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Streszczenie

Antybiotyki sg obecnie wykorzystywane na szeroka skale nie tylko do zwalczania infekcji bakteryj-
nych, ale takze do celéw innych niz medyczne. Od wielu lat stosowane sa jako stymulatory wzrostu
trzody chlewnej, drobiu oraz w hodowlach ryb. W niezmienionej postaci trafiaja do $rodowiska
naturalnego, gdzie moga pozostawa¢ przez bardzo dhugi czas. Nadmierne wykorzystywanie anty-
biotykdw jest przyczyng gwattownego rozprzestrzeniania sie lekoopornosci wéréd bakterii cho-
robotwérczych i Srodowiskowych. Zaréwno w tkankach organizméw wyzszych jak i w wodach czy
glebach, antybiotyki czesto osiagaja stezenia okreslane jako subinhibicyjne - nizsze niz stezenia
hamujace wzrost drobnoustrojéw. Stezenia takie w znaczacy sposéb wpltywaja na aktywno$é wielu
genéw bakteryjnych przez zmiane poziomu ich transkrypcji, ale takze wzmaganie czesto$ci mutacji.
Powoduje to nabywanie przez bakterie wielu zmian, bedacych przejawem odpowiedzi komérki na
stres. Subinhibicyjne stezenia antybiotykéw indukuja takze transfer mobilnych elementéw gene-
tycznych na drogach horyzontalnego transferu genéw, co dodatkowo przyczynia sie do rozprze-
strzeniania genéw lekoopornosci, réwniez wérdd szczepéw srodowiskowych. Przedstawione dane
wskazuja na konieczno$¢ ograniczania i stalego monitorowania iloci uzywanych antybiotykéw,
mogacych stanowi¢ niebezpieczne zanieczyszczenie Srodowiska.

antybiotyki - opornosc - stezenia subinhibicyjne
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Summary

Nowadays antibiotics are broadly used not only for treatment of bacterial infections but also in
nonmedical applications. For many years they have been added as livestock and poultry growth
supplements, and they are applied similarly in fish farming. In basically unchanged form they may
get into the natural environment and remain there for a long time. Excessive use of antibiotics leads
to widespread of antibiotic resistance among clinical and environmental bacterial strains. Subin-
hibitory concentrations of antibiotics, which do not inhibit growth of bacteria, are often found in
soil, water or even in the tissue of different organisms. Such low concentrations affect many bac-
terial genes through changes in their transcription level and increase of the mutation rate, and as
aconsequence lead to many bacterial adaptations to environmental stresses. There is also evidence
that subinhibitory concentrations of antibiotics induce transfer of mobile genetic elements through
horizontal gene transfer pathways, and therefore enhance antibiotic resistance, also among envi-
ronmental strains. The analyzed data suggest the necessity of restriction and regular monitoring
of antibiotics, which may be considered as environmental pollutants.

antibiotics - resistance - subinhibitory concentrations
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WPROWADZENIE

Odkrycie antybiotykéw w pierwszej potowie ubiegltego
wieku i wprowadzenie ich do terapii choréb zakaZnych
cztowieka byto jednym z najwiekszych, historycznych
osiggnie¢ medycyny, ktére leglto u podstaw opracowania
sposobdw ratowania zycia i ochrony zdrowia milionéw
ludzi na catym $wiecie. Jednak w czasie 60 lat stopniowo
narastat problem opornosci bakterii na antybiotyki, wraz
z rosnaca, a w koficu masowg produkejg oraz powszech-
nym ich stosowaniem w medycynie, ale takze w celach
niemedycznych, np. do hodowli w rolnictwie. Ocenia sie
bowiem, Ze roczna, §wiatowa produkcja antybiotykdw
wynosi obecnie 100-200 tys. ton, a w latach 1940-2010
wyprodukowano, w skali §wiata, az ponad 1 milion ton
tych preparatéw [7,71]. Zjawisko lekoopornosci, odkryte
po raz pierwszy w potowie lat 30 ub.w. dla sulfonamiddw,
aw drugiej potowie lat 40 dla penicyliny i streptomycy-
ny, stato sie obecnie globalnym problemem i ogromnym
zagrozeniem. Rozprzestrzenianie lekoopornosci obser-
wuje sie mimo ogromnego postepu badan poznawczych
jaki dokonat sie w ostatnich 15-20 latach w dziedzinie
genetyki i biologii molekularnej bakterii chorobotwor-
czych i srodowiskowych, w tym szczegdlnie w genomice
i metagenomice, proteomice czy inzynieri genetycznej.
Wecigz jednak nie mamy wystarczajacej wiedzy na temat
réznych czynnikéw $rodowiskowych, a takze na temat
ztozonosci wielu mechanizmdéw komérkowych i moleku-
larnych, ktére sa bezposrednio lub posrednio zwigzane ze
zjawiskiem opornosci bakterii na antybiotyki naturalne,
pélsyntetyczne i syntetyczne, w tym takze na antybiotyki
najnowszej generacji. Wcigz nie mamy pelnej wiedzy na
temat drég i mechanizmdw transmisji gendw lekoopor-
no$ci w réznych niszach i populacjach bakterii chorobo-
twérczych oraz §rodowiskowych. Nie wiemy doktadnie,
co czyni okre$lone gatunki szczegSlnie podatnymi na na-
bywanie genéw lekoopornosci, a jakie bariery ograniczaja
transmisje takich genéw u innych gatunkéw. Nie ma tak-
ze petnej odpowiedzi na pytania - jakie czynniki $rodo-
wiskowe i molekularne mechanizmy decyduja o tym, ze
okreslone geny lekoopornosci podlegajg transmisji z duza
czestotliwoscig, za$ inne ze znacznie mniejsza, dlaczego
jedne z nich podlegaja transmisji tacznie, a inne oddziel-
nie. Wciaz brak jest jednoznacznych dowodéw na temat
ekologicznej roli producentéw antybiotykéw oraz pro-
dukowanych przez nie réznych substancji antybiotycz-
nych. Co wiecej, narasta wiedza dowodzaca, ze antybio-
tyki w srodowiskach naturalnych nie sg wytacznie bronia

w walce z konkurentami, lecz moga spetniaé takze inne,
wazne funkcje jako czasteczki sygnatowe lub egzogenne
zrédla wegla i energii [25].

