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Wspomnienie o profesorze
Les³awie Arnoldzie Jakubie Badurze

(7.04.1925 � 21.12.2008)

21-go grudnia zmar³ prof. zw. dr hab. Les³aw Badura.
Profesor by³ naszym najlepszym przyjacielem, wybit-
nym naukowcem, doradc¹ i wspania³ym nauczycielem
akademickim. Opiekowa³ siê m³odymi pracownikami
naukowymi oraz by³ wielkim przyjacielem m³odzie¿y
i studentów. By³ cenionym i szanowanym przez spo-
³eczno�æ akademick¹ pracownikiem naukowym, cz³o-
wiekiem o wielkiej wiedzy, szlachetno�ci i kulturze
osobistej, niezwykle prawym i ¿yczliwym, wielkim
autorytetem naukowym i moralnym. Profesor wykszta³-
ci³ kilka pokoleñ polskich mikrobiologów oraz nie-
strudzenie wprowadza³ tê dziedzinê wiedzy na arenê
miêdzynarodow¹. Aktywnie uczestniczy³ w organiza-
cji pracy naukowej, by³ cz³onkiem wielu krajowych
i zagranicznych towarzystw, komisji, redakcji i komi-
tetów naukowych. By³ twórca polskiej szko³y w za-
kresie ekologii i fizjologii drobnoustrojów, ochrony
�rodowiska i ekotoksykologii.

Les³aw Arnold, Jakub trojga imion urodzi³ siê
7 kwietnia 1925 roku w Trzebini. W latach 1931�1937
uczêszcza³ do szko³y powszechnej w Trzebini, a w la-
tach 1937�1939, do Pañstwowego Gimnazjum i Li-
ceum w Chrzanowie. W okresie okupacji pracowa³
(1940�1943), jako technik dentystyczny w Trzebini
oraz Sanatorium Przeciwgru�liczym w Bystrej �l¹s-
kiej k. Bielska-Bia³ej.

Po wyzwoleniu w latach 1945�1947 kontynuuje
naukê, pocz¹tkowo w gimnazjum ogólnokszta³c¹cym
dla doros³ych w Bytomiu, nastêpnie po zdaniu ma³ej
matury, w liceum dla doros³ych, gdzie uzyskuje �wia-
dectwo dojrza³o�ci (1947). Po uzyskaniu matury po-
dejmuje w tym samym roku studia na Wydziale Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu i Politechniki we Wro-
c³awiu. W roku 1950 uzyskuje z wynikiem bardzo
dobrym stopieñ magistra filozofii (20.12.1950) z za-
kresu biologii ogólnej (grupa fizjologii ro�lin).

W okresie studiów, pracuje zarobkowo: w latach
(1948�1949) uczy matematyki w Ni¿szym Semina-
rium Duchownym prowadzonym przez O.O. Salezja-
nów w Dobroszycach. W roku akademickim 1949/50
otrzymuje stypendium Ministra O�wiaty. Tu¿ przed

ukoñczeniem studiów podejmuje, pracê na etacie za-
stêpcy asystenta (01.08.1950) w Katedrze Fizjologii
Ro�lin, kierowanej przez jednego z najwybitniej-
szych mikrobiologów Polski, �wiatowej s³awy uczon¹
prof. zw. dr Helenê Krzemieniewsk¹. Dyrektorem In-
stytutu Botaniki w sk³ad którego wchodzi³a Katedra
prof. Krzemieniewskiej, by³ wybitny botanik, wspó³-
twórca i pierwszy rektor Uniwersytetu Wroc³awskiego,
prof. zw. dr hab. Stanis³aw Kulczyñski � wiceprezes
PAN. Pod kierunkiem Pani Profesor przygotowuje
pracê magistersk¹ na temat �Mikroelementy w ¿yciu
ro�lin�. Po ukoñczeniu w grudniu 1950 roku studiów,
z dyplomem magistra filozofii awansuje na stanowis-
ko asystenta, a od pa�dziernika 1951 roku na stano-
wisko st. asystenta.

W pierwszych latach pracy prowadzi³ badania nad
zjawiskiem ryzosfery. W zwi¹zku z tym odbywa krót-
ki sta¿ naukowy w Zak³adzie Mikrobiologii IUNG
w Pu³awach u prof. zw. dr hab. cz³onka rzeczywistego
PAN Jadwigi Ziemiêckiej. Nawi¹zuje tak¿e wspó³pra-
cê z jednym z najwybitniejszych polskich mikologów
prof. dr hab. Tadeuszem Dominikiem pó�niejszym re-
cenzentem jego rozprawy habilitacyjnej. W dalszej
kolejno�ci z inspiracji prof. Krzemieniewskiej podej-
muje badania nad wystêpowaniem grzybów mikrosko-
pijnych w glebach le�nych. Pierwsze prace z tego cyklu
wykonane na glebach rezerwatu bukowego w Misz-
kowicach, publikuje wraz z prof. H. Krzemieniowsk¹.
Dwie prace ukazuj¹ siê drukiem w roku 1954 w Acta
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Soc. Botan. Polon. Prowadzi nadal badania mikolo-
giczne, nad wystêpowaniem grzybów glebowych i ich
powi¹zaniu z szat¹ ro�linna w ró¿nych rezerwatach
le�nych. Prowadzi³ tak¿e do�wiadczenia z zakresu
fizjologii ro�lin, ale ju¿ pod nowym kierownictwem
Katedry prof. dr hab. Stefanem Gumiñskim. Miêdzy
innymi stara siê okre�liæ wp³yw zwi¹zków próchni-
czych na wzrost ro�lin. Prace z tej dziedziny publikuje
wraz z profesorem Gumiñskim w latach 1958�1964.
W roku 1959 koñczy rozprawê na temat �Badania nad
mikoflor¹ �ció³ki i gleby lasu szpilkowego ze zbocza
Raduni�. Praca ta stanowi³a podstawê do uzyskania
stopnia naukowego dr n. przyrodniczych z zakresu
mikrobiologii na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwer-
sytetu Wroc³awskiego (17.12.1959). Promotorem prze-
wodu doktorskiego by³ prof. zw. dr hab. pó�niejszy cz³o-
nek rzeczywisty PAN W³adys³aw Kunicki-Goldfinger,
ówczesny kierownik Katedry Mikrobiologii Uniwer-
sytetu Wroc³awskiego. Rozprawa ta zosta³a opubliko-
wana w roku 1960 w Acta Microbiologica Polonica.

W kilka miesiêcy pó�niej otrzymuje stypendium
naukowe z Ministerstwa O�wiaty i Szkolnictwa
Wy¿szego i wyje¿d¿a na sta¿ naukowy do W³och
(01.03.1960�15.09.1960), gdzie w Instituto et Orto
Botanico dell Universita di Torino, pod kierunkiem
prof. dr Beniamino Peyronel�a studiuje mikologiê.
W ramach studiów kontynuuje badania nad okre�le-
niem zwi¹zku pomiêdzy mikoflor¹, a szat¹ ro�linn¹.
Wyniki tych badañ zawarte w dwóch rozprawach uka-
zuj¹ siê drukiem w roku 1963 w czasopi�mie w³oskim
�Allionia� (9: 65�74 i 9: 175�186).

Po powrocie do kraju prowadzi dalsze badania eko-
logiczno-mikologiczne nad wystêpowaniem okre�lo-
nych grup grzybów w ró¿nych zespo³ach ro�linnych,
szuka powi¹zañ miêdzy szat¹ ro�linn¹, zespo³ami le�ny-
mi, a �zespo³ami� mikroskopijnych grzybów glebo-
wych. Równocze�nie podejmuje badania fizjologiczne
nad wyja�nieniem mechanizmu oddzia³ywania zwi¹z-
ków huminowych na dro¿d¿e i przebieg ich beztle-
nowego oddychania.

Ca³okszta³t pracy naukowej oraz rozprawa habili-
tacyjna na temat �O mechanizmie �stymuluj¹cego�
wp³ywu humianu sodu na proces fermentacji alkoho-
lowej i rozmna¿anie dro¿d¿y� zamieszczone w Acta
Soc. Botan. Polon. stanowi³y podstawê do wszczêcia
postêpowania habilitacyjnego. W roku 1965 po z³o¿e-
niu przed Rad¹ Wydzia³u Nauk Przyrodniczych Uni-
wersytetu Wroc³awskiego wymaganego przepisami
kolokwium oraz wyk³adu habilitacyjnego na temat
�Fizjologia mikoryzy� uzyskuje (4.11.1965) stopieñ
naukowy docenta nauk przyrodniczych w zakresie
fizjologii ro�lin. Po zatwierdzeniu stopnia naukowego
(26.01.1966) przez Komisjê Centraln¹ otrzymuje etat
docenta w Katedrze Ekologii i Geografii Ro�lin kiero-
wanej przez prof. dr hab. Stefana Macko (31.05.1966).

W roku 1968 po �mierci prof. S. Macko zostaje
powo³any na stanowisko kierownika Katedry Ekologii
i Geografii Ro�lin (01.03.1968). Rok pó�niej po pew-
nych reorganizacjach Instytutu Botaniki pe³ni¹c ju¿
funkcje kierownika Zak³adu Ekologii i Geografii Ro�-
lin obejmuje stanowisko dyrektora Instytutu Botaniki
i Biochemii, któr¹ to funkcjê pe³ni³ do roku 1971.
W pa�dzierniku 1975 r. otrzymuje etat profesora nad-
zwyczajnego na Uniwersytecie �l¹skim w Katowicach
i obejmuje kierownictwo Zak³adu Mikrobiologii w In-
stytucie Biologii Molekularnej, na Wydziale Biologii
i Ochrony �rodowiska U�. Tytu³ naukowy profesora
zwyczajnego uzyska³ 16.11.1984.

W ramach dzia³alno�ci naukowej w Uniwersytecie
�l¹skim prowadzi wraz z zespo³em badania nad wyja�-
nieniem mechanizmów oddzia³ywañ metali ciê¿kich
g³ównie pochodz¹cych z emisji przemys³owych, na
mikroorganizmy glebowe i na pe³nione przez nie
funkcje. Problematyka badawcza Katedry koncentruje
siê wokó³ zagadnieñ zwi¹zanych z prób¹ wyja�-
nienia udzia³u mikroorganizmów w funkcjonowaniu
ekosystemów le�nych w regionach uprzemys³owio-
nych. Prace te by³y zawsze centralnie koordynowane
i finansowane przez: 1) Instytut Badawczy Le�nictwa
(1973�1975), 2) Instytut Podstaw In¿ynierii �rodowis-
ka PAN (1976�1980), 3) Ministerstwo Nauki, Szkol-
nictwa Wy¿szego i Techniki w ramach koordynacji
problemów mikrobiologicznych przez Uniwersytet
£ódzki (1981�1990) oraz 4) Ministerstwo Edukacji
Narodowej, w ramach badañ statutowych i w³asnych.

Wyniki badañ Katedry by³y publikowane w cza-
sopismach krajowych i referowane na kongresach
ogólnopolskich i europejskich. Wiele wyników ba-
dañ stanowi³o podstawy do uzyskiwania tytu³ów ma-
gistra biologii, ³¹cznie ponad 200. By³ promotorem
trzynastu prac doktorskich, a piêciu jego wycho-
wanków uzyska³o stopieñ doktora habilitowanego
(dr J. Pacha, dr J. Szulicka, dr J. Kozdrój, dr P. Krupa
oraz dr Z. Piotrowska-Seget).

W latach 1973�1981 pe³ni³ funkcje kierownika
Zak³adu Mikrobiologii, a od 1981 r. kierownika Ka-
tedry Mikrobiologii. W tym te¿ czasie przyjmuje sze-
reg obowi¹zków administracyjnych: 1) prodziekana
d.s. studenckich (1975�1978), 2) dyrektora Instytutu
Biologii Molekularnej (1978�1979), 3) dziekana Wy-
dzia³u Biologii i Ochrony �rodowiska U� (przez dwie
kadencje 1984�1990). Aktywnie uczestniczy³, w pra-
cach ró¿nych komitetów i komisji naukowych PAN:
1) Komitetu Mikrobiologii (od roku 1975�1989),
2) Komitetu Gleboznawstwa i Chemii Rolnej (1987�
1989, 1993�1996), 3) Komitetu Naukowego d.s. Badañ
Nad Globalnymi Zmianami Przyrodniczego �rodo-
wiska przy Prezydium PAN (1987�1990), 4) Komitetu
In¿ynierii �rodowiska (1991�1993), 5) Komisji
Ochrony �rodowiska i Utylizacji Odpadów przy Od-
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dziale Katowickim PAN (od roku 1975), przez dwie
kadencjê przewodniczy³ tej Komisji (1988�1999).
W latach 1981�1985 by³ cz³onkiem Zespo³u Koordy-
nacyjnego Problemu Miêdzyresortowego MR.II.17,
I stopnia �Aktywno�æ drobnoustrojów oraz ich wyko-
rzystywanie i zwalczanie�, oraz Zespo³u koordynacyj-
nego stopnia II IPI� PAN, grupy tematycznej 02
�Ochrona Powietrza i Wód�.

Uczestniczy³ w obradach kilku Rad Wydawniczych:
1) Rady Wydawniczej miesiêcznika Aura (od 1988
do chwili �mierci), 2) przewodniczy kolegium redak-
cyjnemu �Fundacji Ekologicznej Silesia� (1991�1998),
3) by³ cz³onkiem Komitetu Redakcyjnego Biuletynu
Komitetu In¿ynierii �rodowiska PAN (1891�1993).
4) W roku 1996 zosta³ powo³any na cz³onka Rady
Naukowej Instytutu Ekologii PAN w Dziekanowie
ko³o Warszawy (1996�1998) oraz ponownie wybrany
na lata 1999�2002. Nadto w latach 1984�1990 bra³
udzia³ w pracach Komisji Nagród Ministra Edukacji
Narodowej. Od roku 2003 by³ cz³onkiem Spo³ecz-
nego Komitetu Budowy Pomnika gen. Jerzego Ziêtka.
W okresie III kadencji Sejmu RP by³ tak¿e doradc¹ do
spraw ochrony �rodowiska przy Komisji Sejmowej
Ochrony �rodowiska i Zasobów Naturalnych. By³
tak¿e organizatorem i wspó³organizatorem kilku miê-
dzynarodowych i krajowych konferencji naukowych.
W latach 1996�1997, 1997�1998 oraz od roku 1999 do
2005 by³ cz³onkiem Komitetu Naukowego Krajowego
Kongresu Ekologicznego �Eko-Med� w Tarnowie.

Od wielu lat by³ cz³onkiem licznych towarzystw
naukowych w kraju i zagranic¹: 1) Polskiego Towarzys-
twa Botanicznego (od 1950 r.), 2) Polskiego Towarzys-
twa Mikrobiologicznego (od 1953 r.), 3) Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego (od 1959 r.), 4) Polskie-
go Towarzystwa Gleboznawstwa (od 1967 r.) z ramie-
nia Zarz¹du G³ównego pe³ni³ funkcjê (do 1996) prze-
wodnicz¹cego Komisji Biologii Gleby, 5) Polskiego
Towarzystwa Przyrodników im. Kopernika (od 1983 r.),
6) cz³onkiem sta³ym Europejskiej Akademii na �l¹sku
i pe³ni³ obowi¹zki wiceprzewodnicz¹cego (1991�1997),
a od 1997 by³ cz³onkiem zarz¹du, 7) cz³onkiem rze-
czywistym Górno�l¹skiego Towarzystwa Przyjació³
Nauki (od 1989), 8) Od 1998 by³ Honorowym cz³on-
kiem Towarzystwa na Rzecz Górno�l¹skiego Ogrodu
Botanicznego, 9) Od roku 1999 by³ cz³onkiem Za-
rz¹du Fundacji Nagród i Wyró¿nieñ im. Bohaterów
Wie¿y Spadochronowej w Katowicach, 10) By³ tak¿e
cz³onkiem Miêdzynarodowego Towarzystwa Ekotok-
sykologicznego �Secotox� (International Society of
Ecotoxycology and Environmental Safety (od 1991),
11) cz³onkiem miêdzynarodowego towarzystwa � So-
ciety for Research on Environment and Health (1991),
12) 8.02.1994 zosta³ powo³any na cz³onka korespon-
denta Europejskiej Akademii Ekologicznej (Europäi-
sche Akademie für Umweltfragen) z siedzib¹ w Tybin-

dze, 13) w grudniu 1995 zostaje zwyczajnym cz³onkiem
Nowojorskiej Akademii Nauk (Active member of New
York Academy of Science).

Za osi¹gniêcia naukowe i dydaktyczno-organiza-
cyjne by³ wyró¿niany: 1) Indywidualn¹ i zespo³ow¹,
naukow¹ Nagrod¹ Ministra II stopnia, 2) wieloma Na-
grodami Rektora I i II stopnia. 3) nagrodami pieniê¿-
nymi Ministra Edukacji Narodowej (1989, 1990). 4) Za
ca³okszta³t dzia³alno�ci spo³ecznej �Za szczególne za-
s³ugi dla �rodowiska przyrodniczego w woj. katowic-
kim� otrzyma³ Nagrodê I stopnia z Fundacji Ekolo-
gicznej �Silesia� i Trybuny �l¹skiej (1994). 5) By³
odznaczony Z³otym Krzy¿em Zas³ugi (25.09.1973).
6) Krzy¿em Kawalerskim (15.09.1977), 7) Zosta³ wy-
ró¿niony tytu³em honorowym Zas³u¿ony Nauczyciel
PRL (30. 08. 1989), 8) odznaczony Krzy¿em Oficer-
skim Orderu Odrodzenia Polski (25.09.1995) oraz
9) otrzyma³ liczne medale tj. Medal Komisji Eduka-
cji Narodowej (23.09.1976), Medal 40-lecia PRL
(22.07.1984). Br¹zowy Medal Za Zas³ugi dla Obron-
no�ci Kraju (25.09.1989). Przyznano mu tak¿e � Z³ot¹
Odznakê ZNP (10.11.1969), Z³ot¹ Odznakê Uniwer-
sytetu Wroc³awskiego (06.06.1972), Z³ot¹ Odznakê
Uniwersytetu �l¹skiego (22.04.1986). Otrzymywa³
nadto pami¹tkowe medale: �Wyró¿niony za Naukê
i Pracê Spo³eczn¹�, za wspó³organizacjê �III Kongresu
Uczonych Polskiego Pochodzenia� (16�29.07.1989)
oraz Uniwersytetu �l¹skiego, 10) w roku 1980 zosta³
w³¹czony do Galerii Przoduj¹cych Pracowników i Stu-
dentów Uniwersytetu �l¹skiego za osi¹gniêcia nauko-
wo-dydaktyczne, 11) W roku 1998 otrzyma³ Dyplom
Honorowy z Fundacji Nagród i Wyró¿nieñ im. Bohate-
rów Wie¿y Spadochronowej w Katowicach za aktywn¹
dzia³alno�æ oraz zosta³ uhonorowany �Br¹zowym Me-
dalem Bohaterskim Harcerzom�. 12) W roku 1998
otrzyma³ tak¿e Dyplom za aktywny udzia³ w propa-
gacji Górno�l¹skiego Ogrodu Botanicznego. W dniu
08.01.2005 r. z r¹k Rektora Uniwersytetu Warmiñsko-
-Mazurskiego w Olsztynie otrzyma³ zaszczytny tytu³
Honorowego Profesora UW-M.

Z dniem 1.10.1995 formalnie, po osi¹gniêciu 70 lat
przeszed³ na emeryturê. Jednak¿e ówczesny Rektor
Uniwersytetu �l¹skiego prof. zw. dr hab. Maksymilian
Pazdan na wniosek Rady Wydzia³u Biologii i Ochrony
�rodowiska przyznaje mu etat kontraktowego profesora
zwyczajnego na którym pracowa³ w latach 1995�2002.
W roku akademicki 1998/1999 by³ wyk³adowc¹
w Wy¿szej Szkole Pedagogicznej w Czêstochowie.
Ponadto prowadzi³ od 2003 r. wyk³ady z zakresu eko-
logii mikroorganizmów na miêdzyuczelnianym stu-
dium doktoranckim przy G³ówny Instytucie Górnic-
twa w Katowicach. Od roku 2005 prowadzi³ tak¿e
wyk³ady z zakresu biologii ogólnej oraz mikrobiologii
w Krakowskiej Szkole Wy¿szej im. Andrzeja Frycza
Modrzewskiego w Krakowie.



6 WSPOMNIENIE O PROFESORZE LES£AWIE ARNOLDZIE JAKUBIE BADURZE

W swym bogatym, imponuj¹cym i licz¹cym siê
dorobku naukowym posiada ogó³em opublikowanych
ponad 270 publikacji, artyku³ów i rozpraw. Powy¿sze
prace ukazywa³y siê w jêzyku polskim, niemieckim,
w³oskim i angielskim w czasopismach naukowych
krajowych i zagranicznych o du¿ym zasiêgu miêdzy-
narodowym. Przygotowa³ 4 skrypty dla studentów
i 20 artyku³ów okoliczno�ciowych. Opracowa³ wiele
ekspertyz dla gospodarki narodowej i raportów z ba-
dañ wêz³owych, w³asnych i zlecanych przez ró¿ne
instytucje. Uczestniczy³ w ponad 200 konferencjach
krajowych i zagranicznych, gdzie wyg³aszane przez
niego referaty cieszy³y siê zawsze du¿¹ popularno�ci¹
i wnosi³y do wiedzy mikrobiologicznych wiele no-
wo�ci, a podejmowane tematy wywo³ywa³y zawsze
spor¹ dyskusjê, któr¹ niejednokrotnie sam celowo pro-
wokowa³ i z chêci¹ podejmowa³. By³ wielokrotnie
zapraszany z referatami na liczne krajowe seminaria,

sympozja, zjazdy i konferencje. W okresie pracy na
obu uczelniach opracowa³ dziesi¹tki recenzji i opinii
dla: Centralnej Komisji Kwalifikacyjnej (10), Rad
Wydzia³ów i Instytutów PAN (35), Ministerstwa Edu-
kacji Narodowe (40), KBN-u (110), Koordynatorów
Problemów Wêz³owych i Resortowych (70), Wydaw-
nictw (170) oraz ró¿nych innych.

Pos³annictwo uczonego prof. Les³aw Badura rozu-
mia³ w jak najszerszym s³owa tego znaczeniu. Uwa-
¿a³, ¿e naukowiec powinien zajmowaæ siê nie tylko
prac¹ badawcz¹, lecz tak¿e organizacj¹ nauki i jej
upowszechnianiem. Takie te¿ pos³annictwo realizowa³
w ca³ym swoim ¿yciu. Profesor Les³aw A.J. Badura
pozostanie w naszej pamiêci jako wybitny uczony,
wielki pedagog, spo³ecznik, gor¹cy patriota i szlachet-
ny cz³owiek oraz wspania³y kolega i przyjaciel.

Prof. zw. dr hab. Wies³aw Barabasz
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1. Wstêp

Aktywno�æ ró¿nych genów w komórkach okre�lo-
nego szczepu Staphylococcus aureus nie jest jednako-
wa i czêsto zale¿y od warunków �rodowiskowych. Ich
ekspresja podlega najczê�ciej z³o¿onym procesom re-
gulacyjnym i mo¿e przebiegaæ na ró¿nych poziomach
oraz przy wykorzystaniu ró¿nych mechanizmów. Naj-
czê�ciej jest ona uzale¿niona od: i) warunków �rodowis-
ka, takich jak: stê¿enie tlenu i dwutlenku wêgla, pH,
ii) gêsto�ci populacji komórek bakteryjnych, iii) fazy
wzrostu hodowli oraz iv) zawarto�ci w �rodowisku ze-
wnêtrznym tzw. cz¹steczek AIP (autoinducing pepti-
de). Dotychczas u S. aureus zidentyfikowano co naj-
mniej kilkana�cie ró¿nych systemów regulatorowych,

które mo¿na przyporz¹dkowaæ do dwóch grup czynni-
ków uczestnicz¹cych w globalnej regulacji ekspresji
genów, s¹ to: dwusk³adnikowe systemy przekazywania
sygna³u, aktywne równie¿ w regulacji quorum sensing
(np.: agrA/C, saeS/R, srrA/B, arlS/R, lytS/R, rap/traP)
oraz rodzina bia³ek SarA [8, 13]. Bia³ka sensorowe
uk³adów dwusk³adnikowych umo¿liwiaj¹ rozpozna-
wanie czynników pozakomórkowych, podczas gdy
regulatory odpowiedzi, w po³¹czeniu z alternatywny-
mi czynnikami transkrypcyjnymi (np.: Rot, SigmaB,
MgrA) i rodzin¹ bia³ek SarA (SarA, SarR, SarS, SarT,
SarU, SarV, SarX, SarY, SarZ) dzia³aj¹ jako efek-
tory wewn¹trz z³o¿onej sieci regulacyjnej komórki
bakteryjnej. Ponadto modyfikacja ekspresji genów
mo¿e przebiegaæ na poziomie inicjacji translacji, przy
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 wykorzystaniu mechanizmu ma³ych antysensownych
cz¹steczek RNA, RNA III lub na poziomie dojrza³ego
produktu genu, przy udziale proteaz Clp [8, 61, 66].

2. Dwusk³adnikowe systemy przekazywania sygna³u
(TCSTS � two component signal transduction
system)

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne warunkuj¹
zdolno�æ drobnoustrojów do odbierania sygna³ów ze
�rodowiska zewnêtrznego. S¹ one wysoce konserwowa-
ne w�ród organizmów prokariotycznych. W ich sk³ad
zawsze wchodz¹ dwa elementy: bia³ko sensorowe oraz
bia³ko regulatorowe (efektorowe). Sensorem jest en-
zym o aktywno�ci kinazy histydynowej, zlokalizowany
w b³onie komórkowej. Zawiera on domenê zewnêtrzn¹
(N-koniec bia³ka), która odbiera sygna³ �rodowisko-
wy oraz domenê wewn¹trzkomórkow¹ (C-koniec bia³-
ka), która wykazuje aktywno�æ kinazy histydynowej.
Podczas aktywacji, nastêpuje ATP-zale¿na autofosfo-
rylacja substratowa reszty histydynowej, a nastêpnie
przeniesienie reszty fosforanowej na bia³ko regulatora.
W cz¹steczce regulatora odpowiedzi na sygna³, fos-
forylacji ulega silnie konserwowana, znajduj¹ca siê
w domenie N-koñcowej reszta asparaginianowa. Pro-
wadzi to do aktywacji regulatora oraz zapocz¹tkowuje

kaskadê zdarzeñ, prowadz¹cych do powstania aktyw-
nego czynnika kontroluj¹cego poziom ekspresji ró¿-
nych genów, najczê�ciej na poziomie transkrypcji
[75]. Funkcje czynników transkrypcyjnych, wi¹¿¹cych
DNA poni¿ej lub powy¿ej sekwencji promotorowych
genów, mog¹ pe³niæ ró¿ne bia³ka np. w systemie agr
u S. aureus AgrA i/lub kwasy nukleinowe np. RNA III
systemu agr [36, 43].

U S. aureus zosta³o dotychczas poznanych i opi-
sanych kilka systemów dwusk³adnikowych m.in.
agrA/C, saeR/S, srrA/B, arlR/S, lytR/S, rap/traP [3, 9,
27, 29, 47, 76]. Uczestnicz¹ one w globalnych syste-
mach regulacyjnych oraz bezpo�rednio w kontroli eks-
presji genów koduj¹cych zarówno czynniki wirulen-
cji, bia³ka zwi¹zane ze strukturami powierzchniowymi
komórki bakteryjnej, jak i bia³ka metabolizmu podsta-
wowego. Do tej pory u S. aureus najlepiej poznany
zosta³ system agr (accessory gene regulator) [74].

2.1. System agr

2.1.1. Organizacja genetyczna systemu agr
System agr u S. aureus jest kodowany przez geny

zlokalizowane na chromosomie. Sk³ada siê on z frag-
mentu DNA o wielko�ci ~3 kpz (Rys. 1), koduj¹cego
dwa transkrypty: RNAII i RNAIII, które ulegaj¹ trans-
krypcji z dwóch odrêbnych promotorów, odpowiednio

Rys. 1. Schemat organizacji oraz regulacji systemu agr
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P2 i P3, o przeciwnie skierowanych orientacjach [74].
Transkrypt RNAII koduj¹ cztery geny: agrA, agrB,
agrC i agrD. Bia³ka AgrA i AgrC s¹ elementami kla-
sycznego systemu dwusk³adnikowego, gdzie AgrC
(sensor) stanowi zakotwiczon¹ w b³onie komórkowej,
zdoln¹ do autofosforylacji kinazê histydynow¹, nato-
miast AgrA (regulator, efektor) pe³ni funkcjê bia³ka
odpowiedzi oraz czynnika transkrypcyjnego. AgrD
jest propeptydem, wydzielanego na zewn¹trz komórki
peptydu autoinduktora AIP (autoinducing peptide),
zwanego równie¿ feromonem, które stanowi swoisty
ligand dla bia³ka sensora systemu quorum sensing. Na-
tomiast AgrB jest z³o¿onym bia³kiem transb³onowym,
uczestnicz¹cym w transporcie oraz modyfikacji post-
translacyjnej AgrD [8, 27, 74].

Transkrypt RNAIII koduje gen hld hemolizyny *
oraz pe³ni funkcje regulatorowe w aktywacji i/lub re-
presji ekspresji genów systemu agr, a tak¿e licznych
czynników wirulencji zarówno tych zwi¹zanych z b³o-
n¹ komórkow¹, jak i wydzielanych na zewn¹trz komór-
ki [6, 69]. Schemat pokazuj¹cy ca³o�ciowo dzia³anie
systemu agr zosta³ przedstawiony na rys 1.

2.1.2. Struktura oraz dojrzewanie cz¹steczki
autoinduktora AIP

Peptyd AIP gronkowca z³ocistego jest ma³¹ cz¹s-
teczk¹ zbudowan¹ z 7 do 9 aminokwasów, zawieraj¹c¹
w swojej strukturze piêciocz³onowy pier�cieñ lakto-
nowy [41, 54]. W strukturze genu agrD obserwuje siê
wystêpowanie zjawiska polimorfizmu, co przek³ada siê
na znaczne zró¿nicowanie struktury I-rzêdowej pep-
tydów AgrD oraz AIP. Zró¿nicowanie dotyczy rów-
nie¿ produktów genów agrB oraz agrC, czyli bia³ek
�ci�le zwi¹zanych z modyfikacj¹, sekrecj¹ AgrD oraz
aktywacj¹ sensora AgrC. Na podstawie analizy se-
kwencji genów agrB, agrC i agrD, wyró¿nia siê obec-
nie u S. aureus, cztery grupy agr, oznaczone jako agr-I,
agr-II, agr-III i agr-IV [41]. Ró¿nice w sekwencji pro-
peptydów agrD (AgrD-I, AgrD-II, AgrD-III i AgrD-IV)
oraz peptydów AIP (AIP-I, AIP-II, AIP-III, AIP-IV)
u poszczególnych czterech grup agr przedstawiono
odpowiednio na rys. 2 i 3 [41, 54].

Propeptydy AgrD ze wszystkich czterech grup s¹
niedojrza³ymi postaciami odpowiednich peptydów
AIP. Ka¿dy z nich zawiera na N-koñcu amfoteryczn¹

strukturê "-helikaln¹, która umo¿liwia zakotwiczenie
produktu w b³onie komórkowej oraz silnie hydrofiln¹
C-koñcow¹ domenê, która pozostaje niezakotwiczona
w cytoplazmie [99]. Sekwencja autoinduktora znajduje
siê w �rodkowej czê�ci propeptydu. Mo¿e ona zawie-
raæ, w zale¿no�ci od klasy, 7 do 9 aminokwasów. Cech¹
wspóln¹ dla wszystkich cz¹steczek AIP jest obecno�æ
reszty cysteiny w pi¹tej pozycji od C-koñca [41, 57, 73].
Poza tym jedynie cz¹steczki autoinduktorów z grupy I
i IV maj¹ niemal identyczn¹ strukturê I-rzêdow¹, ró¿-
ni¹c¹ siê tylko jedn¹ pozycj¹ aminokwasu w pozycji
czwartej od C-koñca (u AgrD-I � reszta kwasu aspara-
ginowego D, u AgrD-IV � reszta tyrozynowa Y) [54,
60]. W strukturze dojrza³ego peptydu jest obecny pier-
�cieñ laktonowy, zbudowany z piêciu aminokwasów,
w którym znajduje siê wi¹zanie tioestrowe, wytworzo-
ne miêdzy grupami: siarkowodorow¹ silnie konserwo-
wanej reszty cysteinowej, a karboksylow¹ ostatniego
aminokwasu na C-koñcu peptydu (Rys. 3) [57, 60].

Przekszta³cenie propeptydu AgrD w dojrza³¹ cz¹-
steczkê autoinduktora, obejmuje cztery etapy. S¹ nimi:
dwa ciêcia proteolityczne, wytworzenie pier�cienia
laktonowego i transport na zewn¹trz komórki. Wa¿n¹
rolê w modyfikacji potranslacyjnej AgrD odgrywa
struktura "-helikalna. Umo¿liwia ona zagnie¿d¿enie
propeptydu w b³onie komórkowej w pobli¿u bia³ka
AgrB, które pe³ni podwójn¹ funkcjê: endopeptydazy

AgrD1   M N T L F N L F F D F I T G I L K N I G N I A A Y S T C D F I M D E V E V P K E L T Q L H E 

AgrD2   M N T L V N M F F D F I I K L A K A I G I V G G V N A C S S L F D E P K V P A E L T N L Y D K 

AgrD3   M K K L L N K V I E L L V D F F N S I G Y R A A Y I N C D F L L D E A E N P K E L T Q L H E 

AgrD4   M N T L L N I F F D F I T G V L K N I G N V A S Y S T C Y F I M D E V E I P K E L T Q L H E 

Rys. 2. Sekwencja aminokwasów propeptydów AgrD u Staphylococcus aureus ze wszystkich czterech klas.
Podkre�leniem zaznaczono sekwencjê peptydów AIP

Rys. 3. Struktura cz¹steczek autoinduktora (AIP) ze wszystkich
czterech grup agr
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cysteinowej oraz transportera w systemie transportu
typu ABC (ATP-binding cassette) [99].

AgrB jest bia³kiem transb³onowym, z³o¿onym z sze-
�ciu podjednostek o strukturze "-helikalnej zlokalizo-
wanych w b³onie komórkowej, oddzielonych krótkimi
pêtlami znajduj¹cymi siê zarówno po jej stronie ze-
wnêtrznej, jak i cytoplazmatycznej. Cztery peryferycz-
nie po³o¿one struktury maj¹ w³a�ciwo�ci silnie hydro-
fobowe i najprawdopodobniej uczestnicz¹ w obróbce
propeptydu AgrD, natomiast dwie �rodkowe spirale,
o w³a�ciwo�ciach hydrofilowych, stanowi¹ potencjalny
kana³ transportera [81, 97]. Z badañ przeprowadzo-
nych w 2004 roku przez Z h a n g  i wsp. wynika, ¿e
za przetwarzanie propeptydu AgrD-I jest odpowie-
dzialny fragment AgrB-I pomiêdzy 43 a 67 aminokwa-
sem, natomiast za analogiczn¹ obróbkê AgrD-II, frag-
ment AgrB-II, zawieraj¹cy aminokwasy w pozycji od
126 do 141. AgrB-I i AgrB-II wykazuj¹ 60% homo-
logii i pomimo tego, ¿e regiony pomiêdzy 126 a 141
aminokwasem ró¿ni¹ siê tylko w czterech pozycjach,
analogiczne procesy przeprowadzaj¹ z udzia³em ró¿-
nych domen. Dotychczas nie wyja�niono przyczyn ta-
kiego podzia³u funkcji [98].

W pó�niejszych badaniach Z h a n g  i  wsp. podjêli
próbê znalezienia miejsca w strukturze bia³ka AgrB,
stanowi¹cego potencjalne centrum aktywne proteazy
[77]. Okaza³o siê, ¿e jedynie reszty dwóch aminokwa-
sów � histydyny w pozycji 77 (H77) i cysteiny (C84),
s¹ niezbêdne do wytworzenia prawid³owego bia³ka
AIP. Ponad to reszty obydwu aminokwasów s¹ zloka-
lizowane po cytoplazmatycznej stronie b³ony komór-
kowej, tu¿ przy powierzchni, co u³atwia im dostêp do
docelowego miejsca dzia³ania. Centrum aktywne endo-
peptydazy rozpoznaje w cz¹steczce AgrD silnie kon-
serwowan¹ sekwencjê asparaginian-glutaminian, znaj-
duj¹c¹ siê tu¿ za sekwencj¹ autoinduktora. Nastêpuje
pierwsze ciêcie proteolityczne i uwolnienie grupy kar-
boksylowej na C-koñcu propeptydu. W tym samym
czasie wysoce reaktywna grupa siarkowodorowa reszty
cysteinowej C84 dokonuje ataku na resztê SH cyste-
iny propeptydu, prowadz¹c do jej aktywacji. Nastêpuje
reakcja transestryfikacji i wytworzenie wi¹zania tio-
estrowego z grup¹ karboksylow¹ ostatniego aminokwa-
su. W ten sposób reszty piêciu aminokwasów zostaj¹
zamkniête w pier�cieniu laktonowym [77].

S³abiej poznany jest mechanizm modyfikacji post-
translacyjnej N-koñca AgrD. Brak jest uniwersalnego
motywu tu¿ przed sekwencj¹ AIP, natomiast konserwo-
wany motyw izoleucyna-glicyna znajduje siê w ró¿nej
odleg³o�ci od pierwszego aminokwasu autoinduktora
w cz¹steczkach AIP-I/IV, AIP-II oraz AIP-III. Wia-
domo jednak, ¿e AgrB-I mo¿e przeprowadzaæ pra-
wid³ow¹ modyfikacjê N-koñca zarówno AgrD-I, jak
i AgrD-III, prowadz¹c do powstania aktywnych cz¹s-
teczek AIP-I i AIP-III [41]. Najprawdopodobniej jest

to proces bardziej skomplikowany i uczestnicz¹ w nim
równie¿ inne enzymy b¹d� struktury komórki.

Aktywny transport zmodyfikowanych cz¹steczek
AgrD przez kana³ b³onowy bia³ka AgrB jest ostatnim
etapem powstawania peptydu AIP [27].

2.1.3. Aktywacja przekazywania sygna³u w TCSTS
2.1.3.1. Oddzia³ywanie ligand-sensor w systemie

quorum sensing
Wydzielone na zewn¹trz komórki cz¹steczki auto-

induktora mog¹ stanowiæ ligandy dla swoistych recep-
torów. Je¿eli stê¿enie AIP w �rodowisku osi¹gnie pew-
n¹ krytyczn¹ warto�æ, oddzia³ywanie ligand-receptor
staje siê na tyle silne by nast¹pi³a aktywacja sensora
[42]. Funkcjê sensorow¹ pe³ni AgrC [48]. Jest to bia³ko
o masie cz¹steczkowej 46 kDa, o w³a�ciwo�ciach ki-
nazy histydynowej I typu (EnvZ-like histidine kinase),
pe³ni¹ce wa¿n¹ funkcjê w procesach komórkowego
przekazywania sygna³u. Wystêpuje w komórce w po-
staci homodimeru, zlokalizowanego po czê�ci w b³o-
nie komórkowej i w cytoplazmie. Sk³ada siê z piêciu
domen, nazwanych: S (sensor), DHp (dimerization
histidine phosphotransfer), CA (catalytic ATP-binding),
RR (response regulator) i HPt (histidine-containing
phosphotransfer) [17, 48]. Region sensora sk³ada siê
z dwóch uk³adów domen transb³onowych, z których
ka¿da zawiera sze�æ struktur "-helikalnych. Stanowi¹
one miejsce rozpoznawania i wi¹zania ligandu. C-ko-
niec domeny S przechodzi w domenê DHp, z³o¿on¹
z czterech spiral "-helikalnych, zawieraj¹cych w swo-
jej strukturze dwie cz¹steczki silnie konserwowanej
histydyny (Rys. 4). Odpowiada ona zarówno za dime-
ryzacjê jak i, dziêki obecno�ci pier�cienia imidazolo-
wego, przenoszenie grup fosforanowych [17, 48].

Domena DHp jest bezpo�rednio po³¹czona ze
struktur¹ CA. Jest to domena silnie konserwowana
u Procaryota, zawiera centrum aktywne o w³a�ciwo�-
ciach ATP-azy, dziêki czemu mo¿e pe³niæ funkcjê ka-
talityczn¹ w procesie fosforylacji [17, 48].

Oddzia³ywanie AIP z receptorem jest wysoce spe-
cyficzne. Zatem jedynie zwi¹zanie ligandu z w³a�-
ciwym mu receptorem, czyli AIP-I z AgrC-I, AIP-II
z AgrC-II itd., spowoduje aktywacjê szlaku przekazy-
wania sygna³u. Natomiast wi¹zania niespecyficzne
dzia³aj¹ antagonistycznie i powoduj¹ zablokowanie
uk³adu TCSTS [52]. Wydaje siê, ¿e cz¹steczki autoin-
duktora maj¹ jednakowe powinowactwo do recepto-
rów ka¿dego typu i ich wi¹zanie nastêpuje na zasadzie
kompetycyjnego wypierania, jednak¿e analizy ilo�cio-
we wykaza³y, ¿e jest to mechanizm bardziej z³o¿ony.
Okazuje siê, ¿e mechanizm oddzia³ywania antagonis-
tycznego jest znacznie mniej skomplikowany ni¿ ago-
nistycznego [53]. Przeprowadzone badania dowodz¹, ¿e
modyfikacja strukturalna w cz¹steczce AIP polegaj¹ca
na zmianie pier�cienia tiolaktonowego na laktamowy
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lub laktonowy, powoduje utratê funkcji aktywatora
uk³adu dwusk³adnikowego, natomiast nie wp³ywa na
zdolno�æ do blokowania uk³adów niespecyficznych
[57]. Dotychczas nie zosta³ dok³adnie wyja�niony me-
chanizm wi¹zania cz¹steczek autoinduktora z recepto-
rem. Wiadomo, ¿e w strukturze AIP kluczow¹ rolê od-
grywa makropier�cieñ oraz, ¿e jest to oddzia³ywanie
wysoce specyficzne. Zmiana jednego aminokwasu, jak
to jest w przypadku cz¹steczek AIP-I i AIP-IV, powo-
duje utratê zdolno�ci do oddzia³ywania agonistycznego
z sensorem. Z kolei do�wiadczenia, w których badano
interakcje AIP-AgrC z wykorzystaniem zmodyfikowa-
nych cz¹steczek AIP, zredukowanych do samego piê-
ciocz³onowego pier�cienia tiolaktonowego wykaza³y,
¿e makropier�cieñ blokuje aktywacjê TCS wszystkich
czterech typów [53]. Jest on zatem wystarczaj¹cy do
wi¹zania receptora i inhibicji, ale do aktywacji kinazy
histydynowej jest niezbêdna równie¿ obecno�æ krót-
kiego ogonka aminokwasowego [57]. Nie wiadomo,
które dok³adnie aminokwasy odgrywaj¹ kluczow¹ rolê
w tym procesie oraz czy wiêksze znaczenie ma ich
rodzaj, czy lokalizacja. Badania dowodz¹ bowiem, ¿e
dla aktywno�ci AIP-I kluczowe znaczenie ma kwas
asparaginowy (D5), zlokalizowany w makropier�cie-
niu, natomiast w przypadku AIP-II jest to asparagina
(N3) po³o¿ona w ogonku autoinduktora [57, 60].
Z kolei wyniki innych eksperymentów pokazuj¹, ¿e
wa¿n¹ rolê mog¹ odgrywaæ konserwowane na C-koñ-
cu peptydu dwa aminokwasy silnie hydrofobowe: izo-
leucyna (I), leucyna (L), metionina (M) lub fenyloala-
nina (F), poniewa¿ substytucja alanin¹ F i L w AIP-II
spowodowa³a znaczn¹ redukcjê potencja³u zarówno
agonistycznego, jak i antagonistycznego autoinduk-
tora II typu. Obecno�æ tych hydrofobowych amino-
kwasów ma wp³yw tak¿e na sposób wi¹zania ligandu
do receptora. Dowiedziono bowiem, ¿e bia³ka fuzyjne
AgrC-I:IV i AgrC-IV:I wi¹¿¹ preferencyjnie AIP-I

i IV w czê�ci dystalnej (bli¿ej C-koñca) domeny sen-
sorowej kinazy [57].

