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Streszczenie

W artykule przedstawiono dane zawarte w literaturze Swiatowej na te-
mat molekularnych mechanizmoéw i proceséw komoérkowych zaangazo-
wanych w pojawienie sie wpopulacjach bakterii szczepéw opornych na
antybiotyki. W kolejnych podrozdziatach artykutu scharakteryzowano
dwie grupy gtownych'proceséw i mechanizméw, z ktérych jedne, deter-
minowane genetyeznie, sg dziedziczne, drugie za$ majg charakter ada-
ptacyjny - przejsciowy-= i stanowig system aktywnej odpowiedzi komo-
rek bakterii na drastyczne zmiany srodowiska w warunkach ewolucyjnej
presji selekcyjnej. Do pierwszej grupy mechanizméw zaliczono procesy
paraseksualne bakterii, to jest transformacje, koniugacje, transdukcje,
ktére sg odpowiedzialne za horyzontalny transfer genéw lekoopornosci
(HGT) oraz ztozone systemy gendw i kodowanych przez nie btonowych
biatek transportowych (efllux pumps), do drugiej zas mechanizm dupli-
kacji i amplifikacji genéw (GDA) oraz zjawisko uspienia metabolicznego
(persister cells).
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Summary

The article presents the world literature data in the field of molecular me-
chanisms and cellular processes, responsible for appearance of bdcterial spe-
cies resistant to antibiotics and other chemotherapeutics-~The subsequent
chapters of the article contain a detailed descrition 'of two groups of ma-
jor processes and mechanisms, one of which is genetically determined and
hereditary and the other is adaptive and transient and thus provide natural
active response to extreme environmental changes under evolutionary selec-
tion pressure. The first group includes parasexual bacterial processes such
as transformation, conjugation, transduction, which are responsible for hori-
zontal genes transfer (HGT) and systems of efflux pumps. The second group
contains gene duplication and amplification mechanisms (GDA) as well as
persister cells phenomenon.
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Wprowadzenie

Klasyczne rozumienie zjawiska ewolucyjnej zmiennosci bakterii za-
ktada, ze pojawianie sie i rozprzestrzeniane bakterii opornych na
antybiotyki i inne antybakteryjne leki jest wynikiem selekcji przez
te zwiazki mutantéw opornych, preegzystujacych w r6znych popula-
cjach bakterii [1, 2, 3]. W Swietle wynikéw z lat 60., potwierdzonych
i ugruntowanych pod koniec ubiegtego wieku, okazato sie, ze anty-
biotyki selekcjonujag nie tylko preegzystujace w populacjach sponta-
niczne mutanty oporne, lecz takze posrednio szczepy mutatorowe,
charakteryzujace sie bardzo wysokim tempem réznorodnych, bez-
kierunkowych mutacji, co znacznie zwieksza takze czestosé¢ mutacji
prowadzacych do nabywania lekoopornosci [4).5,-6, 7]. Pojawianie sie
w populacjach bakterii chorobotwérczych i sSrodowiskowych szcze-
péw mutatorowych jest bezposrednio zwigzane z mutacyjng inak-
tywacjg genéw systemu naprawy btedow replikacji DNA (Mismatch
Repair, MMR), co w efekcie prowadzi do 100-400-krotnego wzrostu
czestotliwosci réznorodnych mutacji [8, 9, 10]. Wspodtczesne osia-
gniecia biologii molekularnej bakterii, w tym szczegdlnie genomiki
i proteomiki, wskazuja, ze dominujgcym mechanizmem odpowiedzial-
nym za rozsiewanie sie w populacjach i narastanie opornosci na an-
tybiotyki jest horyzontalny transfer.genéw lekoopornosci (horizontal
genes transfer, HGT), zachodzacy takze pomiedzy odlegtymi taksono-
micznie réznymi gatunkami bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujem-
nych [11, 12, 13, 14]. Integracja pojedynczych genéw lekoopornosci
do genoméw na drodze homologicznej i niehomologicznej rekombi-
nacji jest jedna z'przyczyn nabycia opornosci wielorakiej [15, 16]. Dla
réoznych gatunkéw bakterii wykazano, ze skokowe podwyzszenie pro-
gu opornosci na dany antybiotyk (MIC) moze by¢ rezultatem mutacji
adaptacyjnych zwigzanych z duplikacjg lub amplifikacja okreslonych
genow lekoopornosci (gene duplication and amplification, GDA) [17].
