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Znaczenie adhezji oraz tworzenia hiofilmu
przez Staphylococcus aureus
w zapaleniu gruczotu mlekowego
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Role of adhesion and biofilm formation by Staphylococcus aureus in bovine mastitis

Summary

The ability of S. aureus to adhere to the mammary gland epithelium is considered to be a major virulence
factor influencing its pathogenesis in mastitis. This feature enables tissue colonization and development of
subsequent stages of infection. The adhesion of S. aureus to epithelial cells may involve non-specific physico-
chemical interactions and specific interaction between cell-associated ligands and host cell receptors. A major
role in adhesion is played by extracelullar proteins such as fibronectin binding protein and exopolysaccharides.
The structure of the exopolysaccharides varies with the strains of S. aureus and may be slime, microcapsule or
capsule. Slime production enables adhesion to the epithelial cells and leads to biofilm formation. Biofilm
formation by S. aureus helps the bacterium to survive hostile environments within the host and is considered
to be responsible for chronic infections, also lowering susceptibility to antibiotics.
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Zdolnos¢ przylegania S. aureus do komoérek nabton-
kowych gruczotu mlekowego jest waznym czynnikiem
chorobotworczym gronkowcow prowadzacym do wy-
stapienia objawow mastitis (2, 15,22, 26). Wlasciwos¢
ta umozliwia kolonizacj¢ tkanek i rozwinigcie si¢ ko-
lejnych etapow zakazenia. Ma to szczegdlne znacze-
nie w przypadku zakazenia gruczotu mlekowego, po-
niewaz przyleganie S. aureus do wrazliwych komoérek
uniemozliwia wyptukanie bakterii przez przepltywaja-
ce mleko. Adhezja bakterii do powierzchni komorek
eukariotycznych lub materialow abiotycznych jest pro-
cesem niezmiernie ztozonym. Zaangazowane sa od-
mienne mechanizmy, a cecha wspolna jest to, ze sa
zalezne od struktur wystgpujacych na powierzchni
bakterii, ktore wchodza w reakcje z odpowiednimi re-
ceptorami na powierzchni komorki eukariotycznej (6).
W procesie adhezji mozna wyrdzni¢ kilka etapow.
Poczatkowo sa to oddzialywania fizyczne, powoduja-
ce przemieszczenie si¢ bakterii ze srodowiska ptynne-
go w kierunku powierzchni docelowej. Na tym etapie
wazna rolg odgrywaja sity hydrodynamiczne, dyfuzja
1 graw1taCJa Skutkiem tych oddziatywan Jest wysta-
pienie adhezji, poczatkowo nieswoistej, a pozniej swo-
istej. W adhez;ji n1esw01stej, nazywanej tez odwracal-
na, komorki bakterii wiaza si¢ z powierzchnia tkanek
glownie przez sity elektrostatyczne, takie jak: sity Van

der Waalsa, sity termodynamiczne, napigcie powierz-
chniowe 1 hydrofobowos¢. Najistotniejsze na tym eta-
pie sa sity Van der Waalsa 1 zwiazane z nimi oddzia-
tywania hydrofobowe. Pozwalaja one pokona¢ nie-
korzystne oddzialywania i umozliwiaja zblizenie si¢
komorki bakterii do powierzchni tkanek lub innych
powierzchni. Jezeli bakteria zblizy si¢ do powierzch-
ni na odleglo$¢ mniejsza niz 1,5 nm, pojawiajq si¢ od-
dziatywania swoiste (13). AdheZJa swoista bakterii
(adhezja nieodwracalna) uwarunkowana jest procesa-
mi, w ktorych wystepuja interakcje pomigdzy swoisty-
mi ligandami gronkowcowymi a odpowiednimi recep-
torami na powierzchni komorek. Ligandami bakteryj-
nymi moga by¢ bialka powierzchniowe (adhezyny)
1 polisacharydy zewnatrzkomoérkowe (6).

