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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zakazenia pateczkami nalezacymi do rodziny Enterobacteriaceae sa jednym z powazniejszych
probleméw wspdtczesnego spoteczenstwa. Chociaz niektére gatunki obecne w przewodzie po-
karmowym cztowieka nie wywotuja objawéw chorobowych, to znaczna czg$¢ tej rodziny zostata
uznana za wazne patogeny. Szczepy z rodzajow Shigella, Salmonella, Escherichia czy Yersinia,
sa bezposrednia przyczyna biegunek, czerwonki bakteryjnej, duru brzusznego i innych schorzen
jelitowych, a takze zakazen uktadu moczowo-piciowego, czy krwionosnego. Wedlug WHO na
4,5 miliarda przypadkéw zachorowar, zatrucia pokarmowe sa przyczyna $mierci 1,9 mln os6b
rocznie i pod wzgledem Smiertelnosci zajmuja trzecie miejsce wsrdd choréb trapiacych ludzi na
calym $wiecie. W pracy oméwiono wybrane zagadnienia dotyczace metod identyfikacji czyn-
nika etiologicznego zakazeri, mechanizmu wnikania bakterii i zakazenia organizmu gospodarza
oraz charakteru wzbudzanej odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Opisano mechanizmy leko-
opornosci pateczek jelitowych oraz mozliwosci leczenia i zapobiegania zakazeniom przez do-
skonalenie metod detekcji, konstruowanie szczepionek i zastosowanie szczepiei ochronnych.
Szczegblng uwage zwrécono na biatko OMP38 wyizolowane ze Sciany komdrkowej S. flexneri
3a, ktére dzigki zdolnosci do wzbudzania odpowiedzi komdérkowej i humoralnej jest potencjal-
nym antygenem lub nosnikiem do szczepionki koniugatowe;j.
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Summary

Intestinal infections caused by rod-shaped bacteria of the Enterobacteriaceae genus are one of
the major health hazards in countries where sanitation standards are low. Strains of Shigella,
Salmonella, Escherichia and Yersinia are responsible for diarrhea, severe bacillary dysentery,
typhoid, other intestinal diseases, as well as genitourinary tract and blood infections. According
to the WHO there are 4.5 billion cases every year, of which 1.9 million end in death. This ma-
kes intestinal infections third in terms of human disease mortality. In this work we discuss me-
thods of pathogen identification, the mechanism of host-pathogen interaction, and the nature of
the host’s immunological response. Due to rising drug resistance we discuss the importance of
better pathogen detection, vaccine design and the use of vaccines as a preventive measure aga-
inst intestinal infections. Special attention is paid to OMP38, a protein isolated from S. flexneri
3a outer membrane. Since it is known that this protein has good immunogenic properties, it can
be used as an antigen or carrier for conjugate vaccines.

Enterobacteriaceae * intestinal infection  Shigella  antibiotic resistance « OMP
immunity * vaccine
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RobzINA ENTEROBACTERIACEAE

Mikroflor¢ przewodu pokarmowego czlowieka tworzy
okoto 400-500 gatunkéw réznorodnych mikroorgani-
zméw. Szacuje sig, ze w organizmie dorostego osobnika
na kazdy gram tresci jelitowej przypada okoto 10'-10"
mikroorganizmoéw, co sugeruje, ze drobnoustroje stano-
wia okoto 1 kg masy ludzkiego ciata [16]. Florg bakte-
ryjna przewodu pokarmowego u ludzi stanowia zaréwno
drobnoustroje, korzystnie wptywajace na zdrowie gospo-
darza, jak i szkodliwe patogeny. Zachwianie réwnowa-
gi miedzy liczba wystepujacych mikroorganizméw nale-
zacych do obydwu tych grup, moze prowadzi¢ do wielu
powaznych schorzen [38]. Drobnoustroje nalezace do
rodziny Enterobacteriaceae tworza duza grupg bakte-
rii, podobnych pod wzgledem morfologicznym i fizjo-
logicznym. Wykazuja one rowniez duze podobienstwo
pod wzgledem cech antygenowych i genetycznych [77].
Enterobacteriaceae, a zwlaszcza tolerujace tlen gatunki E.
coli, sa uwazane za jedna z najbardziej charakterystycznych
grup zasiedlajacych przewdd pokarmowy cztowieka, mimo
ze pod wzgledem liczebnos$ci nie stanowia w nim przewa-
zajacej wigkszosci. Innymi przedstawicielami tej rodziny,
obecnymi w uktadzie pokarmowym sa gatunki z rodzaju:
Citrobacter, Enterobacter i Klebsiella, bedace rowniez fa-
kultatywnymi beztlenowcami [30,38]. Wigkszos¢ bakterii
nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae to nieszkodliwe
i niewywolujace objawéw chorobowych gatunki wystepu-
jace w wodzie, zamieszkujace przewdd pokarmowy czto-
wieka i powierzchnig jego skéry. Znaczna grupa bakterii
z tej rodziny to drobnoustroje oportunistyczne, stanowia-
ce zagrozenie dla os6b w podesztym wieku, ostabionych,
chorych lub begdacych w stanie supresji immunologicznej
[43]. Przewazajaca wigkszos$¢ bakterii obecnych w prze-
wodzie pokarmowym jest nieszkodliwa dla cztowieka,
jednak niektére gatunki z rodziny Enterobacteriaceae
uznawane sa za organizmy patogenne, odpowiedzialne za
zakazenia r6znego typu, w tym schorzenia jelitowe [115].
Istnieje grupa patogendw, takich jak przedstawiciele ro-
dzajow Shigella, Salmonella, Escherichia czy Yersinia,
bedacych giéwnymi czynnikami zakazeri pokarmowych
(ryc. 1) [50,59,67].

Bakteryjne zakazenia pokarmowe wywotywane przez pa-
eczki jelitowe z rodziny Enterobacteriaceae sa bezpo-
Srednig przyczyna biegunek, czerwonki bakteryjnej, duru
brzusznego i innych dolegliwosci jelitowych, ktdre sa jed-
nym z powazniejszych probleméw wspétczesnego spote-
czefistwa. Zmagaja si¢ z nimi przede wszystkim ludzie
zamieszkujacy kraje, gdzie zaréwno standard zycia, jak
i higiena sanitarna znajduja si¢ na niskim poziomie, a do-
stgp do czystej wody pitnej jest ograniczony. Wszystkie
te czynniki przyspieszaja rozprzestrzenianie si¢ zatruc

Enterobacteriaceae

Bezwzgledne
patogeny Oportunistyczne

patogeny

Escherichia
coli
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pneumoniae

Ryc. 2. Diagram ilustrujacy przyczyny $mierci dzieci ponizej 5 roku zycia
[118]

jelitowych [33]. Zakazenia te sa szczeg6lnie groZne u dzie-
ci z niedojrzatym lub uszkodzonym uktadem odpornoscio-
wym, ktérych organizm sktonny jest do szybkich odwod-
nien [68]. Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia (World
Health Organization — WHO) na prawie 4,5 miliarda przy-
padkéw — zatrucia pokarmowe sa przyczyna Smierci 1,9
miliona 0s6éb rocznie i pod wzgledem $miertelnosci zaj-
muja trzecie miejsce wsrod choréb trapiacych ludzkosé
na catym Swiecie. Ponadto szacuje sig, ze do okoto 99%
wszystkich zgonéw dochodzi w krajach stabo rozwinig-
tych [33,118]. Wysoki odsetek zgonéw notuje si¢ wsréd
noworodkéw i dzieci ponizej piatego roku zycia (ryc. 2).
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W konsekwencji w krajach rozwijajacych sig, gdzie dzie-
ci sa narazone nawet na 12 zakazen jelitowych rocznie;
procent $miertelnosci spowodowany zakazeniami prze-
wodu pokarmowego waha si¢ w granicach 15-34% [33].
W ostatnich latach potwierdzono wyniki badan sugerujace,
ze przebyte we wczesnym dziecifistwie zatrucia pokarmo-
we maja swoje negatywne konsekwencje w péZniejszym
okresie zycia, co moze si¢ objawia¢ np. ostabiona poten-
cja i reproduktywnoscia [39]. Mimo ze epidemie czerwon-
ki czy duru brzusznego wystgpuja przewaznie na terenach
o stabym stopniu uprzemystowienia, sa one przenoszone
takze na inne regiony, gtéwnie poprzez geograficzne prze-
mieszczanie si¢ ludnosci: uchodzcow, zeglarzy czy tury-
stow [33]. Z danych statystycznych wynika, ze prawie 50%
wszystkich podrézujacych do krajéw Trzeciego Swiata
zostaje dotknigtych tzw. ,,biegunka podréznych” [25]. Jej
podstawowa przyczyna to spozycie zywnosci i wody zaka-
zonych bakteriami (85% przypadkéw), pasozytami (10%)
czy wirusami (5%) [73].

DIAGNOSTYKA ZAKAZEN PALECZKAMI JELITOWYMI

Poznanie etiologii zakazenia i identyfikacja patogenu, maja
fundamentalne znaczenie dla podjecia wlasciwego lecze-
nia. Czynniki etiologiczne choréb oraz mechanizmy pa-
togennosci bakterii z rodziny Enterobacteriaceae zostaty
w wigkszosci poznane. Nalezy jednak zauwazy¢, ze bar-
dzo duza liczba przypadkéw zakazer notowanych w kra-
jach stabo rozwinigtych, nie pozwala na szybka diagnoze
choroby i rozpoczgcie leczenia. Prawidtowa identyfikacja
poszczegblnych patogendw jest tam mozliwa jedynie w la-
boratoriach badawczych, ktére nie tylko nie sa w stanie
dziata¢ ustugowo na szeroka skalg, lecz nie zawsze moga
sprosta¢ chociazby obstudze potrzeb miejscowych szpita-
li [36]. Nowoczesne metody szybkiej diagnostyki zakazen
jelitowych, dajace wiarygodne i doktadne wyniki, wyma-
gaja najcze¢sciej zarowno duzych naktadéw finansowych,
jak i czasowych.

Jedna z pierwszych i najczgsciej stosowanych metod iden-
tyfikacji mikroorganizmoéw byto okreslanie ich zdolnosci
do przeprowadzania charakterystycznych dla nich reakcji
biochemicznych. Testy metaboliczne opieraja si¢ na typo-
waniu bakterii na podstawie obecnosci swoistych aktyw-
nosci enzymatycznych, §wiadczacych o obecnosci danego
enzymu w badanych komérkach. Na przyktad bakterie be-
dace Gram-ujemnymi pateczkami, bezwzglednie lub fakul-
tatywnie tlenowymi, fermentujace glukoze oraz wykazujace
ujemna reakcje oksydazy, nalezy — uwzgledniajac charakte-
rystyke metaboliczng bakterii z rodziny Enterobacteriaceae
— zakwalifikowa¢ do tej grupy pod warunkiem, ze rosng
na agarze MacConkeya [3]. Mozliwo$¢ identyfikacji po-
szczegllnych gatunkdw z rodziny Enterobacteriaceae daje
hodowla bakterii na podtozu agarowym z dodatkiem z6t-
ci 1 eskuliny. Niektére szczepy maja zdolnos¢ hydrolizy
eskuliny do eskuletyny i glukozy. Eskuletyna w obecno-
Sci jonéw Fe3* tworzy zielono-oliwkowe, prawie czarne
kompleksy. Na tej podstawie mozna zidentyfikowac ta-
kie szczepy, jak np. Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes, Serratia liquefaciens, Serratia marcescens
i Serratia rubidaea. Bakterie te wykazuja zdolnos¢ do hy-
drolizy eskuliny w 100% w czasie 4 godzin. Jednoczesnie
metoda ta pozwala na wykluczenie w badanym materiale
obecnosci takich szczepow, jak: Shigella sonnei, Arizona

hinshawii, Proteus mirabilis, Proteus morganii, Providencia
alcalifaciens, Providencia stuartii czy réznych gatunkéw
Salmonella, ze wzgledu na brak zdolnosci wymienionych
szczepow do hydrolizy eskuliny [69]. Hydroliza eskuliny
jest tylko jednym z wielu popularnych testéw pozwalajacych
na identyfikacje¢ pateczek z rodziny Enterobacteriaceae.
Inne stosowane w bakteriologii testy biochemiczne opiera-
ja sie na zdolnosci poszczegdlnych szczepéw do fermenta-
cji glukozy, melibiozy, czy ramnozy, wytwarzaniu indolu,
dekarboksylacji niektérych aminokwaséw, takich jak np.
lizyna, arginina, kwas glutaminowy, czy ureazy powodu-
jacej rozktad mocznika itp.

