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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Najwiekszym problemem w leczeniu zakazeti szpitalnych jest narastajgca lekoopornosé,
wywolujacych je drobnoustrojéw, ograniczajaca liczbe skutecznych antybiotykéw. Pateczki
Pseudomonas aeruginosa sa przyczyng wielu groznych zakazen szpitalnych wystepujacych
gtéwnie u pacjentéw z grup wysokiego ryzyka. Najbardziej narazeni sa chorzy z obnizo-
ng odpornoscig, a takze z rozlegltymi ranami chirurgicznymi i oparzeniowymi. Zakazenia
maja najczesciej charakter zakazen wtérnych wywotanych przez szczepy wielolekooporne.
W zwigzku z duzg aktywnoS$cig przeciwbakteryjna antybiotyki beta-laktamowe, aminogliko-
zydy i fluorochinolony sg lekami powszechnie stosowanymi w szpitalach, zaréwno w profi-
laktyce, jak i leczeniu zakazen P. aeruginosa. Jednak nieracjonalne ich stosowanie wigze sie z
selekcja i rozprzestrzenianiem szczepéw opornych na te antybiotyki. Oporno$¢ P. aeruginosa
na antybiotyki jest wypadkowa wielu niezaleznych od siebie wspStwystepujacych mechani-
zmédw. Sg to przede wszystkim: zmniejszenie przepuszczalno$ci oston komérkowych, rozwdj
systemu efflux i wytwarzanie enzyméw rozktadajacych oraz inaktywujacych antybiotyki.
W pracy zwrécono szczegSlng uwage na okre$lenie mechanizméw opornosci odpowiedzial-
nych za to zjawisko.
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Summary

The main problem in the treatment of nosocomial infections is the increasing drug re-
sistance of microorganisms that cause them, limiting the number of effective antibiot-
ics. Pseudomonas aeruginosa bacilli are the cause of many serious hospital-acquired infec-
tions occurring primarily in patients within high-risk groups. The most vulnerable are
those with weakened immune systems, as well as those with extensive surgical wounds
and burn wounds. Infections are usually of the nature of secondary infections, caused by
multidrug strains.

Due to the high antimicrobial activity, beta-lactams, aminoglycosides and quinolones are
drugs commonly used in hospitals, both in prevention and treatment of infections with P.
aeruginosa. However, their irrational use is associated with selection and spread of strains
resistant to these antibiotics. Resistance of P. aeruginosa to antibiotics is the result of a
number of independent co-occurring mechanisms. These are: reducing the membrane
permeability, the efflux system, and production of enzymes inactivating and degrading
antibiotics. The paper devotes special attention to the determination of resistance mecha-
nisms responsible for this phenomenon.
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Wykaz skrotow: AAC - acetylotransferaza aminoglikozydowa (aminoglycoside acetylotransferase); AmpC - beta-

-laktamaza klasy C wg Amblera (beta-lactamase class C according to Ambler); ANT - nukleotydo-
transferaza aminoglikozydowa (aminoglycoside nucleotydyltransferase), APH - fosfotransferaza
aminoglikozydowa (aminoglycoside phosphotransferase); CCOS - szczepy wrazliwe jedynie na
kolistyne i karbapenemy (colistin-carapenem-only-sensitive strains); CF — mukowiscydoza (cystic
fibrosis); COS — szczepy wrazliwe jedynie na kolistyne (colistin-only-sensitive strains); EDTA — kwas
etylenodiamninotetraoctowy (etylenediamintetraacetic acid); ESBL — enzymy o rozszerzonym
zakresie substratowym (extended spectrum of beta-lactamases); LPS - lipopolisacharyd (lipopo-
lysaccharide); MBL — metalo-beta-laktamaza (metalo-beta-lactamase); Mex - system efflux MDR
(multidrug efflux systems); MIC - minimalne stezenie hamujace (minimal inhibitory concentration);
Opr - biatko porynowe (outer protein); PBP - biatko wigzace penicyline (protein binding penicillin);
PDR - szczepy oporne na wszystkie antybiotyki (pandrug resistant strains).

WPROWADZENIE

Pseudomonas aeruginosa to oksydazododatnie, niefer-
mentujace laktozy, o matych wymaganiach odzywczych
Gram-ujemne pateczki. Wykazuja zdolno$¢ przezycia w
réznych, niekiedy skrajnych warunkach; pateczki P. aeru-
ginosa wzrastaja w srodowisku ubogim w sktadniki odzyw-
cze (woda destylowana) i w szerokim zakresie temperatur
(4-44°C). 1zolowano je z wéd glebinowych kopalni wegla
i wody morskiej o znacznym zasoleniu. Identyfikacja fe-
notypowa tego gatunku jest prosta, poniewaz pateczki P.
aeruginosa wytwarzaja barwnik fenazynowy zwany pio-
cyjaning o barwie niebieskiej. P. aeruginosa jest oportuni-
stycznym patogenem, ktéry rzadko wywotuje zakazenia u
0s6b zdrowych (np. wrzodziejace zapalenie rogéwki oka,
ztosliwe zapalenie ucha zewnetrznego - ,,ucho ptywaka”).
Zakazenia dotyczg przewaznie pacjentéw hospitalizowa-
nych w oddziatach: intensywnej terapii, oparzeniowym
i chirurgicznym [32]. Najbardziej narazeni na zakazenie
P. aeruginosa sa pacjenci z mukowiscydoza (CF - cystic fi-
brosis), neutropenig, immunosupresjg lub uszkodzonymi
barierami anatomicznymi [28]. Kolonizacja u pacjentéw
pateczek P. aeruginosa wzrasta wraz z czasem hospitalizacji
chorych i moze wynosi¢ nawet 81% [49]. Skolonizowani
chorzy sa waznym zrédlem rozprzestrzeniania sie tych
bakterii w érodowisku szpitalnym. Rezerwuarem pateczek
P. aeruginosa w szpitalach sa miejsca wilgotne, w ktérych
moze doj$¢ do zanieczyszczenia sprzetu szpitalnego, de-
zynfektantéw, lekéw i ptynéw infuzyjnych [32].

Zakres szpitalnych zakazeni P. aeruginosa u cztowieka jest
rozlegly, od powierzchownych do szybko postepujacej
sepsy. Pateczki P. aeruginosa sa odpowiedzialne za szpitalne
zakazenia uktadu oddechowego (pacjenci intubowani oraz

chorzy z zapaleniem ptuc, u ktérych stosuje sie sztuczna,
dlugotrwata wentylacje), uktadu moczowego, gtéwnie u
pacjentéw z zalozonym na state cewnikiem moczowym,
ran (szczeg6lnie chorzy oparzeni), zakazenia pacjentéw
po zabiegach operacyjnych i z zatozonymi cewnikami na-
czyniowymi oraz zakazenia pacjentéw z nowotworami
[32]. Pateczki P. aeruginosa maja wiele czynnikéw zjadli-
wosci, wéréd nich wyrdznia sie zwigzane z powierzchnia
komdrki bakteryjnej: lipopolisacharydy (LPS), fimbrie,
rzeski, $luz, lektyny oraz uwalniane na zewnatrz komérki:
egzotoksyne A, egzoenzym S, T, U i Y, alkaliczng proteaze,
proteaze typu 1V, elastaze typu A i B, neuraminidaze, fos-
folipaze hemolityczng i niehemolityczng oraz barwnik
piocyjanine. Kazdy z tych czynnikéw wirulencji wywo-
tuje inne objawy patologiczne w zaleznosci od miejsca
anatomicznego, w ktérym przebiega proces zapalny oraz
wplywa, poprzez réznorodne mechanizmy, na supresje
uktadu immunologicznego gospodarza [32,49,79]. Paleczki
P. aeruginosa charakteryzuje duza naturalna opornos¢ oraz
zdolno$¢é nabywania nowych mechanizméw opornosci
na antybiotyki. R6znorodno$é mechanizméw opornosci
u bakterii P. aeruginosa czyni je trudnymi do eradykacji
ze $rodowiska szpitalnego. Stad $miertelno$¢ pacjentéw
zwigzana z zakazeniami P. aeruginosa jest wysoka w po-
réwnaniu z zakazeniami o innej etiologii [16].

