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Streszczenie

  W pracy opisano niektóre zagadnienia dotyczące chorobotwórczości i wirulencji wybranych przed-
stawicieli bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. Na podstawie przedstawionej budowy osłony 
komórkowej tych bakterii omówiono strukturę i różnorodność funkcji białek błony zewnętrznej, 
które wyeksponowane na powierzchni komórki są dobrymi immunogenami. Białka te uczestniczą 
w stabilizacji struktury błony, wpływają na adhezję do innych komórek, służą jako receptory dla 
bakteriofagów, odgrywają kluczową rolę w przekazywaniu sygnałów komórkowych, w transpor-
cie, procesach przetwarzania energii, warunkując prawidłowe funkcjonowanie komórki. Ponadto 
białka pełnią funkcje ochronne przed reakcjami immunologicznymi zakażonego organizmu. Na 
tle aktualnego piśmiennictwa omówiono badania własne dotyczące metod izolacji białek błony 
zewnętrznej, ich udziału w patogenności z uwzględnieniem zjawiska mimikry cząsteczkowej. 
Wyizolowane i scharakteryzowane enolazopodobne białko o ciężarze cząsteczkowym 45 kDa wy-
kazując podobieństwo do enolazy ludzkiej nie może być składnikiem szczepionki, ale jest brane 
pod uwagę jako marker diagnostyczny. Przedstawiono także rezultaty badań nad udziałem białka 
błony zewnętrznej OMP38 rozpoznawanego przez układ immunologiczny człowieka jako waż-
ny czynnik odporności przeciwbakteryjnej. Białko OMP38 jest brane pod uwagę nie tylko jako 
antygen lub nośnik w szczepionce koniugatowej, lecz także jako swoisty marker diagnostyczny 
niedoborów immunologicznych wykorzystywany do monitorowania poziomu odporności prze-
ciw bakteriom z rodziny Enterobacteriaceae.

 Słowa kluczowe: białka błony zewnętrznej • wirulencja • Enterobacteriaceae • mimikra cząsteczkowa • 
chorobotwórczość • odporność przeciwbakteryjna • szczepionki

Summary

  The problems concerning the pathogenicity and virulence of some bacteria of the Enterobacteriaceae 
family are described. The structure and functional variety of the outer membrane proteins on 
the cell surface are presented as potent immunogens based on the structure of the cell envelope. 
These proteins participate in stabilization of the membrane structure and adhesion to other cells, 
are receptors for bacteriophages, and play a key role in signal transduction, intracellular trans-
port, and energy transformation processes ensuring proper cell functioning. Moreover, these pro-
teins have a protective function against immune reactions of the infected organism. Referring 
to current literature data, the authors’ own results are reviewed on the methodology of isolating 
outer membrane proteins and their participation in pathogenicity with regard to molecular mi-
micry. The isolated and characterized 45-kDa enolase-like protein expressing similarity to hu-
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1. BAKTERIE Z RODZINY ENTEROBACTERIACEAE I ICH 
CHOROBOTWÓRCZOŚĆ

Chorobotwórczość czyli patogenność drobnoustroju, to 
zdolność do wywołania choroby w organizmie gospoda-
rza z wystąpieniem klinicznie widocznych objawów, za-
leżna też od wrażliwości organizmu gospodarza [58,225]. 
Drobnoustroje wyrażają swoją patogenność poprzez wi-
rulencję, która określa ich stopień zjadliwości, zdolność 
do wywołania choroby tylko u gospodarza wrażliwego na 
te bakterie [35,36,37]. Jednoznaczne zdefi niowanie wiru-
lencji nie jest proste. Według niektórych autorów wirulen-
cja to nie jest niezależna cecha drobnoustroju, ponieważ 
ujawnia się dopiero w organizmie wrażliwego gospoda-
rza. W związku z tym powinna być zawsze rozpatrywana 
w kontekście natury oddziaływań gospodarz-drobnoustrój 
[185]. Przez innych badaczy wirulencja defi niowana była 
jako wewnętrzna właściwość drobnoustroju, która pozwa-
la odróżnić drobnoustroje patogenne od niepatogennych. 
Nie mniej jednak, biorąc pod uwagę fakt, że cechy orga-
nizmu gospodarza warunkują efekt oddziaływań drobno-
ustrój-gospodarz, ta ostatnia defi nicja jest raczej trudna do 
przyjęcia. Drobnoustrój nazywany wirulentnym jest awi-
rulentny w organizmie gospodarza o swoistej odporności, 
a zazwyczaj awirulentny drobnoustrój wywołuje choro-
bę w organizmie człowieka z uszkodzonym układem im-
munologicznym [35,37]. Bakterie mogą być patogenne 
nie będąc szczególnie wirulentne, jeśli powodują łagod-
ną postać choroby u większości zainfekowanych osobni-
ków. Można zatem sądzić, że wirulencja to nie jest odręb-
na cecha drobnoustroju, lecz złożone, zmienne zjawisko, 
w którym uczestniczą zarówno elementy drobnoustroju 
jak i organizmu gospodarza, a także mają na niego wpływ 
czynniki środowiska (ryc. 1).

Należy podkreślić, że status immunologiczny gospoda-
rza modyfi kuje ekspresję czynników wirulencji bakterii, 
patogenność oraz możliwość spowodowania zniszczeń. 
Casadeval i Pirofski [35] uważają, że wirulencję bakte-
rii defi niuje obecność klasycznych atrybutów, takich jak: 
toksyczność, agresywność inaczej inwazyjność, zakaź-

ność inaczej infekcyjność, adherencja i wiązanie do komó-
rek gospodarza oraz zróżnicowanie antygenowe [35,37]. 
Wirulencję bakterii warunkują cechy genetyczne, bioche-
miczne i strukturalne umożliwiające wywołanie choroby 
[136,192,234]. Dawniej sądzono, że czynnikami wirulen-
cji są klasyczne składniki patogenu, których usunięcie po-
woduje brak wirulencji, bez wpływu na jego żywotność. 
Obecnie uważa się, że swoista inaktywacja genu lub genów 
wirulencji, powoduje zmianę lub brak wirulencji i mie-
rzalną utratę chorobotwórczości. Natomiast rewersja lub 
podstawienie zmutowanego genu prowadzi do odbudowy 
chorobotwórczości, a przeciwciała przeciwko produkto-
wi genu wirulencji chronią przed chorobą. Dwie szeroko 
pojęte cechy warunkujące wirulencję bakterii to agresyw-
ność i toksyczność [18,21,22,35,37,172,194]. W przypadku 
niektórych bakterii np. Gram-dodatnich (Staphylococcus 
aureus, Streptococcus pyogenes), terminy te są trudne do 
oddzielenia, gdyż pewne toksyny (leukocydyny) warun-
kują zdolności drobnoustroju do wniknięcia, przeżycia 
i namnożenia się w organizmie gospodarza, a nie są one 
toksynami w takim znaczeniu jak toksyna błonicza [35]. 
Wynika z tego, że toksyczność i agresywność to często 
cechy od siebie zależne. Są szczepy bakterii toksyczne, 
ale mało agresywne, a także bardzo agresywne, ale sła-
bo lub zmiennie toksyczne. Inwazyjność czyli zdolność 
wnikania bakterii do tkanek gospodarza, związana jest 
z mechanizmami warunkującymi zasiedlanie czyli ko-
lonizację (adherencja i początkowe namnażanie) [42]. 
W przypadku pałeczek Shigella zdolność tę warunkują 
kodowane plazmidowo i chromosomalnie białka IpaA, 
Spa, Mxi oraz Vir [7,85,136,229]. Z wnikaniem pałeczek 
Salmonella do komórek gospodarza związane jest biał-
ko InvA, a białko LcrD warunkuje wnikanie pałeczek 
Yersinia pseudotuberculosis [7,80]. Inwazyjność to także 
zdolność bakterii do ominięcia lub przezwyciężenia me-
chanizmów obronnych gospodarza. Wytwarzanie poza-
komórkowych substancji, które to wnikanie ułatwiają ma 
w tym przypadku również niebagatelne znaczenie [205]. 
Niektóre patogeny za pomocą białek powierzchniowych 
wiążą się do odpowiednich receptorów na komórkach eu-
kariotycznych, uruchamiają szlak sygnałowy, a następnie 
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mogą wnikać do niefagocytarnych komórek nabłonko-
wych przewodu pokarmowego [42,83]. Dla pałeczek jeli-
towych charakterystyczne są dwa mechanizmy wnikania, 
z których jeden to mechanizm zamka (zipper) występują-
cy u Yersinia, a drugi to mechanizm spustu (trigger) cha-
rakterystyczny dla rodzajów Salmonella i Shigella. U tych 
ostatnich kontakt między bakterią i komórką gospodarza 
jest związany z systemem wydzielniczym typu III (TTSS 
III) [28,42,83,202]. Bakterie występujące u człowieka są 
wyposażone w cząsteczki, takie jak fi mbrie, adhezyny, 
polisacharydy otoczkowe, białka powierzchniowe, endo-
toksyny, enzymy, superantygeny, które pozwalają bakte-
riom zasiedlić komórki, przestrzenie międzykomórkowe, 
płyny ustrojowe i narządy gospodarza by przetrwać nieko-
rzystne warunki [61]. Bakterie wykształciły też mechani-
zmy umożliwiające im dotarcie do komórek docelowych 
i manipulowanie wewnątrz- oraz zewnątrzkomórkowymi 
procesami, w celu wymknięcia się spod kontroli układu 
odpornościowego gospodarza [152,157,203,218]. Jednym 
z takich mechanizmów jest mimikra cząsteczkowa, czy-
li podobieństwo między antygenami bakterii i gospoda-
rza, które sprawia, że odpowiedź na czynnik infekcyjny 
może wywołać reaktywność immunologiczną i prowa-
dzić do rozwoju choroby autoimmunologicznej [87,130,
131,241,256,262,263]. Patogenność bakterii i wrażliwość 
gospodarza mogą się zmieniać, bo bakterie stają się bar-
dziej zjadliwe, a człowiek staje się na nie bardziej wrażli-
wy. Dlatego też w przypadku każdej infekcji bakteryjnej 
właściwa diagnoza uzależniona jest nie tylko od identyfi -
kacji bakterii, lecz rownież od znalezienia związku mię-
dzy obecnością bakterii, a występującymi u pacjenta ob-
jawami klinicznymi choroby.

Do bakterii Gram-ujemnych z rodziny Enterobacteriaceae 
należy ponad 160 różnych gatunków bakterii, z których 
większość stanowią warunkowe patogeny, a bezwzględnie 
chorobotwórcze znajdowane są w rodzajach Escherichia, 
Salmonella, Shigella, Klebsiella, Proteus, Serratia, Yersinia 
i Citrobacter. Połowa przypadków posocznicy notowanych 
w USA jest związana z bakteriami z rodzajów Proteus, 
Klebsiella, Enterobacter czy gatunku E. coli, a śmier-
telność w tych przypadkach waha się między 20–50% 
[202]. Zakażenia wywoływane przez pałeczki Klebsiella, 
Enterobacter czy Serratia, to często zakażenia szpitalne, 
a nawracające zakażenia bakteriami z tej rodziny często 
występują u pacjentów, u których zdiagnozowano AIDS 
[166,199]. Nie bez znaczenia pozostaje również to, że wśród 
bakterii należących do rodziny Enterobacteriaceae, noto-
wany jest znaczny wzrost liczby szczepów opornych na 
antybiotyki [82,106,184,191,258].

Najlepiej poznanym gatunkiem w rodzinie Entero-
bacteriaceae jest E. coli, a patogenne szczepy tego ga-
tunku zalicza się do różnych grup, w zależności od typu 
infekcji jaką wywołują [65,105]. Wymienić należy cho-
robotwórcze szczepy E. coli: enterotoksygenne (ETEC), 
enteropatogenne (EPEC), enterokrwotoczne (EHEC), 
enteroinwazyjne (EIEC), enteroagregacyjne (EAEC), 
uropatogenne (UPEC), a także szczepy odpowiedzialne 
za zapalenia otrzewnej, czy szczepy (MNEC) związane 
z zapaleniem opon mózgowo-rdzeniowych u noworod-
ków [65,105,107,165]. Ciepłostabilne (ST) i cieplolabilne 
(LT) toksyny, wytwarzane przez ETEC, wnikając do ko-
mórek gospodarza naruszają przepływ wody i jonów po-
wodując biegunkę wydzielniczą, co u ludzi zdrowych może 

Ryc. 1.  Klasyczne atrybuty wirulencji bakterii [35,36,37,42,58,61,185,225]
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być niezagrażającą życiu dokuczliwością [105], natomiast 
w przypadku niemowląt, ludzi starszych lub osób z uszko-
dzonym układem immunologicznym, może stanowić po-
ważne zagrożenie i być nawet przyczyną śmierci [38,41]. 
Szczepy EPEC nie wytwarzają toksyn, ale wywołują cha-
rakterystyczne zmiany histopatologiczne w enterocytach, 
natomiast szczepy EHEC wywołują nie tylko zmiany histo-
patologiczne w komórkach nabłonkowych jelita, lecz rów-
nież wytwarzają cytotoksynę (Stx, toksynę Shiga), która ma 
szkodliwy wpływ na komórki śródbłonkowe. Toksyna wni-
kając do krwiobiegu wędruje do nerek powodując uszko-
dzenie tego narządu [65,105]. Chorobotwórcze szczepy 
E. coli (UPEC) są także główną przyczyną wielu zakażeń 
układu moczowego [105].

