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STRESZCZENIE

Narastanie opornosci bakterii, w tym S. aureus, na antybiotyki i inne srodki przeciwbakteryjne, jest powaz-
nym problemem w medycynie. Poznanie mechanizmoéw tej opornosci i warunkujacych ja zjawisk genetycz-
nych pozwala na poszukiwanie nowych srodkow (lekow, dezynfektantow itp.), dziatajacych przeciw gronkow-
com, w tym przeciw wielolekoopornym szczepom, odpowiedzialnym za zakazenia szpitalne.
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ABSTRACT

STAPHYLOCOCCAL RESISTANCE TO ANTIBACTERIAL AGENTS

Increase of the resistance of S. aureus and other bacteria to antibiotics and remaining antimicrobial agents is
an essential problem in medicine. The knowledge of the resistance mechanism and their genetic basis
enables the search for new agents (drugs, disinfectants), acting against staphylococci, including multidrug re-
sistance strains, responsible for nosocomial infections.
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Chorobotworczos¢ gronkowcéw ztocistych i ich
znaczenie w zakazeniach szpitalnych

Gronkowce powszechnie wystepuja w $rodowisku
cztowieka. Szacuje sig, ze od 10 do 50% populacji ludzkiej
jest stale lub okresowo nosicielami tych drobnoustrojow
bez wystepowania objawéw chorobowych. Nosicielstwo
dotyczy najczesciej btony Sluzowej przedsionkanosa i
sprzyja dalszej kolonizacji skory czy gardta. Wiele gatun-
kow gronkowcow wchodzi w sktad normalnej mikroflory
cztowieka. Gronkowce naleza do bakterii warunkowo cho-
robotworczych, dlatego tez w przypadku zakazen przez nie
wywotywanych nalezy bra¢ pod uwage zaréwno ich pato-
gennos¢, jak i czynniki predysponujace organizm gospoda-
rza do zachorowania (np. obnizona odpornos¢, przerwanie
ciagtosci tkanek, réwnoczesne wystepowanie innych scho-
rzen).

Najwieksze znaczenie ma gronkowiec ztocisty (Sta-
phylococcus aureus), ktory jest odpowiedzialny za ropne
zakazenia skory i tkanek podskornych w postaci czyrakow
pojedynczych lub mnogich oraz zakazen ran pooperacyj-
nych. Gronkowce te moga wywotywac takze zakazenia
uktadowe i narzadowe np. zapalenia ptuc, opon mézgowo-
rdzeniowych, ropnie modzgu, zapalenie szpiku kostnego i
kosci, zakazenia uktadu moczowego, zapalenie migsnia
sercowego oraz zakazenia lub zatrucia zwigzane z wytwa-
rzaniem przez te bakterie okreslonych toksyn. U osob z
obnizona odpornoscia, u pacjentéw leczonych z powodu
innych chordb, a takze po zabiegach chirurgicznych zaka-
zenie gronkowcowe moze przejs¢ w postaé uogolnionej
posocznicy [6].
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Gronkowiec ztocisty wytwarza wiele czynnikow po-
wierzchniowych, ktére odgrywaja istotna role w jego cho-
robotworczosci. Do czynnikow odpowiedzialnych za pato-
gennos¢ gronkowca ztocistego zalicza sie najczesciej:
czynniki chronigce komorke przed dziataniem uktadu od-
pornosciowego cztowieka takie jak np. otoczka, biatka wia-
zace immunoglobuliny klasy 1gG, czy superantygenowa ak-
tywnos¢ niektorych egzotoksyn, czynniki powierzchniowe,
petnigce role adhezyn, egzotoksyny, egzoproteiny, sktadni-
ki systemow wiazacych zelazo - sideroforow (aureocholina,
staphyloferryna A i B) [26].

Staphylococcus aureus jest od wielu lat jednym z
podstawowych patogenéw odpowiedzialnych za zakazenia
szpitalne i pozaszpitalne u ludzi. Powszechne nosicielstwo
sprzyja szybkiemu rozprzestrzenianiu sie drobnoustroju w
srodowisku szpitalnym. Na zakazenia gronkowcowe szcze-
golnie narazeni sg pacjenci po zabiegach chirurgicznych,
dializowani oraz noworodki. Najczestszymi i najbardziej
typowymi zakazeniami wywotanymi przez S. aureus u cho-
rych hospitalizowanych sa zakazenia ran chirurgicznych,
zapalenie ptuc, zapalenie opon moézgowych u chorych po
operacjach kardiochirurgicznych (zastawki komorowe) oraz
zakazenia u noworodkéw na oddziatach intensywnej tera-
pii. Wprowadzenie kazdego nowego antybiotyku do lecze-
nia zakazen gronkowcowych jak dotad zawsze po dtuzszym
lub krotszym czasie prowadzito do selekcji szczepow opor-
nych. Juz w niedtugim czasie po wprowadzeniu do lecznic-
twa penicylin zaobserwowano wystepowanie szczepow
opornych wytwarzajacych penicylinaze - enzym hydrolizu-
jacy penicyliny. Rozprzestrzenianie sie tej opornosci wsrod
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szczepow jest bardzo szybkie ze wzgledu na kodowanie jej
przez geny plazmidowe. Dzi$ wiadomo, ze ponad 90%
szczepow S. aureus izolowanych od chorych hospitalizowa-
nych jest niewrazliwych na dziatanie penicylin naturalnych,
aminopenicylin oraz ureidopenicylin. Wobec tych szczepow
moga byc¢ skuteczne cefalosporyny, penicyliny oporne na
dziatanie B-laktamaz np. penicyliny izoksazolylowe, oraz
potaczenia penicylin z inhibitorami B-laktamaz [5].

