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1. Wstêp

Jednym z parametrów charakteryzuj¹cych relacjê
miêdzy antybiotykiem, a drobnoustrojem jest mini-
malne stê¿enie hamuj¹ce wzrost (MIC � minimal inhi-
bitory concentration). Jest to najmniejsze stê¿enie
leku, które ca³kowicie hamuje wzrost bakterii. Po-
wszechnie uwa¿a siê, ¿e dobry efekt terapeutyczny
mo¿na osi¹gn¹æ wówczas, gdy pomiêdzy kolejnymi
dawkami leku, przez oko³o po³owê czasu, stê¿enie
antybiotyku przewy¿sza warto�æ MIC. Czêsto jednak
w przebiegu antybiotykoterapii bakterie przez wiêk-
szo�æ czasu poddane s¹ dzia³aniu leku o stê¿eniu pod-
progowym, czyli ni¿szym ni¿ MIC (sub-MIC � sub-
minimal inhibitory concentration).

Znajomo�æ wp³ywu dawek podprogowych na dro-
bnoustroje jest bardzo przydatna, szczególnie w przy-
padku leków, których penetracja do pewnych tkanek
i narz¹dów jest ograniczona [13]. Przyk³adem tego
mo¿e byæ penicylina benzylowa oraz antybiotyki ami-
noglikozydowe, których przenikanie do ko�ci jest
utrudnione, a ich stê¿enia s¹ mniejsze ni¿ MIC. Chino-
lony, makrolidy oraz aminoglikozydy gorzej przenikaj¹
do p³ynu mózgowo-rdzeniowego przez barierê krew-
mózg. Równie¿ ograniczona jest penetracja leków
aminoglikozydowych do p³uc, a ich stê¿enie w wy-
dzielinie drzewa oskrzelowego jest niewielkie [15].

Podprogowe stê¿enia leków nie zabijaj¹ bakterii,
s¹ one w stanie indukowaæ zmiany w morfologii
i strukturach powierzchniowych komórek, hamowaæ
produkcjê toksyn oraz adhezjê do komórek gospoda-
rza. Znajomo�æ wp³ywu dawek sub-MICs antybioty-
ków na drobnoustroje w po³¹czeniu z ich parametrami
farmakodynamicznymi, mo¿e okazaæ siê bardzo przy-
datna w racjonalnej antybiotykoterapii. Stê¿enia pod-
progowe leków przyczyniaj¹ siê jednak do wyse-
lekcjonowania szczepów opornych, a powstawanie
zmienionych morfologicznie komórek bakteryjnych
utrudnia ich identyfikacjê [5�7, 28].

Os³ony powierzchniowe bakterii Gram-ujemnych,
do których zaliczany jest peptydoglikan, b³ona zew-
nêtrzna i cytoplazmatyczna oraz ewentualnie otoczka,
stanowi¹ barierê ochronn¹, bior¹ one udzia³ w trans-
porcie substancji od¿ywczych do cytoplazmy, a tak¿e
w usuwaniu zbêdnych metabolitów na zewn¹trz ko-
mórki. Dziêki tym strukturom bakterie mog¹ koloni-
zowaæ zarówno tkanki organizmów wy¿szych jak i po-
wierzchnie abiotyczne. Prawid³owa struktura os³on
bakteryjnych odgrywa znacz¹c¹ rolê w ochronie drob-
noustrojów przed wnikaniem cz¹steczek antybiotyków
do ich wnêtrza [16].

