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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Bakterie z rodziny Legionellaceae sa obligatoryjnie wewnatrzkomoérkowymi pasozytami pierwot-
niakéw. Niektére gatunki, gléwnie Legionella pneumophila, w okreslonych warunkach moga wy-
wolywac u ludzi cigzka postaé zapalenia ptuc. Do infekcji najczesciej dochodzi w wyniku inha-
lacji bakterii zawartych w skazonej wodzie rozprowadzanej w aerozolu.

Legionelle w fazie inwazyjnej, uwolnione z komérki gospodarza do srodowiska wodnego, moga
przez dlugi okres przezy¢ w stanie anabiozy. Adaptacja do zycia w tak odmiennych srodowiskach
jak zywa komorka i woda jest mozliwa dzigki kontrolowanej ekspresji genéw regulujacych cechy
morfologiczne, fizjologiczne i biochemiczne bakterii.

Opisano proces inwazji i cykl zyciowy pateczek legionella w komdrkach pierwotniakéw i ssakow.
Opis cyklu infekcyjnego oparto na obserwacjach mikroskopowych. Identyfikacjg czynnikow wi-
rulencji oparto na wynikach analizy genéw i ich produktéw metoda technik genetycznych i mo-
lekularnych. Bakterie z fazy inwazyjnej wchlonigte, najczgsciej za posrednictwem spiralnej fago-
cytozy, przez komorke gospodarza sa umiejscowione w endosomach, ktére przez diugi okres nie
ulegaja fuzji z lizosomami. W powstatych parazytosomach legionelle przechodza proces trans-
formacji z fazy inwazyjnej do fazy replikacyjnej. Oméwiono rol¢ czynnikéw wirulencji na pro-
ces dojrzewania niszy replikacyjnej oraz wptyw zmieniajacych si¢ warunkéw w czasie rozwoju
bakterii w komdrce gospodarza na transformacje z fazy replikacyjnej do fazy inwazyjnej.

Legionellaceae » wewnatrzkomérkowe patogeny ¢ chorobotwérczosé °
determinanty wirulencji

Summary

Legionellae are Gram-negative obligate intracellular parasites of unicellular animal organisms,
some of which are sometimes able to cause an acute and sever pneumonia in humans. Legionellae,
are capable of surviving for long periods in water when between hosts. Their adaptation to the-
se quite diverse environments sems to be accomplished by morphological and biochemical pa-
thway changes.

It has been well established that humans coexisted with these bacteria for a long period of time,
and it is only recently that our industrial technology provided these organisms with the means of
causing infection. This review describes the invasion process and the life cycle of Legionellae in
both protozoan and mammalian cells. Our understanding of the infection cycle of Legionellae
is primarily based on observations by transmission and scanning EM and by contrast phase and
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fluorescence microscopy. The identification of virulence determinants by molecular techniques

is also discussed.

The bacteria enter the host cell mainly by coiling phagocytosis and reside within unique phago-
somes which, during the first hours of infection, are isolated from the endosomal pathway. Within
the protected vacuole the mature infectious forms of Legionellae convert to replicative forms that
no longer express virulence traits. Evidence is provided on how the biogenesis of the replication
niche is determined. The virulence factors that arrest phagosome maturation during intracellu-
lar replication are also described. The status of our current knowledge on the means by which
Legionellae successfully infect the host cells to cause disease is discussed.
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Wykaz skrotow:

Csr - nadrzedny regulator metabolizmu weglowodandw (carbon storage regulator); CAP - pile typu IV

(competence and adherence pili); Dot - zaburzenia w kierowaniu organelli (defect for organelle trafficking); FIiA
- rzeskowy czynnik sigma polimerazy RNA (G%); Hsp 60 - biatko szoku termicznego (mitochondrial 60-kDa heat
shock protein); lem - wewnatrzkomérkowe namnazanie (intracellular multiplication); LAMP1, LAMP2 - biatka
btonowe zwiazane z lizosomami (lysosomal-associated membrane protein 1, 2); LetA/S - biatka regulatorowe
dwusktadnikowego uktadu regulatorowego (LetA - biatko regulatorowe, LetS - biatko sensorowe); MIF - dojrzate
formy infekcyjne (mature infection form); Mil - Joci infekcyjnosci makrofagow (macrophage specific infectivity
loci); Mip - czynnik zwiekszajacy infekcyjnos¢ makrofagow (macrophage infectivity potentiator); MOMP - gtéwne
biatko membrany zewnetrznej (major outer membrane protein); Rab5, Rab7 - rodzina biatek bioracych udziat
w kierowaniu docelowym i fuzji (Rab proteins); RelA - syntetaza guanozyno 3', 5'-bis-pirofosforanu (ppGpp)
(guanosine 3', 5'-bis-pyrophosphate (ppGpp) synthetase); Rib - czynnik wewnatrzkomdrkowego uwalniania
bakterii (release of intracellular bacteria); RpoN - czynnik sigma polimerazy RNA (c%%); RpoS - czynnik sigma
polimerazy RNA (c%); RpoD - czynnik sigma polimerazy RNA (G™); SpoT - ppGpp 3'-pirofosohydrolaza

(ppGpp3’-pyrophosphohydrolase)

WPROWADZENIE

Geneza rodziny Legionellaceae jest zwigzana z odkry-
ciem i opisaniem nowego czynnika etiologicznego nie-
typowej pneumonii ludzi, ktéra zdarzyla si¢ w lipcu
1976 roku w Filadelfii [122]. W$rod uczestnikéw konwen-
tu Legionu Amerykanskiego zorganizowanego w dwuset-
na rocznice podpisania Deklaracji Niepodlegtosci Stanéw
Zjednoczonych wystapita epidemia nietypowego zapalenia
ptuc, w wyniku ktérej 34 oséb zmarto [74,122]. Nowa cho-
roba zostala opisana jako legioneloza, a bakteria — czyn-
nik etiologiczny choroby, dla upamigtnienia okolicznosci
w jakich doszto do infekcji oraz powinowactwa bakterii
do makrofagéw alweolarnych i komérek nabtonkowych pe-
cherzykéw plucnych, uzyskata nazwe rodzajowa Legionella
i nazwe gatunkowa pneumophila [32].

Rodzina Legionellaceae utworzona poczatkowo dla jedne-
go gatunku, obecnie obejmuje 49 gatunkéw oraz 70 grup
serologicznych, w tym dwadziescia gatunkéw wyizolo-
wanych bezposrednio od chorych na nietypowe zapale-

nie ptuc lub goraczke Pontiac [68]. Cecha wspdlng bakte-
rii wlaczonych do rodziny Legionellaceae jest pasozytniczy
tryb zycia wewnatrz okreslonych gatunkéw jednokomorko-
wych organizméw holozoicznych oraz w komérkach zer-
nych ssakow [3,169].

ExoLocia

Naturalnym srodowiskiem wystgpowania bakterii z rodzi-
ny Legionellaceae jest woda [16,66,68]. Metoda posiewu na
podtoze BCYE oraz amplifikacji 16STRNA wykazano obec-
nos$¢ bakterii w 80% badanych zbiornikéw wodnych [16,116].
Probki wody pobrane w szpitalach Paryza byty skazone
w 71% amebami i w 45% Legionella pneumophila [136].

W 1980 roku Rowbotham pierwszy zwrdcil uwage na wol-
no zyjace petzaki, wystgpujace powszechnie w zbiorni-
kach wodnych i w glebie jako na gospodarza, w ktérym
moze proliferowac Legionella pneumophila [151]. Badania
prowadzone od 1980 roku wskazuja, ze bakterie z rodzi-
ny Legionellaceae sa protozoontami i ze ameby z rodza-
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Ryc. 1. Cykl zyciowy L. pneumaphila [wg 61,68; za zgoda]; A — gtéwne fazy rozwoju w pierwotniakach; B — infekcja drdg oddechowych cztowieka
bakteriami zawartymi w aerozolu; C — cykl rozwojowy w makrofagach: 1 — spiralna i klasyczna fagocytoza bakterii, 2 — powstawanie niszy
replikacyjnej, 3 — optaszczanie parazytosoméw przez retikulum endoplazmatyczne, 4 — faza intensywnej replikacji bakterii w komérce, 5 -
w makrofagach hodowanych in vitro dochodzi do powstania dojrzatych postaci infekcyjnych, 6 — niszczenie membrany wakuoli i uwolnienie

bakterii z zakazonej komorki, 7 — nowa runda replikacyjna

ju Acanthamoeba, Naegleria, Echinamoena, jak tez postaci
ameboidalne Dictyostelium discoideum oraz orzeski z rodza-
ju Tetrahymena sa naturalnym gospodarzem wewnatrzko-
morkowych obligatoryjnych pasozytéw nie tylko z rodziny
Legionellaceae, lecz takze Odysseaceaei Parachlamydiaceae
[83,124,138,184].

Bakterie uwolnione z komérki gospodarza do wody sa
w stanie anabiozy i moga w tym kraficowo odmien-
nym Srodowisku przezy¢ przez okres 180 dni, a nawet
roku tworzac razem z innymi mikroorganizmami biofilm
[119,133,155,164].

Legionelle do wzrostu wymagaja scisle okreslonych wa-
runkéw fizykochemicznych, mozliwych do spetnienia tylko

wewnatrz komérki gospodarza. W warunkach laboratoryj-
nych bakterie rosng w waskim przedziale pH (6,2-7,2), na
pozywkach bogatych w aminokwasy i sole zelaza [62,146].
Duze stezenie, wymaganych do wzrostu sktadnikéw pokar-
mowych w tym L-cysteiny jest trudne do osiagnigcia poza
komorka gospodarza, zatem legionelle nie moga skutecz-
nie konkurowac z heterotroficznymi bakteriami o krétkim
okresie generacji nie tylko o pokarm, ale i o tlen.