Obecnie najwigkszym problemem zwiazanym ze szpi-
talnymi (i nie tylko) zakazeniami gronkowcowymi jest
opornos¢ tych drobnoustrojow na metycyline, ktéra w
praktyce oznacza opornos¢ na wszystkie stosowane anty-
biotyki B-laktamowe. Szczepy takie okresla sie mianem
MRS (methicillin resistant Staphylococcus; MRSA - S. aureus
i MRCNS - gronkowce koagulazoujemne). Ulegaja one se-
lekcji w srodowisku szpitalnym przede wszystkim na skutek
niewtasciwego i bardzo szerokiego stosowania B-laktamow,
zwtaszcza cefalosporyn. Opornos¢ ta jest spowodowana
produkcja dodatkowego biatka wiazacego penicyliny PBP2a
o zmniejszonym powinowactwie do antybiotykow B-
laktamowych. Szczepy te ponadto maja najczesciej zdol-
nos¢ wytwarzania B-laktamaz, a wiec posiadaja podwojny
mechanizm opornosci. Szczepy MRSA stanowia powazny
problem, poniewaz niezaleznie od opornosci na B-laktamy
wykazuja opornos¢ na wiele innych antybiotykdow oraz
srodkow przeciwbakteryjnych., a niejednokrotnie moga
by¢ przyczyna epidemii. Pojawity sie rowniez doniesienia o
izolacji gronkowcow o zmniejszonej wrazliwosci na anty-
biotyki glikopeptydowe a takze szczepow opornych na
wankomycyne, antybiotyki stanowigce dotychczas “ostat-
nia deske ratunku” w infekcjach gronkowcowych
[1,2,23,54].

Mechanizmy genetyczne warunkujace opornos¢ gron-
kowcoéw na srodki przeciwdrobnoustrojowe

Drobnoustroje maja zdolnos¢ obrony przed szkodli-
wymi substancjami jak np. antybiotyki, srodki dezynfek-
cyjne czy sole metali. Opornos¢ ta moze by¢ warunkowana
w rozny sposob. W niektorych przypadkach moze powstac
w wyniku spontanicznej mutacji w szczepie, bez kontaktu
z chemioterapeutykami. Bakteryjne antybiotykooporne
mutanty spontaniczne moga powstawac w srodowisku natu-
ralnym jak i w warunkach laboratoryjnych z czestotliwoscia
10 do 10® na komorke. Oporno$¢ gronkowcéw na takie
antybiotyki jak np. fluorochinolony, mupirocyna, trimeto-
prim, streptomycyna, rifampicyna czy kwas fusydowy moze
by¢ spowodowana np. mutacjami odpowiednich genow
chromosomalnych lub nabyciem przez bakterie odpowied-
nich plazmidéw [20].

Przy stosowaniu srodkow przeciwdrobnoustrojowych
obserwuje sie zjawisko opornosci krzyzowej. Dotyczy ono
gtownie substancji nalezacych do jednej grupy chemicznej,
ale czasem spotykane jest takze w przypadku roznych
zwiazkow (np. chlorheksydyna, amidy i IV-rzedowe zwiazki
amoniowe). Istotna role odgrywa rowniez sprzezenie ge-
now w obrebie jednego elementu - plazmidu czy transpo-
zonu. Przyktadem moze by¢ obecnos¢ u S. aureus genow
opornosci na IV-rzedowe zwiazki amoniowe (gac) na tzw.
plazmidach gentamycynowych i penicylinazowych. Jest to
zjawisko bardzo niekorzystne, gdyz coraz szersze stosowa-
nie chemioterapeutykow prowadzi do réwnoczesnego
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zwiekszenia opornosci
drobnoustrojow.
Bezposrednia przyczyna opornosci bakterii na réznego
rodzaju zwiazki jest obecnos¢ i ekspresja odpowiednich
gendw w komorce. Opornos¢ konstytutywna jest zwigzana
z ciagta ekspresja odpowiednich gendw, natomiast induk-
cyjna moze by¢ inicjowana obecnoscia antybiotykow. Geny
opornosci na rozne zwiazki przeciwbakteryjne moga byc
zlokalizowane na chromosomie, a takze na elementach
pozachromosomalnych takich jak plazmidy czy transpozony

