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Summary

Thermotolerant bacteria belonging to the Campylobacter genus are one of the most common etiological
factors of human food-borne infections. The main cause of the human illness is the ingestion of undercooked
poultry meat, and the microorganism most commonly isolated from patients is C. jejuni. Every year the
number of confirmed cases of campylobacteriosis increases in both developing and developed countries. The
acute form of the disease manifests itself with a headache, abdominal pains, vomiting and, in some cases,
bloody diarrhea. Campylobacteriosis can lead to serious complications, including the Miller-Fisher syndrome
or Reiter’s disease. The mechanism of infection is not yet fully understood, and therefore it is difficult to
reduce the number of cases. The problems are related to high genetic variability among bacterial isolates.
Several studies conducted in recent years are focused on clarifying the molecular basis of campylobacteriosis.
The sequencing of the genome of C. jejuni NCTC 11168 and research conducted on Campylobacter mutants
have made it possible to define specific markers playing a role in the virulence of these bacteria. A detailed
understanding of the pathogenicity mechanisms of Campylobacter will make it possible to develop better
methods of protection against the pathogen and more effective treatment methods. The present paper
summarizes the results of recent research on the pathogenecity of Campylobacter, including a characteri-
zation of surface structures of bacterial cells (capsule and LOS) and their adaptability to the environment in
which they exist, as well as the possibility of adhesion and penetration into the host’s intestinal epithelial cells.
Flagella and proteins, such as PEB and CadF, play an important role as adhesions factors. Characteristic of
Campylobacter is the process of N-linked glycosylation, which modifies about 30 proteins involved in the
colonization, adhesion and invasion of epithelial cells. These bacteria produce two kinds of toxins, of which
the best known is cytolethal distending toxin (CDT), which destroys the intestinal epithelium and thereby
causes bloody diarrhea in humans.
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Review

Termotolerancyjne bakterie z rodzaju Campylobac-
ter sa gtownym czynnikiem zatru¢ pokarmowych
w krajach Unii Europejskiej oraz innych krajach roz-
winigtych (www.efsa.europa.eu). Ich gtbwnym rezer-
wuarem jest przewdd pokarmowy ptakéw oraz ssa-
kow, a transmisja drobnoustrojow na ludzi odbywa sig
zwykle poprzez spozycie zywnos$ci pochodzenia zwie-
rzgcego, w szczegbdlnosci migsa drobiowego podda-
nego niedostatecznej obrobce termicznej czy tez in-
nych produktéw zywno$ciowych wtornie zanieczysz-
czonych Campylobacter w trakcie obrobki (www.efsa.
europa.eu). Pomimo istotnego znaczenia tych bakterii
w zakazeniach sporadycznych i epidemiach pokar-
mowych u ludzi, nie zostaty do kofica wyjasnione
mechanizmy chorobotworczosci, na drodze ktorych
wywotuja one objawy 1 rozw0j choroby. Z dotychcza-

sowych badan wynika, ze niektore Campylobacter,
mimo obecno$ci w spozytej zywnosci, nie indukuja
schorzenia, natomiast inne izolaty sa przyczyna po-
waznych dolegliwosci, nie tylko ze strony przewodu
pokarmowego, ale rowniez powiktan narzadowych (30,
36). W obecnej pracy przedstawiono najnowsze infor-
macje dotyczace mechanizméw chorobotworczosci
Campylobacter, ze szczegdlnym uwzglednieniem
aspektow molekularnych, odgrywajacych rolg w indu-
kowaniu rozwoju zakazenia i choroby u ludzi.

Ogolna charakterystyka bakterii
z rodzaju Campylobacter

Termotolerancyjne bakterie Campylobacter naleza
do rodziny Campylobacteriaceae, rzgdu Campylobac-
terales 1 klasy Epsilonproteobacteria. W obrebie ro-
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dzaju wystepuje ponad 20 gatunkow i podgatunkow,
w tym najczesciej izolowane od ludzi i zwierzat Cam-
pylobacter jejuni i C. coli (30, 36). Naleza do bakterii
mikroaerofilnych, rosnacych w srodowisku zawiera-
jacym od 3% do 15% tlenu i 3-5% dwutlenku wegla.
Zakres temperatury, w jakiej bakterie si¢ rozwijaja,
waha si¢ od 37°C do 44°C, a najbardziej optymalna to
42°C (19). Do klasyfikacji serologicznej termofilnych
gatunkow Campylobacter stosuje si¢ dwie metody:
Liora, ktéra opiera sig na cieptochwiejnych antygenach
(HL) biatek powierzchniowych oraz Pennera, bazu-
jaca na antygenach cieptostatych (HS). Genom Cam-
pylobacter jest stosunkowo maly i sktada si¢ z ok.
1,6-1,7 x 107 par zasad (3, 19, 36, 37).

W ostatnich latach obserwuje si¢ duzy wzrost licz-
by zakazen, ktorych przyczyna sa Campylobacter. Pro-
blem ten nie dotyczy tylko krajow rozwijajacych sig,
ale przede wszystkim rozwinigtych, zwlaszcza Europy
Zachodniej 1 USA. Wedtug raportu Europejskiego
Urzedu do spraw Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA),
opublikowanego w marcu 2011 r., ktoéry podaje wy-
stgpowanie chorob odzwierzqcych u ludzi w krajach
Unii Europejskiej, Campylobacter jest nadal, poczaw-
szy od 2005 r., najczestszym czynnikiem etiologicz-
nym infekcji pokarmowych (www.efsa.europa.eu).
Liczba potwierdzonych przypadkow choroby w 20009 r.
w porownaniu z 2008 r. wzrosta o 4% 1 wynosila
198 252, a wspolczynnik zapadalno$ci na kampylo-
bakteriozg, w przeliczeniu na 100 000 mieszkancow,
zwigkszyl si¢ z 43,9 do 45,6. Najwigkszy wzrost licz-
by przypadkéw zachorowan zaobserwowano w Rumu-
nii (z 2 do 328), natomiast spadek — w szesciu krajach
(Austria, Dania, Finlandia, Niemcy, Hiszpania i Szwe-
cja). W przypadku Polski, wg danych EFSA za lata
2005-2009, réwniez obserwuje si¢ tendencje zwyzko-
wa—z 47 0s6b z potwierdzonymi objawami kampylo-
bakteriozy w 2005 r., 192 w 2007 r., do 357 w 2009 r.
(www.efsa.europa.eu).

rodia zakazenia i choroba

Rezerwuarem Campylobacter sa gtownie wolno
zyjace lub udomowione ptaki 1 ssaki, zwlaszcza drob
(kury, kaczki, indyki) oraz bydlo, $winie, kroliki, psy
1 koty. Bakterie te sa sktadnikiem normalnej flory jeli-
towej, nie wywolujqcym zadnych objawow chorobo-
wych. Cztowiek najczesciej zakaza si¢ po ZJedzenlu
nieprawidlowo przygotowanego termicznie migsa
drobiowego. Mozliwa jest tez infekcja po spozyciu
surowego, niepasteryzowanego mleka zawicrajacego
drobnoustroje lub wody zanieczyszczonej odchodami
zwierzat, bedacych nosicielami Campylobacter (35,
36).

