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Summary

Campylobacter spp, gramnegative microorganisms, are currently recognized as a major cause of human
acute bacterial enteritis. This bacterium frequently promotes a commensal lifestyle in the gastrointestinal
tracts of many animals including birds. The main route of human infections is through improperly handled or
undercooked poultry meat. This review article intends to present up-to-date research regarding knowledge
of how the bacterium establishes commensalism. To date only a few genes that apparently contribute to avian-
-gut colonization have been identified by standard genetic techniques such as isogenic mutant construction by
gene replacement methodology. The post-genomic era has resulted in new instruments for analyzing virulence
and commensalism-related mechanisms. The review outlines some currently conducted Campylobacter
transcriptome and proteome analyses aimed at the explanation of the adaptation of the bacterium to different
environments. The last part of the review concentrates on mechanisms which regulate the chicken gut
colonization process, mainly the new, recently described, two-component signal transduction systems.
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Ogolna charakterystyka rodzaju Campylobacter

Bakterie rodzaju Campylobacter, mikroaerofilne,
spiralne, Gram-ujemne mikroorganizmy zaliczane do
domeny Bacteria, typu Proteobacteria, klasy Epsilon-
proteobacteria, sa aktualnie najczgsciej izolowanym
czynnikiem etiologicznym ludzkich stanow zapalnych
przewodu pokarmowego. W ostatnim dziesigcioleciu
liczba przypadkow zakazen mikroorganizmami rodzaju
Campylobacter znaczaco wzrosta w kraj ach uprzemys-
towionych, ponad dwukrotnie przewyzszajac liczbe ob-
jawowych infekcji przypisywanych bakteriom rodzaju
Salmonella (3).

Z 19 jak dotad opisanych gatunkéw drobnoustrojow
nalezacych do rodzaju Campylobacter ludzkie infekcje
wywotywane sa gtéwnie przez C. coli i C. jejuni (22).
Kliniczna manifestacja infekcji bywa bardzo r6znorod-
na i waha si¢ od przypadkow asymptomatycznych do
ostrych stanow zapalnych jelit, ktorym towarzyszy dhu-
gotrwata, krwawa i $luzowata biegunka (22). W wigk-
szosci przypadkoéw choroba ogranicza si¢ do stanu za-
palnego jelit i wykazuje tendencje do samowyleczenia.
U ludzi z niesprawnie dzialajacym uktadem immunolo-
gicznym zakazenie Campylobacter ]est czesto przyczy-
na systemowych infekcji oraz posocznicy. Infekcja Cam-

pylobacter czasami prowadzi do rozwoju chordb auto-
immunizacyjnych, z ktérych najgrozniejsza jest tzw. syn-
drom Guillain-Barré (GB), zapalenie wielokorzeniowe
obwodowego uktadu nerwowego. Wystapienie powiktan
ze strony uktadu nerwowego uwarunkowane jest zarow-
no genotypem patogenu, jak i genotypem organizmu gos-
podarza (17).

Powazny problem medyczny stanowi wzrastajaca licz-
ba ludzkich zakazen szczepami C. coli i C. jejuni opor-
nymi na powszechnie stosowane w terapii antybiotyki
(makrolidy, chinolony, tetracyklina), co spowodowane
jest niewlasciwym stosowaniem antybiotykéw w lecze-
niu ludzi oraz zbyt czg¢stym stosowaniem tych substan-
cji w hodowli zwierzat (1).

