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1. Wstep

Bakterie z rodzaju Bacteroides s bakteriami beztle-
nowymi, stanowigcymi dominujgcg mikrobiote prze-
wodu pokarmowego ssakdow. Wraz z innymi bakteriami
symbiotycznymi, znajdujacymi si¢ w przewodzie pokar-
mowym, przyczyniajg sie do prawidtowego funkcjono-
wania organizmu. Biorg udzial w koordynacji ukladu
immunologicznego, pobudzaniu motoryki przewodu
pokarmowego oraz przeksztatcaniu steroidow i kwasow
z6lciowych; zapobiegaja tez osiedlaniu sie bakterii pato-
gennych. Bakterie z rodzaju Bacteroides wystepuja takze
w obrebie jamy ustnej, gornych odcinkéw ukladu odde-
chowego oraz w ukladzie moczowo-piciowym kobiet.

Niektore gatunki z rodzaju Bacteroides zaliczane sg
do potencjalnych patogendw, np. B. fragilis jest oportu-
nistycznym patogenem czlowieka, wywotujacym zaka-
zenia jamy otrzewnej, przewodu pokarmowego oraz
zapalenia wyrostka robaczkowego przez wytworzenie
ropnia. Ponadto u Bacteroides spp. wykrywa si¢ coraz
czedciej geny opornosci na antybiotyki, co moze stwa-
rza¢ zagrozenie dla zdrowia ludzi.

2. Systematyka bakterii z rodzaju Bacteroides
Taksonomia rodzaju Bacteroides ulegla w ostatnich

latach wielu zmianom. Poczatkowo do tego rodzaju
zaliczane byly wszystkie $ciSle beztlenowe, Gram-

-ujemne paleczki, nie wytwarzajace przetrwalnikow,
ktore nie nalezaly do Fusobacterium spp. czy Leptotri-
chia spp. Zmieniona systematyka Bacteroides i rodzajow
spokrewnionych opiera si¢ na analizach filogenetycz-
nych sekwencji genu 16S rDNA i zostala przedstawiona
w drugim wydaniu podrecznika ,,Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology” [32].

Ponizej przedstawiono szczegdtows systematyke ro-
dzaju Bacteroides.
Krolestwo: Bacteria
Gromada: Bacteroidetes

Klasa: Bacteroidia

Rzad: Bacteroidales

Rodzina: Bacteroidaceae

Rodzaj:  Bacteroides

Gatunki:  Bacteroides acidifaciens, B. caccie,

B. coprocola, B. coprosuis, B. dorei, B. eggerthii,
B. fragilis, B. finegoldi, B. helcogenes,

B. intestinalis, B. massiliensis,

B. nordii, B. ovatus, B. plebius, B. pyogenes,
B. salyeriae, B. stercoris, B. suis,

B. thetaiotaomicron, B. uniformz’s,

B. vulgatus.

W 2006 roku z rodzaju Bacteroides wyodrebniono
tez nowy rodzaj nazwany Parabacteroides. W obrebie
tego rodzaju znalazly wowczas miejsce nastepujace
gatunki P distasonis, P.goldsteinii i P.merdae [55].
W kolejnych latach rodzaj ten zostal uzupelniony
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o kolejne gatunki: P.chartae, P.chinchillae, P.faecis,
P. gordonii i P. Johnsonie [56]. Gatunki te sg fenotypowo
bardzo zblizone do Bacteroides, lecz rdzne, biorac pod
uwage odleglosci filogenetyczne.

W obrebie rodzaju Bacteroides oraz Parabacteroides
wyrozniana jest ,grupa Bacteroides fragilis”. Grupa ta
byta wczesniej klasyfikowana jako podgatunek B. fra-
gilis (tj. B.f ssp. fragilis, B.f.ssp. distasonis, B.f.ssp.
ovatus, B.f.ssp. thetaiotaomicron i B. f. ssp. vulgatus).
Obecnie na podstawie badan homologii DNA bak-
terie nalezace do tej grupy zostaly przeklasyfikowane
do odrebnych gatunkéw [2]. Pomimo przegrupowa-
nia tych bakterii, grupa B. fragilis nie zostala rozwia-
zana. Bakterie nalezace do tej grupy sa najczesciej
izolowanymi beztlenowymi mikroorganizmami z za-
infekowanych tkanek. Dotyczy to w szczegdlnosci
gatunku B. fragilis, ktéry stanowi od 41% do 78% izo-
latow tej grupy [62].

Sledzenie zmian systematyki w obrebie rodzaju
Bacteroides jest wazne, poniewaz do przeprowadzenia
prawidlowej diagnostyki mikrobiologicznej niezbedna
jest znajomos¢ aktualnej taksonomii bakterii. Wiedza
ta moze by¢ pomocna w wyznaczaniu potencjatu wiru-
lencji czy opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe
badanych bakterii.