U bakterii nalezacych do rodzaju Shigella nalezy si¢ spo-
dziewad nastgpujacych cech metabolicznych: zdolnosci do
fermentacji glukozy, wzrostu na agarze MacConkeya oraz
fermentacji laktozy. Jednoczesnie rodzaj ten powinien wy-
kazywac ujemny wynik w tescie wytwarzania siarkowodo-
ru (wykrywany np. w tescie z octanem otowiu tworzacym
w obecnosci H,S nierozpuszczalny, czarny siarczek ofo-
wiu). Negatywny odczyn Voges-Proskauera (wytwarzanie
acetoiny — acetylometylokarbinolu, produktu posredniego
w szlaku wytwarzania glikolu butylenowego), brak aktyw-
nosci ureazy w tescie z mocznikiem, brak aktywnosci de-
aminazy fenyloalaniny (test PAD) oraz brak ruchliwosci
w 22°C, to réwniez cechy metaboliczne charakterystycz-
ne dla bakterii rodzaju Shigella [3]. Nalezy jednak zauwa-
zy¢, ze pojawiaja si¢ prace wskazujace na istnienie zdol-
nosci do ruchu bakterii tego rodzaju [34]. Ze wzgledu na
podobienistwo bakterii z rodzajéw Shigella i Escherichia
istnieje wiele technik pozwalajacych na ich réznicowanie.
W praktyce rodzaj Shigella réznicuje si¢ stwierdzajac nie-
zdolnos¢ komérek do ruchu i dekarboksylacji lizyny oraz
niezdolnos¢ wielu szczepéw do fermentacji laktozy [21].
Do réznicowania tych dwdch rodzajéw pateczek lub do ich
selektywnej hodowli, wykorzystywane sa rowniez podto-
za selektywne zawierajace zwiazki selenu. Podloza sele-
nowe sa bardziej toksyczne dla pateczek Escherichia niz
Salmonella lub Shigella i moga stuzy¢ do wybidrczego na-
mnozenia dwodch ostatnich z wymienionych rodzajéw bak-
terii obecnych w badanej prébee [21].

Wyniki uzyskiwane za pomoca wyzej wymienionych tech-
nik pozwalaja zawezié krag poszukiwan czynnika etiolo-
gicznego. Nie daja one jednak peinej gwarancji, ze dany
szczep zostal precyzyjnie zidentyfikowany, gdyz wigk-
szo$¢ szczepOw bakterii jest zdolna do przeprowadzania
wielu reakcji biochemicznych. Wada tej metody jest row-
niez to, ze jest ona bardzo praco- i czasochtonna [95]. Inne
opracowane testy diagnostyczne opieraja si¢ na immuno-
chemicznej detekcji specyficznych markeréw, takich jak
np. toksyny, czy na oznaczaniu serotypu lipopolisacha-
rydéw (LPS), wytwarzanych przez poszczegdlne szcze-
py. Identyfikacj¢ bakterii z rodzaju Shigella umozliwiaja
rowniez techniki elektroforezy w polu impulsowym (pul-
sed field gel electrophoresis — PFGE). Po lizie komérek
bakteryjnych w buforowanym roztworze zawierajacym de-
tergent oraz Srodki chelatujace (np. SDS, EDTA), prowa-
dzi si¢ trawienie uzyskanego materialu enzymami prote-
olitycznymi. Kolejnym etapem identyfikacji jest trawienie
uwolnionego materiatu genetycznego enzymami restryk-
cyjnymi i elektroforeza uzyskanych fragmentéw DNA
w polu impulsowym oraz analiza rodzaju i rozktadu uzyska-
nych fragmentéw. Identyfikacje bakterii z rodzaju Shigella
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umozliwia traktowanie materialu proteinaza K, a nastgp-
nie enzymami restrykcyjnymi Xbal lub Sfil; po elektrofo-
rezie otrzymuje si¢ 15-23 fragmentéw DNA o wielkosci
10-700 par zasad (pz) [149].

Rozprzestrzenianie si¢ zakazent pokarmowych wywotywa-
nych przez poszczegélne patogeny w duzej mierze zwig-
zane jest z wiekiem zakazonych oraz regionem, w jakim
schorzenia te wystgpuja. Zakazenia pokarmowe powodo-
wane infekcjami wirusowymi sa gtéwna przyczyna bie-
gunek w krajach uprzemystowionych. Z kolei biegunko-
genne szczepy E.coli (DEC), bedace przyczyna zakazen
bakteryjnych, wystgpuja zaréwno w krajach rozwinigtych
jak i rozwijajacych sig [10]. Wigkszos¢ danych epidemio-
logicznych, pochodzacych z krajéw rozwijajacych sig i do-
tyczacych biegunek wywotanych patogenami bakteryjnymi
jest nieuporzadkowana i rozproszona. Dotyczy to w szcze-
gblnosci patogennych szczepéw E. coli. Do tej pory w kra-
jach stabo rozwinigtych nie byt dostgpny zaden test diagno-
styczny umozliwiajacy rozréznienie wszystkich patogenéw
zwiazanych z biegunkami szczepow E. coli (EHEC — ente-
rokrwotoczne; EPEC — enteropatogenne; EAEC — entero-
agregacyjne; ETEC — enterotoksyczne; DAEC — dyfuzyj-
no-adherentne; EIEC — enteroinwazyjne). Jedyna dostgpna
i stosowana tam metoda detekcji oraz identyfikacji bakterii
jest analiza katu, ktérej wyniki uzyskiwane sa najwczesniej
po 24 godzinach, a stosowany test nie pozwala na stwierdze-
nie czy pochodzace z katu bakterie to patogenne pateczki E.
coli [36]. W zwiazku z tym, wywolujace biegunki pateczki
E. coli, a zwlaszcza te nalezace do grupy EAEC, moga nie
zostaé zidentyfikowane, jako groZne dla zdrowia patogeny,
poniewaz nie zostana wykryte podczas rutynowych analiz
laboratoryjnych [88]. Biegunkogenne szczepy E. coli (DEC)
zostaty podzielone na 6 grup ze wzgledu na ich specyficz-
ne czynniki wirulencji. Szczepy ETEC wywotuja biegunki
wskutek wytwarzania cieplostabilnych (ST) i cieptolabil-
nych (LT) endotoksyn. Szczepy EIEC sa blisko spokrew-
nione ze szczepami Shigella, a ich geny wirulencji przeno-
szone sa na plazmidzie pINV. Toksyna Shiga wytwarzana
przez enterokrwotoczne szczepy E. coli (STEC/EHEC) po-
woduje zaréwno biegunke niekrwotoczna, jak i krwotocz-
ne zapalenie okr¢znicy, ktére moze prowadzi¢ do zespotu
hemolityczno-mocznicowego (HUS — haemolytic ureamic
syndrome). Do czynnikéw wirulencji EHEC naleza tok-
syny Shiga 11 2 (Stx1, Stx2) i wyspy patogennosci LEE
(,,locus of enterocyte effacement”). Szczepy EPEC przy-
legaja do Scian jelita cienkiego, a wskutek dziatania czyn-
nikéw wirulencji kodowanych na wyspach patogennosci
LEE, wywotuja zmiany histopatologiczne prowadzace do
zniszczenia struktury mikrokosmkéw i w konsekwencji do
zaburzen transportu elektrolitéw. Szczepy majace plazmi-
dy kodujace czynniki adherencji EPEC (EAF — EPEC ad-
herence factor) zostaty nazwane ,,typowymi”” EPEC, pod-
czas gdy szczepy bez EAF nazwano ,,nietypowymi” EPEC.
Drobnoustroje z grupy EAEC sa najczesciej diagnozowa-
ne u dzieci z ostra biegunka, u ludzi zakazonych wirusem
HIV lub dotknigtych biegunka podréznych [45]. Biorac
pod uwage, ze sama charakterystyka morfologii bakterii
i oznaczenie przeprowadzanych przez nie reakcji bioche-
micznych, nie sa wystarczajace do ich identyfikacji, zacze-
to drobnoustroje charakteryzowaé¢ metodami PCR (PCR
— polymerase chain reaction). Réznorodne techniki PCR
umozliwiajace zidentyfikowanie genéw kodujacych czynni-
ki wirulencji zostaty opisane w wielu pracach [49,89,107].

Rodzaj Shigella, podobnie jak Salmonella, E. coli, Yersinia,
Campylobacter, Listeria i Vibrio, to grupa bakterii beda-
cych najczegstsza przyczyna chordéb zakaznych przenoszo-
nych przez zywnos¢. Na §wiecie prowadzonych jest wiele
krajowych i migdzynarodowych programéw monitorowa-
nia zakazenn wywotywanych przez t¢ grupg drobnoustrojéw.
Wykorzystanie metod biologii molekularnej utatwia ich de-
tekcje. O obecnosci pateczek z rodzaju Shigella Swiadczy
wykrycie w badanej probce sekwencji genu ipaD (ozna-
czonego jako SHIG1), a gatunek Shigella flexneri o sero-
typie 2a mozna dodatkowo zréznicowac poprzez obecnos¢
genu ipaH (SHIG2) [44]. Obecnie dostgpne sa komer-
cyjne systemy wykrywania patogennych bakterii z rodzi-
ny Enterobacteriaceae wykorzystujace reakcje PCR ilo-
Sciowego (RT-PCR — real time PCR, qPCR — quantitative
PCR). W systemie potréjnego PCR (triplex PCR) mozli-
wa jest detekcja bakterii z rodzaju Salmonella, Shigella
oraz Campylobacter [78]. Metody biologii molekularne;j
nie zawsze jednak prowadza do pewnej identyfikacji bak-
terii z rodziny Enterobacteriaceae. Sekwencjonowanie
DNA kodujacego rybosomalne 16S RNA (16S rDNA)
moze prowadzi¢ do pomytek w identyfikacji gatunkow E.
coli oraz Shigella flexneri, w ktoérych geny te sa identyczne
[150]. Nalezy w takich przypadkach przeprowadzi¢ dodat-
kowe réznicowanie zwigzane ze wzrostem na podtozu se-
lektywnym Salmonella—Shigella lub testami metabolicz-
nymi (np. test indolowy, badajacy zdolnos¢ organizmu do
hydrolizy tryptofanu do indolu). Do réznicowania wyko-
rzystywany jest rowniez agar cytrynianowy Simmonsa,
w ktérym kwas cytrynowy stanowiacy jedyne Zrédio we-
gla, umozliwia wzrost bakterii z rodzaju Salmonella, lecz
nie Escherichia badz Shigella [21].

Niedawno opisana przez Hardegena i wsp. [45] technika
Multiplex TagMan PCR jednoczesnie pozwala na detekcje
szczepéw ETEC, EIEC, EHEC, EPEC i EAEC w badanej
prébee, czyli az pigciu z wszystkich szesciu grup biegun-
kogennych szczepoéw E. coli DEC. Do identyfikacji EPEC
Hardegen i wsp. [45] uzyli dwéch sekwencji matrycowych:
jedna sktadajaca sig z 107 pz sekwencje plazmidu koduja-
ca czynnik adherencji E. coli (EAF) i druga ztozona z 189
pz sekwencje¢ genu intiminy (eae). Sekwencja matrycowa
do wykrycia tag metoda EAEC byta sekwencja plazmidu
pCVDA432 (152 pz). Drugi Multiplex TagMan PCR postu-
zyt do wykrycia szczepéw ETEC i EIEC w badanych préb-
kach. Matryca dla ETEC byt fragment genu ST (107 pz)
oraz sekwencja genu LT (113 pz), a dla EIEC sekwencja
plazmidu wirulencji pINV (107 pz), najwazniejszego dla
inwazyjnosci tych szczepow. Trzecia analiza PCR umoz-
liwita detekcje szczepéw EHEC dzigki zastosowaniu ma-
trycy 87 pz toksyny Shiga 1 (Stx1) i matrycy 82 pz toksy-
ny Shiga 2 (Stx2). Metoda ta nalezy do jednej z najbardziej
czutych, najdoktadniejszych i najszybszych technik iden-
tyfikacji mikroorganizméw, lecz nie jest pozbawiona wad
[45]. Wiadomo, ze przeprowadzenie samej reakcji PCR
nie jest czasochtonne i w krétkim czasie mamy dostep do
wynikéw analizy. Duza czutos¢ tej metody moze by¢ tak-
ze jej wada. Nawet niewielkie zanieczyszczenie badanej
probki materiatem DNA obcego pochodzenia i jego am-
plifikacja, moze da¢ niemiarodajne rezultaty. Metoda ta
moze takze dawac fatszywe wyniki w przypadku detekcji
DNA bakteryjnego u pacjentdw po zastosowaniu wstgpne;j
terapii przeciwbakteryjnej. W takim przypadku nie mozna
okresli¢, czy DNA wykryte w prébce pochodzi od zywego,
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czy juz martwego patogenu. Nalezy podkresli¢ takze, ze
wykrycie DNA drobnoustroju testem PCR bez wystapie-
nia objawéw klinicznych u pacjenta, nie musi oznaczac,
ze choroba wystapita na pewno. Znane sa przypadki wy-
krycia DNA paciorkowcéw Streptococcus pneumoniae
w krwi osobnikéw bez jakichkolwiek objawéw chorobo-
wych. Ponadto niewatpliwa wada tej metody jest rowniez
koszt wykonania testu, ktéry szacuje si¢ na okoto 125 do-
laréw kanadyjskich [74]. Kraje, w ktérych poziom higieny
sanitarnej pozostawia wiele do zyczenia, borykaja si¢ za-
tem nie tylko z problemami zakazen jelitowych, lecz takze
z ograniczonymi mozliwosciami ich szybkiego diagnozo-
wania, a co za tym idzie — skutecznego leczenia. Dlatego
tez niezwykle potrzebne jest ogélnodostgpne narzedzie
o duzej swoistosci i czutosci, ktoére jednoczesnie bedzie
umozliwiato przeprowadzenie szybkiego testu, potwier-
dzajacego obecnos¢ patogennych bakterii.

