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The effect of subinhibitory concentrations (sub-MICs) of antibiotics on the external surface of Gram-negative bacteria

Abstract: The subinhibitory concentrations (sub-MICs) of various antibiotics are able to modify the molecular architecture
of the external surface of bacteria and some bacterial functions, such as the ability to adhere to the host cell, the production
of toxins, the susceptibility to host defense mechanisms and motility. It has been reported in literature that treatment of dif-
ferent bacteria with various antimicrobial agents at low doses results in cell wall, cytoplasmic and outer membrane as well
as capsule changes. This review focuses on studies describing the effects of sub-MICs of antibiotics on the surface architecture
of Gram-negative bacteria.
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1. Wstep

Jednym z parametrow charakteryzujacych relacj¢
migdzy antybiotykiem, a drobnoustrojem jest mini-
malne stgzenie hamujace wzrost (MIC — minimal inhi-
bitory concentration). Jest to najmniejsze st¢zenie
leku, ktore catkowicie hamuje wzrost bakterii. Po-
wszechnie uwaza si¢, ze dobry efekt terapeutyczny
mozna osiagnaé wowczas, gdy pomiedzy kolejnymi
dawkami leku, przez okoto polowe czasu, stezenie
antybiotyku przewyzsza warto§¢ MIC. Czgsto jednak
w przebiegu antybiotykoterapii bakterie przez wigk-
szo$¢ czasu poddane sa dziataniu leku o stgzeniu pod-
progowym, czyli nizszym niz MIC (sub-MIC — sub-
minimal inhibitory concentration).

Znajomo$¢ wplywu dawek podprogowych na dro-
bnoustroje jest bardzo przydatna, szczegoélnie w przy-
padku lekow, ktorych penetracja do pewnych tkanek
i narzadow jest ograniczona [13]. Przykladem tego
moze by¢ penicylina benzylowa oraz antybiotyki ami-
noglikozydowe, ktorych przenikanie do kosci jest
utrudnione, a ich st¢zenia sa mniejsze niz MIC. Chino-
lony, makrolidy oraz aminoglikozydy gorzej przenikaja
do pltynu mézgowo-rdzeniowego przez barierg krew-
moézg. Rowniez ograniczona jest penetracja lekéw
aminoglikozydowych do ptuc, a ich stezenie w wy-
dzielinie drzewa oskrzelowego jest niewielkie [15].

Podprogowe stgzenia lekow nie zabijaja bakterii,
sa one w stanie indukowaé¢ zmiany w morfologii
i strukturach powierzchniowych komoérek, hamowaé
produkcje toksyn oraz adhezje do komoérek gospoda-
rza. Znajomo$¢ wptywu dawek sub-MICs antybioty-
kéw na drobnoustroje w polaczeniu z ich parametrami
farmakodynamicznymi, moze okazaé si¢ bardzo przy-
datna w racjonalnej antybiotykoterapii. Stgzenia pod-
progowe lekow przyczyniaja si¢ jednak do wyse-
lekcjonowania szczepow opornych, a powstawanie
zmienionych morfologicznie komorek bakteryjnych
utrudnia ich identyfikacje [5-7, 28].

Ostony powierzchniowe bakterii Gram-ujemnych,
do ktorych zaliczany jest peptydoglikan, blona zew-
netrzna i cytoplazmatyczna oraz ewentualnie otoczka,
stanowia bariere ochronng, biorg one udzial w trans-
porcie substancji odzywczych do cytoplazmy, a takze
w usuwaniu zbgdnych metabolitow na zewnatrz ko-
morki. Dzigki tym strukturom bakterie moga koloni-
zowac zarowno tkanki organizmow wyzszych jak i po-
wierzchnie abiotyczne. Prawidlowa struktura oston
bakteryjnych odgrywa znaczaca rolg w ochronie drob-
noustrojow przed wnikaniem czasteczek antybiotykow
do ich wnetrza [16].

