Artykut naukowy

Opornosc
na antybiotyk

Streszczenie:

Systematycznie rosnqca liczba szczepdw
opornych na antybiotyki stwarza problem
dla wspdiczesnej terapii zakazen. Plazmidy
bakteryjne stanowiq gtéwne Zrédfo rucho-
mych elementdw genetycznych, ktére wraz
z transpozonami, integronami i kasetami
genowymi odpowiadajq za rozprzestrze-
nianie sie opornosSci na antybiotyki. En-
zymatyczna hydroliza i modyfikacja czg-
steczki antybiotyku, a takze efluks i reakcja
,by-pass” stanowiq najczesciej spotykane
mechanizmy opornosci, ktére dzieki hory-
zontalnemu transferowi gendw szybko roz-
przestrzeniajq sie wsréd szczepow.

Stowa kluczowe:
opornos¢, ruchome elementy genetyczne

Summary:

Today’s infection therapy has problems
with resistant strains which number are still
increase. Bacterial plasmids are principal
mobile genetic elements which work with
transposones, integrones and gene boxes.
All of them are involve in propagation of
antibiotic resistance. Enzymatic hydrolysis,
enzymatic molecule modification, efflux
and “by-pass” reaction are the most com-
mon mechanism of resistance which prop-
agate horizontal gene transfer.

Key words:
antibiotic resistance, mobile genetic ele-
ments

poéw bakterii klinicznych opornych
na antybiotyki stwarza coraz wiek-
szy problem dla lekarzy zajmujacych sie
antybiotykoterapia. Skale problemu do-
skonale pokazujg statystyki, ktore mdwia,
ze obecnie w Stanach Zjednoczonych 70
proc. szczepow bakterii zwigzanych z za-
kazeniami szpitalnymi (zakazeniami wy-
krytymi po czterdziestu o$miu godzi-
nach od momentu przyjecia na oddziat)
jest opornych na co najmniej jeden lek
wykorzystywany wczesniej w leczeniu
danej bakterii. To konsekwentnie i sys-
tematycznie kieruje antybiotykoterapie
w $lepy zautek, grozacy zakoriczeniem
ery antybiotykéw [3].
Wszystko zaczeto sie na przetomie lat
czterdziestych i pie¢dziesigtych dwu-

E ; ystematycznie rosnaca liczba szcze-
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Plazmidy bakteryjne stanowig gtéwne zrédto
ruchomych elementéw genetycznych odpowiedzialnych
za rozprzestrzenianie sie opornosci na antybiotyki.

dziestego wieku podczas badan pro-
wadzonych na Escherichia coli, kiedy za-
uwazono, ze po wymieszaniu dwoch
szczepow roznigcych sie kilkoma ce-
chami mozna wyselekcjonowac osob-
niki posiadajgce witasnosci obu popu-
lacji jednoczes$nie. Innymi stowy, musiat
istnie¢ sposodb, w jaki komorki bakterii
przekazywaty miedzy sobg informacje
dotyczace ich cech i wiasciwosci. Przy-
puszczenia o istnieniu czynnika gene-
tycznego pozwalajacego na transfer
gendw miedzy réznymi osobnikami po-
twierdzity sie dziesie¢ lat pdzniej w cza-
sie epidemii czerwonki w Japonii, gdzie
udowodniono, ze owe czynniki s3 od-
powiedzialne za btyskawiczne rozprze-
strzenianie sie tzw. wielorakiej oporno-
$ci na antybiotyki [2].

W 1952 roku Joshua Lederberg po raz
pierwszy uzyt terminu plazmid okresla-
jac nim wszystkie znane pozachromo-
somowe czasteczki genetyczne wia-
Czajac w to wirusy, pasozyty, organelle.
Z czasem wraz z postepami mikrobio-
logii uscislono te definicje, ktdéra obec-
nie charakteryzuje plazmid jako autono-
miczny, pozachromosomowy element
genetyczny wystepujacy przede wszyst-
kim u bakterii. Plazmidowy DNA zwykle
nie koduje kluczowych cech i funkgji za-
pewniajagcych przezycie komorce w ty-
powych warunkach, a wiec najczesciej
nie jest obligatoryjnym elementem wy-
posazenia komorki bakteryjnej determi-
nujacym jej stabilny wzrost i rozwdj [15].
Powstaje pytanie, co komdrka bakteryj-
na moze dosta¢ w zamian za zapewnie-
nie plazmidowi pakietu enzymdw nie-
zbednych mu do replikacji (kopiowania
DNA), ktorych produkgcja jest energo-
chtonna i znacznie obcigza metabolizm
bakterii [11]. OdpowiedZ brzmi: geny
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opornosci, ktére pozwola drobnoustro-
jom przeciwstawic sie presji wywieranej
przez antybiotyki.