Obiecujaca metoda pozwalajaca na szybka identyfikacje
bakterii jest technika spektrometrii masowej. Najczgsciej
wykorzystywana jest technika jonizacji probki poprzez
desorpcje laserem z matrycy potaczonej z pomiarem cza-
su przelotu jonéw (MALDI-TOF MS — matrix assisted la-
ser desorption/ionisation — time of flight mass spectrome-
try). W technice tej probka mierzona umieszczana jest wraz
z substancja wspomagajaca jonizacj¢ — matryca — na plytce
podtozowej i suszona. Promieni lasera przeprowadza obojet-
ne czasteczki prébki w natadowane jony, ktére z kolei ule-
gaja przyspieszeniu w polu elektrycznym. Pomiar czasu ich
przelotu pozwala na precyzyjne okreslenie ich masy cza-
steczkowej. W przypadku analizy calych komoérek bakte-
ryjnych, analizowany jest caty profil masowy sktadajacy si¢
z wszystkich czasteczek komorki ulegajacych w danych wa-
runkach jonizacji. Przy analizie szczepu wzorcowego uzy-
skany profil masowy, po wprowadzeniu do bazy danych,
stuzy jako préba wzorcowa do okreslenia gatunku bakterii
w badanej prébce [130]. Analiza przeprowadzana tg techni-
ka jest szybka i pomijajac koszt aparatury jest tania, a licz-
ba gatunkéw i szczepéw w dostgpnych bazach danych sys-
tematycznie ro$nie. Automatyzacja zaréwno przygotowania
prébek, jak i samej analizy masowej oraz obrdébki danych,
umozliwia szybkie badanie duzej liczby szczepéw. Technika
ta ma jednak wiele ograniczen, do ktérych nalezy koniecz-
nos¢ wezesniejszej klasyfikacji badanego preparatu meto-
da Grama, ze wzgledu na réznice w protokole przygotowy-
wania probki oraz ograniczenie identyfikacji do szczepow
objetych przez dostgpna baze danych. Powazng trudnosé
stanowi analiza preparatéw, ktdre nie sa czystymi kultu-
rami pojedynczego szczepu. Problematyczna jest rowniez
analiza blisko spokrewnionych szczepdw, dla ktérych uzy-
skane profile masowe beda bardzo zblizone lub identycz-
ne [20]. Technika MALDI-TOF MS znalazta w biochemii
niezwykle szerokie zastosowanie w analizach proteomicz-
nych, sekwencjonowaniu i analizie strukturalnej czasteczek
biatkowych. Mimo wymienionych ograniczen dotyczacych
analizy profili masowych do celéw identyfikacji mikrobio-
logicznej, technika ta jest intensywnie rozwijana i jej wyko-
rzystanie w przysztosci bgdzie z pewnoscia coraz szersze.

OPORNOSC BAKTERII NA ANTYBIOTYKI

Zastosowanie antybiotykdw w terapii zakazen bakteryj-
nych umozliwito leczenie wielu groZznych dla zdrowia in-
fekcji, co przyczynia si¢ do poprawy jakosci i wydtuzenia

Sredniego okresu zycia ludzkiego, zwtaszcza w krajach
rozwinigtych. Jednak niekontrolowane i nieograniczo-
ne uzycie ich w medycynie, weterynarii, rolnictwie czy
w przemysle spozywczym spowodowato ich powszech-
na obecnos¢ w srodowisku. Presja selekcyjna wywierana
przez wysokie st¢zenie antybiotykéw w srodowisku spra-
wia, ze bakterie wyksztalcaja przeciwko nim swoiste me-
chanizmy obronne, a to z kolei jest powodem stale rosna-
cej opornosci bakterii na stosowane antybiotykoterapie.
Miejscami szczegdlnie sprzyjajacymi rozwojowi szcze-
poOw opornych sa miejsca wysokiej koncentracji antybio-
tykow, na przyktad scieki komunalne, zwtaszcza w pobli-
zu osrodkéw szpitalnych. Scieki przemystowe uchodzace
czgsto do rzek i zbiornikéw wodnych sa bogate w anty-
biotyki i bakterie oporne na antybiotyki — w szczegélno-
$ci bakterie z rodziny Enterobacteriaceae [37].

Wsréd bakterii Gram-ujemnych nalezacych do rodzi-
ny Enterobacteriaceae, sa patogeny wywolujace za-
kazenia uktadu moczowego (E. coli), pokarmowego
(Salmonella, Shigella, E. coli) i krwiono$nego (Yersinia
enterocolitica), a takze powodujace zapalenia ptuc
(Klebsiella, Enterobacter). Wigkszo$¢ gatunkéw bakterii
nalezacych do rodziny pateczek jelitowych moze by¢ tak-
ze przyczyna zapalenia otrzewnej czy drég zéiciowych.
Wymienione infekcje to czgsto skutek zakazen szpitalnych
lub zaniedban ze strony systemu ochrony zdrowia. Dlatego
tez wobec zagrozenia, jakim jest pojawianie si¢ kolejnych
szczepOw bakterii opornych na antybiotyki, zagadnienia
te wymagaja od nas nieustannej uwagi [97]. Od odkrycia
w 1959 roku opornosci na antybiotyki przenoszonej przez
plazmidy u szczepéw Shigella wiadomo, ze te ruchome
elementy genetyczne odgrywaja giéwna role w przeno-
szeniu genéw opornosci wsréd bakterii. Bakteryjna opor-
nos$¢ na antybiotyki moze zosta¢ nabyta poprzez zmiang
(mutacje) w sekwencji DNA chromosomalnego lub wsku-
tek przeniesienia elementdéw genetycznych przez plazmi-
dy, bakteriofagi czy transpozony [136]. Plazmidy sa do-
datkowymi pozachromosomalnymi elementami, ztozonymi
z podwdjnie skreconej kolistej czasteczki DNA. Niektére
z nich, nazywane czynnikami R, zawieraja geny koduja-
ce mechanizmy opornosci na antybiotyki. Plazmidy zdol-
ne sa do samoreplikacji, a czg$¢ z nich dzigki koniugacji
zdolna jest takze do transfekcji innych bakterii, co z ko-
lei moze by¢ przyczyna opornosci na wigksza liczbe an-
tybiotykéw. Jedna komdrka bakteryjna moze jednoczesnie
przyja¢ kilka réznych plazmidéw [70]. Bakteriofagi, za-
wierajace czasteczki DNA oraz biatka sa wirusami infeku-
jacymi bakterie poprzez transdukcj¢. Moga one przenosié
informacje genetyczna kodujaca opornosé na antybiotyki
zawarta zaréwno w ich wiasnych genach, jak i pochodza-
ca z transpozonéw lub wezesniej zainfekowanych chromo-
soméw bakteryjnych [8]. Transpozony sa takze mobilnymi
elementami genetycznymi, a $cislej méwiac czasteczkami
DNA zdolnymi do samoistnej insercji wewnatrz plazmi-
dow, chromosomoéw i bakteriofagéw. Moga one zawierac
jeden lub kilka genéw opornosci na antybiotyki [4].

W procesie reprodukcji bakterii mozna wyznaczy¢ trzy

gtéwne, a zarazem fundamentalne procesy:

1) replikacja DNA, w ktdrej uczestnicza enzymy, takie jak
polimeraza DNA i gyraza DNA;

2) transkrypcja (synteza RNA) z udziatem polimerazy
RNA,;
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3) translacja (synteza biatek), ktéra przebiega w ryboso-
mach ztozonych z dwéch podjednostek 30S i 50S.

‘Waznym procesem zyciowym bakterii jest rOwniez synteza
oston zewngtrznych: Sciany oraz zewngtrznej blony komor-
kowej. Biatka moga w tych procesach petni¢ funkcje kata-
lityczna jako enzymy, strukturalna jako sktadniki bton lub
regulatorowa bedac represorami. Podczas tych trzech eta-
poOw rozwoju bakterii, antybiotyki, wplywajac na dziata-
nie tych bialek, moga hamowac lub uniemozliwia¢ wzrost
i rozwoj komorki [119].

Mechanizm opornos$ci bakterii na antybiotyki moze po-

lega¢ na:

* bezposredniej inaktywacji aktywnej czasteczki antybio-
tyku,

e zmianie wrazliwosci organizmu na lek poprzez mody-
fikacje miejsca oddziatywania z antybiotykiem lub

* redukcji stezenia leku w miejscu jego dziatania (ryc. 3)
[103].

Jednym z mechanizmoéw nalezacych do pierwszej z wyzej
wymienionych kategorii, jest synteza enzyméw zdolnych do
degradacji lub modyfikacji czasteczek lekéw. Antybiotyki -
laktamowe oddziatuja na biatka wiazace penicyling (PBPs
— penicylin-binding protein), ktére sa obecne na powierzch-
ni bton cytoplazmatycznych. Biatka te katalizujg synteze
peptydoglikanu, ktéry wchodzi w sktad bakteryjnej Sciany

komoérkowej. Najbardziej rozpowszechnionym mechani-
zmem opornosci na antybiotyki B-laktamowe jest synte-
za biatek zwanych B-laktamazami. Enzymy te inaktywuja
czasteczke leku poprzez rozcigcie wigzania amidowego we-
wnatrz pier$cienia B-laktamu [119]. Bakterie Gram-dodatnie,
takie jak gatunki z rodzaju Staphylococcus wydzielaja -
laktamazy na zewnatrz komorki, co uniemozliwia wniknig-
cie czasteczki leku do ich wnetrza. W przypadku bakterii
Gram-ujemnych enzymy te sa ulokowane w przestrzeni pe-
ryplazmatycznej. Dlatego tez antybiotyk, ktéry pokona ba-
rierg blony zewnetrznej, przedostajac si¢ przez poryny, jest
inaktywowany w tym miejscu, czyli jeszcze przed zwiaza-
niem sie do PBPs. Wsrod Enterobacteriaceae znane sa dwa
gtéwne typy B-laktamaz: TEM-1, TEM-2 (popularne szcze-
g6lnie wsrod szczepow E. coli i K. pneumoniae) i SHV-1
(najczesciej wystepujace u K. pneumoniae), kodowanych
na plazmidach i transpozonach [97,98,119].

Za hydrolize pierscienia B-laktamu odpowiedzialna jest resz-
ta Ser70, umiejscowiona w miejscu aktywnym [3-laktamazy.
Zamiana jednego, dwdch lub trzech aminokwaséw potozonych
blisko miejsca aktywnego enzymu, moze spowodowa¢ zmiany
w hydrolizie substratu. Jest to szczeg6lny rodzaj B-laktamaz
o szerokim zakresie dziatania [55]. Pojawienie si¢ oraz roz-
przestrzenianie opornosci na antybiotyki wsréd pateczek
Enterobacteriaceae jest groznym, wymagajacym szczegolnej
uwagi zjawiskiem. W przypadku opornosci na cefalospory-
ny jednym z rozwiazan problemu byta synteza cefalosporyn
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o szerokim zakresie (extended-spectrum cephalosporins), nie-
wrazliwych na hydrolizg przez B-laktamazy TEM-1 i SHV-1.
Niestety, w latach osiemdziesiatych XX w. okazato sig, ze
wystapienie nowej mutacji punktowej spowodowato, ze en-
zymy TEM-1 i SHV-1 nazwane B-laktamazami o szerokim
zakresie (extended-spectrum [3-lactamases — ESBLs), naby-
ty zdolnos¢ do hydrolizy oksyimino-B-cefalosporyn (takich
jak np. cefotaxime, cefpodoksym, ceftazimide) i aztreona-
mu, zwanych ogélnie cefalosporynami trzeciej generacji.
Syntetyzowanie przez bakterie B-laktamaz o szerokim za-
kresie, jest jednym z najpowazniejszych problemoéw, zwiaza-
nych z rosnaca opornoscia bakterii na antybiotyki [56,97,141].
Z raportu Migdzynarodowego Nadzoru Zakazen Szpitalnych
(NNIS — National Nosocomial Infections Surveillance) z 2003
roku wynika, ze w Stanach Zjednoczonych az 20,6% szcze-
péw Klebsiella pneumoniae izolowanych od chorych z od-
dzialéw intensywnej terapii (ICUs — intensive care units), bylo
opornych na cefalosporyny trzeciej generacji [97]. Opornosé
ta zostala takze stwierdzona wsréd szczepdw Enterobacter
(31,1%) oraz E. coli (5,8%) [99].

Innymi, odkrytymi nieco p6Zniej 3-laktamazami, byty ESBLs
typu CTX-M, ktore warunkowaty oporno$¢ na cefotaxime,
ceftriaxone i aztreonam [71]. Syntezg tych enzyméw wy-
kryto u szczepdw E. coli, K. pneumoniae i K. oxytoca [141].

