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Intracellular opportunistic bacteria in upper respiratory tract and ear infections

Abstract: The pathogens commonly causing the upper respiratory tract infections: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, nontypeable Haemophilus influenzae and Moraxella catarrhalis are able to exist within host cells in human
upper respiratory tract. They may be found both in homogenates of the adenoids and tonsils and inside epithelial and monocyte/
macrophage cells isolated from these tissues. The bacteria also invade epithelium of middle ear mucosa. They are alive and can
multiply in the cytoplasm. Numerous adhesins are responsible for a tight attachment of bacterial cells to epithelial and endothelial cells
as well as to lymphocytes. These adhesins mediate bacterial internalization by human cells. Some bacteria, e.g. S. aureus, are able to
persist viable within host cell compartments for several days in high numbers. Bacterial persistence in the cellular interior allows evading
immunological defences and bactericidal activity of antimicrobials, thereby creating an intercellular reservoir of pathogenic and/or
opportunistic bacteria. Antibacterial agents, even when are applied in doses exceeding the MIC values, do not eradicate these bacteria
from the intracellular compartment. This feature of intracellular bacteria resembles the characteristic attributes of biofilms, i.e. their
increased tolerance to bactericidal antimicrobials.

1. Introduction. 2. Do epithelial and lymphoid cells constitute a reservoir of pathogens causing recurrent infections of upper respiratory
tract (URT) and ear? 3. Adhesins that facilitate attachment of UTR pathogens to host cells. 3. Adhesins of Gram-negative bacteria.
3.2. Adhesins of Gram-positive coccal bacteria. 3.3. The effect of low temperature on the expression of the genes encoding adhesins of
URT pathogens. 4. The internalization mechanisms of URT pathogens into host cells. 5. Bacterial strategies to persist within mammalian
cells. 6. Susceptibility of the intracellular URT pathogens toward antibiotics.

Stowa kluczowe: wewnatrzkomérkowe bakterie, przetrwanie, wrazliwo$¢ na antybiotyki
Key words: intracellular bacteria, persistence, antibiotic susceptibility

1. Wprowadzenie

Gorne drogi oddechowe (GDO) obejmuja jamy
nosowe, zatoki przynosowe oraz gardto. U zdro-
wych ludzi zatoki przynosowe i ucho $rodkowe nie
sa skolonizowane przez drobnoustroje i uznaje sig, ze
w warunkach zdrowia stanowig one przestrzenie jatowe.
Nabtonek pokrywajacy pozostate miejsca anatomiczne
goérnych drég oddechowych pozostaje w nieustannym
kontakcie z drobnoustrojami przenoszonymi droga
powietrzng (w postaci bioaerozoli) lub drogg kontak-
towa (najczesciej na skorze rak). Pomimo, ze liczne
mechanizmy obronne zaréwno strukturalne (np. rzeski
nabfonka migawkowego), jak i immunologiczne (od-
porno$¢ nieswoista i swoista) warunkuja wzgledna
odporno$¢ GDO na zakazenia bakteryjne, to jednak
czesto dochodzi do przetamania tych barier i rozwoju

petnoobjawowego zapalenia. Wowczas zespot chorobo-
tworczych cech drobnoustrojow, umozliwiajacych im
namnazanie i przetrwanie w organizmie gospodarza,
niesprawno$¢ mechanizméw obrony immunologicz-
nej chorego a takze nieprawidtowy sposéb leczenia lub
zbyt pdzna decyzja o rozpoczeciu terapii moga stanowic¢
czynniki sprzyjajace rozwojowi przewleklej i nawraca-
jacej postaci zakazenia, niepodatnej na leczenie za
pomoca antybiotykow i chemioterapeutykow.

Sposréd wielu gatunkéw bakterii wywolujacych
zakazenia GDO najczesciej izoluje sie szczepy Haemo-
philus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Strep-
tococcus pyogenes, Staphylococcus aureus i Moraxella
catarrhallis [23]. Gatunki te wchodzg w sklad flory
fizjologicznej czlowieka i sq potencjalnie chorobotwor-
cze. W ostatnich latach zaczal przewaza¢ poglad, ze
M. catarrhalis jest bezwzglednym patogenem uktadu
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oddechowego cztowieka [19]. W najwyzszym odsetku
z wymazow z migdatkéw podniebiennych u dzieci izo-
lowane sg pateczki H. influenzae. Czgsto$¢ izolacji tego
gatunku bakterii siega 40% wymazéw, wobec obecnosci
B-hemolizujacych paciorkowcéw z grupy A w 13%,
a gronkowca zlocistego i M. catarrhallis w 6% wymazow.
Wryniki te otrzymano w randomizowanych badaniach
300 dzieci z zapaleniami gardla (do trzech epizodéw
w ciggu roku) i umiarkowanym przerostem migdatka
gardfowego [46]. Badania wykonane za pomoca tech-
niki PCR na skrawkach migdatkéw podniebiennych
i gardlowego pozyskanych od dzieci poddanych ade-
noidektomii i tonsillektomii (n = 55) wykazaty obecno$¢
S. pyogenes (u 67,3% chorych), M. catarrhalis i H. influ-
enzae (54,5%), Mycoplasma pneumoniae (10,9%) oraz
materialu genetycznego adenowiruséw (18,2%) w bada-
nych tkankach [65]. Od dzieci z wysiekowym zapale-
niem ucha §rodkowego izolowane sa czesto lekooporne
szczepy S. pneumoniae, S. aureus, S. pyogenes, H. influen-
zae a takze Pseudomonas aeruginosa [97]. Do zapalenia
ucha $rodkowego dochodzi zazwyczaj na skutek powi-
kfan stanéw zapalnych w obrebie nosogardta.

Czgsto wyniki posiewéw wymazéw z nosogardla
wskazujg na jednoczesng kolonizacje nablonkéw kil-
koma gatunkami bakterii potencjalnie chorobotwdr-
czych. Wykonane ostatnio badania u dzieci z przewle-
ktym zapaleniem ucha $rodkowego za pomoca techniki
pirosekwencjonowania fragmentéw genéw 16S rRNA
pokazaly, ze w uchu $rodkowym przewazaja liczbowo
bakterie z rodziny Pseudomonaceae (82,7%), natomiast
flora migdatkéw podniebiennych zdominowana jest
liczbowo przez ziarenkowce z rodziny Streptococca-
ceae (69,2%). Najbardziej réznorodna flora wystepuje
w migdatku gardtowym; wsrod bakterii wyrézni¢ mozna
rodziny Pseudomonaceae, Streptococcaceae, Fusobacte-
riaceae i Pasteurellaceae [51]. Drobnoustroje te moga
ze soba wspdlzawodniczy¢, eliminujac si¢ nawzajem
z danej niszy lub tez zmienia¢ wlasnodci moleku-
larne $cian komorek sgsiadujacego gatunku, tak aby
usposobi¢ je na oddziatywanie czynnikéw obrony
humoralnej. Szczepy S. pneumoniae wydzielaja enzym
neuraminidaze A, ktéra hydrolizuje reszty kwasu sia-
lowego i przez to redukuje liczbe reszt tego kwasu
zwigzanych z liposacharydami $ciany komorkowej
pateczek H. influenzae i Neisseria meningitidis. W ten
sposob komorki tych gatunkéw drobnoustrojow staja
sie bardziej podatne na dziatanie ukladu dopelniacza
[73]. Interakcje pomiedzy H.influenzae i S. pneumo-
niae prowadza do wydajniejszego tworzenia biofilmu
przez pneumokoki [92]. Wzajemne relacje ilosciowe
i jakoéciowe pomiedzy réznymi gatunkami drobno-
ustrojow zasiedlajagcymi nablonek nosogardta moga
ulega¢ zmianom pod wpltywem celowanej terapii lub
swoistych szczepionek. W prospektywnych badaniach
kohortowych przeprowadzonych z udzialem 212 zdro-
wych dzieci w wieku od 6 do 36 miesiecy stwierdzono,
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ze eliminacja bakterii z gatunkéw S. pneumoniae lub
H. influenzae moze zwigksza¢ ryzyko zakazenia GDO
szczepami S. aureus [64].

Istotny wplyw na wyniki dotyczace czestosci izola-
¢ji poszczegolnych gatunkow potencjalnych patogendw
GDO ma sposdb pozyskania materiatu do badan. Izolaty
H. influenzae sa istotnie cze$ciej wyosabniane z posie-
wow wymazow z tylnej czedci gardla niz z wymazow
powierzchni migdatkéw podniebiennych. Natomiast
B-hemolizujace paciorkowce z grupy A (GABHS) znacz-
nie czg$ciej izolowane sg z wymazow z migdatkow pod-
niebiennych niz z wymazéw z tylnej czeéci gardla [89].
M. catarrhalis znajdowana jest w posiewach wymazdow
gardla od okolo 4% starszych dzieci i doroslych, nato-
miast odsetek izolacji tych bakterii wzrasta w trakcie
ostrych zakazen wirusowych gérnych drég oddecho-
wych. Jedng z mozliwych interpretacji tego zjawiska
jest przyjecie hipotezy o bytowaniu tych drobnoustro-
jow w tkance limfoidalnej, niedostepnej do badania
metoda wymazdow [19].

