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				STRESZCZENIE

				Jednym z głównych problemów współczesnej medycyny jest zjawisko lekooporności. Za najważniejszą przyczynę pojawiania się nowych mechanizmów oporności u drobnoustro-jów uznaje się nieodpowiednie stosowanie antybiotyków. Powszechnie za najskuteczniejszą grupę środków przeciwdrobnoustrojowych uważa się należące do β-laktamów karbapene-my. Niestety w wyniku długotrwałej ekspozycji na wspomniane leki bakterie wykształciły kilka mechanizmów umożliwiających im przetrwanie. Najważniejszym z nich jest produk-cja enzymów hydrolitycznych (karbapenemaz), które rozszczepiają pierścień β-laktamowy i inaktywują antybiotyki. Wspomniane enzymy są kodowane przez geny blaKPC, które są zlokalizowane w tzw. ruchomych elementach genetycznych, tj. plazmidach i transpozonach. Takie położenie wiąże się z łatwością ich przenoszenia między różnymi gatunkami bakterii w procesie horyzontalnego transferu genów.

				WPROWADZENIE

				Szybkie tempo rozwoju zjawiska lekooporności wśród bakterii stało się po-ważnym problemem globalnym, a oporność na środki przeciwdrobnoustrojowe stanowi jedno z największych wyzwań współczesnej medycyny i weterynarii [1]. Pojawienie się lekooporności zaobserwowano zaledwie rok po wprowadze-niu do użytku penicyliny. Sytuacja powtarzała się po wprowadzaniu na rynek każdej nowej klasy antybiotyków, a zjawisko oporności na antybiotyki narastało (Ryc. 1).

				Za główny powód stale wzrastającej liczby drobnoustrojów lekoopornych uważa się nadmierne przepisywanie antybiotyków przez lekarzy oraz zbyt czę-ste i nieodpowiednie ich stosowanie podczas leczenia zarówno ludzi, jaki i zwie-rząt. Zjawisko to stanowi ogromne zagrożenie zdrowia publicznego, ponieważ geny oporności mogą być łatwo przenoszone między patogenami ludzkimi i zwierzęcymi (może odbywać się to bezpośrednio poprzez łańcuch pokarmowy). Do pogłębienia omawianego problemu przyczynia się także rosnąca każdego roku mobilność ludności oraz produktów żywnościowych [2,3].

				Obecnie największym zagrożeniem są tak zwane organizmy wielolekooporne (ang. multidrug resistant organisms, MDRO), do których zalicza się mikroorga-nizmy oporne na więcej niż jedną klasę środków przeciwdrobnoustrojowych. Istnieją różne rodzaje mechanizmów oporności obserwowanych u drobnoustro-jów, takie jak naturalna oporność na określony antybiotyk, mutacje genetycz-ne lub oporność nabyta w wyniku np. horyzontalnego transferu (Ryc. 2). Do MDRO należą m.in.: Staphylococcus aureus oporny na metycylinę (MRSA), ga-tunki Enterococcus oporne na wankomycynę (VRE) oraz bakterie Gram-ujemne 
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				Rycina 1. Oś czasu ewolucji antybiotyków i oporności na nie.
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				wytwarzające beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum (ESBL). Jedną z najważniejszych grup, której dotyczy pro-blem lekooporności, jest rodzina Enterobacteriaceae (pałeczki jelitowe) [4-6].

				Szybkie rozprzestrzenianie się oporności na środki prze-ciwdrobnoustrojowe w populacjach bakterii jest wynikiem kilku złożonych procesów. Do najważniejszych mechani-zmów oporności na antybiotyki można zaliczyć:

				modyfikację cząsteczki antybiotyku – jest ona możliwa dzięki produkcji enzymów (np. beta-laktamaz), które in-aktywują lub niszczą lek poprzez przyłączenie do jego struktury określonych ugrupowań chemicznych,

				ograniczanie wchłaniania – proces ten polega na zmniej-szeniu wychwytu cząsteczki leku, co zapobiega jego dotarciu do celu wewnątrzkomórkowego lub perypla-zmatycznego (szczególnie ważny w przypadku bakterii Gram– ujemnych),

				modyfikację miejsca docelowego – powszechnie stosowa-na przez bakterie strategia, która skutkuje zmniejszonym powinowactwem do cząsteczki antybiotyku; zmiany te 

			

		

		
			
				mogą obejmować: mutacje punktowe w genach kodują-cych miejsce docelowe, zmiany enzymatyczne miejsca wiązania (np. dodanie grup metylowych) oraz zastąpie-nie lub ominięcie pierwotnego celu,

				aktywne usuwanie z komórki – możliwe dzięki obecno-ści w błonie komórkowej białek transportujących (ang. efflux pumps), które usuwają substancje toksyczne (w tym antybiotyki) z wnętrza komórek do środowiska ze-wnętrznego (Ryc. 3) [7-9].

