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Biofilm, MDR efflux pumps and other mechanisms of Stenotrophomonas maltophilia resistance to antibacterial substances

Abstract: Stenotrophomonas maltophilia is a non-fermentative Gram-negative rod, which can cause many infections, including pneumonia
and bacteremia, especially in immunocompromised or long-term hospitalized patients. The infections are difficult in therapy, because
clinical isolates are usually highly resistant to many classes of antimicrobial agents, moreover, they are able to colonize medical devices and
epithelial cells and form biofilm. The several resistance mechanisms of S. maltophilia to antibacterial agents have been described, among
them: B-lactamases production, production of other enzymes modifying antibiotics structure and activity of multidrug efflux pumps
(MDR). Up to date, eight MDR efflux pumps have been identified in S. maltophilia strains. These pumps belong to three different families
of MDR pumps and RND family plays the most important role in multidrug resistance.

1. Introduction. 2. Treatment of S.maltophilia infections. 3. Resistance to antibacterial substances. 3.1. Resistance to antibiotics and
chemotherapeutics. 3.2. Resistance to disinfectants. 3.3. Resistance to metals. 4. Efflux systems. 4.1. RND family. 4.2. MFS family. 4.3. ABC

family. 4.4. The FuaABC efflux pump. 5. Biofilm and quorum sensing system. 6. Summary
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1. Wstep

Pateczki Stenotrophomonas maltophilia zostaly po
raz pierwszy wyizolowane w 1943 roku jako Bacterium
bookeri. W roku 1961 nazwe zmieniono na Pseudo-
monas maltophilia, a nastepnie w 1983 r. gatunek ten
sklasyfikowano jako Xanthomonas maltophilia [45, 89].
Po doktadnych analizach sekwencji genu kodujacego
16S rRNA i debatach nad nomenklaturg w 1993 roku
zdecydowano si¢ utworzy¢ nowy rodzaj — Stenotropho-
monas oraz gatunek Stenotrophomonas maltophilia [70].

Wedtug Bergey’s Manual of Systematic Bacterio-
logy rodzaj Stenotrophomonas obejmuje aktualnie
3 gatunki: S. maltophilia, S. africana i S. nitrireducens
[30]. W ostatnich latach w $§wiatowym pismiennictwie
pojawily sie informacje o wyizolowaniu kolejnych
gatunkow, wérdd ktérych mozemy wyrdznic: S. acida-
miniphila [7], S. daejeonensis [54], S. dokdonensis [101],
S. ginsengisoli (48], S. rhizophila [98], S. pavanii [77],
S. koreensis [100], S. chelatiphaga [47), S. terre i S. humi
[38]. Tylko jeden gatunek - S. maltophilia jest chorobo-
tworczy dla cztowieka [79].

Rodzaj Stenotrophomonas charakteryzowano w sze-
regu publikacji przegladowych [14, 35, 62, 65]. Niniej-

sza praca natomiast koncentruje si¢ na zebraniu i ana-
lizie najbardziej aktualnych informacji dotyczacych
rozmaitych mechanizméw opornosci S. maltophilia
na zwigzki przeciwbakteryjne, co moze ulatwi¢ walke
z tym drobnoustrojem, ktérego rola w patogenezie
zakazen bakteryjnych ostatnio ulegta zwigkszeniu.

Stenotrophomonas maltophilia to niefermentujace
pateczki Gram-ujemne nalezace do grupy bezwzgled-
nych tlenowcéw. Wystepuja w srodowisku naturalnym
- w glebie, ryzosferze, u zwierzat, w naturalnych zbior-
nikach wodnych [14]. Byly takze izolowane z produktéw
spozywczych np. mrozonych ryb, mleka, wody butelko-
wanej [35]. W $rodowisku szpitalnym moga stanowi¢
zanieczyszczenie sprzetu medycznego, natryskow szpi-
talnych, srodkéw dezynfekcyjnych zawierajacych chlor-
heksydyne i cetrimid oraz moga by¢ obecne na dloniach
personelu medycznego [35, 62, 97]. Izolowano je takze
z ptynoéw do soczewek kontaktowych [14].

S. maltophilia jest patogenem oportunistycznym;
najbardziej podatne na zakazenia sg osoby z obnizong
odpornoscia, chorzy na mukowiscydoze, dlugotrwale
hospitalizowani oraz przebywajagcy na oddzialach
intensywnej opieki medycznej [14, 62, 73, 82]. Paleczki
S. maltophilia wywoluja zakazenia uktadu oddechowego
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(zapalenia pluc) [67], jak réwniez zakazenia oka
(gtownie zapalenia twardowki, rogowki, wnetrza gatki
ocznej) [17, 59], zapalenia wsierdzia [11] i tkanki facz-
nej [81], infekcje drog moczowych [92], zapalenia opon
mozgowych [42], a takze posocznice [71].

Duzg trudno$ciag w diagnostyce i terapii zakazen
jest roznorodno$¢ fenotypowa i genotypowa klinicz-
nych szczepow S. maltophilia. W celu analizy czy podo-
bienistwo genetyczne szczepdw w obrebie danej grupy
wplywa na ich podobienstwo fenotypowe utworzono
grupy filogenetyczne. Za punkt odniesienia obrano
poréwnanie sekwencji nukleotydowych genéw kodu-
jacych B-laktamazy L1iL2 oraz 16S rRNA i w ten spo-
sob utworzono 3 grupy S. maltophilia. Grupa filoge-
netyczna A, ktérg charakteryzuje szczep K279a, grupa
B - reprezentowana przez szczep N531 oraz grupa C,
ktérej przykladem jest szczep J675a [9, 31]. W pdz-
niejszym czasie, po dokladniejszej analizie sekwencji
nukleotydowych powstala 4 grupa — D [34]. Najbardziej
powszechna jest grupa A zawierajaca izolaty o najwiek-
szej homologii. Najwigksza heterogenno$¢ wystepuje
w grupie B [33].

Zakazenia S. maltophilia stanowig bardzo powazny
problem terapeutyczny. Gléwnie z uwagi na szeroko
wystepujacg oporno$¢ tych szczepoéw na rézne rodzaje
antybiotykow i chemioterapeutykéw, naleza one do
grupy wielolekoopornych drobnoustrojow MDRO
(multi-drug resistant organisms) [14, 35, 65].

2. Leczenie zakazen S. maltophilia

Lekiem z wyboru stosowanym w zakazeniach S. mal-
tophilia jest trimetoprim-sulfametoksazol. Mimo, iz
liczba szczepow opornych na ten zwigzek z kazdym
rokiem rosnie, obecnie nie przekracza jednak 25% izola-
tow [13, 20]. W poprzednich latach 1997-1999 w Kana-
dzie, Ameryce Srodkowej i Potudniowej zaobserwo-
wano opornos$¢ u 2% szczepéw, w krajach z rejonu
Azji u 8%, a w Europie u 10% [29]. Trimetoprim-sul-
fametoksazol ma dzialanie bakteriostatyczne wobec
bakterii, w tym S. maltophilia i w zwiazku z tym zaleca
sie stosowanie wysokich dawek tego leku w terapii
ciezkich zakazen [62]. W przypadku nietolerancji lub
nadwrazliwoéci pacjenta na trimetoprim-sulfametoksa-
zol lekiem drugiego rzutu jest zestawienie tykarcylina/
kwas klawulanowy. Wiadomo, iz B-laktamy wykazujg
niewielkg aktywno$¢ wobec szczepéw S. maltophilia
ze wzgledu na szeroko rozwinietg naturalng opornos¢
tego gatunku w stosunku do tej grupy lekow [18, 62].
Dopiero dodatek inhibitora B-laktamaz, jakim jest kwas
klawulanowy moze przywraca¢ wrazliwos$¢ na antybio-
tyki B-laktamowe [62]. W latach 90-tych wykazano, ze
ponad 80% szczepow bylo wrazliwych na pofaczenie
tykarcylina/kwas klawulanowy [52], w pdzniej pro-
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wadzonych badaniach zaobserwowano juz opornosé
u 55% szczepdw [80]. Ponadto w badaniach in vitro
wykazano duzg skutecznos¢ zestawienia aztreonamu
z kwasem klawulanowym, jednak rézna farmakokine-
tyka tych zwigzkéw ogranicza mozliwos¢ zastosowa-
nia powyzszego zestawienia w terapii [62]. Cefalospo-
ryny wykazuja mala aktywnos$¢ wobec S. maltophilia
zard6wno w monoterapii, jak i w zestawieniu z inhibi-
torami P-laktamaz [65].

