POST. MIKROBIOL.,
20009, 48, 1, 55-66
http://www.pm.microbiology.pl

MECHANIZMY OPORNOSCI HAEMOPHILUS INFLUENZAE
NA ANTYBIOTYKI -LAKTAMOWE

Tomasz Wolkowicz!, Marcin KadlubowskiZ*
Elzbieta Katarzyna Jagusztyn-Krynicka!, Waleria Hryniewicz> 3

! Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski

ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa

2 Zaklad Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej, Narodowy Instytut Lekow

ul. Chelmska 30/34, 00-725 Warszawa, tel. 0-22 851 46 70, email: kadlubek@cls.edu.pl

3 Centralny Osrodek Badan Jako$ci w Diagnostyce Mikrobiologicznej, ul. Chetmska 30/34, 00-725 Warszawa

Wptyneto w kwietniu 2008 r.

1. Charakterystyka Haemophilus influenzae. 2. Antybiotykoterapia zakazen wywotywanych przez H. influenzae. 3. Mechanizmy
warunkujace oporno$¢ na antybiotyki B-laktamowe. 3.1. Wytwarzanie -laktamaz. 3.2. Zmiany w biatkach PBP i fenotyp BLNAR.
3.3. Inne mechanizmy warunkujace oporno$¢ na antybiotyki p-laktamowe. 4. Wielolekooporno$¢. 5. Podsumowanie

Mechanisms of resistance of Haemophilus influenzae to f-lactam antibiotics

Abstract: Haemophilus influenzae is an important respiratory tract pathogen, which can cause numerous invasive and non-invasive
infections. The major group of chemotherapeutics used in the treatment of infections caused by this species are B-lactam antibiotics,
especially aminopenicillins and cephalosporines. The most common mechanism of resistance to these agents is the production of B-lactamase
— an enzyme, which inactivates these antibiotics. In clinical strains of H. influenzae, TEM and ROB B-lactamases have been identified.
Other mechanisms of resistance to -lactams are mutations in the f#s/ gene, which encodes penicillin-binding proteins — PBP3A and PBP3B.
These mutations cause alterations in PBP3A and PBP3B and decrease their affinity to f-lactam antibiotics. Strains showing resistance to
[-lactams through this mechanism are called Beta-Lactamase Negative (or Non-producing), Ampicillin Resistant (BLNAR). This pheno-
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1. Charakterystyka Haemophilus influenzae

Rodzaj Haemophilus (z gr. ,Jubiacy krew”) obej-
muje pi¢tnascie gatunkow (oraz dwa dodatkowe nazy-
wane hemofilusopodobnymi) [26], z ktorych czg$¢ sta-
nowi ludzka fizjologiczna florg bakteryjna zasiedlajaca
gtéwnie btony $luzowe gornych dréog oddechowych.
Najistotniejszym klinicznie gatunkiem tego rodzaju jest
H. influenzae (paleczka hemofilna).

Po raz pierwszy bakterig t¢ wyizolowal Richard
Pfeiffer zplwociny chorych na grypg w 1892 roku
i nazwal ja Bacillus influenzae [43]. Mylna nazwe¢ ga-
tunkowa mikroorganizm ten zawdzigcza temu, iz byt
on uznawany za czynnik etiologiczny tej groznej cho-
roby. W 1918 roku zmieniono nazwe¢ na H. influenzae.
W Polsce jeszcze w 1927 roku uzywano nazwy pratki
Pfeiffera albo Bacillus influenzae Pfeiffer [47].

Komorki tego gatunku sa matymi, Gram-ujemnymi,
nieruchliwe, pleomorficznymi ziarniako-pateczkami lub

pateczkamii. Bakterie te maja duze wymagania wzros-
towe. Do wzrostu wymagaja heminy lub hematyny
(czynnik X) oraz NAD* lub NADP* (czynnik V).

W obrebie gatunku H. influenzae wyrdznia sig szcze-
py wytwarzajace otoczke oraz szczepy bezotoczkowe
(nietypowalne, NTHi, ang. Non-Typeable Haemophi-
lus influenzae). Ze wzgledu na budowe otoczki wyrdz-
nia si¢ 6 typow serologicznych oznaczonych kolejnymi
literami alfabetu od a do f. Istnieje rdwniez inny podziat
przyjmujacy jako kryterium wlasciwosci biochemiczne
drobnoustroju (wytwarzanie indolu, wytwarzanie ure-
azy czy dekarboksylazy ornitynowej) i rozrdzniajacy
8 biowardw (biotypow) oznaczanych cyframi rzymski-
mi od [-VIII [18, 27, 44, 54].

Bakterie z gatunku H. influenzae moga wywoty-
wac¢ zakazenia zlokalizowane, nieinwazyjne lub inwa-
zyjne. Zakazenia nieinwazyjne wystgpuja zazwyczaj
w obrebie uktadu oddechowego 1 zazwyczaj sa wywoty-
wane przez szczepy bezotoczkowe. Do najwazniejszych
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postaci zakazen o etiologii NTHi zalicza si¢ zapalenie
phuc, zapalenie ucha $rodkowego, zaostrzenia prze-
wleklego zapalenia oskrzeli oraz zapalenie zatok. Pa-
feczki hemofilne moga tez odpowiada¢ za zakazenia
okotoporodowe.

Najczestsze zakazenia inwazyjne sa wywolywane
przez serotyp b paleczek hemofilnych i sa to zapalenie
opon mézgowo-rdzeniowych (ZOMR), zapalenie na-
glodni, posocznica, zapalenie stawow i kosci, zapalenie
tkanki podskornej, zapalenie osierdzia, zapalenie szpiku
kostnego czy zapalenie pluc przebiegajace z bakterie-
mia. Zakazenia wywotywane przez H. influenzae sero-
typu b (Hib) stanowia zdecydowana wigkszos¢ (okoto
95%) chordb inwazyjnych powodowanych przez szcze-
py tego gatunku u dzieci pomigdzy 2 miesiacem a 5 ro-
kiem zycia w krajach, w ktorych nie wprowadzono pow-
szechnych szczepien przeciwko temu drobnoustrojowi.

2. Antybiotykoterapia zakazen wywolywanych
przez H. influenzae

W leczeniu zakazen wywotanych przez H. influen-
zae kluczowa role odgrywaja antybiotyki B-laktamo-
we. Z grupy penicylin, w leczeniu chordb o etiologii
H. influenzae wazne miejsce zajmuja aminopenicyli-
ny takie, jak ampicylina czy amoksycylina. Aktywne
wobec bakterii sa tez ureidopenicyliny np. piperacylina.
Wszystkie te antybiotyki sa podatne na rozktad en-
zymatyczny i nie sa skuteczne w leczeniu zakazen
wywotanych przez szczepy wytwarzajace P-laktamazy.

Inna, istotna klinicznie grupa sa cefalosporyny,
przede wszystkim nalezace do III (np. ceftriakson czy
cefotaksym) i IV generacji (np. cefepim). Antybiotyki
z tych grup cechuje poszerzony zakres dziatania oraz
oporno$¢ na dziatanie wielu B-laktamaz (nie obejmuje
to opornos$ci na [-laktamazy o poszerzonym spektrum
substratowym — ESBL (ang. Extended Spectrum Beta-
Lactamases). W zakazeniach gornych drog oddechowych
powszechnie stosowane sg tez cefalosporyny II gene-
racji takie, jak cefuroksym, cefaklor czy cefprozil.

Sposrdod pozostatych grup antybiotykow p-laktamo-
wych, rzadziej stosowane w leczeniu zakazen wywoty-
wanych przez H. influenzae sa karbapenemy (np. imipe-
nem czy meropenem) oraz monobaktamy (aztreonam).