W oparciu o dane literaturowe w artykule dyskutowane
beda wyniki do§wiadczalne oraz opinie specjalistéw na
temat wyzej sygnalizowanych, réznych aspektéw zjawiska
opornosci bakterii na antybiotyki. Uwaga skoncentrowa-
na zostanie na bardzo czesto poruszanych problemach
dotyczacych Zrédet i biologicznych skutkéw zwigzanych
z obecnoscig antybiotykéw w srodowiskach naturalnych,
a takze skutkéw ich dziatania na bakterie w stezeniach
subinhibicyjnych (subinhibitory concentration, SI). Na
podstawie wynikéw opublikowanych w ostatnich kilku
latach podjeto dyskusje - czy antybiotyki w subinhibicyj-
nych stezeniach dziataja wytacznie jako czynniki selek-
cjonujace w populacjach bakterii szczepy oporne, czy tez
moga réwniez aktywnie generowal fenotypowa i gene-
tyczng zmienno$¢ bakterii, spelniajac funkcje modulato-
réw metabolicznej aktywnosci, niekiedy za$ mutagendw
lub stymulatoréw wzmagajacych procesy horyzontalnej
transmisji gendw lekoopornosci.

zR()DtA 1 SKUTKI OBECNOSCI ANTYBIOTYKOW W SRODOWISKACH
NATURALNYCH

Narastanie lekoopornosci wérdd bakterii przez lata sku-
piato uwage badaczy gtéwnie na zagadnieniach zwia-
zanych z klinicznymi aspektami tego zjawiska, bez ja-
kosciowej i iloSciowej analizy obecnosci i znaczenia
antybiotykéw w $rodowisku. Dopiero w ciggu ostatnich
kilku lat obserwuje sie zwiekszone zainteresowanie zagro-
zeniami jakie niesie skazenie srodowiska réznymi lekami,
w tym zwlaszcza antybiotykami. Obecno$¢ tych ostatnich
stwierdza sie w réznych ilo$ciach w glebie, w wodach po-
wierzchniowych, gruntowych, w osadach dennych, ale
takze w wodzie pitnej [50].

Obecno$¢ antybiotykéw w wymienionych srodowiskach
jest skutkiem zaréwno aktywnosci zasiedlajacych je pro-
ducentéw tych zwigzkdw, jak i wynikiem okreslonych
dziatari cztowieka.

Sugeruje sie, ze antybiotyki sa wytwarzane przez mikro-
organizmy $rodowiskowe od 500 milionéw lat, a ich nie-
ktére chemiczne komponenty, np. niezwykte aminokwasy,
moga by¢ nawet ewolucyjnie starsze. Wspdtczesne osia-
gniecia genomiki i metagenomiki w poznawaniu §wiata
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mikroorganizméw $rodowiskowych wskazuja, ze popu-
lacje tych drobnoustrojéw maja zdolno$¢ wytwarzania
ogromnej liczby matych, biologicznie aktywnych czaste-
czek chemicznych, zwanych parwomem (parvome), o bar-
dzo zréznicowanej aktywnosci. Dla przykladu, ogromna
taksonomiczna grupa bakterii nalezaca do Actinobacteria,
obejmujaca bardzo rézne rodzaje, wytwarza w warunkach
naturalnych miliony aktywnych biologicznie molekut,
z ktérych wiekszosci nie mozna, jak dotychczas, wykryé
w warunkach hodowli laboratoryjnych. Zaledwie niewiel-
ka cze$¢ z nich zostata dotychczas zidentyfikowana jako
zwigzki o charakterze antybiotykdéw [9,28,36,91]. Szacuje
sie, ze wyizolowano i scharakteryzowano tylko 1% anty-
bakteryjnych zwigzkéw wytwarzanych w naturze i tylko
10% naturalnie wytwarzanych antybiotykéw [33].

Gtéwnym, naturalnym rezerwuarem drobnoustrojéw
zdolnych do syntezy antybiotykdw jest gleba zasiedla-
na przez antybiotykotwdrcze bakterie i grzyby [30,72].
Najbogatszym zrédtem antybiotykéw w glebie sa pro-
mieniowce, zwlaszcza nalezace do rodzaju Streptomyces,
ktérego przedstawiciele uznawani sa za organizmy naj-
bardziej aktywne w wytwarzaniu antybiotykéw [9,89].
70% znanych antybiotykdw jest wytwarzanych przez ten
rodzaj promieniowcédw [12,34]. Antybiotyki sa wytwarza-
ne takze przez inne bakterie, takie jak: Bacillus polymyxa,
B. licheniformis, Pseudomonas fluorescens oraz przez grzyby
np. Penicillium chrysogenum, Fusidium coccineum, F. griseum
[72,75]. Wspomniana wcze$niej gleba nie jest jedynym
$rodowiskiem, z ktérego izoluje sie organizmy zdolne
do syntezy zwigzkéw antybakteryjnych. Poszukiwania
nowych, aktywnych pod tym wzgledem drobnoustrojéw
zaowocowaly w ostatnich latach doniesieniami o izolacji
takich szczepédw réwniez ze $rodowisk wodnych np. wéd
i osadéw jeziora Tana w Etiopii [34] czy morskich wéd
u wybrzeza Indii [87].

Naturalnie produkowane antybiotyki (lub ich pétsyn-
tetyczne pochodne) stanowiag zdecydowang wiekszo$¢
(ponad 80%) w ogélnej liczbie dostepnych w sprzedazy
antybiotykéw: 70 spo$rdd 90 dostepnych w latach 1982-
2002 [72,78].

Nie ma wiec dzisiaj watpliwo$ci, ze w $rodowiskach na-
turalnych znajduje sie ogromna pula réznorodnych an-
tybiotykéw wytwarzanych przez zasiedlajace je bakterie
i grzyby. Trudno jest jednak oceni¢ w danej niszy ekolo-
gicznej ich stezenie i wszystkie spetniane przez nie funk-
cje biologiczne [4,67,93].

