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Reaktywne formy tlenu (RTF) są nie-
odłączną częścią oddychania komór-

kowego. Głównym miejscem ich powsta-
wania są mitochondria, gdzie podczas 
przenoszenia elektronów i protonów na 
tlen dochodzi często do tzw. przeciekania 
i tlen nie ulega całkowitej czteroelektro-
nowej redukcji. Wśród reaktywnych form 
tlenu można rozróżnić m.in. wolne rod-
niki: anionorodnik ponadtlenkowy (O2

·-) 
oraz rodnik hydroksylowy (·OH), a także 
związki, które wolnymi rodnikami nie są, 
np. nadtlenek wodoru (H2O2). Szczególnie 
niebezpieczny jest rodnik hydroksylowy 

(·OH), który reaguje w miejscu powsta-
nia z pierwszą napotkaną cząsteczką. Inne 
RFT, choć cechują się mniejszą reaktyw-
nością, mogą przemieszczać się od miej-
sca powstania i wchodzić w  reakcję ze 
strukturami komórkowymi, takimi jak 
białka i  lipidy (1) prowadząc do ich pe-
roksydacji. Proces ten jest szczególnie 
niebezpieczny ze względu na jego kaska-
dowy charakter. Końcowymi produkta-
mi tej reakcji są m.in. aldehydy (dialdehyd 
malonowy – MDA, 4-hydroksynonenal – 
HNE), które wchodzą w reakcje z innymi 
strukturami komórkowymi i  wykazują 

również działanie mutagenne oraz tera-
togenne (2, 3, 4).

Wyjątkowo wrażliwa na peroksyda-
cję jest błona komórkowa, w skład której 
wchodzą nienasycone kwasy tłuszczowe. 
Jeśli zostanie zaburzona jej dwuwarstwo-
wa struktura lipidowa, to następuje utra-
ta funkcji ochronnej, na skutek czego za-
nika nieprzepuszczalność dla niektórych 
związków. Mimo szkodliwego działania 
nadmiaru RFT, fizjologiczne ich stężenia 
są niezbędne do prawidłowego funkcjono-
wania żywych organizmów (5), ponieważ 
biorą one udział w walce z drobnoustroja-
mi w stanach zapalnych (6), pełnią funkcję 
cząsteczek sygnałowych (7), a także odgry-
wają istotną rolę w prawidłowym funkcjo-
nowaniu układu rozrodczego (8).

Organizm jest wyposażony w system 
antyoksydantów, którego zadaniem jest 
utrzymanie RFT w bezpiecznych grani-
cach. Należą do niego białkowe antyok-
sydanty będące enzymami antyoksydacyj-
nymi i drobnocząsteczkowe antyoksydan-
ty niebiałkowe.
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Do głównych enzymów antyoksyda-
cyjnych należą dysmutaza ponadtlenko-
wa (SOD), katalaza (CAT; 9) i peroksyda-
za glutationowa (GSH-Px; 10). Dysmuta-
za ponadtlenkowa katalizuje dysmutację 
anionorodnika ponadtlenkowego, której 
produktem jest tlen i nadtlenek wodoru, 
będący substratem dla katalazy i perok-
sydazy glutationowej. Wśród drobnoczą-
steczkowych antyoksydantów możemy 
wyróżnić rozpuszczalne w wodzie (gluta-
tion, kwas askorbinowy, kwas moczowy) 
oraz rozpuszczalne w tłuszczach (witami-
ny A i E, ubichinon; 11, 12).

Stres oksydacyjny pojawia się, gdy zo-
stanie zaburzona równowaga między pro-
cesami utleniania i redukcji z przewagą re-
akcji utleniania (13).

Niekontrolowana synteza RFT od-
grywa znaczącą i często decydującą rolę 
w  patogenezie wielu chorób, m.in.: cu-
krzycy, chorobie Alzheimera, chorobie 
Parkinsona i  wielu innych (14). RFT są 
również odpowiedzialne za objawy sta-
rzenia się (15).

Istnieje jednak wiele czynników, które 
mają istotny wpływ na ochronę antyok-
sydacyjną i moga sprzyjać pojawieniu się 
stresu oksydacyjnego, m.in. wiek lub płeć 
(16). Chociaż czynniki endogenne odgry-
wają kluczową rolę w produkcji RFT, to 
czynniki egzogenne również mają istotne 
znaczenie. Jednym z nich są ksenobiotyki, 
a wśród nich antybiotyki.

Antybiotyki indukujące 
powstawanie stresu oksydacyjnego

Działanie antybiotyków może być wielo-
kierunkowe: indukowanie stresu oksyda-
cyjnego w komórkach bakteryjnych może 
prowadzić do ich śmierci, a także do zwięk-
szonej produkcji RFT w środowisku re-
akcji, co może uszkadzać komórki gospo-
darza. Wraz z  intensyfikacją produkcji 
zwierzęcej niebezpiecznie wzrosło zuży-
cie produktów weterynaryjnych zawiera-
jących leki przeciwbakteryjne. Wpływ an-
tybiotyków na produkcję RFT jest szero-
ko dyskutowany w dostępnej literaturze. 
Część badaczy udowadnia ich wpływ (17, 
18), podczas gdy inni całkowicie podwa-
żają ich udział (19, 20).