OPORNOSC P. AERUGINOSA NA ANTYBIOTYKI

Oporno$¢ pateczek P. aeruginosa na antybiotyki jest uwa-
runkowana wspdtwystepowaniem kilku niezaleznych od
siebie mechanizméw, m.in. aktywnego usuwania anty-
biotyku z komérki, tzw. systemem efflux (efflux pumps
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of multi-drug resistance), zmniejszonej przepuszczalno$ci
blony zewnetrznej i inaktywacji enzymatycznej antybio-
tyku. Oprécz opornosci naturalnej, u szczepéw P. aerugino-
satatwo dochodzi do rozwoju opornosci nabytej w wyniku
mutacji genéw kodowanych chromosomalnie oraz przez
nabywanie genéw oporno$ci na antybiotyki w procesie
zwanym horyzontalny transfer gendw [53].

Do czynnikéw przeciwbakteryjnych o znacznej aktywno-
$ci wobec P. aeruginosa zalicza sie nastepujace antybioty-
ki: karboksypenicyliny, ureidopenicyliny, cefalosporyny,
monobaktamy, karbapenemy, aminoglikozydy i fluoro-
chinolony [21].

Piperacylina i tikarcylina (ureidopenicyliny) sa czesto sto-
sowane w terapii zakazen wywotanych przez te bakterie,
chociaz tikarcylina w zakazeniach P. aeruginosa jest mniej
aktywna niz piperacylina. Mimo ze wiekszo$¢ cefalospo-
ryn jest nieskutecznych wobec tego patogenu, to jednak
ceftazydym (11l generacja cefalosporyn) i cefepim (IV ge-
neracja cefalosporyn), charakteryzuja sie potencjalnie
duzg aktywno$ciag w stosunku do szczepéw klinicznych
P. aeruginosa. Analiza wrazliwo$ci szczepéw P. aeruginosa
izolowanych w Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym
im. L. Rydygiera w Krakowie w 2005 roku wykazata naj-
wieksza skuteczno$é in vitro ceftazydymu. Brak aktywno-
$ci antybiotyku odnotowano tylko u 4,5% szczepdw [63].
Oporno$¢ P. aeruginosa na ceftazydym wystepuje jedynie
w oddziatach szpitalnych, gdzie antybiotyk jest nagmin-
nie stosowany, to jest w oddziatach leczacych chorych z
CF, chorych hematologicznych, oparzonych oraz w od-
dziatach intensywnej terapii [21]. Ciggle jednak odsetki
szczepdw P. aeruginosa opornych na ceftazydym nie sg wy-
sokie. W leczeniu zakazet o etiologii P. aeruginosa mozna
stosowac aztreonam (monobaktam), ktéry w odréznieniu
od penicylin nie wykazuje reakeji alergicznych. Doskona-
tym antybiotykiem w leczeniu zakazenr wywotanych przez
wielolekooporne szczepy (MDR - multidrug resistant stra-
ins) P. aeruginosa wytwarzajace beta-laktamazy pozostaja
karbapenemy. Sposrdd tej grupy antybiotykéw, merope-
nem wykazuje nieznacznie wieksza skuteczno$é niz imi-
penem. Z fluorochinolonéw wymienia sie ciprofloksacyne,
lewofloksacyne i gatifloksacyne, ale najlepsza aktywno$é
wobec P. aeruginosa ma ciprofloksacyna. Antybiotykami
aktywnymi wobec P. aeruginosa sg takze aminoglikozydy:
gentamycyna, tobramycyna i amikacyna [32]. W zwiazku
ztym, ze amikacyna jest stabym substratem dla enzymdéw
modyfikujacych aminoglikozydy, dlatego wykazuje zwy-
kle lepsza aktywno$é niz inne leki z tej grupy [85]. Uwaza
sie, ze leczenie skojarzone np. cefalosporyny o szerokim
zakresie dzialania i aminoglikozydy (amikacyna), w mniej-
szym stopniu wptywa na rozwdj opornosci niz stosowanie
jednego antybiotyku. Mimo to liczba szczepdw niewraz-
liwych na te antybiotyki wzrasta [56] do tego stopnia, ze
wykorzystuje sie polimyksyny, leki, ktérych stosowanie
jest ograniczone ze wzgledu na dziatanie nefro- i neuro-
toksyczne. Z grupy tych antybiotykéw w leczeniu zaka-
zeth wywolanych wielolekoopornymi szczepami P. aerugi-
nosa stosuje sie przede wszystkim kolistyne. Jednak i na
ten antybiotyk notuje sie rozwdj i rozprzestrzenianie sie

szczepSw opornych [22,58]. Mechanizmem opornosci P.
aeruginosa na polimyksyny jest nadmierne wytwarzanie
biatka porynowego blony zewnetrznej - OprH, blokuja-
cego wychwyt antybiotyku [22].

Chociaz wiekszo$¢ szczepdw pozostaje wrazliwa na lecze-
nie antybiotykami i antybiotykoopornos¢ dotyczy nielicz-
nej grupy szczepbw, to niepokoi to, ze grupa ta powieksza
sie. Badania, ktére byty przeprowadzone na prawie 14 tys.
szczepSw izolowanych od pacjentéw oddziatu intensyw-
nej terapii w USA, wskazuja na wzrost liczby szczepdw
wielolekoopornych P. aeruginosa, z 4 w 1993 r. do 14% w
2002 roku [64]. W latach 2005-2006 w grupie 448 szczepdw
izolowanych od pacjentéw szpitala dzieciecego w Chinach
stwierdzono 24,1% szczepéw MDR [18]. W pi$miennic-
twie wystepuje kilka definicji szczepéw MDR P. aeruginosa.
Karlovsky i wsp. [46] oraz Obritisch i wsp. [64] okreslaja
szczepy MDR jako oporne na trzy lub wiecej nastepujacych
antybiotykdéw: ceftazydym, ciprofloksacyna, gentamycy-
na, tobramycyna i imipenem. Wedtug Hausera i Srirama
[32] szczepy MDR sg oporne na piperacyline, ceftazydym,
imipenem, gentamycyne i ciprofloksacyne. Inni autorzy
podaja, ze sa to szczepy niewrazliwe na 5 sposréd 7 grup
antybiotykéw: penicyliny (karboksypenicyliny, ureidope-
nicyliny), cefalosporyny I1I generacji, monobaktamy, kar-
bapenemy, fluorochinolony, aminoglikozydy i polimyksy-
ny (kolistyna) [23]. Zdaniem tych autoréw szczepy MDR sg
wrazliwe jedynie na kolistyne i karbapenemy (CCOS - co-
listin-carbapenem-only-sensitive). Szczepy zdefiniowane
jako wrazliwe na kolistyne (COS - colistin-only-sensitive)
sg oporne na wszystkie antybiotyki z wyjatkiem kolistyny.
Natomiast szczepy PDR (pandrug resistant) okreslane sg
jako oporne na 7 grup antybiotykdéw tacznie z kolistyna.
Inni autorzy definiuja szczepy MDR jako te, ktére sg opor-
ne na trzy lub wiecej antybiotykéw, np.: amikacyna, cefe-
pim, piperacylina z tazobaktamem, tikarcylina z kwasem
klawulanowym oraz tobramycyna, i wskazuja 29,5% takich
szczepbw izolowanych od pacjentéw hospitalizowanych
w oddziale intensywnej terapii [25].