3. Znaczenie kliniczne Bacteroides spp.

Bakterie beztlenowe czesto uczestniczg w zakaze-
niach réznych ukltadéw oraz narzadéw u cztowieka.
Sposrod wszystkich bakterii beztlenowych, bakterie
z rodzaju Bacteroides s3 patogenami najczesciej izolo-
wanymi z probek klinicznych [45]. Rodzaj Bacteroides
zazwyczaj dzieli si¢ na dwie grupy bakterii — grupe
B. fragilis oraz grupe zawierajaca pozostate bakterie
z tego rodzaju. Pierwsza grupa zawiera istotne klinicz-
nie gatunki, czesto wykrywane w zakazeniach wywo-
tanych przez bakterie beztlenowe tj. B. fragilis, B. the-
taiotaomicron, B. ovatus, B. distasoni oraz B. vulgatus.
Druga grupa réwniez zawiera kilka niebezpiecznych dla
zdrowia gatunkow np.: B. ureolyticus oraz B. forsythus.
Zasadniczo wszystkie zakazenia spowodowane bakte-
riami Bacteroides spp. s3 endogenne, tzn. wywoluja je
szczepy obecne w organizmie pacjenta przed rozpo-
czgciem procesu patofizjologicznego, ktory prowadzi
do zakazenia klinicznego [16]. B. vulgatus i B. thetaio-
taomicron s3 najbardziej rozpowszechnionymi organiz-
mami z rodzaju Bacteroides w okreznicy czlowieka.
Jednakze od pacjentdéw z zakazeniami jamy brzusznej
lub/i bakteriemia najczesciej izolowanym gatunkiem
tego rodzaju jest B. fragilis, ktory stanowi jedynie okoto
0,5% mikrobioty w jelitach cztowieka [16]. Ta réznica
pomiedzy wystepowaniem w jelitach a czesto$cig izo-
lacji z probek klinicznych od pacjentéw z zakazeniem

sugeruje, ze niektore gatunki Bacteroides, w tym B. fra-
gilis, posiadaja klinicznie istotne czynniki wirulencji.

Czynniki wirulencji dzieli si¢ na trzy kategorie zwia-
zane z: 1) udzialem w adherencji do tkanek gospodarza,
2) ochrong przed odpowiedzig immunologiczng (np.
przed fagocytoza) oraz 3) niszczeniem tkanek.

Do czynnikéw zwigzanych z pierwszg grupg mozna
zaliczy¢ wytwarzanie otoczki wielocukrowej, sluzu po-
wierzchniowego oraz obecno$¢ fimbrii. U B. fragilis
fimbrie i aglutyniny pelnig podobne funkcje jak adhe-
zyny i umozliwiajg bakterii przebywanie w tkankach
gospodarza. Otoczka wielocukrowa B. fragilis jest odpo-
wiedzialna za inicjacje wytworzenia ropni i nie zawsze
wystepuje u szczepow klinicznych Bacteroides [71].

Do czynnikéw wirulencji zwigzanych z unika-
niem odpowiedzi systemu immunologicznego zalicza
sie wystepowanie otoczki, lipopolisacharydéw oraz
posiadanie szeregu zréznicowanych enzymoéw. Lipo-
polisacharyd B. fragilis ma niezwyklg strukture. Ma on
budowe podobng do LPS bakterii z rodziny Enterobac-
teriaceae, jednak wystepuja roznice w budowie lipidu A.
Réznica ta powoduje, Ze jest on od 10 do 1000 razy
mniej toksyczny niz ten wystepujacy u E. coli [70]. Przy-
kfadem enzymu zwiazanego z wirulencja Bacteroides
spp. jest neuraminidaza. Do produkgji tego enzymu sg
predysponowane B. fragilis. Neuraminidaza pozwala
tym bakteriom nie tylko unika¢ odpowiedzi immuno-
logicznej, ale ma swdj udzial takze w adherencji do tka-
nek gospodarza oraz ich niszczeniu. Innymi enzymami
zwigzanymi z brakiem odpowiedzi systemu immuno-
logicznego moga by¢ kolagenaza, fibrynolizyna, hia-
luronidaza, chondroitynaza, heparynaza, lecytynaza,
deoksyrybonukleazy, lipazy oraz fosfolipazy.

Niektore szczepy gatunku B. fragilis wytwarzajg en-
terotoksyne fragilizyne (B. fragilis enterotoxin — BFT).
Toksyna ta jest metaloproteaza zalezng od cynku.
Szczepy, u ktérych ona wystepuje nazywane sa entero-
toksycznymi B. fragilis (ETBF). Wystepuja trzy izotypy
BFT, ktore sa kodowane przez geny bft: bft-1, bft-2 oraz
bft-3. Geny te wystepuja w unikalnych dla tych szcze-
pow odcinkach genomu i s3 nazywane wyspami zjadli-
wosci [58]. BFT oddzialuje na biatko powierzchniowe
komorek eukariotycznych E-kadheryne, ktéra odpo-
wiada za przyleganie komorek. Fragilizyna umozliwia
bakteriom hydrolize wigzania peptydowego kadheryny,
w nastepstwie czego zwigksza si¢ przepuszczalnosé
nabtonka jelitowego dla toksyn oraz innych antyge-
néw. Dzialanie to moze by¢ przyczyna biegunek [73].
BFT indukuje cyklooksygenaze 2, ktéra ulega aktywacji
w czasie reakeji zapalnej i powoduje wydzielanie ply-
néw w komorkach nabtonka jelit [30]. Ponadto fra-
gilizyna jest czynnikiem stymulujacym powstawanie
nowotworow jelita grubego [67].

