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Problem lekoopornosci w rodzinie Chlamydiaceae
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Problem of drug resistance in the family Chlamydiaceae

Summary

Infections caused by microorganisms of the Chlamydiaceae family are widespread among people and
animals all over the world. Recently, however, an increased number of reports has been noted that point to the
inefficacy of treatment with antibiotics known until now as a “first choice” solution. Resistance to antibiotics
in Chlamydiaceae is defined as phenotypic resistance, but it may result from heterotypic resistance. As far as
antimicrobial resistance is concerned, genomic islands and efflux pump mechanism may also play a role in its
development. Only few laboratories have the capacity for the culture of progeny strains and the assessment of
their resistance to antibiotics. Therefore, the resistance of field strains to chemotherapeutics usually remains
unrecognized, and the drugs applied may prove inefficacious.
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Antybiotykooporno$¢ w obrebie Chlamydiaceae
jest zagadnieniem coraz czg¢$ciej podejmowanym
w zwigzku z narastajagca w medycynie liczbg doniesiefn
klinicznych na temat braku skutecznosci leczenia tych
zakazen antybiotykami uwazanymi za tak zwane ,,leki
z wyboru”, do ktorych zalicza si¢ tetracykliny (TET),
ich pochodne oraz azytromycyne¢ (ATM). Badania
w tym zakresie prowadzone sg wielokierunkowo,
poniewaz bardzo prosty genom Chlamydiaceae uwa-
zano dotychczas za silnie konserwatywny, podlegajacy
niewielkim zmianom zwigzanym z wymiang infor-
macji genetycznej zachodzacej na drodze poziomej
(14). Duzym utrudnieniem w rozpowszechnieniu
badan dotyczacych lekoopornosci Chlamydiaceae
jest koniecznos$¢ pozyskiwania czystych hodowli tych
drobnoustrojow, z duzg iloscig ciatek elementarnych
(elementary bodies, EB) oraz wysokie wymagania
hodowlane wewnatrzkomadrkowo bytujacych bakterii,
ktore do wzrostu wymagaja okreslonych linii komor-
kowych, np. BGMK (Buffalo Green Monkey Kidney),
HEp-2 (Human Epidermoid Carcinoma 2), Vero czy
McCoy (12, 15).

Z diagnostycznego punktu widzenia waznym tema-
tem — $cisle powigzanym z badaniami nad lekoopor-
noscig — jest zdolnos¢ wywotywania przez Chlamydia
1 Chlamydophila zakazen przetrwatych. U ludzi za-
kazenia o przebiegu ostrym, zwigzane z Chlamydia
trachomatis (C. trachomatis) czy Chlamydophila
pneumoniae (Cp. pneumoniae) nie stanowia zazwyczaj
problemu terapeutycznego, jesli zostang wtasciwie
rozpoznane (1). Brak skuteczno$ci leczenia odnoto-

wuje si¢ najczesciej przy zakazeniach przewleklych
1 przetrwalych, bedacych czesto konsekwencjg nie-
rozpoznanych zakazen ostrych. Klinicznymi formami
takich zakazen u ludzi sg stany zapalne w obrebie
miednicy, nieptodno$¢, zapalenia stawdw oraz prze-
wlekte zapalenie pluc. Wykazano rowniez powigzania
tych zakazen z chorobg Alzheimera oraz chorobami
uktadu sercowo-naczyniowego (1). Sugeruje sig, ze
przerwanie normalnego cyklu rozwojowego chlamydii
1 chlamydofili moze korelowac z p6zniejszym brakiem
skutecznosci leczenia. Rozwoj nie poddajacych si¢
leczeniu zakazen stymulowany jest niekiedy wczes-
niejszg terapia, wynikajaca z koniecznosci leczenia
zakazen mieszanych, efekt terapeutyczny osiagga si¢
jednak wowczas jedynie w odniesieniu do bakterii
wspotistniejacych (14). W badaniach in vitro rozwoj
zakazenia przetrwalego stymuluje dodatek do hodowli
erytromycyny, penicyliny, ampicyliny, D-cykloseryny,
doksycykliny, fluorochinolonéw i azytromycyny,
a takze niektorych cytokin (IFN-gamma) (1). Podobny
efekt, ktory przypuszczalnie rowniez obserwowany
jest in vivo, mogg wywotywac rozpowszechnione
w srodowisku bakteriofagi czy selektywne niedobory
aminokwasow (5).