Dawka infekcyjna dla Campylobacter jest stosun-
kowo niska i wynosi ok. 500 komorek bakteryjnych.
Pierwsze objawy pojawiaja si¢ migdzy 2. a 5. dniem
od zakazenia 1 sg to bole glowy oraz zaburzenia Zo-
tadkowo-jelitowe (skurcze brzucha, obfita, wodnista
biegunka, nudnosci i wymioty). W ostrzejszych przy-
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padkach choroby odnotowano tez krwawa biegunke.
Symptomy te utrzymuja si¢ okoto dwoch, trzech dni,
ale niekiedy moga si¢ wydtuzy¢ do dwoch tygodni.

Zakazenie dotyczy wszystkich grup wiekowych, jed-
nak ryzyko infekcji wzrasta u 0séb z obnizona od-
pornoscia. Powiklania po kampylobakteriozie moga
prowadzi¢ do bardzo powaznych 1 cigzkich choréb,
takich jak: zapalenie watroby, trzustki, stawoéw (cho-
roba Reitera) czy tez zaburzen neurologicznych w po-
staci zapalenia wielokorzeniowego (syndrom Guillain-
-Barre, GBS) lub jego odmiany (zesp6t Millera-Fishera,
MES) (30).

Modele zwierzgce i komorkowe
w badaniu patogenezy kampylobakteriozy

Biologiczne znaczenie potencjalnych markeréw
wirulencji Campylobacter nie zostalo do konca wy-
jasnione, dlatego opracowano kilka modeli badan na
zwierzgtach, pozwalajacych lepiej zrozumie¢ mecha-
nizm patogenezy i przebieg zakazenia. Pojawienie si¢
symptomow kampylobakteriozy zalezy od kilku czyn-
nikow, takich jak: dawka infekcyjna, mikroflora prze-
wodu pokarmowego, stan ukladu odporno$ciowego
gospodarza. Najlepszym modelem zwierzecym, u kto-
rego symptomy kampylobakteriozy sa bardzo podob-
ne do objawow zakazen u ludzi, jest makak. Po poda-
niu doustnym Campylobacter dochodzi do koloniza-
cji przewodu pokarmowego, rozwija sig¢ ostre zapale-
nie jelit i biegunka, a wigc te symptomy, ktore wyste-
puja w przypadku naturalnych infekcji ludzi. Wadami
tego modelu sa natomiast jego koszt i ograniczona licz-
ba zwierzat, jaka mozna podda¢ testom oraz ryzyko
zwigzane z ewentualnym przenoszeniem chorob od-
zwierzecych. Ze wzgledu na powyzsze problemy
badania na makakach wykonywane sa sporadycznie,
a doswiadczenia prowadzi si¢ zwykle na innych
zwierzetach, np. fretkach, myszach czy kurczetach
(4, 14).

W modelu z wykorzystaniem fretek uzywa sig zwie-
rzat w wieku 3-6 tygodni. Po ok. 24 godzinach od
podania dawki infekcyjnej Campylobacter obserwuje
si¢ pierwsze symptomy choroby, trwajacej okoto 10
dni. Sa to umiarkowane zmiany zapalne jelita grube-
g0, z obecnoscia $luzu lub krwi w kale. Wada tej me-
tody jest do$¢ wysoka cena zwierzat oraz ograniczona
hodowla i rozmnazanie warunkowane sezonowos$cia
(14).

Testy przeprowadzane na myszach dostarczaja pew-
nych informacji na temat chorobotwoérczosci Campy-
lobacter, ale gryzonie z normalna flora przewodu po-
karmowego 1 sprawnym uktadem immunologicznym
nie sa zwykle podatne na infekcje. Z tego tez wzgledu
do doswiadczen nad patogeneza kampylobakteriozy
wykorzystuje si¢ myszy o sztucznie zredukowanej
florze jelitowej, co umozliwia obserwacje etapu ko-
lonizacji przewodu pokarmowego przez duza liczbg
komorek bakteryjnych, dajac jednocze$nie umiarko-
wany stan zapalny jelit. Inny model mysi wykorzystu-
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je w testach zwierzgta, majace defekt w wydzielaniu
interleukiny 10, co pozwala na podanie niskiej dawki
Campylobacter, efektem czego jest dos¢ ostry prze-
bieg choroby, z podobnymi objawami, jakie obserwu-
je si¢ w naturalnych zakazeniach ludzi (14).

W celu zbadania zdolno$ci inwazyjnych Campylo-
bacter wykorzystuje si¢ tez model z uzyciem kurczat.
Niestety, nie jest on dobry do oceny rozwoju choroby
u ludzi, poniewaz kurczgta nie choruja, ich tempera-
tura fizjologiczna jest wyzsza niz w organizmie czto-
wieka, a dodatkowo przewod pokarmowy ptakow
1 ssakow rézni si¢ pod wzgledem anatomicznym. Drob,
jako rezerwuar zarazka, jest za to bardzo przydatny do
badania czynnikéw kolonizacji Campylobacter, jed-
nak istnieja tez ograniczenia z nim zwiazane, wynika-
jace m.in. z pochodzenia kurczat doswiadczalnych,
ich wieku 1 matczynych przeciwciat obecnych w suro-
wicy (1, 4).