2. Czy komorki nablonkowe i limfoidalne
migdalkow stanowia rezerwuar patogenow
wywolujacych nawracajace zakazenia GDO i ucha?

Uczeni juz w latach dziewiecdziesiatych ubiegtego
wieku zwrdcili uwage na zdolno$¢ przezycia patogendw
GDO wewnatrz komdrek gospodarza: komorek nabton-
kowych oraz wielojadrzastych neutrofili, monocytéw
i makrofagdw. St Geme i Falkow [81] pokazali, ze komérki
klinicznego nietypujacego si¢ szczepu H.influenzae
(NTHIi) nie tylko przylegaja, ale tez wnikajg do ludz-
kich komérek nablonka linii Chang (ATCC CCL 20.2).
Paleczki te wykazujg takze zdolnoé¢ do przezycia i nam-
nazania si¢ w makrofagach o fenotypie CD14", ktére zlo-
kalizowane sa pod nabtonkiem pokrywajacym migdatek
gardlowy u dzieci z zapaleniem ucha $rodkowego lub
przerostem migdatka gardlowego [24]. Sposrod 33 kli-
nicznych izolatéw NTHi 82% wykazywalo zdolnos¢
przezycia w znacznej liczbie (2 x10* CFU) w ciagu co
najmniej 24 godzin w mysich komérkach makrofagal-
nych linii J774 [17]. Otoczkowe szczepy H. influenzae
typu b nie wnikaty do komoérek nablonka linii komérko-
wej HEp-2, HeLa, ani tez do psich komoérek nerkowych
Madin-Darbyego [96].

Podobnie szczepy S. pyogenes znaleziono wewnatrz
komorek tkanki migdatkéw gardlowych, pobranych od
dorostych chorych z bakteryjnymi infekcjami gardta
(tonsillopharyngitis), za pomocg immunochemicznego
barwienia skrawkow badanej tkanki. Czestos¢ wystepo-
wania szczepéw GABHS wewnatrz komoérek migdatka
wynosila 3 na 29 badanych prébek. Izolaty te byly wiru-
lentne [66]. Kolejna przestanka mogaca wskazywad na
wystepowanie GABHS nie tylko na powierzchni nabton-
kéw bylo wykazanie obecnosci DNA paciorkowcéw za
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pomoca techniki RT-PCR w wycinkach tkanki mig-
datkéw podniebiennych. Zjawisko to zaobserwowano
u 35 na ogolna liczbe 130 chorych poddanych zabie-
gowi przyciecia migdalkéw ze wskazan medycznych.
U siedmiu chorych DNA paciorkowcow wykryto jedy-
nie w wycinkach tkanki migdatkéw a nie w wymazach,
co wskazuje na mozliwo$¢ istnienia rezerwuaru pato-
genéw w tkance limfoidalnej gardla [47]. Liczne zywe
bakterie pozyskano tez z homogenatow tkanki migdatka
gardlowego. W 79,3% homogenatéw migdatkow gardto-
wych pobranych od 410 dzieci ponizej 14 lat zaobser-
wowano wystepowanie w najwyzszym odsetku pate-
czek H. influenzae (28,5%) a nastepnie S. pneumoniae
(21,7%), S. pyogenes i Staphylococcus aureus (15,6%).
Czestos¢ izolacji tych gatunkow bakterii z homogena-
tow migdatkéw gardlowych byla wprost proporcjonalnie
zalezna od chorobowych zmian w zatokach nosowych
u operowanych dzieci [74]. Znacznie wyzszy odsetek
(60%) izolacji S. aureus uzyskano z posiewéw homoge-
natow tkanki migdatkéw podniebiennych, pozyskanych
od dzieci z przerostem migdatkéw (n=33) [20].

Zywe i hodowalne Gram-ujemne dwoinki M. catar-
rhalis pozyskano z tkanki limfoidalnej migdatkow gar-
dfowego i podniebiennych po posiewie homogenatu tka-
nek oraz zidentyfikowano metodg FISH (fluorescence
in situ hybridization) w skrawkach tkanki limfoidalnej
migdatkéw jako specyficznie wyznakowane komorki
bakteryjne powigzane z makrofagami o fenotypie CD14*
i CD68*. Zastosowanie mikroskopii konfokalnej (CLSM)
pozwolilo na stwierdzenie, ze Zywe palteczki Moraxella
znajduja sie w cytozolu makrofagow [34].

Przez pewien czas hipoteza zaktadajaca istnienie
wewnatrzkomorkowego rezerwuaru potencjalnych pato-
gendéw GDO postrzegana byla jako alternatywna w sto-
sunku do hipotezy uznajacej wzrost w postaci biofilmu
jako podstawowa strategie przetrwania drobnoustrojow
w organizmie gospodarza [31, 32]. Natomiast w ostat-
nich latach wielu badaczy donosi o jednoczasowej obser-
wagcji tych samych gatunkéw bakterii, wystepujacych
w biofilmach na powierzchni, jak i wewnatrz komodrek
nablonka blony §luzowej. Badania wykonane za pomoca
CLSM i techniki FISH na bioptatach blony $luzowej
ucha srodkowego pobranych od dzieci z przewlekltym
zapaleniem ucha z wysi¢kiem lub z nawracajacym
ostrym zapaleniem ucha $rodkowego (n=20) wyka-
zaly obecno$¢ H. influenzae, S. pneumoniae, M. catarr-
halis i S. aureus zaréwno w biofilmach na powierzchni
blony $luzowej, jak i w komdrkach nablonka. Biofilm na
powierzchni blony sluzowej badanych bioptatow obser-
wowano w 64% probek, natomiast obecnos¢ wewnatrz-
komorkowych, aktywnie metabolizujacych bakterii
—w 71% probek [36]. W oparciu o te obserwacje coraz
szerzej jest akceptowany poglad, ze zar6wno wzrost
bakterii w postaci biofilmu, jak tez ich wystepowanie
w komorkach gospodarza przyczyniaja sie¢ w podob-
nym stopniu do rozwoju zakazent GDO i ucha, a takze
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zwigkszaja prawdopodobienstwo przetrwania drobno-
ustrojow [40]. Analiza obrazéw mikroskopowych
badanych bioptatéw blony sluzowej ucha srodkowego
wykazala obecnos¢ wewnatrzkomoérkowych agregatow
bakterii, ktore byly bardzo podobne do wewnatrzko-
morkowych populacji uropatogennych szczep6w E. coli
rosnacych w postaci biofilméw w komoérkach nabtonka
pecherza moczowego u kobiet z przewleklym zapale-
niem pecherza [85]. Zatem patogeny GDO i ucha moga
prawdopodobnie rosna¢ w postaci biofilmu zaréwno
na powierzchni, jak i wewnatrz komoérek gospodarza,
co moze przejawiaé sie m.in. zwigkszong tolerancjg na
$rodki przeciwbakteryjne [39, 55].

3. Adhezyny umozliwiajace przyleganie
patogenéw GDO do komorek gospodarza

Obecny poglad na rozwdj zakazen GDO zaklada
pewna sekwencje zdarzen podczas inwazji drobnoustro-
jow do tkanek nosogardta. Za pierwszy i podstawowy
etap rozwoju zakazenia przebiegajacego z udzialem
wewnatrzkomodrkowych bakterii uwazana jest adhezja
do komdrek nablonka. Adhezja ta zachodzi przy udziale
makroczgsteczek — adhezyn bakteryjnych, ktore oddzia-
tuja ze specyficznymi receptorami eksponowanymi na
powierzchni komoérek nabtonka. Kolejnym etapem
w rozwoju zakazenia GDO jest internalizacja bakterii
do komdrek nablonka wyscielajacego gorne drogi odde-
chowe, a nastepnie ich translokacja do tkanki podna-
blonkowej. W tkance podnablonkowej zywe i dzielace
sie bakterie sg wykrywane takze w komorkach zernych
ukladu immunologicznego gospodarza.

