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Virulence factors and pathogenic mechanisms of f-hemolytic streptococci

Abstract: Streptococcus is a highly diverse genus of gram positive bacteria. They can be divided into different groups based on their phenotypic
properties. Usually criteria include hemolysis (a, B or y) or type of surface carbohydrate (Lancefield antigen). Classification often includes
phylogenetic groups (divisions) such as pyogenic, anginosus (milleri), mitis/oralis, salivarius and bovis. f-hemolytic streptococci are usually

classified as pyogenic and anginosus groups, while others (with a-hemolysis) are commonly called viridans streptococci.
Among over 40 streptococcal species, several cause infections in humans and animals. For several species changes of host range and
severity of infections were observed. Over the last four decades multiple virulence factors produced by pathogenic streptococci responsible

for infection dynamics were identified and characterized.
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1. Wprowadzenie

Paciorkowce to grupa bakterii Gram-dodatnich,
wykazujaca znaczne zréznicowanie, ktdrej systema-
tyka zmieniala si¢ wielokrotnie na przestrzeni ostat-
nich kilkudziesieciu lat. Historycznie paciorkowce
dzieli si¢ na gléwne grupy ze wzgledu na rodzaj hemo-
lizy (y — brak widocznej hemolizy, a — cz¢$ciowa lub
B — catkowita). Ze wzgledu na niezwykla obszernos¢
tematu, niniejsze opracowanie skupi sie na paciorkow-
cach B-hemolizujacych.

W zaleznosci od stosowanego podzialu, pacior-
kowce [-hemolizujace moga zosta¢ podzielone na
mniejsze grupy na podstawie wystepujacego na ich
powierzchni grupowego wielocukru (lub okreslonych
kwasow lipotejchojowych), zwanego od nazwiska jego
odkrywczyni antygenem Lancefield [68]. Antygen
Lancefield rozréznia grupy paciorkowcéw nazywane
literami od A do niemalze konca alfabetu, a do najwaz-
niejszych, ze wzgledu na ich zdolnosci do wywolywania
choréb u ludzi, naleza: grupa A (gléwnie Streptococ-
cus pyogenes, GAS), grupa B (gltéwnie Streptococcus
agalactiae, GBS) oraz grupy C i G, obejmujace coraz
grozniejsze odzwierzece patogeny jak Streptococcus equi
subsp. equi, subsp. zooepidermicus i subsp. ruminato-
rum, Streptococcus dysagalactiae subsp. dysagalactiae
i subsp. equisimilis oraz Streptococcus canis [42, 64].

Do klasyfikacji paciorkowcow czesto stosuje sie
réwniez podzial na grupy filogenetyczne (divisions).
Wyroézniane s3: grupa ropotworcza (pyogenic), grupa
anginosus, zwana réwniez ,,milleri”, grupa mitis/ora-
lis, grupa salivarius i grupa bovis [64]. Paciorkowce
B-hemolizujace wchodza w sktad grupy ropotworczej
i czeSciowo grupy anginosus, natomiast pozostate
grupy okreslane sa czesto zbiorczo jako paciorkowce
zielenigce (viridans) ze wzgledu na wystepowanie nie-
pelnej hemolizy typu a. Do grupy mitis, wykazujacej
hemolize typu a, zalicza si¢ np. Streptococcus pneumo-
niae, niezwykle grozny patogen powodujgcy zapalenie
opon moézgowych, ucha srodkowego czy zapalenie ptuc.

2. Paciorkowce grupy A (GAS)

Znaczgca wiekszo$¢ paciorkowcow zaliczanych do
grupy A wchodzi w sklad jednego gatunku - S. pyoge-
nes. Bakteria ta najczesciej powoduje infekcje blon slu-
zowych gérnych drég oddechowych i skory. Szacuje sie,
iz rocznie na zapalenie gardla zapada ponad 600 milio-
néw osob na $wiecie, a ponad 100 milionéw cierpi na
réznego rodzaju choroby skory [26].

Choroby zazwyczaj maja tagodny przebieg i w wiek-
szosci przypadkow sa stosunkowo proste do wyle-
czenia dzigki uniwersalnej wrazliwosci szczepdéw na
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penicyling. Jednak nieleczone moga prowadzi¢ do
powaznych, autoimmunologicznych powiktan. Powi-
ktania po infekcjach przybieraja gléwnie forme goraczki
reumatycznej, choroby reumatycznej serca, ostrego
kiebuszkowego zapalenia nerek, oraz zapalenia sta-
wow. Zakazenia GAS moga ponadto przybiera¢ forme
groznych choréb inwazyjnych, zwigzanych zazwyczaj
z produkcja przez ten patogen catego repertuaru tok-
syn oraz innych czynnikéw wirulencji. Podstawowymi
czynnikami wirulencji GAS s3 réznego rodzaju biatka
powierzchniowe dzialajace jak adhezyny oraz caly sze-
reg wyspecjalizowanych bialek, odpowiedzialnych za
interakcje pomiedzy bakteriami a gospodarzem.

Szczegdtowy opis mechanizméw wirulencji GAS
i informacje na temat epidemiologii znajduja sig
w nowych opracowaniach [107, 116, 117] oraz w nie-
zwykle bogatej literaturze na temat czynnikdw wirulen-
cji i epidemiologii GAS [33, 74, 91, 121].

3. Charakterystyka paciorkowcéw grupy B

S. agalactiae to gatunek paciorkowcow, ktory az do po-
czatku lat 70-tych XX w. uwazany byt gléwnie za komen-
sala czlowieka oraz za patogen bydta, odpowiedzialny za
stany zapalne gruczotu mlecznego (mastitis) [62, 104].

