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Wspomnienie o profesorze
Leslawie Arnoldzie Jakubie Badurze
(7.04.1925 — 21.12.2008)

21-go grudnia zmart prof. zw. dr hab. Lestaw Badura.
Profesor byt naszym najlepszym przyjacielem, wybit-
nym naukowcem, doradca i wspaniatym nauczycielem
akademickim. Opiekowat si¢ mtodymi pracownikami
naukowymi oraz byl wielkim przyjacielem mlodziezy
i studentéow. Byl cenionym i szanowanym przez spo-
teczno$¢ akademicka pracownikiem naukowym, czto-
wiekiem o wielkiej wiedzy, szlachetnosci i kulturze
osobistej, niezwykle prawym i zyczliwym, wielkim
autorytetem naukowym i moralnym. Profesor wyksztat-
cit kilka pokolen polskich mikrobiologéw oraz nie-
strudzenie wprowadzal t¢ dziedzing wiedzy na areng
migdzynarodowa. Aktywnie uczestniczyt w organiza-
cji pracy naukowej, byt cztonkiem wielu krajowych
1 zagranicznych towarzystw, komisji, redakcji i komi-
tetow naukowych. Byt tworca polskiej szkoty w za-
kresie ekologii i fizjologii drobnoustrojéw, ochrony
srodowiska i ekotoksykologii.

Lestaw Arnold, Jakub trojga imion urodzil sig
7 kwietnia 1925 roku w Trzebini. W latach 1931-1937
uczeszezat do szkoty powszechnej w Trzebini, a w la-
tach 1937-1939, do Panstwowego Gimnazjum i Li-
ceum w Chrzanowie. W okresie okupacji pracowat
(1940-1943), jako technik dentystyczny w Trzebini
oraz Sanatorium Przeciwgruzliczym w Bystrej Slas-
kiej k. Bielska-Biate;j.

Po wyzwoleniu w latach 1945-1947 kontynuuje
nauke, poczatkowo w gimnazjum ogdlnoksztalcacym
dla dorostych w Bytomiu, nastgpnie po zdaniu matej
matury, w liceum dla dorostych, gdzie uzyskuje §wia-
dectwo dojrzatosci (1947). Po uzyskaniu matury po-
dejmuje w tym samym roku studia na Wydziale Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu i Politechniki we Wro-
ctawiu. W roku 1950 uzyskuje z wynikiem bardzo
dobrym stopien magistra filozofii (20.12.1950) z za-
kresu biologii ogolnej (grupa fizjologii roslin).

W okresie studiow, pracuje zarobkowo: w latach
(1948-1949) uczy matematyki w Nizszym Semina-
rium Duchownym prowadzonym przez O.0O. Salezja-
n6w w Dobroszycach. W roku akademickim 1949/50
otrzymuje stypendium Ministra Os$wiaty. Tuz przed

ukonczeniem studiow podejmuje, pracg na etacie za-
stepcy asystenta (01.08.1950) w Katedrze Fizjologii
Roélin, kierowanej przez jednego z najwybitniej-
szych mikrobiologéw Polski, $wiatowej stawy uczona
prof. zw. dr Heleng Krzemieniewska. Dyrektorem In-
stytutu Botaniki w sktad ktérego wchodzita Katedra
prof. Krzemieniewskiej, byl wybitny botanik, wspot-
tworca i pierwszy rektor Uniwersytetu Wroctawskiego,
prof. zw. dr hab. Stanistaw Kulczynski — wiceprezes
PAN. Pod kierunkiem Pani Profesor przygotowuje
prace magisterska na temat ,,Mikroelementy w zyciu
roslin”. Po ukonczeniu w grudniu 1950 roku studiow,
z dyplomem magistra filozofii awansuje na stanowis-
ko asystenta, a od pazdziernika 1951 roku na stano-
wisko st. asystenta.

W pierwszych latach pracy prowadzit badania nad
zjawiskiem ryzosfery. W zwiazku z tym odbywa krot-
ki staz naukowy w Zakladzie Mikrobiologii IUNG
w Putawach u prof. zw. dr hab. czlonka rzeczywistego
PAN Jadwigi Ziemigckiej. Nawigzuje takze wspotpra-
ce z jednym z najwybitniejszych polskich mikologoéw
prof. dr hab. Tadeuszem Dominikiem po6zniejszym re-
cenzentem jego rozprawy habilitacyjnej. W dalszej
kolejnosci z inspiracji prof. Krzemieniewskiej pode;j-
muje badania nad wyst¢gpowaniem grzybow mikrosko-
pijnych w glebach lesnych. Pierwsze prace z tego cyklu
wykonane na glebach rezerwatu bukowego w Misz-
kowicach, publikuje wraz z prof. H. Krzemieniowska.
Dwie prace ukazuja si¢ drukiem w roku 1954 w Acta
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Soc. Botan. Polon. Prowadzi nadal badania mikolo-
giczne, nad wystgpowaniem grzybow glebowych i ich
powiazaniu z szatg ros§linna w roéznych rezerwatach
lesnych. Prowadzit takze do$wiadczenia z zakresu
fizjologii roslin, ale juz pod nowym kierownictwem
Katedry prof. dr hab. Stefanem Guminskim. Migdzy
innymi stara si¢ okres§li¢ wplyw zwiazkéw préchni-
czych na wzrost roslin. Prace z tej dziedziny publikuje
wraz z profesorem Guminskim w latach 1958—1964.
W roku 1959 konczy rozpraweg na temat ,,Badania nad
mikoflora $cidtki i gleby lasu szpilkowego ze zbocza
Raduni”. Praca ta stanowila podstawg do uzyskania
stopnia naukowego dr n. przyrodniczych z zakresu
mikrobiologii na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwer-
sytetu Wroctawskiego (17.12.1959). Promotorem prze-
wodu doktorskiego byt prof. zw. dr hab. pdzniejszy czto-
nek rzeczywisty PAN Wiadystaw Kunicki-Goldfinger,
owczesny kierownik Katedry Mikrobiologii Uniwer-
sytetu Wroclawskiego. Rozprawa ta zostala opubliko-
wana w roku 1960 w Acta Microbiologica Polonica.

W kilka miesigcy po6zniej otrzymuje stypendium
naukowe z Ministerstwa OS$wiaty i Szkolnictwa
Wyzszego 1 wyjezdza na staz naukowy do Wtloch
(01.03.1960-15.09.1960), gdzie w Instituto et Orto
Botanico dell Universita di Torino, pod kierunkiem
prof. dr Beniamino Peyronel’a studiuje mikologic.
W ramach studiow kontynuuje badania nad okresle-
niem zwiazku pomig¢dzy mikoflora, a szata roslinna.
Wyniki tych badan zawarte w dwdch rozprawach uka-
zujq si¢ drukiem w roku 1963 w czasopismie whoskim
LYAllionia” (9: 65-7419: 175-186).

Po powrocie do kraju prowadzi dalsze badania eko-
logiczno-mikologiczne nad wystgpowaniem okres$lo-
nych grup grzybow w roéznych zespotach roslinnych,
szuka powiazan migdzy szata roslinna, zespotami lesny-
mi, a ,,zespotami” mikroskopijnych grzybow glebo-
wych. Réwnoczes$nie podejmuje badania fizjologiczne
nad wyjasnieniem mechanizmu oddziatywania zwiaz-
kéw huminowych na drozdze i przebieg ich beztle-
nowego oddychania.

Catoksztatt pracy naukowej oraz rozprawa habili-
tacyjna na temat ,,O mechanizmie ,,stymulujacego”
wptywu humianu sodu na proces fermentacji alkoho-
lowej i rozmnazanie drozdzy” zamieszczone w Acta
Soc. Botan. Polon. stanowily podstawe do wszczgcia
postepowania habilitacyjnego. W roku 1965 po zloze-
niu przed Rada Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uni-
wersytetu Wroctawskiego wymaganego przepisami
kolokwium oraz wyktadu habilitacyjnego na temat
»Fizjologia mikoryzy” uzyskuje (4.11.1965) stopien
naukowy docenta nauk przyrodniczych w zakresie
fizjologii roslin. Po zatwierdzeniu stopnia naukowego
(26.01.1966) przez Komisj¢ Centralng 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
powotany na stanowisko kierownika Katedry Ekologii
1 Geografii Roslin (01.03.1968). Rok p6zniej po pew-
nych reorganizacjach Instytutu Botaniki pelniac juz
funkcje kierownika Zaktadu Ekologii i Geografii Ros-
lin obejmuje stanowisko dyrektora Instytutu Botaniki
i Biochemii, ktora to funkcj¢ petnit do roku 1971.
W pazdzierniku 1975 r. otrzymuje etat profesora nad-
zwyczajnego na Uniwersytecie Slaskim w Katowicach
i obejmuje kierownictwo Zaktadu Mikrobiologii w In-
stytucie Biologii Molekularnej, na Wydziale Biologii
i Ochrony Srodowiska US. Tytut naukowy profesora
zwyczajnego uzyskat 16.11.1984.

W ramach dziatalno$ci naukowej w Uniwersytecie
Slaskim prowadzi wraz z zespolem badania nad wyjas-
nieniem mechanizméw oddzialtywan metali cigzkich
gtownie pochodzacych z emisji przemystowych, na
mikroorganizmy glebowe i na pelnione przez nie
funkcje. Problematyka badawcza Katedry koncentruje
si¢ wokot zagadnien zwiazanych z proba wyjas-
nienia udzialu mikroorganizméw w funkcjonowaniu
ekosystemow leSnych w regionach uprzemystowio-
nych. Prace te byly zawsze centralnie koordynowane
i finansowane przez: 1) Instytut Badawczy Le$nictwa
(1973-1975), 2) Instytut Podstaw Inzynierii Srodowis-
ka PAN (1976-1980), 3) Ministerstwo Nauki, Szkol-
nictwa Wyzszego i Techniki w ramach koordynacji
probleméw mikrobiologicznych przez Uniwersytet
Lodzki (1981-1990) oraz 4) Ministerstwo Edukacji
Narodowej, w ramach badan statutowych i wtasnych.

Wyniki badan Katedry byly publikowane w cza-
sopismach krajowych i referowane na kongresach
ogolnopolskich i europejskich. Wiele wynikow ba-
dan stanowito podstawy do uzyskiwania tytutow ma-
gistra biologii, tacznie ponad 200. Byl promotorem
trzynastu prac doktorskich, a pigciu jego wycho-
wankéw uzyskato stopien doktora habilitowanego
(dr J. Pacha, dr J. Szulicka, dr J. Kozdréj, dr P. Krupa
oraz dr Z. Piotrowska-Seget).

W latach 1973-1981 pehit funkcje kierownika
Zaktadu Mikrobiologii, a od 1981 r. kierownika Ka-
tedry Mikrobiologii. W tym tez czasie przyjmuje sze-
reg obowiazkéw administracyjnych: 1) prodziekana
d.s. studenckich (1975-1978), 2) dyrektora Instytutu
Biologii Molekularnej (1978-1979), 3) dziekana Wy-
dziatu Biologii i Ochrony Srodowiska US (przez dwie
kadencje 1984—-1990). Aktywnie uczestniczyt, w pra-
cach réznych komitetow 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. Badan
Nad Globalnymi Zmianami Przyrodniczego Srodo-
wiska przy Prezydium PAN (1987-1990), 4) Komitetu
Inzynierii Srodowiska (1991-1993), 5) Komisji
Ochrony Srodowiska i Utylizacji Odpadéw przy Od-
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dziale Katowickim PAN (od roku 1975), przez dwie
kadencje przewodniczyl tej Komisji (1988—1999).
W latach 1981-1985 byt cztonkiem Zespotu Koordy-
nacyjnego Problemu Migdzyresortowego MR.IL.17,
I stopnia ,,Aktywno$¢ drobnoustrojow oraz ich wyko-
rzystywanie i zwalczanie”, oraz Zespohu koordynacyj-
nego stopnia II IPIS PAN, grupy tematycznej 02
,,Ochrona Powietrza i Wod”.

Uczestniczyl w obradach kilku Rad Wydawniczych:
1) Rady Wydawnicze] miesigcznika Aura (od 1988
do chwili $mierci), 2) przewodniczy kolegium redak-
cyjnemu ,,Fundacji Ekologicznej Silesia” (1991-1998),
3) byl cztonkiem Komitetu Redakcyjnego Biuletynu
Komitetu Inzynierii Srodowiska PAN (1891-1993).
4) W roku 1996 zostal powotany na cztonka Rady
Naukowej Instytutu Ekologii PAN w Dziekanowie
koto Warszawy (1996—-1998) oraz ponownie wybrany
na lata 1999-2002. Nadto w latach 1984-1990 brat
udzial w pracach Komisji Nagrod Ministra Edukacji
Narodowej. Od roku 2003 byl cztonkiem Spotecz-
nego Komitetu Budowy Pomnika gen. Jerzego Zigtka.
W okresie III kadencji Sejmu RP byt takze doradca do
spraw ochrony $rodowiska przy Komisji Sejmowe]
Ochrony Srodowiska i Zasoboéw Naturalnych. Byt
takze organizatorem i wspotorganizatorem kilku mig-
dzynarodowych i krajowych konferencji naukowych.
W latach 1996-1997, 1997-1998 oraz od roku 1999 do
2005 byt cztonkiem Komitetu Naukowego Krajowego
Kongresu Ekologicznego ,,Eko-Med” w Tarnowie.

Od wielu lat byt czltonkiem licznych towarzystw
naukowych w kraju i zagranica: 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 Zarzadu Gloéwnego pehit funkcj¢ (do 1996) prze-
wodniczacego Komisji Biologii Gleby, 5) Polskiego
Towarzystwa Przyrodnikow im. Kopernika (od 1983 r.),
6) cztonkiem statlym Europejskiej Akademii na Slasku
1 petit obowiazki wiceprzewodniczacego (1991-1997),
a od 1997 byt cztonkiem zarzadu, 7) cztonkiem rze-
czywistym Gorno$laskiego Towarzystwa Przyjaciot
Nauki (od 1989), 8) Od 1998 byt Honorowym czton-
kiem Towarzystwa na Rzecz Gornoslaskiego Ogrodu
Botanicznego, 9) Od roku 1999 byt czlonkiem Za-
rzadu Fundacji Nagrod i Wyrdznien im. Bohaterow
Wiezy Spadochronowej w Katowicach, 10) Byt takze
cztonkiem Miedzynarodowego Towarzystwa Ekotok-
sykologicznego ,, Secotox” (International Society of
Ecotoxycology and Environmental Safety (od 1991),
11) czlonkiem mig¢dzynarodowego towarzystwa — So-
ciety for Research on Environment and Health (1991),
12) 8.02.1994 zostal powotany na cztonka korespon-
denta Europejskiej Akademii Ekologicznej (Europii-
sche Akademie fiir Umweltfragen) z siedziba w Tybin-

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

Za osiagnigcia naukowe i dydaktyczno-organiza-
cyjne byt wyrdzniany: 1) Indywidualna i zespotowa,
naukowa Nagroda Ministra II stopnia, 2) wieloma Na-
grodami Rektora I i II stopnia. 3) nagrodami pieni¢z-
nymi Ministra Edukacji Narodowej (1989, 1990). 4) Za
catoksztalt dziatalnosci spolecznej ,,Za szczegolne za-
stugi dla §rodowiska przyrodniczego w woj. katowic-
kim” otrzymat Nagrodg I stopnia z Fundacji Ekolo-
gicznej ,, Silesia” i Trybuny Slaskiej (1994). 5) Byt
odznaczony Ztotym Krzyzem Zastugi (25.09.1973).
6) Krzyzem Kawalerskim (15.09.1977), 7) Zostat wy-
rézniony tytutem honorowym Zastuzony Nauczyciel
PRL (30. 08. 1989), 8) odznaczony Krzyzem Oficer-
skim Orderu Odrodzenia Polski (25.09.1995) oraz
9) otrzymal liczne medale tj. Medal Komisji Eduka-
cji Narodowej (23.09.1976), Medal 40-lecia PRL
(22.07.1984). Brazowy Medal Za Zashugi dla Obron-
nosci Kraju (25.09.1989). Przyznano mu takze — Ztota
Odznake ZNP (10.11.1969), Ztota Odznakg Uniwer-
sytetu Wroclawskiego (06.06.1972), Zlota Odznake
Uniwersytetu Slaskiego (22.04.1986). Otrzymywat
nadto pamiatkowe medale: ,,Wyr6zniony za Nauke
i Prace Spoteczna”, za wspotorganizacje ,,I11 Kongresu
Uczonych Polskiego Pochodzenia” (16-29.07.1989)
oraz Uniwersytetu Slaskiego, 10) w roku 1980 zostat
wlaczony do Galerii Przodujacych Pracownikow i Stu-
dentéw Uniwersytetu Slaskiego za osiagnigcia nauko-
wo-dydaktyczne, 11) W roku 1998 otrzymat Dyplom
Honorowy z Fundacji Nagrod 1 Wyr6znien im. Bohate-
row Wiezy Spadochronowej w Katowicach za aktywna
dziatalno$¢ oraz zostat uhonorowany ,,Brazowym Me-
dalem Bohaterskim Harcerzom”. 12) W roku 1998
otrzymat takze Dyplom za aktywny udziat w propa-
gacji Gornoslaskiego Ogrodu Botanicznego. W dniu
08.01.2005 r. z rak Rektora Uniwersytetu Warminsko-
-Mazurskiego w Olsztynie otrzymal zaszczytny tytut
Honorowego Profesora UW-M.

Z dniem 1.10.1995 formalnie, po osiagnigciu 70 lat
przeszedt na emeryturg. Jednakze dwczesny Rektor
Uniwersytetu Slaskiego prof. zw. dr hab. Maksymilian
Pazdan na wniosek Rady Wydzialu Biologii i Ochrony
Srodowiska przyznaje mu etat kontraktowego profesora
zwyczajnego na ktorym pracowat w latach 1995-2002.
W roku akademicki 1998/1999 byl wyktadowca
w Wyzszej Szkole Pedagogicznej w Czgstochowie.
Ponadto prowadzit od 2003 r. wyktady z zakresu eko-
logii mikroorganizméw na migdzyuczelnianym stu-
dium doktoranckim przy Glowny Instytucie Gornic-
twa w Katowicach. Od roku 2005 prowadzit takze
wyktady z zakresu biologii ogdlnej oraz mikrobiologii
w Krakowskiej Szkole Wyzszej im. Andrzeja Frycza
Modrzewskiego w Krakowie.
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W swym bogatym, imponujacym i liczacym si¢
dorobku naukowym posiada ogétem opublikowanych
ponad 270 publikacji, artykutow i rozpraw. Powyzsze
prace ukazywaty si¢ w jezyku polskim, niemieckim,
wloskim i angielskim w czasopismach naukowych
krajowych i zagranicznych o duzym zasiegu migdzy-
narodowym. Przygotowal 4 skrypty dla studentow
1 20 artykutéw okoliczno$ciowych. Opracowat wiele
ekspertyz dla gospodarki narodowej i raportéw z ba-
dan wezlowych, wlasnych i zlecanych przez rdzne
instytucje. Uczestniczyl w ponad 200 konferencjach
krajowych i zagranicznych, gdzie wyglaszane przez
niego referaty cieszyly si¢ zawsze duza popularno$cia
i wnosity do wiedzy mikrobiologicznych wiele no-
wosci, a podejmowane tematy wywotywaly zawsze
spora dyskusje, ktora niejednokrotnie sam celowo pro-
wokowat 1 z checia podejmowat. Byl wielokrotnie
zapraszany z referatami na liczne krajowe seminaria,

sympozja, zjazdy i konferencje. W okresie pracy na
obu uczelniach opracowat dziesiatki recenzji i opinii
dla: Centralnej Komisji Kwalifikacyjnej (10), Rad
Wydziatow i Instytutow PAN (35), Ministerstwa Edu-
kacji Narodowe (40), KBN-u (110), Koordynatorow
Probleméw Weztowych 1 Resortowych (70), Wydaw-
nictw (170) oraz r6znych innych.

Postannictwo uczonego prof. Lestaw Badura rozu-
mial w jak najszerszym stowa tego znaczeniu. Uwa-
zat, ze naukowiec powinien zajmowac si¢ nie tylko
praca badawcza, lecz takze organizacja nauki i jej
upowszechnianiem. Takie tez postannictwo realizowat
w calym swoim zyciu. Profesor Lestaw A.J. Badura
pozostanie w naszej pamigci jako wybitny uczony,
wielki pedagog, spotecznik, goracy patriota i szlachet-
ny cztowiek oraz wspanialy kolega i przyjaciel.

Prof. zw. dr hab. Wiestaw Barabasz
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Regulatory systems of gene expression in Staphylococcus aureus

Abstract: Staphylococcus aureus is one of the most common human pathogens. The expression of genes in S. aureus, including these
encoding virulence factors, seems to be dependent on many inner- and extracellular agents (pH, CO,, cell density, autoinducer
concentration, the phase of growth). Each of these signals may activate a distinct cell regulatory system via a different pathway. Up
to date many molecular mechanisms engaged in the global regulation of virulence factors have been identified. Sixteen of them, for
example: agrA/C, saeS/R, arlS/R, srrA/B (srhS/R) IytS/R, rap/traP belong to the two-component signal transduction systems. Each
of them consists of a sensor histidine kinase and a response regulator protein. These systems, including quorum sensing systems, are
sensitive to environmental signals. The second class of global regulatory systems are proteins belonging to the SarA-family of proteins,
which together with other alternative transcriptional factors, such as RNA III, MgrA, Rot, Sigmag, may determine the virulent pheno-
type by binding to the promoter regions of regulated genes. Moreover, the mechanisms of bacterial pathogenesis may be modulated in
the proteolytic way by ClpP protein and also at the translational level by the antisense mechanism involving RNA III molecules.
Thanks to these regulatory mechanisms, bacteria are able to colonize and cause infections almost in every tissue of human body.

1. Introduction. 2. TCSTS — two component signal transduction system. 2.1. agr system. 2.1.1. Genetic organization of agr.
2.1.2. Structure and maturation of autoinducer peptide (AIP). 2.1.3. Activation of signal transduction in TCSTS. 2.1.3.1. Ligand-
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dependent autoregulation. 2.1.6.2. SarA-dependent regulation. 2.1.6.3. rap/traP-dependent regulation. 2.1.7. Diversity and role of
agr system. 2.2. Other TCSTS mechanisms of regulation of gene expression in S. aureus. 3. Non-TCSTS mechanisms of regulation
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1. Wstep

Aktywno$¢ réznych genéw w komorkach okreslo-
nego szczepu Staphylococcus aureus nie jest jednako-
wa i czgsto zalezy od warunkow $rodowiskowych. Ich
ekspresja podlega najcze¢sciej ztozonym procesom re-
gulacyjnym i moze przebiega¢ na roznych poziomach
oraz przy wykorzystaniu réznych mechanizméw. Naj-
czedciej jest ona uzalezniona od: 1) warunkoéw Srodowis-
ka, takich jak: st¢zenie tlenu i dwutlenku wegla, pH,
i1) gestosci populacji komorek bakteryjnych, iii) fazy
wzrostu hodowli oraz iv) zawarto$ci w §rodowisku ze-
wnetrznym tzw. czasteczek AIP (autoinducing pepti-
de). Dotychczas u S. aureus zidentyfikowano co naj-
mniej kilkanascie réznych systemow regulatorowych,

ktére mozna przyporzadkowaé do dwoch grup czynni-
kéw uczestniczacych w globalnej regulacji ekspresji
genow, sa to: dwusktadnikowe systemy przekazywania
sygnatu, aktywne réwniez w regulacji quorum sensing
(np.: agrA/C, saeS/R, srrA/B, arlS/R, lytS/R, rap/traP)
oraz rodzina bialek SarA [8, 13]. Bialka sensorowe
uktadow dwusktadnikowych umozliwiaja rozpozna-
wanie czynnikow pozakomoérkowych, podczas gdy
regulatory odpowiedzi, w potaczeniu z alternatywny-
mi czynnikami transkrypcyjnymi (np.: Rot, Sigmay,
MgrA) i rodzing biatek SarA (SarA, SarR, SarS, SarT,
SarU, SarV, SarX, SarY, SarZ) dzialaja jako efek-
tory wewnatrz zlozonej sieci regulacyjnej komorki
bakteryjnej. Ponadto modyfikacja ekspresji genow
moze przebiega¢ na poziomie inicjacji translacji, przy

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego ul. Chalubin-
skiego 5, 02-004 Warszawa, tel.: (22) 628 27 39, e-mail: xenia.szymanek@wum.edu.pl
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wykorzystaniu mechanizmu matych antysensownych
czasteczek RNA, RNA III lub na poziomie dojrzatego
produktu genu, przy udziale proteaz Clp [8, 61, 66].

2. Dwuskladnikowe systemy przekazywania sygnalu
(TCSTS - two component signal transduction
system)

Dwusktadnikowe systemy regulacyjne warunkuja
zdolno$¢ drobnoustrojow do odbierania sygnatéow ze
srodowiska zewngtrznego. Sa one wysoce konserwowa-
ne wsrod organizméw prokariotycznych. W ich sktad
zawsze wchodza dwa elementy: biatko sensorowe oraz
biatko regulatorowe (efektorowe). Sensorem jest en-
zym o aktywnosSci kinazy histydynowej, zlokalizowany
w btonie komoérkowej. Zawiera on domeng zewngtrzna
(N-koniec biatka), ktora odbiera sygnat §rodowisko-
wy oraz domeng wewnatrzkomorkowa (C-koniec biat-
ka), ktora wykazuje aktywnos$¢ kinazy histydynowe;.
Podczas aktywacji, nastgpuje ATP-zalezna autofosfo-
rylacja substratowa reszty histydynowej, a nastgpnie
przeniesienie reszty fosforanowej na biatko regulatora.
W czasteczce regulatora odpowiedzi na sygnat, fos-
forylacji ulega silnie konserwowana, znajdujaca si¢
w domenie N-koncowej reszta asparaginianowa. Pro-
wadzi to do aktywacji regulatora oraz zapoczatkowuje

kaskadg zdarzen, prowadzacych do powstania aktyw-
nego czynnika kontrolujacego poziom ekspresji roz-
nych gendw, najczgSciej na poziomie transkrypcji
[75]. Funkcje czynnikéw transkrypcyjnych, wiazacych
DNA ponizej lub powyzej sekwencji promotorowych
genow, moga petnic¢ rozne bialka np. w systemie agr
u S. aureus AgrA i/lub kwasy nukleinowe np. RNA III
systemu agr [36, 43].

U S. aureus zostalo dotychczas poznanych i opi-
sanych kilka systeméw dwuskladnikowych m.in.
agrA/C, saeR/S, srrA/B, ariR/S, IytR/S, rap/traP [3, 9,
27, 29, 47, 76]. Uczestnicza one w globalnych syste-
mach regulacyjnych oraz bezposrednio w kontroli eks-
presji genow kodujacych zarowno czynniki wirulen-
cji, biatka zwigzane ze strukturami powierzchniowymi
komorki bakteryjne;j, jak i biatka metabolizmu podsta-
wowego. Do tej pory u S. aureus najlepiej poznany
zostal 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. Sktada si¢ on z frag-
mentu DNA o wielkosci ~3 kpz (Rys. 1), kodujacego
dwa transkrypty: RNAII i RNAIII, ktore ulegaja trans-
krypcji z dwoch odrgbnych promotoréow, odpowiednio
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Rys. 1. Schemat organizacji oraz regulacji systemu agr
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Rys. 2. Sekwencja aminokwasow propeptydow AgrD u Staphylococcus aureus ze wszystkich czterech klas.
Podkresleniem zaznaczono sekwencj¢ peptydow AIP

P2 i P3, o przeciwnie skierowanych orientacjach [74].
Transkrypt RNAII koduja cztery geny: agrA, agrB,
agrC i agrD. Biatka AgrA i AgrC sa elementami kla-
sycznego systemu dwusktadnikowego, gdzie AgrC
(sensor) stanowi zakotwiczona w btonie komérkowe;,
zdolna do autofosforylacji kinazg histydynowa, nato-
miast AgrA (regulator, efektor) petni funkcje biatka
odpowiedzi oraz czynnika transkrypcyjnego. AgrD
jest propeptydem, wydzielanego na zewnatrz komorki
peptydu autoinduktora AIP (autoinducing peptide),
zwanego rowniez feromonem, ktore stanowi swoisty
ligand dla biatka sensora systemu quorum sensing. Na-
tomiast AgrB jest ztozonym biatkiem transbtonowym,
uczestniczacym w transporcie oraz modyfikacji post-
translacyjnej AgrD [8, 27, 74].

Transkrypt RNAIII koduje gen //d hemolizyny 6
oraz pelni funkcje regulatorowe w aktywacji i/lub re-
presji ekspresji genéw systemu agr, a takze licznych
czynnikow wirulencji zarowno tych zwiazanych z bto-
na komodrkowa, jak i wydzielanych na zewnatrz komor-
ki [6, 69]. Schemat pokazujacy calosciowo dziatanie
systemu agr zostal przedstawiony na rys 1.

2.1.2. Struktura oraz dojrzewanie czasteczki
autoinduktora AIP

Peptyd AIP gronkowca ztocistego jest mala czas-
teczka zbudowana z 7 do 9 aminokwasdéw, zawierajaca
w swojej strukturze pigciocztonowy pierscien lakto-
nowy [41, 54]. W strukturze genu agrD obserwuje si¢
wystepowanie zjawiska polimorfizmu, co przektada si¢
na znaczne zroéznicowanie struktury I-rzedowej pep-
tydow AgrD oraz AIP. Zrdznicowanie dotyczy row-
niez produktow genow agrB oraz agrC, czyli biatek
scisle zwigzanych z modyfikacja, sekrecja AgrD oraz
aktywacja sensora AgrC. Na podstawie analizy se-
kwencji gendw agrB, agrC i agrD, wyrdznia si¢ obec-
nie u S. aureus, cztery grupy agr, oznaczone jako agr-I,
agr-11, agr-111 i agr-1V [41]. Roznice w sekwencji pro-
peptydow agrD (AgrD-I, AgrD-II, AgrD-III i AgrD-1V)
oraz peptydow AIP (AIP-1, AIP-II, AIP-III, AIP-1V)
u poszczegblnych czterech grup agr przedstawiono
odpowiednio na rys. 21 3 [41, 54].

Propeptydy AgrD ze wszystkich czterech grup sa
niedojrzalymi postaciami odpowiednich peptydow
AIP. Kazdy z nich zawiera na N-koncu amfoteryczng

strukture a-helikalng, ktora umozliwia zakotwiczenie
produktu w btonie komoérkowej oraz silnie hydrofilng
C-koncowa domeng, ktéra pozostaje niezakotwiczona
w cytoplazmie [99]. Sekwencja autoinduktora znajduje
si¢ w srodkowej czesci propeptydu. Moze ona zawie-
ra¢, w zaleznosci od klasy, 7 do 9 aminokwaséw. Cecha
wspoélna dla wszystkich czasteczek AIP jest obecnosé
reszty cysteiny w piatej pozycji od C-konca [41, 57, 73].
Poza tym jedynie czasteczki autoinduktorow z grupy I
1 IV maja niemal identyczna strukturg I-rzedowa, ro6z-
niaca si¢ tylko jedna pozycja aminokwasu w pozycji
czwartej od C-konca (u AgrD-I — reszta kwasu aspara-
ginowego D, u AgrD-IV — reszta tyrozynowa Y) [54,
60]. W strukturze dojrzatego peptydu jest obecny pier-
cien laktonowy, zbudowany z pigciu aminokwasow,
w ktorym znajduje si¢ wiazanie tioestrowe, wytworzo-
ne migdzy grupami: siarkowodorowa silnie konserwo-
wanej reszty cysteinowej, a karboksylowa ostatniego
aminokwasu na C-koncu peptydu (Rys. 3) [57, 60].
Przeksztatcenie propeptydu AgrD w dojrzata cza-
steczke autoinduktora, obejmuje cztery etapy. Sa nimi:
dwa cigcia proteolityczne, wytworzenie pierscienia
laktonowego i transport na zewnatrz komorki. Wazna
role w modyfikacji potranslacyjnej AgrD odgrywa
struktura a-helikalna. Umozliwia ona zagniezdzenie
propeptydu w btonie komoérkowej w poblizu biatka
AgrB, ktore pelni podwdjna funkcje: endopeptydazy

Rys. 3. Struktura czasteczek 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 biatkiem transbtonowym, ztozonym z sze-
$ciu podjednostek o strukturze o-helikalnej zlokalizo-
wanych w blonie komorkowej, oddzielonych krotkimi
petlami znajdujacymi si¢ zar6wno po jej stronie ze-
wnetrznej, jak i cytoplazmatycznej. Cztery peryferycz-
nie potozone struktury maja wlasciwosci silnie hydro-
fobowe i najprawdopodobniej uczestnicza w obrdbce
propeptydu AgrD, natomiast dwie $rodkowe spirale,
o wiasciwos$ciach hydrofilowych, stanowia potencjalny
kanal transportera [81, 97]. Z badan przeprowadzo-
nych w 2004 roku przez Zhang i wsp. wynika, ze
za przetwarzanie propeptydu AgrD-I jest odpowie-
dzialny fragment AgrB-I pomi¢dzy 43 a 67 aminokwa-
sem, natomiast za analogiczna obrobke AgrD-II, frag-
ment AgrB-II, zawierajacy aminokwasy w pozycji od
126 do 141. AgrB-1 i AgrB-II wykazuja 60% homo-
logii i pomimo tego, ze regiony pomigdzy 126 a 141
aminokwasem ro6znig si¢ tylko w czterech pozycjach,
analogiczne procesy przeprowadzaja z udziatem roz-
nych domen. Dotychczas nie wyjasniono przyczyn ta-
kiego podziatu funkcji [98].

W pozniejszych badaniach Zhang i wsp. podjeli
probe znalezienia miejsca w strukturze biatka AgrB,
stanowiacego potencjalne centrum aktywne proteazy
[77]. Okazato sig, ze jedynie reszty dwoch aminokwa-
sow — histydyny w pozycji 77 (H77) i cysteiny (C84),
sa niezbedne do wytworzenia prawidlowego bialka
AIP. Ponad to reszty obydwu aminokwasow sa zloka-
lizowane po cytoplazmatycznej stronie blony komor-
kowej, tuz przy powierzchni, co ulatwia im dostgp do
docelowego miejsca dziatania. Centrum aktywne endo-
peptydazy rozpoznaje w czasteczce AgrD silnie kon-
serwowana sekwencj¢ asparaginian-glutaminian, znaj-
dujaca si¢ tuz za sekwencja autoinduktora. Nastepuje
pierwsze cigcie proteolityczne i uwolnienie grupy kar-
boksylowej na C-koncu propeptydu. W tym samym
czasie wysoce reaktywna grupa siarkowodorowa reszty
cysteinowej C84 dokonuje ataku na reszt¢ SH cyste-
iny propeptydu, prowadzac do jej aktywacji. Nastgpuje
reakcja transestryfikacji i wytworzenie wiazania tio-
estrowego z grupa karboksylowa ostatniego aminokwa-
su. W ten sposob reszty pigciu aminokwasow zostaja
zamknigte w pierScieniu laktonowym [77].

Stabiej poznany jest mechanizm modyfikacji post-
translacyjnej N-konca AgrD. Brak jest uniwersalnego
motywu tuz przed sekwencja AIP, natomiast konserwo-
wany motyw izoleucyna-glicyna znajduje si¢ w réznej
odlegtosci od pierwszego aminokwasu autoinduktora
w czasteczkach AIP-I/IV, AIP-II oraz AIP-III. Wia-
domo jednak, ze AgrB-I moze przeprowadzaé pra-
widlowa modyfikacj¢ N-konca zarowno AgrD-I, jak
i AgrD-III, prowadzac do powstania aktywnych czas-
teczek AIP-1 1 AIP-III [41]. Najprawdopodobniej jest

to proces bardziej skomplikowany i uczestnicza w nim
réwniez inne enzymy badz struktury komorki.

Aktywny transport zmodyfikowanych czasteczek
AgrD przez kanal blonowy biatka AgrB jest ostatnim
etapem powstawania peptydu AIP [27].

2.1.3. Aktywacja przekazywania sygnalu w TCSTS
2.1.3.1. Oddziatywanie ligand-sensor w systemie
quorum sensing

Wydzielone na zewnatrz komorki czasteczki auto-
induktora moga stanowi¢ ligandy dla swoistych recep-
torow. Jezeli stezenie AIP w Srodowisku osiagnie pew-
na krytyczna warto$¢, oddziatywanie ligand-receptor
staje si¢ na tyle silne by nastapila aktywacja sensora
[42]. Funkcje sensorowa petni AgrC [48]. Jest to biatko
0 masie czasteczkowej 46 kDa, o wtasciwosciach ki-
nazy histydynowej I typu (EnvZ-like histidine kinase),
peliace wazna funkcj¢ w procesach komoérkowego
przekazywania sygnatu. Wystepuje w komorce w po-
staci homodimeru, zlokalizowanego po czgsci w bto-
nie komorkowej i w cytoplazmie. Sktada si¢ z pigciu
domen, nazwanych: S (sensor), DHp (dimerization
histidine phosphotransfer), CA (catalytic ATP-binding),
RR (response regulator) i HPt (histidine-containing
phosphotransfer) [17, 48]. Region sensora sktada si¢
z dwoch uktadow domen transbtonowych, z ktorych
kazda zawiera sze$¢ struktur a-helikalnych. Stanowia
one miejsce rozpoznawania i wigzania ligandu. C-ko-
niec domeny S przechodzi w domen¢ DHp, ztozona
z czterech spiral o-helikalnych, zawierajacych w swo-
jej strukturze dwie czasteczki silnie konserwowanej
histydyny (Rys. 4). Odpowiada ona zaréwno za dime-
ryzacje jak i, dzigki obecnos$ci pierécienia imidazolo-
wego, przenoszenie grup fosforanowych [17, 48].

Domena DHp jest bezposrednio potaczona ze
strukturag CA. Jest to domena silnie konserwowana
u Procaryota, zawiera centrum aktywne o wtasciwos-
ciach ATP-azy, dzigki czemu moze petni¢ funkcje ka-
talityczna w procesie fosforylacji [17, 48].

Oddziatywanie AIP z receptorem jest wysoce spe-
cyficzne. Zatem jedynie zwiazanie ligandu z wlas-
ciwym mu receptorem, czyli AIP-1 z AgrC-I, AIP-11
z AgrC-I1 itd., spowoduje aktywacjg szlaku przekazy-
wania sygnatu. Natomiast wiazania niespecyficzne
dziataja antagonistycznie i powoduja zablokowanie
uktadu TCSTS [52]. Wydaje sig, ze czasteczki autoin-
duktora maja jednakowe powinowactwo do recepto-
réw kazdego typu i ich wigzanie nastgpuje na zasadzie
kompetycyjnego wypierania, jednakze analizy ilo$cio-
we wykazaty, ze jest to mechanizm bardziej zlozony.
Okazuje si¢, ze mechanizm oddzialywania antagonis-
tycznego jest znacznie mniej skomplikowany niz ago-
nistycznego [53]. Przeprowadzone badania dowodza, ze
modyfikacja strukturalna w czasteczce AIP polegajaca
na zmianie pierscienia tiolaktonowego na laktamowy
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Rys. 4. Schemat budowy czasteczki sensora AgrC

lub laktonowy, powoduje utrat¢ funkcji aktywatora
uktadu dwusktadnikowego, natomiast nie wptywa na
zdolno$¢ do blokowania uktadow niespecyficznych
[57]. Dotychczas nie zostat doktadnie wyjasniony me-
chanizm wiazania czasteczek autoinduktora z recepto-
rem. Wiadomo, ze w strukturze AIP kluczowa role od-
grywa makropier$cien oraz, ze jest to oddzialywanie
wysoce specyficzne. Zmiana jednego aminokwasu, jak
to jest w przypadku czasteczek AIP-11 AIP-1V, powo-
duje utratg zdolnosci do oddziatywania agonistycznego
z sensorem. Z kolei doswiadczenia, w ktorych badano
interakcje AIP-AgrC z wykorzystaniem zmodyfikowa-
nych czasteczek AIP, zredukowanych do samego pig-
cioczlonowego pierscienia tiolaktonowego wykazaty,
ze makropierscien blokuje aktywacje TCS wszystkich
czterech typow [53]. Jest on zatem wystarczajacy do
wiazania receptora i inhibicji, ale do aktywacji kinazy
histydynowe;j jest niezbgdna rowniez obecno$¢ krot-
kiego ogonka aminokwasowego [57]. Nie wiadomo,
ktore doktadnie aminokwasy odgrywaja kluczowa role
W tym procesie oraz czy wigksze znaczenie ma ich
rodzaj, czy lokalizacja. Badania dowodza bowiem, ze
dla aktywnosci AIP-I kluczowe znaczenie ma kwas
asparaginowy (D5), zlokalizowany w makropierscie-
niu, natomiast w przypadku AIP-II jest to asparagina
(N3) potozona w ogonku autoinduktora [57, 60].
Z kolei wyniki innych eksperymentéw pokazuja, ze
wazna role moga odgrywac konserwowane na C-kon-
cu peptydu dwa aminokwasy silnie hydrofobowe: izo-
leucyna (1), leucyna (L), metionina (M) lub fenyloala-
nina (F), poniewaz substytucja alanina F i L w AIP-II
spowodowala znaczna redukcje¢ potencjalu zaré6wno
agonistycznego, jak i antagonistycznego autoinduk-
tora II typu. Obecno$¢ tych hydrofobowych amino-
kwasdéw ma wptyw takze na sposob wiazania ligandu
do receptora. Dowiedziono bowiem, ze biatka fuzyjne
AgrC-L:IV 1 AgrC-1V:I wiaza preferencyjnie AIP-I

i IV w czgsci dystalnej (blizej C-konca) domeny sen-
sorowej kinazy [57].