Pierwsza grupa czynnikéw uczestniczacych w pro-
cesie adhezji swoistej bakterii do komorek sa ich ad-
hezyny powierzchniowe nalezace do rodziny biatek
MSCRAMMs (microbial surface components recogni-
zing adhesive matrix molecules). Umozliwiaja one
gronkowcom taczenie si¢ z elementami macierzy ze-
wnatrzkomorkowej ECM (extracellular matrix com-
ponents), takimi jak: fibronektyna, witronektyna, ko-
lagen, trombospondyna czy fibrynogen (23). Do ad-
hezyn powierzchniowych S. aureus zaliczane sa bial-
ka wiazace: fibronektyne FnBP (fibronectin-binding
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protein), kolagen CnBP (collagen-binding protein),
witronektyn¢ VbBP (vitronectin-binding protein),
trombospondyng ThBP (thrombospondine binding pro-
trein), lamining LnBP (laminine-binding protein) i fib-
rynogen FbBP (fibrynogen-binding protein). Wiaza-
nie bakterii do biatek macierzy zewnatrzkomorkowej
moze prowadzi¢ do kolonizacji tkanek dwiema dro-
gami: bezposredniego wiazania bakterii do bialek ze-
wnatrzkomorkowej macierzy lub adhezji do uwidocz-
nionych elementéw macierzy komérkowej w uszko-
dzonych tkankach (20). Wystepowanie urazow, otar¢
w okolicach wejscia do kanatu strzykowego zdecydo-
wanie zwigksza adhezj¢ bakterii i czgéciej prowadzi
do wystapienia zapalenia gruczotu mlekowego u krow
(28, 32). Rowniez zakazenie bydta wirusem IBR/IPV
zwigksza adhezj¢ bakterii do komoérek nablonkowych.

Wazna rolg w procesie adhezji odgrywa fibronekty-
na. Jest to ghkoprotema ktora wystepuje w rozpusz-
czalnej formie w surowicy i ptynach ustrojowych, a w
formie nierozpuszczalnej jako sktadnik macierzy zew-
natrzkomorkowej (19). Bierze ona udziat w procesach
fagocytozy oraz stabilizacji skrzepow. S. aureus wy-
korzystuje fibronektyne jako pomost taczacy go z tkan-
kami gospodarza. Biatko wiazace fibronektyng (FnBP)
jest zakotwiczone w btonie cytoplazmatycznej, skta-
da si¢ z 2 podjednostek FnBP-A i FnBP-B, liczy 1018
aminokwasow. Region nazywany D1-D4 jest odpowie-
dzialny za wiazanie si¢ z fibronektyna. Biatko wiaza-
ce fibronektyng ma zasadnicze znaczenie w adhez;ji
gronkowcow do komorek nablonkowych i inwazji do
ich wngtrza, jak rowniez pomaga w agregacji komo-
rek bakteryjnych (22). Potwierdzaja to badania pro-
wadzone przez Lammersa 1 wsp. (21) i1 niezaleznie
Brouillette i wsp. (7). Uzycie w do§wiadczeniu szcze-
pu S. aureus DU5883 z zablokowanym biatkiem FnBP
wykazalo znaczne zmniejszenie jego zdolnosci przy-
legania do komoérek nablonkowych.

Bialko wiazace ﬁbrynogen (FbBP) utatwia koloni-
ZaC]Q nabtonka naczyn krwiono$nych. W ten sposob
moze powodowac uszkodzenie tkanek i1 przyczyniaé
si¢ do rozprzestrzeniania zakazenia.

S. aureus ma na swojej powierzchni inne biatka
powierzchniowe, takie jak: biatko wiazace witronek-
tyng (VbBP), trombospondyne (ThBP), lamining
(FnBP) i kolagen (CnBP). Rola tych bialek jest do-
brze udokumentowana w zakazeniach gronkowcowych
u ludzi, niestety, nie jest jeszcze doktadnie zbadane
ich znaczenie w wywolywaniu zapalenia gruczotu mle-
kowego u krow. Myllys i wsp. (28) wykazali, ze szcze-
py S. aureus, ktore wiazaty nie tylko fibronektyng, fib-
rynogen, ale rowniez lamining, witronektyng, trombo-
spondyng, in vitro wykazywaty silniejsze przyleganie
do komorek nabtonkowych gruczotu mlekowego niz
szczepy laczace si¢ wytacznie z fibronektyna.

