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1. Charakterystyka Haemophilus influenzae

Rodzaj Haemophilus (z gr. �lubi¹cy krew�) obej-
muje piêtna�cie gatunków (oraz dwa dodatkowe nazy-
wane hemofilusopodobnymi) [26], z których czê�æ sta-
nowi ludzk¹ fizjologiczn¹ florê bakteryjn¹ zasiedlaj¹c¹
g³ównie b³ony �luzowe górnych dróg oddechowych.
Najistotniejszym klinicznie gatunkiem tego rodzaju jest
H. influenzae (pa³eczka hemofilna).

Po raz pierwszy bakteriê tê wyizolowa³ R i c h a r d
P f e i f f e r  z plwociny chorych na grypê w 1892 roku
i nazwa³ j¹ Bacillus influenzae [43]. Myln¹ nazwê ga-
tunkow¹ mikroorganizm ten zawdziêcza temu, i¿ by³
on uznawany za czynnik etiologiczny tej gro�nej cho-
roby. W 1918 roku zmieniono nazwê na H. influenzae.
W Polsce jeszcze w 1927 roku u¿ywano nazwy pr¹tki
Pfeiffera albo Bacillus influenzae Pfeiffer [47].

Komórki tego gatunku s¹ ma³ymi, Gram-ujemnymi,
nieruchliwe, pleomorficznymi ziarniako-pa³eczkami lub

pa³eczkamii. Bakterie te maj¹ du¿e wymagania wzros-
towe. Do wzrostu wymagaj¹ heminy lub hematyny
(czynnik X) oraz NAD+ lub NADP+ (czynnik V).

W obrêbie gatunku H. influenzae wyró¿nia siê szcze-
py wytwarzaj¹ce otoczkê oraz szczepy bezotoczkowe
(nietypowalne, NTHi, ang. Non-Typeable Haemophi-
lus influenzae). Ze wzglêdu na budowê otoczki wyró¿-
nia siê 6 typów serologicznych oznaczonych kolejnymi
literami alfabetu od a do f. Istnieje równie¿ inny podzia³
przyjmuj¹cy jako kryterium w³a�ciwo�ci biochemiczne
drobnoustroju (wytwarzanie indolu, wytwarzanie ure-
azy czy dekarboksylazy ornitynowej) i rozró¿niaj¹cy
8 biowarów (biotypów) oznaczanych cyframi rzymski-
mi od I�VIII [18, 27, 44, 54].

Bakterie z gatunku H. influenzae mog¹ wywo³y-
waæ zaka¿enia zlokalizowane, nieinwazyjne lub inwa-
zyjne. Zaka¿enia nieinwazyjne wystêpuj¹ zazwyczaj
w obrêbie uk³adu oddechowego i zazwyczaj s¹ wywo³y-
wane przez szczepy bezotoczkowe. Do najwa¿niejszych
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postaci zaka¿eñ o etiologii NTHi zalicza siê zapalenie
p³uc, zapalenie ucha �rodkowego, zaostrzenia prze-
wlek³ego zapalenia oskrzeli oraz zapalenie zatok. Pa-
³eczki hemofilne mog¹ te¿ odpowiadaæ za zaka¿enia
oko³oporodowe.

Najczêstsze zaka¿enia inwazyjne s¹ wywo³ywane
przez serotyp b pa³eczek hemofilnych i s¹ to zapalenie
opon mózgowo-rdzeniowych (ZOMR), zapalenie na-
g³o�ni, posocznica, zapalenie stawów i ko�ci, zapalenie
tkanki podskórnej, zapalenie osierdzia, zapalenie szpiku
kostnego czy zapalenie p³uc przebiegaj¹ce z bakterie-
mi¹. Zaka¿enia wywo³ywane przez H. influenzae sero-
typu b  (Hib) stanowi¹ zdecydowan¹ wiêkszo�æ (oko³o
95%) chorób inwazyjnych powodowanych przez szcze-
py tego gatunku u dzieci pomiêdzy 2 miesi¹cem a 5 ro-
kiem ¿ycia w krajach, w których nie wprowadzono pow-
szechnych szczepieñ przeciwko temu drobnoustrojowi.

2. Antybiotykoterapia zaka¿eñ wywo³ywanych
przez H. influenzae

W leczeniu zaka¿eñ wywo³anych przez H. influen-
zae kluczow¹ rolê odgrywaj¹ antybiotyki $-laktamo-
we. Z grupy penicylin, w leczeniu chorób o etiologii
H. influenzae wa¿ne miejsce zajmuj¹ aminopenicyli-
ny takie, jak ampicylina czy amoksycylina. Aktywne
wobec bakterii s¹ te¿ ureidopenicyliny np. piperacylina.
Wszystkie te antybiotyki s¹ podatne na rozk³ad en-
zymatyczny i nie s¹ skuteczne w leczeniu zaka¿eñ
wywo³anych przez szczepy wytwarzaj¹ce $-laktamazy.

Inn¹, istotn¹ klinicznie grup¹ s¹ cefalosporyny,
przede wszystkim nale¿¹ce do III (np. ceftriakson czy
cefotaksym) i IV generacji (np. cefepim). Antybiotyki
z tych grup cechuje poszerzony zakres dzia³ania oraz
oporno�æ na dzia³anie wielu $-laktamaz (nie obejmuje
to oporno�ci na $-laktamazy o poszerzonym spektrum
substratowym � ESBL (ang. Extended Spectrum Beta-
Lactamases). W zaka¿eniach górnych dróg oddechowych
powszechnie stosowane s¹ te¿ cefalosporyny II gene-
racji takie, jak cefuroksym, cefaklor czy cefprozil.

Spo�ród pozosta³ych grup antybiotyków $-laktamo-
wych, rzadziej stosowane w leczeniu zaka¿eñ wywo³y-
wanych przez H. influenzae s¹ karbapenemy (np. imipe-
nem czy meropenem) oraz monobaktamy (aztreonam).

Istotne miejsce w leczeniu zaka¿eñ bakteryjnych
zajmuj¹ preparaty penicylin z inhibitorami $-laktamaz
takimi, jak kwas klawulanowy. Blokuj¹ one enzymy
rozk³adaj¹ce antybiotyk ($-laktamazy) unieczynniaj¹c
bakteryjny mechanizm oporno�ci. W leczeniu H. in-
fluenzae stosowane s¹ preparaty takie, jak amoksycy-
lina z kwasem klawulanowym, ampicylina z sulbakta-
mem lub piperacylina z tazobaktamem.

Mechanizm dzia³ania antybiotyków $-laktamowych
polega na oddzia³ywaniu z bia³kami wi¹¿¹cymi penicy-

linê PBP (ang. Penicillin Binding Proteins), które od-
grywaj¹ kluczow¹ rolê w III etapie syntezy mureiny.
Katalizuj¹ one reakcjê polimeryzacji ³añcucha cukro-
wego �ciany komórkowej oraz wytwarzanie wi¹zañ
poprzecznych miêdzy aminokwasami s¹siednich ³añ-
cuchów glikopeptydu w �cianie komórkowej bakterii.
Zale¿nie od rodzaju bia³ka, ró¿ne jest ich powinowac-
two do antybiotyków $-laktamowych.

Antybiotyki $-laktamowe, na zasadzie podobieñ-
stwa substratowego, blokuj¹ jedno lub wiêcej bia³ek
PBP. Prowadzi to do zahamowania syntezy �ciany ko-
mórkowej i �mierci komórki bakteryjnej. Zablokowa-
nie tylko jednego z bia³ek PBP mo¿e prowadziæ do
wystêpowania zmian w kszta³cie komórki; wystêpo-
wania komórek okr¹g³ych, lub te¿ komórek rosn¹cych
w postaci d³ugich filamentów.

W komórkach H. influenzae funkcjonuje 8 ró¿nych
bia³ek PBP [20]. Pocz¹tkowo by³y one oznaczone nu-
merami PBP1-8 [31, 38]. Pó�niej przyjêto numeracjê
PBP1A, 1B, 2, 3A, 3B, 4, 5 i 6 [46].