Poniewaz wiazanie ligand-receptor jest wysoce spe-
cyficzne, pewne determinanty tej swoistosci musza
wystegpowaé rowniez w strukturze czasteczki AgrC.
Dotychczasowe badania dowodza, ze wazna rol¢ w roz-
poznawaniu i wigzaniu ligandu odgrywa C-koncowa
hydrofobowa domena S receptora [94], a dokladnie
reszty aminokwasowe zlokalizowane w jej central-
nej, zewnatrzkomorkowej petli [26], bowiem zamiana
w strukturze AgrC-IV pigciu aminokwaséw w po-
zycjach 100-F, 101-T, 104-V, 107-V, 116-I na analo-
giczne, charakterystyczne dla AgrC-1 (100-Y, 101-A,
104-T, 107-S, 116-S), spowodowala zmiang specyficz-
nosci receptora [26].

Utworzenie specyficznego wiazania pomicedzy AIP,
a domena sensorowa odpowiedniego bialka AgrC,
prowadzi do zmiany konformacji biatka, ktora umoz-
liwia wzajemne zblizenie si¢ domen DHp i CA oraz
przeniesienie grupy fosforanowej z centrum katali-
tycznego ATP na pierScien imidazolowy histydyny,
znajdujacej si¢ w rdzeniu domeny dimeryzacyjnej
[17]. Nastepuje auto-trans-fosforylacja reszty histydy-
nowej i tym samym aktywacja kinazy histydynowe;.
Nastgpnym etapem szlaku przekazywania sygnalu
w komorce bakterii jest przeniesienie grupy fosfora-
nowej z reszty histydynowej na asparaginowa, znaj-
dujaca si¢ na N-koncu biatka AgrA, co prowadzi do
aktywacji biatka efektorowego [17, 43, 48].

2.1.3.2. Aktywacja domeny biatka efektora AgrA

Biatko AgrA jest drugim kluczowym elementem
systemu dwusktadnikowego agrA/C i stanowi jego
domeng RR (response regulator). AgrA jest biatkiem
zlozonym z 238 aminokwasow, ktorego sekwencja
jest silnie konserwowana wsrdd szczepow S. aureus
u wszystkich czterech grup agr [65]. Najwazniejszymi
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Tabela I

Czynniki wirulencji S. aureus podlegajace agr-zaleznej pozytywnej oraz negatywnej regulacji [16, 100]

Nu?ju?eii sczgiepu I\;aeznvlvla Funkcja produktu ekspresji genu
Regulacja pozytywna
3653 aur Aureolizyna
396 clfB Czynnik clumping factor B
583 geh Lipaza (hydrolaza estrow glicerolowych)
4061 hla a-toksyna (hemolizyna)
1427 hld 0-toksyna (hemolizyna)
1928 higB Sktadnik B y-toksyny (hemolizyna)
1927 hilgC Sktadnik C y-toksyny (hemolizyna)
667 lip Lipaza triacyloglicerolowa
1175 pls Biatko powierzchniowe zawierajace motyw LPXTG
2036 set8 Egzotoksyna 2
2928 splA Proteaza serynowa SplA
2929 spiB Proteaza serynowa SplB
324 splD Proteaza serynowa SplD
327 splF Proteaza serynowa SplF
2175 sspC Proteaza
2927 - Homolog paciorkowcowej adhezyny Emb
1029 - Homolog biatka powierzchniowego Map
4374 - Biatko powierzchniowe Map
5147 - Homolog paciorkowcowej hemaglutyniny
4523 - Modulina B2 rozpuszczalna w fenolu
Regulacja negatywna
4081 spa Powierzchniowe biatko A
3910 ssaA Prekursor antygenu sekrecyjnego
1941 - Antygen miozynowy

elementami strukturalnymi biatka sa: reszta asparagi-
nowa na N-koncu i sekwencja LytTR na C-koncu.
Reszta asparaginowa AgrA jest akceptorem grupy
fosforanowej i odgrywa zasadnicza rolg w aktywacji
biatka. Natomiast region LytTR jest odpowiedzialny
za funkcje efektora [68]. Zawiera w swojej strukturze
dwa zasadowe, silnie hydrofilne aminokwasy, o du-
zym tadunku dodatnim, ktore nadaja dodatni charak-
ter catej domenie C-koncowej. Dzigki tej wlasciwosci
wykazuje ona powinowactwo do DNA. Motyw LytTR
rozpoznaje i wiaze si¢ do $cisle okreslonej sekwencji,
bedacej ciagiem krotkich, niedoskonatych powtorzen
[TA][AC][CA]GTTN[AG][TG], znajdujacej si¢ w re-
gionach promotorowych genow, nadajac biatku AgrA
funkcjg czynnika transkrypcyjnego [68]. Biatko to jest
pozytywnym regulatorem ekspresji obydwu trans-
kryptéw systemu agr, jednak wydajno$¢ wiazania do
promotora P2 jest wyzsza niz do P3 [43]. Wykazano,
ze AgrA w obecnos$ci donoréw grup fosforanowych,
szczegoblnie jezeli sa to male czasteczki, takie jak fos-
foran acetylowy, ma tendencj¢ do tworzenia homodi-
merdw, ktore charakteryzuja si¢ wigksza aktywnos$cia
w porownaniu z pojedynczymi czasteczkami, zwlasz-
cza do promotora P2 (wzglgdem P3) [43]. Ponadto

biatko AgrA posrednio uczestniczy w regulacji trans-
krypcji innych gendw, szczegdlnie tych zwiazanych
z patogennos$cia drobnoustrojow (Tabela I) [16, 100].

2.1.4. Region intergeniczny systemu agr

Pomigdzy promotorem P2 i P3 systemu agr wyste-
puje fragment DNA o dhugosci 120 nukleotyddw,
ktéry zawiera miejsca wiazace czynniki regulatorowe
dla obydwu operonéw. Bayer i wsp. dowiedli, ze
w regionie tym znajduje si¢ 17-nukleotydowa sekwen-
cja zawierajaca ciag kilku krotkich, odwréconych se-
kwencji powtdrzonych, tzw. inverted repeats (IR) [5].
Poza tym w pozycjach -45 od P2 i -66 od P3 znajduja
si¢ cztery siedmionukleotydowe sekwencje powtorzo-
ne 5’-AGTTAAG-3’, z ktérych dwie srodkowe obej-
muja IRs [67]. Wydaje sig, ze do tych sekwencji moga
przytaczac si¢ czynniki transkrypcyjne, konkurujac ze
soba 0 miejsce wiazania zarowno z P2, jak i P3. Jed-
nak do aktywacji operonu P3 wymagana jest obecno$¢
jedynie dwoch, najblizej potozonych sekwencji po-
wtorzonych, co sugeruje mozliwo$¢ przeprowadzania
niezaleznej regulacji obydwoch promotorow agr. Poza
tym w regionie promotorowym P3, pomigdzy nukleo-
tydem -10 a -35 znajduje si¢ 19-nukleotydowy fragment
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DNA, odgrywajacy istotna role w aktywacji trans-
krypcji RNA 1II. Okazuje si¢ bowiem, ze delecja
trzech nukleotydow z tego rejonu objawia si¢ fenoty-
powo konstytutywna ekspresja operonu P3 [67].

2.1.5. RNA III

2.1.5.1. Struktura i organizacja

Jest to czasteczka RNA o wielkosci 514 par zasad,
kodowana przez system agr S. aureus [69, 74]. Ulega
transkrypcji podczas srodkowej fazy wzrostu wyktadni-
czego hodowli [4, 92] z promotora P3, ktory ma orien-
tacje przeciwna do promotora P2 [74]. Czasteczka
RNA III przyjmuje skomplikowana strukture drugo-
rzedowa, w ktorej wystepuja fragmenty niesparowane,
jak réwniez sekwencje dwuniciowe [69]. RNA III za-
wiera 14 struktur typu ,,szpilka do wlosow” (hairpin),
z ktorych utworzone sa trzy przestrzenne domeny
o strukturze a-helisy (A, B i C) oraz 5’-domeng poczat-
kowa (nukleotydy od 1 — 31) i 3’-domeng koncowa
(nukleotydy od 383 — 514). Domeny A i B stanowia
srodkowa czg$¢ czasteczki (nukleotydy od 32-382),
natomiast a-helikalna domena C znajduje si¢ w obrgbie
domeny 3’-koncowej. Liczne oddziatywania i parowa-
nie nukleotydéw migdzy fragmentami poczatkowymi,
a srodkowymi i/lub koncowymi czasteczki (A24-G30/
U452-458 a-helisy C) (U32-A42/U371-G382 o-he-
lisy B), stabilizuja jej strukture drugorzedowa [69].
Jednocze$nie powoduja, ze helisa C znajduje si¢
w przestrzeni w poblizu zaréwno 3’-, jak 1 5’-konca.
Wystepowanie licznych niesparowanych nukleotydow
w obrgbie helisy C powoduje, ze tatwo moze doj$¢ do
wigzania innych jednoniciowych sekwencji RNA [69].

Kazda struktura typu hairpin sktada si¢ z ogonka,
ktory stanowia sparowane nukleotydy (podwojna nic)
oraz z jednoniciowej petelki na szczycie. W RNA 111
struktury hairpin 7, 13 i 14 zawieraja pgtle bogate
w nukleotydy cytydynowe, co jest do$¢ nietypowe dla
organizmow prokariotycznych, ktorych genom jest
bogaty w pary A-T [6]. Zatem wysoce prawdopodob-
ne jest, ze sekwencje te moga pehic rolg czynnikow
wiazacych DNA/RNA. W obrgbie helisy B znajduja
si¢ szpilki od 2 do 11, natomiast 3’-koncowa domena
obejmuje struktury 12, 13 i 14. W zaleznosci od zawar-
tosci par A-U i G-C rdzna jest stabilnos¢ tych struktur,
jak réwniez ich funkcja [4, 66, 67]. Na przyktad bogata
w pary G-C struktura 14, jest wysoce stabilna i silnie
konserwowana w obrebie rodzaju Staphylococcus,
sasiaduje z terminatorem RNA III i wraz z nim pelni
funkcjg czynnika regulacyjnego [69].

Wigkszos$¢ czasteczki RNA 111 stanowia sekwen-
cje niekodujace, jednak migdzy 70 a 165 nukleotydem
znajduje si¢ sekwencja genu //d 8-lizyny. Zawiera ona
kodon start AUG i stop UAA translacji oraz sekwen-
cje Shine-Dalgarno (GAA), ktéra stanowi miejsce
wiazania rybosomu.

2.1.5.2. Funkcja

Wykazano, ze 514-nukleotydowa czasteczka RNA 111
pehi plejotropowa funkcjg. W niewielkiej czgsci (mig-
dzy 70 a 165 nukleotydem) zawiera sekwencj¢ koduja-
ca genu hld. Produktem tego genu jest 26 aminokwaso-
we biatko 8-lizyny, posiadajace wiasciwosci cytolizyny
[38]. Juz badania przeprowadzone na poczatku lat dzie-
wigédziesiatych XX wieku wykazaly, ze gen hld jest
czesScia strukturalng systemu agr, jednak ulega trans-
krypcji z innego promotora (P3) znajdujacego si¢ po-
wyzej promotora P2 i podlega pozytywnej regulacji
przez system agr [37]. Janzon i Arvidson wy-
kazali réwniez role RNA III jako czynnika regulacyj-
nego, poniewaz okazalo sig, ze mutanty pozbawione
3’-konca czasteczki produkuja 8-lizyne z wydajnos$cia
50-75% nizsza w porownaniu ze szczepami dzikimi.
Dowiedziono réwniez, ze mutacja, polegajaca na de-
lecji sekwencji RNA III przez zastapienie, daje podob-
ny efekt fenotypowy co mutacje w genie agrA, czyli
powoduje spadek ekspresji genow kodujacych egzo-
proteiny, takie jak hemolizyna «, proteaza serynowa,
metaloproteaza i jednocze$nie powoduje 10-krotny
wzrost ekspresji powierzchniowego biatka A [37]. Po-
znanie struktury drugorzedowej czasteczki RNA III
[69] oraz badania prowadzone w p6zniejszych latach,
pozwolity na doktadniejsze poznanie mechanizmu jego
dzialania jako regulatora ekspresji genow.

Domena zawierajaca 5’-koniec czasteczki RNA 111,
odgrywa rolg aktywatora ekspresji genow hla i hib,
kodujacych hemolizyny o i B [66, 69]. Morfeldt
i wsp. udowodnili, ze 5’-koniec czasteczki RNA III
i 5’-koniec czasteczki genu hla wykazuja 75% kom-
plementarnosci oraz, ze region migdzy 42 a 72 zasada
RNA III zawiera liczne niesparowane nukleotydy,
ktore moga stanowi¢ potencjalne miejsce wigzania [66)].
Pozwala to przypuszcza¢ o zwiazaniu RNA III z po-
czatkowym odcinkiem mRNA-#la, co inicjuje zmiany
konformacyjne, prowadzace do odstonigcia miejsca
Shine-Dalgarno wiazania rybosomu (RBS) i zainicjo-
wania translacji [66]. Jest to tzw. mechanizm antysen-
sownej regulacji na poziomie transkryptu genu.

Funkcje¢ regulatorowa pelni réowniez 3’-koniec
RNA III [4, 37]. Jest niezbedny do aktywacji translacji
genu /ld [69] oraz odpowiada za 1-godzinne opdznie-
nie powstawania produktu tego genu w poréwnaniu
z pojawieniem si¢ transkryptu [4]. Mutanty, zawiera-
jace 5’-koniec RNA III (z cala ramka odczytu Ald, ale
bez 3’-konca) potaczony z promotorem P-laktamazy,
produkuja 0-lizyne prawie natychmiast po powstaniu
RNA III, w odroznieniu od mutantow zawierajacych
cala, funkcjonalna czasteczke¢ RNA III, u ktorych nadal
obserwowano 1-godzinne opodznienie ekspresji tego
enzymu [4]. Przyczyna tego zjawiska nadal nie zosta-
ta wyjasniona. Wydaje si¢, ze sam 3’-koniec RNA III
nie ma bezposredniego wptywu na inicjacje translacji
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transkryptu genu 6-lizyny. Prawdopodobnie uczestnic-
two tej domeny w regulacji ekspresji innych genow
generuje zmiany konformacyjne in vivo, ktére unie-
mozliwiaja jednoczesne przylaczenie rybosomu do
miegjsca inicjacji translacji 4ld lub utworzenie stabil-
nego kompleksu 16S rRNA/RNAIII/tRNA M, co pro-
wadzi do 1-godzinnego opodznienia ekspresji 0-lizyny.
Zatem mozna przypuszczaé, ze RNA III pelni rolg po-
sredniego aktywatora translacji Ald.

Domena 3’-koficowa RNA III uczestniczy rOwniez
w negatywnej regulacji ekspresji biatka powierzch-
niowego Spa (gen spa, staphylococcal protein A). Juz
badania przeprowadzone w latach dziewig¢dziesiatych
ubieglego wieku dowodza, ze mutanty pozbawio-
ne RNA III wykazywaty 10-krotny wzrost ekspresji
genu spa [37], natomiast wprowadzenie do szczepu
S. aureus, defektywnego w agr, operonu P3, podtaczo-
nego do promotora P-bla objawia si¢ fenotypowo
w komorce bakteryjnej spadkiem produkcji proteiny A
[69]. Doktadny mechanizm tej regulacji nie zostat do-
tychczas poznany, nie wiadomo réwniez czy 3’-domena
RNA I reguluje transkrypcj¢ spa w sposob posredni
czy bezposredni.

Poza tym, ze RNA III S. aureus uczestniczy w re-
gulacji ekspresji gendw kodujacych rézne czynniki
wirulencji, moze rowniez modulowaé wyrazanie si¢
gendéw innych systemow regulacyjnych. Jednym z nich
jest system rot (repressor of toxins), kodowany przez
498-nukleotydowa ramke odczytu rot [59]. Badania
porownawcze transkryptomow dowodza, ze Rot jest
globalnym regulatorem i moze uczestniczy¢ zardwno
w pozytywnej (spa, sarS, clfB, coa thrB), jak i nega-
tywnej (hla, hib, geh, ureA, sspA, sspB, sspC, splA,
splB, splC, spID, splE, splF) regulacji licznych genow
[82]. Z kolei czasteczka RNA 1II jest aktywatorem
ekspresji niektorych toksyn (o-, B- toksyna, geny hla,
hib) i represorem bakteryjnych biatek powierzchnio-
wych, takich jak biatko A (spa), koagulaza (coa),
czynnik ,.clumping factor” (clf) [18, 58], dlatego mozna
stwierdzi¢, ze RNA III jest bezposrednim antagonista
biatka Rot [71]. Jednakze mechanizm tego antagoniz-
mu moze by¢ rowniez posredni, poniewaz okazuje sig,
ze RNA III wiaze mRNA-rot, blokujac jego translacje
1 tym samym posrednio aktywuje transkrypcje genow
represjonowanych przez Rot [25]. W mechanizmie tej
regulacji uczestniczy 3’-koniec RNA III, a doktadnie;j
struktury ,hairpin” 13 i 14. Kazda z nich, w petli,
zawiera odcinki bogate w niesparowane nukleotydy
cytydynowe, ktore sa wysoce komplementarne do hek-
sameru w sekwencji Shine-Dalgarno mRNA-rot [7].
Zatem RNA III przylacza si¢ do 5’-konca transkryptu
rot, co determinuje pojawienie si¢ miejsca rozpozna-
walnego dla endorybonukleotydazy III (RNaza III).
Nastgpuje cigcie enzymatyczne w mRNA-rot, co pro-
wadzi do jego degradacji [7]. Najprawdopodobniej po-

dobny mechanizm negatywnej regulacji przez RNA II1
1 RNazo-zaleznej degradacji dotyczy genu spa [36].

2.1.6. Regulacja systemu agr

System agr S. aureus uczestniczy w regulacji eks-
presji licznych gendow zwiazanych ze strukturami po-
wierzchniowymi, wirulencja i metabolizmem tego ga-
tunku bakterii. Jednakze sam réwniez podlega regulacji
przez potencjalnie trzy niezalezne mechanizmy: i) me-
chanizm autoindukcji przez biatko AgrA, ii) regulacji
zaleznej od SarA, iii) system quorum sensing rap/traP.

2.1.6.1. Autoregulacja zalezna od AgrA

Biatko AgrA jest efektorem systemu quorum sen-
sing agrA/C S. aureus [65, 74]. Dowiedziono, ze ak-
tywne, ufosforylowane biatko posiada zdolno$¢ do
wiazania sekwencji DNA w regionie intergenicznym
systemu agr, prowadzac do jego aktywacji [43, 67, 68]
(Rys. 1, podrozdziat 2.1.3.2. oraz 2.1.4.). We wczesnej
fazie wzrostu logarytmicznego hodowli bakteryjnej sa
wytwarzane na pewnym niskim poziomie czasteczki
AgrB i AgrD, co prowadzi gromadzenia w srodowis-
ku feromonéw AIP. Kiedy zostanie osiagnicty pewien
krytyczny poziom czasteczek autoinduktora, nastgpuje
aktywacja kinazy histydynowej AgrC, co pociaga za
soba kaskade zdarzen prowadzacych do fosforylacji
AgrA. Bialko odpowiedzi wiaze sig z regionem znajdu-
jacym si¢ powyzej promotora operonu P2 oraz P3, ak-
tywujac transkrypcje RNA II i RNA 111, a tym samym
roéwniez gendw agrA, agrB, agrC, agrD oraz hld.

2.1.6.2. Regulacja zalezna od Sar A

Bialko SarA po raz pierwszy zostalo zidentyfikowa-
ne, jako czynnik wiazacy DNA w regionie intergenicz-
nym systemu agr, w trakcie badan nad mechanizmem
regulacji ekspresji RNA III [67]. Jest to 124-amino-
kwasowy polipeptyd, zaliczany obecnie do tzw. rodzi-
ny bialek Sar [5, 12, 13]. Gen kodujacy SarA (sarA)
znajduje si¢ w chromosomie w locus sar i stanowi je-
den z trzech naktadajacych si¢ na siebie transkryptow
[34]. SarA jest biatkiem homodimerycznym, jedno-
domenowym. Kazdy monomer w domenie zawiera pig¢
struktur o charakterze a-helis, trzy P-kartki oraz kilka
petli migdzy nimi. Tworza one czasteczkg, ktora mozna
opisa¢ nastgpujacym wzorem: o1a2 — Bla3ad — 233
— a5 [49]. Struktury a-helikalne, jak rowniez [3-kartki
sa silnie konserwowane w rodzinie biatek Sar i stano-
wia potencjalne miejsce wiazania zarowno z wigksza,
jak 1 mniejsza bruzda czasteczki DNA [49]. Ponadto
wiadomo, ze bialka SarA, SarR (homolog SarA), jak
réwniez AgrA rozpoznaja i wspotzawodnicza ze soba
o t¢ sama sekwencj¢ w miejscach promotorowych ge-
néw [56, 68, 79]. Dzigki tej wlasciwosci SarA uczestni-
czy w regulacji transkrypcji genow zarowno w sposob
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bezposredni, jak i posredni. Moze bowiem wiazaé re-
giony promotorowe gendéw kodujacych czynniki wi-
rulencji aktywujac (biatko wiazace fibrynogen, biatko
wiazace fibronektyng, enzymy i toksyny) lub hamujac
(biatko A, proteazy) ich transkrypcjg. Z kolei oddziaty-
wanie z regionem intergenicznym agr (Rys. 1), prowa-
dzi do jego aktywacji i tym samym posredniej regula-
cji gené6w znajdujacych si¢ pod kontrola tego systemu
[13]. Ostatnio wykazano, ze SarA moze réwniez wia-
za€ juz zsyntetyzowane czasteczki mRNA zwigkszajac
ich stabilno$¢ 1 wydtuzajac czas potowicznego rozpa-
du, co takze moze wptywaé na fenotypowe podwyz-
szenie poziomu ekspresji regulowanych genoéw [79].

2.1.6.3. Regulacja zalezna od rap/traP

System rap/traP zaliczany jest, podobnie jak agr,
do dwusktadnikowych systemow przekazywania syg-
natu (TCSTS). Zbudowany jest z biatka Rap (RNA III
activating protein) o masie czasteczkowej 33 kDa, zwa-
nego réwniez ortologiem rybosomalnego biatka L2 [45]
oraz biatka Trap (target of Rap), o masie czast. 21 kDa
[3]. NH,-koniec Rap wykazuje wysoki stopien homo-
logii do rybosomalnego biatka [.2, kodowanego przez
gen rp/B. Moga to by¢ nawet te same bialka, ale pet-
nigce rézne funkcje w zaleznos$ci od miejsca docelowe;j
lokalizacji. Rap jest 277-aminokwasowym biatkiem,
wydzielanym na zewnatrz komorki w sposob jeszcze
nie do konca poznany [45, 46]. Posiada zdolno$¢ in-
dukcji potrdjnej fosforylacji biatka Trap, ktore jest uni-
kalne dla S. aureus. Trap zbudowane jest ze 167 ami-
nokwasow i wykazuje globularng strukturg o-helisy
i B-kartki. W odréznieniu od receptoréw innych syste-
moéw quorum sensing nie posiada domeny transbtono-
wej, co jednak nie wyklucza mozliwo$ci petnienia
przez nie funkcji kinazy histydynowej [3]. Zaindu-
kowane Trap ulega potrojnej fosforylacji w pozycjach
histydyny His-66, His-79 i1 His-154, stajac si¢ aktyw-
nym czynnikiem transktrypcyjnym [32]. Analiza trans-
kryptomow, szczepdw S. aureus Trap™i Trap™, przy za-
stosowaniu techniki mikroczipéw wykazata, ze jest to
biatko petniace funkcj¢ globalnego regulatora ekspres;ji
genoéw [44]. Biatko Trap moze aktywowaé geny ko-
dujace liczne czynniki wirulencji: Aila, hib, hid, higB
(hemolizyny «, 3,0, ¥), capA, capD, capF, capl, capK,
capL (syntetazy polisacharydu otoczkowego), /ip (pre-
kursora lipazy triacylglicerolowej), geh (hydrolazy es-
trow glicerolowych), sspA (gronkowcowej proteazy
serynowej), aur (prekursora aureolizyny) oraz ich sys-
temy regulacyjne, tj. agrA-D; jak rowniez geny meta-
bolizmu podstawowego, takie jak: arcA (deaminazy
argininowej), ure (ureazy), pyrP (permeazy uracylo-
wej). Natomiast negatywnej regulacji ulegaja przede
wszystkim geny kodujace czynniki zwiazane ze struk-
turami powierzchniowymi komorki bakteryjnej tj.:
sdrC, sdrD (biatek wiazacych fibrynogen, bogatych

w reszty Ser 1 Asp), clfB (prekursora biatka wiazacego
fibrynogen), spa (prekursora gronkowcowego biatka A),
ale rowniez geny kodujace adaptatorowe biatka odpo-
wiedzi: groE (chaperonu 60 kDa), dral (biatka szoku
cieplnego), czy tez biatka zwiazane z funkcjami komor-
kowymi np.: pgk kinazy fosfoglicerynowej. Dowiedzio-
no, ze u S. aureus Trap aktywuje transkrypcje 63 ge-
néw, natomiast hamuje 15 innych [44]. Wpltyw systemu
rap/traP na ekspresje agr udowadniano kilkukrotnie
wskazujac, ze mutanty defektywne w #raP nie sa zdol-
ne do syntezy czasteczek RNA III i/lub moga wytwa-
rza¢ hemolizyny na obnizonym poziomie [3, 32, 44].
Jednak nowsze badania sugeruja, ze Trap nie odgrywa
zadnej roli w regulacji ekspresji systemu agr. Okazuje
si¢ bowiem, ze mutanty S. aureus zawierajace inakty-
wowany gen traP wykazuja aktywno$¢ hemolityczna
na takim samym poziomie, co szczepy dzikie [1, 87].
Zatem wydaje sig, ze sprzeczne wyniki dotyczace
wpltywu systemu rap/traP na transkrypcje RNA III
wymagaja dalszych badan.

System rap/traP podlega pozytywnej autoregulacji.
Poza tym posiada rowniez mechanizm negatywne;j re-
gulacji przeprowadzanej przez biatko RIP (RNA III
inhibiting protein) [3]. Biatko RIP posiada NH,-ko-
niec (YSPXTNF, gdzie X = reszta cysteinowa lub tryp-
tofanowa) o wysokim stopniu homologii do analogicz-
nej domeny RAP. Pozwala to przypuszczaé, ze oba
biatka wiaza si¢ z ta sama sekwencja genu docelowego
na zasadzie kompetencyjnego wypierania. Jednakze
ten agonistyczno-antagonistyczny mechanizm wykryto
dotychczas jedynie u gronkowcédw koagulazo-ujem-
nych (S. xylosus, S. warnerii) [3].

2.1.7. Zroéinicowanie i znaczenie systemu agr

System agr uczestniczy w globalnej regulacji eks-
presji genow zwiazanych z patogennoscia (Tabela I)
oraz metabolizmem podstawowym drobnoustrojow
z gatunku S. aureus [16]. Ekspresja roznych czynnikoéw
wirulencji jest uzalezniona od zaggszczenia komorek
w hodowli oraz fazy wzrostu szczepu bakteryjnego
[92]. We wczesnej fazie wzrostu logarytmicznego wy-
twarzane sa przede wszystkim adhezyny i biatka zwia-
zane ze strukturami powierzchniowymi komorki bak-
teryjnej, takie jak: biatko A, biatko wiazace kolagen,
biatko wiazace fibronektyng czy biatko wiazace fibry-
nogen. Warunkuja one kolonizacj¢ patogenu w od-
powiedniej mikroniszy w organizmie gospodarza. Na-
tomiast w poznej fazie wzrostu wyktadniczego oraz
w fazie stacjonarnej, synteza adhezyn ulega zahamo-
waniu, z kolei aktywacji ulegaja geny kodujace egzo-
toksyny i enzymy, takie jak toksyny «, 3, v, 8, TSST-1,
eksfoliatyny, leukotoksyny, ktére umozliwiaja nisz-
czenie tkanek organizmu gospodarza, rozprzestrzenia-
nie si¢ patogenu do innych narzadéw oraz moga by¢
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Tabela II
Charakterystyka systemow regulacji gendow u S. aureus innych niz agr i ich wpltyw na ekspresj¢ czynnikéw wirulencji
Nazwa systemu Geny Rola w regulacji ekspresji gené6w czynnikéw wirulencji _
lub czynnika struk- Organizacija S. aureus i/lub efekt fenotypowy regulacji Plémien-
regulacyjnego turalne Pozytywna Negatywna nictwo
saeS/R saeS QSS!, regulacja agr-, hla, hib, hid, coa?, spa, proteazy [2, 29-31,
(Staphylococcus aureus | saeR SarA-zalezna, Sigma, lip*, dna* 89]
exoproteins regulator) |saeQ — niezalezna brak wptywu na agr
saeP isarA
arlS/R (autolysis arlS QSS, regulacja agr-, agrABCD, ariR, hld, hla, hib, lip*, spa, ssp°, [19-22,
— related locus) arlR SarA-, i MgrA-zalezna IytS/R, cap5A/5D°, spl'°, coa?, norA", WkE", | 47, 51]
IrgAB®, ssaA’, sdrCDES, cap®, hig", ebh', gtownie
ssp’®, rot, w sumie 36 gendow | autolizyny i hydrolazy
peptydoglikanu,
w sumie 78 gendw
srrA/B (Staphylococcal | srrA QSS, regulacja w od- agr, tsst-1'%, spa agr, tsst-1'%, spa [61, 76,
respiratory response) | (s#hS), | powiedzi na stgzenie — w warunkach obecnosci | — w warunkach 90, 95]
lub srhS/R srrB tlenu w srodowisku, tlenu beztlenowych
(srhR) | regulacja agr-zalezna
IytS/IR S Qss IrgAB®, wzrost tolerancji | — [9, 10,
IyIR szczepow na penicyliny 33, 68]
rap/traP (RNA 111 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 transkrypceyjny, |sarA, agr, hla, hib, hid, sarS, sarT, sarV [5,8, 12,
biatko jednodomenowe, |hlg"3, spa, coa?, fub'® 3,34,49,
zarowno agr-zalezny, jak 55, 56, 79]
i agr-niezalezny regulator
ekspresji genow
(Podrozdz. 2.1.6.2.)
Rodzina biatek Sar,
homologi SarA, rowniez
dziatajq jako czynniki
transkrypcyjne;
SarR sarR Biatko jednodomenowe | agr sarA
SarS sarS Biatko dwudomenowe spa hla
(sarH1)
SarT sarT Biatko jednodomenowe | sarS hla, agr, sarU
SarU sarU Biatko dwudomenowe agr -
SarV sarV Biatko jednodomenowe | autoliza -
SarX sarX Biatko jednodomenowe |- agr
SarY sarY Biatko dwudomenowe nieznana funkcja nieznana funkcja
SarZ sarZ Homolog biatka MarR hla —
MgrA mgrA | Czynnik transkrypcyjny, |glownie egzoproteiny, glownie komorkowe [50, 51,
nalezy do biatek z rodziny | lukDFMS', set12", biatka zwiazane 55]
Sar, jest homologiem set14'8, lip*, nuc', sak®, ze strukturami powierzch-
biatka MarR, wykazuje |sod*', cap5A-P°, sarA, niowymi spa, mrp*, fib®,
dziatanie synergistyczne | sarX, z systemem agr isaB*, ebh', hfIX>, sarV,
sigB, IytS, w sumie w sumie 180 genoéw
175 genow
Rot rot Czynnik transkrypeyjny, |spa, sspBC9, w sumie hla, hib, hid, hig", [59, 82]
(represor of toxins) homolog biatek z rodziny | 86 genow w sumie 60 genow
Sar, biatko jednodome-
nowe, antagonista agr
(Podrozdz. 2.1.5.2.)
Sigma,, sigB Czynnik transkrypeyjny | cod?, fnbA'S, cap®, clfA*, | hla, spl'®, nuc" [8, 31,
RsbUVW-zalezny brak wplywu na sae 100]
ClpX/P clpX Aktywno$é - agr, hsr*', osr®, autoliza, | [23, 61]

clpP proteolityczna

acyldepsipeptydy
(czynniki antybakteryjne)

D QSS — quorum sensing system

2 coa — gen kodujacy koagulaze

3 lip — gen kodujacy lipazg

Y dna — gen kodujacy DNazg (nukleaza DNA)

3 cap5A/cap5D — geny kodujace syntetazy polisacharydu otoczkowego
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odpowiedzialne za wystapienie niektorych objawow
chorobowych [18, 24, 58, 72, 78]. System agr uczestni-
czy w regulacji ekspresji genow kodujacych te czynni-
ki wirulencji zar6wno w sposéb bezposredni (z udzia-
tem RNA III), jak i pos$redni (Podrozdziat 2.1.3.2. oraz
2.1.6.1.). Jako ze biatko AgrA jest efektorem uktadu
dwusktadnikowego i autoinduktorem calego systemu
agr, zatem aktywujac transkrypcje RNA III, posrednio
reguluje ekspresje genéw podlegajacych RNA IlI-za-
leznej regulacji (Podrozdziat 2.1.5.2.).

System agr wystgpuje u roznych gatunkdéw bakterii
w obrebie rodzaju Staphylococcus [15]. Nie jest to jed-
nak system jednorodny. Istnieje duze zrdznicowanie
genow w obrebie regionu agrBCD, co przektada si¢
na produkty tych genow [41]. Niewielkie rdznice
w strukturze czasteczki autoinduktora musza by¢ sko-
relowane roOwniez ze zmianami w biatkach $cisle zwia-
zanych z obrobka i wydzielaniem AgrD oraz oddzia-
tywaniem dojrzatego AIP, czyli na wysoce swoistych
czasteczkach AgrB oraz AgrC. Wsérod 34 gatunkow
w obrebie rodzaju Staphylococcus, przy zastosowaniu
techniki PCR, zidentyfikowano 24 typy systemu agr
[15]. Natomiast wsrod szczepow tylko S. aureus, przy
zastosowaniu zestawu czterech par starterow, komple-
mentarnych do regionu hiper-zmiennego w obrgbie
sekwencji gendw agrB, agrC i agrD, wyrdzniono
cztery grupy agr (Podrozdziat 2.1.2.) [41]. Oddziaty-
wanie czasteczek w obregbie grupy jest wysoce specy-
ficzne 1 aktywacja AgrC moze nastapi¢ praktycznie
jedynie przez swoisty autoinduktor grupowy. Jednak-
ze zahamowanie konkretnego systemu moze nastapic
przez kazdy inny, nieswoisty typ AIP [41, 93]. Nau-
kowcy podejmuja liczne proby okreslenia polimor-
fizmu i przynalezno$ci grupowej szczepow S. aureus
bedacych ludzkimi izolatami klinicznymi, podejmuja

réwniez proby powiazania wystgpowania typu syste-
mu agr z fenotypem, zjadliwo$cia, przynaleznoscia
filogenetyczna patogenu lub rodzajem wywotywanej
infekcji u ludzi [35, 39, 40, 63, 64, 88, 91, 93, 96].
Wyniki tych badan nie sa jednoznaczne, poniewaz
w niektorych pracach nie dostrzezono zadnej z wyzej
wymienionych korelacji [63, 88], natomiast w innych
zaobserwowano pewne zaleznos$ci. Dowiedziono, ze
wystgpowanie szczepow gronkowca zlocistego zdol-
nych do wydzielania toksyny TSST-1, powiazane jest
z fenotypem agr — grupy 111 [40, 41]; szczepow posia-
dajacych gen eta lub eth, czyli wytwarzajacych eks-
foliatyng, z grupa agr-1V [39, 40], natomiast izolatow
produkujacych toksyng PVL (Panton-Valentine leuko-
cidin), odpowiedzialnych za cigzkie stany zapalne dol-
nych droég oddechowych, z agr-1 i/lub III grupy [64].
Poza tym stwierdzono, ze szczepy S. aureus nalezace
do grupy agr-11 11 czesciej sa zdolne do wywolywania
choréb zwiazanych z wydzielaniem enterotoksyn
(agr-1) oraz endocarditis (agr-11) [40]. Z kolei do-
$wiadczenia z wykorzystaniem techniki RLFP/Dral
(restriction fragment lenght polymorphism) wykazaty,
ze za zakazenia ucha u pacjentow hospitalizowanych
w niewielkich koreanskich szpitalach odpowiedzialne
byty przede wszystkim CA-MRSA (community-acqu-
ired methicillin resistance S. aureus) nalezace do gru-
py agr-1 [96]. Przyczyny takich korelacji sa trudne do
wyjasnienia, by¢ moze z okre$lonym genotypem agr
zwigzane jest wystgpowanie lub ekspresja innych
gendw, ktére w pewnym stopniu determinuja fenotyp
i tropizm tkankowy szczepu bakteryjnego.
Dowiedziono réwniez, ze MRSA nalezace do typu
agr-11 maja podwyzszona zdolno$¢ o wytwarzania
biofilmu [11, 85], co zwiazane jest z duza czgstoscia
wystgpowania zakazen odcewnikowych oraz innych,

 /rgAB — geny kodujace sekrecyjne biatka LrgA i B podobne do holiny, ktére hamuja aktywno$¢ enzymow hydrolitycznych mureiny

DssaA — gen kodujacy antygen sekrecyjny SsaA

8sdrC, sdrD, sdrE — geny kodujacy biatka adhezyjne SdrC, SdrD, i SdrE, z grupy MSCRAMM (microbial surface components recognizing

adhesive matrix molecules)
9 ssp — gen kodujacy proteazg serynowa Ssp
10 spl — gen kodujacy proteazg serynowa Spl

W norA — gen kodujacy pompe btonowa warunkujaca wielolekoopornos¢ S. aureus

2 ukE, lukF-PV, [ukM, lukO, lukS-PV — geny kodujace leukotoksyny np.: LukO+LukE, LukF-PV+LukS-PV

13 hlg — gen kodujacy potencjalne biatko btonowe o wlasciwosciach dehydratazy serynowej (gamma-hemolizyna)

9 ebh — gen kodujacy potencjalne biatko powierzchniowe o wlasciwo$ciach adhezyjnych (MSCRAMM), wiaze fibronektyng

9 ¢sst-1 — gen kodujacy toksyng 1 zespotu szoku toksycznego TSST-1
19 fnb — gen kodujacy biatko wiazace fibronektyng (MSCRAMM)

17 set12 — gen kodujacy egzotoksyng 12

19 set14 — gen kodujacy egzotoksyng 14

9 nuc — gen kodujacy nukleaze

2 sak — gen kodujacy prekursor stafylokinazy

2D sod — gen kodujacy dysmutazg ponadtlenkowa

2 mrp — gen kodujacy potencjalne biatko btonowe o wiasciwosciach kanatu transportera

3 fib — gen kodujacy potencjalne biatko wiazace fibrynogen (MSCRAMM)
9 jsaB — gen kodujacy potencjalne biatko o wlasciwo$ciach hemaglutyniny

2 hfIX — gen kodujacy biatko podobne do protein wiazacych GTP

2 clfA — gen kodujacy czynnik clumping factor A (CF-A) (MSCRAMM), biatko wiazace fibrynogen

2" hsr — gen kodujacy biatko odpowiedzi szoku cieplnego
2 osr — gen kodujacy biatko odpowiedzi na szok oksydacyjny
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ktorych zréodlem sa narzgdzia i urzadzenia medyczne
[11]. Wiadomo jest, ze za zdolno$¢ bakterii do wytwa-
rzania biofilmu, w duzej mierze odpowiedzialne sa
adhezyny i bialka zwiazane ze strukturami powierzch-
niowymi komorki patogenu. Wiadomo rowniez, ze
system agr w naturalnych warunkach petni funkcje
inhibitora ekspresji biatek powierzchniowych S. aureus
w pdznej fazie wzrostu logarytmicznego oraz w fazie
stacjonarnej. W tym aspekcie istotna wydaje si¢ infor-
macja, ze wszystkie izolaty agr typu I, o podwyzszo-
nej zdolnos$ci do produkcji biofilmu, byty defektywne
w systemie agr [11, 85], co moze wyjasnia¢ fenomen
fenotypu hiperadherentnego.

