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Summary

T. pyogenes belongs to Gram-positive, facultative anaerobic, pleomorphic, non-spore forming microorganisms,
currently classified as a representative of the genus Trueperella. Species from this genus have been separated
from Arcanobacterium to constitute a new taxonomic unit. The primary basis for the reclassification of these
microorganisms was provided by the results of investigations concerning the presence and types of isoprenoid
quinones in the bacterial cell wall. Biochemical studies were subsequently extended to include the analyses of
the 16S rRNA gene sequence, the peptidoglycan structure, the G+C content in the DNA strand, the profile of
lipid acids, the cell wall sugar composition, the type of muramyl acyl groups, the polar lipid profile, and the
menaquinone composition. Owing to a variety of virulence factors, T. pyogenes is able to colonise many tissues,
causing clinical symptoms in various organs and systems. The main virulence factor in T. pyogenes is pyolysin
(PLO), an intracellular toxin with cytolytic activity against various types of cells, particularly neutrophils and
macrophages. The microorganism also exhibits the ability to adhere to host cells, which ensures its persistence
and survival on the mucous membrane surface. The main role in the adhesion process of T. pyogenes is played
by the neuraminidases NanH and NanP. Additionally, with their ability to attach to the components of the
extracellular matrix (ECM) of the host cell, surface proteins also serve as an adhesion factor. Fimbriae are
an important virulence factor of T. pyogenes. The function of the hitherto recognized fimbrial proteins FimB,
FimA, and StrA consists in facilitating bacterial penetration through the cell membrane. During infections
caused by T. pyogenes a characteristic bacterial growth is observed, known as biofilm formation, which
results in resistance to antibacterial agents and mechanisms of anti-infective host immune response, including
phagocytosis. Virulence factors of T. pyogenes also include specific calcium-dependent proteins exhibiting
proteolytic activity, which play a significant role in the infectious process and tissue damage, microbial escape
from the host’s immune defence, and the modulation of the immune system during infectious and inflammatory
processes. The identification of the types and mechanisms of action of individual virulence factors of T. pyogenes
at the molecular level will provide a basis for the development of a rational veterinary medical strategy for the
treatment of animals infected with these microorganisms.
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Intensyfikacja produkcji trzody chlewnej obok wie-
lu aspektow pozytywnych stwarza takze zagrozenie
pojawiania si¢ roznych niepozadanych czynnikoéw
wplywajacych na kondycj¢ 1 stan zdrowia zwierzat
(2, 12, 39). Konsekwencja ich oddziatywania moze
by¢ obnizenie odpornosci wrodzonej i nabytej oraz
zwigzane z tym pojawianie si¢ chorob wczesniej nie
notowanych. Przyktadem tego typu zaburzen jest co-
raz czg¢stsze ostatnio pojawianie si¢ w fermach trzody
chlewnej, a takze w hodowlach innych gatunkéw zwie-
rzat zakazen wywolywanych przez bakterie z gatunku
Trueperella pyogenes (10, 15, 16, 20, 34). W krajowym
pisSmiennictwie niewiele jest danych dotyczacych
charakterystyki tych drobnoustrojéw w aspekcie ich
potencjatu chorobotworczego. W ostatnich latach

w kraju przeprowadzano jedynie badania monitorin-
gowe oparte na ocenie konfiskat poubojowych u §win
1 bydta wynikajacych z obecnosci zmian ropnych w tu-
szach, wskazujacych na zakazenie 7. pyogenes (2, 9,
12). Wyniki tych badan wskazuja na rozprzestrzenianie
si¢ zakazen tymi bakteriami w hodowlach krajowych,
co kaze przypuszczaé, ze w niedlugim czasie beda one
stanowity istotny problem kliniczny i ekonomiczny.

W pracy przedstawiono charakterystyke fenotypo-
wa Trueperella pyogenes ze zwroceniem szczegolnej
uwagi na czynniki chorobotwdrczosci.

Taksonomia Trueperella pyogenes

Trueperella pyogenes nalezy do Gram-dodatnich,
wzglednie beztlenowych, pleomorficznych, nie wy-
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twarzajacych przetrwalnikow drobnoustrojow, ktore
w oparciu o wyniki porownawczych badan materiatu
genetycznego, analizy chemiotaksonomicznej i filo-
genetycznej zaliczone zostaty do wspodlnego rodzaju
Trueperella, obejmujacego takze gatunki 7. bernar-
diae, T. bonasi, T. bialowiezense i T. abortisuis (21,22,
24,28, 46). Poszczegolne gatunki tworzace ten rodzaj
zostaly w 2011 r. wyodrebnione, jako nowa jednost-
ka taksonomiczna, z pierwotnego rodzaju Arcano-
bacterium, obejmujacego wyjsciowo 9 gatunkow,
w ktorym po reklasyfikacji pozostawiono przynalezne
rodzajowi gatunki A. haemolyticum, A. hippocoleae,
A. phocae i A. pluranimalium (28). Pierwotng podstawe
reklasyfikacji drobnoustrojow nalezacych aktualnie do
odrebnych rodzajow Trueperella 1 Arcanobacterium
stanowity wyniki badania obecnosci i rodzajow izo-
prenowych chinonéw w $cianie komorki bakteryjne;j
(13, 19).