Powaznym problemem sa takze oporne na cefalosporyny
trzeciej generacji pateczki jelitowe z rodzaju Salmonella,
ktére wytwarzaja B-laktamazy AmpC (AmpC B-lactamases)
[23]. Opornos¢ ta jest w szczegdlnosci zwiazana z plazmi-
dem CMY-2 i powoduje, ze szczepy Salmonella sa niewraz-
liwe na dziatanie lekéw, takich jak np. ceftriaxone. Cecha
ta nie jest jeszcze szeroko rozpowszechniona wsrdd szcze-
pow inwazyjnych w Stanach Zjednoczonych, jednakze jej
nabycie przez szczepy wrazliwe jest kwestia czasu i wy-
maga wigc stalej obserwacji [97].

Wsréd szczepoéw z rodziny Enterobacteriaceae wytwa-
rzajacych ESBLs i wywotujacych zakazenia przewodu
pokarmowego, sa niewrazliwe na dziatanie antybiotykéw
pateczki: Salmonella, Shigella oraz wytwarzajace toksy-
ne Shiga szczepy E. coli [52,58,65,87,101]. Antybiotyki
aminoglikozydowe, oddziatywajac na mniejsza podjed-
nostke rybosomu (30S), utrudniaja odczyt czasteczki RNA
podczas translacji, powodujac wskutek tego skrécenie syn-
tezy biatka. Jednym z najbardziej powszechnych mechani-
zmoOw inaktywacji tych lekéw, jest chemiczna modyfika-
cja aminoglikozydu przez N-acetylacjg, O-nukleotydylacje
i O-fosforylacje [42]. Enterobacteriaceae naleza do orga-
nizméw wykorzystujacych ten wtasnie mechanizm [119].

Acetylotransferaza chloramfenikolu jest enzymem indu-
kujacym acetylacj¢ dwéch grup hydroksylowych w cza-
steczce chloramfenikolu. Po takiej modyfikacji antybiotyk
ten staje si¢ niezdolny do wiazania podjednostki 50S ry-
bosomu, a tym samym nie pozwala na zablokowanie syn-
tezy bialek bakteryjnych. Enzym ten wystgpuje zaréwno
u bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych, wlacza-
jac w to m.in. Enterobacteriaceae [119]. Wsréd pateczek
Enterobacteriaceae opornos¢ na chloramfenikol charakte-
ryzuje wiele szczepéw E. coli i K. pneumoniae [7].

Biatka wiazace penicyling (PBPs) odgrywaja bardzo waz-
na role w biosyntezie ciany komérkowej bakterii. Podczas

syntezy peptydoglikanu uczestnicza one w reakcjach trans-
peptydacji i transglikozylacji. Nadmierne wytwarzanie
PBPs oraz mutacje w obrgbie tych biatek, powodujace
zmniejszenie ich powinowactwa do B-laktamaz, naleza
do drugiej grupy wczesniej wymienianych mechanizméw
opornosci [142].

Innym przyktadem modyfikacji genetycznej, powoduja-
cej zmiang powinowactwa enzymu do antybiotyku, jest
zmiana w sekwencji gyrazy DNA. Enzym ten odpowiada
za wprowadzanie superskretéw w DNA podczas replika-
cji i transkrypcji. Chinolony to antybiotyki, ktére dziataja
bakteriobjczo przez zahamowanie syntezy DNA patoge-
nu wskutek inhibicji gyrazy. Wystapienie u bakterii muta-
cji w obrebie gendéw gyrazy powoduje utratg powinowac-
twa enzymu do chinolonéw i dziatanie tych antybiotykéw
staje si¢ nieefektywne [119]. Stwierdzono, ze wsrdd pate-
czek Enterobacteriaceae przyczyna opornosci na chino-
lony jest mutacja w obrebie genu gyrazy gyrA na kodonie
83, wystepujaca zwlaszcza u szczepow E. coli, Citrobacter
freundii i r6znych gatunkoéw Shigella [113].

Ostatni z wymienianych weze$niej mechanizméw oporno-
Sci bakterii na antybiotyki, polega na zmianie przepusz-
czalnosci btony bakteryjnej, a co za tym idzie utrudnieniu
przepltywu przez nia antybiotykéw. Wymiana makrocza-
steczek migedzy komorka a otaczajacym ja Srodowiskiem
jest mozliwa dzigki biatkom obecnym w btonie zewngtrz-
nej (Omps — outer membrane proteins). Biatka te zwane
porynami sa obecne w btonie zewngtrzej sciany komor-
kowej bakterii Gram-ujemnych. Poryny, takie jak OmpF,
majace kanaty o wigkszej Srednicy, moga by¢ zastgpowa-
ne przez mniejsze poryny, takie jak OmpC. Taka zamiana
zapobiega przedostawaniu si¢ do wnetrza komoérki wigk-
szych czasteczek, takich jak np. ujemnie natadowana i wy-
soce hydrofobowa karbenicylina [90]. Duze znaczenie dla
stezenia lekéw w komdrce bakteryjnej maja pompy jonowe
obecne na powierzchni komoérek bakteryjnych, ktére dzigki
zdolnosci wykorzystania energii moga zredukowac koncen-
tracj¢ antybiotykow w komorce do poziomu dla niej nie-
toksycznego. E. coli jest jednym z gatunkéw wykorzystu-
jacych swoisto$¢ transportera kasety wiazacej ATP (ABC
— ATP-binding cassete) do usuwania szkodliwych czaste-
czek na zewnatrz komorki [60].

Rozprzestrzenianie si¢ mechanizméw opornosci wsrdd pa-
togennych bakterii, a takze pojawienie si¢ szczepéw wyka-
zujacych opornos¢ wielolekowa, jest waznym problemem
terapeutycznym. Wyjsciem z tej sytuacji wydaje sig nie tyl-
ko zachowanie odpowiedniej higieny sanitarnej oraz skie-
rowanie uwagi na badania dotyczace nowych lekéw i sku-
tecznych szczepionek, ale takze opracowanie dodatkowych
markeréw umozliwiajacych szybka diagnostyke zakazen.

SHIGELOZA, JAKO JEDNA Z ISTOTNIEJSZYCH CHOROB
WYWOLYWANYCH PRZEZ ENTEROBACTERIACEAE

Liczba zachorowan na shigeloz¢ — czerwonke bakteryjna
— w krajach rozwijajacych si¢ sigga 167 milionéw przy-
padkéw rocznie, z czego okoto milion przypadkéw koni-
czy si¢ Smiercia [104]. Do najbardziej charakterystycznych
objawow shigelozy naleza wodniste lub krwawe biegun-
ki, czesto zawierajace Sluz, goraczka i béle brzucha. Do
wywotania choroby wystarczy niewielka liczba komoérek
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bakteryjnych (10—100), ktére nie gina w kwasnej tresci zo-
tadka. Zakazenia takie wystgpuja cze¢sto u ludzi starszych
i matych dzieci. W tych grupach wiekowych ze wzgledu na
skutki, jakie wywotuja one w organizmie chorego, moga
one stanowi¢ zagrozenie zycia.

Pateczki Shigella to Gram-ujemne, nieruchome i niefer-
mentujace laktoze drobnoustroje nalezace do rodziny
Enterobacteriaceae. Gatunek S. flexneri obejmuje 16 se-
rotypow, S. dysenteriae — 13 serotypow, S. boydii — 18 se-
rotypéw a S. sonnei — 1 serotyp. S. dysenteriae typ 1 wy-
twarza jedna z najsilniejszych znanych toksyn, jaka jest
toksyna Shiga. Pateczki S. sonnei i S. boydii powoduja za-
trucia o tagodniejszym przebiegu niz szczepy S. flexneri
i S. dysenteriae. Opornos$¢ na antybiotyki wsréd rodzaju
Shigella jest bardzo czg¢sta 1 wykazuje tendencje wzrosto-
wa. Do antybiotykow nieskutecznych w walce z shigeloza,
mozemy zaliczy¢ obecnie m.in. ampicyling czy trimetho-
prim-sulfametoksazol. Prowadzone sa badania nad sku-
teczna szczepionka przeciwko shigelozie, ktéra chronitaby
przed zakazeniami spowodowanymi przez wszystkie sero-
typy z gatunku Shigella. Szczegétowa wiedza dotyczaca
epidemiologii shigelozy, to zagadnienie podstawowe dla
wyboru potencjalnych kandydatéw do skutecznej szczepion-
ki, pozwalajacej na zapanowanie nad ta chorobg [104,135].

Niewiele wiadomo na temat struktur odpowiedzialnych za
adhezje oraz mechanizméw oddziatywania bakterii Shigella
z komorkami gospodarza w trakcie zakazenia. W odréz-
nieniu od innych enteropatogenéw, ktére przewaznie kolo-
nizuja Sciany jelita cienkiego, Shigella preferencyjnie za-
siedla inne odcinki przewodu pokarmowego, wybierajac
nabtonek wyscielajacy okreznice i odbytnice. To, ze wigza-
nie si¢ bakterii do nabtonka nie jest hamowane przez mo-
nosacharydy wskazuje, ze wystepujacy u Shigella recep-
tor adhezyn jest sacharydem o ztozonej strukturze [108].

Biatka odpowiedzialne za adhezj¢ pateczek Shigella, sa
jednoczesnie biatkami zapoczatkowujacymi proces inwa-
zji tych bakterii. Po udanej adhezji bakterie Shigella ini-
cjuja aktywacje systemu sekrecji typu III (T3SS — type 111
secretion systems) oraz wydzielanie biatek efektorowych

do komérek gospodarza. Systemy sekrecji typu III sa gléw-
nymi determinantami wirulencji bakterii Gram-ujemnych,
petniacymi role mediatoréw w transporcie czynnikow wi-
rulencji z cytoplazmy bakterii do komdrek gospodarza.
System T3SS wystepujacy u Shigella sktada si¢ z okoto
20 ré6znych biatek, wiaczajac w to integralne biatka bto-
nowe, chaperony i inne biatka towarzyszace. Bialka te zo-
staly podzielone na dwie gléwne grupy: bakteryjne biatka
zakotwiczone w btonie i zewnatrzkomérkowe wypustko-
podobne filamenty (zwane czg¢sto kanatem translokuja-
cym), umozliwiajace wstrzykiwanie biatek efektorowych
[82]. Transport biatek efektorowych przez kanaty translo-
kujace do przestrzeni peryplazmatycznej gospodarza jest
napedzany przez energi¢ uzyskiwang z ATP. Geny odpo-
wiedzialne za translokacje u Shigella oraz kodujace bial-
ka efektorowe, wtaczajac w to 4 bakteryjne chaperony, sa
umiejscowione na wyspach patogennosci (31 kpz) wewnatrz
duzego plazmidu wirulencji (213 kpz) [48].

Po udanej adhezji pateczki Shigella zapoczatkowuja proces
wnikania do wngtrza komorki gospodarza (ryc. 4). Biatko
IpaB wiaze si¢ do receptora kwasu hialuronowego (CD44),
podczas gdy kompleks IpaB/IpaC oddziatuje z recepto-
rem fibronektynowym integryny (a5Sb1). Nast¢pnie IpaB/
IpaC tworzy struktury przypominajace pory, wystepujace
wewnatrz btony komérkowej gospodarza. Pory te umoz-
liwiaja wlaczenie systemu T3SS do cytoplazmy komoérki
eukariotycznej oraz dostarczanie innych biatek efektoro-
wych. Najprawdopodobniej w tworzeniu si¢ por w btonie
gospodarza uczestnicza czasteczki cholesterolu obecne
na tratwach lipidowych, do ktérych wiaze si¢ biatko IpaB
[47]. Podczas wnikania do komérek gospodarza komorki
Shigella maja zdolnos¢ do przeksztalcania i przemiesz-
czania fragmentow btony. W miejsca te kierowane sg tak-
ze bialka sygnalowe, stanowiace przyszty cel dla bakterii.
Biatko efektorowe IpaD, znajdujace si¢ na powierzchni
T3SS jest zaangazowane w rozpoznanie i kontakt z blona
gospodarza, a takze odpowiada za uwalnianie innych bia-
tek efektorowych [26].

Po utworzeniu poréw w btonie komérki M lub komérki na-
btonka, kompleks IpaB/IpaC inicjuje proces polimeryzacji
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aktyny. C-koricowa domena IpaC aktywuje biatko Cdc42,
ktoére z kolei wlacza aktywno$¢ biatka Racl, czego skut-
kiem jest indukcja formowania przedtuzen filopodii i la-
mellipodii [126]. Bakterie Shigella aktywuja kinaze tyro-
zynowa Src (pp60c), bioraca udziat w fosforylacji biatek
odpowiedzialnych za polimeryzacj¢ aktyny, takich jak kor-
taktyna. Doktadny mechanizm tej aktywacji nie jest do-
tad poznany [22].