Nowsze chemioterapeutyki z grupy fluorochinolo-
now, takie jak: moksifloksacyna, gatifloksacyna oraz
lewofloksacyna wykazujg wigksza skutecznos¢ przeciw
szczepom S. maltophilia niz starsze zwigzki z tej rodziny
[96]. Niestety, zaobserwowano wsrod szczepow klinicz-
nych S. maltophilia bardzo szybkie rozprzestrzenianie
sie opornosci na chinolony, co znacznie ogranicza ich
zastosowanie w monoterapii [62].

Pochodne tetracykliny t.j. doksycyklina, minocy-
klina i tygecyklina wykazujg dobra skuteczno$¢ prze-
ciwbakteryjng w odniesieniu do S. maltophilia [20, 62].
Ponadto tygecyklina jest aktywna takze wobec szcze-
pow opornych na trimetoprim-sulfametoksazol i moze
by¢ brana pod uwage jako alternatywa w lecznictwie,
mimo iz doswiadczenie kliniczne zwigzane z terapia
pochodnymi tetracykliny jest niewielkie [62].

Duze znaczenie w terapii zyskaly ostatnio polimy-
ksyny, t.j. polimyksyna B oraz kolistyna. Badania pro-
wadzone przez Nicodemo i wsp. na kolekcji 66 izolatow
S. maltophilia wykazaly wrazliwo$¢ 75,7% szczepow
na kolistyne i 77,3% szczepdw na polimyksyne B [64].
Niestety ograniczeniem do stosowania polimyksyn
jest niewielka liczba badan klinicznych oraz znaczna
toksycznos¢ lekow zawierajacych te zwigzki [65].

Chloramfenikol moze by¢ stosowany w terapii cigz-
kich zakazen S. maltophilia jedynie w postaci masci na
skore. Wymagane jest jednak wczesniejsze potwierdze-
nie braku opornosci danego szczepu in vitro [62].

Strategia terapeutyczng jest rowniez stosowanie
terapii kombinowanej, ktéra zaklada uzycie wybranych
antybiotykow dzialajacych synergicznie. Wprowadzenie
jej byto spowodowane m.in. duzym poziom opornosci
szczepOw oraz szybkim nabywaniem opornosci. Bada-
nia in vitro wykazaly zwiekszong aktywno$¢ przeciw-
bakteryjng lekdéw dzialajacych synergicznie niz stoso-
wanych w monoterapii, nawet w przypadku gdy izolat
jest oporny na jeden lub oba badane zwiazki. Terapia
kombinowana jest wskazana szczegdlnie w przypad-
kach neutropenii, zapalenia wsierdzia, u pacjentow
z immunosupresjg i bakteriemia. Wsrod lekow wykazu-
jacych najwigksze dzialanie synergiczne wobec S. mal-
tophilia mozemy wyrézni¢ nastepujace zestawienia:
trimetoprim-sulfametoksazol i tykarcylina z kwasem
klawulanowym, trimetoprim-sulfametoksazol i karbe-
nicylina, tykarcylina z kwasem klawulanowym i cypro-
floksacyna, ceftazydym i amikacyna, gatyfloksacyna
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i cefepim oraz tykarcylina z kwasem klawulanowym
i amikacyna [14, 19, 62, 65].

3. Opornos¢ na zwigzki przeciwbakteryjne

Stenotrophomonas maltophilia charakteryzuje sie
duzym poziomem opornoéci na szerokie spektrum
zwigzkéw przeciwbakteryjnych znacznie réznigcych
sie pod wzgledem strukturalnym m.in. antybiotyki
B-laktamowe, aminoglikozydy, chinolony, tetracy-
kline, chloramfenikol, srodki dezynfekcyjne (w tym
czwartorzedowe sole amoniowe oraz zwigzki feno-
lowe) czy jony metali. Badania prowadzone w latach
1994-2006 w wielu osrodkach na $wiecie wykazaly, ze
odsetek szczepéw opornych na karbepenemy wynosit
88-100%, na cefalosporyny - 34-100%, aminogliko-
zydy - 58-100%, tetracykling — 70-86%, a na chloram-
fenikol - 35-39% [62]. W ciggu ostatnich lat obserwo-
wany jest takze wzrost liczby szczepéw opornych na
lek pierwszego wyboru trimpetoprim-sulfametoksazol
[13]. Do gléwnych mechanizméw opornosci S. malto-
philia nalezg: wytwarzanie réznych p-laktamaz, a takze
innych enzymoéw modytikujacych czasteczki antybioty-
kéw oraz obecno$¢ pomp MDR (multi-drug resistance),
usuwajgcych antybiotyki na zewnatrz komorki bakterii.
Co jest szczegoélnie istotne, niektdre z systeméw pomp
MDR maja zdolno$¢ nie tylko aktywnego usuwania
z komorek antybiotykow nalezacych do réznych grup
chemicznych, ale takze srodkéw dezynfekcyjnych.
Dodatkowo S. maltophilia, jak wszystkie paleczki
Gram-ujemne, posiada blone zewnetrzng, ktéra sta-
nowi bariere fizyczng i m.in. chroni komdrke przed
wnikaniem antybiotykéw do jej wnetrza. Ponadto
zdolno$¢ wzrostu szczepdw S. maltophilia w postaci
biofilmu determinuje ich zwigkszong tolerancje na
zwiazki przeciwbakteryjne.

3.1. Opornosc¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki

W ostatnich latach zaobserwowano coraz wieksza
liczbe szczepow S. maltophilia opornych na trimeto-
prim-sulfametoksazol, lek pierwszego rzutu stosowany
w leczeniu zakazen tymi drobnoustrojami. W bada-
niach prowadzonych w latach 2001-2012 w Wielkiej
Brytanii stwierdzono opornos¢ na trimetoprim-sulfa-
metoksazol az u 24% szczepow S. maltophilia izolowa-
nych od pacjentéw z mukowiscydoza [13]. Opornos¢ na
trimetoprim-sulfametoksazol jest zwigzana z wystepo-
waniem gendéw sul. Obecno$¢ genu sull, stanowigcego
cze$¢ integronow klasy I, wykazano u szczepdw izolo-
wanych m.in. na Tajwanie, w Hiszpanii, we Wloszech
oraz Pélnocnej i Poludniowej Ameryce [62]. Gen sul2
zwigzany jest z sekwencjami insercyjnymi ISCR2 i moze
wystepowac zaréwno w plazmidzie, jak i w chromoso-
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malnym DNA. Gen sul2, podobnie jak sull, wykryto
u szczepow pochodzacych z rdznych czesci $wiata [62,
90]. Opornos¢ S. maltophilia tylko na trimpetoprim
jest warunkowana obecnoscia genu dfrA kodujacego
reduktaze kwasu foliowego [40].

Bardzo istotng duzg grupa antybiotykéw stosowang
w leczeniu zakazen paleczkami Gram-ujemnymi sa
[-laktamy, zaburzajace synteze peptydoglikanu, gtow-
nego skladnika $ciany komorkowej bakterii. Za jego
ostateczna synteze i prawidtowa strukture odpowia-
dajg biatka PBP (penicillin-binding protein), ktére sa
charakterystyczne dla danego drobnoustroju. Antybio-
tyk B-laktamowy wiazac sie z PBP powoduje zmiany
w strukturze peptydoglikanu, co czesto prowadzi do
wycieku cytoplazmy i $mierci komoérki bakteryjne;.
Ponadto antybiotyki -laktamowe mogg zaburza¢ réw-
nowage produktéw obrotu metabolicznego peptydogli-
kanu w cytoplazmie, co prowadzi to do indukcji genow
kodujacych B-laktamazy.

