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Streszczenie: Wiele drobnoustrojéw, w sprzyjajgcych warunkach, moze przyczyni¢ sie do rozwoju
choroby w organizmie gospodarza, w tym cztowieka. Zalezy to od réznych czynnikéw, m.in. czynni-
kéw wirulencji, jakimi dysponuje mikroorganizm, liczby wnikajgcych do makroorganizmu patoge-
néw oraz kondycji uktadu odpornosciowego gospodarza. Bakterie stanowig jedng z waznych przy-
czyn zakazen wsrdd ludzi. Szybkie i prawidtowe ustalenie etiologii infekcji pozwala zastosowa¢ wia-
$ciwg terapie przeciwdrobnoustrojowg i wspomadc organizm gospodarza w procesie eliminowania
zagrozenia jego zdrowia i zycia. Znajomos$é podstawowych zagadnien z dziedziny bakteriologii ogdl-
nej pozwala lepiej rozumie¢ swiat prokariontéw, a zatem sprawniej planowaé proces diagnostyczny
i Swiadomie planowac terapie przeciwbakteryjnga. Tym wtasnie zagadnieniom poswiecono mono-
grafie. Omdéwiono cechy réznigce organizmy prokariotyczne i eukariotyczne, podstawy klasyfikacji
bakterii oraz gtdwne zasady ich identyfikacji. Opisano warunki niezbedne do uzyskania hodowli bak-
teryjnej, nieodzownej do dalszych etapdw diagnostyki bakteriologicznej. Znajomos¢ podstaw meto-
dyki badawczej, wybdr odpowiednich testdw diagnostycznych i umiejetna interpretacja wynikéw
zleconych badan pozwalajg na szybkie wdrozenie wtasciwego leczenia, co przyczynia sie do znaczne;j
poprawy jakosci opieki zdrowotnej i redukcji ponoszonych kosztéw, dlatego duzo miejsca poswie-
cono aktualnie dostepnym i wykorzystywanym w mikrobiologii metodom diagnostycznym, ich moz-
liwosciom i ograniczeniom. Wazng cze$¢ monografii stanowi omdwienie sposobéw kontroli mikro-
organizméw w srodowisku szpitalnym (opisano najwazniejsze metody dezynfekcji i sterylizacji) oraz
w ustroju zakazonego — wymieniono i scharakteryzowano najwazniejsze grupy lekéow przeciw-
bakteryjnych, przywotano najistotniejsze (na dzien dzisiejszy) mechanizmy opornosci bakterii na leki
przeciwdrobnoustrojowe, wyjasniono zasady i znaczenie badania lekowrazliwosci bakterii odpowie-
dzialnych za infekcje wsréd ludzi. Ostatnig cze$é opracowania poswiecono podstawowym mechani-
zmom patogenezy zakazen bakteryjnych, co stanowi doskonaty wstep do bardziej szczegétowe]j wie-
dzy z zakresu bakteriologii medycznej. Monografie kieruje sie przede wszystkim do studentéw
studidw medycznych, dla ktérych moze stac sie ona zrédtem skomasowanej wiedzy, wymaganej do
zaliczenia kursu mikrobiologii. Adresatami monografii mogg by¢ réowniez studenci kierunkéw bio-
logicznych, biotechnologicznych, nauk o zdrowiu, ktérzy w trakcie studidow przechodzg kurs mikro-
biologii. Ponadto wiedza dotyczgca lekdéw przeciwbakteryjnych oraz antybiotykoopornosci bakterii,
oznaczania ich lekowrazliwo$ci i zasad interpretacji uzyskanych wynikéw bedzie przydatna dla le-
karzy w ich pracy zawodowe;j.

Stowa kluczowe: prokarionty, budowa komérki bakteryjnej, hodowla bakteryjna, metody diagno-
styczne stosowane w mikrobiologii, dezynfekcja, sterylizacja, leki przeciwbakteryjne, opornosc bak-
terii na leki przeciwbakteryjne, chorobotwdrczosé, toksyny bakteryjne, enzymy bakteryjne, patogen
oportunistyczny, patogen bezwzgledny



Abstract: Lots of microorganisms, under favorable conditions, can contribute to the development
of the disease in the host, including the human body. It depends on many factors, including viru-
lence factors of the microorganism, the number of pathogens entering the macroorganism and the
state of the host's immune system. Bacteria are one of the important causes of human infections.
The quick and correct recognition of the etiology of the infection allows the use of appropriate anti-
microbial therapy and supports the host's organism in the process of eliminating the pathogen that
may pose a threat to the patient's health and life. Knowledge of the basic issues in the field of
general bacteriology allows for a better understanding of the world of prokaryotes, and therefore
more efficiently planning the diagnostic process and consciously designing antibacterial therapy.
These are the issues that the monograph is devoted to. The features differentiating prokaryotic and
eukaryotic organisms, the basics of bacterial classification and the basic principles of their identifi-
cation are discussed. The conditions necessary to obtain a bacterial culture, indispensable for fur-
ther stages of bacteriological diagnostics, have been described. Knowledge of the basics of research
methodology, selection of appropriate diagnostic tests and skilful interpretation of their results are
essential. They allow for the rapid implementation of appropriate treatment, contributing to a sig-
nificant improvement in the quality of health care and reduction of costs. Therefore, much attention
has been paid to diagnostic methods currently available and used in microbiology, their opportuni-
ties and limitations. An important part of the monograph is a discussion of the methods of control-
ling microorganisms in the hospital environment - the most important methods of disinfection and
sterilization are described, and in the infected organism - the most important groups of antibacte-
rial drugs are listed and characterized, the most important, currently known, mechanisms of bacte-
rial resistance to antimicrobial drugs are mentioned, the principles and importance of studies on
drug susceptibility of bacteria responsible for human infections are explained. The last part of the
monograph is devoted to the basic mechanisms of the pathogenesis of bacterial infections, and this
is an excellent introduction to more detailed knowledge in the field of medical bacteriology. The
monograph is addressed primarily to students of medical studies, for whom it may become a source
of consolidated knowledge required for completing a microbiology course. It may also be very useful
to students of biological, biotechnological and health sciences who take a microbiology course
during their studies. Additionally, knowledge of antibacterial drugs and antibiotic resistance of bac-
teria, as well as determination of their drug susceptibility and rules for interpreting obtained results
will be very valuable for doctors in their professional work.

Key words: prokaryotes, bacterial cell structure, bacterial culture, diagnostic methods used in
microbiology, disinfection, sterilization, antibacterial drugs, bacterial resistance to antibacterial
drugs, pathogenicity, bacterial toxins, bacterial enzymes, opportunistic pathogen, obligatory
pathogen



Lista skrotow

A — aglutynacja (ang. agglutination)

AAC — acetylotransferaza (ang. acetyltransferase)

AIDS — zespoét nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired immunodeficiency syndrome)
AME — enzymy modyfikujgce antybiotyki aminoglikozydowe (ang. aminoglycoside-modifying
enzymes)

AmpC — cefalosporynaza AmpC (ang. AmpC cephalosporinase)

ANT — adenylotransferaza (ang. adenyltransferase)

APC — komorka prezentujgca antygen (ang. antigen-presenting cell)

APH — fosfotransferaza (ang. phosphotransferase)

ATP — adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine triphosphate)

BCR — receptor limfocytu B (ang. B cell receptor)

BEA — agar z z6fcig i eskuling (ang. bile esculine agar)

BLNAR — szczep beta-laktamazo-ujemny, ampicylino-oporny (ang. beta-lactamase-negative,
ampicilin-resistant)

BLPACR — szczep wytwarzajgcy beta-laktamazy, oporny na amoksycyline z kwasem klawulanowym
(ang. beta-lactamase-producing, amoxicillin-clavulanic acid-resistant)

BLPAR — szczep beta-laktamazo-dodatni, ampicylino-oporny (ang. beta-lactamase-positive,
ampicillin-resistant)

CA - antygen wspdlny (ang. common antigen)

cAMP — cykliczny adenozyno-3’,5-monofosforan (ang. cyclic adenosine monophosphate)

CD - antygen rdznicowania (ang. cluster of differentiation)

CDC — Centrum Kontroli i Prewencji Chordb (ang. Centers for Disease Control and Prevention)
c¢DNA — komplementarny kwas deoksyrybonukleinowy (ang. complementary deoxyribonucleic
acid)

CHDL — beta-laktamazy klasy D, hydrolizujace karbapenemy (ang. carbapenem-hydrolysing class D
beta-lactamases)

CHIPS — biatko inhibitorowe chemotaksji (ang. chemotaxis inhibitory protein)

CLSI — Instytut Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (ang. Clinical and Laboratory Standards
Institute)

D — immunodyfuzja (ang. immunodiffusion)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

DNazy — deoksyrybonukleazy (ang. DNases)

dsDNA — dwuniciowy kwas deoksyrybonukleinowy (ang. double-stranded DNA)

ECHO - ludzkie jelitowe cytopatogenne wirusy sieroce (ang. enteric cytopathic human orphan)
EDTA — kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

EIA — metoda immunoenzymatyczna (ang. enzyme immunoassay)

ELISA — metoda immunoenzymatyczna z grupy testéw fazy statej (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay)

ESBL — beta-laktamazy o poszerzonym spektrum substratowym (ang. extended-spectrum
beta-lactamases)

EUCAST — Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci (ang. The European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing)

Fc — fragment staty przeciwciata (ang. crystallizable fragment)

FC — cytometria przeptywowa (ang. flow cytometry)

FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. fluorescent in situ hybridization)

GC —guanina, cytozyna

GRAS — mikroorganizmy uznane za bezpieczne (ang. generally recognized as safe)

H - hemaglutynacja (ang. haemagglutination)

HA - odczyn hemadsorpcji (ang. haemadsorption)

HAV — wirus zapalenia watroby typu A (ang. Hepatitis A virus)

HEPA — filtry powietrza o wysokiej skutecznosci (ang. high efficiency particulate airfilters)



HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. Human immunodeficiency virus)

HLAR — opornos¢ na wysokie stezenia aminoglikozyddw (ang. high-level aminoglycoside
resistance)

IB —immunoblot, immunoblotting

IBS — zespdt jelita drazliwego (ang. irritable bowel syndrome)

IC —immunochromatografia (ang. immunochromatography)

ID — dawka zakazna (infekcyjna) (ang. infectious dose)

IF — immunofluorescencja (ang. immunofluorescence)

Ig — immunoglobulina (ang. immunoglobulin)

IL — interleukina (ang. interleukin)

KORLD — Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow

KPC — karbapenemaza wydzielana przez Klebsiella pneumoniae (ang. Klebsiella pneumoniae
carbapenemase)

LAB — bakterie kwasu mlekowego (ang. lactic acid bacteria)

LOS - lipooligosacharyd (ang. lipoolygosaccharide)

LP — lipoproteina (ang. lipoprotein)

LPS - lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

LT — enterotoksyna cieptowrazliwa (ang. heat-labile enterotoxin)

mAb — przeciwciato monoklonalne (ang. monoclonal antibody)

MBL — metalo-beta-laktamaza (ang. metallo-beta-lactamase)

MCR — kodowana plazmidowo opornosé na kolistyne (ang. mobilized colistin resistance)
MDR — wielolekoopornosc¢ (ang. multidrug resistance)

MHC - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)

MIC — minimalne stezenie hamujace (ang. minimal inhibitory concentration)

MLS — makrolidy, linkozamidy, streptograminy B (ang. macrolides-lincosamides-streptogramin B)
MR - odczyn z czerwienig metylowa (ang. methyl red)

mRNA - informacyjny kwas rybonukleinowy (ang. messenger ribonucleic acid)

MRSA — metycylino-oporny Staphylococcus aureus (ang. methicillin-resistant Staphylococcus
aureus)

MS - spektrometria masowa (ang. mass spectrometry)

MSA - agar z mannitolem i solg (ang. mannitol salt agar)

MTM - zmodyfikowane podtoze Thayera—Martina (ang. modified Thayer-Martin medium)
NAD - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. nicotinamide adenine dinucleotide)
NAG — N-acetyloglukozoamina (ang. N-acetylglucosamine)

NAM - kwas N-acetylomuraminowy (ang. N-acetylmuramic acid)

NDM — metalo-beta-laktamaza New Delhi (ang. New Delhi metallo-beta-lactamase)
NET — zewnatrzkomédrkowa sie¢ neutrofilowa (ang. neutrophil extracellular trap)

NIK — Naczelna Izba Kontroli

NT - odczyn neutralizacji, zobojetniania (ang. neutralization test)

OWD - odczyn wigzania dopetniacza

OXA-48 — oksacylinaza-48 (ang. oxacillinase-48)

OZHA - odczyn zahamowania hemaglutynacji

P — precypitacja (ang. precipitation)

PABA — kwas para-aminobenzoesowy (ang. para-aminobenzoic acid)

PAF — czynnik aktywujgcy ptytki krwi (ang. platelet-activating factor)

PAI — wyspa patogennosci (ang. pathogenicity island)

PAMP — wzorzec molekularny zwigzany z patogenem (ang. pathogen-associated molecular
pattern)

PBP — biatko wigzace penicyliny (ang. penicillin-binding protein)

PCR — tanicuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PD - farmakokinetyka (ang. pharmacodynamics)

PDR — petna opornosc¢ (ang. pandrug resistance)

PK — farmakokinetyka (ang. pharmacokinetics)



PRP — Streptococcus pneumoniae oporny na penicyline (ang. penicillin-resistant Streptococcus
pneumoniae)

QAC - czwartorzedowe zwigzki amoniowe (ang. quaternary ammonium compounds)

QAS - czwartorzedowe sole amoniowe (ang. quaternary ammonium salts)

QS - sygnalizator zageszczenia (ang. quorum sensing)

rDNA — rybosomalny kwas deoksyrybonukleinowy (ang. ribosomal deoxyribonucleic acid)
RFLP — polimorfizm dtugosci fragmentdw restrykcyjnych (ang. restriction fragments length
polymorphism)

RIA — metoda radioimmunologiczna (ang. radioimmunoassay)

RNS — reaktywna forma azotu (ang. reactive nitrogen species)

ROS — reaktywna forma tlenu (ang. reactive oxygen species)

RPR — makroskopowy test ktaczkujgcy z nieogrzewang surowicg (ang. unheated serum reagin)
RT-PCR - polimerazowa reakcja faricuchowa potgczona z odwrotng transkrypcja (ang. reverse
transcription polymerase chain reaction)

SARS-CoV-2 — ciezki ostry zespét oddechowy wywotywany przez Coronavirus-2 (ang. severe acute
respiratory syndrome Coronavirus-2)

SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. scanning electron microscope)

SHV — beta-laktamaza o zmiennym typie sulfhydrylowym (ang. sulfhydryl variable-

type beta-lactamase)

slgA — wydzielnicza IgA (ang. secretory IgA)

SS — podtoze dla Salmonella spp. i Shigella spp. (Salmonella, Shigella)

SSL — biatko gronkowcowe podobne do superantygenu (ang. staphylococcal superantigen-like
protein)

ST — enterotoksyna cieptostata (ang. heat-stable enterotoxin)

T3SS — system sekrecyjny typu Il (ang. type Il secretion system)

TCR - receptor limfocytu T (ang. T cell receptor)

TEM — beta-laktamaza Temoniera (ang. Temoniera beta-lactamase)

TEM — transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron microscopy)

TLR — receptor Toll-podobny (ang. Toll-like receptor)

TNF — czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor)

TPHA — test hemaglutynacji z Treponema pallidum (ang. Treponema pallidum hemagglutination
assay)

tRNA — transportowy kwas rybonukleinowy (ang. transfer ribonucleic acid)

TSB — bulion tryptozowo-sojowy (ang. tryptic soy broth)

UHT - pasteryzacja za pomocg wysokiej temperatury (ang. ultra high temperature)

UV — promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultra violet)

VDRL — mikroskopowy test ktaczkujgcy (ang. veneral disease research laboratory)

VIM — metalo-beta-laktamaza Verona kodowana na integronie (ang. Verona integron-encoded
metallo-beta-lactamase)

VISA — Staphylococcus aureus o obnizonej wrazliwosci na wankomycyne

(ang. vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus)

VP — odczyn Vogesa—Proskauera (ang. Voges-Proskauer test)

VRE — wankomycyno-oporne enterokoki (ang. vancomycin-resistant enterococci)

VRSA — Staphylococcus aureus oporny na wankomycyne (ang. vancomycin-resistant
Staphylococcus aureus)

WB — Western blot, western blotting

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

XDR - ekstensywna wielolekoopornosc (ang. extensive resistance)
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Wprowadzenie

Mikroorganizm, termin trudny do precyzyjnego zdefiniowania, najczesciej odnosi sie do organi-
zmu, ktdry jest zbyt maty, aby mozna go byto zobaczyé gotym okiem. Skamieniate szczatki jedno-
komérkowych organizméw sprzed 3,5-3,8 miliarda lat wskazujg, ze mikroorganizmy byty pionier-
skimi formami zycia na Ziemi i mogg by¢ przodkami wszystkich innych form zycia (Eme i in., 2017;
Emeiin., 2018).

Ewoluujgce od dawna mikroorganizmy sg zdolne do wykorzystywania szerokiego zakresu zré-
det energii i rozwijajg sie w szerokim zakresie siedlisk. Sg obecne niemal wszedzie, prawie we wszyst-
kich miejscach na Ziemi — nie tylko w niezwykle zréznicowanym srodowisku naszej planety (m.in.
w glebie, wodzie i atmosferze), ale takze w organizmach ludzi, zwierzat i roslin, ktdre staja sie ich
gospodarzami. Organizmy, ktdre mogg rozwijac sie w ekstremalnych warunkach srodowiska (np.
w skrajnie wysokich lub niskich wartosciach temperatury otoczenia, jego pH, jak réwniez zasolenia
czy cisnienia), w ktorych wiekszosci form zycia trudno jest przetrwac, nazywane sg ekstremo-
filami. Do ekstremofilnych bakterii nalezg m.in. Thermus aquaticus, hipertermofilny gatunek bak-
terii, z ktérego wyizolowano enzym — cieptostatg polimeraze taq — wykorzystywany w metodach
biologii molekularnej opartych na taricuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase chain reaction,
PCR) (Chieniin., 1976). Wyodrebniono rowniez Deinococcus radiodurans, jeden z organizmdéw naj-
bardziej opornych na promieniowanie, ktéry jest zdolny do przezycia nawet po ekspozycji na wyso-
kie dawki promieniowania — do 150 tys. radéw (Agostini i in., 1996). Do tej pory nie potwierdzono
obecnosci mikroorganizmoéw tylko w jednym miejscu na Ziemi, tj. w goracych i nadkwasnych jezio-
rach solankowych bogatych w magnez w Dallol, ktdre znajdujg sie wokdt stozka wulkanicznego
w depresji Danakil, w Etiopii (Belilla i in., 2019).

Cecha charakterystyczng budowy komérek bakteryjnych jest brak organelli otoczonych btong,
takich jak jadro komdrkowe i mitochondrium. Komorki bakteryjne majg zwykle srednice 0,2—2 um
i dtugos¢ 0,5-5 um. Jednak komorki Thiomargarita namibiensis, gatunku Gram-ujemnych bakterii
o ksztatcie kokoidalnym, ktéry wystepuje w osadach oceanicznych szelfu kontynentalnego Namibii,
sg bardzo duze i widoczne nawet gotym okiem, podczas gdy najmniejsze znane bakterie, nalezgce
do rodzaju Mycoplasma, majg komarki o Srednicy 0,2—0,3 um (Schulz i Jgrgensen, 2001).

Bakterie, pomimo stosunkowo nieskomplikowanej budowy, posiadajg dobrze rozwinietg struk-
ture komdrkowa. Sg znacznie mniejsze i prostsze w budowie w poréwnaniu z komérkami eukario-
tycznymi, stanowig jednak niezwykle ztozong grupe mikroorganizmdw, réznigcych sie miedzy sobg
wielkoscig, ksztattem, metabolizmem i preferowanym siedliskiem. Takie cechy jak wielkos¢, ksztatt
i uktad przestrzenny komaérek bakteryjnych wykorzystywane sg do wstepnego potwierdzenia obec-
nosci tych mikroorganizméw w badanym materiale.

W rozdziale omdwiono cechy rdznigce organizmy prokariotyczne i eukariotyczne, podstawy
klasyfikacji prokariontdw oraz zasady ich identyfikacji na podstawie budowy morfologicznej i prze-
mian metabolicznych.

Réinice miedzy Prokaryota i Eukaryota

Mikroorganizmami sg wirusy, bakterie, archeony, grzyby (bez kapeluszowych), niektére glony i pier-
wotniaki. W zaleznosci od budowy komdrki mikroorganizmy dzielimy na prokarionty i eukarionty
(Woese i Fox, 1977). Do prokariontow (okreslanych takze jako prokarioty, organizmy prokario-
tyczne, tac. Prokaryota) zaliczono bakterie i archeony (Fox i in., 1980), a do eukariontéw (euka-
riotéw, organizméw eukariotycznych, tac. Eukaryota) — grzyby, glony i pierwotniaki. Te dwie grupy
organizmdéw wyraznie rdznig sie od siebie (Tabela 1). Eukarionty zbudowane sg z komérek posiada-
jacych jadro komdrkowe z chromosomami odgraniczone od cytoplazmy podwéjng btong biatkowo-
lipidowa. Komdrka organizmoéw prokariotycznych nie zawiera jadra komérkowego oraz innych cha-
rakterystycznych dla eukariontéw organelli komorkowych.
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Wirusy nie mogg by¢ zaliczone ani do Prokaryota, ani do Eukaryota, gdyz ich wiriony nie wyka-
zujg struktury i organizacji komorkowej (Forterre i Prangishvili, 2009). Archeony pod wzgledem bu-
dowy przypominajg bakterie, ale stanowig odrebng grupe organizmdéw zywych o odmiennej drodze
ewolucyjnej (Emeiin., 2017; Emeiin., 2018).

Tabela 1. Réznice pomiedzy Prokaryota i Eukaryota (Murray i in., 2008).

Cecha

Komadrka prokariotyczna

Komoérka eukariotyczna

Jadro komdrkowe otoczone

btona jadrowa

brak

obecne

Kwas dezoksyrybonukleinowy
(ang. deoxyribonucleic acid,
DNA)

obecny, luzno zawieszony w cyto-
plazmie, w postaci nukleoidu (chro-
mosomu bakteryjnego) i plazmi-

dow

obecny w jadrze komodrkowym
(tworzy chromosomy) oraz w mi-

tochondriach

Genom

haploidalny

diploidalny

Rozmnazanie

tylko bezptciowe (przez prosty po-

dziat komarki)

ptciowe lub bezptciowe

Wymiana materiatu

genetycznego przez koniugacje,

mozliwa niemozliwa
transdukcje i/lub transformacje
Btoniaste struktury komdrkowe
(mitochondria, ciatka Golgiego,  prak obecne
retikulum endoplazmatyczne)
obecne;

Rybosomy

obecne w cytoplazmie - 70S?
(zbudowane z podjednostek 50S

i 30S)

80S (60S, 40S) — rybosomy zlokali-
zowane na szorstkim retikulum
endoplazmatycznym;

70S (508, 30S) — rybosomy mito-

chondrialne

Sciana komérkowa

obecna (z wyjatkiem bakterii z ro-
dzajéw Mycoplasma, Ureaplasma);
zawiera peptydoglikan (z wyjatkiem
bakterii z rodzaju Chlamydia)

z reguty brak (ale np. u grzybéw
obecna — zawiera chityne); pepty-

doglikan nie wystepuje

Btona cytoplazmatyczna

obecna (zwykle brak w niej steroli —
wyjatek stanowig tu bakterie z ro-

dzajow Mycoplasma i Ureaplasma)

obecna (zawiera sterole)

Wielkos$¢ komorki

1-10 um

10-100 um

! Stata sedymentacji Svedberga (S) — wspdtczynnik okreslajgcy szybko$¢ poruszania sie czastek koloidalnych pod wptywem sit

odsrodkowych w ultrawiréwkach
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Klasyfikacja bakterii

Klasyfikacja bakterii opiera sie na wynikach analizy makroskopowej i mikroskopowej. Klasyfikacja
makroskopowa jest wynikiem oceny charakterystycznych cech wzrostowych kolonii bakteryjnych
na réznych pozywkach bakteriologicznych (Tabela 2). Klasyfikacji mikroskopowej dokonuje sie
na podstawie cech komodrek bakteryjnych takich jak wielkos$é, ksztatt i utozenie przestrzenne oraz
rezultat barwienia metoda Grama (bakterie Gram-dodatnie lub bakterie Gram-ujemne).

Tabela 2. Cechy wzrostowe kolonii bakteryjnej.

Cecha wzrostowa Opis cechy wzrostowej

kolonie duze, $rednie, mate, drobne (Srednica kolo-
Wielkos¢ " -

nii podawana w milimetrach)

okragty, owalny, nieregularny, gwiazdkowaty, pro-
Ksztatt L

mienisty
Brzeg rowny, falisty, zatokowaty, postrzepiony, nitkowaty

gtadka, szorstka, pomarszczona, nitkowata, ziarni-

Powierzchnia sta, matowa, btyszczaca

kolonia ptaska, lekko wzniesiona, wypukta, stozko-

Stosunek do powierzchni pozywki wata, kraterowata, wrastajgca w podtoze

barwa kolonii (np. biata, kremowa, bezowa, z6tta);
Kolor zabarwienie podfoza wokét kolonii, obecnosc¢ strefy

przejasnienia wokét kolonii itp.

kolonie przejrzyste, metne, opalizujgce, nieprzej-

Stopien przejrzystosci rzyste

Zapach jasminowy, kwasny, gnilny

Zawieszalnos¢ (zdolnos¢ do tworzenia . . .
kolonie tatwo lub trudno zawieszalne, (zawiesina

. o _— . 0
jednolitej zawiesiny komdrek w 0,85% grudkowata, niejednorodna itp.)

roztworze chlorku sodu, NaCl)

Konsystencja (sprawdzana za pomoca ezy) ~ kolonie suche, lepkie, sluzowate

Podziat bakterii ze wzgledu na ksztatt i utozenie przestrzenne komérek

Wyrdznia sie trzy podstawowe ksztatty komdrek bakteryjnych: kulisty, cylindryczny i spiralny
(Cabeen i Jacobs-Wagner, 2005).

Bakterie kuliste (ziarenkowce) mogg by¢ utozone pojedynczo lub tworzy¢ uktady popodzia-
towe: dwoinki (tac. diplococcus), ziarenkowce czworacze (Tetracoccus spp.), pakietowce (Sarcina
spp.), paciorkowce (Streptococcus spp.), gronkowce (Staphylococcus spp.).

Bakterie cylindryczne to pateczki (tac. bacterium, np. Escherichia coli), laseczki (Bacillus spp.,
Clostridium spp., Clostridioides difficile), maczugowce (Corynebacterium spp.), pratki (Myco-
bacterium spp.), wrzecionowce (Fusobacterium spp.). Niektére bakterie cylindryczne mogg uktadac
sie w pary lub tworzyé tancuszki czy palisady, np. Listeria monocytogenes (Koufakis iin., 2015). Mogg
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tez formowac sie w grupy i tworzyc ksztatt liter V, W, XiY, jak rdwniez palisady, np. Corynebacterium
diphtheriae (Umeda i Amako, 1983). Warto doda¢, ze bakteryjne komérki cylindryczne, okreslane
mianem pateczek, sg wyraznie mniejsze od tych opisywanych jako laseczki.

Bakterie spiralne to np. sSrubowce (Spirillum spp.) i kretki (Borrelia spp., Borreliella spp.,
Treponema spp., Leptospira spp.).

Niektére gatunki bakterii wykazujg tendencje do rdéznorodnosci morfologicznej i wielo-
ksztattnosci komérek (bakterie o ksztatcie pleomorficznym), np. Gardnerella vaginalis.

Barwienie metoda Grama

Barwienie metodg Grama, opracowane w 1884 roku przez dunskiego lekarza Hansa Christiana
Grama, jest nadal podstawowym w mikrobiologii barwieniem réznicujgcym, dzielgcym bakterie na
dwie grupy (Moyes iin., 2009): Gram-dodatnie (barwig sie na fioletowo) i Gram-ujemne (przy-
bierajg barwe rézowg). Rdznice w zabarwieniu komdrek bakteryjnych wynikajg ze sktadu i budowy
ich Sciany komérkowe;.

W metodzie tej wykorzystuje sie kolejno nastepujgce odczynniki chemiczne: fiolet krystaliczny
jako barwnik podstawowy, zaprawe w postaci roztworu jodu w jodku potasu (ptyn Lugola), odbar-
wiacz (alkohol etylowy lub aceton), safranine jako barwnik kontrastowy.

Barwienie metodg Grama przeprowadza sie w nastepujgcy sposob:

e Na utrwalony preparat mikroskopowy nalewa sie fiolet krystaliczny i pozostawia przez
1 minute.

e Preparat sptukuje sie woda.

e Na preparat nalewa sie ptyn Lugola i pozostawia przez 1 minute.

e Preparat sptukuje sie woda.

e Preparat odbarwia sie alkoholem lub acetonem przez 15-30 sekund.

e Preparat sptukuje sie woda.

e Preparat dobarwia sie poprzez zalanie go safraning i pozostawia przez 1 minute.

e Preparat sptukuje sie woda.

e Preparat osusza sie poprzez lekkie odciskanie w bibule.

Przedstawiona procedura barwienia moze sie w réznych laboratoriach nieznacznie réznié, za-
leznie od zalecen producenta zestawdw barwnikéw (najczesciej zmiany dotyczg czaséw inkubacji),
jednak sama zasada metody i zastosowane odczynniki pozostajg bez zmian.

Barwnik podstawowy (czyli fiolet krystaliczny) tworzy z jodem kompleksy na tyle duze, ze nie
moga one zosta¢ wymyte ze $ciany komdrkowej bakterii Gram-dodatnich, grubszej i bogatszej
w peptydoglikan (mureine). Komorki te, nawet po przeptukaniu alkoholem, pozostajg wyraznie
zabarwione na granatowo, a po dodaniu barwnika kontrastowego (czyli safraniny) przybierajg
barwe fioletows.

Przeptukane alkoholem bakterie Gram-ujemne ulegajg natomiast odbarwieniu (stajg sie prze-
zroczyste, a zatem niewidoczne w preparacie mikroskopowym). Uwidaczniajg sie dopiero dzieki do-
barwieniu preparatu safraning — przybierajg kolor rézowy (czyli kolor barwnika kontrastowego).

Identyfikacja bakterii na podstawie ich aktywnosci metabolicznej

Klasyfikacja makroskopowa, dokonywana na podstawie analizy charakterystycznych cech wzrosto-
wych kolonii bakteryjnych, zaobserwowanych na réznych pozywkach bakteriologicznych, sktada sie
na identyfikacje metaboliczng bakterii w oparciu o ich wymagania gazowe, wymagania wzrostowe
lub wykryte produkty metabolizmu bakteryjnego, swiadczgce o aktywnosci okreslonych enzymoéw
bakteryjnych (Varadiiin., 2017).
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WYMAGANIA GAZOWE BAKTERII

Oddychanie (utlenianie biologiczne) to ztozony, wieloetapowy proces, w ktérym energia utlenia-
nego substratu zostaje zmagazynowana w wysokoenergetycznych czasteczkach adenozy-
no-5'-trifosforanu (ang. adenosine triphosphate, ATP). Energia wigzan ATP jest wykorzystywana
przez organizm do syntezy zwigzkéw organicznych. Mechanizm tworzenia ATP opiera sie na fosfo-
rylacji substratowej (glikoliza, cykl pentozowy, fermentacja) lub fosforylacji oksydacyjnej (transport
elektronéw w tanncuchu oddechowym). Do mechanizmdw utleniania biologicznego zaliczamy oddy-
chanie tlenowe, oddychanie beztlenowe i fermentacje (Goering i in., 2013).

W oddychaniu tlenowym ostatecznym akceptorem elektrondw oderwanych od substratu
oddechowego jest tlen czgsteczkowy (O;). Wolne elektrony sg przekazywane na przenosniki o wzra-
stajgcym potencjale oksydoredukcyjnym (tzw. tancuch oddechowy). ATP powstaje w wyniku fosfo-
rylacji oksydacyjne;j.

Woddychaniu beztlenowym ostatecznym biorca elektronéw jest zewnatrzpochodny zwia-
zek organiczny (fumaran) lub utleniony zwigzek nieorganiczny (azotan, siarczan, weglan). ATP po-
wstaje w wyniku fosforylacji oksydacyjnej. Proces ten jest bardziej wydajny niz fermentacja, ale
mniej wydajny w poréwnaniu z oddychaniem tlenowym.

W trakcie fermentacji cze$¢ czasteczki substratu jest utleniana, a czes$¢ odbierajgca elektrony
jest redukowana. W procesie tym akceptorem elektrondw jest zwigzek organiczny. ATP powstaje
w wyniku fosforylacji substratowe;.

Ze wzgledu na wymagania dotyczgce atmosfery gazowej, w ktérej nastepuje wzrost bakterii,
omawiane mikroorganizmy dzielimy na bezwzglednie tlenowe, mikroaerofilne, wzglednie beztle-
nowe, bezwzglednie beztlenowe, aerotolerancyjne i kapnofilne.

W przypadku bakterii bezwzglednie tlenowych O; jest niezbedny do ich prawidtowego
wzrostu i rozmnazania (komorki bakteryjne ging wobec braku O,). Omawiana grupa bakterii posiada
enzymy, ktére chronig je przed toksycznym dziataniem produktéw metabolizmu tlenowego (wol-
nych rodnikdw nadtlenkowych i nadtlenku wodoru, H,0,), takie jak dysmutaza ponadtlenkowa,
katalaza i peroksydaza. Dysmutazy ponadtlenkowe przeksztatcajg anionorodniki ponadtlenkowe
w H,0,; i 0,. Katalaza przeprowadza reakcje rozktadu H,0, do O, i wody. Peroksydazy utleniajg rozne
substraty chemiczne za pomocg H,0,. Do bezwzglednie tlenowych bakterii zaliczane s m.in. Myco-
bacterium spp., Bacillus spp., Bordetella spp., Nocardia spp.

Bakterie mikroaerofilne takze uzywajg O; jako koricowego akceptora elektrondw, ale wzra-
stajq przy jego zmniejszonym stezeniu (5-10%), np. Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori (Smith
iin., 2000).

Bakterie wzglednie beztlenowe (lub inaczej — wzglednie tlenowe) rosng w tlenowej badz
beztlenowej atmosferze gazowej. Jezeli w Srodowisku ich wzrostu O, jest obecny, mogg korzystaé
z energii pozyskiwanej w wyniku oddychania tlenowego. Przy braku O, sg w stanie przestawi¢ swoj
metabolizm na fermentacyjny lub na oddychanie beztlenowe. Do wzglednie beztlenowych bakterii
zalicza sie wiele patogennych dla cztowieka drobnoustrojéw, np. gronkowce, paciorkowce, pateczki
jelitowe.

Bakterie bezwzglednie beztlenowe rosng tylko w warunkach beztlenowych. Mogg pozy-
skiwa¢ energie w procesie fermentacji (gdzie akceptorem elektrondéw jest zwigzek organiczny) lub
oddychania beztlenowego (gdzie koncowym akceptorem elektronéw w taricuchu oddechowym sg
zwigzki nieorganiczne, np. azotany, siarczany, weglany). Drobnoustroje te nie posiadajg enzymow,
ktdre chronityby je przed toksycznym dziataniem reaktywnych form tlenu. Do bezwzglednie beztle-
nowych bakterii zaliczajg sie m.in. Clostridium tetani i Clostridioides difficile (Oren i Rupnik, 2018).

Bakterie aerotolerancyjne przez krétki czas mogg przezy¢ (ale nie dzieli¢ sie) w obecnosci
tlenu atmosferycznego. Posiadajg dysmutaze ponadtlenkowg oraz peroksydaze, ale nie dysponuja
katalaza. Do bakterii aerotolerancyjnych nalezy np. Clostridium intestinale (Elsayed i Zhang, 2005).

Bakterie kapnofilne wymagajg do wzrostu wyzszego stezenia dwutlenku wegla (CO,), to zna-
czy 5-10-procentowego. Sg to m.in. Haemophilus influenzae (Poje i Redfield, 2003) i Neisseria
gonorrhoeae (Meyer i Buder, 2020).
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WYMAGANIA WZROSTOWE BAKTERII

Jesli w $rodowisku bytowania bakterii znajdujg sie Zzrodta wegla, azotu, energii, woda oraz jony K,
Na*, Mg?*, Ca?* i CI,, to ich minimalne (podstawowe) wymagania wzrostowe s3 zaspokojone. Pier-
wiastki konieczne do syntezy biatek, ttuszczéw i kwaséw nukleinowych to wegiel, tlen, wodér, azot,
siarka i fosfor. W sktad enzyméw bakteryjnych wchodza jony Zn*, Mn*, Mo?*, Se%, Co%, Cu®, Ni%,
Fe?*, Fe3*. Ze wzgledu na typ metabolizmu bakterie dzielimy na autotrofy i heterotrofy.

Autotrofy redukujg nieorganiczne zwigzki wegla do zwigzkdéw organicznych. Autotrofizm to
tzw. samozywno$é — zewnetrzne zrédta energii uzywane sg przez organizmy autotroficzne do asy-
milacji CO; (Claassens i in., 2016). Wsrdd bakterii autotroficznych wyrdznia sie:

fototrofy (fotoautotrofy), ktore do asymilacji CO, wykorzystujg energie $wietlng w proce-
sie fotosyntezy (np. bakterie zielone, bakterie purpurowe, bakterie siarkowe, sinice),
chemolitotrofy (chemolitoautotrofy), wykorzystujace do asymilacji CO, energie che-
miczng, zmagazynowang w zredukowanych zwigzkach nieorganicznych, uwalniang podczas
ich utleniania w procesie chemosyntezy (np. bakterie nitryfikacyjne, bakterie siarkowe, bak-
terie zelazowe, bakterie wodorowe).

Heterotrofy przyswajajg organiczne (zredukowane) zwigzki wegla. Wiekszos¢ bakterii jest
heterotroficzna. Heterotrofizm to tzw. cudzozywnos$¢ (Schonheit iin., 2016). Wsréd bakterii hetero-
troficznych wyrdznia sie:

prototrofy, ktdre wymagajg do wzrostu soli mineralnych oraz tylko jednego zwigzku or-
ganicznego (np. glukozy, czy nawet jednoweglowego zwigzku organicznego, np. metanolu,
mréwczanu, metanu), np. Escherichia coli,

auksotrofy, wymagajgce do wzrostu soli mineralnych, zwigzku organicznego stanowig-
cego zrédto wegla i energii oraz tzw. czynnikdéw wzrostowych (zwigzkéw organicznych, kto-
rych auksotrofy nie potrafig zsyntetyzowac), np. w przypadku Haemophilus influenzae sg to
czynnik X (hemina) i czynnik V (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, NAD — ang. nicotina-
mide adenine dinucleotide) (Artman i in., 1983), a w przypadku Proteus vulgaris — amid
kwasu nikotynowego (witamina B3, niacyna) (Jackson i Copping, 1952).

Ze wzgledu na tolerowany przez bakterie odczyn Srodowiska (Booth, 1985) drobnoustroje te
dzielimy na:

acidofilne (tolerowany do wzrostu zakres pH 1-6, optymalnie pH 3, np. Helicobacter
pylori) (De Bernard i in., 1995),

neutrofilne (tolerowany do wzrostu zakres pH 6—8, optymalnie pH 7, np. Staphylococcus
aureus),

alkalofilne (tolerowany do wzrostu zakres pH 8—13, optymalnie pH 10,5, np. Vibrio chole-
rae) (Yoon i Waters, 2019).

Ze wzgledu na optymalng do wzrostu temperature S$rodowiska, ws$rdd prokariontéw
wyrdzniono:

psychrofile (Tmin <0°C, Topt < 15°C, Tmax 20°C, np. Arthrobacter spp., Psychrobacter spp.,
Psychromonas spp.),

psychrotrofy (psychrotoleranty; Tmin 0°C, Topt 15—30°C, Tmax 25°C, np. Listeria monocyto-
genes, Yersinia enterocolitica),

mezofile (Tmin 10-25°C, Topt 20—40°C, Tmax 40—-45°C, np. Staphylococcus aureus, Escherichia
coli; wiekszos¢ bakterii chorobotwérczych dla ludzi to mezofile),

termofile (Tmin 25—-45°C, Topt 45-60°C, Tmax 70—-80°C, np. Geobacillus spp., Alicyclobacillus
spp., Thermus aquaticus),

hipertermofile (Tmin 60°C, Topt 80—100°C, Tmax 110°C, np. archeony, Sulfolobus solfatari-
cus) (van Wolfereniin., 2013; Moyer i in., 2017).

Jak wspomniano wczesniej, wymagania gazowe i wzrostowe bakterii stanowig czes¢ ich cha-
rakterystyki makroskopowej. Znajomos¢ tych wymagan pozwala dobrze zaplanowaé i prawidtowo
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przeprowadzi¢ proces hodowli bakterii, uzyska¢ ich wzrost i kontynuowac klasyfikacje makrosko-
powa, ktdra — poparta wynikami klasyfikacji mikroskopowej — doprowadzi do konca tok identyfikacji
mikroorganizmu (tok diagnostyczny).

Metody identyfikacji bakterii w oparciu o ich charakterystyke mikroskopowa i biochemiczng
(metabolizm), jak rowniez sposoby identyfikacji antygenowej, opartej na serotypowaniu z uzyciem
swoistych przeciwciat wigzacych sie do antygendw na powierzchni komérki bakteryjnej, a takze
identyfikacja bakterii metodami biologii molekularnej na podstawie charakterystycznych sekwencji
DNA lub rybosomalnego RNA, 16S rRNA, omoéwiono w innych rozdziatach monografii (Rozdziat Il:
Makroskopowa i mikroskopowa charakterystyka bakterii; Rozdziat Ill: Podstawowe metody diagno-
styki mikrobiologicznej).

Budowa komorki bakteryjnej — elementy state

W kazdej komérce bakteryjnej obecne sg takie elementy jak nukleoid, rybosomy, cytoplazma i btona
cytoplazmatyczna.

Nukleoid, podstawowy nosnik informacji genetycznej komarki bakterii, wystepuje zazwyczaj
w postaci luzno zawieszonej w cytoplazmie, pojedynczej, kolistej czgsteczki dwuniciowego DNA
(ang. double-stranded DNA, dsDNA), cho¢ istniejg rowniez bakterie posiadajgce nukleoid liniowy,
np. Borreliella burgdorferi (Baril i in., 1989). Nukleoid bywa okreslany terminem chromosom bakte-
ryjny.

Rybosomy bakteryjne wykazujg statg sedymentacji 70S, sktadajg sie z dwdch podjednostek
rybosomalnych, 30S i 50S (Shajani i in., 2011). Biorg udziat w biosyntezie biatek bakteryjnych.

Cytoplazma to wewnetrzna zawartos¢ komorki bakteryjnej, ograniczona btong cytoplazma-
tyczng. W 80% zbudowana jest z wody, w ktdrej rozpuszczone sg biatka, gtdwnie enzymatyczne,
weglowodany, lipidy, sole mineralne i inne niskoczasteczkowe zwigzki organiczne i nieorganiczne
(Abbondanzieri i Meyer, 2019).

Btona cytoplazmatyczna — dwuwarstwowa, fosfolipidowa — otacza cytoplazme i odgradza
jg od otaczajgcego srodowiska. Stanowi bariere przepuszczalno$ci komorki bakteryjnej. Styka sie
bezposrednio ze Sciang komdrkowa. Do funkcji btony cytoplazmatycznej u bakterii nalezg transport
elektronéw i produkcja energii (a zatem udziat w procesie fosforylacji oksydacyjnej), transport sub-
stancji pokarmowych do komérki, wydzielanie wyprodukowanych przez komoérke zwigzkéw oraz
tworzenie $ciany poprzecznej (tac. septum) przy podziale komérkowym (Strahl i Errington, 2017).

Wiekszo$¢ bakterii posiada sciane komdrkowg. Wyjatek stanowig bakterie z rodzajéw
Mycoplasma i Ureaplasma, u ktorych sciany komdrkowej brak (Miyata i Ogaki, 2006). W Scianie
komdrkowej bakterii wystepuje peptydoglikan (mureina, mukopeptyd); wyjatkiem sg tu jednak
mikroorganizmy z rodzaju Chlamydia, ktére majg Sciane komédrkowg, ale nie ma w niej peptydo-
glikanu.

Czasteczka peptydoglikanu jest polimerem sktadajgcym sie z trzech elementow:

e naprzemiennie utozonych tancuchéw N-acetyloglukozoaminy (ang. N-acetylglucosamine,
NAG) i kwasu N-acetylomuraminowego (ang. N-acetylmuramic acid, NAM), potaczonych
wigzaniami beta-1,4-glikozydowymi, (wrazliwymi na dziatanie lizozymu),

e tancucha tetrapeptydowego dotgczonego do NAM (L-alanina, kwas D-glutaminowy, kwas
diaminopimelinowy lub L-lizyna i D-alanina),

e poprzecznych mostkéw peptydowych, ktdre taczg tetrapeptydy sgsiednich tancuchéw pep-
tydoglikanu (np. pentaglicyna u Staphylococcus aureus) (Monteiro iin., 2019).
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Sciany komérek bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych réznia sie zaréwno budowa, jak
i sktadem chemicznym. Grubos¢ sciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich wynosi ok. 20 nm (do
50 nm u niektérych mikroorganizmow), a jej struktura jest jednolita. W sktad tej Sciany komdrkowej
wchodza:
o peptydoglikan (stanowi 50-90% masy Sciany komdrkowej, ok. 40 warstw),
e kwas tejchojowy (zbudowany z fosforanu polirybitolu, zwigzany kowalencyjnie z peptydo-
glikanem),
e kwas lipotejchojowy (zbudowany z fosforanu glicerolu, zwigzany z glikolipidami btony cyto-
plazmatycznej), polisacharydy (mannoza, ramnoza, glukoza, arabinoza itp.),
e biatka (np. biatko M u Streptococcus pyogenes — Metzgar i Zampolli, 2011; biatko A
u Staphylococcus aureus — Rigi i in., 2019).

