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S t r e s z c z e n i e

Wstęp. Postęp w oznaczaniu oporności na PZA dokonał się wraz z poznaniem geno-
mu prątka oraz określeniem molekularnych mechanizmów oporności na lek, jakimi są mu-
tacje w genie pncA. Gen pncA jest odpowiedzialny za prawidłową syntezę pirazynamida-
zy (PZaza) przekształcającej lek w jego aktywną formę. Mutacje w genie pncA występują 
na całej jego długości (561pz) oraz w regionie promotorowym. Mają one różnorodny cha-
rakter, najczęściej typu missense (skutkujące substytucją aminokwasu), ponadto insercje, 
delecje oraz mutacje typu nonsense.

Cel pracy. Celem pracy była identyfikacja mutacji w genie pncA występujących wśród 
prątków gruźlicy opornych na pirazynamid.

Materiał i metody. Analizie poddano 195 szczepów M. tuberculosis opornych na pi-
razynamid, które zostały wyizolowanie od polskich chorych w latach 2000-2011. Muta-
cje wykrywano, analizując sekwencje genu pncA i jego regionu promotorowego (700pz) 
w porównaniu z sekwencją „dzikiego” genu pncA szczepu M. tuberculosis H37Rv.

Wyniki. Analiza sekwencyjna genu pncA oraz regionu promotorowego wykazała, że 
174 (89,2%) szczepy oporne na PZA posiadały mutacje w genie odpowiedzialnym za 
oporność na ten lek. Wykryto 57 różnych mutacji, które rozmieszczone były wzdłuż całe-
go genu, ponad 60% szczepów wykazywało mutacje w części 3’ genu, między kodonem 
86 a 187. W pracy zidentyfikowano 25 nowych mutacji, które do tej pory nie zostały zare-
jestrowane w bazie TB Drug Resistance Mutation Database.

Wnioski. Identyfikacja mutacji w genie pncA daje możliwość uzyskania w krótkim cza-
sie informacji o PZA-oporności, co skutkuje szybkim włączeniem prawidłowego leczenia 
chorego na gruźlicę. Przedstawiona w pracy analiza może być podstawą do opracowania 
wiarygodnych i szybkich testów molekularnych do wykrywania PZA-oporności.

S u m m a r y

Introduction. Progress in the determination of resistance to PZA was made while learn-
ing the genome of the mycobacterium and molecular mechanisms of the resistance to the 
drug, which are mutations in the pncA gene. The pncA is responsible for the proper syn-
thesis of pyrazinamidase (PZase) which converts the drug into its active form. The pncA 
mutations are highly diverse and scattered along the gene (561 bp) as well as the promot-
er region. They have diverse character, mostly missense causing amino acid substitutions, 
in some cases nucleotide insertions or deletions and nonsense mutations.

Aim. The aim of the study was to identify mutations in the pncA gene among PZA-re-
sistant M. tuberculosis strains.

Material and methods. This study included 195 PZA-resistant M. tuberculosis strains 
isolated from Polish patients in the years 2000-2011. Mutations in the pncA gene were 
detected by comparing DNA sequences with the corresponding sequence of a wild-type 
pncA gene of M. tuberculosis H37Rv.
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WSTĘP
Pirazynamid (PZA) należy do grupy głównych leków 

przeciwprątkowych, który razem z izoniazydem, rifam-
picyną i etambutolem stosowany jest w rekomendowa-
nym schemacie leczenia. Pomimo że zajmuje bardzo 
ważne miejsce w leczeniu gruźlicy, WHO nie reko-
menduje oznaczenia oporności na ten lek, co wynika 
głównie z trudności w wykonaniu testu lekooporności 
na PZA. Postęp w oznaczaniu PZA-oporności dokonał 
się wraz z poznaniem genomu prątka oraz molekular-
nych mechanizmów oporności na lek (1, 2).

Podstawowym mechanizmem oporności prątków gruź-
licy na pirazynamid są mutacje w genie pncA (561 pz). 
Gen pncA odpowiedzialny jest za prawidłową syntezę pi-
razynamidazy (PZasa) przekształcającej lek w jego aktyw-
ną formę (2-4). Wśród szczepów PZA-opornych enzym 
ten nie wykazuje swojej aktywności lub jego aktywność 
jest niższa niż u szczepów wrażliwych (2).