Waznymi mechanizmami odpowiedzialnymi za pojawianie sie szcze-
pow z wieloraka opornoscig na antybiotyki s3: a) nabycie naturalnych
plazmidow R noszacych rézne geny lekoopornosci oraz b) indukcja/
aktywacja ekspresji biatek ztozonych systemoéw aktywnego transpor-
tu (Multidrug efflux pumps), odpowiedzialnych za aktywne usuwanie
2. komorki réznych substancji toksycznych, w tym antybiotykéw [15,
18, 191
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Procesy transformaciji, transdukcji fagowej i koniugacji bakterii oraz
mechanizmy genetycznej rekombinacji i duplikacji genéw sa odpowie-
dzialne za rozsiewanie sie genéw lekoopornosci w populacjach-bakterii:

Wyniki licznych publikowanych w ostatnich latach/prac z zakresu
genomiki poréwnawczej bakterii chorobotwérczych i $rodowiskowych
dowodza, ze w Swiecie bakterii wyewoluowaty réznerodne; bardzo
sprawne mechanizmy i systemy horyzontalnego transferu informacji ge-
netycznej, w tym gendw lekoopornosci i chorobotwoérczosci generuja-
ce ogromng zmiennos¢ genetyczng i adaptacyjng plastycznosé bakterii.
Jedne z tych mechanizméw sg odpowiedzialne za nabywanie kompe-
tencji pozwalajacej komoérkom w warunkach naturalnych na efektywne
pobieranie fragmentéw nagiego DNA ze $Srodowiska na drodze trans-
formacji i ich inkorporacje do wtasnych genomow; inne warunkujg we-
wnatrz- i miedzygatunkowy transfer gendw na drodze koniugacji, a jesz-
cze inne s3 zwigzane z procesami transdukcji fagowej [16, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26].

Mozna zapytaé, po pierwsze, czy w. réznych srodowiskach natural-
nych sg dostepne zasoby nagiego DNA, w tym fragmenty noszace de-
terminanty lekoopornosci, i po-drugie, jakie czynniki i mechanizmy ko-
moérkowe nadajg bakteriom odpowiednig kompetencje, konieczng do ich
pobrania w warunkach naturalnych. Nie ma dzisiaj zadnych watpliwosci,
ze znane i dotad nieznane bakteriofagi w warunkach naturalnych uwal-
niajg ogromne ilosci genomowego DNA bakterii, a réwnoczesnie prze-
nosza na drodze transdukcji rézne fragmenty, w tym geny lekoopornosci,
do innych, blizeji dalej spokrewnionych gatunkéw bakterii bytujgcych
w danej niszy ekologicznej. Ocenia sie, ze na jeden gatunek bakterii zy-
jacych w naturalnych srodowiskach takich jak woda, gleba, osady se-
dymentacyjne, przewody pokarmowe zwierzat i ludzi przypada $rednio
5-10 bakteriofagéw, ktére infekuja i zabijajg kazdego dnia 40-50% ko-
morek kazdej populacji bakterii [27, 28]. Zatem w kazdym naturalnym
sSrodowisku bytowania bakterii - w wodach, glebach, osadach sedymen-
tacyjnych, na skérze i w przewodach pokarmowych ludzi oraz zwierzat
--znajduja sie duze zasoby genomowego DNA jako produktéw cyklu li-
tycznego komorek bakterii. Nalezy w tym miejscu dodac, ze w Swietle
danych metagenomiki 62% bakterii przewodu pokarmowego cztowieka,
zidentyfikowanych za pomoca sekwencjonowania réznych skonstruowa-
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nych bibliotek metagenomowych, nie byto uprzednio znanych, a 80%
z nich nalezy do bakterii dotad niehodowalnych [29]. Dla przyktadu,
w dolnym odcinku przewodu pokarmowego cztowieka i w kale. wykry-
to gatunki nalezace do 9 sposréd 70 znanych typdw bakterii, ale domi-
nujace okazaty sie gatunki nalezagce do dwdch typow Firmicutes (w tym
ponad 100 gatunkow nalezacych do rodzaju Lactobacillus) eraz Bactero-
ides [30]. Dowiedziono takze, ze odmienne populacje-niehodowalnych
gatunkow bakterii kolonizujg poszczegdlne odcinki przewodu pokarmo-
wego cztowieka, uktadu moczowego, oddechowego.czy rézne regiony
skory [31, 32, 33, 34]. Szacuje sie, ze metagenom populacji wszystkich
mikroorganizméw kolonizujacych ciato cztowieka zawiera 100 razy wie-
cej gendw niz jego wtasny genom o wielkosci 2,85 mld par zasad [35].
