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1. Wprowadzenie

Antybiotyki to drobnoczasteczkowe substancje po-
chodzenia naturalnego lub syntetycznego, ktore zabijaja
wrazliwe drobnoustroje, badz hamujg ich wzrost. Ich
odkrycie stanowito wielki przetom w historii medycyny,
dostarczajac niezwykle skutecznego srodka do walki
z infekcjami wywotywanymi przez mikroorganizmy.
Jednak choroby zakazne o etiologii bakteryjnej nadal
pozostaja jednym z wazniejszych wyzwan w obsza-
rze zdrowia publicznego [38, 40, 41, 45]. Nadmierne,
a czesto rowniez niewlasciwe stosowanie antybiotykow
w praktyce medycznej, weterynaryjnej oraz w rolnic-
twie, przyczynilo sie do znacznego wzrostu lekoopor-
nosci drobnoustrojow, ewolucji szczepow wczesniej
niewrazliwych na szerokie spektrum antybiotykow
i wreszcie nabycia znacznej opornosci przez mikro-
organizmy oportunistyczne [11, 12].

Ze wzgledu na rosngce zagrozenie zwigzane z coraz
czestszym wystepowaniem szczepéw wielolekoopor-
nych, utrudniajgcym lub wrecz uniemozliwiajacym
skuteczne leczenie, antybiotykooporno$¢ uznana
zostala za powazny problem medyczny w skali global-
nej [5, 42-44], a uwaga naukowcdédw skupiona zostata
na wyjasnieniu przyczyn tego zjawiska. Za szerzenie
lekoopornosci odpowiada wiele mechanizméw, a za
najwazniejszy z nich uwaza si¢ horyzontalny trans-
fer genow (HGT, Horizontal Gene Transfer). Oprocz
dobrze poznanych elementéw genetycznych odpowie-
dzialnych za HGT, takich jak plazmidy koniugacyjne

i transpozony, zidentyfikowano integrony, uznawane
obecnie za jeden z najwazniejszych czynnikéw szerze-
nia lekoopornosci [8, 9, 19, 36].

2. Charakterystyka integronow

Integrony opisano po raz pierwszy w 1989 roku [36],
poczatkowo uwazajac je za elementy charakterystyczne
wylgcznie dla genomu bakterii Gram-ujemnych [18, 26].
Maja one zwartg strukture. Czgsto okreslane sg mianem
platform naturalnej inzynierii genetycznej, gdyz umoz-
liwiaja wbudowanie egzogennych otwartych ramek
odczytu (zwanych kasetami genowymi) i ich konwer-
sje do funkcjonalnych gendw, poprzez zapewnienie ich
ekspresji [33, 36]. Wlaczenie kaset genowych w obreb
liniowej struktury integronu odbywa si¢ na zasadzie
rekombinacji umiejscowionej (site-specific recombi-
nation), niezaleznej od biatka RecA. Podstawowymi
elementami budowy integronu sa: gen intl, kodujacy
integraze, sekwencja attl, bedaca miejscem wlaczania
kaset genowych, oraz promotor P [10, 14, 25] (Rys. 1).

Zmiennymi elementami integronu sg kasety genowe,
ktorych wielkos¢ miesci sie w przedziale od 400 pz do
1kpz. Poza integronem kaseta wystepuje w cytopla-
zmie jako kolista, kowalencyjnie zamknieta czasteczka
dwuniciowego DNA, ktéra od plazmidu odréznia brak
zdolnosci do autonomicznej replikacji [24]. Do tej pory
odkryto ponad 130 kaset genowych zwigzanych z anty-
biotykoopornoscig [30]. Kazda kaseta zawiera miejsce
attC, zwane dawniej miejscem 59-be. Jest to zmienny,
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Rys. 1. Struktura integronu klasy 1 i wbudowywanie kaset genowych

niezbyt silnie konserwatywny region o dtugosci od 57 do
141 par zasad, warunkujgcy zajscie rekombinacji umiej-
scowionej i wbudowanie kasety w miejsce attI integronu
[8, 18]. Kluczowe dla attC s3 miejsca proste na dwoch
koncach, okreslane jako sekwencje konsensusowe LH
i RH (Left Hand, Right Hand). Kazde z nich sklada si¢
z pary silnie konserwatywnych miejsc rdzennych (core
sites), okreslanych odpowiednio jako 1L i 2L oraz 1R
i 2R [14, 15]. Dlugo$¢ sekwencji facznikowej miedzy
skrajnymi miejscami prostymi waha si¢ od 17 do 117 pz,
co wplywa na zmienng dlugos¢ elementu attC [30].