W 1982 r. Collins 1 Jones wykazali, ze gtéwnym
izoprenowym chinonem wystepujacym u Actinomyces
pyogenes jest menachinon MK-10(H,) (12). Wyniki
tych badan potwierdzit w 2006 r. Lehnen, ktory
stwierdzil obecnos¢ tego chinonu takze u innych drob-
noustrojéw nalezacych do rodzaju Arcanobacterium,
m.in. u A. bialowiezense 1 A. bonasi (35). Wzorzec
chinonowy okazat si¢ natomiast odmienny w przypad-
ku 4. haemolyticum, u ktérego wykazano obecno$¢
menachinonu MK-9(H,) (13, 53). Dane te dowiodty,
ze wlaczone pierwotnie do rodzaju Arcanobacterium
gatunki drobnoustrojow nie stanowig jednolitej grupy
pod wzgledem biochemicznym, co wskazywato na
koniecznos¢ dokonania w tej grupie dalszych podzia-
tow. W pozniejszych latach badania biochemiczne
uzupetiono o charakterystyke genotypowa zarazka,
obejmujaca analizg sekwencji genu kodujacego pod-
jednostke 16S rRNA, struktury peptydoglikanow,
zawarto$ci zasad G+C w nici DNA, profilu kwaséw
thuszczowych, sktadu cukrowego $ciany komorkowe;,
typu grup acylowych muramylu oraz profilu polarnych
lipidéw 1 sktadu menachinonow (38, 43).

W oparciu o analiz¢ sekwencji 16S rRNA gatunki
drobnoustrojow w obrebie rodzaju Arcanobacterium
zostaty zaszeregowane do dwoch podzbiorow — 11 11,
obejmujacych, odpowiednio: A. haemolyticum,
A. hippocoleae, A. phocae 1 A. pluranimalium oraz
A. abortisuis, A. bialowiezense, A. bonasi, A. pyo-
genes 1 A. bernardiae (22). Wykazano ponadto, ze
podobienstwo sekwencji genetycznej podjednostki
16S rRNA pomigdzy gatunkami przypisanymi do
obydwu podzbiorow jest wysokie i wynosi 95,4-97,4%
w przypadku podzbioru 11 95,3-98,6% w podzbiorze 11
(6-8). Molekularne réznicowanie bakterii nalezacych
do odrebnych podzbioréw mozliwe jest na podstawie
analizy specyficznych nukleotydéw w obrebie genu
kodujacego podjednostke 16S rRNA. Przyktadowo,
W pozycji 625 genu drobnoustrojéw z podzbioru I
znajduje si¢ cytozyna (C), natomiast jej odpowiedni-
kiem w podzbiorze II jest uracyl (U) (15, 16, 43, 50).
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Badania profilu kwasow tluszczowych wykazaty,
ze podstawowy sktadnik $ciany komorkowej 4. abor-
tisuis, A. bernardiae, A. bialowiezense, A. bonasi
1 A. pyogenes stanowig proste tancuchy jednonie-
nasyconych kwasow tluszczowych, wsrdd ktorych
dominuje C,, @9c (13, 54). W zréznicowane;j ilosci
u poszczegolnych szczepow wystepujg takze C , o7¢
i C, o7t. Ponadto, u badanych drobnoustrojow
potwierdzono obecno$¢ niewielkich ilo$ci kwasoéw
thuszczowych z grupami metylowymi w bocznych
rozgale¢zieniach oraz dwumenasyconych kwasow
thuszczowych C  06,9c. Skfad Sciany komoérkowej
bakterii z podzbioru I, do ktérego zaliczono cztery
gatunki rodzaju Arcanobacterium, tworza natomiast
glownie jednonienasycone kwasy thuszczowe C , @9c,
C, 07ciC o7c,atakze w niewielkich proporcjach
C,. 09%iC, 1c09c, ktorych obecnos¢ jest zroznicowa-
na w zaleznosci od szczepu (54).