Poniewa¿ wi¹zanie ligand-receptor jest wysoce spe-
cyficzne, pewne determinanty tej swoisto�ci musz¹
wystêpowaæ równie¿ w strukturze cz¹steczki AgrC.
Dotychczasowe badania dowodz¹, ¿e wa¿n¹ rolê w roz-
poznawaniu i wi¹zaniu ligandu odgrywa C-koñcowa
hydrofobowa domena S receptora [94], a dok³adnie
reszty aminokwasowe zlokalizowane w jej central-
nej, zewn¹trzkomórkowej pêtli [26], bowiem zamiana
w strukturze AgrC-IV piêciu aminokwasów w po-
zycjach 100-F, 101-T, 104-V, 107-V, 116-I na analo-
giczne, charakterystyczne dla AgrC-I (100-Y, 101-A,
104-T, 107-S, 116-S), spowodowa³a zmianê specyficz-
no�ci receptora [26].

Utworzenie specyficznego wi¹zania pomiêdzy AIP,
a domen¹ sensorow¹ odpowiedniego bia³ka AgrC,
prowadzi do zmiany konformacji bia³ka, która umo¿-
liwia wzajemne zbli¿enie siê domen DHp i CA oraz
przeniesienie grupy fosforanowej z centrum katali-
tycznego ATP na pier�cieñ imidazolowy histydyny,
znajduj¹cej siê w rdzeniu domeny dimeryzacyjnej
[17]. Nastêpuje auto-trans-fosforylacja reszty histydy-
nowej i tym samym aktywacja kinazy histydynowej.
Nastêpnym etapem szlaku przekazywania sygna³u
w komórce bakterii jest przeniesienie grupy fosfora-
nowej z reszty histydynowej na asparaginow¹, znaj-
duj¹c¹ siê na N-koñcu bia³ka AgrA, co prowadzi do
aktywacji bia³ka efektorowego [17, 43, 48].

2.1.3.2. Aktywacja domeny bia³ka efektora AgrA
Bia³ko AgrA jest drugim kluczowym elementem

systemu dwusk³adnikowego agrA/C i stanowi jego
domenê RR (response regulator). AgrA jest bia³kiem
z³o¿onym z 238 aminokwasów, którego sekwencja
jest silnie konserwowana w�ród szczepów S. aureus
u wszystkich czterech grup agr [65]. Najwa¿niejszymi

Rys. 4. Schemat budowy cz¹steczki sensora AgrC
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elementami strukturalnymi bia³ka s¹: reszta asparagi-
nowa na N-koñcu i sekwencja LytTR na C-koñcu.
Reszta asparaginowa AgrA jest akceptorem grupy
fosforanowej i odgrywa zasadnicz¹ rolê w aktywacji
bia³ka. Natomiast region LytTR jest odpowiedzialny
za funkcjê efektora [68]. Zawiera w swojej strukturze
dwa zasadowe, silnie hydrofilne aminokwasy, o du-
¿ym ³adunku dodatnim, które nadaj¹ dodatni charak-
ter ca³ej domenie C-koñcowej. Dziêki tej w³a�ciwo�ci
wykazuje ona powinowactwo do DNA. Motyw LytTR
rozpoznaje i wi¹¿e siê do �ci�le okre�lonej sekwencji,
bêd¹cej ci¹giem krótkich, niedoskona³ych powtórzeñ
[TA][AC][CA]GTTN[AG][TG], znajduj¹cej siê w re-
gionach promotorowych genów, nadaj¹c bia³ku AgrA
funkcjê czynnika transkrypcyjnego [68]. Bia³ko to jest
pozytywnym regulatorem ekspresji obydwu trans-
kryptów systemu agr, jednak wydajno�æ wi¹zania do
promotora P2 jest wy¿sza ni¿ do P3 [43]. Wykazano,
¿e AgrA w obecno�ci donorów grup fosforanowych,
szczególnie je¿eli s¹ to ma³e cz¹steczki, takie jak fos-
foran acetylowy, ma tendencjê do tworzenia homodi-
merów, które charakteryzuj¹ siê wiêksz¹ aktywno�ci¹
w porównaniu z pojedynczymi cz¹steczkami, zw³asz-
cza do promotora P2 (wzglêdem P3) [43]. Ponadto

bia³ko AgrA po�rednio uczestniczy w regulacji trans-
krypcji innych genów, szczególnie tych zwi¹zanych
z patogenno�ci¹ drobnoustrojów (Tabela I) [16, 100].

2.1.4. Region intergeniczny systemu agr
Pomiêdzy promotorem P2 i P3 systemu agr wystê-

puje fragment DNA o d³ugo�ci 120 nukleotydów,
który zawiera miejsca wi¹¿¹ce czynniki regulatorowe
dla obydwu operonów. B a y e r  i wsp. dowiedli, ¿e
w regionie tym znajduje siê 17-nukleotydowa sekwen-
cja zawieraj¹ca ci¹g kilku krótkich, odwróconych se-
kwencji powtórzonych, tzw. inverted repeats (IR) [5].
Poza tym w pozycjach -45 od P2 i -66 od P3 znajduj¹
siê cztery siedmionukleotydowe sekwencje powtórzo-
ne 5�-AGTTAAG-3�, z których dwie �rodkowe obej-
muj¹ IRs [67]. Wydaje siê, ¿e do tych sekwencji mog¹
przy³¹czaæ siê czynniki transkrypcyjne, konkuruj¹c ze
sob¹ o miejsce wi¹zania zarówno z P2, jak i P3. Jed-
nak do aktywacji operonu P3 wymagana jest obecno�æ
jedynie dwóch, najbli¿ej po³o¿onych sekwencji po-
wtórzonych, co sugeruje mo¿liwo�æ przeprowadzania
niezale¿nej regulacji obydwóch promotorów agr. Poza
tym w regionie promotorowym P3, pomiêdzy nukleo-
tydem -10 a -35 znajduje siê 19-nukleotydowy fragment

Regulacja pozytywna

3653 aur Aureolizyna
396 clfB Czynnik clumping factor B
583 geh Lipaza (hydrolaza estrów glicerolowych)

4061 hla "-toksyna (hemolizyna)
1427 hld *-toksyna (hemolizyna)
1928 hlgB Sk³adnik B (-toksyny (hemolizyna)

1927 hlgC Sk³adnik C (-toksyny (hemolizyna)
667 lip Lipaza triacyloglicerolowa

1175 pls Bia³ko powierzchniowe zawieraj¹ce motyw LPXTG
2036 set8 Egzotoksyna 2
2928 splA Proteaza serynowa SplA
2929 splB Proteaza serynowa SplB

324 splD Proteaza serynowa SplD
327 splF Proteaza serynowa SplF

2175 sspC Proteaza
2927 � Homolog paciorkowcowej adhezyny Emb
1029 � Homolog bia³ka powierzchniowego Map
4374 � Bia³ko powierzchniowe Map

5147 � Homolog paciorkowcowej hemaglutyniny
4523 � Modulina $2 rozpuszczalna w fenolu

Regulacja negatywna
4081 spa Powierzchniowe bia³ko A
3910 ssaA Prekursor antygenu sekrecyjnego
1941 � Antygen miozynowy

T a b e l a  I
Czynniki wirulencji S. aureus podlegaj¹ce agr-zale¿nej pozytywnej oraz negatywnej regulacji [16, 100]

Numer ORF szczepu
S. aureus COL

Nazwa
genu

Funkcja produktu ekspresji genu
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DNA, odgrywaj¹cy istotn¹ rolê w aktywacji trans-
krypcji RNA III. Okazuje siê bowiem, ¿e delecja
trzech nukleotydów z tego rejonu objawia siê fenoty-
powo konstytutywn¹ ekspresj¹ operonu P3 [67].

2.1.5. RNA III
2.1.5.1. Struktura i organizacja
Jest to cz¹steczka RNA o wielko�ci 514 par zasad,

kodowana przez system agr S. aureus [69, 74]. Ulega
transkrypcji podczas �rodkowej fazy wzrostu wyk³adni-
czego hodowli [4, 92] z promotora P3, który ma orien-
tacjê przeciwn¹ do promotora P2 [74]. Cz¹steczka
RNA III przyjmuje skomplikowan¹ strukturê drugo-
rzêdow¹, w której wystêpuj¹ fragmenty niesparowane,
jak równie¿ sekwencje dwuniciowe [69]. RNA III za-
wiera 14 struktur typu �szpilka do w³osów� (hairpin),
z których utworzone s¹ trzy przestrzenne domeny
o strukturze "-helisy (A, B i C) oraz 5�-domenê pocz¹t-
kow¹ (nukleotydy od 1 � 31) i 3�-domenê koñcow¹
(nukleotydy od 383 � 514). Domeny A i B stanowi¹
�rodkow¹ czê�æ cz¹steczki (nukleotydy od 32�382),
natomiast "-helikalna domena C znajduje siê w obrêbie
domeny 3�-koñcowej. Liczne oddzia³ywania i parowa-
nie nukleotydów miêdzy fragmentami pocz¹tkowymi,
a �rodkowymi i/lub koñcowymi cz¹steczki (A24-G30/
U452-458 "-helisy C) (U32-A42/U371-G382 "-he-
lisy B), stabilizuj¹ jej strukturê drugorzêdow¹ [69].
Jednocze�nie powoduj¹, ¿e helisa C znajduje siê
w przestrzeni w pobli¿u zarówno 3�-, jak i 5�-koñca.
Wystêpowanie licznych niesparowanych nukleotydów
w obrêbie helisy C powoduje, ¿e ³atwo mo¿e doj�æ do
wi¹zania innych jednoniciowych sekwencji RNA [69].

Ka¿da struktura typu hairpin sk³ada siê z ogonka,
który stanowi¹ sparowane nukleotydy (podwójna niæ)
oraz z jednoniciowej pêtelki na szczycie. W RNA III
struktury hairpin 7, 13 i 14 zawieraj¹ pêtle bogate
w nukleotydy cytydynowe, co jest do�æ nietypowe dla
organizmów prokariotycznych, których genom jest
bogaty w pary A-T [6]. Zatem wysoce prawdopodob-
ne jest, ¿e sekwencje te mog¹ pe³niæ rolê czynników
wi¹¿¹cych DNA/RNA. W obrêbie helisy B znajduj¹
siê szpilki od 2 do 11, natomiast 3�-koñcowa domena
obejmuje struktury 12, 13 i 14. W zale¿no�ci od zawar-
to�ci par A-U i G-C ró¿na jest stabilno�æ tych struktur,
jak równie¿ ich funkcja [4, 66, 67]. Na przyk³ad bogata
w pary G-C struktura 14, jest wysoce stabilna i silnie
konserwowana w obrêbie rodzaju Staphylococcus,
s¹siaduje z terminatorem RNA III i wraz z nim pe³ni
funkcjê czynnika regulacyjnego [69].

Wiêkszo�æ cz¹steczki RNA III stanowi¹ sekwen-
cje niekoduj¹ce, jednak miêdzy 70 a 165 nukleotydem
znajduje siê sekwencja genu hld *-lizyny. Zawiera ona
kodon start AUG i stop UAA translacji oraz sekwen-
cjê Shine-Dalgarno (GAA), która stanowi miejsce
wi¹zania rybosomu.

2.1.5.2. Funkcja
Wykazano, ¿e 514-nukleotydowa cz¹steczka RNA III

pe³ni plejotropow¹ funkcjê. W niewielkiej czê�ci (miê-
dzy 70 a 165 nukleotydem) zawiera sekwencjê koduj¹-
c¹ genu hld. Produktem tego genu jest 26 aminokwaso-
we bia³ko *-lizyny, posiadaj¹ce w³a�ciwo�ci cytolizyny
[38]. Ju¿ badania przeprowadzone na pocz¹tku lat dzie-
wiêædziesi¹tych XX wieku wykaza³y, ¿e gen hld jest
czê�ci¹ strukturaln¹ systemu agr, jednak ulega trans-
krypcji z innego promotora (P3) znajduj¹cego siê po-
wy¿ej promotora P2 i podlega pozytywnej regulacji
przez system agr [37]. J a n z o n  i A r v i d s o n  wy-
kazali równie¿ rolê RNA III jako czynnika regulacyj-
nego, poniewa¿ okaza³o siê, ¿e mutanty pozbawione
3�-koñca cz¹steczki produkuj¹ *-lizynê z wydajno�ci¹
50�75% ni¿sz¹ w porównaniu ze szczepami dzikimi.
Dowiedziono równie¿, ¿e mutacja, polegaj¹ca na de-
lecji sekwencji RNA III przez zast¹pienie, daje podob-
ny efekt fenotypowy co mutacje w genie agrA, czyli
powoduje spadek ekspresji genów koduj¹cych egzo-
proteiny, takie jak hemolizyna ", proteaza serynowa,
metaloproteaza i jednocze�nie powoduje 10-krotny
wzrost ekspresji powierzchniowego bia³ka A [37]. Po-
znanie struktury drugorzêdowej cz¹steczki RNA III
[69] oraz badania prowadzone w pó�niejszych latach,
pozwoli³y na dok³adniejsze poznanie mechanizmu jego
dzia³ania jako regulatora ekspresji genów.

Domena zawieraj¹ca 5�-koniec cz¹steczki RNA III,
odgrywa rolê aktywatora ekspresji genów hla i hlb,
koduj¹cych hemolizyny " i $ [66, 69]. M o r f e l d t
i wsp. udowodnili, ¿e 5�-koniec cz¹steczki RNA III
i 5�-koniec cz¹steczki genu hla wykazuj¹ 75% kom-
plementarno�ci oraz, ¿e region miêdzy 42 a 72 zasad¹
RNA III zawiera liczne niesparowane nukleotydy,
które mog¹ stanowiæ potencjalne miejsce wi¹zania [66].
Pozwala to przypuszczaæ o zwi¹zaniu RNA III z po-
cz¹tkowym odcinkiem mRNA-hla, co inicjuje zmiany
konformacyjne, prowadz¹ce do ods³oniêcia miejsca
Shine-Dalgarno wi¹zania rybosomu (RBS) i zainicjo-
wania translacji [66]. Jest to tzw. mechanizm antysen-
sownej regulacji na poziomie transkryptu genu.

Funkcjê regulatorow¹ pe³ni równie¿ 3�-koniec
RNA III [4, 37]. Jest niezbêdny do aktywacji translacji
genu hld [69] oraz odpowiada za 1-godzinne opó�nie-
nie powstawania produktu tego genu w porównaniu
z pojawieniem siê transkryptu [4]. Mutanty, zawiera-
j¹ce 5�-koniec RNA III (z ca³¹ ramk¹ odczytu hld, ale
bez 3�-koñca) po³¹czony z promotorem $-laktamazy,
produkuj¹ *-lizynê prawie natychmiast po powstaniu
RNA III, w odró¿nieniu od mutantów zawieraj¹cych
ca³¹, funkcjonaln¹ cz¹steczkê RNA III, u których nadal
obserwowano 1-godzinne opó�nienie ekspresji tego
enzymu [4]. Przyczyna tego zjawiska nadal nie zosta-
³a wyja�niona. Wydaje siê, ¿e sam 3�-koniec RNA III
nie ma bezpo�redniego wp³ywu na inicjacjê translacji
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transkryptu genu *-lizyny. Prawdopodobnie uczestnic-
two tej domeny w regulacji ekspresji innych genów
generuje zmiany konformacyjne in vivo, które unie-
mo¿liwiaj¹ jednoczesne przy³¹czenie rybosomu do
miejsca inicjacji translacji hld lub utworzenie stabil-
nego kompleksu 16S rRNA/RNAIII/tRNAf

Met, co pro-
wadzi do 1-godzinnego opó�nienia ekspresji *-lizyny.
Zatem mo¿na przypuszczaæ, ¿e RNA III pe³ni rolê po-
�redniego aktywatora translacji hld.

Domena 3�-koñcowa RNA III uczestniczy równie¿
w negatywnej regulacji ekspresji bia³ka powierzch-
niowego Spa (gen spa, staphylococcal protein A). Ju¿
badania przeprowadzone w latach dziewiêædziesi¹tych
ubieg³ego wieku dowodz¹, ¿e mutanty pozbawio-
ne RNA III wykazywa³y 10-krotny wzrost ekspresji
genu spa [37], natomiast wprowadzenie do szczepu
S. aureus, defektywnego w agr, operonu P3, pod³¹czo-
nego do promotora P-bla objawia siê fenotypowo
w komórce bakteryjnej spadkiem produkcji proteiny A
[69]. Dok³adny mechanizm tej regulacji nie zosta³ do-
tychczas poznany, nie wiadomo równie¿ czy 3�-domena
RNA III reguluje transkrypcjê spa w sposób po�redni
czy bezpo�redni.

Poza tym, ¿e RNA III S. aureus uczestniczy w re-
gulacji ekspresji genów koduj¹cych ró¿ne czynniki
wirulencji, mo¿e równie¿ modulowaæ wyra¿anie siê
genów innych systemów regulacyjnych. Jednym z nich
jest system rot (repressor of toxins), kodowany przez
498-nukleotydow¹ ramkê odczytu rot [59]. Badania
porównawcze transkryptomów dowodz¹, ¿e Rot jest
globalnym regulatorem i mo¿e uczestniczyæ zarówno
w pozytywnej (spa, sarS, clfB, coa thrB), jak i nega-
tywnej (hla, hlb, geh, ureA, sspA, sspB, sspC, splA,
splB, splC, splD, splE, splF) regulacji licznych genów
[82]. Z kolei cz¹steczka RNA III jest aktywatorem
ekspresji niektórych toksyn ("-, $- toksyna, geny hla,
hlb) i represorem bakteryjnych bia³ek powierzchnio-
wych, takich jak bia³ko A (spa), koagulaza (coa),
czynnik �clumping factor� (clf) [18, 58], dlatego mo¿na
stwierdziæ, ¿e RNA III jest bezpo�rednim antagonist¹
bia³ka Rot [71]. Jednak¿e mechanizm tego antagoniz-
mu mo¿e byæ równie¿ po�redni, poniewa¿ okazuje siê,
¿e RNA III wi¹¿e mRNA-rot, blokuj¹c jego translacjê
i tym samym po�rednio aktywuje transkrypcjê genów
represjonowanych przez Rot [25]. W mechanizmie tej
regulacji uczestniczy 3�-koniec RNA III, a dok³adniej
struktury �hairpin� 13 i 14. Ka¿da z nich, w pêtli,
zawiera odcinki bogate w niesparowane nukleotydy
cytydynowe, które s¹ wysoce komplementarne do hek-
sameru w sekwencji Shine-Dalgarno mRNA-rot [7].
Zatem RNA III przy³¹cza siê do 5�-koñca transkryptu
rot, co determinuje pojawienie siê miejsca rozpozna-
walnego dla endorybonukleotydazy III (RNaza III).
Nastêpuje ciêcie enzymatyczne w mRNA-rot, co pro-
wadzi do jego degradacji [7]. Najprawdopodobniej po-

dobny mechanizm negatywnej regulacji przez RNA III
i RNazo-zale¿nej degradacji dotyczy genu spa [36].

2.1.6. Regulacja systemu agr

System agr S. aureus uczestniczy w regulacji eks-
presji licznych genów zwi¹zanych ze strukturami po-
wierzchniowymi, wirulencj¹ i metabolizmem tego ga-
tunku bakterii. Jednak¿e sam równie¿ podlega regulacji
przez potencjalnie trzy niezale¿ne mechanizmy: i) me-
chanizm autoindukcji przez bia³ko AgrA, ii) regulacji
zale¿nej od SarA, iii) system quorum sensing rap/traP.

2.1.6.1. Autoregulacja zale¿na od AgrA
Bia³ko AgrA jest efektorem systemu quorum sen-

sing agrA/C S. aureus [65, 74]. Dowiedziono, ¿e ak-
tywne, ufosforylowane bia³ko posiada zdolno�æ do
wi¹zania sekwencji DNA w regionie intergenicznym
systemu agr, prowadz¹c do jego aktywacji [43, 67, 68]
(Rys. 1, podrozdzia³ 2.1.3.2. oraz 2.1.4.). We wczesnej
fazie wzrostu logarytmicznego hodowli bakteryjnej s¹
wytwarzane na pewnym niskim poziomie cz¹steczki
AgrB i AgrD, co prowadzi gromadzenia w �rodowis-
ku feromonów AIP. Kiedy zostanie osi¹gniêty pewien
krytyczny poziom cz¹steczek autoinduktora, nastêpuje
aktywacja kinazy histydynowej AgrC, co poci¹ga za
sob¹ kaskadê zdarzeñ prowadz¹cych do fosforylacji
AgrA. Bia³ko odpowiedzi wi¹¿e siê z regionem znajdu-
j¹cym siê powy¿ej promotora operonu P2 oraz P3, ak-
tywuj¹c transkrypcjê RNA II i RNA III, a tym samym
równie¿ genów agrA, agrB, agrC, agrD oraz hld.

2.1.6.2. Regulacja zale¿na od Sar A
Bia³ko SarA po raz pierwszy zosta³o zidentyfikowa-

ne, jako czynnik wi¹¿¹cy DNA w regionie intergenicz-
nym systemu agr, w trakcie badañ nad mechanizmem
regulacji ekspresji RNA III [67]. Jest to 124-amino-
kwasowy polipeptyd, zaliczany obecnie do tzw. rodzi-
ny bia³ek Sar [5, 12, 13]. Gen koduj¹cy SarA (sarA)
znajduje siê w chromosomie w locus sar i stanowi je-
den z trzech nak³adaj¹cych siê na siebie transkryptów
[34]. SarA jest bia³kiem homodimerycznym, jedno-
domenowym. Ka¿dy monomer w domenie zawiera piêæ
struktur o charakterze "-helis, trzy $-kartki oraz kilka
pêtli miêdzy nimi. Tworz¹ one cz¹steczkê, któr¹ mo¿na
opisaæ nastêpuj¹cym wzorem: "1"2 � $1"3"4 � $2$3
� "5 [49]. Struktury "-helikalne, jak równie¿ $-kartki
s¹ silnie konserwowane w rodzinie bia³ek Sar i stano-
wi¹ potencjalne miejsce wi¹zania zarówno z wiêksz¹,
jak i mniejsz¹ bruzd¹ cz¹steczki DNA [49]. Ponadto
wiadomo, ¿e bia³ka SarA, SarR (homolog SarA), jak
równie¿ AgrA rozpoznaj¹ i wspó³zawodnicz¹ ze sob¹
o tê sam¹ sekwencjê w miejscach promotorowych ge-
nów [56, 68, 79]. Dziêki tej w³a�ciwo�ci SarA uczestni-
czy w regulacji transkrypcji genów zarówno w sposób
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bezpo�redni, jak i po�redni. Mo¿e bowiem wi¹zaæ re-
giony promotorowe genów koduj¹cych czynniki wi-
rulencji aktywuj¹c (bia³ko wi¹¿¹ce fibrynogen, bia³ko
wi¹¿¹ce fibronektynê, enzymy i toksyny) lub hamuj¹c
(bia³ko A, proteazy) ich transkrypcjê. Z kolei oddzia³y-
wanie z regionem intergenicznym agr (Rys. 1), prowa-
dzi do jego aktywacji i tym samym po�redniej regula-
cji genów znajduj¹cych siê pod kontrol¹ tego systemu
[13]. Ostatnio wykazano, ¿e SarA mo¿e równie¿ wi¹-
zaæ ju¿ zsyntetyzowane cz¹steczki mRNA zwiêkszaj¹c
ich stabilno�æ i wyd³u¿aj¹c czas po³owicznego rozpa-
du, co tak¿e mo¿e wp³ywaæ na fenotypowe podwy¿-
szenie poziomu ekspresji regulowanych genów [79].

2.1.6.3. Regulacja zale¿na od rap/traP
System rap/traP zaliczany jest, podobnie jak agr,

do dwusk³adnikowych systemów przekazywania syg-
na³u (TCSTS). Zbudowany jest z bia³ka Rap (RNA III
activating protein) o masie cz¹steczkowej 33 kDa, zwa-
nego równie¿ ortologiem rybosomalnego bia³ka L2 [45]
oraz bia³ka Trap (target of Rap), o masie cz¹st. 21 kDa
[3]. NH2-koniec Rap wykazuje wysoki stopieñ homo-
logii do rybosomalnego bia³ka L2, kodowanego przez
gen rplB. Mog¹ to byæ nawet te same bia³ka, ale pe³-
ni¹ce ró¿ne funkcje w zale¿no�ci od miejsca docelowej
lokalizacji. Rap jest 277-aminokwasowym bia³kiem,
wydzielanym na zewn¹trz komórki w sposób jeszcze
nie do koñca poznany [45, 46]. Posiada zdolno�æ in-
dukcji potrójnej fosforylacji bia³ka Trap, które jest uni-
kalne dla S. aureus. Trap zbudowane jest ze 167 ami-
nokwasów i wykazuje globularn¹ strukturê "-helisy
i $-kartki. W odró¿nieniu od receptorów innych syste-
mów quorum sensing nie posiada domeny transb³ono-
wej, co jednak nie wyklucza mo¿liwo�ci pe³nienia
przez nie funkcji kinazy histydynowej [3]. Zaindu-
kowane Trap ulega potrójnej fosforylacji w pozycjach
histydyny His-66, His-79 i His-154, staj¹c siê aktyw-
nym czynnikiem transktrypcyjnym [32]. Analiza trans-
kryptomów, szczepów S. aureus Trap+ i Trap�, przy za-
stosowaniu techniki mikroczipów wykaza³a, ¿e jest to
bia³ko pe³ni¹ce funkcjê globalnego regulatora ekspresji
genów [44]. Bia³ko Trap mo¿e aktywowaæ geny ko-
duj¹ce liczne czynniki wirulencji: hla, hlb, hld, hlgB
(hemolizyny ", $,*, (), capA, capD, capF, capJ, capK,
capL (syntetazy polisacharydu otoczkowego), lip (pre-
kursora lipazy triacylglicerolowej), geh (hydrolazy es-
trów glicerolowych), sspA (gronkowcowej proteazy
serynowej), aur (prekursora aureolizyny) oraz ich sys-
temy regulacyjne, tj. agrA-D; jak równie¿ geny meta-
bolizmu podstawowego, takie jak: arcA (deaminazy
argininowej), ure (ureazy), pyrP (permeazy uracylo-
wej). Natomiast negatywnej regulacji ulegaj¹ przede
wszystkim geny koduj¹ce czynniki zwi¹zane ze struk-
turami powierzchniowymi komórki bakteryjnej tj.:
sdrC, sdrD (bia³ek wi¹¿¹cych fibrynogen, bogatych

w reszty Ser i Asp), clfB (prekursora bia³ka wi¹¿¹cego
fibrynogen), spa (prekursora gronkowcowego bia³ka A),
ale równie¿ geny koduj¹ce adaptatorowe bia³ka odpo-
wiedzi: groE (chaperonu 60 kDa), dnaJ (bia³ka szoku
cieplnego), czy te¿ bia³ka zwi¹zane z funkcjami komór-
kowymi np.: pgk kinazy fosfoglicerynowej. Dowiedzio-
no, ¿e u S. aureus Trap aktywuje transkrypcjê 63 ge-
nów, natomiast hamuje 15 innych [44]. Wp³yw systemu
rap/traP na ekspresjê agr udowadniano kilkukrotnie
wskazuj¹c, ¿e mutanty defektywne w traP nie s¹ zdol-
ne do syntezy cz¹steczek RNA III i/lub mog¹ wytwa-
rzaæ hemolizyny na obni¿onym poziomie [3, 32, 44].
Jednak nowsze badania sugeruj¹, ¿e Trap nie odgrywa
¿adnej roli w regulacji ekspresji systemu agr. Okazuje
siê bowiem, ¿e mutanty S. aureus zawieraj¹ce inakty-
wowany gen traP wykazuj¹ aktywno�æ hemolityczn¹
na takim samym poziomie, co szczepy dzikie [1, 87].
Zatem wydaje siê, ¿e sprzeczne wyniki dotycz¹ce
wp³ywu systemu rap/traP na transkrypcjê RNA III
wymagaj¹ dalszych badañ.

System rap/traP podlega pozytywnej autoregulacji.
Poza tym posiada równie¿ mechanizm negatywnej re-
gulacji przeprowadzanej przez bia³ko RIP (RNA III
inhibiting protein) [3]. Bia³ko RIP posiada NH2-ko-
niec (YSPXTNF, gdzie X = reszta cysteinowa lub tryp-
tofanowa) o wysokim stopniu homologii do analogicz-
nej domeny RAP. Pozwala to przypuszczaæ, ¿e oba
bia³ka wi¹¿¹ siê z t¹ sam¹ sekwencj¹ genu docelowego
na zasadzie kompetencyjnego wypierania. Jednak¿e
ten agonistyczno-antagonistyczny mechanizm wykryto
dotychczas jedynie u gronkowców koagulazo-ujem-
nych (S. xylosus, S. warnerii) [3].

2.1.7. Zró¿nicowanie i znaczenie systemu agr

System agr uczestniczy w globalnej regulacji eks-
presji genów zwi¹zanych z patogenno�ci¹ (Tabela I)
oraz metabolizmem podstawowym drobnoustrojów
z gatunku S. aureus [16]. Ekspresja ró¿nych czynników
wirulencji jest uzale¿niona od zagêszczenia komórek
w hodowli oraz fazy wzrostu szczepu bakteryjnego
[92]. We wczesnej fazie wzrostu logarytmicznego wy-
twarzane s¹ przede wszystkim adhezyny i bia³ka zwi¹-
zane ze strukturami powierzchniowymi komórki bak-
teryjnej, takie jak: bia³ko A, bia³ko wi¹¿¹ce kolagen,
bia³ko wi¹¿¹ce fibronektynê czy bia³ko wi¹¿¹ce fibry-
nogen. Warunkuj¹ one kolonizacjê patogenu w od-
powiedniej mikroniszy w organizmie gospodarza. Na-
tomiast w pó�nej fazie wzrostu wyk³adniczego oraz
w fazie stacjonarnej, synteza adhezyn ulega zahamo-
waniu, z kolei aktywacji ulegaj¹ geny koduj¹ce egzo-
toksyny i enzymy, takie jak toksyny ", $, (, *, TSST-1,
eksfoliatyny, leukotoksyny, które umo¿liwiaj¹ nisz-
czenie tkanek organizmu gospodarza, rozprzestrzenia-
nie siê patogenu do innych narz¹dów oraz mog¹ byæ
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saeS/R saeS QSS1, regulacja agr-, hla, hlb, hld, coa2, spa, proteazy [2, 29�31,
(Staphylococcus aureus saeR SarA-zale¿na, Sigma

B
lip3, dna4 89]

exoproteins regulator) saeQ � niezale¿na brak wp³ywu na agr
saeP i sarA

arlS/R (autolysis arlS QSS, regulacja agr-, agrABCD, arlR, hld, hla, hlb, lip3, spa, ssp9, [19�22,
� related locus) arlR SarA-, i MgrA-zale¿na lytS/R, cap5A/5D5, spl10, coa2, norA11, lukE12, 47, 51]

lrgAB6, ssaA7, sdrCDE8, cap5, hlg13, ebh14, g³ównie
ssp9, rot, w sumie 36 genów autolizyny i hydrolazy

peptydoglikanu,
w sumie 78 genów

srrA/B (Staphylococcal srrA QSS, regulacja w od- agr, tsst-115, spa agr, tsst-115, spa [61, 76,
respiratory response) (srhS), powiedzi na stê¿enie � w warunkach obecno�ci � w warunkach 90, 95]
lub srhS/R srrB tlenu w �rodowisku, tlenu beztlenowych

(srhR) regulacja agr-zale¿na
lytS/R lytS QSS lrgAB6, wzrost tolerancji � [9, 10,

lytR szczepów na penicyliny 33, 68]
rap/traP (RNA III rap QSS potencjalny alternatywny  � [3, 28, 45,
activating protein/ traP (Podrozdz. 2.1.6.3.) aktywator systemu agr  46, 87]
target of Rap)
SarA sarA Czynnik transkrypcyjny, sarA, agr, hla, hlb, hld, sarS, sarT, sarV [5, 8, 12,

bia³ko jednodomenowe, hlg13, spa, coa2, fnb16 3, 34, 49,
zarówno agr-zale¿ny, jak 55, 56, 79]
i agr-niezale¿ny regulator
ekspresji genów
(Podrozdz. 2.1.6.2.)
Rodzina bia³ek Sar,
homologi SarA, równie¿
dzia³aj¹ jako czynniki
transkrypcyjne;

SarR sarR Bia³ko jednodomenowe agr sarA
SarS sarS Bia³ko dwudomenowe spa hla

(sarH1)
SarT sarT Bia³ko jednodomenowe sarS hla, agr, sarU
SarU sarU Bia³ko dwudomenowe agr �
SarV sarV Bia³ko jednodomenowe autoliza �
SarX sarX Bia³ko jednodomenowe � agr
SarY sarY Bia³ko dwudomenowe nieznana funkcja nieznana funkcja
SarZ sarZ Homolog bia³ka MarR hla �
MgrA mgrA Czynnik transkrypcyjny, g³ównie egzoproteiny, g³ównie komórkowe [50, 51,

nale¿y do bia³ek z rodziny lukDFMS12, set1217, bia³ka zwi¹zane 55]
Sar, jest homologiem set1418, lip3, nuc19, sak20, ze strukturami powierzch-
bia³ka MarR, wykazuje sod21, cap5A-P5, sarA, niowymi spa, mrp22, fib23,
dzia³anie synergistyczne  sarX, z systemem agr isaB24, ebh14, hflX25, sarV,

sigB, lytS, w sumie w sumie 180 genów
175 genów

Rot rot Czynnik transkrypcyjny, spa, sspBC9, w sumie hla, hlb, hld, hlg13, [59, 82]
(represor of toxins) homolog bia³ek z rodziny  86 genów w sumie 60 genów

Sar, bia³ko jednodome-
nowe, antagonista agr
(Podrozdz. 2.1.5.2.)

Sigma
B

sigB Czynnik transkrypcyjny coa2, fnbA16, cap5, clfA26, hla, spl10, nuc19 [8, 31,
RsbUVW-zale¿ny brak wp³ywu na sae 100]

ClpX/P clpX Aktywno�æ  � agr, hsr27, osr28, autoliza, [23, 61]
clpP proteolityczna acyldepsipeptydy

(czynniki antybakteryjne)

T a b e l a  II
Charakterystyka systemów regulacji genów u S. aureus innych ni¿ agr i ich wp³yw na ekspresjê czynników wirulencji

1) QSS � quorum sensing system
2) coa � gen koduj¹cy koagulazê
3) lip � gen koduj¹cy lipazê
4) dna � gen koduj¹cy DNazê (nukleaza DNA)
5) cap5A/cap5D � geny koduj¹ce syntetazy polisacharydu otoczkowego

Nazwa systemu
lub czynnika

regulacyjnego

Geny
struk-
turalne

Organizacja
Rola w regulacji ekspresji genów czynników wirulencji

S. aureus i/lub efekt fenotypowy regulacji Pi�mien-
nictwoPozytywna Negatywna
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odpowiedzialne za wyst¹pienie niektórych objawów
chorobowych [18, 24, 58, 72, 78]. System agr uczestni-
czy w regulacji ekspresji genów koduj¹cych te czynni-
ki wirulencji zarówno w sposób bezpo�redni (z udzia-
³em RNA III), jak i po�redni (Podrozdzia³ 2.1.3.2. oraz
2.1.6.1.). Jako ¿e bia³ko AgrA jest efektorem uk³adu
dwusk³adnikowego i autoinduktorem ca³ego systemu
agr, zatem aktywuj¹c transkrypcjê RNA III, po�rednio
reguluje ekspresjê genów podlegaj¹cych RNA III-za-
le¿nej regulacji (Podrozdzia³ 2.1.5.2.).

System agr wystêpuje u ró¿nych gatunków bakterii
w obrêbie rodzaju Staphylococcus [15]. Nie jest to jed-
nak system jednorodny. Istnieje du¿e zró¿nicowanie
genów w obrêbie regionu agrBCD, co przek³ada siê
na produkty tych genów [41]. Niewielkie ró¿nice
w strukturze cz¹steczki autoinduktora musz¹ byæ sko-
relowane równie¿ ze zmianami w bia³kach �ci�le zwi¹-
zanych z obróbk¹ i wydzielaniem AgrD oraz oddzia-
³ywaniem dojrza³ego AIP, czyli na wysoce swoistych
cz¹steczkach AgrB oraz AgrC. W�ród 34 gatunków
w obrêbie rodzaju Staphylococcus, przy zastosowaniu
techniki PCR, zidentyfikowano 24 typy systemu agr
[15]. Natomiast w�ród szczepów tylko S. aureus, przy
zastosowaniu zestawu czterech par starterów, komple-
mentarnych do regionu hiper-zmiennego w obrêbie
sekwencji genów agrB, agrC i agrD, wyró¿niono
cztery grupy agr (Podrozdzia³ 2.1.2.) [41]. Oddzia³y-
wanie cz¹steczek w obrêbie grupy jest wysoce specy-
ficzne i aktywacja AgrC mo¿e nast¹piæ praktycznie
jedynie przez swoisty autoinduktor grupowy. Jednak-
¿e zahamowanie konkretnego systemu mo¿e nast¹piæ
przez ka¿dy inny, nieswoisty typ AIP [41, 93]. Nau-
kowcy podejmuj¹ liczne próby okre�lenia polimor-
fizmu i przynale¿no�ci grupowej szczepów S. aureus
bêd¹cych ludzkimi izolatami klinicznymi, podejmuj¹

równie¿ próby powi¹zania wystêpowania typu syste-
mu agr z fenotypem, zjadliwo�ci¹, przynale¿no�ci¹
filogenetyczn¹ patogenu lub rodzajem wywo³ywanej
infekcji u ludzi [35, 39, 40, 63, 64, 88, 91, 93, 96].
Wyniki tych badañ nie s¹ jednoznaczne, poniewa¿
w niektórych pracach nie dostrze¿ono ¿adnej z wy¿ej
wymienionych korelacji [63, 88], natomiast w innych
zaobserwowano pewne zale¿no�ci. Dowiedziono, ¿e
wystêpowanie szczepów gronkowca z³ocistego zdol-
nych do wydzielania toksyny TSST-1, powi¹zane jest
z fenotypem agr � grupy III [40, 41]; szczepów posia-
daj¹cych gen eta lub etb, czyli wytwarzaj¹cych eks-
foliatynê, z grup¹ agr-IV [39, 40], natomiast izolatów
produkuj¹cych toksynê PVL (Panton-Valentine leuko-
cidin), odpowiedzialnych za ciê¿kie stany zapalne dol-
nych dróg oddechowych, z agr-I i/lub III grupy [64].
Poza tym stwierdzono, ¿e szczepy S. aureus nale¿¹ce
do grupy agr-I i II czê�ciej s¹ zdolne do wywo³ywania
chorób zwi¹zanych z wydzielaniem enterotoksyn
(agr-I) oraz endocarditis (agr-II) [40]. Z kolei do-
�wiadczenia z wykorzystaniem techniki RLFP/DraI
(restriction fragment lenght polymorphism) wykaza³y,
¿e za zaka¿enia ucha u pacjentów hospitalizowanych
w niewielkich koreañskich szpitalach odpowiedzialne
by³y przede wszystkim CA-MRSA (community-acqu-
ired methicillin resistance S. aureus) nale¿¹ce do gru-
py agr-I [96]. Przyczyny takich korelacji s¹ trudne do
wyja�nienia, byæ mo¿e z okre�lonym genotypem agr
zwi¹zane jest wystêpowanie lub ekspresja innych
genów, które w pewnym stopniu determinuj¹ fenotyp
i tropizm tkankowy szczepu bakteryjnego.

Dowiedziono równie¿, ¿e MRSA nale¿¹ce do typu
agr-II maj¹ podwy¿szon¹ zdolno�æ o wytwarzania
biofilmu [11, 85], co zwi¹zane jest z du¿¹ czêsto�ci¹
wystêpowania zaka¿eñ odcewnikowych oraz innych,

6) lrgAB � geny koduj¹ce sekrecyjne bia³ka LrgA i B podobne do holiny, które hamuj¹ aktywno�æ enzymów hydrolitycznych mureiny
7) ssaA � gen koduj¹cy antygen sekrecyjny SsaA
8) sdrC, sdrD, sdrE � geny koduj¹cy bia³ka adhezyjne SdrC, SdrD, i SdrE, z grupy MSCRAMM (microbial surface components recognizing
 adhesive matrix molecules)
9) ssp � gen koduj¹cy proteazê serynow¹ Ssp
10) spl � gen koduj¹cy proteazê serynow¹ Spl
11) norA � gen koduj¹cy pompê b³onow¹ warunkuj¹c¹ wielolekooporno�æ S. aureus
12) lukE, lukF-PV, lukM, lukO, lukS-PV � geny koduj¹ce leukotoksyny np.: LukO+LukE, LukF-PV+LukS-PV
13) hlg � gen koduj¹cy potencjalne bia³ko b³onowe o w³a�ciwo�ciach dehydratazy serynowej (gamma-hemolizyna)
14) ebh � gen koduj¹cy potencjalne bia³ko powierzchniowe o w³a�ciwo�ciach adhezyjnych (MSCRAMM), wi¹¿e fibronektynê
15) tsst-1 � gen koduj¹cy toksynê 1 zespo³u szoku toksycznego TSST-1
16) fnb � gen koduj¹cy bia³ko wi¹¿¹ce fibronektynê (MSCRAMM)
17) set12 � gen koduj¹cy egzotoksynê 12
18) set14 � gen koduj¹cy egzotoksynê 14
19) nuc � gen koduj¹cy nukleazê
20) sak � gen koduj¹cy prekursor stafylokinazy
21) sod � gen koduj¹cy dysmutazê ponadtlenkow¹
22) mrp � gen koduj¹cy potencjalne bia³ko b³onowe o w³a�ciwo�ciach kana³u transportera
23) fib � gen koduj¹cy potencjalne bia³ko wi¹¿¹ce fibrynogen (MSCRAMM)
24) isaB � gen koduj¹cy potencjalne bia³ko o w³a�ciwo�ciach hemaglutyniny
25) hflX � gen koduj¹cy bia³ko podobne do protein wi¹¿¹cych GTP
26) clfA � gen koduj¹cy czynnik clumping factor A (CF-A) (MSCRAMM), bia³ko wi¹¿¹ce fibrynogen
27) hsr � gen koduj¹cy bia³ko odpowiedzi szoku cieplnego
28) osr � gen koduj¹cy bia³ko odpowiedzi na szok oksydacyjny
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których �ród³em s¹ narzêdzia i urz¹dzenia medyczne
[11]. Wiadomo jest, ¿e za zdolno�æ bakterii do wytwa-
rzania biofilmu, w du¿ej mierze odpowiedzialne s¹
adhezyny i bia³ka zwi¹zane ze strukturami powierzch-
niowymi komórki patogenu. Wiadomo równie¿, ¿e
system agr w naturalnych warunkach pe³ni funkcjê
inhibitora ekspresji bia³ek powierzchniowych S. aureus
w pó�nej fazie wzrostu logarytmicznego oraz w fazie
stacjonarnej. W tym aspekcie istotna wydaje siê infor-
macja, ¿e wszystkie izolaty agr typu II, o podwy¿szo-
nej zdolno�ci do produkcji biofilmu, by³y defektywne
w systemie agr [11, 85], co mo¿e wyja�niaæ fenomen
fenotypu hiperadherentnego.