Ponadto wydaje sig, ze istnieje pewna korelacja
migdzy systemem regulacyjnym agr a wyrazaniem si¢
fenotypu GISA i h-GISA (glycopeptide intermediate
resistance S. aureus, heterogeneous-GISA). Sa to szcze-
py gronkowca zlocistego o obnizonej wrazliwos$ci na
glikopeptydy (GISA) i na zréznicowanym poziomie
(h-GISA), ktore przysparzaja coraz wigcej probleméw
w leczeniu cigzkich infekcji o etiologii MRSA. Me-
chanizm tej opornosci do tej pory nadal nie zostat
do konica wyjasniony [14]. Badania dowodza, ze naj-
prawdopodobniej system agr uczestniczy w wyraza-
niu si¢ fenotypu GISA [35, 80, 85, 91]. Analiza na
modelu farmakodynamicznym wykazuje, ze zmutowa-
ne szczepy S. aureus ze wszystkich czterech grup agr,
defektywne w systemie agr, moga osiagaé wartos¢
MIC (minimal inhibitory concentration) dla wankomy-
cyny nawet 6 do 8 ug/ml, co jest wartoscig 2—3-krotnie
wyzsza w porownaniu z dzikimi szczepami agr [80, 91].
Jednakze jedynie mutanty agr— z grupy agr-11, charak-
teryzowaly si¢ najwyzsza wartoscia MIC (8 pg/ml).
Zatem wydaje sig, ze brak aktywnego systemu regula-
cyjnego ulatwia drobnoustrojom przetrwanie w wa-
runkach presji niektorych czynnikow chemioterapeu-
tycznych (wankomycyny). Podobne wyniki uzyskano
stosujac metode analizy RLFP/Smal na izolatach kli-
nicznych GISA i h-GISA réwniez defektywnych w sys-
temie agr [85]. Szczepy te, posiadajace liczne mutacje
punktowe, delecyjne, insercyjne w operonach P2 i P3,
byty niezdolne do produkcji 6-lizyny i jednocze$nie
przezywaly na podlozach zawierajacych podwyzszone
stezenie wankomycyny 4 pg/ml [85]. Badania te po-
zwalaja stwierdzi¢ wspotwystepowanie fenotypu GISA
z genotypem agr, ale dotyczy to tylko szczepow na-
lezacych do grupy agr 11 [62, 84, 85]. Dotychczas nie
zostaly wyjasnione przyczyny opisanych korelacji,
wynika to nadal z niedostatecznej wiedzy na temat
funkcji systemu agr. Najprawdopodobniej, oprocz
funkcji autoregulacyjnej oraz regulatorowej podczas
ekspresji czynnikow wirulencji system agr moze wply-
wac rowniez na syntezg Sciany komorkowej szczepow
gronkowca zlocistego. Z badan przeprowadzonych
w 2005 roku wynika, Ze szczepy S. aureus typu agr-11,

agr — defektywne, wykazywaty obnizona zdolnos¢
autolityczng [83]. Zatem mozna domniemywac, ze agr
jest aktywatorem ekspresji hydrolaz §ciany komorkowe;j
i dlatego jego dysfunkcja zaburza procesy autolizy,
prowadzac do powstania $ciany komoérkowej o niety-
powej grubosci [83, 86]. Taki fenotyp jest najprawdo-
podobniej jednym z mechanizméw warunkujacych po-
wstawanie szczepOow S. aureus o obnizonej wrazliwosci
na glikopeptydy.

2.2. Inne systemy TCSTS uczestniczace
w regulacji ekspresji genéw S. aureus

U S. aureus oprocz systemu agr zidentyfikowano
jeszcze kilka innych dwusktadnikowych uktadow qu-
orum sensing uczestniczacych w regulacji mechaniz-
mow patogenezy. Zaliczamy do nich: saeR/S, srrA/B,
arlR/S, IytR/S oraz omoéwiony w podrozdziale 2.1.6.3.
system rap/traP. Informacje na temat organizacji i funk-
¢ji tych systemdw zostaty umieszczone w tabeli I1.

3. Inne czynniki regulacyjne ekspresji
genéw S. aureus, nie bedace TCSTS

Poza dwusktadnikowymi systemami regulatorowy-
mi TCSTS u gronkowca ztocistego zostato opisanych
kilka innych czynnikow, uczestniczacych w regulacji
ekspresji genow kodujacych migdzy innymi determi-
nanty wirulencji. Zaliczamy do nich: i) mechanizm
pozytywnej i negatywnej regulacji z udziatem anty-
sensownego RNA (podrozdz. 2.1.5.2.); ii) czynniki
transkrypcyjne: RNA III (podrozdz. 2.1.5.1. oraz
2.1.5.2.); biatka z rodziny SarA (podrozdz. 2.1.6.2. oraz
tabela II); MgrA, Rot, Sigmag (Tabela II), posiadajace
zdolno$¢ wigzania DNA w miejscach promotorowych
genow, aktywujac badz hamujac ich transkrypcje;
iii) biatka o aktywnosci proteolitycznej (ClpX/P),
dziatajace na dojrzaty produkt genéw (Tabela II).

4. Podsumowanie

S. aureus jest ludzkim, oportunistycznym patoge-
nem, mogacym wywotywac grozne zakazenia zaro6wno
szpitalne, jak i pozaszpitalne. Rozwdj infekcji warun-
kowany jest zdolnoscia wytwarzania przez bakteri¢
licznych czynnikéw wirulencji, tzw. vir: 1) biatek
powierzchniowych, o wlasciwosciach antygenowych
i adherentnych, determinujacych pierwszy etap kolo-
nizacji; ii) wydzielanych na zewnatrz komorki toksyn
1 enzymow prowadzacych, poprzez destrukcje tkanek,
do rozprzestrzeniania si¢ infekcji. Ekspresja determi-
nant wirulencji oraz innych genéw, zwiazanych z me-
tabolizmem podstawowym, moze podlegaé regulacji
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na réznych poziomach i moze by¢ kontrolowana przez
wiele r6znych mechanizmoéw. Do najwazniejszych zali-
czamy tzw. dwusktadnikowe systemy quorum sensing,
z ktorych kazdy zawiera biatko sensorowe o aktyw-
nosci kinazy histydynowej oraz biatko odpowiedzi RR.
Jak dotad u S. aureus poznano 16 tego typu mechaniz-
mow. Aktywacja tych uktadow jest uzalezniona od
czynnikdéw zaré6wno wewnatrzkomorkowych, jak i §ro-
dowiskowych. Istotna role odgrywa rowniez mecha-
nizm pozytywno/negatywnej regulacji przez mate anty-
sensowne czasteczki RNA, RNA III, ktore przytaczajac
si¢ do odpowiednich sekwencji mRNA prowadza do
inicjacji lub inhibicji procesu translacji. Ponadto eks-
presja determinant vir moze by¢ aktywowana lub ha-
mowana na etapie inicjacji transkrypcji, przez czynniki
transkrypcyjne, posiadajace zdolno$¢ wiazania DNA
w regionach promotorowych genéw. Takze degrada-
cja dojrzatych produktow genéw moze w sposob bez-
posredni lub posredni wptywa¢ na wyrazanie zjadli-
wego fenotypu patogenu.

Procesy regulacji ekspresji czynnikoéw wirulencji
S. aureus sa bardzo zlozone i wysoce specyficzne. Kaz-
dy z systemow regulatorowych, w okre§lonych warun-
kach, moze bezposrednio wplywaé na geny kodujace
determinanty chorobotwoérczosci, ale jednoczes$nie
ekspresja genow strukturalnych tych systemow rowniez
podlega regulacji przez inne mechanizmy. Doktadne
powiazania i zaleznoSci migdzy systemami regulato-
rowymi nadal nie sa do konca wyjasnione i wymagaja
dalszych badan. Wiadomo jednak, ze dzigki nim dro-
bnoustroje posiadaja zdolno$¢ do adaptacji do réznych
warunkow Srodowiskowych. Ponad to determinuja one
kontrolowana syntez¢ oraz wydzielanie wlasciwych
czynnikow wirulencji, w odpowiednim czasie tak, aby
zapewni¢ komoérkom drobnoustroju mozliwo$¢ prze-
trwania i rozwoju w niemalze kazdej tkance ludzkiego
organizmu i w niemalze kazdych warunkach.
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1. Rys historyczny. 2. Zr6znicowanie strukturalne systemu CRISPR w $wiecie bakterii. 3. System CRISPR-CAS analogiem systemu
interferencyjnego RNA eukriontéw. 4. Mozliwosci praktycznych zastosowan systemu CRISPR-CAS

Organization of the bacterial interference RNAi-like system (CRISPR-CAS) and its role against bacteriophages

Abstract: Clustered, regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) are present in the genomes of many different species
of bacteria and archaea. They are composed of direct repeats (DRs) that are separated by non-repetitive spacers. Sets of CRISPR
sequences together with associated proteins encoded by a group of cas genes are involved in resistance to bacteriophages. The
structure and the antiviral activity of this new resistance mechanism in bacteria and archaea as well as the possibilities of its present
and future applications are discussed in this article.

1. History of CRISPR research. 2. Structural features of CRISPR system. 3. CRISPR as an analog of eukaryotic interference RNAi
system. 4. Present and future possibilities of application

Stowa kluczowe: geny i biatka grupy CAS, nowy system obrony bakterii przed bakteriofagami, trakty powtérzonych sekwencji

DNA (CRISPR)
Key words:
new bacterial system against bacteriophages

CAS (CRISPR associated sequences), CRISPR (clustered, regularly interspaced short palindromic sequences),

1. Rys historyczny

Szlak zgrupowanych, regularnie rozmieszczonych,
krotkich sekwencji palindromowych CRISPR (ang.
clustered, regularly interspaced short palindromic re-
peats) zidentyfikowano po raz pierwszy w genomie
E. coli w 1987 roku [16]. Okazalo sig, ze sekwencja
ta, przylegajaca bezposrednio do genu iap kodujacego
synteze alkalicznej fosfatazy, zlozona jest z 14 pros-
tych powtdrzen (ang. direct repeats — DRs) zbudowa-
nych z 29 nukleotydoéw, rozdzielonych unikatowymi
sekwencjami facznikowymi (ang. spacers) o dhugosci
33 nukleotydow [20, 27]. Cale szlaki CRISPR moga
by¢ zbudowane, w zaleznosci od gatunku bakterii,
nawet z 250 takich elementéw (Rys. 1). W latach
90-tych ubieglego wieku zidentyfikowano i scha-
rakteryzowano ciagi sekwencji CRISPR w genomach
Mycobacterium tuberculosis [15], Haloferax medi-
terranei [24], Methanocaldococcus jannaschii [6]
i Termotoga maritima [28]. Sekwencje CRISPR sa
szeroko rozpowszechnione w §wiecie bakterii, do roku
2007 zidentyfikowano je w genomach 232 gatunkow,
w tym w 40% zsekwencjonowanych genomach pro-
kariontéw wilasciwych i az w 90% genomach archeo-
now [2, 10, 12, 13, 25].

W latach 2002-2006 doniesiono o identyfikacji
nieznanych dotad genéw, nazwanych genami cas (ang.
CRISPR associated sequences), z racji ich potozenia
w sasiedztwie traktow CRISPR, z ktérymi potaczone
sa przez sekwencjg liderowa (ang. leader sequence).
Poczatkowo w analizowanych genomach zidentyfi-
kowano cztery geny cas [17,18], ale dalsze analizy
przeprowadzone dla duzej liczby réznych gatunkow
bakterii pozwolity zidentyfikowaé okoto 45 réznych
takich genow [13, 22, 23]. Okazalo si¢ takze, ze nie-
ktére z gendw rodziny cas nie wystepuja w genomach
gatunkoéw bakterii pozbawionych sekwencji CRISPR
[20], co sugerowato, iz geny te spetniaja jakas funkcje
biologiczna, $cisle zwiazana z obecnoscia i funkcja
systemu CRISPR.

Od ponad 10 lat trwaja dyskusje na temat funkcji
biologicznych spelianych przez elementy CRISPR.
Sugerowano, ze wzrost liczby kopii tego elementu
u Haloferax volcanii zaburza proces prawidtowej
segregacji chromosoméw do komodrek potomnych
(ang. replicon partitioning) [24]. Tej obserwacji nie
udato si¢ jednak potwierdzi¢ w badaniach segregacji
chromosomow u Mycobacterium tuberculosis [17, 18].
Nie wykluczano réwniez mozliwosci, ze sekwencje
CRISPR sa ruchomymi elementami genetycznymi

* Autor korespondencyjny: Zaklad Genetyki Drobnoustrojow Uniwersytet Lodzki 91-237 Loédz, ul. Banacha 12/16,

e-mail: anidobro@biol.uni.lodz.pl



24

ADAM JAWORSKI, ANITA DOBROWOLSKA

sekwencje
rozdzielajace

Geny CAS / l

E>|:>|:>|:>_( o)
sekwencja
liderowa \ \ /
sekwencje
powtorzone
(DR)
B.
Geny kompleksu biatek
CASCADE

CRISPR-12DR
cas3 casA casB casC casD casE

o wemni—ITITTREANE-

sekwencja

liderowa
Rys. 1. Ogolny schemat organizacji bakteryjnego systemu CRISPR-CAS (A) oraz schemat organizacji systemu CRISPR-CAS
Escherichia coli (B) (dodatkowe informacje w tekscie)

DR 29p.z sekwencja

tacznikowa 31 p.z.

z racji ich obecno$ci w genomach niektorych bakterii
w wielu kopiach [17, 18]. Formutowano takze opinie
o ich udziale w systemach naprawy DNA, poniewaz
okazalo sig, ze bialka kodowane przez wiele genow
systemu CRISPR zawieraja specyficzne domeny od-
dziatywujace z DNA [22]. W 2005 roku pojawity si¢
pierwsze hipotezy na temat ich udzialu w nadawaniu
komérkom bakterii odpornosci na infekcje fagami,
plazmidami koniugacyjnymi i transpozonami [3, 26,
30]. Okazato si¢ bowiem, ze sekwencje lacznikowe
czesto zawieraja fragmenty DNA fagéow lub plazmi-
dow; obserwowano rowniez odwrotnie proporcjonalng
korelacje pomigdzy wrazliwos$cia na infekcje fagami
a liczba powtarzajacych si¢ sekwencji tacznikowych
w CRISPR. Pod koniec 2007 roku ukazaly sig¢ prace,
w ktorych potwierdzono doswiadczalnie, ze fragmen-
ty DNA fagéw, wbudowane w czasie infekcji fagowej
do CRISPR jako nowe sekwencje tacznikowe, nadaja
komodrkom trwata odporno$¢ na kolejng infekcjg tym
fagiem [1, 8]. We wrze$niu 2008 potwierdzono jedno-
znacznie, ze bakteryjny system CRISPR funkcjonuje
analogicznie do systemu interferencyjnego RNA w ko-
morkach organizmow eukariotycznych [4, 37].

Rekonstrukcje modelowego systemu CRISPR-CAS
E. coli-fagh oraz genetyczna i biochemiczng charak-
terystyke jego waznej aktywnosci biologicznej nalezy
uznaé¢ za duze osiagnigcie naukowe w mikrobiologii
o charakterze poznawczym, a takze za wazne odkry-
cie dla praktyki przemystowej, wykorzystujacej bak-
terie w procesach biotechnologicznych, narazonych na
grozne infekcje fagowe.

2. Charakterystyka strukturalnego zréznicowania
systemu CRISPR w S$wiecie bakterii

Identyfikacja systeméw CRISPR u co raz wigkszej
liczby gatunkéw bakterii wlasciwych i archeonow
oraz doktadna analiza ich budowy wskazaty, ze gene-
ralny plan budowy tych powtérzonych szlakéw jest
konserwatywny w catym $wiecie bakterii. Jednakze
poszczegolne elementy tego systemu sa dos¢ znacznie
zroéznicowane, co dotyczy zaréwno prostych pow-
torzen jak i sekwencji tacznikowych oraz genow cas
(Rys. 1A). Wielko$¢ sekwencji powtdrzonych, w zalez-
nosci od gatunku bakterii, waha si¢ od 24 do 47 nukleo-
tydow, a wielkos¢ sekwencji tacznikowych od 26 do
72 nukleotydow. Zroznicowana jest takze liczba po-
wtorzen w traktach CRISPR, od 2 u niektorych gatun-
kow bakterii wlasciwych do nawet 249 u Vermine-
phrobacter eisenia [11, 12, 17, 18]. Ponadto, niektore
gatunki bakterii zawieraja 1 kopi¢ CRISPR w okres-
lonym locus genomu, inne jak np. M. jannaschii, az
18 w roznych regionach genomu [6]. Podobne zrdznico-
wanie dotyczy liczby zidentyfikowanych genow cas,
od kilku do 20, a nawet wigcej [13].

Analiza stopnia homologii prostych powtorzen dla
wielu roznych gatunkow bakterii wiasciwych i ar-
cheonow pozwolita dotychczas wyr6zni¢ wsrod nich
12 grup. Najliczniejsza grupa obejmuje sekwencje pa-
lindromowe o wielkosci 5—7 nukleotydow [17, 18].
Odkrycie, ze sekwencje palindromowe, wraz z sekwen-
cjami tacznikowymi, podlegaja transkrypcji, a syn-
tetyzowany mRNA moze w tych rejonach tworzy¢
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strukture petli (stem-loop secondary structure), byto
szczeg6lnie wazne dla rozwazan na temat funkcji bio-
logicznej systemu CRISPR [20, 21, 34, 35]. Dalsze
szczegodtowe analizy dowiodty, ze wiele prostych po-
wtorzen charakteryzuje si¢ obecnos$cia konserwatywnej
sekwencji GAAA(C/G) zlokalizowanej na koncu 3,
prawdopodobnie odpowiedzialnej za wigzanie specy-
ficznych biatek komoérkowych, co dodatkowo wska-
zywalo na istotna funkcj¢ biologiczng CRISPR [20].

Poszczegodlne nukleotydowe sekwencje tacznikowe,
rozdzielajace kolejne proste powtdrzenia w okre§lonym
trakcie CRISPR, charakteryzuja si¢ bardzo duza rézno-
rodnoscia. Szczegdtowe analizy sekwencji tych elemen-
tow, przeprowadzone dla duzej liczby CRISPR roznych
gatunkow bakterii, ujawnily ich duze pokrewienstwo
do DNA fagéw i innych ekstrachromosomalnych ele-
mentow genetycznych [3, 21, 26]. Badania przeprowa-
dzone dla 4500 sekwencji tacznikowych u 67 gatunkow
prokariontéw dowiodty, ze sekwencje nukleotydowe
jedynie 88 z nich (2%) wykazywaly podobienstwo do
znanych sekwencji zdeponowanych w swiatowych ba-
zach danych, wérod ktorych 60% stanowily sekwencje
znanych fagéw i plazmidéw. Udato si¢ takze ustalic,
po pierwsze, ze sekwencje tacznikowe zostaty prze-
niesione do traktow CRISPR z kodujacych lub nie-
kodujacych nici DNA fagow, i po drugie, ze tego typu
sekwencje obficie wystgpuja w réznych regionach
genomow wielu znanych fagow [1, 21, 26, 30]. Wyniki
ostatnio opublikowanych prac wskazuja, ze w sasiedz-
twie sekwencji fagowych (przy ich koncu 3°), ho-
mologicznych do sekwencji tacznikowych CRISPR,
znajduja si¢ motywy AGAA lub GGNG, ktore pra-
wdopodobnie sa miejscami rozpoznania lub cigcia dla
produktéw systemu CRISPR [1, 8]. Mozna sadzi¢,
ze w miar¢ identyfikacji oraz poznawania sekwen-
cji nukleotydowych genomoéw nieznanych dotychczas
fagoéw i plazmidow, bytujacych w hodowalnych i nie-
hodowalnych mikroorganizmach $rodowiskowych,
mozliwym bedzie ustalenie pochodzenia coraz wigk-
szej liczby sekwencji tacznikowych systemu CRISPR.
Potwierdzeniem sa opublikowane niedawno dane dla
bakterii mlekowych Lactococcus lactis. W szczepach
tego gatunku, noszacych wiele réoznych fagoéw i plaz-
midow o znanej sekwencji nukleotydowej, udato si¢
ustali¢ fagowe lub plazmidowe pochodzenie ponad
40% sekwencji tacznikowych obecnych w ich syste-
mach CRISPR [3].

Kolejnym elementem sktadowym systemu CRISPR
jest sekwencja liderowa o wielkosci do 550 par zasad,
zlokalizowana bezposrednio przy koncu 5’ pierwszego
powtdrzenia (Rys. 1). Sekwencja ta jest bogata w pary
AT 1 nie zawiera, podobnie jak proste powtorzenia,
otwartych ramek odczytu; podzielone sa natomiast
zdania na temat stopnia jej konserwatywnos$ci w trak-
tach CRISPR roznych gatunkow prokariontow [17, 19,

21, 31]. Interesujacym jest odkrycie, ze wbudowanie
w dany trakt CRISPR nowej jednostki, proste pow-
torzenie-sekwencja tacznikowa (DR-spacer), nastgpuje
zawsze pomigdzy sekwencja liderowa a pierwszym
powtorzeniem, co wskazuje na jej funkcjg akceptorowa
w tym procesie. Z racji lokalizacji tej sekwencji suge-
ruje si¢ rowniez jej funkcj¢ jako promotora dla trans-
krypcji catego ciagu sekwencji CRISPR [1, 30, 34, 35].
Bezposrednio przy koncu 5° sekwencji liderowe;j
leza niedawno odkryte, a ostatnio lepiej scharakteryzo-
wane geny cas (Rys. 1). Najogolniej mozna stwierdzic,
ze rodzina genow cas obejmuje obecnie 7-8 roéznych
typow, a wsrdd nich najbardziej rozpowszechnionych
jest 6, od casl do cas6 [13, 33]. W biatkach kodowa-
nych przez geny cas zidentyfikowano wazne funkcjo-
nalne domeny jak egzo- i endonukleaz, helikaz, a takze
domeny odpowiedzialne za wigzanie RNA i DNA oraz
domeny zaangazowane w regulacje¢ transkrypcji [17, 18].
Warto w tym miejscu podkresli¢, ze sekwencja nukleo-
tydowa genu cas! (kod dostegpu COG1518) jest pow-
szechnie wykorzystywana jako uniwersalny marker dla
badan poznawczych bakteryjnych systeméw CRISPR
[9, 13, 23]. Inna rodzing biatek, syntetyzowanych wy-
lacznie przez bakterie zawierajace szlaki CRISPR, sa
biatka zwiazane prawdopodobnie z funkcja tych syste-
moéw. Nie jest znana, jak dotychczas, rola biologiczna
tych biatek, zwanych RAMP (repeat associated myste-
rious protein), wiadomo jednakze, ze geny kodujace
syntezg tych biatek nie sa zlokalizowane w bezposred-
nim sasiedztwie ciagéw sekwencji CRISPR [13, 22].

3. System CRISPR-CAS analogiem
systemu interferencyjnego RNA eukariontow

Wyniki najnowszych prac, opublikowanych w ubie-
glym roku [1, 8] wywotaty zywa dyskusje wsrod specja-
listow na temat funkcji biologicznych systemu CRISPR
oraz mechanizmu jego dziatania w obronie bakterii
przed infekcja fagami, a takze w regulacji innych pro-
cesOw komodrkowych [20]. Badania przeprowadzono
na modelu Streptococcus thermophilus, gatunku bak-
terii powszechnie stosowanych w przemysle mleczar-
skim do produkcji jogurtu i serow.

W wyniku infekeji jednego ze szczepéw dwoma
réznymi fagami udato si¢ wyselekcjonowac z hodowli
9 mutantéw bakterii opornych na dalsza infekcjg tymi
fagami. Genomowy DNA tych mutantow poddano se-
kwencjonowaniu, koncentrujac szczeg6lna uwage na
szlaku CRISPR. Stwierdzono, ze kazdy z tych mutan-
tow w czasie infekcji nabyt od 1 do 3 nowych sekwen-
cji lacznikowych, wbudowanych precyzyjnie pomiedzy
sekwencje liderowa i pierwszy DR. Co wigcej, okazato
si¢, ze nabyte, nowe sekwencje tacznikowe pochodza
z fagdw uzytych do infekcji. Dalsze do$wiadczenia
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Rys. 2. Molekularny mechanizm funkcjonowania uktadu CRISPR-CAS w obronie komdrek bakteryjnych
przed infekcja fagowa (szczegdtowe wyjasnienia w tekscie)

oraz doktadniejsze analizy molekularne dowiodly, po
pierwsze, ze u mutantéw opornych na nowa infekcje
fagowa nabyta sekwencja tacznikowa wykazuje 100%
homologii z odpowiednim regionem DNA uzytego
faga, i po drugie, ze w przypadku gdy w nabytej se-
kwencji tacznikowej pojawia si¢ od 1 do kilku mutacji
(substytucji), to komoérka pozostaje wciaz wrazliwa na
infekcjg. Ostatecznym potwierdzeniem byly wyniki
doswiadczen, w ktorych nowa, nabyta sekwencj¢ tacz-
nikowa mutanta opornego na infekcj¢ wklonowano
w ten sam Jlocus szczepu wrazliwego i stwierdzono, ze
nabyt on oporno$¢ na badanego faga (Rys. 2). I od-
wrotnie, delecja tej sekwencji w szczepie opornym na
infekcj¢ czynita go ponownie wrazliwym. Nieoczeki-
wanie okazato si¢, ze niewielka populacja izolowa-
nych w czasie doSwiadczen fagéw zachowata zdol-
no$¢ infekowania szczepow S. thermophilus. Udato sig
jednak dowies¢, ze w DNA czeSci z tych fagéow poja-
wily si¢ mutacje w rejonie tej sekwencji, ktora w cza-
sie infekcji jest przenoszona do CRISPR bakterii, za$
w niektorych innych nabyta sekwencja wykazywata,

co prawda, 100% homologi¢ z odpowiednim regionem
DNA faga, ale mutacje zidentyfikowano w motywie
AGAA przylegajacym do jej konca 3°. Wyniki te po-
twierdzaja wczesniejsze sugestie o roli tego motywu
w rozpoznawaniu przez faga traktu CRISPR. Ustalenie
organizacji systemu CRISPR na poziomie DNA nie
wyjasnialo mechanizmu jego dziatania, w tym udziatu
okreslonych biatek komorkowych, w szczegdlnosci
biatek CAS i ich specyficznych funkcji. Autorzy wy-
zej cytowanych prac w jednym z wyselekcjonowanych
szczepow opornych na infekcje fagowa zinaktywowali
gen cas5, w drugim za$ gen cas7. W pierwszym przy-
padku inaktywacja genu, kodujacego syntezg endonu-
kleazy, doprowadzila do utraty opornosci na infekcje
fagowa, w drugim za$§ przypadku inaktywacja genu
o blizej nieznanej funkcji, nie miata wptywu na zmiang
opornosci szczepu na ponowna infekcj¢ tym samym
fagiem, ale ostabiala jego zdolno$¢ do nabywania
oporno$ci na infekcje innym fagiem. Postawiono
whniosek, ze produkt tego nieznanego genu jest odpo-
wiedzialny za wbudowywanie do traktu CRISPR okres-
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lonych fragmentow DNA faga jako nowych, kolejnych
sekwencji tacznikowych [1, 8, 13]. Co prawda, mole-
kularny mechanizm odpowiedzialny za aktywnos¢
biologiczna uktadu CRISPR jest jeszcze daleki od pet-
nego wyjasnienia, ale w $wietle wyzej omoéwionych
wynikow, a takze nieco wezesniejszych danych [34,
35], wskazujacych, ze u szczepow z rodzaju Archaeo-
globus 1 Sulfolobus trakty CRISPR podlegaja trans-
krypeji w cato$ci, z jednego promotora, mozna bylo
zaproponowac ogolny model dla wyjasnienia funkcjo-
nowania calego systemu. Wykazano, ze transkrypty
podlegaja w komodrkach enzymatycznej obrobee z wy-
tworzeniem czasteczek matych sRNA (small RNA),
o wielkosci rownej jednej sekwencji DR plus sekwen-
cja tacznikowa, a trawienie transkryptu ma miejsce
w $rodku kazdej jednostki DR. Stad, koncowe produkty
sRNA zawieraja petna sekwencjg tacznikowa w Srodku
i potowy sasiadujacych sekwencji DR zlokalizowa-
nych na ich koncach 5’ i 3°. Wiadomo, Zze obecno$¢
w sekwencjach DR motywu palindroméw umozliwia
tworzenie drugorzedowych struktur i wypetlenia se-
kwencji tacznikowych. Fakt, ze transkrypty traktow
CRISPR sa trawione do krotkich sSRNA, a w proces
ten zaangazowane sa domeny bialek CAS, stat si¢ pod-
stawa do sformutowania hipotezy, ze bakteryjny sys-
tem CRISPR jest funkcjonalnym analogiem systemu
siRNAs (ang. small interference RNA) organizmow
eukariotycznych [23], ktory spetnia wazna role jako
system obrony komorki przed RNA wiruséw i trans-
pozondéw [14, 32]. Zgodnie z ta hipoteza, bakteryj-
ne siRNAs, krotkie produkty trawienia transkryptu
CRISPR, sa analogami eukariotycznych siRNA. Two-
rza one bowiem kompleksy z biatkami CAS, podob-
nie jak siRNAs eukariontéw z biatkiem Dicer, i roz-
poznaja homologiczne sekwencje w syntetyzowanych
przez obce elementy genetyczne transkryptach, pro-
wadzac w koncowym efekcie do ich sukcesywnej de-
gradacji przez inne biatka CAS (Rys. 2).

Ostatnio przeprowadzono niezwykle owocne bada-
nia aktywnosci systemu CRISPR na modelu genetycz-
nie rekonstruowanych szczepoéw pochodnych E. coli
K12 wrazliwych na infekcjg fagiem A [4]. W genomie
tego gatunku znajduje si¢ zaréwno trakt powtdrzonych
sekwencji DR-sekwencja tacznikowa, jak i 8 genow
cas : cas3, casl, cas2, kodujacych, odpowiednio,
HD-nukleaze¢/helikaze, integraze, endorybonukleaze,
i 5 gendéw oznaczonych casABCD, kodujacych kom-
pleks bialek systemu CRISPR odpowiedzialnego za
ochrong komorek przed infekcja fagowa, nazwanych
CASCADE (CRISPR-associated complex for antiviral
defense) (Rys. 1B). Autorzy cytowanej pracy skon-
struowali r6zne rekombinowane szczepy. Jedne z nich
nosily jeden fragment DNA faga A, komplementarny
do DNA czterech genéw niezbednych dla rozwoju
faga, wklonowany pomiedzy pierwszy i drugi motyw

DR traktu CRISPR. W inne skonstruowane szczepy
wklonowano cztery fragmenty DNA faga. Jeszcze inne,
pozbawione traktu DR-sekwencja tacznikowa, nosity
geny cas, ale aktywne tylko w okreslonych kombi-
nacjach (cascade, cas3, cascade+cas3, cascade-
-casE+cas3, cascadetcasl+cas2, cascade+cas3,
cascasl+cas2). Nie wnikajac w metodyczne szcze-
gbly przeprowadzonych badan nalezy stwierdzi¢, ze
wklonowanie fragmentéw DNA faga A w region traktu
CRISPR wrazliwego szczepu E. coli K12 pozwolito
wyselekcjonowaé szczepy 10 milionow razy bardziej
oporne na infekcj¢ tym fagiem, iz szczep wyjsciowy.
Zidentyfikowano i scharakteryzowano réwniez kom-
pleks biatkowy CASCADE i udowodniono jego bez-
posredni udziat w degradacji mRNA regionu CRISPR,
z wytworzeniem fragmentéw o dlugosci 57 nukleoty-
dow CRISPR-RNA. Kazdy z tych fragmentow zawie-
rat sekwencje¢ tacznikowa otoczona na koncach 5’1 3°
fragmentami przylegajacych sekwencji DR. Peina
efektywnos¢ kompleksu CASCADE byta zapewniona
w obecnosci biatka Cas3. Ustalono takze niezwykta
specyficznos¢ kompleksu CASCADE w skonstruowa-
nym szczepie E. coli K12 opornym na faga wykazu-
jac, ze nie jest on aktywny w stosunku do transkryp-
tow innych CRISPR, w ktorym znajduja si¢ sekwencje
DR z innych szczepow E. coli. Co wigcej, udato si¢
udowodnié, ze aktywno$¢ systemu CRISPR zapew-
niaja transkrypty zar6wno nici sensu jak i antysensu
wklonowanych fragmentow DNA faga A. Wyniki
te wskazuja, ze docelowym elementem dla matych
CRISPR-RNA moze by¢ takze DNA faga. Zatem fun-
damentalna r6znica pomigdzy bakteryjnym i eukario-
tycznym systemem obrony przed infekcja obcym DNA
polega na tym, ze w pierwszym przypadku degradacji
ulega DNA w drugim za$ komplementarny RNA.
Mozna obecnie oczekiwaé, ze w najblizszej przy-
szlosci zostana wyjasnione kolejne pytania i wat-
pliwosci dotyczace systemu CRISPR-CAS, a w tym
w szczegodlnosci regulacji transkrypcji regionu CRISPR,
regulacji ekspresji biatek CAS i ich sktadania w komor-
ce w postaci kompleksu CASCADE, a takze enzyma-
tycznych mechanizméw degradacji mRNA-CRISPR
oraz degradacji docelowych sekwencji DNA fagoéw. Nie
wiadomo jeszcze w jaki sposob sekwencje fagéw sa
in vivo selekcjonowane, wycinane i wbudowywane w trak-
ty CRISPR jako sekwencje tacznikowe. Nie wyklucza
sig, ze system CRISPR-CAS moze by¢ zaangazowany
w wyciszanie takze endogennych genow bakterii, bo-
wiem 7-35% sekwencji tacznikowych w traktach
CRSIPR ma chromosomalne pochodzenie [1, 3, 26].
W $wietle omawianych wyzej wynikow mozna le-
piej zrozumie¢ rownowagg biologiczna pomig¢dzy bak-
teriami i szeroko rozpowszechnionymi w srodowiskach
naturalnych bakterii fagami. Szacuje sig, ze co dwa dni
okoto potowa populacji bakterii zyjacych w biosferze
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jest zabijana w wyniku infekcji r6znymi fagami. Bakte-
rie sa jednak wyposazone w rdézne 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 sig, ze by¢
moze, zostang wykryte rowniez fagowe biatka specy-
ficznie blokujace system CRISPR-CAS, co w $wietle
wynikéw opisanych przez dla biatek Sulfolobus ma
pewne uzasadnienie [29]. Z drugiej strony, wysokie
tempo mutacji fagéw pozwala na generowanie mutan-
tow zdolnych do przelamania mechanizméw obron-
nych komorki, za$ selekcyjna presja bakteryjnych
systemow obrony, nadaja tej rownowadze bardzo dy-
namiczny charakter, zarowno w aspekcie ekologicz-
nym jak i ewolucyjnym.

4. Mozliwosci praktycznych zastosowan
systemu CRISPR-CAS

Wiele gatgzi przemystu spozywczego, farmaceu-
tycznego wykorzystuje bakterie w procesach biotech-
nologicznych, a stad ochrona przed infekcjami fago-
wymi czystych kultur bakterii, wykorzystywanych
w roznych procesach biotechnologicznych, ma ogrom-
ne znaczenie praktyczne i ekonomiczne. Dla przy-
ktadu, infekcja fagami szczepdw wykorzystywanych
w przemysle mleczarskim w produkcji napojow mlecz-
nych i serow jest przyczyna ogromnych problemow

i strat finansowych [33]. Fagi replikuja si¢ w bakte-
riach bardzo szybko, a stad petna liza hodowli bak-
teryjnych nastepuje w czasie kilku godzin. Ustalono,
ze dodanie do hodowli E. coli o gestosci 10° komorek/
ml 1 czastki faga T7 prowadzi w krétkim czasie do
petnej lizy 99,9% komoérek oraz syntezy 10° nowych
czastek fagowych.

Ustalenie organizacji i funkcji biologicznej syste-
mu CRISPR-CAS stworzylo obecnie realna szansg za-
réwno dla selekcji szczepow przemystowych opornych
na okreslone fagi jak i konstrukeji takich szczepow do-
stgpnymi metodami genetycznymi. Klonowanie okres-
lonych fragmentow DNA réznych fagow w trakty
CRISPR szczepow wrazliwych i selekcjonowanie
szczepow opornych na infekcje nie nastrgcza obecnie
zadnych probleméw technicznych (Rys. 3). Jednak re-
gulacje prawne, szczegdlnie w krajach Europy, doty-
czace genetycznie modyfikowanych mikroorganiz-
moéw (GMO), praktycznie nie dopuszczaja do ich
stosowania na skalg¢ przemystowa w przemysle spo-
zywczym. Jednak w tym przypadku mozna z powodze-
niem selekcjonowac takie szczepy takze poprzez infek-
cje szczepdw przemystowych réznymi naturalnymi
fagami oraz poszukiwanie szczepdw opornych, ktore
nabyly i stabilnie wbudowaty w trakty CRISPR okres-
lone fragmenty DNA fagéw na drodze naturalne;.

Podobienstwo bakteryjnego systemu CRISPR-CAS
do eukariotycznego systemu RNAi nasuwa mozliwo$¢
jeszcze innych zastosowan. Eukariotyczny system in-
terferencyjnego RNA spelnia nie tylko funkcj¢ obrony

/

Rys. 3. Mozliwe sposoby konstrukcji szczepéw opornych na infekcje fagowa

1, 2, 3, odpowiednio, fragmenty DNA trzech réznych fagow wklonowanych jako sekwencje tacznikowe w trak CRISPR.
Alternatywnie, sposob naturalnej selekcji komorek bakterii opornych na infekcjg po kolejnych cyklach litycznych fagami 1, 2, 3.
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komorki przed obcym DNA (RNAI), ale takze regulu-
je ekspresje endogennych gendéw chromosomalnych
(micro-RNAs). Nie jest wykluczonym, ze zgromadzo-
na wiedza na temat systemu CRISPR-CAS moze po-
zwoli¢ na opracowanie sposobu hamowania ekspresji
endogennych gendéw prokariontéw, przydatnego nie
tylko dla badan poznawczych, ale takze praktycznego
wykorzystania w wyciszaniu genow odpowiedzial-
nych za patogenezg.

