® Postepy Hig Med Dosw (online), 2020; 74: 556-565 www.phmd.pl
e-ISSN 1732-2693

Received:
Accepted:
Published:

26.03.2020
19.10.2020
11.12.2020

Mikroorganizmy a kationowe surfaktanty*

Microorganisms and cationic surfactants

Natalia Kula, Edyta Mazurkiewicz, Ewa Obtak
Instytut Genetyki i Mikrobiologii, Uniwersytet Wroctawski

*Praca jest finansowana ze srodkow Narodowego Centrum Nauki z projektu badawczego Opus 16 nr 2018/31/B/NZ9/03878.

Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Czwartorzedowe sole amoniowe (CSA) jako kationowe surfaktanty o budowie amfifilowej wy-
kazuja aktywno$¢ béjcza wobec niepatogennych i patogennych mikroorganizméw (bakterii
Gram-dodatnich, Gram-ujemnych, grzybéw, a takze wiruséw lipofilnych), wystepujacych
w postaci planktonicznej lub tworzacych biofilmy. Moga réwniez optaszczaé powierzchnie
réznych materiatéw (szkto, metal, silikon, poliester), z ktérych sg wykonywane wyroby me-
dyczne, takie jak: cewniki, implanty, zastawki serca, endoprotezy, a to umozliwia hamowa-
nie adhezji drobnoustrojéw do tych powierzchni. Surfaktanty te w swojej strukturze che-
micznej zawieraja labilne wigzania, np. estrowe, amidowe, ktére umozliwiaja biodegradacje
zwiazkdéw. Dzigki temu sg zaliczane do ,,zielonej chemii”. Ich biologiczna aktywno$¢ zalezy
od diugo$ci taticucha hydrofobowego i struktury gtéwki hydrofilowej zwigzku. CSA wykazuja
powinowactwo do btony komdrkowej, oddziatujac z jej lipidami i biatkami, co moze doprowa-
dzi¢ do jej dezintegracji. Sa zdolne do hamowania aktywnosci H+-ATP-azy blony komédrkowej,
enzymu odpowiedzialnego za jej gradient elektrochemiczny oraz transport substancji od-
zywczych do komdrki, np. aminokwaséw. Zwigzki te moga wptywaé na sktad lipidowy (ilo-
$ciowy i jako$ciowy) btony komérkowej mikroorganizméw. Sa réwniez inhibitorami proce-
séw oddechowych i moga indukowaé powstawanie reaktywnych form tlenu. Surfaktanty te
w $rodowisku wodnym sg zdolne do tworzenia miceli i liposomdéw. Znajduja szerokie zasto-
sowanie w medycynie (jako dezynfektanty, no$niki DNA w terapii genowej), w przemysle
i ochronie §rodowiska (jako biocydy, konserwanty) oraz w rolnictwie (jako fungicydy). Szero-
kie stosowanie CSA w wielu dziedzinach powoduje narastanie opornosci wéréd drobnoustro-
jéw na te zwiazki. Czestym mechanizmem generujacym zmniejszong wrazliwo$¢ na CSA jest
wystepowanie pomp efflux.

azwartorzedowe sole amoniowe (CSA), kationowe surfaktanty, liposomy, pompy efflux

Summary:

Quaternary ammonium salts (QAS) as cationic surfactants with an amphiphilic structure
show biocidal activity against non-pathogenic and pathogenic microorganisms (Gram-pos-
itive, Gram-negative bacteria, fungi, as well as lipophilic viruses) occurring in planktonic
form or forming biofilms. They can also coat the surface of various materials (glass, metal,
silicone, polyester) from which medical devices are made, such as: catheters, implants, heart
valves, endoprostheses, and this allows inhibiting the adhesion of microorganisms to these
surfaces. In their chemical structure, these surfactants contain labile bonds, e.g. ester or
amide bonds, which enable the biodegradation of the compounds. Thanks to this, they are
classified as “green chemistry”. Their biological activity depends on the length of the hydro-
phobic chain and the structure of the hydrophilic head of the compound. QAS have an affin-
ity for the cell membrane by interacting with its lipids and proteins, which can lead to its dis-
integration. They have the ability to inhibit the activity of H+-ATPase of the cell membrane,
the enzyme responsible for its electrochemical gradient and the transport of nutrients to the
cell, e.g. amino acids. These compounds can influence the lipid composition (quantitative and
qualitative) of the cell membrane of microorganisms. They are also inhibitors of respiratory
processes and can induce the formation of reactive oxygen species. These surfactants are
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capable of forming micelles and liposomes in an aqueous environment. They are widely used in
medicine (as disinfectants, DNA carriers in gene therapy), in industry and environmental pro-
tection (asbiocides, preservatives) andinagriculture (as fungicides). The widespread use of QAS
in many fields causes the growing resistance of microorganisms to these compounds. A com-
mon mechanism that generates reduced susceptibility to QAS is the presence of efflux pumps.
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WSTEP

Czwartorzedowe sole amoniowe (CSA) wystepujg w przyro-
dzie, sa wytwarzane przez mikroorganizmy w celu lepszego
przystosowania sie do zmiennych warunkéw $rodowiska,
np. symbiont brodawek korzeniowych, Rhizobium meliloti
wytwarza glicynobetaine. Jest ona zuzywana jako substan-
cja pokarmowa przy niskiej osmolarnosci lub petni funkcje
ochronne, podczas stresu osmotycznego [44]. Takie sub-
stancje wytwarzane przez drobnoustroje nazwano biosur-
faktantami.

Surfaktanty mozna réwniez otrzyma¢ w wyniku syntezy
chemicznej. Czwartorzedowe sole amoniowe majg rézna
budowe, od ktdrej zalezy ich biologiczna aktywno$é. Wiele
z nich ma wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Dzieki temu
zwiazki te znajduja zastosowanie w medycynie (dezynfek-
tanty, noniki genéw i lekéw), przemysle i ochronie $rodo-
wiska (detergenty, biocydy) oraz rolnictwie (fungicydy).

