KOSMOS

PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

Tom 66 2017
Numer 1 (314)
Strony 11-29

Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

PAWEL URBANOWICZ, MAREK GNIADKOWSKI

Zaktad Mikrobiologii Molekularnej

Narodowy Instytut Lekéw

Chetmska 30/34, 00-725 Warszawa

E-mail: purbanowicz@cls.edu.pl
gniadkow(@cls.edu.pl

,CIEZKOZBROJNY” PSEUDOMONAS AERUGINOSA: MECHANIZMY
LEKOOPORNOSCI I ICH TLO GENETYCZNE

WSTEP

Stosowanie kazdej substancji terapeu-
tycznej jest obarczone ryzykiem powstania
tolerancji lub opornosci na jej dzialanie i
zjawisko to jest charakterystyczne takze dla
lekéw stosowanych w terapii zakazen bak-
teryjnych, wirusowych czy pasozytniczych
(DaviEs i DAVIES 2010). Powstala tolerancja
lub opornosé¢ przyczynia sie do wydluzenia
czasu trwania leczenia, podniesienia jego
kosztow i co najwazniejsze, zwiekszenia ry-
zyka niepowodzenia lub powiklan. Proces
rozwijania opornosci jest wieloaspektowy,
zas mechanizmy lub sposoby, dzieki ktorym
komoérka staje sie niepodatna na dzialanie
leku sa bardzo zréznicowane i moga miec
podioze genetyczne, biochemiczne lub fizjo-
logiczne (COHEN 1992). Zjawisko lekooporno-
Sci o wielkiej skali dotyczy zakazen i chorob
zakaznych wywolywanych przez bakterie,
bedac jednym z zasadniczych problemoéw, z
jakimi boryka sie wspoélczesna medycyna. W
ostatnim czasie jego znaczenie osiagnelo tez
wymiar spoteczny, ekonomiczny i nawet po-
lityczny.

ANTYBIOTYKI I
ANTYBIOTYKOOPORNOSC - RYS
HISTORYCZNY I PODSTAWY

Mianem pierwszego antybiotyku (zgod-
nie z terminem ukutym przez Selamana
Waksmana, produkt metabolizmu wtérne-
go drobnoustrojow o dziatlaniu bakteriosta-
tycznym lub bakteriobdjczym) okresla sie
penicyline. Protoplaste dzisiejszych lekéw

przeciwbakteryjnych moze jednak stanowic
Srodek z konca lat 90. XIX w. o nazwie Pio-
cyjanaza (ang. Pyocyanase), za odkryciem
ktorego stali Rudolf Emmerich i Oscar Loéw.
W sktad owego leku wchodzil ekstrakt z ho-
dowli bakterii Bacillus pyocyaneus (Pseudo-
monas aeruginosa). Juz w 1899 r. niemieccy
badacze wykazali, ze substancja ta posiada
wlasciwosci przeciwbakteryjne, skierowane
wobec gatunkéw odpowiedzialnych za rozwoj
cholery, tyfusu, blonicy czy waglika. Piocy-
janaze wprowadzono do leczenia szpitalnego,
ale jej zroznicowana skutecznos¢ w zalezno-
Sci od pacjenta, a takze preparatyka, ktorej
poszczegolne etapy byly toksyczne, dopro-
wadzily do porzucenia leku (AMINOV 2010).
Za wlasciwe wejsScie rodzaju ludzkiego w
L,ere antybiotykowa” odpowiedzialne sa trzy
nazwiska: Paul Ehrlich, Gerhard Domagk i
przede wszystkim, Alexander Fleming.

Paul Ehrlich, wraz z bakteriologiem Sa-
hachiro Hato i chemikiem Alfredem Ber-
theidem, wynalezli w 1909 r. arsfenamine,
pierwszy chemioterapeutyk (lek przeciwdrob-
noustrojowy syntetyzowany chemicznie, nie-
majacy odpowiednika w przyrodzie), znany
szerzej jako Salvarsan. Ten arsenoorganicz-
ny zwigzek pozwolil na walke z kila, choro-
ba uznawana jeszcze do poczatku XX w. za
nieuleczalna (stosowane woéwczas sole rteci
odznaczaly sie wysoka toksycznoscig i niska
efektywnoscia terapeutyczna) (AMINOV 2010).
Z kolei Gerhard Domagk uwazany jest za
tworce calej klasy chemioterapeutykow, sul-
fonamidéw. Prowadzil on badania nad ak-
tywnoscia bakteriostatyczna i bakteriobdjcza
roznych barwnikéw chemicznych. Jednym z
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nich byl odkryty w 1932 r. Prontosil. Zwia-
zek ten nie wykazywal jednak aktywnosci
bakteriobdjczej in vitro; ujawniala sie ona
dopiero po podaniu domiesniowym zwierze-
tom. Okazalo sie, ze Prontosil stanowi pre-
kursor aktywnej formy leku — sulfaniloami-
du. Byl on tani i prosty w masowej produk-
cji, a dzieki wprowadzanym modyfikacjom
chemicznym otrzymano wiele jego pochod-
nych. Dzieki temu sulfonamidy staly sie w
niedlugim czasie najbardziej rozpowszechnio-
nymi lekami wykorzystywanymi w medycy-
nie zakazen, zas Domagk w 1939 r. zostal
za to odkrycie uhonorowany Nagroda Nobla
w dziedzinie fizjologii lub medycyny (AMINOV
2010).

Kwestia  odkrycia  penicyliny wyda-
je sie rozstrzygnieta. Nastapilo to w 1928
r. wskutek rzekomego niedbalstwa Ale-
xandra Fleminga. Faktem malo znanym,
a wartym zapamietania jest praca eks-

perymentalna pochodzaca z 1896 r., au-
torstwa  Ernesta Duchesnego. Podczas
badan prowadzonych in vitro, obserwo-

wal on powstajace zjawisko antybiozy po-
miedzy zmieszanymi hodowlami bakte-
rii Escherichia coli lub Salmonella enterica
i grzyba Penicillium glaucum. Prowadzit tak-
ze badania na $winkach morskich, podajac
im kultury wymienionych bakterii chorobo-
tworczych i plesni. Zebrane dane pozwolity
mlodemu badaczowi sformulowac hipoteze
mowiaca, ze za ograniczenie lub brak wzro-
stu bakterii odpowiada ,toksyna” produ-
kowana przez strzepki P. glaucum. Nie zi-
dentyfikowal jednak konkretnego zwiazku,
ktory mogt by¢ za to zjawisko odpowiedzial-
ny. Praca Duchesnego pozostala w sSwiecie
naukowym niezauwazona, zas sam badacz
zmart na gruzlice w 1912 r. (SCHAEFER
2014). Epizod ten rzucaé moze nowe Swia-
tlo na odkrycie penicyliny przez Fleminga.
Niemniej, droga dzielaca pierwsze obserwa-
cje i uzyskanie tego antybiotyku w formie
czystej chemicznie i efektywnej terapeutycz-
nie, byla diluga. Fleming, w obliczu kompli-
kacji zwigzanych z oczyszczeniem i stabil-
noscia penicyliny, zaniechat dalszych badan
nad nig w 1940 r. Szczesliwie jednak, ze-
spol pod kierownictwem Howarda Floreya i
Ernesta Chaina w tym samym czasie pod-
jat sie opracowania metody, dzieki ktorej
skutecznie pozyskiwano i oczyszczano peni-
cyline z hodowli plesni. Szacuje sie, ze pro-
dukowana na wieksza skale, obok sulfona-
midoéw, okazala sie bezcenna w uratowaniu
zycia i zdrowia ponad 100 milionow ludzi,
przez co zapewnila Flemingowi, Chainowi i
Floreyowi miejsce w gronie noblistéw (SCHA-
EFER 2014). Co ciekawe, Alexander Fleming
byl jednym =z pierwszych, ktorzy ostrzegali
przed opornosScig bakterii na nowoodkryty

antybiotyk, wynikajacga z jego nieprawidto-
wego dawkowania (FLEMING 1999).

Przedstawione prace nad trzema pierw-
szymi lekami przeciwbakteryjnymi (Salvarsa-
nem, Prontosilem oraz penicylina) sa niejako
wstepem do okresu opisywanego jako ,zlota
era antybiotykéw”. Przez ponad 20 lat, po-
czawszy od lat 50. XX w., trwal szybki roz-
woj na tym polu; powstala wowczas wiek-
szo$¢ gléwnych klas lekow, z ktorych duza
czesS¢é jest stosowana do dzis.

Wdrozenie antybiotykow, obejmujacych
swoim dzialaniem liczne, OwczesSnie znane
bakterie chorobotworcze, bylo krokiem milo-
wym w medycynie zakazen. Wyrazano prze-
konanie, ze trapiace ludzi i zwierzeta cho-
roby bakteryjne wkrétce naleze¢ beda do
przesztosci (COHEN 2000). Niestety, wraz z
intensywnym rozwojem antybiotykoterapii,
dynamicznie rozwijalo sie rowniez zjawisko
antybiotykoopornosci, przed czym ostrze-
gal juz Fleming wraz z nielicznym gronem
bakteriologow. Pierwsze doniesienia na te-
mat pojawiajacych sie opornych szczepow
bakterii patogennych traktowano 2z niedo-
wierzaniem. Do problemu podchodzono ra-
czej jak do ciekawostki z zakresu genetyki,
wartej] ewentualnego opisania, a nie nara-
stajacego zagrozenia klinicznego. Co wiecej,
uwazano, ze problem antybiotykoopornosci
ma male prawdopodobienstwo zaistnienia
podczas leczenia (DAVIES 1995). A jednak,
juz w 1942 r., niedlugo po wprowadzeniu
penicyliny do leczenia szpitalnego, wyizo-
lowano pierwszy penicylinooporny szczep
Staphylococcus aureus. Wraz z uplywem cza-
su proporcja zakazen tym opornym patoge-
nem drastycznie rosta i zaczal odpowiadac
on nie tylko za zakazenia w Srodowisku szpi-
talnym, ale réwniez poza jego obrebem. Juz
na poczatku lat 50. ubiegltego wieku penicy-
linooporne szczepy S. aureus zyskaly charak-
ter pandemicznych, stanowigc az ok. 80%
izolatow szpitalnych tego gatunku (MEDEIROS
1997, CHAMBERS i DELEO 2009). Co wiecej,
réwnolegle w czasie doszlo do epidemii dy-
zenterii wywolanej przez Shigella dysenteriae
w Japonii, co dodatkowo podkreslito realne
zagrozenie antybiotykoopornoscia, bowiem w
jej trakcie obserwowano spadek efektywnosci
leczenia szeroko dostepnymi sulfonamidami.
Pod koniec 1952 r. ponad 80% izolatow S.
dysenteriae bylo opornych na dzialanie tych
chemioterapeutykow. Podejmowane leczenie
chloramfenikolem, tetracykling czy strepto-
mycyna bylo skuteczne tylko chwilowo, oka-
zywalo sie bowiem, ze bakterie stawaly sie
oporne i na te leki (DAVIES 1995). Zaczeto
zwraca¢ uwage, ze cechy opornosci na anty-
biotyki moga by¢ przekazywane miedzy ko-
morkami (NAKAYA i wspoétaut. 1960, DATTS
1962, LEBEK 1963). Stale rosla liczba do-
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niesien z calego swiata o opornych (w tym
wieloopornych) szczepach réznych gatunkow
bakterii (DAVIES 1995). Zaczeto sie skupiac
na wyjasnieniu problemu, w jaki sposob
geny warunkujace antybiotykoopornosé¢ sa
»Zorganizowane” w genomie bakteryjnym i
dzieki jakim mechanizmom komorki sg w
stanie je nabywac. Opracowanie epidemii
S. dysenteriae w Japonii pozwolito okreslic,
ze to plazmidy (okreslane jako ,czynniki R”)
byly odpowiedzialne za lekoopornosé¢ bakte-
rii (WATANABE i FUKUSAWA 1960). W dodatku,
w 1973 r. Robert Hedges i Alan Jacob zi-
dentyfikowali transpozon niosacy w obrebie
swojej sekwencji gen opornosci na ampicy-
line (HEDGES i JACOB 1974). Ponad dekade
pozniej, w 1989 r., Harold Stokes i Ruth
Hall wykryli integrony, struktury genetycz-
ne zdolne do wymiany i ekspresji tzw. kaset
genowych, ktérymi czesto sa geny opornosci
na antybiotyki (STOKES i HALL 1989). Dzieki
takim doniesieniom coraz lepiej rozumiano
mechanizmy nabywania opornosci i zaczeto
sie przekonywac, jak bardzo dynamiczne, a
w efekcie niebezpieczne jest to zjawisko.

