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Secretion of outer membrane vesicles as a mechanism promoting H. pylori infections

Abstract: Helicobacter pylori commonly colonizes the human gastric mucosa. Infections with this microorganism can contribute to serious
health consequences, such as peptic ulceration, gastric adenocarcinoma and gastric mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma. Chronic
persistence of this bacteria in the host organism is probably strongly dependent on the secretion of outer membrane vesicles (OMV). These
organelles are small, electron-dense, extracellular structures which are secreted in large amounts during stressful conditions, among others.
H. pylori OMV mediate transfer of virulence factors such as toxins and immunomodulatory compounds. They contribute to avoiding
a response from the host immune system and inducing chronic gastritis. OMV secretion also affects the formation of cell aggregates,
microcolonies and biofilm matrix. Enhanced OMV production is connected to maintenance of direct contact through cell-cell and
cell-surface interactions. A key component of OMV, which determines their structural function, is extracellular DNA (eDNA) anchored
to the surface of these organelles. eDNA associated with OMV additionally determines the genetic recombination in the process of
horizontal gene transfer. H. pylori is naturally competent for genetic transformation and is constantly capable of DNA uptake from the
environment. The natural competence state promotes the assimilation of eDNA anchored to the OMV surface. This is probably dependent
on ComB and ComEC components, which are involved in the transformation process. For this reason, the OMV secretion mediates
intensive exchange of genetic material, promotes adaptation to changing environmental conditions and enables persistent infecting of the
gastric mucosa by H. pylori.

1. Introduction. 2. Secretion of outer membrane vesicles by H. pylori. 3. Proteome of H. pylori outer membrane vesicles. 4. Transport
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formation. 5.1. Functions of biofilm. 5.2. OMV influence on bacterial biofilm formation. 5.3. OMV influence on biofilm formation
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1. Wstep

Pecherzyki blonowe (OMV, Outer Membrane Vesic-
les) sg strukturami o nanometrycznych wymiarach,
ktére przenosza réznorodne substancje chemiczne,
czesto nierozpuszczalne lub hydrofobowe [47, 50].
Wsrdéd nich wyrézni¢ mozna biatka blonowe i cyto-
plazmatyczne, lipidy, kwasy nukleinowe (RNA i DNA),
komponenty $ciany komérkowej (LPS i peptydoglikan)
oraz drobnoczasteczkowe metabolity wtorne (toksyny,
czynniki immunomodulujgce, substancje warunkujgce
quorum sensing) [36, 37, 47, 50]. W obrazie mikrosko-
powym OMV widoczne s3 jako drobne, sferyczne,
geste elektronowo organelle o wymiarach w zakre-
sie 50-250 nm [36]. Pecherzyki blonowe warunkuja
dostarczenie substancji do miejsca docelowego w efek-

tywnym stezeniu oraz ochrone przed czynnikami §ro-
dowiskowymi, tj. dziataniem nukleaz i peptydaz [37,
53]. Pecherzyki wytwarzane s we wszystkich fazach
wzrostu mikroorganizméw i produkowane sg zaréwno
przez bakterie Gram-ujemne, jak i Gram-dodatnie [37,
50]. Dotychczas nie uzyskano mutantéw bakterii cal-
kowicie pozbawionych zdolnosci do sekrecji OMYV, co
sugeruje, ze proces ten zalezny jest od wielu genow [37].

Poczatkowo uwazano, ze OMV s3 przypadkowym
produktem powstatym w wyniku obrotu katabolicznego
$ciany komorkowej lub lizy komoérki mikroorganizmu.
Obecnie s3 jednak rozpatrywane jako system sekrecji,
kluczowy dla fizjologii drobnoustrojow [47, 50, 53].
Wydzielanie pecherzykow blonowych taczy sie z adap-
tacja mikroorganizméw do niekorzystnych warunkow
$rodowiska. Odpowiedz ta polega na promowaniu

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaklad Mikrobiologii, Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich we Wroctawiu; ul. Chatubin-
skiego 4, 50-368 Wroctaw; tel. 717 84 12 86; e-mail: krojcerpawel@gmail.com



SEKRECJA PECHERZYKOW BLONOWYCH JAKO MECHANIZM PROMUJACY INFEKCJE H. PYLORI

tworzenia agregatow bakteryjnych i biofilméw oraz
usuwaniu antybiotykéw, przeciwcial i bakteriofagdw
z powierzchni komorki przez aktywna sekrecje OMV
do $rodowiska zewnetrznego [53]. Pecherzyki Mora-
xella catarrhalis majg zdolno$¢ aczenia si¢ z przeciw-
cialami skierowanymi przeciwko bakterii, co warun-
kuje uniknigcie opsonizacji i bezposredniego kontaktu
drobnoustroju z komdrkami odpornosciowymi [54].
U mutantéw AyieM Escherichia coli nadprodukujacych
pecherzyki blonowe, wykazano 10-krotny wzrost sekre-
cji OMV. Proces ten skorelowany byl ze zwigkszonymi
zdolnosciami przetrwania przy traktowaniu mutantow
antybiotykami degradujacymi btone¢ komoérkows, poli-
myksyna B i kolistyng. Dodatkowo, inkubacja fagéw
litycznych T4 z E. coli, przy obecnosci 1 ug OMYV, redu-
kowata skuteczno$¢ bakteriofagéow o 90% [42].
Pecherzyki blonowe moga uczestniczy¢ w transpor-
cie materialu genetycznego, determinujacego zacho-
dzenie horyzontalnego transferu genéw (HGT), lub
zwigzkow zaangazowanych w komunikacje miedzy-
drobnoustrojowa [9, 53]. Kliniczne szczepy Pseudomo-
nas aeruginosa izolowane od pacjentéw z mukowiscy-
doza wydzielaja przy pomocy OMYV silnie hydrofobowe
czynniki sygnalne, zwigzane z wirulencjg tego pato-
genu, tj. 2-heptylo-3-hydroksy-4-chinolon (PQS, Pseu-
domonas Quinolone Signal) [44]. Jednym z pierwszych
mikroorganizméw, u ktérych wykazano zdolno$¢ do
przenoszenia materialu genetycznego przez transport
pecherzykowy byl Haemophilus influenzae. OMV trans-
portujace DNA wplywalo na ochrong kwasu nukleino-
wego przed nukleazami i enzymami restrykcyjnymi
oraz umozliwialo zachodzenie modyfikacji gene-
tycznych. Stad tez nazwane zostaly transformasomami
(transformasomes) [25]. Dzi$ wiadomo, Ze pecherzyki
tych bakterii zwierajg takze inne czynniki wirulen-
¢ji jak endopeptydaza IgA, lipooligosacharyd (LOS),
adhezyna P5 czy bialka metabolizmu hemu [59].
U mikroorganizméw wykazano réwniez zdolno$¢ do
rozpowszechniania genéw opornosci poprzez peche-
rzyki blonowe. Plazmid opornosci na penicyline
u Neisseria gonorrhoeae moze by¢ przenoszony za
posrednictwem OMYV na szczepy wrazliwe [12]. Podob-
nie pecherzyki blonowe szczepoéw Acinetobacter bau-
mannii produkujacych metalo-{-laktamaze, warun-
kujaca opornos¢ na karbapenemy, inicjowaty zdolnos¢
do rozkladu tych antybiotykow u szczepow wrazli-
wych tej bakterii [56]. W doswiadczeniu Schaar i wsp.
[57] wykazano, ze OMV wydzielane przez M. catarrha-
lis KR526 zawieraly aktywna B-laktamaze i w stezeniu
25 ug/ml kompletnie hydrolizowaly 2,5 ug/ml amo-
ksycyliny. Pecherzyki tego mikroorganizmu wplywaty
takze protekcyjnie wzgledem innych bakterii patogen-
nych ukladu oddechowego, H. influenzae i Streptococ-
cus pneumoniae. To sugeruje, ze OMV moga wywiera¢
efekt ochronny wzgledem réznych drobnoustrojow,
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bytujacych w tej samej niszy ekologicznej, wzmacniajac
ich zdolnosci przetrwania.

