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Streszczenie: Fluorochinolony (FQ) to grupa syntetycznych chemioterapeutykéw o wlasciwosciach bakteriobojczych i szerokim spektrum
aktywnosci, powszechnie stosowanych w terapii wielu zakazen u ludzi i zwierzat. W ostatnich latach, wéréd pateczek Enterobacteriaceae
obserwowany jest wyrazny wzrost opornosci na te zwigzki. Miejscem docelowego dzialania FQ sa dwa enzymy bakteryjne: gyraza
(topoizomeraza II) i topoizomeraza IV, ktére odgrywaja zasadniczg role podczas replikacji, transkrypcji, rekombinacji i naprawy
bakteryjnego DNA. Istnieja dwie kategorie mechanizméw warunkujacych opornos¢ na FQ, tj. chromosomowe i nabyte. Mutacje
w chromosomowych genach kodujacych gyraze i topoizomeraze IV sa najczestszymi mechanizmami odpowiedzialnymi za wysoki poziom
oporno$¢ na FQ. Mutacje wystepuja réwniez w genach regulatorowych kontrolujacych ekspresje natywnych pomp zlokalizowanych
w blonie bakteryjnej. W ostatnich dwoch dekadach odkryto trzy mechanizmy opornosci na chinolony kodowane plazmidowo (PMQR),
w tym: biatka Qnr, wariant acylotransferazy aminoglikozydowej - AAC (6,) - Ib-cr i pompy blonowe - QepA i OgqxAB. Chociaz
same mechanizmy PMQR powoduja jedynie niski poziom opornosci na FQ, swoja aktywnoscia sprzyjaja skutecznej selekcji mutacji
w genach gyrazy i topoizomerazy IV i nabywaniu przez szczep bakteryjny wysokiej opornosci na FQ. Ponadto, mechanizmy PMQR
czesto wystepuja w plazmidach MDR wraz z innymi determinantami opornosci (ESBL, pAmpC, KPC), co sprzyja rozpowszechnianiu
fenotypu wielolekoopornosci. W pracy, podjeto probe dokonania przegladu molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw opornosci
na fluorochinolony wystepujacej u paleczek Enterobacteriaceae.

1. Wstep. 2. Mechanizm dzialania fluorochinolonéw. 3. Oporno$¢ na fluorochinolony kodowana chromosomowo. 3.1. Mutacje
prowadzace do zmiany aktywnosci enzymow docelowych. 3.2. Redukcja stezenia leku w cytoplazmie — pompy btonowe. 4. Opornos¢ na
fluorochinolony kodowana plazmidowo. 4.1. Biatka Qnr. 4.2. Enzym AAC(6’)-Ib-cr. 4.3. Pompy kodowane plazmidowo: QepA i OqxAB.
4.4. Wplyw PMQR na poziom opornosci. 5. Podsumowanie

Plasmid-mediated quinolone resistance - PMQR

Abstract: Fluoroquinolones (FQ) are broad-spectrum antimicrobial agents widely used to treat a range of infections in clinical medicine.
However, the surveillance studies demonstrate that fluoroquinolone resistance rates increased in Enterobacteriaceae in the past years.
FQ inhibit bacterial DNA synthesis by interfering with the action of two bacterial enzymes - DNA gyrase and topoisomerase IV. There are
two categories of quinolone resistance mechanisms: chromosomally encoded and acquired. Mutations in chromosomal genes encoding
gyrase and topoisomerase IV are the most common mechanisms responsible for high-level fluoroquinolone resistance. Mutations can
occur also in regulatory genes which control the expression of native efflux pumps located in bacterial membrane. Furthermore, three
mechanisms of plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) have been discovered so far, including Qnr proteins, the aminoglycoside
acetylotransferase variant - AAC(6’)-Ib-cr, and plasmid-mediated efflux pumps - QepA and OgxAB. Although the PMQR mechanisms
alone cause only low-level resistance to fluoroquinolone, they can complement other mechanisms of chromosomal resistance and facilitate
the selection of higher-level resistance. Moreover, plasmids with PMQR mechanisms often encode additional resistance traits (ESBLs,
pAmpC, KPC) contributing to multidrug resistance (MDR). This review is focused on a range of molecular mechanisms which underlie
quinolone resistance.

1. Introduction. 2. Mechanisms of fluoroquinolone action. 3. Chromosomally-encoded fluoroquinolone resistance. 3.1. Mutations
changing the functions of target enzymes. 3.2. Reduction of drug concentration in the cytoplasm - efflux pump. 4. Plasmid-mediated
quinolone resistance. 4.1. Qnr proteins. 4.2. AAC(6’)-Ib-cr enzyme. 4.3. Plasmid-mediated efflux pump: QepA i OqxAB. 4.4. The impact
of PMQR on fluoroquinolone susceptibility level. 5. Summary
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1. Wstep

Na przestrzeni prawie sze$ciu dekad chinoliny staly
sie z maloistotnej klasy lekow stosowanych gtownie
do leczenia infekcji w obrebie ukladu moczowego, jed-
nymi z najczesciej przepisywanych zwigzkow przeciw-
bakteryjnych wykorzystywanych w leczeniu réznego
rodzaju infekcji [22].