W organizmie cztowieka, wirulentne gatunki i szczepy pa-
feczek legionella zachowujg sig jak oportunistyczne patoge-
ny zdolne do proliferacji wewnatrz makrofagéw alweolar-
nych, w komérkach nabtonkowych typu I i II pecherzykéw
plucnych, w monocytach i w fibroblastach. U 0s6b z su-
presja immunologiczna wywotuja uogdlnione objawy cho-
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Ryc. 2. Drzewo filogenetyczne klasy Proteobacteria i miejsce rodziny
Legionellaceae w podgrupie y; A — Agrobacterium, B — Brucela,
(x — Coxiella, D — Desulfovibrio, E — Escherichia, H — Hafnia,
M — Myxococcus, N — Neisseria, P — Proteus, PS — Pseudomonas,
R — Ruminobacter, R — Rochalimaea, Wolb — Wolbachia, Woli
— Wolinella [wg 75; za zgoda]

robowe, ktdre cz¢sto prowadza do Smierci. Bakterie obec-
ne w organizmie chorego cztowieka sa wytaczone z cyklu
rozwojowego i nie biorg udzialu w krazeniu czynnika pa-
togenetycznego w przyrodzie. Do infekcji ludzi dochodzi
w wyniku inhalacji bakterii zawartych w skazonej wodzie
rozprowadzanej w aerozolu przez systemy klimatyzacyj-
ne, wieze chtodnicze i tym podobne wspotczesne tech-
nologie przemystowe. Systemy rozpylajace skazona wodeg
przyczyniaja si¢ do rozsiewania bakterii czgsto zamknig-
tych jeszcze w parazytosomach i zakazonych amebach,
ktore petnia rolg ,.koni trojariskich™ bakterii patogennych
dla ludzi [16,24].

TAKksonNOMIA

Bakterie zaliczane do rodziny Legionellaceae to tlenowe,
Gram-ujemne pateczki o wymiarach 0,3-0,9 um x 2—-20 ym.
W cyklu zyciowym wystepuje faza troficzna, ktéra zachodzi
w komérkach zernych organizmoéw eukariotycznych i faza
infekcyjna, w ktdrej bakterie wykazuja duza przezywal-
nos$¢ w Srodowisku wodnym. W fazie infekcyjnej bakte-
rie maja jedna lub kilka rz¢sek utozonych biegunowo lub
lateralnie, wyjatek stanowia: L. oakridensis, L. nautarum,
L. londinensis, ktére nie maja rzgsek [66].

Legionelle sa chemoorganotrofami. Aminokwasy i meta-
bolity cyklu Krebsa sa Zrodlem wegla i energii. Bakterie
nie fermentuja ani tez nie utleniaja we¢glowodanéw. Do
wzrostu wymagaja L-cysteiny i fosforanu zelaza. Masa
molekularna DNA wynosi 2,5x10° Da. Zawartos¢ G +
C w DNA przedstawicieli rodziny Legionellaceae wynosi
38-53%. Homologia DNA migdzy gatunkami jest mata
i stanowi 0-53% [30]. Identyfikacja na poziomie gatunku
jest trudna ze wzgledu na brak réznicujacych cech feno-
typowych, zar6wno morfologicznych, biochemicznych jak
i serologicznych. Podziat na gatunki jest oparty gtéwnie
na wynikach analizy materialu genetycznego [94,143,144].
‘Wprowadzenie do taksonomii metod analizy sekwencyjnej
16SrRNA umozliwito lokalizacj¢ rodziny Legionellaceae
w podgrupie gamma 2 klasy Proteobacter [75].

Obowiazujacy podziat, uwzgledniajacy stopien pokrewien-
stwa filogenetycznego migdzy gatunkami jest oparty na wy-
nikach analizy sekwencyjnej genu kodujacego 16STRNA
[95, 138] oraz genu kodujacego biatko Mip [5, 144].

W oparciu o réznicujace cechy fenotypowe oraz homo-
logie DNA, w rodzinie Legionellaceae wyodrgbniono trzy
rodzaje: Legionella sensu stricto, Tatlockia i Fluoribacter
[65,73,81].

Giéwnym czynnikiem etiologicznym pneumonii u ludzi
sa bakterie wchodzace w sktad gatunku L. pneumophila.
Metoda hybrydyzacji DNA-DNA bakterie wchodza-
ce w sktad tego gatunku podzielono na trzy podgatunki
Legionella pneumophila subsp. pneumophila, Legionella
preumophila subsp. fraseri, Legionella pneumophila subsp.
pasculli [31]. Do pierwszej grupy homologii DNA wchodza:
szczep referencyjny Filadelfia 1 oraz szczepy wystgpujace
w serogrupach od 1 do 14. Pokrewieristwo migdzy szczepa-
mi grupy 1 DNA wynosi 88% w temperaturze 60°C i 85%
w temperaturze 75°C. Druga grupa homologii DNA obej-
muje: szczep Los Angeles I, referencyjny dla serogrupy 4
oraz szczepy serogrupy 1,415, a takze szczep Lansing 3.
Pokrewienistwo szczepéw drugiej grupy homologii DNA
wynosi 84% w temperaturze 60°C i 87% w temperaturze
75°C. Stopient pokrewiernistwa migdzy szczepami grupy 1
DNA i grupy 2 DNA wynosi 67% w temperaturze 60°C
i 48% w temperaturze 75°C. Wszystkie szczepy 3 gru-
py homologii DNA naleza do piatej grupy serologiczne;j.
Pokrewieristwo migdzy szczepami wynosi 98% w tempera-
turze 60°C i 97% w temperaturze 75°C. Homologia DNA
migdzy grupa 3 DNA i grupa 1 DNA wynosi 74% w tem-
peraturze 60°C 1 43% w temperaturze 75°C. Pokrewienstwo
migdzy 3 grupa DNA i grupa 2 DNA wynosi 66% w tem-
peraturze 60°C i 55% w temperaturze 75°C [31].

Szczepy wchodzace w sktad Legionella pneumophila sen-
su latori r6znia si¢ migdzy soba budowa antygenowa i na
tej podstawie wyodrgbniono 15 serotypéw. Bakterie okre-
Slonego serotypu moga wystgpowaé w trzech réznych pod-
gatunkach Legionella pneuwmophila [31].

PatoGENEZA

Gt6éwna cecha determinujaca patogennos¢ bakterii z rodziny
Legionellaceae jest zdolnos¢ do zycia i rozmnazania w ko-
morkach zernych predysponowanych do fagocytozy, zabija-
nia i trawienia mikroorganizméw [3,16,25,65,66,137,152].
Sposréd 49 znanych gatunkéw i 70 serotypéw prawie poto-
we wyizolowano od chorych na zapalenie ptuc [21].

Choroby ptuc zajmuja széste miejsce wsréd przyczyn
zgonéw ludzi [163]. W Stanach Zjednoczonych zapale-
nie ptuc jest przyczyna ponad 500 000 hospitalizowanych
przypadkow rocznie. Dane epidemiologiczne wskazuja, ze
rocznie okoto 25 000 pneumonii wywotywanych przez L.
preumophila wymaga hospitalizacji [3,7,118]. Legionelozy
nabyte w szpitalu stanowia 2—15% infekcji pluc wywoty-
wanych przez bakterie. Legionelozy nabyte w miejscu za-
mieszkania stanowig 0,5-3% bakteryjnych infekcji ptuc [8].
Podobny stopien zagrozenia wystgpuje w krajach Europy
[103,168]. L. pneumophila serogrupa 1 jest najczesciej izo-
lowana od chorych (58% w Anglii i Walii, 75% w USA)
[118]. W USA L. micdadeii jest drugim po L. pneumophila
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Ryc. 3. Dendrogram przedstawiajacy zwigzki filogenetyczne miedzy gatunkami rodziny Legionellaceae w oparciu o podobiefistwo sekwencji genu
kodujacego biatko Mip [wg 5; za zgoda]; LLAP1 — Legionella drozanskii, LLAP6 — Legionella rowbothamii, LLAP10 — Legionella fallonii, LLAP7, 9
— Legionella lytica, 4313-GER-E — szczep wyizolowany przez dra R. Michela z Instytutu Ernst-Rodenwaldt, Koblendja, Niemcy
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Tabela 1. Cechy réznicujace rodzaje w obrebie rodziny Legionellaceae

Test Legionella Tatlockia Fluoribacter
Stopier homologii DNA (%)
- L. pneumophila (15 serogrup) 69-95 - -
- T micdadei (2 gatunki) 0-8 71-90 -
- Fluoribacter 0-14 0-10 74-94
Zawarto$¢ par G+C (mol%) 38,8 443 40,4
Kolor kolonii biaty do jasnozielonego niebieskoszary pastelowo-zielony

Fluorescencja kolonii -

+

(niebiesko-biata)

Brazowy pigment + - +
Hydroliza skrobi + - +
B-laktamaza + - +
Zelatynaza + - +
Hydroliza hipuranéw + - +
Ubichinony Q12/11/13 Q10/11/1213 Q9/10/11/12
Gtowne kwasy ttuszczowe (%)
—12-Metylotetradekanowy 11-20 39-40 24-31
— 14-Metylopentadekanowy 32-42 10-1 14-20
— 14-Metylo-cis-9-pentadekenowy 2-13 $ladowa ilos¢ Sladowa ilo$¢
— cis-9, 10 metyloheksadekanowy 13-15 9-10 11-16
— 14-Metyloheksadekanowy 5-1 22-25 12-24

gatunkiem powodujacym chorobg legionistow i goraczke
Pontiac [19]. W Kanadzie L. pneumophila serogrupa 6 zaj-
muje drugie miejsce [172]. W Australii legionelozg czgsto
wywotuje L. longbeachae [53].

Przypadki legionelozy obejmujace jednoczesnie duza gru-
pe oséb na ograniczonej przestrzeni zdarzaja si¢ rzadko.
W ostatnich latach duze ognisko legionelozy odnotowano
w Holandii w 1999 r. — 188 przypadkéw [49], w tym samym
roku w Belgii zachorowaty 93 osoby [48], a w 2001 roku
w Hiszpanii 449 os6b ulegto infekceji [77]. Pojedyncze przy-
padki zachorowan na legioneloze, gtéwnie u oséb starszych
z supresja immunologiczna wystepuja czesciej [47,60].

Badania nad rola czynnikéw determinujacych inwazyjnos¢é
i wirulencje sa prowadzone na modelu L. prneumophila se-
rogrupa 1 — bakteria najcz¢sciej izolowana od chorych na
legioneloze.

