tego
rodzaju sg fakultatywnymi anaerobami lub aerobami.
Nalezag do chemoorganotroféw. Sg katalazododatnie,
nie wytwarzajg przetrwalnikéw i nie wykazuja zdolnosci
ruchu [38].

Obecnie rodzaj Corynebacterium obejmuje ponad
80 gatunkow. Jak dotychczas tylko trzy z nich posiadaja
zdolnos$¢ wytwarzania toksyny letalnej, zwanej toksyna
blonicza. S to C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudo-
tuberculosis. Gatunki te sg ze sobg blisko spokrewnione.
Maja podobng morfologie, sktad $ciany komodrkowej,
jak réowniez podobng sekwencje nukleotydowa genu
16S rRNA. Wszystkie te trzy gatunki réznig si¢ od
pozostatych przedstawicieli rodzaju Corynebacterium
obecnoscia w komorce duzej ilosci kwaséw tlusz-

! Publikacja sfinansowana z darowizny BNP Paribas

czowych, wytwarzaniem cystynazy i nie wytwarzaniem
pyrazynamidazy [43].

C. ulcerans i C. pseudotuberculosis moga by¢ odroz-
nione od C. diphthariae na podstawie takich cech bio-
chemicznych jak wytwarzanie ureazy czy dodatni wynik
odwrotnego testu CAMP. C. ulcerans od C. pseudotuber-
culosis odréznia zdolnos¢ fermentacji glikogenu, skrobii
i trehalozy (Tabela I) [24].

Na podstawie morfologii kolonii oraz wlasciwosci
biochemicznych C. diphtheriae mozna podzieli¢ na
cztery biotypy: gravis, mitis, intermedius i belfanti. Na
podlozu tellurynowym Hoyle’a biotypy mitis i belfanti
tworzg szare lub czarne, nieprzezroczyste kolonie wiel-
kosci 1,5-2 mm, gladkich brzegach i gladkiej, blyszcza-
cej powierzchni. Czgsto obserwowana jest zmiennos$¢
w wielkoéci kolonii. Biotyp gravis tworzy matowe,
nieprzezroczyste szare lub czarne kolonie o wielko$ci
1,5-2 mm, kruche, majace tendencje do rozpadania si¢
na mniejsze fragmenty po dotknieciu ezg. Kolonie bio-
typu intermedius s3 matle, o wielkosci 0,5-1 mm, szare
lub czarne, pdtprzezroczyste, o blyszczacej powierzchni.
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Tabela I
Cechy réznicujace potencjalnie toksynotworcze gatunki Corynebacterium [10, 24, 38]
Wytwarzanie Rozktad
Odwrotny

Gatunek CAMP Alkalicznej Ram- | Sacha- |Trecha-| Sali- .| Dex- | Gliko-| Azo-
. Ureazy Skrobiy )

fisfatazy nozy | rozy | lozy | cyny tranu | genu | tandw
C. diphtheriae var. gravis - - - + - - + + + + +
C. diphtheriae var. mitis - - - + - - + - + - +
C. diphtheriae var. intermedius - - - + - - + - - . +
C. diphtheriae var. belfanti - - - + - - + - + _ _
C. ulcerans + + + - + + + + -
C. pseudotuberculosis + - - + - - - - .

Na podtozu agarowym z krwig kolonie biotypow mitis,
intermedius i belfanti wytwarzaja malg strefe f-hemolizy,
natomiast biotyp gravis jest zazwyczaj niehemolizujacy.
Swoiste cechy biochemiczne wszystkich czterech bio-
typow przedstawiono w tabeli I.

2. Wystepowanie w Srodowisku

Drobnoustroje nalezace do rodzaju Corynebacte-
rium wystepuja powszechnie w §rodowisku - w gle-
bie, na ro$linach, na skérze i blonach $luzowych ludzi
i zwierzat. Moga rowniez przetrwac przez dlugi czas na
réznego rodzaju przedmiotach.