Od lat 60-tych XX w. zaobserwowano narastajaca
liczbe infekcji wywolanych przez S. agalactiae u nowo-
rodkow. Infekcje wystepujace w pierwszym tygodniu
po urodzeniu (tzw. early onset disease, EOD) wiazg sie
bezposrednio z wstepujacym zakazeniem bton ptodo-
wych i ptynu owodniowego lub z wertykalnym przeka-
zaniem bakterii z matki na dziecko podczas porodu [48,
57, 59]. Przewazajaca formg infekcji EOD jest zapalenie
pluc i zaburzenia oddychania. Infekcje GBS u dzieci
pomiedzy pierwszym tygodniem a trzecim miesig-
cem zycia okreslane sg jako choroba pozna (tzw. late
onset disease, LOD) i dotycza przewaznie osrodkowego
ukfadu nerwowego. W przypadku LOD dokfadna droga
zakazenia nie jest znana, przypuszcza sie, iz zakazanie
zwigzane jest ze Srodowiskiem, a nie z bezposrednim
przekazaniem bakterii pomiedzy matkg a dzieckiem
podczas porodu [38, 104]. EOD i LOD charakteryzo-
waly sie wysoka $miertelnoscig, dochodzaca do 50%
[38]. Dopiero wprowadzenie profilaktyki antybiotyko-
wej dla kobiet w ciazy, w znacznym stopniu obnizylo
zapadalnos$¢ na EOD, nie zmienito jednak zapadalno$ci
na LOD i infekcje niezwigzane z cigza [126].

Podobnie do grupy A Streptococcus, GBS jest rowniez
w stanie wywolywa¢ inwazyjne, niezwigzane z ciaza,
zakazenia u 0s6b dorostych. Inwazyjne formy zakazenia
(takie jak infekcje tkanek miekkich, bakteriemia, zaka-
zenia uktadu moczowego, zapalenie ptuc) wystepuja
przewaznie u 0os6b w starszym wieku, z zaburzeniami
metabolicznymi i zaburzeniami odpornosci [111].
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3.1. Czynniki wirulencji GBS

Czynniki wirulencji S. agalactiae do niedawna byty
zdecydowanie mniej poznane od tych wytwarzanych
przez GAS. Znaczna ich cze$¢ zostala najpierw scha-
rakteryzowana w S. pyogenes, a nastepnie zidentyfi-
kowana w GBS. Dopiero wyniki analizy genomicznej
pokazaly, ze S. agalactiae jest pod wieloma wzgledami
organizmem podobnym do S. pyogenes. Ich genomy sa
podobnej wielkosci, a wiele genéw wykazuje wysokie
podobienstwo miedzy tymi gatunkami. Podobne sa
mechanizmy wirulencji, regulatory i zestaw kodowa-
nych czynnikéw wirulencji.

Poniewaz szczegdélowy opis scharakteryzowanych
do tej pory czynnikéw wirulencji GBS znajduja si¢
w nowym polskojezycznym opracowaniu [75], ponizej
prezentujemy jedynie skrét najistotniejszych informacji
na ten temat.

Ze wzgledu na niedostateczne dane na temat wiru-
lencji GBS, przez wiele lat za gtéwny czynnik zjadli-
wosci uwazano wielocukrowa otoczke. Otoczka pelni
role podobng do hialuronowej otoczki GAS lub wielo-
cukrowej otoczki S. pneumoniae i zabezpiecza komorki
przed fagocytoza, poprzez obnizenie zdolnosci wigzania
czynnika opsonizujacego C3 dopelniacza. Za te funkcje
otoczki odpowiedzialne sg czasteczki kwasu sjalowego
dolaczone do reszt galaktozy [24]. Ze wzgledu na typ
otoczki, grupa B podzielona jest na 10 serotypow [112].
Podobnie jak w przypadku GAS, istnieje wyrazna kore-
lacja pomiedzy serotypem a forma wywolywanej cho-
roby, a izolaty ludzkie nalezace do okreslonych seroty-
pow rdznig sie znaczgco od izolatow zwierzecych [37].

Oprocz cukrowej otoczki, GBS wytwarza wiele
innych czynnikéw, klasycznie uznawanych za czynniki
wirulencji. Mozna do nich zaliczy¢ biatka, umozliwia-
jace adhezje, kolonizacje i inwazje komorek gospo-
darza oraz czynniki, pozwalajace na ucieczke przed
mechanizmami obronnymi gospodarza.

Podobnie jak w przypadku GAS, podstawowymi
czynnikami wirulencji w procesie patogenezy GBS sa
adhezyny odpowiedzialne za kontakt z komdrkami
eukariotycznymi, czyli przede wszystkim biatka wig-
zace keratyne (Srr), fibrynogen (FbsA), fibrynonektyne
(ScpB) i lamining (Lmb) [76]. Kolejng grupa umoz-
liwiajaca specyficzne tkankowo wigzanie si¢ i inwa-
zje przez GBS komorek gospodarza sg szeroko roz-
powszechnione biatka powierzchniowe z tak zwanej
rodziny Alp/Rib kodujace biatka aC (ACP), BC (BCP)
[6, 18] oraz epsilon/Alpl, Alp2, Alp3, i Rib [32]. Nie-
dawno u GBS odkryto na powierzchni komorki réw-
niez struktury podobne do pili, ktére, postuluje sig, iz
biorg udzial w procesach adhezji do komoérek eukario-
tycznych [71].