Szacunkowe dane metagenomiki wskazujg takze, ze w biosferze bytuje
okoto 10 min gatunkéw bakterii, w tym 6 min gatunkéw wolno zyjacych
i 3-5 mIn gatunkéw zwigzanych réznymi zaleznosciami z organizmami
eukariotycznymi [36]. Skoro kazdy gatunek bakterii moze by¢ gospoda-
rzem dla 5-10 réznych bakteriofagdéw, to’ przewidywana liczba réznych
typow bakteriofagéw, kragzacych w $wiecie hodowalnych i niehodowal-
nych bakterii, zamyka sie liczbg okoto 100 min. W $wietle tych danych
bakteriofagi stanowig wiec najbardziej zréznicowang genetycznie i naj-
liczniejsza grupe bytow biologicznych/na naszej planecie, ktére poprzez
stan lizogenii, cykl lityczny hodowalnych i niehodowalnych bakterii oraz
proces transdukcji fragmentéw DNA stanowig wazne ogniwo catego sy-
temu HGT [37, 38].

Opisana przez Griffitha. 82 lata temu zdolno$¢ pneumoko-
kow do pobierania\ nagiego DNA ze srodowiska i jego inkorpora-
cji do genomu.na drodze rekombinacji okazata sie waznym i szero-
ko rozpowszechnionym /mechanizmem HGT w Swiecie bakterii [39].
W literaturze przedmiotu opisano dotychczas ponad 60 gatunkéw bak-
terii, ktére w warunkach naturalnych osiggajg stan kompetencji i zdol-
nos¢ pobierania DNA ze srodowiska oraz jego rekombinacyjnej inkor-
poracji do genomoéw [40]. Lista gatunkéw bakterii hodowalnych, dla
ktorych. potwierdzono zdolno$¢ transformacji in vivo, nie jest jednak
zamknieta, nie méwigc o milionach gatunkéw bakterii dotad niehodo-
wanych. Molekularne mechanizmy zwigzane z nabywaniem kompeten-
¢ji i zdolnosci pobierania nagiego DNA oraz z regulacjg tych proceséw
okazatysie niezwykle ztozone. Czytelnikdow zainteresowanych tg proble-
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matyka odsytamy do dwdch obszernych artykutéw przegladowych [40,
41]. W tym miejscu warto powiedzie¢, ze transkrypcja okoto 180 genéw
podlega istotnym zmianom w czasie poprzedzajacym stan kompetencji
Streptococcus pneumoniae, a 28 gendw jest bezposrednio-zaangazowa-
nych w nabywanie kompetencji i pobieranie DNA oraz jego integracje
do genomu gospodarza na drodze homologicznej rekombinagji [42]. Nie-
dawno odkryto nowy mechanizm, nazwany w jezyku-angielskim fratri-
cide. Polega on na tym, ze kompetentne komorki S. pneumoniae zabijaja
i lizujg w populacji komoérki siostrzane, ktére stanu kompetencji nie na-
byty. Co wiecej, komérki kompetentne tego gatunku zabijajg i lizujg tak-
ze niekompetentne komérki pokrewnych gatunkéw z rodzaju Streptococ-
cus, uwalniajgc do srodowiska duze ilosci homologicznego DNA [41, 43].
Dowiedziono w warunkach in vitro, ze zjawisko fratricide tysigckrotnie
zwieksza wydajnos¢ transformacji markerow DNA; w tym determinant
opornosci na antybiotyki z zabijanych komdérek niekompetentnych do
komérek kompetentnych [44]. Zjawisko fratricide nabiera szczegdlnego
znaczenia, zwazywszy chociazby na fakt, Ze rozsiewanie sie determinant
opornosci na antybiotyki B-laktamowe 'wsréd chorobotwérczych szcze-
pow i gatunkdéw z rodzaju Streptococcus odbywa sie gtéwnie przy udziale
mechanizmu transformacji [24].-Pobieranie przez komorke fragmentow
obcego DNA ze srodowiska, chociazby DNA wiruséw i bakteriofagéw,
jest zwigzane z réznymi zagrozeniami dla stabilnosci genomu oraz funk-
cjonowania komorki. Stad w Swiecie bakterii wyewoluowaty rézne strate-
gie i mechanizmy, ktére chronig komorke przed tego typu zagrozeniami.
Przyktadami takiej kontroli jest np. indukcja stanu kompetencji poprzez
system quorum sensing, kontrola pobieranego DNA poprzez enzymatycz-
ny uktad restrykcji/modyfikacji gospodarza, a wreszcie Scista kontrola
stopnia homologii “DNA/poprzez system rekombinacji homologicznej.
Niektére gatunki bakterii - jak np. Neisseria sp., Haemophilus influen-
zae - pobierajg ze Srodowiska jedynie homologiczne fragmenty obcego
DNA, poniewaz majg zdolno$¢ rozpoznawania w obcym DNA krétkich,
powtarzajacych |sie sekwencji, homologicznych do sekwencji obec-
nych we wtasnym genomie. Sekwencje te nazwano DUS (DNA uptake
sequence) i USS (uptake signal sequence). Obecnos¢ tego typu sekwen-
Cji w pobieranych ze srodowiska fragmentach DNA gwarantuje, ze s3
one odpowiednimi substratami dla homologicznej rekombinacji [16, 45].