S. maltophilia posiada dwie chromosomalnie kodo-
wane B-laktamazy: L1 i L2. Enzym L1 to metalo-p-
laktamaza, ktéra zawiera w swoim centrum aktywnym
jony cynku. Ma ona strukture tetrameru, w ktérym
kazdy monomer jest zdolny do przylaczenia dwoch
jonow Zn*. B-laktamaza L1 jest kodowana przez chro-
mosomalny gen bla, ,, ma zdolno$¢ hydrolizy wszystkich
klas B-laktamoéw (penicylin, cefalosporyn, karbapene-
mow), z wyjatkiem monobaktamoéw. Nie jest wrazliwa
na dziatanie inhibitoréw p-laktamaz serynowych [22,
50]. Wykazano, Ze nawet tazobaktam stanowi substrat
metalo-p-laktamazy obecnej u szczepu S. maltophilia
ULA-511 [27].

Enzym L2 nalezy do grupy p-laktamaz serynowych
i jest zbudowany z dwdch podjednostek tworzacych
dimer. Koduje go chromosomalny gen bla ,. 3-laktamaza
L2 ma zdolnos¢ rozkladania penicylin i cefalosporyn,
jak réwniez hydrolizy aztreonamu, a jej aktywnos¢ jest
hamowana przez kwas klawulanowy [50, 61, 93].

Sekwencja nukleotydowa genéw kodujacych enzymy
L1iL2 u poszczegdlnych szczepow S. maltophilia cha-
rakteryzuje si¢ duza zmiennoscig. Przeprowadzono
badania, ktére wykazaly réznice w sekwencji nukleo-
tydowej od 8% do 20% dla genéw bla , oraz 4-25%
dla gen6w bla, ,, co przektada si¢ na réznice sekwencji
aminokwasowych, odpowiednio, 8-19% i 5-32% [9].
Ekspresja genow kodujacych B-laktamazy L1 i L2 jest
zwykle indukowana ekspozycjg komorek na antybiotyki
B-laktamowe [8]. U szczepdw nalezacych do grupy filo-
genetycznej A produkcja zaréwno enzymu L1, jak i L2
jest indukowana, w grupie B indukowane jest wytwa-
rzanie enzymu L1, natomiast L2 wydzielany jest kon-
stytutywnie na niskim poziomie. W grupie filogene-
tycznej C oba enzymy sg produkowane konstytutywnie
w niewielkich ilo$ciach. Izolaty nalezace do tej grupy
charakteryzuja si¢ wigksza wrazliwoscig na wszystkie
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zwiazki B-laktamowe z wyjatkiem imipenemu niz izo-
laty pochodzgce z grup A i B [33].

U S. maltophilia indukcja gendéw bla, i bla, jest
zalezna od zespotu genéw ampR-ampN-ampG-ampD.,.
Biatka AmpG i AmpN tworza system permeazy. Odpo-
wiadajg za transport z peryplazmy do cytoplazmy pro-
duktow degradacji $ciany komodrkowej, ktore stanowia
ligand dla czasteczki AmpR bedacej regulatorem trans-
krypcji. Bialko AmpD, odpowiada za degradacje czaste-
czek ligandow [58]. Czasteczki AmpR sg niezbedne do
konstytutywnej ekspresji genu bla, ,, lecz nie bla, , oraz
do indukowanej ekspresji obu genéw [57].

W 2012 roku w Chinach wyizolowano szczep S. mal-
tophilia DCPS-01, ktéry oprécz genéw bla, i bla,,
posiadal takze gen kodujacy metalo-f-laktamaze
New Delhi (NDM-1). Szczep ten charakteryzowal si¢
opornoscig na wszystkie antybiotyki p-laktamowe, byt
wrazliwy jedynie na kolistyne i fluorochinolony [60].
Wsrdd szczepéw klinicznych S. maltophilia wykryto
dodatkowo takie P-laktamazy jak: TEM-2 kodowana
przez gen zlokalizowany w transpozonie Tn1 [10] oraz
enzym CTX-M-1 nalezacy do grupy ESPL (extended
spectrum B-lactamase) [2].

W opornosci S. maltophilia na chinolony gtéwna
role odgrywaja pompy efflux (szczegélnie system Sme-
DEF) oraz niska przepuszczalno$¢ blony zewnetrznej
komorek bakterii. W 2008 roku w Japonii w obrebie
chromosomu bakteryjnego szczepu . maltophilia
CCUG 5866 wykryto gen Smgnr odpowiadajacy za
niski poziom opornosci na powyzsze zwiazki [87]. Gen
ten byl takze obecny u 24 niespokrewnionych ze sobg
izolatow Kklinicznych S. maltophilia. Koduje on biatko
uniemozliwiajace przylaczenie chinolonéw do miejsc
ich oddzialywania — gyrazy DNA i topoizomerazy IV.
Jak dotad, nie wykryto obecnosci genéw Smgnr w plaz-
midach szczepdw S. maltophilia. Za oporno$¢ na chi-
nolony moga odpowiada¢ réwniez mutacje w genach
kodujacych gyraze i topoizomeraze IV, lecz prawdo-
podobnie ten mechanizm opornosci nie ma wiekszego
znaczenia dla szczepow S. maltophilia [62, 103].

Opornos¢ S. maltophilia na aminoglikozydy moze
by¢ wynikiem dziatania kilku mechanizméw, wsréd
ktérych mozna wyrdznié: wystepowanie enzymow
modyfikujacych czasteczki aminoglikozydow, opornosé
temperaturo-zalezng oraz mechanizm eftlux.

Modyfikacja enzymatyczna aminoglikozydéw za-
chodzi przy udziale enzymdéw kodowanych przez
geny chromosomalne. Gen aac(6’)-Iz kodujacy enzym
acetylotransferaze odpowiada za spadek wrazliwosci
szczepOw gldwnie na tobramycyne. Geny aph(3’)-Ila
i aph(3’)-Iic koduja fosfotransferazy. Enzym APH(3’)-
-ITa przyczynia si¢ do opornosci na wszystkie amino-
glikozydy z wyjatkiem gentamycyny, natomiast enzym
APH(3’)-IIc odpowiada za opornos¢ szczepéw na kana-
mycyne i neomycyne [65, 66].
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Oporno$¢ na aminoglikozydy zwigzana jest takze
z modyfikacjg struktury blony zewnetrznej komorek.
Stanowi ona miejsce wigzania m.in. dla antybiotykow
kationowych, jakimi s3 aminoglikozydy. W zalez-
nosci od temperatury szczepy S. maltophilia sa zdolne
do zmiany rozmiardéw czasteczek O-polisacharydow
poprzez zmiane diugosci jego bocznych tancuchow
oraz zawartosci fosforanéw w lipopolisacharydzie (LPS)
blony zewnetrznej. Obserwowano wigksza zawarto$¢
uyjemnie naladowanych grup fosforanowych w LPS,
stanowigcych miejsce przyfaczania aminoglikozyddow,
w temp. 37°C w poréwnaniu do temp. 30°C. W zwigzku
z tym, szczepy S. maltophilia charakteryzuja si¢ zwigk-
szong opornoscig na powyzsze antybiotyki w temp.
30°C niz w 37°C [62, 65, 76].

3.2. Opornos¢ na §rodki dezynfekcyjne

Szczepy S. maltophilia sa trudno eliminowane przy
uzyciu powszechnie stosowanych $rodkéw dezynfek-
cyjnych. Podchloryn sodu o stezeniu 0,1%, uzywany
m.in. do dezynfekcji ssakow medycznych, redukuje
liczbe komérek bakterii jedynie o 1-2 log, . Procedura
dezynfekcji obejmuje wstepne mycie z uzyciem bierza-
cej wody, a nastepnie zanurzenie ssakow na okres 2 h
w 0,1% roztworze podchlorynu sodu [102].