Ze wzgledu na brak optymalnego modelu zwierzg-
cego, ktory bylby tatwy do wykorzystania w badaniach
laboratoryjnych i jednoczesnie dawat objawy choro-
bowe zblizone do naturalnych u ludzi, do testow nad
interakcja bakterii z ludzkimi komérkami nabtonko-
wymi wykorzystuje si¢ linie komorkowe in vitro. Przy-
puszcza sig, ze pewne zalezno$ci na tym poziomie sa
podobne do tych, jakie zachodza w warunkach natu-
ralnych in vivo. Badania tego typu dotycza zdolnosci
Campylobacter do wnikania do komorek, przezywa-
nia 1 replikacji w ich wngtrzu. Powszechnie stosowa-
nymi do tego celu komorkami sa linie INT-407 (em-
brionalne komorki jelita) i Caco-2 (komorki gruczola-
ka Jehta grubego). Badania in vitro przeprowadza SIQ
réwniez na komorkach niespolaryzowanych, najczes-
ciej z wykorzystaniem linii raka szyjki macicy HeLa
oraz HEp-2, czyli komorek raka krtani. Do testow,
w ktorych analizuje si¢ zdolno$¢ adhezji i inwazji
C. jejuni, lepiej nadaja si¢ komorki HEp-2, natomiast
cytotoksyczno$¢ bakterii ocenia sig¢ najczesciej na ko-
morkach linii HeLa (14).

Zmienno$¢ genetyczna szczepow Campylobacter

Szereg badan przeprowadzonych w ostatnich latach
wykazalo, ze szczepy Campylobacter, izolowane od
ludzi oraz zwierzat r6znig si¢ migdzy soba na pozio-
mie fenotypowym. Odmiennosci te dotycza: zdol-
nosci produkcji toksyn, stopnia adhezji i kolonizacji
nablonka jelitowego czy tez budowy polisacharydow
otoczkowych. Zmiany fenotypowe sa skutkiem réznic
obserwowanych w genomach réznych izolatow Cam-
pylobacter. Stwierdzono, ze r6znorodnos¢ molekular-
na Campylobacter wynika z wystepujacych rekombi-
nacji genowych w ramach tego samego gatunku oraz
migdzy C. jejuni i C. coli. Wykazano, ze komorki bak-
teryjne na drodze naturalnej transformacji sa zdolne
do pobierania obcego DNA, a wydajnos¢ catego pro-
cesu jest odmienna w r(')Znych szczepach. Sekwencjo-
nowanie genomu C. jejuni wykazalo obecno$¢ regio-
néw hiperzmiennych, ktére warunkuja zmienno$é
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fazowa, wywolujaca zmiany sekwencji nukleotydow
w konkretnych loci chromosomu. Proces ten wywo-
huje odwracalne zmiany fenotypowe komorek bakte-
ryjnych, ktére umozliwiaja im kolonizacjg r6znorod-
nych nisz ekologicznych oraz maskowanie si¢ przed
mechanizmami obronnymi gospodarza. Zmiennos$¢
fazowa dotyczy konkretnych gendw, zawierajacych
krotkie, powtarzajace si¢ sekwencje nukleotydowe. Ich
obecno$¢ moze prowadzi¢ do poslizgu polimerazy
DNA w procesie replikacji, co skutkuje zaburzeniem
przebiegu transkrypcji czy translacji i czgsto brakiem
funkcjonalnego genu. Hiperzmienne obszary obejmu-
ja geny biorace udziat w biosyntezie struktur otoczki
komorek bakteryjnych, biatek FlaA i FlaB, lipooligo-
sacharydow Campylobacter oraz geny kodujace biat-
ka, ktore tworza uktad przyswajania zelaza (30, 36).

Czynniki wirulencji

Caly proces patogenezy kampylobakteriozy, podob-
nie jak w przypadku zakazenia innymi drobnoustro-
jami, sktada si¢ z kilku etapow. Campylobacter, odby-
wajac droge z organizmu nosiciela (np. kurczat) na
cztowieka, musi pokona¢ wiele niekorzystnych warun-
kéw srodowiska, zard6wno zewngtrznego, jak i we-
wnetrznego, np.: szkodliwe dzialanie tlenu, wahania
temperatury, ograniczone zrodta substancji odzyw-
czych, reakcjg uktadu immunologicznego gospodarza
itp. Po dostaniu si¢ do organizmu gospodarza komor-
ki bakteryjne przylegaja do enterocytow nabtonka je-
litowego i wnikaja do ich wngtrza, dochodzi do ich
niszczenia, najprawdopodobniej poprzez wytwarzanie
toksyn Skutkuje to zaburzeniem wchtaniania jelito-
wego 1 wystapieniem wodnistej lub krwawej biegunki
(3, 25, 34).

Campylobacter, po przekroczeniu warstwy $luzo-
wej pokrywajacej enterocycty nabtonka jelitowego,
przyczepia si¢ do komorek i stopniowo do nich wni-
ka. Badania in vitro i in vivo wykazaly, ze pomigdzy
szczepami istnieje duza zmienno$¢ pod wzgledem
stopnia zdolno$ci wnikania do enterocytow. Stwier-
dzono, ze najbardziej inwazyjne byly izolaty pocho-
dzace od os6b z objawami chorobowymi, mniej na-
tomiast od pacjentéw nie wykazujacych klinicznych
symptomow kampylobakteriozy. W komoérkach Cam-
pylobacter wykryto kilka biatek petniacych funkcje
adheryn, czyli biatek laczacych si¢ z odpowiednimi
receptorami na powierzchni komoérek gospodarza.
Naleza do nich: CadF, PEB1, JIpA, CapA i niedawno
opisane biatko FlpA. CadF (Campylobacter adhesion
to fibronectin) jest to biatko btony zewngtrznej, o ma-
sie 37 kDa, taczace si¢ z fibronektyna macierzy ze-
wnatrzkomorkowej. Czg$¢ glikoproteiny, wykazujacej
powinowactwo do CadF, tworzy sekwencja skfadaja-
ca si¢ z czterech aminokwasow: fenyloalaniny—argi-
niny—leucyny—seryny. Mutanty, u ktorych brak jest genu
cadF kodujacego to biatko, sa niezdolne do adhezji do
komorek linii INT-407, jak réwniez nie potrafia kolo-
nizowaé enterocytow in vivo. Badania z wykorzysta-
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niem komorek INT-407 wykazaly, ze po zakazeniu
drobnoustrojami Campylobacter wzrastat w nich po-
ziom paksyliny, biatka cytoszkieletu, ktorego biosyn-
teza zachodzi w miejscu przylegania bakterii, tzw.
ognisku adhezji. Stwierdzono, Ze paksylina bierze
udzial w transdukcji sygnatu migdzy fibronektyna
a integrynami komoérek docelowych, czego efektem
jest rearanzacja szkieletu cytoplazmatycznego (8, 36).