Receptor kwasu hialuronowego, aktywowany przez biatko
IpaB przyciaga ezryng do miejsca wejscia, co wydaje sie
zjawiskiem zaleznym od biatka Rho, ktérego aktywacja jest
wspomagana przez kompleks IpaB-CD44. Ezryna faczy sig
z F-aktyna i pelni w strukturach filopodii funkcj¢ taczni-
ka pomigdzy blona a cytoszkieletem [121]. VirA jest biat-
kiem kodowanym przez plazmid wirulencji i wydzielanym
w sposéb niezalezny od Ipa. Oddziatuje ono i destabilizu-
je heterodimery a/b-tubuliny, stymulujac przy tym praw-
dopodobnie aktywnos$¢ Rac-1, co wspomaga formowanie
struktur lamellipodialnych wokét miejsc wnikania bakterii
[152]. Dwoma innymi biatkami, wydzielanymi przez T3SS
sq biatka IpgD i IpaA. IpgD jest fosfataza, wykazujaca ho-
mologi¢ do biatek SopB/SigD wystepujacych u Salmonella.
Biatko to katalizuje defosforylacje 4,5-difosforanu fostfa-
tydyloinozytolu — PtdIns(4,5)P, — do monofosforanu —
PtdIns(5)P — w miejscu wejscia, a to z kolei pobudza ak-
tywacje szlaku kinaza PI-3/Akt i wspomaga przetrwanie
komorki bakteryjnej [100]. IpaA tworzy kompleks z jed-
nym z biatek ogniskowych — winkuling i aktywuje pokrywa-
nie winkuling szybko rosnacy koniec F-aktyny, powodujac
jej depolimeryzacje¢ [105]. Pateczki Shigella po wniknig-
ciu przez komoérki M do komérek nabtonka pecherzyko-
watego (FAE — follicular-associated epithelium), niszcza
btony wakuol w procesie zaleznym od inwazyjnych biatek
IpaB i IpaC oraz przedostaja si¢ do cytoplazmy komoérek
gospodarza, gdzie si¢ namnazaja. W cytoplazmie komo-
rek eukariotycznych patogeny te akumuluja spolimeryzo-
wang aktyne, ktéra nastgpnie wykorzystuja jako ,,ogon”,
umozliwiajacy im poruszanie si¢ w cytoplazmie i wnika-
nie do komérek sasiadujacych. Polimeryzacja aktyny uza-
lezniona jest od aktywnosci biatka btony zewngtrznej IcsA
(IcsA — intracellural spread A), nazywanego takze VirG,
ktére ma rozktad polarny na powierzchni komoérki bakte-
ryjnej. IcsA wykorzystuje biatka komorek cytoszkieletu go-
spodarza, oddziatujac na biatko N-WASP oraz zwigksza-
jac jego powinowactwo do Arp2/3. Tworzy ono kompleks
IcsA/N-WASP/Arp2/3, ktéry indukuje powstawanie akty-
ny. IcsA angazuje takze winkuling, ktéra mimo ze nie jest
niezbe¢dna patogenowi do ruchu, moze si¢ przyczyniaé do
polimeryzacji aktyny. Ponadto czynniki depolimeryzacji
aktyny, takie jak (ADF)/kofilina, pokrywajac biatka i wyka-
zujac wilasciwosci profilujace, sa zaangazowane w stabili-
zacje ,,ogona”. Poruszanie si¢ pateczek Shigella w komorce
gospodarza jest takze uzaleznione od biatka VirA, odpo-
wiedzialnego za rozktad tubuliny. Dzigki niemu komoérka
bakteryjna moze si¢ przemieszczaé przez sie¢ mikrotubu-
li [152]. Kiedy bakteria dociera do wewng¢trznej, bazolate-
ralnej powierzchni btony komérki gospodarza, formowana
jest palcopodobna wypustka, przebijajaca si¢ do sasiadu-
jacych komérek nabtonkowych. Komoérki Shigella, ktére
raz uleglty endocytozie, uwalniane sg nastepnie z wakuol,
namnazaja si¢ w cytoplazmie gospodarza oraz przedosta-
ja sie¢ do kolejnych komérek, przyczyniajac si¢ do rozprze-
strzeniania zakazenia. Proces ten powoduje rozluZnienie

spojnosci sasiadujacych komérek poprzez zmiang ekspre-
sji biatek odpowiedzialnych za potaczenia migdzykomor-
kowe. Zniszczenie integralnosci btony Sluzowej prowadzi
do masowej inwazji komorek bakteryjnych [41].

Wskutek inwazji bakterii komérki nabtonkowe zaczyna-
ja wytwarzaé cytokiny prozapalne, takie jak IL-8, ktore
wspdlnie z zakazajacymi bakteriami silnie przyciagaja leu-
kocyty wielojadrzaste (PMN — polymorphonuclear leuko-
cyte) z warstwy nabtonkowej do §wiatla jelita. Przenikanie
PMN moze zaostrzaé inwazje bakteryjna w poczatkowym
stadium zakazenia. W pdZniejszym etapie hamuje ono in-
fekcjg do czasu, kiedy PMN sg w stanie powstrzymac pa-
togenne bakterie przed przedostaniem si¢ przez nabtonek
pecherzykowaty (FAE — follicle — associated epithelium)
do krwiobiegu. Niekorzystng konsekwencja wydziela-
nia PMN jest ostre zapalenie oraz zniszczenie nabtonka
okreznicy, prowadzace do powstania owrzodzen i ropni
Sluzéwki [120].

Po przejsciu pateczek Shigella przez komérki M, bakterie
znajduja si¢ w komoérkach FAE, czyli w regionie niezwy-
kle bogatym w makrofagi i komoérki dendrytyczne. W dal-
szym etapie dochodzi do pyroptozy makrofagéw, ktora jest
konsekwencja przemieszczenia si¢ biatka IpaB, aktywu-
jacego kaspaze¢ 1. Enzym ten rozcina IL-1b i IL-18 oraz
umozliwia przeksztalcenie prekursoréw w dojrzate i ak-
tywne cytokiny [40]. W aktywacje kaspazy 1 przez IpaB
wydaje si¢ by¢ zaangazowane biatko Ipaf, odpowiadajace
za rozpoznanie komoérki bakteryjnej. Biatko to nalezy do
receptoréw NOD-podobnych (NLRs — NOD like receptors),
zlokalizowanych w btonach plazmatycznych i endosomal-
nych [123]. Uwalnianie IL-1b powoduje przerwanie ba-
riery, jaka stanowi nabtonek i wspomaga tym samym roz-
przestrzenianie si¢ bakterii, a w konsekwencji prowadzi
do indukcji zakazenia i zniszczenia tkanek w okrgznicy.
Jednoczesne uwalnianie IL-18 i IFN-y poprzez aktywacje
komérek uktadu odpornosciowego wspomaga walke z pa-
togenami [137]. Pateczki Shigella poprzez system T3SS
wydzielaja takze biatka efektorowe, ktére sa zaangazowane
w regulacje stanu zapalnego i moga utatwia¢ wczesne eta-
py zakazenia. Jak wiadomo, akumulowane w jadrze biatko
IpaH wiaze si¢ do czynnika splicing U2AF ssakéw, stymu-
lujac ekspresjg¢ cytokin prozapalnych [110].

ODPOWIEDZ UKLADU IMMUNOLOGICZNEGO NA ZAKAZENIE
PALECZKAMI SHIGELLA

Ostry stan zapalny spowodowany czerwonka bakteryj-
na moze si¢ utrzymywaé w jelicie nawet ponad miesiac.
Przez ten czas komorki uktadu odpornosciowego wytwa-
rzaja ogromne ilosci cytokin, takich jak: IL-1, TNF-o, IL-6,
IFN-y, TNF-B, IL-4, IL-10, TGF- i IL-8 [106]. Kliniczne
objawy shigelozy moga by¢ bezposrednim skutkiem wy-
dzielania cytokin. Jednoczesnie czasteczki te uczestni-
cza w regulacji i kontroli zapalenia na zasadzie sprzegze-
nia zwrotnego.

Obecne w tkance makrofagi i naciekajace monocyty sa
zdolne do efektywnego zabijania komérek Shigella flexneri
w swoich fagosomach i apoptozy [46,154]. Uwalnianie
IL-18 podczas apoptozy makrofagéw moze aktywowac ko-
morki NK i limfocyty T, indukujac tym samym wytwarza-
nie IFN-y [6]. Doswiadczenia przeprowadzone na myszach
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z nieczynnym genem odpowiedzialnym za syntez¢ IFN-y
wykazuja, ze sg one pigc¢ razy bardziej podatne na infekcje
pateczkami Shigella niz te zwierzeta, ktérych makrofagi
i komorki fibroblastéw wytwarzaja go w naturalny sposéb.
IFN-y sprzyja oczyszczaniu zakazonych komoérek, a takze
hamuje dalszy rozwdj patogenéw w organizmie gospoda-
rza [137]. Jednym z najwazniejszych skutkéw odpowiedzi
immunologicznej gospodarza, zwiazanym z wydzielaniem
cytokin, jest migracja komérek PMN. Czynnik transkryp-
cyjny NF-xB jest aktywowany przez zakazone paleczka-
mi Shigella komoérki nabtonkowe. Mechanizm tej aktywa-
cji zalezny jest od lipopolisacharydu bakterii i prowadzi
do sekrecji IL-8 przez zakazone komorki [61]. IL-8 jest
potencjalnym chemoatraktantem komérek PMN, a takze
czynnikiem powodujacym wydzielanie IL-1 podczas apop-
tozy makrofagéw. Bakterie Shigella sa degradowane we-
wnatrz fagosomu [80]. Badania wykazaty takze, ze ludzka
elastaza neutrofiléw, jedno z gtéwnych biatek wystgpuja-
cych w granulocytach obojetnochtonnych, jest zdolna do
degradacji wirulentnych biatek pateczek Shigella juz po 10
min od zakazenia neutrofiléw [140]. Komérki PMN, ogra-
niczajac zaréwno wnikanie patogenéw do wnetrza komorki
gospodarza, jak i ich rozprzestrzenianie si¢ w catym orga-
nizmie, odgrywaja niewatpliwie gtéwna role w kontrolo-
waniu zakazenia pateczkami Shigella [116].

Inny mechanizm skierowany przeciwko drobnoustrojom
z rodzaju Shigella jest zwiazany z jedna z glikoprotein — lak-
toferryna. Jest ona obecna w wydzielinie sluzowej, mleku
matki i komérkach fagocytarnych. Biatko to, dzigki ekspo-
zycji kompleksu IpaB/IpaC na dziatanie degradujacych go
proteaz, moze ostabia¢ zdolnosc¢ bakterii S. flexneri do wni-
kania do komérek HeLa. Proces ten prowadzi do zniszcze-
nia powierzchni komérki bakteryjnej [35]. Znacznie mniej
wiadomo na temat odpowiedzi komérkowej gospodarza na
zakazenia wywotywane przez bakterie z rodzaju Shigella.
Islam i Christensson wykazali znaczny wzrost liczby ak-
tywnych limfocytéw T CD8* w krwi obwodowej i w biop-
tatach tkanki z koricowego odcinka przewodu pokarmowego
pacjentéw cierpiacych na shigelozg [53]. Z wczesniejszych
badan wynika, ze limfocyty T pochodzace od pacjentéw
z czerwonka bakteryjna proliferowaty w odpowiedzi na an-
tygeny S. flexneri [153]. Cytokiny indukowane przez antyge-
ny Shigella wskazuja na odpowiedz limfocytéw Th1 i Th2
[63,132]. Natomiast badania Waya i wsp. [139], prowadzo-
ne na myszach z uszkodzonym genem odpowiedzialnym za
wytwarzanie limfocytéw T wykazaty, ze u zwierzat, ktérym
podano najpierw atenuowany szczep Shigella flexneri, a na-
stepnie ten sam szczep dziki, nie rozwijato si¢ zakazenie.
Autorzy ci uwazaja, ze nawet jesli wystgpuje odpowiedz lim-
focytéw T na antygeny bakterii, to nie odgrywa ona waznej
roli w ochronie przed zakazeniem [139].