Schorzeniami wywolanymi przez Bacteroides spp.
w obrebie jamy brzusznej s3 m.in.: ropnie watroby,
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trzustki, nerek, jajnikow oraz jajowodéw. W uktadzie
oddechowym bakterie te moga powodowac¢ zakazenia
zatok oraz pluc i optucnej. Peknigcie ropni moze spo-
wodowac¢ przedostanie sie bakterii do krwi, co prowa-
dzi do bakteriemii oraz rozlegtej infekcji organizmu.
Obecnosci Bacteroides spp. przypisuje sie rowniez zaka-
zenia innych narzadéw tj. moézgu, kosci, szpiku oraz
tkanek miekkich [29].

4. Opornos$¢ na leki u Bacteroides spp.

4.1. Bakterie z rodzaju Bacteroides jako
rezerwuar determinantow opornosci

Bakterie z rodzaju Bacteroides, izolowane z mikro-
bioty ludzkiej okreznicy, moga stanowi¢ rezerwuar
determinantéw opornosci (gendéw lekoopornosci).
Mobilizacja i horyzontalny transfer genéw (HGT)
w jelitach stwarzajg potencjalne zagrozenie dla zdro-
wia ludzi [68]. Moga one by¢ przekazywane znacznie
bardziej zjadliwym bakteriom, wystepujacych tylko
okresowo w jelitach, np. bakteriom ukladu oddecho-
wego, takim jak Klebsiella pneumoniae [43] czy Acine-
tobacter baumannii [9, 21, 27]. W ten sposdb bakterie
przechodzace przez jelita, zamiast na drodze mutacji
i doboru naturalnego, uzyskuja geny opornosci na leki
poprzez HTG [54, 59]. Ta genetyczna ,elastycznos¢”
umozliwia przekazywanie gendw opornosci mie-
dzy gatunkami bakterii w sposob nieprzewidywalny
i sugeruje, ze poziom wielolekoopornosci moze nadal
wzrastac [22]. U bakterii beztlenowych, wystepujacych
w jelitach czlowieka, powszechnie stwierdza si¢ opor-
nos$¢ na tetracykliny, erytromycyne, leki p-laktamowe
czy fluorochinolony. Zwigzane jest to z rozpowszech-
nieniem najbardziej typowych markeréw opornosci,
do ktérych zaliczy¢ mozna geny tet(Q), ermF, cepA,
cfxA oraz cfiA [37, 68] oraz mniej powszechne geny
tet(X), tet(X1) i bexA[66]. Wexler [71] opisuje wzrost
wystepowania u Bacteroides genu opornosci na tetra-
cykling tet(Q) z okolo 30% do ponad 80%, przy
czym allele tet(Q) u réznych gatunkéw Bacteroides sa
w 96-100% identyczne na poziomie sekwencji DNA.
Tenze autor stwierdza rdwniez wzrost wystepowania
genu erm z poziomu >2 do 23%.

Badania, sprawdzajce transfer gendw miedzy gatun-
kami bakterii, s retrospektywne i polegaja na poréwna-
niu sekwencji DNA determinantéw opornosci réznych
gatunkow bakterii np. wystepujacych w ludzkim jelicie
grubym. Jesli geny znajdujgce sie u réznych gatunkéw
sa w >95% identyczne, przyjmuje sie, ze gen zostal
przeniesiony poprzez horyzontalny transfer z jednego
gatunku do drugiego. Poréwnanie sekwencji gendw erm
izolowanych z bakterii, ktére albo nie bytuja na state
w ludzkiej okreznicy (Streptococcus pneumoniae) albo

wystepuja tam w niewielkich ilosciach (Clostridium per-
fringens i Enterococcus faecalis), z genami wykrytymi
u Bacteroides spp. wskazuja, ze nastapit transfer genow
(bezposredni lub posredni) miedzy tymi gatunkami
[59]. Elementy zawierajace geny opornosci sg bardzo
stabilne, nawet w przypadku braku wystepowania pre-
sji antybiotykami [57]. Jednym z mechanizmoéw utrzy-
mywania ich stabilno$ci moze by¢ organizacja gendéw
w integrony, gdzie determinanty opornosci na anty-
biotyki wystepuja w tym samym integronie co enzymy,
ktére zapewniaja korzysci dla bakterii (np. zdolnosé¢
do skutecznej kolonizacji). Zatem badania potencjatu
mobilizacji, ekspresji genéw opornosci na srodki prze-
ciwbakteryjne oraz ich transferu miedzy bakteriami
wystepujacymi w jelitach, w tym Bacteroides spp., sa
konieczne do oceny ich znaczenia jako rezerwuaru
genow z ekologicznego i klinicznego punktu widzenia.