Jak wspomniano wyzej, zagadnienie le-
koopornosci bakterii jest zlozone. Moga ja
warunkowaé¢ pojedyncze geny lub ich ze-
spoly, ktore oprocz samej opornosci koduja
tez funkcje regulacyjne i jako takie, moga
by¢ niekiedy czescia skomplikowanych sieci
regulacyjnych w komorce. Ekspresja genu
opornosci moze zachodzi¢ w sposob ciagly
na tym samym poziomie (ekspresja konsty-
tutywna) lub tymczasowo, wskutek indukcji
specyficznym czynnikiem, np. samym anty-
biotykiem (ekspresja regulowana lub indu-
kowana). Mechanizmy antybiotykoopornosci
reprezentuja kilka zasadniczych strategii, z
ktérych najbardziej rozpowszechniona jest
enzymatyczna inaktywacja leku poprzez jego
chemiczng modyfikacje lub hydrolize. Wy-
roznia sie takze ochrone miejsca docelowe-
go dzialania antybiotyku lub, czesciej, jego
zmiane strukturalna, wywolang np. mutacja
(zmiana sekwencji bialka lub RNA) lub che-
miczna modyfikacja. Jezeli antybiotyk znaj-
dzie sie wewnatrz komorki bakteryjnej, to
wyspecjalizowane pompy moga go aktywnie
usunac. Bakteria moze tez hamowac proces
wnikania leku do wnetrza komorki poprzez
zmniejszanie przepuszczalnosci otaczajacych
ja oslon. Wreszcie, blokowany przez anty-
biotyk szlak metaboliczny moze by¢ zmodyfi-
kowany lub zastgpiony szlakiem alternatyw-
nym (BLAIR i wspoétaut. 2015).

Warto pamietac, ze niektore gatunki bak-
terii moga by¢ naturalnie oporne na dziata-
nie okreslonych antybiotykéw lub ich catych
klas. Zjawisko to wynika najczeSciej z braku
obecnosci miejsca docelowego dla ich dziala-
nia, stabej przepuszczalnosci lub aktywnosci

chromosomowo kodowanych mechanizméw
opornosci. Definiowana w ten sposob opor-
noS¢ naturalna podlega pozytywnej selekcji
podczas ekspozycji na antybiotyki, przez co
niektore gatunki moga zyskiwac sprzyjajace
warunki do rozwoju w Srodowisku szpital-
nym (MARKIEWICZ i KWIATKOWSKI 2012). Glow-
nym problemem pozostaje jednak opornoscé
nabyta, majaca dwa gléwne zrodila. Jednym
z nich sa mutacje lub zjawiska rekombina-
cji w obrebie chromosomowego DNA, ktoére
moga odpowiadaé np. za zmiany struktural-
ne miejsc docelowych antybiotykow, wzrost
ekspresji naturalnie wystepujacych enzymoéow
inaktywujacych leki lub pomp, wreszcie ha-
mowacé ekspresje lub zmienia¢ strukture
(az do calkowitej utraty) kanaléw poryno-
wych, przez ktore antybiotyki przedostaja sie
do komérki (DAVIES i DAVIES 2010, BLAIR i
wspotaut. 2015). Drugim Zrodlem o ogrom-
nym znaczeniu jest zdolnos¢ nabywania ob-
cego DNA przez komoérke bakterii poprzez
horyzontalny transfer genéw (ang. horizontal
gene transfer, HGT). Otrzymane w ten spo-
s6b fragmenty DNA moga zawiera¢ sekwen-
cje homologiczne do genéw kodujacych cele
dzialania antybiotykow i ich rekombinacja w
locus moze powodowac¢ zmiany struktural-
ne tych celow. Moga one tez zawieraé nowe
geny antybiotykoopornosci, ktére sa wlacza-
ne do chromosomu lub pozostaja na auto-
nomicznie replikujacych sie plazmidach. Co
wazne, tak nabyte geny opornosci podlegac
moga kolejnym mutacjom, prowadzacym np.
do podwyzszenia poziomu ich ekspresji lub
modyfikacji struktury i funkcji ich produk-
tow (FROST i wspoétaut. 2005). Przenoszone
geny opornosci pochodza z réznych gatun-
kow bakterii, u ktérych moga warunkowac
oporno$§¢ wrodzona. Za poczatek ,krazenia”
tych genéw w populacjach drobnoustrojow
uznaje sie proces ich mobilizacji, tzn. poja-
wienia sie w ich poblizu ruchomych elemen-
tow genetycznych (np. sekwencji insercyj-
nych, IS), zdolnych do przeniesienia sasied-
nich regionéow DNA w inne miejsce genomu,
W tym na obecny w komoérce plazmid (STO-
KES i GILLINGS 2011).

Pozyskiwanie cech lekoopornosci w dro-
dze mutacji chromosomalnych lub HGT,
jak rowniez rozprzestrzenianie sie klonalne
szczepow z nowo nabytymi cechami sa, po-
dobnie jak opornos$é naturalna, silnie fawo-
ryzowane przez istniejaca presje antybioty-
kowa (LEVY i MARSHALL 2004). Sprzyja ona
rowniez akumulacji w pojedynczych szcze-
pach ré6znych determinant opornosci, doty-
czacych tych samych lub réznych grup le-
koéw i w zaleznosci od stopnia ich nagroma-
dzenia wyréznia sie szczepy typu MDR (ang.
multi-drug-resistance), XDR (ang. extensive-
-drug-resistance) oraz PDR (ang. pan-drug-
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-resistance), z ktérych te ostatnie wykazuja
opornos¢ na wszystkie dostepne antybiotyki
(MAGIORAKOS i wspoétaut. 2012). Ze wzgle-
du na znaczenie kliniczne gatunkéw oraz
ich zdolno$¢ do akumulacji cech lekoopor-
nosci, stworzono liste gléwnych patogenow
szpitalnych, tzw. ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae 1 Escherichia coli, Acinetobac-
ter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter spp.). Wraz z Clostridium
difficile, a takze pozaszpitalnymi drobnoustro-
jami Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes
i Mycobacterium tuberculosis, ESKAPE sta-
nowig problem kliniczny o niezwyklej wadze
(BOUCHER i wspélaut. 2009, FAIR i YITZHAK
2014). Sposréd Gram-ujemnych bakterii,
szczegblne znaczenie w grupie ESKAPE ma
pateczka ropy btlekitnej, P. aeruginosa. Uzy-
te w tytule niniejszego artykulu okreslenie
sciezkozbrojny”, trafnie odzwierciedla wtasci-
wosci tego niezwyklego mikroorganizmu. Po-
dobnie jak dobrze uzbrojona i opancerzona
piechota pdl bitewnych sSredniowiecza zdolna
jest rozbi¢ szeregi stabszego przeciwnika, tak
P. aeruginosa jest w stanie dokonac spusto-
szenia w zakazonym organizmie. Rozmaitosc
kodowanych czynnikéw zjadliwosci, a takze
wiele skutecznych, naturalnych i nabytych
mechanizméw opornosci na antybiotyki i
dezynfektanty, kaza traktowac ten oportuni-
styczny patogen jako jedno z powazniejszych
zagrozen klinicznych.

HISTORIA ODKRYCIA PSEUDOMONAS
AERUGINOSA

Zakazenia bakteria P. aeruginosa po raz
pierwszy byly odnotowywane w XIX w., kie-
dy opisywano charakterystyczne, niebiesko-
-zielone zabarwienie i osobliwy zapach ban-
dazy, ktérymi opatrywano niektérych ran-
nych i chorych. W 1850 r. francuski badacz
Charles Sédillot zwrocit uwage, ze zabarwie-
nie to jest w stanie przenosi¢ sie pomiedzy
pacjentami. Byl to na tyle ciekawy temat,
ze dekade pozniej Fordos wyekstrahowal ow
barwnik, piocyjanine, wciaz jednak nie zna-
no czynnika, ktory go wytwarzat. W 1862 r.
Lucke zaobserwowal mikroorganizmy o po-
dtuznym ksztalcie w preparacie z charak-
terystycznie zabarwionej ropy, pochodzace;j
z zakazonej rany. Dopiero w 1882 r. drob-
noustr6j ten zostal wyizolowany przez Car-
la Gessarda i nazwany poczatkowo Bacillus
pyocyaneus (zmiana na Pseudomonas aeru-
ginosa nastapita w 1894 r.) (VILLAVICENCIO
1998, D’AGATA 2015). Poczatkowo nie trakto-
wano jednak B. pyocyaneus jako organizmu
patogennego, dopiero rosnaca liczba donie-
sien o ,zielono-niebieskich zakazeniach”, a
takze publikacja Williamsa z 1894 r., ktéra

pierwsza zawierala szczegélowe opisy infek-
cji B. pyocyaneus, pozwolila identyfikowac
te bakterie jako czynnik etiologiczny zaka-
zen. W latach 40. XX w., William Haynes
nakreslit doktadna charakterystyke mikro-
biologiczna gatunku P. aeruginosa i zapropo-
nowal sposob odréznienia go od pokrewnego
P. fluorescens (D’AGATA 2015). Przez nastep-
ne 50 lat paleczka ropy blekitnej stala sie
jednym z najintensywniej badanych drobno-
ustrojow.

MIKROBIOLOGIA

Pseudomonas aeruginosa jest bakterig
wszechobecna; wystepuje powszechnie w
glebie, zbiornikach wodnych, rzekach, sta-
nowi cze$S¢ mikroflory roslin i zwierzat. Co
ciekawe jednak, jest rzadkim skladnikiem
mikrobiomu czlowieka. Bakteria ta jest ru-
chliwa, oksydazo-dodatnia, tlenowa pateczka
niefermentujaca laktozy. Ze wzgledu na nie-
wielkie wymagania pokarmowe jest w stanie
rosna¢ na wielu podlozach laboratoryjnych.
Optymalna temperatura dla tej bakterii to
37°C, cho¢ jest tez w stanie rosnaé¢ w 42°C,
co wyroznia ja na tle reszty gatunkéw swo-
jego rodzaju. Dzieki réznorodnym pigmen-
tom hodowle P. aeruginosa charakteryzu-
ja sie specyficznym kolorem, poczynajac od
zielono-niebieskiego (piocyjanina), zielone-
go, zdolnego do fluorescencji (piowerdyna),
przez czerwony (piorubina) po brazowo-czar-
ny (piomelanina). Ponadto, kultury pateczki
ropy blekitnej maja charakterystyczny za-
pach przypominajacy jasmin. Niektére szcze-
py P. aeruginosa sa w stanie wytwarzaé¢ po-
zakomoérkowy polisacharyd, alginian. Nad-
produkcja tej substancji powoduje, ze two-
rzone kolonie staja sie Sluzowate i lejace.
Tego typu forma kolonii jest wlasciwa dla
izolatow otrzymywanych od chorych na mu-
kowiscydoze lub inne choroby, ktorym to-
warzysza przewlekle zakazenia P. aeruginosa
(D’AGATA 2015).