Mechanizmy opornosci

Antybiotyk oddziatuje na rézne ele-
menty strukturalne drobnoustrojéw po-
czawszy od sciany i btony komaorkowej
poprzez enzymy uczestniczace w me-
tabolizmie komorki, a skonczywszy na
rybosomach odpowiedzialnych za bio-
synteze biatka. Posiadanie plazmidu
niosgcego geny opornosci daje szan-
se drobnoustrojowi na przezycie i prze-
kazanie swoich cech kolejnym genera-
cjom. Aby lepiej zdefiniowac i pokazac
warianty obrony przed antybiotykami,
wyrdzniono cztery podstawowe grupy
mechanizmdw opornosci:

® enzymatyczna hydroliza cza-
steczki antybiotyku powoduje inak-
tywacje antybiotyku poprzez zmiane
struktury pierscienia substancji lecz-
niczej np.: hydrolityczny rozktad anty-
biotykow B-laktamowych (penicylin,
cefalosporyn, karbapenemow) przez
B-laktamazy (wspomniane wyzej en-
zymy hydrolityczne wytwarzane m.in.
przez Pseudomonas aeruginosa, co sta-
nowi najbardziej rozpowszechnio-
ny i grozny mechanizm opornosci wy-
ksztatcony przez pateczke ropy btekitnej
odpowiedzialnej za zakazenia drég mo-
czowych, drég oddechowych, kosdi,
opon mozgowo-rdzeniowych, a tak-
ze wywotywanie posocznicy) [7]. Jest
to duzy problem powodujacy coraz
mniejszg uzytecznos¢ terapeutyczng
B-laktamoéw uchodzacych za najbez-
pieczniejsze antybiotyki, ktdre z wyjat-
kiem nielicznych reakcji anafilaktycz-
nych nie dawaty powazniejszych
dziatari niepozadanych [5]
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@ enzymatyczna modyfikacja cza-
steczki antybiotyku szczegdlnie osta-
biajgca dziatanie aminoglikozydow,
ktérych czasteczka pod wptywem en-
zymow bakteryjnych ulega podstawie-
niu grupg acetylowa lub adenylowa
uniemozliwiajac oddziatywanie anty-
biotyku na mniejsza podjednostke ry-
bosomu i hamowanie biosyntezy biatek
bakteryjnych [10]. Podobny mechanizm
dotyczy chloramfenikolu, blokujacego
synteze biatka poprzez oddziatywanie
na wieksza podjednostke rybosomu.

@ efluks (ang. efflux), polegajacy na
aktywnym usuwaniu antybiotyku z ko-
morki za pomoca specyficznej pompy,

replikacji. Aby utrzymac sie wewnatrz
komorki bakteryjnej i nie zostac¢ wyeli-
minowanymi w czasie jej podziatéw
muszg ulokowac sie (transponowac) do
chromosomu lub plazmidu [9]. Dopiero
wtedy geny opornosci obecne na trans-
pozonie mogg ulec ekspresji. Miedzy
komaorkami, transpozony przemieszcza-
ja sie zwykle na drodze koniugacji two-
rzac koliste struktury przypominajace
plazmidy lub bedac elementami pla-
zmiddw. Proces ten przebiega na dro-
dze bezposredniego kontaktu komaorki
z komorka za posrednictwem mostka,
przez ktdéry nastepuje wymiana mate-
riatu genetycznego [14].