W odréznieniu od pozostatych enzymoéw z rodziny
rekombinaz tyrozynowych, integraza Intl ma zdolnos¢
nie tylko wigczania, ale i wycinania kaset genowych [26].
Umozliwia to rearanzacje kaset w integronie, co ma duze
znaczenie, gdyz ekspresja genow zawartych w kasetach
zalezy od promotora P, a fizyczne oddalenie genéw od
promotora znacznie ostabia ich transkrypcje [9].

Cho¢ sam integron nie ma zdolnosci do przemiesz-
czania si¢ w obrebie genomu, znaczng mobilno$¢ uzy-
skuje poprzez sprzg¢zenie z ruchomymi elementami
genetycznymi: transpozonami lub plazmidami koniu-
gacyjnymi, co umozliwia rozpowszechnianie oraz wy-
miane gendw opornosci wérdd wielu grup bakterii 3, 25].

Ze wzgledu na réznice w sekwencji genu integrazy,
integrony pogrupowano, wyrdzniajac pie¢ gtownych
klas, przy czym te nalezace do klas 1, 2 i 3 okresla si¢
jako integrony mobilne lub integrony opornosci, zas
klasa 4 i 5 obejmuje integrony odrebnego typu, zwane
superintegronami [6]. Do 1 klasy zaliczono wigkszo$¢

opisanych integronéw. Poniewaz czgstos¢ ich wyste-
powania w izolatach klinicznych jest wysoka, zostaly
one najlepiej zbadane [44]. Wykrywane s3 one row-
niez u bakterii Srodowiskowych [27, 35], a ich obecnos¢
moze by¢ skorelowana ze zwiekszonym potencjatem
chorobotwdrczym szczepu gospodarza [23]. Integrony
klasy 2 wykazuja strukturalne podobienstwo do inte-
gronow klasy pierwszej; sktadaja si¢ z genu integrazy,
int]2, promotora PinA1l oraz miejsca attI2. Podobien-
stwo miedzy sekwencjami aminokwasowymi genéw
intl1 i intI2 jest mniejsze niz 50%, lecz integraza klasy
drugiej nie jest funkcjonalna, bowiem zawiera w polo-
wie ramki odczytu kodon stop. Jedna z hipotez zaklada,
ze intl2 jest pseudogenem, wedlug innej moze to by¢
gen regulatorowy, sprze¢zony z funkcjonalnym intl1
[20]. Integrony klasy 2 s3 znacznie rzadziej spotykane,
a ich wystepowanie stwierdzano m.in. w szczepach
Escherichia coli, Salmonella enterica, Acinetobacter bau-
mannii i Burkholderia cepacia [1, 2, 8, 17, 21]. Wyste-
powanie integronéw klasy 3 ogranicza si¢ do kilku
gatunkow mikroorganizmdéw, m.in. Acinetobacter spp.,
Alcaligenes spp., Citrobacter freundii, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, P.aeruginosa, Pseudomonas putida, Sal-
monella spp. i Serratia marcescens [40].
Superintegrony to duze struktury zawierajace ponad
20 kaset genowych, po raz pierwszy zidentyfikowane
u Vibrio cholerae, w drugim, mniejszym chromosomie
[4]. Najwicksze superintegrony wykryto u Vibrio vul-
nificus (217 kaset genowych, kodujacych réznorodne
biatka, gléwnie o nieznanych funkcjach) i V. cholerae
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(179 kaset), [6]. W przeciwienstwie do klasycznych inte-
gronow, superintegrony nie sg zwigzane z mobilnymi ele-
mentami genetycznymi. Elementy takie opisano dotych-
czas u: Vibrionaceae, Shewanella sp., Xanthomonas sp.,
Pseudomonas sp. oraz innych Proteobacteria [40, 41].

