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Susceptibility of spirochetes Borrelia burgdorferi sensu lato to antibiotics in vitro

Abstract: Empiric therapy has been applied in the treatment of Lyme disease. This therapy is selected following the sensitivity analysis of
the proposed drug in all species of bacteria which can cause a similar type of infection and on the basis of the clinical efficacy of antibiotic
treatment. Established schemes based on data collected from many centers in the world, including type of antibiotic, dose and duration
of his administration, and the stage and form of Lyme disease have been created. Number of in vitro methods of spirochetes susceptibility
to antibiotics has been also developed. Unfortunately, the lack of standardization often makes it impossible to compare the results of MIC
and MBC. Furthermore, little is known about the interactions of the various antimicrobial substances and spirochetes. There is a need for
testing of clinical strains isolated from patients after treatment, which would explain the problems associated with “refractory” cases of
Lyme disease. The paper presents the research on the antibiotic-spirochete interactions observed in vitro.

1. Introduction. 2. In vitro culture and growth of Borrelia burgdorferi sensu lato. 3. In vitro susceptibility of Borrelia burgdorferi sensu

stricto strains to antimicrobial agents. 4. Summary

Stowa kluczowe: Borrelia burgdorferi, antybiotyki
Key words: Borrelia burgdorferi, antibiotics

1. Wstep

W leczeniu boreliozy z Lyme stosowana jest tzw.
terapia empiryczna, dobrana na podstawie analizy wraz-
liwosci na proponowany lek wszystkich gatunkéw bak-
terii, mogacych wywota¢ podobny typ zakazenia oraz
na podstawie oceny skutecznoéci klinicznej leczenia
proponowanym antybiotykiem. Opierajac si¢ na danych
zebranych z wielu osrodkow na $wiecie ustalono sche-
maty, obejmujgce zaréwno rodzaj antybiotyku, dawki
i czasokres jego podawania, a takze stadium i postac
boreliozy z Lyme. Ocena lekowrazliwosci kretkéw Bor-
relia burgdorferi wyhodowanych z materialu pobranego
od pacjenta i wprowadzenie tzw. terapii celowanej,
zgodnej z profilem wrazliwosci na leki wyhodowanego
szczepu w boreliozie z Lyme, na dzien dzisiejszy nie jest
mozliwa. Trudnosci z oznaczeniem lekowrazliwosci in
vitro kretkow B. burgdorferi wynikajg z kilku przyczyn.
Dotychczas opracowano tylko jedno plynne podtoze
hodowlane, na ktérym te kretki rosng, przy czym wzrost
jest bardzo powolny, gdyz czas podziatu komoérki wynosi
srednio okofo 14-16 godzin. Ponadto, rzadko udaje si¢
izolacja szczepu z materialu pochodzacego od chorego,

nawet po kilku miesiecznej hodowli, w zwigzku z czym
nie ma mozliwosci oceny réznorodnosci jak i lekowraz-
liwosci uzyskiwanych izolatéw [1, 10, 11, 12].

Jednak potrzeba okres$lania lekowrazliwo$ci kretkdw
B. burgdorferi jest niewatpliwa ze wzgledu na obserwo-
wane niepowodzenia w leczeniu, a w zwigzku z tym
czesto zbyt dlugie podawanie antybiotykéw, prowa-
dzace u leczonych chorych do wystapienia niepozada-
nych dzialan stosowanego leku. Szacuje sig, ze okolo
10-20% chorych poddanych 2-4 tygodniowej reko-
mendowanej antybiotykoterapii, nadal zglasza objawy
choroby, takie jak zmeczenie, bdle migéni i stawow
i inne dolegliwo$ci. Objawy takie moga wystepowac
przez wiele miesiecy po leczeniu i okreslane sg jako
zespol po leczeniu boreliozy z Lyme (post-treatment
Lyme disease). Niektorzy badacze sugeruja mozliwos¢
przetrwania kretkéw w organizmie chorego mimo
terapii, ale jak dotychczas nie zostalo to udowodnione.