S. maltophilia wykazuja tolerancj¢ wobec triklosanu
- przedstawiciela zwiazkéw fenolowych. Triklosan
posiada zdolnos¢ indukcji gendw kodujacych pompe
SmeDEE ktéra usuwa jego czasteczki na zewnatrz ko-
morek bakteryjnych [37, 85]. W zwigzku z tym, po
powtarzajacej sie ekspozycji drobnoustrojéw na triklo-
san obserwowany jest spadek wrazliwosci izolatow [53].

Inny powszechnie stosowany $rodek dezynfekcyjny,
jakim jest chlorheksydyna wykazuje zdolno$¢ reduk-
cji liczby komorek szczepu klinicznego S. maltophilia
G478 o 5 log,, jedynie w stezeniu powyzej 500 mg/l.
Warto$¢ MIC tego zwigzku wobec S. maltophilia G478
wynosi 175mg/l, podczas gdy wartosci MIC chlor-
heksydyny dla szczepéw klinicznych z innych rodza-
jow paleczek Gram-ujemnych mieszczg si¢ w przedziale
10-250 mg/1 [39].

Wang iwsp. [94] wykryli u 10,5% przebadanych
szczepow S. maltophilia gen gacEA1 kodujacy opornosé
na szeroka grupe $rodkéw dezynfekcyjnych jaka sta-
nowig czwartorzedowe sole amoniowe (m.in. chlorek
benzalkoniowy, cetrimid). Gen gacEAI jest zwigzany
z integronami klasy 1.

3.3. Opornos¢ na jony metali

Szczep S. maltophilia Sm777 jest zdolny do wzrostu
w obecnosci wysokich stezen toksycznych jondéw metali,
w szczegdlnosci Cd*, jak rowniez Cu*, Pb**, Co*, Zn**,
Hg*" i Ag’. Gestos¢ hodowli bakteryjnych wyrostych na
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Tabela I
Pompy MDR zidentyfikowane u pateczek S. maltophilia
Rodzina Pompa Substraty Regulator Pi$miennictwo
RND SmeDEF erytromycyna, chloramfenikol, tetracykliny, SmeT 36, 37, 51, 65, 83, 84
fluorochinolony, triklosan
SmeABC aminoglikozydy, B-laktamy, fluorochinolony SmeR SmeS | 14, 15, 55
SmeU1VWU2X | chloramfenikol, chinolony, tetracykliny SmeRv 16, 21
SmelJK aminoglikozydy, tetracykliny, cyprofloksacyna Nieznany 21,32
SmeYZ aminoglikozydy Nieznany 21,32
ABC SmrA cyprofloksacyna, norfloksacyna, tetracyklina Nieznany 3
MFS EmrCABsm kwas nalidyksowy, erytromycyna, karbonylocyjanek | EmrRsm 44
3-chlorofenylohydrazonu, tetrachlorosalicylanilid
? FuaABC kwas fusydowy FuaR 41

podiozach zawierajacych sole powyzszych metali jest
wysoka, moze osigga¢ wartos¢ 10° cfu/ml [68].

Tolerancja S.maltophilia na zwigzki kadmu jest
zwigzana m.in. z obecnoscia genéw cadA i cadC odpo-
wiedzialnych za jego usuwanie z komorek [6]. Gen
cadA koduje biatko systemu eftlux, natomiast produkt
biatkowy genu cadC pelni funkcje¢ regulatora trans-
krypcji. Struktura tych gendw oraz zawartos¢ par G-C
wskazujg na to, ze wywodzg si¢ one od bakterii Gram-
-dodatnich. Ich homologi wykryto m.in. u szczepéw
Staphylococcus aureus, od ktérych prawdopodobnie
zostaly nabyte przez szczepy S. maltophilia. Transfer
genéw pomiedzy komodrkami bakterii jest mozliwy,
gdy bytuja one w tym samym $rodowisku, a zaréwno
S. aureus jak i S. maltophilia s3 czgsto izolowane z drég
oddechowych pacjentéw z mukowiscydoza [6].

Innym mechanizmem pozwalajagcym komoérkom
bakterii na detoksykacje zwigzkow kadmu jest ich prze-
ksztalcanie do siarczkéw kadmu. Szczepy S. maltophi-
lia w warunkach tlenowych, na podiozu staltym zawie-
rajacym 0,5mM CdCl, wyrastaja w postaci zottych
kolonii, co wskazuje na wytracanie zwigzkéw kadmu
w postaci CdS. Dokladny mechanizm tego zjawiska
jednak nie jest do konica wyjasniony [68]. Dodatkowo,
u drobnoustrojéw rosngcych w obecnosci CdCl, zaob-
serwowano wzrost puli cysteiny wewnatrzkomorkowe;.
Wolna cysteina jest zZrodtem stresu oksydacyjnego dla
komorki, ale posiada ona takze zdolno$¢ chelatowania
jondéw kadmu, co chroni komoérke przed toksycznym
wplywem tego metalu. Powstanie chelatéw powoduje
zmniejszenie ilosci zardwno wolnej cysteiny, jak i wol-
nego kadmu w komorce [68].

Szczep S. maltophilia Sm777 charakteryzuje sie
mozliwoscig wzrostu w obecnosci toksycznych sele-
nianéw i tellurynéw. Mechanizm opornosci zwigzany
jest ze zdolno$cia drobnoustrojéw do redukeji powyz-
szych oksyanionéw do wolnego telluru (Te°) i selenu
(Se”). Akumulacja Te"i Se° nastepuje wewnatrz komarki
bakteryjnej [68].

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa jonéw srebra
zwigzana jest z ich przytaczaniem do biatek obecnych
w §cianach komodrkowych bakterii. Nastepuje zachwia-
nie potencjalu elektrycznego, co skutkuje zahamowa-
niem proceséw metabolicznych i $miercig komorek.
Ponadto srebro ma zdolnos$¢ przylaczania sie do DNA
[88]. Huang i wsp. [43] badali aktywno$¢ in vitro
jonow srebra i miedzi, a takze polaczenia srebro-miedz
w eradykacji szczepdw S. maltophilia rosnacych w for-
mie planktonowej. Uzyskano redukcje ponad 99,999%
bakterii w ciagu 6 h stosujac jony miedzi w zakresie ste-
zen od 200 do 800 pg/1 lub uzywajac jony srebra w ste-
zeniach 40 i 80 pg/l. Polaczenie jon6éw srebra i miedzi
w stezeniach 200/20 pg/l i 400/40 pg/l charakteryzo-
walo sie antagonistycznym dzialaniem wobec szczepdw
S. maltophilia [43].

4. Systemy pomp

Jednym z gltéwnych mechanizméw lekoopornosci
bakterii S. maltophilia jest obecnos¢ pomp MDR aktyw-
nie usuwajacych antybiotyki i inne zwigzki przeciw-
bakteryjne na zewnatrz komdrek bakterii. Do tej pory
u S. maltophilia wykryto pompy MDR (multi-drug
resistance) nalezgce do 3 rodzin: RND, ABC i MFS.
Aktywno$¢ wiekszosci opisanych pomp jest induko-
wana obecnoscig antybiotykow. W tabeli I zestawiono
pompy odpowiedzialne za zjawisko efflux zidentyfiko-
wane u pateczek S. maltophilia.

4.1. Rodzina RND
(resistance-nodulation-division family)

Najwazniejszg z punktu widzenia lekoopornosci
jest rodzina pomp RND. Pompy te charakteryzujg si¢
szerokim spektrum substratowym, usuwaja z komorek
bakterii antybiotyki nalezace do réznych Klas, jak row-
niez $rodki dezynfekcyjne i antyseptyczne. Sg to pompy
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protonowe - ich dziatanie jest oparte na antyporcie pro-
ton-substrat [46]. Pompy RND zbudowane sg z trzech
czedci: bialek RND tworzacych kanat w blonie cytopla-
zmatycznej, bialek OMF odpowiedzialnych za trans-
port substancji poprzez blone zewnetrzna i bialek MFP
taczacych biatka obecne w blonie cytoplazmatycznej
i w blonie zewnetrznej [21, 51]. Biatka MFP zwykle sa
specyficzne dla konkretnych bialek RND i obie grupy
bialek sa kodowane w obrebie tego samego operonu.
Biatka blony zewnetrznej (OMF) moga by¢ kodowane
przez geny zlokalizowane w obrebie tego samego ope-
ronu co para RND/MFP, ale moga réwniez podlega¢
niezaleznej regulacji [21].

