POST. MIKROBIOL.,
2010, 40, 2, 119-127
http://www.pm.microbiology.pl

MECHANIZMY OPORNOSCI NA ANTYBIOTYKI
WYKRYWANE U BAKTERII
Z. RODZAJU CORYNEBACTERIUM

Alina M. Olender*

Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Wptyneto w grudniu 2009 r.

1. Wstep. 2. Problemy oznaczania opornos$ci na antybiotyki i sposobie interpretacji. 3. Mechanizmy oporno$ci na antybiotyki
i chemioterapeutyki wykrywane u Corynebacterium spp. 3.1. Oporno$¢ na antybiotyki beta-laktamowe. 3.2. Oporno$¢ na makrolidy,
linkozamidy i streptograminy B. 3.3. Oporno$¢ na fluorochinolony. 3.4. Opornos¢ na tetracykliny. 3.5. Oporno$¢ na glikopeptydy.
3.6. Oporno$¢ na chloramfenikol. 3.7. Opornos¢ na aminoglikozydy. 4. Wrazliwo$¢ na antybiotyki gatunkéw z rodzaju Corynebac-
terium najczegsciej izolowanych z zakazen. 5. Podsumowanie

Mechanisms of resistance to antibiotics in the species of the genus Corynebacterium

Abstract: In recent years, opportunistic species of the genus Corynebacterium, such as C. jeikeium, C. urealyticum, C. amycolatum,
C. striatum and others, are becoming increasingly important to humans. The difficulties in the diagnosis of infections caused by these
microorganisms are due to their presence on the skin and mucous membranes, which raises the possibility of contamination of the taken
material, so that the real participation of these species in infections is underestimated. An additional problem in the application of
effective antibiotic therapy is the lack of uniform rules for the assessment of antibiotic resistance. The possibility of determining the
MIC by means of Etests, giving high correlation results with the dilution method and establishing the criteria for the interpretation of
Corynebacterium sp., made it possible to standardize the methods for assessment of antibiotics resistance which are used in the
treatment of infections produced by coryneform. The description of multidrug-resistant isolates of opportunistic strains of the genus
Corynebacterium and genetic studies have highlighted the different mechanisms of resistance and confirmed the presence of respon-
sible genes. Among detected mechanisms, the most significant is MLSB resistance to makrolides and linkozamides, streptogramins B
(genes ermX, ermA, ermB, msrA, mef), quinolones (gene gyrA mutation), tetracyclines (tetA, tefB) and chloramphenicol (cmx).
Moreover, the reports of glycopeptides resistance (van A) detection are extremely worrying. Based on the analysis of the sensitivity of
resistant strains to antibiotics, it can be concluded that the most effective in the treatment of infections caused by Corynebacterium sp.
are: vancomycin, teicoplanin, linezolid, daptomycin, quinupristin/dalfopristin, since they show the highest performance.

1. Introduction. 2. Problems in the determination of resistance to antibiotics and the way of their interpretation. 3. Mechanisms of
resistance to antibiotics found in Corynebacterium. 3.1. Resistance to beta-lactam antibiotics. 3.2. Resistance to macrolides,
linkozamides, streptogramins B. 3.3. Resistance to quinolones. 3.4. Resistance to tetracyclines. 3.5. Resistance to glicopeptides.
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Corynebacterium most frequently isolated from infections. 5. Summary
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1. Wstep

Rodzaj Corynebacterium obejmuje gatunki o zréz-
nicowanym znaczeniu chorobotworczym. Od typowo
patogennego dla ludzi C. diphtheriae [61], ktorego
lizogenne szczepy wytwarzajace toksyng sa czynni-
kiem etiologicznym btonicy, czy patogennych dla
zwierzat C. pseudotuberculosis [4, 13], C. kutscheri
[2], C. auriscanis [9] oraz powodujacych zakazenia
oportunistyczne u ludzi i wchodzacych w sktad flory
fizjologicznej C. jeikeium [37,42], C. urealyticum [20,
21], C. amycolatum [1, 11, 20], C. striatum [7, 20,
32, 35, 40], C. pseudodiphtheriticum [8, 16], do nie
wywotujacych zakazen takich jak C. pseudogenita-
lium [20] — rowniez sktadnika mikroflory.

Do rodzaju Corynebacterium naleza rowniez ga-
tunki niezwiazane z cztowiekiem np.: wytwarzajacy
kwas L-glutaminowy i lizyne¢ C. glutamicum, wyko-
rzystywany w procesach biotechnologicznych na skalg
przemyslowa i badaniach genetycznych [27, 46, 55,
59, 63, 66, 68].