Zrddta infekeji, transmisja patogenu,
profilaktyka anty-Gampylobacter

Do ludzkich infekeji Campylobacter (w krajach roz-
winigtych) dochodzi najczesciej przez spozycie nieod-
powiednio przygotowanego drobiu, nie pasteryzowane-
go mleka lub zanieczyszczonej pateczkami patogenu
wody (7). Niewatpliwie glownym zroédtem zarazka sa
kurczeta ulegajace kolonizacji okoto 2.-3. tygodnia zy-
cia. W pierwszych tygodniach zycia przed infekcja pta-
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ki chroni wysoki poziom specyficznych przeciwciat mat-
czynych (21). Mechanizm zapoczatkowania infekcji kur-
czat na farmach pozostaje niewyjasniony, lecz niezalez-
nie od zrodta zakazenia drobnoustrdj rozprzestrzenia si¢
w stadach kurczat bardzo szybko. Chociaz poziom ko-
lonizacji jelit kurczat jest bardzo wysoki (maksymalnie
101 th/g zawarto$ci jelit) nie wywotuje to u ptakow ob-
jawow chorobowych. Fakt ten uniemozliwia ehmmaqq
ze stad osobnikow zainfekowanych. Do dalszego zanie-
czyszczenia tusz kurczat pateczkami Campylobacter
dochodzi w rzezniach, tak ze okoto 80% tusz kurczat
znajdujacych si¢ na rynku zawiera duze ilosci tego drob-
noustroju. Poniewaz dawka infekcyjna dla cztowieka jest
stosunkowo niska (107 jtk), do zakazen ludzi dochodzi
stosunkowo tatwo 1 czesto.

Identyfikacja genow warunkujacych zdolnosé
Campylobacter do kolonizaciji jelit drobiu

Dotychczas najpowszechniej stosowana metoda ba-
dania funkcji genéw byla mutageneza ukierunkowana
(insercyjna lub delecyjna), przeprowadzana technika wy-
miany alleli, umozliwiajaca unieczynnienie konkretnych
genow 1 nastgpnie analizg fenotypowa otrzymanych mu-
tantow. Badania prowadzone w wielu laboratoriach wy-
kazaly ztozono$¢ procesu kolonizacji przewodu pokar-
mowego drobiu przez pateczki C. jejuni i udowodnity,
ze jest on determinowany aktywnoscia licznych genow.
Mozna je zaliczy¢ do kilku klas, ktore zostang omowio-
ne w dalszym tekscie.

Geny warunkujace ruchliwo$¢. Rzgska u Campylo-
bacter jest struktura komorkowa warunkujaca zdolno$¢
mikroorganizmu do ruchu. W procesie budowy flagel-
lum bierze udziat okoto 50 genéw. Pozbawienie bakterii
mozliwos$ci poruszania si¢ znacznie obniza ich poten-
cjat kolonizacyjny Aktywne przemieszczanie si¢ mikro-
organizmu odgrywa kluczowa rolg w pierwszych eta-
pach inwazji, zanim dotrze on do wiasciwej dla siebie
niszy ekologicznej. Mutanty w genach maf (motility ac-
cessory factor) oraz fla w szczepie C. jejuni 11168H cha-
rakteryzuja si¢ 100-krotnie obnizona zdolnoscia zasied-
lania jelit kurczat w poréwnaniu ze szczepem dzikim (13).

Geny uczestniczgce w procesie glikozylacji bialek.
Glikozylacja jest jednym z powszechnych systemow
modyfikacji biatek. Do niedawna uznawano ten typ mo-
dyfikacji za typowy wytacznie dla organizmoéw eukario-
tycznych. W ostatnich latach wystgpowanie O-glikozy-
lacji stwierdzono rowniez w komorkach wielu gatunkow
bakterii, a N-glikozylacji w komoérkach dwu rodzajow
mikroorganizméw (Campylobacter i Wolinella) (20).
N-glikozylacja biatek polega na przytaczaniu krotkich
tancuchow weglowodanowych do asparaginy sekwen-
cji NXS/T. Locus (17 kb) genéw odpowiedzialnych za
ten proces u Campylobacter zostal nazwany pgl (protein
glycosylation pathway) i obejmuje 13 gendéw. Geny ko-
dujace biatka begdace celem dziatania protein Pgl (ponad
30 protein) rozrzucone sa wzdtuz calego genomu tej bak-
terii (24). Unieczynnienie procesu N-glikozylacji pro-
wadzi do zaburzen wielu procesow. Testy kolonizacji
z uzyciem mutantow pglH::kan/11168H przeprowadzo-
ne na 2-tygodniowych oraz pglH::kan/81116 na 1-dnio-
wych kurczgtach udokumentowaty rolg transferazy
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N-acetylogalaktozoaminy w ustanawianiu komensali-
stycznych relacji migdzy mikroorganizmem a gospoda-
rzem.

