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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W ostatnich latach zwiekszyto sie zuzycie $rodkéw dezynfekcyjnych, np. triclosanu w gospo-
darstwach domowych, obiektach opieki zdrowotnej, zaktadach produkeji zywnosci i hodowli
zwierzat. Dezynfekcja chemiczna, z wykorzystaniem wielu biocydéw stanowi podstawowy
sposéb kontroli i zwalczania szkodliwych mikroorganizméw, zwlaszcza o fenotypie wieloleko-
oporno$ci. Odpowiedzia drobnoustrojéw na dziatanie biocydéw jest wyksztalcenie mechani-
zméw adaptacyjnych warunkujacych zmniejszong wrazliwo$¢ na zwigzki biobdjcze. Niektére
mikroorganizmy odznaczaja sie naturalng opornoscia na czynniki chemiczne lub wyksztalcajg
przystosowania polegajace na: modyfikacji ultrastruktury oston komérkowych (lipopolisacha-
rydy, blonowe kwasy ttuszczowe), nadekspresji pomp efflux (aktywnego wyrzutu zwigzkéw
toksycznych zkomérki bakterii), represji biosyntezy poryn, enzymatycznej inaktywacji biocydu
lub zmiany miejsc docelowego dziatania (target). Fenomen zmniejszonej wrazliwosci komérek
drobnoustrojéw na zwiazki chemiczne, w tym $rodki dezynfekujace jest intensywnie badany.
W badaniach prowadzonych w warunkach in vitro nad ekspozycja szczepdw bakteryjnych m.in.
Salmonella Typhimurium na stezenia subinhibitorowe biocydéw (triclosan, czwartorzedowe
zwigzki amoniowe) uzyskano selekcje wariantéw opornych na te biocydy i jednocze$nie na
barwniki akrydynowe i antybiotyki. Izolaty szczepéw Bacillus subtilis i Micrococcus luteus wyizo-
lowane z urzadzen do dezynfekcji zawierajacych dwutlenek chloru, wykazywaty oporno$é na
dwutlenek chloru oraz na inne substancje utleniajace: kwas nadoctowy i nadtlenek wodoru.
Oddziatywanie zwiazkéw chemicznych, w tym $rodkédw dezynfekcyjnych na mikroorganizmy
moze stanowi¢ powazne zagrozenie dla bezpieczeristwa sanitarno-higienicznego i zdrowia
publicznego, co moze doprowadzi¢ do wzrostu i rozprzestrzeniania sie lekooporno$ci wsréd
bakterii patogennych.

biocydy - srodki dezynfekcyjne - opornos¢ bakterii
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Summary

In recent years, the use of biocides has increased rapidly. One common example is triclosan, with
wide application in households as well as medical and industrial fields, especially food industry
and animal husbandry. Chemical disinfection is a major mean to control and eliminate pathogenic
bacteria, particularly those with multidrug resistance (MDR) phenotype. However, exposition
to biocides results in an adaptive response in microorganisms, causing them to display a wide
range of resistance mechanisms. Numerous microorganisms are characterized by either natural
resistance to chemical compounds or an ability to adapt to biocides using various strategies,
such as: modification of cell surface structures (lipopolisaccharide), membrane fatty acids), over-
-expression of efflux pumps (a system for active transport of toxic compounds out of bacterial
cell), enzymatic inactivation of biocides or altering biocide targets. For instance, it was shown
that in vitro exposition of Salmonella Typhimurium to subinhibitory concentration of biocides
(triclosan, quaternary ammonium compounds [QACs]) resulted in selection of variants resistant
to tested biocides and, additionally, to acridine dyes and antibiotics. Bacillus subtilis and Micro-
coccus luteus strains isolated from chlorine dioxide containing disinfection devices were found
to be resistant to chlorine dioxide and also to other oxidizing compounds, such as peracetic
acid and hydrogen peroxide. Interaction between chemical compounds, including disinfectants
and microbial cells, can create a serious threat to public health and sanitary-hygienic security.
This phenomenon is connected with factor risk that intensify the probability of selection and
dissemination of multidrug resistance among pathogenic bacteria.
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WPROWADZENIE

dobra praktyka higieniczna (good hygiene practice); GMP - dobra praktyka produkcyjna (good
manufacturing practice); HACCP - system analizy zagrozen i krytycznych punktéw kontrolnych
(hazard analysis and critical control points); LPS - lipopolisacharyd (lipopolisaccharide); OM - btona
zewnetrzna (outer membrane); OMP - biatko btony zewnetrznej (outer membrane protein); PTM
— sita protonomotoryczna (proton motive force); QACs — czwartorzedowe zwigzki amoniowe (qu-
aternary ammonium compounds).

o wiasciwosciach biobdjczych w procesach dezynfek-

cji badz sterylizacji chemicznej. Zwigzki te stosowane

Obecnie cywilizacja ludzka stoi w obliczu ciggle pogte-
biajacego sie zjawiska antybiotykoopornosci bakterii
jako skutku nadmiernego i nieprawidlowego stosowania
lekéw przeciwdrobnoustrojowych. Zjawisko lekoopor-
nosci bakterii bardzo fatwo i szybko rozprzestrzenia sie
w $rodowisku. Potencjalnie bakterie patogenne moga
wykazywaé oporno$é wzgledem wszystkich lekéw prze-
ciwdrobnoustrojowych stosowanych w celach terapeu-
tycznych. Podstawowa metodg kontroli patogennych
mikroorganizméw w: przemysle, obiektach opieki
zdrowotnej (szpitale), obiektach hodowli zwierzat
i gospodarstwach domowych, niepolegajaca na anty-
biotykoterapii, jest stosowanie chemicznych $rodkdéw

prawidtowo, dziatajg béjczo lub hamujaco na wzrost
bakterii, wiruséw jak i grzybdw, zapobiegajac rozprze-
strzenianiu sie potencjalnie patogennych mikroorga-
nizmdéw. Obecnie powszechnie dostepnych jest wiele
preparatéw zawierajacych w swoim sktadzie substancje
czynne dziatajace przeciwdrobnoustrojowo. Réwniez
$rodki higieny osobistej, takie jak zele myjace do twarzy
czy pasty do zebéw oraz kosmetyki maja dodatek zwigz-
kéw o wiasciwo$ciach przeciwdrobnoustrojowych, np.
triclosan (5-chloro-2-(2,4-dichlorofenoksyfenol) fenok-
syfenol). Ekspozycja bakterii na dziatanie zwiazkéw
dezynfekcyjnych stanowi dla komérek bakteryjnych
presje selekcyjng, ktéra moze spowodowad przystoso-
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wywanie sie bakterii do warunkdéw stresowych. Bakterie
w odpowiedzi na dzialanie substancji bakteriobéjczych
czy bakteriostatycznych, daza do przetrwania w nieko-
rzystnych warunkach. W zwiazku z tym powstaja obawy
czy stosowanie $rodkéw biobdjczych jest catkowicie
bezpiecznym dla $rodowiska sposobem kontroli mikro-
organizmow. Istnieje ryzyko, ze pod wptywem dziatania
biocydéw bakterie moga sie stawaé oporne nie tylko na
dany zwigzek, ale na szeroki zakres substancji przeciw-
drobnoustrojowych w tym antybiotykéw. W pracy omé-
wiono mechanizmy oddziatywar na komdrki bakteryjne
zwigzkéw chemicznych stosowanych do mycia i dezyn-
fekcji. Opisano takze zmiany adaptacyjne jakie wyste-
puja w komdrkach mikroorganizméw w odpowiedzi na
ekspozycje na toksyczne zwiazki chemiczne. Interakcje
miedzy substancjami biobéjczymi a bakteriami ukazano
w aspekcie potencjalnych zagrozeni i konsekwencji dla
zdrowia publicznego oraz bezpieczeristwa sanitarno-
-higienicznego.

PoDSTAWOWE DEFINICJE | TERMINOLOGIA DOTYCZACA SRODKOW
BIOBOJCZYCH

Pojecia takie jak biocyd, $rodek dezynfekcyjny, deter-
gent czy nawet pojecie antybiotyku sg niekiedy btednie
uzywane, jako podobne badZ synonimiczne.