Kwasy tejchojowe i lipotejchojowe oraz biatka adhezyjne biorg udziat w adhezji komérek bakteryj-
nych do réznych powierzchni (ozywionych i nieozywionych).

Komodrka bakterii Gram-dodatniej, pozbawiona Sciany komérkowej pod wptywem dziatania
lizozymu, nosi nazwe protoplastu i wykazuje aktywnosé metaboliczng (Martin, 1963). Lizozym to
enzym lityczny, hydrolizujacy wigzanie beta-1,4-glikozydowe pomiedzy NAG i NAM w peptydo-
glikanie (Ragland i Criss, 2017). Aktywnos¢ lizozymu jest przyktadem nieswoistej (wrodzonej) odpo-
wiedzi immunologicznej cztowieka. Catkowite zniszczenie $ciany komdrkowej bakterii Gram-dodat-
nich, a wraz z nig catej komadrki bakteryjnej, ma miejsce w roztworach hipotonicznych, z powodu
gradientu stezen.

Grubos¢ $ciany komoérkowej bakterii Gram-ujemnych wynosi ok. 10-15 nm. Ta $ciana komoér-
kowa sktada sie z dwdch warstw, pofozonych na zewnatrz od bfony cytoplazmatycznej:

o warstwy peptydoglikanu (stanowi ona 5-10% masy sciany komérkowej; zwykle jest to po-
jedyncza warstwa mureiny, zlokalizowana bezposrednio nad btong cytoplazmatyczng,
w tzw. przestrzeni periplazmatycznej),

e btony zewnetrznej Sciany komdrkowej (zbudowanej z podwdjnej warstwy fosfolipidéw,
w ktdrej warstwa zewnetrzna zostata zastgpiona lipopolisacharydem).

Znajdujacy sie wytgcznie w Scianie komdrkowej bakterii Gram-ujemnych lipopolisacharyd
(ang. lipopolysaccharide, LPS) zbudowany jest z trzech czesci:

e lipidu A (warunkujgcego aktywnosc biologiczng, toksyczng, tej endotoksyny),

e oligosacharydu rdzeniowego (bedgcego antygenem wspdlnym, ang. common antigen, CA),

e O-swoistego tancucha bocznego (bedacego antygenem somatycznym O).

U niektérych bakterii Gram-ujemnych (np. Bordetella spp., Haemophilus spp., Moraxella spp.,
Neisseria spp.), zamiast LPS w scianie komdrkowej wystepuje lipooligosacharyd (ang. lipoolygo-
saccharide, LOS), ktory sktada sie z lipidu A i oligosacharydu rdzeniowego, a pozbawiony jest anty-
genu O (Preston i in., 1996). Zaréwno LPS, jak i LOS sg endotoksynami.

W btonie zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych znajdujg sie tez biatka porynowe i nieporynowe,
biatka enzymatyczne, np. proteazy, fosfolipazy, biatka wigzace penicyliny (ang. penicillin-binding
protein, PBP).

Przestrzen periplazmatyczna zlokalizowana jest miedzy btong cytoplazmatyczng i btong ze-
wnetrzng $ciany komérkowej bakterii Gram-ujemnych. Zawiera liczne biatka enzymatyczne.

W S$cianie komdrkowej bakterii Gram-ujemnych znajdujg sie tez lipoproteiny (ang. lipoprotein,
LP), ktére tworzg mostki miedzy peptydoglikanem a btong zewnetrzna.

Komodrka bakterii Gram-ujemnej, z czeSciowo zdegradowang $ciang komdrkowa, nosi nazwe
sferoplastu. Bakterie Gram-ujemne sg bardziej oporne na lizozym, ze wzgledu na wystepowanie
u nich zewnetrznej btony sciany komérkowej. W srodowisku hipertonicznym (przy wysokim stezeniu
sacharozy), w obecnosci kwasu wersenowego (ang. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) i lizo-
zymu, tworzg sie kompleksy z jonami metali, co prowadzi do destabilizacji btony zewnetrznej i po-
wstajg sferoplasty (Cross i in., 2019).
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Protoplasty i sferoplasty to fenotypowo odmienne warianty komarek bakteryjnych (dawniej
nazywane L-formami, a obecnie z jezyka angielskiego okreslane jako ,cell wall-deficient forms”),
ktérych powstawanie uwarunkowane jest odpowiednio brakiem lub zaburzeniem struktury sciany
komodrkowej. Formy L zaobserwowane i nazwane zostaty przez Emmy Klieneberger w 1935 roku
("L" na czes¢ Instytutu Listera w Londynie, gdzie pracowata) (Klieneberger, 1935). Chociaz formy L
bakterii odgrywajg role w patogenezie chordéb zakaznych u ludzi i zwierzat, ich znaczenie jako
czynnikéw etiologicznych pozostaje niejasne (Allan i in., 2009; Errington i in., 2016).

Bakterie z rodzaju Chlamydia, podobnie jak wiekszos¢ bakterii Gram-ujemnych, posiadaja
w $cianie komdrkowej LPS, jednak nie wystepuje tam peptydoglikan (Kldckner i in., 2018). Sciana
komérkowa chlamydii sktada sie jedynie z wewnetrznej i zewnetrznej btony cytoplazmatycznej
(podobnych do bton wystepujgcych u typowych bakterii Gram-ujemnych). Btona zewnetrzna bogata
jest w cysteinowe mostki dwusiarczkowe.

Sciana komdrkowa nadaje ksztatt komdrce bakterii, a takze chroni jg przed uszkodzeniami
mechanicznymi i lizg osmotyczng. Sktadniki $ciany komérkowej mogg indukowac¢ odpowiedz
immunologiczng gospodarza.

Budowa komorki bakteryjnej — elementy dodatkowe

Tylko u niektdrych bakterii wystepujg plazmidy, rzeski, fimbrie, otoczki, warstwa Sluzowa i gliko-
kaliks.

Plazmidy to niewielkie (do 100 kbp) pozachromosomowe czgsteczki DNA, zdolne do autono-
micznej replikacji, utrzymywania sie w cytoplazmie i przenoszenia sie pomiedzy komérkami proka-
riotycznymi (Smillie i in., 2010). Wiekszo$¢ plazmidéw zawiera region poczatku replikacji (ori),
pozwalajacy im na niezalezne powielanie sie w komdrkach. Wyrdzniono nastepujgce rodzaje pla-
zmidoéw:

e plazmidy koniugacyjne (oznaczone jako F, umozliwiajg one przenoszenie gendéw miedzy ko-
markami bakteryjnymi w procesie zwanym koniugacja) (Ippen-lhler i Minkley, 1986),

e plazmidy warunkujgce opornos¢ na antybiotyki (oznaczone jako R) (Carattoli, 2013);

e plazmidy bakteriocynogenne (umozliwiajg bakteriom synteze bakteriocyn) (Daw i Falkiner,
1996),

e plazmidy degradacyjne (kodujg biatka, pozwalajgce komdrce gospodarza metabolizowac
nietypowe zwigzki, jak toluen czy kwas salicylowy) (Pemberton, 1983),

e plazmidy wirulencji (kodujgce wazne czynniki chorobotwdrczosci niektdrych bakterii, np.
enterotoksyny, neurotoksyny) (Pilla i Tang, 2018).

Rzeski (ang. flagella) to powierzchniowe twory komérki prokarionta zbudowane z flageliny,
stanowigce aparat ruchu (chemotaksji) wielu gatunkéw bakterii (Nakamura i Minamino, 2019). Rze-
ski zbudowane sg z wiékna, haczyka i ciatka podstawowego (bazalnego). Wtdkno sktada sie z mono-
merow flageliny, biatka cechujgcego sie immunogennoscia. Flagelina jest tzw. antygenem H. Haczyk
taczy widkno z ciatkiem podstawowym, ktére z kolei zakotwicza rzeske w ostonach komarkowych
bakterii (Scianie komdrkowej i btonie cytoplazmatycznej). Ze wzgledu na sposdb utozenia rzesek na
komodrce bakteryjnej wyrdznia sie nastepujace typy urzesienia: monotrichalne (pojedyncza rze-
ska umieszczona biegunowo, np. Vibrio cholerae, Campylobacter spp.), ditrichalne (lub inaczej
amfitrichalne — pojedyncze rzeski na obu biegunach komérki, np. Alcaligenes faecalis),
lofotrichalne (peczek rzesek na jednym lub obu biegunach komarki, np. Helicobacter spp.)
i peritrichalne (rzeski rozmieszczone naokoto komarki, np. Escherichia coli, Proteus spp).

Fimbrie (ang. pili) to réwniez powierzchniowe twory komoérki prokariotycznej, zbudowane
z immunogennego biatka piliny (Lukaszczykiin., 2019). Sg ciensze i krétsze niz rzeski, widoczne tylko
w mikroskopie elektronowym. Fimbrie zwykte (proste), czyli adhezyjne, syntetyzowane sg w duzej
liczbie (po kilkaset). Uczestniczg w adhezji komérek bakteryjnych do powierzchni nabtonka wyscie-
lajgcego drogi oddechowe, przewdd pokarmowy, uktad moczowy — biorg zatem udziat w procesie
kolonizacji. Odgrywaja niezwykle istotng role w patogenezie zakazeh wywotywanych przez bakterie
Gram-ujemne, np. wiekszos¢ pateczek rzedu Enterobacterales, drobnoustroje z rodzajéw
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Haemophilus, Pseudomonas, Acinetobacter, bakterie z gatunku Neisseria gonorrhoeae. Fimbrie
ptciowe (ang. sex pili), obecne w niewielkiej liczbie (1-3) na powierzchni komadrek bakterii
Gram-ujemnych, uczestniczg natomiast w transferze materiatu genetycznego (plazmiddw,
fragmentéw chromosomalnego DNA bakterii) z komérki dawcy do komorki biorcy w procesie
koniugacji (Tomoeda i in., 1976). Fimbrie wystepuja przede wszystkim u bakterii Gram-ujemnych.
Coraz wiecej wiadomo jednak na temat fimbrii bakterii Gram-dodatnich, np. Corynebacterium spp.,
Streptococcus spp. (Melville i Craig, 2013; Proft i Baker, 2009; Telford i in., 2006). Cho¢ od tamtych
rdznig sie nieco budowg, to najprawdopodobniej petnig podobne funkcje.

Otoczka to bakteryjny polimer zewnatrzkomdrkowy, tworzacy zbitg warstwe, Scisle otacza-
jacg komérke i mocno z nig zwigzang. Bakteryjne szczepy otoczkowe wytwarzajg na statym podtozu
hodowlanym kolonie gtadkie (typu S, ang. smooth), za$ bezotoczkowe — kolonie szorstkie (typu R,
ang. rough). Otoczki trudno uwidocznié¢ konwencjonalnymi metodami barwienia — mozna je wykry¢
dzieki zastosowaniu barwienia negatywno-pozytywnego lub testu puchniecia otoczek (z wykorzy-
staniem swoistych przeciwciat). Wiekszos¢ bakterii posiada otoczki polisacharydowe (np. bakterie
nalezgce do rzedu Enterobacterales, bakterie z gatunku Streptococcus pneumoniae, bakterie z ro-
dzajow Neisseria spp. czy Haemophilus spp.). Niektére bakterie Gram-dodatnie (np. Bacillus
anthracis, Bacillus subtilis) posiadajg natomiast otoczki peptydowe (Candela i in., 2005). Otoczki
bakteryjne indukujg odpornos¢ humoralng w zakazonym organizmie (produkcja przeciwciat). Ze
wzgledu na wtasciwosci serologiczne otoczki wielu gatunkdw bakterii (np. rzedu Enterobacterales)
nosza nazwe antygenu K (niem. Kapselantigene). Otoczki chronig komérke bakteryjng przed nieko-
rzystnymi czynnikami srodowiska (np. przed wyschnieciem) oraz przed opsonizacjg i fagocytoza
(tzw. opsonofagocytoza), wptywajg na dyfuzje réznych czasteczek chemicznych, zaréwno z komérki,
jak i do niej (np. utrudniajg penetracje niektorych antybiotykdw do komadrek bakterii), biorg takze
udziat w patogenezie bakteryjnych chordb zakaznych (m.in. w poczatkowym etapie procesu koloni-
zacji — adhezji). Sg jednym z wazniejszych czynnikéw zjadliwosci bakterii.

U niektdrych bakterii wokdét komdrki — zamiast otoczki — obecna jest warstwa $luzowa
(Angelin i Kavitha, 2020). Jest to bakteryjny polimer zewnatrzkomorkowy, tworzacy luzng warstwe,
swobodnie przylegajgcq do powierzchni komérki prokariotycznej, tatwo przez nig tracony, czesto
znajdowany w pozywce hodowlanej, w ktérej wzrastajg bakterie.

Istniejg tez bakterie, ktdre — zamiast otoczki bakteryjnej lub warstwy Sluzowej — dysponuja
glikokaliksem, bedacym siecig bakteryjnych zewngtrzkomdrkowych polimeréow cukrowych
(Ouwerkerkiin., 2013).

Niektére bakterie mogg tworzyé endospory (spory, przetrwalniki). Sg to formy przetrwalne
(spoczynkowe), wytwarzane w niekorzystnych warunkach srodowiska, jak np. brak wody czy sub-
stancji odzywczych (Cutting i Ricca, 2014). Jedna komodrka bakteryjna wytwarza tylko jedng endo-
spore, ktéra u bakterii roznych rodzajow, a nawet gatunkéw, zajmuje rézne potozenie w komorce
(centralne, biegunowe lub podbiegunowe) i ma srednice mniejszg lub wiekszg od dtugosci przekroju
poprzecznego komorki bakteryjnej, w jakiej jest tworzona — wszystko to jest wazne w procesie
mikroskopowej identyfikacji mikroorganizmu. Proces wytwarzania endospor nosi nazwe sporulacji,
a ich kietkowanie w sprzyjajacych warunkach srodowiska nazwano germinacja. Do bakterii sporujga-
cych zalicza sie Gram-dodatnie laseczki z rodzajéw Bacillus, Clostridium i Clostridioides.

Niektdre bakterie biorg aktywny udziat w tworzeniu biofilmu, ztozonej struktury zbudowanej
z wielu komdrek bakteryjnych, czesto réznych rodzajéw i gatunkow, zawieszonych w warstwie sub-
stancji organicznych i nieorganicznych pochodzenia bakteryjnego, wykazujgcej adhezje zaréwno do
powierzchni biologicznych, jak i abiotycznych (Tolker-Nielsen, 2015). Do bakterii tworzgcych biofilm
nalezg m.in. Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Acinetobacter baumannii. Sygnalizator zageszczenia (ang. quorum sensing, QS) to mecha-
nizm komunikacji komérka—komadrka, ktéry synchronizuje ekspresje genéw w odpowiedzi na ge-
sto$¢ komorek populacji (Solano i in., 2014). Rozwdéj biofilmu i udziat sygnalizatora zageszczenia sg
ze sobg scisle powigzane, wptywajg na wytwarzanie przez bakterie czynnikéw wirulenciji.

Niektére bakterie sg w stanie gromadzi¢ w swojej cytoplazmie materiaty zapasowe w postaci
np. ziarenek wolnej siarki, skrobi, lipidéw, ziarnistosci wolutyny (czyli polimeru metafosforanu —
u Corynebacterium diphtheriae) (Morton i Francisco, 1942).
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Podziat komorki bakteryjnej

Bakterie rozmnazajg sie poprzez prosty podziat komodrki, w wyniku ktérego powstaje kolejna ko-
marka bakteryjna (Harry i in., 2006). Jest ona genetycznie identyczna z komdrkg macierzystg. Pod-
czas podziatu komdrki prokariotycznej chromosom bakteryjny ulega replikacji. Nastepnie sciana
komdrkowa i btona cytoplazmatyczna rosng do wnetrza i tak tworzg $ciane poprzeczng (tac.
septum), co rozdziela materiat genetyczny i dzieli komdrke bakterii na dwie potomne (Reyes-
Lamothe i Sherratt, 2019). Czestotliwos¢ podziatéw komdrkowych jest rézna, zalezy od gatunku bak-
terii oraz od warunkdéw panujgcych w srodowisku, zwykle wynosi srednio 30—60 minut (Bergtrom,
2021). Komorki bakterii z gatunku Escherichia coli mogg dzieli¢ sie w bardzo krotkim czasie, nawet
w ciggu 20 minut (Dewachter iin., 2018). Dla porédwnania czas generacji réznych gatunkéw pratkéw
jest zawsze dtuzszy niz w przypadku modelowej bakterii Escherichia coli. Przyktadowo czynnik etio-
logiczny gruzlicy, Mycobacterium tuberculosis, to wolno rosngcy pratek, ktérego czas podziatu wy-
nosi 18-24 godziny, z kolei Mycobacterium leprae, pratek tradu, podwaja sie zaledwie raz na 14 dni
i miedzy innymi z tego powodu nie moze by¢ hodowany w warunkach in vitro (Logsdon i Aldridge,
2018).
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Wprowadzenie

Zgodnie z postulatami Roberta Kocha czysta hodowla bakteryjna jest podstawg wszelkich badan
nad chorobami bakteryjnymi (Koch, 1932). I1zolacja kolonii bakteryjnych umozliwia zaprojektowanie
modeli eksperymentalnych do analizy zjadliwosci prokariontéw i spetnienia kryteriéw Kocha, a tym
samym ustanawia powigzanie miedzy tymi mikroorganizmami a chorobg zakazng. Ponadto czysta
hodowla bakteryjna pozwala na badanie wrazliwosci bakterii na antybiotyki i chemioterapeutyki
i jest pierwszym krokiem w procesie ustalania zalecen dotyczgcych skutecznego leczenia. Uzyskanie
czystej hodowli bakteryjnej jest niezbedne do sekwencjonowania genomu bakterii (Fournier i in.,
2007) i badan proteomicznych w celu wyrdznienia okreslonych biatek i analizy ich antygenowosci
technikami immunoproteomicznymi — ostatecznie utatwia to produkcje tych biatek, ktére wykorzy-
stuje sie nastepnie jako antygeny podczas projektowania i wytwarzania diagnostycznych testow
serologicznych (Fournier i in., 2013). Wreszcie, czysta kultura bakteryjna stwarza mozliwos$¢ trans-
formacji bakteryjnego materiatu genetycznego poprzez dodawanie lub usuwanie genéw w celu ana-
lizy genetycznych podstaw zjadliwosci i lekoopornosci oraz potencjatu inwazyjnego mikroorga-
nizmow.

Hodowla bakterii na podtozach bakteriologicznych jest uznawana za ,,ztoty standard” w diagno-
styce bakteriologicznej. Umozliwia m.in. wstepng identyfikacje bakterii poprzez okreslenie ich wta-
Sciwosci biochemicznych, jak réwniez oznaczenie lekowrazliwosci izolatdw. Stanowi takze zrédto
materiatu do badan molekularnych. Aby hodowla spetniata swoje zadanie, podtoza bakteriologiczne
nalezy dobra¢ odpowiednio do wymagan patogendw obecnych w badanym materiale poprzez za-
pewnienie im optymalnych warunkdéw wzrostu. Hodowle bakterii obligatoryjnie wewnatrzkomér-
kowych, ktérym tradycyjne podtoza bakteriologiczne nie sg w stanie zapewni¢ wtasciwych warun-
kéw rozwoju, sg prowadzone w hodowlach komdrkowych. Do tej grupy zaliczajg sie np. bakterie
z rodzaju Chlamydia (De Puysseleyr i in., 2017; MeSstrovic i in., 2019) i Rickettsia (Tello-Martin i in.,
2018).

W rozdziale oméwiono warunki i podtoza bakteriologiczne niezbedne do uzyskania hodowli
bakteryjnej oraz podstawy mikroskopowej identyfikacji prokariontéw.

Warunki niezbedne do uzyskania hodowli bakteryjnej

Aby uzyskaé wzrost bakterii w postaci hodowli bakteryjnej, nalezy stworzy¢ do tego warunki, czyli
dostarczy¢ mikroorganizmom odpowiednich sktadnikdw wzrostowych, makroelementéw i mikro-
elementdow oraz zadbac o optymalne pH, temperature, sktad atmosfery gazowej i wilgotnosé sro-
dowiska, w ktérym odbywa sie proces hodowli drobnoustrojow. Wymagania gazowe bakterii oraz
ich podstawowe wymagania wzrostowe (w tym znaczenie pH i temperatury otoczenia) omoéwiono
w poprzednim rozdziale monografii (Rozdziat I: Klasyfikacja, budowa i rozmnazanie bakterii).

Podtoza bakteriologiczne

Do hodowli bakterii w warunkach laboratoryjnych wykorzystuje sie podtoza (pozywki) bakteriolo-
giczne. Drobnoustroje hoduje sie w podtozach ptynnych (w probéwkach lub kolbach Erlenmayera)
lub na statych pozywkach — na ptytkach (szalkach) Petriego lub w probdwkach (podtoze state w pro-
bowce moze miec postac skosu badz stupka).

Hodowanie na pozywkach pozwala na wyodrebnienie prokariontéw, ich namnozenie i zbada-
nie cech morfologicznych, fizjologicznych, biochemicznych i serologicznych. Wiele bakterii wyrasta
na sztucznych podtozach, jednak dla niektérych nie opracowano jak dotad optymalnej pozywki, np.
Treponema pallidum (Cox, 1994) i Mycobacterium leprae (Reibel i in., 2015) — uzyskanie ich wzrostu
w warunkach laboratoryjnych, poza organizmem gospodarza, wiasciwie nie jest mozliwe.

Nie ma uniwersalnej pozywki umozliwiajgcej wzrost wszystkich bakterii (Lagier i in., 2015).
Pewne gatunki nie sg zdolne do wzrostu, jesli nie dostarczymy im gotowych zwigzkéw chemicznych,

27



ktore nazywamy czynnikami wzrostowymi. Nalezg do nich witaminy, szczegélnie z grupy B, za-
sady purynowe i pirymidynowe, a takze niekiedy cholesterol, hem, hemina, NAD i nienasycone
kwasy ttuszczowe.

Pozywki stosowane do namnazania drobnoustrojow powinny zawierac¢ niezbedne skfadniki po-
karmowe, mie¢ odpowiednig wilgotnosé, pH, cisnienie osmotyczne, muszg tez by¢ jatowe (sterylne).

Ze wzgledu na konsystencje pozywki bakteriologiczne dzieli sie na ptynne, pétptynne i state.
Agar to uniwersalny, stosowany powszechnie w mikrobiologii czynnik zestalajacy pozywki, uzyski-
wany z morskich krasnorostéw (Lee i in., 2017), ktéry rozpuszcza sie w wodzie na gorgco w temp.
100°C, tezeje zas w temp. 45°C. Podtoza ptynne, np. bulion odzywczy, stuzg gtdwnie do namnazania
drobnoustrojéw, nie zawierajg agaru. Stezenie agaru w podtozach poétptynnych i statych wynosi od-
powiednio: 0,1-0,7% oraz 1,5-2%. Podtoza pétptynne stuzg do namnazania drobnoustrojow
0 mniejszym zapotrzebowaniu na tlen, a takze do badania ruchu bakterii. Pozywki state sg wykorzy-
stywane do namnazania i réznicowania drobnoustrojéw.

Ze wzgledu na sktad chemiczny podtoza bakteriologiczne podzielono na syntetyczne i zto-
zone. Pozywki syntetyczne zawierajg Scisle zdefiniowane syntetyczne zwigzki organiczne i nieorga-
niczne, podczas gdy pozywki ztozone (kompleksowe) zawierajg dodatkowo surowce pochodzenia
naturalnego (ekstrakty miesne, hydrolizaty kwasne i enzymatyczne biatek itp.), ktdrych sktad nie jest
doktadnie okreslony.

Ze wzgledu na zastosowanie wsrdd pozywek bakteriologicznych wyrdznia sie nastepujgce
podtoza:

e podtoza proste (podstawowe), stosowane do hodowli drobnoustrojow o niewielkich wyma-

ganiach pokarmowych, zaliczamy tu np. bulion odzywczy i agar odzywczy;

e podtoza wzbogacone, jak np. podtoze krwawe czy podtoze czekoladowe, ktére wykorzystuje
sie do hodowli drobnoustrojéw o znacznych wymaganiach odzywczych; jako substancje
wzbogacajgce stosuje sie m.in. krew, surowice, ptyny wysiekowe, wycigg watrobowy,
mleko, zéttka jaj;

e pozywki wybidrcze, ktére hamujg wzrost bakterii innych niz poszukiwane. Przyktadem pod-
toza wybidrczego jest Thayer-Martin Agar, jak réwniez zmodyfikowana wersja tego
podtoza — MTM (ang. modified Thayer-Martin medium) (Bonin i in., 1984). Inng pozywka
wybidrczg jest selektywne podfoze czekoladowe z dodatkiem czterech antybiotykéw
(wankomycyny, kolistyny, nystatyny i trimetoprimu), stuzgce do izolacji patogennych
gatunkéw bakterii z rodzaju Neisseria (Meyer i Buder, 2020);

e pozywkirdznicujgce pozwalajgce na okreslenie swoistych cech biochemicznych bakterii. Ta-
kim podtozem jest np. MacConkey Agar (Macconkey, 1905, 1908), ktory umozliwia wzrost
wielu bakterii Gram-ujemnych i réznicuje je na laktozo-dodatnie i laktozo-ujemne na pod-
stawie ich zdolnosci do rozktadu laktozy;

e podtoza do hodowli bakterii beztlenowych — sg pozywkami wzbogaconymi, w ich sktad
dodatkowo wchodzg substancje redukujgce tlen czgsteczkowy, umozliwia to wzrost
drobnoustrojéw scisle beztlenowych; Agar Schaedlera (Schaedler i in., 1965) i podtoze tio-
glikolanowe sg przyktadami podtozy do hodowli bakterii beztlenowych (Claros i in., 1995);

e podtoza transportowe — podtoza minimalne (podstawowe), ktérych zadaniem jest utrzyma-
nie zywotnosci drobnoustrojow w czasie transportu, nie pozwalajg one jednak na ich
namnozenie. Uzywane sg do przewozenia prébek materiatu klinicznego i szczepéw drobno-
ustrojow do laboratorium;

e podtoza transportowo-wzrostowe — stosuje sie je do namnazania drobnoustrojéw podczas
przechowywania, transportu i inkubacji materiatu klinicznego (np. podtoza do hodowli bak-
terii z krwi i ptyndw jam ciata);

e pozywki do badania lekowrazliwosci drobnoustrojéw — to podtoza wystandaryzowane, za-
lecane do oznaczania wrazliwosci bakterii na antybiotyki metoda dyfuzyjno-krgzkowsg i me-
todg z uzyciem paska z gradientem stezen leku (E-test). Sg to np. Mueller-Hinton Agar,
Mueller-Hinton Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej, Mueller-Hinton Agar z dodatkiem 5%
krwi konskie;j.
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Najwazniejsze podtoza bakteriologiczne scharakteryzowano w Tabelach 1, 2 i 3.

Tabela 1. Wybrane podtoza state na skosach (Szewczyk, 2019; Tille, 2017).

Nazwa Rodzaj Zastosowanie Istotne sktadniki Wskaznik Efekt

barwny
Podtoze wybidrczo- do hodowli pratkow asparagina, brak wzrost kolonii pratkéw
Loewensteina—Jensena namnazajace (Mycobacterium spp.) glicerol,

maka ziemniaczana,
masa jajowa,
zielen malachitowa (hamuje wzrost

bakterii innych niz pratki)

Podtoze Loefflera wzbogacone do hodowli bakterii bulion wzbogacony, brak maczugowce wyrastajg na
0 znacznych wymaganiach glukoza, tej pozywce szybciej niz
pokarmowych, surowica korska inne bakterie i wytwarzaja
np. maczugowcow duze ilosci ziaren wolutyny

(Corynebacterium spp.)
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Tabela 2. Wybrane podtoza ptynne (Szewczyk, 2019; Tille, 2017).

Nazwa Rodzaj Zastosowanie Istotne sktadniki Wskaznik barwny Efekt

Bulion z cukrem namnazajace do namnazania bakterii bulion, brak namnazanie bakterii
glukoza

Bulion tryptozowo- namnazajgce do namnazania bakterii bulion sojowy, brak namnazanie bakterii

sojowy (ang. tryptic soy tryptaza

broth, TSB)

Podtoze tioglikolanowe wzbogacone zapewnia wzrost bakterii  bulion, rezazuryna (wskaznik bakterie tlenowe wyrastajg

z rezazuryng

tlenowych, wzglednie
beztlenowych, beztleno-

wych i mikroaerofilnych

tioglikolan sodu obnizajgcy

potencjat oksydo-reduk-

cyjny pozywki

redoks, ktéry w formie utle-
nionej ma barwe rézowa,
a zredukowany odbarwia

sie)

w goérnej warstwie pozywki,
wzglednie beztlenowe

w catej jej objetosci, a beztle-
nowe i mikroaerofilne —

w warstwie dolnej
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Tabela 3. Wybrane podtoza state na ptytkach Petriego (Szewczyk, 2019; Tille, 2017).

Nazwa Rodzaj Zastosowanie Istotne sktadniki Wskatnik Efekt
barwny
Podtoze MacConkeya  wybidrczo- stuzy do izolacji Gram-ujemnych sole zotciowe i fiolet czerwien wskutek zaleznego od rozktadu
réznicujace pateczek rzedu Enterobacterales  krystaliczny (hamujg wzrost obojetna laktozy zakwaszenia $rodowiska
i Gram-ujemnych pateczek bakterii Gram-dodatnich); kolonie bakterii rozktadajacych
niefermentujgcych (z rodzajow laktoza (pozwala na laktoze (np. Escherichia coli)
Pseudomonas, Acinetobacter, réznicowanie pateczek zabarwiajg sie na kolor rézowy,
Stenotrophomonas, laktozo-dodatnich i laktozo- natomiast kolonie pateczek nie
Burkholderia) ujemnych) rozktadajgcych laktozy (np.
z rodzajow Shigella, Proteus,
Salmonella, Pseudomonas) sa
bezbarwne
Podtoze Coccosel wybidrcze stuzy do izolacji i identyfikacji sole z6tciowe, brak podczas wzrostu enterokokdw

(Enterococcosel,
agar z 26fcig
i eskuling —ang. bile

esculine agar, BEA)

enterokokdw (Enterococcus spp.)

eskulina, cytrynian zelaza

(w wersji rozszerzonej: azydek
sodu i kanamycyna, hamujace
wzrost bakterii

Gram-ujemnych)

eskulina rozktadana jest do glukozy
i eskuletyny, ktora dyfunduje do
pozywki i (wigzac sie w kompleks
z cytrynianem zelaza) powoduje jej

zaczernienie
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Tabela 3. Wybrane podtoza state na ptytkach Petriego (cd.)

Podtoze Chapmana wybidrczo- przeznaczone do izolacji 7,5% NaCl (hamuje wzrost czerwien réznicowanie gronkowcow opiera sie
(ang. mannitol salt rdznicujace gronkowcéw bakterii Gram-ujemnych), fenolowa na zdolnosci fermentacji mannitolu —
agar, MSA) (Staphylococcus spp.) mannitol reakcja powoduje zakwaszenie
i zmiane barwy podtoza w obecnosci
wskaznika pH na z6ttg (np.
Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus)
Agar z krwia wzbogacone przeznaczone dla bakterii 5% krwi baraniej brak pozywka stuzy ocenie typu hemolizy

(podtoze Columbia,

»ptytka krwawa”)

o wiekszych wymaganiach

pokarmowych

odwtdknionej

(alfa — przeksztatcenie hemoglobiny
w methemoglobine, widoczna strefa
zazielenienia wokot kolonii;

beta — catkowity rozktad
hemoglobiny, widoczne zazétcenie,
przejasnienie wokdt kolonii;

gamma — brak hemolizy)
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Warunkiem koniecznym do zainicjowania okreslonej hodowli bakterii jest jatowo$¢ podtoza.
Oznacza to, ze gotowa do uzycia pozywka musi byé pozbawiona jakichkolwiek mikroorganizmoéw,
bez wzgledu na ich forme (wegetatywng czy przetrwalng). Jatowe podtoze mozna uzyskaé poprzez
poddanie go procesowi sterylizacji — zagadnieniu temu poswiecono jeden z kolejnych rozdziatéw
monografii (Rozdziat IV: Metody zwalczania drobnoustrojow — dezynfekcja i sterylizacja).

Preparaty mikroskopowe bezposrednie i posrednie

Wyrdzniamy dwa gtéwne typy metod badawczych, umozliwiajacych wykrycie obecnosci drobno-
ustrojow i dokonanie ich wstepnej charakterystyki za pomocg mikroskopu: preparaty
bezposrednie (z pobranego materiatu klinicznego) oraz preparaty posrednie (z hodowli w pod-
tozu ptynnym lub na podtozu statym). Zaréwno preparaty bezposrednie, jak i posrednie mogg —
w celach diagnostycznych — zosta¢ wybarwione lub nie.

Metoda badawcza, umozliwiajgca ocene preparatu niewybarwionego, nie jest skomplikowana:
polega na wykonaniu preparatu mikroskopowego przez bezposrednie zawieszenie probki materiatu
badanego w wodzie lub soli fizjologicznej (jest to tzw. preparat przyzyciowy, natywny) lub w 10-pro-
centowym roztworze KOH (by — poprzez rozpuszczenie — wyeliminowac towarzyszacy materiat biat-
kowy). Taki preparat mozna oglada¢ w mikroskopie z jasnym lub ciemnym polem widzenia badz
w mikroskopie kontrastowo-fazowym.

Natomiast przed wykonaniem preparatu barwionego rozmaz odpowiednio wykonany na
szkietku mikroskopowym musi by¢ najpierw wysuszony w temperaturze pokojowej, a nastepnie
utrwalony. Dopiero wtedy preparat jest gotowy do barwienia z zastosowaniem barwnikdéw réznicu-

jacych.

Utrwalanie i barwienie preparatéw mikroskopowych

Utrwalanie preparatow mikroskopowych zawierajgcych mikroorganizmy polega na zabiciu
drobnoustrojéw i przytwierdzeniu ich do powierzchni szkietka podstawowego. Celem utrwalania
jest utatwienie barwnikom stosowanym podczas barwienia penetracji $ciany komaérkowej i wniknie-
cia do wnetrza komdrki prokariotycznej oraz odstoniecie w $cianie komdérkowej zwigzkdéw, z ktérymi
barwniki te sie zwigza.

Wyrdzniamy dwie metody utrwalania — termiczng i chemiczng. Metoda termiczna polega na
trzykrotnym przeciggnieciu szkietka podstawowego (z wysuszonym wczesniej w temperaturze po-
kojowej rozmazem mikroorganizmow) w ptomieniu palnika. Taki preparat mikroskopowy moze juz
by¢ poddany barwieniu. W metodzie chemicznej na wysuszony w temperaturze pokojowej rozmaz
mikroorganizmoéw nanosi sie odpowiedni odczynnik chemiczny (np. formaline, alkohol lub eter). Po
kilku minutach preparat wysycha i rowniez jest gotowy do barwienia.

Barwienie mikroorganizmow polega na wniknieciu zastosowanego barwnika do wnetrza ich
komodrek i utworzeniu barwnego kompleksu ze $ciang komdrkowsa, komponentami cytoplazmy lub
wewnatrzkomoérkowymi strukturami komorkowymi. Proces ma na celu ufatwienie obserwacji cech
morfologicznych i diagnostycznych komaérek drobnoustrojoéw, np. ich ksztattu, wielkosci, utozenia,
wystepowania rzesek i ich rozmieszczenia, obecnosci otoczek, a takze sposobu rozmnazania oraz
tworzenia i rozmieszczenia endospor w komérce.

W barwieniu prostym (monochromatycznym, jednobarwnym) stosuje sie jeden barwnik —
najczesciej do wizualizacji komérek mikroorganizmoéw (barwienie pozytywne). Mozna réwniez za-
barwi¢ samo tto preparatu (barwienie negatywne — w tym przypadku niewybarwione komorki
mikroorganizmow bedg widoczne na wybarwionym tle).

W barwieniu ztozonym (polichromatycznym, wielobarwnym) uzywa sie sie przynajmniej
dwéch barwnikéw, w scisle okreslonej kolejnosci.



Reasumujac, ze wzgledu na ztozonos¢ technik barwienia preparatéw mikroskopowych metody
barwienia mozemy podzieli¢ zaleznie od ilo$ci zastosowanych barwnikdw. W metodzie prostej
wszystkie komérki mikroorganizmoéw wybarwiajg sie na ten sam kolor (stosuje sie jeden barwnik),
podczas gdy w metodzie ztozonej, bedacej barwieniem rdznicujgcym, uzywa sie minimum dwdch
barwnikéw w celu zabarwienia komdrek odmiennych pod wzgledem budowy morfologicznej na
rézne kolory (np. barwienie Grama) lub wybranych struktur organizmoéw prokariotycznych — np.
endospor w komadrkach (barwienie Schaeffer—Fultona) (Moyes i in., 2009a; Schaeffer i Fulton, 1933).

W zaleznosci od celu badania metody barwienia preparatéw mikroskopowych podzielono osta-
tecznie na pozytywne, negatywne i pozytywno-negatywne.

Pozytywne metody barwienia nalezg do najczesciej wykorzystywanych w bakteriologii. Me-
toda ta polega na zabarwieniu barwnikiem zasadowym utrwalonego preparatu mikroskopowego,
w nastepstwie czego komorki bakteryjne sg zabarwione, a tto preparatu pozostaje niewybarwione.
Siega sie tu po nastepujgce zasadowe (anilinowe) barwniki chemiczne: btekit metylenowy, zielen
malachitowy, zielei brylantowa, fuksyne zasadowg, safranine, czerwienn obojetng, fiolet krysta-
liczny. Zasadowe barwniki wykazujg silne powinowactwo do kwasnej cytoplazmy mikroorganizmow,
tworzac z jej komponentami trwate, barwne kompleksy.

W barwieniu negatywnym komorki drobnoustrojow pozostajg niewybarwione, jednak sg
widoczne na ciemnym tle, wybarwionym kontrastowo kwasnym barwnikiem. Metoda polega na za-
barwieniu tta nieutrwalonego preparatu z zastosowaniem jednego barwnika — w ten sposdéb po-
wstaje kontrast pomiedzy wybarwionym ttem i bezbarwng komodrka. W barwieniu negatywnym
zastosowanie znalazty kwasowe (kationowe) barwniki chemiczne (np. eozyna, fuksyna kwasna, czer-
wien Kongo, nigrozyna, Kolargol, tusz chinski) (Moyes i in., 2009b).

Barwienie pozytywno-negatywne najczesciej wykorzystuje sie do uwidocznienia otoczek
bakteryjnych. W wyniku zastosowania tej techniki otoczki pozostajg bezbarwne w kontrascie do za-
barwionego tta preparatu mikroskopowego i samej komérki bakteryjnej. Barwienie pozytyw-
no-negatywne to potgczenie pozytywnej i negatywnej metody barwienia (Beishir, 1996; Leboffe
i Burton, 2002).

Do podstawowych metod barwienia wykorzystywanych w bakteriologii naleza:

e barwienie metodg Grama,

e barwienie metoda Ziehla—Neelsena,
e barwienie metoda Neissera,

e barwienie metodg Schaeffer—Fultona.

Szczegdtowe procedury barwienia preparatow mikroskopowych wymienionymi metodami
moga sie nieznacznie rézni¢ w laboratoriach, co wynika z zalecen réznorodnych producentdw zesta-
wow barwnikdéw. Réznice najczesciej dotyczg czasdw inkubacji preparatu z poszczegdlnymi odczyn-
nikami chemicznymi. Zasada danej metody i zastosowane w niej barwniki podstawowe nie ulegaja
zmianie.

BARWIENIE METODA GRAMA

Jest to jedna z najstarszych i najwazniejszych technik barwienia w mikrobiologii. Swojg nazwe za-
wdziecza dunskiemu bakteriologowi, Hansowi Christianowi Gramowi, ktéry jako pierwszy zastoso-
wat jg w 1884 roku, gtéwnie w celu identyfikacji bakterii powodujgcych zapalenie ptuc (Moyesiiin.,
2009a).

Barwienie obejmuje uzycie fioletu krystalicznego jako barwnika podstawowego oraz safraniny
(lub fuksyny zasadowej) jako barwnika kontrastowego. Mikroorganizmy, ktére zachowujg kolor
podstawowy i wydajg sie fioletowe pod mikroskopem, okreéla sie terminem bakterii
Gram-dodatnich. Natomiast bakterie, ktére nie przyjmujg koloru barwnika podstawowego
(tj. fioletowego), a zamiast tego absorbujg barwnik kontrastowy i pod mikroskopem wygladajg na
rozowe, to bakterie Gram-ujemne (Moyes i in., 2009a). Procedure barwienia preparatow
mikroskopowych metodg Grama omoéwiono w poprzednim rozdziale monografii (Rozdziat I
Klasyfikacja, budowa i rozmnazanie bakterii).
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BARWIENIE METODA ZIEHL—NEELSENA

Barwienie umozliwia wykrycie tzw. bakterii kwasoopornych, tj. Mycobacterium spp., Nocardia
spp., Rhodococcus spp., niewrazliwych na dziatanie kwaséw, alkoholi i zasad (Reynolds i in., 2009).
W metodzie tej wykorzystywane sg nastepujgce odczynniki: barwnik podstawowy — roztwoér fuksyny
karbolowej, odbarwiacz — zakwaszony alkohol, np. etanol, z dodatkiem 3-procentowego HCI, barw-
nik kontrastowy — btekit metylenowy (Van Deun i in., 2008).

Barwienie metodg Ziehl-Neelsena przeprowadza sie nastepujaco:

e Utrwalony na szkietku podstawowym preparat mikroskopowy nalezy zalaé roztworem fuk-
syny karbolowej i podgrzac¢ od dotu szkietka w ptomieniu palnika do momentu pojawienia
sie pary. Czynnosc¢ nalezy powtdrzy¢ jeszcze dwukrotnie.

o Nastepnie preparat trzeba sptukaé wodg i zala¢ odbarwiaczem, pozostawié¢ do catkowitego
odbarwienia na ok. 1 min.

e Po sptukaniu alkoholu wodg preparat trzeba zala¢ btekitem metylenowym i pozostawi¢ na
2 min.

e Preparat, po sptukaniu ostatniego barwnika i osuszeniu, jest gotowy do oglagdania w mikro-
skopie swietlnym.

Bakterie kwasooporne sg zabarwione na czerwono lub rézowo, a pozostate sktadniki preparatu —na
niebiesko.

Obecnie w wielu laboratoriach, wykorzystuje sie zmodyfikowane techniki oparte na metodzie
Ziehl-Neelsena. Najczesciej stosowang jest metoda Kinyouna, w ktérej wyeliminowano koniecznosé
podgrzewania utrwalonego preparatu mikroskopowego ze wzgledu na fakt, ze w tej modyfikacji jest
on eksponowany na zwiekszone —w poréwnaniu z klasyczng metodga Ziehl-Neelsena — stezenie fuk-
syny karbolowej (Aubert, 1950). Natomiast metoda wykorzystujgca fluorochromy, auramine i roda-
mine umozliwia zdecydowanie szybszg analize wielu pdl widzenia w preparacie mikroskopowym
(Truantiin., 1962). Wymaga ona jednak zastosowania mikroskopu fluorescencyjnego i — ze wzgledu
na koszty odczynnikéw i aparatury — nie jest w diagnostyce powszechnie stosowana. Metoda Ziehl-
Neelsena stanowi podstawe diagnostyki zakazen wywotywanych przez bakterie kwasooporne.

BARWIENIE METODA NEISSERA

Barwienie, dzieki zastosowaniu zakwaszonych barwnikéw, pozwala wykry¢ obecnos$¢ wolutynowych
(polifosforanowych) ziarnisto$ci zapasowych (Widra, 1959). Ziarnistosci te, zwane ciatkami
Ernsta—Babesa, charakteryzujg niektére gatunki maczugowcdw, czyli bakterii z rodzaju Coryne-
bacterium. W metodzie wykorzystywane sg nastepujgce odczynniki: barwnik Neissera | (roztwér
btekitu metylenowego), barwnik Neissera Il (roztwér fioletu krystalicznego), roztwér chryzoidyny.
Barwienie metodg Neissera odbywa sie nastepujgco:
e Utrwalony na szkietku podstawowym preparat mikroskopowy nalezy zala¢ swiezo przygo-
towang mieszaning barwnikéw Neissera | i Neissera Il w stosunku 2:1 i barwié przez 5 minut.
e Nastepnie mieszanine barwnikéw zlewa sie z preparatu (bez sptukiwania wodga), by w kolej-
nym kroku zala¢ go chryzoidyng na ok. 20 sek.
e Ostatni barwnik zlewa sie z preparatu (bez sptukiwania wodg) i osusza przez odcisniecie na
bibule. Tak przygotowany preparat jest gotowy do oglgdania w mikroskopie swietlnym.

ZiarnistosSci wolutynowe wybarwiajg sie na ciemnofioletowo, a reszta komaorki — na zétto.
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BARWIENIE METODA SCHAEFFER—FULTONA

Barwienie stuzy do wykrywania endospor, wystepujacych u bakterii z rodzajéw Bacillus, Clostridium
i Clostridioides. W metodzie wykorzystywane sg nastepujace odczynniki: barwnik podstawowy —
roztwor zieleni malachitowej, barwnik kontrastowy — safranina (Schaeffer i Fulton, 1933).
Barwienie metodg Schaeffer—Fultona odbywa sie nastepujaco:

e Utrwalony na szkietku podstawowym preparat mikroskopowy nalezy zala¢ roztworem
zieleni malachitowej i podgrzewa¢ od dotu szkietka w ptomieniu palnika do momentu
pojawienia sie pary. Czynnos¢ nalezy powtdrzy¢ jeszcze dwukrotnie.

e Nastepnie preparat trzeba sptuka¢ wodg i zala¢ safraning, pozostawi¢ na ok. 40 sekund.

e Preparat, po sptukaniu ostatniego barwnika i osuszeniu, jest gotowy do ogladania w mikro-
skopie swietlnym.