Chinoliny, jak i ich fluorowane pochodne, to grupa
syntetycznych chemioterapeutykéw o bakteriobdjczych
wlasciwosciach i szerokim spektrum aktywnosci [30,
31]. Pierwszym chinolonem wprowadzonym do lecz-
nictwa w latach 60-tych, byl kwas nalidyksowy - zwia-
zek stosowany wylacznie w terapii zakazen ukladu
moczowego [22]. W nastepnych latach, modyfiko-
wano chemicznie czastke chinolondw wprowadzajac
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rozne podstawniki, skutkiem czego bylo zsyntetyzo-
wanie zwigzkow o szerszym spektrum aktywnosci
i doskonalszych parametrach farmakokinetycznych.
Kluczowa modyfikacja dotyczyla m.in. wprowadze-
nia do czasteczki chinolonéw w pozycji 6 ich podsta-
wowego szkieletu atomu fluoru, co doprowadzito do
opracowania grupy zwigzkoéw, znanych dzis jako fluo-
rochinolony (FQ) [3]. Szerokie spektrum aktywnosci
FQ, dos¢ dobre przenikanie do wigkszosci tkanek
i osigganie w nich wysokich stezen terapeutycznych,
relatywnie niska toksyczno$¢ oraz mozliwo$¢ podania
zaréwno doustnie, jak i parenteralnie sprawito, ze sa
one powszechnie stosowane w terapii wielu zakazen
u ludzi i zwierzat. Konsekwencja powszechnego sto-
sowania tej grupy lekow jest coraz czgstsze wystepo-
wanie u ludzi, takze poza placowkami opieki medycz-
nej, jak i w $rodowisku, wielu gatunkéw bakterii
opornych na FQ [15].

Przez lata uwazano, Ze oporno$¢ na chinoliny
zwigzana jest z wystepowaniem chromosomowo kodo-
wanych mechanizmoéw, gléwnie mutacji. Jednak, pod
koniec ubieglego wieku pojawily sie pierwsze donie-
sienia opisujace nowe, kodowane plazmidowo mecha-
nizmy opornoéci na chinoliny tzw. PMQR (Plasmid-
-Mediated Quinolone Resistance) [50]. Co wigcej,
w ostatnich latach nastgpil wyrazny wzrost badan
w zakresie wystepowania tych mechanizméw wsrod
roznych gatunkow paleczek Enterobacteriaceae.

Aktualnie na $wiecie podejmowane s3 dzialania
majace na celu ograniczenie stosowania FQ zaréwno
w medycynie, jak i weterynarii. Nalezy jednak pod-
kregli¢, ze w wielu krajach, wcigz brakuje nadzoru nad
stopniem zuzycia FQ i zwiazkéw o podobnej struktu-
rze, jak i odsetkiem szczepdw opornych na t¢ grupe
chemioterapeutykéw. W Europie, tego typu informacje
zbierane s przez ECDC (Europeaen Centre for Disease
Prevention and Control).

W zwigzku z obserwowang w krajach europejskich
zréznicowang sytuacja, na wybranych przykladach,
poréwnano stopien konsumpcji FQ oraz odsetek
szczepow opornych (Ryc. 1) [20, 21]. Jak powszechnie
wiadomo, w Skandynawii (Norwegia, Szwecja) wyste-
puje dos¢ niski wskaznik spozycia antybiotykow, w tym
FQ. Wystepuje tam rowniez relatywnie niski odsetek
szczepOw (zaréwno Escherichia coli, jak i Klebsiella
pneumoniae) opornych na te grupe lekow. Zupelnie
odwrotna sytuacja wystepuje w krajach basenu Morza
Srédziemnego (Wtochy, Grecja), w ktérych zaréwno
spozycie FQ, jak i odsetek szczepdéw opornych jest
wysoki. Z danych zebranych przez ECDC [20, 21]
wynika, ze takze w Polsce, szczegélnie w odniesieniu
do K. pneumoniae, wystgpuje wysoki odsetek szczepow
opornych. Co wiecej, obserwowana w naszym kraju
sytuacja moze by¢ skutkiem wzglednie czestego stoso-
wania FQ w praktyce klinicznej (Ryc. 1).

Dlatego tez, ze wzgledu na skalg i istote problemu,
w niniejszym opracowaniu, podjeto probe dokona-
nia przegladu molekularnych mechanizméw lezacych
u podstaw opornosci na fluorochinolony wystepujacej
u pateczek Enterobacteriaceae.

2. Mechanizm dzialania fluorochinolonow

Miejscem docelowego dziatania fluorochinolonéw
sa dwa enzymy bakteryjne: gyraza (topoizomeraza II)
i topoizomeraza IV [30]. Gyraza jest tetramerem
(GyrA,B)), skladajagcym si¢ z dwoch podjednostek
GyrA (97kDa) i dwéch GyrB (90 kDa), kodowanych
odpowiednio przez chromosomowe geny: gyrA i gyrB
(30, 35, 67]. Topizomeraza IV (ParC,E)) za$ jest ana-
logiem gyrazy, ztozonym z dwoch podjednostek ParC
(75kDa) i dwoch ParE (70 kDa), kodowanych odpo-
wiednio przez chromosomowe geny: parC i parE [30,
35, 67]. Enzymy te odgrywaja zasadniczg role podczas
replikacji, transkrypcji, rekombinacji i naprawy bakte-
ryjnego DNA [30, 35, 67]. Podstawowa funkcjg gyrazy
jest wprowadzanie ujemnego superhelikalnego skretu
do nici DNA, co odgrywa istotng role podczas procesu
replikacji i transkrypcji [4, 14]. Zablokowanie aktyw-
nosci gyrazy doprowadza do nagromadzenia dodatnich
skretéw i zahamowania procesu replikacji DNA. Rola
topoizomerazy IV polega na umozliwieniu rozdziele-
nia siostrzanych nici DNA po zakonczeniu procesu
replikacji [4, 14, 17].

W celu zmiany stopnia superzwiniecia czasteczki
DNA, gyraza i topoizomeraza IV powoduja przej-
$ciowe pekniecie dwuniciowego DNA, w konsekwencji
czego dochodzi do kowalencyjnego zwigzania enzymu
z DNA i utworzenia kompleksu enzym-DNA [18]. Oba
te enzymy sg hamowane przez fluorochinolony, ktére
stabilizacjg pofaczenie enzym-DNA (powstaje potrdjny
kompleks FQ-enzym-DNA). Powstaly kompleks staje
sie nieodwracalny, czego skutkiem jest zahamowanie
syntezy DNA, prowadzace do zablokowania podziatu
i topoizomeraza IV moduluja topologie DNA poprzez
regulacje stopnia skrecenia czasteczki DNA w komorce
bakteryjnej, czego efektem jest zaburzenie replika-
cji DNA (w obecnosci niskich stezen FQ) lub $mier¢
komorki (w obecnosci wysokich stezen FQ) [17, 19].