W poni¿szej pracy opisano wyniki badañ, dotycz¹-
cych wp³ywu dzia³ania sub-MICs leków na os³ony ko-
mórkowe bakterii Gram-ujemnych (Tabela I).
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2. Wp³yw sub-MICs antybiotyków
na syntezê �ciany komórkowej

Antybiotyki $-laktamowe s¹ lekami hamuj¹cymi
syntezê �ciany komórkowej bakterii. Miejscem doce-
lowym ich dzia³ania jest grupa specyficznych bia³ek
PBP (penicillin binding proteins), odpowiedzialnych za
syntezê peptydoglikanu w obrêbie bakteryjnej �ciany
komórkowej. PBP s¹ enzymami o charakterze trans-
peptydaz, transglikozydaz i karboksypeptydaz, które
uczestnicz¹ w tworzeniu po³¹czeñ poprzecznych (sie-
ciowania) miêdzy ³añcuchami peptydoglikanu. Jednym
z najlepiej poznanych bia³ek wi¹¿¹cych penicylinê
u Escherichia coli jest PBP1B. Jest ono g³ówn¹ trans-
peptydaz¹ i transglikozylaz¹ uczestnicz¹c¹ w procesie
wbudowywania nowo syntetyzowanych fragmentów
peptydoglikanu do �starej� mureiny. Bia³ko PBP1B

bierze udzia³ w polimeryzacji mureiny z prekursorów,
z³o¿onych z disacharydopentapeptydu, oraz w two-
rzeniu mostków peptydowych pomiêdzy s¹siednimi
³añcuchami peptydowymi. W ostatnim etapie syntezy
mureiny bierze udzia³ bia³ko PBP1A, wykazuj¹ce
równie¿ podwójn¹ aktywno�æ enzymatyczn¹ � trans-
peptydazy i transglikozylazy. Natomiast bia³ko PBP3
uczestniczy w syntezie mureiny podzia³owej (przegro-
dowej). Zaburzenia w funkcjonowaniu PBP3 hamuje
wytwarzanie przegród wewn¹trzkomórkowych i tym
samym powoduje wzrost bakterii w postaci wyd³u¿o-
nych filamentów [3].

Zmiany w morfologii komórek bakteryjnych pod
wp³ywem dzia³ania sub-MICs leków $-laktamowych
s¹ wynikiem zahamowania lub zaburzeñ procesu syn-
tezy sk³adników �ciany komórkowej. V r a n e s  i wsp.
[25] badali wp³yw sub-MICs ceftazydymu na morfo-

Cefalosporyny:
ceftazydym
cefotaksym E. coli filamentacja komórek [1, 9, 25]
ceftriakson
cefodyzym
cefodyzym K. pneumoniae zmniejszona grubo�æ 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 komórek [25, 30]

komórki typu �ghost� [30]
zmieniona liczba OMP [27]
zmniejszona liczba komórek [29]
posiadaj¹cych otoczki

rufloksacyna E. coli filamentacja komórek [2]
komórki typu �ghost�

moksyfloksacyna K. pneumoniae filamentacja komórek [4]
lewofloksacyna
ofloksacyna

P. aeruginosa zmieniona liczba OMP [18]

Aminoglikozydy:
amikacyna E. coli filamentacja komórek [30]

zmieniona liczba OMP [27]
zmniejszona liczba komórek [29]
posiadaj¹cych otoczki

gentamycyna P. aeruginosa zmniejszona grubo�æ otoczki [20]

azytromycyna E. coli formy kuliste [25]

trimetoprim E. coli zmieniona liczba OMP [24]

diazepam K. pneumoniae zmieniona liczba OMP [23]

T a b e l a  I
Efekty dzia³ania sub-MICs antybiotyków i chemioterapeutyków na strukturê os³on

powierzchniowych bakterii Gram-ujemnych

Antybiotyk/
chemioterapeutyk

Drobnoustrój Efekt
Pi�mien-
nictwo
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logiê komórek E. coli. Stê¿enie 1/2 MIC leku powo-
dowa³o tworzenie siê filamentów. Takie formy morfo-
logiczne obecne by³y tak¿e w hodowlach E. coli pod-
danych dzia³aniu sub-MICs cefodyzymu, cefotaksymu
oraz ceftriaksonu. Najwiêcej zmienionych morfologicz-
nie komórek powstawa³o w obecno�ci 1/8 MIC cefo-
dyzymu oraz 1/16 MIC cefotaksymu i ceftriaksonu
[1]. H o r i i  i wsp. [9] badali wp³yw 1/2 MIC ceftazy-
dymu, imipenemu, panipenemu, meropenemu i bia-
penemu na komórki Serratia marcescens, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulga-
ris oraz Proteus mirabilis. Jedynie caftazydym induko-
wa³ powstawanie filamentów, natomiast karbapenemy
powodowa³y pojawienie siê form kulistych.