Istotne znaczenie w patogenezie maja interakcje miedzy fa-
gotroficznym gospodarzem i jego wewnatrzkomérkowym
pasozytem. Sposéb przenikania bakterii do komérki go-
spodarza oraz czynniki niezbg¢dne do opanowania swoistej
mikroniszy jaka jest wakuola trawienna s3 uwarunkowane
cechami genetycznymi prokariotycznego ksenobionta i eu-
kariotycznego gospodarza oraz ekspresja genéw wirulen-
¢ji pod wptywem czynnikéw srodowiskowych.

Gtéwne problemy, zwiazane z wewnatrzkomérkowym pa-

sozytnictwem, wymagajace wyjasnienia to:

* co warunkuje penetracj¢ paleczek legionella do komor-
ki gospodarza,

e jak dochodzi do blokady mechanizméw bakteriobdj-
czych,

* jakie cechy bakterii warunkuja odpornos¢ na czynniki
bakteriobdjcze i bakteriolityczne,

 jakie zwigzki pokarmowe, niezbedne do zycia bakterii,
dostarcza komorka gospodarza,

* jak bakterie podtrzymuja funkcje metaboliczne gospo-
darza, umozliwiajace staty doptyw sktadnikéw pokar-
mowych,

e jakie czynniki utatwiaja proliferacj¢ nowych genera-
cji.

Poznanie biologii pateczek legionella, szczegdlnie czyn-
nikéw determinujacych wirulencjg, wymaga uzycia od-
powiedniego gospodarza, zmutowanych szczepdw bakte-
rii oraz metod stosowanych w genetyce eksperymentalnej
i biologii komérki. Najczgsciej stosowanym modelowym
gospodarzem sa pierwotniaki (Hartmannella vermiformis,
Acanthamoeba castellanii, A. polyphaga, Tetrahymena
pyriformis), komorki ssakéw (HeLa, U937, Vero), zwie-
rzgta do§wiadczalne, przede wszystkim Swinki morskie,
ktére reaguja na infekcje podobnie jak ludzie z supresjq im-
munologiczna. Wyniki badan genetycznych tacznie z bada-
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niami epidemiologicznymi i cytologicznymi wskazuja, ze
cechy fenotypowe, determinujace zdolnosci do przezycia
i namnazania si¢ w pierwotniakach, sa réwniez niezbgdne
do podtrzymania wzrostu bakterii w komdrkach zernych
ssakow [169]. Bakterie pasazowane na podtozu BCYE ule-
gaja atenuacji, sg stabiej fagocytowane i mniej wirulentne.
Bakterie izolowane z ameb sa wysoce inwazyjne i wirulent-
ne nie tylko wzgledem komorek zernych ssakow in vitro, ale
tez wysoce patogenne dla Swinek morskich [41,66].

A. Fagocytoza — czynniki adhezyjne

W patogenezie pateczek legionella wazna rolg odgrywa
zdolno$¢ bakterii do kolonizacji komoérek uktadu odde-
chowego czlowieka. Przyleganie L. pneumophila do ko-
morek eukariotycznych nastgpuje za posrednictwem swo-
istych struktur i czastek umiejscowionych na powierzchni
bakterii.

Fagocytoza L. pneumophila przez komorki zerne ssakow,
w obecnosci surowicy zawierajacej oprocz dopetniacza swo-
iste przeciwciata, zachodzi z udziatem receptoréw CR1
i CR3 umiejscowionych na powierzchni makrofagéw [141].
Sktadnik C3 dopelniacza zwigzany z receptorem komorki
zernej wykazuje duze powinowactwo do gtéwnego biatka
(MOMP) Sciany komoérkowej L. pneumophila, co warun-
kuje szybka fagocytoze [18]. Mutanty defektywne w ge-
nie ompS kodujacym biatko MOMP sg stabo fagocytowane
[93]. Biatko MOMP umozliwia adhezj¢ bakterii do komé-
rek U937 nawet w Srodowisku pozbawionym surowicy, co
wskazuje na istotna rolg tego biatka w przyleganiu bakte-
rii do komorki gospodarza [111].

Adhezja L. pneumophila do komérek linii U-937, MRC-
5 oraz makrofagéw alweolarnych §winek morskich moze
réowniez zachodzi¢ z udzialem powierzchniowych biatek,
innych niz MOMP, wiazanych przez struktury glikolipido-
we gospodarza [82].

Komérki L. pneumophila namnozone w amebach, w prze-
ciwienstwie do bakterii z hodowli na BCYE moga wni-
ka¢ do monocytéw krwi obwodowej bez udziatu dopetnia-
cza. Waznym czynnikiem ulatwiajacym wnikanie bakterii
do komorki gospodarza sa pile [166]. L. pneumophila wy-
twarza dwa rodzaje pili — dtugie (typu IV) i krétkie [166].
Pile typu IV ,,CAP” sa uniwersalnym ligantem, umozli-
wiajacym adhezje L. pneumophila do wszystkich typow
komoérek. Mutanty w genie pilk, pozbawione pili typu IV
sg stabo fagocytowane zaréwno przez ludzkie komoérki na-
btonkowe jak i przez ameby [166]. Receptorem fimbrii CAP
u H. vermiformis jest lektyna [88,174].

Biatko szoku termicznego (Hsp60), obecne na powierzch-
ni L. pneumophila moze tez utatwia¢ adhezje do komérek
nabtonkowych [78,91,92]. Biatko Hsp60, kodowane przez
gen hipB jest indukowane w czasie wzrostu bakterii w ma-
krofagach, a takze in vitro, w odpowiedzi na obecnos$¢ nad-
tlenku wodoru, pod wptywem podwyzszonej temperatury
oraz szoku osmotycznego [78,91,92]. Oczyszczone biatko
Hsp60 utatwia nie tylko fagocytoze bakterii, ale tez kule-
czek lateksowych przez komoérki Hela [79].

W literaturze czg¢sto podkresla sig swoisty sposéb wchta-
niania bakterii z rodziny Legionellaceae zarwno przez

komorki ssakéw, jak i przez pierwotniaki [28,99,100].
Fagocytoza ,,spiralna” okreslana jako coiling phagocyto-
sis jest gléwnym sposobem wchtaniania L. pneumophila.
Ten typ fagocytozy nie jest jednak charakterystyczny tyl-
ko dla pateczek legionella, w podobny sposéb sg fagocy-
towane Leishmania donovani, Borrelia burgdorferi, kretki
i Swidrowce [35,147,148]. W procesie spiralnej fagocytozy
bakterie zostaja owinigte przez jednostronnie powstajace
filopodium i wciagnigte do wnetrza komorki. Fagocytoza
spiralna nie jest jedynym sposobem wnikania legionell.
Wchianianie L. prneumophila przez monocyty i makrofa-
gi, a takze ameby moze zachodzi¢ tez w procesie klasycz-
nej fagocytozy [28,82,99,120,145]. L. pneumophila szczep
Filadelfia 1 wnika do komérek U937 i A. castellanii w pro-
cesie spiralnej fagocytozy, ale po opsonizacji swoistymi
przeciwciatami zostaje wchtonigty w wyniku klasycznej fa-
gocytozy [120]. W klasycznej fagocytozie plazmolemma
tworzy przestrzenne pseudopodium w postaci ,.kubka”, kt6-
ry w wyniku fuzji stykajacej si¢ btony komdrkowej zamy-
ka bakterig i wchiania do wnetrza komoérki. L pneumophila
szczep Knoxwille 11 L. micdadei sa wchianiane gtéwnie
w procesie klasycznej fagocytozy [145].

Sposéb fagocytozy nie ma istotnego wplywu na dalszy
los pochlonigtych bakterii. Legionelle wchtonigte w pro-
cesie klasycznej fagocytozy réwniez zachowuja zdolnos¢
do replikacji w komoérkach gospodarza [1,3,145]. Sposéb
fagocytozy wynika z witasciwosci fizykochemicznych
makromolekut wystepujacych na powierzchni bakterii.
Warstwa zewnetrzna Sciany komoérkowej L. pneuwmophila
serogrupa 1 szczep Filadelfia 1 ma charakter hydrofobowy.
Hydrofobowos$¢ L. pneumophila wynika z obecnosci lipo-
filnego lipopolisacharydu, ktéry pokrywa cala powierzch-
ni¢ komorki. Budowa chemiczna i aktywnos¢ biologiczna
lipopolisacharydu legionell r6zni si¢ zasadniczo od endo-
toksyny wystgpujacej w komodrkach innych Gram-ujem-
nych bakterii [185].

B. Wewnatrzkomorkowy los bakterii

Przezycie lub nie bakterii w kontakcie z komoérka eukario-
tyczna, szczegblnie z komoérka predysponowana do niszcze-
nia bakterii, zalezy od zespotu czynnikéw warunkujacych
adaptacje do tak ekstremalnych warunkéw, jakie wystgpuja
w tym wyjatkowo nieprzyjaznym, ale bogatym w sktadni-
ki pokarmowe Srodowisku. Czgsto juz pierwszy etap, wni-
kanie bakterii do komoérki gospodarza jest wspomagany
nie tylko obecnos$cia, na powierzchni bakterii, czynnikéw
utatwiajacych adhezje, ale jest tez wynikiem czynnej in-
gerencji bakterii w strukturg btony komérkowej gospoda-
rza. Czynnikiem dziatajacym destrukcyjnie na btong ko-
morkowa gospodarza sa cytolityczne biatka wytwarzane
przez legionelle. Cytolizyny, po wbudowaniu do btony ko-
morkowej, tworza kanaty paralizujace prawidtowe funkcjo-
nowanie membrany cytoplazmatycznej a w konsekwencji
tez membrany fagosoméw. Modyfikacja cech fizykoche-
micznych plazmolemmy i powstawanie trans membrano-
wych kanaléw utatwia nie tylko przenikanie bakterii do
komorki ssakéw i pierwotniakéw, ale tez penetracje bak-
terii z fagosoméw do cytosolu. Transmembranowe kanaty
utatwiaja tez przeptyw zwiazkéw pokarmowych z cytoso-
lu do zmodyfikowanej wakuoli wypetnionej proliferujacy-
mi bakteriami. Nadmierne wytwarzanie bialek dziataja-
cych destrukcyjnie na warstwe fosfolipidowa membrany
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moze prowadzi¢ do cytolizy komoérki gospodarza i przed-
wczesnego zniszczenia niszy replikacyjnej stwarzajacej
dogodne warunki do rozwoju bakterii. Wydzielanie cy-
totoksycznych biatek — cytolizyn jest indukowane przez
czynniki Srodowiskowe wywierajace wpltyw na ekspresje
genéw wirulencji [126,169].