Analogicznie do GAS, S. agalactiae produkuje tok-
syny tworzace pory w komoérkach gospodarza. Toksyny
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Tabela I

Glowne klasy czynnikéw wirulencji wykryte w grupach paciorkowcéw p-hemolizujacych A, B, C, G i anginosus

Klasa czynnikéw wirulencji Czynnik wirulencji GAS GBS GCS/GGS Gr. anginosus
Czynniki odpowiedzialne  |biatko M [67] |Nie zidentyfikowano | [14, 103] Nie zidentyfikowano
za adhezj¢ biatka wigzace fibronek- [31] |[76] [9] Nie zidentyfikowano
tyne, fibrynogen, keratyne,
laminine i kolagen
pili [85] |[5] [105] Nie zidentyfikowano
Czynniki ograniczajace fago- | Otoczka [131] |[112] [15] [125]
cytoze, zaburzajace dziatanie |bialko M [67] |Nie zidentyfikowano |[14, 103] Nie zidentyfikowano
dopelniacza, degradujace peptydaza C5a [90] |[[17] [29] Nie zidentyfikowano
chemokiny i utatwiajace peptydaza SpeB [16] |Nie zidentyfikowano | Nie zidentyfikowano | Nie zidentyfikowano
przetrwanie wewnatrz SIC [53] |Nie zidentyfikowano | [84] Nie zidentyfikowano
komorek zernych DNazy [115] |Nie zidentyfikowano | [41] [61]
SpyCEP [39] |[[27] Nie zidentyfikowano | Nie zidentyfikowano
Dysmutaza nadtlenkowa [78] [[97] [98] Nie zidentyfikowano
SodA
Neuraminidaza /sialidaza [35] [[83] Nie zidentyfikowano | [134]
Czynniki degradujace IdeS/MAC [127] |Nie zidentyfikowano |[70] Nie zidentyfikowano
fancuchy immunoglobulin  |SpeB [16] |Nie zidentyfikowano | Nie zidentyfikowano | Nie zidentyfikowano
GRAB [99] |Nie zidentyfikowano | Nie zidentyfikowano | Nie zidentyfikowano
Inwazyny, czynniki degradu- | hialuronidaza [95] |[[63] [114] [134]
jace sktadowe macierzy streptokinaza [55] |[135] [77] Nie zidentyfikowano
zewnatrzkomorkowej enolaza [93] |[56] [44] Nie zidentyfikowano
oraztkanki SpeB [16] |Nie zidentyfikowano | Nie zidentyfikowano | Nie zidentyfikowano
hemolizyny [12, [[89] [105] [87]
119]
Czynniki destabilizujace fosfolipaza A2 [109] |Nie zidentyfikowano |Nie zidentyfikowano |Nie zidentyfikowano
blony komérkowe
Superantygeny egzotoksyny pirogenne [30] |Nie zidentyfikowano | [30] Nie zidentyfikowano
roznych typow

te wazne sg nie tylko z punktu widzenia wirulencji GBS,
ale rowniez stanowig podstawe diagnostyki mikrobio-
logicznej tego organizmu. B-hemolizyna kodowana
jest przez operon cyl [89] i jej ekspresja zwigzana jest
z produkcjg pomaranczowego pigmentu, zapewniajg-
cego oporno$¢ na dziatanie wolnych rodnikéw. Dodat-
kowo, dysmutaza SodA wytwarzana wraz z pigmentem,
chroni GBS przed dziataniem reaktywnych form tlenu.
Szczepy z mutacjg genu dysmutazy sg wysoce wrazliwe
na stres oksydacyjny i aktywno$¢ makrofagow [97].

W procesie patogenezy, B-hemolizyna oprocz swo-
jej funkcji cytolitycznej, funkcjonuje jako czynnik
prozapalny, oraz jako czynnik pozwalajacy bakteriom
na przejscie przez bariery nabtonek-$rodblonek oraz
krew-mozg [76]. Druga toksyna powodujaca powsta-
wanie poréw w blonie komoérkowej to tzw. czynnik
CAMP [69]. Jednakze w swietle ostatnich badan wydaje
sie, ze nie gra ona jednak znaczacej roli w procesie pato-
genezy [52].

W GBS zostaly rowniez zidentyfikowane i opisane
czynniki wirulencji oddziatywujace na uklad immu-

nologiczny w analogiczny sposob, jak ich odpowied-
niki w GAS. Peptydaza ScpB, oprécz wspomnianego
wyzej wigzania fibronektyny, inaktywuje specyficznie
sktadnik C5a dopetniacza [17], ogranicza chemotaksje
neutrofili [118] oraz zaburza adhezj¢ poprzez trawie-
nie biatek gospodarza [27]. Bialka gospodarza takie jak
fibrynogen i bialka macierzy (matrix) ciete sg przez
proteaze serynowa CspA [49], ktora ma sekwencje ami-
nokwasowa podobna do biatka SpyCEP wystepujacego
u GAS i pelni podobng funkcje. Tak jak SpyCEP, CspA
degraduje chemokiny GROa, 3, y, GCP-2, NAP-2 (neu-
trophil-activating peptide 2), nie tnie natomiast IL8 [22].

Warto takze zwrdci¢ uwage na to, ze ekspresja wielu
czynnikéw wirulencji GBS, podlega regulacji przez
dwuskladnikowy system CovS/CovR, ktéry jest odpo-
wiednikiem systemu regulacji CsrS/CsrR (CovRS)
S. pyogenes. Blonowy sensor CovS aktywuje, poprzez
fosforylacje, cytoplazmatyczny regulator transkrypcji
CovVR, ktory nastepnie oddzialujac z sekwencjami pro-
motorowymi réznych genéw, wzmacnia lub wycisza ich
ekspresje. Geny regulowane przez system CovS/CovR
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to geny, kodujace m.in. B-hemolizyne, pigment, czyn-
nik CAMP, peptydaze C5a oraz biatka adhezyjne [66].
Ostatnie badania pokazujg, ze inaktywacja tego sys-
temu regulatorowego zwieksza produkcje biofilmu
przez GBS, adhezje do komoérek nabtonkowych drég
oddechowych, nabtonka pochwy i macierzy migdzy-
komorkowej. Zmiany adhezji zwigzane z CovS/CovR
wywolywane sg przez zmiany zewnetrznego pH [94].