Adhezja bakterii do komorek eukariotycznych jest
juz stosunkowo dobrze poznanym procesem. Aktualnie
prowadzone badania tego zjawiska wskazuja, ze oprocz
swoistych receptoréw dla poszczegdlnych adhezyn
patogenéw GDO moga istnie¢ tez charakterystyczne
molekularne struktury w blonach cytoplazmatycznych
komorek ssakow, ktore uczestnicza w adhezji oportu-
nistycznych bakterii niezaleznie od ich gatunku. Jed-
nymi z takich struktur sa powierzchniowe glikoprote-
iny tetraspaniny, ktére zbudowane sg z czterech domen
zakotwiczonych w blonie cytoplazmatycznej i z dwoch
domen (duzej i malej) eksponowanych na powierzchni
komorki. Tworzg one homo- i heterodimery, a takze
wigzg si¢ z wybranymi czgsteczkami adhezyjnymi,
takimi jak integryny i biatka z nadrodziny immunoglo-
bulin. W postaci wysokoczasteczkowych kompleksow
tworza w blonie cytoplazmatycznej mikrodomeny, do
ktorych przylaczaja sie komorki Neisseria mieningitidis,
Neisseria lactamica, S. pneumoniae i S. aureus. Wiaza-
nie to mozna zahamowac¢ z wykorzystaniem swoistych
przeciwcial przeciwko bialkom z rodziny tetraspanin,
a takze za pomocg rekombinowanej domeny zewnatrz-
komdrkowej tych biatek [30].
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3.1. Adhezyny bakterii Gram-ujemnych

Gram-ujemne bakterie izolowane od chorych z zapa-
leniami GDO, takie jak H. influenzae i M. catarrhalis
posiadaja szereg adhezyn wlasciwych dla gatunku. Moga
one tez przylega¢ do tych samych makroczasteczek
eksponowanych na powierzchni komoérek ssakéw jako
docelowych miejsc ich adhezji.

U H. influenzae poznano juz wiele adhezyn, takich
jak fimbrie (kodowane w locus hif), lipooligosacharydy,
wysokoczasteczkowe adhezyny kodowane przez geny
hmwl i hmw?2, bialka blony zewnetrznej (Hap, P2, P5
i P6) i lipoproteina PCP [22]. Podobnie jak u wigkszosci
drobnoustrojéw przylegajacych do nablonka GDO bak-
teryjne struktury powierzchniowe szczepow H. influen-
zae podlegaja zmienno$ci fazowej. Oznacza to, ze w jed-
norodnej hodowli pateczek z rodzaju Haemophilus moga
wspotwystepowaé komorki o réznym fenotypie, np. te,
ktore niosg na swojej powierzchni czasteczki fosfatydy-
locholiny (PCho), przylaczone do czasteczek lipooligo-
sacharydow (PCho*), jak i te, ktore nie posiadaja PCho
(PCho"). Fenotyp PCho" jest niezwykle istotny podczas
tworzenia i formowania dojrzalej struktury biofilmu tego
drobnoustroju - tylko komorki o tym fenotypie zdolne sg
do wytworzenia prawidiowej tréjwymiarowej struktury
biofilmu in vivo na modelu zakazenia ucha srodkowego
u szynszyli [37]. Fenotyp PCho* u szczepéw NTHi odpo-
wiada tez za proces wydajnej adhezji do komoérek ssa-
koéw, takich jak komdrki nablonka lub $rédblonka [25].
Jednakze czasteczki fosfatydylocholiny zwigzane z LOS
nie odgrywaja istotnej roli w przyleganiu komorek NTHi
do komorek makrofagéw ptucnych, co zaobserwowano
poréwnujac wielko$¢ adhezji komorek typu dzikiego
o fenotypie PCho* i komoérek mutanta, pozbawionego
reszt fosfatydylocholiny w btonie zewnetrznej [53].

Fimbrie NTHi uczestniczg w przyleganiu komorek
bakteryjnych do reszt sialowych glikosfingolipidow
(laktozyloceramidéw), czasteczek wchodzacych w sktad
blony cytoplazmatycznej komorek nablonka GDO.
Geny kodujace te fimbrie (stanowiagce elementy skla-
dowe operonu hif) wystepuja istotnie czg¢sciej w geno-
mach szczepéw NTHI uzyskanych z gardla niz izolatow
od chorych z zapaleniem ucha $rodkowego [13].

U pateczek M. catarrhalis wyrdzniono tez szereg spe-
cyficznych adhezyn, a wérdd nich biatka blony zewnetrz-
nej, takie jak UspAs, MID/Hag, McaP, Omp CD i biatka
Mha oraz fimbrie typu IV i czasteczki lipooligosacha-
rydow [19]. Pafeczki te sg zdolne tez do przylegania
do urzesionych komorek nablonka za posrednictwem
adhezyny Mid/Hag o masie czast. 200 kDa, zbudowanej
z 10 odcinkéw tancucha polipeptydowego o strukturze
beta, zakotwiczonego w blonie komérkowej oraz globu-
larnej, N-koncowej domeny, ktéra bezposrednio uczest-
niczy w procesie adhezji oraz wigze czasteczki immu-
noglobuliny D (IgD) [9]. Adhezyny UspAs (ubiquitous
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surface protein A proteins) sg biatkami, ktore ze wzgledu
na znaczng mase czasteczkowy (250-300kDa) mozna
oglada¢ za pomocg mikroskopu elektronowego jako
rozproszong warstwe o gruboséci 60 nm na powierzchni
komorek drobnoustroju. Geny kodujace te adhezyny
podlegaja zjawisku zmiennosci fazowej, co wyraza si¢
jednoczesnym wystepowaniem wielu fenotypow pale-
czek Moraxella [11]. Adhezyny UspA oddzialuja swo-
iscie z fibronektyna, lamining, witronektyng oraz cza-
steczkami adhezyjnymi z nadrodziny immunoglobulin
CEACAMI1 (carcinoembryonic antygen-related cellular
adhesion molecule 1), znajdujacymi si¢ na powierzchni
komorek nabtonka, §rédblonka i limfocytéw.

Zajmujace ta sama nisze ekologiczng na nablonkach
GDO paleczki H. influenzae, a takze Neisseria gonorr-
hoeae i N. meningitidis, przylegaja za posrednictwem
swoistych adhezyn, odpowiednio bialek P5 i Opa, do
CEACAMLI, tego samego rodzaju czasteczek adhezyj-
nych, do ktérych przylegaja dwoinki M. catarrhalis.
Specyficzno$¢ wigzania adhezyn wymienionych powy-
zej gatunkow z ludzkimi czasteczkami CEACAMLI jest
wysoka; nie zaobserwowano oddziatywan tych bia-
tek z czasteczkami CEACAMI1 pozyskanymi z innych
gatunkow ssakow [91]. Warstwa komorek nablonko-
wych, do ktorych przylegaja H. influenzae, M. catarr-
halis lub N. gonorrhoeae za posrednictwem czasteczek
adhezyjnych CEACAMI1 nie ulega zluszczeniu nawet
po wniknieciu patogendéw do cytozolu. Zjawisko ztusz-
czania nablonka zostaje zahamowane w ciagu trzech do
o$miu godzin od zakazenia w wyniku zwiekszonej eks-
presji biatka CD105, receptora TGF-p1 na powierzchni
komorek nabtonka. Za posrednictwem biatka CD105
zwieksza sie sita wigzania komorek nabtonka do macie-
rzy pozakomorkowej tkanek [56]. Biatko btony zewnetrz-
nej P5 pateczek H. influenzae jest istotnym czynnikiem
zjadliwosci tego patogenu. Tylko paleczki posiadajgce to
biatko, poprzez swoiste wigzanie z czgsteczkami adhe-
zyjnymi CEACAM1, CEACAMS5 i CEACAMS6, moga
wywola¢ zakazenie ucha $rodkowego u szynszyli po
donosowym zakazeniu zwierzat. Sprzyja temu zdolnos¢
pateczek przylegajacych do receptoréow CEACAM do
internalizacji w komoérkach nablonka i nastepnie prze-
nikniecia do tkanki podnabtonkowej [12].

3.2. Adhezyny ziarenkowcéw Gram-dodatnich

Liczne adhezyny wystepujace na powierzchniach
komoérek Gram-dodatnich zaliczane s3 gtéwnie do
grupy bialek okreslanych akronimem MSCRAMM
(Microbial Surface Components Recognizing Adhe-
sive Matrix Molecules), czyli sg biatkami swoiscie roz-
poznajacymi glikoproteiny macierzy pozakomorkowej
tkanek. Wiele glikoprotein macierzy pozakomorkowej
tkanek (extracellular matrix, ECM) wystepuje zaréwno
w postaci rozpuszczalnych bialek globularnych w suro-
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wicy i innych plynach ciala, a takze w postaci nieroz-
puszczalnej, jako elementy budulcowe tkanek. Spo-
$réd tych bialek fibronektyna, laminina i witronektyna
czesto pelnia role czasteczek pomostowych podczas wia-
zania sie ziarenkowcdw z receptorami na powierzchni
komoérek gospodarza.

