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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W artykule oméwiono zagadnienia dotyczace czynnikéw chorobotwdrczosci bakterii z rodzaju
Proteus (P. mirabilis, P. vulgaris, P. penneri i P. hauseri). Sa to patogeny warunkowo chorobo-
tworcze, powodujace rézne rodzaje zakazen; najczegsciej drég moczowych. Bakterie te wyksztat-
city wiele cech warunkujacych ich patogennos¢. Naleza do nich: zdolnos¢ do przylegania, zwia-
zana z wystgpowaniem fimbrii lub afimbrialnych adhezyn, inwazyjnos¢, zjawisko rozpetztego
wzrostu, aktywno$¢ hemolityczna, zdolnos$¢ do rozktadu mocznika, wtasciwosci proteolityczne
oraz wytwarzanie endotoksyny (LPS). Przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat molekular-
nych podstaw chorobotwdrczosci ww. bakterii.

pateczki Proteus * patogeny oportunistyczne ¢ czynniki wirulenciji

Summary

In this article, different aspects of virulence factors of Proteus bacilii (P. mirabilis, P. vulgaris,
P. pennerii P. hauseri) are presented. These are opportunistic pathogens that cause different kin-
ds of infections, most frequently of the urinary tract. These bacteria have developed several viru-
lence factors, such as adherence due to the presence of fimbriae or afimbrial adhesins, invasive-
ness, swarming phenomenon, hemolytic activity, urea hydrolysis, proteolysis, and endotoxicity.
Below we focus on data concerning the molecular basis of the pathogenicity of Proteus bacilli.
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Wstep

Bakterie z rodzaju Proteus zaliczone do rodziny
Enterobacteriaceae sa urzgsionymi, Gram-ujemnymi pa-
teczkami, opisanymi przez Hausera w 1885 r. Pierwotnie
w tym rodzaju bakterii wyrézniano dwa gatunki P. mirabilis
i P. vulgaris. Klasyfikacja pateczek Proteus spp. zmieniata
si¢, wymiennie tworzono i przenoszono gatunki w obrebie
trybu Proteeae, ktéry tworzyty rodzaje Proteus, Providencia
i Morganella. Na przyktad obecne gatunki Morganella
morganii 1 Providencia rettgerii w przesztosci byty zalicza-
ne do rodzaju Proteus i bylty odpowiednio nazwane: Proteus
morganii i Proteus rettgerii [48]. Obecnie rodzaj Proteus
obejmuje pi¢¢ gatunkéw: P. mirabilis, P. vulgaris, P. penneri,
P. hauseri i P. myxofaciens. Ostatni gatunek nie odgrywa
zadnej roli w chorobotwdrczosci u ludzi; bakterie te zosta-
ty wyizolowane z larw brudnicy nieparki Porthetia dispar.
Pozostale gatunki sa wzglednymi patogenami czlowieka.
Gatunki P. penneri i P. hauseri zostaty utworzone jako nowe
dla szczepow wyodrebnionych z P. vulgaris, ktdry jak wyka-
zaly badania genetyczne okazat si¢ najbardziej heterogenny.
Gatunek P. penneri zostal utworzony w miejsce biogrupy I,
po analizie homologii DNA/DNA w obrebie trzech biogrup
P. vulgaris. Biogrupa 2 P. vulgaris charakteryzuje si¢ duza
homogennoscia, natomiast w biogrupie 3 wyszczegélniono,
najpierw 4 gatunki genomowe 3, 4, 5 i 6, a nastgpnie gatu-
nek genomowy 3, ktéry po ustaleniu charakterystycznych
cech biochemicznych nazwano P. hauseri [99].

Drobnoustroje z rodzaju Proteus sa znane z wasciwosci pro-
teolitycznych, zdolnosci do oksydatywnej deaminacji amino-
kwasow w warunkach tlenowych i wzglednie beztlenowych,
a takze hydrolizy mocznika do amoniaku i dwutlenku wegla.
Odgrywaja wigc bardzo wazna rol¢ w srodowisku natural-
nym rozkladajac materi¢ organiczna pochodzenia zwierze-
cego. Bakterie te wystgpuja w zanieczyszczonych wodach,
glebie, nawozie naturalnym; znalez¢ je tez mozna w prze-
wodzie pokarmowym ludzi i zwierzat [104]. P. mirabilis jest
drobnoustrojem bardzo czgsto izolowanym z przewodu po-
karmowego pséw, krow i ptakéw. Dwa ostatnie z wymie-
nionych zwierzat sa tez czg¢stymi nosicielami P. vulgaris.
Gatunek ten jest czgsciej niz P. mirabilis, izolowany z prze-
wodu pokarmowego $wir, natomiast znacznie rzadziej od
psow. Ptaki drapiezne (sokét, sowa, se¢p) sa rowniez czgsto
kolonizowane przez pateczki z rodzaju Proteus, z dominu-
jacym udziatem P. mirabilis. Bakterie te wystgpuja takze
jako flora naturalna gadéw zwtaszcza wezy. U tych organi-
zméw stwierdzono obecnos¢ przede wszystkim P. vulgaris.
Pateczki z rodzaju Proteus wykryto réwniez w organizmach
ryb zaréwno stodko- jak i stonowodnych [48].

Pateczki Proteus stanowia patogeny oportunistyczne, ktére
w okreslonych warunkach wywotuja nastgpujace rodzaje
zakazen: drég oddechowych, ran (w tym po oparzeniach),
kosci, przewodu pokarmowego, szpitalnych (zwtaszcza na
oddziatach psychiatrycznych), w domach opieki oséb sta-
rych, zapalenie stawéw, zapalenie opon mézgowo-rdzenio-
wych, czy infekcje drég moczowych — te ostatnie z naj-
wigksza czestoscia. 73 wszystkich przypadkdéw to zakazenia
szpitalne. Najwazniejszym czynnikiem etiologicznym za-
kazen jest P. mirabilis [48,154]. Z badan epidemiologicz-
nych wynika, iz wywotuje on 5% wszystkich zakazen
szpitalnych, aczkolwiek ostatnio obserwuje si¢ tendencjg
spadkowa. Czgstos¢ wystgpowania zapalenia opon mdz-

gowo-rdzeniowych po infekcji Proteus spp. przedstawia-
na jest w zaleznosci od Zrédet informacji i wynosi 0,2—4%
wszystkich przypadkéw. Udziat pateczek Proteus w zaka-
zeniach ran ocenia si¢ na 4% ogdlnej liczby tego typu in-
fekcji. Bakterie te moga powodowac tez groZne bakterie-
mie (zakazenia krwi), dane z piSmiennictwa wskazuja na
13—15% czgstosé takich przypadkéw. Dla przyktadu, ana-
liza statystyczna tego typu zakazen w jednym ze szpita-
li w Korei Poludniowej w latach 1991-2000 wykazata, iz
65% przypadkéw bakteriemii powoduje P. mirabilis, 32%
P. vulgaris i 3% P. penneri [48].

Bakterie z rodzaju Proteus moga by¢ tez przyczyna zapale-
nia opon mézgowych u dzieci, najcz¢sciej u noworodkéw
ipowyzej 15 roku zycia. Zakazenia te wywoluje najczesciej
P. mirabilis, znaczenie pozostatych gatunkéw P. vulgaris
i P. penneri jest zdecydowanie mniejsze i ogranicza si¢ do
pojedynczych przypadkéw. P. mirabilis jest tez przyczyna
zakazen ran (4% ogoélnej liczby przypadkéw), zwlaszcza
w zakazeniach mieszanych [48].

Nierozstrzygnigta kwestia jest rola pateczek Proteus sp.
w wywotywaniu reumatoidalnego zapalenia stawéw (RA
— rheumatoid arthritis). Na taka zalezno$¢ wskazuje wyso-
ki poziom przeciwciat skierowanych przeciwko P. mirabilis
w surowicach 0s6b z rozpoznanym RA [38] i podwyZszo-
ny poziomu przeciwciat klas IgM, IgG oraz IgA we krwi
i moczu oraz wykazanie u 17% pacjentéw z potwierdzonym
RA zakazen P. mirabilis [126]. Prawdopodobny mechanizm
wywolywania RA w trakcie zakazen tymi pateczkami jest
zwigzany z istnieniem molekularnej mimikry. Stwierdzono,
ze powstajace podczas infekcji P. mirabilis przeciwciata re-
aguja krzyzowo z ludzkimi komérkami majacymi na swej
powierzchni markery genetyczne RA — antygenami zgod-
nosci tkanowej HLA-DRA4, z charakterystycznym motywem
sktadajacym si¢ z 6 aminokwasow EQRRAA. Podobna sek-
wencj¢ ESRRAL odkryto w hemolizynie HpmA, a jej struk-
turalny homolog to IRRET w ureazie P. mirabilis. Zaktada
si¢ wigc, 1z pojawiajace si¢ w trakcie chronicznych infekcji
tymi bakteriami przeciwciata przeciwko hemolizynie i urea-
zie reaguja krzyzowo z wymienionymi wczesniej antygenami
powierzchniowymi, umiejscowionymi na takich komaérkach
jak limfocyty B i fibroblasty. Prowadzi to do stanu zapal-
nego i zmian, ktérych skutkiem jest RA. Taka mozliwos$¢
potwierdza obserwacja, ze w surowicach pacjentéw z roz-
poznanym RA wykrywa si¢ przeciwciata reagujace z anty-
genami zawierajacymi podobne sekwencje aminokwasowe
jak w antygenach HLA DR4 i HpmA [39,44,109].