Dotychczasowe badania dostarczaja coraz wigcej danych na
to, ze gtéwna role w odpowiedzi na zakazenie pateczkami
czerwonki odgrywa odpowiedZ humoralna, wiaczajac w to
odpowiedZ uktadowa i §luzéwkowa, skierowana przeciw-
ko LPS i biatkom kodowanym na plazmidach wirulencji.
Lipopolisacharyd jest przypuszczalnie jednym z gtéwnych
antygenéw indukujacych odpowiedZ immunologiczna komé-
rek gospodarza. Przebyta infekcja lub szczepienie wywotu-
je swoista dla danego serotypu bakterii Shigella odpowiedZ
immunologiczng na zakazenie, gtéwnie w uktadzie homo-
logicznym, lecz niestety nie gwarantuje ochrony w uktadzie

heterologicznym [24,31,84]. Nalezy jednak podkreslié, ze
przeciwciala skierowane przeciwko wspdlnym epitopom
antygenu O, obecne w surowicach ludzi (ochotnicy) i im-
munizowanych zwierzat (matpy), wykazuja pewien stopien
reaktywnosci krzyzowej [131]. W odpowiedzi humoralne;j
na swoiste serotypowo antygeny S. flexneri sa wytwarzane
przeciwciala klasy IgG, IgM oraz wydzielnicze IgA (sIgA
— secretory IgA). sIgA sktadaja si¢ z dwdch jednostek IgA
i dwéch polipeptydéw, taricucha J i sktadnika wydzielnicze-
20 (SC - secretory component). Wydzielnicze IgA ulegaja
transcytozie do Swiatla jelita, gdzie sktadnik wydzielniczy
wiaze si¢ do warstwy Sluzéwkowej nabtonka, tworzac war-
stwe pokrywajaca komdérki nabtonkowe [102]. sIgA moga
takze pokrywac blong zewnetrzng komoérek bakteryjnych
blokujac wnikanie bakterii przez zapobieganie adhezji bak-
terii do powierzchni §luzéwki, obnizanie ich cytotoksycz-
nosci, a takze dzigki ich rozktadowi przez czynniki wzrostu
[51]. Przeciwciata sIgA anty-LPS obecne w mleku matek
dotknigtych uprzednio shigeloza, prawdopodobnie sg bar-
dzo wazne w redukcji objawéw chorobowych u noworod-
kéw zakazonych pateczkami Shigella [11].

Chociaz shigeloza to schorzenie zwigzane gtéwnie z zaka-
zeniem bton Sluzowych, to w surowicy ludzi dotknigtych
ta choroba obecne sg przeciwciata klasy IgG i IgM skie-
rowane przeciwko antygenom bakterii kodowanym przez
geny obecne na plazmidach wirulencji, jak i przeciw LPS
[13,54,94]. W badaniach Waya i wsp. [138], przeprowadzo-
nych na myszach z uszkodzonym genem odpowiedzialnym
za wytwarzanie IgA wykazano, Ze po immunizacji zwie-
rzat preparatem LPS sa wytwarzane przeciwciala klasy
IgG i IgM, ktére w uktadzie homologicznym zapobiega-
jarozwojowi zakazenia pateczkami Shigella, gwarantujac
zwierzgtom petng ochrong [138].

KIERUNKI ROZWOJU BADAN NAD SZCZEPIONKAMI PRZECIWKO
PALECZKOM JELITOWYM

Najwazniejszym zadaniem ukltadu odpornosciowego jest
obrona przed zagrozeniami jakimi sa wirusy, bakterie, pa-
sozyty czy substancje toksyczne. Jezeli w organizmie czto-
wieka pojawiaja si¢ obce antygeny dochodzi do wzbudzenia
reakcji immunologicznej. Jest to mozliwe dzigki prawidlo-
wo dziatajagcemu uktadowi odpornosciowemu, ktéry roz-
poznaje obce komorki czy substancje, celem ich znisz-
czenia i co wigcej ich zapamigtania. OdpowiedZ na obce
antygeny musi by¢ swoista, ograniczona w czasie 1 prze-
strzeni, odpowiednio kontrolowana i regulowana. W zde-
cydowanej wigkszosci przypadkéw uktad odpornosciowy
czlowieka skutecznie eliminuje zagrozenie. Niemniej jed-
nak zdarza sig, Ze organizm nie jest w stanie skutecznie
przeciwstawic si¢ drobnoustrojom. Jednym ze sposobéw
wzbudzenia ochrony przed rozwojem zakazenia jest stoso-
wanie systemu szczepiefl. Szczepionka to zwykle preparat
pochodzenia biologicznego, ktéry zawiera zywe lub zabite
drobnoustroje chorobotworcze lub fragmenty ich struktury,
czy metabolity. Antygeny te musza by¢ zdolne do induk-
¢ji proceséw immunologicznych i powstania trwalej swo-
istej odpornosci bez wywotywania dziatan toksycznych.
Szczepionka moze by¢ stosowana w celach profilaktycz-
nych badz leczniczych.

Za ojca wakcynologii, nauki zajmujacej si¢ badaniami nad
szczepionkami i ich wptywem na odpornos¢, uwaza si¢
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Ludwika Pasteura, ktéry przygotowat pierwsza szczepion-
ke dla ludzi w postaci atenuowanych mikroorganizmdéw.
Stwierdzit takze, ze poddanie bakterii dziataniu réznych
czynnikéw fizycznych, takich jak np. temperatura, zawar-
tos¢ tlenu czy rézne sktadniki dodawane do podtoza, pro-
wadzito do zmniejszenia stopnia ich zjadliwosci. Pasteur
w wyniku zastosowania dos§wiadczalnych warunkéw ho-
dowli, uzyskat niezjadliwe szczepy waglika i cholery pta-
siej [72]. Od czaséw Pasteura obserwuje si¢ staty wzrost
zainteresowania szczepionkami, a nowe odkrycia w dzie-
dzinie immunologii, mikrobiologii molekularnej, biotech-
nologii daja szansg na tworzenie nowoczesnych, bezpiecz-
nych i skutecznych szczepionek [5].

Zanim nastapit rozwéj metod biologii molekularnej, do two-
rzenia szczepionek przeciw zakazeniom bakteriami z ro-
dziny Enterobacteriaceae uzywano mi¢dzy innymi szcze-
pow atenuowanych lub antygenéw zdolnych do stymulacji
uktadu odpornosciowego. Celem zapobiegania biegunkom
wywotywanym przez szczepy ETEC, u ochotnikéw za-
stosowano doustna szczepionke, ktérej sktadnikiem byty
oczyszczone biatka fimbrialne CFA/I 1 CFA/ II (swoiste an-
tygeny rzeskowe, biorace udzial w kolonizacji jelit) [27].
Cryz i wsp. [15] opracowali szczepionke, w sktad ktérej
wchodzito szes$¢ réznorodnych serotypéw polisacharydéw
otoczkowych (K2, K3, K10, K21, K30, K55). Preparat ten
byt nietoksyczny i obserwowano znaczny wzrost poziomu
przeciwciat klasy IgG w surowicy [15].

W badaniach modelowych na zwierzgtach wykazano, ze
immunizacja myszy preparatem LPS z Klebsiella O3 ma
silne dziatanie adiuwantowe na wytwarzanie przeciw-
ciat IgM i IgG [151]. Natomiast podanie myszom mo-
noklonalnych przeciwciatl skierowanych przeciw antyge-
nom O szczepu Klebsiella pneumoniae O1: K2 chronito
zwierzgta przed Smiertelna dawka otoczkowego szczepu
Klebsiella pneumoniae tego samego serotypu [81]. W przy-
padku zakazefi szczepami z rodzaju Salmonella stwierdzo-
no, ze skuteczniejsza ochrong zapewnialo podanie zywych
atenuowanych niz inaktywowanych bakterii [64,76]. Jest
to prawdopodobnie spowodowane lepsza aktywacja ko-
morek nablonka wyscielajacego przewdd pokarmowy do
wytwarzania IgA.

Celem opracowania skutecznych szczepionek przeciwko
Enterobacteriaceae prowadzone sa badania nad rézno-
rodnymi antygenami, ktérych uzycie zapewni uzyskanie
odpornosci zabezpieczajacej przed zachorowaniem. Sa to
badania wielokierunkowe, znajdujace si¢ aktualnie na r6z-
nych stopniach zaawansowania [32,122,147]. Podobienistwo
tej grupy bakterii pod wzgl¢dem antygenowym daje real-
ne szanse na opracowanie skutecznej, wielowaznej szcze-
pionki chronigcej przed zakazeniami wieloma gatunkami
nalezacymi do rodziny Enterobacteriaceae [77].

POTENCJALNE ANTYGENY DO TWORZENIA SZCZEPIONEK PRZECIWKO
SHIGELOZIE

Mechanizm odpowiedzi immunologicznej przeciwko pa-
teczkom Shigella nie zostal do konica wyjasniony. Istnieja
jednak dane, ze zaréwno naturalne, jak i wywotane eks-
perymentalnie zakazenia pateczkami jelitowymi z rodza-
ju Shigella, indukuja typowa, swoista odpowiedZ immuno-
logiczna o okreslonej trwatosci. Jednym z potencjalnych

antygenéw do szczepionki przeciw shigelozie, wywotuja-
cym taka odpowiedZ immunologiczng jak naturalna infek-
cja, jest polisacharyd O-swoisty. Wstepne badania wyka-
zaty, ze po naturalnej infekcji szczepami Shigella obecne
sg w surowicy przeciwciata klasy IgG, IgA i IgM skiero-
wane przeciwko tym polisacharydom [29,109,124].

Biatka btony zewnetrznej sciany komdrkowej pateczek
jelitowych (outer membrane proteins — OMPs) moga by¢
odpowiednim antygenem lub nos$nikiem do opracowywa-
nej szczepionki przeciwko shigelozie. Jak wynika z wcze-
$niejszych rezultatéw Witkowskiej i wsp. [144,145,148],
immunizacja zwierzat biatkami wyizolowanymi z btony
zewngtrznej (OMPs) sciany komdérkowej Shigella, powo-
duje wzbudzenie zaréwno komérkowej, jak i humoralnej
odpowiedzi immunologicznej [146].

Jak dotad nie pojawila si¢ jeszcze na rynku dostgpna, li-
cencjonowana szczepionka przeciwko shigelozie, chociaz
w wielu laboratoriach prowadzone sa badania w tym kie-
runku i rozwazane sa rézne koncepcje jej konstruowania.
Pod uwage brane sa takze mozliwosci przygotowania szcze-
pionki hybrydowej Shigella — E. coli (lub S. typhi) [62],
szczepionki z atenuowanym szczepem Shigella flexneri
2a [92], szczepionki opartej na antygenach, np. lipopo-
lisacharyd/polisacharyd (LPS/PS) [75], czy biatka btony
zewngtrznej Sciany komoérkowej pateczek Shigella [144].

Koszty zwiazane z leczeniem shigelozy z uzyciem anty-
biotykéw sa bardzo wysokie, zwlaszcza w krajach rozwi-
jajacych sig. Stad tez celowos¢ prac nad szczepionkami
przeciwko shigelozie wydaje si¢ nie tylko zasadna, lecz
rowniez konieczna. Idealna szczepionka przeciwko czer-
wonce bakteryjnej, aby mogla skutecznie chroni¢ przed
rozwojem zakazenia, musi spetniaé kilka podstawowych
kryteriéw. Przede wszystkim powinna wzbudzaé¢ dtugo-
trwala odpornos¢ uktadu immunologicznego zwiazanego
z jelitem, nie wywotujac przy tym objawdéw niepozadanych
lub ograniczajac je do minimum. Z ekonomicznego punk-
tu widzenia koszt produkcji i dystrybucji idealnej szcze-
pionki powinien by¢ niewielki, poniewaz jej odbiorcy beda
pochodzié przede wszystkim z krajéw rozwijajacych sie.
Ponadto szczepionka taka powinna by¢ takze tatwa w po-
daniu i odporna na dziatanie czynnikéw zewngtrznych, ta-
kich jak temperatura.

Szczepionki podjednostkowe

Zasadnicza cecha szczepionek podjednostkowych jest obec-
nos¢ w ich sktadzie antygenu charakterystycznego dla da-
nego patogenu, ktéry znajduje si¢ na innym, przewaznie
wigkszym nosniku. Wykorzystanie w tego typu szczepion-
ce tylko wybranego antygenu eliminuje ryzyko zakazenia
poszczepiennego, jakie istnieje w przypadku uzycia calej
komoérki bakteryjne;j.

W badaniach nad szczepionkami koniugatowymi oparty-
mi na nosniku biatkowym sprz¢zonym z O-swoistym po-
lisacharydem pochodzacym z LPS S. flexneri 2a lub S.
sonnei, uzyskano obiecujace wyniki. Podajac je zaréwno
dzieciom (w wieku 4-7 lat), jak i dorostym stwierdzono,
ze s3 bezpieczne i wywotuja silna odpowiedZ immunolo-
giczng. Juz po jednorazowym podaniu szczepionki uzy-
skiwano znaczny poziom swoistych przeciwciat klasy IgG.
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Miano swoistych przeciwciat klasy IgM i IgA ksztaltowato
si¢ na nieco nizszym poziomie [2,66,96,127]. Wykazano
takze ochronne wtasciwosci kompleksu (Invaplex), ktére-
go sktadnikami byly biatka IpaB, IpaC, IpaD i LPS. Myszy
i Swinki morskie immunizowane oczyszczonym komplek-
sem tych inwazyn i LPS, byly chronione przed letalna daw-
ka wirulentnego szczepu S. flexneri [128]. Interesujace
wydaja si¢ wyniki badan uzyskane przez Turbyfilla i wsp.
[129], w ktérych preparat Invaplex 50 zawierajacy skom-
pleksowane IpaB, IpaC i LPS z S. flexneri 2a, zastosowa-
ny zostal u ludzi w badaniach przedklinicznych. Preparat
ten podany w aerozolu donosowo, jednorazowo lub wie-
lokrotnie w r6znych dawkach, ogdlnie byt dobrze tolero-
wany, jedynie z niewielkimi, krétkotrwatymi objawami za-
palnymi w obregbie miejsca podania i wzbudzal ochronna
odpowiedz uktadu immunologicznego [129].

