Bacillus anthracis

» bakterie powszechnie dostepne = przetrwalniki w glebie na obszarach

endemicznych

» w przypadku inhalacji moze prowadzi¢ do $mierci

Swierdtowsk 1979 r.
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7 lat po podpisaniu konwencji ONZ
zakazujacej produkowania broni biologicznej
na terenie ZSRR wybucha nagle epidemia
waglika.

Zrédtem skazenia sq ... zakady produkujace
bron biologicznq (btad cztowieka).

Przypuszczalnie uwolnione zostaje od 1g do
100g przetrwalnikow waglika. Skazony
aerozol mozna wykry¢ nawet 40 km od
miejsca wypadku, mato zaludnione tereny
wiejskie

200 oséb jest zarazonych, 66 umiera.

USA 2001 r.
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22 osoby zostaja zarazone (11 - waglik skérny, w tym
7-miesieczne niemowle i 11 - inhalcyjny),

5 0séb umiera (inhalacja spor)

ok. 10 tys. oséb profilaktycznie zazywa antybiotyki
przez nastepne 60 dni

The National Pharmaceutical Stockpile -
dostarczyto 3,75 min tabletek z antybiotykiem
w okresie: pazdziernik 2001 - styczen 2002

Laboratory Response Network (LRN) -
przeanalizowano ponad 125 tys. probek klinicznych
oraz ponad milion prébek pobranych z otoczenia

Co sie zmienito?

* globalne postrzeganie bioterroryzmu jako realnego
zagrozehia

* spojrzenie na zagadnienie wtdrnej aerozolizacji

* problem rzesytek pocztowych




B. anthracis w USA

Emerging Infectious Diseases , October 2002

wersja online: www.cdc.gov/eid
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Proszek znaleziony w 4 kopertach zawierat ten sam szczep bakterii B. anthracis
(szczepy nierozrdznialne), jednak sita razenia byta rozna. Zakazenia drogg
wziewng byty powigzane z pocztg wystang w pazdzierniku 2001 r.

» Czy byt to efekt zamierzony?

» Czy byt to wptyw czynnikéw srodowiskowych?




B. anthracis w USA

Kanadyjczycy przeprowadzili testy
z Bacillus globigii. Zamkniete
koperty zawierajace bakterie

SORTOWANIE POCZTY mogaq by¢ pierwotnym zrodiem

zakazenia.

- Jakie ryzyko skazenia?

Na poczcie w Brentwood przeprowadzono test:

zasymulowano prace urzadzen sortowniczych
(zdezynfekowane wczesniej 0,05% podchlorynem)

Wykryto bakterie B. anthracis ( cfu - colony forming
units)

Pracownik pracujacy na poczcie w ciggu 8 godzin
wdychatby okoto 30 czastek zawierajgcych zywe
bakterie waglika

Jest to niskie skazenie: 20 - krotnie mniejsze niz
dawka na jakg byli eksponowani sortowacze wetny
(Pennsylvania, w ciggu 8 godzin wdychali okoto 1 300
czastek zawierajacych zywe bakterie waglika, mniej
niz 510 czastek miato Srednice mniejszg niz 5 pum, ),
stukrotnie mniej niz wyliczona LD;, dla cztowieka

???

List do jednego z senatorow (T. Daschle) zawierat
okoto 2g proszku; 10° do 1012 przetrwalnikéw na 1g
proszku

Skazone listy trafiaty na poczte
w Brentwood od 12 do 21
pazdziernika 2001 r;

w tym czasie przez poczte
Brentwood przeszito ok. 60 min
listow

Adresaci zdrowi

Staruszka z Connecticut - mieszkata w budynku, do ktérego przychodzity
listy ze skazonej poczty w Hamilton, NY (jedyne ogniwo), nigdzie gdzie
przebywata w ciggu 2 m-cy przed zachorowaniem nie znaleziono B.

anthracis.

Zdiagnozowana 20 listopada, zmarta 21 listopada 2001 r.

