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WPROWADZENIE

Gruzlica nalezy do najstarszych choréb
towarzyszacych czlowiekowi. Badania oste-
oarcheologiczne wykazaly jej obecnoS¢ w
Europie epoki neolitu (ok. 5000 p.n.e.), sta-
rozytnym Egipcie (ok. 2500-1000 p.n.e.) i
Ameryce prekolumbijskiej (ok. 1000 p.n.e.)
(JAGIELSKI i wspélaut. 2010a). Niedawne
badania powiazaly poczatki gruzlicy z wiel-
ka migracja ludnosci prehistorycznej poza
kontynent afrykanski (ok. 70.000 p.n.e.).
Na przestrzeni wiekéw, zadna inna choroba
zakazna nie zabila tylu ludzi, co gruzlica.
Na przetomie XVIII i XIX w., kiedy choro-
ba osiagnela swoje apogeum, byla przyczy-
na Smierci co czwartego mieszkanca Euro-
py. Tylko w ciagu tych dwoch stuleci, na
gruzlice zmarl ponad miliard ludzi (JAGIEL-
SKI i wspotaut. 2010a, HARRIS 2013). Te nie-
chlubng pozycje lidera w rankingu najbar-
dziej Smiertelnych chorob zakaznych gruz-
lica utrzymuje do dzisiaj. Kazdego roku na
Swiecie umiera z jej powodu ok. 1,5 mln
ludzi (Srednio 1 zgon co 20 sekund), w tym
blisko 140.000 dzieci. Jednoczesnie, ogol-
na liczbe chorych na gruzlice szacuje sie co
roku na ok. 13 mln ludzi, z czego niemal
10 miln to chorzy nowowykryci (WHO 2015).
Za tak niekorzystne wskazniki epidemiolo-
giczne gruzlicy w znacznej mierze odpowia-
daja dwa zjawiska. Pierwsze, to trwajaca juz
czwarta dekade, globalna ekspansja HIV.
Wspbélistnienie zakazenia HIV i gruzlicy zwy-

kle nasila proces chorobowy, zaréwno w od-
niesieniu do gruzlicy, jak i zakazenia wiru-
sowego, istotnie komplikuje przebieg leczenia
i pogarsza rokowania. U osob zakazonych
HIV ryzyko zachorowania na gruzlice jest 26
razy wieksze anizeli u oséb HIV-seronega-
tywnych. Gruzlica jest tez glowna przyczyna
zgonoéw wsrod osob z HIV/AIDS (WHO 2015).
Drugim zjawiskiem, ktore znaczaco nega-
tywnie wplywa na sytuacje epidemiologicz-
na gruzlicy jest lekoopornosé¢ wywolujacych
ja szczepow bakteryjnych, pratkow gruzlicy
(Mycobacterium tuberculosis). To wlasnie co-
raz czesSciej notowane przypadki gruzlicy le-
koopornej i gruzlicy powiklanej zakazeniem
HIV na przelomie lat 80. i 90. ub. w. dopro-
wadzily do zatamania sie systemu kontroli,
nadwatlonego juz wczesniej zaniechaniami,
wynikajacymi z przedwczesnego przekonania
o wygranej walce z choroba. Dramatycznie
pogarszajace sie wskazniki epidemiologiczne
sklonily Swiatowa Organizacje Zdrowia (ang.
World Health Organization, WHO) do pod-
jecia radykalnych dziatan. Pierwszym bylo
ogloszenie, w 1993 r., gruzlicy jako zagro-
zenia dla zdrowia ludnosci w skali globalnej
(WHO 1994). Od tamtego czasu zaczeto od-
budowywac¢ krajowe i regionalne programy
zwalczania gruzlicy, a w ich ramach powiek-
sza¢ i doskonali¢ infrastrukture laboratoriow
i szpitali gruzliczych, opracowywac¢ nowe al-
gorytmy diagnostyczne i schematy leczenia,
prowadzi¢ rygorystyczna sprawozdawczo§é
i monitorowanie sytuacji epidemiologiczne;j
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gruzlicy, a w koncu intensywnie propagowac
wiedze na temat choroby, jej zagrozen, ogol-
nych zasad leczenia i profilaktyki. Jedna z
pierwszych, wypracowanych jeszcze w latach
90. ubiegtego wieku, kompleksowych strate-
gii zwalczania gruzlicy byla strategia DOTS,
czyli leczenia krétkoterminowego, bezposred-
nio nadzorowanego (ang. directly observed
treatment short-course). Wytyczne DOTS,
wsrod ktoérych najwazniejsze to regularne
przyjmowanie lekéw pod nadzorem i Sciste
monitorowanie wynikow leczenia badaniami
bakteriologicznymi, na trwale wpisaly sie do
wszystkich programéw zwalczania gruzlicy.
Najwiekszym jest w ostatnich latach ,Glo-
balny plan zatrzymania gruzlicy 2006-2015”
(ang. Global Plan to Stop TB 2006-2015),
kontynuowany obecnie w ramach strate-
gii ,End TB” (ang. End TB Strategy 2016-
2035), wdrozonych i promowanych przez
dzialajace od 2006 r. i wspolpracujace z
WHO Partnerstwo dla Zatrzymania Gruzlicy
(ang. Stop TB Partnership). To systemowe
podejscie do problemu walki z ta choroba
dalo wymierne efekty. Ocenia sie, ze w la-
tach 2000-2014 dzieki wprowadzeniu sku-
tecznych metod diagnostyki i leczenia gruz-
licy, wlaczajac przede wszystkim strategie
DOTS, uratowano zycie ponad 40 mln ludzi
(WHO 2015). Cho¢ wcigz wysokie, wskazniki
chorobowosci i umieralnosci na gruzlice sa
teraz niemal o polowe nizsze w porownaniu
do 1990 r. Co wiecej, od 2000 r. utrzymuje
sie trend znizkowy w zapadalnosci na gruz-
lice, cho¢ roczne tempo spadku zachorowan
jest niewielkie (Sr. ok. 1,5%).