W ponizszej pracy opisano wyniki badan, dotycza-
cych wptywu dziatania sub-MICs lekéw na ostony ko-
morkowe bakterii Gram-ujemnych (Tabela I).
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Tabela I

Efekty dzialania sub-MICs antybiotykow i chemioterapeutykoéw na strukture oston
powierzchniowych bakterii Gram-ujemnych

An.tyblotyk/ Drobnoustroj Efekt Pls.mlen—
chemioterapeutyk nictwo
Cefalosporyny:
ceftazydym
cefotaksym E. coli filamentacja komorek [1,9,25]
ceftriakson
cefodyzym
cefodyzym K. pneumoniae | zmniejszona grubos$¢ otoczk | [19]
Karbapenemy:
imipenem E. coli
meropenem S. marcescens
panipenem K. pneumoniae | formy kuliste [9]
biapenem P aeruginosa
P vulgaris
P. mirabilis
imipenem E. aerogenes zmieniona liczba OMP [31]
Chinolony:
ciprofloksacyna E. coli filamentacja komorek [25, 30]
komorki typu ,,ghost” [30]
zmieniona liczba OMP [27]
zmniejszona liczba komorek | [29]
posiadajacych otoczki
rufloksacyna E. coli filamentacja komorek [2]
komorki typu ,,ghost”
moksyfloksacyna K. pneumoniae | filamentacja komorek [4]
lewofloksacyna } P aeruginosa zmieniona liczba OMP [18]
ofloksacyna
Aminoglikozydy:
amikacyna E. coli filamentacja komoérek [30]
zmieniona liczba OMP [27]
zmniejszona liczba komorek | [29]
posiadajacych otoczki
gentamycyna P aeruginosa zmniejszona grubos$¢ otoczki | [20]
azytromycyna E. coli formy kuliste [25]
trimetoprim E. coli zmieniona liczcba OMP [24]
diazepam K. pneumoniae | zmieniona liczba OMP [23]

2. Wplyw sub-MICs antybiotykow
na synteze Sciany komérkowej

Antybiotyki B-laktamowe sa lekami hamujacymi
syntezg $ciany komorkowej bakterii. Miejscem doce-
lowym ich dziatania jest grupa specyficznych biatek
PBP (penicillin binding proteins), odpowiedzialnych za
synteze peptydoglikanu w obrgbie bakteryjnej $Sciany
komorkowej. PBP sg enzymami o charakterze trans-
peptydaz, transglikozydaz i karboksypeptydaz, ktore
uczestnicza w tworzeniu polaczen poprzecznych (sie-
ciowania) migdzy tancuchami peptydoglikanu. Jednym
z najlepiej poznanych biatek wiazacych penicyling
u Escherichia coli jest PBP1B. Jest ono gtowna trans-
peptydaza i transglikozylaza uczestniczaca w procesie
wbudowywania nowo syntetyzowanych fragmentow
peptydoglikanu do ,,starej” mureiny. Biatko PBP1B

bierze udzial w polimeryzacji mureiny z prekursorow,
ztozonych z disacharydopentapeptydu, oraz w two-
rzeniu mostkéw peptydowych pomiedzy sasiednimi
taficuchami peptydowymi. W ostatnim etapie syntezy
mureiny bierze udzial biatko PBP1A, wykazujace
réwniez podwojna aktywno$¢ enzymatyczna — trans-
peptydazy i transglikozylazy. Natomiast biatko PBP3
uczestniczy w syntezie mureiny podziatowej (przegro-
dowej). Zaburzenia w funkcjonowaniu PBP3 hamuje
wytwarzanie przegréd wewnatrzkomorkowych i tym
samym powoduje wzrost bakterii w postaci wydtuzo-
nych filamentow [3].