Profil polarnych lipidow $ciany komorkowej bakterii
z rodzaju Arcanobacterium nie zostat jeszcze w petni
poznany i dotychczas blizej scharakteryzowano jedynie
nieliczne lipidy sposrod wystepujacych w komorkach
bakteryjnych (17). Wiekszo$¢ gatunkéw w obrgbie
rodzaju Arcanobacterium, w tym: A. haemolyticum,
A. phocae, A. pluranimalium, A. hippocoleae, A. abor-
tisuis, A. pyogenes, A. bernardiae, A. bialowiezense
1 A. bonasi zawiera difosfatydyloglicerol (DPG), fosfa-
tydyloglicerol (PG), fosfatydyloinozytol (PI), nieznane
aminolipidy (AL2) oraz grupg¢ tzw. nieznanych fosfo-
lipidow (53). W oparciu o wystepowanie fosfoglikoli-
pidow (PGL) mozliwe byto wyodrc;bnienie w obrebie
badanego rodzaju grupy bakterii zawierajacych PGL,
obejmujacej gatunki: A. abortisuis, A. bernardiae,
A. bialowiezense, A. bonasi i A. pyogenes oraz grupy
obejmujacej pozostate gatunki, nie zawierajace PGL.
Obecnos¢ glikolipidow stwierdzono jedynie u gatunku
A. hippocoleae. U zadnego z badanych gatunkoéw nie
stwierdzono natomiast obecnosci fosfolipidow zawie-
rajacych grupe azotowa, takich jak fosfatydyloetano-
lamina lub fosfatydylocholina (40, 53, 54).

Roéznice pomigdzy bakteriami nalezacymi do wyrdz-
nionych podzbiorow stwierdzono takze w badaniach
dotyczacych analizy peptydoglikandw $ciany komor-
kowej (20, 29). Badania te wykazaly, ze drobnoustroje
podzbioru I zawieraja peptydoglikany typu ASa ze
zmieniajgcymi si¢ mostkami peptydowymi L-Lys-L-
-Lys-D-Glu taczacymi kwas N-acetylomuraminowy
z tetrapeptydem, w ktorych niewielkie ilosci li-
zyny moga by¢ cze$ciowo zastgpowane ornityng.
Drobnoustroje z podzbioru II zawierajg ten sam typ
peptydoghkanu (ASa) jednakze z dwoma zmieniajg-
cymi si¢ r6znymi podstawnikami, tj. L-Lys-L-Lys-D-
-Glu oraz L-Lys-L-Ala-L-Lys-D-Glu.

Wykazano ponadto, ze bakterie nalezace do podzbio-
ru I cechowaty si¢ dodatnig reakcja w tescie CAMP,
natomiast nalezace do podzbioru II nie powodowaty
powstawania charakterystycznej dopetniajacej strefy
hemolizy w postaci tzw. ,.efektu topaty — showel ef-
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fect”, co przyjmowane jest jako ujemny wynik reakcji
(51).

Na podstawie zaprezentowanych wynikéw badan
oraz roznic wszystkich badanych cech stwierdzanych
pomigdzy bakteriami zgrupowanymi w podzbiorze |
111, Yassin i wsp. (54) w 2011 r. ostatecznie wyodreb-
nili rodzaj Trueperella z rodzaju Arcanobacterium.

Wiasciwosci biochemiczne Trueperella pyogenes

Gatunek Trueperella pyogenes r6zni si¢ od innych
gatunkéw nalezacych do rodzaju Trueperella zdolno-
$cig do hydrolizy Zelatyny. Niektore szczepy 7. pyo-
genes w zaleznosci od warunkow $Srodowiskowych
moga by¢ katalazo-dodatnie oraz fermentowacé glukoze
1 maltoze, nie wytwarzajac ureazy (52). Drobnoustroj
ten ros$nie obficie w warunkach mikroaerofilnych
(5-10% CO,) na podtozach wzbogaconych dodatkiem
5% krwi baraniej lub konskiej, wytwarzajac drobne,
okragte, lekko wypukte, nieprzezroczyste kolonie
o $rednicy 0,1-0,2 mm, otoczone waska strefg hemo-
lizy typu B. Po 48-72 godzinach inkubacji kolonie
staja si¢ wigksze, osiagaja $rednicg 0,5 do 1,5 mm,
sa bardziej wypukte, pdlprzezroczyste, o ostrym,
wyraznym brzegu (19). W obrazie mikroskopowym
w preparatach wykonanych z 18-godzinnej hodowli na
pozywce statej, barwionych metoda Grama widoczne
sa G+, krotkie, nieregularne, nieco zakrzywione pa-
teczki o wymiarach 0,2-0,9 x 0,3-2,5 um, ksztattem
przypominajace litere V lub T oraz tworzace grona lub
uktadajgce si¢ w formie palisady (ryc. 1). W hodowlach
poddawanych dluzszej inkubacji kolonie 7. pyogenes
staja si¢ ziarniste, a komorki bakterii wykazujg tenden-
cj¢ do zréznicowania fenotypowego, wybarwiajg si¢
zmiennie, G+ lub G- oraz czgsto ulegaja segmentacp
przyjmujac ksztalt matych, nieregularnych ziarnia-
kow (19, 22, 24). Typowa cecha bakterii nalezacych
do rodzaju Trueperella jest wystepowanie w $cianie
komorkowej peptydoglikanu typu ASa oraz grupy
acetylowej na koncu aminoterminalnym (N) kwasu
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muraminowego (21, 22, 40). W strukturze chemicznej
sciany komorkowej tych drobnoustrojow brak jest na-
tomiast kwasow mykolinowych. Gtownymi cukrami
sciany komorkowej sg ramnoza i glukoza. Zawarto$¢
zasad azotowych G+C w tancuchu DNA oscyluje
w granicach 56-66 mol% (38, 40, 43). Drobnoustroje
z rodzaju Trueperella Wykazujq typ fermentacyjny
w przemianie weglowodanow, a gtownymi produktami
fermentacji sa kwasy: mlekowy, octowy i bursztyno-
wy. Wytwarzanie kwasu bursztynowego uzaleznione
jest od gatunku bakterii 1 nie zawsze wykrywane
w badaniach biochemicznych (37, 47). Aktualnie
obowigzujaca taksonomi¢ oraz wybrane wlasciwosci
biochemiczne 7. pyogenes zestawiono w tabeli 1.