ZAKAZENIA DROG MOCZOWYCH

Zakazenia drég moczowych (UTI — urinary tract infections)
w literaturze polskiej sa tez okreslane jako zakazenia ukta-
du moczowego (ZUM). Bakterie z rodzaju Proteus czgsciej
wywotuja zakazenia wstepujace, podczas ktérych bakterie
kolonizuja kolejne partie uktadu moczowego: ujscie cew-
ki moczowej, cewke moczowa, pecherz, moczowdd i ner-
ki. Dane statystyczne wskazuja, iz 80-90% zakazeni drég
moczowych tymi mikroorganizmami to zakazenia wyz-
szych odcinkéw drég moczowych [117]. Rzadziej zaka-
zenia drég moczowych maja charakter infekcji ogélnych,
rozprzestrzeniajacych si¢ przez krew. Najwazniejsza role
w tych zakazeniach odgrywa P. mirabilis. Wczesniejsze
raporty wykazywaly 5% udziat P. mirabilis ws$réd czyn-
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Tabela 1. Czynniki wirulencji bakterii z rodzaju Proteus [48,114,115,120, Kwil i wsp. — dane nieopublikowane]

(zyr!mk’ . Fenotyp  Operon P mirabilis P vulgaris P penneri P hauseri Gatunki Funkqg
(whasciwosc) genomowe (znaczenie)
MR/P mrp N + N M M
+ - + nb nb. . o
MR/K ! + + + + + adherencja. kolonizacja
Fimbrie PMF pmf + _ _ - N pecherza i nerek (ATF bez
NAF (UCA) uca znaczenia w zakazeniu) «
ATF atf + B B b ” wzrost w postaci biofilmu
PMP pmp
+ - - —_ —_
s zdolnos¢ penetracji komorek
Inwazyjnos¢ + + + nb nb eukariotycznych
Rzeski Mot flad-flaC + + + + + ruch bakterii - zakazenia
¢ wstepujace
Wzrost Mot wiele genéw + + + _ + ruch bakterii. zakazenia
rozpetzliwy 9 wstepujace
tworzenie kamieni
Ureaza Ure ure + + + + + moczowych
cytotoksycznos¢
hydroliza przeciwciat IgA
Proteazy Zlap zap + + + + + i19G i innych biatek
Deaminazy
aminokwasow Aad aad + + + nb nb pozyskiwanie zelaza
Hemolizyny HHPITAA %}T f I I f i— cytotoksycznos¢
(PS (capsular utatwianie przemieszczania
. sie, swarm cells”.
F?Iygﬁsc;?ﬁ::j;) PS cmfA + + nb nb nb formowanie kamieni
Etoczkow y moczowych « wzrost
y w postaci biofilmu
endotoksyna — MSOF.
niewrazliwos¢ na dziatanie
LPS + + + + + surowicy « formowanie

kamieni « wzrost w postaci
biofilmu

nikéw etiologicznych UTI, podczas gdy udziat P. vulgaris
wahat si¢ 0,5-1,8% [149,155]. Dane opublikowane pdZniej
wskazuja na wigkszy udziat P. mirabilis w UTI —7,7% [27].
Opisano tez wiele przypadkéw UTI wywotywanych przez
P. penneri, brak jednak danych zbiorczych, ktére pozwolity-
by na ustalenie wskaznika procentowego czestosci zakazen
[64]. Pateczki Proteus sa izolowane z materiatu kliniczego
pacjentow w postaci czystych kultur lub wraz z innymi pa-
togenami powodujacymi zakazenia drég moczowych naj-
czesciej z rodzajow Klebsiella lub Serratia. Przebiegajace
bez komplikacji zakazenia Proteus spp. wystepuja najczes-
ciej u starszych kobiet, rzadziej u dzieci, u tych ostatnich
czgsciej u chtopcow [48,127]. Bakterie z rodzaju Proteus
czgsciej wywotuja zakazenia u oséb z okreslonymi dys-
funkcjami w uktadzie moczowym, niz u oséb w dobrym
stanie ogélnym [155]. Pateczki Proteus wywotuja zakaze-
nia uktadu moczowego u 0s6b z wadami anatomicznymi,
defektami fizjologicznymi w tym uktadzie lub dysfunkcja-
mi o charakterze neurologicznym, u pacjentéw poddanych

zabiegom chirurgicznym oraz u os6b poddanych cewniko-
waniu. Bakterie te zajmuja drugie miejsce po Providencia
stuartii pod wzgledem wywotywania bakteriurii zwiaza-
nej ze stosowaniem cewnikéw (15% przypadkéw) [155].
P. mirabilis jest wykrywany w 12% przypadkéw zakazen
drég moczowych przebiegajacych z komplikacjami pole-
gajacymi m.in. na formowaniu kamieni moczowych, de-
strukcji drég moczowych, zapaleniu pgcherza moczowe-
2o (cystitis) oraz ostrym i chronicznym odmiedniczkowym
zapaleniu nerek (pyelonephritis). P. mirabilis jest tez czg-
stym czynnikiem etiologicznym zakazen drég moczowych
u oséb przebywajacych w domach opieki. Czgstos¢ tych
zakazen waha si¢ 20-38%, przy czym okolicznoscia wy-
datnie sprzyjajaca infekcji jest cewnikowanie [96].

CZYNNIKI WIRULENCJI PALECZEK PROTEUS

Czynniki wirulencji (chorobotwdrczosci, patogennosci)
bakterii pozwalaja im skutecznie skolonizowa¢ okreslone
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tkanki i/lub narzady makroorganizmu gospodarza. Moga
to by¢ sktadniki komérkowe wspélne dla wielu gatunkéw
bakterii, takie np. jak lipopolisacharyd (LPS, endotoksy-
na), typowy czynnik patogennosci bakterii Gram-ujem-
nych. Role czynnikéw chorobotwdrczosci moga tez spet-
nia¢ okreslone wtasciwosci, struktury komoérkowe lub
produkty typowe dla poszczegdlnych rodzajow czy nawet
gatunkéw bakterii. Wyksztatcenie odpowiednich struktur
wiaze si¢ z koniecznoscia przezycia i przystosowania si¢
patogenéw do konkretnych srodowisk, w ktérych przebie-
ga zakazenie [40]. Czynniki chorobotwérczosci pateczek
Proteus zestawiono w tabeli 1. Ponizej dokonano przegla-
du najnowszych danych dotyczacych molekularnych pod-
staw chorobotwdrczosci tych patogendw.

Adherencja

Zjawisko adherencji (adhezja, przyleganie) warunkuja mo-
lekularne oddzialywania mig¢dzy powierzchnig bakterii
i kolonizowanych komérek gospodarza. U bakterii Gram-
ujemnych za te oddziatywania sa odpowiedzialne fimbrie,
glikokaliks oraz wtasciwosci hydrofobowe powierzchni ko-
morkowej [98]. Przyleganie bakterii warunkuje nie tylko
skuteczna kolonizacje tkanek makroorganizmu, ale takze
moze stanowi¢ sygnat aktywujacy ekspresje¢ gendw koduja-
cych czynniki wirulencji bakterii [133]. Bakterie, wykorzy-
stujac te same mechanizmy, ktére umozliwiaja adherencje
do tkanek, moga przylega¢ takze do powierzchni mate-
rialéw biomedycznych, kolonizujac na przyktad sztuczne
implanty czy cewniki, co obecnie stanowi powazny prob-
lem kliniczny [24]. Adherencja jest tez jednym z czynni-
kéw warunkujacych wzrost bakterii w postaci biofilmu,
tak w organizmie zakazonym, jak i na powierzchniach
sztucznych [98].

Fimbrie, adhezyny afimbriowe

U bakterii z rodzaju Proteus zidentyfikowano dotychczas 6
rodzajéw fimbrii lub adhezyn afimbrialnych, mogacych wy-
stgpowac na tych samych komérkach. Sg to fimbrie MR/P
(mannose resistant Proteus like fimbriae), hemaglutyniny
MR/K (mannose resistant Klebsiella like fimbriae), fimb-
rie PMF (Proteus mirabilis fimbriae), fimbrie ATF (am-
bient temperature fimbriae), fimbrie NAF (nonagglutina-
ting fimbriae), fimbrie PMP (P. mirablis P-like fimbriae).
Nie dla wszystkich rodzajéw fimbrii potwierdzono ich zna-
czenie w chorobotwdrczosci. Stopien poznania organiza-
cji operondw kodujacych poszczegdlne rodzaje fimbrii, jak
iich biogenezy jest tez zr6znicowany [22,89,114].