Następstwem wniknięcia pałeczek Shigella do komórek na-
błonkowych i rozprzestrzenienia się ich w śluzówce okręż-
nicy jest degeneracja nabłonka i zapalenie błony podstawnej 
[3,42,202,203], co prowadzi do złuszczania i owrzodze-
nia śluzówki, a w konsekwencji do krwawienia, obecności 
czynników zapalnych oraz śluzu w świetle jelita i znisz-
czenia nieprzepuszczalnej bariery jelitowej [202,203,206]. 
Zakażenie pałeczkami Shigella określane mianem czer-
wonki bakteryjnej, występuje w liczbie 15000 przypad-
ków rocznie w USA, natomiast w krajach rozwijających 
się rejestruje się około milion przypadków śmiertelnych, 
wynikających ze złych warunków sanitarnych. W krajach 
uprzemysłowionych zarejestrowano 1,5 miliona przypad-
ków śmiertelnych [134,202], natomiast w Polsce notuje się 
rocznie 120–150 przypadków [221]. Do wywołania choro-
by wystarczy niewielka liczba 10–100 bakterii, które nie 
giną w kwaśnej treści żołądka. Często zakażenia takie wy-
stępują u ludzi starszych i u dzieci w wieku 6 miesięcy – 5 
lat [134,202], w tych grupach wiekowych takie zakażenie 
z powodu skutków jakie wywołuje w organizmie chorego, 
może stanowić zagrożenie życia [202,259].

Pałeczki Salmonella są czynnikiem etiologicznym zacho-
rowań ludzi i zwierząt na całym świecie. Wyróżnia się 
dwie podstawowe postaci kliniczne: zatrucia pokarmowe 
(Salmonella enteritidis – gastroenteritis), przebiegające 
wśród objawów ograniczonych do przewodu pokarmowego 
oraz tzw. ‘gorączki durowe’ (jelitowe), w których dochodzi 
do uogólnienia procesu chorobowego w następstwie prze-
niesienia zarazka z jelit do krwiobiegu [89,150]. Bakterie 
docierając do jelita cienkiego penetrują tkankę. Wykazując 
zaś powinowactwo do komórek M wnikają do nich, koloni-
zują kępki Peyera i są wchłaniane przez makrofagi i tam się 
namnażają [1,97,206]. Wywołana przez bakterie odpowiedź 
zapalna uszkadza również komórki śluzówki, powodując 
biegunkę wywołaną złą absorpcją wody [201]. Dość po-
wszechnym powikłaniem występującym po zakażeniu tymi 
bakteriami, jest zapalenie stawów ustępujące bez trwałego 
uszkodzenia stawów [81,86,134]. Niemniej jednak u osób 
bardzo młodych lub w zaawansowanycm wieku i z niedo-
borem odpornościowym, może rozwinąć się postać ogólno-
ustrojowa, prowadząca do wstrząsu septycznego i śmierci 
[134]. Za właściwości chorobotwórcze tych bakterii odpo-
wiada co najmniej 60 genów kodujących tzw. czynniki wi-
rulencji i większość z nich kodowana jest przez geny umiej-
scowione w regionach bakteryjnego chromosomu zwanych 
wyspami patogenności. Regiony te są ograniczone sekwen-
cjami insercyjnymi, genami bakteriofagów lub innymi ru-
chomymi elementami, a zawartość GC w ich obrębie różni 

się od pozostałej części genomu, wskazując na ich pocho-
dzenie od innych drobnoustrojów [58,128].

Yersinia, przenoszona z gryzoni i świni na człowieka, 
może się namnażać po wniknięciu do nieaktywowanych 
makrofagów. Większość makrofagów znajduje się w wę-
złach limfatycznych, gdzie pełnią rolę komórek prezentu-
jących antygen, stąd też węzły są głównym miejscem in-
fekcji [140,222], a odpowiedź zapalna na bakterie (Yersinia 
pestis) powoduje obrzęk węzłów limfatycznych [229]. Płuca 
również zawierają wiele makrofagów i bakterie mogą się 
przenosić z krwiobiegu do płuc wywołując dżumę płucną, 
a także rozprzestrzeniać się drogą kropelkową wywołując 
śmierć spowodowaną wstrząsem septycznym.

Zakażenie bakteriami organizmu gospodarza może powo-
dować ostrą infekcję lub nieostre zakażenia chroniczne, ale 
wiadomo także, że skutki przebytych zakażeń i uznanych 
za wyleczone, mogą się ujawniać dużo później. Istnieje 
przekonanie, że u podłoża niektórych chorób o nieznanej 
dotąd etiologii leżą przebyte wcześniej zakażenia bakte-
riami [87,133,262,264]. Uważa się, że zespół Reitera (RS) 
rozwija się jako komplikacja u około 3% pacjentów, któ-
rzy przeszli zakażenie pałeczkami Shigella fl exneri [15,86] 
lub Yersinia pseudotuberculosis [111,212], czy Klebsiella 
pneumoniae [68]. RS jest to choroba trudna do leczenia 
i prowadząca przede wszystkim do chronicznego stanu za-
palnego w obrębie połączeń stawowych. Stwierdzono także, 
że po zakażeniach pałeczkami Shigella dysenteriae u dzie-
ci może wystąpić hemolityczna uremia (HUS) powodują-
ca prawie 50% śmiertelności chorych [65].

Wspomniane już wcześniej zjawisko mimikry cząsteczko-
wej, czyli występowania podobnych struktur na powierzch-
ni komórki bakteryjnej do antygenów gospodarza, może 
znacznie opóźniać skuteczne działanie układu odpornościo-
wego i sprawić, że nawet łagodne w przebiegu zakażenie 
może prowadzić do wytworzenia autoprzeciwciał, rozwoju 
reakcji krzyżowej, a w konsekwencji do choroby autoimmu-
nologicznej, w której aktywność układu odpornościowego 
skierowana jest przeciwko własnym tkankom [108,239]. 
Choroba autoimmunizacyjna może zostać zapoczątkowana 
przez kompleksy antygen-przeciwciało zbyt długo przeby-
wające w krążeniu [68,87,131,241]. Autoimmunizacja do-
tyczy nie tylko odpowiedzi humoralnej, lecz poprzez od-
działywania autoreaktywnych limfocytów T z epitopami 
antygenów gospodarza, angażuje także odpowiedź komór-
kową, co w konsekwencji prowadzi do uszkodzenia tkan-
ki [130]. Do najczęściej cytowanych przykładów schorzeń 
autoimmunologicznych związanych z bakteriami z rodzi-
ny Enterobacteriaceae należy choroba Gravesa-Basedowa, 
zesztywniające zapalenie stawów i przewlekły gościec po-
stępujący [20,86,87,148,239,241,262,263].

2. BUDOWA OSŁONY KOMÓRKOWEJ BAKTERII Z RODZINY 
ENTEROBACTERIACEAE

Osłona komórkowa (cell envelope – CE) bakterii to uni-
kalna i wielofunkcyjna struktura warunkująca charaktery-
styczny kształt bakterii, chroniąca bakterię przed zmienia-
jącym się ciśnieniem osmotycznym, stanowiąca podstawę 
dla elementów powierzchniowych bakterii, takich jak fi m-
brie czy rzęski [24]. Chroni ona bakterie przed środowi-
skiem zewnętrznym jakim może być układ odpornościowy 
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gospodarza, a jej składniki są materiałem antygenowym 
rozpoznawanym przez układ immunologiczny człowieka. 
Osłonę komórkową bakterii Gram-ujemnych tworzy cyto-
plazmatyczna błona wewnętrzna (inner membrane – IM) 
i ściana komórkowa (cell wall – CW) czyli błona zewnętrz-
na (outer membrane – OM) wraz z peptydoglikanem i pery-
plazmą. Asymetryczną zewnętrzną błonę OM i wewnętrzną 
również dwuwarstwową błonę IM oddziela przestrzeń pe-
ryplazmatyczna zawierająca 2–3 warstwy peptydoglikanu 
[25,258]. Ściana komórkowa bakterii Gram-ujemnych jest 
wytrzymała na ekstremalne temperatury i pH, jest mocna 
i elastyczna [123,124,258] (ryc. 2).

Błona zewnętrzna (OM) jest półprzepuszczalna, ma pory 
i nie jest tak szczelna jak błona cytoplazmatyczna [126]. 
Zarówno substancje odżywcze, jak i szkodliwe produk-
ty metabolizmu muszą przechodzić przez błony komórki 
bakteryjnej, a odpowiednie mechanizmy zapewniają bak-
terii właściwy kierunek transportu tych substancji. OM 
zbudowana jest z białek, fosfolipidów i lipopolisachary-
du. Białka stanowią około 50% jej masy i odgrywają waż-
ną rolę w patobiologii bakterii Gram-ujemnych [126,237]. 
Jako cząsteczki wyeksponowane na powierzchni komórki 
są dobrymi immunogenami, stymulują odpowiedź immu-
nologiczną gospodarza, są ważnymi czynnikami w rozwoju 
oporności drobnoustrojów, działają zarówno na powierzch-
ni jak i wydzielane są przez bakterie [75,237]. Pełnią one 
funkcję integralnych białek spinających dwuwarstwę lipi-
dową, lub jako lipoproteiny, których część jest kowalentnie 
związana z peptydoglikanem, warunkują stabilność ścia-
ny komórkowej i błony zewnętrznej (lipoproteina Brauna). 
Wiązanie lipoprotein z peptydoglikanem zachodzi poprzez 
N-końcową grupę C-końcowej lizyny lipoproteiny, z grupą 
karboksylową każdej 10–12 reszty kwasu di-aminopimeli-

nowego (DAP) peptydoglikanu. Na każdą cząsteczkę lipo-
proteiny związanej z peptydoglikanem, przypadają dwie 
cząsteczki niezwiązanej [126]. Integralne białka OM zbu-
dowane są z hydrofobowych segmentów transbłonowych, 
które zazwyczaj mają budowę typu b i reprezentują najbar-
dziej konserwatywną część struktury. Transbłonowe odcin-
ki b-nici są bogate w glicynę, reszty tryptofanu i tyrozyny 
[125,223]. Białka budujące kanały dyfuzyjne, przez któ-
re przechodzą wszystkie hydrofi lowe substancje, to pory-
ny, klasyczne białka transbłonowe. Pospolitym motywem 
strukturalnym białek transbłonowych błony zewnętrznej 
jest b-baryłka (ryc. 3).

Ryc. 2.  Struktura osłony komórkowej bakterii Gram-ujemnych [9,24,25,59,104,123,124,126,144,194,223,231,237]

Ryc.3.  Schemat β-baryłki bakteryjnych białek błony zewnętrznej (OMP-38 
S. fl exneri 3a) [według: E. Ziomka dane nieopublikowane]
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Jest ona złożona z co najmniej 8 (OmpA) do 22 (FhuA) 
przeciwrównoległych b-nici przylegających z jednej stro-
ny do części peryplazmatycznej, a z drugiej strony z długi-
mi pętlami wyeksponowanymi na zewnątrz [125,175,176]. 
Baryłka przebija całą błonę, a pionowo ułożone nici prze-
chodzą w jeden kanał. Światło porów ograniczone jest 
przez dłuższą pętlę wewnątrz tego kanału, co wyznacza 
wielkość porów i cząsteczek transportowanych [223]. 
Unikalne b-baryłki, warunkują zasadnicze funkcje błony, 
takie jak stabilność, integralność i przepuszczalność [33]. 
Wyeksponowane na zewnątrz pętle łączą b-nici i tworzą 
b-domeny odpowiedzialne za określone funkcje. Są one 
związane z rozpoznawaniem ligandów np. małych cząste-
czek odżywczych, takich jak cukry czy kompleksy żelazo-
siderofor, czynników toksycznych (np. kolicyn), czy bak-
teriofagów oraz eukariotycznych komórek docelowych dla 
patogenów bakteryjnych [2,125]. W badniach z użyciem 
mutantów wykazano, że geny kodujące regiony pozamem-
branowe baryłki, zarówno skręty w peryplazmie, jak i pę-
tle wyeksponowane na powierzchni, często ulegają delecji 
lub insercji [114,120,121]. Stąd też istnieje przypuszcze-
nie, że elementy te nie zawierają informacji topogenicz-
nych, związanych z docelowym rozmieszczeniem białka. 
Natomiast fragmenty transmembranowe baryłki spełnia-
ją istotną rolę w prawidłowym umiejscowieniu białka 
[125]. Poziom ekspresji białek błonowych jest uzależnio-
ny od potrzeb komórki bakteryjnej i od czynników środo-
wiska [187], a duże możliwości adaptacyjne bakterii od-
grywają niezmiernie ważną rolę w ich patogenezie [147]. 
Białka główne (major proteins) występują w dużej licz-
bie kopii, w odróżnieniu od białek drugorzędnych (minor 
proteins), których ekspresja w błonie jest zależna od po-
trzeb komórki. Do białek głównych należą: OmpA, OmpC, 
OmpF, OmpX, a białkami drugorzędnymi są: PhoE, LamB, 
FhuA, FepA [126]. Rola białek w błonie zewnętrznej jest 
bardzo zróżnicowana. Warunkują one dynamikę oddzia-
ływań między komórkami bakteryjnymi a środowiskiem. 
Są one również odpowiedzialne za integralność komórki, 
stabilizację struktury błony i wiązanie jej ze sztywną war-
stwą mureiny. Białka te wpływają na zjawisko adhezji do 
innych komórek i wiązanie różnorodnych substancji, słu-
żą jako receptory dla swoistych bakteriofagów, wreszcie 
pełnią funkcje ochronne przed reakcjami immunologicz-
nymi organizmu.

