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ANALIZA ANTYBIOTYKOOPORNOSCI W BAKTERYJNYCH
SZCZEPACH SRODOWISKOWYCH

Nadmierne i niewlasciwe stosowanie antybiotykéw zarowno w medycynie, rolnictwie czy weterynarii
skutkuje pojawieniem i rozprzestrzenianiem si¢ oporno$ci szczepéw bakterii na antybiotyki. Wyréz-
nia si¢ dwa rodzaje oporno$ci, wrodzong i nabytg. Opornos¢ wrodzona to naturalna cecha danego ga-
tunku lub grupy bakterii, ktora nie niesie ze soba ryzyka przeniesienia opornosci na inny gatunek.
Oporno$¢ nabyta wystepuje u poczatkowo niewrazliwych na dany chemioterapeutykow szczepow,
ktore na skutek mutacji nabyly cech opornosci. Do najwazniejszych mechanizméw opornosci bakterii
zaliczana jest modyfikacja miejsca docelowego dziatania antybiotyku, enzymatyczna hydroliza le-
kow, zmiana przepuszczalnosci oston komérkowych, wyksztalcenie alternatywnej drogi z pominie-
ciem etapu wrazliwego na dziatanie antybiotyku czy aktywne usuwanie substancji czynnych z komo-
rek za pomoca pomp np. MDR. Jednym z najwazniejszych etapéw diagnostyki mikrobiologiczne;j jest
oznaczenie opornosci na leki, w tym antybiotyki. W artykule scharakteryzowano wybrane metody
identyfikacji opornosci, od prostych testow fenotypowych do bardziej skomplikowanych metod, wy-
korzystujacych techniki biologii molekularnej, stosowane w diagnostyce lekoopornych szczepow
bakteryjnych.

1.WSTEP

Konsumpcja antybiotykdéw, zarowno w lecznictwie szpitalnym jak i otwartym, sys-
tematycznie wzrasta. W 1997 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia zaliczyta narasta-
jacy problem antybiotykoopornosci do grupy najwigkszych zagrozen w dziedzinie
zdrowia publicznego [8]. Niewlasciwe i nadmierne stosowanie antybiotykow jest jed-
nym z gtéwnych czynnikoéw odpowiedzialnych za powstawanie i rozprzestrzenianie
sie mechanizméw opornosci drobnoustrojow [2, 14]. Antybiotyki stosowane sg nie
tylko w medycynie, ale rowniez w rolnictwie, hodowli zwierzat i weterynarii. Zawie-
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sing antybiotykoéw opylane sa rowniez owoce. Presja selekcyjna antybiotykéw przy-
spiesza rozwoj antybiotykoopornosci rowniez w §rodowisku. Dwie gtowne drogi roz-
przestrzeniania si¢ lekoopornych szczepow to odpady biologiczne powstajace w rol-
nictwie i bezposrednia (kontakt zwierzat i ludzi, np. hodowcow zwierzat) lub
posrednia droga przenoszenia patogenow ze zwierzat na ludzi (spozycie skazonego
migsa). W Polsce monitorowanie stosowania antybiotykéw w réznych dziedzinach
zycia odbywa si¢ w ramach Narodowego Programu Ochrony Antybiotykow utworzo-
nego w 2004 roku [1, 4].

Opornos$¢ rozpatrywana jest na poziomie genotypowym, fenotypowym, pochodze-
nia i typu bakterii. Brak jednak jednoznacznej definicji okres$lajacej niewrazliwosé
mikroorganizmow na czynniki antybakteryjne. Jedna z nich, opracowana jest Europej-
ska Agencje do Oceny Produktow Medycznych wyroznia oporno$é mikrobiologicznag,
w ktorej jako oporne definiowane sg mikroorganizmy posiadajace jakiekolwiek me-
chanizmy opornosci lub geny warunkujace opornos¢. Drugi typ opornosci to opornosé
kliniczna, w ktorej miara lekoopornosci jest brak lub wystapienie reakcji danej bakte-
rii na zadang terapig [4, 5, 9].