ZNACZENIE KLINICZNE

Pseudomonas aeruginosa jest szczegol-
nie niebezpieczny w Srodowisku szpitalnym,
gdzie jego rezerwuarem moze by¢ skazony
sprzet diagnostyczny, elementy aparatury
do sztucznego oddychania lub resuscyta-
cji, urzadzenia i instalacje sanitarne, sprzet
czyszczacy, a nawet wazony na kwiaty czy
kostkarki do lodu (D’AGATA 2015). Zakazenia
pateczka ropy bilekitnej sa grozne zwlaszcza
dla pacjentéw z oslabiona odpornoscia, np.
po przeszczepach i poddawanych chemio-
terapii. Ryzyko dotyczy rowniez oséb star-
szych, szczegblnie wielokrotnie lub dtugo ho-
spitalizowanych, pacjentow po zabiegach in-
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wazyjnych, z ranami oparzeniowymi i prze-
bywajacych na oddziatach intensywnej tera-
pii (OIT). Charakterystyczna grupe stanowia
chorzy na mukowiscydoze, zasadniczo prze-
bywajacy poza szpitalami, jednak czesto do
nich trafiajacy z powodu choroby podstawo-
wej i zakazen (ALHAzZMI 2015). Pseudomonas
aeruginosa jest czynnikiem etiologicznym
wielu typow zakazen, zaréwno ostrych, jak
i przewleklych, do ktéorych naleza zakazenia
drég oddechowych (ang. respiratory tract in-
fection, RTI), skory i tkanek miekkich (ang,
skin and soft tissue infection, SSTI), drog
moczowych (ang. urinary tract infection,
UTI) i najgrozniejszych — lozyska krwi (ang.
bloodstream infection, BSI). Wsréd SSTI
bardzo duze znaczenie maja zakazenia miej-
sca operowanego, ran oparzeniowych, a tak-
ze odlezyn. W USA P. aeruginosa nalezy do
pierwszej piatki bakterii wywolujacych zaka-
zenia szpitalne, w tym plasuje sie na dru-
gim miejscu wsrod czynnikéw respiratorowe-
go zapalenia pluc i odcewnikowych zakazen
drog moczowych (VINCENT 2003). Zebrane
dane z OIT polskich szpitali takze wymie-
niaja P. aeruginosa jako jeden z pieciu naj-
wazniejszych czynnikow etiologicznych SSTI,
RTI, BSI oraz UTI (Deptula i Hryniewicz,
dane niepublikowane). Smiertelno§é wsrod
pacjentéw zakazonych P. aeruginosa jest wy-
soka 1 siega ogolnie okoto 20% przypadkéw,
przy czym w wyniku respiratorowego zapale-
nia pluc jest wyzsza (ponad 30%), w zakaze-
niu krwi za§ wynosi blisko 50% (LAUTENBACH
i wspotaut. 2010, CENICEROS 1 wspélaut.
2016). Pseudomonas aeruginosa jest czestym
czynnikiem RTI towarzyszacych poéznym sta-
diom przewleklej obturacyjnej choroby ptuc
(POChP), a co wiecej, odpowiada on tez za
70% wystepujacych RTI u pacjentéow choru-
jacych na mukowiscydoze (SORDE i wspol-
aut. 2011). Biorac pod uwage zagrozenia ja-
kie stanowi P. aeruginosa, kluczowe okazuja
sie mechanizmy, ktére je warunkuja: wielki
i plastyczny genom, pokazna liczba czynni-
kow wirulencji, szeroka naturalna antybioty-
koopornosé, rozbudowana sie¢ regulatorowa
i latwos¢ pozyskiwania opornosci nabyte;j.

CECHY OGOLNE GENOMU

Rozmiar genomu P. aeruginosa waha sie
miedzy 5,5 a 7 milionami par zasad (Mpz),
co czyni go jednym z najwiekszych wsrod
bakterii (KLOCKGETHER i wspétaut. 2011).
Co ciekawe, nie posiada on wielu powtorzen
poszczegolnych genéw, a ich liczne rozbu-
dowane rodziny o =zaznaczonej odrebnosci.
Fakt ten moze tlumaczy¢ silne zroznicowa-
nie genetyczne i funkcjonalne tego patogenu
(D’AGgATA 2015). Duzy rozrzut (~1,5 Mpz) w
podawanej wielkosci genomu wynika z cech

tzw. genomu dodatkowego (ang. accessory
genome), ktoérego rozmiar moze sie¢ znacza-
co rozni¢ (6,9-18,0% calosci). W jego sktad
wchodzi¢ moga plazmidy oraz sekwencje
znajdujace sie w obrebie chromosomu, np.
ICE (ang. integrative and conjugative ele-
ments; glownie z grupy pKLC102/PAGI-2),
sekwencje insercyjne, transpozony (najcze-
Sciej z rodziny Tn3), integrony czy profagi,
nabyte na drodze HGT. Poszczegbélne ele-
menty dodatkowe moga by¢ obecne w poje-
dynczych szczepach lub tez charakteryzowac
linie filogenetyczne, klady lub grupy klonal-
ne P. aeruginosa, determinujac tym samym
duze zroznicowanie wewnatrz- i miedzypo-
pulacyjne. Zawarta w genomie dodatkowym
informacja genetyczna warunkuje tolerancje
lub opornos¢ na liczne antybiotyki i metale
ciezkie, koduje dodatkowe czynniki wirulen-
cji (np. egzotoksyny ExoS oraz ExoU) i za-
wiera elementy regulatorowe (KUNG i wspol-
aut. 2010). Ciekawe cechy wnosza niektére
profagi, ktérych DNA wlaczany jest w ge-
nom P. aeruginosa. Przykladowo, fag @CTX
jest w stanie podnies¢ zjadliwos¢ bakterii
dzieki genowi ctx, kodujacemu toksyne typu
PFT (ang. pore-forming toxin), zdolng prze-
rwac ciaglosé blony atakowanej komorki. W
efekcie infekcji innym fagiem, D3 z rodziny
Siphoviridae, dochodzi do modyfikacji w
strukturze LPS (lipopolisacharyd; endotoksy-
na). Zjawisko to, okreslane jako serokonwer-
sja, przyczyniaC sie moze do efektywniejszej
adhezji bakterii do powierzchni komoérek go-
spodarza. Co wiecej, infekcja P. aeruginosa
fagiem FIZ15, podobnym do D3, warunkuje
wieksza odpornos¢ patogenu na fagocytoze
(CEYSSENS i LAVIGNE, 2010, KUNG i wspoétaut.
2010).

Warto pamietaé, ze schemat lokalizacji
opisywanych elementéw w obrebie genomu
dodatkowego nie jest dzielem przypadku.
Miejsca o zwiekszonej podatnosci na mo-
dyfikacje genetyczne, nazywane regionami
plastycznosci genomu (ang. region of ge-
nome plasticity, RGP), znajduja sie najcze-
Sciej na koncach 3’ genéw tRNA. Regiony
te moga by¢ zaréwno punktami insercji tzw.
wysp genomowych lub profagéw, jak i ich
pozniejszych modyfikacji (MATHEE i wspol-
aut. 2008). Do tej pory poznano ponad 80
RGP w obrebie kilku genoméw P. aeruginosa
(KLOCKGETHER 1 wspoétaut. 2011). Do tej pory
funkcje biologiczne przypisano stosunko-
wo niewielkiej czesci genow obserwowanych
w genomie dodatkowym; udato sie to zale-
dwie w przypadku ok. 30% tych genow (w
porownaniu z ponad 60% genéw genomu
podstawowego), podczas gdy pozostata czesé
jest stabo lub w ogéle niescharakteryzowa-
na (OzZER i wspoétaut. 2014). W przeciwien-
stwie do genomu dodatkowego, zmiennosc
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sekwencji genomu podstawowego (ang. core
genome) jest niewielka i wynosi okolo 0,5-
0,7%. W efekcie czestych rearanzacji ge-
netycznych w obrebie pangenomu, genom
podstawowy jest opisywany jako mozaikowy
(KLOCKGETHER i wspélaut. 2011, BEZUIDT i
wspoétaut. 2013).

CZYNNIKI WIRULENCJI — ROLA
W PATOGENEZIE, REGULACJA
WYTWARZANIA

Gama wytwarzanych przez P. aeruginosa
czynnikow wirulencji jest niepospolicie sze-
roka i sg one kodowane zar6wno przez ge-
nom podstawowy, jak i dodatkowy, czesto
w obrebie tzw. wysp genomowych lub wysp
patogennosci (ang. P. aeruginosa genom-
ic island, PAGI; P. aeruginosa pathogenicity
island, PAPI). Ze wzgledu na ich lokalizacje
dzieli sie je na zwiazane z komorka, tj. LPS,
pile czy rzeska, oraz na wydzielane pozako-
morkowo, w tym: piocyjanina i inne barw-
niki, polisacharydy zewnatrzkomorkowe czy
roznorodne enzymy i toksyny, wydzielane
przez specyficzne systemy sekrecyjne. Umoz-
liwiaja one inwazje organizmu gospodarza
przez P. aeruginosa, wywolanie ostrego zaka-
zenia oraz jego przejScie w stan przewlekly,
W co zaangazowane sa lub czemu towarzy-
szg takie aktywnosci, wlasciwosci, procesy i
zjawiska, jak ruchliwosé, adhezja, cytotok-
sycznos¢, niszczenie tkanek, stan zapalny,
chelatacja jonow zelaza, unikanie odpowie-
dzi immunologicznej czy tworzenie biofil-
mu (SCHUREK i wspétaut. 2012). Pomimo ze
mechanizmy dzialania wiekszosci czynnikow
(lub efektorow) zjadliwosci P. aeruginosa juz
poznano w szczegb6lach, to trzeba mie¢ na
uwadze fakt, iz zostaly one zidentyfikowane
gtownie podczas badan na zwierzetach lub
liniach komorkowych. Ich dokladna rola w
patogenezie u ludzi czesto nie jest do konca
ustalona (D’AGATA 2015).

Wsrod dobrze poznanych czynnikow wi-
rulencji P. aeruginosa sa cytotoksyny (egzo-
toksyny), do ktorych naleza, m. in. (i) ExoA,
odpowiedzialna za miejscowe uszkadzanie
tkanek oraz udzial w hamowaniu syntezy
bialek w komoérkach gospodarza; (ii) ExoS i
ExoT, ktorych dzialanie polega na spowal-
nianiu procesu fagocytozy, (iiijj ExoU, kto-
ra wywoluje efekt cytotoksyczny wzgledem
komoérek nablonkowych i makrofagéw oraz
(iv) ExoY uczestniczaca w reorganizacji cy-
toszkieletu komorki eukariotycznej (ALHAZMI
20195). Oprocz egzotoksyn, P. aeruginosa wy-
twarza zewnatrzkomoérkowe proteazy, takie
jak alkaliczna proteaza, czy proteazy LasA i
LasB, ktore podobnie jak niektore egzotok-
syny uszkadzaja komorki i tkanki organi-
zmu gospodarza (ALHAzZMI 2015). Szczegdlne