Wyniki laboratoryjnego testu
gradientowo - dyfuzyjnego
stuzacego ustaleniu
najmniejszego stezenia
hamujacego wzrost szczepéw
bakteryjnych Escherichia coli
w obecnosci antybiotykow.
Zdjecienr 1

przedstawia oporny szczep.
Zdjecienr2

przedstawia wrazliwy szczep.

eliminujacej antybiotyk z wnetrza ko-
morki. Omawiany mechanizm szczegdl-
nie dotkliwie dotyczy chorych podda-
wanych terapii tetracyklinami, aktywnie
usuwanymi za pomocg kilkudziesieciu
réznych pomp biatkowych, ktére do pra-
Cy wymagaja energii pochodzacej z roz-
padu wysokoenergetycznych wigzan
fosforowych w ATP albo dziatajg na zasa-
dzie syn- lub antyportera czastek [12]

@ reakcja ,by-pass” — wytworzenie
alternatywnego szlaku metaboliczne-
go, ktéry zostat zablokowany przez sub-
stancje lecznicza. Dla takich chemiotera-
peutykdw jak sulfonamidy i trimetoprim
szczegolnie charakterystyczna jest mo-
dyfikacja szlaku biosyntezy kwasu folio-
wego niezbednego do syntezy tymidy-
ny bedacej budulcem DNA [2].

Opisane mechanizmy posiadaja wie-
le odmian i modyfikacji, ktére dodatko-
wo utrudniajg skuteczna terapie i walke
z opornymi drobnoustrojami.

Plazmidy, cho¢ powszechne w Swie-
cie bakterii, nie posiadajg wytaczno-
$Ci na przenoszenie gendw opornosci.
Transpozony odkryte u bakterii w latach
szesc¢dziesigtych przez Barbare McClin-
tock, posiadajg umiejetnos¢ przemiesz-
czania sie w obrebie czasteczki DNA.
W odréznieniu od plazmidéw, trans-
pozony nie sg zdolne do niezaleznej

Integrony stanowiag stosunkowo no-
wa grupe ruchomych elementéw gene-
tycznych odkryta w 1989 roku. Unikalng
wiasnoscig integrondw jest umiejet-
no$¢ wytapywania tzw. kaset genowych
i wigczania ich do swojej struktury dzie-
ki obecnosci enzymu — integrazy. Moze
to prowadzi¢ do skumulowania wielu
gendw kodujacych rozmaite mecha-
nizmy opornosci na krotkim odcinku
DNA. Dzieki obecnosci promotora, in-
formacja genetyczna umieszczona na
integronie moze ulec ekspresji. Pew-
nym utrudnieniem jest brak mozliwosci
samoprzenoszenia miedzy czasteczka-

transfer gendw opornosci

mi DNA, ale dzieki mozliwosci przyta-
czenia do plazmidu lub transpozonu,
integrony stajg sie mobilne [16].
Wspomniane wyzej kasety genowe
s3 najmniejszymi znanymi ruchomymi
elementami genetycznymi. Zawieraja
pojedyncze geny. Nie posiadajg mecha-
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Prowadzqc racjonalng antybioty-
koterapie oraz zmniejszajqc szan-
se drobnoustrojow na tworzenie
rezerwuarow wzajemnej wymiany
informacji mozna zminimalizowac

nizmow kontrolujacych ich przemiesz-
czania w obrebie elementéw gene-
tycznych bakterii, przez co sg bardzo
dynamiczne. Liczba kaset genowych
znajdujacych sie w obrebie integronu
jest $cisle zwigzana z selekcjg szczepdw
opornych na antybiotyki [6].

Horyzontalny transfer
genow

Klasycznym sposobem na przeka-
zywanie genow jest transfer wertykal-
ny polegajacy na nabywaniu gendéw
od ,rodzicow” w wyniku réznego ty-
pu rozmnazania. Bakterie wyksztatci-
ty i rozbudowaty tzw. horyzontalny
transfer genéw (HTG) zachodzacy po-
miedzy osobnikami nie spokrewnio-
nymi [2]. Jak pokazuja dotychczasowe
doniesienia ma on praktycznie nie-
ograniczony zasieg (zachodzi miedzy
gatunkami, rodzajami, a nawet po-
miedzy bakteriami Gram-dodatnimi
i Gram-ujemnymi) prowadzac coraz
czesciej do nabywania opornosci na
wiele antybiotykéw [9]. Najgrozniej-
szym wariantem HTG jest proces ko-
niugacji, ktéry zachodzi szybko i z du-
73 wydajnoscia. Moze to prowadzi¢ do
wyposazenia ogromnej liczby bakterii
w cate zestawy elementéw genetycz-
nych zawierajagcych geny opornosci.
Pozostate warianty HTG (transforma-
Cja i transdukcja) wymagaja specjal-
nych warunkéw i maja znikome zna-
czenie dla rozwoju opornosci [2].