C. ulcerans jest mikroorganizmem komensalnym
zwierzat. Byt izolowany z dzikich i domowych zwierzat,
takich jak psy, koty, konie, kozy, krowy, $winie, wielblady,
malpy, wiewidrki i wydry [63, 67]. Zwierz¢ta mogg stano-
wi¢ rezerwuar dla zakazen cztowieka. Co wigcej, drobno-
ustroj ten moze wywolywac zapalenie wymienia u bydta
ikoz. Znaczaca liczba zakazen cztowieka C. ulcerans jest
zwigzana ze spozyciem niepasteryzowanych produktow
mlecznych. Jest to zwigzane z faktem, Ze w przypadkach
zapalenia wymienia u bydta bakterie sa obecne w mleku.
Do zakazenia moze dojs¢ takze podczas pracy przy zaka-
zonych zwierzetach i obrobce ich produktéw. Ostatnio
roéwniez kontakt ze zwierzgtami domowymi, takimi jak
psy czy koty, zostal uznany za zrédlo zakazenia tym
drobnoustrojem [14, 17, 25, 30, 40, 46, 67].

C. pseudotuberculosis rzadko powoduje zoonozy.
Najczesciej tym drobnoustrojem zakazone sa owce
i kozy, rzadziej konie, bydlo czy jelenie. Podobnie jak
w przypadku C. ulcerans, zrédlem infekcji dla ludzi
moga by¢ niepasteryzowane produkty mleczne. Ryzyko
zakazenia zwigzane jest rowniez z pracami przy zaka-
zonych zwierzetach oraz obrdbce ich produktéw np.
w rzeznictwie [6].

Dotychczas uwazano, ze C. diphtheriae nie jest pato-
genem odzwierzecym. Jednakze ostatnie doniesienia
o koniach jako nosicielach C. diphtheriae wskazuja na
mozliwe pojawienie si¢ nowego zrédta zakazen cztowieka

[31, 47]. C.diphtheriae izolowano réwniez od kotow
i psow [29]. Takze w starszych publikacjach pojawialy
sie doniesienia o izolacji tego drobnoustroju od zwierzat
(42, 56]. Bakterie tego gatunku sporadycznie wywoluja
zapalenie wymienia u bydta oraz sg zwigzane z zapale-
niem skory i goraczka u tych zwierzat. Przypuszcza sie,
ze do zakazenia zwierzat dochodzi w wyniku kontaktu
z zakazonymi pracownikami gospodarstwa [31].

3. Zakazenia czlowieka

C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudotuberculosis wy-
twarzajace toksyne blonicza powoduja chorobe zwana
blonica, w przebiegu ktorej bakterie kolonizuja ograni-
czony obszar - najczesciej blony sluzowe gardta i nosa,
rzadziej spojowki, btony $luzowe narzagdow plciowych
czy uszkodzong skore — natomiast wytwarzana przez nie
toksyna dostaje si¢ do krwiobiegu i rozprzestrzenia si¢
po calym organizmie powodujac uszkodzenia gtéwnie
w migéniu sercowym i ukladzie nerwowym [45].

Najczesciej blonica powodowana jest przez C. diph-
theriae. Najwigksza w ostatnim czasie w Europie epide-
mia miafa miejsce w krajach bylego ZSRR w latach 90.
ubieglego wieku. W szczycie epidemii w 1995 roku odno-
towano tam 50425 przypadkow [13]. Wedtug danych
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), w 2007 roku
na calym $wiecie odnotowano 4190 przypadkéw blonicy
wywotlanej przez C. diphtheriae. Natomiast na terenie
Unii Europejskiej w 2008 roku zgloszonych zostalo
47 przypadkéw blonicy wywolanej przez C. diphtheriae
i C. ulcerans, ktore odnotowano na Lotwie - 29 przypad-
kow, w Wielkiej Brytanii — 6, we Francji - 5, na Litwie
- 2 oraz w Szwecji - 1 przypadek [20]. W roku 2009
w krajach UE zgloszono 16 przepadkéow blonicy:
4 w Niemczech, 1 we Francji, 6 na Lotwie, 1 w Szwecji
oraz 4 przypadki w Wielkiej Brytanii [21].