Z powodu zagrożenia szerzącej się le-
kooporności (21) istnieje potrzeba lepsze-
go poznania i zrozumienia mechanizmów 
działania antybiotyków w celu zwiększe-
nia ich skuteczności. Badanie wpływu an-
tybiotyków na stres oksydacyjny pozwoli 
lepiej przybliżyć to zagadnienie.

Powstawanie reaktywnych form tle-
nu jest wpisane w  mechanizm działa-
nia niektórych antybiotyków. Mogą one 
też powstawać w wyniku ich metaboli-
zmu (22, 23). Jednym z łatwiejszych i tań-
szych sposobów badania wpływu działania 

antybiotyków na stres oksydacyjny są ba-
dania na bakteriach (24).

Kohanski i wsp. (25), badając bakterio-
bójczy mechanizm działania antybioty-
ków, udowadnia, że podłożem tego dzia-
łania jest indukcja wewnątrzkomórkowej 
produkcji RFT, zarówno u bakterii Gram-
-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, prowa-
dząca do śmierci komórki. Autorzy porów-
nali więc działanie antybiotyków bakte-
riobójczych z antybiotykami o działaniu 
bakteriostatycznym na komórki bakterii 
Gram-ujemnej E. coli. W grupie pierw-
szej znalazły się: norfloksacyna, ampicy-
lina i kanamycyna, natomiast wśród anty-
biotyków o działaniu bakteriostatycznym 
zostały wybrane z różnych klas inhibito-
ry rybosomów (chloramfenikol, spektyno-
mycyna, tetracykliny i erytromycyna) oraz 
inhibitor polimerazy RNA (rifamycyna). 
Wszystkie antybiotyki o działaniu bakte-
riobójczym powodowały uwalnianie rod-
nika hydroksylowego – wysoce reaktyw-
nej formy tlenu, w przeciwieństwie do an-
tybiotyków o działaniu bakteriostatycznym, 
które nie prowadziły do jego uwalniania. 
Ponadto działanie chloramfenikolu, nor-
floksacyny i wankomycyny zostało spraw-
dzone na szczepach S. aureus. Produkcja 
rodnika hydroksylowego następowała po 
zastosowaniu norfloksacyny i wankomy-
cyny, nie stwierdzono go natomiast po za-
stosowaniu chloramfenikolu.

Jedyną możliwą drogą powstania rod-
nika hydroksylowego jest reakcja Fentona 
(26) katalizowana przez jony żelaza (któ-
re prawdopodobnie pochodzą ze środo-
wiska wewnątrzkomórkowego) w wyniku 
uszkodzenia centrów żelazowo-siarkowych 
wchodzących w skład łańcucha oddecho-
wego. Proces uszkadzania białek żelazowo-
-siarkowych przez anionorodnik ponadtle-
nowy prowadzący do uwolnienia jonów 
żelaza został już wcześniej opisany (27). 
Głównym źródłem anionorodnika ponad-
tlenkowego u E. coli jest utlenianie białek 
łańcucha oddechowego podczas przeno-
szenia elektronów i protonów na tlen i utle-
nianie zredukowanej formy dinukleoty-
du nikotynoamidoadeninowego (NADH) 
do NAD+. Badane antybiotyki (norfloksa-
cyna, kanamycyna i ampicylina) poprzez 
silną ekspresję genu NADH dehydrogena-
zy I – znacznie zwiększają (nawet 5-krot-
nie) stosunek NAD+/NADH, podczas gdy 
podanie bakteriostatycznej spektynomy-
cyny nie daje takiego efektu. Gwałtowny 
wzrost zużycia NADH po zastosowaniu 
antybiotyków może świadczyć o znacz-
nym zwiększeniu uwalniania anionorod-
nika przez łańcuch oddechowy.

Podobne badania zostały przeprowa-
dzone na komórkach ssaków (28), ale in-
nymi metodami niż wcześniej wspomniane 
w celu uniknięcia pojawiających się w prze-
szłości zarzutów (19, 20).

Komórki linii komórkowej nabłonka 
gruczołu sutkowego MCF-10A zostały 
poddane działaniu antybiotyków bakte-
riobójczych: cyprofloksacyny, ampicyliny 
i kanamycyny, a także antybiotyku o dzia-
łaniu bakteriostatycznym (tetracykliny). 
Wszystkie antybiotyki bakteriobójcze wraz 
ze wzrostem stężenia i czasu ekspozycji 
prowadziły do zwiększenia wewnątrzko-
mórkowej produkcji RFT w przeciwień-
stwie do antybiotyku bakteriostatyczne-
go. W celu wykluczenia wpływu rodzaju 
linii komórkowej, badania zostały również 
przeprowadzone na innych komórkach. 
Wyniki zawsze były takie same: antybio-
tyki bakteriobójcze indukowały znaczny 
wzrost wewnątrzkomórkowej produkcji 
RFT. W przypadku antybiotyków bakte-
riostatycznych wzrost RFT był nieznacz-
ny. Badano uwalnianie anionorodnika po-
nadtlenkowego przez mitochondria oraz 
nadtlenek wodoru uwalniany zewnątrz-
komórkowo.