[7].

na sSrodki dezynfekcyjne wsrod

Plazmidy sa to czasteczki DNA zdolne do samodziel-
nej replikacji w komoérkach bakteryjnych i dziedziczone
niezaleznie od chromosomu. Oprocz gendw odpowiedzial-
nych za niezalezng replikacje i gendow regulatorowych,
plazmidy moga zawierac¢ szereg genow odpowiedzialnych
za rozne cechy fenotypowe bakterii np. opornos¢ na zwiaz-
ki przeciwbakteryjne, zdolnos¢ do koniugacji czy produkcji
toksyn.

Wiekszos¢ naturalnie wystepujacych szczepow S. au-
reus posiada jeden lub kilka plazmidéw. Plazmidy gron-
kowcowe zostaty podzielone na trzy podstawowe klasy oraz
prowizoryczna klase czwarta, zawierajaca plazmidy nie
dajace sie sklasyfikowa¢ w zadnej z trzech pierwszych
[33,37].

Klasa | zawiera mate plazmidy (1,3 - 4,6 kbp; 1 kpb
oznacza tysigc par zasad), wystepujace w 10 - 50 kopiach
na komorke, zawieraja najczesciej jedna rzadko dwie de-
terminanty opornosci. Naleza tu plazmidy warunkujace
opornosc¢ na chloramfenikol, tetracykliny, aminoglikozydy,
kationy kadmu, IV-rzedowe zwigzki amoniowe oraz MLSg
(makrolidy, linkozamidy, streptograminy B).

Plazmidy klasy Il sa wigksze (15 - 46 kbp) i wystepuja
w mniejszej liczbie kopii na komorke (4 - 6). Naleza tu
miedzy innymi liczne plazmidy penicylinazowe, ktore
oprocz genow odpowiedzialnych za produkcje B-laktamaz,
zawierajq takze rézne kombinacje gendw opornosci na jony
metali ciezkich (kadm, arseniany, arseniny, antymon, bi-
zmut, rtec), a takze plazmidy warunkujace opornos¢ na
aminoglikozydy i trimetoprim.

Do klasy Il naleza duze plazmidy (30 - 60 kbp) koniu-
gacyjne zawierajace czesto determinanty opornosci na
aminoglikozydy, mupirocyne i srodki dezynfekcyjne.

Transpozony oraz sekwencje insercyjne naleza do ge-
netycznych elementow translokacyjnych, moga przenosi¢
sie w obrebie tego samego replikonu (chromosomu lub pla-
zmidu) albo pomiedzy replikonami [7]. Na transpozonach
zlokalizowane sa geny warunkujace zdolnos¢ do transpozy-
cji oraz szereg genow strukturalnych kodujacych np. pro-
dukcje enzymow, toksyn, opornosé na leki czy zdolnos¢ do
koniugacji.

Najwazniejsze mechanizmy opornosci bakterii na roz-
nego rodzaju srodki o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
to:
enzymatyczna inaktywacja leku,
zmiana powinowactwa do leku lub dublowanie funkcji
miejsca docelowego
utrudnione wnikanie leku do komorki lub jego czynne
usuwanie.
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Opornos¢ gronkowcow na antybiotyki
Inaktywacja enzymatyczna

W inaktywacji antybiotykow biora udziat najczesciej
enzymy z grupy hydrolaz lub transferaz.

Najbardziej rozpowszechnionymi hydrolazami sa B-
laktamazy wytwarzane przez bakterie, zaréwno Gram-
ujemne jak i Gram-dodatnie. Zalicza sie do nich penicyli-
nazy, ESBL (B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substra-
towym), cefalosporynazy oraz karbapenemazy. Inaktywuja
one antybiotyki B-laktamowe poprzez hydrolize pierscienia
B-laktamowego. Do tej pory opisano ponad 200 B-laktamaz
bakteryjnych. Stanowia one bardzo zrdznicowana grupe
enzymow, réznigcych sie miedzy soba struktura, spektrum
substratowym i wrazliwoscia na inhibitory [19].

