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Gwattowny wzrost opornosci bakterii na antybiotyki stoso-
wane w lecznictwie, w tym na antybiotyki 3-laktamowe, ktére w
wielu przypadkach stanowia tzw. leki z wyboru lub leki ostatniej
szansy, stanowi jeden z najpowazniejszych probleméw wspot-
czesnej medycyny. Opornosc¢ bakterii na B-laktamy jest warun-
kowana réznorodnymi mechanizmami, ktére klasyfikuje sie w

obrebie czterech zasadniczych strategii:

1. wytwarzanie biatek PBP o niskim powinowactwie do
B-laktamow,

2. zmniejszanie przepuszczalnoSci oston komérko-
wych bakterii,

3. wypompowywanie lekéw z komérki bakteryjnej,

4. wytwarzanie B-laktamaz - enzymoéw hydrolizuja-
cych czasteczki B-laktamow.

Pierwsza grupa mechanizméw, obecna zaréwno u bakte-
rii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych, zwigzana jest z biat-
kami PBP, czyli enzymami odpowiedzialnymi za niektdre etapy
syntezy peptydoglikanu (Sciany komoérkowej bakterii). Antybio-
tyki B-laktamowe trwale wigzg sie z tymi biatkami i blokujg ich
aktywnos¢ enzymatyczng, co prowadzi do zaburzen struktury
peptydoglikanu, a nastepnie lizy komérki bakteryjnej. Mecha-
nizmy opornosci zalezne od biatek PBP s3 dwojakiego rodza-
ju. Pierwszy polega na modyfikacji naturalnych PBP tak, aby nie
miaty one powinowactwa do -laktaméw, ale jednoczesnie pet-
nity funkcje katalityczne w procesie wytwarzania $ciany komor-
kowej. Modyfikacje te nastepuja wskutek gromadzenia mutacji
w genach pbp lub nabywania ich zmutowanych fragmentéw od
innych organizmoéw i zastepowania nimi homologicznych od-
cinkéw gendéw wiasnych. Drugi rodzaj zwigzany jest z pozyski-

waniem obcego, kompletnego genu kodujgcego biatko PBP,
nieoddziatujace z czasteczkami B-laktamow (12).

Dwie kolejne strategie, typowe dla bakterii Gram-ujemnych,
polegaja na ograniczeniu mozliwosci penetracji komorki bak-
teryjnej przez antybiotyk B-laktamowy. Pierwsza z nich zwiaza-
na jest z likwidacja lub zmniejszeniem liczby tzw. kanatéw pory-
nowych w btonie zewnetrznej tych bakterii, przez co czastecz-
ki B-laktamoéw majg mniejsze mozliwosci przedostania sie do
przestrzeni periplazmatycznej komérki. Druga strategia polega
na aktywnym wypompowywaniu leku z komérki bakteryjnej,
ktéra moze ulegac intensyfikacji wskutek podwyzszania ekspre-
sji tzw. systemoéw pompowo-porynowych, odpowiedzialnych
za ten proces (12, 14).

Ostatnim z omawianych typéw mechanizméw oporno-
$ci, wystepujacym u bakterii Gram-dodatnich, ale znacznie po-
wszechniejszym u bakterii Gram-ujemnych, jest wytwarzanie
B-laktamaz, czyli specyficznych enzymoéw katalizujacych hydro-
lize pierscienia B-laktamowego w czasteczce leku (12). Zasadni-
czy zrab réznorodnosci 3-laktamaz, obejmujacy wszystkie zna-
ne dzisiaj ich klasy i rodziny powstat dawno przed wprowadze-
niem do lecznictwa antybiotykéw. Najprawdopodobniej stano-
wity one broi przed naturalnymi antybiotykami wytwarzany-
mi przez inne gatunki bakterii oraz grzyby, wspétwystepujace
w danym $rodowisku. Istnieje tez poglad, ze niektére z nich mo-
gty i moga nadal petni¢ pewne funkcje w metabolizmie Sciany
komérkowej bakterii (11, 14). Niezwykle krétki z ewolucyjnego
punktu widzenia okres po wprowadzeniu antybiotykéw do te-
rapii i innych dziedzin aktywnosci cztowieka zaowocowat dal-
szym, bardzo przyspieszonym réznicowaniem sie -laktamaz