Mutacje odpowiedzialne za oporność na PZA wy-
stępują wzdłuż całego genu pncA i obszaru promoto-
rowego oraz mają różnorodny charakter. Najczęściej 
są to mutacje typu missense skutkujące substytucją 
aminokwasu, ale również insercje, delecje oraz muta-
cje typu nonsense (1, 5). Liczne badania pokazują, że 
istnieje kilka obszarów w genie pncA, które w znaczący 
sposób mogą wpływać na aktywność pirazynamidazy. 
Mutacje występujące w pierwszym kodonie (Met1) 
genu pncA zakłócają proces inicjacji translacji (6, 7). 
Mutacje w kodonie Asp8, który jest częścią triady kata-
litycznej Cys138-Asp8-Lys96, wpływają na zaburzenie 
jej prawidłowego funkcjonowania, a co za tym idzie 
utrudniają proces wiązania substratu podczas katali-
zy, podobnie w przypadku mutacji w kodonach Lys96 
oraz Cys138. Ostatnie badania nad strukturą krysta-
liczną białka PncA wyizolowanego od M. tuberculo-
sis wykazały, że większość obserwowanych mutacji 
wpływa na zmniejszenie stabilności struktury białka, 
co w konsekwencji powoduje obniżoną aktywność 
enzymu. Mutacje dotyczące aminokwasów występują-
cych zarówno w aktywnym centrum katalitycznym, jak 
i w miejscu wiązania jonów żelaza czy miejscu wiąza-
nia substratu są mutacjami bezpośrednio zaangażo-
wanymi w oporność na pirazynamid. Mutacje w kodo-
nach Asp49, His51, His57 oraz His71 skutkują zmianą 
w miejscu wiązania jonu żelaza. Mutacje w kodonach 
Asp8, Val9, Thr47, Gly132, Ala134, Cys138 oraz Val139 
wpływają na centrum aktywne enzymu, w wyniku cze-
go powodują utratę jego aktywności. Zmiany w ko-
donach Gln10, Asp12, Ser104 oraz Thr142 zakłócają 
tworzenie wiązań wodorowych między atomami łańcu-

cha głównego i łańcuchów bocznych białka. Wszystkie 
z wymienionych mutacji w istotny sposób wpływają na 
aktywność enzymatyczną białka PncA (8).

CEL PRACY

Celem pracy była identyfikacja mutacji w genie 
pncA występujących wśród prątków gruźlicy opornych 
na pirazynamid.

MATERIAŁ I METODY

Materiał do badań stanowiło 195 szczepów 
M. tuberculosis opornych na pirazynamid, które 
zostały wyizolowanie w latach 2000-2011 od cho-
rych pochodzących z różnych rejonów Polski.

Mutacje w genie pncA wykrywano, sekwencjo-
nując gen wraz z jego regionem promotorowym 
(fragment 700 pz), który otrzymywano w wyniku 
amplifikacji techniką PCR przy użyciu pary star-
terów pncAf (5’-GCTGGTCATGTTCGCGATCG-3’) 
i pncAr (5’-GCTTGCGGCGAGCGCTCCA-3’) (9). 
Otrzymane produkty PCR oczyszczano z zastoso-
waniem zestawu ExoSAP-IT (GE Healthcare, United 
States), a następnie sekwencjonowano przy użyciu 
automatycznego analizatora DNA typu ABI PRISM 
310 (Applied Biosystems, CA, USA) w Zakładzie 
Sekwencjonowania DNA firmy Genomed. Do se-
kwencjonowania używano tych samych primerów, 
które stosowano w amplifikacji genu pncA metodą 
PCR. Analizę otrzymanych sekwencji nukleotydo-
wych prowadzono przy użyciu programu Chromas 
1.45 oraz programu Mutation Surveyor ver. 3.30 
(SoftGenetics LLC, USA). Sekwencje analizowano 
w odniesieniu do sekwencji „dzikiego” genu pncA 
szczepu M. tuberculosis H37Rv dostępnej w bazie 
GenBank (kod dostępu: NC_018078).