S. pyogenes wytwarza 11 bialek wigzacych fibronek-
tyne (m.in. biatko M, Sfb1, SfnlI, Lbp, F2 i Shr), cztery
biatka wigzace plazminogen (biatko M, enolaze, Pam,
Plr), trzy — laminine lub fibrynogen (m.in. bialka Lbp,
Lsp, SpeB i Fbp54) oraz jedno biatko wigzace kolagen
(Cpa). Wiekszos¢ tych adhezyn uczestniczy w przy-
leganiu paciorkowcow do komoérek gospodarza [59].
GABHS posiadaja tez dwie adhezyny bialkowe, ktdre
umozliwiajg wystgpienie zjawiska mimikry molekular-
nej. Bialka te, oznaczone jako Scll i Scl2 w regionie cen-
tralnym swoich czasteczek maja sekwencje aminokwa-
sowa Gly-Xaa-Yaa, ktora przyjmuje konformacje $cisle
upakowanej potrdjnej helisy, analogiczna do struktury
czasteczek kolagenu u ssakéw. Adhezyny te bezposred-
nio wigzg si¢ z nierozpuszczalnymi, wystepujacymi na
powierzchni blony komérek gospodarza fibronektyng
ilamining, a przez to umozliwiajg internalizacj¢ pacior-
kowcow z grupy A do komdrek nabtonka [14].

Adhezyny S. pneumoniae, zaliczane do biatek
MSCRAMM s3 stosunkowo mniej poznane niz u S. pyo-
genes. Wsrdéd nich wyrézniono biatko PavA wiazace
fibronektyne i bialko PfbA, o masie czasteczkowej
120 kDa, oddzialujace swoiscie z fibrynogenem i plaz-
minogenem, ktdre uczestnicza w przyleganiu pneumo-
kokéw do komoérek nablonka [61]. Innymi adhezynami
tego drobnoustroju sa biatka PspC i PsaA. Adhezyna
PspC wiaze si¢ z receptorem immunoglobulinowym
- pIgR (human polymeric immunoglobulin receptor),
ktérego ektodomena eksponowana jest na powierzchni
ludzkich komérek nabtonka wyscietajacego drogi odde-
chowe i w zaleznosci od dostepnosci wewngtrzkomor-
kowej puli jonéw wapnia moze uczestniczy¢ w inter-
nalizacji pneumokokéw do komoérek gospodarza [8].
Biatko PsaA, bedace podjednostka transportera typu
ABC wigzacego jony manganu, taczy si¢ z E-kadheryna
na powierzchni komorek nabtonka [6].

GABHS i pneumokoki przylegaja tez do komorek
nabfonka jamy nosowo-gardlowej i komérek srodblonka
za pomocg fimbrii, dtugich, cienkich i eksponowanych
do $rodowiska zewnetrznego biatkowych struktur, zbu-
dowanych z pilin, odpowiednio u S. pyogenes — RrgB,
natomiast u S. pneumoniae — Spy. W odrdznieniu od
timbrii bakterii Gram-ujemnych, fimbrie bakterii Gram-
-dodatnich zbudowane sa z podjednostek biatka piliny
pofaczonych wigzaniem kowalencyjnym [67]. Fimbrie
S. pneumoniae sa zbudowane ze 100-200 tandemowo
polaczonych czasteczek bialka RrgB [63]. W procesie
tworzenia ostatecznej struktury fimbrii biorg udziat sor-
tazy, enzymy o aktywnosci transpeptydaz cysteinowych.
Enzymy te zakotwiczajg fimbrie w $cianie komorkowej
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bakterii poprzez trawienie wigzania pomiedzy resztami
aminokwasowymi treoniny i glicyny w obrebie sekwen-
¢cji LPXTG i utworzenie wigzania amidowego pomiedzy
grupa karboksylowg reszty treoniny a grupa aminowsa
w czasteczce peptydoglikanu sciany komorkowej. Katali-
zuja one takze skfadanie podjednostek fimbrii - czaste-
czek piliny w ostateczng strukture fimbrii [43]. Wyka-
zano, ze fimbrie uczestnicza w przyleganiu S. pyogenes
do nabtonka pokrywajacego migdatki gardtowe i wiaza
komorki S. pneumoniae z nablonkiem oddechowym
i komorkami srodbtonka [42]. Istotny udzial fimbrii
w przyleganiu do tkanek gospodarza stwierdzono tez
u enterokokow [83].

Sposrod licznych adhezyn S. aureus z grupy MSCRAMM
nastepujace biatka biorg udzial w procesie przylega-
nia bakterii do powierzchni komdrek gospodarza: dwa
biatka wigzace fibronektyne FnBPA i FnBPB i dwa
bialka wiazace fibrynogen CIfA i ClfB [33]. Gronko-
wiec zlocisty przylega tez do komoérek nablonka jamy
nosowej za posrednictwem biatek z rodziny Sdr, takich
jak SdrC i SdrD oraz biatka Pls, wigzacych lipidy i gli-
kolipidy btony komorkowej. W wigzaniu gronkowcow
do nablonka nozdrzy przednich biorg jednocze$nie
udzial, poza adhezynami z rodziny Sdr, adhezyna CIfB
oraz bialko IsdA, ktorego transkrypcja podlega regulacji
przez operon Fur i jest zalezna od dostepnosci jonow
zelaza w $rodowisku wzrostu. Mutanty pozbawione
genow kodujacych wymienione powyzej cztery adhe-
zyny nie przylegaty do komoérek nabtonka GDO [16].
Adhezja S. aureus do komorek nablonka w nozdrzach
przednich uwazana jest za jeden z czynnikow sprzyjaja-
cych wystgpieniu zakazenia tym drobnoustrojem.

U gronkowca zlocistego wyrdzniono tez inng grupe
bialek uczestniczacych w adhezji do glikoprotein macie-
rzy pozakomorkowej tkanek i/lub do komoérek gospoda-
rza. Grupe tych bialek oznaczono akronimem SERAM
(Secretable Expanded Repertoire Adhesive Molecules).
Ich cecha charakterystyczng jest to, ze oprocz udziatu
w procesach adhezji aktywnie interferuja one w szlaki
sygnalowe prowadzace do aktywacji przeciwbakteryjnej
obrony gospodarza [15]. Sposrdd tych adhezyn w przy-
leganiu S. aureus do komoérek gospodarza uczestniczy
biatko Eap (extracellular adherence protein) o masie
czasteczkowej 60-70kDa. Wigze ono fibronektyne,
fibrynogen, witronektyne, ktére mogg pelnic role czg-
steczek pomostowych w wigzaniu bakterii do integryn
w blonie cytoplazmatycznej komoérek gospodarza oraz
wspoldziala¢ z adhezynami FnBPA i FnBPB w interna-
lizacji do komorek nabtonka i srédbtonka [27].

3.3. Wplyw niskiej temperatury na ekspresje
genow kodujacych adhezyny u patogenow GDO

W krajach o klimacie umiarkowanym szczyt zachoro-
wan na zapalenia goérnych drég oddechowym przypada
na miesigce jesienno-zimowe. W takich warunkach,
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podczas dlugotrwatego przebywaniu w ujemnej tempe-
raturze powietrza dochodzi do wychtodzenia nabtonka
pokrywajacego GDO i, w konsekwencji, do narazenia
drobnoustrojow zasiedlajacych te nabtonki na stres tem-
peraturowy. W do$wiadczeniach wykonanych w warun-
kach laboratoryjnych zaobserwowano wzmozong syn-
teze biatek adhezyn UpsA (UpsAl i UpsA2) dwoinek
M. catarrhalis po ich inkubacji w temperaturze 26°C
w ciggu 2 godzin, a nastepnie ich zwigkszong adhezje
do fibronektyny. Wykazano tez, ze obnizenie tempe-
ratury prowadzi do zwiekszonej ekspresji genoéw tbpA
i thpB oraz IbpA i IbpB, ktérych produkty biorg udzial
w pozyskaniu jonow zelaza z transferryny i laktoferyny,
zwigkszajac przez to szybko$¢ namnazania bakterii tego
gatunku [80].

Podobne zjawisko zaobserwowano po poddaniu
szczepu UAMSI S. aureus inkubacji w temperaturze 10°C
w ciagu 30 min. [5]. Wielkos§¢ ekspresji genow kodu-
jacych biatka badanego szczepu gronkowca oceniano
za pomocg mikromacierzy ,, Affymetrix S. aureus Gene-
Chips” i weryfikowano z uzyciem techniki RT-PCR.
Stwierdzono, ze 46 genéw uleglo wzmozonej transkryp-
cji, wérdd nich gen kodujacy biatko szoku zimna Csp
(cold shock proteins) (ponad 1000-krotny wzrost steze-
nia transkryptu) a takze trzy geny: seo, lip i srtA, kodu-
jace czynniki zjadliwosci tego drobnoustroju, odpowied-
nio enterotoksyne, lipaze i sortaze [5].