Antybiotyki $-laktamowe u bakterii Gram-ujem-
nych pokonuj¹ barierê b³ony zewnêtrznej poprzez ka-
na³y porynowe [28]. W komórkach H. influenzae rolê
w ich transporcie odgrywa poryna � bia³ko OMP-P2
[35], bardzo dobrze przepuszczaj¹ca ma³e cz¹steczki
$-laktamów. Efektem tego s¹ bardzo niskie warto�ci
MIC (najmniejsze stê¿enie hamuj¹ce, Minimal Inhi-
bitory Concentration) antybiotyków $-laktamowych
u wra¿liwych szczepów tego gatunku.

W ZOMR o etiologii H. influenzae lekami pierw-
szego wyboru s¹ cefalosporyny III generacji takie, jak
cefotaksym i ceftriakson. Leki te dobrze penetruj¹ do
p³ynu mózgowo-rdzeniowego, s¹ skuteczne w lecze-
niu, a dotychczas u pa³eczek hemofilnych nie identyfi-
kowano na nie oporno�ci. Przez wiele lat z powodze-
niem by³a stosowana ampicylina, jednak aktualnie
liczba szczepów H. influenzae opornych na ten lek
w niektórych krajach jest ju¿ bardzo wysoka. Chlor-
amfenikol, ze wzglêdu na jego powa¿ne dzia³ania
uboczne, jest obecnie rzadko stosowany w krajach
rozwiniêtych, ale wra¿liwo�æ Hib jest na lek powszech-
na. Zastosowanie chloramfenikolu mo¿e byæ uzasad-
nione wy³¹cznie brakiem innej opcji terapeutycznej
(ze wzglêdu na oporno�æ szczepu lub powa¿ne uczu-
lenie pacjenta na antybiotyki $-laktamowe gro¿¹ce
wyst¹pieniem wstrz¹su anafilaktycznego po ich poda-
niu). W krajach rozwijaj¹cych siê, ze wzglêdu na nisk¹
cenê, chloramfenikol jest nadal czêsto stosowanym
chemioterapeutykiem.

W innych zaka¿eniach o etiologii H. influenzae,
g³ównie w zaka¿eniach uk³adu oddechowego czêsto
stosuje siê amoksycylinê, amoksycylinê z klawulania-
nem, cefalosporyny II generacji, tetracykliny, nowsze
makrolidy takie, jak klarytromycynê czy azytromycynê
oraz fluorochinolony.
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3. Mechanizmy warunkuj¹ce oporno�æ
na antybiotyki $-laktamowe

3.1. Wytwarzanie $-laktamaz

$-laktamazy TEM: H. influenzae wytwarza dwa
rodzaje enzymów nale¿¹cych do rodziny TEM $-lak-
tamaz: TEM-1 oraz TEM-2 [35, 50], ró¿ni¹ce siê nie-
znacznie punktem izoelektrycznym. Geny koduj¹ce
te enzymy ró¿ni¹ siê pojedyncz¹ substytucj¹ cytozyny
na adeninê w pozycji 4094 [50] (numeracja wed³ug
sekwencji S u t c l i f f e  transpozonu Tn3 [56]), w wy-
niku czego znika miejsce ciêcia rozpoznawane przez
enzym restrykcyjny MboI (↓GATC). Na poziomie se-
kwencji aminokwasowej dochodzi do zamiany glicyny
w pozycji 37 (kodon CAG) na lizynê (AAG). Obydwa
te enzymy maj¹ podobny zakres dzia³ania, jednak
TEM-1 wykazuje nieznacznie ni¿sz¹ aktywno�æ wzglê-
dem niektórych antybiotyków $-laktamowych [21],
co mo¿e byæ spowodowane ró¿nicami w sile promo-
torów obu genów. Ekspresja genu koduj¹cego enzym
TEM-2 jest regulowana przez promotory Pa/Pb o wy-
sokim powinowactwie do RNAP (polimerazy RNA)
[7, 8, 64]. Oba enzymy nale¿¹, wed³ug klasyfikacji
Bush, do klasy 2b i zaliczane s¹ to tzw. $-laktamaz
o szerokim spektrum substratowym (ang. broad spec-
trum beta-lactamases) [4].

Enzymy te s¹ czêsto identyfikowane u bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae i bakterii blisko spokrew-
nionych [7]. Gen blaTEM-1 wystêpuje na transpozonach
z rodzin transpozonów Tn2 i Tn3, natomiast blaTEM-2
zlokalizowany jest w obrêbie transpozonów z rodzi-
ny Tn1 [7]. Badania sekwencji nukleotydowych tych
transpozonów wskazuj¹ na przeniesienie genu blaTEM-1
z rodziny Enterobacteriaceae do H. influenzae na
transpozonie Tn2 [8, 30].

U H. influenzae czê�ciej wystêpuj¹cym enzymem
jest TEM-1 [41, 50]. Ekspresja genu blaTEM-1
u H. influenzae jest regulowana, inaczej ni¿ u wiêk-
szo�ci Enterobacteriaceae, przez uk³ad silnych promo-
torów Pa/Pb (wystêpuj¹cych zazwyczaj z blaTEM-2),
a nie przez reguluj¹cy ten gen promotor P3 [7, 64].
B³ona zewnêtrzna H. influenzae stanowi s³absz¹ barierê
dla antybiotyków $-laktamowych ni¿ b³ona bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae, tak wiêc gen $-lakta-
mazy ulegaj¹cy ekspresji na niskim poziomie mo¿e nie
warunkowaæ wystarczaj¹cego poziomu oporno�ci, co
mo¿e mieæ wp³yw na selekcjê szczepów nios¹cych gen
o wy¿szym poziomie ekspresji. W genomach niektórych
szczepów zaobserwowano tak¿e delecjê 136 par zasad
w rejonie promotorowym tych genów [41, 64]. Efek-
tem tej mutacji jest wy¿sza ich oporno�æ na cefaklor
czy lorakarbef [41].

Dotychczas nie zaobserwowano u H. influenzae
$-laktamaz typu ESBL, tj. rozk³adaj¹cych cefalospo-

ryny III generacji. Czê�æ enzymów typu ESBL, takich
jak TEM-3, TEM-4, TEM-5, wywodzi siê od wspom-
nianych enzymów TEM-1 czy TEM-2. $-laktamazy
typu ESBL s¹ obserwowane g³ównie u Enterobacte-
riaceae. W ostatnim czasie opisano jednak kliniczne
szczepy H. parainfluenzae wytwarzaj¹ce taki enzym
[65]. Prawdopodobnie enzymy kodowane przez geny
znajduj¹ce siê zazwyczaj na transpozonach, zostan¹
przeniesione do bakterii H. influenzae, albo enzymy
TEM-1 czy TEM-2, ju¿ wystêpuj¹ce u bakterii, �zmu-
tuj¹� do ESBL [63]. Eksperymentalne przeniesienie
genów koduj¹cych enzymy typu ESBL (z E. coli:
TEM-3, TEM-4 i TEM-5) do komórek H. influenzae
skutkowa³o wzrostem poziomu oporno�ci bakterii na
cefalosporyny o poszerzonym zakresie dzia³ania, jak
cefotaksym, ale oporno�æ nie by³a tak wysokiego stop-
nia, by mog³a mieæ istotne znaczenie kliniczne [62, 63].
Mo¿liwe, ¿e niski poziom oporno�ci, jaki nadawa³y
enzymy typu ESBL bakteriom H. influenzae ogranicza
ich rozprzestrzenianie. Enzymy te, je�li wystêpowa³y
wraz z oporno�ci¹ receptorow¹ polegaj¹c¹ na zmia-
nach w bia³kach PBP3, nadawa³y komórkom wysoki
poziom oporno�ci na cefotaksym [3]. Jak dot¹d takie
szczepy H. influenzae zosta³y stworzone wy³¹cznie
w warunkach laboratoryjnych. Jednak¿e dodatni wynik
eksperymentów wskazuje na mo¿liwo�æ wyewoluowa-
nia podobnych szczepów ze szczepów wykazuj¹cych
oporno�æ receptorow¹ i wytwarzaj¹cych $-laktamazê
TEM-1 czy TEM-2, na drodze generowania mutacji
w genach koduj¹cych $-laktamazy i poszerzaj¹cych
ich zakres substratowy [3]. Inn¹ mo¿liwo�ci¹ jest prze-
niesienie genów koduj¹cych enzymy typu ESBL do
szczepów wykazuj¹cych receptorowy mechanizm opor-
no�ci na $-laktamy. Powszechne stosowanie cefalo-
sporyn III generacji mo¿e doprowadziæ do selekcji tak
opornych szczepów.