				Antybiotyki są szeroko stosowane w leczeniu, kontroli i profilaktyce chorób nie tylko u ludzi, ale także u zwierząt. Coraz częściej środki te są stosowane jako dodatek do pasz lub wody pitnej m.in. w celu stymulacji tempa wzrostu by-dła [10]. Niestety nadmierne podawanie środków przeciw-drobnoustrojowych oraz zbyt krótki czas ich stosowania prowadzi do pojawiania się i ewolucji nowych szczepów bakterii lekoopornych [11]. Bliski kontakt zwierząt hodow-lanych i domowych z człowiekiem ułatwia rozprzestrzenia-nie się genów oporności wśród bakterii. Drobnoustroje le-kooporne mogą być przenoszone na ludzi głównie poprzez żywność, kontakt bezpośredni lub pośrednio przez szlaki środowiskowe – wodę, powietrze oraz glebę (Ryc. 4).
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				Rycina 2. Podział oporności bakterii na antybiotyki.
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				Rycina 3. Główne mechanizmy oporności na antybiotyki u bakterii.
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				Coraz więcej danych pokazuje, że mimo braku bezpo-średniego kontaktu z antybiotykami, dzikie zwierzęta są rezerwuarem bakterii lekoopornych. Za główny powód pojawiania się szczepów lekoopornych wśród dzikiej fau-ny uważa się nadmierną ingerencję człowieka w środowi-sko naturalne. Działalność ludzka przyczynia się m.in. do zmniejszania obszarów naturalnych siedlisk, przez co zwie-rzęta są zmuszone do poszukiwania pożywienia i schronie-nia bliżej domostw [12,13]. Jak podaje da Costa i in. [3] coraz częściej badacze identyfikują obecność mikroorganizmów wielolekoopornych (MDRO) u dzikich ptaków (np. mew) oraz ssaków (np. wilków, królików, nietoperzy, borsuków). Odkrycia te pokazują, że raz powstała oporność nie ogra-nicza się do niszy ekologicznej, w której pierwotnie się po-jawiła. Za najważniejsze rezerwuary oraz wektory bakterii lekoopornych uważa się ptaki migrujące. Są one zdolne do przemieszczania się między różnymi krajami oraz konty-nentami, dzięki czemu ułatwiają bakteriom rozprzestrze-nianie i kolonizowanie nowych obszarów. Za główną drogę przenoszenia bakterii opornych pochodzenia ludzkiego na dzikie ptaki uważa się skażoną lekami wodę i żywność oraz odpady z wysypisk śmieci [14,15].

				Antybiotyki karbapenemowe należą do β-laktamów i są powszechnie uważane za najskuteczniejsze w leczeniu zakażeń wywołanych przez najbardziej oporne bakterie. Ta klasa środków przeciwdrobnoustrojowych ma szersze spektrum działania, niż większość innych antybiotyków beta-laktamowych i jest skuteczna w walce przeciwko za-równo bakteriom Gram-dodatnim, jak i Gram-ujemnym. Niestety nadmierne stosowanie leków „ostatniej szansy” przyczynia się do coraz szybszego wzrostu liczby Entero-bacteriaceae opornych na karbapenemy (CRE). Głównym mechanizmem oporności tych bakterii na karbapenemy jest produkcja enzymów – karbapemenaz, które są zdolne do ich inaktywacji. Wyróżnia się wśród nich klasy molekular-ne A, B, C i D, które różnią się między sobą nie tylko ge-netycznie i biochemicznie, ale także wykazują inne profile oporności. Geny kodujące karbapenemazy są zlokalizowa-ne w tzw. ruchomych elementach genetycznych i mogą być 

			

		

		
			
				łatwo przenoszone między komórkami różnych gatunków bakterii (także tych odległych filogenetycznie), głównie za pośrednictwem horyzontalnego transferu genów [16-20].