znaczenie ma elastaza, ktora rozklada biatka
strukturalne, jak lamininy i kolageny, bierze
udzial w degradacji polaczen miedzy komor-
kami nablonkowymi oraz inaktywuje ludzki
inhibitor proteinaz a-1 i immunoglobuliny
IgG oraz IgA (GALLOWAY 1991). Egzotoksyny
i proteazy naleza do grupy efektorow proce-
su patogenezy P. aeruginosa. Warto jednak
pamietac, ze w obrebie czynnikow wirulencji
klasyfikuje sie takze systemy sekrecyjne, od-
powiedzialne za wydzielanie okreslonych bia-
lek efektorowych, w tym takze bezposrednio
do wnetrza komorek eukariotycznych lub do
przestrzeni miedzykomorkowych. Nalezy tutaj
wymieni¢ uklady sekrecyjne, takie jak T1SS,
T2SS, T3SS, czy T6SS (ang. type... secre-
tion system, TSS). Wydzielaja one wymienio-
ne wyzej egzotoksyny i proteazy, np. T1SS
alkaliczna proteaze, T2SS egzotoksyne ExoA
i elastaze, a T3SS egzotoksyny ExoS, T, U
i'Y (ALHAzMI 2015). Ciekawa role w proce-
sie patogenezy pelni ostatni z wymienionych
systemow sekrecji, T6SS. Nie uczestniczy on
(w przeciwienstwie do pozostalych TSS) w
kontakcie z komoérkami eukariotycznymi, ale
z innymi komoérkami bakteryjnymi. Trans-
portowane przez T6SS do ich wnetrza roz-
ne biatka efektorowe (fosfolipazy, amidazy,
muramidazy, nukleazy) powoduja uszkodze-
nie, a w konsekwencji obumieranie innych
komoérek bakteryjnych. Jak sie okazuje,
usprawnia to proces kolonizacji tkanek przez
patogen ze wzgledu na ostabiang w ten spo-
s6b naturalng flore bakteryjna gospodarza
(RUSSELL i wspotaut. 2014). Na uwage zastu-
guja rowniez czynniki wirulencji zwiazane z
komorka P. aeruginosa, tj. pile typu IV (PT4)
i lipopolisacharyd (LPS). Pile typu IV biorg
udzial w adhezji do komorek gospodarza, a
takze odpowiadaja za proces wyboru atako-
wanej tkanki przez bakterie (tropizm tkan-
kowy) (JAGUSZTYN-KRYNICKA 2012, ALHAZMI
2015). Z kolei LPS uczestniczy w wywolywa-
niu wrodzonej i nabytej odpowiedzi immu-
nologicznej oraz stanowi czynnik etiologiczny
stanéw zapalnych (ALHAZMI 2015). W posia-
danym przez P. aeruginosa arsenale znajduje
sie rowniez kilka barwnikéow, w tym piower-
dyna i piocyjanina. Piowerdyna jest siderofo-
rem, ktory bierze udzial w chelatacji jonow
zelaza (WOLSKA i wspotaut. 2010). Z kolei
piocyjanina, nadajaca charakterystyczny zie-
lono-niebieski kolor koloniom P. aeruginosa,
wyzwala produkcje reaktywnych form tlenu
(RFT) w komorce gospodarza. Duze stezenie
RFT w komoérce moze wywolac apoptoze nie-
ktorych typow komoérek ukladu odpornoscio-
wego, np. neutrofili, co skutkuje hamowa-
niem odpowiedzi immunologicznej (WOLSKA i
wspoétaut. 2010). Nie bez znaczenia w proce-
sie patogenezy pozostaje wydzielany zewna-
trzkomoérkowo polisacharyd alginian. Stano-
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wi on jeden z glownych skladnikéw struk-
tury biofilmoéw. Pelni bardzo istotna role w
adhezji do komorek gospodarza. Dzieki jego
obfitemu wydzielaniu do przestrzeni miedzy-
komérkowej P. aeruginosa podwyzsza od-
pornos¢ na fagocytoze i zwieksza opornosc
na antybiotyki; zjawisko to jest szczegolnie
charakterystyczne dla szczepow izolowanych
od pacjentow z mukowiscydoza (SCHUREK i
wspoétaut. 2012, ALHAZMI 2015).
Zagadnieniem réwnie interesujacym, jak
same czynniki wirulencji, jest regulacja ich
wytwarzania. Produkcja wielu determinant
zjadliwosci przez P. aeruginosa zalezna jest
od mechanizmu ,wyczuwania obecnosci”
(ang. quorum sensing, QS), pelniacego role
nadrzedna w kontroli ekspresji wielu ge-
now. Wyczuwanie obecnosci innych bakte-
rii odbywa sie za pomoca wydzielanych do
Srodowiska tzw. autoinduktoréw (typu AHL
lub AQ). Zaleznie od ich stezenia w otocze-
niu, komoérka bakteryjna niejako monitoruje
liczebnos¢ populacji. Jezeli dojdzie do zmia-
ny ilosci AHL/AQ wskutek dzialania okre-
Slonego czynnika sSrodowiskowego, bakteria
poprzez wyrazanie konkretnych genow do-
stosowuje sie do zmieniajacych warunkéow
(JAGUSZTYN-KRYNICKA 2012). QS jest kluczo-
we w procesie patogenezy P. aeruginosa, re-
guluje bowiem ekspresje zewnatrzkomorko-
wych proteaz, pomp wyrzutowych (ang. ef-
flux), chelatorow jonéw, a ponadto wplywa
na ruchliwos¢ i unikanie odpowiedzi immu-
nologicznej gospodarza. Ze wzgledu na role
jaka QS pelni u wielu bakterii patogennych,
oprocz P. aeruginosa, takze m.in. S. aureus,
S. enterica czy E. coli, proces ten moze sta-
nowi¢ atrakcyjny cel dla potencjalnych, no-
wych lekow przeciwbakteryjnych (BALASU-
BRAMANIAN 1 wspétaut. 2013). W regulacje
ekspresji genéw wirulencji P. aeruginosa
zaangazowane sa roéwniez inne mechani-
zmy, tworzace tzw. systemy dwuskladnikowe
(ang. two-component system, TCS). W kla-
sycznym wariancie, pierwszym skladnikiem
takiego systemu jest zwiazana z blona ko-
morkowa kinaza histydynowa (ang. histidine
kinase, HK), ktora odbiera okreslony sygnat
ze Srodowiska zewnetrznego, drugim zas re-
gulator odpowiedzi (ang. response regulator,
RR), zlokalizowany w cytoplazmie. Odebranie
sygnatu przez HK implikuje fosforylacje RR,
co z kolei powoduje zmiane jego konforma-
cji i zwiazanie sie z odpowiednim regionem
DNA (wowczas dziata jako regulator proce-
su transkrypcji, zapobiegajac lub umozli-
wiajac przylaczenie sie polimerazie RNA do
DNA) lub konkretnym biatkiem. Umozliwia
to regulacje ekspresji wybranych genéw, a
takze zmiane aktywnosci enzymatycznej cze-
Sci biatek, rowniez tych wspélodpowiedzial-
nych za zjadliwos¢ bakterii czy antybiotyko-

opornos¢ (GOODERHAMAND i HANcoOckK 2009).
Jak juz wspomniano, sie¢ regulatorowa
P. aeruginosa jest bardzo rozbudowana; ko-
dowana jest przez ok. 8% wszystkich genow.
Dobrze obrazuje to tez liczba TCS. Szczep
laboratoryjny P. aeruginosa PAO1 moze ich
mie¢ nawet 127, podczas gdy B. subtilis ok.
70, a E. coli ok. 60. Ogodotem P. aeruginosa
posiada ponad 400 czynnikow transkrypcyj-
nych, 24 podjednostki o polimerazy RNA i
34 sRNA (ang. small RNA; czasteczki RNA o
funkcjach regulatorowych), ktorych doktad-
na rola wciaz wymaga analizy doswiadczal-
nej. Wszystkie te elementy tworza niezwykle
gesta i zawila sie¢ powiazan funkcjonalnych
(BALASUBRAMANIAN i wspétaut. 2013).

Omawiajac tematyke wirulencji P. aeru-
ginosa, trudno nie wspomnie¢ o wybitnej
zdolnosci tego drobnoustroju do tworze-
nia biofilmu. Strukture te definiuje sie jako
osiadle zbiorowisko komorek trwale zwigazane
z podlozem, otoczone matriks zewnatrzko-
morkowa (MARKIEWICZ 2012). Biofilmy ogra-
niczaja dostep czasteczek antybiotykéw do
komoérek bakterii, przez co moga by¢ one
nawet 1000 razy bardziej oporne na dzia-
lanie antybiotykow niz formy planktonowe
(SCHUREK i wspoétaut. 2012). Ponadto, bio-
film chroni je tez przed dzialaniem dezyn-
fektantow i odpowiedzia immunologiczna.
Proces tworzenia biofilmu jest wieloetapowy
i skomplikowany pod wzgledem regulacji i
uczestnicza w nim liczne efektory zjadliwo-
Sci, wlaczajac w to egzopolisacharydy (Pel,
Psl, alginian), piowerdyne, biosurfaktant -
ramnolipid, pozakomoérkowy DNA (eDNA) czy
pile typu IV (PT4), rzeske, i fimbrie typu
Cup (WEI i MA 2013). Podczas formowania
biofilmu dochodzi do roéznicowania profilu
ekspresji réoznych genéw (SAUER i wspoétaut.
2002), a ponadto, istnieje zaleznos¢ skladu
proteomu komoérek znajdujacych sie w obre-
bie biofilmu od rodzaju podtoza, na ktérym
on powstaje (MARKIEWICZ 2012). Obecnosé
biofilméw jest szczegbdlnie niebezpieczna na
powierzchni przyrzadéw medycznych, takich
jak cewniki, rurki intubacyjne i tracheosto-
mijne, wenflony, rozruszniki lub endopro-
tezy. P. aeruginosa jest w stanie rosnaé¢ w
formie biofilmu réwniez bezposrednio na po-
wierzchni ran oparzeniowych i uwaza sie,
ze wlasnie P. aeruginosa tworzacy biofilm
jest odpowiedzialny za zakazenia u pacjen-
tow z mukowiscydoza. Biofilm jest wiec jed-
na z cech zakazenia przewleklego (SCHUREK i
wspolaut. 2012).

OPORNOSC NATURALNA I MUTACYJNA

Paleczki P. aeruginosa sa naturalnie
oporne na wiele zréznicowanych struk-
turalnie antybiotykéw. Dotyczy to czesci
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B-laktamoéw  (benzylopenicyliny, penicyliny
izoksazolilowe, aminopenicyliny i ich potla-
czenia z inhibitorami (-laktamaz, cefalospo-
ryny I i II generacji), tetracyklin i tygecykli-
ny, chloramfenikolu oraz trimetoprimu. Co
wiecej, w poréwnaniu z przedstawicielami
rodziny Enterobacteriaceae, dzikie (ang. wild-
-type) szczepy P. aeruginosa odznaczaja sie
mniejszg wrazliwoscia na antybiotyki, ktore
sa wobec nich aktywne. Zjawisko okresla
sie mianem opornosci naturalnej lub wia-
snej (ang. intrinsic resistance) P. aeruginosa.
Wynika ono ze stosunkowo niskiej przepusz-
czalnosci blony zewnetrznej (ponad dwuna-
stokrotnie mniejszej niz u E. coli, konstytu-
tywnej ekspresji licznych pomp typu efflux i
obecnosci chromosomowo kodowanych enzy-
mow inaktywujacych leki (STRATEVA i YORDA-
Nov 2009, LISTER i wspélaut. 2009). W le-
czeniu zakazen P. aeruginosa najczesciej sto-
suje sie karboksypenicyliny (np. tikarcylina)
i ureidopenicyliny (np. piperacylina) oraz ich
potaczenia z inhibitorami (-laktamaz, nie-
ktore cefalosporyny III i IV generacji (np. ce-
ftazydym, cefepim), aztreonam, karbapenemy
(np. imipenem, meropenem), a takze fluoro-
chinolony (ciprofloksacyna, lewofloksacyna),
aminoglikozydy (amikacyna, gentamicyna,
tobramycyna) oraz polimyksyny (np. kolisty-
na) (STRATEVA i YORDANOV 2009).

Jak wspomniano wyzej, w chromosomie
P. aeruginosa kodowanych jest kilka en-
zymoOow zdolnych inaktywowac¢ antybiotyki.
Najistotniejszym Kklinicznie jest P-laktamaza
klasy C, tzw. cefalosporynaza AmpC, ma-
jaca odpowiedniki m. in. u réznych przed-
stawicieli Enterobacteriaceae (BREIDENSTEIN
i wspoélaut. 2011). Podobienstwa zasadzaja
sie w strukturze i wlasciwosciach tych enzy-
moéw oraz regulacji ich ekspresji. Spektrum
substratowe AmpC obejmuje zdecydowa-
na wiekszos¢ B-laktamow, w tym wszystkie
penicyliny, niemal wszystkie cefalosporyny
i monobaktamy (aztreonam), a wiec licz-
ne antybiotyki stosowane w terapii zakazen
P. aeruginosa. Jedynie cefalosporyny IV ge-
neracji (np. cefepim) i karbapenemy (z wy-
jatkiem ertapenemu) praktycznie nie sg roz-
kladane przez AmpC. Ponadto, enzymy te
sg w niklym stopniu hamowane przez inhi-
bitory B-laktamaz (zwlaszcza kwas klawula-
nowy). Dzikie szczepy P. aeruginosa wytwa-
rzaja AmpC w sposéb kontrolowany, tzn.
wylacznie w obecnosci zwiazku zdolnego in-
dukowac ekspresje genu ampC, kodujacego
enzym. Ilosci AmpC, powstajace w czasie
indukcji sa bardzo duze, przy czym jest to
zjawisko odwracalne i poza stanem indukcji
ekspresja cefalosporynazy zachodzi na bar-
dzo niskim, Sladowym poziomie. Z punktu
widzenia fenotypu lekoopornosci, krytyczna
kwestig pozostaje, ktore B-laktamy sa dobry-