WYNIKI

Wśród analizowanej puli 195 szczepów M. tu-
berculosis opornych na PZA, u 174 (89,2%) stwier-
dzono mutacje w genie pncA. Większość analizo-
wanych szczepów posiadało mutację w części 3’ 
genu pncA, tj. między kodonem 86 a 186. Muta-
cje w kodonach 86-131 stwierdzono u 36 szcze-
pów (18,5%), w kodonach 132-142 u 21 (10,8%), 
w kodonach 142-186 u 53 szczepów (27,2%). Muta-
cje w genie pncA stwierdzono również w kodonach: 
1-4 (3 szczepy – 1,5%), 5-12 (17 szczepów – 8,7%), 
13-68 (20 szczepów – 10,3%), 69-85 (14 szczepów 
– 7,2%) oraz w regionie promotorowym (10 szcze-
pów – 5,1%) (ryc. 1).

Results. The sequence analysis of the pncA gene revealed that 174 (89.2%) strains had 
mutation. 57 different mutations were detected and they were dispersed along the pncA 
gene but more than 60% of the strains showed mutations in the 3’ part of the gene (be-
tween 86 and 186 codon). Among 57 different mutations 25 not previously reported in TB 
Drug Resistance Mutation Database were found.

Conclusions. Analysis of the pncA gene provides rapid information regarding PZA 
susceptibility in M. tuberculosis and may therefore contribute to early optimization of treat-
ment. Analysis of mutations in the pncA gene in M. tuberculosis strains may contribute 
to the development of reliable and rapid molecular tests for detection of PZA resistance.
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W analizowanej puli szczepów wykryto 57 róż-
nych mutacji, które rozmieszczone były wzdłuż 
całego genu pncA (tab. 1). Większość wykrytych 
mutacji (42 z 57) to mutacje punktowe skutkujące 
substytucją aminokwasów (133 szczepy). Pozo-
stałe mutacje to: 7 delecji (24 szczepy), 5 inser-
cji (7 szczepów) oraz 1 delecja i 2 mutacje punkto-
we w regionie promotorowym (10 szczepów).

Wśród analizowanych szczepów najczęściej 
występowały dwie mutacje w genie pncA. Była to 
substytucja T → G w pozycji 347 skutkująca za-
mianą aminokwasów w kodonie 116 Leu → Arg 
oraz delecja 6 pz (CCAGCG) w pozycji 533 genu 
pncA skutkująca delecją 178 i 179 aminokwasu 
(∆178 Ala, 179 Ser). Odsetek szczepów, u których 
stwierdzono ww. mutacje, wynosił odpowiednio 
10,8% (21 szczepów) oraz 8,2% (16 szczepów).

Analiza sekwencji nukleotydowych i amino-
kwasowych genu pncA pozwoliła na wykrycie 
u 70 szczepów 25 nowych mutacji, do tej pory nie-
zarejestrowanych w bazie TB Drug Resistance Mu-
tation Database (tab. 1).

DYSKUSJA

Mutacje w genie pncA identyfikowane są u 72-97 szcze-
pów prątków gruźlicy opornych na PZA (3, 4, 10). Jak 
opisano we wstępie, są to przede wszystkim mutacje 
typu missense, ale również insercje, delecje oraz mu-
tacje nonsense (5, 10, 11). W pracy, wśród analizo-
wanych 195 szczepów prątków u 174 (89,2%) stwier-
dzono mutacje w genie pncA. Mutacje te wstępowały 
wzdłuż całego genu pncA, jednak ponad 60 szczepów 
wykazywało mutacje w części 3’ genu – pomiędzy ko-
donem 86 a 187. Podobny rozkład mutacji w genie 
pncA obserwowano w Brazylii, gdzie 61 szczepów 
posiadało mutacje w kodonach od 128 do 171 (12). 
Inny rozkład zaobserwowali Clemente i wsp., którzy 
u 60 szczepów mutacje w genie pncA zidentyfikowa-
li pomiędzy 46 a 63 kodonem (13). Również Pandey 
i wsp. częściej stwierdzali mutacje w kodonach od 
18 do 57 oraz od 82 do 128 niż w pozostałych regio-
nach genu (14).