Jeszcze innym ostatnio postulowanym mechanizmem kontroli nabytych



Molekularne mechanizmy i procesy komorkowe...

gendw jest przejsciowe wyciszanie ich transkrypcji. W zjawisku tym, opi-
sanym dla Escherichia coli i Salmonella enterica serovar Typhimurium, za
wyciszanie transkrypcji niektérych nabytych genéw odpowiedzialne jest
biatko histonopodobne H-NS [46]. Zaktada sie, ze jest to~mechanizm,
ktéry chroni komoérke gospodarza przed potencjalnie toksycznymi pro-
duktami nabywanych na drodze horyzontalnej transmisji obcych gendéw.
Inny sposéb transformacji zwigzany z aktywnym transportem przez zywe
komoérki plazmidowego i chromosomalnego DNA nha zewnatrz w mem-
branowych pecherzykach (membrane vesicles, MVs), edkryty dla réznych
gatunkow bakterii Gram-ujemnych, jest przyktadem kolejnego mechani-
zmu, ktéry wzbogaca pule genomowego DNA dostepnego w $rodowi-
sku zycia bakterii i indukuje w ten sposéb procesyHTG [47, 48].

Nie mniej waznym mechanizmem zaangazowanym w HTG, w tym
w horyzontalny transfer genéw lekoopornosci;—jest koniugacja. Mo-
lekularny mechanizm koniugacji byt od lat badany gtéwnie na modelu
Escherichia coli noszacych naturalne-plazmidy grup niezgodnosci (incom-
patibility) Fl, P (RP4) i W. W Swietle.wynikdw uzyskanych w ostatnich
5-6 latach okazato sie, ze transfer DNA w procesie koniugacji zachodzi
przy udziale biatek systeméw T4S, ktore z kolei stanowig podrodziny
biatek wchodzacych w sktad bardzo ztozonego, zréznicowanego i sze-
roko rozpowszechnionego w $wiecie bakterii systemu sekrecyjnego
typu IV [16, 49]. Dane genomiki porownawczej dowodza, ze geny sys-
temu koniugacji T4S sg homologiczne do genéw znanego systemu virB
Agrobacterium tumefaciens, ktory jest odpowiedzialny za transfer bak-
teryjnego DNA do jader komérek drozdzy, grzybdw i roslin [50]. Syste-
my koniugacji typu T4S dla transferu plazmidéw koniugacyjnych oraz
genéw chromosomalnych opisano dla wielu gatunkéw Gram-ujemnych
bakterii patogennych takich jak: Campylobacter jejuni, Helicobacter pylo-
ri, Neisseria meningitidis i Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae,
Escherichia coli,/nie wykryto natomiast systemoéw koniugacji typu T4S
u bakterii Gram-dodatnich, takich jak np.: Mycobacterium tuberculosis,
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus [15, 16, 20]. Wiadomo
od dos¢_dawna, ze naturalne plazmidy R nosza wiele réznych genéw
opornosci na antybiotyki i metale ciezkie. Dla przyktadu plazmid R100
koduje opornos$¢ na tetracykliny (gen tetA w transpozonie Tn10), chlo-
ramfenikol (gen cat czescia transpozonu Tn9), sulfonamidy i miedz (geny
sull oraz aadA1 czescig transpozonu Tn21), gacE (geny systemow biatek
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transportowych, ale zdecydowana wiekszos¢ czagsteczki tego plazmidu
o wielkosci 24,281 par zasad stanowig geny kodujace biatka systemu
koniugacji T4S) [15, 51]. Plazmid R100 jest przyktadem wskazujacym;
ze wiele genéw lekoopornosci moze by¢ noszonych przez-jeden duzy
plazmid. Na drodze jednostopniowe]j koniugacji moga/by¢ przenoszo-
ne do kompetentnych komérek biorcéw. Nalezy dodaé, ze niskokopij-
ne, naturalne plazmidy R sg w komérkach bardzo stabilnie replikowane
dzieki obecnosci genéw zapewniajgcych prawidtows ich segregacje do
komérek potomnych, a takze elementéw systemu zabijajacego komérki,
ktore utracity plazmid (killer system). Mniejsze plazmidy lekoopornosci
nie zawieraja, co prawda, tak wielu genéw systemu T4S jak plazmid R,
ale ich koniugacyjny transfer do nowych gospodarzy moze by¢ tatwo
mobilizowany przez inne plazmidy obecne w komérce. Identyfikacja
w plazmidach R unikalnej, 59-nukleotydowej -sekwencji tag, zlokali-
zowanej na koncach 3’ gendéw opornosci na antybiotyki doprowadzita
do odkrycia integronéw, nowych elementéw genetycznych, niezwykle
waznych w procesie rozsiewania sie w $wiecie bakterii wielorakiej opor-
nosci na antybiotyki [52]. Integrony kadujg synteze enzymu integrazy,
ktéra katalizuje insercje gendw opornosci na antybiotyki pod kontrole
silnego promotora. W platforme; to jest integron zerowy zawierajacy
gen integrazy intl, promotor Pant i sekwencje attl, moze zostac kolejno
wbudowanych in vivo do o$miu réznych genéw opornosci na antybio-
tyki, ktére przyjmujg strukture jednego operonu i podlegajg ekspresji
z jednego silnego promotora [53]. Najlepiej poznane integrony klasy | zi-
dentyfikowano w 40-70% patogennych bakterii Gram-ujemnych, izolo-
wanych od ludzi“i zwierzat. Szybkie rozprzestrzenianie sie integronéw
klasy |, obserwowane ostatnio takze wsréd bakterii Gram-dodatnich,
jest zwigzane z ich®lokalizacjg na mobilnych elementach genetycznych.