mi induktorami AmpC i jak sie ma ta ak-
tywnos¢ w stosunku do ich podatnosci na
hydrolize enzymatyczng. WiekszosS¢ znanych
induktorow stanowia zwiazki bedace jedno-
czesnie doskonalymi lub dobrymi substrata-
mi AmpC, czyli aminopenicyliny (np. ampi-
cylina), cefalosporyny I generacji (np. cefalo-
tyna) i cefalosporyny II generacji (np. cefok-
sytyna i cefuroksym). Przez to P. aeruginosa
wykazuje naturalna oporno$¢ na te anty-
biotyki i jednocze$nie ich potaczenia z in-
hibitorami pB-laktamaz (np. amoksycyline z
klawulanianem). Pozostale B-laktamy, aktyw-
ne wobec P. aeruginosa, roéznia sie miedzy
soba ,zachowaniem” wobec cefalosporynazy
AmpC i jej systemu regulacyjnego: karbok-
sy- i ureidopenicyliny, cefalosporyny III ge-
neracji i aztreonam sa substratami, ale juz
nie induktorami jej ekspresji, cefalospory-
ny IV generacji nie sa ani induktorami, ani
substratami, natomiast karbapenemy sg in-
duktorami, ale nie substratami (z wyjatkiem
ertapenemu). W zwiazku z tym, naturalna
aktywnos¢ kazdej z tych grup lekéw wobec
P. aeruginosa wynika niejako z innych przy-
czyn (LISTER i wspoélaut. 2009, BREIDENSTE-
IN i wspotaut. 2011). Do zaniku regulacji i
konstytutywnego wytwarzania ponadnorma-
tywnych ilosci AmpC dojs¢ moze wskutek
mutacji w obrebie genow, ktorych produkty
uczestnicza w systemie regulacji ekspres;ji
tej cefalosporynazy (geny ampR, ampD) (LI-
STER i wspotaut. 2009). Zjawisko to okresla
sie mianem ,derepresji” i w odréznieniu od
pateczek Enterobacteriaceae, u P. aeruginosa
moze ono zachodzi¢ trzystopniowo, z dwoma
pierwszymi stadiami, przy ktérych podstawo-
wy poziom ekspresji AmpC jest coraz bar-
dziej podwyzszony w stosunku do uktadu
dzikiego, ale ktory nadal jest indukowalny
do poziomu maksymalnego (derepresja cze-
Sciowa). Dopiero ostatnie stadium oznacza
w pelni konstytutywna ekspresje, na pozio-
mie wyzszym nawet niz w stanie indukcji
(derepresja catkowita) (CAMPBELL i wspolaut.
1997). Zjawisko to zostalo wyjasnione obec-
noscia w genomie P. aeruginosa trzech ge-
now ampD, kodujacych amidaze zwigzana z
metabolizmem peptydoglikanu, ktorej muta-
cyjna utrata jest najczestsza przyczyna de-
represji AmpC (JUAN i wspolaut. 2006). W
stanie calkowitej derepresji w pelni ujawnia
sie¢ fenotypowo omoéwione wyzej spektrum
substratowe AmpC, bedace jednym z naj-
szerszych wsrod p-laktamaz, a wytwarza-
na w tak duzej ilosci cefalosporynaza jest
w stanie nadac¢ szczepowi wysoka opornosc
nawet na antybiotyk stanowiacy dla niej
niedoskonaly substrat (np. ceftazydym lub
aztreonam). Co wiecej, w sytuacji derepresji
AmpC i jednoczesnego obnizenia przepusz-
czalnosci blony zewnetrznej, opornos¢ ta
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moze dotyczy¢ nawet tych zwiazkow, ktore
praktycznie nie sa zaliczane do substratow
AmpC (cefepim, imipenem, meropenem) i
szczep moze sie okazaé oporny na wszyst-
kie leki B-laktamowe. Derepresja AmpC jest
czesto spotykanym mechanizmem oporno-
Sci wsrod izolatéw klinicznych P. aeruginosa
(ok. 20%) (OLIVER i wspoétaut. 2015). Wartym
uwagi jest tez fakt identyfikacji najpierw u
E. coli a potem u P. aeruginosa, warian-
tow AmpC o rozszerzonym spektrum sub-
stratowym (ang. extended-spectrum AmpC,
ESAC). Enzymy te, zawierajace substytucje
aminokwasowa w okreslonej pozycji (T103A),
posiadaja podwyzszona zdolnos¢ hydrolizy
cefalosporyn (ceftazydymu, cefepimu) oraz
karbapeneméw (imipenemu, meropenemu) i
powoduja obnizenie wrazliwosci na te leki,
zwlaszcza w stanie calkowitej derepres;i.
Stanowia tez doskonate tlo do dalszego roz-
woju opornosci, w miare nabywania innych
mechanizméw (RODRIGUEZ-MARTINEZ i wspol-
aut. 2009). W ostatnim czasie opisano inne
warianty sekwencyjne AmpC, ktérych eks-
presja obniza wrazliwos¢ na najnowsza cefa-
losporyne skierowana przeciw P. aeruginosa,
zaliczany do tzw. V generacji ceftolozan
(BERRAZEG i wspotaut. 2015). Do tej pory
jednak, szczepom wytwarzajacym ESAC nie
przypisuje sie istotnej roli epidemiologiczne;j
i kliniczne;.

AmpC nie jest jedynym chromosomalnie
kodowanym, naturalnym enzymem P. aeru-
ginosa zdolnym do hydrolizy (-laktamoéw,
bowiem geny dwoéch innych, PoxB (OXA-50)
oraz PIB-1, zidentyfikowano w obrebie se-
kwencji genomowych tego gatunku. Zaden
z nich zdaje sie nie pelni¢ istotnej roli w
opornosci P. aeruginosa na antybiotyki.
PIB-1 jest cynko-zaleznym enzymem, ktérego
nie da sie zakwalifikowaé¢ do zadnej z czte-
rech znanych obecnie klas strukturalnych
B-laktamaz. Wykazano ze, PIB-1 posiada
aktywnos¢ wzgledem imipenemu, a delecja
jego genu podwyzsza wrazliwos¢ badanego
szczepu P. aeruginosa na karbapenemy (imi-
penem i meropenem) (FAJARDO i wspétaut.
2014). Druga z wymienionych (-laktamaz,
PoxB, jest produkowana na bardzo niskim
poziomie, prawdopodobnie nie warunku-
jac opornosci na zaden B-laktam. Jak inne
enzymy klasy D (oksacylinazy), hydrolizuje
penicyliny, a niektére doswiadczenia zasu-
gerowaly tez jej niewielka aktywno$S¢ w sto-
sunku do karbapenemoéw; niemniej, pelna
specyficznos¢ substratowa PoxB (OXA-50)
pozostaje niecatkowicie sprecyzowana (ZINC-
KE i wspotaut. 2016).

Wraz z transportem aminokwasow, pep-
tydow lub cukréw do komorki bakterii
Gram-ujemnej moga wnika¢ antybiotyki, np.
fluorochinolony czy p-laktamy. Utrata, zmia-

na struktury lub obnizenie ekspresji kon-
kretnego kanalu porynowego (poryny), przez
ktory dany lek dostaje sie do wnetrza ko-
morki jest przewidywalnym mechanizmem
opornosci. Nie inaczej jest w przypadku po-
ryny OprD P. aeruginosa, przez ktora trans-
portowane sa karbapenemy. Brak funkcjo-
nalnych kanatow OprD lub ich zredukowana
liczba nadaje oporno$s¢ lub obnizona wraz-
liwo§¢ na imipenem i w mniejszym stop-
niu meropenem. Zmniejszona ekspresja lub
utrata w wyniku mutacji kanaléw OprD
byla pierwszym rozpoznanym mechanizmem
opornosci na karbapenemy. Co wiecej, to
wlasnie tego rodzaju mechanizmy selekcjo-
nowane sa najczesciej podczas leczenia ta
klasg [B-laktamow. Warto pamietac, ze me-
chanizmy zwiazane z OprD samodzielnie na-
daja opornos¢ na niskim poziomie i dopiero
kombinacja z innymi wyraza si¢ w oporno-
Sci wysokiego stopnia i jednoczesnie szero-
ko spektralnej (L1 i wspotaut. 2012). O ile
utrata OprD wskutek mutacji typu non-sen-
se w genie oprD, jego delecji lub dysrupcji
przez element transpozycyjny jest kwestig
wyjasniona, o tyle konsekwencje licznych
innych polimorfizméw w jego strukturze juz
nie i wymagaja one szczegélowych badan.
Podobnie jest z regulacja ekspresji OprD.
Wiadomo na przyklad, ze nadprodukcja sys-
temu pompowo-porynowego MexEF-OprN po-
woduje jednoczesnie obnizenie lub zatrzyma-
nie ekspresji genu oprD. Odpowiedzialne sa
za to, posrednio lub bezposrednio, czynniki
regulatorowe: MexT, MexS oraz MvaT, jed-
nak ich wzajemne oddzialtywanie z MexEF-
-OprN i OprD jest niejasne, doswiadczenia
za§ z mutantami w poszczegdlnych genach
nie dostarczyly jednoznacznych odpowiedzi
(LISTER i wspoélaut. 2009).

Redukcja stezenia antybiotyku w ko-
morce moze byc¢ takze zastuga aktywnosci
transbtonowych pomp, ktore aktywnie wy-
rzucaja lek z wnetrza bakterii. Pompy typu
efflux podzielono na pie¢ kategorii, réznia-
cych sie struktura, rodzajem zuzywanej
energii do transportu i typem przenoszonych
substratéw. Dane pochodzace z sekwencjo-
nowania genomowego P. aeruginosa wyka-
zuja, ze najbardziej rozpowszechniong grupa
sg transportery (systemy pompowo-poryno-
we) RND (ang. resistance, nodulation, divi-
sion), obejmujaca 12 systemoéw, z ktérych
co najmniej cztery uczestnicza w antybio-
tykoopornosci (LISTER i wspoétaut. 2009).
Wszystkie one posiadaja szerokie spektrum
substratowe, stanowigce m. in. zrodlo natu-
ralnej opornosci P. aeruginosa na tetracykli-
ny, trimetoprim, chloramfenikol, nowobiocy-
ne, czy sulfonamidy. Spektrum to obejmu-
je jednak tez antybiotyki skuteczne wobec
P. aeruginosa, w tym [-laktamy, aminogli-
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kozydy i fluorochinolony. Warto pamietac, ze
zakresy usuwanych przez poszczegolne pom-
py substratow zachodza na siebie. Najistot-
niejszy system, MexAB-OprM, jest aktywny
zarowno wobec roéznorodnych antybiotykow
B-laktamowych (w tym meropenemu i inhibi-
torow P-laktamaz), fluorochinolonow, a takze
dezynfektantéw i detergentow. Pompa ta w
duzej mierze przyczynia sie do caloksztaltu
fenotypu opornosci wilasnej P. aeruginosa.
Pozostale transportery lekéw: MexCD-Oprd,
MexEF-OprN i MexXY-OprM, oprocz wyrzu-
cania fluorochinolon6w moga tez usuwac
cefepim (MexCD-OprJ) lub aminoglikozydy
(MexXY-OprM) (LISTER i wspotaut. 2009, Po-
OLE 2011). Wskutek mutacji (delecje, inser-
cje) zachodzacych w obrebie genow regulu-
jacych ekspresje wymienionych pomp RND,
ich aktywno$¢ moze zostaé¢ znaczaco zwiek-
szona. Tak dzieje sie w przypadku np. mu-
tantéw delecyjnych AnalB, AnalC i AnalD, u
ktorych stwierdzono nadekspresje MexAB-
OprM. Ten profil opornosci mutacyjnej,
obejmujacy obnizona wrazliwo§¢ na rézne
B-laktamy, w tym  meropenem, oraz
fluorochinolony, wystepuje najczesciej, bo u
10-30% szczepow klinicznych P. aeruginosa.
Stosunkowo czesto identyfikuje sie tez pod-
wyzszenie ekspresji pompy MexXY-OprM,
wynikajace z mutacyjnej inaktywacji repre-
sora MexZ i warunkujace tzw. nieenzyma-
tyczng opornos¢ na aminoglikozydy. Obec-
nos¢ szczepow P. aeruginosa nadprodukuja-
cych MexXY-OprM jest charakterystyczna u
pacjentéw z mukowiscydoza (LISTER i wspol-
aut. 2009). Duzo mniejszy udzial w opor-
nosci typu efflux u P. aeruginosa ma na-
dekspresja pozostatych pomp: MexCD-OprJ
(mutanty AnfxB; niewrazliwos¢ na cefepim i
fluorochinolony) i MexEF-OprN (AmexT; nie-
wrazliwo$§¢ na fluorochinolony) (POOLE 2011).
Warto nadmieni¢, ze poziomy nabytej opor-
nosci, wynikajacej z mutacyjnego podwyzsze-
nia aktywnosci pomp RND sa stosunkowo
niskie i z reguly nie pozwalaja zakwalifi-
kowac¢ szczepu jako opornego w sensie Kkli-
nicznym. Jednak rézne mutacje regulatoro-
we ulegaja akumulacji i czesto towarzysza
innym mechanizmom opornosci, takim jak
utrata OprD, derepresja AmpC lub wytwa-
rzanie enzymow kodowanych przez geny na-
byte z zewnatrz. Wéwczas w istotny sposéb
y,dokladaja” sie one do ewidentnej opornosci
szczepu na roznorodne leki przeciwbakteryij-
ne.