Podejmowane s3 coraz czesciej proby opracowania
metod oznaczenia wrazliwosci na antybiotyki in vitro,
ich standaryzacji i uzyskania poréwnywalnych wyni-
kow, z wykorzystaniem réznych modyfikacji propono-
wanych technik.

* Autor korespondencyjny: Samodzielna Pracownia Riketsji, Chlamydii i Kretkéw Odzwierzecych Narodowy Instytut Zdrowia Publicz-
nego - Panstwowy Zaktad Higieny, ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa; tel. 22 5421261; e-mail: tchmielewski@pzh.gov.pl
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2. Hodowla i wzrost Borrelia burgdorferi sensu lato
w warunkach in vitro

Kretki B. burgdorferi sensu lato s bakteriami o bar-
dzo duzych wymaganiach wzrostowych, ktore nie rosna
na zadnych powszechnie stosowanych ptynnych i sta-
tych podlozach bakteriologicznych. Mozna je hodo-
wac wylgcznie na bardzo bogatym, ptynnym podtozu
Barbour-Stonner-Kellyego (BSK) i jego modyfikacjach,
z dodatkiem surowicy kréliczej. Na podlozu tym rosna
jednak bardzo wolno, a wynik hodowli uzyskuje si¢ po
okolo 3 miesigcach inkubacji w temperaturze 31-34°C,
w warunkach mikroaerofilnych, w atmosferze 5% dwu-
tlenku wegla. W wyzszej temperaturze nastepuje zaha-
mowanie ich wzrostu. Dla uzyskania pojedynczych
kolonii ptynne podtoze BSK mozna zestali¢ agarem,
co jednak nie skraca czasu hodowli. Z tego powodu
klasyczne metody oznaczenia lekoopornosci, stosowane
dla innych gatunkéw bakterii, w tym przypadku nie
maja zastosowania [1].

Poza podtozem BSK, istnieje mozliwo$¢ hodowli
B. burgdorferi w komérkach linii tkankowych. Wyka-
zano, ze kretki mogg rosna¢ w komorkach wyprowa-
dzonych zaréwno z tkanek kleszczy, jak i ssakow [5,
15, 16]. Obserwowano kretki penetrujace komorki
eukariotyczne tj. adhezje bakterii na ich powierzchni,
nastepnie wnikanie do wnetrza komorki i tworze-
nie wakuoli z cz¢sci blony komoérkowej. Wewnatrz-
komorkowe namnazanie sie kretkdw obserwowano
zarowno w hodowlanych komoérkach kleszczy, jak
i ludzkich. Po kilku dniach komorki pekaty, a uwol-
nione kretki przechodzily do przestrzeni miedzyko-
morkowych i wnikaty do kolejnych zdrowych komoérek
[4, 5]. Podczas hodowli w komoérkach linii wyprowa-
dzonych z tkanek kleszczy, u kretkdw obserwowano
zmiany bialek powierzchniowych oraz spadek liczby
plazmidéw [15].

3. Wrazliwo$¢ na antybiotyki Borrelia burgdorferi
in vitro

Badania wrazliwosci kretkdw B. burgdorferi sensu
lato in vitro byly od poczatku ograniczone z powodu
stosowania niejednolitych procedur badawczych oraz
braku standaryzacji metod. W zwiazku z tym, pocho-
dzace z réznych laboratoriéw wyniki badan wrazliwosci
in vitro tych bakterii, w tym warto$ci minimalnego ste-
zenia hamujacego (MIC) jak i minimalnego st¢zenia
kretkobdjczego (MBC) oraz ich definicje, s3 czesto
rozbiezne, a dane na temat antybiotykowrazliwosci
niespdjne. Powoduje to, ze np. wartos¢ MIC dla peni-
cyliny G waha sie od 0,003 ug/ml do 8 pg/ml, a MBC od
0,05 ug/ml do >50 pug/ml [2, 9, 11, 13, 14, 17]. Dodat-
kowo, doktadniejsze badania s3 ograniczone z powodu
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malej liczby dostepnych izolatow, szczegdlnie tych, uzy-
skanych od chorych niepoddajacych si¢ leczeniu.

