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Modifications of cell structure of microorganisms induced by biocides

Abstract: Interactions between bacterial cellsand antimicrobial agents, including disinfectants, are still not well investigated and understood,
especially in terms of bacterial insusceptibility to biocides. Facing increasing and deepening multidrug resistance phenomenon among
pathogenic bacteria, disinfection is one of the most popular and effective non-antibiotic control and elimination method of pathogen
dissemination. If disinfection is supposed to be an alternative solution to antibiotic therapy, it needs to be confirmed that multidrug
resistance would not be resplaced by an even more dangerous phenomenon, i.e. microbial resistance to biocides. Hence, it is essential
to investigate this issue. Recently, there have been a lot of research about interactions between microorganisms and biocides, which is
reflected in the numerous publications available in the Pub-Med database (649 from years 2009-2014). What is more, since 2013/2014 the
BacMet database,which contains sequences and information about genes associated with microbial susceptibility to biocides, is available
on-line. Better understanding of bacterial molecular response to biocides might reveal some unknown and important interactions.

1. Introduction. 2. Resistance to biocides. 3. Biocide resistance determined by genes contained on plasmids. 4. Changes of bacterial cell
envelope in response to biocides. 4.1. Modification of bacterial lipopolysaccharides. 4.2. Modifications of outer membrane proteins and
efflux pumps as the main system of bacterial resistance to biocides of Gram-negative bacteria. 5. Bacterial biofilm as a protective strategy
against biocides. 6. Cross-resistance of bacteria to biocides and antibiotics. 7. Summary
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1. Wprowadzenie

Biocydy stanowia grupe zwigzkéw chemicznych
pochodzenia syntetycznego lub naturalnie wystepuja-
cych w przyrodzie, ktére sg stosowane w zwalczaniu
szkodliwych organizméw (bakterii chorobotwodrczych,
grzybow, pierwotniakéw, gryzoni) [77]. Kontrola che-
miczna mikroorganizmoéw jest powszechnie stosowana
w poszczegdlnych sektorach przemystu (spozywczym,
chemicznym), zdrowia publicznego (szpitalach, gabine-
tach lekarskich i kosmetycznych), oraz zycia codzien-
nego (miejscach uzyteczno$ci publicznej, gospodar-
stwach domowych). Dezynfekcja to proces, w ktérym
nastepuje redukcja liczby form wegetatywnych (bez
form przetrwalnych) drobnoustrojéw dezynfekowanej
powierzchni lub przedmiotu do poziomu bezpiecznego
dla uzytkownikéw. Proces ten moze by¢ prowadzony
metodami: fizycznymi (np. promieniowanie UV, tem-

peratura, para wodna), mechanicznymi (np. filtracja)
lub chemicznymi ($rodki dezynfekcyjne) [36, 66, 77].
Srodki dezynfekcyjne stanowig grupe zwiazkéw
chemicznych (tj. alkohole, aldehydy, kwasy organiczne,
fenole, zwiazki kationowe), ktore wykazuja rézng reak-
tywnos¢ i toksycznos¢ wzgledem mikroorganizmow.
Komercyjnie dostepne srodki dezynfekcyjne moga
zawiera¢ w swoim skladzie, jako substancje czynne jeden
lub kilka zwigzkéw chemicznych, takich jak: fenole,
aldehydy, chlorowcopochodne i fluoropochodne, czwar-
torzedowe zwigzki amoniowe (Quaternary Ammonium
Compounds, QAC’s), zwiazki utleniajace, czy metale
cigzkie. Obecnos¢ kilku substancji czynnych w $rod-
kach dezynfekcyjnych zwigksza spektrum dzialania
i skuteczno$¢ danego preparatu [46, 47]. Jednoznaczne
okreslenie mechanizmu dzialania biocydéw na komoérki
drobnoustrojow jest problematyczne biorgc pod uwage
ogromne zroznicowanie zwigzkéw chemicznych zali-
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Tabela I
Zwiazki chemiczne najczeéciej stosowane w preparatach dezynfekcyjnych oraz ich mechanizm dzialania przeciwdrobnoustrojowego,
na podstawie [15, 17, 69, 76]

Grupa chemiczna Substancje aktywne Mechanizm dziatania
Alkohole etanol, izopropanol denaturacja biatek, uszkodzenie blony komérkowej
Aldehydy glutaraldehyd, formaldehyd | wigzanie do grup aminowych bialek, zaburzenie w funkcjonowaniu oston
komorkowych, zmiany w strukturze materiatu genetycznego, hamowanie
transportu komorkowego
Biguanidy chlorheksydyna zmiana przepuszczalnoéci oston komérkowych, denaturacja bialek
cytoplazmatycznych, wytracanie kwaséw nukleinowych
Fenole fenol, krezol i ich pochodne | uszkodzenie bfony cytoplazmatycznej, denaturacja bialek, koagulacja
cytoplazmy
Zwigzki chloru chloramina, podchloryn sodu, |denaturacja biatek, uszkodzenie materiatu genetycznego
podchloryn wapnia
Zwigzki jodu jodyna, jodofory denaturacja bialek
Substancje utleniajace | ozon, nadtlenek wodoru, denaturacja biatek, niszczenie struktury lipidéw i kwaséw nukleinowych
kwas nadoctowy
IV-rzedowe chlorek benzalkoniowy, uszkodzenie oston komérkowych, oddzialywanie z fosfolipidami blonowymi,
zwiazki amoniowe chlorek benzetoniowy denaturacja biatek, niszczenie struktury kwasoéw nukleinowych, aktywacja
enzymow autolitycznych

czanych do $rodkéw dezynfekcyjnych. Biocydy moga
dziata¢ zaréwno bakteriostatycznie, jak i bakterioboj-
czo, co zalezy przede wszystkim od stezenia roztworu
roboczego danego preparatu [67]. W Tabeli I zamiesz-
czono zestawienie zwigzkéw chemicznych najczesciej
stosowanych jako srodki dezynfekcyjne, z zaznacze-
niem ogdlnych mechanizméw ich dziatania przeciw-
drobnoustrojowego. Dzialanie bakteriobdjcze srodkow
dezynfekcyjnych jest niespecyficzne i skierowane na
struktury, ktore odpowiadajg za utrzymanie ogolnej
integralnosci i funkcjonalnoséci komoérki. Elementami
tymi s3: $ciana komodrkowa, blona cytoplazmatyczna
oraz cytoplazma wraz ze strukturami komoérkowymi
[14, 40, 47]. Biocydy zazwyczaj wchodza w niespecy-
ficzne oddzialywania chemiczne z poszczegolnymi
komponentami komoérek mikroorganizméw. Na przy-
kiad glutaraldehyd lub srebro niespecyficznie reaguja
z resztami aminowymi lub tiolowymi biatek bakteryj-
nych. W efekcie moze nastgpic¢ zaburzenie lub zahamo-
wanie poszczegolnych proceséw metabolicznych badz
uszkodzenie struktur komoérkowych [15].