Scorpio i wsp. w swoich badaniach nad poszuki-
waniem molekularnych podstaw oporności na PZA 
stwierdzili, że istnieją trzy regiony w genie pncA, w któ-
rych mutacje pojawiają się najczęściej. Do regionów 
tych należą kodony 5-12, 69-85 oraz 132-142 (15). Le-
maitre i wsp., na podstawie badań własnych oraz ba-
dań pochodzących z Azji oraz Ameryki Północnej i Po-
łudniowej, zasugerowali trzy nieco inne regiony genu 
pncA, w których najczęściej występuje mutacja. Regio-
ny te w dużym stopniu pokrywają się z tymi zapropo-
nowanymi przez Scorpio i są to kodony: od 3 do 17, 
od 61 do 76 i od 132 do 142 (16). Jednak Barco i wsp. 
w swoich badaniach wykazali, że ponad 60 badanych 
szczepów prątków gruźlicy posiada mutacje w innych 
regionach genu pncA niż opisywane przez Lemaitre’a 
i wsp. oraz Scorpio i wsp. Autorzy obserwowali najczę-
ściej mutacje w kodonach 45-59 (23), 96-120 (23) oraz 
w kodonach 155-172 (18) genu pncA (17).

W pracy gen pncA podzielono na 8 obszarów, 
uwzględniając przede wszystkim regiony zaproponowa-
ne przez Scorpio, region promotorowy oraz pozostałe 
sąsiadujące regiony. Z przeprowadzonej analizy wynika, 
że mutacje w genie pncA najczęściej występowały w ko-
donach od 143 do 187 (27,2%) oraz w kodonach od 86 
do 131 (18,5%), a więc w kodonach sąsiadujących z opi-
sanymi przez Scorpio. W kodonach od 5 do 12, od 69 
do 85 oraz od 132 do 142 odsetek stwierdzonych mutacji 
wynosił odpowiednio 8,7%, 7,2% oraz 10,8%.

Przeprowadzona analiza sekwencyjna genu pncA po-
zwoliła na zidentyfikowanie 57 różnych mutacji, z czego 
większość stanowiły mutacje punktowe (74%) skutkujące 
substytucją aminokwasów. Pozostałe to delecje (12%), in-
sercje (9%) oraz mutacje w promotorze (5%).

W literaturze światowej szeroko opisywane są mu-
tacje w regionie promotorowym genu pncA, które 
wpływają na proces transkrypcji, a w konsekwencji na 
syntezę białka (17). Do najczęściej opisywanych nale-
ży tranzycja A → G w pozycji -11 przed genem, która 
występuje wśród różnych pod względem filogenetycz-
nym szczepów (18). Mutację tę stwierdzono u szcze-
pów PZA-opornych izolowanych od chorych w Sta-
nach Zjednoczonych (11), Kanadzie (19), Brazylii (17), 
Peru (20), Korei (21), Iranie (22), Rosji (5), Portuga-
li (7) oraz Szwecji (23). W badaniach własnych wśród 
10 szczepów posiadających mutacje w regionie pro-
motorowym u 6 stwierdzono substytucję A → G w po-
zycji -11 przed genem. W tej samej pozycji u trzech 
szczepów stwierdzono inny typ mutacji – transwersję 
A → C, która również opisywana jest przez wielu auto-
rów (15, 18). Inne mutacje w regionie promotorowym 
to: -12T → C (11), -10T → C (24), -7T → C (21) oraz 
-6G → C (18). W pracy, podobnie jak w badaniach 
przeprowadzonych przez Stoffelsa i wsp., oprócz mu-
tacji punktowych w regionie promotorowym stwierdzo-
no również delecje. W badaniach własnych była to de-
lecja G w pozycji -8, natomiast w badaniach Stoffelsa 
delecja A w pozycji -4 (18).