Oprécz antybiotykéw wytwarzanych przez naturalnych
producentéw pula antybiotykéw w srodowisku w spo-
s6b znaczacy powieksza sie w wyniku kontaminacji gleb,
wdd czy $ciekéw antybiotykami wykorzystywanymi na
bardzo szeroka skale przez cztowieka. Jakie sg powody
takiego ogromnego zapotrzebowania na antybiotyki, ich
zuzycia i w efekcie skazenia nimi srodowiska? Od cza-
séw odkrycia penicyliny przez Fleminga, antybiotyki sa
stosowane w medycynie oraz weterynarii do zwalczania
choréb bakteryjnych ludzi oraz zwierzat. Alarmujace do-

niesienia o szerzeniu sie lekoopornosci wéréd patogenéw
bakteryjnych sprawiaja, ze obecnie aplikowanie anty-
biotykéw przez klinicystéw coraz cze$ciej ma charakter
terapii celowanej, stosowanej po zidentyfikowaniu czyn-
nika etiologicznego danej jednostki chorobowej. Niestety,
brak takiego racjonalnego postepowania obserwuje sie
w przypadku wykorzystywania antybiotykéw - i to na
bardzo szeroka skale - w celach innych niz medyczne:
wrolnictwie, do hodowli zwierzat, a zwlaszcza ryb [32,52].
Obecnie szacuje sie, ze zuzycie antybiotykéw w celach nie-
medycznych dwukrotnie przewyzsza ich wykorzystanie
w lecznictwie ludzi [1].

Stosowane w rolnictwie od lat 50 ub.w. antybiotyki miaty
za zadanie przede wszystkim profilaktyke i pobudzenie
wzrostu oraz zwiekszenie wydajnosci produkeji zwierzat
hodowlanych, stad nazwano je antybiotykowymi stymula-
torami wzrostu (ASW) [24,31,76]. Opisana stymulacja spo-
wodowana jest przez zwalczanie jelitowych patogenéw
zwierzgt - w tym enterokokdw - wywotujacych przewle-
kty niezyt jelit zwierzat hodowanych, a w konsekwencji
lepsze wchtanianie sktadnikéw pokarmowych, a przez to
lepsze wykorzystanie paszy i obnizenie kosztéw jej zuzy-
cia. W krétkim czasie nagminne stato sie przepisywanie
antybiotykdéw przez lekarzy weterynarii tylko w tym celu
- bez wskazan leczenia schorzeri bakteryjnych (w Danii
w latach 90 ub.w. 2/3 wszystkich antybiotykéw stoso-
wanych w hodowli $§wifi i az 90% w hodowli drobiu) [1].
Oprécz hodowli trzody chlewnej, bydta, krélikéw i drobiu
niektdre antybiotyki, np. oksytetracyklina, streptomy-
cyna, stosowane sa réwniez w celach profilaktycznych
w uprawach ro$lin i owocéw oraz hodowli pszczét [50,68].
Do antybiotykéw najczesciej stosowanych w rolnictwie
nalezaty badZ wcigz naleza: penicylina, chlorotetracykli-
na, oksytetracyklina (szeroko stosowane m.in. w Polsce),
erytromycyna, awoparcyna, bacytracyna, wirginiamycy-
na, kolistyna i inne [76]. Bardzo czesto, antybiotyki stoso-
wane w rolnictwie byly tymi samymi, ktérych uzywano
w lecznictwie ludzi [4].

Szeroko i bardzo czesto w sposéb niekontrolowany stosuje
sie antybiotyki réwniez w hodowlach zwierzat wodnych,
zwlaszcza ryb, matz i krewetek. Farmy ryb zaktadane na
przybrzeznych, stonych wodach wielu krajéw (USA, Kana-
da, Norwegia, Chile, Chiny, Tajlandia, Wietnam, Taiwan)
maja niekiedy bardzo duze powierzchnie i prowadza in-
tensywne hodowle. Na farmach tych zuzywa sie w celach
profilaktycznych ogromne ilo$ci antybiotykdw, ktére sa
bezposrednio dodawane do wody, co lokalnie powoduje
znaczny wzrost stezenia antybiotykéw zaréwno w toni
wodnej, jak i w osadach dennych, bezpo$rednio pod far-
mami i w ich okolicy. Tysigce ton antybiotykdéw, ktére co-
rocznie aplikowane sg na ograniczone przestrzenie wod-
nych farm, powoduja zaleganie niewyobrazalnych ilosci
tych zwigzkdw, przez niespodziewanie dtugi okres czasu.
Jako przyktad mozna w tym miejscu poda¢ liczby doty-
czgce zuzycia antybiotykéw w Chile: w 2007 r. na wypro-
dukowanie 1 tony tososia zuzywano tu 1500 razy i 8 razy
wiecej niektérych antybiotykéw oraz fluorochinolonéw
niz odpowiednio w Norwegii i Kanadzie! Z 940 ton anty-
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biotykdw zuzytych w podanym roku w celach weteryna-
ryjnych, zdecydowana wiekszo$¢ stanowily te zuzyte do
hodowli tososia. Z osadéw dennych wraz z pradami wod-
nymi antybiotyki mogg sie rozprzestrzeniaé na znaczne
odlegtosci i tym samym zanieczyszczaé wody, ktére nie
stykajg sie z farmami [17,50,52,53,66].

Do $rodowiska trafiaja takze antybiotyki stosowane w ho-
dowli bydta, trzody chlewnej lub drobiu. Wydalane przez
zwierzeta, jako nawdz (obornik, gnojowica) wcigz bar-
dzo czesto sg rozprowadzane przez farmeréw na pola
[49,51,76]. W ten sposéb zanieczyszczaja glebe. Zaleznie
od grupy lekéw, sktadu mikroflory gleby i panujacych
warunkéw preparaty te moga podlegaé w $rodowisku
biodegradacji, jednak wiele z nich (sulfonamidy, fluoro-
chinolony, tetracykliny) ulega sorpcji na czastkach gleby,
co znacznie utrudnia i spowalnia te procesy. Antybiotyki
pozostajace w glebie moga tatwo dostawaé sie do wéd
powierzchniowych. W obszarach rolnych zanotowano
obecnosé antybiotykéw nawet w wodach gruntowych,
cho¢ w zdecydowanie mniejszych stezeniach [10,88].