OPORNOSC KODOWANA PRZEZ GENY
NABYTE

Same juz naturalne mechanizmy wraz z
towarzyszacymi im mutacjami czynia P. aeru-
ginosa trudnym do zwalczenia patogenem i

w przewazajacej mierze to one decyduja o
zjawisku jego wieloopornosci. Jednakze, jak
wspominano wczesniej, tak kodowana opor-
nos$¢ stanowi tez doskonale tto dla nabywa-
nych z zewnatrz, kolejnych mechanizmow;
,wspotpraca” obu tych zrédel poszerza pro-
file i wydatnie podwyzsza poziomy oporno-
Sci. Za nabywanie nowych cech, gléwnie w
postaci enzymow inaktywujacych aminogli-
kozydy i PB-laktamy odpowiedzialny jest HGT
(FrROST i wspoétaut. 2005), zachodzacy przede
wszystkim za pomoca plazmidéw. Wskazuja
na to liczne obserwacje obecnosci u P. aeru-
ginosa roznych determinant opornosci na
plazmidach (POIREL i wspoétaut. 2000, 2001;
AUBERT i wspotaut. 2001; GIRLICH i wspot-
aut. 2002; FIETT i wspoélaut. 2006; GARZA-
-RAMOS i wspétaut. 2008), przy czym bardzo
czestym zjawiskiem jest rowniez ich lokali-
zacja chromosomalna (NORDMANN i wspolaut.
1993, PHILIPPON i wspotaut. 1997, DUBOIS i
wspoétaut. 2002, GIRLICH i wspoétaut. 2002,
FIETT i wspoétaut. 2006, JOVCIC i wspotaut.
2013), do ktorej zapewne dochodzi w dro-
dze rekombinacji, transpozycji lub integracji
plazmidoéw (CHIU i THOMAS 2004). Niestety,
sam proces transferu, jak i zaangazowane
wen elementy genetyczne u Pseudomonas
spp. nie sa tak dobrze poznane jak u Ente-
robacteriaceae. Ten niejasny aspekt genety-
ki P. aeruginosa ulega jednak stopniowemu
wyjasnianiu w zwiazku z rozwojem technik
sekwencjonowania genomowego i zwieksza-
niem sie liczby znanych sekwencji chro-
mosomowych i plazmidowych tego gatunku
(BORONIN 1992, HAINES i wspélaut. 2007,
SEVASTSYANOVICH 1 wspoétaut. 2008, BONNIN
i wspoélaut. 2013, XIONG i wspoélaut. 2013,
MARCHIARO i wspoétaut. 2014, VILACOBA i
wspotaut. 2014).

Tak nabyta opornos¢ P. aeruginosa na
B-laktamy warunkuja p-laktamazy. Juz pod
koniec lat 60. ubieglego wieku zaczeto iden-
tyfikowaé¢ te enzymy i przypisywac im role
W procesie szerzacej sie opornosci na stoso-
wane oOwczesnie penicyliny oraz cefalospory-
ny (LIVERMORE 1998). Nalezy tutaj wymienic¢
takie PB-laktamazy jak np.: PSE-1/CARB-2,
PSE-4/CARB-1, CARB-3 czy CARB-4 (ang.
Pseudomonas-specific enzyme lub carbeni-
cillinase; cyfra okresla wariant enzymu), po-
czatkowo uznawane za typowe dla P. aeru-
ginosa, ktore rozkladaja karboksypenicyliny
i ureidopenicyliny (BUSH i wspétaut. 1995).
Enzymy te, obecnie okreslane jako karbe-
nicylinazy, naleza do klasy A pB-laktamaz i
wrazliwe sa na dzialanie inhibitorow, np.
kwas klawulanowy lub tazobaktam (BUSH i
JAcoBy 2010). Ponadto, juz we wczesnej fa-
zie prac identyfikowano tez u P. aeruginosa
inne nabyte B-laktamazy o aktywnosci skie-
rowanej gléwnie przeciw penicylinom. Nalezg
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do nich tzw. B-laktamazy o szerokim spek-
trum substratowym (ang. broad-spectrum
B-lactamases) klasy A TEM-1 i TEM-2, ob-
serwowane przede wszystkim u Enterobacte-
riaceae, oraz oksacylinazy (ang. oxacillinases)
klasy D: OXA-2, OXA-5 lub OXA-10 (BUSH i
JACOBY 2010, POIREL i wspoétaut. 2010).

W 1983 r. swiat obiegla wiadomosc¢ o
identyfikacji pierwszego enzymu z nowej gru-
py, tzw. P-laktamaz o rozszerzonym spek-
trum substratowym (ang. extended-spectrum
B-lactamases, ESBL), zidentyfikowanego u
Enterobacteriaceae. Naleza one do klasy A i
stanowia dominujacy czynnik opornosci na
oksyimino-B-laktamy (cefalosporyny III i IV
generacji, aztreonam) u pateczek jelitowych
(GNIADKOWSKI  2001). Obecnie wyréznia sie
12 rodzin nabytych ESBL, z czego przed-
stawicieli az oSmiu typow zdotano juz odna-
lez¢ w izolatach klinicznych P. aeruginosa.
Pierwszym i jak dotad najpowszechniej wy-
stepujacym u tego gatunku enzymem typu
ESBL jest PER-1, opisany pierwszy raz w
1993 r. (NORDMANN i wspétaut. 1993). Szcze-
py wytwarzajace PER-1 identyfikowano po-
czatkowo w Turcji, pozniej rowniez stwier-
dzano ich obecnos¢ w szpitalach w Euro-
pie, Azji i podlnocnej Afryce. Pseudomonas
aeruginosa wraz z Acinetobacter baumannii
pozostaja do dzi§ glownymi producentami
PER-1 (POTRON i wspélaut. 2015). Inng gru-
pa ESBL wystepujaca stosunkowo czesto u
P. aeruginosa sa enzymy VEB, zidentyfiko-
wane w 1998 r., najpierw w Azji potudnio-
wo-wschodniej, potem réwniez w FEuropie
(POTRON i wspoétaut. 2015). Kolejnymi ESBL
zaobserwowanymi wczesnie u P. aeruginosa
sg B-laktamazy typu GES/IBC, wystepuja-
ce glownie w Europie i Ameryce Lacinskiej,
takze u Enterobacteriaceae (POTRON i wspol-
aut. 2015). Wreszcie, odnalezione w Belgii
po raz pierwszy enzymy typu BEL i PME-
1 pochodzenia azjatyckiego, jak do tej pory
zidentyfikowano niemal wylacznie u P. aeru-
ginosa (POTRON i wspolaut. 2015). Co cie-
kawe, inne, dominujace u Enterobacteria-
ceae rodziny ESBL, tj. CTX-M, SHV i TEM,
sa rzadkie u P. aeruginosa. Geny kodujace
ESBL czesciej obserwowane u P. aeruginosa
lokuja sie w obrebie transpozonow (bla,,
w Tnl1213) lub integronéw klasy 1 o rézno-
rodnej strukturze (bla,., bla,.,, bla,, ). Wy-
mienione elementy genetyczne znajdowane
sa zaréwno na plazmidach, jak i w chromo-
somie, a czasem w obu miejscach jednocze-
$nie (POTRON i wspélaut. 2015). Inna grupa
enzymow zdolnych do rozkladu oksyimino-
B-laktamow sg oksacylinazy (OXA) o rozsze-
rzonym spektrum substratowym klasy D,
ES-OXA (ang. extended-spectrum oxacilli-
nases). W odroznieniu do ESBL, aktywnosc¢
wickszosci ES-OXA jest stabo hamowana

przez kwas klawulanowy. Co ciekawe, ES-
-OXA sa charakterystyczne niemal wylacz-
nie dla P. aeruginosa, a pierwsze enzymy
tego typu, OXA-14 i OXA-15, zidentyfiko-
wano na poczatku lat 90. (DANEL i wspol-
aut. 1995, 1997). W sensie strukturalnym,
niemal wszystkie ES-OXA mozna zaklasyfi-
kowac¢ do trzech linii ewolucyjnych, wywo-
dzacych sie od zwyklych oksacylinaz OXA-1,
OXA-2 i OXA-10, i kodowane sa one przez
kasety integronow klasy 1 (POIREL i wspol-
aut. 2010). Uwaza sie, ze u P. aeruginosa
jest to czesSciej wystepujacy mechanizm
opornosci od ESBL, niemniej, brakuje wia-
rygodnych danych w tym zakresie, pocho-
dzacych z wiekszej liczby krajow. Powodem
sa trudnosci diagnostyczne; zaréwno ESBL,
jak i ES-OXA moga by¢ skutecznie masko-
wane przez nadprodukowana cefalosporyna-
ze AmpC. Ponadto, dla ES-OXA nie istnieje
zaden specyficzny test fenotypowy i jedyna
metoda wiarygodnego wykrycia takiego en-
zymu jest amplifikacja i zsekwencjonowanie
jego genu (LIVERMORE 1998, POTRON i wspoi-
aut. 2015).

Sposréd wszystkich nabytych B-laktamaz,
najistotniejsza role w zjawisku antybioty-
koopornosci P. aeruginosa pelnia metalo-
B-laktamazy klasy B (ang. metallo-f3-
lactamases, MBL). Stanowia one odrebna i
odlegta od pozostalych gataz drzewa ewolu-
cyjnego [(-laktamaz, charakteryzujac sie spe-
cyficzng strukturg i mechanizmem dzialania
katalitycznego. Jako jedyne p-laktamazy,
wymagaja one obecnosci kofaktora w posta-
ci jonéw Zn?. Podobnie jak AmpC, ESBL i
ES-OXA, MBL cechuje bardzo szerokie spek-
trum substratowe, obejmujace wszystkie
penicyliny, cefalosporyny i karbapenemy, a
ponadto enzymy te sa calkowicie niewrazli-
we na dostepne, mozliwe do stosowania Kkli-
nicznego inhibitory. Sposréd wszystkich an-
tybiotykow p-laktamowych tylko aztreonam
nie jest hydrolizowany przez MBL. Szcze-
g6lnie niepokojaca jest wysoka aktywnosc¢
tych B-laktamaz wzgledem karbapenemow,
okreslanych jako leki ostatniej szansy w le-
czeniu zakazen wywolywanych przez wie-
looporne szczepy paleczek Gram-ujemnych
(POTRON i wspoétaut. 2015). W badaniach
laboratoryjnych wykazano, ze mimo tej ak-
tywnosci, sama ekspresja MBL na typowym
poziomie nie warunkuje jeszcze opornosci
wysokiego stopnia i do tego potrzebne jest
swsparcie” dodatkowych mechanizmow. Po-
niewaz jednak, jak wspominano wyzej, u P.
aeruginosa czesto dochodzi do réznych mu-
tacji powodujacych ograniczenie przepusz-
czalnosci oslon komoérkowych lub podwyz-
szenie aktywnosci pomp typu efflux, szczepy
kliniczne tego gatunku posiadajace MBL z
reguly sa wysoce oporne na stosowane kli-
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nicznie karbapenemy (imipenem, meropenem
i doripenem). Po raz pierwszy szczepy MPPA
(ang. MBL-producing P. aeruginosa) zidenty-
fikowano w 1988 r. w jednym z japonskich
szpitali, po czym w ciagu kilku lat zdotaty
sie one rozprzestrzeni¢, najpierw w Japo-
nii, a nastepnie w innych krajach Dalekie-
go Wschodu. Rownoczesnie nastepowal mie-
dzygatunkowy transfer tego typu opornosci
i np. od 1993 r. obserwowano tam juz tak-
ze palteczki Enterobacteriaceae wytwarzajace
MBL. W Europie pierwsze szczepy P. aerugi-
nosa MBL(+) izolowano w latach 1996-1997
we Francji i Wloszech, i niemal natychmiast
potem w kilkunastu innych krajach (WALSH
i wspoélaut. 2005). Do tej pory zidentyfiko-
wano 13 rodzin nabytych MBL, niektore
posiadajace nawet po kilkadziesiat warian-
tow. Sa to enzymy: IMP (n=56), VIM (n=47),
NDM (n=16), SPM, GIM, SIM, AIM, KHM,
DIM, TMB, SMB, FIM, LMB. U P. aerugino-
sa stwierdzono obecno$¢ wiekszosci z nich,
a niektére wystepuja wylacznie u tego ga-
tunku jak do tej pory. Najstarszymi, najbar-
dziej wewnetrznie zréznicowanymi i najcze-
Sciej identyfikowanymi typami MBL sa en-
zymy VIM i IMP. Ich producentow obserwu-
je sie na calym $Swiecie, przy czym IMP sa
bardziej rozprzestrzenione i typowe dla Azji,
podczas gdy VIM dominuja na pozostatych
kontynentach, w tym w Europie (POTRON i
wspotaut. 2015). Pomimo skutecznej ,pene-
tracji” populacji paleczek Enterobacteriaceae
przez determinanty genetyczne IMP i VIM,
P. aeruginosa pozostaje najwazniejszym ich
producentem, co ostatnio ponownie wykaza-
tly badania typu surveillance, wykonane na
duzej proébie szpitalnych szczepow bakterii
Gram-ujemnych z 40 krajow. Okazalo sie,
ze P. aeruginosa stanowil 68% wszystkich
poddanych analizie szczepéw MBL(+) (glow-
nie z enzymami IMP i VIM) (KAZMIERCZAK
i wspoélaut. 2015). Szerzace sie w szybkim
tempie wsrod Enterobacteriaceae MBL z ro-
dziny NDM odnotowywane sa w szczepach
P. aeruginosa w niektorych krajach, niemniej
na nieporéwnanie mniejsza skale niz u pate-
czek jelitowych. Ich czestosé u P. aeruginosa
jest jak na razie niewielka, zwlaszcza w po-
rownaniu z IMP i VIM (JovCIC i wspoétaut.
2013, POTRON i wspoétaut. 2015).