Spory wybarwiajg sie na zielono, natomiast komdrki wegetatywne bakterii zostajg zabarwione na
kolor czerwono-rézowo.

W praktyce stosowana jest czesto rowniez modyfikacja metody Schaeffer—Fultona wedtug
Wirtza—Conklina (Hamouda i in., 2002), w ktérej wydtuzono czas barwienia.
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Wprowadzenie

Wiedza na temat aktualnie dostepnych metod diagnostycznych w mikrobiologii, ich mozliwoSci
i ograniczen, w istotny sposdb wspiera lekarza praktyka w jego codziennej pracy. Znajomos¢ tych
metod w oczywisty sposdb umozliwia ich szersze wykorzystanie (nie stosujemy, jesli nie znamy) oraz
pozwala na poprawne interpretowanie wynikéw badan.

Celem diagnostyki mikrobiologicznej jest identyfikacja czynnika etiologicznego odpowiedzial-
nego za zakazenie i okreslenie jego lekowrazliwosci (jesli to mozliwe), a takze nadzér mikrobiolo-
giczny i epidemiologiczny. Niezbedne jest do tego zastosowanie odpowiednio dobranych metod
diagnostycznych.

Metody diagnostyczne wykorzystywane w mikrobiologii mozemy podzieli¢ ze wzgledu na za-
stosowane techniki (metody klasyczne i metody niehodowlane) lub wykrywane substancje (metody
bezposrednie i metody posrednie).

Metody klasyczne (konwencjonalne) stanowig ztoty standard diagnostyczny i s3 najczesciej
wykorzystywane w bakteriologii (rzadziej w wirusologii). Opierajg sie na hodowli drobnoustrojéw
potgczonej z izolacja, identyfikacjg (barwienia rdznicujagce, metody biochemiczne, biologiczne)
i oceng lekowrazliwosci (metody badania lekowrazliwosci bakterii oméwiono w jednym z kolejnych
rozdziatdw monografii — Rozdziat V: Metody zwalczania bakterii — leki przeciwbakteryjne).

Metody niehodowlane to szereg odczynéw immunologicznych (diagnostyka serologiczna)
i technik z zastosowaniem biologii molekularnej (Miller i in., 2018).

Metody bezposrednie stuzg do wykrycia antygenu lub kwasu nukleinowego patogenu w ma-
teriale klinicznym.

Metody posrednie umozliwiajg ocene odpowiedzi immunologicznej organizmu gospodarza
na drobnoustréj, np. zaréwno poprzez wykrycie przeciwciat odpornosciowych i ocene ich poziomu
w surowicy krwi lub badanie aktywnosci mechanizméw odpowiedzi komdrkowej. Interpretacja wy-
nikéw (czesto niejednoznacznych) uzyskanych metodami posrednimi bywa trudna. Do metod po-
Srednich zalicza sie réwniez proby biologiczne na zwierzetach (dzis$ stosowane bardzo rzadko).

W rozdziale oméwiono zasady i zastosowanie mikroskopii oraz identyfikacji biochemicznej,
molekularnej i serologicznej w mikrobiologicznym toku diagnostycznym. Przedstawiono szereg do-
stepnych na dzien dzisiejszy metod diagnostycznych, wykorzystywanych w mikrobiologii. Trzeba
pamietad, ze wybér odpowiednich testdw powinien by¢ uzalezniony od rodzaju materiatu klinicz-
nego, rodzaju wykrywanego drobnoustroju, jego spodziewanej ilosci w materiale klinicznym, jak
rowniez od tego, co wiemy o pacjencie, od ktérego pobrany zostat materiat (choroby wspétistnie-
jace, stosowane leki etc.). Nalezy uwzgledni¢ rekomendacje i wytyczne dotyczace diagnostyki labo-
ratoryjnej oraz mozliwosci techniczne laboratorium i doswiadczenie jednostki badawcze;j.

W tym miejscu warto przypomniec jedno z najwazniejszych przestan Europejskiego Dnia Wie-
dzy o Antybiotykach skierowanych do pracownikdéw stuzby zdrowia w szpitalach i innych placéwkach
opieki zdrowotnej: zastosowanie odpowiednich technik diagnostycznych i umiejetna interpretacja
wynikéw badan pozwalajg na szybkie wprowadzenie witasciwego leczenia, co przyczynia sie do
znacznej redukcji kosztodw i poprawy jakosci opieki zdrowotnej (Najwazniejsze przestania ogdine,
2021). Konkluzja ta przewija sie w wielu publikacjach dotyczacych diagnostyki zakazen (Caliendo
iin., 2013; Dixon i in., 2015; Drobniewski i in., 2015; Mizusawa i Carroll, 2020) .

Niezaleznie od zastosowanych metod diagnostycznych i ich zalet znamienny wptyw na wynik
badania ma szereg czynnikdw przedlaboratoryjnych, tj. moment i sposdb pobrania prébki, jej trans-
port czy przechowywanie. W wyniku bteddéw przedlaboratoryjnych moze dojsé¢ do uzyskania wyni-
kéw fatszywie dodatnich lub fatszywie ujemnych. Aby tego unikng¢, bardzo wazna jest rzetelna
edukacja personelu medycznego pobierajgcego materiat kliniczny.
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Metody mikroskopowe

Drobnoustroje, z uwagi na swoje bardzo mate rozmiary, sg niewidoczne gotym okiem, dlatego do
ich obserwacji wykorzystuje sie metody optyczne, umozliwiajgce uzyskanie odpowiedniego powiek-
szenia. Rozwaj technik mikroskopowych oraz ich zastosowanie przyczynity sie do zrozumienia wielu
zjawisk, w ktorych mikroorganizmy odgrywajg zasadniczg role.

Gtéwnym celem mikroskopowania jest potwierdzenie obecnosci drobnoustroju w badanym
materiale i zaplanowanie dalszych etapéw procesu jego identyfikacji. Dzieki metodzie mikroskopo-
wej mozliwe jest ustalenie morfologii drobnoustroju (jego wielkosci, ksztattu, budowy), a takze
zidentyfikowanie charakterystycznych, swoistych antygendw.

Obecnie w mikrobiologii powszechnie wykorzystuje sie szes¢ gtéwnych technik mikroskopo-
wych. Omdéwiono je w Tabeli 1.

Tabela 1. Metody mikroskopowe i ich zastosowanie w mikrobiologii (Baj, 2018; Parker i in., 2016).

Metoda Zastosowanie metody Zdolnos¢
mikroskopowa rozdzielcza
mikroskopu
Swietlna obserwacja preparatéw przyzyciowych (natywnych) 200 nm
(jasnego pola) niewybarwionych
obserwacja preparatéw utrwalonych wybarwionych
obserwacja zywych lub zabitych komérek bakterii (> 105/ml
materiatu)
ocena morfologii bakterii (wielkos¢, ksztatt, uktad)
Ciemnego pola obserwacja preparatéw przyzyciowych (natywnych) 200 nm
niewybarwionych
obserwacja zywych, wyjatkowo cienkich, komérek bakterii
obserwacja ruchu bakterii
Kontrastowo obserwacja zywych niewybarwionych komérek bakterii, obiektéw <200 nm
-fazowa prawie przezroczystych
obserwacja tréjwymiarowego obrazu wewngtrzkomérkowych
struktur bakterii
Fluorescencyjna obserwacja preparatéw utrwalonych wybarwionych 100 nm
obserwacja zabitych komarek bakterii
wykrywanie antygendw drobnoustroju lub swoistych wobec nich
przeciwciat
Konfokalna obserwacja preparatéw przyzyciowych lub utrwalonych <100 nm

wybarwionych
ocena preparatow przestrzennych, tgcznie z budowa wewnetrzng

rejestracja szybkozmiennych proceséw w komérkach, tkankach
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Tabela 1. Metody mikroskopowe i ich zastosowanie w mikrobiologii (cd.)

Elektronowa: e obserwacja preparatow utrwalonych, wybarwionych, grubosci
20,1 um

e obserwacja komdrek i czgstek wiruséw (> 10%/ml badanego ptynu)

skaningowa o ocena tréjwymiarowego obrazu powierzchni badanego obiektu  2—-20 nm

transmisyjna o obserwacja struktur wewnatrzkomérkowych bakterii 0,05-2 nm

MIKROSKOPIA SWIETLNA (JASNEGO POLA)

Jest to najczesciej wykorzystywana w bakteriologii metoda mikroskopowania. Mikroskop swietlny
wyposazony jest w zrédto Swiatta oswietlajgce preparat na stoliku mikroskopu, kondensor przepusz-
czajacy wigzke Swiatta i skupiajacy swiatto na preparacie mikroskopowym, obiektyw wyposazony
w soczewke (soczewka obiektywu) powiekszajgcy obraz preparatu (zaleznie od zastosowanego
obiektywu: 4-100-krotnie; w bakteriologii wykorzystuje sie obiektywy immersyjne — z uzyciem
immersji olejowej — dajace 100-krotne powiekszenie) oraz okular wyposazony w soczewke
(soczewka okularu) powiekszajgcy obraz preparatu (zaleznie od mikroskopu: 10-15-krotnie) (Baj,
2018; Murray i in., 2016; Parker i in., 2016).

Catkowite powiekszenie obrazu w mikroskopie jasnego pola wyraza sie iloczynem powiekszenia
okularu i obiektywu. W celu zwiekszenia rozdzielczosci mikroskopu przy powiekszeniu 1000-krot-
nym obrazu niezbedne jest zastosowanie olejku immersyjnego, ktéry powinien wypetni¢ przestrzen
miedzy preparatem a obiektywem, tak aby promienie $wiatta, po przejsciu przez szkietko z prepa-
ratem mikroskopowym, dostaty sie bezposrednio do soczewki, nie omijaty jej. Umozliwia to wspdt-
czynnik zatamania Swiatta olejku podobny do tego, jaki ma szkto, na ktédrym wykonywane sg
preparaty mikroskopowe.

Mikroskop $wietlny moze by¢ wykorzystywany do obserwacji preparatéw przyzyciowych,
niewybarwionych, jednak w bakteriologii najczesciej stosuje sie preparaty utrwalone, wybarwione
(np. metoda pozytywna czy negatywng). Podstawowe metody barwienia wykorzystywane w bakte-
riologii oméwiono w dwdch poprzednich rozdziatach monografii (Rozdziat I: Klasyfikacja, budowa
i rozmnazanie bakterii; Rozdziat Il: Makroskopowa i mikroskopowa charakterystyka bakterii).
W mikroskopie jasnego pola nie jest mozliwa bezposrednia obserwacja czgstek wirusowych.

MIKROSKOPIA CIEMNEGO POLA

W tej technice mikroskopowania na ciemnym tle obserwujemy jasne, oswietlone bocznie obiekty.
Dzieje sie tak dzieki zastosowaniu specjalnej konstrukcji kondensora, ktdry formuje wigzke sSwiatta
prawie réwnolegle do powierzchni preparatu, co zapobiega przechodzeniu centralnych promieni
Swiatta do soczewki obiektywu przez preparat. Skutkuje to uzyskaniem wiekszej zdolnosci rozdziel-
czej mikroskopu i mozliwoscig obserwacji mniejszych komadrek bakteryjnych, jak réwniez bardzo
cienkich komérek prokariotycznych (np. kretkdéw) i ich ruchu (Baj, 2018; Murray i in., 2016; Parker
iin., 2016). Mikroskopia ciemnego pola nie ma zastosowania w badaniach nad budowg czastek
wirusowych.

MIKROSKOPIA KONTRASTOWO-FAZOWA (ODBICIOWA Z KONTRASTEM FAZOWYM)

Mikroskopia z kontrastem fazowym, dzieki zastosowaniu bardziej ztozonych uktadéw optycznych
(kolektor, przystona aperturowa, dodatkowa soczewka, zwierciadto ptaskie potprzezroczyste, ptytka
fazowa, przestona pierscieniowa), wykorzystuje réznice w przechodzeniu $wiatta przez obiekty prze-
zroczyste o réznym wspotczynniku zatamania Swiatta (charakteryzujgcym struktury o réznej gesto-
$ci) badz grubosci (Baj, 2018; Murray i in., 2016; Parker i in., 2016).

W wyniku naktadania sie i interferencji dwdch rodzajéw swiatta (bezposredniego i dyfrakcyj-
nego) w pfaszczyznie obrazowej obiektywu powstaje obraz fazowo-kontrastowy preparatu.
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Struktury silniej zatamujace $wiatto widziane sg jako ciemniejsze od pozostatych. Tworzy sie trojwy-
miarowy obraz komorki, umozliwiajacy szczegdétowa analize budowy wewnetrznej drobnoustroju.
W mikroskopie kontrastowo-fazowym nie jest mozliwa obserwacja czastek wirusowych.

MIKROSKOPIA FLUORESCENCYJNA

W tej technice mikroskopowej wykorzystuje sie fluorescencje naturalng (autofluorescencje) badz
fluorescencje wzbudzong po wyznakowaniu specyficznymi znacznikami fluorescencyjnymi (fluoro-
chromami, fluoroforami) (Baj, 2018; Murray i in., 2016; Parkeriin., 2016).

Mikroskop fluorescencyjny to mikroskop odbiciowy, wyposazony w intensywne zrédto swiatfa
(np. wysokocisnieniowg lampe rteciowg, halogenowa, ksenonowa), filtry wzbudzajace, zwierciadto
dichroiczne oraz soczewki.

Zadaniem zwierciadta jest skierowa¢ swiatto wzbudzajgce przez obiektyw na badany preparat
mikroskopowy i jednoczesnie w jak najwiekszym stopniu przepuszczaé swiatto fluorescencyjne do
okularu. W odpowiednio skonfigurowanym mikroskopie fluorescencyjnym do obserwatora po-
winno dotrze¢ jedynie $wiatto pochodzace z fluorescencji, obrazujgce wybarwione struktury na
ciemnym tle. To znacznie zwieksza czuto$¢ metody i poprawia kontrast obserwowanych szczegoétow.

Zastosowanie barwnikéw fluorescencyjnych sprzezonych z przeciwciatami monoklonalnymi
umozliwito wysoce swoistg identyfikacje oraz obrazowanie komadrek i struktur subkomadrkowych,
czesto bardzo trudnych lub wrecz niemozliwych do zobrazowania za pomoca klasycznego mikro-
skopu swietlnego. Mikroskopia fluorescencyjna pomaga wykry¢ pojedyncze komoérki bakterii (np.
pratki), czasteczki (np. ciatka wtretowe) lub organelle komérkowe. Wykorzystuje sie takze antygeny
zwigzane z fluorochromami w celu wykrycia swoistych do nich przeciwciat, np. w surowicy pacjenta.
W rutynowej diagnostyce uzywa sie tylko jednego znacznika fluorescencyjnego do wybarwienia jed-
nego preparatu mikroskopowego.

MIKROSKOPIA KONFOKALNA

Zrédtem $wiatta w mikroskopie konfokalnym jest laser, ogniskujacy wiazke $wiatta na pojedynczym
punkcie obserwowanego obiektu (Baj, 2018; Murray i in., 2016; Parker i in., 2016). Zatozeniem mi-
kroskopii konfokalnej, w odrdznieniu od optycznej, jest wyeliminowanie obrazéw pochodzacych
spoza ptaszczyzny ogniskowania. W kazdym obrazie widoczne sg tylko elementy na poziomie danej
warstwy. Obiekty umiejscowione ponizej i powyzej sg niewidoczne. Uzyskany obraz charakteryzuje
sie stabym ttem i ostrymi konturami (lepszy kontrast), co pozwala na zastosowanie wyzszej rozdziel-
czosci (powiekszen). Dodatkowo po zebraniu szeregu przekrojow badanego obiektu z réznych gte-
bokosci mozna otrzymaé obraz warstwowy. Dzieki temu tworzony jest tréjwymiarowy obraz
analizowanego preparatu wraz z jego budowa wewnetrzng, np. tkanki, bez koniecznosci jej krojenia,
czy biofilmu — bez zniszczenia jego struktury przestrzenne;.

Warunkiem uzyskania obrazu w mikroskopie konfokalnym jest zastosowanie jednoczesnie kilku
barwnikéw fluorescencyjnych. Podczas pdzniejszej analizy poszczegdlne obrazy mogg byé na siebie
naktadane (Paszkowski i in., 2016).

MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA

Rozwigzaniem, ktére w mikroskopie elektronowym umozliwito uzyskanie znacznie lepszej rozdziel-
czosci od tej stosowanej w mikroskopie swietlnym czy z kontrastem fazowym, jest promieniowanie
o dtugosci fali krétszej niz dtugos¢ Swiatta widzialnego (Baj, 2018; Murray i in., 2016; Parker i in.,
2016). Taki efekt otrzymuje sie przy wykorzystaniu wigzki elektronowej (zamiast wigzki Swiatta) jako
promieniowania stuzgcego specyficznemu ,,0$wietlaniu” prébki. Do skupienia wigzki elektronowej,
zamiast soczewek szklanych, stosuje sie cewki elektromagnetyczne. W wyniku kontaktu prébki
z wigzka elektronowg powstajg sygnaty w postaci elektronéw i fotonédw w bardzo duzym zakresie
fal — od podczerwieni az do promieniowania rentgenowskiego. Sygnaty pochodzgce z prébki sg zbie-
rane przez ukfad detektoréw i wykorzystywane do obrazowania prébki. Mikroskopia elektronowa
pozwala na charakterystyke sktadu, wtasciwosci i struktury badanej materii.
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W skaningowej mikroskopii elektronowe] (ang. scanning electron microscopy, SEM) preparat
pokrywa sie bardzo cienka warstwg metalu ciezkiego (np. ztotem lub platyng). Wigzka elektronowa
skanuje, linia po linii, wybrany obszar prébki. Detektor rejestruje sygnaty emitowane przez probke
— mierzy liczbe elektrondéw rozproszonych lub odbitych — i traktuje to jako kontrole intensywnosci
kolejnych punktow na obrazie powstajagcym na ekranie kontrolnym. Mikroskop tworzy wyraziste,
tréjwymiarowe, przestrzenne obrazy powierzchni prébki, o duzej gtebi ostrosci i rozdzielczosci
(Kim, 2016).

W transmisyjnej mikroskopii elektronowej (ang. transmission electron microscopy, TEM) przy-
gotowanie probki jest trudne i wymaga zastosowania skomplikowanych procedur. Preparat musi
by¢ niezwykle cienki. Probke umieszcza sie w prézni. Rejestrowane sg sygnaty pochodzace od elek-
tronéw przechodzacych przez badang prébke. Kontrast uzyskuje sie zazwyczaj przez natozenie
barwnikéw, ktére zawierajg metale ciezkie, geste elektronowo. Dzieki réznicom w powinowactwie
elementow struktury komérki do jondw metali ciezkich uzyskuje sie obraz umozliwiajacy szczego-
towa analize budowy wewnetrznej drobnoustroju lub wykrycie czgstek wirusowych. Obraz jest jed-
nak ptaski, dwuwymiarowy (Boudjemaaiiin., 2019).

Odmiang mikroskopii elektronowej jest mikroskopia immunoelektronowa, wykorzystywana do
zlokalizowania antygenu w odpowiednim regionie komadrek, ktdre traktuje sie przeciwciatami mo-
noklonalnymi, kowalencyjnie potgczonymi z metalami ciezkimi. Metal rozprasza elektrony, a obec-
nos¢ zwigzanych przeciwciat jest uwidaczniana w postaci gestej plamy na fotografii.

Diagnostyka biochemiczna

Jednym z podstawowych elementdéw klasycznej diagnostyki mikrobiologicznej jest okreslenie wta-
Sciwosci biochemicznych drobnoustroju. Bada sie wykorzystywane przez bakterie zrédta wegla
i azotu, oznacza aktywnos¢ enzymatyczng mikroorganizmow poprzez wykrywanie koricowych pro-
duktéw metabolizmu okreslonych substratow.

Wiasciwosci biochemiczne, wykorzystywane w procesie identyfikacji bakterii, zostaty przedsta-
wione w Tabeli 2. Ocena innych wtasciwosci biologicznych drobnoustrojéw, tj. obecnos¢ toksyn czy
swoistych antygendw, odpowiednio dobranych dla okreslonych grup bakterii, moze w znaczny spo-
séb utatwié identyfikacje patogendw (Tabela 3).
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Tabela 2. Wtasciwosci biochemiczne wykorzystywane do identyfikacji bakterii (Szewczyk, 2019).

Witasciwosci

Prdba

Oceniane wtasciwosci biochemiczne przez wykrywanie

sacharolityczne

szereg cukrowy

zdolnos¢ rozktadu réznych cukrow w podtozu ptynnym

z czerwienig metylowg

MR (ang. methyl red)

zdolnos¢ fermentacji glukozy w podtozu ptynnym

Vogesa—Proskauera (VP)

zdolnos¢ fermentacji glukozy w podtozu ptynnym

na podtozu

Hugh—-Leifsona

drogi rozktadu cukrow w podtozu ptynnym (tlenowa lub

beztlenowa)

na podtozu MacConkeya

zdolnos¢ rozktadu laktozy na podtozu statym

na podtozu Kliglera

zdolnos¢ rozktadu glukozy i laktozy na podtozu statym

na podtozu SS
(Salmonella, Shigella)

zdolnos¢ rozktadu laktozy na podtozu statym

na podtozu Levine’a

zdolnos¢ rozktadu sacharozy i laktozy na podtozu statym

na podtozu Chapmana

zdolnos¢ rozktadu mannitolu na podtozu statym

zwigzane

z metabolizmem

uptynnianie zelatyny

zdolnos¢ rozktadu zelatyny

zdolnos¢ rozktadu mocznika do amoniaku przez ureaze

azotowym na podtozu Christensena .
w podtozu ptynnym
zdolnos¢ rozktadu aminokwaséw z wytworzeniem
na podtozu Kliglera siarkowodoru na podtozu statym
zdolnos¢ rozktadu aminokwaséw z wytworzeniem
na podtozu S5 siarkowodoru na podfozu statym
zdolnos¢ rozktadu tryptofanu do indolu w podtozu
z odczynnikiem Ehrlicha
ptynnym
zdolnos¢ rozktadu aminokwaséw w warunkach tlenowych
z odczynnikiem Nesslera (deaminacja) z wytworzeniem amoniaku w podtozu
ptynnym
zdolnos¢ rozktadu aminokwaséw w warunkach
na podtozu Falkowa beztlenowych (dekarboksylacja) w podtozu ptynnym
lipolityczne na podfozu z Tween 80 zdolno$¢ wytwarzania lipaz na podtozu statym
utleniajgco- zdolnos$¢ redukcji azotandw do azotynéw w podtozu
. z odczynnikiem Griessa
redukujgce ptynnym
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Tabela 3. Oceniane witasciwosci biologiczne wykorzystywane w identyfikacji bakterii (Szewczyk, 2019).

Identyfikowane

Przyktady Metody diagnostyczne
elementy
Enzymy katalaza e szybkie testy: szkietkowe,
koagulaza lateksowe, paskowe
oksydaza e posiew na podfoze ptynne lub state
fosfataza
Toksyny hemolizyny (cytolizyny) e barwienie preparatu
LPS mikroskopowego
enterotoksyny cieptowrazliwe e hodowla na podtozach
(ang. heat-labile enterotoxin, LT) diagnostycznych
enterotoksyny cieptostate « biologia molekularna
(ang. heat-stable enterotoxin, ST)
Swoiste antygeny 0157 Escherichia coli e badania serologiczne (testy
powierzchniowe A, B, C, Y, W135 Neisseria lateksowe)

meningitidis

Nalezy jednak pamieta¢, ze podstawowym warunkiem oceny wtasciwosci biochemicznych bak-
terii jest uprzednie uzyskanie czystej hodowli drobnoustroju. Wstepna identyfikacja bakterii
wyrastajgcych na podtozach statych polega na makroskopowej ocenie kolonii bakteryjnych (ich wiel-
kosci, ksztattu, koloru). Na tym etapie mozliwa jest ocena pewnych dodatkowych, ale znacznie uta-
twiajgcych identyfikacje, wiasciwosci biochemicznych mikroorganizmow, np. zdolnosci do hemolizy
na podtozu z krwig. Podstawy makroskopowej i mikroskopowej klasyfikacji bakterii oméwiono
w poprzednich rozdziatach monografii (Rozdziat I: Klasyfikacja, budowa i rozmnazanie bakterii; Roz-
dziat Il: Makroskopowa i mikroskopowa charakterystyka bakterii).

Dobdr kolejnych testow do identyfikacji dokonywany jest po mikroskopowej ocenie morfologii
komodrek bakteryjnych w preparacie barwionym metodg Grama (lub inng) i przeprowadzeniu pro-
stych testow biochemicznych (np. oceniajgcych zdolnos$¢ syntezy okreslonych enzymow, jak kata-
laza, oksydaza etc.).

W laboratoriach zajmujacych sie rutynowg diagnostykg mikrobiologiczng préby wymienione
w Tabeli 2 w znacznym stopniu zostaty wtgczone w gotowe, wystandaryzowane zestawy zminiatury-
zowanych testow z wieloma zliofilizowanymi odczynnikami w jednym panelu lub na pasku. Takie
zestawy, przeznaczone dla okreslonej grupy bakterii, umozliwiajg odczyt nawet 20 cech biochemicz-
nych jednoczesnie, co utatwia i skraca proces identyfikacji bakterii. Przyktadem sg systemy API
(ang. analytical profile index) do odczytu manualnego uzyskanych wynikéw (np. API 20 E dla bakterii
z rzedu Enterobacterales lub AP| 20 Staph dla gronkowcéw) oraz panele do odczytéw automatycz-
nych za pomoca wyspecjalizowanych, przeznaczonych do tego urzadzen, np. Phoenix BD, Vitek
BioMérieux (Saffertiin., 2011; Arastehfariin., 2019).
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Diagnostyka serologiczna (immunodiagnostyka)

Niekiedy zastosowanie klasycznych metod diagnostycznych jest zbyt czasochtonne lub wrecz nie-
mozliwe, poniewaz nie wszystkie bakterie dajg sie hodowaé na podtozach sztucznych (np. Trepo-
nema pallidum, Borreliella burgdorferi, Chlamydia spp.). Takze leczenie, wprowadzone przed pobra-
niem materiatu do badan mikrobiologicznych, moze przyczyni¢ sie do uzyskania wyniku fatszywie
ujemnego w hodowli. Wtedy bardzo przydatna okazuje sie diagnostyka serologiczna.

Opiera sie ona na metodach immunologicznych wykorzystujgcych podstawowa reakcje
immunologiczng pomiedzy antygenem irozpoznajgcym go swoistym przeciwciatem, czyli reak-
cje antygen—przeciwciato. Metody serologiczne, powszechnie uzywane w diagnostyce mikrobiolo-
gicznej, wykorzystujg przeciwciata monoklonalne (ang. monoclonal antibody, mAb) skierowane
przeciwko jednej konkretnej determinancie antygenowej, czyli epitopowi. Czasem s3g to przeciw-
ciata poliklonalne, skierowane przeciwko wielu réznym epitopom antygendw drobnoustroju (np.
catym komoérkom bakteryjnym, toksynom wydzielanym zewngtrzkomdrkowo, antygenom po-
wierzchniowym, jak wielocukry otoczkowe, biatka powierzchniowe, wewnatrzkomérkowe ciatka
wtretowe). Wykorzystuje sie rowniez przeciwciata skierowane przeciwko przeciwciatom wytworzo-
nym w organizmie w odpowiedzi na zakazenie (Gotagb i in., 2017).

W pismiennictwie za diagnostyke serologiczng czesto uznaje sie tylko wykrywanie przeciwciat,
natomiast wykrywanie antygendéw jest zaliczane do szeroko pojetej immunodiagnostyki.

Metody serologiczne umozliwiajg wykrycie reakcji antygen—przeciwciato w dwojaki sposdb.
Jest to mozliwe przez bezposrednig obserwacje (gotym okiem lub dzieki odpowiedniemu mikrosko-
powi) okreslonej reakcji. Dotyczy to reakcji precypitacji (precypitacja, immunodyfuzja), aglutynacji
(aglutynacja, hemaglutynacja, hemadsorpcja, odczyn zahamowania hemaglutynacji), lizy erytro-
cytow (odczyn wigzania dopetniacza), zahamowania efektu cytopatycznego w hodowli komdrkowej
(odczyn neutralizacji). Mozna to tez uczyni¢ poprzez zastosowanie odpowiednich znacznikéw, tj.
koloidalnych czgsteczek metali ciezkich (immunochromatografia), fluorescencyjnych (immuno-
fluorescencja, cytometria przeptywowa), enzymatycznych (ELISA, western blotting), radioaktyw-
nych, luminescencyjnych, chemiluminescencyjnych (powszechne w metodach zautomatyzowa-
nych) (Shojaeian i in., 2018).

Metody bezposrednie stuzg zwykle do oceny jakosciowe;j (,jest” lub ,,nie ma”) wykrywanego
parametru, rzadziej potilosSciowe] (przez wyznaczenie miana). Miano to najmniejsze stezenie (naj-
wieksze rozcieniczenie) probki, w ktdrym widoczna jest reakcja miedzy antygenem a swoistym do
niego przeciwciatem.

Metody z zastosowaniem znacznikdw umozliwiajg precyzyjng ocene jakosciowg (immuno-
chromatografia, western blotting), pétilosciowa (miano, immunofluorescencja) lub iloSciowg poszu-
kiwanych antygendw czy przeciwciat, zaleznie od potrzeb (Murray i in., 2016). W laboratoriach
zajmujacych sie rutynowg diagnostyka coraz powszechniej wykorzystuje sie systemy zautomatyzo-
wane (np. VIDAS BioMérieux, Architect Abbott Laboratories), w ktérych oznaczenia sg wykonywane
z zastosowaniem réznorodnych metod immunologicznych.

PRECYPITACIA (ang. precipitation, P)

Reakcja miedzy czgsteczky swoistego przeciwciata i rozpuszczalnego antygenu, zachodzgca w $ro-
dowisku ptynnym. Powstajgce w strefie ekwiwalencji (rdwnowagi stezen obu reagentéw) kom-
pleksy immunologiczne ulegajg wytraceniu w postaci widocznych gotym okiem precypitatéw.

Precypitacja wykorzystywana jest do oznaczen ilosciowych, czyli oceny poziomu przeciwciat
(precypityn) w surowicy pacjenta przez okreslenie miana precypitacyjnego (np. nieswoiste testy
ktaczkujgce w diagnostyce kity: VDRL, ang. veneral disease research laboratory, RPR, ang. unheated
serum reagin) (Solaimalaiiin., 2020), oraz oznaczen jakosciowych, czyli wykrywania antygendw przy
uzyciu wzorcowych przeciwciat (np. test Eleka w diagnostyce btonicy) (Kuklinska i Chodorowska,
2002; Efstratiou i in., 2000), lub wykrywania przeciwciat w surowicach badanych przy uzyciu wzor-
cowego antygenu.
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IMMUNODYFUZIA (ang. immunodiffusion, D)

Jest to reakcja precypitacji zachodzgca w Srodowisku zelowym, oparta na zjawisku dyfuzji czasteczki
antygenu i przeciwciata w zelu (Gotab i in., 2017). Precypitat ma postac linii, tukdw lub pierscienia
precypitacyjnego. Wyrézniamy immunodyfuzje pojedynczg (dyfunduje tylko jeden z reagentow,
zwykle antygen, a drugi z nich, przeciwciato, wystepuje w zelu w jednakowym stezeniu; test stuzy
do ilosciowej oceny antygendw, np. immunodyfuzja radialna) i immunodyfuzje podwdjna (zaréwno
antygeny, jak i przeciwciata dyfundujg w zelu; test pozwala okresli¢, czy badane antygeny zawierajg
identyczne, wspdlne czy tez rdzne epitopy, ocena ta ma charakter jakosciowy).

AGLUTYNACIA (ang. agglutination, A)

Jesli reakcja ta zachodzi bezposrednio pomiedzy swoistymi przeciwciatami a antygenami upostacio-
wanymi, wchodzgcymi w skfad np. otoczek komérek bakteryjnych, erytrocytéw czy innych komérek
ludzkich, to okresla sie jg mianem aglutynacji bezposredniej. Wykorzystywana jest ona m.in. do
identyfikacji Staphylococcus aureus (Essers i Radebold, 1980), Streptococcus grupy A i B (Lennette
i in., 1985), Haemophilus influenzae (Heikkila i in., 1987), diagnostyki duru brzusznego odczynem
Widala (Kuchar i Kacprzak-Bergman, 2004), diagnostyki duru plamistego odczynem Weila—Felixa
(Davis i Parker, 1938). Aglutynacja moze zachodzi¢ rowniez miedzy swoistymi przeciwciatami i anty-
genami rozpuszczalnymi, optaszczonymi na czastkach lateksu — okresdla sie jg wtedy mianem agluty-
nacji posredniej lub lateksowej. Aglutynacja lateksowa znalazta zastosowanie np. w diagnostyce
w kierunku rotawiruséw (Thomas i in., 1994), wirusa rézyczki (Ferraro i in., 1987), wirusa Epsteina—
Barr w mononukleozie zakaznej (Levey i in., 1980).

Komorki czy kulki lateksu z przytgczonymi przeciwciatami (czyli aglutyninami) tworzg prze-
strzenne agregaty, wytrgcajgce sie z roztworu w postaci aglutynatu (strontu). Zaletg metody jest
prostota jej wykonania, szybkos¢ wystgpienia reakcji (kilka minut), tatwos¢ odczytania wyniku i sto-
sunkowo wysoka czutos$é (wykrywa juz ok. 10°-10* pg antygendw w 1 ml). Oznaczenie wykonuje sie
najczesciej na szkietkach mikroskopowych, ptytkach z ciemnego szkta lub specjalnych kartach dotg-
czonych do zestawu diagnostycznego.

Odmiang aglutynacji jest hemaglutynacja (ang. haemagglutination, H), czyli reakcja aglutynacji
czerwonych krwinek. W hemaglutynacji bezposredniej (czynnej) zlepianie erytrocytéw jest wywoty-
wane przez drobnoustroje (wykorzystuje sie to np. w diagnostyce kity). Zjawisko to moze by¢ row-
niez zahamowane (odczyn zahamowania hemaglutynacji, OZHA) dziataniem surowicy zawierajgcej
swoiste przeciwciata, skierowane przeciwko drobnoustrojom zlepiajagcym krwinki czerwone (me-
toda wykorzystywana jest do identyfikacji drobnoustrojow posiadajgcych hemaglutyniny zdolne do
zlepiania erytrocytdw, np. wirusa grypy, wirusa rozyczki, paramyksowirusa) (Killian, 2020).
Hemaglutynacja posrednia (bierna) zachodzi, gdy na erytrocyty optaszczone antygenami zadziatamy
surowicg odpornosciowgq, zawierajgcg swoiste przeciwciata dla antygendw zaadsorbowanych na po-
wierzchni krwinki (metoda ta wykorzystywana jest do oceny miana przeciwciat w surowicy pacjenta,
np. w diagnostyce kity testem TPHA (ang. Treponema pallidum haemagglutination assay, Levchik
iin., 2015).

IMMUNOCHROMATOGRAFIA (ang. immunochromatography, 1C)

W praktyce stosuje sie szybkie testy diagnostyczne, tzw. przytézkowe, pozwalajace w ciggu 15-30
minut potwierdzi¢ obecnos¢ antygendw bakteryjnych lub wirusowych bezposrednio w materiale
klinicznym pobranym od pacjenta, np. w wymazach z jamy nosowo-gardtowej — wirusa grypy, wirusa
SARS-CoV-2 (ang. severe acute respiratory syndrome Coronavirus 2) czy w kale — antygendw Clostri-
dioides difficile lub rotawiruséw (Zeromski i in., 2017).

Test immunochromatograficzny, podobnie jak test aglutynacji, wykrywa juz ok. 103-10* pg
antygenow w 1 ml prébki. Test wystepuje w postaci ptytki z wyznaczonym miejscem, na ktdre nanosi
sie krople proby badanej, uprzednio wymieszanej z buforem. Pozytywna reakcja uwidacznia sie
w postaci barwnej linii lub kropki.
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Metoda, przeznaczona do stosowania w ostrej fazie infekcji, jest bardzo tatwa do wykonania
i odczytania, nie wymaga specjalistycznego sprzetu czy skomplikowanej analizy wynikéw. Pozwala
rowniez na wykrywanie przeciwciata, czyliimmunoglobuliny (ang. immunoglobulin, Ig) klasy M (IgM)
i klasy G (IgG), po bezposrednim dodaniu kropli krwi do studzienki reakcyjnej testu w celu oceny
odpowiedzi immunologicznej na infekcje, jak np. w diagnostyce serologicznej zakazen wywotywa-
nych przez SARS-CoV-2 (Pegoraro i in., 2020).

Wazne, aby zwrdci¢ uwage, co wykrywamy danym testem — antygeny czy przeciwciata. Ma to
ogromne znaczenie podczas interpretacji wyniku badania.

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

To metoda ilosciowa, nalezgca do grupy testdw fazy statej, zaliczana do technik immunoenzyma-
tycznych (ang. enzyme immunoassay, EIA). Jest jednym z najpowszechniej stosowanych testéw
w badaniach diagnostycznych. Wykorzystuje wyznakowane enzymem przeciwciata lub antygeny,
zaleznie od zastosowanego testu (Gotab i in., 2017).

Aby mozna byto zaobserwowaé reakcje antygen—przeciwciato, w jednym z ostatnich etapéw
badania dodaje sie substrat dla enzymu (np. substratem dla peroksydazy chrzanowej jest H,0,) oraz
chromogen zalezny od uzytego do znakowania enzymu, dzieki czemu powstaje barwny produkt. Do
odczytu wynikéw stosuje sie spektrofotometryczng ocene intensywnosci barwy (rzadko dokonuje
sie wizualnej oceny jakosciowej). W klasycznej metodzie ELISA intensywno$¢ zabarwienia jest
wprost proporcjonalna do ilosci poszukiwanego antygenu czy przeciwciata.

ELISA to metoda pracochtonna, w ktérej wynik uzyskuje sie zwykle po kilku godzinach. Stuzy do
wykrywania i oznaczania nawet bardzo niskich stezent antygenu (kilka, kilkadziesigt pg antygenu
w 1 ml) w ptynach ustrojowych. Wykorzystywana jest tez do oceny odpornosci humoralnej (ocena
stezenia immunoglobulin w surowicy, ocena stezenia poszczegdlnych sktadnikéw uktadu dopetnia-
cza). Rutynowo stosuje sie jg w diagnostyce zakazen np. cytomegalowirusem, ludzkim wirusem nie-
doboru odpornosci (Human immunodeficiency virus, HIV), wirusem zapalenia watroby typu A
(Hepatitis A virus, HAV), Clostridioides difficile (Zeromski i in., 2017).

METODA RADIOIMMUNOLOGICZNA (ang. radioimmunoassay, RIA)

Metoda ta pozwala wykry¢ reakcje antygenu ze swoistym dla niego przeciwciatem w oparciu o po-
miar radioaktywnosci izotopu promieniotwdrczego, ktdrym wyznakowany jest jeden z reagentow.
Jest to technika ilosciowa, wysoce czuta (wykrywa nawet kilka pg antygenu w 1 ml) i swoista (Gotab
iin., 2017). Wymaga jednak stosowania podwyzszonych srodkéw ostroznosci oraz specjalistycznego
sprzetu. Obecnie, w rutynowej diagnostyce, RIA zostata wyparta przez metode ELISA i techniki bio-
logii molekularnej, gdzie wyeliminowano sygnat radioaktywny.

IMMUNOFLUORESCENCIA (ang. immunofluorescence, IF)

Stosuje sie dwa warianty metody IF z oceng w mikroskopie fluorescencyjnym (rzadziej konfokal-
nym):

o bezposrednia: wykrywajaca okreslony antygen przy pomocy znakowanych fluorescencyjnie
przeciwciat — metoda detekcji antygendw wirusowych lub bakteryjnych bezposrednio z izo-
lowanych od pacjenta prébek klinicznych, np. w kierunku Chlamydia trachomatis
(Abdelfattahiin., 2016),

e posrednig — wykrywajgcg przy pomocy znakowanych fluorescencyjnie przeciwciat immuno-
globuliny pacjenta, ktdre uprzednio swoiscie zwigzaty antygeny wzorcowe; metoda ta jest
wykorzystywaa np. w serodiagnostyce kity (Park i in., 2020) oraz mononukleozy zakazne;j
(Corralesiin., 2014).

Mimo iz metody IF charakteryzuje wieksza czutosé i swoistos¢ w porédwnaniu z IC i ELISA, inter-
pretacja wynikdw wymaga duzego doswiadczenia, jest subiektywna i moze by¢ bardziej czaso-
chtonna (Sguassero i in., 2015).
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WESTERN BLOT (western blotting, WB)

Metoda skfada sie z kilku etapdw. W pierwszym etapie nastepuje rozdziat elektroforetyczny anty-
gendéw wedtug mas relatywnych, w drugim natomiast — po przeniesieniu ich na membrane (zwykle
nitrocelulozowg) — dodawana jest surowica badana, w ktérej poszukuje sie przeciwciat swoistych
dla rozdzielonych antygendw (przeciwciata pierwszorzedowe). Aby uwidoczni¢ powstajgce na mem-
branie kompleksy immunologiczne, dodaje sie kolejne przeciwciato (drugorzedowe), wyznakowane
np. enzymem, wraz z substratem dla niego oraz chromogenem, warunkujgcym powstawanie barw-
nego, nierozpuszczalnego produktu. Pojawiajgce sie barwne prazki swiadczg o obecnosci w mate-
riale klinicznym swoistych przeciwciat. W rutynowej diagnostyce choréb infekcyjnych pierwszy etap
tej metody jest wykonany przez producenta testu dostepnego komercyjnie, kolejne wykonywane
sg w laboratorium mikrobiologicznym lub immunologicznym i trwajg zwykle ok. 2—3 godzin.

Zastosowanie znalazt réwniez wariant metody, gdzie w drugim etapie dodawane sg przeciw-
ciata wyznakowane np. fluorochromem, swoiste do antygendéw poszukiwanych w badanym mate-
riale, rozdzielonych w pierwszym etapie. Pragzki uwidocznione w tescie, w Swietle ultrafioletowym,
Swiadczg o wykryciu antygendw drobnoustroju w materiale klinicznym. Tego typu badanie mozna
przeprowadzi¢ w wyspecjalizowanej pracowni biologii molekularnej.

WB to metoda bardziej czuta i swoista niz IF i ELISA. Wykorzystuje sie jg np. w diagnostyce
zakazen wywotywanych przez Borreliella burgdorferi, wirusa Epsteina—Barr, HIV (Bryniarski, 2018;
Wormseriin., 1987).

WB, inaczej immunoblot (ang. immunoblotting, |1B), to metoda wykorzystujgca zaréwno tech-
niki biologii molekularnej (rozdziat antygenow), jak i metody immunologiczne (oparte o reakcje
antygen—przeciwciato), dlatego odniesienie do niej znajduje sie takze w dalszej czesSci rozdziatu.

CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA (ang. flow cytometry, FC)

Metoda wykorzystywana do oznaczania markeréw powierzchniowych komadrek, co jest mozliwe
dzieki zastosowaniu mAb wyznakowanych fluorochromami, skierowanych przeciwko antygenom
réznicowania obecnym na komérkach (ang. cluster of differentiation, CD). Odgrywa zasadniczg role
w fenotypowaniu komdrek immunokompetentnych cztowieka.

W tej metodzie przeprowadza sie analize wieloparametrowa pojedynczych komérek, ktére sg
zliczane w wyspecjalizowanym aparacie. Sygnat fluorescencyjny z pobudzonych przez laser fluoro-
chromoéw jest przetwarzany przez zaawansowany uktad elektroniki na cyfrowy. Dzieki temu wyniki
badania sg przedstawiane w postaci wykreséw (cytogramow) z bardzo precyzyjng oceng liczby ko-
morek zwigzanych przez mAb.

Metoda wykorzystywana jest rutynowo np. w monitorowaniu poszczegdlnych populacji leuko-
cytow pacjentéw zakazonych HIV, gtdwnie subpopulacji limfocytow T o fenotypie CD4* i CD8*
(Robinson, 2018; Huang i in., 2020).

ODCZYN NEUTRALIZAC)I (odczyn zobojetniania; ang. neutralization test, NT)

Najczulszy test stuzgcy do oceny humoralnej odpowiedzi pacjenta na zakazenie wirusowe. Istotg
odczynu jest zneutralizowanie wzorcowego wirusa przez przeciwciata obecne w surowicy pacjenta
(Gotab i in., 2017). Jesli pacjent miat wczesniej kontakt z podobnym wirusem i wytworzyt swoiste
przeciwciata, wirus zastosowany w badaniu laboratoryjnym utraci wfasciwosci zakazne. Wynik re-
akcji zobojetniania ocenia sie przez zakazenie wrazliwej hodowli komérkowej lub zwierzat labora-
toryjnych mieszaning wirusa poddang wczesniej dziataniu immunoglobulin (surowicy pacjenta). Od-
czyn uznaje sie za dodatni, gdy nie pojawia sie efekt cytopatyczny po zakazeniu hodowli lub gdy brak
jest objawdéw choroby u zakazonych zwierzat. Konieczne jest réwnoczesne wykonanie kontroli z wy-
korzystaniem czystej zawiesiny wirusa (bez surowicy pacjenta), w ktérej powinien by¢ obserwowany
efekt dziatania wirusa. Odczyn stosowany jest np. w diagnostyce zakazen pikornawirusami, takimi
jak rinowirusy i enterowirusy (wirusy Coxsackie A i B, wirusy ECHO —z ang. enteric cytopathic human
orphan) (Jagusiin., 2010).
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ODCZYN HEMADSORPCII (ang. haemadsorption, HA)

Metoda wykorzystuje zjawisko przylegania erytrocytéw (hemaglutynacji) do powierzchni komérek
zakazonych wirusem, ktéry przyczynia sie do wytwarzania hemaglutynin wirusowych przez komorki
gospodarza i wbudowywania ich w btone cytoplazmatyczng. W zakazonych przez wirusa komérkach
efekt ten pojawia sie duzo wczesniej niz efekt cytopatyczny. Metoda pozwala na posrednie wykrycie
wirusa u pacjenta. Dodanie zawiesiny czerwonych krwinek do wzorcowej hodowli komérkowej za-
kazonej wirusem pozwala sprawdzi¢, czy jest to wirus hemaglutynujgcy. Adsorpcja erytrocytéw do
powierzchni komoérek jest widoczna w postaci tzw. kisci winogron. Zahamowanie odczynu
hemadsorpcji, poprzez wczesniejsze dodawanie surowic odpornosciowych swoistych do konkret-
nego typu wirusa do poszczegdlnych préb badanych, umozliwia identyfikacje gatunkowg wirusa.
Odczyn stosowany jest np. w diagnostyce zakazen ortomyksowirusowych (Luo i in., 1999).