Zmiany kszta³tu komórek bakterii by³y tak¿e ob-
serwowane podczas inkubacji drobnoustrojów w sub-
MICs leków z innych grup ni¿ $-laktamy [2, 4, 25,
30]. B r a g a  i wsp. [2] zaobserwowali pojawienie siê
krótkich filamentów o d³ugo�ciach od 5 do 15 µm oraz
d³ugich filamentów o d³ugo�ciach powy¿ej 15 µm
w hodowlach E. coli w obecno�ci sub-MICs rufloksa-
cyny. Najwiêcej zmienionych morfologicznie komórek
powstawa³o pod wp³ywem 1/2 MIC po 2 godzinach
inkubacji. Pozosta³e stê¿enia � 1/4, 1/8, 1/16 i 1/32 MIC
powodowa³y powstanie filamentów w mniejszej ilo�ci.
Ci sami autorzy zaobserwowali wystêpowanie komórek
typu �ghost�. ju¿ w 4-godzinnej hodowli pa³eczek
okrê¿nicy w obecno�ci wszystkich sub-MICs ruflo-
ksacyny, z wyj¹tkiem 1/16 MIC. Zjawisko filamentacji
komórek K. pneumoniae w obecno�ci 1/4 i 1/8 MIC
moksyfloksacyny zaobserwowali D r a g o  i wsp. [4].
Pa³eczki E. coli poddane dzia³aniu sub-MICs cipro-
floksacyny utworzy³y filamenty, natomiast inkubacja
tych szczepów w obecno�ci sub-MICs azytromycyny
spowodowa³a powstanie komórek o kszta³tach kulis-
tych [25]. W badaniach w³asnych tak¿e obserwowano
znacz¹ce zmiany w morfologii komórek E. coli w obec-
no�ci sub-MICs ciprofloksacyny [30]. Stê¿enie 1/32 MIC
powodowa³o pojawienie siê w hodowli szczepu E. coli
998 d³ugich filamentów. Obecne by³y one tak¿e
w próbach zawieraj¹cych 1/16 MIC (E. coli 353, 998
i 5643) i 1/8 MIC (E. coli 315, 353 i 998). Ekspozycja
wszystkich badanych szczepów na 1/4 lub 1/2 MIC
ciprofloksacyny powodowa³a powstawanie d³ugich fila-
mentów. Krótkie filamenty obserwowano we wszyst-
kich hodowlach poddanych dzia³aniu sub-MICs tego
fluorochinolonu. W niektórych hodowlach bakteryj-
nych zwrócono uwagê na obecno�æ komórek typu
�ghost�, pozbawionych czê�ciowo �ciany komórkowej.
Pojawi³y siê one w przypadku dwóch szczepów E. coli
poddanych dzia³aniu 1/8 lub 1/4 MIC ciprofloksacyny,
a tak¿e we wszystkich badanych szczepach inkubowa-
nych w obecno�ci 1/2 MIC tego antybiotyku. Nato-
miast w obecno�ci sub-MICs amikacyny tylko nie-
wielka liczba pa³eczek E. coli ulega³a wyd³u¿eniu.