Srodki dezynfekcyjne dzieli sie na dwie gtéwne
klasy: zwiazki utleniajace (oxidizing agents) nukleofi-
lowe lub elektrofilowe i odpowiednio zwigzki nieutle-
niajgce (non-oxidizing agents) [46]. Zwiazki utleniajace,
np. nadtlenek wodoru, chlor i chlorowcopochodne,
dwutlenek chloru, podchloryn sodu, kwas nadoctowy,
ozon czy jodofory powodujg utlenianie grup funkcyj-
nych poszczegélnych sktadnikéw budujacych komorki
mikroorganizméw. W wyniku tego procesu, dochodzi
w szybkim tempie do wielu nieodwracalnych uszko-
dzen, a w efekcie konicowym do eliminacji drobno-
ustrojow. Zwigzki utleniajace odznaczaja si¢ bardzo

duzg reaktywno$cig oraz bardzo szerokim spektrum
dzialania. Wykazuja aktywnos¢ wzgledem praktycznie
wszystkich grup mikroorganizméw: wegetatywnych
komorek bakterii Gram-dodatnich (w tym pratkéw), jak
i bakterii Gram-ujemnych, wirusow, grzybéw, a nawet
spor bakteryjnych. Chlor i jego pochodne stanowia
powszechnie uzywane w przemysle, jaki i gospodar-
stwach domowych srodki dezynfekcyjne. Kwas podchlo-
rawy dyfunduje przez oslony powierzchniowe mikro-
organizmow, a nastepnie na terenie cytoplazmy wchodzi
w reakcje z innymi sktadnikami komoérkowymi (biatka,
kwasy nukleinowe, lipidy) powodujac ich utlenienie oraz
hamujac produkcje ATP zaburzajgc tym samym procesy
oddychania komérkowego [19]. Podobne dziatanie, jak
zwiazki chloru, wykazuje ozon, ktéry posiada wysoka
aktywno$¢ biologiczng, a przy tym jest w niewielkim
stopniu szkodliwy dla srodowiska [50].

Do srodkow dezynfekcyjnych nieutleniajacych zali-
cza si¢ np. czwartorzedowe zwigzki amoniowe, biguani-
dyny, zwiazki amfoteryczne, alkohole, aldehydy oraz
fenol i jego pochodne. W ogélnym schemacie dziata-
nia tej grupy zwigzkow nastepuje przenikanie danej
substancji przez ostony komoérkowe i jednoczesnie
dochodzi do zakldcenia przepuszczalnosci blony cyto-
plazmatycznej komodrki mikroorganizmu, czego rezul-
tatem moze by¢ wyciek drobnoczasteczkowych skfadni-
kow komérkowych do przestrzeni peryplazmatycznej,
np. zasad azotowych i/lub jonéw potasowych. Na tym
etapie zostaja zahamowane podzialy komoérek. Przy
wystarczajacym stezeniu $rodka dochodzi do koagu-
lacji biatek cytoplazmy i zablokowania podstawowych
funkcji metabolicznych komdrki mikroorganizmu, co
doprowadza do jej $mierci [14, 47, 77].
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2. Opornosé¢ mikroorganizmow na biocydy

Bakterie moga nabywac oporno$¢ na srodki dezyn-
fekcyjne podobnie jak na antybiotyki i chemioterapeu-
tyki. W kontroli rozprzestrzeniania si¢ chordb infek-
cyjnych konieczne jest zbadanie zwigzku pomiedzy
lekoopornoscia mikroorganizméw, a ich opornoscia
na biocydy. Oporno$¢ bakterii na biocydy jest zjawi-
skiem znanym i opisanym w literaturze. Schwaiger
i wsp. [74] wykazali, ze szczepy Enterococcus faecium
i Enterococcus faecalis izolowane zaréwno od pacjen-
tow hospitalizowanych, jak i z produktéw spozyw-
czych, gospodarstw hodowlanych, czy terenéw rolni-
czych, cechowala znacznie zmniejszona wrazliwos¢ na
czwartorzedowe sole amoniowe. Narui [53] w swoich
badaniach dowiddl, ze metycylinooporne szczepy Sta-
phylococcus aureus (methicyllin-resistant Staphylococ-
cus aureus, MRSA) s3 oporne na kwas podchlorawy,
chlorheksydyne oraz zwiazki chloru. Stickler [78]
z kolei opisal zmniejszong wrazliwo$¢ na triklosan
szczepow Proteus mirabilis izolowanych z cewnikow.
Wiaze sie z tym obawa, ze mikroorganizmy moga
by¢ niewrazliwe na biocydy nawet, jesli te sg stoso-
wane w stezeniach zdefiniowanych przez producenta,
jako aktywne przeciwdrobnoustrojowo. Jest to realne
zagrozenie zdrowia publicznego, gdyz nieskuteczna
dezynfekcja moze by¢ przyczyna zachorowan nawet
o charakterze epidemicznym [24]. Dlatego wazne
jest poznawanie mechanizméw opornosci bakterii na
srodki dezynfekcyjne, gdyz moze by¢ to wykorzystane
w projektowaniu nowych zwigzkéw dezynfekcyjnych
lub strategii i rozwigzan zaradczych, ktére beda zapo-
biega¢ generowaniu opornosci bakterii na biocydy lub
umozliwig przelamanie mechanizmdéw opornosci.

W tym kontekscie istotne sg badania nad moleku-
larnymi mechanizmami i uwarunkowaniami zmniej-
szonej wrazliwosci drobnoustrojow na zawiazki che-
miczne stosowane w dezynfekcji. W ostatnich latach
owstaly liczne prace nad tym zagadnieniem, o czym
$wiadczy znaczna liczba publikacji z lat 2009-2014,
wynoszaca 649 pozycji w bazie Pub-Med. Publikacje
obejmuja prace przegladowe oraz badania ekspery-
mentalne dotyczace wrazliwoséci mikroorganizméw na
zwigzki biobojcze, prowadzone w warunkach in vitro
[7, 37, 51, 82, 85] oraz w miejscach praktycznego sto-
sowania dezynfekcji chemicznej [54, 72, 74]. Badanie
opornosci biofilmow bakteryjnych wzgledem biocyddw
jest istotne ze wzgledu na powszechne wystepowanie
tych form na terenie obszaréw poddawanych inten-
sywnym procesom dezynfekcji chemicznej. Szczegdlnie
w ostatnich latach (2013-2014) liczne zespoly badawcze
[10, 22, 29, 52, 55] skoncentrowaly sie nad badaniem
wrazliwo$ci mikroorganizméw zyjacych w biofilmach
(jako najpowszechniejszej formy wystepowania drobno-
ustrojow w $rodowisku zewnetrznym) na biocydy.

E. KRZYZEWSKA, M. KSIAZCZYK, A. KEDZIORA, B. FUTOMA-KOLOCH, G. BUGLA-PLOSKONSKA

Badania nad opornoscig mikroorganizméw wzgle-
dem $rodkéw dezynfekcyjnych dotycza nie tylko bak-
terii. Tung i wsp. [79] wykazali, ze tak powszechnie
stosowane $rodki dezynfekcyjne, jak etanol i czwarto-
rzedowe zwigzki amoniowe, majg stosunkowo niska
skuteczno$¢ w inaktywacji ludzkich norowirusow
wywolujacych ostre infekcje pokarmowe. Badane
norowirusy wykazywaly takze zmniejszong wrazli-
wo$¢ na dzialanie kwasu podchlorawego, szczegélnie
w poréwnaniu do mysiego norowirusa. Zas ekspozycja
ludzkiego wirusa brodawczaka HPV na 11 powszechnie
dostepnych i stosowanych srodkéw dezynfekcyjnych
wykazala, ze wiekszo$¢ preparatow dezynfekcyjnych
stosowanych w placéwkach szpitalnych i gabinetach
dentystycznych, a takze srodki o wlasciwosciach poten-
cjalnie sterylizujacych, nie powodowaly eliminacji
wirusa HPV (za wyjatkiem pochodnych fenolu i §rod-
kow zawierajacych zwigzki srebra) [48].