W przypadku zakazen ludzi brak wrazliwo$ci na
stosowane w leczeniu antybiotyki dotyczy zakazen po-
wodowanych przez C. trachomatis 1 Cp. pneumoniae,
przy czym definiowana jest tzw. antybiotykooporno$¢
fenotypowa (phenotypic resistance) oraz antybio-
tykoopornos¢ genotypowa (genotypic resistance),
zwigzana z wystepowaniem mutacji punktowych (5).
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Antybiotykooporne fenotypowo szczepy C. tracho-
matis opisane przez Jones i wsp. (6) nie reagowaty
na tetracykling, doksycykling, erytromycyne, klinda-
mycyne i sulfametoksazol. Inne, oporne fenotypowo
szczepy C. trachomatis pochodzace z przypadkow
klinicznych wykazywaty z kolei opornos¢ tylko wobec
tetracyklin, zachowujac wrazliwo$¢ na inne badane
chemioterapeutyki, jak: azytromycyna, erytromycyna,
ofloksacyna, pristinamycyna (8). Fenotypowo oporne
izolaty powstawaty najprawdopodobniej wskutek pod-
jecia terapii na etapie zakazen przetrwalych. Mozliwe
jest takze wystgpowanie tzw. opornosci heterotypo-
wej HeR (heterotypic resistance), bedacej odmiang
opornosci genotypowej. W opornosci tego typu tylko
mata cze$¢ populacji danego gatunku drobnoustroju
jest w stanie wykazywac¢ oporno$¢ nawet na wysokie
stezenia wybranych chemioterapeutykow, natomiast
wiekszos$¢ populacji pozostaje wrazliwa na stgzenia
duzo nizsze. Przypuszczenia takie wysnuto, porow-
nujac zakazenia powodowane przez opisywane drob-
noustroje (Chlamydia spp. 1 Chlamydophila spp.) oraz
gronkowce (Staphylococcus spp.), u ktorych opisano
wymieniony fenomen. Istnieje rowniez mozliwos$¢
konwersji (w odniesieniu do antybiotykoopornosci)
populacji heterotropowej w homotropowa (4, 14).

W medycynie weterynaryjnej antybiotykoopornosé¢
wsrod gatunkoéw Chlamydia spp. 1 Chlamydophila
spp. wyst@pujqcych u Zw1erzqt opisano dotychczas
jedynie u $win. Zakazenia §win powodowane sg przez
Chlamydophila abortus, Chlamydophila pecorum,
Chlamydophila psittaci oraz Chlamydia suis, potwier-
dzenie antybiotykoopornosci (fenotypowej) udoku-
mentowano jak dotad tylko w przypadku Chlamydia
suis (C. suis) (3, 10).

W 2001 r. Lenart i wsp. (9) prowadzac badania na
terenowych izolatach rozpoznanych jako C. suis, opisa-
11 2 szczepy —R19 1 R27. W toku badan hodowlanych
w obecnosci antybiotykow oba szczepy wykazywaty
wzrost przy znacznie wyzszym stezeniu tetracykliny
(4 png/ml) niz szczep swinski C. suis S45, uznawany
powszechnie za wrazliwy (0,1 pg/ml). Zaobserwowano
przy tym, iz w obecno$ci wyzszych stgzen tetracykliny
drobnoustrdj ten tworzyt w zakazonych komorkach
mniej form zdolnych do dalszego namnazania si¢
przez podzial ciatek retikularnych (RB) (reticulate
body RB) — inhibicja na poziomie 85-97%. Wzrastat
odsetek postaci atypowych RB, ktére nie podlegaty
podziatowi w ogole. Zdolnosci replikacyjne i ponowne
przeksztalcenie si¢ chlamydii w zakaZne cialka ele-
mentarne (EB) powracaly natomiast juz po uptywie
doby od usunigcia z hodowli antybiotyku. Szczepy
te opisano jako tzw. TET " (tetracycline resistant)
C. suis. Dalsze badania prowadzone na izolatach
C. suis wykazaly obecno$¢ determinant genetycznego
uwarunkowania fenotypowej antybiotykoopornosci.
Sposrod poznanych dotychczas 13 gendéw — tet (A),

(B,) (©), (D), (E), (G), (H), (K), (L), (M), (0), (Q), ()
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warunkujacych oporno$¢ drobnoustrojow na tetracy-
kliny (Tcr), we wszystkich badanych izolatach C. suis
wykazano jedynie strukturalny gen tet (C), bedacy
genem tzw. pompy efluksowej oraz przylegajacy do
niego gen represorowy tet R(C) (3). Pompy efluksowe
s3 nowo poznanym mechanizmem opornos$ci bakterii,
dziatajacym na zasadzie transportowania poza ko-
morke (,,wypompowywanie”) m.in. lekéw. Pompy te
moga by¢ specyficzne wobec jednego substratu, ale
mogg takze transportowaé wiele roznigcych si¢ od
siebie strukturalnie zwigzkéw — co w odniesieniu do
antybiotykdw okresla si¢ jako pompy MDR (multidrug
resistance). Mechanizm wyrzutu opisany u réznych
bakterii uruchamia si¢ w korelacji z wystgpowaniem
u nich okreslonych mutacji w lokalnych genach re-
presorowych lub regulatorowych, w regionach pro-
motorowych genow transportujacych badz na skutek
insercji w obregbie gendw transportujacych (13, 16).
W antybiotykoopornych szczepach C. suis zidentyfi-
kowano jednoczesnie tzw. wyspy genomowe (genomic
islands GEls), opisane jako wyspy tet (C) (3). Sa to
unikalne, odrgbne fragmenty chromosomalnego DNA
o odmiennej zawartosci par GC (guanina-cytozyna),
odmiennym funkcjonowaniu kodondéw oraz obecnosci
genow 1 sekwencji warunkujacych w niektorych przy-
padkach mozliwo$¢ mobilnosci wysp (2). Mozliwos¢
integracji z chromosomami gospodarza sprawia, 1z
wyspy uwaza si¢ aktualnie za jeden z mechanizméw
ewolucyjnych bakterii shuzgcych rozpowszechnianiu
»korzystnych” dla nich genéw —w tym genow antybio-
tykoopornosci. Takie same segmenty DNA odnajduje
si¢ w bardzo odlegltych od siebie w analizie filogene-
tycznej organizmach (7). W przypadku izolatow C. suis
identyfikowalne sekwencje nukleotyddéw byly bardzo
zblizone do sekwencji plazmidowych stwierdzanych
wsrdd bakterii Gram-ujemnych, odpowiadajacych za
antybiotykooporno$¢. Przemawia to za nabywaniem
opornosci przez wewnatrzkomorkowo bytujace chla-
mydie/chlamydofile rowniez na drodze poziome;j (3).