Zmiane ekspresji genéw pod wplywem inkubacji
w temperaturze 23°C wykazano z uzyciem mikroma-
cierzy takze dla szczepu Escherichia coli K-12. Ponad 7%
calego genomu (okoto 297 genéw) uleglo wzmozonej
transkrypcji w poréwnaniu z poziomem transkrypcji
genow tego drobnoustroju w hodowli prowadzonej
w temperaturze 37°C. Wérdd tych biatek dominowaty
biatka zwigzane z og6lng odpowiedzig stresows, regu-
lowang przez RpoS, bialka szoku zimna a takze bialka
biorgce udziat w tworzeniu biofilmu [93].

Powyzsze obserwacje moga sugerowac istotny wplyw
przejsciowego obnizenia temperatury na wielko$¢ eks-
presji genéw kodujacych czynniki zjadliwosci wzgled-
nie chorobotwdrczych bakterii czlowieka i wskazywa,
ze bodzce plynace ze srodowiska moga stanowic jeden
z czynnikow sprzyjajacych rozwojowi zakazenia [1].

4. Mechanizmy internalizacji patogenéw GDO
do komorek gospodarza

Wigkszo$¢ z wymienionych powyzej adhezyn pato-
gendw GDO bierze udzial w procesie internalizacji
bakterii do komorek ssakow. W inwazji szczepéw NTHi
do komorek nabtonka biorg udziat lipooligosacharydy
eksponowane na powierzchni $ciany komoérkowej bak-
terii. Oddzialuja one z receptorem dla czynnika akty-
wujacego plytki krwi (platelet-activating factor, PAF)
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[84]. W eksperymentach z uzyciem cytochalazyny B
wykazano, ze dwa inne zjawiska sg réwnie istotne dla
efektywnej fagocytozy komorek szczepow NTHi przez
makrofagi: aktywny udzial biatek cytoszkieletu oraz
obecnos¢ czasteczek cholesterolu w blonie cytoplazma-
tycznej makrofagéw w obrebie tzw. raftéw lipidowych,
bogatych w cholesterol i sfingolipidy [53]. Wnikanie
NTHi do komoérek gospodarza jest procesem, w ktérym
gltéwna role odgrywa szlak sygnalowy 3-kinazy fosfaty-
dyloinozytolu, ktérego czasteczka efektorows jest kinaza
Akt. Proces ten rozpoczyna si¢ od utworzenia mikroko-
lonii na powierzchni komdrek nabtonka przez paleczki
Haemophilus [54]. Mechanizm internalizacji NTHi
rézni si¢ zatem od sposobu wnikania Gram-ujemnych
pafeczek, posiadajacych system sekrecji bialek typu
IIL, np. P aeruginosa [82]. Analogiczne do$wiadczenia
z uzyciem cytochalazyny B wykazaly podobny mecha-
nizm fagocytozy komorek S. pyogenes przez makro-
fagi — udzial bialek cytoszkieletu w reorganizacji blony
cytoplazmatycznej, prowadzacej do powstania dtugich
wypustek otaczajacych grona paciorkowcow przed ich
wchlonieciem. Podobny mechanizm fagocytozy, tzw.
»looping phagocytosis” opisano tez dla Francisella tula-
rensis, pateczki nosacizny [35].

Komorki nablonka i $rédbtonka takze ulegajg zaka-
zeniu przez S. pyogenes. Internalizacja paciorkowcow
jest procesem wymagajacym reorganizacji widokien
aktyny w cytoszkielecie komoérek nabtonka. W pro-
cesie tym istotne sa bezposrednie lub poérednie, przy
udziale czasteczek ECM (najczeéciej fibronektyny wia-
zacej sie z biatkiem FbaB), odziatywania GABHS z czg-
steczkami integryn, a nastepnie udziat bialek z rodziny
Rho w transdukeji sygnatu [4]. Wigzanie paciorkow-
cOw z czgsteczkami integryn o581 za posrednictwem
fibronektyny, pelniacej role czasteczki pomostowej,
prowadzi do grupowania (klasteryzacji) integryn w bto-
nie cytoplazmatycznej komorek gospodarza w obrebie
raftéw lipidowych, bogatych w czasteczki cholesterolu.
Internalizacja komérek GABHS moze tez zachodzi¢
przy udziale klatryny w procesie endocytozy Kklatry-
nozaleznej za po$rednictwem mechanizmu ,zamka
blyskawicznego” Komorki bakterii zostaja otoczone
wypustkami blony komérkowej i wchloniete do cytopla-
zmy. Streptolizyna O, cytolizyna zalezna od czasteczek
cholesterolu, uwalniana jest przez wewnatrzkomorkowe
GABHS i tworzy pory w blonach wakuol, uwalniajgc
zamkniete w nich po procesie internalizacji bakterie.
Streptolizyna O wytwarzana pozakomoérkowo moze
zapobiegal endocytozie komorek S.pyogenes przez
komérki nablonka jamy nosowo-gardlowej [52]. W pro-
cesie klatrynozaleznej endocytozy wchlaniane sg takze
komérki gronkowca zlocistego, na drodze analogicz-
nego jak wyzej mechanizmu ,,zamka btyskawicznego”
przez komorki nieprofesjonalnych komérek fagocytu-
jacych [90]. Podobnie dwoinki M. catarrhalis wnikajg



WEWNATRZKOMORKOWE BAKTERIE WZGLEDNIE CHOROBOTWORCZE W ZAKAZENIACH

do komorek nabtonka z udziatem czgsteczek klatryny
i mechanizmu ,,zamka btyskawicznego” po zwigzaniu si¢
z blong cytoplazmatyczng poprzez specyficzne oddzia-
tywanie adhezyny UspAl i czasteczek fibronektyny, jako
czasteczek pomostowych w procesie adhezji do czaste-
czek integryn a5p1 [79].

S. pneumoniae penetruja keratynocyty oraz komorki
nablonka i srédbtonka za posrednictwem pomostowego
wigzania z inng glikoproteing ECM - witronektyna.
Pneumokoki oddzialuja z domeng wiazaca heparyne
W czasteczce witronektyny i za posrednictwem tej gli-
koporoteiny przyltaczajg si¢ do czasteczek integryn av3.
Pobudzane sa wowczas szlaki sygnalowe, w ktorych
biora udzial kinazy serynowo-treoninowe: JLK (inte-
grin-like kinase), PI3K (kinaza fosfatydyloinozytolu)
i kinaza biatkowa Akt. Wskutek dynamicznych zmian
cytoszkieletu komorek gospodarza dochodzi do interna-
lizacji pneumokokoéw [10]. Podobny mechanizm inter-
nalizacji, z witronektyng jako czasteczka pomostows,
wystepuje u S. pyogenes, a takze u bakterii Gram-ujem-
nych kolonizujacych blony $§luzowe GDO, takich jak
M. catarrhalis, H. influenzae i N. gonorrhoeae [10].

W zakazeniu komorek nablonka przez S.pneu-
moniae bierze udziat adhezyna PscC [8]. Biatko PspC
wigzace choling, przez wielu badaczy uwazane za naj-
wazniejsza adhezyne tego gatunku bakterii, oddziatuje
specyficznie z ludzkim receptorem immunoglobulino-
wym pIgR. Receptor ten w warunkach fizjologicznych
uczestniczy w transporcie czasteczek immunoglobulin
IgA iIgM od powierzchni podstawno-bocznych (bazo-
lateralnych) do powierzchni szczytowych (apikalnych)
komorek nabfonka, po czym czasteczki wydzielniczego
IgA (sIgA) oraz fragmentu wydzielniczego (SC) sa
wydzielane na powierzchnie bton §luzowych. Wowczas
czasteczki receptora immunoglobulinowego powracaja
w kierunku powierzchni podstawno-bocznych. Zja-
wisko ma miejsce takze po zwigzaniu pneumokokdw
z receptorem immunoglobulinowym pIgR i prowadzi
do efektywnej pozniejszej transcytozy bakterii przez
warstwe komorek nablonka do tkanki podnablonko-
wej. W zjawisku tym uczestniczg kinazy tyrozynowe
z rodziny Src oraz inne kinazy z rodziny MAPK: ERK
i kinaza c-Jun NH2-konca [7].