Oporno$¢ na biocydy moze stanowic staly, cha-
rakterystyczng ceche danej grupy mikroorganizmoéw,
tzw. naturalng opornos¢ (intrinsic resistance). Charak-
teryzuja si¢ nig spory bakteryjne o zlozonej, wielo-
warstwowej budowie oston zewnetrznych oraz pratki
(Mycobacterium spp.), posiadajace kwasooporng $ciang
komorkowsa [70]. Mikroorganizmy, naturalnie wraz-
liwe na biocydy moga naby¢ oporno$¢ na te substancje
poprzez wyksztalcenie odpowiednich mechanizméw.
Mechanizmy te moga by¢ uwarunkowane réznorod-
nymi czynnikami i powstawac¢ jako konsekwencja:

o zmian fenotypowych. Ten typ opornosci na
biocydy manifestowany przez bakterie moze znaczaco
zmienia¢ si¢ pod wplywem takich bodzcéw jak: utrud-
niona dostepnos¢ skladnikéw odzywcezych i tlenu, faza
wzrostu, w jakiej znajduja sie bakterie oraz wystepowa-
nie mikroorganizméw w postaci biofilméw. Bakterie
w odpowiedzi na czynniki stresowe wykazuja wow-
czas zwigkszong opornos¢ na réznego rodzaju zwiazki
przeciwdrobnoustrojowe, co wynika prawdopodob-
nie ze zmian w strukturze czy elementach sktadowych
powierzchniowych oston komérkowych, warunkuja-
cych zmniejszong przepuszczalno$¢ dla zwigzkow
toksycznych [27].

o zmian indukowanych. W odpowiedzi na stres
selekcyjny, jakim jest ekspozycja bakterii zwlaszcza
na niskie, subinhibitorowe stezenia biocydéw moze
nastgpi¢ wyksztalcenie mechanizméw warunkujacych
zmniejszong wrazliwo$¢ na dane zwigzki. Dzialanie
biocydéw na mikroorganizmy indukuje dwa pod-
stawowe mechanizmy opornosci: nadekspresje pomp
efflux (gléwnie u bakterii Gram-ujemnych) oraz
produkcje przez bakterie enzymoéw inaktywujacych
biocydy [26, 31].

e zmian chromosomalnych. Mutacje w obre-
bie genéw kodujacych miejsca docelowego dziatania
biocydéw w komorkach bakteryjnych powodujg brak
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wrazliwosci takich komdrek na dane zwigzki. Takze
nadekspresja genéw kodujacych pompy efflux moze
by¢ uwarunkowana mutacjami punktowymi, a nie tylko
zmianami indukowanymi [28].

o zmian plazmidowych (liczba, sklad). Bakterie
moga nabywac obcy material genetyczny wraz z rucho-
mymi elementami genetycznymi takimi jak plazmidy,
ktére moga zawiera¢ m.in. geny opornosci na zwigzki
przeciwdrobnoustrojowe. W konsekwencji moze nasta-
pi¢ horyzontalne rozprzestrzenianie si¢ wérdéd populacji
bakterii opornos$ci zwigzanej gtéwnie z nadekspresjg
genéw kodujacych pompy efflux oraz genéw koduja-
cych enzymy inaktywujace biocydy [28, 25].

Stosowanie antybiotykdw, chemioterapeutykdw,
czy biocydéw moze sprzyjac selekeji bakterii o fenoty-
pie opornosci. Pojawia si¢ jednak niejednoznacznos¢
w sprawie nazewnictwa patoadaptantéw, ktore pod
wplywem presji selekcyjnej srodowiska uruchomity
mechanizmy umozliwiajace przetrwanie niekorzyst-
nych warunkéw (np. subinhibitorowych stezen bio-
cydéw) w postaci molekularnych zmian, jakie zacho-
dzg w obrebie komorki. Nie sg to juz w sposob oczy-
wisty komorki macierzyste, a po usunigciu czynnika
selekcyjnego moga powrdci¢ do formy wyjsciowe;.
W odréznieniu od komérek zmutowanych, w ktorych
nastapily genetyczne zmiany warunkujgce trwatg ceche
opornosci, przyjeto si¢ nazywac te formy adaptantami
lub patoadaptantami. Niejednokrotnie jednak stosuje
sie te terminy zamiennie, opisujgc adaptanty réwniez
mutantami [2, 45].

W ostatnich latach prowadzone sg intensywne bada-
nia [21, 31, 32], ktorych rezultaty wskazujg na znaczaca
role mechanizméw o podiozu genetycznym, w opor-
nosci bakterii na srodki dezynfekcyjne. Na podstawie
wynikéw dotychczasowych eksperymentéw prowadzo-
nych w warunkach in vitro, przypuszcza sig, ze ekspo-
zycja bakterii na biocydy skutkuje zmianami na pozio-
mie ekspresji genow. Przypuszczalnie konsekwencjami
tego sa wzrost opornosci drobnoustrojow na biocydy,
a takze narastanie zjadliwosci bakterii. Powyzsze zaloze-
nia zostaly potwierdzone eksperymentami Wang i wsp.
[80], w ktérych populacje Salmonella Typhimurium
i Salmonella Enteritidis poddawano dzialaniu zwigz-
kéw chloru o wlasciwosciach utleniajacych, a nastepnie
okreslano zmiany w transkryptomie badanych szczepow
za pomocg wybranych badan genetycznych (metody
hybrydyzacji, ilosciowy Real-Time PCR, mikromacierze
DNA) w poréwnaniu do szczepéw nie podlegajacych
dzialaniu stresu oksydacyjnego. Pod wplywem subinhi-
bitorowych stezen zwigzkow chloru u szczepdw Salmo-
nella Enteritidis oraz Salmonella Typhimurium naste-
powaly zmiany w ekspresji wielu genéw zwigzanych
z metabolizmem komoérkowym i wirulencjg. Do najbar-
dziej istotnych zmian nalezaly: wzrost ekspresji genow
zwigzanych z formowaniem klasteru Fe-S, biosynteza
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niektérych aminokwaséw (cysteiny) oraz obnizenie
poziomu ekspresji genéw zaangazowanych w biosyn-
teze lipopolisacharydu (LPS) [80]. Podobne rezultaty
uzyskano dla szczepu Escherichia coli O157:H7, ktory
wykazywal zwigkszong oporno$¢ na zwigzki przeciw-
drobnoustrojowe po ekspozycji na zwiazki utleniajace
[81]. Dziatanie czwartorzedowymi zwigzkami amonio-
wymi na populacje S. enterica, spowodowalo selekcje
wariantéw o zmniejszonej wrazliwosci na biocydy
jak i antybiotyki, co wynikalo z nadekspresji gendw
kodujgcych pompy efflux [37]. Podobnie ekspozycja
komorek Listeria monocytogenes na wybrane biocydy:
nadtlenki, zwigzki chloru i czwartorzedowe zwigzki
amoniowe, wplynela na zwigkszenie poziomu ekspresji
genow wirulencji badanych bakterii [39].