W pracy u 20 szczepów PZA-opornych zidenty-
fikowano mutacje, które, jak opisano we wstępie, 

Ryc. 1. Miejsce występowania mutacji w genie pncA wśród prątków 
gruźlicy opornych na PZA.
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w znaczący sposób obniżają aktywność pirazy-
namidazy. Dla 3 szczepów zidentyfikowano muta-
cję wpływającą na proces inicjacji translacji (Met1), 
u 5 mutację zaburzającą funkcjonowanie triady kata-
litycznej (Asp8 – 4 szczepy, Lys96 – 1 szczep). Mu-

tacje skutkujące zmianą w miejscu wiązania żelaza 
stwierdzono łącznie u 14 szczepów i dotyczyły one 
kodonów Asp49 (1 szczep), His51 (9 szczepów) oraz 
His71 (4 szczepy). Dla trzech szczepów stwierdzo-
no mutacje mające bezpośrednio wpływ na aktywne 

Tabela 1. Mutacje w genie pncA wśród 195 szczepów M. tuberculosis opornych na PZA.

Kodon Zmiana w sekwencji nukleotydoweja Zmiana w sekwencji aminokwasowejb Liczba szczepów %

Promotor
-8 del.G*
-11 A → C
-11 A → G

–
–
–

1
3
6

0,5
1,5
3,1

Kodony 1-4 2 T → A* 1 Met → Lys 3 1,5

Kodony 5-12

20 T → C*
23 A → C*
29 A → C
29 A → G

36 C → G*

7 Val → Ala
8 Asp → Ala
10 Gln → Pro
10 Gln → Arg
10 Asp → Glu

3
4
3
6
1

1,5
2,1
1,5
3,1
0,5

Kodony 13-68

42 C → A*
50 G → T
83 C → A

102 C → G*
141-219 del. 79 pz.*

147 C → G*
153 C → A
153 C → G
185 C → A
202 T → G

14 Cys → STOP
17 Gly → Val
28 Ala → Asp

34 Tyr → STOP
Zmiana ramki odczytu

49 Asp → Glu
51 His → Gln
51 His → Gln
62 Pro → Gln
68 Trp → Gly

2
1
1
1
1
1
2
7
2
2

1,0
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
1,0
3,6
1,0
1,0

Kodony 69-85

211 C → T
212 A → G
214 T → C
226 A → C

71 His → Tyr
71 His → Arg
74 Cys → Arg
76 Thr → Pro

1
3
1
9

0,5
1,5
0,5
4,6

Kodony 86-131

286 A → C
292 dup. G*
308 A → G
309 C → A
316 T → G*

321-561 del. 241pz*
322 G → C*
340 A → C
347 T → G
383 T → G*
389 del. T*
391 dup. G

96 Lys → Gln
Zmiana ramki odczytu

103 Tyr → Cys
103 Tyr → STOP
106 Phe → Val

Zmiana ramki odczytu
108 Gly → Arg
114 Thr → Pro
116 Leu → Arg
128 Val → Gly

Zmiana ramki odczytu
Zmiana ramki odczytu

1
1
2
1
2
1
1
1

21
1
1
3

0,5
0,5
1,0
0,5
1,0
0,5
0,5
0,5

10,8
0,5
0,5
1,5

Kodony 132-142

401 C → T
403 A → C
404 C → A*
416 T → C
422 A → C
424 A → G
429 C → T*

134 Ala → Val
135 Thr → Pro
135 Thr → Asn
139 Val → Ala
141 Gln → Pro
142 Thr → Ala
142 Pro → Ser

2
2
9
1
1
3
1

1,0
1,0
4,6
0,5
0,5
1,5
0,5

Kodony 143-186

430-434 del. GAGGA*
446-447 del. AT

465 ins. T
470 T → C*
476 T → C
478 A → C
487 ins. T*
486 dup.T*
511 G → C
512 C → A
515 T → G*
523 A → G
524 T → C*