Co dzieje sie z antybiotykami podawanymi w takiej ilo$ci
ludziom i zwierzetom? Czy zwigzki te ulegaja w catosci
przemianom metabolicznym? Co dzieje sie z antybiotyka-
mi dodawanymi bezposrednio do wody, ktére jak tatwo sie
domysli¢, nie sa w 100% spozyte przez zwierzeta? Przyjeta
przez cztowieka lub zwierze dawka antybiotyku w pro-
cesach metabolicznych ulega degradacji w przedziale od
10-90%. Pozostata ilo$¢ leku w postaci niezmienionej, czy-
li wciagz aktywnej, wydalana jest z odchodami. Stad, jesli
pochodzi od ludzi, trafia do $ciekéw komunalnych lub do
szpitalnych systemdw $ciekowych. Brak wiedzy na temat
zagrozen zanieczyszczenia $rodowiska antybiotykami jest
takze niestety przyczyna sptukiwania do kanalizacji nie-
wykorzystanych lub tez przeterminowanych preparatéw,
co dodatkowo zwieksza ich ilo$¢ w $ciekach. W licznych
badaniach wykazano, ze wiekszo$¢ stosowanych antybio-
tykéw nie ulega catkowitej eliminacji podczas tlenowych
i beztlenowych proceséw biodegradacji stosowanych
w oczyszczalniach $ciekéw. Cze$¢é antybiotykéw moze
by¢ w nich takze usuwana metodami fizyko-chemicznymi
(sorpcja, filtracja na weglu aktywnym, metoda fotokatali-
tyczna), ktére sg jednak metodami kosztownymi, a ponad-
to w réznym stopniu skutecznymi wobec poszczegdlnych
grup lekéw [62,73]. Niezdegradowane lub niewyelimino-
wane antybiotyki wraz z oczyszczonymi $ciekami dostaja
sie nastepnie do wéd powierzchniowych zanieczyszczajac
je.Migracja z pradem powierzchniowych wéd ptynacych
sprawia, ze rozprzestrzeniaja si¢ one w srodowisku i bywa
ze przenoszone sa w miejsca, wydawatoby sie zupetnie
pozbawione mozliwo$ci ich wystepowania. Pozostajace
w $rodowisku naturalnym antybiotyki moga tez ulegad
biodegradacji, stajac sie dla niektérych drobnoustrojéw
zrédtem sktadnikéw odzywczych. Szybkos¢ degradacji
w $rodowisku zalezy od réznych czynnikéw, takich jak np.
jego sktad - zwlaszcza sktad mikroflory, temperatura, wil-
gotno$é [25,66]. Antybiotyki syntetyczne i pSlsyntetyczne
np. fluorochinolony, mniej podatne na procesy bakteryj-
nego rozktadu, sg usuwane ze srodowiska w mniejszym

stopniu i czesto po znacznie dtuzszym okresie czasu (ci-
profloksacyna - po 3 miesigcach, a kwas oksolinowy po
5 miesigcach i to tylko w 20%) [85]. Ponadto trzeba pa-
mietaé, ze mimo zachodzacych proceséw degradacji, nie-
ktére srodowiska naturalne w sposéb ciagly sa zasilane
zanieczyszczeniami zawierajacymi antybiotyki (odpty-
wy oczyszczonych $ciekéw poszpitalnych, z gospodarstw
hodowlanych) co powoduje ich state utrzymywanie sie
i rozprzestrzenianie.

Jakie sa biologiczne skutki obecnosci antybiotykéw w $ro-
dowisku? Z punktu widzenia ekologii srodowiska, jesli
stezenie antybiotykéw lokalnie osigga stezenie hamujg-
ce wzrost drobnoustrojéw, np. w wyniku wspomnianej
sorpcji w glebie, nagromadzenia w osadach - moze docho-
dzi¢ do zmiany w sktadzie mikroflory danego srodowiska.
W ten sposdb zakltécona zostaje réwnowaga biologiczna
danego ekosystemu, co prowadzi do zaburzen w cyklach
krazenia w przyrodzie wielu pierwiastkéw chemicznych,
w tym biogennych. Zmienione lub zablokowane zostaja
np. procesy samooczyszczania wod czy gleb. Nagroma-
dzenie materii organicznej na skutek zmiany dynamiki
rozwoju poszczegblnych grup mikroorganizméw moze
doprowadzi¢ do deficytéw tlenowych, powstawania wa-
runkéw beztlenowych i gromadzenia szkodliwych ga-
z6w, ktére staja sie dodatkowym czynnikiem limitujacym
w $rodowisku [50].

Niebezpieczetistwem jest takze obecno$é antybiotykéw
w produktach i surowcach pochodzacych z réznych zwie-
rzat hodowlanych, spozywanych przez cztowieka. Bez-
posrednie zagrozenie polega na wywotywaniu reakcji
alergicznych (np. penicylina), rakotwdrczych (oksyte-
tracyklina, furazolidon), nefropatii (gentamycyna) oraz
negatywnym wplywie na naturalng mikroflore jelita czto-
wieka [26,66,76]. Przedstawiciele §rodowisk rolniczych
protestujacy przeciwko ograniczaniu stosowania antybio-
tykéw w celach hodowlanych twierdza, ze do eliminacji
antybiotykdw z tkanek zwierzecych wystarczy stosowanie
zasad wlasciwej praktyki weterynaryjnej i hodowlane;
(dawkowanie lekéw zgodnie ze wskazaniami, przestrze-
ganie okreséw karencji po podaniu leku). Jednak obecny
stan wiedzy na temat stopnia degradacji lekéw w tkan-
kach, ale tez bardzo czestego niestosowania sie hodow-
c6éw do prawnych regulacji o zastosowaniu antybiotykéw,
potwierdza stuszno$¢ dgzeti do ograniczania ich uzycia.