Na przetomie 2013 i 2014 roku stworzono i udostep-
niono baz¢ danych BacMet [57] zawierajacg informacje
o genach zwigzanych z opornoscig mikroorganizmoéw
wzgledem biocydéw, w tym takze antybiotykéw i che-
mioterapeutykow. W bazie BacMet zgromadzone sa
aktualnie sekwencje 704 genéw zwigzanych z opornos-
cig na biocydy a takze na metale ciezkie, zweryfikowane
na podstawie literatury naukowej oraz 40 556 sekwencji
potencjalnych genéw opornosci na zwigzki przeciw-
bakteryjne. Przy sekwencjach poszczegélnych genow
opornosci znajduja sie informacje o: charakterystyce
molekularnej, funkcji danego genu oraz rodzaju opor-
nosci, jaki warunkuje [57].

W dalszej czesci niniejszej pracy przedstawiono
molekularne mechanizmy opornosci (stata cecha uwa-
runkowana genetycznie, determinujaca brak wrazli-
wosci bakterii na okres§long substancje przeciwdrobno-
ustrojowa) lub zmniejszonej wrazliwosci (cecha bedaca
mechanizmem adaptacyjnym bakterii w odpowiedzi
na dzialanie substancji przeciwdrobnoustrojowej o naj-
czeéciej charakterze zmian fentypowych, fizjologicz-
nych, ktére moga zosta¢ utracone przez bakterie po
zaprzestaniu dzialania na nie czynnika stresujacego)
mikroorganizméw na biocydy.

3. Opornos¢ bakterii na biocydy determinowana
przez geny znajdujace si¢ na plazmidzie

Zmniejszona wrazliwo$¢ na dziatanie biocydéw
moze by¢ nabyta przez bakterie poprzez zmiany gene-
tyczne, obejmujace transfer czynnikéw genetycznych
warunkujacych opornos¢ (plazmidy, transpozony) oraz
mutacje chromosomalnego lub plazmidowego DNA.
Zazwyczaj, nabyta oporno$¢ na biocydy jest wynikiem
takich mechanizméw jak: degradacja lub modyfi-
kacja enzymatyczna biocydu, aktywny wyrzut biocy-
doéw z komorek bakteryjnych oraz stosunkowo rzadko
spotykana zmiana miejsca docelowego dla dzialania
biocydu [28].
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Opornos¢ na biocydy moze by¢ uwarunkowana
przez horyzontalny transfer gendw (Horizontal Gene
Transfer, HGT), gtownie przez nabywanie plazmidow,
na ktdrych sa zlokalizowane geny opornosci. Pierwsze
doniesienia o tym, ze geny chronigce przed szkodli-
wym dzialaniem biocydéw moga by¢ zlokalizowane
na plazmidach, dotyczyty opornosci na metale ciezkie.
Opornos¢ wzgledem metali ciezkich: miedzi, srebra,
rteci moze rozprzestrzenia¢ si¢ wsrod bakterii poprzez
HGT. Szczepy E. coli i Pseudomonas syringae stawaly sie
oporne na miedz poprzez nabycie plazmidow zawie-
rajacych geny opornosci odpowiednio pco dla E. coli
i cop dla P. syringae. Takze dzikie szczepy Enterococcus
spp. mogly nabywa¢ plazmidy zawierajace gen trcB,
co warunkuje aktywny wyrzut miedzi z komdrek tych
ziarniakéw [30]. Transfer genéw odpowiedzialnych za
nabywanie opornosci na $rodki dezynfekcyjne moze
nastapi¢ poprzez rozprzestrzenianie si¢ w populacji
genéw kodujacych pompy efflux o szerokim spektrum
substratowym zlokalizowanych na plazmidach. Geny
qacA i qacB zostaly zidentyfikowane odpowiednio na
plazmidach wieloopornosci pSK1 i pSK23, ktérych
nabycie przez mikroorganizmy skutkuje wzrostem
opornosci na wiele antybiotykéw oraz biocydéw jak np.
czwartorzedowe sole amoniowe czy metale cigzkie [28,
68]. Bakterie E. coli ze zidentyfikowanym plazmidem
RP1 wykazujg zmieniong strukture LPS oraz zmniej-
szong ekspresje gendéw poryn blony zewnetrznej, przez
co szczepy te posiadaja zwiekszong opornos¢ na dziala-
nie fenolu, chlorheksydyny i cetrimidu [65].

Jony srebra posiadaja szerokie spektrum dzialania
zarOwno wobec komodrek bakterii Gram-dodatnich,
jak i Gram-ujemnych, w tym zaréwno gatunkéow tle-
nowych jak i beztlenowych [71]. Brady [3] w swoich
badaniach dowioédl, ze $rodki dezynfekcyjne zawie-
rajace srebro (surfacine disinfectant spray) skutecznie
ograniczaly wzrost P aeruginosa oraz S.aureus po
30 minutach dzialania zwiazku. Gtéwnym miejscem
oddzialywania srebra s3 komoérkowe biatka struktu-
ralne i enzymatyczne, czyli biatka pelnigce podstawowa
role w prawidfowym funkcjonowaniu mikroorganizmu.
Antybakteryjna skutecznos¢ srebra wynika z jego wia-
zania z grupg sulfydrolowa (-SH) oraz innymi grupami
funkcyjnymi wchodzacymi w sklad komérkowych
biatek i kwaséw nukleinowych [69]. W konsekwencji
oddzialywania srebra z grupami funkcyjnymi dochodzi
do denaturacji bialek wchodzacych w sktad waznych
szlakoéw metabolicznych, bialka tracg swa biologiczna
aktywnos¢, co prowadzi do $mierci komoérki [5].

Jony srebra maja zdolno$¢ wigzania si¢ ze $ciang
komorkowsq bakterii, cytoplazma, czy tez otoczkami
bakteryjnymi. Zmiany w strukturze oston zewnetrz-
nych komorki prowadza do destabilizacji blony i wzro-
stu przepuszczalnosci. Srebro oddziatuje z grupami sul-
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thydrylowymi na powierzchni komoérki drobnoustroju
zastepujac atomy wodoru, co prowadzi do powstania
charakterystycznego wigzania S-Ag. W konsekwencji
dochodzi do zablokowania tancucha oddechowego
i transportu elektronéw, a sita protomotoryczna blony
komorkowej zostaje zaburzona. W komorkach E. coli
zaobserwowano zaburzenie sily protomotorycznej
i $mier¢ komdrki po dodaniu do hodowli bakteryj-
nej AgNO, (20 uM) [73]. Jony Ag* po dostaniu si¢ do
wnetrza komorki sg zdolne do oddzialywania z DNA.
Srebro wchodzi w interakcje z zasadami azotowymi
w DNA, w wyniku czego dochodzi do powstania formy
skondensowanej kwasu nukleinowego oraz zahamowa-
nia procesu replikacji.