Lipopolisacharyd (LPS), to składnik błony zewnętrznej 
zwany także endotoksyną. Jest glikokoniugatem składa-
jącym się z trzech podstawowych regionów: wielocukru 
O-swoistego, regionu rdzeniowego oraz lipidu A [194]. 
Wielocukier O-swoisty zwany także antygenem O, to najbar-
dziej peryferyjna część cząsteczki LPS, zbudowana z powta-
rzających się podjednostek oligocukrowych, w skład których 
wchodzi do ośmiu reszt cukrowych. Charakterystyczna jest 
zmienność w składzie cukrowym, rodzajach wiązań i pod-
stawień w wielocukrach O-swoistych, a skład chemiczny 
antygenów O jest bardzo zróżnicowany, zarówno w obrę-
bie rodzajów jak i gatunków bakterii [95,109,110,122,196,
238]. Wielocukry O-swoiste lipopolisacharydu warunku-
ją immunoswoistość komórki bakteryjnej, chronią bakte-
rie przed litycznym działaniem przeciwciał i dopełniacza, 
nie dopuszczają do zniszczenia komórki bakteryjnej przez 
składniki surowicy i komórki fagocytujące [91,99,100,208]. 
Region rdzeniowy lipopolisacharydu jest zbudowany z ze-
wnętrznego regionu heksozowego i wewnętrznego hepto-

zowego, dodatkowo z unikalnym składnikiem jakim jest 
Kdo (kwas-3-deoksy-oktulozonowy), wiążącym część cu-
krową z lipidem A [194]. Najbardziej konserwatywną czę-
ścią LPS jest lipid A, który u większości bakterii Gram-
ujemnych zawiera część cukrową złożoną zwykle z dwóch 
cząsteczek glukozaminy, połączonych wiązaniami b1,6, 
w których grupy aminowe i hydroksylowe podstawione 
są kwasami tłuszczowymi zawierającymi 10–20 atomów 
węgla. Glukozamina od końca nieredukującego związana 
jest z częścią rdzeniową LPS. Lipid A to toksyczny skład-
nik endotoksyny [194,258]. Lipopolisacharyd pełni waż-
ną funkcję w utrzymaniu odpowiedniej przepuszczalności 
błony komórkowej oraz stanowi barierę przed wnikaniem 
do komórki bakteryjnej wysokocząsteczkowych substan-
cji, takich jak antybiotyki, substancje toksyczne czy sole 
kwasów żółciowych. Jest on również odpowiedzialny za 
część objawów chorobowych obserwowanych w czasie za-
każeń wywoływanych przez bakterie [53,258]. Do efek-
tów biologicznych jego działania należą: miejscowe reak-
cje skórne, wstrząs endotoksyczny, leukocytoza, gorączka, 
obniżenie ciśnienia krwi czy agregacja płytek krwi. LPS 
jest także mitogenny dla limfocytów B, indukuje wytwa-
rzanie interferonu i ma właściwości adiuwantowe [72,158, 
261]. U niektórych bakterii występują także polisacharydy 
otoczkowe, które jako najbardziej zewnętrzna część ścia-
ny komórkowej uczestniczą w procesie adhezji bakterii 
do komórek gospodarza, a także chronią bakterie przed 
odwodnieniem.

Błona zewnętrzna to fi ltr molekularny dla związków hy-
drofobowych, które w zależności od ich masy cząsteczko-
wej przechodzą przez nią wolniej lub szybciej. Wykazuje 
ona natomiast dużą przepuszczalność dla cząsteczek hy-
drofi lowych o ograniczonych wielkościach, uwarunkowa-
nych średnicą kanałów porynowych [11]. Z błoną zewnętrz-
ną są związane takie wypustki bakteryjne jak fi mbrie, czy 
przechodzące przez nią, a zakotwiczone w błonie cyto-
plazmatycznej, rzęski. Fimbrie, to relatywnie krótkie wy-
rostki, ważne w procesie wiązania się komórki bakteryj-
nej do zasiedlanej przez nią powierzchni stałej, na której 
bakterie często tworzą rodzaj biofi lmu [228]. Są one hete-
rokompleksami, w skład których wchodzą główne podjed-
nostki białkowe (fi mbrylina), tworzące strukturę wypustki 
i monomery mniejszych podjednostek, odpowiedzialne za 
wydłużanie wypustki, jej stabilność oraz funkcje adhezyj-
ne. Do najlepiej poznanych należą fi mbrie typu 1 obecne 
u większości gatunków rodziny Enterobacteriaceae, charak-
teryzujące się zdolnością wiązania łańcuchów oligomanno-
zowych glikoprotein występujących na powierzchni komó-
rek i w płynach ustrojowych gospodarza [112,113,135]. Na 
końcu fi mbrii typu 1 znajduje się białko adhezyjne FimH, 
które poprzez wiązanie z receptorem daje kolonizację okre-
ślonej powierzchni przez bakterie [144]. Zdolności adhe-
zyjne ufi mbriowanych bakterii umożliwiają im przyleganie 
do różnych powierzchni nabłonkowych, czy też do erytro-
cytów powodując ich hemaglutynację. Bakterie z rodziny 
Enterobacteriaceae wywołujące wiele poważnych zakażeń 
mają na swojej powierzchni wiele wypustek fi mbrialnych 
[63,101,219]. Często utrata zdolności wytwarzania fi mbrii 
wiąże się z utratą chorobotwórczości bakterii [163]. W bło-
nie zewnętrznej oprócz fi mbrii, zakotwiczone są również 
dłuższe, białkowe tzw. pilusy płciowe typu F, związane 
z przekazaniem materiału genetycznego w trakcie koniu-
gacji [52,216,219]. Dłuższe od fi mbrii białkowe wyrostki, 
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przechodzące przez ścianę komórkową, a zakotwiczone 
w błonie cytoplazmatycznej i warunkujące zdolność poru-
szania się niektórych bakterii, to rzęski. Aparat rzęskowy 
zbudowany z około 25 różnych białek składa się z systemu 
pierścieni tworzących ciałko podstawowe, stuktury przy-
pominającej hak oraz z włókna rzęskowego [27], polime-
ru zbudowanego z 20000–30000 kopii helikalnie zwinię-
tych łańcuchów jednego typu białka – fl agelliny. System 
pierścieni i struktur o charakterze prętów stanowiący ciał-
ko podstawowe, to ten element rzęski, który umożliwia jej 
poruszanie się w środowisku. Zdolność do ruchu to waż-
ny czynnik warunkujący rozprzestrzenianie się bakterii 
w organizmie gospodarza, jest także brana pod uwagę jako 
czynnik chorobotwórczości bakterii [260].

Błona cytoplazmatyczna to selektywna bariera zbudo-
wana z dwuwarstwy fosfolipidowej zawierającej białka. 
Występują w niej fosfolipidy, takie jak fosfatydyloetano-
lamina (70%), fosfatydyloglicerol (20%) i kardiolipina 
(10%) oraz białka pełniące funkcje transportowe, białka 
enzymatyczne związane z biosyntezą fosfolipidów, lipo-
polisacharydu, peptydoglikanu i innych składników osło-
ny komórkowej [59,94,126]. Występują tam również białka 
związane z systemem przekazywania sygnału, włączając 
w to zarówno szlaki generujące energię, takie jak łańcuch 
oddechowy, a także i szlaki zużycia energii przez biał-
ka związane z poruszaniem wici czy też transhydrogena-
zy i permeazy [59,94]. Białka IM, w przeciwieństwie do 
integralnych białek OM, osadzone są w błonie za pomo-
cą silnie hydrofobowych a-helikalnych segmentów trans-
membranowych. Sądzi się, że różnice w strukturze frag-
mentów transmembranowych białek IM (głównie nici typu 
a) i OM (głównie nici typu b), są konsekwencją wymagań 
niezbędnych do przemieszczania się łańcuchów polipep-
tydowych przez błonę cytoplazmatyczną. Zakłada się, że 
zbyt duża hydrofobowość mogłaby działać jako tzw. „se-
kwencja stopująca transfer” i w ten sposób hamować wła-
ściwe rozmieszczenie białka [43,125]. Do głównych funk-
cji IM należy selektywna przepuszczalność. Mechanizmy 
warunkujące tę funkcję to m.in. bierna dyfuzja gazów (N

2
, 

O
2
, CO

2
) lub małych nienaładowanych polarnych cząste-

czek (etanol, woda, mocznik). Dla IM charakterystyczny 
jest także transport substancji z wykorzystaniem nośników, 
takich jak białka transportowe (np. transport jonów potasu 
z wykorzystaniem uniporterów, transport wody przez akwa-
poryny). Charakterystyczny dla IM jest również aktywny 
transport, do którego konieczne są zarówno białka trans-
portowe jak i ATP [59,94]. W aktywnym transporcie zwią-
zanym z IM biorą udział: antyportery, symportery, białka 
substratowo swoiste systemu ABC, czy enzymy systemu 
PTS (phosphotranspherase system) związane z transpor-
tem glukozy, mannozy czy fruktozy [84,195].

W ścianie komórkowej bakterii jest obecny peptydoglikan 
zwany także mureiną. Tworzy on u bakterii Gram-ujemnych 
cienką warstwę i stąd są one mniej odporne na czynniki 
szoku mechanicznego niż bakterie Gram-dodatnie z grub-
szą warstwą peptydoglikanu. Peptydoglikan jest zbudowa-
ny z połączonych wiązaniami b1,4 glikozydowymi powta-
rzających się reszt N-acetyloglukozaminy (NAG) i kwasu 
N-acetylomuraminowego (NAM), do którego przyłączony 
jest tetrapeptyd [231]. Syntetyzowane w cytosolu monome-
ry peptydoglikanu z udziałem baktoprenoli, czyli złożonych 
cząsteczek lipofi lowych, są transportowane przez błonę cy-

toplazmatyczną. Następnie z udziałem transglikozydaz są 
one wbudowywane w już istniejący peptydoglikan, two-
rząc długie liniowe wstążki. Baktoprenol nie tylko prze-
nosi podjednostkę mureiny przez błonę cytoplazmatyczną, 
ale służy także jako substrat w biosyntezie. Między war-
stwami peptydoglikanu transpeptydazy tworzą poprzecz-
ne mostki i dzięki temu powstaje ciągła, elastyczna sieć, 
zbudowana z równolegle ułożonych polimerów wielocu-
krowych połączonych peptydami [23]. Warstwa peptydo-
glikanu otaczająca błonę cytoplazmatyczną nadaje bakte-
rii charakterystyczny kształt i chroni cytoplazmę bakterii 
przed lizą osmotyczną [231].

Między błoną zewnętrzną a cytoplazmatyczną jest prze-
strzeń peryplazmatyczna, miejsce aktywności wielu 
rozpuszczalnych białek uczestniczących w transporcie, 
przekazywaniu sygnału i chemotaksji. W przestrzeni pe-
ryplazmatycznej występują oligosacharydy. Są tam rów-
nież białka transportowe zaangażowane w transport ara-
binozy, maltozy, galaktozy, histydyny, leucyny i wielu 
innych aminokwasów, aminocukrów, fosforanów, wita-
miny B

12
 czy witaminy B

1
 [9,25,104]. Przestrzeń perypla-

zmatyczna to miejsce enzymów, takich jak asparaginaza, 
alkaliczna fosfataza, karboksypeptydaza II, endopeptyda-
za I. Występują w niej również enzymy, które inaktywują 
antybiotyki np. beta-laktamazy, fosfotransferaza neomy-
cyny i inne enzymy degradujące. Przestrzeń peryplazma-
tyczna to ważny region, w którym sygnały pochodzące 
zarówno ze środowiska zewnętrznego jak i cytoplazmy 
bakterii, są przetwarzane i zachodzi odpowiednio synte-
za czy też sekrecja.

3. BIAŁKA BŁONY ZEWNĘTRZNEJ, BUDOWA I FUNKCJE

Białka błony zewnętrznej (OMP) to niezbędne elementy 
oporności drobnoustrojów na substancje chemiczne, ponie-
waż błona komórkowa to pierwsza bariera jaką napotykają 
czynniki antybakteryjne. Zdolność do jej penetracji to wa-
runek niezbędny by zahamować podział lub zabić bakte-
rię [237]. Z biomedycznego punktu widzenia są to również 
ważne składniki docelowe dla nowych leków i antybakte-
ryjnych szczepionek. Białka błony zewnętrznej syntetyzo-
wane są w cytoplazmie. Do ich przemieszczenia koniecz-
na jest sekwencja sygnałowa, która następnie jest odcinana 
przez peptydazę sygnałową, a białka uwalniane są do pe-
ryplazmy, gdzie następuje pofałdowanie przed wbudowa-
niem ich w błonę zewnętrzną. Kolejne etapy biogenezy 
OMP nie są jednak dokładnie poznane [164,167,223,232]. 
W badaniach in vitro, w przypadku wielu białek błony ze-
wnętrznej obserwowano spontaniczne fałdowanie białka 
wewnątrz dwuwarstwy lipidowej. Być może w warunkach 
in vivo jest to również proces spontaniczny i niewymagają-
cy energii metabolicznej. Istnieje hipoteza, że białka wią-
żą się i fałdują razem z lipopolisacharydem w przestrzeni 
peryplazmatycznej i tylko jako formy wstępnie pofałdowa-
ne w kompleksie z LPS mogą być wbudowywane w bło-
nę zewnętrzną [223]. Integralne białka błony wewnętrz-
nej (IM) mają zazwyczaj stukturę a-helisy, zaś dla białek 
błony zewnętrznej (OM) jest charakterystyczna b-baryłka, 
częściowo omówiona już w rozdziale 2. Budowę b-barył-
ki określa liczba b-nici oraz wartość liczby S (shear num-
ber). Ta ostatnia jest miarą nachylenia kąta b-nici w stosun-
ku do osi baryłki i charakteryzuje oddziaływania między 
nićmi [211]. Każda nić związana jest przez wiązanie wo-
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dorowe ze skierowaną przeciwrównolegle sąsiadującą ni-
cią, co warunkuje stabilność i prowadzi do wytworzenia 
pojedynczej b-harmonijki, która zwija się i tworzy struk-
turę cylindryczną. Zależność między liczbą nici i warto-
ścią S najlepiej ilustruje porównanie budowy b-baryłki 
białek OmpX i OmpA. Obydwa białka to 8-niciowe b-ba-
ryłki różniące się wartością liczb S (dla OmpX S=8, a dla 
OmpA S=10), co w konsekwencji oznacza, że OmpA two-
rzy większą baryłkę niż OmpX [211,238]. Ze względu na 
pełnione funkcje białka błony zewnętrznej można podzie-
lić na kilka grup (ryc. 4).