Istotne miejsce w leczeniu zakazen bakteryjnych
zajmuja preparaty penicylin z inhibitorami -laktamaz
takimi, jak kwas klawulanowy. Blokuja one enzymy
rozktadajace antybiotyk (3-laktamazy) unieczynniajac
bakteryjny mechanizm opornosci. W leczeniu H. in-
fluenzae stosowane sa preparaty takie, jak amoksycy-
lina z kwasem klawulanowym, ampicylina z sulbakta-
mem lub piperacylina z tazobaktamem.

Mechanizm dziatania antybiotykéw B-laktamowych
polega na oddziatywaniu z biatkami wiazacymi penicy-

ling PBP (ang. Penicillin Binding Proteins), ktore od-
grywaja kluczowa rolg w III etapie syntezy mureiny.
Katalizuja one reakcjg polimeryzacji fancucha cukro-
wego $ciany komorkowej oraz wytwarzanie wiazan
poprzecznych migdzy aminokwasami sasiednich tan-
cuchow glikopeptydu w $cianie komorkowej bakterii.
Zaleznie od rodzaju biatka, rozne jest ich powinowac-
two do antybiotykdéw P-laktamowych.

Antybiotyki B-laktamowe, na zasadzie podobien-
stwa substratowego, blokuja jedno lub wigcej biatek
PBP. Prowadzi to do zahamowania syntezy $ciany ko-
morkowej i $mierci komorki bakteryjnej. Zablokowa-
nie tylko jednego z biatek PBP moze prowadzi¢ do
wystepowania zmian w ksztalcie komorki; wystgpo-
wania komorek okragtych, lub tez komorek rosnacych
w postaci dtugich filamentow.

W komorkach H. influenzae funkcjonuje 8 réznych
biatek PBP [20]. Poczatkowo byty one oznaczone nu-
merami PBP1-8 [31, 38]. Pdzniej przyjeto numeracje
PBP1A, 1B, 2, 3A, 3B, 4, 51 6 [46].

Antybiotyki B-laktamowe u bakterii Gram-ujem-
nych pokonuja barierg blony zewnetrznej poprzez ka-
naty porynowe [28]. W komorkach H. influenzae rolg
w ich transporcie odgrywa poryna — biatkko OMP-P2
[35], bardzo dobrze przepuszczajaca mate czasteczki
B-laktamow. Efektem tego sa bardzo niskie warto$ci
MIC (najmniejsze stezenie hamujace, Minimal Inhi-
bitory Concentration) antybiotykéw B-laktamowych
u wrazliwych szczepow tego gatunku.

W ZOMR o etiologii H. influenzae lekami pierw-
szego wyboru sg cefalosporyny III generacji takie, jak
cefotaksym i ceftriakson. Leki te dobrze penetruja do
ptynu mézgowo-rdzeniowego, sa skuteczne w lecze-
niu, a dotychczas u pateczek hemofilnych nie identyfi-
kowano na nie opornosci. Przez wiele lat z powodze-
niem byla stosowana ampicylina, jednak aktualnie
liczba szczepow H. influenzae opornych na ten lek
w niektorych krajach jest juz bardzo wysoka. Chlor-
amfenikol, ze wzgledu na jego powazne dziatania
uboczne, jest obecnie rzadko stosowany w krajach
rozwini¢tych, ale wrazliwo$¢ Hib jest na lek powszech-
na. Zastosowanie chloramfenikolu moze by¢ uzasad-
nione wylacznie brakiem innej opcji terapeutycznej
(ze wzgledu na oporno$é szczepu lub powazne uczu-
lenie pacjenta na antybiotyki [-laktamowe grozace
wystapieniem wstrzasu anafilaktycznego po ich poda-
niu). W krajach rozwijajacych sig, ze wzglgdu na niska
ceng, chloramfenikol jest nadal czgsto stosowanym
chemioterapeutykiem.

W innych zakazeniach o etiologii H. influenzae,
gtownie w zakazeniach ukladu oddechowego czgsto
stosuje si¢ amoksycyling, amoksycyling z klawulania-
nem, cefalosporyny II generacji, tetracykliny, nowsze
makrolidy takie, jak klarytromycyng czy azytromycyng
oraz fluorochinolony.
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3. Mechanizmy warunkujace opornos¢
na antybiotyki p-laktamowe

3.1. Wytwarzanie (-laktamaz

B-laktamazy TEM: H. influenzae wytwarza dwa
rodzaje enzymoéw nalezacych do rodziny TEM [-lak-
tamaz: TEM-1 oraz TEM-2 [35, 50], r6zniace sig nie-
znacznie punktem izoelektrycznym. Geny kodujace
te enzymy roznia si¢ pojedyncza substytucja cytozyny
na adening w pozycji 4094 [50] (numeracja wedtug
sekwencji Sutcliffe transpozonu Tn3 [56]), w wy-
niku czego znika miejsce cigcia rozpoznawane przez
enzym restrykcyjny Mbol (* GATC). Na poziomie se-
kwencji aminokwasowej dochodzi do zamiany glicyny
w pozycji 37 (kodon CAG) na lizyng (AAG). Obydwa
te enzymy maja podobny zakres dziatania, jednak
TEM-1 wykazuje nieznacznie nizsza aktywnos¢ wzgle-
dem niektorych antybiotykow B-laktamowych [21],
co moze by¢ spowodowane rdznicami w sile promo-
torow obu gendéw. Ekspresja genu kodujacego enzym
TEM-2 jest regulowana przez promotory Pa/Pb o wy-
sokim powinowactwie do RNAP (polimerazy RNA)
[7, 8, 64]. Oba enzymy naleza, wedtug klasyfikacji
Bush, do klasy 2b i zaliczane sa to tzw. B-laktamaz
o szerokim spektrum substratowym (ang. broad spec-
trum beta-lactamases) [4].

Enzymy te sa czgsto identyfikowane u bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae i bakterii blisko spokrew-
nionych [7]. Gen blay,, , wystepuje na transpozonach
z rodzin transpozonow Tn2 i Tn3, natomiast bla g, ,
zlokalizowany jest w obrgbie transpozonow z rodzi-
ny Tnl [7]. Badania sekwencji nukleotydowych tych
transpozonow wskazuja na przeniesienie genu blap,,
z rodziny Enterobacteriaceae do H. influenzae na
transpozonie Tn2 [8, 30].

U H. influenzae czgsciej wystgpujacym enzymem
jest TEM-1 [41, 50]. Ekspresja genu blajg,,
u H. influenzae jest regulowana, inaczej niz u wigk-
szo$ci Enterobacteriaceae, przez uktad silnych promo-
torow Pa/Pb (wystepujacych zazwyczaj z blag,, ),
a nie przez regulujacy ten gen promotor P3 [7, 64].
Blona zewngtrzna H. influenzae stanowi stabsza barierg
dla antybiotykow [-laktamowych niz blona bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae, tak wigc gen B-lakta-
mazy ulegajacy ekspresji na niskim poziomie moze nie
warunkowaé wystarczajacego poziomu oporno$ci, co
moze mie¢ wptyw na selekcj¢ szczepdw niosacych gen
0 wyzszym poziomie ekspresji. W genomach niektorych
szczepOw zaobserwowano takze delecje 136 par zasad
W rejonie promotorowym tych genow [41, 64]. Efek-
tem tej mutacji jest wyzsza ich oporno$¢ na cefaklor
czy lorakarbef [41].