Pierwszy naukowy opis molekularnych podstaw
opornosci na srebro sporzagdzono na podstawie plaz-
midu pMG101, ktéry wyizolowano z komorek szczepu
S. Typhimurium. Plazmid pMG101 niosgcy geny opor-
nosci na antybiotyki (ampicylina, chloramfenikol, tetra-
cyklina, streptomycyna) i metale ciezkie (srebro, rte¢)
jest obecnie najbardziej poznang strukturg warunkujacg
opornos¢ bakterii na jony srebra. Badania nad przeka-
zywaniem cechy opornosci na srebro wykazaly mozli-
wos¢ transferu plazmidu pMG101 do komorek E. coli,
ktora po wbudowaniu plazmidu do wlasnego genomu
uzyskuje ceche srebroopornosci [58]. Po dlugotrwalej
ekspozycji na wzrastajace stezenia jonéw Ag* docho-
dzi do zmniejszenia przepuszczalnosci oston komérko-
wych, ktérej przyczyna bylto utracenie gtéwnych biatek
porynowych. Wsr6d doswiadczalnie wygenerowanych
mutantéw zaobserwowano aktywnie dzialajacy system
pomp eftlux, ktdry jest uznawany za jeden z podsta-
wowych mechanizméw warunkujgcych oporno$¢ na
metale cigzkie. Plazmid pMG101 jest determinantg
genetyczng o dlugosci okoto 180 kpz. Region warun-
kujacy ceche srebroopornosci sil-CFBA(ORF105aa)
PRSE (Rys. 1) sklada sie z 9 gendw, z ktérych 8 genow
oraz ich produkty biatkowe scharakteryzowano na pod-
stawie homologii do znanych mechanizméw opornosci
bakterii na srebro [49, 75]. Pierwszy gen silE koduje
male peryplazmatyczne biatko, ktdre jest zdolne do
specyficznego wigzania jondw Ag' na powierzchni
komorki, zanim wnikng do cytoplazmy. SilE wykazuje
47% podobienstwo do biatka PcoE zaangazowanego
w mechanizm opornosci na miedz u E. coli. Biatko
SilE posiada w swojej budowie 10 reszt histydynowych
zdolnych do wigzania pieciu jonow Ag*. Wysycenie
wszystkich miejsc wigzacych jonami Ag* prowadzi do
znacznych zmian konformacyjnych (biatko przyjmuje
drugorzedowgy strukture a-helisy) [49, 75]. Genom silR
i silS przypisano funkcje regulacyjna, polegajaca na
kodowaniu dwusktadnikowego systemu przekazywa-
nia sygnaléw. System ten sklada si¢ z blonowej kinazy
histydynowej (SilS), ktéra odbiera i przekazuje sygnal
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Rys. 1. Mechanizm opornosci bakterii na srebro, na podstawie [49, 75] (objasnienia w tekécie)

do regulatora transkrypcji, ktérym jest biatko SilR [75].
Geny silCBA zaangazowane s3 w tworzenie kompleksu
blonowego skladajacego si¢ z trzech bialek, ktory jest
odpowiedzialny za wymiane kationowo-protonowsa
dziatajacg na zasadzie antyportu. Biatka SilCBA naleza
do rodziny kationowych pomp efflux RND (resistance
nodulation and cell division), ktére warunkuja procesy
opornosci bakterii na substancje przeciwdrobnoustro-
jowe. System SilCBA wykazuje homologie do systemu
wielolekoopornos$ci Acr u E. coli. Biatko SilA jest duzym
bialkiem blonowym o dlugosci 1048 aminokwaséw.
Sklada si¢ z domeny zakotwiczonej w blonie oraz
domeny peryplazmatycznej, ktore razem tworzg kanal,
jakim jony srebra przeptywaja z cytoplazmy do biatka
blony zewnetrznej SilC. Trzecie biatko SilB pelni role
tacznika, tgczy bialko SilA i SilC w funkcjonalng catos¢.
Kompleks SilCBA tworzy system wyrzutu jonéw srebra
na zewngtrz komorki bez uwalniania ich do przestrzeni
peryplazmatycznej [75]. Bialko powstate w wyniku eks-
presji genu o dlugosci 95 par zasad okresla sig¢ jako SilE.
Bialtko SilF w poréwnaniu z bialkiem SilE wyrdznia si¢
odmienng strukturg przestrzennag -harmonijki oraz
zdolnoscia do wigzania tylko jednego kationu srebra,
dzigki obecnosci jednej reszty histydyny i dwoch reszt
metioniny. Uwaza sig, Ze funkcjg biatka SilF jest trans-
port jonow srebra od miejsca ich uwolnienia (biatka
SilP) bezposrednio do chemiosmotycznej pompy
SilCBA [49, 75].W wyniku ekspresji ostatniego genu
powstaje bialko SilP, ktére pelni funkcje blonowej
ATPazy typu P i jest odpowiedzialne za transport jonow
Ag* z cytoplazmy do przestrzeni peryplazmatyczne;j.
Dla genu o dlugosci 105 par zasad, znajdujacego si¢
pomiedzy genami silA i silB nie znaleziono dotychczas
homologicznego biatka i funkcja genu nie zostata do tej
pory wyjasniona [75].

4. Zmiana ultrastruktury sktadnikéw oslon
komorkowych, jako odpowiedz komarki
bakterii na dzialanie biocydow

Jedna z najbardziej prawdopodobnych przyczyn
zmniejszonej wrazliwosci mikroorganizmdw na dzia-
tanie biocydéw sg modyfikacje w powierzchniowych
ostonach komoérkowych. Struktury powierzchniowe
bakterii wchodza w bezposrednie interakcje ze $rod-
kami dezynfekcyjnymi. Modyfikacje w budowie oston
powierzchniowych komorek bakteryjnych maja na celu
zmniejszenie przepuszczalnosci dla roznych zwigzkow
toksycznych [28, 70]. W odpowiedzi na dzialanie bio-
cydow komorki bakterii wyksztalcaja mechanizmy
zmieniajace strukture poszczegdlnych elementéw oston
komorkowych.

4.1. Modyfikacje LPS bakterii Gram-ujemnych

Zmiana struktury i poziomu ekspresji gendw zaan-
gazowanych w proces biosyntezy LPS wptywa znaczaco
na przepuszczalno$¢ oston komorkowych bakterii
Gram-ujemnych. Unikalny komponent $ciany komor-
kowej bakterii, jakim jest LPS odpowiada za utrzymanie
prawidlowej struktury i funkcji $ciany komorkowej oraz
za zmniejszong wrazliwos¢ bakterii na dziatanie biocy-
dow. Nienaruszona warstwa LPS nadaje zewnetrzne;j
powierzchni komorki bakteryjnej wypadkowy tadu-
nek ujemny, co stanowi ochrone przed przenikaniem
przez blone zewnetrzng anionowych, hydrofobowych
biocydéw [43]. Mutanty S. Typhimurium o zmodyfi-
kowanej dlugosci O-swoistego fanicucha bocznego LPS
wykazywaly, zmieniona wrazliwo$¢ na dziatanie bio-
cyddéw i antybiotykéw w pordéwnaniu do szczepu dzi-
kiego. Warianty S. Typhimurium o LPS ze skréconym
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O-swoistym tanicuchem bocznym lub catkowicie pozba-
wione tej czesci, tzw. szczepy szorstkie, charakteryzowaly
sie zwigkszong wrazliwo$cig na dzialanie antybiotykow
oraz biocydéw o charakterze hydrofobowym, w poréw-
naniu do szczepéw dzikich. Jednoczesnie mutanty
byly oporne na zwigzki kationowe [62, 63]. Gilbert
i Brown [27] udowodnili w swoich badaniach, ze wraz-
liwo$¢ szczepdw P. areuginosa na chlorowcopochodne
fenolu zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem zawarto$ci LPS
w komoérkach. Zdolno$¢ chlorofenolu do przechodzenia
przez ostony powierzchniowe P. areuginosa jest zalezna
od zmian w strukturze LPS badanych szczepow.

