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Streszczenie: W pracy przedstawiono problem zwigzany z obecnoscig bakterii lekoopornych oraz zestawienie danych literatu-
rowych na temat sposobdw ich zwalczania. Oporno$¢ na antybiotyki wynika z wyksztatcenia mechanizméw obronnych przez
mikroorganizmy. Rozwigzan lekoopornosci poszukuje sie zarowno w tradycyjnych sposobach, jak i innowacyjnych metodach,
wynikajacych z rozwoju wspoétczesnej nauki. Zwigzki antybakteryjne pochodzenia naturalnego to miedzy innymi powszechnie
wystepujace bakteriofagi, peptydy przeciwdrobnoustrojowe, hydrolazy $ciany komérkowej bakterii, inhibitory systemu Quorum
sensing, inhibitory lipopolisacharyddw czy fitoncydy. Do metod innych niz te zaczerpniete z natury zaliczamy przede wszystkim
terapie fotodynamiczng. Dogtebna analiza wszystkich dostepnych alternatyw dla obecnych antybiotykdéw z pewnoscig przyczyni
sie do rozwoju wspotczesnej medycyny i pozwoli ograniczy¢ zjawisko szerzacej sie opornosci na leki przeciwdrobnoustrojowe.

Stowa kluczowe: lekoopornosé, bakteriofagi, BCWH, AMP, LPS, Quorum sensing, PACT, fitoncydy

Abstract: This work presents the problem of drug-resistant bacteria and a review of the literature on how to fight them. Anti-
biotic immunity is related to various mechanisms of resistance developed by these dangerous pathogenic microorganisms. So-
lutions are being sought in the traditional methods and recent innovative methods resulting from the development of modern
science. Antimicrobial compounds from natural product are inter alia antimicrobial peptides, bacterial cell wall hydrolases,
Quorum sensing inhibitors, LPS inhibitors and phytoncides. Other methods than those taken from nature are mainly photody-
namic therapy. Analysis of all alternatives to existing antibiotics will help to contemporary medicine to restrain spreading tole-
rance against antimicrobial drugs.
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1. Wstep

Mikroorganizmy od wiekéw stanowig powazne zagrozenie
dla ludzi, ktérzy wypracowali przeciw nim proste mechanizmy
obronne. Na przestrzeni lat bakterie byty przyczyng $mierci
ogromnej liczby ludzi i zwierzat. Antybiotyki byty istotnym ele-
mentem triumfalnego okresu dwudziestowiecznej medycyny.
Po raz pierwszy penicyliny, wytwarzane przez plesn Penicil-
lium, zostaty nazwane przez Aleksandra Fleminga w 1928 ro-
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ku. Natomiast penicylina, jako lek zostata opracowana przez
Normana Heatley Ernst Chain i Howarda Florey podczas
trwania wojny w Anglii. Antybiotyki pozwalaty na leczenie
choréb dotychczas nieuleczalnych, ponadto byty bardziej sku-
teczne i powodowaty mniej efektéw ubocznych niz stosowane
wczesniej sulfonamidy. Spowodowato to okrzykniecie penicy-
liny cudownym lekiem [1]. Obecnie masowa produkcja anty-
biotykéw oraz ich szerokie zastosowanie zaréwno w medycy-
nie, jak i w celach niemedycznych (hodowli zwierzat, rolnic-
twie itp.), w sposéb znaczacy powigksza pule antybiotykow
znajdujacych sie w srodowisku, a tym samym, przyczynia sie
do narastania zjawiska antybiotykoopornosci [2]. Oporno$¢ na
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srodki przeciwdrobnoustrojowe uderza w sedno nowoczesnej
medycyny oraz globalnej, skutecznej opieki zdrowotnej i jest
trwatym zagrozeniem ze strony choréb zakaznych. Skuteczne
leki przeciwko drobnoustrojom sa konieczne zaréwno jako
srodki zapobiegawcze, chronigce pacjentéw z chorobami po-
tencjalnie $miertelnymi, jak i zapewniajace, ze standardowe
procedury takie jak chirurgia ogdélna czy chemioterapia znaj-
duja sie w grupie niskiego ryzyka. Obecnie naduzywanie tych
Ssrodkéw w medycynie i produkcji zywnosci narazito kazdy kraj
na ryzyko. Bez zharmonizowanych i natychmiastowych dzia-
tan w skali globalnej, swiat zmierza ku postantybiotykowej
epoce, w ktorej zwyczajne zakazenia ponownie mogg zabi-
jac [1].