				CHARAKTERYSTYKA KARBAPENEMAZ

				β-laktamazy to bakteryjne enzymy hydrolityczne, z któ-rych wiele należy do dużej nadrodziny proteaz seryno-wych. Inaktywują one antybiotyki β-laktamowe poprzez katalityczne rozerwanie wiązania β-laktamowego [21,22]. Obecnie stosowane są dwa systemy klasyfikacji tych enzy-mów:

				system Bush-Jacoby-Medeiros (oparty na aktywności en-zymów),

				system Amblera (oparty na informacjach sekwencyjnych) (Tab. 1)

				Karbapenemazy to enzymy, które rozkładają antybioty-ki karbapenemowe. Reprezentują one najbardziej wszech-stronną rodzinę β-laktamaz i charakteryzują się wyjątko-wo szerokim spektrum działania w porównaniu z innymi β-laktamazami. Karbapenemazy dzieli się na dwie główne grupy w oparciu o charakter ich miejsc aktywnych. Są to karbapenemazy serynowe należące do penicylinaz klasy A, cefalosporynaz klasy C i oksacylinaz klasy D oraz metalo-β-laktamazy należące do karbapenemaz klasy B (Ryc. 5) [23].
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				Rycina 4. Model przenoszenia bakterii lekoopornych w środowisku naturalnym pomiędzy populacją ludzi a populacją zwierząt.

			

		

		
			
				Tabela 1. Porównanie systemów klasyfikacji β-laktamaz.

				
					Klasyfikacja Bush-Jacoby-Medeiros

				

				
					Klasyfikacja Amblera

				

				
					Grupa I – cefalosporynazy (oporne na kwas klawulanowy)

				

				
					Klasa A – penicylinazy TEM, SHV, PC1, CTX-M, KPC

				

				
					Grupa II – penicylinazy (wrażliwe na kwas klawulanowy)

					2a, 2b, 2be, 2br, 2c, 2d, 2e, 2f

				

				
					Klasa B – metalo-β-laktamazy (wymagają obecności Zn)

				

				
					Grupa III – metalo-β-laktamazy

					3a, 3b, 3c

				

				
					Klasa C – cefalosporynazy AmpC, P99

				

				
					Grupa IV – różnorodne

				

				
					Klasa D – oksacylina hydrolizująca enzymy
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				Karbapenemazy klasy A obejmują enzymy IMI – hy-drolizujące imipenem (ang. imipenemase), NMC – karbape-nemazy „niemetaliczne” (ang. non-metallo carbapenemase), KPC – karbapenemazy pochodzące od Klebsiella pneumoniae (ang. Klebsiella pneumoniae carbapenemase), GES – laktamazy o rozszerzonym spektrum pochodzące z Gujany (ang. Guy-ana extended-spectrum-lactamase) i SME – karbapenemazy pochodzące od Serratia marcescens (ang. Serratia marcescens carbapenemase). Enzymy te hydrolizują karbapenemy, ce-falosporyny, penicyliny i aztreonam. IMI, NMC i SME są kodowane chromosomalnie, podczas gdy GES i KPC są kodowane plazmidowo [23,24]. Najstarszymi opisanymi enzymami tej klasy są IMI i NMC-A wykryte w izolatach klinicznych Enterobacter cloacae w USA, Francji i Argentynie. Ich sekwencja aminokwasowa pokrywa się w 70% z enzy-mami SME (wszystkie zawierają konserwowane motywy miejsca aktywnego S-X-X-K, S-D-N i K-T-G β-laktamaz kla-sy A). Enzymy SME zostały zidentyfikowane wyłącznie u S. marcescens, a poznane warianty SME-1 – SME-5 różnią się od siebie w zakresie od jednej do trzech substytucji amino-kwasowych. Od czasu zidentyfikowania pierwszego enzy-mu rodziny GES opisano ponad 40 jego wariantów, przy czym największą aktywność wobec karbapenemów wyka-zują GES-2 i GES-5. Najbardziej istotnymi klinicznie enzy-mami wśród karbapenemaz klasy A są KPC, ze względu na zdolność inaktywacji nie tylko karbapenemów, ale także większości β-laktamów [25-27].