Geny warunkujace wytworzenie polisacharydo-
wych otoczek. Kluczowym czynnikiem kolonizacyjnym
sa takze produkty gendow kps (capsular proteins synteta-
se) odpowiadajace za wytworzenie otoczek CPS (cap-
sular polysaccharide) warunkujacych serotyp szczepu.
Mutanty kpsM::kan/11168H nie zasiedlaly jelit 2-tygod-
niowych kurczat. Do$wiadczenia przeprowadzone in vivo
na fretkach oraz testy in vitro z wykorzystaniem linii ko-
morkowych, takze wykazaty znaczacy udziat CPS w pro-
cesach kolonizacji i inwazji Campylobacter (4).

Geny warunkujace oddziatywania miedzy komor-
kami mikroorganizmu a enterocytami. Technika dys-
rupcyjnej mutagenezy ukierunkowanej oraz testy fizjo-
logiczne pozwolity scharakteryzowac, jako wazny czyn-
nik wirulencji/kolonizacji, takze gen cadF (Campylobac-
ter adhesion to Fn) kodujacy 37 kDa, zlokalizowane
w btonie zewngtrznej biatko, odpowiedzialne za wiaza-
nie C. jejuni z fibronektyna. Mutanty C. jejuni F38011
w genie cadF utracity catkowicie zdolno$¢ do koloni-
zacji jelit ptakow, cho¢ odnajdywane byly w wolu (25).
Mutageneza przeprowadzana technika wymiany alleli poz-
wolita zidentyfikowa¢ jako czynnik uczestniczacy w pro-
cesie kolonizacji takze gen ciaB o nieokreslonej do kon-
ca funkcji. Jego produkt uruchamia szereg zdarzen pro-
wadzacych do wydzielenia biatek sekrecyjnych Cia, ktore
umozliwiaja wniknigcie komorek bakterii w testach in
vitro do niefagocytujacych komorek gospodarza (15).

Globalne metody analizy genomow
i transkryptoméw bakteryjnych

W ostatnich latach obserwuje si¢ wyrazna zmiang ja-
kosciowa metodyki badania proceséw patogenezy; od
identyﬁkacji 1 funkcjonalnej charakterystyki pojedyn-
czych genow w kierunku eksperymentalnej analizy glo-
balnej — genomow, transkryptoméw, proteomow czy in-
tegromow komorek bakteryjnych.

Analiza in silico — charakterystyka genomow Cam-
Pylobacter. Do niedawna znana byta sekwencja nukleo-
tydowa genomu jednego szczepu bakterii rodzaju Cam-
pylobacter, a mianowicie C. jejuni NCTC 11168 (ludzki
izolat kliniczny z roku 1977 r.) (19). W styczniu 2005
roku zsekwencjonowano genomy czterech innych szcze-
pow oznaczonych: C. jejuni RM1221, C. coli RM2228
(naturalne izolaty od kurczat) oraz C. lari RM2100
i1 C. upsaliensis RM3195 (ludzkie izolaty) (9). Genom
bakterii rodzaju Campylobacter stanowi kolista czastecz-
ka DNA (1,641-1,778 Mb) o wielkosci zblizonej do wiel-
kosci chromosomu bakterii spokrewnionego rodzaju
Helicobacter (~1,667 Mb) a okoto trzy razy mniejsza od
genomu Escherichia coli K12. Materiat genetyczny Cam-
pylobacter moga stanowi¢ rowniez elementy pozachro-
mosomalne, cho¢ nie s3 one obecne we wszystkich szcze-
pach (9).