2. Rozwoj bakterii lekoopornych

Opornos¢ na $rodki przeciwdrobnoustrojowe notuje sie
obecnie we wszystkich regionach swiata. Jest to jedno z naj-
wigkszych wyzwan dzisiejszej globalnej opieki zdrowotnej,
a mimo to problem ten wcigz narasta. Antybiotykoopornos$é to
zdolno$¢ mikroorganizmu do adaptacji i wzrostu w obecnosci
antybiotyku [3]. Najczesciej stosowane antybiotyki dziatajg
wedtug okreslonych mechanizmoéw, ktére polegajg na zabu-
rzeniu syntezy $ciany komorkowej (m.in. penicyliny, cefalo-
sporyny, wankomycyny), blokowaniu procesu replikacji
(kumaryny, chinolony) oraz hamowaniu biosyntezy biatek
(m.in. tetracykliny, erytromycyna, chloramfenikol, streptomy-
cyny) [4]. Bakterie wypracowaty caty szereg mechanizmow
chronigcych je przed dziataniem antybiotykéw. Nalezy tu wy-
mieni¢ przede wszystkim enzymatyczng inaktywacje, zmniej-
szenie przepuszczalnosci $ciany komorkowej, pompy wypom-
powujace antybiotyki z komorki oraz wytwarzanie enzymow
modyfikujacych cel dziatania lub sam antybiotyk. Najczes$ciej
wystepujacym rodzajem bakteryjnej opornosci jest enzyma-
tyczna inaktywacja leku (np. B-laktamazy wytwarzane m.in.
przez Enterobacteriaceae, Acinetobacter, Pseudomonas). Do-
tyczy ona antybiotykéw, ktére zawierajg w swojej strukturze
pierscien B-laktamowy, czyli w gléwnej mierze penicylin, czy
cefalosporyn. W wyniku udoskonalania i wprowadzania coraz
to nowszych wers;ji antybiotykéw B-laktamowych, bakterie wy-
tworzylty enzymy o wiekszym spektrum substratowym, sg to
tak zwane ESBL (z ang. extended spectrum -lactamases).
Potrafig one catkowicie hydrolizowac i inaktywowa¢ antybioty-
ki takie jak penicyliny, monobaktamy i cefalosporyny, z wyjat-
kiem karbapeneméw i cefamycyn [5,6]. Drugim, réwnie istot-
nym mechanizmem lekoopornosci jest zmiana struktury re-
ceptora odpowiedzialnego za wigzanie antybiotyku. Mecha-
nizm ten jest przyczyng powstawania metycylinoopornych
szczepdw Staphylococcus ureus (MRSA), a takze opornych
na ten lek gronkowcoéw koagulazoujemnych (MRCNS). Istota
powstawania tego typu opornosci zwigzana jest z biatkami
PBP (z ang. Penicillin Binding Proteins), ktére odgrywaja zna-
czacag role w strukturze bakteryjnej sciany komorkowej. Cza-
steczki PBP w wyniku mutacji czy nadmiernej produkcji podle-
gaja modyfikacjom, co znacznie zmniejsza ich powinowactwo
do antybiotykéw gB-laktamowych [5,7]. Kolejnym z mechani-
zmow opornosci bakteryjnej jest aktywne usuwanie lekow
z komoérek bakteryjnych poprzez pompy. Istotg tego mechani-
zmu sg biatka transportowe wystepujgce w strukturze btony
komorkowej, ktére zmniejszaja wewnetrzne stezenie antybio-
tyku. Duzy problem stanowig pompy opornosci wielolekowej
(MDRs, z ang. Multi drug resistance pumps) zdolne do usu-

80 www.ceb-journal.com

© 2016 Jan Dtugosz University, Czestochowa

wania réznych antybiotykéw. Przyktadowo Pseudomonas ae-
ruginosa posiada zdolno$é wypompowywania z komérki m.in.
sulfonamidoéw, tetracyklin, B-laktaméw, makrolidéw oraz flu-
orochinolonéw [8]. Mikroorganizmy wykazuja dwa rodzaje
opornosci: wrodzong (charakterystyczng dla danego gatunku)
oraz nabytg (charakterystyczng dla danego szczepu bakterii),
ktora jest warunkowana réznymi mechanizmami [6]. Opor-
no$¢ naturalna moze by¢ zwigzana z brakiem charaktery-
stycznego miejsca docelowego dla danego leku, czy tez po-
siadaniem struktur blokujgcych ich dostep do wnetrza komor-
ki. Nie jest ona wynikiem terapii i zwykle nie pociagga za sobg
probleméw medycznych. Znacznie wiekszym problemem jest
oporno$¢ nabyta bakterii, ktérych genom podlega dziedzicz-
nym, a tym samym trwatym, zmianom. Mechanizm ten zwia-
zany jest najczesciej z plazmidami oraz innymi ruchomymi
elementami genetycznymi — transpozonami [5,9]. Kluczowym
mechanizmem powstawania i rozprzestrzeniania sie lekoopor-
nosci wsréd bakterii jest horyzontalny transfer genow (HTG).
Zjawisko to polega na przekazywaniu materiatu genetycznego
miedzy komorkami bakteryjnymi na drodze koniugacji, trans-
formacji lub transdukcji [2]. HTG jest czesto obserwowany
w $rodowisku szpitalnym, gdzie pacjenci z obnizong odpor-
noscig w tatwy sposob nabawiajg sie infekcji bakteryjnych.
W przekazywaniu DNA pomiedzy mikroorganizmami udziat
majq takze pracownicy szpitala, dlatego bardzo wazna jest
prewencja i przestrzeganie zalecanych dawek przepisanych
preparatow. Jednakze przykfad coraz czestszego wystepowa-
nia szczepow MRSA wsrod mtodych ludzi, zarazonych pod-
czas codziennych czynnosci, pokazuje, iz szerzenie sie leko-
opornosci nie ogranicza sie jedynie do srodowiska szpitalne-
go [7]. Szybki transfer genéw migdzy chorobotwérczymi bak-
teriami odpowiada za wzrost zachorowan oraz $miertelnosci
wsrdd ludzi na $wiecie. Zgodnie z Europejskim Centrum Pre-
wencji i Kontroli Zakazen, a takze Europejskg Agencjg Lekow
(2009 rok) w wyniku infekcji lekoopornymi bakteriami, na tere-
nie Unii Europejskiej, kazdego roku umiera okoto 25 tysiecy
0sob [2].