Dotychczas nie zaobserwowano u H. influenzae
B-laktamaz typu ESBL, tj. rozktadajacych cefalospo-

ryny III generacji. Czg¢$¢ enzymow typu ESBL, takich
jak TEM-3, TEM-4, TEM-5, wywodzi si¢ od wspom-
nianych enzyméw TEM-1 czy TEM-2. B-laktamazy
typu ESBL sa obserwowane gtownie u Enterobacte-
riaceae. W ostatnim czasie opisano jednak kliniczne
szczepy H. parainfluenzae wytwarzajace taki enzym
[65]. Prawdopodobnie enzymy kodowane przez geny
znajdujace si¢ zazwyczaj na transpozonach, zostana
przeniesione do bakterii H. influenzae, albo enzymy
TEM-1 czy TEM-2, juz wystepujace u bakterii, ,,zmu-
tuja” do ESBL [63]. Eksperymentalne przeniesienie
genéw kodujacych enzymy typu ESBL (z E. coli:
TEM-3, TEM-4 i TEM-5) do komérek H. influenzae
skutkowalo wzrostem poziomu opornosci bakterii na
cefalosporyny o poszerzonym zakresie dziatania, jak
cefotaksym, ale opornos$¢ nie byta tak wysokiego stop-
nia, by mogla mie¢ istotne znaczenie kliniczne [62, 63].
Mozliwe, ze niski poziom opornos$ci, jaki nadawaty
enzymy typu ESBL bakteriom H. influenzae ogranicza
ich rozprzestrzenianie. Enzymy te, jesli wystepowaly
wraz z oporno$cia receptorowa polegajaca na zmia-
nach w bialkach PBP3, nadawaty komdrkom wysoki
poziom opornosci na cefotaksym [3]. Jak dotad takie
szczepy H. influenzae zostaly stworzone wylacznie
w warunkach laboratoryjnych. Jednakze dodatni wynik
eksperymentow wskazuje na mozliwo$¢ wyewoluowa-
nia podobnych szczepoéw ze szczepdw wykazujacych
oporno$¢ receptorows i wytwarzajacych P-laktamaze
TEM-1 czy TEM-2, na drodze generowania mutacji
w genach kodujacych B-laktamazy i poszerzajacych
ich zakres substratowy [3]. Inna mozliwos$cia jest prze-
niesienie genow kodujacych enzymy typu ESBL do
szczepdw wykazujacych receptorowy mechanizm opor-
nosci na P-laktamy. Powszechne stosowanie cefalo-
sporyn III generacji moze doprowadzi¢ do selekcji tak
opornych szczepow.

-laktamaza ROB: 3-laktamaza ROB-1 zostata po
raz pierwszy opisana u bakterii H. influenzae. Analiza
sekwencji aminokwasowej enzymu wykazata, ze jest
on spokrewniony z [-laktamazami bakterii Gram-
-dodatnich [23]. Enzym zostat odnaleziony takze w ko-
moérkach innego gatunku z rodzaju Haemophilus
— H. pleuropneumoniae, ktory jest patogenem $win
[37]. Mozliwe wigc, ze gatunek H. influenzae jest zrod-
fem [-laktamazy ROB-1.

W klasyfikacji Bush B-laktamaza ROB-1 nalezy do
grupy 2b (tej samej, co wczesniej opisane enzymy
TEM). W poréwnaniu z B-laktamaza TEM, ROB-1
cechuje wyzsza aktywnos$¢ wobec cefakloru, cefprozilu
czy lorakarbefu [25].

Nie opisano dotychczas szczepow wytwarzajacych
warianty [B-laktamazy ROB wykazujacych aktywnos¢
wobec cefalosporyn III generacji. Eksperymenty z wy-
korzystaniem hiperzmiennego szczepu E. coli wykazaty
jednak, iz spontaniczne mutacje w genie blay, | moga
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doprowadzi¢ do powstania takich wariantéw [-lak-
tamazy ROB [16]. Na skutek presji antybiotykowe;,
szczepy wytwarzajace zmutowane enzymy moga staé
sig w przysztosci potencjalnym problemem klinicznym.

W przypadku H. influenzae wytwarzajacych za-
réwno [B-laktamazy typu TEM i ROB, obserwuje sie
zjawisko tzw. efektu inokulum [2, 57]. Efekt ten jest
okreslany, jako co najmniej czterokrotny wzrost war-
tosci MIC przy zwigkszeniu inokulum o jeden rzad
wielkosci. Nie wystgpuje on w przypadku szczepow
niewykazujacych tego typu opornosci mimo, iz pod-
czas oznaczen lekowrazliwosci metoda rozcienczenio-
wa zmgtnienie roztworu o wigkszym inokulum, wy-
wotane tworzeniem si¢ agregatow martwych komorek
bakteryjnych moze sprawia¢ znaczne problemy w od-
czycie wynikow. Efekt inokulum znies¢ mozna poprzez
zastosowanie inhibitora f-laktamaz, ale w wiekszej niz
normalnie ilo$ci (w proporcji 1:1 z antybiotykiem) [2].

Okoto 15% szczepow H. influenzae izolowanych na
$wiecie wytwarza B-laktamazy [13]. Taki fenotyp opor-
nosci okresla si¢ skrotem BLPAR (Beta-Lactamase Po-
sitive/Producing, Ampicillin Resistant). Oporno$¢ ta jest
zwiazana z wytwarzaniem trzech r6znych B-laktamaz.
Najczesciej spotykanym enzymem jest P-laktamaza
TEM, ktora jest wytwarzana w okoto 93% szczepow
(sposrod wszystkich wykazujacych enzymatyczny typ
opornosci). Zdecydowanie rzadziej produkowana jest
[-laktamaza ROB-1 (okoto 5%). Sporadycznie izolowa-
ne sq szczepy wytwarzajace [3-laktamaze VAT [51]. Za-
zwyczaj nie spotyka si¢ bakterii wytwarzajacej wigcej niz
jeden typ enzymu, jednak zostat opisany szczep wytwa-
rzajacy zarowno B-laktamazg TEM-1, jak i ROB-1 [50].

Obserwowane sg istotne roznice geograficzne w wy-
stgpowaniu szczepow H. influenzae wytwarzajacych
B-laktamazy; na Tajwanie prawie 68% szczepow wy-
kazuje ten rodzaj opornosci [13], w Ameryce Polu-
dniowej czgstos¢ wystgpowania takich szczepow jest
niska, a w Peru czy Wenezueli nie identyfikowa-
no szczepow wytwarzajacych p-laktamazy. Wystepuja
réwniez duze roznice w rodzajach wytwarzanej [3-lak-
tamazy w danej populacji. B-laktamaza ROB-1, jak
opisano wyzej, jest rzadko wytwarzanym enzymem.
Jednak i tu obserwuje si¢ znaczne zréznicowanie geo-
graficzne; w Meksyku 30% szczepow wytwarzajacych
B-laktamazy wytwarza enzym ROB-1 [13], a w Kana-
dzie okoto 10% [50].

W Polsce czgstos¢ izolacji bakterii H.influen-
zae wytwarzajacych P-laktamazy, na przestrzeni lat
2002-2006, wahata sie od 7,2 w roku 2003 do 15%
w roku 2004 (Rys. 1). Sposrdod bakterii izolowanych
z zakazen drog oddechowych czgstos¢ tego fenotypu
oporno$ci wahata si¢ od 5,2% w 2003 roku do 16,8%
w 2004 roku, jednakze zazwyczaj utrzymywata sig
na poziomie ponizej 10% [52]. Wszystkie te szczepy
wytwarzaly p-laktamaze TEM-1.