B-laktamazy gronkowcowe sa enzymami uwalnianymi
na zewnatrz komorki o waskim spektrum substratowym.
Spotykane sa jednak szczepy, u ktorych wystepuje nadpro-
dukcja tych enzymow lub wytwarzaja B-laktamazy o roz-
szerzonym spektrum substratowym, co w efekcie prowadzi
do zwiekszonej opornosci na penicyliny (tzw. szczepy BOR-
SA - borderline resistant S. aureus) [5,24]. Produkcja B-
laktamaz u gronkowcow ztocistych kodowana jest najcze-
sciej przez geny zlokalizowane na plazmidach i w transpo-
zonach, rzadziej w chromosomie, dlatego tez jest cechg
tatwo przekazywana pomiedzy szczepami. Wigkszos¢ pla-
zmidow kodujacych B-laktamaze nalezy do Il klasy plazmi-
dow wystepujacych u S. aureus. Podzielono je na podro-
dziny: alfa, beta, gamma i delta, wyodrebniono tzw. pla-
zmidy "sieroce” (orphan) oraz naturalne rekombinanty al-
fa/beta i alfa/gamma [24]. Oprdocz gendéw odpowiedzial-
nych za produkcje B-laktamaz na plazmidach penicylina-
zowych moga byc¢ zlokalizowane geny opornosci na rozne
srodki przeciwbakteryjne np. sole metali ciezkich, IV-
rzedowe zwiazki amoniowe, antyseptyki, bromek etydyny
czy rézne antybiotyki [24]. Przyktady plazmidéw penicyli-
nazowych nalezacych do klasy Il podano w Tabeli 1.

Inaktywacja chloramfenikolu u szczepow gronkowcow
opornych na ten lek odbywa sie na drodze unieczynniania
go przez acetylaze chloramfenikolowa. Kodowana jest wy-
tacznie przez grupe matych wielokopiowych plazmidow.

Najczestszym mechanizmem opornosci gronkowcow
na aminoglikozydy jest modyfikacja antybiotykow przez
enzymy komorkowe: acetylotransferazy, fosfotransferazy i
nukleotydylotransferazy. Determinanty tej opornosci zloka-
lizowane sa zwykle na wigkszych plazmidach o matej licz-
bie kopii. Na plazmidach penicylinazowych moga znajdo-
wac sie determinanty opornosci na niektére aminoglikozydy
(Tabela 1).

Wyrodznia sie 3 grupy transferaz o réznej swoistosci
substratowej, ktére oznaczone sa odpowiednimi skrotami
zaleznie od tego jakie antybiotyki i w jakich pozycjach sa
przez nie inaktywowane. Dwudomenowe biatko AAC(6’)/
APH(2’’) wykazujace aktywnosc acetylotransferazy AAC(6’)
i fosfotransferazy APH(2’’) kodowane przez gen aacA-aphD
(zwykle w strukturze transpozonu) odpowiada za unieczyn-
nianie gentamycyny, kanamycyny i tobramycyny oraz
wszystkich innych stosowanych aminoglikozydow z wyjat-
kiem streptomycyny. Produktem genu aadD jest nukleoty-
dylotransferaza AAD(4’)(4”’), ktdra warunkuje opornos¢ na
neomycyne, kanamycyne, tobramycyne i amikacyne. Fosfo-
transferazy APH(3’)llla oraz APH(3’)Ill, kodowane przez
geny aphA i aphA-3 inaktywuja neomycyne i kanamycyne.
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Na pochodne streptydyny (streptomycyne) dziataja enzy-
my: nukleotydylotransferaza AAD(3’’) i nukleotydylotrans-
feraza AAD(6’), kodowane odpowiednio przez geny aadA i
aadE oraz fosfotransferaza APH (3’’), produkt genu aphC
[48].

Tabela 1. Przyktady plazmidow penicylinazowych klasy Il wy-
stepujacych u S. aureus wg [20,24].

Nazwa Podrodziny Markery opornosci wystepu-
plazmidu jace na plazmidzie
pl524 Alfa Pc Asa Asi Sb Hg Om Cd Bi Pb
pSJ24 Alfa Pc Asa Hg, Cd Em Km
pSK23 Alfa/Beta Hg Cd Ac Eb Qa Gm Tm Km
pWG50 Alfa/Gamma | Pc Hg Om Cd Gm Tm Km Eb Qa
pSK57 Alfa/Gamma Pc Hg Cd Ac Eb Qa Pi Dd
pli3804 Beta Pc Hg Om Cd Pb
pll147 Beta Pc Asa Asi Hg Om Cd Pb
pl258 Gamma Pc Asa Asi Sb Hg Om Cd Bi Pb
MLSg
pl6907 Delta Asa Asi Sb Cd Bi Pb
pli1113 Orphan Pc Cd Pb

Oznaczenia markerow opornosci: Ac - akryflawina; Asa - arse-
niany; Asi - arseniny; Bi - sole bizmutu; Cd - sole kadmu; Dd -
dwuchlorowodorek diaminodifenyloaminy; Eb - bromek etydy-
ny; Em - erytromycyna; Gm - gentamycyna; Hg - nieorganiczne
sole rteci; Km - kanamycyna; MLSg -makrolidy, linkozamidy,
streptograminy B; Om - sole rteci organicznej; Pb - sole
otowiu; Pc - penicylina; Pi - izotionian propamidyny; Qa - IV-
rzedowe zwiazki amoniowe; Sb - sole antymonu; Tm - tobra-
mycyna.