3. Integrony bakterii Gram-dodatnich

Wigkszo$¢ opublikowanych danych na temat inte-
gronéw dotyczy bakterii Gram-ujemnych [3, 8, 9, 18,
19, 24-26]. Poczatkowo, brak doniesienn o obecnosci
integronow u bakterii Gram-dodatnich sklonil bada-
czy do uznania ich za struktury charakterystyczne tylko
dla bakterii Gram-ujemnych [18]. Sytuacja zmienifa sie
w 1998 1., kiedy opisano pierwszy integron szczepu bak-
terii Gram-dodatniej — Corynebacterium glutamicum
[29]. Byt to integron klasy 1, zlokalizowany w obrebie
plazmidu. Wkroétce obecnos¢ integronéw stwierdzono
w innych gatunkach Gram-dodatnich, zaréwno w izo-

latach klinicznych, jak i srodowiskowych [28].
3.1. Integrony Corynebacterium spp.

Opisano dotychczas integrony szczepdéw trzech
gatunkow bakterii z rodzaju Corynebacterium: C. casei,
C. ammoniagenes, C. glutamicum, przy czym najlepiej
poznano te elementy w C. glutamicum. W tym gatunku
integrony klasy 1 zidentyfikowano w obrebie dwdch
plazmidéw typu R (Resistance): pCG4, o wielkosci
29 kpz, determinujacym opornos¢ na streptomycyne
i spektomycyne oraz pTET3, o wielkosci 27,8 kpz,
warunkujagcym opornos¢ na streptomycyne, spektyno-
mycyne i tetracykline [29, 37].

Plazmid pCG4, zawierajacy pierwszy integron
odkryty u bakterii Gram-dodatnich, zostal opisany
w szczepie C. glutamicum T250 (ATCC 31830). Wyka-
zano, ze plazmid ten jest zdolny do replikacji takze
innych gatunkach bakterii, w Corynebacterium herculis,
Brevibacterium flavum i Microbacterium ammoniaphi-
lum [22]. Integron plazmidu pCG4 zawiera pojedyn-
cza kasete genowa, aadA2a, warunkujacg opornos¢ na
streptomycyne i spektynomycyne. Jego sekwencja jest
niemal identyczna z sekwencja integronu plazmidu
pSA1700, wystepujacego w szczepie Pseudomonas
aeruginosa. Réznice dotycza jedynie dwoch substytu-
¢ji nukleotydowych, z ktérych jedna (G > C) wystepuje
w genie aadA2a, a druga (C>G) w obrebie regionu
-10 promotora P . Obecnos$¢ guaniny w tym regionie
skutkuje zwiekszong aktywnoscig promotora integronu
C. glutamicum w pordéwnaniu ze typowym, ,stabym”
promotorem P_ obecnym w integronach klasy 1 [29].

Plazmid pTETS3, zidentyfikowany w szczepie C. glu-
tamicum LP-6, zawiera unikalny integron klasy 1 z ge-
nem integrazy, zinaktywowanym w wyniku wbudo-
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wania sekwencji insercyjnej IS6100. Region zmienny
zawiera pojedyncza kasete genowa aadA9, ktorej
sekwencja wykazuje maksymalnie 61% podobienstwa
do innych kaset typu aadA, obecnych w integronach
wielu gatunkow bakterii [37].

Poza C. glutamicum, integrony klasy 1 wykryto row-
niez w 10 izolatach C. ammoniagenes i trzech C. casei,
wyosobnionych z obornika pochodzacego z ferm dro-
biu w USA. W przypadku integronu C. ammoniage-
nes, region zmienny zawieral kasety genowe aadAl,
aadA2, aadA9 oraz dfrAl-aadAl, natomiast w elemen-
cie C. casei stwierdzono obecnos¢ kaset aadAl, dfrAl
(warunkuje opornos¢ na trimetoprim) oraz genu kodu-
jacego syntaze lipidu A [28].