$-laktamaza ROB: $-laktamaza ROB-1 zosta³a po
raz pierwszy opisana u bakterii H. influenzae. Analiza
sekwencji aminokwasowej enzymu wykaza³a, ¿e jest
on spokrewniony z $-laktamazami bakterii Gram-
-dodatnich [23]. Enzym zosta³ odnaleziony tak¿e w ko-
mórkach innego gatunku z rodzaju Haemophilus
� H. pleuropneumoniae, który jest patogenem �wiñ
[37]. Mo¿liwe wiêc, ¿e gatunek H. influenzae jest �ród-
³em $-laktamazy ROB-1.

W klasyfikacji Bush $-laktamaza ROB-1 nale¿y do
grupy 2b (tej samej, co wcze�niej opisane enzymy
TEM). W porównaniu z $-laktamaz¹ TEM, ROB-1
cechuje wy¿sza aktywno�æ wobec cefakloru, cefprozilu
czy lorakarbefu [25].

Nie opisano dotychczas szczepów wytwarzaj¹cych
warianty $-laktamazy ROB wykazuj¹cych aktywno�æ
wobec cefalosporyn III generacji. Eksperymenty z wy-
korzystaniem hiperzmiennego szczepu E. coli wykaza³y
jednak, i¿ spontaniczne mutacje w genie blaROB-1 mog¹
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doprowadziæ do powstania takich wariantów $-lak-
tamazy ROB [16]. Na skutek presji antybiotykowej,
szczepy wytwarzaj¹ce zmutowane enzymy mog¹ staæ
siê w przysz³o�ci potencjalnym problemem klinicznym.

W przypadku H. influenzae wytwarzaj¹cych za-
równo $-laktamazy typu TEM i ROB, obserwuje siê
zjawisko tzw. efektu inokulum [2, 57]. Efekt ten jest
okre�lany, jako co najmniej czterokrotny wzrost war-
to�ci MIC przy zwiêkszeniu inokulum o jeden rz¹d
wielko�ci. Nie wystêpuje on w przypadku szczepów
niewykazuj¹cych tego typu oporno�ci mimo, i¿ pod-
czas oznaczeñ lekowra¿liwo�ci metod¹ rozcieñczenio-
w¹ zmêtnienie roztworu o wiêkszym inokulum, wy-
wo³ane tworzeniem siê agregatów martwych komórek
bakteryjnych mo¿e sprawiaæ znaczne problemy w od-
czycie wyników. Efekt inokulum znie�æ mo¿na poprzez
zastosowanie inhibitora $-laktamaz, ale w wiêkszej ni¿
normalnie ilo�ci (w proporcji 1:1 z antybiotykiem) [2].

Oko³o 15% szczepów H. influenzae izolowanych na
�wiecie wytwarza $-laktamazy [13]. Taki fenotyp opor-
no�ci okre�la siê skrótem BLPAR (Beta-Lactamase Po-
sitive/Producing, Ampicillin Resistant). Oporno�æ ta jest
zwi¹zana z wytwarzaniem trzech ró¿nych $-laktamaz.
Najczê�ciej spotykanym enzymem jest $-laktamaza
TEM, która jest wytwarzana w oko³o 93% szczepów
(spo�ród wszystkich wykazuj¹cych enzymatyczny typ
oporno�ci). Zdecydowanie rzadziej produkowana jest
$-laktamaza ROB-1 (oko³o 5%). Sporadycznie izolowa-
ne s¹ szczepy wytwarzaj¹ce $-laktamazê VAT [51]. Za-
zwyczaj nie spotyka siê bakterii wytwarzaj¹cej wiêcej ni¿
jeden typ enzymu, jednak zosta³ opisany szczep wytwa-
rzaj¹cy zarówno $-laktamazê TEM-1, jak i ROB-1 [50].

Obserwowane s¹ istotne ró¿nice geograficzne w wy-
stêpowaniu szczepów H. influenzae wytwarzaj¹cych
$-laktamazy; na Tajwanie prawie 68% szczepów wy-
kazuje ten rodzaj oporno�ci [13], w Ameryce Po³u-
dniowej czêsto�æ wystêpowania takich szczepów jest
niska, a w Peru czy Wenezueli nie identyfikowa-
no szczepów wytwarzaj¹cych $-laktamazy. Wystêpuj¹
równie¿ du¿e ró¿nice w rodzajach wytwarzanej $-lak-
tamazy w danej populacji. $-laktamaza ROB-1, jak
opisano wy¿ej, jest rzadko wytwarzanym enzymem.
Jednak i tu obserwuje siê znaczne zró¿nicowanie geo-
graficzne; w Meksyku 30% szczepów wytwarzaj¹cych
$-laktamazy wytwarza enzym ROB-1 [13], a w Kana-
dzie oko³o 10% [50].

W Polsce czêsto�æ izolacji bakterii H.influen-
zae wytwarzaj¹cych $-laktamazy, na przestrzeni lat
2002�2006, waha³a siê od 7,2 w roku 2003 do 15%
w roku 2004 (Rys. 1). Spo�ród bakterii izolowanych
z zaka¿eñ dróg oddechowych czêsto�æ tego fenotypu
oporno�ci waha³a siê od 5,2% w 2003 roku do 16,8%
w 2004 roku, jednak¿e zazwyczaj utrzymywa³a siê
na poziomie poni¿ej 10% [52]. Wszystkie te szczepy
wytwarza³y $-laktamazê TEM-1.

Laboratoryjne wykrywanie $-laktamaz: Wykry-
wanie $-laktamaz jest proste poprzez wykorzystanie
testu z nitrocefin¹. Zwi¹zek ten, posiadaj¹cy pier�cieñ
$-laktamowy, po jego rozerwaniu przez $-laktamazê
zmienia kolor z bezbarwnego na czerwony. Aktualnie
stosowane s¹ szybkie testy w postaci kr¹¿ków lub pas-
ków bibu³owych nas¹czonych roztworem nitrocefiny,
które w kilka sekund wykrywaj¹ obecno�æ $-laktamazy
w komórkach H. influenzae. Najprostsz¹ metod¹ iden-
tyfikacji wytwarzanego enzymu jest reakcja PCR z u¿y-
ciem starterów komplementarnych do nukleotydowych
sekwencji genów koduj¹cych TEM-1 i ROB-1. Roz-
ró¿nienie miêdzy genami koduj¹cymi enzymy TEM-1
i TEM-2 mo¿na osi¹gn¹æ trawi¹c produkty reakcji
PCR enzymem restrykcyjnym MboI. Innym sposobem
rozró¿nienia dwóch rodzajów enzymów z rodziny
TEM jest okre�lenie ich punktu izolelektrycznego.