Zwraca uwage obserwowany w ostatnim czasie
w wielu krajach znaczacy wzrost liczby zakazen inwa-
zyjnych powodowanych przez C. diphtheriae, przy czym
najczesciej przez szczepy nietoksynotworcze. Pomiedzy
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rokiem 1893 a 1995, a wiec w okresie ponad 100 lat,
odnotowano tylko 58 przypadkow bakteriemii spowo-
dowanych przez ten drobnoustrdj [57]. W latach 90.
sytuacja ta zaczela si¢ zmienia¢. W okresie 1999-2003
w Kanadzie odnotowano 13 przypadkéw zakazen in-
wazyjnych C. diphtheriae [15]. Czternascie szczepow
C. diphtheriae wyizolowano z zakazen inwazyjnych
w Szwajcarii w latach 1990-1996 [28]. W Polsce pierw-
szy przypadek zakazenia inwazyjnego C.diphtheriae
odnotowano w 2004 roku, a w okresie 2005-2011 piet-
nascie kolejnych przypadkoéw [23, 73]. Réwniez w Bra-
zylii zaobserwowano w ostatnim czasie wzrost liczby
izolatéw C. diphtheriae pochodzacych z zakazen inwa-
zyjnych [33, 51]. Zakazenia inwazyjne powodowane s3
zar6wno przez szczepy wytwarzajace toksyne blonicza,
jak tez nietoksynotworcze. Czynnikami predysponujg-
cymi takiego zakazenia s3: bezdomnos¢, przyjmowa-
nie narkotykéw droga dozylna, alkoholizm, cukrzyca,
homoseksualizm. Zakazeniom tym cz¢éciej ulegaja mez-
czyzni niz kobiety [73].

Dane epidemiologiczne pokazuja, ze w wielu krajach
rozwinietych nastapil réwniez wzrost liczby zakazen po-
wodowanych przez toksynotworcze szczepy C. ulcerans.
Wydaje si¢, ze zakazenia toksynotworczymi C. ulce-
rans zastepuja zakazenia toksynotworczymi C. diph-
theriae. W Wielkiej Brytanii w latach 2000-2009 wyizo-
lowano 43 szczepy toksynotworczych maczugowcow,
z ktorych 27 (63%) stanowily C. ulcerans [66]. We Fran-
cji w latach 2002-2008 wyizolowano 12 (63%) szcze-
pow C. ulcerans z 19 przypadkéw zakazen ludzi tok-
synotwdrczymi maczugowcami [5]. Z kolei w Stanach
Zjednoczonych w latach 1999-2005 w dwdch (29%)
z 7 zakazen wywotanych przez toksynotworcze gatunki
Corynebacterium wyizolowano C. ulcerans, natomiast
przed 1999 rokiem ostatni odnotowany przypadek zaka-
zenia toksynotworczym C. ulcerans mial tam miejsce
w 1996 roku. Réwniez w Japonii odnotowano dwa przy-
padki zakazen toksynotworczymi C. ulcerans u ludzi
w roku 2001 i 2002 [41].

Epidemiologia zakazen czltowieka powodowanych
przez C. ulcerans nie jest dobrze poznana. Jak wcze$niej
wspomniano, do zakazenia dochodzi zwykle przez kon-
takt ze zwierzetami lub poprzez spozycie niepasteryzo-
wanych produktéw mlecznych. Jednakze tego typu czyn-
niki ryzyka nie zostaly zidentyfikowane w niektérych
przypadkach klasycznej blonicy powodowanej przez
C. ulcerans, co sugeruje inne drogi zakazenia. Uwaza sie,
ze zakazenie czltowiek-cztowiek wystepuje rzadko [35].
Wydaje sie, ze grupe ryzyka zakazenia C. ulcerans sta-
nowig kobiety, szczegolnie powyzej 50 roku zycia. Praw-
dopodobnie jest to zwiazane z ich czestszym kontaktem
ze zwierzetami domowymi (np. koty), a takze z faktem,
ze - jak wykazaly przeprowadzone w Europie badania
— kobiety powyzej 40 roku zycia maja nizszy poziom
przeciwcial przeciwbloniczych niz mezczyzni [19, 42].
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Natomiast niewiele informacji dotyczacych C. pseu-
dotuberculosis jest dostepnych w pismiennictwie. Jak
dotychczas zostalo opisanych mniej niz 30 przypadkow
zakazen ludzi tym drobnoustrojem. W opisanych przy-
padkach do zakazenia doszlo przez kontakt z kozami
i owcami [42, 58]. Szczepy toksynotwdrcze C. pseudo-
tuberculosis zwykle wywoluja zakazenia podobne do
blonicy. Wsrdd 25 krajow europejskich bioracych udziat
w sieci monitorowania blonicy (Diphtheria Surveil-
lance Network) tylko trzy przypadki zakazen toksyno-
tworczymi C. pseudotuperculosis zostaly odnotowane
w latach 2000-2010 - dwa we Francji w 2004 i 2005 roku
i jeden w Wielkiej Brytanii w 2008 roku [18]. Wigkszo$¢
opisanych zakazen ludzi nietosynotworczymi C. pseudo-
tuberculosis miata posta¢ zapalenia weztéw chlonnych
[37, 58], z wyjatkiem jednego przypadku eozynochton-
nego zapalenia pluc [39] i jednego przypadku zakaze-
nia oka [48].