Pomimo tych niewatpliwych sukcesow w
walce z gruzlica, pozostaje ona wciaz jed-
nym z najwiekszych probleméw zdrowotnych
populacji ludzkiej. Przy tym skala problemu
jest rézna w réznych regionach $wiata, o
czym wybitnie Swiadcza wspolczynniki zapa-
dalnosci. O ile w Europie Zachodniej, Ame-
ryce Polnocnej czy Australii zapadalnos¢ na
gruzlice nie przekracza 10 przypadkéw na
100.000 os6b, to w wielu krajach potudnio-
woazjatyckich czy Afryki subsaharyjskiej,
nowych zachorowan na gruzlice jest 20-30
razy wiecej. Szczegblnie dramatyczna sytu-
acja jest w krajach takich jak Mozambik czy
Republika Poludniowej Afryki, gdzie wskaz-
nik zapadalnosci przekracza, odpowiednio
500 i 800 (!) zachorowan na 100.000 Iud-
nosci. Kontrasty w epidemiologii gruzlicy wi-
da¢ takze we wskaznikach umieralnosci. Je-
§li dla Europy i obu Ameryk wynosza one,
odpowiednio 3,7/100.000 i 1,7/100.000, to
dla regionu Azji Poludniowo-Wschodniej juz
24/100.000, a dla Afryki 46/100.000 (WHO
2015).

Jak wspomniano wczesniej, jednym z
najwazniejszych czynnikéw podsycajacych

globalng epidemie gruzlicy jest lekoopornoscé
pratkow. Przy tym, zjawisko lekooporno-
Sci moze przybiera¢ rozne formy. Opornosc
pratkow gruzlicy moze dotyczy¢ jednego,
dwoéch lub wiecej lekow; moze mie¢ charak-
ter naturalny (,wrodzony”) lub nabyty, a jesli
nabyty, to moze wystepowac¢ w przypadkach
nowo wykrytych, wczesniej nie leczonych (le-
koopornos¢ pierwotna) lub nawrotach choro-
by, po co najmniej jednym odbytym kursie
leczenia (lekoopornos¢ wtorna). Opornoscé
naturalna pratkéw jest cecha stala i wynika
najczesciej ze specyficznej budowy ich Scia-
ny komoérkowej, uniemozliwiajacej penetracje
leku do wnetrza komorki i jego skuteczne
dziatanie. Z kolei opornosé¢ nabyta rozwija
sie w szczepach, ktore poczatkowo wykazy-
waly wrazliwos¢ na dany lek. Lekoopornosc
nabyta wtérna jest efektem nieprawidtowego
leczenia, zas lekoopornos¢ pierwotna pocho-
dzi glownie z transmisji lekoopornych szcze-
pow pratkow. Wieksze znaczenie przypisuje
sie lekoopornosci pierwotnej, gdyz ilustru-
je ona rzeczywista dynamike szerzenia sie
gruzlicy lekoopornej, bedac, posrednio, pro-
bierzem skutecznosci nadzoru epidemiolo-
gicznego (JAGIELSKI i wspotaut. 2010b).

ZRODLA LEKOOPORNOSCI

Najwczesniejsze dane na temat gruzli-
cy lekoopornej pochodza z 1947 r. Opisano
wowczas szczepy Mycobacterium tuberculo-
sis oporne na streptomycyne (SM), pierwszy
lek przeciwpratkowy, wprowadzony do uzyt-
ku ledwie rok wczesniej. Podobnie, niedtugo
po tym, jak do leczenia gruzlicy wlaczono
izoniazyd (INH) i kwas para-aminosalicylo-
wy (PAS), zaczeto izolowac szczepy pratkow
oporne na te leki. Pojawienie si¢ nowych
wzorow lekoopornosci pratkow towarzyszy-
lo wprowadzaniu do leczenia gruzlicy kolej-
nych chemioterapeutykéw. Przy tym, wraz z
powiekszaniem sie arsenatu lekow przeciw-
pratkowych i coraz czestszym stosowaniem
leczenia skojarzonego, obok szczepow opor-
nych na pojedyncze leki, zaczeto izolowac
takze szczepy wielolekooporne.