4.2. Oporno$¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe

W ciagu ostatnich dziesiecioleci obserwuje si¢ wzrost
czgstosci wystgpowania opornosci na srodki przeciw-
drobnoustrojowe oraz genéw opornosci na antybio-
tyki. W roku 2001 w Indiach wyizolowano pierwszy
oporny na metronidazol szczep Bacteroides fragilis [8],
10 lat pdzniej w Europie izolowano szczepy tych bak-
terii posiadajace gen cfiA, ktory jest odpowiedzialny
za opornos$¢ na kabapenemy [24]. W roku 2016 SOki
i wspotpracownicy opisali szczepy Bacteroides fragilis
oporne na 7 antybiotykéw [63]. Narastanie zjawiska
niewrazliwosci na leki prawdopodobnie zwigzane jest
z zwigkszong presjg tych zwigzkow [4, 41]. Kliniczne
szczepy Bacteroides spp. wykazuja wzrastajaca oporno$é
na wiele antybiotykéw, w tym na cefoksytyne, klinda-
mycyne, metronidazol, karbapenemy oraz fluorochino-
lony (np. gatifloksacyne, lewofloksacyne i moksyflok-
sacyne). Tylko najnowszej generacji fluorochinolony
np. sitafloksacyna, klinafloksacyna i garenoksacyna,
wykazujg zazwyczaj wyzsza aktywnos¢ wzgledem Bac-
teroides spp. [60].

Antybiotyki B-laktamowe. Antybiotyki [-lakta-
mowe stanowig najwigksza i najbardziej zréznicowana
grupe lekéw przeciwdrobnoustrojowych, stosowanych
w leczeniu prawie wszystkich rodzajow zakazen [42].
Leki B-laktamowe uznawane s3 za bardzo aktywne
srodki przeciwko B. fragilis [62]. Mechanizm dziatania
$rodkow P-laktamowych polega na hamowaniu dzia-
fania enzyméw biosyntezy $ciany komorkowej tych
bakterii (peptydoglikanu), tzw. biatek PBP (Penicillin-
-Binding Proteins). Mechanizmy opornosci bakterii na
te antybiotyki sa warunkowane przez cztery strategie:
1) synteze PBP o niskim powinowactwie do srodkow
B-laktamowych; 2) zmniejszanie przepuszczalnosci
blon komoérkowych bakterii; 3) aktywne wypompo-
wywanie lekéw z komorki bakteryjnej; 4) produkcje
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B-laktamaz tj. enzyméw hydrolizujacych czasteczki
B-laktaméw [42]. U Bacteroides spp. wystepuja wszyst-
kie te strategie opornosci.

Najbardziej rozpowszechnionym mechanizmem
opornosci na $rodki P-laktamowe jest produkcja
enzymu, nalezacego do P-laktamaz, cefalosporynazy
klasy 2e. Kodowany jest on przez umiejscowiony chro-
mosomalnie gen cepA [13, 25]. Enzym ten, hydroli-
zujacy cefalosporyny (z wyjatkiem cefoksytyny) oraz
penicyliny, wystepuje u niemal wszystkich gatunkéow
Bacteroides spp. [53]. Jego wytwarzanie jest hamowane
przez najpowszechniej stosowane inhibitory B-laktamaz
tj. sulbaktam, kwas klawulanowy i tazobaktam, a srodki
zawierajgce te inhibitory sg aktywne wobec szczepdw
wytwarzajacych B-laktamazy. Opornos¢ na cefoksytyne
warunkowana jest przez gen cfxA [13]. Jego ekspresja
moze by¢ zalezna od obecnosci struktur IS [64]. Gen
¢fxA u B. vulgatus jest odlegtym homologiem genu cepA
B. fragilis [53].

Struktura antybiotykéw -laktamowych ufatwia ich
wigzanie z miejscem aktywnym PBP. Wykazanie kore-
lacji miedzy aktywnoscig p-laktamu i powinowactwem
PBP u B. fragilis jest trudne. Do niedawna wigkszo$§¢
badan prowadzono poprzez znakowanie komorek lub
ekstraktéow komorkowych znacznikami przeciwbak-
teryjnymi i analize wynikéw za pomocg elektroforezy
na zelu poliakrylamidowym w obecnosci siarczanu
dodecylu sodu (SDS) [11]. Zsekwencjonowanie calego
genomu B. fragilis pozwolito na pelniejszg analize
struktur tej bakterii, dzieki czemu zidentyfikowano sie-
dem domniemanych genéw kodujacych PBP. Sekwen-
cje genow dla homologéw najblizszych do PBP E. coli
w genomie B. fragilis (pbplabBfr, pbplcBfr, pbpABfr,
pbpBBfr, pbp4Bfr i pbp7Bfr), opracowano odpowied-
nio na podstawie ortologéw genéw ponBEco, pbpCEco,
pbpAEco, pbpBEco, dacBEc oraz pbpGEco wystepuja-
cych u E. coli [49].

Pomimo powyzszych trudnosci Georgopapadakou
i wsp. [19] potwierdzili zwigzek pomiedzy zmniejszo-
nym powinowactwem zwigzkéw B-laktamowych i PBP
u Bacteroides a ich opornoscig na dzialanie tych lekow.
U opornych szczepéw B. fragilis zaobserwowano zmniej-
szone powinowactwo PBP (80kDa) do imipenemu,
piperacyliny, cefoperazonu, cefotaksymu i ceftazydymu.
Zmiany w PBP, gtéwnie w PBP1 lub/i PBP2, s3 powia-
zane z innymi niz -laktamazowe mechanizmy oporno-
$ci na cefoksytyne u cefoksytynoopornych mutantéow
gatunkow B. fragilis [48]. Fang i wsp. [17] stwierdzili, ze
powinowactwo kompleksu PBP1 (86 kDa) pochodzs-
cego z B. thetaiotaomicron do cefoksytyny i piperacyliny
jest >100-krotnie i ~ 70-krotnie mniejsze, w poréwna-
niu z ich dzialaniem na macierzysty szczep wrazliwy.
Ponadto, autorzy wykazuja, ze ortolog genu E. coli PBP3
(pbpBBfr, kodujacego biatko PBP2Bfr) jest zaangazo-
wany w wigzanie imipenemu [1, 49].