Charakterystyka piolizyny

Dzigki wytwarzaniu r6znorodnych czynnikow
zjadliwo$ci T. pyogenes jest w stanie kolonizowaé
wiele tkanek, wywolujac zmiany chorobowe w obrebie
réznych narzadow i uktadow (42, 46). Gtownym czyn-
nikiem zjadliwosci, wytwarzanym przez wszystkie
szczepy 1. pyogenes, jest wewnatrzkomorkowa toksy-
na— piolizyna (PLO), bedaca biatkiem o masie 55 kDa
o charakterze cytolizyny zaleznej od cholesterolu
(CDC, Cholesterol-Dependent Cytolysin). Piolizyna
wykazuje dziatanie cytolityczne w stosunku do roz-
nych typow komorek, zwlaszcza neutrofilow i makro-
fagow (6, 18, 39, 45). Po dozylnym lub dootrzewno-
wym podaniu bialym myszkom ujawnia dodatkowo
wlasciwosci dermonekrotyczne i letalne. Toksyna
wykazuje takze wlasciwosci hemolityczne 1 zdolna jest
do wywotywania lizy krwinek czerwonych u r6znych
gatunkow zwierzat. W warunkach in vitro wtasciwos¢
te potwierdza wystgpowanie charakterystycznej strety
hemolizy  wokoét kolonii bakteryjnych na pozywce
agarowej z dodatkiem krwi konskiej lub owcze;.

Mechanizm dziatania cytolizyn zaleznych od cho-
lesterolu drobnoustrojéw G+, do ktorych zalicza si¢
takze listeriolizyng O, perfringolizyng O, pneumolizy-
ne O i streptolizyne O, polega na wigzaniu si¢ z chole-
sterolem 1 tworzeniu duzych, oligomerycznych porow
w btonie komorkowej komorek gospodarza (14, 29,
45). W warunkach in vivo piolizyna wywotuje ponadto
aktywacje uktadu dopetniacza, stymuluje produkcje
cytokin, hamuje eksplozj¢ tlenowa oraz bakterio-
bojcza aktywnos¢ granulocytow oboje¢tnochtonnych
1 monocytow, a takze wykazuje bezposrednie dziatanie
cytotoksyczne w stosunku do leukocytéw i makrofa-
gow. Poprzez oddzialywanie na ekspresje cytokin oraz
produkcje prostaglandyny E, (PGE,) piolizyna modu-
luje droge sygnatowa w komoérkach gospodarza. PLO
pobudza takze ekspresje genu odpowiedzialnego za
synteze¢ TNFa w makrofagach, co bezposrednio wigze
si¢ z rozwojem procesu zapalnego (44). Wykazano, ze
toksyna ta ma wilasciwosci immunogenne, a podanie
zwierzetom rekombinowanej, inaktywowanej formali-
ng i znakowanej histydyng PLO stymuluje odporno$¢
na zakazenie (30, 33).
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Tab. 1. Taksonomia i wlasciwosci biochemiczne Trueperella pyogenes

Krélestwo Bakterie

Typ Actinobacteria

Klasa Actinobacteria
Taksonomia Rzad Actinomycetales

Rodzina Actinomycetaceae

Rodzaj Trueperella

Gatunek Trueperella pyogenes

Wybrane wtasciwosci biochemiczne
typ ASa

Peptydoglikany $ciany komérkowej

L-Lys-L-Ala-L-Lys-D-Glu

Sktad chinonéw

MK-10(H,), MK-9(H,)

Profil kwaséw ttuszczowych

nasycone kwasy ttuszczowe

Profil lipidowy DPG, PG, PI, PGL

Zawartos¢ zasad G+C w DNA 56-58 mol%
jednonienasycone kwasy ttuszczowe C,5,09¢ (C,;,07¢ i C o 0Tt
dwunienasycone kwasy ttuszczowe C,;,06,9¢

C,;, (24,5%), C,,, (17,2%), C
pozostate nkt (1,6%)