W niniejszej pracy dokonano przegladu wiedzy
dotyczacej zdolnosci Helicobacter pylori do sekrecji
pecherzykow blonowych. Szczegolng uwage zwrécono
na zaangazowanie pecherzykéw w formowanie bio-
filmu i agregatow bakteryjnych oraz generowanie
zmienno$ci genetyczne;j.

2. Sekrecja pecherzykéw blonowych u H. pylori

Do zakazenia H. pylori dochodzi najczesciej w dzie-
cinistwie, a objawy kliniczne moga ujawnic¢ sie po wielu
latach. Drobnoustroj ten zasiedla sluzéwke zoladka,
gdzie zdolny jest do przetrwania mimo stosowanych
terapii. Przetrwate infekcje indukujg chroniczne zapa-
lenie blony sluzowej zotadka, co faczone jest z rozwo-
jem choroby wrzodowej zotadka lub dwunastnicy oraz
nowotworem zofadka [4]. Podobnie jak wiekszos$¢ bak-
terii Gram-ujemnych, H. pylori jest zdolny do sekrecji
pecherzykow blonowych, ktorych wielkos¢ miesci sie
w zakresie 20-300 nm [48]. Mikroorganizm ten nie-
rzadko mimo braku bezposredniej adhezji do komoérek
epitelium posiada zdolno$¢ inicjowania zapalenia blony
$luzowej zotadka [24]. Pecherzyki blonowe warunkuja
skuteczne przekraczanie bariery epitelialnej i dostar-
czenie czynnikéw wirulencji bezposrednio do komo-
rek docelowych. Taka strategia umozliwia unikniecie
bezposredniego kontaktu z komoérkami gospodarza
i ochrone przed szkodliwym dzialaniem ukfadu odpor-
nosciowego (24, 63].

Bakterie H. pylori wydzielajg OMV w hodowlach
plynnych, stalych lub w formie biofilmu, zaréwno
w warunkach in vitro i in vivo [31, 53]. Sktad oraz ilos¢
pecherzykow blonowych determinowane sg przez faze
wzrostu i czynniki srodowiskowe. Zaobserwowano,
ze H.pylori izolowany podczas logarytmicznej fazy
wzrostu posiada spiralny ksztalt i wydziela relatywnie
niska ilo§¢ OMYV, za$ w fazie stacjonarnej przyjmuje
ksztalt kokoidalny, wydzielajgc duze ilosci pecherzy-
kow [48]. W badaniu Keenan i wsp. [32] wykazano
wplyw zmiany stezenia zelaza na ilos¢ i budowe lipo-
polisacharydu (LPS) w produkowanych pecherzykach
H. pylori. U bakterii wzrastajacych w optymalnych
warunkach LPS na powierzchni wydzielanych OMV
wystepowal liczniej (1,94+0,07 pg/mg biatek OMV)
niz przy obnizonym stezeniu zelaza (0,75 +0,19 ug/mg
bialek OMV). Co wigcej, ekspresja terminalnej jed-
nostki Lewis” w obrebie struktury LPS H. pylori byla
15-krotnie zredukowana w warunkach obnizonego
stezenia zelaza. Bytujacy w jamie ustnej Porphyromo-
nas gingivalis produkuje dwie formy LPS, réznigce si¢
wlasciwosciami fancucha polisacharydowego: O-LPS
(neutralny) i A-LPS (fadunek ujemny). Pecherzyki
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blonowe mutantéw P. gingivalis o zredukowanej iloéci
A-LPS, wystepujace naturalnie w duzych ilosciach,
posiadaly zmieniony profil bialek blony zewnetrznej
(OMP, Outer Membrane Proteins). Sugeruje to, ze LPS
moze wplywac na skfad i proces formowania peche-
rzykow [22].