Biocydy to termin wywodzacy sie z jezyka greckiego,
bedacy polaczeniem dwéch stéw gr. bios- zycie oraz
cedare - zabijal. Biocydy to zwigzki chemiczne pocho-
dzenia syntetycznego lub naturalnie wystepujace
w przyrodzie, ktére sg uzywane do zwalczania organi-
zméw szkodliwych w wyniku interakcji biologicznych
lub chemicznych [16]. Jest to termin o szerokim zna-
czeniu, obejmujacy wiele grup zwiazkéw chemicznych
(np. alkohole, fenol i jego pochodne, kwasy organiczne,
aldehydy, zwigzki utleniajace) o zréznicowanym zakre-
sie aktywnosci biologicznej, przeznaczeniu i przydat-
nosci w poszczegdlnych sektorach przemystu, zdrowia
publicznego i zZycia codziennego.

W my$l Ustawy Nr 175, poz. 1433 z dnia 13.09. 2002 .
o produktach biobdjczych preparaty dezynfekcyjne
(nazywane zamiennie $§rodkami dezynfekcyjnymi lub
dezynfektantami) sg przeznaczone do stosowania na
powierzchniach abiotycznych okre$la sie mianem
produktéw biobdjczych: ,,Produkt biobdjczy - substan-
cja czynna lub preparat zawierajacy co najmniej jedng
substancje czynna, w postaciach w jakich sa dostar-
czone uzytkownikowi, przeznaczony do niszczenia,
odstraszania, unieszkodliwiania, zapobiegania dzia-
taniu lub kontrolowania w jakikolwiek inny sposéb
organizmdéw szkodliwych przez dziatanie chemiczne
lub biologiczne” [58].

Natomiast biobdjcze substancje czynne sg okre$lone jako
,substancje lub mikroorganizmy, w tym takze wirusy
i grzyby, zwalczajace lub wywierajace dziatanie ogdlne
lub specyficzne na organizmy szkodliwe” [58]. Cytowana
Ustawa nr 175, poz. 1433 z dnia 13.09. 2002 r. o produk-

tach biobdjczych zawiera klasyfikacje produktéw bio-
béjczych na 23 grupy w zaleznosci od ich przeznaczenia
i miejsca docelowego stosowania.

Ustawa Prawa Farmaceutycznego nr 126, poz. 1381
z dnia 06. 09. 2011 roku, dotyczy natomiast produktéw
przeznaczonych do dezynfekgji skdry, okreslonych jako
produkty lecznicze: ,,(...) Produktem leczniczym jest
substancja lub mieszanina substancji, przeznaczona do
zapobiegania lub leczenia choréb wystepujacych u ludzi
lub zwierzat, lub podawana cztowiekowi lub zwierzeciu
w celu postawienia diagnozy lub w celu przywrécenia,
poprawienia czy modyfikacji fizjologicznych funkcji
organizmu ludzkiego lub zwierzecego; pojecie produktu
leczniczego nie obejmuje dodatkéw paszowych (...)” [57].

Antyseptyki to substancje aktywne biologicznie stoso-
wane w celu eliminacji badZ hamowania namnazania sie
mikroorganizméw w tkankach, na btonach §luzowych
czy skérze i niewykazujace szkodliwego dziatania na
organizmy wyzsze [17].

Srodki dezynfekcyjne i antysepyczne, zgodnie z Roz-
porzadzeniem Ministra Zdrowia Dz.U.05.11.86, z dnia
30.12.2004 1., sg czynnikami chemicznymi: ,,(...) to kazdy
pierwiastek lub zwigzek chemiczny, w postaci wlasnej
lub w mieszaninie, w stanie w jakim wystepuje w przy-
rodzie, lub w stanie w jakim jest wytwarzany, stoso-
wany lub uwalniany w §rodowisku pracy, w tym podczas
usuwania go w postaci odpadéw, w czasie kazdej pracy,
niezaleznie od tego, czy jest albo nie jest wytwarzany
celowo lub jest albo nie jest wprowadzany do obrotu”
[47].

Innym terminem zwigzanym z dezynfekcja jest poje-
cie detergentu, czyli zwiazku czyszczacego i myja-
cego, ktéry umozliwia usuwanie zabrudzen z réznych
powierzchni statych. Detergenty to zwiazki powierzch-
niowo czynne obnizajace napiecie powierzchniowe na
granicy faz [15].

Leki przeciwdrobnoustrojowe to termin obejmujacy
zwigzki terapeutyczne stosowane w leczeniu choréb
infekcyjnych, hamujace namnazanie sie lub powodujace
eliminacje drobnoustrojéw patogennych z organizmu
pacjenta. Do lekéw przeciwdrobnoustrojowych naleza
leki przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze i przeciwwi-
rusowe. Aktywno$¢ wzgledem bakterii wykazujag dwie
podstawowe grupy lekéw:

« antybiotyki - substancje pochodzenia naturalnego,
bedace wtérnymi metabolitami mikroorganizméw,
wykazujagce dziatanie bdjcze lub statyczne wzgledem
innych drobnoustrojéw, np. penicylina. Wyréznia sie
takze antybiotyki pdtsyntetyczne powstajace poprzez
modyfikacje chemiczng antybiotykéw naturalnych np.
pélsyntetyczne pochodne penicyliny [52],

« chemioterapeutyki - to substancje o aktywnosci prze-
ciwdrobnoustrojowej, stosowane w leczeniu chordb

1044



Ksiazczyk M. i wsp. - Oddziatywanie zwiazkow dezynfekcyjnych na komérki bakteryjne...

infekcyjnych, powstajace w wyniku syntezy chemicznej
i nieposiadajace odpowiednika w przyrodzie, np. sulfo-
namidy [52].

Czesto terminy: antybiotyki i chemioterapeutyki sa sto-
sowane zamiennie. Wspdlna, charakterystyczng cecha
tych dwdch grup zwiazkdw jest tzw. selektywna toksycz-
no$¢, co oznacza, ze dane leki dzialajg specyficznie na
patogenne drobnoustroje (hamujac ich wzrost lub elimi-
nujac je w organizmach wyzszych) niepowodujac uszko-
dzeti komdérek zywiciela [36,51].

SRODKI DEZYNFEKCYJNE, BIOCYDY, ANTYBIOTYKI
| CHEMIOTERAPEUTYKI - ROZNICE | PODOBIENSTWA W AKTYWNOSCI
PRZECIWDROBNOUSTROJOWE)

Stosowane w zyciu codziennym $rodki dezynfekcyjne
sa grupa zwigzkéw, nalezgcych do réznych klas
chemicznych, obejmujace m.in.: alkohole, aldehydy,
zwiazki utleniajgce, czwartorzedowe zwiazki amoniowe,
ktére wykazuja aktywno$é przeciwdrobnoustrojowa i sa
wykorzystywane w procesie dezynfekcji chemicznej.
Komercyjnie dostepne preparaty dezynfekcyjne moga
zawiera¢ jeden zwigzek chemiczny lub ich mieszanine,
co zwieksza zakres dziatania i skuteczno$¢ preparatu.
Srodki dezynfekcyjne moga wykazywaé zaréwno dzia-
tanie bakteriostatyczne jak i bakteriobdjcze, co zalezy
przede wszystkim od uzytego stezenia danej substancji.
Ze wzgledu na zawarto$¢ réznych klas zwigzkéw che-
micznych, poszczegblne $rodki dezynfekcyjne réznig sie
miedzy sobg mechanizmem oddziatywan na mikroorga-
nizmy, zakresem dziatania przeciwdrobnoustrojowego,
toksycznoscig dla organizmdéw wyzszych i szkodliwym
wplywem na abiotyczne elementy §rodowiska [15,20,46].
Mimo to najczesciej koticowy efekt szkodliwego dzia-
tania réznych $rodkéw dezynfekcyjnych na komérki
bakteryjne jest podobny i skutkuje eliminacja badz zaha-
mowaniem namnazania sie drobnoustrojéw na dezynfe-
kowanych obiektach czy powierzchniach nieozywionych
[30,52]. Srodki dezynfekcyjne dziataja wielopoziomowo
na komérki drobnoustrojéw, ich aktywnos¢ jest skie-
rowana na wiele miejsc docelowych [44]. W wysokich
stezeniach (okoto 5-8%) triclosan dziata bakteriobdj-
czo, oddziatujac na btone cytoplazmatyczng i cytopla-
zme komédrkowa. Natomiast w niskich stezeniach (okoto
0,05%) dziata bakteriostatycznie inhibujac biosynteze
kwaséw ttuszczowych przez wiazanie sie z bakteryjna
reduktazg biatka przenoszacego grupe enolowo-acylowa
[29]. Ponadto dostepne komercyjnie preparaty dezyn-
fekcyjne sa czesto ztozonymi mieszaninami, zawieraja-
cymi kilka substancji aktywnych (np. alkohol etylowy,
glutaraldehyd, czwartorzedowe zwigzki amoniowe,
zwiazki chloru, zwiazki utleniajace), o réznej reaktywno-
$ci chemicznej, co zwieksza skuteczno$¢ dziatania prze-
ciwdrobnoustrojowego [52].