Ponadto wydaje siê, ¿e istnieje pewna korelacja
miêdzy systemem regulacyjnym agr a wyra¿aniem siê
fenotypu GISA i h-GISA (glycopeptide intermediate
resistance S. aureus, heterogeneous-GISA). S¹ to szcze-
py gronkowca z³ocistego o obni¿onej wra¿liwo�ci na
glikopeptydy (GISA) i na zró¿nicowanym poziomie
(h-GISA), które przysparzaj¹ coraz wiêcej problemów
w leczeniu ciê¿kich infekcji o etiologii MRSA. Me-
chanizm tej oporno�ci do tej pory nadal nie zosta³
do koñca wyja�niony [14]. Badania dowodz¹, ¿e naj-
prawdopodobniej system agr uczestniczy w wyra¿a-
niu siê fenotypu GISA [35, 80, 85, 91]. Analiza na
modelu farmakodynamicznym wykazuje, ¿e zmutowa-
ne szczepy S. aureus ze wszystkich czterech grup agr,
defektywne w systemie agr, mog¹ osi¹gaæ warto�æ
MIC (minimal inhibitory concentration) dla wankomy-
cyny nawet 6 do 8 µg/ml, co jest warto�ci¹ 2�3-krotnie
wy¿sz¹ w porównaniu z dzikimi szczepami agr [80, 91].
Jednak¿e jedynie mutanty agr� z grupy agr-II, charak-
teryzowa³y siê najwy¿sz¹ warto�ci¹ MIC (8 µg/ml).
Zatem wydaje siê, ¿e brak aktywnego systemu regula-
cyjnego u³atwia drobnoustrojom przetrwanie w wa-
runkach presji niektórych czynników chemioterapeu-
tycznych (wankomycyny). Podobne wyniki uzyskano
stosuj¹c metodê analizy RLFP/SmaI na izolatach kli-
nicznych GISA i h-GISA równie¿ defektywnych w sys-
temie agr [85]. Szczepy te, posiadaj¹ce liczne mutacje
punktowe, delecyjne, insercyjne w operonach P2 i P3,
by³y niezdolne do produkcji *-lizyny i jednocze�nie
prze¿ywa³y na pod³o¿ach zawieraj¹cych podwy¿szone
stê¿enie wankomycyny 4 µg/ml [85]. Badania te po-
zwalaj¹ stwierdziæ wspó³wystêpowanie fenotypu GISA
z genotypem agr�, ale dotyczy to tylko szczepów na-
le¿¹cych do grupy agr II [62, 84, 85]. Dotychczas nie
zosta³y wyja�nione przyczyny opisanych korelacji,
wynika to nadal z niedostatecznej wiedzy na temat
funkcji systemu agr. Najprawdopodobniej, oprócz
funkcji autoregulacyjnej oraz regulatorowej podczas
ekspresji czynników wirulencji system agr mo¿e wp³y-
waæ równie¿ na syntezê �ciany komórkowej szczepów
gronkowca z³ocistego. Z badañ przeprowadzonych
w 2005 roku wynika, ¿e szczepy S. aureus typu agr-II,

agr � defektywne, wykazywa³y obni¿on¹ zdolno�æ
autolityczn¹ [83]. Zatem mo¿na domniemywaæ, ¿e agr
jest aktywatorem ekspresji hydrolaz �ciany komórkowej
i dlatego jego dysfunkcja zaburza procesy autolizy,
prowadz¹c do powstania �ciany komórkowej o niety-
powej grubo�ci [83, 86]. Taki fenotyp jest najprawdo-
podobniej jednym z mechanizmów warunkuj¹cych po-
wstawanie szczepów S. aureus o obni¿onej wra¿liwo�ci
na glikopeptydy.

2.2. Inne systemy TCSTS uczestnicz¹ce
w regulacji ekspresji genów S. aureus

U S. aureus oprócz systemu agr zidentyfikowano
jeszcze kilka innych dwusk³adnikowych uk³adów qu-
orum sensing uczestnicz¹cych w regulacji mechaniz-
mów patogenezy. Zaliczamy do nich: saeR/S, srrA/B,
arlR/S, lytR/S oraz omówiony w podrozdziale 2.1.6.3.
system rap/traP. Informacje na temat organizacji i funk-
cji tych systemów zosta³y umieszczone w tabeli II.

3. Inne czynniki regulacyjne ekspresji
genów S. aureus, nie bêd¹ce TCSTS

Poza dwusk³adnikowymi systemami regulatorowy-
mi TCSTS u gronkowca z³ocistego zosta³o opisanych
kilka innych czynników, uczestnicz¹cych w regulacji
ekspresji genów koduj¹cych miêdzy innymi determi-
nanty wirulencji. Zaliczamy do nich: i) mechanizm
pozytywnej i negatywnej regulacji z udzia³em anty-
sensownego RNA (podrozdz. 2.1.5.2.); ii) czynniki
transkrypcyjne: RNA III (podrozdz. 2.1.5.1. oraz
2.1.5.2.); bia³ka z rodziny SarA (podrozdz. 2.1.6.2. oraz
tabela II); MgrA, Rot, SigmaB (Tabela II), posiadaj¹ce
zdolno�æ wi¹zania DNA w miejscach promotorowych
genów, aktywuj¹c b¹d� hamuj¹c ich transkrypcjê;
iii) bia³ka o aktywno�ci proteolitycznej (ClpX/P),
dzia³aj¹ce na dojrza³y produkt genów (Tabela II).

4. Podsumowanie

S. aureus jest ludzkim, oportunistycznym patoge-
nem, mog¹cym wywo³ywaæ gro�ne zaka¿enia zarówno
szpitalne, jak i pozaszpitalne. Rozwój infekcji warun-
kowany jest zdolno�ci¹ wytwarzania przez bakteriê
licznych czynników wirulencji, tzw. vir: i) bia³ek
powierzchniowych, o w³a�ciwo�ciach antygenowych
i adherentnych, determinuj¹cych pierwszy etap kolo-
nizacji; ii) wydzielanych na zewn¹trz komórki toksyn
i enzymów prowadz¹cych, poprzez destrukcjê tkanek,
do rozprzestrzeniania siê infekcji. Ekspresja determi-
nant wirulencji oraz innych genów, zwi¹zanych z me-
tabolizmem podstawowym, mo¿e podlegaæ regulacji
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na ró¿nych poziomach i mo¿e byæ kontrolowana przez
wiele ró¿nych mechanizmów. Do najwa¿niejszych zali-
czamy tzw. dwusk³adnikowe systemy quorum sensing,
z których ka¿dy zawiera bia³ko sensorowe o aktyw-
no�ci kinazy histydynowej oraz bia³ko odpowiedzi RR.
Jak dot¹d u S. aureus poznano 16 tego typu mechaniz-
mów. Aktywacja tych uk³adów jest uzale¿niona od
czynników zarówno wewn¹trzkomórkowych, jak i �ro-
dowiskowych. Istotn¹ rolê odgrywa równie¿ mecha-
nizm pozytywno/negatywnej regulacji przez ma³e anty-
sensowne cz¹steczki RNA, RNA III, które przy³¹czaj¹c
siê do odpowiednich sekwencji mRNA prowadz¹ do
inicjacji lub inhibicji procesu translacji. Ponadto eks-
presja determinant vir mo¿e byæ aktywowana lub ha-
mowana na etapie inicjacji transkrypcji, przez czynniki
transkrypcyjne, posiadaj¹ce zdolno�æ wi¹zania DNA
w regionach promotorowych genów. Tak¿e degrada-
cja dojrza³ych produktów genów mo¿e w sposób bez-
po�redni lub po�redni wp³ywaæ na wyra¿anie zjadli-
wego fenotypu patogenu.

Procesy regulacji ekspresji czynników wirulencji
S. aureus s¹ bardzo z³o¿one i wysoce specyficzne. Ka¿-
dy z systemów regulatorowych, w okre�lonych warun-
kach, mo¿e bezpo�rednio wp³ywaæ na geny koduj¹ce
determinanty chorobotwórczo�ci, ale jednocze�nie
ekspresja genów strukturalnych tych systemów równie¿
podlega regulacji przez inne mechanizmy. Dok³adne
powi¹zania i zale¿no�ci miêdzy systemami regulato-
rowymi nadal nie s¹ do koñca wyja�nione i wymagaj¹
dalszych badañ. Wiadomo jednak, ¿e dziêki nim dro-
bnoustroje posiadaj¹ zdolno�æ do adaptacji do ró¿nych
warunków �rodowiskowych. Ponad to determinuj¹ one
kontrolowan¹ syntezê oraz wydzielanie w³a�ciwych
czynników wirulencji, w odpowiednim czasie tak, aby
zapewniæ komórkom drobnoustroju mo¿liwo�æ prze-
trwania i rozwoju w niemal¿e ka¿dej tkance ludzkiego
organizmu i w niemal¿e ka¿dych warunkach.
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1. Rys historyczny

Szlak zgrupowanych, regularnie rozmieszczonych,
krótkich sekwencji palindromowych CRISPR (ang.
clustered, regularly interspaced short palindromic re-
peats) zidentyfikowano po raz pierwszy w genomie
E. coli w 1987 roku [16]. Okaza³o siê, ¿e sekwencja
ta, przylegaj¹ca bezpo�rednio do genu iap koduj¹cego
syntezê alkalicznej fosfatazy, z³o¿ona jest z 14 pros-
tych powtórzeñ (ang. direct repeats � DRs) zbudowa-
nych z 29 nukleotydów, rozdzielonych unikatowymi
sekwencjami ³¹cznikowymi (ang. spacers) o d³ugo�ci
33 nukleotydów [20, 27]. Ca³e szlaki CRISPR mog¹
byæ zbudowane, w zale¿no�ci od gatunku bakterii,
nawet z 250 takich elementów (Rys. 1). W latach
90-tych ubieg³ego wieku zidentyfikowano i scha-
rakteryzowano ci¹gi sekwencji CRISPR w genomach
Mycobacterium tuberculosis [15], Haloferax medi-
terranei [24], Methanocaldococcus jannaschii [6]
i Termotoga maritima [28]. Sekwencje CRISPR s¹
szeroko rozpowszechnione w �wiecie bakterii, do roku
2007 zidentyfikowano je w genomach 232 gatunków,
w tym w 40% zsekwencjonowanych genomach pro-
kariontów w³a�ciwych i a¿ w 90% genomach archeo-
nów [2, 10, 12, 13, 25].

W latach 2002�2006 doniesiono o identyfikacji
nieznanych dot¹d genów, nazwanych genami cas (ang.
CRISPR associated sequences), z racji ich po³o¿enia
w s¹siedztwie traktów CRISPR, z którymi po³¹czone
s¹ przez sekwencjê liderow¹ (ang. leader sequence).
Pocz¹tkowo w analizowanych genomach zidentyfi-
kowano cztery geny cas [17,18], ale dalsze analizy
przeprowadzone dla du¿ej liczby ró¿nych gatunków
bakterii pozwoli³y zidentyfikowaæ oko³o 45 ró¿nych
takich genów [13, 22, 23]. Okaza³o siê tak¿e, ¿e nie-
które z genów rodziny cas nie wystêpuj¹ w genomach
gatunków bakterii pozbawionych sekwencji CRISPR
[20], co sugerowa³o, i¿ geny te spe³niaj¹ jak¹� funkcjê
biologiczn¹, �ci�le zwi¹zan¹ z obecno�ci¹ i funkcj¹
systemu CRISPR.

Od ponad 10 lat trwaj¹ dyskusje na temat funkcji
biologicznych spe³nianych przez elementy CRISPR.
Sugerowano, ¿e wzrost liczby kopii tego elementu
u Haloferax volcanii zaburza proces prawid³owej
segregacji chromosomów do komórek potomnych
(ang. replicon partitioning) [24]. Tej obserwacji nie
uda³o siê jednak potwierdziæ w badaniach segregacji
chromosomów u Mycobacterium tuberculosis [17, 18].
Nie wykluczano równie¿ mo¿liwo�ci, ¿e sekwencje
CRISPR s¹ ruchomymi elementami genetycznymi
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z racji ich obecno�ci w genomach niektórych bakterii
w wielu kopiach [17, 18]. Formu³owano tak¿e opinie
o ich udziale w systemach naprawy DNA, poniewa¿
okaza³o siê, ¿e bia³ka kodowane przez wiele genów
systemu CRISPR zawieraj¹ specyficzne domeny od-
dzia³ywuj¹ce z DNA [22]. W 2005 roku pojawi³y siê
pierwsze hipotezy na temat ich udzia³u w nadawaniu
komórkom bakterii odporno�ci na infekcje fagami,
plazmidami koniugacyjnymi i transpozonami [3, 26,
30]. Okaza³o siê bowiem, ¿e sekwencje ³¹cznikowe
czêsto zawieraj¹ fragmenty DNA fagów lub plazmi-
dów; obserwowano równie¿ odwrotnie proporcjonaln¹
korelacjê pomiêdzy wra¿liwo�ci¹ na infekcje fagami
a liczb¹ powtarzaj¹cych siê sekwencji ³¹cznikowych
w CRISPR. Pod koniec 2007 roku ukaza³y siê prace,
w których potwierdzono do�wiadczalnie, ¿e fragmen-
ty DNA fagów, wbudowane w czasie infekcji fagowej
do CRISPR jako nowe sekwencje ³¹cznikowe, nadaj¹
komórkom trwa³¹ odporno�æ na kolejn¹ infekcjê tym
fagiem [1, 8]. We wrze�niu 2008 potwierdzono jedno-
znacznie, ¿e bakteryjny system CRISPR funkcjonuje
analogicznie do systemu interferencyjnego RNA w ko-
mórkach organizmów eukariotycznych [4, 37].

Rekonstrukcjê modelowego systemu CRISPR-CAS
E. coli-fag8 oraz genetyczn¹ i biochemiczn¹ charak-
terystykê jego wa¿nej aktywno�ci biologicznej nale¿y
uznaæ za du¿e osi¹gniêcie naukowe w mikrobiologii
o charakterze poznawczym, a tak¿e za wa¿ne odkry-
cie dla praktyki przemys³owej, wykorzystuj¹cej bak-
terie w procesach biotechnologicznych, nara¿onych na
gro�ne infekcje fagowe.

2. Charakterystyka strukturalnego zró¿nicowania
systemu CRISPR w �wiecie bakterii

Identyfikacja systemów CRISPR u co raz wiêkszej
liczby gatunków bakterii w³a�ciwych i archeonów
oraz dok³adna analiza ich budowy wskaza³y, ¿e gene-
ralny plan budowy tych powtórzonych szlaków jest
konserwatywny w ca³ym �wiecie bakterii. Jednak¿e
poszczególne elementy tego systemu s¹ do�æ znacznie
zró¿nicowane, co dotyczy zarówno prostych pow-
tórzeñ jak i sekwencji ³¹cznikowych oraz genów cas
(Rys. 1A). Wielko�æ sekwencji powtórzonych, w zale¿-
no�ci od gatunku bakterii, waha siê od 24 do 47 nukleo-
tydów, a wielko�æ sekwencji ³¹cznikowych od 26 do
72 nukleotydów. Zró¿nicowana jest tak¿e liczba po-
wtórzeñ w traktach CRISPR, od 2 u niektórych gatun-
ków bakterii w³a�ciwych do nawet 249 u Vermine-
phrobacter eisenia [11, 12, 17, 18]. Ponadto, niektóre
gatunki bakterii zawieraj¹ 1 kopiê CRISPR w okre�-
lonym locus genomu, inne jak np. M. jannaschii, a¿
18 w ró¿nych regionach genomu [6]. Podobne zró¿nico-
wanie dotyczy liczby zidentyfikowanych genów cas,
od kilku do 20, a nawet wiêcej [13].

Analiza stopnia homologii prostych powtórzeñ dla
wielu ró¿nych gatunków bakterii w³a�ciwych i ar-
cheonów pozwoli³a dotychczas wyró¿niæ w�ród nich
12 grup. Najliczniejsza grupa obejmuje sekwencje pa-
lindromowe o wielko�ci 5�7 nukleotydów [17, 18].
Odkrycie, ¿e sekwencje palindromowe, wraz z sekwen-
cjami ³¹cznikowymi, podlegaj¹ transkrypcji, a syn-
tetyzowany mRNA mo¿e w tych rejonach tworzyæ

A. 

B. 
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CRISPR-12 DR 
casC casD casE casB cas3 

Geny kompleksu bia³ek  

CASCADE 

sekwencja 
³¹cznikowa 31 p.z.  
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sekwencja  

liderowa 

(DR) 

Geny CAS 

sekwencja  
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sekwencje 
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Rys. 1. Ogólny schemat organizacji bakteryjnego systemu CRISPR-CAS (A) oraz schemat organizacji  systemu CRISPR-CAS
Escherichia coli (B) (dodatkowe  informacje w tek�cie)
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strukturê pêtli (stem-loop secondary structure), by³o
szczególnie wa¿ne dla rozwa¿añ na temat funkcji bio-
logicznej systemu CRISPR [20, 21, 34, 35]. Dalsze
szczegó³owe analizy dowiod³y, ¿e wiele prostych po-
wtórzeñ charakteryzuje siê obecno�ci¹ konserwatywnej
sekwencji GAAA(C/G) zlokalizowanej na koñcu 3�,
prawdopodobnie odpowiedzialnej za wi¹zanie specy-
ficznych bia³ek komórkowych, co dodatkowo wska-
zywa³o na istotn¹ funkcjê biologiczn¹ CRISPR [20].

Poszczególne nukleotydowe sekwencje ³¹cznikowe,
rozdzielaj¹ce kolejne proste powtórzenia w okre�lonym
trakcie CRISPR, charakteryzuj¹ siê bardzo du¿¹ ró¿no-
rodno�ci¹. Szczegó³owe analizy sekwencji tych elemen-
tów, przeprowadzone dla du¿ej liczby CRISPR ró¿nych
gatunków bakterii, ujawni³y ich du¿e pokrewieñstwo
do DNA fagów i innych ekstrachromosomalnych ele-
mentów genetycznych [3, 21, 26]. Badania przeprowa-
dzone dla 4500 sekwencji ³¹cznikowych u 67 gatunków
prokariontów dowiod³y, ¿e sekwencje nukleotydowe
jedynie 88 z nich (2%) wykazywa³y podobieñstwo do
znanych sekwencji zdeponowanych w �wiatowych ba-
zach danych, w�ród których 60% stanowi³y sekwencje
znanych fagów i plazmidów. Uda³o siê tak¿e ustaliæ,
po pierwsze, ¿e sekwencje ³¹cznikowe zosta³y prze-
niesione do traktów CRISPR z koduj¹cych lub nie-
koduj¹cych nici DNA fagów, i po drugie, ¿e tego typu
sekwencje obficie wystêpuj¹ w ró¿nych regionach
genomów wielu znanych fagów [1, 21, 26, 30]. Wyniki
ostatnio opublikowanych prac wskazuj¹, ¿e w s¹siedz-
twie sekwencji fagowych (przy ich koñcu 3�), ho-
mologicznych do sekwencji ³¹cznikowych CRISPR,
znajduj¹ siê motywy AGAA lub GGNG, które pra-
wdopodobnie s¹ miejscami rozpoznania lub ciêcia dla
produktów systemu CRISPR [1, 8]. Mo¿na s¹dziæ,
¿e w miarê identyfikacji oraz poznawania sekwen-
cji nukleotydowych genomów nieznanych dotychczas
fagów i plazmidów, bytuj¹cych w hodowalnych i nie-
hodowalnych mikroorganizmach �rodowiskowych,
mo¿liwym bêdzie ustalenie pochodzenia coraz wiêk-
szej liczby sekwencji ³¹cznikowych systemu CRISPR.
Potwierdzeniem s¹ opublikowane niedawno dane dla
bakterii mlekowych Lactococcus lactis. W szczepach
tego gatunku, nosz¹cych wiele ró¿nych fagów i plaz-
midów o znanej sekwencji nukleotydowej, uda³o siê
ustaliæ fagowe lub plazmidowe pochodzenie ponad
40% sekwencji ³¹cznikowych obecnych w ich syste-
mach CRISPR [3].

Kolejnym elementem sk³adowym systemu CRISPR
jest sekwencja liderowa o wielko�ci do 550 par zasad,
zlokalizowana bezpo�rednio przy koñcu 5� pierwszego
powtórzenia (Rys. 1). Sekwencja ta jest bogata w pary
AT i nie zawiera, podobnie jak proste powtórzenia,
otwartych ramek odczytu; podzielone s¹ natomiast
zdania na temat stopnia jej konserwatywno�ci w trak-
tach CRISPR ró¿nych gatunków prokariontów [17, 19,

21, 31]. Interesuj¹cym jest odkrycie, ¿e wbudowanie
w dany trakt CRISPR nowej jednostki, proste pow-
tórzenie-sekwencja ³¹cznikowa (DR-spacer), nastêpuje
zawsze pomiêdzy sekwencj¹ liderow¹ a pierwszym
powtórzeniem, co wskazuje na jej funkcjê akceptorow¹
w tym procesie. Z racji lokalizacji tej sekwencji suge-
ruje siê równie¿ jej funkcjê jako promotora dla trans-
krypcji ca³ego ci¹gu sekwencji CRISPR [1, 30, 34, 35].

Bezpo�rednio przy koñcu 5� sekwencji liderowej
le¿¹ niedawno odkryte, a ostatnio lepiej scharakteryzo-
wane geny cas (Rys. 1). Najogólniej mo¿na stwierdziæ,
¿e rodzina genów cas obejmuje obecnie 7�8 ró¿nych
typów, a w�ród nich najbardziej rozpowszechnionych
jest 6, od cas1 do cas6 [13, 33]. W bia³kach kodowa-
nych przez geny cas zidentyfikowano wa¿ne funkcjo-
nalne domeny jak egzo- i endonukleaz, helikaz, a tak¿e
domeny odpowiedzialne za wi¹zanie RNA i DNA oraz
domeny zaanga¿owane w regulacjê transkrypcji [17, 18].
Warto w tym miejscu podkre�liæ, ¿e sekwencja nukleo-
tydowa genu cas1 (kod dostêpu COG1518) jest pow-
szechnie wykorzystywana jako uniwersalny marker dla
badañ poznawczych bakteryjnych systemów CRISPR
[9, 13, 23]. Inn¹ rodzin¹ bia³ek, syntetyzowanych wy-
³¹cznie przez bakterie zawieraj¹ce szlaki CRISPR, s¹
bia³ka zwi¹zane prawdopodobnie z funkcj¹ tych syste-
mów. Nie jest znana, jak dotychczas, rola biologiczna
tych bia³ek, zwanych RAMP (repeat associated myste-
rious protein), wiadomo jednak¿e, ¿e geny koduj¹ce
syntezê tych bia³ek nie s¹ zlokalizowane w bezpo�red-
nim s¹siedztwie ci¹gów sekwencji CRISPR [13, 22].

3. System CRISPR-CAS analogiem
systemu interferencyjnego RNA eukariontów

Wyniki najnowszych prac, opublikowanych w ubie-
g³ym roku [1, 8] wywo³a³y ¿yw¹ dyskusje w�ród specja-
listów na temat funkcji biologicznych systemu CRISPR
oraz mechanizmu jego dzia³ania w obronie bakterii
przed infekcj¹ fagami, a tak¿e w regulacji innych pro-
cesów komórkowych [20]. Badania przeprowadzono
na modelu Streptococcus thermophilus, gatunku bak-
terii powszechnie stosowanych w przemy�le mleczar-
skim do produkcji jogurtu i serów.

W wyniku infekcji jednego ze szczepów dwoma
ró¿nymi fagami uda³o siê wyselekcjonowaæ z hodowli
9 mutantów bakterii opornych na dalsz¹ infekcjê tymi
fagami. Genomowy DNA tych mutantów poddano se-
kwencjonowaniu, koncentruj¹c szczególn¹ uwagê na
szlaku CRISPR. Stwierdzono, ¿e ka¿dy z tych mutan-
tów w czasie infekcji naby³ od 1 do 3 nowych sekwen-
cji ³¹cznikowych, wbudowanych precyzyjnie pomiêdzy
sekwencjê liderow¹ i pierwszy DR. Co wiêcej, okaza³o
siê, ¿e nabyte, nowe sekwencje ³¹cznikowe pochodz¹
z fagów u¿ytych do infekcji. Dalsze do�wiadczenia
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oraz dok³adniejsze analizy molekularne dowiod³y, po
pierwsze, ¿e u mutantów opornych na now¹ infekcjê
fagow¹ nabyta sekwencja ³¹cznikowa wykazuje 100%
homologii z odpowiednim regionem DNA u¿ytego
faga, i po drugie, ¿e w przypadku gdy w nabytej se-
kwencji ³¹cznikowej pojawia siê od 1 do kilku mutacji
(substytucji), to komórka pozostaje wci¹¿ wra¿liwa na
infekcjê. Ostatecznym potwierdzeniem by³y wyniki
do�wiadczeñ, w których now¹, nabyt¹ sekwencjê ³¹cz-
nikow¹ mutanta opornego na infekcjê wklonowano
w ten sam locus szczepu wra¿liwego i stwierdzono, ¿e
naby³ on oporno�æ na badanego faga (Rys. 2). I od-
wrotnie, delecja tej sekwencji w szczepie opornym na
infekcjê czyni³a go ponownie wra¿liwym. Nieoczeki-
wanie okaza³o siê, ¿e niewielka populacja izolowa-
nych w czasie do�wiadczeñ fagów zachowa³a zdol-
no�æ infekowania szczepów S. thermophilus. Uda³o siê
jednak dowie�æ, ¿e w DNA czê�ci z tych fagów poja-
wi³y siê mutacje w rejonie tej sekwencji, która w cza-
sie infekcji jest przenoszona do CRISPR bakterii, za�
w niektórych innych nabyta sekwencja wykazywa³a,

co prawda, 100% homologiê z odpowiednim regionem
DNA faga, ale mutacje zidentyfikowano w motywie
AGAA przylegaj¹cym do jej koñca 3�. Wyniki te po-
twierdzaj¹ wcze�niejsze sugestie o roli tego motywu
w rozpoznawaniu przez faga traktu CRISPR. Ustalenie
organizacji systemu CRISPR na poziomie DNA nie
wyja�nia³o mechanizmu jego dzia³ania, w tym udzia³u
okre�lonych bia³ek komórkowych, w szczególno�ci
bia³ek CAS i ich specyficznych funkcji. Autorzy wy-
¿ej cytowanych prac w jednym z wyselekcjonowanych
szczepów opornych na infekcjê fagow¹ zinaktywowali
gen cas5, w drugim za� gen cas7. W pierwszym przy-
padku inaktywacja genu, koduj¹cego syntezê endonu-
kleazy, doprowadzi³a do utraty oporno�ci na infekcjê
fagow¹, w drugim za� przypadku inaktywacja genu
o bli¿ej nieznanej funkcji, nie mia³a wp³ywu na zmianê
oporno�ci szczepu na ponown¹ infekcjê tym samym
fagiem, ale os³abia³a jego zdolno�æ do nabywania
oporno�ci na infekcjê innym fagiem. Postawiono
wniosek, ¿e produkt tego nieznanego genu jest odpo-
wiedzialny za wbudowywanie do traktu CRISPR okre�-

DNA faga 

transkrypcja 

mRNA 

degradacja fagowego 

mRNA lub DNA 

bia³ka Cas 

fagowy mRNA lub DNA 

sRNA 

sRNA 

Rys. 2. Molekularny mechanizm funkcjonowania uk³adu CRISPR-CAS w obronie komórek bakteryjnych
przed infekcj¹ fagow¹ (szczegó³owe wyja�nienia w tek�cie)
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lonych fragmentów DNA faga jako nowych, kolejnych
sekwencji ³¹cznikowych [1, 8, 13]. Co prawda, mole-
kularny mechanizm odpowiedzialny za aktywno�æ
biologiczn¹ uk³adu CRISPR jest jeszcze daleki od pe³-
nego wyja�nienia, ale w �wietle wy¿ej omówionych
wyników, a tak¿e nieco wcze�niejszych danych [34,
35], wskazuj¹cych, ¿e u szczepów z rodzaju Archaeo-
globus i Sulfolobus trakty CRISPR podlegaj¹ trans-
krypcji w ca³o�ci, z jednego promotora, mo¿na by³o
zaproponowaæ ogólny model dla wyja�nienia funkcjo-
nowania ca³ego systemu. Wykazano, ¿e transkrypty
podlegaj¹ w komórkach enzymatycznej obróbce z wy-
tworzeniem cz¹steczek ma³ych sRNA (small RNA),
o wielko�ci równej jednej sekwencji DR plus sekwen-
cja ³¹cznikowa, a trawienie transkryptu ma miejsce
w �rodku ka¿dej jednostki DR. St¹d, koñcowe produkty
sRNA zawieraj¹ pe³n¹ sekwencjê ³¹cznikow¹ w �rodku
i po³owy s¹siaduj¹cych sekwencji DR zlokalizowa-
nych na ich koñcach 5� i 3�. Wiadomo, ¿e obecno�æ
w sekwencjach DR motywu palindromów umo¿liwia
tworzenie drugorzêdowych struktur i wypêtlenia se-
kwencji ³¹cznikowych. Fakt, ¿e transkrypty traktów
CRISPR s¹ trawione do krótkich sRNA, a w proces
ten zaanga¿owane s¹ domeny bia³ek CAS, sta³ siê pod-
staw¹ do sformu³owania hipotezy, ¿e bakteryjny sys-
tem CRISPR jest funkcjonalnym analogiem systemu
siRNAs (ang. small interference RNA) organizmów
eukariotycznych [23], który spe³nia wa¿n¹ rolê jako
system obrony komórki przed RNA wirusów i trans-
pozonów [14, 32]. Zgodnie z t¹ hipotez¹, bakteryj-
ne siRNAs, krótkie produkty trawienia transkryptu
CRISPR, s¹ analogami eukariotycznych siRNA. Two-
rz¹ one bowiem kompleksy z bia³kami CAS, podob-
nie jak siRNAs eukariontów z bia³kiem Dicer, i roz-
poznaj¹ homologiczne sekwencje w syntetyzowanych
przez obce elementy genetyczne transkryptach, pro-
wadz¹c w koñcowym efekcie do ich sukcesywnej de-
gradacji przez inne bia³ka CAS (Rys. 2).

Ostatnio przeprowadzono niezwykle owocne bada-
nia aktywno�ci systemu CRISPR na modelu genetycz-
nie rekonstruowanych szczepów pochodnych E. coli
K12 wra¿liwych na infekcjê fagiem 8 [4]. W genomie
tego gatunku znajduje siê zarówno trakt powtórzonych
sekwencji DR-sekwencja ³¹cznikowa, jak i 8 genów
cas : cas3, cas1, cas2, koduj¹cych, odpowiednio,
HD-nukleazê/helikazê, integrazê, endorybonukleazê,
i 5 genów oznaczonych casABCD, koduj¹cych kom-
pleks bia³ek systemu CRISPR odpowiedzialnego za
ochronê komórek przed infekcj¹ fagow¹, nazwanych
CASCADE (CRISPR-associated complex for antiviral
defense) (Rys. 1B). Autorzy cytowanej pracy skon-
struowali ró¿ne rekombinowane szczepy. Jedne z nich
nosi³y jeden fragment DNA faga 8, komplementarny
do DNA czterech genów niezbêdnych dla rozwoju
faga, wklonowany pomiêdzy pierwszy i drugi motyw

DR traktu CRISPR. W inne skonstruowane szczepy
wklonowano cztery fragmenty DNA faga. Jeszcze inne,
pozbawione traktu DR-sekwencja ³¹cznikowa, nosi³y
geny cas, ale aktywne tylko w okre�lonych kombi-
nacjach (cascade, cas3, cascade+cas3, cascade-
-casE+cas3, cascade+cas1+cas2, cascade+cas3,
cascas1+cas2). Nie wnikaj¹c w metodyczne szcze-
gó³y przeprowadzonych badañ nale¿y stwierdziæ, ¿e
wklonowanie fragmentów DNA faga 8 w region traktu
CRISPR wra¿liwego szczepu E. coli K12 pozwoli³o
wyselekcjonowaæ szczepy 10 milionów razy bardziej
oporne na infekcjê tym fagiem, i¿ szczep wyj�ciowy.
Zidentyfikowano i scharakteryzowano równie¿ kom-
pleks bia³kowy CASCADE i udowodniono jego bez-
po�redni udzia³ w degradacji mRNA regionu CRISPR,
z wytworzeniem fragmentów o d³ugo�ci 57 nukleoty-
dów CRISPR-RNA. Ka¿dy z tych fragmentów zawie-
ra³ sekwencjê ³¹cznikow¹ otoczon¹ na koñcach 5�i 3�
fragmentami przylegaj¹cych sekwencji DR. Pe³na
efektywno�æ kompleksu CASCADE by³a zapewniona
w obecno�ci bia³ka Cas3. Ustalono tak¿e niezwyk³¹
specyficzno�æ kompleksu CASCADE w skonstruowa-
nym szczepie E. coli K12 opornym na faga wykazu-
j¹c, ¿e nie jest on aktywny w stosunku do transkryp-
tów innych CRISPR, w którym znajduj¹ siê sekwencje
DR z innych szczepów E. coli. Co wiêcej, uda³o siê
udowodniæ, ¿e aktywno�æ systemu CRISPR zapew-
niaj¹ transkrypty zarówno nici sensu jak i antysensu
wklonowanych fragmentów DNA faga 8. Wyniki
te wskazuj¹, ¿e docelowym elementem dla ma³ych
CRISPR-RNA mo¿e byæ tak¿e DNA faga. Zatem fun-
damentalna ró¿nica pomiêdzy bakteryjnym i eukario-
tycznym systemem obrony przed infekcj¹ obcym DNA
polega na tym, ¿e w pierwszym przypadku degradacji
ulega DNA w drugim za� komplementarny RNA.

Mo¿na obecnie oczekiwaæ, ¿e w najbli¿szej przy-
sz³o�ci zostan¹ wyja�nione kolejne pytania i w¹t-
pliwo�ci dotycz¹ce systemu CRISPR-CAS, a w tym
w szczególno�ci regulacji transkrypcji regionu CRISPR,
regulacji ekspresji bia³ek CAS i ich sk³adania w komór-
ce w postaci kompleksu CASCADE, a tak¿e enzyma-
tycznych mechanizmów degradacji mRNA-CRISPR
oraz degradacji docelowych sekwencji DNA fagów. Nie
wiadomo jeszcze w jaki sposób sekwencje fagów s¹
in vivo selekcjonowane, wycinane i wbudowywane w trak-
ty CRISPR jako sekwencje ³¹cznikowe. Nie wyklucza
siê, ¿e system CRISPR-CAS mo¿e byæ zaanga¿owany
w wyciszanie tak¿e endogennych genów bakterii, bo-
wiem 7�35% sekwencji ³¹cznikowych w traktach
CRSIPR ma chromosomalne pochodzenie [1, 3, 26].

W �wietle omawianych wy¿ej wyników mo¿na le-
piej zrozumieæ równowagê biologiczn¹ pomiêdzy bak-
teriami i szeroko rozpowszechnionymi w �rodowiskach
naturalnych bakterii fagami. Szacuje siê, ¿e co dwa dni
oko³o po³owa populacji bakterii ¿yj¹cych w biosferze
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jest zabijana w wyniku infekcji ró¿nymi fagami. Bakte-
rie s¹ jednak wyposa¿one w ró¿ne naturalne mechaniz-
my obrony przed fagami jak: blokowanie ich adsorpcji,
trawienie fagowego DNA restryktazami oraz degrada-
cja obcego DNA przy udziale szeroko rozpowszech-
nionego systemu CRISPR-CAS. Sugeruje siê, ¿e byæ
mo¿e, zostan¹ wykryte równie¿ fagowe bia³ka specy-
ficznie blokuj¹ce system CRISPR-CAS, co w �wietle
wyników opisanych przez dla bia³ek Sulfolobus ma
pewne uzasadnienie [29]. Z drugiej strony, wysokie
tempo mutacji fagów pozwala na generowanie mutan-
tów zdolnych do prze³amania mechanizmów obron-
nych komórki, za� selekcyjna presja bakteryjnych
systemów obrony, nadaj¹ tej równowadze bardzo dy-
namiczny charakter, zarówno w aspekcie ekologicz-
nym jak i ewolucyjnym.

4. Mo¿liwo�ci praktycznych zastosowañ
systemu CRISPR-CAS

Wiele ga³êzi przemys³u spo¿ywczego, farmaceu-
tycznego wykorzystuje bakterie w procesach biotech-
nologicznych, a st¹d ochrona przed infekcjami fago-
wymi czystych kultur bakterii, wykorzystywanych
w ró¿nych procesach biotechnologicznych, ma ogrom-
ne znaczenie praktyczne i ekonomiczne. Dla przy-
k³adu, infekcja fagami szczepów wykorzystywanych
w przemy�le mleczarskim w produkcji napojów mlecz-
nych i serów jest przyczyn¹ ogromnych problemów

i strat finansowych [33]. Fagi replikuj¹ siê w bakte-
riach bardzo szybko, a st¹d pe³na liza hodowli bak-
teryjnych nastêpuje w czasie kilku godzin. Ustalono,
¿e dodanie do hodowli E. coli o gêsto�ci 106 komórek/
ml 1 cz¹stki faga T7 prowadzi w krótkim czasie do
pe³nej lizy 99,9% komórek oraz syntezy 109 nowych
cz¹stek fagowych.

Ustalenie organizacji i funkcji biologicznej syste-
mu CRISPR-CAS stworzy³o obecnie realn¹ szansê za-
równo dla selekcji szczepów przemys³owych opornych
na okre�lone fagi jak i konstrukcji takich szczepów do-
stêpnymi metodami genetycznymi. Klonowanie okre�-
lonych fragmentów DNA ró¿nych fagów w trakty
CRISPR szczepów wra¿liwych i selekcjonowanie
szczepów opornych na infekcje nie nastrêcza obecnie
¿adnych problemów technicznych (Rys. 3). Jednak re-
gulacje prawne, szczególnie w krajach Europy, doty-
cz¹ce genetycznie modyfikowanych mikroorganiz-
mów (GMO), praktycznie nie dopuszczaj¹ do ich
stosowania na skalê przemys³ow¹ w przemy�le spo-
¿ywczym. Jednak w tym przypadku mo¿na z powodze-
niem selekcjonowaæ takie szczepy tak¿e poprzez infek-
cjê szczepów przemys³owych ró¿nymi naturalnymi
fagami oraz poszukiwanie szczepów opornych, które
naby³y i stabilnie wbudowa³y w trakty CRISPR okre�-
lone fragmenty DNA fagów na drodze naturalnej.

Podobieñstwo bakteryjnego systemu CRISPR-CAS
do eukariotycznego systemu RNAi nasuwa mo¿liwo�æ
jeszcze innych zastosowañ. Eukariotyczny system in-
terferencyjnego RNA spe³nia nie tylko funkcjê obrony

 

1 2 3 

1 2 3 

Rys. 3. Mo¿liwe sposoby konstrukcji szczepów opornych na infekcjê fagow¹

1, 2, 3, odpowiednio, fragmenty DNA trzech ró¿nych fagów wklonowanych jako sekwencje ³¹cznikowe w trak CRISPR.
Alternatywnie, sposób naturalnej selekcji  komórek bakterii opornych na infekcjê po kolejnych cyklach litycznych fagami 1, 2, 3 .
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komórki przed obcym DNA (RNAi), ale tak¿e regulu-
je ekspresjê endogennych genów chromosomalnych
(micro-RNAs). Nie jest wykluczonym, ze zgromadzo-
na wiedza na temat systemu CRISPR-CAS mo¿e po-
zwoliæ na opracowanie sposobu hamowania ekspresji
endogennych genów prokariontów, przydatnego nie
tylko dla badañ poznawczych, ale tak¿e praktycznego
wykorzystania w wyciszaniu genów odpowiedzial-
nych za patogenezê.

Wspominano wcze�niej, ¿e loci CRISPR w �wiecie
bakterii s¹ bardzo zró¿nicowane zarówno pod wzglê-
dem liczy powtórzeñ DR oraz ich sekwencji nukleoty-
dowej, jak i obecno�ci ró¿norodnych sekwencji ³¹czni-
kowych. U niektórych gatunków trakt CRISPR jest
zró¿nicowany nawet u bardzo blisko spokrewnionych
szczepów pod wzglêdem innych wyznaczników gene-
tycznych. Jednym z przyk³adów s¹ szczepy Leptospi-
rillum charakteryzuj¹ce siê du¿ym, klonalnym zró¿-
nicowaniem tego traktu. [36]. Innym przyk³adem jest
gatunek Mycobacterium tuberculosis, w obrêbie które-
go szczepy s¹ bardzo zró¿nicowane pod wzglêdem
zarówno liczby sekwencji ³¹cznikowych jak i ich se-
kwencji nukleotydowych. Wiedza ta sta³a siê podsta-
w¹ do opracowania szeroko ju¿ stosowanej metody
genotypowania izolatów M. tuberculosis dla celów
szybkiej i pewnej diagnostyki oraz dochodzeñ epide-
miologicznych zaka¿eñ gru�liczych [5, 7].