Po 6- i 96-godzinnej inkubacji komórek 
z antybiotykami zmierzono parametry per
oksydacji lipidów (poziom MDA), białek 
(karbonylacja białek) oraz DNA (γ-H2AX 
– białka histonowego, ulegające fosfory-
lacji podczas uszkodzenia DNA i 8-hy-
droksy-2’-dezoksyguanozyny (8-OHdG – 
ubocznego produktu utleniania DNA). Za-
obserwowano statystycznie istotny wzrost 
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badanych parametrów. Po inkubacji z tetra-
cykliną nie stwierdzono istotnych zmian.

Autorzy udowodnili również znaczą-
cy wpływ antybiotyków na łańcuch od-
dechowy w mitochondriach. Antybioty-
ki są inhibitorami kompleksu I i III, które 
są głównym źródłem RFT. Zahamowanie 
przepływu elektronów przez łańcuch od-
dechowy ma wpływ na:

–– spadek potencjału wewnętrznej błony 
mitochondrialnej (ΔΨm)

–– spadek produkcji ATP
–– spadek ogólnej aktywności metabo-

licznej.
Na potwierdzenie tej hipotezy autorzy 

przeprowadzili doświadczenie, w którym 
inkubowali komórki pozbawione mito-
chondrialnego DNA z antybiotykami. Wy-
niki były porównywalne z kontrolą.

Autorzy zaobserwowali również istotne 
zmiany morfologiczne w mitochondriach 
po inkubacji z antybiotykami. Były one 
krótkie, obrzękłe, niekompletne, o dużo 
mniejszym pofałdowaniu w porównaniu 
do podłużnych, rurkowatych i bogato roz-
gałęzionych mitochondriów w komórkach 
kontrolnych. Świadczy to o przesunięciu 
równowagi w kierunku podziału (profission 
state), co może prowadzić do utraty poten-
cjału błonowego, spadku aktywności me-
tabolicznej i ogólnie wzrostu stresu oksy-
dacyjnego (29).

Badania in vitro zostały porównane z ba-
daniami in vivo na myszach. Zwierzęta do-
stawały terapeutyczne dawki antybiotyków: 
cyprofloksacynę (12,5 mg/kg m.c./dzień), 
ampicylinę (28,5 mg/kg m.c./dzień), kana-
mycynę (15 mg/kg m.c./dzień) lub tetracy-
klinę (13,5 mg/kg m.c./ dzień) w wodzie do 
picia. Po 16 tyg. znacznie wzrosła perok-
sydacja lipidów, po 2 tyg. zaobserwowano 
spadek poziomu glutationu, a po 16  tyg. 
jego poziom uległ statystycznie istotnemu 
obniżeniu. Tylko cyprofloksacyna spowo-
dowała statystycznie istotny wzrost RFT.

Ponadto u zwierząt, którym podawano 
antybiotyki, zbadano w gruczole sutkowym 
ekspresję genów związanych z ochroną an-
tyoksydacyjną (Sod1, Sod2, Gpx1 i Foxo3a). 
Po 2 tyg. ekspresja genów wzrosła ponad 
2-krotnie, a po 16  tyg. 10-krotnie, nato-
miast nie zaobserwowano tego wzrostu 
po podawaniu tetracykliny.

Fluorochinolony

Do grupy chemioterapeutyków indukują-
cych produkcję RFT należą fluorochino-
lony. Cechują się one szerokim spektrum 
działania. Mają zastosowanie w medycy-
nie ludzi i weterynaryjnej szczególnie w le-
czeniu chorób układu oddechowego i po-
karmowego (30, 31).

Działanie bakteriobójcze antybioty-
ków z  tej grupy polega na hamowaniu 
aktywności topoizomerazy II (gyrazy 

DNA) i topoizomerazy IV biorących udział 
w prawidłowym przebiegu procesów re-
plikacji, transkrypcji i naprawy bakteryj-
nego DNA.

Dwyer i inni (32) badali działanie prze-
ciwbakteryjne norfloksacyny jako przed-
stawiciela fluorochinolonów u E. coli. Me-
chanizm jej działania polega głównie na 
hamowaniu procesu replikacji i nie jest to 
jedyny mechanizm bakteriobójczy. Waż-
ną rolę odgrywa wytwarzanie anionorod-
nika ponadtlenkowego i  rodnika hydro
ksylowego. Jednak mechanizm jego po-
wstawania nie jest do końca jasny. Jedyną 
drogą, w której może on powstać, jest reak-
cja Fentona, która katalizowana jest przez 
wolne jony żelaza (Fe2+). Anionorodnik 
ponadtlenkowy, powstający jako produkt 
uboczny tlenowego metabolizmu, może 
uszkadzać białkowe centra żelazowo-siar-
kowe, prowadząc do uwolnienia jonów Fe 2+ 

(33). Powtarzające się cykle utleniania i re-
dukcji białkowych centrów żelazowo‑siar-
kowych dostarczają duże ilości wolnych jo-
nów Fe2+, które chętnie uczestniczą jako 
substrat w reakcji Fentona do produkcji 
rodnika hydroksylowego. Norfloksacyna 
może działać pośrednio poprzez pobudza-
nie ekspresji odpowiednich genów w wy-
niku aktywacji następujących czynników 
transkrypcyjnych:

–– IscR (iron‑sulfur cluster regulator) re-
gulujący operon iscRUSA genów odpo-
wiedzialnych za syntezę i budowę cen-
trów żelazowo-siarkowych,

–– SoxR, SoxS (regulowanych przez reakcje 
redox) genów, biorących udział w odpo-
wiedzi na stres oksydacyjny (SoxS akty-
wuje m.in. ekspresję SodA – dysmutazy 
ponadtlenkowej, zawierającej jon Mn)

–– fur – regulator genu związany z me-
tabolizmem żelaza, a  także induku-
je SOS DNA w odpowiedzi na stres 
oksydacyjny.
Czynnikami sprzyjającymi powstawaniu 

OH• i zabijaniu komórek są: atp C (a struc-
tural and proton-translocating component 
of ATP synthase) – wchodzi w skład synta-
zy ATP, a także iscS (składnik IscR).

Enrofloksacyna w wyniku deetylacji 
(34, 35) jest metabolizowana przez enzymy 
mikrosomalne cytochromu P450, do głów-
nego metabolitu, cyprofloksacyny. W wy-
niku tego procesu uwalniane są wolne rod-
niki (36), które mogą prowadzić do perok-
sydacji lipidów. Co więcej, fluorochinolony 
mogą hamować aktywność enzymów cy-
tochromu P450 (37).

Wpływ fluorochinolonów na parametry 
stresu oksydacyjnego został zbadany za-
równo u zwierząt laboratoryjnych (38, 39), 
jak i kurcząt (40, 41, 17). We krwi młodych 
kurcząt stwierdzono:

–– znaczny wzrost stężenia malodialdehy-
du (MDA), będący końcowym produk-
tem peroksydacji lipidów

–– spadek aktywności enzymów antyoksy-
dacyjnych (41, 17). Szczegóły oraz wy-
niki badań zawiera tabela 1.
Fluorochinolony mogą również wpły-

wać na aktywność enzymów oksydacyj-
nych (katalazy) poprzez zmianę jej kon-
formacji przestrzennej (42).

Amfenikole

Kolejną grupą antybiotyków, która induku-
je stres oksydacyjny, są amfenikole. Głów-
nym jej przedstawicielem jest chloramfe-
nikol (CAP). Mechanizm jego działania 
polega na hamowaniu syntezy białek bak-
teryjnych w wyniku odwracalnego wiąza-
nia się z podjednostką 50S rybosomu bak-
teryjnego.

Chloramfenikol jest antybiotykiem 
o szerokim spektrum działania, stosowa-
nym w okulistyce i dermatologii. Jest on 
szczególnie ceniony w krajach Trzeciego 
Świata ze względu na skuteczność i cenę. 
Pomimo znanej jego hemotoksyczności 
jest stosowany w  leczeniu zakażeń Ha-
emophilius influenzae opornych na ampi-
cylinę (43), oporną na wankomycynę bak-
teriemię Enterococcus faecium (44, 45). 
Ze względu na liczne działania ubocz-
ne: niedokrwistość aplastyczną, supresję 
szpiku kostnego, neutropenię i małopłyt-
kowość, jego użycie jest zakazane u zwie-
rząt gospodarskich (46).

Kluczową rolę w toksyczności chloram-
fenikolu odgrywa metabolizm. W pierw-
szym etapie jest on metabolizowany przez 
enzymy cytochromu P450 (47, 48), w dru-
gim zaś etapie ulega on biotransformacji 
przez wątrobową transferazę S-glutatio-
nu (GST) do pochodnych aldehydowych, 
które następnie są utleniane przez oksy-
dazę ksantynowa. W rezultacie docho-
dzi do wytwarzania wolnych rodników 
(49, 50). Hamowana jest również aktyw-
ność enzymów odpowiedzialnych za me-
tabolizm leków. Wpływa także na aktyw-
ność enzymów antyoksydacyjnych, esteraz 
i amidaz wątrobowych (51, 52). Obecność 
grupy azotanowej (p-nitro), charakteryzu-
jącej chloramfenikol, powoduje poważne 
uszkodzenie DNA:

–– pęknięcia nici DNA,
–– hamowanie syntezy DNA i mutacje (53),
–– istotne zmiany makrocząsteczek odgry-

wających rolę w mechanizmie detoksy-
kacji i antyoksydacji (18).
Chloramfenikol powoduje zmiany w mi-

tochondriach (54), a w hodowlach komór-
kowych powoduje powstawanie megamito-
chondriów (MG), co w konsekwencji pro-
wadzi do apoptozy komórek po dłuższym 
okresie działania (55).