4. Czynniki zjadliwosci
4.1. Toksyna blonicza

Toksyna blonicza jest uznawana za gtéwny czynnik
wirulencji C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudotubercu-
losis. Jest kodowana przez gen fox, obecny w materiale
genetycznym blisko ze soba spokrewnionych coryne-
bakteriofagow. Jak dotychczas najlepiej poznanym ich
przedstawicielem jest fag . Fagi nalezace do tej grupy
maja zdolno$¢ wbudowywania swojego DNA w chromo-
som Corynebacterium podczas fazy lizogenicznej cyklu
infekcyjnego. Integracja moze nastapi¢ w dwoch spe-
cyficznych miejscach: attB1 i attB2. Ekspresja genu tox
w szczepach lizogennych jest regulowana przez biatko
DtxR w odpowiedzi na zmiang poziomu Fe*". DtxR jest
globalnym regulatorem kodowanym przez chromo-
somalny gen dtxR. Biatko to reguluje ekspresje wielu
gendw zwigzanych z metabolizmem Zelaza, ochrong
przed stresem oksydacyjnym, a takze patogeneza [27,
55]. Przy braku Fe?* apo-DtxR wystepuje w postaci nie-
aktywnego monomeru, ktory w niewielkiej czesci two-
rzy niestabilne formy dimeryczne. Natomiast po akty-
wacji przez Fe** DtxR tworzy stabilne dimery, ktérych
dwie pary przylaczajg si¢ po przeciwnych stronach do
sekwencji operatora genu tox. Bialko DtxR sklada si¢
z dwoch gléwnych domen strukturalnych potaczonych
elastycznym regionem bogatym w proling. Domena
N-terminalna zawiera podstawowe i dodatkowe miejsca
wigzania jonéw metali, fragment rozpoznajacy struk-
ture helix-turn-helix DNA oraz znaczng powierzch-
nie hydrofobowg niezbedng do utworzenia stabilnego
dimeru [49]. Po przylaczeniu si¢ dimeréw DtxR do pro-
motora tox transkrypcja genu tox jest hamowana. Kiedy
dostepnos¢ wolnych jonow zelaza jest ograniczona - jak
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Rys. 1. Regulacja ekspresji toksyny bloniczej. Opis w tekscie

to ma miejsce w organizmie cztowieka i zwierzat gdzie
zelazo wystepuje gtéwnie w postaci zwigzanej z bial-
kami - nie tworzace stabilnych kompleksow DtxR nie
jest w stanie przylaczy¢ sie do DNA, co prowadzi do
indukcji wytwarzania toksyny btoniczej (Rys. 1).
Toksyna bfonicza sklada si¢ z trzech domen: domeny
katalitycznej, domeny transblonowej i domeny wigzacej
receptor. N-terminalna domena katalityczna o aktyw-
noéci ADP-rybozylotransferazy okreslana jest jako

LI—LEl(syna
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Rys. 2. Model dzialania toksyny bloniczej. Opis w tekscie