Dzia³anie stê¿eñ podprogowych fluorochinolonów
na komórki bakteryjne zwi¹zane jest z ich oddzia³y-
waniem na kompleks DNA-gyraza. Gyraza, produkt
genów gyrA oraz gyrB, wspó³dzia³a z topoizomeraz¹
typu I. Ich aktywno�æ jest niezbêdna do utrzymania
superspiralnej struktury chromosomu bakteryjnego,
co warunkuje w³a�ciw¹ replikacjê DNA. Inhibicja gy-
razy powoduje zahamowanie procesu syntezy DNA.
Fluorochinolony w stê¿eniach podprogowych mog¹
zaburzaæ dzia³anie gyrazy, a w konsekwencji replika-
cjê chromosomu bakteryjnego, transkrypcjê i transla-
cjê bia³ek enzymatycznych PBP1B i PBP3 bior¹cych
udzia³ w syntezie mureiny [21]. E i c k  i wsp. [5] wy-
kazali, ¿e stê¿enia 1/4 MIC moksyfloksacyny i gati-
floksacyny, powodowa³y spontaniczne mutacje w ge-
nie gyrA, koduj¹cym podjednostkê A gyrazy. Mo¿na
na tej podstawie przypuszczaæ, ¿e w komórkach bak-
teryjnych, do których wnikn¹³ lek, nastêpuje indukcja
systemu SOS sk³adaj¹cego siê z ró¿nych genów i ich
bia³kowych produktów, które bior¹ udzia³ w reperacji
DNA. W czasie naprawy DNA zahamowane zostaj¹
podzia³y komórek bakteryjnych, nie tworz¹ siê septy,
a cytoplazma ulega silnej wakuolizacji [8, 11, 17, 22].

Powstawanie filamentów pod wp³ywem sub-MICs
aminoglikozydów wi¹¿e siê z ich mechanizmem dzia-
³ania. Po wnikniêciu do wnêtrza komórki bakteryjnej
cz¹steczki leków wi¹¿¹ siê z ma³ymi podjednostkami
rybosomu (30S), czego konsekwencj¹ mo¿e byæ zaha-
mowanie powstawania kompleksu inicjuj¹cego (70S)
i ca³ego procesu biosyntezy bia³ka. W sytuacji takiej
nie powstaj¹ m.in. enzymy uczestnicz¹ce w syntezie
�ciany komórkowej bakterii. Zwi¹zanie aminogliko-
zydu z podjednostk¹ 30S mo¿e prowadziæ tak¿e do
zaburzeñ w etapie elongacji ³añcuchów bia³kowych,
z powodu b³êdnego odczytywania kodonów w mRNA
przez cz¹steczki tRNA. Powstaj¹ wtedy cz¹steczki
bia³ka ze zmienion¹ sekwencj¹ aminokwasów, które
w przypadku enzymów nie s¹ w stanie spe³niaæ swo-
ich funkcji [14].

Przyczyn¹ powstawania filamentów jest równie¿
brak przegród oddzielaj¹cych siostrzane komórki.
W ich budowie bierze udzia³ bia³ko FtsZ. Zaburzenie
aktywno�ci gyrazy oraz procesu translacji mo¿e po-
wodowaæ niew³a�ciw¹ ekspresjê genu fts. Wówczas
bia³ko FtsZ jest syntetyzowane w zbyt ma³ych ilo�-
ciach lub z powodu zmienionej sekwencji nie mo¿e
spe³niaæ swojej funkcji [12].

3. Wp³yw sub-MICs antybiotyków
na bia³ka b³ony zewnêtrznej

U bakterii Gram-ujemnych peptydoglikan otoczony
jest b³on¹ zewnêtrzn¹. Jej warstwa wewnêtrzna zbudo-
wana jest przede wszystkim z cz¹steczek fosfolipidów,
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natomiast warstwê zewnêtrzn¹ tworz¹ bia³ka (OMP
� outer membrane protein) oraz cz¹steczki lipopolisa-
charydu. Tylko czê�æ OMP charakteryzuje siê aktyw-
no�ciami enzymatycznymi. Niektóre z nich pe³ni¹
wa¿n¹ rolê w stabilizacji struktury b³ony zewnêtrznej
oraz w jej wi¹zaniu z warstw¹ mureiny (bia³ko OmpA).
Inne bia³ka zwane porynami tworz¹ kana³y dyfuzyjne.