Biatka odpowiedzialne za powstawanie kanatéw w blonie
maja istotny udziat w ostatecznej lokalizacji bakterii w za-
kazonej komorce. Bakterie z rodzaju Listeria, Schigella,
Escherichia, Actinobacillusi Rickettsia przenikaja z fagoso-
moéw do cytosolu, Coxiella burnetti, Chlamydia tracheomatis,
Mycobacterium lepraei Mycobacterium tuberculosis, bakterie
niewrazliwe na dziatanie enzymow lizosomalnych, prolife-
ruja w wakuoli trawiennej (fagolizosomach). Liczne gatun-
ki legionell realizuja proces eksploatacji komorki gospo-
darza w wakuoli, ktérej proces transformacji do fagosomu
zostat czasowo zablokowany [169].

B1. Dojrzewanie niszy replikacyjnej

W procesie klasycznej fagocytozy, komérki zerne wchta-
niaja pojedyncze bakterie i zamykaja w wakuoli powsta-
tej z plazmolemmy. W tak powstatej wakuoli, warstwa ze-
wngtrzna plazmolemmy zostaje umiejscowiona wewnatrz
wakuoli i szczelnie przylega do bakterii. Parazytosomy,
zawierajace wirulentne szczepy L. pneumophila nie ule-
gaja przeksztalceniu w wakuole trawienne — ,,fagosomy”.
Wyrazem blokady proceséw zwiazanych z przeksztatca-
niem fagosomu w parazytosom jest brak w blonie para-
zytosomu biatek pochodzenia lizosomalnego (LAMPI,
LAMP2, Rab5, katepsyna D) [43,97,153].

Wakuole, ktérych proces dojrzewania w fagosomy zostat za-
blokowany, ulegaja optaszczeniu przez membrany retikulum
endoplazmatycznego [4,97,98,153,169]. Blokada proceséw
fuzji lizosoméw z wakuola, zawierajaca L. pneumophila
prowadzi do powstania niszy replikacyjnej, do ktérej sktad-
niki odzywcze przenikaja przez kanaty o srednicy <3 nm,
utworzone z biatek pochodzenia bakteryjnego. Remodulacja
wakuoli, zawierajacej L. pnewmophila, w nisze replikacyj-
na i zwiazana z tym blokada proceséw odpowiedzialnych
za dojrzewanie fagosomu jest wynikiem obecnosci na po-
wierzchni bakterii biatek kodowanych przez geny wiru-
lencji, umiejscowione w operonie systemu transportowe-
go typu IV [117,153,157,158,159,160,171].

W procesie spiralnej fagocytozy, komorki L. pneumophila
sg izolowane przez kilka warstw btony powstatej z plazmo-
lemmy [128].W ten spos6b sa wchtaniane zaréwno zywe
komorki wirulentnych, jak i awirulentnych szczepéw L.
prneumophila oraz bakterie martwe zabite wysoka tempera-
turg lub formaling [99]. Wirulentne szczepy L. prneumophila
zamknigte w parazytosomach powstatych w procesie spi-
ralnej fagocytozy blokuja, przez okres 8—12 godzin, fuzje
wakuoli z lizosomami, co w nastgpstwie powoduje zahamo-
wanie proceséw prowadzacych do zmiany pH z obojgtnego
na kwasny, kumulacji enzymoéw trawiennych, a w konse-
kwencji wylaczenie parazytosomu z procesu transforma-
cji w wakuole trawienng. Fagosomy zawierajace awirulent-
ne lub martwe komorki bardzo szybko przejmuja funkcje
wakuoli trawiennej. Tres¢ fagosomu ulega zakwaszeniu
a biatka membrany recyrkulacji [167]. Niskoczasteczkowe
biatko Rab$5, o aktywnosci GTP-azy, ktérego obecnos¢ uta-

twia fuzje membran, pojawia si¢ na powierzchni wakuoli
w pierwszej kolejnosci. Pojawienie si¢ biatek, LAMPI,
LAMP?2 i katepsyny D, zwiazanych z membrang lizosoméw
oraz obnizenie pH wakuoli uaktywnia hydrolazy lizoso-
malne i prowadzi do szybkiego strawienia bakterii [63,162].
Jedynie wirulentne szczepy L. pneumophila z fazy inwazyj-
nej maja wptyw na proces remodulacji parazytosomu w ni-
sz¢ replikacyjna. Przeobrazenie parazytosomu, zawieraja-
cego komorki wirulentnych szczepéw L. pneumophila fazy
inwazyjnej, jest procesem wielostopniowym. Zewng¢trzna
warstwa membrany parazytosomu juz po 15 min zostaje
pokryta drobnymi pecherzykami, ktére utrudniaja tacze-
nie si¢ bialek gospodarza z powierzchnia parazytosomu,
co blokuje procesy zwiazane z dojrzewaniem wakuoli tra-
wiennej [28,42,97,99]. Fuzja parazytosoméw z lizosoma-
mi jest przez wiele godzin skutecznie blokowana zaréwno
w zakazonych amebach, jak i w komoérkach fagocytarnych
ssakéw [97,99,100,167]. W makrofagach membrany para-
zytosomOw, w pierwszym okresie transformacji w nisze¢
replikacyjna, nie zawieraja biatek pochodzenia lizosomal-
nego [42,43,153]. Parazytosomy A. castellanii, w tej fazie
infekcji, rowniez nie tacza si¢ z lizosomami i nie zawiera-
ja kwasnej fosfatazy i ferrytyny [28]. Dalsze zmiany w ko-
morce gospodarza polegaja na oplaszczeniu parazytosomu
przez btony retikulum endoplazmatycznego i zaggszczeniu
mitochondrii wokét wakuoli zawierajacej bakterie. Proces
tworzenia ,.koperty”’z bton retikulum endoplazmatycznego,
wokot parazytosomu przebiega podobnie do procesu for-
mowania autofagosomoéw, ktére stuza do trawienia i egzo-
cytozy uszkodzonych organelii [52,166,170]. Przed uformo-
waniem autofagosomu, bakterie zamknigte w wakuoli nie
rozmnazajq si¢, a jedynie utrzymujaq przy zyciu — sa w sta-
nie anabiozy. W dalszym etapie przeksztatcania parazyto-
somu w autofagosom dochodzi do stopniowej kumulacji
w btonie parazytosomu biatek pochodzenia lizosomalne-
go oraz — wedtug Sturgill-Koszyckiego i Swansona [167]
— obnizenia kwasowosci wakuoli do pH 5,6. Po 8-12 go-
dzinach od zakazenia, bakterie ze stanu anabiozy przecho-
dza w stan fizjologicznego ozywienia, komorki z fazy lag
przechodza do fazy replikacyjnej. W wyniku eksponen-
cjalnego wzrostu, dochodzi do wyczerpania sktadnikéw
pokarmowych, zniszczenia niszy replikacyjnej i przejscia
bakterii do fazy inwazyjnej [2,17,98,167].

Obserwacje dotyczace zmiany pH w parazytosomach, pod
koniec fazy lag, z oboj¢tnego na kwasny oraz resuscytacji
bakterii w kwasnym Srodowisku i ich proliferacja moga
mie¢ znaczenie w pelniejszym zrozumieniu biologii L.
pneumophila, wymagaja jednak dalszych szczegétowych
badan, poniewaz sa niezgodne z wynikami uzyskanymi
przez innych badaczy [26,100,181].

L. pneumophila w fazie inwazyjnej toleruje kwasne srodowi-
sko, przezywa nawet przez krétki okres w pH 2,0, ale proces
replikacji bakterii na pozywce BCYE jest mozliwy w waskim
zakresie pH (6,9-7,2) [27]. Z pracy Halesa i Shummana [85]
wynika, ze przezywalnos¢ w pH 3,0 komérek L. pnewmophila,
szczep J.R.32 i jego mutanta w genie 10pS, z fazy eksponen-
cjalnej jest 10 000 razy mniejsza w poréwnaniu z przezywal-
noscia bakterii z fazy stacjonarnej, rowniez L. pneumophila
szczep Lp02, po namnozeniu na pozywce ACES w pH 6,9
i inkubacji przez 4 godziny w pH 5,6, w eksponencjalne;j
fazie wzrostu byt bardzo wrazliwy na bakteriobéjcze dzia-
anie pH, jakie wystgpuje w wakuoli [167].

31



Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 24-44

bakterie

Inne gatunki legionell, ktérych los w komérce gospodarza
zostat czgsciowo poznany, rozwiazuja proces formowania ni-
szy replikacyjnej w sposob o wiele bardziej destrukcyjny.

Legionelle z grupy Fluoribacter, ktérych kolonie na pod-
tozu BCYE fluoryzuja pod wptywem promieni UV, faze
replikacyjna realizuja w cytosolu po uprzednim zniszcze-
niu membrany parazytosomu [54, 55, 56, 120].

Legionella dumoffi— bakteria wyizolowana w 1979 r. z wody
jest patogenna dla ludzi, wywotuje pneumonig o ostrym prze-
biegu i wysokiej $miertelnosci. W warunkach laboratoryjnych
namnaza sie bardzo dobrze w komérkach Vero 1 w makrofa-
gach krwi obwodowej myszy A/J. Obserwacje nad rozwojem
L. dumoffi szczep Tex-KL w komérkach Vero wykazaty, ze
bakterie we wczesnej fazie infekcji wydostaja si¢ z endoso-
mu do cytoplazmy i proliferuja w cytosolu [120].

Legionella lytica, réwniez z grupy Fluoribacter jest re-
prezentowana przez cztery szczepy w tym jeden szczep
LLAP-3 wyizolowany z plwociny osoby chorej na pneu-
monig [25,75]. L. lytica namnaza si¢ bardzo dobrze w A.
castellaniii A. polyphaga oraz w komérkach U937. L. lytica

jest potencjalnie patogenna dla ludzi, na co wskazuje pozy-
tywna reakcja z przeciwciatami wystepujacymi w surowicy
chorych na pneumonig o nieustalone;j etiologii [20,33,123].
Obrazy uzyskane z obserwacji w mikroskopie kontrastowo-
fazowym i mikroskopie transmisyjnym pozwalaja odtworzy¢
kolejne etapy rozwoju L. lytica w A. castellanii [56].