U pratkow gruzlicy wystepuje zaréwno
lekoopornosé naturalna, jak i nabyta. Przy-
kladem tej pierwszej jest wysoka opornoscé
na wiekszos¢ antybiotykow p-laktamowych.
Jest to wynikiem wspoldzialania co najmniej
dwoéch mechanizméw: produkcji B-laktamaz
i ograniczonej przepuszczalnosci oston ko-
morkowych.

Z klinicznego i epidemiologicznego punk-
tu widzenia, najwieksze znaczenie ma jed-
nak lekoopornos¢ nabyta. Jej zrodlem sg
spontaniczne mutacje w genach chromoso-
mowych kodujacych biatka bedace czesto,
cho¢ nie zawsze, celami molekularnymi le-
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kow. Inaczej niz wiele innych bakterii, prat-
ki nie nabywaja lekoopornosci w drodze tzw.
horyzontalnego transferu genéw, z udzialem
mobilnych elementéw genetycznych, takich
jak plazmidy, transpozony czy integrony.
Mutacje genetyczne prowadzace do roz-
woju lekoopornosci w szczepach M. tuber-
culosis maja zwykle charakter punktowy
lub niewielkich (kilkunukleotydowych) in-
sercji lub delecji. Prawdopodobienstwo wy-
stapienia mutacji skutkujacej fenotypem
lekoopornym jest rézne dla poszczegédlnych
lekow i wprost proporcjonalne do wielko-
Sci populacji bakteryjnej. Na przyktad, dla
INH, mutacje opornosciowe pojawiajg sie
w 1 na 10° komoérek bakteryjnych. W wy-
padku rifampicyny (RMP), mutanty opor-
ne na ten lek pojawiaja sie z czestosScig
1/108. Jako ze mutacje opornos$ciowe nie
sa ze soba sprzezone, wystepuja niezalez-
nie od siebie, prawdopodobienstwo rozwo-
ju mutantéw opornych roéwnoczesnie na
INH i RMP wynosi 1/10'*. Nawet w tych
obszarach anatomicznych, gdzie pratki wy-
stepuja najliczniej (np. w jamach gruzli-
czych), ich populacja nie przekracza 107-

10°, a to wyklucza mozliwo§é powstania
spontanicznych, podwéjnych  mutantow
opornosciowych (SHARMA i MOHAN 2000).

Jak =zatem tlumaczyé¢ wystepowanie ta-
kich szczepow pratkéw? Kluczowa role w
rozwoju lekoopornosci nabytej, w tym le-
koopornosci ztozonej, w pratkach odgrywa
proces selekcji, czyli przesuniecia proporcji
komérek opornych wzgledem wrazliwych
na dany lek przeciwpratkowy. Dzieje sie
tak w wyniku niedostatecznego hamowania
wzrostu pratkow przez leki. To z kolei
ma miejsce wowczas, gdy stosowana jest
monoterapia, leki podawane sa w zbyt
niskich dawkach, stan chorego lub ja-
kos¢ lekow obniza ich biodostepnosé, czy
tez gdy chory przerywa leczenie, gdy tyl-
ko przyjdzie poprawa samopoczucia lub z
powodu pojawienia sie objawow niepoza-
danych. Jesli wiec w leczeniu chorego na
gruzlice wystapi ktérys z wymienionych
czynnikéw selekcyjnych, lekooporne formy
pratkow zaczna szybko wypiera¢ formy le-
kowrazliwe, a dany lek straci swoéj efekt
terapeutyczny. Jesli do leczenia gruzlicy,
w ktorej pratki juz wykazuja opornos¢ na
jeden lek, wprowadzi sie kolejny preparat,
to w wypadku zaistnienia podobnych jak
wczesniej nieprawidlowosci w jego stoso-
waniu, moze dojs¢ do wyselekcjonowania
mutantéow opornych takze na ten drugi
lek. Lekoopornosé¢ zlozona w gruzlicy roz-
wija sie wiec stopniowo i niemal zawsze
jest wynikiem powielanych nieprawidtowo-
Sci w leczeniu, za ktore odpowiada lekarz
(monoterapia, nieprawidlowy dobér dawek),

ale czesciej chory (niesystematyczne przyj-
mowanie lekow, samowolne przerywanie le-
czenia) (MITCHISON i DAVIES 2012).

W ostatnich latach coraz czesciej podnosi
sie znaczenie mechanizmow epigenetycznych
w nabywaniu lekoopornosci przez pratki
gruzlicy. Chodzi tu o zmiany poziomu eks-
presji genoéw czy potranslacyjne modyfikacje
biatek, indukowane czynnikami podobnymi
do tych, ktore ulatwiaja selekcje mutantow
opornosciowych. Przykladem nabywania ta-
kiej lekoopornosci fenotypowej jest zwiek-
szona ekspresja genow kodujacych biatka o
wlasciwosciach pomp (ang. efflux pumps),
ktore rozpoznaja okreslone leki i usuwa-
ja je z cytoplazmy komorki bakteryjnej na
zewnatrz. Mechanizm ten zaobserwowano
miedzy innymi w szczepach pratkow ekspo-
nowanych na wzrastajace stezenia INH (MA-
CHADO i wspélaut. 2012). To wtasnie dziala-
niu mechanizméw epigenetycznych przypisu-
je sie opornosé¢ na leki w szczepach pratkow
pozbawionych typowych mutacji opornoscio-
wych. Cho¢ wyksztalcona w ten sposéb ce-
cha lekoopornosci jest niestabilna i moze
podlegac¢ rewersji, utatwia pratkom nabywa-
nie lekoopornosci trwatej, mutacyjne;j.