NATURALNA OPORNOSC P. AERUGINOSA NA ANTYBIOTYKI

Wszystkie szczepy P. aeruginosa niezaleznie od zrédta izo-
lacji majg ten sam fenotyp naturalnej opornoéci na an-
tybiotyki (penicylina G, aminopenicyliny, cefalosporyny
11 II generacji, makrolidy, tetracykliny, chloramfenikol,
chinolony, sulfonamidy, trimetoprim). Za to zjawisko od-
powiadajg trzy mechanizmy opornosci [40, 85]:

« zaburzenie barier przepuszczalnosci (zamkniecie kana-
téw porynowych, przez ktére antybiotyk wnika do ko-
mérki),

« aktywne usuwanie antybiotyku z komérki (system ef-
flux MDR),

« enzymy rozktadajagce bagdz modyfikujace antybiotyki.

Wykazano, ze za niewielkg przepuszczalnosé blony ze-
whnetrznej P. aeruginosa odpowiada biatko porynowe OprF,
przez ktére moga wnikaé tylko niskoczasteczkowe zwiazki
o wielkoci 5 tys. Da (1/100 przepuszczalnosci btony ze-
whetrznej Escherichia coli) [85]. Zdecydowanie wiekszg role
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w rozwoju naturalnej opornosci odgrywa wypompowywa-
nie antybiotyku poza komdérke, czyli tzw. systemy efflux
(blonowe biatka transportowe). Sg one statym elementem
komérki nabytym podczas rozwoju ewolucyjnego bakterii,
a nie konsekwencjg stosowania antybiotykéw. Obecne we
wszystkich drobnoustrojach, a ich liczba w komdrce jest
wprost proporcjonalna do wielko$ci genomu. Transpor-
tery pateczek P. aeruginosa naleza do rodziny RND (resi-
stance-nodulation-division) i grupy Mex (broadly-spe-
cific multidrug efflux systems). Jako Zrédto energii do
aktywnego eksportu lekédw z komérki wykorzystuja site
protonomotoryczna. ,,Pompy” wielolekowe sg kodowane
przez geny chromosomalne. Kazdy system aktywnie usu-
wa antybiotyki zkomérki bakteryjnej nalezace do réznych
grup chemicznych. Najlepiej poznanymi sg: MexAB-OprM,
MexCD-Opr]J, MexEF-OprN, MexXY-OprM, MexGMI-OpD i
MexVW. Zwlaszcza trzy pierwsze odgrywaja istotng role w
opornosci P. aeruginosa na antybiotyki [1,40,53,90].

Szczepy P. aeruginosa zawieraja chromosomalny gen kodu-
jacy beta-laktamaze typu AmpC, nalezaca do struktural-
nej klasy C wg Amblera i funkcjonalnej grupy 1 wg Bush.
Enzym wystepuje u pateczek z rodziny Enterobacteriaceae
oraz pateczek niefermentujacych i wykazuje aktywno$¢
wobec cefalosporyn 111 generacji. Ekspresja beta-laktama-
zy jest indukowana przez niektére beta-laktamy, gtéw-
nie cefoksytyne i imipenem. Aktywno$¢ cefalosporynazy
AmpC nie jest hamowana przez inhibitory beta-laktamaz
(kwas klawulanowy, sulbaktam, tazobaktam) [53,85].

NABYTA OPORNOSC P. AERUGINOSA NA ANTYBIOTYKI

Nabyta oporno$é moze by¢ wynikiem mutacji lub naby-
wania gendéw opornosci [53]. Mutacje gendéw odgrywaja
decydujaca role w $rodowisku, w ktérym nie dochodzi do
kontaktu komdrek bakteryjnych, natomiast horyzontalny
transfer gendw miedzy szczepami tego samego gatunku
bakterii, réznymi gatunkami, a takze rodzajami czy ro-
dzinami zachodzi w ekosystemach bogatych w drobno-
ustroje [66].

Oporno$¢ na beta-laktamy

Antybiotyki beta-laktamowe stanowig najliczniejszg i naj-
czesciej stosowana w terapii grupe antybiotykéw. Docelo-
wym miejscem wigzania beta-laktaméw sa biatka wiazace
penicyline (PBP - protein binding penicillin). Mutacje w
PBP prowadza do utraty powinowactwa antybiotyku do
miejsca dziatania [21]. Chociaz zmiany w biatkach wig-
zacych penicyline, gtéwnie PBP-1 i PBP-3 sg zwigzane z
oporno$cia na beta-laktamy u P. aeruginosa, to liczba do-
niesieni, ktérych autorzy opisuja ten typ mutantéw wéréd
klinicznych szczepdw, jest niewielka [52]. Swiadczy to o
tym, ze zmiany w PBP odgrywaja drugorzedna role w roz-
woju opornosci P. aeruginosa na te leki.

Pateczki P. aeruginosa zawieraja chromosomalna cefalo-
sporynaze typu AmpC, ktéra jest wytwarzana jedynie w
obecnodci antybiotyku (indukcja). Niebezpieczna sytu-
acja pojawia sie, gdy dochodzi do derepresji kodujgcego