W ostatnich latach pojawity si¢ liczne publikacje,
ktorych autorzy opisuja przypadki zakazen wywota-
nych przez oportunistyczne Corynebacterium spp.
Przeprowadzone badania genetyczne izolowanych
szczepow doprowadzily do wykrycia nowych gatun-
kow takich jak: C. singulare [39], C. auriscanis [9],
C. resistens [34], C. imitans [18], C. sputi [67] oraz re-
klasyfikacje identyfikowanych wczesniej np.: C. cysti-
tidis, C. pilosum [49].
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Stwierdzana coraz wieksza liczba zakazen i1 duze
zroznicowanie gatunkow w obrebie Corynebacterium
spp. oraz pokrewnych rodzajow np.: Turicella, Arthro-
bacter, Brevibacteriumi o podobnych cechach morfo-
logicznych, spowodowato pilng potrzebe prowadzenia
szczegotowych badan w zakresie ich identyfikacji
i taksonomii. W zwiazku z tym, tradycyjnie uzywana
nazwa, takze w jezyku polskim ,,dyfteroidy”, ktora
sugeruje bezposredni zwiazek z C. diphtheriae, coraz
czgsciej jest zastgpowana przez systematykow bardziej
uniwersalna nazwg ,,coryneform” [1, 5, 19, 20, 22, 29,
34], co wydaje si¢ w pelni uzasadnione.

Gatunki oportunistyczne zaliczane do rodzaju Cory-
nebacterium naleza do drobnoustrojow, ktore w ostat-
nich latach nabieraja coraz wigkszego znaczenia w za-
kazeniach u ludzi [1, 7, 11, 17, 18, 34, 35]. Wiele
szczepoéw izolowanych z materiatow klinicznych,
nalezy do grup taksonomicznych, ktoérych cechy pato-
genne nie zostato jeszcze doktadnie scharakteryzo-
wane a ocena ich roli jako drobnoustrojéw chorobo-
tworczych jest trudna. Dodatkowym utrudnieniem jest
panujaca niekiedy opinia o traktowaniu oportunis-
tycznych coryneform jako zanieczyszczen hodowli, co
jest zwiazane z ich bardzo czgstym wystgpowaniem
na skorze i btonach $luzowych.

Obserwowany wzrost przypadkow zakazen wywo-
fanych przez oportunistyczne Corynebacterium spp.
wynika zapewne z wyzszego poziomu diagnostyki
mikrobiologicznej — opracowania komercyjnych zesta-
wow do ich identyfikacji oraz stosowania metod bio-
logii molekularnej do identyfikacji trudnych i badania
nowo poznawanych gatunkow.

Do grupy chorych szczegbélnego ryzyka, u ktérych
coryneform moga powodowac¢ zakazenia, naleza przede
wszystkim osoby z obnizona odpornoscia z powodu
toczacego si¢ procesu nowotworowego, zaburzeniami
czynnosci szpiku kostnego, po zabiegach chirurgicz-
nych, urologicznych, inwazyjnych badaniach diagno-
stycznych oraz chorzy na AIDS. Dodatkowym ryzy-
kiem jest dtugotrwata hospitalizacja, antybiotykotera-
pia, radioterapia, leczenie cytostatykami i sterydami.
Niepokojacym faktem jest obserwowany wzrost tego
typu zakazen u pacjentdéw, tzw. ,,immunokompetent-
nych”, u ktoérych nie stwierdzano wczesniej objawow
obnizenia odpornosci [8, 16].

Utrudnieniem w diagnostyce mikrobiologicznej za-
kazen wywotanych przez Corynebacterium spp. jest
brak jednolitych zasad wykonywania oznaczen opor-
nos$ci na antybiotyki, co jest podstawa efektywnej an-
tybiotykoterapii. Przedstawiane przez wielu autoréw
wyniki badan charakteryzujace oporno$¢ na anty-
biotyki roznych gatunkéw izolowanych z materiatow
klinicznych oparte byly przede wszystkim na bada-
niach fenotypowych. Byty one prowadzone w r6znych
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osrodkach za pomoca roznych metod i réznych inter-
pretacji. Z tego powodu wyniki te nie zawsze moga
by¢ poréwnywalne, niemniej jednak staly si¢ podsta-
wa do informacji o wystepowaniu wsrdéd Corynebac-
terium spp. szczepow wykazujacych wysoka opornosé
na antybiotyki, dla ktorych antybiotykiem z wyboru
skutecznie dziatajacym jest wankomycyna.

Prowadzone od lat 80. XX wieku badania genow
opornosci wystepujacych u Corynebacterium spp.
zwrocity uwage na mozliwe mechanizmy ich przeno-
szenia oraz podobienstwo do gendw wystepujacych
u innych drobnoustrojow np.: pateczek E. coli [12, 45,
46], Staphylococcus spp. [41], Enterococcus spp. [38].
Sa to nieliczne doniesienia, ktére nie podaja obszer-
nych informacji na temat genéw opornosci wystepuja-
cych u Corynebacterium spp.