Wspominano wczesniej, ze loci CRISPR w §wiecie
bakterii sa bardzo zréznicowane zar6wno pod wzgle-
dem liczy powtdrzen DR oraz ich sekwencji nukleoty-
dowej, jak i obecno$ci réznorodnych sekwencji taczni-
kowych. U niektorych gatunkow trakt CRISPR jest
zréznicowany nawet u bardzo blisko spokrewnionych
szczepow pod wzgledem innych wyznacznikow gene-
tycznych. Jednym z przyktadow sa szczepy Leptospi-
rillum charakteryzujace si¢ duzym, klonalnym zr6z-
nicowaniem tego traktu. [36]. Innym przykladem jest
gatunek Mycobacterium tuberculosis, w obrgbie ktdre-
go szczepy sa bardzo zréznicowane pod wzgledem
zardwno liczby sekwencji lacznikowych jak i ich se-
kwencji nukleotydowych. Wiedza ta stata si¢ podsta-
wa do opracowania szeroko juz stosowanej metody
genotypowania izolatow M. tuberculosis dla celow
szybkiej 1 pewnej diagnostyki oraz dochodzen epide-
miologicznych zakazen gruzliczych [5, 7].

Z racji faktu, ze nowe sekwencje tacznikowe sa
wbudowywane z reguly pomigdzy pierwszym i dru-
gim powtorzeniem traktu CRISPR mozna sadzi¢, ze
sekwencje facznikowe coraz bardziej oddalone od se-
kwencji liderowej maja, odpowiednio, coraz starsze
pochodzenie ewolucyjne. Stad, te pierwsze sa unikato-
we dla poszczegolnych szczepdw, natomiast sekwencje
starsze ewolucyjnie moga by¢ wspolne dla wielu izola-
tow w obrebie gatunku a nawet réznych gatunkow [30].
Zatem obecnos¢ roznych sekwencji tacznikowych, spe-
cyficznych dla poszczegdlnych szczepow w obrebie
okreslonego gatunku oraz specyficznych dla réznych
gatunkow w obrebie rodzajow, moze stanowi¢ bardzo
dobry marker dla ustalania filogenetycznych pokre-
wienstw i przydatny takze w taksonomii bakterii.
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1. Wprowadzenie

Zakazenie Helicobacter pylori jest jednym z naj-
bardziej rozpowszechnionych zakazen bakteryjnych
na $wiecie. Szacuje sig, ze okoto 50% ludnosci catego
$wiata jest zakazone ta bakteria [10, 30]. Nabycie
zakazenia najczesciej zwiazane jest z wiekiem dzie-
cigcym, warunkami socjoekonomicznymi oraz sanitar-
nymi. W krajach rozwijajacych si¢ czgstos¢ zakazen
wynosi od 80% do 100%, natomiast w krajach rozwi-
nigtych (Australia, Ameryka Péinocna, Europa Zachod-
nia) od 20% do 40% [18, 59]. Jak wynika z wielo-
osrodkowych badan przeprowadzonych w Polsce,
w latach 2000-2003 odsetek zakazen wywotanych
przez H. pylori byt wysoki i siggal okoto 58% (dorosli
— 84%, dzieci do 18 roku zycia — 32%) [46].

Przyjmuje sig, ze gtéwnym rezerwuarem bakterii
jest cztowiek, a zakazenie szerzy sig przez kontakty
migdzyludzkie [37]. W krajach uprzemystowionych do
zakazenia dochodzi najcz¢sciej na drodze ustno-pokar-
mowej, a w krajach o niskim poziomie socjoekonomicz-

nym na drodze katlowo-pokarmowej [15]. Jest mozliwa
takze droga ustno-ustna, ze wzgledu na przejsciowa ko-
lonizacjg jamy ustnej przez ten drobnoustr6j [31]. Obec-
nos$¢ H. pylori w $linie, stwarza prawdopodobnie glowne
zrodto szerzenia si¢ zakazenia wsrdd matych dzieci [18].

Jak wiadomo, H. pylori odgrywa znaczaca rolg
w etiopatogenezie schorzen gornego odcinka przewodu
pokarmowego. Jest czynnikiem etiologicznym zapale-
nia blony §luzowej zotadka typu B oraz jednym z istot-
nych czynnikow ryzyka choroby wrzodowej, chtoniaka
zotadka typu MALT (Mucosa-Associated Lymphoid
Tissue) oraz raka zotadka [2, 13, 32]. Warto jednak
zwroci¢ uwage na fakt, ze u wigkszosci zakazonych,
poza zmianami histologicznymi o typie przewlektego
zapalenia zotadka, nie dochodzi do zmian w jego
czynno$ci [44]. Jedynie u okoto 15% zakazonych
H. pylori, rozwija si¢ wrzdd trawienny (u 90% wrzod
dwunastnicy, natomiast u 70% wrzod zotadka), au 2%
moze dojs¢ do rozwoju raka zotadka [73]. Znacznie
rzadziej notuje si¢ wystgpowanie chtoniaka typu MALT
lub choroby Menetriera.

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagielloniski Collegium
Medicum, ul. Medyczna 9, 30-688 Krakow, tel./faks: (012) 659 12 71, e-mail:elzbieta.karczewska@uj.edu.pl
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2. Leczenie zakazenia H. pylori

Do czasu wykrycia zwiazku pomigdzy choroba
wrzodowa a zakazeniem H. pylori, leczenie wrzodoéw
polegato na stosowaniu srodkéw silnie hamujacych
wydzielanie zotadkowe, takich jak inhibitory pompy
protonowej (PPI — proton pump inhibitor) lub antago-
nisci receptorow histaminowych H,, ktore skutecznie
goity wrzody, ale nie eliminowaly infekcji. Dopiero
odkrycie Warrena i Marshalla potwierdzilo
zwiazek pomigdzy zakazeniem H. pylori a choroba
wrzodowa oraz przyczynito si¢ do wprowadzenia lekow
przeciwbakteryjnych w terapii zakazenia [50]. Wyka-
zano, ze skuteczno$¢ eradykacji H. pylori (brak obec-
noS$ci bakterii w btonie §luzowej zotadka co najmniej
cztery tygodnie po zakonczeniu leczenia) w wyniku sto-
sowania tylko jednego leku jest niska [17]. Stad zaczety
pojawiac si¢ rdézne propozycje terapii wielolekowe;.

Opracowaniem metod skojarzonego leczenia far-
makologicznego zakazen H. pylori zajmuje si¢ grupa
migdzynarodowych ekspertow (EHSG — European
Helicobacter Study Group) oraz grupy robocze. Wy-
tyczne obowiazujace w Europie, dotyczace postepo-
wania w tych zakazeniach, sa publikowane jako ,,Kon-
sensus Maastricht” [23, 47, 48]. W Polsce obowiazuja
zalecenia Grupy Roboczej Polskiego Towarzystwa
Gastroenterologii (PTG) [18]. Obejmuja one diag-
nostyke oraz leczenie zakazen 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]:

e choroba wrzodowa zotadka lub dwunastnicy,

o chloniak MALT,

« zanikowe zapalenie zotadka,

e przebyta operacja z powodu raka zotadka,

« rak zotadka u krewnych pierwszego stopnial,

e 7zyczenie pacjenta po konsultacji z lekarzem,

o niedokrwisto$¢ z niedoboru zelaza o niewyjas-

nionej przyczynie,

o przewlekta samoistna plamica matoptytkowa.

Obecnie za najbardziej skuteczne postgpowanie te-
rapeutyczne, ktore daje najwyzszy odsetek eradykacji
H. pylori, uwaza sig terapig, obejmujaca lek zmniej-
szajacy wydzielanie Zoladkowe (inhibitor pompy pro-
tonowej — PPI) w potaczeniu z dwoma antybiotykami
(amoksycylina, klarytromycyna, rzadziej tetracyklina)
lub antybiotykiem i jednym z chemioterapeutykow
(metronidazol, tynidazol) [17].

Inhibitory pompy protonowej (PPI) (omeprazol,
pantoprazol, lanzoprazol, rabeprazol, esomeprazol) sa
lekami, ktore hamujac wydzielanie kwasu solnego,
przez blokowanie pompy wodorowo-potasowej w ko-

' W Polsce zaleca si¢ eradykacje zakazenia H. pylori juz w
drugim stopniu pokrewienstwa [18].

morkach oktadzinowych zotadka, podwyzszaja pH
w zoladku, co zwigksza skuteczno$¢ dziatania anty-
biotykéw oraz wptywa korzystnie na proces gojenia
si¢ wrzodow. Wplywaja takze na zmniejszenie obje-
tosci soku zotadkowego, co prowadzi do wzrostu ste-
zenia antybiotykow [5, 72].

Jak podaje pis$miennictwo, bezposrednie dziatanie
wobec H. pylori wykazuje jedynie omeprazol, ktory
hamuje wzrost bakterii oraz moze blokowac¢ aktyw-
no$¢ bakteryjnej ureazy [34].

AntagoniSci receptoréw H, (ranitydyna, cymetydy-
na, famotydyna), to leki, ktorych mechanizm dziatania
polega na wigzaniu si¢ z receptorem histaminowym
typu 2 i hamowaniu wydzielania jonéw wodorowych
przez komorki oktadzinowe zotadka. Ze wzgledu na
mata skuteczno$¢ w terapii eradykacyjnej, w porow-
naniu do schematow leczenia z PPI, nie sg one zalecane
w leczeniu zakazenia H. pylori [18, 72].

Sole bizmutu, to leki dziatajace cytoprotekcyjnie
w stosunku do btony $luzowej zoladka, wptywajace
jednoczes$nie na gojenie si¢ niszy wrzodowej oraz wy-
kazujace dziatanie aktywne wobec H. pylori. Mecha-
nizm dzialania przeciwbakteryjnego polega na hamo-
waniu aktywnos$ci enzymoéw proteolitycznych oraz
zaburzeniu adhezji bakterii do komoérek nabtonko-
wych btony $luzowej zotadka. Wskutek optaszczenia
solami bizmutu pateczek H. pylori dochodzi do ich
obumierania [5, 34, 62, 72]. Raport z Maastricht-2
2000 oraz wytyczne amerykanskie uwzgledniaty w te-
rapii eradykacyjnej preparat stanowiacy potaczenie
antagonisty receptoréw H, (ranitydyny) z cytrynianem
bizmutu (RBC - ranitidine bismuth citrate), jako $ro-
dek o dziataniu rownorzednym z PPI [35, 48]. Obec-
nie, Grupa Robocza PTG oraz Europejski Konsensus
Maastricht-3 2005 nie zalecaja stosowania tego leku
w terapii zakazenia H. pylori [17].

Rekomendowane w eradykacji zakazenia H. pylori
antybiotyki i chemioterapeutyki charakteryzuja sig
dobra dyspersja w zoladku i dwunastnicy, zdolnoscia
penetracji do §luzu, absorpcja do btony sluzowej oraz
wysoka aktywnos$cia bakteriobdjcza w stosunku do
H. pylori [5].

Amoksycylina — potsyntetyczna penicylina, dzia-
lajaca bakteriobdjczo wobec wielu gatunkéw bakterii.
Blokuje ostatni etap biosyntezy $ciany komodrkowej
bakterii poprzez wiazanie si¢ z karboksypeptydazami
i transpeptydazami (tzw. biatka wiazace penicyliny
— PBPs — penicillin binding proteins). Jest stosowana
w eradykacji H. pylori w skojarzeniu z klarytromycyna
lub metronidazolem. Wykazuje opornos¢ na dzialanie
soku zotadkowego [20, 28].

Klarytromycyna — antybiotyk z grupy makro-
lidow — bakteriostatycznych inhibitorow syntezy bia-
ek bakteryjnych. Miejscem docelowym dziatania kla-
rytromycyny jest podjednostka 23S rRNA rybosomu
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komorki bakteryjnej. Antybiotyk ten jest najczesciej

stosowany w eradykacji H. pylori w polaczeniu z me-

tronidazolem Iub amoksycylina. Wykazuje trwato$¢

w $rodowisku kwasnym [20].

Tetracyklina — antybiotyk o dziataniu bakteriosta-
tycznym, charakteryzujacym si¢ szerokim spektrum
dzialania, obejmujacym takze H. pylori. Mechanizm
dzialania przeciwbakteryjnego polega na wigzaniu
si¢ leku z podjednostka 16S rRNA rybosomu, co
uniemozliwia wigzanie aminoacylo-tRNA do miejsca
A na rybosomie. Prowadzi to do zahamowania synte-
zy biatek 1 wzrostu bakterii. Jest stosowana w terapii
zakazen szczepami H. pylori opornymi na inne leki,
takie jak klarytromycyna czy metronidazol. Stanowi
takze alternatywe w leczeniu oséb uczulonych na pe-
nicyliny [16, 20].

Metronidazol — chemioterapeutyk wykazujacy
dziatanie bojcze w stosunku do bakterii beztlenowych,
mikroaerofilnych oraz pierwotniakéw. Po wniknigciu
do wnetrza komorki bakteryjnej ulega redukcji (za po-
$rednictwem m.in. nitroreduktazy niezaleznej 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, prowadzac do $mierci komorki.
Metronidazol wykazuje synergizm z antybiotykami
beta-laktamowymi (amoksycylina). Stanowi jeden
z najbardziej aktywnych preparatéw w leczeniu zaka-
zen bakteriami beztlenowymi [20].

Aktualnie, w Polsce, zgodnie z wytycznymi PTG
(2004 rok), obowiazuje nastgpujacy schemat leczenia
zakazenia H. pylori [18]:
7-dniowa terapia pierwszego rzutu:

o PPI + amoksycylina (1000 mg 2 razy/dobg) + klary-
tromycyna lub metronidazol? (500 mg 2 razy/dobeg).
W przypadku braku efektow terapeutycznych po za-
stosowaniu terapii pierwszego rzutu zalecany jest:
7- lub 10- dniowy trojsktadnikowy schemat leczenia
drugiego rzutu:

« PPI + 2 antybiotyki?, lub czterosktadnikowy:

e PPI + cytrynian bizmutu + 2 antybiotyki
lub:

e PPI + cytrynian bizmutu + tetracyklina 500 mg
(4 razy/dobg) + metronidazol (500 mg 3 razy/dobg).

Leczenie trzeciego wyboru:

Wedlug zalecen PTG oraz Raportu Maastricht-3
2005, po dwukrotnym niepowodzeniu terapii oraz przy

2 W Polsce, ze wzgledu na wystgpowanie wysokiej opor-
nosci szczepow H. pylori na metronidazol i klarytromycyng, nie
zaleca si¢ stosowania obydwu tych lekéw jednoczes$nie. Reko-
menduje si¢ schemat zawierajacy amoksycyling z metronidazo-
lem lub amoksycyling z klarytromycyna.

3 Wedtug zalecen, jezeli w pierwszym rzucie zastosowano
klarytromycyng to w drugim nalezy wymiennie zastosowaé me-
tronidazol i odwrotnie.

bezwzglednych wskazaniach do eradykacji H. pylori
(m.in. choroba wrzodowa zotadka lub dwunastnicy i jej
powiktania, chloniak zotadka typu MALT), chorego
nalezy skierowa¢ do specjalistycznego osrodka, wy-
kona¢ badanie mikrobiologiczne oraz antybiogram dla
wyizolowanego szczepu H. pylori, a nast¢pnie leczy¢
zgodnie z wynikiem lekowrazliwosci [18, 63].

Wedlug najnowszych wskazan, zawartych w Rapor-
cie Maastricht-3 2005, 14-dniowa standardowa terapia
trojlekowa pierwszego rzutu (PPI + amoksycylina +
klarytromycyna lub metronidazol) jest skuteczniejsza
niz terapia 7-dniowa. Pozostaje ona nadal leczeniem
pierwszego wyboru w populacjach, w ktorych czgstosé
opornosci szczepodw H. pylori na klarytromycyng jest
mniejsza niz 15-20%.

W przypadku, gdy odsetek szczepow H. pylori opor-
nych na metronidazol w danej populacji si¢ga ponizej
40%, akceptuje si¢ terapi¢ ztozona z PPI, klarytromy-
cyny i metronidazolu [63].

Zaleca si¢ ciaglte monitorowanie czgsto$ci wyste-
powania oporno$ci wsrod szczepow H. pylori na sto-
sowane w leczeniu antybiotyki i chemioterapeutyki
w roznych rejonach geograficznych, celem doboru od-
powiedniego schematu leczenia przeciwbakteryjnego.

Czterosktadnikowe leczenie z preparatem bizmutu
stanowi akceptowana terapig pierwszego rzutu i nadal
pozostaje najlepszym rozwiazaniem leczenia drugiego
rzutu. W przypadku braku dostgpnosci soli bizmutu,
Raport Maastricht-3 2005 rekomenduje terapig zto-
zong z PPI, amoksycyliny lub tetracykliny i metro-
nidazolu [63].

3. Mechanizmy opornosci H. pylori
na rekomendowane w leczeniu zakazenia
antybiotyki i chemioterapeutyki

Oporno$¢ klinicznych szczepdw H. pylori na anty-
biotyki i chemioterapeutyki uwazana jest za jeden
z glownych czynnikow wplywajacych na skutecznos¢
terapii eradykacyjnej. Wykazano, ze z opornoscia na
klarytromycyng oraz w mniejszym stopniu na metro-
nidazol, zwiazane sg niepowodzenia w terapii zawiera-
jacej te leki [21]. W przypadku szczepoéw wrazliwych
na klarytromycyng, stopien eradykacji sigga 87,8%.
Odnotowano spadek stopnia eradykacji do 18,3%,
kiedy szczepy sa oporne na ten antybiotyk. Wrazliwosé
na metronidazol daje sukces terapeutyczny w 97%,
a oporno$¢ na ten chemioterapeutyk obniza efektyw-
no$¢ eradykacji o 25% [53].

Opornos¢ klinicznych szczepow H. pylori na leki
przeciwbakteryjne wynika przede wszystkim z mutacji
punktowych, obejmujacych jedna lub kilka par zasad,
w obrebie jednego genu.

Obecnie, jednym z najlepiej poznanych mechaniz-
moéw opornosci H. pylori na antybiotyki, jest oporno$¢



34 ELZBIETA KARCZEWSKA, IZABELA WOJTAS, ALICJA BUDAK

na klarytromycyng. Powstaje ona w wyniku mutacji
punktowej, polegajacej na tranzycji adeniny do guani-
ny (pozycja 2142 lub 2143) lub transwersji adeniny do
cytozyny (pozycja 2142), w genie 23S rRNA (mutacje
te znajduja si¢ w domenie V 23S rRNA, ktéra ma
wplyw na drugorzedowa strukturg 23S rRNA) prowa-
dzac do modyfikacji miejsca docelowego, a co za tym
idzie zmniejszenia wiazania klarytromycyny do rybo-
somu [21]. Najcze$ciej spotykane mutacje to A2143G,
A2142G lub A2142C [69]. Ich czgstos¢ wystgpowania
rézni si¢ pod wzgledem geograficznym. Badania prze-
prowadzone w 12 o$rodkach na calym §wiecie wykaza-
ly, ze mutacja A2143G dominuje w szczepach H. pylori
pierwotnie opornych na klarytromycyne (69,8%) [53].

Obecnie, mutacje te mozna wykry¢ stosujac metode
PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR), co
umozliwia uzyskanie wyniku w ciagu kilku godzin, za-
nim zostanie wprowadzona terapia eradykacyjna [57].

Jak dotad, mechanizm oporno$ci H. pylori na me-
tronidazol, nie zostat do konca poznany. Poczatkowo
badano udziat dwoch gendw: rdxA, kodujacego nieza-
lezna od tlenu nitroreduktazg NADPH, oraz frx4, kodu-
jacego flawinowa oksydoreduktaze NAD(P)H, ktérych
inaktywacja (jednoczesna — zarowno genu rdxA oraz
fixA, lub kazdego z osobna) prowadzita do rozwinigcia
opornosci H. pylori na metronidazol [41]. Nastgpne
badania sugerowaty jednak, ze opornos¢ H. pylori na
ten chemioterapeutyk mogta powstawaé bez mutacji
w genach rdxA oraz frxA, lub tylko w wyniku mutacji
w genie frxA [49]. Wnioski ptynace z kolejnych badan
wskazywaly na zaangazowanie takze innych genow,
ktorych rola w rozwoju opornosci H. pylori na metro-
nidazol nie zostata do tej pory wyjasniona [21, 26].

Pomimo rzadko wystepujacej opornosci na tetracyk-
ling, opisano mechanizm opornosci szczepow H. pylori
na ten antybiotyk. Jest on zwiazany z mutacja, w wy-
niku ktorej nastgpuje zamiana 3 nukleotydow — AGA
na TTC w pozycji 965-967 genu kodujacego podjed-
nostke 16S rRNA, begdaca miejscem wiazania tetra-
cykliny [68]. Tylko ta potrojna mutacja doprowadza
do stabilnej oraz znaczacej opornosci na tetracykling.
Mutacje w jednym lub dwoch nukleotydach nie maja
znaczenia klinicznego [16]. By¢ moze z tego wzgle-
du, oporno$¢ na tetracykling wérod szczepow H. py-
lori wystepuje rzadko, podobnie jak opornos¢ na
amoksycyling [53].

Mechanizm opornosci H. pylori na amoksycyling
nie jest do konca poznany. Poczatkowo izolowano
szczepy H. pylori o niestabilnej opornosci na amo-
ksycyling, ktora zanikata po zamrozeniu szczepoéw
w —80°C. Natomiast pierwszy szczep H. pylori o sta-
bilnej opornosci na amoksycyling (tzw. szczep Har-
denberg) zostatl wyizolowany od 82-letniego pacjenta
w Holandii [71]. Gerrits i wsp. analizujac szczep
Hardenberg wykazali, ze przyczyna jego stabilnej

opornosci na amoksycyling mogta by¢ mutacja w ge-
nie pbp-1A4 (penicillin-binding protein 1A gene), pro-
wadzaca do zmiany sktadu aminokwasowego w bial-
ku PBP-1A, co wptywa na stopien powinowactwa tego
biatka do amoksycyliny [25]. Chociaz nie mozna
wykluczy¢ roli innych genéw w rozwoju opornosci
H. pylori na amoksycyling, to obecne badania wska-
Zuja, ze wystgpowanie kilku réznych mutacji w genie
pbp-14 Tub jednoczesnie w kilku genach (pbpl, hopB
oraz hopC), jest gldwnym czynnikiem odpowiadaja-
cym za rozwoj stabilnej opornosci na ta potsynte-
tyczna penicyling. Niestabilna oporno$¢ na amoksy-
cyling jest warunkowana brakiem ekspresji biatka
wiazacego penicyling — PBP-D (PBP-4) [14, 24].

W przeciwienstwie do klarytromycyny, zastosowa-
nie szybkich testow genetycznych, wykrywajacych
opornos¢ H. pylori na amoksycyling, jest obecnie wy-
kluczone ze wzgledu na réznorodno$¢ mutacji w genie
pbp-14, warunkujacych opornos¢ na ta penicyling [24].

4. Wystepowanie opornosci H. pylori
na leki przeciwbakteryjne

Jednym z najwazniejszych czynnikéw wplywaja-
cych na skuteczno$¢ terapii zakazenia H. pylori, jest
wrazliwo$¢ tej bakterii na stosowane w leczeniu anty-
biotyki oraz chemioterapeutyki. Znajomos$¢ czgstosci
wystgpowania pierwotnej opornosci szczepow H. py-
lori w danym kraju na leki przeciwbakteryjne, decy-
duje o ich zastosowaniu w terapii eradykacyjnej [18].

Wystepowanie opornosci na dany lek zalezy od re-
gionu geograficznego, plci, wieku oraz przynaleznosci
do danej grupy etnicznej [11, 64].

Mowiac o opornosci nalezy pamigtac, ze istnieja
2 typy opornosci. Pierwotna, wystgpujaca przed rozpo-
czeciem terapii eradykacyjnej oraz wtorna, nabywana
w trakcie trwania kuracji antybiotykowej przez szczepy
uprzednio wrazliwe. Dodatkowo mozna wyr6zni¢ jesz-
cze jeden rodzaj opornosci (tzw. post-treatment resis-
tance), ktory wykrywany jest po nieskutecznej terapii
eradykacyjnej, kiedy nie byla znana lekowrazliwo$¢
szczepu H. pylori przed wprowadzeniem leczenia [7].

Ze wzgledu na niescistoéci pojawiajace si¢ w lite-
raturze w zwiazku z istnieniem opornosci wtornej
i po leczeniu, w pracy tej dokonano przegladu wy-
stgpowania pierwotnej opornosci H. pylori na leki
przeciwbakteryjne, stosowane powszechnie w lecze-
niu zakazenia ta bakteria. Ponizsze dane dotycza po-
pulacji 0sob dorostych.

4.1. Opornos¢ H. pylori na metronidazol

Jak opisano w Europie, pod koniec lat 90-tych,
czgsto$¢ wystgpowania pierwotnej opornosci H. pylori
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na metronidazol wahata si¢ od 20% do 40% [53].
Wieloosrodkowe badania, przeprowadzone w 17 kra-
jach, wykazaty ja u okoto 33% izolowanych szczepow
H. pylori, nie stwierdzajac istotnych roéznic pomigdzy
potnocna i potudniowa czegscia Europy (odpowied-
nio 33% 1 40,8%). Natomiast istotnie nizszy poziom
opornosci zanotowano w Srodkowej oraz Wschodniej
Europie (29,2%) [27].

W USA, w tym okresie, oporno$¢ na metronidazol
wynosita od 21,6% do 33,9%. Znacznie wyzszy odse-
tek szczepow opornych zanotowano w krajach roz-
wijajacych sig, takich jak Meksyk (76,3%), Brazylia
(53%), czy Korea (61%). Prawdopodobnie wynikato
to z czestego stosowania niedrogich nitroimidazoli
w leczeniu infekcji pasozytniczych. Stosunkowo niski
odsetek izolatow opornych stwierdzono w Japonii
(9-12,4%) [42, 53, 67].

Badania przeprowadzone w Europie Wschodniej,
w okresie od 1998 do 2000 roku, wykazaly wzrost
opornosci na metronidazol wérdd szczepow H. pylori,
ktora wyniosta §rednio 39% (Butgaria — 33,3%,
Polska — 42,9%, Grecja — 47%) [7]. Zblizony odsetek
szczepow opornych stwierdzono w Finlandii (38%),
natomiast nizszy zanotowano w Danii (21%) oraz
w Holandii (14,4%) [40, 43, 60].

Ogodlnopolskie, wicloosrodkowe badania wykona-
ne w latach 2000-2003, wykazaty pierwotng oporno$é
H. pylori na metronidazol w zakresie od 27% do 52%
[46]. W badaniach przeprowadzonych w okresie od
2001 do 2004 roku, w 6 osrodkach — Warszawa, Ptock,
Rzeszow, Sanok, Katowice, wynosita §rednio 42% przy
braku istotnych réznic pomigdzy os$rodkami. Dodat-
kowo zauwazono, jej czestsze wystgpowanie u kobiet
niz u mezezyzn (odpowiednio 58,5% 1 37%), pra-
wdopodobnie ze wzgledu na powszechne uzycie leku
w terapii zakazen ginekologicznych, co zgodne jest
z doniesieniami innych autoréw [21, 43].

Wysoki odsetek szczepow opornych (66,2%) zare-
jestrowano w 2003 roku w Korei, co w poréwnaniu
do roku 1987 (53%), $wiadczyto o jego wzroScie [42].

Odmienna sytuacj¢ zaobserwowano w Bulgarii,
gdzie opornos$¢ szczepow H. pylori na metronidazol,
w okresie od 2003 do 2004 roku wynosita 23%,
co oznaczato jej spadek w poréwnaniu do lat poprzed-
nich [7, 8].

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

Lekowrazliwos¢ H. pylori mozna oznaczy¢ meto-
dami ilosciowymi, okreslajac MIC (minimal inhibitory
concentration), przy uzyciu paskow bibutowych nasa-
czonych antybiotykiem/chemioterapeutykiem w gra-
diencie stgzen (E-testow) lub metoda seryjnych roz-
cienczen antybiotyku/chemioterapeutyku w podtozu.
Istnieja doniesienia, mowiace o duzej rozbieznosci

w wynikach pomiaréw wrazliwo$ci H. pylori na me-
tronidazol, pomigdzy tymi dwoma metodami [53].
Megraud iwsp. stwierdzili wigksza ilo$¢ szczepow
opornych na metronidazol stosujac oznaczenie Etestem,
w porownaniu do metody seryjnych rozcienczen [52].
Natomiast badania przeprowadzone przez Rozynek
i wsp. wykazaly znacznie mniejsze roznice w wyni-
kach przy zastosowaniu obydwu metod [64]. Podob-
nie, badania Gerritsi wsp. nie wykazaty istotnych
roznic w wartosciach MIC oznaczonych w obydwu
metodach. Natomiast potwierdzity, ze szczepy H. py-
lori, hodowane w warunkach mikroaerofilnych, sa
in vitro oporne na metronidazol, a staja si¢ catkowicie
wrazliwe na lek, jezeli hodowla prowadzona jest
w warunkach beztlenowych. Zjawisko to, moze mie¢
istotne znaczenie w eradykacji bakterii w srodowisku
zotadka [26].

Ze wzgledu na to, ze oporno$¢ H. pylori na metroni-
dazol w warunkach in vitro nie musi odpowiada¢ opor-
nosci in vivo, Raport Uzgodnieniowy Maastricht-3 2005
nie zaleca rutynowego oznaczania wrazliwosci H. py-
lori na metronidazol. Ponadto, metody oznaczania
wrazliwosci H. pylori na ten chemioterapeutyk wyma-
gaja dalszej standaryzacji [63].

Jak wynika z powyzszych danych, w wielu krajach
notuje si¢ wysoki odsetek szczepow 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 pasozytniczych,
stomatologicznych oraz ginekologicznych. Jedynie
w Holandii odsetek szczepéw opornych na metronida-
zol jest niski, co prawdopodobnie zwigzane jest z naj-
nizsza konsumpcja antybiotykow i chemioterapeuty-
kow w tym kraju w poréwnaniu do innych panstw
europejskich (Francja, Grecja, Wlochy, Hiszpania).

Jednak oporno$¢ H. pylori na metronidazol w wa-
runkach in vitro niekoniecznie oznacza niepowodzenie
terapii eradykacyjnej, gdyz szczepy oporne in vitro
moga by¢ wrazliwe na dany lek in vivo.

Testy do oznaczania wrazliwosci H. pylori na me-
tronidazol wymagaja dalszej standaryzacji.

4.2. Opornos¢ H. pylori na klarytromycyne

Od potowy lat 90-tych, kiedy klarytromycyna zo-
stata wprowadzona do terapii, obserwuje si¢ narasta-
nie opornosci wsrdd szczepdw H. pylori na ten lek [5].
Czgste stosowanie klarytromycyny w leczeniu zaka-
zen stomatologicznych oraz infekcji uktadu oddecho-
wego przyczynito si¢ do znacznego wzrostu iloSci
opornych szczepow H. pylori [19, 21, 43, 53, 64].

W Polsce, od lat 1992—-1995, kiedy wprowadzo-
no do lecznictwa antybiotyki z grupy makrolidow,
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konsumpcja klarytromycyny w okresie od 1996 do
2000 roku wzrosta ponad 3-krotnie [7]. W Japonii,
pomigdzy 1993 a 2000 rokiem, spozycie klarytromy-
cyny zwigkszyto si¢ 4-krotnie, co doprowadzilo do
4-krotnego wzrostu opornos$ci na ten antybiotyk.
W Holandii, jednak pomimo 3-krotnego zwigkszenia
zuzycia klarytromycyny pomigdzy 1993 a 1997 ro-
kiem, nie zauwazono znaczacego wzrostu opornosci
na makrolidy. Prawdopodobnie wynikato to z ich ra-
cjonalnego stosowania [53].

Pod koniec lat 90-tych, w Europie, pierwotna opor-
no$¢ H. pylori na klarytromycyng wynosita §rednio
9,9%. Wykazano, ze w Potnocnej Europie byta niska
(4,2%), wyzsza w Srodkowej i Wschodniej Europie
(9,3%) oraz najwyzsza w czgsci potudniowej (18,4%)
[27]. Powyzsze wyniki odzwierciedlaja niskie spozycie
makrolidow w Poocnej i Srodkowej Europie [43].

Wysoki odsetek opornosci H. pylori na klarytro-
mycyn¢ notowano w Meksyku (25%), nizszy w USA
(10-12%) oraz w Japonii (11-13%), a najnizszy w Ko-
rei i Hong-Kongu (okoto 5%) [53].

W Europie Wschodniej, w okresie od 1998 do
2000 roku, $rednio 10,2% szczepoéw opornych bylo na
klarytromycyng (Butgaria 10,9%, Polska 4,8%, Grecja
10,6%) [7]. Zblizony odsetek szczepow opornych za-
notowano w Danii (11%). Natomiast w Holandii oraz
Finlandii oporno$¢ na klarytromycyne byta znikoma
(1-2%) [40, 43, 60].

Ogolnopolskie badania, prowadzone w latach 2000—
2003 oraz 2001-2004, wykazaty pierwotna opornosé
H. pylori na ten antybiotyk, odpowiednio na poziomie
3-27% oraz 15% [21, 46]. Wyniki uzyskane przez
osrodki, biorace udziat w badaniach, znacznie roznity
si¢ w zaleznosci od regionu.

W Korei opornos$¢ szczepow na klarytromycyng wy-
nosita 13,8% (2003) i byta znacznie wyzsza w porow-
naniu do 1994 roku, kiedy siggata zaledwie 2,8% [42].

Jak wynika z badan przeprowadzonych w Butgarii
(2003-2004), brak wrazliwosci H. pylori na klarytro-
mycyng stwierdzono u 14,3% szczepow z tendencja
wzrostowa w porownaniu do lat poprzednich [8].

Ostatnie badania przeprowadzone w pémocnej Chor-
wacji (2003-2006) dowiodly o pierwotnej opornosci
na klarytromycyng si¢gajacej az 48,8%, podczas gdy
w 2001 roku odsetek ten wynosit zaledwie 8% [51, 53].

Jezeli pierwotna oporno$¢ H. pylori na klarytromy-
cyng w danej populacji jest wyzsza niz 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 powyzszymi danymi, nie powin-
no si¢ stosowa¢ klarytromycyny w terapii zakazenia
H. pylori bez wstepnej oceny lekowrazliwosci [63].

Jak wynika z powyzszych danych, w wielu kra-
jach obserwuje si¢ narastanie pierwotnej opornosci

H. pylori na klarytromycyng. Prawdopodobnie wyni-
ka to z nadmiernego stosowania makrolidow w lecze-
niu wielu infekcji (gléwnie uktadu oddechowego).
Zjawisko to budzi duze obawy zwiazane ze sku-
teczno$cia terapii eradykacyjnej zakazen H. pylori.
Do tej pory klarytromycyna stanowita jeden z pod-
stawowych antybiotykow stosowanych w leczeniu
tych zakazen. Obecnie, ze wzgledu na wysoki odsetek
szczepOw opornych i zwigzane z tym niepowodze-
nia w terapii eradykacyjnej, zaleca si¢ ciagle moni-
torowanie opornosci na klarytromycyng oraz ozna-
czanie wrazliwos$ci na ten lek, przed wprowadzeniem
go do terapii.

Ciekawych informacji, dotyczacych zalezno$ci po-
migdzy rodzajem choroby a czgsto$cia wystgpowania
oporno$ci H. pylori na klarytromycyng, dostarczyli
naukowcy z Francji i Niemiec. Wykazali, ze odsetek
szczepow H. pylori opornych na klarytromycyng byt
znacznie wyzszy u pacjentow z dyspepsja niewrzo-
dowa — NUD (non ulcer dyspepsia), niz u pacjentow
z choroba wrzodowa (16,7% v 5,6%). Moze by¢ to
zwiazane z tym, ze prawie wszyscy chorzy z choroba
wrzodowa, w przeciwienstwie do pacjentow z NUD,
zakazeni sa szczepami posiadajacymi gen cag A (cyto-
toxin-associated geneA) [53].

Gen cagA, kodujacy immunogenne biatko CagA,
wchodzi w sktad tzw. wyspy patogennosci cagPAl (cy-
totoxin-associated gene A Pathogenicity Island), ktéra
stanowi fragment DNA o dtugosci okoto 40 kpz, za-
wierajacy geny odpowiedzialne za wysoka wirulencje
szczepdw H. pylori [29].

Szczepy H. pylori cagA+ moga tatwiej ulec erady-
kacji, przypuszczalnie ze wzgledu na krotszy czas ich
generacji w porownaniu do szczepow pozbawionych
genu cagA. Ze wzgledu na to, ze antybiotyki dziataja
na komorki dzielace sig, wykazuja wigksza aktywnos$¢
przeciwbakteryjna w stosunku do szybko rosnacych
szczepow H. pylori cagA+ niz do szczepow cagA-,
bedacych w tym czasie w fazie zastoju. Ponadto, nie-
ktore biatka kodowane przez cagPAl indukuja sekrecje
prozapalnej cytokiny — interleukiny 8 (IL-8). Zapa-
lenie btony $luzowej zotadka powoduje wzrost prze-
ptywu krwi w Zoladku, a to z kolei zapewnia lepsza
dyfuzje antybiotykow. Bezposredni kontakt bakterii
H. pylori cagA+ z komérkami nabtonka zotadka (w wy-
niku potaczenia bakteryjnych biatek Cagl z integry-
nami — « 5, 1 btony komérkowej komorek nabtonka
zotadka) moze zwigksza¢ dostgpnos¢ bakterii dla
antybiotykow [9, 33, 45, 70]. Inne przypuszczenia
zwiazane sa z wicgksza konsumpcja antybiotykoéw
przez pacjentow z NUD [53].

Odmienne wyniki uzyskano w Turcji, gdzie opor-
no$¢ na klarytromycyng byla wyzsza u pacjentow
z wrzodem dwunastnicy w poréwnaniu do pacjentow
z NUD (40,9% v. 23,1%) [4].
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4.3. Szczepy H. pylori o podwojnej opornosci

Ze wzgledu na czgste stosowanie metronidazolu
i klarytromycyny w terapii zakazenia H. pylori coraz
czesdciej stwierdza sig obecno$¢ szczepow opornych
jednoczesnie na obydwa te leki [53].

Pod koniec lat 90-tych, podwdjna oporno$¢ szcze-
poéw H. pylori na metronidazol oraz klarytromycyng
w Europie byta niska i wahata si¢ w zakresie od 0,8%
do 9,1% [7, 27, 53]. W Azji odsetek szczepow opor-
nych siggatl jedynie 2—3%. Natomiast znacznie wigcej
szczepOdw o podwojnej opornosci stwierdzono w kra-
jach rozwijajacych sig, takich jak Meksyk (18%) [53].

W Polsce, wedhug badan prowadzonych w latach
2000-2003 oraz 2001-2004 odsetek szczepow H. py-
lori wykazujacych podwdjna pierwotng oporno$¢ na
metronidazol oraz klarytromycyne wystepowat w za-
kresie od 3% do 11% [21, 46].

4.4. Opornos¢ H. pylori na amoksycyline

Z badan przeprowadzonych w Polsce w latach
2000-2004 wynika, ze wszystkie szczepy H. pylori
byly wrazliwe na amoksycyling, co nie zmienia si¢ od
lat, pomimo czgstego stosowania amoksycyliny zarow-
no w eradykacji zakazenia H. pylori jak i w leczeniu
innych infekcji [21, 46].

Pierwotna oporno$¢ H. pylori na amoksycyling jest
bardzo niska na catym $wiecie, a w wickszosci krajow
w ogole nie zostala odnotowana. Wykazano 0,2%
szczepow opornych we Wtoszech, 0,3% w Hong-Kon-
gu i w Japonii, 0,9% w Izraelu oraz 1,3% w Bulgarii
[8, 53, 60]. Jednak badania przeprowadzone w Korei
(2003) potwierdzily istnienie wysokiej opornosci
H. pylori na amoksycyling, siggajacej 18,5% [42].

Obecnie, amoksycylina stanowi antybiotyk o duzej
skuteczno$ci, wchodzacy w sktad terapii pierwszego
rzutu. Jezeli w przysztosci opornos¢ H. pylori na
amoksycyling bedzie wzrasta¢, moze doprowadzi¢ to
do znacznego spadku efektywnosci leczenia zakazen
H. pylori.

4.5. Opornos¢ H. pylori na tetracykling

Ograniczone zastosowanie tetracyklin w ostatnich
latach w krajach rozwinigtych, wynikajace z wprowa-
dzenia do terapii nowszych makrolidow i fluorochi-
nolondéw, wystegpowanie powszechnej opornosci na
tetracykling wérod innych patogendw oraz potrdjna
mutacja, niezbedna do rozwinigcia opornosci H. py-
lori na ten lek sprawiaja, ze zjawisko opornosci wsrod
pateczek H. pylori na tetracykling wystgpuje dosy¢
rzadko [64].