Do OMP należą zarówno białka strukturalne, enzyma-
tyczne, klasyczne poryny, inaczej poryny ogólnej dyfuzji, 
a także białka biernego transportu, aktywnego transportu, 
białka uczestniczące w interakcjach z układem immunolo-
gicznym gospodarza, czynniki wirulencji oraz receptory 
dla bakteriofagów i kolicyn [126,129,211,223].

Jedną z ważniejszych funkcji błony zewnętrznej bakterii 
Gram-ujemnych jest jej przepuszczalność, warunkowana 
przez poryny. Występują one w komórce w 200000 kopii 
i charakteryzują się opornością na działanie proteaz, deter-
gentów, rozpuszczalników organicznych, temperatury do 
70°C i pH w zakresie 2,0–13,0 [2,8,126]. Poryny odgrywa-
ją ważną rolę jako determinanty patogenności, są wydzie-
lane przez bakterie lub uwalniane na skutek ich lizy, mogą 
wchodzić w interakcje z czynnikami odpowiedzi komór-
kowej czy humoralnej gospodarza [75]. Niektóre bakterie 
z rodziny Enterobacteriaceae np. Serratia marcescens wy-
kazują naturalną wysoką oporność na antybiotyki, która jest 
prawdopodobnie związana z formowaniem transmembra-
nowych kanałów ograniczających dostęp antybiotyków do 
wnętrza komórki bakteryjnej [187]. Redukcja poryn w ścia-
nie komórkowej bakterii jest ściśle związana z obniżeniem 
ich oporności na antybiotyki b-laktamowe i wiele innych 
antybiotyków [90]. Białka porynowe mają także właści-

wości immunomodulatorowe [6,197]. Początkowo nazwę 
poryna stosowano jedynie dla białek budujących kanały 
nieswoistej dyfuzji. Obecnie nazwa ta używana jest czę-
sto także w przypadku białek budujących kanały dyfuzji 
substratowoswoistej, jak to jest w przypadku maltoporyny 
LamB [176]. Poryny tworzą kanały dla hydrofi lowych czą-
steczek różnego typu i uczestniczą w procesach ich bier-
nego i aktywnego transportu [33,223]. Wiele z nich wy-
stępuje w błonie w postaci monomeru, dimeru, pospolita 
jest również postać homotrimeru. Każdy monomer utwo-
rzony jest z określonej liczby b-nici. Powierzchnia poryny 
jest stosunkowo niepolarna i oddziałuje z węglowodoro-
wym rdzeniem błony, a wnętrze kanału jest wyraźnie hy-
drofi lowe i wypełnione cząsteczkami wody. Taka budowa 
jest związana z naprzemiennym występowaniem amino-
kwasów hydrofobowych i hydrofi lowych wzdłuż każdej 
b-nici. W niciach tego typu istnieje wyraźna tendencja, 
by hydrofobowe i hydrofi lowe aminokwasy zajmowały są-
siadujące miejsca [223]. Ogólna zasada przepuszczalno-
ści jest taka, że hydrofi lowe roztwory przechodzą przez 
pokryte wodą kanały porynowe, dlatego cząsteczki lipo-
fi lowe przechodzą przez kanały porynowe dużo wolniej. 
Obecność cząsteczek wody wewnątrz kanału, jest konse-
kwencją występowania zasadowych i kwaśnych reszt ami-
nokwasowych w przeciwstawnych miejscach kanału [177]. 
Najwięcej informacji dotyczących struktury poryn dostar-
czyłyby badania krystalografi czne, ale struktury kryszta-
łów niewielu z nich są znane. Białka błony zewnętrznej 
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae to cząsteczki wielo-
funkcyjne [126,211]. Struktury i funkcje niektórych z nich 
przedstawiają tabele 1 i 2.

Wśród wielu białek błony zewnętrznej unikalną budową 
wyróżnia się białko TolC należące do białek drugorzędo-
wych (minor protein), ale bardzo ważnych ze względu na 
pełnioną funkcję. Białko to ma 2 domeny: membranową 
znajdującą się w błonie zewnętrznej o strukturze b-barył-

Ryc. 4.  Różnorodność funkcji białek błony zewnętrznej ściany komórkowej bakterii Gram-ujemnych [16,17,26,33,57,62,70,71,103,126,129,137,147,
153,159,176,188,200,211,220,233,236,237]
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Tabela 1.  Budowa i funkcje wybranych białek błony zewnętrznej (OmpA, OmpC, OmpF, FhuA, LamB) ściany komórkowej bakterii z rodziny Enterobacteriaceae 
[16,17,26,33,57,62,70,71,103,126,129,137,147,153,159,176,188,200,211,220, 223,224,233,236]

Białko
Struktura Funkcje

β-baryłka

OmpA

• monomer, 8-niciowa β-baryłka
• jedno z białek głównych (major protein)
•  ma zdolność powrotu z formy 

rozfałdowanej do pofałdowanej 
wykazującej właściwości formy natywnej

• gen ompA jest oporny na mutacje

• poryna ogólnej dyfuzji
•  białko strukturalne wiążące błonę 

zewnętrzną z peptydoglikanem
• receptor dla fagów K3, M1, TuII*
• receptor dla kolicyn K, L
• czynnik wirulencji
• uczestniczy w koniugacji bakterii

OmpC

• trimer
•  monomerem jest 16-niciowa β-baryłka 

z krótkimi pętlami (T1-T8) w peryplazmie 
i długimi (L1, L2, L4-L8) na zewnątrz

• białko homologiczne do OmpF i Omp36
•  z systemem regulacji tego białka związane 

są białka błonowe EnvZ i OmpR

• poryna ogólnej dyfuzji
• buduje kanały dla kationów
• receptor dla fagów TuIb i Me1

OmpF

• trimer
• monomerem jest 16-niciowa β-baryłka
• jedno z białek głównych (major protein) 
• białko homologiczne do OmpC i PhoE

• poryna ogólnej dyfuzji
• buduje kanały dla kationów
• receptor dla fagów TuIb i Me1

FhuA

• monomer 22-niciowa β-baryłka •  białko odpowiedzialne za aktywny 
transport kompleksu Fe-siderofor

• receptor dla fagów T1, T5, UC-1, F80
• receptor dla kolicyn -M, J25  
•  uczestniczy w interakcjach z komórkami 

układu
• odpornościowego gospodarza

LamB

• trimer
• maltoporyna
• monomerem jest 22-niciowa β-baryłka

•  poryna substratowoswoista, tworzy 
kanały odpowiedzialne za bierny transport 
maltozy i maltodekstryn

• receptor dla faga l

ki i peryplazmatyczną typu a. W odróżnieniu od typowych 
bakteryjnych OMP b-baryłka białka TolC zbudowana jest 
z 3 protomerów, z których każdy utworzony jest z czterech 
b-nici, baryłka jest otwarta i szeroko dostępna dla rozpusz-
czalników [129,236].

Adhezyny są tymi składnikami ściany komórkowej, któ-
re wiążąc się do swoistych receptorów obecnych na po-
wierzchni komórki gospodarza, warunkują kolonizację 
i ochronę przed usunięciem bakterii. Większość bakterii 
używa jednej lub kilku adhezyn do zasiedlania gospoda-
rza. Niektóre niefi mbrialne adhezyny E. coli, to związane 
z amorfotycznymi strukturami błony zewnętrznej bakte-
rii adhezyny rodziny Afa np. AfaE-III. Białka błony ze-
wnętrznej E. coli, takie jak Ag 43, AIDA-I i TibA to ad-
hezyny należące do klasy autotransporterów związanych 
z typem V systemu wydzielania [145]. Umiejscowienie 
adhezyn i ich sposób zakotwiczenia w błonie wynikają 

z budowy podjednostkowej (a i b) tych białek, a składni-
kiem błony zewnętrznej bakterii, który prawdopodobnie 
tworzy pory jest podjednostka b [145]. Adhezyna Ag43 
uczestniczy w autoagregacji komórek bakterii, a jej wy-
stępowanie jest ściśle skorelowane z możliwością tworze-
nia przez bakterie biofi lmu. W ten sposób uropatogenne 
pałeczki E. coli zasiedlają pęcherz moczowy i tworząc 
biofi lm mogą tam przetrwać przez wiele miesięcy [207]. 
Znane są adhezyny błony zewnętrznej E. coli nazywane 
intiminami a i g, które uczestniczą w wiązaniu bakterii 
do komórek jelitowych gospodarza i uszkadzają kosmki 
jelitowe, doprowadzając do ich całkowitego zaniku [181]. 
Wszystkie intiminy to białka, które mają N-końcową część 
w peryplazmie i konserwatywną, przypominającą poryny, 
domenę transbłonową oraz C-końcową, pozakomórkową 
domenę wchodzącą w interakcje z receptorami. Intiminy 
to również białka błony zewnętrznej, które wiążą białka 
receptorowe obecne na powierzchni komórek gospodarza 
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Tabela 2.  Budowa i funkcje niektórych OMP (OMPLA, OmpT, PagP, OmpX, ScrY) ściany komórkowej bakterii z rodziny Enterobacteriaceae [16,17,26,33,
57,62,70,71,103,126,129,137,147,153,159,176,188,200,211,220, 223,224,233,236]

Białko
Struktura Funkcje

β-baryłka

OMPLA

• monomerem jest 16-niciowa β-baryłka
• w obecności Ca2+ tworzy aktywny dimer

•  fosfolipaza, której zadaniem jest hydroliza 
fosfolipidów prowadząca do destabilizacji 
błony 

• zaangażowana w proces uwalniania kolicyn 

OmpT

• monomer, 10-niciowa β-baryłka • serynowa proteaza z rodziny omptin
• czynnik patogenności bakterii
• aktywuje ludzki plazminogen
• uczestniczy w degradacji defensyn

PagP

• monomer, 8-niciowa β-baryłka •  acylotransferaza związana z metabolizmem 
lipidów

•  odgrywa rolę w patogenezie bakterii, 
przenosi z fosfolipidu resztę kwasu 
palmitynowego i wbudowuje ją do lipidu 
A. Palmitynowany lipid A chroni bakterie 
przed czynnikami obronnymi gospodarza

• receptor dla fagów K20, TuIa, T2

OmpX

• monomer, 8-niciowa β-baryłka
•  syntetyzowana w dużych ilościach 

w warunkach ekstremalnych

• adhezyna
•  uczestniczy w interakcjach z układem 

odpornościowym gospodarza
• czynnik wirulencji

ScrY

• trimer
• monomerem jest 18-niciowa β-baryłka

• poryna substratowo-swoista  
•  odpowiedzialna za bierny transport 

cząsteczek sacharozy
• białko homologiczne do LamB  

takie jak b1 integryna i nukleolina [217]. Niektóre bak-
terie syntetyzują cząsteczki adhezyn nazywane inwazy-
nami, które aktywują cytoszkielet komórki gospodarza 
i w ten sposób ułatwiają wejście bakterii do jego komó-
rek. W błonie zewnętrznej Y. pseudotuberculosis wystę-
puje inwazyna, która wiążąc się do integryny komórek 
gospodarza, ułatwia wnikanie bakterii [92,93]. W wią-
zanie to zaangażowany jest pozakomórkowy C-końcowy 
fragment tej inwazyny [93,200]. W komórkach nabłonko-
wych jelita, takich jak komórki M, pałeczki Salmonella 
wykorzystują adhezyny do wiązania się z mikrokosmka-
mi komórek i w ten sposób otwierają je na działanie in-
wazyn [42].

Białka błony zewnętrznej cechują się podobnymi zasadami 
budowy, mimo że pełnią różne funkcje, takie jak dyfuzja, 
transport, przekazywanie sygnału czy aktywność enzyma-
tyczna. Podsumowując możemy powiedzieć, że białka bło-

ny zewnętrznej bakterii Gram-ujemnych to ważne i wielo-
funkcyjne składniki błony [126,211].

4. METODY IZOLACJI I OCZYSZCZANIA BIAŁEK BŁONY ZEWNĘTRZNEJ

Białka ściany komórkowej bakterii Gram-ujemnych stano-
wią aż 50% błony zewnętrznej. Uważa się, że 1,5–2,5% 
genów bakterii Gram-ujemnych koduje b-baryłki OMP 
[126,240]. Badania ostatniej dekady wykazały także, że 
wiele białek błony zewnętrznej bakterii jest kojarzonych 
z określonymi schorzeniami. Do zrozumienia funkcji tych 
białek i ich udziału w patogenności bakterii ważne jest po-
znanie ich struktury, co z kolei może pozwolić na opraco-
wanie skuteczniejszych leków. Poszukiwanie odpowied-
nich, wydajnych metod izolacji i oczyszczania białek jest 
w pełni uzasadnione. Łatwość z jaką można wydzielić 
białka (integralne i peryferyjne) z dwuwarstwy lipidowej 
wskazuje na stopień związania ich z błoną. Niektóre białka 
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Ryc. 5.  Metody izolacji białek błony zewnętrznej bakterii z użyciem detergentów [10,19,55,90,186,187,210]

(głównie peryferyjne) można łatwo rozpuścić i oddzielić 
od reszty błony używając stosunkowo łagodnych środków, 
takich jak np. 1M chlorek sodu. Błonowe białka integral-
ne silnie oddziałują z węglowodorowymi łańcuchami lipi-
dów błonowych i można je od nich uwolnić jedynie uży-
wając detergentów (ryc. 5).