Druga grupg czynnikdéw uczestniczacych w proce-
sie adhezji stanowia polisacharydy zewnatrzkomorko-
we. Sa one zwiazane ze Sciang komorkowa bakterii,
utatwiaja przyltaczanie si¢ do komorek nabtonkowych

iuczestnicza w tworzeniu biofilmu (12). Polisachary-
dy moga tworzy¢ wokot komorki bakteryjnej otoczke,
pseudootoczke lub $luz otaczajacy pojedyncze komorki
(4, 5). U gronkowcdw wyrdzniono dwa rodzaje poli-
sacharydow: PS/A 1 PIA. Otoczkowa adhezyna poli-
sacharydowa PS/A (capsular polysaccharide adhesin)
jest odpowiedzialna za przyleganie do powierzchni
komorek badZ materialow abiotycznych, natomiast PIA
(polysaccharide intercellular adhesin — polisacharydo-
wa miedzykomorkowa adhezyna) powoduje agrega-
cje komorek bakteryjnych i uczestniczy w tworzeniu
biofilmu (3, 33, 34).

Szczegotowe badania molekularne egzopolisacha-
rydow wykazaly, ze PS/A i PIA maja podobna struk-
tur¢ chemiczna i wlasciwos$ci immunologiczne. PS/A
jest wielkoczasteczkowym polisacharydem (m.cz.
500 000 kDa) zawierajacym w swoim sktadzie galak-
tozeg 1 glukozaming. PIA jest polisacharydowa czastecz-
ka (m.cz. 100 000 kDa) sktadajaca si¢ z glukozy i bo-
gata w N-acetylo-glukozaming (20). Ostatnie badania
przeprowadzone przez Maira-Litran 1 wsp. (25) wy-
kazaly, ze obydwie adhezyny zbudowane sa z polisa-
charydu N-acetyloglukozoaminowego (PNAG — poly-
saccharide B(1-6)-linked N-acetyloglukozamine).
PNAG moze wystepowaé¢ w dwoch (24) lub nawet
trzech frakcjach (25) roézniacych si¢ masa czastecz-
kowa.

Rola adhezji S. aureus w patogenezie zapalenia gru-
czotu mlekowego u kréw oraz znaczenie poszczegol-
nych czynnikéw byty analizowane przez wielu auto-
réw w badaniach prowadzonych in vivo (5, 15,30) 1in
vitro (2, 5, 15, 21, 29). W celu oceny adhezji w bada-
niach in vitro stosowano: $§wiezo pobrane komorki
nabtonka gruczotu mlekowego (15, 16, 29), hodowle
jednowarstwowego nablonka gruczotu mlekowego
(10, 17, 22), linie komorkowe nabtonka gruczotu
mlekowego (18) oraz hodowle tkankowe gruczotu mle-
kowego (30).

Zdolno$¢ adhezji szczepoéw S. aureus, jak wykaza-
no w licznych badaniach, jest bardzo zréznicowana
1 moze wynosi¢ od jednej komorki bakteryjnej przyle-
gajacej do komorki nabtonka do nawet kilkudziesig-
ciu lub wigcej (15, 17, 22). Ta zmienno$¢ zwiazana
jest z miejscem pochodzenia i rodzajem komorek na-
btonkowych, sposobem badania adhezji, jak réwniez
z whasciwosciami badanych szczepow S. aureus. Wy-
kazano, ze szczepy S. aureus namnazane W poOZyw-
kach z dodatkiem serwatki wykazywaty zdecydowa-
nie wigksza zdolno$¢ do adhezji (17). Szczepy bedace

w fazie logarytmicznego wzrostu miaty wigksza site
przylegama (16, 18, 22). Wytwarzanie przez szczepy
sluzu (1, 5) lub otoczki (17) zwigkszato zdolnos¢ przy-
legania do nabtonka gruczolu mlekowego. Waznym
elementem, ktory decyduje o uzyskanym wyniku ba-
dania jest zastosowana metoda badawcza oraz rodzaj
komorek nablonkowych uzytych w doswiadczeniu.

Badania nad zdolnoscia adhezji S. aureus do komo-
rek nabtonkowych gruczolu mlekowego rozpoczat
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Tworzenie biofilmu

Przyleganie komérek planktonowych

btonka przewodéw wyprowa-
dzajacych bylo znacznie stab-

Bakterie planktonowe
~O
~O
~O

Poczatek adhezji

Agregacja komoérek

Zlepianie i wytwarzanie
egzopolisacharydéw

sze niz in vitro. W przyleganiu
na tym poziomie moga uczest-
niczy¢ gldwnie mechanizmy
nieswoiste, takie jak: sity Van
der Waalsa czy hydrofobowos$¢
(13). Znaczenie hydrofobowos-
ci w adhezji S. aureus do ko-
morek nabtonka gruczotu mle-
kowego jest jednak kwestiono-
wane przez Itturalde i wsp. (18).
W badaniach Thomasa i wsp.