fragment A, natomiast domeny transblonowa i wia-
z3ca receptor sg razem okreslane jako fragment B.
Fragment A z fragmentem B jest polaczony mostkiem
dwusiarczkowym. Domena transmembranowa umoz-
liwia przetransportowanie domeny katalitycznej przez
blong komoérki eukariotycznej. Domena wigzaca recep-
tor przylacza si¢ do receptora na powierzchni komorki
eukariotycznej [9]. Intoksykacja pojedynczej komoérki
eukariotycznej zostala schematycznie przedstawiona
na Rys.2. W pierwszym etapie toksyna wiaze si¢ do
receptora na powierzchni komorki poprzez domeng
wigzaca receptor (fragment B). Nastepnie utworzony
kompleks ulega internalizacji na drodze endocytozy za
posrednictwem receptora. W odpowiedzi na niskie pH
w powstalym endosomie nastepuje zmiana konformacji
fragmentow A i B toksyny, co prowadzi do ekspozycji
domeny hydrofobowej i zwigkszenia powinowactwa
do czasteczek lipidow blonowych. W nastepnym etapie
domena transmembranowa jest wbudowywana w blone
i fragment A toksyny ulega translokacji przez btone do
cytosolu. Mostek dwusiarczkowy lgczacy fragment A
i B ulega redukcji. Konncowym etapem translokacji jest
uwolnienie fragmentu A do cytosolu, gdzie ulega on
ponownemu zwinieciu. Katalityczna domena toksyny
(fragment A) hamuje synteze bialek poprzez inaktywa-
cj¢ czynnika elongacyjnego 2 (EF-2) przez jego ADP-
-rybozylacje. Wynikiem jest §mier¢ komorki [2, 22].

4.2. Inne czynniki zjadliwosci

Mechanizm wytwarzania toksyny bloniczej przez
toksynotworcze maczugowce zostal dobrze poznany,
ale niewiele wiadomo o innych czynnikach wirulencji
kluczowych dla kolonizacji gospodarza, wnikania i uni-
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kania dzialania systemu immunologicznego. Bakteryjne
czynniki, ktére umozliwiaja odréznienie szczepow epi-
demicznych od endemicznych nie zostaly dotychczas
zidentyfikowane. Fakt, ze pewne epidemiczne klony sa
odpowiedzialne za epidemie blonicy z tysigcami zgondw
w krajach rozwinietych wskazuje, ze bakteryjne czyn-
niki wirulencji, inne niz toksyna blonicza, s3 wazne
dla wywolania choroby u ludzi. Co wigcej, wzrastajaca
liczba przypadkow chorob inwazyjnych, takich jak zapa-
lenie wsierdzia, bakteriemia, zapalenie ptuc, zapalenie
szpiku, ropien $ledziony, septyczne zapalenie stawow,
powodowanych przez nietoksynotwdrcze klony C. diph-
theriae rdwniez wskazuje na wazng role innych czynni-
kéw wirulencji w przebiegu zakazenia [15, 28, 33, 74].
Publikowane w ostatnich dwoch latach wyniki analiz
catych genomow C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudo-
tuberculosis pokazuja obecnos¢ wielu genéw kodujacych
przypuszczalne czynniki zjadliwosci [52, 60, 69, 70].
Jednak ich funkcja nie zostala jeszcze udowodniona.
Ponizej przedstawiono wybrane czynniki zjadliwosci,
ktorych funkcja zostala zbadana u tych trzech gatun-
kéw drobnoustrojow.

4.2.1. Czynniki adhezji

Przeprowadzone na liniach komérkowych badania
mechanizmdéw przylegania, wnikania i wewnatrzko-
morkowego przezywania przeprowadzone na szcze-
pach C. diphtheriae wykazaly, ze drobnoustroje te maja
zdolno$¢ przylegania nie tylko do komérek nablonko-
wych krtani (Hep-2) czy gardla (Detroit 562), ale takze
wnikania do tych komorek i przezywania w nich [3,
32]. Podczas gdy receptory komoérkowe gospodarza
i bialka zwigzane z wnikaniem patogenu wcigz nie sa
znane, bakteryjne czynniki adhezji zostaly ostatnio
przynajmniej cze$ciowo scharakteryzowane na pozio-
mie molekularnym. Dotychczas opisano trzy rozne typy
pili u C. diphtheriae okreslone jako pili typu SpaA, SpaD
i SpaH [26, 64, 68]. Geny zwigzane z wytwarzaniem pili
koduja dziewig¢ biatek pili, oznaczonych kolejnymi lite-
rami alfabetu od SpaA do Spal (Spa - sortase-media-
ted pilus assembly), oraz sze$¢ sortaz oznaczonych od
SrtA do SrtF. Pili kazdego typu zbudowane s3 z trzech
bialek: gtéwnej podjednostki piliny tworzacej trzon pili
oraz dwoch pomniejszych podjednostek umiejscowio-
nych u podstawy i na koncu pili [59]. Trzon pili typu
SpaA zbudowany jest z polimerdw biatka SpaA, u pod-
stawy pili oraz na calej jej dtugosci znajduje si¢ biatko
SpaB, a na koncu pili zlokalizowane jest biatko SpaC.
Podobnie, pili typu SpaD zbudowane sg z bialek SpaD,
SpaE i SpaF, a pili typu SpaH buduja biatka SpaH, Spal
i SpaG. Za polimeryzacje odpowiednich biatek w struk-
ture pilusa odpowiadajg sortazy. Geny pieciu z szesciu
opisanych u C. diphtheriae sortaz sa zgrupowane razem
z genami bialek pili, w ktorych skladaniu uczestnicza
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- StrA z genami pili typu SpaA, SrtB/SrtC z genami pili
typu SpaD i SrtD/SrtE z genami pili typu SpaH. Nato-
miast sortaza SrtF zlokalizowana jest oddzielnie w geno-
mie [26, 64, 68].