Oznaczenie lekowrazliwosci kretkdw B. burgdor-
feri prowadzone jest w podiozu BSK. Podjete zostaly
proby opracowania zaréwno metody oznaczenia war-
tosci MIC jak i MBC oraz zobiektywizowania odczytu
ynikéw badan. W tym celu opracowano koloryme-
tryczne oznaczenie w oparciu o odczyt spektrofoto-
metryczny zmian barwy podfoza na réznych etapach
badania [9]. Poniewaz wsrod wielu czynnikéw, duzy
wplyw na uzyskiwane wyniki ma gestos¢ badanej
zawiesiny bakteryjnej, faza jej wzrostu oraz czas inku-
bacji, przyjeto zakres gestosci stosowanego inoculum
od 1x10*do 2,5x 107 kretkdw/ml, a czas inkubacji od
48 godzin do 10 dni.

MIC kretkéw mozna oznacza¢ klasyczna metoda
rozcienczen w probowkach lub na sterylnych ptytkach
mikrotitracyjnych. Plytki zapewniaja duza oszczed-
no$¢ stosowanych odczynnikéw. Antybiotyk rozcien-
cza si¢ w podtozu BSK i kolejne rozcieniczenia naklada
do probéwek lub studzienek na plytce. Do podioza
z antybiotykiem dodaje si¢ te sama obje¢tos$¢ zawiesiny
kretkow, zawierajgcg $cisle okreslong liczbe komorek
bakteryjnych. Ruchliwos¢ kretkéw kontrolowana jest
co 24 godziny [11].

W przypadku MBC postepowanie jest podobne jak
w przy oznaczeniu MIC, jednak konieczne jest badanie
sprawdzajace zywotnos¢ [przezycie] kretkow po inku-
bacji z antybiotykiem. Utrate zywotnosci kretkéw po
inkubacji z danym antybiotykiem okresla si¢ na 50%
lub 90%. Na wynik ma wplyw zaréwno stezenie badanej
substancji, jak i czas inkubacji [17].

Wyniki badan wrazliwosci B. bugrdorferi na anty-
biotyki in vitro, wykazuja szeroki zakres wartosci MIC,
a szczegolnie wartosci MBC. Oprocz wezesniej wymie-
nionych czynnikéw, na wynik badania wrazliwosci
kretkow na antybiotyki wplyw ma surowica wzbogaca-
jaca podfoze hodowlane, ktéra moze powodowac utrate
aktywnosci bakteriobojczej niektorych antybiotykow,
szczegolnie, ze dla okreslenia MBC konieczna jest kilku
tygodniowa inkubacja kretkdéw. Poza tym, antybiotyki
majg najwyzsza aktywnos¢ przeciwbakteryjna w czasie
logarytmicznej fazy wzrostu bakterii. [10].

Heterogennos$¢ izolatow B. burgdorferi pod wzgle-
dem wrazliwosci na antybiotyki in vitro byta wykazy-
wana przez wielu badaczy. Tabela I przedstawia wyniki
oznaczenia wrazliwosci szeregu szczepow izolowanych
od chorych z rumieniem wedrujacym (EM), przed i po
leczeniu antybiotykami stosowanymi rutynowo jako
leki pierwszego wyboru, ktére wykonano w jednym
laboratorium [11, 12]. Hodujac kretki B. burgdorferi
w podlozu BSK, po 72 godzinach stwierdzano nie-
wielkie réznice w warto$ciach MIC i MBC zastosowa-
nych antybiotykéw dla szczepéw izolowanych przed
i po leczeniu (Tabela I). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
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Tabela I
Srednie wartoéci MIC dla 5 szczep6w B. burgdorferi izolowanych
od chorych z rumieniem wedrujacym przed i po leczeniu
antybiotykami [11]