Natomiast antybiotyki i chemioterapeutyki stosowane
powszechnie w terapii choréb infekcyjnych wykazuja
precyzyjne dziatanie farmakologiczne na $ci$le okre-
$lone miejsce docelowe w komérkach drobnoustrojéw

[18]. Selektywna toksyczno$é danych lekéw wynika ze
swoistego zaburzania proceséw metabolicznych lub
dziatania na elementy komérkowe patogendw, ktére nie
wystepuja w organizmie zywiciela (np. synteza peptydo-
glikanu) [11].

INTERAKCJE BIOCYD - BAKTERIA

Mechanizm dziatania przeciwdrobnoustrojowego bio-
cydéw jest $cile zalezny od ich struktury chemicznej
i wladciwosci fizykochemicznych (tj. wielko$¢ czaste-
czek, rozpuszczalnosci substancji, zdolnosci do dyso-
cjacji i jonizacji) oraz wtasciwosci biochemicznych (tj.
rodzaj wigzari chemicznych i grup funkcyjnych, wtasci-
wosci utleniajacych i alkilujacych). Najpierw zachodzi
wstepna adsorpcja czasteczek zwiazku do powierzchni
komérki bakterii, a nastepnie przenikanie i akumula-
cja substancji wewnatrz komérki drobnoustroju, do
poziomu wystarczajacego do uzyskania efektu tok-
sycznego. Sam etap penetracji biocydu zalezy zaréwno
od wtasciwosci fizykochemicznych jak i budowy oston
komérkowych, ktérych jedna z podstawowych funk-
cji jest ochrona przed toksyczna aktywno$cia substan-
cji chemicznych [14]. Dlatego tez poziom skuteczno$ci
przeciwdrobnoustrojowej réznych klas zwigzkéw che-
micznych wzgledem poszczegdlnych grup mikroorga-
nizmdéw jest zréznicowany. W tabeli 1 przedstawiono
skuteczno$é biobdjczg zwiazkéw chemicznych stoso-
wanych w dezynfekcji (np. alkohole, aldehydy, bigu-
anidyny, fenole, zwiazki chloru, zwigzku jodu, zwigzki
utleniajace, czwartorzedowe zwigzki amoniowe, metale
ciezkie) wzgledem poszczegSlnych grup mikroorgani-
zméw, tj. bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych,
a takze wobec spor bakteryjnych, komérek grzybdw,
wiruséw lipofilnych i hydrofilnych [13].

Na podstawie przedstawionej tabeli 1 wnioskuje sie, ze
najwiekszg aktywno$¢é przeciwdrobnoustrojowg wyka-
zuja substancje utleniajace, aldehydy oraz zwiazki jodu
i chloru, dziatajace zaréwno na bakterie Gram-ujemne,
Gram-dodatnie w tym pratki, spory bakteryjne, grzyby
oraz wirusy. Natomiast biguanidyny wykazujg aktyw-
nos¢ tylko wzgledem bakterii Gram-ujemnych oraz nie-
ktérych bakterii Gram-dodatnich, przy czym nie dziatajg
na pratki. Podobne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe
jak biguanidyny maja czwartorzedowe zwiazki amo-
niowe oraz metale ciezkie, bedace aktywne wzgledem
bakterii Gram-ujemnych, niektérych bakterii Gram-
-dodatnich oraz niektérych grzybéw. Rycina 1 obra-
zuje malejacy poziom naturalnej opornosci na srodki
antyseptyczne i dezynfekcyjne (m.in. alkohole, zwiazki
chloru, czwartorzedowe zwigzki amoniowe, biguani-
dyny) poszczegdlnych mikroorganizmdw, ich postaci
przetrwalnych, pierwotniakdw, wiruséw oraz priondw.
Najwiekszg naturalng opornos$é na zwigzki biobdjcze
wykazuja priony, a nastepnie spory bakteryjne, pratki
oraz formy przetrwalne pasozytniczych pierwotniakdw.
Natomiast najnizszym poziomem opornosci naturalnej
czyli najwieksza wrazliwos$cia na biocydy charaktery-
zujg sie wirusy lipofilne oraz nieco bardziej oporne na
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Tabela 1. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa zwiazkdw chemicznych stosowanych w srodkach dezynfekcyjnych, na podstawie [38,54]

Aktywnos¢ biobdjcza*
Zwiazki chemiczne Bakterie
. Pratld Spor)t Grzyby W|rusy Wirusy
. Gram-dodatnie bakteryjne lipofilne hydrofilne
Gram-ujemne .
(bez pratkow)
Alkohole +++ +++ + - + ++ -1+
Aldehydy +++ +++ I+ + + ++ +
Biguanidy +++ + - - -1+ -1+ -
Fenole +++ +++ + - -+ ++ -
Zwiazki chloru +++ +++ I+ ++ + ++ -1+
Zwiazki jodu +++ +++ ++ -/+ ++ ++ ++
Substanje utleniajace +++ +++ + ++ +++ +++ ++
Czwartorzedowe zwiazki
. +++ + - - + -+ -
amoniowe
Metale ciezkie (w tym s i i ) N s ]
srebro)

*Aktywnos¢ wobec danej grupy mikroorganizméw, na podstawie wtasciwosci chemicznych zwiazkéw:
+-++ bardzo dobra, ++ dobra, + dostateczna, +/- ograniczona lub zmienna, - brak aktywnosci

zwiazki toksyczne bakterie Gram-dodatnie (nie uwzgled-
niajgc pratkéw).

Zdolno$¢ zwigzkéw biobdjczych do penetracji oston
komérkowych zalezy od wielko$ci czasteczek oraz wta-
$ciwosci hydrofobowych lub hydrofilowych substancji
stosowanych jako $rodki dezynfekcyjne. Zwigzki che-
miczne o charakterze hydrofilowym, np. kationowe
zwiazki powierzchniowo czynne o niskiej masie cza-
steczkowej (< 600 Da) zazwyczaj swobodnie przeni-
kaja przez btone zewnetrzng bakterii Gram-ujemnych
przez poryny (hydrofilowe, biatkowe kanaly przebija-
jace $ciane komérkowa, wypetnione wodg) [5,13]. Sub-
stancje o wiekszej masie czasteczkowej lub lipofilowe;
strukturze (np. aldehydy, fenol i jego pochodne) maja
utrudnione przenikanie do wnetrza komérki bakteryjnej
[25]. Grupa kationowych zwigzkéw, jak np. czwartorze-
dowe sole amoniowe czy biguanidyny, wykazuja wiasci-
wosci ,,promowania”, utatwiania wlasnego wnikania do
komérek bakteryjnych. Substancje te destabilizuja btone
komérkowa bakterii, czyniac ja bardziej przepuszczalng
dla swoich wlasnych czgsteczek [24]. Penetracja zwigz-
kéw, zwlaszcza o duzej masie czasteczkowej, powoduje
zaburzenia stabilno$ci i przepuszczalno$ci bton cytopla-
zmatycznych, czego konsekwencja jest wyciek drobno-
czgsteczkowych sktadnikéw komérkowych (np. zasad
purynowych i pirymidynowych, niektérych jondw i fos-
foranéw) z cytoplazmy na zewnatrz komérki bakteryj-

nej. Na tym etapie dziatania $rodkéw dezynfekcyjnych
nie dochodzi od razu do $mierci komérek bakteryjnych,
ale najczesciej zostaja zahamowane podziaty komérkowe
calej populacji bakterii lub jej czesci [30,44,52].