Sposréd wszystkich negatywnych konsekwencji wywoty-
wanych obecnos$cig antybiotykdéw, do najbardziej niepo-
kojacych i zarazem najintensywniej badanych w ostatnim
dziesiecioleciu nalezy narastajaca lekooporno$¢ mikro-
organizméw. Wedtug klasycznej teorii, obecne w $rodo-
wisku wzrostu drobnoustrojéw antybiotyki selekcjonu-
ja oporne mutanty, noszace geny lekoopornosci, w tym
takze geny dotad nieznane [52,53]. Dlugo uwazano, ze
jedynym powodem wzrostu liczby lekoopornych szcze-
péw jest istnienie takiej presji selekcyjnej. Okazato sie
jednak, ze nawet bakterie, ktére nie byty poddawane dzia-
taniu antybiotykdéw stawaly sie oporne. Z czasem stato sie
pewnym, ze przyczyna tego jest istnienie horyzontalnego
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transferu genéw (HTG) miedzy drobnoustrojami, ktéry za
pomoca mobilnych elementéw genetycznych moze za-
chodzi¢ réwniez miedzy gatunkami niespokrewnionymi
ze soba [4,7,11,78]. Szybkie rozprzestrzenianie sie genéw
lekoopornos$ci wérdd chorobotwdrezych szczepéw bakte-
rii przektada sie na wzrost czestosci zachorowar i zgonéw
ludzi. Wedlug danych Europejskiego Centrum Prewencji
i Kontroli Zakazeti (EDCD) oraz Europejskiej Agencji Le-
kéw (EMA) z 2009 r., w Unii Europejskiej rocznie ponad
25 tysiecy ludzi umiera na skutek choréb wywotywanych
przez lekooporne szczepy bakterii [44]. W ostatnich latach
pojawia sie réwniez coraz wiecej doniesiefi na temat prze-
noszenia genéw lekoopornosci przez HTG takze wérdd
drobnoustrojéw srodowiskowych oraz komensalnych, co
oczywiscie stanowi powazny problem w szeroko pojetym
zjawisku lekoopornosci [19,20,43,64].

Przedstawione dane sprawity, Ze rozpoczeto monitoro-
wanie ilo$ci zuzycia antybiotykéw przez cztowieka. Po-
stepowanie takie w dalszej kolejno$ci doprowadzito do
wprowadzania w niektérych krajach zakazu stosowania
antybiotykowych stymulatoréw wzrostu. Pierwszym ta-
kim europejskim krajem byta Szwecja (1986 r.). Waznym
krokiem w ograniczeniu uzycia antybiotykéw byto wpro-
wadzenie przez Unie Europejska w 1998 r. zakazu stosowa-
nia jako ASW tych lekéw, ktdre stosowano w lecznictwie
ludzi. 0d 2006 r., we wszystkich krajach cztonkowskich
Unii Europejskiej, obowiazuje zakaz stosowania jakichkol-
wiek antybiotykowych stymulatoréw wzrostu [1,66,76].
Niestety w wielu pozaeuropejskich krajach stymulacja
wzrostu zwierzat hodowlanych antybiotykami oraz Zle
rozumiana i prowadzona profilaktyka choréb zakaznych
nadal sg prowadzone w sposéb niekontrolowany. W USA
nadal dla uzyskania 1 kg miesa lub jaj uzywa sie 300 mg
antybiotykéw [1]. Sposrdd okoto 16 tys. ton wyproduko-
wanych rocznie w tym kraju antybiotykéw tylko okoto
30% jest stosowanych w leczeniu ludzi i zwierzat. Aktyw-
no$¢ $rodowisk zainteresowanych ograniczeniem ilo$ci
stosowania w tym kraju antybiotykéw, powoli zaczyna
przynosi¢ rezultaty w postaci konkretnych propozycji
rozwiazan i regulacji mozliwo$ci uzycia antybiotykéw
w rolnictwie [5]. Podobnie brak jest kontroli wykorzy-
stywania antybiotykéw w rolnictwie np. w Rosji, w Chile
czy w Chinach [49]. Co grozZniejsze, istnieja pafistwa, np.
Sudan, w ktérych antybiotyki sa dostepne w aptekach bez
recepty i sg stosowane w leczeniu ludzi, zwierzat i w rol-
nictwie w sposéb nieograniczony i zupehie niezrozumiaty
dla chorych czy wtascicieli farm [32].

SUBINHIBICYINE STEZENIA ANTYBIOTYKOW JAKO MODULATORY
AKTYWNOSCI WIELU GENOW BAKTERYINYCH

0d lat dyskutowana jest rola jaka pelnia antybiotyki,
zwlaszcza te pochodzgce od naturalnych producentéw.
Ze wzgledu na ich antybakteryjne wtasciwo$ci pierw-
$za nasuwajacg sie hipoteza byta oczywiscie ta o ich roli
w konkurencji miedzy mikroorganizmami. Niewiele jest
jednak doniesiet, ktére potwierdzatyby stuszno$¢ takiej
hipotezy, zwlaszcza ze w wodach, glebach, osadach (na
terenach niedotknietych opisang w poprzednim rozdziale

dziatalno$cia cztowieka) stezenia antybiotykéw sa wie-
lokrotnie nizsze od stezeth hamujacych wzrost drobno-
ustrojéw, znanych z zastosowari klinicznych [50,54,66].
Réwniez te zwiazki, ktére wprowadzono do srodowiska
sztucznie przez cztowieka, ulegajg cze$ciowej degradacji
czy rozcieficzeniu i finalnie obecne sg w $rodowisku w ste-
zeniach, ktére okreslamy subinhibicyjnymi. Subterapeu-
tyczne stezenia antybiotykéw nie sa charakterystyczne
tylko dla $rodowisk naturalnych. Takie wartosci stezen
osiagaja niekiedy w tkankach zwiazki antybakteryjne sto-
sowane do eradykcji bakteryjnych patogenéw ludzi czy
zwierzat. Przyczyna powstawania w leczonym organizmie
miejsc, w ktérych preparat nie osigga MIC (minimalne-
go stezenia hamujgcego) moze by¢ np. niewlasciwe jego
stosowanie - nieodpowiednio dobrana dawka, zbyt krétki
czas podawania, niezgodne z zaleceniami przerwy miedzy
przyjmowaniem kolejnych dawek. Zdarza sie réwniez, ze
tkankowoswoisty antybiotyk, w innych tkankach i narza-
dach nie osigga stezenia inhibicyjnego [90].

Zgromadzona w ostatnich latach wiedza pozwala posta-
wid teze, ze antybiotyki obecne w §rodowiskach natural-
nych w stezeniach subinhibicyjnych spetniaja réwniez
funkcje waznych czasteczek sygnatowych, reguluja-
cych homeostaze w populacjach bakterii [27,54,65,92].
Przeprowadzone analizy transkryptoméw dowiodty, ze
wiekszo$¢ badanych antybiotykéw w subinhibicyjnych
stezeniach moduluje poziom transkrypcji 5-10% gendw
bakteryjnych. Co wiecej, zmiany te dotycza genéw zwia-
zanych z roznymi procesami komdérkowymi (metaboli-
zmem weglowodandw, synteza biatek) oraz genéw o nie-
znanej jak dotad funkgji, a nie tylko genéw zwigzanych
z docelowymi tarczami dziatania poszczegdlnych anty-
biotykéw. W populacjach bakterii dochodzi do pojawia-
nia sie nowych fenotypéw o charakterze adaptacyjnym
[28,37,54,79].