Laboratoryjne wykrywanie -laktamaz: Wykry-
wanie [(-laktamaz jest proste poprzez wykorzystanie
testu z nitrocefing. Zwiazek ten, posiadajacy pierscien
B-laktamowy, po jego rozerwaniu przez [3-laktamaze
zmienia kolor z bezbarwnego na czerwony. Aktualnie
stosowane sa szybkie testy w postaci krazkow lub pas-
kéw bibulowych nasaczonych roztworem nitrocefiny,
ktore w kilka sekund wykrywaja obecno$¢ B-laktamazy
w komorkach H. influenzae. Najprostsza metoda iden-
tyfikacji wytwarzanego enzymu jest reakcja PCR z uzy-
ciem starterow komplementarnych do nukleotydowych
sekwencji genow kodujacych TEM-1 i ROB-1. Roz-
roéznienie migdzy genami kodujacymi enzymy TEM-1
i TEM-2 mozna osiagnaé trawiac produkty reakcji
PCR enzymem restrykcyjnym Mbol. Innym sposobem
rozroznienia dwoch rodzajéw enzymow z rodziny
TEM jest okreslenie ich punktu izolelektrycznego.

3.2. Zmiany w bialkach PBP i fenotyp BLNAR

Wzmianki o szczepach opornych na ampicyling, ale
niewytwarzajacych B-laktamaz pojawity si¢ w pismien-
nictwie juz w 1974 roku [60]. Pierwszy oporny na am-
picyling szczep, wyizolowany w 1977 roku w USA od
chorej z ZOMR, opisany zostat w 1980 roku [33]. Czte-
ry lata p6zniej Parr i Bryan [46] oraz rownolegle
Mendelman i wsp. [38] zbadali mechanizm wa-
runkujacy tego rodzaju opornosé. Z danych ekspery-
mentalnych przedstawionych przez obie grupy badaczy
wynikalo, ze oporno$¢ nie jest zwiazana ze zmiana
przepuszczalno$ci btony zewngtrznej ani zmianami
w biatkach porynowych, ale ma charakter receptorowy
i wynika ze zmian w powinowactwie antybiotyku do
biatek PBP, a zwlaszcza do PBP3A 1 PBP3B. Wnioski
te potwierdzity pozniejsze badania nad sklonowanym
genem kodujacym zmienione biatka PBP3 [9]. Wyka-
zano, iz mutacje w genie kodujacym biatka PBP3 pro-
wadza do zmniejszenia powinowactwa antybiotyku do
tego biatka. Z czasem szczepy wykazujace ten typ opor-
nosci zaczgto nazywa¢ BLNAR (Beta-Lactamase Ne-
gative/Nonproducing Ampicillin Resistant). Badania nad
pochodzeniem bakterii o fenotypie BLNAR wykazaly,
ze nie pochodza one z jednego klonu, w ktérym biatka
PBP3 ulegly mutacji, lecz wykazuja duze zréznicowa-
nie i raczej wywodza si¢ z réznych szczepow [11, 39].

To zréznicowanie podkreslili Clairoux i wsp.
[9], ktérzy podczas badania kanadyjskich szczepow
o fenotypie BLNAR, wyrdznili trzy grupy, przyjmujac
jako kryterium podzialu poziom opornosci na ampicy-
ling. Wartosci MIC ampicyliny w poszczegdlnych gru-
pach wynosity odpowiednio: grupa I: 0,5-1,0 ug/ml;
grupa II: 2,0-4,0 pg/ml; grupa I11: 8,0 ug/ml. Wszyst-
kie szczepy wykazywaty oporno$¢ zwiazana wylacz-
nie ze zmianami w sekwencjach aminokwasowych bia-
tek PBP3A i 3B.
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W 2001 roku Ubukata i wsp. [66] zbadali ge-
netyczne podloze zmian w biatkach PBP3 i PBP4,
ktorych efektem jest powstawanie szczepéw o feno-
typie BLNAR. Opisali oni kilka substytucji w sekwen-
cji nukleotydowej genu ftsl. Gen ten koduje biatka
PBP3A oraz PBP3B, ktore, jak si¢ podejrzewa, sa
syntetyzowane z wykorzystaniem tej samej informacji
genetycznej, ale ulegaja innym modyfikacjom post-
translacyjnym [32, 66]. Skutkiem mutacji w genie fis/
sa pojedyncze zmiany w sekwencjach aminokwa-
sowych wystepujace w poblizu waznych motywow
biatek. Analiza mutacji zaowocowata, podobnie jak we
wczesniej opisanym podziale zaproponowanym przez
Clairoux, wyrdznieniem przez Ubukatg trzech grup
bakterii o fenotypie BLNAR.

Grupa I obejmuje szczepy posiadajace w PBP3 argi-
ning w pozycji 517 zamieniona na histydyng. W PBP3
szczepow zaliczanych do grupy II lizyna znajduje sig
W pozycji 526 — w miejscu normalnie wystepujacej
tam asparaginy. Obie mutacje, zar6wno w grupie I, jak
i II, wystgpuja w poblizu konserwowanego motywu
KTG (Lys512-Thr513-Gly514). Klasyfikacje grupy 11
rozszerzyli pozniej Dabernat i wsp. [11], wyszcze-
golniajac cztery podgrupy: a, b, ¢, d. Wszystkie one
posiadaja charakterystyczng dla grupy II substytucje
lizyny-526 w miejsce asparaginy (taka pojedyncza
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Rys. 1. Czgstos¢ wystgpowania fenotypow opornosci typu BLPAR

i BLPACR wérdd szczepdw H. influenzae izolowanych w Polsce

w latach 2002-2006 ogodtem (A), z zakazen nieinwazyjnych (B),

z zakazen inwazyjnych (C) ([52] oraz dane niepublikowane
Narodowego Instytutu Lekow)

mutacja zaliczona zostata do podgrupy Ila), lecz oprocz
tego posiadaja one kilka réznych dodatkowych zmian
w sekwencjach aminokwasowych takich, jak zamiana
alaniny w pozycji 502 na waling, charakterystyczna dla
podgrupy IIb, lub na treoning wystepujaca w podgru-
pie Ilc. Podgrupg I1d charakteryzuje natomiast zamiana
w PBP3 izoleucyny-449 na waling. Bakterie z tych grup
zaliczane sa do fenotypu low-BLNAR, cdla ktorych
MIC ampicyliny zawiera si¢ w zakresie od 1,0 do
4,0 pg/ml. Podobnie podwyzszone sa u nich wartosci
MIC innych pochodnych penicylin takich, jak amoksy-
cylina oraz dla cefalosporyn nizszych generacji (11 II).
Podwyzszone sa tez wartosci MIC cefalosporyn 111 ge-
neracji, jednak pozostaja nadal niskie i mieszcza si¢
w zakresie pelnej wrazliwosci [11, 64].

Do grupy 111 zaliczane sa szczepy BLNAR. MIC am-
picyliny tych szczepdw jest wyzszy lub rowny 4 ng/ml.
Biatko PBP3 tych szczepdw charakteryzuje zamiana
asparaginy-526 na lizyng (tak samo jak ma to miejsce
w grupie II), a dodatkowo posiadaja trzy substytucje
w okolicach innego waznego motywu SSN (Ser379-
-Ser380-Asn381). Zmutowanie genu skutkuje zamiana
metioniny-377 na izoleucyng, seryny-385 na treoni-
ng¢ oraz leucyny-389 na fenyloalaning w biatku PBP3.
Oprocz tych zmian, biatka PBP3 wszystkich trzech
grup bakterii o fenotypie BLNAR, charakteryzuje
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dodatkowo zamiana asparaginianu-350 na asparaging
oraz seryny-357 na asparaging. Aminokwasy te znajdu-
ja si¢ w sasiedztwie motywu STVK (Ser327 — Thr328
— Val329 — Lys330).

Kolejne badania dowolnie rozszerzaty klasyfikacje
szczepow typu BLNAR, a r6zni autorzy, znajdujac ko-
lejne mutacje lub inne kombinacje mutacji juz znanych,
czesto tworzyli wlasne klasyfikacje inaczej grupujace
oporne szczepy H. influenzae [19, 45].