Inwazja zaréwno nieprofesjonalnych komorek fago-
cytujacych, jak i profesjonalnych fagocytéw przez
S. aureus zachodzi za posrednictwem czasteczek fibro-
nektyny jako czasteczek pomostowych. Dwie adhezyny
gronkowca wigzace fibronektyne FnBPA i FnBPB posia-
daja odpowiednio 11 i 10 miejsc wiazacych fibronektyne,
z ktorych sze$¢ w kazdej z adhezyn oddzialuje z tym
bialkiem z wysokim powinowactwem. Prawdopodob-
nie wigzanie kilku czgsteczek fibronektyny z jedng cza-
steczka adhezyny na powierzchni komoérek gronkowca
umozliwia jednoczesng interakcje z wieloma czastecz-
kami integryn typu a5p1 i ich klasteryzacje w blonie
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cytoplazmatycznej komorek gospodarza [21]. Obie
adhezyny uzupelniaja si¢ wzajemnie w procesie przyle-
gania S. aureus do komorek gospodarza, chociaz biatko
FnBPA pelni dominujaca role w tym procesie. Ponad
70% klinicznych izolatéw gronkowca posiada geny kodu-
jace oba bialka [75]. Mechanizm wnikania S. aureus do
komoérek gospodarza przypomina omawiany juz powy-
zej mechanizm ,,zamka blyskawicznego’, ktéry prowadzi
do aktywacji szlakow sygnatowych kinaz tyrozynowych
z rodziny src. Co ciekawe adhezyna Pls, wystepujaca
na powierzchni szczepéw MRSA (kodowana przez gen
zlokalizowany w gronkowcowej kasecie chromosomal-
nej mecl, SCCmecl) moze hamowa¢ inwazje bakterii
do komorek gospodarza, prawdopodobnie stanowiac
przeszkode sterycznag dla zjawiska adhezji [77].
Gronkowiec zfocisty przenika przez warstwe ko-
morek nablonka do tkanek podnabtonkowych na dro-
dze paracytozy. Powierzchniowe biatko A tego drobno-
ustroju poprzez wigzanie z receptorem dla TNF-a i akty-
wacje receptora dla EGF pobudza szlaki sygnalowe biatek
z rodziny Rho, co prowadzi do reorganizacji cytoszkie-
letu. Jednoczesnie aktywowana zostaje wewnatrzkomor-
kowa, wapniozalezna proteaza cysteinowa z rodziny
kalpain, co prowadzi do proteolizy bialek okludyny
i E-kadheryny, wystepujacych w $cistych polaczeniach
miedzykomoérkowych komoérek nabtonka, umozliwia-
jac paracytoze bakterii [78]. W tkance podnablonko-
wej prawdopodobnie dochodzi do inwazji komoérek
profesjonalnych leukocytéw przez patogeny GDO.

5. Sposoby przetrwania patogenéow GDO
wewnatrz komorek ssakow

W komorkach linii monocytarno-makrofagalnej,
jak i w nieprofesjonalnych komorkach fagocytujacych
zachodzi wiele proceséw ukierunkowanych na elimina-
cje patogendw, takich jak wytwarzanie wolnych rodni-
kow, synteza lizosomalnych enzymdw hydrolitycznych
oraz przejéciowe zakwaszanie zawarto$ci fagosomow.
Obecnie szeroko akceptowany jest poglad, ze prze-
zycie wewnatrzkomodrkowych patogendw jest zwig-
zane z realizacja jednej z bakteryjnych strategii, takich
jak modulacja procesu powstawania fagolizosomu,
adaptacja do kwasnego srodowiska fagolizosomu lub
ucieczka z fagolizosomu do cytoplazmy. Réwnie istotna
zdaje si¢ by¢ zdolno$¢ patogenéw do zahamowania
proceséw apoptozy lub nekrozy komoérek gospodarza
i mozliwo$¢ namnazania w cytoplazmie [72]. Dotych-
czas najwiecej naukowych danych zebrano na temat
strategii przetrwania wewnatrzkomoérkowych populacji
gronkowca zlocistego.

Gronkowiec zlocisty moze przezy¢ w kwasnym sro-
dowisku wakuoli fagocytarnych komdrek nabtonka lub
$rédblonka przez kilka dni (in vitro nawet do dwdch
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tygodni), a komorki niektdrych szczepdw tego gatunku
sa zdolne do ucieczki z fagolizosomu [45]. Poczatkowo
rozwazano udzial a-toksyny (hemolizyny a) w tym
procesie. Jednakze badania z wykorzystaniem mutanta
Staphylococcus carnosus, do ktorego genomu wprowa-
dzono gen hla kodujacy a-toksyne i ktory nastepnie
ulegl efektywnej ekspresji w fagolizosomach dowiodly,
ze wytwarzanie i aktywno$¢ tej toksyny nie sa wystar-
czajace dla efektywnej ucieczki bakterii do cytoplazmy
[28]. Kolejne badania pokazaly, ze u komoérek szcze-
péw gronkowca zdolnych do ucieczki z fagolizosomu
jest aktywny system quorum sensing agr (accessory
gene regulator). Gen kodujacy jedna z cytolizyn tego
drobnoustroju — 8-toksyny transkrybowany jest wraz
z genem kodujgcym efektorowg czasteczke RNAIII sys-
temu quorum sensing u gronkowcow. Toksyna § wraz
z P-toksyng (o aktywnosci sfingomielinazy C) biorg
udzial w uszkodzeniach blony fagolizosomu, umozli-
wiajac efektywna ucieczke bakterii do cytoplazmy [29].
Natomiast w ludzkich makrofagach krwi obwodowej
zywe komorki S.aureus szczepu Newman bytowaty
w fagosomach w ciggu 3-4 dni, zanim dochodzito do
ich ucieczki do cytoplazmy i pézniejszej lizy komorek
gospodarza. Izogenne mutanty tego szczepu z mutacjg
w genach kodujacych a-toksyne, metaloproteaze aure-
olizyne, biatko A i enzym sortaze A byly w tym czasie
efektywnie zabijane przez makrofagi [44].

Dlugotrwalej obecnosci gronkowcéw w cytoplazmie
komorek gospodarza moze tez sprzyjaé ich lekoopor-
nos$¢, aczkolwiek mechanizm tego zjawiska nie zostat
jeszcze wyjasniony. Szczep MRSA oporny na teiko-
planine wnikat do komoérek nabtonka z czterokrotnie
wiekszg wydajnoscig w poréwnaniu do szczepu izoge-
nicznego mutanta wrazliwego na teikoplanine. Szczep
oporny na teikoplanine byt tez zdolny w warunkach in
vitro do namnazania si¢ wewnatrzkomoérkowo; w ciagu
24 godzin koinkubacji z komdrkami nabtonka liczba
hodowalnych komoérek opornego szczepu S. aureus byta
11-krotnie wyzsza niz szczepu izogenicznego wrazli-
wego mutanta [68].

Wewnatrzkomoérkowe $rodowisko wzrostu sprzyja
tez indukeji odmiennego fenotypu komérek gronkowca,
tzw. wariantéw matych kolonii (small colony variants,
SCV). Komorki bakteryjne o tym fenotypie charakte-
ryzujg sie brakiem aktywnosci systemu quorum sen-
sing agr, maja okre$lone wymagania odzywcze (rosna
w obecnoéci menadionu, heminy lub tymidyny), na
stalych podlozach tworza kolonie dziesigciokrotnie
mniejsze od kolonii typu dzikiego. Komorki te s takze
dobrze przystosowane do przetrwania wewnatrz ko-
morek gospodarza; wytwarzajg charakterystyczny dla
populacji biofilmu polisacharydowy antygen PIA (poly-
saccharide intercellular antigen), produkt ekspresji ope-
ronu icaADBC, a takze sg zdolne do przezycia w fagoli-
zosomach. Przejawiajg tez wzmozong ekspresje genow
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kodujacych wigzace biatka ECM adhezyny Clf1, FnBPA
i FnBPB, co pozwala na wnikanie ich z wysoka wydaj-
nos$cig do komorek nabtonka i srédbtonka [72]. Badania
z wykorzystaniem mikromacierzy Gene Chip Human
Genome U133 Plus 2,0 (firmy Affymetrix) pokazaly, ze
inwazja komorek $rodblonka przez S. aureus o fenoty-
pie dzikim prowadzita do rozwoju odpowiedzi zapal-
nej i redukeji liczby wewnatrzkomérkowych bakterii.
Natomiast w tych samych warunkach bakterie o feno-
typie SCV bytujace w ciagu kilku dni w znacznej liczbie
w cytoplazmie komorek $rédblonka nie prowokowaly
odpowiedzi zapalnej [87].

Bezposrednio (w ciagu pierwszych sze$ciu godzin)
po zakazeniu komorek nabtonka linii A549 (ATCC
CCL-185) przez niewykazujacy aktywnosci cytotoksycz-
nej szczep S. aureus 6850, w komorkach bakteryjnych
zachodza znaczne zmiany w poziomie ekspresji sze-
regu genow; obnizona zostaje ekspresja genéw koduja-
cych biatka uczestniczace w procesach metabolicznych,
natomiast zachodzi wzmozona synteza biatek warunku-
jacych chorobotworczo$¢, w tym enzymow odpowie-
dzialnych za neutralizacje wolnych rodnikéw oraz pozy-
skiwanie jondw zelaza. Dopiero po sze$ciu godzinach od
zakazenia ponownie rozpoczyna sie transkrypcja gendw,
ktorych produkty uczestnicza w metabolizmie. W tym
czasie dochodzi tez do rozpoczecia procesu replikacji
wewnatrzkomorkowych bakterii [26]. Narastajgca liczba
naukowych dowoddw wskazujacych na mozliwos¢ prze-
zycia komorek S. aureus w ludzkich makrofagach krwi
obwodowej moze wskazywac¢ na efektywno$¢ takiej stra-
tegii w wydajnym rozprzestrzenianiu si¢ patogenu do
odlegtych wtérnych miejsc zakazenia [86].