Sprzgzenie integronéw Corynebacterium spp. z mo-
bilnymi wektorami HGT, jakimi sg plazmidy, pozwala
na propagacje tych elementéw w obrebie catego rodzaju
taksonomicznego. Dane, uzyskane przez Nandiego [28]
sugeruja, ze integrony klasy pierwszej, rozniace sie
rodzajem kaset genowych, sa powszechne u C. glutami-
cum, C ammoniagenes i C. casei. O transferze integronéw
miedzy znacznie oddalonymi filogenetycznie grupami
bakterii $wiadczy¢ moze niemal catkowite podobien-
stwo integronu C. glutamicum z plazmidu pCG4 oraz
integronu InC z Pseudomonas aeruginosa [29].

3.2. Integrony Enterococcus spp.

Integrony wykryto w dwoch najczesciej izolowanych
gatunkach bakterii z rodzaju Enterococcus - E. faecalis
i E. faecium. Pierwsze doniesienie dotyczylo wystepo-
wania genu aadAl w bezposrednim sgsiedztwie genu
integrazy intll, w szczepie E.faecalis W4770, wyho-
dowanym z préobki materialu pobranego od pacjenta
szpitala University of Wisconsin (USA) [7]. Geny te
wykryto w plazmidzie pNCC801 o wielkosci ok. 80 kpz,
ktory byt zdolny do transferu do komorek innego
szczepu E. faecalis, JH2-2, z czesto$cia rzedu 3 x 107
Opisany przez Clarka i wsp. [7] fragment integronu
o wielkosci 1009 pz jest identyczny ze zdeponowa-
nymi w bazie danych GenBank sekwencjami plazmi-
dow E. coli, Salmonella enterica, Shigella dysenteriae czy
Enterobacter cloacae.

Czeste wystepowanie integronéw stwierdzono réw-
niez u enterokokéw wyosobnionych od pacjentow
szpitala Jinan University (Chiny). Integrony klasy 1
z izolatéw E. faecalis najczgsciej zawieraly zestaw kaset
genowych dfrA12-orfF-aadA2. Jeden z izolatéw mial
dwa integrony klasy 1, kazdy z ciagiem kaset dfrA12-
-orfF-aadA2 i aadA2. Dwa izolaty niosly jednoczesnie
integrony klasy 1 i 2, zawierajace, odpowiednio, kasety
dfrA17-aadA5 i dfrAl-satl-aadAl. Integrony te wyka-
zywaly bardzo duze podobienstwo sekwencji, wyno-
szace powyzej 99%, do integronéw wykrytych u innych
gatunkow bakterii na terenie tego samego szpitala.
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Ponadto, te same zespoly kaset genowych dominowatly
u roznych gatunkow bakterii, zaréwno Gram-dodatnich
jak i Gram-ujemnych, co sugeruje ich rozprzestrzenia-
nie wérdd bakterii w srodowisku szpitalnym [42].

3.3. Integrony Staphylococcus spp.

Pierwsze dane o obecnosci integronéw w bakte-
riach z rodzaju Staphylococcus pochodzg z 2004 roku.
Nandi i wsp. [28] wykryli integrony klasy 1 w szczepach
3 gatunkow (8. lentus, S. nepalensis i S. xylosus), wyizo-
lowanych z obornika z fermy drobiu. W szczepie ostat-
niego wymienionego gatunku, w regionie zmiennym
zidentyfikowano gen transketolazy, natomiast pozo-
state izolaty mialy integrony ,,puste”, bez wbudowanych
kaset genowych.

Integrony klasy 1 pochodzace z gronkowcdéw wyho-
dowanych z materialéw pobranych od pacjentéw szpi-
tali poznano kilka lat pdzniej. W 2007 r. Xu i wsp. [39]
wykryli je w izolatach klinicznych S. aureus. Wszystkie
te integrony zawieraly pojedyncza kasete genowa aadA 1.
Badania przeprowadzone przez ten sam zespo6t dopro-
wadzily rowniez do odkrycia integronow klasy 1 w 30
z 54 (55,6%) opornych na metycyline szczepéw gron-
kowcow koagulazo-ujemnych: S. epidermidis, S. homi-
nis, S. haemolyticus i S. warneri. Zidentyfikowano cztery
zastawy kaset genowych: dfrAl-orfF-aadA2, aacA4-
-cmlAl, dfrA17-aadA5 i aadA2. Co ciekawe, analiza
metoda hybrydyzacji Southern blot wykazata, ze we
wszystkich szczepach integrony byly zlokalizowane
w chromosomie, a nie w plazmidach, co ma miejsce
w przypadku wiekszo$ci integronow bakteryjnych.