Pomigdzy pigcioma analizowanymi genomami zaob-
serwowano roznice strukturalne. Genom szczepu C. je-
juni RM 1221 jest synteniczny w stosunku do genomu
C. jejuni NCTC 11168, cho¢ zawiera cztery wintegro-
wane elementy (profagi/wyspy genomowe). Takze po-
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rownanie genomow C. jejuni 1 C. coli wykazalo pewien
poziom syntenii, podczas gdy genomy C. lari i C. upsa-
liensis posiadaja zupelnie odmienna organizacjg. Prze-
prowadzona analiza pordwnawcza nie wykazaia znacza-
cych réznic pomigdzy wymienionymi powyze] genoma-
mi w odniesieniu do regulacji procesow transkrypcji.
Wszystkie koduja trzy czynniki sigma RNAP oraz po-
dobna liczbg biatek uktadéw dwusktadnikowych; pigé
z nich wydaje si¢ konserwatywnych wsrod przedstawi-
cieli roznych gatunkéw rodzaju Campylobacter (9).

Zawartos¢ par (GC) w chromosomach analizowanych
szczepow waha si¢ od 29,6% do 34,5%. Jednak ich roz-
mieszczenie w materiale genetycznym nie jest rOwno-
mierne. Cechg charakterystyczna obszarow kodujacych
jest nawet dwukrotnie wyzsza liczba par GC (37%) niz
w rejonach niekodujacych, gdzie wynosi ona okoto 19%
(9, 19). Analizowane genomy rodzaju Campylobacter
charakteryzuja si¢ wysoka ggstoscia genow — dla C. je-
Jjuni sekwencje kodujace stanowia 94,3% (8).

Na podstawie analizy sekwencji nukleotydowych
w genomach dwoch szczepow C. jejuni i jednego C. coli
zidentyfikowano 1634-1835 otwartych ramek odczytu
(ORF), kodujacych zaréwno funkcjonalne biatka, jak
1 pseudogeny (7-47). Porownywanie sekwencji nukleo-
tydowych genow Campylobacter z dostgpnymi w inter-
netowych bazach danych pozwolito okresli¢ funkcjg po-
nad 75% protein. Reszta ORF posiada w bazach danych
homologi o nieudokumentowanej funkcji lub sa to tzw.
geny sieroce.

Genomy bakterii rodzaju Campylobacter cechuje nie-
wielka liczba sekwenCJl insercyjnych (elementow IS brak
w genomach C. jejuni, a w genomie C. coli zidentyfiko-
wano ich zaledwie 5) oraz niska czgstos¢ wystepowania
sekwencji repetytywnych. Opublikowaniu sekwencji
nukleotydowej genomu C. jejuni szczepu NCTC 11168
towarzyszyto stwierdzenie wyjatkowej rzadkosci wystg-
powania funkcjonalnych operonéw w stosunku do ge-
nomow wigkszo$ci znanych organizmow prokariotycz-
nych.

Wiele genow, zwlaszcza tych zaangazowanych w pro-
ces kolonizacji, jest silnie konserwatywnych. Wystepu-
jawe wszystkich przebadanych szczepach Campylobac-
ter. Sa to geny strukturalne rzgsek (region fla), geny
uczestniczace w regulacji aparatu motorycznego (racR/S),
warunkujace oddzialywania z komoérkami eukariotycz-
nymi (cadF ciaB), kodujace adhezyny (jlpA, pebl, cjaA)
jak rowniez kodujace podjednostki cytotoksyny (cdt). Po-
dobnie procesy metaboliczne wydaja si¢ przebiegaé
podobnie z pewnymi réznicami dotyczacymi cyklu kwa-
sow trojkarboksylowych, podczas gdy geny warunku-
jace lekoopornos$¢ oraz odpowiedzialne za biosyntezg
LPS-u, LOS-u i CPS-uwykazuja wysoki stopien zrdzni-
cowania migdzy szczepami (9).