Caly szereg znanych i potencjalnie nowych czynni-
kéw wirulencji GBS zostal zidentyfikowany w wyniku
eksperymentu z uzyciem losowej mutagenezy transpo-
zonowej (signature-tagged mutagenesis) [58]. Po przeba-
daniu 1600 mutantéw, az 8% z nich wykazywato zmiany
profili wirulencji w modelu zwierzecym. Co najciekaw-
sze, 20% genow zidentyfikowanych jako zaangazowane
w proces patogenezy nie posiada zadnej homologii do
sekwencji umieszczonych w bazach danych. Pozostale
geny, zidentyfikowane w ten sposéb, posiadaty homolo-
gie do gendéw kodujacych bialka o znanych, nieznanych
lub przypuszczalnych lecz niepotwierdzonych funk-
cjach, wsrdd tych ostatnich byly geny kodujace m.in.:
potencjalne bialka transportowe, regulatory ekspresji
genow, czynniki zaangazowane w metabolizm $ciany
komoérkowej, adhezyny oraz biatka sekrecyjne [58].

Do poszukiwania genéw, ktére moglyby odgrywac
role w procesie patogenezy, zaprzegnieto rowniez geno-
mike i transkryptomike. Badania poszerzyly wiedze
dotyczacy rezerwuardw gendw, ktore moga by¢ zaan-
gazowane w interakcje miedzy patogenem a gospoda-
rzem. Sekwencjonowanie genoméw wielu szczepow
GBS pokazalo, ze az 20% gendw jest zmienna i szcze-
powo specyficzna, co dotyczy rowniez potencjalnych
czynnikéw wirulencji. Szacuje sie, ze kazdy nowo zse-
kwencjonowany genom S. agalactiae bedzie posiadat
kolejne 33 nowe geny [122].

Oprocz badania rodzajow kodowanych czynni-
kéw wirulencji, prowadzone s3 réwniez te dotyczace
regulacji ich skoordynowanej ekspresji, w zaleznosci
od stanu fizjologicznego lub warunkéw srodowiska
[79-81, 106, 108]. Wyniki badan nad regulacja poka-
zujg wyrazny wplyw czynnikow takich jak tempera-
tura, kontakt z krwig gospodarza czy tez srodowiskiem
plynu owodniowego na ekspresje gendéw GBS, nie tylko
zwigzanych z wirulencja. Co wigcej, wykazano wyrazny
wplyw $rodowiska na ekspresje genéw kodowanych
na mobilnych elementach genetycznych oraz gendw,
ktérych produkty zwigzane sg z podstawowym meta-
bolizmem bakterii. Od temperatury zalezna jest row-
niez ekspresja wielu genéw o nieznanych funkcjach.
Znaczacy wplyw na transkryptom GBS ma réwniez
kontakt z indywidualnym gospodarzem - ten sam
szczep bakterii, moze mie¢ rézny profil transkrypto-
miczny w plynach ustrojowych tego samego rodzaju,
lecz pochodzacych od gospodarzy o zréznicowanym
statusie metabolicznym [80].
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4. Charakterystyka grup Ci G

Wg systemu klasyfikacji Lancefield do grup Ci G
Streptococcus (GCS, GGS) zaliczanych jest kilka gatun-
kow paciorkowcdw. Wirdd nich znajdujg sie gatunki,
ktére najpierw rozpoznano jako patogeny zwierzat,
a teraz uznane s3 rowniez jako czynniki etiologiczne
zakazen u ludzi. Klasyfikacja taksonomiczna GCS oraz
GGS jest problematyczna ze wzgledu na ré6znorodnosé¢
fenotypowa i genotypowa paciorkowcéw. Jednakze
na podstawie analizy poréwnawczej 16 sSRNA gatunki
zaliczane do grupy C lub G mozna zakwalifikowa¢ do
dwoch grup filogenetycznych ,,pyogenic” i ,,anginosus”
(»milleri”) [64]. Do patogenéw grupy ropotwdrczej
(pyogenic), wykazujacych w wiekszosci B-hemolize,
naleza m.in. i) S.dysgalactiae subsp. dysgalactiae,
ktory jest komensalem bydta, moggcym wywolaé stany
zapalne gruczolu mlecznego, ii) S. dysgalactiae subsp.
equsimilis, najczesciej izolowany gatunek GCS od
ludzi, czynnik etiologiczny infekcji, ktérych spektrum
pokrywa si¢ z zakazeniami spowodowanymi przez
GAS takimi jak: zapalenia wezléw chtonnych, gardla,
pluc, kiebuszkowe zapalenie nerek, zapalenia stawow,
tkanki tacznej, STSS (Streptococcal Toxic Shock Syn-
drome), posocznica, iii) S. equi subsp. equi, ktéry kolo-
nizuje btony sluzowe gérnych drog oddechowych koni,
powodujac zolzy, oraz iv) S. equi subsp. zooepidemicus,
oportunistyczny komensal sluzéwek zwierzecych, cho-
robotwdrczy wobec cztowieka [20, 40, 124]. S. dysaga-
lactiae subsp. equisimilis, w bardzo rzadkich przypad-
kach moze posiada¢ na swojej powierzchni antygen A
[19, 120]. Do grupy ropotwdrczej zaliczany jest takze
S. canis, posiadajacy na swojej powierzchni antygen
grupy G. Gatunek ten izolowany jest od pséw, kotow,
krow, szczuréw, myszy, krolikow i lisow, przyczynia
sie do rozwoju infekcji skornych, infekcji zwigzanych
z ukladem moczowym, stanéw zapalnych gruczotow
mlecznych i poronien. U ludzi zakazenia S. canis sa
rzadkie, lecz moga prowadzi¢ do posocznicy [13, 133].
Pozostale paciorkowce (B-hemolizujace, ktére moga
posiada¢ antygen C lub G i wchodzace w skiad grupy
ropotworczej, to patogen bydla S.uberis i S. phocae,
ktory infekuje ryby i morskie ssaki oraz S. anginosus
iS. constellatus wchodzace w sktad grupy anginosus.