Fimbrie MR/P sa kodowane przez operon mrp (7293 pz),
sktadajacy sig z 10 gendéw mrpA-J, kodujacych biatka struk-
turalne i regulatorowe w procesie syntezy. Gliéwne biat-
ko strukturalne MrpA tych fimbrii wykazuje duze podo-
bienistwo do gtéwnego biatka strukturalnego fimbrii SmfA
Serratia marcescens [6]. Biatko MrpB (terminator) jest
przylaczane jako ostatnie ,.koniczac” biosynteze fimbrii [74].
Funkcje platformy (kotwicy) mocujacej strukturg fimbrii
w blonie zewngtrznej bakterii peini biatko MrpC. Biatko
Mrpl jest biatkiem regulatorowym procesu transkrypcji
operonu mrpABCDEFGHJ, a tym samym zjawiska ini-
cjacji i wstrzymywania biosyntezy fimbrii (zmiennos¢ fa-
zowa fimbrii). Biatko MrpD jest biatkiem opiekuriczym
(chaperon protein), petniacym podczas biogenezy funk-

cje transportowe i pomocnicze [22]. Wazna rolg w proce-
sie biosyntezy fimbrii oraz w ich biologicznej funkcji od-
grywa biatko MrpG, umiejscowione blisko szczytu fimbrii.
Adhezyng stanowi biatko MrpH umiejscowione na wierz-
chotku fimbrii [73,75]. Biatko MrpJ jest zdolne do inhibicji
transkrypcji rzgskowego operonu flhDC podczas wytwa-
rzania fimbrii MR/P, co prowadzi do zahamowania wy-
twarzania rz¢sek [73]. Fimbrie te wykrywa si¢ najczesciej
w szczepach P. mirabilis powodujacych odmiedniczkowe
zapalenie nerek. Stwierdzono ich wigksze wytwarzanie in
vivo niz in vitro [90,161].

Hemaglutyniny MR/K sg bardzo stabo scharakteryzowa-
ne na poziomie genetycznym i molekularnym. Wystegpuja
czesciej u P. penneri i uczestnicza w wiazaniu si¢ bakterii
do kiebuszkéw nerkowych, sa tez odpowiedzialne za ad-
herencj¢ do cewnikéw urologicznych, co jest czynnikiem
sprzyjajacym bakteriurii [114,115].

Fimbrie PMF sg kodowane przez operon pmyf obejmujacy
5 genoéw (pmfA, C, D, E i F) [84]. Zidentyfikowano biatko
PmfA jako podjednostke strukturalna, wykazujaca duza ho-
mologie z biatkiem SmfA fimbrii S. marcescens 1 mniej-
szg z biatkiem MrkA fimbrii Klebsiella pneumoniae [5].
Do niedawna utrzymywano, iz fimbrie PMF sa odpowie-
dzialne przede wszystkim za kolonizacj¢ pecherza [83].
Badania Zunino i wsp. [164] wykazaty réwniez ich udziat
w kolonizacji nerek.

Fimbrie ATF sa kodowane przez operon atf, w ktérym zi-
dentyfikowano jak dotad tylko 3 geny atfa-c, kodujace trzy
biatka: podjednostke strukturalna (AtfA), biatko opiekunicze
(AtfB) oraz platforme¢ w btonie zewngtrznej (AtfC) [81,82].
Biatko AtfA wykazuje duza homologi¢ z biatkami struk-
turalnymi (FimA i PilA) fimbrii typu I (fimbrie mannozo-
wrazliwe) Salmonella i Escherichia coli oraz stabsza z biat-
kiem SfaA i PapA odpowiednio fimbrii S i P E. coli, a takze
MrpA i PmfA fimbrii P. mirabilis. Biatka AtfB i AtfC cha-
rakteryzowatly si¢ znaczng homologia odpowiednio z biat-
kiem opiekuniczym FimC i Fim D — kotwicg fimbrii typu
1 E. coli [82]. Pomimo podobienistw nie stwierdzono ich
udzialu w infekcji drég moczowych [163].

Fimbrie NAF wczesniej opisano jako UCA — uroepithelial
cell adhesin. Gtéwne biatko strukturalne tych fimbrii sta-
nowi UcaA. Fimbrie NAF wykazuja homologig z fimbria-
mi S szczepdw E. coli i fimbriami Haemophilus influenzae
[48]. Na poziomie molekularnym zidentyfikowano receptor
wiazacy te fimbrie, jest nim dwucukier GalNAc-(B1,4)-Gal,
umiejscowiony w glikolipidach pozbawionych kwasu sja-
lowego typu ganglio w nabtonku [71].

Jak juz wspomniano wczesniej, biatka fimbrii sg antygenami
o silnych wtasciwosciach immunogennych. Wykazano, iz
immunizacja catymi fimbriami MR/P lub adhezyna MrpH
prowadzi do uzyskania odpornosci na zakazenie bakteria-
mi droga wstepujaca [115,124]. Podobny efekt uzyskano
w odniesieniu do biatka UcaA [103].

Glikokaliks
Adherencje bakterii do tkanek organizmu gospodarza

moze réwniez warunkowac glikokaliks, zbudowany z nie-
rozpuszczalnych, natadowanych ujemnie polisacharydo-
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wych taficuchéw, uformowanych w fibryle o srednicy 0,5—
1 nm. U bakterii Gram-ujemnych jest on przylaczony do
taricuchéw O-swoistych lipopolisacharydu, tworzac rodzaj
otoczki. Lancuchy polisacharydowe glikokaliksu wiaza sig
najczesciej za posrednictwem lektyn lub przez oddziaty-
wania elektrostatyczne z oligosacharydami stanowiacymi
fragmenty glikolipidéw tkanek gospodarza [23]. Struktura
chemiczna polisacharydéw tworzacych glikokaliks szcze-
pOw Proteus spp., poza nielicznymi wyjatkami, nie zosta-
ta wyjasniona. Otoczke glikokaliksowa bakterii tworza
najczesciej polisacharydy identyczne pod wzgledem bu-
dowy chemicznej lub bardzo podobne do czgsci O-swoi-
stej LPS [115]. Glikokaliks przede wszystkim warunkuje
wzrost bakterii w postaci biofilmu, ponadto moze chro-
ni¢ bakterie przed fagocytami i bakteriofagami oraz dzig-
ki sluzowatemu charakterowi utatwia bakteriom rozprze-
strzenianie si¢ przez tzw. ruch slizgowy.

Hydrofobowos¢ powierzchni bakterii

Wtasciwosci hydrofobowe powierzchni bakterii (CSH —
cell surface hydrophobicity) sprzyjaja przyleganiu oraz
wnikaniu ich do tkanek gospodarza [69]. Hydrofobowos¢
bakterii warunkuje nie tylko brak otoczki, czy zreduko-
wana czg$¢ O-swoista LPS, ale takze charakter niektérych
struktur powierzchniowych, np. fimbrii oraz wystgpowa-
nie fosfolipidéw w btonie zewngtrznej. Mozna przyjaé, iz
bakterie w trakcie infekcji moga zmienia¢ charakter po-
wierzchni z hydrofilowej na hydrofobowa, regulujac syn-
tezg czgsci O-swoistej LPS, polisacharydéw otoczkowych
lub fimbrii, co moze im zapewnic lepsze wtasciwosci adhe-
zyjne (hydrofobowos¢), a takze ochrong przed dziataniem
dopetniacza lub fagocytoza (hydrofilowos¢) [31]. Badania
szczepOw P. mirabilis wyizolowanych z biofilmu uformo-
wanego na cewnikach urologicznych dowiodty, ze wigk-
szo$¢ tych bakterii charakteryzuje si¢ wtasciwosciami hy-
drofobowymi, co zapewne warunkuje ich przyleganie do
sztucznej powierzchni. Z kolei szczepy izolowane z mo-
czu pacjentéw miaty w wigkszosci charakter hydrofilowy
[A. Torzewska i wsp. dane nieopublikowane].

Biofilm

Biofilm, to zespét wzajemnie komunikujacych si¢ mikro-
organizméw osiadlych na okreslonym podtozu, przylega-
jacych do siebie i ostonigtych otoczka. Biofilm moze by¢
utworzony przez jeden lub wiele gatunkéw drobnoustro-
jow [21]. Powstawanie biofilmu jest procesem kilkuetapo-
wym. Pierwszym etapem jest powstanie warstwy kontak-
towej na powierzchni statej, ktéra w wypadku tworzenia
si¢ biofilmu na cewniku moczowym, powstaje przez od-
ktadanie si¢ substancji organicznych i nieorganicznych
zawartych w moczu. Komérki planktoniczne zdolne do
ruchu przemieszczaja si¢ ze Srodowiska ptynnego i przy-
legaja do tej warstwy. Poczatkowo adhezja jest odwracal-
na, gdyz jest warunkowana stabymi oddziatywaniami np.
o charakterze hydrofobowym. Z czasem zjawisko to przy-
biera posta¢ nieodwracalng, warunkowana wytworzonymi
egzopolisacharydami, rz¢skami lub fimbriami. Zwiazanie
si¢ bakterii z powierzchnia wzmaga synteze otoczki gli-
kokaliksowej, ktéra umozliwia taczenie si¢ bakterii nie
tylko z powierzchnig stala, na ktérej formuje si¢ biofilm,
ale takze wzajemne przyleganie bakterii. Prowadzi to do
utworzenia mikrokolonii, ktéra jest podstawowg struktura

biofilmu. Mikrokoloni¢ o réznych ksztaltach przypominaja-
cych grzyby, wieze lub stupy tworzy skupisko drobnoustro-
jow jednego lub kilku gatunkéw Scisle ostonigte wspdlna
otoczka polisacharydowa. Migdzy strukturami mikrokolo-
nii powstaja kanaty, ktérymi przeptywaja woda i substan-
cje odzywcze, produkty metabolizmu bakterii oraz ptyny
ustrojowe, np. mocz w przypadku powstawania biofilmu
na cewnikach moczowych. Niekiedy biofilm przestrzen-
nie przypomina dywan, z utozonymi jedna na drugiej war-
stwami drobnoustrojéw. Ostatni etap stanowi formowanie
dojrzatego bioflmu. Ma on charakter wielowarstwowy przy
czym sktada si¢ z trzech gléwnych warstw: warstwy we-
wnetrznej stykajacej si¢ z powierzchnia stata np. cewnika,
warstwy podstawowej, w ktorej utozone sa zwarcie komor-
ki drobnoustrojéw oraz warstwy powierzchniowej. W tej
ostatniej drobnoustroje sa utozone luzZniej, maja kontakt ze
srodowiskiem zewngtrznym, charakteryzuja si¢ szybkim
metabolizmem dzigki dobremu dostgpowi do substancji
odzywczych i tlenu, ale tez sg narazone na dziatanie czyn-
nikéw odpornosciowych gospodarza, czy tez stosowanych
w terapii Srodkéw béjczych lub hamujacych wzrost bak-
terii. Mikroorganizmy moga si¢ odrywac¢ od powierzchni
biofilmu i przemieszczaé w celu znalezienia bardziej do-
godnego miejsca do rozwoju [9,26,29,30].