ODCZYN WIAZANIA DOPEENIACZA (OWD)

OWD wykorzystuje zdolnos¢ biatek dopetniacza do wywotania lizy komdrek optaszczonych przez
przeciwciata wigzgce dopetniacz, a konkretnie kompleksu: erytrocyt — swoiste przeciwciato. Badanie
wykonuje sie w dwéch uktadach: testujgcym (surowica badana z dopetniaczem zinaktywowanym
w temp. 56°C oraz antygenem wirusowym lub bakteryjnym i dopetniaczem) i wskaznikowym
(erytrocyty — np. krélicze oraz swoiste przeciwciata przeciwko erytrocytom). Po inkubacji ukfadu
testujgcego dodaje sie go do uktadu wskaznikowego i ocenia, czy doszto do hemolizy erytrocytéw.
Brak hemolizy swiadczy o obecnosci poszukiwanych przeciwciat w materiale badanym. Odczyn jest
pracochtonny, wypierany przez metody szybsze i prostsze, bardziej czute i swoiste (Bryniarski, 2018;
Jagusiin., 2010).

Kinetyka powstawania przeciwciat

Obecnos¢ antygenow, np. zakaznych czastek wirusa, jego biatek lub kwasu nukleinowego, czesto
mozna wykazac tylko na poczatku infekcji, natomiast w pdzniejszym okresie rozpoznanie ustala sie
na podstawie oznaczenia swoistych przeciwciat.

Obecnos¢ immunoglobulin w surowicy pacjenta wskazuje posrednio na wczesniejszy kontakt
z antygenem — za wyjgtkiem noworodkéw i niemowlat, u ktérych mozna wykry¢ 1gG i IgA matczyne,
poniewaz immunoglobuliny te przechodzg przez tozysko i przedostajg sie wraz z mlekiem.

Po pierwszym kontakcie z antygenem wnikajgcym do organizmu (odpowiedz pierwotna), po
ok. 4-7 dniach od zakazenia, zaczynajg powstawac IgM, charakteryzujgce sie matg sitg wigzania
antygenu (tzw. powinowactwo, ang. dffinity) i duzg zachtannoscia (tzw. awidnosé, ang. avidity), wy-
nikajgcg z budowy pentamerowej tych przeciwciat. Po pojawieniu sie IgM w uktadzie krazenia
zaczynajg powstawacd réwniez 1gG (ok. 10-14 dnia infekcji). Poczagtkowo miano IgM jest wyzsze
w stosunku do miana IgG, natomiast pdzniej dominujg IgG. Efektem swoistej odpowiedzi pierwotnej
jest takze powstawanie limfocytéw B pamieci, ktore pozostajg w krgzeniu przez wiele lat po usta-
pieniu infekcji (Bryniarski, 2018).

Po kolejnym kontakcie organizmu z tym samym antygenem (odpowiedZz wtdrna), dzieki obec-
nym w ukfadzie krgzenia komérkom pamieci, szybko aktywowana jest odpowiedz, w ktérej od
poczatku zdecydowanie przewazaja IgG nad IgM. Miano IgG w odpowiedzi wtdrnej jest duzo wyzsze
niz w pierwotnej (o kilka rzedéw wielkosci), a same przeciwciata — wraz z uptywem czasu trwania
zakazenia — stajg sie coraz lepiej dopasowane do antygendw (wyzszy stopien zaréwno powinowac-
twa, jak i zachtannosci) (Male i in., 2008).

W praktyce klinicznej wykorzystywana jest przede wszystkim ocena awidnosci IgG (a nie powi-
nowactwa) z uwagi na wystepowanie w warunkach fizjologicznych gtéwnie ztozonych antygenéw
(czyli tzw. antygendw wielowartosciowych). Czas potrzebny na przejscie awidnosci 1gG z niskiej do
wysokiej to ok. 12—16 tygodni. Ta wiedza pozwala stwierdzi¢, ze jesli w surowicy pacjenta sg obecne
IgG o wysokiej zachtannosci, to zakazenie miato miejsce przynajmniej 3—4 miesigce wczesniej
(Prince i Lapé-Nixon, 2014).
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W odpowiedzi wtérnej pojawiajg sie rdwniez IgA. Ich poziom w surowicy jest niski, wystepujg
gownie jako monomery. Natomiast wiekszo$é IgA jest wytwarzana w formie dimeréw w bfonach
$luzowych i uwalniana do wydzielin (przewodu pokarmowego, drég oddechowych, drég moczo-
wych, a takze tez i potu) — sg to tzw. wydzielnicze IgA (ang. secretory IgA, sIgA).

Nalezy podkresli¢, ze znaczenie i synteza IgA zalezg od drogi wnikania czynnika etiologicznego
infekcji. Jesli patogen dostaje sie do organizmu przez btony sluzowe, wtedy powstajg przede wszyst-
kim slgA. Ich stezenie jest bardzo wysokie i odgrywajg one zasadniczg role w miejscowej, humoral-
nej odpowiedzi swoiste]. Jesli jednak drobnoustrdj wnika inng droga, np. krwiopochodng, to sigA
nie powstaja, a kluczowa role w odpowiedzi obronnej petnig w tym przypadku surowicze IgG odpor-
nosciowe, ktdrych jest najwiecej. Wykorzystywane jest to m.in. w immunoprofilaktyce z zastosowa-
niem preparatdw szczepionkowych podawanych drogg inng niz dosluzdwkowa (donosowa,
doustna).

Wiedza na temat kinetyki powstawania wyzej opisanych przeciwciat jest przydatna diagno-
stycznie i moze postuzy¢ do okreslenia etapu trwania infekcji (wczesna, ostra, przewlekta, reinfek-
cja) lub wskazania, ze pacjent jest w fazie zdrowienia, a takze do monitorowaniu miana przeciwciat
odpornosciowych po szczepieniu. Warto pamieta¢, ze w diagnostyce serologicznej ocena miana IgA
jest wykorzystywana zdecydowanie rzadziej niz IgM i IgG i stuzy przede wszystkim do réznicowania
wybranych zakazen naturalnych od odpowiedzi poszczepiennej, w wyniku ktérej IgA zwykle nie po-
wstajg (jedynie w surowicy, w bardzo matych ilosciach, przez co nie odgrywajg istotnej funkcji
obronnej) z uwagi na inng niz naturalna (dosluzéwkowa) droge podania szczepionki, np. domie-
$niowg, podskorng (Male i in., 2008).

W diagnostyce serologicznej ostrych zakazen bardzo duzg wartos¢ majg badania wykonywane
co najmniej dwukrotnie, w odstepach 2-3 tygodni (tzw. badanie surowic parzystych). Umozliwia
to ocene dynamiki zmian poziomu przeciwciat w celu potwierdzenia lub wykluczenia
serokonwersji (tj. znaczacego wzrostu miana IgM/IgG w surowicy pacjenta w odniesieniu do
miana przeciwciat oznaczonego 2-3 tygodnie wczesniej). Uchwycenie serokonwersji jest mozliwe,
jesli uda sie wykonaé badanie w ostrej fazie choroby i pdézniej (Male i in., 2008).

W Tabeli 4 zestawiono najczesciej spotykane uktady wynikéw badan w kierunku swoistych IgM
i1gG.

Tabela 4. Zestawienie najczesciej spotykanych uktadéw wynikéw badan w kierunku swoistych IgM
i 1gG (De Paschale i Clerici, 2012; Alley i in., 2016).

Swoiste przeciwciata Potencjalne mozliwosci interpretacji wynikéw
IgM (-), 1gG (-) e brak dowoddw na: trwajgce zakazenie, uprzednie zakazenie lub
szczepienie

e pacjent jest wrazliwy na zakazenie

e okienko serologiczne — okres nastepujacy tuz po zakazeniu, w ktorym
testy w kierunku poszukiwanego patogenu pozostajg ujemne z powodu
braku przeciwciat lub antygendw lub ich bardzo niskiego poziomu
(ponizej progu wykrywalnosci testu); wymagane jest zbadanie kolejnej

probki surowicy krwi
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Tabela 4. Zestawienie najczesciej spotykanych uktadéw wynikow badan... (cd.)

IgM (+), 1gG (-) e motliwe zakazenie pierwotne
e niedawno wykonane szczepienie (pierwsza dawka)
e zaleznie od danych klinicznych moze by¢ wymagane wykonanie badania
powtdrnego, aby wykluczy¢ wyniki fatszywie dodatnie
IgM (+), 1gG (+) ¢ niedawno przebyte lub trwajgce zakazenie (pomocna ocena
awidnosci IgG)
e niedawno przebyte szczepienie
e reinfekcja lub reaktywacja wirusa latentnego (np. wirusa ospy wietrznej)
1gM (-), 18G (+) e przebyte w przesztosci zakazenie

immunizacja (pacjent jest odporny na zakazenie)
w przypadku zakazen przewlektych (np. HIV czy wirusem zapalenia

watroby typu C) — trwajace zakazenie

Diagnostyka molekularna

Poza niewatpliwymi zaletami, metody immunologiczne w wykrywaniu antygendéw bakteryjnych czy
wirusowych majg takze pewne wady, np. niskg czutos¢. W materiale badanym musi znajdowac sie
zazwyczaj przynajmniej 10°-10° drobnoustrojéw w 1 ml, aby wynik badania byt wiarygodny. Dlatego
tez opracowano metody o znacznie wyzszej czutosci, opierajgce sie na wykrywaniu genomu drobno-
ustrojéw nawet w sytuacji, gdy w 1 ml badanego materiatu obecnych jest zaledwie 10*-10? patoge-
ndéw. Poza tym czas badania jest stosunkowo krétki. Dodatkowo metody genetyczne daty mozliwos¢
wykrywania drobnoustrojow, ktérych nie da sie hodowac in vitro (Tabela 5).

Tabela 5. Techniki molekularne wykorzystywane w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej

(Baj, 2018; Reta i in., 2020).

Technika molekularna

Co wykrywa

RFLP DNA, rDNA (ang. ribosomal deoxyribonucleic acid),
mobilne DNA (plazmidy, transpozony)
FISH DNA, RNA
northern blotting RNA
southern blotting DNA
PCR DNA lub cDNA
(ang. complementary deoxyribonucleic acid)
real-time PCR DNA lub cDNA (ocena jakosciowa i ilosciowa)
multiplex PCR kilka patogendw w jednej reakcji
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Tabela 5. Techniki molekularne wykorzystywane w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej... (cd.)

nested PCR DNA (wyzsza czuto$¢ w poréwnaniu do zwyktej

reakcji PCR)

RT-PCR (ang. reverse transcription

polymerase chain reaction) RNA
WB biatka
mikromacierze biatkowe biatka

Nalezy pamieta¢, ze aby postuzyé sie wymienionymi metodami biologii molekularnej, wy-
magane jest bardzo specjalistyczne i kosztowne wyposazenie laboratorium oraz odpowiednio
przeszkolony w tym zakresie personel. W efekcie powyzsze techniki diagnostyczne sg zazwyczaj do-
stepne tylko w duzych lub referencyjnych laboratoriach. Ponadto bardzo wysoka czuto$s¢ metod
moze przyczyniac sie do uzyskiwania duzego odsetka wynikow fatszywie dodatnich, np. z powodu
wykrywania DNA z zanieczyszczonej prébki. Wadg jest takze koniecznosé ustalenia z gory, jakiego
konkretnie drobnoustroju poszukujemy.

Przy swiadomosci zaréwno ogromnych zalet, jak i ograniczern metod genetycznych trzeba pa-
mietac o krytycznym podejsciu do otrzymanych wynikéw i koniecznosci stosowania innych metod
do potwierdzenia oraz uzupetnienia diagnostyki. Zasada ta powinna dotyczy¢ wszystkich technik
immunologicznych i genetycznych.

BADANIE POLIMORFIZMU DtUGOSCI FRAGMENTOW RESTRYKCYJNYCH
(ang. restriction fragments length polymorphism, RFLP)

Technika ta polega na cieciu na mniejsze czesci fragmentu DNA zamplifikowanego w reakcji PCR.
Wykorzystywane sg w tym celu enzymy restrykcyjne (endonukleazy, restryktazy), rozpoznajace —
w obrebie badanego genu — swoiste sekwencje nukleotydowe i tngce ni¢ DNA w okreslonym
miejscu. Dany enzym restrykcyjny zawsze tnie DNA w tym samym miejscu, bo zawsze rozpoznaje te
samg sekwencje DNA, jednak kwas nukleinowy réznych szczepdw drobnoustrojéw, nawet tego
samego gatunku (z uwagi na réznice w genomie), bedzie pociety na fragmenty réznej dtugosci.
Uzyskane z analizowanych prébek ,wzory” fragmentéw DNA, po przeprowadzonej elektroforezie
(czyli rozdzieleniu uzyskanych fragmentéw restrykcyjnych DNA w zelu), s3 porownywane, by ustali¢,
czy to ten sam szczep drobnoustroju, czy moze jednak szczepy patogendw obecnych
w analizowanych prébkach sg réine, a zatem niespokrewnione genetycznie. Analiza sekwencji
kwaséw nukleinowych i mozliwosé wyznaczenia pokrewienstwa filogenetycznego drobnoustrojéow
znalazty zastosowanie w epidemiologii zakazen (Riley i Blanton, 2018).

HYBRYDYZACYJNE METODY ANALIZY KWASOW NUKLEINOWYCH — FLUORESCENCYJNA HYBRYDYZACJA IN SITU
(ang. fluorescent in situ hybridization, FISH)

Metoda polega na spontanicznym zwigzaniu komplementarnej sondy DNA, wyznakowanej fluoro-
chromem, z okreslonym fragmentem DNA lub RNA w materiale badanym. Sondy DNA rozpoznajg
okreslone sekwencje nukleotydowe réwnie swoiscie, jak mAb rozpoznajg epitopy antygenowe.
Southern blotting stuzy do detekcji okreslonych fragmentéw DNA po pocieciu DNA enzymami re-
strykcyjnymi lub po PCR, natomiast northern blotting stuzy do detekcji RNA, gtéwnie mRNA (ang.
messenger ribonucleic acid) gendw, ulegajacych transkrypcji w komorce (badanie aktywnosci poje-
dynczych gendéw) (Frickmanniin., 2017).
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HYBRYDYZACYJNE METODY ANALIZY KWASOW NUKLEINOWYCH — POLIMERAZOWA REAKCJA tANCUCHOWA (PCR)
I JE} ODMIANY

W diagnostyce mikrobiologicznej stosuje sie gtdwnie techniki pozwalajgce na powielanie genéw bez
ich klonowania, czyli oparte na PCR. Dochodzi do wielokrotnego powielania dowolnej sekwencji
DNA z wykorzystaniem starteréw, czyli krétkich oligonukleotydéw DNA, ktérych sekwencja jest
komplementarna do koncowych sekwencji powielanego (amplifikowanego) fragmentu DNA (Drewa
i Ferenc, 2011; Kuypers i Jerome, 2017). W mieszaninie reakcyjnej muszg sie znalez¢:

e DNA wyizolowane z badanej prébki (z hodowli drobnoustroju lub materiatu bezposrednio

pobranego od pacjenta),
e nadmiar nukleotyddw i starteréw reakcji,
e termostabilna polimeraza.

PCR sktada sie z nastepujacych, wielokrotnie powtarzanych, etapow (30-40 cykli):
e termicznej denaturacji DNA badanego w temp. ok. 95°C,
e przyfaczania starteréw do matrycy w temperaturze zaleznej od temperatury topnienia star-
teréw i zblizonej do niej,
e syntezy nowych nici DNA w temp. 68—72°C (tj. amplifikacji szukanego fragmentu DNA).

Kazdy etap PCR jest prowadzony réwnolegle dla badanych prébek oraz kontroli pozytywnej i nega-
tywnej. Prébka jest nastepnie poddawana elektroforezie w celu uwidocznienia w zelu obecnosci
czasteczek DNA o okreslonej wielkosci.

Natomiast PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR) to odmiana PCR przeprowadzana
w specjalnych aparatach i z zastosowaniem wyznakowanych fluorochromami sond,
umozliwiajgcych monitorowanie ilosci amplikonédw powstajgcych w czasie przebiegu reakcji PCR
(poprzez pomiar intensywnosci fluorescencji probki, proporcjonalnej do ilosci powstatego
produktu). Obie odmiany metody — PCR i real-time PCR — sg obecnie stosowane do stwierdzenia
obecnosci i liczby drobnoustrojéw w badanej prébce (np. we krwi, w ptynie mézgowo-rdzeniowym)
oraz stwierdzenia obecnosci w badanym materiale genéw kodujacych toksyny bakteryjne lub tez
gendéw kodujgcych komponenty, ktére warunkujg istotne mechanizmy opornosci na antybiotyki
(Mackay, 2004).

W ostatnim czasie pojawity sie takze zautomatyzowane, zamkniete, tatwe w obstudze i inter-
pretacji zestawy reakcyjne do analizy PCR w czasie rzeczywistym (np. BD Max, GeneXpert Cepheid),
umozliwiajgce wykrycie drobnoustrojow w czasie ok. 1-2 godzin, bezposrednio w materiale pobra-
nym od pacjenta. Multiplex PCR wykorzystuje przynajmniej 2 pary starteréw, co umozliwia amplifi-
kacje przynajmniej dwdéch swoistych fragmentéw DNA jednocze$nie, np. BioFire. Nested PCR
(zagniezdzony PCR lub wewnetrzny PCR) to metoda polegajgca na wykorzystaniu dwdéch par oligo-
nukleotydowych starterow do przeprowadzenia dwuetapowej amplifikacji. Produkty uzyskane
w pierwszym etapie stanowig matryce do przeprowadzenia kolejnej reakcji PCR, w ktérej druga para
starteréw amplifikuje wewnetrzny fragment pierwszego amplikonu. Metoda ta, charakteryzujaca
sie zwiekszong wrazliwoscig i wysoka specyficznoscia, jest stosowana do amplifikacji niskiej ilosci
kopii patogenu w materiale klinicznym, tj. krwi i ptynie mézgowo-rdzeniowym. RT-PCR to PCR pota-
czony z odwrotng transkrypcjg. Wykorzystuje odwrotng transkryptaze, ktéra ma za zadanie przepi-
sa¢ RNA lub mRNA na cDNA przed wtasciwg reakcjg PCR (Murray i in., 2016).

MIKROMACIERZE

Mikromacierze DNA (chipy DNA) sg opracowywane do detekcji istotnych klinicznie gatunkéw i szcze-
pow bakterii. Mikromacierz to ptytka szklana lub plastikowa z fragmentami jednoniciowych czaste-
czek DNA naniesionymi w regularnym uktadzie, stanowigcymi sondy genetyczne (tysigce na jednej
ptytce), ktdre w wyniku hybrydyzacji wykrywajg komplementarne do siebie czgsteczki DNA lub RNA
(Drewa i Ferenc, 2011). Jesli zaprojektowane sondy bedg rozpoznawaty geny warunkujgce opornosé
na leki czy kodujace czynniki wirulencji, mozliwa bedzie jednoczesnie, obok identyfikacji patogenu,
takze ocena jego wtasciwosci chorobotwérczych i wrazliwosci na leki.
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Mikromacierze biatkowe dziatajg natomiast na zasadzie metody immunologicznej, w ktérej
umieszcza sie przeciwciata wychwytujgce odpowiednie biatko w materiale badanym. Tworzone sg
takze mikromacierze mieszane, poszukujgce jednoczesnie gendw i biatek. Obecnie mikromacierze
biatkowe sg wykorzystywane gtéwnie do badania ekspresji gendw i nie sg stosowane w rutynowej
diagnostyce mikrobiologicznej (Reta i in., 2020).

TYPOWANIE BAKTERIOFAGOWE

Bakteriofagi to wirusy bakteryjne zbudowane z kwaséw nukleinowych (DNA, rzadziej RNA) i bia-
tek (Murray i in., 2016). Najczesciej charakteryzuja sie ztozong strukturg, w ktorej wyrdzniamy
gtéwke z upakowanym genomem, kotnierzyk, ogonek oraz ptytke podstawng z wbudowanymi w nig
dwucztonowymi wypustkami, petnigcymi funkcje receptorowe, a takze innymi komponentami biat-
kowymi, ktére mogg np. warunkowac lize sciany komdrkowej prokariontow.

Bakteriofagi sg zwykle wysoce swoiste gatunkowo, a niektére z nich sg w stanie zakazi¢ wytacz-
nie okreslone szczepy bakteryjne. Typowy, lityczny cykl zyciowy bakteriofaga sktada sie z nastepu-
jacych etapow:

e przytaczenia bakteriofaga do receptoréw na powierzchni komaorki bakteryjnej,
e wstrzykniecia DNA do cytoplazmy komérki bakteryjnej (bez kapsydu),

e replikacji DNA bakteriofaga oraz syntezy biatek kapsydu,

e powstawania nowych (potomnych) czastek bakteriofagowych,

e uwolnienia bakteriofagéw potomnych po lizie komarki bakteryjnej.

Niektére bakteriofagi, tzw. tagodne, mogg przechodzi¢ w stan lizogenii. Proces polega na wbu-
dowaniu sie DNA bakteriofaga do chromosomu bakteryjnego (najczesciej w Scisle okreslonej lokali-
zacji) i replikacji wbudowanego bakteriofaga (czyli profaga) wraz z chromosomem bakteryjnym.
Spontanicznie lub pod wptywem réznorodnych bodzcow (np. wysokiej temperatury, promieniowa-
nia, reaktywnych form tlenu) profagi mogg przejs¢ w cykl lityczny, ktorego efektem jest rozpad
komorki gospodarza, czyli bakterii. Bakteriofagi tagodne mogg zawiera¢ w swoim DNA, oprécz in-
formacji o budowie biatek wirusa, takze geny kodujgce czynniki zjadliwosci bakterii, np. toksyny
Vibrio cholerae, Corynebacterium diphtheriae (Safa i in., 2020; Welkos i in., 1981). Dzieki temu
(dopiero po integracji bakteriofaga z bakteryjnym chromosomem) bakteria jest zdolna do wytwa-
rzania toksyny. Bakteriofagi znalazty zastosowanie w typowaniu réznych gatunkéw bakterii (np.
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) i w dochodzeniach epidemiologicznych (Helbin,
Polakowska i Miedzybrodzki., 2012; Pitt, 1988; Dera-Tomaszewska i Tokarska-Pietrzak, 2012).

Aby przeprowadzi¢ typowanie bakteriofagowe, na pétptynne podtoze agarowe zawierajace ko-
morki badanego szczepu bakterii nakrapla sie roztwér zawierajacy okreslong liczbe czgstek bakte-
riofagéw, a nastepnie pozywke poddaje sie inkubacji. Liza komdrek bakteryjnych przez bakteriofagi
widoczna jest w postaci tzw. tysinek, czyli przejasnien w hodowli bakteryjnej w miejscu naniesienia
zawiesiny bakteriofagdéw na agar. Obecnosc tysinki oznacza, ze fag byt swoisty dla badanego szczepu
bakterii.

Typowanie bakteriofagowe, ze wzgledu na duzg pracochtonnosé, koszty i stosunkowo niskg po-
wtarzalno$¢ wynikdw, zostato obecnie prawie zupetnie zastgpione przez doskonalsze i szybsze
metody genetyczne.

Obecnie duzych szans dla bakteriofagdw w rutynowej diagnostyce upatruje sie w wykorzysta-
niu ich jako czesci sktadowej ztozonych systemdw sensorowych (jako tzw. biosensory, wykrywajgce
obecnos$é drobnoustrojow danego gatunku w badanej prébce, np. Mycobacterium tuberculosis,
Salmonella spp., Bacillus anthracis, MRSA — ang. methicillin-resistant Staphylococcus aureus). By¢
moze w przysztosci bakteriofagi postuza takze w terapii zakazen z uwagi na rosngca lekoopornosé
patogendéw. Wymaga to jednak dalszych badan laboratoryjnych i klinicznych w celu oceny bezpie-
czenstwa i efektywnosci stosowania terapii fagowej (Baj i Markiewicz, 2015; El-Shibiny i EI-Sahhar,
2017; Miedzybrodzki i in., 2012).

55



SPEKTROMETRIA MASOWA (ang. mass spectrometry, MS)

Spektometria masowa jest jedng z najnowoczesniejszych i coraz powszechniej stosowanych w dia-
gnostyce mikrobiologicznej (szczegdlnie w bakteriologii i mykologii) metod identyfikacji drobno-
ustrojéw. Identyfikacja ta opiera sie na analizie biatek (np. biatek rybosomalnych) wystepujgcych
u patogenu w duzych ilosciach przy wykorzystaniu jonizacji probki i pomiaru jej masy
w spektrometrze masowym (Anhalt i Fenselau, 1975; Kim i in., 2020; van Belkum i in., 2017).
Uzyskane rozktady widm dla biatek poréwnuje sie z widmami odniesienia szczepdw referencyjnych.
Metoda pozwala unikngé btedéw podczas identyfikacji klasycznymi metodami, opierajgcymi sie na
ocenie cech biochemicznych izolatéw. Jednoczesnie mozliwa jest analiza pokrewieristwa w obrebie
izolatow tego samego gatunku. Przeprowadzenie identyfikacji wyhodowanych drobnoustrojow
trwa kilka, kilkanascie minut dla pojedynczej prébki i ok. 1,5 godziny dla ptytki z 96 probkami.

Do przeprowadzenia identyfikacji wystarczajacy jest materiat zawierajacy 10° komérek bakte-
ryjnych (tj. pojedynczg kolonie lub niewielkg objetos¢ hodowli ptynnej). Pojawity sie takze pierwsze
testy umozliwiajgce identyfikacje drobnoustrojow bezposrednio w prébkach moczu i krwi, po ich
preinkubacji. Wada metody jest wysoki koszt urzgdzenia pomiarowego oraz brak mozliwosci ozna-
czenia wrazliwosci na antybiotyki wyhodowanych drobnoustrojow (Tsuchidaiin., 2020; Kaprouiin.,
2021; Nordmann i Poirel, 2019; Biswas i Rolain, 2013).
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Wprowadzenie

Srodowisko szpitalne i warunki w nim panujace sprzyjajg transmisji drobnoustrojéw. W jednym
miejscu, na ograniczonej przestrzeni, znajdujg sie podatni na zakazenie pacjenci oddziatow szpital-
nych, poddawani czesto inwazyjnym zabiegom diagnostyczno-terapeutycznym, obstugiwani przez
ten sam, zwykle niewielki zespét personelu medycznego. Zaréwno ludzie obecni w srodowisku szpi-
talnym — pacjenci, lekarze, pielegniarki — jak i sprzet medyczny oraz infrastruktura szpitala moga
staé sie pierwszym ogniwem taficucha epidemiologicznego, z ktdrego mozliwe jest przeniesie-
nie drobnoustrojow na gospodarza podatnego na infekcje — innego pacjenta, lekarza, pielegniarke,
a takze rozprzestrzenienie sie patogenu w otoczeniu. Kontrola wszystkich ogniw faiicucha epide-
miologicznego, tj. Zrédet, drég transmisji i wrot infekcji, pozwala istotnie zmniejszy¢ ryzyko zakazen
zwigzanych z opiekg medyczna.

Podstawg zwalczania drobnoustrojéw w srodowisku szpitalnym jest wysoki poziom higieny.
Proces prowadzacy do usuniecia lub zniszczenia mikroorganizmow, skutkujacy tym, ze okreslone
przedmioty i materiaty stajg sie bezpieczne dla zdrowia, okres$la sie mianem dekontaminacji,
ktdra obejmuje sanityzacje, dezynfekcje i sterylizacje (Heczko i in., 2015; Rutala i Weber, 2016).

Sanityzacja, czyli oczyszczanie, polega na usuwaniu widocznych zabrudzen i zanieczyszczen,
a wraz z nimi takze wiekszosci drobnoustrojow (np. poprzez mycie, odkurzanie, malowanie).

W wyniku dezynfekcji usunieciu lub zniszczeniu ulegajg przede wszystkim formy wegeta-
tywne drobnoustrojow (komarki bakterii, grzybow, pierwotniakéw). W stanie nienaruszonym pozo-
stang endospory bakteryjne, zarodniki grzybdéw, niektére wirusy (gtéwnie bezostonkowe). Pewne
niesporujace bakterie, np. z rodzaju Mycobacterium (pratki), rdwniez mogg nie ulec inaktywacji.

Sterylizacja to proces prowadzacy do zniszczenia, wyeliminowania wszystkich form drobno-
ustrojow.

Wiasciwy dobdér metod dekontaminacji wptywa na zmniejszenie ryzyka transmisji patogendéw
w srodowisku szpitalnym. Narzedzia chirurgiczne czy zestawy do iniekcji, majgce bezposredni kon-
takt z nieciagta tkanka skérng i btonami sluzowymi, wprowadzane do jatowych obszardéw ciata pa-
cjenta, w celu zminimalizowania ryzyka transmisji patogendw muszg zostaé przed uzyciem poddane
procesowi sterylizacji. Jesli przedmiot uzywany w szpitalu nie ma z chorym bezposredniego kontaktu
albo jest to kontakt ograniczony do zdrowej, ciggtej skéry, wystarczajgce bedg odpowiednie metody
sanityzacji lub dezynfekcji. W przypadku przedmiotéw uzywanych do opieki nad pacjentem z upo-
$ledzong sprawnoscig uktadu immunologicznego, gdzie w gre wchodzi kontakt z btonami sluzowymi
chorego, nalezy wybra¢ odpowiednig sposréd dostepnych metode dezynfekcji lub sterylizacji.
Uwzglednia sie przy tym wtasciwosci wybranego przedmiotu (np. czy jest wytrzymaty na wysokie
temperatury), stopien jego kontaminacji, a takze cechy patogendw (np. czy sg szczegdlnie wiru-
lentne, czy tatwo przenoszg sie w Srodowisku szpitalnym).

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dzieli przedmioty znajdujgce sie w srodowi-
sku szpitalnym na trzy kategorie (Heczko i in., 2015; Guidelines, 2019). Do pierwszej zaliczono przed-
mioty istotnie zwiekszajgce ryzyko transmisji infekcji (muszg one by¢ jatowe, poniewaz majg
bezposredni kontakt z jatowymi tkankami, np. cewniki naczyniowe i moczowe, protezy wewnetrzne,
igly, narzedzia chirurgiczne). Kategorig drugg objeto przedmioty zwiekszajace ryzyko transmisji
infekcji w stopniu Srednim (jesli jest to technicznie mozliwe, powinny by¢ jatowe, np. elementy
zestawu do intubacji, jak tyzka laryngoskopu, endoskop). Przedmioty majace znikomy wptyw na
ryzyko transmisji zakazenia nalezg do kategorii trzeciej i nie musza by¢ jatowe, poniewaz maja
bezposredni kontakt z nieuszkodzong skdérg, powinny byé¢ jednak czyste (np. mankiet do
cisnieniomierza, elementy sprzetu do intubowania, jak rekojes¢ i prowadnica laryngoskopu).

W odniesieniu do tkanek ludzkich zamiast pojeé dezynfekcja i sterylizacja stosuje sie terminy
antyseptyka i aseptyka. Sg to procesy majgce na celu zabezpieczenie wrét infekcji (Guidelines,
2019). Mianem antyseptyki okresla sie dezynfekcje skory i bton sluzowych, takze uszkodzonych,
z zastosowaniem preparatéw chemicznych, ktére nie majg szkodliwego wptywu na ludzkie tkanki.
Srodki antyseptyczne to substancje stuzace zredukowaniu liczby drobnoustrojéw na powierzchni
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tkanek, cechujg sie bezpieczeristwem uzycia i skutecznoscig przeciwdrobnoustrojowg (nie majg wia-

Sciwosci sporobdjczych). Natomiast aseptyka to taki sposdb postepowania, by zapobiec potencjal-

nemu zakazeniu tkanek (np. pola operacyjnego podczas zabiegu) i skazeniu powierzchni jatowych.
W rozdziale omdéwiono najwazniejsze metody dezynfekcji i sterylizacji.

Dezynfekcja

Dezynfekcja, czyli odkazanie, to postepowanie majgce na celu maksymalng redukcje liczby drob-
noustrojow w odkazanym materiale. Zdezynfekowany materiat nie musi by¢ jatowy. Dezynfekcja,
w przeciwienstwie do antyseptyki, dotyczy przedmiotéw i powierzchni uzytkowych. Wyrdznia sie
trzy poziomy odkazania: dezynfekcje wysokiego stopnia, dezynfekcje sredniego stopnia oraz
dezynfekcje niskiego stopnia (Murray i in., 2016). Podziat ten pozwala dobraé odpowiednig metode
dezynfekcji, uwzgledniajac wczesniej stopien kontaminacji przedmiotu poddawanego odkazaniu,
charakterystyke obecnych na nim zanieczyszczern mikrobiologicznych (patogendw), witasciwosci
fizyko-chemiczne przedmiotu i jego przeznaczenie (Tabela 1).

Tabela 1. Rodzaje dezynfekcji.

Poziom i
dezynfekcji Niskiego stopnia Sredniego stopnia Wysokiego stopnia
Spektrum Srodek zdolny do reduk-  Srodek zdolny do redukcji Srodek zdolny do redukcji
aktywnosci cji form wegetatywnych form wegetatywnych bak- form wegetatywnych bakterii
srodka do grzyboéw i bakterii (zwy- terii (w tym Mycobacte- (w tym Mpycobacterium tu-
dezynfekgji jatkiem Mycobacterium rium tuberculosis) i grzy- berculosis) i grzybéow, form
tuberculosis) oraz wiru- bow, a takie wirusdw przetrwalnych bakterii i grzy-
séw ostonkowych. (z ostonkg i bez). béw (endospor i zarodnikéw) —
z wyjatkiem ich wysokiego
miana, a takie wiruséw
(z ostonka i bez).
Przyktady Czwartorzedowe sole Alkohole, jodofory, fenole.  Wilgotne ciepto, glutar-

srodkow do

dezynfekgji

amoniowe.

aldehyd, stezony H20., kwas

nadoctowy, zwigzki chloru.

Zastosowanie
opisywanego
poziomu

dezynfekcji

Dezynfekcja stetosko-
pow, elektrod do elek-
trokardiogramu, man-
kietéw do cisnienio-

mierzy.

Dezynfekcja narzedzi iin-
strumentéow medycznych,
ktére nie sg skontamino-
wane wysoce opornymi
drobnoustrojami lub for-
mami przetrwalnymi (np.
wzierniki waginalne, laryn-

goskopy).

Dezynfekcja instrumentéw
medycznych, ktére mogtyby
zosta¢ uszkodzone podczas

autoklawowania.
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W praktyce stosowane sg nastepujgce rodzaje dezynfekcji (Munakata i Kuo, 2016; Nosowska, 1999):
e termiczne (z wykorzystaniem wysokiej temperatury ciepta suchego i ciepta wilgotnego),
e termiczno-chemiczne (z zastosowaniem preparatéow chemicznych o temp. 60°C),
e chemiczne (z uzyciem srodkéw dezynfekcyjnych o udowodnionej aktywnosci przeciw-
drobnoustrojowej, w postaci roztwordow, proszkow, granulatéw, par i aerozoli),
o fizyczne (z wykorzystaniem promieniowania ultrafioletowego, filtracji).

DEZYNFEKCJA TERMICZNA

Dezynfekcja termiczna znalazta zastosowanie w odkazaniu bielizny, naczyn i wyposazenia sanita-
riatow. Przebiega z wykorzystaniem goracej wody o temp. minimum 93°C lub pary wodnej o temp.
105-110°C, przy zmniejszonym cisnieniu 0,45—0,50 atm, w czasie minimum 5 minut (Nosowska,
1999).

Przyktadem dezynfekcji termicznej jest dekoktacja, czyli gotowanie, kiedy to temperatura
wody (przy normalnym cisnieniu) osigga 100°C. Te metode mozna stosowac tylko do przedmiotéw
i materiatow cieptostatych. Dekoktacje nalezy prowadzi¢ przez co najmniej 5 minut (zwykle 15-20
minut) od chwili rozpoczecia wrzenia wody. Aby proces byt skuteczny, niezbedne jest petne zanu-
rzenie dezynfekowanych instrumentéw w wodzie.

Dezynfekcje termiczng mozna przeprowadzi¢ réwniez w zmywarce do naczyn, pod warunkiem,
ze ma ona mozliwos$¢ mycia wodg o temperaturze wyzszej niz 70°C (proces powinien trwaé co naj-
mniej 30 minut).

Do metod dezynfekcji termicznej zalicza sie réwniez ekspozycje przedmiotéw dezynfekowa-
nych na dziatanie pary wodnej o wysokiej temperaturze. W tym celu stosuje sie urzagdzenia zwane
potocznie ,wyparzaczami” (ich producenci postugujg sie czasami okresleniem ,sterylizatory pa-
rowe”, wprowadzajgcym w btad, poniewaz proces sterylizacji wymaga zastosowania pary wodnej
o temperaturze minimum 121°C, w podwyzszonym cisnieniu, przez kilkanascie do kilkudziesieciu
minut, a takich parametrow nie uzyskamy w opisywanych urzadzeniach).

Szczegblnym przyktadem dezynfekcji termicznej jest pasteryzacja, pozwalajgca na elimino-
wanie drobnoustrojow z ptyndéw. Proces polega na ogrzewaniu cieczy do temp. 65°C przez 30 minut
(jesli 75°C—to 10 minut), a nastepnie pozostawieniu jej do wystygniecia w temperaturze pokojowej.
Pasteryzacja znalazta zastosowanie gtéwnie w przemysle spozywczym (np. w wyniku pasteryzacji
mleka ging m.in. chorobotwércze bakterie z rodzajéw Brucella, Salmonella, Mycobacterium). Paste-
ryzacja mleka z wykorzystaniem temperatury wyzszej niz 65—70°C (ang. ultra high temperature,
UHT) charakteryzuje sie nastepujacymi parametrami: 135°C w czasie 2-9 sekund (lub 140°C przez
2-3 sekundy), pod normalnym cisnieniem.

Przyktadem uzycia ciepta suchego w dezynfekcji termicznej moze by¢ prasowanie tkanin gorg-
cym zelazkiem (takze maglowanie bielizny) oraz opalanie drobnych narzedzi nad palnikiem Bunsena,
np. ezy czy skalpela (parametry fizyczne wymienionych tu proceséw nie mogg by¢ w odpowiedni
sposoéb kontrolowane, dlatego sg one zaliczane do metod dezynfekcji, a nie sterylizacji).

DEZYNFEKCJA TERMICZNO-CHEMICZNA

Dezynfekcja termiczno-chemiczna jest uzywana do odkazania sprzetu wrazliwego na dziatanie zbyt
wysokich temperatur (Nosowska, 1999). tgczy przeciwdrobnoustrojowg aktywnos¢ srodkéw che-
micznych z aktywnoscig temperatury, podniesionej do 60°C. Proces dezynfekcji termiczno-chemicz-
nej powinien trwac¢ 10 minut. Stosuje sie niskie stezenia srodkdw chemicznych, bo ich aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa wzmaga podwyzszona temperatura roztworu.
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DEZYNFEKCJA CHEMICZNA

Dezynfekcja chemiczna jest to odkazanie przy uzyciu roztwordw preparatéw chemicznych, zawiera-
jacych substancje aktywne o udokumentowanych witasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych
(Heczkoiin., 2015; Murray i in., 2016).

Preparat chemiczny nalezy dobraé¢ odpowiednio do potrzeb, w zaleznosci od tego, czy sktad
jakosciowo-ilosciowy kontaminacji pozostaje nieznany, czy tez spodziewamy sie okreslonej kompo-
zycji mikrobiologicznej tego zanieczyszczenia. Nalezy tez uwzgledni¢ wtasciwosci odkazanych przed-
miotéw (aby stosowany preparat pozostat bez wptywu na ich jakos¢) i — jak zawsze — skutki
toksykologiczne uzycia danego srodka chemicznego. Niektdre chemiczne $rodki dezynfekcyjne maja
wiasciwosci sporobdjcze (Tabela 1). Nie mozemy jednak w stosunku do efektu ich dziatania uzy¢
pojecia sterylizacji, gdyz opisywany proces nie spetnia wymagan monitorowania wskaznikami che-
micznymi i biologicznymi. Ponadto przedmiot po dezynfekcji chemicznej, poddany ptukaniu, obcia-
zony jest ryzykiem wtdrnej kontaminacji.

Zwigzki chemiczne uzywane do dezynfekcji i antyseptyki zostang omdwione w dalszej czesci
rozdziatu.

PROMIENIOWANIE ULTRAFIOLETOWE

Promieniowanie UV (ang. ultra violet) stosuje sie w celu eliminacji mikroorganizmoéw z powietrza
i powierzchni uzytkowych. Bdjczg skutecznosé przeciwdrobnoustrojowa wykazuje promieniowanie
o dtugosci fali 250—-265 nm. UV niekorzystnie oddziatuje na materiat genetyczny mikroorganizmow
i powoduje tworzenie sie dimerdw zasad purynowych i pirymidynowych (najczesciej dimerdw ty-
miny) i inaktywuje tym samym patogeny.

Promieniowanie UV nie penetruje w gtab przedmiotu eksponowanego. Obecnos¢ kurzu lub
materii organicznej obniza skutecznosé UV (konieczna jest uprzednia sanityzacja). Niektére bakterie
dysponujg mechanizmami naprawy uszkodzern DNA spowodowanych przez UV, niemniej promie-
niowanie to istotnie zmniejsza poziom zanieczyszczenia mikrobiologicznego powietrza i powierzchni
uzytkowych (blatow, podtdg), dlatego lampy UV znajdujg sie w kazdym laboratorium mikrobiolo-
gicznym i wielu pomieszczeniach szpitalnych (sale operacyjne, zabiegowe, sterylizatornia) (Weber
iin., 2016).

FILTRACIA

Filtracje stosuje sie do mechanicznego usuwania (wytapywania) bakterii i grzybow z powietrza lub
ptyndéw cieptowrazliwych (Nosowska, 1999).

Filtréw réznego rodzaju (np. porcelanowych Chamberlanda, z ziemi okrzemkowej Berkefelda,
azbestowych lub ze spiekanego szkta) uzywa sie do sgczenia ptynow cieptowrazliwych, np. prepara-
téw z biatkiem lub antybiotykami. Ich wadg jest przepuszczalnos¢ dla czgstek wiruséw i komérek
mykoplazm, czyli bakterii pozbawionych sciany komérkowej. W wyzej wymienionych filtrach sred-
nica por wynosi 0,2 pm.

Filtry membranowe, wykonane z mieszaniny estréw celulozy, teflonu, nylonu i poliestru, za-
trzymuja takze wirusy i mykoplazmy ($rednica por wynosi mniej niz 0,1 um).

Filtrow poliweglanowych uzywa sie w skaningowym mikroskopie elektronowym.

W salach operacyjnych i salach przeznaczonych dla pacjentéw chorych na gruzlice i AIDS (ang.
acquired immunodeficiency syndrome) do filtrowania powietrza stosuje sie filtry HEPA (ang. high
efficiency particulate airfilters).
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Zwigzki chemiczne uzywane do dezynfekcji i antyseptyki

Preparaty dezynfekcyjne podlegajg regulacjom prawnym (Ustawa z dnia 10 pazdziernika 1991 r.)
i opiniowaniu przez Panstwowy Zaktad Higieny, na ktory natozono obowigzek okresowej publikacji
listy pozytywnie zaopiniowanych preparatéw chemicznych przeznaczonych do stosowania w zakfa-
dach opieki zdrowotnej. Kontrola skutecznosci chemicznych srodkéw dezynfekcyjnych jest mozliwa
posrednio, na podstawie jako$ciowych i iloSciowych badan mikrobiologicznej czystosci powierzchni.
Na skutecznos$¢ dezynfekcji chemicznej majg wptyw nastepujgce czynniki (Nosowska, 1999):
e temperatura (im wyzsza temperatura srodka dezynfekujgcego, tym wyzsza skutecznosc
procesu),
o wilgotnos¢ (im wyzsza wilgotnosé¢, tym wyzsza skutecznos¢ procesu),
e czas ekspozycji (im dtuzszy, tym wyzsza skuteczno$¢ procesu),
e stezenie preparatu dezynfekcyjnego (zwykle im wyzsze, tym wyzsza skutecznosé procesu),
e pH $rodowiska (podwyzszone pH obniza np. aktywnos¢ fenoli, podchloryndéw i zwigzkéw
jodu, ale zwieksza aktywnos$é czwartorzedowych zwigzkéw amoniowych),
e obecnosc substancji organicznych (ogranicza aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg prepara-
téw dezynfekujgcych poprzez neutralizacje ich substancji czynnych).

Nie mozna dopusci¢ do zaschniecia substancji organicznej na powierzchni narzedzi — jezeli czyszcze-
nie narzedzi ma nastgpi¢ w pdzniejszym czasie, nalezy je przechowywac w roztworach myjgco-de-
zynfekujacych, zabezpieczajgcych przed zasychaniem zanieczyszczen i jednoczesnie inaktywujgcych
drobnoustroje; takie roztwory robocze nalezy wymieniaé przynajmniej raz dziennie.