4.2. Modyfikacje bialek blony zewnetrznej
oraz pompy efflux jako glowny system
opornosci na biocydy bakterii Gram-ujemnych

Pompy efflux stanowia kompleksy biatkowe, ktére
W sposOb czynny usuwaja substancje toksyczne z ko-
morek bakterii, z nakladem energii wytworzonej przez
komoérke. Pompy te naleza do pigciu rodzin: MFS
(major facilitator superfamily), SMR (small multidrug
resistance family), ABC (ATP-binding cassette family),
MATE (multidrug and toxic compound extrusion family),
RND (resistance nodulation division family), zréznico-
wanych pod wzgledem budowy, swoistosci substra-
towej, zrodla wykorzystywanej energii i mechanizmu
dziatania [60]. Pompy te zapewniaja aktywny wyrzut
z komorki bakterii szerokiego spektrum réznych zwigz-
kéw, od metabolitow komoérkowych po antybiotyki
i srodki dezynfekcyjne, dlatego tez czgsto zamiennie
uzywa sie nazwy pompy MDR (multiple drug resi-
stance) [13]. Poszczegdlne pompy eftlux sa wyspecja-
lizowane w usuwaniu konkretnej substancji z komorki,
lub mogg mie¢ szeroki zakres substratowy wzgledem
wielu réznych zwigzkow toksycznych dla bakterii. Bialka
tworzace pompy moga by¢ kodowane na chromoso-
mie bakteryjnym, wtedy system efflux ma charakter
wrodzony (efflux jest naturalng cechg m.in. pateczek
jelitowych z rodziny Enterobacteriaceae, Pseudomo-
nas spp., Vibrio spp.) lub geny kodujace biatka pomp
s3 nabywane w procesie transformacji, koniugacji lub
transdukeji [34].

Sposrod wszystkich pomp efflux najwigksze znacze-
nie w opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe
i najszersze spektrum substratowe wykazuja pompy
RND bakterii Gram-ujemnych. Usuwajg one z komdrek
mikroorganizméw zaréwno antybiotyki, srodki dezyn-
fekcyjne, antyseptyczne jak i barwniki. Pompy RND
charakteryzujg si¢ trojsktadnikowsa struktura, zbudo-
wane sg z bialek wewnetrznej blony cytoplazmatycznej,
bialek peryplazmatycznych oraz biatek bfony zewnetrz-
nej. Elementy te wspdtpracujac ze sobg usuwajg okres-
lone substancje z cytoplazmy na zewnatrz komorki.
Najlepiej poznany i zbadany jest system AcrAB-TolC,
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Rys. 2. Budowa i mechanizm dziatania pompy biatkowej bakterii
Gram-ujemnych na przyktadzie pompy AcrAB-TolC,
na podstawie [4, 6, 34] (objasnienia w tekécie)

ktéry jest jednym z najwazniejszych mechanizméw
oporno$ci na zwigzki toksyczne u pateczek Entero-
bacteriaceae w tym u E. coli i Salmonella spp. Budowa
pompy biatkowej AcrAB-TolC jest przedstawiona sche-
matycznie na rysunku 2.

AcrB jest bialkiem transporterowym, zakotwiczo-
nym w wewnetrznej bonie cytoplazmatycznej i otwie-
rajagcym si¢ do peryplazmy, rozpoznaje ono i wigze
substrat, a nastepnie umozliwia jego przedostanie si¢
do przestrzeni peryplazmatycznej. TolC tworzy kanat
przebijajacy blone zewnetrzng i peryplazme, umozli-
wiajacy wyrzut substratu na zewnatrz komorki. Zas
AcrA jest peryplazmatycznym biatkiem faczacym
AcrB i TolC [4, 6, 34]. Aktywno$¢ pomp AcrAB-TolC
warunkuje przetrwanie bakterii jelitowych podczas
ich ekspozycji na dziatanie soli z6iciowych w zotadku.
Ze wzgledu na szerokie spektrum substratowe istnieje
ryzyko, ze pompy moga usuwac ,pomytkowo” z ko-
morek bakterii zwiazki i substancje istotne dla prawi-
dlowych proceséw metabolicznych, jak pirogronian
czy mleczan, dlatego tez system efflux musi znajdowac
sie pod odpowiednia kontrolg i regulacja komdrkowa
[28, 34]. Przypuszcza sig, ze aktywnos¢ systemu efflux,
a zwlaszcza pomp AcrAB-TolC bakterii Gram-ujem-
nych, jest regulowana przez globalne sygnaly odpowie-
dzi stresowej. Aktywacja pomp biatkowych nastepuje
w odpowiedzi na zmiany warunkéw srodowiskowych
niszy zajmowane]j przez mikroorganizmy, w wyniku
ekspozycji ich na szkodliwe lub toksyczne substancje
pochodzenia naturalnego jak i na zwiazki stosowane
w antybiotykoterapii lub dezynfekcji. W zwigzku z tym
pompy efflux nie sg konstytutywnie ekspresjonowane
przez drobnoustroje, lecz aktywacja tych biatkowych
komplekséw nastepuje w warunkach stresowych
[28]. Ekspozycja mikroorganizméw na biocydy uzyte
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w niskich, subinhibitorowych stezeniach, szkodliwych
dla bakterii indukuje ekspresje odpowiednich genéw
systemow efflux [13]. Przeprowadzane niezaleznie od
siebie liczne eksperymenty [4, 6, 34] wykazaly, ze nad-
ekspresja pomp efflux AcrAB-TolC u E. coli i bakterii
z rodzaju Salmonella spp. nastepuje po ekspozycji wyzej
wymienionych bakterii na dzialanie subinhibitorowych
stezen biocyddow. Karatzasi wsp. [38] wykazali, ze eks-
pozycja S. Typhimurium na biocydy: triklosan i czwar-
torzedowe zwigzki amoniowe powodowata nadekspre-
sje pomp efflux, a takze wydluzenie czasu podzialow
komorkowych oraz zmniejszenie inwazyjnosci pateczek
Salmonella w stosunku do ludzkich komérek nabtonka
jelita w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Uzyskane
warianty S. Typhimurium wykazywaly stabilny fenotyp
MDR o obnizonej wrazliwosci na antybiotyki i biocydy.
Randall i wsp. [61] po ekspozycji na srodki dezynfek-
cyjne zawierajace w swoim sktadzie aldehydy i substan-
cje utleniajace, wyizolowali warianty S. Typhimurium
o fenotypie MDR tj. 0 zmniejszonej liczbie poryn w blo-
nie zewnetrznej i nadekspresji pomp efflux. U pateczek
E. coli oraz Salmonella spp. regulacja ekspresji genow
acrAB kodujacych pompy efflux nastepuje z udziatem
locus mar, ktéry jest operonem pelnigcym istotna role
w wielolekoopornosci bakterii Gram-ujemnych [41].
Operon mar zlokalizowany jest na chromosomie wielu
bakterii Gram-ujemnych, aktywowany badz repre-
sjonowany w zaleznosci od czynnikéw i warunkow
oddzialujacych na dane mikroorganizmy. Induktorami
operonu mar s3 subinhibitorowe stezenia biocydow
(np. czwartorzedowe sole amoniowe, triklosan), anty-
biotykow (np. tetracykliny, chloramfenikol) i wszel-
kich innych zwigzkéw o aktywnosci przeciwdrobno-
ustrojowej. Aktywacja genu mar zalezy réwniez od
fazy wzrostu, w jakiej znajduja si¢ mikroorganizmy.
Zwigkszona aktywnos$¢ pomp eftlux ktéra jest spowo-
dowana zwigkszong ekspresjg genéw mar wystepuje
na poczatku stacjonarnej fazy wzrostu [44]. Ponadto
nadekspresje genéow kodujacych biatka pomp efflux,
bialek budujacych pompy eftlux przejawiaja komorki
bakterii formujagcych biofilm, a zwlaszcza te zloka-
lizowane w jego glebszych warstwach [80]. Szczepy
P, areuginosa posiadaja pompy efllux MexAB, MexCD
lub MexEF, ktére odpowiadaja za usuwanie z komorki
réznych lekéw (np. tetracyklin, fluorochinolondw,
antybiotykéw (-laktamowych) oraz wielu innych
substancji o aktywnosci przeciwbakteryjnej [13, 34].
Chociaz systemy efflux sa najlepiej poznane i scha-
rakteryzowane dla bakterii Gram-ujemnych, biatkowe
pompy wystepuja takze u bakterii Gram-dodatnich,
a zwlaszcza bakterii z rodzaju Staphylococcus spp. Naj-
wigksze znaczenie w zmniejszonej wrazliwosci szcze-
pow S. aureus wzgledem biocydéw majg pompy efflux
QacA/B i Smr, nalezgce do rodziny pomp SMR, ktérych
substratami s3 miedzy innymi QAC’s, biguanidyny,
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diamidyny i barwniki [8]. Badania prowadzone nad
klinicznymi szczepami S. aureus wykazywaly obec-
no$¢ wirod testowanych gronkowcow gendw gac i smr
kodujacych odpowiednie pompy efflux. W poszcze-
golnych eksperymentach stwierdzano rézng prewa-
lencje danych genéw [86]. Kodowane chromosomal-
nie pompy MDR S. aureus warunkuja opornos$¢ na
biocydy, zaréwno w wezszym jak i szerokim spektrum
substratowym. Pompy NorA, NorB oraz MdeA i MepA
rozpoznajg, jako substraty czwartorzedowe sole amo-
niowe oraz barwniki, wypompowujgc je z komoérek
gronkowcow i warunkujac opornos¢ bakterii na dane
biocydy [35, 60].