Paciorkowce GCS/GGS zwigzane z czlowiekiem
moga stanowi¢ cze¢$¢ naturalnej flory skory, gérnych
drég oddechowych, przewodu pokarmowego, czy
ukladu moczowo-plciowego. Natomiast przy obnizonej
odpornosci organizmu gospodarza, zdolne sa jednak
do wywolania chordb takich jak zapalenie gardta, ptuc,
stawow, opon mozgowych, wsierdzia, czy posocznicy
[40]. Pojawiaja si¢ takze doniesienia o szczepach GCS
i GGS wywolujacych tzw. zespot paciorkowcowego
wstrzasu toksycznego (STSS), ktéry wydawal si¢ do
tej pory by¢ charakterystyczny dla S. pyogenes [50, 65].



MECHANIZMY WIRULENCJI PACIORKOWCOW B-HEMOLIZUJACYCH

Podlozem tego wydaje si¢ by¢ genetyczne pokrewien-
stwo GCS 1 GGS z GAS oraz obecno$¢ u wielu szczepow
biatka wykazujacego homologie do biatka M (kodo-
wanego przez gen emm), ktore odgrywa kluczowg role
w inwazyjnych zakazeniach wywolanych przez S. pyoge-
nes [33, 96].

Na podstawie badan epidemiologicznych szacuje
sie, iz poziom zapadalnosci na infekcje wywolane
przez GCS/GGS moze by¢ taki sam jak w przypadku
GAS, a poziom nosicielstwa w nosogardle wielokrotnie
przekracza poziom nosicielstwa GAS [101]. Mimo tak
istotnej roli w wywotywaniu choréb, czynniki wirulen-
cji GGS/GCS sg zdecydowanie mniej poznane niz czyn-
niki wirulencji GAS a nawet GBS. Znaczaca wigkszos¢
z nich zostala zidentyfikowana na podstawie analizy
poréwnawczej pomiedzy genomami GAS i GCS/GGS
(patrz ponizej).

4.1. Czynniki wirulencji GCS/GGS

Do grupy bialek odpowiedzialnych za adhezje do
komorek gospodarza, ktére sa produkowane przez
S.equi subsp. equi i subsp. zooepidermicus, naleza
homologi biatka M [14, 103] oraz biatka wigzace fibry-
nogen, kolagen, laminine i internaliny [9]. Ponadto,
w genomach GCS/GGS zidentyfikowano regiony
umozliwiajace tworzenie przez bakterie pili, podobne
do rejonéw FCT wystepujacych u GAS i wysp piluso-
wych w GBS [9, 105], kodujace biatka strukturalne,
regulatorowe oraz sortazy.

Jednym z pierwszych paciorkowcowych czynni-
kéw wirulencji zidentyfikowanych i opisanych u GCS
byla streptodornaza. Biatko to zostalo wyizolowane na
poczatku lat 70-tych XX w. [41] ale scharakteryzowane
zostalo dopiero w latach 90-tych [137]. Streptodornaza
wzbudzita poczatkowo duze zainteresowanie w medy-
cynie, gdy okazalo sig, ze ma zdolnos$¢ do uptynniania
ropy, co jest zwigzane z jej aktywnoscig enzymatyczna
DNazy [72]. Rola DNaz jako czynnikéw wirulencji
pomagajacych w uniknieciu inaktywacji przez komorki
ukladu immunologicznego zostala niedawno wykazana
dla S. pyogenes [115].

Réwnie wczesnie jak streptodornaze zidentyfiko-
wano kolejne biatko produkowane przez S. dysagalactiae
subsp. equisimilis — streptokinaze [77], ktore podobnie
jak streptodornaza miato poczatkowo zastosowanie jako
lek. Aktywnos¢ enzymatyczna streptokinazy pozwala
paciorkowcom na rozprzestrzenianie si¢ w ciele gospo-
darza. Przeksztalca ona bowiem plazminogen w plaz-
ming, aktywny enzym proteolityczny, ktory rozktada
m.in. wildkna fibrynowe oraz inne bialka macierzy
pozakomorkowej (fibronektyna, laminina). W zwiazku
z jej trombolitycznymi wlasciwosciami, streptokinaza
poczatkowo wykorzystywana byla w terapii zawalow
serca, stad tez szerokie badania zwigzane z identyfikacja
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szczepow produkujacych ja na duza skale. Streptokinaza
jest biatkiem specyficznym w stosunku do gospodarza,
co oznacza, ze streptokinaza pochodzgca ze szczepow
infekujacych ludzi, nie bedzie dziata¢ na plazminogen
z réznych gatunkow zwierzat, mimo jego wysokiej
homologii na poziomie aminokwasowym (80-90%).
Pomigdzy streptokinazg izolowang ze szczepdw GGS
i GCS, zakazajacych roznych gospodarzy, wystepuje
jedynie ok. 30% podobienstwo sekwencji aminokwa-
sOw [23]. Zalezna od warunkow srodowiska ekspresja
streptokinazy regulowana jest przez dwuskladnikowe
systemy regulatorowe CovRS i FasCAX [113].