Zanotowano brak szczepow H. pylori opornych
na tetracykling w Stanach Zjednoczonych, Portugalii,

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

Tetracyklina jest przede wszystkim stosowana w te-
rapii drugiego rzutu, ale w krajach rozwijajacych si¢
moze takze wchodzi¢ w sklad terapii pierwszego
wyboru, ze wzgledu na powszechne wystgpowanie
szczepdw opornych na metronidazol oraz wysoki koszt
stosowania klarytromycyny [16].

Pomimo, iz wielolekoopornos¢ szczepow H. pylori
jest niemal niespotykana w Europie, ostatnie badania
przeprowadzone w Wielkiej Brytanii wskazaly na po-
jawienie si¢ szczepow wykazujacych jednoczesna
oporno$¢ na kilka lekéw, co budzi duze obawy na
przyszto$¢, zwiazane ze skuteczna eradykacja zakaze-
nia H. pylori [12].

5. Nowe koncepcje leczenia zakazenia H. pylori

Narastajaca lekooporno$é¢ szczepow H. pylori, be-
daca jedna z gléwnych przyczyn niepowodzen w era-
dykacji tego zakazenia, sklania do opracowywania
alternatywnych schematéw leczenia skojarzonego.
Ostatnio, duze nadzieje budzi wprowadzenie do terapii
eradykacyjnej zakazenia H. pylori fluorochinolonow.
Poza udowodniona aktywnoscia in vitro, potwierdzo-
no takze ich dziatanie synergistyczne z inhibitorami
pompy protonowej [13].

Lewofloksacyna (S-enancjomer ofloksacyny) cha-
rakteryzuje si¢ szerokim spektrum aktywnosci wobec
bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych. Mecha-
nizm dziatania przeciwbakteryjnego lewofloksacyny
polega na blokowaniu replikacji DNA bakterii przez
zahamowanie aktywnosci topoizomerazy 11 i IV [20].
Lek ten oznacza si¢ wysoka biodostepnoscia oraz
dobra dystrybucja w ptynach oraz tkankach.

Badania przeprowadzone przez Nista i wsp. (Wto-
chy) dowodza wyzszej skutecznosci 7-dniowej ku-
racji potrojnej zawierajacej lewofloksacyng (87%),
w porownaniu do standardowej terapii pierwszego
rzutu (72-75%) [56]. Podobne wyniki uzyskat takze
Antos iwsp. (Niemcy) [3]. Powyzsze badania suge-
ruja poprawg efektywnosci leczenia, poprzez wpro-
wadzenie lewofloksacyny do terapii pierwszego rzu-
tu. Odmienne wyniki uzyskano w Belgii, gdzie za-
leca sig¢ okre$lanie wrazliwosci na fluorochinolony
przed wprowadzeniem ich do terapii eradykacyjnej,
ze wzgledu na wysoki poziom opornosci szczepow
H. pylori na ta grupg lekow (16,8%) [6]. Biorac pod
uwage tatwe nabywanie opornosci bakterii na fluoro-
chinolony (mutacje punktowe), zasadne wydaje si¢
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by¢ zastosowanie lewofloksacyny tylko do leczenia
cigzkich przypadkow [13].

Innym alternatywnym lekiem proponowanym w te-
rapii trzeciego rzutu w krajach rozwijajacych si¢ jest
furazolidon. Ta pochodna nitrofuranu wykazuje dzia-
anie przeciwbakteryjne oraz przeciwpierwotniakowe.
Mechanizm dziatania furazolidonu jest skompliko-
wany. Prawdopodobnie lek ulega redukcji w komorce
bakterii do cytotoksycznych metabolitéw, hamuje syn-
tez¢ enzymow, procesy oddychania komoérkowego
bakterii oraz zaburza przemiany kwasu pirogronowe-
go, prowadzac do uszkodzenia DNA [62, 36]. Dziata
boéjczo w stosunku do H. pylori i praktycznie nie
prowadzi do rozwoju opornosci. Ze wzgledu na niski
koszt oraz skutecznos$¢ dziatania w przypadku wyso-
kiej opornosci szczepdw na metronidazol stosowany
jest chetnie w krajach ubogich w schemacie cztero-
sktadnikowym (PPI + sole bizmutu + tetracyklina
+ furazolidon) u pacjentéw po nieskutecznej terapii
eradykacyjnej. Lek moze wywolywaé pewne efekty
uboczne (nudnosci, wymioty, bole brzucha, goraczka,
wysypka, $§wiad), a przy dlugotrwalym stosowaniu
moze powodowaé wzrost ci$nienia tgtniczego krwi
oraz zaburzenia psychiczne (z powodu hamowania ak-
tywnos$ci monoaminooksydazy). Jednak wyniki badan,
dotyczace czestosci wystgpowania objawow ubocz-
nych oraz ich wptywu na przyjmowanie lekow przez
pacjenta, nie sa zgodne [22, 28, 54].

Rifabutyna to pochodna rifamycyny, zarezerwo-
wana gtéwnie do leczenia wielolekoopornych pratkow
gruzlicy [28]. Ze wzgledu na wysoka wrazliwo$¢
szczepéw H. pylori na ten lek, brak szczepow opor-
nych oraz stabilno$¢ w szerokim zakresie pH, rifabu-
tyng zastosowano u chorych, ktorzy przeszli kilka nie-
udanych terapii zakazenia H. pylori. Niemniej wyniki
dotyczace skutecznosci tego leku w terapii eradykacyj-
nej sa sprzeczne [13]. Obecnie stosowanie rifabutyny
w eradykacji H. pylori stoi pod znakiem zapytania.

W trakcie leczenia eradykacyjnego dosy¢ czgsto
wystegpuja objawy niepozadane (15-30%) [18]. Sto-
sowana terapia antybiotykowa w potaczeniu z lekami
hamujacymi wydzielanie kwasu solnego, w duzym
stopniu zaburza funkcjonowanie naturalnej mikroflory
przewodu pokarmowego cztowieka. Obecnie wzrasta
zainteresowanie rolg probiotykéw w leczeniu zakaze-
nia H. pylori. Probiotyki sa kulturami zywych mikro-
organizméw (glownie bakterie z rodzaju Lactobacil-
lus 1 Bifidobacterium), wywierajace korzystny wpltyw
na organizm czlowieka, poprzez zapewnienie witas-
ciwej rownowagi mikroflory zasiedlajacej przewod
pokarmowy. Wykazano, ze pateczki Lactobacillus od-
grywaja istotna rolg¢ w eradykacji H. pylori. Poprzez
wytwarzanie nadtlenku wodoru, kwasu mlekowego
oraz octowego, hamuja wzrost oraz kolonizacjg btony
Sluzowej zotadka przez H. pylori, obnizaja réwniez

poziom IL-8 w zotadku, co moze prowadzi¢ do zmniej-
szania lub zahamowania procesu zapalnego [1, 55, 61].

Prawdopodobny mechanizm hamowania wytwarza-
nia IL-8 przez pateczki Lactobacillus polega na zabu-
rzeniu dziatania wielobiatkowego kompleksu w komor-
kach H. pylori — tzw. aparatu sekrecyjnego typu IV,
kodowanego przez geny zlokalizowane w obrebie
cagPALl, ktory jest odpowiedzialny za transport immu-
nogennego biatka CagA do wngtrza komoérek nablonka
zotadka oraz za indukcj¢ produkcji IL-8 [29, 66].

Z badan przeprowadzonych u ludzi wynika, ze bak-
terie probiotyczne, podawane w trakcie trwania lecze-
nia eradykacyjnego, znacznie zwigkszaja skuteczno$¢
leczenia zakazenia H. pylori oraz zmniejszaja dziata-
nia niepozadane stosowanych w leczeniu antybioty-
kow [65, 72].

Ze wzgledu na powszechne wystgpowanie oraz
konsekwencje zakazen H. pylori, od kilkunastu lat
trwaja intensywne badania nad szczepionka przeciw-
ko H. pylori zarowno profilaktyczna (dla oséb nie
zakazonych) jak i terapeutyczna (dla osob zakazonych)
[38]. Punktem wyjSciowym do konstruowania szcze-
pionek anty-Helicobacter byto opublikowanie w 1997
oraz 1999 roku pelnej sekwencji genomu dwoch
szczepow H. pylori- 26 695 oraz J99 [29]. Jak dotad,
pomimo intensywnych badan i wielu eksperymentoéw
przeprowadzonych na modelach zwierzgcych oraz na
ludziach, nie udato si¢ wyprodukowaé skutecznej
szczepionki przeciwko H. pylori.

Obecnie, analiza transkryptomu oraz proteomu
H. pylori 1 komorek eukariotycznych budzi duze na-
dzieje na lepsze zrozumienie interakcji zachodzacych
pomiedzy H. pylori a komérkami nabtonkowymi oraz
immunologicznymi gospodarza. Wptynie to z pew-
noscig na postgp w profilaktyce i zwalczaniu zakazen
H. pylori [39].

Do tej pory opublikowano wiele prac dotyczacych
badan prowadzacych do powstania skutecznej szcze-
pionki w zwalczaniu lub zapobieganiu zakazenia
H. pylori [38]. Temat ten jednak ze wzgledu na pro-
blematyke jak i jej zakres wykracza poza ramy niniej-
szej publikacji.

6. Podsumowanie

Narastajaca w ostatnich latach opornos¢ szczepoéw
H. pylori na klarytromycyng oraz utrzymujaca si¢ na
wysokim poziomie oporno$¢ na metronidazol, stano-
wi powazny problem terapeutyczny, ktéry wymaga
ciagtego monitorowania, w celu ograniczenia pow-
stawania i rozprzestrzeniania si¢ szczepow opornych.
O ile oporno$¢ na metronidazol nie wptywa tak zna-
czaco na spadek skutecznosci terapii eradykacyjnej, to
opornos$¢ na klarytromycyng w duzym stopniu zmniej-
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sza szans¢ na wyleczenie zakazenia H. pylori. Z tego
wzgledu zasadne jest wykonywanie oznaczenia wraz-
liwosci wyizolowanych szczepow na ten antybiotyk
przed wilaczeniem go do leczenia eradykacyjnego, a nie
jak zaleca PTG, po nieskutecznej terapii drugiego
rzutu [18, 63]. W zwiazku z tym, najwigksze nadzieje
na przyszlo$¢ sa w szybkich metodach wykrywania
opornosci na leki, takich jak real-time PCR. Stosujac
metody genetyczne, wynik uzyskuje sig juz po kilku
godzinach od momentu pobrania probki.

Wystgpowanie zjawiska narastania oporno$ci na
powszechnie stosowane preparaty przeciwbakteryjne
w leczeniu zakazenia H. pylori w Polsce oraz na §wie-
cie uzasadnia poszukiwanie i opracowywanie nowych,
skuteczniejszych schematdéw leczenia.

Wyniki dotychczasowych badan nad rola probio-
tykow w leczeniu zakazenia H. pylori sklaniaja do
dyskusji nad celowoscia wlaczenia ich do terapii era-
dykacyjne;j.

Skonstruowanie skutecznej oraz bezpiecznej szcze-
pionki przeciwko zakazeniom H. pylori jest kwestia
blizej nieokreslonej przysztosci.
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Biology, ecology and pathogenicity of rods of the Bartonella genus

Abstract: The investigation of Bartonella rods began in the second half of the XX century. During the last 15 years several new
species of bacteria belonging to the genus Bartonella have been discovered and all the infections caused by these microorganisms
have been rated as ,,emerging and re-emerging diseases”. At present, over 20 species of the genus Bartonella are known. Recently,
fourteen of them have been associated with an increasing spectrum of clinical syndromes in humans including bacillary angiomatosis,
peliosis hepatis, bacteremia, endocarditis, myocarditis, neuritidis, chronic lymphadenopathy, and cat scratch disease. Bartonellosis
is widespread while the Carrion’s disease appears only in endemic regions of South America. Some of Bartonella species can also
cause veterinary problems. They are responsible for illnesses of domestic animals. Mammals, particularly rodents, are the natural
reservoirs of Bartonella spp. They often cause an intraerythrocytic asymptomatic bacteremia in the host. Bartonellos is are vector-borne
diseases that are transmitted by blood-sucking arthropods such as: fleas, lice or ticks. A recent research has proved that these
bacteria can be transmitted directly as a zoonosis by cats’ or rats’ scratches or bites. Bartonella sp. are fastidious, aerobic, pleomorphic
gramnegative rods, which grow slowly in the enriched culture medium. Diagnosis of Bartonella sp. infections is a rapidly expanding
field. Useful methods in the identification of Bartonella species comprise the techniques employed in microbiology, histology,
genetics and serology. The most universal method to identify Bartonella infection is still serology testing. At present, the investigations
of Bartonellaceae family are carried out in many research centres. It is evident that the growing knowledge about the biology and
ecology of these microorganisms is reflected in the constant improvement of the methods of diagnosis, treatment and prevention.

1. Introduction. 2. History of investigation. 3. Taxonomy of Bartonella sp. 4. Characteristics of rods of the Bartonella genus. 5. Life
cycle and pathogenicity of Bartonella rods. 6. Epidemiology of bartonellosis. 7. Bartonellosis as a vector-borne and zoonotic diseases.

8. Bartonellosis in humans. 9. Conclusion

Stowa kluczowe: Bartonella spp., bartonelozy, biologia i ekologia, metody diagnostyczne

Key words:

Bartonella spp., bartonellosis, biology and ecology, diagnostic methods

1. Wprowadzenie

Jeszcze do niedawna rodzina Bartonellaceae byta
reprezentowana przez niewielka liczbg bakterii. Poczat-
kowo nikt nie bral pod uwagg, ze te drobnoustroje
moga wywotywac choroby u ludzi czy tez u zwierzat.
Prawdopodobnie jedna z podstawowych przyczyn byt
brak swoistych metod wykrywania i identyfikacji aty-
powych pateczek Bartonella sp. Obecnie wiadomo, ze
bakterie te moga by¢ przyczyna przewlektych zakazen
u ludzi, przebiegajacych czgsto bezobjawowo. Schorze-
nia, ktérym towarzyszyla niezdiagnozowana goraczka
najczesciej wystgpowaty w okresie I i II wojny $wia-
towej. Przypuszcza si¢, ze wigkszos¢ chorob w okre-
sie wojennym mogto mie¢ charakter zakazen bakte-
ryjnych, ktére nieleczone wlasciwie prowadzity do
powaznych komplikacji zdrowotnych, a nawet $mierci
czlowieka. Nalezy takze wspomnie¢, ze obok aspiryny
lekiem z wyboru w czasie Il wojny byla penicylina,
ktora de facto nie dziata na atypowe patogeny [1, 40].

* Autor korespondencyjny: selene@microb.uni.wroc.pl

Goraczki o nieznanej etiologii pojawialy si¢ rowniez
w okresie powojennym i dopoki nie nastapit rozwoj
technik diagnostycznych pozostawaty one niewyjasnio-
ne. Dopiero pod koniec XX wieku dzigki badaniom
serologicznym i molekularnych mozliwe byto odkrycie
réznych czynnikow etiologicznych odpowiedzialnych
za cykliczne i przewlekte goraczki, wsrod ktorych zna-
lazty sig bakterie z rodzaju Bartonella. Pateczki te sa
obecnie wykrywane niemalze w kazdym materiale
biologicznym — prawdopodobnie gdyz posiadaja duze
zdolno$ci przetrwania w Srodowisku tj. poza gtownym
zywicielem. Poczatkowo uwazano je za niepatogenne
dla ludzi i zwierzat i traktowano jako bakterie saprofi-
tyczne. Z czasem jednak poznano ich ekologi¢ i me-
chanizmy patogennosci, ktoére wskazuja jednoznacznie
na ich chorobotworczy charakter. Wszystkie zakazenia
wywolywane przez te atypowe drobnoustroje uzna-
wane sa za zagrazajace zdrowiu cztowieka i zalicza-
ne do tzw. ,,emmerging and reemmerging diseases”.
Z dotychczas opisanych 24 gatunkéw Bartonella, ok.
14 zwiazanych jest z zachorowaniami u ludzi, szczegodl-
nie u 0s6b z obnizona odpornoscia [25, 46]. Stanowia



44 KATARZYNA GUZ, WLODZIMIERZ DOROSZKIEWICZ

one rowniez powazny problem zdrowotny w przypad-
ku zwierzat hodowlanych (gospodarczych) i domowych
np.: psow, kotow, krolikow i bydta. Pateczki Bartonella
sp. powszechnie wystepuja w przyrodzie, a gryzonie
i inne dzikie zwierzgta, gtownie zwierzyna plowa sa
ich naturalnymi rezerwuarami. Naturalni zywiciele,
w ktorych czgsto przebieg bartonelozy jest asymptoma-
tyczny i chroniczny, stanowia takze Zrodto bezposred-
niej transmisji bartoneli na podatne organizmy. Najczgs-
ciej u ludzi do zakazenia tymi atypowymi patogenami
dochodzi w wyniku czgstego kontaktu z chorym zwie-
rzgciem, wskutek poslinienia, pogryzienia lub podra-
pania [7, 27]. Bartonelozy sa takze uwazane za choro-
by wektorowe, w ktorych szczegdlng role odgrywaja
stawonogi krwiopijne takie jak pchty, wszy i kleszcze.

2. Historia badan

Pierwsza opisang infekcja wywolang przez bakteri¢
z rodzaju Bartonella byta goraczka okopowa (Trench
fever), zwana rowniez goraczka wotynska lub goraczka
pieciodniowa. Wystepowata ona powszechnie u zotnie-
rzy walczacych w okopach podczas I i II wojny $wiato-
wej. Oszacowano, ze choroba ta dotkne¢la ponad milion
ludzi, zardwno zotnierzy jak i cywilow [35]. Cechowat
ja charakterystyczny przebieg w postaci cyklicznego
wzrostu temperatury ciata, wystgpujacego przewaznie
co piaty dzien choroby i towarzyszaca utrata S$wiado-
mosci oraz ostrym bolem konczyn, zwlaszcza goleni
[33, 35]. Goraczki o nieznanej etiologii wystepowaty
stale przede wszystkim na terenach endemicznych z ob-
nizonym standardem zyciowym i opieki medycznej,
glownie na obszarze Rosji. Szybko jednak przybraty
one charakter epidemiczny szerzac si¢ na niemalze cala
zachodnia czg$¢ kontynentu europejskiego podczas
I i II wojny $wiatowej [33, 36]. Pierwsze wzmianki
o przewlektych goraczkach o nieznanej etiologii pocho-
dza juz z okresu $redniowiecza [33]. Jednak duze zain-
teresowanie ta chorobg pojawilo si¢ w okresie maso-
wych zachorowan zohierzy podczas [ wojny Swiatowej
[33]. W roku 1916 McNee i wsp. wykazali, ze
czynnik odpowiedzialny za goraczke znajduje si¢ we
krwi pacjentow, a wesz ludzka moze mie¢ szczegdlny
udzial w przenoszeniu tego czynnika [36]. Dowodem
na to mial by¢ wyrazny spadek zachorowan na bartone-
lozy i riketsjozy po wprowadzeniu powszechnego prog-
ramu odwszawiania na terenach epidemicznych. Mimo,
ze goraczka okopowa zwykle kojarzona byta §cisle
z wojna, wystgpowata ona rowniez w okresie migdzy-
wojennym i po II wojnie $wiatowej [35]. Po pierwszej
wojnie §wiatowej zachorowania na goraczkg okopo-
wa byly powszechnie notowane w Hiszpanii, Szwecji,
Ukrainie, Gruzji i Rosji [33]. W 1936 roku Mosing
opisat przypadki chordb u pacjentdéw z identyczny-
mi objawami jak przy goraczce pigciodniowej. Po

1939 roku chorobg o podobnych syndromach zaobser-
wowano rowniez w Algierii, Egipcie, Addis Abeba
w Etiopii (Afryka). W pdzniejszych latach chorobg tg
odnotowywano takze w innych regionach $wiata tj.
Azji, gléwnie w Chinach i Japonii oraz w Ameryce
Srodkowej (Meksyku) [33]. W tym samym okresie po-
dejmowano liczne proby izolacji i hodowli czynnikow
bedacych sprawcami goraczek okopowych, ale dopiero
w 1961 roku Vinsonowi i Fullerowi po raz
pierwszy powiodto si¢ wyodrebnié¢ i namnozy¢ czyn-
nik tej choroby [35]. Po wprowadzeniu do organizmow
ochotnikow zawiesiny hodowlanej zaobserwowali oni
wystapienie objawdw przypominajacych goraczke oko-
powa [35]. Zainteresowanie tymi atypowymi mikro-
organizmami szczeg6lnie wzrosto w polowie lat 80.,
kiedy to w 1983 roku Stoler opisal nowy syndrom
u ludzi chorych na AIDS [45]. Nowo odkryta jednostka
chorobowa z licznymi zmianami skornymi, przypomi-
najaca migsaka Kaposiego, przyjeta nazwe naczynia-
kowatos$ci bakteryjnej — bacillary angiomatosis (BA).
W preparatach histologicznych ze zmian skornych po
zastosowaniu barwienia Warthin-Starry obserwowano
liczne drobnoustroje. W kilka lat pdzniej, w roku 1990
Relman, po zastosowaniu metod PCR, wykazat udziat
bakterii Rochalimaea quintana w naczyniakowatosci.
Nowoodkryty drobnoustrdj otrzymat wowczas nazwe
BA-TF — czynnika powodujacego naczyniakowato$¢
bakteryjna (bacillary angiomatosis- tissue factor). P6z-
niej bakterie te wykrywano rowniez w wycinkach tkan-
kowych z watroby u pacjentéw z plamica watrobowa
— peliosis hepatitis (PH), we krwi u ludzi z asympto-
matyczng bakteriemia oraz w innych tkankach i na-
rzadach tj. skora, srodblonek naczyn krwionosnych,
sledziona, kosci, nerki i pluca [30]. Metody izolacji
i hodowli pateczek Bartonella sp. na sztucznych po-
dtozach bakteriologicznych opisali Koehlera iwsp.
[30]. Po wysiewie materiatu pochodzacego z fragmen-
tow skornych od pacjenta z BA na agarze krwawym
wyhodowano bakterie, ktore nazwano Rochalimaea
henselae. Przy okazji, badacze ci potwierdzili udziat
dwoch paleczek R. henselae i R. quintana w pato-
genezie naczyniakowatosci bakteryjnej. R. quintana,
aktualnie zwana Bartonella quintana, jest rdwniez
zwiazana z innymi schorzeniami tj: endocarditis (za-
palenie wsierdzia), pericarditis (zapalenie nasierdzia),
chorobami zakrzepowo-zatorowymi, zapaleniem spo-
jowek, bakteriemia, przewlekta limfadenopatia i scho-
rzeniami neurologicznymi [19, 40]. Choroby te diagno-
zowane sa najczesciej u osob z grupy ryzyka, gtownie
z obnizona odpornoscia, przewlektymi chorobami (no-
wotwory, cukrzyca, alkoholizm), obnizonym standar-
dem sanitarnym i zyciowym (ludzie bezdomni i biedni)
[35]. Podobnie R. henselae, zwana obecnie Bartonella
henselae odpowiedzialna jest za liczne schorzenia, w tym
chorobg kociego pazura — Cat scratch disease (CSD).
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Tabela I

Systematyczna przynalezno$¢ bakterii Bartonella spp.

Takson Klasyfikacja do 1995 roku Klasytfikacja po 1995 roku
Rzad 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

3. Przynalezno$¢ systematyczna
paleczek Bartonella sp.

W wydaniu Beregey’s Manual of Systematic Bacte-
riology z roku 1984, rzad Rickettsiales zostat podzielo-
ny na 3 rodziny: Rickettsiaceae, Bartonellaceae i Ana-
plasmataceae. Rodzina Rickettsiaceae zawierala trzy
rodzaje Rickettsia, Coxiella i Rochalimaea, do ktérego
nalezaty tylko dwa gatunki: R. quintana i R. vinsonii.
Bakteria Bartonella bacilliformis byla jedynym gatun-
kiem rodzaju Bartonella, ktéry wraz z rodzajem Gra-
hamella tworzyt rodzing Bartonellaceae [48]. Taki
podziat budzit jednak kontrowersje, gdyz bakterie
z rodzaju Rochalimaea, cho¢ morfologicznie bardzo
przypominaja riketsje, wykazuja odmienne wiasci-
wosci fenotypowe i genetyczne. Bartonele, w odroznie-
niu od $cistych pasozytow wewnatrzkomorkowych,
moga rosna¢ w warunkach sztucznych na podlozach
bezkomorkowych. Ponadto w gatunkach nalezacych do
rodzaju Rickettsia, okreslanych jako prawdziwe riket-
sje, zawarto$¢ guaniny i cytozyny (G+C) w genomie
wynosi od 28,5 mol% do 33,3 mol%, podczas gdy
u bakterii Rochalimaea sp. 1 z rodziny Bartonellaceae
ten procent jest nieco wyzszy i wynosi od 39,0 mol%
do 41,0 mol% [11]. Reklasyfikacja w obrgbie rikets;ji
nastapila po wprowadzenie metod biologii moleku-
larnej w badaniach taksonomicznych bakterii. Nowe
narzedzia badawcze pozwolily na zidentyfikowanie
nowych gatunkow bartoneli i zmodyfikowanie syste-
matyki riketsji. W 1992 roku, rodzaj Rochalimaea po-
wigkszyt si¢ o dwa kolejne, nowe gatunki R. henselae
i R. elizabethae. Za pomoca hybrydyzacji DNA-DNA
okreslono wysokie pokrewienstwo Rochalimaea z ga-
tunkami Bartonella sp.[11]. Brenner i wsp. w roku
1993 wysungli propozycje taksonomicznego polacze-
nia tych dwoch rodzajow pateczek. Badacze ci w bada-
niach porownawczych genotypu, fenotypu i filogenezy
wykazali istotne réznice pomigdzy pateczkami z ro-
dzaju Bartonella/Rochalimaea, a innymi bakteriami
z rzedu Rickettsiales. Zaproponowano réwniez prze-
niesienie rodzaju Bartonella z rzgdu Rickettsiales do

rzedu Rhizobiales. W nowej systematyce rodzaj Bar-
tonella zawierat, oprocz B. bacilliformis, dodatkowo
cztery gatunki wczesniej przynalezace do rodzaju
Rochalimaea tj.: B. quintana, B. vinsonii, B. henselae
i B. elizabethae. Od potowy 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 krolika, Oryctolagus caniculus), Bartonella vinsonii
subsp. arupensis (z bydta) czy Bartonella washoensis
(od cztowieka) [9]. W roku 1995 Birtles i wsp.
w oparciu o analize filogenetyczna stwierdzili wysokie
pokrewienstwo gatunkow z rodzaju Grahamella z pa-
leczkami Bartonella sp. 1 zaproponowali wlaczenie
tych gatunkdw do rodzaju Bartonella [6]. Rodzaj Barto-
nella powigkszyt si¢ o gatunki B. talpae, B. peromysci,
B. grahamii, B. taylorii 1 B. doshiae (Tab. I). Trzy
ostatnie gatunki byty izolowane od zwierzat dzikich,

Tabela II
Geny proponowane w detekcji grup pateczek Bartonella sp. [26]

Grupa Gatunek Geny
A B. bacilliformis 16S rRNA, ITS, gitA
B B. clarridgeiae ITS, groEL

B. henselae
C B. quintana groEL, glt4
B. koehlerae
Bartonella sp. R-PHY 1,
Bartonella sp. SH8200GA,
D Bartonella sﬁ. 0P6399GA, |8/
Bartonella sp. RR11755TX
B. vinsonii subsp. vinsonii
E B. vinsonii subsg. berkhofii TS, groEL, gliA
B. elizabethae
B. grahamii 16S rRNA, ITS,
F B. tribocorum
Bartonella sp. CSRAT groEL, gt
Bartonella sp. MM5136CA
nie- B. doshiae
sklasyfi- | B. taylorii brak danych
kowane | B. alsatica
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gtéwnie ssakow [6]. W roku 2001 Houpikian i wsp.
opracowali drzewo filogenetyczne dla Bartonella sp.
w oparciu o analiz¢ czterech genow tj. 16S rRNA,
sekwencje migdzygenowa 16S/23S (ITS) oraz gendow
kodujacych syntetaze cytrynianowa (g/t4) i biatko
szoku termicznego o masie 60 kDA (groEL) [26].
W otrzymanym dendrogramie wyrdzniono 6 grup
o0 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
znalazto si¢ 9 gatunké6w Bartonella sp. zwiazanych
z gryzoniami rodzimymi dla obu Ameryk. Natomiast
pozostate 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 zwiazanych z gryzoniami Starego
Swiata (Europy, Azji i Afryki) (Tab. II) [26]. Obecnie
bakterie z rodzaju Bartonella zalicza si¢ do «-2-pod-
gromady Proteobacteria i sa genetycznie spokrewnio-
ne z takimi gatunkami jak Brucella abortus, Agrobac-
terium tumefaciens oraz z bakteriami z rodzaju
Rhizobium. Podobienstwo pomigdzy Bartonella sp.
1 A. tumefaciens wynika m.in. z mechanizmow pato-
gennosci. Bartonella sp. podobnie jak Agrobacterium
tumefaciens wnikaja do komoérek zywiciela i indukuja
proliferacjg komorek oraz przyczyniaja si¢ do rozrost
tkanek zywiciela (hipertrofii) [47]. Aktualnie znane sa
24 gatunki bartonelli, wsrod ktorych 14 $cisle zwiaza-
nych jest z zakazeniami u ludzi (Tab. III). Wéréd nich
znalazty si¢ gatunki zywicielsko powiazane z kotami
(B. henselae, B. clarridgeiae, B. koehlerae), psami

Tabela III
Wystgpowanie gatunkéw z rodzaju Bartonella oraz ich wektory i rezerwuary [27, 40, 46]

Gatunek Wystgpowanie Rezerwuar/zywiciel przypadkowy Wektor

B. clarridgeiae* caly $wiat kot/cztowiek pchta kocia (Ctenocephalides felis)
. kot, mysz zaro$lowa .
* S ’ . hta k
B. henselae caly $wiat (Apodemus sylvaticus)/cztowiek pehia kocia
B. auintana® by éwiat towiek ludzka wesz odziezowa
. quintana caly $wia czlowie (Pedicular humanis)

B. vinsonii subsp. Iy éwiat ies. Koiot. ienot/czlowick kleszcz Ixodes sp.,
berkhoffi* caly swia p1es, Kojot, jenoticziowie pchia (prawdopodobnie)
B. vinsonii subsp. . . .
arupensis* myszak (Peromyscus leucopus) kleszcz jelenia (Ixodes scapularis)

. Europa szczur wedrowny (Rattus norvegicus)/ .
B. elizabethae* . pchta szczurza (Xenopsylla cheopis)

cztowiek
B. tribocorum Europa szczur wedrowny pchia szczurza
B. alsatica* Francja krolik/cztowiek (prawdopodobnie) nieznany
B. birtlesii*,
B. rattimassiliensis*,| Francja szczur wedrowny pchia szczurza
B. phoceensis*
ok wiewiorka ziemna Ctenophthalmus nobilis
B. washoensis (Spermophilus beecheyi)/cztowiek
. Europa, . . . -

B. doshiae nornik bury (Microtus agrestis) Ctenophthalmus nobilis

gl. Wielka Brytania

Europa,

-
B. taylorii gl. Wielka Brytania

mysz (Apodemus sp.)

Ctenophthalmus nobilis

Europa,

i
B. grahamii gt. Wielka Brytania

nornica ruda (Clethrionomys glareolus)
mysz lesna (Apodemus flavicollis)
szczur (Rattus sp.), mysz domowa
(Mus musculus)/cztowiek

pchia szczurza (Ctenophthalmus nobilis)

B. talpae Wielka Brytania kret (Talpa europea) nieznany
L Francja, . .

B. weissii Stany Zjednoczone jeleniowate, bydlo/kot

B. peromysci Stany Zjednoczone | myszak

B. koehlerae* Kalifornia (USA) | kot/cztowiek pchta kocia?

B. vinsonii subsp.

. .. Kanada
vinsonii

nornica (Clethrionomys sp.)

roztocza (Trombicula miroti)

Peru, Ekwador,
Kolumbia, Boliwia,
Chile i Gwatemala

B. bacilliformis* cztowiek

muszka piaskowa (Lutzomyia sp.)

Objasnienia: * — wykazano zwiazek z chorobotwodrczos$cia u cztowieka
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(B. vinsonii subsp. berkhoffii) oraz gryzoniami zasiedla-
jacymi tereny zurbanizowane (B. elizabethae, B. wa-
shoensis, B. taylori, B. grahamii, B. rattimassiliensis,
B. phoceensis, B. birtlesii).

4. Charakterystyka paleczek z rodzaju Bartonella

Bakterie z rodzaju Bartonella to tlenowe, Gram-
ujemne pateczki przewaznie o dugosci od 1.0 um do
1.7 pm i szerokosci 0.3 pm — 0.5 pm. Czgsto komorki
te moga by¢ lekko wygigte lub pleomorficzne w po-
staci ziarniakopateczek, rzadziej ziarniakow [46].
Liczne gatunki Bartonella sp. wykazuja hemotropi¢
i pasozytuja wewnatrz erytrocytow ssakow, w tym
cztowieka. Bartonella sp. sa jednak fakultatywnymi
wewnatrzkomorkowymi patogenami i wykazuja zdol-
no$¢ do wzrostu zar6wno w przestrzeniach miedzy-
komorkowych jak i wewnatrzkomoérkowych, gtownie
w $rddbtonku naczyn krwiono$nych i krwinkach czer-
wonych [46]. Prawie wszystkie drobnoustroje z ro-
dzaju Bartonella sp. sa nieurzgsione, z wyjatkiem
szczepdw B. bacilliformis, B. clarridgeiae, B. chomelii
i B. capreoli. Antygeny rz¢skowe u B. bacilliformis,
podobnie jak u innych urzegsionych pateczek Bartonel-
la sp., wykazuja wlasciwosci adhezyjne i dodatkowo
umozliwiaja penetracje bakterii do wngtrza erytrocytow
[42]. W tym przypadku rzeski sa prawdopodobnie
waznymi strukturami powierzchniowymi odpowie-
dzialnymi za czynny i swoisty mechanizm wnikania
bakterii do komorek zywiciela. Kolejnymi powszech-
nie wystgpujacymi strukturami zewnatrzkomorkowy-
mi u wszystkich znanych pateczek bartoneli sa pille.
Struktury fimbrialne, a takze fimbriopodobne (BFP,
bundle-forming pili) u tych pateczek zlokalizowane sa
przewaznie na jednym biegunie komorki i uczestnicza
m.in. w autoagregacji i adhezji bakterii do komorek
zywiciela. Uznaje si¢ je za jedne z istotnych czynnikow
wirulencji u Bartonella sp., ktore sa odpowiedzialne za
wczesne etapy patogenezy [12, 42]. Najnowsze donie-
sienia wskazuja, ze za adherencj¢ i kolonizacjg tych
bakterii odpowiadaja gtdwnie biatkowe adhezyjny zlo-
kalizowane na powierzchni $ciany komdrkowej Gram-
ujemnych pateczek. Rolg adhezyn petnia bakteryjne
biatka wiazace macierz zewnatrzkomoérkowa (ECM
— binding proteins, extracellular matrix-binding pro-
teins), w tym niektére biatka OMP (outer membrane
proteins), ktore uczestnicza w swoistej interakcji z re-
ceptorami na powierzchni komoérek zywicielskich
i internalizacji bakterii w procesie fagocytozy [16].
Wszystkie gatunki z rodzaju Bartonella charakteryzuje
wolny metabolizm i brak zdolnosci do wytwarzania
katalazy, ureazy, oksydazy oraz reduktazy azotanowe;.
Bartonella sp. sa pateczkami niefermentujacymi, nie-
zdolnymi do rozktadu glukozy.

Do wzrostu pateczki te bezwzglednie wymagaja
bursztynianu i/lub pirogronianu, jako jedyne Zrddto
energii i szkieletu weglowego oraz organicznego azotu
w postaci glutaminy lub glutaminianu [20, 40, 47].
Powyzsze cechy fenotypowe i wlasciwo$ci wzros-
towe paleczek Bartonella sp. moga by¢ wykorzystane
w diagnostyce bartoneli [20]. Wszystkie gatunki Bar-
tonella rosna najlepiej na §wiezych podtozach wzbo-
gaconych, w §rodowisku wilgotnym i wzbogaconym
o 5-10% CO,, w temperaturze 35°C, z wyjatkiem
B. bacilliformis (25-28°C) [27]. Generalnie Bartonella
sp. charakteryzuje si¢ wolnym wzrostem w bezkomor-
kowych podtozach — $rednio 12—14 dni, w przypadku
B. bacilliformis nawet do 45 dni. Dlatego podczas
trwania inkubacji zalecane jest stosowanie komory za-
pewniajacej wysoka wilgotno$¢ siegajaca nawet 80%.
Najlepszy wzrost tych pateczek jest obserwowany po
dodaniu do podtoza wzbogaconego bydlecej surowicy
krwi (FBS) lub krwi konskiej, kréliczej lub baraniej
oraz heminy [30]. Optymalne st¢zenie heminy dla pod-
trzymania wzrostu bartoneli wynosi od 50 pg/ml do
250 pg/ml, przy wyzszym stezeniu (500 pg/ml) hemina
moze dziata¢ hamujaco [43]. Przy izolowaniu Barto-
nella sp. poczatkowo wyrastaja kolonie drobne, biate,
szorstkie, suche, lekko wyniesione, z zaglebieniem
w $rodku i1 wrastajace w podtoze mikrobiologiczne.
Kolejne pasazowanie skraca czas wzrostu bakterii do
3-5 dni, a kolonie sa gtadsze, blyszczace, okragte, pot-
przezroczyste i nicadherujace do podtoza hodowlanego
[27]. Bardzo dobry wzrost gatunkow z rodzaju Barto-
nella uzyskuje si¢ rowniez stosujac inne wzbogacone
podtoza takie jak agar czekoladowy, krwawy agarze
z wyciagiem sercowym (BHIAK), agar tryptozowo-so-
jowy (TSA), selektywny agar krwawy dla Brucella sp.
(BBA) lub zmodyfikowane podtoze z dodatkiem eks-
traktu owadziego, Bartonella Alpha-Proteobacteria
Growth Medium (BAPGM) [2, 13, 43].

Rozmiar genomu poszczegoélnych gatunkéw Bar-
tonella sp. mieéci sie w przedziale od 1,6x10° pz
do 2x10° pz [48]. Dotychczas nie stwierdzono obec-
nosci plazmidoéw, chociaz niektore gatunki jak B. ba-
cilliformis 1 B. henselae moga posiada¢ w genomie
bakteriofagi [2, 35].