go genu, polegajacej na cigglym wytwarzaniu beta-lak-
tamazy na wysokim poziomie (bez konieczno$ci indukeji
przez antybiotyk). Mutanty nadmiernie wytwarzajace
ten enzym wykazujg oporno$¢ na cefalosporyny I, 111 111
generacji, wszystkie penicyliny, w tym z inhibitorami
oraz na aztreonam. Derepresja tej beta-laktamazy spo-
wodowata znamienny wzrost zakazer wywotanych przez
P. aeruginosa. Catkowita derepresja genu ampC u P. aerugi-
nosa wystepuje znacznie rzadziej niz wéréd pateczek z ro-
dziny Enterobacteriaceae [62]. Czesto natomiast stwierdza
sie derepresje cze$ciowa wywotang przez kompleksowa
regulacje ekspresji genu ampC [30]. Liczne czynniki trans-
krypcyjne, w sktad ktérych wchodza ampR, ampDE, ampG
oraz trzy rézne geny ampD posredniczg w tej regulacji.
Uwaza sie, ze wysoki poziom ekspresji ampC jest wyni-
kiem 3-stopniowego mechanizmu obejmujacego mutacje
w trzech genach kodujacych beta-laktamaze. Ekspresja
ampC jest skoordynowana z represja trzech homologéw
ampD (ampD, ampDh2, ampDh3). Pierwszy etap obejmuje
ekspresje indukowang, ktéra wystepuje powszechnie u
dzikich szczepdw P. aeruginosa i odpowiada za natural-
ng opornos$¢é. Drugi etap to ekspresja hiperindukowana
charakteryzujaca sie opornoscia P. aeruginosa na beta-
-laktamy (pojedyncze mutanty ampD); kolejny wysoki
poziom ekspresji hiperindukcyjnej o znacznej oporno-
$ci na beta-laktamy, charakterystyczny dla szczepéw
klinicznych (podwéjne mutanty ampDampDh2) i ostatni
bardzo wysoki poziom, ponad tysiac razy wiekszy w po-
réwnaniu do dzikiego szczepu, ekspresji derepresyjnej
(potrdjne mutanty ampDampDh2ampDh3) [45]. Nadmier-
ne wytwarzanie AmpC jest najczestszym mechanizmem
prowadzacym do opornosci P. aeruginosa na penicyliny
(piperacylina, tikarcylina) i cefalosporyny (ceftazydym,
cefepim) [5,44]. Jest to takze wazny mechanizm (73%
szczepéw MDR) odpowiedzialny za zmniejszenie wrazli-
wosci klinicznych szczepSw P. aeruginosa na meropenem
(MIC 4 ug/ml) [34]. Istotng przyczyng nadekspresji AmpC
u szczepéw klinicznych tego gatunku jest inaktywacja
ampD albo przez mutacje, albo przez insercje dodatkowej
sekwencji DNA [5, 43].

Mutanty szczepdw P. aeruginosa wykazujace wzrost eks-
presji AmpC, bardzo czesto jednoczesnie charakteryzuja
sie nadmiernym wytwarzaniem bialek transportowych
[92]. U szczepdw klinicznych P. aeruginosa opisano liczne
systemy MDR usuwajgce beta-laktamy i biorace udziat w
opornosci nabytej na te antybiotyki [1,53]. Stwierdzono,
np. nadmierne wytwarzanie systemu MexAB-OprM i Me-
xXY [35]. Livermoore [53] wymienia dodatkowo system
MexCD-Opr] istotny w nabywaniu opornosci na antybioty-
ki beta-laktamowe. W$rdd 11 i 36% szczepSw P. deruginosa
izolowanych z krwi wykazano nadekspresje odpowiednio
systemu efflux MexAB-OprM i Mex XY-OprM. Byty one
odpowiedzialne za oporno$¢ na tikarcyline u szczepéw P.
aeruginosa izolowanych z 13 szpitali we Francji [12]. Stata
nadekspresja cefalosporynazy C i systemu MexXY-OprM
uszczepdéw P. aeruginosa wywotujacych bakteriemie, wply-
neta na oporno$¢ szczepdw nie tylko na liczne beta-lak-
tamy, m.in. cefalosporyny I1I generacji oraz cefepim, ale
réwniez na fluorochinolony i aminoglikozydy [35].
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Oprécz nadmiernego wytwarzania systemu efflux MDR
i enzymu AmpC, zmniejszenie przepuszczalno$ci blony
zewnetrznej jest waznym mechanizmem opornosci P.
aeruginosa na karbapenemy [77]. Oporno$¢ na imipenem
jest czesto zwigzana z mutacjami, ktére inaktywuja gen
oprD lub zmniejszaja jego ekspresje. Stwierdzono, ze utra-
ta biatka porynowego OprD, bioracego udziat w transpor-
cie antybiotyku do komérki, jest podstawowym mechani-
zmem opornosci P. aeruginosa na karbapenemy. Dotyczy
to opornosci szczepéw na imipenem (MIC 8-32 pg/ml)
oraz zmniejszonej ich wrazliwo$ci na meropenem (MIC
2-4 ug/ml) [65,85]. Dong i wsp. [18] stwierdzili, ze brak
genu oprD2 byt podstawg opornosci szczepSw P. aeruginosa
izolowanych od chorych dzieci na karbapenemy. Do po-
dobnych wnioskéw doszli Henrichfreise i wsp. [34], kté-
rzy zauwazyli, ze 82% szczepéw opornych na imipenem
nie wykazywato biatka OprD. Stwierdzono zwiazek mie-
dzy zmniejszong regulacja genu oprD i nadekspresja genu
mexEF-OprN a oporno$cia szczepdw na imipenem [95].
Podobnie rozwéj opornosci na meropenem P. aeruginosa
wymaga dwéch mutacji: nadekspresji systemu wypltywu
i eliminacji biatka OprD [53].

Poza opisanymi czynnikami majacymi wptyw na rozwdj
naturalnej i nabytej oporno$ci szczepéw P. aeruginosa na
beta-laktamy, istotne znaczenie ma réwniez horyzontal-
ny transfer genéw kodujacych beta-laktamazy [53,85].

Liczne beta-laktamazy sa penicylinazami, ale bez aktyw-
nosci wobec oksyiminocefalosporyn i karbapeneméw. Sg
to beta-laktamazy typu PSE (Pseudomonas-specific en-
zyme) [(PSE-1 (CARB-2), PSE-4 (CARB-1)], najwczes$niej
odkryte enzymy u P. aeruginosa. Nalezg do strukturalnej
klasy A i funkcjonalnej grupy 2c [8]. Profil substratowy
enzyméw obejmuje: karboksypenicyliny, ureidopeni-
cyliny i cefsulodyne. Sa wrazliwe na inhibitory beta-
-laktamaz (kwas klawulanowy, tazobaktam, sulbaktam)
[85]. PSE-1 jest powszechnie wystepujacg beta-lakta-
maza kodowang plazmidowo wéréd klinicznych szcze-
péw P. aeruginosa opornych na beta-laktamy. Ponad 58%
szczep6w klinicznych izolowanych z francuskich szpitali
miato gen bla,, , [6]. Enzym hydrolizuje karbenicyline
i chociaz przypuszczano, ze jest swoisty dla P. aeruginosa,
okazato sie, ze jest takze rozpowszechniony wérdéd innych
gatunkdéw bakterii [33].

Mutacje punktowe w genach kodujacych klasyczne en-
zymy, doprowadzity do powstania enzymdw o rozszerzo-
nym profilu substratowym (ESBL - extended spectrum
of beta-lactamases). Sa one wytwarzane gléwnie przez
szczepy szpitalne i czesto$é izolacji tych drobnoustrojéw
wigzana jest z nadmiernym stosowaniem antybiotykéw.
Problem ten dotyczy w wiekszym stopniu szpitali specja-
listycznych, wykonujgcych skomplikowane zabiegi tera-
peutyczne i badania diagnostyczne [21]. Enzymy ESBL
nalezg do strukturalnej klasy A i funkcjonalnej grupy 2b
[8]. Ich obecno$¢ warunkuje oporno$é P. aeruginosa nie
tylko na karboksypenicyliny i ureidopenicyliny, ale takze
na cefalosporyny o szerokim zakresie dziatania (ceftazy-
dym, cefepim, cefpirom) i aztreonam. Wykazujg niewiel-

kie powinowactwo do karbapenemdéw. Ich aktywno$¢ jest
hamowana przez kwas klawulanowy i tazobaktam [85].