3. Proteom pecherzykow blonowych H. pylori

Biatka znajdujace sie w OMV posiadaja réznorodne
funkcje i naleza do bialek strukturalnych, bialek blony
zewngtrznej i wewnetrznej, poryn, kanatéw jonowych,
enzymow cytoplazmatycznych i peryplazmatycznych
oraz bialek zwigzanych z odpowiedzig mikroorganizmu
na stres [37]. W do$wiadczeniu Mullaney i wsp. [46]
oraz Olofsson i wsp. [48] badano proteom pecherzykow
wydzielanych przez H. pylori. Dominujaca grupe stano-
wity biatka blony zewnetrznej (31%) i biatka cytopla-
zmatyczne (22%) [46]. W stosunku do proteomu blony
zewnetrznej calej komorki bakterii, 77% wszystkich
bialek tego kompartymentu znajdowalo sie¢ w obrebie
OMV. Sugeruje to, ze grupowanie substancji w trakcie
formowania pecherzykow jest procesem selektywnym i
nie zachodzi w wyniku biernego oderwania fragmentu
blony komorkowej bakterii. Posrdd zidentyfikowanych
bialek w pecherzykach blonowych H.pylori nalezy
wyrézni¢ cytotoksyne VacA, onkoproteing CagA,
podjednostki ureazy, proteaz¢ HtrA, transpeptydaze
y-glutamylowa, katalaze, NapA, OipA oraz adhezyny
BabA i SabA [46, 48]. W badaniu powinowactwa
adhezyn na powierzchni OMV szczepéw 17875/Leb
(BabA*, SabA") i 17875/sLex (BabA~, SabA*) stwier-
dzono podobny poziom faczenia z receptorami epite-
lium $luzéwki zotagdka w poréwnaniu z catg komorka
bakterii. Wskazuje to na obecno$¢ w pelni funkcjonal-
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nych i prawidlowo sfaldowanych biatek adhezyjnych na
powierzchni pecherzykéw blonowych, ktére warunkujg
zajscie interakeji z komdrkami gospodarza i internali-
zacje tych organelli [48]. Co wiecej, w doswiadczeniu
weryfikujacym zdolno$¢ OMV H. pylori do induko-
wania odpowiedzi zapalnej zaobserwowano wzrost
sekrecji prozapalnej cytokiny IL-8 w sposob zalezny
od dawki pecherzykéw. Aktywno$¢ wykazano wzgle-
dem obu testowanych typéw komorek, tj. zoladka
(AGS) i jelita (T84), natomiast wzrost stezenia IL-8
byt 12-15-krotnie wyzszy w przypadku linii komdrek
T84 [46]. Bezposrednia interakcja OMV H. pylori z ko-
moérkami gospodarza umozliwia bakterii pozostanie
w bezpiecznej odlegtosci, warunkujacej ochrone przed
dzialaniem ukladu odpornosciowego i mozliwos¢ prze-
trwatego infekowania $§luzéwki zotagdka. Wydzielanie
pecherzykow blonowych u H. pylori jest rozpatrywane
jako alternatywny sposob transportu czynnikéw wiru-
lencji, toksyn i zwigzkéw immunomodulujacych, celem
pozyskiwania substancji odzywczych oraz interferencji
z odpowiedzia gospodarza skierowang przeciw temu
mikroorganizmowi [46, 48, 53] [Tabela I].

4. Transport czynnikow wirulencji poprzez OMV

Ze wzgledu na silne wlasciwosci adhezyjne peche-
rzykow blonowych oraz ich mate rozmiary, organelle
te moga wchodzi¢ w specyficzne interakcje z komor-
kami gospodarza, w miejscach niedostepnych lub
trudno dostepnych dla calej komoérki drobnoustroju
[36]. Zaobserwowano, ze do endocytozy OMV H. pylori
dochodzi przy pomocy tratw lipidowych, tj. mikrodo-
men w blonie komérkowej bogatych w sterole i sfingo-
lipidy. Poziom internalizacji ulegl znacznemu obnize-
niu przy usunieciu cholesterolu z bton komérkowych

Tabela I
Wirulencja H. pylori warunkowana sekrecja pecherzykéw blonowych i zaleznym od wydzielania OMV transportem eDNA

Adaptacja H. pylori Efekt dzialania Pi$miennictwo
Toksycznos¢ wzgledem Indukowanie podwyzszonej sekrecji cytokin prozapalnych [13,23]
komorek eukariotycznych Wakolizacja [27]

Formowanie mikrojader [25]
Indukcja apoptozy [27]
Zaburzenie homeostazy zelazowej [25]
Obnizenie wewnatrzkomoérkowego stezenia glutationu [25,29]
Modyfikowanie proliferacji komorki [1]
Zdolnos¢ chronicznej infekeji | Unikniecie bezposredniego kontaktu z komérkami odpowiedzi immunologicznej [1,27]
Pozyskiwanie substancji odzywczych z komérek gospodarza [1,13]
Tworzenie agregatow bakteryjnych i biofilmow [19, 21, 26]
Przyleganie do powierzchni abiotycznych [19]
Rozprzestrzenianie genéw opornosci i gendéw wirulencji (5,7]
Uzyskiwanie nukleotyddw i energii przez metabolizm eDNA [32]
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gospodarza oraz przy zastosowaniu filipiny lub metyl-
B-cyklodekstryny [27, 49]. Odmienne wyniki uzyskano
w dos$wiadczeniu Parker i wsp. [52], gdzie penetracja
komorki eukariotycznej przez OMV H. pylori odby-
wala si¢ w sposdb niezalezny od cholesterolu i zalezny
od klatryny. Dodatkowo, wykazano ze toksyna VacA
zwiazana z pecherzykami promuje proces internalizacji.

4.1. Toksyna VacA

Toksyna wakuolizujgca VacA warunkuje tworzenie
aniono-selektywnych kanaléw w blonach endosoméw,
co zwigzane jest z wyplywem zawartosci komorki do
srodowiska zewnetrznego i poboru niezbednych sub-
stancji przez H. pylori [9]. Aktywna biologicznie tok-
syna VacA moze by¢ zlokalizowana na powierzchni
pecherzykow blonowych tych bakterii lub wydzielana
na zewnatrz komorki w postaci niezwigzanej [31]. Trak-
towanie komorek RK13 (komorki nerki krélika) dawka
50 ug/ml OMV szczepu toksynogennego H. pylori
ATCC49503 (VacA*) powodowato wakuolizacje 49%
badanych komorek. Efekt ten byl duzo silniejszy niz
w kontroli lub po zastosowaniu pecherzykéow mutan-
tow VacA (odpowiednio 4 i 3%) [63]. W doswiad-
czeniu Chitcholtan i wsp. [9] dostrzezono trzykrotny
wzrost formowania mikrojader w komdrkach epitelium
zoladka (AGS) traktowanych OMV szczepu H. pylori
ATCC49503 i brak tego efektu pod wplywem dziala-
nia pecherzykow, pochodzacych od nietoksynogennych
mutantéw VacA. Tworzenie mikrojader mialo podobny
przebieg zaréwno przy inkubacji AGS z calymi komor-
kami bakterii, jak i wytacznie z OMV. Co wiecej, wyka-
zano ze pecherzyki H. pylori wpltywaja na zaburzenie
homeostazy zelazowej komorki i obnizenie poziomu
glutationu. Glutation za$ moduluje potencjal oksyda-
cyjno-redukcyjny disiarczkéw, modyfikujac wiasci-
wosci biatek w mikrosrodowisku zotadka, i jest naj-
aktywniej wykorzystywanym substratem transferazy
y-glutamylowej. Limitowanie glutationu przyczynia
sie do promowania zaleznych od stresu oksydacyjnego
uszkodzen komorek $luzéwki zotadka i inicjowania
procesu karcynogenezy [6].