Niedawno odkryto inne biatko — FIpA (fibronectin-
-like protein A), ktore rowniez taczy si¢ z fibronekty-
na. Przeprowadzone badania Campylobacter z mutan-
tami w genie flpA wykazaty, ze w znacznym stopniu
zostata obnizona zdolno$¢ ich przylegania do komo-
rek linii INT-407, a tym samym mozliwos¢ zasiedla-
nia 1 dalszej inwazji (24).

U Campylobacter wystepuje tez grupa adheryn bial-
kowych, okreslonych jako PEB1-4. Ich masa moleku-
larna wynosi, odpowiednio, 28, 29, 30 1 31 kDa, przy
czym moze by¢ rozna w zaleznosci od badanego szcze-
pu bakteryjnego. Wszystkie cztery proteiny maja inng
sekwencj¢ N-terminalng i r6znia si¢ stopniem zdol-
nos$ci stymulacji uktadu immunologicznego gospoda-
rza. Najbardziej immunogenne jest biatko PEB1, nale-
zace do grupy transporterow aminokwasow, zlokah-
zowane glownie w per1plazm1e komorki, skad tylko
niewielka jego czg$¢ jest przenoszona przez blong ze-
wnetrzna. Ekspresja adheryn zalezna jest od genu pebl,
a mutanty z inaktywowanym tym markerem wykazaty
znacznie zmniejszony stopien przylegania i inwazji
komorek HeLa in vitro. Tego typu szczepy bakteryjne
nie byly tez w stanie kolonizowa¢ nabtonka przewodu
pokarmowego gospodarza. Z drugiej jednak strony, ist-
nieja doniesienia o niewielkiej roli biatka PEB1 w ad-
hezji Campylobacter do enterocytow jelitowych (3,
8, 37).

Jejuni lipoprotein A jest lipoproteing kodowana
przez odpowiadajacy jej gen jlpA. Na powierzchni
komorek nabtonkowych wystepuje biatko szoku ciepl-
nego (Hsp 90a), z ktérym taczy sig lipoproteina A.
Potaczenie to aktywuje kompleks NF-KB, ktory wy-
stepuje niemal we wszystkich komoérkach ssakow 1 od-
grywa kluczowa rolg w regulacji odpowiedzi immuno-
logicznej W przeprowadzonych badaniach wykazano,
ze 1naktywaCJa genu jlpA zmniejsza o okoto 18-19%,
w porownamu ze szczepem dzikim, stopien przylega-
nia i inwazji C. jejuni do komorek linii HEp-2. Z dru-
giej jednak strony, badania in vitro z wykorzystaniem
komorek linii LHM pokazaty, ze mutacja w markerze
jlpA nie wplyngta znaczaco na stopien zdolnosci ad-
hezyjnych i drobnoustroje takie byty w stanie koloni-
zowac nabtonek jelitowy kurczat (8).

Ochrona przed czynnikami zewngtrznymi

Jak wczes$niej wspomniano, Campylobacter nalezy
do drobnoustrojéw mikroaerofilnych, przez co jest
bardzo wrazliwy na tlen obecny w srodowisku oraz na
toksyczne produkty jego przemiany, wytwarzane pod-
czas metabolizmu. Drobnoustroje te posiadaja uktad
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chroniacy przed stresem oksydacyjnym, w sktad kto-
rego wchodzi enzym nalezacy do dysmutaz nadtlen-
kowych (SOD), tzw. biatko SodB, kodowane przez
odpowiadajacy mu gen sodB. Enzym ten zawiera
w swojej strukturze zelazo, a jego funkcja jest wyta-
pywanie 1 przeksztatcanie wolnych rodnikow ponad-
tlenkowych w nadtlenek wodoru. Stwierdzono, ze mu-
tacje w genie sodB uniemozliwily przezycie Campy-
lobacter w komorkach nabtonkowych INT-407. Wy-
kazano réwniez obecno$¢ dwoch innych biatek: KatA
— katalazy oraz AhpC — alkilowej reduktazy wodoro-
tlenku. Pierwsze z nich przemienia nadtlenek wodo-
ru, wytworzony przez dysmutaze, w wodg i tlen, nato-
miast AhpC redukuje alkilowane nadtlenki wodoru do
alkoholi, ktore sa utlenianie samoistnie. Stwierdzono,
ze szczepy Campylobacter z mutacja w genie ahpC
wykazywaty mniejsza zdolno$¢ przezywania w warun-
kach tlenowych i gingty ok. 3 godz. wcze$niej niz
szczepy dzikie (36, 37).