3. Alternatywne metody zwalczania bakterii

3.1. Bakteriofagi

Jedng z alternatywnych metod zwalczania infekcji bakte-
ryjnych jest wykorzystanie bakteriofagéw. Bakteriofagi to wiru-
sy zdolne do specyficznego infekowania komoérek bakterii
i w przypadku cyklu litycznego prowadzace do zaktocen i lizy
komoérki gospodarza, tym samym doprowadzajgc do $mierci
bakterii [10]. Fagi izolowane sg ze wszystkich Srodowisk
w ktérych wystepujg bakterie. Licznie wystepujg w wodach
stodkich, oceanach oraz glebie. Szacunkowo na jedng komor-
ke bakteryjng przypada sto czastek wirusowych [11]. Wyréz-
niamy fagi lityczne, ktére prowadza do lizy komoérki bakteryj-
nej wkrétce po jej rozpoznaniu oraz lizogeniczne, ktorych ge-
nom wbudowuje sie w postaci profaga do chromosomu bakte-
ryjnego i pozostaje uspiony, replikujac sie wraz z nim podczas
kazdego podziatu komorki. Zmiana warunkéw $Srodowisko-
wych moze spowodowac przejscie w cykl lityczny, prowadzac
tym samym do $mierci zainfekowanej komorki [12]. Poczatko-
wo uwazano, ze za aktywnos¢ przeciwbakteryjng odpowiada-
ja wolne enzymy, jednak w 1915 roku Frederick Twort dowiodt
istnienia wirusowych czynnikéw infekujacych bakterie, a Felix
d’Herrelle w 1917 nadat im nazwe bakteriofagi i jako pierwszy
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zastosowat je przeciwko czerwonce bakteryjnej. Od tego cza-
su prowadzono pod tym katem wiele badan, odnoszac liczne
sukcesy [13]. W Polsce terapie fagowaq po raz pierwszy zasto-
sowano u ludzi w 1925 roku. W klinice Chirurgii Uniwersytetu
Jagiellonskiego 40 pacjentom z gronkowcem podano odpo-
wiednio przygotowane lizaty bakteriofagowe i wykazano ich
skutecznos¢ [14]. Po doustnym stosowaniu bakteriofagi moga,
swobodnie przedostac sig do krwi i innych tkanek. Wykazano,
ze fagi znajdujace sie¢ w krwiobiegu z tatwoscig penetrujg do
zainfekowanych tkanek, zdolne sg takze do pokonywania ba-
riery krew-mozg. Ich transport moze odbywacé sie rowniez za
posrednictwem uktadu limfatycznego. Bakteriofagi produkuja
enzymy, ktére niszczag peptydoglikan $ciany komérkowej ofia-
ry, a do catkowitej aktywnosci i zakofnczenia lizy wymagajg
obecnosci holin [14,15]. Zespd6t z Wroctawia stosowat fagote-
rapie do leczenia bakteryjnych schorzen u ludzi wywolywa-
nych m.in. przez Streptococcus, Escherichia, Staphylococcus,
Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Proteus i Klebsiella. Fa-
gi podawano doustnie, pozajelitowo lub miejscowo zaréwno
osobom dorostym, jak i dzieciom. Takg metodg leczono infek-
cje ropne, sepsy oraz réznego typu stany zapalne (jelit, zotad-
ka, szpiku, skory i ptuc). Terapia z uzyciem fagéw przyniosta
spodziewane efekty w niemal 90% przypadkéw i tylko u nie-
licznych wystapity skutki niepozadane w postaci alergii czy
dolegliwosci jelitowych [16]. W przeciggu ostatnich dwudzie-
stu lat zainteresowanie fagami wzrosto. Z uwagi na stale roz-
wijajace sie zjawisko lekoopornosci jest to jedna z najbar-
dziej obiecujacych strategii terapeutycznych. Odnotowano, ze
opornos¢ bakteryjna na fagi wydaje sie by¢ nizsza w poréw-
naniu do opornosci wywotanej przez antybiotyki. Ponadto fagi
posiadajg dodatkowy atut w stosunku do powszechnie stoso-
wanych antybiotykdéw (ktére sg redukowane przez metabo-
lizm i konieczne jest wielokrotne ich podawanie), mianowicie
zwiekszenie miana zaleznie od réznych okreséw eliminuje po-
trzebe powtarzania dawek. Wysoka specyfika wzgledem kon-
kretnych bakterii nie stanowi zagrozenia dla gospodarza, po-
niewaz fagi nie zaburzajg pracy mikroflory jelit, co stanowi po-
wazny efekt uboczny w przypadku antybiotykoterapii. Mimo,
ze fagi moga by¢ nosnikami czynnikéw wirulenciji lub ,toksycz-
nych” genoéw, petna wiedza dotyczaca sekwencji genomow
fagowych moze poszerza¢ mozliwosci terapeutyczne. Specy-
ficzne i nietoksyczne fagi z wysokim indeksem terapeutycz-
nym moga by¢ stosowane w celu zmniejszenia szans na roz-
woj patogendw oportunistycznych [12,17,18]