Ustalono, ze biatko VacA wzmacnia adhezj¢ peche-
rzykéw do komorek eukariotycznych poprzez hamo-
wanie mechanizméw zaleznych od LPS. Mimo pozy-
tywnej korelacji miedzy obecnoscig tej toksyny na
powierzchni OMV a poziomem internalizacji, VacA
nie jest konieczna do skutecznej penetracji blony
komorek gospodarza przez pecherzyki [52]. Wolna,
rozpuszczalna forma toksyny VacA jest zdolna do
indukowania apoptozy komorek zotadka AGS, nato-
miast nie w komorkach bialaczkowych Jurkat. Peche-
rzyki blonowe zwigzane z VacA inicjowaly apoptoze tej
linii komorek, sugerujac zdolnos¢ promowania tacze-
nia sie OMV z komoérkami docelowymi przez toksyne
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wakuolizujacg [63]. Podobna sytuacje zaobserwowano
u Aggregatibacter actinomycetemcomitans, ktdrej tok-
syna niszczaca leukocyty - leukotoksyna, wykazuje
wieksza aktywno$¢, gdy zwigzana jest z powierzch-
nig OMV niz z blong komoérkowy bakterii. Pecherzyki
szczepow A. actinomycetemcomitans JP2, o silnej zdol-
nosci do produkeji leukotoksyny, byly 5-10-krotnie bar-
dziej toksyczne niz szczepu A. actinomycetemcomitans
652 o niskim poziomie produkgji tej substancji [30].
W przypadku pecherzykéw wydzielanych przez ente-
rotoksyczne E. coli (ETEC) 95% cieptochwiejnej toksyny
LT zwigzanej jest z powierzchnig OMV [23, 34].

4.2. Onkoproteina CagA

Przykladem innego czynnika wirulencji zwigzanego
z powierzchnig pecherzykow blonowych H. pylori jest
biatko CagA [48]. Proteina ta obecna jest w dwdch
formach: ufosforylowanej i nieufosforylowanej. Pierw-
sza wplywa na zmiany morfologiczne, adhezyjne
i wzrost ruchliwosci komoérek eukariotycznych, druga
za$ warunkuje niszczenie polgczen $cistych miedzy
komorkami i oddzialuje na przebieg cyklu komodrko-
wego gospodarza [46]. Biatko CagA wykryto w OMV
szczepu H. pylori J99, u ktorego brak funkcjonalnego
systemu sekrecji typu I'V, determinujgcego translokacje
tych makromolekut do komérek gospodarza. Zwigza-
nie CagA z pecherzykami moze stanowi¢ alternatywny,
niezalezny od T4SS, sposéb przenoszenia tych czynni-
kow wirulencji [46, 48]. W badaniach Ismail i wsp. [24]
okreslano wplyw pecherzykow btonowych izolowanych
od dwdch szczepow H. pylori, tj. ATCC49503 (CagA*)
i ATCC51932 (CagA), wzgledem komorek epitelial-
nych zoltadka. Niezaleznie od uzytej dawki, OMV obu
szczepow wplywaly na obnizenie zywotnosci komorek
epitelium oraz modyfikacje aktywnosci proliferacji
(podwyzszenie przy niskich dawkach i obnizenie przy
stezeniu > 5 ug/ml). Réznice zaobserwowano w pozio-
mie indukgji produkcji IL-8 przez komorki epitelium,
poniewaz 4-krotnie wyzszy poziom zanotowano przy
dziataniu 50 ug/ml OMYV szczepu CagA™. Doswiadcze-
nie to dowodzi o mozliwosci aktywnej modulacji odpo-
wiedzig komorek eukariotycznych w sposéb niezalezny
od przylegania bakterii.

4.3. Inne substancje

Substancje efektorowe znajdujace si¢ w obrebie
pecherzykow blonowych latwiej pokonuja bariere
komoérkows. Sa chronione przed czynnikami degra-
dujacymi i moga by¢ dostarczane w skoncentrowane;j
dawce do miejsca docelowego [63]. Innym czynni-
kiem zwigzanym z OMV H. pylori jest biatko NapA,
czynnik chemotaktyczny neutrofili, indukujacy wzrost
produkeji wolnych rodnikéw tlenowych (ROS, Reactive
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Oxygen Species). Wzrost migracji neutrofili byt skore-
lowany z dawka uzytych OMV. Mial on na celu genero-
wanie stresu oksydacyjnego w komorkach gospodarza
i zalezne od tego procesu uwolnienie substancji odzyw-
czych dla mikroorganizméw [46]. Bakterie kolonizu-
jace blony sluzowe, wsréd nich H. pylori, majg zdolnos¢
sekrecji peptydoglikanu za posrednictwem transportu
pecherzykowego. Specyficzne rozpoznanie mureiny
przez cytozolowy sensor NODI skutkuje wzrostem
ilosci NF-xB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhan-
cer of activated B cells) i indukcja wrodzonej odpowie-
dzi komorek gospodarza [27].

5. Udzial OMV w formowaniu biofilmu

OMYV H. pylori warunkujg w znaczacy sposob pato-
gennos$¢ tej bakterii. Wplywaja na szybko$¢ proliferacji
i zmian¢ morfologii komoérek epitelialnych zotadka, in-
dukuja formowanie mikrojader, kieruja komorki euka-
riotyczne na droge apoptozy oraz stymuluja wydziela-
nie cytokin prozapalnych tj. IL-6 i IL-8 [52]. Przenoszac
czynniki wirulencji i modyfikujac odpowiedz ukladu
odpornosciowego skierowang przeciw tym drobno-
ustrojom odgrywaja istotng role w kolonizowaniu niszy
zoladka [36]. Pecherzyki mogg rowniez pelni¢ kluczowa
funkcje w zwigkszaniu przezywalnosci mikroorgani-
zmow przez promowanie formowania biofilmu.