				Karbapenemazy klasy B obejmują metalo-β-laktamazy IMP – imipenemazy (ang. imipenemase metallo-β-lactamase) oraz GIM (ang. German imipenemase), VIM (ang. Verona in-tegron-encoded metallo-β-lactamase), NDM (ang. New Delhi metallo-beta-lactamase) i SIM (ang. Seoul imipenemase). Ich ak-tywność hydrolityczna zależy od interakcji β-laktamów z jo-nami cynku w miejscach aktywnych tych enzymów. Karba-penemazy tej klasy hydrolizują karbapenemy i mają stosun-kowo szeroki profil substratowy, który obejmuje cefalospo-ryny i penicyliny. Są one kodowane głównie w strukturach integronowych i są rozprzestrzeniane za pośrednictwem mobilnych elementów genetycznych, w szczególności pla-zmidów koniugacyjnych i transpozonów w horyzontalnym transferze genów [16,28]. Jedna z najistotniejszych klinicz-nie karbapenemaz tej klasy, NDM-1 została po raz pierwszy 

			

		

		
			
				wykryta w 2008 r. w Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli. Do tej pory opisano 15 wariantów tego enzymu, a więk-szość z nich pochodzi z Azji. Karbapenemazę IMP-1 wyizo-lowano po raz pierwszy w 1991 roku w Japonii ze szczepu S. marcescens. Obecnie enzymy tej grupy wykrywane są u klinicznie ważnych pałeczek Gram-ujemnych m.in Pseudo-monas spp., Acinetobacter spp. i Enterobacteriaceae [25,26].

				Do karbapenemaz klasy D należą głównie enzymy OXA – oksacylinazy (ang. oxacillinases). Są one kodowanie głów-nie plazmidowo, ale mogą być także chromosomalnie. En-zymy te hydrolizują oksacylinę, metycylinę i kloksacylinę. Ich cechą charakterystyczną jest brak zahamowania ak-tywności przez inhibitory β-laktamaz np. klawulanian czy EDTA [16,29]. Spośród ponad 400 β-laktamaz klasy D, tylko niektóre warianty posiadają aktywność karbapenemaz. W oparciu o ich sekwencję aminokwasową, karbapenemazy klasy D zostały niedawno przeklasyfikowane na 12 pod-grup, z których OXA-48 jest najbardziej rozpowszechnioną na świecie (najczęściej wykrywana karbapenemaza u Ente-robacteriaceae). Po raz pierwszy została wyizolowana od K. pneumoniae w 2003 roku w Turcji i do tej pory zidentyfiko-wano 10 wariantów genu blaOXA-48 [26,27].

				β-laktamazy klasy C (cefalosporynazy AmpC) nadają oporność na penicylinę, oksyiminocefalosporyny, cefamy-cyny (cefoksytynę i cefotetan) oraz zmiennie na aztreonam [25]. Kodowany plazmidowo enzym ACC-1, zidentyfiko-wany w komórkach różnych pałeczek tj. K. pneumoniae , Pro-teus mirabilis, Salmonella enterica i E. coli, powoduje wystę-powanie wrażliwości izolatów na cefoksytynę, przy jedno-czesnej oporności na oksyiminocefalosporyny [30]. Enzymy AmpC mogą być kodowane chromosomowo, zarówno u enterobakterii tj. E.cloacae i S.marcescens, jak i innych pałe-czek np. Pseudomonas aeruginosa [31]. Jak podaje Meletis opi-sano kilka cefalosporynaz AmpC wykazujących aktywność karbapenemaz tj. ACT-1, CMY-2, CMY-10, ADC-68, które są kodowane głównie plazmidowo [17]. Pierwszym tego typu enzymem była CMY-10, która jednocześnie była en-zymem typu ESBL (ang. extended-spectrum beta-lactamases), wykazującym się rozszerzoną specyficznością substratową w stosunku do cefalosporyn o rozszerzonym spektrum [32]. Jousset i in. wykazali, że E.cloacae może kodować chromo-somowo enzym AmpC typu ACT-28 o nieznacznie zwięk-
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				Rycina 5. Podział karbapenemaz wg klasyfikacji Amblera.
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				szonej zdolności do hydrolizy imipenemu w porównaniu z ACT-1 [33]. Badania wskazują, że AmpC o aktywności kar-bapenemaz występują rzadko, natomiast ich wydajność jest stosunkowo niska i tylko nadprodukcja enzymu w połącze-niu ze zmniejszoną przepuszczalnością błony bakterii przy-czynia się do uzyskania oporności na antybiotyki [34,35].