Z racji faktu, ¿e nowe sekwencje ³¹cznikowe s¹
wbudowywane z regu³y pomiêdzy pierwszym i dru-
gim powtórzeniem traktu CRISPR mo¿na s¹dziæ, ¿e
sekwencje ³¹cznikowe coraz bardziej oddalone od se-
kwencji liderowej maj¹, odpowiednio, coraz starsze
pochodzenie ewolucyjne. St¹d, te pierwsze s¹ unikato-
we dla poszczególnych szczepów, natomiast sekwencje
starsze ewolucyjnie mog¹ byæ wspólne dla wielu izola-
tów w obrêbie gatunku a nawet ró¿nych gatunków [30].
Zatem obecno�æ ró¿nych sekwencji ³¹cznikowych, spe-
cyficznych dla poszczególnych szczepów w obrêbie
okre�lonego gatunku oraz specyficznych dla ró¿nych
gatunków w obrêbie rodzajów, mo¿e stanowiæ bardzo
dobry marker dla ustalania filogenetycznych pokre-
wieñstw i przydatny tak¿e w taksonomii bakterii.
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1. Wprowadzenie

Zaka¿enie Helicobacter pylori jest jednym z naj-
bardziej rozpowszechnionych zaka¿eñ bakteryjnych
na �wiecie. Szacuje siê, ¿e oko³o 50% ludno�ci ca³ego
�wiata jest zaka¿one t¹ bakteri¹ [10, 30]. Nabycie
zaka¿enia najczê�ciej zwi¹zane jest z wiekiem dzie-
ciêcym, warunkami socjoekonomicznymi oraz sanitar-
nymi. W krajach rozwijaj¹cych siê czêsto�æ zaka¿eñ
wynosi od 80% do 100%, natomiast w krajach rozwi-
niêtych (Australia, Ameryka Pó³nocna, Europa Zachod-
nia) od 20% do 40% [18, 59]. Jak wynika z wielo-
o�rodkowych badañ przeprowadzonych w Polsce,
w latach 2000�2003 odsetek zaka¿eñ wywo³anych
przez H. pylori by³ wysoki i siêga³ oko³o 58% (doro�li
� 84%, dzieci do 18 roku ¿ycia � 32%) [46].

Przyjmuje siê, ¿e g³ównym rezerwuarem bakterii
jest cz³owiek, a zaka¿enie szerzy siê przez kontakty
miêdzyludzkie [37]. W krajach uprzemys³owionych do
zaka¿enia dochodzi najczê�ciej na drodze ustno-pokar-
mowej, a w krajach o niskim poziomie socjoekonomicz-

nym na drodze ka³owo-pokarmowej [15]. Jest mo¿liwa
tak¿e droga ustno-ustna, ze wzglêdu na przej�ciow¹ ko-
lonizacjê jamy ustnej przez ten drobnoustrój [31]. Obec-
no�æ H. pylori w �linie, stwarza prawdopodobnie g³ówne
�ród³o szerzenia siê zaka¿enia w�ród ma³ych dzieci [18].

Jak wiadomo, H. pylori odgrywa znacz¹c¹ rolê
w etiopatogenezie schorzeñ górnego odcinka przewodu
pokarmowego. Jest czynnikiem etiologicznym zapale-
nia b³ony �luzowej ¿o³¹dka typu B oraz jednym z istot-
nych czynników ryzyka choroby wrzodowej, ch³oniaka
¿o³¹dka typu MALT (Mucosa-Associated Lymphoid
Tissue) oraz raka ¿o³¹dka [2, 13, 32]. Warto jednak
zwróciæ uwagê na fakt, ¿e u wiêkszo�ci zaka¿onych,
poza zmianami histologicznymi o typie przewlek³ego
zapalenia ¿o³¹dka, nie dochodzi do zmian w jego
czynno�ci [44]. Jedynie u oko³o 15% zaka¿onych
H. pylori, rozwija siê wrzód trawienny (u 90% wrzód
dwunastnicy, natomiast u 70% wrzód ¿o³¹dka), a u 2%
mo¿e doj�æ do rozwoju raka ¿o³¹dka [73]. Znacznie
rzadziej notuje siê wystêpowanie ch³oniaka typu MALT
lub choroby Menetriera.
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2. Leczenie zaka¿enia H. pylori

Do czasu wykrycia zwi¹zku pomiêdzy chorob¹
wrzodow¹ a zaka¿eniem H. pylori, leczenie wrzodów
polega³o na stosowaniu �rodków silnie hamuj¹cych
wydzielanie ¿o³¹dkowe, takich jak inhibitory pompy
protonowej (PPI � proton pump inhibitor) lub antago-
ni�ci receptorów histaminowych H2, które skutecznie
goi³y wrzody, ale nie eliminowa³y infekcji. Dopiero
odkrycie W a r r e n a  i M a r s h a l l a  potwierdzi³o
zwi¹zek pomiêdzy zaka¿eniem H. pylori a chorob¹
wrzodow¹ oraz przyczyni³o siê do wprowadzenia leków
przeciwbakteryjnych w terapii zaka¿enia [50]. Wyka-
zano, ¿e skuteczno�æ eradykacji H. pylori (brak obec-
no�ci bakterii w b³onie �luzowej ¿o³¹dka co najmniej
cztery tygodnie po zakoñczeniu leczenia) w wyniku sto-
sowania tylko jednego leku jest niska [17]. St¹d zaczê³y
pojawiaæ siê ró¿ne propozycje terapii wielolekowej.

Opracowaniem metod skojarzonego leczenia far-
makologicznego zaka¿eñ H. pylori zajmuje siê grupa
miêdzynarodowych ekspertów (EHSG � European
Helicobacter Study Group) oraz grupy robocze. Wy-
tyczne obowi¹zuj¹ce w Europie, dotycz¹ce postêpo-
wania w tych zaka¿eniach, s¹ publikowane jako �Kon-
sensus Maastricht� [23, 47, 48]. W Polsce obowi¹zuj¹
zalecenia Grupy Roboczej Polskiego Towarzystwa
Gastroenterologii (PTG) [18]. Obejmuj¹ one diag-
nostykê oraz leczenie zaka¿eñ H. pylori.

Zgodnie z najnowszymi zaleceniami Grupy Robo-
czej PTG oraz Raportu Maastricht-3 2005, wskaza-
niem do eradykacji H. pylori jest [17, 18, 58, 63]:

● choroba wrzodowa ¿o³¹dka lub dwunastnicy,
● ch³oniak MALT,
● zanikowe zapalenie ¿o³¹dka,
● przebyta operacja z powodu raka ¿o³¹dka,
● rak ¿o³¹dka u krewnych pierwszego stopnia1,
● ¿yczenie pacjenta po konsultacji z lekarzem,
● niedokrwisto�æ z niedoboru ¿elaza o niewyja�-

nionej przyczynie,
● przewlek³a samoistna plamica ma³op³ytkowa.
Obecnie za najbardziej skuteczne postêpowanie te-

rapeutyczne, które daje najwy¿szy odsetek eradykacji
H. pylori, uwa¿a siê terapiê, obejmuj¹c¹ lek zmniej-
szaj¹cy wydzielanie ¿o³¹dkowe (inhibitor pompy pro-
tonowej � PPI) w po³¹czeniu z dwoma antybiotykami
(amoksycylina, klarytromycyna, rzadziej tetracyklina)
lub antybiotykiem i jednym z chemioterapeutyków
(metronidazol, tynidazol) [17].

Inhibitory pompy protonowej (PPI) (omeprazol,
pantoprazol, lanzoprazol, rabeprazol, esomeprazol) s¹
lekami, które hamuj¹c wydzielanie kwasu solnego,
przez blokowanie pompy wodorowo-potasowej w ko-

mórkach ok³adzinowych ¿o³¹dka, podwy¿szaj¹ pH
w ¿o³¹dku, co zwiêksza skuteczno�æ dzia³ania anty-
biotyków oraz wp³ywa korzystnie na proces gojenia
siê wrzodów. Wp³ywaj¹ tak¿e na zmniejszenie objê-
to�ci soku ¿o³¹dkowego, co prowadzi do wzrostu stê-
¿enia antybiotyków [5, 72].

Jak podaje pi�miennictwo, bezpo�rednie dzia³anie
wobec H. pylori wykazuje jedynie omeprazol, który
hamuje wzrost bakterii oraz mo¿e blokowaæ aktyw-
no�æ bakteryjnej ureazy [34].

Antagoni�ci receptorów H2 (ranitydyna, cymetydy-
na, famotydyna), to leki, których mechanizm dzia³ania
polega na wi¹zaniu siê z receptorem histaminowym
typu 2 i hamowaniu wydzielania jonów wodorowych
przez komórki ok³adzinowe ¿o³¹dka. Ze wzglêdu na
ma³¹ skuteczno�æ w terapii eradykacyjnej, w porów-
naniu do schematów leczenia z PPI, nie s¹ one zalecane
w leczeniu zaka¿enia H. pylori [18, 72].

Sole bizmutu, to leki dzia³aj¹ce cytoprotekcyjnie
w stosunku do b³ony �luzowej ¿o³¹dka, wp³ywaj¹ce
jednocze�nie na gojenie siê niszy wrzodowej oraz wy-
kazuj¹ce dzia³anie aktywne wobec H. pylori. Mecha-
nizm dzia³ania przeciwbakteryjnego polega na hamo-
waniu aktywno�ci enzymów proteolitycznych oraz
zaburzeniu adhezji bakterii do komórek nab³onko-
wych b³ony �luzowej ¿o³¹dka. Wskutek op³aszczenia
solami bizmutu pa³eczek H. pylori dochodzi do ich
obumierania [5, 34, 62, 72]. Raport z Maastricht-2
2000 oraz wytyczne amerykañskie uwzglêdnia³y w te-
rapii eradykacyjnej preparat stanowi¹cy po³¹czenie
antagonisty receptorów H2 (ranitydyny) z cytrynianem
bizmutu (RBC � ranitidine bismuth citrate), jako �ro-
dek o dzia³aniu równorzêdnym z PPI [35, 48]. Obec-
nie, Grupa Robocza PTG oraz Europejski Konsensus
Maastricht-3 2005 nie zalecaj¹ stosowania tego leku
w terapii zaka¿enia H. pylori [17].

Rekomendowane w eradykacji zaka¿enia H. pylori
antybiotyki i chemioterapeutyki charakteryzuj¹ siê
dobr¹ dyspersj¹ w ¿o³¹dku i dwunastnicy, zdolno�ci¹
penetracji do �luzu, absorpcj¹ do b³ony �luzowej oraz
wysok¹ aktywno�ci¹ bakteriobójcz¹ w stosunku do
H. pylori [5].

Amoksycylina � pó³syntetyczna penicylina, dzia-
³aj¹ca bakteriobójczo wobec wielu gatunków bakterii.
Blokuje ostatni etap biosyntezy �ciany komórkowej
bakterii poprzez wi¹zanie siê z karboksypeptydazami
i transpeptydazami (tzw. bia³ka wi¹¿¹ce penicyliny
� PBPs � penicillin binding proteins). Jest stosowana
w eradykacji H. pylori w skojarzeniu z klarytromycyn¹
lub metronidazolem. Wykazuje oporno�æ na dzia³anie
soku ¿o³¹dkowego [20, 28].

Klarytromycyna � antybiotyk z grupy makro-
lidów � bakteriostatycznych inhibitorów syntezy bia-
³ek bakteryjnych. Miejscem docelowym dzia³ania kla-
rytromycyny jest podjednostka 23S rRNA rybosomu

1 W Polsce zaleca siê eradykacjê zaka¿enia H. pylori ju¿ w
drugim stopniu pokrewieñstwa [18].
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komórki bakteryjnej. Antybiotyk ten jest najczê�ciej
stosowany w eradykacji H. pylori w po³¹czeniu z me-
tronidazolem lub amoksycylin¹. Wykazuje trwa³o�æ
w �rodowisku kwa�nym [20].

Tetracyklina � antybiotyk o dzia³aniu bakteriosta-
tycznym, charakteryzuj¹cym siê szerokim spektrum
dzia³ania, obejmuj¹cym tak¿e H. pylori. Mechanizm
dzia³ania przeciwbakteryjnego polega na wi¹zaniu
siê leku z podjednostk¹ 16S rRNA rybosomu, co
uniemo¿liwia wi¹zanie aminoacylo-tRNA do miejsca
A na rybosomie. Prowadzi to do zahamowania synte-
zy bia³ek i wzrostu bakterii. Jest stosowana w terapii
zaka¿eñ szczepami H. pylori opornymi na inne leki,
takie jak klarytromycyna czy metronidazol. Stanowi
tak¿e alternatywê w leczeniu osób uczulonych na pe-
nicyliny [16, 20].

Metronidazol � chemioterapeutyk wykazuj¹cy
dzia³anie bójcze w stosunku do bakterii beztlenowych,
mikroaerofilnych oraz pierwotniaków. Po wnikniêciu
do wnêtrza komórki bakteryjnej ulega redukcji (za po-
�rednictwem m.in. nitroreduktazy niezale¿nej od tle-
nu NADPH-RdxA oraz oksydoreduktazy flawinowej
NAD(P)H-FrxA) przy niskim potencjale oksydoreduk-
cyjnym, a jego zredukowana forma powoduje rozer-
wanie nici DNA, prowadz¹c do �mierci komórki.
Metronidazol wykazuje synergizm z antybiotykami
beta-laktamowymi (amoksycylina). Stanowi jeden
z najbardziej aktywnych preparatów w leczeniu zaka-
¿eñ bakteriami beztlenowymi [20].

Aktualnie, w Polsce, zgodnie z wytycznymi PTG
(2004 rok), obowi¹zuje nastêpuj¹cy schemat leczenia
zaka¿enia H. pylori [18]:
7-dniowa terapia pierwszego rzutu:
● PPI + amoksycylina (1000 mg 2 razy/dobê) + klary-

tromycyna lub metronidazol2 (500 mg 2 razy/dobê).
W przypadku braku efektów terapeutycznych po za-
stosowaniu terapii pierwszego rzutu zalecany jest:
7- lub 10- dniowy trójsk³adnikowy schemat leczenia
drugiego rzutu:

● PPI + 2 antybiotyki3, lub czterosk³adnikowy:
● PPI + cytrynian bizmutu + 2 antybiotyki

lub:
● PPI + cytrynian bizmutu + tetracyklina 500 mg

(4 razy/dobê) + metronidazol (500 mg 3 razy/dobê).
Leczenie trzeciego wyboru:

Wed³ug zaleceñ PTG oraz Raportu Maastricht-3
2005, po dwukrotnym niepowodzeniu terapii oraz przy

bezwzglêdnych wskazaniach do eradykacji H. pylori
(m.in. choroba wrzodowa ¿o³¹dka lub dwunastnicy i jej
powik³ania, ch³oniak ¿o³¹dka typu MALT), chorego
nale¿y skierowaæ do specjalistycznego o�rodka, wy-
konaæ badanie mikrobiologiczne oraz antybiogram dla
wyizolowanego szczepu H. pylori, a nastêpnie leczyæ
zgodnie z wynikiem lekowra¿liwo�ci [18, 63].

Wed³ug najnowszych wskazañ, zawartych w Rapor-
cie Maastricht-3 2005, 14-dniowa standardowa terapia
trójlekowa pierwszego rzutu (PPI + amoksycylina +
klarytromycyna lub metronidazol) jest skuteczniejsza
ni¿ terapia 7-dniowa. Pozostaje ona nadal leczeniem
pierwszego wyboru w populacjach, w których czêsto�æ
oporno�ci szczepów H. pylori na klarytromycynê jest
mniejsza ni¿ 15�20%.

W przypadku, gdy odsetek szczepów H. pylori opor-
nych na metronidazol w danej populacji siêga poni¿ej
40%, akceptuje siê terapiê z³o¿on¹ z PPI, klarytromy-
cyny i metronidazolu [63].

Zaleca siê ci¹g³e monitorowanie czêsto�ci wystê-
powania oporno�ci w�ród szczepów H. pylori na sto-
sowane w leczeniu antybiotyki i chemioterapeutyki
w ró¿nych rejonach geograficznych, celem doboru od-
powiedniego schematu leczenia przeciwbakteryjnego.

Czterosk³adnikowe leczenie z preparatem bizmutu
stanowi akceptowan¹ terapiê pierwszego rzutu i nadal
pozostaje najlepszym rozwi¹zaniem leczenia drugiego
rzutu. W przypadku braku dostêpno�ci soli bizmutu,
Raport Maastricht-3 2005 rekomenduje terapiê z³o-
¿on¹ z PPI, amoksycyliny lub tetracykliny i metro-
nidazolu [63].

3. Mechanizmy oporno�ci H. pylori
na rekomendowane w leczeniu zaka¿enia
antybiotyki i chemioterapeutyki

Oporno�æ klinicznych szczepów H. pylori na anty-
biotyki i chemioterapeutyki uwa¿ana jest za jeden
z g³ównych czynników wp³ywaj¹cych na skuteczno�æ
terapii eradykacyjnej. Wykazano, ¿e z oporno�ci¹ na
klarytromycynê oraz w mniejszym stopniu na metro-
nidazol, zwi¹zane s¹ niepowodzenia w terapii zawiera-
j¹cej te leki [21]. W przypadku szczepów wra¿liwych
na klarytromycynê, stopieñ eradykacji siêga 87,8%.
Odnotowano spadek stopnia eradykacji do 18,3%,
kiedy szczepy s¹ oporne na ten antybiotyk. Wra¿liwo�æ
na metronidazol daje sukces terapeutyczny w 97%,
a oporno�æ na ten chemioterapeutyk obni¿a efektyw-
no�æ eradykacji o 25% [53].

Oporno�æ klinicznych szczepów H. pylori na leki
przeciwbakteryjne wynika przede wszystkim z mutacji
punktowych, obejmuj¹cych jedn¹ lub kilka par zasad,
w obrêbie jednego genu.

Obecnie, jednym z najlepiej poznanych mechaniz-
mów oporno�ci H. pylori na antybiotyki, jest oporno�æ

2 W Polsce, ze wzglêdu na wystêpowanie wysokiej opor-
no�ci szczepów H. pylori na metronidazol i klarytromycynê, nie
zaleca siê stosowania obydwu tych leków jednocze�nie. Reko-
menduje siê schemat zawieraj¹cy amoksycylinê z metronidazo-
lem lub amoksycylinê z klarytromycyn¹.

3 Wed³ug zaleceñ, je¿eli w pierwszym rzucie zastosowano
klarytromycynê to w drugim nale¿y wymiennie zastosowaæ me-
tronidazol i odwrotnie.
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na klarytromycynê. Powstaje ona w wyniku mutacji
punktowej, polegaj¹cej na tranzycji adeniny do guani-
ny (pozycja 2142 lub 2143) lub transwersji adeniny do
cytozyny (pozycja 2142), w genie 23S rRNA (mutacje
te znajduj¹ siê w domenie V 23S rRNA, która ma
wp³yw na drugorzêdow¹ strukturê 23S rRNA) prowa-
dz¹c do modyfikacji miejsca docelowego, a co za tym
idzie zmniejszenia wi¹zania klarytromycyny do rybo-
somu [21]. Najczê�ciej spotykane mutacje to A2143G,
A2142G lub A2142C [69]. Ich czêsto�æ wystêpowania
ró¿ni siê pod wzglêdem geograficznym. Badania prze-
prowadzone w 12 o�rodkach na ca³ym �wiecie wykaza-
³y, ¿e mutacja A2143G dominuje w szczepach H. pylori
pierwotnie opornych na klarytromycynê (69,8%) [53].

Obecnie, mutacje te mo¿na wykryæ stosuj¹c metodê
PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR), co
umo¿liwia uzyskanie wyniku w ci¹gu kilku godzin, za-
nim zostanie wprowadzona terapia eradykacyjna [57].

Jak dot¹d, mechanizm oporno�ci H. pylori na me-
tronidazol, nie zosta³ do koñca poznany. Pocz¹tkowo
badano udzia³ dwóch genów: rdxA, koduj¹cego nieza-
le¿n¹ od tlenu nitroreduktazê NADPH, oraz frxA, kodu-
j¹cego flawinow¹ oksydoreduktazê NAD(P)H, których
inaktywacja (jednoczesna � zarówno genu rdxA oraz
frxA, lub ka¿dego z osobna) prowadzi³a do rozwiniêcia
oporno�ci H. pylori na metronidazol [41]. Nastêpne
badania sugerowa³y jednak, ¿e oporno�æ H. pylori na
ten chemioterapeutyk mog³a powstawaæ bez mutacji
w genach rdxA oraz frxA, lub tylko w wyniku mutacji
w genie frxA [49]. Wnioski p³yn¹ce z kolejnych badañ
wskazywa³y na zaanga¿owanie tak¿e innych genów,
których rola w rozwoju oporno�ci H. pylori na metro-
nidazol nie zosta³a do tej pory wyja�niona [21, 26].

Pomimo rzadko wystêpuj¹cej oporno�ci na tetracyk-
linê, opisano mechanizm oporno�ci szczepów H. pylori
na ten antybiotyk. Jest on zwi¹zany z mutacj¹, w wy-
niku której nastêpuje zamiana 3 nukleotydów � AGA
na TTC w pozycji 965�967 genu koduj¹cego podjed-
nostkê 16S rRNA, bêd¹c¹ miejscem wi¹zania tetra-
cykliny [68]. Tylko ta potrójna mutacja doprowadza
do stabilnej oraz znacz¹cej oporno�ci na tetracyklinê.
Mutacje w jednym lub dwóch nukleotydach nie maj¹
znaczenia klinicznego [16]. Byæ mo¿e z tego wzglê-
du, oporno�æ na tetracyklinê w�ród szczepów H. py-
lori wystêpuje rzadko, podobnie jak oporno�æ na
amoksycylinê [53].

Mechanizm oporno�ci H. pylori na amoksycylinê
nie jest do koñca poznany. Pocz¹tkowo izolowano
szczepy H. pylori o niestabilnej oporno�ci na amo-
ksycylinê, która zanika³a po zamro¿eniu szczepów
w �80°C. Natomiast pierwszy szczep H. pylori o sta-
bilnej oporno�ci na amoksycylinê (tzw. szczep Har-
denberg) zosta³ wyizolowany od 82-letniego pacjenta
w Holandii [71]. G e r r i t s  i wsp. analizuj¹c szczep
Hardenberg wykazali, ¿e przyczyn¹ jego stabilnej

oporno�ci na amoksycylinê mog³a byæ mutacja w ge-
nie pbp-1A (penicillin-binding protein 1A gene), pro-
wadz¹ca do zmiany sk³adu aminokwasowego w bia³-
ku PBP-1A, co wp³ywa na stopieñ powinowactwa tego
bia³ka do amoksycyliny [25]. Chocia¿ nie mo¿na
wykluczyæ roli innych genów w rozwoju oporno�ci
H. pylori na amoksycylinê, to obecne badania wska-
zuj¹, ¿e wystêpowanie kilku ró¿nych mutacji w genie
pbp-1A lub jednocze�nie w kilku genach (pbp1, hopB
oraz hopC), jest g³ównym czynnikiem odpowiadaj¹-
cym za rozwój stabilnej oporno�ci na t¹ pó³synte-
tyczn¹ penicylinê. Niestabilna oporno�æ na amoksy-
cylinê jest warunkowana brakiem ekspresji bia³ka
wi¹¿¹cego penicylinê � PBP-D (PBP-4) [14, 24].

W przeciwieñstwie do klarytromycyny, zastosowa-
nie szybkich testów genetycznych, wykrywaj¹cych
oporno�æ H. pylori na amoksycylinê, jest obecnie wy-
kluczone ze wzglêdu na ró¿norodno�æ mutacji w genie
pbp-1A, warunkuj¹cych oporno�æ na t¹ penicylinê [24].

4. Wystêpowanie oporno�ci H. pylori
na leki przeciwbakteryjne

Jednym z najwa¿niejszych czynników wp³ywaj¹-
cych na skuteczno�æ terapii zaka¿enia H. pylori, jest
wra¿liwo�æ tej bakterii na stosowane w leczeniu anty-
biotyki oraz chemioterapeutyki. Znajomo�æ czêsto�ci
wystêpowania pierwotnej oporno�ci szczepów H. py-
lori w danym kraju na leki przeciwbakteryjne, decy-
duje o ich zastosowaniu w terapii eradykacyjnej [18].

Wystêpowanie oporno�ci na dany lek zale¿y od re-
gionu geograficznego, p³ci, wieku oraz przynale¿no�ci
do danej grupy etnicznej [11, 64].

Mówi¹c o oporno�ci nale¿y pamiêtaæ, ¿e istniej¹
2 typy oporno�ci. Pierwotna, wystêpuj¹ca przed rozpo-
czêciem terapii eradykacyjnej oraz wtórna, nabywana
w trakcie trwania kuracji antybiotykowej przez szczepy
uprzednio wra¿liwe. Dodatkowo mo¿na wyró¿niæ jesz-
cze jeden rodzaj oporno�ci (tzw. post-treatment resis-
tance), który wykrywany jest po nieskutecznej terapii
eradykacyjnej, kiedy nie by³a znana lekowra¿liwo�æ
szczepu H. pylori przed wprowadzeniem leczenia [7].

Ze wzglêdu na nie�cis³o�ci pojawiaj¹ce siê w lite-
raturze w zwi¹zku z istnieniem oporno�ci wtórnej
i po leczeniu, w pracy tej dokonano przegl¹du wy-
stêpowania pierwotnej oporno�ci H. pylori na leki
przeciwbakteryjne, stosowane powszechnie w lecze-
niu zaka¿enia t¹ bakteri¹. Poni¿sze dane dotycz¹ po-
pulacji osób doros³ych.

4.1. Oporno�æ H. pylori na metronidazol

Jak opisano w Europie, pod koniec lat 90-tych,
czêsto�æ wystêpowania pierwotnej oporno�ci H. pylori
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na metronidazol waha³a siê od 20% do 40% [53].
Wieloo�rodkowe badania, przeprowadzone w 17 kra-
jach, wykaza³y j¹ u oko³o 33% izolowanych szczepów
H. pylori, nie stwierdzaj¹c istotnych ró¿nic pomiêdzy
pó³nocn¹ i po³udniow¹ czê�ci¹ Europy (odpowied-
nio 33% i 40,8%). Natomiast istotnie ni¿szy poziom
oporno�ci zanotowano w �rodkowej oraz Wschodniej
Europie (29,2%) [27].

W USA, w tym okresie, oporno�æ na metronidazol
wynosi³a od 21,6% do 33,9%. Znacznie wy¿szy odse-
tek szczepów opornych zanotowano w krajach roz-
wijaj¹cych siê, takich jak Meksyk (76,3%), Brazylia
(53%), czy Korea (61%). Prawdopodobnie wynika³o
to z czêstego stosowania niedrogich nitroimidazoli
w leczeniu infekcji paso¿ytniczych. Stosunkowo niski
odsetek izolatów opornych stwierdzono w Japonii
(9�12,4%) [42, 53, 67].

Badania przeprowadzone w Europie Wschodniej,
w okresie od 1998 do 2000 roku, wykaza³y wzrost
oporno�ci na metronidazol w�ród szczepów H. pylori,
która wynios³a �rednio 39% (Bu³garia � 33,3%,
Polska � 42,9%, Grecja � 47%) [7]. Zbli¿ony odsetek
szczepów opornych stwierdzono w Finlandii (38%),
natomiast ni¿szy zanotowano w Danii (21%) oraz
w Holandii (14,4%) [40, 43, 60].

Ogólnopolskie, wieloo�rodkowe badania wykona-
ne w latach 2000�2003, wykaza³y pierwotn¹ oporno�æ
H. pylori na metronidazol w zakresie od 27% do 52%
[46]. W badaniach przeprowadzonych w okresie od
2001 do 2004 roku, w 6 o�rodkach � Warszawa, P³ock,
Rzeszów, Sanok, Katowice, wynosi³a �rednio 42% przy
braku istotnych ró¿nic pomiêdzy o�rodkami. Dodat-
kowo zauwa¿ono, jej czêstsze wystêpowanie u kobiet
ni¿ u mê¿czyzn (odpowiednio 58,5% i 37%), pra-
wdopodobnie ze wzglêdu na powszechne u¿ycie leku
w terapii zaka¿eñ ginekologicznych, co zgodne jest
z doniesieniami innych autorów [21, 43].

Wysoki odsetek szczepów opornych (66,2%) zare-
jestrowano w 2003 roku w Korei, co w porównaniu
do roku 1987 (53%), �wiadczy³o o jego wzro�cie [42].

Odmienn¹ sytuacjê zaobserwowano w Bu³garii,
gdzie oporno�æ szczepów H. pylori na metronidazol,
w okresie od 2003 do 2004 roku wynosi³a 23%,
co oznacza³o jej spadek w porównaniu do lat poprzed-
nich [7, 8].

Znaczny odsetek szczepów opornych (56,1%) wy-
kazano w ostatnich badaniach (2003�2006) przepro-
wadzonych w pó³nocnej Chorwacji [51].

Lekowra¿liwo�æ H. pylori mo¿na oznaczyæ meto-
dami ilo�ciowymi, okre�laj¹c MIC (minimal inhibitory
concentration), przy u¿yciu pasków bibu³owych nas¹-
czonych antybiotykiem/chemioterapeutykiem w gra-
diencie stê¿eñ (E-testów) lub metod¹ seryjnych roz-
cieñczeñ antybiotyku/chemioterapeutyku w pod³o¿u.
Istniej¹ doniesienia, mówi¹ce o du¿ej rozbie¿no�ci

w wynikach pomiarów wra¿liwo�ci H. pylori na me-
tronidazol, pomiêdzy tymi dwoma metodami [53].
M e g r a u d  i wsp. stwierdzili wiêksz¹ ilo�æ szczepów
opornych na metronidazol stosuj¹c oznaczenie Etestem,
w porównaniu do metody seryjnych rozcieñczeñ [52].
Natomiast badania przeprowadzone przez R o ¿ y n e k
i wsp. wykaza³y znacznie mniejsze ró¿nice w wyni-
kach przy zastosowaniu obydwu metod [64]. Podob-
nie, badania G e r r i t s i  wsp. nie wykaza³y istotnych
ró¿nic w warto�ciach MIC oznaczonych w obydwu
metodach. Natomiast potwierdzi³y, ¿e szczepy H. py-
lori, hodowane w warunkach mikroaerofilnych, s¹
in vitro oporne na metronidazol, a staj¹ siê ca³kowicie
wra¿liwe na lek, je¿eli hodowla prowadzona jest
w warunkach beztlenowych. Zjawisko to, mo¿e mieæ
istotne znaczenie w eradykacji bakterii w �rodowisku
¿o³¹dka [26].

Ze wzglêdu na to, ¿e oporno�æ H. pylori na metroni-
dazol w warunkach in vitro nie musi odpowiadaæ opor-
no�ci in vivo, Raport Uzgodnieniowy Maastricht-3 2005
nie zaleca rutynowego oznaczania wra¿liwo�ci H. py-
lori na metronidazol. Ponadto, metody oznaczania
wra¿liwo�ci H. pylori na ten chemioterapeutyk wyma-
gaj¹ dalszej standaryzacji [63].

Jak wynika z powy¿szych danych, w wielu krajach
notuje siê wysoki odsetek szczepów H. pylori opornych
na metronidazol (Meksyk � 76,3%, Brazylia � 53%,
Korea � 61%, Polska � 42,9%, Grecja � 47%, Finlandia
� 38%), co jest skutkiem nagminnego stosowania ta-
nich nitroimidazoli w leczeniu infekcji paso¿ytniczych,
stomatologicznych oraz ginekologicznych. Jedynie
w Holandii odsetek szczepów opornych na metronida-
zol jest niski, co prawdopodobnie zwi¹zane jest z naj-
ni¿sz¹ konsumpcj¹ antybiotyków i chemioterapeuty-
ków w tym kraju w porównaniu do innych pañstw
europejskich (Francja, Grecja, W³ochy, Hiszpania).

Jednak oporno�æ H. pylori na metronidazol w wa-
runkach in vitro niekoniecznie oznacza niepowodzenie
terapii eradykacyjnej, gdy¿ szczepy oporne in vitro
mog¹ byæ wra¿liwe na dany lek in vivo.

Testy do oznaczania wra¿liwo�ci H. pylori na me-
tronidazol wymagaj¹ dalszej standaryzacji.

4.2. Oporno�æ H. pylori na klarytromycynê

Od po³owy lat 90-tych, kiedy klarytromycyna zo-
sta³a wprowadzona do terapii, obserwuje siê narasta-
nie oporno�ci w�ród szczepów H. pylori na ten lek [5].
Czêste stosowanie klarytromycyny w leczeniu zaka-
¿eñ stomatologicznych oraz infekcji uk³adu oddecho-
wego przyczyni³o siê do znacznego wzrostu ilo�ci
opornych szczepów H. pylori [19, 21, 43, 53, 64].

W Polsce, od lat 1992�1995, kiedy wprowadzo-
no do lecznictwa antybiotyki z grupy makrolidów,
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konsumpcja klarytromycyny w okresie od 1996 do
2000 roku wzros³a ponad 3-krotnie [7]. W Japonii,
pomiêdzy 1993 a 2000 rokiem, spo¿ycie klarytromy-
cyny zwiêkszy³o siê 4-krotnie, co doprowadzi³o do
4-krotnego wzrostu oporno�ci na ten antybiotyk.
W Holandii, jednak pomimo 3-krotnego zwiêkszenia
zu¿ycia klarytromycyny pomiêdzy 1993 a 1997 ro-
kiem, nie zauwa¿ono znacz¹cego wzrostu oporno�ci
na makrolidy. Prawdopodobnie wynika³o to z ich ra-
cjonalnego stosowania [53].

Pod koniec lat 90-tych, w Europie, pierwotna opor-
no�æ H. pylori na klarytromycynê wynosi³a �rednio
9,9%. Wykazano, ¿e w Pó³nocnej Europie by³a niska
(4,2%), wy¿sza w �rodkowej i Wschodniej Europie
(9,3%) oraz najwy¿sza w czê�ci po³udniowej (18,4%)
[27]. Powy¿sze wyniki odzwierciedlaj¹ niskie spo¿ycie
makrolidów w Pó³nocnej i �rodkowej Europie [43].

Wysoki odsetek oporno�ci H. pylori na klarytro-
mycynê notowano w Meksyku (25%), ni¿szy w USA
(10�12%) oraz w Japonii (11�13%), a najni¿szy w Ko-
rei i Hong-Kongu (oko³o 5%) [53].

W Europie Wschodniej, w okresie od 1998 do
2000 roku, �rednio 10,2% szczepów opornych by³o na
klarytromycynê (Bu³garia 10,9%, Polska 4,8%, Grecja
10,6%) [7]. Zbli¿ony odsetek szczepów opornych za-
notowano w Danii (11%). Natomiast w Holandii oraz
Finlandii oporno�æ na klarytromycynê by³a znikoma
(1�2%) [40, 43, 60].

Ogólnopolskie badania, prowadzone w latach 2000�
2003 oraz 2001�2004, wykaza³y pierwotn¹ oporno�æ
H. pylori na ten antybiotyk, odpowiednio na poziomie
3�27% oraz 15% [21, 46]. Wyniki uzyskane przez
o�rodki, bior¹ce udzia³ w badaniach, znacznie ró¿ni³y
siê w zale¿no�ci od regionu.

W Korei oporno�æ szczepów na klarytromycynê wy-
nosi³a 13,8% (2003) i by³a znacznie wy¿sza w porów-
naniu do 1994 roku, kiedy siêga³a zaledwie 2,8% [42].

Jak wynika z badañ przeprowadzonych w Bu³garii
(2003�2004), brak wra¿liwo�ci H. pylori na klarytro-
mycynê stwierdzono u 14,3% szczepów z tendencj¹
wzrostow¹ w porównaniu do lat poprzednich [8].

Ostatnie badania przeprowadzone w pó³nocnej Chor-
wacji (2003�2006) dowiod³y o pierwotnej oporno�ci
na klarytromycynê siêgaj¹cej a¿ 48,8%, podczas gdy
w 2001 roku odsetek ten wynosi³ zaledwie 8% [51, 53].

Je¿eli pierwotna oporno�æ H. pylori na klarytromy-
cynê w danej populacji jest wy¿sza ni¿ 15�20% Kon-
sensus Maastricht-3 2005 zaleca wykluczenie stoso-
wania tego antybiotyku lub wykonanie antybiogramu
przed wprowadzeniem leczenia eradykacyjnego. Zatem
w Polsce, zgodnie z powy¿szymi danymi, nie powin-
no siê stosowaæ klarytromycyny w terapii zaka¿enia
H. pylori bez wstêpnej oceny lekowra¿liwo�ci [63].

Jak wynika z powy¿szych danych, w wielu kra-
jach obserwuje siê narastanie pierwotnej oporno�ci

H. pylori na klarytromycynê. Prawdopodobnie wyni-
ka to z nadmiernego stosowania makrolidów w lecze-
niu wielu infekcji (g³ównie uk³adu oddechowego).
Zjawisko to budzi du¿e obawy zwi¹zane ze sku-
teczno�ci¹ terapii eradykacyjnej zaka¿eñ H. pylori.
Do tej pory klarytromycyna stanowi³a jeden z pod-
stawowych antybiotyków stosowanych w leczeniu
tych zaka¿eñ. Obecnie, ze wzglêdu na wysoki odsetek
szczepów opornych i zwi¹zane z tym niepowodze-
nia w terapii eradykacyjnej, zaleca siê ci¹g³e moni-
torowanie oporno�ci na klarytromycynê oraz ozna-
czanie wra¿liwo�ci na ten lek, przed wprowadzeniem
go do terapii.

Ciekawych informacji, dotycz¹cych zale¿no�ci po-
miêdzy rodzajem choroby a czêsto�ci¹ wystêpowania
oporno�ci H. pylori na klarytromycynê, dostarczyli
naukowcy z Francji i Niemiec. Wykazali, ¿e odsetek
szczepów H. pylori opornych na klarytromycynê by³
znacznie wy¿szy u pacjentów z dyspepsj¹ niewrzo-
dow¹ � NUD (non ulcer dyspepsia), ni¿ u pacjentów
z chorob¹ wrzodow¹ (16,7% v 5,6%). Mo¿e byæ to
zwi¹zane z tym, ¿e prawie wszyscy chorzy z chorob¹
wrzodow¹, w przeciwieñstwie do pacjentów z NUD,
zaka¿eni s¹ szczepami posiadaj¹cymi gen cag A (cyto-
toxin-associated geneA) [53].

Gen cagA, koduj¹cy immunogenne bia³ko CagA,
wchodzi w sk³ad tzw. wyspy patogenno�ci cagPAI (cy-
totoxin-associated gene A Pathogenicity Island), która
stanowi fragment DNA o d³ugo�ci oko³o 40 kpz, za-
wieraj¹cy geny odpowiedzialne za wysok¹ wirulencjê
szczepów H. pylori [29].

 Szczepy H. pylori cagA+ mog¹ ³atwiej ulec erady-
kacji, przypuszczalnie ze wzglêdu na krótszy czas ich
generacji w porównaniu do szczepów pozbawionych
genu cagA. Ze wzglêdu na to, ¿e antybiotyki dzia³aj¹
na komórki dziel¹ce siê, wykazuj¹ wiêksz¹ aktywno�æ
przeciwbakteryjn¹ w stosunku do szybko rosn¹cych
szczepów H. pylori cagA+ ni¿ do szczepów cagA-,
bêd¹cych w tym czasie w fazie zastoju. Ponadto, nie-
które bia³ka kodowane przez cagPAI indukuj¹ sekrecjê
prozapalnej cytokiny � interleukiny 8 (IL-8). Zapa-
lenie b³ony �luzowej ¿o³¹dka powoduje wzrost prze-
p³ywu krwi w ¿o³¹dku, a to z kolei zapewnia lepsz¹
dyfuzjê antybiotyków. Bezpo�redni kontakt bakterii
H. pylori cagA+ z komórkami nab³onka ¿o³¹dka (w wy-
niku po³¹czenia bakteryjnych bia³ek CagL z integry-
nami � " 5, $1 b³ony komórkowej komórek nab³onka
¿o³¹dka) mo¿e zwiêkszaæ dostêpno�æ bakterii dla
antybiotyków [9, 33, 45, 70]. Inne przypuszczenia
zwi¹zane s¹ z wiêksz¹ konsumpcj¹ antybiotyków
przez pacjentów z NUD [53].

Odmienne wyniki uzyskano w Turcji, gdzie opor-
no�æ na klarytromycynê by³a wy¿sza u pacjentów
z wrzodem dwunastnicy w porównaniu do pacjentów
z NUD (40,9% v. 23,1%) [4].
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4.3. Szczepy H. pylori o podwójnej oporno�ci

Ze wzglêdu na czêste stosowanie metronidazolu
i klarytromycyny w terapii zaka¿enia H. pylori coraz
czê�ciej stwierdza siê obecno�æ szczepów opornych
jednocze�nie na obydwa te leki [53].

Pod koniec lat 90-tych, podwójna oporno�æ szcze-
pów H. pylori na metronidazol oraz klarytromycynê
w Europie by³a niska i waha³a siê w zakresie od 0,8%
do 9,1% [7, 27, 53]. W Azji odsetek szczepów opor-
nych siêga³ jedynie 2�3%. Natomiast znacznie wiêcej
szczepów o podwójnej oporno�ci stwierdzono w kra-
jach rozwijaj¹cych siê, takich jak Meksyk (18%) [53].

W Polsce, wed³ug badañ prowadzonych w latach
2000�2003 oraz 2001�2004 odsetek szczepów H. py-
lori wykazuj¹cych podwójn¹ pierwotn¹ oporno�æ na
metronidazol oraz klarytromycynê wystêpowa³ w za-
kresie od 3% do 11% [21, 46].

4.4. Oporno�æ H. pylori na amoksycylinê

Z badañ przeprowadzonych w Polsce w latach
2000�2004 wynika, ¿e wszystkie szczepy H. pylori
by³y wra¿liwe na amoksycylinê, co nie zmienia siê od
lat, pomimo czêstego stosowania amoksycyliny zarów-
no w eradykacji zaka¿enia H. pylori jak i w leczeniu
innych infekcji [21, 46].

Pierwotna oporno�æ H. pylori na amoksycylinê jest
bardzo niska na ca³ym �wiecie, a w wiêkszo�ci krajów
w ogóle nie zosta³a odnotowana. Wykazano 0,2%
szczepów opornych we W³oszech, 0,3% w Hong-Kon-
gu i w Japonii, 0,9% w Izraelu oraz 1,3% w Bu³garii
[8, 53, 60]. Jednak badania przeprowadzone w Korei
(2003) potwierdzi³y istnienie wysokiej oporno�ci
H. pylori na amoksycylinê, siêgaj¹cej 18,5% [42].

Obecnie, amoksycylina stanowi antybiotyk o du¿ej
skuteczno�ci, wchodz¹cy w sk³ad terapii pierwszego
rzutu. Je¿eli w przysz³o�ci oporno�æ H. pylori na
amoksycylinê bêdzie wzrastaæ, mo¿e doprowadziæ to
do znacznego spadku efektywno�ci leczenia zaka¿eñ
H. pylori.

4.5. Oporno�æ H. pylori na tetracyklinê

Ograniczone zastosowanie tetracyklin w ostatnich
latach w krajach rozwiniêtych, wynikaj¹ce z wprowa-
dzenia do terapii nowszych makrolidów i fluorochi-
nolonów, wystêpowanie powszechnej oporno�ci na
tetracyklinê w�ród innych patogenów oraz potrójna
mutacja, niezbêdna do rozwiniêcia oporno�ci H. py-
lori na ten lek sprawiaj¹, ¿e zjawisko oporno�ci w�ród
pa³eczek H. pylori na tetracyklinê wystêpuje dosyæ
rzadko [64].