5.1. Funkcje biofilmu

Populacje bakterii czesto tworza wysoce zorgani-
zowane, geste kompleksy zwane biofilmem [45].
W jego sktad wchodza komérki drobnoustrojow oraz
zewnatrzkomodrkowa macierz, ktora stanowi okoto 90%
calej biomasy tej struktury i skfada sie z réznorodnych
substancji, m.in. egzopolisacharydow, bialek, lipidow
i eDNA (zewngtrzkomorkowego DNA) [13, 58, 67].
Biofilm stanowi $rodowisko chronigce komdrki mikro-
organizmow przed niekorzystnymi czynnikami, w tym
przed wahaniem temperatury, zmianami pH, promie-
niowaniem UV, swoistym i nieswoistym dzialaniem
ukladu odpornosciowego gospodarza oraz czynnikami
przeciwdrobnoustrojowymi (enzymy degradujace, anty-
biotyki) [20, 21]. Co wigcej, warunkuje réwniez adhe-
zje, agregacje komorek, tworzenie silnie uwodnionego
srodowiska (ochrona przed wysuszeniem), a takze
sorpcje zwigzkoéw organicznych i nieorganicznych [13].

5.2. Zaangazowanie OMV w tworzenie biofilmu
u réznych drobnoustrojow

W wielu badaniach zaobserwowano wystepowa-
nie licznych pecherzykéw blonowych w macierzy bio-
filmu [13, 36, 50, 51, 66, 67]. OMV zaangazowane s3
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w koagregowanie komorek bakterii, tworzenie mikro-
kolonii i biowarstwy. W warunkach in vitro wykazano
aktywny udzial pecherzykéw P. gingivalis w promowa-
niu agregacji mikroorganizmow jamy ustnej, tj. Fuso-
bacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Strepto-
coccus spp., Actinomyces spp., Staphylococcus aureus
oraz strzepkowej formy Candida albicans [26]. Poziom
sekrecji pecherzykow blonowych przez bakterie wzrasta
znacznie podczas wystawienia na niekorzystne warunki,
sugerujac powigzanie procesu formowania biofilmu
z wydzielaniem OMYV. Uwalnianie pecherzykéw wplywa
najprawdopodobniej na zwiekszenie hydrofobowosci
powierzchni mikroorganizmoéw i wzrost zdolnosci do
tworzenia biowarstwy [37]. U bakterii Myxococcus xan-
thus obserwacja struktury biofilmu wykazala obecnos$¢
bardzo licznych OMYV, znajdujacych si¢ praktycznie
w kazdej wolnej przestrzeni macierzy pozakomorkowe;.
Pecherzyki petnity kluczowa role w agregacji komorek
i stabilizowaniu calej struktury biofilmu, proces ten
za$ byl warunkowany przez bialka OMP obecne na
powierzchni pecherzykéw. W niektérych komorkach
dostrzezono drobne deformacje ksztaltu celem utrzy-
mania kontaktu typu komoérka-komorka, co ukazuje, ze
takie interakgcje nie sg jedynie wynikiem $cistego upako-
wania mikroorganizméw w biofilmie [51].

5.3. Zaangazowanie OMV w tworzenie biofilmu
u H. pylori

Doswiadczenie wskazujace na zaangazowanie peche-
rzykéw blonowych w promowanie tworzenia biofilméw
wykonano takze dla H. pylori. Yonezawa i wsp. [66]
badali zdolnosci réznych szczepéw H. pylori do formo-
wania biowarstwy. Biofilmy wszystkich badanych szcze-
p6w posiadaly relatywnie niskg biomase (OD, . =~0,2),

za wyjatkiem jednego, TK1402 (OD,, =1,5). Jest to
kliniczny izolat, pochodzacy od japonskiego pacjenta
z chorobg wrzodowg zotadka. Przy dokladnej analizie
biofilmu zaobserwowano obecnos¢ licznych sferycz-
nych, pecherzykowatych struktur w macierzy egzo-
polisacharydu (EPS). Pecherzyki te sprzyjaly $cistym
interakcjom komoérkowym i tworzeniu agregatow.
Dodatkowo, formowanie biowarstwy innego szczepu
H. pylori bylo wzmocnione przy obecnoséci w podlozu
OMYV pochodzacych z hodowli H. pylori TK1402. Wyka-
zano rowniez, ze obnizona suplementacja podloza cie-
lecg surowicg ptodowg (FCS, Fetal Calf Serum) wplywa
linowo na redukcje tworzenia biofilmu u H. pylori.
W odréznieniu od podloza z 7% FCS, w ktérym szczep
TK1402 wydzielal duze ilosci OMYV, przy braku suple-
mentacji nie wykryto obecnosci pecherzykéw. Obserwa-
cja ta ukazuje jak $cisle zdolno$¢ formownia biofilmu
przez H. pylori jest sprzezona z wydzielaniem pecherzy-
kéw blonowych. W kolejnym badaniu Yonezawa i wsp.
[67] analizowano sklad bialkowy pecherzykéw OMV
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H. pylori TK1402 i wyizolowano 22 kDa proteing, ktorej
nie odnaleziono w OMYV innych szczepéw. Biatko to
bylo obecne po dwu- i trzydniowej inkubacji szczepu
TK1402, ale nie jednodniowej. Z tego powodu wniosko-
wano o jego istotnej roli w inicjowaniu przylegania do
powierzchni abiotycznych, agregacji komoérek bakterii
i tworzeniu biowarstwy u H. pylori TK1402.

Zdolno$¢ do formowania ustrukturyzowanego
biofilmu i sekrecji licznych pecherzykéw btonowych
udowodniono takze u S$rodowiskowych szczepow
H. pylori MDC1, izolowanych z zooplanktonu mor-
skiego. Po 30 dniach inkubacji, w hodowli tej bakterii
obserwowano agregaty form kokoidalnych, otoczone
przez licznie wystepujaca macierz zewnatrzkomorkowsa
i pecherzyki blonowe. W badaniu genu luxS, warun-
kujacego zalezng od autoinduktoréow-2 (AI-2) aktyw-
no$¢ quorum sensing, maksymalng ekspresje tego genu
zaobserwowano w drugiej dobie hodowli, za$ w 30 dniu
jego ekspresja nieznacznie przekraczata poziom detek-
¢ji. Autorzy artykulu sugerowali zmniejszenie ekspresji
luxS jako rezultat dobrze zorganizowanej spotecznosci
bakterii i zmniejszonej potrzeby komunikowania sie¢
[8]. Obecnie wiadomo natomiast, ze autoinduktory-2
sa czynnikiem rozpraszajagcym strukture biofilmu
H. pylori i stad tez synteza czynnikdw AI-2 osiggala
bardzo niski poziom [1].