Pierwsze enzymy ESBL zidentyfikowano i opisano w latach
90 XX w. Oprécz beta-laktamaz typu TEM i SHV, dobrze
poznanych u rodziny Enterobacteriaceae, u P. aeruginosa
wystepuja réwniez enzymy typu PER, VEB, GES/IBC i BEL
[53,85]. Wykazuja mate podobieristwo genetyczne, nato-
miast faczy je podobny profil substratowy. Wymienia sie
rézne warianty enzyméw typu TEM i SHV. Najwazniejsze z
nich to beta-laktamazy TEM-21, TEM-24 i SHV-2a. Sg one
aktywne wobec penicylin, cefalosporyn 111 i IV generacji
oraz monobaktamdw. Jest prawdopodobne, ze geny bla
ibla ,, wystepujace u P. aeruginosa zostaty przeniesione
w wyniku transferu horyzontalnego od réznych gatunkéw
enterobakterii [59,61].

Pierwszym zidentyfikowanym i doktadnie scharakteryzo-
wanym ESBL u P. aeruginosa byt enzym typu PER-1. Jest
on cze$ciowo hamowany przez inhibitory beta-laktamaz i
imipenem. Enzym jest odpowiedzialny za wysoki poziom
opornosci P. aeruginosa na ceftazydym. Wykazuje nato-
miast mata efektywno$¢ wobec piperacyliny oraz brak
aktywnoéci wobec karbapenemdéw [53]. Szczepy klinicz-
ne P. aeruginosa wytwarzajace enzymy typu PER-1 czesto
izoluje sie w Turcji, Wloszech, Belgii i Polsce [85]. W la-
tach 1998-1999 zanotowano w OIT szpitala we Wioszech
epidemie wywotana przez szczepy P. aeruginosa oporne na
piperacyling, aztreonam, ceftazydym i cefepim, u ktérych
stwierdzono gen bla,,, , [55].

Po raz pierwszy wyizolowano szczep P. aeruginosa wy-
twarzajacy enzym typu VEB we Francji w 1998 r. Cztery
lata pézniej w Tajlandii stwierdzono u 93% szczepéw P.
aeruginosa izolowanych od chorych hospitalizowanych
i opornych na ceftazydym, gen bla, ., , [29, 85]. Enzymy
typu VEB maja taki sam zakres substratowy, jak PER-1.

Beta-laktamaza typu GES (Guiana extended spectrum)
po raz pierwszy zostata wykryta u szczepu klinicznego P.
aeruginosa we francuskiej Gujanie [20]. Warianty tego en-
zymu (GES-1 i GES-2) stwierdzono takze we Francji, Bra-
zylii oraz Afryce Pd. GES-1 ma niski poziom aktywnosci
katalitycznej wobec wiekszo$ci substratéw i tatwo ulega
zahamowaniu w obecnosci kwasu klawulanowego i imi-
penemu. W odréznieniu od innych ESBL wykazuje duze
powinowactwo do cefalosporyn II generacji. Enzym typu
GES-2 (pochodna GES-1) ma natomiast swoisto$¢ karba-
penemazy. Jest 100 razy bardziej efektywny niz GES-1 w
hydrolizie imipenemu. Mimo to, jest to znacznie mniej-
sza aktywno$¢ niz metalo-enzymdw klasy B [11,75]. Nowe
pochodne GES-1 (GES-5 i GES-9) wykazuja wieksza aktyw-
no$¢ wobec penicylin i cefalosporyn o szerokim zakresie
dziatania oraz aztreonamu. Ich aktywno$¢ enzymatyczna
jest hamowana przez kwas klawulanowy, tazobaktam i
imipenem. Gen bla_,, , jest umiejscowiony w integronie
klasy 1, ktéry ma dodatkowo gen aacA4 kodujacy opor-
nos¢ na aminoglikozydy. Gen bla ., , jest réwniez w inte-
gronie klasy 1, ktéry ma dwie kopie sekwencji insercyjnej
z rodziny 1S1111. IBC-2 (obecnie GES-8) to inny wariant
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enzymu GES-1. Wytwarzanie tej beta-laktamazy skutkuje
oporno$cia na ceftazydym i inne oksyiminocefalosporyny.
Enzym jest wrazliwy na dziatanie kwasu klawulanowego,
tazobaktamu i imipenemu [71].

Kolejny ESBL klasy A zostat opisany w Belgii i nazwany
BEL-1. Enzym hydrolizuje szerokie spektrum cefalospo-
ryn i aztreonam, jego aktywno$¢ jest hamowana przez
kwas klawulanowy, tazobaktam, cefoksytyne, moksalak-
tam i imipenem. Kodujacy enzym gen bla,,, , jest czescia
integronu klasy 1, In 120, zlokalizowanego w transpozonie
chromosomu, ktéry zawiera trzy inne kasety genowe [72].

Nowe odkryte enzymy nalezace do klasy strukturalnej
A -typuKPC, wykazujg w odréznieniu od pozostatych ESBL
duza aktywno$¢ wobec karbapenemdéw. Wystepuja u licz-
nych gatunkéw z rodziny Enterobacteriaceae (Klebsiella pneu-
moniae, Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, E. coli, Citrobacter
frundii, Enterobacter spp., Serratia marcescens) [27,74]. Enzymy
te sg kodowane przez gen plazmidowy. W 2007 roku w Ko-
lumbii zostaty po raz pierwszy stwierdzone u trzech szcze-
pSw P. aeruginosa wyizolowanych od pacjentéw z zapaleniem
pluc. Szczepy wykazywaly duzy stopieni opornosci na imi-
penem i meropenem (MIC=256ug/ml) oraz nie wytwarzaty
metalo-beta-laktamaz z rodziny IMP i VIM. Byly wrazliwe
tylko na amikacyne i kolistyne [89].

Enzymy oksacylinazy (OXA) nalezg do klasy strukturalnej
D i grupy funkcjonalnej 2d [8]. Klasyczne enzymy OXA
(OXA-1,0XA-2, 0XA-10) zwykle nadajg oporno$é na amok-
sycyline i cefalotyne oraz majg wysoki poziom aktywno-
$ci hydrolitycznej wobec kloksacyliny, oksacyliny i me-
tycyliny. Hydrolizujg réwniez, ale w mniejszym stopniu,
karboksypenicyliny i ureidopenicyliny. Oksacylinazy o
szerokim dziataniu (zwlaszcza pochodne 0XA-10) hydro-
lizujg ceftazydym, ale réwniez cefotaksym, cefepim, az-
treonam i moksalaktam. Z wyjatkiem OXA-18, aktywnosé
tych enzymdw nie jest hamowana przez inhibitory beta-
-laktamaz i w zwiazku z tym nie dajg sie zidentyfikowad
metodami fenotypowymi stosowanymi w laboratoriach.
Wiekszo$¢ oksacylinaz o szerokim zakresie dziatania jest
kodowana przez geny umiejscowione w plazmidach lub
w integronie. Cecha ta powoduje, Ze tatwo dochodzi do
rozprzestrzeniania sie tych enzyméw [15,94].