Uwalnianie komorek
planktonowych

Odwracalna
adhezja

Nieodwracalna
adhezja

Ryec. 1. Etapy tworzenia biofilmu (wg Melchior i wsp., 2006)

Frost w 1975 (15). Wykorzystal on §wiezo pobrane
komorki nabtonkowe wyizolowane z przewodow
mlecznych gruczohu mlekowego kréw i stwierdzit, ze
do 50 komorek nablonkowych przylegaty 552 komor-
ki S. aureus, w zwiazku z tym $rednia liczba bakterii
przylegajaca do pojedynczej komorki wynosita 11,04.

Potwierdzaja to wyniki badan innych autoréw (18, 28)

Zdolno$¢ przylegania bakterii do tkanek zalezna byta
od szczepu i komorek nabtonka. Adhezja do $wiezo
pobranych komorek nabtonka gruczotu mlekowego
byla silniejsza niz do komoérek z hodowli tkankowej
czy linii komoérkowej (29). Prawdopodobnie inkuba-
cja komorek w pozywce zawierajacej FCS (fetal calf
serum — plodowa surowica bydlgca) ogranicza przyle-
ganie bakterii. Dodatkowo Opdebeeck i wsp. (29)
stwierdzili, ze zdolnos$¢ przylegania zmniejsza si¢ wraz
ze spadkiem zywotno$ci komorek. Frost i wsp. (16)
wykazali, ze komorki nablonkowe pobierane z zatoki
mlecznej i przewodow mlecznych byly bardziej po-
datne na adhezj¢ niz komorki pobrane z zatoki strzy-
kowej. Im z wyzszej partii gruczotu pochodzity ko-
morki nablonkowe, tym wigksza liczba bakterii przy-
legala do nich. Najsilniejsza adhezj¢ wykazywaly gron-
kowce do tkanki gruczolowej w pgcherzykach mlecz-
nych i w takich przypadkach do pojedynczej komorki
nabtonkowej przylegato nawet 300 bakterii (22).

W pecherzykach gruczotu mlekowego wystgpuja
dwa rodzaje komorek nabtonkowych: szescienne i wal-
cowate. S. aureus przylega gtownie do komoérek wal-
cowatych pecherzyka, nie stwierdzono przylegania do
komorek szesciennych. Moze by¢ to zwiazane z tym,
ze histologicznie komorki walcowate wykazuja podo-
bienstwo w budowie do komdrek mioepitelialnych
1 moga zawiera¢ na powierzchni blony komorkowe;j
integryny f 1 (receptory umozliwiajace wiazanie z fib-
ronektyna) (21). W badaniach z uzyciem mikroskopu
elektronowego wykazano (16, 22), ze w poczatkowych
odcinkach w zatoce mlecznej 1 przewodach komorki
walcowate wystepuja sporadycznie. W badaniach Fros-
ta (15) in vivo przyleganie S. aureus do komorek na-

Wytwarzanie egzopolisacharydow
i agregacja komorek

(31) zaden z badanych szcze-
poéw nie byt zdolny do adhezji
do nieuszkodzonych komorek
nabtonka przewodu mlecznego.
Szczepy te wykazywaly nato-
miast silny tropizm do odstonigtych elementéw tkan-
ki tacznej. Inni autorzy (28, 32) wykazali, ze wystegpo-
wanie urazow w okolicy skory strzyka czy wejscia do
kanatu strzykowego powoduje silne przyleganie bak-
terii do tkanek i przyczynia si¢ do wystapienia wew-
natrzwymieniowego zakazenia. Zdolno$¢ wytwarza-
nia przez gronkowce hemolizyn znacznie zwigksza
adhezj¢ bakterii do tkanek. Toksyny uszkadzaja tkan-
ki gruczolu mlekowego, umozliwiajac dostgp do ko-
morek macierzy zewnatrzkomorkowej (10), ktorej jed-
nym z gtéwnych sktadnikow jest fibronektyna. Wyka-
zuje to znaczenie biatek powierzchniowych, a szcze-
gblnie biatka wiazacego fibronektyng w patogenezie
mastitis wywotywanego przez S. aureus.