(omowione nizej).
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B-laktamazy gatunkowo-specyficzne i nabyte

B-laktamazy pojawity sie na wczesnych etapach ewolu-
¢ji bakterii. Wspdlnymi przodkami dzisiejszych {-laktamaz
oraz biatek PBP byly pierwotne PBP. W 1998 r. Massova i Moba-
shery zaproponowali hipoteze, w mysl ktérej wszystkie klasy
B-laktamaz (A-D) wyewoluowaly niezaleznie od siebie z innych
prekursoréw PBP, wraz z odpowiednimi klasami wspétczesnych
biatek PBP (13). Zdecydowana wiekszos¢ pateczek Gram-ujem-
nych posiada wiasne, typowe dla danego gatunku -laktamazy,
ktoérych geny zlokalizowane sg w chromosomalnym DNA.

Wiele gatunkéw bakterii Gram-ujemnych, m.in. Acinetobac-
ter spp., Pseudomonas spp. oraz pateczki z rodziny Enterobac-
teriaceae, takie jak Escherichia coli, Enterobacter spp., Citrobac-
ter freundii, Serratia marcescens, Morganella morganii, Providen-
cia stuartii i Providencia rettgeri, posiada gatunkowo-specyficz-
ne B-laktamazy nalezace do klasy C, zwane cefalosporynazami
AmpC. Pomimo pewnych réznic gatunkowych, enzymy te cha-
rakteryzujg sie bardzo szerokim zakresem preferencji substrato-
wych, obejmujacym przede wszystkim cefalosporyny, ale tez pe-
nicyliny i monobaktamy (2, 11, 12, 14). Ekspresja tych B-laktamaz
najczesciej ma charakter indukowalny, ale u E. coli i Acinetobac-
ter spp. zachodzi konstytutywnie na bardzo niskim poziomie
i nie nadaje szczepom opornosci na antybiotyki B-laktamowe
(11, 12). Rézne zjawiska genetyczne (mutacje w genach regula-
torowych, mutacje i insercje elementéw ruchomych w obrebie
promotoréw) prowadzg do ekspresji konstytutywnej enzyméw
AmpC na zdecydowanie podwyzszonym poziomie.

Niektére pateczki Gram-ujemne: Klebsiella spp., Citrobac-
ter koseri, Proteus vulgaris, Proteus penneri, Kluyvera spp., Chry-
seobacterium meningosepticum, Stenotrophomonas maltophilia
i inne wytwarzaja charakterystyczne enzymy nalezace do kla-
sy A. Profile substratowe tych (3-laktamaz sa bardzo zréznico-
wane, poczawszy od ogdlnych preferencji wzgledem penicylin
lub cefalosporyn, a skorczywszy na ich zakresie (2, 11, 12). Nie-
ktére z gatunkowo-specyficznych B-laktamaz klasy A hydrolizu-
ja gtéwnie réznego rodzaju penicyliny i s to tzw. 3-laktamazy
o szerokim spektrum substratowym (np. enzymy typu SHV-1,
LEN lub OKP Klebsiella pneumoniae), a inne posiadaja bardzo
rozlegty zakres dziatania tzw. B-laktamaz o rozszerzonym spek-
trum substratowym, ESBL (omdwione nizej) lub do nich zblizo-
ny (np. B-laktamazy K-OXY Klebsiella oxytoca lub KLU Kluyvera
spp.) (11, 12). U szeregu wymienionych gatunkéw naturalny po-
ziom wytwarzania tych enzymow jest bardzo niski i nie nadaja
one drobnoustrojom opornosci na 3-laktamy. Podobnie jednak
jak w przypadku naturalnych cefalosporynaz AmpC, mozliwe sg
modyfikacje genetyczne, prowadzace do istotnego podwyzsze-
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nia ich ekspresji. U niektérych gatunkéw naturalne B-laktamazy
klasy A wytwarzane sa w sposéb indukowalny (11).