MECHANIZMY DZIALANIA BIOCYDOW WZGLEDEM SCIANY KOMORKOWE),
BLONY CYTOPLAZMATYCZNE) BAKTERII

Aktywnos¢ $rodkéw dezynfekcyjnych jest skierowana
na struktury, ktére odpowiadajg za utrzymanie ogdlnej
integralnosci i funkcjonalno$ci komérki, elementami
tymi sa: $ciana komdrkowa, btona cytoplazmatyczna
oraz cytoplazma. W tych obszarach komérkowych
zachodzi wiele podstawowych dla komérki bakteryjnej,
ztozonych reakeji biochemicznych, w zwiazku z czym
$rodki dezynfekcyjne dziatajace na te struktury, jedno-
cze$nie wptywajg na dane procesy [14,52].

Biocydy moga zaktécié biosynteze struktury $ciany
komérkowej bakterii Gram-ujemnych na skutek wigzania
jonéw magnezu, ktdre stabilizujg lipopolisacharyd (LPS).
Usuniecie jonéw Mg? przez zwiazki chelatujace, takie
jak EDTA powoduje uwalnianie z komérek pecherzykdw
blonowych zawierajacych LPS i zmiane przepuszczal-
nosci blony zewnetrznej bakterii [60]. Chlorheksydyna
czy aldehydy (np. glutaraldehyd lub formaldehyd) wiaza
sie nieodwracalnie z LPS i peptydoglikanem. Pod wpty-
wem dziatania chlorheksydyny nastepuje deformacja
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OPORNE NA
BIOCYDY

[Candida albicans, Aspergillus spp., Penicillum spp]
BAKTERIE GRAM-DODATNIE (BEZ PRATKOW)
[Staphylococcus aures, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecium]
WIRUSY LIPOFILNE/ OTOCZKOWE
[HIV, HBV, HCV]

WRAZLIWE
NA BIOCYDY

WIRUSY HYDROFILNE/BEZOTOCZKOWE
[wirus Polio]

FORMY TROFICZNE PAZOZYTUJACYCH
PIERWOTNIAKOW

[trofozoity Acanthamoeba castellani)
BAKTERIE GRAM-UJEMNE

[Pseudomonas areuginosa, Haemofilus influenzae,
Escherichia coli, Salmonella spp.]

GRZYBY

Ryc. 1. Schemat poziomu naturalnej wrazliwosci na biocydy (Srodki antyseptyczne i dezynfekcyjne) poszczegéinych grup mikroorganizmdw, ich form przetrwanych
oraz prionéw. Informacje zebrano na podstawie badan doswiadczalnych [41,44]

$ciany komdrkowej, powstaja pecherze, wpuklenia jej
struktury, co prowadzi do $mierci komérki bakteryjnej,
podobnie jak w przypadku dziatania aldehydu [41,56].

Na poziomie blony cytoplazmatycznej zachodzg liczne
interakcje miedzy fosfolipidami, biatkami enzyma-
tycznymi i biatkami strukturalnymi, utrzymujace
wewnatrzkomérkowa homeostaze, prawidtowy trans-
port i metabolizm komdrkowy [14,35]. Oprécz zabu-
rzen przepuszczalnosci btony cytoplazmatycznej, $rodki
dezynfekcyjne moga powodowaé aktywacje enzyméw
autolitycznych i indukowaé powstawanie wolnych
rodnikéw [14]. W blonie cytoplazmatycznej zacho-
dzg gtéwne procesy zwiazane z pozyskiwaniem ener-
gii, a biocydy, takie jak fenol i jego pochodne, zaburzaja
transbtonowy transport protonéw, czyli site protonomo-
toryczna (proton motive force, PTM) w poprzek btony
cytoplazmatycznej. Nastepuje zaburzenie oksydacyjnej
fosforylacji, syntezy ATP i zahamowanie transportu réz-
nych substratéw poprzez blone cytoplazmatyczna [1].

Biocydy, ktérych czasteczki przedostang sie do cytopla-
zmy komorek bakteryjnych wchodza w interakcje z biat-
kami, kwasami nukleinowymi, powodujac zaburzenie
prawidlowego przebiegu procesu replikacji, czy procesu
oddychania komérkowego. Zwiazki utleniajace, do kté-
rych naleza: nadtlenek wodoru, kwas podchlorawy, kwas
nadoctowy i inne, powoduja utlenianie grup tiolowych
reszt cysteinowych, ktére determinujg strukture i funk-
cje biatek. Reszty cysteiny czesto sie znajdujag w miej-
scach aktywnych wielu enzyméw bakteryjnych, jak np.
dehydrogenaz, w zwigzku z czym te oraz inne wazne dla
komérki bakteryjnej enzymy sa inaktywowane przez
zwigzki utleniajace [9]. Zwigzki z grupy aldehydéw

oraz tlenek etylenu reaguja z grupami funkcyjnymi bia-
tek, takimi jak: sulfhydrylowymi, aminowymi i karbok-
sylowymi, powodujac nieodwracalng alkilacje biatek
i tym samym modyfikacje ich struktury [44]. Inne bio-
cydy: fenol i jego pochodne, czwartorzedowe sole amo-
niowe, chlorheksydyna, chlorowcopochodne, jod i jego
pochodne, metale ciezkie (srebro, miedZ) oraz zwigzki
utleniajace powoduja denaturacje biatek, prowadzac
stopniowo do koagulacji cytoplazmy i $mierci komérki
bakteryjnej [39]. Denaturacja biatek cytosolowych
wynika z uszkodzenia wigzan i oddziatywan stabilizuja-
cych struktury biatkowe, np. mostkéw disiarczkowych,
wigzan wodorowych, oddziatywari hydrofobowych i wig-
zan jonowych [35,44].

Barwniki akrydynowe (proflawina) uszkadzajg materiat
genetyczny mikroorganizméw przez wigzanie sie z DNA
na zasadzie interkalacji, uniemozliwiajac tym samym
prawidlowy proces replikacji i transkrypcji [35]. Takze
czwartorzedowe zwigzki amoniowe moga oddziatywaé
z kwasami nukleinowymi powodujac ich precypitacje
[12]. Formaldehyd reaguje z zasadami pirydynowymi
i purynowymi, powodujac pojedyncze mutacje skutku-
jace zmiang ekspresji genéw bakteryjnych [38].

Najbardziej istotne mechanizmy dziatania zwiaz-
kéw dezynfekcyjnych na drobnoustroje z podziatem
na rodzaj oddziatywan (reakcje chemiczne, interakcje
o charakterze jonowym oraz oddzialywania fizyczne),
przedstawiono w tabeli 2. Na ryc. 2 przedstawiono sche-
matycznie miejsca docelowego dziatania wybranych
zwiazkéw chemicznych w komdrce bakteryjnej. W zalez-
nosci od klasy chemicznej biocydéw sa obserwowane
interakcje z komdrkami bakteryjnym o charakterze che-
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micznym (np. kwas nadoctowy, formaldehyd, profla-
wina); oddziatywar jonowych (np. czwartorzedowe sole
amoniowe, biguanidyny); oddzialywan fizycznych (np.
fenol i alkohole alifatyczne).