Zanotowano brak szczepów H. pylori opornych
na tetracyklinê w Stanach Zjednoczonych, Portugalii,

Holandii, Szwecji, Niemczech, Polsce oraz Austrii
[16, 21]. W Wielkiej Brytanii odsetek szczepów opor-
nych siêga³ 0,5%, w Hiszpanii 0,7% [53]. Nieco wy¿-
szy procent odnotowano w Bu³garii (7,4%) [8]. Nato-
miast 12,3% szczepów opornych stwierdzono w Korei
(badania z 2003 roku) [42].

Tetracyklina jest przede wszystkim stosowana w te-
rapii drugiego rzutu, ale w krajach rozwijaj¹cych siê
mo¿e tak¿e wchodziæ w sk³ad terapii pierwszego
wyboru, ze wzglêdu na powszechne wystêpowanie
szczepów opornych na metronidazol oraz wysoki koszt
stosowania klarytromycyny [16].

Pomimo, i¿ wielolekooporno�æ szczepów H. pylori
jest niemal niespotykana w Europie, ostatnie badania
przeprowadzone w Wielkiej Brytanii wskaza³y na po-
jawienie siê szczepów wykazuj¹cych jednoczesn¹
oporno�æ na kilka leków, co budzi du¿e obawy na
przysz³o�æ, zwi¹zane ze skuteczn¹ eradykacj¹ zaka¿e-
nia H. pylori [12].

5. Nowe koncepcje leczenia zaka¿enia H. pylori

Narastaj¹ca lekooporno�æ szczepów H. pylori, bê-
d¹ca jedn¹ z g³ównych przyczyn niepowodzeñ w era-
dykacji tego zaka¿enia, sk³ania do opracowywania
alternatywnych schematów leczenia skojarzonego.
Ostatnio, du¿e nadzieje budzi wprowadzenie do terapii
eradykacyjnej zaka¿enia H. pylori fluorochinolonów.
Poza udowodnion¹ aktywno�ci¹ in vitro, potwierdzo-
no tak¿e ich dzia³anie synergistyczne z inhibitorami
pompy protonowej [13].

Lewofloksacyna (S-enancjomer ofloksacyny) cha-
rakteryzuje siê szerokim spektrum aktywno�ci wobec
bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych. Mecha-
nizm dzia³ania przeciwbakteryjnego lewofloksacyny
polega na blokowaniu replikacji DNA bakterii przez
zahamowanie aktywno�ci topoizomerazy II i IV [20].
Lek ten oznacza siê wysok¹ biodostêpno�ci¹ oraz
dobr¹ dystrybucj¹ w p³ynach oraz tkankach.

Badania przeprowadzone przez Nista i wsp. (W³o-
chy) dowodz¹ wy¿szej skuteczno�ci 7-dniowej ku-
racji potrójnej zawieraj¹cej lewofloksacynê (87%),
w porównaniu do standardowej terapii pierwszego
rzutu (72�75%) [56]. Podobne wyniki uzyska³ tak¿e
A n t o s  i wsp. (Niemcy) [3]. Powy¿sze badania suge-
ruj¹ poprawê efektywno�ci leczenia, poprzez wpro-
wadzenie lewofloksacyny do terapii pierwszego rzu-
tu. Odmienne wyniki uzyskano w Belgii, gdzie za-
leca siê okre�lanie wra¿liwo�ci na fluorochinolony
przed wprowadzeniem ich do terapii eradykacyjnej,
ze wzglêdu na wysoki poziom oporno�ci szczepów
H. pylori na t¹ grupê leków (16,8%) [6]. Bior¹c pod
uwagê ³atwe nabywanie oporno�ci bakterii na fluoro-
chinolony (mutacje punktowe), zasadne wydaje siê
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byæ zastosowanie lewofloksacyny tylko do leczenia
ciê¿kich przypadków [13].

Innym alternatywnym lekiem proponowanym w te-
rapii trzeciego rzutu w krajach rozwijaj¹cych siê jest
furazolidon. Ta pochodna nitrofuranu wykazuje dzia-
³anie przeciwbakteryjne oraz przeciwpierwotniakowe.
Mechanizm dzia³ania furazolidonu jest skompliko-
wany. Prawdopodobnie lek ulega redukcji w komórce
bakterii do cytotoksycznych metabolitów, hamuje syn-
tezê enzymów, procesy oddychania komórkowego
bakterii oraz zaburza przemiany kwasu pirogronowe-
go, prowadz¹c do uszkodzenia DNA [62, 36]. Dzia³a
bójczo w stosunku do H. pylori i praktycznie nie
prowadzi do rozwoju oporno�ci. Ze wzglêdu na niski
koszt oraz skuteczno�æ dzia³ania w przypadku wyso-
kiej oporno�ci szczepów na metronidazol stosowany
jest chêtnie w krajach ubogich w schemacie cztero-
sk³adnikowym (PPI + sole bizmutu + tetracyklina
+ furazolidon) u pacjentów po nieskutecznej terapii
eradykacyjnej. Lek mo¿e wywo³ywaæ pewne efekty
uboczne (nudno�ci, wymioty, bóle brzucha, gor¹czka,
wysypka, �wi¹d), a przy d³ugotrwa³ym stosowaniu
mo¿e powodowaæ wzrost ci�nienia têtniczego krwi
oraz zaburzenia psychiczne (z powodu hamowania ak-
tywno�ci monoaminooksydazy). Jednak wyniki badañ,
dotycz¹ce czêsto�ci wystêpowania objawów ubocz-
nych oraz ich wp³ywu na przyjmowanie leków przez
pacjenta, nie s¹ zgodne [22, 28, 54].

 Rifabutyna to pochodna rifamycyny, zarezerwo-
wana g³ównie do leczenia wielolekoopornych pr¹tków
gru�licy [28]. Ze wzglêdu na wysok¹ wra¿liwo�æ
szczepów H. pylori na ten lek, brak szczepów opor-
nych oraz stabilno�æ w szerokim zakresie pH, rifabu-
tynê zastosowano u chorych, którzy przeszli kilka nie-
udanych terapii zaka¿enia H. pylori. Niemniej wyniki
dotycz¹ce skuteczno�ci tego leku w terapii eradykacyj-
nej s¹ sprzeczne [13]. Obecnie stosowanie rifabutyny
w eradykacji H. pylori stoi pod znakiem zapytania.

W trakcie leczenia eradykacyjnego dosyæ czêsto
wystêpuj¹ objawy niepo¿¹dane (15�30%) [18]. Sto-
sowana terapia antybiotykowa w po³¹czeniu z lekami
hamuj¹cymi wydzielanie kwasu solnego, w du¿ym
stopniu zaburza funkcjonowanie naturalnej mikroflory
przewodu pokarmowego cz³owieka. Obecnie wzrasta
zainteresowanie rol¹ probiotyków w leczeniu zaka¿e-
nia H. pylori. Probiotyki s¹ kulturami ¿ywych mikro-
organizmów (g³ównie bakterie z rodzaju Lactobacil-
lus i Bifidobacterium), wywieraj¹ce korzystny wp³yw
na organizm cz³owieka, poprzez zapewnienie w³a�-
ciwej równowagi mikroflory zasiedlaj¹cej przewód
pokarmowy. Wykazano, ¿e pa³eczki Lactobacillus od-
grywaj¹ istotn¹ rolê w eradykacji H. pylori. Poprzez
wytwarzanie nadtlenku wodoru, kwasu mlekowego
oraz octowego, hamuj¹ wzrost oraz kolonizacjê b³ony
�luzowej ¿o³¹dka przez H. pylori, obni¿aj¹ równie¿

poziom IL-8 w ¿o³¹dku, co mo¿e prowadziæ do zmniej-
szania lub zahamowania procesu zapalnego [1, 55, 61].

Prawdopodobny mechanizm hamowania wytwarza-
nia IL-8 przez pa³eczki Lactobacillus polega na zabu-
rzeniu dzia³ania wielobia³kowego kompleksu w komór-
kach H. pylori � tzw. aparatu sekrecyjnego typu IV,
kodowanego przez geny zlokalizowane w obrêbie
cagPAI, który jest odpowiedzialny za transport immu-
nogennego bia³ka CagA do wnêtrza komórek nab³onka
¿o³¹dka oraz za indukcjê produkcji IL-8 [29, 66].

Z badañ przeprowadzonych u ludzi wynika, ¿e bak-
terie probiotyczne, podawane w trakcie trwania lecze-
nia eradykacyjnego, znacznie zwiêkszaj¹ skuteczno�æ
leczenia zaka¿enia H. pylori oraz zmniejszaj¹ dzia³a-
nia niepo¿¹dane stosowanych w leczeniu antybioty-
ków [65, 72].

Ze wzglêdu na powszechne wystêpowanie oraz
konsekwencje zaka¿eñ H. pylori, od kilkunastu lat
trwaj¹ intensywne badania nad szczepionk¹ przeciw-
ko H. pylori zarówno profilaktyczn¹ (dla osób nie
zaka¿onych) jak i terapeutyczn¹ (dla osób zaka¿onych)
[38]. Punktem wyj�ciowym do konstruowania szcze-
pionek anty-Helicobacter by³o opublikowanie w 1997
oraz 1999 roku pe³nej sekwencji genomu dwóch
szczepów H. pylori- 26 695 oraz J99 [29]. Jak dot¹d,
pomimo intensywnych badañ i wielu eksperymentów
przeprowadzonych na modelach zwierzêcych oraz na
ludziach, nie uda³o siê wyprodukowaæ skutecznej
szczepionki przeciwko H. pylori.

Obecnie, analiza transkryptomu oraz proteomu
H. pylori i komórek eukariotycznych budzi du¿e na-
dzieje na lepsze zrozumienie interakcji zachodz¹cych
pomiêdzy H. pylori a komórkami nab³onkowymi oraz
immunologicznymi gospodarza. Wp³ynie to z pew-
no�ci¹ na postêp w profilaktyce i zwalczaniu zaka¿eñ
H. pylori [39].

Do tej pory opublikowano wiele prac dotycz¹cych
badañ prowadz¹cych do powstania skutecznej szcze-
pionki w zwalczaniu lub zapobieganiu zaka¿enia
H. pylori [38]. Temat ten jednak ze wzglêdu na pro-
blematykê jak i jej zakres wykracza poza ramy niniej-
szej publikacji.

6. Podsumowanie

Narastaj¹ca w ostatnich latach oporno�æ szczepów
H. pylori na klarytromycynê oraz utrzymuj¹ca siê na
wysokim poziomie oporno�æ na metronidazol, stano-
wi powa¿ny problem terapeutyczny, który wymaga
ci¹g³ego monitorowania, w celu ograniczenia pow-
stawania i rozprzestrzeniania siê szczepów opornych.
O ile oporno�æ na metronidazol nie wp³ywa tak zna-
cz¹co na spadek skuteczno�ci terapii eradykacyjnej, to
oporno�æ na klarytromycynê w du¿ym stopniu zmniej-
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sza szansê na wyleczenie zaka¿enia H. pylori. Z tego
wzglêdu zasadne jest wykonywanie oznaczenia wra¿-
liwo�ci wyizolowanych szczepów na ten antybiotyk
przed w³¹czeniem go do leczenia eradykacyjnego, a nie
jak zaleca PTG, po nieskutecznej terapii drugiego
rzutu [18, 63]. W zwi¹zku z tym, najwiêksze nadzieje
na przysz³o�æ s¹ w szybkich metodach wykrywania
oporno�ci na leki, takich jak real-time PCR. Stosuj¹c
metody genetyczne, wynik uzyskuje siê ju¿ po kilku
godzinach od momentu pobrania próbki.

Wystêpowanie zjawiska narastania oporno�ci na
powszechnie stosowane preparaty przeciwbakteryjne
w leczeniu zaka¿enia H. pylori w Polsce oraz na �wie-
cie uzasadnia poszukiwanie i opracowywanie nowych,
skuteczniejszych schematów leczenia.

Wyniki dotychczasowych badañ nad rol¹ probio-
tyków w leczeniu zaka¿enia H. pylori sk³aniaj¹ do
dyskusji nad celowo�ci¹ w³¹czenia ich do terapii era-
dykacyjnej.

Skonstruowanie skutecznej oraz bezpiecznej szcze-
pionki przeciwko zaka¿eniom H. pylori jest kwesti¹
bli¿ej nieokre�lonej przysz³o�ci.
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1. Wprowadzenie

Jeszcze do niedawna rodzina Bartonellaceae by³a
reprezentowana przez niewielk¹ liczbê bakterii. Pocz¹t-
kowo nikt nie bra³ pod uwagê, ¿e te drobnoustroje
mog¹ wywo³ywaæ choroby u ludzi czy te¿ u zwierz¹t.
Prawdopodobnie jedn¹ z podstawowych przyczyn by³
brak swoistych metod wykrywania i identyfikacji aty-
powych pa³eczek Bartonella sp. Obecnie wiadomo, ¿e
bakterie te mog¹ byæ przyczyn¹ przewlek³ych zaka¿eñ
u ludzi, przebiegaj¹cych czêsto bezobjawowo. Schorze-
nia, którym towarzyszy³a niezdiagnozowana gor¹czka
najczê�ciej wystêpowa³y w okresie I i II wojny �wia-
towej. Przypuszcza siê, ¿e wiêkszo�æ chorób w okre-
sie wojennym mog³o mieæ charakter zaka¿eñ bakte-
ryjnych, które nieleczone w³a�ciwie prowadzi³y do
powa¿nych komplikacji zdrowotnych, a nawet �mierci
cz³owieka. Nale¿y tak¿e wspomnieæ, ¿e obok aspiryny
lekiem z wyboru w czasie II wojny by³a penicylina,
która de facto nie dzia³a na atypowe patogeny [1, 40].

Gor¹czki o nieznanej etiologii pojawia³y siê równie¿
w okresie powojennym i dopóki nie nast¹pi³ rozwój
technik diagnostycznych pozostawa³y one niewyja�nio-
ne. Dopiero pod koniec XX wieku dziêki badaniom
serologicznym i molekularnych mo¿liwe by³o odkrycie
ró¿nych czynników etiologicznych odpowiedzialnych
za cykliczne i przewlek³e gor¹czki, w�ród których zna-
laz³y siê bakterie z rodzaju Bartonella. Pa³eczki te s¹
obecnie wykrywane niemal¿e w ka¿dym materiale
biologicznym � prawdopodobnie gdy¿ posiadaj¹ du¿e
zdolno�ci przetrwania w �rodowisku tj. poza g³ównym
¿ywicielem. Pocz¹tkowo uwa¿ano je za niepatogenne
dla ludzi i zwierz¹t i traktowano jako bakterie saprofi-
tyczne. Z czasem jednak poznano ich ekologiê i me-
chanizmy patogenno�ci, które wskazuj¹ jednoznacznie
na ich chorobotwórczy charakter. Wszystkie zaka¿enia
wywo³ywane przez te atypowe drobnoustroje uzna-
wane s¹ za zagra¿aj¹ce zdrowiu cz³owieka i zalicza-
ne do tzw. ,,emmerging and reemmerging diseases��.
Z dotychczas opisanych 24 gatunków Bartonella, ok.
14 zwi¹zanych jest z zachorowaniami u ludzi, szczegól-
nie u osób z obni¿on¹ odporno�ci¹ [25, 46]. Stanowi¹
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one równie¿ powa¿ny problem zdrowotny w przypad-
ku zwierz¹t hodowlanych (gospodarczych) i domowych
np.: psów, kotów, królików i byd³a. Pa³eczki Bartonella
sp. powszechnie wystêpuj¹ w przyrodzie, a gryzonie
i inne dzikie zwierzêta, g³ównie zwierzyna p³owa s¹
ich naturalnymi rezerwuarami. Naturalni ¿ywiciele,
w których czêsto przebieg bartonelozy jest asymptoma-
tyczny i chroniczny, stanowi¹ tak¿e �ród³o bezpo�red-
niej transmisji bartoneli na podatne organizmy. Najczê�-
ciej u ludzi do zaka¿enia tymi atypowymi patogenami
dochodzi w wyniku czêstego kontaktu z chorym zwie-
rzêciem, wskutek po�linienia, pogryzienia lub podra-
pania [7, 27]. Bartonelozy s¹ tak¿e uwa¿ane za choro-
by wektorowe, w których szczególn¹ rolê odgrywaj¹
stawonogi krwiopijne takie jak pch³y, wszy i kleszcze.

2. Historia badañ

Pierwsz¹ opisan¹ infekcj¹ wywo³an¹ przez bakteriê
z rodzaju Bartonella by³a gor¹czka okopowa (Trench
fever), zwana równie¿ gor¹czk¹ wo³yñsk¹ lub gor¹czk¹
piêciodniow¹. Wystêpowa³a ona powszechnie u ¿o³nie-
rzy walcz¹cych w okopach podczas I i II wojny �wiato-
wej. Oszacowano, ¿e choroba ta dotknê³a ponad milion
ludzi, zarówno ¿o³nierzy jak i cywilów [35]. Cechowa³
j¹ charakterystyczny przebieg w postaci cyklicznego
wzrostu temperatury cia³a, wystêpuj¹cego przewa¿nie
co pi¹ty dzieñ choroby i towarzysz¹c¹ utrat¹ �wiado-
mo�ci oraz ostrym bólem koñczyn, zw³aszcza goleni
[33, 35]. Gor¹czki o nieznanej etiologii wystêpowa³y
stale przede wszystkim na terenach endemicznych z ob-
ni¿onym standardem ¿yciowym i opieki medycznej,
g³ównie na obszarze Rosji. Szybko jednak przybra³y
one charakter epidemiczny szerz¹c siê na niemal¿e ca³¹
zachodni¹ czê�æ kontynentu europejskiego podczas
I i II wojny �wiatowej [33, 36]. Pierwsze wzmianki
o przewlek³ych gor¹czkach o nieznanej etiologii pocho-
dz¹ ju¿ z okresu �redniowiecza [33]. Jednak du¿e zain-
teresowanie t¹ chorob¹ pojawi³o siê w okresie maso-
wych zachorowañ ¿o³nierzy podczas I wojny �wiatowej
[33]. W roku 1916 M c N e e  i wsp. wykazali, ¿e
czynnik odpowiedzialny za gor¹czkê znajduje siê we
krwi pacjentów, a wesz ludzka mo¿e mieæ szczególny
udzia³ w przenoszeniu tego czynnika [36]. Dowodem
na to mia³ byæ wyra�ny spadek zachorowañ na bartone-
lozy i riketsjozy po wprowadzeniu powszechnego prog-
ramu odwszawiania na terenach epidemicznych. Mimo,
¿e gor¹czka okopowa zwykle kojarzona by³a �ci�le
z wojn¹, wystêpowa³a ona równie¿ w okresie miêdzy-
wojennym i po II wojnie �wiatowej [35]. Po pierwszej
wojnie �wiatowej zachorowania na gor¹czkê okopo-
w¹ by³y powszechnie notowane w Hiszpanii, Szwecji,
Ukrainie, Gruzji i Rosji [33]. W 1936 roku M o s i n g
opisa³ przypadki chorób u pacjentów z identyczny-
mi objawami jak przy gor¹czce piêciodniowej. Po

1939 roku chorobê o podobnych syndromach zaobser-
wowano równie¿ w Algierii, Egipcie, Addis Abeba
w Etiopii (Afryka). W pó�niejszych latach chorobê tê
odnotowywano tak¿e w innych regionach �wiata tj.
Azji, g³ównie w Chinach i Japonii oraz w Ameryce
�rodkowej (Meksyku) [33]. W tym samym okresie po-
dejmowano liczne próby izolacji i hodowli czynników
bêd¹cych sprawcami gor¹czek okopowych, ale dopiero
w 1961 roku V i n s o n o w i  i F u l l e r o w i  po raz
pierwszy powiod³o siê wyodrêbniæ i namno¿yæ czyn-
nik tej choroby [35]. Po wprowadzeniu do organizmów
ochotników zawiesiny hodowlanej zaobserwowali oni
wyst¹pienie objawów przypominaj¹cych gor¹czkê oko-
pow¹ [35]. Zainteresowanie tymi atypowymi mikro-
organizmami szczególnie wzros³o w po³owie lat 80.,
kiedy to w 1983 roku Stoler opisa³ nowy syndrom
u ludzi chorych na AIDS [45]. Nowo odkryta jednostka
chorobowa z licznymi zmianami skórnymi, przypomi-
naj¹ca miêsaka Kaposiego, przyjê³a nazwê naczynia-
kowato�ci bakteryjnej � bacillary angiomatosis (BA).
W preparatach histologicznych ze zmian skórnych po
zastosowaniu barwienia Warthin-Starry obserwowano
liczne drobnoustroje. W kilka lat pó�niej, w roku 1990
Relman, po zastosowaniu metod PCR, wykaza³ udzia³
bakterii Rochalimaea quintana w naczyniakowato�ci.
Nowoodkryty drobnoustrój otrzyma³ wówczas nazwê
BA-TF � czynnika powoduj¹cego naczyniakowato�æ
bakteryjn¹ (bacillary angiomatosis- tissue factor). Pó�-
niej bakterie te wykrywano równie¿ w wycinkach tkan-
kowych z w¹troby u pacjentów z plamic¹ w¹trobow¹
� peliosis hepatitis (PH), we krwi u ludzi z asympto-
matyczn¹ bakteriemi¹ oraz w innych tkankach i na-
rz¹dach tj. skóra, �ródb³onek naczyñ krwiono�nych,
�ledziona, ko�ci, nerki i p³uca [30]. Metody izolacji
i hodowli pa³eczek Bartonella sp. na sztucznych po-
d³o¿ach bakteriologicznych opisali K o e h l e r a  i wsp.
[30]. Po wysiewie materia³u pochodz¹cego z fragmen-
tów skórnych od pacjenta z BA na agarze krwawym
wyhodowano bakterie, które nazwano Rochalimaea
henselae. Przy okazji, badacze ci potwierdzili udzia³
dwóch pa³eczek R. henselae i R. quintana w pato-
genezie naczyniakowato�ci bakteryjnej. R. quintana,
aktualnie zwana Bartonella quintana, jest równie¿
zwi¹zana z innymi schorzeniami tj: endocarditis (za-
palenie wsierdzia), pericarditis (zapalenie nasierdzia),
chorobami zakrzepowo-zatorowymi, zapaleniem spo-
jówek, bakteriemi¹, przewlek³¹ limfadenopati¹ i scho-
rzeniami neurologicznymi [19, 40]. Choroby te diagno-
zowane s¹ najczê�ciej u osób z grupy ryzyka, g³ównie
z obni¿on¹ odporno�ci¹, przewlek³ymi chorobami (no-
wotwory, cukrzyca, alkoholizm), obni¿onym standar-
dem sanitarnym i ¿yciowym (ludzie bezdomni i biedni)
[35]. Podobnie R. henselae, zwana obecnie Bartonella
henselae odpowiedzialna jest za liczne schorzenia, w tym
chorobê kociego pazura � Cat scratch disease (CSD).
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3. Przynale¿no�æ systematyczna
pa³eczek Bartonella sp.

W wydaniu Beregey�s Manual of Systematic Bacte-
riology z roku 1984, rz¹d Rickettsiales zosta³ podzielo-
ny na 3 rodziny: Rickettsiaceae, Bartonellaceae i Ana-
plasmataceae. Rodzina Rickettsiaceae zawiera³a trzy
rodzaje Rickettsia, Coxiella i Rochalimaea, do którego
nale¿a³y tylko dwa gatunki: R. quintana i R. vinsonii.
Bakteria Bartonella bacilliformis by³a jedynym gatun-
kiem rodzaju Bartonella, który wraz z rodzajem Gra-
hamella tworzy³ rodzinê Bartonellaceae [48]. Taki
podzia³ budzi³ jednak kontrowersje, gdy¿ bakterie
z rodzaju Rochalimaea, choæ morfologicznie bardzo
przypominaj¹ riketsje, wykazuj¹ odmienne w³a�ci-
wo�ci fenotypowe i genetyczne. Bartonele, w odró¿nie-
niu od �cis³ych paso¿ytów wewn¹trzkomórkowych,
mog¹ rosn¹æ w warunkach sztucznych na pod³o¿ach
bezkomórkowych. Ponadto w gatunkach nale¿¹cych do
rodzaju Rickettsia, okre�lanych jako prawdziwe riket-
sje, zawarto�æ guaniny i cytozyny (G+C) w genomie
wynosi od 28,5 mol% do 33,3 mol%, podczas gdy
u bakterii Rochalimaea sp. i z rodziny Bartonellaceae
ten procent jest nieco wy¿szy i wynosi od 39,0 mol%
do 41,0 mol% [11]. Reklasyfikacja w obrêbie riketsji
nast¹pi³a po wprowadzenie metod biologii moleku-
larnej w badaniach taksonomicznych bakterii. Nowe
narzêdzia badawcze pozwoli³y na zidentyfikowanie
nowych gatunków bartoneli i zmodyfikowanie syste-
matyki riketsji. W 1992 roku, rodzaj Rochalimaea po-
wiêkszy³ siê o dwa kolejne, nowe gatunki R. henselae
i R. elizabethae. Za pomoc¹ hybrydyzacji DNA-DNA
okre�lono wysokie pokrewieñstwo Rochalimaea z ga-
tunkami Bartonella sp. [11]. B r e n n e r  i wsp. w roku
1993 wysunêli propozycjê taksonomicznego po³¹cze-
nia tych dwóch rodzajów pa³eczek. Badacze ci w bada-
niach porównawczych genotypu, fenotypu i filogenezy
wykazali istotne ró¿nice pomiêdzy pa³eczkami z ro-
dzaju Bartonella/Rochalimaea, a innymi bakteriami
z rzêdu Rickettsiales. Zaproponowano równie¿ prze-
niesienie rodzaju Bartonella z rzêdu Rickettsiales do

rzêdu Rhizobiales. W nowej systematyce rodzaj Bar-
tonella zawiera³, oprócz B. bacilliformis, dodatkowo
cztery gatunki wcze�niej przynale¿¹ce do rodzaju
Rochalimaea tj.: B. quintana, B. vinsonii, B. henselae
i B. elizabethae. Od po³owy lat 90 izolowano i opisano
kolejne nowe gatunki m.in.: Bartonella vinsonii subsp.
berkhoffii (izolowany z psa), Bartonella clarridgeiae,
Bartonella koehlerae i Bartonella weissii (z kota),
Bartonella tribocorum (z gryzoni), Bartonella alsatica
(z królika, Oryctolagus caniculus), Bartonella vinsonii
subsp. arupensis (z byd³a) czy Bartonella washoensis
(od cz³owieka) [9]. W roku 1995 B i r t l e s  i wsp.
w oparciu o analizê filogenetyczn¹ stwierdzili wysokie
pokrewieñstwo gatunków z rodzaju Grahamella z pa-
³eczkami Bartonella sp. i zaproponowali w³¹czenie
tych gatunków do rodzaju Bartonella [6]. Rodzaj Barto-
nella powiêkszy³ siê o gatunki B. talpae, B. peromysci,
B. grahamii, B. taylorii i B. doshiae (Tab. I). Trzy
ostatnie gatunki by³y izolowane od zwierz¹t dzikich,

A B. bacilliformis 16S rRNA, ITS, gltA

B B. clarridgeiae ITS, groEL

B. henselae
C B. quintana groEL, gltA

B. koehlerae

Bartonella sp. R-PHY1,

D
Bartonella sp. SH8200GA,

gltA
Bartonella sp. OP6399GA,
Bartonella sp. RR11755TX

E
B. vinsonii subsp. vinsonii
B. vinsonii subsp. berkhofii

ITS, groEL, gltA

B. elizabethae
B. grahamii

16S rRNA, ITS,
F B. tribocorum

groEL, gltA
Bartonella sp. C5RAT
Bartonella sp. MM5136CA

nie- B. doshiae
sklasyfi- B. taylorii brak danych
kowane B. alsatica

T a b e l a  I I
Geny proponowane w detekcji grup pa³eczek Bartonella sp. [26]

Grupa Gatunek Geny

Takson Klasyfikacja do 1995 roku Klasyfikacja po 1995 roku

Rz¹d Rickettsiales Rhizobiales

Rodzina Rickettsiaceae Bartonellaceae Bartonellaceae

Rodzaj Rochalimaea Grahamela Bartonella Bartonella

Gatunki R. quintana G. talpae B. bacilliformis B. quintana, B capreoli, B. schoenburchensis,
R. vinsonii G. peromysci B. vinsonii subsp. vinsonii, B. vinsonii subsp. berkhoffii,
R. henselae B. vinsonii subsp. arupensis, B. washoensis, B. alsatica,
R. elizabethae B. henselae, B. bovis, B. koehlerae, B. doshiae, B. grahamii,

B. elizabethae, B. clarridgeiae, B. talpae, B. peromysci,
B. birtlesii, B. tribocorum, B. taylorii, B. chomelii, B. rochalimae,
B. weissi, B. bacilliformis, B. rattimassiliensis,B. phoceensis

T a b e l a  I
Systematyczna przynale¿no�æ bakterii Bartonella spp.
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g³ównie ssaków [6]. W roku 2001 Houpikian i wsp.
opracowali drzewo filogenetyczne dla Bartonella sp.
w oparciu o analizê czterech genów tj. 16S rRNA,
sekwencjê miêdzygenow¹ 16S/23S (ITS) oraz genów
koduj¹cych syntetazê cytrynianow¹ (gltA) i bia³ko
szoku termicznego o masie 60 kDA (groEL) [26].
W otrzymanym dendrogramie wyró¿niono 6 grup
o istotnym znaczeniu ewolucyjnym. Do grupy pierw-
szej (A) zaklasyfikowano B. bacilliformis, do dru-
giej (B) B. clarridgeiae, do trzeciej (C) trzy gatunki
B. henselae, B. quintana i B. koehlerae. W grupie D
znalaz³o siê 9 gatunków Bartonella sp. zwi¹zanych
z gryzoniami rodzimymi dla obu Ameryk. Natomiast
pozosta³e gatunki wprowadzono do grupy E: B. vin-
sonii subsp. vinsonii i B. vinsonii subsp. berkhofii oraz
do grupy F: B. elizabethae, B. grahamii, B. tribocorum

i siedem odmian zwi¹zanych z gryzoniami Starego
�wiata (Europy, Azji i Afryki) (Tab. II) [26]. Obecnie
bakterie z rodzaju Bartonella zalicza siê do "-2-pod-
gromady Proteobacteria i s¹ genetycznie spokrewnio-
ne z takimi gatunkami jak Brucella abortus, Agrobac-
terium tumefaciens oraz z bakteriami z rodzaju
Rhizobium. Podobieñstwo pomiêdzy Bartonella sp.
i A. tumefaciens wynika m.in. z mechanizmów pato-
genno�ci. Bartonella sp. podobnie jak Agrobacterium
tumefaciens wnikaj¹ do komórek ¿ywiciela i indukuj¹
proliferacjê komórek oraz przyczyniaj¹ siê do rozrost
tkanek ¿ywiciela (hipertrofii) [47]. Aktualnie znane s¹
24 gatunki bartonelli, w�ród których 14 �ci�le zwi¹za-
nych jest z zaka¿eniami u ludzi (Tab. III). W�ród nich
znalaz³y siê gatunki ¿ywicielsko powi¹zane z kotami
(B. henselae, B. clarridgeiae, B. koehlerae), psami

B. clarridgeiae* ca³y �wiat kot/cz³owiek pch³a kocia (Ctenocephalides felis)

B. henselae* ca³y �wiat
kot, mysz zaro�lowa
(Apodemus sylvaticus)/cz³owiek

pch³a kocia

B. quintana* ca³y �wiat cz³owiek
ludzka wesz odzie¿owa
(Pedicular humanis)

B. vinsonii subsp.
ca³y �wiat pies, kojot, jenot/cz³owiek

kleszcz Ixodes sp.,
berkhoffi* pch³a (prawdopodobnie)
B. vinsonii subsp.

myszak (Peromyscus leucopus) kleszcz jelenia (Ixodes scapularis)
arupensis*

B. elizabethae*
Europa szczur wêdrowny (Rattus norvegicus)/

pch³a szczurza (Xenopsylla cheopis)
cz³owiek

B. tribocorum Europa szczur wêdrowny pch³a szczurza
B. alsatica* Francja królik/cz³owiek (prawdopodobnie) nieznany
B. birtlesii*,
B. rattimassiliensis*, Francja szczur wêdrowny pch³a szczurza
B. phoceensis*

B. washoensis*
wiewiórka ziemna Ctenophthalmus nobilis
(Spermophilus beecheyi)/cz³owiek

B. doshiae
Europa,
g³. Wielka Brytania

nornik bury (Microtus agrestis) Ctenophthalmus nobilis

B. taylorii*
Europa,
g³. Wielka Brytania

mysz (Apodemus sp.) Ctenophthalmus nobilis

nornica ruda (Clethrionomys glareolus)

B. grahamii*
Europa, mysz le�na (Apodemus flavicollis)

pch³a szczurza (Ctenophthalmus nobilis)
g³. Wielka Brytania szczur (Rattus sp.), mysz domowa

(Mus musculus)/cz³owiek
B. talpae Wielka Brytania kret (Talpa europea) nieznany

B. weissii
Francja,
Stany Zjednoczone

jeleniowate, byd³o/kot

B. peromysci Stany Zjednoczone myszak
B. koehlerae* Kalifornia (USA) kot/cz³owiek pch³a kocia?
B. vinsonii subsp.
vinsonii

Kanada nornica (Clethrionomys sp.) roztocza (Trombicula miroti)

Peru, Ekwador,
B. bacilliformis* Kolumbia, Boliwia, cz³owiek muszka piaskowa (Lutzomyia sp.)

Chile i Gwatemala

T a b e l a  I I I
Wystêpowanie gatunków z rodzaju Bartonella oraz ich wektory i rezerwuary [27, 40, 46]

Gatunek Wystêpowanie Rezerwuar/¿ywiciel przypadkowy Wektor

Obja�nienia: * � wykazano zwi¹zek z chorobotwórczo�ci¹ u cz³owieka
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(B. vinsonii subsp. berkhoffii) oraz gryzoniami zasiedla-
j¹cymi tereny zurbanizowane (B. elizabethae, B. wa-
shoensis, B. taylori, B. grahamii, B. rattimassiliensis,
B. phoceensis, B. birtlesii).

4. Charakterystyka pa³eczek z rodzaju Bartonella

Bakterie z rodzaju Bartonella to tlenowe, Gram-
ujemne pa³eczki przewa¿nie o d³ugo�ci od 1.0 µm do
1.7 µm i szeroko�ci 0.3 µm � 0.5 µm. Czêsto komórki
te mog¹ byæ lekko wygiête lub pleomorficzne w po-
staci ziarniakopa³eczek, rzadziej ziarniaków [46].
Liczne gatunki Bartonella sp. wykazuj¹ hemotropiê
i paso¿ytuj¹ wewn¹trz erytrocytów ssaków, w tym
cz³owieka. Bartonella sp. s¹ jednak fakultatywnymi
wewn¹trzkomórkowymi patogenami i wykazuj¹ zdol-
no�æ do wzrostu zarówno w przestrzeniach miêdzy-
komórkowych jak i wewn¹trzkomórkowych, g³ównie
w �ródb³onku naczyñ krwiono�nych i krwinkach czer-
wonych [46]. Prawie wszystkie drobnoustroje z ro-
dzaju Bartonella sp. s¹ nieurzêsione, z wyj¹tkiem
szczepów B. bacilliformis, B. clarridgeiae, B. chomelii
i B. capreoli. Antygeny rzêskowe u B. bacilliformis,
podobnie jak u innych urzêsionych pa³eczek Bartonel-
la sp., wykazuj¹ w³a�ciwo�ci adhezyjne i dodatkowo
umo¿liwiaj¹ penetracjê bakterii do wnêtrza erytrocytów
[42]. W tym przypadku rzêski s¹ prawdopodobnie
wa¿nymi strukturami powierzchniowymi odpowie-
dzialnymi za czynny i swoisty mechanizm wnikania
bakterii do komórek ¿ywiciela. Kolejnymi powszech-
nie wystêpuj¹cymi strukturami zewn¹trzkomórkowy-
mi u wszystkich znanych pa³eczek bartoneli s¹ pille.
Struktury fimbrialne, a tak¿e fimbriopodobne (BFP,
bundle-forming pili) u tych pa³eczek zlokalizowane s¹
przewa¿nie na jednym biegunie komórki i uczestnicz¹
m.in. w autoagregacji i adhezji bakterii do komórek
¿ywiciela. Uznaje siê je za jedne z istotnych czynników
wirulencji u Bartonella sp., które s¹ odpowiedzialne za
wczesne etapy patogenezy [12, 42]. Najnowsze donie-
sienia wskazuj¹, ¿e za adherencjê i kolonizacjê tych
bakterii odpowiadaj¹ g³ównie bia³kowe adhezyjny zlo-
kalizowane na powierzchni �ciany komórkowej Gram-
ujemnych pa³eczek. Rolê adhezyn pe³ni¹ bakteryjne
bia³ka wi¹¿¹ce macierz zewn¹trzkomórkow¹ (ECM
� binding proteins, extracellular matrix-binding pro-
teins), w tym niektóre bia³ka OMP (outer membrane
proteins), które uczestnicz¹ w swoistej interakcji z re-
ceptorami na powierzchni komórek ¿ywicielskich
i internalizacji bakterii w procesie fagocytozy [16].
Wszystkie gatunki z rodzaju Bartonella charakteryzuje
wolny metabolizm i brak zdolno�ci do wytwarzania
katalazy, ureazy, oksydazy oraz reduktazy azotanowej.
Bartonella sp. s¹ pa³eczkami niefermentuj¹cymi, nie-
zdolnymi do rozk³adu glukozy.

Do wzrostu pa³eczki te bezwzglêdnie wymagaj¹
bursztynianu i/lub pirogronianu, jako jedyne �ród³o
energii i szkieletu wêglowego oraz organicznego azotu
w postaci glutaminy lub glutaminianu [20, 40, 47].
Powy¿sze cechy fenotypowe i w³a�ciwo�ci wzros-
towe pa³eczek Bartonella sp. mog¹ byæ wykorzystane
w diagnostyce bartoneli [20]. Wszystkie gatunki Bar-
tonella rosn¹ najlepiej na �wie¿ych pod³o¿ach wzbo-
gaconych, w �rodowisku wilgotnym i wzbogaconym
o 5�10% CO2, w temperaturze 35°C, z wyj¹tkiem
B. bacilliformis (25�28°C) [27]. Generalnie Bartonella
sp. charakteryzuje siê wolnym wzrostem w bezkomór-
kowych pod³o¿ach � �rednio 12�14 dni, w przypadku
B. bacilliformis nawet do 45 dni. Dlatego podczas
trwania inkubacji zalecane jest stosowanie komory za-
pewniaj¹cej wysok¹ wilgotno�æ siêgaj¹c¹ nawet 80%.
Najlepszy wzrost tych pa³eczek jest obserwowany po
dodaniu do pod³o¿a wzbogaconego bydlêcej surowicy
krwi (FBS) lub krwi koñskiej, króliczej lub baraniej
oraz heminy [30]. Optymalne stê¿enie heminy dla pod-
trzymania wzrostu bartoneli wynosi od 50 µg/ml do
250 µg/ml, przy wy¿szym stê¿eniu (500 µg/ml) hemina
mo¿e dzia³aæ hamuj¹co [43]. Przy izolowaniu Barto-
nella sp. pocz¹tkowo wyrastaj¹ kolonie drobne, bia³e,
szorstkie, suche, lekko wyniesione, z zag³êbieniem
w �rodku i wrastaj¹ce w pod³o¿e mikrobiologiczne.
Kolejne pasa¿owanie skraca czas wzrostu bakterii do
3�5 dni, a kolonie s¹ g³adsze, b³yszcz¹ce, okr¹g³e, pó³-
przezroczyste i nieadheruj¹ce do pod³o¿a hodowlanego
[27]. Bardzo dobry wzrost gatunków z rodzaju Barto-
nella uzyskuje siê równie¿ stosuj¹c inne wzbogacone
pod³o¿a takie jak agar czekoladowy, krwawy agarze
z wyci¹giem sercowym (BHIAK), agar tryptozowo-so-
jowy (TSA), selektywny agar krwawy dla Brucella sp.
(BBA) lub zmodyfikowane pod³o¿e z dodatkiem eks-
traktu owadziego, Bartonella Alpha-Proteobacteria
Growth Medium (BAPGM) [2, 13, 43].

Rozmiar genomu poszczególnych gatunków Bar-
tonella sp. mie�ci siê w przedziale od 1,6×106 pz
do 2×106 pz [48]. Dotychczas nie stwierdzono obec-
no�ci plazmidów, chocia¿ niektóre gatunki jak B. ba-
cilliformis i B. henselae mog¹ posiadaæ w genomie
bakteriofagi [2, 35].

Budowa �ciany komórkowej Bartonella sp. przypo-
mina organizacj¹ strukturaln¹ i funkcjonaln¹ os³ony ze-
wnêtrzne wiêkszo�ci pa³eczek gramujemnych, zw³asz-
cza riketsji z grupy durów plamistych oraz gor¹czek
plamistych [35]. W obrêbie b³ony zewnêtrznej Barto-
nella sp. znajduj¹ siê liczne bia³kowe antygeny po-
wierzchniowe odpowiedzialne za adhezjê i ochronê
przed fagocytoz¹ komórek ¿ernych oraz bakteriobój-
czym dzia³aniem bia³ek uk³adu dope³niacza surowicy
krwi [42]. W szczepach B. henselae zidentyfikowano
liczne bia³ka wi¹¿¹ce ECM (extracellular matrix), g³ów-
nie fibronektynê (Fn), kolagen (Cn) typu IX i X oraz
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lamininê [16]. Zasadniczo silne oddzia³ywania pomiê-
dzy B. henselae a komórk¹ endotelialn¹ zachodz¹
w obecno�ci bia³ek wi¹¿¹cych fibronektynê (FnBPs,
fibronetin binding proteins). W szczepach tych opisano
trzy g³ówne takie bia³ka okre�lane jako Pap31, Omp43
i Omp89. Bia³ka te nale¿¹ do bia³ek zewnêtrznej b³ony
komórkowej i s¹ najwa¿niejszymi czynnikami wirulen-
cji B. henselae. Umo¿liwiaj¹ one adhezjê i inwazjê do
ró¿nych typów komórek zawieraj¹cych domeny wi¹¿¹-
ce heparynê oraz kolagen w fibronektynie [16]. Podob-
ny mechanizm wirulencji wykazuj¹ równie¿ inne cho-
robotwórcze mikroorganizmy takie jak Treponema
pallidum, Mycobacterium sp., Staphylococcus aureus
czy Listeria monocytogenes [16]. W szczepach B. quin-
tana równie¿ stwierdzono wystêpowanie wielofunkcyj-
nych bia³ek OMP, w�ród nich bia³ek Vomps odpo-
wiedzialnych za autoagregacjê bakterii i wi¹zanie siê
z kolagenem [49]. Istnieje tak¿e uzasadnione przekona-
nie w�ród badaczy, ¿e zmienno�æ antygenowa, jako
konsekwencja poziomu ekspresji genów koduj¹cych
bia³ka OMP, w szczepach Bartonella sp. mo¿e mieæ
istotne znaczenie w procesach adhezji, kolonizacji i in-
wazji bakterii do komórek ¿ywiciela [1, 16]. Natomiast
w pa³eczkach B. bacilliformis wykryto specyficzne bia³-
ko OMP o masie cz¹steczkowej 67 kDa, które uczestni-
czy we wczesnych etapach internalizacji bakterii do
erytrocytów. Bia³ko to jest g³ówn¹ adhezyn¹ i jedno-
cze�nie powoduje deformacjê b³on erytrocytarnych [12,
42]. K n o b l o c h  analizuj¹c b³onê zewnêtrzn¹ B. ba-
cilliformis scharakteryzowa³ 14 bia³ek o masie cz¹st.
od 11.2 kDa do 160 kDa, z których a¿ 12 reagowa³o
z surowic¹ od pacjentów z chorob¹ Carriona [28, 29].
Niektóre z tych bia³ek swoi�cie reaguje z antygenami
powierzchniowymi na erytrocytach, g³ównie spektryna-
mi a/b i glikoforynami A/B. Natomiast bia³ko o masie
75 kDa wi¹¿e siê g³ównie z komórkami epitelialnymi
i wykazuje wysok¹ homologiê strukturaln¹ do bia³ka
reguluj¹cego cykle komórkowe, FtsZ [12]. Jednym
z najlepiej poznanych bia³ek w szczepach Bartonella sp.
jest bia³ko Bb65, które posiada wysok¹ homologiê
w sekwencji aminokwasowej z bia³kami szoku termicz-
nego GroEL. Jednocze�nie jest ono uznane za g³ówny
antygen powierzchniowy u Bartonella sp. [28]. Ponad-
to u B. henselae opisano dodatkowe immunogenne
bia³ko, które strukturalnie przypomina bia³ko szoku
termicznego � HtrA odpowiedzialne za procesy oksy-
datywne w czasie odczynu zapalnego w ¿ywicielu [2].