Pierwsza pompa nalezaca do rodziny RND wykryta
u S. maltophilia byt system SmeDEF. Zostal on scha-
rakteryzowany po raz pierwszy przez Alonzo i Marti-
nez w 2000 roku; badali oni sekwencje chromosomal-
nego DNA S. maltophilia pod katem mechanizmoéw
odpowiedzialnych za wielolekoopornos¢ szczepu [5].
Przestanka do poszukiwania pomp MDR u S. mal-
tophilia byto wykrycie zjawiska efflux u spokrewnio-
nej bakterii Gram-ujemnej Pseudomonas aeruginosa.
W obrebie badanego odcinka chromosomalnego
DNA S. maltophilia zidentyfikowano 3 geny: smeD,
smeE i smeF. Sekwencje aminokwasowe produktéw
tych gendéw wykazaly podobienstwo do kilku kom-
ponentéw pomp efflux obecnych u réznych bakterii
Gram-ujemnych. Bialko SmeD wykazalo homologie
do biatek z grupy MFP, w tym najwi¢cksze podobien-
stwo (48%) do AcrA i AcrE wystepujacych u E. coli.
Wykazalo natomiast stosunkowo mate podobienstwo
(41%) do biatka SmeA z grupy RND, pochodzacego ze
szczepu S. maltophilia. Biatko SmeE wykazato homo-
logie do biatek RND, w tym do AcrB i AcrF z E. coli
(odpowiednio w 61% i 58%). Produkt bialkowy trzeciej
ramki odczytu — SmeF wykazat podobienistwo do bialek
blony zewnetrznej (OMF), najwigksze do biatka SmeC
szczepu S. maltophilia [5].

Pompa SmeDEF usuwa z komorek takie antybio-
tyki jak: erytromycyna, chloramfenikol, tetracykliny,
fluorochinolony, a takze triklosan [46, 65, 85]. Ekspre-
sja genow smeDEF jest regulowana przez bialko SmeT
petniace role represora. Gen kodujacy SmeT znajduje
sie powyzej operonu kodujacego pompe. Biatko SmeT
nalezace do rodziny regulatoréw TetR ma strukture
homodimeru, gdzie kazda podjednostka sklada si¢
z 9 helis tworzacych 2 domeny. Biatko SmeT wigze sie
do obszaru operatora o dtugosci 28 pz zlokalizowanego
pomiedzy genami smeT i smeD, ktory naklada si¢ na
sekwencje promotoréow smeT i smeDEF. W wyniku
tego represor SmeT hamuje transkrypcje nie tylko
genéw pompy SmeDEF, ale takze genéw wtlasnych.
SmeT wigze si¢ z operatorem w dwoch miejscach two-
rzac dwa kompleksy (dwa homodimery SmeT przy-
padaja na jeden operator). Kluczowe znaczenie dla
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wiazania represora ma sekwencja TGTATGT obecna
w nici kodujacej pompe. Drugi homodimer rozpoznaje
podobna sekwencje komplementarnej nici. Wykazano,
ze mutacje w genach kodujacych bialko SmeT oraz
mutacje w sekwencji TGTATGT moga przyczyniac sie
do nadekspresji genéw operonu smeDEF [36, 83, 84].
Co wiecej, skfadnik past do zgbow, domowych $rodkow
czyszczacych, czy modnych jeszcze niedawno mydet
antyseptycznych - triklosan indukuje nadekspresje sys-
temu SmeDEF poprzez przyfaczanie si¢ do czasteczki
represora SmeT, co stymuluje lekoopornos¢ szczepow
(37, 85].

Kolejng wykryta pompa RND obecna u S. malto-
philia byl system SmeABC [55]. Geny smeA, smeB
i smeC koduja odpowiednio biatka MFP, RND i OME.
Sekwencje aminokwasowe komponentéw systemu
SmeABC charakteryzuja si¢ duzym podobienstwem
m.in. do sekwencji sktadnikéw systemu MexAB-OprM
obecnego u P. aeruginosa oraz SmeDEF u S. maltophilia
[55]. Wykazano, ze na lekooporno$¢ ma wplyw jedynie
bialko SmeC, ktére posiada zdolnos¢ do wspdtpracy
takze z innymi systemami efflux. Delecja genu smeC
powoduje utrate opornosci zwigzang z obecnoscig sys-
temu SmeABC [14, 55]. Nadekspresja gendéw smeABC
wigze sie z wystepowaniem u szczepdw opornosci na
aminoglikozydy, B-laktamy oraz fluorochinolony [15].
Po wprowadzeniu genu smeC do zmutowanego szczepu
P aeruginosa niewytwarzajacego wlasnego biatka
OprM, gen ten ulegal ekspresji. Biatko SmeC przejeto
funkcje biatka OprM i bylo zdolne do wspoétpracy jako
czg$¢ systemu MexAB-SmeC [55]. Gen smeC posiada
swoj wlasny staby promotor, co powoduje, Ze moze on
ulega¢ ekspresji samodzielnie lub z calym operonem
smeABC. Transkrypcja operonu smeABC jest regu-
lowana przez dwuskladnikowy system regulacyjny,
kodowany przez geny smeR i smeS . Geny te prawdopo-
dobnie tworza osobny operon i ulegajg wspolnej trans-
krypcji niezaleznie od gendéw kodujacych pompe. SmeS
jest biatkiem sensorowym, natomiast SmeR pelni role
regulatora odpowiedzi. W przypadku braku genu smeR
ekspresja smeC zachodzi jedynie przy udziale wlasnego
promotora [55].

System efflux SmeU1VWU2X obecny u S. maltophi-
lia nalezy do grupy pomp RND [16]. Operon kodujacy
ten system sklada si¢ az z pigciu genow: smeV (koduje
biatka MFP), smeW (bialka RND), smeX (biatka OMF),
smeUl i smeU2. Geny smeUl i smeU2 koduja krotko
tancuchowq dehydrogenaze/reduktaze (SDR) i zloka-
lizowane s3 odpowiednio: smeUl powyzej genu smeV,
a smeU2 miedzy genami smeW i smeX . Sekwencja ami-
nokwasowa bialek SmeU1 i SmeU?2 jest zgodna tylko
w 21%. Poréwnanie SmeU1VWU2X z innymi pom-
pami RND wykazalo duze podobienstwo do systemdow
obecnych u Xanthomonas campestris (DauE-MexE-
MexF-Xcc1441-OprN) i P. aeruginosa (MexEF-OprN).
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Zgodnos¢ sekwencji aminokwasowej poszczegdlnych
bialek, w pierwszym przypadku wynosita 51-81%,
a w drugim wahata si¢ w granicach 48-58%. Substra-
tami systemu SmeU1VWU2X sg tetracykliny, chloram-
fenikol i chinolony [16].

Ekspresja operonu smeUlVWU2X jest regulowana
przez biatko SmeRv nalezace do rodziny LysR. Gen
smeRy zlokalizowany jest w sgsiedztwie operonu smeU-
1VWU2X, powyzej genu smeUl. SmeRv prawdopodob-
nie pelni role pozytywnego regulatora, czego potwier-
dzeniem jest 78-krotny wzrost ekspresji kodujgcego go
genu w szczepie wykazujacym nadekspresje operonu
smeUIVWU2X w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Ist-
nieje réwniez hipoteza, ktéra méwi, ze biatko SmeRv
moze funkcjonowac jako pozytywny badz negatywny
regulator w zaleznosci od obecnosci liganda [16, 21].