3.2. Zmiany w bia³kach PBP i fenotyp BLNAR

Wzmianki o szczepach opornych na ampicylinê, ale
niewytwarzaj¹cych $-laktamaz pojawi³y siê w pi�mien-
nictwie ju¿ w 1974 roku [60]. Pierwszy oporny na am-
picylinê szczep, wyizolowany w 1977 roku w USA od
chorej z ZOMR, opisany zosta³ w 1980 roku [33]. Czte-
ry lata pó�niej P a r r  i B r y a n  [46] oraz równolegle
M e n d e l m a n  i wsp. [38] zbadali mechanizm wa-
runkuj¹cy tego rodzaju oporno�æ. Z danych ekspery-
mentalnych przedstawionych przez obie grupy badaczy
wynika³o, ¿e oporno�æ nie jest zwi¹zana ze zmian¹
przepuszczalno�ci b³ony zewnêtrznej ani zmianami
w bia³kach porynowych, ale ma charakter receptorowy
i wynika ze zmian w powinowactwie antybiotyku do
bia³ek PBP, a zw³aszcza do PBP3A i PBP3B. Wnioski
te potwierdzi³y pó�niejsze badania nad sklonowanym
genem koduj¹cym zmienione bia³ka PBP3 [9]. Wyka-
zano, i¿ mutacje w genie koduj¹cym bia³ka PBP3 pro-
wadz¹ do zmniejszenia powinowactwa antybiotyku do
tego bia³ka. Z czasem szczepy wykazuj¹ce ten typ opor-
no�ci zaczêto nazywaæ BLNAR (Beta-Lactamase Ne-
gative/Nonproducing Ampicillin Resistant). Badania nad
pochodzeniem bakterii o fenotypie BLNAR wykaza³y,
¿e nie pochodz¹ one z jednego klonu, w którym bia³ka
PBP3 uleg³y mutacji, lecz wykazuj¹ du¿e zró¿nicowa-
nie i raczej wywodz¹ siê z ró¿nych szczepów [11, 39].

To zró¿nicowanie podkre�lili C l a i r o u x  i wsp.
[9], którzy podczas badania kanadyjskich szczepów
o fenotypie BLNAR, wyró¿nili trzy grupy, przyjmuj¹c
jako kryterium podzia³u poziom oporno�ci na ampicy-
linê. Warto�ci MIC ampicyliny w poszczególnych gru-
pach wynosi³y odpowiednio: grupa I: 0,5�1,0 µg/ml;
grupa II: 2,0�4,0 µg/ml; grupa III: 8,0 µg/ml. Wszyst-
kie szczepy wykazywa³y oporno�æ zwi¹zan¹ wy³¹cz-
nie ze zmianami w sekwencjach aminokwasowych bia-
³ek PBP3A i 3B.
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W 2001 roku U b u k a t a  i wsp. [66] zbadali ge-
netyczne pod³o¿e zmian w bia³kach PBP3 i PBP4,
których efektem jest powstawanie szczepów o feno-
typie BLNAR. Opisali oni kilka substytucji w sekwen-
cji nukleotydowej genu ftsI. Gen ten koduje bia³ka
PBP3A oraz PBP3B, które, jak siê podejrzewa, s¹
syntetyzowane z wykorzystaniem tej samej informacji
genetycznej, ale ulegaj¹ innym modyfikacjom post-
translacyjnym [32, 66]. Skutkiem mutacji w genie ftsI
s¹ pojedyncze zmiany w sekwencjach aminokwa-
sowych wystêpuj¹ce w pobli¿u wa¿nych motywów
bia³ek. Analiza mutacji zaowocowa³a, podobnie jak we
wcze�niej opisanym podziale zaproponowanym przez
C l a i r o u x, wyró¿nieniem przez Ubukatê trzech grup
bakterii o fenotypie BLNAR.

Grupa I obejmuje szczepy posiadaj¹ce w PBP3 argi-
ninê w pozycji 517 zamienion¹ na histydynê. W PBP3
szczepów zaliczanych do grupy II lizyna znajduje siê
w pozycji 526 � w miejscu normalnie wystêpuj¹cej
tam asparaginy. Obie mutacje, zarówno w grupie I, jak
i II, wystêpuj¹ w pobli¿u konserwowanego motywu
KTG (Lys512-Thr513-Gly514). Klasyfikacjê grupy II
rozszerzyli pó�niej Dabernat i wsp. [11], wyszcze-
gólniaj¹c cztery podgrupy: a, b, c, d. Wszystkie one
posiadaj¹ charakterystyczn¹ dla grupy II substytucjê
lizyny-526 w miejsce asparaginy (taka pojedyncza

mutacja zaliczona zosta³a do podgrupy IIa), lecz oprócz
tego posiadaj¹ one kilka ró¿nych dodatkowych zmian
w sekwencjach aminokwasowych takich, jak zamiana
alaniny w pozycji 502 na walinê, charakterystyczn¹ dla
podgrupy IIb, lub na treoninê wystêpuj¹c¹ w podgru-
pie IIc. Podgrupê IId charakteryzuje natomiast zamiana
w PBP3 izoleucyny-449 na walinê. Bakterie z tych grup
zaliczane s¹ do fenotypu low-BLNAR, cdla których
MIC ampicyliny zawiera siê w zakresie od 1,0 do
4,0 µg/ml. Podobnie podwy¿szone s¹ u nich warto�ci
MIC innych pochodnych penicylin takich, jak amoksy-
cylina oraz dla cefalosporyn ni¿szych generacji (I i II).
Podwy¿szone s¹ te¿ warto�ci MIC cefalosporyn III ge-
neracji, jednak pozostaj¹ nadal niskie i mieszcz¹ siê
w zakresie pe³nej wra¿liwo�ci [11, 64].

Do grupy III zaliczane s¹ szczepy BLNAR. MIC am-
picyliny tych szczepów jest wy¿szy lub równy 4 µg/ml.
Bia³ko PBP3 tych szczepów charakteryzuje zamiana
asparaginy-526 na lizynê (tak samo jak ma to miejsce
w grupie II), a dodatkowo posiadaj¹ trzy substytucje
w okolicach innego wa¿nego motywu SSN (Ser379-
-Ser380-Asn381). Zmutowanie genu skutkuje zamian¹
metioniny-377 na izoleucynê, seryny-385 na treoni-
nê oraz leucyny-389 na fenyloalaninê w bia³ku PBP3.
Oprócz tych zmian, bia³ka PBP3 wszystkich trzech
grup bakterii o fenotypie BLNAR, charakteryzuje
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dodatkowo zamiana asparaginianu-350 na asparaginê
oraz seryny-357 na asparaginê. Aminokwasy te znajdu-
j¹ siê w s¹siedztwie motywu STVK (Ser327 � Thr328
� Val329 � Lys330).

Kolejne badania dowolnie rozszerza³y klasyfikacjê
szczepów typu BLNAR, a ró¿ni autorzy, znajduj¹c ko-
lejne mutacje lub inne kombinacje mutacji ju¿ znanych,
czêsto tworzyli w³asne klasyfikacje inaczej grupuj¹ce
oporne szczepy H. influenzae [19, 45].

Szczepy BLNAR z grupy III wykazuj¹ wyra�nie
podwy¿szone warto�ci MIC cefalosporyn III generacji ta-
kich, jak cefotaksym (warto�æ MIC oko³o 1,0�2,0 µg/ml)
oraz ceftriakson (MIC oko³o 0,25 µg/ml) [34, 66].
Tak¿e cefalosporyny IV generacji, takie jak cefpirom,
mog¹ wykazywaæ wobec takich szczepów ni¿sz¹ ak-
tywno�æ in vitro [29]. Wydaje siê, ¿e za obni¿on¹
wra¿liwo�æ bakterii grupy III na antybiotyki $-lakta-
mowe odpowiada w g³ównej mierze mutacja skutku-
j¹ca substytucj¹ fenyloalaniny-389 w miejsce leucyny
w PBP3 [34]. Inni badacze wskazuj¹ na istotn¹ rolê
w nadawaniu oporno�ci na np. cefuroksym zmiany se-
ryny w pozycji 357 na asparaginê [54]. Wystêpowanie
wielu dodatkowych mutacji punktowych w badanych
genach mo¿e pog³êbiaæ oporno�æ na cefalosporyny,
tak¿e te III i IV generacji [29].