Zmiany w morfologii komorek bakteryjnych pod
wplywem dziatania sub-MICs lekow B-laktamowych
sa wynikiem zahamowania lub zaburzen procesu syn-
tezy sktadnikéw §ciany komérkowej. Vranes i wsp.
[25] badali wptyw sub-MICs ceftazydymu na morfo-
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logig komorek E. coli. Stgzenie 1/2 MIC leku powo-
dowato tworzenie si¢ filamentow. Takie formy morfo-
logiczne obecne byly takze w hodowlach E. coli pod-
danych dziataniu sub-MICs cefodyzymu, cefotaksymu
oraz ceftriaksonu. Najwigcej zmienionych morfologicz-
nie komoérek powstawalo w obecnosci 1/8 MIC cefo-
dyzymu oraz 1/16 MIC cefotaksymu i ceftriaksonu
[1]. Horii iwsp. [9] badali wptyw 1/2 MIC ceftazy-
dymu, imipenemu, panipenemu, meropenemu i bia-
penemu na komorki Serratia marcescens, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulga-
ris oraz Proteus mirabilis. Jedynie caftazydym induko-
wal powstawanie filamentow, natomiast karbapenemy
powodowatly pojawienie si¢ form kulistych.

Zmiany ksztattu komorek bakterii byly takze ob-
serwowane podczas inkubacji drobnoustrojow w sub-
MICs lekéw z innych grup niz B-laktamy [2, 4, 25,
30]. Braga iwsp. [2] zaobserwowali pojawienie si¢
krétkich filamentdéw o dhugosciach od 5 do 15 pm oraz
dtugich filamentéw o dlugo$ciach powyzej 15 um
w hodowlach E. coli w obecnosci sub-MICs rufloksa-
cyny. Najwigcej zmienionych morfologicznie komorek
powstawato pod wptywem 1/2 MIC po 2 godzinach
inkubacji. Pozostate stezenia — 1/4, 1/8, 1/161 1/32 MIC
powodowaty powstanie filamentéw w mniejszej ilosci.
Ci sami autorzy zaobserwowali wystgpowanie komorek
typu ,,ghost”. juz w 4-godzinnej hodowli pateczek
okreznicy w obecnosci wszystkich sub-MICs ruflo-
ksacyny, z wyjatkiem 1/16 MIC. Zjawisko filamentacji
komorek K. pneumoniae w obecno$ci 1/4 1 1/8 MIC
moksyfloksacyny zaobserwowali Drago i wsp. [4].
Pateczki E. coli poddane dzialaniu sub-MICs cipro-
floksacyny utworzyly filamenty, natomiast inkubacja
tych szczepdw w obecnosci sub-MICs azytromycyny
spowodowala powstanie komorek o ksztalttach kulis-
tych [25]. W badaniach wlasnych takze obserwowano
znaczace zmiany w morfologii komorek E. coli w obec-
nosci sub-MICs ciprofloksacyny [30]. Stezenie 1/32 MIC
powodowato pojawienie si¢ w hodowli szczepu E. coli
998 dtugich filamentéw. Obecne byly one takze
w probach zawierajacych 1/16 MIC (E. coli 353, 998
15643)11/8 MIC (E. coli 315,353 1 998). Ekspozycja
wszystkich badanych szczepow na 1/4 lub 1/2 MIC
ciprofloksacyny powodowata powstawanie dtugich fila-
mentow. Krotkie filamenty obserwowano we wszyst-
kich hodowlach poddanych dziataniu sub-MICs tego
fluorochinolonu. W niektérych hodowlach baktery;j-
nych zwrdcono uwage na obecnos¢ komorek typu
,»ghost”, pozbawionych czgéciowo $ciany komorkowe;.
Pojawily sig¢ one w przypadku dwoch szczepow E. coli
poddanych dziataniu 1/8 lub 1/4 MIC ciprofloksacyny,
a takze we wszystkich badanych szczepach inkubowa-
nych w obecnosci 1/2 MIC tego antybiotyku. Nato-
miast w obecno$ci sub-MICs amikacyny tylko nie-
wielka liczba pateczek E. coli ulegata wydhuzeniu.
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Dziatanie stgzen podprogowych fluorochinolonow
na komorki bakteryjne zwiazane jest z ich oddziaty-
waniem na kompleks DNA-gyraza. Gyraza, produkt
gendw gyrd oraz gyrB, wspoldziala z topoizomeraza
typu L. Ich aktywno$¢ jest niezbgdna do utrzymania
superspiralnej struktury chromosomu bakteryjnego,
co warunkuje wlasciwa replikacje DNA. Inhibicja gy-
razy powoduje zahamowanie procesu syntezy DNA.
Fluorochinolony w stezeniach podprogowych moga
zaburza¢ dzialanie gyrazy, a w konsekwencji replika-
cje chromosomu bakteryjnego, transkrypcje i transla-
cje biatek enzymatycznych PBP1B i PBP3 bioracych
udziat w syntezie mureiny [21]. Eick i wsp. [5] wy-
kazali, ze stgzenia 1/4 MIC moksyfloksacyny i gati-
floksacyny, powodowaty spontaniczne mutacje w ge-
nie gyrAd, kodujacym podjednostke A gyrazy. Mozna
na tej podstawie przypuszczaé, ze w komorkach bak-
teryjnych, do ktorych wniknat lek, nastgpuje indukcja
systemu SOS sktadajacego si¢ z réznych genow i ich
biatkowych produktéw, ktore biora udzial w reperacji
DNA. W czasie naprawy DNA zahamowane zostaja
podziaty komorek bakteryjnych, nie tworza si¢ septy,
a cytoplazma ulega silnej wakuolizacji [8, 11, 17, 22].