Komorki L. lytica, podobnie jak L. pneumophila sa fagocy-
towane pojedynczo i bezposrednio po wniknigciu sg szczel-
nie izolowane w fagosomach od organelli gospodarza. Po
okoto 2 do 4 godzin od zakazenia widoczne sa wyraZnie
powigkszone parazytosomy, zawierajace zaledwie po kilka
bakterii oraz liczne fragmenty luzno ulozonej membrany.
Na tym wczesnym etapie infekcji, urzgsione bakterie obec-
ne w powigkszonych parazytosomach zachowuja zdolnos¢
do aktywnego ruchu sa zatem jeszcze w fazie dojrzatych
form infekcyjnych. Szesé¢—osiem godzin od zakazenia pa-
razytosomy, w wyniku fuzji z lizosomami sa powigkszo-
ne do patologicznych rozmiaréw i zawieraja zaledwie po
kilka bakterii, ktére utracity zdolnos¢ ruchu.

Na tym etapie infekcji tre$¢ parazytosomow ulega zakwa-
szeniu do pH 5,0 a bakterie przechodza proces transfor-
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Ryc. 5. Zdjecia z transmisyjnego mikroskopu elektronego przeds
zaznaczono bakterie

macji ze stanu anabiozy do fazy replikacyjnej. Po 10-12
godzinach od zakazenia objgtos¢ parazytosoméw stop-
niowo maleje, pH wakuoli powraca do oboj¢tnego, Sred-
nia liczba bakterii przypadajaca na wakuolg nie zwigksza

sig, pojawiaja si¢ natomiast wyrazne zmiany w strukturze
membrany parazytosoméw. Zmiany destrukcyjne w mem-
branie parazytosoméw prowadza stopniowo do jej atrofii
czego wyrazem jest pojawienie si¢ ziarnistych skladni-
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kéw cytoplazmy wewnatrz wakuoli. Bakterie nieostonig-
te membrang parazytosomu ulegaja rozprzestrzenianiu
w cytoplazmie, w ktérej znajduja warunki rozwoju dzig-
ki statemu doptywowi sktadnikéw pokarmowych i opty-
malnemu pH.

W tej fazie infekcji sa widoczne w cytoplazmie pojedyn-
czo ulozone bakterie nieostonigte membrang parazytoso-
mu. Proces replikacji bakterii przebiega w bezposrednim
kontakcie z cytoplazma. Przejscie bakterii z wakuoli do
cytosolu nie paralizuje proceséw fizjologicznych i meta-
bolizmu gospodarza. Ameby zachowuja naturalng organi-
zacje struktur komérkowych, podzial na ekto- i endopla-
zmg, zdolnos¢ do ruchu, procesy zwigzane z metabolizmem
komorki tez nie sa zaktécone. Zapotrzebowanie na tlen,
w przeliczeniu na komérke, utrzymuje si¢ na statym po-
ziomie. Szybko zachodzace procesy podzialowe bakterii
prowadza do powstania mikrokolonii, ktére sa umiejsco-
wione w lakunach cytoplazmatycznych.

Z czasem bakterie wypetniaja cata komoérke gospoda-
rza. Postgpujacy proces dezorganizacji komdrki gospo-
darza prowadzi do uwolnienia enzymoéw autolitycznych,
ktérych produkty sa dodatkowym Zrédtem pokarmu dla
bakterii. Wyczerpanie sktadnikéw pokarmowych stwarza
warunki stresowe i wymusza uruchomienie mechanizméw
adaptacyjnych, ktére prowadza do transformacji bakterii
z fazy wegetatywnej do fazy inwazyjnej. W wyniku eks-
ploatacji komorki gospodarza i zniszczeniu plazmolemmy
bakterie uwalniaja si¢ do Srodowiska.

B2. Morfologiczne i fizjologiczne adaptacje do Zycia
w ekstremalnych warunkach

W cyklu zyciowym legionell wystgpuja na przemian dwie
fazy: faza replikacyjna i faza inwazyjna. Przejscie bakte-
rii z jednej fazy do drugiej odbywa si¢ wylacznie w zy-
wych aktywnie metabolizujacych komdrkach gospodarza.
Peiny cykl rozwojowy jest realizowany w dwdch kran-
cowo réznych srodowiskach, w komédrkach okreslone-
go gatunku pierwotniaka lub w komérkach zernych ssa-
ka oraz w wodzie. Zdolnos¢ do przezycia w warunkach
stresowych, jakie wystgpuja w obu tych srodowiskach jest
wyrazem odpowiedzi bakterii na sygnaly wywierajace
wplyw na ekspresj¢ genéw determinujacych okreslony
fenotyp. Adaptacja do zycia w tak skrajnie odmiennych
warunkach, jakie wystepuja w zywej aktywnie metabo-
lizujacej komorce gospodarza a nastgpnie w Srodowisku
wodnym, ktore charakteryzuje gigboki deficyt zwigzkéw
odzywczych oraz duza fluktuacja czynnikow fizykoche-
micznych wymaga istotnych zmian w morfologii i fizjo-
logii bakterii.

Postaci inwazyjne, ktére w srodowisku wodnym sa w stanie
anabiozy, po wniknigciu do komérki gospodarza i remo-
dulacji wakuoli, zawierajacej bakterie w niszg replikacyj-
na przechodza w fazie lag z zycia utajonego do fazy wege-
tatywnej. W czasie wielogodzinnego okresu adaptacji do
nowego Srodowiska, postaci inwazyjne, ktére maja wiele
cech wspdlnych z postaciami przetrwalnymi bakterii prze-
chodza ze stanu letargu do fazy replikacyjnej. W Srodowi-
sku bogatym w sktadniki pokarmowe, jakie stwarza komor-
ka gospodarza traca aktywnos¢ cytotoksyczna, urzesienie,
wrazliwo$¢ na sod i wiele innych cech charakterystycz-

nych dla postaci infekcyjnych, niezbednych do przetrwania
w wodzie [6,34]. Postaci inwazyjne charakteryzujace si¢
duzym pleomorfizmem, w komérce gospodarza w wyniku
zachodzacych proceséw resuscytacji, a nast¢pnie podzia-
16w komoérkowych przyjmuja ksztatt cienkich pateczek ty-
powych dla Gram-ujemnych bakterii [61]. W tej fazie roz-
woju, w cytoplazmie bakterii, wystgpuja poza nukleoidem
i drobnymi inkluzjami liczne rybosomy. Warstwa okry-
wajaca komorke zawiera ostong zewnetrzna i btong cyto-
plazmatyczng, obie grubosci 7,5 nm, oraz strefe peripla-
zmatyczna bez wyraznie widocznej warstwy mureinowe;.
Bieguny komérki sa zwezone. Podziaty zachodza w wyni-
ku przewezenia bez tworzenia przegrody miedzy potom-
nymi komérkami. W fazie replikacyjnej procesy zwiazane
z synteza rzgsek, beta hydroksymaslanu oraz biatek odpo-
wiedzialnych za dojrzewanie niszy replikacyjnej sa zablo-
kowane, wzrasta natomiast wrazliwos$¢ na niskie pH [12,
34,43,61,86,102,152,167,181].

Pod koniec fazy replikacyjnej (eksponencjalnego wzrostu)
bakterie zmieniajq fenotyp, sa mniejsze, urzgsione i zawiera-
ja ziarna polimeru kwasu beta hydroksymastowego. W pro-
cesie przechodzenia z fazy wegetatywnej do fazy transmi-
syjnej, okreslanej tez jako faza infekcyjna lub stacjonarna,
dochodzi do ekspresji licznych nowych cech morfologicz-
nych i fizjologicznych niezbgdnych bakterii do wydosta-
nia si¢ z wyeksploatowanej komérki gospodarza i przezy-
cia w §rodowisku wodnym, a po ponownym wniknigciu
do nowego gospodarza i przetamaniu jego mechanizméw
obronnych do wytworzenia niszy replikacyjnej.

Procesy zachodzace w fazie transmisyjnej sa niezmiernie
wazne dla petnej ekspresji cech niezb¢dnych do przezy-
cia w dalszych etapach cyklu rozwojowego. Pelne ujaw-
nienie si¢ cech decydujacych o biologicznym przetrwa-
niu nowej progenitury zalezy w duzym stopniu od presji
selekcyjnej, jaka stwarza komoérka gospodarza, a takze
od srodowiska zewngtrznego, ktére ma istotny wplyw na
procesy zachodzace u obu partneréw uktadu — gospoda-
rza i jego pasozyta.

Gtéwnym czynnikiem aktywujacym procesy fenotypowej
remodulacji bakterii z fazy posteksponencjalnego wzrostu
do fazy infekcyjnej jest brak pokarmu w wyeksploatowa-
nej komérce gospodarza. Zmiana cech fenotypowych jest
skutkiem dziatania sygnatéw kontrolujacych procesami
transkrypcji i translacji produktéw materiatu genetyczne-
go. W pelni dojrzale postaci infekcyjne (MIF) powstaja pod
koniec cyklu rozwojowego w komérkach odpowiedniego
gospodarza pod warunkiem, ze czynniki Srodowiskowe sa
optymalne dla zycia obu partneréw [61,80].