(10,1%),

18:0

lipaza-esteraza(C8)
pirazynamidaza

arylamidaza pirolidonylowa
(réznicowanie z paciorkowcami g-hemolizujgcymi)

CAMP test ujemny
celobioza =
D-glukoza +
glicerol -
glikogen +
laktoza +
Aktywnos$é metaboliczna maltoza ¥
D-mannitol -
mannoza +
D-ryboza +
trechaloza +
D-ksyloza +
sacharoza +-
zelatyny +
Aktywnosé hydrolityczna
benzoiloglicyny +
eskulina -
katalaza =
ureaza -
fosfataza kwasna =
fosfataza zasadowa =
o-galaktozydaza -
B-galaktozydaza +
Aktywnosé enzymatyczna o-glukozydaza I
B-glukoronidaza +
N-acetylo-p-glukozamidaza =
arylamidaza leucyny +

Wytwarzanie acetoiny

Objasnienia: ,,+” — reakcja dodatnia, ,,— — reakcja ujemna, ,,+/—" — reakcja dodatnia u nielicznych szczepow
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Gen plo, kodujacy toksyng PLO T. pyogenes i otwar-
ta ramka odczytu orfl21 o nieznanej dotychczas
funkcji zlokalizowane sg na tzw. wyspie patogennosci
o wielkosci 2,7 kpz 1 cechujg si¢ zredukowang liczba
guaniny 1 cytozyny (44, 45). Wspomniana wyspa
patogennosci, ktorej sekwencja nukleotydowa jest
wysoce konserwatywna, rozdziela geny metabolizmu
podstawowego 7. pyogenes, smc 1 ftsY, ktore u innych
prokariontéw zlokalizowane sa obok siebie (18, 45).
W warunkach eksperymentalnych wykazano, ze po-
przez homologiczne rekombinacje z udziatem genu sly
kodujacego suilizyng wyspg mozna inkorporowac do
obszaru miedzygenowego, pomi¢dzy geny smc i ftsY,
(14, 29, 54). Na podstawie tych badan wysunigto hi-
poteze nabytego horyzontalnego transferu genéw plo
1 orf121. Obecno$¢ wyspy zjadliwosci, zawierajacej
gen plo, usytuowane;j pomif;dzy genami metabolizmu
podstawowego sprzyja wza_]emnemu odd21alywan1u
tych gendw. Wykazano, Ze ekspresja genow smc i ftsY
w obecnosci wyspy patogennosci przyczynia si¢ do
pobudzenia wzrostu bakterii (14). W przypadku de-
lecji wyspy ekspresja jedynie genéw metabolizmu
podstawowego prowadzi do powstawania mutantow
o ostabionym tempie wzrostu, nie wytwarzajacych
piolizyny. Regulacja syntezy i funkcji PLO, majgca
mlejsce in vivo, jest niezbedna do zainicjowania i roz-
woju zakazenia (18, 27, 41). Podczas wstepnej fazy
wzrostu bakterii dochodzi do stymulacji produkcji PLO
oraz zwigkszenia uszkadzania tkanek przez toksyne.
Wykazano istnienie dodatniej korelacji miedzy wzro-
stem st¢zenia mRNA plo i zwigkszeniem koncentracji
PLO w komorce, co $wiadczy o regulacji produkcji
toksyny na poziomie transkrypcji (18). Badania se-
kwencji nukleotydowej genow strukturalnych plo
wskazujg na przypuszczalne istnienie dwdch sekwencji
promotorowych, P1 i P2 oraz trzech powtarzajacych
si¢ bezposrednio po sobie sekwencji DR1, DR2 i DR3
(44, 45). Badania z wykorzystaniem metody ukierun-
kowanej mutagenezy wykazaty, ze promotor P2 o wiel-
kosci 63pz zlokalizowany powyzej kodonu startowego
PLO jest dominujagcym promotorem wstepnej fazy
produkcji piolizyny (29, 45, 54). Dwie powtarzajace
si¢ sekwencje, DR1 i DR2 o wielkosci 25pz kazda sa
podobne pod wzgledem struktury pierwszorzedowe;,
natomiast sekwencja DR3 r6zni si¢ od dwoch pozosta-
tych dtugoscia, wynoszaca 100 pz oraz ich wzajemnym
uszeregowaniem.