				OPORNOŚĆ TYPU KPC

				Karbapenemazy KPC zostały po raz pierwszy opisane w 2001 roku w Karolinie Północnej (USA). Pierwszy en-zym, KPC-1, wyizolowano z klinicznego szczepu K. pneu-moniae. Analizy wykazały jego najbliższe podobieństwo do β-laktamaz hydrolizujących karbapenemy klasy A, w szcze-gólności do SME-1 S. marcescens (45% identyczności). KPC-1 miała zdolność do hydrolizy β-laktamów z grupy penicylin, cefalosporyn, karbapenemów i monobaktamów. Zarówno kwas klawulanowy, jak i tazobaktam hamowały jej aktyw-ność, przy czym tazobaktam był lepszym inhibitorem KPC-1, niż kwas klawulanowy. Podobieństwo KPC-1 do SME-1 na poziomie 45% oraz jeszcze mniejsze do enzymów IMI-1 i NMC-A sugerują, że KPC-1 wyewoluowały z innego typu enzymów, niż pozostałe trzy, bliżej spokrewnione karbape-nemazy klasy A [36]. Jak dotąd najbliższym filogenetycznie spokrewnionym enzymem z KPC jest inna karbapenemaza klasy A, tj. SFC-1, wyizolowana z S. fonticola [37].

				W ciągu kilku lat od identyfikacji pierwszej karbape-nemazy opisywano następne warianty enzymów. W 2003 pojawiło się doniesienie o odmianie KPC-2 [38], jednak do-kładne analizy wykazały, że KPC-1 i KPC-2 stanowią ten sam enzym, w związku z tym obecnie określa się oba jako KPC-2 [39]. Następujące szybko mutacje w genie kodują-cym ten typ enzymów spowodowały wystąpienie w krót-kim czasie dalszych wariantów karbapenemaz tj. KPC-3 [40] i KPC-4 [41].

				Pierwsze ognisko K. pneumoniae wytwarzającej KPC poza Stanami Zjednoczonymi odnotowano w 2005 roku w Izraelu [42]. Obecnie bardzo często donosi się o występowaniu KPC w różnych częściach globu, tj. w Azji, Ameryce Południowej i Europie [43]. KPC wykryto także u innych przedstawicieli rodziny Enterobacteriaceae, tj. E. coli, K. oxytoca, S. enterica, S. marcescens, Citrobacter freudi czy Enterobacter spp. Natomiast w roku 2007, ponownie w USA, pojawiły się pierwsze izo-laty pałeczek spoza rodziny Enterobacteriaceae wykazujące ekspresję KPC, tj. P. aeruginosa [44].

				Enzymy KPC-2 i KPC-3 są najczęściej izolowanymi kar-bapenemazami na całym świecie, jednak w ciągu dwudzie-stu lat zidentyfikowano kilkadziesiąt izotypów, będących coraz to nowymi wariantami znanych już enzymów [39,45-52].

				Oporność typu KPC jest mechanizmem najczęściej iden-tyfikowanym u bakterii z rodziny Enterobacteriaceae [53]. Rycina 6 przedstawia rozkład procentowy mechanizmów oporności u K. pneumoniae w Europie.

				Spośród karbapenemaz grupy A, rodzina KPC ma naj-większy potencjał rozprzestrzeniania się ze względu na lokalizację genów kodujących głównie na plazmidach [54]. 

			

		

		
			
				Enzymy KPC najczęściej izolowane są od K. pneumoniae, tj. mikroorganizmu, który znany jest ze swojej zdolności do gromadzenia i przenoszenia determinantów oporności [55-58]. W transmisji genów KPC pośredniczyć mogą nie tylko małe elementy genetyczne. Bardzo istotne jest również roz-przestrzenianie klonalne [59]. Jak podaje Bonnin i in. do roz-przestrzeniania się oporności typu KPC na świecie znacząco przyczynił się klon K. pneumoniae ST258 oraz ST512 (wariant pojedynczego locus). W Azji (szczególnie w Chinach) naj-częściej zgłaszanym wariantem wśród izolatów tego szcze-pu jest ST11 (wariant sekwencji ST258) [60].