Campylobacter potrafi zasiedla¢ r6zne srodowiska,
ktorych temperatura znacznie roézni si¢ od siebie.
W przewodzie pokarmowym drobiu panuje okoto
42°C, co jest o ponad 5°C wigcej niz u ludzi. Zywe
drobnoustroje izolowano réwniez z materiatu przecho-
wywanego w temperaturze ok. 4°C. W komorkach
Campylobacter istnieje tzw. uktad bialek szoku ciepl-
nego (heat shock protein, HSP), dzigki ktéremu moga
one zasiedla¢ i rozwija¢ si¢ w jelitach ptakéw. HSP
naleza do chaperonow, czyli biatek opiekunczych, za-
pewniaja uzyskanie prawidlowej konformacji tworza-
cych si¢ tancuchow polipeptydowych, chronia inne
biatka przed denaturacja oraz umozliwiaja renatura-
cje bialek, ktore ulegly czgsciowej denaturacji. W gru-
pie biatek szoku cieplnego, jak do tej pory, zidentyfi-
kowano 24 typy m.in.: GroESL, DnaJ, DnaK, ClpB,
Lon (3, 34). Badania wykazaty, ze mutacja tylko
w jednym z genow kodujacych ktores§ z tych biatek
powoduje drastyczny spadek zdolnosci wzrostu bak-
terii w temperaturze 42°C i zasiedlania jelit drobiu.
U C. jejuni brak jest regulatora sigma 32, ktory kon-
troluje wytwarzanie bialek HSP u E. coli. Zamiast nie-
go ekspresja gendw warunkowana jest przez dwusktad-
nikowy uktad RacR/S. Komérki z mutacja w genie
racR tworza mniejsze kolonie w poréwnaniu do szcze-
pu dzikiego, zarowno w temperaturze 37°C, jak 142°C,
ponadto mutanty takie nie sa zdolne do zasiedlania
przewodu pokarmowego drobiu. Wyniki dalszych ba-
dan wykazaty tez obecnos$¢ innego biatka regulatoro-
wego, HspR, ktore odpowiada za dziatanie chaperonu
DnaK. Stwierdzono tez, ze mutanty w genie hspR nie
wykazywaty zdolno$ci wzrostu w temperaturze 42°C.
U bakterii izolowanych z Zywnos',ci przechowywanej
w warunkach chlodniczych nie wykryto do tej pory
gendéw kodujacych biatka warunkujace przezywanle
w niskich temperaturach. Wiadomo jedynie, ze w ta-
kim $rodowisku Campylobacter nadal wytwarza ATP,
WykaZUJe wlasciwos$ci chemotaktyczne, ale nie moze
si¢ rozmnazac (3, 7, 36, 37).
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Opornos¢ bakterii, w tym Campylobacter, na dzia-
fanie kwaséw zotciowych jest kluczowa w procesie
kolonizacji nabtonka jelitowego. W zo6lci wystepuja
glownie pochodne kwasu cholinowego — kwasy: cho-
lowy, deoskycholowy i chenodeoksycholowy. Maja one
wlasciwosci bakteriobdjcze, zwiazane ze zdolno$cia
do degradacji warstwy lipidowej btony komorkowe;j
drobnoustrojow. W tym celu wyksztatcity one tzw.
pompe CmeABC, ktéra usuwa z wnetrza komorki bak-
teryjnej niektore szkodliwe dla niej substancje, m.in.
kwasy zotciowe. Pompa ta jest kodowana przez geny
operonu sktadajacego si¢ z fragmentéw oznaczonych
jako: cmeA, cmeB i cmeC, ktorych produkty petnia,
odpowiednio, funkcje: biatka peryplazmatycznego,
transportera btony wewngtrznej i biatka blony ze-
wnetrznej. Mutacja w genie cmeB wplywa negatyw-
nie na ekspresj¢ bialek cmeB 1 cmeC oraz zwigksza
wrazliwo$¢ Campylobacter na dzialanie kwasow z61-
ciowych. Z drugiej strony, badania nad mutantami
w genie cmeC wykazaty, Ze nie wytwarzaja one bial-
ka CmeC, ale ich deaktywacja nie ma wplywu na eks-
presj¢ genu cmeA (13, 27).

Biofilm i quorum sensing

Campylobacter ma zdolno$¢ tworzenia biofilmu,
czyli odizolowanych macierza pozakomorkowa od sro-
dowiska zewngtrznego mikrokoloni. Biofilm bakteryj-
ny chroni drobnoustroje przed wysuszeniem, dziata-
niem promieni UV, a nawet $rodkow bakteriobojczych
czy bakteriostatycznych. Macierz zewnatrzkomor-
kowa sktada si¢ gtownie z wody 1 w mniejszym pro-
cencie z polisacharydow, biatek, fosfolipidow oraz
kwasu tejcholowego. Stwierdzono, ze tempo syntezy
biofilmu u Campylobacter wzrasta w warunkach tle-
nowych, nawet w przypadku mutantow niewytwarza-
jacych rzesek. Wezesniej przypuszczano, ze obecnos¢
rzgsek jest kluczowa w mechanizmie formowania bio-
filmu, gdyz utatwia drobnoustrojom przyleganie do
podtoza (21).

Campylobacter wyksztatcil tez quorum sensing
(QS, brak odpowiednika w j¢zyku polskim), czyli zja-
wisko komunikowania si¢ ze soba komorek bakteryj-
nych za pomoca chemicznych czasteczek sygnato-
wych, wydzielanych do $rodowiska. Mechanizm ten
umozliwia drobnoustrojom regulacj¢ waznych funk-
cji zyciowych, w tym ekspresj¢ niektorych czynnikdéw
wirulencji, tworzenie biofilmu, reakcje na stres oksy-
dacyjny czy oddzialywanie z komoérkami nabtonkowy-
mi gospodarza. Czasteczka sygnalowa w przypadku
QS jest autoinduktor AI-2, wytwarzany przez enzym
LuxS, ktérego ekspresje koduje odpowiadajacy mu gen
luxS (30).

Metaholizm

Jony Zelaza sa niezbgdnym sktadnikiem odzywczym
dla bakterii, odgrywajacym istotna rolq w katalizie
wielu reakcji biochemicznych, sa m.in. waznym ko-
faktorem w syntezie DNA i reakcji przenoszenia elek-
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tronow. Pobieranie tego pierwiastka ze $srodowiska
odbywa si¢ za pomoca sideroforow, bedacych chela-
torami jonow zelaza. Tylko nieliczne szczepy Cam-
pylobacter wytwarzaja wtasne siderofory, wigkszo$¢
natomiast potrafi wykorzystywa¢ molekuty innych
bakterii, gtownie wchodzacych w skiad mikroflory
jelitowej. Zrédtem Zelaza dla Campylobacter moga by¢
siderofory ferichromowe, enterochelinowe, a takze he-
mina, hemoglobina i kompleks hemoglobina—hapto-
globina. Uktady te sa transportowane przez btong ze-
wngetrzna, wykorzystujac energie przeksztatcang przez
kompleks TonB/ExbB/ExbD, a pochodzaca z gradientu
protonéw. Bakterie z mutacja w genie tonB nie sa
w stanie wykorzystywac¢ heminy i sideroforow jako
zrédla zelaza. Uklady pobierania zelaza sa kodowane
przez zespoly genow np. biatka tworzace mechanizm
przyswajania jonéw z hemin i hemoglobin koduje
operon chuABCDZ, uktad enterocholiny — ceuBCDE,

a ferrochroméw — geny cthuABD. W transporcie jo-
now bierze udzial biatko FeoB, zakotwiczone w bto-
nie wewngtrznej, kodowane przez gen feoB. Do cate-
go procesu wykorzystywana jest energia pochodzaca
z przeksztatcenia ATP lub GTP. Campylobacter, ktére
nie wytwarzaja biatka FeoB, gromadza o okoto 50%
mniej zelaza niz szczepy dzikie. Reakcja bakterii na
zmiany st¢zenia pierwiastka w srodowisku kontrolo-
wana jest przez biatka PeR (peroxide stress regulator)
oraz FuR (ferric uptake regulator), ktére reaguja na
zwickszone st¢zenie zelaza wewnatrz komorki 1 sa
regulatorami dla okoto 53 gendéw (29).