2. ANTYBIOTYKOOPORNOSC

2.1. ODPOWIEDZ MIKROORGANIZMOW NA ANTYBIOTYKI

Wyrdznia si¢ dwa typy antybiotykoopornosci, wrodzong (ang. intrinsic) i nabyta
(ang. acquired). Oporno$¢ wrodzona jest naturalng cechg szczepu lub gatunku i nie
stanowi ryzyka w przenoszeniu opornosci na inne bakterie. Przykladem opornosci
wrodzonej jest niewrazliwos¢ pateczek Gram-ujemnych na dziatanie makrolidéw oraz
penicyliny G czy opornos¢ bakterii beztlenowych na aminoglikozydy. Opornos¢ wro-
dzona nie oznacza jednak catkowitego braku reakcji na dany antybiotyk. W przypadku
pateczek Gram-ujemnych niewrazliwych na penicyling obserwowana jest zmiana
ksztattu i wielkosci pateczek, ktore przechodza w tzw. formy L [5, 15, 19].

Oporno$¢ nabyta wystepuje u organizmow, ktore poczatkowo byly wrazliwe na
dany antybiotyk, ale na skutek zmian zachodzacych w genomie, gtéwnie w wyniku
mutacji spontanicznych, nabyty cech opornosci. Jednym z najwazniejszych mechani-
zmoéw habywania antybiotykooporno$ci jest horyzontalny transfer genow. Geny wa-
runkujgce opornos¢, w procesach koniugacji, transdukcji i transformacji, moga zosta¢
przekazane antybiotykowrazliwym szczepom. Do mobilnych elementéw zawieraja-
cych geny oporno$ci naleza plazmidy, integrony i transpozony. Wertykalne przeno-
szenie genOwW oznacza dziedziczenie niewrazliwosci przez potomne klony
bakterii [18].
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Innym typem reakcji bakterii na zastosowany antybiotyk jest tzw. tolerancja wo-
bec leku. W tym typie odpowiedzi bakterie nie rosng i nie dziela si¢, a wartos¢ CFU
(jednostka tworzenia kolonii; CFU — ang. colony forming unit) w wysiewach nie spa-
da. W wyniku dlugotrwatego kontaktu mikroorganizméw z antybiotykiem pewna
czes¢ populacji, zwykle mniejsza niz 0,1%, zdolna do przezycia odpowiada za tzw.
zjawisko przetrwania. Waznym zjawiskiem jest rowniez efekt poantybiotykowy
(PAE — ang. post-antibiotic effect), ktory polega na zahamowaniu wzrostu bakterii
w wyniku krotkotrwalego stosowania antybiotyku. Efekt PAE utrzymuje si¢ zwykle
tylko przez kilka godzin i jest czgstym zrédtem nieprawidlowego dawkowania anty-
biotykéw [4, 10].