				MOLEKULARNE MECHANIZMY OPORNOŚCI TYPU KPC

				Karbapenemazy KPC są kodowane przez geny blaKPC. Ich pierwotne źródło pozostaje nieznane, ale jest prawdopo-dobne, że mogą mieć pochodzenie starożytne i są związane z niezidentyfikowanym mikroorganizmem środowisko-wym. Obecny „sukces” KPC jest przede wszystkim kon-sekwencją zdolności do transmisji oraz olbrzymią presją selekcyjną antybiotyków wprowadzanych do środowiska przez człowieka [61].

				Geny blaKPC mają duży potencjał do łatwego rozprzestrze-niania się między wieloma gatunkami drobnoustrojów [29]. Spowodowane jest to ich lokalizacją w transpozonie Tn4401 – mobilnym elemencie genetycznym, należącym do rodziny transpozonów prostych Tn3, który jest zdolny do insercji do różnych plazmidów bakterii [62]. Cechą charakterystyczną elementu Tn4401 jest polimorfizm struktury będący następ-stwem delecji sekwencji w pobliżu genów blaKPC. Skutkiem tego może być zmieniony poziom ekspresji, wynikający np. ze zmian w obrębie promotora [63-66]. Aktywne transpozo-ny typu Tn4401 mają tendencję do duplikacji z wysoką czę-stością, zarówno w obrębie plazmidów, jak i pomiędzy pla-zmidami i chromosomem bakteryjnym. Następstwem tego jest zwiększenie liczby kopii genów blaKPC w komórce, które tym łatwiej są przenoszone na coraz to nowe plazmidy [67]. Geny blaKPC zlokalizowane mogą być również na innych strukturach opisywanych jako struktury NTEKPC tj. „inne 
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				Rycina 6. Rozkład mechanizmów oporności na karbapenemy w badaniu Europe-an Survey on Carbapenemase-Producing Enterobacteriaceae (EuSCAPE) [53]
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				niż Tn4401”, które w swojej budowie zawierają fragmenty Tn4401 oraz fragmenty innych elementów ruchomych [68]. Przypuszcza się, że mogły one ułatwić mobilizację blaKPC ze względu na ich mniejszy rozmiar i wyższe częstotliwości transpozycji [69].

				Geny blaKPC są przenoszone przez wiele typów plazmi-dów m.in. IncA/C, ColE, IncFIA, IncI2, IncFII, IncL/M, IncN, IncP, IncR, IncU, IncW i IncX. Za najważniejsze w roz-przestrzenianiu genów kodujących karbapenemazy uważa się IncF, IncA/C i IncX, w tym specyficzne cząsteczki skła-dające się z dwóch replikonów IncFIIK +IncFIBK, określa-nych jako typ pKpQIL [70,71]. Badania plazmidów przeno-szących blaKPC pochodzących od K. pneumoniae pokazały, że zawierają one również kilka inne genów kodujących opor-ność na środki przeciwdrobnoustrojowe, takie jak aminogli-kozydy, chinolony, trimetoprim, sulfonamidy i tetracykli-ny. Odkrycia te zwiększają złożoność kontrolowania roz-przestrzeniania się tych plazmidów, ponieważ koselekcja prowadzi do przenoszenia oporności wielolekowej wśród członków Enterobacteriaceae [26,72,73]. Jak podkreśla Chen i in. w przeciwieństwie do innych genów karbapenemaz, blaKPC są obecne głównie w plazmidach u Enterobacteriaceae, jednak dostępne raporty zidentyfikowały je w chromosomie P.aeruginosa, co pokazuje, że geny te mogą transponować z plazmidu i integrować się z genomem gospodarza [74].

				Geny kodujące KPC charakteryzują się niesynonimiczny-mi pojedynczymi podstawieniami nukleotydów w czterech kodonach (nukleotydy 147, 308, 716 i 814). Przyjmuje się, że mutacje genu blaKPC-2 doprowadziły do pojawienia się kolej-nych wariantów (Ryc. 7) [75].