Szczegdlna role w powstawaniu i dojrzewaniu biofilmu od-
grywaja bakteryjne polimery pozakomérkowe (EPS — ex-
tracellular polymeric substances) — polisacharydy, biatka
czy fosfolipidy posredniczace w adhezji, tworzace otocz-
ki utrzymujace strukture biofilmu, sktadajaca si¢ z mi-
krokolonii oddzielonych kanatami [24]. U bakterii Gram-
ujemnych role¢ EPS petnia najczgsciej ujemnie natadowane
polisacharydy (zawierajace kwasy uronowe, grupy siarcza-
nowe i fosforanowe) tworzace glikokaliks; ich poszczegdl-
ne czasteczki sa wigzane krzyzowo przez kationy wapnia
lub magnezu.

Dojrzaty, rozwinigty biofilm jest przyréwnywany do spo-
tecznosci wielkich miast, gdzie zbiorowiska drobnoustro-
jOW pozostaja ze soba we wzajemnych zwiazkach oraz za-
leznosciach i moga si¢ porozumiewac [157]. Komunikacja
bakterii w biofilmie odbywa si¢ przez wysytanie drobnych
czasteczek sygnatowych, ktérymi najczesciej sa acylowane
laktony homoseryny, wiazane przez swoiste receptory wy-
stgpujace na komorkach [10,51,157]. Zjawisko komunika-
cji migdzy bakteriami znane jest jako ,,quorum sensing”,
bowiem wydzielanie czastek sygnatowych wystepuje naj-
czesciej wtedy, kiedy populacja bakterii osiagnie okreslona
gestosé [28]. Obserwujemy wtedy skoordynowang reakcje
bakterii polegajaca na aktywacji lub represji genéw, a tym
samym na ostabieniu metabolizmu, oraz intensyfikacji lub
zahamowaniu wytwarzania okreslonych czynnikéw wiru-
lencji np. polisacharydéw zewnatrzkomérkowych, synte-
zy rzgsek, biosyntezy fimbrii, dojrzewaniu biofilmu, jego
formowaniu w tréjwymiarowa postaé, czy opornosci na
chemioterapeutyki, a takze inicjacje procesu przeksztat-
cania si¢ form osiadtych w planktoniczne, odrywaniu si¢
ich i przemieszczaniu w inne miejsca [135].

Drobnoustroje wystgpujace w giebokiej warstwie biofilmu
charakteryzuja si¢ wigksza opornoscia na chemioterapeu-
tyki niz formy planktoniczne. Opornos¢ ta moze wynikac
z trudnosci przenikania chemioterapeutykéw do wewnetrz-
nych warstw biofilmu, pojawiana si¢ wsréd drobnoustro-
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jow osiadtych form niewrazliwych lub o obnizonej wraz-
liwosci. Dzieje si¢ to na skutek zmian fenotypowych oraz
takich zmian w metabolizmie, ktére prowadza do jego spo-
wolnienia, a tym samym ,,ostabienia tarczy dzialania” [33].
Specjalna rolg w zjawisku opornosci odgrywaja ,,persi-
ster cells” (,,persisters””) — komorki zdolne do przetrwania
w §rodowisku czynnikow antybakteryjnych np. antybioty-
kéw. Stanowig one liczbowo mata czgs$¢ populacji bakteryj-
nej biofilmu, nie rosna, ale tez nie gina charakteryzujac si¢
wieloraka opornoscia na chemioterapeutyki [72].

Dane na temat wzrostu bakterii z rodzaju Proteus w posta-
ci biofilmu sa, jak dotychczas, fragmentaryczne, dotycza
réznych aspektéw jego tworzenia, daleko jednak jeszcze
do petnej wiedzy na ten temat. Doniesienia w wigkszo-
Sci informuja o obecnosci tych bakterii w postaci biofil-
mu na cewnikach urologicznych [93]. Biofilm wytwarza-
ny przez bakterie ma unikalny charakter, towarzyszy mu
bowiem krystalizacja struwitu i weglanu apatytu w mo-
czu o podwyzszonym pH. Prowadzi to bowiem do inkru-
stacji i zatykania cewnikéw krysztatami wspomnianych
soli, tym samym zatrzymywania moczu w pg¢cherzu, co
stanowi powazne zagrozenie dla pacjenta i moze doprowa-
dzi¢ do wstepujacego zakazenia koriczacego si¢ odmied-
niczkowym zapaleniem nerek, a nawet szokiem septycz-
nym [92,136,138].

Zjawisko wzrostu rozpelziego (swarming
phenomenon)

Pateczki z rodzaju Proteus charakteryzuje dimorfizm zwig-
zany ze Srodowiskiem, w ktérym wystepuja. Podczas wzro-
stu na podtozu ptynnym bakterie rozwijaja si¢ jako krétkie
pateczki z kilkoma (maksymalnie) rzgskami na komérkach,
okreslane jako komorki ptywajace (,,swimmer cells™). Po
przeniesieniu na podioze state np. ptytke — agar z bulionem
zmienia si¢ ich morfologia i przeksztatcaja si¢ w komoérki
dtugie (,,swarmer cells”) ze zwielokrotniona liczba rzgsek
oraz nukleoidéw nieoddzielonych przegrodami. Populacja
,.swarmer cells” w sposéb skoordynowany przemieszcza
si¢ po powierzchni podtoza, a kiedy bakterie ,,rozejda si¢”
i pojedyncze komorki znajda si¢ z dala od siebie, zatrzy-
muja si¢ i rozpadaja na krétkie pateczki [11,13]. Zjawisko
przeksztatcania krétkich pateczek w komérki dtugie, ich

migracje na podtozu stalym, rozpad do form krétkich (tzw.
konsolidacja), okreslono jako zjawisko ,,rojenia si¢” (swar-
ming phenomenon), powodujace wzrost rozpetzty (swar-
ming growth). Ma ono charakter cykliczny, co wyraZnie
widaé na plytce agarowej pokrytej koncentrycznymi kre-
gami, w ktérych strefy konsolidacji przedzielajq strefy mi-
gracji ,,swarmer cells” (ryc. 1).