5.4. Funkgcja strukturalna zewnatrzkomodrkowego
DNA H. pylori

Zewnatrzkomoérkowe DNA (eDNA) jest waznym
polimerem obecnym w macierzy biofilmu. Komponent
ten pelni funkcje architektoniczng i warunkuje odpo-
wiednie rozmieszczenie mikroorganizméw w biowar-
stwie [15, 60]. Rola strukturalna eDNA zostata wyka-
zana w wielu doswiadczeniach przez redukowanie
biomasy biofilméw réznych bakterii po traktowaniu
DNazg I. W badaniu Grande i wsp. [18] udowod-
niono jednak, ze uzycie tego enzymu (0,1 i 1 mg/ml)
nie wplywa w zaden sposdb na zywotnos¢ komorek
H. pylori ani na biomase¢ biofilméw. Efekt DNazy I
testowano wzgledem kwaséw nukleinowych pocho-
dzacych od réznych etiologicznie szczepdéw H. pylori,
tj. wzorcowym (ATCC43629), klinicznym (SDB60)
i srodowiskowym (MDC1). Brak aktywnosci DNazy
oraz uzyskanie réznych profili wewnatrz- i zewnatrz-
komoérkowego DNA w analizie RAPD PCR (Random
Amplification of Polymorphic DNA) wskazywal na
uwalanie kwasu nukleinowego w procesie niezalez-
nym od lizy komdrkowej. Co wiecej, material gene-
tyczny chroniony byl przed aktywnoscig degradacyjna
enzymu. Zasugerowano sekrecje eDNA zakotwiczonego
w pecherzykach bfonowych. Przypuszczenia te potwier-
dzili nastepnie Grande i wsp. [19], ktorzy ustalili, ze
H. pylori jest zdolny do sekrecji pecherzykéw zaréwno

w fazie planktonicznej (pOMYV), jak i biofilmowej
(bOMV). W analizie wlasciwosci fizykochemicznych
pecherzykow wykazano, ze bOMV posiadaja wieksze
rozmiary i bardziej ujemny fadunek (293 nm, -30 mV)
niz pOMV (124 nm, -25mV). Silniej ujemny fadu-
nek korelowal z 4-krotnie wyzsza zawarto$cig kwasu
nukleinowego w bOMV. Dodatkowo wykazano, ze
znacznie wieksza czes¢ bOMV zawierata eDNA (30%)
w poréwnaniu z pOMV (12%), za$ w obu przypadkach
zwigzek ten eksponowany byl na powierzchni peche-
rzykow. Pecherzyki blonowe determinowaly tworzenie
wzajemnych polaczen migdzy OMV-OMYV oraz OMV-
-komorka, wspierajac hipoteze o pelnieniu przez nie
funkgji strukturalnej. Traktowanie zaréwno pOMY, jak
i bOMYV, DNaza I nie wplywalo na redukcje stezenia
zwigzanego z nimi DNA. Zintegrowanie kwasu nukle-
inowego z powierzchnig pecherzykow wywierato efekt
ochronny przed dzialaniem nukleaz, jednak moleku-
larna natura tego procesu nie zostala jeszcze poznana.

6. Zewnatrzkomdrkowe DNA jako no$nik informacji

Zewnatrzkomorkowe DNA pelni bardzo wazng
role w utrzymaniu prawidlowej struktury biofilmu,
natomiast jego kluczowsa funkcja jest udzial w rekom-
binacji genetycznej w procesie horyzontalnego transferu
genow (HGT). Istnieje silna korelacja miedzy wysokim
stopniem zorganizowania biofilmu a czesto$cig rekom-
binacji genetycznych [41]. Macierz biowarstwy zapew-
nia dogodne warunki ochronne przed niekorzystnymi
czynnikami $rodowiskowymi, za$ $ciste upakowanie
komorek drobnoustrojéw promuje sprawny mechanizm
HGT [41, 45]. I tak np. stezenie eDNA w $rodowisku
biofilmu Enterococcus faecalis byto 1000-krotnie wyzsze
niz w otoczeniu tych bakterii w fazie wzrostu plank-
tonicznego [2]. Pecherzyki blonowe moga by¢ jednym
ze sposobdw transportu eDNA i przyczyniaé si¢ do
zwigkszenia genetycznej zmienno$ci wspotwystepuja-
cych mikroorganizméw oraz wplywac korzystnie na ich
przetrwanie [36, 50]. Zewngtrzkomoérkowe DNA moze
by¢ pochodzenia chromosomalnego, plazmidowego
lub fagowego [36]. Pobrane eDNA moze stanowi¢ dla
drobnoustrojow zrdédto substancji odzywczych (wegla,
azotu, fosforu), zwlaszcza w okresie niskiej ich zasob-
nosci, lub zosta¢ zintegrowane z genomem biorcy [62].

Bakterie znajdujace si¢ wewnatrz biofilmu wyka-
zuja niskg wrazliwo$¢ na dziatanie antybiotykéw. Przy-
czyng tego jest zredukowany poziom metabolizmu
komorkowego oraz obnizona zdolno$¢ penetracji gestej
struktury biowarstwy przez biocydy. Z tego powodu
geny opornos$ci na antybiotyki ulegaja ekspresji naj-
cze$ciej w powierzchniowych warstwach biofilmu.
DNA dyfundujace w obrebie macierzy EPS przyczy-
nia si¢ do rozprzestrzenienia genéw umozliwiajacych
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przetrwanie w warunkach presji srodowiskowej, panuja-
cej w danym mikrosrodowisku [45]. Zdolno$¢ do trans-
formacji poprzez eDNA i przenoszenie gendw opor-
nosci na antybiotyki wykazano u réznych gatunkow
bakterii, a wérdd nich M. catarrhalis [57], H. influenzae
[25, 59], N. gonorrhoeae [12, 35], Acinetobacter baylyi
[14], A. baumannii [56], P. aeruginosa [10] oraz Cam-
pylobacter jejuni [5].