Budowa $ciany komorkowej Bartonella sp. przypo-
mina organizacja strukturalna i funkcjonalna ostony ze-
wnetrzne wigkszosci pateczek gramujemnych, zwlasz-
cza riketsji z grupy duréw plamistych oraz goraczek
plamistych [35]. W obrgbie btony zewngtrznej Barto-
nella sp. znajduja si¢ liczne bialkowe antygeny po-
wierzchniowe odpowiedzialne za adhezj¢ i ochrong
przed fagocytoza komorek zernych oraz bakterioboj-
czym dziataniem biatek uktadu dopetniacza surowicy
krwi [42]. W szczepach B. henselae zidentyfikowano
liczne biatka wiazace ECM (extracellular matrix), glow-
nie fibronektyng (Fn), kolagen (Cn) typu IX i X oraz
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lamining [16]. Zasadniczo silne oddzialywania pomig-
dzy B. henselae a komorka endotelialna zachodza
w obecnosci biatek wiazacych fibronektyng (FnBPs,
fibronetin binding proteins). W szczepach tych opisano
trzy glowne takie biatka okreslane jako Pap31, Omp43
i Omp89. Biatka te naleza do biatek zewngtrznej btony
komorkowej i sa najwazniejszymi czynnikami wirulen-
cji B. henselae. Umozliwiaja one adhezj¢ i inwazjg do
réznych typéw komorek zawierajacych domeny wiaza-
ce heparyng oraz kolagen w fibronektynie [16]. Podob-
ny mechanizm wirulencji wykazuja rowniez inne cho-
robotworcze mikroorganizmy takie jak Treponema
pallidum, Mycobacterium sp., Staphylococcus aureus
czy Listeria monocytogenes [16]. W szczepach B. quin-
tana réwniez stwierdzono wystgpowanie wielofunkcyj-
nych biatek OMP, wérod nich biatek Vomps odpo-
wiedzialnych za autoagregacje bakterii i wiazanie si¢
z kolagenem [49]. Istnieje takze uzasadnione przekona-
nie wsérdd badaczy, ze zmienno$¢ antygenowa, jako
konsekwencja poziomu ekspresji genow kodujacych
biatka OMP, w szczepach Bartonella sp. moze mie
istotne znaczenie w procesach adhezji, kolonizacji i in-
wazji bakterii do komorek zywiciela [1, 16]. Natomiast
w pateczkach B. bacilliformis wykryto specyficzne biat-
ko OMP o masie czasteczkowej 67 kDa, ktore uczestni-
czy we wczesnych etapach internalizacji bakterii do
erytrocytow. Biatko to jest gtowna adhezyna i jedno-
czes$nie powoduje deformacje bton erytrocytarnych [12,
42]. Knobloch analizujac btong zewngtrzna B. ba-
cilliformis scharakteryzowat 14 biatek o masie czast.
od 11.2 kDa do 160 kDa, z ktérych az 12 reagowato
z surowica od pacjentdw z choroba Carriona [28, 29].
Niektore z tych biatek swoiscie reaguje z antygenami
powierzchniowymi na erytrocytach, gtéwnie spektryna-
mi a/b i glikoforynami A/B. Natomiast biatko o masie
75 kDa wiaze si¢ glownie z komorkami epitelialnymi
i wykazuje wysoka homologi¢ strukturalng do biatka
regulujacego cykle komorkowe, FtsZ [12]. Jednym
z najlepiej poznanych biatek w szczepach Bartonella sp.
jest biatko Bb6S5, ktore posiada wysoka homologig
w sekwencji aminokwasowe;j z biatkami szoku termicz-
nego GroEL. Jednoczesnie jest ono uznane za glowny
antygen powierzchniowy u Bartonella sp. [28]. Ponad-
to u B. henselae opisano dodatkowe immunogenne
biatko, ktore strukturalnie przypomina biatko szoku
termicznego — HtrA odpowiedzialne za procesy oksy-
datywne w czasie odczynu zapalnego w zywicielu [2].

5. Cykl rozwojowy i chorobotworczosé
paleczek Bartonella sp.

Gatunki z rodziny Bartonellaceae maja charakte-
rystyczny cykl rozwojowy, w ktérym to uczestnicza
zywiciele i mniej lub bardziej swoiste wektory odpo-

wiedzialne za transmisjg tych bakterii migdzy zywi-
cielami [26, 32]. Zazwyczaj w naturalnych zywicie-
lach bakterie te wywotuja chroniczna, czgsto bezobja-
wowa bakteriemig z etapem pasozytowania wewnatrz
erytrocytow. Ponadto wystepuje swoisty zwiazek po-
migdzy naturalnym zywicielem, wektorem, a gatunkiem
bakterii z rodzaju Bartonella. Wektory determinuja
zasieg mozliwych naturalnych badz przypadkowych
zywicieli oraz rozmieszczenie geograficzne pateczek
Bartonella sp. [26, 27]. Pateczki z rodzaju Bartonella,
z wyjatkiem B. bacilliformis, wykazuja unikalng strate-
gi¢ przetrwania w zywicielu oparta na przystosowaniu
do niehemolitycznej wewnatrzkomorkowej kolonizacji
erytrocytow. Ta zdolno$¢ pozwala na wydajne przeno-
szenie bakterii przez krwiopijne wektory oraz na unik-
nigcie reakcji immunologicznej w makroorganizmie.
W cyklu rozwojowym bartoneli w zywicielu ob-
serwuje si¢ kilka faz [42]. Po wprowadzeniu bakterii
Bartonella sp. do organizmu zywiciela, bakterie kolo-
nizuja i wnikaja do tkanek nabtonkowych, w ktorych
si¢ namnazaja. Szczeg6lng uwage zwraca wyrazny tro-
pizm tkankowy pateczek z rodzaju Bartonella, zwhasz-
cza do komorek Srodbtonka naczyn krwionos$nych.
Prawdopodobnie stanowia one pierwotng nisze¢ byto-
wania dla tych mikroorganizméw, cho¢ niewykluczo-
ne, ze rolg ta moga pekni¢ rowniez inne typy tkanek.
Opisano dwa mozliwe mechanizmy wnikania bakterii
Bartonella sp. do srédblonka poprzez endocytoze lub
alternatywnie w drodze reorganizacji aktyny w cyto-
szkielecie komorki zywiciela za posrednictwem blizej
nieokreslonych receptorow [1, 12]. W powstalych w ten
sposob fagosomach bakterie namnazaja sig, a nast¢pnie
wnikaja do cytoplazmy. W cyklu replikacyjnym bak-
terii towarzyszy jednoczesne wydzielanie do otoczenia
czynnikow wzrostu, ktore pobudzaja zakazone komor-
ki do proliferacji [1, 12]. Wskutek hipertrofii tkanek
powstaja guzkowate struktury, czesto tudzaco przypo-
minajace zmiany nowotworowe. Po okresie ok. 3—4 dni
nastgpuje bezposrednie uwalnianie bakterii do krwi.
Faza bakteriemii rozpoczyna si¢ w 4-5 dniu od infek-
cji, w czasie ktorej uwolnione bakterie przylegaja do
powierzchni blony cytoplazmatycznej erytrocytow [41,
42]. Sam mechanizm wnikania pateczek Bartonella sp.
do wngtrza krwinek czerwonych nie jest jeszcze zna-
ny, ale przypuszcza sig, ze w tym procesie uczestnicza
biatka OMP lub inne powierzchniowe antygeny bakte-
ryjne takie jak rzeski oraz pille. Po wniknigciu do wng-
trza erytrocytow nastgpuje natychmiastowa wewnatrz-
komorkowa replikacja bakterii. Obserwacje preparatow
krwi przy pomocy TEM wykazaly, ze replikujace si¢
bakterie znajduja si¢ w charakterystycznych wakuolach
otoczonych btona erytrocytarna [42]. Podzialy bakterii
staja si¢ wolniejsze po kilku dniach osiagajac tzw. faze
plateau z 8 komorkami bakteryjnymi w erytrocycie.
Zatrzymanie podzialow bakterii jest prawdopodobnie
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jednym z mechanizmoéw przetrwania bartoneli w zy-
wych krwinkach czerwonych. Zaprzestanie podziatow
moze rowniez wynika¢ z wyczerpania si¢ sktadnikow
odzywczych lub z obecnosci czynnikéw ograniczaja-
cych wzrost bakterii wewnatrz erytrocytu [42]. Nieza-
leznie od tego paleczki Bartonella sp. moga w ten spo-
sob przebywaé wewnatrz erytrocytow nawet przez
kilka tygodni. Ponadto faza wewnatrzkomoérkowa
zwigksza szansg¢ bakterii na pobranie i przeniesienie
ich przez krwiopijnego stawonoga na nowego Zywi-
ciela. Ta unikalna strategia patogenno$ci z pewnos$cia
przyczyni si¢ do epidemiologicznego sukcesu Barto-
nella sp. w ich naturalnych zywicielach [41, 42]. Wy-
jatek stanowi Bartonella bacilliformis, ktora jako je-
dyny gatunek ma zdolno$¢ do hemolizy krwi. W
odréznieniu od pozostatych gatunkow bakteria ta wy-
twarza lipofilne biatko o masie czasteczkowej 67 kDa
zwane deforming o aktywnosci hemolitycznej. Biatko
to powoduje deformacje btony erytrocytarnej i lizg
krwinek czerwonych wskutek utworzenia w btonach
por i kanatow [12, 50]. Cykl zyciowy Bartonella sp.
zwiazany z ich patogennos$cia jest jednak wciaz nie-
kompletny i wymaga dalszych obserwacji. Nie jasne
jest rébwniez pojecie pierwotnej niszy. Ponadto nie do
konca sa znane mechanizmy, ktére by pozwalaly wni-
ka¢ bakteriom do krwinek czerwonych oraz kontrolo-
wac wzrost 1 rozwoj bakterii w zainfekowanych ery-
trocytach.

6. Epidemiologia bartoneloz

Geograficzne rozmieszczenie gatunkow Bartonella
jest bardzo zréznicowane (Tab. III), z duzym ich za-
geszczeniem w strefach klimatu cieplego i goracego.
Niektore szczepy wystgpuja niemalze na catym $wie-
cie, inne za$ ograniczaja si¢ do Scisle okreslonych
obszaréw geograficznych [2, 35]. Gatunki B. henselae
1 B. quintana sa gatunkami kosmopolitycznymi i wy-
stgpuja na catlym $wiecie, co wiaze si¢ z szerokim
rozpowszechnieniem ich zywicieli (ludzie, koty) i wek-
torow (wszy odziezowe, pchty) [26, 27, 32].

Kolejne gatunki takie jak B. clarridgeiae, B. eliza-
bethae, B. weissii i B. vinsonii subsp. berkhoffii spoty-
kane sa w Europie i Stanach Zjednoczonych. Natomiast
szczepy B. vinsonii subsp. vinsonii 1 B. koehlerae
stwierdzono wylacznie w Ameryce Potnocnej i Potu-
dniowej, a B. grahamii, B. taylorii, B. doshiae, B. tribo-
corum, B. birtlesiii B. alsatica tylko w Europie [26, 27].

Gatunek B. bacilliformis wystgpuje jedynie na en-
demicznych obszarach Ameryki Potudniowej, glow-
nie w Andach (Peru, Kolumbia i Ekwador) [26, 27].
Dystrybucja tych gatunkéw w przyrodzie niewatpliwie
zwigzana jest z rozmieszczeniem ich zywicieli i/lub
wektorow odpowiedzialnych za transmisj¢ bartoneloz.

Muszka piaskowa, Lutzomyia verrucarum jest jedy-
nym wektorem dla B. bacilliformis i wystgpuje tylko
w §cisle okreslonych obszarach Ameryki Potudniowej,
gdzie wystgpuja odpowiednie dla jej rozwoju warunki
klimatyczne [27].

Wszystkie pateczki Bartonella sp. wymagaja zywi-
cieli (ssakow), w ktorych wywotuja bezobjawowa
bakteriemi¢. Na podstawie analizy sekwencji genow
16SrRNA, 16S/23S wewnatrzgenowych regionow ITS,
gltA 1 groEL w ro6znych szczepach bakterii z rodzaju
Bartonella wykazano, ze tworza one filogenetycznie
powiazane grupy [26]. Kazdy gatunek bakterii w obre-
bie danej grupy posiada swoistego zywiciela. Ta bliska
korelacja pomigdzy bakteriami, a ich ssaczymi re-
zerwuarami potwierdza hipotezeg, ze sa to zwiazki
gatunkowo-swoiste [9, 26]. Czltowiek jest naturalnym
rezerwuarem dla dwéch gatunkéw: B. bacilliformis
1 B. quintana, ale rowniez moze by¢ przypadkowym
zywicielem dla innych gatunkéw Bartonella sp. zywi-
cielsko zwiazanych 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].

Zakazenie wywolywane przez te bakterie u cztowie-
ka moga przebiega¢ w dwoch postaciach klinicznych
przewleklej lub ostrej, w zaleznosci od statusu odpor-
nosciowego cztowieka. U 0sdb immunokompetentnych
infekcja ta przebiega przewaznie miejscowo i asympto-
matycznie [27]. Przyktadem moze by¢ choroba kociego
pazura (CSD) wywolywana przez pateczki B. henselae,
ktora u ludzi zdrowych wystgpuje w postaci lokalnej
limfadenopatii [9]. W tych przypadkach bakteriemia
jest notowana bardzo rzadko. U os6b z obnizona od-
pornoscia, bartonelozy przebiegaja w postaci bakterie-
mii, schorzen systemowych z uszkodzeniem naczyn
krwionosnych w naczyniakowatosci (BA) lub watroby
w plamicy watrobowej (PH) [5, 27]. Glownym rezer-
wuarem dla B. henselae sa przede wszystkim koty za-
rowno zdziczate jak i domowe [3]. Obecnie wiadomo,
ze koty réwniez moga by¢ zakazone innymi gatunkami
Bartonella sp., takimi jak B. clarridgeiae, B. koehlerae
1 B. weissii [9]. Bezobjawowe przewlekle bakteriemie
u kotéw notuje si¢ na catym $wiecie. Pateczki B. hen-
selae stwierdza si¢ w krwiobiegu, zwlaszcza w erytro-
cytach, gdzie moga pozosta¢ przez kilka miesigcy,
anawet do roku czasu [9]. Przypuszczalnym mechaniz-
mem wzajemnej infekcji kotow i transmisji pateczek
Bartonella sp. sa ugryzienia przez zainfekowane pchly
kocie (C. felis) lub wtarcie odchodéw pchet w uszko-
dzona skore lub btong sluzowa [9]. Obecnie opisano
dwa gléwne serotypy/genotypy B. henselae: Houston
i Marseille, przy czym pierwszy typ powszechnie wy-
stepuje w USA, a drugi w Europie. Notowane sa przy-
padki koinfekcji obu typow B. henselae u kotow, nie-
zaleznie od szeroko$ci geograficznej [4].
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Tabela 1V

Chorobotworczos$¢ Bartonella sp. u ludzi i drogi przenoszenia bartoneloz [25, 40, 46]

Choroba Dystrybucja Czynnik etiologiczny Droga przenoszenia
Goraczka okopowa calv éwiat | B. quintana cztowiek—czlowiek poprzez wektor
(trench fever) y 4 wesz odziezowa (P. humanus)
tereny . .
Choroba Carriona endemiczne | B. bacilliformis czlowiek-czlowiek poprzez wektor
| L. verrucarum
(Gory Andy)
. B. henselae, B. clarridgeiae, bezposrednio kot—cztowiek lub
Choroba kociego pazura - . . .
(Cat scratch discase, CSD) caly $wiat | B. quintana poprzez wektor — pchie kocia (C. felis)
? B. elizabethae bezposrednio szczur—cztowiek (rzadko)
. B. henselae kot—cztowiek (posrednio lub bezposrednio)
Plamica watrobowa . . . .
. . caly $wiat | B. quintana cztowiek—czlowiek poprzez wektor
(peliosis hepatitis, PH) -
wesz odziezowa
Naczyniakowato$¢ bakteryjna calv éwiat B. quintana cztowiek—czlowiek (wektor P. humanus)
(bacillary angiomatosis, BA) y B. henselae kot—cztowiek (posrednio lub bezposrednio)
B. quintana, B. henselae cztowiek—czlowiek poprzez wektor
Rzadko B. koehlerae, B. elizabethae| wesz odziezowa
Zapalenie wsierdzia I éwiat B. vinsonii subsp. arupensis, kot—cztowiek, pies—cztowiek lub
(endocarditis) caty swia B. vinsonii subsp. berkhoffii, gryzonie—czlowiek poprzez wektory
B. taylorii, B. washoensis pchty i kleszcze
B. rattimarssiliensis
B. quintana, cztowiek—cztowiek poprzez wektor
Bakteriemia z coraczk Iv éwiat B. henselae wesz odziezowa (P. humanus)
axietiema z goraczia caly swia B. vinsonii subsp. arupensis, kot—cztowiek (posrednio lub bezposrednio)
B. grahamii gryzonie—czlowiek (posrednio i bezposrednio)

Kolejnym gatunkiem kosmopolitycznie wystgpuja-
cym u kotow jest B. clarridgeiae, ktory czgsto uczest-
nicy w koinfekcjach wraz z B. henselae [25]. Paleczke
te najczesciej wykrywa i izoluje si¢ we Francji, Ho-
landii i na Filipinach (30-36%) oraz w potudniowo-
wschodniej czgsci Standow Zjednoczonych, Japonii
1 na Tajwanie (<10%) [9]. Nie stwierdzono wystepo-
wania B. clarridgeiae w innych panstwach Europy,
Australii i poélnocnej Afryce [15]. Natomiast szczepy
B. koehlerae byly dotychczas izolowane sporadycznie
z kotow w Kalifornii, Izraelu i we Francji [9, 15].

Rezerwuarem i Zrodtem transmisji bartoneloz moga
by¢ takze inne kotowate [37, 51]. Szczepy B. henselae
izolowano m.in. z krwi gepardow (Acinonyx jubatus),
panter (Puma concolor coryi) i kuguardw, B. henselae
odmiana Humboldt za$§ z krwi gorskich Iwow w Kali-
fornii [51]. Bakteria B. vinsonii subsp. berkhoffii po
raz pierwszy zostata wyizolowana z psa domowego.
Pateczka ta podobnie jak inne gatunki B. clarridgeiae
i B. washoensis odpowiadaja za rozw0j zapalenia
wsierdzia u psowatych (psy domowe i zdziczate) [10].
Prewalencja B. vinsonii subsp. berkhoffi u psow jest
ro6zna i waha si¢ w szerokich granicach od <5% w kra-
jach Europy do 65% w Sudanie [17]. Badania seroepi-
demiologiczne wykazaly, ze czynnikiem zwigkszaja-
cym ryzyko zakazenia psow B. vinsonii jest ich
narazenie na ugryzienie przez zainfekowane kleszcze
[10]. Czesto gatunek ten towarzyszy B. henselae po-
wodujac koinfekcje zarowno u psoéw jak i u ludzi [13].

Znaczna czg$¢ zywicieli dla atypowych pateczek
Bartonella sp. stanowia mate gryzonie tj. kret, norni-
ca, mysz, nornik, myszak, wiewiorka i szczur oraz
zwierzyna ptowa (Tab. 1V). Czgsto$¢ wystepowania
Bartonella sp. w roznych zywicielach jest stosunkowo
wysoka. W badaniach epidemiologicznych w Wiel-
kiej Brytanii oszacowano wystgpowanie przewleklej
i asymptomatycznej bakteriemii na 15% u jelenia szla-
chetnego (Cervus elaphus), 90% u mulaka (Odo-
coileus hemionus) 1 okolo 50% u bydta domowego
(Bos taurus) [9]. Analiza czgSciowych sekwencji genu
syntetazy cytrynianowej, gl¢tA, u bakterii wyizolowa-
nych z tych zwierzat wykazata, ze sa one blisko spo-
krewnione z Bartonella weissii [8].

7. Bartonelozy jako choroby wektorowe
i odzwierzece (zoonozy)

Wigkszo$¢ choréb wywoltywanych przez bakterie
z rodziny Bartonellaceae u ludzi i zwierzat jest prze-
noszona przez stawonogi, gtéwnie owady krwiopijne:
pchly, wszy, muszki, a takze pajeczaki (roztocza
i kleszcze) (Tab. III). Pierwszym odkrytym jeszcze
przed 1 wojna §wiatowa wektorem bartoneloz byta
ludzka wesz odziezowa. Uznano ja za najwazniejszy
biologiczny wektor przenoszenia goraczki okopowej
migdzy ludzmi [32]. Obecnie goraczka okopowa po-
jawia si¢ sporadycznie na terenach endemicznych lub
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w §rodowiskach o niskim standardzie zyciowym i po-
ziomie higieniczno-sanitarnym. Z tego wzgledu zaka-
zenia B. quintana sa stale notowane na calym §wiecie,
niezaleznie od poziomu rozwoju gospodarczego pan-
stwa [27]. Rolg w transmisji bartoneloz u ludzi odgry-
waja takze pchty, gldéwnie pchia kocia (Ctenocephali-
des felis) bedaca wektorem dla B. henselae. Ostatnio
dowiedziono, ze pchty moga by¢ no$nikami nawet
kilku gatunkéw bartoneli. Przyktadem moze by¢ pchta
pasozytujaca na gryzoniach (Ctenophthalmus nobilis),
ktora jest wektorem dla co najmniej dwoch gatunkow
Bartonella: B. grahamii i B. taylorii oraz pchia kocia
dla B. henselae 1 B. clarridgeiae [21]. Inne gatunki
pchet takie jak pchly szczurze (Xenopsylla cheopis)
i psie (Ctenocephalides canis) odrywaja istotna rolg
W przenoszeniu Bartonella sp., zwtaszcza wérdd zwie-
rzat. Nie ma pelnych dowodéw na ich bezposredni
udzial w zakazeniach u ludzi [7]. Brak jest roéwniez
danych dotyczacych czgstosci zakazenia bartonelami
pchet psich i ich roli jako wektorow w transmisji bar-
toneloz wsrod psowatych. O przenoszenie B. vinsonii
subsp. berkhofii wywolujacej zapalenie wsierdzia
u pséw podejrzewa si¢ przede wszystkim kleszcze,
a nie pchty [7]. Mechanizm wnikania bartoneli do
zywiciela za posrednictwem wektora jest wciaz nie
jasny. W dotychczasowych badaniach epidemiolo-
gicznych udowodniono, ze najcze¢sciej do zakazenia
pateczkami Bartonella sp. u zwierzat, a niekiedy u lu-
dzi, dochodzi w trakcie wtarcia w uszkodzona skore
lub blong Sluzowa (spojowke oka) odchodow zainfe-
kowanych bartonelami pchet lub kleszczy [23]. Rzad-
ko sa to zakazenia spowodowane pogryzieniem czy
uktuciem przez zainfekowany wektor [9]. Mozliwa
jest rowniez bezposrednia transmisja pateczek barto-
neli wérod ssakow.

Przyjmuje sig, Ze najczgsciej rozpoznawang posta-
cig bartonelozy u ludzi na catym $wiecie jest choroba
kociego pazura (CSD) [14, 46]. Moga ja wywoly-
wac liczne gatunki Bartonella sp. (B. clarridgeiae,
B. quintana czy B. elizabethae), ale najczgstszym
czynnikiem etiologicznym jest B. henselae [14, 31, 46].
Z danych epidemiologicznych wynika, ze bakteria ta
z duza czgstoscia jest przenoszona bezposrednio z kota
na inny organizm (kota, cztowieka lub innego ssaka)
wskutek pogryzienia, pokasania, podrapania lub po-
slinienia [2, 9, 18]. Badania wykazaty, ze w Polsce za-
kazonych jest ponad 80% kotdw, natomiast w innych
krajach Europy Zachodniej wartosci te sq znacznie
nizsze (Holandia — 22%, Dania — 27%) [7, 46]. Mimo,
ze CSD moze wystegpowac u ludzi w kazdym wieku,
to wigkszo$¢ przypadkow infekcji obserwuje sig u pa-
cjentdow ponizej 18 roku zycia [18]. Przypuszczalnym
czynnikiem zwigkszajacym ryzyko choroby kociego
pazura w tej grupie wiekowej jest czgstszy i blizszy
kontaktu cztowieka z zakazonymi kotami.

8. Bartonelozy u ludzi

Bakterie z rodzaju Bartonella moga by¢ przyczyna
wiele schorzen i powiktan u ludzi, takich jak: goracz-
ka okopowa, choroba Carriona, choroba kociego pa-
zura, plamica watrobowa, naczyniakowatos$¢ bakteryj-
na, przewlekle zapalenie weztow chlonnych, zapalenie
wsierdzia i migénia sercowego czy bakteriemia z go-
raczka (Tab. IV) [15, 19, 24, 38, 46]. Przebieg infekcji
bartonelozowych u ludzi zalezy od sposobu i miejsca
wnikania bakterii oraz od stanu odpornosci zywiciela.
Czgstym powiktaniem bartoneloz u ludzi jest zapale-
nie wsierdzia (endocarditis). Schorzenie to moze by¢
powodowane przez rézne gatunki bartoneli, gléwnie
B. quintana, B. henselae, B. elizabethae, B. vinsonii
subsp. berkhoffii i B. vinsonii subsp. arupensis [27].
Smiertelno$é w przypadku zakazen tymi bakteriami
jest niska, ale wzrasta u 0so6b z obnizona odpornoscia
(np. AIDS, hipogammaglobulinemia), u pacjentow
z chorobami przewleklymi (nowotwory, cukrzyca, nie-
wydolno$¢ narzadowa, choroba alkoholowa, neuro-
patie) i z chorobami naczynio-sercowymi oraz u 0sob
poddawanych immunosupresji [2, 5].

Choroba Carriona jest endemiczna bartoneloza
ludzi wywolywana przez B. bacilliformis. Do zakaze-
nia B. bacilliformis dochodzi w wyniku wprowadze-
nia tych bakterii przez muszke piaskowa Lutzomyia
verrucarum do organizmu cztowieka [39]. Paleczki
B. bacilliformis w pierwszej kolejnosci lokalizuja
si¢ w komodrkach $rodbtonka naczyn wtosowatych.
W nich bakterie inicjuja podziaty komorek zywiciela
w wyniku, czego dochodzi do rozrostu tkanki naczy-
niowej. Etap ten czgsto przebiega bezobjawowo [12,
34]. Dopiero w momencie wniknigcia B. bacilliformis
do wnetrza erytrocytow pojawiaja sig silne reakcje za-
palne w organizmie. Czg$¢ zainfekowanych krwinek
czerwonych jest pochfaniana przez makrofagi i histo-
cyty, a pozostate ulegaja hemolizie w tozysku naczy-
niowym. Z powodu masowego rozpadu erytrocytow
we krwi obwodowej rozwija sig¢ cigzka anemia hemo-
lityczna konczaca si¢ nawet $miercia organizmu. Jest
to tzw. ostra faza choroby Carriona, zwana potocznie
goraczka Oroy’a. W wigkszosci przypadkéw goracz-
ce Oroy’a towarzysza oportunistyczne zakazenia jeli-
towe, zwlaszcza wywolywane przez paleczki z rodza-
ju Salmonella. Nieleczona ostra choroba Carriona
z wtdrnymi zakazeniami niemalze w 100% prowadzi
do $mierci zywiciela [34]. Natomiast przetrwate zaka-
zanie przechodzi w chroniczna czgsto symptoma-
tyczna posta¢ bakteriemii. Faza przewlekta choroby
Carriona jest w dalszym ciagu wysoce zakazna i moze
trwac¢ nawet ponad 15 miesigcy [27]. W chronicznym
stadium tej choroby u ludzi pojawia si¢ najpierw wy-
sypka skorna, a nastgpnie szpecace zmiany skorne tzw.
brodawki peruwianskie. Zmiany te powstaja wskutek
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hipertrofii zainfekowanych pateczkami bartoneli tka-
nek podskoérnych. Choroba Carriona pod taka posta-
cia okreslana jest jako brodawczakowato$¢ peruwian-
ska — Verruga Perruana [42]. Choroba ta ma jednak
ograniczony zasigg geograficzny. Wigkszos¢ przypad-
koéw tej choroby wystepuje na obszarach suchych na
wysokos$ciach od 500 metréw do 3000 metrow nad
poziomem morza, gldéwnie w Andach peruwianskich
pomigdzy potudniowo-zachodnia Kolumbia a $rod-
kowym Peru [27].

Cztowiek jest jak dotad jedynym znanym rezerwu-
arem dla B. bacilliformis [34]. Najczg¢stsza postacia
bartonellozy na calym $wiecie jest choroba kociego
pazura (CSD), przebiegajaca zwykle pod postacia za-
palenia i powigkszenia lokalnych weztow [7]. W miejs-
cu wniknigcia bakterii pojawia si¢ najpierw rumienio-
wata grudka, a nastgpnie powigkszenie i tkliwosé
okolicznych weztow chlonnych. Wszystkie te objawy
u os6b immunokompetentnych, ustgpuja samoistnie
zwykle po kilku tygodniach lub miesiacach [27].
Komplikacje takie jak: wysypka oraz schorzenia
systemowe (zapalenie watroby, $ledziony i we¢ztow
chtonnych oraz lityczne uszkodzenie kos$ci) naleza
do rzadkosci 1 wystgpuja u ok. 5% pacjentow, przede
wszystkim u dzieci [2].

Do rzadkos$ci nie nalezy réwniez goraczka oko-
powa wywolywana przez B. quintana. Transmisja tych
pateczek do krwi czlowieka nastgpuje najczesciej
w wyniku wtarcia w uszkodzong skorg¢ odchodow za-
infekowanego wektora, wszy odziezowej (P. huma-
nus). Cztowiek jest obecnie jedynym dowiedzionym
zrodtem tej bakterii i stanowi prawdopodobnie jej na-
turalny rezerwuar. Mimo, ze B. quintana jest zwykle
obserwowana we krwi pacjentow, infekcja moze trwaé
przez bardzo dtugi czas bezobjawowo od 3 do 6 mie-
sigcy, a nawet dtuzej. Taka przewlekta bakteriemia
przyczynia si¢ do rozprzestrzeniania sig bakterii w po-
pulacji ludzkiej w srodowiskach o niskim standardzie
socjalno-ekonomicznym i sanitarnym, gtownie wsrdd
ludzi bezdomnych [32, 35, 36, 44]. W infekcji pier-
wotnej B. quintana notuje si¢ objawy przypominajace
typowa infekcj¢ wirusowa tj. goraczke, migsniobdle,
bole stawow, silne bole glowy, zte samopoczucie itp.
Objawy te zwykle ustepuja samoistnie, bez leczenia.
W niektérych przypadkach moga one powracaé cy-
klicznie. Taka przedtuzajaca si¢ bakteriemia B. quin-
tana moze mie¢ jednak wptyw na rozwoj naczyniako-
watosci bakteryjnej (BA) lub zapalenia wsierdzia,
zwlaszcza u pacjentéw z obnizong odpornoscia [33].
Generalnie, naczyniakowato$¢ bakteryjna (BA) i pla-
mica watrobowa (PH) sa schorzeniami zwiazanymi
z rozrostem tkanek i wystgpuja przede wszystkim
u pacjentdw z obnizona odpornoscia, zwlaszcza wérdd
nosicieli wirusa HIV i chorych na AIDS [38]. Na-
czyniakowatos$¢ bakteryjna wywotuja najczesciej dwa

gatunki B. henselae 1 B. quintana [27, 46]. Istnieja jed-

nak kliniczne i epidemiologiczne réznice pomigdzy

BA wywotana przez oba te gatunki. Podskérne zmiany

chorobowe oraz lityczne uszkodzenia kos$ci sa silnie

zwiazane z infekcja B. quintana, czynnikiem goraczki
okopowej [27]. Natomiast plamica watrobowa jest

wywolywana wylacznie przez B. henselae [38].

Rzadko kiedy dochodzi do zakazenia centralnego
uktadu nerwowego (zapalenia opon moézgowo-rdze-
niowych, zapalenia moézgu), ktore jest czgsciej obser-
wowane u pacjentdw z obnizona odpornoscia, gtow-
nie chorych na AIDS [27].

Leczenie zakazen Bartonella sp. u ludzi zalezy od
statusu immunologicznego pacjenta, objawow klinicz-
nych i biologii drobnoustroju. U pacjentéw immuno-
kompetentnych nie zaleca si¢ chemioterapii, gdyz
stosowanie antybiotykéw lub chemioterapeutykow
nie skraca ani czasu choroby ani nie prowadzi do
poprawy stanu zdrowia tych pacjentow [40]. Anty-
biotykoterapia jest zalecana przede wszystkim u 0séb
z obnizona odpornoscia i chorych na przewlekte
schorzenia, w tym zapalenie wsierdzia, BA i PH. Sku-
teczna ochrona przed zakazeniami Bartonella sp. sa
przede wszystkim dziatania zapobiegawcze i ogra-
niczajace drogi szerzenia bartoneloz. Do dziatan pre-
wencyjnych naleza:

(i) poprawa warunkéw socjalno-bytowych i higie-
niczno-sanitarnych ludzi,

(i1) odwszawianie i kontrola populacji wektoréw bg-
dacych no$nikami Bartonella sp. (insekty),

(iii) monitorowanie liczebno$ci populacji gryzoni,
waznego naturalnego rezerwuaru gatunkéw Bar-
tonella,

(iv) kontrola sanitarno-higieniczna i weterynaryjna
zwierzat domowych zwlaszcza kotow 1 psow,

(v) leczenie antybotykami zakazonych kotow,

(vi) natychmiastowe oczyszczanie wszelkich zadra-
pan i ugryzien woda z mydiem oraz odkazanie
antyseptykami,

(vii) szczepienie zwierzat domowych [40].

Obecnie prowadzone sg badania nad szczepion-
kami dla kotow, ktére moglyby ograniczy¢ rozprze-
strzenianie si¢ choroby wérdd zwierzat, a tym samym
ryzyko zakazenia czlowieka. Powazna przeszkoda
w tych pracach jest ogromna réznorodno$¢ wyizolo-
wanych Bartonella sp. nawet o tym samym genotypie.
Przeprowadzone przez Yamamoto i wsp. badania wy-
kazaly, ze odporno$¢ na zakazenie wywotane przez
Bartonella sp. wystepuje tylko u tych kotow, ktore
zaszczepione zostalty homologicznymi gatunkami lub
szczepami [51]. Ten brak krzyzowej odpornosci suge-
ruje, ze kazda szczepionka musiataby zawiera¢ wielo-
rakie epitopy Bartonella sp., zwazywszy na fakt, ze
najczesciej u kotow obserwuje si¢ koinfekcje kilkoma
gatunkami lub serotypami Bartonella sp. [7].
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9. Podsumowanie

Wzrost zainteresowania bakteriami z rodzaju Barto-
nella wérdd lekarzy i mikrobiologdéw przypada na dru-
ga potowe XX wieku. Wcezesniej uznawane byly one za
patogeny nalezace do przeszitosci. W ciagu ostatnich
15 lat doszto do odkrycia kilkunastu nowych gatunkéw,
reklasyfikacji rodziny, a wszystkie zakazenia wywoty-
wane przez te drobnoustroje uznano za zagrazajace
zdrowiu cztowieka i zaliczono do tzw. chor6b wylania-
jacych i odnawiajacych sig¢ (,,emmerging and re-emmer-
ging diseases’”). Obecnie znanych jest ok. 24 gatunkdéw
Bartonella spp. z czego 14 wywoluje zakazenia u ludzi,
zwlaszcza z obnizona odpornos$cia. Cz¢$¢ z nich stano-
wi takze problem weterynaryjny, gdyz wywotuja one
choroby u zwierzat hodowlanych i domowych (psy,
koty, bydto, kroliki). Naturalnym rezerwuarem barto-
neli sa ssaki, gtownie gryzonie i zwierzyna ptowa.
Bartonelozy to przede wszystkim choroby wektorowe,
w transmisji ktorych szczegodlna rolg odgrywaja stawo-
nogi krwiopijne tj. muszki, wszy, pchty, kleszcze, rzad-
ko roztocza. Ostatnie dowiedziono, ze moga by¢ one
przenoszone rowniez bezposrednio jako antropo-
zoonoza, poprzez pogryzienie lub zadrapanie przez za-
kazone zwierze (kot, szczur). Infekcja w naturalnych
rezerwuarach prowadzi do wewnatrzerytrocytarnej bak-
teriemii 1 moze wiaza¢ si¢ z licznymi klinicznymi ob-
jawami, w zaleznosci od statusu immunologicznego
zywiciela. Najczeéciej u naturalnego zywiciela barto-
nelozy maja charakter bezobjawowy z chroniczna bak-
teriemia. W przypadku zakazen wywotywanych przez
Bartonella sp. stosowanie leczenia antybiotykowego
zaleca si¢ jedynie w przypadku os6b o obnizonej odpor-
nos$ci. Zapobieganie zakazeniom poprzez poprawg wa-
runkéw bytowych, sanitarno-higienicznych wsérdd bez-
domnych i ubogich, ograniczanie liczebnosci populacji
wektorow, czy profilaktyczne badania zwierzat domo-
wych to wciaz jedyne dziatania prewencyjne. Obecnie
trwaja prace nad stworzeniem szczepionki przeciwko
Bartonella henselae dla kotéw, co znacznie zmniej-
szyloby zachorowalno$¢ wsrod tych zwierzat, minima-
lizujac takze grozbg zakazenia czlowieka. Problem
bartonelloz jest wciaz zagadnieniem nowym, w pelni
niepoznanym. Metody wykrywania pateczek Bartonel-
la sp. sa stale udoskonalane i standaryzowane. W diag-
nostyce tych bakterii proponuje si¢ klasyczne techniki
hodowlane obejmujace izolacj¢ i identyfikacj¢ barto-
neli, pomocnicze techniki histologiczne, a takze detek-
cj¢ gendw z uzyciem PCR i hybrydyzacji DNA-DNA
oraz badania serologiczne. Obecnie na catym $wie-
cie prowadzone sg liczne badania dotyczace bakterii
z rodziny Bartonellaceae. Wyrazne widaé, ze wraz ze
wzrostem poziomu wiedzy dotyczacej biologii i eko-
logii tych bakterii coraz lepiej rozwijaja si¢ metody
diagnostyki, leczenia i zapobiegania bartonelloz.
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1. Charakterystyka Haemophilus influenzae

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

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

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

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

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

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

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

2. Antybiotykoterapia zakazen wywolywanych
przez H. influenzae

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3.1. Wytwarzanie (-laktamaz

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3.2. Zmiany w bialkach PBP i fenotyp BLNAR

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

To zréznicowanie podkreslili Clairoux i wsp.
[9], ktérzy podczas badania kanadyjskich szczepow
o fenotypie BLNAR, wyrdznili trzy grupy, przyjmujac
jako kryterium podzialu poziom opornosci na ampicy-
ling. Wartosci MIC ampicyliny w poszczegdlnych gru-
pach wynosity odpowiednio: grupa I: 0,5-1,0 ug/ml;
grupa II: 2,0-4,0 pg/ml; grupa I11: 8,0 ug/ml. Wszyst-
kie szczepy wykazywaty oporno$¢ zwiazana wylacz-
nie ze zmianami w sekwencjach aminokwasowych bia-
tek PBP3A i 3B.



MECHANIZMY OPORNOSCI HAEMOPHILUS INFLUENZAE NA ANTYBIOTYKI B-LAKTAMOWE 59

A B BLPAR H BLPACR

%

2002 2003 2004 2005 2006

B BLPAR B BLPACR

20 + -

2002 2003 2004 2005 2006

W 2001 roku Ubukata i wsp. [66] zbadali ge-
netyczne podloze zmian w biatkach PBP3 i PBP4,
ktorych efektem jest powstawanie szczepéw o feno-
typie BLNAR. Opisali oni kilka substytucji w sekwen-
cji nukleotydowej genu ftsl. Gen ten koduje biatka
PBP3A oraz PBP3B, ktore, jak si¢ podejrzewa, sa
syntetyzowane z wykorzystaniem tej samej informacji
genetycznej, ale ulegaja innym modyfikacjom post-
translacyjnym [32, 66]. Skutkiem mutacji w genie fis/
sa pojedyncze zmiany w sekwencjach aminokwa-
sowych wystepujace w poblizu waznych motywow
biatek. Analiza mutacji zaowocowata, podobnie jak we
wczesniej opisanym podziale zaproponowanym przez
Clairoux, wyrdznieniem przez Ubukatg trzech grup
bakterii o fenotypie BLNAR.

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

i BLPACR wérdd szczepdw H. influenzae izolowanych w Polsce

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

B BLNAR

2002

2003 2004 2005

2006

Rys. 2. Czgsto$¢ wystgpowania fenotypow opornosci typu BLNAR

i BLPACR wsrdd szczepdw H. influenzae izolowanych w Polsce

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4. Wielolekooporno$¢

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

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

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

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

5. Podsumowanie

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

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

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

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

Ciagte monitorowanie lekowrazliwosci drobnoustro-
jow chorobotwoérczych dostarcza wiedzy o molekular-
nych mechanizmach warunkujacych opornos¢, przez
co moze pomdc w opracowaniu szybkich metod do ich
wykrywania. Ma to istotne znaczenie w szybkim i do-
ktadnym oznaczeniu wrazliwo$ci bakterii na antybio-
tyki, co umozliwia wdrozenie skutecznej terapii ce-
lowanej. Ze wzgledu na czgste problemy z szybkim
okresleniem wrazliwo$ci drobnoustroju, czy tez nie
wykonywanie takich badan, niezmiernie wazne jest sto-
sowanie skutecznej terapii empirycznej. Dotyczy to
zwlaszcza sytuacji, w ktorych stan pacjenta wymaga
natychmiastowego wlaczenia skutecznego leczenia. Ze
wzgledu na powszechnie narastajaca oporno$¢ na an-
tybiotyki, bardzo istotne jest state §ledzenie epidemio-
logii lekoopornosci drobnoustrojow oraz badanie me-
chanizméw lezacych u jej podstaw.
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tured microorganisms and are under constant development, thus have better perspectives for use in the future. These molecular
techniques can be used to estimate both qualitative and quantitative fluctuations in a microbial population of interest and are also
helpful in estimating its complexity. In this paper, the most commonly used molecular, culture-independent, rDNA-based methods
for microbial discrimination within complex communities and their application are described.