Karbapenemy. Karbapenemy nalezg do zwiazkow
B-laktamowych, ale ze wzgledu na odmienng struk-
ture, czesto sa traktowane jako odrebna grupa anty-
biotykéw. Oporno$¢ bakterii na te leki jest rzadko
spotykana. Pomimo, Ze notuje si¢ wzrost opornosci na
te srodki, to karbapenemy uwaza si¢ za jedne z najbar-
dziej aktywnych lekéw wobec B. fragilis [62]. Opornos¢
na te $rodki przeciwdrobnoustrojowe warunkuje eks-
presja genow cfiA oraz ccrA kodujacych m.in. synteze
enzymu metalo-f-laktamazy klasy B [13, 35]. Geny te
nadajg bakteriom oporno$¢ zaréwno na karbapenemy,
B-laktamy oraz B-laktamy ze $rodkami zawierajacymi
inhibitory p-laktamaz. Niektdore szczepy Bacteroides
spp. zawierajg ,milczace” geny karbapenemaz, a ich
poziom ekspresji jest zalezny od promotora zawieraja-
cego sekwencje insercyjne (IS) powyzej sekwencji genu
cifA/ccrA [64, 71]. Innym mechanizmem opornosci na
karbapenemy moglyby by¢ zmiany w budowie biatek
wigzacych penicyling (PBP) i bialek porynowych, umoz-
liwiajgcych przenikanie karbapenemom do komorki [1].
Badania szczepéw bakterii wielolekoopornych, izolowa-
nych z prébek klinicznych, prowadzone przez Pumbwe
iin. [50] wykazaly, ze zwiekszona czynnos¢ pomp do
aktywnego usuwania antybiotykéw z komorki bakterii,
moze by¢ przyczyna opornosci na karbapenemy.

Aminoglikozydy. Aminoglikozydy s3 inhibitorami
syntezy biatka, ktore wigza si¢ z podjednostka 30S
rybosomu bakteryjnego. Wychwyt tego leku wymaga
fanicucha tleno- lub azotano-zaleznego transportu elek-
tronow, ktorego brakuje u bakterii z rodzaju Bacteroides
[7]. Pomimo tego, zauwaza si¢ u tych bakterii podwyz-
szony poziom opornosci na te zwigzki [33].

Makrolidy, linkozamidy i chloramfenikol. Anty-
biotyki makrolidowe (np. erytromycyna) hamujg syn-
teze bialek przez wigzanie sie z czasteczka 23S rRNA
(w podjednostce 50S) rybosomu bakteryjnego, blokujac
wyjscie rosnacego tancucha peptydowego. Linkozamidy
(np. klindamycyna) réwniez wigzg sie z podjednostka
50S rybosomu [71]. Opornos¢ na klindamycyne,
powszechnie stosowanego w ciagu ostatnich lat leku
przeciw bakteriom beztlenowym, wykazuje ciagle ten-
dencje wzrostowa [62]. Niewrazliwos¢ na te antybio-
tyki kodowana jest przez rézne geny, do ktérych naleza
gléwnie geny ermB, ermF i ermG. Gen linAn2 nadaje
opornos¢ na linkomycyne i erytromycyne; natomiast
geny mrsSA oraz mefA posrednicza w nabywaniu
opornosci na makrolidy i linkozamidy [13]. Geny te s3
zblizone do genéw, wystepujacych u mikroorganizmow
Gram-dodatnich, wywotujacych oporno$¢ na makro-
lidy, linkozamidy i streptograminy B poprzez metyla-
cje rybosomu. Ekspresja gendw nalezacych do grupy
erm moze by¢ zwiekszona dzigki aktywnosci sekwencji
insercyjnych [64].

Chloramfenikol wigze si¢ z rybosomalng transfe-
razg peptydowa zapobiegajac w ten sposob biosyntezie
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biatek. Enzym acetylotransferaza chloramfenikolu prze-
nosi grupy acetylowe z acetylo-koenzymu A do pierw-
szorzedowych grup hydroksylowych chloramfenikolu
w pozycji C-6, zapobiegajac wigzaniu si¢ zmodyfikowa-
nego antybiotyku z rybosomem i jego oddzialywaniem
na komorke bakterii [5]. Badania poziomu opornosci
bakterii z rodzaju Bacteroides na chloramfenikol pro-
wadzone w szpitalach w Stanach Zjednoczonych, nie
wykazaly wystepowania Bacteroides spp. opornych na
ten zwigzek przeciwbakteryjny [61].