2.2. MECHANIZMY ANTYBIOTYKOOPORNOSCI

Antybiotykooporno$¢ drobnoustrojow uwarunkowana jest kilkoma gtéwnymi
mechanizmami. Do najczgséciej wystepujacych zaliczy¢ mozemy modyfikacj¢ miej-
sca docelowego (ang. target) antybiotyku, m.in. biatek rybosomalnych, co skutkuje za-
hamowaniem procesow translacji. Rozwojem opornosci skutkuje rowniez modyfikacja
prekursoréw mureiny czy podjednostek gyrazy. Drugim najwazniejszym mechanizmem
warunkujgcym antybiotykoopornos¢ jest enzymatyczna inaktywacja lekéw, np. hydroli-
za wigzania C-N w pierscieniu 3-laktamowym cefalosporyn czy inaktywacja erytromy-
cyny przez esterazy. Epidemia lekooporno$ci w znacznym stopniu obnizyta uzytecznosé¢
terapeutyczng f-laktamow, dotychczas uwazanych za jedna z najbezpieczniejszych grup
antybiotykow [10, 11]. Kolejnym mechanizmem uniemozliwiajacym dziatanie terapeu-
tyczne lekow jest zmiana przepuszczalnosci bton komoérkowych bakterii. Zmiany obej-
Muja m.in. pogrubienie warstwy mureinowe]j czy modyfikacj¢ struktury i liczby poryn.
Mechanizm ten determinuje oporno$¢ na wankomycyne, gdzie w mureinie alanina ulega
zmianie na mleczan [10, 19]. Bardzo waznym mechanizmem warunkujacym lekoopor-
nos$¢ jest zjawisko ,,efflux”, polegajace na aktywnym usuwaniu antybiotykow z komorki
dzieki aktywnosci pomp btonowych. Pompy charakteryzuja si¢ zréznicowanym zakre-
sem substratowym i specyficzno$cia. Przykladem antybiotykoéw usuwanych dzigki syn-
i antyporterom lub dzieki energii uzyskanej z hydrolizy wysokoenergetycznych wigzan
ATP s3 tetracykliny [6]. Oporno$¢ mikroorganizmu na dany antybiotyk lub grupe anty-
biotykow moze by¢ réwniez wynikiem dziatania systemu dwusktadnikowego, czyli mo-
dyfikacji w systemach regulacyjnych niezaangazowanych bezposrednio w dziatanie an-
tybiotyku powszechnie wystepujacych w komorkach bakteryjnych. Na rozwdj
lekoopornosci wptywa rowniez zmniejszenie poziomu aktywnosci enzymow (np. reduk-
tazy nitrofuranowej) katalizujacej przejscie nieczynnej formy antybiotyku do formy ak-
tywnej wewnatrz komorki. Pozostale strategie zmniejszajace wrazliwo$¢ na chemiotera-
peutyki to m.in. zwigkszanie stgzenia antagonistow inhibitora czy zmniejszenie potrzeb
mikroorganizmu na produkt szlaku hamowanego przez antybiotyk. Waznym mechani-
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zmem determinujgcym oporno$¢ jest rOwniez reakcja ,,by-pass” polegajaca na wyksztat-
ceniu innej drogi umozliwiajacej ominigcie etapu wrazliwego na lek, np. alternatywne
szlaki metaboliczne syntezy kwasu diaminopimelinowego [10].

3. METODY OCENY ANTYBIOTYKOOPORNOSCI

Wazrastajace zuzycie antybiotykdw i rozprzestrzenianie si¢ zjawiska lekoopornosci
bakterii wymaga opracowania i wprowadzenia standaryzowanych procedur okreslaja-
cych opornos¢ mikroorganizmoéw na chemioterapeutyki. Oznaczenie lekowrazliwo$ci
szczepOw jest podstawg opracowywania skutecznej terapii, ograniczajacej nadmierne
lub niewtasciwe stosowanie lekow. Analiza antybiotykoopornosci obejmuje metody
hodowlane i molekularne, ktore niezaleznie od zastosowanego testu powinny charak-
teryzowac si¢ czulo$cia, swoisto$cig i powtarzalnoscig [5, 17]. Podzial wybranych
metod przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Metody analizy antybiotykoodpornosci

Lp. Metody hodowlane Metody molekularne
1. Krazki dyfuzyjne Reakcja PCR
2. E-Testy PCR-RFLP
3. Biolog® System (ptytki PM 11,12,13,14) RT-PCR
4. Metoda mikrorozcienczen Sekwencjonowanie Sangera
5. Western Blot
6. Mikromacierze