Natomiast geny kodujgce pozostale dwie pompy
- SmelJK i SmeYZ, obecne u S. maltophilia, ulegaja
ekspresji na staltym poziomie przyczyniajac sie do leko-
opornosci tych szczepéw. Pompa SmelJK odpowiada
za oporno$¢ na aminoglikozydy, tetracykliny i cypro-
floksacyne, natomiast pompa SmeYZ usuwa z komorek
bakterii aminoglikozydy [32, 75]. Wykazano, ze geny
smeZ, sme] i smeK moga ulega¢ skoordynowanej nade-
kspresji, co skutkuje zwiekszeniem opornosci szczepow
na antybiotyki. Nadprodukecja biatka SmeZ powoduje
wzrost najmniejszego stezenia hamujacego (MIC)
aminoglikozydéw. Zwiekszona produkcja bialek Sme]J
i SmeK przejawia si¢ wzrostem MIC tetracyklin i cypro-
floksacyny oraz warunkuje opornos¢ na lewofloksacyne
[32]. Wykazano, ze mutacje w genach smeJ i/lub smeK
szczepOw wykazujacych nadekspresje powodujg obni-
zenie warto$ci MIC tetracyklin i cyprofloksacyny oraz
przywracaja wrazliwo$¢ szczepéw na lewofloksacyne.
Mutacje w genie smeZ przyczyniaja sie do spadku war-
to$ci MIC aminoglikozydoéw, ale nie przywracajg wraz-
liwosci bakterii na ten antybiotyk.

Geny sme] i smeK zlokalizowane s3 w obrebie
jednego operonu, nie wykryto do tej pory zadnych
genow regulatorowych pofozonych w jego sasiedztwie.
W poblizu genu smeZ zlokalizowane s3 natomiast geny
kodujace system dwusktadnikowy, lecz nieznana jest
jak dotad jego rola w regulacji ekspresji genéw kodu-
jacych pompy SmelJK i SmeYZ [21, 32].

4.2. Rodzina MFS (major facilitator superfamily)

Wisréd szczepow S. maltophilia wykryto do tej pory
tylko jedng pompe z rodziny MSF - EmrCABsm [44].
Jest ona homologiem pompy EmrAB oraz EmrKY
obecnych u E. coli, VceAB u Vibrio cholerae oraz FarAB
obecnej u Neisseria gonorrhoeae [44]. Energia do pracy
tej grupy pomp pochodzi z gradientu elektrochemicz-
nego — czasteczka antybiotyku transportowana jest na
zewnatrz komorki, a do wnetrza wprowadzany jest pro-
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ton. Pompy MSF zbudowane sg zwykle z pojedynczego
transportera biatkowego znajdujacego si¢ w blonie
cytoplazmatycznej, ktory usuwa substancje do prze-
strzeni peryplazmatycznej [51]. Niektore pompy, w tym
EmrCABsm obecna u S. maltophilia, prawdopodobnie
zbudowane sg z trzech czesci [44].

Transkrypcja gendw kodujacych pompe jest regu-
lowana przez bialko EmrRsm, nalezgce do regulatoréw
typu MarR [44]. Pelni ono role represora — wiaze si¢ do
sekwencji w obrebie promotora i uniemozliwia zajscie
transkrypcji. Zjawisko derepresji transkrypcji zachodzi
w obecnosci induktora, ktory wiaze sie do czasteczki
represora i ostabia tym samym powinowactwo repre-
sora do promotora umozliwiajac transkrypcje gendw.
W przypadku nieobecnosci induktora regulator wydzie-
lany jest na stalym poziomie. Substratami dla pompy
EmrCABsm sg zwigzki hydrofobowe, do ktorych naleza
m.in.: kwas nalidyksowy, erytromycyna, karbonylocyja-
nek 3-chlorofenylohydrazonu i tetrachlorosalicylanilid
[44]. Ekspresja operonu emrCABsm nie jest induko-
wana obecno$cig tych zwigzkéw. Przypuszcza sie, ze
pompa EmrCABsm pelni fizjologiczna role w usuwaniu
z komorki naturalnych substancji szkodliwych pocho-
dzacych ze srodowiska lub bedacych produktami jej
wlasnego metabolizmu, a nie jest $cisle ukierunkowana
na transportowanie na zewnatrz komorki antybiotykéow
i wyzej wymienionych zwigzkow [44].

4.3. Rodzina ABC (ATP-binding cassette family)

U S. maltophilia wykryto jedng pompe z rodziny
ABC - SmrA [3]. Pompy nalezgce do tej grupy energie
do pracy czerpia z rozpadu czasteczek ATP, sg trans-
porterami biatkowymi tworzacymi kanaty w blonie
cytoplazmatycznej. Kanal pompy SmrA ma struk-
ture homodimeru, a kazdy monomer zbudowany jest
z czg$ci hydrofobowej i hydrofilowej. Domeng hydrofo-
bowg tworzy 6 transbtonowych helis, ktorych zadaniem
jest wigzanie substratu oraz jego transport przez blone
komoérkowa. Domena hydrofilowa NBD (nucleotyde
binding domein) obecna jest po wewnetrznej stronie
blony cytoplazmatycznej i bierze ona udziat w hydro-
lizie ATP. W obrebie genéw kodujacych pompy ABC
wystepuja liczne sekwencje konserwowane m.in.
motywy Walker A i Walker B obecne w domenie wia-
zacej nukleotydy [51, 95]. Pompa SmrA wykazuje
duze podobienstwo do transporteréw ABC obecnych
u Lactococcus lactis (LmrA) i Vibrio cholerae (VcaM)
oraz do ludzkiej glikoproteiny P, kodowanej przez gen
MDRI. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej SmrA
z danymi zawartymi w bazie NCBI (National Center for
Biotechnology Information) wskazalo na duze podo-
bienstwo tej sekwencji do bialek obecnych u wielu
gatunkow bakterii Gram-ujemnych, w tym P, aerugi-
nosa i Acinetobacter spp. [3].
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Przeprowadzono badania, w ktérych poréwnywano
wartosci MIC duzej grupy antybiotykéw dla szczepu
E. coli posiadajacego wprowadzony gen smrA oraz dla
szczepu E. coli nieposiadajacego tego genu. Szczepy
z obecng pompa SmrA wykazaly 8-krotny wzrost war-
toéci MIC cyprofloksacyny, norfloksacyny i tetracykliny.
Badano réwniez wewnatrzkomorkowe stezenie norflok-
sacyny w przypadku obu powyzszych szczepow. Wyka-
zano, ze ma ono duzo nizszg warto$¢ u bakterii E. coli
z genem smrA, co $wiadczy o aktywnosci pompy [3].

4.4. Pompa FuaABC

Tajwanscy naukowcy zidentyfikowali u S. maltophi-
lia jeszcze jedna pompe odpowiedzialng za zjawisko
efflux - FuaABC, usuwajaca z komdrek bakterii kwas
fusydowy [41]. Zwiazek ten jest mykotoksyna wytwa-
rzang przez grzyby z rodzaju Fusarium bytujace wraz ze
S. maltophilia w tej samej niszy ekologicznej w obrebie
ryzosfery. Najprawdopodobniej system efflux FuaABC
powstal jako mechanizm obrony przed szkodliwym
wplywem kwasu fusydowego na komorki drobno-
ustrojow. Analizy filogenetyczne wykazaly, ze system
FuaABC powinien zosta¢ sklasyfikowany jako podro-
dzina pomp ABC lub zupelnie nowa rodzina. Energia
do pracy pompy jest pozyskiwana z gradientu protono-
wego. Geny kodujace system FuaABC tworza operon
fuaABC, ktérego transkrypcja jest regulowana przez
gen fuaR zlokalizowany powyzej genéw wchodzacych
w sktad operonu. Biatko FuaR nalezy do rodziny AraC,
moze pelni¢ zaréwno role aktywatora, jak i represora
— w obecnosci kwasu fusydowego pracuje jako akty-
wator, przy jego braku jako represor. W przypadku
nieobecnosci biatka FuaR np. w wyniku uszkodzenia
genu fuaR, obecnos¢ kwasu fusydowego nie powoduje
aktywacji transkrypcji. System FuaABC jest odpowie-
dzialny za usuwanie wylacznie kwasu fusydowego,
zaden z przebadanych do tej pory zwigzkow przeciw-
drobnoustrojowych nie stanowit substratu tego systemu
pomp [41].