Selekcja opornych szczepow

Za gtowny czynnik rozwoju oporno-
$ci uwaza sie nadmierne przyjmowa-
nie antybiotykdw przepisywanych bez
uzasadnionych wskazan [4], czesto pod
presja pacjenta, ktéry wymusza na le-
karzu pierwszego kontaktu prze-
pisanie leku w watpliwej sytuagji
wymagajacej obserwacji. Pro-
blem ten dotyczy przede wszyst-
kim wirusowych zakazen gor-
nych drog oddechowych, ktére
powszechnie mylnie sg diagno-
zowane jako zakazenia bakteryj-
ne. Jesli kaszel trwa krocej niz 14
dni i poczatkowo towarzyszy mu
wysoka goraczka, znikome wydzielanie
wydzieliny, a nasilenie objawow cho-
roby nastepuje w godzinach wieczor-
nych, to najprawdopodobniej mamy do
czynienia z infekcjg wirusowa wymaga-
jaca jedynie leczenia objawowego [13].
Lekarz musi wiec zwrdcic¢ na to szcze-
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go6lng uwage podczas wywiadu i prze-
pisywania lekdw, a farmaceuta podczas
rozmowy z pacjentem w aptece, wybie-
rajac jeden z dwoch wariantéw: samo-
leczenie lub skierowanie pacjenta do
konsultacji lekarskiej.

Innym niepokojacym problemem jest
przerwanie terapii pod wptywem usta-
nia najbardziej uporczywych objawdw
takich jak np.: goraczka [8], co uniemoz-
liwia catkowita eliminacje patogenu.

Podobny negatywny efekt wystepu-
je przy stosowaniu zbyt niskich dawek
antybiotyku, co uniemoZzliwia osiggnie-
cie stezenia terapeutycznego gwaran-
tujacego catkowite wyleczenie. W kon-
sekwencji drobnoustroje uzyskujg czas
na wyksztatcenie mechanizmow opor-
nosci i skuteczny transfer genéw mie-
dzy réznymi osobnikami [9].

~Koszt”
antybiotykoopornosci
dla bakterii

Posiadanie wielu gendw opornosci na
antybiotyki bywa niekiedy zgubne dla
drobnoustrojow. W momencie braku
presji antybiotycznej, ekspresja gendw
niosacych opornos¢ staje sie balastem
obciazajacym metabolizm komérki, pro-
wadzacym do uposledzenia wzrostu
drobnoustrojéw w poréwnaniu z bakte-
riami wrazliwymi, nie zawierajagcym ge-
néw opornosci na antybiotyki [1]. Szcze-
gdlnie ktopotliwe s3 geny kodowane
na plazmidach wystepujacych niekiedy
w ogromnej liczbie kopii, co wymaga od
komorki gospodarza wydatkowania du-
zej dawki energii zuzywanej na caty apa-
rat enzymatyczny uczestniczacy w trans-
krypdji i translacji [11].

Podsumowanie

Powyzsze opracowanie nakre$la
udziat ruchomych elementéw gene-

tycznych w rozwoju opornosci na an-
tybiotyki. Prowadzac racjonalng an-
tybiotykoterapie oraz zmniejszajac
szanse drobnoustrojow na tworze-
nie rezerwuarow wzajemnej wymia-
ny informacji mozna zminimalizowa¢
transfer gendw opornosci oddala-
jac problem braku skutecznych i bez-
piecznych antybiotykow.
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Pytania testowe

(Zaznacz jednq prawidtowq odpowiedz)

1.Ruchomym elementem genetycz-
nym spotykanym wsréd bakterii nie
jest:

a) plazmid

b) transpozon

c) efluks

d) kaseta genowa

2. Podstawowym mechanizmem od-
powiedzialnym za rozwéj opornosci
na sulfonamidy jest:

a) enzymatyczna hydroliza antybiotyku

b) efluks

) enzymatyczna modyfikacja antybiotyku
d) reakcja by pass”

3. Najmniejszymi znanymi ruchomymi
elementami genetycznymi sa:
kasety genowe

plazmidy

) integrony

d) transpozony

4.Prawda jest ze:

a
b

a) plazmidy wystepuja w kazdej komorce
bakteryjnej

b) Barbara McClintock po raz pierwszy uzyta
terminu plazmid

¢) plazmidy nie kodujg enzyméw modyfiku-
jacych czasteczke antybiotyku

d) najgrozniejszym wariantem HTG jest pro-
ces koniugacji

(Odpowiedzi szukajw numerze)
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