3.1. WYBRANE METODY HODOWLANE

Podstawows i jedng z najczgsciej stosowanych metod jakosciowych jest metoda
dyfuzyjno-krazkowa zwana rowniez metoda Kirby-Bauera. W metodzie tej miarg
antybiotykowrazliwosci jest strefa zahamowania wzrostu danego mikroorganizmu,
wyrazona w milimetrach, wokot krazka nasgczonego antybiotykiem umieszczonego
na podtozu statym z zawiesing bakterii o okreslonej gestosci. Substancja czynna anty-
biotyku dyfunduje promieniscie, co skutkuje powstaniem stref zahamowania wzrostu
zgodnych z gradientem stezen. Wielkos¢ strefy jest wprost proporcjonalna do wrazli-
wosci drobnoustroju na dang substancje, ktore na podstawie wielkosci strefy i przyje-
tych standardow okresla sie jako oporne, sredniowrazliwe i wrazliwe. Czynniki maja-
ce istotny wpltyw na wynik testu to przede wszystkim wartos¢ pH pozywki oraz
gesto$¢ inokulum. Optymalna warto$¢ pH podlozy stosowanych do oceny opornosci
powinna wynosi¢ ok. 7,2—7,4. Nizsze pH skutkuje utratg aktywno$ci antybiotykow np.
makrolidow 1 chinolonow (fatszywa opornosc) lub zwigkszong aktywnos¢ tetracyklin
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(falszywa wrazliwo$¢). Falszywie pozytywne lub negatywne wyniki moga by¢ spo-
wodowane rowniez zbyt mata lub duza gestoscig inokulum. Optymalny czas inkubacji
szacowany jest na 16-18 godz., optymalna temperatura inkubacji wynosi 35 °C.
Czynniki limitujagce metodg krazkow dyfuzyjnych w oczywisty sposob zaleza rowniez
od stezenia antybiotykow w krazkach, rozmiaru zastosowanych ptytek i grubo$ci war-
stwy agaru. Najwazniejsze ograniczenia metody dyfuzyjno-krazkowej dotycza jej
zastosowania w przypadku bakterii wolnorosnacych i bezwzglednych bakterii beztle-
nowych [3, 13].

Druga metoda okres$lania opornosci drobnoustrojow na antybiotyki sg metody roz-
cienczeniowe, pozwalajace na okreslenie MIC (MIC- ang. minimal inhibitory concen-
tration), czyli minimalnego st¢zenia hamujacego danego antybiotyku. Identyfikacje
wieloopornych szczepow bakterii (MDR- ang. multidrug resistance) i wyznaczenie
wartosci MIC mozliwe jest m.in. dzigki zastosowaniu systemu BIOLOG®. W systemie
tym plytki o sygnaturze PM11-PM14 i oprogramowania Omnilog umozliwiajg okre-
$lenie wrazliwosci szczepow bakterii na kilkadziesigt chemioterapetutykow [7].

Potaczeniem metody krazkow dyfuzyjnych i metody rozcienczeniowej jest metoda
tzw. E-testow, opracowana w Szwecji. E-testy w postaci plastikowych paskow zawie-
rajacych gradient stgzenia antybiotyku umieszcza si¢ na podlozu agarowym z wysiang
zawiesing bakteryjna o znanej gestosci. llosciowe okreslenie MIC mozliwe jest dzigki
wyznaczeniu miejsca przecigcia strefy zahamowania wzrostu ze skalg umieszczona po
drugiej stronie E-testu (rys. 1) [3].

Rys. 1. Ilosciowe okreslenie MIC za pomoca E- testu (badania wlasne)
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3.2. WYBRANE METODY MOLEKULARNE

Metody molekularne wykorzystywane w diagnostyce lekoopornosci mikroorgani-
zméw umozliwiaja wykrycie zmian zachodzacych zaré6wno na poziomie DNA, RNA
oraz produktu ekspresji genow. Do najwazniejszych metod opartych na analizie DNA
zaliczana jest reakcja PCR, stosowana najczesciej W przypadku, gdy znany jest me-
chanizm determinujacy lekoopornos¢. Pozostale metody pozwalajace na identyfikacje
zmian na poziomie DNA to najczeSciej modyfikacje standardowej reakcji PCR
(rys. 2). Przesiewowym testem opartym na wlasciwosciach DNA jest metoda polimor-
fizmu konformacyjnego pojedynczych nici PCR-SSCP (PCR-SSCP — ang. single stand
conformational polymorphism), w ktorej produkty reakcji PCR poddawane sg denaturacji,
a nastepnie przenoszone do srodowiska niedenaturujgcego. W §rodowisku tym prawidto-
we nici DNA przyjmuja inng konformacj¢ niz nici zmutowane. Ocena ekspresji w reakcji
PCR-SSCP powinna zosta¢ poprzedzona reakcja odwrotnej transkrypcji [9, 21].