Ze wzgledu na narastajgca oporno$¢ drobnoustrojéw na te
zwiazki, niezbedne jest modyfikowanie obecnych i poszu-
kiwanie nowych struktur chemicznych CSA, skutecznych
wobec opornych mikroorganizméw.

STRUKTURA CHEMICZNA CSA

Czwartorzedowe sole amoniowe nalezg do kationowych
zwigzkéw powierzchniowo czynnych [6, 29, 64]. Zwigzki te,
zwane réwniez surfaktantami, maja wiele charakterystycz-
nych wlasciwosci, takich jak dobre pienienie, niewielka
toksyczno$é, zachowanie optymalnej aktywno$ci w warun-
kach ekstremalnych (pH, temperatura, zasolenie) oraz
zdolno$¢ do szybkiej biodegradacji [56]. Surfaktanty cha-
rakteryzujg sie amfifilowa budowg. Zawierajg dwie grupy:

nierozpuszczalng w wodzie hydrofobowg grupe alkilowa
(niepolarng) oraz majaca powinowactwo do wody grupe
hydrofilowg (polarna), zawierajaca natadowany dodatnio
centralny atom azotu, ktérego charakter kationowy jest
niezmienny przy wahaniach pH (ryc. 1). Grupy te zapew-
niajg wlasciwos$ci chemiczne i fizyczne czwartorzedowym
solom amoniowym. Zwiazki benzylodimetylowe, alkilotri-
metylowe oraz dialkilodimetylowe sg najcze$ciej stosowa-
nymi CSA [59].

HYDROFOBOWY OGON

\/\/\Q

HYDROFILOWA GELOWKA

Ryc. 1. Budowa czasteczki zwiazku powierzchniowo czynnego

W zwigzku z rozwojem badan i zastosowan soli, obecnie
wyréznia sie siedem generacji czwartorzedowych soli amo-
niowych [14, 20]:

« pierwsza: chlorki benzalkoniowe, maja najnizszg aktyw-
no$¢ biobdjczg, jak réwniez najmniejszg toksycznosé.
Stosowane sg jako konserwanty.

« druga: chlorki benzalkoniowe z podstawnikami, ktérymi
mogg by¢ pierécienie aromatyczne zawierajace atom
chloru, grupy metylowe badz etylowe (np. chlorek alki-
lodimetylobenzyloamoniowy). Charakteryzujg sie wiek-
szg aktywnoscig biobdjczg niz CSA generacji pierwszej.

* trzecia: powstajg w wyniku zmieszania CSA pierwszej i
drugiej generacji lub w wyniku zmieszania CSA o poje-
dynczych taricuchach z polimerycznymi CSA (np. poli-
heksanid). Zwiazki takie maja jeszcze wiekszy potencjat
béjczy przy stosunkowo niskiej toksycznosci.
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+ czwarta: naleza tutaj podwdjnotaficuchowe CSA (np.
chlorek didecylodimetylo amoniowy). Charakteryzuja
sie wysokim potencjatem bakteriobdjczym, zmniej-
szonym pienieniem sie, jak réwniez duza aktywnoscig
nawet w obecno$ci twardej wody i protein.

« piata: powstaja w wyniku zmieszania CSA czwartej
generacji i CSA generacji drugiej. Wykazuja wysoki
potencjat biobdjczy i aktywno$é w réznorodnych
warunkach. Sg réwniez stosunkowo mato toksyczne.

« szbsta: przedstawicielami sa polimery czwartorze-
dowych chlorkéw amoniowych. Wykazuja duzy
potencjat bakteriobdjczy; niewielka hemo- i cytotok-
syczno$é. Stosowane sa w implantach i cementach
stomatologicznych, jak réwniez w opakowaniach
zZywno$ci.

+ siédma: podwdjne czwartorzedowe sole amoniowe z
polimerycznym czwartorzedowym chlorkiem amonu.

WLASCIWOSCI CSA

Charakterystyczne wiadciwosci CSA to: rozpuszczalno$é
ich w wodzie, ktéra zalezy od rodzaju podstawnikéw alkilo-
wych i zmniejsza sie wraz z wydtuzaniem laficucha alkilo-
wego. Surfaktanty zawierajace dtugie podstawniki alkilowe
charakteryzuja sie wiekszg sorpcjg na powierzchniach
organicznych [59].

Niewielkie stezenia CSA oddziatujg na okreslone domeny
biatek btonowych, natomiast ich duze stezenia powodujg
denaturacje biatka lub moga zaburzaé pierwotne utoze-
nie biatek w blonie, przez oddzielanie czasteczki biatka
i wlaczenie do miceli detergentéw. Ponadto CSA sg zdolne
do zmiany symetrii utozenia lipidéw i ptynno$ci dwuwar-
stwy fosfolipidowej, a takze mogg powodowa¢ zaburzania
oddziatywari elektrostatycznych i hydrofobowych mie-
dzy biatkami blonowymi i lipidami. CSA mogg réwniez
w sposdb bezposredni lub posredni prowadzi¢ do spadku
aktywnos$ci enzyméw uczestniczacych w transporcie przez
warstwy lipidowe blony (H+ATP-azy) [43, 44].

Zwiazki powierzchniowo czynne wykazujg aktywno$é
przez solubilizacje (interakcje miceli w rozpuszczalniku
i powstanie klarownego roztworu), zwijanie (obnizanie
napiecia miedzyfazowego roztwér/tkanina lub roztwér
/olej) lub emulgacje (obnizanie napiecia miedzyfazowego
w roztworach olejowych). Surfaktanty usuwaja zabrudze-
nia przez obnizanie napiecia powierzchniowego substan-
cji, w ktdrej sie rozpuszczaja. Umozliwia to wychwytywanie
fazy olejowej przez zwigzek powierzchniowo czynny. Nizsze
napiecie powierzchniowe umozliwia utrzymanie oleistych
zabrudzen lub thuszczu w wodzie, tworzac emulsje [40].