Szczepy BLNAR z grupy III wykazuja wyraznie
podwyzszone warto$ci MIC cefalosporyn III generacji ta-
kich, jak cefotaksym (warto$¢ MIC okoto 1,0-2,0 pg/ml)
oraz ceftriakson (MIC okoto 0,25 pg/ml) [34, 66].
Takze cefalosporyny IV generacji, takie jak cefpirom,
moga wykazywac¢ wobec takich szczepdéw nizsza ak-
tywno$¢ in vitro [29]. Wydaje sig, ze za obnizona
wrazliwo$¢ bakterii grupy III na antybiotyki -lakta-
mowe odpowiada w gléwnej mierze mutacja skutku-
jaca substytucja fenyloalaniny-389 w miejsce leucyny
w PBP3 [34]. Inni badacze wskazuja na istotna rolg
w nadawaniu opornos$ci na np. cefuroksym zmiany se-
ryny w pozycji 357 na asparaging [54]. Wystegpowanie
wielu dodatkowych mutacji punktowych w badanych
genach moze pogtebia¢ oporno$¢ na cefalosporyny,
takze te II1 i IV generacji [29].

Wszystkie omawiane motywy aminokwasowe (KTG,
SSN czy STVK) wystepuja w centrum aktywnym bia-
lek PBP3 a doktadniej w jego domenie transpeptydazy
[66]. Dlatego tez zmiany w ich poblizu moga istotnie
wplywac na przestrzenna strukturg centrum aktywnego.
Zmiana konformacji biatka moze nie by¢ dla komorki
letalna, jesli biatko nadal ma zdolno$¢ katalizowania
reakcji enzymatycznej, ale moze utrudnia¢ wiazanie si¢
,zmutowanych” biatek z antybiotykami [-laktamo-
wymi. Obserwowane zmiany w PBP3 nie pozostaja
jednak catkiem obojgtne dla komorki, gdyz bakterie
wytwarzajace zmutowane biatka PBP3 maja charakte-
rystyczny wydluzony ksztalt, a moga nawet tworzy¢
dhugie filamenty [9]. Analizujac strukturg biatka PBP3,
poprzez jego porownanie z biatkiem PBP2X Streptococ-
cus pneumoniae [55] wykazano, ze powyzsze zmiany
w sekwencjach aminokwasowych wptywaja na zmiang
struktury miejsca wiazacego antybiotyki B-laktamowe
powodujac, iz staje si¢ ono dla nich niedostgpne.

Rzeczywisty wpltyw wykrytych mutacji w genach
kodujacych biatko PBP3 na stopien opornosci H. influ-
enzae przebadat zespot Osaki i wsp. [45] uzywajac
metody mutagenezy specyficznej co do miejsca. Bada-
cze ci wprowadzali do szczepdw z dzikim genem fis/
takie mutacje punktowe, jakie obserwowane byly naj-
czesciej w genach kodujacych zmienione biatka. W efek-
cie, potwierdzona zostala rola wigkszo$ci powstajacych
mutacji. Substytucja Asn526 — Lys czy Asn526 - Lys
+ Ser385 - Thr podnosita MIC ampicyliny 2—4 razy.
Sama mutacja warunkujaca zmiang Asn526 — Lys pod-

nosita MIC cefalosporyn 2—8 razy. Dodatkowe zmiany
Ser385 - Thr czy Leu389 - Phe jeszcze zwigkszaty
poziom oporno$ci. Mutacja powodujaca substytucje
Asn526 - Lys rowniez znaczaco (8 razy) zwigkszata
oporno$¢ bakterii na imipenem, lecz nie na mero-
penem. Co istotne, wykazano iz zamiana metioniny
w pozycji 377 na izoleucyng nie wplywa w zadnym stop-
niu na opornos$¢ bakterii na antybiotyki f-laktamowe.

Ze wzgledu na znaczne zréznicowanie klonalne
szczepow o fenotypie BLNAR [17], wielo§¢ znajdowa-
nych miejsc mutacji oraz réozne ich wzajemne wyste-
powanie w genie fis/, trudno jest okresli¢ kierunki ewo-
lucyjne tych zmian. Takie badania §ledzace zmiany
w wystepowaniu mutacji w biatkach PBP3 w szczepach
H. influenzae izolowanych w Japonii na przestrzeni
9 lat przeprowadzili Sanbongi i wsp. [48]. Wska-
Zuja oni na wyrazny wzrost czgstosci wystgpowania
mutacji warunkujacej powstawanie Asn526 - Lys.
Wazrasta takze czgsto$¢ wystgpowania tej mutacji
w potaczeniu z mutacjami powodujacymi zmiany
Met377 - Ile, Ser385 — Thr oraz Leu389 - Phe. Jed-
noczesnie spada czgsto$¢ wystepowania substytucji
Arg517 - His. Te tendencje moga mie¢ jednak cha-
rakter lokalny i by¢ zwiazane ze specyfika leczenia,
a zwlaszcza z doborem poszczegodlnych antybiotykow
i wielkosci ich dawek stosowanych w danym kraju.

Pojawienie si¢ szczepow opornych na antybiotyki
B-laktamowe na drodze innej niz enzymatyczna mogto
spowodowaé wyewoluowanie szczepow posiadaja-
cych oba te mechanizmy. Szczepy takie po raz pierw-
szy zostaly wyizolowane w USA na przetomie 1994
1 1995 roku [12]. Opisano od razu az siedemnascie
izolatow klinicznych charakteryzujacych si¢ prawdo-
podobnie obecnoscia mutacji w biatkach PBP, jak i wy-
twarzanie [3-laktamazy opornej na inhibicj¢ kwasem
klawulanowym lub inne mozliwe mechanizmy oporno-
$ci. Pozniejsze badania wykazatly, ze szczepy o tym fe-
notypie wykazuja te same rodzaje mutacji w genie fis/,
co szczepy BLNAR [34]. Nie wykryto natomiast wy-
stepowania [-laktamazy opornej na inhibicje kwasem
klawulanowym. W pismiennictwie zwyklo si¢ je okres-
la¢ skrétem BLPACR (Beta-Lactamase Positive/Pro-
ducing, Amoxicillin-Clavulanate Resistant) [12].

Ze wzgledu na wspomniang wyzej roznorodno$¢ za-
réwno szczepow o fenotypie BLNAR, jak i BLPACR,
trudno okres$li¢ wzajemne korelacje tych fenotypow.
Badania podobiefistwa materialu genetycznego bakterii
(prowadzone metodami takimi, jak RAPD czy RFLP-
-PFGE), wykonywane lokalnie wykazuja, iz niektore
szczepy o fenotypie BLPACR moga by¢ dos¢ blisko
spokrewnione z rownolegle wystgpujacymi na danym
obszarze szczepami o fenotypie BLNAR [19]. Wskazu-
je to na powstawanie szczepow o fenotypie BLPACR
poprzez nabywanie przez szczepy ze zmienionymi biat-
kami PBP plazmidowo kodowanych [3-laktamaz.
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Powstawanie szczepow H. influenzae o fenotypie
BLNAR nie musi zachodzi¢ wylacznie na drodze ge-
nerowania mutacji spontanicznych i rozprzestrzeniac¢
si¢ wylacznie klonalnie. Bakterie te maja bowiem zdol-
no$¢ do tzw. migdzykomorkowego transferu genow
chromosomalnych z wykorzystaniem mechanizmu od-
miennego od transformacji czy koniugacji [1]. Moga
one pobiera¢ ze Srodowiska DNA zwierajacy specyficz-
na dla rodzaju Haemophilus sekwencje USS (Uptake
Signal Sequence). Taki fragment DNA jest nastgpnie
wbudowywany w genom bakterii na drodze rekombina-
cji homologicznej. W genie fis/ sekwencja USS wyste-
puje w dwoch miejscach. Mozliwa jest wigc rekom-
binacja fragmentu genu fis/. Jak dowodza Takahata
i wsp. [58], mozliwe jest przekazywanie zmienionej
wersji genu fts] podczas wspolwystgpowania w jednej
niszy ekologicznej szczepéw BLNAR i BLNAS (Beta-
Lactamase Negative/Non-producing, Ampicillin Suscep-
tible). Autorzy ci wykazali rowniez mozliwos$¢ horyzon-
talnego transferu genu fis/ migdzy réznymi gatunkami
bakterii z rodzaju Haemophilus. Fakt ten powoduje, iz
inne gatunki tego rodzaju (takie jak H. haemolyticus)
moga stanowi¢ rezerwuar zmutowanej wersji genu fis/
lezacej u podstaw fenotypu BLNAR.