Dojrzate postaci infekcyjne po uwolnieniu z komoérki go-
spodarza do wody sa zdolne do przezycia w stanie letargu
dtugi okres miedzy gospodarzami [113,140,164] utrzymujac
wysoka inwazyjnosc¢ i wirulencjg nie tylko wzgledem pier-
wotniakéw i komérek zernych ssakéw in vitro, ale tez duza
patogennos¢ dla swinek morskich [40,41,67]. Postaci infek-
cyjne charakteryzuje mata aktywnos¢ metaboliczna, poza
komorka gospodarza sa zywe, ale niezdolne do tworzenia
kolonii [133,140,164]. W obecnosci zwigzkéw energetycz-
nych, aminokwaséw i kwasow cyklu Krebsa nie wykazuja
zwigkszonego, ponad oddychanie endogenne, zapotrzebo-
wania na tlen [79,90,173].
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Ryc. 6. Zdjecia z transmisyjnego mikroskopu elektronowego przedstawiajace wybrane fazy rozwoju L. lytica w A. castellanii. Opis w tekscie. Strzatka
zaznaczono bakterie
Bakterie hodowane in vitro do péznej fazy stacjonarnej wych [61,79]. Bakterie hodowane in vivo w warunkach
nie tworza dojrzatych postaci infekcyjnych, sa stabo fago- ekstremalnych réwniez nie tworza w peini dojrzatych po-
cytowane i mniej wirulentne, sa natomiast bardziej wraz- staci infekcyjnych zdolnych do przezycia w wodzie i wy-
liwe na bakteriobdjcze dziatanie czynnikéw Srodowisko- wotania infekcji [61,79]. Dojrzewanie postaci infekcyjnych
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w warunkach optymalnych dla rozwoju pasozyta i jego go-
spodarza nie jest procesem synchronicznym, zatem miot
komorek potomnych nie jest jednorodny. Heterogennos¢
populacji bakterii powoduje, ze oprocz postaci w petni wy-
posazonych do zycia przez dtugi okres w stanie anabiozy
wystepuja komorki, ktérych proces transformacji do form
transmisyjnych nie zostal zakoniczony, ich przezywalnos¢
i infekcyjnos¢ jest mata [61]. Czynnikiem wywierajacym
wplyw na proces dojrzewania postaci transmisyjnych jest
m.in. temperatura. Synteza rzgsek, jednego z markeréw
fazy inwazyjnej, przebiega bez zaktécern w temperaturze
30°C, ale jest zahamowana w temperaturze 41°C [139].
Morfogeneza bakterii w makrofagach oséb chorych na le-
gionelozg jest w wyniku podwyzszonej temperatury ciata
chorego i apoptozy, kontrolowanej Smierci komorek gospo-
darza, zahamowana na wczesnym etapie transformacji do
postaci infekcyjnych [79,132]. Poznanie proceséw zwiaza-
nych z dojrzewaniem postaci infekcyjnych pozwala zrozu-
mie¢ dlaczego legioneloza nie jest chorobg zakazna.

Postaci transmisyjne charakteryzuje duze zréznicowanie
cech morfologicznych, wystepuja komoérki zawierajace wie-
lowarstwowa btong okrywajaca, komoérki z zageszczona
warstwa wewnetrzna btony oraz komérki o nieregularnym
ksztalcie i zaggszczonej cytoplazmie [61]. Dojrzate posta-
ci transmisyjne przyjmuja ksztatt krétkich grubych pate-
czek o zaokraglonych biegunach, na ktérych sa umiejsco-
wione rzgski [58,61,79,90]. Obecnos¢ rzgsek w tej fazie
cyklu rozwojowego ulatwia bakterii wydostanie si¢ z ko-
morki gospodarza i dyspersj¢ w sSrodowisku wodnym [4,
6,34,51,64,86,87,115,151]. Wewnatrz postaci infekcyjnych
(MIF) powstaja ziarna ztozone z polimeru kwasu beta hy-
droksymastowego, ktéry stanowi Zrédio energii utatwiaja-
cej przetrwanie w Srodowisku wodnym [84,102].

Bakterie w fazie transmisyjnej zwigkszaja odpornos¢ na
zewnatrzkomoérkowy stres [12,13,87,115]. W tej fazie cyklu
rozwojowego nastgpuje wytwarzanie cytotoksycznych bia-
tek, odpowiedzialnych za powstawanie kanatéw w membra-
nie gospodarza umozliwiajacych wydostawanie si¢ bakterii
z wyeksploatowanej komérki [6,34,108]. Dojrzate postaci
infekcyjne sg uzbrojone w biatka systemu sekrecyjnego typu
IV, ktére po wniknigciu do nowego gospodarza blokuja fuzje
parazytosoméw z lizosomami, zatem biora udziat w formo-
waniu niszy replikacyjnej, ktéra umozliwia namnazanie [6,
12,22,86,87,111,153,157,167,175]. W blonie okrywajacej po-
staci infekcyjne wzrasta zawarto$¢ biatka MagA-chroniace-
go komorke przed stresem oksydacyjnym oraz bialek FlaA,
Mip, Hsp60, MOMP, DotO, DotH waznych dla procesu ad-
hezji i wnikania do komoérek zernych [18,39,79,86,90,91,180].
L. prneumophila w fazie posteksponencjalnej (PE) wytwa-
rza melaninopodobny pigment, ktéry chroni komérke w Sro-
dowisku wodnym przed dzialaniem promieniowania UV
[165,176,179,182]. Bakterie w fazie infekcyjnej sa odporne
na niskie pH i temperaturg do 60°C [34,86,152].

C. Genetyczna kontrola transformacji z fazy
replikacyjnej do infekcyjnej

Badania nad genetyczna kontrola proceséw transformacji
sq prowadzone giéwnie w warunkach laboratoryjnych na
odpowiednio dobranych pozywkach, co nie oddaje w pet-
ni warunkow jakie panuja w komorce gospodarza [12,85,
87,89,101,113,186].

Ekspresja genéw odpowiedzialnych za procesy zwigzane
z transformacja jest odpowiedzia bakterii na sygnaty pty-
nace ze Srodowiska zewnetrznego, takie jak wyczerpanie
sktadnikéw niezbednych do zycia, zmiana pH, temperatu-
ry, dostgpnos¢ do tlenu, zelaza i magnezu [85].

Pod koniec eksponencjalnej fazy wzrostu (E) pod wpty-
wem malego st¢zenia aminokwaséw dochodzi do kumu-
lacji wolnego, niezwigzanego z aminokwasami tRNA, co
w konsekwencji prowadzi do aktywacji rybosomalnego en-
zymu RelA [86]. Enzym RelA L. pneumophila jest w 44%
identyczny i w 63% podobny do biatka RelA, wystgpuja-
cego w komoérkach E. coli [85,87,186]. W fazie transmi-
syjnej enzym RelA prowadzi do przeksztalcenia GTP do
guanozyno 3’5’ bispirofosforanu (ppGpp) [86]. Duze ste-
zenie alarmonu ppGpp zwalnia kaskadg biatek regulato-
rowych w tym sigma czynnikéw: RpoS (65/6%%), FliA (6%%)
i RpoN (c°*), oraz biatek LetA/S i LetE dziatajacych na
procesy posttranslacyjne [12,64,85,87,115].

Mutanty re[A namnazaja si¢ dobrze zaréwno w amebach jak
i makrofagach, ale hodowane do pdZnej fazy stacjonarnej
nie kumuluja ppGpp ani tez nie ujawniaja cech transmi-
syjnych w tym urzgsienia i zdolnosci do wytwarzania pig-
mentu ostaniajacego przed dziataniem UV i syntezy flageli-
ny [34,185]. Defekty cech transmisyjnych u mutantéw relA
nie sg jednak tak wyraznie widoczne jak u mutantéw w ge-
nach letA lub rpoS [86,87,185]. Jest zatem bardzo prawdo-
podobne, ze L. pneumophila dysponuje co najmniej dwoma
szlakami kontroli poziomu alarmonu ppGpp. Alternatywne
wewnatrzkomorkowe sygnaty moga np. stymulowac, nie-
zbedne dla zywotnosci bakterii, biatko SpotT, ktére wy-
kazuje aktywnos$¢ zaréwno pyrofosfohydrolazy, jak i syn-
tetazy ppGpp [186]. Enzym SpotT jest w 52% identyczny
i w 70% podobny do biatka SpotT E. coli [186]. Nie wy-
kazano jednak, zeby mutanty z delecja w genie relA wy-
twarzaty wykrywalne iloSci alarmonu [186].

Wyniki badan biochemicznych i genetycznych prowadzone
na modelu E. coli wskazuja, ze ppGpp, jako globalny regula-
tor proceséw transmisyjnych, wptywa na konkurencje mig-
dzy sigma czynnikami o miejsce przytaczenia do polimera-
zy mRNA, zatem duze st¢zenie alarmonu w komérkach L.
preumophila moze destabilizowaé oddzialywanie gléwne-
2o sigma czynnika 6°(c¢™) fazy wegetatywnej na polimera-
z¢ RNA, a w konsekwencji utatwia¢ sigma czynnikom fazy
transmisyjnej wejscie na jego miejsce [105,130]. Sigma czyn-
niki fazy transmisyjnej sterujac polimeraza mRNA uczestni-
cza w regulacji ekspresji gendw odpowiedzialnych za prze-
zywalnos¢ L. pneumophila w komérkach gospodarza oraz
w warunkach stresowych [12,85,87,89,101,115]. W fazie
transmisyjnej odbywa si¢ synteza rzgsek, wzrost odporno-
$ci na stres oksydacyjny i osmotyczny, odpornos¢ na niskie
pH oraz wytwarzanie biatek tworzacych kanaty w membra-
nie gospodarza, ktore utatwiaja wydostanie si¢ bakterii z wy-
eksploatowanej komorki [6,7,34,85,108,152].

Z pracy Bachmana i Swansona [13] wynika, ze funkcje sig-

ma czynnika RpoS u L. pneumophila sa nietypowe w po-

rownaniu z jego homologami wystgpujacymi u innych

Gram-ujemnych bakterii:

* odpornos¢ L. pneumophilana stres oksydacyjny i osmo-
tyczny oraz wrazliwo$¢ na niskie pH wzrasta w fazie PE,
ale nie sa to cechy zalezne od RpoS [12,13,85],
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* RpoS indukuje odpornos¢ osmotyczng w fazie replika-
cyjnej [13,85],

e w komérkach E. coli zawartos¢ transkryptu rpoS w fazie
stacjonarnej wzrasta dziesigciokrotnie natomiast w ko-
morkach L. pneumophila transkrypt rpoS, wysoki w fa-
zie E, zanika prawie catkowicie w fazie posteksponen-
cjalnej [13],

* w komoérkach Pseudomanas fluorescens i E. coli biatka
homologiczne z Let A/S indukuja transkrypt rpoS na-
tomiast w komérkach L. pneumophila rpoS RNA pod
wpltywem LetA/S w fazie PE ulega destabilizacji, ale
jego produkt — biatko RpoS jest kumulowane [13,85],

* w fazie eksponencjalnego wzrostu, gdy st¢zenie alarmo-
nu jest mate gen rpoS hamuje ekspresj¢ cech transmisyj-
nych [12,13]. W tym czasie transkrypty genéw fliAi flaA
sa na bardzo niskim poziomie a bakterie nie wytwarza-
ja rzesek, nie sa cytotoksyczne i infekcyjne [13].