Tetracykliny. Tetracykliny hamujg synteze bialek
bakteryjnych poprzez blokowanie przylaczania kom-
plekséw tRNA-aminokwas do rybosoméw. Srodek
ten byt kiedy$ stosowany jako antybiotyk pierwszego
wyboru w leczeniu zakazen wywotanych przez bakterie
beztlenowe, a wszystkie izolowane szczepy Bacteroides
spp. w 1950 roku byly na niego wrazliwe [20]. Anty-
biotyk ten pozostawal skutecznym srodkiem przeciw
bakteriom beztlenowym az do roku 1970 [31]. Obec-
nie, prawie wszystkie kliniczne izolaty Bacteroides spp.
(>80-90%) sa tetracyklinooporne [3, 66, 71]. Jednym
z mechanizméw tetracyklinoopornosci, opisywanym
u B. fragilis, jest aktywne usuwanie leku z komorki bak-
terii za pomocg pomp tzw. effluks [52]. Odmienng stra-
tegie opornosci na tetracykliny warunkuje gen tet(Q).
Koduje on cytoplazmatyczne biatko, ktére wchodzi
w interakcje z rybosomem bakterii, przez co zabloko-
wane jest dziatanie leku na bakterie [52]. Mechanizm
ten jest najbardziej rozpowszechnionym u Bacteroides
spp. typem opornosci na te antybiotyki [34]. Innymi
genami warunkujagcymi oporno$¢ na tetracykliny,
wykrywanymi u $cistych beztlenowcdéw np. Bacteroides
spp.» sa geny tet(X) oraz dwa jego ortologi tet(X1) oraz
tet(X2). Geny te u Bacteroides spp. sa czgsto zwigzane
z plazmidami i transpozonami. Warunkujg one enzy-
matyczng inaktywacje tetracykliny [52]. Gen tet(X)
umiejscowiony jest na transpozonach Tn4351 oraz
Tn4400 i koduje enzym oksydoreduktaze zalezng od
FAD i NADPH, ktéra inaktywuje tetracykliny w obec-
nosci tlenu [74]. Geny fet(X1) oraz tet(X2) zidentyfiko-
wano na transpozonie koniugacyjnym CTnDOT wraz
z genem ermF [72].

Nitroimidazole. Metronidazol jest powszechnie
stosowanym $rodkiem w leczeniu zakazen beztleno-
wych. Oporno$¢ Bacteroides spp. na metronidazol jest
rzadko wykrywana, przy czym nie mozna wykluczy¢,
ze dzieje sie tak ze wzgledu na przesiewowy sposob
wykrywania beztlenowcéw. Prawdziwa czestotliwos¢
wystepowania opornosci na metronidazol u B. fragilis
moze by¢ znacznie wyzsza niz przyjmowana [69].

Opornos¢ na te $rodki jest zazwyczaj spowodowana
zmianami w genach nim i genach z nimi zwigzanych
(na przyklad w strukturach IS) [13, 64, 65]. Gen nim
niekiedy bywa ,,milczacy”, ale moze zosta¢ aktywowany
przez elementy IS [23]. Cztery geny nim (nimA-D) moga

wystapi¢ w kazdym gatunku Bacteroides. Kazdy z tych
gendw jest zwigzany z odrebnym ruchomym mobilnym
elementem genetycznym, jak réwniez kazdy z nich ma
specyficzny aktywujacy element IS [23, 36]. Obecnos¢
genu nim nie jest jednoznaczna z opornoscig bakte-
rii na metronidazol na poziomie leczenia klinicznego.
W niektoérych przypadkach, gen ten moze ulegaé ekspre-
sji na niskim poziomie lub pozosta¢ nieaktywny [18].

Chinolony. Leki z tej grupy dziataja poprzez hamo-
wanie dwoch specyficznych enzymoéw - gyrazy DNA
i topoizomerazy IV, ktdre uczestnicza w replikacji DNA
bakterii. Mutacje tych genow sg najczestsza przyczyna
opornosci na chinolony. Mutacje genu gyrA, powodu-
jace oporno$¢ na fluorochinolony u B. fragilis, zostaly
okreslone w pozycjach hot-spot 82 i 86 (réownowazne
z pozycjami 83 i 87 u E.coli) [44, 51]. Substytucje
w genach gyrB, parC i parE s3 dotychczas rzadkoscia
u B. fragilis i nie s3 dobrze poznane. Bakterie te moga
takze stac si¢ oporne na chinolony poprzez zwigkszenie
ich eksportu na zewnatrz komorki. Miyamae i in. [38]
znalezli mechanizm czynnego usuwania norfloksacyny
z komorki u B. fragilis i sugerujg, Ze mechanizm ten
jest katalizowany przez pompe podobng do NorA/Bmr.
Ponadto, u B. thetaiotaomicron stwierdzono wystepo-
wanie MATE - systemu aktywnego usuwania wielu
lekéw (m.in. fluorochinolonéw i aminoglikozydow)
z komorki bakterii np. biatko BexA, ktore jest odpo-
wiedzialne za eksport fluorochinolonéw i bromku ety-
dyny z komorki [13, 39, 47]. U szczepéw pochodzenia
klinicznego i laboratoryjnego wykazano réwniez opor-
nos$¢ na chinolonony zwiazana ze wzrostem aktywnosci
pomp z rodziny RND [50]. Rodzina transporterdéw
RND to pompy wielolekowe, szeroko rozpowszech-
nione u bakterii Gram-ujemnych [47]. Miedzy innymi
Snydman i in. [62] wykazali wzrost opornosci bak-
terii z rodzaju Bacteroides na moksyfloksacyne z grupy
fluorochinolonéw.