Inng grupe enzymdéw kodowanych chromosomalnie stano-
wig metalo-B-laktamazy klasy B, czyli MBL. Wystepuja one np.
u S. maltophilia, Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila, C. menin-
gosepticum, Legionella gormanii, Caulobacter crescentus, Janthi-
nobacterium lividum, czy Flavobacterium johnsoniae, i wykazu-
ja one aktywnos¢ wobec penicylin, cefalosporyn i karbapene-
mow, przez co ich spektrum substratowe nalezy takze okresli¢
jako bardzo szerokie (2, 12).

Jak zaznaczono wczesniej, wraz z wprowadzeniem do lecz-
nictwa antybiotykoterapii nastapit nowy, trwajacy obecnie
okres bardzo intensywnej ewolucji B-laktamaz (14). Obejmu-
je ona zjawiska mobilizacji genéw gatunkowo-specyficznych
B-laktamaz, ich horyzontalnego rozprzestrzeniania sie oraz
szybkiej akumulacji zmian strukturalnych (7). W mobilizacji i ho-
ryzontalnym rozprzestrzenianiu sie genéw B-laktamaz (jak row-
niez innych genéw opornosci) kluczowa role odgrywaja rézno-
rodne ruchome elementy genetyczne. Rézne rodzaje sekwen-
¢ji insercyjnych (ang. insertion sequence, IS), transpozondw,
a takze inne struktury warunkujgce mozliwos¢ rekombinacji
DNA, powodujg przeniesienie genéw [-laktamaz z chromo-
somow bakteryjnych na czasteczki zdolne do horyzontalnego
transferu, ktorymi niemal bez wyjatku sa plazmidy (18). Cza-
steczki te rozprzestrzeniaja sie bardzo czesto dzieki wtasnym
systemom koniugacyjnym lub sg mobilizowane do transferu
przez inne, wspotwystepujace w komorce plazmidy. Olbrzymi
wzrost puli gendw B-laktamaz, bedacy wynikiem mobilizacji i
rozprzestrzeniania horyzontalnego, bardzo zwieksza materiat
wyjsciowy do ewolucji poprzez zjawiska mutacji i rekombinacji
homologicznej. Dzieki wymienionym procesom, u wielu gatun-
kow bakterii pojawity sie nowe, ,nabyte” 3-laktamazy, ktérych je-
dyna funkcja jest obrona drobnoustrojow przed dziataniem kli-
nicznie uzywanych antybiotykéw (11, 14). Ogélny obraz ewolu-
¢ji B-laktamaz stymulowanej masowym stosowaniem antybio-
tykéw B-laktamowych przedstawia rycina 1. Ukazuje on swoisty
,Wyscig” miedzy drobnoustrojami chorobotwdrczymi a przemy-
stem farmaceutycznym, opracowujacym coraz to nowsze ,ge-
neracje” B-laktamow, a takze adaptacje bakterii do srodowisk,
w ktérych kumuluje sie presja selekcyjna ,starszych” i ,now-
szych”lekow.