W rzeczywistości najważniejszym me-
chanizmem toksyczności CAP wydaje się 
wzrost produkcji RFT, ale ze zmniejsze-
niem obrony antyoksydacyjnej (56).
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Antybiotyk Dawkowanie Zwierzę Rodzaj tkanki Badane parametry Działanie Piśmiennictwo

Enrofloksacyna 
Cyprofloksacyna 
Norfloksacyna

10 mg/kg m.c./
dzień przez 3 dni 
w wodzie do picia

3-dniowe kurczęta osocze, 
erytrocyty

– � stężenie dialdehydu 
malonowego (MDA) 
w osoczu

– � aktywność katalazy 
(CAT) w erytrocytach

– � MDA wzrosło u wszystkich grup, jednak bez 
statystycznej istotności

– � spadek aktywności CAT po podaniu enrofloksacyny 
i norfloksacycny

– � wzrost aktywności CAT po podaniu cyprofloksacyny
– � 5 dnia znaczny wzrost aktywności enzymu 

stwierdzono we wszystkich grupach, natomiast 
7 dnia nastąpił spadek

(41)

Enrofloksacyna 100, 200, 
400 mg/kg m.c.
per os
przez 15, 30 dni

1-dniowe kurczęta osocze, 
erytrocyty

– � stężenie MDA
– � aktywność SOD, CAT

– � statystycznie istotny wzrost MDA przy stężeniu 
400 mg/kg, wyższy po 15 niż po 30 dniach

– � statystycznie istotny spadek aktywności SOD wraz ze 
wzrostem dawki, jednak większy po15 niż po 30 dniach

– � spadek aktywności CAT wraz ze wzrostem steżenia, 
jednak bez statystycznej istotności

(17)

Enrofloksacyna
Alfa-tokoferol 

50 mg/l z wodą 
do picia, 
przez 5 dni
(100 mg/kg 
paszy)

1-dniowe kurczęta wątroby, 
mięśnie udowe 
i piersiowe

aktywność enzymów 
antyokydacyjnych (SOD), 
GSHPx i (CAT)

– � wyższą aktywność enzymów antyokydacyjnych 
(SOD), GSHPx i (CAT) stwierdzono w mięśniach 
udowych w porównaniu do mięśni piersiowych

– � istotne różnice w aktywności enzymów (SOD 
i CAT) stwierdzono pomiędzy zwierzętami, którym 
podawano antybiotyk, a tymi, od których pobrano 
narządy po odstawieniu antybiotyku

– � wyższą aktywność SOD stwierdzono w tkankach po 
dodatkowej suplementacji octanem α-tokoferolu

– � nie stwierdzono statystycznie istotnej różnicy 
w aktywności GSHPx pomiędzy grupami

(40) 

Enrofloksacyna
Chlorpiryfos

10 mg/kg m.c. 
przez 3 dni
30 mg/kg m.c. 
w oleju roślinnym
(0.2 LD50)

dorosłe szczury  
I gr.: enrofloksacyna
II gr.: chlorpiryfos
III gr.: 
enrofloksacyna 
+ chlorpiryfos

wątroba wit. A, wit. E I gr.: �nieznaczny spadek poziomu obu parametrów 
przy podawaniu samej enrofloksacyny

III gr.: �znaczny spadek wit. A (o19,8%) po 3 h i wit. E 
o 20,8% po 3 dniach od podania łącznie 
enrofloksacyny z chlorpiryfosem

(39)

Enrofloksacyna
Chlorpiryfos

5 mg/kg 
m.c. sondą 
dożołądkowo 
przez 3 dni
3 mg/kg 
m.c. sondą 
dożołądkowo 
przez 28 dni

dorosłe szczury
I gr.: enrofloksacyna
II gr.: chlorpiryfos
III gr.: 
enrofloksacyna 
+ chlorpiryfos

erytrocyty aktywność SOD, CAT i GPx I gr.: – � nieznaczny wzrost aktywności SOD do 3 dnia, 
7 dnia spadek aktywności o 4,8%

          – � nieznaczny wzrost aktywności CAT o 3–6%
          – � wzrost aktywności GPx o 2–6%
3 gr.: – � statystycznie istotny spadek aktywności SOD po 24 h
          – � spadek aktywności CAT po 24 h, a następnie 

3 i 7 dnia wzrost aktywności
          – � wzrost aktywności GPx

(38)

Chloramfenikol 28 mg/kg masy 
ciała przez 10 dni

szczur osocze,
frakcja 
mikrosomalna

enzymy antyoksydacyjne:
– � SOD
– � GPx
– � CAT
– � GST
antyoksydanty 
drobnocząsteczkowe:
– � wit. C
– � wit. A
– � glutation (GSH)
produkty peroksydacji lipidów:
– � MDA
– � nadtlenki lipidów

– � statystycznie istotny wzrost aktywności SOD o 63%
– � spadek aktywności GPx o 53%
– � spadek aktywności CAT o 44%
– � spadek aktywności GST o 58%
– � znaczny spadek poziomu w surowicy wit. C, A
– � zawartość glutationu spadła o 48%
– � zawartość MDA wzrosła o 69%, a nadtlenków 

lipidowych o 71%

(18)

Chloramfenikol co 6 h per os 
28 mg/kg m.c. 
przez 10 dni

szczur jądra – � enzymy antyoksydacyjne 
(SOD, CAT, GST), 
glutation (GSH)

– � nadtlenek wodoru (H202)
– � produkty peroksydacji 

lipidów (MDA)

– � spadek aktywności SOD
– � wzrost aktywności CAT, ale nieistotny statystycznie
– � aktywność GST nie uległa zmianie
– � poziom GSH wzrósł o 3%
– � wzrost wytwarzania H2O2 o 13%
– � wzrost poziomu MDA o 61% 

(57)