531-536 del. CGCCAG*
533-538 del. CCAGCG*

Zmiana ramki odczytu
Zmiana ramki odczytu
Zmiana ramki odczytu

157 Val → Ala
159 Leu → Pro
160 Thr → Pro

Zmiana ramki odczytu
Zmiana ramki odczytu

171 Pro → Ala
171 Ala → Glu
172 Leu → Arg
175 Met → Val
175 Met → Thr

178 del. Ala, 179 del. Ser
178 del. Ala, 179 del. Ser

2
2
1
9
1
1
1
1
1
2
4
7
4
1

16

1,0
1,0
0,5
4,6
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
1,0
2,1
3,6
2,1
0,5
8,2

aT – Tymina, C – Cytosyna, A – Adenina, G – Guanina, del. – Delecja, ins. – Insercja, dup. – Duplikacja, pz – Par zasad
bAla – Alanina, Arg – Arginina, Asn – Asparagina, Asp – Kwas asparaginowy, Cys – Cysteina, Gln – Glutamina, Glu – Kwas glutaminowy, Gly – Glicyna, 
His – Histydyna, Leu – Leucyna, Lys – Lizyna, Met – Metionina, Phe – Fenyloalanian, Pro – Prolina, Ser – Seryna, Thr – Treonina, Trp – Tryptofan, 
Tyr – Tyrozyna, Val – Valina
*Mutacje w genie pncA, do tej pory niezarejestrowane w bazie TB Drug Resistance Mutation Database (http://www.tbdreamdb.com).
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centrum enzymu – 3 szczepy (Ala134 – 2 szczepy oraz 
Val139 – 1 szczep) oraz mutacje zakłócające tworzenie 
wiązań wodorowych – 13 szczepów (Thr142 – 3 szcze-
py, Gln10 – 10 szczepów).

W literaturze światowej oprócz mutacji mających ne-
gatywny wpływ na strukturę białka PncA, a w konse-
kwencji na jego aktywność, opisano również mutacje 
wpływające neutralnie lub stabilizująco na funkcję biał-
ka. Mutacje wpływające stabilizująco zlokalizowane są 
w kodonie 46 oraz 64, mutacje neutralne w kodonach 
82, 87, 103, 175. Jedynym wyjaśnieniem charakteru 
mutacji może być to, że dotyczą one aminokwasów 
Ala46 (46Ala → Val/Ser/Pro), His82 (82His → Asp/Arg/
Leu), Tyr103 (103Tyr → His/Ser/Asp/Cys), położonych 
w niewielkiej odległości od miejsca wiązania substratu. 
W związku z tym mogą wpływać na aktywność enzy-
matyczną pirazynamidazy, ale nie na strukturę samego 
białka (8).

W pracy zidentyfikowano mutacje opisywane w li-
teraturze jako neutralne i dotyczyły one kodonów: 
Tyr103 (103 Tyr → Cys – 2 szczepy) oraz Met175 
(175 Met → Val – 7 szczepów, 175 Met → Thr 4 szczepy).

Z przeglądu literatury wynika, że większość opisywa-
nych mutacji w genie pncA to mutacje punktowe typu 
missens lub mutacje o charakterze niewielkich (1-8-nu-
kleotydowych) delecji lub insercji. W niektórych ba-
daniach stwierdzono jednak insercje (16) lub delecje 
większej liczby nukleotydów (23), jak również delecję 
całego genu pncA (21, 25). Przykładem jest insercja 
29 pz w pozycji 215 genu pncA (20), jak również de-
lecje opisywane w badaniach pochodzących z Korei, 
Turcji, Francji czy Azerbejdżanu. W Korei wśród szcze-
pów opornych na PZA wykryto delecję 80 pz w po-
zycji 151 genu pncA oraz delecję 234 pz w pozycji 
56 genu pncA (6, 21), w Turcji delecję 167 pz w pozycji 
102 genu pncA (24), we Francji delecję 68 pz w po-
zycji 419 genu pncA (24), natomiast w Azerbejdżanie 
delecję 68 pz w pozycji 195 genu pncA (25). Wśród 
szczepów opornych na PZA stwierdzono również dele-
cje większej liczby nukleotydów w genie pncA. Była to 
delecja 79 pz w pozycji 141 genu pncA (1 szczep) oraz 
delecja 241 pz w pozycji 321 genu pncA (1 szczep); 
obie skutkowały zmianą ramki odczytu (ang. frame-
shift). Wśród 195 analizowanych szczepów prątków 
gruźlicy nie stwierdzono insercji większej liczby nukle-
otydów w obrębie genu pncA.