6.1. Wplyw na wirulencje

Rozprzestrzenianie gendw opornos$ci w procesie
HGT udowodniono réwniez u H. pylori. Stwierdzono
istnienie silnego zwigzku miedzy infekcja mieszang
H.pylori (zakazenie kilkoma szczepami bakterii)
u pacjentéw a opornoscia tych bakterii na antybiotyki
[7, 16]. W doswiadczeniu Cellini i wsp. [7] zademon-
strowali, Ze szczepy z mieszanych infekcji wykazywaty
Wyzszy poziom oporno$ci w poréwnaniu do szczepow
z zakazen pojedynczych: klarytromycyna (odpowiednio:
80% i 48%), moksifloksacyna (20 i 6%) oraz tynidazol
(80% i 35%). Co wigcej, szczepy wirulentne réwniez
cze$ciej izolowano od o0s6b z infekcjg mieszang. Feno-
typ VacA s1m1/s1m?2 zidentyfikowano u 70% pacjentéw
z infekcja wywolang przez kilka szczepow H. pylorii42%
pacjentdw z infekcji pojedynczym szczepem. Podobna
korelacje uzyskano dla karcynogennego biatka CagA,
wykrytego u 97% szczepoéw H. pylori izolowanych od
pacjentow z zakazeniem mieszanym i u 85% szczepow z
pojedynczych infekcji. W innym doswiadczeniu Marzio
i wsp. [43] sprawdzano kolonizacje réznych regiondw
zoladka przez H.pylori u pacjentéw dotychczas nie
leczonych i po przebytej eradykacji. Polowa pacjentow
z pierwotnym zakazeniem H. pylorii2/3 pacjentéw po
leczeniu posiadata te drobnoustroje zaréwno w regionie
trzonu, jak i czesci przedodzwiernikowej zotadka. Opor-
no$¢ drobnoustrojoéw kolonizujgcych caly zoladek byta
wyzsza niz u tych kolonizujgcych jedynie czes¢ przed-
odzwiernikowa. Hodowla in vitro mieszaniny dwdéch
szczepow, jednego izolowanego od pacjenta z nowotwo-
rem zotadka i drugiego od pacjenta z chloniakiem typu
MALT, prowadzila do uzyskania 60% chimerycznych
klonéw o bardziej zjadliwej kombinacji alleli genéw
vacA i cagA [17]. Potwierdza to hipoteze o promocji
HGT w populacjach mieszanych i mozliwosci genero-
wania H. pylori o mozaikowym genotypie [17, 19, 33].

6.2. Transformacja

Jednym z kluczowych sposobéw tworzenia zmien-
nosci mikroorganizméw jest transformacja. Proces
ten umozliwia pobieranie zewnatrzkomodrkowego
DNA i uzycie go w procesie rekombinacji genetycznej
[38, 45, 53]. Kompetencja do transformacji moze by¢
procesem stalym lub indukowanym w warunkach in
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vitro poprzez wystawienie na zwiazki chemiczne lub
przez elektroporacje. Stala, naturalna kompetencja do
transformacji wywolana jest obecno$cig eDNA w bio-
filmach. Zewngtrzkomérkowe DNA zapewnia bliski
kontakt komdrek i utrzymanie struktury biowarstwy, co
moze inicjowa¢ proces transformacji [41]. Okreslono,
ze liza 1 komorki bakterii moze zwiekszy¢ lokalne ste-
zenie DNA do 100 pg/ml. Tak wysoka zawartos¢ DNA
w $rodowisku o duzym zageszczeniu mikroorganiz-
mow sprawia, ze biofilmy s3 idealnym $rodowiskiem
do zachodzenia procesu HGT [3]. Na przykladzie
Gram-dodatnich paciorkowcéw Streptococcus mutans
wykazano 10-600-krotny wzrost aktywnosci procesu
naturalnej transformacji w biofilmie w poréwnaniu do
form planktonicznych [39]. Pozyskiwanie korzystnych
genow (warunkujagcych opornosé, kodujacych enzymy
zwigzane z katabolizmem, zwiekszajacych wlasciwosci
adhezyjne) odbywa si¢ poprzez zintegrowanie DNA
z chromosomem mikroorganizmu [41].

6.3. Naturalna kompetencja H. pylori

Bakteria H. pylori jest drobnoustrojem naturalnie
kompetentnym i zdolnym do pobierania eDNA z ota-
czajacego Srodowiska [11, 28, 61]. Czestos¢ transfor-
macji jest zalezna od szczepu biorcy oraz gendw, ktdre
s3 pobierane przez mikroorganizm. Transformacja
u H. pylori odbywa si¢ za posrednictwem 2-niciowego
DNA i jest procesem 1000-krotnie skuteczniejszym
(10°-107°) niz przy uzyciu 1-niciowego DNA. W komor-
kach H. pylori wykryto obecno$¢ bardzo wydajnego sys-
temu transportu i rekombinacji z krétkimi fragmentami
nici kwasu nukleinowego tj. 1300 pz. Dla poréwnania
$rednia wielkos$¢ przenoszonych fragmentéw u innych
bakterii wynosi odpowiednio Streptococcus pneumoniae
2000 pz, Neisseria meningitidis 5000 pz i Bacillus subtilis
10000 pz. Taka strategia umozliwia sprawne zachodze-
nie procesu transformacji i uzyskiwanie réznorodnych
wariantow tzw. quasi-gatunkow H. pylori [40].