2. Problemy oznaczania opornosci na
antybiotyKki i sposobie interpretacji

Gatunki z rodzaju Corynebacterium wykazuja roz-
ne zapotrzebowanie na sktadniki niezbgdne do wzrostu
(lipidy). Powszechnie stosowanym podtozem jest Co-
lumbia Agar z 5% krwia owcza oraz agar tryptozowo-
sojowym z dodatkiem 5% krwi owczej i jej lizatu [34],
lub lizatu 3,0; 4,5; 5,0% krwi konskiej [18, 34, 35, 42].
Gatunki lipofilne np.: C. jeikeium czy C. urealyticum,
wykazuja szybszy wzrost na podtozu z dodatkiem
Tween 80, ktory uzywany jest w réznych stgzeniach
od 0,2 do 1,0% [21], lub zamiennie z 6,6% surowica
kroélicza [58]. Prowadzone sa rowniez hodowle Cory-
nebacterium spp. w ptynnych podtozach — bulionie
moézgowo-sercowy z 0,2% Tween 80 i ekstraktem
drozdzowym (0,4%) [42]. Ze wzgledu na stymulacje
wzrostu coryneform przez Tween 80, krytykowane jest
jego dodawanie do podtozy shuzacych do oznaczania
lekoopornosci [29]. Natomiast znacznie utatwia izo-
lacje coryneform dodanie do podtoza fosfomycyny,
ktora hamuje wzrost innych bakterii [21].

W zwiazku z brakiem zalecen do wykonania badan
1 interpretacji oporno$ci na antybiotyki dla Corynebac-
terium spp. uzywane byly r6zne metody a sposoby ich
interpretacji stosowano takie jak dla innych grup bak-
terii Gram-dodatnich: Staphylococcus spp. [26], Ente-
rococcus spp., Streptococcus spp. [21], paciorkowcow
zieleniejacych [7]. Dla penicyliny i ampicyliny sto-
sowano interpretacje, jak dla Listeria monocytogenes,
a dla wankomycyny taka jak dla grupy innych Gram-
dodatnich, ale nie enterokokéw [32]. Do wykrywanie
aktywnosci beta-laktamaz wykorzystywano metode
acydometryczna [35] opisywana przez Tu i wsp.
[57]. Przy oznaczaniu opornosci na antybiotyki beta-
laktamowe coryneform — Brevibacterium casei, Der-
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mabacter hominis 1 Turacella otidis zastosowano kry-
teria takie jak dla Enterobacteriaceae [56].

Metoda dyfuzyjno-krazkowa jestczgsto
stosowana do oznaczania wrazliwos$ci na antybiotyki
wielu rodzajow bakterii. W przypadku coryneform jest
czgsto wykorzystywana do badania opornosci réznych
gatunkow, ale brak zasad interpretacji dla Corynebac-
terium spp. podwaza jej wiarygodnos¢. Kryteria inter-
pretacji stref zahamowania wzrostu przyjmowane sa
takie jak dla roznych Gram-dodatnich bakterii.

Do oznaczania lekooporno$ci najczgsciej uzywany
jest Mueller-Hinton Agar lub Columbia Agar z dodat-
kiem 5% krwi owczej 1 inokulum w 0,85% NaCl
o gestosci 0,5 lub 1,0 wg skali Mc Farlanda. Inku-
bacja przeprowadzana jest w temperaturze 35°C przez
18-24 godz., w atmosferze CO, lub bez niego [21, 32].

Metoda mikrorozcienczen w bulionie
lub Mueller-Hinton Agar, z dodatkiem 3,0; 4,5 lub 5%
lizatu krwi konskiej [22, 34, 35] i zawiesiny bakterii
o gestosci 0,5 w skali McFarlanda [18, 32] jest najczes-
ciej wykorzystywana w pracach, w ktorych oznacza-
no warto$ci MIC (Minimal Inhibitory Concentration)
Corynebacterium spp. Inkubacja przeprowadzana jest
w warunkach tlenowych w temperaturze 35°C przez
20-24, Iub 48 godzin [18, 34, 35, 42].

W badaniach lekooporno$ci coryneform wykorzys-
tywano rowniez metodg mikrorozcienczen stosowana
dla Staphylococcus — ATB Staph5 (bioMérieux) [65].

Metoda zuzyciem Etest (AB BIODISK)
jest bardzo doktadng i wygodna w oznaczaniu wraz-
liwosci na antybiotyki u Corynebacterium spp., tym
bardziej, ze istnieja ustalone kryteria interpretacji war-
tosci MIC dla tej grupy bakterii [62]. Do wykona-
nia oznaczenia powinien by¢ zastosowany Mueller-
Hinton Agar z dodatkiem 5% krwi owczej, inokulum 1
wg skali McFarlanda w bulionie i prowadzona inku-
bacja w 35°C w atmosferze tlenowej lub z 5% CO,
(jesli jest to wymagane do lepszego wzrostu badanego
szczepu, ale nie w przypadku erytromycyny i klinda-
mycyny) przez 24—48 godz. lub dtuzej — jezeli szczep
jest wolnorosnacy. Odczytana wartosci MIC na pasku
Etest powinna odpowiada¢ catkowitemu zahamo-
waniu wzrostu, obejmujacemu rowniez mikrokolonie
i wzrost mglawicowy. Dla antybiotykéw bakteriosta-
tycznych przy widocznym wzro$cie mglawicowym
nalezy odczyta¢ MIC w punkcie 80% jego zahamowa-
nia. Jako szczep kontrolny powinien by¢ uzyty Strepto-
coccus pneumoniae ATCC 49619.