3.2. Hydrolazy sciany komorkowej bakterii (BCWH)

BCWH to enzymy degradujace bakteryjny peptydoglikan
i prowadzace tym samym do lizy ich komorek [19]. Hydrolazy
te mozemy pozyskiwa¢ z réznych zrodet: zwierzeta, owady,
rosliny, bakterie oraz bakteriofagi. Mimo podobnej budowy,
funkcje omawianych enzymoéw hydrolitycznych znacznie réz-
nig sie od siebie. Obecnie dzieli sie je na lizozymy, autolizyny
i virolizyny [20]. Lizozym to kationowe biatko pochodzenia eu-
kariotycznego. Jego bakteriobojcze wtasciwosci zostaty zaob-
serwowane juz w 1922 roku przez Aleksandra Fleminga ba-
dajgcego wydzieline nosowg. Obecnie wiadomo, ze lizozym
wystepuje réwniez we fzach, $linie, krwi oraz w licznych tkan-
kach komérek zwierzecych. Najbardziej wydajnym zrodtem te-
go enzymu jest jednak biatko jaja kurzego. Mechanizm jego
dziatania polega na hydrolizie wigzan glikozydowych mureiny,
czego skutkiem jest zniszczenie Sciany komérkowej, a wew-
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netrzne cisnienie komorki powoduje jej rozerwanie [21]. Lizo-
zymy dziatajg skutecznie gtéwnie na bakterie gram-dodatnie,
ale takze na wirusy i grzyby. Muramidazy te wykorzystuje sie
przewaznie do ochrony i przetwarzania zywnosci, ale z powo-
dzeniem mogg by¢ stosowane réwniez w weterynarii i medy-
cynie [20]. Na tej samej zasadzie dziatajg autolizyny, u kto-
rych wykazano zdolno$¢ do odpowiedzi immunologicznej
przeciwko bakteriom, w zwigzku z czym moga byé wykorzy-
stywane jako szczepionki. Virolizyny to czynniki antybakteryj-
ne kodowane przez dsDNA fagi lityczne [14]. W$rdd virolizyn
znaczny potencjat wykazuje lizyna LysK, ktoéra zostata prze-
badana jako srodek przeciwdrobnoustrojowy w zapobieganiu
i leczeniu zakazen powodowanych przez Staphylococcus au-
reus. Enzym ten wyizolowany z bakteriofaga K daje mozli-
wo$¢ zwalczania szczepéw MRSA stanowigcych powazne za-
grozenie Srodowiska szpitalnego [22]. Innym, skutecznym
sposobem na walke z chorobotwérczymi bakteriami jest lizyna
PlyG, ktéra wykazuje swoje lityczne wiasciwosci zarébwno wo-
bec wegetatywnych komoérek laseczek waglika (Bacillus anth-
racis), jak i jego przetrwalnikéw [23]. Lizyna PlyC wyizolowa-
na z bakteriofaga C1, jest z kolei enzymem o duzej swoistosci
dziatajacym jedynie na paciorkowce z grupy A (Streptococcus
pyogenes). Lizyna ta juz po 5 minutach ekspozyciji jest zdolna
do catkowitej eliminacji z préby Streptococcus pyogenes [24].
W badaniach wykazano, ze niektére virolizyny moga by¢ bar-
dzo skutecznymi i bezpiecznymi $rodkami przeciwbakteryjny-
mi, ponadto dziatajg szybko i to juz w niskich dawkach [20].
Gtéwnymi zaletami BCWH jest dobra skuteczno$¢ wobec
bakterii antybiotykoopornych, ich wydajno$é, niskie koszty
i szybkos$¢ dziatania. Wadg natomiast bardzo stabe oddziaty-
wanie z bakteriami gram-ujemnymi, co wigze sie z inng budo-
wa ich $ciany komérkowej [14].

3.3. Peptydy antybakteryjne (AMP)

AMP to krétkie peptydy pochodzenia naturalnego, ktére
w wiekszosci nie posiadajg wiecej niz 100 reszt aminokwaso-
wych. Ich aktywno$¢ wynika gtéwnie z amfipatycznego cha-
rakteru i obecnosci czasteczek o tadunku dodatnim. Pozwala
im to wigza¢ sie z btong bakteryjng i wnika¢ w jej dwuwar-
stwowg strukture, co powoduje jej destabilizacje. Ze wzgledu
na pochodzenie peptydy antybakteryjne dzielimy na eukario-
tyczne, bakteryjne i bakteriofagowe [12]. Pierwsze pogtoski
dotyczace antybakteryjnego dziatania peptydow datowane sg
na lata szes$¢dziesigte dwudziestego wieku i dotyczg bombini-
ny pozyskanej ze skory zaby Bombina variegata. Mimo prze-
fomowego odkrycia, srodek ten nie zostat zakwalifikowany do
uzytku terapeutycznego ze wzgledu na hemolitycznos¢. Wiel-
kim sukcesem okazata sie cekropia wyizolowana od ¢my Hya-
lophora cekropia, opisana przez Hansa Bomana w 1981 roku
i charakteryzujgca sie szerokim spektrum zastosowania prze-
ciwbakteryjnego. Innymi, wczesnie opisanymi peptydami anty-
bakteryjnymi byly takze tachyplezyny pozyskane od krabéw
oraz magaininy syntetyzowane przez gady [25]. AMP pocho-
dzenia eukariotycznego skupiajg trzy grupy peptydéw: tra-
wienne, wigzace pierwiastki i przerywajace btony bakteryjne.
Pierwsze z nich wystepuja gtéwnie w ziarnistosciach granulo-
cytéw i dziatajg na patogeny w sposéb naruszajacy ich struk-
ture komoérkowa. Zaliczamy do nich m.in. lizozymy i seprocy-
dyny. Do peptydow wigzacych pierwiastki zaliczamy laktofery-
ne dziatajaca bakteriobdjczo zaréwno wobec bakterii gram-
dodatnich, jak i gram-ujemnych, hepcydyne i ikalprotektyne,
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ktéra dziata dzieki zdolnosci przytaczania jonéw cynku i wap-
nia. Peptydy przerywajace btony bakteryjne to przede wszyst-
kim szeroko poznane defensyny. Wykazano, iz wigza sie one
z blong bakteryjng i w wyniku wieloetapowego mechanizmu
uruchamiajg procesy prowadzace do apoptozy komérki. Poza
defensynami dobrze poznane sg katelicydyny, ktére dziatajg
na podobnej zasadzie i rowniez sg peptydami o charakterze
kationowym [26,27]. AMP pochodzenia bakteryjnego — bakte-
riocyny dziatajg na btony bakteryjne, tworzac w nich pory. Za-
ktdca to stabilnos¢ btony i prowadzi do catkowitego zahamo-
wania proceséw uprzednio utrzymujacych komoérke przy zy-
ciu. Najbardziej znanymi bakteriocynami sg produkowane
przez bakterie gram-ujemne kolicyny. Poza tym, wyréznia sie
takze lantybiotyki, halocyny oraz bakteriocyny podobne do
,ogonkow” fagowych [27,28]. AMP pochodzenia bakteriofago-
wego do niszczenia bakterii wykorzystuja najczesciej mecha-
nizm virolizyna-holina. AMP cieszg sie coraz wiekszym zain-
teresowaniem badaczy ze wzgledu na brak opornosci bak-
teryjnej i niska toksyczno$¢ wobec komorek eukariotycz-
nych [14].