V ä i s ä n e n  i wsp. [24] badali wp³yw sub-MICs
trimetoprimu na bia³ka b³ony zewnêtrznej szczepów
E. coli. Na proteinogramie OMP wyizolowanych z ko-
mórek inkubowanych w 1/2, 1/4 i 1/8 MIC autorzy
stwierdzili obecno�æ dodatkowego bia³ka o masie
cz¹st. 21,2 kDa, które nie wystêpowa³o w b³onie ze-
wnêtrznej szczepów nie poddanych dzia³aniu antybio-
tyku. Stê¿enie 1/2 MIC trimetoprimu spowodowa³o
tak¿e utratê dwóch bia³ek w b³onie zewnêtrznej E. coli.
N a k a j i m a  i wsp. [18] stwierdzili obecno�æ du¿ych
ilo�ci dodatkowego bia³ka o masie cz¹st. 43 kDa w b³o-
nie zewnêtrznej komórek Pseudomonas aeruginosa
inkubowanych w obecno�ci 1/2 MIC lewofloksacyny
i ofloksacyny. Na proteinogramie bia³ek wyizolowa-
nych ze szczepu K. pneumoniae, który zosta³ poddany
dzia³aniu sub-MIC diazepamu, zaobserwowano utratê
bia³ek o masie cz¹steczkowej 34 i 36 kDa i znaczny
wzrost ilo�ci bia³ka o masie cz¹st. 42 kDa [23]. Zanik
bia³ka o masie cz¹st. 42 kDa stwierdzono w b³onie
zewnêtrznej szczepu Enterobacter aerogenes po jego
inkubacji w stê¿eniu podprogowym imipenemu [31].

Sub-MICs tetracykliny, chloramfenikolu, gentamy-
cyny, piperacyliny i rifampicyny nie powodowa³y nato-
miast zmian w sk³adzie OMP P. aeruginosa [18]. Licz-
ba oraz ilo�æ bia³ek b³ony zewnêtrznej pa³eczek Shigella
dysenteriae type 1 nie uleg³a zmianie po inkubacji
w obecno�ci 1/2 i 1/4 MIC aminoglikozydów [10].

We wstêpnych badaniach w³asnych okre�lono wp³yw
sub-MICs amikacyny i ciprofloksacyny na obecno�æ
OMP [27]. Wykazano wystêpowanie ró¿nic w elek-
troforegramach bia³ek szczepów E. coli nie poddanych
dzia³aniu leków i szczepów inkubowanych w obec-
no�ci stê¿eñ podprogowych amikacyny lub ciprofloksa-
cyny. Przyk³adowo na elektroforegramie bia³ek wyizo-
lowanych z pa³eczek E. coli 998 poddanych dzia³aniu
1/2 MIC amikacyny stwierdzono obecno�æ dwóch bia-
³ek o masach cz¹steczkowych 105,44 kDa i 84,15 kDa,
które nie wystêpowa³y w komórkach szczepu E. coli
998 inkubowanego w po¿ywce bez leku, a tak¿e
stwierdzono brak 3 bia³ek o masach cz¹st. 114,62 kDa,
14,51 kDa i 6,6 kDa, które by³y obecne w b³onie ze-
wnêtrznej E. coli 998. Elektroforegram OMP pochodz¹-
cych z komórek E. coli 998 hodowanych w 1/2 MIC
ciprofloksacyny wskazywa³ na obecno�æ czterech do-
datkowych bia³ek o masach cz¹st. 105,99 kDa, 84 kDa,
40,78 kDa i 29,7 kDa, a tak¿e brak 3 bia³ek o masach
cz¹st. 114,62 kDa, 14,51 kDa i 6,6 kDa w porównaniu
z pa³eczkami z hodowli kontrolnej.

Utrata lub pojawienie siê nowych bia³ek w warstwie
powierzchniowej komórek E. coli zwi¹zane jest z �od-
powiedzi¹� pa³eczek na obecno�æ w po¿ywce antybio-
tyków. �rodowisko powoduje zmianê sk³adu struktur
buduj¹cych b³onê zewnêtrzn¹. Byæ mo¿e, wyst¹pienie
nowych bia³ek w komórkach E. coli hodowanych
w obecno�ci sub-MICs, zwi¹zane jest z czê�ciow¹
hydroliz¹ OMP obecnych w b³onie zewnêtrznej pa-
³eczek nie poddanych dzia³aniu leków. To mog³oby
wyja�niæ brak niektórych bia³ek w komórkach szcze-
pów kontrolnych.