ODPOWIEDZ BAKTERII NA CZYNNIKI NIEKORZYSTNE - MECHANIZMY
OPORNOSCI BAKTERII NA BIOCYDY

Stres dziatajacy na mikroorganizmy jest pojmowany jako
odchylenie od optymalnych warunkéw wzrostowych,
czego rezultatem jest spadek tempa wzrostu. Czynniki
stresowe dzialajgce na mikroorganizmy moga spowodo-
owaé zmiane ekspresji genéw, a to moze skutkowac syn-
tezg bialek, ktére nie sa wytwarzane w optymalnych
warunkach wzrostu [50]. Bakterie poddane dziataniu
biocydéw, wyksztalcaja liczne adaptacje, ktére warun-
kuja tolerancje lub opornos$é drobnoustroju na szeroki
zakres zwigzkéw szkodliwych [55]. Najwiecej dowoddéw
na istnienie zjawiska oporno$ci bakterii na biocydy
pochodzi z badati prowadzonych in vitro. Takze z miejsc
praktycznego stosowania biocydéw sa izolowane
mikroorganizmy o zmniejszonej wrazliwosci na zwigzki
chemiczne, np.:

* szczep Mycobacterium chelonae wyizolowany z myjki
endoskopu zawierajgcej preparat dezynfekcyjny wyka-
zywal opornos¢ na glutaraldehyd w stezeniu 2%;

« szczep Acinetobacter faecalis wyizolowany z powierzchni
na ktérych pozostaty resztki srodkéw dezynfekcyjnych
zawierajacych fenol wykazywatl oporno$¢ na dany zwia-
zek w stosunku do szczepu dzikiego [45].

Populacje mikroorganizméw mozna okresli¢, jako
oporng na biocydy, gdy stezenie biocydu zalecane przez
producenta do uzytku (in-use concentration) lub ste-
zenie, ktére wykazuje dziatanie bdjcze lub statyczne
wzgledem innych szczepéw, nie eliminuje danego drob-
noustroju [50].

Zmniejszona podatno$¢ bakterii na biocydy moze byé
warunkowana przez wewnetrzne, mechanizmy opor-
noéci komérki bakteryjnej (intrinsic resistance) lub
nabyte mechanizmy opornosci (acquired resistance)
wraz z ruchomymi elementami genetycznymi (np. pla-
zmidy, transpozony, fagi) badz wytworzona jako skutek
mutacji. Za gtéwne mechanizmy zmniejszonej wrazliwo-
$ci na biocydy uwaza sie: zmiane ultrastruktury oston
komdrkowych: LPS, blonowe kwasy ttuszczowe (desta-
bilizacja i utrata LPS ze $ciany komdrkowej bakterii
Gram-ujemnych, zmiana proporcji ilo$ci kwaséw ttusz-
czowych nasyconych do nienasyconych) nadekspresja
pomp efflux, represja biosyntezy poryn, enzymatyczna
inaktywacje biocydu, zmiane miejsc docelowego dziata-
nia [22,44]. Opornoé¢é naturalna stanowi wrodzona ceche
danej grupy mikroorganizméw lub moze by¢é wyksztat-
cona w wyniku zmian adaptacyjnych. Niekiedy nawet
ten sam rodzaj mechanizmu zwiekszonej opornosci bak-
terii na biocydy, moze mie¢ zréznicowane uwarunkowa-
nia i stanowi¢ konsekwencje nastepujacych proceséw:

zmian fenotypowych, zmian indukowanych czynnikami
stresowymi, zmian chromosomalnych, zmian plazmi-
dowych. W pracy skoncentrowano sie na dwéch obsza-
rach zwigzanych z zagadnieniem oporno$ci na biocydy:
naturalnym brakiem wrazliwo$ci mikroorganizméw na
biocydy oraz opornoscig jako wynikiem proceséw ada-
ptacyjnych bedacych odpowiedzig bakterii na dziatanie
szkodliwych zwiazkéw chemicznych.

ZMNIEJSZONA WRAZLIWOSC NA BIOCYDY JAKO NATURALNA CECHA
MIKROORGANIZMOW

Niektére grupy mikroorganizméw (bakterie Gram-dodat-
nie (np. pratki) jak i bakterie Gram-ujemne) moga mie¢
specyficzne cechy zapewniajgce ochrone przed szko-
dliwymi czynnikami chemicznymi. Wybrane przyktady
naturalnej opornos$ci mikroorganizméw oraz ich form
przetrwalnych na biocydy przedstawiono w tabeli 3 [8,17].
Bakterie Gram-ujemne odznaczaja sie naturalnie wiek-
sza odpornoscia na dzialanie szkodliwych czynnikéw
zewnetrznych w poréwnaniu do bakterii Gram-dodatnich,
w tym charakteryzuja sie zdecydowanie mniejsza wrazliwo-
$cig na przeciwbakteryjne dzialanie biocydéw [49]. Bakterie
Gram-ujemne zawierajg zewnetrzng blone (outer mem-
brane, OM) bogata w LPS oraz liczne biatka OMPs (outer
memebrane proteins), ktéra tworzy nieprzepuszczalng
bariere, utrudniajgca penetracje niektérych biocydéw np.
czwartorzedowych zwiazkéw amoniowych, biguanidyny.
W poréwnaniu do bakterii Gram-ujemnych, $ciana komér-
kowa bakterii Gram-dodatnich z gruba warstwa peptydo-
glikanu wykazuje duza wytrzymato$¢ mechaniczna, lecz
jest jednocze$nie stosunkowo tatwo przepuszczalna i nie
tworzy skutecznej ochrony przed dyfuzja biocydéw i anty-
biotykéw [53]. Naturalng zmniejszong wrazliwo$¢ na sze-
roki zakres dezynfektantéw wykazuja mikobakterie, czyli
pratki, co wynika z duzej zawartosci lipidéw i duzej wosko-
wato$ci $ciany komérkowej (szkielet mikoarabionogalak-
tanu) [49]. Oporno$¢ pratkéw na biocydy jest zalezna od
zawarto$ci lipidéw, ktéra jest zmienna w obrebie poszcze-
gélnych gatunkéw tej grupy drobnoustrojéw. Szczepy
Mycobacterium phlei, o matej zawartosci lipidéw sa bardziej
podatne na dziatanie czwartorzedowych zwigzkéw amo-
niowych niz M. tuberculosis o wiekszej zawartosci lipidéw
w blonie [7]. Nalezy takze nadmieni¢ o naturalnej opor-
nosci przetrwalnikéw bakteryjnych (spor) na dziatanie
czynnikéw chemicznych i fizycznych [27,52]. Spory pozo-
staja niewrazliwe na dziatanie wielu biocydéw np. fenolu,
alkoholi, QACs, zwigzkéw organicznych rteci, ktére sa bar-
dzo toksyczne wzgledem wegetatywnych komdrek bakte-
rii. Zaledwie kilka klas zwigzkéw chemicznych, takich jak
aldehydy, tlenek etylenu czy zwigzki utleniajace wykazuja
dziatanie sporobdjcze [48].