Mutageneza transpozonowa, réznicujaca hybrydyza-
cja. Strategia STM (signature-tagged mutagenesis) umoz-
liwia na drodze ro6znicujace;j hybrydyzac_]l identyfikacje
w Jednym eksperymencie wielu genow, ktorych aktyw-
no$¢ jest niezbedna do przezycia bakterii patogennych
w organizmie gospodarza. Poniewaz jak dotad nie opra-
cowano techniki mutagenezy transpozonowej in vivo sku-
tecznej w odniesieniu do komorek rodzaju Campylobac-
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ter, Hendrixson i DiRita w celu identyfikacji genow
C. jejuni 81176 zaangazowanych w proces kolonizacji
jelit slepych u 1-dniowych kurczat, wykorzystali trans-
pozon eukariotyczny, a proces transpozycji przeprowa-
dzili in vitro stosujac oczyszczony DNA chromosomal-
ny (12). Tak przygotowany preparat DNA wykorzysta-
no do transformacji komorek C. jejuni 81176. Dalsze
etapy techniki STM przebiegaly standardowo i dopro-
wadzity do identyfikacji 29 mutantow w 22 rdéznych ge-
nach potencjalnie warunkujacych zdolnos¢ do zasiedla-
nia przewodu pokarmowego kurczat. Inaktywacja po-
nad potowy z nich (12 gendéw) objawiata si¢ fenotypo-
wo brakiem zdolnosci mikroorganizmu do ruchu. Ziden-
tyfikowano wiele uprzednio scharakteryzowanych genow
warunkujacych ruchliwos¢ oraz kilka nowych dotych-
czas niebadanych. Sa to: fliA (koduje podjednostkg o2
polimerazy RNA); fliR (jego produkt uczestniczy w bio-
syntezie bialek strukturalnych flagellum); motA i motB
(koduja biatka motoryczne aparatu ruchu); rpoN (gen
podjednostki 6> polimerazy RNA); cheY (nadrzgdny re-
gulator proceséw chemotaktycznych); flgK i pflA (ich
produkty to proteiny strukturalne rzgski) oraz geny ozna-
czone numerami Cj0248, Cj0454, Cj0618, Cj0883, kto-
re nie posiadaja odpowiednikéw w dostepnych, kompu-
terowych bazach danych. Mutanty we wszystkich genach
wykazywaiy obnizong zdoIno$¢ zasiedlania Jeht (10 100
razy) w porownaniu ze szczepem dzikim C. jejuni 81176.
Szczepy defektywne w pozostatych dziesigciu genach,
zidentyfikowane w tym eksperymencie, zachowaty zdol-
no$¢ do poruszania sig, ale rowniez kolonizowaty jelita
kurczat na nizszym poziomie, co potwierdzito wczesniej-
sze obserwacje, ze aktywne przemieszczanie sig, cho¢
jestistotnym czynnikiem wirulencji Campylobacter, nie
odgrywa krytycznej roli w procesie kolonizacji jelit pta-
kéw. Do tej grupy nalezaly mutanty w genach uczestni-
czacych w procesie N-glikozylacji biatek (plgE, plgF
i plgH), ktore zasiedlaly przewod pokarmowy kurczat
na poziomie okoto 100-1000 razy nizszym niz szczep
dziki. Podobny fenotypowy efekt inaktywacji genu ob-
serwowano w przypadku mutantow ¢j0903- i ¢j1019-
(liv]). Produkty tych genow, ktorych funkcja nie byta
jak na razie badana eksperymentalnie, wykazuja wysoki
stopiei homologii do biatek systemu transportu typu
ABC, uczestniczacych w wigzaniu i przenoszeniu ami-
nokwaséw do wngtrza komorki bakterii. Aminokwasy
dla komoérek Campylobacter nieposiadajacych genu ko-
dujacego fosfofruktokinazg stanowia wazne zrodto nie
tylko azotu, ale takze wegla i energii (19). W obrgbie
analizowanej grupy gendw na szczegdlna uwage zashu-
guja ¢j0019c¢ 1 ¢j0020c, dwa zachodzace, prawdopodob-
nie ko-transkrybowane geny, ktorych inaktywacja obja-
wia si¢ obnizeniem potencjalu kolonizacyjnego nawet
1 milion razy. Nazwano je odpowiednio docA i docB
(determinant of chick colonization). Pierwszy koduje
biatko homologiczne do protein grupy MCP (metyl-ac-
cepting chemotaxis protein), a drugi potencjalna pery-
plazmatyczng peroksydazg cytochromu c.