Inna wazna grupa beta-laktamaz wystepujaca wsrdd kli-
nicznych szczepéw P. aeruginosa to karbapenemazy zwane
inaczej metalo-beta-laktamazami (MBL - metalo-beta-lac-
tamases) (w centrum aktywnym jest Zn?"), Wedtug Amblera
nalezg do klasy strukturalnej B [8]. Warunkujg one oporno$é
bakterii na wszystkie beta-laktamy w tym karbapenemy
[62]. Tylko monobaktam aztreonam nie jest hydrolizowa-
ny przez MBL. Cechg charakterystyczna metalo-enzymdw,
ktéra odréznia je od beta-laktamaz serynowych (penicylinaz
i oksycylinaz) jest ich podatno$¢ na inhibicyjne dziatanie
EDTA. Nie ulegajg one natomiast inaktywacji pod wptywem
inhibitoréw beta-laktamaz, tj. kwasu klawulanowego, tazo-
baktamu czy sulbaktamu [48]. Dotad opisano u P. aeruginosa
pie¢ nabytych grup strukturalno-ewolucyjnych enzyméw
MBL, tj. IMP, VIM, SPM, GIM oraz SIM [85].

Nie tak dawno zidentyfikowano w Indiach wéréd pateczek
z rodziny Enterobacteriaceae wyizolowanych od chorych
hospitalizowanych, enzymy NDM1 kodowane plazmido-
wo. Obecnie wykrywa sie je w wielu innych krajach (Pa-
kistan, Bangladesz, Singapur, USA, Kanada, kraje batkan-
skie), réwniez wérdd szczepbw P. aeruginosa [43].

Najliczniejszg grupe metalo-beta-laktamaz stanowia en-
zymy z rodziny IMP i VIM. Sa kraje, gdzie enzymy te sa
wykrywane nawet u 20% klinicznych szczepéw P. aerugi-
nosa, ale sa réwniez takie, gdzie rzadko dochodzi do ich
identyfikacji [26]. Od kiedy wiadomo, ze wykazujg fenotyp
,pan-resistant”, rozprzestrzenianie ich stato sie bardzo
niebezpieczne [57]. Najwieksze obawy zwigzane z tatwo-
$cig nabywania przez bakterie opornosci na karbapenemy
budzi pojawienie sie szczepdw szpitalnych majacych geny
opornosci na ruchomych fragmentach DNA (plazmidach,
integronach i transpozonach). Pierwszy ruchomy gen pla-
zmidowy kodujacy MBL zostat opisany w Japonii w 1988
roku i nadawat oporno$¢é P. aeruginosa na imipenem oraz
liczne cefalosporyny [91]. Od tego czasu wykryto u pate-
czek P. aeruginosa liczne warianty beta-laktamazy z ro-
dziny IMP, gléwnie w Azji oraz kilku rejonach Ameryki
i Europy [18,47,67,80,86]. Enzym hydrolizuje penicyliny,
cefalosporyny i imipenem. Producenci IMP-1 wykazuja
oporno$¢ na penicyliny, cefalosporyny i inhibitory beta-
-laktamaz i zréznicowany poziom opornosci na imipenem
(MIC od 4 do > 128 ug/ml) [4]. Geny kodujace IMP-1 znaj-
duja sie gtéwnie w klasie 113 integronéw i na plazmidach
oraz transpozonach, ktére niosg geny opornosci réwniez
na inne klasy antybiotykéw [47,86].

Kolejna rodzing MBL sg metalokarbapenemazy VIM.
Pierwszy enzym tej rodziny, VIM-1, zostat opisany w We-
ronie w 1997 r., stad pochodzi skrét nazwy enzymu (ve-
ronese imipenemase) [50]. Jest on kodowany przez geny
kasetowe zlokalizowane w klasie 1 integronéw, ktéra za-
wiera dodatkowo geny kodujace enzymy modyfikujace
aminoglikozydy (aacA4) [73]. Szczepy, ktére maja gen
bla,,,, ., charakteryzuja sie wysokim poziomem oporno-
$ci na karbapenemy (MIC>128 pg/ml) [92]. Opisano rézne
enzymy zrodziny VIM, ktére sg rozpowszechnione wsréd
szczepéw MDR P. aeruginosa [24,68,70].

Opornosé¢ na aminoglikozydy

Aminoglikozydy sa antybiotykami stosowanymi w lecze-
niu zakazen P. aeruginosa, przede wszystkim zapalenia
pluc u pacjentéw z CF. Leki te sg bakteriobdjcze i wykazuja
synergizm z innymi antybiotykami [76].

Oporno$¢ na antybiotyki aminoglikozydowe u pateczek
P. aeruginosa polega przede wszystkim na enzymatycznej
modyfikacji leku oraz na dziataniu transporteréw btono-
wych MDR aktywnie usuwajacych antybiotyk z komérki
[76]. Stwierdzono, ze u szczepéw klinicznych opornych na
aminoglikozydy moze wystepowaé, chociaz rzadko, gen
rmtA odpowiedzialny za kodowanie metylotransferazy
jednostki 16S rRNA. Jest to szczegélnie niepokojace, ze
wzgledu na umiejscowienie genu na ruchomych fragmen-
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tach DNA. Wytwarzanie metylazy skutkuje oporno$cia P.
aeruginosa na wszystkie aminoglikozydy podawane poza-
jelitowo (amikacyna, tobramycyna, isepamicyna, kanamy-
cyna, arbekacyna, gentamycyna) (MIC>1024ug/ml) [93].
Pochodnag tej metylazy jest enzym RmtD, zidentyfikowany
uszczepu P. deruginosa ,,pan-resistant” wyizolowanego od
pacjenta z Brazylii w 2005 r. Enzym nadaje opornos¢ na
aminoglikozydy z grupy deoksystreptaminy (amikacyna,
tobramycyna, gentamycyna) [17].

Inaktywacja aminoglikozyddw polega na ich modyfikacji
przez enzymy, ktére fosforylujg [fosfotransferaza amino-
glikozydowa (APH)], adenyluja [nukleotydotransferaza
aminoglikozydowa (ANT)] oraz acytyluja [acetylotransfe-
raza aminoglikozydowa (AAC)] antybiotyki. Enzymy mo-
dyfikujace aminoglikozydy sa kodowane plazmidowo oraz
wystepuja na innych ruchomych elementach DNA, ktére
niosg dodatkowe determinanty opornosci [76].

Fosforylacja aminoglikozydéw wywotana jest dziataniem
APH (3’) na grupe 3’-OH antybiotyku. Enzymy APH (3')-1
oraz APH (3')-11 nadajg oporno$¢ szczepom P. aeruginosa na
kanamycyne, APH (2”) - na gentamycyne i tobramycyne,
a APH (3')-VI inaktywuje amikacyne i izepamicyne [87].

Adenylacja aminoglikozydéw jest takze opisywana wéréd
opornych szczepéw P. aeruginosa. Powszechnie wystepu-
jaca nukleotydotransferazg jest ANT (27)-I [83]. Enzym
modyfikuje gentamycyne, tobramycyne, dibekacyne i
kanamycyne.

Inny sposdb inaktywacji aminoglikozyddéw to ich ace-
tylacja. Enzymy AAC (3) i (AAC (6") modyfikujace grupe
odpowiednio 3 i 6" aminowa (-NH,) razem z ANT (2),
reprezentujg najczestsze determinanty enzymatyczne
odpowiedzialne za oporno$¢ P. aeruginosa na aminogli-
kozydy [76]. AAC (3)-1 dziata gtéwnie na streptomycyne i
gentamycyne [78], natomiast AAC (6)-11 nadaje oporno$¢
na tobramycyne, gentamycyne i netylmycyne [82]. Geny
aac(3)iaac(6’) sa zwigzane z transpozonami i/lub integro-
nami zawierajacymi dodatkowo geny dla ESBL lub MBL
oraz geny kodujgce inne enzymy modyfikujgce antybio-
tyki aminoglikozydowe [20, 81].