5. Cykl rozwojowy i chorobotwórczo�æ
pa³eczek Bartonella sp.

Gatunki z rodziny Bartonellaceae maj¹ charakte-
rystyczny cykl rozwojowy, w którym to uczestnicz¹
¿ywiciele i mniej lub bardziej swoiste wektory odpo-

wiedzialne za transmisjê tych bakterii miêdzy ¿ywi-
cielami [26, 32]. Zazwyczaj w naturalnych ¿ywicie-
lach bakterie te wywo³uj¹ chroniczn¹, czêsto bezobja-
wow¹ bakteriemiê z etapem paso¿ytowania wewn¹trz
erytrocytów. Ponadto wystêpuje swoisty zwi¹zek po-
miêdzy naturalnym ¿ywicielem, wektorem, a gatunkiem
bakterii z rodzaju Bartonella. Wektory determinuj¹
zasiêg mo¿liwych naturalnych b¹d� przypadkowych
¿ywicieli oraz rozmieszczenie geograficzne pa³eczek
Bartonella sp. [26, 27]. Pa³eczki z rodzaju Bartonella,
z wyj¹tkiem B. bacilliformis, wykazuj¹ unikaln¹ strate-
giê przetrwania w ¿ywicielu opart¹ na przystosowaniu
do niehemolitycznej wewn¹trzkomórkowej kolonizacji
erytrocytów. Ta zdolno�æ pozwala na wydajne przeno-
szenie bakterii przez krwiopijne wektory oraz na unik-
niêcie reakcji immunologicznej w makroorganizmie.

W cyklu rozwojowym bartoneli w ¿ywicielu ob-
serwuje siê kilka faz [42]. Po wprowadzeniu bakterii
Bartonella sp. do organizmu ¿ywiciela, bakterie kolo-
nizuj¹ i wnikaj¹ do tkanek nab³onkowych, w których
siê namna¿aj¹. Szczególn¹ uwagê zwraca wyra�ny tro-
pizm tkankowy pa³eczek z rodzaju Bartonella, zw³asz-
cza do komórek �ródb³onka naczyñ krwiono�nych.
Prawdopodobnie stanowi¹ one pierwotn¹ niszê byto-
wania dla tych mikroorganizmów, choæ niewykluczo-
ne, ¿e rolê t¹ mog¹ pe³niæ równie¿ inne typy tkanek.
Opisano dwa mo¿liwe mechanizmy wnikania bakterii
Bartonella sp. do �ródb³onka poprzez endocytozê lub
alternatywnie w drodze reorganizacji aktyny w cyto-
szkielecie komórki ¿ywiciela za po�rednictwem bli¿ej
nieokre�lonych receptorów [1, 12]. W powsta³ych w ten
sposób fagosomach bakterie namna¿aj¹ siê, a nastêpnie
wnikaj¹ do cytoplazmy. W cyklu replikacyjnym bak-
terii towarzyszy jednoczesne wydzielanie do otoczenia
czynników wzrostu, które pobudzaj¹ zaka¿one komór-
ki do proliferacji [1, 12]. Wskutek hipertrofii tkanek
powstaj¹ guzkowate struktury, czêsto ³udz¹co przypo-
minaj¹ce zmiany nowotworowe. Po okresie ok. 3�4 dni
nastêpuje bezpo�rednie uwalnianie bakterii do krwi.
Faza bakteriemii rozpoczyna siê w 4�5 dniu od infek-
cji, w czasie której uwolnione bakterie przylegaj¹ do
powierzchni b³ony cytoplazmatycznej erytrocytów [41,
42]. Sam mechanizm wnikania pa³eczek Bartonella sp.
do wnêtrza krwinek czerwonych nie jest jeszcze zna-
ny, ale przypuszcza siê, ¿e w tym procesie uczestnicz¹
bia³ka OMP lub inne powierzchniowe antygeny bakte-
ryjne takie jak rzêski oraz pille. Po wnikniêciu do wnê-
trza erytrocytów nastêpuje natychmiastowa wewn¹trz-
komórkowa replikacja bakterii. Obserwacje preparatów
krwi przy pomocy TEM wykaza³y, ¿e replikuj¹ce siê
bakterie znajduj¹ siê w charakterystycznych wakuolach
otoczonych b³on¹ erytrocytarn¹ [42]. Podzia³y bakterii
staj¹ siê wolniejsze po kilku dniach osi¹gaj¹c tzw. fazê
plateau z 8 komórkami bakteryjnymi w erytrocycie.
Zatrzymanie podzia³ów bakterii jest prawdopodobnie
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jednym z mechanizmów przetrwania bartoneli w ¿y-
wych krwinkach czerwonych. Zaprzestanie podzia³ów
mo¿e równie¿ wynikaæ z wyczerpania siê sk³adników
od¿ywczych lub z obecno�ci czynników ograniczaj¹-
cych wzrost bakterii wewn¹trz erytrocytu [42]. Nieza-
le¿nie od tego pa³eczki Bartonella sp. mog¹ w ten spo-
sób przebywaæ wewn¹trz erytrocytów nawet przez
kilka tygodni. Ponadto faza wewn¹trzkomórkowa
zwiêksza szansê bakterii na pobranie i przeniesienie
ich przez krwiopijnego stawonoga na nowego ¿ywi-
ciela. Ta unikalna strategia patogenno�ci z pewno�ci¹
przyczyni siê do epidemiologicznego sukcesu Barto-
nella sp. w ich naturalnych ¿ywicielach [41, 42]. Wy-
j¹tek stanowi Bartonella bacilliformis, która jako je-
dyny gatunek ma zdolno�æ do hemolizy krwi. W
odró¿nieniu od pozosta³ych gatunków bakteria ta wy-
twarza lipofilne bia³ko o masie cz¹steczkowej 67 kDa
zwane deformin¹ o aktywno�ci hemolitycznej. Bia³ko
to powoduje deformacjê b³ony erytrocytarnej i lizê
krwinek czerwonych wskutek utworzenia w b³onach
por i kana³ów [12, 50]. Cykl ¿yciowy Bartonella sp.
zwi¹zany z ich patogenno�ci¹ jest jednak wci¹¿ nie-
kompletny i wymaga dalszych obserwacji. Nie jasne
jest równie¿ pojêcie pierwotnej niszy. Ponadto nie do
koñca s¹ znane mechanizmy, które by pozwala³y wni-
kaæ bakteriom do krwinek czerwonych oraz kontrolo-
waæ wzrost i rozwój bakterii w zainfekowanych ery-
trocytach.

6. Epidemiologia bartoneloz

Geograficzne rozmieszczenie gatunków Bartonella
jest bardzo zró¿nicowane (Tab. III), z du¿ym ich za-
gêszczeniem w strefach klimatu ciep³ego i gor¹cego.
Niektóre szczepy wystêpuj¹ niemal¿e na ca³ym �wie-
cie, inne za� ograniczaj¹ siê do �ci�le okre�lonych
obszarów geograficznych [2, 35]. Gatunki B. henselae
i B. quintana s¹ gatunkami kosmopolitycznymi i wy-
stêpuj¹ na ca³ym �wiecie, co wi¹¿e siê z szerokim
rozpowszechnieniem ich ¿ywicieli (ludzie, koty) i wek-
torów (wszy odzie¿owe, pch³y) [26, 27, 32].

Kolejne gatunki takie jak B. clarridgeiae, B. eliza-
bethae, B. weissii i B. vinsonii subsp. berkhoffii spoty-
kane s¹ w Europie i Stanach Zjednoczonych. Natomiast
szczepy B. vinsonii subsp. vinsonii i B. koehlerae
stwierdzono wy³¹cznie w Ameryce Pó³nocnej i Po³u-
dniowej, a B. grahamii, B. taylorii, B. doshiae, B. tribo-
corum, B. birtlesii i B. alsatica tylko w Europie [26, 27].

Gatunek B. bacilliformis wystêpuje jedynie na en-
demicznych obszarach Ameryki Po³udniowej, g³ów-
nie w Andach (Peru, Kolumbia i Ekwador) [26, 27].
Dystrybucja tych gatunków w przyrodzie niew¹tpliwie
zwi¹zana jest z rozmieszczeniem ich ¿ywicieli i/lub
wektorów odpowiedzialnych za transmisjê bartoneloz.

Muszka piaskowa, Lutzomyia verrucarum jest jedy-
nym wektorem dla B. bacilliformis i wystêpuje tylko
w �ci�le okre�lonych obszarach Ameryki Po³udniowej,
gdzie wystêpuj¹ odpowiednie dla jej rozwoju warunki
klimatyczne [27].

Wszystkie pa³eczki Bartonella sp. wymagaj¹ ¿ywi-
cieli (ssaków), w których wywo³uj¹ bezobjawow¹
bakteriemiê. Na podstawie analizy sekwencji genów
16SrRNA, 16S/23S wewn¹trzgenowych regionów ITS,
gltA i groEL w ró¿nych szczepach bakterii z rodzaju
Bartonella wykazano, ¿e tworz¹ one filogenetycznie
powi¹zane grupy [26]. Ka¿dy gatunek bakterii w obrê-
bie danej grupy posiada swoistego ¿ywiciela. Ta bliska
korelacja pomiêdzy bakteriami, a ich ssaczymi re-
zerwuarami potwierdza hipotezê, ¿e s¹ to zwi¹zki
gatunkowo-swoiste [9, 26]. Cz³owiek jest naturalnym
rezerwuarem dla dwóch gatunków: B. bacilliformis
i B. quintana, ale równie¿ mo¿e byæ przypadkowym
¿ywicielem dla innych gatunków Bartonella sp. ¿ywi-
cielsko zwi¹zanych z kotami (B. henselae, B. clarrid-
geiae), psami (B. vinsonii subsp. berkhoffii) i drobnymi
gryzoniami (B. grahamii, B. elizabethae, B. vinsonii
subsp. arupensis) [9, 26].

Zaka¿enie wywo³ywane przez te bakterie u cz³owie-
ka mog¹ przebiegaæ w dwóch postaciach klinicznych
przewlek³ej lub ostrej, w zale¿no�ci od statusu odpor-
no�ciowego cz³owieka. U osób immunokompetentnych
infekcja ta przebiega przewa¿nie miejscowo i asympto-
matycznie [27]. Przyk³adem mo¿e byæ choroba kociego
pazura (CSD) wywo³ywana przez pa³eczki B. henselae,
która u ludzi zdrowych wystêpuje w postaci lokalnej
limfadenopatii [9]. W tych przypadkach bakteriemia
jest notowana bardzo rzadko. U osób z obni¿on¹ od-
porno�ci¹, bartonelozy przebiegaj¹ w postaci bakterie-
mii, schorzeñ systemowych z uszkodzeniem naczyñ
krwiono�nych w naczyniakowato�ci (BA) lub w¹troby
w plamicy w¹trobowej (PH) [5, 27]. G³ównym rezer-
wuarem dla B. henselae s¹ przede wszystkim koty za-
równo zdzicza³e jak i domowe [3]. Obecnie wiadomo,
¿e koty równie¿ mog¹ byæ zaka¿one innymi gatunkami
Bartonella sp., takimi jak B. clarridgeiae, B. koehlerae
i B. weissii [9]. Bezobjawowe przewlek³e bakteriemie
u kotów notuje siê na ca³ym �wiecie. Pa³eczki B. hen-
selae stwierdza siê w krwiobiegu, zw³aszcza w erytro-
cytach, gdzie mog¹ pozostaæ przez kilka miesiêcy,
a nawet do roku czasu [9]. Przypuszczalnym mechaniz-
mem wzajemnej infekcji kotów i transmisji pa³eczek
Bartonella sp. s¹ ugryzienia przez zainfekowane pch³y
kocie (C. felis) lub wtarcie odchodów pche³ w uszko-
dzon¹ skórê lub b³onê �luzow¹ [9]. Obecnie opisano
dwa g³ówne serotypy/genotypy B. henselae: Houston
i Marseille, przy czym pierwszy typ powszechnie wy-
stêpuje w USA, a drugi w Europie. Notowane s¹ przy-
padki koinfekcji obu typów B. henselae u kotów, nie-
zale¿nie od szeroko�ci geograficznej [4].
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Kolejnym gatunkiem kosmopolitycznie wystêpuj¹-
cym u kotów jest B. clarridgeiae, który czêsto uczest-
nicy w koinfekcjach wraz z B. henselae [25]. Pa³eczkê
tê najczê�ciej wykrywa i izoluje siê we Francji, Ho-
landii i na Filipinach (30�36%) oraz w po³udniowo-
wschodniej czê�ci Stanów Zjednoczonych, Japonii
i na Tajwanie (<10%) [9]. Nie stwierdzono wystêpo-
wania B. clarridgeiae w innych pañstwach Europy,
Australii i pó³nocnej Afryce [15]. Natomiast szczepy
B. koehlerae by³y dotychczas izolowane sporadycznie
z kotów w Kalifornii, Izraelu i we Francji [9, 15].

Rezerwuarem i �ród³em transmisji bartoneloz mog¹
byæ tak¿e inne kotowate [37, 51]. Szczepy B. henselae
izolowano m.in. z krwi gepardów (Acinonyx jubatus),
panter (Puma concolor coryi) i kuguarów, B. henselae
odmiana Humboldt za� z krwi górskich lwów w Kali-
fornii [51]. Bakteria B. vinsonii subsp. berkhoffii po
raz pierwszy zosta³a wyizolowana z psa domowego.
Pa³eczka ta podobnie jak inne gatunki B. clarridgeiae
i B. washoensis odpowiadaj¹ za rozwój zapalenia
wsierdzia u psowatych (psy domowe i zdzicza³e) [10].
Prewalencja B. vinsonii subsp. berkhoffi u psów jest
ró¿na i waha siê w szerokich granicach od <5% w kra-
jach Europy do 65% w Sudanie [17]. Badania seroepi-
demiologiczne wykaza³y, ¿e czynnikiem zwiêkszaj¹-
cym ryzyko zaka¿enia psów B. vinsonii jest ich
nara¿enie na ugryzienie przez zainfekowane kleszcze
[10]. Czêsto gatunek ten towarzyszy B. henselae po-
woduj¹c koinfekcje zarówno u psów jak i u ludzi [13].

Znaczn¹ czê�æ ¿ywicieli dla atypowych pa³eczek
Bartonella sp. stanowi¹ ma³e gryzonie tj. kret, norni-
ca, mysz, nornik, myszak, wiewiórka i szczur oraz
zwierzyna p³owa (Tab. IV). Czêsto�æ wystêpowania
Bartonella sp. w ró¿nych ¿ywicielach jest stosunkowo
wysoka. W badaniach epidemiologicznych w Wiel-
kiej Brytanii oszacowano wystêpowanie przewlek³ej
i asymptomatycznej bakteriemii na 15% u jelenia szla-
chetnego (Cervus elaphus), 90% u mulaka (Odo-
coileus hemionus) i oko³o 50% u byd³a domowego
(Bos taurus) [9]. Analiza czê�ciowych sekwencji genu
syntetazy cytrynianowej, gltA, u bakterii wyizolowa-
nych z tych zwierz¹t wykaza³a, ¿e s¹ one blisko spo-
krewnione z Bartonella weissii [8].

7. Bartonelozy jako choroby wektorowe
i odzwierzêce (zoonozy)

Wiêkszo�æ chorób wywo³ywanych przez bakterie
z rodziny Bartonellaceae u ludzi i zwierz¹t jest prze-
noszona przez stawonogi, g³ównie owady krwiopijne:
pch³y, wszy, muszki, a tak¿e pajêczaki (roztocza
i kleszcze) (Tab. III). Pierwszym odkrytym jeszcze
przed I wojn¹ �wiatow¹ wektorem bartoneloz by³a
ludzka wesz odzie¿owa. Uznano j¹ za najwa¿niejszy
biologiczny wektor przenoszenia gor¹czki okopowej
miêdzy lud�mi [32]. Obecnie gor¹czka okopowa po-
jawia siê sporadycznie na terenach endemicznych lub

Gor¹czka okopowa
ca³y �wiat B. quintana

cz³owiek�cz³owiek poprzez wektor
(trench fever) wesz odzie¿ow¹ (P. humanus)

tereny
Choroba Carriona endemiczne B. bacilliformis

cz³owiek�cz³owiek poprzez wektor

(Góry Andy)
L. verrucarum

Choroba kociego pazura
B. henselae, B. clarridgeiae, bezpo�rednio kot�cz³owiek lub

(Cat scratch disease, CSD)
ca³y �wiat B. quintana poprzez wektor � pch³ê koci¹ (C. felis)

B. elizabethae bezpo�rednio szczur�cz³owiek (rzadko)

Plamica w¹trobowa
B. henselae kot�cz³owiek (po�rednio lub bezpo�rednio)

(peliosis hepatitis, PH)
ca³y �wiat B. quintana cz³owiek�cz³owiek poprzez wektor

wesz odzie¿ow¹
Naczyniakowato�æ bakteryjna

ca³y �wiat
B. quintana cz³owiek�cz³owiek (wektor P. humanus)

(bacillary angiomatosis, BA) B. henselae kot�cz³owiek (po�rednio lub bezpo�rednio)
B. quintana, B. henselae cz³owiek�cz³owiek poprzez wektor
Rzadko B. koehlerae, B. elizabethae wesz odzie¿ow¹

Zapalenie wsierdzia
ca³y �wiat

B. vinsonii subsp. arupensis, kot�cz³owiek, pies�cz³owiek lub
(endocarditis) B. vinsonii subsp. berkhoffii, gryzonie�cz³owiek poprzez wektory

B. taylorii, B. washoensis pch³y i kleszcze
B. rattimarssiliensis

B. quintana, cz³owiek�cz³owiek poprzez wektor

Bakteriemia z gor¹czk¹ ca³y �wiat
B. henselae wesz odzie¿ow¹ (P. humanus)
B. vinsonii subsp. arupensis, kot�cz³owiek (po�rednio lub bezpo�rednio)
B. grahamii gryzonie�cz³owiek (po�rednio i bezpo�rednio)

T a b e l a  I V
Chorobotwórczo�æ Bartonella sp. u ludzi i drogi przenoszenia bartoneloz [25, 40, 46]

Choroba Dystrybucja Czynnik etiologiczny Droga przenoszenia
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w �rodowiskach o niskim standardzie ¿yciowym i po-
ziomie higieniczno-sanitarnym. Z tego wzglêdu zaka-
¿enia B. quintana s¹ stale notowane na ca³ym �wiecie,
niezale¿nie od poziomu rozwoju gospodarczego pañ-
stwa [27]. Rolê w transmisji bartoneloz u ludzi odgry-
waj¹ tak¿e pch³y, g³ównie pch³a kocia (Ctenocephali-
des felis) bêd¹ca wektorem dla B. henselae. Ostatnio
dowiedziono, ¿e pch³y mog¹ byæ no�nikami nawet
kilku gatunków bartoneli. Przyk³adem mo¿e byæ pch³a
paso¿ytuj¹ca na gryzoniach (Ctenophthalmus nobilis),
która jest wektorem dla co najmniej dwóch gatunków
Bartonella: B. grahamii i B. taylorii oraz pch³a kocia
dla B. henselae i B. clarridgeiae [21]. Inne gatunki
pche³ takie jak pch³y szczurze (Xenopsylla cheopis)
i psie (Ctenocephalides canis) odrywaj¹ istotn¹ rolê
w przenoszeniu Bartonella sp., zw³aszcza w�ród zwie-
rz¹t. Nie ma pe³nych dowodów na ich bezpo�redni
udzia³ w zaka¿eniach u ludzi [7]. Brak jest równie¿
danych dotycz¹cych czêsto�ci zaka¿enia bartonelami
pche³ psich i ich roli jako wektorów w transmisji bar-
toneloz w�ród psowatych. O przenoszenie B. vinsonii
subsp. berkhofii wywo³uj¹cej zapalenie wsierdzia
u psów podejrzewa siê przede wszystkim kleszcze,
a nie pch³y [7]. Mechanizm wnikania bartoneli do
¿ywiciela za po�rednictwem wektora jest wci¹¿ nie
jasny. W dotychczasowych badaniach epidemiolo-
gicznych udowodniono, ¿e najczê�ciej do zaka¿enia
pa³eczkami Bartonella sp. u zwierz¹t, a niekiedy u lu-
dzi, dochodzi w trakcie wtarcia w uszkodzon¹ skórê
lub b³onê �luzow¹ (spojówkê oka) odchodów zainfe-
kowanych bartonelami pche³ lub kleszczy [23]. Rzad-
ko s¹ to zaka¿enia spowodowane pogryzieniem czy
uk³uciem przez zainfekowany wektor [9]. Mo¿liwa
jest równie¿ bezpo�rednia transmisja pa³eczek barto-
neli w�ród ssaków.

Przyjmuje siê, ¿e najczê�ciej rozpoznawan¹ posta-
ci¹ bartonelozy u ludzi na ca³ym �wiecie jest choroba
kociego pazura (CSD) [14, 46]. Mog¹ j¹ wywo³y-
waæ liczne gatunki Bartonella sp. (B. clarridgeiae,
B. quintana czy B. elizabethae), ale najczêstszym
czynnikiem etiologicznym jest B. henselae [14, 31, 46].
Z danych epidemiologicznych wynika, ¿e bakteria ta
z du¿¹ czêsto�ci¹ jest przenoszona bezpo�rednio z kota
na inny organizm (kota, cz³owieka lub innego ssaka)
wskutek pogryzienia, pok¹sania, podrapania lub po-
�linienia [2, 9, 18]. Badania wykaza³y, ¿e w Polsce za-
ka¿onych jest ponad 80% kotów, natomiast w innych
krajach Europy Zachodniej warto�ci te s¹ znacznie
ni¿sze (Holandia � 22%, Dania � 27%) [7, 46]. Mimo,
¿e CSD mo¿e wystêpowaæ u ludzi w ka¿dym wieku,
to wiêkszo�æ przypadków infekcji obserwuje siê u pa-
cjentów poni¿ej 18 roku ¿ycia [18]. Przypuszczalnym
czynnikiem zwiêkszaj¹cym ryzyko choroby kociego
pazura w tej grupie wiekowej jest czêstszy i bli¿szy
kontaktu cz³owieka z zaka¿onymi kotami.

8. Bartonelozy u ludzi

Bakterie z rodzaju Bartonella mog¹ byæ przyczyn¹
wiele schorzeñ i powik³añ u ludzi, takich jak: gor¹cz-
ka okopowa, choroba Carriona, choroba kociego pa-
zura, plamica w¹trobowa, naczyniakowato�æ bakteryj-
na, przewlek³e zapalenie wêz³ów ch³onnych, zapalenie
wsierdzia i miê�nia sercowego czy bakteriemia z go-
r¹czk¹ (Tab. IV) [15, 19, 24, 38, 46]. Przebieg infekcji
bartonelozowych u ludzi zale¿y od sposobu i miejsca
wnikania bakterii oraz od stanu odporno�ci ¿ywiciela.
Czêstym powik³aniem bartoneloz u ludzi jest zapale-
nie wsierdzia (endocarditis). Schorzenie to mo¿e byæ
powodowane przez ró¿ne gatunki bartoneli, g³ównie
B. quintana, B. henselae, B. elizabethae, B. vinsonii
subsp. berkhoffii i B. vinsonii subsp. arupensis [27].
�miertelno�æ w przypadku zaka¿eñ tymi bakteriami
jest niska, ale wzrasta u osób z obni¿on¹ odporno�ci¹
(np. AIDS, hipogammaglobulinemia), u pacjentów
z chorobami przewlek³ymi (nowotwory, cukrzyca, nie-
wydolno�æ narz¹dowa, choroba alkoholowa, neuro-
patie) i z chorobami naczynio-sercowymi oraz u osób
poddawanych immunosupresji [2, 5].

Choroba Carriona jest endemiczn¹ bartoneloz¹
ludzi wywo³ywan¹ przez B. bacilliformis. Do zaka¿e-
nia B. bacilliformis dochodzi w wyniku wprowadze-
nia tych bakterii przez muszkê piaskow¹ Lutzomyia
verrucarum do organizmu cz³owieka [39]. Pa³eczki
B. bacilliformis w pierwszej kolejno�ci lokalizuj¹
siê w komórkach �ródb³onka naczyñ w³osowatych.
W nich bakterie inicjuj¹ podzia³y komórek ¿ywiciela
w wyniku, czego dochodzi do rozrostu tkanki naczy-
niowej. Etap ten czêsto przebiega bezobjawowo [12,
34]. Dopiero w momencie wnikniêcia B. bacilliformis
do wnêtrza erytrocytów pojawiaj¹ siê silne reakcje za-
palne w organizmie. Czê�æ zainfekowanych krwinek
czerwonych jest poch³aniana przez makrofagi i histo-
cyty, a pozosta³e ulegaj¹ hemolizie w ³o¿ysku naczy-
niowym. Z powodu masowego rozpadu erytrocytów
we krwi obwodowej rozwija siê ciê¿ka anemia hemo-
lityczna koñcz¹ca siê nawet �mierci¹ organizmu. Jest
to tzw. ostra faza choroby Carriona, zwana potocznie
gor¹czk¹ Oroy�a. W wiêkszo�ci przypadków gor¹cz-
ce Oroy�a towarzysz¹ oportunistyczne zaka¿enia jeli-
towe, zw³aszcza wywo³ywane przez pa³eczki z rodza-
ju Salmonella. Nieleczona ostra choroba Carriona
z wtórnymi zaka¿eniami niemal¿e w 100% prowadzi
do �mierci ¿ywiciela [34]. Natomiast przetrwa³e zaka-
¿anie przechodzi w chroniczn¹ czêsto symptoma-
tyczn¹ postaæ bakteriemii. Faza przewlek³a choroby
Carriona jest w dalszym ci¹gu wysoce zaka�na i mo¿e
trwaæ nawet ponad 15 miesiêcy [27]. W chronicznym
stadium tej choroby u ludzi pojawia siê najpierw wy-
sypka skórna, a nastêpnie szpec¹ce zmiany skórne tzw.
brodawki peruwiañskie. Zmiany te powstaj¹ wskutek
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hipertrofii zainfekowanych pa³eczkami bartoneli tka-
nek podskórnych. Choroba Carriona pod tak¹ posta-
ci¹ okre�lana jest jako brodawczakowato�æ peruwiañ-
ska � Verruga Perruana [42]. Choroba ta ma jednak
ograniczony zasiêg geograficzny. Wiêkszo�æ przypad-
ków tej choroby wystêpuje na obszarach suchych na
wysoko�ciach od 500 metrów do 3000 metrów nad
poziomem morza, g³ównie w Andach peruwiañskich
pomiêdzy po³udniowo-zachodni¹ Kolumbi¹ a �rod-
kowym Peru [27].

Cz³owiek jest jak dot¹d jedynym znanym rezerwu-
arem dla B. bacilliformis [34]. Najczêstsz¹ postaci¹
bartonellozy na ca³ym �wiecie jest choroba kociego
pazura (CSD), przebiegaj¹ca zwykle pod postaci¹ za-
palenia i powiêkszenia lokalnych wêz³ów [7]. W miejs-
cu wnikniêcia bakterii pojawia siê najpierw rumienio-
wata grudka, a nastêpnie powiêkszenie i tkliwo�æ
okolicznych wêz³ów ch³onnych. Wszystkie te objawy
u osób immunokompetentnych, ustêpuj¹ samoistnie
zwykle po kilku tygodniach lub miesi¹cach [27].
Komplikacje takie jak: wysypka oraz schorzenia
systemowe (zapalenie w¹troby, �ledziony i wêz³ów
ch³onnych oraz lityczne uszkodzenie ko�ci) nale¿¹
do rzadko�ci i wystêpuj¹ u ok. 5% pacjentów, przede
wszystkim u dzieci [2].

Do rzadko�ci nie nale¿y równie¿ gor¹czka oko-
powa wywo³ywana przez B. quintana. Transmisja tych
pa³eczek do krwi cz³owieka nastêpuje najczê�ciej
w wyniku wtarcia w uszkodzon¹ skórê odchodów za-
infekowanego wektora, wszy odzie¿owej (P. huma-
nus). Cz³owiek jest obecnie jedynym dowiedzionym
�ród³em tej bakterii i stanowi prawdopodobnie jej na-
turalny rezerwuar. Mimo, ¿e B. quintana jest zwykle
obserwowana we krwi pacjentów, infekcja mo¿e trwaæ
przez bardzo d³ugi czas bezobjawowo od 3 do 6 mie-
siêcy, a nawet d³u¿ej. Taka przewlek³a bakteriemia
przyczynia siê do rozprzestrzeniania siê bakterii w po-
pulacji ludzkiej w �rodowiskach o niskim standardzie
socjalno-ekonomicznym i sanitarnym, g³ównie w�ród
ludzi bezdomnych [32, 35, 36, 44]. W infekcji pier-
wotnej B. quintana notuje siê objawy przypominaj¹ce
typow¹ infekcjê wirusow¹ tj. gor¹czkê, miê�niobóle,
bóle stawów, silne bóle g³owy, z³e samopoczucie itp.
Objawy te zwykle ustêpuj¹ samoistnie, bez leczenia.
W niektórych przypadkach mog¹ one powracaæ cy-
klicznie. Taka przed³u¿aj¹ca siê bakteriemia B. quin-
tana mo¿e mieæ jednak wp³yw na rozwój naczyniako-
wato�ci bakteryjnej (BA) lub zapalenia wsierdzia,
zw³aszcza u pacjentów z obni¿on¹ odporno�ci¹ [33].
Generalnie, naczyniakowato�æ bakteryjna (BA) i pla-
mica w¹trobowa (PH) s¹ schorzeniami zwi¹zanymi
z rozrostem tkanek i wystêpuj¹ przede wszystkim
u pacjentów z obni¿on¹ odporno�ci¹, zw³aszcza w�ród
nosicieli wirusa HIV i chorych na AIDS [38]. Na-
czyniakowato�æ bakteryjn¹ wywo³uj¹ najczê�ciej dwa

gatunki B. henselae i B. quintana [27, 46]. Istniej¹ jed-
nak kliniczne i epidemiologiczne ró¿nice pomiêdzy
BA wywo³an¹ przez oba te gatunki. Podskórne zmiany
chorobowe oraz lityczne uszkodzenia ko�ci s¹ silnie
zwi¹zane z infekcj¹ B. quintana, czynnikiem gor¹czki
okopowej [27]. Natomiast plamica w¹trobowa jest
wywo³ywana wy³¹cznie przez B. henselae [38].

Rzadko kiedy dochodzi do zaka¿enia centralnego
uk³adu nerwowego (zapalenia opon mózgowo-rdze-
niowych, zapalenia mózgu), które jest czê�ciej obser-
wowane u pacjentów z obni¿on¹ odporno�ci¹, g³ów-
nie chorych na AIDS [27].

Leczenie zaka¿eñ Bartonella sp. u ludzi zale¿y od
statusu immunologicznego pacjenta, objawów klinicz-
nych i biologii drobnoustroju. U pacjentów immuno-
kompetentnych nie zaleca siê chemioterapii, gdy¿
stosowanie antybiotyków lub chemioterapeutyków
nie skraca ani czasu choroby ani nie prowadzi do
poprawy stanu zdrowia tych pacjentów [40]. Anty-
biotykoterapia jest zalecana przede wszystkim u osób
z obni¿on¹ odporno�ci¹ i chorych na przewlek³e
schorzenia, w tym zapalenie wsierdzia, BA i PH. Sku-
teczn¹ ochron¹ przed zaka¿eniami Bartonella sp. s¹
przede wszystkim dzia³ania zapobiegawcze i ogra-
niczaj¹ce drogi szerzenia bartoneloz. Do dzia³añ pre-
wencyjnych nale¿¹:
  (i) poprawa warunków socjalno-bytowych i higie-

niczno-sanitarnych ludzi,
 (ii) odwszawianie i kontrola populacji wektorów bê-

d¹cych no�nikami Bartonella sp. (insekty),
 (iii) monitorowanie liczebno�ci populacji gryzoni,

wa¿nego naturalnego rezerwuaru gatunków Bar-
tonella,

 (iv) kontrola sanitarno-higieniczna i weterynaryjna
zwierz¹t domowych zw³aszcza kotów i psów,

 (v) leczenie antybotykami zaka¿onych kotów,
 (vi) natychmiastowe oczyszczanie wszelkich zadra-

pañ i ugryzieñ wod¹ z myd³em oraz odka¿anie
antyseptykami,

(vii) szczepienie zwierz¹t domowych [40].
Obecnie prowadzone s¹ badania nad szczepion-

kami dla kotów, które mog³yby ograniczyæ rozprze-
strzenianie siê choroby w�ród zwierz¹t, a tym samym
ryzyko zaka¿enia cz³owieka. Powa¿n¹ przeszkod¹
w tych pracach jest ogromna ró¿norodno�æ wyizolo-
wanych Bartonella sp. nawet o tym samym genotypie.
Przeprowadzone przez Yamamoto i wsp. badania wy-
kaza³y, ¿e odporno�æ na zaka¿enie wywo³ane przez
Bartonella sp. wystêpuje tylko u tych kotów, które
zaszczepione zosta³y homologicznymi gatunkami lub
szczepami [51]. Ten brak krzy¿owej odporno�ci suge-
ruje, ¿e ka¿da szczepionka musia³aby zawieraæ wielo-
rakie epitopy Bartonella sp., zwa¿ywszy na fakt, ¿e
najczê�ciej u kotów obserwuje siê koinfekcjê kilkoma
gatunkami lub serotypami Bartonella sp. [7].
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9. Podsumowanie

Wzrost zainteresowania bakteriami z rodzaju Barto-
nella w�ród lekarzy i mikrobiologów przypada na dru-
g¹ po³owê XX wieku. Wcze�niej uznawane by³y one za
patogeny nale¿¹ce do przesz³o�ci. W ci¹gu ostatnich
15 lat dosz³o do odkrycia kilkunastu nowych gatunków,
reklasyfikacji rodziny, a wszystkie zaka¿enia wywo³y-
wane przez te drobnoustroje uznano za zagra¿aj¹ce
zdrowiu cz³owieka i zaliczono do tzw. chorób wy³ania-
j¹cych i odnawiaj¹cych siê (,,emmerging and re-emmer-
ging diseases��). Obecnie znanych jest ok. 24 gatunków
Bartonella spp. z czego 14 wywo³uje zaka¿enia u ludzi,
zw³aszcza z obni¿on¹ odporno�ci¹. Czê�æ z nich stano-
wi tak¿e problem weterynaryjny, gdy¿ wywo³uj¹ one
choroby u zwierz¹t hodowlanych i domowych (psy,
koty, byd³o, króliki). Naturalnym rezerwuarem barto-
neli s¹ ssaki, g³ównie gryzonie i zwierzyna p³owa.
Bartonelozy to przede wszystkim choroby wektorowe,
w transmisji których szczególn¹ rolê odgrywaj¹ stawo-
nogi krwiopijne tj. muszki, wszy, pch³y, kleszcze, rzad-
ko roztocza. Ostatnie dowiedziono, ¿e mog¹ byæ one
przenoszone równie¿ bezpo�rednio jako antropo-
zoonoza, poprzez pogryzienie lub zadrapanie przez za-
ka¿one zwierzê (kot, szczur). Infekcja w naturalnych
rezerwuarach prowadzi do wewn¹trzerytrocytarnej bak-
teriemii i mo¿e wi¹zaæ siê z licznymi klinicznymi ob-
jawami, w zale¿no�ci od statusu immunologicznego
¿ywiciela. Najczê�ciej u naturalnego ¿ywiciela barto-
nelozy maj¹ charakter bezobjawowy z chroniczn¹ bak-
teriemi¹. W przypadku zaka¿eñ wywo³ywanych przez
Bartonella sp. stosowanie leczenia antybiotykowego
zaleca siê jedynie w przypadku osób o obni¿onej odpor-
no�ci. Zapobieganie zaka¿eniom poprzez poprawê wa-
runków bytowych, sanitarno-higienicznych w�ród bez-
domnych i ubogich, ograniczanie liczebno�ci populacji
wektorów, czy profilaktyczne badania zwierz¹t domo-
wych to wci¹¿ jedyne dzia³ania prewencyjne. Obecnie
trwaj¹ prace nad stworzeniem szczepionki przeciwko
Bartonella henselae dla kotów, co znacznie zmniej-
szy³oby zachorowalno�æ w�ród tych zwierz¹t, minima-
lizuj¹c tak¿e gro�bê zaka¿enia cz³owieka. Problem
bartonelloz jest wci¹¿ zagadnieniem nowym, w pe³ni
niepoznanym. Metody wykrywania pa³eczek Bartonel-
la sp. s¹ stale udoskonalane i standaryzowane. W diag-
nostyce tych bakterii proponuje siê klasyczne techniki
hodowlane obejmuj¹ce izolacjê i identyfikacjê barto-
neli, pomocnicze techniki histologiczne, a tak¿e detek-
cjê genów z u¿yciem PCR i hybrydyzacji DNA-DNA
oraz badania serologiczne. Obecnie na ca³ym �wie-
cie prowadzone s¹ liczne badania dotycz¹ce bakterii
z rodziny Bartonellaceae. Wyra�ne widaæ, ¿e wraz ze
wzrostem poziomu wiedzy dotycz¹cej biologii i eko-
logii tych bakterii coraz lepiej rozwijaj¹ siê metody
diagnostyki, leczenia i zapobiegania bartonelloz.
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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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Rys. 1. Czêsto�æ wystêpowania fenotypów oporno�ci typu BLPAR
i BLPACR w�ród szczepów H. influenzae izolowanych w Polsce
w latach 2002�2006 ogó³em (A), z zaka¿eñ nieinwazyjnych (B),
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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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1. Wstêp

Identyfikacja mikroorganizmów znajduj¹cych siê
w z³o¿onych ekosystemach, takich jak ¿ywno�æ, prze-
wód pokarmowy, gleba czy �cieki, jest niezwykle
wa¿na z punktu widzenia m.in. technologii produk-
cji ¿ywno�ci, zdrowia, ekologii i bezpieczeñstwa.
Zmiana sk³adu mikrobiologicznego w takich ekosys-
temach narusza ich równowagê i mo¿e wywo³ywaæ
znamienne w skutkach konsekwencje. Przyk³adowo,
w technologii ¿ywno�ci zmiana sk³adu mikrobio-
logicznego, zarówno podczas produkcji, jak i w go-
towym produkcie, mo¿e wp³ywaæ na zmianê sk³adu
chemicznego, zmianê w³a�ciwo�ci organoleptycznych
oraz funkcjonalno�ci ¿ywno�ci. Z kolei naruszenie
równowagi w �rodowisku mikroflory jelitowej mo¿e
skutkowaæ ryzykiem zachorowania na wiele chorób
przewodu pokarmowego.

Istnieje szereg metod s³u¿¹cych identyfikacji mi-
kroorganizmów w z³o¿onych ekosystemach. Ró¿ni¹
siê one potencja³em identyfikacji, powtarzalno�ci¹ oraz
wymaganym nak³adem pracy. Metody te mo¿na po-
dzieliæ na konwencjonalne � wykorzystuj¹ce hodowle

mikroorganizmów i polegaj¹ce na oznaczaniu cech
fenotypowych komórek, a tak¿e na metody wykorzy-
stuj¹ce techniki biologii molekularnej do oznaczania
cech genotypowych, gdzie w wiêkszo�ci wstêpne pro-
wadzenie hodowli nie jest obligatoryjne [17]. Trady-
cyjne metody identyfikacji mikroorganizmów oparte
na technikach hodowlanych s¹ z regu³y tañsze i mniej
skomplikowane ni¿ metody oparte na genotypowaniu.
Wystêpuj¹ równie¿ w postaci wygodnych, zminiatury-
zowanych zestawów, jak np. zestawy API. Do niew¹t-
pliwych wad tych metod nale¿y jednak ich niewielka
rozdzielczo�æ (pozwalaj¹ na rozró¿nienie mikroorga-
nizmów do poziomu rodzaju, wzglêdnie gatunku). Po-
nadto, tradycyjne techniki hodowlane nie pozwalaj¹
na identyfikacjê oraz skuteczne rozró¿nienie mikro-
organizmów posiadaj¹cych jednocze�nie ró¿ne geno-
typy oraz zbli¿one cechy fenotypowe [17].

Ponadto, w przypadku s³abo poznanych mikro-
organizmów istnieje potrzeba zapewnienia specyficz-
nych wymagañ pokarmowych, co wi¹¿e siê z proble-
mami zdefiniowania sk³adu odpowiedniej po¿ywki
hodowlanej. Techniki polegaj¹ce na genotypowaniu
pozwalaj¹ wiêc na identyfikacjê mikroorganizmów,
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niezdolnych do wzrostu in vitro w hodowli, lub dla
których warunki hodowli nie zosta³y zdefiniowane.
Czêstym problemem jest równie¿ konieczno�æ zacho-
wania bezwzglêdnie beztlenowych warunków podczas
hodowli i pasa¿owania komórek [19].