1. Introduction. 2. rtDNA. 3. Fluorescent in situ hybrydization (FISH). 4. PCR-TGGE/DGGE. 5. ARDRA and T-RFLP. 6. RISA.

7. Conclusions

Stowa kluczowe: Identyfikacja, populacja mikroorganizmoéow, rDNA

Key words: Identification, microbial population, IDNA

1. Wstep

Identyfikacja mikroorganizméw znajdujacych sig
w ztozonych ekosystemach, takich jak zywnos$¢, prze-
wod pokarmowy, gleba czy $cieki, jest niezwykle
wazna z punktu widzenia m.in. technologii produk-
cji zywno$ci, zdrowia, ekologii i bezpieczenstwa.
Zmiana sktadu mikrobiologicznego w takich ekosys-
temach narusza ich rdwnowage i moze wywotywaé
znamienne w skutkach konsekwencje. Przyktadowo,
w technologii zywno$ci zmiana sktadu mikrobio-
logicznego, zarowno podczas produkcji, jak i w go-
towym produkcie, moze wplywac¢ na zmiang sktadu
chemicznego, zmiang wiasciwos$ci organoleptycznych
oraz funkcjonalnosci zywnosci. Z kolei naruszenie
rownowagi w $rodowisku mikroflory jelitowej moze
skutkowa¢ ryzykiem zachorowania na wiele chordb
przewodu pokarmowego.

Istnieje szereg metod stuzacych identyfikacji mi-
kroorganizméw w zlozonych ekosystemach. Réznia
si¢ one potencjalem identyfikacji, powtarzalnoscia oraz
wymaganym naktadem pracy. Metody te mozna po-
dzieli¢ na konwencjonalne — wykorzystujace hodowle

mikroorganizmow i polegajace na oznaczaniu cech
fenotypowych komorek, a takze na metody wykorzy-
stujace techniki biologii molekularnej do oznaczania
cech genotypowych, gdzie w wigkszo$ci wstepne pro-
wadzenie hodowli nie jest obligatoryjne [17]. Trady-
cyjne metody identyfikacji mikroorganizmdéw oparte
na technikach hodowlanych sa z reguty tansze i mniej
skomplikowane niz metody oparte na genotypowaniu.
Wystepuja rowniez w postaci wygodnych, zminiatury-
zowanych zestawow, jak np. zestawy API. Do niewat-
pliwych wad tych metod nalezy jednak ich niewielka
rozdzielczo$¢ (pozwalajg na rozréznienie mikroorga-
nizmoéw do poziomu rodzaju, wzglednie gatunku). Po-
nadto, tradycyjne techniki hodowlane nie pozwalaja
na identyfikacj¢ oraz skuteczne rozréznienie mikro-
organizméw posiadajacych jednoczesnie rézne geno-
typy oraz zblizone cechy fenotypowe [17].

Ponadto, w przypadku stabo poznanych mikro-
organizmow istnieje potrzeba zapewnienia specyficz-
nych wymagan pokarmowych, co wiaze si¢ z proble-
mami zdefiniowania skladu odpowiedniej pozywki
hodowlanej. Techniki polegajace na genotypowaniu
pozwalaja wigc na identyfikacje mikroorganizmow,
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niezdolnych do wzrostu in vitro w hodowli, lub dla
ktoérych warunki hodowli nie zostaly zdefiniowane.
Czestym problemem jest rowniez koniecznos¢ zacho-
wania bezwzglednie beztlenowych warunkéw podczas
hodowli i pasazowania komorek [19].

Identyfikacja mikroorganizméw wykorzystujaca
techniki biologii molekularnej pozwala na szybkie i pre-
cyzyjne okreslenie przynaleznosci filogenetycznej ba-
danego mikroorganizmu na poziomie rodzaju, gatunku,
a nawet szczepu. Techniki te opieraja si¢ gtownie na
analizie wybranych gendéw. Analiza taka odbywa sig
bezposrednio in situ, albo tez po izolacji kwasoéw
nukleinowych z komorki. Molekularna identyfikacja
mikroorganizmow odbywa si¢ najczeSciej poprzez
analize¢ rDNA, gltownie genu kodujacego 16S rRNA,
ktora to czasteczka wchodzi w sktad malej podjed-
nostki rybosomu prokariotycznego. Gen ten wystepuje
u wszystkich organizmoéw prokariotycznych, a stopien
zréznicowania jego sekwencji jest wprost proporcjo-
nalny do dystansu filogenetycznego migdzy badanymi
mikroorganizmami. Obecnie w bazach danych zgro-
madzono kilkadziesiat tysigcy wpisow sekwencji tego
genu, co pozwala na precyzyjne zidentyfikowanie wie-
lu gatunkéw i szczepdw mikroorganizméw. Analiza
rDNA wykorzystywana jest najczegsciej do identyfika-
cji mikroorganizméw pochodzacych z umiarkowanie
zroznicowanych ekosysteméw. W innych przypadkach,
szczegolnie gdy chodzi o zidentyfikowanie dwu lub
wigcej blisko spokrewnionych szczepdw, bardziej
zasadna wydaje si¢ analiza gendow kodujacych biatka,
takich jak biatka szoku cieplnego, ATPazy, dehydro-
genazy i inne [8] z powodu mniejszego zakonserwo-
wania ewolucyjnego sekwencji tych genow.

W pracy przedstawione i scharakteryzowane zo-
stana najwazniejsze i najcz¢sciej stosowane moleku-
larne metody identyfikacji mikroorganizméw 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 mikroorganizméw wykorzystujaca
techniki biologii molekularnej, a pozwalajaca na okres-
lenie sktadu jakosciowego ztozonych ekosystemow,
opiera sig¢ najczesciej na analizie sekwencji kwasow
nukleinowych. Metodyka ta pozwala na najbardziej
precyzyjne okreslenie struktury mikrobiologicznej
zlozonych ekosystemow [2].

Obecnie najczesciej wykorzystuje si¢ sekwencje
genow kodujacych czasteczki rRNA (tzw. rDNA).
Analizie poddaje si¢ geny czasteczek matej podjednost-
ki rybosomu prokariotycznego (16S rRNA) oraz duzej
podjednostki rybosomu prokariotycznego (23S rRNA).
Poniewaz w komoérkach wystepuje wiele kopii genow
rRNA, a ponadto zawieraja one zaréwno regiony kon-
serwatywne, jak i wysoce zmienne, stanowia one
idealny wyznacznik zmiennosci filogenetycznej. RoOw-
niez brak poziomego transferu tych genéw miedzy ko-
morkami oraz dtugos¢ tych fragmentow (ok. 1500 pz
dla 16S oraz ok. 3000 pz dla 23S rRNA) stanowia
o uzytecznosci tych sekwencji przy identyfikacji mikro-
organizméw [3].

Dzigki istnieniu stale rozwijajacych si¢ i darmo-
wych baz danych zawierajacych wpisy sekwencji
rDNA, przy zastosowaniu odpowiedniego oprogramo-
wania (pozwalajacego np. na wyprobowanie specyficz-
nosci sond molekularnych in silico) mozna w sposob
kompleksowy zaprojektowaé doswiadczenia stuzace
analizie porownawczej badanych mikroorganizmow.
Wyniki takich badan pozwalaja na precyzyjne rozroz-
nienie pozycji filogenetyczej mikroorganizmow zasie-
dlajacych dany ekosystem [2].

3. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ jest sprawna i
wysoce specyficzng technika identyfikacji pojedyn-
czych komorek drobnoustrojow w ich naturalnym $ro-
dowisku. W tej metodzie identyfikacja mikroorganiz-
moéw zachodzi dzigki hybrydyzacji oligonukleotydowej
sondy molekularnej o znanej sekwencji z fragmentem
genomu badz transkryptomu badanych komorek [11].
Sonda molekularna najczegsciej znakowana jest czas-
teczka fluorochromu, co umozliwia bezposrednia detek-
cj¢ przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego badz
zautomatyzowana analizg iloSciowa z wykorzystaniem
cytometru przeplywowego. Nalezy zauwazy¢, iz spe-
cyficznos¢ hybrydyzacji uzalezniona jest catkowicie
od sekwencji sondy [6].

Sekwencja docelowa hybrydyzacji w badaniach nad
sktadem mikrobiologicznym ekosystemow jest najczes-
ciej czasteczka 16S rRNA. Standardowe postgpowanie
obejmuje wstegpne przygotowanie i permeabilizacjg ko-
morek, hybrydyzacjg, wymywanie nadmiaru niezwia-
zanej sondy oraz detekcj¢ sygnatu. Sonda molekularna
to czasteczka oligonukleotydowa, najczgéciej o dhu-
gosci od 15 do 30 nukleotyddéw, znakowana na jednym
badZ z obu koncéw znacznikiem fluorescencyjnym.
Sondy najczesciej znakowane sg bezposrednio przez
przytaczenie czasteczki fluorochromu. Do najczgsciej
stosowanych znacznikdéw naleza pochodne fluoresceiny
(np. FITC), pochodne rodaminy (np. TRITC), Texas
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Red oraz barwniki karbocyjaninowe (np. Cy3 i Cy5).
Sonda znakowana moze by¢ réwniez posrednio — w ta-
kim przypadku czasteczka reporterowa (np. digoksyge-
nina) wiazana jest przez znakowane fluorescencyjne
specyficzne przeciwciato [11]. W toku jednej analizy
mozna stosowaé wiele rd6znokolorowych sond mole-
kularnych, co pozwala na uwidocznienie i identyfika-
cje kilku rodzajow, gatunkéw badz szczepdéw mikro-
organizméw rownoczesnie [1].

Pomimo wielu zalet, metoda FISH nie jest jednak
wolna od wad. Po pierwsze, nie wszystkie komorki
bakteryjne moga z tatwo$cia podlegaé permeabilizacji
przeprowadzanej na podstawie powszechnie uzywa-
nych protokotéw metodologicznych. Po drugie, wyko-
rzystanie sondy dla czasteczki 16S rRNA znakowane;j
na jednym koncu ogranicza wykorzystanie techniki
FISH wytacznie do identyfikacji bakterii o malej licz-
bie rybosomow. Ponadto trudno$ci moze wywolywac
konieczno$¢ dostosowywania warunkow hybrydyza-
cji dla szczepow nowoodkrytych. Efektywnos¢ hybry-
dyzacji moze réwniez zaleze¢ od stopnia skompliko-
wania struktury rybosomu. W przypadku rybosomoéw
o zwartej strukturze, zdolno$¢ sondy molekularnej do
hybrydyzacji moze by¢ ograniczona, co w efekcie
moze dawaé¢ wyniki fatszywie negatywne [18].

Technike fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ za-
stosowano w wielu badaniach z dziedziny technologii
zywnosci. Postuzyta ona m.in. do okreslenia sktadu
mikrobiologicznego populacji zasiedlajacej satatki
warzywne pakowane w atmosferze modyfikowane;j,
a takze pozwolita na detekcj¢ bakterii z rodzaju Lis-
teria w mleku [15]. Zastosowano ja rowniez do identy-
fikacji bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych
z wina. FISH zastosowano takze do wytypowania
szczepOdw o wilasciwosciach probiotycznych sposrod
297 izolatoéw bakterii z rodzaju Lactobacillus [17].

Technika FISH znajduje szerokie zastosowanie
w analityce medycznej. Sonda molekularna znakowana
Cy3 zostala wykorzystana do identyfikacji krgtkow
z rodzaju Treponema, odpowiedzialnych za wywo-
tywanie zmian zapalnych w obrgbie skory palcow
w przebiegu kity. Inne sondy oligonukleotydowe zna-
kowane fluorescencyjnie zostaty uzyte do identyfika-
cji bakterii Porphyromonas gingivalis, Bacteroides
forsythus oraz Prevotella intermedia pochodzacych
z ptytki nazebnej powstalej w przebiegu zapalenia
przyzebia. Technike tg¢ uzyto réwniez do okreslenia
i monitorowania sktadu mikroflory jamy ustnej, w ob-
rebie ktorej dla wielu mikroorganizméw nie opraco-
wano jak dotad warunkéw hodowli [11]. Z powodow
zdrowotnych i bezpieczenstwa zdrowotnego, ogromna
rolg petni stabilny i zrownowazony sklad mikroflory
jelitowej. Analiza skfadu mikrobiologicznego mikro-
flory jelitowej cztowieka dotyczy najczesciej katu.
FISH pozwala na identyfikacje¢ i detekcje szczepow

patogennych dla czlowieka (np. Salmonella) oraz
przyktadowo umozliwia detekcjg obecnosci szczepow
probiotycznych, co pomaga w ocenie aktywnosci i sku-
teczno$ci preparatow probiotycznych. Hybrydyzacja
in situ moze stuzy¢ roéwniez do identyfikacji mikroor-
ganizméw wywotujacych zakazenia gornych i dolnych
drog oddechowych, takich jak np. Haemophilus influen-
zae. Metode t¢ wykorzystuje si¢ rowniez do detekcji
patogenow wywotujacych zakazenia w przebiegu mu-
kowiscydozy (np. Pseudomonas aeruginosa, Strepto-
coccus pyogenes i Candida albicans) [11].

FISH znajduje réwniez zastosowanie w medycynie
weterynaryjnej do detekcji i1 identyfikacji mikro-
organizméw patogennych dla bydta i trzody chlewne;j,
takich jak Brachyspira pilosicoli oraz Serpulina inter-
media. Technika ta stanowi uzyteczne narzedzie do
wykrywania i filogenetycznego klasyfikowania pato-
gendw porazajacych uprawy roslinne np. Clavibacter
michiganensis oraz Ralstonia solanacearum atakuja-
cych uprawy ziemniaka [11].

Technik¢ FISH z powodzeniem wykorzystano row-
niez w analizie sktadu mikrobiologicznego bakterio-
planktonu wody morskiej oraz w badaniach limno-
logicznych nad wystepowaniem bakterii siarkowych
spokrewnionych z bakteriami Desulfocapsa thiozymo-
genes [1]. Metodg tg stosowano rowniez w monitoringu
wodociagowej wody pitnej oraz do analizy mikrobiolo-
gicznej biofilmu powstajacego wewnatrz rur wodocia-
gowych pod katem wystepowania bakterii z rodzaju
Aquabacterium [11]. Ponadto technik¢ FISH mozna
wykorzysta¢ do identyfikacji mikroorganizméw i ob-
serwacji fluktuacji w sktadzie jako$ciowym osadu
czynnego uzywanego w procesie oczyszczania $cie-
kéw. Technika hybrydyzacji in situ postuzyta takze do
identyfikacji obligatoryjnie symbiotycznych bakterii
zasiedlajacych organizmy eukariotyczne, np. bakterii
z rodzaju Holospora zasiedlajacych komorki orzgs-
kéw Paramecium caudatum oraz bakterii nitryfikacyj-
nych zyjacych w symbiozie z trzcing cukrowa [11].

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ stanowi pre-
cyzyjne i wygodne narzedzie umozliwiajace szybka
i wiarygodna identyfikacj¢ obecnosci, liczby i dystrybu-
cji mikroorganizmoéw w ztozonych populacjach. Tech-
nika ta, jakkolwiek nie wolna od wad, stanowi dosko-
naly $rodek do badania zlozonych mikrobiologicznie
ekosystemow. Stuzy zar6wno badaniom z zakresu ana-
lityki medycznej, gdzie pozwala na szybkie i precyzyj-
ne stwierdzanie obecnosci mikroorganizméw patogen-
nych, jak badaniom z zakresu ekologii $rodowiska,
gdzie umozliwia monitorowanie procesow technolo-
gicznych uzdatniania wody. Spektrum zastosowania tej
techniki jest bardzo szerokie. Pozwala ona na badania
jakosciowe i ilosciowe, zarowno z wykorzystaniem mi-
kroskopu fluorescencyjnego z analiza ikonograficzna,
jak 1 przy zastosowaniu cytometrii przeptywowe;.
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4. PCR-TGGE/DGGE

Technika PCR potaczona z rozdziatem elektrofore-
tycznym w gradiencie czynnika denaturujacego (tem-
peratury lub chemicznego), stanowi jedna z metod
okre§lanych mianem tzw. genetycznego odcisku pal-
ca (genetic fingerprinting). Techniki te pozwalaja na
okreslenie profilu jako§ciowego i zré6znicowania w ob-
rebie populacji mikroorganizméw [13].

Przedmiotowa metoda polega na rozdziale elektro-
foretycznym w gradiencie temperatury badz czynnika
denaturujacego, zamplifikowanych w toku PCR frag-
mentow DNA o réwnej dtugosci, ale roznej sekwencji.
Rozdzial takich fragmentdéw oparty jest na zjawisku
zmniejszonej migracji czgsciowo zdenaturowanych
czasteczek DNA w zelu poliakryloamidowym zawiera-
jacym liniowy gradient czynnika denaturujacego (naj-
czesciej mieszaniny mocznika i formamidu), wzglednie
poddanego dzialaniu liniowego gradientu termiczne-
go. Topnienie dwuniciowej czasteczki DNA zachodzi
domenowo, a uzaleznione jest catkowicie od jej se-
kwencji. W momencie gdy domena o najnizszej tem-
peraturze topnienia (T ) osiagnie ja w danym
miejscu na zelu, struktura podwdjnej helisy ulegnie
denaturacji i migracja takiej czasteczki ulegnie spowol-
nieniu. Rdznice w sekwencji badanego fragmentu DNA
skutkuja r6znicami w temperaturach topnienia poszcze-
gdlnych domen w obrgbie tego fragmentu i w efekcie
rozna jest odlegto$¢, na jaka migruja czasteczki pod-
czas rozdziatu elektroforetycznego [13].

Technika TGGE/DGGE pozwala na wykrycie ok.
50% roznic w sekwencjach badanego genu, o ile jego
dtugos¢ nie przekracza ok. 500 p.z. Skuteczno$¢ te
mozna zwigkszy¢ niemal do 100% przez wzbogacenie
sekwencji w krotki 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 koncu 5’ jednego ze star-
terow PCR i tym samym wprowadzona do amplikonu.
Pozwala to na podwyzszenie temperatury topnienia
jednego z koncoéw analizowanej sekwencji, co zapo-
biega calkowitej denaturacji badanej czasteczki DNA
w toku elektroforezy [13].

Rozdziat elektroforetyczny uwidacznia si¢ barwni-
kami fluorescencyjnymi (np. bromkiem etydyny, SYBR
Green) 1 ocenia wykorzystujac transiluminator UV. Alter-
natywnie mozna stosowac barwienie solami srebra [13].

Technike PCR potaczona z rozdzialem elektro-
foretycznym w gradiencie termicznym lub gradiencie
czynnika denaturujacego z powodzeniem stosuje si¢
w badaniach nad detekcja i identyfikacja filogenetycz-
na mikroorganizméw w ztozonych ekosystemach.
Sekwencja docelowa dla PCR w takich badaniach
jest najczesciej fragment genomu kodujacy czasteczki
rRNA (rDNA).

Analiza genow kodujacych czasteczki 16S rRNA,
stuzaca badaniu zréznicowania w obrgbie populacji
mikroorganizmow, znalazta zastosowanie w techno-
logii zywno$ci m.in. do analizy sktadu mikrobiologicz-
nego kultur starterowych w przemysle fermentacyjnym,
a takze sktadu jakosciowego kultur bakterii kwasu mle-
kowego wykorzystywanych do produkcji seréw i in-
nych produktéw fermentowanych [17]. Ponadto, tech-
nika ta postuzyla do wskazania roznic w skladzie
mikrobiologicznym populacji zasiedlajacych ryzosfere
ziemniaka transgenicznego i tradycyjnego [13]. Tech-
nika ta okazata si¢ uzyteczna rowniez w badaniach nad
wplywem introdukcji preparatow probiotycznych na
zmiany jako$ciowe w obrgbie mikroflory jelitowe;j
cztowieka [8]. Inne badania wykorzystujace technike
PCR-TGGE/DGGE pozwolity na oceng dystrybucji
bakterii nitryfikacyjnych w nadmorskich wydmach.
Rowniez w badaniach limnologicznych metodyka ta
znalazla zastosowanie, a mianowicie w badaniu obec-
no$ci Archea w polodowcowych zbiornikach wodnych
w Norwegii [12]. Przedmiotowa technika moze by¢
zastosowana w ocenie zréznicowania filogenetycznego
i sktadu iloSciowego mikroorganizmow w obrebie
mikroflory jelitowej czlowieka [16], a takze zwierzat
hodowlanych — trzody chlewnej, bydta i drobiu [19].
Stosuje si¢ ja rowniez do detekcji szczepow z rodzaju
Actinomyces z populacji mikroorganizméw pochodza-
cych z réznych probek gleby. Technika PCR-TGGE/
DGGE znajduje szerokie zastosowanie w badaniach
nad ekologia mikroorganizméw, m.in. w analizie dyna-
miki zmian ilosciowych i jako$ciowych w populacjach
mikroorganizméw wywolanych zmianami zachodzacy-
mi w $rodowisku. Technika ta postuzyta do oceny se-
zonowych fluktuacji sktadu bakterioplanktonu u wy-
brzezy Antarktyki [12].

Technika identyfikacji mikroorganizméw w zlo-
zonych populacjach z wykorzystaniem amplifikacji
sekwencji rDNA potaczonej z rozdzialem elektrofo-
retycznym w gradiencie termicznym lub gradiencie
chemicznego czynnika denaturujacego jest metoda
niezawodna, szybka i tania, a takze gwarantujaca po-
wtarzalno$¢ wynikéw. Pozwala na jednoczesne anali-
zowanie wielu prob, co w badaniach ekologicznych,
badaniach dotyczacych sktadu mikrobiologicznego
zywnosci czy tez w doswiadczeniach z dziedziny anali-
tyki medycznej stanowi niezaprzeczalna zalete. Nalezy
jednak zwroci¢ uwagg na wady tej techniki, do ktorych
naleza formowanie heteroduplekséw DNA, ograni-
czona zdolno$¢ rozdzielcza dla fragmentéow DNA
pochodzacych ze szczepow slabo reprezentowanych
w danej populacji oraz brak wysokiej zdolno$ci roz-
dzielczej dla matych fragmentéw DNA [12]. Ponadto
nalezy zauwazy¢, iz na wyniki analizy ma réwniez
wplyw liczba cykli amplifikacji zaprogramowana dla
danej analizy PCR. Im wigksza bowiem liczba cykli
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amplifikacji, tym wigksze prawdopodobienstwo, ze
zachodzi¢ bedzie rehybrydyzacja czasteczki DNA
uniemozliwiajaca hybrydyzacjg starterow, co w efekcie
moze skutkowaé zafatszowaniem wynikow. Problem
ten dotyczy w szczegolnosci prob stabo reprezento-
wanych w badanej populacji, dlatego zaleca si¢ stoso-
wanie jak najmniejszej liczby cykli PCR [4].

5. ARDRA i T-RFLP

Analiza restrykcyjna zamplifikowanych fragmentow
rDNA (ARDRA) oraz jej odmiana — T-RFLP, czyli
analiza polimorfizmu dtugos$ci terminalnych fragmen-
tow restrykcyjnych, sa kolejnymi metodami tzw. ge-
netycznego odcisku palca. Techniki te stluza szybkiej
oceny sktadu jakosciowego ztozonych populacji mikro-
organizmow. Technika ARDRA polega na analizie
restrykcyjnej zamplifikowanych w toku PCR frag-
mentéw genomu kodujacych czasteczki 16S rRNA.
W pierwszym etapie analizy, fragmenty rDNA zostaja
zamplifikowane z wykorzystaniem uniwersalnych
starteré6w dla rDNA. W drugim etapie, produkty PCR
poddaje si¢ trawieniu enzymami restrykcyjnymi roz-
poznajacymi motywy czteronukleotydowe. Produkty
trawienia rozdziela si¢ elektroforetycznie na zelach
agarozowych lub poliakryloamidowych o wysokiej roz-
dzielczosci. W ten sposob roznice w sekwencji gendw
rRNA wynikajace z dystansu filogenetycznego mikro-
organizmoéw tworzacych badany ekosystem, przekta-
daja si¢ na obraz na zelu i moga by¢ interpretowane
pod katem skladu jakosciowego takiej populacji [9].
W omawianej metodzie, szczegdlnie wazna rolg peini
odpowiedni dobdér enzymdw restrykcyjnych, ponie-
waz ma on decydujacy wptyw na rozdzielczo$¢ i zdol-
no$¢ roznicujaca rozdziatlu elektroforetycznego [14].

Glowna zaleta tej metody jest wygoda i stosunkowo
niewielki naktad pracy potrzebny do jej wykonania.
Pozwala ona na monitorowanie zmian iloSciowych
w ztozonych populacjach mikroorganizméw. Nie daje
jednak informacji na temat sktadu jakosciowego po-
pulacji, poniewaz jako wynik otrzymuje si¢ obraz
elektroforetyczny dajacy ogolne pojecie o réznorod-
no$ci na poziomie rodzajow, gatunkow czy tez szcze-
pow ja tworzacych [14]. Stad istnieje potrzeba stoso-
wania metody alternatywnej, uzupeitniajacej metodyke
ARDRA w zakresie identyfikacji jakosciowej. Techni-
ka taka jest T-RFLP, ktora opiera si¢ na analizie restryk-
cyjnej produktéw PCR znakowanych fluorescencyjnie,
co mozliwe jest dzigki wykorzystaniu starterow oligo-
nukleotydowych znaczonych czasteczka fluorochromu
na koncach 5°. Odczyt obrazu po rozdziale elektro-
foretycznym odbywa si¢ automatycznie, a przedsta-
wia on wylacznie pozycje fragmentéw terminalnych.
Obraz taki poréwnuje si¢ z istniejagcymi bazami da-

nych i w ten sposob mozna wnioskowac o strukturze
jako$ciowej badanej populacji mikroorganizméw [8].

Analiza ARDRA z powodzeniem postuzyta do oce-
ny zréznicowania mikrobiologicznego w obrgbie danej
populacji, bez wnikania w jej szczegotowy sktad jakos-
ciowy, tzn. okre$§lania obecnos$ci konkretnych gatunkow
lub szczepow mikroorganizmow. Technike te¢ stosowa-
no przy ocenie zmian w populacji mikroorganizméw
zasiedlajacych glebe pod wplywem emisji do $srodo-
wiska substancji szkodliwych. Metodg t¢ uzyto rowniez
do oceny stopnia podobienstwa populacji zasiedlaja-
cych probki gleby z réznych zrodet. ARDRA moze
réwniez shuzy¢ do oceny struktury genetycznej popula-
cji nalezacej do okreslonej grupy filogenetycznej [14].
Technikg T-RFLP stosuje si¢ w celu szczegoétowej ana-
lizy sktadu mikrobiologicznego populacji pochodza-
cych z réznych zrédet. Wykorzystano ja m.in. do
okreslenia sktadu mikrobiologicznego kultur startero-
wych do produkcji zywnosci fermentowanej. Ponadto,
technika ta znalazta zastosowanie w wyodrebnieniu
35 szczepow bakterii Lactobacillus delbrueckii ssp.
lactis 1 L. delbrueckii ssp. bulgaricus w tychze kultu-
rach [17]. T-RFLP postuzyta takze do wskazania przy-
naleznosci filogenetycznej mikroorganizméw zasiedla-
jacych przewod pokarmowy termitéw. Dzigki T-RFLP
mozna rowniez okresli¢ i monitorowaé dynamike
zmian w sktadzie mikrobiologicznym osadu czynnego
w oczyszczalniach $ciekow, a takze réznicowac probki
gleby z roznych zrodet pod katem obecnosci specy-
ficznych grup mikroorganizméw [8].

Wyzej opisane metody detekc;i i identyfikacji mikro-
organizmow w ztozonych ekosystemach w pozytyw-
ny sposob stuza zaro6wno monitorowaniu zmian ilos-
ciowych i okreslaniu struktury genetycznej populacji
(ARDRA), jak i Scistej identyfikacji filogenetycznej
drobnoustrojow tworzacych dana populacjg (T-RFLP).
Metody te sprawdzaja si¢ najlepiej w badaniach porow-
nawczych miedzy populacjami pochodzacymi z roz-
nych zrdédet. Technika T-RFLP pozwala na identyfika-
cje mikroorganizméw do poziomu rodzaju, gatunku,
anawet szczepu. Ponadto, dzigki istnieniu systematycz-
nie aktualizowanych baz danych, stanowi znakomite
narzedzie o ciagle wzrastajacym potencjale, stuzace do
badan nad struktura mikrobiologiczna ekosystemow [10].

6. RISA

Analiza dhugosci sekwencji migdzygenowej (tzw.
spacer) TDNA jest kolejna metoda umozliwiajaca
identyfikacje mikroorganizméw wchodzacych w sktad
populacji danego ekosystemu. RISA polega na analizie
polimorfizmu dtugosci sekwencji fragmentu taczniko-
wego DNA wystepujacego migdzy genami 16S oraz
23S rRNA w genomie bakteryjnym [14].
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Fragment lacznikowy DNA potozony pomigdzy
genami 16S oraz 23S rRNA jest fragmentem o wyso-
kim polimorfizmie dlugosci sekwencji, dlatego tez
moze by¢ wykorzystywany do identyfikacji mikro-
organizméw. Fragment ten na koncach 3’ 1 5’ zawiera
sekwencje rozpoznawane przez rybonukleaze III, po-
migdzy ktérymi znajduje si¢ fragment boxA zapobiega-
jacy przedwczesnej terminacji transkrypcji. W obrgbie
fragmentu intergenowego moga znajdowaé si¢ row-
niez geny tRNA, jednak jest to cecha specyficzna ga-
tunkowo. Region migdzygenowy zawiera nie wigcej niz
50% sekwencji petnigcych okreslone funkcje w ope-
ronie, reszt¢ natomiast stanowia sekwencje niekodu-
jace, narazone na cz¢ste mutacje insercji i delecji.
Dzigki temu region 6w znakomicie nadaje si¢ do r6zni-
cowania mikroorganizméw przez okreslenie polimor-
fizmu dtugosci sekwencji [7].

Pierwszym etapem analizy jest przeprowadzenie
PCR, w toku ktérej zamplifikowany zostaje fragment
facznika migdzygenowego wraz z krotkim fragmentem
genu 16S rRNA i 23S rRNA, dajac w efekcie ampliko-
ny o dtugosci od kilkuset do ok. 1500 pz o dodatkowo
zwigkszonej polimorficzno$ci. Nastgpnie produkty PCR
poddaje si¢ rozdziatowi elektroforetycznemu w zelach
agarozowych lub poliakryloamidowych [7].

Z uwagi na wysoki polimorfizm dhugosci sekwen-
cji tacznika miedzygenowego, réznice wystepuja mig-
dzy bardzo blisko spokrewnionymi mikroorganizma-
mi, a nawet w obrebie tej samej komorki, gdy dany
operon wystepuje w wielu kopiach. Dzigki temu, tech-
nika RISA stanowi wyjatkowo uzyteczne narzedzie
do okreslania struktury populacji mikroorganizméow
tworzacych dany ekosystem [7].

Przedmiotowa technik¢ wykorzystano m.in. w bada-
niach nad wptywem zmian w $rodowisku wywotanych
emisja substancji toksycznych na sktad jakosciowy po-
pulacji mikroorganizmow zasiedlajacych to srodowis-
ko. RISA znalazta zastosowanie rowniez w badaniach
poréwnawczych sktadu mikrobiologicznego gleby po-
chodzacej z roznych zrodet [14].

Ponadto, metodg tg zastosowano do oceny chwilo-
wych i trwatych fluktuacji w populacji mikroorganiz-
moéw tworzacych bakterioplankton wystepujacy w otwar-
tych wodach oceanicznych. Co wigcej, technike te
uzyto rowniez do okreslenia sktadu bakterioplanktonu
w zaleznos$ci od glebokosci, na ktorej wystepuje [7].

Analiza polimorfizmu dhugosci sekwencji tacznika
migdzygenowego stanowi uzyteczne narzedzie do oce-
ny skladu mikrobiologicznego badanych populacji.
Dzigki temu, Ze jest niezawodna i fatwa w wykonaniu,
analiza ta znalazta wszechstronne zastosowanie w ba-
daniach nad niemal wszystkimi rodzajami bakterii,
réwniez nad archea. Technika ta jest uzyteczna w wielu
dziedzinach, w ktérych wykorzystuje sig analizy mikro-

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

Nalezy wspomnie¢ réwniez o wadach tej metody,
do ktérej przede wszystkim nalezy nieprzewidywal-
no$¢ réznic migdzygatunkowych w sekwencji frag-
mentu tacznikowego. Réznice w sekwencji moga wy-
nika¢ z duzego dystansu filogenetycznego, moga
jednak wystepowaé w obrgbie jednego szczepu lub
nawet jednej komorki. Z tego wzgledu zaleca sig stoso-
wanie techniki RISA do analizy sktadu jako$ciowego
mato zréznicowanych rodzajowo i gatunkowo popu-
lacji mikroorganizmow [7].

7. Podsumowanie

Molekularne metody identyfikacji mikroorganiz-
méw w ztozonych ekosystemach pozawalaja na szyb-
kie, wiarygodne i precyzyjne badanie struktury popu-
lacji mikroorganizméw tworzacych dany ekosystem.
W poréwnaniu z tradycyjnymi metodami hodowlany-
mi, pozwalaja na zmniejszenie naktadu pracy oraz daja
wigksze mozliwosci modyfikacji metodologii.

Wyzej opisane techniki pozwalaja na oceng struk-
tury populacji mikroorganizméw, oceng zmian ewolu-
cyjnych w jej obrebie, a takze na okreslenie ztozonos-
ci populacji bez potrzeby przeprowadzania hodowli
mikroorganizméw. Moga one postuzy¢ do detekcji
wybranych drobnoustrojéw w danym ekosystemie, jak
réwniez pozwalaja na okreslenie roli danego mikro-
organizmu w populacji i tym samym moga wskazywac
na konsekwencje fluktuacji w jej sktadzie jakoscio-
wym. Wiele z opisanych metod wykorzystuje technike
PCR, przez co sa szybkie, precyzyjne i daja wysoce
jednoznaczne wyniki. Dzigki wykorzystaniu ciagle
aktualizowanych baz danych, stwarzaja rowniez moz-
liwosci standaryzacji metodyki [8].

Metody te jednak nie sa pozbawione wad. Do naj-
wazniejszych nalezy zaliczy¢ bledy generowane przez
technik¢ PCR, niska detekcj¢ mikroorganizméow stabo
reprezentowanych w danej populacji, a takze ryzyko
niezamierzonego zaklocenia sktadu populacji izolowa-
nej ze srodowiska o skomplikowanej strukturze (np.
z zywnos$ci, dna morskiego itp.). Istnieje rowniez
ryzyko uwzglednienia obecnos$ci mikroorganizméw
martwych w populacji, poprzez przedostania si¢ do
prob DNA martwych komorek [8].

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, iz metody identyfi-
kacji mikroorganizméw wykorzystujace zdobycze bio-
logii molekularnej stanowia stale poszerzajace sig
i podlegajace ulepszeniom grono technik analitycznych,
ktore dzigki swej prostocie, wiarygodnosci i precyzyj-
nosci, stuza badaniom mikrobiologicznym w zakresie
wszystkich dziedzin nauk przyrodniczych.
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Recenzje ksiqiek

»Reagowanie systemu zdrowia publicznego

na bron biologiczna i chemiczna: 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 ukazato si¢ w 1970 r.
Byt to czas, kiedy USA jednostronnie oglosity zaprzestanie ba-
dan, konstruowania, produkcji i zniszczenie zmagazynowanych
zapasow broni biologicznej. Stopniowo do tej inicjatywy dota-
czyly prawie wszystkie kraje 1 uchwalily odpowiednia konwen-
cje. Potrzeba bylo uptywu kolejnych kilku lat, by taki sam los
spotkal i bron chemiczna. Wydawato sig, ze wszelkie rodzaje
broni masowej zaglady przejda do historii jako relikty dwoch
wojen $wiatowych i dlugiego okresu zimniej wojny.

Niestety, juz u progu nowego stulecia ludzko$¢ weszta
W nowa, niespotykana dotychczas pod wzgledem zasiggu i roz-
miardéw, er¢ terroru organizowanego przez migdzynarodowe
organizacje przestgpcze. Z réznych pobudek przyjety one jako
forme walki sianie bezwzglednego terroru wszelkimi dostgpnymi
srodkami, w tym przy uzyciu broni biologicznej i chemiczne;j.

WHO uznala wigc za konieczne przeredagowanie na nowo
przewodnika z 1970 r., z uwzglednieniem dos$wiadczen ludz-
kosci zgromadzonych w okresie ostatnich 30 lat, a szczeg6lnie
z okresu przetlomu wiekoéw. Doswiadczenia z terroryzmem biolo-
gicznym i chemicznym ilustruja atak sarinem w Tokio w 1995 r.
i ataki waglikowe w USA w 2001 r. Doswiadczenia te wska-
zuja, ze ataki nawet o tak ograniczonej skali moga mie¢ glgboki
ogo6lnoswiatowy oddzwigk i odstaniaja stabos¢ podejmowanych
przedsigwzigé zaradczych.

W ocenie tych przedsigwzig¢ podkresla sig brak szybkiego
monitoringu bakteriologicznego, zbyt pdzne rozpoznanie kli-
nicznych postaci waglika oraz rozpoczgcie akcji informowania
spoteczenstwa o tym zagrozeniu. Podkresla si¢ tez, ze w pla-

nach przedsigwzi¢¢ Centrum Zwalczania Choréb w USA nie
uwzgledniano w ogdle mozliwos$ci przesytania przez terrorystow
w listach sproszkowanych przetrwalnikéw laseczek waglika.
Zastrzezenie to jest o tyle istotne, ze od szeregu lat notowano w
USA wiele przypadkow ,,zartow” z przesylaniem listow zawie-
rajacych pozorowane sproszkowane zarazki.

Tres$¢ przewodnika w thumaczeniu polskim zawarta jest na
328 stronach i zgodnie z oryginatem podzielona na 6 rozdziatlow
oraz 7 obszernych anekséw. Poza przedmowa i innymi dodatka-
mi, kolejne rozdziaty zatytutowane sa nastgpujaco:
1. Wprowadzenie;
2. Ocena zagrozenia w odniesieniu do zdrowia publicznego;
3. Czynniki biologiczne i chemiczne;
4. Przygotowanie zdrowia publicznego i reagowanie;
5. Aspekty prawne;
6. Migdzynarodowe zrodta pomocy.

Wigksza czg$¢ tresci przewodnika wypetnia 7 aneksow za-
tytutowanych kolejno:
Czynniki chemiczne;
Toksyny;
Czynniki biologiczne;
Podstawy ochrony;
Ostrzezenia przed sabotazem w stosunku do wody pitnej,
zywnosci 1 innych produktow;
Zrodta informowania;
7. Afiliacja panstw bedacych cztonkami WHO do migdzynaro-

dowych umow o broni biologicznej i chemiczne;j.

Nk WD =

o

Przewodnik w tlumaczeniu na jezyk polski wydat Osro-
dek Diagnostyki i Zwalczania Zagrozen Biologicznych Woj-
skowego Instytutu Higieny i Epidemiologii (24-100 Putawy,
ul. Lubelska 2).

O szczegotach dotyczacych zakupu przewodnika mozna uzy-
ska¢ informacje pod telefonem 0 81 5519803.

Prof. dr hab. Jerzy Mierzejewski,
ul. Wojska Polskiego 5 m. 4 24-100 Putawy
e-mail: mierjer@poczta.omet.pl
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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Mikrobiologii zamieszczaja artykuly przegladowe
ze wszystkich dziedzin mikrobiologii nie drukowane w innych
czasopismach oraz w dziale Nowosci Wydawniczych recenzje
nowych ksiazek z zakresu mikrobiologii i nauk pokrewnych,
ktore ukazuja si¢ w Polsce. Artykuly drukowane w Postepach
Mikrobiologii nie moga by¢ bez zgody Redakcji publikowane
w innych periodykach.