Klinicznie, na podstawie objawow trudno jest za-
tem wnioskowa¢, czy brak efektu terapeutycznego
przy podejrzemu chlamydlozy/chlamydoﬁlozy mogt
si¢ pojawi¢ juz po rozwoju zakazenia przetrwalego,
czy jest to wynik zakazenia powtornego (reinfectio)
(14). Stosowanie antybiotykdw w medycynie wete-
rynaryjnej u zwierzat gospodarskich i towarzysza-
cych moze w sposob nieuswiadomiony ksztaltowac
obraz zakazen powodowanych przez Chlamydia spp.
1 Chlamydophila spp. Ocena antybiotykoopornosci
izolatow z przypadkéw klinicznych wymaga pozy-
skania ich z materialu diagnostycznego i namnozenia
szczepOdw potomnych. Nie jest to praktycznie mozliwe
poza nielicznymi, wyspecjalizowanymi laboratoriami
badawczymi. Badaniom nad oporno$cig nie sprzyjaja
rowniez roznice, jakie Chlamydia/Chlamydophila
wykazuja w warunkach in vitro 1 in vivo w zakresie
charakterystyki atypowych cialek retikularnych RB,
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tworzacych si¢ w zakazeniu przetrwalym. Oprécz roz-
nic morfologicznych w ciatkach tych zachowana jest
synteza biatek i replikacja DNA, natomiast wstrzyma-
ne zostaja podzialy komorkowe. W efekcie, w zakazo-
nych komoérkach powstaja struktury zawierajace matg
liczbe atypowych RB, badane Chlamydiaceae moga
pozostawac wigc zywotne, ale niezdolne do hodowli
komorkowej (14).

Nasuwa si¢ zatem kolejne pytanie: czy hodowle
i izolacje Chlamydia/Chlamydophila mozna okresla¢
mianem ,,ztotego standardu” w rozpoznawaniu tych
zakazen, a przede wszystkim w diagnostyce zakazen
przetrwatych, skoro ich specyfika w przypadku rodziny
Chlamydiaceae uniemozliwia czgsto efektywng ho-
dowle nawet na selektywnych podtozach? Dodatkowo
izolaty pozyskiwane z przypadkéw klinicznych cha-
rakteryzuja si¢ zréznicowanym wskaznikiem wzrostu
na ro6znych liniach komorkowych, przy czym czesto
jest on stabszy w stosunku do szczepow referencyj-
nych — trudno zatem o optymalizacj¢ metod. Na wzrost
Chlamydiaceae w warunkach hodowlanych wplywa
réwniez miejsce, z ktorego zostaly pozyskane probki
do badan (14).

Biorac pod uwage tak liczne ograniczenia, diag-
nostyka zakazen na tle Chlamydiaceae w zakresie
badan podstawowych, jak rowniez w zakresie badan
dotyczqcych ich antybiotykoopornosci w duzej mierze
opiera si¢ aktualnie na technikach biologii molekular-
nej i genetycznej charakterystyce badanych izolatow.
Czulos¢ technik molekularnych przewyzsza technike
hodowlang — szacuje si¢, ze nawet 0 20-30%. Z drugiej
strony, brak przystosowania wiekszos$ci laboratoriow
do badan hodowlanych Chlamydiaceae uniemozli-
wia prowadzenie badan nad antybiotykoopornoscia
tych drobnoustrojow na szeroka skalg, nawet jesli
podejrzewa si¢ obecnos¢ takich izolatéw w stanach
klinicznych (2, 14).

Podsumowujqc jesli w praktyce terenowej lekarze
spotykaja si¢ z problemem antybiotykoopornosci
w odniesieniu do zakazen powodowanych przez
Chlamydia spp. i/lub Chlamydophila spp. u zwierzat
towarzyszacych i1 gospodarskich oraz u ludzi, to pro-
blem ten w odniesieniu do konkretnych przypadkoéw
chorobowych pozostaje na dzien dzisiejszy zupetnie
nierozwiqzany, a stosowane 1 zalecane antybiotyki
wydajg si¢ po prostu ,,nie dziata¢” efektywnie.
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