Wsrdd 23% szczepdw klinicznych P. aeruginosa charak-
teryzujacych sie nabyta oporno$cia na aminoglikozydy
stwierdzono u 36,5% wytwarzanie AAC (6")-1, u 21,1% -
ANT (27)-1,u 7,7% - AAC (3)-1I, u 5,8% - AAC (3)-1iu 1,9%
szczepdw - enzyméw: AAC(6')-11 oraz AAC (7) [19]. Pra-
wie 47% szczepdw klinicznych P. aeruginosa serotypu 012
wytwarzalo AAC (6')-11; pozostale szczepy serotypu 012
wytwarzaly AAC (6')-11 z wspdtwystepowaniem barier
przepuszczalnosci lub AAC (6”)-111 APH (3/)-I1 lub oba en-
zymy jednoczesnie z barierami przepuszczalnosci. Z kolei
szczepy P. aeruginosa o serotypie 011 charakteryzowaly sie
obecnoécig ANT (27’) lub ANT (2”") i APH (3")-11 badZ obu
tych enzymdw jednoczesnie z barierami przepuszczalno-
$ci[69]. W Japonii zidentyfikowano szczep MDR P. aerugi-
nosa, ktéry charakteryzowat si¢ nowg klasa 1 integronu,
In 113, obecng na chromosomie. Zawierat geny kasetowe

bla,,, oraz nowy gen opornosci na aminoglikozydy aac(6’)-
I-ae wykazujacy aktywno$¢ 6-N-AAC; enzym ten odpo-
wiadat za oporno$¢ szczepéw na amikacyne, dibekacyne,
isepamicyne, kanamycyne, netylmycyne, sisomycyne i
tobramycyne [81].

Oprécz inaktywacji enzymatycznej, oporno$¢ na ami-
noglikozydy jest wynikiem dziatania systemu wyptywu
MDR. Stwierdzono, ze system MDR typu MexXY-OprM
moze aktywnie usuwa¢ aminoglikozydy. Nawet minimal-
ne stezenia aminoglikozydéw w $rodowisku, indukuja
ekspresje genu mexXY, odpowiedzialnego za przejscio-
wy i odwracalny fenotyp opornosci na aminoglikozydy
[35,76]. Sugeruje sie, ze u wiekszo$ci szczepédw opornych
na aminoglikozydy dochodzi do statej nadekspresji sys-
temu MexXY [34,41]. Zmiany w systemie efflux MexXY-
-OprM stanowig istotny mechanizm opornosci na ami-
noglikozydy wérdd szczepéw P. aeruginosa izolowanych
od chorych z CF [37].

Opornosé na fluorochinolony

Fluorochinolony wnikaja do komérki w wyniku bier-
nej dyfuzji przez kanaty porynowe (OmpF) i prowadza
do uszkodzenia struktury lipopolisacharydu na skutek
dziatania chelatujacego jony magnezu, ktére warunkuja
integralno$¢ LPS. Szczepy P. aeruginosa oporne na fluoro-
chinolony sa izolowane najczesciej od pacjentéw leczo-
nych z powodu zakazeri uktadu moczowego, zakazen drég
oddechowych (CF) oraz zapaleti kosci. Znacznie wiecej
szczepdw opornych na fluorochinolony stwierdza sie w
lecznictwie otwartym niz w szpitalu, ze wzgledu na ich
powszechne zastosowanie w ambulatoryjnym leczeniu
zakazen uktadu moczowego [21].

Mimo Ze wystepuja plazmidy niosgce geny opornoéci na
fluorochinolony, to mutacje w genach chromosomalnych
sg gléwna przyczyna opornosci P. aeruginosa na te synte-
tyczne zwigzki [3]. Mutacje w genie gyrA, prowadzace do
zmiany jednego aminokwasu w podjednostce A enzymu
gyrazy DNA (GyrA), odgrywaja szczegélnie istotng role w
opornosci szczepdw klinicznych [2]. Ponad 90% szczepdw
MDR P. aeruginosa wykazywato modyfikacje w GyrA [34].
Dodatkowe mutacje w genie gyrB (podjednostka B gyra-
zy) lub parC (topoizomeraza IV) podwyzszaja oporno$é na
fluorochinolony [2,51].

Mutacje w genach gyrA, parC oraz mexR byty podstawo-
wym mechanizmem nabywania opornosci na fluorochi-
nolony przez szczepy P. aeruginosa izolowane z wymazu
zrany i z moczu [51]. Na modelowym przyktadzie zapa-
lenia ptuc u szczura wywotanym przez P. aeruginosa, wy-
kazano, ze naduzywanie ciprofloksacyny sprzyja nade-
kspresji systemu typu MexEF-OprN, a trowafloksacyny
- MexCD-Opr] [42]. Nadmierne wytwarzanie tych dwéch
systeméw bylo charakterystyczne dla szczepéw P. aeru-
ginosa odpowiedzialnych za zapalenie ptuc u pacjentéw
z CF [39]. Systemy: MexAB-OprM i MexXY-OprM miaty
réwniez swéj udziat w opornosci klinicznych szczepéw P.
aeruginosa na fluorochinolony [76]. Nadekspresja czterech
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wymienionych systeméw efflux wraz z modyfikacja genu
gyrA wplyneta na brak wrazliwo$ci szczepéw P. aeruginosa
izolowanych od pacjentéw z CF oraz z innymi schorze-
niami ptuc [34].

GENETYCZNE PODSTAWY OPORNOSCI NA ANTYBIOTYKI

Oporno$é na antybiotyki u bakterii moze by¢ konsekwen-
cja mutacji genédw chromosomalnych (lub genéw regu-
latoréw), albo nabywania genéw opornosci od innego
drobnoustroju w procesie horyzontalnego transferu ge-
néw. Oporno$¢ nabyta w wyniku mutacji dotyczy bakte-
rii, ktére wzrastaja w miejscu zakazenia bez kontaktu z
innymi drobnoustrojami, potencjalnymi dawcami genéw
opornosci. Hipermutacje sg wynikiem licznych mutacj,
ktére prawdopodobnie sg korzystne dla szybkiej adaptacji
bakterii do heterogennego i zmieniajacego sie srodowi-
ska, np. ptuca u przewlekle chorych z CF [66]. Jeden klon
bakterii moze powodowa¢ zakazenie ptuc i kolonizowac je
przez lata [60]. Podczas zakazenia klon rozwija sie i naby-
wa catkowitg oporno$¢ na antybiotyki [9]. Rézne i liczne
mutacje sg niezbedne do rozwoju fenotypu MDR. Szczep
w celu nabycia opornosci na jedng grupe antybiotykéw
nierzadko podlega licznym mutacjom, np. oporno$¢é na
fluorochinolony jest uwarunkowana trzema mutacjami
w docelowych genach. Istnieje zatem korelacja miedzy
hipermutacja a MDR patogennych bakterii, w tym P. aeru-
ginosa [14].