W wielu pracach autorzy wykonali oznaczenie
wrazliwos$ci na antybiotyki Corynebacterium spp. za
pomoca metody z uzyciem Etest [15, 17, 48, 65], co
dawalo bardzo dobra poréwnywalnos¢ wynikow i wy-
soka ich korelacje z uzyskanymi metoda mikroroz-
cienczen w bulionie.
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3. Mechanizmy opornosci na antybiotyki
i chemioterapeutyki wykrywane
u Corynebacterium spp.

Problemem w leczeniu zakazen wywotanych przez
gatunki z rodzaju Corynebacterium jest izolacja szcze-
pdéw o wysokiej opornosci na antybiotyki. Informacje
te oparte sa przede wszystkim na badaniach fenotypo-
wych, w ktorych doktadnie scharakteryzowano izolaty
pochodzace z r6znych materialéw klinicznych [1, 17,
19-22, 32, 35, 40].

Od lat 70. do wczesnych lat 80. XX wieku pro-
wadzone byly badania nad pozachromosomalnymi ele-
mentami genetycznymi zar6wno u patogennych, jak
1 niepatogenych szczepdw Corynebacterium spp. [23,
28, 64]. Od tego czasu zostata wykryta duza liczba plaz-
midow, z posrod ktorych duze plazmidy pochodzity
gléwnie z gatunkdw potencjalnie chorobotwoérczych
dla cztowieka, male natomiast z Corynebacterium spp.
wystepujacych w glebie. Geny opornosci na antybio-
tyki najczeSciej zlokalizowane sa na duzych plaz-
midach np.: oporno$¢ na tetracykling, chloramfenikol,
erytromycyng, streptomycyng na plazmidzie pTP10
u C. xerosis [12, 25].

Opisywane wielolekooporne szczepy C. jeikeium
[42, 66] C. amycolatum [66], C. striatum [7, 32, 35,
40] 1 C. resistens [34] potwierdzaja wystgpowanie
u Corynebacterium spp. roznych mechanizmoéw opor-
nosci i gendw o roznej lokalizacji.

3.1. Oporno$¢ na antybiotyki beta-laktamowe

Penicylina jest jednym z zalecanych antybiotykow
w leczeniu blonicy, co wynika z powszechnej wrazli-
wosci toksycznych i nietoksycznych szczepow C. diph-
theriae na ten antybiotyk [61]. Jednak opisywane
byly przypadki jej nieskutecznosci. Wykonane przez
von Hunolstein iwsp.[65] badania wrazliwosci
na penicyling 24 nietoksycznych szczepow C. diphthe-
riae biotyp gravis metoda mikrorozcienczen w bulio-
nie i za pomoca Etest (wyniki obu metod byly zgodne
w 98%), wykazaty MIC dla penicyliny w zakresie
0,064-0,250 mg/l i bardzo niski dla erytromycyny
(MIC<0,016 mg/l). MBC (Minimal Bactericidal Con-
centaration) minimalne st¢zenie bakteriobojcze MBC,,
i MBC,, dla penicyliny byto 2 i 8 mg/l oraz 17 i 24.
71% badanych szczepéw miato stosunek MBC/MIC
>32. Wyniki badan sugerowaty tolerancj¢ (niewraz-
liwos$¢) na penicyling, co potwierdzat brak pozytyw-
nego efektu leczenia przy wartosciach MIC wska-
zujacych na wrazliwo$¢ badanych szczepdéw na ten
antybiotyk. Tolerancj¢ na amoksycyling stwierdzono
réwniez u szczepu C. diphtheriae izolowanego z przy-
padku endocarditis [14].
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Wykryta opornos$ci na oksacyling u szczepu Coryne-
bacterium spp. byla zwiazana z wysoka aktywnoS$cia
obecnych na Tn3598 — transpozonie klasy I — 12 kpz,
pary genow fetA i tetB determinujacych oporno$¢ na
tetracykliny. Aktywnos$¢ tych gendéw, polegajaca na
poteznym czynnym wypompowywaniu, powodowata
usuwanie réwniez innego strukturalnie antybiotyku,
jakim byta oksacylina [53].

Na podstawie analizy wynikow badan fenotypo-
wych i genotypowych roznych gatunkéw rodzaju Cory-
nebacterium wykazujacych oporno$¢ na antybiotyki
beta-laktamowe, mozna sadzi¢, ze wystgpuja u tych
drobnoustrojow oba mechanizmdéw opornosci tj. wy-
twarzanie beta-laktamaz i modyfikacja biatek wiaza-
cych penicyling. Potwierdza to np.: oporno$¢ na peni-
cyling (MIC90 >4 pg/ml) u szczepow C. jeikeium
i C. urealyticum, ampicyling (MIC90 >8 pg/ml) [22],
u C. resistens na penicyling, cefazoling, cefotiam, cef-
metazol, cefepim (MIC >64 pg/ml) i imipenem (MIC
>32 pg/ml) [34], u szczepow C. striatum na peni-
cyling, ampicyling (MIC90 =16 pg/ml), cefazoling,
cefotiam, cefotaksim, imipenem (MIC90 >32 pg/ml)
[35]. U szczepow szpitalnych C. urealyticum oporno$¢
na penicyling i cefotaksim byta szczegodlnie wysoka
(MIC90 >512 pg/ml) [21].