Wystepowanie bakterii wykazujacych oporno$¢ re-
ceptorowa moze nie$¢ za soba powazne problemy
w leczeniu zakazen wywotywanych przez H. influen-
zae. Co prawda, w wielu przypadkach poziom opor-
nosci szczepow pozostaje stosunkowo niski, jednak
powstajace zmiany otwieraja droge do zwigkszania si¢
opornosci w przysztosci (zaH. Dabernatem, [11]).
Jak dotad opornos$¢ na czgsto stosowane w leczeniu ce-
falosporyny III generacji nie stanowi problemu i leki
tej grupy pozostaja aktywne takze wobec szczepdw
o fenotypie BLNAR. Zauwazalna jest jednak selekcja
mutacji w biatkach PBP, prowadzaca do zwigkszania si¢
warto$ci MIC tych antybiotykow [29, 48]. W zwiazku
z tym niektorzy badacze postuluja stosowanie antybio-
tykéw P-laktamowych z innych grup, ktore blokuja
inne biatka PBP i dziataja takze na szczepy BLNAR.
Takimi antybiotykami sa karbapenemy a zwlaszcza
meropenem, jako lek o wigkszej aktywnosci od imipe-
nemu i zachowujacy wysoka aktywnos¢ takze wobec
szczepow o fenotypie BLNAR [22, 40].

Karbapenemy dziataja przede wszystkim na biatka
PBP4 i PBPS5. Opisano szczepy H. influenzae wyka-
zujace obnizong wrazliwo$¢ na karbapenemy na dro-
dze zmniejszenia powinowactwa antybiotyku do biat-
ka PBP4 [36]. Zsekwencjonowanie przez Ubukate
1 wsp. [66] genu dacB kodujacego biatko PBP4, wy-
kazato u niektorych szczepow delecje 7 nukleotydow
W pozycji 943-949, co powodowalo zmiang ramki od-
czytu 1 wcze$niejsza terminacj¢ translacji. Lancuch
konczyt si¢ w odlegtosci zaledwie 20 aminokwasow
za motywem SDN, a motyw KTG w ogéle w nim

nie wystgpowat. Mutacja nie powodowata jednak spad-
ku wrazliwosci na karbapenemy, ani inne badane anty-
biotyki [66].

Innym antybiotykiem wykazujacym in vitro aktyw-
no$¢ wobec szczepdw H. influenzae typu BLNAR jest
piperacylina [42]. W oznaczeniach laboratoryjnych
dziata ona na szczepy BLNAR czgsto skuteczniej niz
cefalosporyny III generacji i, w przeciwienstwie do
nich, dodatkowo indukuje procesy autolizy bakterii.
Wysoka aktywno$¢ wobec szczepow o fenotypie
BLNAR moze wynika¢ z faktu, ze lek ten blokuje nie
tylko bialka PBP3, ale rowniez biatko PBP2 [42].
Piperacylina nie wykazuje jednak tak wysokiej aktyw-
no$ci wobec szczepdw o fenotypie BLPACR, gdyz jest
wrazliwa na dziatanie f-laktamaz [29]. W tym wypadku
aktywnos$¢ piperacyliny zostaje zachowana poprzez
skojarzenie jej z inhibitorem B-laktamaz — tazobak-
tamem [48]. Wskazanie do stosowania piperacyliny
wobec szczepoéw o fenotypie BLNAR jest jednak nie-
jednoznaczne, gdyz wedtug wytycznych CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) szczepy te nalezy
traktowac jako oporne na ten antybiotyk mimo mozli-
wej aktywnosci in vitro [10].

Czestos¢ wystgpowania szczepodw H. influenzae
o fenotypie BLNAR wykazuje duze zr6znicowanie pod
wzgledem geograficznym: w USA szczepy o tym feno-
typie stanowia ponizej 1% wszystkich izolowanych pa-
leczek hemofilnych a w latach 2000-2001 wykryto tam
tylko 9 przypadkow (0,6%) zakazen wywolanych przez
szczepy BLNAR. Zidentyfikowano je w dwoch osrod-
kach a szczepy bakteryjne okazaty si¢ dodatkowo
przedstawicielami tego samego klonu, co dowodzito ist-
nienie klonalnego rozprzestrzeniania si¢ opornos$ci typu
badawczego. Zupelie odmienna sytuacja ma miejsce
w Japonii, gdzie w 1998 roku az 28% izolowanych
H. influenzae stanowity bakterie o fenotypie BLNAR
[66]. W przypadku zakazen inwazyjnych o etiologii
H. influenzae (takich jak ZOMR), czgstos¢ wystepowa-
nia szczepé6w BLNAR wzrosta w Japonii z 34% w 1999
do 67,3% w 2002 roku (wliczajac w to takze fenotypy
low-BLNAR oraz BLPACR)[19]. Hasegawa iwsp.
[19] zwracaja uwagg, iz taka roznica w czgstosci wyste-
powania szczepéw BLNAR migdzy Japonia a USA moze
wynika¢ z faktu stosowania innych dawek antybiotykow
w obu krajach. W Japonii dawki ampicyliny czy amo-
ksycyliny z kwasem klawulanowym sa okoto dwa do
trzech razy nizsze niz w USA, co moze prowadzi¢ do
fatwiejszego ,,powstawania” szczepdw opornych.

W Europie rowniez istnieja duze réznice w czg¢s-
tosci wystegpowania fenotypu BLNAR u klinicznych
izolatow H. influenzae. Jak donosza Fluit i wsp.
[14], wsrdd szczepdw izolowanych z zakazen uktadu
oddechowego, §rednia czgstos¢ wystgpowania szczepow
fenotypu BLNAR wynosita 8,8% w latach 1997-1998
i wzrosta do 9,6% w latach 2002-2003. W tych latach
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najnizsza czg¢sto$¢ wystgpowania szczepo6w BLNAR
odnotowano w Niemczech — 2% izolowanych szcze-
péw, oraz we Wtoszech — 3,3%. Inna sytuacjg za-
obserwowano w Hiszpanii, Portugalii, Irlandii oraz
Wielkiej Brytanii, gdzie procent szczepow o fenotypie
BLNAR wynosit odpowiednio: 11,1%, 11,8%, 15,2%
oraz 18,2% [14].