Rys. 2. Rozktad elektroforetyczny po amplifikacji genow opornosci na antybiotyki (badania wtasne)
M-marker wielkosci 1000-100kpz, MEC-metycylina, TET- tetracyklina, SUL- sulfonamid SAT- genta-
mycyna, BLA- B-laktamy, ERM- erytromycyna, S1,S2- szczepy bakterii

Kolejng technikg stosowang do oceny lekoopornosci jest polimorfizm dtugosci frag-
mentéw restrykcyjnych PCR-RFLP (PCR-RFLP — ang. polymerase chain reaction
- restriction fragment lenght polymorphism). W technice tej amplifikowany fragment
DNA poddaje si¢ trawieniu enzymem restrykcyjnym. Jesli w analizowanym fragmencie
zaszta mutacja punktowa, w obrazie elektroforetycznym mozliwe bedzie wyrdznienie
lekoopornych szczepow. Site dyskryminacyjng elektroforezy mozna zwiekszy¢ poprzez
zastosowanie zmiennego pola elektrycznego (PFGE - ang. pulse-field gel electrophoresis).

Kolejna technika umozliwiajaca identyfikacj¢ antybiotykoopornych szczepdw jest di-
deoksy sekwencjonowanie, czyli sekwencjonowanie Sangera. Dideoksy nukleotydy nie
posiadaja grupy —OH w pozycji 3’ deoksyrybozy, co uniemozliwia przytaczenie kolejnego
nukleotydu do nowosyntetyzowanej nici DNA. Otrzymane fragmenty beda si¢ wiec roznié
o 1 nukleotyd. Nastepnie, produkty reakcji rozdzielane sg w Zelach poliakrylamidowych.
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Ocena fragmentéw dokonywana jest za pomoca automatycznych sekwenatoréw, ktore
wyposazone sg w detektor fluorescencji [9, 16].

Do oceny ekspresji RNA najczgsciej stosowanymi technikami jest reakcja odwrotnej
transkrypcji RT-PCR (RT-PCR — ang. reversed- transcriptase PCR) i reakcja PCR
w czasie rzeczywistym gPCR (qPCR — ang. quantitative PCR). W pierwszej reakcji kom-
plementarne DNA (cDNA) syntetyzowane jest przy udziale enzymu odwrotnej transkryp-
tazy na matrycy mRNA. Najczgsciej stosowanym starterem jest starter oligo dT, komple-
mentarny do ogona poliA, dodawanego do konca 3’ kazdego pre-mRNA. Zsyntetyzowane
c¢DNA poddawane sa standardowej reakcji PCR, a interpretacja obrazu elektroforetyczne-
go pozwala na identyfikacje genow opornosci. Reakcja qPCR wykorzystywana jest do
ilosciowej interpretacji ekspresji RNA. Monitorowanie przyrostu ilosci kopii analizowane;j
sekwencji umozliwia zastosowanie wyznakowanych fluorescencyjnie sond oligonukleo-
tydowych lub barwnikow fluorescencyjnych takich jak niespecyficzny SYBR Green in-
terkalujacy migdzy zasady DNA, bromek etydyny czy jodek propidyny. Do jednych
z najczesciej stosowanych sond nalezg sondy typu TagMan, czyli krotkie oligonukleoty-
dy, wyznakowane dwoma fluorochromami, reporterem na 3’ koncu (np. FAM, NED)
oraz wygaszaczem na koncu 5’ (najczeéciej TAMRA). Odleglos¢ miedzy reporterem
a wygaszaczem umozliwia przekazanie energii miedzy fluorochromami. Sonda, po
zwigzaniu z komplementarng sekwencjg na etapie elongacji degradowana jest przez
polimerazg Taq posiadajaca aktywno$¢ 5’-egzonukleazy, co umozliwia emisj¢ $wiatla.
Innym rodzajem sond stosowanych do oceny ekspresji RNA sa oligonukleotydy typu
Molecular Beacons, gdzie do wygaszenia fluorescencji uzywane sg czasteczki nie
bedace fluorochromem, np. przy braku sekwencji wigzacej sonda poprzez komple-
mentarne konce 3 1 5° tworzy strukturg tzw. spinki do wlosow i nie emituje $wiatta. Po
zwigzaniu z rozpoznawang sekwencja dochodzi do linearyzacji sondy, co umozliwia
emisj¢ Swiatla przez czasteczke reportera [16, 21].