Idealny preparat dezynfekcyjny powinien by¢ tani, aktywny natychmiast po jego zastosowaniu,
przy niskim stezeniu substancji czynnej, charakteryzowac sie szerokim spektrum aktywnosci (jeden
preparat o wtasciwosciach bakteriobdjczych, w tym — pratkobdjczych, grzybobdjczych, sporobdj-
czych, inaktywujgcy réwniez wirusy), nie indukowac opornosci wsréd mikroorganizmow. Zaréwno
koncentrat substancji aktywnej (najlepiej dobrze rozpuszczalnej w wodzie, bez wzgledu na jej twar-
dosc¢ i obecnos¢ substancji organicznych), jak i roztwér uzytkowy powinny by¢ trwate, ale tez tatwo
ulegajgce biodegradacji. Idealny srodek dezynfekcyjny nie moze by¢ toksyczny dla ludzi i Srodowi-
ska, draznigcy, nie powinien posiadac zapachu i barwy oraz wykazywac dziatania korodujgcego (Zych
iin., 2013).

Wsrdd uzywanych do dezynfekcji i antyseptyki zwigzkow chemicznych nalezy wymienic: fenole,
czwartorzedowe sole amoniowe, alkohole, zwigzki utleniajgce, halogenki, zwigzki zawierajgce ak-
tywny chlor, kwasy i zasady, metale ciezkie, barwniki. Do celéw dezynfekcji siega sie takze po nano-
technologie.

ZWIAZKI FENOLOWE

Sq to zwigzki organiczne niejonowe, np. lizol (roztwdr krezolu w mydle potasowym), bisfenol (dimer
fenolu), heksachlorofen (bisfenol poddany halogenacji, bardziej skuteczny od bisfenolu).

Charakteryzujg sie dobrg aktywnoscig grzybobdjczg i bakteriobdjczg (ale nie sporobdjcza) oraz
stabym dziataniem przeciwwirusowym (nie inaktywujg enterowirusow). Fenol rozrywa bogate
w lipidy struktury komoérek drobnoustrojéw, dlatego tez pochodne fenolowe wykazujg dobrg
skuteczno$é wobec pratkdw, czesto opornych na inne zwigzki dezynfekcyjne. Heksachlorofen to
antyseptyk, aktywny w stosunku do bakterii Gram-dodatnich, stosowany m.in. do eradykacji MRSA
ze skory skolonizowanych pacjentéw (Murray i in., 2016).

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa zwigzkéw fenolowych maleje w obecnosci substancji or-
ganicznych oraz w pH zasadowym. Wprowadzenie grup aromatycznych lub alifatycznych do fenoli
halogenkowych podwyzsza natomiast ich skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa.

Pochodne fenolu majg draznigcy wptyw na tkanki, niekorzystnie oddziatujg na komdrki ner-
wowe, posiadajg draznigcy zapach. Obecnie sg rzadko uzywane do dezynfekcji (np. do odkazania
metalowych czesci tdzek i szafek), ale nadal stosuje sie je jako standard poréwnawczy do pomiaru
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej innych srodkéw dezynfekcyjnych.
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CZWARTORZEDOWE SOLE AMONIOWE

Czwartorzedowe zwigzki amoniowe (ang. quaternary ammonium compounds, QAC) sg jonowymi,
powierzchniowo czynnymi zwigzkami organicznymi. Odznaczajg sie wyjatkowa, hydrofilowo-hydro-
fobowg budowg czgsteczki chemicznej (stagd doskonale rozpuszczajg sie w substancjach polarnych
i niepolarnych, z tatwoscig przenikajg przez btony cytoplazmatyczne). Cze$¢ organiczna molekuty
posiada fadunek dodatni. QAC wystepujg pod postacig soli (ang. quaternary ammonium salts, QAS)
i wodorotlenkow (Lipiniska-Ojrzanowska i Walusiak-Skorupa, 2014; Teper i Stachurek, 2016).

QAS s3 powszechnie wykorzystywane jako srodki do dezynfekcji. Dodaje sie je do preparatow
uzywanych do odkazania nieuszkodzonej skéry i bton sluzowych, dekontaminacji powierzchni uzyt-
kowych i instrumentéw medycznych. Poniewaz sg zwigzkami powierzchniowo czynnymi, stanowia
dodatek do Srodkéw piorgcych. Uzywa sie ich rdwniez do produkcji polimeréw o wtasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych.

QAS wykazujg aktywnos$é wobec bakterii, ktorych komérki majg ujemny fadunek. Wnikajg do
ich wnetrza, uszkadzajg btone cytoplazmatyczng i przyczyniaja sie do rozpadu komérek prokarion-
téw. Maja tez aktywnosc przeciwpierwotniakowg i (w ograniczonym stopniu) przeciwwirusows.
W nizszych stezeniach dziatajg biostatycznie, w wyzszych — grzybobdjczo i bakteriobdjczo (Pseudo-
monas spp., Mycobacterium spp. i Trichophyton spp. pozostajg niewrazliwe). Nie inaktywujg form
przetrwalnych bakterii i grzybéw oraz wirusdw nagich (niszczg wirusy ostonkowe).

Przyktadem QAS s3: chlorek benzalkoniowy, bromek alkilodimetylobenzyloamoniowy, bromek
laurylopirydyniowy, bromek benzylodecylodimetyloamoniowy, chlorek cetylopirydyniowy.

ALKOHOLE

S3 to rozpuszczalniki organiczne niejonowe, np. metanol, etanol, izopropanol, niezastgpione w anty-
septyce (zwtaszcza etanol i izopropanol) i dezynfekcji (np. do dekontaminacji stetoskopéw, termo-
metréw, gumowych korkéw).

Etanol i izopropanol dziatajg szybko na wegetatywne postaci bakterii, wirusy ostonkowe (np.
wirusy grypy, herpeswirusy) i nagie (np. adenowirusy, rotawirusy). Nie inaktywujg endospor. Sg
stabo skuteczne wobec wielu rodzajéw grzybéw i wirusdw nagich, jak poliowirus i wirus zapalenia
watroby typu A, nalezgcych do rodziny Picornaviridae (Heczko i in., 2015; Murray i in., 2016). Roz-
twory alkoholowe, bedgce mieszaning etanolu i propanolu (rowniez z dodatkiem innych substancji
o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, np. chlorku didecylodimetyloamonu), wykazujg aktywnos$¢
przeciwpratkowa.

Uszkadzajg btone cytoplazmatyczng komorki bakteryjnej (dochodzi do zmiany jej przepuszczal-
nosci) i sciane komérkowa. Zaburzeniu ulegajg procesy metaboliczne, gtdwnie poprzez denaturacje
biatek.

Aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowa alkoholi ro$nie wraz ze wzrostem dtugosci faricucha cza-
steczki chemicznej, a takze w wodzie (70-procentowy roztwor wodny alkoholu jest bardziej sku-
teczny niz roztwor 95-procentowy), jednak nadmiernie rozcieficzony alkohol (ponizej 50%) traci
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg. Skutecznosé roztworu alkoholu wzrasta, jesli po jego uzyciu
skore przemyije sie dodatkowo zwigzkiem jodoforowym. Dezynfekcja z uzyciem preparatu na bazie
alkoholu powinna dotyczy¢ powierzchni czystych, poddanych wczesniej sanityzacji (obecnos¢ mate-
rii organicznej obnizy jej skutecznosc).
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ZWIAZKI UTLENIAJACE

Oksydanty (zwigzki nadtlenowe) to np. H,0,, kwas nadoctowy, nadboran sodu, nadsiarczan potasu.
Maja szerokie spektrum dziatania — wykazujg aktywnos¢ wobec bakterii, w tym pratkéw, a takze
wobec wirusdw i grzybéw (Rutala i Weber, 2019).

H,0, jest stosowany w antyseptyce (3-procentowy roztwér H,O, to woda utleniona, zwigzek
bezpieczny w uzyciu, bez wtasciwosci draznigcych). W stezeniach 3—6% zabija wiekszos¢ bakterii,
natomiast w stezeniach wyzszych (10-25%) inaktywuje wszystkie drobnoustroje, takze formy prze-
trwalne (przy czasie ekspozycji wydtuzonym nawet do godziny). Jest uzywany do dezynfekcji implan-
téw, soczewek kontaktowych, protez chirurgicznych. Aktywng forma H,0; jest powstajacy wskutek
jego rozktadu tlen rodnikowy, oddziatujacy niekorzystnie na biatka i kwasy nukleinowe mikro-
organizméw (bakterie wydzielajgce katalaze neutralizujg tlen rodnikowy).

Kwas nadoctowy jest uzywany do dezynfekcji (wysokiego stopnia) i sterylizacji. Wykazuje
aktywnos¢ wobec wegetatywnych form grzybow i bakterii, w tym pratkéw, a takze endospor bak-
teryjnych (przy wydtuzonym czasie ekspozycji) i enterowiruséw. Zachowuje skutecznosé przeciw-
drobnoustrojowa mimo obecnosci zanieczyszczen organicznych. Moze powodowacé korozje metali.
Jest bezpieczny dla Srodowiska — ulega rozpadowi do tlenu i kwasu octowego. Roztwory o stezeniu
wyzszym niz 5% moga powodowac oparzenia.

Nadboran sodu i nadsiarczan potasu znalazty zastosowanie w dezynfekcji narzedzi (majg zakres
dziatania podobny do preparatéw chlorowych, zastepujg je ze wzgledéw ekologicznych).

HALOGENKI

Sq to zwigzki zawierajgce jod lub chlor, uzywane powszechnie jako srodki dezynfekcyjne. Najwyzszg
skutecznosé przeciwdrobnoustrojowg posiadajg zwigzki jodu, poniewaz jod jest wysoce reaktyw-
nym pierwiastkiem, strgcajgcym biatka i utleniajgcym enzymy mikroorganizmoéw. Zwigzki jodu wy-
kazujg aktywnos¢ wobec wszystkich drobnoustrojéw, w tym pratkéw i bakterii sporujgcych.

Jod pierwiastkowy, rozpuszczony w wodnym roztworze jodku potasu, to ptyn Lugola, natomiast
rozpuszczony w alkoholu to jodyna. Jod pierwiastkowy moze tez byé zwigzany z nosnikiem — tego
rodzaju zwigzek chemiczny nazywa sie jodoforem (np. powidon — jod stosowany do dezynfekgcji
i antyseptyki, zwigzany z poliwinylopropidionem, bezpieczny dla tkanek, nie uszkadzajacy po-
wierzchni metalowych, ale drogi w poréwnaniu z innymi zwigzkami jodu; powidon ma ograniczong
aktywnos¢ w stosunku do pratkow i przetrwalnikéw).

Chlor zawierajg nastepujace antyseptyki: chlorheksydyna, triclosan, chloroksylenol. Sg uzy-
wane do dezynfekcji, a takze do odkazania skory rak, pola operacyjnego, ran i ptukania jamy ustnej,
dodaje sie je takze do mydet i past do zebdw. Sposréd wyzej wymienionych najszersze spektrum
aktywnosci ma chlorheksydyna. Zaden z tych antyseptykdw nie ma jednak wtasciwosci sporobdj-
czych (Rutala i Weber, 2019).

PREPARATY ZAWIERAJACE AKTYWNY CHLOR

Chloramina, podchloryn sodu, podchloryn wapnia uzywane sg do dezynfekcji instalacji wodnej i po-
Scieli szpitalnej. Zaburzajg metabolizm komdrkowy bakterii (takze pratkéw) i grzybow, hamujg syn-
teze biatek, uszkadzajg materiat genetyczny drobnoustrojow (w tym wiruséw). Sg zwigzkami
nietrwatymi, ulegajg inaktywacji pod wptywem swiatta, ciepta i wilgoci. Obecnos¢ substancji orga-
nicznych w srodowisku obniza ich skutecznosé. W kwasnym pH gwattownie uwalniany jest chlor,
w szkodliwym dla zdrowia stezeniu (dziatanie draznigce na drogi oddechowe, skore, oczy) (Murray
iin., 2016).
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POzZOSTALE

Kwasy i zasady, ze wzgledu na nieneutralne wartosci pH, denaturujg biatka mikroorganizméw (zmie-
niajg strukture protein). Stosowane sg gtéwnie do konserwacji zywnosci, np. kwas benzoesowy,
kwas salicylowy, kwas mlekowy.

Metale ciezkie (rte¢, srebro, arsen) wigza sie z grupami sulfhydrylowymi biatek i inaktywujg ich
aktywnos¢ enzymatyczng. Preparaty zawierajgce metale ciezkie, ze wzgledu na toksyczno$é, sa
w antyseptyce stosowane wyfacznie miejscowo (np. azotan srebra).

Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wykazujg barwniki (np. uzywany do barwienia metoda
Grama fiolet krystaliczny czy gencjana bedgca antyseptykiem) i mleczan etakrydyny (Rivanol, anty-
septyk) (Kutrowska, 2006).

NANOTECHNOLOGIA

Nanoczgsteczki to czgsteczki, ktorych wielko$é nie przekracza 100 nm. Skutecznos¢ przeciwdrobno-
ustrojowa wykazujg nanoczasteczki srebra. Pierwiastek ten niszczy komérki bakterii i grzybéw
w reakcji z ich powtokami poprzez utlenianie i denaturacje sktadnikdéw chemicznych, a takze nieko-
rzystny wptyw na DNA mikroorganizmow.

Bakterie nie rozwijajg opornosci na srebro, jak to ma miejsce w przypadku antybiotykdéw
(Shahverdiiin., 2007). Srodki do dezynfekcji zawierajace nanoczasteczki srebra moga stanowié uzu-
petnienie dostepnych metod dezynfekcji szpitalnych powierzchni uzytkowych, blatéw mebli, t6zek
czy parapetow przez pokrywanie ich farbg lub spryskiwanie powtokg z nanoczgsteczkami srebra.
Rowniez tkaniny zaimpregnowane takg powtoka posiadajg wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
(obserwuje sie jednak powolne wyptukiwanie molekut srebra w czasie prania).

HIGIENA RAK W WARUNKACH SZPITALNYCH

Jednym z najprostszych, a zarazem najwazniejszych sposobdow zapobiegania transmisji zakazen
w placéwkach opieki medycznej i poza nimi jest wtasciwa higiena ragk (Heczko i Wojkowska-Mach,
20009; Pittet i in., 2009; WHO, 2009).

Zwykte mycie rak stosuje sie, gdy rece sg widocznie brudne lub zanieczyszczone ptynami
ustrojowymi lub gdy na oddziale szpitalnym odnotowano zakazenia bakteriami sporujgcymi. Nalezy
uzywad mydta zwyktego lub antybakteryjnego (antyseptyki z alkoholem nie usung ani zabrudzen ani
endospor).

Higieniczne mycie rak stosuje sie przed kontaktem z pacjentem i po nim, gdy u tej samej
osoby zmieniamy obszar pielegnacji ciata ze skazonego na inny, przed kontaktem z inwazyjnym in-
strumentem medycznym, ktéry ma by¢ zastosowany u pacjenta, po kontakcie z powierzchnig z oto-
czenia pacjenta, po kontakcie z wydzielinami, wydalinami i ptynami ustrojowymi pacjenta, przed
przygotowaniem lekéw dla chorych oraz po zdjeciu rekawiczek jatowych lub niejatowych (nalezy
uzy¢ antyseptyku na bazie alkoholu).

Chirurgiczne mycie rgk jest wymagane przed przystgpieniem do wykonywania procedury
w warunkach aseptycznych (uzywamy antyseptykéw na bazie alkoholu, w tym antyseptykdéw o prze-
dtuzonej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, np. chlorheksydyny).

Sterylizacja
Sterylizacja (wyjatawianie) polega na eliminacji wszystkich form i rodzajéow drobnoustrojow

z okreslonego materiatu, przedmiotu. Procesowi s3 poddawane instrumenty medyczne wchodzace
w bezposredni kontakt z jatowymi tkankami, jak réwniez podtoza do diagnostyki mikrobiologiczne;j.
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Oczekiwany efekt wyjatawiania — produkt sterylny (jatowy, pozbawiony wszelkich mikroorgani-
zmédw) — uzyskiwany jest w wyniku:

e prawidtowego przygotowania materiatéw do sterylizacji,

e doboru odpowiednich metod sterylizacji,

e niezaktéconego przebiegu procesu sterylizacji,

o wiasciwego przechowywania i uzywania przedmiotéw po sterylizacji.

Materiat przeznaczony do sterylizacji musi by¢ odpowiednio przygotowany. Instrumenty me-
dyczne poddaje sie dezynfekcji wstepnej. Sg myte pod biezgcg wodg o jakosci wody pitnej lub w myj-
niach automatycznych (ich powierzchnie nalezy dokfadnie oczyscic¢ z substancji organicznych), na-
stepnie suszone, przegladane, konserwowane, pakowane (we wtdkniny, rekawy papierowo-foliowe
i papierowe, torby — opakowanie musi byé przepuszczalne dla czynnikdw sterylizujgcych), opisy-
wane (na opakowaniu powinna znalez¢ sie data sterylizacji lub data przydatnosci do uzycia produktu
sterylnego oraz informacja na temat rodzaju zawartosci — w przypadku opakowan nieprzezroczys-
tych) (Nosowska, 1999).

Nalezy przestrzegac zasad prawidtowego doboru metod sterylizacji i jednoczesnie uwzgledniac
charakterystyke drobnoustrojow oraz wtasciwosci czynnika sterylizujgcego i przedmiotu sterylizo-
wanego. Czynnik wyjatawiajgcy wptywa destrukcyjnie na mikroorganizmy poprzez zjawiska koagu-
lacji, denaturacji i utleniania. Aby dziatat skutecznie, parametry sterylizacji, do ktérych nalezg m.in.
temperatura, czas, wilgotnos¢, natezenie (w przypadku promieniowania), stezenie (w przypadku
zwigzku chemicznego), muszg byc¢ Scisle kontrolowane. Czynnik sterylizujgcy (czy to fizyczny, czy
chemiczny) powinien by¢ bezpieczny dla ludzi, srodowiska i materiatu poddawanego sterylizacji
(proces nie moze uszkadzac lub zmieniaé jego wtasciwosci). Istotna jest dobra penetracja czynnika
wyjaftawiajgcego, co moze by¢ bardzo utrudnione np. w przypadku instrumentéw o dtugich i waskich
kanatach. Ze wzgledéw ekonomicznych liczg sie jak najkrotszy czas sterylizacji oraz niezawodnosé,
przystepna cena i niskie koszty eksploatacji urzgdzenia sterylizujgcego (Nosowska, 1999).

W praktyce stosowane sg nastepujace rodzaje wyjatawiania: sterylizacja wysokotemperatu-
rowa i sterylizacja niskotemperaturowa.

STERYLIZACJA WYSOKOTEMPERATUROWA

Do metod sterylizacji wysokotemperaturowej nalezg: autoklawowanie, tyndalizacja i wyjatawianie
suchym gorgcym powietrzem.

Autoklawowanie to sterylizacja parg wodng w nadci$nieniu, prowadzona przez Scisle okre-
Slony czas (Ling i in., 2018; Rutala i Weber, 2013). Wykorzystuje nasycong pare wodng w nadcisnie-
niu o wartosci 1 atm (w temp. 121°C przez 15-20 minut) lub 2 atm (w temp. 134°C przez 3-5 minut).
Jest to metoda wtasciwa do sterylizacji materiatow cieptostatych, obojetnych na dziatanie fizycznych
czynnikéw wyjatawiajgcych wymienionych wyzej. Proces odbywa sie w autoklawach przeptywo-
wych (gdzie powietrze wypierane jest z komory sterylizatora parg wodng) lub prézniowych (gdzie
wstepnym etapem procesu jest wytworzenie prézni w komorze sterylizatora). Para wodna ma do-
bre wtasciwosci penetrujace, w krdtkim czasie niszczy drobnoustroje i powoduje koagulacje ich bia-
tek. Metode stosuje sie np. do sterylizacji instrumentdw medycznych i pozywek mikrobiologicznych.
Autoklaw to podstawowe wyposazenie kazdej sterylizatorni.

Tyndalizacja to sterylizacja z wykorzystaniem biezacej pary wodnej, przeprowadzana w apa-
racie Kocha. Materiat wyjatawiany poddaje sie trzykrotnemu dziataniu pary wodnej przez 20—30 mi-
nut, w odstepach 24-godzinnych. Po kazdym ogrzaniu jest on pozostawiany do wystygniecia
w temperaturze pokojowej. Temperatura pary wodnej (ok. 100°C) niszczy formy wegetatywne
drobnoustrojéw. Formy przetrwalne, obecne w materiale poddawanym temu procesowi
sterylizacji, w temperaturze pokojowej przeistaczajg sie w formy wegetatywne, ktdre sg niszczone
w kolejnym cyklu podgrzania. Trzecie ogrzanie materiatu koriczy proces tyndalizacji. Metoda bywa
stosowana do wyjatawiania ptynéw, w tym ptynnych podtozy mikrobiologicznych, a takze masci
i kreméw zawierajgcych substancje wrazliwe na dziatanie wysokiej temperatury. Tyndalizacje
wykorzystywano powszechnie, zanim w laboratoriach i szpitalach pojawity sie autoklawy (Heczko
iin., 2015).
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Sterylizacja suchym, gorgcym powietrzem odbywa sie w aparatach z wymuszonym obie-
giem powietrza (w temp. 160°C przez 60 minut lub w temp. 180°C przez 45 minut) lub w aparatach
z naturalnym obiegiem powietrza (w temp. 160°C przez 150 minut lub w temp. 180°C przez 60 mi-
nut). Metoda obarczona jest istotnymi wadami, do ktdrych naleza: zta penetracja suchego powie-
trza, konieczno$¢ uzyskiwania wysokich temperatur, czasochtonno$é. Ponadto wewnatrz komory
sterylizacyjnej istniejg roznice temperatur (dopuszczalne do 15°C), co wigze sie z ryzykiem btedu
sterylizacji. Metoda wykorzystywana do wyjatawiania przedmiotéw szklanych, masci, pudrow i sub-
stancji oleistych (Ling i in., 2018; Rutala i Weber, 2013).

STERYLIZACJA NISKOTEMPERATUROWA

Jest to inaczej zimna sterylizacja, odpowiednia do wyjatawiania przedmiotéw i materiatéw ciepto-
wrazliwych (Heczko i in., 2015; Nosowska, 1999).

Sterylizacje tlenkiem etylenu, bezbarwnym, rozpuszczalnym w wodzie gazem, prowadzi sie
zwykle przez 2—4 godziny w temp. 30—-65°C i w $rodowisku o 30-90% wilgotnosci. Czas trwania de-
gazacji, czyli procesu wietrzenia (koniecznego ze wzgledu na to, ze omawiany gaz ma wtasciwosci
rakotworcze, jest tatwopalny i wybuchowy), wskazywany jest przez producenta urzadzenia do wy-
jatawiania i najczesciej wynosi 12 godzin w temp. 50°C (w tzw. aeratorze) lub 7 dni w temp. pokojo-
wej. Tlenek etylenu inaktywuje nie tylko wegetatywne postaci drobnoustrojéw, ale takze ich formy
przetrwalne — alkiluje terminalne reszty hydroksylowe, karboksylowe i aminowe, przez co blokuje
reaktywne grupy chemiczne waznych procesdw metabolicznych.

Wyjatawianie kwasem nadoctowym w formie gazowej prowadzi sie przez 30 minut w temp.
50-55°C. Uwage zwraca wysoka aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowa oparéw kwasu nadoctowego.
Sam zwigzek jest jednak nietrwaty, produkty jego rozpadu — tlen i kwas octowy — nie sg toksyczne
dla cztowieka i Srodowiska.

Sterylizacja oparami H,0, wymaga uzycia H,0, w stezeniu 10-25%. Proces odbywa sie w temp.
40-60°C, trwa 90 minut. Metode wykorzystuje sie do sterylizacji instrumentéw i narzedzi medycz-
nych.

Mozliwe jest rowniez wyjatawianie plazmg H,0,. Stezenie H,0, wynosi w tym przypadku od
50% do 55%, reakcja zachodzi w temp. 40-60°C w czasie 45—75 minut. Stan plazmowy uzyskuje sie
poprzez przeprowadzenie H,0, w forme gazu, a nastepnie bombardowanie jego czasteczek wysokg
energig. Generuje to powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych — otrzymujemy wysoce zjonizo-
wany gaz H,0,.

Sterylizacja ozonem prowadzona jest przez 30—120 minut w temp. 25°C i przy wilgotnosci
w zakresie 75-95%. Ozonu uzywa sie m.in. do dezynfekcji wody.

Zimna sterylizacja to takze wyjatawianie przy uzyciu promieniowania jonizujgcego. Jego Zro-
dtem sg akceleratory elektronéw lub izotopy kobaltu. Promieniowanie to niszczy integralnos¢ oston
komaérkowych mikroorganizméw i jest bezposrednig przyczyng pekania taricucha DNA. Metode sto-
suje sie np. do przemystowej sterylizacji implantéw i opatrunkdow.

Prowadzenie sterylizacji formaldehydem wymaga zadbania o odpowiednie stezenie tego
zwigzku chemicznego (2-5%), wtasciwg wilgotnos¢ srodowiska reakcji (ponad 70%) i temperature
(48-75°C). Proces trwa nawet 6 godzin. Aldehyd mréowkowy (formaldehyd) i aldehyd glutarowy sg
zwigzkami alkilujgcymi, denaturujgcymi biatka i kwasy nukleinowe mikroorganizmdéw. Uszkadzajg
rowniez btone cytoplazmatyczng. Aldehydy charakteryzujg sie szerokim spektrum dziatania, obej-
mujgcym prokarionty (w tym pratki gruzlicy), wirusy, grzyby i formy przetrwalne drobnoustrojéw.

Ekspozycja skéry i bton $luzowych na dziatanie formaldehydu jest niedopuszczalna ze wzgledu
na toksyczne i rakotwoércze witasciwosci zwigzku. Mniej toksyczny wobec zywej tkanki jest aldehyd
glutarowy, jednak i on moze doprowadzi¢ do oparzen skory i bton sluzowych.

Aldehydy sg stosowane do wyjatawiania drobnego sprzetu medycznego, instrumentéw me-
dycznych. Formaldehyd stosuje sie np. do sterylizacji filtrow HEPA.

Wadg tego typu sterylizacji jest dtugi czas zanurzenia narzedzi w roztworze, a takze koniecznos¢
wyptukiwania przedmiotéw jatowionych. Czas zanurzenia jest czesto skracany do kilkudziesieciu
minut, przez co proces sterylizacji przeksztatca sie w dezynfekcje. Wyjatawianie aldehydami
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oceniono jako szkodliwe dla s$rodowiska w stopniu wysokim. Do przeprowadzenia procesu
potrzebne jest pomieszczenie wyposazone w wydajng wentylacje. Aldehydy nie powinny by¢
stosowane do dezynfekcji duzych powierzchni uzytkowych.

ULTRADZWIEKI

Zastosowanie w procesie sterylizacji znalazty tez ultradzwieki. Wykorzystuje sie fale ultradzwie-
kowe o czestotliwosci powyzej 20 kHz, wytwarzane w sonikatorach, w ktérych wykorzystywane jest
zjawisko kawitacji, polegajace na wytworzeniu w roztworze olbrzymiej ilosci fal cisnieniowych, wy-
wotywanych przez implodujace pecherzyki powietrza, rozrywajace komérki drobnoustrojéow. Ultra-
dzwieki silnie oddziatujg na zywe bakterie, zwtaszcza komorki pochodzace z mtodych hodowli.
Z uwagi na réznice w budowie $ciany komdrkowej, bardziej podatne na dziatanie ultradzwiekéw sg
bakterie Gram-ujemne. Formy przetrwalne s3 z kolei bardziej oporne na ultradzwieki, w poréwnaniu
z postaciami wegetatywnymi mikroorganizméw (Murray i in., 2016; Nosowska, 1999).

KONTROLA PROCESU STERYLIZACII

Kontrola przebiegu procesu wyjatawiania jest obowigzkowa. Sktadajg sie na nig kontrola steryliza-
toréw i ekspozycji oraz kontrola wsadu i pakietu. Kontrola wewnetrzna jest obowigzkiem uzytkow-
nika i obejmuje kontrole fizyczng, chemiczng i biologiczng. Kontrola zewnetrzna nalezy do
obowigzkéw Panstwowej Inspekcji Sanitarnej i obejmuje kontrole biologiczng (Nosowska, 1999).

Kontrola fizyczna procesu sterylizacji odbywa sie przy uzyciu wskaznikéw fizycznych i podaje
informacje o stanie technicznym urzadzenia sterylizujgcego zgodnie ze wskazaniami zegara, termo-
metru, manometru.

Kontrola chemiczna procesu wyjatawiania odbywa sie przy uzyciu wskaznikédw chemicznych.
Okresla warunki procesu sterylizacji wewnatrz komory sterylizatora. Norma kontroli jest oparta na
reakcji chemicznej substancji wchodzacych w sktad wskaznika. Wynik reakcji jest widoczny jako
zmiana barwy wskaznika, gdy proces sterylizacji osiggnie odpowiednie parametry. Kontrola che-
miczna jest przeprowadzana dla danej ekspozycji (tzw. sprawdzian sterylizacji) oraz kazdego wsadu
i pakietu. Kontrola ekspozycji sygnalizuje, ze opakowanie byto poddane sterylizacji, ale nie méwi
o sterylnosci jego zawartosci. Kontrole wsadu i pakietu wykonuje sie poprzez umieszczenie
opakowanych wskaznikéw chemicznych w rdznych punktach komory sterylizatora (np. komory
0 pojemnosci ponizej 20 litréw wymaga zastosowania dwdch wskaznikéw, a komora o pojemnosci
powyzej 20 litrow — minimum trzech). Prawidtowe wybarwienie wskaznikow zwalnia wsad do
uzycia. W chemicznej kontroli sterylizacji postugujemy sie barwnymi przylepcami, stuzgcymi do
odrdznienia materiatéw poddanych sterylizacji od materiatéw nie poddanych temu procesowi (czyli
do kontroli ekspozycji — okleja sie nimi od zewnatrz sterylizowany przedmiot), a takze wskaznikami
paskowymi i rurkowymi (do kontroli wsadu i pakietu).

Kontrola biologiczna procesu sterylizacji wymaga uzycia wskaznikéw biologicznych i podaje
informacje o fakcie zabicia drobnoustrojow wskaznikowych w procesie sterylizacji. Wskazniki biolo-
giczne zawierajg endospory wyselekcjonowanych, niepatogennych szczepdw bakterii, wysoce opor-
nych na czynnik sterylizujgcy. Endospory te sg zdolne do przejscia w forme wegetatywna. Sporal
S zawiera endospory z gatunku Bacillus atrophaeus w ilosci 108-10° i jest stosowany do kontroli
procesu wyjatawiania suchym, gorgcym powietrzem oraz tlenkiem etylenu (wynik kontroli wydaje
sie po 7 dniach). Sporal A, w ktérym znajdujg sie endospory Geobacillus stearothermophilus w ilosci
3 x 108, jest wykorzystywany do kontroli sterylizacji parg wodng w nadci$nieniu (wynik po 7 dniach).
3M Attest zawiera spory bakteryjne wraz z pozywka i jest stosowany do kontroli sterylizacji parg
wodng w nadcisnieniu (wynik po 7 dniach). Test TE i test 3M Attest Rapid pozwalajg uzyska¢ wynik
kontroli biologicznej odpowiednio po 24-48 godzinach i po 1-3 godzinach (Nosowska, 1999).

Kontrola wewnetrzna przy uzyciu wskaznikéw biologicznych jest wykonywana okresowo, co
najmniej raz w miesigcu (im czesciej, tym lepiej), dla kazdego sterylizatora, dla cykli sterylizacji
o roznych parametrach i po kazdej naprawie lub dtuzszej przerwie w pracy urzadzenia. Rejestracja
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kontroli sterylizacji jest obowigzkowa dla wszystkich procesow sterylizacji i wszystkich sterylizowa-
nych materiatéw. Protokét sterylizacji produktu zawiera date sterylizacji, rodzaj zatadunku, wyniki
kontroli fizycznej, chemicznej, biologicznej. Dokumentacja powinna by¢ przechowywana przez
10 lat.

Sterylizacje uznano za proces specjalny, czyli taki, ktérego rezultatu nie mozna zweryfikowac
przez sprawdzenie produktu korncowego (sterylnego) — mozliwa jest tylko kontrola przebiegu pro-
cesu wyjatawiania. Proces sterylizacji kazdorazowo musi osiggaé wymagany poziom bezpieczen-
stwa — prawidtowo przeprowadzony gwarantuje, ze ryzyko uzyskania produktu niejatowego jest
mniejsze niz 1:1 000 000 (Heczko i in., 2015).
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Wprowadzenie

Termin ,,antybiotyk” wywodzi sie od dwdch greckich stéw: anti (przeciw) i bios (zycie). Antybiotyk
to naturalna lub syntetyczna substancja, wykazujgca béjczg lub statyczng aktywnos¢ wobec bakterii.
Leki z grupy antybiotykdéw poczatkowo byty otrzymywane w sposdb naturalny z hodowli grzybéw
(najczesciej) lub bakterii. Obecnie wiele z nich wytwarza sie sztucznie, w wyniku modyfikacji zwigzku
naturalnego lub poprzez kompletng chemiczng synteze substancji obecnej w naturze. Rozwdj nauki
i techniki pozwolit takze na otrzymywanie syntetycznych zwigzkéw o dziataniu przeciwdrobnoustro-
jowym, zwanych chemioterapeutykami. Nie posiadajg one naturalnych odpowiednikéw w przy-
rodzie, przez co nie mogg by¢ zaliczane do antybiotykdw.

W pismiennictwie medycznym coraz czesciej zamiennie uzywa sie termindw ,antybiotyk”
i ,chemioterapeutyk”. Wynika to z faktu, ze dwa anglojezyczne okreslenia — zaréwno antibiotic
(oznaczajace antybiotyk), jak i antimicrobial (oznaczajace kazdy lek przeciwdrobnoustrojowy), czyli
,antybiotyk” i ,chemioterapeutyk" — otrzymujg przewaznie jedno ttumaczenie, jako , antybiotyk”.
Leki przeciwdrobnoustrojowe muszg cechowac sie wybidrczg toksycznoscig — w makroorganizmie
powinny osiggac stezenia wzglednie dla niego obojetne, majace jednoczesnie niekorzystny wptyw
na mikroorganizmy wywotujgce infekcje.

Antybiotyki stosuje sie przede wszystkim w leczeniu wszelkiego rodzaju zakazen bakteryjnych,
jak réwniez — w uzasadnionych przypadkach — profilaktycznie, np. okotooperacyjnie w chirurgii czy
w celu zapobiezenia infekcyjnemu zapaleniu wsierdzia przed zabiegami stomatologicznymi.

Odkrycie przez Alexandra Fleminga pierwszego antybiotyku, penicyliny, byto fundamentem
i kamieniem milowym dla rozwoju medycyny. Juz wtedy dzieki wprowadzeniu penicyliny do lecznic-
twa, zmniejszeniu ulegty wskazniki smiertelnosci wsrdd pacjentéw po zabiegach operacyjnych,
a przeszczepy narzagdow, ktore wezesdniej nie byty mozliwe, staty sie z czasem jedng ze standardo-
wych procedur medycznych. Nieuleczalne dotad i obarczone duzym ryzykiem zgonu infekcje bakte-
ryjne przestaty prowadzi¢ do Smierci pacjentdw, wiele z tych chordb jesteSmy w stanie wyleczy¢.

Niemniej juz sam Fleming przewidywat wyzwania, jakim w przysztosci beda musiaty sprostac
antybiotyki. Zdawat sobie sprawe, ze pojawig sie bakterie antybiotykooporne, w tym szczepy wielo-
lekooporne. Waznym srodkiem zapobiegania rozprzestrzenianiu sie zjawiska antybiotykoopornosci
wsrdd prokariontdéw jest stosowanie przez lekarzy zasad racjonalnej antybiotykoterapii: do lecze-
nia infekcji nalezy wybraé¢ antybiotyk skuteczny wobec jej czynnika etiologicznego, bezpieczny dla
pacjenta, o mozliwie najwygodniejszym sposobie dawkowania, a jego uzycie powinno by¢ obar-
czone jak najmniejszym ryzykiem powstawania i szerzenia sie wielolekoopornosci (Dzierzanowska,
2019; Szczeklik i Gajewski, 2022; Hryniewicz i Mészaros, 2002).

W przypadku stwierdzenia zakazenia decyzja o wyborze leku przeciwdrobnoustrojowego jest
uzalezniona od czynnika etiologicznego i jego lekowrazliwosci, jak réwniez od ciezkosci zakazenia,
mozliwych drég podania (np. czy chory jest w stanie przyjmowac lek drogg doustng albo czy dany
lek mozna w ten sposdb w ogdle podawac), stwierdzonego w wywiadzie lekarskim uczulenia na
antybiotyk, wydolnosci nerek i watroby oraz stosowanych wczesniej antybiotykow i innych lekéw
(Dzierzanowska, 2019; Szczeklik i Gajewski, 2022; Hryniewicz i Mészaros, 2002). Niezwykle cenne
w praktyce klinicznej sg rekomendacje przygotowywane na biezgco m.in. w ramach Narodowego
Programu Ochrony Antybiotykow (www.antybiotyki.edu.pl). Publikowane wytyczne przeznaczone
sg dla lekarzy wszystkich specjalnosci, a szczegdlnie dla lekarzy rodzinnych, pediatrow i internistéow
(Hryniewicz i in., 2020; Zukowska i Hryniewicz, 2020).

W niniejszym rozdziale przedstawiono podstawowe informacje na temat lekéw przeciwbakte-
ryjnych. Ponadto omdéwiono metody oznaczania lekowrazliwosci bakterii i zasady interpretacji uzy-
skanych wynikéw. Przyjmowanie lekéw o aktywnosci przeciwbakteryjnej nie pozostaje obojetne dla
organizmu cztowieka, dlatego tez w ostatniej czesci rozdziatu podano ich najwazniejsze dziatania
niepozgdane.
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Podziat lekdw o dziataniu przeciwbakteryjnym

W procesie leczenia przeciwdrobnoustrojowego uzywa sie lekdw wykazujgcych aktywnos$¢ wobec
réznych grup mikroorganizméw, takich jak bakterie, grzyby, pierwotniaki i wirusy.

Do lekéw aktywnych wobec grzybdéw zalicza sie np. gryzeofulwine, nystatyne, amfoterycyne B,
hachimycyne (Robbins i in., 2016). Lekami wykazujgcymi aktywnos$¢ wobec pierwotniakdw sg m.in.
fumagilina i trychomycyna (Capelaiin., 2019). Aktywnoscig przeciwwirusowa charakteryzuja sie ta-
kie zwiazki jak np. acyklowir, gancyklowir, oseltamiwir, zanamiwir, lamiwudyna, telbiwudyna, teno-
fowir (Balfour, 1999; Novakova i in., 2018a; Novakova i in., 2018b; Poole i Kimberlin, 2017).

W tym rozdziale monografii skoncentrowano sie na zwigzkach o aktywnosci przeciwbakte-
ryjnej. Aby uporzadkowaé niezwykle obszerng wiedze, dokonano podziatu lekéw przeciwbakteryj-
nych na kilka grup w zaleznosci od spektrum ich dziatania, docelowego miejsca dziatania i efektu
dziatania.

Niektére leki przeciwbakteryjne dziatajg w waskim zakresie, czyli posiadajg tzw. waskie
spektrum aktywnosci (Dzierzanowska, 2019; Szczeklik i Gajewski, 2022). Sg to np. leki dziatajace
gtéwnie na drobnoustroje Gram-dodatnie (m.in. benzylopenicyliny, makrolidy, linkozamidy, rifam-
picyna, wankomycyna) lub aktywne gtéwnie wobec mikroorganizméw Gram-ujemnych (m.in.
aminoglikozydy, polimyksyny, monobaktamy). Przyktadem tego typu zwigzkdw s3 tez leki przeciw-
pratkowe, np. te stosowane w terapii gruzlicy (m.in. cykloseryna, wiomycyna, streptomycyna).

Dostepne sg rowniez leki przeciwbakteryjne o szerokim zakresie dziatania, ktére majg tzw.
szerokie spektrum aktywnosci (Dzierzanowska, 2019; Szczeklik i Gajewski, 2022), np. ampicylina,
cefalosporyny Il i lll generacji, tetracykliny, chloramfenikol, karbapenemy.

Ze wzgledu na efekt dziatania leki przeciwbakteryjne podzielono na bdjcze — zabijajgce zywe
komarki bakteryjne (m.in. antybiotyki beta-laktamowe, aminoglikozydy, polimyksyny, glikopeptydy,
ryfamycyny) i statyczne —hamujgce wzrost i podziaty komadrkowe, ale nie zabijajgce bakterii (m.in.
makrolidy, chloramfenikol, tetracykliny, linkozamidy, kwas fusydowy) (Dzierzanowska, 2019; Szcze-
klik i Gajewski, 2022).

Ze wzgledu na mechanizm dziatania wyrdzniono leki przeciwbakteryjne zaburzajgce:

e synteze Sciany komdrkowej,

e funkcje bton komérkowych,

e proces transkrypcji,

e biosynteze biatek,

e replikacje i utrzymywanie struktury DNA,

e specyficzne i wazne dla okreslonych grup bakterii szlaki metaboliczne (Dzierzanowska,
2019; Szczeklik i Gajewski, 2022).

Obecnie w lecznictwie stosuje sie nastepujgce leki przeciwbakteryjne (podziat uwzglednia ich
budowe chemiczng): antybiotyki beta-laktamowe, glikopeptydy, lipoglikopeptydy, fosfomycyne,
polimyksyny, lipopeptydy, ryfamycyny, lipiarmycyny, nitroksoline, aminoglikozydy, tetracykliny, gli-
cylocykliny, makrolidy, ketolidy, linkozamidy, streptograminy, chloramfenikol, oksazolidynony,
kwas fusydowy, mupirocyne, chinolony, nitroimidazole, sulfonamidy, trimetoprim, nitrofurany.

Przedstawione wyzej klasyfikacje sg istotne z praktycznego punktu widzenia. W dalszej czesci
opracowania, w oparciu o te wiasnie podziaty, zaprezentowano najwazniejsze, dostepne dzi$ w lecz-
nictwie, grupy chemiczne lekdw przeciwbakteryjnych.

LEKI PRZECIWBAKTERYJNE ZABURZAJACE SYNTEZE SCIANY KOMORKOWE!

Do zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych zaburzajgcych synteze bakteryjnej sciany komdrkowej za-
licza sie gtéwnie antybiotyki beta-laktamowe, glikopeptydy, lipoglikopeptydy i fosfomycyne.
Antybiotyki beta-laktamowe hamujg aktywnos¢ tzw. biatek wigzgcych penicyliny (ang. peni-
cillin-binding proteins, PBP), czyli transpeptydaz i karboksypeptydaz, enzymow biorgcych udziat
w biosyntezie mureiny (peptydoglikanu). Enzymy te rozpoznajg dipeptyd D-Ala-D-Ala (tj. D-alanylo-
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-D-alanine). Omawiane leki trwale wigzg sie z PBP i skutecznie blokujg ich aktywnos$¢ enzymatyczng
(Bazaniin., 2009; Basetti i in., 2008; Bush i Bradford, 2016; Bush i Macielag, 2010; Rolinson, 1986).
Antybiotyki beta-laktamowe to niezwykle ztozona grupa lekéw przeciwbakteryjnych, na ktérg

sktadaja sie:

e penicyliny,

e cefalosporyny,
monobaktamy,

[ ]
e karbapenemy,

e potaczenia z inhibitorami beta-laktamaz.

W Tabeli 1 przedstawiono ich najwazniejsze przyktady oraz podstawowe informacje na temat spek-

trum aktywnosci.

Tabela 1. Antybiotyki beta-laktamowe (Bush i Bradford, 2016; Dzierzanowska-Fangrat, 2022;

Hryniewicz i in., 2020; Zukowska i Hryniewicz, 2020).

PENICYLINY

Podgrupy lekow

Przyktady lekow

Uwagi

Penicyliny naturalne

penicylina G*

penicylina V2

aktywne wobec paciorkowcdéw, gronkowcdw, entero-
kokéw; naturalna opornos¢ wystepuje wsrod pateczek

Gram-ujemnych

Penicyliny izoksazolilowe

oksacylina
kloksacylina

flukloksacylina

aktywne wobec paciorkowcéw i gronkowcdéw; natu-

ralna opornosé wystepuje wsrdd pateczek Gram-ujem-

nafcylina nych i enterokokéw
metycylina®
Aminopenicyliny ampicylina aktywne wobec ziarenkowcéw Gram-dodatnich i nie-

amoksycylina

ktorych pateczek Gram-ujemnych (Escherichia coli,

Proteus mirabilis, Haemophilus influenzae)

Karboksypenicyliny

karbenicylina

aktywne wobec ziarenkowcoéw Gram-dodatnich (z wy-

tikarcylina taczeniem enterokokdéw) i pateczek Gram-ujemnych
(wtym Pseudomonas aeruginosa i wiekszosci gatun-
kéw rzedu Enterobacterales — z wytgczeniem rodzaju
Klebsiella)
Acyloureidopenicyliny azlocylina aktywne wobec ziarenkowcéw Gram-dodatnich, pate-
mezlocylina czek rzedu Enterobacterales, Haemophilus influenzae,
Piperazynopenicyliny piperacylina Pseudomonas aeruginosa
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Tabela 1. Antybiotyki beta-laktamowe... (cd.)