Zwykle integrony tej klasy s3 wbudowane w duze, mobilne transpozo-
ny ztozone lub duze plazmidy R, ktére umozliwiajg transpozycje genéw
lekoopornosci do chromosomow danego gospodarza, jak rowniez ich
horyzontalny transfer pomiedzy ré6znymi szczepami i gatunkami bakterii.
Skale rozpowszechnienia integrondw w $wiecie bakterii obrazuje fakt,
ze'ich obecnos¢ zidentyfikowano w okoto 10% dotychczas zsekwencjo-
nowanych,genoméw bakterii [54]. Opisano niedawno jeszcze inne nie-
zwykte elementy genetyczne bakterii zwane ISCR (downstream structu-
res), ktére sa zlokalizowane przy koncu 3’ integronéw i zawierajg gen
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transpozazy. Postulowana rola biologiczna ISCR (integrating conjugative
elements) polega prawdopodobnie na putapkowaniu kolejnych genéw
lekoopornosci, a nastepnie ich wbudowywaniu w strukture integronéw
[55]. W S$wiecie bakterii Gram-dodatnich wyewoluowaty-odmienne.od
T4S systemy koniugacji, kodowane przez plazmidy oraz duze, ztozo-
ne transpozony koniugacyjne [56, 57]. Transpozycja tych.elementéw
w nowe miejsca w plazmidzie lub w chromosomie zachodzi przy udziale
mechanizmu wykorzystywanego przez faga A, to jest struktury posred-
niej w postaci kolistego DNA. Co ciekawe, transpozony te, podobnie
jak plazmidy koniugacyjne, moga by¢ przenoszone w procesie koniuga-
cji do innych gatunkoéw i rodzajow bakterii-zaréwno Gram-dodatnich,
jak i Gram-ujemnych, a nastepnie integrowane w-procesie rekombinacji
do genomowego DNA. Ztozone i do$¢ réznorodne systemy horyzontal-
nego transferu gendéw na drodze koniugacji s3 w-$wietle wspodtczesnej
wiedzy jednym z najwazniejszych molekularnych mechanizmoéw ewolu-
cji bakterii; odgrywaja takze niezwykle wazna role w rozsiewaniu sie nie
tylko gendéw lekoopornosci noszonych przez plazmidy, lecz takze genéw
lekoopornosci obecnych w chromosomach jako czesciach sktadowych
transpozondw, integrondw, wysp patogennosci, elementéw ICCR [20,
55, 58].