Klasyﬁkacja CSA ze Wzglqdu na ich wlasciwosci

Najbardziej znanym sposobem klasyfikacji zwigzkéw
powierzchniowo czynnych jest podzial uwzgledniajacy
zdolnoé¢ czasteczki polarnej do dysocjacji w roztworach
wodnych. Ta cecha pozwala podzieli¢ surfaktanty na dwie
grupy (ryc. 2) [6, 64]:

+ niejonowe - nie dysocjujg na jony w roztworach

wodnych, jednak wiele zwiazkéw zawierajacych tlen
moze tworzy¢ czasteczki hydrofilowe. Cecha ta przez
wigzanie wodorowe z wodg umozliwia niejonowym
surfaktantom rozpuszczalno$¢. Znajduja zastosowa-
nie w: przemys$le spozywczym, tekstylnym, papierni-
czym, lekach, pestycydach, tworzywach sztucznych
i barwnikach.

* jonowe:

+ kationowe - grupa polarna dysocjuje w roztworach
wodnych na kationy, charakteryzuja sie dobrymi
wlasciwosciami bakteriobdjczymi, antystatycznymi
i antykorozyjnymi,

+ anionowe - grupa polarna dysocjuje na aniony w roz-
tworach wodnych. Jest to najbardziej zréznicowana
grupa surfaktantéw. Anionowe zwiazki powierzch-
niowo czynne obejmuja detergenty, Srodki pieniace,
emulgatory oraz $rodki dyspergujace i antystatyczne,

« amfoteryczne - grupa hydrofilowa, w zaleznosci od
pH dysocjuje na kationy lub aniony.

Surfaktanty amfoteryczne charakteryzuje mata toksycz-
no$¢ i dobra biodegradowalnos¢. Stosowane sg w przemysle
jako $rodki zmiekczajace tkaniny czy srodki antystatyczne,
a dzieki tagodnemu dziataniu na skére znajduja réwniez
zastosowanie w higienie osobistej - kosmetyki, szampony,
czy zele pod prysznic.

'

e/

\
\/\/\®

AMFOTERYCZNE

A

\N\Q

ANIONOWE
KATIONOWE

Ryc. 2. Podziat zwiazkéw powierzchniowo czynnych ze wzgledu na wasciwosci
grupy polarnej

Surfaktanty mozna réwniez podzieli¢ ze wzgledu na struk-
ture chemiczng czasteczki (ryc. 3): monomery (zawierajace
pojedyncza cze$¢ hydrofilowa i hydrofobowa); gemini (cha-
rakteryzujace sie dwoma czasteczkami polarnymi, potaczo-
nymi tgcznikiem miedzy glowami lub ogonami z dwoma
czasteczkami niepolarnymi); zwigzki trimeryczne i poli-
meryczne (zawierajace wiele czesci hydrofilowych i hydro-
fobowych); zwiazki wielofunkcyjne (majace dwie glowy
potaczone tacznikami z pojedynczym taticuchem alkilo-
wym); formy bolaformowe (majace dwie skrajnie potozone
hydrofilowe glowy polaczone taticuchem hydrofobowym)
[47].

Surfaktanty mozna takze podzieli¢ ze wzgledu na ich zasto-
sowanie. Klasyfikacja obejmuje: $rodki dyspergujace, $rodki
zwilzajace, $rodki pienigce, $rodki antyzbrylajace, emulga-
tory, solubilizatory i inne [41].
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Ryc. 3. Podziat zwiazkéw powierzchniowo czynnych ze wzgledu na strukture
chemiczng czasteczki

Micele surfaktancow i mozliwosci ich wykorzystania

Czwartorzedowe sole amoniowe, jako surfaktanty, moga
asocjowaé pojedyncze czastki w roztworach wodnych,
czego przykladem jest tworzenie miceli lub liposomdw

(ryc. 4).

Micelizacja nastepuje, gdy stezenie surfaktantu osiagnie
prég, zwany krytycznym stezeniem micelizacji (critical
micelle concentration, CMC). Zjawisko to warunkuje wyko-
rzystanie czwartorzedowych soli amoniowych jako surfak-
tantéw [53]. Micele stosuje sie w przemysle kosmetycznym,
detergentach, farbach oraz w przemy$le naftowym do
odzysku petrochemicznego [2].

Liposomy, inaczej pecherzyki Banghama, to sktadajace
sie z podwdjnej warstwy surfaktantu zamkniete, kuli-
ste struktury btonowe, ktére stosuje sie w przemyéle bio-
technologicznym i farmaceutycznym oraz w medycynie.
Zastosowanie liposoméw umozliwia stabilizacje 1 ochrone
umieszczonych w nich substancji. Ponadto liposomy, jako
nosniki lekéw, charakteryzujg sie biokompatybilno$cia
i niewielka toksyczno$cig, dzieki czemu sg szeroko stoso-
wane w przemysle medycznym. Liposomy moga przenosi¢
wode, rozpuszczalne w lipidach leki, mikro- i makromo-
lekuty, gwarantujg ukierunkowane dostarczenie oraz dtu-
gotrwalte uwalnianie leku, zapewniajg ochrone przed
utlenianiem, a takze mogg by¢ aplikowane do organizmu
wieloma drogami. Substancja aktywna moze by¢ uwalniana
zliposomu przez fagocytoze lub wiaczenie do btony komér-
kowej miejsca docelowego [28].

U

=3
T S Do
%4 %S ddquxo

Ryc. 4. Model tworzonych przez CSA: A — miceli; B - liposomu

Kationowe zwigzki powierzchniowo czynne moga byé
wykorzystywane do transfekcji komdrek eukariotycznych
oraz jako no$niki genéw i lekéw [46, 47]. Wazne jest, aby
zwigzki, ktére majg by¢ wykorzystane jako no$niki lekéw,
spelnialy wymagania takie jak: brak toksyczno$ci wobec
komérek organizmu, do ktérego sa wprowadzane, brak
immunogennoéci, nie kumulowanie sie w organizmie pod-
czas dtugotrwatego podawania, biokompatybilno$é oraz
zdolnos¢ do tworzenia lipoplekséw z genami lub lekami
[16].