Srednie wartosci MIC w pg/ml (zakresy)

Antybiotyk dla szczepdw izolowanych:

przed leczeniem

Azytromycyna| 0,0019 (0,0002-0,0039)

po leczeniu
0,001 (0,0004-0,0019)

Amoksycylina 0,5 (0,0156-2) 0,625 (0,5-0,625)
Cefuroksym 0,125 (0,0312-0,125) 0,125 (0,0312-0,125)
Ceftriakson | 0,0625 (0,0078-0,0625) | 0,0312 (0,0156-0,0312)

Doksycyklina 0,25 (0,125-0,25) 0,25 (0,125-0,25)

Tabela IT
Wartosci MIC i MBC szczepdw B. burgdorferi sensu lato
izolowanych od chorych

Srednie wartosci MIC i MBC w pg/ml
Antybiotyk (zakresy) dla izolowanych szczepow*
MIC MBC

Doksycyklina 0,25 (0,0625-0,5) 16,0 (2,0-32,0)
Erytromycyna 0,0312 (0,0079-0,0625) 4,0 (1,0->4,0)
Klarytromycyna | 0,0079 (0,001-0,0156) 1,0 (0,25-4,0)
Amoksycylina 2,0 (0,125-4,0) >16,0 (2,0->16,0)
Cefuroksym 0,25 (<0,063-0,25) >8,0 (1,0->8,0)
Ceftriakson 0,0625 (0,0156-0,125) 4,0(0,25-4,0)

* zbadanol8 szczepdw, w tym:10 szczepdw B. spielmanii, 2 szczepy B. burg-
dorferi sensu stricto, 3 szczepy B. afzelii i 3 szczepy B. garinii [14].

miescily si¢ one w zakresach przyjetych dla szczepow
wrazliwych. Wartosci MIC dla amoksycyliny, doksy-
cykliny, ceftriaksonu i cefuroksymu, a wiec podstawo-
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wych antybiotykéw stosowanych w leczeniu réznych
stadiow boreliozy z Lyme, byly podobne do oznaczen
uzyskanych w innych laboratoriach [7, 8, 11]. Nato-
miast w tych samych badaniach (Tabela II), wartosci
MIC dla azytromycyny (0,027-0,22 mg/ml) byly wyzsze
w poréwnaniu z MIC dla innych szczepéw, badanych
w Europie oraz w Stanach Zjednoczonych [11, 14].
Obserwowano takze réznice wrazliwosci na antybiotyki
izolatéw nalezacych do réznych genogatunkéw. War-
tosci MIC i MBC amoksycyliny byly znamienne wyzsze
dla szczepdw B. afzelii niz dla B. garinii [7]. Generalnie
stwierdzono, Ze szczepy B. garinii wykazuja wigksza
wrazliwo$¢ na wiele antybiotykéw w poréwnaniu ze
szczepami B. afzelii.

Nowe grupy fluorochinolonéw (klasa IIT i IV) sa
szeroko stosowane u dorostych w leczeniu wielu zaka-
zen jako alternatywa dla antybiotykéw p-laktamowych.
Niektore fluorochinolony o szerokim spektrum dzia-
fania, moga by¢ skuteczne w leczeniu niektérych
postaci boreliozy z Lyme, jak rumien wedrujacy czy
Lyme arthritis. Roznica zakresu wartosci MIC pomie-
dzy pefloksacyna i gemifloksacyng jest niebaga-
telna i wynosi odpowiednio 4-64 i 0,03-0,25 pug/ml
(Tabela III). Podobne réznice obserwowano w wartos-
ciach MBC poszczegdlnych Kklas tych antybiotykow dla
wielu szczepdw B. burgdorferi sensu stricto [13].