Doustne szczepionki zawierajace zabite szczepy
bakteryjne

Interesujacych wynikéw dostarczyly proby zastosowa-
nia szczepionki, zawierajacej zabite wysoka temperatu-
ra szczepy Shigella flexneri. W badaniach modelowych
na zwierzgtach wykazano, ze immunizacja krélikéw czy
Swinek morskich zabitym patogenem zapewniata im cal-
kowita ochrong i 100% zwierzat przezywato zakazenie
zywym, wirulentnym patogenem tego samego gatunku
[9,85]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w przypadku swinek
morskich immunizacja taka gwarantowata petna ochrong
jedynie w uktadzie homologicznym, natomiast nie chronita
zwierzat przed zakazeniem szczepem innego gatunku (S.
dysenteriae 1). W surowicach immunizowanych zwierzat
obecne byly przeciwciata skierowane przeciw catej ostonie
komorkowej bakterii i przeciw biatkom blony zewngtrzne;j
(OMP) [85]. Trzeba jednak podkresdlié, ze jesli nawet wy-
niki badan nad tego typu szczepionka uzyskane na mode-
lach zwierzecych wydaja si¢ obiecujace, to potwierdzenie
jej skutecznosci w odniesieniu do organizmu ludzkiego
jest, jak na razie, wciaz na etapie badan.

Zywe szczepionki atenuowane

Przygotowanie szczepionki sktadajacej si¢ z zywych nie-
inwazyjnych szczepow jest mozliwe dzigki wprowadzaniu
mutacji w obrebie chromosomu lub plazmidu wirulencji.
Tak zmieniony szczep staje si¢ niezdolny do inwazji i zaka-
zenia organizmu, do ktérego zostaje wprowadzony. Delecja
wprowadzona w kodowanym na chromosomie biatku aroA
oraz plazmidzie wirulencji VirG u Shigella flexneri 2a CVD
1203 pozwalata bakterii na wniknigcie do komérki gospo-
darza, ale chronita go przed niekontrolowana proliferacja
oraz rozprzestrzenianiem si¢ patogenu wewnatrz jego orga-
nizmu. Zaledwie dwie dawki bakterii po 10° CFU, podane
w odstgpach 2-tygodniowych §winkom morskim, powodo-
waly wytwarzanie sIgA i zapewnialy zwierzg¢tom ochrone
przed zakazeniem S. flexneri 2a [93]. Atenuowane szczepy
Shigella flexneri w wigkszosci byty bezpieczne dla cztowie-
ka i indukowaty pewien stopiefi odpowiedzi immunologicz-
nej. Jedna z najbardziej znanych i skutecznych szczepionek
tego rodzaju jest szczepionka przygotowana przez wprowa-
dzenie mutacji w plazmidzie wirulencji szczepu Shigella
[flexneri 2a Istrati T32. Szczep ten byt w 100% bezpieczny
dla cztowieka i gwarantowat 85% ochrony przed zakazeniem
pateczkami Shigella flexneri. Jednak wada tej szczepionki

byto to, ze powinna by¢ podawana wielokrotnie (w odste-
pach 6-miesigcznych) w duzych dawkach (10" CFU) [83].
Innym branym pod uwagg szczepem atenuowanym jest S.
flexneri 2a SC602 z delecja w genie icsA (odpowiedzial-
nym za rozprzestrzenianie si¢ patogenu w organizmie go-
spodarza), znajdujacym si¢ na plazmidzie wirulencji oraz
chromosomalnym locus iuc (kodujacym aerobaktyne).
Podanie tego szczepu w dawce nieprzekraczajacej 10* CFU
wywotywato jednak objawy chorobowe w postaci niewiel-
kiej goraczki i stabej biegunki (u 2 sposréd 15 pacjentow).
Taka immunizacja ochotnikéw stymulowata wytwarzanie
przeciwcial, ktére chronity ich przed rozwojem zakazenia
w okresie poszczepiennym. Niemniej jednak stosowanie
jej byto obarczone ryzykiem zwigzanym z doborem odpo-
wiedniej dawki, zapewniajacej odpornos¢ i niewywotuja-
cej ostrych objawéw chorobowych [14].

Szczepionki hybrydowe

Innym podejsciem do konstrukeji skutecznej szczepionki
jest opracowanie szczepionki hybrydowej. Poczatki two-
rzenia szczepionki hybrydowej to lata 70 ubieglego wie-
ku. Giéwnym zadaniem szczepionki hybrydowej, podob-
nie jak w przypadku kazdej skutecznej szczepionki, jest
wzbudzenie odpowiedzi odpornosciowej organizmu, kt6-
ra w petni ochroni go przed zakazeniem. W sklad takiej
szczepionki moze wchodzi¢ zywy szczep jednego gatun-
ku bakterii, bedacy nosnikiem materialu genetycznego in-
nego gatunku bakterii. Przyktadem takiej szczepionki byto
opracowanie hybrydy EcSf2a-1. Hybryda ta powstata dzig-
ki przeniesieniu 140 MDa plazmidu wirulencji, kodujacego
antygeny zwiazane z inwazyjnoscia bakterii S. flexneri Sa
oraz chromosomalnych genéw kodujacych grupowo- i ty-
powoswoisty antygen O szczepu S. flexneri 2a do komo-
rek E. coli K-12. Podanie szczepu hybrydowego w daw-
ce 1x10° CFU wywotywato objawy chorobowe (goraczka,
biegunka, czerwonka) u 31% wolontariuszy, ktérym poda-
no pojedyncza dawke. Szczepionka ta, podana w mniejsze;j
dawce (5x10°~5x107 CFU) nie zapewniata ochrony prze-
ciwko zakazeniu szczepem S. flexneri 2a. Atenuowany mu-
tant tej hybrydy (gen aroD — EcSf2a-2) podany matpom
(w ilosci 1,5%10" CFU), nie wywotywat u tych zwierzat
zadnych skutkéw niepozadanych, w poréwnaniu z gru-
pa placebo, ktérej podano E. coli K-12. Stwierdzono, ze
szczepionka ta w poréwnaniu z grupa kontrolna zapew-
niata zwierzgtom 60% ochrony przed rozwojem zakazenia
pateczkami S. flexneri 2a. U ludzi szczepionka EcSf2a-2
byta wprawdzie dobrze tolerowana w dawce 5x10%-2,1x10°
CFU, aczkolwiek pojedyncza dawka 2,5x10° CFU wywo-
tywata skutki niepozadane (goraczka, biegunka) u 17%
badanych, a dawka 1,8x10" CFU byta przyczyna czer-
wonki u 50% wolontariuszy. Trzykrotne podanie tej szcze-
pionki w dawce 1,2x10°-2,5x10° CFU, powodowato pod-
wyzszenie miana immunoglobulin przeciwko LPS (61%)
i przeciw antygenom kodowanym przez plazmid wirulen-
cji (44%) w surowicy. Wywolywato takze podwyzsze-
nie miana immunoglobulin wydzielniczych IgA w jeli-
cie, odpowiednio o 100% anty-LPS i 0 60% w przypadku
immunoglobulin skierowanych przeciwko antygenom ko-
dowanym przez plazmid wirulencji. Chociaz szczepionka
ta wzbudzata bardzo silna odpowiedZ uktadu immunolo-
gicznego, to jej wlasciwosci ochronne nie byty zadowa-
lajace i ksztattowaty sie¢ na poziomie 36% [62]. Cohen
i wsp. [12] badali skutecznos¢ szczepionki sktadajacej si¢
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z oczyszczonego LPS z S. sonnei skoniugowanego z re-
kombinowanym biatkiem toksyny A (Ps. aeruginosa) i pre-
parat zawierajacy zywe atenuowane szczepy E. coli oraz
S. flexneri 2a. Ochrona jaka uzyskali ksztattowata si¢ na
poziomie 74% [12]. Pochodzacy z E. coli gen cs3 kodu-
jacy antygen CFA/II zostal przeniesiony w miejsce genu
asd szczepu S. flexneri 2a T32, co powodowato dezakty-
wacje genu asd. Niezaleznie przeprowadzono klonowanie
genu kodujacego antygen O szczepu S. sonnei do wektora
pXL378, otrzymujac plazmid pXL390. Transformacja zmu-
towanego genu asd S. flexneri 2a T32 do pXL390, pozwo-
lifa na otrzymanie biwalentnej szczepionki FSO1 przeciw-
ko S. flexneri 2ai S. sonnei. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
rekombinowany plazmid pXL390 byt niezwykle stabilny
w szczepie asd — T32. Szczep FSOI byl zaréwno stabilny
pod wzgledem genetycznym, jak i zdolny do ekspresji an-
tygendw Shigella na powierzchni komorki, nie powodujac
przy tym toksycznosci szczepu. Podanie podskérnie my-
szom szczepionki zawierajacej FSO1, pozwolito na osia-
gnigcie 100% ochrony przed zakazeniem wywotywanym
przez wirulentne szczepy S. flexneri 2ai S. sonnei [112].

Na marginesie omawianego tematu nalezy réwniez zauwa-
zy¢, ze wspomniany wczesniej szczep Aasd S. flexneri jest
bardzo uzytecznym wektorem dostarczajacym szczepionki
DNA do tkanek limfatycznych zwigzanych z btona Sluzo-
wa. Wektor ten moze mie¢ znakomite zastosowanie do kon-
strukcji szczepionek skierowanych nie tylko przeciwko pa-
teczkom Enterobacteriaceae. Po transfekcji plazmidu DNA
wirusa odry (MV — measles virus) do Aasd S. flexneri i za-
szczepieniu nim myszy, ktére wezesniej przeszly zakazenie
Shigella flexneri 2a, wystepuje ostra odpowiedzZ typu Thl
(wytwarzanie CD8*CTL i IFN-Y) oraz jest obnizona odpo-
wiedZ typu Th2 (niski poziom IgG i IgA w surowicy) [28].
Powierzchnia btony Sluzowej jest bardzo waznym miejscem
indukcji odpowiedzi immunologicznej przeciwko wirusowi
grypy. Badania przeprowadzone na modelu mysim wykaza-
ly, ze atenuowany szczep Shigella flexneri Aasd 15D, nio-
sacy konstrukt kodujacy hemaglutyning (HA) wirusa gry-
py, gwarantuje ochrong przeciwko $miertelnej dawce wirusa
grypy A/WSN/33. U zwierzat po immunizacji stwierdzono
niskie miano populacji limfocytéw T wytwarzajacych IFN-y
oraz obecnos¢ przeciwcial anty-HA klasy IgG. Po podaniu
wirusa myszom immunizowanym atenuowanym szczepem
Shigella zawierajacym konstrukt HA, zauwazalny byt takze
wzrost miana przeciwcial anty-HA klasy IgA. Rezultaty te
sugeruja, ze wektor Aasd S. flexneri 15D moze mie¢ podsta-
wowe znaczenie w tworzeniu szczepionek DNA przeciwko
wirusowi grypy jak i innych patogenéw zwiazanych z btona-
mi §luzowymi [134]. Préby wykorzystania szczepu Shigella
flexneri Aasd 15D jako wektora w szczepionkach DNA, po-
dejmowano takze w osrodkach naukowych zajmujacych sig
opracowywaniem szczepionki przeciwko HIV. Zauwazono
bowiem, ze donosowe podanie tego wektora myszom indu-
kowato odpowiedZ limfocytéw T skierowana przeciwko prze-
noszeniu si¢ wirusa HIV droga ptciowa [133].

Strategie opracowania szczepionki chroniacej
w ukladzie heterologicznym

Z wczesniejszych badain wynika, ze immunogennos¢ S.
flexneri zalezy od serotypu tych bakterii, a szczepionka prze-
ciwko okreslonemu serotypowi dziata ochronnie w przy-
padku zakazenia szczepem homologicznym [85]. Wiadomo

réwniez, ze wystgpowanie poszczegllnych serotypow ga-
tunku S. flexneri pozostaje w Scislej korelacji z okreslonym
regionem geograficznym, dlatego tez przy opracowywaniu
idealnej szczepionki przeciwko pateczkom tego gatunku,
nalezatoby t¢ zaleznos$¢ geograficzng uwzglednié. Wsréd
pateczek nalezacych do gatunku S. flexneri rozrézniamy 16
serotypow, ktdre z wyjatkiem serotypu 6 maja identyczny,
wspdlny dla wszystkich szkielet cukrowy antygenu O. Jest
on zbudowany z czterocukru, w sktad ktérego wchodza
N-acetyloglukozamina i 3 czasteczki ramnozy. Dodatkowa
grupa glikozydowa i/lub O-acetylowa, ktéra moze by¢ pod-
stawiony szkielet czterocukru, jest podstawg do wyrdznie-
nia antygenéw typowych (I-VIi X, Y) i grupowych (3.4;
6; 7,8,9), ktérych wystgpowanie determinuje okreslony se-
rotyp bakterii S. flexneri. Kazdy serotyp bakterii tego ga-
tunku ma charakterystyczny zestaw antygendw typowych
i grupowych. Czgsto kilka réznych serotypéw moze miec
wspodlne antygeny grupowe lub typowe [1].