Pierwszym i bardzo ważnym krokiem w ekstrakcji białek 
błonowych jest ich solubilizacja ze środowiska lipidowe-
go, zależna głównie od wyboru odpowiedniego detergen-
tu i jego stężenia, szczególnie wtedy, gdy chcemy oczyścić 
białka w formie natywnej. Przykłady takich zastosowań de-
tergentów przedstawiono na ryc. 5. Jedną ze stosowanych 
od wielu lat metod izolacji białek OMP jest procedura wg 
Schnaitmanna [210] z wprowadzonymi przez autorów tej 
pracy modyfi kacjami [244,245,247,252,256]. W tej meto-
dzie niejonowym detergentem jest Triton X-100. Po rozbi-
ciu komórek bakterii i usunięciu ich fragmentów, zastoso-
wanie Tritonu X-100 w stężeniu 2% w buforze Tris-HCl 
o pH 7,6 z 10 mM MgSO

4
 w obecności 5 mM EDTA jako 

czynnika chelatującego, pozwala po ultrawirowaniu uzy-
skać OMP w postaci rozpuszczonej. Dwukrotna ekstrakcja 
detergentem znacznie podwyższała wydajność uzyskiwa-
nych preparatów białek błony zewnętrznej kilku gatun-
ków bakterii należących do rodziny Enterobacteriaceae 
[244,245,247,252,256]. Obraz elektroforetyczny uzyski-
wanych preparatów OMP z wielu szczepów różnych se-
rotypów Sh. fl exneri był podobny, z charakterystycznymi 
dwoma białkami głównymi o ciężarach cząsteczkowych 33 
i 36 kDa. Wyjątek stanowił preparat OMP z Sh. fl exneri 
6, gdzie dwa białka główne miały ciężary cząsteczkowe 
oznaczone jako 32 i 37 kDa, co wyróżniało ten serotyp. Już 
wcześniej ze względu na inną wrażliwość na fagi oraz wła-

ściwości serologiczne i biochemiczne, był on traktowany 
jako odmienny wśród gatunku Sh. fl exneri [244]. Metodą 
Schnaitmana [210] wyizolowano także białka błony ze-
wnętrznej 33 szczepów H. alvei. Okazało się, że białka 
główne tych preparatów OMP mają ciężar cząsteczkowy 
34, 37, 39 i 41 kDa. W ścianie komórkowej wszystkich ba-
danych szczepów występowało ciepłolabilne i wrażliwe na 
enzymy proteolityczne białko główne o ciężarze cząstecz-
kowym 34 kDa. Pozostałe białka główne (37, 39 i 41 kDa) 
to występujące w zmiennych ilościach białka związane 
z peptydoglikanem [242]. Poszukiwanie związku między 
różnicami jakościowymi i ilościowymi OMP a chorobo-
twórczością szczepów i otrzymanych z nich form niecho-
robotwórczych Sh. fl exneri 3a i Sh. sonnei FI, nie dało sa-
tysfakcjonujących wyników [4,243].

W ostatnich latach Arcidiacono i wsp. [8] opracowali me-
todę izolacji białek porynowych E. coli, o dużej zawartości 
(76%) jednego z białek głównych jakim jest OmpF. Jest to 
jednostopniowa ekstrakcja z użyciem kwasu walerianowe-
go. Liza komórek bakterii E. coli kwasem walerianowym 
i selektywna w nim rozpuszczalność OmpF, jest możliwa 
dzięki niezwykłej stabilności tego trimerycznego komplek-
su. Oddziaływania elektrostatyczne i interakcje hydrofobo-
we, które stabilizują OmpF nie ulegają rozerwaniu w kwa-
sie walerianowym. Zastosowanie jednoetapowej metody 
Arcidiacono i wsp. [8] do izolacji OMP Sh. fl exneri 3a, 
znacznie skróciło i uprościło procedurę. Wydajność otrzy-
manego tą metodą preparatu OMP jest porównywalna z wy-
dajnością preparatów OMP otrzymywanych z użyciem de-
tergentu [210]. Oczyszczenie poszczególnych białek czy 
peptydów z mieszaniny jest ważnym zagadnieniem w bio-
chemii białek. Chociaż w przypadku uzyskiwania czystych 
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Ryc. 6.  Rola mimikry cząsteczkowej w etiopatogenezie 
niektórych schorzeń [87,130,131,152,155,203, 
218,241,256,262,263]

białek na skalę preparatywną preferowane są techniki chro-
matografi czne, niemniej jednak elektroforeza preparatyw-
na w żelu poliakrylamidowym daje bardzo dobre rezultaty 
[252,253,256]. Metody elektroforetyczne są bardzo efektyw-
ne pod względem rozdzielczości, selektywności, szybkości, 
jak i relatywnie łagodnych warunków działania [78,160], są 
użyteczne zarówno dla hydrofi lowych jak i hydrofobowych 
białek. Elektroforeza w połączeniu z techniką blotingu jest 
obecnie powszechnie stosowana w identyfi kacji białek. El 
Hame i wsp. [64] otrzymywali białka główne, z wyizolo-
wanej w gradiencie sacharozy błony zewnętrznej Erwinia 
carotovora, stosując elektroforezę preparatywną w obecno-
ści SDS. Zastosowana w naszym laboratorium elektrofo-
reza preparatywna [143] z użyciem aparatu Prep Cell 491 
BioRad, pozwoliła na oczyszczenie z pełnego preparatu 
OMP K. pneumoniae uzyskanego za pomocą Tritonu X-100 
[210], białka o masie cząsteczkowej 45 kDa. Biorąc pod 
uwagę immunoreaktywność tego białka z przeciwciałami 
antyludzka enolaza mięśniowa, nazwano go białkiem eno-
lazopodobnym, a oczyszczenie go pozwoliło na ustalenie, 
które fragmenty sekwencji aminokwasowej są identyczne 
z występującymi w sekwencji enolazy swoistej dla mięśni 
szkieletowych człowieka [256]. Kolejne białko oczysz-
czone do homogenności za pomocą elektroforezy prepara-
tywnej, to jedno z białek głównych błony zewnętrznej Sh. 
fl exneri 3a o masie cząsteczkowej 38 kDa nazywane przez 
nas OMP38 [252]. Białko to, po trawieniu trypsyną i roz-
dzieleniu uzyskanych peptydów za pomocą HPLC, analizo-
wano z wykorzystaniem tandemowej spektrometrii masowej 
LC-MS/MS. Analiza otrzymanych wyników za pomocą pro-
gramu Mascot i ClustalW oraz porównanie sekwencji otrzy-
manych peptydów ze znanymi z baz danych NCBInr i Swiss-
Prot dla innych bakteryjnych białek błonowych, wykazała 
identyczność sekwencji peptydów do: omp1b z Sh. fl exneri 
2a gi/24113600, ompC z E. coli gi/9714150 oraz z białkiem 

prekursorowym nmpC z E. coli gi/26247429. Znaleziono 
podobieństwo sekwencji peptydów białka OMP38 z Sh. 
fl exneri do ompC: z E. coli (OMPC-ECOL6 Q8CVW1), 
S. typhi (OMPC-SALTI P0A264), K. pneumoniae (OMPC-
KLEPN Q48473) [252].

5. UDZIAŁ BIAŁEK BŁONY ZEWNĘTRZNEJ W PATOGENNOŚCI, 
ZJAWISKO MIMIKRY CZĄSTECZKOWEJ

Główny układ zgodności tkankowej (MHC) jest odpowie-
dzialny za wiązanie i prezentację antygenów limfocytom T. 
Różnorodne receptory na komórkach T (TCR) i na komór-
kach B (BCR), są zdolne do rozpoznania wnikających czyn-
ników infekcyjnych [196]. Wytwarzane przeciwciała mogą 
unieczynniać drobnoustroje atakujące organizm lub neutra-
lizować toksyczne produkty bakteryjne. Zadaniem układu 
odpornościowego jest odróżnienie tego co „obce” od tego 
co „własne” [131]. Wśród wielu mechanizmów chorobo-
twórczości, należy podkreślić istotne następstwo posiadania 
przez niektóre drobnoustroje struktur podobnych do antyge-
nów gospodarza, nierozpoznawanych przez system immuno-
logiczny gospodarza jako obcych. Mamy wtedy do czynie-
nia ze zjawiskiem mimikry cząsteczkowej, polegającym na 
homologii strukturalnej, serologicznej lub biologicznej mię-
dzy bakteriami a gospodarzem [87,108,131,239,241,262,263]. 
Mimikra cząsteczkowa zatem może być strategią wykształ-
coną przez patogeny, która umożliwia im wniknięcie do or-
ganizmu gospodarza, dotarcie do komórki docelowej, a na-
stępnie manipulowanie wewnątrz- i zewnątrzkomórkowymi 
procesami w celu wymknięcia się spod kontroli układu od-
pornościowego gospodarza [54,130,241]. Dzięki tolerancji 
immunologicznej nie ma destrukcyjnego działania na wła-
sne antygeny, ale też obecna na powierzchni bakterii czą-
steczka o strukturze podobnej do cząsteczki gospodarza, nie 
wywołuje natychmiastowej odpowiedzi immunologicznej. 
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Tolerancja immunologiczna na obce antygeny, lecz tożsame 
z własnymi strukturami powoduje, że bakteria nierozpozna-
na jako obcy czynnik może wnikać, migrować i namnażać 
się, prowadząc do zakażeń, a nawet wstrząsu septyczne-
go [108]. W pewnych warunkach jednak, nawet niewielkie 
różnice między cząsteczkami czy determinantami antyge-
nowymi bakterii i gospodarza, zostają rozpoznane i są wy-
starczające do wywołania antybakteryjnej odpowiedzi im-
munologicznej. Wtedy to, poprzez reaktywne limfocyty T, 
które oddziałują zarówno na antygeny bakterii, jak i na po-
dobne do nich antygeny gospodarza, dochodzi do przerwa-
nia tolerancji na antygen gospodarza, co w konsekwencji 
prowadzi do uszkodzenia tkanek gospodarza. W ten spo-
sób odpowiedź na antygen bakteryjny może powodować re-
aktywność autoimmunologiczną [130,224] i nawet łagodne 
w przebiegu zakażenie może prowadzić do rozwoju reak-
tywności krzyżowej, a w konsekwencji do choroby autoim-
munologicznej [108]. Przykłady schorzeń, w których podo-
bieństwo między strukturami białkowymi bakterii z rodziny 
Enterobacteriaceae i antygenami człowieka odgrywa waż-
ną rolę przedstawia ryc. 6.

Mimikra cząsteczkowa ma bardzo istotne znaczenie, dlate-
go też prowadzi się analizy białek powierzchniowych bakte-
rii pod kątem ich podobieństwa do antygenów gospodarza. 
Przy konstruowaniu szczepionek i leków należy unikać in-
dukcji autoprzeciwciał, niezależnie od tego czy białko ma 
pełnić rolę antygenu czy nośnika. Preparaty OMP uzyskane 
z wielu szczepów rodziny Enterobacteriaceae i stanowiące 
mieszaninę białek były badane pod kątem ich reaktywności 
z przeciwciałami skierowanymi przeciw ludzkiej enolazie 
mięśniowej. Zaobserwowano swoistą krzyżową reaktyw-
ność przede wszystkim w przypadku OMP z K. pneumoniae, 
lecz również z E. coli, P. vulgaris, Citrobacter czy H. alvei 
[256]. O swoistości świadczyło blokowanie tej reaktywno-
ści przez ludzką enolazę mięśniową oraz brak reaktywno-
ści preparatów OMP z surowicami: anty-Propionibacterium 
propionicum, anty-BSA czy z surowicą królika nieimmu-
nizowanego [256]. Z nieopublikowanych jeszcze danych 
Pietkiewicz i wsp. wynika, że powierzchniowe białko eno-
lazopodobne K. pneumoniae zachowuje natywną struktu-
rę centrum katalitycznego enolazy. Świadczy o tym to, że 
całe komórki bakterii były zdolne do przemiany 2-fosfogli-
cerynianu w fosfoenolopirogronian (PEP), takiej samej jak 
przemiana zachodząca na szlaku glikolizy w cytoplazmie 
komórki. Być może powstający wysokoenergetyczny pro-
dukt, jakim jest PEP jest postacią magazynowania energii 
w najbliższym otoczeniu komórki. Ciekawym spostrzeże-
niem była także krzyżowa reaktywność białka 45 kDa z róż-
nych bakterii z surowicami pacjentów z chorobą Buergera 
i miażdżycą. Choroby te należą do schorzeń o nieznanej 
etiologii, ale infekcje bakteryjne są brane pod uwagę jako 
jeden z czynników sprawczych [66,183]. Obecność biał-
ka podobnego do ludzkiej a-enolazy wykazywano dotąd 
w warstwach powierzchniowych komórek Gram-dodatnich 
paciorkowców Streptococcus pneumoniae i Str. pyogenes, 
przypisując mu prawdopodobną rolę receptora plazmino-
genu [66,212]. Być może taką patogenną rolę może pełnić 
enolazopodobne białko błony zewnętrznej u badanych przez 
nas przedstawicieli Enterobacteriaceae. Układ plazmino-
gen-plazmina to ważny i ściśle regulowany system prote-
olityczny. Patogenne bakterie mając na swojej powierzch-
ni białka receptorowe plazminogenu, mogą zaburzać ten 
precyzyjny system proteolityczny [102,127,141,183,213]. 