Dzieki swoistej budowie surfaktantéw, oparte na nich
nos$niki, moga dostarczaé DNA o niemal dowolnej wielko$ci,
dzieki temu maja znaczng przewage nad wektorami wiru-
sowymi. Ponadto, w przeciwieristwie do wektoréw wiruso-
wych, syntetyczne noéniki sg tatwiejsze w przygotowaniu,
nie s3 immunogenne, nie stwarzajg ryzyka mutagenezy
oraz cechuja sie wysokim stopniem biodegradacji. Zdol-
no$¢ do oddziatywania matych skupisk czasteczek czwar-
torzedowych soli amoniowych z DNA sprawia, ze zwigzki te
mogg kompleksowaé DNA w znacznie nizszych stezeniach,
niz tradycyjne zwiazki amfifilowe. Za po$rednictwem
oddziatywar hydrofobowych i przyciagania elektrostatycz-
nego dochodzi do wigzania czasteczki surfaktantu z DNA.
Najwieksza efektywnosé wykazujg zwiazki agregujace w
jak najnizszych stezeniach. Ponadto formy gemini, znacz-
nie lepiej kompleksuja DNA niz monomeryczne. Kompleksy
surfaktant-DNA moga tworzy¢ kilka rodzajéw struktur,
zaleznych od budowy zwiazku czynnego powierzchniowo.
Surfaktanty gemini, ktére w budowie amin majg czwarto-
rzedowe sole amoniowe, tworzg odwrdcone heksagonalne
struktury, w ktérych cylindryczne micele otaczaja DNA lub
formujg kompleksy o strukturze lamelarnej, zamykajac
czgsteczke kwasu nukleinowego wewnatrz dwuwarstwy
utworzonej przez czasteczki zwigzku [52].

Surfaktanty mozna poddaé modyfikacji, a tworzac lipo-
pleksy, bedg wydajniej kondensowaty leki i kwasy nukle-
inowe. Dodanie do powierzchni liposoméw badz miceli
krétkich sekwencji sygnatowych lub przeciwcial, umozli-
wia ukierunkowanie lipopleksu do komérek lub organelli
docelowych [19]. Mozliwe jest takze dodanie faficucha poli-
etyloglikolu (PEG), ktdry chroni kompleks przed przed-
wczesnym rozpadem w organizmie gospodarza oraz
zmniejsza toksycznoéé surfaktantu [11]. Zwiekszenie dtu-
godci taticuchéw weglowodorowych w surfaktantach
gemini, majacych w czesci hydrofilowej polimery lizyny
oraz modyfikacje grupy tacznikowej zwiazkéw, wptywa
na polepszenie transfekeji. Dodanie do gtéwki surfaktantu
zwigzku, ktéry wykazywatby powinowactwo do wybranej
grupy receptoréw znajdujgcych sie na powierzchni komé-
rek docelowych, umozliwitoby stworzenie no$nikéw dzia-
tajgcych w sposéb swoisty. Skuteczno$¢ transfekeji moze
by¢ takze zwiekszona przez dodanie peptyddéw lub lipidéw
pomocniczych do klasycznych zwiazkéw amfifilowych, np.
dodatek L-dioleilofosfatydyloetanolaminy (DOPE) utatwia
zmiane konformacji bton endosomu, a takze jego destabi-
lizacje [52].

W organizmie cztowieka lipopleksy losowo lub w spo-
séb ukierunkowany tacza sie z btonami komdrkowymi
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otaczajgcych je komérek. Nastepnie przez endocytoze wni-
kaja do wnetrza komdérki, tworzac endosom. Lipopleks
obecny w endosomie, podczas transportu wewnatrzko-
mérkowego, zmienia posta¢ z fazy lamelarnej w odwrdécona
heksagonalna. W wyniku niskiego pH dochodzi do peknie-
cia endosomu i uwolnienia jego zawarto$ci do cytoplazmy.
Aby DNA lub biatka nie ulegty strawieniu przez endonukle-
azy, konieczny jest szybki transport tych makroczasteczek
w poblizu jadra komérkowego lub do jego wnetrza przez
sekwencje kierujaca - NLS (nuclear localization signal) [8].

Kationowe surfaktanty moga by¢ wykorzystywane
w terapiach nowotworowych, jako no$niki lekéw prze-
ciwnowotworowych, lekéw kierujacych komérki na
droge apoptozy oraz siRNA [62]. Istotng cecha, utworzo-
nych przez kationowe surfaktanty, liposoméw i miceli
jest ich zdolno$¢ do oddzialywania z ujemnie natado-
wang powierzchnia komdrek. Umozliwia to wykazywanie
przez nie selektywnego dziatania w organizmie cztowieka
lub zwierzecia, np. do ujemnie natadowanych komérek
naczyniaka $§rédbtonka [15].

AKTYWNOSC CSA WOBEC MIKROORGANIZMOW
W ZALEZNOSCI OD STRUKTURY CHEMICZNE) ZWIAZKU

Czwartorzedowe sole amoniowe maja zréznicowang aktyw-
no$é w zaleznosci od dtugoéci taricucha alkilowego, rodzaju
pochodnej zwigzku oraz od liczby grup metylenowych
w ogonie hydrofobowym czasteczki [57]. Badania wskazujg,
ze wraz ze wzrostem dtugoci faficucha alkilowego wzrasta
aktywnos¢ biologiczna CSA wobec mikroorganizmdéw [47].
Wynika to z liofilowo$ci czwartorzedowych soli amonio-
wych. Im dhuzszy jest taticuch alkilowy, tym bardziej lipo-
filny jest zwiazek, a przez to silniej oddzialuje z blonami
komérkowymi mikroorganizméw i umozliwia hamowanie
proceséw oksydoredukcyjnych w komdérce. Ponadto diu-
go$¢ faricucha alkilowego wptywa na zdolno$¢ surfaktan-
téw do oddziatywania z powierzchniami hydrofobowymi,
ze wzgledu na to, iz s3 one wéwczas skierowane ogonami
hydrofobowymi w strone hydrofobowej powierzchni [47].
Wraz ze wzrostem dtugosci taricucha alkilowego wzra-
staja wladciwosci antyadhezyjne CSA wobec bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [34]. Dlugo$¢ taficucha
weglowodorowego wpltywa takze na zdolno$¢ surfaktantéw
do eradykacji biofilmu [26, 63].