3. Opornos¢ na fluorochinolony kodowana
chromosomowo

3.1. Mutacje prowadzace do zmiany aktywnosci
enzymow docelowych

W odpowiedzi na wprowadzenie do lecznictwa
chinolonéw wsréd réznych gatunkéw bakterii zaczeto
obserwowac wzrastajaca liczbe szczepdéw opornych na
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Ryc. 1. Poréwnanie odsetka opornych na FQ szczepow E. coli i K. pneumoniae izolowanych w Polsce w latach 2010-2015
z odsetkiem szczepow opornych izolowanych w wybranych krajach europejskich o odpowiednio niskim
i wysokim zuzyciu FQ wg ECDC [20, 21].

te grupe zwigzkow. Podstawowy mechanizm warun-
kujacy wysoki poziom opornosci polega na zmianie
budowy (modyfikacji sekwencji aminokwasowe;j)
poszczegdlnych podjednostek gyrazy i/lub topoizo-
merazy IV, czego skutkiem jest zmniejszenie lub utrata
powinowactwa do leku [30, 35]. Modyfikacja ta jest
zwykle wynikiem spontanicznych mutacji, w jednym
badz w kilku genach chromosomowych (gyrA, gyrB,

parC, parE), prowadzacych do zmiany sekwencji kodo-
wanych aminokwaséw. Mutacje te wystepuja najczes-
ciej w okreslonych, krétkich odcinkach (rejonach)
genow — nazwanych rejonami warunkujgcymi opor-
nos¢ na fluorochinolony - QRDR (Quinolone-Resi-
stance Determinig Region). Wedlug danych pismiennic-
twa, w przypadku E. coli, mutacje zwigzane ze wzrostem
opornoéci na fluorochinolony najczesciej obserwowane
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sa: w GyrA pomiedzy 67 a 106 aminokwasem i/lub 63
a 102 aminokwasem w ParC. Prowadzg one najcze-
$ciej do zmiany kodowanego aminokwasu, a w konse-
kwencji do zmiany wlasciwosci biatka [30, 34]. Ami-
nokwasem najczesciej ulegajacym substytucji w GyrA
u E. coli (jak réowniez u innych gatunkoéw) jest Ser83
i Asp87 [30, 90]. Uwaza sig, iz substytucje: Ser83Trp
i Ser83Leu redukujg zdolno$¢ wigzania norfloksacyny
do kompleksu gyraza - DNA [86]. Przyjmuje si¢ row-
niez, ze substytucja seryny w pozycji 83 GyrA E. coli
ma niewielki wptyw na katalityczne wlasciwosci gyrazy
[5]. Inaczej jest w przypadku substytucji znajdujacego
sie w sasiedztwie kwasu asparaginowego Asp87 (lub
innych aminokwaséw o charakterze kwasnym znajdu-
jacych sie w tej pozycji w przypadku innych gatunkow),
ktéra obniza 5-10-krotnie katalityczne wlasciwosci
gyrazy [5, 34].

Wykazano takze, ze z opornoscig na FQ zwigzane sa
mutacje wystepujace w podjednostce GyrB (Asp426Asn
i Lys447Glu u E. coli) i ParE (Leu445His u E. coli) [8,
91]. Jednak, co istotne, s3 one zdecydowanie mniej
rozpowszechnione w poréwnaniu z mutacjami spoty-
kanymi w GyrA i ParC [30]. Zauwazy¢ nalezy takze, ze
rejon wystepowania mutacji (QRDR) w genie w przy-
padku GyrB i ParE jest bardziej odleglty w poréwnaniu
z QRDR GyrA czy ParC.

Poziom opornosci drobnoustroju na dzialanie fluo-
rochinolonéw, zalezy od wlasciwosci chemicznych ami-
nokwasu, ktory na skutek mutacji zastgpil naturalnie
wystepujacy. Niektére mutacje moga prowadzi¢ do
niewielkiej utraty powinowactwa enzymu do czasteczki
fluorochinolonu, a przez to do niewielkiego wzrostu
warto$ci MIC FQ, inne za§ moga znacznie zmniejszac
to powinowactwo co pociaga za soba znaczny wzrost
wartosci MIC [30, 35]. Poziom oporno$ci moze takze
zaleze¢ od liczby mutacji w genach [30, 35]. Mutacje
dotyczace jednego aminokwasu w podjednostce gyrazy
lub topoizomerazy IV moga skutkowaé umiarkowa-
nym wzrostem MIC, za$ kolejne zmiany zachodzace
w tym samym enzymie mogg powodowac dalszy wzrost
minimalnego stezenia hamujacego [30, 34]. Opornos$¢
wysokiego rzedu jest zatem nastepstwem pojawienia sie
mutacji, doprowadzajacej do zmiany struktury enzymu
bedacego drugorzedowym miejscem docelowego dzia-
tania FQ [30, 34].

Dla wielu FQ stosowanych klinicznie, w tym cipro-
floksacyny, podstawowym miejscem docelowego dzia-
tania (czyli enzymem bardziej wrazliwym) w przy-
padku bakterii Gram-ujemnych jest gyraza, podczas
gdy u bakterii Gram-dodatnich - topoizomeraza IV
[18, 30, 58]. W przypadku wiekszosci FQ pojedyncze
mutacje w gyrA powoduja 8-16-krotny wzrost opor-
noséci [34, 67]. Natomiast wysoki poziom opornosci
(MIC ciprofloksacyny > 16 mg/l) zwigzany jest najczes-
ciej z mutacjami w obu enzymach, tj. gyrazie i topo-

izomerazie IV [79]. Kumulacja mutacji znaczacych
tzn. dwie mutacje w gyrA i jedna w parC warunkuje
60-krotny wzrost opornosci [58, 67].