Proces réznicowania krétkich pateczek do form dlugich jest
inicjowany przez kontakt z podiozem statym, zahamowa-
nie rotacji rzgsek np. przez zwigkszenie lepkosci Srodowi-
ska oraz pojawienia si¢ czasteczek sygnatowych [25,110].
Migracje ,,swarmer cells” ulatwia wystepujacy na komor-
kach kwasny polisacharyd powierzchniowy okreslany jako
cmf (colony migration factor) [46]. Postugujac si¢ technika
mutagenezy transpozonowe;j zidentyfikowano wiele genéw
kodujacych czynniki warunkujace lub wptywajace na zjawi-
sko wzrostu rozpetztego [18]. Jednym z nich jest gen cheW
— mutant z zablokowana jego funkcja nie wykazywat zdol-
nosci do wzrostu tego typu. Produkt genu — biatko CheW
— odgrywa wazna rolg w procesie przekazywania informa-
cji w zjawisku chemotaksji. Nieznane jest znaczenie tego
biatka we wzroscie rozpetztym P. mirabilis; prawdopodob-
nie jest ono woéwczas jednym ze sktadnikiéw systemu prze-
kazywania informacji migdzy bakteriami. Jak nalezato si¢
spodziewaé, wylaczenie genéw odpowiedzialnych za syn-
teze rzgsek silnie wplywa na réznicowanie si¢ lub migracje
,.swarmer cells”. Wykazano, ze wylaczenie ekspresji genu
flaA kodujacego flagelling w szczepach P. mirabilis prowadzi
do zahamowania wydluzania si¢ komérek kroétkich, co ma
zwiazek z zaburzeniem wytwarzania rzgsek [12]. Podobny
efekt obserwowano po wytaczeniu genu flhA kodujacego
jedno z biatek (FIhA) systemu eksportujacego biatkowe
elementy rzgsek tych bakterii [45]. GIéwnym sktadnikiem
systemu zawiadujacego transkrypcja genéw kodujacych fla-
gelling oraz réznicowaniem komdrek jest czynnik FIhDC.
Zwigkszenie ekspresji tego czynnika prowadzi do zwielo-
krotnienia liczby rzgsek na komérkach bakteryjnych oraz
wezesniejszego przeksztalcania sig¢ form krétkich w dlugie
[43]. Stwierdzono, iz ekspresj¢ operonu flhDC reguluje bial-
ko Lrp (leucin-responsive regulatory protein) oraz biatka
UmoA-D, umiejscowione w btonie komérkowej i przestrze-
ni peryplazmatycznej (umo — upregulated expression of the
JfIhDC master operon) [36,47]. Lrp jest globalnym regula-
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torem biosyntezy aminokwaséw, ich degradacji, transpor-
tu peptyddéw i syntezy piliny [110]. Wykazano tez zwiazek
migdzy zjawiskiem wzrostu rozpetztego a ekspresja dwoch
genéw zwiazanych z biosynteza LPS: galU — kodujacego
urydylo-transferaze glukozo-1-fosforanu oraz rfaD odpowie-
dzialnego za syntezg 6-epimerazy ADP-L-glycero-D-man-
noheptozy. Mutacja w genie galU prowadzi do zaburzenia
syntezy rzgsek i ich rotacji. Drugi enzym jest zaangazowa-
ny w biosyntez¢ regionu rdzeniowego LPS. Mutacja w ge-
nie rfaD powoduje zahamowanie wydtuzania si¢ komoérek
krétkich [14,110]. Prawdopodobnie zaburzenia w syntezie
LPS wptywaja znaczaco na organizacje blony zewngtrzne;j
i posrednio na umocowanie w niej rzg¢ski, a tym samym na
jej rotacje, a to zas$ przeklada si¢ na dezorganizacj¢ procesu
tworzenia ,,swarmer cells”. Na wazna rol¢ btony zewngtrz-
nej w zjawisku wzrostu rozpetztego wskazuja tez wyniki
badan mutantéw pozbawionych opiekuriczego biatka SurA
asystujacego w sktadaniu biatek btony zewnetrznej, zaha-
mowanie jego wytwarzania prowadzi do zatrzymania réz-
nicowania pateczek Proteus [52]. Dwa inne zidentyfikowa-
ne czynniki wptywajace na proces wzrostu rozpetztego to
enzym PepQ — dipeptaza proliny [14] oraz ATP-aza typu P
(P-type ATP-aza) [70]. Pierwszy enzym ma zwiazek z wy-
twarzaniem zewnatrzkomoérkowego sygnatu biochemiczne-
go (proliny), potrzebnego do inicjacji réznicowania komé-
rek Proteus, drugi reguluje jonowa homeostazg podczas
tego réznicowania. Takze zahamowanie wytwarzania pu-
trescyny — innego czynnika komunikacji pomigdzy bak-
teriami, zaburza zjawisko wzrostu rozpeltziego [139]. By¢
moze prowadzi to do zaktécen w ,,quorum sensing”, co nie
pozwala bakteriom ,,wyczu¢” odpowiedniej ggstosci popu-
lacji, niezbednej do skoordynowanej migracji. Kolejnym
enzymem waznym dla prawidlowego przebiegu omawia-
nego procesu jest oksydoreduktaza DsbA, odpowiedzialna
za tworzenie mostkéw dwusiarczkowych w biatkach pery-
plazmy, brak jej badZ ograniczenie wytwarzania tez hamu-
je proces réznicowania bakterii [18]. Niedawno wykazano,
iz resweratrol — fitoaleksyna o dzialaniu przeciwzapal-
nym, bedaca réwnoczesnie antyutleniaczem hamuje wzrost
rozpetzty oraz ekspresje czynnikow chorobotwoérczosci
P. mirablis ureazy i hemolizyny, a takze wtasciwosci in-
wazyjnych tzn. zdolnoS$ci bakterii do penetracji komoérek
eukariotycznych [154]. Dzialanie to wystgpuje na skutek
zahamowania wytwarzania biatka RsbA — kinazy histydy-
nowej, sktadnika systemu sygnatowego u tych bakterii. Jak
juz wykazano wczesniej takze waznego czynnika reguluja-
cego zjawisko rozpetztego wzrostu (RsbA — regulation of
swarming behaviour) [16]. Podobna rol¢ odgrywa biatko
FliL — sktadnik ciatka podstawowego rzgsek P. mirabilis.
Biatko to jest zaangazowane w transdukcje sygnatu uru-
chamiajacego réznicowanie ,,swarmer cells” oraz ekspre-
sj¢ gendw zapA i hpmB kodujacych cechy wirulencji, od-
powiednio — proteaze i biatko transportujace hemolizyne
(patrz nizej) [17].

Skoordynowane zachowanie si¢ bakterii wymaga skutecz-
nej komunikacji pomigdzy nimi polegajacej na wysylaniu
sygnaléw biochemicznych, ich rozpoznawania i wlasciwej
reakcji. Jak wspomniano wczesniej, proces komunikowa-
nia si¢ bakterii okresla si¢ terminem ,,quorum sensing”
[51,88,135]. Zewnatrzkomdrkowe czasteczki sygnatowe
biorace udzial w porozumiewaniu si¢ mi¢dzy komorka-
mi Proteus zidentyfikowano jako autoinduktor 2, cyklicz-
ne peptydy oraz putrescyng [125,134,139,140]. Znaczenie

putrescyny potwierdzono w réznicowaniu si¢ paleczek
Proteus podczas rojenia si¢. Wykazano bowiem, iz zaha-
mowanie wytwarzania enzyméw bioracych udziat w bio-
syntezie putrescyny powoduje opdzZnienie roznicowania
si¢ krotkich pateczek w formy dilugie — ,,swarmer cells”.
Warto wspomnieé, ze putrescyna wystgpuje w niektérych
lipopolisacharydach Proteus, gdzie podstawia reszty kwa-
su galakturonowego (GalA) w regionie rdzeniowym [151].
CPS (capsular polysaccharide) — kwasny, powierzchnio-
wy polisacharyd, utatwiajacy migracje komérek dlugich
zawiera takze GalA [46,108], mozna zatem przyjaé, iz
putrescyna razem z czasteczkami polisacharydu stano-
wi sygnal uruchamiajacy proces réznicowania bakterii.
Inna wczesniej wykryta czasteczka sygnalowa jest glu-
tamina [2]. Wykazano, ze jej obecnos¢ w podtozach mi-
nimalnych warunkuje wzrost rozpetzty, do ktérego nigdy
nie dochodzi, gdy bakterie rosng na podiozach bez tego
aminokwasu [110].

Rola ,,swarmer cells” w patogenezie Proteus spp. jest obec-
nie dyskutowana. Stwierdzono silniejsze wtasciwosci in-
wazyjne komorek dlugich, a takze zwigkszenie wytwarza-
nia przez te postaci bakterii hemolizyny HpmA, ureazy
i metaloproteazy ZapA [1,2,41,153]. W regulacji ekspre-
sji genéw kodujacych hemolizyng znaczaca rolg odgrywa-
ja czynniki FIhDC, Lrp i UmoB, zaangazowane w nadzor
na dziataniem genéw waznych w powstawaniu ,,swarmer
cells”. Jednak wspomniane regulatory nie pelnia tej funk-
cji w wytwarzaniu proteaz [41]. Nie potwierdzono obecno-
Sci komorek dtugich w nerkach myszy zakazonych droga
wstepujaca, a w pgcherzu pojawiaja si¢ one w niewielkiej
liczbie [50,162]. Moze to wynikac z faktu, iz w srodowi-
sku ptynnym ,,swarmer cells” szybko rozpadaja si¢ na krot-
kie pateczki [67]. Mozna tez przypuszczaé, iz w zakazo-
nym organizmie krétkie pateczki stanowia formy osiadte,
ktére przylegaja do nabtonka za pomoca fimbrii. Tam sa
zwalczane przez rézne mechanizmy m.in. przez niszczace
dzialanie przeciwciat IgA. Przeciwciata te sg hydrolizowane
przez proteazy do aminokwaséw, ktére (np. glutamina) sa,
oprocz lepkiego srodowiska, sygnatem biochemicznym do
réznicowania sie komorek krotkich do ,,swarmer cells”, bez
fimbrii, ale za to ze zwielokrotniona liczba rzgsek. Sa to po-
stacie wedrujace, warunkujace ucieczke bakterii z miejsca,
gdzie zostaty zaatakowane przez uktad immunologiczny do
nowego ,,nieprzygotowanego” jeszcze do obrony miejsca
w drogach moczowych. Tam rozpadaja si¢ do form krot-
kich ufimbriowanych i z mniejsza liczba rzgsek, zdolnych
do adherencji. Cykl zaczyna si¢ od poczatku [14].

Rzeski

Rzeski, struktury odpowiedzialne za ruch bakterii w wilgot-
nym Srodowisku, sa wazne nie tylko ze wzgledu na opisa-
na uprzednio role w zjawisku rozpetztego wzrostu. Sa tez
czynnikami chorobotwdérczosci, w duzym stopniu odpowie-
dzialnymi za rozprzestrzenianie si¢ bakterii i kolonizacje ma-
kroorganizmu podczas infekcji. Bedac silnym antygenem
H, skutecznie stymulujq uktad odpornosciowy gospodarza
do odpowiedzi humoralnej. Oprécz przeciwciat IgG wazna
rol¢ w oddziatywaniach z drobnoustrojami odgrywaja prze-
ciwciata IgA wydzielane przez nabtonek, ktére wiazac sig
z rzgskami zlepiaja je, co prowadzi do zahamowania lub spo-
wolnienia migracji bakterii. Dlatego tak duze znaczenie dla
bakterii ma zjawisko zmiennosci fazowej rzgsek. U pateczek
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Proteus polega ono na wytwarzaniu flagelliny (FlaA), bu-
dujacej widkno rzgski o zmiennej sekwencji aminokwaséw
i antygenowej swoistosci [12,80]. Daje to bakteriom moz-
liwos¢ uniknigcia immobilizacji i zahamowania migracji.
Synteza widékna rzgski jest kodowana przez geny flaA-flaD,
z tym ze geny flaB i flaC sa kopiami ,,milczacymi” genu flaA,
a gen flaD koduje biatko warunkujace polimeryzacje flagel-
liny [94]. Podstawa zmiennosci antygenowej jest rearanzacja
genéw flaA i flaB, co prowadzi do wytwarzania biatek hy-
brydowych zbudowanych z N-terminalnej czgsci FlaA i C-
terminalnej FlaB. R6znig si¢ one swoistoscia antygenowa,
zdolnoscia do ruchu w lepkim Srodowisku i w zmieniajacym
si¢ pH oraz rozmieszczeniem na komérkach dtugich i krét-
kich, w hodowlach in vitro i in vivo [79,94].