Lipooligosacharydy, otoczka, glikozylacja

Lipopolisacharydy (LPS) wchodza w sklad ze-
wnetrznej Sciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych
1 sa kolejnym czynnikiem wirulencji Campylobacter.
Sktadaja si¢ z trzech, rézniacych si¢ budowa chemicz-
na, regiondw: lipidu A, rdzenia i tancucha O, tworza-
cego tzw. antygen powierzchniowy O, zbudowany
z powtarzajacych si¢ jednostek oligosacharydowych,
stanowiacych najbardziej zewngtrzna czg$¢ LPS.
Rdzen wielocukrowy tworzy czg$¢ zewngtrzna — hep-
tozowa 1 wewngtrzna, skladajaca si¢ z heptozy 1 kwa-
su Kdo (2-keto-3-deoksyoktulozowy) (30).

Campylobacter w sktadzie §ciany komorkowej po-
siada jedynie lipooligosacharydy (LOS), rozniace si¢
od LPS brakiem tancucha O. Badania wykazaly, ze
LOS charakteryzuje duza zmienno$¢ strukturalna, ktora
moze wynika¢ zardbwno z obecnosci kilku uktadow
genow, kodujacych rozne klasy lipooligosacharydow,
jak tez z powodu mutacji, prowadzacych do inakty-
wacji gendw. Zmienno$¢ struktur powierzchniowych
pozwala drobnoustrojom zasiedla¢ r6zne nisze oraz
maskowac si¢ przed uktadem odpornosciowym gospo-
darza, przez co nie ulegaja fagocytozie i sq oporne na
bakteriobdjcze dzialanie surowicy (28). Lipooligosa-
charydy ufatwiaja adhezj¢ bakterii do komoérek doce-
lowych 1 wnikanie do nich. Niektore Campylobacter
posiadaja LOS majace w swojej budowie reszty kwa-
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su sialowego, przytaczone do tancucha oligosachary-
dowego rdzenia. Sa przez to bardzo podobne struktu-
ralnie do gangliozydéw tkanki nerwowej i na drodze
mimikry prowadza do rozwoju reakcji immunologicz-
nej, skierowanej przeciwko melinie komoérek nerwo-
wych gospodarza. Moze to skutkowa¢ wystapieniem
choréb autoimmunologicznych: zespotow Guillain-
-Barre lub Millera-Fishera. Dotychczas stwierdzono
rézne rodzaje LOS, okres$lono doktadniej osiem ich
typow, oznaczonych jako A-H. Podaje si¢ rowniez, ze
moga wystepowac jeszcze inne ich klasy (I, J, K, L,
M, N, O, P, Q, R) (15, 16). Badania przeprowadzone
na szczepach Campylobacter izolowanych od pacjen-
tow z syndromem GBS wykazaty, ze w ich budowie
przewazata obecnos¢ LOS typu A, natomiast LOS
klasy B stwierdzano zwykle u chorych z MFS (16, 20).
Za wytwarzanie kwasu sialowego odpowiada klaster
genow neu (neuB1, neuCl, neuAl), a w przeniesieniu
reszt sialowych na LOS udziat bierze sialyltransferaza,
kodowana przez gen cstll 1 galaktozylotransferaza,
determinowana przez marker wlaN. Jesli czynnikiem
zakainym jest Campylobacter zawierajacy gen cstll-
Thr51, wowczas klinicznie rozwijaja si¢ objawy GBS,

natomlast w przypadku obecnos$ci genu cstllAsnS51 —
pojawia si¢ zespot MFS (3, 15, 16, 31, 32).

Lipid A, wchodzacy w sklad LOS Campylobacter,
wywoluje wewnqtrzkomérkowq kaskadg sygnalizacyj-
na komorek gospodarza, ktora aktywuje wydzielanie
mediatoréw przeciwzapalnych (interleukin). Przypusz-
cza sig, ze w syntezie lipidu A bierze udzial gen galE,
kodujacy enzym epimeraze, odpowiadajacy za inter-
konwersj¢ UDP-galaktozy w UDP-glukozg. Mutanty
C. jejuni w genie galE wytwarzaly zmieniony lipid A,
ktorego obecnos¢ powodowata brak zdolnosci przyle-
gania i wnikania do komoérek INT-407 (9).

Polisacharydowa otoczka (CPS) Campylobacter
podlega zmiennos$ci fazowej, co powoduje, ze rdzne
szczepy maja odmienne zdolnosci zasiedlania makro-
organizmu i przezywania w tym srodowisku. Polisa-
charydy otoczkowe skladaja si¢ z powtarzajacych sig
jednostek cukrowych, przytaczonych do fosfolipidu
btonowego. W biosyntezie otoczki bierze udziat ze-
spot trzech genow kps: kpsE, kpsM 1 kpsT. Bialka ko-
dowane przez dwa ostatnie geny sa sktadnikami blony
wewngtrznej 1 tworza system wydzielniczy, a KpsE
bierze udziat w ich faczeniu z innymi sktadnikami bto-
ny zewnetrznej, utatwiajac transport poprzez przestrzen
periplazmatyczng (2, 3). Analiza CPS metoda SDS—
—PAGE przeprowadzona z mutantami w genie kpsE
wykazala, ze nie wytwarzaty one cukrowych sktadni-
kow otoczki oraz miaty zmniejszona zdolnos¢ inwa-
zji komorek nabtonka jelitowego. Z drugiej jednak stro-
ny, inaktywacja tego genu nie wplywata w znaczacym
stopniu na syntezg glikoprotein u badanych Campylo-
bacter (2, 3, 12, 20).