3.4. Inhibitory lipopolisacharydéw (LPS)

Lipopolisachydy (LPS) to endotoksyny cechujgce bakterie
gram-ujemne i odpowiedzialne za ich patogennos¢. LPS sta-
nowi podstawowy sktadnik zewnetrznej btony komorki bakte-
ryjnej i jest jej gtdwng barierg fizyczng ograniczajaca dostep
wielu substancjom, w tym takze antybiotykom. Ponadto chroni
btone cytoplazmatyczna przed uktadem dopetniacza i komor-
kami fagocytarnymi [29]. Szerzaca sie w szpitalach wieloleko-
opornos¢ i leczenie infekcji wywotywanych przez niektére
bakterie gram-ujemne, posiadajgce btone zewnetrzng, wyma-
ga poszukiwania réznych nowych metod, ktére pokonatyby te
bariere. Pomocne wydaje sie wykorzystanie inhibitoréw lipo-
polisacharydéw [30]. Inhibitory te sa zwigzkami, ktdre dziataja
na zasadzie hamowania aktywnosci enzymoéw niezbednych
bakteriom do biosyntezy LPS, a zatem do prawidtowego
wzrostu [31]. Przyktadem moze by¢ PD 404182, ktéry celuje
w syntaze 8 bioragca udziat w tworzeniu heteropolimeru btony
zewnetrznej. Istotne znaczenie ma réwniez inhibitor deacety-
lazy, ktoéra uczestniczy w syntezie lipidu A. Jego dziatanie
udowodniono eliminujgc catkowicie bakterie Escherichia coli
u eksperymentalnie zainfekowanych myszy [30]. Inhibitory li-
popolisacharyddow mozna podawac pacjentowi rowniez pod-
czas antybiotykoterapii i wspomagac¢ antybiotyki, umozliwiajac
im pokonanie zewnetrznych oston bakterii gram-ujemnych, co
Znacznie wspomaga proces leczenia [32].