Do innych enzymow spotykanych u gronkowcow, inak-
tywujacych zwiazki przeciwdrobnoustrojowe naleza: nu-
kleotydylotransferaza linkomycynowa, acetylotransferazy
streptogramin A i hydrolaza streptogramin B.

Zmiana powinowactwa do leku lub dublowanie funkcji
miejsca docelowego

Mutacja w obrebie genu kodujacego biatko stanowia-
ce cel dla antybiotyku moze wywota¢ zmniejszenie jego
powinowactwa do wigzania si¢ z antybiotykiem. Przykta-
dem jest mutacja genow kodujacych gyraze lub inne topo-
izomerazy bakteryjne, bedaca przyczyna opornosci bakterii
na chinolony, a takze mutacje genéw odpowiedzialnych za
PBP (biatka wiazace penicyliny) powodujace obnizenie po-
winowactwa antybiotykow B-laktamowych do tych biatek i
w konsekwencji opornos¢ na te antybiotyki.

Mutacje w obrebie gendéw kodujacych odpowiednie
enzymy moga takze decydowa¢ o opornosci bakterii na
trimetoprim, sulfonamidy, mupirocyne lub rifampicyne,

0 jednym z mechanizméw opornosci gronkowcow na
antybiotyki aminoglikozydowe moze decydowa¢ mutacja w
genie kodujacym biatka rybosomalne, prowadzaca do
zmian w strukturze rybosomu i w efekcie do braku wiaza-
nia antybiotyku. Mechanizm ten wykryto u izolatow Kli-
nicznych S. aureus o wysokim poziomie opornosci na strep-
tomycyne [20].

Opornos¢ gronkowcow na kwas fusydowy powstaje na
skutek mutacji w komorce drobnoustroju, ktora powoduje
zmniejszenie powinowactwa miejsca docelowego (czynnika
elongacji) do leku. Znacznie rzadziej wystepuja dajace
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tego typu opornos¢ determinanty zlokalizowane na plazmi-
dach penicylinazowych lub plazmidach kodujacych opor-
nos¢ na aminoglikozydy.

Niski poziom opornosci gronkowcow na mupirocyne
jest wynikiem mutacji genu kodujacego syntetaze izoleucy-
lo-tRNA. Opornos¢ na wysokie stezenia mupirocyny jest
wynikiem nabycia przez szczepy plazmidu niosacego gen
mupA, kodujacy syntetaze izoleucylo-tRNA o bardzo niskim
powinowactwie do mupirocyny. Jest on znajdowany w roz-
nych, czesto niespokrewnionych plazmidach. Wykryto tak-
ze szczepy, u ktorych kopia tego genu jest zlokalizowana w
chromosomie [21,40].

Najpowszechniejszym mechanizmem opornosci gron-
kowca ztocistego na fluorochinolony jest zmiana miejsca
docelowego dla tych zwigzkéow. Jest ona spowodowana
mutacjami w genie gyrA, ktory koduje podjednostke A gy-
razy (topoizomerazy Il) i grlA (topoizomeraza IV), stano-
wiace cel ataku tej grupy lekow. Opornos¢ ta jest konsty-
tutywna [52,55].

Opornos¢ na makrolidy, linkozamidy i streptogramine
B (tzw. MLSg) spowodowana jest enzymatyczna modyfika-
cja miejsca docelowego przez metylazy (Erm). Indukcyjna
opornos¢ na MLSg u gronkowcow ztocistych moze byc¢ ko-
dowana przez mate, wielokopiowe plazmidy (niosace gen
ermC) lub chromosomalnie (gen ermA zlokalizowany na
transpozonie Tn554). Konstytutywna opornos¢ na makroli-
dy, linkozamidy i streptograminy B jest kodowana plazmi-
dowo (gen ermC w matych plazmidach oraz gen ermB zlo-
kalizowany w transpozonie Tn551 na plazmidzie pl258), lub
chromosomalnie (Tn551) [20,25].

O opornosci bakterii na antybiotyki glikopeptydowe
(wankomycyna, teikoplanina) decyduje zdolnos¢ do syntezy
zmienionego prekursora peptydoglikanu sciany komadrkowe
i utrudniony dostep antybiotyku do miejsca docelowego
[10]. W przypadku enterokokéw mechanizm tej opornosci
jest dos¢ dobrze scharakteryzowany. W 1992 roku plazmid
zawierajacy m.in. gen opornosci na wankomycyne zostat
przeniesiony ze szczepu Enterococcus faecalis do Staphylo-
coccus aureus [31]. Od 1996 roku zaczety pojawiac sie do-
niesienia o izolacji na swiecie szczepow gronkowca ztoci-
stego o obnizonej wrazliwosci na wankomycyne, a w 2002
roku wykryto w USA szczepy oporne na ten antybiotyk [2,
10, 23, 54]. Mechanizm opornosci gronkowcow na glikopep-
tydy nie jest do konca wyjasniony i nadal stanowi przed-
miot licznych badan.