Od ponad 30 lat narasta wiedza na’'temat duplikacji i amplifikacji ge-
now (gene duplication, gene amplification, GDA) jako jednego z waznych
mechanizmow adaptacyjnych bakterii w odpowiedzi na obecnosé w $ro-
dowisku toksycznych lekow, w tym antybiotykow. Zgodnie z danymi za-
wartymi w literaturze duplikacja i amplifikacji gendéw determinujacych
lekoopornos¢ bakterii moze prowadzi¢ - w zaleznosci od rodzaju anty-
biotyku obecnego w'srodowisku wzrostu - do nadprodukgcji biatek od-
powiedzialnych zajego modyfikacje lub degradacje, nadprodukcji biatek
stanowiacych dla danych antybiotykéw docelowg tarcze molekularng
badZ nadprodukgcji biatek btonowych systemoéw transportu [59]. Dono-
szono roéwniez o innych zmianach towarzyszacych wzrostowi lekoopor-
nosci bakterii zwigzanych z omawianym fenomenem GDA. Duplikacja
czesci gendw ermA (25 par zasad u Staphylococcus aureus oraz 72 pary
zasad u Enterobacter faecalis), kodujacych opornos¢ na erytromycy-
ne, prowadzi do konstytutywnej ekspresji tego genu, poniewaz znosi
kontrole jego ekspresji na poziomie systemu atenuacji procesu transla-
cji [60]. Podobna duplikacja niewielkiej czesci genu rplV Streptococcus
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pneumoniae (18 par zasad), kodujgcego synteze biatka rybosomalnego
L22 lub podjednostki wigzacej 23S RNA, jest odpowiedzialna za naby-
cie przez ten szczep opornosci na antybiotyki makrolidowe w.wyniku
zablokowania miejsca wigzania sie tych antybiotykéw do-pedjednostki
23S RNA. Wyniki badan z uzyciem szczepdw Salmonella enterica sero-
var Typhimurium, Escherichia coli, Proteus mirabilis dowiodty, ze z wyjat-
kiem regionu terminatora replikacji duplikacja genéw-zachodzi z duza
czestoscig w kazdym regionie chromosomu, a duplikowany region moze
obejmowac od kilku tysiecy par zasad do kilku milionéw. llos¢ geno-
mowego DNA moze by¢ w okreslonych warunkach presji selekcyjnej
nawet podwojona, bowiem w genomach szybko rosngcych bakterii az
w 10% komodrek badanych populacji identyfikowano przynajmniej jed-
na duplikacje. Wzrost poziomu lekoopornosci zwigzanego bezposred-
nio z amplifikacja gendw lekoopornosci obserwowano po raz pierwszy
30 lat temu dla szczepéw P. mirabilis noszacych plazmidy R100 i R222,
rosngcych w obecnosci niskich stezen _antybiotykéw. Wzrost poziomu
lekoopornosci byt rezultatem amplifikacji r-determinant plazmidow
(resistance determinant region), zawierajgcych geny opornosci na chlo-
ramfenikol, streptomycyne, tetracykline i'sulfonamidy [61]. Podobne re-
zultaty opisano dla szczepu Enterococcus faecalis z plazmidem pAMal,
rosngcego w obecnosci tetracykliny. W tym wypadku wzrost poziomu
lekoopornosci byt wynikiem tandemowe] duplikacji osmiu gendéw leza-
cych w regionie r- determinanty tego plazmidu [62]. Od tamtego cza-
su wzrost opornosci na antybiotyki spowodowanej duplikacjg lub am-
plifikacjg gendw plazmidowych i chromosomalnych opisano dla wielu
szczepow i gatunkow bakterii, aczkolwiek wiekszos$é bezposrednich da-
nych uzyskano‘w hodowlach laboratoryjnych, w warunkach pres;ji selek-
cyjnej antybiotykéw, bowiem identyfikacja zmian typu GDA w warun-
kach naturalnych byta bardzo trudna z racji komplikacji metodycznych
[17, 59]. Trzeba/jednak zaznaczy¢, Ze tego typu zmiany genetyczne nie
sg stabilne z powodu ponoszonych kosztéw materiatowych i energe-
tycznych komoérki, a takze potencjalnych zagrozen dla fizjologii komorki
zwigzanych z nadprodukcja biatek kodowanych przez duplikowane lub
amplifikowane geny. Stad wiekszos¢ opisanych zmian jest odwracal-
na w czasie wzrostu bakterii w nieobecnosci antybiotykéw. Utrwalane
moga by¢zduplikowane badz zamplifikowane te geny, ktorych produkty
przynosza okreslone korzysci adaptacyjne i przewage selekcyjng w da-
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nych warunkach. Duplikacje genéw s3 rezultatem RecA-zaleznej re-
kombinacji homologicznej zachodzacej pomiedzy dtugimi sekwencjami
powtdérzonymi (sekwencjami insercyjnymi, transpozonami, operonami
RNA, sekwencjami palindromowymi), a takze rekombinacji-RecA-nieza-
leznej, zachodzacej pomiedzy bardzo krétkimi réznymi sekwencjami po-
wtorzonymi jako wynik mechanizmu taczenia koncow DNA/NHEJ (non
homologous end joining mechanism) [59]. Mechanizm-amplifikacji genéw
zachodzi za$ na drodze RecA-zaleznej rekombinacji homolagicznej po-
miedzy wytworzonymi uprzednio produktami duplikacji genéw lub al-
ternatywnie przy udziale replikacji DNA zgodnej z mechanizmem tocza-
cego sie kota (rolling circle replication, RCR) [63].