CEFALOSPORYNY

Podgrupy lekow

Przyktady lekow

Uwagi

| generacji

Grupa l
cefalotyna
cefazolina

cefalorydyna

Grupa 2
cefaleksyna

cefradyna

aktywne  wobec

Gram-dodatnich

ziarenkowcow

i w mniejszym stopniu wobec Gram-ujemnych pateczek

(grupa 1 to tzw. cefalosporyny przeciwgronkowcowe,

grupa 2 — tzw. cefalosporyny przeciwenterobakte-

ryjne); enterokoki sg naturalnie oporne na wszystkie

cefalosporyny

Il generacji

cefaklor
cefamandol
karbacefemy
(lorakarbef)
cefamycyny
(cefoksytyna?,
cefmetazol,
cefotetan)
oksacefemy
(moksalaktam)
oksyimino-
cefalosporyny

(cefuroksym)

majg szerszy zakres dziatania

Gram-ujemnych oraz wiekszg

beta-laktamaz

wobec

stabilnosé

pateczek

wobec

11l generacji

cefotaksym
cefrtiakson
ceftazydym
cefpodoksym
cefmenoksym
cefdinir

ceftiofur

IV generacji

cefepim
cefpirom

cefozopran

aktywne wobec ziarenkowcéw Gram-dodatnich i pate-

czek Gram-ujemnych

tzw. V generacji

ceftarolina
ceftobiprol

ceftolozan®

aktywne wobec szczepow MRSA

Sideroforowe

cefiderokol®

aktywny wobec szczepdw KPC, OXA-48, NDM (ang. New

Delhi metallo-beta-lactamase); ,kon trojanski”
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Tabela 1. Antybiotyki beta-laktamowe... (cd.)

MONOBAKTAMY

Podgrupy lekow

Przyktady lekow

Uwagi

(nie dotyczy)

aztreonam

nieaktywny wobec bakterii Gram-dodatnich i bakterii

beztlenowych

KARBAPENEMY

Podgrupy lekow

Przyktady lekow

Uwagi

(nie dotyczy) meropenem
. najszersze dziatanie na bakterie Gram-dodatnie i Gram-
imipenem
-ujemne oraz szcze twarzajace beta-laktamazy;
ertapenem u Z sxczepy wytwarzala 2
. naturalna opornos¢ np. u Stenotrophomonas
doripenem
. maltophilia
biapenem
POLACZENIA Z INHIBITORAMI BETA-LAKTAMAZ
Podgrupy lekéw Przyktady lekow Uwagi
Penicyliny z inhibitorami amoksycylina
z klawulanianem .
aktywne wobec wytwarzajacych beta-laktamazy

piperacylina

z tazobaktamem

ampicylina

z sulbaktamem

klasy A szczepéw ziarenkowcdw Gram-dodatnich i pa-

teczek Gram-ujemnych

Cefalosporyny

z inhibitorami

ceftolozan

z tazobaktamem

wobec exten-

(ang.

aktywnosci

aktywnos¢ szczepow ESBL
ded-spectrum beta-lactamases), brak
w stosunku do bakterii wytwarzajgcych karbapene-

mazy

ceftazydym

z awibaktamem

aktywnos$¢ wobec szczepdw Enterobacteriaceae i Pseu-
domonas aeruginosa ESBL, AmpC (ang. AmpC cephalo-
sporinase), KPC (ang. Klebsiella pneumoniae carbape-
nemase), OXA-48 (ang. oxacillinase-48), brak aktywnosci
wobec szczepéw MBL (ang. metallo-beta-lactamase)

i Acinetobacter baumannii, zmniejszona aktywnos¢

w stosunku do bakterii beztlenowych

fosamil
ceftaroliny

z awibaktamem

aktywnos$¢ wobec szczepow Enterobacteriaceae ESBL,
AmpC, KPC i niektorych szczepéw OXA-48; brak aktyw-
nosci w stosunku do Acinetobacter baumannii i Pseudo-

monas aeruginosa

cefepim

z zidebaktamem

aktywnos¢ wobec szczepdw Enterobacteriaceae i Pseu-

domonas aeruginosa ESBL, AmpC, KPC, MBL
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Tabela 1. Antybiotyki beta-laktamowe (cd.)

Monobaktamy aztreonam aktywnos$¢ wobec szczepow Enterobacteriaceae ESBL,
z inhibitorami z awibaktamem AmpC, KPC, OXA-48, MBL; tak samo aktywne jak aztre-
onam w monoterapii w stosunku do Pseudomonas

aeruginosa i Acinetobacter spp.

Karbapenemy meropenem aktywnos$¢ wobec szczepdw Enterobacteriaceae ESBL,
z inhibitorami z wabor- AmpC, KPC, tak samo aktywne jak meropenem w mo-
baktamem noterapii w stosunku do Pseudomonas aeruginosa,

Acinetobacter spp. i Stenotrophomonas maltophilia

meropenem
aktywnos$¢ wobec szczepéw AmpC i KPC
z nakubaktamem

imipenem aktywnos¢ wobec szczepdw Enterobacteriaceae i Pseu-
z cilastatyng domonas aeruginosa ESBL, AmpC, KPC; brak aktywno-
i relebaktamem $ci w stosunku do Acinetobacter baumannii

YInaczej: benzylopenicylina, penicylina krystaliczna

2Inaczej: fenoksymetylopenicylina

3 Stosowana wytacznie w diagnostyce (w przesztosci uzywana do badania opornosci gronkowcéw na antybiotyki beta-laktamowe,
tj. metycylino-opornosci; obecnie zastgpiona przez cefoksytyne)

4Stosowana wytacznie w diagnostyce (zastgpita metycyline w badaniu opornosci gronkowcdw na antybiotyki beta-laktamowe,

tj. metycylino-opornosci)

5Lek budowa zblizony do cefalosporyn Ill generacji — brak konsensusu w Zrédtach

6Lek budowg zblizony do cefalosporyn IV generacji — brak konsensusu w zrédtach

Glikopeptydy (wankomycyna, teikoplanina, oritawancyna) zaburzajg synteze $ciany komor-
kowej poprzez taczenie sie z wczesnym prekursorem mureiny i blokowanie transglikozylacji (wydtu-
zania fancucha cukrowego) oraz transpeptydacji (procesu sieciowania) tego polimeru (Finch
i Eliopoulos, 2005; Jeya i in., 2011; Shan i in., 2020). Lipoglikopeptydy (telawancyna, dalbawan-
cyna) taczg sie z D-alanylo-D-alaning, przez co hamujg poprzeczne sieciowanie mureiny (Mattox i in.,
2016; Nailor i Sobel, 2009).

Glikopeptydy i lipoglikopeptydy sg aktywne wobec ziarenkowcdw Gram-dodatnich (Dzierza-
nowska-Fangrat, 2022; Hryniewicz i in., 2020; Zukowska i Hryniewicz, 2020). Bakterie z rodzajow
Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus i Mycobacterium oraz gatunkdw Enterococcus casseliflavus
i Enterococcus gallinarum wykazujg opornosé na te leki. Bakterie Gram-ujemne sg naturalnie oporne
na glikopeptydy i lipoglikopeptydy, poniewaz btona zewnetrzna $ciany komérkowej tych drobno-
ustrojéw jest nieprzepuszczalna dla antybiotykdw hydrofilowych (poryny sg zbyt mate).

Kolejnym przyktadem substancji przeciwdrobnoustrojowej zaburzajgcej synteze peptydogli-
kanu jest fosfomycyna. Pod wzgledem budowy chemicznej antybiotyk rézni sie od znanych lekéw
przeciwbakteryjnych, charakteryzuje sie m.in. niewielkim rozmiarem czasteczki. Fosfomycyna jest
aktywnie transportowana do wnetrza komoérek prokariotycznych, gdzie na bardzo wczesnym etapie
zaburza biosynteze mureiny (Hryniewicz i Mészaros, 2002; Silver, 2017). Lek ma szerokie spektrum
dziatania, wykazuje aktywnos$¢ wobec licznych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Stoso-
wany bywa gtéwnie w zakazeniach drég moczowych.

Wszystkie antybiotyki beta-laktamowe oraz glikopeptydy, lipoglikopeptydy i fosfomycyne taczg
dwie cechy: aktywnos¢ funkcjonalna (zaburzanie biosyntezy $ciany komérkowej) i efekt dziatania
(s3 to leki bakteriobdjcze).
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LEKI PRZECIWBAKTERYJNE ZABURZAJACE FUNKCJE BLON KOMORKOWYCH

Do zwigzkéw przeciwbakteryjnych zaburzajacych funkcje bton komdérkowych nalezg polimyksyny
i lipopeptydy.

Polimyksyny to zwigzki z grupy antybiotykéw polipeptydowych, do ktdrych zalicza sie koli-
styne (polimyksyne E). Poprzez interakcje z lipidowymi sktadnikami zaburzajg funkcje zewnetrznej
btony $ciany komdrkowe] bakterii Gram-ujemnych, przez co dochodzi do rozluznienia jej struktury
i organizacji. Polimyksyny sg aktywne wobec bakterii Gram-ujemnych z wyjatkiem Proteus spp.,
Burkholderia cepacia i Bacteroides fragilis. Wszystkie bakterie Gram-dodatnie sg naturalnie oporne
na polimyksyny (Dzierzanowska-Fangrat, 2022; Hryniewicz i in., 2020; Li i Velkov, 2019; Zukowska
i Hryniewicz, 2020).

Lipopeptydy zaburzajg funkcje btony cytoplazmatycznej w komdrkach bakterii Gram-dodat-
nich, poprzez jej depolaryzacje i ucieczke jondw potasu (to gtdwny mechanizm dziatania tych anty-
biotykdw). Dodatkowo hamujg tez synteze kwaséw nukleinowych i biatek. Aktywnos¢ lipopeptydow
zalezy od obecnosci jonéw wapnia. Leki, ktorych przedstawicielem jest daptomycyna, sg aktywne
wobec ziarenkowcdw Gram-dodatnich (Hryniewicz i in., 2020; Karas i in., 2020; Dzierzanowska,
2019; Zukowska i Hryniewicz, 2020).

Polimyksyny i lipopeptydy wykazujg w stosunku do bakterii efekt béjczy.

LEKI PRZECIWBAKTERYJNE ZABURZAJACE PROCES TRANSKRYPCII

Do zwigzkdéw przeciwbakteryjnych zaburzajgcych proces transkrypcji, czyli przepisywania informacji
zawartej w DNA na RNA, nalezg ryfamycyny, lipiarmycyny i nitroksolina.

Ryfamycyny blokujg aktywnosé polimerazy RNA zaleznej od DNA. Do grupy tej nalezy rifam-
picyna, ansamycynowy antybiotyk pétsyntetyczny, bedacy pochodng ryfamycyny B. Lek jest bdjczy
wobec drobnoustrojéw z rodzaju Mycobacterium. Stosuje sie go gtdwnie w leczeniu gruzlicy. In vitro
rifampicyna hamuje wzrost bakterii Gram-dodatnich, zwtaszcza gronkowcéw, a takze bakterii
Gram-ujemnych, np. Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Legio-
nella spp. W przypadku leczenia rifampicyng uzyskanie spodziewanego efektu terapeutycznego wy-
maga czasu, dlatego nalezy jg stosowad zawsze w terapii skojarzonej z innymi lekami przeciwbakte-
ryjnymi (Chen i Kaye, 2009; Dzierzanowska-Fangrat, 2022; Hryniewicz i in., 2020; Zukowska
i Hryniewicz, 2020). Do grupy ryfamycyn zalicza sie rdwniez ryfaksymine, lek stosowany w monote-
rapii w zakazeniach przewodu pokarmowego (Pimentel, 2009; Shayto i in., 2016).

Fidaksomycyna jest pierwszym dopuszczonym do obrotu antybiotykiem z grupy lipiarmycyn.
Jej mechanizm dziatania polega na hamowaniu procesu transkrypcji poprzez blokowanie aktywnosci
polimerazy RNA, jednak w innym miejscu uchwytu niz w przypadku ryfamycyn. Podana doustnie
fidaksomycyna minimalnie wchtania sie do krwi, dziata w $wietle jelit wybiérczo na mikroorganizmy
z gatunku Clostridioides difficile oraz w minimalnym stopniu na inne bakterie Gram-dodatnie, ktore
moga stanowic¢ mikrobiote jelit. W warunkach in vitro wykazano tez, ze fidaksomycyna hamuje pro-
ces sporulacji Clostridioides difficile (Fitzpatrick i in., 2022; Louie i in., 2009; Srivastava i in., 2011).
Dziata bakteriobdjczo. Bakterie Gram-ujemne sg naturalnie oporne na ten lek.

Mechanizm przeciwdrobnoustrojowego dziatania nitroksoliny opiera sie na wybiérczym ha-
mowaniu okreslonych enzyméw, szczegdlnie polimerazy RNA, na drodze chelatowania dwuwarto-
Sciowych jondw metali. Zwigzek wykazuje dziatanie statyczne wobec bakterii (Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych), jak rowniez wobec grzybéw drozdzopodobnych. Osigga stezenia terapeutyczne
tylko w moczu. Ze wzgledu na budowe czgsteczki i mechanizm dziatania nitroksoliny nie jest praw-
dopodobne powstanie opornosci na lek w drodze mutacji jednostopniowych (Dziewirz i Lemarnska,
2018; Mitrovi¢ i Kos, 2019).

LEKI PRZECIWBAKTERYJNE ZABURZAJACE PROCES BIOSYNTEZY BIALtEK POPRZEZ WIAZANIE Z PODJEDNOSTKA 30S
RYBOSOMU
Do lekéw przeciwbakteryjnych zaburzajgcych translacje przez trwate wigzanie z podjednostka rybo-

somalng 30S zalicza sie aminoglikozydy, tetracykliny i glicylocykliny.
81



W Tabeli 2 podano najwazniejsze przyktady antybiotykdw aminoglikozydowych (z podzia-
tem na generacje) i podstawowe informacje na temat spektrum ich aktywnosci. Wszystkie amino-
glikozydy wywotujg efekt bakteriobdjczy.

Tabela 2. Antybiotyki aminoglikozydowe (Dzierzanowska-Fangrat, 2022; Hryniewicz i in., 2020;
Zukowska i Hryniewicz, 2020).

Podgrupy lekow Przyktady lekow Uwagi
| generacja streptomycyna
neomycyna Nie dziatajg na bakterie beztlenowe, s3 aktywne wobec
kanamycyna tlenowych pateczek Gram-ujemnych, pateczek jelitowych
Il generacja gentamicyna i pateczek niefermentujacych (plazomycyna dodatkowo
netylmicyna wykazuje aktywno$¢ wobec szczepdw ESBL, KPC, OXA-48).
sisomicyna Wykazuja aktywnos¢ wobec ziarenkowcéw Gram-dodat-
tobramycyna nich z gatunkéw Staphylococcus aureus i Staphylococcus
amikacyna epidermidis (w stosunku do innych bakterii Gram-dodat-
nich ich aktywnos¢ jest ograniczona). Sg aktywne wobec
Il generacja daktynomycyna
Mycobacterium tuberculosis; w monoterapii stosowane
sepamycyna
wytacznie do leczenia zakazen uktadu moczowego.
Neoglikozydy plazomycyna

Do tetracyklin naturalnych nalezga: tetracyklina, chlorotetracyklina i oksytetracyklina. Tetra-
cykliny pétsyntetyczne to: doksycyklina i minocyklina. Do tetracyklin zalicza sie réwniez erawacy-
kline, w ktdrej czgsteczce nie wystepujg jednak substytucje C-7 i C-9, typowe dla tetracyklin
naturalnych i pétsyntetycznych. Wszystkie tetracykliny wykazujg efekt bakteriostatyczny i majg
bardzo szerokie spektrum aktywnosci. Sg aktywne wobec bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych
i atypowych (w tym riketsji), a takze kretkéw. Nie dziatajg na szczepy Enterococcus faecalis, Pseudo-
monas aeruginosa, Proteus spp., Serratia spp. Erawacyklina jest skuteczna wobec szczepéw KPC,
OXA-48 i NDM (Dzierzanowska-Fangrat, 2022; Hryniewicz i in., 2020; Vincent i in., 2007; Zukowska
i Hryniewicz, 2020).

Do grupy glicylocyklin zalicza sie pochodng minocykliny — tigecykline. Glicylocykliny sg ak-
tywne wobec szczepdw MRSA i VRE (ang. vancomycin-resistant enterococci), szczepdéw ESBL-dodat-
nich i AmpC-dodatnich, tlenowcéw i beztlenowcéw. Wykazujg zréznicowang aktywnosé wobec
Acinetobacter spp. i brak aktywnosci wobec Pseudomonas aeruginosa. Dziatajg bakteriostatycznie
(Doan i in., 2006; Dzierzanowska, 2019; Hryniewicz i in., 2020; Vincent i in., 2007; Zukowska i Hry-
niewicz, 2020).
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LEKI PRZECIWBAKTERYJNE ZABURZAJACE PROCES BIOSYNTEZY BIALEK POPRZEZ WIAZANIE Z PODJEDNOSTKA 505
RYBOSOMU

Do lekow przeciwbakteryjnych zaburzajgcych translacje przez wigzanie z podjednostka rybosomalng
50S zalicza sie makrolidy, ketolidy, linkozamidy, streptograminy i chloramfenikol.
Niemal wszystkie (poza chloramfenikolem) wywotuja efekt bakteriostatyczny. Chloramfenikol, w za-
leznosci od stezenia, moze wywotywac efekt bakteriostatyczny lub bakteriobdjczy. W Tabeli 3 wy-
mieniono najwazniejsze przykfady lekéw nalezgcych do wyzej wymienionych grup chemicznych.
Zaprezentowano takze najistotniejsze informacje na temat spektrum ich aktywnosci.

Tabela 3. Leki przeciwbakteryjne, zaburzajgce biosynteze biatek przez wigzanie z podjednostka
50S rybosomu (Balbi, 2004; Dzierzanowska-Fangrat, 2022; Hryniewicz i in., 2020; Mast

i Wohlleben, 2014; Spizek i Rezanka, 2017; Vazquez-Laslop i Mankin, 2018; Zhanel i in., 2002;
Zukowska i Hryniewicz, 2020).

Przyktady lekdw Uwagi
MAKROLIDY
Erytromycyna, azytromycyna, Leki aktywne wobec paciorkowcow i gronkowcow,
klarytromycyna, roksytromycyna bakterii atypowych, nie wykazujg natomiast aktywno-

Sci  wobec pateczek rzedu Enterobacterales

i Gram-ujemnych pateczek niefermentujgcych.

KETOLIDY

Telitromycyna Lek aktywny wobec paciorkowcéw (poza szczepami
MLS —ang. macrolides-lincosamides-streptogramin B),
gronkowcdéw (poza szczepami MLS i MRSA — zazwy-
czaj) i bakterii atypowych; nie wykazuje aktywnosci
w stosunku do pateczek rzedu Enterobacterales
i Gram-ujemnych pateczek niefermentujgcych oraz

Mycobacterium spp.

LINKOZAMIDY

Klindamycyna Aktywna wobec gronkowcéw i paciorkowcow, bakterii
beztlenowych i Mycoplasma hominis; brak aktywnosci
wobec enterokokow, pateczek jelitowych, Pseudo-
monas aeruginosa, Haemophilus spp., Neisseria spp.

i Nocardia spp.

STREPTOGRAMINY

Chinupristina-dalfopristina Lek wykazuje aktywnos¢ w stosunku do wielu bakterii
Gram-dodatnich (nie dziata na Enterococcus faecalis)

i nielicznych bakterii Gram-ujemnych.
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Tabela 3. Leki przeciwbakteryjne zaburzajgce biosynteze biatek... (cd.)

CHLORAMFENIKOL

Chloramfenikol Wykazuje efekt bakteriostatyczny w stosunku do
wigkszosci tlenowych i beztlenowych bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych, bakterii atypowych
i riketsji, ale jest bakteriobdjczy wobec gatunkdéw wy-
wotujgcych zapalenie osrodkowego uktadu nerwo-
wego (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis); ze wzgledu na wy-
soka toksycznos¢ chloramfenikol nie moze by¢ stoso-

wany jako lek pierwszego rzutu.

LEKI PRZECIWBAKTERYJNE ZABURZAJACE PROCES BIOSYNTEZY BIALEK POPRZEZ BLOKOWANIE POWSTAWANIA
KOMPLEKSU RYBOSOMALNEGO 70S

Do zwigzkéw przeciwbakteryjnych, zaburzajgcych translacje przez blokowanie tworzenia ryboso-
malnego komplesu 70S, niezbednego do inicjacji syntezy biatka, nalezg oksazolidynony. Substan-
cje z tej grupy wigzg sie z wybranymi miejscami podjednostki 50S rybosomu bakteryjnego,
uniemozliwiajgc w ten sposdb powstanie kompleksu 70S (Shaw i Barbachyn, 2011). W Tabeli 4
podano przyktady lekéw z grupy oksazolidynondw (z podziatem na generacje), efekt dziatania
i podstawowe informacje na temat spektrum ich aktywnosci.

Tabela 4. Oksazolidynony (Dzierzanowska-Fangrat, 2022; Hryniewicz i in., 2020; Shaw
i Barbachyn, 2011; Zukowska i Hryniewicz, 2020).

Podgrupy lekow Przyktady lekow Uwagi

| generacja linezolid aktywny wobec tlenowych bakterii Gram-dodatnich,
w tym szczepdw wieloopornych (MRSA, VISA — ang.
vancomycin-intermediate  Staphylococcus aureus,
VRSA — ang. vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus, VRE, PRP — ang. penicillin-resistant Strepto-
coccus pneumoniae); jest bakteriobdjczy w stosunku
do niektérych paciorkowcéw (np. Streptococcus pneu-
moniae), Bacteroides fragilis i Clostridium perfringens,
ale bakteriostatyczny wobec gronkowcéw i entero-

kokow

Il generacja tedizolid aktywny wobec tlenowych bakterii Gram-dodatnich,
w tym szczepow wieloopornych (MRSA, VISA, VRSA,
VRE, PRP); wykazuje efekt bakteriobdjczy
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LEKI PRZECIWBAKTERYJNE ZABURZAJACE PROCES BIOSYNTEZY BIALEK PRZEZ WIAZANIE Z RYBOSOMALNA
TRANSLOKAZA

Kwas fusydowy hamuje biosynteze biatka poprzez wigzanie sie z translokazg rybosomalng,
tj. czynnikiem elongacji G znajdujgcym sie w obrebie podjednostki 50S rybosomu bakteryjnego.
W konsekwencji niemozliwe jest przesuniecie ramki odczytu na kolejny kodon nici mRNA.
Hamowaniu ulega wydtuzanie faricucha biatkowego. Kwas fusydowy wykazuje aktywno$é wobec
MRSA, gronkowcéw koagulazo-ujemnych, Moraxella catarrhalis, Bordetella pertussis,
Corynebacterium spp. i bakterii beztlenowych. Opornos¢ na ten lek wystepuje wsérédd pateczek rzedu
Enterobacterales i bakterii z rodzaju Pseudomonas. Kwas fusydowy wywotuje efekt
bakteriostatyczny (w wysokich stezeniach jest natomiast bakteriobdjczy) (Dzierzanowska-Fangrat,
2022; Hryniewicz i in., 2020; Turnidge, 1999; Zukowska i Hryniewicz, 2020).

LEKI PRZECIWBAKTERYJNE ZABURZAJACE BIOSYNTEZE BIALEK PRZEZ WIAZANIE Z SYNTETAZA IZOLEUCYLO-TRNA

Zaburzanie syntezy biatek poprzez wigzanie z syntetazg izoleucylo-tRNA (ang. transfer ribonucleic
acid) to mechanizm dziatania mupirocyny, leku naturalnego, produktu fermentacji Pseudomonas
fluorescens. Antybiotyk wykorzystywany jest w leczeniu zakazen wywotywanych przez wrazliwe
szczepy Staphylococcus aureus i pozostate gronkowce oraz paciorkowce. Lek w postaci masci do
nosa stosuje sie w celu eliminacji nosicielstwa Staphylococcus aureus (w tym MRSA) w jamie noso-
wej. Mupirocyna w minimalnym stezeniu hamujgcym wywotuje efekt bakteriostatyczny, ale w wyz-
szych stezeniach jest juz bakteriobdjcza (Dzierzanowska-Fangrat, 2022; Hryniewicz i in., 2020;
Tucaliuc i in., 2019; Zukowska i Hryniewicz, 2020).

LEKI PRZECIWBAKTERYJNE ZABURZAJACE PROCES REPLIKACJI | UTRZYMANIE STRUKTURY DNA

Chinolony to leki zaburzajace replikacje i utrzymanie struktury DNA w komdrce bakteryjnej. Od-
bywa sie to przez tagczenie chinolonéw z gyrazg DNA i topoizomerazg IV. Celem dziatania lekéw jest
kompleks DNA—enzym — nastepuje jego stabilizacja, co hamuje procesy replikacji i transkrypcji (Bush
i in., 2020). Chinolony sg bakteriobdjcze. W Tabeli 5 podano najwazniejsze przyktady lekéw z grupy
chinolondéw (z podziatem na generacje) oraz podstawowe informacje na temat spektrum ich aktyw-
nosci.

Tabela 5. Chinolony (Dzierzanowska-Fangrat, 2022; Hryniewicz i in., 2020; Zukowska i Hryniewicz,

2020).

Podgrupy lekow Przyktady lekow Uwagi

| generacja kwas nalidyksowy  ze wzgledu na niedostateczne stezenie w surowicy

(,,stare” chinolony) kwas pipemidowy itkankach leki stosowane jedynie w leczeniu zakazen
flumechina uktadu moczowego
cinoksacyna

Il generacja norfloksacyna aktywne  wobec  wiekszosci  Gram-ujemnych

(klasyczne ciprofloksacyna tlenowych pateczek rzedu Enterobacterales, gron-

fluorochinolony) ofloksacyna kowcow, Neisseria meningitidis, Neisseria
pefloksacyna gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, bakterii
lewofloksacyna atypowych i pratkow
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Tabela 5. Chinolony (cd.)

Il generacja sparfloksacyna zwigzki o poszerzonej i wzmozonej aktywnosci wobec
gatifloksacyna bakterii Gram-dodatnich oraz wzmozonej aktywnosci
grepafloskacyna w stosunku do bakterii atypowych i beztlenowych

IV generacja moksifloksacyna zwigzki o poszerzonej aktywnosci wobec bakterii bez-
trowafloksacyna tlenowych oraz wzmozonej aktywnosci wobec bakterii

Gram-dodatnich, bakterii atypowych i bakterii beztle-

nowych

Lekami przeciwbakteryjnymi, ktére rowniez zaburzajg proces replikacji i utrzymanie struktury
DNA, sg nitroimidazole. Dzieje sie tak wskutek redukcji grup nitrowych w komaérkach bakterii.
Powstajg wtedy pochodne cytotoksyczne, reaktywne rodniki, co odbywa sie przy udziale ferrodok-
syny (biatka przenoszgcego elektrony). Zjawisko wystepuje wytgcznie w organizmach z metaboli-
zmem beztlenowym lub ubogim w tlen. Celem ataku nitroimidazoli jest bakteryjny faricuch DNA,
ktéry ulega rozerwaniu. Metronidazol wykazuje aktywnos$¢ w stosunku do bakterii beztlenowych,
mykoplazm i pierwotniakdw (nie jest aktywny wobec bakterii tlenowych i wzglednie beztlenowych).
Tinidazol stosuje sie w zakazeniach o etiologii bakteryjnej i pierwotniakowej. Zaréwno metronida-
zol, jak i tinidazol wykazujg efekt bakteriobdjczy (Dzierzanowska-Fangrat, 2022; Hryniewicz i in.,
2020; Zhang i in., 2019; Zukowska i Hryniewicz, 2020).

LEKI PRZECIWBAKTERYJNE ZABURZAJACE SYNTEZE KWASU FOLIOWEGO | INNE SZLAKI METABOLIZMU KOMORKOWEGO

Sulfonamidy (np. sulfaguanidyna, sulfacetamid) hamujg synteze kwasu foliowego, koenzymu pet-
nigcego istotng role w procesie wytwarzania zasad purynowych i pirymidynowych. Sg to antagonisci
PABA (ang. para-aminobenzoic acid) — enzymu niezbednego do syntezy tego kwasu. Wykazujg ak-
tywnos$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, dziatajgc statycznie (Dzierzanowska-
Fangrat, 2022; Hryniewicz i in., 2020; Hryniewicz i Mészaros, 2002; Smith i Powell, 2000; Zukowska
i Hryniewicz, 2020).

Inng substancjg wptywajacg niekorzystnie na metabolizm kwasu foliowego u bakterii jest
trimetoprim, ktéry hamuje reduktaze kwasu foliowego i w efekcie blokuje synteze puryn.

W praktyce klinicznej stosuje sie trimetoprim-sulfametoksazol, potgczenie sulfonamidu zwa-
nego sulfametoksazolem z trimetoprimem. W ten sposdb, dzieki hamowaniu metabolizmu kwasu
foliowego na dwdch etapach rownoczesnie, uzyskuje sie efekt bakteriobdjczy.

Nitrofurany to grupa lekéw zaburzajacych szlaki metaboliczne komérki prokariotycznej. Dzia-
tajg wielokierunkowo: hamujg aktywnos¢ licznych enzyméw metabolizmu bakteryjnego, zaangazo-
wanych w synteze biatek, procesy oddychania komdrkowego, przemiane kwasu pirogronowego.
Waznym mechanizmem przeciwbakteryjnego dziatania nitrofuranéw jest uszkadzanie DNA. Nitro-
furany takie jak nitrofurantoina i furazydyna sg stosowane w zakazeniach uktadu moczowego, po
furazolidon i nifuroksazyd siega sie natomiast w przypadku bakteryjnych infekcji uktadu pokarmo-
wego. Nitrofurazon stosuje sie miejscowo. Nitrofurany wykazujg aktywnos¢ wobec bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych (Dzierzanowska-Fangrat, 2022; Hryniewicz i in., 2020; McCalla, 1977,
Zukowska i Hryniewicz, 2020). Wywotujg efekt bakteriobdjczy (Alam i in., 2019).
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Metody oznaczania lekowrazliwos$ci bakterii oraz podstawowe zasady interpretacji
wynikow

Oznaczanie lekowrazliwosci bakterii ma na celu uzyskanie informacji pozwalajgcych na zoptymali-
zowanie terapii celowanej u chorego lub zaplanowanie skutecznego leczenia empirycznego. Umoz-
pojawienia sie wsrdd szczepow bakteryjnych nowych mechanizméw opornosci na okreslony lek
przeciwdrobnoustrojowy. Opornosci na leki przeciwbakteryjne, jednemu z najwiekszych wyzwan
wspotczesnej medycyny, poswiecono kolejny rozdziat monografii (Rozdziat VI: Opornosé bakterii na
leki przeciwbakteryjne).

Do oznaczania lekowrazliwosci bakterii stosuje sie metody jako$ciowe i ilosciowe. Zasady ozna-
czania i interpretacji wynikow oznaczania lekowrazliwosci drobnoustrojow regulujg miedzynaro-
dowe organizacje normalizacyjne, m.in. Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwos$ci EUCAST
(ang. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) i amerykanski Instytut Norm
Klinicznych i Laboratoryjnych CLSI (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute) (EUCAST, 2022).

Do metod jakosciowych badania lekowrazliwosci bakterii nalezy metoda dyfuzyjno-kraz-
kowa (metoda Kirby’ego—Bauera). Wykorzystuje sie w niej zjawisko powstawania gradientu stezen
w nastepstwie dyfuzji substancji czynnej z krazka antybiogramowego, zawierajgcego lek przeciw-
bakteryjny. Badanie wykonuje sie na podtozu antybiogramowym (zwykle jest to Mueller-Hinton
Agar) z rGwnomiernie naniesiong zawiesing bakterii o okreslonej liczbie komérek bakteryjnych. Od-
czyt (zwykle po 18-24-godzinnej inkubacji) polega na zmierzeniu $rednicy strefy zahamowania
wzrostu drobnoustroju wokaot krazka z lekiem (wynik podaje sie w milimetrach). Metoda ta jest sto-
sowana do oznaczania lekowrazliwosci wiekszosci bakterii tlenowych, izolowanych z materiatéw kli-
nicznych w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej.

Metody iloSciowe oznaczania lekowrazliwosci drobnoustrojéw pozwalajg okreslic MIC leku
(ang. minimal inhibitory concentration), czyli jego najmniejsze stezenie hamujgce wzrost mikro-
organizmdw, wyrazane w mg/L lub pug/mL. Metody te sg stosowane do oznaczania lekowrazliwosci
bakterii (takze na podtozu Meuller-Hinton Agar) i grzybow. Wyrdzniamy tu:

e metode rozcienczen w agarze (lek obecny w podtozach agarowych w malejgcych stezeniach,
na ktére jest posiewana zawiesina drobnoustrojéw o okreslonej gestosci),

e metode rozcieficzen w bulionie (lek obecny w malejgcych stezeniach w probéwkach z bu-
lionem, do ktérych jest dodawana zawiesina drobnoustrojéw o okreslonej gestosci),

e pasek zgradientem stezen leku (E-test, ang. Epsilometer test, metoda ta tgczy cechy metody
rozcienczeniowej i metody dyfuzyjnej, opiera sie na wytwarzaniu stabilnego, ciggtego gra-
dientu stezen leku w podtozu agarowym),

¢ metody automatyczne (pozwalajg ustali¢ wartosci MIC w zakresie tzw. punktow odciecia,
ang. breakpoints).

Niezwykle wazng czescig diagnostyki mikrobiologicznej jest prawidtowa interpretacja uzy-
skanych wynikéw badania lekowrazliwosci patogenu. W tym celu nalezy rozumie¢ znaczenie pojec:
lekowrazliwos¢ i lekoopornosé.

Zgodnie z obowigzujacymi w Polsce normami EUCAST wyrdznia sie nastepujgce rodzaje
lekowrazliwosci drobnoustrojow:

e wrazliwo$¢ mikrobiologiczng,
e wrazliwosc¢ kliniczng,
e wrazliwos$é przy zwiekszonej ekspozycji (EUCAST, 2022).

Owrazliwosci mikrobiologicznej méwi sie, gdy dany szczep bakterii nalezy do najbardziej
wrazliwej populacji (jest szczepem dzikim, nie posiada mechanizmoéw opornosci nabytej na lek).

Wrazliwos¢ kliniczna to wrazliwos¢ drobnoustroju na standardowe dawki leku. Szczep bak-
terii klasyfikujemy jako klinicznie wrazliwy na podstawie oceny jego wrazliwosci in vitro na okreslony
antybiotyk, wtasciwosci farmakokinetycznych i farmakodynamicznych leku oraz poprzez ustalenie
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mozliwego do osiggniecia stezenia antybiotyku w miejscu zakazenia (stezenia mozliwego do uzyska-
nia w surowicy krwi).

Wrazliwos$¢ przy zwiekszonej ekspozycji: gdy mowa o szczepach bakteryjnych, ktére
pod wzgledem swej lekowrazliwosci znajdujg sie pomiedzy szczepami klinicznie wrazliwymi a szcze-
pami klinicznie opornymi, prawdopodobieristwo sukcesu terapeutycznego jest trudne do oszaco-
wania, ale — w przypadku niektorych lekéw przeciwbakteryjnych — sukces éw moze zostaé
osiagniety, jesli uzyje sie tych lekdow w wyzszej dawce lub zwiekszy czestotliwosé ich podawania, lub
jesli ulegng one wyjatkowo silnej koncentracji w miejscu toczacej sie infekcji i osiggng tam wysokie
stezenia (np. w uktadzie moczowym).

Zdefiniowano takze kilka rodzajéw lekoopornosci drobnoustrojéw:

e opornos¢ mikrobiologiczng,

e opornosc kliniczng,

e opornosé krzyzowa,

e opornos¢ naturalng,

e opornos$¢ nabytg (EUCAST, 2022).

O opornosci mikrobiologicznej moéwi sie, gdy mikroorganizm posiada mechanizm opor-
nosci (wrodzony lub nabyty) na okreslony lek przeciwbakteryjny, demonstrowany fenotypowo lub
genotypowo in vitro (tzw. opornosc niskiego lub wysokiego stopnia).

W przypadku opornosci klinicznej sukces terapeutyczny jest niemozliwy do osiggniecia po-
mimo zastosowania maksymalnych dawek leku.

Opornos$¢ krzyzowa to niewrazliwo$¢ bakterii na wszystkie lub niektore leki przeciwbakte-
ryjne z tej samej grupy chemicznej (np. opornos¢ na antybiotyki beta-laktamowe lub opornos¢ na
aminoglikozydy, lub opornos$¢ na makrolidy). Czasem jest to niewrazliwos¢ drobnoustrojéw na leki
z kliku réznych grup (niepodobnych do siebie pod wzgledem budowy chemicznej). Dzieje sie tak,
gdy miejsca docelowe lekdw znajdujg sie blisko siebie (np. opornos¢ na makrolidy, linkozamidy
i streptograminy B).

Opornos$é¢ naturalna to stata cecha gatunku, rodzaju lub rodziny drobnoustrojéw (np. opor-
nos¢ gatunkowo-specyficzna).

Opornos$¢ nabyta to nowa cecha szczepu bakterii, wynikajagca ze zmian w jego materiale
genetycznym uzyskanych na drodze mutacji lub transferu gendéw.

Dziatania niepozadane lekéw przeciwbakteryjnych

Prowadzenie leczenia przeciwbakteryjnego musi wigza¢ sie ze swiadomoscia jego wptywu nie tylko
na patogeny, ale takze na organizm cztowieka. Do najczesciej odnotowywanych dziatan
niepozgdanych terapii przeciwdrobnoustrojowej nalezg swiagd, bdl i obrzek w miejscu podania leku
w przypadku iniekcji oraz niekorzystny wptyw na naturalng mikrobiote jelit i zaburzenia zotgdkowo-
jelitowe wskutek przyjmowania leku drogg doustng. W dalszej czeSci rozdziatu wymieniono
najwazniejsze dziatania niepozgdane stosowanych obecnie lekéw przeciwbakteryjnych, ze szczegél-
nym uwzglednieniem ich wptywu na mikrobiote jelit.

DZIALtANIA NIEPOZADANE LEKOW ZABURZAJACYCH SYNTEZE SCIANY KOMORKOWE)J

W wyniku stosowania penicylin (szczegdlnie naturalnych, podawanych parenteralnie) moze sie roz-
wingc reakcja nadwrazliwosci, opisywana jako wysypka, pokrzywka, a nawet wstrzgs anafilaktyczny.
Ze wzgledu na stosunkowo czeste wystepowanie ostrych reakcji anafilaktycznych wsréd ludzi
(0,004-0,04%) zaleca sie — przed podaniem naturalnych penicylin — wykonanie testu z benzylopeni-
cyling w ilosci 100 IU i solg fizjologiczng, a przed podaniem penicyliny prokainowej (potgczenie
benzylopenicyliny z prokaing tagodzace bdl podczas iniekcji) dodatkowo — z prokaing (podawanych
$rédskérnie, w przedramie, w objetosci 0,1 ml) (Hryniewicz i Mészaros, 2002; Lagacé-Wiens
i Rubinstein, 2012).
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Konsekwencjg przyjmowania penicylin moze by¢ réwniez dysbakterioza, gtéwnie po lekach sze-
rokowidmowych. W wyniku dysbakteriozy dochodzi do nadkazen grzybiczych i/lub bakteryjnych,
np. nadmiernego namnazania sie Clostridioides difficile — gatunku, ktory bywa przyczyna biegunki
poantybiotykowe;j i/lub rzekomobtoniastego zapalenia jelita grubego (Lagacé-Wiens i Rubinstein,
2012; Sendzik i Stahlmann, 2006). Podczas stosowania terapii skojarzonej penicylinami i antybioty-
kami aminoglikozydowymi dochodzi do interakcji z doustnymi $rodkami antykoncepcyjnymi oraz
antykoagulantami.

Do reakcji nadwrazliwosci mogg sie rowniez przyczynia¢ cefalosporyny. W tym kontekscie ob-
serwuje sie reakcje krzyzowe pomiedzy cefalosporynami i penicylinami. Oznacza to, ze osobie,
u ktérej wystgpit wstrzas anafilaktyczny po penicylinach, nie nalezy podawa¢ cefalosporyn (Hrynie-
wicz i Mészaros, 2002; Lagacé-Wiens i Rubinstein, 2012). Dysbakterioze i rzekomobtoniaste zapale-
nie jelita grubego szczegdlnie czesto faczy sie z terapig cefalosporynami Il i lll generacji. Cefalo-
sporyny sg nefrotoksyczne. Natomiast w przypadku potgczenia alkoholu z terapig skojarzong cefa-
losporynami z aminoglikozydami lub z wankomycyng moze wystgpic reakcja disulfiramowa.

Imipenem (jeden z karbapenemdw) jest zawsze stosowany z cilastatyng. To kwas dikarboksy-
lowy, ktéry w postaci soli sodowej jest kompetycyjnym, odwracalnym i specyficznym inhibitorem
dehydropeptydazy |, enzymu nerkowego metabolizujgcego i unieczynniajgcego imipenem. Cilasta-
tyna nie wykazuje wewnatrzustrojowego dziatania przeciwbakteryjnego ani nie wptywa na przeciw-
bakteryjne wtasciwosci imipenemu (Hryniewicz i Mészaros, 2002).

Monobaktamy dajg stabg krzyzowg reakcje alergiczng z innymi antybiotykami beta-laktamo-
wymi. Nalezy podkresli¢, ze monobaktamy moga byé stosowane w przypadku reakcji anafilaktycznej
na pozostate antybiotyki beta-laktamowe (Lagacé-Wiens i Rubinstein, 2012).

Glikopeptydy i lipoglikopeptydy charakteryzujg sie ototoksycznoscig i nefrotoksycznoscia
(Finch i Eliopoulos, 2005; Mattox i in., 2016). Wankomycyna moze wzmagac¢ wydzielanie histaminy
i wywotywac tzw. zespdt czerwonego karku. Lipoglikopeptydy mogg powodowac tez rzekomo-
btoniaste zapalenie jelita grubego w drodze zaburzania naturalnej mikrobioty jelit, a takze wydtuze-
nie odstepu QTc zapisu elektrokardiograficznego.

U pacjentéw leczonych fosfomycyng mogg wystgpic zaburzenia ze strony uktadu pokarmowego
oraz béle i zawroty gtowy; takze sennosé.

DZIALtANIA NIEPOZADANE LEKOW ZABURZAJACYCH FUNKCJE BLON PLAZMATYCZNYCH

Polimyksyny to leki neurotoksyczne, nefrotoksyczne i ototoksyczne. Czasami sg przyczyng nadwraz-
liwosci tkanki skornej i oskrzeli (Ordooei i in., 2015; Tsuji i in., 2019).

Lipopeptydy bardzo rzadko wywotuja dziatania niepozgdane, jezeli jednak takie sie pojawia, s
to: eozynofilia, anafilaksja, zaburzenia miesniowo-szkieletowe (niekorzystne oddziatywanie na
tkanke tgczng i kostng) (Hryniewicz i Mészaros, 2002).

DZIALtANIA NIEPOZADANE LEKOW ZABURZAJACYCH PROCES TRANSKRYPCJI

Dziatania niepozadane bedace wynikiem stosowania terapii przeciwdrobnoustrojowej z uzyciem
ryfamycyn réwniez odnotowuje sie rzadko (Grosset i Leventis, 1983). Nalezg do nich: reakcja rze-
komo-anafilaktyczna, zaburzenia ze strony uktadu pokarmowego, zaburzenia funkcji watroby,
zabarwienie sliny, fez, potu, moczu i katu na kolor pomaraniczowy.

Fidaksomycyna, jedyna obecnie zarejestrowana lipiarmycyna, w marginalnym stopniu przedo-
staje sie z jelit do krgzenia systemowego, dlatego dziatania niepozgdane zwigzane sg przede wszyst-
kim z miejscowym dziataniem antybiotyku w przewodzie pokarmowym. Mogg wystgpi¢ mdtosci,
wymioty, bdle brzucha, biegunka, odbijanie i nadmierne oddawanie gazéw (Fitzpatrick i in., 2022).

Do dziatan niepozadanych zwigzanych z przyjmowaniem nitroksoliny nalezg gtéwnie zaburze-
nia zotagdkowo-jelitowe oraz zaczerwienienie i Swigd skdry. Rzadko obserwuje sie reakcje nadwraz-
liwosci oraz zazétcenie powtok skérnych, wtoséw i paznokci spowodowane intensywnie 26ttg barwa
substancji czynnej (Naberiin., 2014).
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DZIALANIA NIEPOZADANE LEKOW ZABURZAJACYCH BIOSYNTEZE BIALEK

Aminoglikozydy to antybiotyki o dziataniu ototoksycznym i neurotoksycznym (Hryniewicz
i Mészaros, 2002; Prayle i in., 2010). Wchodza w interakcje z penicylinami, cefalosporynami oraz
wankomycyng i furosemidem.

Tetracykliny wywotujg dysbakterioze i wynikajgce z niej bakteryjne i/lub grzybicze nadkazenia
oraz zaburzenia zotgdkowo-jelitowe. Wykazujg hepatotoksycznosc i fototoksycznosé (podczas tera-
pii tetracyklinami nalezy unika¢ nadmiernej ekspozycji na Swiatto stoneczne). S3 teratogenne.
Tetracyklin nie stosuje sie u dzieci do 12. roku zycia ze wzgledu na mozliwos¢ tworzenia komplekséw
z jonami wapnia, co prowadzi do nieodwracalnych zmian w zebach (brgzowawych przebarwien
i hipoplazji szkliwa) oraz zaburzen kostnienia (Hryniewicz i Mészaros, 2002; Sanchez i in., 2004).
Mozliwe sg interakcje tetracyklin z innymi lekami (np. zmniejszanie efektywnosci doustnych
Srodkdow antykoncepcyjnych).

Glicylocykliny najczesciej powodujg nudnosci i wymioty oraz biegunke (Doan i in., 2006).
Wydtuzajg czas protrombinowy. Podobnie jak tetracykliny skutkujg nieodwracalnymi zmianami
w zebach i kosciach.

Linezolid, jeden z najwazniejszych przedstawicieli oksazolidynondw, uwazany jest za lek dobrze
tolerowany. Dziatania niepozgdane wystepujg u 20-25% pacjentéw leczonych linezolidem i najcze-
Sciej dotyczg przewodu pokarmowego (biegunka, nudnosci, wymioty), moga sie tez pojawi¢ bdle
i zawroty gtowy, reakcje alergiczne, zaburzenia zmystu smaku, bezsennosé, gorgczka (Douros i in.,
2015). U chorych przyjmujacych linezolid dtuzej niz 28 dni (tj. dtuzej niz zalecany czas terapii tym
lekiem) moze dochodzi¢ do zahamowania czynnosci szpiku kostnego, jak réwniez rozwoju kwasicy
mleczanowej, neuropatii obowodowych czy neuropatii nerwu wzrokowego.