U gronkowcow najwieksze znaczenie z punktu widze-
nia klinicznego ma opornos¢ na metycyline. Wynika ona
najczesciej z obecnosci genu mecA warunkujacego synteze
nowego PBP, tzw PBP2’ lub 2a. Biatko to przejmuje funkcje
inaktywowanych przez antybiotyki B-laktamowe biatek
PBP2 i PBP3 niezbednych do prawidtowej syntezy mureiny
sciany komorkowej [4,42]. Ze wzgledu na liczbe komérek,
w ktorych geny opornosci ulegaja ekspresji w warunkach
standardowych szczepy S. aureus mozna podzieli¢ na ho-
mogenne i heterogenne. Uzywanym w praktyce wskazni-
kiem jest opornos¢ na metycyline lub oksacyline - penicyli-
ny oporne na penicylinazy gronkowcowe.

Aktywne usuwanie zwiqzku z komorki

Waznym i szeroko rozpowszechniony wsroéd drobno-
ustrojow mechanizmem opornosci na rdéznego rodzaju
zwiazki (w tym chemioterapeutyki) jest czynne usuwanie
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ich z wnetrza komorki (pompa btonowa - “efflux mecha-
nism”). Jest to spowodowane obecnoscia transporterow
btonowych (biatek) zaleznych od energii pochodzacej z ATP
lub z pompy protonowej (PMF - proton motive force)
[15,27,29]. Wsrod biatek btonowych mozna wyrdzni¢ kilka
rodzin, ktore roznia sie liczba segmentow transmembrano-
wych.

Do biatek zaleznych od ATP nalezy rodzina transpor-
terow wiazacych ATP tzw. transportery kasetonowe ABC, o
charakterze P-glikoprotein [34,44]. Uczestnicza one w ak-
tywnym usuwaniu licznych zwiazkéw przeciwnowotworo-
wych z komoérek zmienionych, niektére warunkuja opornosc¢
na antybiotyki, np. u gronkowcow opornos¢ na makrolidy i
streptograminy B [30].

Do biatek czerpiacych energie z pompy protonowej
naleza 3 rodziny: MFS (major facilitator superfamily), RND
(resistance-nodulation-division) oraz SMR (small multidrug
resistance family) [35,38,39].

Do rodziny MFS naleza biatka posiadajace 12 segmen-
tow transmembranowych (podrodzina 12-TMS) oraz 14
segmentow (podrodzina 14-TMS). Do 12-segmentowych
transporterow naleza np. biatka Tet (A, B, C, D, E, G, H)
odpowiedzialne z opornosc wielu rodzajow drobnoustrojow
na tetracykliny oraz biatek Blt i Bmr odpowiadajacych za
opornos¢ Bacillus subtilis na chloramfenikol a takze srodki
antyseptyczne [28].

Wazna role w opornosci gronkowcow na fluorochino-
lony odgrywa ich aktywne usuwanie z komorki. Odpowie-
dzialne za to jest biatko NorA, zlokalizowane w btonie cy-
toplazmatycznej i bedace produktem genu norA [12,13].
Nalezy ono rowniez do rodziny MFS biatek transportowych.
Wykazano, ze wzrost ilosci biatka NorA u gronkowcow w
rezultacie zwigkszonej transkrypcji genu powoduje nie
tylko opornos¢ na fluorochinolony, ale obniza wrazliwosc
na tak rozne strukturalnie zwiazki jak cetrymid, bromek
etydyny czy akryflawina [11,13].

Biatka podrodziny 14-TMS to np. TetK, TetL (opornos¢
S. aureus i gronkowcow koagulazoujemnych na tetracykli-
ny), LfrA (opornos¢ Mycbacterium smegmatis na fluorochi-
nolony, bromek etydyny i akryflawine), QacA i QacB (opor-
nos¢ gronkowcow na IV-rzedowe zwiazki amoniowe)
[18,36].

W przypadku tetracyklin jeden z mechanizmoéw opor-
nosci S. aureus zwiazany jest ze zmniejszeniem ich we-
wnatrzkomorkowego stezenia na skutek specyficznego me-
chanizmu usuwania [20]. Odpowiedzialne za nig jest biatko
TetK nalezace do rodzimy MFS transporteréw btonowych.
Opornos¢ indukcyjna na tetracykliny (z wyjatkiem potsyn-
tetycznej minocykliny) kodowana jest przez mate plazmi-
dy, natomiast opornosc¢ konstytutywna (na wszystkie tetra-
cykliny) przez determinanty chromosomalne tetM i nie jest
zwiazana z pompga btonowa tylko z aktywna ochrona rybo-
somu [8,20].