Systemy pomp btonowych (efflux pumps) waznym elementem oporno-
sci bakterii na antybiotyki i chemioterapeutyki

Zgromadzona wiedza na temat mechanizméw mutagenezy, transforma-
cji, koniugacji i transdukcji oraz znaczenia tych proceséw w pojawianiu
sie, selekgji i rozsiewaniu lekoopornych szczepéw w Swiecie bakterii jest
w literaturze swiatowej dobrze ugruntowana. Jednakze w dobie ogrom-
nego postepu dokonanego w ostatnich latach w poznawczych badaniach
bakterii, w tym catych populacji-hodowalnych i niehodowalnych bakterii
srodowiskowych, wcigz odkrywane sg' nowe elementy genetyczne oraz
nowe molekularne mechanizmy, ktére pozwalajg na lepsze zrozumienie
ztozonosci zjawiska lekoopornosci na tle ewolucyjnej zmienno$ci Swiata
bakterii. Jednym z takich kierunkéw poszukiwan naukowych sg badania
roli biatek transportowych w. aktywnym usuwaniu z komérki réznych
zwigzkdéw chemicznych, w tym barwnikéw, biocydéw, antybiotykéw, me-
tali ciezkich. Mechanizm aktywnego usuwania tego typu zwigzkow (mul-
tidrug efflux pumps)-zostat opisany po raz pierwszy w latach 90. ubieg-
tego wieku dla szczepdw Staphylococcus aureus opornych na kationowe
bakteriocydy. Okazato sie, ze wielolekooporne szczepy S. aureus nosity
plazmidy kodujace synteze biatek trasportowych QacA lub QacB, naleza-
cych do duzej klasy transporteréw MFS (major facilitator superfamily) [64].
Od tamtego czasu zidentyfikowano i scharakteryzowano wiele réznych
klas i rodzin biatek tych systemoéw, kodowanych zaréwno przez plazmi-
dy, jak i geny chromosomalne réznych gatunkéw bakterii: poznano ich
fizjologiczna role w aktywnym transporcie wielu réznych zwigzkéw i me-
tabolitéw, ustalono takze powazny udziat niektérych klas i rodzin biatek
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tych systeméw w zjawisku wielolekoopornosci bakterii. W tym miejscu
przedstawiamy zaledwie kilka przyktadéw tego typu lekoopornosci bak-
terii, a czytelnikow zainteresowanych tg problematyka odsytamy do ar:
tykutéw opublikowanych przez wybitnych specjalistéw w-tej. dziedzinie
[15, 65]. Jednym z przyktadow udziatu trasporteréw klasy MES w leko-
opornosci sg biatka Escherichia coli EmrB i EmrA, kodowane przez geny
chromosomalne, ktére sg zaangazowane w usuwanie z-komorki kwasu
nalidyksynowego i thiolaktomycyny, za$ nadekspresja z plazmidu inne-
go biatka transportowego MdFA znaczaco zwieksza epornos$¢ szczepow
tego gatunku na chloramfenikol oraz fluorochinolony [64, 66, 67]. In-
nymi przyktadami udziatu systemu MFS sg _biatka transportowe NorA,
NorB i NorC Staphylococcus ureus, ktére sg/odpowiedzialne za opornos¢
na fluorochinolony i kationowe inhibitory, takie jak puromycyna i fos-
fonian tetrafenylu, oraz biatko LmrP Lactobacillus-lactis, odpowiedzial-
ne za usuwanie z komérki daunomycyny, tetracyklin i makrolidéw [68,
69, 70]. Bardzo wazna role w lekaopornosci bakterii Gram-ujemnych,
w tym szczepdw klinicznych, odgrywaja/transportery klasy RND (resi-
stance-nodulation-division). Przyktadami takich transporteréw sg biatka
ArcB i ArcD Escherichia coli oraz transportery MexB, MexD, MexF i MexY
Pseudomonas aeruginosa, charakteryzujace sie bardzo szeroka specy-
ficznosciag substratowa, bowiem majg.zdolno$¢ usuwania z komoérek nie
tylko wiekszosci antybiotykdow,lecz takze barwnikéw, detergentéw, roz-
puszczalnikow [71]. Geny kodujace synteze biatek transportowych klasy
RND zidentyfikowano w chromosomalnym DNA wiekszosci gatunkéw
bakterii Gram-ujemnych. Ustalono takze, ze mutacje w represorach tych
genodw prowadzg do derepresji genéw strukturalnych i w konsekwencji
do bardzo duzego wzrostu stopnia lekoopornosci szczepdw na wszyst-
kie antybakteryjne‘zwiazki [18, 72]. Nalezy podkresli¢, ze systemy ak-
tywnego usuwania biocyddéw i antybiotykow MFS i RND nie pojawity
sie w Swiecie bakterii w odpowiedzi na masowa produkcje i powszechne
uzycie tych lekéw, ale wyewoluowaty duzo wczesniej i petnia w warun-
kach naturalnych wazne funkcje fizjologiczne, takie jak: ochrona bakterii
przed detergentami, udziat w procesach patogenezy, usuwanie toksycz-
nych zwigzkéw i metabolitéw wtérnych, transport czgsteczek sygnato-
wych [73].