Wszystkie omawiane motywy aminokwasowe (KTG,
SSN czy STVK) wystêpuj¹ w centrum aktywnym bia-
³ek PBP3 a dok³adniej w jego domenie transpeptydazy
[66]. Dlatego te¿ zmiany w ich pobli¿u mog¹ istotnie
wp³ywaæ na przestrzenn¹ strukturê centrum aktywnego.
Zmiana konformacji bia³ka mo¿e nie byæ dla komórki
letalna, je�li bia³ko nadal ma zdolno�æ katalizowania
reakcji enzymatycznej, ale mo¿e utrudniaæ wi¹zanie siê
�zmutowanych� bia³ek z antybiotykami $-laktamo-
wymi. Obserwowane zmiany w PBP3 nie pozostaj¹
jednak ca³kiem obojêtne dla komórki, gdy¿ bakterie
wytwarzaj¹ce zmutowane bia³ka PBP3 maj¹ charakte-
rystyczny wyd³u¿ony kszta³t, a mog¹ nawet tworzyæ
d³ugie filamenty [9]. Analizuj¹c strukturê bia³ka PBP3,
poprzez jego porównanie z bia³kiem PBP2X Streptococ-
cus pneumoniae [55] wykazano, ¿e powy¿sze zmiany
w sekwencjach aminokwasowych wp³ywaj¹ na zmianê
struktury miejsca wi¹¿¹cego antybiotyki $-laktamowe
powoduj¹c, i¿ staje siê ono dla nich niedostêpne.

Rzeczywisty wp³yw wykrytych mutacji w genach
koduj¹cych bia³ko PBP3 na stopieñ oporno�ci H. influ-
enzae przebada³ zespó³ O s a k i  i wsp. [45] u¿ywaj¹c
metody mutagenezy specyficznej co do miejsca. Bada-
cze ci wprowadzali do szczepów z dzikim genem ftsI
takie mutacje punktowe, jakie obserwowane by³y naj-
czê�ciej w genach koduj¹cych zmienione bia³ka. W efek-
cie, potwierdzona zosta³a rola wiêkszo�ci powstaj¹cych
mutacji. Substytucja Asn526→Lys czy Asn526→Lys
+ Ser385→Thr podnosi³a MIC ampicyliny 2�4 razy.
Sama mutacja warunkuj¹ca zmianê Asn526→Lys pod-

nosi³a MIC cefalosporyn 2�8 razy. Dodatkowe zmiany
Ser385→Thr czy Leu389→Phe jeszcze zwiêksza³y
poziom oporno�ci. Mutacja powoduj¹ca substytucjê
Asn526→Lys równie¿ znacz¹co (8 razy) zwiêksza³a
oporno�æ bakterii na imipenem, lecz nie na mero-
penem. Co istotne, wykazano i¿ zamiana metioniny
w pozycji 377 na izoleucynê nie wp³ywa w ¿adnym stop-
niu na oporno�æ bakterii na antybiotyki $-laktamowe.

Ze wzglêdu na znaczne zró¿nicowanie klonalne
szczepów o fenotypie BLNAR [17], wielo�æ znajdowa-
nych miejsc mutacji oraz ró¿ne ich wzajemne wystê-
powanie w genie ftsI, trudno jest okre�liæ kierunki ewo-
lucyjne tych zmian. Takie badania �ledz¹ce zmiany
w wystêpowaniu mutacji w bia³kach PBP3 w szczepach
H. influenzae izolowanych w Japonii na przestrzeni
9 lat przeprowadzili S a n b o n g i  i wsp. [48]. Wska-
zuj¹ oni na wyra�ny wzrost czêsto�ci wystêpowania
mutacji warunkuj¹cej powstawanie Asn526→Lys.
Wzrasta tak¿e czêsto�æ wystêpowania tej mutacji
w po³¹czeniu z mutacjami powoduj¹cymi zmiany
Met377→Ile, Ser385→Thr oraz Leu389→Phe. Jed-
nocze�nie spada czêsto�æ wystêpowania substytucji
Arg517→His. Te tendencje mog¹ mieæ jednak cha-
rakter lokalny i byæ zwi¹zane ze specyfik¹ leczenia,
a zw³aszcza z doborem poszczególnych antybiotyków
i wielko�ci ich dawek stosowanych w danym kraju.

Pojawienie siê szczepów opornych na antybiotyki
$-laktamowe na drodze innej ni¿ enzymatyczna mog³o
spowodowaæ wyewoluowanie szczepów posiadaj¹-
cych oba te mechanizmy. Szczepy takie po raz pierw-
szy zosta³y wyizolowane w USA na prze³omie 1994
i 1995 roku [12]. Opisano od razu a¿ siedemna�cie
izolatów klinicznych charakteryzuj¹cych siê prawdo-
podobnie obecno�ci¹ mutacji w bia³kach PBP, jak i wy-
twarzanie $-laktamazy opornej na inhibicjê kwasem
klawulanowym lub inne mo¿liwe mechanizmy oporno-
�ci. Pó�niejsze badania wykaza³y, ¿e szczepy o tym fe-
notypie wykazuj¹ te same rodzaje mutacji w genie ftsI,
co szczepy BLNAR [34]. Nie wykryto natomiast wy-
stêpowania $-laktamazy opornej na inhibicjê kwasem
klawulanowym. W pi�miennictwie zwyk³o siê je okre�-
laæ skrótem BLPACR (Beta-Lactamase Positive/Pro-
ducing, Amoxicillin-Clavulanate Resistant) [12].

Ze wzglêdu na wspomnian¹ wy¿ej ró¿norodno�æ za-
równo szczepów o fenotypie BLNAR, jak i BLPACR,
trudno okre�liæ wzajemne korelacje tych fenotypów.
Badania podobieñstwa materia³u genetycznego bakterii
(prowadzone metodami takimi, jak RAPD czy RFLP-
-PFGE), wykonywane lokalnie wykazuj¹, i¿ niektóre
szczepy o fenotypie BLPACR mog¹ byæ do�æ blisko
spokrewnione z równolegle wystêpuj¹cymi na danym
obszarze szczepami o fenotypie BLNAR [19]. Wskazu-
je to na powstawanie szczepów o fenotypie BLPACR
poprzez nabywanie przez szczepy ze zmienionymi bia³-
kami PBP plazmidowo kodowanych $-laktamaz.
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Powstawanie szczepów H. influenzae o fenotypie
BLNAR nie musi zachodziæ wy³¹cznie na drodze ge-
nerowania mutacji spontanicznych i rozprzestrzeniaæ
siê wy³¹cznie klonalnie. Bakterie te maj¹ bowiem zdol-
no�æ do tzw. miêdzykomórkowego transferu genów
chromosomalnych z wykorzystaniem mechanizmu od-
miennego od transformacji czy koniugacji [1]. Mog¹
one pobieraæ ze �rodowiska DNA zwieraj¹cy specyficz-
n¹ dla rodzaju Haemophilus sekwencjê USS (Uptake
Signal Sequence). Taki fragment DNA jest nastêpnie
wbudowywany w genom bakterii na drodze rekombina-
cji homologicznej. W genie ftsI sekwencja USS wystê-
puje w dwóch miejscach. Mo¿liwa jest wiêc rekom-
binacja fragmentu genu ftsI. Jak dowodz¹ T a k a h a t a
i wsp. [58], mo¿liwe jest przekazywanie zmienionej
wersji genu ftsI podczas wspó³wystêpowania w jednej
niszy ekologicznej szczepów BLNAR i BLNAS (Beta-
Lactamase Negative/Non-producing, Ampicillin Suscep-
tible). Autorzy ci wykazali równie¿ mo¿liwo�æ horyzon-
talnego transferu genu ftsI miêdzy ró¿nymi gatunkami
bakterii z rodzaju Haemophilus. Fakt ten powoduje, i¿
inne gatunki tego rodzaju (takie jak H. haemolyticus)
mog¹ stanowiæ rezerwuar zmutowanej wersji genu ftsI
le¿¹cej u podstaw fenotypu BLNAR.