5. Biofilm bakteryjny i system quorum sensing

Zdolnos¢ adhezji szczepéw S. maltophilia do wil-
gotnych powierzchni tworzyw sztucznych - cewnikow,
nebulizatoréw, endoskopdw, jak i powierzchni biotycz-
nych oraz do tworzenia biofilmu nie jest klasycznym
mechanizmem opornosci, jednak znaczaco przyczynia
sie do spadku wrazliwo$ci bakterii na zwigzki przeciw-
drobnoustrojowe [23].

Powstawanie biofilmu jest silnie zwiazane ze zjawi-
skiem quorum sensing (QS), ktore polega na wzajemnej
komunikacji populacji komodrek bakteryjnych prze-
biegajacej za posrednictwem specjalnych czgsteczek

271

sygnalowych tzw. autoinduktoréw (AI) wytwarzanych
przez bakterie, a nastepnie wydzielanych na zewnatrz
ich komorek. Im wigksza liczebnos¢ populacji bakterii,
tym wigksze jest stezenie autoinduktoréw w srodowi-
sku. Po osiagnieciu odpowiedniego stezenia Al taczg sie
z wlasciwymi receptorami obecnymi wewnatrz komorek
bakterii lub w blonie cytoplazmatycznej i prowadza do
réwnoczesnej aktywacji lub represji genow we wszyst-
kich komoérkach danej populacji. QS odgrywa wazna
role w takich procesach jak: wirulencja, koniugacja,
bioluminescencja czy tworzenie biofilmu [1, 49, 63, 91].

Zjawisko quorum sensing wystepuje zardwno u bak-
terii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. W obu
tych grupach przebiega jednak inaczej ze wzgledu na
rézng budowe $ciany komodrkowej. U bakterii Gram-
-ujemnych role autoinduktoréw pelnia zwykle N-acy-
lowane laktony homoseryny (AHL). Substratami do ich
syntezy sa S-adenozylometionina (SAM) i biatko Acyl-
-ACP [1, 63, 78]. Gatunek S. maltophilia charaktery-
zuje sie obecnoscia autoinduktordw, ktore nie nalezg do
pochodnych laktonéw homoseryny. Bakterie te posia-
daja system komunikacji miedzykomorkowej oparty
na syntezie czasteczek DSF (diffusible signal factor).
Czasteczki DSF stanowig grupe kwasow ttuszczowych,
w ktorych skfad wchodzi kwas cis-11-metylo-2-dode-
kenowy (Rys. 1) oraz jego 7 pochodnych. Dwie z nich
stanowig nasycone kwasy tluszczowe, a pozostale to
kwasy nienasycone z podwojnym wigzaniem w pozy-
cji 2 [1, 78]. System DSF jest regulowany przez zespét
gendw rpf (regulation of pathogenicity factors). Najistot-
niejszym elementem systemu jest gen rpfF kodujacy
syntaze DSE Jego transkrypcja jest pozytywnie regulo-
wana przez bialko CRP (aktywator transkrypgji), ktore
posiada dwa miejsca wigzania powyzej promotora rpfF
[1]. Biatka RpfC i RpfG tworzg dwuskladnikowy system
regulacyjny odpowiedzialny za odbidr sygnatu, gdzie
RpfC pelni role bialka sensorowego, natomiast RpfG
jest regulatorem odpowiedzi. Geny rpfC i rpfG zloka-
lizowane s w obrebie operonu rpfBFCG i podlegaja
wspolnej regulacji [28].

\(\/\/\MCOOH

Rys. 1. Wzdr czasteczki DSF [12]

System DSF jest odpowiedzialny za regulacje wiru-
lencji drobnoustrojow poprzez wplyw na syntezg poza-
komorkowych enzymoéw i polisacharydéw oraz two-
rzenie biofilmu [4]. Prowadzono badania, w ktérych
poréwnywano wirulencje ,,dzikiego” szczepu S. malto-
philia 279a oraz tego samego szczepu z mutacja w ge-
nie rpfF. Mutant w poréwnaniu do dzikiego szczepu
charakteryzowal si¢ obnizona mobilnoscig, spad-
kiem produkcji proteazy, zmianami w LPS, zwi¢kszong
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wrazliwoscig na antybiotyki i metale cigzkie, niezdol-
noscig do tworzenia mikrokolonii oraz obnizong zja-
dliwoécia. Egzogenny dodatek czasteczek DSF lub
wklonowanie genu rpfF spowodowalo przywrdcenie
zdolnosci do tworzenia mikrokolonii, mobilno$¢ i pro-
dukcje proteazy [1, 4, 28].

W zwigzku z duza opornoscia na antybiotyki szcze-
pow S. maltophilia poszukiwane sg zwigzki bedace inhi-
bitorami QS. Zahamowanie tego zjawiska prowadzitoby
do ostabienia chorobotworczosci bakterii. Badania
wykazaly, ze emodyna, bedaca skladnikiem lekéw
tradycyjnej medycyny chinskiej, jest w stanie zahamo-
waé QS, a co z tym zwigzane, powstawanie biofilmu
u S. maltophilia [1, 26].

Zjawisko wzajemnej komunikacji bakterii jest nie-
zbedne do prawidtowego funkcjonowania biofilmu
bakteryjnego. Biofilm jest to wielokomérkowe skupisko
drobnoustrojow, jednego badz wielu gatunkéw, przyle-
gajace do powierzchni abiotycznych lub powierzchni
komoérek organizméw zywych [49]. Zdolno$¢ do
tworzenia przez komorki bakterii biofilmu stanowi
wazny czynnik ich wirulencji. Biofilm chroni komérki
bakteryjne przed dzialaniem mechanizméw obron-
nych gospodarza, jak réwniez zwigksza ich opornos¢
na antybiotyki i inne $rodki przeciwbakteryjne [73].
Szczepy S. maltophilia posiadaja zdolnos¢ adhezji
zaréwno do powierzchni biotycznych np. komorek
nabtonka drog oddechowych, jak i abiotycznych - szkta
i réznego rodzaju materiatéw stosowanych do produk-
cji wyrobéw medycznych (endoskopéw, cewnikéw,
protez naczyniowych, soczewek kontaktowych) [23,
73]. Biofilm bakteryjny powstaje w kilku etapach, na
ktére maja wplyw zaréwno wlasciwosci zasiedlanego
materialu lub kolonizowanej powierzchni komorek,
jak i cechy komorek zasiedlajacych [14, 49]. Do naj-
wazniejszych cech bakterii S. maltophilia wptywajacych
na tworzenie biofilmu nalezg: zdolno$¢ ruchu, obec-
no$¢ flagelli i fimbrii, hydrofobowos¢, wydzielanie EPS
(extracellular polymeric substances) [74]. Pompilio
iwsp. [73] prowadzili badania, w ktérych analizowano
tworzenie przez szczepy S. maltophilia biofilmu na linii
komorek pochodzacych z nablonka oskrzeli pacjenta
z mukowiscydoza (CF - cystic fibrosis). Badane szczepy
zostaly wyizolowane od chorych cierpigcych na muko-
wiscydoze. Mierzono zdolnos¢ szczepéw do adhezji
do komorek nablonka oraz tworzenia biofilmu po 2h
i 24h od inokulacji. Wszystkie szczepy uformowaty
biofilm, jednak nie wykazano korelacji miedzy zdol-
noscig do adhezji, a ilosciag wytworzonego biofilmu
[73]. Badano rowniez udzial flagelli w adhezji S. mal-
tophilia do komorek nablonka. W tym celu skonstru-
owano mutanty szczepow S. maltophilia posiadajace
zablokowany gen kodujacy enzym ATP-aze niezbedna
do prawidlowej pracy flagelli. Brak enzymu znacznie
obnizyl zdolnos¢ komdrek bakteryjnych do adhezji, ale
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nie zostala ona catkowicie zablokowana, co $wiadczy
o udziale w tym procesie, oprdcz flagelli, takze innych
czynnikéw. Zdolno$¢ ruchu typu ,swimming” i ,twit-
ching” szczepow S. maltophilia nie wplywa ani na adhe-
zje, ani na proces tworzenia biofilmu na powierzchni
komorek nabtonka oskrzeli [73].