Dziatanie subinhibicyjnych stezer antybiotykéw nie za-
wsze zwieksza poziom transkrypcji okreslonych genéw.
W zaleznosci od rodzaju badanego antybiotyku, dla jed-
nych genéw obserwowano bardzo silng indukcje synte-
zy mRNA (10-100-krotne nasilenie), natomiast dla wie-
lu innych znaczgce hamowanie procesu transkrypcji
[15,57,63,65,77,84]. Tak wiec, niezaleznie od docelowego
miejsca dzialania, niskie dawki antybiotykéw wplywaja
przez zmiane transkrypcji okre$lonych genéw na indu-
kowanie w komérkach drobnoustrojéw réznych typéw
odpowiedzi na stresy $rodowiskowe.

Ze zrozumiatych wzgledéw wiele uwagi poswiecono
wostatnich latach na analize zmian w ekspresji genéw ko-
dujacych czynniki wirulencji réznych chorobotwérczych
bakterii, eksponowanych na dziatanie subinhibicyjnych
stezen antybiotykéw. Zaobserwowano wielokrotnie, ze
stezenia takie powodowaty nadekspresje tych genédw. Wy-
kazano np., ze subterapeutyczne stezenia antybiotykéw
p-laktamowych nasilaja ekspresje okreslonych genéw
w komérkach Staphylococcus aureus, co powoduje wytwa-
rzanie przez bakterie grubszego biofilmu [47,81]. Podobne
skutki zauwazono po zastosowaniu subinhibicyjnych da-
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wek imipenemu w stosunku do Pseudomonas aeruginosa [8].
Ekspozycja szczepSw S. aureus na subinhibicyjne stezenia
ciprofloksacyny powodowata indukcje genéw adhezyn
wigzacych fibronektyne [56], a niskie dawki klindamycy-
ny czy tetracykliny zwiekszaty wytwarzanie gronkowco-
wych modulin - cytokin rozpuszczalnych w fenolu (PSMs)
[45]. Nadekspresja genéw kodujacych czynniki wirulencji
niesie za sobg powazne konsekwencje z klinicznego punk-
tu widzenia, gdyz moze by¢é powodem wzmozonej zjadli-
wosci drobnoustrojéw i zwiekszania ryzyka zachorowan,
a nawet $miertelnosci pacjentéw.

Nie zawsze jednak subinhibicyjne stezenia antybioty-
kéw wplywaja na bakterie w sposéb, ktéry opisano wy-
zej. Grimwood i wsp. zauwazyli np. hamowanie ekspresji
gendw egzoenzymdw u P. aeruginosa [38], z kolei inny ze-
sp6t [46] donosil, ze niskie dawki azytromycyny hamuja
ekspresje enzyméw szlaku biosyntezy laktonéw N-acylo-
homoseryny w komérkach drobnoustrojéw tego gatunku.
W tym ostatnim przypadku obserwowano wiec zahamo-
wanie zjawiska quorum sensing.

Ze wzgledu na wzrost zainteresowania obecnoscig anty-
biotykéw w srodowiskach naturalnych i ich wptywem na
szerzenie sie zjawiska lekooporno$ci, w ostatnich latach
badaniom dziatania subinhibicyjnych stezei antybioty-
kéw poddano takze szczepy srodowiskowe. W badaniach
tych réwniez zauwazono, ze szczepy P. aeruginosa izolo-
wane ze $ciekéw, po ekspozycji na subinhibicyjne dawki
erytromycyny, roksitromycyny ale tez sulfametoksazolu
wytwarzaly intensywniej biofilm [16]. Udowodniono, ze
opisane wyzej zmiany sa skutkiem indukowania w ko-
moérkach drobnoustrojéw réznych typéw odpowiedzi
na stresy Srodowiskowe, takich jak indukcja regulonéw
RpoS czy SOS [39,54]. Indukcja regulonu RpoS wptywa
na powstawanie ogdlnej odpowiedzi na stres. Ten ro-
dzaj odpowiedzi wywotuje w komérce skutki inne niz
odpowiedz? specyficzna. W odpowiedzi specyficznej ko-
morka bakteryjna wiacza system naprawy uszkodzenia
wywotanego dzialaniem okres$lonego czynnika stresu-
jacego. W odpowiedzi ogdlnej bakterie zyskuja szerszy
zakres opornosci, co pozwala im w przysztoéci unikad
uszkodzen, a nie eliminowad powstate. W wywotywaniu
0gdlnej odpowiedzi na stres posredniczy podjednost-
ka &° (biatko RpoS, §%) polimerazy RNA. Podjednostka
ta jest jedna z kilku podjednostek & bakteryjnej poli-
merazy RNA i pierwotnie uwazano, ze przez rozpozna-
wanie promotoréw gendw fazy stacjonarnej kontroluje
ich transkrypcje. Obecnie wiadomo, ze regulon RpoS
w warunkach stresu odpowiada za transkrypcje znacz-
nie wiekszej puli gendw, nie tylko zwigzanych z faza sta-
cjonarna. W komérkach Escherichia coli jest to zwiazane
m.in. z mozliwo$cig zastepowania, we wspomnianych
warunkach, podstawowej jednostki 87° (odpowiedzialnej
np. za rozpoznawanie promotoréw genéw metabolizmu
podstawowego) wtasnie przez podjednostke 8. Powo-
duje to transkrybowanie wielu genéw kontrolowanych
przez &° i umozliwia komérkom osiagniecie zmian do-
tyczacych ksztattu, zmian w przebiegu szlakéw meta-
bolicznych, ale tez wytwarzania czynnikéw wirulencji.

Wszystkie te zmiany sa wyrazem adaptacji do nowych,
niekorzystnych warunkéw [21,39,42]. Badania ostatnich
lat wykazaly, ze réwniez subinhibicyjne stezenia réz-
nych klas antybiotykéw (B-laktamdw, aminoglikozydéw)
oraz fluorochinolonéw wptywaja na wywotywanie ogdl-
nej odpowiedzi na stres, w ktdrej posredniczy podjed-
nostka &%, W komérkach traktowanych antybiotykami
w takich stezeniach obserwowano wzmozong indukcje
regulonu RpoS [39,54].