Stwierdzono, ze 36% pacjentéw z CF jest kolonizowanych
przez hiperzmutowane szczepy P. aeruginosa, ktdre wyste-
powaly przez wiele lat w ich plucach [66]. Henrichfreise i
wsp. wykazali 50% hiperzmutowanych szczepéw P. aerugi-
nosa wyizolowanych od chorych z CF [34]. Ci sami autorzy
zauwazyli 30% hiperzmutowanych szczepéw P. aeruginosa
izolowanych od pacjentéw z innymi niz CF przewlektymi
chorobami ptuc. Podobne zaleznosci u pacjentéw z roz-
strzeniem oskrzelowym i przewlektym zapaleniem ptuc
odnotowali inni badacze [56]. Cao i wsp. stwierdzili w§réd
120 badanych szczepéw P. aeruginosa, 37,5% szczepSw hi-
perzmutowanych, ktére wytwarzaty beta-laktamazy typu
ESBL, AmpC i MBL [10]. Zmutowane szczepy izolowane
od pacjentéw z ostrymi zakazeniami nalezg do rzadkosci
[31]. Wydaje sie, ze hipermutacja jest zwigzana z rozwo-
jem opornoéci na antybiotyki u chorych z przewlektymi
zakazeniami. Mutacje bowiem wymagaja dtugiej obecno-
$ci bakterii w organizmie cztowieka [56].

Pateczki P. aeruginosa sa wolno zyjacymi bakteriami zdol-
nymi do wzrostu w wielu réznych ekosystemach. Z wyjat-
kiem beta-laktamazy chromosomalnej AmpC, obecnej u
wszystkich szczepdw P. aeruginosa oraz enzymu modyfi-
kujacego aminoglikozydy chromosomalnie kodowanego
u szczepéw PAO1 i PA14, pozostate enzymy inaktywujace
antybiotyki pateczki P. aeruginosa nabywaja od innych
bakterii w procesie horyzontalnego transferu genéw. Ten
mechanizm jest szczegdlnie niebezpieczny, powoduje bo-
wiem szybkie rozprzestrzenianie sie gendéw opornosci
umiejscowionych na plazmidach badZ na innych elemen-
tach ruchomych, takich jak transpozony i integrony, ktére

moga by¢ przekazywane nie tylko w obrebie jednego ga-
tunku drobnoustroju, lecz takze miedzygatunkowo. Pla-
zmidy zawierajgce geny opornosci na antybiotyki sg do-
brze poznane u P. aeruginosa [38]. Enzymy modyfikujace
aminoglikozydy sa czesto zwigzane z transpozonami i/
lub integronami. Te pozachromosomalne no$niki genéw
zawieraja dodatkowo inne determinanty opornosci, np.
geny kodujace ESBL i MBL [73]. Integrony charakteryzujg
sie duza zdolno$cia wiaczania i usuwania sekwencji ko-
dujacych w obrebie tzw. ruchomej kasety [84]. Stwarza
to mozliwo$é przenoszenia catych, duzych fragmentéw
DNA, ktére zawieraja kasety z genami opornosci na rézne
klasy antybiotykdéw. Integrony moga by¢ umiejscowione
zaréwno na plazmidach, jak i w chromosomie. Jednocze-
sna obecno$¢ réznorodnych determinantéw opornosci
w integronach wptywa na rozwéj opornosci P. aeruginosa
na liczne antybiotyki, w tym na aminoglikozydy i beta-
-laktamy [85]. Stwierdzono, ze integrony klasy 1 sg roz-
powszechnione zwlaszcza wérdd klinicznych szczepéw P.
aeruginosa. Chen i wsp. zidentyfikowali u 38% szczepéw
klinicznych pochodzacych z Chin klase 1 integrondw, kté-
ra zawierala pie¢ gendw kasetowych: aadB, aacé-11, bla
dfrA17 1 aadAs5 [14].

PSE-17

Kombinacja réznych mutacji, a takze nabywanie genéw
opornosci jest podstawa rozwoju licznych fenotypéw MDR
u P. geruginosa. Stwierdzono, ze szczepy MDR mogag wyka-
zywaé obecnoéé transpozonu zawierajacego gen kodujacy
PER-1 oraz chromosomalnej klasy 1 integronu zawiera-
jacego dwie kasety genéw kodujgcych ANT (27) i ANT
(3”). Mutacje w parC i gyrA oraz dodatkowo nadmierne
wytwarzanie systemu efflux MDR - MexXY, wyja$niaja
oporno$¢ na fluorochinolony. Ponadto stata nadekspresja
MexXY przyczynia sie takze do opornos$ci na amikacyne
[2,53,69]. Wszystko to wskazuje, ze oporno$¢ P. aeruginosa
na wiele antybiotykdw jest osiggana stopniowo, kolejno
przez nabywanie réznych genédw opornoéci (transfer ge-
néw, gtéwnie w $rodowisku nieklinicznym) oraz liczne
mutacje (podczas przewleklych zakazen).

PobsumowaNIE

P. aeruginosa jest groznym patogenem bakteryjnym ze
wzgledu na niewielkie wymagania odzywcze, duza zdol-
no$¢ przystosowania sie do $rodowiska, tworzenie réz-
nych czynnikéw zjadliwo$ci i dysponowanie rozmaitymi
mechanizmami chorobotwdrczo$ci. Bakterie te sg waz-
ng i czesta przyczyna zakazen szpitalnych, szczegblnie u
pacjentéw z grup wysokiego ryzyka. Jedna z podstawo-
wych przyczyn zwigzang z leczeniem zakazeti wywota-
nych przez P. aeruginosa jest oporno$¢ na szeroki zakres
antybiotykéw. Do antybiotykéw, ktére stosuje sie w zwal-
czaniu tych zakazen zaliczane sg przede wszystkim anty-
biotyki beta-laktamowe, aminoglikozydy i fluorochinolo-
ny. Jednak tatwo$¢ z jaka te bakterie nabywajg w szpitalach
oporno$¢ na uzywane przez dtugi czas i w duzych ilo$ciach
antybiotyki, powoduje powazne problemy epidemiolo-
giczne w szerzeniu sie zakazen oraz problemy terapeu-
tyczne. Dlatego tak wazne jest poznanie mechanizméw
powstawania u tych bakterii opornosci na antybiotyki.
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Tabela 1. Podstawowe mechanizmy opornosci na antybiotyki u szczepéw Klinicznych P aeruginosa

Mechanizmy opornosci

Bariery przepuszczalnosci

Enzymy inaktywujace antybiotyki

Zmiany w miejscu

dziatania
Enzymy Mutacje Metylacja
System efflux Beta-laktamazy modyfikujace wtopoizo-  ryboso-
aminoglikozydy merazach malna
 Penicylinazy ~ Oksacylinazy
Brak Nadek AAC  AAC ANT
Antybiotyki N MexAB  Mex(D MexEF  MexXY aceispresya 0 waskim oszerokim  ESBL MBL , .,
OprD AmpC ) ) @G- ) @)
zakresie zakresie
Beta-laktamy
Penicyliny + (+) (+) + + +
Cefalosporyny + + + (+) (+) +
Aztreonam + + + +
Imipenem + (+) (+)
Meropenem  (+) + (+)
GEN
— NET
Aminoglikozydy + GEN 108 +
T0B
AMK
Fluorochinolony + + + + +

AMK — amikacyna; GEN — gentamycyna; TOB — tobramycyna.
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