Ciekawe zjawisko dotyczące insercji zaobserwo-
wano w badaniach przeprowadzonych we Francji. 
Szczep oporny na PZA posiadał insercję 1,355 pz 
w pozycji 341 genu pncA, która powodowała duplika-
cję 3 pz docelowej sekwencji, co sugerowało istnienie 
procesu transpozycji. Autorzy stwierdzili, że sekwencja 
fragmentu 1,335 pz odpowiada sekwencji insercyjnej 
IS6110 (16). Z przeglądu literatury wynika, że francuscy 
naukowcy po raz pierwszy zidentyfikowali transpozycję 
kompletnej sekwencji insercyjnej IS6110 do genu od-
powiedzialnego za lekooporność. Sekwencja IS6110 
może być włączana w różne miejsca chromosomu 
M. tuberculosis, jednak z większą częstością włączana 

jest w tzw. „gorące miejsca” (ang. hot spots), jak np. re-
gion DR (ang. direct repeat), locus ipl (ang. the IS6110 
preferential locus) oraz DK1 (1). Ten niespotykany fakt 
można wytłumaczyć tym, że insercja sekwencji IS6110 
wystąpiła w regionie obejmującym sekwencję od 337 
do 346 nukleotydu w genie pncA (GGCAC ↓ GCCAC), 
który jest identyczny jak sekwencja hot spots w locus 
ipl (od 382 do 391 nukleotydu – GGCACGCCAC) (16).

Analiza sekwencyjna genu pncA przeprowadzona 
wśród szczepów opornych na PZA izolowanych od 
chorych na gruźlicę w Polsce wykazała, że najczęściej 
obserwuje się substytucję T → G w pozycji 347 skutku-
jącą zamianą aminokwasów w kodonie 116 Leu → Arg 
oraz delecję 6 pz w pozycji 533 genu pncA. Odsetek 
szczepów, u których stwierdzono ww. mutacje, wy-
nosił odpowiednio 10,8 oraz 8,2. Transwersja T → G 
w pozycji 347 genu pncA po raz pierwszy została zi-
dentyfikowana przez Marttilę i wsp. w Rosji (5). Obec-
nie rejestrowana jest w różnych regionach świata, 
m.in. w Szwecji (23), Hong Kongu (26), Chinach (4), 
Peru (27), Brazylii (12) i Stanach Zjednoczonych (28). 
Delecję 6 pz w pozycji 533 genu pncA po raz pierwszy 
zidentyfikowano w niniejszej pracy.

W niniejszej pracy po raz pierwszy zidentyfikowano 
również 24 inne mutacje, które do tej pory nie zostały 
zarejestrowane w bazie TB Drug Resistance Mutation 
Database (29). Większość z nich stanowiły mutacje 
punktowe (60), następnie delecje (24), insercje (12) 
oraz mutacje w regionie promotorowym (6).

Jak wspomniano, głównym mechanizmem oporno-
ści prątków gruźlicy na pirazynamid są mutacje w ge-
nie pncA, jednak wyniki badań wielu prac pokazują, że 
od 3 do 28 szczepów fenotypowo opornych nie posia-
da mutacji w tym genie (1, 3, 10). W pracy stwierdzono 
21 (10,8%) takich szczepów. Brak mutacji sugeruje ist-
nienie innych, alternatywnych mechanizmów oporno-
ści na pirazynamid.

W literaturze światowej do alternatywnych mecha-
nizmów oporności na pirazynamid zalicza się: obniże-
nie absorpcji leku przez komórkę bakteryjną, system 
aktywnie wypompowujący POA z komórki bakteryj-
nej (tzw. efflux pump) (30), jak również zaburzenia 
w wiązaniu POA do miejsc jego działania (31). Cheng 
i wsp. sugerują istnienie genu regulacyjnego, który 
może prawdopodobnie wpływać na ekspresje pncA. 
Jego zidentyfikowanie pozwoliłoby do końca wyjaśnić 
podstawy oporności na PZA prątków gruźlicy (19).