Geny kodujace pili typu SpaA i SpaD zidentyfiko-
wano réowniez u C. pseudotuberculosis [70]. Natomiast
w genomie C. ulcerans wykryto obecnos¢ dwoch grup
genéw odpowiedzialnych za wytwarzanie pili. Pierwsza
z nich jest podobna do grupy genéw kodujacych pili
typu SpaD u C. diphtheriae. Druga natomiast zawiera
geny spaB i spaC oraz gen sortazy strA. W odro6znieniu
od grupy genow kodujacych pili typu SpaA u C. diph-
theriae, brak jest tu genu kodujacego biatko SpaA sta-
nowiace u C. diphtheriae trzon pili. Przypuszcza sie,
ze glowna podjednostka budujaca te pili moze by¢
zastepowana przez biatko SpaD [69]. Z drugiej jednak
strony badania przeprowadzone dla szczepu NCTC
13129 C. diphtheriae pokazaly, ze pili sa sktadane nie-
zaleznie i morfologicznie réznig sie od siebie [26, 64,
68], co sugeruje ze zamiana gléwnej podjednostki pili
u C. ulcerans jest mato prawdopodobna. Bardziej praw-
dopodobne wydaje sig, ze biatka SpaB i SpaC tworza
dimery SpaB-SpaB i SpaC-SpaC zwigzane kowalen-
cyjnie z powierzchnig komoérki C. ulcerans i, z powodu
braku trzonu pili, umozliwiajg blizszy kontakt z tkan-
kami gospodarza [8, 69].

Kontynuujac badania wtasciwosci pili Mandlik
i wsp. [50] wykorzystali mutanty C. diphtheriae defek-
tywne w wytwarzaniu poszczegdlnych typow pili w celu
poréwnania ich zdolnosci przylegania do komoérek
nablonkowych gardla, ptuc i krtani. Wykazali oni, ze spe-
cyficzne pili biorg udzial w adhezji do wszystkich bada-
nych typdéw komorek gospodarza, jednak z r6zng wydaj-
noscig przylegania do poszczegélnych typéw komorek.
Co wiecej, oprocz podjednostek pili rowniez obecnos¢
innych biatek ma udzial w adhezji do nabtonkowych
komorek krtani, gardta i pluc, poniewaz catkowita
utrata zdolnosci do przylegania na skutek mutagenezy
genow kodujacych pili i sortaze nie byla obserwowana.
Kolombo i wsp. [11] opisali udzial w przyleganiu
C. diphtheriae do erytrocytow bialek powierzchnio-
wych 67p i 72p nie tworzacych pili. Prawdopodobnie
znaczenie w adhezji C. diphtheriae do komoérek euka-
riotycznych maja takze hemaglutyniny, eksponowane na
powierzchni komorki bakteryjnej polisacharydy i reszty
cukrowe (mannoza, galaktoza, N-acetylogalaktozamina,
N-acetyloglukozamina), hydrofobiny i trans-sjalidazy
[52]. Mozna powiedzie¢, ze adhezja jest mechanizmem
wieloczynnikowym. Istnienie kilku réznych czynnikow
adhezji i réznych receptoréw na powierzchni komdrek
gospodarza potwierdzaja dodatkowo zaobserwowane
trzy rozne formy przylegania C. diphtheriae do komorek
nablonkowych krtani Hep-2: agregacyjny, zlokalizowany
(miejscowy) i dyfuzyjny [33, 34]. Oprocz obecnosci
adhezyn na przyleganie ma réwniez wplyw dostepnos¢
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czynnikéw wzrostowych, na przyklad dodanie do pod-
toza zelaza wplywa na zdolno$¢ hemaglutynacji i wigza-
nia pektyny [12]. Zdolno$¢ hemaglutynacji jest uznawana
za wskaznik zdolnosci C. diphtheriae do przylegania
do blony komérkowej komérek eukariotycznych [52].