Do rodziny SMR transporteréow btonowych naleza biat-
ka o 4 lub 10 segmentach transmembranowych (4-TMS i 10-
TMS) [14,39]. Do 4-TMS naleza biatka Smr (QacC, QacD,
EBR, QacH - wystepujace u gronkowcow, QacE - u K.
pneumoniae, QacE-A1 - u pateczek z rodziny Enterobacte-
riaceae), ktore sa odpowiedzialne sg za czynne usuwanie z
komorki srodkow dezynfekcyjnych. Rodzina RND zawiera
trojsktadnikowe systemy biatek z 12 segmentami trans-
membranowymi, wystepujace u bakterii Gram-ujemnych, o
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bardzo szerokim zakresie substratowym. Odpowiedzialne sa
m.in. za aktywny wyptyw antybiotykdw i innych chemiote-
rapeutykow, inhibitorow metabolizmu, a takze barwnikéw,
detergentow i rozpuszczalnikow [29,30]. W procesie ak-
tywnego usuwania uczestniczy uktad 3 biatek: transportu-
jace lek przez btone cytoplazmatyczna, transportujace go
w przestrzeni periplazmatycznej oraz tworzace kanat w
btonie zewnetrznej, odpowiadajace za usunigcie leku. Do
transporterow takich naleza np. biatka ArcB/ArcA/TolC,
MexB/MexA/OprM wystepujace u pateczek Gram-ujem-
nych, odpowiedzialne za usuwanie z komorki niektorych
antybiotykow czy antyseptykow.

Opornos¢ gronkowcéw na srodki dezynfekcyjne i anty-
septyczne

Z licznych prac wynika, ze zwigkszenie oporno-
sci/tolerancji na niektore zwiazki, w tym srodki dezynfek-
cyjne i antyseptyki (IV-rzedowe zwiazki amoniowe, bromek
etydyny, diamidyny, triclosan, pochodne akrydynowe), jest
powiazane z obecnoscia w komorce plazmidow niosacych
geny opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe [47,53].
Podobnie jak w przypadku niektdrych antybiotykow takze
opornos¢ gronkowcow na kationowe srodki dezynfekcyjne i
antyseptyczne wymienione powyzej moze by¢ spowodowa-
na czynnym usuwaniem ich z komoérki (pompa btonowa -
"efflux”).

Podwyzszony poziom opornosci na organiczne kationy
w tym IV-rzedowe sole amoniowe jest rozpowszechniony
szczegolnie wsrdd szczepow metycylinoopornych gronkow-
cow ztocistych [18,22,45,50,55]. Jest to zwigzane z wyste-
powaniem dwodch rodzin gendw: MFS (gacA i B) oraz SMR
(gacC i D), zlokalizowanych na plazmidach [17,18,22,32,
53]. Geny gacA i gacB koduja zalezny od pompy protono-
wej transport biatek i sa odpowiedzialne za wysoki poziom
opornosci na IV-rzedowe zwiazki amoniowe, bromek etydy-
ny, akryflawine. Produkty tych genéw, biatka QacA i QacB
naleza do rodziny MFS. Gen gacA wystepuje na plazmidach,
ale moze takze byc¢ zlokalizowany na chromosomie,
zwtaszcza u izolatow klinicznych [9,22]. Gen gacB wystepu-
je na plazmidach opornosci na sole metali ciezkich [22,55].
Gen ebr (opornos¢ na bromek etydyny), geny gacC i gacD
odpowiadaja za synteze biatek Smr (Ebr, QacC, QacD) na-
lezacych do rodziny SMR transporteréow btonowych. Geny
ebr, smr, qacC i gacD koduja identyczne fenotypy i odpo-
wiadaja za niski poziom opornosci na srodki dezynfekcyjne
i antyseptyki. Z badan doswiadczalnych wynika, ze dupli-
kacja genu ebr w komodrce powoduje zwiekszony poziom
opornosci na bromek etydyny i rozne antyseptyki [47].

Wielokrotnie potwierdzono, ze szczepy gronkowcow
MRSA sa kilkakrotnie bardziej oporne na chlorheksydyne i
IV-rzedowe zasady amoniowe w poroéwnaniu ze szczepami
metycylinowrazliwymi (MSSA). Niektoérzy autorzy wykazy-
wali korelacje miedzy zwiekszonym poziomem opornosci
(MIC) szczepow S. aureus na oksacyling, a opornosciag na
niektore antyseptyki jak np. chlorheksydyna, chlorek ben-
zalkoniowy czy akryflawina [41,45,49,55].