W fazie PE RpoS zwigksza aktywnos¢ genéw fliA, flaA
i mip, odpowiedzialnych za wytwarzanie czynnikéw
umozliwiajacych infekcje ameb i makrofagéw oraz syn-
tez¢ biatek bioracych udziat w powstaniu niszy replika-
cyjnej [50,69,79,87]. Sigma czynnik FliA (6%®) aktywuje
w fazie PE geny umiejscowione na operonie rzgskowym
w tym gen flaA, odpowiedzialny za syntezg flageliny oraz
geny wywierajace wptyw na cytotoksycznos¢ w kontakcie
z komorka gospodarza, a takze geny sterujace procesami
fuzji parazytosoméw z lizosomami i replikacji w amebach
[50,64,87,89,129]. Indukcja genu fliA w fazie PE jest za-
lezna od ekspresji genéw regulatorowych fenotypu trans-
misyjnego: rpoS, letA, letS, letE [13,129]. U mutantéw rposS,
letA, letS nie dochodzi do syntezy mRNA na genie fliA.
Region [etl; niezbgdny do maksymalnej ekspresji genéw
fenotypu transmisyjnego nie koduje biatka, a jedynie re-
gulatorowy RNA [87]. Mutanty w genach 7poS i letA nie
namnazaja si¢ w A. castellanii [12,50,85,115].

Biatka LetA/S ostabiaja represjg proceséw transkrypcyj-
nych wywierang przez CsrA, co powoduje aktywacj¢ genéw
fazy transmisyjnej zaleznie i niezaleznie od sigma czynnika
FliA, a takze stabilizacje transkryptéw promujacych synte-
zg czynnikéw transformacji do fazy PE [64,129].

Biatko CsrA (carbon storage regulator) wykryte w 1993 r.
w komorkach E. coli jest globalnym represorem fenoty-
pu transmisyjnego i gtéwnym aktywatorem wewnatrz-
komoérkowej replikacji L. pneumophila [64,129,130,150].
W 2001 r. Fettes i wsp. wykryli gen ¢srA w komoérkach L.
pneumophila i wykazali, ze jego obecnos¢ blokuje eks-
presje cech charakterystycznych dla fazy PE, w tym syn-
tezg rzegsek, wytwarzanie pigmentu chroniagcego komorke
przed promieniowaniem UV, odporno$¢ na podwyzszona
temperature i szok osmotyczny, zmiang ksztattu komorki,
powstawanie dojrzatych postaci infekcyjnych (MIF), a tak-
ze cytotoksycznos¢, wrazliwos$¢ na séd i zdolnos¢ do wy-
tworzenia wakuoli ostaniajacej bakterie przed dzialaniem
enzymoOw lizosomalnych [64,129,130].

Represja cech transmisyjnych przez CsrA w fazie E, umoz-
liwia replikacje bakterii. Mutanty c¢srA w zakazonych ko-
morkach gospodarza utrzymuja si¢ przez wiele godzin
przy zyciu, ale nie namnazaja si¢ i ulegaja stopniowej de-
gradacji. CsrA funkcjonuje jako modulator translacji i sta-
bilnosci mRNA. Biatko CsrA wiaze si¢ z mRNA blisko

miejsca jego przylaczenia do rybosomu, co prowadzi do
destabilizacji transkryptu. CsrB jest niekodujacym regula-
torowym RNA, ktéry w licznych kopiach moze sekwestro-
wac (neutralizowac) biatko CsrA i tym samym indukowad
biatka efektorowe fazy transmisyjnej. CsrA i niekodujacy
represorowy — csrB funkcjonuja jako posttranskrypcyjny
system regulacyjny. Po wyczerpaniu pokarmu i kumulacji
alarmonu biatka LetA/S blokuja aktywnos¢ CsrA za po-
Srednictwem indukcji csrB [129,130].

Biatka regulatorowe dzialaja niezaleznie i kontroluja réz-
ne aspekty transmisji [130]. Sigma czynnik RpoS sterujac
mRNA prowadzi do transkrypcji genéw odpowiedzialnych
za przezywalnos¢ bakterii w fazie stacjonarnej i w warun-
kach stresowych. Natomiast biatka LetA/S odpowiedzial-
ne za kontrolg proceséw posttranskrypcyjnych dziatajac na
translacj¢ ostabiaja dziatanie regulacyjne biatka CsrA.

D. Cechy determinujace wirulencje

Badania nad rola cech fenotypowych oraz genéw determi-
nujacych wirulencjg legionell wzglgdem komorek i organi-
zmdw, w ktdrych bakterie mogg realizowac cykl rozwojowy
prowadzg do licznych spekulacji nad ewolucja wewnatrz-
komoérkowych patogenéw. Narastajaca ilo$¢ publikacji
sugeruje, ze gatunki pateczek legionella chorobotwodrcze
dla ssakéw, w tym dla cztowieka, nabyly cechy wirulen-
cji w procesie pasozytniczego trybu zycia w okreslonych
grupach pierwotniakéw [3,65,169]. Znane sg gatunki pate-
czek legionella, w tym gatunki patogenne dla ludzi, ktére
moga namnazac si¢ w temperaturze 37°C i w wyzszej oraz
gatunki, dla ktérych 35°C jest temperatura restrykcyjna.
Oprécz gatunkéw, ktére zakazaja i proliferuja w szerokim
zakresie komorek eukariotycznych zdolnych do fagocyto-
zy wystepuja gatunki np. L. anisa, ktéra namnaza si¢ tylko
w Hartmannella vermiformis [67]. L. drancourtii jest we-
wnatrzkomoérkowym pasozytem A. polyphaga, ale nie ro-
$nie nawet na pozywkach stosowanych do hodowli innych
legionell [112]. Interakcja migdzy jednokomdrkowym go-
spodarzem i jego pasozytem w réznych warunkach ekolo-
gicznych, stwarza wyjatkowa presje¢ selekcyjna wymuszaja-
ca akwizycje cech umozliwiajacych przezycie okreslonych
gatunkéw legionell w komdrkach zernych ssakow.

W 1989 r. wykryto, metoda mutagenezy transpozonowej,
pierwszy gen odpowiedzialny za wirulencje L. pneumophila
[38,59]. Gen mip (macrophage infectivity potentiator) ko-
duje w komérkach L. pnewmophila biatko o m.cz. 24 kDa.
Czynnik wirulencji Mip wptywa na infekcyjnos¢ bakterii
wzgledem pierwotniakéw i makrofagéw [38,39,59]. Mip
jest biatkiem z N-terminalna sekwencja sygnalng odcinana
podczas transportu przez btong cytoplazmatyczna. Biatko
Mip L. pneumophila jest zbudowane z dwéch domen pota-
czonych struktura o charakterze o-helisy. Region C-termi-
nalny charakteryzuje si¢ aktywnoscia peptydylo-propylo
cis/trans izomerazy, a koniec N-terminalny odpowiada za
stabilizacje catej struktury [69,110]. Gen odpowiedzialny
za syntez¢ biatek klasy Mip wystepuje powszechnie w ro-
dzinie Legionellaceae[37,39] i jest bardzo pomocny w tak-
sonomii tej grupy bakterii [143,144]. Cigzar czasteczkowy
biatka Mip poszczegblnych gatunkéw jest rézny i wyno-
si 24-31 kDa. Mechanizm dziatania biatka Mip nie zostat
w petni wyjasniony. Biatko podobne do Mip wystepuje
réwniez w komoérkach Chlamydia trachomatis [114], Ch.
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psittaci [149], Coxiella burnettii [125], Trypanosoma cruzi
[131]1 E. coli [96].

W ostatnich latach duzo uwagi poswigcono wyjasnieniu
roli genéw dot/icm (defective for organelle trafficking/
intracellular multiplication) w ekspresji cech odpowiedzial-
nych za wirulencje legionell, a szczegdlnie L. pneumophila
[9,23,29,104,108,117,142,157,159,171]. Uzyskanie transpo-
zonowych mutantéw niezdolnych do wewnatrzkomorkowe;j
replikacji umozliwito odkrycie genéw systemu sekrecyjne-
go, odpowiedzialnych za pasozytniczy styl zycia legionell
w zywych komérkach i w organizmach ssakéw [57,76,117].
System sekrecyjny dot/icm legionell wywodzi si¢ z sys-
temu sekrecyjnego typu IV, ktéry bierze udzial w koniu-
gacyjnym przenoszeniu DNA i biatek migdzy bakteriami
[36]. L. pneumophila wykorzystuje ten system transpor-
tu do przenoszenia makromolekut do komoérki gospoda-
rza [6,157,158,175].

Geny dot/icm sa niezbgdne do prawidlowego rozwoju bak-
terii w zakazonych komérkach [117]. Na 121 awirulentnych
mutantéw L. pneumophila 89 miato wspdlny fenotyp — byty
defektywne w genach pmi (protozoa and macrophage in-
fectivity) pozostate 32 mutanty mil (macrophage infecti-
vity loci) byty niezdolne do replikacji w makrofagach, ale
charakteryzowatly si¢ dzikim fenotypem wzgledem pier-
wotniakéw [76]. Mutanty 7:b (release of intracellular bac-
teria) byty defektywne w tworzeniu kanatéw w plazmo-
lemie, zatem nie byly w stanie wydosta¢ si¢ z komoérki
gospodarza, ale mogtly si¢ w niej namnazaé [6,126,127].
System sekrecyjny dot/icm jest odpowiedzialny za powsta-
wanie dwoch typéw kanatéw, w parazytosomach i w pla-
zmolemie gospodarza, ktére funkcjonuja na réznych eta-
pach infekcji [6,45,107,126,129].

Biogeneza niszy replikacyjnej, powstawanie kanatéw w bto-
nach pierwotniakéw i komoérek ssakow oraz transport bia-
tek efektorowych, ktére wywieraja wplyw na fuzj¢ parazy-

tosoméw z lizosomami sg sterowane przez geny systemu
dotlicm [6,23,29,36,44,45,108,135,142,157,161].