3.2. Redukcja stezenia leku w cytoplazmie
- pompy blonowe

Drugi mechanizm oporno$ci na fluorochinolony,
ma na celu obnizenie stezenia chemioterapeutyku
w cytoplazmie i polega na czynnym usuwaniu czaste-
czek FQ z komorki poprzez kompleksy biatkowe tzw.
pompy blonowe (efflux pump) [32, 33]. FQ, by dotrze¢
do obecnych w cytoplazmie enzymow, gyrazy i topo-
izomerazy I'V, muszg pokona¢ bariere ztozong ze $ciany
komorkowej i btony cytoplazmatycznej u Gram-dodat-
nich oraz dodatkowo zewnetrzng bfone u drobnoustro-
jow Gram-ujemnych. Sciana komérkowa stanowi tylko
niewielka przeszkode dla matych molekul takich, jak
chinolony, ktérych ci¢zar czasteczkowy wynosi okoto
300-400 Da [30, 33]. Leki te, jako zwigzki amfote-
ryczne, dostajg sie do wnetrza komorki bakterii Gram-
-ujemnych na drodze pasywnej dyfuzji przez kanaly
porynowe (OmpF i OmpC) i mogg ulega¢ akumulacji
[34, 35]. Mechanizm czynnego wypompowywania che-
mioterapeutyku z komorki bakteryjnej ma tu zasadni-
cze znaczenie, za$ ochronna funkcja pomp blonowych
polegajaca na usunieciu toksyn z wnetrza komorki,
pozwala bakteriom przezy¢ w niesprzyjajacym srodo-
wisku nawet w obecnosci antybiotykéw stosowanych
podczas leczenia [33].

W zaleznosci od budowy, swoistosci substratowej,
zrodia wykorzystywanej energii i mechanizmu dziata-
nia, pompy blonowe podzieli¢ mozna na dwie gtéwne
grupy: tzw. transportery kasetonowe ABC wykorzystu-
jace energie pochodzaca z ATP oraz pompy protonowe
PMF (Proton Motive Force), do ktérych zalicza sig
cztery rodziny, takie jak: MFS (Major Facilitator Super-
family), SMR (Small Multidrug Resistance), RND (Resi-
stance — Nodulation Division) oraz MATE (Multidrug
and Toxic compound Extruction) [65, 66]. Warto doda¢,
ze najwiegksze znaczenie w opornoéci na antybiotyki
i najszersze spektrum substratowe odgrywaja biatka
transportowe nalezace do rodziny RND, w tym najlepiej
poznany i zbadany system — AcrAB-TolC wystepujacy
u E. coli i Salmonella enterica [6, 85]. AcrB jest bial-
kiem transportowym blony wewnetrznej (funkcjonuje
jako pompa), za$ jak sie przypuszcza AcrA i znajdujace
sie w bonie zewnetrznej biatko TolC - odgrywaja role
pomocniczg [85].

Aktywno$¢ pomp wiaze sie z indukowanym zwiek-
szeniem ekspresji genéw kodujacych biatka wchodzace
w sktad pomp. U paleczek Enterobacteriaceae geny te
zlokalizowane s3 gltéwnie w chromosomie bakteryj-
nym i obecne s3 u wigkszoséci przedstawicieli danego
gatunku. Ekspresja genéw zwigzanych z pompami
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czgsto podlega regulacji. Mutacje w genach regulato-
rowych przyczyniaja sie do nadekspresji genéw koduja-
cych biatka systemu efflux, co prowadzi do ponadprze-
cietnego wzrostu zdolnosci usuwania FQ z komorki
bakteryjnej ograniczajac tym samym dostep leku do
miejsca docelowego, co powoduje wzrost wartosci
MIC. Mutacje w genie acrR (represor acrAB) zwickszaja
aktywnos¢ pompy [35], a mutacje inaktywujace marR
(represor marA) umozliwiaja biatku MarA aktywacje
genow acrAB, tolC i genu ompF odpowiedzialnego za
wytwarzanie wspomnianego wyzej biatka porynowego
OmpF [1, 2, 35]. Tak wiec, fenotyp niskiej opornosci
na FQ warunkowany jest zaréwno redukcja napltywu
(influx) leku przez kanaly porynowe (ograniczona prze-
puszczalno$¢ blony komoérkowej), jak i wzrostem jego
wyplywu przez system eftlux.

Pomimo tego, ze obecno$¢ systemu efflux jako jedy-
nego mechanizm warunkujacego oporno$¢ na FQ,
powoduje niewielki (4-8-krotny) wzrost wartos¢ MIC
ciprofloksacyny, uwaza sig, iz jest to istotny mechanizm
przyczyniajacy sie do rozwoju wysokiego poziomu
opornosci na t¢ grupe lekow [67]. Warto réwniez
zauwazy¢, ze posiadajace szeroki profil substratowy
pompy zwigzane z opornosciag na FQ to tzw. pompy
MDR (Multiple Drug Resistance), wystepujace czgsto
wraz z innymi mechanizmami opornosci, w tym plaz-
midowo kodowanymi mechanizmami warunkujacymi
oporno$¢ na FQ [34].