Powstawanie filamentéw pod wptywem sub-MICs
aminoglikozydow wiaze si¢ z ich mechanizmem dzia-
lania. Po wniknigciu do wnetrza komorki bakteryjnej
czasteczki lekow wiaza si¢ z matymi podjednostkami
rybosomu (308S), czego konsekwencja moze by¢ zaha-
mowanie powstawania kompleksu inicjujacego (70S)
i catego procesu biosyntezy biatka. W sytuacji takiej
nie powstaja m.in. enzymy uczestniczace w syntezie
sciany komorkowej bakterii. Zwiazanie aminogliko-
zydu z podjednostka 30S moze prowadzi¢ takze do
zaburzen w etapie elongacji tancuchow biatkowych,
z powodu btednego odczytywania kodonow w mRNA
przez czasteczki tRNA. Powstaja wtedy czasteczki
biatka ze zmieniong sekwencja aminokwasow, ktore
w przypadku enzymdéw nie sa w stanie spetniaé¢ swo-
ich funkcji [14].

Przyczyna powstawania filamentéw jest rowniez
brak przegréd oddzielajacych siostrzane komorki.
W ich budowie bierze udziat biatko FtsZ. Zaburzenie
aktywnos$ci gyrazy oraz procesu translacji moze po-
wodowaé niewlasciwa ekspresjg genu fis. Wowczas
biatko FtsZ jest syntetyzowane w zbyt matych ilos-
ciach lub z powodu zmienionej sekwencji nie moze
spetniaé swojej funkcji [12].

3. Wplyw sub-MICs antybiotykéw
na bialka blony zewnetrznej

U bakterii Gram-ujemnych peptydoglikan otoczony
jest blona zewngtrzna. Jej warstwa wewngetrzna zbudo-
wana jest przede wszystkim z czasteczek fosfolipidow,
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natomiast warstw¢ zewngtrzng tworza biatka (OMP
— outer membrane protein) oraz czasteczki lipopolisa-
charydu. Tylko cz¢$¢ OMP charakteryzuje sig¢ aktyw-
nosciami enzymatycznymi. Niektére z nich peinia
wazna role w stabilizacji struktury btony zewngtrznej
oraz w jej wiazaniu z warstwa mureiny (biatko OmpA).
Inne biatka zwane porynami tworza kanaty dyfuzyjne.