Najprawdopodobniej opornosé¢ pratkow
na leki, w tym przede wszystkim opornosé
zlozona, jest wypadkowa dzialania, nieko-
niecznie rownocennego, zarowno mutacji,
jak i mechanizmow pozagenetycznych.

EPIDEMIOLOGIA GRUZLICY
LEKOOPORNEJ

W odpowiedzi na Swiatowy kryzys w epi-
demiologii gruzlicy lat 90., w wielu krajach
wznowiono lub uruchomiono po raz pierw-
szy narodowe programy monitorowania gruz-
licy lekoopornej. Od 1994 r. WHO wraz z
Miedzynarodowa Unia do Walki z Gruzlicg
i Chorobami Pluc (ang. International Union
Against Tuberculosis and Lung Diseases,
IUATLD) zaczely scalac je w Swiatowy pro-
gram nadzoru gruzlicy lekoopornej (ang.
Global Project on Anti-tuberculosis Drug Re-
sistance Surveillance, DRS). Idea programu
bylo nie tylko stworzenie jednej, centralnej
bazy danych epidemiologicznych dotyczacych
gruzlicy lekoopornej, ale tez opracowanie i
wdrozenie jednolitych wytycznych metodycz-
nych w zakresie zbierania, przetwarzania i
analizy danych w poszczegolnych krajach.
Chodzilo o zapewnienie mozliwie najwiekszej
powtarzalnosci i poréwnywalnosci wynikow
miedzy roznymi krajami, a nawet laborato-
riami w tym samym kraju. W tym celu po-
wolano eksperckie grupy robocze, utworzono
krajowe i miedzynarodowe laboratoria refe-
rencyjne, wydano szereg instrukcji, zalecen i
protokotow, a takze wprowadzono wiele pro-
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cedur kontrolnych i walidacyjnych. Wyniki
programow DRS, publikowane regularnie w
postaci raportow, staly sie podstawa do we-
ryfikacji dotychczasowych lub proponowania
nowych strategii interwencyjnych, zapobiega-
jacych rozprzestrzenianiu sie szczepow opor-
nych i zwiekszajacych skutecznosc¢ leczenia
chorych na te postac¢ gruzlicy (JAGIELSKI i
wspolaut. 2010b).

Wedlug ostatniego raportu WHO/IU-
ATLD, podsumowujacego wyniki czwartej
edycji programu DRS, udzial gruzlicy leko-
opornej wsrod chorych nowo wykrytych byt
najmniejszy w krajach Europy Zachodniej
(Sr. 7,9%), zasS najwiekszy w republikach
postradzieckich, takich jak Gruzja (49%),
Motdawia (43%) czy Ukraina (40%). Podob-
nie, skrajne odsetki lekoopornosci w gruzlicy
wsrod chorych wczesniej leczonych, rozpie-
te byly miedzy krajami Europy Wschodniej
(Scislej WNP i kraje baltyckie) i Zachodniej
(Sr. 62,8% vs. 17,8%) (WHO 2008).

W oparciu o dane pochodzace ze wszyst-
kich czterech dotychczasowych edycji pro-
gramu DRS (1994-2007) obliczono, ze opor-
nos¢ na leki dotyczyla piatej czesci wszyst-
kich analizowanych przypadkow gruzlicy.
Wsréd chorych nowo wykrytych i wczesniej
leczonych, odsetek przypadkow gruzlicy
opornej na co najmniej 1 lek przeciwprat-
kowy wynosil, odpowiednio 17% i 35%.
Rozpatrujac udzial poszczegolnych lekéw
we wzorach lekoopornosci pratkow wykaza-
no, ze najczesciej wystepowala opornos¢ na
INH ($r. 13,3%), dalej na SM (12,6%), RMP
(6,3%) i etambutol (EMB; 3,9%) (WHO 2008,
JAGIELSKI i wspoétaut. 2010b).