Wystêpowanie bakterii wykazuj¹cych oporno�æ re-
ceptorow¹ mo¿e nie�æ za sob¹ powa¿ne problemy
w leczeniu zaka¿eñ wywo³ywanych przez H. influen-
zae. Co prawda, w wielu przypadkach poziom opor-
no�ci szczepów pozostaje stosunkowo niski, jednak
powstaj¹ce zmiany otwieraj¹ drogê do zwiêkszania siê
oporno�ci w przysz³o�ci (za H. D a b e r n a t e m, [11]).
Jak dot¹d oporno�æ na czêsto stosowane w leczeniu ce-
falosporyny III generacji nie stanowi problemu i leki
tej grupy pozostaj¹ aktywne tak¿e wobec szczepów
o fenotypie BLNAR. Zauwa¿alna jest jednak selekcja
mutacji w bia³kach PBP, prowadz¹ca do zwiêkszania siê
warto�ci MIC tych antybiotyków [29, 48]. W zwi¹zku
z tym niektórzy badacze postuluj¹ stosowanie antybio-
tyków $-laktamowych z innych grup, które blokuj¹
inne bia³ka PBP i dzia³aj¹ tak¿e na szczepy BLNAR.
Takimi antybiotykami s¹ karbapenemy a zw³aszcza
meropenem, jako lek o wiêkszej aktywno�ci od imipe-
nemu i zachowuj¹cy wysok¹ aktywno�æ tak¿e wobec
szczepów o fenotypie BLNAR [22, 40].

Karbapenemy dzia³aj¹ przede wszystkim na bia³ka
PBP4 i PBP5. Opisano szczepy H. influenzae wyka-
zuj¹ce obni¿on¹ wra¿liwo�æ na karbapenemy na dro-
dze zmniejszenia powinowactwa antybiotyku do bia³-
ka PBP4 [36]. Zsekwencjonowanie przez U b u k a t ê
i wsp. [66] genu dacB koduj¹cego bia³ko PBP4, wy-
kaza³o u niektórych szczepów delecjê 7 nukleotydów
w pozycji 943�949, co powodowa³o zmianê ramki od-
czytu i wcze�niejsz¹ terminacjê translacji. £añcuch
koñczy³ siê w odleg³o�ci zaledwie 20 aminokwasów
za motywem SDN, a motyw KTG w ogóle w nim

nie wystêpowa³. Mutacja nie powodowa³a jednak spad-
ku wra¿liwo�ci na karbapenemy, ani inne badane anty-
biotyki [66].

Innym antybiotykiem wykazuj¹cym in vitro aktyw-
no�æ wobec szczepów H. influenzae typu BLNAR jest
piperacylina [42]. W oznaczeniach laboratoryjnych
dzia³a ona na szczepy BLNAR czêsto skuteczniej ni¿
cefalosporyny III generacji i, w przeciwieñstwie do
nich, dodatkowo indukuje procesy autolizy bakterii.
Wysoka aktywno�æ wobec szczepów o fenotypie
BLNAR mo¿e wynikaæ z faktu, ¿e lek ten blokuje nie
tylko bia³ka PBP3, ale równie¿ bia³ko PBP2 [42].
Piperacylina nie wykazuje jednak tak wysokiej aktyw-
no�ci wobec szczepów o fenotypie BLPACR, gdy¿ jest
wra¿liwa na dzia³anie $-laktamaz [29]. W tym wypadku
aktywno�æ piperacyliny zostaje zachowana poprzez
skojarzenie jej z inhibitorem $-laktamaz � tazobak-
tamem [48]. Wskazanie do stosowania piperacyliny
wobec szczepów o fenotypie BLNAR jest jednak nie-
jednoznaczne, gdy¿ wed³ug wytycznych CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) szczepy te nale¿y
traktowaæ jako oporne na ten antybiotyk mimo mo¿li-
wej aktywno�ci in vitro [10].

Czêsto�æ wystêpowania szczepów H. influenzae
o fenotypie BLNAR wykazuje du¿e zró¿nicowanie pod
wzglêdem geograficznym: w USA szczepy o tym feno-
typie stanowi¹ poni¿ej 1% wszystkich izolowanych pa-
³eczek hemofilnych a w latach 2000�2001 wykryto tam
tylko 9 przypadków (0,6%) zaka¿eñ wywo³anych przez
szczepy BLNAR. Zidentyfikowano je w dwóch o�rod-
kach a szczepy bakteryjne okaza³y siê dodatkowo
przedstawicielami tego samego klonu, co dowodzi³o ist-
nienie klonalnego rozprzestrzeniania siê oporno�ci typu
badawczego. Zupe³nie odmienna sytuacja ma miejsce
w Japonii, gdzie w 1998 roku a¿ 28% izolowanych
H. influenzae stanowi³y bakterie o fenotypie BLNAR
[66]. W przypadku zaka¿eñ inwazyjnych o etiologii
H. influenzae (takich jak ZOMR), czêsto�æ wystêpowa-
nia szczepów BLNAR wzros³a w Japonii z 34% w 1999
do 67,3% w 2002 roku (wliczaj¹c w to tak¿e fenotypy
low-BLNAR oraz BLPACR) [19]. H a s e g a w a  i wsp.
[19] zwracaj¹ uwagê, i¿ taka ró¿nica w czêsto�ci wystê-
powania szczepów BLNAR miêdzy Japoni¹ a USA mo¿e
wynikaæ z faktu stosowania innych dawek antybiotyków
w obu krajach. W Japonii dawki ampicyliny czy amo-
ksycyliny z kwasem klawulanowym s¹ oko³o dwa do
trzech razy ni¿sze ni¿ w USA, co mo¿e prowadziæ do
³atwiejszego �powstawania� szczepów opornych.

W Europie równie¿ istniej¹ du¿e ró¿nice w czês-
to�ci wystêpowania fenotypu BLNAR u klinicznych
izolatów H. influenzae. Jak donosz¹ F l u i t  i wsp.
[14], w�ród szczepów izolowanych z zaka¿eñ uk³adu
oddechowego, �rednia czêsto�æ wystêpowania szczepów
fenotypu BLNAR wynosi³a 8,8% w latach 1997�1998
i wzros³a do 9,6% w latach 2002�2003. W tych latach
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najni¿sz¹ czêsto�æ wystêpowania szczepów BLNAR
odnotowano w Niemczech � 2% izolowanych szcze-
pów, oraz we W³oszech � 3,3%. Inn¹ sytuacjê za-
obserwowano w Hiszpanii, Portugalii, Irlandii oraz
Wielkiej Brytanii, gdzie procent szczepów o fenotypie
BLNAR wynosi³ odpowiednio: 11,1%, 11,8%, 15,2%
oraz 18,2% [14].