Van De Verg i wsp. [131] wykazali, ze w surowicach ludzi,
ktérzy mieli kontakt z antygenem O-swoistym pateczek S.
flexneri 2a, obecne sa przeciwciata klasy IgA, wykazujace
reaktywnos$¢ krzyzowa z innymi serotypami tego gatun-
ku bakterii. Moze to wynika¢ z tego, ze np. dla bakterii
o serotypach 2a i 2b charakterystyczny jest ten sam anty-
gen typowy II, a dla bakterii o serotypach 1a,5ai1Y wspdl-
ny jest antygen grupowy 4 lub 3,4. Szczepy te zatem maja
antygeny typowo- lub grupowoswoiste wspdlne z antyge-
nem O szczepu S. flexneri 2a. Obecne w surowicach im-
munizowanych §winek morskich przeciwciata klasy IgA
i IgG wykazywaly reaktywnos¢ krzyzowa ze szczepami
o serotypach 1a,5a, 1 Y oraz nie reagowaly ze szczepami
o serotypie 2b. Krzyzowa reaktywno$¢ przeciwciat klasy
IgG (silniejsza niz IgA) z bakteriami o serotypach 1a,2b
1Y charakterystyczna byta dla surowic immunizowanych
malp. Rezultaty tych badan wskazuja, ze immunizacja an-
tygenem O pochodzacym z S. flexneri 2a indukuje wytwa-
rzanie przeciwciat o reaktywnosci krzyzowej. Przeciwciata
te zdolne sa do rozpoznawania podobnych antygenéw wy-
stepujacych u réznych serotypow. Wyniki te sugeruja tak-
ze, ze antygen ten mogtby zostaé wykorzystany w poliwa-
lentnej szczepionce przeciwko S. flexneri [131].

Badania przeprowadzone na Swinkach morskich z uzyciem
szczepionki zawierajacej atenuowane szczepy S. flexneri 2a
CVD 1207 oraz S. flexneri 3a CVD 1211 wykazaly, ze wy-
wotuje ona pewien stopiert odpornosci na zakazenie patecz-
kami Shigella. Obecne w surowicy przeciwciala wykazywa-
ty reaktywnos¢ krzyzowa, a takze chronilty immunizowane
Swinki morskie przed rozwojem zakazenia szczepami S.
flexneri o serotypach 1b, 2b, 5b i Y. Natomiast nie uzyska-
no ochrony w przypadku zakazenia bakteriami tego gatun-
ku o serotypach 1a, 4b [91]. Biorac pod uwage wszystkie
uzyskane dotad wyniki nalezy jednak podkresli¢, ze ko-
nieczne sa dalsze szczegétowe badania, ktére pozwolg na
doktadne okreslenie roli reaktywnosci krzyzowej w odpo-
wiedzi immunologicznej cztowieka przeciwko shigelozie.

Biatka BroNy ZEWNETRZNE) (OMP) JAKO POTENCIALNE
ANTYGENY W SZCZEPIONKACH KONIUGATOWYCH

Cecha charakterystyczna wszystkich bakterii Gram-
ujemnych jest okreslona budowa ostony komoérkowej.
Ostona ta sktada si¢ z btony zewnetrznej (OM — outer
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membrane) i wewngtrznej, czyli cytoplazmatycznej (IM —
inner membrane) oddzielonych od siebie cienka warstwa
peryplazmy zawierajacej peptydoglikan (mureing). Mimo
ze zarowno btona zewngtrzna, jak i wewnetrzna zbudowa-
ne sa z warstwy lipidowej, w ktdrej usytuowane sa biatka,
to ich wtasciwosci 1 funkcje jakie pelnia w komérce réz-
nig si¢ zasadniczo. Jest to w gtéwnej mierze zwiazane ze
srodowiskiem zewngtrznym, z ktérym si¢ stykaja. Btona
wewngetrzna sasiaduje z cytoplazma i warstwa perypla-
zmy, btona zewngtrzna graniczy z peryplazma i Srodowi-
skiem zewnetrznym komorki. Najwazniejsza funkcja bto-
ny zewngtrznej jest rola bariery, zapobiegajacej wnikaniu
do komorki toksycznych substancji, takich jak antybioty-
ki czy sole z6iciowe, co wydaje si¢ mie¢ podstawowe zna-
czenie dla przetrwania bakterii w réznych srodowiskach
[114]. Transport substancji odzywczych do wnetrza komorki
umozliwiaja integralne biatka blony zewnetrznej (OMPs —
outer membrane proteins), zwane powszechnie porynami.
Biatka te tworza w blonie zewngtrznej otwarte, wypetnione
woda kanaty, ktére umozliwiaja przemieszczanie si¢ ma-
tych hydrofilowych czasteczek, takich jak aminokwasy, czy
weglowodany w wyniku biernego transportu. Biatka bto-
nowe petnig wiele ré6znorodnych funkcji zwigzanych m.in.
z wydzielaniem innych biatek czy usuwaniem z komoérki
substancji toksycznych i lekéw. Bialka te sa takze enzyma-
mi [125]. Wszystkie sktadniki bialek btony zewnetrznej sa
syntetyzowane w cytoplazmie lub wewnetrznej czesci IM,
a nastepnie transportowane w kierunku OM. Podczas, gdy
w wigkszosci integralnych biatek blonowych, wtaczajac
w to biatka blony wewnetrznej, wystgpuja struktury typu o-
helisy, bakteryjne OMPs reprezentuja zupetnie inne struk-
tury. Biatka te tworza B-baryiki, ztozone z naprzemiennie
wystepujacych amfipatycznych B-zwojéw. Reszty hydro-
fobowe tych zwojéw sa wyeksponowane do lipidowego
srodowiska blony, podczas gdy reszty hydrofilowe tworza
wewngetrzny kanal, wypetniony woda, umozliwiajacy mi-
gracje czasteczek o podobnym charakterze [125]. Biatka
btony zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych maja podsta-
wowe znaczenie dla wzrostu tych drobnoustrojéw, zapew-
niajac im przetrwanie w niekorzystnych warunkach, a tak-
ze umozliwiajac adhezje¢ i inwazj¢ do komérek gospodarza.
Btona zewngtrzna bakterii i biatka w niej wystgpujace, to
pierwsze elementy struktury Sciany komérkowej bakterii,
dzigki ktéorym dochodzi do kontaktu z atakowanymi ko-
morkami gospodarza. W zwiazku z tym OMPs sg brane
pod uwagg jako potencjalne sktadniki szczepionek prze-
ciw wielu zakazeniom wywotywanym przez patogenne pa-
feczki jelitowe. Biatka obecne w btonie zewnetrznej wyste-
puja w postaci pojedynczych czasteczek lub tworza w niej
kompleksy, zalezne od kowalencyjnych lub niekowalencyj-
nych oddzialywan. Kompleksy te pelnig takze wazna role
w fizjologii i patogenezie bakterii [79]. Biatka btony ze-
wnetrznej bakterii sa waznymi z punktu widzenia immu-
nogennosci sktadnikami ostony komérkowej. Sgq one wy-
eksponowane na powierzchni patogenu i w zwigzku z tym
maja tatwy kontakt z komdrkami zakazanego organizmu.

Jezeli weZzmiemy pod uwage zagrozenie spowodowane za-
rowno wzrostem liczby zakazen wywotywanych przez pa-
feczki jelitowe na catym Swiecie i rosnaca lekoopornosé
szczepdw, a takze udziat biatek blony zewngtrznej w pato-
genezie tych drobnoustrojéw oraz ich wtasciwosci immu-
nostymulacyjne, to biatka te moga by¢ doskonatymi sktad-
nikami szczepionek koniugatowych [82,104,106]. Badania

ostatnich lat pokazuja, ze OMP wyizolowane z patogen-
nych drobnoustrojéw moga petni¢ role antygendw szcze-
pionki. Biatka te bowiem, nie niosac ryzyka wystapienia
zakazenia, wzbudzaja odpowiedZ uktadu immunologicz-
nego i indukuja dziatanie ochronne, a takze utrudniaja ko-
lonizacje, stajac si¢ realna bronia w walce z patogenami
[57]. Konstrukcja szczepionki podjednostkowej przeciw-
ko shigelozie opierac si¢ powinna na odpowiedniej charak-
terystyce immunochemicznej antygenu, ktéry po podaniu
w postaci szczepionki bedzie wzbudzat taka odpowiedz
uktadu odpornosciowego, ktéra ochroni uodporniany or-
ganizm przed ewentualnym zakazeniem [129].

Analizy immunochemiczne giéwnych biatek btony ze-
wnetrznej Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella
boydii i Shigella sonnei wykazaty wsréd wszystkich czterech
gatunkéw Shigella, podobny profil biatkowy oraz reaktyw-
nos¢ krzyzowa [86,111,143]. Badania shigelozy prowadzo-
ne na modelu zwierzgcym sugeruja, ze gtéwne biatka o ma-
sie czasteczkowej 35-38 kDa sa dobrymi immunogenami
i indukuja ochronng odpowiedZ immunologiczna [85, 111].

Biatka btony zewngtrznej Sciany komoérkowej Shigella
flexneri wzbudzaja zaréwno odpowiedZ komoérkowa jak
i humoralna. Do§wiadczenia przeprowadzone na nieimmu-
nizowanych wczesniej zwierzgtach potwierdzaja, ze poda-
nie im limfocytéw B i T pochodzacych od myszy immuni-
zowanych wielosktadnikowym preparatem OMP, chronito
je przed zakazeniem paleczkami Shigella. U tych zwierzat
odpornos$¢ na zakazenie wystgpowata juz miedzy 4 a 8
dniem po podaniu im komérek odpornosciowych [148].
Natomiast immunizacja myszy preparatem biatek btony
zewngtrznej S. flexneri 3a stymulowata makrofagi zwie-
rzat do fagocytozy pateczek Shigella flexneri i Salmonella
Typhimurium [17]. Bierna immunizacja myszy surowica
z przeciwciatami anty-OMP Shigella flexneri 3a, pocho-
dzacych od zwierzat szczepionych uprzednio preparatem
OMP, chronita w 100% zwierzgta przed zakazeniem za-
réwno szczepem homologicznym, jak i innymi bakteria-
mi nalezacymi do rodziny Enterobacteriaceae. Co wigcej,
podanie nieimmunizowanym zwierzetom rozcienczonej
nawet 5000 razy surowicy, pochodzacej od zwierzat im-
munizowanych OMP, gwarantowato ochrong przed roz-
wojem zakazenia [145]. Wielosktadnikowy preparat OMP
okazat si¢ takze skuteczny w stymulacji cytokin in vitro.
Doswiadczenia przeprowadzone na splenocytach i makro-
fagach myszy wykazaty, ze preparaty OMP wptywaja na
aktywnos¢ cytokin prozapalnych (TNF, IL-6 i IL-2), sty-
mulujacych podziaty limfocytéw B, T i NK, a takze wzbu-
dzajacych aktywnos¢ innych cytokin [18,19].

Badania Sansonettiego i Phalipon [117] potwierdzity, ze
podczas naturalnej infekcji pateczkami Shigella dochodzi
do wzmozonego wydzielania lokalnych immunoglobulin
slgA, a takze surowiczych IgG, swoistych dla kilku biatek
nalezacych do OMP. Nie zauwazono jednak podczas za-
kazenia wytwarzania przeciwciat IgM skierowanych prze-
ciwko OMP [117].

Jednym z biatek btony zewngtrznej $ciany komodrkowe;j
pateczek Shigella flexneri branych pod uwagg jako poten-
cjalny antygen w szczepionce koniugatowej, jest zalicza-
ne do tzw. biatek gtéwnych (major protein) biatko o ma-
sie 38 kDa (OMP-38). Biatko to jest rozpoznawane przez
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ludzkie przeciwciata klasy IgG i IgA, a jego immunore-
aktywnos$¢ z przeciwcialami obecnymi w ludzkiej suro-
wicy jest charakterystyczna dla biatka OMP-38 z Shigella
flexneri (z wyjatkiem serotypu 6) oraz OMP z E. coli,
Citrobacter, Hafnia i innych szczepdw nalezacych do ro-
dziny Enterobacteriaceae. Ponadto stwierdzono wystgpo-
wanie przeciwciat anty-OMP-38 w surowicach krwiodaw-
coOw, a takze w surowicy pgpowinowej, co moze sugerowac
ich charakter ochronny [146].

PismiENNICTWO

Wyniki badari dotyczace biatka OMP-38 sa obiecujace
i stwarzaja nadziej¢ na wykorzystanie go w szczepionce
nie tylko przeciwko pateczkom Shigella flexneri 3a, z kt6-
rych zostalo wyizolowane, ale takze skierowanej przeciw-
ko pozostalym szczepom Shigella i gatunkom nalezacym
do rodziny Enterobacteriaceae. Jednoczes$nie biatko to
moze stuzy¢ jako specyficzny marker niedoboréw odpor-
nosciowych, a takze wskaznik rozwoju odpornosci anty-
bakteryjnej [146].
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