Kolejne biatko wiazace plazminogen scharaktery-
zowane w GCS to homolog biatka PAM ze S. pyogenes
[10]. Bialko to posiada charakterystyczng sekwencje
sygnalowa, region tandemowych sekwencji powtorzo-
nych oraz konserwowany region kotwiczacy w $cianie
komorkowej, czyli struktury typowe dla grupy biatek
podobnych do biatek M (M-podobnych). W przeci-
wienstwie do swojego odpowiednika w GAS, posiada
ono dodatkowe miejsca oddzialywania z innymi bial-
kami surowicy, takimi jak fibrynogen i albumina [8].
Wigzanie plazminogenu przez biatko PAM nie powo-
duje jego aktywacji, dlatego tez sugeruje si¢, iz odbywa
sie to we wspolpracy ze streptokinaza. Ponadto, agre-
gacja bialka z plazminogenem wplywa na jego adhezje
do komorek nosogardla (linia komoérek Detroit 562)
[11]. Niektore biatka M-podobne w regionie tande-
mowych sekwencji powtdrzonych posiadajg charak-
terystyczny motyw, sktadajacy si¢ z o$miu peptydow,
ktory umozliwia oddzialywania z kolagenem. Motyw
zyskal nazwe PARF (peptide associated with rheumatic
fever) w zwiazku z tym, iz obecno$¢ agregatow biatka,
posiadajacego dany motyw, z kolagenem przyczynia
sie do autoimmunologicznej odpowiedzi gospodarza,
ktora obserwowana jest czgsto u pacjentéw z objawami
ostrej goraczki reumatycznej [7].

Oproécz gendéw homologicznych do tych, kodujacych
biatko M, czy streptokinaze, w genomie szczepu GGS
wykryto réwniez m.in. gen slo, dla streptolizyny O [105].
Streptolizyna O nalezy do rodziny bialek sekrecyjnych,
ktore posiadaja zdolnos¢ oddzialywania z cholesterolem,
wystepujacym w blonach komoérek eukariotycznych.
Wigzanie sie kolejnych czasteczek (monomerow) strep-
tolizyny O w miejscu docelowym, pozwala na utworze-
nie w blonie poréw o srednicy ok. 30 nm. Permeabiliza-
cja blon zwigzana jest nie tylko z niszczeniem komorek,
ale réwniez z uwalnianiem cytochromu ¢ do cytopla-
zmy oraz transportem enzymu glikohydrolazy NAD*
do komorek gospodarza. Enzym ten przeksztalca NAD*
w cykliczng ADP-ryboze , czasteczke sygnatows, bioraca
udzial w regulacji stezenia jondw wapnia w komorce.
Natomiast gdwna aktywnos¢ tego enzymu czyli hydro-
liza NAD*, prowadzi do wyczerpania puli NAD* i ATP,
a w konsekwencji do $mierci komorki. [82, 123].
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Peptydaza C5a to nastgpny wazny element w pro-
cesie patogenezy paciorkowcow. Enzym odgrywa dwie
role, jako czynnik umozliwiajacy zatrzymanie kaskady
reakcji prowadzacych do utworzenia stanu zapalnego
oraz zapewnia oddzialywanie z fibronektyna. Peptydaza
C5a jest proteaza serynows, zakotwiczong w $cianie
komorkowej bakterii. Gen kodujacy peptydaze, wykry-
wany jest wérdd wszystkich izolatow S. pyogenes (scpA)
[132], wszystkich izolatéw ludzkich i niektérych izola-
tow odzwierzecych S. agalactiae (scpB) [43] oraz izola-
tow ludzkich GGS 1 GCS (scpG, scpC) [29]. Pomiedzy
tymi gatunkami gen scp jest wysoce konserwowany,
co sugeruje jego horyzontalny transfer. Hipoteze te
popiera fakt, iz powyzej genu znajduje sie jedna kopia
elementu insercyjnego 1SSag2, a ponizej - element
insercyjny ISSagl, kodujacy biatko transpozazy, i druga
kopia ISSag2 [43]. Na N-koncu biatka peptydazy znaj-
duje si¢ domena proteolityczna [21]. Jest to miejsce
oddzialywania oraz enzymatycznej dezaktywacji sklad-
niku dopetlniacza - anafilatoksyny C5a. Ciecie sktad-
nika dopelniacza zachodzi na jego C-koncu, w ktérym
wystepuja aminokwasy umozliwiajace oddzialywanie
z innymi elementami ukladu immunologicznego [17].
Ponadto, wykryto zdolnos¢ tej peptydazy do oddzia-
tywania z fibronektyna, co moze mie¢ przetozenie na
zdolno$¢ inwazji paciorkowcdéw do nabtonka [21, 27].

Bialka ukladu dopelniacza sg réwniez inaktywo-
wane przez sekrecyjne biatko SIC (streptococcal inhibi-
tor of complement). Obecno$¢ genu sic, obserwowana
byta do tej pory jedynie wsrdd szczepdw M1 S. pyogenes
[3], ostatnio jednak homolog genu sic wykryto wérod
szczepOw S. dysgalactiae subsp. equisimilis [84].

Oprocz genoéw, ktérych produkty biora udzial
w ochronie komoérek bakteryjnych przed ukladem
immunologicznym gospodarza oraz w rozprzestrze-
nianiu si¢ w jego ciele, w genomach paciorkowcow
grupy C i G znajduja si¢ réwniez geny, ktorych pro-
dukty sg typowymi czynnikami wirulencji takimi jak
adhezyny, toksyny i superantygeny.