Chloramfenikol poddane 
ekspozycji 
w stężeniu 
5 mg/l przez 
2, 4 i 8 dni

małże Chamelea 
gallina

trzustkowątroba aktywność 
i ekspresja enzymów 
antyoksydacyjnych  
(Cu/Zn SOD, MnSOD, 
CAT) i cytochromu P450 
(CYP1A)

– � aktywność MnSOD wzrosła o 873,9%
– � aktywność CuZnSOD wzrosła o 394,4%
– � aktywność CAT stale rosła wraz z czasem ekspozycji
– � ekspresja MnSOD znacznie spadła po 4 i 8 dniach 

ekspozycji
– � ekspresja CuZnSOD znacznie wzrosła po 4 i 8 dniach
– � ekspresja cytochromu P450 (CYP1A) również 

spadła po 4 i 8 dniach ekspozycji

(58)

Tabela 1. Wpływ antybiotyków na parametry stresu oksydacyjnego
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Działanie chloramfenikolu zostało 
gruntownie przebadane na zwierzętach 
laboratoryjnych (18, 57), na małżach (58), 
a także in vitro na neutrofilach ludzi (59). 
Szczegóły i wyniki badań zamieszczono 
w tabeli 1.

Wyniki badań wskazują, że podczas 
metabolizmu chloramfenikolu powstaje 
przede wszystkim anionorodnik ponad-
tlenkowy, ale także inne RFT, np. nadtle-
nek wodoru.

Spadek ekspresji MnSOD po dłuższej 
ekspozycji na działanie chloramfenikolu 
może wskazywać na zmiany w mitochon-
driach pod wpływem działania chloramfe-
nikolu, a pośrednio przez RTF (54).

Wyniki wskazują, że główną RFT jest 
anionorodnik ponadtlenkowy. Widać rów-
nież, że zwiększenie stężenia chloramfe-
nikolu upośledza, uszkadza i wyczerpu-
je ochronę antyoksydacyjną, co jest zgod-
ne z doniesieniami innych autorów (51).

W medycynie weterynaryjnej zamiast 
zakazanego chloramfenikolu (46) stosu-
je się florfenikol, który cechuje się po-
dobną budową i spektrum działania, jed-
nak nie powoduje tak poważnych skutków 
ubocznych. Jego wpływ na parametry stre-
su oksydacyjnego został zbadany u krewe-
tek białych (60). Szczegóły i wyniki bada-
nia umieszczono w tabeli 1.

Aminoglikozydy

Antybiotyki te działają bakteriobójczo po-
przez trwałe wiązanie się z podjednostką 
30S rybosomu, zaburzając przez to pro-
ces translacji w komórce bakteryjnej, co 
prowadzi do powstania białek, o zmienio-
nej konformacji, które po wbudowywaniu 
w błonę komórkową zmieniają jej poten-
cjał i przepuszczalność.

Kohanski i  inni (61) zbadali mecha-
nizm działania aminoglikozydów na 

przykładzie E.  coli, w  którym udowad-
niają, że interakcja pomiędzy antybioty-
kiem a  rybosomami komórki bakteryj-
nej w  konsekwencji prowadzi do uwal-
niania RFT i  jej śmierci. Podstawową 
konsekwencją tego oddziaływania jest 
wzrost niedopasowanych tRNA, co pro-
wadzi do syntezy wadliwego białka. Część 
z tych białek zostaje wbudowana do bło-
ny komórkowej.

W  wyniku nieprawidłowego pofał-
dowania pobudzają one dwuskładniko-
wy czujnik odpowiedzi na stres CpxA, 
a  ten fosforyluje białko CpxR, regulu-
jące ekspresje białek w  odpowiedzi na 
stres, np. proteazę DegP, w celu ochro-
ny komórki przed zwiększeniem ilości 
uszkodzonych białek w błonach komór-
kowych. CpxA może również aktywować 
dwuskładnikowy czynnik transkrypcyjny 
ArcA. Aktywacja systemu w odpowiedzi 
na stres, w tym ArcA, prowadzi do zmian 

Antybiotyk Dawkowanie Zwierzę Rodzaj tkanki Badane parametry Działanie Piśmiennictwo

Chloramfenikol inkubcja in vitro 
w stężeniu 2, 4, 
8, 16, 32 μg/ml

ludzkie neutrofile produkcja RFT – � wzrost wewnątrzkomórkowej produkcji RFT o 313% 
przy stężeniu 4 μg/ml

– � spadek produkcji RFT przy wyższych stężeniach
– � aktywność SOD wzrosła 3-krotnie w neutrofilach 

inkubowanych w stężeniu 4 ug/ml
– � znaczny spadek aktywności SOD przy stężeniu 

32 μg/ml chloramfenikolu w odniesieniu 
do wartości uzyskanych z 4 ug/ml

– � aktywność CAT wrosła przy stężeniu 4 μg/ml, 
jak i przy 32 μg/ml

– � poziom GSH wzrósł po inkubacji neutrofili 
z chloramfenikolem w stężeniu 4 μg/ml, a spadł 
przy stężeniu 32 μg/ml

(59)