4. Opornos¢ na fluorochinolony kodowana
plazmidowo

Prawie dwie dekady temu u pateczek Gram-ujem-
nych, gléwnie u Enterobacteriaceae, opisano grupe
genéw zwigzanych z opornoscig na FQ, zlokalizowa-
nych zazwyczaj na mobilnych elementach genetycznych
- plazmidach. Stad nazwa trzeciej grupy - mechanizmy
opornosci na FQ kodowane plazmidowo (PMQR).
Do tej grupy mechanizméw nalezg: biatka Qnr (pro-
wadzace do zmiany miejsca docelowego dzialania
antybiotyku); dwufunkcyjny wariant enzymu acety-
lotransferazy aminoglikozydowej - AAC(6)-Ib-cr
(strukturalnie modyfikujacy zaréwno aminoglikozydy,
jak i hydrofilowe FQ) oraz biatka pomp blonowych
zwigzane z aktywnym transportem - QepA i OqxAB
[80]. Pod wzgledem funkcjonalnym wymienione
mechanizmy warunkuja obnizong wrazliwo$¢ na FQ
(MIC> 0,25 mg/l) lecz ich fenomen polega na tym, iz
swoja aktywnoscia sprzyjaja skutecznej selekcji muta-
cji w QRDR genéw gyrazy i topoizomerazy IV i naby-
waniu przez szczep bakteryjny wysokiej opornosci na
FQ, oraz na tym, Ze mechanizmy te mogg si¢ szybko
rozprzestrzenia¢ na ruchomych elementach genetycz-
nych [34, 53].

Pierwszy kodowany plazmidowo mechanizm zwig-
zany z opornoscig na FQ zostal wykryty przypadkowo,
w retrospektywnych badaniach plazmidu (pMG252),
ktéry uzyskano z wyizolowanego z moczu szczepu
K. pneumoniae [50]. W plazmidzie tym znaleziono
determinanty warunkujace opornos¢ na antybiotyki
B-laktamowe (aztreonam, ceftazydym, cefotaksym,
cefoksytyne, cefotetan), aminoglikozydowe (kanamy-
cyne, gentamycyne, streptomycyne, tobramycyne),
chloramfenikol, trimetoprim i chlorek rteci. Co istotne,
zaobserwowano, ze po przeniesieniu plazmidu do
szczepu K. pneumoniae z ograniczong przepuszczal-
noscig bialek blony zewnetrznej wartos¢ MIC cipro-
floksacyny wzrosta z 4 do 32 ug/ml [50]. Tak znacznego
wzrostu warto$ci MIC nie obserwowano w przypadku
przeniesienia plazmidu do wrazliwego na chinolony
szczepu E. coli J53 i K. pneumoniae. Obecnos¢ pla-
zmidu wprawdzie powodowata ponad 30-krotny wzrost
warto$ci MIC ciprofloksacyny (z 0,008 do 0,25 pug/ml
u E.coli iz 0,004 do 0,125 pg/ml u K. pneumoniae)
jednak szczepy te pozostawaly nadal wrazliwe na ten
zwigzek, aczkolwiek wystapito juz zjawisko obnize-
nia wrazliwosci na FQ [50]. Za ten specyficzny feno-
typ odpowiedzialny byt fragment DNA skladajacy si¢
z 657 pz, a bialko kodowane przez gen lezacy w tym
obszarze nazwano Qnr (Quinolone resistance) [50].
Wkroétce opisano wigcej bialek Qnr, za§ wspomniane
wyzej pierwsze biatko tego typu okreslono jako QnrAl.

4.1. Bialka Qnr

Podstawowg rolg biatek Qnr jest ochrona gyrazy
przed zablokowaniem przez kompleks przecietego DNA
i chinolonu, co w konsekwencji prowadzi do obnizenia
wrazliwosci na FQ (MIC 0,25-1,0 pg/ml) [53, 70, 80].
Szczegolowy, molekularny mechanizm dziatania Qnr
nie zostal jeszcze ostatecznie doprecyzowany. Obec-
nie przyjmuje si¢, ze Qnr dziala konkurencyjnie do
DNA obnizajac ilos¢ trwatych i letalnych kompleksow:
gyraza-DNA-chinolon w komorce bakteryjnej [34].
Mechanizm ochronny dziala in vitro najskuteczniej
przy niskich (0,5nM) stezeniach Qnr, za$ jego wyso-
kie stezania (25-30 uM) dzialajg hamujaco na gyraze.
Przyjmuje si¢ réwniez, ze Qnr ma zdolno$¢ destabilizo-
wania istniejacych komplekséw: gyraza-DNA-chinolon
[34]. Jak juz wspomniano, cho¢ obecno$¢ bialek Qnr
skutkuje ,,jedynie” obnizong wrazliwoscig, to mecha-
nizm ten jest istotny ze wzgledu na to, ze sprzyja selekcji
szczepow wykazujacych wysoki poziom opornosci na
FQ [34, 50, 53].

Na podstawie homologii DNA, aktualnie zna-
nych jest 6 rodzin bialek Qnr: wspomniane wyzej
QnrA [50], QnrS [29], QnrB [36], QnrC [83], QnrD
[11] i QnrVC [25, 64]. Poszczegdlne rodziny miedzy
sobg charakteryzujg sie zrdéznicowaniem sekwencji
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nukleotydowych przekraczajacym 35%, co w efekcie
przekltada si¢ na znaczace zmiany aminokwaséw. Co
wigcej, w obrebie kazdej rodziny wystepuje duzy poli-
morfizm genetyczny, co umozliwia identyfikacje stale
wzrastajagcej liczby alleli poszczegolnych genow. Jak
dotad, wedlug ogdlnodostepnej bazy danych zamiesz-
czonej na stronie Lahey Clinic (http://www.lahey.
org/qnrstudies) opisano: 7 alleli genu gnrA (QnrAl-
-QnrA7),9 - gnrS (QnrS1-QnrS 9), 82 — gnrB (QnrB1-
-QnrB82), 7 - qnrVC (QnrVC1-QnrVC?7), 2 — gnrD
(QnrD1-QnrD2) i 1 allel genu gnrC (QnrC) [37].

Geny Qnr obecne sg w plazmidach o réznej wiel-
kosci i grupie niezgodnosci Inc (Incompatibility) [34,
40, 80], co sprzyja rozpowszechnieniu opornosci na
FQ w réznych gatunkach Enterobacteriaceae. Ponadto,
ta ré6znorodno$¢ plazmidéow wskazuje réwniez na to,
ze ich nabywanie nastepowalo w sposob niezalezny,
wielokrotnie [34]. Geny gnr najczesciej wystepuja na
transpozycyjnym elemencie, gléownie ISCR1 11526 [34,
40, 80]. Zazwyczaj geny gnr wystepujg w plazmidach
MDR wraz z innymi determinantami opornosci, w tym
genami kodujacymi B-laktamazy: ESBL, AmpC czy kar-
bapenemazy [40, 80].