Inng techmkq wykorzystywanac do analizy porownaw-
czej genomow jest I‘OZI’IICUJ aca hybrydyzacja. Jeden z jej
wariantow polega na porownamu metoda hybrydyzacji
genomow réznych szczepow o roznych wlasciwosciach
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fenotypowych. Ahmed i wsp. poréwnywali chromoso-
malny DNA dwoch szczepow: C. jejuni 81116 (18)
i C. jejuni NCTC 11168 (2, 19). Przeprowadzone testy
kolonizacji wykazaty, ze izolat z 1983 1. (C. jejuni 81116)
roku zasiedla jelita jednodniowych kurczat na duzo wyz-
szym poziomie niz szczep NCTC 11168. Analiza hybry-
dyzacyjna pozwolita zidentyfikowaé fragmenty DNA
charakterystyczne dla szczepu 81116 i nicobecne w ge-
nomie szczepu zsekwenqonowanego tym samym umoz-
liwita podjecie prob wyjasnienia roznic w ich potencja-
le kolonizacyjnym. Zidentyfikowano 23 klony zawiera-
jace sekwencje nukleotydowe unikatowe dla szczepu
C. jejuni 81116 (2). Poznanie indywidualnej funkcji ge-
now tych fragmentu DNA wymaga bardziej szczegoto-
wych badan.

Globalna analiza procesow transkrypcji szczepow
Campylobacter. Badania transkryptoméw przeprowadzo-
no dla szczepow C. jejuni, korzystajac z faktu zsekwen-
cjonowania w 2000 r. genomu szczepu C. jejuni NCTC
11168 (19). Szczep ten zostat zamrozony i jest przecho-
wywany w kolekcji ATCC pod numerem 700819. Klon,
ktérego genom zsekwencjonowano, byt wielokrotnie pa-
sazowany w laboratorium na sztucznych podtozach. Po-
réwnywano profile transkrypcyjne dwu szczepow, NCTC
11168-V1iNCTC 11168-V26 (6). NCTC 11168-V1 sta-
nowit pobrany w 2000 r. z kolekcji ATCC pierwotny izo-
lat kliniczny, a NCTC 11168-V26 — poddawany wielo-
krotnym pasazom laboratoryjnym od momentu pierwot-
nej izolacji w 1977 r. Warianty te wykazywaly istotne
roznice fenotypowe. Jedna z nich dotyczyta poziomu
kolonizacji przewodu pokarmowego kurczat. Wariant V1
okazat si¢ duzo bardziej agresywnym kolonizatorem.

W odr6znieniu od genomoéw obu szczepow NCTC
11168, ktére nie wykazywaty znaczacych roznic, porow-
nanie ich transkryptomow ujawnito znaczne zroznico-
wanie ich profilow transkrypcyjnych Dotyczyto ono
gtownie poziomu ekspresji gendw zwiazanych z synte-
za wicl, toksyny, katalazy, biatek wiazacych zelazo oraz
genu pse, ktorego produkt wptywa na proces glikozyla-
cji flagelliny. Wszystkie te geny, niewatpliwie odgrywa-
che rolg w procesie kolonizacji, ulegaly ekspresji na
wyzszym poziomie w szczepie V1. Podobne obserwa-
cje poczyniono analizujac metoda dwukierunkowej elek-
troforezy i spektrometrii mas proteomy badanych dwu
wariantow szczepu C. jejuni NCTC 11168 (6).

Analogiczne eksperymenty przeprowadzili Gaynor
1 wsp., stosujac do badan dwa szczepy C. jejuni NCTC
11168: 11168-O (zamrozony, oryginalny szczep) 1 jego
pochodna nazwana 11168-GS (szczep wielokrotnie pa-
sazowany w warunkach laboratoryjnych). Podobnie jak
w wyzej omoéwionych eksperymentach, te dwa warian-
ty, cho¢ nierozrdznialne przy zastosowaniu molekular-
nych metod genotypowania, takich jak AFLP, PFGE, czy
roznicujaca hybrydyzacja, wykazywaly wiele roznic fo-
notypowych (ruchliwos¢, poziom kolonizacji kurczat,
morfologia, inwazyjnos$¢). Przebadanie profili transkryp-
cyjnych wariantu 11168-GS 1 11168-O metodaC mikro-
paneh ujawnilo, ze poziom ekspresji wielu genow i ope-
ronéw, gtdéwnie zwiazanych z procesami oddechowymi
i glukoneogeneza oraz ruchliwoscia, istotnie roznit dwa
warianty szczepu C. jejuni NCTC 11168.
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Regulacja ekspresji genow uczestniczacych
w kolonizacji przewodu pokarmowego drobiu
- dwusktadnikowe uktady regulacyjne