ADAPTACJE FENOTYPOWE BAKTERII WARUNKUJACE ZMNIEJSZONA
WRAZLIWOSC NA SRODKI DEZYNFEKCYINE

Fenotyp opornosci na biocydy ekspresjonowany przez
bakterie moze sie znaczaco zmieniaé¢ pod wplywem
takich bodZcéw jak: utrudniona dostepnosé¢ sktadnikéw
odzywczych i tlenu, faza wzrostu w jakiej znajduja sie
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Tabela 2. Mechanizmy oddziatywar wybranych zwiazkéw chemicznych stosowanych jako $rodki dezynfekcyjne z potencjalnymi miejscami w komdrkach bakterii
oraz spodziewany efekt dziatania przeciwdrobnoustrojowego, na podstawie [14]

Grupa chemiczna zwigzkow
o danej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej

Miejsce docelowego dziatania Efekt aktywnosci

biocydu w komorce przeciwdrobnoustrojowej Mechanizm dziafania

Interakgje biocydu ze strukturami mikroorganizmow o charakterze reakeji chemicznych

Sole, metale ciezkie, zwigzki rtedi,
zwiazki utleniajace: nadtlenek
wodoru, kwas nadoctowy,
zwigzki chloru

Biatka cytoplazmatyczne,
btonowe, lub enzymatyczne
zawierajace grupy tioliowe

Inhibicja, zaburzenie reakdji

metabolicznych Utlenianie grup tiolowych biatek

Zaburzenie proceséw
metabolicznych, uszkodzenie
materiatu genetycznego
zahamowanie replikadji

Biatka, DNA, RNA i inne skfadniki

Aldehydy: glutaraldehyd, komérki, zawierajace w swojej

formaldehyd, chloroacetamid struktur 2 gru;.)y:.amlnowe, i transkrypdji, uszkadzanie Aldlada
amidowe, iminowe, i
. zewnetrznych oston komdrkowych,
karboksylowe, tiolowe )
hamowanie transportu
komdrkowego
Zaburzenie struktury
i przepuszczalnosci bton
Dwuwarstwa fosfolipidowa, biologicznych - wyciek
btona zewnetrza bakterii drobnoczasteczkowych Chelatacja jondw stabilizujacych
EDTA : ] )
Gram- ujemnych, komponentéw komérkowych, strukture btony
btona cytoplazmatyczna zahamowanie podziatdw
komdrkowych i procesow
metabolicznych
Uszkodzenia materiatu
genetycznego, zahamowanie Interkalacia dwuniciowei
Barwniki akrydynowe: proflawina DNA replikacji i transkrypcji, ) )
. s struktury DNA
zahamowanie poddziatow
komérkowych
Interakgje biocydu ze strukturami mikroorganizméw o charakterze oddziatywan jonowych
(zwartorzedowe sole amoniowe, biatka (w tym enzymy) y p ) , 90 Oddziatywania elektrostatyczne
. . zahamowanie proceséw S
biguanidyny Zwigzane ) z fosfolipidami
) oddechowych, koagulacja
zbtona komdrkowa
cytoplazmy
Interakcje biocydu ze strukturami mikroorganizméw o charakterze oddziatywar fizycznych
. - Penetracja i zaburzenie struktury
Zaburzenie przepuszczalnosci btony . .
cytoplazmatycznej, zahamowanie dwuwarstwy fosfolipidowej
Fenol, kwasy organiczne Btona cytoplazmatyczna ' btony i przemieszczenie jej

proceséw oddechowych, zaburzenie

O N komponentéw, zaburzenia proceséw
procesu pozyskiwania energii

przebiegajacych w obrebie btony

Imiana przepuszczalnosci
Alkohole alifatyczne Btona cytoplazmatyczna i uszkodzenia btony komérkowej,
zaburzenie procesow metabolicznych

Niszczenie struktury fosfolipidow;
denaturacja biatek
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zaburzenie
transbtonowego
transportu protonéw

Sita Protonomotoryczna

o |

s

ErT

utlenianie grup
tiolowych biatek

destabilizacja
lipopolisacharydu

57 JRLrarennTnen

&ciana komorkowa

interkalacjaDNA

zwigkszenie
przepuszczalnosci btony

alkilacja

Cu?; Ag?; biatek

cytoplazmatycznej

nadtlenek
wodoru; kwas
nadoctowy,
zwigzki chloru

aldehydy

czwartorzedowe sole
amoniowe,

biguanidyny, alkohole

alifatyczne

- biatko enzymatyczne

A

- biatko btonowe (poryna)

- biatko cytoplazmatyczne

'-SH

-SH - biatka z grupami tiolowymi

@

- wskazuje miejsce dziatania
biocydu w komadrce bakterii

- biocyd dziatajacy na
komadrke bakteryjng

- mechanizm dziatania
biocydu na okreslone miejsce
w komorce bakterii

-zwiekszona
przepuszczalnosc¢ btony
cytoplazmatycznej,
warunkujgca wyciek
sktadnikéw komorkowych

e s ..,
..

Ryc. 2. Wybrane miejsca docelowego dziatania (target) zwigzkéw chemicznych stosowanych jako biocydy w komdrce bakteryjnej, na podstawie [8,13,14,40]

bakterie oraz wystepowanie mikroorganizméw w postaci
biofilméw. Bakterie w odpowiedzi na ograniczony dostep
sktadnikéw odzywczych oraz wchodzace w stacjonarna
faze wzrostu wykazuja zwiekszong opornos$¢ na réznego
rodzaju zwiazki przeciwdrobnoustrojowe. Przyczyna tego
zjawiska sg prawdopodobnie modyfikacje w powierzch-
niowych ostonach komérkowych, np. nadprodukcja biatek
powierzchniowych lub wytwarzanie otoczek polisachary-
dowych [23]. W odpowiedzi na stres selekcyjny, jakim jest
ekspozycja bakterii zwlaszcza na niskie, subinhibitorowe
stezenia biocydéw moze nastapi¢ wyksztalcenie mecha-
nizméw warunkujacych zmniejszong wrazliwo$¢ na dane

zwigzki. Dziatanie biocydéw w niskich stezeniach na
mikroorganizmy indukuje dwa podstawowe mechanizmy
opornoéci: nadekspresje pomp efflux (gtéwnie u bakterii
Gram-ujemnych) oraz wytwarzanie przez bakterie enzy-
méw inaktywujacych biocydy [6,23]. Modyfikacje nabyte
w procesie adaptacyjnym zazwyczaj nie sa przekazywane
komdérkom potomnym i najczesciej zanikaja lub zmniej-
szajg sie po usunieciu czynnika selekcyjnego. Jednak nie-
kiedy zmiany adaptacyjne moga mie¢ rozlegly, globalny
wplyw na komérke bakteryjna prowadzac do trwatych
zmian morfologicznych, modyfikacji proceséw metabo-
licznych czy fizjologicznych [10,22,45].
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Tabela 3. Przykfady naturalnej opornosci mikroorganizméw oraz ich form przetrwanych na biocydy, wynikajacej ze zmniejszonej przepuszczalnosci oston

powierzchniowych, na podstawie [8,49]

Grupa mikroorganizméw
oraz ich form przetrwalnych

Cechy warunkujace zmniejszong przepuszczalnos¢ oston powierzchniowych dla toksycznych zwigzkéw

Pratki Woskowata $ciana komdrkowa dzieki duzej zawartosci kwaséw ttuszczowych

Przetrwalniki bakteryjne

Ztozona struktura budowy oston powierzchniowych spor (ptaszcz, cortex)

Bakterie Gram-ujemne

Btona zewnetrzna (OM) Sciany komdrkowej zawierajaca lipopolisacharydy (LPS)

i biatka btony zewnetrznej (OMPs)

Bakterie Gram-dodatnie

Niektore gatunki lub szczepy bakterii Gram-dodatnich moga zawierac otoczki cukrowe

lub wydziela¢ ochronng warstwe sluzu

Stan fizjologiczny drobnoustrojéw w znaczacy sposéb
wplywa na efektywno$é dziatania biocydéw [61]. Foley
wykazal, ze bakterie wchodzgce w stacjonarng faze
wzrostu znajdujg sie w fazie u$pienia, podobnie jak spory
wykazuja zwiekszong oporno$¢ na czynniki fizyczne
i chemiczne [19]. W warunkach niedoboru sktadnikéw
pokarmowych, nastepuje zmiana fazy wzrostu bakterii
z ekspotencjalnej do spowolnionego wzrostu, z czym
skorelowany jest czesto wzrost oporno$ci na czynniki
chemiczne [40]. Takze mikroorganizmy namnazajace
sie wewnatrz komérek zywiciela, wytwarzajg fenotyp
zwiekszonej oporno$ci umozliwiajacy im przetrwa-
nie w niesprzyjajacym $rodowisku. Legionella pneumo-
phila, namnazajaca sie w makrofagach, wykazuje nawet
1000-krotny wzrost oporno$ci na biocydy (biguanidyny,
izotionazol, czwartorzedowe zwigzki amoniowe) i anty-
biotyki, w poréwnaniu do komérek z hodowli in vitro
[2]. Inna postacig adaptacji fenotypowej warunkujacej
zmniejszona wrazliwo$¢ na biocydy jest wytwarzanie
zewnatrzkomérkowych otoczek §luzowych. Szczep Sta-
phylococcus epidermidis wydzialajacy $luzowg otoczke
wykazywal zwiekszong oporno$é na antybiotyki
w pordwnaniu do szczepu niemajgcego takiej zdolnosci
[17,26].