4.2.2. Pobieranie zelaza

Zelazo jest jednym z kluczowych sktadnikéw nie-
zbednych do wzrostu wigkszosci bakterii. W organiz-
mach zwierzat i ludzi zelazo wystepuje w postaci zwig-
zanej z biatkami, takimi jak transferyna, laktoferyna,
ferrytyna lub w postaci komplekséow jak hemina czy
hemoglobina. Dlatego tez wigkszo$¢ bakterii patogen-
nych rozwinglo systemy pozyskiwania zelaza z tkanek
gospodarza. Jeden z systemdw pozyskiwania zelaza jest
zwigzany z wytwarzaniem sideroforéw - drobnocza-
steczkowych zwigzkow chemicznych chelatujacych jony
zelaza [72]. C. diphtheriae wytwarza siderofor okres-
lany jako corynebaktyna [61]. Jego dzialanie zwigzane
jest z grupa genéw ciuABCDEFG, gdzie ciuA-D two-
rza operon, ktorego produkt jest podobny do systemu
transportu typu ABC, ciuE jest wymagany do syntezy
sideroforu, produkt ciuF wykazuje podobienstwo do
bialek blonowych efflux bakterii Gram-dodatnich, nato-
miast produkt genu ciuG nie wykazuje podobienstwa
do zadnego znanego bialka [44]. Operon ciuABCDE
zostal rowniez wykryty u C. pseudotuberulosis (60, 70].
Ponadto u tego gatunku wykryto drugi zestaw genéw
systemu transportu typu ABC - geny fagA, fagB, fagC
i fagD - réwniez zwigzany z pobieraniem zelaza w $ro-
dowisku o ograniczonym jego dostepie [4, 60].

C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudotuberculosis wy-
tworzyly réwniez systemy pozyskiwania zelaza z hemu
i heminy, kodowane przez geny hmuT, hmuU, hmuV
i hmuO, z ktorych pierwsze trzy tworzg operon. Operon
hmuTUV takze koduje system transportu typu ABC,
natomiast hmuO koduje oksygenaze hemu, ktora kata-
lizuje degradacj¢ wewnatrzkomoérkowego hemu i tym
samym uwolnienie zelaza [62, 70]. Allen i Schmitt [1]
wykazali udzial w pozyskiwaniu zelaza z hemu i heminy
dodatkowych genéw htaA i htaB. Zaproponowani oni
model, zgodnie z ktérym hemina wigze si¢ z HtaA,
a nastepnie za posrednictwem HtaB jest przenoszona na
HmuT. HmuT dostarcza heming do permeazy HmuU,
bedacej skladnikiem systemu transportu typu ABC, co
umozliwia pobranie heminy do cytosolu komérki bak-
teryjnej. W cytosolu na skutek degradacji heminy przez
enzym HmuO zostaja uwolnione jony zelaza [1].

4.2.3. Fosfolipaza D (Pld)
Fosfolipaza D kodowana przez gen pld jest enzymem

degradujacym sfingomieline. Uznawana jest za glowny
czynnik wirulencji C. ulcerans i C. pseudotuberculosis.
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Umozliwia przezywanie i rozprzestrzenianie si¢ bakterii
w tkankach gospodarza [53, 69]. Enzym Pld o podobnej
sekwencji aminokwasowej wsrdd bakterii wytwarzaja
tylko wspomniane wyzej dwa gatunki oraz Arcanobac-
terium haemolyticum [54]. Co ciekawe, podobny enzym
jest wytwarzany jako egzotoksyna przez pajaki z rodzaju
Loxosceles [71]. Wykazano, ze zaréwno enzym bakte-
ryjny, jak tez wytwarzany przez pajgki, charakteryzuje
podobny efekt patofizjologiczny obejmujacy agregacje
plytek krwi, nadprzepuszczalnosé srédblonkowa, hemo-
lize zalezng od dopelniacza oraz neutrofilozalezng mar-
twice skory [17].