Poprzez degradację krążących inhibitorów plazminy mogą 
wpływać na poziom ekspresji aktywatorów plazminogenu 
i aktywację inhibitorów [102,127,140,141,142,183]. Bakterie 
przez wpływ na niekontrolowaną proteolizę mogą się przy-
czyniać do degradacji bariery tkankowej i migracji bakterii 
do narządów i tkanek jako kolejnych miejsc infekcji, jak to 
się dzieje np. w przypadku Y. pestis – do węzłów limfatycz-
nych [140,142,213]. Oczyszczone białko metodą elektrofo-
rezy preparatywnej poddano trawieniu trypsyną. Uzyskane 
w ten sposób peptydy rozdzielono metodą HPLC i podda-
no analizie za pomocą spektrometrii masowej oraz bada-
niom porównawczym z wykorzystaniem baz danych NCBInr 
i ClustalW. Białko to wykazywało podobieństwo sekwen-
cji nie tylko do bakteryjnej enolazy z Erwinia carotovora 
(Blast gi/50122487; Blast/gi 16761724) oraz S. typhi CT18, 
ale także do ludzkiej enolazy mięśniowej. Kilka fragmentów 
białka miało sekwencje identyczne do sekwencji występu-
jących w C-końcowej części ludzkiej enolazy mięśniowej, 
obejmującej zarówno domenę katalityczną jak i miejsca 
wiążące ligandy, odgrywające ważną rolę w funkcji nie-
enzymatycznej [256]. Sekwencje wspólne dla białka eno-
lazopodobnego z Klebsiella i ludzkiej enolazy mięśniowej 
zaznaczono poniżej czcionką pogrubioną:

301WATWTSFLSG VNIQIVGDDL TVTNPKRIAQ 
AVEKKACNCL LLKVNQIGSV350 TESIQACKLA 
QSNGWGVMVSHRSGETEDTF FIADLVVGLC 
TGQIKTGAPC400 RSERLAKYNQL MRIEEALGDK 
AIFAGRKFRN PKAK434

Oddziaływanie bakterii z układem plazminogen-plazmi-
na może być regulowane poprzez warunki środowiskowe 
(obecność i stężenie jonów metali, pH). Enolaza do działania 
wymaga jonów Mg+2, jeden jon to magnez konformacyjny, 
a drugi to jon katalityczny [31,32]. Wydzielone z komórek 
K. pneumoniae dwie formy enolazy: cytosolowa i błonowa 
różnią się zdolnością wiązania plazminogenu. Jedynie biał-
ko wydzielone z błony zewnętrznej komórek bakterii jest re-
ceptorem plazminogenu, co może świadczyć o występowa-
niu pewnych różnic strukturalnych w obu formach enolazy 
[12,161,182,183,190]. Istniejące różnice wynikające z potran-
slacyjnej modyfi kacji mogą determinować oddziaływania 
z plazminogenem [Bednarz I., praca doktorska].

Wykazanie mimikry danego antygenu czy cząsteczki jest 
uwarunkowane odpowiednią metodologią, pozwalającą na 
określenie rodzaju mimikry czy to strukturalnej, epitopowej 
inaczej serologicznej czy też funkcjonalnej. Kilka metod 
zastosowanych w tych badaniach pozwoliło jednoznacznie 
określić, że enolazopodobne białko 45 kDa spełnia warun-
ki mimikry. Oznacza to przede wszystkim, że ten antygen, 
jak też cały wyjściowy preparat białek OMP, nie może być 
użyty do szczepionki. Istnienie w białku bakteryjnym epi-
topów podobnych strukturalnie do antygenów gospodarza, 
może indukować przeciwciała przeciw własnym struktu-
rom białkowym gospodarza. Wyniki te oznaczają, że peł-
ny preparat OMP może potencjalnie wzbudzać autoprze-
ciwciała i jako szczepionka nie jest bezpieczny.

6. UDZIAŁ BIAŁEK BŁONY ZEWNĘTRZNEJ W ODPORNOŚCI 
PRZECIWBAKTERYJNEJ

Białka błony zewnętrznej bakterii Gram-ujemnych to struk-
tury mające także właściwości immunogenne i wywołana 

Postepy Hig Med Dosw (online), 2009; tom 63: 176-199

188



odpowiedź immunologiczna gospodarza może mieć prze-
ciwbakteryjny charakter ochronny, a doniesienia o ochron-
nym działaniu OMP z S. Typhimurium pojawiły się już 
pod koniec lat siedemdziesiątych ub.w. [139]. Izolowane 
metodą Schnaitmana [209] preparaty OMP pałeczek Sh. 
fl exneri 3a i Sh. sonnei FI są dobrymi immunogenami [5]. 
Podane podskórnie świnkom morskim chroniły je przed 
zapaleniem rogówki i spojówki wywoływanym doświad-
czalnie za pomocą chorobotwórczego homologicznego lub 
heterologicznego szczepu bakterii. Działanie ochronne 
można było przenieść biernie na zwierzęta nieimmunizo-
wane za pomocą surowicy z przeciwciałami [5]. Właściwości 
ochronne OMP potwierdzono także na modelu mysim 
[169,170,245,247,254,255]. Wykazano, że niewielkie daw-
ki OMP (5 μg/mysz) różnych serotypów Sh. fl exneri poda-
ne zwierzętom, chroniły je całkowicie przed rozwojem za-
każenia po podaniu im dawki LD

100
 chorobotwórczego 

szczepu Sh. fl exneri 3a. Działanie ochronne obserwowano 
również po immunizacji zwierząt preparatami OMP izo-
lowanymi z innych gatunków bakterii, takich jak Sh. sonnei 
FI, E. coli czy H. alvei, co mogło świadczyć o szerokiej 
swoistości takiej ochrony. Wcześniejsze przypuszczenia, 
że ochrona przed zakażeniem jest związana z białkami 
o masie cząsteczkowej 93 i 98 kDa, nie potwierdziły się 
[170]. Użyte do badań preparaty OMP zawierały niewiel-
ką ilość LPS (poniżej 5%), którego obecność oznaczano 
przez pomiar Kdo w preparatach metodą kolorymetrycz-
ną [235]. Przypuszczenie, że działanie ochronne OMP 
może być związane z obecnością LPS w preparatach wy-
kluczono, przeprowadzając kolejne doświadczenia na szcze-
pie myszy C3H/HeJ. Są to myszy z defektem genetycznym, 
których układ immunologiczny nie odpowiada na LPS. 
Stwierdzono, że immunizacja tych myszy niewielkimi daw-
kami (0,5–5 μg) białka Sh. fl exneri 3a związanego z pep-
tydoglikanem (PGP), chroniła je przed zakażeniem nie tyl-
ko śmiertelną dawką (LD

100
) chorobotwórczego szczepu 

Sh. fl exneri, ale także dawką 100 i 500 razy wyższą [169]. 
Przeciwbakteryjne działanie ochronne pojawiało się już po 
dwóch dniach od immunizacji i utrzymywało się do 12 ty-
godni po szczepieniu zwierząt. Uzyskane wyniki pozwa-
lały przypuszczać, że za działanie ochronne może być od-
powiedzialne jedno lub kilka białek głównych błony 
zewnętrznej Sh. fl exneri. Badania modelowe dotyczące me-
chanizmów ochrony, jej swoistości oraz oceny możliwości 
wykorzystania przeciwbakteryjnych właściwości ochron-
nych wykazały, że wzbudzaną ochronę można przenieść 
na zwierzęta nieimmunizowane, za pomocą splenocytów 
pochodzących od zwierząt immunizowanych jedną lub kil-
koma dawkami preparatu. Monitorując kinetykę odpowie-
dzi immunologicznej stwierdzono, że w pierwszym etapie 
po immunizacji ma ona charakter komórkowy. Aktywne 
komórki zdolne do przeniesienia właściwości ochronnych 
pojawiały się na trzeci dzień po immunizacji, a limfocyty 
T i B podane zwierzętom nieimmunizowanym, chroniły je 
przed śmiertelną dawką homologicznego chorobotwórcze-
go szczepu Sh. fl exneri 3a [252,253]. Poszukując wyjaśnie-
nia roli makrofagów w indukowanej przez OMP odporno-
ści komórkowej, określono właściwości fagocytarne 
i bakteriobójcze makrofagów otrzewnowych pochodzących 
od myszy immunizowanych różnymi dawkami OMP z Sh. 
fl exneri 3a, w stosunku do homologicznego szczepu Sh. 
fl exneri 3a lub S. Typhimurium. Stwierdzono, że tylko nie-
wielkie dawki OMP (1 μg, 5 μg) działają na obydwie te ce-
chy makrofagów stymulująco. Nieco wyższe dawki OMP 

pozostawały bez wpływu lub działały supresorowo [46], 
zaobserwowano zatem immunomodulatorowe działanie 
preparatu. Udział odpowiedzi komórkowej wzbudzanej 
przez OMP z Sh. fl exneri 3a potwierdziły badania nadwraż-
liwości typu późnego (DTH), którą można było przenieść 
na myszy nieimmunizowane, za pomocą splenocytów po-
chodzących od zwierząt, którym podano wcześniej OMP 
[171]. Immunomodulatorowe działanie preparatu OMP z Sh. 
fl exneri 3a na odpowiedź komórkową, obserwowano rów-
nież w doświadczeniu modelowym, badając wpływ OMP 
z Sh. fl exneri 3a na nadwrażliwość typu późnego na krwin-
ki baranie (SRBC). To stymulacyjne lub supresorowe dzia-
łanie można było przenieść na zwierzęta nieimmunizowa-
ne za pomocą splenocytów myszy immunizowanych 
preparatem OMP [45]. Wykazano, że tylko populacja lim-
focytów T myszy immunizowanych preparatem OMP Sh. 
fl exneri 3a jest odpowiedzialna za supresorowe działanie 
na nadwrażliwość typu późnego na SRBC [49]. Preparat 
białek błony zewnętrznej ze ściany komórkowej Sh. fl exneri 
3a działał również immunomodulacyjnie na indukowaną 
u myszy odpowiedź humoralną na SRBC [48]. Stwierdzono 
także immunomodulacyjny wpływ OMP Sh. fl exneri 3a na 
wydzielanie przez mysie splenocyty i makrofagi: TNF 
i czynników zapalnych, takich jak IL-6 oraz IL-2 [50,51]. 
Utrzymywanie się przez długi okres u zwierząt przeciw-
bakteryjnej ochronnej odpowiedzi immunologicznej, wska-
zywało na odporność humoralną związaną z tym proce-
sem, co potwierdziło badanie kinetyki tej odpowiedzi. Po 
jednorazowym podaniu niewielkiej dawki OMP z Sh. 
fl exneri 3a pojawiały się w surowicy zwierząt przeciwcia-
ła na czwarty dzień po szczepieniu i utrzymywały się przez 
kolejne trzy tygodnie. Poziom przeciwciał w surowicy wzra-
stał po podaniu kolejnych dawek preparatu OMP i utrzy-
mywał się przez 16 tygodni. Surowica z przeciwciałami 
podana zwierzętom nieimmunizowanym skutecznie chro-
niła je przed rozwojem zakażenia po podaniu dawki LD

50
 

nie tylko homologicznego szczepu, lecz także szczepów 
o innym serotypie, a nawet innego gatunku np: Sh. sonnei, 
E. coli czy P. vulgaris [245]. Potwierdzało to zaobserwo-
waną wcześniej szeroką swoistość ochrony, kiedy szcze-
piono zwierzęta preparatami OMP wyizolowanymi z kil-
ku szczepów pałeczek należących do rodziny 
Enterobacteriaceae, a immunizacja ta w różnym stopniu 
chroniła zwierzęta przed zakażeniem śmiertelną dawką 
(LD

100
) homologicznego szczepu. Pełną ochronę stwier-

dzono w przypadku OMP z E. coli O111, Sh. sonnei i P. 
vulgaris (100%), a 80% ochrony uzyskano dla OMP z S. 
Typhimurium. W układach heterologicznych poziom ochro-
ny był niższy (50–60%) i był najprawdopodobniej związa-
ny ze stopniem pokrewieństwa serologicznego między uży-
tymi do zakażenia szczepami należącymi do tej samej 
rodziny Enterobacteriaceae [47,255]. Preparaty OMP Sh. 
fl exneri 3a i Sh. sonnei FI jako potencjalne składniki szcze-
pionek należało jednak poddać dalszemu oczyszczeniu ze 
względu na ich toksyczność, pirogenność i zdolność in-
dukcji lokalnego odczynu Schwartzmana [246]. Interesujące 
wyniki badań nad OMP Sh. fl exneri, stały się punktem wyj-
ścia do izolacji i charakterystyki białek błony zewnętrznej 
Hafnia alvei. Stwierdzono, że OMP wielu szczepów H. 
alvei mają właściwości immunogenne i ochronne. Podanie 
zwierzętom nawet stosunkowo niewielkiej dawki (5 μg) 
OMP z H. alvei chroniło je przed zakażeniem śmiertelną 
dawką nie tylko homologicznego, lecz także heterologicz-
nego szczepu Hafnia, a także w różnym stopniu przed za-
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Grupy doświadczalne Liczba Wiek ±SD# Anty-OMP IgA
±SD (p)*

Anty-OMP IgG
±SD (p)

Krwiodawcy 13  34,8±10.9  0,6012±0,509 (0,0392)*  1,5432±0,291 (0,1322)

Dzieci zdrowe 15  5,4±6,4  0,2720±0,273  1,3038±0,484

Dzieci z nawracającymi infekcjami 14  2,1±3,1  0,2661±0,226 (0,9503)  1,0496±0,391 (0,1331)

Dzieci z wrodzonymi chorobami serca 30  7,1±6.2  0,2977±0,258 (0,7591)  1,2849±0,461 (0,8990)

Dzieci z cukrzycą 16  9,4±5,1  0,6325±0,483 (0,0060)*  1,5729±0,375 (0,0790)

Dzieci z nawracającymi infekcjami układu 
oddechowego

21  6,5±4,5  0,2798±0,167 (0,9159)  0,9878±0,393) (0,0379)

Dzieci z niedoborem IgG 13  6,2±5,2  0,0943±0,132 (0,0422)*  0,6891±0,340 (0,0007)*

Dzieci z niedoborem IgA 36  6,7± 4,5  0,0960±0,165 (0,0073)*  0,9792±0,329 (0,0076)*

Dzieci z niedoborem IgG i IgA 11  8.1±4.9  0,1176±0,237 (0,1459)  0,5113±0,213 (0,0001)*

Osocze krwi pępowinowej 12  0,0793±0,015 (0,0225)*  1,069±0,493 (0,0225)**

Tabela 3.  Poziom przeciwciał klasy IgA i IgG anty-OMP38 Sh. fl exneri 3a w surowicach ludzkich mierzony testem ELISA [252]

* znamienne różnice w porównaniu z wynikami uzyskanymi dla surowic dzieci zdrowych;
** grupa kontrolna krwiodawców (test t Studenta);
# wiek pacjentów w chwili przyjęcia do szpitala; SD – odchylenie standardowe; p – istotność statystyczna.