Bakteryjny system SOS jest systemem odpowiedzi ko-
mdrek na zagrazajace zyciu uszkodzenia DNA (dziatanie
UV, mitomycyna C oraz fluorochinolonéw). Jest to regu-
lon zbudowany z ponad 42 genéw [40], odpowiedzialny
za hamowanie replikacji chromosomu i podziatéw ko-
moérkowych, naprawe DNA i rekonstrukcje widetek repli-
kacyjnych. W warunkach fizjologicznego wzrostu geny
tego regulonu znajduja sie pod kontrolg biatka represo-
rowego LexA. Jednoniciowe regiony DNA pojawiajgce sie
w miejscach uszkodzen sa sygnatem dla biatek sensoro-
wych RecBCD lub RecFOR, ktére prezentuja uszkodzenia
biatku RecA. Biatko RecA ulega aktywacji i stymuluje au-
tokatalize biatkowego represora LexA. Nastepuje dere-
presja gendw regulonu SOS zwigzanych z naprawa DNA,
w tym genéw kodujacych naprawcze polimerazy DNA:
II, IV i V, ktdre sg odpowiedzialne za wprowadzanie mu-
tacji w DNA i pojawianie sie adaptacyjnych fenotypéw
[6,23,58]. Narasta przekonanie, ze réwniez inne niz bez-
poérednie uszkodzenia DNA, stresy, czynniki egzogenne
i endogenne moga posrednio aktywowal regulon SOS.
Pierwszym przyktadem endogennej, posredniej induk-
cji tego systemu byto wykazanie wptywu deficytu ATP
w komérce, bedacego wynikiem zahamowania ekspresji
genu cya w gtodzonych komérkach E. coli [82]. Donoszo-
no réwniez o indukcji regulonu SOS w warunkach szoku
cieplnego [55]. Niezwykle interesujagcym fenomenem, nie
do kotica wyjasnionym, jest indukcja systemu SOS E. coli
w warunkach wysokiego ci$nienia hydrostatycznego. Za
indukcje regulonu SOS jest odpowiedzialna takze endonu-
kleaza Mrr, ktéra generuje podwdjne pekniecia nici DNA
[2]. Prawdopodobnie inna endonukleaza - Tral - wywotuje
indukcje systemu SOS w gtodzonych komérkach szczepéw
F’, generujac podwdjne naciecia nici w rejonie operonu tra
plazmidu F, zintegrowanego z chromosomem E. coli [80].
Przypuszczalnie tym mozna ttumaczy¢ wezeéniej opisa-
ne przez Cairnsa i wsp. mutacje adaptacyjne (rewertanty
lac’/lac’), pojawiajace sie w niedzielacych sie komdrkach
E. coli, noszacych w chromosomie zintegrowany plazmid F
i zmutowany gen kodujacy B-galaktozydaze [18].

Wykazano, ze indukowa¢ system SOS moze takze wiele
antybiotykéw w stezeniach subinhibicyjnych. Bardzo do-
brym przyktadem tego zjawiska jest wptyw antybiotykéw
w takich stezeniach na indukcje syntezy toksyn Shiga
w komérkach E. coli. Wspomniane toksyny sa groznym
czynnikiem wirulencji enterokrwotocznych szczepdw E.
coli (EHEC). Uwolnienie toksyny z komdrek bakteryjnych
wywoluje grozne dla ludzi skutki, takie jak krwawe bie-
gunki, ktére niestety, ze wzgledu na powiktania, dopro-
wadzajg nawet do zgonu. Wykazano, ze geny toksyn Shiga
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(geny stx) sg umiejscowione w materiale genetycznym
profagéw zintegrowanych z genomem bakteryjnym w cy-
klu lizogennym. Indukcja odpowiedzi SOS bedaca reak-
Cja na stres zwigzany z dziataniem na komérke bakterii
lekéw, takich jak: mitomycyna C, ciprofloksacyna, tri-
metoprim-sulfametoksazol czy norfloksacyna powoduje
uruchomienie cyklu litycznego bakteriofaga i derepresje
gendw toksyn Shiga, a w konsekwencji wydzielanie ich
z komérek bakterii [13,60,61].

Inny wazny system obrony odkryto w komérkach E. coli
iKlebsiella pneumoniae, chroni on drobnoustroje przed dzia-
taniem antybiotykéw B-laktamowych. W tym przypadku,
bakterie wykorzystuja do indukcji systemu SOS dwusktad-
nikowy system transdukcji sygnatéw komérkowych DpiBA,
w odpowiedzi na dziatanie B-laktaméw. Prowadzi to do
przejéciowego zahamowania wzrostu bakterii, a w konse-
kwencji pozwala komérkom na przezycie letalnych stezeti
B-laktamdéw, bowiem antybiotyki te wykazujg aktywno$¢
béjcza jedynie w stosunku do komérek bedacych w fazie
podziatéw komdrkowych [3,54,69]. System DpiBA jest zbu-
dowany z operonu dpiBdpiA, w ktérym efektorowe biatko
DpiA nie tylko reguluje transkrypcje wasnego operonu, ale
takze ma zdolno$¢ wigzania sie z sekwencja bogata w pary
AT w regionie inicjacji replikacji chromosomu oriC. Anty-
biotyki p-laktamowe indukuja ekspresje biatek DpiB i DpiA,
co prowadzi do kompetycji w wigzaniu sie bialek DpiA
i DnaA z regionem oriC. Wynikiem tego jest hamowanie
replikacji chromosomu, indukcja systemu SOS, w tym genu
sfiA, co zapobiega polimeryzacji biatka FtsZ i formowaniu
przegrody komérkowej, a w nastepstwie powoduje przej-
$ciowe zahamowanie wzrostu komdrek [69,74]. Zablokowa-
nie indukgji systemu SOS przez mutacje gendw dpiA, recA
lub sfiA bardzo znaczgco zwieksza wrazliwo$¢ komérek bak-
terii na dziatanie antybiotykéw p-laktamowych, co otwiera
mozliwosci opracowania nowych, specyficznych prepara-
téw o wzmozonej skutecznosci terapeutycznej. Opisany
sposéb indukcji odpowiedzi SOS jest wiec, w odréznieniu
od indukcji wywolywanej dziataniem fluorochinolondw,
niezalezny od bezpo$rednich uszkodzeti DNA.