Zwigkszajace si¢ z roku na rok wykorzystywanie
antybiotykéw w leczeniu ludzi i zwierzat powoduje, ze
bakterie coraz szybciej zmniejszaja swoja wrazliwosé
na leki. Dlatego konieczne jest dalsze zglebianie wiedzy
na temat lekoopornosci u bakterii, szczegélnie u tych
wykazujacych cechy zjadliwosci jak Bacteroides spp.

4. Metody okreslania lekowrazliwosci

Okreslenie wrazliwosci bakterii beztlenowych na
antybiotyki jest jednym z elementéw rozpoznania
i leczenia choréb przez niewywolanych. Istnieje wiele
metod badania antybiotykoopornosci. Do najczesciej
stosowanych nalezag metody oparte na hodowli bak-
terii in vitro. Do tych badan zalicza si¢ metode seryj-
nych rozcienczen antybiotyku w podtozu stalym lub
plynnym oraz testy oparte na dyfuzji antybiotykéw
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do podloza — antybiogram oraz Epsilometer test. Ist-
nieje tez druga grupa coraz powszechniej stosowanych
metod, niezaleznych od hodowli. Zalicza si¢ do niej
metody molekularne oparte m.in. na fancuchowej reak-
¢ji polimerazy (PCR), ilo$ciowej reakcji PCR (qPCR),
a takze metagenomike. W niniejszej pracy zostaty opi-
sane wybrane metody, najczesciej stosowane do ozna-
czania antybiotykoopornosci bakterii.

Metody oparte na hodowli bakterii w poréwna-
niu z badaniami molekularnymi sg stosunkowo nie-
drogie i proste w wykonaniu. Jednakze tylko znikomy
procent bakterii mozna namnaza¢ w warunkach labo-
ratoryjnych.

Opisane ponizej metody hodowlane stuza do okres-
lenia minimalnych stezen inhibitujacych (MIC) - czyli
najnizszego stezenia antybiotyku, w ktérym bakterie
przestaja rosna¢. European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing (EUCAST) co roku przed-
stawia wykaz lekow stosowanych lekow przeciwko
poszczegdlnym grupom bakterii wraz z warto$ciami
MIC i ich interpretacja. EUCAST do zwalczania bez-
tlenowych bakterii Gram-ujemnych proponuje stoso-
wanie nastepujacych lekow: penicyliny benzylowej,
ampicyliny, amoksycyliny, piperacyliny, tikarcyliny,
doripenemu, ertapenemu, imipenemu, meropenemu,
klindamycyny, chloramfenikolu oraz metronidazolu
[15]. Rozklady wartosci MIC tych antybiotykéw dla
bakterii z grupy Bacteroides fragilis zostaly przedsta-
wione w tabeli I [15].

Metoda rozcienczen w agarze polega na wprowa-
dzeniu réznych stezen srodka przeciwbakteryjnego do
pozywki z agarem odzywczym (Brucella agar z krwig)
z dodatkiem heminy oraz witaminy K, ktéra nastep-
nie zaszczepiana jest normalizowang liczbg komorek
badanych drobnoustrojow. Plytki odczytywane sg po
48 godzinach inkubacji poprzez poréwnanie wizualnie
wzrostu bakterii z roznych szczepow i serii rozcienczen
oraz okre$lenie MIC [6].

Metoda rozcienczen w pozywce plynnej polega na
dodaniu do kolejnych dotkéw, zawierajacych plynna
pozywke Brucella bulion z krwig, seryjnych 2-krotnych
rozcienczen leku, a nastgpnie zaszczepienie ich przy-
gotowanym roztworem komorek bakteryjnych. Do tej
metody wykorzystuje si¢ specjalne plytki z tworzywa
sztucznego lub tace. Wartosci MIC s3 odczytywane
po 48 godzinach inkubacji. Zaleta tej metody jest
mozliwos$¢ badania w jednym czasie wielu antybioty-
kéw. Jednakze technika ta jest ograniczona przez staby
wzrost bakterii beztlenowych wrazliwych na tlen,
i obecnie zatwierdzona przez Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI) do badania tylko bakterii
z grupy B. fragilis [10].

Do zalet tych dwdch metod nalezy stosunkowy niski
koszt badania, a takze duza dokladnos¢ i powtarzal-
no$¢ wynikow. Do wad natomiast nalezy zaliczy¢ duza

praco- i czasochfonnos¢, spowodowang konieczno$cia
wykonania rozcienczen oraz recznego zaszczepienia
bakteriami kazdej ptytki czy dotka z pozywka [10, 46].

Epsilometer test (E-test) jest to metoda gradien-
towo-dyfuzyjna, umozliwiajaca okreslenie MIC oraz
warto$ci granicznej. Zasada testu opiera si¢ dyfuzji ze
specjalnego plastikowego paska, powlekanego srodkiem
przeciwdrobnoustrojowym w wrastajagcym gradiencie
stezen, do podloza agarowego uprzednio zaszczepio-
nego badanym szczepem. Dla bakterii beztlenowych
najczesciej stosowanym podlozem w tej technice jest
Brucella agar z krwig z dodatkiem heminy i witaminy K.
Wyniki odczytuje sie¢ po inkubacji poprzez spraw-
dzenie symetrycznej elipsoidalnej strefy hamowania
wzrostu wzdluz paska. Warto$¢ MIC okre$la sie spraw-
dzajac na skali paska, miejsce, w ktérym tasma prze-
cina sie ze strefe zahamowanego wzrostu [14]. Zaleta
tej metody jest mozliwos¢ dokladnego ustalenia stop-
nia oporno$ci mikroorganizmu na dany lek. Test ten
jest jednak stosunkowo drogi. E-test, tak jak anty-
biogram, nie zostal jeszcze uznany za standardowa
metode badania lekowrazliwosci bakterii beztleno-
wych, pomimo ze wyniki wielu badan sa poréwnywalne
z wynikami jakie uzyskuje si¢ stosujac metode rozcien-
czen w agarze [6, 10, 40].