Do niedawna uwazano, ze proces glikozylacji bia-
tek dotyczy tylko komorek eukariotycznych. Szereg
prac dokumentuje jednak istnienie u Campylobacter

Medycyna Wet. 2011, 67 (11)

zarowno procesow glikozylacji typu O, jak 1 N, odpo-
wiadajacych m.in. za modyfikacjg flageliny rz¢skowe;.
Mechanizm N-glikozylacji jest wysoce konserwatyw-
ny, a geny w nim uczestniczace nie podlegaja zmien-
nosci fazowej. Caty system jest kodowany przez geny
z grupy pgl (protein glycosylation), po raz pierwszy
opisane u szczepu C. jejuni 81-176. Do tej pory okres-
lono okoto 30 biatek ulegajacych N-modyfikacji.
Wytworzone oligosacharydy sa przytaczane do grup
aminowych asparaginy, bgdacej czg$cia charakte-
rystycznej sekwencji — Asp/Glu-Y-Asn-X-Ser/Thr,
gdzie Y 1 X oznacza kazdy aminokwas, z wyjatkiem
proliny. Kluczowym enzymem N-glikozylacji jest biat-
ko PglB. Proces ten moze stanowi¢ element ochronny
Campylobacter przed szkodliwymi warunkami pa-
nujacymi w §rodowisku jelita cienkiego gospodarza.
Stwierdzono, ze mutanty w obrgbie genu pgl wyka-
zywaly niski poziom adhezji i inwazji komorek linii
INT-407 oraz stabo kolonizowaly nabtonek jelitowy.
Zmieniony gen wytwarzat biatka o odmiennej od pier-
wotnej strukturze antygenowej, ktore nie posiadaty
zdolnosci reakcji z przeciwciatami swoistymi. Nie jest
jednak do konca wyjasnione, jak N-modyfikacja wpty-
wa na wlasciwosci chorobotworcze Campylobacter
(20, 23, 26).

Glikozylacja typu O ma znaczenie dla formowania
sig struktury rzgsek i ich wtasciwos$ci immunogennych.
Modyfikacja ta dotyczy reszt seryny lub treoniny, two-
rzacych flageling rz¢skowa, do ktérych jest dotaczany
kwas pseudaminowy, dziewigcioweglowy cukier przy-
pominajacy kwas sialowy oraz jego pochodna, ktora
w swojej budowie posiada grupg acetamidowa — Pse-
Am. Do tej pory zidentyfikowano kilka gendéw biora-
cych udziat w tym procesie: ptmA i ptmB (post-trans-
lation modification) oraz pseB, ktory koduje enzym
potrzebny do syntezy pochodnej kwasu pseudamino-
wego. Mutacje w genie pseB powoduja, ze dany szczep
nie wytwarza rzgsek, a wewnatrz komorki ma nagro-
madzona niezglikolizowana flageling (5, 12, 20). Zi-
dentyfikowano jeszcze jeden gen C. jejuni 81-176 —
pseA i stwierdzono, ze szczepy nie wytwarzajace biat-
ka kodowanego przez ten marker byly ruchliwe, ale
ich flagelina miata zmienione wlasciwosci fizykoche-
miczne. Sekwencjonowanie genomu C. jejuni 11168
wykazalo istnienie regionu obejmujacego 50 ramek
odczytu (ORF), ktéry byt zwiazany z procesem synte-
zy 1 glikozylacji flageliny. Dotychczas okreslono funk-
cje tylko nielicznych biatek tego obszaru, a wiele z nich
posiada homologi w genomach innych mikroorganiz-
méw. Geny te koduja niektére biatka biorace udziat
w procesie O-glikozylacji. Podzielono je na dwie ro-
dziny: maf'i 615 (20). Pierwsza z nich obejmuje sie-
dem gendw, ktorych produkty odpowiadaja za funk-
cj¢ motoryczna flageliny, a inaktywacja w genie maf
prowadzita do zaburzen w budowie rzgsek. Gen 615
obejmuje pig¢ markerdw, jednak ich funkcje nie sa jesz-
cze do konca poznane (20, 37).
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Ruch i chemotaksja

Zdolnos$¢ ruchu Campylobacter jest istotna cecha
w kolonizacji nabtonka jelitowego gospodarza oraz
w inwazji komorek docelowych. Jak weze$niej wspom-
niano, drobnoustroje te posiadaja jedna lub dwie rze-
ski umieszczone w komorce biegunowo. Dodatkowo
ksztatt komorki bakteryjnej ulatwia penetracj¢ przez
barierg §luzowa, pokrywajaca nabtonek. Rzgska zbu-
dowana jest z trzech zasadniczych czgs$ci: ciata bazal-
nego, haka i filamentu. Filament tworza dwa biatka
strukturalne — FlaA i FlaB, kodowane przez odpowia-
dajace im geny flaA i flaB (6). Regulacja ich ekspresji
warunkowana jest przez czynniki sigma: sigma 28,
wplywajacy na gen flaA oraz sigma 54, kodowany
przez rpoN, odp0w1adajqcy za ekSpI‘GSJQ genu flaB.
Stwierdzono, ze mutanty w genie rpoN nie wytwarza-
ty rzgsek, przez co ich zdolno$¢ do ruchu byta znacz-
nie ograniczona. Mutanty flaA posiadaty natomiast
krotka, nie w pelni wyksztalcona rzgske, co zaburzato
mozliwo$¢ przemieszczania si¢ bakterii 1 zasiedlania
nablonka jelitowego (3, 6, 17, 37).

W procesie tworzenia rzgsek polaczenie haka i fila-
mentu warunkuje biatko FlgK. Wykazano, ze mutanty
w genie flgK charakteryzowaty si¢ obnizona ruchli-
woscia w stosunku do szczepdéw dzikich, jednak funk-
cja tego czynnika w procesie ekspresji flageliny nie
jest do konca wyjasniona (6).