Czestos¢ wystepowania MBL w popula-
cjach szpitalnych P. aeruginosa wykazuje
wielkie réznice miedzy krajami, od wartosci
bliskich zera w krajach skandynawskich,
do ok. 3% w Hiszpanii i az ok. 30% w Ro-
sji i Korei. Podobnie waha sie udzial MBL
w catkowitej opornosci na karbapenemy u
P. aeruginosa, z wartosciami takimi jak ok.
7% w Hiszpanii i ok. 40% w Rosji i Korei
(RIERA i wspoétaut. 2011, EDELSTEIN i wspol-
aut. 2013, BAE i wspoétaut. 2014, HONG i

wspotaut. 2015). Zasadniczo mozna przyjac,
ze MBL naleza do najczestszych nabytych
B-laktamaz u P. aeruginosa, prawdopodob-
nie przewyzszajac pod tym wzgledem ESBL
i ES-OXA w réznych krajach. Analiza ge-
netycznego kontekstu wystepowania genow
MBL wykazuje, ze w wigkszosci rodzin, w
tym IMP i VIM, sg to integrony, najczesciej
klasy 1, o wielkiej roznorodnosci struktural-
nej. Sposrod enzymoéw bardziej typowych dla
P. aeruginosa wyjatek stanowi gen blag,, ,,
zlokalizowany w module transpozycyjnym z
sekwencja ISCR4 i wraz z nim w elemen-
cie typu ICE (FONSEcA i wspotaut. 2015).
Podobnie jak w przypadku innych naby-
tych genéw opornosci P. aeruginosa, geny
MBL moga lokowaé¢ sie w plazmidowym lub
chromosomalnym DNA (WALSH i wspélaut.
2005, POTRON i wspétaut. 2015). Szczepy
MPPA powszechnie uwazane sa za jedne z
najgrozniejszych obecnie patogenow szpi-
talnych (ang. alert pathogens). Inne nabyte
karbapenemazy, takie jak enzymy KPC klasy
A (ang. Klebsiella pneumoniae carbapenema-
se) i oksacylinazy CHDL klasy D (ang. car-
bapenem-hydrolysing class D p-lactamases),
ktore wraz z MBL sa obecnie jednymi z
najwazniejszych ~ mechanizméw  opornosci
bakterii chorobotwérczych, u P. aeruginosa
wystepuja rzadko lub wrecz sporadycznie i
jak dotad w okreslonych regionach sSwiata
(POTRON i wspoélaut. 2015).

Oproécz B-laktamaz, P. aeruginosa bardzo
czesto nabywa geny enzymoéw modyfikuja-
cych inng klase antybiotykéw, aminoglikozy-
dy (ang. aminoglycoside-modifying enzymes,
AME). AME tworza niezwykle zroéznicowana
grupe o roéznych mechanizmach dziatania.
Ze wzgledu na sposob inaktywacji amino-
glikozydu, enzymy te dzieli sie na trzy pod-
grupy: acetylotransferazy (AAC), nukleoty-
dylotransferazy (ANT) oraz fosfotransferazy
(APH). Wsrod nich wyroznia sie jeszcze wie-
le podrodzin, w kazdej z nich zas znalezé
mozna po kilka odmiennych wariantow. U
P. aeruginosa najczesciej wystepuja podro-
dziny AAC(3), AAC(6’) oraz ANT(2”), o zrézni-
cowanej aktywnosci wobec gentamycyny, to-
bramycyny i amikacyny (POOLE 2005). Geny
AME wystepuja w formie kaset integrono-
wych i bardzo czesto lokuja sie wraz z ge-
nami okreslonych B-laktamaz w obrebie tych
samych integronéw, przez co elementy te sa
jednym z gléwnych zrédel zjawiska wielo-
opornosci P. aeruginosa. Dodatkowym me-
chanizmem opornosci na aminoglikozydy sa
niedawno odkryte, w tym u P. aeruginosa,
metylazy 16S rRNA. Z rosnacej ich listy, en-
zymy ArmA, RmtA, RmtC, RmtD i RmtF zi-
dentyfikowano juz u tego gatunku w kilku
krajach swiata (POTRON i wspoétaut. 2015,
RAHMAN i wspoélaut. 2015). Metylazy 16S
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rRNA modyfikuja cel dzialania aminoglikozy-
dow, jakim jest podjednostka 30S rybosomu
(Kos i wspotaut. 2015).

Opornos¢ na fluorochinolony, wynikaja-
ca z obecnosci dodatkowych genow, wyste-
puje bardzo rzadko u P. aeruginosa w po-
rownaniu z Enterobacteriaceae. Do tej pory
zidentyfikowano zaledwie kilka przypadkow
obecnosci enzymu AAC(6)-Ib-cr, bedacego
wariantem AME i zdolnego oprécz aminogli-
kozydoéw inaktywowaé réwniez niektéore flu-
orochinolony (Kos i wspétaut. 2015). Ponad-
to, niedawno odkryto u P. aeruginosa nowy
enzym nadajacy opornosS¢ na te chemiote-
rapeutyki, QnrVC-1. Wykazat on homologie
sekwencji z chromosomowo kodowanym ge-
nem opornosci na fluorochinolony znalezio-
nym u przedstawicieli rodziny Vibrionaceae
(BELOTTI i wspoétaut. 2015).

STRUKTURA POPULACJI
P. AERUGINOSA

Globalna populacja P. aeruginosa, w tym
szczepy odpowiedzialne za zakazenia w Sro-
dowisku szpitalnym, okreslana jest jako za-
sadniczo nieklonalna, czyli skladajaca sie
z wielkiej liczby odrebnych, niespokrew-
nionych ze soba blizej genotypow. Ta duza
zmienno$¢ genetyczna w obrebie populacji
przypisywana jest gléwnie wysokiej czesto-
Sci zjawisk rekombinacji u P. aeruginosa.
Niemniej, zwlaszcza wsrod szczepow szpital-
nych, mozna wyrozni¢ stosunkowo niewielkg
grupe rozprzestrzeniajacych sie epidemicz-
nie lub wrecz pandemicznie klonow, ktore
stopniowo réznicujac sie w drodze mutacji
tworza grupy lub kompleksy klonalne bli-
sko spokrewnionych genotypow. Rozwijajaca
sie intensywnie genomika pozwala identyfi-
kowa¢ stopniowo markery charakterystyczne
dla poszczegélnych kladéow i sa wsréd nich
zarowno geny pewnych czynnikéw zjadliwo-
Sci, jak i, przede wszystkim, geny opornosci.
Zwlaszcza te ostatnie musza znacznie wply-
wacC na szczegbdlng zdolnos¢ adaptacji tych
klonéw do Srodowiska szpitalnego. Dane z
zakresu epidemiologii molekularnej dono-
sza o niezwyklym wprost stopniu akumu-
lacji opornosci nabytej w niewielkiej liczbie
kloné6w P. aeruginosa, ktore obserwowane
sg na calym lub niemal calym S$wiecie jako
czynniki zakazen szpitalnych. Dotyczy to
gltownie klonéow ST235 i ST111 (ang. sequ-
ence type; typ sekwencyjny) oraz ich kom-
pleksow lub grup klonalnych. Posiadaja one
niezwyklg zdolnos¢ do gromadzenia oporno-
Sci, zarowno mutacyjnej, jak i wynikajacej z
nabywania genow, przez co nalezace do nich
szczepy z reguly wykazuja fenotypy MDR,
XDR, a nawet PDR. Klon ST235 zostal naj-
pierw zidentyfikowany w Rosji, na Wegrzech

i w Polsce, gdzie tez po raz pierwszy zostal
opisany, i szybko utozsamiony z obserwo-
wanym wczesSniej w Europie tzw. wieloopor-
nym serotypem P. aeruginosa Ol11 (EMPEL i
wspoétaut. 2007, OLIVER i wspoétaut. 2015).
ST235 potrafi dominowaé¢ wsrod szczepow
klinicznych o fenotypach MDR-XDR-PDR w
skali calego kraju, np. w Japonii (58,5%)
(Krrao i wspoétaut. 2012), Chorwacji (40,8%)
(GuzviINEC i1 wspétaut. 2014) lub Czechach
(18%) (NEMEC i wspétaut. 2010). U przed-
stawicieli tego typu sekwencyjnego odna-
leziono wszystkie znane do tej pory geny
nabytej opornosci P. aeruginosa, obecne w
ponad 100 elementach genetycznych, w tym
39 roznych B-laktamaz (OLIVER i wspoétaut.
2015). ST235 jest glownym producentem
ESBL PER-1 w skali miedzynarodowej (EM-
PEL i wspoétaut. 2007, LIBISCH i wspoélaut.
2008) oraz MBL z rodzin IMP i VIM, kodo-
wanych przez ponad 50 réznych integronow
(OLIVER i wspoétaut. 2015). W latach 2002-
2010 w Rosji doszlo do niezwykle spekta-
kularnego rozprzestrzenienia sie ST235 z
enzymem VIM-2 na terenie catego kraju. O
ile na poczatku tego okresu stanowil on ok.
7,5% szczepow opornych na karbapenemy,
to pod koniec bylo to juz ok. 38,0%. Warto
nadmieni¢, ze Rosja jest jednym z krajow o
najwyzszej czestosci (75,3% w 2010 r.) opor-
nych na karbapenemy P. aeruginosa (EDEL-
STEIN i wspoétaut. 2013). Dane te doskona-
le ilustruja potencjal epidemiczny ST235;
wraz z ST111, przewazajacym wsrod szcze-
pow MDR-XDR-PDR w innych krajach, sa
one dzisiaj obiektami zakrojonych na szero-
ka skale badan genomicznych, majacych na
celu pelne zrozumienie zrodet ich globalnego
»Sukcesu” ekologiczno-epidemiologicznego.

TERAPIA ZAKAZEN P. AERUGINOSA -
NOWE NADZIEJE

W zwiazku z rosngca antybiotykooporno-
Scia w skali globalnej i cieniem, jaki rzuca
to zjawisko na wspoélczesng medycyne za-
kazen, mnoza sie¢ wysitki w celu opracowa-
nia nowych, skutecznych form zwalczania
wieloopornych szczepéw bakterii. Pole walki
z najtrudniejszymi z punktu widzenia tera-
peutycznego zakazeniami P. aeruginosa typu
MDR-XDR-PDR jest duze. Odpowiednio pod-
jeta strategia wdrazania i stosowania no-
wych terapeutykéw i nowatorskie wykorzy-
stanie starszych pozwalaja wierzy¢, ze poje-
dynek z tym ciezkozbrojnym przeciwnikiem
okaze sie na pewien czas zwycieski.

Mozna wyréozni¢ dwa glowne zalozenia
przy tworzeniu nowych lekéw i terapii prze-
ciwko opornym szczepom P. aeruginosa.
Pierwszym jest wyszukiwanie nowych an-
tybiotykow, ktére moglyby z powodzeniem
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zastapi¢ te, ktére obecnie okazuja sie juz
nieskuteczne. W ostatnich latach kilka no-
wych lekow przeciwbakteryjnych zostalo lub
niedlugo zostanie wprowadzonych na rynek,
aktywnych réwniez wobec P. aeruginosa.
Nowe wynalazki pojawily sie w grupie chi-
nolonéw (nemonoksacyna), cefalosporyn (ce-
ftozolan, ceftobiprol) oraz karbapenemow (to-
mopenem). Co wiecej, wynaleziono nowe in-
hibitory B-laktamaz (awibaktam), ktoére moga
zwiekszy¢ skutecznos$¢ terapeutyczna do-
tychczas stosowanych [-laktaméw (BASSETTI
i wspétaut. 2011, 2013). Druga koncepcja
zakltada opracowywanie zwiazkow, ktorych
celem sa systemy regulacji ekspresji czynni-
kow wirulencji (tzw. leki przeciwpatogenne).
Ich dzialanie moze powodowaé obnizenie zja-
dliwosci szczepu, co w konsekwencji moze
tez zadecydowac¢ o spadku jego opornosci
na podawane antybiotyki (ALLEN i wspotaut.
2014). Dodatkowo, do leczenia wdraza sie
klase adiuwantéw, zwigzkéw pomocniczych
w terapii (WAGNER i wspétaut. 2016).