Ponadto zwiazki bardziej ztozone, takie jak surfaktanty
gemini lub wielofunkcyjne, moga znacznie silniej dziataé
niz liniowe [48]. W nizszych temperaturach hydrofobowe
ogony czwartorzedowych soli amoniowych, staja sie bar-
dziej sztywne i mniej ruchliwe, przez co blona cytoplazma-
tyczna jest oporna na ich dziatanie [3].

Mechanizm dziatania CSA, jako zwiazkéw powierzch-
niowo czynnych, moze polega¢ na dezorganizacji struktur
powierzchniowych, do ktérych naleza btony komérkowe
bakterii i grzybéw. Surfaktant adsorbuje i penetruje $ciane
komérkowa mikroorganizméw. Nastepnie dochodzi do
reakcji czynnika ze sktadnikami btony cytoplazmatycz-
nej (lipidami lub biatkami), czego skutkiem jest dezinte-
gracja blony, nastepnie wyciek drobnoczasteczkowych

sktadnikéw z wnetrza komérki, degradacja kwaséw nukle-
inowych i bialek, a nastepnie w wyniku dziatania autoli-
tycznych enzyméw - liza komdrki [44].

Aktywnos¢ przeciwgrzybicza CSA jest spowodowana zdol-
noécig tych zwiazkéw do wymywania lipidéw z btony pla-
zmatycznej badZ rozrywaniem wigzan obecnych miedzy
podjednostkami enzyméw oligomerycznych, w wyniku
czego nastepuje inhibicja enzymdéw blonowych i destabi-
lizacja blony komérkowej. Surfaktanty te moga spowo-
dowac takze wyciek jonédw potasu i lize protoplastu [44].
Wobec grzybéw drozdzopodobnych CSA dzialaja cytotok-
sycznie, powodujac depolaryzacje blony mitochondrialnej.
Zwigzki te sg zdolne do hamowania filamentacji grzybéw
drozdzopodobnych Candida albicans, przez zaktGcanie spo-
laryzowanej organizacji szkieletu aktynowego btony mito-
chondrialnej, co prowadzi do dysfunkcji mitochondriéw
[63].

Zwiazki powierzchniowo czynne charakteryzuja sie takze
zdolnoscig do redukcji biofilmu wytwarzanego przez
mikroorganizmy na wyrobach medycznych. Ich dziatanie
polega na zaburzaniu aktywno$ci metabolicznej, odde-
chowej, a takze na niszczeniu sktadnikédw egzopolisacha-
rydu (EPS) wytwarzanego przez drobnoustroje tworzace
biofilm [50]. Ponadto, surfaktanty, jako zwigzki amfifi-
lowe, nie tylko oddziatujg ze strukturami komérkowymi
drobnoustrojéw, ale takze moga odrywacé struktury bio-
filmu od powierzchni i rozprasza¢ komérki bakteryjne
i grzybicze [49].

Kationowe surfaktanty sa zdolne do indukgji stresu oksyda-
cyjnego w komdrkach mikroorganizméw, w wyniku czego
powstaja reaktywne formy tlenu, ktére powoduja oksy-
dacje steroli i kwaséw ttuszczowych w btonie komérko-
wej, co moze zwiekszaé jej przepuszczalno$é [10]. Ponadto,
zwiazki te przez wbudowywanie sie faticuchami alkilowymi
w btony komérkowe, mogg hamowaé aktywno$¢ H+-ATP-
-azy btony komdrkowej odpowiedzialnej za utrzyma-
nie gradientu elektrochemicznego btony i spowodowaé
wyplyw np. jonéw potasu czy DNA [43, 45].

OPORNOSC MIKROORGANIZMOW NA CSA I LEKI

Surfaktanty nalezace do CSA sg obecnie najczesciej sto-
sowanymi dezynfektantami. Ich rozpowszechnienie
w $rodkach dezynfekcyjnych i powierzchniowo czyn-
nych spowodowato wystapienie oporno$ci wéréd drob-
noustrojéw na te zwigzki. Oporno$¢ mikroorganizméw
moze by¢ naturalna lub nabyta. Subinhibitorowe ste-
zenia zwigzkéw biobdjczych indukuja u mikroorgani-
zméw wiele reakeji w odpowiedzi na stres $srodowiskowy.
Nalezy tutaj zwiekszenie stezenia wolnych rodnikéw
w odpowiedzi na stres oksydacyjny, co moze powodowa¢
u bakterii reakcje obronna w postaci ekspresji genéw
odpowiedzialnych za horyzontalny transfer genéw lub
mutageneze [38].

Oporno$¢ na CSA, moze by¢ u mikroorganizméw wywo-
tana przez zmniejszenie przepuszczalnosci btony komér-
kowej na zwigzki. Bakterie mogg w tym celu modyfikowa¢
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kwasy ttuszczowe i fosfolipidy. W wyniku wielu zmian
powierzchnia komérki moze sie sta¢ bardziej hydrofobowa.
Taka modyfikacja moze utrudniaé przenikanie CSA do wne-
trza komérki [38].

CSA zastosowane wobec bakterii oddziatuja na ich $ciane
komdrkowg, powodujac wyciek wewngtrzkomérkowych
substancji, degradacje protein i kwaséw nukleinowych.
W zwiagzku z tym u bakterii moga réwniez nastepowaé
zmiany w genach odpowiedzialnych za synteze peptydogli-
kanu (PG). Grubo$¢ PG i liczba wigzah miedzy komponen-
tami $ciany komérkowej, réwniez wplywa na wrazliwo$é
bakterii na CSA [24].