Opornos¢ gronkowcow na sole metali ciezkich

Na plazmidach penicylinazowych bardzo czesto zloka-
lizowane sg determinanty opornosci na chemioterapeutyki,
a takze na sole metali ciezkich (Tabela 1). Opornos¢ na
sole kadmu jest najbardziej charakterystyczna dla takich

22

plazmidow zaréwno u szczepow klinicznych gronkowcow
jak i izolowanych z materiatow pozaszpitalnych.

Opornos¢ S. aureus na sole kadmu jest kodowana
przez plazmidowe determinanty cadA, cadB i cadC. Pro-
dukt genu cadA nadaje takze komdrkom opornos¢ na jony
cynku. Opornos¢ kodowana przez cadA jest zwiazana z
mechanizmem aktywnego usuwania substancji, ktory chro-
ni komorki przed nadmierng kumulacja toksycznych zwiaz-
kow [8,20].

Opornos¢ na arseniany jest rowniez kodowana pla-
zmidowo i podobnie jak w przypadku kadmu polega na
czynnym usuwaniu z komorki, jednak energia czerpana jest
z ATP, a nie zalezy od pompy protonowej [20]. Determi-
nanty opornosci na zwiazki arsenu i antymonu zlokalizowa-
ne sa czesto na plazmidach penicylinazowych.

Opornos¢ na sole rteci wystepuje u gronkowcow po-
wszechnie i jest kodowana przez plazmidowe geny merA
(Hg®") i merB (potaczenia organiczne).

W inaktywowaniu zwiazkow organicznych rteciu gron-
kowcow bierze udziat liaza organorteciowa, ktéra rozsz-
czepia potaczenia rteci z weglem do jonéw Hg?', ktére na-
stepnie sa zamieniane w mniej toksyczna i bardziej lotna
rte¢ metaliczng [43]. W tym ostatnim procesie uczestniczy
reduktaza rteciowa, ktéra warunkuje opornosc¢ na nieorga-
niczne sole rteci. Biosynteza obydwu tych enzyméw indu-
kowana jest przez jony Hg®', octan fenylorteciowy i rozne
inne zwiazki rteci organicznej, ktore nie koniecznie stano-
wig dla nich substraty. Regionowi warunkujacemu opornosc
na rte¢ przypisuje sie duza role w zmiennosci plazmidow
penicylinazowych poniewaz w tym rejonie wystepuja liczne
sekwencje insercyjne [20].

Podsumowanie

Bardzo szybko narastajaca w ostatnich latach opor-
nos¢ drobnoustrojow, w tym gronkowcow na chemiotera-
peutyki oraz powszechnie stosowane $rodki dezynfekcyjne
stanowi powazny problem wspotczesnej medycyny. Ciagle
poszukuje sie nowych mozliwosci leczenia zakazen wywo-
tywanych przez coraz bardziej oporne bakterie.

Ostatnio duze nadzieje budzi zastosowanie nowych
antybiotykow z grupy oksazolidondw, streptogramin oraz
cyklicznych polipeptydow. Przedstawicielem oksazolidonow
jest Linezolid, hamujacy synteze biatek bakteryjnych, po-
siadajacy wysoka aktywnos¢ wobec wielolekooprnych
szczepow bakterii Gram-dodatnich w tym gronkowcow
[3,46,51]. Synercid jest potsyntetycznym antybiotykiem
ztozonym z pochodnych naturalnych streptogramin A i B -
chinupristyny i dalfopristyny. Wykazuje dziatanie wobec
metycylinoopornych szczepow S. aureus (MRSA) [46,56].
Cykliczny polipeptyd - daptomycyna posiada szerokie spek-
trum dziatania przeciw bakteriom Gram-dodatnim, w tym
rowniez jest aktywna wobec opornych na wankomycyne
enterokokow oraz szczepow MRSA o zmniejszonej wrazli-
wosci na glikopeptydy [46].

Trzeba sie jednak liczy¢ z faktem, ze problem opor-
nosci drobnoustrojow predzej czy pdzniej bedzie rowniez
dotyczy¢ nowych, w tym wymienionych tu lekéw. Powaz-
nym problemem bedzie takze, juz stwierdzone, narastanie
opornosci S. aureus na powszechnie stosowane $rodki de-
zynfekcyjne i antyseptyczne.
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WYKAZ SKROTOW

kpb - tysiac par zasad

ESBL - B-laktamazy o rozszerzonym spektrum
substratowym

BORSA - szczepy S. aureus o zwiekszonej opornosci na
penicyliny (borderline resistant)

MODSA - szczepy S. aureus o umiarkowanej opornosci
na penicyliny (moderate resistant)

MRSA - metycylinooporne szczepy S. aureus

ATP - adenozynotrifosforan

PMF - proton motive force

MFS - major facilitator superfamily

RND - resistance-nodulation-division

SMR - small multidrug resistance family
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