Hemolizyny

Wiasciwosci hemolityczne paleczek Proteus zostaly dobrze
poznane. Bakterie te wytwarzaja dwie hemolizyny — zwigza-
na z komérka HpmA i zewnatrzkomérkowa HlyA. Pierwsza,
wytwarzaja wszystkie chorobotwoércze gatunki tych bakte-
rii, druga zas szczepy P. vulgaris i P. penneri [63,113,119,
Kwil i wsp. dane nieopublikowane]. Hemolizyna zwia-
zana z komoérka P. mirabilis, jest kodowana przez operon
hpm sktadajacy si¢ zdwdch genéw: hpmA, kodujacego biat-
ko cytolizyng oraz hpmB, kodujacego biatko przenoszace
i aktywujace toksyne [158]. Stwierdzono duzg homologie
na poziomie DNA oraz migdzy biatkami HpmA i HpmB
P. mirabilis oraz analogicznymi biatkami ShlA (hemoli-
zyna) i ShIB (transporter/aktywator) Serratia marcescens
[148]. Hemolizyna HlyA jest zaliczana do bialek RTX
(repeat in toxin) ze wzgledu na obecnos$¢ powtarzajacych
si¢ w biatku sekwencji 9 aminokwaséw, z ktérych glicy-
na wystepuje najcze¢sciej [62,159]. Dziatanie tej hemolizy-
ny, w odréznieniu od HpmA, jest niezalezne od obecno-
Sci w Srodowisku jonéw wapnia. Obie hemolizyny HpmA
i HlyA sa zaliczane do toksyn tworzacych kanaty w blo-
nie komoérkowej (pore forming toxins) [113], wigc dziata-
ja nie tylko na erytrocyty. Na przyktad hemolizyna HlyA
jest silng cytolizyna powodujaca lize takze komoérek na-
btonka drég moczowych oraz niektérych komoérek ukta-
du immunologicznego [118]. Rola biologiczna hemoli-
zyny HpmA nie jest dotyczas wyjasniona, ale by¢ moze
jej poznanie bedzie w najblizszym czasie tatwiejsze, bo-
wiem zostata niedawno skrystalizowana [7]. Hemolizyna
ta wzmaga wtasciwosci inwazyjne bakterii wobec linii
komérkowych [116]. Badania in vivo z uzyciem mutanta
HpmA-~ wykazaty, iz nie jest to czynnik chorobotworczo-
Sci znaczaco wplywajacy na przebieg zakazenia uktadu
moczowego droga wstepujaca [89].

Zdolnos¢ bakterii do penetracji komérek
eukariotycznych

Zdolnos¢ pateczek Proteus do penetracji komorek eukario-
tycznych ludzkich i zwierzgcych, zaréwno linii komérkowych,
jak i komérek $§wiezo izolowanych z makroorganizmdéw,
uwazana jest za cechg inwazyjnosci [102]. Mechanizm tego
procesu opiera si¢ na internalizacji bakterii przez komérki
i badany byt gtéwnie na komérkach pochodzacych z ukta-
du moczowego cztowieka lub zwierzat, tj. z nerek (VERO,
HRPTEC), pecherza moczowego (124, HCV 29T) i moczo-
wodu (Hu 609) oraz z innych komoérek (HeLa, fibroblasty
mysie L1929, limfocyty) [8,102,116,123]. Wsréd uczonych

sg zdania podzielone na temat mechanizmu procesu inter-
nalizacji. Dotyczy to w szczegdlnosci zagadnien czy pro-
ces ten przebiega z tworzeniem czy bez tworzenia mikrofila-
mentéw aktyny w komérkach, oraz gdzie w spenetrowanych
komdrkach bakterie przebywaja i czy moga si¢ tam dzie-
li¢ [20,97]. Natomiast nie budzi watpliwosci znaczenie he-
molizyn podczas inwazji bakterii na komorki organizméw
wyzszych. Szczepy wytwarzajace hemolizyng HpmA nie
niszcza komoérek w czasie ich penetracji, bowiem ta cyto-
lizyna charakteryzuje si¢ stabymi wtasciwosciami cytotok-
sycznymi wobec linii komérkowych [102,116]. Inaczej za-
chowuja sig pateczki P. vulgaris i P. penneri, wytwarzajace
hemolizyng HlyA wewnatrz komérek eukariotycznych, lub
wydzielajacych t¢ toksyne w ich otoczeniu. Penetracji ko-
morek makroorganizmu przez te bakterie towarzyszy duza
cytotoksycznosc biatka HlyA, co powoduje spadek ich licz-
by proporcjonalny do wzrostu st¢zenia hemolizyny w §rodo-
wisku [118,141]. Warto tez podkresli¢, ze bakterie charakte-
ryzujace si¢ wlasciwosciami hydrofobowymi powierzchni
komérkowej np. formy fenotypowo szorstkie sa bardziej in-
wazyjne [66]. Krétkie pateczki przenikaja tatwiej komérki
eukariotyczne, niz ,,swarmer cells”, ktérych wasciwosci in-
wazyjne wciaz budza kontrowersje. Wykazano je tylko wo-
bec linii komérkowych Vero, EJ 128 i 5637 i jednoczesnie
brak ich u mutantéw z zaburzona synteza rzgsek niewyka-
zujacych zdolnosci do wzrostu rozpetztego [1,67]. Nie ulega
watpliwosci, iz rozwéj bakterii wewnatrz komoérek nabtonka
nerek lub pgcherza moczowego moze by¢ przyczyna wielu
patologicznych zmian. Pojawianie si¢ bakterii P. mirabilis
w tych narzadach badano postugujac si¢ mysim modelem
zakazenia wstgpujacego. Zaobserwowano wowczas liczne
drobne pateczki w nabtonku nerek oraz ich agregaty w na-
btonku pecherza i sporadycznie wystgpujace ,,swarmer cells”.
Nie wiadomo jednak czy niewielka liczba komérek dlugich
jest wynikiem braku wlasciwosci inwazyjnych in vivo, czy
tez te dtugie, wedrujace formy po okresie migracji rozpad-
ly si¢ na krétkie pateczki, ktére po internalizacji widzimy
wewnatrz komorek eukariotycznych [50,162].

Enzymy
Deaminazy aminokwasow (pozyskiwanie Zelaza)

Pateczki Proteus nie wytwarzaja typowych dla wigkszosci
bakterii sideroforéw begdacych gtéwnym sktadnikiem syste-
mow pozyskiwania zelaza podczas infekcji makroorgani-
zmu. Ich rolg spelniaja: a-ketokwasy — fenylopirogronowy
i indolylopirogronowy, produkty deaminacji aminokwaséw
odpowiednio fenyloalaniny i tryptofanu [32]. Kompleksy
zelaza z tymi kwasami sa pobierane przez bakterie po-
przez oddziatywania hydrofobowe. Jak dotychczas opisa-
no w szczegétach jedng deaminaz¢ — Aad (amino acid dea-
minase) wystepujaca w szczepach P. mirabilis. Enzym ten,
o masie czasteczkowej 51.1 kDa sktada z 437 aminokwa-
séw 1 jest kodowany przez gen aad [85]. Znaczenie tego
enzymu w chorobotwdrczosci bakterii nie jest poznane,
nie udato si¢ bowiem dotychczas uzyska¢ mutantéw z za-
blokowana mozliwoscia jego syntezy.

Proteazy IgA i IgG
Wiasciwosci proteolityczne pateczek Proteus warunkuja ich

znaczenie w Srodowisku naturalnym jako bakterii rozktadaja-
cych materi¢ pochodzenia zwierzgcego. Zewnatrzkomorkowe
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Tabela 2. Struktury chemiczne oligosacharydow stanowigcych cze$¢ zewnetrzng rdzenia w LPS wybranych szczepdw Proteus spp. [151]

Szczepy Proteus

Struktura chemiczna oligosacharydu

P mirabilis 03; R110

a-DD-Hep-(1—6)-a-GlcN

P mirabilis 06

B-Qui4NAlaAla-(1—3)-a-Gal-(1—6)-a-GlcNAc-(1—4)-a-GalN

P mirabilis 027

B-Glc-(1—5)-(15)-GaloNAc-(1—4,6)-a-GalN

P mirabilis 028, P. penneri 42

B-GalALys4PEtn-(1—3)-B-GIcNAc-(1—6)-GIcNGly

P mirabilis 057

B-Qui4NAlaAla-(1—3)-a-GalNAc-(1—6)-a-Glc-(1—4)-a-GalN

P vulgaris 02, 04, 08, 0X19, P penneri 2,11,17,19,107

B-Gal-(1—4)-(15)-GaloNAc-(1—4,6)-a-GalN

P vulgaris 025

B-Kdo-(2—3)—
B-GIcNAc-(1—2)-B-Gal-(1—6)-a-GIcN

P penneri7,14,21

0-Glc-(1—4)-a-GalNAc-(1—2)-a-DD-Hep-(1—6)-a-GlcNGly

P penneri 16,18

a-FucNHb-(1—4)-a-Gal-(1—6)-p-Glc-(1—3)-a-GalN6P-Etn

enzymy proteolityczne wytwarzane przez te drobnoustroje
charakteryzuje duza swoisto$¢ substratowa, umozliwiajaca
rozktad r6znych biatek w tym przeciwciat IgA obu podklas
IgA111gA2 oraz przeciwciat IgG [76,77]. Zidentyfikowano
dotychczas dwie proteazy ZapA i ZapE kodowane przez ope-
ron zap. Sa to metaloproteazy zawierajace w swej strukturze
atom cynku. Ze wzgledu na duzy procent homologii ami-
nokwasowej zaliczane sa do wspdlnej rodziny serralizyn.
Rodzing tg tworzg proteazy wytwarzane przez nastgpujace
bakterie: Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa
i Erwinia chrysanthemi. Operon zap obejmuje pig¢ genéw
zapA-zapE, kodujacych dwie proteazy ZapA i ZapE oraz
biatka warunkujace transport proteaz ZapB (transporter
ABC), ZapC (biatko rodziny MFP — membrane spanning
fusion protein) i biatko blony zewnetrznej ZapD [156].