? Wiek, odpornosé



Bacillus anthracis

* przetrwalnikujgca laseczka G(+)

* rozwija sie w warunkach
tlenowych i wzglednie
beztlenowych

* bakterie sg blisko spokrewnione
z Bacillus cereus

» endospory tworzg sie posrodku
komorki

* przetrwalniki = sterylizacja w
autoklawie

* czynniki wirulencji: otoczka,
warstwa S (S-layer) i egzotoksyna

» szczepy wytwarzajgce otoczke
tatwo jest odréznic - wyglad kolonii
- gtadkie i sliskie

» otoczka ztozona z polimeru
kwasu D-glutaminowego

* synteza otoczki R - fﬁgglqnie”s

CDC

— nastepuje w organizmie (CO,)

— plazmid pXO2 . ] . )

— konieczna jest ekspresja trzech genow: capB, capC i capA kodujacych
enzymy zwigzane z btong komérkowg bakterii. W regulacji ekspresji
gendw uczestniczg produkty gendw acpA (pX02) oraz atxA (pX01)

Szczepy nie wytwarzajace otoczki (pozbawione plazmidu pX02)
wykazuja obnizong wirulencje. Otoczka chroni przed fagocytoza.
Szczep Sterna - szczepionka weterynaryjna




Toksyna B. anthracis

« egzotoksyna sktada sie z trzech biatek kodowanych przez geny: pagA, cya, lef
znajdujace sie na plazmidzie pXO1

» modelowa toksyna typu A-B

» podjednostka B - czynnik PA - wigze sie na powierzchni komérek eukariotycznych z
receptorami ATR (anthrax toxin receptor) i wprowadza podjednostke A do cytozolu

» pozostate dwa biatka: - czynnik EF i czynnik LF - majg aktywnos¢ enzymatyczng;
kazde z nich stanowi odrebng podjednostke A,

w zwigzku z tym mamy do czynienia z dwiema toksynami

EdTx
Czynnik EF- PA
prowadzi do obrzeku

EF- po zwigzaniu sie z obecng w
komérce kalmoduling nabywa
wiasciwosci cyklazy adenylanowej
- enzymu, ktéry katalizuje reakcje
przejscia ATP w cykliczny AMP
(cAMP). Prowadzi to do
gwattownego, nawet tysigckrotnego
wzrostu stezenia tego zwigzku w
komorce. Poniewaz cAMP jest
czasteczka sygnatowa, nalezaca do
tzw. przekaznikow Il typu, ktore
regulujg szereg procesow
zachodzacych w komadrkach
eukariotycznych, dziatanie EF
zaktoca ich prawidtowy przebieg.
Efektem rozregulowania procesow
wewnatrzkomorkowych —
zwlaszcza zaburzenia transportu
jondéw - jest wydzielanie przez
komorki na zewnatrz elektrolitow i
utrata wody.

LeTx
Czynnik LF-PA
prowadzi do smierci

LF - jest cynkowg proteaza,
inaktywuje wewnatrzkomorkowe
kinazy MEK (MEK1, MEK2, MEK3),
ktore stanowig jedno z ogniw
szlakow sygnatowych
przekazujgcych zewnetrzne bodzce
do wnetrza komorki eukariotycznej.
Serynowo-treoninowe kinazy MEK
fosforylujg, a tym samym aktywujgq
inne kinazy — tak zwane kinazy
MAPK.

MAPK uczestniczg m in. w regulacji
cyklu komérkowego i aktywacji
limfocytow i makrofagow.

Doktadny mechanizm dziatania obydwu toksyn nadal nie jest poznany.

» wzrost syntezy IL-6

« dysregulacja syntezy cytokin prozapalnych: IL-1beta, TNF alfa = szok

septyczny, MOF (multiple organ failure)

* obnizenie poziomu NO (konieczny do wyjscia leukocytow z tozyska

naczyniowego)



B. anthracis - dzialanie toksyn

Bacillus anthracis

Egzotoksyna:
PA, EF, LF

Heptamer PA Endocytoza adsorpcyjna -

internalizacja kompleksu

PA-EF
PAg;

Proteoliza
O « czynnika PA

N-terminalny -
koniec PA /7
oddysocjowuje

Endosom

Proteaza

ATR
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B. anthracis

Drogi zakazenia i objawy

Anthrax enters thru skin  Enters thru intestines  Enters thru lungs
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odmiana skérna choroby — na
skérze w miejscu , gdzie wniknety
przetrwalniki pojawia sie obrzek. Jest
to wynik dziatania czynnika EF, ktory
wytwarzajg bakterie B. anthracis
zaraz po wykietkowaniu. Zwykle po
dobie od momentu zakazenia
pojawia sie grudka, ktéra z czasem
zmienia sie w kroste przypominajaca
kolorem wegiel — stad tez nazwa tych
bakterii: polska (waglik) i taciriska
(anthracis) — wywodzaca sie od
greckiego stowa anthrakis
oznaczajgcego wegiel.