Czestym mechanizmem nabytym badZ naturalnym,
wykorzystywanym przez mikroorganizmy, jest umiejet-
no$¢ czynnego usuwania réznych zwiazkéw z komérki za
pomoca pomp efflux. Geny kodujace biatka pomp efflux
moga sie znajdowaé na chromosomach, jak réwniez na
ruchomych elementach genetycznych, np. plazmidach.
Moga by¢ swoiste dla jednego substratu, a takze dla wielu
réznych zwigzkdw, co jest czesto zwigzane z wieloleko-
opornoscia. Geny chromosomalne, kodujace biatka pomp
efflux, mogg by¢ aktywowane przez indukcje substratowa
lub mutacje spowodowane stresem $rodowiskowym. Nie-
ktére z biatek podlegaja ekspresji na stalym, konstytutyw-
nym poziomie [61]. Nadmierna ekspozycja na substancje
przeciwbakteryjne lub przeciwgrzybicze moze zmniej-
szy¢ wrazliwo$¢ nie tylko na dang substancje, ale réwniez
na inne zwigzki o podobnej lub odmiennej budowie che-
micznej. Takie zjawisko nosi nazwe opornosci krzyzowej,
a wystepowato u mikroorganizméw uprzednio traktowa-
nych CSA [23, 36]. Uzycie czwartorzedowych soli amonio-
wych spowodowato nadekspresje genéw odpowiedzialnych
za wystepowanie wielolekowych systeméw pomp i zmniej-
szong wrazliwo$¢ na CSA i fluorochinolony. Takie zjawisko
zaobserwowano zaréwno u bakterii Gram-ujemnych, jak
i Gram-dodatnich [12].

Na przetomie 2013 i 2014 r. stworzono i udostepniono
baze danych BacMet, ktéra zawiera informacje o opor-
no$ci mikroorganizméw na substancje aktywne [36].
Sa tam informacje m.in. o genie kodujacym biatko warun-
kujgce oporno$¢, na jakie substancje, u jakich mikroorgani-
zmdéw i jaki mechanizm ja warunkuje. Zawarte w bazie dane
wskazuja, iz nadekspresja pomp efflux jest bardzo waznym
mechanizmem i stanowi istotny czynnik w generowaniu
opornos$ci u mikroorganizméw. Ten mechanizm oporno$ci
jest réwniez szeroko rozpowszechniony dla czwartorzedo-
wych soli amoniowych.

Badania wykazaly, ze u bakterii coraz czesciej stwierdza
sie korelacje miedzy nadekspresja pomp efflux, wirulen-
cja i zdolno$cig do tworzenia biofilmu [5]. Autorzy publi-
kacji wskazujg, ze systemy pomp AcrAB-TolC u Escherichia
coli, MexAB-OprM u Pseudomonas aeruginosa, AdeFGH u Aci-
netobacter baumannii i AcrD u Salmonella enterica sg waz-
nymi czynnikami ulatwiajgcymi tworzenie biofilmu u tych
gatunkdéw [4, 7]. Mutanty, pozbawione genéw warunkujg-
cych wystepowanie systemu AcrAB-TolC miaty obnizona
zdolno$¢ do wywolywania infekcji u kurczakdéw [39].

Obecne doniesienia naukowe wskazuja na mozliwosé
syntezy zwigzkéw hamujagcych czynny wyrzut substan-
cji aktywnych z komdrek drobnoustrojéw. Zwiazki takie
zwane s3 inhibitorami pomp efflux (EPIs). Dotychczas
zsyntetyzowane zwiazki nie sg uzywane w medycynie ze
wzgledu na znaczng toksyczno$¢. Nalezy wspomnieé, ze
wystepujg rowniez naturalne zwigzki bedace inhibitorami
pomp efflux. Rezerpina, bedaca naturalnym alkaloidem,
jest powszechnie uzywana w badaniach modelowych jako
inhibitor pomp NorA u Staphylococcus aureus, jednak nie jest
stosowana w medycynie ze wzgledu na neurotoksyczne
wiadciwosci [22].

Pod wzgledem budowy i funkcji, pompy efflux sg skla-
syfikowane do pieciu rodzin - MFS (Major Facilitator
Superfamily), SMR (Small-Mulridrug Resistance), ABC
(ATP- Binding Cassette), MATE (Multidrug and Toxic Com-
pounds Extrusion) lub RND (Resistance-Nodulation-Cell
Division) [61].

Transportery bakterii Gram-dodatnich przewaznie naleza
do rodziny MFS, ktéra jest liczna i réznorodna. Transport
substratu przez pompy nalezace do rodziny MFS odbywa
sie na zasadzie uniportu, symportu z jednoczesnym
wyplywem jonéw wodorowych (H+) lub sodowych (Na+),
antyportu z jednoczesnym naptywem jonéw wodorowych
albo antyportu z jednoczesnym naptywem substancji roz-
puszczonej. Energie niezbedna do aktywnego usuwania
zwigzkdéw czerpia z gradientu protonéw po obu stronach
blony [32].

Powszechnym problemem epidemiologicznym sg infek-
cje wywotane przez Staphylococcus aureus. U bakterii
zidentyfikowano m.in. pompe NorA nalezaca do rodziny
transporteréw MFS. Jej geny sa kodowane na chromosomie
i ekspresjonowane na statym poziomie. Wykazuje szero-
kie spektrum substratowe, a jej nadekspresja zmniejsza
wrazliwo$¢ na fluorochinolony (ciprofloksacyne, norflok-
sacyne), biocydy (naleza tutaj m.in. czwartorzedowe sole
amoniowe) i barwniki (bromek etydyny) [22, 66].

Do transporteréw generujacych oporno$¢ na leki i $rodki
dezynfekcyjne u S. aureus zalicza si¢ réwniez transportery
nalezace do rodziny SMR - transportery Smr. Struktura
pompy nie zostata doktadnie poznana. Ze wzgledu na mate
rozmiary najprawdopodobniej funkcjonuja jako kompleksy
oligomeryczne. Zrédtem energii do aktywnego usuwania
substratéw jest sita protonomotoryczna [32]. Nalezg do
transporteréw wielolekowych, niemniej jednak generuja
zmniejszong wrazliwo$¢ na zwigzki chemiczne, w mniej-
szym stopniu niz transportery nalezace do rodziny MFS.
Do substratéw pomp SMR nalezy m.in. chlorek benzalko-
niowy [18].