Proteazy dziataja w srodowisku o wysokim pH (optimum
dziatania pH 8), co wskazuje na korelacj¢ migdzy dziataniem
tych enzymow i ureazy [77]. Walker i wsp. [153], postugujac
si¢ mutantem niewytwarzajacym proteazy ZapA wykazali
na modelu mysim, iz enzym ten jest waznym czynnikiem
wirulencji szczepéw P. mirabilis. Okazato si¢ bowiem, ze
ich mutanty nie byty tak chorobotworcze jak postacie dzi-
kie; izolowano je w mniejszej liczbie zaréwno z nerek jak
i z pecherza. Nie jest pewne w jaki sposéb dziatanie prote-
az ostabia makroorganizm podczas infekcji. Przyjmuje sig,
ze w wyniku dziatania enzymoéw proteolitycznych dochodzi
do zaburzenia opsonizacji bakterii i ostabienia proceséw fa-
gocytozy [77]. Nie mozna tez wykluczy¢ ostabiania mecha-
nizméw obronnych gospodarza na skutek trawienia przez
proteazy bialek dopetniacza lub biatek zewnatrzkomoérkowe;j
macierzy, takich jak fibronektyna i kolagen oraz peptydéw
o antybakteryjnym dziataniu, co utatwia rozprzestrzenianie
sie bakterii w tkankach i narzadach [15,100].

Ureaza

Ureaza jest metaloenzymem zawierajacym w centrum kata-
litycznym atom niklu. Jest ona kodowana przez operon ure
sktadajacy si¢ z oSmiu gendéw; trzy sposréd nich determinuja
syntezg trzech podjednostek enzymu, pozostate innych biatek

uczestniczacych w jego sktadaniu i aktywacji [91]. Dziatanie
ureazy, ktora rozktada mocznik do amoniaku i dwutlenku
wegla, powoduje alkalizacj¢ moczu, ktéry u oséb zdrowych
charakteryzuje si¢ pH lekko kwasnym. Ma to powazne kon-
sekwencje patologiczne polegajace na krystalizacji struwitu
(fosforanu magnezowo-amonowego) oraz weglanu apatytu.
Proces krystalizacji i agregacji krysztaléw powoduje formo-
wanie si¢ kamieni moczowych, powaznie komplikujace za-
kazenia uktadu moczowego wywolywane przez pateczki
Proteus. [86]. Jak wspomniano proces tworzenia kamieni mo-
czowych ,,wspomaga” glikokaliks zawierajacy kwasne po-
lisacharydy otoczkowe lub te, ktére stanowia czg$¢ O-swoi-
sta LPS. Te ujemnie naladowane elementy powierzchniowe
Sciany komorkowej pateczek Proteus wiaza stabymi wigza-
niami kationy wapnia i magnezu. Wigzania te maja charak-
ter przejsciowy, wspomniane kationy z czasem uwalniaja si¢,
co prowadzi do miejscowego przesycenia sSrodowiska solami
mineralnymi, ktére stanowia materiat budulcowy dla tworza-
cego si¢ kamienia moczowego [37,146]. Kamienie moczowe
sq bardzo dobrym siedliskiem dla bakterii, ktére zamknigte
w ich strukturach sg niewrazliwe na dziatanie antybiotykéw
oraz innych chemioterapeutykéw. Zasadnicze niebezpieczeni-
stwo tkwi jednak w tym, ze blokuja przeplyw moczu, zas
u pacjentéw cewnikowanych czopuja katetery, co w konse-
kwencji prowadzi do powaznych komplikacji, dochodzi bo-
wiem do refluksu moczu i bakteriurii zwiazanej ze stosowa-
niem cewnikow [143].

Lipopolisacharyd (LPS, endotoksyna)

Lipopolisacharyd u gladkich bakterii Gram-ujemnych skia-
da si¢ z trzech regionéw: czgSci O-swoistej (polisacharyd
O-swoisty tj. antygen O), regionu rdzeniowego oraz lipidu
A. Czes¢ O-swoistg u bakterii charakteryzuje duza zmien-
nos¢ struktury chemicznej, natomiast region rdzeniowy
i lipid A sa pod tym wzgledem bardziej konserwatyw-
ne [55,111]. Ta zasada nie odnosi si¢ jednak do LPS pate-
czek Proteus, u ktérych stwierdzono tez duze zréznicowa-
nie w obrgbie regionu rdzeniowego [151]. LPS pelni wiele
funkcji 1 ze wzgledu na wspomniang odmiennos$¢ struktu-
ralng czesci O-swoistej u pateczek Proteus stanowi podsta-
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P. mirabilis 06 [19]

a-D-GlepA
1

\
3

P. vulgaris O8 [105]

a-D-Galp
1

\
3

P. vulgaris 022 [147]
o-D-Quip3NAc2,4Ac

2

\
3

P. mirabilis 013 [142]

1

\!
4

P. mirabilis 028 [107]

P. vulgaris 039 [60]

—4)-a-L-FucpNAc-(1-3)-B-D-GlcpNAc-(1—

—3)-B-D-GlepA-(1—4)-0-L-FucpNAc-(1-3)-a-D-GlepNAc-(1—

—52)-B-L-Rhap-(1—>4)-a-L-Rhap-(1—>4)-B-D-GlcpA-(1—3)-B-D-GlepNAc-(1—

a-D-GalpA6(2S,8R-AlaLys)

—3)-a-D-Galp-(1—3)-p-D-GlepNAc-(1—>

—4)-a-D-GalpA6(L-Lys)-(1—>4)-a-D-Galp-(1—3)-a-D-GalpA6(L-Ser)4Ac-(1—-3)-B-D-GlcpNAc-(1—

—58)-B-Psep5AcTAc-(2—3)-a-L-FucpNAc-(1-3)-0-D-GlepNAc-(1->

Ryc. 2. Struktury chemiczne wybranych antygendw O Proteus spp. Epitopy wigzane przez swoiste przeciwciata anty-0 lub odpowiedzialne za reakcje

krzyzowe zaznaczono ttustym drukiem

we ich serologicznej klasyfikacji. Jest ona oparta na sche-
macie Kauffmanna i Perch obejmujacym 49 serogrup, do
ktorych zaliczono szczepy dwoéch gatunkéw P. mirabilis
i P. vulgaris [56]. Badania strukturalne i immunochemiczne
antygenéw O, pochodzacych ze szczepdw reprezentujacych
poszczegblne serogrupy, doprowadzity do wyjasnienia pod-
staw molekularnych tej klasyfikacji (tabela 2) [57,115,122].
Schemat klasyfikacji serologicznej Proteus rozszerzono
0 nowe serogrupy, utworzone dla szczepéw nowych gatun-
kow P. penneri, P. myxofaciens, P. hauseri i gatankow geno-
mowych lub szczepow P. mirabilis i P. vulgaris niesklasyfi-
kowanych za pomoca oryginalnego schematu Kauffmanna
i Perch. Obecnie schemat klasyfikacji szczepéw z rodzaju
Proteus obejmuje 76 serogrup [34,35,121,160].