Viédisdnen i wsp. [24] badali wplyw sub-MICs
trimetoprimu na biatka blony zewngtrznej szczepow
E. coli. Na proteinogramie OMP wyizolowanych z ko-
morek inkubowanych w 1/2, 1/4 1 1/8 MIC autorzy
stwierdzili obecno$¢ dodatkowego biatka o masie
czast. 21,2 kDa, ktére nie wystepowato w blonie ze-
wnetrznej szczepow nie poddanych dziataniu antybio-
tyku. Stezenie 1/2 MIC trimetoprimu spowodowato
takze utrat¢ dwoch biatek w btonie zewnetrznej E. coli.
Nakajima iwsp. [18] stwierdzili obecno$¢ duzych
ilosci dodatkowego biatka o masie czast. 43 kDa w bto-
nie zewngtrznej komoérek Pseudomonas aeruginosa
inkubowanych w obecnosci 1/2 MIC lewofloksacyny
i ofloksacyny. Na proteinogramie biatek wyizolowa-
nych ze szczepu K. pneumoniae, ktory zostal poddany
dziataniu sub-MIC diazepamu, zaobserwowano utratg
biatek o masie czasteczkowej 34 i 36 kDa i znaczny
wzrost ilosci bialka o masie czast. 42 kDa [23]. Zanik
bialka o masie czast. 42 kDa stwierdzono w blonie
zewngetrznej szczepu Enterobacter aerogenes po jego
inkubacji w st¢zeniu podprogowym imipenemu [31].

Sub-MICs tetracykliny, chloramfenikolu, gentamy-
cyny, piperacyliny i rifampicyny nie powodowaty nato-
miast zmian w sktadzie OMP P. aeruginosa [18]. Licz-
ba oraz ilos¢ biatek btony zewngtrznej pateczek Shigella
dysenteriae type 1 nie ulegla zmianie po inkubacji
w obecnosci 1/2 1 1/4 MIC aminoglikozydow [10].

We wstegpnych badaniach wlasnych okreslono wplyw
sub-MICs amikacyny i ciprofloksacyny na obecnosé¢
OMP [27]. Wykazano wystgpowanie roznic w elek-
troforegramach biatek szczepow E. coli nie poddanych
dziataniu lekoéw i szczepow inkubowanych w obec-
nosci stezen podprogowych amikacyny lub ciprofloksa-
cyny. Przyktadowo na elektroforegramie biatek wyizo-
lowanych z pateczek E. coli 998 poddanych dziataniu
1/2 MIC amikacyny stwierdzono obecno$¢ dwoch bia-
ek o masach czasteczkowych 105,44 kDa i 84,15 kDa,
ktére nie wystgpowaty w komorkach szczepu E. coli
998 inkubowanego w pozywce bez leku, a takze
stwierdzono brak 3 biatek o masach czast. 114,62 kDa,
14,51 kDa i 6,6 kDa, ktore byly obecne w btonie ze-
wnetrznej E. coli 998. Elektroforegram OMP pochodza-
cych z komorek E. coli 998 hodowanych w 1/2 MIC
ciprofloksacyny wskazywat na obecnos$¢ czterech do-
datkowych biatek o masach czast. 105,99 kDa, 84 kDa,
40,78 kDa 1 29,7 kDa, a takze brak 3 biatek o masach
czast. 114,62 kDa, 14,51 kDa i 6,6 kDa w poréwnaniu
z paleczkami z hodowli kontrolne;j.
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Utrata lub pojawienie si¢ nowych biatek w warstwie
powierzchniowej komorek E. coli zwiazane jest z ,,0d-
powiedzia” pateczek na obecno$¢ w pozywce antybio-
tykéw. Srodowisko powoduje zmiang sktadu struktur
budujacych btong zewngtrzng. By¢ moze, wystapienie
nowych biatek w komorkach E. coli hodowanych
w obecnosci sub-MICs, zwiazane jest z czg$ciowa
hydroliza OMP obecnych w btonie zewngtrznej pa-
teczek nie poddanych dziataniu lekéw. To mogloby
wyjasni¢ brak niektorych biatek w komorkach szcze-
pow kontrolnych.