Niemal natychmiast po wprowadzeniu w latach 1940. do
lecznictwa penicyliny (benzylopenicyliny), zaobserwowano po-
jawienie sie i gwattowny wzrost wystepowania szczepow Sta-
phylococcus aureus wytwarzajacych -laktamazy (8). W pdzniej-
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szych latach udziat takich szczepéw w populacjach gronkowca
ztocistego sukcesywnie rost, obecnie osiggajac ponad 90% (15).
Pierwsze cefalosporyny (tzw. cefalosporyny | generacji lub ce-
falosporyny o waskim zakresie dziatania), penicyliny izoksazoli-
lowe oraz penicyliny o szerokim zakresie dziatania (aminopeni-
cyliny), stosowane od poczatku lat 1960. gtéwnie w celu zwal-
czania szczepow S. aureus wytwarzajacych pB-laktamazy (cefalo-
sporyny, penicyliny izoksazolilowe) i/lub pateczek Gram-ujem-
nych (aminopenicyliny, cefalosporyny) przyczynity sie do po-
jawienia sie nowych mechanizméw opornosci. Spowodowaty
one m.in. selekcje szczepéw bakterii Gram-ujemnych, najpierw
E. coli, a pézniej innych Enterobacteriaceae, wytwarzajacych na-
byte B-laktamazy o szerokim spektrum substratowym, takie jak
TEM-1, TEM-2 i SHV-1, ktére obecnie sg najczesciej wystepujacy-
mi, kodowanymi plazmidowo B-laktamazami. Szacuje sig, ze en-
zym TEM-1 wytwarzany jest obecnie przez ok. 50% klinicznych
szczepow E. colina $wiecie (11).

W ostatnich latach obserwuje sie staty wzrost liczby zaka-
zen, w tym takze epidemii, wywotywanych przez szczepy pate-
czek Gram-ujemnych oporne na wiekszos$¢ antybiotykéw b-lak-
tamowych, wiacznie z tzw. oksyimino-f-laktamami. Zjawisko to
zwiazane jest z bardzo intensywnym wykorzystywaniem od po-
czatku lat 1980. tych lekéw w terapii wielu rodzajéw zakazen.

ANTYBIOTYKOW

Oksyimino-B-laktamy (cefuroksym, cefalosporyny Il i IV genera-
¢ji oraz jedyny stosowany klinicznie monobaktam - aztreonam),
ze wzgledu na szeroki zakres aktywnosci przeciwbakteryjnej,
bardzo dobra charakterystyke farmakologiczng i niepodatnos¢
na dziatanie B-laktamaz o szerokim spektrum substratowym,
uwazano wowczas za ,cudowne” antybiotyki, ktére rozwigza
problem zakazen bakteryjnych. Masowe uzycie tych lekéw do-
prowadzito jednak w szybkim czasie do selekcji nowych naby-
tych mechanizméw opornosci, ktére obejmujg swym zakresem
dziatania zdecydowang wiekszos¢ b-laktamoéw jednoczesnie.
Opornos¢ ta zwigzana jest gtéwnie z wytwarzaniem b-laktamaz
o bardzo rozlegtych spektrach substratowych i obejmuje takie
zjawiska, jak trwate odblokowanie lub podwyzszenie pozio-
mu ekspresji gatunkowo-specyficznych cefalosporynaz AmpC
oraz produkcje nabytych AmpC i b-laktamaz o rozszerzonym
spektrum substratowym, czyli ESBL. Odpowiedzig za$ bakterii
na wprowadzenie do leczenia kolejnej grupy B-laktamoéw, tzw.
karbapenemow, byto m.in. pojawienie sie szczepéw wytwarza-
jacych nabyte B-laktamazy zdolne do hydrolizy takze tych le-
kéw, do niedawna i czesto nadal traktowanych jako leki ostat-
niej szansy w przypadkach zakazen wywotanych przez patecz-
ki Gram-ujemne. Wsréd nich wymieni¢ nalezy MBL oraz niekté-
re enzymy klasy A (np. KPC) i D (3-laktamazy CHDL).