3.5. Ingerencja w mechanizm Quorum Sensing (QS)

Quorum sensing (QS) jest systemem komunikacji bakterii,
ktéry pozwala kontrolowa¢ ich zachowania w odpowiedzi na
gestos¢ populacji. Za komunikacje odpowiedzialne sg drobne
czasteczki sygnatowe, tak zwane autoinduktory, ktére pozwa-
lajg bakteriom monitorowac ich objetos¢ i kierowac ekspresjg
genow [33]. Bakterie, ktére od lat uwazane byty za organizmy
asocjalne i nie sgdzono by w pojedynke mogly wywierac jaki-
kolwiek wptyw na srodowisko zaskoczyly badaczy. Przypusz-
czenia dotyczace komunikacji bakterii zostaty potwierdzone
przez badania nad Vibrio fischeri i Vibrio harveyi w 1970 roku.
Odkryto bowiem, iz bakterie te wytwarzajg $wiatto na zasa-
dzie bioluminescenciji tylko wtedy, gdy ich gestos¢ jest wystar-
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czajgco duza, a oddziatujg na siebie poprzez wydzielanie che-
micznych czgsteczek sygnatowych, ktére odbierajg za pomo-
cq powierzchniowych receptoréw dopasowujgcych sie do nich
jak klucz do zamka, a nastepnie odpowiadajg na nie skoordy-
nowang ekspresja specyficznych genéw. W przypadku obser-
wowanych bakterii z rodzaju Vibrio sg to geny odpowiadajace
za bioluminescencje, jednakze mechanizm Quorum sensing
warunkuje réwniez inne cechy, do ktérych nalezg m.in. eks-
presja czynnikdw wirulencji, wytwarzanie antybiotykéw i bak-
teriocyn, transfer gendw, ruch petzajacy, biokorozja, tworze-
nie biofilmoéw, czy sporulacja [34]. Bakterie maja charaktery-
styczny dla swojego gatunku system porozumiewania sie
i rownolegle dziatajgcy system migdzygatunkowy. Wiadomo,
ze autoinduktory poszczegodlnych gatunkéw nieznacznie sie
miedzy sobg roznig, natomiast czasteczki biorgce udziat w ko-
munikacji miedzygatunkowej sa identyczne [35]. Gram-ujem-
ne bakterie jako autoinduktory wykorzystujg acylowany lakton
homoseryny (AHL), ktéry ze wzgledu na amfifilowy charakter
swobodnie dyfunduje w poprzek bakteryjnej btony komoérko-
wej. Z kolei gram-dodatnie bakterie komunikujag sie przy po-
mocy zwiazkéw peptydowych (AIP) zawierajacych od 5 do 17
aminokwasow [36]. Fakt, iz mechanizm Quorum sensing indu-
kuje rozw¢j licznych chorob staje sie jeszcze bardziej niepo-
kojacy z uwagi na stale wzrastajacq lekoopornosé¢. Praktycz-
ne zastosowanie znalazly inhibitory oraz antagonisci systemu
Quorum sensing, ktére moga stanowi¢ nowe leki przeciwdrob-
noustrojowe. Interferencja z systemem odbywa sie na drodze
hamowania biosyntezy czasteczek sygnatowych, ich enzyma-
tycznej oraz chemicznej degradacji lub poprzez blokowanie
ich receptora biatkowego [34]. Doswiadczenia nad nowym
sposobem zwalczania bakterii w inhibicji regulatoréw komu-
nikacji bakterii wykorzystujg m.in. naturalne i syntetyczne
zwigzki furanonu skuteczne wobec Serratia liquefaciens, Sal-
monella typhimurium, czy Pseudomonas aeruginosa [37,38].
Chemiczna degradacja autoinduktoréw odbywa sie poprzez
alkaliczng hydrolize AHL lub przez traktowanie silnymi, prze-
ciwbakteryjnymi utleniaczami m.in. ozonem. Enzymatyczna
degradacja czasteczek sygnatowych zostata udowodniona dla
laktonazy AHL wyizolowanej od laseczek z rodzaju Bacillus
i acylazy AHL pochodzenia bakteryjnego oraz eukariotyczne-
go [35,39]. Naukowcy ze Standéw Zjednoczonych réwniez ba-
dali inhibitory systemu Quorum sensing. Za pomoca cza-
steczki CAl-1, zahamowali komunikacje miedzy szczepami Vi-
brio cholerae. Réwnoczesnie zablokowano takze powstawa-
nie biofilmu, ktéry chroni te chorobotwércze bakterie przed
antybiotykami. Dzieki czgsteczkom CAI-1 lek moégt swobodnie
dyfundowaé do wnetrza komérki i zahamowaé rozwoj cholery,
co znacznie poszerzyto mozliwosci terapeutyczne [40]. Hamo-
wanie bakteryjnego systemu Quorum sensing wydaje sie by¢
obiecujgcym sposobem rozwigzania problemu lekoopornosci
ws$rdd bakterii. Metoda ta nie jest bezposrednio zaangazowa-
na w procesy istotne dla wzrostu bakterii, wiec nie wywiera
wptywu na rozwdj ich opornosci tak jak antybiotyki. Ponadto,
zwigzki uposledzajace bakteryjng komunikacje moga by¢ suk-
cesywnie tgczone z tradycyjnymi antybiotykami w celu zwiek-
szenia ich skutecznosci [34].

3.6. Przeciwbakteryjna terapia fotodynamiczna (PACT)

PACT to terapia okre$lana jako zalezna od tlenu reakcja
fotochemiczna zachodzaca przy udziale swiatta. W reakcji po-
Sredniczy zwigzek fotouczulajgcy powodujacy powstawanie