Badania serologiczne doprowadzity do identyfikacji wie-
lu epitopow (determinant antygenowych) wiazanych przez
swoiste przeciwciata anty-O otrzymane dla szczepéw re-
prezentujacych poszczegdlne serogrupy (ryc. 2). Cecha
charakterystyczna antygenéw O szczepdw Proteus jest
ich kwasny charakter, wynikajacy z czgstej obecnosci
kwasow uronowych, reszt kwaséw organicznych oraz fo-
sforanu [57,122]. Wykazano, iz kwasy uronowe — gluku-
ronowy (GIcA) i galakturonowy (GalA) — bardzo cze-
sto wchodza w sktad epitopoéw wiazanych przez surowice
anty-O. Dzieje si¢ tak m.in. w przypadku antygenéw
O P. mirabilis O6 oraz P. vulgaris 022 i 032 [9,19,147].
Podobng rolg petnia N-acetylowane aminocukry np. glu-
kozamina (GlcN) w antygenie O P. mirabilis 027 [67,150].
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Glikoforma I EN-P B-Gle B-AradN
- ! .
zen | s4)-a-GalA-(1—3)-o-LDHep-(1—3)-a-LDHep-(1—5)-a-Kdo-(2—
zewngtrzny 7 4
B-GalA-(1—7)-a-LDHep a-Kdo
Glikoforma II
DDHep EtN-P B-Glc B-Ara4N
, 2 6 4 3
Rdzen —4)-a-GalA-(1—-3)-a-LDHep-(1—3)-a-LDHep-(1—5)-a-Kdo-(2—
zewngetrzny 7 4
B-GalA-(1—7)-a-LDHep a-Kdo
Glikoforma III
B-GalA-(1—7)-a-DDHep EtN-P B-Glc B-Arad4N
Rdzen 2 6 ! 8
—4)-0-GalA-(1-3)-a-LDHep-(1—3)-a-LDHep-(1—5)-a-Kdo-(2—
zewngetrzny 7 4
LDHep a-Kdo

Ryc.3. Struktura chemiczna regionu rdzeniowego LPS pateczek Proteus [151]

Jednakze najczeSciej identyfikowanymi epitopami sa ami-
dy kwaséw uronowych i aminokwasow lizyny i treoniny
{o-D-GalA(-L-Lys) w P. mirabilis O3, 026 i O28; a-D-
GalA(-L-Thr) w P. mirabilis O11 i P. penneri 11 (058)}
[4,53,107,128,130].

Czesto, cho¢ nie jest to norma, rol¢ immunodominuja-
cych sktadnikéw w epitopach nadajacych swoistos¢ pet-
nig rzadkie sktadniki np. alaninolizyna (AlaLys) zwiaza-
na z GalA w P. mirabilis O13 i GlcA w P. myxofaciens
(060) [129,142]. Znajac strukture chemiczna antygenow
O mozna wyjasni¢ czgsta w przypadku Proteus spp. reak-
tywnos¢ krzyzowa surowic anty-O z heterologicznymi li-
popolisacharydami bakterii z gatunkéw w obrebie rodzaju
lub innych gatunkéw. Najczesciej spotykanym disachary-
dem wspdlnym, odpowiedzialnym za wspomniane reak-
cje krzyzowe jest o-L-FucNAc-(1—3)-0/p-D-GlcNAc.
‘Warunkuje on wyrazne podobienistwo serologiczne anty-
gendw O P. mirabilis O6 oraz P. vulgaris O8, 012 i O39
[60,105,106]. Wymieniony wczesniej sktadnik AlaLys wa-
runkuje pokrewienstwo antygenowe LPS szczepéw P. mi-
rabilis O13 P. myxofaciens i LPS Providencia rustigianii
014 i Providencia alcalifaciens O23 [59,129,142,144].
Wspdlny epitop zawierajacy 4-amino-4,6-dideoxy-D-glu-
koze (D-Qui4N) podstawiona kwasem N-acetyloaspara-
ginowym jest odpowiedzialny za reakcje krzyzowe suro-

wic przeciwko szczepom P.mirabilis O38, P. stuartii O4
i O33 z heterologicznymi LPS [58,61,145]. Przyczyna re-
akcji krzyzowych moga by¢ tez wspdlne epitopy w anty-
genie O jednego LPS i czesci rdzeniowej drugiego, jak to
wykazano w przypadkach lipopolisacharydéw P. vulgaris
021 i 025, P. vulgaris O12 i P. mirabilis 028, a takze
P. vulgaris O45 i P. penneri 28 [115,122].

Region rdzeniowy LPS sktada si¢ z dwéch czesci, we-
wngtrznej, bardziej konserwatywnej pod wzgledem bu-
dowy, ale nie identycznej dla wszystkich szczepéw (trzy
glikoformy — ryc. 2) i zréznicowanego rdzenia zewngtrz-
nego, zawierajacego oligosacharydy typowe dla okreslo-
nych szczepow Proteus (tabela 2) [115,151].

Lipid A szczepdw P. mirabilis zawiera dwie reszty glukozami-
ny podstawione resztami fosforanowymi oraz kwasami ttusz-
czowymi. Cecha charakterystyczna lipidu A tych bakterii jest
wystgpowanie reszty 4-amino-4-deoksy-arabino-L-arabinozy,
ktdra jest takze obecna w regionie rdzeniowym, podstawiajac
Kdo (kwas 2-keto-3-deoksy-oktonowy) [131,152].

Jak wspomniano wczesniej, LPS jest endotoksyna o szero-
kim zakresie aktywnosci biologicznej. Uwolniona z bakte-
rii do krwi podczas sepsy jest wiazana przez biatka, gtow-
nie LPB (lipopolysaccharide binding protein) i w takiej
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postaci jest rozpoznawana przez receptory komoérek ma-
kroorganizmu CD14 oraz TLR2 i TLR4 (tool like recep-
tors 2 i 4). Zwiazanie jej z receptorami uruchamia prze-
kazanie transmembranowego sygnatu i indukcje komoérek
do wytwarzania mediatoréw m.in.: TNF (tumour necrosis
factor), interleukin (IL-1, IL-6, IL-8), wolnych rodnikéw
(0,7, H,0,, NO). W zaleznosci od stezenia mediatory te
moga odgrywac rolg pozytywna pobudzajac uktad obron-
ny gospodarza do eliminacji bakterii, jednakze w duzym
stezeniu efekty ich dziatania sa negatywne. Dochodzi wte-
dy do gwattownego wzrostu temperatury ciata, a takze do
wewnatrznaczyniowego wykrzepiania krwi, zaburzenia
oddychania i z czasem do szoku septycznego objawiaja-
cego si¢ wieloraka systemowa niewydolno$cia organizmu,
co prowadzi czgsto do Smierci [78,112].

Lipopolisacharydy petnia tez rolg bariery chroniacej bak-
terie Gram-ujemne przed bdjczym dzialaniem surowi-
cy. Dziatanie bakteriobdjcze polega przede wszystkim
na aktywacji dopetniacza, ktéry po zadziataniu MAC
(membrane attack complex) powoduje liz¢ komérek.
MAC ma hydrofobowy charakter dzigki czemu tatwo
przenika bakterie o podobnym charakterze powierzchni,
czyli formy szorstkie — R. W przypadku bakterii gtad-
kich (S), majacych na powierzchni hydrofilowa ostong
zbudowana z czeSci O-swoistej LPS, penetracja MAC
przez membrang zewngtrzng jest niemozliwa lub utrud-
niona, co chroni bakterie przed dziataniem dopetniacza
[49,54,87]. Te hipoteze w pelni potwierdzity wyniki ba-
dan wrazliwosci na dziatanie surowicy mutantéw R szcze-
péw P. mirabilis niewytwarzajacych czgsci O-swoistej
LPS. Byly one wrazliwe na dziatanie surowicy, w prze-
ciwienistwie do wigkszos¢ form gtadkich tego gatunku
i okoto 50% szczepow gtadkich P. pennerii P. vulgaris,
ktére okazaly si¢ oporne [42,46,68, Kwil i wsp. dane
nieopublikowane].

PismiENNICTWO

ZAKONCZENIE

Bakterie z rodzaju Proteus charakteryzuja si¢ unikatowymi
cechami, rzadko spotykanymi u innych bakterii. Do nich za-
liczy¢ nalezy przede wszystkim zjawisko wzrostu rozpetzie-
go, w trakcie ktérego krétkie paleczki przeksztalcaja si¢ do
dtugich ,,swarmer cells”. Rola tych ostatnich w chorobotwér-
czosci nie jest pewna, wiele danych przemawia za tym, iz sa
to postaci migrujace, warunkujace zakazenia wstgpujace.
Za postaci osiadte nalezatoby wtedy uznac bakterie krétkie,
jakkolwiek podziat ten nie jest wyrazny. Wprawdzie krétkie
pateczki, w przeciwienistwie do ,,swarm cells”, wytwarzaja
fimbrie odpowiedzialne za przyleganie, ale maja tez rzgski,
warunkujace ruch. Ponadto w srodowisku ptynnym formy
dlugie szybko rozpadaja si¢ na pateczki krétkie, trudno wigc
bezspornie przypisa¢ okreslone cechy obu formom Proteus.
Trudno tez ustali¢, hierarchig czynnikéw wirulencji tych bak-
terii. Dzialaja one wspdlnie, cho¢ aktywno$¢ ureazy jest, je-
zeli nie najwazniejsza, to w skutkach groZna, bowiem for-
mowanie si¢ kamieni moczowych w nastgpstwie dziatania
tego enzymu powoduje powazne komplikacje o dlugofalo-
wych dla pacjenta konsekwencjach. Ostatnio, w badaniach
poréwnawczych wykazano brak korelacji migdzy wirulen-
cja i pochodzeniem izolatéw pateczek P. mirabilis. W ba-
daniach in vitro i in vivo na modelu mysim nie stwierdzono
zwiazkéw miedzy ekspresja czynnikéw chorobotworczosci
a miejscem izolacji szczepéw [132]. Waznym i jak dotych-
czas niezbyt dobrze poznanym jest zjawisko wzrostu pate-
czek Proteus w postaci biofilmu. Zachowanie si¢ populacji
bakterii rosnacych na podtozu stalym jest odmienne od za-
chowan, kiedy wystepuja w srodowisku ptynnym. Petniejsze
poznanie tych wzajemnych relacji, a przede wszystkim zna-
lezienie skutecznych sposobéw prewencji tworzenia bio-
filmu przez szczepy Proteus na cewnikach, podobnie jak
i formowania kamieni moczowych, stanowi wyzwanie dla
badaczy tych bakterii na najblizsze lata.
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