Florfenikol 100 i 200 mg/kg 
m.c. w postaci 
paszy leczniczej 
2 razy dziennie 
przez 6 dni

krewetki białe
(Litopenaeus 
vannamei)

osocze 
trzustkowątroba

– � całkowita aktywność 
antyoksydacyjna – 
T-AOC

– � aktywność SOD,
– � stosunek GSH/GSSG 

stężenie MDA i grup 
karbonylowych (PC) 

– � statystycznie istotny spadek całkowitej 
aktywności antyoksydacyjnej (T-AOC) w osoczu, 
jak i w trzustkowątrobie

– � aktywność SOD rosła wraz z czasem podawania 
antybiotyku (3 i 6 dnia) w stężeniu 100 mg/kg m.c. 
Przy stężeniu 200 mg/kg m.c. znaczny spadek 
aktywności

– � poziom glutationu GSH w osoczu spadł przy 
stężeniu 100 mg/kg m.c., a w trzustkowątrobie 
utrzymywał się na poziomie kontroli, przy stężeniu 
200 mg/kg m.c. nastąpił spadek zarówno 
w osoczu, jak i w trzustkowątrobie

– � statystycznie istotny spadek stosunku GSH/GSSG 
przy obu stężeniach

– � stężenie MDA i PC w trzustkowątrobie podnosiło 
się wraz ze wzrostem stężenia stosowanego 
antybiotyku i czasem ekspozycji

– � wszystkie parametry wróciły do normy w ciągu 
3–6 dni od odstawienia leku

(60)

Kanamycyna inkubacja 
komórek 
w stężeniu 
od 0.6 do 
6.0 mM (EC50) 
antybiotyku przez 
24 h

in vitro na 
melanocytach 
przy użyciu linii 
komórkowej ludzkich 
melanocytów

SOD, CAT, GPx – � aktywność SOD wzrosła przy stężeniu 0,6 mM 
o 35%, przy stężeniu 6,0 mM, o 62% w porównaniu 
do próby kontrolnej

– � aktywność CAT wzrosła o 34% przy stężeniu 
6,0 mM, a przy stężeniu 0,6 mM o 63%

– � nie stwierdzono statystycznie istotnej różnicy 
w aktywności GPx przy stężeniu 0,6 mM 
w porównaniu do kontroli, ale przy stężeniu 
6,0 mM stwierdzono statystycznie istotny spadek 
aktywności enzymu o 30%

(65)

Tabela 1. Wpływ antybiotyków na parametry stresu oksydacyjnego (cd.)
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w metabolizmie i systemie oddechowym, 
które sprzyjają pojawieniu się stresu oksy-
dacyjnego, produkcji rodnika hydroksy-
lowego i w końcu śmierci komórki. Dzia-
łanie aminoglikozydów nie ogranicza się 
jedynie do bakteryjnych rybosomów, ale 
mają one również wpływ na rybosomy 
mitochondrialne (62).

Głównymi działaniami niepożądany-
mi przy stosowaniu antybiotyków jest 
ototoksyczność i nefrotoksyczność, któ-
rych występowanie jest również łączo-
ne ze stresem oksydacyjnym (63, 64). 
Wpływ kanamycyny na aktywność en-
zymów antyoksydacyjnych został zbada-
ny in vitro przy użyciu linii komórkowej 
ludzkich melanocytów (65). Zaobserwo-
wano wzrost aktywości SOD i CAT, na-
tomiast spadek GPx, co może świadczyć 
o  hamowaniu aktywności peroksydazy 
przez kanamycynę.

Gentamycyna również indukuje po-
wstawanie stresu oksydacyjnego, z czym 
mogą być związane jej właściwości neu-
rotoksyczne (63). Randjelovic i wsp. (66) 
podawali gentamycynę szczurom do-
otrzewnowo 100 mg/kg m.c. razem z se-
lenem w celu zahamowania indukcji stre-
su oksydacyjnego. Po podaniu gentamycy-
ny peroksydacja lipidów (poziom MDA), 
a także białek (wzrost poziomu grup kar-
bonylowych) znacznie wzrosła. W  gru-
pie, gdzie podawany był selen, udało sie 
ją zatrzymać.

Podsumowanie

Przytoczone przykłady, a także wyniki ba-
dań zaprezentowane w tabeli 1 jednoznacz-
nie wykazują znaczący wpływ antybiotyko-
terapii na parametry stresu oksydacyjnego. 
Jest to tym bardziej istotne, że antybioty-
ki były badane w większości przypadków 
w dawkach i drogą podania rutynowo sto-
sowaną podczas leczenia. Jednakże trud-
no jest przewidzieć kierunek zmian, biorąc 
pod uwagę różne gatunki zwierząt, daw-
kę i drogę podania leku, a także wiek, płeć 
oraz rodzaj tkanki.

Indukcja stresu oksydacyjnego z  jed-
nej strony stanowi kolejny sposób walki 
z drobnoustrojami, ale trzeba wziąć pod 
uwagę, że może być on szkodliwy dla ca-
łego organizmu.