			

		

		
			
				Garsevanyan i Barlow dopasowali 82 unikalnych se-kwencji aminokwasów KPC, dzięki czemu zrekonstruowali drzewo filogenetyczne genów blaKPC (Ryc. 8) [76].

				METODY IDENTYFIKACJI KARBAPENEMAZ

				Odpowiednie wykrywanie opornych na karbapenemy Enterobacteriaceae ma kluczowe znaczenie dla opieki nad pa-cjentem oraz kontroli rozprzestrzeniania się w środowisku. Techniki molekularne są złotym standardem wykorzysty-wanym do identyfikacji, różnicowania oraz oceny częstości występowania różnych klas karbapenemaz. Większość z nich opiera się na reakcji PCR oraz jej modyfikacjach m.in. PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR), po której może nastąpić sekwencjonowanie, jeśli jest to konieczne do dokładnej identyfikacji karbapenemazy [77]. Rutynowe wy-krywanie enzymów w laboratoriach opiera się na zastoso-waniu metod fenotypowych, które charakteryzuje wysoka czułość i swoistość [78]. Do najpopularniejszych należą:

				zmodyfikowany test Hodge’a (MHT, ang. modified Hodge test),

				metody oparte na inhibitorach, m.in. Etest, test dyskowy CDT (ang. combined disk test), test DDST (ang. double disc synergy test),

				metody hodowlane (opierające się na wykorzystaniu se-lektywnych podłoży hodowlanych z agarem chromogen-nym np. CHROMagarKPC),

				metody biochemiczne (spektrofotometria UV, spektro-metria masowa) [78-80].
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				Rycina 7. Hipotetyczna ewolucja wariantów blaKPC, oparta na zmianach poje-dynczych nukleotydów i proponowana kolejność ich różnicowania.
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				Rycina 8. Poddrzewo KPC [76].

			

		

		
			[image: ]
		

		
			[image: ]
		

		
			[image: ]
		

		
			[image: ]
		

	
		
			
				Postępy Biochemii 70 (3) 2024	321

			

		

		
			
				Ogólny schemat wykrywania karbapenemaz obejmuje etap przesiewowy, po którym następuje etap potwierdzenia fenotypowego i genotypowego przedstawiony na rycinie 9.

				PODSUMOWANIE

				Od momentu odkrycia, antybiotyki pozwoliły uratować wiele istnień ludzkich na całym świecie. Niestety ich nad-mierne stosowanie przyczynia się do pojawiania i ewolucji lekooporności wśród drobnoustrojów. Mikroorganizmy wykształciły różne mechanizmy oporności, a za najważniej-szy można uznać zdolność do produkcji enzymów, które modyfikują strukturę leku tak, że staje się on nieaktywny. Szczególne zagrożenie dla zdrowia publicznego stanowią organizmy wielolekooporne (MDRO), które są niewraż-liwe na wiele klas antybiotyków oraz bakterie oporne na „leki ostatniej szansy” (karbapenemy). Karbapenemazy należą do rodziny β-laktamaz. Wśród nich występują en-zymy KPC, które charakteryzują się wyjątkowo szerokim spektrum działania. Są one kodowane przez geny blaKPC, które dzięki lokalizacji w mobilnych elementach genetycz-nych mogą być łatwo przekazywane między drobnoustro-jami w procesie HGT. Coraz częściej karbapenemazy KPC są wykrywane wśród szczepów nie należących do rodziny Enterobacteriaceae – np. Pseudomonas spp. i Acinetobacter spp. Pokazuje to, że oporność na daną grupę antybiotyków może być przenoszona nie tylko między bakteriami tej samej ro-dziny, ale także międzygatunkowo. Coraz więcej danych pokazuje, że zarówno zwierzęta gospodarskie, jak i dzikie są rezerwuarami oraz wektorami bakterii lekoopornych. 