każeniem pałeczkami E. coli, Proteus, Shigella i Salmonella. 
Efektywne przeciwbakteryjne działanie ochronne prepa-
ratów OMP z H. alvei zaobserwowano nawet w przypad-
ku zakażenia zwierząt dawką bakterii wielokrotnie prze-
wyższającą dawkę śmiertelną [247]. Podobnie jak Sh. 
fl exneri, działanie ochronne OMP Hafnia alvei ma również 
szeroką swoistość. Z indukcją tej ochrony związana jest 
odpowiedź komórkowa gospodarza, co potwierdziły bada-
nia kinetyki DTH i przeniesienie jej za pomocą limfocy-
tów. Działanie ochronne białek OMP z H. alvei można było 
przenieść na zwierzęta nieimmunizowane za pomocą lim-
focytów izolowanych ze śledziony zwierząt immunizowa-
nych, a aktywne komórki zdolne do przeniesienia odpor-
ności pojawiały się już 4 dnia po immunizacji białkami 
OMP [248]. Białka OMP z H. alvei podane zwierzętom 
wzbudzały również odpowiedź humoralną gospodarza, a prze-
ciwciała o wysokim mianie pojawiały się w 3 tygodniu po 
immunizacji. Stwierdzono także, że odporność humoral-
ną można przenieść biernie na nieimmunizowanych bior-
ców za pomocą surowicy odpornościowej. Jednakże odpo-
wiedź humoralna wzbudzana tymi preparatami ma 
charakter swoisty, a przeciwciała z surowicy zwierząt im-
munizowanych chronią nieimmunizowanych biorców tyl-
ko w układach homologicznych [250,251]. Oznaczając wła-
ściwości biologiczne preparatów OMP z H. alvei 
wykazano, że podobnie jak w przypadku OMP Sh. fl exneri, 
charakteryzują się niewielką toksycznością i zmiennym 
efektem pirogennym. Ich wpływ na poziom leukocytów 
we krwi obwodowej był typowy, jak w przypadku innych 
preparatów pochodzenia bakteryjnego [249]. Preparaty 
OMP Shigella i Hafnia podawane zwierzętom wzbudzały 
odpowiedź o ochronnym działaniu przeciwbakteryjnym 
i miały właściwości immunomodulacyjne [4,5,243,244,2
45,246,247,248,249,250,251,255,256]. O działaniu ochron-
nym białek błony zewnętrznej Salmonella pisało wielu ba-
daczy [6,138,174,197,214,215,226,227], którzy wykazali 
immunomodulacyjne działanie białek błony zewnętrznej. 

W kontekście wyników innych autorów i badań własnych 
niezwykle interesujące było z kolei poszukiwanie w całej 
mieszaninie białek preparatów OMP składnika o aktyw-
ności ochronnej. Nie było bowiem wiadomo, czy mamy 
do czynienia z kilkoma składnikami, które synergistycz-
nie działają ochronnie, czy mógłby to być jeden składnik 
preparatu OMP. Przeciwciała indukowane i rozpoznające 
taki składnik stanowią istotę przeciwbakteryjnej aktywno-
ści ochronnej.

Poszukując zatem białka działającego ochronnie zbadano 
reaktywność preparatów OMP z surowicą zdrowego czło-
wieka i pacjentów z niedoborami immunoglobulin [252]. 
To szczególne podejście badawcze miało na celu poszuki-
wanie ochronnych przeciwciał wobec OMP. Szczególnie 
interesująca była odpowiedź, dotycząca reaktywności prze-
ciwciał krwi pępowinowej z pulą białek OMP. Założenie 
badawcze polegało na tym, że pępowinowe immunoglo-
buliny mogą zawierać przeciwciała o ochronnej aktyw-
ności przeciwbakteryjnej, które są przekazywane przez 
łożysko od matki do płodu. W celu określenia reaktyw-
ności surowic ludzi zdrowych i z niedoborami immuno-
globulinowymi, białka błony zewnętrznej wyizolowano 
metodą Schnaitmana z wielu szczepów różnych seroty-
pów Sh. fl exneri, Sh. sonnei, K. pneumoniae, E. coli, S. 
Typhimurium, C. freundii, P. vulgaris, H. alvei oraz P. 
aeruginosa. Reaktywność rozdzielonych w elektroforezie 
białek z surowicami dzieci i dorosłych oraz z osoczem krwi 
pępowinowej badano w immunoblotingu. Stwierdzono, że 
obecne w surowicach ludzi zdrowych przeciwciała kla-
sy IgG i IgA, a także IgM, reagowały przede wszystkim 
z jednym z białek głównych OMP o masie cząsteczkowej 
38 kDa [252]. W przypadku OMP szczepów należących 
do rodziny Enterobacteriaceae profi l reaktywności prze-
ciwciał IgG, IgM surowicy ludzi zdrowych, a także prze-
ciwciał IgG osocza krwi pępowinowej był podobny, a od-
mienny jedynie dla OMP P. aeruginosa [252]. Taki profi l 

Postepy Hig Med Dosw (online), 2009; tom 63: 176-199

190



reaktywności sugeruje, że białko OMP38 jest głównym 
białkiem Enterobacteriaceae rozpoznawanym przez układ 
immunologiczny człowieka.

Za pomocą elektroforezy preparatywnej z preparatu OMP 
szczepu Sh. fl exneri 3a wyizolowano i oczyszczono białko 
OMP38 [252]. Stwierdzono identyczność sekwencji pep-
tydów OMP38 z sekwencją peptydów białka omp1b Sh. 
fl exneri 2a i białka prekursorowego nmpC E. coli, a także 
podobieństwo sekwencji jego peptydów do ompC: E. coli, 
S. typhi i K. pneumoniae [252]. Następnie za pomocą testu 
ELISA [252,256] wykazano, że poziom swoistych reak-
tywności tego białka OMP38 z surowicami był uzależnio-
ny od wieku, wzrastając stopniowo od niskiej reaktywności 
w wieku niemowlęcym, aż do poziomu odpowiedniego dla 
dorosłych krwiodawców [252]. Uzyskane wyniki przed-
stawiono w tabeli 3. Taki poziom reaktywności był zgod-
ny z klasycznym profi lem rozwoju odporności, w którym 
najpierw przeciwciała IgG są przekazywane od matki do 
układu krążenia płodu, a następnie poziom IgA i IgG roz-
wija się w miarę kontaktu dziecka z patogenami [74,149]. 
Uzyskane przez nas wyniki wskazują, że białko OMP38 
jest głównym enteropatogennym białkiem rozpoznawanym 
przez układ immunologiczny człowieka i w związku z tym 
może być brane pod uwagę jako potencjalny antygen lub 
nośnik w konstruowania szczepionek [252].

Poziom swoistych przeciwciał anty-OMP38 klasy IgA i IgG 
u dzieci z niedoborami immunologicznymi był znacznie 
niższy niż w surowicach dzieci zdrowych. W surowicach 
dzieci z nawracającymi zakażeniami dróg oddechowych 
poziom przeciwciał był wyższy, porównywalny z pozio-
mem przeciwciał u dzieci zdrowych. Statystycznie zna-
mienne dodatnie korelacje, poziomu swoistych przeciwciał 
IgA anty-OMP38 w stosunku do całkowitych przeciwciał 
IgA, wykazano w przypadku surowic dzieci z niedobora-
mi IgA+IgG i dzieci z nawracającymi zakażeniami dróg 
oddechowych. Korelacje takie wykazano również dla po-
ziomu swoistych przeciwciał IgG [252].

Można zatem przypuszczać, że białko OMP38 z S. fl exneri 
3a może być użyte nie tylko jako bezpieczny nośnik do szcze-
pionki koniugatowej, lecz również jako potencjalny antygen 
do indukowania przeciwciał o właściwościach ochronnych. 
Uzyskane wyniki wskazują również, że białko OMP38 Sh. 
fl exneri może być brane pod uwagę jako swoisty marker dia-
gnostyczny niedoborów immunologicznych i wykorzystane 
do monitorowania poziomu odporności przeciwenterobak-
teryjnej, głównie w niedoborach IgA oraz w przypadku na-
wracających infekcji dróg oddechowych [252].

7. BIAŁKA BAKTERII JAKO ANTYGENY DO SZCZEPIONEK I MARKERY 
DIAGNOSTYCZNE

Podstawową cechą skutecznej szczepionki jest wzbudze-
nie odpowiedzi immunologicznej gospodarza, która dłu-
gotrwale chronić go będzie przed zakażeniem bakteriami, 
a podanie jej nie będzie wywoływało działań niepożąda-
nych lub będą minimalne. Szczepionka powinna być przede 
wszystkim bezpieczna, a jej podanie jednorazowe i proste. 
Skuteczna szczepionka powinna być stosowana powszech-
nie, a w przypadku ludzi niezależnie od wieku. Nie bez 
znaczenia pozostają również koszty jej uzyskania. Ważne 
jest wyprodukowanie wieloważnej, właściwie skonstruowa-

nej szczepionki, która wzbudzałaby zarówno odpowiedź 
humoralną jak i komórkową gospodarza. Spośród szcze-
pionek przeciwko enterobakteriom były takie jak stoso-
wana pozajelitowo szczepionka przeciw shigellozie z lat 
50 ub.w. Zawierała ona całe, zabite bakterie i indukowa-
ła wysoki poziom przeciwciał anty-LPS, ale nie działała 
ochronnie [14]. Podobny brak działania ochronnego obser-
wowano po podaniu doustnym zabitych lub pozajelitowym 
żywych, atenuowanych bakterii Shigella [69].

W badaniach na ochotnikach, podając wielokrotnie dawkę 
1×1011 żywych, nieinwazyjnych szczepów Sh. fl exneri z mu-
tacją chromosomową lub mutacją w obszarze plazmidu wi-
rulencji, uzyskiwano 85% ochrony [154]. Przygotowywano 
także szczepionki z żywych, inwazyjnych szczepów Sh. 
fl exneri z mutacją w obszarze genów wirulencji lub w ob-
szarze genów metabolicznych. Stosowano je u zwierząt 
i u ochotników uzyskując po kilkukrotnym podaniu daw-
ki rzędu 5×1010–1×1011 ochronę rzędu 70–100%. Niemniej 
jednak była to ochrona przede wszystkim w układzie ho-
mologicznym i ze sporadycznie występującymi uboczny-
mi objawami klinicznymi [204]. Przygotowanie szczepion-
ki skutecznej, bezpiecznej, o szerokim zakresie działania, 
nie jest sprawą łatwą i stąd też wiele strategii jest branych 
pod uwagę. Jedną z możliwości są szczepionki hybrydo-
we. Znane są badania nad użyciem hybrydy Shigella – E. 
coli, w której szczep E. coli K-12 miał grupowo i typo-
wo swoiste antygeny Sh. fl exneri 2a i plazmid wirulencji 
z Sh. fl exneri 5, która jednak podana ochotnikom nie dzia-
łała ochronnie [132,133]. Natomiast szczepionka zawiera-
jąca szczep Sh. fl exneri 2a T32, noszący plazmid z genami 
kodującymi O-antygen Sh. sonnei, chroniła w 100% my-
szy przed rozwojem zakażenia wirulentnymi szczepami 
Sh. fl exneri i Sh. sonnei [198]. Należy jednak zauważyć, 
że w przypadku stosowania szczepionek, których skład-
nikami są żywe osłabione bakterie, zawsze istnieje zagro-
żenie związane z możliwością powrotu szczepu do zja-
dliwej postaci dzikiej. Takie szczepionki nie nadają się 
także dla ludzi z uszkodzonym układem immunologicz-
nym. W związku z tym wiele grup badawczych koncen-
truje się na konstruowaniu szczepionek podjednostkowych 
lub koniugatowych, w których w przypadku enteropatoge-
nów antygenami czy nośnikami mogą być elementy zwią-
zane ze ścianą komórkową bakterii, takie jak LPS, biał-
ka błony zewnętrznej, toksyny, czy białka fi mbrii [189]. 
Odtoksyczniony LPS lub jego fragment polisacharydowy 
związane z białkiem nośnikowym mogą być celem przeciw-
bakteryjnej odpowiedzi ochronnej. Natomiast użycie LPS 
z kilku serotypów stwarza możliwość uzyskania szczepion-
ki wieloważnej. Wybierając odpowiedni nośnik białkowy 
można uzyskać rozszerzenie działania ochronnego szcze-
pionki. T-niezależne antygeny polisacharydowe mogą po-
przez wiązanie z białkowym nośnikiem przekształcać się 
w antygeny T-zależne, co znacznie podnosi ich skutecz-
ność działania [195]. NPS (nucleoprotein subcellular com-
plex) to również szczepionki podjednostkowe, składające 
się z kompleksów cząstek rybosomalnych i wielocukru 
O-swoistego wolnego od lipidu A [146]. Z raportu WHO 
za rok 2008 wynika [257], że wspomniane typy szczepio-
nek są obecnie w mniej lub bardziej zaawansowanej fazie 
badań na świecie (NIH-USA, Uniwersytet Maryland USA, 
Instytut Pasteura, Francja). Nie zmienia to jednak faktu, 
że najintensywniej poszukiwane są antygeny czy nośniki 
do szczepionek koniugatowych, a do składników bakterii 

Witkowska D. i wsp. – Białka osłony komórkowej pałeczek jelitowych i ich udział…

191



branych pod uwagę jako potencjalne elementy szczepion-
ki, należą białka fi mbrii. Fimbrie, to charakterystyczne 
struktury powierzchniowe bakterii warunkujące adhezję 
bakterii do komórek gospodarza, które mają silne właści-
wości antygenowe. Najlepiej poznane są mannozoswoiste 
fi mbrie typu 1, wytwarzane przez wiele bakterii z rodzi-
ny Enterobacteriaceae, natomiast u większości szczepów 
Klebsiella są obecne fi mbrie typu 3, dla których receptory 
znajdują się w substancji międzykomórkowej tkanki go-
spodarza. Fimbrie są heterokompleksami, w skład których 
wchodzą główne podjednostki strukturalne, takie jak białko 
fi mbrylina o masie cząsteczkowej około 20 kDa i monome-
ry mniejszych podjednostek. Fimbrie K88, K99 i 987P E. 
coli wykazywały przeciwbakteryjne właściwości ochron-
ne u zwierząt, a białka fi mbrii były już używane do szcze-
pionki zarówno w postaci nieskoniugowanej jak i antygeny 
w postaci koniugatu [115]. Dotąd używano różnych metod 
oczyszczania fi mbrii stosując po homogenizacji komórek 
etapowo wysalanie, chromatografi ę jonowymienną, deter-
genty, ultrawirowanie w gradiencie sacharozy czy chlorku 
cezu [56,67,79,88,116,118,119].