Chem. Environ. Biotechnol., 2016, 19, 79-85



Wybrane aspekty zwalczania bakterii lekoopornych

M. Lewanska,* D. Olszewska, A. Godela, M. Myga-Nowak, M. Kuberska

4 CHEMISTRY

ENVIRONMENT
BIOTECHNOLOGY

cytotoksycznych, reaktywnych form tlenu, gtéwnie tlenu sin-
gletowego [41]. Wykorzystanie $wiatta jako terapii w medycy-
nie i chirurgii jest monitorowane od czaséw starozytnych do
terazniejszosci. Zastosowanie terapii fotodynamicznej po raz
pierwszy opisat dunski lekarz Niels Finsen, ktéry z powodze-
niem wykazat, ze swiatto ze skonstruowanej przez niego lam-
py tukowej (lampa Finsena) wykazuje leczniczy wplyw w le-
czeniu terytorialnego stanu zapalnego skéry znanego jako to-
czen skory. Koncepcje niszczenia komorek indukowang inter-
akcjg Swiatla ze zwigzkami chemicznymi badat Osaar Raab
(student medycyny pracujacy z profesorem Hermanem von
Trappeiner w Monachium), ktéry odkryt, ze kombinacja czer-
wieni akrydyny i $wiatta ma $miertelny wptyw na pierwotniaki.
Znacznie poOzniej zespdt Thomasa Dougherty sprawdzat
wplyw Swiatta na podskorne guzy ztosliwe, osiggajac tym sa-
mym duzy sukces kliniczny. Aktywne fotouczulacze uzywane
w tych badaniach nazwano hematoporfirynami [42]. Do prawi-
dlowego przebiegu procesu niezbedne sg trzy zasadnicze
elementy: fotouczulacz, tlen molekularny i zrédio Swiatta.
Kombinacja tych sktadnikow pozwala na wyprodukowanie re-
aktywnych form tlenu i zniszczenie docelowej komorki [43].
Chociaz szczegétowy mechanizm PACT nie zostat dokfadnie
poznany, wiadomo, ze wystepujg dwa typy reakcji, ktére od-
grywajq tutaj kluczowa role. | typ obejmuje transfer elektronow
pomiedzy fotouczulaczem a zwigzkami organicznymi (ttusz-
cze, biatka) komérki. Reakcja prowadzi do powstawania wol-
nych rodnikéw, ktére reagujg z tlenem, generujgc tworzenie
wysoce reaktywnych form tlenu takich jak nadtlenek wodoru,
czy rodniki hydroksylowe wplywajace na integralno$¢ btony
komorkowe;j i jej nieodwracalne uszkodzenie. W reakc;ji typu Il
fotouczulacz znajdujacy sie w stanie trypletowym reaguje
z tlenem w celu wytworzenia wysoce energetycznego tlenu
singletowego, ktéry moze wchodzi¢ w interakcje z licznymi
substratami biologicznymi, wywotujgc tym samym oksydacyj-
ne uszkodzenia zaréwno $ciany, jak i btony komoérkowej. Tlen
singletowy ma krotki czas i promien dziatania, przez co reak-
cja zachodzi w ograniczonej przestrzeni. Z tego powodu wy-
daje sie wiec idealnym rozwigzaniem dla konkretnie zlokalizo-
wanych miejsc infekcji bez wptywu na oddalone komérki czy
narzady. Przyjmuje sie, ze wytwarzanie tlenu sigletowego od-
grywa kluczowg role w terapii fotodynamicznej skierowanej
przeciwko zakazeniom bakteryjnym, ale dowiedziono réwniez,
ze jest skuteczne wobec innych chordb. Reaktywne formy tle-
nu dziatajg wewnatrz komorki bakteryjnej lub w jej poblizu,
wywotujgc martwice lub apoptoze komorek [42,44]. Fotosen-
sybilizatory to naturalne badz syntetyczne substancje przeno-
szace energie Swiatta. Fotouczulacze, ktére moga by¢ wyko-
rzystane w terapii powinny spetnia¢ wiele wymogéw m. in. by¢
zwigzkami chemicznymi o znanym, trwatym i czystym skia-
dzie, ktére sg nietoksyczne przed aktywacjg (w ciemnosci),
hydrofilowe w celu fatwiejszej aplikacji oraz ich pasma ab-
sorpcji nie moga pokrywac sie z pasmami absorpcji barwni-
kéw endogennych [45,46]. W terapii PACT jako fotouczulacze
stosuje sie gtdwnie biekit metylenowy oraz biekit toluidyno-
wy O. Aby aktywowaé zwigzek, mechanizm terapii fotodyna-
micznej wymaga zrodia Swiatta o niskiej energii i okreslonej
dtugosci fali. Zarowno moc $wiatta, jak i glebokos¢ przenika-
nia muszg byé dostosowane zaréwno do okreslonego zakaze-
nia, jak i stosowanego fotouczulacza [42]. Skutecznos$¢ terapii
fotodynamicznej testowano wielokrotnie z licznymi sukcesami.
W swojej pracy Paulino wraz z wsp. przedstawia wptyw rozu
bengalskiego zastosowanego jako fotouczulacz na szczepy
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Streptococcus mutant w warunkach laboratoryjnych i dowodzi
zniszczenia wszystkich bakterii w prébce bez cytotoksyczne-
go wptywu na komoérki eukariotyczne [47]. Soukos i wsp. ana-
lizowali skutecznos$¢ terapii wobec biofiiméw Enterococcus
faecalis rozwijajacych sie w wyekstrahowanych z zebéw mia-
zgach korzeniowych. Odpowiednio dobrane stezenie btekitu
metylenowego w potgczeniu z zastosowanymi promieniami
Swietlnymi doprowadzito do eliminacji 97% bakterii biofiimu,
co dowodzi, iz terapia fotodynamiczna moze postuzy¢ takze
jako zabieg wspomagajacy procedury zabijania bakterii pozo-
statych po standardowym leczeniu endodontycznym w syste-
mach kanatowych [48]. Podejmowano takze liczne proby
zwalczania MRSA metodg PACT, co przyniosto wiele pozy-
tywnych rezultatéw w serii badan in vitro. Wilson i Pratten wy-
kazali, ze hodowlane szczepy MRSA ulegaja znacznej inakty-
wacji pod wptywem sulfonowanej ftalocyjaniny glinu. Grupa
innych badaczy opisata destrukcyjny wptyw wobec wymienio-
nych bakterii przy uzyciu porfirynowego fotouczulacza — XF73
[49]. Przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna wska-
zana jest przede wszystkim do miejscowego leczenia po-
wierzchni skory oraz infekcji tkanek migkkich. To, w jakim
stopniu nowe podejscie zostanie wprowadzone w praktyce
klinicznej, zalezy przede wszystkim od farmakokinetyki,
czyli idealnie opracowanego czasu inkubacji oraz naswietla-
nia [41,50].