Cho¢ pierwsze adhezyny zidentyfikowano w GCS
przy uzyciu klasycznych biochemicznych technik takich
jak np. ,,phage display” [61, 73], gtéwne zastugi w iden-
tyfikacji potencjalnych adhezyn ma genomika [129].

Zidentyfikowano kilka superantygendéw GCS/GGS,
ktorych dystrybucja czesto zwigzana jest z obecnosciag
specyficznych mobilnych elementéw genetycznych,
przynaleznos$cig filogenetyczng danego szczepu do
odpowiedniego podgatunku lub grupy wywolujacej
infekcje u ludzi badz zwierzat. Prowadzone przez wiele
lat badania pozwolily na wykrycie genéw kodujacych
superantygeny speG, speH, spel, szeF, szeN, szeP, sseL,
sseM, szeL, szeM [1, 4, 30, 92].

Na podstawie analiz sekwencji genomowych GCS/
GGS [9, 105] stwierdzono, iz gatunki te sg najblizej spo-
krewnione z GAS, a w ich genomach odnajdywane sa
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homologii gtéwnych genéw wirulencji GAS. Poznanie
pelnej sekwencji genomu S. dysgalactiae subsp. equisi-
milis potwierdzito genetyczne pokrewienstwo z GAS,
zwigzane z konserwacja wielu genéw wirulencji oraz
fagdw wraz z miejscami ich insercji. W genomie zna-
leziono takze 20 unikalnych dla S. dysgalactiae subsp
equisimilis potencjalnych genéw wirulencji, posiadaja-
cych sekwencje sygnalng i motyw zakotwiczajacy bialko
w $cianie komoérkowej. Nie wykryto natomiast genu
speB, kodujacego proteaze, operonu hasABC, ktorego
produkty uczestniczg w syntezie kwasu hialuronowego
oraz gendéw kodujacych superantygeny. Brak danych
elementéw w genomie moze by¢ molekularnym mar-
kerem odrézniajgcym szczepy GCS/GGS od GAS [105].

Podobnie jak w przypadku analizy wystepowa-
nia i ekspresji genéw zwigzanych z wirulencja GBS,
z pomocy przyszly nowoczesne techniki badawcze.
Dzieki nim mozliwe bylo poréwnanie duzej puli gendw,
czy nawet calych genomdw i poszukiwanie niezna-
nych do tej pory czynnikéw wirulencji S. dysagalactiae
homologicznych do czynnikéw S. pyogenes [34, 100].
Wykazano, iz okolo polowa testowanych genéw z ludz-
kich szczepow GCS/GGS posiada swoje odpowiedniki
wéréd genéw GAS kodujacych proteazy, adhezyny
i toksyny [34]. Natomiast wykorzystujac macierze
DNA ustalono, ze dystrybucja gendéw wirulencji wérod
izolatéw odzwierzecych i ludzkich rézni sie znaczaco.
Szczepy GCS/GGS izolowane od zwierzat nie niosg w
genomach m.in. genu kodujacego peptydaze C5a [100].

Mniej rozpowszechnionym gatunkiem B-hemolizu-
jacych paciorkowcdw niosgcych na swojej powierzchni
antygen C i G jest Streptococcus phocae. Zostal on ziden-
tyfikowany w potowie lat 90-tych XX w. jako patogen
morskich ssakéw [110], a pézniej odnaleziony réwniez
u ryb [45]. Dopiero niedawno rozpoczely si¢ pierwsze
badania dotyczace czynnikéw wirulencji produkowa-
nych przez ten gatunek. Gléwna przyczyna rozpoczecia
badan byta narastajgcg ilo$¢ infekeji i epidemii powo-
dowanych przez S. phoace obserwowanych u lososia
atlantyckiego [46].

5. Charakterystyka grupy anginosus

Paciorkowce grupy anginosus od lat 80-tych XX w.
zaczely by¢ traktowane jako bardziej spdjna grupa
i rozpoznawane jako patogen cztowieka [102]. Oprdcz
nazwy ,anginosus” wprowadzonej w tym czasie, cze-
sto spotyka si¢ w starszej literaturze zamienng nazwe
»milleri’, ktora nawet do tej pory czesto stosowana jest
przez autoréw z Wielkiej Brytanii. W chwili obecnej
przyjmuje sie¢, ze w sklad grupy wchodza trzy gatunki,
S. anginosus, S. constellatus subsp. constellatus, S. con-
stellatus subsp. pharyngis oraz S. intermedius. Gatunki
wchodzace w sklad grupy anginosus moga posiada¢
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na swojej powierzchni antygen Lancefield A, C, Gi F
lub tez nie posiada¢ takiego antygenu. Rozne izolaty
przypisane do poszczegolnych gatunkéw moga posia-
da¢ ponadto rézne fenotypy, np. nie wykazywac hemo-
lizy, badz wykazywa¢ hemoliz¢ typu o lub B [47, 64,
134]. Bakterie grupy anginosus stanowig cze$¢ natu-
ralnej flory jamy ustnej oraz blon §luzowych ukiadu
oddechowego, pokarmowego i moczowo-plciowego,
zwigzane s3 jednak réwniez z szeregiem infekcji [102,
134]. Charakterystyczng forma infekcji wywotywanych
przez grupe anginosus sg ropnie watroby i mdzgu, co
najprawdopodobniej warunkowane jest przez duza
opornos¢ tych bakterii na zabijanie przez limfocyty
i zahamowanie chemotaksji [130].