Transportery nalezace do rodziny RND sa najbardziej roz-
powszechnionymi wérdd bakterii Gram-ujemnych. Trans-
port substratu jest oparty na antyporcie substrat-proton.
Naleza do transporteréw wielolekowych i wraz z biatkami
wystepujacymi w peryplazmie i blonie zewnetrznej, two-
rzg tréjsktadnikowy kompleks [32]. Najczesciej wystepu-
jacym transporterem RND u bakterii Gram-ujemnych jest

561



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2020; tom 74: 556-565

Tabela 1. Rodziny pomp efflux u bakterii Gram-ujemnych i ich zakres substratowy [13]

Rodzina transporteréw Biatka transportowe

Substrat

MFS

NorA, NorB, NorC, NorM, MdfA, PmrA ,Bmr, Bmr3, Blt, LfrA, Emfa, SmfY,
Lde, QacA, QacB, SdrM, QepA, QepA2

(zwartorzedowe sole amoniowe,
fluorochinolony, aminoglikozydy,
chloramfenikol, erytromycyna,
linkozamidy, nowobiocyna, rifampicyna,
tetracykliny

MATE MepA, CdeA, PmpM

(zwartorzedowe sole amoniowe,
fluorochinolony, aminoglikozydy

SMR

Qac(/D, QacG, QacH, QacJ, QacEA1, SugE, SepA

(zwartorzedowe sole amoniowe,
fluorochinolony, aminoglikozydy,
chloramfenikol, erytromycyna,
tetracykliny

system AcrAB-TolC. Wystepuje m.in. u E. coli i Salmonella.
Badania wykazaly, ze traktowanie E. coli subinhibitorowym
stezeniem chlorku benzalkoniowego, spowodowato induk-
¢je nadekspres;ji biatek systemu AcrAB-TolC i zmniejszong
oporno$¢ na zwigzek [7, 39]. Substratem tych systemdw
transportowych jest réwniez szeroko rozpowszechniony
w antyseptyce - triklosan. Ekspozycja Salmonella Typhi-
murium na zwigzki nalezgce do CSA powodowata nade-
kspresje pomp AcrAB, a takze zmniejszong wrazliwo$¢ na
chloramfenikol, tetracykling, ampicyline, akryflawine [33].
Jednak w niektérych badaniach nie wykazano tej korela-
cji [33]. Ponadto stwierdzono, ze u izolatéw klinicznych
E. coli wystepowata zmniejszona wrazliwo$¢ na CSA [33],
jak réwniez na antybiotyki (np. ciprofloksacyne). Wyso-
kie warto$ci minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) dla
tych zwigzkéw wynikaly z nadekspresji gendw tolC., marA,
marOR, soxS, rob znajdujacych sie w obrebie integronu
1 i generujacych powstawanie systeméw efflux AcrAB-
-TolC. Badania wskazujg na mozliwo$¢ wystepowania opor-
nosci krzyzowej miedzy CSA, a antybiotykami [13, 14].

Oporno$¢ Bacteroides fragilis na wiekszo$¢ stosowanych
w medycynie antybiotykdéw jest powszechnie udokumen-
towana na $wiecie. Badania z 2018 r. wykazaly korelacje
miedzy antybiotykoopornoscia B. fragilis, a nadekspre-
sja biatek pomp nalezacych do rodziny RND. Bakteria
m.in. dzieki mechanizmom efflux uzyskata opornos¢ na
p-laktamy, metronidazole, chinolony oraz tetracykliny
[27].

U bakterii Gram-ujemnych wystepuja réwniez transpor-
tery nalezgce do rodziny MATE. Obecno$¢ tych pomp
udokumentowano réwniez u: roslin, ssakéw, pierwotnia-
kéw, grzybéw i bakterii Gram-dodatnich, gdzie petnig role
eksporteréw dla metabolitéw [35, 58]. Transport zwigz-
kéw odbywa sie z jednoczesnym naptywem jonéw sodu
do komérki mikroorganizmu. Transportery MATE maja
szeroki zakres substratowy. Jednym z najcze$ciej opisy-
wanych transporteréw jest NorM u Vibrio cholerae oraz
u Neisseria gonorrhoeae. Warunkuje on zmniejszong wrazli-
wo$¢ na aminoglikozydy, fluorochinolony, leki przeciwno-
wotworowe czy barwniki [17, 32, 55]. Badania wykazaly, ze
substratem transportera NorM sa réwniez zwigzki nale-
zace do CSA [13]. Obecno$¢ transporterédw nalezacych

do rodziny MATE udokumentowano réwniez u B. fragilis
i powigzano ze zmniejszong wrazliwo$cig na chinolony
[27]. Przyktady biatek transportowych u bakterii Gram-
-ujemnych przedstawiono w tabeli 1.

Transportery nalezace do rodziny ABC wystepuja u: bak-
terii Gram-dodatnich, grzybéw i ssakéw. Petnig rézno-
rodne funkcje, w tym warunkujg eksport metabolitéw
i zwigzkéw toksycznych. Energie do eksportu substancji
z komérki uzyskuja za pomocg hydrolizy ATP. Majg sze-
roki zakres substratowy, ktéry obejmuje tetracykliny,
fluorochinolony, chloramfenikol, rifampicyne, makro-
lidy, linkozamidy, aminoglikozydy [32]. Przedstawicie-
lem tej rodziny pomp jest LmrA opisana po raz pierwszy
u Lactococcus lactis. Jej nadekspresja warunkuje opornosé
mikroorganizméw na chloramfenikol i antybiotyki MLS
(Makrolidy-Linkozamidy-Streptograminy) [32].

ZASTOSOWANIE CSA

Wykorzystanie surfaktantow w medycynie

Czwartorzedowe sole amoniowe dzieki bezbarwnosci,
bezwonnodci, stabilno$ci termicznej i stosunkowo szero-
kim zakresie dzialania sg uzywane jako substancje czynne
w $rodkach drezynfekcyjnych od ponad 20 lat. Zwigzki
nalezgce do grupy CSA sg réwniez biodegradowalne,
zwyjatkiem alkiloamoniowych zwigzkéw gemini, poniewaz
wykazujg silny potencjat adhezyjny [12]. Maja wiasciwosci
bakteriobdjcze, grzybobdjcze, a takze przeciwwirusowe
(wobec wiruséw majacych otoczke lipidows). Stosuje sie
je do dezynfekcji m.in. narzedzi chirurgicznych i sal ope-
racyjnych czy tez nieuszkodzonej skéry i bton §luzowych.
Przyktadami takich zwigzkéw sg: chlorek benzalkoniowy,
bromek benzylodecylodimetyloamoniowy, alkilodimetylo-
benzyloamoniowy, laurylopirydyniowy.