Najwazniejsze metody pozwalajace na identyfikacje lekoopornych szczepow na
poziomie produkcji biatka to Western Blot i mikromacierze (ang. microarrays).
W technice Western Blot (immunoblotting) biatka poddane elektroforezie w zelach
poliakrylamidowych z dodatkiem siarczanu dodecylu sodu (SDS), nadajacego biat-
kom ujemny tadunek, transferowane sa na membrang, np. nitrocelulozowsa. Nastepnie,
biatka poddaje si¢ inkubacji z przeciwcialem (metoda bezposrednia). W metodzie
posredniej biatka inkubowane sg z dwoma rodzajami przeciwciat, Swoistym przeciw-
ciatem I-rzgdu i wyznakowanym przeciwciatem Il-rzedu. Przeciwciata Il-rzedowe
mogg by¢ znakowane radioaktywnie, najczesciej jednak sg one polaczone z enzymem,
np. z peroksydaza chrzanowg (HRP) lub fosfatazg alkaliczng (AP), co pozwala na
przeprowadzenie reakcji barwnej [12].

Mikromacierze, w postaci szklanych plytek, membran lub szkietek, pozwalaja na
analize¢ molekularnych sond w postaci 25-60 oligonukleotydowych (ang. oligo array)
lub jednoniciowych cDNA (ang. cDNA array). Zasada mikromacierzy jest hybrydyza-
cja komplementarnych, wyznakowanych fluorochromami analizowanych sekwencji,
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a odpowiednig sondg molekularng umieszczong na mikroptytce. Wyr6znia si¢ kilka
rodzajow mikroptytek, pozwalajacych, m.in. na identyfikacje jednonukleotydowych
polimorfizmow w DNA lub oceng ekspresji genow na poziomie transkrypcji. Mikro-
macierze pozwalaja na oceng ekspresji jakosciowo, potilosciowo lub ilosciowo tysiecy
genoéw jednocze$nie.

Badania sq realizowane w ramach projektu pt.. “Optimization of small
wastewater treatment facilities (OPTITREAT)” nr 2112932-1 finansowanego przez
BONUS EEIG.
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METHODS FOR DETECTION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE
OF ENVIRONMENTAL BACTERIA

Excessive and inappropriate use of antibiotic both in medicine and agriculture results in the appear-
ance and spread of antibiotic-resistant bacteria. We can distinguished two types of resistance, intrinsic
and acquired. First of them is a natural feature of a strains or group of bacteria, which does not carry the
risk of transfer of resistance genes to other bacterial species. Acquired resistance occurs in initially re-
sistance species which due to the mutations acquired resistance features. The most important mechanisms
responsible for resistance of bacteria to antibiotics include: modification of antibiotic target, enzymatic
hydrolysis of drugs, changes in membrane permeability, formation of an alternative metabolic pathways
without step sensitive to antibiotic and presence of transporters involved in active extrusion of antibiotics
from within cells to into the external environment. Analysis of multidrug resistance bacteria include both
culture and molecular methods. In this paper short characteristics of selected methods used in diagnosis of
multidrug resistance bacteria are presented.