Identyfikacja mikroorganizmów wykorzystuj¹ca
techniki biologii molekularnej pozwala na szybkie i pre-
cyzyjne okre�lenie przynale¿no�ci filogenetycznej ba-
danego mikroorganizmu na poziomie rodzaju, gatunku,
a nawet szczepu. Techniki te opieraj¹ siê g³ównie na
analizie wybranych genów. Analiza taka odbywa siê
bezpo�rednio in situ, albo te¿ po izolacji kwasów
nukleinowych z komórki. Molekularna identyfikacja
mikroorganizmów odbywa siê najczê�ciej poprzez
analizê rDNA, g³ównie genu koduj¹cego 16S rRNA,
która to cz¹steczka wchodzi w sk³ad ma³ej podjed-
nostki rybosomu prokariotycznego. Gen ten wystêpuje
u wszystkich organizmów prokariotycznych, a stopieñ
zró¿nicowania jego sekwencji jest wprost proporcjo-
nalny do dystansu filogenetycznego miêdzy badanymi
mikroorganizmami. Obecnie w bazach danych zgro-
madzono kilkadziesi¹t tysiêcy wpisów sekwencji tego
genu, co pozwala na precyzyjne zidentyfikowanie wie-
lu gatunków i szczepów mikroorganizmów. Analiza
rDNA wykorzystywana jest najczê�ciej do identyfika-
cji mikroorganizmów pochodz¹cych z umiarkowanie
zró¿nicowanych ekosystemów. W innych przypadkach,
szczególnie gdy chodzi o zidentyfikowanie dwu lub
wiêcej blisko spokrewnionych szczepów, bardziej
zasadna wydaje siê analiza genów koduj¹cych bia³ka,
takich jak bia³ka szoku cieplnego, ATPazy, dehydro-
genazy i inne [8] z powodu mniejszego zakonserwo-
wania ewolucyjnego sekwencji tych genów.

W pracy przedstawione i scharakteryzowane zo-
stan¹ najwa¿niejsze i najczê�ciej stosowane moleku-
larne metody identyfikacji mikroorganizmów oparte
na analizie rDNA, takie jak FISH (ang.: Fluorescent
in situ Hybridization), PCR-TGGE/DGGE (Poly-
merase Chain Reaction � Thermal Gradient Gel Elec-
trophoresis/Denaturing Gradient Gel Electrophoresis),
ARDRA (Amplified rDNA Restriction Analysis)
i T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length
Polymorphism) oraz RISA (Ribosomal Intergenic
Spacer Analysis) [5].

2. rDNA

Identyfikacja mikroorganizmów wykorzystuj¹ca
techniki biologii molekularnej, a pozwalaj¹ca na okre�-
lenie sk³adu jako�ciowego z³o¿onych ekosystemów,
opiera siê najczê�ciej na analizie sekwencji kwasów
nukleinowych. Metodyka ta pozwala na najbardziej
precyzyjne okre�lenie struktury mikrobiologicznej
z³o¿onych ekosystemów [2].

Obecnie najczê�ciej wykorzystuje siê sekwencje
genów koduj¹cych cz¹steczki rRNA (tzw. rDNA).
Analizie poddaje siê geny cz¹steczek ma³ej podjednost-
ki rybosomu prokariotycznego (16S rRNA) oraz du¿ej
podjednostki rybosomu prokariotycznego (23S rRNA).
Poniewa¿ w komórkach wystêpuje wiele kopii genów
rRNA, a ponadto zawieraj¹ one zarówno regiony kon-
serwatywne, jak i wysoce zmienne, stanowi¹ one
idealny wyznacznik zmienno�ci filogenetycznej. Rów-
nie¿ brak poziomego transferu tych genów miêdzy ko-
mórkami oraz d³ugo�æ tych fragmentów (ok. 1500 pz
dla 16S oraz ok. 3000 pz dla 23S rRNA) stanowi¹
o u¿yteczno�ci tych sekwencji przy identyfikacji mikro-
organizmów [3].

Dziêki istnieniu stale rozwijaj¹cych siê i darmo-
wych baz danych zawieraj¹cych wpisy sekwencji
rDNA, przy zastosowaniu odpowiedniego oprogramo-
wania (pozwalaj¹cego np. na wypróbowanie specyficz-
no�ci sond molekularnych in silico) mo¿na w sposób
kompleksowy zaprojektowaæ do�wiadczenia s³u¿¹ce
analizie porównawczej badanych mikroorganizmów.
Wyniki takich badañ pozwalaj¹ na precyzyjne rozró¿-
nienie pozycji filogenetyczej mikroorganizmów zasie-
dlaj¹cych dany ekosystem [2].

3. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ jest sprawn¹ i
wysoce specyficzn¹ technik¹ identyfikacji pojedyn-
czych komórek drobnoustrojów w ich naturalnym �ro-
dowisku. W tej metodzie identyfikacja mikroorganiz-
mów zachodzi dziêki hybrydyzacji oligonukleotydowej
sondy molekularnej o znanej sekwencji z fragmentem
genomu b¹d� transkryptomu badanych komórek [11].
Sonda molekularna najczê�ciej znakowana jest cz¹s-
teczk¹ fluorochromu, co umo¿liwia bezpo�redni¹ detek-
cjê przy u¿yciu mikroskopu fluorescencyjnego b¹d�
zautomatyzowan¹ analizê ilo�ciow¹ z wykorzystaniem
cytometru przep³ywowego. Nale¿y zauwa¿yæ, i¿ spe-
cyficzno�æ hybrydyzacji uzale¿niona jest ca³kowicie
od sekwencji sondy [6].

Sekwencj¹ docelow¹ hybrydyzacji w badaniach nad
sk³adem mikrobiologicznym ekosystemów jest najczê�-
ciej cz¹steczka 16S rRNA. Standardowe postêpowanie
obejmuje wstêpne przygotowanie i permeabilizacjê ko-
mórek, hybrydyzacjê, wymywanie nadmiaru niezwi¹-
zanej sondy oraz detekcjê sygna³u. Sonda molekularna
to cz¹steczka oligonukleotydowa, najczê�ciej o d³u-
go�ci od 15 do 30 nukleotydów, znakowana na jednym
b¹d� z obu koñców znacznikiem fluorescencyjnym.
Sondy najczê�ciej znakowane s¹ bezpo�rednio przez
przy³¹czenie cz¹steczki fluorochromu. Do najczê�ciej
stosowanych znaczników nale¿¹ pochodne fluoresceiny
(np. FITC), pochodne rodaminy (np. TRITC), Texas
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Red oraz barwniki karbocyjaninowe (np. Cy3 i Cy5).
Sonda znakowana mo¿e byæ równie¿ po�rednio � w ta-
kim przypadku cz¹steczka reporterowa (np. digoksyge-
nina) wi¹zana jest przez znakowane fluorescencyjne
specyficzne przeciwcia³o [11]. W toku jednej analizy
mo¿na stosowaæ wiele ró¿nokolorowych sond mole-
kularnych, co pozwala na uwidocznienie i identyfika-
cjê kilku rodzajów, gatunków b¹d� szczepów mikro-
organizmów równocze�nie [1].

Pomimo wielu zalet, metoda FISH nie jest jednak
wolna od wad. Po pierwsze, nie wszystkie komórki
bakteryjne mog¹ z ³atwo�ci¹ podlegaæ permeabilizacji
przeprowadzanej na podstawie powszechnie u¿ywa-
nych protoko³ów metodologicznych. Po drugie, wyko-
rzystanie sondy dla cz¹steczki 16S rRNA znakowanej
na jednym koñcu ogranicza wykorzystanie techniki
FISH wy³¹cznie do identyfikacji bakterii o ma³ej licz-
bie rybosomów. Ponadto trudno�ci mo¿e wywo³ywaæ
konieczno�æ dostosowywania warunków hybrydyza-
cji dla szczepów nowoodkrytych. Efektywno�æ hybry-
dyzacji mo¿e równie¿ zale¿eæ od stopnia skompliko-
wania struktury rybosomu. W przypadku rybosomów
o zwartej strukturze, zdolno�æ sondy molekularnej do
hybrydyzacji mo¿e byæ ograniczona, co w efekcie
mo¿e dawaæ wyniki fa³szywie negatywne [18].

Technikê fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ za-
stosowano w wielu badaniach z dziedziny technologii
¿ywno�ci. Pos³u¿y³a ona m.in. do okre�lenia sk³adu
mikrobiologicznego populacji zasiedlaj¹cej sa³atki
warzywne pakowane w atmosferze modyfikowanej,
a tak¿e pozwoli³a na detekcjê bakterii z rodzaju Lis-
teria w mleku [15]. Zastosowano j¹ równie¿ do identy-
fikacji bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych
z wina. FISH zastosowano tak¿e do wytypowania
szczepów o w³a�ciwo�ciach probiotycznych spo�ród
297 izolatów bakterii z rodzaju Lactobacillus [17].

Technika FISH znajduje szerokie zastosowanie
w analityce medycznej. Sonda molekularna znakowana
Cy3 zosta³a wykorzystana do identyfikacji krêtków
z rodzaju Treponema, odpowiedzialnych za wywo-
³ywanie zmian zapalnych w obrêbie skóry palców
w przebiegu ki³y. Inne sondy oligonukleotydowe zna-
kowane fluorescencyjnie zosta³y u¿yte do identyfika-
cji bakterii Porphyromonas gingivalis, Bacteroides
forsythus oraz Prevotella intermedia pochodz¹cych
z p³ytki nazêbnej powsta³ej w przebiegu zapalenia
przyzêbia. Technikê tê u¿yto równie¿ do okre�lenia
i monitorowania sk³adu mikroflory jamy ustnej, w ob-
rêbie której dla wielu mikroorganizmów nie opraco-
wano jak dot¹d warunków hodowli [11]. Z powodów
zdrowotnych i bezpieczeñstwa zdrowotnego, ogromn¹
rolê pe³ni stabilny i zrównowa¿ony sk³ad mikroflory
jelitowej. Analiza sk³adu mikrobiologicznego mikro-
flory jelitowej cz³owieka dotyczy najczê�ciej ka³u.
FISH pozwala na identyfikacjê i detekcjê szczepów

patogennych dla cz³owieka (np. Salmonella) oraz
przyk³adowo umo¿liwia detekcjê obecno�ci szczepów
probiotycznych, co pomaga w ocenie aktywno�ci i sku-
teczno�ci preparatów probiotycznych. Hybrydyzacja
in situ mo¿e s³u¿yæ równie¿ do identyfikacji mikroor-
ganizmów wywo³uj¹cych zaka¿enia górnych i dolnych
dróg oddechowych, takich jak np. Haemophilus influen-
zae. Metodê tê wykorzystuje siê równie¿ do detekcji
patogenów wywo³uj¹cych zaka¿enia w przebiegu mu-
kowiscydozy (np. Pseudomonas aeruginosa, Strepto-
coccus pyogenes i Candida albicans) [11].

FISH znajduje równie¿ zastosowanie w medycynie
weterynaryjnej do detekcji i identyfikacji mikro-
organizmów patogennych dla byd³a i trzody chlewnej,
takich jak Brachyspira pilosicoli oraz Serpulina inter-
media. Technika ta stanowi u¿yteczne narzêdzie do
wykrywania i filogenetycznego klasyfikowania pato-
genów pora¿aj¹cych uprawy ro�linne np. Clavibacter
michiganensis oraz Ralstonia solanacearum atakuj¹-
cych uprawy ziemniaka [11].

Technikê FISH z powodzeniem wykorzystano rów-
nie¿ w analizie sk³adu mikrobiologicznego bakterio-
planktonu wody morskiej oraz w badaniach limno-
logicznych nad wystêpowaniem bakterii siarkowych
spokrewnionych z bakteriami Desulfocapsa thiozymo-
genes [1]. Metodê tê stosowano równie¿ w monitoringu
wodoci¹gowej wody pitnej oraz do analizy mikrobiolo-
gicznej biofilmu powstaj¹cego wewn¹trz rur wodoci¹-
gowych pod k¹tem wystêpowania bakterii z rodzaju
Aquabacterium [11]. Ponadto technikê FISH mo¿na
wykorzystaæ do identyfikacji mikroorganizmów i ob-
serwacji fluktuacji w sk³adzie jako�ciowym osadu
czynnego u¿ywanego w procesie oczyszczania �cie-
ków. Technika hybrydyzacji in situ pos³u¿y³a tak¿e do
identyfikacji obligatoryjnie symbiotycznych bakterii
zasiedlaj¹cych organizmy eukariotyczne, np. bakterii
z rodzaju Holospora zasiedlaj¹cych komórki orzês-
ków Paramecium caudatum oraz bakterii nitryfikacyj-
nych ¿yj¹cych w symbiozie z trzcin¹ cukrow¹ [11].

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ stanowi pre-
cyzyjne i wygodne narzêdzie umo¿liwiaj¹ce szybk¹
i wiarygodn¹ identyfikacjê obecno�ci, liczby i dystrybu-
cji mikroorganizmów w z³o¿onych populacjach. Tech-
nika ta, jakkolwiek nie wolna od wad, stanowi dosko-
na³y �rodek do badania z³o¿onych mikrobiologicznie
ekosystemów. S³u¿y zarówno badaniom z zakresu ana-
lityki medycznej, gdzie pozwala na szybkie i precyzyj-
ne stwierdzanie obecno�ci mikroorganizmów patogen-
nych, jak badaniom z zakresu ekologii �rodowiska,
gdzie umo¿liwia monitorowanie procesów technolo-
gicznych uzdatniania wody. Spektrum zastosowania tej
techniki jest bardzo szerokie. Pozwala ona na badania
jako�ciowe i ilo�ciowe, zarówno z wykorzystaniem mi-
kroskopu fluorescencyjnego z analiz¹ ikonograficzn¹,
jak i przy zastosowaniu cytometrii przep³ywowej.
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4. PCR-TGGE/DGGE

Technika PCR po³¹czona z rozdzia³em elektrofore-
tycznym w gradiencie czynnika denaturuj¹cego (tem-
peratury lub chemicznego), stanowi jedn¹ z metod
okre�lanych mianem tzw. genetycznego odcisku pal-
ca (genetic fingerprinting). Techniki te pozwalaj¹ na
okre�lenie profilu jako�ciowego i zró¿nicowania w ob-
rêbie populacji mikroorganizmów [13].

Przedmiotowa metoda polega na rozdziale elektro-
foretycznym w gradiencie temperatury b¹d� czynnika
denaturuj¹cego, zamplifikowanych w toku PCR frag-
mentów DNA o równej d³ugo�ci, ale ró¿nej sekwencji.
Rozdzia³ takich fragmentów oparty jest na zjawisku
zmniejszonej migracji czê�ciowo zdenaturowanych
cz¹steczek DNA w ¿elu poliakryloamidowym zawiera-
j¹cym liniowy gradient czynnika denaturuj¹cego (naj-
czê�ciej mieszaniny mocznika i formamidu), wzglêdnie
poddanego dzia³aniu liniowego gradientu termiczne-
go. Topnienie dwuniciowej cz¹steczki DNA zachodzi
domenowo, a uzale¿nione jest ca³kowicie od jej se-
kwencji. W momencie gdy domena o najni¿szej tem-
peraturze topnienia (Tm) osi¹gnie j¹ w danym
miejscu na ¿elu, struktura podwójnej helisy ulegnie
denaturacji i migracja takiej cz¹steczki ulegnie spowol-
nieniu. Ró¿nice w sekwencji badanego fragmentu DNA
skutkuj¹ ró¿nicami w temperaturach topnienia poszcze-
gólnych domen w obrêbie tego fragmentu i w efekcie
ró¿na jest odleg³o�æ, na jak¹ migruj¹ cz¹steczki pod-
czas rozdzia³u elektroforetycznego [13].

Technika TGGE/DGGE pozwala na wykrycie ok.
50% ró¿nic w sekwencjach badanego genu, o ile jego
d³ugo�æ nie przekracza ok. 500 p.z. Skuteczno�æ tê
mo¿na zwiêkszyæ niemal do 100% przez wzbogacenie
sekwencji w krótki fragment (ok. 30�50 p.z.) o wyso-
kiej temperaturze topnienia bogaty w nukleotydy GC
(tzw. GC-clamps). Sekwencja bogata w nukleotydy
GC zostaje umieszczona na koñcu 5� jednego ze star-
terów PCR i tym samym wprowadzona do amplikonu.
Pozwala to na podwy¿szenie temperatury topnienia
jednego z koñców analizowanej sekwencji, co zapo-
biega ca³kowitej denaturacji badanej cz¹steczki DNA
w toku elektroforezy [13].

Rozdzia³ elektroforetyczny uwidacznia siê barwni-
kami fluorescencyjnymi (np. bromkiem etydyny, SYBR
Green) i ocenia wykorzystuj¹c transiluminator UV. Alter-
natywnie mo¿na stosowaæ barwienie solami srebra [13].

Technikê PCR po³¹czon¹ z rozdzia³em elektro-
foretycznym w gradiencie termicznym lub gradiencie
czynnika denaturuj¹cego z powodzeniem stosuje siê
w badaniach nad detekcj¹ i identyfikacj¹ filogenetycz-
n¹ mikroorganizmów w z³o¿onych ekosystemach.
Sekwencj¹ docelow¹ dla PCR w takich badaniach
jest najczê�ciej fragment genomu koduj¹cy cz¹steczki
rRNA (rDNA).

Analiza genów koduj¹cych cz¹steczki 16S rRNA,
s³u¿¹ca badaniu zró¿nicowania w obrêbie populacji
mikroorganizmów, znalaz³a zastosowanie w techno-
logii ¿ywno�ci m.in. do analizy sk³adu mikrobiologicz-
nego kultur starterowych w przemy�le fermentacyjnym,
a tak¿e sk³adu jako�ciowego kultur bakterii kwasu mle-
kowego wykorzystywanych do produkcji serów i in-
nych produktów fermentowanych [17]. Ponadto, tech-
nika ta pos³u¿y³a do wskazania ró¿nic w sk³adzie
mikrobiologicznym populacji zasiedlaj¹cych ryzosferê
ziemniaka transgenicznego i tradycyjnego [13]. Tech-
nika ta okaza³a siê u¿yteczna równie¿ w badaniach nad
wp³ywem introdukcji preparatów probiotycznych na
zmiany jako�ciowe w obrêbie mikroflory jelitowej
cz³owieka [8]. Inne badania wykorzystuj¹ce technikê
PCR-TGGE/DGGE pozwoli³y na ocenê dystrybucji
bakterii nitryfikacyjnych w nadmorskich wydmach.
Równie¿ w badaniach limnologicznych metodyka ta
znalaz³a zastosowanie, a mianowicie w badaniu obec-
no�ci Archea w polodowcowych zbiornikach wodnych
w Norwegii [12]. Przedmiotowa technika mo¿e byæ
zastosowana w ocenie zró¿nicowania filogenetycznego
i sk³adu ilo�ciowego mikroorganizmów w obrêbie
mikroflory jelitowej cz³owieka [16], a tak¿e zwierz¹t
hodowlanych � trzody chlewnej, byd³a i drobiu [19].
Stosuje siê j¹ równie¿ do detekcji szczepów z rodzaju
Actinomyces z populacji mikroorganizmów pochodz¹-
cych z ró¿nych próbek gleby. Technika PCR-TGGE/
DGGE znajduje szerokie zastosowanie w badaniach
nad ekologi¹ mikroorganizmów, m.in. w analizie dyna-
miki zmian ilo�ciowych i jako�ciowych w populacjach
mikroorganizmów wywo³anych zmianami zachodz¹cy-
mi w �rodowisku. Technika ta pos³u¿y³a do oceny se-
zonowych fluktuacji sk³adu bakterioplanktonu u wy-
brze¿y Antarktyki [12].

Technika identyfikacji mikroorganizmów w z³o-
¿onych populacjach z wykorzystaniem amplifikacji
sekwencji rDNA po³¹czonej z rozdzia³em elektrofo-
retycznym w gradiencie termicznym lub gradiencie
chemicznego czynnika denaturuj¹cego jest metod¹
niezawodn¹, szybk¹ i tani¹, a tak¿e gwarantuj¹c¹ po-
wtarzalno�æ wyników. Pozwala na jednoczesne anali-
zowanie wielu prób, co w badaniach ekologicznych,
badaniach dotycz¹cych sk³adu mikrobiologicznego
¿ywno�ci czy te¿ w do�wiadczeniach z dziedziny anali-
tyki medycznej stanowi niezaprzeczaln¹ zaletê. Nale¿y
jednak zwróciæ uwagê na wady tej techniki, do których
nale¿¹ formowanie heterodupleksów DNA, ograni-
czona zdolno�æ rozdzielcza dla fragmentów DNA
pochodz¹cych ze szczepów s³abo reprezentowanych
w danej populacji oraz brak wysokiej zdolno�ci roz-
dzielczej dla ma³ych fragmentów DNA [12]. Ponadto
nale¿y zauwa¿yæ, i¿ na wyniki analizy ma równie¿
wp³yw liczba cykli amplifikacji zaprogramowana dla
danej analizy PCR. Im wiêksza bowiem liczba cykli
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amplifikacji, tym wiêksze prawdopodobieñstwo, ¿e
zachodziæ bêdzie rehybrydyzacja cz¹steczki DNA
uniemo¿liwiaj¹ca hybrydyzacjê starterów, co w efekcie
mo¿e skutkowaæ zafa³szowaniem wyników. Problem
ten dotyczy w szczególno�ci prób s³abo reprezento-
wanych w badanej populacji, dlatego zaleca siê stoso-
wanie jak najmniejszej liczby cykli PCR [4].

5. ARDRA i T-RFLP

Analiza restrykcyjna zamplifikowanych fragmentów
rDNA (ARDRA) oraz jej odmiana � T-RFLP, czyli
analiza polimorfizmu d³ugo�ci terminalnych fragmen-
tów restrykcyjnych, s¹ kolejnymi metodami tzw. ge-
netycznego odcisku palca. Techniki te s³u¿¹ szybkiej
oceny sk³adu jako�ciowego z³o¿onych populacji mikro-
organizmów. Technika ARDRA polega na analizie
restrykcyjnej zamplifikowanych w toku PCR frag-
mentów genomu koduj¹cych cz¹steczki 16S rRNA.
W pierwszym etapie analizy, fragmenty rDNA zostaj¹
zamplifikowane z wykorzystaniem uniwersalnych
starterów dla rDNA. W drugim etapie, produkty PCR
poddaje siê trawieniu enzymami restrykcyjnymi roz-
poznaj¹cymi motywy czteronukleotydowe. Produkty
trawienia rozdziela siê elektroforetycznie na ¿elach
agarozowych lub poliakryloamidowych o wysokiej roz-
dzielczo�ci. W ten sposób ró¿nice w sekwencji genów
rRNA wynikaj¹ce z dystansu filogenetycznego mikro-
organizmów tworz¹cych badany ekosystem, przek³a-
daj¹ siê na obraz na ¿elu i mog¹ byæ interpretowane
pod k¹tem sk³adu jako�ciowego takiej populacji [9].
W omawianej metodzie, szczególnie wa¿n¹ rolê pe³ni
odpowiedni dobór enzymów restrykcyjnych, ponie-
wa¿ ma on decyduj¹cy wp³yw na rozdzielczo�æ i zdol-
no�æ ró¿nicuj¹c¹ rozdzia³u elektroforetycznego [14].

G³ówn¹ zalet¹ tej metody jest wygoda i stosunkowo
niewielki nak³ad pracy potrzebny do jej wykonania.
Pozwala ona na monitorowanie zmian ilo�ciowych
w z³o¿onych populacjach mikroorganizmów. Nie daje
jednak informacji na temat sk³adu jako�ciowego po-
pulacji, poniewa¿ jako wynik otrzymuje siê obraz
elektroforetyczny daj¹cy ogólne pojêcie o ró¿norod-
no�ci na poziomie rodzajów, gatunków czy te¿ szcze-
pów j¹ tworz¹cych [14]. St¹d istnieje potrzeba stoso-
wania metody alternatywnej, uzupe³niaj¹cej metodykê
ARDRA w zakresie identyfikacji jako�ciowej. Techni-
k¹ tak¹ jest T-RFLP, która opiera siê na analizie restryk-
cyjnej produktów PCR znakowanych fluorescencyjnie,
co mo¿liwe jest dziêki wykorzystaniu starterów oligo-
nukleotydowych znaczonych cz¹steczk¹ fluorochromu
na koñcach 5�. Odczyt obrazu po rozdziale elektro-
foretycznym odbywa siê automatycznie, a przedsta-
wia on wy³¹cznie pozycje fragmentów terminalnych.
Obraz taki porównuje siê z istniej¹cymi bazami da-

nych i w ten sposób mo¿na wnioskowaæ o strukturze
jako�ciowej badanej populacji mikroorganizmów [8].

Analiza ARDRA z powodzeniem pos³u¿y³a do oce-
ny zró¿nicowania mikrobiologicznego w obrêbie danej
populacji, bez wnikania w jej szczegó³owy sk³ad jako�-
ciowy, tzn. okre�lania obecno�ci konkretnych gatunków
lub szczepów mikroorganizmów. Technikê tê stosowa-
no przy ocenie zmian w populacji mikroorganizmów
zasiedlaj¹cych glebê pod wp³ywem emisji do �rodo-
wiska substancji szkodliwych. Metodê tê u¿yto równie¿
do oceny stopnia podobieñstwa populacji zasiedlaj¹-
cych próbki gleby z ró¿nych �róde³. ARDRA mo¿e
równie¿ s³u¿yæ do oceny struktury genetycznej popula-
cji nale¿¹cej do okre�lonej grupy filogenetycznej [14].
Technikê T-RFLP stosuje siê w celu szczegó³owej ana-
lizy sk³adu mikrobiologicznego populacji pochodz¹-
cych z ró¿nych �róde³. Wykorzystano j¹ m.in. do
okre�lenia sk³adu mikrobiologicznego kultur startero-
wych do produkcji ¿ywno�ci fermentowanej. Ponadto,
technika ta znalaz³a zastosowanie w wyodrêbnieniu
35 szczepów bakterii Lactobacillus delbrueckii ssp.
lactis i L. delbrueckii ssp. bulgaricus w tych¿e kultu-
rach [17]. T-RFLP pos³u¿y³a tak¿e do wskazania przy-
nale¿no�ci filogenetycznej mikroorganizmów zasiedla-
j¹cych przewód pokarmowy termitów. Dziêki T-RFLP
mo¿na równie¿ okre�liæ i monitorowaæ dynamikê
zmian w sk³adzie mikrobiologicznym osadu czynnego
w oczyszczalniach �cieków, a tak¿e ró¿nicowaæ próbki
gleby z ró¿nych �róde³ pod katem obecno�ci specy-
ficznych grup mikroorganizmów [8].

Wy¿ej opisane metody detekcji i identyfikacji mikro-
organizmów w z³o¿onych ekosystemach w pozytyw-
ny sposób s³u¿¹ zarówno monitorowaniu zmian ilo�-
ciowych i okre�laniu struktury genetycznej populacji
(ARDRA), jak i �cis³ej identyfikacji filogenetycznej
drobnoustrojów tworz¹cych dan¹ populacjê (T-RFLP).
Metody te sprawdzaj¹ siê najlepiej w badaniach porów-
nawczych miêdzy populacjami pochodz¹cymi z ró¿-
nych �róde³. Technika T-RFLP pozwala na identyfika-
cjê mikroorganizmów do poziomu rodzaju, gatunku,
a nawet szczepu. Ponadto, dziêki istnieniu systematycz-
nie aktualizowanych baz danych, stanowi znakomite
narzêdzie o ci¹gle wzrastaj¹cym potencjale, s³u¿¹ce do
badañ nad struktur¹ mikrobiologiczn¹ ekosystemów [10].

6. RISA

Analiza d³ugo�ci sekwencji miêdzygenowej (tzw.
spacer) rDNA jest kolejn¹ metod¹ umo¿liwiaj¹c¹
identyfikacjê mikroorganizmów wchodz¹cych w sk³ad
populacji danego ekosystemu. RISA polega na analizie
polimorfizmu d³ugo�ci sekwencji fragmentu ³¹czniko-
wego DNA wystêpuj¹cego miêdzy genami 16S oraz
23S rRNA w genomie bakteryjnym [14].
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Fragment ³¹cznikowy DNA po³o¿ony pomiêdzy
genami 16S oraz 23S rRNA jest fragmentem o wyso-
kim polimorfizmie d³ugo�ci sekwencji, dlatego te¿
mo¿e byæ wykorzystywany do identyfikacji mikro-
organizmów. Fragment ten na koñcach 3� i 5� zawiera
sekwencje rozpoznawane przez rybonukleazê III, po-
miêdzy którymi znajduje siê fragment boxA zapobiega-
j¹cy przedwczesnej terminacji transkrypcji. W obrêbie
fragmentu intergenowego mog¹ znajdowaæ siê rów-
nie¿ geny tRNA, jednak jest to cecha specyficzna ga-
tunkowo. Region miêdzygenowy zawiera nie wiêcej ni¿
50% sekwencji pe³ni¹cych okre�lone funkcje w ope-
ronie, resztê natomiast stanowi¹ sekwencje niekodu-
j¹ce, nara¿one na czêste mutacje insercji i delecji.
Dziêki temu region ów znakomicie nadaje siê do ró¿ni-
cowania mikroorganizmów przez okre�lenie polimor-
fizmu d³ugo�ci sekwencji [7].

Pierwszym etapem analizy jest przeprowadzenie
PCR, w toku której zamplifikowany zostaje fragment
³¹cznika miêdzygenowego wraz z krótkim fragmentem
genu 16S rRNA i 23S rRNA, daj¹c w efekcie ampliko-
ny o d³ugo�ci od kilkuset do ok. 1500 pz o dodatkowo
zwiêkszonej polimorficzno�ci. Nastêpnie produkty PCR
poddaje siê rozdzia³owi elektroforetycznemu w ¿elach
agarozowych lub poliakryloamidowych [7].

Z uwagi na wysoki polimorfizm d³ugo�ci sekwen-
cji ³¹cznika miêdzygenowego, ró¿nice wystêpuj¹ miê-
dzy bardzo blisko spokrewnionymi mikroorganizma-
mi, a nawet w obrêbie tej samej komórki, gdy dany
operon wystêpuje w wielu kopiach. Dziêki temu, tech-
nika RISA stanowi wyj¹tkowo u¿yteczne narzêdzie
do okre�lania struktury populacji mikroorganizmów
tworz¹cych dany ekosystem [7].

Przedmiotow¹ technikê wykorzystano m.in. w bada-
niach nad wp³ywem zmian w �rodowisku wywo³anych
emisj¹ substancji toksycznych na sk³ad jako�ciowy po-
pulacji mikroorganizmów zasiedlaj¹cych to �rodowis-
ko. RISA znalaz³a zastosowanie równie¿ w badaniach
porównawczych sk³adu mikrobiologicznego gleby po-
chodz¹cej z ro¿nych �róde³ [14].

Ponadto, metodê tê zastosowano do oceny chwilo-
wych i trwa³ych fluktuacji w populacji mikroorganiz-
mów tworz¹cych bakterioplankton wystêpuj¹cy w otwar-
tych wodach oceanicznych. Co wiêcej, technikê tê
u¿yto równie¿ do okre�lenia sk³adu bakterioplanktonu
w zale¿no�ci od g³êboko�ci, na której wystêpuje [7].

Analiza polimorfizmu d³ugo�ci sekwencji ³¹cznika
miêdzygenowego stanowi u¿yteczne narzêdzie do oce-
ny sk³adu mikrobiologicznego badanych populacji.
Dziêki temu, ¿e jest niezawodna i ³atwa w wykonaniu,
analiza ta znalaz³a wszechstronne zastosowanie w ba-
daniach nad niemal wszystkimi rodzajami bakterii,
równie¿ nad archea. Technika ta jest u¿yteczna w wielu
dziedzinach, w których wykorzystuje siê analizy mikro-

biologiczne, m.in. w badaniach ekologicznych, klinicz-
nych, taksonomicznych i filogenetycznych.

Nale¿y wspomnieæ równie¿ o wadach tej metody,
do której przede wszystkim nale¿y nieprzewidywal-
no�æ ró¿nic miêdzygatunkowych w sekwencji frag-
mentu ³¹cznikowego. Ró¿nice w sekwencji mog¹ wy-
nikaæ z du¿ego dystansu filogenetycznego, mog¹
jednak wystêpowaæ w obrêbie jednego szczepu lub
nawet jednej komórki. Z tego wzglêdu zaleca siê stoso-
wanie techniki RISA do analizy sk³adu jako�ciowego
ma³o zró¿nicowanych rodzajowo i gatunkowo popu-
lacji mikroorganizmów [7].

7. Podsumowanie

Molekularne metody identyfikacji mikroorganiz-
mów w z³o¿onych ekosystemach pozawalaj¹ na szyb-
kie, wiarygodne i precyzyjne badanie struktury popu-
lacji mikroorganizmów tworz¹cych dany ekosystem.
W porównaniu z tradycyjnymi metodami hodowlany-
mi, pozwalaj¹ na zmniejszenie nak³adu pracy oraz daj¹
wiêksze mo¿liwo�ci modyfikacji metodologii.

Wy¿ej opisane techniki pozwalaj¹ na ocenê struk-
tury populacji mikroorganizmów, ocenê zmian ewolu-
cyjnych w jej obrêbie, a tak¿e na okre�lenie z³o¿ono�-
ci populacji bez potrzeby przeprowadzania hodowli
mikroorganizmów. Mog¹ one pos³u¿yæ do detekcji
wybranych drobnoustrojów w danym ekosystemie, jak
równie¿ pozwalaj¹ na okre�lenie roli danego mikro-
organizmu w populacji i tym samym mog¹ wskazywaæ
na konsekwencje fluktuacji w jej sk³adzie jako�cio-
wym. Wiele z opisanych metod wykorzystuje technikê
PCR, przez co s¹ szybkie, precyzyjne i daj¹ wysoce
jednoznaczne wyniki. Dziêki wykorzystaniu ci¹gle
aktualizowanych baz danych, stwarzaj¹ równie¿ mo¿-
liwo�ci standaryzacji metodyki [8].

Metody te jednak nie s¹ pozbawione wad. Do naj-
wa¿niejszych nale¿y zaliczyæ b³êdy generowane przez
technikê PCR, nisk¹ detekcjê mikroorganizmów s³abo
reprezentowanych w danej populacji, a tak¿e ryzyko
niezamierzonego zak³ócenia sk³adu populacji izolowa-
nej ze �rodowiska o skomplikowanej strukturze (np.
z ¿ywno�ci, dna morskiego itp.). Istnieje równie¿
ryzyko uwzglêdnienia obecno�ci mikroorganizmów
martwych w populacji, poprzez przedostania siê do
prób DNA martwych komórek [8].

Reasumuj¹c nale¿y stwierdziæ, i¿ metody identyfi-
kacji mikroorganizmów wykorzystuj¹ce zdobycze bio-
logii molekularnej stanowi¹ stale poszerzaj¹ce siê
i podlegaj¹ce ulepszeniom grono technik analitycznych,
które dziêki swej prostocie, wiarygodno�ci i precyzyj-
no�ci, s³u¿¹ badaniom mikrobiologicznym w zakresie
wszystkich dziedzin nauk przyrodniczych.
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�Reagowanie systemu zdrowia publicznego
na broñ biologiczn¹ i chemiczn¹: Przewodnik WHO�
Public Health Response to Biological
and Chemical Weapons: WHO Guidance.
Wydanie II, WHO, Genewa 2004, 357 s,
ISBN: 92-4-1546158-8

Pierwsze wydanie przewodnika WHO ukaza³o siê w 1970 r.
By³ to czas, kiedy USA jednostronnie og³osi³y zaprzestanie ba-
dañ, konstruowania, produkcji i zniszczenie zmagazynowanych
zapasów broni biologicznej. Stopniowo do tej inicjatywy do³¹-
czy³y prawie wszystkie kraje i uchwali³y odpowiedni¹ konwen-
cjê. Potrzeba by³o up³ywu kolejnych kilku lat, by taki sam los
spotka³ i broñ chemiczn¹. Wydawa³o siê, ¿e wszelkie rodzaje
broni masowej zag³ady przejd¹ do historii jako relikty dwóch
wojen �wiatowych i d³ugiego okresu zimniej wojny.

Niestety, ju¿ u progu nowego stulecia ludzko�æ wesz³a
w now¹, niespotykan¹ dotychczas pod wzglêdem zasiêgu i roz-
miarów, erê terroru organizowanego przez miêdzynarodowe
organizacje przestêpcze. Z ró¿nych pobudek przyjê³y one jako
formê walki sianie bezwzglêdnego terroru wszelkimi dostêpnymi
�rodkami, w tym przy u¿yciu broni biologicznej i chemicznej.

WHO uzna³a wiêc za konieczne przeredagowanie na nowo
przewodnika z 1970 r., z uwzglêdnieniem do�wiadczeñ ludz-
ko�ci zgromadzonych w okresie ostatnich 30 lat, a szczególnie
z okresu prze³omu wieków. Do�wiadczenia z terroryzmem biolo-
gicznym i chemicznym ilustruj¹ atak sarinem w Tokio w 1995 r.
i ataki w¹glikowe w USA w 2001 r. Do�wiadczenia te wska-
zuj¹, ¿e ataki nawet o tak ograniczonej skali mog¹ mieæ g³êboki
ogólno�wiatowy odd�wiêk i ods³aniaj¹ s³abo�æ podejmowanych
przedsiêwziêæ zaradczych.

W ocenie tych przedsiêwziêæ podkre�la siê brak szybkiego
monitoringu bakteriologicznego, zbyt pó�ne rozpoznanie kli-
nicznych postaci w¹glika oraz rozpoczêcie akcji informowania
spo³eczeñstwa o tym zagro¿eniu. Podkre�la siê te¿, ¿e w pla-

nach przedsiêwziêæ Centrum Zwalczania Chorób w USA nie
uwzglêdniano w ogóle mo¿liwo�ci przesy³ania przez terrorystów
w listach sproszkowanych przetrwalników laseczek w¹glika.
Zastrze¿enie to jest o tyle istotne, ¿e od szeregu lat notowano w
USA wiele przypadków �¿artów� z przesy³aniem listów zawie-
raj¹cych pozorowane sproszkowane zarazki.

 Tre�æ przewodnika w t³umaczeniu polskim zawarta jest na
328 stronach i zgodnie z orygina³em podzielona na 6 rozdzia³ów
oraz 7 obszernych aneksów. Poza przedmow¹ i innymi dodatka-
mi, kolejne rozdzia³y zatytu³owane s¹ nastêpuj¹co:
1. Wprowadzenie;
2. Ocena zagro¿enia w odniesieniu do zdrowia publicznego;
3. Czynniki biologiczne i chemiczne;
4. Przygotowanie zdrowia publicznego i reagowanie;
5. Aspekty prawne;
6. Miêdzynarodowe �ród³a pomocy.

Wiêksz¹ czê�æ tre�ci przewodnika wype³nia 7 aneksów za-
tytu³owanych kolejno:
1. Czynniki chemiczne;
2. Toksyny;
3. Czynniki biologiczne;
4. Podstawy ochrony;
5. Ostrze¿enia przed sabota¿em w stosunku do wody pitnej,

¿ywno�ci i innych produktów;
6. �ród³a informowania;
7. Afiliacja pañstw bêd¹cych cz³onkami WHO do miêdzynaro-

dowych umów o broni biologicznej i chemicznej.

Przewodnik w t³umaczeniu na jêzyk polski wyda³ O�ro-
dek Diagnostyki i Zwalczania Zagro¿eñ Biologicznych Woj-
skowego Instytutu Higieny i Epidemiologii (24-100 Pu³awy,
ul. Lubelska 2).

O szczegó³ach dotyczacych zakupu przewodnika mo¿na uzy-
skaæ informacje pod telefonem 0 81 5519803.

Prof. dr hab. Jerzy Mierzejewski,
ul. Wojska Polskiego 5 m. 4 24-100 Pu³awy

e-mail: mierjer@poczta.omet.pl
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Postêpy Mikrobiologii zamieszczaj¹ artyku³y przegl¹dowe
ze wszystkich dziedzin mikrobiologii nie drukowane w innych
czasopismach oraz w dziale Nowo�ci Wydawniczych recenzje
nowych ksi¹¿ek z zakresu mikrobiologii i nauk pokrewnych,
które ukazuj¹ siê w Polsce. Artyku³y drukowane w Postêpach
Mikrobiologii nie mog¹ byæ bez zgody Redakcji publikowane
w innych periodykach.

1. Sposób przygotowania manuskryptu

1.1. Tekst

Prace nale¿y przysy³aæ do Sekretariatu Redakcji w postaci
elektronicznego zapisu tekstu w edytorze Microsoft Word do-
wolnej edycji w wersji PL na dyskietkach komputerowych (3,5�
1,44 MB), na p³ytach CD lub DVD. Do dyskietki powinny byæ
do³¹czone 2 egz. tekstu artyku³u ca³kowicie zgodnego z zapisem
elektronicznym. Objêto�æ pracy nie powinna przekraczaæ wraz
z pi�miennictwem i ilustracjami 30 stron maszynopisu. Maszy-
nopis powinien byæ jednostronny (wielko�æ czcionki 12, odstêp
pomiêdzy wierszami 1,5), z numeracj¹ stron. Po tytu³ach wydzie-
lonych nie nale¿y stawiaæ kropek. Na oddzielnej stronie (strona
tytu³owa) nale¿y podaæ tytu³ pracy, pod nim w pe³nym brzmieniu
imiona i nazwiska autorów, adresy autorów i afiliacje, telefony
oraz e-mail z zaznaczeniem autora korespondencyjnego, spis
tre�ci (tytu³y poszczególnych rozdzia³ów) oraz kilka (nie wiêcej
jak piêæ) s³ów kluczowych (keywords). Tytu³ pracy, spis tre�ci
i s³owa kluczowe nale¿y powtórzyæ w jêzyku angielskim. S³owa
kluczowe mog¹ b¹d� nie pojawiaæ siê w tytule pracy � nale¿y je
podaæ w porz¹dku alfabetycznym. W przypadku prac kierowa-
nych do dzia³u �Publikacje metodyczne i standardy� prace przy-
gotowane wg. wy¿ej wymienionych wytycznych nale¿y przes³aæ
na adres Redaktora Dzia³u. Praca powinna koñczyæ siê krótkim
podsumowaniem, zawieraj¹cym najistotniejsze elementy tre�ci.
Na oddzielnej stronie nale¿y do³¹czyæ krótkie streszczenie pracy
w jêzyku angielskim (maksymalnie 250 s³ów). Tekst pracy po-
winien byæ zgodny z zaleceniami szczegó³owymi Redakcji.

Przes³ane do redakcji prace winny byæ napisane poprawn¹
polszczyzn¹. Redakcja rekomenduje P.T. Autorom S³ownik
Poprawnej Polszczyzny (red. Witold Doroszewski, Halina
Kurkowska, Wydawnictwo Naukowe PWN. Warszawa, 1998)
jako pomoc w redagowaniu tekstu. Jakkolwiek Postêpy Mikro-
biologii s¹ polskojêzyczne, nie wyklucza siê druku prac, napisa-
nych w jêzyku angielskim.

1.2. Ilustracje

Tabele i rysunki powinny byæ dostarczone w wersji elektro-
nicznej oraz w formie wydruku z drukarki laserowej lub atramen-
towej. Maksymalne rozmiary rysunków planowanych w artykule
w jednej szpalcie nie powinny przekraczaæ 7,5 cm × 16 cm (szer./
wys.), a zaplanowanych w obszarze dwóch szpalt 11 cm × 21 cm
(szer./wys.). Szeroko�æ planowanych tabel nie powinna przekra-
czaæ rozmiarów rysunków (odpowiednio 7,5 cm lub 11 cm),
a ich wysoko�æ nie powinna byæ wiêksza od 10 cm, niezale¿nie
od zaplanowanej szeroko�ci tabeli.