Wsréd obiecujacych czasteczek o charak-
terze przeciwbakteryjnym znajduje sie zwia-
zek CHIR-090 oraz jego pochodne. Sa to
inhibitory deacetylazy N-acetyloglukozaminy
(LpxC), enzymu zaangazowanego W synte-
ze lipidu A, krytycznego elementu blony ze-
wnetrznej wiekszosci Gram-ujemnych bak-
terii. Testowana aktywnosS¢ in vitro i in vivo
przy zastosowaniu réznych modeli infekcji u
zwierzat wskazuje, ze pochodna CHIR-090
o nazwie LpxC-4 wykazuje dobre wlasciwo-
§ci antybiotyczne. Osiagniety wynik moze
kwalifikowac¢ ten inhibitor do badan przed-
klinicznych (TOMARAS i wspétaut. 2014). Ze
wzgledu na bariere, jaka stanowi malo prze-
puszczalna blona zewnetrzna P. aeruginosa,
kluczowym zagadnieniem jest sposob do-
starczenia antybiotyku do wnetrza komorki
bakteryjnej. Innowacyjnym pomystem jest
zastosowanie strategii ,molekularnych koni
trojanskich”, jakimi moga byc¢ naturalne lub
syntetyczne siderofory. Wydzielane na ze-
wnatrz, wychwytuja jony zelaza obecne w
Srodowisku, wiaza je w kompleksy i wraca-
ja do komorki w drodze transportu aktyw-
nego. Te ostatnia wlasciwosé postanowiono
wykorzystac w celu dostarczenia lekoéw prze-
ciwbakteryjnych, tworzac koniugaty sidero-
for-antybiotyk. Po wejsciu do komorki ule-
gaja one dysocjacji, uwalniajac lek (MISLIN i
SCHALK 2014). Przykladem moze byc¢ zwiazek
monosulfaktamu i meropenemu, znajdujacy
sie w fazie I testow klinicznych. Do dalszej,
II fazy badan klinicznych, kwalifikuje sie ce-
falosporyna o wtasciwosciach chelatujacych

S-649266 (www.clinicaltrials.gov; identyfi-
kator: NCT02321800) (WAGNER i wspoblaut.
2016). Ponadto, wykazano, ze S-649266

jest malo podatna na dzialanie niektérych

B-laktamaz nalezacych do klasy A oraz B
(NDM-1, VIM-2, IMP-1, KPC-3) (ITO-HORIY-
AMA i wspoétaut. 2016). Duze nadzieje wiaze
sie tez ze zwiazkami galu (Ga). Pierwiastek
ten jest dobrze znany dzieki zdolnosci nasla-
dowania zelaza w ukladach zywych, nie pel-
niac jednak tych samych funkcji. Zastepujac
jon zelaza w strukturze niektérych enzymow,
gal jest w stanie zatrzymywac istotne dla
komorki reakcje typu redoks, wplywa¢ na
konformacje biatek, a w efekcie na zywot-
nos$¢ komorki. Wymienione wtasciwosci galu
moga okazacC sie szczegblnie przydatne dla
intensywnie dzielacych sie, aktywnych me-
tabolicznie komoérek, takich jak komoérki no-
wotworowe czy bakteryjne (BERNSTEIN 1998).
Role galu doceniono w leczeniu hiperkalce-
mii pojawiajacej sie w trakcie choroby no-
wotworowej (preparat Ganite®). W testach
aktywnosci przeciwbakteryjnej substancja
czynna Ganite”, Ga(NO,), okazala sie wyso-
ce efektywna w stosunku do P. aeruginosa,
wlaczajac w to szczepy typu mukoidalne-
go (typowe dla pacjentéw z mukowiscydo-
zg) oraz szczepy wielolekooporne. Ponadto,
u myszy chorych na mukowiscydoze poda-
wany Ga(NO,), skutecznie zredukowal wywo-
lane zakazeniem uszkodzenia pluc (KANEKO
i wspoétaut. 2007). Aktualnie podejmowana
jest II faza badan klinicznych preparatu Ga-
nite® u oso6b chorych na mukowiscydoze,
ktorym towarzysza przewleklte zakazenia
P. aeruginosa (www.clinicaltrials.gov; identy-
fikator NCT02354859). Niestety, stosowanie
galu wzmaga wytwarzanie czynnikéw zjadli-
wosci u P. aeruginosa, co moze zaostrzyc
przebieg zakazenia. Chcac zachowac dobre
efekty terapeutyczne nalezaloby skoniugo-
wacC je z lekami przeciwpatogennymi (GAR-
CIA-CONTRERAS i wspoétaut. 2014). W latach
70. ubieglego wieku stosowano powszech-
nie w wielu krajach aminoglikozyd arbeka-
cyne, jednakze po 20 latach zaniechano jej
uzywania. Oprocz potwierdzonej aktywnosci
wobec bakterii Gram-dodatnich (np. MRSA)
posiada ona takze dobra skuteczno$¢ w le-
czeniu zakazen bakteriami Gram-ujemnymi,
szczegblnie A. baumanii czy P. aeruginosa.
Co wazne, arbekacyna jest odporna na dzia-
lanie wielu klas AME, dzieki czemu moze
by¢ z powodzeniem stosowana wobec szcze-
péw aminoglikozydoopornych. Analiza ak-
tywnosci in vitro arbekacyny w polaczeniu z
aztreonamem pokazala, ze kombinacja tych
dwoch lekow jest efektywna wobec szcze-
poéw MDR P. aeruginosa (MATSUMOTO 2014).
Obecnie arbekacyna przechodzi I faze testow
klinicznych (www.clinicaltrials.gov; identyfi-
kator: NCT02459158). Innym rozbudzajacym
nadzieje lekiem jest antybiotyk POL7080,
nalezacy do grupy peptydomimetykow. Lek
ten przeszedt juz II faze badan klinicz-
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nych (www.clinicaltrials.gov; identyfikator:
NCT02096328). Mechanizm jego dzialania
zasadza sie na modyfikacji procesu sklada-
nia LPS i moéglby by¢ stosowany szczegodlnie
w leczeniu respiratorowego zapalenia ptuc
wywolanego przez P. aeruginosa (RAMIREZ-ES-
TRADA i wspoétaut. 2016). Obecnie rozwijany
jest projekt, ktérego celem jest opracowanie
szczepionki przeciwko P. aeruginosa. Zespol
austriacki pod kierownictwem Bernda Jilma
niedawno dowiodl, ze tworzona szczepionka,
IC43 jest bezpieczna, przechodzi I faze ba-
dan klinicznych (WESTRITSCHNIG i wspotaut.
2014), a obecnie trwajg przygotowania do
fazy II/III (www.clinicaltrials.gov; identyfika-
tor: NCT01563263). Sukces tych prac umoz-
liwilby zwalczanie zakazen przewleklych,
jednoczesnie omijajac ryzyko rozwijajacej
sie antybiotykoopornosci u wywolujacych je
szczepow P. aeruginosa.

Lista innych potencjalnych lekow, ktore
w przysztosci moga byc¢ stosowane w tera-
pii P. aeruginosa MDR jest dluga. Czytelnicy
zaciekawieni ta materig zapoznacC sie moga
z pracami przegladowymi, ktére ukazaly sie
niedawno (BASSETTI i wspoétaut. 2013, PAGE i
BuUsH 2014, CHENG i wspoétaut. 2016, TANE-
JA i KAUR 2016, WAGNER i wspoétaut. 2016).
Pomimo, ze duza czes¢ tych zwiazkéw nie
jest jeszcze wprowadzona do leczenia, na-
dzieje budzi dynamika, z jaka podejmowane
sg kolejne proby ich efektywnosci w terapii.
Wydawac sie wiec moze, ze zagrozenie, jakie
stanowi oporny patogen P. aeruginosa, moze
by¢ juz niedlugo zazegnane. Niestety, samo
wprowadzanie coraz nowszych lekow nie
wystarczy. Osiagniecie sukcesu w walce ze
szczepami opornymi jest mozliwe tylko dzie-
ki ciagle udoskonalanym systemom kontro-
li zakazen, racjonalnej antybiotykoterapii, a
takze dokladnemu monitorowaniu zjawiska
lekoopornosci. Bardzo wazna jest jej spo-
leczna swiadomosé. Rozumiejac wage zagro-
zenia, jakie niesie ze soba globalne zjawisko
antybiotykoopornosci, znajac mechanizmy jej
rozprzestrzeniania i zapobiegania, a wreszcie
racjonalnie stosujac nowoczesne leki prze-
ciwbakteryjne nie musimy by¢ skazani na
powrot do ery przed-antybiotykowe].

Streszczenie

Wystepujace powszechnie i narastajace zjawisko
opornosci na antybiotyki wsréd bakterii chorobotwor-
czych jest jednym z najwiekszych wyzwan dzisiejszej
medycyny zakazen. Szczegbélne zagrozenie stanowia za-
kazenia szpitalne wywolywane przez wielooporne szcze-
py okreslonych gatunkéw, np. Pseudomonas aeruginosa.
Jest to patogen oportunistyczny, odznaczajacy sie opor-
noscia naturalna na kilka klas stosowanych antybioty-
kow. Dzieki wysokiej plastycznosci genomu, obejmujacej
roznorodne mutacje funkcjonalne (strukturalne i regu-
lacyjne) oraz pozyskiwanie obcego DNA, jest w stanie
szybko adaptowac¢ sie do niesprzyjajacych warunkow
Srodowiska. Szczegdlnie niepokoi zdolnos¢ nabywania

przez P. aeruginosa dodatkowych cech opornosci, co w
polaczeniu z naturalnymi mechanizmami czyni ten pa-
togen wybitnie trudnym do zwalczania. Bakteria ta jest
w stanie wywolywa¢ m. in. ostre zapalenie ptuc, za-
kazenia lozyska krwi, skory i tkanek miekkich (w tym
ran operacyjnych i oparzeniowych). Jest réowniez czyn-
nikiem etiologicznym zakazen przewleklych, towarzy-
szacych np. mukowiscydozie. Antybiotykami stosowa-
nymi obecnie przeciwko zakazeniom P. aeruginosa sa
najczesciej cefalosporyny III i IV generacji, karbapenemy,
fluorochinolony i aminoglikozydy. W zwiazku z maleja-
ca liczba dostepnych, skutecznych opcji terapeutycznych
pracuje sie nad nowymi terapeutykami lub nowatorskim
wykorzystywaniem dotad juz poznanych.
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“HEAVILY ARMED” PSEUDOMONOAS AERUGINOSA: MECHANISMS AND GENETIC BACKGROUND OF DRUG
RESISTANCE

Summary

The rapid spread of antibiotic resistance (AMR) in pathogenic bacteria is one of the greatest challenges of mod-
ern infectiology. In particular, the most threatening are nosocomial infections caused by multi-drug-resistant strains
of several major species, such as Pseudomonas aeruginosa. This opportunistic pathogen exibits a broad-spectrum
of natural resistance. Due to its high genome plasticity, comprising functional mutations and acquisition of foreign
DNA, P. aeruginosa can easily adapt and persist in harsh environmental niches. The critical issue is its outstanding
ability to acquire diverse AMR mechanisms, including those encoded by mobile genetic determinants. In addition to
the intrinsic resistance, P. aeruginosa can be highly resistant to all of the currently available antipseudomonadal an-
timicrobials. P. aeruginosa is the etiological agent of a variety of infections, including acute pneumonia, bloodstream
infections or skin and soft tissue infections (e. g. postoperative or burn wounds). It is responsible also for chronic
infections, like those in cystic fibrosis (CF) patients. The major antimicrobials used in P. aeruginosa infections are
newer-generation cephalosporins, carbapenems, fluoroquinolones or aminoglycosides. Owing to limitations of the ef-
fective therapeutic options against P. aeruginosa, new antimicrobials and novel indications and thus applications for
older drugs are being developed.