Makrolidy powodujg nieliczne dziatania niepozadane (gt. zaburzenia zotgdkowo-jelitowe).
Mozliwe sg interakcje z innymi lekami, np. wskutek inhibicyjnego dziatania erytromycyny i klarytro-
mycyny wobec cytochromu P450 (w konsekwencji dochodzi do zahamowania metabolizmu lekow,
w ktdrym to procesie uczestniczy cytochrom P450, np. statyn, werapamilu, benzodiazepin) (Hrynie-
wicz i Mészaros, 2002).

Ketolidy bywajg przyczyng nudnosci, biegunki, boléw i zawrotéw gtowy (Hryniewicz i Mészaros,
2002).

Linkozamidy u czesSci pacjentdéw wywotujg zaburzenia zotgdkowo-jelitowe, bywajg tez przy-
czyng rzekomobtoniastego zapalenia jelita grubego na drodze zaburzania naturalnej mikrobioty jelit
(Hryniewicz i Mészaros, 2002).

Streptograminy mogg powodowacd zaburzenia zotgdkowo-jelitowe, a takze zapalenie zakrze-
powe zyt (Balbi, 2004). Leki z tej grupy sg silnymi inhibitorami cytochromu P450, przez co moga
wptywad na dziatanie innych lekdw metabolizowanych przez ten enzym w watrobie, np. statyn, sar-
tanow, benzodiazepin.

W wyniku terapii chloramfenikolem pacjent moze cierpie¢ na zaburzenia zotgdkowo-jelitowe
i zaburzenia o charakterze hematologicznym (Hryniewicz i Mészaros, 2002). Przy nieodpowiednim
dawkowaniu chloramfenikolu, gtéwnie u noworodkéw, moze rozwingé sie tzw. zespot szarego
dziecka, z nasilajacg sie sinicg, rozdeciem brzucha, wymiotami i niewydolnoscig krazenia.

Kwas fusydowy jest hepatotoksyczny, powoduje tez zaburzenia zotgdkowo-jelitowe, wysypki,
zapalenie zyt i hipokalcemie (Hryniewicz i Mészaros, 2002).

Mupirocyna moze wywotywac swiad i podraznienia skéry oraz ogdlne reakcje nadwrazliwosci
(bardzo rzadko) (Hryniewicz i Mészaros, 2002).

DzZIAtANIA NIEPOZADANE LEKOW ZABURZAJACYCH REPLIKACIE | UTRZYMANIE STRUKTURY DNA

Chinolony bywajg przyczyng zaburzen ze strony ukfadu pokarmowego (nudnosci, wymiotdéw, bie-
gunki, rzekomobfoniastego zapalenia jelita grubego — nastepstwa niekorzystnych oddziatywan na
mikrobiote jelit), uktadu nerwowego (bélow gtowy, drgawek, zaburzen snu, zaburzen swiadomosci
i halucynacji — rzadko), reakcji alergicznych (wysypki, $wigdu, goraczki, pokrzywki) (Stahlmann
i Lode, 2010). Mogg tez zaburza¢ wzrost chrzastki stawowe], dlatego zalecenia odnosnie do
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stosowania chinolonéw dotyczg oséb powyzej 18. roku zycia. Uzywanie chinolonéw
i fluorochinolonéw moze skutkowaé powaznymi odlegtymi dziataniami niepozadanymi,
ujawniajgcymi sie po miesigcach, a nawet latach, prowadzagcymi nawet do kalectwa (zapalenie
Sciegna, zapalenie miesnia sercowego, neuropatie, zaburzenia funkcjonowania zmystéw) (EMA,
2018).

Nitroimidazole sg neurotoksyczne (powodujg sennosé, zawroty gtowy, neuropatie) (Hryniewicz
i Mészaros, 2002). Mozliwe jest wystgpienie reakcji disulfiramowej w przypadku potaczenia ich
z alkoholem.

DZzIAtANIA NIEPOZADANE LEKOW ZABURZAJACYCH SYNTEZE KWASU FOLIOWEGO | INNE SZLAKI METABOLIZMU
KOMORKOWEGO

Sulfonamidy moga by¢ przyczyng krystalurii, reakcji nadwrazliwosci, zespotu Stevensa—Johnsona,
toksycznej nekrolizy naskdrka (tzw. zespdt Lyella), anemii hemolitycznej, fototoksycznosci, zéttaczki
jader podkorowych u noworodkow (z tego wzgledu leki sg niewskazane do stosowania u noworod-
kow i kobiet ciezarnych, szczegdlnie w Ill trymestrze cigzy). Sulfonamidy wchodzg w interakcje
z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi, a takze z warfaryng, acenokumarolem, doustnymi le-
kami przeciwcukrzycowymi i pochodnymi sulfonylomocznika (Hryniewicz i Mészaros, 2002; Slatore
i Tilles, 2004).

Nitrofurany powodujg bdle i zawroty gtowy oraz zaburzenia zotgdkowo-jelitowe (McCalla,
1977). Maja negatywny wptyw na czynnos¢ jader (u mezczyzn leczonych nitrofuranami obserwuje
sie zmiany morfologii plemnikdéw i ich ruchliwosci).

WPLYW LEKOW PRZECIWBAKTERYJNYCH NA MIKROBIOTE JELIT

Do lekéw o silnym destrukcyjnym wptywie na mikrobiote jelit naleza: fluorochinolony, cefalospo-
ryny Il i lll generacji, klindamycyna, ampicylina, amoksycylina, penicyliny o szerokim spektrum dzia-
tania, takze w potaczeniu z inhibitorami beta-laktamaz (oprdcz tikarcyliny z kwasem klawulanowym
i piperacyliny z tazobaktamem) (Hryniewicz i in., 2020; Lange i in., 2016; Zukowska i Hryniewicz,
2020).

Do lekéw o umiarkowanym destrukcyjnym wptywie na mikrobiote jelit zaliczamy: makrolidy,
trimetoprim z sulfametoksazolem, pozostate sulfonamidy i penicyliny inne niz te, ktére wobec
mikrobioty jelit sg silnie destrukcyjne (Hryniewicz i in., 2020; Lange i in., 2016; Zukowska i Hrynie-
wicz, 2020).

Nieznaczny wptyw na mikrobiote jelit wykazuja: aminoglikozydy, glikopeptydy, metronidazol,
rifampicyna, chloramfenikol, tetracyklina, tigecyklina, daptomycyna, karbapenemy oraz cefalospo-
ryny | i IV generacji (Hryniewicz i in., 2020; Lange i in., 2016; Zukowska i Hryniewicz, 2020).

Jednym ze sposobdw utrzymania mikrobioty jelit w stanie rownowagi jest przyjmowanie
probiotykdw, czyli precyzyjnie opisanych pod wzgledem taksonomicznym, niewirulentnych (ang.
generally recognized as safe, GRAS), zywych szczepéw mikroorganizmow (najczesciej bakterii, ale
takze drozdzakéw), ktore — dostarczane do organizmu cztowieka regularnie i w odpowiednich ilo-
$ciach —wywieraja korzystny wptyw na jego zdrowie (Denys, 2015; Szajewska, 2021; Tokarz-Deptuta
i Deptuta, 2017). Probiotyki pochodzg najczesciej z produktéw spozywczych (fermentowanych oraz
niefermentowanych, zwykle nabiatu), a takze z ludzkiego mleka oraz stolca, pobieranych od mto-
dych zdrowych dawcow. Kliniczna aktywnos¢ probiotykow musi by¢ doktadnie udokumentowana,
a szczepy probiotyczne winna cechowac stabilnos¢ fenotypowa i genetyczna (nie mogg by¢ one
zrédtem tatwo przekazywanych pomiedzy drobnoustrojami gendéw kodujgcych czynniki chorobo-
twérczosci czy lekoopornosé). Dziatania majgce na celu stymulacje rozwoju pozytecznych mikro-
organizmdéw w organizmie gospodarza, hamujgcych aktywnos$é chorobotwodrczych patogendw,
okresla sie terminem probiozy. Probiotyki stosuje sie w celach profilaktycznych i terapeutycznych,
znajdujg sie one w suplementach diety, w zywnosci funkcjonalnej i w preparatach leczniczych. Tech-
nika ich produkcji (z wykorzystaniem np. liofilizacji, suszenia rozpytowego lub zamrazania) i sposéb
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przechowywania nie mogg mie¢ niekorzystnego wptywu na zywotnos¢ szczepow probiotycznych
i ich wtasciwosci biologiczne (Sornplang i Piyadeatsoontorn, 2016).

Probiotyki majg zdolnos¢ docierania do swoistych dla siebie receptorow w nienaruszonej po-
staci, jak réwniez do szybkiej kolonizacji tkanek docelowych (wazna role w tym procesie odgrywaja
fimbrie adhezyjne, $luz, glikokaliks i otoczki szczepdw bakteryjnych) (Denys, 2015). Gestos¢ doust-
nego preparatu probiotycznego przed podaniem powinna by¢ poréwnywalna z gestoscig, jakg uzy-
ska on po osiggnieciu nabtonka jelitowego, co bedzie $wiadczy¢ o jego opornosci na dziatanie
substancji przeciwdrobnoustrojowych jamy ustnej, soku zotgdkowego i kwasow zétciowych (w tym
celu stosuje sie techniki mikrokapsulacji lub mikrogranulacji, wykorzystujgce np. ostonki
alginianowe, gumowe, wykonane z pochodnych celulozy czy skrobi).

Dziatanie probiotyczne wykazujg bakterie kwasu mlekowego (ang. lactic acid bacteria, LAB),
gtéwnie z rodzajow Lactobacillus, Lacticaseibacillus, Limosilactobacillus, Bifidobacterium, Strepto-
coccus, Enterococcus, Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus, Tetra-
genococcus, Weissella, Vagococcus, Bacillus, Propionibacterium (Denys, 2015; Szajewska, 2021;
Zhou i in., 2019). LAB pozyskujg energie niezbedng do przemian metabolicznych na drodze beztle-
nowej fermentacji mlekowej cukrow. Wtasciwosci probiotyczne majg takze szczep Escherichia coli
Nissle 1917 oraz drozdzaki z rodzaju Saccharomyces.

Poza probiotykami istotne uzupetnienie diety stanowig prebiotyki, czyli sktadniki spozywa-
nych przez cztowieka produktéw spozywczych (naturalnych badz przetworzonych), ktére w sposéb
wybidrczy pobudzajg metabolizm mikroorganizméw uktadu pokarmowego i wptywajg korzystnie na
sktad oraz aktywnos¢ naturalnej mikrobioty tej lokalizacji anatomicznej, a tym samym na stan zdro-
wia konsumenta. Prebiotyk, ze wzgledu na swa strukture chemiczng, nie ulega procesowi trawienia
i wchtaniania w jelicie cienkim, natomiast w jelicie grubym odbywa sie jego fermentacja — jest se-
lektywnym substratem dla okreslonego gatunku (lub grupy gatunkéw) drobnoustrojéw okreznicy.
Do najwazniejszych zwigzkéw prebiotycznych, wchodzacych w sktad tzw. btonnika pokarmowego,
zalicza sie: fruktooligosacharydy, galaktooligosacharydy, ksylooligosacharydy, oligosacharydy so-
jowe, inuliny, pektyny, oporne skrobie i nieskrobiowe poliweglowodany (np. celuloze i hemicelu-
loze, gumy) (Denys, 2015; Zhou i in., 2019). Synbiotyk natomiast to potgczenie probiotyku
z prebiotykiem (podawane sg one razem).

Substancje wydzielane przez wchodzgce w sktad mikrobioty drobnoustroje oraz zwigzki uwal-
niane podczas lizy tych mikroorganizméw okresla sie jako postbiotyki. Termin odnosi sie zaréwno
do sktadnikéw odzywczych, takich jak witaminy z grup B i K czy aminokwasy, jak réwniez do
peptyddw przeciwdrobnoustrojowych spowalniajgcych wzrost potencjalnych patogendw. Inne sub-
stancje postbiotyczne, zwane krdtkotancuchowymi kwasami ttuszczowymi, wspomagajg rozwéj ko-
rzystnych dla zdrowia bakterii i grzybow (Zétkiewicz i in., 2020).

W literaturze fachowe]j pojawia sie coraz wiecej doniesien na temat psychobiotykdéw, czyli
probiotycznych mikroorganizméw, ktdre mogg miec korzystny wptyw na zdrowie psychiczne czto-
wieka (Bermudez-Humardaniin., 2019; Chengiin., 2019; Sarkar i in., 2016).

Aktualne miedzynarodowe wytyczne zalecajg probiotykoterapie w celu zapobiezenia zakazeniu
Clostridioides difficile, zapaleniu zbiornika jelitowego (ang. pouchitis) oraz martwiczemu zapaleniu
jelit u wezesniakow (Kelly iin., 2021). Brak jest jednoznacznych dowoddéw na korzystny wptyw pro-
biotykdéw przyjmowanych podczas antybiotykoterapii na mikrobiote jelit lub w celu tagodzenia
objawow zespotu jelita drazliwego (ang. irritable bowel syndrome, IBS) (Szajewska, 2021), jednakze
dostepne sg doniesienia wskazujgce na ich pozytywne dziatanie u pacjentéw z IBS (Thursby i Juge,
2017).

Wiekszos¢ probiotykéw sprzedaje sie jako suplementy diety, co nie gwarantuje ich bezpieczen-
stwa. Raport Naczelnej Izby Kontroli (NIK) ujawnit, ze liczne dostepne na rynku produkty, zarejestro-
wane jako suplementy diety, nie s poddawane nalezytej kontroli jakosci (NIK, 2017). W zwigzku
ztym w przypadku koniecznosci przeprowadzenia probiotykoterapii nalezy uzywac preparatéw
zarejestrowanych jako leki lub probiotykéw naturalnych zawartych w produktach zywnosciowych,
takich jak kiszonki i jogurty. Co wiecej, w literaturze pojawiajg sie opisy przypadkow pacjentow za-
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infekowanych drobnoustrojami probiotycznymi, dlatego decyzja o ich stosowaniu powinna by¢ po-
dejmowana z takg samg starannoscig jak w przypadku lekéw konwencjonalnych (Tom i in., 2021;
Zawistowska-Rojek i Tyski, 2018).
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Wprowadzenie

Zdecydowanie najczestszym i najpowazniejszym btedem w leczeniu za pomoca antybiotykéw lub
chemioterapeutykdéw jest ich naduzywanie, czyli wdrazanie tego typu terapii przy braku wskazan
medycznych (Dzierzanowska, 2019; Szczeklik i Gajewski, 2022). W ciggu ostatniego dziesieciolecia
problem zmniejszonej wrazliwosci i/lub braku wrazliwosci drobnoustrojow na leki przeciwbakte-
ryjne stat sie na tyle istotny, ze Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization,
WHO) wskazata zjawisko lekoopornosci przeciwdrobnoustrojowej jako jedno z najpowazniejszych
globalnych zagrozen dla zdrowia publicznego (Narodowy Program Ochrony Antybiotykéw — Infor-
macje o Europejskim Dniu Wiedzy o Antybiotykach).

Pierwszym, a zarazem kluczowym btedem przy podejmowaniu decyzji dotyczacej wprowadze-
nia terapii przeciwbakteryjnej jest niewtasciwe ustalenie czynnika etiologicznego. Bezzasadne
stosowanie antybiotykéw w zakazeniach wirusowych réwniez prowadzi do selekcji lekoopornych
szczepoéw bakteryjnych, takze wsrdd drobnoustrojéw wchodzacych w sktad mikrobioty bton sluzo-
wych i skéry, ktére moga nastepnie staé sie zrédtem gendw opornosci na leki dla potencjalnych
patogendw. Z kolei opornosé mikroorganizmu na zastosowany antybiotyk moze by¢ przyczyng braku
mozliwosci jego eradykacji, a tym samym — prowadzi¢ do rozprzestrzeniania sie szczepéw opornych
w Srodowisku i do kolonizacji nimi 0séb z otoczenia. W przypadku pacjentéw szpitalnych wydtuzeniu
ulega zwykle czas hospitalizacji przy jednoczesnie zwiekszonym ryzyku rozwoju powiktan uktado-
wych. Powazne konsekwencje pocigga za sobg réwniez nieodpowiedni dobdr terapii, czyli np.
stosowanie antybiotykdw lub chemioterapeutykdw niepenetrujacych do miejsca zakazenia,
w nieprawidtowych dawkach lub w niewfasciwych odstepach czasowych pomiedzy dawkami
(Dzierzanowska, 2019).

Problem narastajgcej lekoopornosci bakteryjnej jest wyzwaniem dla szeregu instytucji i jedynie
odpowiednie zapisy aktow prawnych, rekomendacji, standardéw i procedur oraz scista wspdtpraca
mikrobiologdw, lekarzy i farmakologdw mogg to zmienic.

W medycynie stosuje sie rézne formy terapii przeciwbakteryjnej, m.in. terapie empiryczng
i celowang, terapie deeskalacyjng, terapie sekwencyjng (Dzierzanowska, 2019; Szczeklik i Gajewski,
2022; Hryniewicz i Mészaros, 2002).

Terapia empiryczna to leczenie przeciwdrobnoustrojowe wtgczone bez wyniku badania bak-
teriologicznego, m.in. na podstawie znajomosci lokalnej sytuacji epidemiologicznej czy wykonanego
bezposrednio z materiatu klinicznego preparatu barwionego metodg Grama. Terapia celowana to
leczenie wtaczone na podstawie wyniku badania bakteriologicznego.

Terapia deeskalacyjna polega na zastosowaniu, na poczgtkowym etapie infekgji, leku prze-
ciwbakteryjnego o szerokim spektrum aktywnosci, a nastepnie — po uzyskaniu wynikéw badan bak-
teriologicznych — zawezeniu zakresu dziatania stosowanych lekéw do czynnika etiologicznego
zakazenia.

Terapiasekwencyjna to leczenie najpierw drogg pozajelitowga, ktdre pdzniej—w okreslonych
sytuacjach — jest kontynuowane doustnie (leczenie per os obarczone jest zwykle mniejszym ryzy-
kiem wystgpienia roznego rodzaju komplikacji, jest tez bardziej uzasadnione ekonomicznie).

W medycynie stosuje sie réwniez profilaktyke antybiotykowg, na ktdrg sktadajg sie: an-
tybiotykowa profilaktyka okofozabiegowa, podanie leku przeciwbakteryjnego po kontakcie
z pacjentem cierpigcym na chorobe zakazng (np. krztusiec czy meningokokowe zapalenie opon mé-
zgowo-rdzeniowych) lub przy sktonnosciach do nawrotéow infekcji (jak np. nawracajgce zakazenia
drég moczowych), a takze podanie antybiotyku osobom z grup ryzyka rozwoju zakazen (np. chorym
z neutropenig, pacjentom z chorobami serca czy w celu zapobiezenia infekcyjnemu zapaleniu
wsierdzia).

Wspdtczesna antybiotykoterapia boryka sie z wieloma problemami, do najwazniejszych zali-
czajg sie: mnogosc znanych czynnikdw infekcyjnych i pojawianie sie wcigz nowych — odpowiedzial-
nych za zakazenia — mikroorganizmow, rozprzestrzenianie sie wsrdd drobnoustrojéow znanych juz
mechanizmdw lekoopornosci, jak rowniez pojawianie sie nowych, a w konsekwencji — coraz mniej-
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sza liczba skutecznych lekow przeciwbakteryjnych, o dobrych parametrach efektywnosci i bezpie-
czenstwa. Dlatego odpowiedzialny lekarz powinien kierowac sie nastepujagcymi zasadami
racjonalnej antybiotykterapii:
e antybiotyki nalezy stosowac tak czesto, jak to konieczne, i tak rzadko, jak to tylko mozliwe,
e muszg zaistnieé uzasadnione wskazania do zastosowania antybiotyku,
e spektrum dziatania zastosowanego antybiotyku winno by¢ tak waskie, jak to mozliwe, i tak
szerokie, jak to konieczne,
e czas trwania leczenia winien by¢ tak dtugi, jak to konieczne, i tak krotki, jak to mozliwe
(Dzierzanowska, 2019; Szczeklik i Gajewski, 2022; Hryniewicz i Mészaros, 2002).

Podstawowe informacje na temat lekdw przeciwbakteryjnych zawarto w poprzednim rozdziale
monografii (Rozdziat V: Metody zwalczania bakterii — leki przeciwbakteryjne). W rozdziale biezgcym
oméwiono genetyczne podstawy lekoopornosci bakterii, wyjasniono réznice pomiedzy naturalng
i nabytg opornoscia na leki przeciwdrobnoustrojowe i ich znaczenie dla przebiegu procesu leczenia,
zdefiniowano pojecie wielolekoopornosci bakteryjnej, podano przyktady najwazniejszych mechani-
zmow opornosci bakterii na leki z réznych grup chemicznych, przywotano podstawowe wskazniki
oceny skutecznosci terapii antybakteryjnej.

Genetyczne podstawy lekoopornosci bakterii

U genetycznych podstaw zmiennosci prokariontéw w zakresie lekoopornosci lezg mutacje sponta-
niczne, mutacje indukowane oraz rekombinacje (Creager, 2007; Durdo i in., 2018; Woodford
i Ellington, 2007).

Mutacje spontaniczne zachodzg samorzutnie, przypadkowo, niezaleznie od obecnosci leku
w Srodowisku. S3 to btedy pojawiajace sie podczas replikacji bakteryjnego DNA, ktére mogg sie oka-
zac korzystne dla komaérek prokariotycznych. Zmiana w genomie bakterii, skutkujgca opornoscig na
lek przeciwdrobnoustrojowy, moze by¢ tezindukowana obecnoscig tego leku w otoczeniu drob-
noustrojow. Utrwalenie mutacji odbywa sie na drodze selekcji. Komorki bakteryjne, ktére nabyty
przewage selekcyjng w okreslonym srodowisku (w tym przypadku — zyskaty ceche lekoopornosci),
przezywajq i dajg poczatek nowej, lekoopornej populacji bakteryjnej, sukcesywnie powiekszajgcej
swa liczebnos¢ i po pewnym czasie dominujace;j.

Geny opornosci na leki majg w komadrkach bakteryjnych rézng lokalizacje. Moze to by¢ oczywi-
Scie chromosom bakteryjny, ale sg to réwniez mobilne elementy genomu bakterii, jak plazmidy,
transpozony, integrony (Creager, 2007; Durdo i in., 2018).

Przenoszenie gendw lekoopornosci odbywa sie u bakterii na drodze pionowe]j (wertykalnej),
czyli z komorki macierzystej do komérki potomnej, lub na drodze poziomej (horyzontalnej), czyli
z jednej komorki bakteryjnej do innej, nie bedacej komérka potomng (réwniez innego gatunku lub
rodzaju, jednak w obrebie spokrewnionych grup taksonomicznych drobnoustrojow).

W przypadku transmisji horyzontalnej transfer bakteryjnych genéw opornosci na leki odbywa
sie dzieki trzem procesom — koniugacji, transdukcji i transformacji — odpowiedzialnym za
zmiennos¢ rekombinacyjng bakterii, utrwalang réwniez poprzez selekcje.

Sposrdd wyzej wymienionych najwieksze znaczenie w kontekscie szerzenia sie lekoopornosci
odgrywa koniugacja. Jest to wymiana materiatu genetycznego pomiedzy dwiema komdrkami bak-
teryjnymi, z ktérych jedna jest jego dawcg, a druga — biorcga. Proces odbywa sie za posrednictwem
fimbrii ptciowych, przez ktdre nastepuje przekazanie plazmidéw R lub fragmentéw chromosomal-
nego DNA (budowe komorki bakteryjnej oméwiono w innym rozdziale monografii — Rozdziat I
Klasyfikacja, budowa i rozmnazanie bakterii).

Transdukcja to przenoszenie materiatu genetycznego pomiedzy komdrkami bakterii za
posrednictwem bakteriofagdw, czyli wiruséw atakujgcych bakterie. Proces ma szczegdlne znaczenie
w nabywaniu przez prokarionty istotnych wtasciwosci patogennych, np. zdolnhosci do syntezy
toksyn.
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Transformacja natomiast polega na bezposrednim pobieraniu ze Srodowiska materiatu ge-
netycznego, ktéry pojawit sie tu wskutek Smierci (rozpadu) komarki bakteryjnej bedacej zrédtem
okreslonych gendéw lekoopornosci. Jest to rzadkie zjawisko.

Naturalna opornos¢ na leki przeciwbakteryjne

Opornos¢ na antybiotyki to jedno z najwiekszych wyzwan wspotczesnej medycyny. Rodzaje leko-
opornosci drobnoustrojéw (mikrobiologiczng, kliniczng, krzyzowg, naturalng i nabytg) scharaktery-
zowano w poprzednim rozdziale monografii (Rozdziat V: Metody zwalczania bakterii — leki
przeciwbakteryjne).

Opornos¢ naturalna, inaczej opornos$é wrodzona, jest statg cechg okreslonej grupy taksono-
micznej drobnoustrojow (np. rodziny, rodzaju, gatunku), kodowang na chromosomie bakteryjnym
(Christaki i in., 2020; Heczko i Wdjkowska-Mach, 2009; Martinez, 2014).

Wiedza na temat wystepowania opornosci naturalnej wsrdd najwazniejszych czynnikéw etio-
logicznych infekcji, a takze zrozumienie mechanizmdw lezgcych u jej podstaw, znacznie utatwiajg
podjecie decyzji co do potencjalnej terapii przeciwbakteryjnej. Pewne leki po prostu w ogéle nie
powinny by¢ brane pod uwage przy opracowywaniu koncepcji leczenia. Zaordynowanie terapii an-
tybiotykiem, wobec ktérego patogen wykazuje opornosé wrodzong, to powazny bfad. Jest zatem
oczywiste, ze takze w trakcie prowadzenia diagnostyki mikrobiologicznej nie sprawdza sie wrazliwo-
$ci drobnoustroju na leki, na ktére jest on naturalnie oporny.

Nizej przedstawiono przyktady lekoopornosci naturalnej bakterii, o ktérych warto pamietac
(Dzierzanowska, 2019; Intrinsic resistance, 2020; Heczko i Wéjkowska-Mach, 2009; Hryniewicz i in.,
2020; Hryniewicz i Mészaros, 2002; Zukowska i Hryniewicz, 2020).

Jednym z takich przyktaddéw jest wrodzona opornos$é pateczek fermentujacych rzedu Entero-
bacterales, bedacych drobnoustrojami Gram-ujemnymi, na penicyline benzylowa (antybiotyk ten
wykazuje aktywnos¢é w stosunku do bakterii Gram-dodatnich).

Opornos$¢ naturalna moze by¢ nastepstwem braku punktu uchwytu (celu) dla antybiotyku
w komoérce bakteryjnej (z tego powodu bakterie atypowe, np. chlamydie i mykoplazmy, s3
naturalnie oporne na antybiotyki beta-laktamowe) lub niskiego powinowactwa leku do celu (np.
brak aktywnosci cefalosporyn i penicylin izoksazolilowych wobec enterokokdéw).

U pateczek nalezgcych do rzedu Enterobacterales (np. Escherichia coli, Klebsiella spp., Entero-
bacter spp., Proteus spp., Salmonella spp., Shigella spp.) niemozliwa jest penetracja antybiotykéw
glikopeptydowych przez sciane komdrkows (ze wzgledu na obecnosé btony zewnetrznej), stad ich
naturalna opornos¢ na te grupe lekdw przeciwdrobnoustrojowych. Penetracja aminoglikozydow
jest z kolei bardzo ograniczona u paciorkowcow i enterokokdw — bakterie uznaje sie za naturalnie
oporne na antybiotyki aminoglikozydowe.

Naturalng opornos$¢ na wankomycyne, wskutek statej obecnosci genu vanC, stwierdzono
u Enterococcus gallinarum i Enterococcus casseliflavus.

Gram-ujemne pateczki fermentujace (czyli bakterie rzedu Enterobacterales), poza wspomniang
wczes$niej wrodzong opornoscig na penicyline benzylows i glikopeptydy, wykazujg takze opornosé
naturalng na kwas fusydowy, makrolidy, linkozamidy, streptograminy, rifampicyne, daptomycyne
i linezolid. Dodatkowo Klebsiella pneumoniae jest gatunkiem naturalnie opornym na ampicyline
i tikarcyline, pateczki z rodzajow Proteus, Providencia, Serratia — na tigecykline, kolistyne i nitrofu-
rantoine, a Morganella spp. — na kolistyne i nitrofurantoine.

Pateczki Gram-ujemne niefermentujgce (m.in. Pseudomonas spp., Stenotrophomonas spp.,
Burkholderia spp., Acinetobacter spp., Achromobacter spp., Elizabethkingia spp.) wykazujg wro-
dzong opornos$¢ na penicyline benzylowg, ampicyline, cefalosporyny | i Il generacji, ertapenem,
glikopeptydy, kwas fusydowy, makrolidy, linkozamidy, streptograminy, rifampicyne, daptomycyne
oraz linezolid. Wszystkie te bakterie —z wyjgtkiem Achromobacter spp. — sg oporne na amoksycyline
z kwasem klawulanowym. Naturalnie oporne na imipenem i meropenem sg Stenotrophomonas spp.
i Elizabethkingia spp. Pseudomonas spp. jest naturalnie oporny na tigecykling, natomiast
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Burkholderia spp. i Elizabethkingia spp. — na kolistyne. Wszystkie pateczki niefermentujgce, z wyjat-
kiem Pseudomonas spp. i Achromobacter spp., wykazujg naturalng opornos¢ na aztreonam.

Bakterie Gram-dodatnie wykazujg opornos$¢ wrodzong na aztreonam, temocyline, polimyk-
syne E (kolistyne) i kwas nalidyksowy. Na kwas fusydowy naturalnie oporne sg paciorkowce, ente-
rokoki i Staphylococcus saprophyticus, na ceftazydym — gronkowce, paciorkowce, enterokoki
i Listeria spp., na makrolidy — enterokoki.

Nabyta opornos¢ na leki przeciwbakteryjne

O opornoscinabytej méwi sie, gdy wrazliwe poczatkowo bakterie nabywajg opornosc na lek wsku-
tek przypadkowej mutacji w swoim materiale genetycznym lub w wyniku nabycia genu lub gendéw
opornosci na lek od innych bakterii. Geny opornosci zostajg ulokowane w chromosomie bakteryj-
nym, na plazmidach, w integronach lub transpozonach. Zmiana ta staje sie dziedziczna.

Jezeli lekarz, ktory jeszcze nie dysponuje wynikami badania mikrobiologicznego, wie, jakiego
rodzaju opornosci nabytej nalezy spodziewac sie u najbardziej prawdopodobnego czynnika etiolo-
gicznego infekcji i rozumie jej mechanizmy, trafniej dobierze leczenie empiryczne, ktére — po uzy-
skaniu wynikéw badania lekowrazliwosci — bedzie wymagad np. tylko niewielkiej korekty. Trzeba tez
podkresli¢, ze w trakcie diagnostyki mikrobiologicznej u zidentyfikowanego patogenu obowigzkowo
bada sie wystepowanie charakterystycznych dla niego mechanizméw opornosci nabytej (EUCAST,
2022). Wiedza ta, w potgczeniu z wtasciwg interpretacjy, pozwala istotnie zmniejszy¢ ryzyko niepo-
wodzenia terapii.

Opisano wiele niezwykle istotnych z klinicznego punktu widzenia przyktadédw bakteryjnej leko-
opornosci nabytej. Trzeba je znac i umieé zinterpretowac (Dzierzanowska, 2019; Heczko i Wéjkow-
ska-Mach, 2009; Hryniewicz i Mészaros, 2002; Hryniewicz i in., 2020; Zukowska i Hryniewicz, 2020).

MRSA to szczep Staphylococcus aureus oporny na metycyline (ang. methicillin-resistant
Staphylococcus aureus). Szczep bakteryjny oznaczony jako MRSA jest oporny na wszystkie leki
z grupy antybiotykéw beta-laktamowych z wyjatkiem tzw. V generacji cefalosporyn — ceftaroliny
i ceftobiprolu.

VISA to szczep Staphylococcus aureus o obnizonej wrazliwosci na wankomycyne (ang. vanco-
mycin-intermediate Staphylococcus aureus), natomiast VRSA jest szczepem Staphylococcus aureus
opornym na wankomycyne (ang. vancomycin-resistant Staphylococcus aureus). Prawidtowa inter-
pretacja mechanizméw VISA i VRSA to opornos¢ na wankomycyne. W przypadku, gdy izolat
Staphylococcus aureus wykazuje obnizong wrazliwos¢ lub opornosé nie tylko na wankomycyne, ale
takze na teikoplanine, mechanizmy tej opornosci nabytej okresla sie odpowiednio jako GISA (ang.
glycopeptide-intermediate Staphylococcus aureus) lub GRSA (ang. glycopeptide-resistant Staphylo-
coccus aureus). Co istotne, zjawisko opornosci nabytej na antybiotyki glikopeptydowe odnotowy-
wane jest rowniez wsérdd szczepow gronkowcédw koagulazo-ujemnych.

PRP to szczep Streptococcus pneumoniae (pneumokok) oporny na penicyline (ang. peni-
cillin-resistant Streptococcus pneumoniae) i taka tez jest interpretacja kliniczna omawianej oporno-
Sci nabytej. Nalezy pamietac, ze szczepy PRP nie syntetyzujg beta-laktamaz.

MLS oznacza opornos$¢ nabytg na makrolidy, linkozamidy i streptograminy grupy B
(ang. macrolide-lincosamide-streptogramin B). Mechanizm, ktéry moze wystepowac u gronkowcow
i paciorkowcéw, wyklucza z terapii az trzy rézne grupy chemiczne lekédw przeciwbakteryjnych, tj.
makrolidy, linkozamidy i streptograminy B.

HLAR to oporno$¢ na wysokie stezenia aminoglikozydéw (ang. high-level aminoglycoside
resistance). Wystepuje u enterokokéw. Szczep z rodzaju Enterococcus, oznaczony jako HLAR,
charakteryzuje sie wysokim stopniem opornosci na aminoglikozydy. Niekorzystnym nastepstwem
opornosci typu HLAR jest brak mozliwosci uzyskania synergizmu pomiedzy antybiotykami aminogli-
kozydowymi i antybiotykami beta-laktamowymi lub glikopeptydami (niezwykle cennej terapii sko-
jarzonej, stosowanej u pacjentéw hospitalizowanych, cierpigcych na ciezkie zakazenia).
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VRE to szczep enterokokdw opornych na wankomycyne lub wankomycyne i teikoplanine
(ang. vancomycin-resistant Enterococcus). Poprawna interpretacja opornosci VRE wymaga wyklu-
czenia glikopeptyddéw z terapii.

ESBL to beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania (ang. extended-spectrum beta-
lactamases). Szczep bakteryjny oznaczony jako ESBL (np. Escherichia coli ESBL) jest zdolny do hydro-
lizy penicylin, cefalosporyn (z wyjgtkiem cefamycyn) i monobaktaméw. Wykazuje jednak wrazliwos¢
na dziatanie antybiotykdw beta-laktamowych w potaczeniu z inhibitorami beta-laktamaz.

AmpC to beta-laktamaza, bedgca chromosomalng cefalosporynazg (ang. AmpC cephalospori-
nase). Szczep bakteryjny oznaczony jako AmpC hydrolizuje penicyliny, cefalosporyny (z wyjgtkiem
IV generacji) i aztreonam. Z reguty nie jest on tez podatny na dziatanie antybiotykéw beta-laktamo-
wych w potaczeniu z inhibitorami beta-laktamaz. Moze by¢ wrazliwy na cefepim i karbapenemy,
wiec jesli rozwaza sie terapie z uzyciem antybiotykow beta-laktamowych, to nalezy wybieraé tylko
sposréd wyzej wymienionych.

KPC to szczep Klebsiella pneumoniae oporny na karbapenemy (ang. Klebsiella pneumoniae
carbapenemases). Szczep bakteryjny oznaczony jako KPC wytwarza beta-laktamazy zwane karbape-
nemazami, ktére sg w stanie przeprowadzi¢ hydrolize wszystkich antybiotykéw beta-laktamowych,
jakie wykazywatyby aktywnos¢ wobec szczepu KPC-ujemnego. Zakazenia wywotywane przez
szczepy KPC sg zwykle bardzo trudne do wyleczenia. W praktyce nie mozna bowiem zastosowad
terapii zadnym antybiotykiem beta-laktamowym, a ponadto izolaty te bardzo czesto wykazujg wraz-
liwosc¢ jedynie na kilka lekdw przeciwbakteryjnych, innych niz antybiotyki beta-laktamowe: genta-
micyne, amikacyne (niekiedy), kolistyne, tigecykline. Opornos¢ KPC po raz pierwszy wykryto
u szczepu z gatunku Klebsiella pneumoniae, stad jego nazwa. Dzi$ jednak wiadomo, ze tego typu
karbapenemazy mogg wytwarzaé réwniez inne rodzaje Gram-ujemnych pateczek fermentujacych
(Escherichia, Enterobacter), jak i Gram-ujemne pateczki niefermentujace (Pseudomonas spp.,
Acinetobacter spp.).

OXA-48 (ang. oxacillinase-48) to pierwsza nabyta, kodowana plazmidowo karbapenemaza
(tzw. beta-laktamaza klasy D), hydrolizujgca karbapenemy. Wiele szczepdédw bakteryjnych
wytwarzajgcych OXA-48 wykazuje wyrazng opornosc na wszystkie antybiotyki beta-laktamowe.

Szczep bakteryjny dysponujgcy opornoscig nabytg oznaczong jako NDM (ang. New Delhi
metallo-beta-lactamase) jest producentem metalo-beta-laktamazy (ang. metallo-beta-lactamase,
MBL) typu New Delhi. Enzymy MBL hydrolizujg penicyliny, cefalosporyny i karbapenemy. Niesku-
teczne w stosunku do MBL-dodatnich szczepdw bakteryjnych sg takze potgczenia antybiotykéw
beta-laktamowych z inhibitorami beta-laktamaz. W praktyce terapia tego rodzaju zakazen stanowi
ogromne wyzwanie dla lekarza klinicysty, poniewaz mozliwymi do zastosowania lekami mogg oka-
zac sie wytgcznie: aztreonam (antybiotyk beta-laktamowy) i kolistyna (polimyksyna E). Oprécz NDM
do MBL nalezy m.in. réwniez VIM (ang. Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase). Enzymy
MBL tym réznig sie od klasycznych beta-laktamaz, ze hydrolizujg antybiotyki beta-laktamowe za po-
Srednictwem swego aktywnego centrum, zawierajgcego jeden lub kilka jondw cynku.

Typy lekoopornosci nabytej, oznaczone jako ESBL, AmpC, KPC, OXA-48 i MBL, wystepujg wy-
tacznie u pateczek Gram-ujemnych, zaréwno fermentujacych, jak i niefermentujacych. Opornos¢
wymienionych patogendw na antybiotyki beta-laktamowe jest niezwykle ztozona i cechuje sie duzg
dynamika. Zrozumienie zjawiska, a takze $ledzenie na biezgco zmian zachodzacych na tym polu, po-
zwoli lekarzowi praktykowi skutecznie leczyé pacjentéw zakazonych lekoopornymi pateczkami
Gram-ujemnymi.

Podtozem lekoopornosci ESBL, AmpC, KPC, OXA-48 i MBL jest zawsze zdolnos¢ szczepdw pro-
kariotycznych do wytwarzania enzymdéw hydrolizujacych antybiotyki beta-laktamowe, przy czym —
jak wyzej wykazano — spektrum aktywnosci wydzielanych bakteryjnych biatek enzymatycznych jest
zréznicowane. W Tabeli 1 podsumowano najwazniejsze informacje na temat opornosci typu ESBL,
AmpC, KPC, OXA-48 i MBL.
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Warto podkreslié, ze w stosunku do szczepdw prezentujgcych wyzej wymienione mechanizmy
opornosci nabytej aktywnos¢ mogg wykazywac nowe potgczenia antybiotykdw beta-laktamowych
z inhibitorami beta-laktamaz:

e ceftolozan z tazobaktamem wobec szczepéw ESBL,

o ceftazydym z awibaktamem wobec szczepdw ESBL, AmpC, KPC i OXA-48,

e meropenem z waborbaktamem wobec szczepédw ESBL, AmpC i KPC,

e imipenem z cilastatyng i relebaktamem wobec szczepdw ESBL, AmpC i KPC (Petrosillo i in.,
2019; Sansone i in., 2022; Wong i van Duin, 2017).

Tabela 1. Przeglad najwazniejszych mechanizmdéw lekoopornosci pateczek Gram-ujemnych

(Dzierzanowska, 2019; Heczko i Wdéjkowska-Mach, 2009; Hryniewicz i Mészaros, 2002; Jean i in.,

2019; Petrosillo i in., 2019; Sansone i in., 2022; Wong i van Duin, 2017).

Mechanizm Rodzaje bakterii, u ktérych Moizliwe alternatywy
Inaktywowane leki
opornosci mechanizm bywa wykrywany terapeutyczne
o ) potaczenia antybiotykow
Escherichia, Klebsiella, penicyliny, cefalosporyny beta-laktamowych z inhi-
ESBL salmonella, Shigell, (z wyjatkiem cefamycyn), bitorami beta-laktamaz,
Pseudomonas, Acinetobacter monobaktamy
meropenem
Acinetobacter, Pseudomonas, cefepim, karbapenemy,
Escherichia, Enterobacter, penicyliny, cefalosporyny nowe potaczenia anty-
AmpC Citrobacter, Serratia, (z wyjatkiem IV generacji),  biotykéw beta-laktamo-
Morganella, Providencia, aztreonam wych z inhibitorami beta-
Klebsiella, Proteus -laktamaz
gentamicyna, kolistyna,
tigecyklina, amikacyna,
Klebsiella, Escherichia, penicyliny, cefalosporyny, nowe potaczenia anty-
KPC! Enterobacter, Pseudomonas, monobaktamy, biotykéw beta-laktamo-
Acinetobacter karbapenemy wych z inhibitorami beta-
-laktamaz, cefiderokol,
erawacyklina
aztreonam, kolistyna,
nowe potaczenia anty-
Klebsiella, Escherichia, penicyliny, cefalosporyny, biotykéw beta-laktamo-
OXA-48!

Enterobacter

karbapenemy

wych z inhibitorami beta-
laktamaz, cefiderokol,

erawacyklina
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Tabela 1. Przeglad najwazniejszych mechanizméw lekoopornosci pateczek Gram-ujemnych... (cd.)

J b aztreonam, kolistyna,
Pseudomonas, Acinetobacter, syl
penicyliny, cefalosporyny, nowe pofaczenia anty-

. Achromobacter, Citrobacter, ;
MBL: karbapenemy, potaczenia biotykéw beta-laktamo-
NDM_™ Enterobacter, Escherichia, antybiotykéw beta-lakta-
wych z inhibitorami beta-
VIML Klebsiella, Providencia, mowych z inhibitorami
-laktamaz, cefiderokol,
Proteus, Serratia beta-laktamaz

erawacyklina

karbapenemy, aminogli-

kozydy, tigecyklina, nowe
Escherichia, Klebsiella,
potaczenia antybiotykéw

MCR Pseudomonas, Salmonella, polimyksyny (kolistyna)

beta-laktamowych z inhi-
Enterobacter

bitorami beta-laktamaz,

cefiderokol

lKarbapenemazy wytwarzane przez szczepy bakterii nalezagcych do rzedu Enterobacterales, najczesciej identyfikowane w Polsce, dane

wedtug danych Krajowego Osrodka Referencyjnego ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéow (KORLD) w latach 2006—-2018.

W Tabeli 1 zawarto takze podstawowe informacje na temat kodowanej plazmidowo opornosci
nabytej oznaczanej jako MCR (ang. mobilized colistin resistance). Jej wystepowanie réwniez ograni-
cza sie wytgcznie do pateczek Gram-ujemnych: fermentujacych (np. Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Salmonella spp.) i niefermentujgcych (Pseudomonas spp.). Oznacza brak wrazli-
wosci drobnoustrojow na polimyksyne E (kolistyne), czyli — w przeciwienstwie do pozostatych me-
chanizmoéw opornosci nabytej, wymienionych w tabeli powyzej — nie odnosi sie do antybiotykéw
beta-laktamowych. Opornosci typu MCR bardzo czesto towarzyszy opornosé na leki przeciwbakte-
ryjne z pozostatych grup chemicznych. W Tabeli 1 wskazano mozliwe alternatywy terapeutyczne
wobec szczepéw MCR.

Wielolekoopornos¢

Wsrdd bakterii coraz bardziej powszechne jest zjawisko wielolekoopornosci (Abat i in., 2018;
Magiorakos i in., 2012; Dzierzanowska, 2019; Hryniewicz i in., 2020; Zukowska i Hryniewicz, 2020).
Wielolekooporno$¢ (ang. multidrug resistance, MDR) oznacza niewrazliwos¢ drobnoustroju na
co najmniej jeden lek przeciwbakteryjny z co najmniej trzech grup chemicznych wykazujgcych ak-
tywnos$¢ w stosunku do okreslonego gatunku patogenu. Jezeli szczep bakteryjny wykazuje brak
wrazliwosci na co najmniej jeden lek przeciwdrobnoustrojowy w wiekszosci grup chemicznych
(z wyjatkiem dwdch lub jednej grupy), to prezentuje on tzw. opornosé rozszerzong (ang. extensive
resistance, XDR). Niewrazliwo$¢ na wszystkie dostepne leki przeciwbakteryjne okreslana jest jako
catkowita opornosé¢ (ang. pandrug resistance, PDR).