Dwusktadnikowe uktady regulacyjne, TCSTS (two-
-component signal transduction system), stanowig istot-
ne mechanizmy regulacji ekspresji genow Campylobac-
ter, zwigkszajace adekwatnos$¢ odpowiedzi bakterii na
naptywajace ze srodowiska specyficzne sygnaty. Syste-
my te w najprostszym uktadzie sktadaja si¢ z dwoch bia-
tek: kinaz histydynowych (biatek transbtonowych, pet-
nigcych rolg sensorow) i regulatorow transkrypcji — bia-
tek cytoplazmatycznych, bedacych efektorami uktadu.
Aktywacja elementu sensorowego, polegajaca na jego
autofosforylacji, zachodzi poprzez oddziatywanie bodz-
cow srodowiskowych. Komunikacja sensora z efekto-
rem odbywa si¢ na drodze odwracalnej fosforylacji —
przekazanie reszty fosforowej z histydyny biatka senso-
rowego na asparaging wykazuj acego powinowactwo do
DNA efektora powoduje jego przqsme w stan aktywny,
w ktorym moze regulowaé — wzmacnia¢ lub ostabia¢ —
proces transkrypcji.

W genomie C. jejuni NCTC 11168 zidentyfikowano
dziewig¢ gendw kodujacych potencjalne biatka regula-
torowe i sze$¢ kodujacych biatka sensorowe TCSTS. Po-
dobna liczba tego typu biatek regulatorowych wystepu-
je w proteomach czterech innych przedstawicieli rodza-
ju Campylobacter o zsekwencjonowanych genomach (9,
19). Jak dotad trzy z tych uktadow byty analizowane eks-
perymentalnie: DccR/DccS (diminished capacity to co-
lonize) (16), RacR/RacS (reduced ability to colonize)
(5) oraz FIgR/FlgS (flagella) (23).

Pierwszy wymieniony system biatek, ktérego aktyw-
no$¢ niezbgdna jest do osiagnigcia optymalnego pozio-
mu kolonizacji, zostal nazwany DccR/DcecS. Sktada sig
z dwu genow, ¢j1223c¢ — ¢j1222c¢, tworzacych jednostke
transkrypcyjna, kodujacych odpowiednio biatko regula-
torowe 1 biatko sensorowe. Aktywno$¢ tego systemu
dwusktadnikowego nie wptywa na kilka przebadanych
cech fenotypowych w warunkach in vitro, w przeciwien-
stwie do zachowania szczepu in vivo w organizmie go-
spodarza (16). Otrzymane na drodze wymiany alleli mu-
tanty w genie dccR, niewytwarzajace biatka regulatoro-
wego, wykazuja znaczaco obnizona zdolnos¢ koloniza-
cji przewodu pokarmowego dwu gatunkow zwierzat:
kurczat (1-dniowe ptaki) oraz myszy — szczep C3H I-LF
(immunocompetent limited flora) i SCID-LF (severe
combined immunodeficient limited flora). Doktadne
badania transkryptomow szczepu zmutowanego oraz
szczepu nadprodukujacego biatko regulatorowe umoz-
liwity identyfikacj¢ genow bedacych celem dziatania
omawianego ukladu dwusktadnikowego. Odnaleziono
trzy geny, ktorych poziom transkrypcji byt znaczaco
wyzszy w szczepie nadprodukujacym biatko DccR w po-
réwnaniu z izogenicznym mutantem. Wszystkie trzy nie-
zaleznie transkrybowane geny (cj0200c, cj1626c oraz
cj1356¢) to geny sieroce, kodujace pozacytoplazmatycz-
ne biatka o nieznanej funkcji. Sygnal rozpoznawany przez
uktad dwusktadnikowy DccR/DccS pozostaje jak dotad
nieznany.
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Drugi z systemow TCSTS, istotny dla wzrostu, a praw-
dopodobnie takze przezywalnosci C. jejuni w jego natu-
ralnym s$rodowisku jelita, to dwuelementowy uktad
RacR/RacS (5). Komorki mutanta racR, ktore nie wy-
twarzaja funkcjonalnego regulatora, tworza mniejsze
kolonie od bakterii szczepu dzikiego, zarbwno w tem-
peraturze 37°C, jak i 42°C. Ponadto mutant wykazywat
znaczaco obnizona zdolno$¢ kolonizacji jelita kurczat.
Na podstawie porownania profilu biatek mutanta i szcze-
pu dzikiego zidentyfikowano co najmniej 11 genow, kto-
rych ekspresja podlega regulacji, pozytywnej lub nega-
tywnej, przez biatko RacR. Uktad RacS/RacR odpowia-
da za regulacje transkrypcji w odpowiedzi na zmiany
temperatury.