Przez lata uwazano, ze populacja bakterii reaguje na obec-
no$¢é antybiotykéw selekcja preegzystujacych mutantéw,
ktére w dalszej kolejno$ci rozprzestrzeniaja sie w $rodo-
wisku. Z czasem stalo sie jednak pewnym, ze bakterie
w sposdb czynny uaktywniaja mechanizmy mutagenezy,
zwlaszcza w warunkach stresowych, co pozwala im zyskaé
nowe przystosowanie. Indukcja systemu SOS przez sub-
inhibicyjne stezenia antybiotykédw niewatpliwie wzma-
ga czesto$¢ mutacji genomu oraz horyzontalny transfer
mobilnych elementéw genetycznych [14,22]. Na przykta-
dzie wielu drobnoustrojéw wykazano silne, mutagenne
dziatanie fluorochinolonéw (np. ciprofloksacyna, kwas
nalidyksowy), stosowanych w subinhibicyjnych dawkach.
Uzycie ciprofloksacyny pieciokrotnie zwiekszato czesto$é
pojawiania sie mutantéw S. aureus [70], opornych na ri-
fampicyne mutantéw Streptococcus pneumoniae [41] 1 opor-
nych na karbapenemy mutantéw P. aeruginosa [83]. Za-
stosowanie ciprofloksacyny we wspomnianych dawkach
wywotywato podobne efekty w komérkach Mycobacterium

fortuitum, w ktérych tempo mutacji rosto nawet 120-krot-
nie [35]. Zwiekszenie czesto$ci wystepowania mutantéw
w populacji bakterii obserwowano réwniez po dziata-
niu aminoglikozydéw, jednak nie byt to az tak znaczacy
wzrost jak w przypadku dziatania fluorochinolonéw czy
opisywanych wcze$niej p-laktaméw [48].

Istniejg réwniez dowody na silng stymulacje przekazy-
wania ruchomych elementéw genetycznych w procesach
horyzontalnego transferu genéw, w komérkach traktowa-
nych subinhibicyjnymi dawkami antybiotykéw. Elementy,
takie jak integrony czy transpozony zawieraja geny opor-
nosci na antybiotyki. Zwiekszenie czestosci ich przekazy-
wania, spowodowane indukcja odpowiedzi SOS, prowadzi
do szerzenia sie lekoopornosci. Zaobserwowano np., ze
integracyjne elementy koniugacyjne (ICEs) Vibrio chole-
rae zawierajace geny opornosci na streptomycyne, tri-
metoprim, chloramfenikol oraz sulfametoksazol ulegaty
przenoszeniu i insercjom ze znacznie zwiekszona czesto-
$cig po uprzedniej hodowli w subinhibicyjnych dawkach
ciprofloksacyny oraz mitomycyny C [11]. Fluorochino-
lony indukowaly réwniez transfer wyspy patogennosci
u S. aureus [86]. Antybiotyki z tej samej grupy okazaly sie
réwniez stymulatorami wewnatrzchromosomalnej re-
kombinacji w komdrkach E. coli [59].

PopsumowaNie

Przedstawione dane sktaniaja do zwrdcenia uwagi na
problem niewatpliwie nadmiernego stosowania antybio-
tykéw oraz pojawiania sie ich w réznych srodowiskach
w tzw. stezeniach subinhibicyjnych. Opisana wyzej ska-
la bardzo czesto nieuzasadnionego stosowania antybio-
tykéw sprawia, ze rozprzestrzenianie sie lekoopornosci
wérdd drobnoustrojéw stato sie obecnie problemem glo-
balnym, a leki, ktére miaty by¢ naszym niezawodnym
narzedziem walki z nimi, sg w wielu przypadkach bez-
uzyteczne. Ostatnie lata wywotaly dyskusje o tym jakie
zmiany powoduja w drobnoustrojach antybiotyki, ktére
nie osiagaja béjczych, ale subinhibicyjne stezenia. Pu-
blikowane doniesienia dowodzg, ze antybiotyki w takich
warunkach mogg, jako zwiazki sygnatowe, modyfikowaé
ekspresje bardzo wielu gendw, niekoniecznie zwigzanych
z docelowa funkcja antybiotykéw. Dochodzi do pojawia-
nia sie wéréd drobnoustrojéw nowych fenotypéw o zna-
czeniu adaptacyjnym, opornych na dziatanie réznych
czynnikéw, w tym lekoopornych. W komérkach bakte-
rii pod wptywem subinhibicyjnych stezeri antybiotykéw
wzrasta czesto$é mutacji, ale tez dochodzi do intensyfi-
kacji przenoszenia genéw miedzy komérkami w wyniku
horyzontalnego transferu, co powoduje rozprzestrzenia-
nie sie gendw lekoopornosci. Narastajgca na ten temat
wiedza zwraca uwage na konieczno$¢ ograniczenia ilosci
niewtadciwego i bezzasadnego stosowania antybiotykdw,
ale przede wszystkim statego monitorowania ich Zrédet
w réznych $rodowiskach. Istnieja wciaz kraje, w ktérych
brak jest danych o wielkosci zuzycia antybiotykéw lub
dane takie pochodzace z réznych Zrédet bywaja tak roz-
biezne, ze staja sie niewiarygodne. Wciaz spotyka sie in-
formacje o braku przestrzegania regulacji prawnych czy
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nielegalnym handlu antybiotykami. Najwiekszym proble-
mem wydaje sie jednak brak $wiadomo$ci o zagrozeniach
plynacych z zanieczyszczania §rodowisk antybiotykami
oraz o nieodwracalnych zmianach w populacjach bakterii
srodowiskowych i klinicznych, wywotywanych podpro-
gowymi dawkami tych preparatéw. Stad konieczne jest

PismiennicTwo

prowadzenie w najblizszej przysztosci dalszych, pogte-
bionych badati nad dziataniem subinhibicyjnych stezeri
antybiotykdw, ale takze zaplanowanie i wprowadzenie na
szeroka skale wtasciwej edukacji spoteczeristwa na temat
postepowania z antybiotykami, ograniczania ich zuzycia
i wlasciwej ich utylizacji.
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