Analiza sekwencji genomu C. glutamicum wyka-
zata obecnos¢ czterech gendow kodujacych biatka PBP
(Penicillin Binding Proteins) HMW (high-molecular-
weight), tj. PBP1a, PBP1b, PBP2a, PBP2b, dwdch
genow kodujacych PBP4, PBP4b (low-molecular-
weight) oraz dwoch kodujacych prawdopodobnie beta-
laktamazy [63].

3.2. Oporno$¢ na makrolidy, linkozamidy
i streptograminy B

Mechanizm opornosci na makrolidy, linkozamidy
istreptograminy B (MLS) najczeSciej wystepuje u gron-
kowcow. Zwiazany jest z obecnoscia gendow z grupy
erm (erythromycin ribosome methylation) kodujacych
enzym metylaze rRNA, ktora powoduje dimetylacje
adeniny obecnej w 23S rRNA [3]. Roberts i wsp.
[41] zakwalifikowali geny erm wystgpujace u Coryne-
bacterium spp. do klasy X. Mimo wysokiego stop-
nia homologii miedzy genami ermX izolowanymi
z r6znych gatunkéw Corynebacterium (C. diphtheriae,
C. jeikeium, C. xerosis) wykazuja one inna lokaliza-
cje. Gen ermX (tj. ermCd) C. diphtheriae znajduje si¢
w obrebie 14,5-kpz plazmidu pNG2 [10], natomiast
gen ermX (tj. ermCX) C. xerosis jest zlokalizowany
w obrebie transpozonu Tnj432, ktérego nos$nikiem jest
50-kpz R plazmid pTP10 [11]. U szczepu C. jeikeium
[37] i C. striatum [40] ermX wystgpuje na chromo-
somie co zostato potwierdzone (gen ermXcj) rowniez
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u innych badanych szczepow C. jeikeium [42]. Mimo
roznic w wynikach badan u szczepdéw C. jeikeium
i C. xerosis, gen ermX jest gtownie taczony z lokaliza-
cja na transpozonie Tn5432. U innych badanych szcze-
pow, u ktorych mechanizm MLS nie jest zwiazany
z lokalizacja genow ermX na transpozonie Tn5432,
stwierdzono, Ze posiadaja one roéwniez wszystkie jego
czgsci sktadowe (tj. Tn5432), co wskazuje na poz-
niejsza jego reorganizacjg [24]. Jest mozliwe, Ze rucho-
me elementy transpozycyjne IS/249 zawierajace ermX
moga tworzy¢ nowe zlozone transpozony zawierajace
inne geny wielolekooporne. Jest to szczegdlnie niepo-
kojace, poniewaz transpozycja sekwencji insercyjnej
[S7249 jest znana z mozliwos$ci wstawienia i przenie-
sienia Tny432 z genomo6w bakterii niespokrewnionych
[42]. Prace, w ktorych opisywano rézna lokalizacje
wykrytych genow ermX dotyczyly gatunkéw Coryne-
bacterium, ktore izolowane byly z réznych rejonow
geograficznych. Szczep C. diphthariae zawierajacy
pNG2 i C. striatum pochodzily od pacjentow z pot-
nocno-zachodniej czg¢éci USA [10, 25, 40], C. xerosis
z pTP10 z Japonii [51], C. jeikeium z Francji [42]
i C. jeikeium i C. amycolatum z Hiszpanii [66].

Rozmieszczenie genow ermX sugeruje, ze leko-
oporne szczepy Corynebacterium spp. nabywaja geny
od drobnoustrojéow kolonizujacych skor¢ lub blony
sluzowe. ErmCd jest zawarty w plazmidzie pNG2 po-
dobnym do plazmidéw izolowanych od Corynebac-
terium spp. wystepujacych na skorze [44]. Replikon
2.6-kpz EcoRI-Clal fragment (oriR) moze posiadaé
duzo mikroorganizméw, w tym E. coli [12, 45, 46].

Plazmid pNG2 wydaje si¢ mato prawdopodobnym
miejscem, z ktorego pochodza geny erm Corynebac-
terium spp. Bardziej prawdopodobnym jest zwiazany
z chromosomem transpozon Tnj5432, ktéry moze by¢
ruchomy [51]. Tn5432 zostal réwniez wykryty u wy-
stepujacych na skorze szczepow Propionibacterium
acnes, P avidum 1 P. granulosum, co sugeruje, ze
wielolekooporne szczepy z rodzaju Corynebacterium
moga by¢ waznym zrédlem w horyzontalnym trans-
ferze genow opornosci do innych drobnoustrojow
patogennych dla cztowieka [43].

Mozliwo$¢ przenoszenia genu ermX ,,do” lub ,,z”
gatunkow wystepujacych u zwierzat potwierdza fakt,
ze zostat on wykryty u szczepu Corynebacterium spp.
izolowanego z mleka pasteryzowanego. Wykazywat on
opornos¢ na erytromycyng i/lub spiromycyne [36].