Metody molekularne wykazuja wysoka specyficz-
nos¢, a takze umozliwiaja badanie wszystkich bakterii
obecnych w probkach. Jednakze sg one nadal duzo
drozsze od metod opartych na hodowli oraz nie sa
standaryzowane. Pomimo tego, wykorzystanie metod
molekularnych do badania opornosci bakterii na anty-
biotyKki staje si¢ obecnie coraz bardziej powszechne.

Metody molekularne opieraja si¢ na wykryciu
genow warunkujacych opornos¢ bakterii na antybio-
tyki, np. genow cepA, cfxA, cifA czy tez tet(X) kodu-
jacych opornos¢ odpowiednio na penicyliny, cefalo-
mycyne, karbapenemy i tetracykliny. W szczegdlnych
przypadkach, tak jak to ma cze¢$ciowo miejsce u Bacte-
roides sp., geny te moge by¢ uspione, a ich aktywnos¢
jest zalezna od wystepowania sekwencji insercyjnych
[66]. W celu wykrycia gendéw opornosci na anty-
biotyki stosuje si¢ reakcje PCR i QPCR. Wykorzystuja
one dzialanie enzymu polimerazy DNA do amplifika-
cji (wielokrotnego kopiowania) sekwencji gendéw opor-
nosci. Aby reakcja przebiegla prawidlowo, konieczne
jest uzycie specyficznych starteréw przytaczajacych sie
do analizowanego DNA w miejscu przed i za sekwen-
cja genu. Na przyklad w celu wykrycia genu cifA
wykorzystuje si¢ startery GBI-1 and GBI-2 [28]. Aby
bada¢ profil lekoopornosci konkretnego rodzaju czy
gatunku bakterii konieczne jest wyizolowanie DNA
z badanego materialu, a nast¢pnie przeprowadzenie
reakcji PCR czy qPCR. Reakcja PCR pozwala tylko
okresli¢ jako$ciowo wystepowanie analizowanych
genow w badanym materiale DNA. Natomiast gPCR
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ponadto umozliwia ilosciowe okreslenie obecnos$ci
genow w materiale biologicznym czy tez badanie eks-
presji genéw lekoopornosci.

Inng, bardziej postepows, metodg okreslania anty-
biotykoopornosci bakterii, jest metagenomika. Polega
ona na bezposrednim klonowaniu materiatu genetycz-
nego izolowanego z probek badawczych, a nastgpie jego
sekwencjonowaniu i funkcjonalnej analizie. Metoda ta
umozliwia np. stosunkowo szybkie okreslenie wyste-
powania jednocze$nie wszystkich genéw opornosci na
leki, a takze wielu innych gendéw obecnych w analizo-
wanej probce. Technika ta, do prawidlowego dzialania,
wymaga stworzenia rzetelnej bazy danych zawieraja-
cej informacje o genomach gatunkéw referencyjnych
np. GenBank, PubMed czy Entrez. Metoda ta zostata
wykorzystana przez Hu i in. [26] do wykrycia gendéw
lekoopornosci ludzkiej mikrobioty jelitowej. Wykorzy-
stujac narzedzie bioinformatyczne BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) opisano 4,1 mln genéw bakterii
jelitowych, z czego 1093 genéw odpowiedzialnych byto
za oporno$¢ na antybiotyki.

Metoda ta, ze wzgledu na spadek kosztow sekwen-
cjonowania DNA i rozszerzajacg sie baze danych, bedzie
sukcesywnie wypiera¢ tradycyjne metody badawcze
oparte na hodowli bakterii w warunkach in vitro [12].

7. Podsumowanie

Beztlenowe bakterie z rodzaju Bacteroides sa naj-
liczniejszg grupa bakterii w przewodzie pokarmowym
ssakow. Stanowig wazny element w prawidfowym funk-
cjonowaniu ukladu pokarmowego. Niektére gatunki
bakterii z rodzaju Bacteroides wykazuja silne wlasci-
wosci chorobotwdrcze, ktdre sg zwigzane z obecnoscia
otoczki polisacharydowej, lipopolisacharydéw, moz-
liwoscig wytwarzania réznorodnych enzymoéw oraz
enterotoksyny fragilizyny. W ostatnich latach zauwaza
sie wzrost opornosci Bacteroides spp. na wiele grup
antybiotykow i coraz czgsciej stwierdza si¢ koniecznosé
monitoringu zmian profilu lekoopornosci tych bakterii.
Niniejsza praca stanowi podsumowanie aktualnej wie-
dzy na temat bakterii z rodzaju Bacteroides.
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