Wed³ug badañ F l u i t a  i wsp. [14], najwy¿sz¹
czêsto�æ wystêpowania bakterii o fenotypie BLNAR
w Europie zaobserwowano w Polsce. Wynosi³a ona
20% w latach 2002�2003. Dane te jednak obarczone
s¹ du¿ym b³êdem statystycznym, gdy¿ zosta³y prze-
prowadzone na niewielkiej liczbie szczepów (35 izo-
latów z Polski). Dok³adniejsze informacje dotycz¹ce
czêsto�ci wystêpowania fenotypu BLNAR w Polsce
uzyskano w ramach prowadzonego przez Narodowy
Instytut Leków �Wieloo�rodkowego badania wra¿li-
wo�ci na leki bakterii wywo³uj¹cych zaka¿enia dróg
oddechowych w �rodowisku pozaszpitalnym w Polsce�
(kontynuacja projektu Alexander). Wyniki badañ wy-
kaza³y, ¿e warto�ci podane przez F l u i t a  i wsp. [14]
by³y wy¿sze od stanu faktycznego, gdy¿ szczepy
BLNAR w 2002 roku stanowi³y 6,7%, natomiast
w 2003 roku � 15,4% wszystkich szczepów pa³eczek

hemofilnych izolowanych z zaka¿eñ uk³adu oddecho-
wego (Rys. 2). Spo�ród wszystkich izolatów klinicz-
nych H. influenzae w Polsce odsetek by³ nieznacznie
ni¿szy i wynosi³ w tych latach odpowiednio 5,5%
i 11,8%. W�ród szczepów serotypu b ten mechanizm
oporno�ci nadal pozostaje bardzo rzadki. Jak dot¹d,
wyizolowane zosta³y w Polsce tylko dwa takie szczepy
� po jednym w latach 2004 i 2006. Niepokoj¹cy jest
jednak fakt, i¿ czêsto�æ wystêpowania bakterii o feno-
typie BLNAR w Polsce w�ród populacji H. influenzae
w ci¹gu ostatnich lat sukcesywnie zwiêksza siê (nie-
wielki spadek zaobserwowano w 2006 roku). Wszyst-
kie takie szczepy wykazuj¹ warto�ci MIC ampicy-
liny na poziomie 1,0�2,0 µg/ml, co kwalifikuje je do
grupy bardziej wra¿liwych, o fenotypie low-BLNAR.
Istnieje jednak obawa, ¿e podobnie jak wcze�niej
w Japonii, stopieñ wra¿liwo�ci tych bakterii na anty-
biotyki $-laktamowe mo¿e ulec dalszemu obni¿eniu
w wyniku powstawania dodatkowych mutacji w genie
koduj¹cym bia³ka PBP3.

Wykrywanie fenotypu BLNAR. Du¿a liczba mo¿-
liwych mutacji nadaj¹cych ró¿ny stopieñ oporno�ci na
wiele antybiotyków sprawia, i¿ szybkie wykrywanie
tego mechanizmu oporno�ci jest problematyczne. Na-
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le¿y jednak zwróciæ uwagê, i¿ stopieñ wykrywalno�ci
szczepów BLNAR stale siê poprawia [53]. Najprost-
sz¹ metod¹ wykrycia tego fenotypu jest porównanie
warto�ci MIC ampicyliny i amoksycyliny z klawulania-
nem. Otrzymywane wyniki nie zawsze jednak daj¹
jednoznaczn¹ odpowied�. Interpretacja wyników jest
trudna zw³aszcza dla szczepów wykazuj¹cych niski
stopieñ oporno�ci (low-BLNAR). £atwiejszych do
interpretacji wyników dostarcza stosowanie amoksy-
cyliny zamiast ampicyliny. W przypadku metody dyfu-
zyjno-kr¹¿kowej bardziej wiarygodne dane ekspery-
mentalne uzyskiwane s¹ przy zastosowaniu kr¹¿ków
z 2,0 µg ampicyliny, ni¿ przy standardowo u¿ywanych
kr¹¿kach zawieraj¹cych 10,0 µg antybiotyku [67].
Opracowywane s¹ nowe metody szybkiego wykrywa-
nia tego mechanizmu oporno�ci, tak wa¿nego w diag-
nostyce zaka¿eñ.

Skuteczn¹ i szybk¹ metod¹ wydaje siê zastosowa-
nie reakcji PCR ze starterami homologicznymi do dzi-
kiej wersji genu ftsI, natomiast niewykrywaj¹cymi jego
zmutowanej wersji. Problemem jest jednak dobranie
starterów spe³niaj¹cych te warunki ze wzglêdu na du¿¹
liczbê mo¿liwych mutacji w ró¿nych fragmentach
genu. Sprawia to, i¿ nie da siê zaprojektowaæ jednej
pary starterów wykrywaj¹cych wszystkie genotypy
BLNAR w jednej reakcji. Strategi¹ pozwalaj¹c¹ na czê�-
ciowe rozwi¹zanie problemu jest stosowanie zestawu
starterów diagnostycznych wykrywaj¹cych najczê�ciej
na danym rejonie wystêpuj¹ce genotypy BLNAR.
W Polsce takie badania dotychczas nie by³y prowadzone.

Praktycznie jedyn¹ pewn¹ i jednoznaczn¹ metod¹
wykrywania genotypu BLNAR jest sekwencjonowanie
genu ftsI. Ta metoda nie jest jednak szeroko dostêpna
i rutynowo na dzieñ dzisiejszy niemo¿liwa.

3.3. Inne mechanizmy warunkuj¹ce oporno�æ
na antybiotyki $-laktamowe

Wytwarzanie $-laktamaz oraz zmiany w bia³kach
PBP s¹ g³ównymi mechanizmami warunkuj¹cymi
oporno�æ H. influenzae na antybiotyki $-laktamowe.
Mo¿liwe s¹ jednak inne mechanizmy, a wiele z nich
jest spotykanych u innych gatunków bakterii, co suge-
ruje, i¿ mog¹ one wystêpowaæ tak¿e w szczepach
H. influenzae. Mo¿na wyró¿niæ zmniejszenie prze-
puszczalno�ci b³ony zewnêtrznej (jak ma to miejsce
u P. aeruginosa), czy wytwarzanie nowego bia³ka
PBP, spe³niaj¹cego rolê bia³ka zablokowanego przez
lek, ale posiadaj¹cego zmniejszone powinowactwo do
antybiotyku (tak jak w komórkach meticylinoopornych
szczepów Staphylococcus aureus � MRSA, Methicillin
Resistant S. aureus).

Innym mechanizmem oporno�ci wykorzystywanym
przez bakterie jest aktywne wypompowywanie leku
z komórki warunkowane aktywno�ci¹ tzw. pomp opor-

no�ci wielolekowej okre�lane skrótem MDR (Multidrug
resistance pumps). W komórkach H. influenzae opisa-
no taki kompleks bia³kowy � pompê, nale¿¹c¹ do
rodziny RND (ang. Resistance-Nondulation-Cell Divi-
sion). Do tej rodziny zaliczane s¹ systemy, jak AcrAB/
TolC wystêpuj¹ce w komórkach E. coli czy MexAB
u P. aeruginosa. Wszystkie wymienione wy¿ej pompy
sk³adaj¹ siê z trzech bia³ek. W przypadku systemu
AcrAB/TolC (zarówno u E. coli, jak i u H. influenzae),
bia³ko AcrB tworzy kana³ przechodz¹cy przez b³onê
komórkow¹ oraz przestrzeñ peryplazmatyczn¹. £¹czy
siê ono z bia³kiem tworz¹cym por w b³onie zewnêtrznej
� TolC [61]. Ca³o�æ systemu zabezpiecza i stabilizuje
bia³ko AcrA nale¿¹ce do rodziny peryplazmatycznych
bia³ek fuzji b³on (ang. Membrane Fusion Proteins,
MFP). System AcrAB/TolC ma zdolno�æ do usuwania
z komórki substancji toksycznych dla bakterii jak
akryflawina, sole ¿ó³ci, erytromycyna, chloramfenikol,
fluorochinolony, mitomycyna a tak¿e $-laktamy. W ko-
mórkach H. influenzae pompa ta nie usuwa ani chlor-
amfenikolu, ani fluorochinolonów [49, 61].