Xu i wsp. [42] podali takze dane o czgstym wyste-
powaniu integronéw klasy 1 w klinicznych szczepach
S.aureus opornych na metycyling (MRSA). Autorzy
wykryli je w 76 ze 179 (42,5%) izolatéw. Integrony te
zawieraly cztery zestawy kaset genowych: dfrA1-orfF-
-aadA2, aacA4-cmlAl, dfrAl17-aadA5 i aadA2, a wiec
takie same jak u opornych na metycyline gronkowcow
koagulazo-ujemnych. Analizowane szczepy byly izolo-
wane w latach 2001-2006 od pacjentéw z zakazeniami
szpitalnymi. W poszczegélnych latach odnotowywano
najczesciej wystepowanie jednego zestawu kaset, co
moze $wiadczy¢ o mozliwosci przekazywania inte-
gronéow wsrod gronkowcéw na drodze HGT. Jednak
z drugiej strony, chromosomowa lokalizacja integronow
u gronkowcow zdaje si¢ przeczy¢ tej hipotezie [44]. Pod-
sumowujac, budowa integronow Staphylococcus spp. nie
odbiega od ogolnego schematu. Uwage zwraca ich kon-
serwatyzm pod wzgledem zawarto$ci kaset genowych.
Najbardziej rozpowszechnione sa kasety genowe typu
aadA (95,9%) i drfA (52,5%) a najczesciej wystepujacym
zestawem Kkaset jest drfA12-orfF-aadA2 [39, 40, 44].

Obecnoé¢ kaset genowych zawierajacych geny
z rodziny aadA zwigzana jest z opornoscig na strep-
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tomycyn¢ i spektynomycyng, aacA4 determinuje
oporno$¢ na aminoglikozydy, kasety z rodziny drfA
zapewniaja opornos¢ na trimetoprim, a kaseta cmlAl
warunkuje oporno$¢ na chloramfenikol. Co wiecej,
obecno$¢ integronéw u Staphylococcus spp. skorelo-
wana jest z wielolekoopornoscig tych bakterii. Ren
i wsp. ustalili [32], Ze integrony wystepuja u 80%
badanych szczepéw MRSA opornych na 12 antybio-
tykéw, podczas gdy w szczepach opornych na jeden
antybiotyk, integrony obecne byly tylko w 43,8% izo-
latéw. W ostatnich latach zauwazalna jest takze ten-
dencja wzrostowa w wykrywalnosci integronéw klasy 1.
W 2009 roku integron tej klasy zidentyfikowano u Sta-
phylococcus epidermidis, a zawarte w nim kasety genowe
zwigzane byly z opornoscia na aminoglikozydy - aac6
oraz B-laktamy - aac6™-aph2 [31]. Integrony klasy
pierwszej byly powszechnie wykrywane réwniez w izo-
latach Staphylococcus spp. pochodzacych z wymazow
gardla i nosa - 40,5% z 200 szczepow zawieralo inte-
grony. Co wiecej, po raz pierwszy zanotowano integron
u Staphylococcus saprophyticus. Daje to w sumie dzie-
wie¢ gatunkow z tego rodzaju ze zidentyfikowanymi
integronami (S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. warneri, S. hominis, S. lentus, S. nepalensis, S. xylosus
iS. saprophyticus) 28, 44].

3.4. Integrony Streptococcus spp.

Oprocz Corynebacterium spp., Enterococcus spp.
i Staphylococcus spp., obecno$¢ integrondw stwierdzono
réwniez u bakterii z rodzaju Streptococcus (Tabela I).
W badaniach przeprowadzonych w latach 2001-2002
w Chinach, wykryto cztery szczepy Streptococcus spp.,
wyhodowane z materialéw pobranych od pacjentéw
szpitala, zawierajgce integrony klasy 1 z zestawem kaset
drfA12-orfF-aadA2 [34].