W maszynopisach nie nale¿y pozostawiaæ wolnych miejsc na
rysunki i zdjêcia, a tylko na kopii zaznaczyæ miejsce, w którym

powinny byæ umieszczone, np. tab. 1, rys. 1. Liczbê rysunków
i tabel nale¿y ograniczyæ do istotnie niezbêdnej ilo�ci. Te same
wskazówki odnosz¹ siê do pojedynczych wzorów chemicznych.
Ka¿da tabela powinna byæ oznaczona kolejnym numerem rzym-
skim oraz mieæ nag³ówek opisuj¹cy jej tre�æ. Na osobnej kartce
nale¿y za³¹czyæ spis z obja�nieniami jakie powinny siê znale�æ
pod rysunkami lub z uwag¹ �obja�nienia w tek�cie�. Pod-
pisy pod wykresami, rysunkami, zdjêciami nale¿y umie�ciæ na
osobnej stronie.

1.2.1. Elektroniczne wersje ilustracji

Pliki cyfrowe zawieraj¹ce ilustracje akceptowane do druku
nale¿y przygotowaæ zgodnie z zaleceniami Redakcji. Ilustracje
we wstêpnej wersji artyku³u przeznaczonej dla recenzentów
mog¹ byæ dostarczone jako pliki PDF, ale w wersji ostatecznej
do druku musz¹ byæ dostarczone jako pliki TIFF albo EPS. Pliki
pochodz¹ce z programu Power Point akceptowane s¹ jedynie
w wersji ilustracji czarno bia³ej. Wszystkie rysunki (oprócz czar-
no bia³ych z programu Power Point) wyeksportowane do formatu
bitmapy musz¹ byæ zachowane w skali szaro�ci albo w systemie
CMYK (ang. Cyan, Magenta, Yellow, blacK). Nie nale¿y stoso-
waæ zapisu w systemie RGB (ang. Red, Green, Blue). Obrazy
stonowane (zró¿nicowanie gêsto�ci lub cienie) musz¹ byæ spo-
rz¹dzone w skali szaro�ci (nie u¿ywaæ bitmapy). Pliki kolorowe
sporz¹dzone w programie Power Point nie s¹ akceptowane z po-
wodu ró¿nic pomiêdzy RGB i CMYK podczas wydruku.

Wszystkie grafiki nale¿y przesy³aæ w 100% wymiarze bez
konieczno�ci skalowania. Minimalna rozdzielczo�æ stosowana
w ilustracjach powinna wynosiæ 300 dpi dla zdjêæ szarych i ko-
lorowych, 600 dpi dla liter i 1200 dpi dla linii w wykresach.
Kolorowe ilustracje musza pozostawaæ tak¿e w systemie CMYK
jako obrazy CMYK TIFF o rozdzielczo�ci 300 dpi.

Grafiki nale¿y przesy³aæ w ich naturalnym planowanym for-
macie, aby nie istnia³a konieczno�æ ich powiêkszania lub zmniej-
szania w Wydawnictwie. Wszystkie ostateczne napisy, ozna-
czenia czy te¿ klucze oznaczeñ musz¹ byæ wprowadzone do
rysunków. Ka¿dy rysunek musi byæ do³¹czony jako osobny plik,
a rysunki wielo panelowe musz¹ byæ podane w jednym pliku.
Aby unikn¹æ problemu z ró¿nymi fontami Redakcja zaleca sto-
sowanie nastêpuj¹cych czcionek: Times New Roman, Times New
Roman Pl, Arial, Arial Pl oraz Symbol. Dane s¹ przyjmowane
na standardowych mediach takich jak dyskietki (3,5 cala), p³yty
CD lub DVD. Przes³ane dyski lub dyskietki nie bêd¹ zwracane
autorom. Zalecan¹ przez redakcjê kompresj¹ informacji jest ZIP
lub PKZIP (Windows). Redakcja nie akceptuje ilustracji wyko-
nanych Microsoft Office, poniewa¿ s¹ one zapisane w systemie
RGB. Elementy rysowane, takie jak wykresy, formu³y matema-
tyczne czy diagramy nie powinny zawieraæ dodatkowych nanie-
sieñ rêcznych i powinny byæ ³atwo odtwarzane w dostêpnych
programach. W celu szczegó³owej informacji proszê wysy³aæ
zapytanie przez e-mail na adres: jbielecki@biol.uw.edu.pl.

1.3. Pi�miennictwo

Cytowan¹ literaturê (Pi�miennictwo) nale¿y wpisaæ oddziel-
nie jako ostatnie strony maszynopisu, wymieniaj¹c pozycje
w kolejno�ci alfabetycznej. W wykazie powinny byæ podane
kolejno: liczba porz¹dkowa, nazwisko autora, pierwsze litery
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imion, nazwiska wspó³autorów pracy i pierwsze litery ich imion
(w kolejno�ci podanej w cytowanej pracy), pe³ny tytu³ cytowa-
nej pracy, skrócony tytu³ czasopisma, tom, strona, i rok wydania
(w nawiasie), np.
Arendsen, A.F., M.Q. Solimar i S.W. Ragsdale. Nitrate-depen-

dent regulation of acetate biosynthesis and nitrate respira-
tion by Clostridium thermoaceticum. J. Bacteriol. 181,
1489�1495 (1999).
Dla cytowanych wydawnictw nieperiodycznych nale¿y po-

daæ kolejno: nazwisko i pierwsze litery imion autora lub wspó³-
autorów, tytu³ dzie³a, wydawnictwo, miejsce i rok wydania.
W przypadku odwo³ywania siê do artyku³u w pracy zbiorowej
nale¿y dodatkowo podaæ tytu³ tej pracy oraz nazwisko jej re-
daktora, wydawnictwo, miejsce wydania, rok, tom oraz na koñ-
cu stronê, np.
Portnoy D.A., Sun A.N., Bielecki J.E.: Escape from the phago-

some and cell-to-cell spread of Listeria monocytogenes (w)
Microbial Adhesion and Invasion, red. M. Hook, L. �wital-
ski, Springer Verlag, New York, 1991, s. 86.
W przypadku gdy liczba wspó³autorów pracy przekracza 10,

nale¿y podaæ nazwiska i inicja³y pierwszego oraz ostatniego
wspó³autora a nastêpnie dodaæ uwagê i wsp., np.:
Tomb J.F., J.C. Venter i wsp.: The complete genome sequence

of the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nature, 338,
539�543 (1997)
(wy¿ej cytowana praca jest dzie³em 42 autorów)
Powo³ywanie siê w tek�cie na pozycje cytowanej literatury

nastêpuje przez wymienienie liczby porz¹dkowej w nawiasach
np. [10]. Liczba cytowañ w pi�miennictwie nie mo¿e przekra-
czaæ 100 pozycji.

1.4. Pi�miennictwo danych cytowanych
z sieci internetowej

Cytowanie danych z sieci internetowej mo¿e jedynie doty-
czyæ informacji pochodz¹cych z prac oryginalnych zamieszcza-
nych w sieci przez uznane w �rodowisku naukowym oraz recen-
zowane czasopisma. Redakcja bêdzie równie¿ uznawaæ cytacje
informacji ze �róde³ autoryzowanych przez uznane w �rodowisku
autorytety z dziedziny nauk przyrodniczych. Warunkiem koniecz-
nym przy u¿yciu informacji ze strony internetowej jest spraw-
dzenie i aktualizacja zapisu informacyjnego na stronie WEB
w dniu wysy³ania maszynopisu. W przypadku niew³a�ciwego
adresu i niemo¿liwo�ci odtworzenia informacji z sieci kompu-
terowej, prace bêd¹ zwracane autorom. Cytowanie informacji
publikowanej na stronach sieci internetowej powinno wygl¹daæ
nastêpuj¹co: 14. XYZ Website 14 listopada 2004 roku (online),
nazwisko wydawcy, je�li jest znane, http://cbx.iou.pgr. (10 Pa�-
dziernika 2004 roku, data ostatniego sprawdzenia adresu). Cy-
towanie ksi¹¿ek powinno zawieraæ szczegó³owe dane o wydaw-
nictwie. Cytacje prac oryginalnych przesy³anych poprzez sieæ
komputerow¹ powinna zawieraæ nastêpuj¹ce dane:
nazwisko autora, inicja³y imion, data przyjêcia pracy, tytu³ pracy.
Nazwa czasopisma, numer: strony (je�li s¹ dostêpne) (online),
adres internetowy, data potwierdzenia wa¿no�ci adresu.

2. Prawo autorskie

Autorskie prawo osobiste (Ustawa z dn. 4-tego lutego 1994 r.,
Dz.U. Nr 90, poz. 631 ze zm.), zwane dalej w Informacji dla
Autorów prawem autorskim dotyczy niemaj¹tkowych interesów
twórcy zwi¹zanych z danym utworem oraz okre�la zasady ochro-
ny wiêzi twórcy z utworem. Do praw tych miêdzy innymi nale¿y:

● prawo do autorstwa utworu � wyra¿aj¹ce m.in. zakaz
�przyw³aszczania� utworu przez inne ni¿ twórca osoby
(zakaz dokonywania plagiatów)

● prawo do oznaczenia utworu swoim nazwiskiem albo
udostêpnienia utworu anonimowo

● prawo do nienaruszalno�ci tre�ci i formy utworu oraz jego
rzetelnego wykorzystania.

Konieczno�æ ochrony Autorskich praw osobistych innych
Autorów przez Redakcjê Postêpów Mikrobiologii obliguje nas
do przyjêcia nastêpuj¹cej procedury:

(a) Reprodukcja utworów wytworzonych przez innych Auto-
rów w pracy w³asnej, przes³ane do opublikowania w P.M. tj. cu-
dzych rysunków lub tabel � pochodz¹cych z oryginalnej, pier-
wotnej pracy innego Autora/twórcy � b¹d� cytowanie fragmentów
cudzego tekstu, wymaga od Autorów P.M. wcze�niejszego uzys-
kania przez nich pisemnej zgody od Autorów pierwotnej pracy
lub Wydawnictwa (z której materia³y te pochodz¹) na ich repro-
dukcjê. Zgodê tê w formie oryginalnego za�wiadczenia nale¿y
przys³aæ wraz z materia³ami reprodukowanymi do Redakcji P.M.

● Pod cytowanym rysunkiem nale¿y w opisie podaæ nazwis-
ko pierwotnego Autora, pe³n¹ bibliografiê pracy z której
pochodzi rysunek oraz informacjê o zgodzie Wydawnic-
twa lub Autora na jego reprodukcjê.

● Cytowany tekst powinien byæ wyra�nie oznaczony w od-
powiednim miejscu manuskryptu, za� u do³u strony powin-
na byæ zamieszczona informacja dotycz¹ca pochodzenia
cytatu oraz uzyskanej zgody na przedruk.

(b) Dozwolone jest wprowadzanie zmian w cytowanych ry-
sunkach innych Autorów/twórców pod warunkiem ka¿dorazo-
wego uzyskania ich zgody (lub osób upowa¿nionych przez nich)
na dokonanie takich zmian. Zmiany w oryginalnych rysunkach
mog¹ wynikaæ z chêci Autorów P.M. do dokonania nowego
opracowania lub nowego przedstawienia omawianego przez
siebie zagadnienia. W tych przypadkach wskazane jest, aby
zgoda twórcy wskazywa³a na zakres dokonywanych zmian,
gdy¿ pozwoli to unikn¹æ w¹tpliwo�ci odno�nie zakresu wyra¿o-
nej tak zgody. Wreszcie konieczno�æ uzyskania zgody pierwot-
nego Autora/twórcy na dokonanie zmian w reprodukowanym
rysunku wynika z mo¿liwo�ci ingerencji Autorów P.M. w autor-
skie prawo osobiste w postaci nienaruszalno�ci formy i tre�ci
utworu oraz jego rzetelnego wykorzystania.

(c) Warunkiem przyjêcia przez Redakcjê P.M. manuskryptu
pracy oraz poddania jej dalszej procedurze wydawniczej jest
z³o¿enie wraz z manuskryptem O�wiadczenia o oryginalno�ci
pracy, O�wiadczenia dotycz¹cego praw autorskich oraz w przy-
padku prac metodycznych O�wiadczenia dotycz¹cego �konflik-
tu interesów�.

3. Zalecenia szczegó³owe*

3.1. Nazewnictwo drobnoustrojów

Nale¿y stosowaæ dwucz³onowe nazwy zawieraj¹ce nazwê ro-
dzajow¹ oraz gatunkow¹ (np. Escherichia coli). Nazwy rodza-
jowe mog¹ byæ u¿yte same tj. bez nazwy gatunkowej, natomiast
nie mo¿na u¿yæ samych tylko nazw gatunkowych. Gdy w pracy
podaje siê pierwszy raz nazwê gatunku, musi ona sk³adaæ siê
z pe³nych wyrazów, przy ponownym u¿yciu tej nazwy, podaje siê
tylko pierwsz¹ literê nazwy rodzajowej (zawsze du¿¹ ) oraz na-
zwê gatunkow¹ w pe³nym brzmieniu np. E. coli. Nazwy gatunku,
rodziny, rzêdu, klasy, dzia³u oraz królestwa nale¿y pisaæ kursy-
w¹. Informacje szczegó³owe dotycz¹ce pisowni oraz prawid³o-
wego nazewnictwa (zgodnego z wymogami wspó³czesnej sys-

* Fragmenty instrukcji dla autorów czasopism wydawanych
przez American Society for Microbiology � wykorzystywanie
w P.M. za zgod¹ Journals Departments ASM.
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tematyki) � przyjête przez Redakcjê Postêpów Mikrobiologii, za
instrukcj¹ ASM � mo¿na znale�æ w Instructions to Authors,
J. Bacteriol., Jan. 2007.

Zgodnie z propozycjami WHO � Collaborating Centre for
Reference and Research on Salmonella (�Antigenic Formulas of
the Salmonella Serovars� (M.Y. Popoff and L. Le Minor, WHO
Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella,
Institut Pasteur, Paris, France, 1997) and �Identification and
Serotyping of Salmonella and an Update of the Kaufmann-White
Scheme� (A.C. McWhorter-Murlin and F.W. Hickman-Brenner,
Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Ga.)) do
rodzaju Salmonella nale¿¹ tylko dwa gatunki tj. S. enterica
i S. bongori � pierwszy z nich podzielony zosta³ na 6 podgatun-
ków. Stosowane dotychczas zwyczajowe nazwy, nie posiadaj¹ce
statusu taksonomicznego, takie jak serotyp, typ serologiczny,
zosta³y zast¹pione nazw¹ serowaru (w oryginale serovar, sv.).
Nazwê serowaru nale¿y pisaæ du¿¹ liter¹ oraz prostym pismem
(np. Typhi, Paratyphi B, Typhimurium itp.). Zgodnie z po-
wy¿szym, nazwê pierwszego podgatunku rodzaju Salmonella
mo¿na zapisaæ: S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium lub
Salmonella subsp. I. sv. Typhimurium, b¹d� po prostu, Salmo-
nella Typhimurium.

3.2. Nomenklatura genetyczna

W³a�ciwo�ci genetyczne szczepu opisywane s¹ w terminach
fenotypu oraz genotypu. Fenotyp opisuje obserwowane w³a�ci-
wo�ci organizmu. Genotyp okre�la genetyczn¹ strukturê orga-
nizmu, zwykle odnosi siê do szczepu dzikiego. Ww. okre�lenia s¹
bli¿ej obja�nione w pracy Demerec i wsp. Genetics 54 61: 76, 1966.

(a) Fenotypowe okre�lenie w³a�ciwo�ci organizmu stosuje
siê gdy zmutowane loci nie zosta³y zidentyfikowane oraz zma-
powane. Mo¿e byæ tak¿e u¿yte w przypadku, gdy identyfikuje
siê produkt genu np. bia³ko OmpA. Zapis fenotypu zasadniczo
sk³ada siê z trzech liter, nie mo¿na ich pisaæ kursyw¹, pierwsza
litera powinna byæ zawsze du¿¹ liter¹. Preferuje siê u¿ycie liczb
rzymskich lub arabskich dla oznaczania bli�niaczych fenotypów
np. Pol1, Pol2, Pol3 itd. Typ dziki mo¿na zapisaæ dodatkowym
oznaczeniem plus (Pol+); w odró¿nieniu do tego oznaczenie
minus okre�laæ bêdzie fenotyp mutanta (Pol�). Czasami pewne
charakterystyczne w³a�ciwo�ci organizmu mo¿na zapisaæ u¿y-
waj¹c liter np. (StrS).

(b) Genotypowe oznaczenia s¹ podobne do fenotypowych
� w obu przypadkach stosuje siê zestaw trzech liter; genotyp
pisze siê zawsze ma³ymi literami oraz kursyw¹ (np. ara, his,
rps.). Promotor, terminator oraz operator oznacza siê literami p, t
oraz o (np. lacZp, lacZt, lacZo; Bachman i Low; Microbiol. Rev.
44, 1�56, 1980).

(c) Typ dziki alleli mo¿na zaznaczyæ wpisuj¹c dodatkowe
oznaczenie plus nad oznaczeniem genu np. ara+, his+, nie ozna-
cza siê natomiast zmutowaych alleli znakiem minus.

(d) Miejsca mutacji oznacza siê poprzez wstawiania liczby
kolejnych izolacji (liczby alleli) po symbolu zmutowanego locus
(np. araA1, araA2 itp.). W przypadku, gdy tylko jedno takie
locus istnieje, lub gdy nie wiadomo w którym kolejnym locus
mutacja powsta³a � po oznaczeniu genu wstawia siê my�lnik
w miejscu du¿ej litery oznaczaj¹cej locus , za� dalej podaje siê
liczbê izolacji ( np. ara-23).

(e) Zapis genotypu mo¿e byæ wzbogacony innymi oznacze-
niami jak plus, dla typu dzikiego czy minus dla mutanta � mo¿-
na wprowadziæ oznaczenia okre�laj¹ce mutacje jak np. mutacja
Amber (Am), mutant termowra¿liwy (Ts), mutant konstytutyw-
ny (Con), mutant wra¿liwy na niskie temperatury (Cs), bia³ko
hybrydowe (Hyb) np. araA230(Am), his D21(Ts). Wprowadza-

nie innych wzbogaceñ powinno byæ poprzedzone w tek�cie od-
powiednim wyja�nieniem.

(f) Dodatkowe oznaczenia mog¹ te¿ byæ u¿yte w przypadku
konieczno�ci rozró¿nienia tego samego genu znajduj¹cego siê
w ró¿nych organizmach lub szczepach tego samego gatunku
np. hisE.coli lub hisK-12. Dodatkowe oznaczenia stosuje siê rów-
nie¿ dla rozró¿nienia pomiêdzy genetycznymi elementami
o tej samej nazwie np. promotory operonu gln; glnA1 i glnA2.

(g) Delecjê oznacza siê symbolem, D usytuowanym przed
zdelecjonowanym genem lub regionem np. D trpA432, D(aroP-
aceE)419, lub Dhis(dhuA hisJ hisQ)1256. Fuzjê genów ara
i lac mo¿na przedstawiæ w ten sam sposób � F (ara-lac)1256.
Podobnie F (araB�-lacZ+)(Hyb) oznacza, ¿e fuzja nast¹pi³a
pomiêdzy genami araB a lacZ. Inwersja jest oznaczana nastê-
puj¹co IN (rrnD-rrnE)1. Insercjê genu his E. coli do plazmi-
du pSC101 w pozycji 0 zasad (0kb) zapisuje siê nastêpuj¹co
pSC101 W (Okb::K-12hisB)4.

Oznaczenie obecno�ci episomu polega na podaniu jego
symboli w nawiasie po nazwie szczepu rodzicielskiego np.
W3110/F� 8(gal+).

3.3. Skróty nazw chemicznych

Nie wymagaj¹ dodatkowych wyja�nieñ skróty nazw, takich jak:
� nazwy miar i wag regulowanych przez Systeme International

dc Unites (SI), ogólnie akcetowane jednostki takie jak bp, kb,
Da, masa cz¹st., m. cz¹st.

� skróty nazw chemicznych takich jak: DNA, cDNA, RNA,
cRNA, RNaza, DNaza, rRNA, mRNA, tRNA; AMP, ADP,
ATP, dATP, ddATP, GTP itp.,

� ATPaza, dGTPaza itp. NAD+, NADH, NADPH, NADP+, po-
ly(A), poly(dT) itp.,

� nazwy powszechnie stosowanych technik biologii molekular-
nej np. PCR, SDS-PAGE, nazwy ogólnie znanych linii ko-
mórkowych np. HeLa, J774

� nazwy jednostek biologicznych; PFU (jednostka formowania
³ysinek), CFU (jednostka formowania kolonii), MIC (mini-
malne stê¿enia hamuj¹ce wzrost), itp.
Zasady kszta³towania nomenklatury endonukleaz restrykcyj-

nych oraz metylotransferaz zosta³y opublikowane w Nucleic
Acids Research 2003, 31: 1805�1812. Przy pisaniu prac prosi-
my o korzystanie z zawartych tam informacji.

3.4. Pisownia danych numerycznych

Standardowe jednostki metryczne s¹ stosowane dla okre�la-
nia d³ugo�ci, wagi i objêto�ci. W przypadku przedstawiania tych
warto�ci oraz molarno�ci nale¿y stosowaæ przedrostki m, µ, n
oraz p dla warto�ci 10�3, 10�6, 10�9 oraz 10�12. Temperaturê
nale¿y przedstawiaæ tylko w stopniach Celsjusza np. 37°C.

3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami

Je�li wyznakowana jest pojedyncza cz¹steczka w zwi¹zku
chemicznym nale¿y nazwê tego zwi¹zku zapisaæ w nastêpuj¹cy
sposób 14CO2 , 3H2O, H235SO4. Taki sam sposób zapisu sto-
suje siê gdy radioaktywna cz¹steczka nie wystêpuje w natural-
nej formie wyznakowanego zwi¹zku np. 32S-ATP lub gdy sym-
bol izotopu zwi¹zany jest z niespecyficzn¹ nazw¹ zwi¹zku np.
14C aminokwasy, 3H-liganty itp. W przypadku niektórych spe-
cyficznych zwi¹zków chemicznych mo¿na stosowaæ nawiasy
kwadratowe obejmuj¹ce symbole radioaktywnej cz¹steczki
przed nazw¹ chemiczn¹ zwi¹zku np. [14C] mocznik, L-[metylo-
14C] metionina, [g �32P] ATP.
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4. Procedura recenzowania i przyjêcia prac

Prace przysy³ane do Redakcji w celu ich opublikowania w
Postêpach Mikrobiologii podlegaj¹ podwójnej ocenie tj. ich war-
to�ci merytorycznej (Recenzje) oraz poprawno�ci pod wzglêdem
redakcyjnym (uk³ad pracy, jêzyk, za³¹czniki ilustruj¹ce tekst,
o�wiadczenia autorów).
● Ka¿da praca przes³ana do Redakcji jest oceniana przez jed-

nego ze sta³ych Recenzentów P.M. (lista Recenzentów, patrz
Rada Redakcyjna jest równie¿ publikowana w ka¿dym
zeszycie P.M. oraz na stronie internetowej http:www.pm.
microbiology.pl). W przypadku braku w Radzie Redakcyjnej
P.M. Recenzenta o odpowiedniej specjalno�ci lub jego braku
z innych wa¿nych przyczyn, Redaktor naczelny powo³uje
Recenzenta spoza Rady Redakcyjnej.

● Recenzje s¹ anonimowe oraz dokonywane na specjalnie do
tego przygotowanych arkuszach

● Recenzenci nie otrzymuj¹ zap³aty od PTM za wykonan¹ pracê.
● Nazwiska Recenzentów z poza Rady Redakcyjnej s¹ wraz

z podziêkowaniami publikowane w ka¿dym 4-tym zeszycie
P.M. odpowiedniego roku.

● W przypadku negatywnej oceny pracy przez Recenzenta oraz
jego sugestii skierowanej do Redaktora naczelnego odrzucenia
recenzowanej pracy, b¹d� jej znacznego przeredagowania,
Autor P.M. ma prawo odwo³ania siê od tej sugestii do Redak-
tora naczelnego. W opisywanym przypadku decyzj¹ Redak-
tora powo³ywany jest dodatkowy Recenzent z poza Rady
Redakcyjnej P.M.

5. Uwagi dodatkowe

Redakcja zastrzega sobie mo¿liwo�æ dokonywania skrótów
i poprawek nie wp³ywaj¹cych na tre�æ pracy. W przypadku ko-
nieczno�ci wprowadzenia zmian w tre�ci odsy³a siê autorowi
jeden egzemplarz pracy oraz dyskietkê w celu dokonania popra-
wek. Adresy instytucji, w których pracuj¹ autorzy (adres pocz-
towy oraz e-mail) nale¿y podawaæ w maszynopisie pracy po
pi�miennictwie. Prace nie odpowiadaj¹ce wymaganiom Redakcji
bêd¹ odsy³ane autorom bez rozpatrzenia merytorycznego. W ra-
zie nie przyjêcia pracy do druku Redakcja zwraca dyskietkê oraz
jeden egzemplarz wydruku, drugi zatrzymuje u siebie. Za datê
wp³ywu przyjmuje siê dzieñ otrzymania pracy w formie zgodnej
z instrukcj¹ dla autorów. Autorzy otrzymuj¹ bezp³atnie 15 odbi-
tek pracy. Za prace opublikowane w Postêpach Mikrobiologii
nie przewiduje siê honorariów autorskich. Prace nale¿y nadsy³aæ
na adres sekretarza naukowego redakcji:

Dr Bohdan Jerzy Staro�ciak
Zak³ad Mikrobiologii Farmaceutycznej
Warszawski Uniwersytet Medyczny
ul. Oczki 3, 02-007 Warszawa
tel. (22) 628-08-22 lub 621-13-51
e-mail: bohdan.starosciak@wum.edu.pl

W przypadku prac kierowanych do dzia³u �Publikacje me-
todyczne i standardy� prace przegl¹dowe przygotowane zgod-
nie z wy¿ej wymienionymi zasadami nale¿y przes³aæ na adres
Redaktora Dzia³u.
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W dziale zatytu³owanym PUBLIKACJE METODYCZNE
I STANDARDY publikowane s¹ artyku³y przegl¹dowe o charak-
terze metodycznym, reprezentuj¹ce dowoln¹ dziedzinê mikro-
biologii. Redakcja Postêpów Mikrobiologii (PM), w porozumie-
niu z Zarz¹dem G³ównym PTM ustali³a, i¿ drukowanych bêdzie
rocznie nie wiêcej ni¿ cztery artyku³y tej kategorii.

Redaktorem odpowiedzialnym za warto�æ merytoryczn¹,
redakcjê tekstu oraz ostateczne przyjêcie pracy do druku jest
prof. dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba (adres: prof. dr hab.
Stefania Giedrys-Kalemba � Katedra i Zak³ad Mikrobiologii
i Immunologii Pomorskiej Akademii Medycznej. Al. Powstañ-
ców Wlkp. 72, 70-111 Szczecin, tel/fax (091) 46 616 51, 52,
fax (091)46 616 59, e-mail: kalemba@mp.pl lub kalemba@sci.
pam.szczecin.pl)

Prace metodyczne przeznaczone do druku podlegaj¹ ocenie
dokonywanej przez sta³ych Recenzentów lub Ekspertów powo-
³ywanych ka¿dorazowo przez Redaktora dzia³u.
Lista sta³ych Recenzentów, patrz Zalecenia dla Autorów, pkt. 5.

Strona tytu³owa ka¿dego artyku³u zaopatrzona bêdzie w in-
formacje, i¿ praca nale¿y do PUBLIKACJI METODYCZ-
NYCH I STANDARDÓW oraz ka¿dorazowo podana bêdzie
data otrzymania od Autorów manuskryptu jak i data zaakcepto-
wania go do druku.

Zalecenia dla Autorów :

1. Przesy³anie publikacji :
● Manuskrypt (w dwu egzemplarzach w formie papierowej

oraz jednym egzemplarzu na no�niku elektronicznym wraz
z rysunkami, tabelami itp.) proszê przesy³aæ bezpo�red-
nio do Redaktora PUBLIKACJI METODYCZNYCH
I STANDARDÓW.

● Podaj¹c adres/y Autorów publikacji nale¿y zaznaczyæ Auto-
ra korespondencyjnego � prócz adresu pocztowego, numeru
telefonu i ew. faxu nale¿y obligatoryjnie podaæ adres e-mail
Autora korespondencyjnego.

2. Sposób przygotowania manuskryptu � Pracê nale¿y opra-
cowaæ zgodnie z ogólnymi zaleceniami zawartymi w INFOR-
MACJI DLA AUTORÓW Postêpów Mikrobiologii (POST.
MIKROB. 2009, 48, 1, Zeszyt 1) z uwzglêdnieniem nastêpu-
j¹cych zmian:

● Objêto�æ pracy nie mo¿e przekraczaæ wraz z pi�miennic-
twem i ilustracjami 20 stron maszynopisu.

● Ilo�æ cytowañ w rozdziale Pi�miennictwo nie powinna
przekraczaæ 50 pozycji.

● W spisie cytowanego pi�miennictwa nale¿y umieszczaæ
wy³¹cznie prace drukowane w czasopismach naukowych,
niedopuszczalne jest zamieszczanie danych bibliograficz-
nych prospektów reklamowych lub promocyjnych firm far-
maceutycznych.

3. Prawa autorskie � do ka¿dej przygotowanej do druku publi-
kacji za³¹czyæ O�wiadczenie dotycz¹ce praw autorskich.
Wzór o�wiadczenia mo¿na pobraæ ze strony internetowej P.M.

4. Zalecenia i uwagi dodatkowe:
W celu unikniêcia kryptoreklamy, proszê o zwrócenie szcze-
gólnej uwagi na sposób przedstawienia czytelnikom produk-
tów komercyjnych lub metod opracowanych przez producen-
tów. Autorzy s¹ równie¿ zobowi¹zani do ujawnienia (je¿eli
takie istniej¹) wszelkich powi¹zañ (honoraria, granty, p³atne
ekspertyzy lub inne formy uzyskiwania korzy�ci osobistych)
miêdzy Autorami a firm¹, której produkt ma istotne znaczenie
w nades³anej pracy. W tym celu ka¿dy z Autorów proszony
jest o z³o¿enie O�wiadczenia o oryginalno�ci pracy, O�wiad-
czenia dotycz¹cego praw autorskich oraz O�wiadczenia doty-
cz¹cego �konfliktu interesów�. Konflikt interesów wystêpuje,
kiedy Autor lub zak³ad pracy Autora ma finansowe lub oso-
biste zwi¹zki z innymi osobami lub instytucjami, które mog¹
wp³ywaæ na jego dzia³ania i decyzje. Wzór deklaracji mo¿na
pobraæ ze strony internetowej PM.
● Redakcja PM zastrzega sobie prawo ostatecznej decyzji

o akceptacji pracy przeznaczonej do druku w dziale PUBLI-
KACJE METODYCZNE I STANDARDY.

● Wszelkie proponowane zmiany w INFORMACJI DLA
AUTORÓW P.M. zostan¹ przedstawione PT Czytelnikom
Postêpów Mikrobiologii przed ich wprowadzeniem.

5. Stali recenzenci dzia³u PUBLIKACJE METODYCZNE
I STANDARDY:
Jerzy D³ugoñski (Uniwersytet £ódzki)
Waleria Hryniewicz

(Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego)
Józef Kur (Politechnika Gdañska)
Anna Przondo-Mordarska

(Akademia Medyczna we Wroc³awiu)

INFORMACJA DOTYCZ¥CA PRAC
DRUKOWANYCH W DZIALE PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY
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[Wzór]

O�wiadczenie o oryginalno�ci pracy

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
            Nazwisko i imiê autora (korespondencyjnego)

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Tytu³ pracy

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Data z³o¿enia pracy w Redakcji Postêpów Mikrobiologii

O�wiadczam, ¿e z³o¿ona przeze mnie praca, zatytu³owana jak wy¿ej, jest moim oryginalnym utworem i stanowi przedmiot
prawa autorskiego w my�l Ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych z dn. 4 lutego 1994 r.

O�wiadczam równie¿, ¿e praca ta ani w ca³o�ci, ani we fragmentach nie zosta³a opublikowana wcze�niej w ¿adnym innym
czasopi�mie lub wydawnictwie naukowym. Dodatkowo stwierdzam, i¿ w/w pracy nie wys³ano równolegle do opublikowania
w innym czasopi�mie naukowym lub wydawnictwie.

Warszawa, dnia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .                                                                    . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
� podpis Autora korespondencyjnego �

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

[Wzór]
      O�wiadczenie dotycz¹ce praw Autorskich

1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
(nazwisko/a i imiê/ona autora/ów � proszê podkre�liæ autora korespondencyjnego)

Adres autorów: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Tytu³ pracy: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

2. O�wiadczenie (proszê wype³niæ a lub b)
(a) O�wiadczam, i¿ w mojej/naszej pracy przeznaczone do opublikowania rysunki oraz tabele, s¹ dzie³em mojej/naszej oryginalnej

twórczo�ci (tzn. zosta³y wymy�lone i zaprojektowane przez autorów przedk³adanego Redakcji manuskryptu), nie s¹ obci¹¿one
jakimikolwiek prawami osób trzecich, ani nie naruszaj¹ jakichkolwiek przepisów prawa i interesów dóbr osób trzecich. W pracy
nie ma cytatów z obcej publikacji/ ewentualnie w pracy zamieszono cytaty w ramach dozwolonego prawnie prawa cytatu, przy
czym wszystkie zamieszczone cytaty zosta³y nale¿ycie oznaczone wraz z wymienieniem twórcy i �ród³a cytatu.

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .                             . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
                           (miejsce, data)                                                                                          (podpis korespondencyjnego autora)

(b) O�wiadczam, i¿ uzyska³em/li�my wymagan¹ prawem zgodê uprawnionych autorsko podmiotów na reprodukcjê rysunków

nr: . . . . . . . . . . . . . . . . . . , zamieszczonych w*: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

O�wiadczam, i¿ uzyska³em/li�my wymagan¹ prawem zgodê uprawnionych autorsko podmiotów na reprodukcjê tabel

nr:. . . . . . . . . . . . . . . . . . . , zamieszczonych w: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
 . (* podaæ bibliografie prac oryginalnych z których reprodukowane bêd¹ rysunki lub tabele)

Do O�wiadczenia za³¹czam oryginalne zezwolenia reprodukcji w liczbie: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

rysunków: . . . . . . . . . . . . . . .  tabel: . . . . . . . . . . . . .  cytowanego tekstu:. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .                             . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
                           (miejsce, data)                                                                                          (podpis korespondencyjnego autora)
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[Wzór]

O�wiadczenie
dotycz¹ce �konfliktu interesów�1

1. Nazwisko i imiê autora: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

2. Tytu³ pracy: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

3. O�wiadczenie (proszê wype³niæ a lub b, niepotrzebne skre�liæ)

(a) O�wiadczam, ¿e �konflikt interesów� nie wystêpuje

(b) O�wiadczam, ¿e wystêpuje �konflikt interesów�, który polega na: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .                             . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
                           (miejsce, data)                                                                                          (podpis korespondencyjnego autora)

1 Konflikt interesów wystêpuje, kiedy autor lub zak³ad pracy autora ma finansowe lub osobiste zwi¹zki z innymi osobami lub
instytucjami, które mog¹ wp³ywaæ na jego dzia³ania i decyzje.

INFORMACJA DLA AUTORÓW
o op³atach za prace publikowane w Postêpach Mikrobiologii

Uprzejmie informujemy PT Autorów PM, ¿e zgodnie z decyzj¹ Zarz¹du G³ównego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów
z dnia 6 lutego 2007 roku wprowadzono zasady p³atno�ci za prace przyjmowane do druku w naszym pi�mie. Autorzy manuskryp-
tów proszeni s¹ o wnoszenie op³at w wysoko�ci 250 PLN za ka¿dy artyku³ na konto Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów:

Bank Pekao S.A. 18 1240 5992 1111 0000 4774 7434.

Op³atê mo¿na wnosiæ indywidualnie. W tym przypadku dowód wp³aty jest warunkiem uruchomienia procedury wydawniczej.
W imieniu Autorów op³atê mo¿e wnosiæ sponsoruj¹ca instytucja, fundacja itp. Wtedy Autorzy zobowi¹zani s¹ do z³o¿enia
w Redakcji wraz z manuskryptem pisemnego zobowi¹zania siê do bezzw³ocznej op³aty za publikacjê po otrzymaniu faktury VAT.
Nale¿y dodatkowo:

● Przesy³aæ zg³oszenia proponowanych do publikacji artyku³ów wraz z danymi do wystawienia faktury VAT (NIP, nazwa
i adres instytucji lub osoby fizycznej) na nr faksem (022) 841-29 49, lub drog¹ pocztow¹ na adres siedziby Zarz¹du PTM:
00-725 Warszawa ul. Che³mska 30/34.

● Do dowodu wp³aty lub zobowi¹zania zap³aty do³¹czaæ informacje zawieraj¹ce tytu³ pracy i nazwisko autora korespon-
dencyjnego.

Otrzymanie przez Redakcjê pracy wraz z kopi¹ potwierdzenia wp³aty lub zobowi¹zaniem zap³aty jest warunkiem
uruchomienia procedury wydawniczej.
W przypadku nie przyjêcia przez Redakcjê do druku pracy zwrot op³aty wraz z korekt¹ faktury dokonany bêdzie przez ksiêgo-
wo�æ PTM.
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INSTRUKCJA DLA AUTORÓW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTÊPY MIKROBIOLOGII

W celu u³atwienia publikowania w jednym miejscu artyku³ów o podobnej problematyce, Postêpy Mikrobiologii
wydawaæ bêd¹ w formie suplementów, nastêpuj¹ce prace naukowe:

1. Referaty z sesji plenarnych Zjazdów naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjów organizowanych
staraniem Zarz¹du G³ównego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów oraz Komitetu Mikrobiologii Polskiej
Akademii Nauk. Manuskrypt pojedynczego referatu nie powinien przekraczaæ 25-ciu stron i powinien byæ przy-
gotowany wg Informacji dla Autorów Postêpów Mikrobiologii. Ca³o�æ materia³ów przygotowanych do jednego
suplementu nie mo¿e przekraczaæ 150 stron maszynopisu.

2. Streszczenia przyjêtych przez organizatorów referatów oraz doniesieñ prezentowanych na ww. Zjazdach nauko-
wych, Konferencjach oraz Sympozjach. Streszczenie nie powinno przekraczaæ jednej strony maszynopisu i koñ-
czyæ siê nie wiêcej jak trzema pozycjami cytowanego pi�miennictwa.

W suplemencie nie bêd¹ publikowane oryginalne prace do�wiadczalne prezentowane na ww. Zjazdach naukowych.
Prace te po odpowiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukcj¹ dla autorów, mo¿na przesy³aæ do Redakcji Polish
Journal of Microbiology (Acta Microbiologica Polonica) lub innego czsopisma naukowego.

Autorzy lub zamawiaj¹cy suplement ponosz¹  pe³ny koszt jego opracowania oraz wydania. Mo¿liwy jest druk
czterech suplementów rocznie. Poniewa¿ materia³y przeznaczone do suplementu nie s¹ opracowywane oraz nie podle-
gaj¹ ocenie Zespo³u Redakcyjnego Postêpów Mikrobiologii, zamawiaj¹cy suplement, tj. osoba upowa¿niona przez
Zarz¹d G³ówny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów lub Komitet Mikrobiologii PAN, bierze ca³kowit¹ odpowie-
dzialno�æ za redakcjê oraz warto�æ merytoryczn¹ suplementu. Wydanie suplementu powinno byæ poprzedzone jego
akceptacj¹ przez Zespó³ Redakcyjny Postêpów Mikrobiologii.

Oferta Reklamy

Postêpy Mikrobiologii udostêpni¹ w ka¿dym numerze kilka stron (³¹cznie z wewnêtrznymi stronami ok³adek)
reklamie.

Pismo nasze dociera co kwarta³ do kilku tysiêcy odbiorców. S¹ w�ród nich specjali�ci ró¿nych dziedzin mikrobio-
logii, pracuj¹cy jako nauczyciele wy¿szych uczelni, szkó³ �rednich oraz pracownicy naukowi instytutów badawczych,
biotechnolodzy oraz lekarze. Du¿¹ grupê naszego pisma stanowi¹ studenci.

Cena og³oszenia czarno-bia³ego wewn¹trz numeru wynosi:
1/2 strony 250,� z³
ca³a strona 500,� z³
Proponujemy równie¿ og³oszenia kolorowe � cena do uzgodnienia.

Teksty opracowanych graficznie reklam proszê sk³adaæ na adres Redakcji Postêpów Mikrobiologii, 02-007 War-
szawa, ul. Oczki 3, tel. 628 08 22.

Redakcja nie ponosi odpowiedzialno�ci za tre�æ reklam i og³oszeñ

Uprzejmie informujemy PT Czytelników, ¿e od wrze�nia 2008 roku na stronie
internetowej Postêpów Mikrobiologii dzia³a wyszukiwarka. Umo¿liwia ona odnajdy-
wanie informacji zarówno w bie¿¹cych jak i archiwalnych zeszytach naszego pisma.

Redakcja i Administrator Strony Internetowej
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INFORMACJA

Zarz¹d G³ówny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów uprzejmie informuje, i¿ zgodnie
z Uchwa³¹ Walnego Zgromadzenia Delegatów z dnia 4.09.2008 r. od dnia 01.01.2009 r.
ulega zmianie wysoko�æ sk³adki cz³onkowskiej.

Ø Wysoko�æ sk³adki cz³onkowskiej od 2009 roku wynosi 80 z³/rok,
Ø Wysoko�æ sk³adki dla cz³onków Emerytów � 40 z³/rok

Z op³acania sk³adki cz³onkowskiej zwolnieni s¹ Cz³onkowie Honorowi Polskiego Towarzy-
stwa Mikrobiologów.

SK£ADKI PROSIMY OP£ACAÆ DO KOÑCA I KWARTA£U
KA¯DEGO ROKU KALENDARZOWEGO

CZASOPISMA

Ø W ramach sk³adki otrzymaj¹ Pañstwo kwartalnik Postêpy Mikrobiologii lub Polish
Journal of Microbiology (prosimy o podanie wybranego czasopisma przy op³acaniu
sk³adki cz³onkowskiej)

Ø Istnieje mo¿liwo�æ rocznej prenumeraty drugiego kwartalnika koszt 40 z³/rok
(dla cz³onków PTM).

Informujemy, i¿ od dnia 01.01.2009 roku uleg³ zmianie numer konta PTM.

Od 01.01.2009 r. sk³adki cz³onkowskie nale¿y wp³acaæ na konto:
Nazwa posiadacza rachunku:
Polskie Towarzystwo Mikrobiologów, 00-725 Warszawa, ul. Che³mska 30/34

Bank i numer konta:
Bank Pekao S.A. 18 1240 5992 1111 0000 4774 7434
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ERRATA:

W abstrakcie artyku³u �Profesor Rudolf Stefan Weigl (1883�1957)�,
który ukaza³ siê w zeszycie 4/2008 Postêpów Mikrobiologii

na stronie 511 powinno byæ w wierszu 4 od góry: Typhus Institute.