Zwiększenie dawki i czasu ekspozycji 
antybiotyków znacznie upośledza ochro-
nę antyoksydacyjną i wyczerpuje wszelkie 
działania kompensacyjne organizmu. Dłu-
gotrwałe i częste ich stosowanie może pro-
wadzić do kumulacji (powstałych w wy-
niku stresu oksydacyjnego) nieodwracal-
nych zmian w strukturach komórkowych, 
a  w  konsekwencji do chorób. Co wię-
cej, jak się okazuje, przyczyną ubocz-
nych skutków stosowania antybiotyków 
są właśnie RFT.
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W leczeniu bakteryjnych chorób 
zwierząt wykorzystywane są na-

turalne i półsyntetyczne antybiotyki oraz 
syntetyczne chemioterapeutyki. Jednym 
z elementów współzależności zachodzą-
cych pomiędzy preparatem leczniczym, 
patogennymi bakteriami a organizmem 
zwierzęcym są procesy farmakokinetycz-
ne, które decydują o zawartości substan-
cji czynnej w tkankach i narządach zwie-
rząt oraz mają wpływ na osiągane efekty 
terapeutyczne.

Generalnie, badania farmakokinetycz-
ne opierają się na modelach matematycz-
nych opisujących zależności stężenia leku 

w osoczu (krwi) w czasie, które następnie 
dostarczają informacji na temat absorpcji 
(wchłanianie), dystrybucji, metabolizmu 
oraz wydalania leku i  jego ewentualnych 
metabolitów. Oprócz klasycznej farmakoki-
netyki, gdzie bada się osocze, warto wspo-
mnieć jeszcze o farmakokinetyce tkanko-
wej, która jest bardzo przydatna w odnie-
sieniu do możliwości zbadania zawartości 
leku w miejscu docelowym, gdzie występu-
je stan chorobowy, jak również pod kątem 
występowania ewentualnych pozostałości 
zastosowanych leków w żywności zwierzę-
cego pochodzenia (mięśnie, nerki, wątro-
ba, tłuszcz itp.).

Na rycinie  1 przedstawiono typowy 
profil farmakokinetyczny leku w osoczu 
po podaniu drogą pokarmową. Stęże-
nie leku zmienia się w wyniku wchłonię-
cia z miejsca podania do krążenia ogól-
nego, dystrybucji w płynach i  tkankach 
oraz eliminacji na drodze metabolizmu 
i wydalania. Na podstawie zmian stęże-
nia antybiotyku w osoczu można zaob-
serwować i  wyznaczyć parametry far-
makokinetyczne (PK), m.in.: objętość 
dystrybucji (Vd), klirens (Cl), okres pół-
trwania eliminacji (t1/2), pole powierzch-
ni pod krzywą zależności stężenia od cza-
su (AUC), średni czas przebywania leku 
w  organizmie (MRT), stężenie maksy-
malne (Cmaks), czas wystąpienia stężenia 

maksymalnego (tmaks), biodostępność (F) 
i inne, które odnoszą się nie tylko do kon-
kretnej substancji czynnej leku, ale rów-
nież zależą od postaci handlowej dane-
go preparatu i  sposobu jego podawania 
(1, 2, 3, 4). Obliczone parametry charak-
teryzują losy leku w organizmie w sposób 
ilościowy, a ich znajomość jest potrzebna 
przy rejestracji nowych leków.

Charakterystyka właściwości farma-
kokinetycznych leków bazuje na danych 
otrzymanych z doświadczeń przeprowa-
dzonych na małej grupie zdrowych, po-
dobnych pod względem wieku i masy cia-
ła zwierząt, często pochodzących z jednej 
hodowli. Wyniki badań następnie są eks-
trapolowane na całą populację generalną 
w celu prognozowania ekspozycji na lek 
populacji docelowej w warunkach klinicz-
nych. Zakłada się przy tym, że farmakoki-
netyka leków u zdrowych zwierząt będzie 
podobna jak w przypadku chorych osobni-
ków. Jednakże w trakcie stanu chorobowe-
go może dochodzić do wystąpienia zmian 
w prawidłowym funkcjonowaniu organi-
zmu, wywołując procesy patofizjologiczne, 
które mogą wpłynąć na parametry farma-
kokinetyczne leków. Zmiany te mogą wy-
stępować w różnym stopniu pomiędzy le-
czonymi zwierzętami, jak również różnić 
się stopniem ich nasilenia w trakcie roz-
woju procesu chorobotwórczego.

Wpływ stanu chorobowego 
na farmakokinetykę leków 
przeciwbakteryjnych stosowanych 
w medycynie weterynaryjnej
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The influence of disease status on the 
pharmacokinetics of antimicrobials used 
in veterinary medicine
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Research Institute, Pulawy

This article provides an overview of the various disease 
states such as infection and inflammation, renal 
and hepatic disorders or fever, that can substantially 
alter antimicrobials pharmacokinetics. In veterinary 
medicine, pharmacokinetic data are typically 
generated in groups of healthy animals and it is 
often assumed that these data will reflect the drug’s 
kinetic properties across the intended sick animals. 
However, the existing disease can influence the drug 
concentration in plasma and tissues, changing some 
pharmacokinetic parameters and kinetic of the drug, 
namely its absorption, distribution, metabolism and 
elimination rate. Knowledge about the involvement 
of the disease status in drug’s pharmacokinetic 
properties can be used to improve the effectiveness 
of chemotherapy and, in the case of human food 
safety, to minimize the presence of drug residues in 
tissues intended for human consumption.

Keywords: antimicrobials, pharmacokinetics, disease 
status.
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