Przyktady obrazéw testu wykrywajacego MBL uzyskiwanych dla

szczepOw Enterobacteriaceae MBL+:

Przykfady obrazéw testu wykrywajacego KPC uzyskiwanych

dla szczepow Enterobacteriaceae KPC+:
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Rycina 1. Ogoélny schemat ewolucji 3-laktamaz i wprowadzania kolejnych rodzajéw i generacji antybiotykéw B-laktamowych

na podstawie Jacoby i Bush (8).
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B-laktamazy o szerokim spektrum
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B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym, ESBL

ESBL to enzymy zdolne do hydrolizy wszystkich penicylin, ce-
falosporyn (oprécz cefamycyn) i monobaktaméw. Hydrolizujg
oksyimino-B-laktamy z szybkoscig nie mniejsza niz 10% szybkosci
hydrolizy benzylopenicyliny. Aktywnos¢ wiekszosci tych B-laktamaz
hamowana jest przez kwas klawulanowy, sulbaktam i tazobaktam
(2, 64). W systemie funkcjonalnym b-laktamaz, ESBL zostaty zaklasy-
fikowane do dwdch podgrup grupy 2: podgrupy 2be (,b-laktama-
zy o rozszerzonym spektrum substratowym hamowane przez kwas
klawulanowy”) oraz podgrupy 2de (,b-laktamazy o rozszerzonym
spektrum substratowym hydrolizujace kloksacyline”). Wedtug po-
dziatu strukturalnego b-laktamaz nalezg one do klas A (podgrupa
2be) i D (podgrupa 2de). Sa to enzymy o masie czasteczkowej oko-
fo 30 kDa, w ich miejscu aktywnym znajduje sie reszta serynowa (2).

Enzymy ESBL wystepujg gtéwnie jako nabyte, kodowane
plazmidowo b-laktamazy. Geny kodujace ESBL zlokalizowane sa
czesto na plazmidach koniugacyjnych, w tym takze o szerokim
zakresie gospodarza, przez co ulegaja szybkiemu rozprzestrze-
nianiu, rbwniez pomiedzy szczepami nalezagcymi do réznych ga-
tunkéw. Ponadto, wystepuja one w obrebie specyficznych ele-
mentéw genetycznych (transpozondéw, modutéw transpozycyj-
nych, kaset integronowych), co zapewnia im przenoszenie po-
miedzy réznymi czasteczkami DNA, a czesto tez wysoki poziom
ekspresji. Jak zaznaczono wyzej, takze niektére gatunkowo-spe-
cyficzne B-laktamazy klasy A posiadaja cechy ESBL.

Nabyte ESBL, zidentyfikowane po raz pierwszy w 1983 . (9,
10), s obecnie zrédtem powaznych probleméw klinicznych i
epidemiologicznych na catym Swiecie. Wytwarzane sa przede
wszystkim przez szpitalne szczepy pateczek réznych gatunkéw
z rodziny Enterobacteriaceae, cho¢ w ostatnim okresie obser-
wuje sie je takze coraz czesciej w szczepach wywotujacych za-
kazenia pozaszpitalne, gtéwnie u E. coli, ale takze u patogenéw
typowych dla tego typu zakazen - Salmonella i Shigella (3, 16).
Identyfikowane sg réwniez u niektérych pateczek niefermentu-
jacych, zwtaszcza P. aeruginosa i Acinetobacter baumannii (11).

Duza i stale rosngca czesto$¢ wystepowania ESBL wsrdéd waz-
nych klinicznie drobnoustrojéw, ktéra w skali pojedynczego od-
dziatu lub szpitala, a nawet regionu lub kraju moze osiggac 40 - 60%
izolatéw klinicznych K. pneumoniae (6, 16), konsekwentnie zaweza
mozliwosci terapeutyczne antybiotykéw b-laktamowych. Problemy
kliniczne dodatkowo powigksza fakt, ze wiele izolatéw ESBL* zacho-
wuje w badaniach in vitro wrazliwos¢ na szereg antybiotykdéw na-
lezacych do spektrum substratowego ESBL (zwtaszcza oksyimino-
B-laktamow) ze wzgledu na specyficzne cechy enzymu lub nizszy
poziom jego ekspresji (11, 19). Zastosowanie takich lekdw w terapii
konczy sie jednak czesto niepowodzeniem terapeutycznym. Pierw-
sze takie przypadki odnotowywano juz w latach 1980. (1), przepro-
wadzona za$ pod koniec lat 1990. metaanaliza wykazata, ze ryzy-
ko niepowodzenia wynosi ok. 50% w przypadku zastosowania ce-