1. Sposob przygotowania manuskryptu
1.1. Tekst

Prace nalezy przysyta¢ 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 ptytach CD lub DVD. Do dyskietki powinny by¢
dotaczone 2 egz. tekstu artykutu catkowicie zgodnego z zapisem
elektronicznym. Objgto$¢ pracy nie powinna przekraczaé wraz
z piSmiennictwem i ilustracjami 30 stron maszynopisu. Maszy-
nopis powinien by¢ jednostronny (wielko$¢ czcionki 12, odstep
pomigdzy wierszami 1,5), z numeracja stron. Po tytutach wydzie-
lonych nie nalezy stawia¢ kropek. Na oddzielnej stronie (strona
tytutowa) nalezy poda¢ tytul pracy, pod nim w pelnym brzmieniu
imiona i nazwiska autoréw, adresy autoréw 1 afiliacje, telefony
oraz e-mail z zaznaczeniem autora korespondencyjnego, spis
tresci (tytuly poszczegdlnych rozdziatldw) oraz kilka (nie wigcej
jak pig¢) stow kluczowych (keywords). Tytut pracy, spis tresci
i stowa kluczowe nalezy powtorzy¢ w jezyku angielskim. Stowa
kluczowe moga badz nie pojawiac si¢ w tytule pracy — nalezy je
poda¢ w porzadku alfabetycznym. W przypadku prac kierowa-
nych do dziatu ,,Publikacje metodyczne i standardy” prace przy-
gotowane wg. wyzej wymienionych wytycznych nalezy przestaé
na adres Redaktora Dziatu. Praca powinna konczy¢ sig krotkim
podsumowaniem, zawierajacym najistotniejsze elementy tresci.
Na oddzielnej stronie nalezy dotaczy¢ krotkie streszczenie pracy
w jezyku angielskim (maksymalnie 250 stow). Tekst pracy po-
winien by¢ zgodny z zaleceniami szczegotowymi Redakcji.

Przestane do redakcji prace winny by¢ napisane poprawna
polszczyzna. Redakcja rekomenduje P.T. Autorom Stownik
Poprawnej Polszczyzny (red. Witold Doroszewski, Halina
Kurkowska, Wydawnictwo Naukowe PWN. Warszawa, 1998)
jako pomoc w redagowaniu tekstu. Jakkolwiek Postepy Mikro-
biologii sa polskojezyczne, nie wyklucza si¢ druku prac, napisa-
nych w jezyku angielskim.

1.2. Ilustracje

Tabele i rysunki powinny by¢ dostarczone w wersji elektro-
nicznej oraz w formie wydruku z drukarki laserowej lub atramen-
towej. Maksymalne rozmiary rysunkéw planowanych w artykule
w jednej szpalcie nie powinny przekraczac¢ 7,5 cm x 16 cm (szer./
wys.), a zaplanowanych w obszarze dwoch szpalt 11 cm x 21 cm
(szer./wys.). Szerokos¢ planowanych tabel nie powinna przekra-
cza¢ rozmiaréw rysunkow (odpowiednio 7,5 cm lub 11 cm),
a ich wysoko$¢ nie powinna by¢ wigksza od 10 cm, niezaleznie
od zaplanowanej szerokosci tabeli.

W maszynopisach nie nalezy pozostawia¢ wolnych miejsc na
rysunki i zdjecia, a tylko na kopii zaznaczy¢ miejsce, w ktorym

powinny by¢ umieszczone, np. tab. 1, rys. 1. Liczbg rysunkow
i tabel nalezy ograniczy¢ do istotnie niezbgdnej ilosci. Te same
wskazowki odnosza si¢ do pojedynczych wzoréw chemicznych.
Kazda tabela powinna by¢ oznaczona kolejnym numerem rzym-
skim oraz mie¢ nagtdéwek opisujacy jej tres¢. Na osobnej kartce
nalezy zalaczy¢ spis z objasnieniami jakie powinny si¢ znalez¢
pod rysunkami lub z uwaga ,,objasnienia w tekscie”. Pod-
pisy pod wykresami, rysunkami, zdjgciami nalezy umiesci¢ na
osobnej stronie.

1.2.1. Elektroniczne wersje ilustracji

Pliki cyfrowe zawierajace ilustracje akceptowane do druku
nalezy przygotowac zgodnie z zaleceniami Redakcji. Ilustracje
we wstepnej wersji artykulu przeznaczonej dla recenzentow
moga by¢ dostarczone jako pliki PDF, ale w wersji ostatecznej
do druku musza by¢ dostarczone jako pliki TIFF albo EPS. Pliki
pochodzace z programu Power Point akceptowane sa jedynie
w wersji ilustracji czarno biatej. Wszystkie rysunki (oprocz czar-
no biatych z programu Power Point) wyeksportowane do formatu
bitmapy musza by¢ zachowane w skali szaro$ci albo w systemie
CMYK (ang. Cyan, Magenta, Yellow, blacK). Nie nalezy stoso-
wac zapisu w systemie RGB (ang. Red, Green, Blue). Obrazy
stonowane (zrdznicowanie ggstosci lub cienie) musza by¢ spo-
rzadzone w skali szarosci (nie uzywacé bitmapy). Pliki kolorowe
sporzadzone w programie Power Point nie sa akceptowane z po-
wodu réznic pomigdzy RGB i CMYK podczas wydruku.

Wszystkie grafiki nalezy przesytaé w 100% wymiarze bez
koniecznos$ci skalowania. Minimalna rozdzielczo$¢ stosowana
w ilustracjach powinna wynosi¢ 300 dpi dla zdje¢ szarych i ko-
lorowych, 600 dpi dla liter i 1200 dpi dla linii w wykresach.
Kolorowe ilustracje musza pozostawac takze w systemie CMYK
jako obrazy CMYK TIFF o rozdzielczosci 300 dpi.

Grafiki nalezy przesyta¢ w ich naturalnym planowanym for-
macie, aby nie istniala koniecznos¢ ich powigkszania lub zmniej-
szania w Wydawnictwie. Wszystkie ostateczne napisy, ozna-
czenia czy tez klucze oznaczen musza by¢ wprowadzone do
rysunkow. Kazdy rysunek musi by¢ dotaczony jako osobny plik,
a rysunki wielo panelowe musza by¢ podane w jednym pliku.
Aby unikna¢ problemu z r6znymi fontami Redakcja zaleca sto-
sowanie nast¢pujacych czcionek: Times New Roman, Times New
Roman PI, Arial, Arial Pl oraz Symbol. Dane sa przyjmowane
na standardowych mediach takich jak dyskietki (3,5 cala), ptyty
CD lub DVD. Przestane dyski lub dyskietki nie beda zwracane
autorom. Zalecang przez redakcj¢ kompresja informacji jest ZIP
lub PKZIP (Windows). Redakcja nie akceptuje ilustracji wyko-
nanych Microsoft Office, poniewaz sa one zapisane w systemie
RGB. Elementy rysowane, takie jak wykresy, formuty matema-
tyczne czy diagramy nie powinny zawiera¢ dodatkowych nanie-
sief recznych i powinny by¢ tatwo odtwarzane w dostgpnych
programach. W celu szczegélowej informacji proszg wysytac
zapytanie przez e-mail na adres: jbielecki@biol.uw.edu.pl.

1.3. Pismiennictwo

Cytowana literaturg (Pi$miennictwo) nalezy wpisac¢ oddziel-
nie jako ostatnie strony maszynopisu, wymieniajac pozycje
w kolejnosci alfabetycznej. W wykazie powinny by¢ podane
kolejno: liczba porzadkowa, nazwisko autora, pierwsze litery



imion, nazwiska wspotautoréw pracy i pierwsze litery ich imion

(w kolejnosci podanej w cytowanej pracy), petny tytut cytowa-

nej pracy, skrocony tytut 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 nalezy po-
dac¢ kolejno: nazwisko i pierwsze litery imion autora lub wspot-
autoroéw, tytul dzieta, wydawnictwo, miejsce i rok wydania.
W przypadku odwotywania si¢ do artykulu w pracy zbiorowej
nalezy dodatkowo podaé tytul tej pracy oraz nazwisko jej re-
daktora, wydawnictwo, miejsce wydania, rok, tom oraz na kon-
cu strong, 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. Swital-
ski, Springer Verlag, New York, 1991, s. 86.

W przypadku gdy liczba wspotautoréw pracy przekracza 10,
nalezy poda¢ nazwiska i inicjaly pierwszego oraz ostatniego
wspotautora a nastgpnie doda¢ uwagg 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)

(wyzej cytowana praca jest dzietem 42 autorow)

Powotywanie si¢ w tek$cie na pozycje cytowanej literatury
nastgpuje przez wymienienie liczby porzadkowej w nawiasach
np. [10]. Liczba cytowan w piSmiennictwie nie moze przekra-
cza¢ 100 pozycji.

1.4. PiSmiennictwo danych cytowanych
z sieci internetowej

Cytowanie danych z sieci internetowej moze jedynie doty-
czy¢ informacji pochodzacych z prac oryginalnych zamieszcza-
nych w sieci przez uznane w $srodowisku naukowym oraz recen-
zowane czasopisma. Redakcja bgdzie rowniez uznawac cytacje
informacji ze zrodet autoryzowanych przez uznane w srodowisku
autorytety z dziedziny nauk przyrodniczych. Warunkiem koniecz-
nym przy uzyciu informacji ze strony internetowej jest spraw-
dzenie i aktualizacja zapisu informacyjnego na stronie WEB
w dniu wysytania maszynopisu. W przypadku niewlasciwego
adresu i1 niemozliwos$ci odtworzenia informacji z sieci kompu-
terowej, prace beda zwracane autorom. Cytowanie informacji
publikowanej na stronach sieci internetowej powinno wygladac
nastgpujaco: 14. XYZ Website 14 listopada 2004 roku (online),
nazwisko wydawcy, jesli jest znane, http://cbx.iou.pgr. (10 Paz-
dziernika 2004 roku, data ostatniego sprawdzenia adresu). Cy-
towanie ksiazek powinno zawiera¢ szczegétowe dane o wydaw-
nictwie. Cytacje prac oryginalnych przesylanych poprzez sie¢
komputerowa powinna zawiera¢ nast¢pujace dane:
nazwisko autora, inicjaly imion, data przyjgcia pracy, tytut pracy.
Nazwa czasopisma, numer: strony (jesli sa dostgpne) (online),
adres internetowy, data potwierdzenia waznosci 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
Autorow prawem autorskim dotyczy niemajatkowych interesow
twoércy zwiazanych z danym utworem oraz okresla zasady ochro-
ny wigzi tworcy z utworem. Do praw tych migdzy innymi nalezy:

e prawo do autorstwa utworu — wyrazajace m.in. zakaz

»przywlaszczania” utworu przez inne niz tworca osoby
(zakaz dokonywania plagiatow)
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e prawo do oznaczenia utworu swoim nazwiskiem albo
udostepnienia utworu anonimowo

e prawo do nienaruszalno$ci tresci i formy utworu oraz jego
rzetelnego wykorzystania.

Konieczno$¢ ochrony Autorskich praw osobistych innych
Autorow przez Redakcje Postgpow Mikrobiologii obliguje nas
do przyjecia nastgpujacej procedury:

(a) Reprodukcja utworéw wytworzonych przez innych Auto-
réw w pracy wlasnej, przestane do opublikowania w PM. tj. cu-
dzych rysunkéw lub tabel — pochodzacych z oryginalnej, pier-
wotnej pracy innego Autora/tworcy — badz cytowanie fragmentow
cudzego tekstu, wymaga od Autoré6w P.M. wczes$niejszego uzys-
kania przez nich pisemnej zgody od Autoréw pierwotnej pracy
lub Wydawnictwa (z ktorej materiaty te pochodza) na ich repro-
dukcje. Zgodg t¢ w formie oryginalnego zaswiadczenia nalezy
przysta¢ wraz z materiatami reprodukowanymi do Redakcji P M.

¢ Pod cytowanym rysunkiem nalezy w opisie poda¢ nazwis-
ko pierwotnego Autora, pelng bibliografig pracy z ktorej
pochodzi rysunek oraz informacjg o zgodzie Wydawnic-
twa lub Autora na jego reprodukcjg.

o Cytowany tekst powinien by¢ wyraznie oznaczony w od-
powiednim miejscu manuskryptu, za$ u dotu strony powin-
na by¢ zamieszczona informacja dotyczaca pochodzenia
cytatu oraz uzyskanej zgody na przedruk.

(b) Dozwolone jest wprowadzanie zmian w cytowanych ry-
sunkach innych Autorow/twoércow pod warunkiem kazdorazo-
wego uzyskania ich zgody (lub 0séb upowaznionych przez nich)
na dokonanie takich zmian. Zmiany w oryginalnych rysunkach
moga wynika¢ z checi Autoréow PM. do dokonania nowego
opracowania lub nowego przedstawienia omawianego przez
siebie zagadnienia. W tych przypadkach wskazane jest, aby
zgoda tworcy wskazywala na zakres dokonywanych zmian,
gdyz pozwoli to uniknaé¢ watpliwosci odnos$nie zakresu wyrazo-
nej tak zgody. Wreszcie koniecznos¢ uzyskania zgody pierwot-
nego Autora/tworcy na dokonanie zmian w reprodukowanym
rysunku wynika z mozliwosci ingerencji Autorow PM. w autor-
skie prawo osobiste w postaci nienaruszalnosci formy i tresci
utworu oraz jego rzetelnego wykorzystania.

(c) Warunkiem przyjgcia przez Redakcje P.M. manuskryptu
pracy oraz poddania jej dalszej procedurze wydawniczej jest
ztozenie wraz z manuskryptem Os$wiadczenia o oryginalnosci
pracy, Oswiadczenia dotyczacego praw autorskich oraz w przy-
padku prac metodycznych Oswiadczenia dotyczacego ,.konflik-
tu interesow”.

3. Zalecenia szczegolowe*
3.1. Nazewnictwo drobnoustrojow

Nalezy stosowa¢ dwuczlonowe nazwy zawierajace nazwe ro-
dzajowa oraz gatunkowa (np. Escherichia coli). Nazwy rodza-
jowe moga by¢ uzyte same tj. bez nazwy gatunkowej, natomiast
nie mozna uzy¢ samych tylko nazw gatunkowych. Gdy w pracy
podaje si¢ pierwszy raz nazwe¢ gatunku, musi ona sktada¢ si¢
z pelnych wyrazéw, przy ponownym uzyciu tej nazwy, podaje si¢
tylko pierwsza liter¢ nazwy rodzajowej (zawsze duza ) oraz na-
zwg gatunkowa w pelnym brzmieniu np. E. coli. Nazwy gatunku,
rodziny, rze¢du, klasy, dziatu oraz krdolestwa nalezy pisa¢ kursy-
wa. Informacje szczegdtowe dotyczace pisowni oraz prawidlo-
wego nazewnictwa (zgodnego z wymogami wspotczesnej sys-

* Fragmenty instrukcji dla autoréw czasopism wydawanych
przez American Society for Microbiology — wykorzystywanie
w P.M. za zgoda Journals Departments ASM.
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tematyki) — przyjete przez Redakcje¢ Postepow Mikrobiologii, za
instrukcja ASM — mozna znalez¢ 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 naleza tylko dwa gatunki tj. S. enterica
i S. bongori — pierwszy z nich podzielony zostal na 6 podgatun-
kow. Stosowane dotychczas zwyczajowe nazwy, nie posiadajace
statusu taksonomicznego, takie jak serotyp, typ serologiczny,
zostaly zastapione nazwa serowaru (w oryginale serovar, sv.).
Nazwe serowaru nalezy pisa¢ duza litera oraz prostym pismem
(np. Typhi, Paratyphi B, Typhimurium itp.). Zgodnie z po-
wyzszym, nazwe pierwszego podgatunku rodzaju Salmonella
mozna zapisaé: S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium lub
Salmonella subsp. 1. sv. Typhimurium, badz po prostu, Salmo-
nella Typhimurium.

3.2. Nomenklatura genetyczna

Wiasciwosci genetyczne szczepu opisywane sa w terminach
fenotypu oraz genotypu. Fenotyp opisuje obserwowane wilasci-
wosci organizmu. Genotyp okresla genetyczna strukturg orga-
nizmu, zwykle odnosi si¢ do szczepu dzikiego. Ww. okreslenia sa
blizej objasnione w pracy Demerec i wsp. Genetics 54 61: 76, 1966.

(a) Fenotypowe okreslenie wtasciwosci organizmu stosuje
si¢ gdy zmutowane loci nie zostaty zidentyfikowane oraz zma-
powane. Moze by¢ takze uzyte w przypadku, gdy identyfikuje
si¢ produkt genu np. biatko OmpA. Zapis fenotypu zasadniczo
sktada sig z trzech liter, nie mozna ich pisa¢ kursywa, pierwsza
litera powinna by¢ zawsze duza litera. Preferuje si¢ uzycie liczb
rzymskich lub arabskich dla oznaczania blizniaczych fenotypow
np. Poll, Pol2, Pol3 itd. Typ dziki mozna zapisa¢ dodatkowym
oznaczeniem plus (Pol+); w odrdznieniu do tego oznaczenie
minus okresla¢ bedzie fenotyp mutanta (Pol-). Czasami pewne
charakterystyczne wlasciwos$ci organizmu mozna zapisac uzy-
wajac liter np. (StrS).

(b) Genotypowe oznaczenia sa podobne do fenotypowych
— w obu przypadkach stosuje si¢ zestaw trzech liter; genotyp
pisze si¢ zawsze matymi literami oraz kursywa (np. ara, his,
rps.). Promotor, terminator oraz operator oznacza sig literami p, ¢
oraz o (np. lacZp, lacZt, lacZo; Bachman i Low; Microbiol. Rev.
44, 1-56, 1980).

(c) Typ dziki alleli mozna zaznaczy¢ wpisujac dodatkowe
oznaczenie plus nad oznaczeniem genu np. ara®, his*, nie ozna-
cza si¢ natomiast zmutowaych alleli znakiem minus.

(d) Miejsca mutacji oznacza si¢ poprzez wstawiania liczby
kolejnych izolacji (liczby alleli) po symbolu zmutowanego locus
(np. aradl, araA2 itp.). W przypadku, gdy tylko jedno takie
locus istnieje, lub gdy nie wiadomo w ktoérym kolejnym locus
mutacja powstala — po oznaczeniu genu wstawia si¢ my$lnik
w miejscu duzej litery oznaczajacej locus , za$ dalej podaje sig
liczbg izolacji ( np. ara-23).

(e) Zapis genotypu moze by¢ wzbogacony innymi oznacze-
niami jak plus, dla typu dzikiego czy minus dla mutanta — moz-
na wprowadzi¢ oznaczenia okreslajace mutacje jak np. mutacja
Amber (Am), mutant termowrazliwy (Ts), mutant konstytutyw-
ny (Con), mutant wrazliwy na niskie temperatury (Cs), biatko
hybrydowe (Hyb) np. ara4230(Am), his D21(Ts). Wprowadza-

nie innych wzbogacen powinno by¢ poprzedzone w tekscie od-
powiednim wyjasnieniem.

(f) Dodatkowe oznaczenia moga tez by¢ uzyte w przypadku
koniecznos$ci rozrdznienia tego samego genu znajdujacego sig
w roznych organizmach lub szczepach tego samego gatunku
np. hisg ... lub his, ,,. Dodatkowe oznaczenia stosuje si¢ row-
niez dla rozrdznienia pomigdzy genetycznymi elementami
o0 tej samej nazwie np. promotory operonu gln; ginAl i gin42.

(g) Delecjg oznacza si¢ symbolem, D usytuowanym przed
zdelecjonowanym genem lub regionem np. D trpA432, D(aroP-
aceE)419, Tub Dhis(dhuAd hisJ hisQ)1256. Fuzje gendw ara
i lac mozna przedstawi¢ w ten sam sposob — F' (ara-lac)1256.
Podobnie F (araB’-lacZ+)(Hyb) oznacza, ze fuzja nastapita
pomigdzy genami araB a lacZ. Inwersja jest oznaczana nastg-
pujaco IN (rrnD-rrnE)l. Insercje genu his E. coli do plazmi-
du pSC101 w pozycji 0 zasad (0kb) zapisuje si¢ nastgpujaco
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. Skroty nazw chemicznych

Nie wymagaja dodatkowych wyjasnien skroty nazw, takich jak:
— nazwy miar i wag regulowanych przez Systeme International
dc Unites (S1), ogdlnie akcetowane jednostki takie jak bp, kb,
Da, masa czast., m. czast.

— skroty 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 ogdlnie znanych linii ko-
morkowych np. HeLa, J774

— nazwy jednostek biologicznych; PFU (jednostka formowania
lysinek), CFU (jednostka formowania kolonii), MIC (mini-
malne stgzenia hamujace wzrost), itp.

Zasady ksztattowania nomenklatury endonukleaz restrykcyj-
nych oraz metylotransferaz zostaly 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 sa stosowane dla okresla-
nia dlugosci, wagi i objgtosci. W przypadku przedstawiania tych
wartosci oraz molarno$ci nalezy stosowac przedrostki m, p, n
oraz p dla wartosci 10-3, 10-6, 10-9 oraz 10—12. Temperaturg
nalezy przedstawiac tylko w stopniach Celsjusza np. 37°C.

3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami

Jesli wyznakowana jest pojedyncza czasteczka w zwiazku
chemicznym nalezy nazwg tego zwiazku zapisa¢ w nastgpujacy
sposob 14CO2 , 3H20, H235S04. Taki sam sposob zapisu sto-
suje si¢ gdy radioaktywna czasteczka nie wystgpuje w natural-
nej formie wyznakowanego zwiazku np. 32S-ATP lub gdy sym-
bol izotopu zwiazany jest z niespecyficzna nazwa zwiazku np.
14C aminokwasy, 3H-liganty itp. W przypadku niektorych spe-
cyficznych zwiazkéw chemicznych mozna stosowaé nawiasy
kwadratowe obejmujace symbole radioaktywnej czasteczki
przed nazwa chemiczna zwiazku np. [14C] mocznik, L-[metylo-
14C] metionina, [g —32P] ATP.



4. Procedura recenzowania i przyjecia prac

Prace przysytane do Redakcji w celu ich opublikowania w
Postepach Mikrobiologii podlegaja podwdjnej ocenie tj. ich war-
tosci merytorycznej (Recenzje) oraz poprawnosci pod wzgledem
redakcyjnym (uktad pracy, jezyk, zataczniki ilustrujace tekst,
o$wiadczenia autoréw).

o Kazda praca przestana do Redakcji jest oceniana przez jed-
nego ze statych Recenzentow PM. (lista Recenzentow, patrz
Rada Redakcyjna jest rowniez publikowana w kazdym
zeszycie PM. oraz na stronie internetowej http:www.pm.
microbiology.pl). W przypadku braku w Radzie Redakcyjnej
P.M. Recenzenta o odpowiedniej specjalnosci lub jego braku
z innych waznych przyczyn, Redaktor naczelny powotuje
Recenzenta spoza Rady Redakcyjnej.

e Recenzje sa anonimowe oraz dokonywane na specjalnie do
tego przygotowanych arkuszach

e Recenzenci nie otrzymuja zaptaty od PTM za wykonana pracg.

e Nazwiska Recenzentéw z poza Rady Redakcyjnej sa wraz
z podzigkowaniami publikowane w kazdym 4-tym zeszycie
PM. odpowiedniego roku.

e W przypadku negatywnej oceny pracy przez Recenzenta oraz
jego sugestii skierowanej do Redaktora naczelnego odrzucenia
recenzowanej pracy, badz jej znacznego przeredagowania,
Autor P M. ma prawo odwotania si¢ od tej sugestii do Redak-
tora naczelnego. W opisywanym przypadku decyzja Redak-
tora powotywany jest dodatkowy Recenzent z poza Rady
Redakcyjnej P M.
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5. Uwagi dodatkowe

Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ dokonywania skrotow
i poprawek nie wptywajacych na tres¢ pracy. W przypadku ko-
nieczno$ci wprowadzenia zmian w tresci odsyla si¢ autorowi
jeden egzemplarz pracy oraz dyskietke w celu dokonania popra-
wek. Adresy instytucji, w ktorych pracuja autorzy (adres pocz-
towy oraz e-mail) nalezy podawa¢ w maszynopisie pracy po
pismiennictwie. Prace nie odpowiadajace wymaganiom Redakcji
beda odsytane autorom bez rozpatrzenia merytorycznego. W ra-
zie nie przyjgcia pracy do druku Redakcja zwraca dyskietkg oraz
jeden egzemplarz wydruku, drugi zatrzymuje u siebie. Za datg
wplywu przyjmuje sig¢ dzien otrzymania pracy w formie zgodnej
z instrukcja dla autoréw. Autorzy otrzymuja bezptatnie 15 odbi-
tek pracy. Za prace opublikowane w Postepach Mikrobiologii
nie przewiduje si¢ honorariow autorskich. Prace nalezy nadsytac
na adres sekretarza naukowego redakcji:

Dr Bohdan Jerzy Staro$ciak

Zaktad 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 dziatu ,,Publikacje me-
todyczne i standardy” prace przegladowe przygotowane zgod-
nie z wyzej wymienionymi zasadami nalezy przesta¢ na adres
Redaktora Dziatu.



INFORMACJA DOTYCZACA PRAC
DRUKOWANYCH W DZIALE PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY

W dziale zatytulowanym PUBLIKACJE METODYCZNE
I STANDARDY publikowane sa artykuly przegladowe o charak-
terze metodycznym, reprezentujace dowolna dziedzing mikro-
biologii. Redakcja Postepow Mikrobiologii (PM), w porozumie-
niu z Zarzadem Gtéwnym PTM ustalita, iz drukowanych bedzie
rocznie nie wigcej niz cztery artykuly tej kategorii.

Redaktorem odpowiedzialnym za warto§¢ merytoryczna,
redakcj¢ tekstu oraz ostateczne przyjecie pracy do druku jest
prof. dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba (adres: prof. dr hab.
Stefania Giedrys-Kalemba — Katedra i Zaklad Mikrobiologii
i Immunologii Pomorskiej Akademii Medycznej. Al. Powstan-
céw WIkp. 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 podlegaja ocenie
dokonywanej przez statych Recenzentow lub Ekspertéw powo-
lywanych kazdorazowo przez Redaktora dziatu.

Lista stalych Recenzentow, patrz Zalecenia dla Autorow, pkt. 5.

Strona tytutowa kazdego artykulu zaopatrzona bedzie w in-
formacje, iz praca nalezy do PUBLIKACJI METODYCZ-
NYCH I STANDARDOW oraz kazdorazowo podana bedzie
data otrzymania od Autoréw manuskryptu jak i data zaakcepto-
wania go do druku.

Zalecenia dla Autoréw :

1. Przesylanie publikacji :

o Manuskrypt (w dwu egzemplarzach w formie papierowej
oraz jednym egzemplarzu na nosniku elektronicznym wraz
z rysunkami, tabelami itp.) proszg przesyla¢ bezposred-
nio do Redaktora PUBLIKACJI METODYCZNYCH
I STANDARDOW.

o Podajac adres/y Autoréw publikacji nalezy zaznaczy¢ Auto-
ra korespondencyjnego — procz adresu pocztowego, numeru
telefonu i ew. faxu nalezy obligatoryjnie podac adres e-mail
Autora korespondencyjnego.

2. Sposéb przygotowania manuskryptu — Pracg nalezy opra-
cowac zgodnie z og6Ilnymi zaleceniami zawartymi w INFOR-
MACJI DLA AUTOROW Postepéw Mikrobiologii (POST.
MIKROB. 2009, 48, 1, Zeszyt 1) z uwzglednieniem nastgpu-
jacych zmian:

5.

e Objetos¢ pracy nie moze przekracza¢ wraz z piSmiennic-
twem i ilustracjami 20 stron maszynopisu.

o Ilo$¢ cytowan w rozdziale PiSmiennictwo nie powinna
przekracza¢ 50 pozycji.

e W spisie cytowanego pi§miennictwa nalezy umieszczaé
wylacznie prace drukowane w czasopismach naukowych,
niedopuszczalne jest zamieszczanie danych bibliograficz-
nych prospektow reklamowych Iub promocyjnych firm far-
maceutycznych.

. Prawa autorskie — do kazdej przygotowanej do druku publi-

kacji zataczy¢ OS$wiadczenie dotyczace praw autorskich.
Wzér o$wiadczenia mozna pobraé ze strony internetowej P.M.

. Zalecenia i uwagi dodatkowe:

W celu uniknigcia kryptoreklamy, prosz¢ o zwrdcenie szcze-
gblnej uwagi na sposdb przedstawienia czytelnikom produk-
tow komercyjnych lub metod opracowanych przez producen-
tow. Autorzy sa rowniez zobowiazani do ujawnienia (jezeli
takie istnieja) wszelkich powiazan (honoraria, granty, ptatne
ekspertyzy lub inne formy uzyskiwania korzysci osobistych)
mig¢dzy Autorami a firma, ktdrej produkt ma istotne znaczenie
w nadestanej pracy. W tym celu kazdy z Autoréw proszony
jest o ztozenie O§wiadczenia o oryginalnosci pracy, Oswiad-
czenia dotyczacego praw autorskich oraz O$wiadczenia doty-
czacego ,.konfliktu intereséw”. Konflikt interesoéw wystepuje,
kiedy Autor lub zaktad pracy Autora ma finansowe lub oso-
biste zwiazki z innymi osobami lub instytucjami, ktére moga
wplywac na jego dzialania i decyzje. Wzor deklaracji mozna
pobra¢ ze strony internetowej PM.

e Redakcja PM zastrzega sobie prawo ostatecznej decyzji
o akceptacji pracy przeznaczonej do druku w dziale PUBLI-
KACJE METODYCZNE I STANDARDY.

o Wszelkie proponowane zmiany w INFORMACJI DLA
AUTOROW PM. zostana przedstawione PT Czytelnikom
Postepow Mikrobiologii przed ich wprowadzeniem.

Stali recenzenci dzialtu PUBLIKACJE METODYCZNE
I STANDARDY:
Jerzy Dlugonski (Uniwersytet £.odzki)
Waleria Hryniewicz
(Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego)
Jozef Kur (Politechnika Gdanska)
Anna Przondo-Mordarska
(Akademia Medyczna we Wroctawiu)



[Wzor]

Oswiadczenie o oryginalnoS$ci pracy

Data ztozenia pracy w Redakcji Postepow Mikrobiologii

Oswiadczam, ze zlozona przeze mnie praca, zatytulowana jak wyzej, jest moim oryginalnym utworem i stanowi przedmiot
prawa autorskiego w mysl Ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych z dn. 4 lutego 1994 r.

Oswiadczam rowniez, ze praca ta ani w catosci, ani we fragmentach nie zostata opublikowana wcze$niej w zadnym innym
czasopi$mie lub wydawnictwie naukowym. Dodatkowo stwierdzam, iz w/w pracy nie wystano réwnolegle do opublikowania
w innym czasopi$mie naukowym lub wydawnictwie.

Warszawa, dNia .. ..ot
— podpis Autora korespondencyjnego —

[Wz6r]

Oswiadczenie dotyczace praw Autorskich
L e
(nazwisko/a i imig/ona autora/6w — prosz¢ podkresli¢ autora korespondencyjnego)

AIES AULOTOW: . . o ettt et ettt e et e e e e e e e
102 0 1o £ AP

2. Oswiadczenie (prosze wypehic a lub b)

(a) Oswiadczam, iz w mojej/naszej pracy przeznaczone do opublikowania rysunki oraz tabele, sa dzielem mojej/naszej oryginalnej
tworczosci (tzn. zostaty wymys$lone i zaprojektowane przez autoréw przedktadanego Redakcji manuskryptu), nie sa obciazone
jakimikolwiek prawami 0sob trzecich, ani nie naruszaja jakichkolwiek przepisow prawa i interesow dobr 0sob trzecich. W pracy
nie ma cytatow z obcej publikacji/ ewentualnie w pracy zamieszono cytaty w ramach dozwolonego prawnie prawa cytatu, przy
czym wszystkie zamieszczone cytaty zostaty nalezycie oznaczone wraz z wymienieniem tworcy i zrodta cytatu.

(miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)
(b) Os$wiadczam, iz uzyskalem/liSmy wymagana prawem zgodg¢ uprawnionych autorsko podmiotéw na reprodukcje rysunkow
11 P , ZAMIESZCZONYCh W L e
Oswiadczam, iz uzyskatem/liSmy wymagana prawem zgodg¢ uprawnionych autorsko podmiotéw na reprodukcje tabel

11 , ZAMIESZCZONYCh Wi . e
(* poda¢ bibliografie prac oryginalnych z ktérych reprodukowane beda rysunki lub tabele)

(miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)



[Wz6r]

Oswiadczenie
dotyczace ,,konfliktu intereséw”!

3. Oswiadczenie (prosze¢ wypetnic¢ a lub b, niepotrzebne skreslic)

(a) Oswiadczam, ze ,konflikt interesow” nie wystgpuje

(miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)

! Konflikt interesow wystepuje, kiedy autor lub zaktad pracy autora ma finansowe lub osobiste zwiazki z innymi osobami lub
instytucjami, ktéore moga wptywac na jego dziatania i decyzje.

INFORMACJA DLA AUTOROW
o oplatach za prace publikowane w Postepach Mikrobiologii

Uprzejmie informujemy PT Autorow PM, ze zgodnie z decyzja Zarzadu Gtownego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow
z dnia 6 lutego 2007 roku wprowadzono zasady ptatno$ci za prace przyjmowane do druku w naszym pismie. Autorzy manuskryp-
tow proszeni sa o wnoszenie optat w wysokosci 250 PLN za kazdy artykut na konto Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw:

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

Optatg mozna wnosi¢ indywidualnie. W tym przypadku dowod wptaty jest warunkiem uruchomienia procedury wydawniczej.
W imieniu Autoréw optate moze wnosi¢ sponsorujaca instytucja, fundacja itp. Wtedy Autorzy zobowiazani sa do zlozenia
w Redakcji wraz z manuskryptem pisemnego zobowiazania si¢ do bezzwlocznej optaty za publikacje po otrzymaniu faktury VAT.
Nalezy dodatkowo:

e Przesylaé¢ zgloszenia proponowanych do publikacji artykutéw wraz z danymi do wystawienia faktury VAT (NIP, nazwa
i adres instytucji lub osoby fizycznej) na nr faksem (022) 841-29 49, lub droga pocztowa na adres siedziby Zarzadu PTM:
00-725 Warszawa ul. Chetmska 30/34.

e Do dowodu wptaty lub zobowiazania zaptaty dolacza¢ informacje zawierajace tytul pracy i nazwisko autora korespon-
dencyjnego.

Otrzymanie przez Redakcje pracy wraz z Kkopia potwierdzenia wplaty lub zobowigzaniem zaplaty jest warunkiem
uruchomienia procedury wydawniczej.

W przypadku nie przyjgcia przez Redakcje do druku pracy zwrot optaty wraz z korekta faktury dokonany bedzie przez ksiggo-
wos¢ PTM.



INSTRUKCJA DLA AUTOROW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTEPY MIKROBIOLOGII

W celu utatwienia publikowania w jednym miejscu artykutdow o podobnej problematyce, Postepy Mikrobiologii
wydawac beda w formie suplementdw, nastgpujace prace naukowe:

1. Referaty z sesji plenarnych Zjazdéw naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjéw organizowanych
staraniem Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw oraz Komitetu Mikrobiologii Polskiej
Akademii Nauk. Manuskrypt pojedynczego referatu nie powinien przekraczaé 25-ciu stron i powinien by¢ przy-
gotowany wg Informacji dla Autorow Postepow Mikrobiologii. Cato$¢ materiatow przygotowanych do jednego
suplementu nie moze przekracza¢ 150 stron maszynopisu.

2. Streszczenia przyjgtych przez organizatorow referatow oraz doniesien prezentowanych na ww. Zjazdach nauko-
wych, Konferencjach oraz Sympozjach. Streszczenie nie powinno przekracza¢ jednej strony maszynopisu i kon-
czy¢ si¢ nie wigcej jak trzema pozycjami cytowanego pismiennictwa.

W suplemencie nie beda publikowane oryginalne prace doswiadczalne prezentowane na ww. Zjazdach naukowych.
Prace te po odpowiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukcja dla autoréw, mozna przesyta¢ do Redakcji Polish
Journal of Microbiology (Acta Microbiologica Polonica) lub innego czsopisma naukowego.

Autorzy lub zamawiajacy suplement ponosza pely koszt jego opracowania oraz wydania. Mozliwy jest druk
czterech suplementéw rocznie. Poniewaz materiaty przeznaczone do suplementu nie sq opracowywane oraz nie podle-
gaja ocenie Zespolu Redakcyjnego Postepow Mikrobiologii, zamawiajacy suplement, tj. osoba upowazniona przez
Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow lub Komitet Mikrobiologii PAN, bierze catkowita odpowie-
dzialno$¢ za redakcjg oraz warto§¢ merytoryczng suplementu. Wydanie suplementu powinno by¢ poprzedzone jego
akceptacja przez Zespot Redakcyjny Postepow Mikrobiologii.

Oferta Reklamy

Postepy Mikrobiologii udostgpnia w kazdym numerze kilka stron (lacznie z wewngtrznymi stronami okladek)
reklamie.

Pismo nasze dociera co kwartat do kilku tysigcy odbiorcow. Sg wsrod nich specjalisci roznych dziedzin mikrobio-
logii, pracujacy jako nauczyciele wyzszych uczelni, szkot srednich oraz pracownicy naukowi instytutow badawczych,
biotechnolodzy oraz lekarze. Duza grupg naszego pisma stanowia studenci.

Cena ogloszenia czarno-bialego wewnatrz numeru wynosi:

1/2 strony  250,— z}

cala strona 500,— zl

Proponujemy rowniez ogloszenia kolorowe — cena do uzgodnienia.

Teksty opracowanych graficznie reklam proszg sktada¢ na adres Redakcji Postepow Mikrobiologii, 02-007 War-
szawa, ul. Oczki 3, tel. 628 08 22.

Redakeja nie ponosi odpowiedzialnoS$ci za tre$¢ reklam i ogloszen

Uprzejmie informujemy PT Czytelnikow, ze od wrzesnia 2008 roku na stronie
internetowej Postepow Mikrobiologii dziata wyszukiwarka. Umozliwia ona odnajdy-
wanie informacji zaréwno w biezacych jak i archiwalnych zeszytach naszego pisma.

Redakcja i Administrator Strony Internetowe;j




INFORMACJA

Zarzad Glowny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdw uprzejmie informuje, iz zgodnie
z Uchwata Walnego Zgromadzenia Delegatéw z dnia 4.09.2008 r. od dnia 01.01.2009 r.
ulega zmianie wysokos$¢ sktadki cztonkowskiej.

» Wysokos¢ sktadki cztonkowskiej od 2009 roku wynosi 80 zl/rok,
» Wysokos¢ sktadki dla cztonkow Emerytow — 40 zt/rok

Z optacania sktadki cztonkowskiej zwolnieni sa Czlonkowie Honorowi Polskiego Towarzy-
stwa Mikrobiologow.

SKEADKI PROSIMY OPEACAC DO KONCA I KWARTALU
KAZDEGO ROKU KALENDARZOWEGO

CZASOPISMA

» W ramach sktadki otrzymaja Panstwo kwartalnik Postepy Mikrobiologii [ub Polish
Journal of Microbiology (prosimy o podanie wybranego czasopisma przy oplacaniu
skladki czlonkowskiej)

» Istnieje mozliwos¢ rocznej prenumeraty drugiego kwartalnika koszt 40 zt/rok
(dla cztonkéw PTM).

Informujemy, iz od dnia 01.01.2009 roku ulegt zmianie numer konta PTM.
Od 01.01.2009 r. skladki czlonkowskie nalezy wplacaé na konto:
Nazwa posiadacza rachunku:

Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw, 00-725 Warszawa, ul. Chetmska 30/34

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

W abstrakcie artykutu ,,Profesor Rudolf Stefan Weigl (1883—1957)”,
ktory ukazat si¢ w zeszycie 4/2008 Postepow Mikrobiologii
na stronie 511 powinno by¢ w wierszu 4 od gory: Typhus Institute.