Trzeci, najdoktadniej przeanalizowany eksperymen-
talnie dwusktadnikowy system regulacyjny, to uktad FlgS/
FlgR, odpowiedzialny za regulacje ekspresji regulonu
fla, zwiazanego z tworzeniem wici komorek Campylo-
bacter (23). W komorkach bakterii Gram-ujemnych geny
kodujace biatka strukturalne budujace aparat wici ule-
gaja ekspresji w hierarchicznym porzadku, w kolejnosci
zgodnej z sekwencja ich wlaczania do powstajacego or-
ganellum. Wi¢ Campylobacter zbudowana jest gtownie
z biatka FlaA, cho¢ w niewielkiej iloSci wystepuje w niej
takze biatko FlaB. W proce51e biogenezy wici uczestni-
cza produkty ponad 50 gendéw zlokalizowanych w 32 loci,
co sugeruje ztozono§¢ mechanizmu kontroli regulonu fla
(11). Nadrzedna rolg w kaskadzie zjawisk regulacyjnych
petnia biatka ukladu dwuskladnikowego FlgS/FlgR,
w ktorym FlgS jest sensorowq kinaza, a FlgR (homolog
NtrC) — biatkiem regulatorowym indukujacym transkryp-
cj¢ gendw zaleznych od RpoN. Badania Carrillo 1 wspol-
pracownikow wykazaly dodatkowa regulacyjna funkcje
bialka FlhA, ktore nie tylko tworzy aparat sekrecyjny,
ale takze kontroluje poziom transkrypcji genow regulo-
nu fla zar6wno tych zaleznych od czynnika sigma-54,
jak 1 od czynnika sigma-28 (6). Testy kolonizacji prze-
wodu pokarmowego 1-dniowych kurczat wykazaty 10-
-krotnie obnizong zdolno$¢ zasiedlania jelit drobiu przez
mutanty defektywnych w systemie FIgR/S (23).

Podsumowanie

Przedstawione dane dotycza jednych z pierwszych eks-
perymentow analizujacych zjawisko komensalizmu.
Roéznorodnymi metodami, zaréwno na drodze inaktywa-
cji poszczegblnych genow, jak tez analizujac genomy
1 transkryptomy kilku szczepow C. jejuni/coli starano
si¢ ustali¢ zestaw gendéw i sekwencj¢ zdarzen prowa-
dzacych do zasiedlana jelit kurczat przez te mikroorga-
nizmy. Niewatpliwie jest to proces ztozony wymagajacy
aktywnos$ci wielu biatek. Wykazano, ze zdolno$¢ do ru-
chu jest czynnikiem utatwiajacym, ale niewystarczaja-
cym do zasiedlenia tej niszy ekologicznej przez patecz-
ki Campylobacter. Bezsprzecznie w kolonizacji bierze
udziat co najmniej kilka biatek podlegajacych proceso-
wi N-glikozylacji. W procesie kolonizacji odgrywaja role
zar6wno geny metabolizmu podstawowego (transport
aminokwasow), jak i ,,typowe” geny wirulencji odpo-
wiedzialne za oddzialywanie patogenu z komodrkami
eukariotycznymi.
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