4. Wplyw sub-MICs antybiotykow
na synteze otoczek

Otoczka chroni komorke bakteryjna przed wysycha-
niem oraz dziataniem zwiazkéw chemicznych. Stanowi
wazny czynnik wirulencji bakterii, poniewaz zabez-
piecza je przed mechanizmami obronnymi organizmu
wyzszego oraz utrudnia transport antybiotykéw do
wnetrza komorki [26].

Obserwacje prowadzone w mikroskopie elektrono-
wym przez Nomura i Nagayama [19] wyka-
zaly, ze warstwa otoczki K. pneumoniae zmniejszata
si¢ pod wptywem dzialania 1/2 MIC cefodyzymu do
32 nm. W probie kontrolnej grubosé¢ otoczek K. pneu-
moniae wynosita 160 nm. O w 11 a i wsp. [20] takze
zaobserwowali zmniejszenie si¢ grubosci otoczek wo-
ko6t komoérek P aeruginosa pod wptywem dzialania
1/2 1 1/4 MIC gentamycyny.

W badaniach wilasnych wykazano, ze sub-MICs
amikacyny i ciprofloksacyny hamowaty syntezg oto-
czek K1 przez szczepy E. coli [29]. Stezenie 1/2 MIC
ciprofloksacyny spowodowalo, ze jedynie 22-36%
klonéw poszczegodlnych szczepdw posiadato otoczki.
Stezenie 1/2 MIC amikacyny tylko w niewielkim stop-
niu powodowalo obnizenie odsetka komorek bakteryj-
nych zdolnych do syntezy antygenu K 1. Brak otoczek
prawdopodobnie byt spowodowane zaburzeniami eks-
presji gendow tworzacych operon kps przez czasteczki
lekow. Brak, cho¢by jednego, bialka zwiazanego z syn-
teza NeuNAc lub transportem jego na zewnatrz komor-
ki bakteryjnej, mogto przyczyni¢ si¢ do braku otoczki
polisacharydowe;.

5. Podsumowanie

Ostony bakteryjne naleza do jednych z najwazniej-
szych struktur komorki prokariotycznej. Chronig dro-
bnoustroje przed dziataniem czynnikow fizycznych
i chemicznych, a takze zabezpieczaja je przed nad-
mierna utrata wody. Za posrednictwem oston bakterie
kontaktuja si¢ ze srodowiskiem zewngtrznym, pobie-
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rajac skladniki odzywcze lub usuwajac niepotrzebne
zwiazki przemian metabolicznych.

Pod wplywem dzialania antybiotykow w dawkach
podprogowych dochodzi do zmian w strukturach po-
wierzchniowych komorek bakteryjnych. Zaburzenia
w syntezie Sciany komorkowej zwykle prowadza do
powstawania form kulistych lub wydtuzonych, pozba-
wionych sept migdzypodzialowych. Zmieniony ksztatt
komorek bakterii moze utrudnia¢ ich wstgpna diagno-
styke. Niskie dawki lekow powoduja rowniez zabu-
rzenia w transporcie substancji przez btony komor-
kowe, a niekontrolowany przeptyw makroczasteczek
i jonoéw prowadzi to zmian homeostazy wewnatrzko-
morkowej. Inkubacja bakterii w obecnosci dawek sub-
inhibicyjnych moze przyczynia¢ si¢ takze do zmniej-
szenia si¢ grubosci otoczki lub jej calkowitej utra-
ty. Drobnoustroje pozbawione antygenu otoczkowego
znacznie tatwiej ulegaja fagocytozie i sa bardziej wraz-
liwe na dziatanie antybiotykdw.
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