Geny dot/icm wplywajace na wewnatrzkomoérkowa replika-
cj¢ legionell sa umiejscowione na dwéch regionach chro-
mosomu [157,175]. Region I zawiera siedem gendw (icmV,
-W, -Xi dotA, B, C, D). Region Il zawiera 18 genéw (icmT,
-S,-R, -Q, -P, -O, -N, -M, -L, -K, -E, -G, -C, D, -J, -B, -F; -H)
[9,127,142,157,159,156,175]. Analiza komplementacyjna ge-
néw wykazala, ze sa one zorganizowane w dziewigciu jed-
nostkach transkrypcyjnych (icm TS, icmR, icmQ, icmPO,
iemNMLKEGCD, icm[B, tphA-iemF, icmWX i icmV-dotA)
[23,29,142,157,175].

Geny kompleksu dot/icm determinuja trzy odmienne ka-

tegorie fenotypowe:

» geny kontrolujace gtéwny aparat transportowy [36],

» geny kontrolujace biatka odpowiedzialne za powstawanie
kanaléw w plazmolemmie, przylegajace bezposrednio
do bakterii [107,108] oraz biatka utatwiajace wydosta-
nie si¢ bakterii z wyeksploatowanej komorki gospoda-
rza [45,107,108,128],

* geny, ktérych produkty — biatka efektorowe kontroluja
proces remodulacji membrany fagosoméw [45].

Geny systemu icm/dot zidentyfikowane w komoérkach
L. pneumophila wystepuja réwniez w genomie innego
wewnatrzkomérkowego pasozyta, a mianowicie czyn-
nika etiologicznego goraczki Q — Coxiella burnetti. Ta
Gram-ujemna bakteria zaliczona do y podgrupy w ob-
rebie Proteobacteria ewolucyjnie jest blisko spokrewnio-
na z legionellami. Obecnos¢ genéw icm/dot w genomie C.
burnettii wskazuje, ze obie bakterie wykorzystuja podob-
ne mechanizmy wirulencji [187].

Brak jest informacji o mechanizmach regulujacych wiru-
lencje w poszczegdlnych fazach cyklu rozwojowego oraz
kontrolujacych ekspresj¢ genéw dot/icm, wiadomo jedynie,

38



Palusifiska-Szysz M. i Drozariski W.J. - Patogeneza i czynniki wirulencji pateczek...

ze czynnik rpoS wplywa na wirulencje. Mutacje w tym ge-
nie prowadza do atenuacji bakterii i utraty zdolnosci do re-
plikacji w komédrkach gospodarza [85,86,186].

Poznanie funkcji biatek kodowanych przez geny dot/icm
moze mie¢ istotne znaczenie w zrozumieniu molekular-
nych mechanizméw zmieniajacych dojrzewanie fagoso-
moéw, formutowanie niszy umozliwiajacej namnazanie
bakterii oraz powstawanie kanatéw w blonie parazytoso-
mu i plazmolemmie gospodarza na réznych etapach infek-
cji [45,107,128]. Funkcje poszczegdlnych biatek Dot/Icm,
z nielicznymi wyjatkami nie sa znane. Biatko DotA zosta-
o wyizolowane i opisane jako pierwsze [22,23]. Jest to po-
lipeptydowe biatko membrany ztozone z o§miu hydrofo-
bowych domen transmembranowch [153,155]. Biatko Dot
A zapobiega fuzji fagosoméw z lizosomami [155, 179].
Mutanty dotA sa defektywne we wszystkich aktywnosciach
zwigzanych z kompleksem Dot/Icm [22, 23, 46, 104, 108,
109]. Membrany fagosoméw zawierajacych mutanty dotA
juz po pigciu minutach sa optaszczone przez LAMPI,
podczas gdy membrany fagosoméw otaczajace dziki (ro-
dzicielski) szczep L. pneumophila przez wiele godzin nie
kumuluja biatka LAMP1 i LAMP2, ani tez biatka Rab7
[22,23,153,155,171,178]. Ekspresja genu dotA odbywa si¢
jeszcze przed fagocytoza bakterii przez makrofagi. Biatko
DotA jest wydzielane do ptynu pohodowlanego w czasie
wzrostu L. pneumophila na ptynnym podtozu [135].

Periplazmatyczne biatko IcmX uczestniczy w biogenezie
niszy replikacyjnej [121]. W hodowli na podtozu ptyn-
nym L. pneumophila wydziela skrécone biatko IcmX do
supernatantu, ale brak jest danych wskazujacych na trans-
port biatka do komdrek eukariotycznych.

IemS i IcmW to mate biatka biorace udzial w remodulacji
fagosomoéw zawierajacych L. pneumophila, moga tez funk-
cjonowac jako chaperony (biatka opiekuricze), utatwiajace
transport bialek przez system sekrecyjny typu IV [44,135].
Fagosomy zawierajace mutanty icmSi icmW ulegaja fuzji
z lizosomami, ale jednoczesnie moga ulegaé czgsciowej
remodulacji [44,128].

Mate kwasne biatko IcmR zawierajace hydrofobowa a-he-
lis¢ na C-terminalnym koricu petni prawdopodobnie funk-
cje biatka opiekuniczego dla biatka IcmQ [44]. Mutanty
icmR blokuja czgsSciowo transformacj¢ fagosomow za-
wierajacych L. pneumophila do fagolizosoméw, co moze
wskazywaé, ze IcmR jest kofaktorem biatka efektorowe-
go IemQ [44,128]. Mutanty icm(Q, podobnie jak mutanty
dotA i icmX, sa catkowicie awirulentne [44].

Biatka DotH/IcmK i DotO/IcmB sa zasocjowane z frakcja
membranowa bakterii i uczestnicza w adhezji do powierzch-
ni makrofagéw [177]. Biatka te sa zwiazane ze strukturami
widknistymi wystepujacymi na komérkach L. preumophila
po inkubacji bakterii w makrofagach szpiku kostnego my-
szy. Geny dotH i dotO umiejscowione w regionie drugim
petnig istotna role¢ w sterowaniu procesami replikacji bakte-
rii i powstawaniu niszy replikacyjnej [9]. Biatko DotH zto-
zone z 360 aminokwaséw ma hydrofobowy N-terminalny
koniec, ktdry petni rolg sygnalna i utatwia transport biat-
ka przez btong cytoplazmatyczna. Biatko DotO zbudowane
z 1009 aminokwaséw jest réwniez eksportowane z komoérki
L. pneumophila. Powierzchniowe biatka DotH i DotO znikaja

po fagocytozie bakterii przez makrofagi i pojawiaja si¢ po-
nownie pod koniec eksponencjalnej fazy wzrostu. Obecnos¢é
biatek DotH i DotO na powierzchni bakterii stymuluje pro-
ces fagocytozy, ulatwia wyciek bakterii z fagosomu oraz
kolejna runde infekcji makrofagéw [177]. Jest bardzo praw-
dopodobne, ze makrofagi stymuluja proces syntezy biatek
(DotH i DotO) sciany komérkowej bakterii [177].

LidA jest kolejnym biatkiem efektorowym eksportowanym
z komorki L. pnewmophila przez system sekrecyjny dot/
icm [46]. Biatko Lid A zasocjowane z warstwa zewngtrz-
na membrany fagosomow jest istotnym stymulatorem we-
wnatrzkomoérkowej replikacji, a w hodowli na pozywkach
wplywa na duza zywotnos¢ bakterii [46]. Translokacja
biatka Lid A z bakterii do membrany fagosomu nastgpu-
je bezposrednio po kontakcie L. pneuwmophila z komor-
ka zerna, co pozwala wnioskowac, ze system sekrecyjny
biatka przez bakteri¢ jest bardzo wydajny. LidA, obecne
na powierzchni membrany fagosomu, uczestniczy w gro-
madzeniu pecherzykéw wokét parazytosomu i biogene-
zie wakuoli replikacyjnej [46]. LidA pelni tez wazna rolg
w sprawnym funkcjonowaniu biatek systemu sekrecyjne-
go dot/icm 1 wptywa na integralnos¢ komérki bakteryjne;j.
Mutanty lidA charakteryzuje mata witalnos¢ [46].

Obecne na powierzchni komérki biatka szoku termicznego
Hsp60, kodowane przez gen htpBi GroEL sa indukowane
w czasie wzrostu legionell w makrofagach [2,78,79,92].
Wzmozona synteza biatka Hsp60 zachodzi tez w warun-
kach stresowych, wywotanych obecnoscia nadtlenku wo-
doru, podwyzszonej temperatury lub szoku osmotycznego
[91]. Biatko Hsp60 utatwia fagocytoze bakterii oraz ku-
leczek lateksowych przez komérki HeLa, a takze optymi-
zuje infekcyjnosé [79].

Waznga grupe biatek, wywierajacych wptyw na wirulencje,
sg enzymy: metaloproteaza cynkowa, lipaza, kwasna fosfa-
taza, fosfolipaza A, fosfolipaza C, lizofosfolipaza A, legio-
lizyna i RNA-za [10,11,13,14,15,70,71,72,106,183].

Badania poréwnawcze przeprowadzone na 27 szczepach
reprezentujacych 16 gatunkéw legionell wyizolowanych
od chorych (20 szczepéw) i ze Srodowiska (7 szczepéw)
wskazuja na brak wyraznej korelacji migdzy wirulencja
dla ludzi a wystgpowaniem okreslonego zespotu cech fe-
notypowych [7]. W oparciu o cytopatogennos¢ dla makro-
fagéw U937 wyodrebniono dwie gtéwne grupy legionell.
Grupa pierwsza o cytopatogennosci 70—100% obejmowa-
fa tylko szes¢ szczepdw, w tym cztery na osiem badanych
szczepow L. pneumophila, jeden szczep L. micdadei i je-
den szczep L. dumoffii. Grupg druga o matej cytopatogen-
nosci (0—49%) tworzyty pozostate bakterie. Nie stwier-
dzono korelacji migdzy cytopatogennoscia legionell dla
makrofagéw a wystgpowaniem trzech innych cech feno-
typowych — zdolnoscia do replikacji w makrofagach, in-
dukcja apoptozy/fragmentacja DNA i tworzeniem cytoli-
tycznych kanatéw [7].

Wszystkie gatunki legionell maja geny dot/icm oraz gen
mip, a takze sa zdolne do replikacji w komérkach fagocy-
tarnych ssakéw i w okreslonych gatunkach pierwotniakéw.
Zespot cech fenotypowych bakterii oraz warunki $rodo-
wiskowe determinuja predyspozycje do zycia w okreslo-
nym organizmie.
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