Ze wzglêdu na nisk¹ wydajno�æ pompy AcrAB/TolC
oraz wysok¹ przepuszczalno�æ b³ony zewnêtrznej H. in-
fluenzae dla antybiotyków $-laktamowych, spowodo-
wana obecno�æ opisanej wcze�niej du¿ej poryny P2,
mechanizm ten d³ugo nie by³ brany pod uwagê jako
istotnie wp³ywaj¹cy na oporno�æ na tê grupê antybio-
tyków [49]. Jednak¿e w 2004 roku, K a c z m a r e k
i wsp. [24], badaj¹c oporno�ci szczepów BLNAR ze
znacznie podwy¿szonymi warto�ciami MIC ampicyliny
zauwa¿yli, i¿ mechanizm usuwania leku mo¿e, obok
zmian w bia³kach PBP3, istotnie wp³ywaæ na stopieñ
oporno�ci badanych bakterii. Sekwencjonowanie genów
wchodz¹cych w sk³ad kompleksu genów acrAB wyka-
za³o wystêpowanie dwu insercji w genie represora AcrR
� wstawienie tyminy po 40 nukleotydzie albo adeniny
po 150 nukleotydzie. Obie mutacje powodowa³y prze-
suniêcie ramki odczytu oraz wcze�niejsz¹ terminacjê
translacji. Wynikaj¹ca ze zmian w sekwencji nukleoty-
dowej genu derepresja operonu acrAB i nadekspresja
genów wchodz¹cych w jego sk³ad dawa³a w efekcie
istotny wzrost liczby pomp systemu AcrAB, a wiêc
i znacz¹cy wzrost ich wydajno�ci.

4. Wielolekooporno�æ

Du¿e zagro¿enie w leczeniu zaka¿eñ bakteryjnych
stanowi¹ szczepy oporne na wiele grup antybiotyków.
Coraz czê�ciej pojawiaj¹ siê doniesienia o przypadkach
braku opcji terapeutycznej w gro�nych zaka¿eniach
bakteryjnych, czêsto zagra¿aj¹cych ¿yciu pacjenta.
Znane s¹ te¿ przypadki, gdy skuteczne w leczeniu po-
zostaj¹ wy³¹cznie leki wykazuj¹ce du¿¹ toksyczno�æ
dla organizmu cz³owieka.
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Oporno�æ wieloraka jest definiowana jako oporno�æ
danego szczepu na co najmniej trzy grupy antybioty-
ków. Rozprzestrzenianie oporno�ci na wiele leków u³at-
wia fakt, i¿ presja jednym antybiotykiem mo¿e siê przy-
czyniaæ do zwiêkszania siê ilo�ci bakterii opornych na
inne grupy antybiotyków co jest powodowane zwykle
wystêpowaniem koduj¹cych oporno�æ genów w obrê-
bie tych samych mobilnych elementów genetycznych
� plazmidów czy transpozonów.

W przypadku H. influenzae pierwsze opisane izolaty
bakterii opornych zarówno na ampicylinê jak i chlor-
amfenikol pochodz¹ z 1980 roku i dotycz¹ szczepów
w wiêkszo�ci izolowanych z zaka¿eñ inwazyjnych.
Szczepy wykazuj¹ce wielorak¹ oporno�æ szybko roz-
powszechni³y siê w Hiszpanii, gdzie w badaniu z lat
1981�83, 40,9% szczepów izolowanych z zaka¿eñ in-
wazyjnych wykazywa³o oporno�æ na ampicylinê, chlor-
amfenikol, tetracyklinê i ko-trimoksazol [5]. Jednoczes-
na oporno�æ na te cztery grupy chemioterapeutyków jest
w�ród fenotypów oporno�ci wielorakiej nadal najczê�ciej
obserwowanym fenotypem u H. influenzae. Na Kubie,
gdzie szczepy wielolekooporne stanowi¹ 43,8% bakterii
izolowanych z krwi oraz p³ynu mózgowo-rdzeniowego
(PMR), powy¿szy fenotyp charakteryzowa³ 67% szcze-
pów wielolekoopornych [59]. Najczê�ciej fenotyp
oporno�ci wielorakiej jest obserwowany u H. influenzae
typu b, izolowanych z krwi lub PMR [6, 59].

Geny warunkuj¹ce oporno�æ u szczepów z wielo-
rak¹ oporno�ci¹ na antybiotyki, s¹ zazwyczaj zlokalizo-
wane na wspólnym plazmidzie, co u³atwia ich jednocze-
sne rozprzestrzenianie. Jednak u badanych szczepów
H. influenzae, oporno�æ na trimetoprim kodowana by³a
przez gen chromosomalny [59]. Fakt ten �wiadczy
o klonalnym szerzeniu siê oporno�ci wielorakiej [15].

W Polsce szczepy H. influenzae wykazuj¹ce wie-
lorak¹ oporno�æ na antybiotyki izolowane s¹ bardzo
rzadko (niepublikowane dane Narodowego Instytutu
Leków).

5. Podsumowanie

Bakteryjne zaka¿enia uk³adu oddechowego, wywo-
³ywane przez H. influenzae, S. pneumoniae i inne ga-
tunki bakteryjne s¹ przyczyn¹ znacznej liczby zgonów
na �wiecie. Szczepionki dostêpne przeciwko niektórym
z patogenów bakteryjnych, takie jak szczepionka prze-
ciwko Hib, czy szczepionki przeciwpneumokokowe,
wp³ywaj¹ na spadek liczby gro�nych zaka¿eñ. W przy-
padku pa³eczek hemofilnych powa¿nym problemem
pozostaj¹ zaka¿enia wywo³ywane przez szczepy bez-
otoczkowe, przeciwko którym nie opracowano dotych-
czas skutecznej szczepionki.

W walce z powa¿nymi zaka¿eniami wywo³anymi
przez H. influenzae istotne jest stosowanie skutecznej

terapii antybiotykowej. Epidemiologia lekooporno�ci
pa³eczek hemofilnych jest jednak bardzo dynamiczna.
Odk¹d w latach 70. ubieg³ego wieku pierwszy raz
wyizolowano od chorych szczepy oporne na stosowane
w leczeniu antybiotyki, problem ten narasta. Izolowane
s¹ szczepy wykazuj¹ce coraz skuteczniejsze i trudne
do wykrycia mechanizmy oporno�ci na ró¿ne, tak¿e
nowsze antybiotyki.

Poznawanie i zrozumienie mechanizmów oporno�ci
wystêpuj¹cych u bakterii i stosowanie leczenia skutecz-
nie omijaj¹cego ich dzia³anie jest niezwykle wa¿ne.
Wiedza taka pozwala stosowaæ antybiotyki w racjonal-
ny sposób, ograniczaj¹cy narastanie i powstawanie no-
wych mechanizmów oporno�ci. Istotnym problemem
jest te¿ badanie procesów patogenezy oraz fizjologii
bakterii zasiedlaj¹cych ludzki organizm. Przyk³adem
jest tu odkrycie wytwarzania biofilmów przez bakterie,
tak¿e H. influenzae, których obecno�æ nadaje, w nie-
znany dot¹d sposób, wysoki poziom oporno�ci na anty-
biotyki bakteriom wra¿liwym. Mo¿na wiêc tê strukturê
uznaæ za kolejny wa¿ny mechanizm oporno�ci. Od kil-
ku lat prowadzi siê badania preparatów blokuj¹cych
wytwarzanie biofilmów, które mog³yby w przysz³o�ci
byæ stosowane w leczeniu zaka¿eñ.

Ci¹g³e monitorowanie lekowra¿liwo�ci drobnoustro-
jów chorobotwórczych dostarcza wiedzy o molekular-
nych mechanizmach warunkuj¹cych oporno�æ, przez
co mo¿e pomóc w opracowaniu szybkich metod do ich
wykrywania. Ma to istotne znaczenie w szybkim i do-
k³adnym oznaczeniu wra¿liwo�ci bakterii na antybio-
tyki, co umo¿liwia wdro¿enie skutecznej terapii ce-
lowanej. Ze wzglêdu na czêste problemy z szybkim
okre�leniem wra¿liwo�ci drobnoustroju, czy te¿ nie
wykonywanie takich badañ, niezmiernie wa¿ne jest sto-
sowanie skutecznej terapii empirycznej. Dotyczy to
zw³aszcza sytuacji, w których stan pacjenta wymaga
natychmiastowego w³¹czenia skutecznego leczenia. Ze
wzglêdu na powszechnie narastaj¹c¹ oporno�æ na an-
tybiotyki, bardzo istotne jest sta³e �ledzenie epidemio-
logii lekooporno�ci drobnoustrojów oraz badanie me-
chanizmów le¿¹cych u jej podstaw.
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