Dostepne w piSmiennictwie dane wskazuja na, po-
dobng jak u gronkowca zltocistego, zdolno$¢ innych istot-
nych patogenéw GDO do bytowania wewnatrz komoérek
gospodarza. Komérki GABHS w makrofagach aktywnie
wplywaja na zaburzenie poprawnego przebiegu pro-
cesu fuzji fagosomu z lisosomami. Wewnatrzkomorkowe
przezycie tego gatunku bakterii uzaleznione jest od
obecnodci biatka M1 na powierzchni komoérek. Biatko
to wplywa na zahamowanie sygnatéw prozapalnych,
ktére stymuluja makrofagi do zwalczania patogendw
wewnatrzkomorkowych (obserwowane jest istotne pie-
ciokrotne obnizenie poziomu ekspresji TNF-a po zaka-
zeniu makrofagéw) [35].

Internalizacja komorek S. pyogenes w komoérkach
nabfonka moze prowadzi¢ do ich $mierci na drodze
apoptozy w wyniku wytwarzania reaktywnych form
tlenu i zaburzenia prawidtowej funkcji mitochondriéw
[3]. Komorki GABHS, ktére wniknety do makrofagow
sa zdolne do namnazania si¢, ucieczki z fagolizosomu
do cytoplazmy w ciagu szesciu godzin od zakazenia
i ponownego zakazenia innych, zdrowych dotychczas
komorek makrofagéw. Wnikanie S. pyogenes do makro-
fagéw obserwowane jest w ostrych zakazeniach tkanek
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migkkich. Ten sposob bytowania komoérek GABHS
moze przyczynia¢ sie do ich rozsiewu i postepu w uszko-
dzeniach tkanek chorego [35]. Ponad potowa szczepow
GABHS (n=150), pozyskanych od chorych z pacior-
kowcowym przewleklym zapaleniem blony $luzowej
gardla nie byla w eksperymentach in vitro efektyw-
nie zabijana za pomocg penicyliny po wniknieciu do
komorek nablonka, nawet wowczas gdy stezenie peni-
cyliny bylo dziesieciokrotnie wyzsze niz minimalne
stezenie hamujace (MIC) dla siostrzanych komorek
w hodowli ptynnej [60].

W wyniku fagocytozy komorek klinicznego izolatu
NTHi przez mysie komorki makrofagalne linii J774.A
w komorkach bakteryjnych dochodzi do wzmozonej
ekspresji genu rpoE, ktory koduje podjednostke sigma®
polimerazy RNA, uczestniczaca w odpowiedzi stresowej
réwniez u innych patogendw, takich jak Mycobacterium
tuberculosis i Salmonella enterica serowar Typhimurium.
Patogeny te réwniez przejawiaja zdolno$¢ przetrwania
w komérkach makrofagalnych. Szczepy NTHi bytuja tez
w komorkach nabtonka nie namnazajac sig, ale zacho-
wujac aktywno$¢ metaboliczng i sg zdolne do przetrwa-
nia wewnatrz komorek nablonka w ciggu co najmniej
28 godzin od zakazenia [54]. Wydaje sig¢, ze szczepy
NTHi kolonizuja GDO w sposéb niezauwazalny dla
systemu obrony immunologicznej gospodarza.

Na obecno$¢ wewnatrzkomorkowych patogenow,
jako potencjalnego rezerwuaru chorobotwdrczych
bakterii wskazujg tez badania wycinkéw migdatkow
pozyskanych od chorych z zapaleniem migdatkéw pod-
niebiennych lub zapaleniem ucha srodkowego. W posie-
wach lizatéw komorek tkanki migdatkéw podniebien-
nych (po eradykacji zewnatrzkomdrkowych bakterii za
pomoca antybiotykéw) obserwowano liczne kolonie
S.aureus [96]. Obserwacje za pomoca mikroskopu
konfokalnego i techniki FISH pokazaly, ze w komor-
kach tkanki migdatka gardfowego mozna wyr6zni¢ gesto
upakowane wewnatrzkomorkowe populacje bakterii,
aktywnie metabolizujgcych. W skfad tych populacji
wchodzily m.in. H. influenzae, S. pneumoniae, M. catar-
rhalis i S. aureus, ktore byly otoczone substancja polisa-
charydowas, przypominajgcg macierz pozakomoérkowg
biofilméw zewnatrzkomdrkowych [57]. Stad po zabiegu
adenoidektomii stan kliniczny chorych z przewlek-
tymi lub nawracajacymi zakazeniami ucha $rodkowego
moze ulec wyraznej poprawie ze wzgledu na usuniecie
zrodla zakazenia [62].

6. Wrazliwo$¢ wewnatrzkomorkowych patogenow
na antybiotyki i chemioterapeutyki

Narastajaca lekoopornos¢ klinicznych izolatow bak-
terii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich [94] wraz
ze stosunkowo dobrze udokumentowang zdolno$cig
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patogenéw GDO do wzrostu wewnatrz komorek ssa-
kéw i w postaci biofilmu nasuwajg pytanie o skutecz-
no$¢ leczenia tych zakazen za pomocy antybiotykow
i chemioterapeutykéw. Pomijajac w tych rozwazaniach
dobrze znane zjawisko zwigkszonej tolerancji biofilmu
na $rodki bdjcze, nalezy uwzglednic fakt, ze antybiotyki
i chemioterapeutyki w réznym stopniu przenikaja do
wnetrza komorek eukariotycznych. Przeciwbakteryjna
aktywno$¢ lekow w komorkach gospodarza moze zale-
ze¢ takze od ich rozmieszczenia w wewngtrzkomor-
kowych kompartymentach (przedziatach), biodostep-
nosci leku, sposobu dawkowania, wielkosci dawek
i czasu leczenia. Fluorochinolony, makrolidy i strepto-
graminy uznane sg za $rodki przeciwbakteryjne efek-
tywnie wnikajace i wydajnie akumulujace sie w cyto-
zolu, zatem aktywne wobec wewnatrzkomérkowych
bakterii. W badaniach in vivo na mysim modelu zapa-
lenia otrzewnej stwierdzono jednak niska korelacje
pomiedzy akumulacjg antybiotykéw w cytozolu a ich
aktywno$ciag bdjcza wobec wewnatrzkomérkowych
szczepow S. aureus [70]. Do dzisiaj wiedza dotyczaca
efektywnosci lekéw przeciwbakteryjnych wobec pato-
genéw GDO bytujacych wewnatrz komorek gospo-
darza jest jeszcze uboga. Natomiast wiekszos$¢ z opubli-
kowanych dotychczas wynikéw badan wskazuje na brak
aktywnosci najczesciej stosowanych w leczeniu zaka-
zent GDO antybiotykéw B-laktamowych w zwalczaniu
patogenéw wewnatrz komorek nabtonka, $rédblonka
i komorek zernych.

Badania wykonane in vitro pokazaly, ze sposrdd pie-
ciu badanych $rodkéw przeciwbakteryjnych: ampicyliny,
cyprofloksacyny, klarytromycyny, telitromycyny i chi-
nupristiny/dalfopristiny ten ostatni antybiotyk w naj-
nizszych stezeniach (8 pg/ml) umozliwiat zabicie ponad
99% komorek klinicznego izolatu NTHi wewnatrz
ludzkich komorek linii nablonka linii A-549 (ATCC
CCL 185). Najnizsza aktywno$¢ wobec wewnatrzko-
morkowych bakterii tego gatunku zaobserwowano dla
ampicyliny; zastosowanie tego antybiotyku w stezeniu
przekraczajacym 64 ug/ml pozwolito na eliminacje 99%
komorek badanego izolatu NTHi [2]. Analizie poddano
tez bojcza aktywnos¢ ampicyliny, cefkapenu, lewoflo-
ksacyny, klarytromycyny i azytromycyny w stezeniach
1 mg/l wobec wewnatrzkomoérkowych szczepéw NTHi
o fenotypie BLNAR. Szczepy o tym fenotypie s klinicz-
nie oporne na ampicyling, amoksycyline, amoksycyline
z kwasem klawulanowym, ampicyling z sulbaktamem,
cefaklor, cefprozil, cefuroksym, cefetamet i piperacy-
ling z tazobaktamem [95]. Najwyzsza aktywno$¢ wobec
wewnatrzkomoérkowych szczepéw NTHi o fenotypie
BLNAR zaobserwowano dla lewofloksacyny w steze-
niu o$miokrotnie wyzszym od warto$ci MIC dla tego
chemioterapeutyku — obserwowano woéwczas zabicie
99% bakterii. Aktywno$¢ ta byla istotnie wyzsza od
innych badanych lekéw, takich jak antybiotyki z grupy
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makrolidow (azytromycyny i klarytromycyny) lub cefa-
losporyn III generacji (cefkapenu) [71].