Opornos¢ eliminuje z terapii przeciwdrobnoustrojowej leki o dobrze udokumentowanej sku-
tecznosci i bezpieczenistwie, a wiec zwieksza ryzyko niepowodzenia i dziatah niepozadanych oraz
podnosi koszty leczenia.
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Przyktady najwazniejszych mechanizmdw opornosci bakterii na leki z roznych grup
chemicznych

Jak wspomniano przy okazji omawiania zjawiska lekoopornosci naturalnej i nabytej, znajomosc¢ i ro-
zumienie mechanizméw, ktére je determinujg, w istotny sposéb pomagajg lekarzowi w prawidto-
wym doborze antybiotykoterapii. Dlatego w dalszej czesci rozdziatu wymieniono i wyjasniono
w zwiezty sposéb najwazniejsze mechanizmy lekoopornosci bakteryjnej w odniesieniu do poszcze-
gblnych grup lekéw przeciwdrobnoustrojowych (Dzierzanowska, 2019; Heczko i Wéjkowska-Mach,
2009; Hryniewicz i Mészaros, 2002). Nalezy pamietac, ze wykryty u bakterii mechanizm lekoopor-
nosci determinuje jego okreslong interpretacje kliniczna.

OPORNOSC NA ANTYBIOTYKI BETA-LAKTAMOWE

Do najwazniejszych mechanizméw opornosci bakterii na antybiotyki beta-laktamowe naleza:

e wytwarzanie biatek PBP o niskim powinowactwie do tych lekéw (dzieje sie tak poprzez mo-
dyfikacje wtasnych gendw pbp lub nabycie genu, kodujgcego nowe biatko PBP),

e zmniejszanie przepuszczalnosci btony zewnetrznej dla antybiotykéw (poprzez modyfikacje
profili kanatéw porynowych),

o wypompowywanie lekéw z komorki bakteryjnej (tzw. efflux pump, poprzez zwiekszanie ak-
tywnosci systemow pompowo-porynowych),

e wytwarzanie beta-laktamaz (czyli enzymow hydrolizujgcych antybiotyki beta-laktamowe).

U réznych grup bakterii wykrywa sie rozne mechanizmy opornosci na antybiotyki beta-lakta-
mowe. Nizej wymieniono te, o ktérych obecnie nalezy pamietac.

Drobnoustroje z gatunku Staphylococcus aureus mogg wytwarzac klasyczne beta-laktamazy
o aktywnosci penicylinaz, ktore sg w stanie inaktywowac¢ wytgcznie benzylopenicyliny (zjawisko to
jest dzi$ niezwykle powszechne wsréd gronkowcdw). W tym przypadku wobec bakterii nadal jednak
bedg aktywne poéisyntetyczne penicyliny o aktywnosci przeciwgronkowcowej, tzw. penicyliny
izoksazolilowe (np. kloksacylina). Drugi i niestety bardziej niekorzystny mechanizm opornosci
Staphylococcus aureus na antybiotyki beta-laktamowe to tzw. metycylinoopornosé (MRSA), wyni-
kajaca z posiadania przez szczep bakteryjny genu mecA, determinujgcego powstawanie nowego
biatka PBP, tzw. PBP2a (lub PBP2’). W efekcie u gronkowca pojawia sie opornos¢ krzyzowa in vivo
na niemal wszystkie antybiotyki beta-laktamowe — wyjgtkiem sg jedynie tzw. cefalosporyny V gene-
racji: ceftobiprol i ceftarolina. Warto w tym miejscu dodac¢, ze takze inne gatunki gronkowcow (np.
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus warneri) moga produko-
wac penicylinazy lub wykazywac¢ metycylinoopornosé. Metycylinoopornos¢ wsrdod szczepdw
Staphylococcus spp. to powazny problem kliniczno-epidemiologiczny (Bigos i in., 2011; Bigos i in.,
2010; Khan i in., 2018; Narodowy Program Ochrony Antybiotykéw — Rekomendacje diagnostyki
i terapii zakazen; Rybak iin., 2020; Turner i in., 2019; Empeliin., 2021).

Opornos¢ na penicyline u Streptococcus pneumoniae jest wynikiem obnizenia powinowactwa
biatek PBP do tego antybiotyku beta-laktamowego. W konsekwencji penicylina traci skutecznosé
wobec pneumokoka. Niskie powinowactwo biatek PBP do penicyliny moze wynika¢ z nadprodukgji
tych biatek, jak rowniez by¢ nastepstwem mutacji punktowych w genach mozaikowych, kodujgcych
biatka PBP (takie zmodyfikowane biatka PBP mogg dodatkowo determinowac opornosc¢ szczepu na
cefalosporyny i amoksycyline). Streptococcus pneumoniae nie wytwarza beta-laktamaz.

Opornos¢ na antybiotyki beta-laktamowe wsrdd bakterii Gram-ujemnych jest najczesciej wyni-
kiem zmniejszania przepuszczalnosci zewnetrznej warstwy Sciany komérkowej, czyli tzw. zewnetrz-
nej btony plazmatycznej (zjawisko szczegdlnie nasilone u Pseudomonas aeruginosa), jak réwniez
wypompowywania lekéw z komadrek bakteryjnych (poprzez zwiekszanie aktywnosci systemoéw
pompowo-porynowych) oraz zdolnosci do syntezy beta-laktamaz o bardzo zréznicowanym spek-
trum. Beta-laktamazy pateczek Gram-ujemnych to obecnie najwiekszy problem kliniczno-epidemio-
logiczny (Baraniakiin., 2016; Brolund iin., 2019; ECDC, 2019; Narodowy Program Ochrony Antybio-
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tykdéw — Karbapenemazy; Magiorakos i in., 2017; Narodowy Program Ochrony Antybiotykow — Re-
komendacje diagnostyki i terapii zakazen). Wedtug skali Amblera (Kanj i Kanafani, 2011), zalicza sie
do nich:

o cefalosporynazy klasy C (tzw. beta-laktamazy AmpC),

e beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym klas A i D (tzw. beta-laktamazy
ESBL, np. TEM — ang. Temoniera beta-lactamase, SHV — ang. sulfhydryl variable-type beta-
lactamase),

e metalo-beta-laktamazy klasy B (tzw. beta-laktamazy MBL, np. NDM),

o karbapenemazy klasy A (tzw. beta-laktamazy KPC),

e karbapenemazy klasy D (tzw. beta-laktamazy CHDL — ang. carbapenem-hydrolysing class D
beta-lactamases, np. OXA-48) (Tabela 1).

Gram-ujemne ziarniako-pateczki (mikroorganizmy pleomorficzne) z gatunku Haemophilus
influenzae dysponujg trzema waznymi mechanizmami opornosci na antybiotyki beta-laktamowe.
Oznaczono je jako:

e BLPAR, ang. beta-lactamase-positive, ampicillin-resistant,

e BLNAR, ang. beta-lactamase-negative, ampicilin-resistant,

e BLPACR, ang. beta-lactamase-producing, amoxicillin-clavulanic acid-resistant.

Szczepy BLNAR (posiadajace zmodyfikowane biatka PBP) i szczepy BLPACR (posiadajace
zmodyfikowane biatka PBP, jak réwniez wytwarzajgce beta-laktamazy) sg raportowane jako
oporne na ampicyline, amoksycyline, amoksycyline z kwasem klawulanowym, ampicyline z sulbak-
tamem, piperacyline, piperacyline z tazobaktamem, cefaklor, cefuroksym i cefuroksym aksetyl.
Szczepy BLPAR (wytwarzajgce beta-laktamazy) sg oporne na ampicyline, amoksycyline

i piperacyline.

OPORNOSC NA ANTYBIOTYKI GLIKOPEPTYDOWE

Oporno$¢ bakterii na glikopeptydy wynika ze zmian w budowie $ciany komdrkowej, m.in. wskutek
indukcji ekspresji genéw odpowiedzialnych za wytwarzanie prekursoréw peptydoglikanu, zakonczo-
nych nastepujacymi, zmienionymi dipeptydami: D-Ala-D-Lac (geny vanA, vanB, vanM, vanD)
i D-Ala-D-Ser (geny vanE, vanG, vanlL, vanN i opornos¢ naturalna — gen vanC). Z kliniczno-
epidemiologicznego punktu widzenia na uwage i ostrozno$¢ zastuguje opornosé na glikopeptydy
wsrdad enterokokow i gronkowcdw (enterokoki oporne na antybiotyki glikopeptydowe sg dawcami
gendw opornosci dla szczepow gronkowcdw, ich transmisja odbywa sie na drodze koniugacji).

OPORNOSC NA ANTYBIOTYKI AMINOGLIKOZYDOWE

Najwazniejszym mechanizmem opornosci bakterii na aminoglikozydy jest inaktywacja lekéw przez
enzymy je modyfikujgce (ang. aminoglycoside-modifying enzymes, AME):

o fosfotransferazy (ang. phosphotransferase, APH),

e acetylotransferazy (ang. acetyltransferase, AAC),

e adenylotransferazy (ang. adenyltransferase, ANT).
Powstate w wyniku dziatania AME pochodne antybiotykdéw aminoglikozydowych tracg aktywnos¢
przeciwbakteryjna.

Geny kodujgce AME znajdujg sie gtdwnie na mobilnych elementach genetycznych (plazmidach,
transpozonach, integronach). Czesto wystepujg w grupach z genami opornosci na inne leki przeciw-
bakteryjne.
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OPORNOSC NA POZOSTALE LEKI PRZECIWBAKTERYJNE

Mechanizmy opornosci bakterii na makrolidy, linkozamidy, streptograminy i ketolidy:
e zmiana struktury miejsca docelowego dla leku,
e inaktywacja leku wskutek jego modyfikacji enzymatycznej (esterazy, transferazy, fosfory-
lazy, hydrolazy),
e wypompowywanie leku z komodrki bakteryjnej.

Mechanizmy opornosci prokariontéw na rifampicyne:
e produkcja polimerazy RNA o zmniejszonym powinowactwie do leku,
e wypompowywanie leku z komorki.

Mechanizmy opornosci bakterii na sulfonamidy i trimetoprim:
e wytwarzanie wiekszej ilosci enzymow szlakéw metabolicznych, ktérych dziatanie mogtoby
byé zaburzone przez lek,
e produkcja enzymdw o obnizonym powinowactwie do leku,
e zaburzony transport leku do komérki.

Mechanizmy opornosci bakterii na chinolony:
e mutacje w genach kodujacych gyraze i topoizomeraze IV,
e wypompowywanie leku z komoérki,
e zaburzony transport leku do komérki.

Mechanizmy opornosci bakterii na tetracykliny:
e zaburzony transport leku do komorki,
e zmiana budowy miejsca docelowego dla leku, wypompowywanie leku z komorki,
e enzymatyczna inaktywacja leku.

Mechanizmy opornosci bakterii na oksazolidynony:
e mutacje w domenie V w 23S rRNA (mechanizm moze wystepowac u szczepdw Staphylo-
coccus aureus i Enterococcus spp.),
e mutacje w rybosomalnym biatku L4,
e metylacja w 23S rRNA.

Mechanizm opornosci bakterii na kolistyne: obecnos¢ plazmidowo kodowanego genu mcr.

Skutecznos¢ terapii przeciwbakteryjnej

Skutecznos¢ lekdw antybakteryjnych in vivo determinujg ich wtasciwosci farmakokinetyczno-farma-
kodynamiczne (Smuszkiewicz i in., 2007). Farmakokinetyka (ang. pharmacokinetics, PK) jest na-
ukag o szybkosci proceséw wchtaniania, dystrybucji oraz eliminacji (biotransformacji i wydalania)
lekdw. Farmakodynamika (ang. pharmacodynamics, PD) okresla interakcje pomiedzy lekiem
i drobnoustrojem w warunkach in vivo.

W celu oceny skutecznosci terapii przeciwbakteryjnej opracowano trzy podstawowe wskazniki
stosunku PK/PD:

e  Cnmax/MIC,

e AUC24/MIC,

e T>MIC (%) (Roberts i Lipman, 2009; Smuszkiewicz i in., 2007).

Cmax/MIC — to stosunek szczytowego stezenia leku uzyskanego po jego pojedynczej dawce, Crmax
(mg/L), do MIC. Do lekéw, ktdrych skutecznosé zalezy od stosunku Cmax/MIC, nalezg: aminogliko-
zydy, fluorochinolony, metronidazol. Reasumujgc, antybiotyki stezenio-zalezne charakteryzujg sie
maksymalng aktywnoscig w chwili szczytowego stezenia leku w stosunku do MIC.

AUC,4/MIC wyraza stosunek pola pod krzywg zaleznosci zmian stezenia leku we krwi od czasu
W ciggu 24 godzin, AUC,4 (mg-h/L), do MIC. Do lekdw, ktorych skutecznosé zalezy zaréwno od czasu
jak i stezenia (AUC,4/MIC), nalezg: fluorochinolony, azytromycyna, tetracykliny, glikopeptydy.

107



T > MIC (%) to czas, w ktérym stezenie leku we krwi pozostaje powyzej MIC. Do lekéw, ktérych
skutecznos¢ jest determinowana czasem utrzymywania sie stezenia powyzej MIC (T > MIC), zalicza
sie: antybiotyki beta-laktamowe, linezolid, erytromycyne, klarytromycyne, klindamycyne. Podsu-
mowujac, czaso-zalezne antybiotyki wykazuja maksymalny efekt mikrobiologiczny, jesli przez caty
odstep dawkowania stezenia tych lekdw utrzymuja sie jak najdtuzej powyzej MIC.

Leki pierwszego i drugiego rzutu w zakazeniach bakteryjnych

Lek pierwszego rzutu to lek z wyboru, od ktdérego zaczyna sie leczenie. Jesli terapia lekiem
pierwszego rzutu nie przynosi efektu badz nie jest mozliwa do zastosowania (np. z powodu nabytej
przez szczep bakteryjny lekoopornosci lub gdy pacjent jest uczulony na okreslony antybiotyk), siega
sie po lek drugiego rzutu. Rekomendacje dotyczace stosowania lekow przeciwbakteryjnych sg na
biezgco aktualizowane i publikowane na stronach internetowych towarzystw naukowych,
organizacji normalizacyjnych oraz programéw ochrony zdrowia, np. Narodowego Programu
Ochrony Antybiotykéw (Narodowy Program Ochrony Antybiotykdw — Rekomendacje diagnostyki
i terapii zakazen, www.antybiotyki.edu.pl).
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Wprowadzenie

Mikroorganizm patogenny (patogen) to kazdy drobnoustréj zdolny do wywotania choroby w orga-
nizmie gospodarza. Niektére drobnoustroje sg jednoznacznie patogenne, podczas gdy inne pozo-
stajg zazwyczaj niegrozne dla gospodarza. Mozemy mie¢ tez do czynienia z infekcjami przez dtugi
czas bezobjawowymi (obecne w organizmie gospodarza patogeny wywotujg petnoobjawowe zaka-
zenie w okreslonych okolicznosciach). Przyktadem tego typu bakterii s3 Mycobacterium tuberculosis
i Treponema pallidum (Getahun i in., 2015; Mattei i in., 2012). Patogeny bezwzgledne (obligato-
ryjne) to drobnoustroje powodujace infekcje u wszystkich ludzi, réwniez tych z prawidtowo funkcjo-
nujgcym uktadem odpornosciowym. Patogeny oportunistyczne (wzgledne) to z kolei patogeny
warunkowo chorobotwodrcze, wywotujgce zakazenia u oséb z dysfunkcjami uktadu odpornoscio-
wego i/lub zaburzeniami réwnowagi mikrobioty bgdZ pojawiajgce sie w miejscach fizjologicznie ja-
towych (Lewinson, 2014).

Na chorobotwdrczos¢ (patogennosc) drobnoustroju sktadajg sie trzy elementy: transmisja,
zakaznos¢ i zjadliwos¢ patogenu. Transmisja to zdolnos¢ patogenu do rozprzestrzeniania sie
w populacji. Mozna wyrdzni¢ wiele drég transmisji, m.in. kontakt bezposredni cztowiek—cztowiek,
transmisje za posrednictwem wody, pokarmu czy wektoréw, np. kleszczy. Zakaznos¢ (infekcyj-
nos¢) charakteryzuje sie zdolnoscig patogenu do wywotania infekcji. Zjadliwos$¢, inaczej wirulen-
cja, to natomiast szereg cech drobnoustroju, umozliwiajgcych przetamanie barier odpornosciowych,
namnozenie sie tych mikroorganizméw i uszkodzenie tkanek organizmu gospodarza. Do
czynnikéw wirulencji (inaczej: czynnikdw chorobotwadrczosci, czynnikdw zjadliwosci) nalezg in-
tegralne elementy strukturalne komérki bakteryjnej (np. otoczka, adhezyny, rzeski — ich znaczenie
dla komérki bakteryjnej, jak réwniez w patogenezie zakazen, oméwiono w innym rozdziale mono-
grafii — Rozdziat I: Klasyfikacja, budowa i rozmnazanie bakterii) oraz substancje wydzielane na ze-
wnatrz (egzoenzymy, toksyny, siderofory). Obecnos¢ okreslonych czynnikdéw wirulencji decyduje
oinwazyjnosci (zdolnosci do penetrowania, namnazania sie i uszkadzania komoérek, tkanek
gospodarza) i toksynogennosci (zdolnosci do wytwarzania toksyn) bakterii. Dany czynnik
zjadliwosci moze by¢ charakterystyczny dla wszystkich bakterii z rodzaju czy gatunku lub tylko dla
danego szczepu. Czesto pojecia chorobotwérczosc i zjadliwos¢ stosowane sg zamiennie. Jednak
w przeciwienstwie do patogennosci zjadliwos¢ to parametr, ktdry mozna okresli¢ ilosciowo. Miarg
zjadliwosci patogenu jest dawka zakazna (ang. infectious dose, ID), czyli minimalna liczba
drobnoustrojéw potrzebna do wywotania choroby we wrazliwym makroorganizmie (ID, oznaczana
jako IDso, to parametr okreslajgcy liczbe komarek bakteryjnych niezbednych do wywotania infekgcji
u 50% zakazonych) (Cornelisseniin., 2013). Wiedza na temat czynnikdw chorobotwdrczosci bakterii
jest niezbedna do tego, by dobrze rozumieé przebieg kliniczny zakazenia i mdc przewidywac jego
najbardziej prawdopodobne nastepstwa (Bigos i in., 2022).

Zaleznie od czynnikdw wirulencji, liczby komadrek prokariotycznych oraz kondycji uktadu odpor-
nosciowego gospodarza, do ktérego patogen wnika, moze dojs¢ do eliminacji drobnoustroju lub do
rozwoju zakazenia. Chociaz mechanizmy patogenezy bakteryjnej mogg sie rézni¢ pod katem etiolo-
gii (na poziomie rodzaju, gatunku, a nawet szczepu), w procesie rozwoju infekcji bakteryjnej wyréz-
nia sie kilka etapédw wspdlnych. Ryzyko petnego rozwoju infekcji zalezy m.in. od tego, czy drobnou-
strojowi uda sie ukonczy¢ wszystkie z tych etapdw, czy tylko niektére z nich. Do podstawowych
etapoéw rozwoju infekcji bakteryjnej naleza:

e wnikanie do makroorganizmu,

o adhezja,
e kolonizacja,
e inwazja.

Poczatkowy etap rozwoju zakazenia o etiologii bakteryjnej to wnikanie do organizmu gospo-
darza. Patogen pokonuje pierwszg linie obrony gospodarza na drodze biernej (np. dostaje sie do
makroorganizmu z pokarmem, podczas oddychania lub w wyniku urazu mechanicznego) lub aktyw-
nej (w procesie wnikania do organizmu gospodarza udziat biorg np. wydzielane przez drobnoustrgj
toksyny czy powierzchniowe elementy budujgce komédrke bakteryjng, jak otoczka, glikokaliks)
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(Abbas iin., 2015; Bryniarski, 2018). Aby doszto do rozwoju zakazenia, drobnoustréj nie musi wcale
whnikaé z zewnatrz (jak to jest w przypadku tzw. infekcji egzogennej). Moze tez bowiem pochodzi¢
z organizmu gospodarza, w obrebie ktérego przedostaje sie z charakterystycznej, zajmowanej przez
siebie niszy fizjologicznej do miejsca, w ktédrym nie powinno go by¢, np. do jatowej tkanki (tzw.
zakazenie endogenne) (Heczko i in., 2015).

Po etapie wnikania nastepuje etap adhezji (przylegania do komérek makroorganizmu), umoz-
liwiajgcy nastepnie zasiedlanie organizmu gospodarza. Pierwotna adhezja (asocjacja) jest odwra-
calna. Do przylegania dochodzi w sposdb bierny lub ukierunkowany przez chemoatraktanty
(chemotaksyny, substancje przyciggajgce). Adhezja wtdérna jest trwatym, nieodwracalnym zakotwi-
czeniem bakterii do powierzchni komérek makroorganizmu czy innych struktur przez wigzace adhe-
zyny, np. do specyficznych receptoréw. Do adhezyn nalezg m.in. fimbrie adhezyjne, adhezyny
zwigzane z rzeskami, komponenty oston komérki prokariotycznej (np. hemaglutyniny, biatka wia-
Z3ce przeciwciata, biatka wigzace fibronektyne, fibrynogen, elastyne lub kolagen, polimery otoczek
bakteryjnych, glikokaliksu lub warstwy $luzowej, kwas tejchojowy bakterii Gram-dodatnich)
(Murray iin., 2014; Alley i in., 2018).

Kolonizacja (zasiedlenie) to z kolei scisty kontakt bakterii z organizmem gospodarza, wiodacy
do ustabilizowania sie populacji bakteryjnej w danym miejscu makroorganizmu. W tym momencie
rozwoju infekcji sprawnie dziatajgce mechanizmy obronne organizmu gospodarza nie sg juz w stanie
usungc bakterii. To de facto etap decydujacy albo o ustaleniu statusu nosicielstwa, albo o rozwoju
procesu chorobowego. Bakterie, ktore zwigzaty sie z komdrkami gospodarza lub inng powierzchnia
(np. nieozywiong), moga sie dalej integrowacé w otaczajacym je Srodowisku — w najblizszym otocze-
niu wytwarzajg wspoélnie substancje Sluzowe (macierz, polisacharydowe polimery zewngtrzkomor-
kowe), spetniajace funkcje ochronne i spajajgce. Z czasem moze dochodzi¢ do zwiekszania gestosci
i zréznicowania fenotypowego bakterii na rdéinych poziomach powstajgcego w ten sposéb
biofilmu —jest to naturalna forma bytowania mikroflory w naszym organizmie (np. w postaci ptytki
nazebnej). Biofilmowi bakteryjnemu przypisuje sie obecnie kluczowg role w patogenezie wielu cho-
réb infekcyjnych (np. prochnicy zebow czy zakazeniach towarzyszacych inwazyjnym zabiegom chi-
rurgicznym, w trakcie ktérych wykorzystywane sg biomateriaty takie jak implanty, cewniki, protezy).
Bakterie kolonizujg biomateriaty dzieki adhezynom reagujgcym ze sktadnikami ptyndw ustrojowych
lub glikoproteinami zewnatrzkomérkowej macierzy, bezposrednio pokrywajgcymi powierzchnie
biomateriatu. Leczenie infekcji, w ktérej zasadniczg role odgrywa biofilm, jest niezwykle trudne. Naj-
czesciej eliminowane sg formy planktonowe komérek bakteryjnych, a wiasciwa struktura biofilmu
pozostaje nienaruszona i dalej wykazuje duzg aktywnosé metaboliczng. Biofilm funkcjonuje podob-
nie jak organizm wielokomadrkowy, w ktérym poszczegdlne komaorki porozumiewajg sie miedzy soba
za pomocg substancji chemicznych i odpowiednio reagujg na zmiany w srodowisku. Zjawisko owo,
z jezyka angielskiego, nosi nazwe quorum sensing (Costertoniin., 2007; Lazar, 2011; Mukherjee
i Bassler, 2019; Magana i in., 2018). Leczenie zakazen wywotywanych przez bakterie zdolne do two-
rzenia biofilmu stanowi powazne wyzwanie (Ramasamy i Lee, 2016).

Podczas inwazji patogen penetruje komorki i tkanki gospodarza, co determinuje mozliwosé
jego dalszego rozprzestrzeniania sie w makroorganizmie, a zatem takze — charakter infekcji (zaka-
zenie miejscowe lub uogdlnione). W procesie wykorzystywane sg inwazyny, biatka btonowe, kté-
rymi dysponujg bakterie.

Po inwazji do komdrek gospodarza w jego organizmie rozwija sie stan zapalny. Wyrdznia sie
bakteryjne zapalenia ropne i ziarniniakowe. Zapalenie ropne, ktdre charakteryzuje przewaga na-
ptywajacych neutrofildw, wywotywane jest gtéwnie przez ziarenkowce Gram-dodatnie badz
Gram-ujemne. Natomiast zapalenie ziarniniakowe, w ktéorym dominuje naciek makrofagéw
i limfocytéw T, najczesciej pojawia sie w zakazeniu o etiologii Mycobacterium tuberculosis. Obecne
w ziarniniaku makrofagi w procesie fagocytozy zabijajg wiekszos¢ komédrek bakteryjnych, jednak
niewielka ich czes¢ przezywa wewnatrz fagosoméw, gdzie — nawet przez dtugie lata — przebywa
w utajeniu, w oczekiwaniu na warunki sprzyjajgce reaktywacji infekcji (Cardona, 2018).

W rozdziale omoéwiono role enzymoéw i toksyn bakteryjnych oraz sideroforéw w patogenezie
zakazen wywotywanych przez prokarionty, wyjasniono podstawy genetyczne patogennosci bakterii,
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wymieniono i pokrétce scharakteryzowano najwazniejsze mechanizmy unikania przez bakterie od-
powiedzi immunologiczne;j.

Enzymy bakteryjne

Inwazyny mogg niekiedy potaczyc sie z odpowiednimi receptorami dopiero po zadziataniu enzyméw
hydrolitycznych (degradujacych), umozliwiajgcych odstoniecie swoistych receptoréw gospodarza.
Przyktady enzymoéw utatwiajacych inwazje bakteryjng, bedacych istotnymi czynnikami wirulencji
prokariontéw, przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Egzoenzymy bakteryjne (Arpigny i Jaeger, 1999; Flores-Diaz i in., 2016; Mayer, 1993).

Przyktady Sposodb dziatania

Katalaza

Dysmutazy ponadtienkowe neutralizacja reaktywnych form tlenu

Hialuronidazy

Neuraminidazy rozrzedzanie substancji podstawnej tkanki tgcznej

Kolagenazy

Elastazy niszczenie warstwy tkanki podskérnej, kostnej, chrzestnej
Deoksyrybonukleazy degradacja zewnatrzkomdérkowego DNA, niszczenie struk-
(DNazy, ang. DNases) tury jadra komérkowego

niszczenie zrebu biatkowego tkanek, degradacja przeciwciat

Proteazy (np. proteaza IgA) i biatek bojczych

Fosfolipazy dziatanie cytolityczne poprzez niszczenie struktury btony cy-
Streptolizyna O toplazmatycznej komérek eukariotycznych, w tym erytrocy-
Leukocydyna téw bedacych zrodtem zelaza zwiekszajgcego szanse bakterii
Hemolizyny na przezycie

Fibrynolizyny aktywacja proteaz oraz aktywacja plazminogenu do plazminy

(stafylokinaza, streptokinaza) rozktadajacej fibryne i inne sktadniki macierzy zewnatrz-

komorkowej

Warto w tym miejscu nadmienic, ze bakterie sg w stanie syntetyzowac nie tylko enzymy degra-
dujgce komorki i tkanki gospodarza, ale rdwniez biatka o aktywnosci enzymatycznej, zdolne do
inaktywacji antybiotykéw stosowanych powszechnie w terapii przeciwbakteryjnej (m.in., beta-lak-
tamazy, w tym penicylinazy, cefalosporynazy, karbapenemazy, unieczynniajgce antybiotyki beta-
laktamowe). Zagadnienia zwigzane z lekoopornoscig bakterii, rowniez o podtozu enzymatycznym,
omodwiono w poprzednim rozdziale monografii (Rozdziat VI: Opornos¢ bakterii na leki przeciwbak-
teryjne).
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Toksyny bakteryjne

Bakterie produkujg wiele rozmaitych toksyn. Wsrdd nich wyrdznia sie endotoksyny i egzotoksyny
(Cavaillon, 2018).

Endotoksyny to komponenty Sciany komérkowej bakterii Gram-ujemnych. W przeciwien-
stwie do egzotoksyn nie sg wydzielane poza komérke prokarionta (Cavaillon, 2018). Do endotoksyn
nalezg niewrazliwe na ogrzewanie LPS i LOS. Endotoksyny dostajg sie do srodowiska z powierzchni
komorki bakteryjnej przez ztuszczanie — dopiero w momencie jej $mierci (w wyniku zniszczenia czy
rozpadu), jak réwniez w trakcie podziatu komdrkowego. Gtdwnym elementem aktywnosci biologicz-
nej endotoksyny jest lipid A, ktéry aktywuje uktad odpornosciowy gospodarza do silnej odpowiedzi
obronnej. Pobudza wydzielanie przez komérki uktadu odpornosciowego, gtéwnie przez limfocyty T,
duzych ilosci mediatoréw prozapalnych takich jak cytokiny (TNF-alfa — ang. tumor necrosis factor,
IL-1 — ang. interleukin, IL-2, IL-6 — stad mozliwe jest wystgpienie zjawiska burzy cytokinowej), biatka
ostrej fazy, reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), reaktywne formy azotu (ang.
reactive nitrogen species, RNS), czynnik aktywujgcy ptytki krwi (ang. platelet-activating factor, PAF)
(Saluk-Juszczak, 2007). W trakcie ostrej infekcji ogdlnoustrojowej taka silna reakcja zapalna moze
by¢ bardzo niebezpieczna dla organizmu gospodarza, poniewaz wydzielane mediatory nie sg swoi-
ste dla drobnoustrojéw, a ich duza ilos¢ moze niszczy¢ réwniez komérki wtasne i tkanki makroorga-
nizmu. Lawinowe uwalnianie mediatoréw jest mozliwe takze wtedy, gdy w organizmie gospodarza
nie ma juz zywych patogendw, ale jest jeszcze ich endotoksyna. W konsekwencji mogg rozwingc sie
nawet posocznica endotoksyczna i wstrzas septyczny, bezposrednio zagrazajgce zyciu (Tisoncik i in.,
2012; Mallat i in., 2019; Fajgenbaum i June, 2020).

Egzotoksyny (ektotoksyny) to toksyny biatkowe, uwalniane aktywnie, pozakomaérkowo, za-
rowno przez bakterie Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne (Popoff, 2005). Wraz z ptynami ustrojo-
wymi gospodarza moga przedostawac sie w odlegte miejsca makroorganizmu. Zazwyczaj sg silnie
immunogenne (wyraZznie pobudzajg uktad odpornosciowy gospodarza), przez co mogg tez wywoty-
wac reakcje ogdlnoustrojowe. Ze wzgledu na te cechy sg powszechnie wykorzystywane jako sktad-
niki szczepionek, jednak nie w postaci aktywnych biologicznie egzotoksyn, ale jako toksoidy
(anatoksyny), czyli toksyny pozbawione — za pomocg zwigzkéw chemicznych lub wysokiej tempera-
tury — toksycznych wtasciwosci. Geny, ktdore kodujg egzotoksyny, sg zlokalizowane czesto na plazmi-
dach lub bakteriofagach (Casas i Maloy, 2011). Przyktadami toksyn kodowanych przez bakteriofagi
DNA s3: toksyna choleryczna, botulinowa i btonicza. Szczepy bakteryjne przenoszace faga sg choro-
botwadrcze, a szczepy, ktérych materiat genetyczny nie zostat zintegrowany z fagiem bedgcym nosi-
cielem gendéw kodujacych dang egzotoksyne, nie sg patogenne.

Egzotoksyny sg uwalniane przez komérki bakteryjne za pomocg wyspecjalizowanych struktur
zwanych systemami sekrecyjnymi (wydzielniczymi) (Green i Mecsas, 2016). Niektére z nich
transportujg egzotoksyny do przestrzeni zewnatrzkomérkowej, inne mogg wprowadzac je do komo-
rek gospodarza rowniez w sposdb bezposredni. Jest to niezwykle korzystne dla patogenu z uwagi na
ochrone toksyny przed przeciwciatami neutralizujgcymi, zwanymi antytoksynami. Jednym z waz-
niejszych bakteryjnych czynnikéw wirulencji jest system sekrecyjny typu lll (ang. type Il secretion
system, T3SS), nazywany injektosomem, wykorzystywany przez niektore bakterie Gram-ujemne.
Jego elementy strukturalne przechodzg przez btone zewnetrzng i cytoplazmatyczng Gram-ujemnej
komorki bakteryjnej i dziatajg na zasadzie tzw. strzykawki molekularnej, za pomoca ktérej biatko
toksyny wytworzone przez drobnoustréj zostaje wprowadzone do wnetrza komdrki gospodarza po
bezposrednim zetknieciu z jej btong cytoplazmatyczng. Wykazano, ze m.in. szczepy Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli i Shigella spp., posiadajgce T3SS, sg zdecydowanie bardziej zjadliwe niz
te, ktére T3SS nie posiadajg (Mota i in., 2005; Blttner, 2012).

Wyrdzniono trzy typy egzotoksyn: toksyny dwusktadnikowe, superantygeny i cytolizyny.

Toksyny dwusktadnikowe to toksyny typu A-B (Lahiri, 2000; Alouf, 2000). Podjednostka B
(ang. binding) wigze sie swoiscie z receptorem obecnym na powierzchni komérki gospodarza - to,
do ktdrej komérki sie przytaczy, determinuje pdzniejsze biologiczne dziatanie egzotoksyny i objawy
kliniczne. Podjednostka A (ang. activity), aktywna biologicznie cze$¢ egzotoksyny, wnika do wnetrza
komoérki na drodze endocytozy i tam — po uwolnieniu do cytoplazmy — ulega aktywacji, co powoduje
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okreslone dziatanie toksyczne. Egzotoksyny typu A-B sg syntetyzowane zaréwno przez bakterie
Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne.

Superantygeny sg wytwarzane gtéwnie przez bakterie Gram-dodatnie. Sg to biatka, ktore
wigzg sie tylko z powierzchnig komdrki gospodarza, nie wnikajg do jej wnetrza. Oddziatujg bardzo
silnie immunogennie, aktywujg niemal wszystkie limfocyty (gtdwnie Limfocyty T) w sposéb zaréwno
nieswoisty, poprzez wigzanie z regionami konserwatywnymi, niezmiennymi, receptoréw limfocy-
tow (TCR i BCR — odpowiednio: ang. T cell receptor, ang. B cell receptor), jak i i nietypowo, bo
z zewnetrzng powierzchnig czasteczek MHC (ang. major histocompatibility complex) klasy 1l na ko-
morkach prezentujgcych antygen (ang. antigen-presenting cell, APC), bez wstepnej obrébki anty-
genu. Konsekwencjg jest masowe wydzielanie bardzo duzych ilosci cytokin prozapalnych, ktére
moze doprowadzi¢ do wstrzgsu toksycznego, zagrazajgcego zyciu (Bunker i in., 2019; Davies i in.,
2019; Spaulding i in., 2013; Anderson i in., 2006).

Cytolizyny to toksyny niszczace integralno$¢ btony cytoplazmatycznej komérek gospodarza
od zewnatrz, co prowadzi do ich lizy. Takg aktywnosé wykazuje np. lecytynaza, nalezgca do toksyn
alfa (egzoenzymoéw) (Brosnahan i in., 2009).

W Tabeli 2 podano przyktady toksyn bakteryjnych oraz mechanizmy ich dziatania.

Tabela 2. Toksyny bakteryjne (Lahiri, 2000; Alouf, 2000).

Przyktady Mechanizm dziatania
Endotoksyny
LPS silny aktywator wrodzonej odpowiedzi immunologicz-
LOS nej gospodarza i czynnik wykrzepiania, lipid A endotok-

syny posiada wtasciwosci toksyczne

Egzotoksyny
Toksyna bfonicza?
Egzotoksyna A* hamowanie syntezy biatek
Toksyna Shiga?
Toksyna tezcowa'? neurotoksyny, zaburzaja funkcje neurondéw, hamuja
Toksyna botulinowa? przewodnictwo nerwowe
Toksyna choleryczna?
Enterotoksyna cieptowrazliwa LT! hiperaktywacja komdrek nabtonkowych (zaburzanie
Enterotoksyna cieptostata ST proceséw regulatorowych komorki, wzrost stezenia
Toksyna krztuscowa' cAMP — ang. cyclic adenosine monophosphate)
Pneumolizyna
Enterotoksyna gronkowcowa
Gronkowcowa toksyna wstrzgsu toksycznego superantygeny, powoduja hiperaktywacje komérek
Paciorkowcowa toksyna wstrzasu toksycznego uktadu odpornosciowego (indukujg nasilong synteze
Toksyna pirogenna (erytrogenna) mediatoréw prozapalnych)

Toksyna epidermolityczna (eksfoliatyna)

1Toksyna typu A-B

116



Siderofory

Do bakteryjnych czynnikéw zjadliwosci nalezg takze siderofory, czyli wytwarzane i wydzielane
przez prokarionty komponenty, bedgce nosnikami jondéw zelaza. Zelazo w formie jonéw zelazowych
(Fe®*) jest niezbedne do wzrostu i funkcjonowania drobnoustrojow, poniewaz stanowi kluczowy ele-
ment budowy cytochroméw i innych enzymow. llo$¢ dostepnego dla bakterii zelaza w organizmie
cztowieka jest znikoma, gdyz wiekszos¢ tego pierwiastka zwigzana jest z biatkami takimi jak trans-
ferryna czy laktoferyna (Ganz, 2018).

Aby z ustroju gospodarza pozyska¢ zelazo, bakterie wytwarzajg i uwalniajg wtasnie siderofory.
Zelazo, przy udziale sideroforéw, jest wychwytywane i chelatowane. Nastepnie siderofory wigzg sie
ze specyficznymi receptorami na powierzchni komorki bakteryjnej i sg aktywnie transportowane do
jej wnetrza, gdzie zelazo moze by¢ odpowiednio spozytkowane przez drobnoustréj (Kramer i in.,
2020). Przyktadami sideroforéw sg aerobaktyna i enterobaktyna, wydzielane przez Escherichia coli
(Garénaux i in., 2011; Grass, 2006), aerobaktyna produkowana przez Klebsiella pneumoniae (Russo
i Marr, 2019) oraz piowerdyna syntetyzowana przez Pseudomonas aeruginosa (Griffin i in., 2004).

Patogenne Neisseria spp., tj. Neisseria gonorrhoeae i Neisseria meningitidis, nie wytwarzajg
sideroforéw. Zamiast tego jako zrédto zelaza wykorzystujg biatka gospodarza wysycone jonami ze-
laza — transferryne i laktoferyne. Mechanizm ten jest warunkowany ekspresjg powierzchniowych
receptorow przeznaczonych dla transferryny i laktoferyny — mikroorganizmy pozyskujg zelazo
w trakcie internalizacji receptora, do ktérego przytaczyty sie biatkowe nosniki tego pierwiastka
w ustroju gospodarza (Rohde i Dyer, 2003).

Wyspy patogennosci

Geny kodujgce czynniki wirulencji bakterii chorobotwdérczych moga wystepowaé na chromosomie
bakteryjnym lub by¢ sktadnikami ruchomych elementéw genetycznych, takich jak plazmidy, genomy
bakteriofagéw, transpozony koniugacyjne. Regiony wykazujgce wysokg czestotliwo$é tych genéw
w chromosomie bakteryjnym nazywane sg wyspami patogennosci (ang. pathogenicity islands,
PAls). Sg one charakterystyczne zaréwno dla bakterii Gram-dodatnich (np. Streptococcus pneumo-
niae), jak i Gram-ujemnych (np. Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio spp.). Sa to
regiony DNA do 200 kb, ktére czesto niosg kilka réznych gendéw wirulencji i majg specyficzne
sekwencje, zlokalizowane na swoich koncach. Wyspy patogennosci rdznig sie od reszty chromo-
somu bakteryjnego zawartoscig par GC (guanina, cytozyna), co utatwia ich pozioma (horyzontalng)
transmisje pomiedzy komdrkami bakteryjnymi. Pozyskanie przez drobnoustrdj wysp patogennosci
skutkuje jego zwiekszong zjadliwoscig (Hallstrom i McCormick, 2015).

Mechanizmy unikania przez bakterie odpowiedzi immunologicznej

Oprdcz wszystkich wyzej wymienionych czynnikow zjadliwosci na patogennosé bakterii sktada sie
takze szereg mechanizmdéw unikania przez nie wyspecjalizowanej odpowiedzi immunologicznej go-
spodarza, ktdra ma przeciez na celu usuniecie obcych drobnoustrojow. Wiele mikroorganizmow
prokariotycznych wyksztatcito sposoby, dzieki ktérym mogg wymknac¢ sie spod immunologicznej
kontroli gospodarza i nie tylko przetrwac (zakazenia utajone), ale réwniez powodowac ciezkie ostre
lub przewlekte infekcje.

Bakterie mogg wydziela¢ enzymy proteolityczne, jak np. proteazy serynowe, proteazy cystei-
nowe, metaloproteazy, rozktadajgce biatka, bedace elementem humoralnej odpowiedzi przeciw-
drobnoustrojowe] (Potempa i Potempa, 2012).

Na blokowanie aktywacji uktadu dopetniacza pozwala prokariontom wytwarzanie pewnych
specyficznych molekut — czy to zwigzanych z komadrka bakteryjna, czy tez wydzielanych pozakomor-
kowo. Sg to np. antygeny O-swoiste LPS, biatko M obecne u Streptococcus pyogenes, poryny bakterii
z gatunku Neisseria gonorrhoeae (Ermertiin., 2019).
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Bakterie mogg zahamowac¢ chemotaksje fagocytdw do miejsca objetego infekcjg poprzez za-
blokowanie receptoréw dla czasteczek adhezyjnych na leukocytach lub na powierzchni $rédbtonka.
Funkcje takg petnig m.in. biatko CHIPS (ang. chemotaxis inhibitory protein) bakterii z gatunku
Staphylococcus aureus oraz biatka Eap i SSL-5 (ang. staphylococcal superantigen-like protein),
wystepujgce u gronkowcow (Sadowska i Rézalska, 2010; Helbin i in., 2012).

Zahamowaniu moze tez ulec proces rozpoznawania bakterii przez fagocyta, np. otoczki bakte-
ryjne utrudniajg receptorom TLR (ang. Toll-like receptor) na fagocytach dostep do wzorcow mole-
kularnych PAMP (ang. pathogen-associated molecular patterns). Otoczki sg wytwarzane m.in. przez
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, Bacillus anthracis,
Klebsiella pneumoniae i w przypadku tych bakterii stanowig niezwykle wazny czynnik wirulencji
(Carruthersiin., 2007).

Znane jest rowniez zjawisko blokowania lub ostabiania przez prokarionty fagocytozy zaleinej
od opsonin poprzez wigzanie fragmentu statego Fc (ang. crystallizable fragmet) przeciwciat. Taka
aktywnos¢ funkcjonalng wykazujg np. biatko A Staphylococcus aureus, biatka M i G Streptococcus
pyogenes, biatko L Peptostreptococcus magnus (Falugiiin., 2013; Ghosh, 2011).

Mechanizm hamowania tworzenia fagosomu w fagocycie, poprzez depolimeryzacje mikro-
filamentéw aktyny lub zdolno$¢ do ucieczki z fagosomu (czyli wodniczki trawiennej fagocyta) do
cytoplazmy fagocyta (w wyniku lizy btony zamykajgcej fagosom), opisano np. dla Listeria monocyto-
genes, Shigella spp. i Rickettsia spp. (Lampeliin., 2018; Pizarro-Cerdd i Cossart, 2018).

Hamowanie dojrzewania fagosomu i fuzji z lizosomami, w nastepstwie czego niemozliwe jest
wewnatrzfagocytarne zabicie drobnoustroju, zaobserwowano m.in. w przypadku zakazen o etiologii
Mycobacterium tuberculosis, Legionella pneumophila, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumo-
niae, Nocardia spp. Patogen chroni sie we wnetrzu komérki gospodarza, bedacej niczym kon trojan-
ski (Mitchell i in., 2016). Patogeny wewnatrzkomdrkowe posiadajg zdolnosé blokowania apoptozy
(m.in. Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae) lub autofagii
(Legionella pneumophila, Coxiella burnetii) (Kotwal, 1997).

Gronkowcowa toksyna zespotu wstrzgsu toksycznego oraz hemolizyna alfa mogg aktywowacé
apoptoze fagocytéw gospodarza (Hacker, 2018).

Wiele gatunkéw bakterii tlenowych i wzglednie beztlenowych syntetyzuje enzymy anty-
oksydacyjne (np. katalaze, dysmutazy ponadtlenkowe), hamujgce powstawanie wolnych rodnikow
tlenowych lub neutralizujgce je. Takze wytwarzane przez niektére prokarionty barwniki petnig funk-
cje antyoksydacyjne (np. barwniki karotenoidowe u Staphylococcus aureus, barwniki fenazynowe
u Pseudomonas aeruginosa, barwniki porfirynowe u Porphyromonas spp., pochodne ornityny u pa-
ciorkowcow grupy B).

Pewne enzymy bakteryjne, np. DNazy i proteazy, umozliwiajg drobnoustrojom uwolnienie sie
i ucieczke z sieci NETs (ang. neutrophil extracellular traps), formowanych gtéwnie przez neutrofile
(Martinez i in., 2019; Kamoshida i in., 2015).

Ogromna role w patogenezie zakazen odgrywa zmiennos¢ antygenowa mikroorganizmow, tak
wirusowych (np. wirus grypy, wirus HIV, SARS-CoV-2), jak i bakteryjnych (Azarian i in., 2018; Kohler
i in., 2016). Drobnoustroje zmienione pod wzgledem antygenowym sg rozpoznawane przez uktad
immunologiczny gospodarza jako zupetnie nowe, nieznane dotad, przez co odpowied? swoista, za-
miast by¢ szybsza i sprawniejsza przy kolejnym kontakcie z patogenem, znéw trwa tak samo dtugo,
jak gdyby byt to pierwszy kontakt.

Mimikra antygenowa to z kolei upodabnianie sie powierzchniowych struktur bakteryjnych do
antygendow gospodarza (np. kwas sjalowy otoczek Neisseria meningitidis jest podobny do reszt
kwasu sjalowego na komdrkach mézgu) (Harvey i in., 2001).
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