Qnr wystepuja powszechnie na calym S$wiecie
wsrdd roznych gatunkow Enterobacteriaceae, najczes-
ciej K. pneumoniae, Enterobacter sp., E. coli i S. enterica
izolowanych zaréwno od pacjentéw szpitalnych, jak
i ambulatoryjnych [16, 23, 24, 41, 42, 44, 45, 51, 55,
59, 60, 72, 76]. Na podstawie przegladu pismiennictwa
dostepnego w przegladarce PubMed, najczesciej wyste-
pujaca determinantg wsrdd szczepow Enterobacteria-
ceae izolowanych od ludzi jest gen gnrB. Potwierdzily
to réwniez nieliczne badania przeprowadzone w Pol-
sce, w ktorych gen gnrB stwierdzono, odpowiednio,
w przypadku 26,5% pateczek Enterobacteriaceae opor-
nych na ciprofloksacyne i 8,8% E. coli izolowanych od
noworodkéw przebywajacych na intensywnej terapii
[13, 59]. Inna determinanta Qnr, gen gnrS (zwlaszcza
qnrS1) byl czgsto wykrywany u kilku gatunkéw pale-
czek jelitowych, w tym czesto u Salmonella sp. Wie-
loosrodkowe badania wykazaly, ze powyzej 10% pate-
czek Salmonella pochodzacych od zwierzat i ludzi, oraz
z probek zywnosci i Srodowiska posiadato gen gnrSI
[82]. Obecnosé¢ tego genu stwierdzono takze wéréd
szczepOw E. coli izolowanych od: §win na Wegrzech
[81], koni w Czechach [16], a takze od ubitego bydia
i drobiu w Polsce [84]. Sugerowal to moze, ze ludzie
moga nabywa¢ ten mechanizm opornosci posrednio
- droga tancucha pokarmowego (potencjalna mozli-
wos¢ transmisji od zwierzat do cztowieka). Natomiast
czesto$¢ wystepowania markeréw gnrC i gnrD wydaje
sie by¢ niska. Badania Mazzariol i wsp. [52] wykazaly,
ze wérod 756 Enterobacteriaceae tylko cztery izolaty
Proteus mirabilis i jeden Morganella morganii (w sumie
0,66%) posiadato gen gnrD. W innych badaniach [82]

obecno$¢ genu gnrD stwierdzono w przypadku 22/1215
(1,8%) izolatow Salmonella. Natomiast w przytoczo-
nych wyzej badaniach [52, 82] w zadnym izolacie nie
stwierdzono wystepowania determinanty gnrC. Pod-
sumowujgc, sposrod wszystkich determinant Qnr, gen
qnrB jest spotykany cze$ciej niz gnrA czy gnrS, ktore
za$ s3 bardziej rozpowszechnione niz gnrD [42, 59, 76].

Nalezy zauwazy¢, ze homologiczne sekwencje do
biatek Qnr znajdowane s3 réwniez w chromosomie
wielu Gram-ujemnych i Gram-dodatnich bakterii
izolowanych zaréwno z probek srodowiskowych, jak
i probek materiatu klinicznego [7, 39, 74]. Uwaza sig,
ze bytujace w srodowisku wodnym bakterie nalezace
do rodzaju Aeromonas, Photobacterium, Shewanella
i Vibrio stanowia zasadniczy rezerwuar gendéw qnr [61,
62, 63, ]. I tak dla przyktadu, biatko QnrAl jest w 98%
homologiczne z chromosomowo determinowanym
biatkiem Qnr Shewanella algae [62], QnrS1 jest w 83%
identyczne z Qnr Vibrio splendidus [9], za$§ QnrC jest
w 72% homologiczne do chromosomowo kodowa-
nego biatka Qnr Vibrio orientalia czy Vibrio cholerae
[83]. Homologiczne sekwencje do QnrB sg kodowane
w chromosomie przedstawicieli kompleksu Citrobacter
freundii, w tym Citrobacter braakii, Citrobacter werkma-
nii i Citrobacter youngae izolowanych zaréwno z probek
klinicznych, jak i Srodowiskowych [38, 93]. Natomiast
maly, niekoniugacyjny plazmid, w ktérym przenoszony
jest gen gnrD moze by¢ obecny w réznych gatunkach
Enterobacteriaceae, przy czym najczesciej wystepuje
u przedstawicieli Proteeae, tj. Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris czy Providencia rettgeri [94], co tez moze ttu-
maczy¢ jego pochodzenie [26].

Jak si¢ zatem wydaje, szerokie rozpowszechnienie
gendw gnr sugeruje, ze wystepowaly one w przyrodzie
dtugo przed odkryciem chinolondw. Potwierdza to fakt
wykrycia wariantéw genu gnrB i ,,pseudogenéw” gnrB-
-like w chromosomie szczepdw Citrobacter, wyizolowa-
nych jeszcze przed wprowadzeniem do uzytku anty-
biotykéw, tj. w latach 30. XX wieku [73]. Generalnie,
uwaza sie, ze czesto$¢ wystepowania gendw gnr wérod
szczepow klinicznych sukcesywnie wzrasta, jednak
nie przekracza 10%. Dotyczy to zwlaszcza sytuacij,
gdy dobdr materiatu do badan nie podlegat zadnemu
czynnikowi selekcyjnemu [34, 45, 78]. Natomiast,
zdecydowanie wyzsze odsetki czesto$ci wystepowania
gendw gnr obserwowano w przypadku, gdy czynnikiem
selekcyjnym byt fenotyp opornoséci np. oporno$¢ na
cefalosporyny czy fluorochinolony [23, 42, 59, 76, 95].