Penicilina G i ceftriakson sg aktywne przeciw kret-
kom B. burgdorferi hodowanym w podlozu aksenicz-
nym, natomiast tracg swoja skuteczno$¢, gdy kretki
s3 hodowane w linii komérkowej Vero [3]. Wskazuje
to, ze hodowla kretkéw w linii komoérkowej chroni je
przed dzialaniem antybiotykéw. Nie jest to jednak cecha

Tabela III
Aktywnos¢ fluorochinolonéw in vitro przeciw szczepom Borrelia burgdorferi sensu lato
Srednie warto$i MIC i MBC w pg/ml (zakresy)*
Klasa Nazwa
MIC MBC
I | Norfloksacyna 8,0 (1,0-16,0) >64,0 (8,0—>64,0)
Pefloksacyna 32,0 (4,0-64,0) >64,0 (16,0->64,0)
11 Fleroksacyna >16,0 (4,0->16,0) >16,0 (16,0->16,0)
Ofloksacyna 8,0 (1,0-16,0) >16,0 (8,0- >16,0)
Ciprofloksacyna 2,0 (0,25-8,0) >16,0 (4,0->16,0)
111 Lewofloksacyna 4,0 (0,5-8,0) 16,0 (4,0->16,0)
Sparfoksacyna 1,0 (0,06-8,0) 8,0 (2,0- >16,0)
Grepafloksacyna 0,5 (0,06-2,0) 8,0 (2,0->16,0)
v Gatifloksacyna 1,0 (0,25-2,0) 16,0 (4,0-16,0)
Trowafloksacyna 1,0 (0,25-2,0) 16,0 (1,0-16,0)
Moksyfloksacyna 2,0 (0,25-2,0) 16,0 (4,0-16,0)
Clinafloksacyna 1,0 (0,25-4,0) 8,0 (1,0-16,0)
Sitafloksacyna 0,50 (0,06-4,0) 8,0 (1,0-16,0)
Gemifloksacyna 0,12 (0,03-0,25) 4,0 (0,25-16,0)

* zbadano 11 szczepdw izolowanych na terenie Stanéw Zjednoczonych, Niemiec i Szwajcarii [13].
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dotyczaca wszystkich antybiotykéw, bowiem liczba kret-
kéw rosnacych w linii komdrkowej w obecnoéci erytro-
mycyny i doksycykliny ulegata znacznej reduke;ji [3].

Kretki wnikajac do komorek eukariotycznych,
namnazajg sie¢ w nich i przezywaja [4, 5]. Jezeli zatem
do hodowli dodawane sg antybiotyki stabo przenikajace
do tkanek i komdrek gospodarza, to nie beda one sku-
tecznie niszczyly kretkow, gdyz ich stezenie wewnatrz
komorek bedzie zbyt male. Do tej grupy naleza peni-
cylina i ceftriakson. Czynnikami decydujacymi o zdol-
no$ci przenikania do tkanek jest: lipofilowos¢ czg-
steczki antybiotyku, stopien wiazania z biatkami krwi,
pH w miejscu docelowym i wiele innych. Do antybio-
tykow latwo przenikajacych do komoérek gospodarza
nalezg erytromycyna i doksycyklina.

Chociaz leczenie boreliozy z Lyme w wigkszosci
przypadkow jest skuteczne, szczegdlnie jezeli zosta-
nie zastosowane we wczesnej fazie choroby, pewna
grupa chorych, jak juz wczesniej wspomniano, cierpi
z powodu zespolu po-boreliozowego, wystepujacego
po leczeniu boreliozy z Lyme. Mechanizm tego zjawi-
ska jest niejasny. Niektdrzy badacze sugeruja, ze cze§¢
populacji kretkow B. burgdorferi nabiera opornosci na
podawane antybiotyki. Nie ma jednak, jak dotychczas
jednoznacznych wynikéw badan. Ostatnio wykazano,
mozliwos¢ izolacji DNA B. burgdorferi od pacjenta
z objawami zespolu po-boreliozowego, wskazujacego
na utrzymywanie si¢ kretkéw w organizmie gospo-
darza, mimo podawania antybiotykow. Podobnie,
w badaniach prowadzonych na myszach, obserwowano
ponowne wykrycie DNA B. burgdorferi po 12 miesia-
cach od podawania antybiotykéow. W tkankach tych
myszy, mimo niemoznosci izolacji kretkéw, wykazano
transkrypcje RNA wielu gendw tych kretkow [7].