W  sprawozdawczosci epidemiologiczne;j
gruzlicy niezwykle wazne sa meldunki do-
tyczace gruzlicy wielolekoopornej. Jest tak
dlatego, ze wielolekoopornosé¢ pratkéw stano-
wi najwieksze zagrozenie dla systemu lecze-
nia i nadzoru nad gruzlica. Szczegbdlne zna-
czenie ma opornos¢ typu MDR (ang. multi-
drug resistance), definiowana jako opornosc
pratkow na co najmniej INH i RMP, dwa
kluczowe leki stosowane w terapii gruzlicy.
Pierwsze doniesienia o wystepowaniu gruzli-
cy typu MDR pochodzily z przelomu lat 80.
i 90. ubiegltego wieku i mialy charakter ra-
czej sporadyczny. Dopiero w polowie lat 90.
zaobserwowano nagly wzrost zachorowan
na gruzlice typu MDR w Europie i Stanach
Zjednoczonych. Odnotowane woéwczas przy-
padki, gléownie wsrod pacjentow oddziatow
szpitalnych i os6b zakazonych HIV, cecho-
wal gwaltowny przebieg choroby, wysoka
Smiertelnos¢ (ponad 80%), a takze szybkosé
i latwos¢ transmisji zakazenia (YEW i CHAU
1995). To wlasnie wzrost czestosci wysta-
pien gruzlicy typu MDR, byl jedna z gltow-
nych przyczyn zalamania sie w koncu ubie-

glego wieku sytuacji epidemiologicznej gruz-
licy w Swiecie.

Jak wynika z przytoczonego juz raportu
WHO/IUATLD, w latach 1994-2007, gruzli-
ca typu MDR stanowila 5% wszystkich no-
towanych przypadkow gruzlicy. Jednoczesnie
wystepowala ona 5-krotnie czesciej w grupie
chorych wczesniej leczonych, anizeli w gru-
pie chorych nowo wykrytych (15% wvs. 3%).
Najbardziej aktualne dane dotyczace wyste-
powania gruzlicy typu MDR przedstawia co-
roczny raport WHO o sytuacji epidemiolo-
gicznej w Swiecie (WHO Global TB Report).
I tak, w 2014 r. odnotowano 480.000 przy-
padkow gruzlicy typu MDR oraz 190.000
zgonoéw z jej powodu. Odsetek chorych z le-
koopornoscia pratkéw MDR wsréd chorych
nowo wykrytych i wczesniej leczonych ob-
liczono, odpowiednio na 3,3% i 20% (WHO
2015). Rozklad geograficzny zapadalnosSci na
gruzlice typu MDR nie zmienia sie od lat.
Najwiecej zachorowan notuje sie w krajach
Europy Wschodniej (Biatorus, Ukraina, Es-
tonia) i Azji Srodkowej (Kazachstan, Kirgi-
stan, Uzbekistan). Tutaj, lekoopornosc¢ prat-
kow MDR dotyczy co piatego chorego nowo
wykrytego i co drugiego chorego wczesniej
leczonego (WHO 2015). W krajach rozwinie-
tych, takich jak Stany Zjednoczone, Kana-
da czy lzrael, istotny udzial w gruzlicy typu
MDR maja przypadki wsrod imigrantow (JA-
GIELSKI i wspoélaut. 2010b).

W 2006 r. opisano pierwsze przypad-
ki gruzlicy, w ktorej pratki byly oporne nie
tylko na INH i RMP, ale takze na inne leki
z grupy aminoglikozydow czy fluorochinolo-
now. Ten typ opornosci nazwano XDR (ang.
extensively drug resistance), precyzujac jego
definicje jako opornos¢ typu MDR z jedno-
czesna opornoscia na co najmniej jeden lek
z grupy fluorochinolonéw (np. ofloksacyna,
Ofx) oraz jeden lek z grupy lekéw podawa-
nych parenteralnie (np. amikacyna, Am; ka-
preomycyna, Cm).

Odwolujac sie ponownie do ostatniego
raportu WHO (WHO Global TB Report), w
2014 r. gruzlice typu XDR odnotowano w
105 krajach (Ryc. 1). Stanowila ona 9,7%
wszystkich przypadkow gruzlicy typu MDR
w tym samym roku. Przy tym, prewalencja
gruzlicy typu XDR byla najwiecksza w kra-
jach o najwyzszych wskaznikach zapadalno-
Sci na gruzlice typu MDR. Szczegélnie wyso-
ki udziat opornosci XDR w zachorowaniach
na gruzlice typu MDR wykryto na Biatorusi
(29%), Litwie (25%), Lotwie (19%) i Gruzji
(15%) (WHO 2015).

W ostatnich latach zwrécono uwage na
jeszcze inny rodzaj opornosci pratkow. W
2007 r. opisano we Wloszech przypadki
gruzlicy, w ktorych szczepy M. tuberculosis
wykazywaly opornos¢ na wszystkie dostep-
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Ryc.
gruzlicy typu XDR i/lub TDR oznaczono kolorem, odpowiednio — niebieskim i granatowym. Kolorem
bialym oznaczono kraje, w ktérych nie odnotowano przypadkéw gruzlicy XDR, zas kolorem szarym
oznaczono kraje, ktore nie przedstawily danych dotyczacych wystepowania gruzlicy XDR.