Podstawowa struktura aminokwasowa piolizyny
T. pyogenes jest w 31-41% analogiczna do sktadu
aminokwasowego innych cytolizyn CDC (1, 29).
Stwierdzane rdznice pomig¢dzy tymi biatkami doty-
cza m.in. braku wrazliwosci toksyny 7. pyogenes na
czynniki redukujace, np. wodor. Charakterystyczng
cecha morfologiczng tej cytolizyny jest jej prze-
strzenna struktura utworzona przez cztery domeny,
sposrod ktorych najwieksze znaczenie funkcjonalne
maja domeny trzecia i czwarta. Cz¢s$¢ karboksyter-
minalna (C-koncowa) domeny czwartej przylega do
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wewnetrznej podstawowej sekwencji aminokwasowej
1 zawiera charakterystyczng sekwencje undekapepty-
dowa, ktora jest niezmienna w catej rodzinie cytolizyn.
Funkcjonalnie domena czwarta odpowiedzialna jest za
wchodzenie w reakcje z cholesterolem oraz warunkuje
rozpoznawanie btony komorkowej komorek docelo-
wych. Domena trzecia zaangazowana jest natomiast
w oligomeryzacje¢ 1 adhezje do btony komorkowe;j
gospodarza (1, 6, 7, 18, 29, 44). PLO, podobnie
jak intermediolizyna (ILY), wystgpujaca u bakterii
Streptococcus spp. r6zni si¢ od innych cytolizyn CDC
budowa undekapeptydu C-koncowego tancucha dome-
ny czwartej, w ktdrej cysteina zastgpiona jest alaning
(12). W grupie cytolizyn zaleznych od cholesterolu
(CDC) cysteina odpowiedzialna jest za aktywacje
produkcji piolizyny, stad jej niewystepowanie w PLO
warunkuje zaburzenie procesu wytwarzania tej tok-
syny. Wspomniane miejsce mutagenezy czyni takze
PLO podatna na destrukcyjne oddziatywanie wolnych
rodnikow tlenowych (4). W obrebie sekwencji unde-
kapeptydowej piolizyny wazng funkcje petnig réwniez
trzy miejsca polozenia tryptofanu, odpowiedzialne za
aktywno$¢ hemolityczng i wigzanie cholesterolu przez
toksyne. Wykazano, ze zmiany w obrebie tych sekwen-
cji prowadza do zaburzen aktywnosci PLO w komorce
(36, 54). Aktywnos¢ PLO regulowana jest takze za
posrednictwem bialek sekwencji N-koncowej domeny
czwartej, zbudowanych z tancuchow aminokwaso-
wych roznej dtugosci. Wykazano, ze przeciwciata
monoklonalne, poprzez taczenie si¢ z tymi regionami,
sa w stanie blokowac¢ aktywno$¢ hemolityczng pioli-
zyny (26, 27). Wiasciwos$ci hemolityczne PLO nie sg
natomiast blokowane w wyniku interakcji przeciwcial
z sekwencja undekapeptydowa. Tym niemniej dowie-
dziono, ze mutacje aminokwasowe zachodzace w obrg-
bie tego fragmentu domeny czwartej wplywaja istotnie
na aktywno$¢ cytolityczng toksyny (26). Przyktadowo,
zamiana tryptofanu w pozycji 499 na fenyloalaning lub
delecja proliny zmniejszaja aktywno$¢ hemolityczng
1 zdolno$¢ wigzania cholesterolu przez PLO.

Czynniki adhezyjne

Trueperella pyogenes, bedaca komensalem btony
sluzowej uktadu oddechowego, moczowo-plciowego
oraz przewodu pokarmowego $win 1 innych gatunkow
zwierzat gospodarskich wykazuje zdolnos¢ adhezji do
komorek gospodarza (46). Proces ten jest efektem inter-
akcji licznych bakteryjnych biatek powierzchniowych
z receptorami komorkowymi 1 stanowi pierwszy etap
rozwoju zakazenia. Z fizjologicznego punktu widzenia
jest on takze wazny dla zarazka, pomewaz stwarza mu
mozliwo$¢ utrzymywania si¢ i przezywania na po-
wierzchni blony $luzowej. Gtowna role w procesie ad-
hezji T. pyogenes do komorek epitelialnych gospodarza
odgrywaja neuraminidazy, NanH 1 NanP, prowadzace
do ekspozycji na powierzchni komorki ukrytych recep-
torow dla adhezyn. Funkcja neuraminidaz jest takze
zwickszanie lepkosci $luzu, sprzyjajace kolonizacji
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tkanek oraz ostabianie odpowiedzi immunologicznej
gospodarza poprzez odstonigeie czastek IgA, dzigki
czemu stajg si¢ one bardziej podatne na dziatanie pro-
teaz bakteryjnych (17, 31, 32). Neuraminidaza H jest
biatkiem o masie 107 kDa 1 kodowana jest przez gen
nanH. Biatko to zawiera konserwatywny katalityczny
motyw RIP/RLP oraz pi¢¢ kopii motywu Asp box (7,
8, 12, 17). NanH umiejscowiona jest w $cianie ko-
morkowej T° pyogenes podobnie jak czgs¢ C-koncowa
motywu kotwiczacego bakterii G+. Drugi z gendw,
nanP koduje neuraminidaze¢ P bedaca biatkiem o masie
186,8 kDa, ktore, podobnie jak NanH, zawiera motywy
RIP/RLP i Asp box oraz motyw kotwiczacy w $cianie
komorki bakteryjnej (54). Funkcja neuraminidaz spro-
wadza si¢ do cigcia wigzan hydroksylowych w obrebie
reszt koncowych kwasu sialowego w weglowodanach
1 glikoproteinach (27). Specyficzno$¢ tych enzymow
moze zaleze¢ od typu podstawnikoéw, O lub N albo na-
tury polaczen a-glikozylowych przytaczajacych kwas
sialowy do czasteczki kotwiczacej (26, 54).