falosporyny lll generacji (np. ceftazydymu, cefotaksymu, ceftriakso-
nu) w leczeniu powaznego zakazenia szczepem ESBL", na ktora ten
szczep wykazuje wrazliwosc in vitro (17). Ryzyko to zalezy od war-
tosci MIC (minimalnego stezenia hamujacego) danej cefalosporyny
i wzrasta jeszcze bardziej w przypadku szczepdw, dla ktérych MIC
znajduje sie bezposrednio ponizej wartosci granicznej dla szcze-
péw wrazliwych i sredniowrazliwych (16, 17). Zjawisko to ttumaczy
sie mozliwoscia wystepowania tzw. efektu inokulum, czyli wzrostu
wartosci MIC leku wraz ze wzrostem inokulum bakteryjnego (ba-
dania lekowrazliwosci in vitro prowadzi sie przy stosunkowo niskim
inokulum). Ponadto, moze doj$¢ do selekcji mutantéw o podwyz-
szonej aktywnosci enzymatycznej ESBL lub zwiekszonym pozio-
mie ekspresji B-laktamazy. Jest to jeden z najwazniejszych powo-
déw, obok potrzeb epidemiologicznych, decydujacych o koniecz-
nosci precyzyjnej identyfikacji fenotypu ESBL* we wszystkich izola-
tach Enterobacteriaceae w ramach rutynowej diagnostyki laborato-
ryjnej. Wykrywanie ESBL prowadszi sie réznymi metodami, wszyst-
kie one jednak sprowadzaja sie do stwierdzenia znaczagcego obnize-
nia wrazliwosci badanego szczepu na przynajmniej jeden z marke-
rowych oksyimino-B-laktaméw (ceftazydym, cefotaksym, ceftriak-
son, cefpodoksym, cefepim, aztreonam) i wykazania wptywu inhi-
bitora B-laktamaz (kwasu klawulanowego) na ten efekt (4, 5). Dia-
gnostyke ESBL utrudnia ré6znorodnos¢ fenotypdw opornosci szcze-
péw ESBL* na B-laktamy, ktérej jedynie wycinkiem jest wspomnia-
na wyzej wrazliwos¢ in vitro czeéci szczepéw na wybrane substra-
ty ESBL. Fenotypy opornosci szczepdw wytwarzajacych ESBL za-
leza od wielu czynnikéw, m.in. szczegdtowych preferencji substra-
towych konkretnych wariantéw ESBL, ich podatnosci na dziatanie
inhibitoréw, poziomu aktywnosci enzymatycznej i ekspresji oraz
obecnosci innych mechanizméw opornosci (inne b-laktamazy, ob-
nizenie przepuszczalnosci btony zewnetrznej, wypompowywanie
leku). Niektdre z tych mechanizméw, np. wysoka ekspresja cefalo-
sporynazy AmpC lub powazne obnizenie przepuszczalnosci bfony
zewnetrznej, ze wzgledu na niepodatno$¢ na dziatanie inhibitoréw
(-laktamaz, moga maskowac obecnosé ESBL (5). Innym powaznym
problemem w zwalczaniu szczepéw o fenotypie ESBL* jest tez fakt,
Ze s3 one czesto oporne réwniez na antybiotyki z innych grup tera-
peutycznych, przez co tatwiej jeszcze moga ulegac pozytywnej se-
lekcji i utrzymywac sie we florze szpitalnej oraz wywotywac epide-
mie klonalne. Zwigzane jest to z tym, Ze geny kodujace ESBL zlokali-
zowane s3 na plazmidach, na ktérych z reguty znajduja sie tez geny
warunkujace opornos$¢ np. na aminoglikozydy, ko-trimoksazol, te-
tracykliny lub chloramfenikol (8).

F

Przykfad obrazu testu wy-
krywajacego ESBL uzyskiwa-
nego dla szczepu Enterobacte-
riaceae ESBL+:
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