Cyprofloksacyna i moksyfloksacyna, chemioterapeu-
tyki z grupy fluorochinolonéw wnikaja do komorek
ssakow i akumulujg si¢ w cytozolu, osiagajac nawet
dziesigciokrotnie wyzsze stezenia od ich stezen zewnatrz-
komodrkowych. Wowczas ograniczaja inwazje i prze-
zycie bakterii z gatunkéw S. pneumoniae i S. aureus
(moksyfloksacyna) oraz P aeruginosa i H.influenzae
(cyprofloksacyna). Obecnos¢ tych fluorochinolonéw
wewnatrz komorek nablonka oddechowego, pozyska-
nego z tkanki wycietych polipéw nosa i hodowanych
w tréjwymiarowej hodowli umozliwita przezycie od
42 do 76% komorek w hodowli, zakazonej wymienio-
nymi powyzej gatunkami bakterii potencjalnie wywo-
tujacymi zakazenia GDO. W préobach kontrolnych (bez
fluorochinolonéw) przezywalnos¢ komorek w zakazonej
hodowli wynosita od 0 do 38% [88].

Znaczng aktywno$¢ makrolidu - azytromycyny
wzgledem wewnatrzkomorkowych izolatéw NTHi pozy-
skanych od chorych z nawracajgcym zapaleniem ucha
$rodkowego wykazano po zakazeniu ludzkich komérek
nabtonka gardfa linii Detroit 562 (ATCC CCL-138).
Stezenie azytromycyny podanej zewnatrzkomoérkowo
w stezeniu co najmniej 10 pg/ml narastalo w czasie
w cytoplazmie komoérek gospodarza, osiagajac stezenie
16 pg/ml po osmiu godzinach inkubacji. Wowczas, gdy
w $rodowisku wzrostu komorek nablonka znajdowata
sie azytromycyna w stezeniu 100 pg/ml nie obserwo-
wano ani zjawiska inwazji, ani tez penetracji pateczek
NTHi przez warstwe komorek nabtonka in vitro [38].

Aktywno$¢ szeregu antybiotykéw aktywnych wobec
gronkowca zlocistego, takich jak ryfampicyna, linezo-
lid, kwas fusydowy, wankomycyna, daptomycyna, chi-
nupristina/dalfopristina i oritawancyna badano wobec
czterech szczepdw S. aureus o obnizonej wrazliwosci
na wankomycyne (MIC 1-4 mg/1) i daptomycyne (MIC
1-4 mg/1) wewnatrz ludzkich komérek linii monocy-
tarnej THP-1 (ATCC TIB-202). Sposrdd tych antybio-
tykoéw jedynie chinupristina/dalfopristina i oritawan-
cyna w stezeniach odpowiadajgcym maksymalnym
stezeniom w surowicy wykazaly skuteczno$¢ wobec
badanych szczepdéw, redukujac liczebno$é wewnatrz-
komoérkowych bakterii o $rednio dwa rzedy wielkosci
[48]. Antybiotyki te przejawiajg tez aktywno$¢ (redukcja
liczby zywych komorek o dwa rzedy wielko$ci) wobec
wariantéw matych kolonii S. aureus [58]. W kolejnych
eksperymentach ta sama grupa badaczy okredlita aktyw-
no$¢ innych lekéw: kotrimoksazolu, klindamycyny,
linezolidu i moksyfloksacyny wobec 12 izolatéw gron-
koweca zlocistego z przypadkow zakazen pozaszpital-
nych i dwoéch klinicznych szczepéw MRSA. Najwyzsza
skuteczno$¢ przeciwbakteryjng (redukcja liczby bakterii
o dwa, trzy rzedy wielkosci) obserwowano dla moksy-
floksacyny, ale tylko dla tych wewnatrzkomérkowych
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szczepow, dla ktorych wartos¢ MIC tego fluorochino-
lonu byta <0,125mg/1 [49]. W obu opisanych powy-
zej badaniach zaobserwowano, ze niezaleznie od linii
ludzkich komorek, ktére zakazano gronkowcem zto-
cistym (komorki linii monocytarnej lub keratynocyty)
i niezaleznie od rodzaju skutecznego wobec wewnatrz-
komédrkowych bakterii antybiotyku lub chemiotera-
peutyku zawsze pozostawata niewielka frakcja zywych
bakterii (okoto 1% populacji) wewnatrz komoérek gospo-
darza. Zjawisko to przypomina powstawanie frakcji
komorek przetrwatych w biofilmach poddanych dzia-
taniu antybiotykow [18].

Dotychczas wykonane badania skutecznosci lekow
wobec wewnatrzkomorkowej populacji S. aureus, poréw-
nujace ich aktywno$¢ wobec szczepu typu dzikiego
i szczepu o fenotypie SCV, dotyczyly w zasadzie dwdoch
antybiotykow: dikloksacyliny — potsyntetycznego anty-
biotyku beta-laktamowego i linezolidu. Nie wykazano
dla tych antybiotykow wystarczajacej aktywnosci bojczej
dla eradykacji wewnatrzkomérkowych patogenéw in
vitro na linii ludzkich komoérek monocytarnych THP-1.
Leki te powodowaly redukeje liczby bakterii obu bada-
nych fenotypéw o jedynie 1-1,5log, CFU w stosunku
do liczby bakterii obecnych w ludzkich komoérkach nie-
poddanych dziataniu antybiotykéw [69].

Ostatnio bardzo ciekawe zjawisko zaobserwowali
Zautner i wsp. [96]. Wewnatrzkomdrkowe izolaty S. aureus,
wyosobnione z migdalkéw podniebiennych od chorych
z nawracajacym zapaleniem migdatkéw byly znacznie
bardziej wrazliwe na antybiotyki niz szczepy tego drob-
noustroju pozyskane z wymazéw od chorych niehospi-
talizowanych. Jest zatem bardzo prawdopodobne, ze
wzrost bakterii wewnatrz komorek gospodarza, czyli
w $rodowisku niedostepnym dla niektérych antybioty-
kow, sprzyja zmniejszeniu presji selekcyjnej i promowa-
niu genotypu (i fenotypu) wrazliwych bakterii.

8. Podsumowanie

W pracy oméwiono wyniki badan po$wigconych
internalizacji, bytowaniu i namnazaniu si¢ wzglednie
chorobotwérczych patogendéw gérnych drég oddecho-
wych w komoérkach gospodarza. Wnioski plynace z tych
badan wskazujg na mozliwo$¢ istnienia wewnatrzko-
morkowego rezerwuaru bakterii, ktére potencjalnie
moze stanowi¢ Zrédlo reinfekeji po zaprzestaniu terapii
za pomoca antybiotykéw/chemioterapeutykéw lub pod-
czas zaburzen prawidltowej odpowiedzi immunologicz-
nej. Na podstawie analizy wielu mechanizméw prowa-
dzacych do wydajnej adhezji, przenikania i przezycia
w komorkach gospodarza wzglednie chorobotwor-
czych drobnoustrojow, takich jak S. aureus, S. pneumo-
niae, S. pyogenes, H. influenzae i M. catarrhalis mozna
stwierdzi¢, ze wystepuje wiele wspdlnych cech tych
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proceséw niezaleznych od gatunkéw bakterii. Wymie-
ni¢ tu mozna zblizone mechanizmy adhezji z wyko-
rzystaniem biatek pomostowych ECM, internalizacje
z udziatem raftéw lipidowych, czasteczek z nadrodziny
immunoglobulin oraz aktywacj¢ szlakéw sygnatowych
kinaz tyrozynowych i serynowo-treoninowych. Inter-
ferencja w prawidlowy przebieg tych zjawisk moze staé
sie istotnym celem podczas rozwoju nowych lekéw
i strategii terapeutycznych. Jednoczes$nie rodzi si¢ wiele
nowych pytan, dotyczacych miedzy innymi odpowiedzi
komorek gospodarza na inwazje bakterii. Dotychcza-
sowe obserwacje wskazujg na istotne zmiany w ekspresji
gendéw w komorkach nabtonka, indukeje szlakéw pro-
zapalnych i prowadzacych do apoptozy [50]. Badania
molekularnych mechanizméw przetrwania wzglednie
chorobotwérczych bakterii wewnatrz komérek gospo-
darza w trakcie zakazenia zwalczanego za pomoca anty-
biotykéw lub chemioterapeutykéw sg niezbedne dla
poznania przyczyn braku skuteczno$ci leczenia i utrzy-
mywania si¢ lub nawracania infekcji GDO.
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