ne leki I i II wyboru (MIGLIORI i wspoétaut.
2007). Podobne przypadki gruzlicy, z opor-
noscia pratkéow na wszystkie leki I wyboru
i wszystkie lub wiekszos¢ dostepnych lekow
II wyboru odnotowano w Iranie (VELAYATI i
wspoélaut. 2009), Indiach (UDWADIA i wspol-
aut. 2012) i Republice Potudniowej Afry-
ki (KLOPPER i wspotaut. 2013) (Ryc. 1). Dla
tego typu opornosci zaproponowano dotad
dwa oznaczenia, tj. XXDR (ang. extremely
drug resistance) lub TDR (ang. totally drug
resistance). Wcigz jednak brak precyzyjnej
definicji takiej opornosci. Nie ustalono bo-
wiem SciSle jakich lekéw, gléwnie sposrod
lekow II wyboru, ma ona dotyczy¢; czy tylko
tych dopuszczonych przez WHO do leczenia
gruzlicy, czy takze tych o watpliwej, niepo-
twierdzonej aktywnosci przeciwpratkowej? Co
wiecej, w przypadku wielu sposrod lekow II
wyboru, nadal nie ma wystandaryzowanych
metod oznaczania lekowrazliwosci ani tez
ustalonych stezen krytycznych, definiujacych
stan opornosci na dany lek.

Chociaz w Polsce zjawisko opornosci
pratkow na leki rozpoznano juz w pierw-
szych latach chemioterapii przeciwgruzli-
czej, badania epidemiologiczne w tym za-
kresie mialy zwykle charakter wyrywkowy i
lokalny. Dopiero od 1997 r., kiedy Polska
przystapita do miedzynarodowego programu
DRS, badanie lekoopornosci w gruzlicy re-

1. Gruzlica wielolekooporna w $wiecie. Kraje, w ktoérych odnotowano co najmniej 1 przypadek

alizowane jest w skali ogdlnokrajowej, syste-
matycznie, co 2-3 lata, Scisle wedlug organi-
zacyjnych i metodycznych zalecen WHO (Ja-
GIELSKI i wspoétaut. 2010b). We wszystkich
czterech dotychczas przeprowadzonych ba-
daniach, lekoopornosé¢ wtorna wystepowala
znamiennie czesciej niz lekoopornosc¢ pier-
wotna. Podobna prawidlowos¢ obserwowano
w przypadku lekoopornosci typu MDR. Uwa-
ge zwraca fakt, ze liczba przypadkow gruzli-
cy typu MDR w ostatnim czasie niepokojaco
wzrosta; jesli w 2004 r. odnotowano ich 51,
to w 2008 r. juz niemal dwukrotnie wiecej
(97). Znaczaco przybylo rowniez chorych wy-
dalajacych pratki o opornosci typu XDR. O
ile w latach 1997-2000 wykryto tylko jeden
szczep spelniajacy kryteria opornosci typu
XDR, to w latach 2004-2009 wyizolowano
18 takich szczepow (KOZINSKA i wspolaut.
2011).

CHARAKTERYSTYKA LEKOW
PRZECIWPRATKOWYCH.
MOLEKULARNE PODSTAWY
LEKOOPORNOSCI

Arsenal lekéw przeciwpratkowych jest
niemaly, cho¢ wiekszos¢ sposréd nich to
leki stare, stosowane w leczeniu gruzlicy od
ponad pot wieku (Ryc. 2). Zgodnie z kla-
syfikacja WHO, leki przeciwpratkowe dzieli
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Ryc. 2. Kalendarium wprowadzania lekéw przeciwpratkowych do terapii gruzlicy. W pomaranczowe;j
ramce wymieniono leki nowej generacji bedace w II fazie badan klinicznych.

sie na pie¢ grup, w zaleznosci od ich uzy-
tecznosci w leczeniu. Najwicksza maja leki
I grupy, nazywane lekami I rzutu (wyboru).
Leki z grup II-V, z uwagi na mniejsza sku-
tecznosé, za to wieksza toksycznosé dla pa-
cjentéw, okresla sie jako tzw. leki II rzutu
(Tabela 1).

Ponizej podano charakterystyke najwaz-
niejszych lekoéw przeciwpratkowych, repre-
zentujacych poszczeg6lny grupy, ze szczegodl-
nym uwzglednieniem mechanizméw dziata-
nia i opornosci na te leki (Ryc. 3).

LEKI I RZUTU - I GRUPA

IZONIAZYD (INH) lub hydrazyd kwasu
izonikotynowego (4-pirydynokarboksylowego)
jest najstarszym lekiem przeciwpratkowym.
Otrzymany w wyniku syntezy chemicznej w
1912 r., do leczenia gruzlicy zostal wiaczo-
ny dopiero 40 lat poézniej, bo dopiero wte-
dy wykazano jego aktywnosS¢ przeciwprat-
kowa. INH nalezy do najsilniejszych lekow
przeciwpratkowych. Dziala bakteriobdjczo,
i w mniejszym stopniu bakteriostatycznie,
na pratki znajdujace sie wewnatrz makrofa-

Tabela 1. Klasyfikacja lekow przeciwpratkowych stosowanych w terapii gruzlicy.