Pobieranie DNA przez H. pylori obywa si¢ za po-
$rednictwem systemu podobnego do T4SS tj. systemu
comB [11, 28, 29]. Jest on ortologiczny do systemu virB
Agrobacterium tumefaciens. System comB wystepuje u
wszystkich szczepow H. pylori i wplywa na ich natu-
ralng kompetencje do poboru eDNA ze $rodowiska
[29]. Dodatkowo u czesci szczepow moze wystepowad
alternatywny system T4SS, zaangazowany w transloka-
cje karcynogennych biatek CagA do komorek eukario-
tycznych [28, 29]. System poboru dsDNA u H. pylori
jest dwuetapowy. Pierwszy etap warunkowany jest
przez system comB i prowadzi do translokacji eDNA
ze $Srodowiska pozakomodrkowego do przestrzeni pery-
plazmatycznej bakterii. Drugi etap determinowany
jest przez kanal blonowy comEC, homologiczny do
systemu B. subtilis i umozliwia transport nici DNA
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przez blone wewnetrzng do cytoplazmy. U mutantéw
H. pylori pozbawionych bialek ComEC dochodzito do
akumulowania DNA w przestrzeni peryplazmatycznej
i braku efektywnej rekombinacji [61]. W doswiadcze-
niu Yeh i wsp. [65] uzyskano mutanty genu kodujg-
cego biatko HP1361 H. pylori, ktéry jest homologiem
ComE3 B. subtilis. Mutageneza doprowadzita do znacz-
nego spadku czestosci transformacji H. pylori (<107),
natomiast byla przywrdécona przy komplementacji
wektorem zawierajagcym HP1361. To ukazuje, ze kanat
ComEC jest kluczowy dla zachodzenia skutecznego pro-
cesu transformacji. Dorer i wsp. [11] infekowali myszy
C57BL/6 specjalnie wyselekcjonowanym szczepem
H. pylori MSD132, zdolnym do przezycia w zofadku
myszy co najmniej 28 tygodni. U mutantéw AcomB10,
niezdatnych do pobierania DNA ze srodowiska, wyka-
zano nizszy potencjal kolonizacji zoladka myszy niz
u szczepow dzikich w 8 tygodniu infekcji. Wskazuje
to na istotno$¢ procesu naturalnej kompetencji jako
zrédla nukleotyddéw i energii podczas chronicznej
infekcji. Dodatkowo, u mutantéw AdprA (cytozolo-
wego czynnika kompetencji, promujgcego rekombi-
nacje z pobranym DNA) réwniez ukazano obnizony
poziom kolonizacji zoladka. Obserwacja ta dowodzi
z kolei o roli naturalnej kompetencji jako mechanizmu
zwiekszajacego zywotno$¢ mikroorganizméw przez
generowanie zmiennoéci i adaptacji do niekorzystnych
warunkéw panujacych w srodowisku zotadka.
Pecherzyki blonowe zdolne s3 do przenoszenia
eDNA, z tego tez powodu postuluje si¢ okreslenie sys-
temu pecherzykowego jako czwartego, alternatywnego
dla koniugacji, transdukcji i transformacji, systemu
rekombinacji genetycznej w procesie HGT. Mechanizm
ten, w odrdznieniu od transformacji, miatby umozli-
wia¢ drobnoustrojom pobdr DNA niezaleznie od stanu
ich kompetencji [64]. Naturalna, stala kompetencja
do transformacji H. pylori wydaje sie by¢ niezasadna,
poniewaz bakteria ta wydziela liczne OMYV, zawierajace
eDNA, zdolne do indukowania rekombinacji. Z tego
powodu sekrecja pecherzykéw blonowych powinna
by¢ wystarczajaca do zapewnienia H. pylori zmien-
nosci genetycznej. Do$wiadczenie Fulsundar i wsp. [15]
prowadzone na modelu Acinetobacter baylyi wyjasnito
zalezno$¢ miedzy produkcja OMYV a transferem DNA,
warunkowanym statg kompetencja. Wydzielanie peche-
rzykow zawierajacych plazmid opornosci przez A. baylyi
J26 indukowato synteze f-laktamaz u szczepow wrazli-
wych. Co wiecej, transfer DNA zachodzit takze w $ro-
dowisku przy obecnosci DNaz (100 ng/ml). Natomiast
komorki mutantéw A. baylyi AcomA i AcomB-F nie
ulegly transformacji. Przeprowadzone badania Renelli
i wsp. [55] potwierdzaja wyniki poprzednich badaczy,
poniewaz zawierajace DNA OMYV P. aeruginosa PAO1
nie generowaly powstawania transformantéw bakterii
wlasnego szczepu lub E. coli DH5a. Sugeruje to, ze do
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zaj$cia rekombinacji genetycznej wymagany byl stan
kompetencji bakterii-biorcow.

Pobor eDNA ze srodowiska wymaga sprawnego
systemu, umozliwiajacego transfer kwasu nukleino-
wego przez dwuwarstwe lipidowa (blone zewnetrzna
i wewnetrzng) do cytozolu komoérki mikroorganizmu.
Przyjecie eDNA niezaleznie od mechanizmu, tj. na
drodze transformacji czy endocytozy pecherzykow
blonowych, wymaga aktywnego aparatu pobierajacego
material genetyczny i stanu kompetencji drobnoustro-
jow. Stad tez prawdopodobnie stan stalej kompetencji
H. pylori promuje przyswojenie eDNA zakotwiczonego
na powierzchni pecherzykéw blonowych, co zalezne
jest od kanaltéw comB oraz comEC, ktore uczestnicza
takze w procesie transformacji.

7. Podsumowanie

H. pylori jest bakterig zdolng do przetrwania w §lu-
zéwce zofadka przez dlugi czas. Wydaje sie, ze przew-
lekte bytowanie w organizmie gospodarza jest, miedzy
innymi, zalezne od sekrecji pecherzykéw blonowych.
OMYV H. pylori posiadaja male rozmiary, co przyczynia
sie do ich skuteczniej adhezji i internalizacji z epitelium
zoladka. Taki sposéb dostarczania czynnikéow wiru-
lencji umozliwia unikniecie bezposredniego kontaktu
z komoérkami gospodarza oraz ochrong przed ukladem
odpornosciowym. Dodatkowo, wydzielanie pecherzy-
kéw wzmacnia takze zdolno$¢ do tworzenia agregatow
komorek i biofilmu u tej bakterii. Bliski kontakt drob-
noustrojow za$ stymuluje zachodzenie procesu hory-
zontalnego transferu gendéw za posrednictwem eDNA,
zakotwiczonego na powierzchni pecherzykéw btono-
wych. Z rozwazan przedstawionych w niniejszej pracy
wynika, Ze stan naturalnej kompetencji do transfor-
macji i sekrecja OMYV sa najprawdopodobniej dwoma
$cisle ze soba zwigzanymi procesami. Bez sprawnego
aparatu determinujgcego pobdr eDNA ze srodowiska,
niemozliwe jest przeprowadzenie przez mikroorganizm
procesu rekombinacji z DNA, uzyskanym w wyniku
endocytozy pecherzykéw blonowych. System peche-
rzykowy powinien by¢ wigc pojmowany jako alterna-
tywny, ale nie oddzielny od transformacji, mechanizm
przyswajania kwasu nukleinowego ze S$rodowiska.
Z tego tez powodu, naturalnie kompetentny H. pylori
moze przypuszczalnie w skuteczny sposéb generowac
swoja zmienno$¢ i zwieksza¢ mozliwosci przetrwania
za posrednictwem sekrecji eDNA poprzez OMV.
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