			

		

		
			
				Sytuacja ta spowodowana jest nadmiernym wykorzysty-waniem leków przez człowieka (m.in. w weterynarii) oraz nieodpowiednią ich utylizację. Niezwykle istotne jest zatem prowadzenie dalszych badań nad omawianym zjawiskiem lekooporności, które pozwolą pogłębić i poszerzyć wiedzę w danym temacie, ale także zwiększyć świadomość społe-czeństwa poprzez odpowiednią edukację.
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				Abstract

				One of the main problems of modern medicine is the phenomenon of drug resistance. Inappropriate use of antibiotics is considered to be the most important reason for the emergence of new resistance mechanisms in microorganisms. Carbapenems, which belong to the β-lactams, are considered the most effective group of antimicrobial agents. Unfortunately, as a result of prolonged exposure to the aforementioned drugs, bacteria have developed several mechanisms for survival. The most important of these is the production of hydrolytic enzymes (carbapene-mases), which cleave the β-lactam ring and inactivate the antibiotics. The mentioned enzymes are encoded by blaKPC genes, which are located in so-called mobile genetic elements (i.e. plasmids and transposons). Such localization is associated with their ease of transfer between differ-ent bacterial species in the process of horizontal gene transfer.
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Charakterystyka lekoopornosci bakterii ze szczegélnym

uwzglednieniem opornosci typu KPC

STRESZCZENIE

ednym z gléwnych probleméw wspdlczesnej medycyny jest zjawisko lekoopornoéei. Za

najwazniejsza przyczyne pojawiania sie nowych mechanizméw opornosci u drobnoustro-
jow uznaje sie nieodpowiednie stosowanie antybiotykéw. Powszechnie za najskuteczniejsza
grupe érodkéw przeciwdrobnoustrojowych uwaza sie nalezace do p-laktaméw karbapene-
my. Niestety w wyniku dlugotrwalej ekspozycji na wspomniane leki bakterie wyksztalcily
kilka mechanizméw umozliwiajacych im przetrwanie. Najwazniejszym z nich jest produk-
Gja enzyméw hydrolitycznych (karbapenemaz), ktére rozszczepiaja pierscies p-laktamowy
i inaktywujq antybiotyki. Wspomniane enzymy sa kodowane przez geny blaKPC, ktére sa
zlokalizowane w tzw. ruchomych elementach genetycznych, tj. plazmidach i transpozonach.
Takie polozenie wiaze si¢ z latwoécia ich przenoszenia miedzy réznymi gatunkami bakterii
W procesie horyzontalnego transferu gen6w.

WPROWADZENIE

Szybkie tempo rozwoju zjawiska lekoopornosci wérod bakteri stalo sie po-
waznym problemem globalnym, a opornoéc na srodki przeciwdrobnoustrojowe
stanowi jedno z najwiekszych wyzwan wspolczesnej medycyny i weterynarii
[1]. Pojawienie sie lekoopornosci zaobserwowano zaledwie rok po wprowadze-
niu do uzytku penicyliny. Sytuacja powtarzala sie po wprowadzaniu na rynek
Kazdej nowej klasy antybiotykéw, a zjawisko opornosci na antybiotyki narastalo
Rye. 1)
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Rycina 1. O¢ czasu ewolucji antybiotykéw i opornosei na nie,

Za glowny powod stale wazrastajacej liczby drobnoustrojow lekoopornych
uwaza sie nadmierne przepisywanie antybiotykéw przez lekarzy oraz zbyt cze-
ste i nieodpowiednie ich stosowanie podczas leczenia zarowno ludzi, jaki i zwie-
1zat. Zjawisko to stanowi ogromne zagrozenie zdrowia publicznego, poniewaz
geny opornosci moga byé latwo przenoszone miedzy patogenami ludzkimi i
Zwierzecymi (moze odbywac sie to bezposrednio poprzez lancuch pokarmowy).
Do poglebienia omawianego problemu przyczynia sie takze rosnaca kazdego
voku mobilnosé ludnosci oraz produktéw zywnosciowych [23].

Obecnie najwiekszym zagrozeniem sq tak zwane organizmy wielolekooporne
(ang, multidrug resistant organisis, MDRO), do ktérych zalicza sie mikroorga-
nizmmy oporne na wiecej niz jedna klase érodkéw przeciwdrobnoustrojowych.
Istnieja rozne rodzaje mechanizmow opornosci obserwowanych u drobnoustro-
jow, takie jak fmtuzalng opomosc na okreslony antybiotyk, mutacje genetycz-
ne Tub opox‘nos’é nabyta w wyniku np. horyzontalnego transferu (Ryc. 2). Do
MDRO naleza m.in.: Staplylococcus aurcus oporny na metycyline (MRSA), ga-
tunki Enterococcus oporne na wankomycyne (VRE) oraz bakterie Gram-ujemne
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