3.7. Substancje fitochemiczne

Rosliny wspdtistniaty z mikroorganizmami przez miliony lat
i do tej pory radzg sobie z nimi doskonale. Powinnismy zrozu-
mie¢, ze powstawanie mikroorganizmow lekoopornych bedzie
trwato nadal, ale zmieniajac naszg strategie i powracajac do
natury zjawisko to mozna zminimalizowac¢ [51]. W tradycyjnej
medycynie rosliny byty stosowane od czaséw starozytnych do
leczenia i zapobiegania przed chorobami zakaznymi. W ostat-
nich latach stosowanie lekéw ziotowych i suplementéw diety
zawierajgcych skfadniki roslinne uwydatnito sie ze wzgledu na
wysokg zawartos¢ substanciji przeciwbakteryjnych [52]. Te
cenne zwigzki mozna pozyskiwa¢ z nasion, lisci, kwiatow,
owocow oraz korzeni. Rosliny produkujg szerokg game zwigz-
kéw organicznych, a gtébwng przyczyna ich sukcesu jest ich
chemiczna réznorodnos¢. [53]. Do zwigzkow o witasciwos-
ciach przeciwbakteryjnych zaliczamy gtéwnie fenole, chinony,
flawony, flawonoidy i flawonole, taniny, kumaryny, terpenoidy,
olejki eteryczne, lektyny, polipeptydy i alkaloidy. Zastosowa-
nie ekstraktow roslinnych ma duze znaczenie terapeutyczne.
Przyktadowo ekstrakty z roslin takich jak cynamon, gozdzik,
granat, czapetka kuminowa, tymianek czy lantana pospolita
hamujg wzrost wielolekoopornych Pseudomonas aeruginosa.
Obiecujgce wydaje sie rowniez wykorzystanie synergistyczne-
go dziatania ekstraktéw roslinnych w potaczeniu z antybioty-
kami, co ma duzy potencjat w zwalczaniu szczepéw lekoopor-
nych. Te synergistyczne kombinacje stanowig w duzej mierze
niewykorzystane zrédto nowych produktéw farmaceutycznych
0 nowatorskich mechanizmach dziatania, ktére mogq prze-
zwyciezy¢ opornos¢ drobnoustrojow [54]. Chociaz wiekszos¢
antybiotykow pochodzi od mikroorganizméw glebowych lub
grzybow, rosliny wyzsze rowniez byty zrédtem pierwotnych
substancji przeciwbakteryjnych. Przyktadem jest bakteriosta-
tyczna i przeciwgrzybiczna wiasciwos¢ allicyny pozyskiwanej
z czosnku [55]. Pomimo, iz allicyny zmiazdzonego czosnku
uwazane sg za jedne z najsilniejszych, przeciwbakteryjnych fi-
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toncydow, nie wykazujq stabilnos$ci. Zastosowanie wyciggu na
bazie wody stabilizuje czasteczke allicyny. Badania wykazaty,
ze ekstrakty ptynne allicyny byty bardzo aktywne w stosunku
do opornych izolatéw klinicznych Staphylococcus aureus,
w tym licznych szczepdw MRSA [56]. Szacuje sie, ze surowce
roslinne stanowig baze dla okoto 50% lekéw produkowanych
na zachodzie. Wiele sposréd sprawdzonych medycznie, no-
woczesnych lekéw poczatkowo byto stosowane w postaci su-
rowej w tradycyjnych praktykach ludowych. Gtéwng korzyscig
plynaca ze stosowania lekéw na bazie surowcow roslinnych
jest stosunkowe bezpieczenstwo w poréwnaniu z ich synte-
tycznymi alternatywami. Dodatkowo oferujg one duze korzysci
terapeutyczne i bardziej przystepne leczenie [55].

4. Podsumowanie

Gtéwnym problemem wspétczesnego spoteczenstwa jest
narastajgca oporno$¢ mikroorganizmow na wiekszos¢ stoso-
wanych obecnie lekéw przeciwdrobnoustrojowych. Adaptacja
bakterii do konwencjonalnych metod leczenia wynika w gtow-
nej mierze z niewtasciwego uzytkowania preparatow. Zbyt
mate dawki antybiotykéw, a takze brak dyscypliny w ich stoso-
waniu, przyczyniajg sie dodatkowo do generowania mutaciji
gendéw bakteryjnych, a w konsekwencji do ich przenoszenia
miedzy bakteriami, nawet miedzygatunkowo. Efekty niewla-
$ciwego postepowania doprowadzity do powstania licznych
mechanizmoéw obronnych uniemozliwiajgcych niszczenie ko-
morek bakterii przez dostepne leki. Obecnie spotykamy coraz
wiecej patogennych szczepdw opornych na antybiotyki, ktore
do tej pory dobrze sobie z nimi radzity. Doskonatym przykta-
dem sg metycylinooporne gronkowce Staphylococcus aureus
(MRSA) stanowigce jedno z najpowazniejszych zagrozen Kli-
nicznych. Z uwagi na to, ze kazdego roku notuje sie coraz
wiecej szczepdw mikroorganizmow wielolekoopornych, posta-
nowiono skoncentrowa¢ sie nad innymi mozliwosciami tera-
peutycznymi. Liczne prace dowodza, ze zaréwno tradycja, jak
i innowacyjne odkrycia pozwalajg na eliminacje nawet bardzo
opornych szczepow. By¢ moze, powracajgc do korzeni, od-
najdziemy sposoby walki z bakteriami i powstrzymamy induk-
cje ich opornosci. Zwigzki przeciwbakteryjne pozyskiwane
z natury to miedzy innymi peptydy przeciwdrobnoustrojowe,
hydrolazy $ciany komérkowej bakterii, inhibitory systemu
Quorum sensing oraz inhibitory lipopolisacharydéw. Bardzo
duzy potencjat i udowodnione dziatanie wykazujg roéwniez
bakteriofagi i rosliny lecznicze stosowane z powodzeniem juz
od lat. Najwazniejszym z punktu widzenia terapii i stosowania
preparatéw na bazie omawianych zwigzkow jest bezpieczen-
stwo i fatwos¢ podania, wysoka aktywnos$é przy jednoczes-
nym braku generowania opornosci u zwalczanych mikroorga-
nizmow i brak skutkow ubocznych. Nie bez znaczenia jest
réwniez aspekt ekonomiczny i osiggniecie wszystkich powyz-
szych efektow przy stosunkowo niskich kosztach. W obliczu
globalnego zagrozenia opracowanie coraz to nowszych me-
tod zwalczania lekoopornych bakterii jest koniecznoscia. Nie
nalezy jednak zapomina¢ o profilaktyce, ktéra wydaje sie by¢
nieodzowng pomocg znacznie ograniczajgcg ryzyko zakaze-
nia.
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