U szczepow Corynebacterium grupy A posiadaja-
cych mechanizm oporno$ci MLS, zostal wykryty row-
niez gen ermB [30].

Oporno$¢ na makrolidy i streptograminy B u szcze-
pow Corynebacterium spp. jest zwiazana rowniez
z obecnoscia genu msrA [33] i wytwarzaniem uktadu
aktywnego transportu wypompowywania antybiotyku
z komorki (macrolide efflux proteins). Gen msrA byt
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wezesniej wykrywany tylko u Staphylococcus spp. [41].
Koduje on przekaznik ATP potrzebny komorce do
uzyskania energii z hydrolizy ATP do aktywnego
transportu erytromycyny i streptograminy B i umozli-
wia synteze rodziny transporterow ABC, tj wielobiat-
kowych systemow do aktywnego wypompowywania
antybiotyku z komorki [31].

Gen mef powodujacy aktywne usuwanie makroli-
doéw z komorki bakteryjnej zostat wykryty u S. pneu-
moniae 1 S. pyogenes oraz jak wykazal Luna i wsp.
[30] rowniez u Corynebacterium grupy A, C. jeikeium
1 innych szczepdéw Corynebacterium spp.

3.3. Opornosé na fluorochinolony

Oporno$¢ na fluorochinolony (norfloksacyne, cipro-
floksacyne, lewofloksacyng) zostala wykryta u szcze-
pow C. macginleyi przez Eguchi iwsp. [15]1 jest
zwiazana z mutacjami w obrgbie obszaru genu struktu-
ralnego podjednostki A gyrazy, ktory okreslany jest
jako obszar warunkujacy oporno$¢ na chinoliny (QRDR
— quinolone resistance determining region) [15, 31].
Poprzez analize genu gyrA kodujacego podjednostke
A gyrazy ujawniono zmian¢ w rejonie QRDR amino-
kwasu w pozycji 83 (Ser na Arg), co spowodowato
wytworzenie u C. macginleyi oporno$ci na norfloksa-
cyng. Wykryto takze podwojna mutacje prowadzaca
do zmiany aminokwasow w pozycjach 83 i 87 (Asp na
Ala) warunkujaca oporno$¢ na wszystkie fluorochino-
lony. U wszystkich szczepow C. macginleyi o wysokim
poziomie opornosci wystgpowaly podwojne mutacje
w Ser-83 1 Asp-87 [15].

Badania sekwecji genu gyrA przeprowadzono réw-
niez u szczepow C. striatum i C. amycolatum [48].
Wysoka oporno$¢ na chinolony u C. amycolatum byta
wynikiem podwdjnej mutacji i zmiany aminokwasow
w pozycji 87 1 97 lub 87 i 88 (niezwykla lokalizacja
w gyrA). W gyrA C. striatum wystgpowaly mutacje
aminokwasdéw w pozycji 87 1 91, co odpowiadato opor-
nosci (bardzo duze wartosci MIC) na ciproflokasyng
i lewofloksacyng, ale jedynie umiarkowanie zwigkszo-
nej wartosci MIC moxifloksacyny. Badania te wyka-
zaty rézne zawite mechanizmy opornosci na chinoliny
u badanych gatunkéw Corynebacterium spp. [48].

3.4. Oporno$¢ na tetracykliny

Opornos¢ na tetracykliny u C. striatum (97% bada-
nych szczepow) opisywana bylta przez Martinez-
Martinez iwsp. [32] w oparciu o przeprowadzone
badania fenotypowe. Potwierdzito to wykrycie obecnos-
ci genu tefM, ktory determinuje opornos¢ na wszystkie
tetracykliny i jest zwigzany z ochronnym dzialaniem na
rybosom przez biatko o masie okoto 72—72,5 kDa [40].
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U szczepdw C. striatum M82B oporno$¢ na tetra-
cykling jest zwiazana z regionem 50-kpz R-plazmidu
pTP10. Analiza sekwencji nukleotydow ujawnita dwie
ramki odczytu nazwane tefA i tefB. Do analizy funkcji
tetAB genoéw wykorzystano ich ekspresje w C. gluta-
micum 1 stwierdzono, ze sa one odpowiedzialne za
opornos¢ na tetracykling, oksytetracykling oraz na nis-
kim poziomie (mniejsze wartoSci MIC) na inne po-
chodne: chlorotetracykling, minocykling, doksycykling.
Jednoczesnie stwierdzono zwigkszona u tego szczepu
warto$¢ MIC dla oksacyliny, co moze wynika¢ z dzia-
lania gendw tetAB, tj. wytworzenia potgznego mecha-
nizmu czynnego transportu wypompowywania lekow
z komorki [54].

R plazmid pTP10 obecny u C. xerosis zawiera row-
niez determinanty opornosci na tetracykling oraz inne
antybiotyki: chloramfenikol, kanamycyng, erytromy-
cyng [28, 52].

U szczepow C. melassecola, gatunku uzywanego do
produkcji glutaminianu, gen opornosci na tetracykling,
zostal wykryty na plazmidzie pAG1 [12, 50].