Wielolekoopornos¢ wynikajaca z nadekspres;ji sys-
temu efflux moze by¢ konsekwencja wzrostu cytopla-
zmatycznego stezenia gtéwnego, globalnego regulatora
odpowiedzi stresowej rpoS. Podczas dzialania rézno-
rodnych czynnikéw stresowych wiaczana jest ekspre-
sja systemu aktywnego wyrzutu zwigzkéw toksycznych
z komorki. Tym samym zachodzi selekcja wariantow
szczepdw o zwigkszonej aktywnosci pomp biatkowych
tzw. bulimic bacteria [28].

5. Biofilm bakteryjny jako strategia ochronna
przed dzialaniem substancji biobdjczych

Adhezja do powierzchni nieozywionych i tworze-
nie bton biologicznych tzw. biofilméw jest najczestsza
odpowiedzig bakterii na nieprzyjazny habitat [83].
Biofilm jest wyjatkowa, unikalng forma wystepowa-
nia zywych mikroorganizméw zaréwno w $rodowisku
nieozywionym, jak i wewnatrz organizmu gospodarza.
Bakterie tworzace blony biologiczne znacznie réznia
sie pod wieloma wzgledami od szczepdw tego samego
gatunku zyjacych w postaci planktonicznej [56]. Bio-
filmy bakteryjne w poréwnaniu do komdrek plankto-
nicznych wykazujg od 10 do nawet 1000 razy wieksza
opornos¢ wobec substancji przeciwdrobnoustrojowych
[1]. Blony biologiczne charakteryzuja si¢ opornoscia
zaréwno na antybiotyki, jak i wysoce reaktywne zwigzki
dezynfekcyjne (np. isotionazol, czwartorzedowe sole
amoniowe, zwiazki halogenowe). Z tego wzgledu era-
dykacja biofilméw zaréwno z organizmu pacjentow, jak
i powierzchni nieozywionych jest istotnym problemem
i wymaga zwlaszcza w drugim przypadku drastycznych
metod mechanicznego usuwania z jednoczesnym uzy-
ciem biocydéw o duzej aktywnosci biologicznej [1, 44].

Poczatkowo mikroorganizmy przylegaja do danej
powierzchni w sposob odwracalny [9]. Podczas procesu
formowania si¢ biofilmu, komorki bakterii przechodza
zmiany fizjologiczne, biochemiczne jak i genetyczne.
Bakterie przylegaja do danej powierzchni, nastepnie
namnazaja si¢ tworzac mikrokolonie oraz produ-
kuja czasteczki sygnalowe (zjawisko quorum sensing).
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Komorki bakterii o zmienionym fenotypie lub/i genoty-
pie w wyniku formowania si¢ biofilmdéw tworza mikro-
kolonie, zanurzone w zewnatrzkomérkowej macierzy
(extra cellular polymeric substances, EPS) podzielonej
siecig kanalow, zawierajacej egzopolisacharydy oraz
inne zwigzki organiczne (m.in. biatka, kwasy techojowe,
kwasy nukleinowe, fosfolipidy) [16].