3.5. Integrony innych gatunkow bakterii
Gram-dodatnich

Obecnos¢ integronéw klasy 1 wykazano metoda
PCR takze w bakteriach Aerococcus sp. oraz Brevi-
bacterium thiogenitalis, wyizolowanych z obornika
pochodzacego z ferm drobiu. Nie uzyskano jednak
produktu amplifikacji regionéw zmiennych integro-
néw, co swiadczy¢ moze o braku wbudowanych kaset
genowych, badZ mutacji w obrebie sekwencji komple-
mentarnej do zastosowanych starterow [28].

4. Podsumowanie
Integrony to struktury genetyczne powszechne

w genomach wielu gatunkéw bakterii, warunkujace
adaptacje mikroorganizmdw oraz wplywajace na tempo
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Tabela I
Charakterystyka integronéw bakterii Gram-dodatnich
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Gatunek Integron Szeregi kaset genowych Pi$miennictwo
Aerococcus sp. Klasa 1 |gen kodujacy metylazg tRNA [28]
Brevibacterium thiogenitalis Klasa 1 |nie wykryto [28]
Corynabacerium ammoniagenes | Klasal |aadA2, aadA9, dfrAl-aadAl [28]
C. casei Klasal |dfrAl-aadAl [28]
C. glutamicum Klasal |aadA2, aadA9 (29, 37]
Enterococcus faecalis Klasal |dfrAl2-orfF-aadA2, dfrA17-aadA5, aadA2 [7,42]
E. faecalis Klasa2 |dfrAl-satl-aadAl [42]
E. faecium Klasa 1 |dfrAl12-orfF-aadA2, dfrA17-aadA5, aadA2 [42]
Staphylococcus aureus Klasa l |dfrAl12-orfF-aadA2, dfrAl17-aadA5, aadA2, aacA4-cmlAl [42]
S. epidermidis Klasa 1 |dfrAl12-orfF-aadA2, dfrAl17-aadA5, aadA2, aacA4-cmlAl [39]
S. hominis Klasa 1 |dfrAl12-orfF-aadA2, dfrA17-aadA5, aacA4-cmlAl [39]
S. haemolyticus Klasal |dfrAl12-orfF-aadA2 [39]
S. lentus Klasa 1l |nie wykryto [28]
S. nepalensis Klasal |nie wykryto [28]
S. xylosus Klasa 1 | nie wykryto [28]
S. warneri Klasal |dfrAl2-orfF-aadA2 [39]
Streptococcus sp. Klasa 1 |drfAl12-orfF-aadA2 [34]

ich ewolucji. Obecnos¢ integronéw jest czesto skorelo-
wana ze wielooopornoscia szczepéw ich gospodarzy.
Stanowi to powazny problem, ze wzgledu na szybko
szerzaca si¢ lekooporno$¢ wsrod bakterii. Przeprowa-
dzone analizy poréwnawcze wskazujg, ze integrony
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych s3 blisko
spokrewnione - maja podobng strukture i koduja
identyczne integrazy. Swiadczy to czestych zdarze-
niach horyzontalnego transferu genéw miedzy oby-
dwoma grupami bakterii, by¢ moze z udzialem mobil-
nych elementéw genetycznych o szerokim zakresie
gospodarzy. Wiekszos¢ opisanych integrondw bakterii
Gram-dodatnich nalezy do klasy 1 i zaobserwowano
je w gatunkach nalezacych do rodzajow Corynebac-
terium, Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus,
Aerococcus i Brevibacterium. Integrony klasy 2 stwier-
dzono jedynie u enterokokéw, natomiast integrondw
klasy 3 nie zaobserwowano dotad w bakteriach Gram-
-dodatnich. Nalezy jednak zauwazy¢, ze dystrybu-
cja i zmienno$¢ integrondéw w tej grupie bakterii sa
wcigz stabo poznane.
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