Wiekszos¢ dostepnej literatury dotyczacej chorobo-
tworczosci grupy anginosus, skupia si¢ na opisach przy-
padkow i analizach epidemiologicznych. Dzieki tym
pracom wylania si¢ zagrozenie, jakie moze by¢ niesione
przez te bakterie i jak bardzo jest niedoszacowane przez
lekarzy [101]. Sugeruje si¢ réwniez zwigzek pomiedzy
infekcjami S. anginosus oraz Streptococcus mitis a wyste-
powaniem raka przetyku i masywna indukejg produk-
¢ji cytokin pozapalnych podczas infekeji [88]. Wydaje
sie jednak, ze z tworzeniem ropni u ludzi, zwigzane sa
raczej S. intermedius i S. constellatus [28].

Stosunkowo najczesciej, rowniez w Polsce, izoluje si¢
S. anginosus i S. constellatus, a wystepowanie S. interme-
dius jestrzadsze [28] (Obszanska i Sitkiewicz,
dane niepublikowane). Podobnie do innych pacior-
kowcdw infekcje czesto wystepuja u dzieci i pacjentow
z dodatkowymi chorobami, a same bakterie sg znaczg-
cym rezerwuarem gendw opornosci na antybiotyki [36].

Czynniki wirulencji grupy anginosus nie sg wlas-
ciwie poznane. Na przyktad do niedawna nie byto
wiadomo, w jaki sposob zbudowana jest otoczka u tej
grupy bakterii. Niemniej jednak wyniki eksperymen-
tow potwierdzaja jej wplyw na patogeneze i pokazuja,
ze szczepy otoczkowe sg bardziej wirulentne w mysim
modelu ropnia: hamuja fagocytoze i fagocytarne zabi-
janie przez neutrofile [60]. Analiza trzech dostepnych
sekwencji genomowych, oraz sekwencji ktéra zostata
uzyskana w naszym laboratorium (Obszanska,
Kern i Sitkiewicz daneniepublikowane) wska-
zuje na obecno$¢ genu kodujacego biatko PGA_cap,
zwigzane z produkcja otoczki zbudowanej z poli-y-
glutaminianu (PGA). Niestety, w sekwencji geno-
mowej nie odnaleziono pozostalych trzech gendéw
cap zwiazanych z produkcja tego polimeru. Otoczka
PGA wystepuje u kilku Gram-dodatnich gatunkow
bakterii np. z rodzaju Bacillus i u Staphylococcus epi-
dermidis. Utrudnia dostep przeciwcial do komorki
bakterii i zabezpiecza przed peptydami antybakteryj-
nymi [25]. W sekwencji genomowej zidentyfikowano
natomiast kompletny operon cas, ktéry, podobnie jak
w przypadku S. pneumoniae czy S. agalactiae, odpowie-
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dzialny jest za synteze wielocukrowej otoczki. Dopiero
niedawno opublikowano prace opisujacg identyfikacje
operonu cps w S. anginosus [125].

Doé¢ nieliczne opublikowane analizy opisujg poten-
cjalne czynniki wirulencji paciorkowcéw grupy angi-
nosus, ktére moga by¢ zaangazowane w interakcje
z ludzkimi komoérkami. Niepotwierdzonymi ekspe-
rymentalnie czynnikami, ktére moga mie¢ zwigzek
z infekcja, s3 opisane na poczatku lat 90-tych XXw.
neuramidaza [134], sjalidaza [138], biatka wigzace
albuminy [136], hialuronidaza i depolimeraza siarczanu
chondroityny [54] oraz DNazy [61].

Nieco pdzniej opisano intermedilizyne - cytolizyne
produkowang przez paciorkowce grupy anginosus,
ktora jest wysoce gatunkowo specyficzna i powoduje
lize ludzkich erytrocytéow oraz komorek nerwowych
i hepatocytéw [86]. Pdzniejsze badania wykazaly, iz
jest to bialko specyficznie zwigzane ze S. intermedius,
a poziom jego produkcji jest najwyzszy w ropniach
mozgu i watroby, a najnizszy w naturalnej plytce nazeb-
nej, co sugeruje zwiazek z infekcjami inwazyjnymi [87].

Nie jest dotad znany mechanizm ani przyczyna pre-
ferencyjnego tworzenia ropni przez paciorkowce grupy
anginosus, jednak moze mie¢ to zwiazek z produkeja
siarkowodoru z L-cysteiny w wyniku dzialania desul-
thydrylazy L-cysteiny. Transkrypt genu kodujgcego ten
enzym jest wykrywany w eksperymentalnym modelu
ropnia u myszy [118]. Inna hipoteza méwi o mechani-
zmie podobnym do opisanego dla GAS [128] i Staphy-
lococcus aureus [53] czyli zwigkszonej przezywalnosci
bakterii z grupy anginosus po interakcjii z komoérkami
ludzkiegoi ukfadu immunologicznego i fagocytozie
przez neutrofile [130]. Jeszcze mniej badan dotyczy
tizjologii tej grupy bakterii. Zaledwie pojedyncze publi-
kacje odnoszg si¢ do metabolizmu, kompetencji czy tez
regulacji ekspresji genow [2, 51]

6. Podsumowanie

Oproécz dotychczas znanych i badanych ludzkich
patogenow nalezacych do rodzaju Streptococcus takich
jak S. pyogenes czy S. pneumoniae, od lat 80-tych XX w.
mamy do czynienia ze zwigkszajaca sie liczba gatun-
kow patogennych dla czlowieka, a uznawanych do tej
pory za patogeny zwierzat. Proby wyjasnienia mecha-
nizméw odpowiedzialnych za plastycznos¢ tych organi-
zmOw i poszerzajace si¢ spektrum gospodarza skupiajg
sie gtéwnie na charakterystyce czynnikéw wirulencji.
W ostatnich latach niezwykle cennych informacji,
na temat mozliwosci wywotywania cigzkich zakazen
u ludzi, dostarczyta genomika tej grupy bakterii.

Artykul powstal dzieki finansowemu wsparciu z grantu N N401
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