4.2. Enzym AAC(6’)-Ib-cr

AAC(6)-Ib-cr, to dwufunkcyjny wariant powszech-
nie wystepujacego u paleczek Enterobacteriaceae enzy-
mu - acetylotransferazy aminoglikozydowej (AAC).
Jego pierwotne dziatanie polega na modyfikacji cza-
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steczki aminoglikozydu prowadzacej do utraty powi-
nowactwa do podjednostki 16S rRNA, co stanowi
przyczyne opornosci na najczeéciej stosowane w lecz-
nictwie antybiotyKki z tej grupy tj. amikacyne, tobramy-
cyne i kanamycyne. Ponadto, AAC(6’)-Ib-cr posiada
zdolno$¢ do strukturalnej modyfikacji hydrofilowych
fluorochinolonéw tj. ciprofloksacyny i norfloksacyny
[68], co obniza ich aktywnos$¢ przeciwbakteryjng.
Zdolnosc¢ ta jest wynikiem dwdch mutacji znaczacych,
(Trp102Arg i Aspl179Tyr), nadajacych temu dwufunk-
cyjnemu enzymowi zdolno$¢ N-acetylacji grupy ami-
nowej znajdujacej si¢ w pierscieniu piperazynowego
podstawnika hydrofilowych FQ [68, 80]. Odpowie-
dzialny za wytwarzanie AAC(6°)-Ib-cr gen aac(6’)-1b-
-cr obecny jest w kasecie genowej jako cze$¢ integronu
zwykle w plazmidowym DNA, w ktérym przenoszone
moga by¢ takze i inne geny opornosci, w tym PMQR
(qnrAl [41], gnrB4 [41, 48], qnrB6 [41], qnrB8 [41],
qnrS1 [41, 48], gepA [48]). Sposrod determinant warun-
kujgcych inne mechanizmy opornoséci wraz z genem
aac(6)-1b-cr szczegolnie czgsto wystepuje gen kodujacy
B-laktamaze CTX-M-15 [43, 49, 72], jak réwniez CTX-
M-1[77], CTX-M-2 [24], CTX-M-14 [41], CTX-M-24
[41], DHA-1 [48], SHV-12 [24, 48] czy karbapenemaze
KPC-2 [12].

Jak wskazujg dane piSmiennictwa, gen aac(6’)-Ib-
-cr wystepuje powszechnie wérdd pateczek Enterobac-
teriaceae [44, 54, 59, 60], i jak wskazujg niektére wyniki
badan jest bardziej rozpowszechniony niz geny gnrB
[54, 59, 60, 71, 89]. W zaleznosci od Zrédla szczepdw
klinicznych i kryteriow selekeji, czestos¢ wystepowania
aac(6’)-Ib-cr ksztaltuje sie¢ w zakresie od 0,4 do 85%
(59, 68].

Warto podkresli¢ roéwniez, ze u paleczek Enterobac-
teriaceae obecno$¢ genu aac(6’)-Ib-cr poza plazmido-
wym DNA stwierdzono takze w ich chromosomie [71].
Nabycie tego genu powoduje 4-krotny wzrost wartosci
MIC ciprofloksacyny [68]. Co wiecej, cho¢ jego obec-
nos¢ skutkuje niskim poziomem opornosci na niektére
FQ, to moze ulatwia¢ przetrwanie mutantéw w stezeniu
przekraczajacym 10-krotnie ich MPC (Mutant Preven-
tion Concentration) [10], czego konsekwencja bedzie
nabycie wysokiego poziomu opornosci.

4.3. Pompy kodowane plazmidowo: QepA i OqxAB

Bialko QepA (aktualnie znanych jest przynajmniej
trzy warianty) jest plazmidowo-kodowang pompa
blonowg nalezaca do rodziny MFS (Major Facilitator
Superfamily). Pompa ta poprzez mechanizm aktywnego
usuwania z komoérki hydrofilowych fluorochinolonéw
przyczynia sie do obnizenia wrazliwosci na ciproflok-
sacyne i norfloksacyne powodujac zwigkszenie MIC
w zakresie od 2 do nawet 64-razy [87, 88]. Mechanizm
ten, po raz pierwszy zostal wykryty w plazmidzie pHPA

obecnym w wyizolowanym z moczu szczepie E. coli
[87]. Wraz z genem gepA w plazmidzie (zwykle MDR)
przenoszone s3 takze i inne determinanty oporno-
$ci, wlaczajac w to B-laktamazy o szerokim spektrum
substratowym czy aminoglikozydy. Gen gepA czgsto
wspotwystepuje wraz z genem kodujacym 16S rRNA
metylaze — rmtB [57, 88]. Jednak czestos¢ wystepowa-
nia genu gepA wérdd palteczek Enterobacteriaceae ogd-
fem jest niska. Badania przeprowadzone przez Yamane
i wsp. [88] wskazuja, ze tylko 2 (0,3%) sposréd 751
przebadanych klinicznych szczepoéw E. coli posiadaly
te determinante.

OgxAB jest pompg efflux typu MDR nalezaca do
rodziny RND bialek transportowych powszechnie
wystepujaca u K. pneumoniae. Gen kodujacy t¢ pompe
po raz pierwszy zostal zidentyfikowany w plazmidzie
(pOLA52), jako determinanta odpowiedzialna za opor-
nos¢ na uzywany wsrod trzody chlewnej stymulator
wzrostu — olaquindox [27]. Obecnos¢ genu 0gxAB przy-
czynia si¢ do opornosci na m.in. chloramfenikol, trime-
toprim i chinoliny, w tym kwas nalidyksowy, norfloksa-
cyne oraz ciprofloksacyne (powoduje 16-krotny wzrost
warto$ci MIC ciprofloksacyny) [28]. Wystepowanie
0gxAB opisano wsrod klinicznych izolatéw zaréwno
w plazmidzie u E. coli, jak i w chromosomie, a takze
w plazmidzie u K. pneumoniae i Salmonella Enteriti-
dis [46, 47, 69]. W obu sytuacjach gen flankowany byt
przez element transpozycyjny 1S26. Wysoka czestosé
wystepowania pompy OqxAB (kodowanej zaréwno
plazmidowo, jak i chromosomowo) obserwowana jest
wiérod powyzej 70% szczepow K. pneumoniae wytwa-
rzajacych p-laktamazy [56]. Przypuszcza sie nawet, ze
drobnoustréj ten moze stanowic¢ potencjalny rezerwuar
genu 0gxAB. Jak dotad, wystepowanie pompy OqxAB
opisano wérdd Kklinicznych izolatéw K. pneumoniae
wyosobnionych w Chinach, Korei Pld., Hiszpanii i USA
[55, 56, 69, 92].