3.5. Opornosé na glikopeptydy

Zalecanym przez wielu autordw antybiotykiem
w empirycznym leczeniu zakazen o charakterze in-
wazyjnym wywotanych przez coryneform jest wanko-
mycyna. Wiaze si¢ to z powszechna wrazliwos$cia na
ten antybiotykéw nawet wielolekoopornych gatunkow
takich jak C. jeikeium, C. resistant, C. amycolatum,
C. striatum. Sa jednak doniesienia o izolacji szczepow
Corynebacterium — C. aquaticum 1 C. grupy B1 opor-
nych na wankomycyng [60].

Bernas i wsp. [6] opisali przypadek izolacji
szczepu Corynebacterium spp. opornego na wankomy-
cyng oraz penicyling G, erytromycyng, gentamycyng
i rifampicyng izolowanego od 44-letniego chorego
z endocarditis 4 miesiace po wymianie protezy za-
stawki mitralnej. Zastosowanie imipenemu i ciproflo-
ksacyny spowodowato wyleczenie zakazenia.

U pokrewnych gatunkéw coryneform Oerskowia
turbata 892 1 Arcanobacterium (Corynebacterium)
haemolyticum 872 stwierdzono oporno$¢ na wanko-
mycyng 1 teikoplaning o charakterze konstytuowa-
nym. Wykryto obecno$¢ gendow van A, wystgpujacych
na plazmidach 15 i 20 kpz. U szczepow A. haemo-
Iyticum 872 sekwencja genu van A okazata sig taka
sama jak u opornego na wankomycyng Enterococ-
cus faecium BM4147. W przypadku O. turbata 892
wystegpowata w trzech miejsca zmiana sekwencji.
A. haemoliticum i O. turbata wykazuja naturalna wraz-
liwo$¢ na wankomycyng i teikoplaning, stwierdzona
opornos¢ u badanych szczepdéw wynikata z obecnosci
genu van A [38].
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3.6. Opornos¢ na chloramfenikol

Geny opornosci na chloramfenikol zostaty wykryte
na plazmidach — u szczepu Corynebacterium spp. na
plazmidzie pXZ10145 — 5,3 kpz [68], oraz u C. xerosis
na pTP10 — 45,0 kpz [12].

Yauch iwsp. [55] wykryli u szczepu C. striatum
MS82B (dawniej C. xerosis M82B) gen opornos$ci na
chloramfenikol cmx (chloramphenicol export) jako in-
tegralng czg$¢ transpozonu Tn5564, zawierajacego
kompletna kopi¢ sekwencji inercyjnej IS1513. Gen cmx
koduje specyficzne bialtko (transmembrane chloram-
fenikol efflux protein) hamujace przechodzenie anty-
biotyku do cytoplazmy.

3.7. Opornosé¢ na aminoglikozydy

W 1984 roku Katsumata i wsp. [27] wykryli
u szczepu Corynebacterium spp. geny opornosci na
streptomycyng i spektinomycyng zlokalizowane na
plazmidzie pCG4. Natomiast gen opornosci na kana-
mycyng u C.xerosis M82B stwierdzono na plazmidzie
pTP10 [55].

4. Wrazliwos¢ na antybiotyki gatunkéw
z rodzaju Corynebacterium najczesciej
izolowanych z zakazen

Ze wzgledu na wystepowanie wielolekoopornych
szczepdw roznych gatunkoéw z rodzaju Corynebacte-
rium, bardzo cenne sa wyniki badan charakteryzujace
wrazliwo$¢ na antybiotyki, ktére potencjalnie moga
mie¢ zastosowanie w leczeniu zakazen.

Fernandez-Roblas i wsp. [17] przeprowa-
dzili oceng wrazliwos$ci na antybiotyki za pomoca Etest
duzej liczby szczepow: C. urealyticum, C. amycolatum,
C. jeikeium, C. coyleae, C. striatum, C. aurimucosum
i C. afermentans. Autorzy stwierdzili, ze szczepy
wszystkich badanych gatunkow byly wrazliwe na gliko-
peptydy, linezolid, chinupristyne¢/dalfopristing i dapto-
mycyng, co potwierdzili Funke i wsp. [19, 20].

Przeprowadzone we Wtoszech badania genetyczne
szczepow C. striatum MDR (multidrug-resistant), ujaw-
nily wystgpowanie lekoopornego klonu, ktorego szcze-
py izolowano z przypadkoéw zapalenia ptuc, odcew-
nikowej bakteriemii i zakazen ran. Wykazywaty one
wrazliwos¢ na glikopeptydy, tigecykling, chinupristy-
ne¢/dalfopristing, daptomycyng i linezolid, przy opor-
nosci na inne grupy antybiotykow [7].