Naturalna oporno$¢ biofilméw na substancje tok-
syczne wynika prawdopodobnie z ich zlozonej struk-
tury, a zwlaszcza warunkowana jest przez egzopolia-
sacharydowe matrix [1]. EPS jest gesta elektronowo,
zelowatg substancjg, stanowigca bariere fizyczna,
utrudniajacg dyfuzje biocydéw, co uniemozliwia lub
znacznie opoznia ich dotarcie do komorek bakterii.
Komorki bakteryjne zgrupowane w mikrokolonie i zlo-
kalizowane w obrebie matrix, a zwlaszcza w glebszych
warstwach biofilméw, s3 mniej wyeksponowane na
dzialanie stosowanych zwigzkéw bioaktywnych. Wyka-
zano, ze zwigzki chloru cechuje znacznie spowolnione
wnikanie w glab biofilmdéw tworzonych jednoczes-
nie przez Klebsiella pneumoniae i P. areuginosa. Nato-
miast jednogatunkowy biofilm P. areuginosa wykazuje
zmniejszona wrazliwos¢ na ciprofloksacyne, w poréw-
naniu do komorek tych bakterii Zyjacych w formie
planktonicznej [12]. Matrix biofilméw moze stanowié¢
réwniez bariere biochemiczng dla biocydow, jej sktad-
niki moga wchodzi¢ w reakcje chemiczne i neutrali-
zowac¢ lub modyfikowa¢ wiasciwosci okreslonych sub-
stancji bakteriobdjczych [1, 26]. Obserwacje dowiodty
[20, 33] iz, w wyniku ekspozycji biofilméw bakteryj-
nych na dzialanie kompleksow jodu, zwigzkéw chloru
oraz zwigzkéw utleniajgcych, zwiazki te reagowaly
ze skladnikami zewnatrzkomoérkowego —matrix
biofilméw, co skutkowalo spadkiem ich aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Ponadto w macierzy biofil-
mow moga znajdowac sie wydzielane przez komorki
bakteryjne, enzymy powodujace inaktywacj¢ lub
modyfikacje $rodkow dezynfekcyjnych, antybioty-
kéw czy innych preparatéow dzialajacych na biofilm
[1, 42]. Sondossi i wsp. [76] wykazali aktywnos¢ liaz
i dehydrogenaz formaldehydu w macierzy biofilméw
P areuginosa, obecnos$¢ tych enzyméw powodowata
wzrost oporno$ci komorek bakterii na formaldehyd.
W badaniach Cunha [11] udowodniono, ze opornosé
biofilméw P. areuginosa na antybiotyki B-laktamowe
jest w znacznej mierze uwarunkowana obecnoscig
w matrix zwigkszonego stezenia -laktamaz w porow-
naniu do komorek planktonicznych. Zespot Rodri-
gues i wsp. [64] przeprowadzit eksperyment w ktérym
okres§lono wrazliwo$¢ biofilméw L. monocytogenes
i S.enterica na wybrane $rodki dezynfekcyjne oraz
oceniono zmiany jakie zaszly w komoérkach bakterii po
ekspozycji na biocydy, ze szczegélnym odniesieniem
do zmiany ekspresji genéw zwigzanych z odpowiedzia
na czynniki stresowe i gendéw wirulencji. Zaobserwo-
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wano, ze praktycznie wszystkie z testowanych biocydow,
nawet te uzyte w wysokich stezeniach powodujacych
eliminacje wigkszosci mikroorganizméw w biofilmie,
indukowaly zwigkszong ekspresje gendéw wirulencji
w komorkach bakteryjnych, ktére przetrwaly ekspozycje
na dane zwiazki.

6. Opornos¢ krzyzowa bakterii na biocydy
i antybiotyki

Biocydy moga powodowac¢ selekcje wsrod bakterii
szczepow antybiotykoopornych jako skutek specy-
ficznych jak i niespecyficznych zmian w budowie ich
komorek. Niektére z mechanizméw warunkujacych
zmniejszong podatno$¢ mikroorganizméw na szko-
dliwe dzialanie biocyddéw s3 determinowane przez
okreslone geny zlokalizowane na chromosomie lub
plazmidzie. Transfer genéw warunkujacych oporno$é
na biocydy moze powodowa¢ jednoczes$nie przekaza-
nie gendw opornosci na antybiotyki [23]. Geny qacA/B
kodujace pompy eftflux GacA i GacB wystepujace gtow-
nie u szczepdw S. aureus i determinujgce opornos¢ na
biocydy, sa zlokalizowane na plazmidach wieloleko-
opornosci pSK1, noszacych geny opornosci na amino-
glikozydy, trimetoprim i antybiotyki 3-laktamowe [23].
Zas geny smr kodujace pompy efflux-Smr, zapewniajace
brak wrazliwosci gronkowcow na biocydy kationowe
s3 umiejscowione na plazmidzie z genami opornosci
na wankomycyne (pl. 1043), ktory jest identyfikowany
u wysoce wankomycynoopornych, klinicznych szcze-
pow S. aureus [84]. Selekcja gendéw opornosci na bio-
cydy moze powodowa¢ réwnoczesna selekcje genow
opornosci na antybiotyki kodowane na tych samych
czynnikach genetycznych. W ten sposéb mikroorga-
nizmy moga nabywac jednoczesna opornos¢ na srodki
dezynfekcyjne i antybiotyki (co-resistance).

Oporno$¢ krzyzowa (cross-resistance), polega na
tym, ze wytworzone mechanizmy opornosci wobec
okreslonej substancji szkodliwej warunkuja réwno-
cze$nie catkowity lub czesciowy brak wrazliwosci na
inne substancje nalezace do tej samej lub zupelnie
innej klasy zwigzkéw chemicznych. Micrococcus luteus
poddany dziataniu dwutlenku chloru byt oporny takze
na kwas nadoctowy i nadtlenek wodoru [59]. Pompy
efflux zapewniaja bakteriom oporno$¢ na szeroki
zakres zwigzkow o aktywnosci przeciwdrobnoustrojo-
wej. Poprzez zwiekszong ekspresje genéw kodujacych
pompy nastegpuje nabycie przez pierwotnie wrazliwe
szczepy opornosci zardwno na biocydy jak i antybio-
tyki. Nadekspresja genow dla biatek pomp efflux NorA
u szczepow S. aureus skutkuje réwnoczesna zmniej-
szong wrazliwoscia tych mikroorganizmoéw na czwar-
torzedowe sole amoniowe, barwniki oraz opornoscia na
chloramfenikol i fluorochinolony [59, 60].
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7. Podsumowanie

W obliczu ciagle poglebiajacego si¢ zjawiska leko-
opornosci bakterii patogennych, zaostrzane s3 metody
kontroli i ograniczania rozprzestrzeniania si¢ mikro-
organizmdw, a najczesciej stosowang metodg jest
dezynfekcja chemiczna z zastosowaniem preparatéw
biobdjczych. Powszechno§¢ wystepowania szczepdw
bakteryjnych o zmniejszonej wrazliwo$¢ na $rodki
dezynfekcyjne jest znaczna. Wystepowanie zjawiska
opornosci bakterii na biocydy ma charakter wieloczyn-
nikowy. Mikroorganizmy wyksztalcily szereg mecha-
nizméw adaptacyjnych warunkujacych zmniejszong
wrazliwo$¢ na zwigzki biobojcze. Zmiana ultrastruktury
skladnikéw oston komoérkowych oraz tworzenie blon
biologicznych stanowi obok represji biosyntezy poryn,
enzymatycznej inaktywacji biocydu oraz zmiany miejsc
docelowego dziatania biocydu tylko cze$¢ mechaniz-
mow warunkujacych opornos$¢. W zwigzku z tym nie-
zwykle istotne wydaja si¢ by¢ badania nad molekular-
nymi mechanizmami i uwarunkowaniami zmniejszonej
wrazliwoéci drobnoustrojow na zwigzki chemiczne
stosowane w dezynfekeji. Zglebianie tego zagadnienia
moze by¢ pomocne w optymalizacji projektowania pre-
paratow dezynfekcyjnych o duzej skutecznosci.
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