4.2.4. Proteazy serynowe

Proteazy serynowe sg sekrecyjnymi enzymami hy-
drolizujacymi wigzania peptydowe. Uczestnicza w pato-
genezie zakazen poprzez modulacje swoistych i nie-
swoistych mechanizméw obronnych gospodarza oraz
destrukcje tkanek gospodarza. W genomie C. ulcerans
stwierdzono obecnos¢ dwoch gendéw — tspA i vspl
- kodujacych te enzymy. Dodatkowo w szczepie wyizo-
lowanym od pacjenta stwierdzono obecnos¢ trzeciego
genu kodujacego proteze serynowa oznaczonego jako
vsp2. Obecno$¢ dodatkowego genu kodujgcego tego
typu enzym moze sugerowacd, Ze szczep wytwarza wie-
cej proteaz serynowych nich szczepy nie posiadajace
dodatkowego genu, moze pomaga¢ w interakcji pato-
gen-gospodarz oraz w przezywaniu bakterii w nieko-
rzystnym $rodowisku [69]. Analiza genomu C. pseudo-
tuberculosis rowniez wykazala obecnos¢ genéw kodu-
jacych proteazy serynowe [70].

4.2.5. Neuraminidaza H (NanH)

Neuraminidazy stanowia grupe hydrolaz glikozy-
lowych, ktére katalizujg usuwanie koncowych kwasow
sjalowych z réznych glikokoniugatéw i wykazuja duze
powinowactwo do reszt kwasu sjalowego zwigzanego
z resztami cukrowymi polisacharydéw eksponowanych
na powierzchni komoérki gospodarza. Enzymy te biora
udzial w modyfikowaniu zdolnosci komoérek gospoda-
rza do odpowiedzi na zakazenie bakteryjne. Neurami-
nidaze¢ wytwarzaja zaréwno C. ulcerans, C. diphtheriae,
jaki C. pseudotuberculosis [52, 69, 70].

5. Podsumowanie

Wprowadzenie w latach 40. obowigzkowych szcze-
pien przeciwbloniczych w wielu krajach Europy pozwo-
lifo na znaczace zmniejszenie liczby zachorowan na
blonice. Jednak ostatnie lata pokazuja, ze C. ulcerans
i C. diphtheriae sa powracajacymi patogenami cztowieka.
Obserwowana zmiennos$¢ genetyczna tych patogenéw
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prawdopodobnie umozliwia im zasiedlenie nowej niszy
ekologicznej. Obecnie izolowane w krajach o wysokim
odsetku zaszczepienia przeciw blonicy szczepy C. diph-
theriae nie wytwarzaja toksyny btoniczej, ale posiadaja
zdolno$¢ wnikania do tkanek i wywotywania zakazen
systemowych. Niegdys sporadyczne, obecnie coraz cz¢-
$ciej odnotowywane sg takze zakazenia ludzi C. ulcerans.
Zmiennos$¢ cech zjadliwosci jest zwigzana z obecno-
$cig licznych wysp patogennosci w genomach C. diph-
theriae, C.ulcerans i C. pseudotuberculosis. Poréwna-
nie genoméw dwoch szczepow C. diphtheriae: NCTC
13129 i C7(-) pokazalo, ze 11 z 13 wysp patogennosci
wykrytych w szczepie NCTC 13129 nie byto obecnych
w szczepie C7(-) [36]. Roznice w skladzie genow stwier-
dzono réwniez poréwnujac szczep C. ulcerans izolowany
z zapalenia pluc zakonczonego zgonem pacjenta ze
szczepem z wymazu z nosa psa nie wykazujacego obja-
wow chorobowych [69].

Wzrost zainteresowania badaczy czynnikami zja-
dliwodci innymi niz toksyna blonicza u potencjalnie
toksynotworczych gatunkéw maczugowcow pojawit sie
dopiero w ostatnich latach, dlatego wciaz jeszcze nie-
wiele na ten temat wiadomo. Prowadzone analizy catych
genomow pokazujg istnienie wielu potencjalnych czyn-
nikéw zjadliwosci, ale takze licznych genéw kodujacych
biatka o nieznanej funkcji. Pelne poznanie czynnikow
zjadliwosci tych drobnoustrojéw pozwoli na zrozumie-
nie patogenezy wywolywanych przez nie zakazen.
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