Warto podkresli¢, ze w do§wiadczeniach wielu au-
torow (2, 5, 15) szczepy S. aureus wykazywaty zdol-
nos¢ przylegama do zdrowego nabtonka gruczotu mle-
kowego. Zwiazane moze to by¢ ze zdolnoscia wytwa-
rzania przez gronkowce egzopolisacharydow, ktore
utatwiaja przyleganie bakterii do komorek gospoda-
rza czy materiatow abiotycznych (1, 5). W badaniach
Baselgi 1 wsp. (5) po eksperymentalnym zakazeniu
gruczotu mlekowego owiec, szczepy S. aureus wytwa-
rzajace $luz (SP) wykazywaty wigksza zdolno$¢ kolo-
nizacji tkanek niz szczepy nie wytwarzajace §luzu
(NSP). Dodanie egzopolisacharydow do hodowli bak-
teryjnej powodowato wigksza czgsto$¢ przylegania
S. aureus do komodrek nabtonkowych gruczotu mle-
kowego owiec (1). Bakterie wytwarzajace $luz moga
taczy¢ si¢ migdzy soba w mikrokolonie lub wytwa-
rza¢ biofilm.

Biofilm, wedtug definicji Costertona i wsp. (11), jest
to zgrupowanie komorek jednego lub wielu gatunkoéw
bakterii przylegajacych do siebie i do powierzchni sta-
tej, otoczone egzopolisacharydowym $luzem. Tworze-
nie biofilmu sktada si¢ z dwoch etapoéw. Pierwszym
etapem jest przyleganie pojedynczych, swobodnie
przemieszczajacych si¢ komorek bakteryjnych (tzn. ko-
morek planktonowych) do powierzchni wrazliwych
tkanek gospodarza lub do powierzchni abiotycznych.
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W drugim etapie tworzenia biofilmu bakterie namna-
zaja si¢ 1 wytwarzaja egzopolisacharydy migdzykomor-
kowej adhezji (PI/A), ktore tacza komorki migdzy soba,
tworzac trojwymiarowa strukture otoczona glikokalik-
sem. Z powierzchni biofilmu stale uwalniane sa do fazy
wodnej komorki potomne. Komorki te moga rozprze-
strzenia¢ si¢ w gruczole i zakaza¢ nowe obszary (27).
Mechanizm powstawania biofilmu przedstawia ryc. 1.

Poczatkowo pojgcia §luz 1 biofilm byly stosowane
zamiennie (4), obecnie sa one doktadnie rozgraniczo-
ne. Badanie nad wytwarzaniem biofilmu przez gron-
kowce rozpoczat Christensen (8) i opracowat metodeg
proboéwkowa dla oceny zdolno$ci wytwarzania biofil-
mu na podstawie przylegania gronkowcow koagula-
zoujemnych do $cianek probowki. Jednak ta metoda
nie jest zbyt czuta i powtarzalna. Aktualnie czgsciej
stosuje si¢ metode ptytkowa opracowang przez Cuca-
rella 1 wsp. (12), ktora jest doktadniejsza i bardziej
wiarygodna. Obecnie coraz czgsciej w okreslaniu zdol-
nosci szczepdw S. aureus do wytwarzania $luzu 1 bio-
filmu wykorzystuje si¢ badania genetyczne. Okresla
si¢ wystgpowanie gendw ica A iica D, ktére koduja
synteze biatek PIA 1 PS/A, przez co odgrywaja zasad-
nicza rolg¢ w tworzeniu biofilmu (33).

Zdolno$¢ do adhezji oraz wytwarzanie §luzu i bio-
filmu sa waznymi czynnikami chorobotwoérczosci
szczepow S. aureus wywotujacych zapalenia gruczo-
hu mlekowego. Przyczyniaja si¢ one do powstawania
przewlektych zapalen gruczotu mlekowego 1 powo-
duja trudnos$ci w ich leczeniu (2, 5, 12, 14, 33). Two-
rzenie biofilmu przez gronkowce sprzyja utrzymywa-
niu si¢ stanu zakazenia w gruczole mlekowym, po-
przez zmniejszenie wrazliwosci bakterii na fagocyto-
zg oraz na leki przeciwbakteryjne.
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