Obok neuraminidaz rolg czynnika adhezyjnego
T. pyogenes pelni takze specyficzne biatko powierzch-
niowe, majace zdolno$¢ przytaczania si¢ do sktadnikow
macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM, Extracellular
Matrix) komorek gospodarza (42, 53). W przypadku
bakterii G+ biatka tego typu grupowane sg w rodzi-
nie MSCRAMM (Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules), obejmujacej
zakotwiczone biatka powierzchniowe (powierzchnio-
we adhezyny), cechujace si¢ m.in. zdolnoscig wigzania
fibrynogenu, fibronektyny, lamininy, kolagenu oraz
witronektyny (42).

Biatka MSCRAMM maja kilka wspdlnych cech
strukturalnych, m.in. N-koncowa sekwencje sygna-
lowa odpowiedzialng za sekrecj¢ tych biatek, hy-
drofobowag domene¢ $rédbtonowa, jedng lub wigcej
powtarzajacych si¢ sekwencji polipeptydowych oraz
region C-koncowy kotwiczacy biatko w $cianie ko-
morkowej (1, 12,23, 54). ECM posredniczy pomigdzy
bakteryjnym MSCRAMM i integrynami komorek
gospodarza w adhezji bakterii do komorek. Biatka te
odpowiedzialne sg takze za zjadliwos¢ bakterii, przy-
ktadowo MSCRAMM wiazace fibronektyne ulatwia
wnikanie drobnoustrojow do komoérek gospodarza (23,
36). W przypadku 7. pyogenes do rodziny MSCRAMM
zalicza si¢ biatko wigzace kolagen (CbpA) o masie
120 kDa, majace zdolno$¢ wigzania kolagenu typu I,
i1V (12,28, 50). CbpA jest pod wzgledem budowy
podobne do biatka wigzacego kolagen (Cna), wyste-
pujacego u S. aureus, ktore takze zawiera domeng
odpowiadajgca blalkom grupy MSCRAMM (12, 54).
Zdolno$¢ wigzania kolagenu przypisywana jest sub-
domenie niepowtarzalnej domeny A biatek Acm, Ace
i Cna. Wszystkie trzy biatka majg w obrgbie subdome-
ny pig¢ wspolnych konserwatywnych aminokwasow,
niezbednych do wigzania kolagenu. CbpA rdzni si¢ od
wspomnianych bialek dwoma aminokwasami (29, 40).
W pozycji 179 wystepuje glicyna zamiast tyrozyny,
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natomiast w pozycp 198 arginina zamiast asparaginy.
Warto podkresli¢ ze kazda zmiana aminokwasowa
w obrebie subdomeny powoduje zmniejszenie powino-
wactwa biatka do kolagenu. Istnienie wigkszych roznic
wykazano natomiast w przypadku domeny B (1, 40).
Dhugos¢ domeny B w biatku CbpA jest zroznicowana
1 waha si¢ od 90 do 96 aminokwasdw, natomiast sto-
pien podobienstwa sekwencji aminokwasowej Wwynosi
od 30,2% do 95,7%. Funkcja i znaczenie domeny B
nie Zostaly dokiadnle okreslone. Swiadczy o tym fakt,
ze rekombinowane biatka Cna s3 w stanie zwigzaé
kolagen z domena A bez obecnosci domeny B (33).
Nalezy zaznaczy¢, ze geny kodujace biatko CbpA
wykrywane sg jedynie u 48% szczepdw 7. pyogenes,
podczas gdy np. nanP wystepuje u 64,2% szczepow
tych bakterii (5, 26, 55).