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Podsumowanie

Reasumujac, wrazliwa komodrka bakterii staje sie oporna na antybioty-
ki lub inne antybakteryjne zwiazki jako rezultat réznorodnych. proce-
sow i molekularnych mechanizméw. Po pierwsze, opornos$é-pojawia-sie
w wyniku nabycia na drodze horyzontalnego transferu genéw lekoopor-
nosci preegzystujacych w populacjach réznych gatunkow.i rodzajéw
bakterii i ich efektywnego wykorzystania. Ten mechanizm w literaturze
angielskiej okresla sie pojeciem naturalnej opornosci (natural response).
Nabycie lekoopornosci moze by¢ réwniez rezultatem mutacji gendw,
ktére w komarkach wrazliwych kodujg synteze molekularnych tarcz dla
danych lekéw (pro-active response) lub mutacji tych gendéw nabytych
od innych bakterii (Post-active response) [12, 74}.~Najogdlniej mowiac,
adaptacja bakterii do toksycznych stezen antybiotykéw jest rezultatem
dziedzicznych zmian genetycznych (mutacje, HGT,-systemy biatek trans-
portowych, GDA), ktére w zaleznosci od mechanizmu dziatania poszcze-
goélnych antybiotykéw mogg manifestowac sie fenotypowo w rézny spo-
sob: nabyciem zdolnosci degradacji, modyfikowania lub sekwestrowania
antybiotykdéw, nadprodukcjg enzymoéw odpowiedzialnych za te procesy,
zahamowania szlakéw transportu antybiotykéw z otoczenia lub zmniej-
szenia przepuszczalnosci membran w wyniku mutacji genéw kodujacych
biatka poryn oraz indukcji systemow. aktywnego usuwania lekow z ko-
morki. Dziedziczne zmiany genetyczne mogg prowadzi¢ takze do blo-
kowania lub modyfikowania okreslonych docelowych dla antybiotykéw
tarcz molekularnych [15, 17].

W zakonczeniu niniejszego artykutu przegladowego nalezy jednak
doda¢, ze stopien ‘wrazliwosci/opornosci populacji komérek danego
gatunku bakterii na/antybiotyki, obok wczesniej omawianych uwarun-
kowan genetycznych, jest réwniez odzwierciedleniem zréznicowania
fenotypowego komodrek w catej populacji, a wiec rezultatem niedzie-
dzicznych uwarunkowan epigenetycznych [75]. Wykazano dla wielu ga-
tunkow’ bakterii, ze antybiotyki - nawet w bardzo wysokich stezeniach
- nie zabijajg wszystkich komérek w populacjach wrazliwych, izogenicz-
nych szczepdw, a stad subpopulacje komdrek opornych na béjcze dzia-
tanie badanych antybiotykéw mozna nazwac komdrkami uspionymi me-
tabolicznie, przetrwalnymi (persister cells). Tak nabyta opornos¢ na dany
antybiotyk zwana jest przejsciowa, bowiem takie komérki uspione me-
tabolicznie, przeniesione do nowego srodowiska, podtoza wzrostowego,
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stajg sie w krotkim czasie ponownie wrazliwe na antybiotyk [76, 77]. Zja-
wisko persistance stanowi istotny problem w antybiotykoterapii choréb
infekcyjnych, np. gruzlicy, czy nawracajgcych infekcjach uktadu-moczo-
wego, bowiem w warunkach odstawienia antybiotykow i estabienia-od-
pornosci immunologicznej gospodarza nawet nieliczne komérki persister
cells, przezywajace antybiotykoterapie, podejmujg wzrost i rozwdj, stajac
sie zrodtem ponownych infekcji tkanek i narzadéw [77,78]. W ostatnich
latach sugeruje sie takze, ze obserwowana wieksza oporno$¢ biofilmow
na rézne antybiotyki jest nie tylko wynikiem ograniczonej dyfuzji/pene-
tracji antybiotykdw w te ztozone bakteryjne struktury, ale w znacznym
stopniu rezultatem tworzenia w tych warunkach niewielkich subpopu-
lacji komoérek uspionych metabolicznie. W sensie-ewolucyjnym opisane
wyzej zjawisko mozna traktowac jako strategie generujaca zréznicowane
fenotypowo populacje bakterii, stad w zmieniajgeych sie warunkach na-
turalnych niektoére z tych subpopulacji stwarzajg szanse uzyskania przez
bakterie przewagi selekcyjnej [76].
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