Znakomitym przyktadem na to jak zmiany fizjologiczne
bakterii wplywajg na ich wrazliwo$¢ na zwiazki che-
miczne jest tworzenie biofilmu bakteryjnego. W bio-
filmie, ktéry ma postaé tréjwymiarowego konsorcjum,
przytwierdzonego do powierzchni statej (biotycznej
lub abiotycznej), komdrki bakterii tworza mikrokolonie
zanurzone w zewngtrzkomdrkowym, polisacharydowym
matrix. Wielopoziomowa struktura biofilméw, duze
zageszczenie mikroorganizméw sprawia, ze komérki
bakteryjne w zalezno$ci od umiejscowienia i zajmowa-
nej pozycji w biofilmie moga wykazywaé zréznicowane
wlasciwosci fizjologiczne [22]. Komérki w gltebszych par-
tiach sg narazone na warunki mniejszego stezenia tlenu,
niedoboru sktadnikéw odzywczych, nagromadzenia
metabolitéw i znajduja sie w fazie spowolnionego wzro-
stu i u$pienia metabolicznego. Taka populacja bakterii
wykazuje tym samym obnizong wrazliwo$¢ na dziatanie
substancji przeciwdrobnoustrojowych. Natomiast bak-
terie zasiedlajace powierzchniowe warstwy biofilméw,

majace optymalne warunki wzrostu wykazuja fenotyp
zblizony do komérek w postaci planktonicznej i sg wraz-
liwe na dziatanie biocydéw [4]. Bakterie w gtebszych
warstwach bton biologicznych, wykazuja wzmozone
wytwarzanie polisacharydéw zewnatrzkomdrkowych
i réznych enzyméw hydrolitycznych oraz zwigkszong
biosynteze pomp efflux [22]. Ponadto, ze wzgledu na
polisacharydowa macierz, dyfuzja biocyddéw jest utrud-
niona w obrebie biofilméw, przez co zwiazki biobdjcze
nie docieraja do wszystkich mikroorganizméw w odpo-
wiednio wysokich stezeniach. Zwiazki chemiczne moga
wchodzi¢ w reakcje ze sktadnikami matrix i ulegaé tym
samym modyfikacji lub inaktywacji. Przypuszcza sie, ze
w gtebszych warstwach bton biologicznych, moze zacho-
dzi¢ selekcja szczepéw opornych na substancje biobdjcze
[21,22].

MODVYFIKACJA BEONOWYCH KWASOW TLUSZCZOWYCH, JAKO
ODPOWIEDZ BAKTERII NA EKSPOZYCJE NA BIOCYDY

Modyfikacja sktadu lipidéw btonowych jest czesta odpo-
wiedzig bakterii na dzialanie substancji toksycznych.
Stanowi jeden z gléwnych mechanizméw zapewniaja-
cych utrzymanie integralnosci i prawidtowe funkcjo-
nowanie blon cytoplazmatycznych. Przypuszcza sie, ze
zmniejszona wrazliwo$¢ na biocydy moze sie wigzad
z modyfikacjami blonowej frakcji lipidéw, ktére majg na
celu ,,uszczelnienie” blony komdrkowej [10]. Zaobserwo-
wano nadprodukcje blonowych, hydroksylowanych kwa-
séw ttuszczowych przez szczepy Pseudomonas aeruginosa
w odpowiedzi na dziatanie czwartorzedowych zwigz-
kéw amoniowych [43]. Innym przyktadem jest ekspo-
zycja szczepbw Escherichia coli na etanol i aceton, ktéra
skutkowata zwiekszeniem sie udziatu nienasyconych
kwaséw ttuszczowych w blonie komdrkowej. Natomiast
hodowla tego samego szczepu E. coli w obecnosci chloro-
formu i benzenu doprowadzita do zwiekszonej syntezy
nienasyconych, blonowych kwaséw ttuszczowych [28].
Ekspozycja szczepdw Cronobacter sakazakii na podwyz-
szong temperature, skutkowata zmiang sktadu kwaséw
ttuszczowych w blonie (wzrost zawartosci kwasu miry-
stynowego i palmitynowego) i wzrostem opornosci tych
wariantéw szczepédw na czwartorzedowe zwigzki amo-
niowe [37].
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ENZYMATYCZNA INAKTYWACJA BIOCYDOW

Niektére bakterie sa oporne na biocydy przez powo-
dowanie ich degradacji lub modyfikacji z uzyciem
odpowiednich enzyméw, czego rezultatem jest utrata
toksycznego dziatania danej substancji [45]. Niekiedy
wytwarzanie enzymdéw powodujacych unieczynnienie
biocydéw moze by¢ naturalng cechg danej grupy bak-
terii bgdZ warunkowana plazmidowo. Najpowszechniej
znanym przyktadem jest enzymatyczna redukcja tok-
sycznych metali ciezkich dzieki wytwarzanym przez
bakterie enzymom redukujacych metale do mniej tok-
sycznych postaci utlenowanych [8]. Przyktadem sa
bakterie Desulfovibrio desulfuricans i Desulfobulbus rhab-
doformis [42] redukujace zelazo, miedZ i cynk, ktdre sa
niewrazliwe na wysokie letalne dla innych mikroorga-
nizméw stezenia tych metali, tj. Fe (400 mg/1), Zn (150
mg/1) i Cu (80 mg/1). Mikroorganizmy tlenowe sg wypo-
sazone w enzymy, ktére neutralizuja toksyczne produkty
uboczne powstajace w czasie procesu oddychania tleno-
wego. Katalaza i peroksydaza chronig komérki bakterii
przed toksyczng aktywno$cia nadtlenku wodoru, a dys-
mutaza ponadtlenkowa zabezpiecza przed szkodliwym
dziataniem wysoce reaktywnych rodnikéw ponadtlen-
kowych [23]. Innym przyktadem jest inaktywacja enzy-
matyczna formaldehydu przez Pseudomonas putida oraz
pateczki Enterobacteriaceae, ktére moga nabywaé plazmid
zawierajacy gen adhC kodujacy dehydrogenaze formal-
dehydu [22,34]. Przypuszcza sie, ze pod wplywem czyn-
nika stresowego jakim jest dziatanie danych zwigzkéw
toksycznych w komérkach bakteryjnych moze doj$¢ do
indukcji ekspresji odpowiednich enzyméw rozktadaja-
cych i unieszkodliwiajacych biocyd [45].

NIEPRAWIDEOWE PROCEDURY DEZYNFEKCJI JAKO ZRODEO ZAGROZEN
ZDROWOTNYCH I HIGIENICZNO-SANITARNYCH

Utrzymanie odpowiedniej czystosci i higieny w prze-
my$le ma fundamentalne znaczenie przy produkcji
i obrocie zywnoscia. Mycie i dezynfekcja naleza do naj-
wazniejszych sktadowych Dobrej Praktyki Produkcyjnej
- GMP (good manufacturing practice) Dobrej Praktyki
Higienicznej - GHP (good hygiene practice). Wedtug
Ustawy nr 171, poz. 1225 o bezpieczenistwie zywno-
$ci i zywienia z dnia 25 sierpnia 2006 r. [59] GMP to
dziatania, ktére musza by¢ podjete i ktére muszg by¢
spetnione, aby produkcja zywno$ci oraz materiatéw
i wyrobéw przeznaczonych do kontaktu z zywno$cia
odbywata sie w sposéb zapewniajacy bezpieczeristwo
zywnosci zgodnie z jej przeznaczeniem. Dobra Prak-
tyka Higieniczna odnosi si¢ natomiast do dziatan, ktére
musza by¢ podjete i warunkéw higienicznych, ktére
muszg by¢ spetnione i kontrolowane na wszystkich eta-
pach produkgji lub obrotu, aby zapewnié bezpieczeni-
stwo zywno$ci. Zgodnie z tymi wymogami prawnymi
kazdy zaktad zajmujacy sie produkcjg, przetwarzaniem
lub wprowadzaniem zywnosci do obrotu ma obowia-
zek wdrozy¢ i stosowal zasady GMP/GHP oraz System
Analizy Zagrozen i Krytycznych Punktéw Kontroli -
HACCP (hazard analysis and critical control points).