Na skutek martwicy tkanki (dziatanie
toksyny — czynnika LF) krosta
przeksztatca sie we wrzod martwiczy,
z ktérego zakazenie moze sie
rozprzestrzeni¢ na caty organizm
wywotujgc posocznice (uogélnione
zakazenie ustroju). W takim
przypadku w 1 ml krwi stwierdza sie
nawet okoto 100 miliondw komaorek
bakteryjnych. Kuracja antybiotykowa
zastosowana po zauwazeniu zmian
skornych daje wiasciwie catkowitg
gwarancje na wyleczenie choroby.
W przypadku nie podjecia leczenia
Smiertelnos¢ szacuje sie na okoto
20%.

odmiana ptucna (wziewna) — Okres inkubacji choroby trwa okoto od 2 do 43 dni.
Endospory B. anthracis, ktére pojawig sie w ukladzie oddechowym sg fagocytowane
przez makrofagi. Nie wszystkie jednak przetrwalniki sg niszczone i paradoksalnie —

makrofagi, ktére powinny zwalcza¢ bakterie przenosza przetrwalniki wgtab

organizmu do weztéw chtonnych tchawicy i oskrzeli. Tam nastepuje kietkowanie
endospor, proces ten moze nastgpi¢ nawet po 60 dniach od momentu zetkniecia sie
z bakteriami. Kiedy w organizmie pojawig sie wegetatywne komérki B. anthracis
wytwarzajgce toksyne, choroba zaczyna rozwijac sie w dosé szybkim tempie. Chory
ma ogolnie zte samopoczucie podobnie jak w przypadku grypy; typowe symptomy to
goraczka, bole miesni, béle gtowy i suchy kaszel. Po tych objawach u niektérych
0s6b czesto nastepuje krotki pozorny okres poprawy trwajacy od 1 do 3 dni, po
ktorym rozwija sie druga, ostra faza choroby. Pojawia sie wéwczas wysoka

goraczka, zapalenie srodpiersia i krwotoczny obrzek ptuc. W niektérych

przypadkach dochodzi takze do zapalenia opon mézgowych. Jesli chory nie zostat

poddany leczeniu na 48 godzin przed pojawieniem sie objawow ostrej fazy

zakazenia w 95% przypadkow nastepuje smierc.



B. anthracis

Leczenie
« ANTYBIOTYKI:

¢ ciprofloksacyne (Ciprofloxacin) - fluorochinolonem Il generacji, hamuje
gyraze

¢ doksycykline (Doxycycline, Wibramycyna) - tetracyklina

¢ Amoksycyline (Amoxycyline) dla kobiet w cigzy, karmigcych, matych dzieci po
2-3 tygodniach brania ciprofloksacyny lub doksycyliny

(Rosjanie wyprodukowali szczepy B. anthracis oporne na dziatanie tetracykliny
oraz penicyliny.)

+ SZCZEPIONKA: ma sens, jesli bedzie dostepna

Dlaczego nie uodparniamy masowo ludzi ?
» Nie ma idealnej szczepionki

* grupy ryzyka - zotnierze USA

» Gulf Syndrome



B. anthracis

Jesli nastapit atak ....

» szkodliwos¢ aerozolu zalezy w duzej mierze od warunkow
atmosferycznych

» dekontaminacja - woda z mydtem - w przypadku ciata (prysznic !!!),
powierzchnie mozna dezynfekowac 0,05 - 0,1% roztworem podchlorynu

* wszyscy eksponowani powinni dostac antybiotyki

* szczepienie toksoidem nie ma sensu = odporno$¢ pojawia sie dopiero
po kilku miesigcach

» chorzy, nawet na postaé ptucng nie sg zakazni (!!!), lecz wymagajgq
opieki medycznej