Grupa Opis

Nazwa leku (skrot)

LEKI I RZUTU I

Leki doustne I rzutu

izoniazyd (INH)
rifampicyna (RMP)
pirazynamid (PZA)
etambutol (EMB)

1I. Parenteralne leki przeciwpratkowe (PLP)

streptomycyna (SM)
kanamycyna (Km)
amikacyna (Am)
kapreomycyna (Cm)

ofloksacyna (Ofx)
lewofloksacyna (Lfx)

111, Fluorochinolony (FQ)

moksyfloksacyna (Mfx)
gatyfloksacyna (Gfx)

LEKI II RZUTU

V. Leki doustne II rzutu

etionamid (Eto)

protionamid (Pto)

cykloseryna (Cs)

teryzydon (Trd)

kwas p-aminosalicylowy (PAS)

klofazymina (Cfz)
klarytromycyna (Clr)

V. Leki o niepotwierdzonej skutecznosci

linezolid (Lzd)
tioacetazon (Thz)
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Badania genetycznej determina-
cji opornosci na INH w szczepach M.
tuberculosis doprowadzily do wykry-
cia wielu mutacji, w roznych gene-
tycznych loci, ktére w rozny sposob
ksztaltuja lekooporny fenotyp prat-
kéw (Tabela 3). Najczesciej, bo az u
50-95% szczepow INH-opornych wy-
stepuja mutacje w genie katG, kodu-
jacym Dbiatko katalazy-peroksydazy.
Mutacje te prowadza do zniesienia
lub istotnego ograniczenia aktywno-
Sci peroksydazowej enzymu, a przez
to zdolnosci aktywowania INH.

Opornosc¢ pratkow na INH moze
rozwinac¢ sie takze jako efekt mutacji
w genach kodujacych biatka bedace
bezposrednimi celami dzialania leku.
I tak np., w szczepach INH-opornych
stosunkowo czesto (u ok. 20-35%
takich szczepow) wystepuja mutacje

e
peptyd (_:C"

Ryc.

gow i pozakomorkowo, ale niemal wylacznie
bedace w logarytmicznej fazie wzrostu (in-
tensywnych podziatéw). INH wykazuje ak-
tywnos¢ wobec réznych gatunkow pratkéw,
ale wybitnie wrazliwe na dzialanie leku sg
pratki kompleksu M. tuberculosis. Minimalne
stezenie hamujace (ang. minimal inhibitory
concentration, MIC) INH dla tych pratkow
zwykle nie przekracza 0,05 mg/L (MUSSER
1995).

Molekularne mechanizmy dziatania INH
wcigz nie sg dokladnie znane. Przyjmuje sie,
ze INH jest prolekiem, ktory po wniknieciu
do komorki pratka jest utleniany przy po-
mocy enzymu katalaza-peroksydaza (KatG)
do farmakologicznie aktywnych pochodnych.
Te z kolei tworza addukty z czasteczkami
koenzymu NAD* lub NADP' i razem dzia-
laja jako inhibitory enzymoéw pratkowych,
takich jak reduktaza enoilo-ACP (InhA) czy
syntaza B-ketoacylo-ACP (KasA). Enzymy te
sa skladnikami ukladu enzymatycznego FAS
(ang. fatty acid synthase) II, uczestniczacego
w biosyntezie kwasow mykolowych, wspot-
tworzacych Sciane komorkows pratkow (TIM-
MINS i DERETIC 2006).

INH dobrze wchtania sie z przewodu po-
karmowego, metabolizowany jest w watro-
bie i wydalany przez nerki. Jest lekiem do-
brze tolerowanym i rzadko powoduje dziala-
nia uboczne. Najczesciej wystepuja objawy
uszkodzenia watroby. Czasem zdarza sie
zapalenie nerwéw obwodowych (polineuropa-
tia), a to dlatego, ze INH jest antymetaboli-
tem pirydoksyny.

3. Molekularne cele dzialania wazniejszych lekéw
przeciwpratkowych stosowanych w terapii gruzlicy.

w promotorze genu inhA, prowadzac
do wzmozonej jego ekspresji. Ponad-
fizjologiczny poziom biatka powoduje
przetamanie jego blokady czastecz-
kami INH i regeneracje jego enzyma-
tycznej funkcji. Nieco rzadziej obser-
wuje sie mutacje strukturalne, tj. w
obrebie sekwencji kodujacej genu inhA. Mu-
tacje te skutkuja przebudowa miejsca ak-
tywnego enzymu w taki sposéb, ze niemoz-
liwe staje sie przylaczenie adduktow INH-
-NAD/NADP (RiskA i wspoétaut. 2000).

Wsrod innych genéw, w ktérych muta-
cje wiaze sie¢ z rozwojem INH-opornosci sa:
ndh, kodujacy dehydrogenaze NADH, ktora
zwiekszajac wewnatrzkomoérkowa pule NAD*
utlatwia aktywacje INH, nhoA, kodujacy N-
-acetylotrasferaze arylamin (NAT), enzym in-
aktywujacy INH, czy furA, kodujacy biato
negatywnego regulatora transkrypcji katG
(JAGIELSKI 2010).