Wyniki te sugeruja, ze B.burgdorferi stale moze
utrzymywac si¢ w organizmie zakazonego czlowieka
mimo antybiotykoterapii. Wskazuje to, Ze obecnie
stosowany schemat leczenia boreliozy z Lyme nie eli-
minuje catkowicie opornych szczepéw B. burgdorferi
(B. burgdorferi persisters), chociaz z drugiej strony, nie
ma dowoddéw wskazujacych na obecnos¢ zywych bak-
terii w organizmie tych chorych.

Z biblioteki lekéw amerykanskiej Agencji Zywnosci
i Lekéw (FDA - Food and Drug Administration), zawie-
rajacej 1524 substancje dzialajace na stacjonarna faze
B. burgdorferi, wybrano 27 lekéw majacych znacznie
wyzsza aktywno$¢ niz najwazniejsze antybiotyki sto-
sowane w leczeniu boreliozy z Lyme, jak doksycyklina
i amoksycylina [6]. Zaobserwowano, ze antybiotyKki te
sg aktywne i dzialajg bojczo tylko na kretki namna-
zajace si¢ w fazie logarytmicznego wzrostu, natomiast
w fazie stacjonarnej maja niewielka aktywno$¢. W fazie
stacjonarnej kretki te tracg spiralng morfologie i przy-
bierajg ksztalt owalny badz pateczkowaty oraz tworza
agregaty komorek w formie mikrokolonii. Stwierdzono,
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ze w warunkach in vitro dautomycyna i daptomycyna
sg aktywne przeciw hodowlom B. burgdorferi w fazie
stacjonarnej tworzacej mikrokolonie. Dodanie tych
antybiotykow, obok doksycykliny i cefuroksymu, do
hodowli B. burgdorferi o strukturze biofilmu, powo-
duje calkowita jego eliminacje [8]. Nie mozna osiggnac
tego efektu dziatajac tylko doksycykling, cefuroksymu
i ceftriaksonem poniewaz jest to grupa antybiotykow
dziatajacych na kretki tylko w mlodych hodowlach,
bedacych w logarytmicznej fazie wzrostu [7, 8].

4. Podsumowanie

Chociaz nastapil znaczacy postep wiedzy na temat
wrazliwos$ci in vitro szczepdw B. burgdoferi sensu lato
nadal niewiele wiadomo na temat wzajemnego oddzia-
tywania lekow przeciwbakteryjnych i kretkéw. Nieznane
sg réwniez mechanizmy, ktore te bakterie mogltyby
wykorzystywaé, aby unikng¢ dziatania antybiotyku
w warunkach in vivo. Obecnie istnieje potrzeba dalszych
badan szczepow klinicznych, izolowanych od chorych
po zakoniczeniu terapii, co pozwoliloby wyjasni¢ zagad-
nienia zwigzane z ,,opornymi na leczenie” przypadkami
boreliozy z Lyme. Zadanie to jest trudne do realizacji
poniewaz wykrycie patogenu i izolacja szczepu z probek
materiatu klinicznego - pochodzacych ze zmian skor-
nych nie przekracza 40-70% przypadkow, 20% w neu-
roboreliozie i mniej niz 1% w Lyme arthritis [1].

Jednak w $wietle wzrastajacej liczby zachorowan,
a w konsekwencji rosnacych kosztéw leczenia boreliozy
z Lyme, zagadnienie to staje si¢ narastajagcym, waznym
problemem zdrowia publicznego.
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