Wrazliwo$¢ mikroorganizméw na czwartorzedowe sole
amoniowe jest zréznicowana i nie zalezy jedynie od ich
stezenia, drobnoustroje bowiem wykazuja odmienng
wrazliwo$é na zwiazki, co jest wynikiem réznej budowy
zaréwno zwigzkéw jak réwniez mikroorganizméw.
W niskich stezeniach CSA (0,5-5 mg/1) dziatajg biostatycz-
nie na wiekszo$¢ bakterii, pratkéw, grzybéw oraz glonéw.
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W stezeniach $rednich (10-50 mg/1) wykazuja whasciwosci
béjcze na bakterie, grzyby, algi czy lipofilowe wirusy. Pro-
blemem mogg by¢ przetrwalniki, pratki i priony, wobec
ktérych nawet wysokie stezenia CSA moga by¢ niesku-
teczne [37]. Czwartorzedowe sole amoniowe zawierajace
anion bromu lub chloru maja zwiekszone wilasciwosci
bakteriobdjcze. Stad najczesciej CSA stosowane w dezyn-
fekcji zawieraja te jony [60].

Zwigzki czwartorzedowych soli amoniowych sa detergen-
tami i dlatego sa uzywane jako $rodki powierzchniowo
czynne. Znajduja si¢ nie tylko w $rodkach pioracych, ale
réwniez w $rodkach zapobiegajacych korozji oraz w $rod-
kach antyelektrostatycznych [60].

Zwiazki nalezace do grupy czwartorzedowych soli amo-
niowych znalazly zastosowanie w medycynie. Stosowane
sg m.in. w anestezjologii, gdzie wykorzystywana jest ich
zdolnos¢ do zwiotczania miesni szkieletowych. Przykta-
dem takiego zwigzku jest sugammadeks [30], czy D-tubo-
kuraryna, toksyferyna [44]. CSA wykazujg wlasciwosci
blokujace receptory muskarynowe, a to umozliwia zasto-
sowanie ich jako lekéw antycholinergicznych. Uzywane
sa w leczeniu m.in. nadpotliwoéci czy §linotoku (bromek
glikopyroniowy) [42].

Sa stosowane zaréwno w leczeniu nieoperacyjnym, jak
i pooperacyjnym oraz w przypadkach poporodowego
funkcjonalnego zatrzymaniu moczu (betanechol) [1].

W ostatnich latach nastapit wzrost zainteresowania prze-
mystu farmaceutycznego, cieczami jonowymi. Stosuje sie
jako rozpuszczalniki w procesie syntezy produktéw leczni-
czych, ze wzgledu na unikatowe wia$ciwo$ci. Nazywane sg
»zielonymi rozpuszczalnikami”, poniewaz ich uzycie jest
przyjazne $rodowisku. Ciecze jonowe moga by¢ ponadto
projektowane, czyli moga mie¢ odpowiednio dobrane jony.
Istnieje réwniez mozliwo$¢ ,,sterowania” ich temperaturg
topnienia, gestoscia, lepko$cia, mozliwo$ciag mieszania
zwodg i rozpuszczalnikami organicznymi [51, 54].

PISMIENNICTWO

Zwigzki nalezace do grupy CSA dziatajg przeciwwirusowo
wobec wiruséw otoczkowych. Badania wykazaty, ze $rodki
dezynfekcyjne zawierajace jako gtéwny sktadnik chlorek
didecylodimetyloamoniowy sg skuteczne wobec wiruséw
(AIV, NDV). Wykazano réwniez, ze stosowanie chlorku
didecylodimetyloamoniowego z innymi dezynfektantami
moze wzmacnia¢ ich dziatanie przeciwdrobnoustrojowe,
a takze zwiekszy¢ zakres dziatania zwiazku [31]. CSA maja
aktywno$¢ biologiczng wobec enterowiruséw, rotawiru-
séw, norowiruséw, wirusa grypy i wirusa zapalenia watroby
typu A [25].

Zastosowanie CSA w ochronie srodowiska, rolnictwie
i przemysle

Stosowane sa jako $rodki chronigce drewno, gdzie odpowia-
dajg za zwalczanie grzybéw wywolujacych plesnie drewna,
takich jak Chaetomium globosum [9].

Czwartorzedowg solg amoniowg, ktdra jest powszech-
nie uzywana jako fungicyd w Polsce jest difenokonazol.
Jest uzywany w celu zapobiegania infekcjom grzybiczym,
wywolanym m.in. przez Lecanicillium fungicola [65].

CSA jako kationowe surfaktanty znalazly zastosowanie
w przemysle jako: emulgatory, dezynfektanty, dysperga-
tory, zagestniki czy zwiazki antystatyczne. Czwartorze-
dowe sole amoniowe sg wykorzystywane do produkcji
kosmetykéw, np. preparatéw do pielegnacji wtoséw. Sa sto-
sowane réwniez jako sorbenty w procesach flotacji w gér-
nictwie oraz w przemysle naftowym, np. do oczyszczania
powierzchni morza z produktéw naftowych, takich jak: ben-
zyna, olej napedowy czy paliwa do silnikéw odrzutowych.
W przemysle widkienniczym CSA sg stosowane do impre-
gnacji tkanin jako $rodki utatwiajace proces farbowania
oraz stabilizatory barwnikéw. Zwigzki te stosuje sie takze
w hydrometalurgii. Dzieki tym wlasciwosciom czwarto-
rzedowe sole amoniowe coraz czesciej sa wykorzystywane
w przemysle chemicznym, gdzie znalazty zastosowanie
jako inhibitory w procesach hydratacji gazéw [21].
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