4. Wp³yw sub-MICs antybiotyków
na syntezê otoczek

Otoczka chroni komórkê bakteryjn¹ przed wysycha-
niem oraz dzia³aniem zwi¹zków chemicznych. Stanowi
wa¿ny czynnik wirulencji bakterii, poniewa¿ zabez-
piecza je przed mechanizmami obronnymi organizmu
wy¿szego oraz utrudnia transport antybiotyków do
wnêtrza komórki [26].

Obserwacje prowadzone w mikroskopie elektrono-
wym przez N o m u r a  i N a g a y a m a  [19] wyka-
za³y, ¿e warstwa otoczki K. pneumoniae zmniejsza³a
siê pod wp³ywem dzia³ania 1/2 MIC cefodyzymu do
32 nm. W próbie kontrolnej grubo�æ otoczek K. pneu-
moniae wynosi³a 160 nm. O w l i a i wsp. [20] tak¿e
zaobserwowali zmniejszenie siê grubo�ci otoczek wo-
kó³ komórek P. aeruginosa pod wp³ywem dzia³ania
1/2 i 1/4 MIC gentamycyny.

W badaniach w³asnych wykazano, ¿e sub-MICs
amikacyny i ciprofloksacyny hamowa³y syntezê oto-
czek K1 przez szczepy E. coli [29]. Stê¿enie 1/2 MIC
ciprofloksacyny spowodowa³o, ¿e jedynie 22�36%
klonów poszczególnych szczepów posiada³o otoczki.
Stê¿enie 1/2 MIC amikacyny tylko w niewielkim stop-
niu powodowa³o obni¿enie odsetka komórek bakteryj-
nych zdolnych do syntezy antygenu K1. Brak otoczek
prawdopodobnie by³ spowodowane zaburzeniami eks-
presji genów tworz¹cych operon kps przez cz¹steczki
leków. Brak, choæby jednego, bia³ka zwi¹zanego z syn-
tez¹ NeuNAc lub transportem jego na zewn¹trz komór-
ki bakteryjnej, mog³o przyczyniæ siê do braku otoczki
polisacharydowej.

5. Podsumowanie

Os³ony bakteryjne nale¿¹ do jednych z najwa¿niej-
szych struktur komórki prokariotycznej. Chroni¹ dro-
bnoustroje przed dzia³aniem czynników fizycznych
i chemicznych, a tak¿e zabezpieczaj¹ je przed nad-
miern¹ utrat¹ wody. Za po�rednictwem os³on bakterie
kontaktuj¹ siê ze �rodowiskiem zewnêtrznym, pobie-
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raj¹c sk³adniki od¿ywcze lub usuwaj¹c niepotrzebne
zwi¹zki przemian metabolicznych.

Pod wp³ywem dzia³ania antybiotyków w dawkach
podprogowych dochodzi do zmian w strukturach po-
wierzchniowych komórek bakteryjnych. Zaburzenia
w syntezie �ciany komórkowej zwykle prowadz¹ do
powstawania form kulistych lub wyd³u¿onych, pozba-
wionych sept miêdzypodzia³owych. Zmieniony kszta³t
komórek bakterii mo¿e utrudniaæ ich wstêpn¹ diagno-
stykê. Niskie dawki leków powoduj¹ równie¿ zabu-
rzenia w transporcie substancji przez b³ony komór-
kowe, a niekontrolowany przep³yw makrocz¹steczek
i jonów prowadzi to zmian homeostazy wewn¹trzko-
mórkowej. Inkubacja bakterii w obecno�ci dawek sub-
inhibicyjnych mo¿e przyczyniaæ siê tak¿e do zmniej-
szenia siê grubo�ci otoczki lub jej ca³kowitej utra-
ty. Drobnoustroje pozbawione antygenu otoczkowego
znacznie ³atwiej ulegaj¹ fagocytozie i s¹ bardziej wra¿-
liwe na dzia³anie antybiotyków.
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