Wedtug badan Fluita i1 wsp. [14], najwyzsza
czesto$¢ wystgpowania bakterii o fenotypie BLNAR
w Europie zaobserwowano w Polsce. Wynosita ona
20% w latach 2002-2003. Dane te jednak obarczone
sa duzym bledem statystycznym, gdyz zostaly prze-
prowadzone na niewielkiej liczbie szczepow (35 izo-
latow z Polski). Doktadniejsze informacje dotyczace
czgstosci wystgpowania fenotypu BLNAR w Polsce
uzyskano w ramach prowadzonego przez Narodowy
Instytut Lekow ,,Wieloosrodkowego badania wrazli-
wosci na leki bakterii wywotujacych zakazenia drog
oddechowych w §rodowisku pozaszpitalnym w Polsce”
(kontynuacja projektu Alexander). Wyniki badan wy-
kazaty, ze warto$ci podane przez Fluita iwsp. [14]
byly wyzsze od stanu faktycznego, gdyz szczepy
BLNAR w 2002 roku stanowily 6,7%, natomiast
w 2003 roku — 15,4% wszystkich szczepoéw pateczek
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Rys. 2. Czgsto$¢ wystgpowania fenotypow opornosci typu BLNAR

i BLPACR wsrdd szczepdw H. influenzae izolowanych w Polsce

w latach 2002-2006 ogotem (A), z zakazen nieinwazyjnych (B),

z zakazen inwazyjnych (C) ([52] oraz dane niepublikowane
Narodowego Instytutu Lekow).

hemofilnych izolowanych z zakazen uktadu oddecho-
wego (Rys. 2). Sposrod wszystkich izolatow klinicz-
nych H. influenzae w Polsce odsetek byt nieznacznie
nizszy i wynosil w tych latach odpowiednio 5,5%
i 11,8%. Wsrdd szczepdéw serotypu b ten mechanizm
opornosci nadal pozostaje bardzo rzadki. Jak dotad,
wyizolowane zostalty w Polsce tylko dwa takie szczepy
— po jednym w latach 2004 i 2006. Niepokojacy jest
jednak fakt, iz czgsto§¢ wystepowania bakterii o feno-
typie BLNAR w Polsce w$rdd populacji H. influenzae
w ciagu ostatnich lat sukcesywnie zwigksza sig (nie-
wielki spadek zaobserwowano w 2006 roku). Wszyst-
kie takie szczepy wykazuja wartosci MIC ampicy-
liny na poziomie 1,0-2,0 ng/ml, co kwalifikuje je do
grupy bardziej wrazliwych, o fenotypie low-BLNAR.
Istnieje jednak obawa, ze podobnie jak wczesniej
w Japonii, stopien wrazliwosci tych bakterii na anty-
biotyki B-laktamowe moze ulec dalszemu obnizeniu
w wyniku powstawania dodatkowych mutacji w genie
kodujacym biatka PBP3.

Wykrywanie fenotypu BLNAR. Duza liczba moz-
liwych mutacji nadajacych r6zny stopien opornosci na
wiele antybiotykow sprawia, iz szybkie wykrywanie
tego mechanizmu opornosci jest problematyczne. Na-
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lezy jednak zwrdci¢ uwagg, iz stopien wykrywalnosci
szczepow BLNAR stale si¢ poprawia [53]. Najprost-
sza metoda wykrycia tego fenotypu jest porownanie
wartosci MIC ampicyliny i amoksycyliny z klawulania-
nem. Otrzymywane wyniki nie zawsze jednak daja
jednoznaczna odpowiedz. Interpretacja wynikow jest
trudna zwlaszcza dla szczepéw wykazujacych niski
stopien opornosci (low-BLNAR). Latwiejszych do
interpretacji wynikdéw dostarcza stosowanie amoksy-
cyliny zamiast ampicyliny. W przypadku metody dyfu-
zyjno-krazkowej bardziej wiarygodne dane ekspery-
mentalne uzyskiwane sa przy zastosowaniu krazkow
z 2,0 ug ampicyliny, niz przy standardowo uzywanych
krazkach zawierajacych 10,0 ug antybiotyku [67].
Opracowywane sa nowe metody szybkiego wykrywa-
nia tego mechanizmu opornosci, tak waznego w diag-
nostyce zakazen.

Skuteczna i szybka metoda wydaje si¢ zastosowa-
nie reakcji PCR ze starterami homologicznymi do dzi-
kiej wersji genu fs/, natomiast niewykrywajacymi jego
zmutowanej wersji. Problemem jest jednak dobranie
starteréw spetniajacych te warunki ze wzgledu na duza
liczbg mozliwych mutacji w réznych fragmentach
genu. Sprawia to, iz nie da si¢ zaprojektowaé jednej
pary starterow wykrywajacych wszystkie genotypy
BLNAR w jednej reakcji. Strategia pozwalajaca na czgs-
ciowe rozwiazanie problemu jest stosowanie zestawu
starterow diagnostycznych wykrywajacych najczesciej
na danym rejonie wystepujace genotypy BLNAR.
W Polsce takie badania dotychczas nie byly prowadzone.

Praktycznie jedyna pewna i jednoznaczna metoda
wykrywania genotypu BLNAR jest sekwencjonowanie
genu fisl. Ta metoda nie jest jednak szeroko dostgpna
i rutynowo na dzien dzisiejszy niemozliwa.

3.3. Inne mechanizmy warunkujace opornos¢
na antybiotyki f-laktamowe

Wytwarzanie -laktamaz oraz zmiany w biatkach
PBP sa glownymi mechanizmami warunkujacymi
oporno$¢ H. influenzae na antybiotyki P-laktamowe.
Mozliwe sa jednak inne mechanizmy, a wiele z nich
jest spotykanych u innych gatunkéw bakterii, co suge-
ruje, iz moga one wystepowac takze w szczepach
H. influenzae. Mozna wyrdzni¢ zmniejszenie prze-
puszczalnos$ci btony zewngtrznej (jak ma to miejsce
u P aeruginosa), czy wytwarzanie nowego biatka
PBP, spetniajacego role bialka zablokowanego przez
lek, ale posiadajacego zmniejszone powinowactwo do
antybiotyku (tak jak w komorkach meticylinoopornych
szczepow Staphylococcus aureus — MRSA, Methicillin
Resistant S. aureus).

Innym mechanizmem oporno$ci wykorzystywanym
przez bakterie jest aktywne wypompowywanie leku
z komorki warunkowane aktywnoS$cia tzw. pomp opor-

nosci wielolekowej okreslane skrotem MDR (Multidrug
resistance pumps). W komorkach H. influenzae opisa-
no taki kompleks biatkowy — pompe, nalezaca do
rodziny RND (ang. Resistance-Nondulation-Cell Divi-
sion). Do tej rodziny zaliczane sa systemy, jak AcrAB/
TolC wystepujace w komorkach E. coli czy MexAB
u P. aeruginosa. Wszystkie wymienione wyzej pompy
sktadaja si¢ z trzech biatek. W przypadku systemu
AcrAB/TolC (zar6wno u E. coli, jak i u H. influenzae),
biatko AcrB tworzy kanat przechodzacy przez blong
komorkowa oraz przestrzen peryplazmatyczna. Laczy
si¢ ono z bialkiem tworzacym por w blonie zewngtrznej
— TolC [61]. Calos¢ systemu zabezpiecza i stabilizuje
biatko AcrA nalezace do rodziny peryplazmatycznych
biatek fuzji blon (ang. Membrane Fusion Proteins,
MFP). System AcrAB/TolC ma zdolno$¢ do usuwania
z komorki substancji toksycznych dla bakterii jak
akryflawina, sole zbfci, erytromycyna, chloramfenikol,
fluorochinolony, mitomycyna a takze -laktamy. W ko-
morkach H. influenzae pompa ta nie usuwa ani chlor-
amfenikolu, ani fluorochinolonéw [49, 61].