System HACCP identyfikuje, ocenia i kontroluje zagro-
zenia istotne z punktu widzenia bezpieczefistwa zyw-
nosci. Do najistotniejszych zagrozen rozpatrywanych
podczas analizy HACCP nalezg zagrozenia mikrobiolo-
giczne zwigzane z zanieczyszczeniem zywnosci przez
drobnoustroje. W zaleznosci od specyfiki przetwa-
rzanego produktu nalezy sie spodziewaé w obiektach
produkcyjnych réznych grup mikroorganizméw, np.
bakterii z rodzaju Clostridium i Listeria [32]. Wiekszo$¢
zagrozef mikrobiologicznych mozna wyeliminowa¢
przez skuteczne stosowanie procedur mycia i dezyn-
fekcji. Prawidlowe przeprowadzenie procesu mycia,
a nastepnie dezynfekcji, wymaga uwzglednienia m.in.
takich czynnikéw jak rodzaj zanieczyszcze, stopieri
zanieczyszczenia powierzchni, rodzaj powierzchni,
rodzaj materiatu, cykl produkcji oraz $rodki i urza-
dzenia do mycia i dezynfekcji. Mycie i dezynfekcja
powinny przebiega¢ w nastepujacych etapach: usunie-
cie mechaniczne zanieczyszczeti widocznych gotym
okiem; sptukanie zanieczyszczet biezaca woda, mycie
wiasciwe z zastosowaniem odpowiednich detergentdw,
sptukanie $rodkéw myjacych, dezynfekcja za pomoca
odpowiednich preparatéw chemicznych, doktadne
sptukanie wodg $rodka dezynfekcyjnego i osuszenie
powierzchni, dezynfekcja metodami chemicznymi i/
lub fizycznymi [31,32].

Wszelkie stosowane $rodki zaréwno myjace jak
i dezynfekujace powinny mie¢ atest lub §wiadectwo
dopuszczenia do stosowania w przemysle spozywczym.
Powinny tez byé dostosowane do konkretnej branzy
spozywczej [32].

Do najczesciej wystepujacych nieprawidtowos$ci podczas
dezynfekcji mozna zaliczy¢ [33]:

* przeprowadzenie procesu dezynfekcji bez wczeéniej-
szego przeprowadzenia procesu mycia;

« uzycie $rodka dezynfekcyjnego nieodpowiedniego do
typu zanieczyszczenia mikrobiologicznego;

« stosowanie $rodkéw bez przestrzegania zasad zaleca-
nych przez producenta;

* niedostateczny czas kontaktu miedzy $rodkiem bakte-
riobdjczym a dezynfekowang powierzchnig;

« dlugotrwate stosowanie w danym $rodowisku preparatu
nalezacego do tej samej grupy zwigzkéw chemicznych.

Najwiekszym zagrozeniem dla prawidlowego procesu
dezynfekgji jest nieprawidtowe stezenie uzytych $rod-
kéw biobdjczych [31]. W praktyce biocydy sa stosowane
w bardzo duzych stezeniach, przewyzszajacych dawke
letalna. Jednak istnieje duze ryzyko rozcieficzenia bio-
cydu w czasie jego uzywania, np. przy nieprawidtowym
sporzgdzaniu roztworu z koncentratu danego $rodka.
Ponadto wystepowanie na dezynfekowanym obszarze
materii organicznej, barier fizycznych, wody pozosta-
tej po niepoprawnie przeprowadzonych procedurach
mycia, moga powodowaé rozcieficzenie lub inaktywa-
cje substancji aktywnych chemicznie. W konsekwencji
zaistnienia wymienionych czynnikéw bakterie moga
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by¢ eksponowane na dziatanie niskich, subinhibito-
rowych stezef biocydéw [3]. Okazuje sie, ze mikro-
organizmy poddane diugoterminowemu dziataniu
niewielkich stezeri zwigzkéw toksycznych moga sie
stawal oporne takze na antybiotyki bez wczes$niejszego
kontaktu z danym lekiem. Jest to tzw. oporno$¢ krzy-
zowa, w ktérej mechanizmy wytworzone wobec danej
substancji szkodliwej warunkujg réwnocze$nie catko-
wity lub czesciowy brak wrazliwo$ci na inne substancje
nalezace do tej samej lub zupetnie innej klasy zwiazkéw
chemicznych. Badania in vitro potwierdzaja mozliwo$¢
jednoczesnego nabywania przez bakterie opornosci na
antybiotyki i chemioterapeutyki. Ekspozycja Salmonella
spp. na $rodek dezynfekcyjny zawierajacy czwartorze-
dowe sole amoniowe oraz formaldehyd i glutaraldehyd,
pozwolita uzyskaé stabilne warianty Salmonella spp.
o nadekspresji pomp effu AcrAB-TolC oraz warianty
Salmonella spp. o zmniejszonej wrazliwos$ci na anty-
biotyki: ciprofloksacyne, chloramfenikol, tetracykline
i ampicyline w poréwnaniu do szczepu dzikiego [10].
Braoudaki i wsp. wykazali, ze ekspozycja szczepu E. coli
0157:H7 na subinhibitorowe stezenia triclosanu indu-
kowata opornos$é krzyzowa na triclosan i jednoczeénie
na antybiotyki: chloramfenikol, tetracykline , amok-
sycyline, trimetoprim, chlorek benzalkoniowy i chlor-
heksydyne [3]. Jezeli zjawisko to zachodzi w miejscach
powszechnego stosowania biocydéw, np. czwartorzedo-
wych zwigzkéw amoniowych, moze by¢ Zrédtem gene-
rowania i rozprzestrzeniania sie bakterii potencjalnie

PismiennicTwo

patogennych o fenotypie wielolekoopornosci. Stanowi
to powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego, gdyz
szczepy oporne na biocydy i antybiotyki moga wywo-
tywa¢ infekcje o zdecydowanie zawezonych mozliwo-
$ciach terapeutycznych.

PobsumowaNiE

Wszelkiego rodzaju biocydy: $rodki dezynfekcyjne
i antyseptyczne oraz konserwanty sa obecnie stosowane
w kazdej dziedzinie sektora zycia cztowieka w znacznych
ilodciach, a ich uzycie zazwyczaj nie podlega tak $cistej
kontroli jak w przypadku antybiotykéw. Zwigzki biobdj-
cze naleza do réznych klas chemicznych (np. aldehydy,
alkohole, kationowe zwigzki powierzchniowo czynne,
zwigzki utleniajace, fenole) i ze wzgledu na rézny cha-
rakter i reaktywno$¢ chemiczng substancje te oddziatuja
z réznymi strukturami komérki bakteryjnej (np. btona
cytoplazmatyczna, DNA). Bakterie jako grupa mikroor-
ganizméw o duzych zdolnosciach adaptacyjnych, wytwa-
rzaja w odpowiedzi na dziatanie biocydéw odpowiednie
mechanizmy warunkujace zmniejszong wrazliwo$¢ (np.
modyfikacje blonowych kwaséw ttuszczowych, enzyma-
tyczna inaktywacja biocydéw). W zwigzku z tym, iz jest
duze prawdopodobienistwo wystapienia omawianego
fenomenu opornoéci bakterii na biocydy, konieczna jest
edukacja z zakresu prawidlowych proceséw sanitarno-
-higienicznych, co jest gwarancja bezpieczeristwa zdro-
wia publicznego.
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