Analizowano réwniez powstawanie biofilmu S. mal-
tophilia na powierzchniach abiotycznych hydrofobo-
wych t.j. polistyren, polipropylen oraz hydrofilowych
- borokrzemian [23]. Wykazano brak zaleznosci
pomiedzy adhezjg wybranych szczepéw do polistyrenu
i komoérek nabtonka oskrzeli [73]. Najsilniejszy biofilm
zostal utworzony na powierzchni polistyrenowej, na
pozostalych dwdch tworzywach wystepowaly réznice
w biofilmie w zaleznosci od badanego szczepu. Wyka-
zano zwigzek pomiedzy wystepowaniem ruchu ,,twit-
ching” u szczepdw a tworzeniem biofilmu na trzech
powyzszych powierzchniach, natomiast zdolnos$¢ do
ruchu typu ,swimming” nie byla zwigzana z tworze-
niem biofilmu na polipropylenie, polistyrenie i boro-
krzemianie. Zaden z badanych szczepéw nie wykazywat
ruchu typu ,,swarming” [23]. Sprzeczne w stosunku do
powyzszych wyniki uzyskali Pompilio iwsp. [74],
ktorzy wykazali brak zalezno$ci miedzy ruchami typu
~twitching”, a zdolnoscig do adhezji i wytwarzania na
polistyrenie biofilmu przez szczepy S. maltophilia.

W zwigzku z zasiedlaniem przez S.maltophilia
wyrobéw medycznych czesto stosowanych u pacjen-
tow hospitalizowanych zbadano zdolno$¢ adhezji tych
drobnoustrojéw do powierzchni trzech cewnikéw
wykonanych odpowiednio z: PVC, silikonu i gumy.
We wszystkich przypadkach otrzymano wysoki wspot-
czynnik adhezji [23].

Dobér antybiotykéw do terapii zakazen S.mal-
tophilia jest oparty na testach oceny lekowrazliwosci
przeprowadzanych na bakteriach rosnacych w for-
mie planktonowej. U chorych bakterie te przewaznie
tworzg biofilm, znacznie mniej wrazliwy na dzialanie
antybiotykow i innych zwigzkow przeciwbakteryjnych
[99]. Przebadano wrazliwos¢ na szeroka grupe antybio-
tykow 125 izolatow rosnacych w postaci planktonowej,
jak i biofilmu. Nastepujace zwiazki przeciwbakteryjne:
B-laktamy, fluorochinolony, kolistyna, tobramycyna,
doksycyklina i trimetoprim-sulfametoksazol wyka-
zaly o ok. 20-80% slabsze dzialanie na szczepy rosnace
w postaci biofilmu niz w formie planktonowej. Naj-
bardziej skutecznymi antybiotykami wobec szczepdw
S. maltophilia rosnacych w obydwu badanych formach
byly lewofloksacyna i kolistyna [99]. Zwiazki powszech-
nie stosowane jako lek z wyboru w leczeniu zakazen
S. maltophilia — trimetoprim-sulfametoksazol sg sku-
teczne tylko u mniej niz 10% szczepoéw tworzacych
biofilm [24, 56, 99].

Niektore antybiotyki w stezeniach nizszych niz
wartos$ci MIC s3 zdolne do zmniejszenia zdolnosci do
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adhezji i tworzenia biofilmu przez dany szczep, mimo,
iz nie powoduja $mierci drobnoustrojéw. Najwigksza
skutecznos¢ wykazala moksyfloksacyna, antybiotyk
z grupy fluorochinolonéw stosowany w zakazeniach
ukladu oddechowego wywotanych bakteriami S. mal-
tophilia opornymi na trimetoprim-sulfametoksazol [14,
72]. Moksyfloksacyna jest zdolna do hamowania adhe-
zji komorek poprzez m.in. wptyw na synteze i ekspresje
adhezyn, a takze poprzez zmniejszenie hydrofobowosci
przestrzeni migdzykomorkowej [72].

Istnieje rowniez szereg czynnikow srodowiskowych,
ktére moga mie¢ wplyw na tworzenie biofilmu przez
szczepy S. maltophilia. Naleza do nich: stezenie fosfo-
ranoéw, pH, temperatura, warunki tlenowe lub beztle-
nowe, obecnos¢ jonéw miedzi i srebra. Obecnos¢ fos-
foranu sodu powoduje wzrost biofilmu bakteryjnego,
dlatego zaleca si¢ monitorowanie stezenia jondw sodu
i fosforanowych w systemach hydraulicznych w szpi-
talach. Odczyny $rodowiska o pH 7,5 i 8,5 stwarzaja
lepsze warunki do rozwoju biofilmu niz pH 5,5. Wigk-
szy wzrost biofilmu obserwowany byt takze w tempe-
raturze 32°C niz w 37°C i 18°C, a takze w warunkach
tlenowych i w obecnosci 6% CO,, niz w warunkach
beztlenowych [14, 25].

Badano takze wplyw jonéw miedzi i srebra w erady-
kacji szczepow S. maltophilia rosngcych w formie bio-
tilmu [43]. Jony srebra w postaci azotanu srebra o steze-
niu 100 pg/l wykazujg brak aktywnosci wobec szczepow
tworzacych biofilm bakteryjny. Brak aktywnosci jest
spowodowany adsorpcja jondéw metalu przez strukture
biofilmu. Inhibicja biofilmu bakteryjnego zostata osia-
gnieta przy stezeniu azotanu srebra 10 000 pg/1 [14, 88].

Badano réwniez wplyw polaczenia srebro-miedz na
biofilm bakteryjny obecny w systemie dystrybucji wody.
Wszystkie badane stezenia (200/20 ug/1 - 800/80 ug/1)
wykazaly redukeje liczb komoérek S. maltophilia tworza-
cych biofilm po 48 h ekspozycji [86].

Palanisamy i wsp. [69] analizowali wplyw
popularnych ostatnio czastek nanosrebra na biofilm
szczepow Pseudomonas aeruginosa. Wspotczynnik
zahamowania wzrostu szczepdéw opornych wynidst
56%, co pozwala przypuszczaé, ze nanoczgstki srebra
beda takze aktywne wobec szczepdw S. maltophilia.

6. Podsumowanie

Kazdego roku odnotowujemy coraz wyzsza liczbe
zakazen szczepami S. maltophilia, szczegdlnie niebez-
piecznych dla pacjentdéw z ostabiong odpornoscia oraz
dlugotrwale hospitalizowanych. Bakterie te wywoluja
infekcje zaréwno u dzieci, jak i dorostych, powoduja
$mier¢ u 21-69% os6b z bakteriemia [65]. Ich zdol-
nos¢ do tworzenia biofilmu na powierzchni komoérek
nablonkowych oraz wyrobéw medycznych, a takze
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rosngca oporno$¢ na wiele zwigzkéw przeciwbakte-
ryjnych o szerokim spektrum dziatania sprawiaja, ze
terapia zakazen S. maltophilia jest trudnym wyzwaniem
i powinna ewoluowaé. Niezbedne jest prowadzenie
badan pozwalajacych na doktadnie poznanie zjawiska
efflux, odpowiedzialnego w duzej mierze za ostabiona
wrazliwo$¢ na antybiotyki, oraz dalsze poszukiwa-
nia nowych $rodkéw umozliwiajacych zahamowanie
aktywnosci pomp MDR oraz zjawiska quorum sensing.
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