Jednym z najbardziej opornych gatunkoéw izolowa-
nych ze §rodowiska szpitalnego jest C. jeikeium. Prze-
prowadzone badania przez Johnson i wsp. [26]
66 szczepow C. jeikeium wykazaty u wszystkich opor-
no$¢ na penicyling, u 94% opornos¢ na erytromycyne,
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74% na tetracykling. 22 szczepy innych badanych ga-
tunkow z rodzaju Corynebacterium mialy zdecydowa-
nie nizszy odsetek opornych. Natomiast wszystkie ob-
jete badaniem szczepy wrazliwe byly na wankomycyng
(MIC =0,5-4,0 mg/1), linezolid (MIC = 0,5-2,0 mg/1)
i daptomycyng (MIC <1 mg/l) z wyjatkiem dwoch
izolatow C. aquaticum, ktorych MIC dla daptomycyny
wynosit 8 mg/l. Daptomycyna byta zastosowana z po-
wodzeniem w leczeniu skojarzonym z rifampicyna
w przypadku endocarditis wywotanym przez C. amy-
colatum [11] 1 C. striatum [47]. Wysoka aktywnos$¢
linezolidu wykazana w badaniach nad 190 szczepami
coryneform przez przez Gomez-Garces i wsp.
[22] wskazuje na bardzo wysoka skuteczno$é tego
antybiotyku, ktéry moze by¢ zastosowany w leczeniu
zakazen wywotanych przez coryneform.

Zréznicowanie opornosci na antybiotyki u gatun-
kow z rodzaju Corynebacterium ma duzy zwiazek
z miejscem wystgpowania badanych szczepow. Jak
stwierdzili Garcia-Bravo 1 wsp. [21] szczepy
C. urealyticum pochodzace od pacjentow hospitalizo-
wanych wykazuja zdecydowanie wyzsza opornosé
(wyzsze warto$ci MIC) na antybiotyki, niz od pacjen-
tow ambulatoryjnych. Przeprowadzono analiz¢ czgs-
tosci i czasu stosowanej antybiotykoterapii u chorych,
co potwierdzito, ze srodowisko szpitalne i czgsciej
stosowana antybiotykoterapia u pacjentow hospita-
lizowanych sprzyja wystgpowaniu szczepow wielo-
lekoopornych, a srodowisko szpitalne, w jakim prze-
bywaja pacjenci jest miejscem wystgpowania szczepow
C. urealyticum wywolujacych u nich zakazenia. Nato-
miast zdecydowanie nizsza oporno$¢ na antybioty-
koéw (nizsze warto$ci MIC) izolatéw pochodzacych od
pacjentow ambulatoryjnych wskazuje, ze szczepy
C.urealyticum pochodza z mikroflory kolonizujacej
skore chorego.

Niepokojacym faktem jest opisanie w 2005 roku
wielolekoopornego nowego gatunku C. resistens. Jest
on lipofilny, o stabych wtasciwosciach fermenta-
cyjnych (fermentuje glukozg), nie redukuje azota-
néw, nie wytwarza ureazy i pyrazinamidazy. Charak-
teryzuje si¢ opornoscia na penicyling i cefalosporyny
(MIC > 64 pg/ml), imipenem (MIC > 32 pg/ml), ami-
noglikozydy (MIC>3 pg/ml 2), makrolidy (MIC
>16 pg/ml), chinoliny (MIC > 32 pg/ml) oraz wrazli-
woscig na teikoplaning (MIC <.0,5 pg/ml) i wanko-
mycyng (MIC =2 pg/ml) [34].

5. Podsumowanie

Coraz czestsze izolowanie z materialow klinicz-
nych wielolekoopornych szczepow z rodzaju Coryne-
bacterium zwraca uwage na pojawiajacy si¢ problem
zwiazany z leczeniem zakazen wywolanych przez ta
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grupe bakterii oportunistycznych, tym bardziej, ze za-
kazenia dotycza czgsto diagnostycznie trudnych przy-
padkow, chorych hospitalizowanych, czgsto z towa-
rzyszaca choroba powodujaca obnizenie odpornosci.
Niedoceniany udziat coryneform w zakazeniach moze
prowadzi¢ do bledow terapeutycznych.

Doktadna diagnostyka mikrobiologiczna zakazen
wywotanych przez gatunki z rodzaju Corynebacte-
rium, identyfikacja izolowanych szczepow do gatun-
ku oraz okreslenie wrazliwo$ci na antybiotyki meto-
dami umozliwiajacymi oznaczenie wartosci MIC daje
mozliwo$¢ oceny wystepujacych i pojawiajacych sig
mechanizméw lekoopornosci oraz umozliwia pode;j-
mowanie decyzji co do wlasciwej antybiotykoterapii.
Zastosowanie metod biologii molekularnej i badanie
genow opornosci, ich lokalizacji oraz drog przenosze-
nia, jest bardzo waznym kierunkiem badan nad moni-
torowaniem mechanizmow opornosci u coryneform
1 daje mozliwo$¢ $ledzenia i okreslenia ich udzialu
w transmisji gendw miedzy innymi gatunkami.

Badania nad wrazliwo$cia na antybiotyki réznych
gatunkéw wielolekoopornych z rodzaju Corynebacte-
rium wskazuja, ze najwyzsza skuteczno$¢ w leczeniu
zakazen wykazuja: glikopeptydy, linezolid, daptomy-
cyna, tigecyklina, chinupristyna/dalfopristina.
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