Ze wzgledu na niska wydajnos¢ pompy AcrAB/TolC
oraz wysoka przepuszczalnos$¢ blony zewngtrznej H. in-
fluenzae dla antybiotykow [-laktamowych, spowodo-
wana obecno$¢ opisanej wczesniej duzej poryny P2,
mechanizm ten dtugo nie byl brany pod uwagge jako
istotnie wplywajacy na opornos$¢ na t¢ grupg antybio-
tykow [49]. Jednakze w 2004 roku, Kaczmarek
1 wsp. [24], badajac opornosci szczepéw BLNAR ze
znacznie podwyzszonymi wartosciami MIC ampicyliny
zauwazyli, iz mechanizm usuwania leku moze, obok
zmian w biatkach PBP3, istotnie wptywaé na stopien
opornosci badanych bakterii. Sekwencjonowanie genéw
wchodzacych w sktad kompleksu gendow acrAB wyka-
zalo wystgpowanie dwu insercji w genie represora AcrR
— wstawienie tyminy po 40 nukleotydzie albo adeniny
po 150 nukleotydzie. Obie mutacje powodowaly prze-
suni¢cie ramki odczytu oraz wczesniejsza terminacjg
translacji. Wynikajaca ze zmian w sekwencji nukleoty-
dowej genu derepresja operonu acr4B i nadekspresja
genow wchodzacych w jego sktad dawata w efekcie
istotny wzrost liczby pomp systemu AcrAB, a wigc
1 znaczacy wzrost ich wydajnosci.

4. Wielolekooporno$¢

Duze zagrozenie w leczeniu zakazen bakteryjnych
stanowia szczepy oporne na wiele grup antybiotykow.
Coraz czg$ciej pojawiaja si¢ doniesienia o przypadkach
braku opcji terapeutycznej w groznych zakazeniach
bakteryjnych, czgsto zagrazajacych zyciu pacjenta.
Znane sa tez przypadki, gdy skuteczne w leczeniu po-
zostaja wylacznie leki wykazujace duza toksyczno$é
dla organizmu cztowieka.
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Opornos¢ wieloraka jest definiowana jako opornos¢
danego szczepu na co najmniej trzy grupy antybioty-
kow. Rozprzestrzenianie opornosci na wiele lekow utat-
wia fakt, iz presja jednym antybiotykiem moze sig przy-
czynia¢ do zwigkszania sig ilosci bakterii opornych na
inne grupy antybiotykow co jest powodowane zwykle
wystgpowaniem kodujacych oporno$¢ genow w obre-
bie tych samych mobilnych elementéw genetycznych
— plazmidéw czy transpozondw.

W przypadku H. influenzae pierwsze opisane izolaty
bakterii opornych zardwno na ampicyling jak i chlor-
amfenikol pochodza z 1980 roku i dotycza szczepdw
w wigkszosci izolowanych z zakazen inwazyjnych.
Szczepy wykazujace wieloraka opornos¢ szybko roz-
powszechnity si¢ w Hiszpanii, gdzie w badaniu z lat
1981-83, 40,9% szczepdw izolowanych z zakazen in-
wazyjnych wykazywato opornos$¢ na ampicyling, chlor-
amfenikol, tetracykling 1 ko-trimoksazol [5]. Jednoczes-
na oporno$¢ na te cztery grupy chemioterapeutykow jest
wsrdd fenotypdw opornosci wielorakiej nadal najczesciej
obserwowanym fenotypem u H. influenzae. Na Kubie,
gdzie szczepy wielolekooporne stanowia 43,8% bakterii
izolowanych z krwi oraz pltynu mézgowo-rdzeniowego
(PMR), powyzszy fenotyp charakteryzowat 67% szcze-
pow wielolekoopornych [59]. Najczesciej fenotyp
opornosci wielorakiej jest obserwowany u H. influenzae
typu b, izolowanych z krwi lub PMR [6, 59].

Geny warunkujace opornos$¢ u szczepow z wielo-
raka opornoscia na antybiotyki, sa zazwyczaj zlokalizo-
wane na wspolnym plazmidzie, co utatwia ich jednocze-
sne rozprzestrzenianie. Jednak u badanych szczepoéw
H. influenzae, opornos¢ na trimetoprim kodowana byta
przez gen chromosomalny [59]. Fakt ten §wiadczy
o klonalnym szerzeniu si¢ oporno$ci wielorakiej [15].

W Polsce szczepy H. influenzae wykazujace wie-
loraka opornos$¢ na antybiotyki izolowane sa bardzo
rzadko (niepublikowane dane Narodowego Instytutu
Lekow).

5. Podsumowanie

Bakteryjne zakazenia uktadu oddechowego, wywo-
lywane przez H. influenzae, S. pneumoniae i inne ga-
tunki bakteryjne sa przyczyna znacznej liczby zgonow
na $wiecie. Szczepionki dostgpne przeciwko niektorym
z patogendw bakteryjnych, takie jak szczepionka prze-
ciwko Hib, czy szczepionki przeciwpneumokokowe,
wplywaja na spadek liczby groznych zakazen. W przy-
padku pateczek hemofilnych powaznym problemem
pozostaja zakazenia wywotywane przez szczepy bez-
otoczkowe, przeciwko ktorym nie opracowano dotych-
czas skutecznej szczepionki.

W walce z powaznymi zakazeniami wywotanymi
przez H. influenzae istotne jest stosowanie skutecznej

terapii antybiotykowej. Epidemiologia lekoopornosci
paleczek hemofilnych jest jednak bardzo dynamiczna.
Odkad w latach 70. ubieglego wieku pierwszy raz
wyizolowano od chorych szczepy oporne na stosowane
w leczeniu antybiotyki, problem ten narasta. Izolowane
sa szczepy wykazujace coraz skuteczniejsze i trudne
do wykrycia mechanizmy opornosci na rozne, takze
nowsze antybiotyki.

Poznawanie i zrozumienie mechanizmow opornosci
wystepujacych u bakterii i stosowanie leczenia skutecz-
nie omijajacego ich dziatanie jest niezwykle wazne.
Wiedza taka pozwala stosowac antybiotyki w racjonal-
ny sposob, ograniczajacy narastanie i powstawanie no-
wych mechanizméw opornosci. Istotnym problemem
jest tez badanie procesow patogenezy oraz fizjologii
bakterii zasiedlajacych ludzki organizm. Przyktadem
jest tu odkrycie wytwarzania biofilmow przez bakterie,
takze H. influenzae, ktérych obecno$¢ nadaje, w nie-
znany dotad sposdb, wysoki poziom opornosci na anty-
biotyki bakteriom wrazliwym. Mozna wigc t¢ strukture
uzna¢ za kolejny wazny mechanizm opornosci. Od kil-
ku lat prowadzi si¢ badania preparatow blokujacych
wytwarzanie biofilméw, ktore mogltyby w przysztosci
by¢ stosowane w leczeniu zakazen.

Ciagte monitorowanie lekowrazliwosci drobnoustro-
jow chorobotwoérczych dostarcza wiedzy o molekular-
nych mechanizmach warunkujacych opornos¢, przez
co moze pomdc w opracowaniu szybkich metod do ich
wykrywania. Ma to istotne znaczenie w szybkim i do-
ktadnym oznaczeniu wrazliwo$ci bakterii na antybio-
tyki, co umozliwia wdrozenie skutecznej terapii ce-
lowanej. Ze wzgledu na czgste problemy z szybkim
okresleniem wrazliwo$ci drobnoustroju, czy tez nie
wykonywanie takich badan, niezmiernie wazne jest sto-
sowanie skutecznej terapii empirycznej. Dotyczy to
zwlaszcza sytuacji, w ktorych stan pacjenta wymaga
natychmiastowego wlaczenia skutecznego leczenia. Ze
wzgledu na powszechnie narastajaca oporno$¢ na an-
tybiotyki, bardzo istotne jest state §ledzenie epidemio-
logii lekoopornosci drobnoustrojow oraz badanie me-
chanizméw lezacych u jej podstaw.
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