Badania przeprowadzone w 2011 roku przez Shi 
i wsp. wykazały, że za PZA-oporność odpowiedzial-
ne są mutacje w genie rpsA (Rv1630) (31). Gen rpsA 
jest genem kodującym rybosomalne białko S1 (RpsA), 
z którym może łączyć się kwas pirazynowy, zaburzając 
proces translacji oraz trans-translacji. Autorzy pracy 
opisali szczep oporny na PZA (MIC > 200 µg/ml) nie-
posiadający mutacji w pncA, z mutacją w genie rpsA. 
Wykrytą mutacją była delecja 3 pz GCC w pozycji 1314 
genu rpsA, która skutkowała utratą alaniny (∆Ala438) 
na C-końcu RpsA – regionie, który nie jest wymaga-
ny do syntezy białka in vivo (1). Naukowcy wyizolo-
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wali zmutowane białko RpsA i ocenili jego zdolność 
do wiązania POA. Kontrolę badania stanowiło białko 
RpsA wyizolowane z dzikiego szczepu M. tuberculosis 
oraz białko RpsA wyizolowane z M. smegmatis, szcze-
pu naturalnie opornego na PZA. Wykazano, że POA 
wiązało się z RpsA dzikiego szczepu M. tuberculosis 
oraz w niewielkim stopniu z RpsA M. smegmatis, nie 
wiązało się natomiast z białkiem RpsA wyizolowanym 
ze zmutowanego szczepu. Wyniki badań sugerują, że 
POA najprawdopodobniej wiąże się z C-końcem biał-
ka RpsA. Porównanie sekwencji aminokwasowych 
RpsA różnych gatunków prątków wykazało, że C-ko-
niec jest najbardziej zmiennym regionem białka wśród 
szczepów opornych na PZA. Wyniki badań sugerują, 
że zmiany w opisywanym regionie białka RpsA mogą 
mieć również wpływ na PZA-oporność.

Aleksander i wsp. badający wpływ mutacji w genie 
rpsA na PZA-oporność wykazali, że szczep wzorco-
wy M. bovis BCG, naturalnie oporny na PZA, oprócz 
charakterystycznej mutacji w pncA (169 A → G, 
57His → Asp) posiada również mutację w genie rpsA 
– substytucję G → A w pozycji 1318 genu skutkują-
cą zamianą 440 aminokwasu (440 Ala → Thr). Muta-
cja ta okazała się konserwatywną zmianą występującą 
również u pozostałych szczepów M. bovis naturalnie 
opornych na PZA. Wpływ mutacji na PZA oporność 
pozostaje nadal do ustalenia, choć przypuszcza się, 
że występowanie jej w sąsiedztwie wspomnianej  wyżej 

mutacji ∆Ala438 może świadczyć o tym, że ma ona 
wpływ na brak wiązania POA z białkiem RpsA (32).

Badania Simonsa i wsp. pokazują, że wśród pięciu 
szczepów opornych na PZA, nieposiadających mutacji 
w genie pncA, tylko jeden posiadał mutację w rpsA. Była 
to transwersja A → C w kodonie 260 skutkująca zamianą 
valiny w izoleucynę (33). Na podstawie badań dotyczą-
cych genu rpsA oraz reanalizy wyników sekwencjonowa-
nia genu pncA stwierdzili, że włączenie sekwencjonowa-
nia rpsA do algorytmu diagnostycznego wykrywającego 
oporność na pirazynamid (34) zwiększa jego czułość 
z 72 do 77. Wydaje się, że dwuetapowe określanie opor-
ności metodami molekularnymi, tak jak w przypadku 
izoniazydu, gdzie INH-oporność identyfikuje się na pod-
stawie mutacji w katG oraz inhA, może być bardzo przy-
datne do wykrywania oporności na PZA (35).

WNIOSKI

1. Wykrycie mutacji w genie pncA daje możliwość 
uzyskania w krótkim czasie informacji dotyczą-
cych PZA-oporności, co może przyczynić się 
do wczesnej optymalizacji leczenia chorego na 
gruźlicę.

2. Analiza występowania mutacji w genie pncA 
wśród szczepów M. tuberculosis opornych na 
PZA może być podstawą do opracowania wia-
rygodnych i szybkich testów molekularnych wy-
krywania PZA-oporności.
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