4.4. Wptyw PMQR na poziom opornosci

Nabycie mechanizmdéw opornoséci na FQ kodowa-
nych plazmidowo, w przypadku nieobecnosci mecha-
nizméw kodowanych chromosomowo (mutacji), skut-
kuje wzrostem wartosci MIC (<1 mg/l) ale wartos¢ ta
pozostaje nadal w kategorii wrazliwosci, zgodnie z kry-
teriami przyjetymi przez EUCAST [www.eucast.org/
clinical breakpoints/].

Ogodlnie, przyjmuje si¢, ze obecno$¢ genéw gnr
(zwlaszcza gnrA, qnrB i qnrS) prowadzi do > 30-krotnej
zmiany wartosci MIC ciprofloksacyny i levofloksacyny,
poréwnywalnej do zmiany wywotlanej pojedyncza muta-
cja w podjednostce GyrA [50]. Natomiast wptyw QnrC
i QnrD, na poziom opornosci jest mniej zauwazalny [70].

Warto zauwazy¢, ze oddzialywanie AAC(6’)-Ib-
-cr na wzrost wartosci MIC fluorochinolonéw jest
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zdecydowanie nizsze niz obserwowany w przypadku
bialek Qnr [67, 68]. Ponadto, ekspresja pompy OqxAB
kodowanej plazmidowo u E. coli moze zwigksza¢ war-
to$¢ MIC fluorochinolonéw od 16- do 128-krotnie zas
MIC kwasu nalidyksowego 8-krotnie [70]. Ekspresja
genu kodujacego biatko transportowe QepA powoduje
wzrost warto$ci MIC kwasu nalidyksowego i ciproflo-
ksacyny, odpowiednio 2- i 32-krotnie [70].

Pomimo tego, ze wszystkie determinanty PMQR
przyczyniajg si¢, jak wspomniano, tylko do reduk-
¢ji wrazliwoéci na fluorochinolony to w przypadku
wspotwystepowania dwoch lub wigcej mechanizmow
opornosci na FQ kodowanych plazmidowo obserwuje
sie wyzszy poziom opornosci [70]. I tak, w przypadku
klinicznych izolatéw E. coli, u ktérych MIC ciproflok-
sacyny wynosil 4 mg/ml, nie posiadajacych mutacji
w QRDR gendéw gyrazy i topoizomerazy IV stwier-
dzono obecnos¢ genéw PMQR, tj. gnrS1 i oqxAB
oraz nadekspresje chromosomowo kodowanej pompy
AcrAB-TolC [75].

Nalezy zauwazy¢, ze wyizolowane z materiatu kli-
nicznego pateczki Enterobacteriaceae zawierajace mecha-
nizmy PMQR zazwyczaj wykazuja wysoki poziom
opornosci na fluorochinolony, co jest wynikiem wspét-
wystepowania tych determinant wraz z chromosomowo
kodowanymi mechanizmami opornosci, gtéwnie muta-
cjami [59, 75]. Z tego wzgledu, jak réwniez z uwagi na
to, ze obecno$¢ PMQR przyczynia si¢ do umiarkowa-
nego wzrostu wartosci MIC fluorochinolonéw oraz
braku specyficznych fenotypowych markeréw wska-
zujacych na obecnos¢ PMQR, w badaniach przesiewo-
wych utrudnione jest wykrycie izolatow posiadajacych
te mechanizmy i ich scharakteryzowanie bez zastoso-
wania metod molekularnych.

5. Podsumowanie

Opornos¢ na fluorochinolony jest zjawiskiem zlozo-
nym, bedacym czesto wypadkowa wspdtwystepowania
kilku mechanizmoéw. Wprawdzie nabycie mechanizméw
opornosci na FQ kodowanych plazmidowo przyczynia
sie zazwyczaj jedynie do obnizenia wrazliwosci na te
grupe lekow, ale ich obecnos¢ sprzyja selekcji mutantdéw
o wysokim poziomie opornosci, zwigzanych z naby-
ciem mutacji w QRDR w trakcie terapii FQ. Ponadto,
obecno$¢ mechanizméw PMQR jest dos¢ istotna, gdyz
kodujace je geny znajduja sie na ruchomych elemen-
tach genetycznych dzieki czemu tatwo mogg by¢ prze-
kazywane horyzontalnie pomiedzy réznymi gatunkami
palteczek Enterobacteriaceae. Co wigcej, wystepowanie
PMQR czgsto zwigzane jest z opornoscia na inne grupy
antybiotykéw. Geny PMQR mozna znalez¢ w transpo-
zonach i/lub integronach znajdujacych si¢ w plazmi-
dach MDR, co sprzyja rozpowszechnianiu fenotypu

wielolekoopornosci. Niestety, do dzi$ nie jest znana rze-
czywista czesto$¢ wystepowania mechanizméw PMQR
wsrdd Enterobacteriaceae. Zwiazane jest to z faktem, ze
jak dotad brak jest odpowiednich testow fenotypowych
za$ wiarygodne wykrywanie tych mechanizmdéw oparte
jest o kosztowne techniki biologii molekularnej.
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