Zdolnos¢ kierowania si¢ bakterii w kierunku okres-
lonych substancji wystepujacych w srodowisku (che-
motaksja) pozwala drobnoustrojom kolonizowaé ni-
sze, ktore zapewniaja im najlepsze warunki do zycia.
Badania molekularne wykazaly obecno$¢ w genomie
Campylobacter kilku gendéw kodujacych zespot bia-
tek, odpowiedzialnych za mechanizm chemotaksji.
Funkcje regulatorowa petni gen che, ktorego inakty-
wacja powoduje brak ekspres;ji biatka CheY, warun-
kujacego zdolnos¢ przylegania i wnikania do komo-
rek INT-407 in vitro oraz brak zdolnos$ci zasiedlania
nabtonka jelitowego in vivo. Stwierdzono, ze chemicz-
na stymulacja Campylobacter aktywuje kaskadg syg-
nalizacyjna, ktdra przenosi impuls na biatka chemo-
taktyczne, przyjmujace grupg metylowa (MCP). Bial-
ka te znajduja si¢ w blonie komorki bakteryjnej i pel-
nia funkcje chemoreceptorow. Fosforyluja kinazg
CheA i przenosza dalej sygnat na regulator CheY, kto-
ry dziata aktywujaco lub hamujaco na rzeske Campy-
lobacter (3, 4, 34).

Sekrecja hiatek

Wiele bakterii wydziela do srodowiska ich bytowa-
nia lub do komorek gospodarza biatka, ktérych celem
jest modulowanie metabolizmu lub wplywanie na
uktad immunologiczny. Opisano kilka uktadow sekre-
cyjnych, jednak nie wszystkie wystepuja u Campylo-
bacter, np. brak jest IV ukladu sekrecyjego, a jego funk-
cje prawdopodobnie petnia rzeski. Jednym z biatek
wydzielanych przez Campylobacter sa struktury okres-
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lane jako Cia (Campylobacter invasion antigens). Do
tej pory opisano 9 odmian tego biatka, a ich sekrecja
nastepuje po kontakcie bakterii z komorka gospoda-
rza lub pod wptywem innych, doktadniej nie okreslo-
nych czynnikéw wystgpujacych w surowicy. Sam me-
chanizm wydzielania biatek Cia tez nie jest w petni
poznany. Uwaza sig, ze najbardziej istotnym elemen-
tem w procesie inwazji komorek gospodarza jest bial-
ko CiaB. Jego sekrecja nastgpuje w obecnosci w $ro-
dowisku soli zétciowych lub $luzu, pokrywajacego
nablonek jelitowy drobiu (1, 11, 18, 30).

Kolejnym biatkiem wydzielanym przez uktad sek-
cyjny rzgsek Campylobacter jest FlaC. Wykazuje ono
podobienstwo sekwencji z flagelinami FlaA 1 FlaB,
jednak przypuszcza sig, ze nie odgrywa wigkszej roli
w formowaniu rzgski lub jej ruchliwosci. Biatko FlaC
bierze udziat w inwazji komoérek, ale nie w poczatko-
wym etapie adhezji. Inaktywacja genu flaC zmniejsza
poziom 1nwaZJ1 komorek HEp -2 przez Campylobac-
ter w pordwnaniu do szczepow dzikich. Przeprowa-
dzone badania wykazaty, Ze szczepy z mutacja w ge-
nach kodujacych ciato bazalne rzgsek (flgF) i hak (fIgE)
nie wydzielaly biatka FlaC (18, 33).

Toksyny

Campylobacter wytwarza co najmniej dwa rodzaje
toksyn: enterotoksyny i cytotoksyny. Enterotoksyny sa
biatkami wydzielanymi na zewnatrz komorki bakte-
ryjnej, ktore tacza si¢ z receptorami enterocytow, przy-
legaja do nich i powoduja wzrost syntezy cyklicznego
adenozynomonofosforanu (cAMP). Zwiazek ten jest
wtornym przekaznikiem sygnatu migdzykomorko-
wego, wplywajacym na aktywacj¢ uktadow enzyma-
tycznych komorki gospodarza. Efektem dziatania tych
toksyn jest hamowanie wytwarzania przeciwcial klas
M i G oraz wzrost poziomu interleukiny 2, odpowia-
dajacej za rozwoj stanu zapalnego i pobudzania wzro-
stu limfocytow cytotoksycznych i komoérek NK (10).

Cytotoksyny wytwarzane przez Campylobacter to
biatka, ktére powoduja obumarcie komorek gospoda-
rza. Moga dziala¢ poprzez zatrzymanie kluczowych
procesow fizjologicznych, takich jak synteza bialek,
formowanie filamentow aktyny lub tez wywotuja lizg
przez tworzenie porow w btonach komoérkowych. Naj-
lepiej zbadang toksyna, wytwarzang przez Campylo-
bacter jest cytotoksyna wydtuzajaca komoérki (CDT,
cytolethal distending toxin), opisana po raz pierwszy
w 1988 r. Sktada si¢ ona z trzech podjednostek: cdtA,
cdtB i cdtC, kodowanych przez odpowiednie konser-
watywne geny cdtA, cdtB i cdtC. Nie wszystkie szcze-
py wytwarzaja toksyng CDT. Jak wynika z przepro-
wadzonych badan, te izolaty, ktore nie miaty zdolno-
$ci ekspresji CDT, cechowaly si¢ delecja gendw cdtA
lub cdtB. Aktywna holotoksyna CDT powoduje za-
hamowanie mitozy komorek eukariotycznych w fazie
G2 lub we wezesnym etapie M, co skutkuje zmiana
ksztattu 1 obumarciem komorek (15, 38, 42). Podjed-
nostki cdtA i1 cdtC odpowiadaja za taczenie si¢ toksy-
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ny z komorka gospodarza oraz ultatwiaja wnikanie do
jej wnetrza aktywnej podjednostki cdtB, ktora posia-
da aktywno$¢ podobna do DNazy klasy 1. Stwierdzo-
no, ze kompleks CDT wytwarzany jest przez Campy-
lobacter w czasie kolonizacji nabtonka jelitowego
drobiu. Dziatanie cytotoksyny na ludzkie komorki
INT-407 1 Caco-2 przejawia si¢ sekrecja interleuki-
ny 8, ktora jest mediatorem reakcji zapalnej. Cytokina
ta dziata chemotaktycznie na neutrofile komorkowe,
ktore petnia zasadnicza rol¢ w odpowiedzi makroor-
ganizmu na zakazenia bakteryjne (22, 37). Doktadna
rola toksyn CDT w patogenezie kampylobakteriozy nie
zostata do konca wyjasniona. Uwaza sig, ze jej dziata-
nie skutkuje rozwojem wodnistej biegunki na skutek
zmniejszonej zdolnosci absorpcji komorek nablonko-
wych jelit, wywotanej destrukcja kosmkow jelitowych
37).
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