W naszym laboratorium skoncentrowaliśmy się na izolacji, 
oczyszczaniu i charakterystyce immunochemicznej fi mbrii 
typu 1 z K. pneumoniae i typu 3 z K. oxytoca, jako nośni-
ków oraz jako koniugatu z oligosacharydem, zawierającym 
glicynę, haptenem z E. coli, lecz powszechnym w lipopoli-
sacharydach bakteryjnych [76]. W oparciu o znane metody 
[67,79,88] opracowaliśmy metodę własną izolacji fi mbrii 
[77,253], która jest wydajna, prosta i łatwa w stosowaniu 
dla różnych typów fi mbrii. Oczyszczanie obejmowało ho-
mogenizację i wysalanie fragmentów błon 5% siarczanem 
amonu, następnie fi ltrację żelową na kolumnie Sepharose 
4B w obecności 6M mocznika oraz ostatni etap, w którym 
oczyszczano fi mbrie od lipopolisacharydu i białek niefi m-
brialnych za pomocą chromatografi i hydrofobowej na ko-
lumnie phenyl-Sepharose. Ostatni etap oczyszczania za-
stąpić można było przez elektroforezę preparatywną [253]. 
Uzyskano wolne od endotoksyny preparaty fi mbrii, białka 
stabilne i odporne na czynniki denaturujące. Obydwa typy 
fi mbrii Klebsiella są łagodnymi induktorami IL-6 i IFN, 
a nie wpływają na stymulację wytwarzania TNF.

Fimbrie typu 1 i 3 skoniugowano z zawierającym glicynę 
oligosacharydowym rdzeniem lipopolisacharydu E. coli 
C600 K12 wysokotemperaturową metodą wg Boratyńskiego 
i Roya [30]. Analiza koniugatów metodą spektrometrii 
masowej MALDI-TOF pozwoliła stwierdzić, że około 
10% monomeru białka ma podstawienie oligosachary-
dem. Uzyskany koniugat badany jako induktor czynni-
ków prozapalnych, wykazywał jedynie nieco podwyższo-
ną aktywność stymulującą wytwarzanie TNF. W związku 
z niską aktywnością prozapalną fi mbrie typu 1 i typu 3 
Klebsiella, mogą być zatem brane pod uwagę jako dobry 
nośnik w przypadku szczepionki koniugatowej. Uzyskane 
przez nas oligosacharydowo-białkowe koniugaty wyka-
zywały właściwości immunogenne i podane zwierzętom 
wywoływały odpowiedź immunologiczną. Oznaczało to, 
że sposób wiązania składników koniugatu nie niszczy ani 
immunogenności oligosacharydowego rdzenia, ani biał-
kowego nośnika. Metodą immunoblotingu wykazano, że 
surowice zwierząt immunizowanych koniugatem reago-
wały z węglowodanowym epitopem i fi mbriami [252]. 
Obecność w surowicy antykoniugatowej przeciwciał an-

tyfi mbrie i antyoligosacharyd z glicyną świadczy o tym, 
że te epitopy są dostępne dla komórek układu immunolo-
gicznego gospodarza, czego potwierdzeniem jest szero-
ka reaktywność surowicy z lipopolisacharydami różnych 
przedstawicieli Enterobacteriaceae. Wykazano także sze-
rokie działanie bakteriobójcze surowic antyglikokoniuga-
towych. Dane literaturowe [39,79,88,117,230] i nasze wy-
niki [77,253] pozwalają zatem przypuszczać, że fi mbrie 
bardzo dobrze spełniają warunki odpowiednie dla nośni-
ków w szczepionce koniugatowej. Stabilność uzyskanych 
białek fi mbrialnych, odporność na czynniki denaturują-
ce, proteolizę, brak toksyczności, to cechy niezmiernie 
ważne dla białkowego nośnika do bezpiecznej szczepion-
ki koniugatowej. Należy podkreślić, że fi mbrie występu-
ją u bakterii stanowiących fl orę fi zjologiczną, zaś induk-
cja ochronnych przeciwciał ma za zadanie zapobieganie 
niekorzystnym skutkom towarzyszącym translokacji bak-
terii do krążenia. Ponadto, fi mbrie są strukturami konser-
watywnymi, co zapewnia szeroką ochronę przeciwbakte-
ryjną, czyli fi mbrie mogłyby być wspólnym antygenem 
o szerokiej swoistości, dobrym nośnikiem do wieloważ-
nej szczepionki koniugatowej.

Antygenem i nośnikiem do szczepionki koniugatowej może 
być także oczyszczone przez nas ze ściany komórkowej Sh. 
fl exneri białko OMP38 [252]. Profi l reaktywności plazmy 
pępowinowej oraz surowicy dzieci i dorosłych krwiodaw-
ców sugeruje, że białko OMP38 jest głównym enteropa-
togennym białkiem rozpoznawanym przez układ immu-
nologiczny człowieka, co jest związane z podobieństwem 
jego sekwencji aminokwasowej u różnych przedstawicieli 
Enterobacteriaceae [252]. W ostatnich latach wzrosła li-
sta markerów diagnostycznych służących do rozpoznania 
choroby w przypadkach, w których bakterie brane są pod 
uwagę jako czynniki etiologiczne. U pacjentów z ostrym 
kłębuszkowym zapaleniem nerek (PSAGN) podwyższony 
poziom przeciwciał klasy IgG przeciw regionowi C białka 
M Streptococcus, może być traktowany jako dodatkowy 
marker diagnostyczny [168]. U pacjentów ze schorzeniami 
wieńcowymi serca związek między podwyższonym pozio-
mem przeciwciał antybiałkom hsp60 i omp2 Chlamydia 
jest również traktowany jako wskaźnik diagnostyczny [40]. 
W surowicach pacjentów ze schorzeniami żołądkowo-jeli-
towymi związanymi z Helicobacter pylori, obecność prze-
ciwciał wobec białek błony zewnętrznej H. pylori o masie 
cząsteczkowej 18 i 26 kDa ma znaczenie diagnostyczne, 
co jest szczególnie ważne w przypadku raka żołądka, bo 
dotyczy prognozowania przerzutowania [98]. Proteomika 
i immunoproteomika szczepów H. pylori izolowanych od 
pacjentów z owrzodzeniem dwunastnicy i nowotworem 
żołądka, pozwoliła na określenie trzech antygenowych 
wzorców dla tych bakterii, które mogą być rodzajem mar-
kera diagnostycznego do prognozowania rozwoju choro-
by w określonym kierunku [162]. Endotoksyna w płynach 
stawowych u pacjentów z chorobami reumatycznymi może 
stanowić marker podejrzewanej etiologii infekcyjnej tych 
schorzeń [179]. Znaczenie diagnostyczne mają również 
markery serologiczne, jak np. przeciwciała anty-OmpC E. 
coli i antyfl agellina CBir1 w nieswoistym zapaleniu jelit 
(IBD), w którym progresja może prowadzić do choroby 
Leśniewskiego-Crohna (CD) [96]. Markery te umożliwia-
ją odróżnienie złożonego schorzenia o bardzo zróżnico-
wanym fenotypie jakim jest CD od innej postaci IBD jaką 
jest wrzodziejące zapalenie okrężnicy (UC) [96,173,201]. 
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W przypadku CD u dzieci obecność podwyższonego po-
ziomu przeciwbakteryjnej odpowiedzi immunologicznej, 
związana jest z rokowaniem znacznie bardziej agresyw-
nej postaci tej choroby [60,264].

Białka błony zewnętrznej: enolazopodobne białko o masie 
cząsteczkowej 45 kDa ze ściany komórkowej K. pneumoniae 
i białko Sh. fl exneri 3a o masie cząsteczkowej 38 kDa mogą 
być brane pod uwagę jako potencjalne markery diagno-
styczne [252,256]. Enolaza to jeden z enzymów glikolizy, 
występujący w tkankach ssaków w formie trzech izoen-
zymów [193]. Homodimer aa jest obecny w większości 
tkanek dorosłego człowieka, izoforma gg-enolazy w mó-
zgu a bb-izoenzym w mięśniach poprzecznie prążkowa-
nych szkieletowych i mięsniu serca [73,156]. U osobników 
dorosłych charakterystyczny jest wysoki poziom b-enola-
zy w mięśniach kurczliwych [156,180]. Uszkodzenie mię-
śni powoduje gwałtowny spadek poziomu enzymu, jego 
„wyciekanie” z komórek mięśniowych, co w konsekwen-
cji prowadzi do degeneracji włókien. Dla fazy regeneracji 
włókien charakterystyczny jest wzrost poziomu b-enola-
zy [155]. Stwierdzono, że w wyniku uszkodzenia mięśni 
szkieletowych czy mięśnia sercowego człowieka, w suro-
wicy ludzkiej może się pojawiać enolaza mięśniowa i jest 
wtedy markerem uszkodzenia tkanki [151]. W przypadku 
zakażenia organizmu bakteriami z gatunku K. pneumoniae, 
które w błonie zewnętrznej mają enolazopodobne białko 
naśladujące b-enolazę człowieka, odpowiedź układu im-
munologicznego człowieka skierowana przeciw bakte-
riom, będzie również skierowana przeciw własnemu an-
tygenowi. Wyizolowane w naszym laboratorium z błony 
zewnętrznej ściany komórkowej K. pneumoniae białko eno-
lazopodobne ze względu na swoją immunoreaktywność 
z przeciwciałami antyludzka b-enolaza, można więc wy-
korzystać nie tylko w czasie ewidentnej infekcji bakteryj-
nej, ale także do wykrywania w surowicach ludzkich obec-
ności autoprzeciwciał. Tego typu białko występuje również 
w błonie zewnętrznej innych gatunków bakterii z rodzi-
ny Enterobacteriaceae (E. coli, Salmonella, Citrobacter, 
Hafnia) i stąd przy przerwaniu bariery tolerancji immu-
nologicznej dla własnych antygenów istnieje realna moż-
liwość autoimmunizacji, a w konsekwencji uszkodze-
nie własnych tkanek czy organów na skutek wytwarzania 
kompleksów immunologicznych [256]. Enolazopodobne 
białko bakterii oraz identyfi kacja autoprzeciwciał w suro-
wicach mogłaby zatem służyć także do wczesnego wykry-
wania uszkodzenia mięśni, zwłaszcza mięśnia sercowego. 
Drugim ważnym aspektem istnienia enolazopodobnego 

białka w błonie zewnętrznej bakterii jest możliwość izo-
lacji go z bakterii oraz wykorzystania jako antygenu do 
wytwarzania przeciwciał, które reagując w teście z ludzką 
enolazą mieśniową wykrywałyby jej obecność w surowicy 
pacjentów z uszkodzonym mięśniem serca. Zgodnie z da-
nymi Matsudy i wsp. [151] takie przeciwciała można by 
wykorzystać nie tylko w diagnostyce medycznej do ozna-
czeń b-enolazy w surowicy, lecz także w laboratoriach są-
dowych do charakteryzowania plam krwi.

Przyczyną niedoborów odporności immunologicznych czło-
wieka są wrodzone zaburzenia dojrzewania oraz różnico-
wania narządów i komórek, które prowadzą do osłabienia 
humoralnej i komórkowej reaktywności immunologicz-
nej [13,34,38,149]. Skutkiem niedoborów immunologicz-
nych jest wrażliwość człowieka na chroniczne lub nawra-
cające infekcje i szczególne przypadki zakażeń związane 
z odbiegającym od normy naciekaniem limfocytów w tkan-
kach i organach, nowotwory (głównie chłoniaki) oraz cho-
roby autoimmunologiczne [29,44]. Ze względu na poważne 
konsekwencje niedoborów immunologicznych u człowie-
ka, istnieje potrzeba szerokich badań niezbędnych do okre-
ślenia stanu układu odpornościowego. Do takiego zestawu 
należą: określenie liczby limfocytów CD3+, CD4+, CD8+, 
CD19+, CD25+, CD69+, odpowiedzi proliferacyjnej na mi-
togeny, stężenia immunoglobulin w surowicy, stężenia pod-
klas IgG, IgA, IgM i IgE w surowicy, a także ocena swo-
istych przeciwciał poszczepiennych, ocena metabolizmu 
tlenowego neutrofi lów oraz badanie aktywności dopełnia-
cza [149,178]. Określanie niedoborów immunologicznych 
może opierać się na ilościowym oznaczaniu w surowicy 
całkowitych IgG, IgA czy IgM. Biorąc pod uwagę uzyska-
ne przez nas rezultaty dotyczące reaktywności białka bło-
ny zewnętrznej Shigella fl exneri 3a o masie cząsteczkowej 
38 kDa z surowicami dzieci zdrowych i dzieci z niedobora-
mi immunologicznymi, można przypuszczać, że białko to 
może być potencjalnym markerem diagnostycznym [252]. 
Nasze wstępne badania stwarzają nadzieję na użycie białka 
OMP38 S. fl exneri jako swoistego markera diagnostycznego 
niedoborów immunologicznych i wykorzystanie go do mo-
nitorowania poziomu odporności przeciwenterobakteryjnej, 
głównie w niedoborach IgA oraz w przypadkach nawraca-
jących infekcji dróg oddechowych. Ma to niebagatelne zna-
czenie, ponieważ brak czy niedobór IgA może czynić dziec-
ko bardziej predysponowane do alergii, do nawracających 
zakażeń dróg oddechowych, zakażeń przewodu pokarmo-
wego, zakażeń układu moczowo-płciowego, nowotworów 
i chorób autoimmunologicznych [13,38,41,44].
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