Charakterystyka fimbrii

Waznym czynnikiem wirulencji 7. pyogenes sa
fimbrie (51, 55). Obecnos¢ tego typu organelli cha-
rakterystyczna jest przewaznie dla bakterii G—, ale
nieliczne drobnoustroje G+, w tym Actinomyces
spp., Streptococcus spp. bytujace na blonie sluzowej
jamy gebowej, niektore gatunki naleza}ce do rodzaju
Corynebacterium oraz T. pyogenes rowniez wykazuja
zdolnos¢ ich wytwarzania (56). Geny kodujace biatka
fimbrialne, podobnie jak gen plo, zlokalizowane sg
w tzw. wyspach patogennosci, bedacych ruchomymi
elementami operonu bakteryjnego. Funkcja dotychczas
poznanych biatek fimbrialnych, FimB, FimA oraz
StrA, sprowadza si¢ gtownie do utatwiania drobno-
ustrojom przenikania przez blong¢ komorkowa (36, 43,
53). Biatko FimA zawiera sekwencj¢ sygnatowa, do-
men¢ umozliwiajaca przenikanie bakterii przez blone
komorkowa oraz sekwencje piliny 1 E box, niezbedne
do powstawania fimbrii (56). Biatko FimB nie zawiera
sekwencji piliny, natomiast ma domen¢ wigzaca si¢
z fibronektyng. Gen StrA koduje biatka enzymatycz-
ne, sortaze i transpeptydaze, posredniczace w sekrecji
biatek wirulencji oraz odpowiadajace za zakotwiczenie
bakterii w $cianie komorki gospodarza. Wykazano,
ze taczne lub pojedyncze wystgpowanie gendéw FimA
1 FimB w komorce bakteryjnej dotyczy okoto 94%
szczepodw T. pyogenes, podczas gdy obecno$é genu
StrA jest charakterystyczna dla wszystkich badanych
szczepow (27, 43, 54). Fimbrie T. pyogenes, dzigki
zdolnos$ci wigzania si¢ z fibronektyng, zaangazowane
sg takze w procesie adhezji do komoérek gospodarza,
w czym posredniczy biatko FimB (48, 49, 56).

Biofilm

W trakcie zakazenia wywotywanego przez 7. pyo-
genes stwierdza si¢ charakterystyczny typ wzrostu
drobnoustrojéw, polegajacy na tworzeniu specyficz-
nych wielowarstwowych zespotow zwanych biofilmem
(25, 56). W tego rodzaju strukturze bakterie wykazuja

odmienne cechy morfologiczne 1 funkcjonalne w po-
rownaniu ze wzrostem planktonicznym. W biofilmie
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drobnoustroje tworza zorganizowang spolecznos¢
bakterii, w ktorej poszczegdlne komorki przywieraja
wzajemnie do siebie za pomoca fimbrii lub poprzez
bezposredni kontakt. Otoczone sag wowczas wydzielang
przez nie substancja polisacharydowa 1 wykazuja zre-
dukowang aktywno$¢ metaboliczna, co skutkuje m.in.
opornoscig na czynniki antybakteryjne oraz mechani-
zmy przeciwzakaznej odpowiedzi immunologicznej
gospodarza, w tym na fagocytoze. Zdolnos¢ tworze-
nia biofilmu przez T. pyogenes zostata potwierdzona
w przypadku przewlektych zapalen u cztowieka, takich
jak: zapalenie oze;bnej, wioknikowe zapalenie nerek,
zapalenie mig$nia sercowego, przewlekte zapalenie
ucha wewnetrznego, zapalenie kosci (25) oraz nie pod-
dajace sie leczeniu antybiotykami zapalenie gruczotu
mlekowego u bydta (23).

Inne czynniki zjadliwosci

Do czynnikow wirulencji 70 pyogenes naleza takze
specyficzne bialka zalezne od wapnia, wykazujace
aktywno$¢ proteolityczng (37). Badania tych biatek
metoda SDS-PAGE wykazaly, ze naleza one do gru-
py proteaz serynowych (1, 56). Biatka zalezne od
wapnia odgrywajq istotng rolg¢ w procesie zakazenia
1 uszkadzania tkanek, ucieczce zarazka spod kontroli
immunologicznej gospodarza oraz modulacji uktadu
immunologicznego podczas infekcji 1 rozwoju zapale-
nia. Wykazano, ze w przebiegu zakazenia 7. pyogenes
poziom tych proteaz wydatnie wzrasta (1). Badania
prowadzone w ogniskach endemicznego wystepo-
wania choroby wykazaly ponadto, Zze u ponad 35%
zakazonych §win stwierdza si¢ obecnos¢ przeciwciat
przeciwko tym proteazom, a w 93% przypadkow
chorobowych mozna je wyizolowac¢ ze zmian chorobo-
wych, np. z ropni, co potwierdza, ze sa one konieczne
do rozwoju choroby (9-12). Waznym czynnikiem
wirulencji 7 pyogenes, obok proteaz serynowych,
jest takze DNA-za uczestniczaca w depolimeryzacji
lepkich koncow DNA, uwolnionych ze zniszczonych
komorek gospodarza w trakcie procesu zapalnego (19).

Podsumowanie

Poznanie rodzajow oraz mechanizméw dziatania na
poziomie molekularnym poszczego6lnych czynnikdéw
wirulencji 7. pyogenes wzbogaci wiedz¢ nt. patogenezy
zakazen tymi drobnoustrojami oraz stworzy podstawe
opracowania racjonalnej strategii zapobiegania tym
infekcjom. Charakterystyka czynnikow wirulencji
T’ pyogenes moze zosta¢ wykorzystana do opracowania
biopreparatu do swoistej profilaktyki zakazen u trzody
chlewnej i innych gatunkow zwierzat.
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