RIFAMPICYNA (RMP) jest, obok INH, naj-
silniejszym lekiem przeciwpratkowym. Jest
polsyntetyczna pochodna rifamycyny B, an-
tybiotyku wyizolowanego z hodowli Amycola-
topsis (d. Streptomyces) mediterranei jeszcze
w latach 50. ubiegltego wieku. Sposrod calej
grupy rifamycyn, RMP posiada najwieksza
aktywnos¢ przeciwpratkowa; wartos¢ MIC
leku dla pratkow gruzlicy wynosi Srednio
0,06-0,25 mg/L. To wlasnie wprowadzenie
RMP do leczenia gruzlicy w koncu lat 60.
nie tylko znaczaco skrécilo czas trwania te-
rapii (z 18-24 miesiecy przy leczeniu skoja-
rzonym INH, SM i PAS, do 9 miesiecy wg
schematu laczacego INH, RMP i SM), ale tez
poprawito jej wyniki.

Inaczej niz w wypadku INH, RMP cha-
rakteryzuje sie szerokim spektrum dzialania.
Oprocz pratkow kompleksu M. tuberculosis,
RMP ma wysoka aktywno$¢ wobec pratkéow



48 TOMASZ JAGIELSKI

tradu (Mycobacterium leprae) i tzw. pratkow
atypowych, takich jak Mycobacterium avium
czy M. kansasii, wywolujacych oportuni-
styczne zakazenia u ludzi (gf. ukladu odde-
chowego). Ponadto, RMP jest skuteczna wo-
bec Gram-dodatnich paciorkowcoéw i gron-
kowcow, a takze Gram-ujemnych ziarniakow
(np. Neisseria meningitidis) i pateczek, takich
jak Haemophilus influenzae, a jeszcze bar-
dziej Legionella pneumophila (MIC<0,5 mg/L)
(MasLow i PORTAL-CELHAY 2015).

RMP ma dzialanie wybitnie bakteriob6j-
cze, ktore wywiera na pratki zlokalizowane
zaroOwno wewnatrz-, jak i pozakomoérkowo,
i to bez wzgledu na ich aktywno$S¢ meta-
boliczna (efekt wyjalawiajacy). Podobnie jak
wszystkie rifamycyny, RMP jest inhibitorem
syntezy RNA. Na poziomie molekularnym,
lek wigze sie swoim pierscieniem makro-
cyklicznym z podjednostka [ DNA-zaleznej
polimerazy RNA (ang. DNA-dependent RNA
polymerase, RNAP), hamujac jej aktywnosc¢
transkrypcyjna. Wraz z blokada transkryp-
cji dochodzi do zahamowania syntezy bia-
tek. RMP jest lekiem dobrze wchlanianym
z przewodu pokarmowego. Podlega trans-
formacji metabolicznej w watrobie i wydala-
ny jest gtéwnie z kalem. RMP dziata przede
wszystkim hepatotoksycznie, przy czym ob-
jawy uboczne obserwuje sie glownie u cho-
rych przewlekle pratkujacych

Za opornos¢ pratkow na RMP odpowia-
daja niemal wylacznie mutacje w pojedyn-
czym locus, tj. genie rpoP, kodujacym pod-
jednostke [ Dbakteryjnej polimerazy RNA.
Ogromna wiekszo$¢ tych mutacji lokuje sie
w niewielkim fragmencie genu, liczacym 81
par zasad, ktory okresla sie jako ,gorace
miejsce” (ang. hot spot) mutacji lub RRDR
(ang. RMP-resistance determining region).
Mutacje w genie rpof obserwuje sie u po-
nad 95% szczepéw Kklinicznych M. tubercu-
losis opornych na RMP (MASLOW i PORTAL-
-CELHAY 2015).

Szczepy pratkéw oporne na RMP sg zwy-
kle oporne takze na inne antybiotyki rifamy-
cynowe, takie jak rifabutina (Rfb) czy rifa-
pentyna (Rfp). Zjawisko krzyzowej opornosci
wynika przede wszystkim ze wspolnego me-
chanizmu dziatania tych lekow.

Niezwykle  wazny z  diagnostyczne-
go punktu widzenia jest fakt, ze opornosci
pratkéw gruzlicy na RMP towarzyszy niemal
zawsze jednoczesna opornos¢ na INH. Stad,
wykrycie RMP-opornosci wskazuje od razu
na fenotyp MDR. Zaleznos$¢ te tlumaczy sie
tym, ze mutacje warunkujace oporno$S¢ na
INH wystepuja 100-krotnie czeSciej niz te
prowadzace do RMP-opornosci. Jesli wiec w
populacji pratkow wykrywa sie oporno$¢ na
RMP, to istnieje duze prawdopodobienstwo,

ze populacje wyjSciowa stanowily mutanty
INH-oporne.

PIRAZYNAMID (PZA) nalezy do najwaz-
niejszych lekéw przeciwpratkowych, stoso-
wanych lacznie z INH, RMP i EMB. Uzycie
PZA w takiej kombinacji, po raz pierwszy w
latach 70. ub. w., pozwolilo skroci¢ czas le-
czenia gruzlicy lekowrazliwej z 9 do 6 mie-
siecy. Schemat wlaczajacy te trzy leki jest
do dzis podstawa leczenia gruzlicy, szczegdl-
nie w jego intensywnej fazie (Tabela 2). PZA
jest syntetyczng pochodna kwasu nikotyno-
amidowego. Dokladny mechanizm dziatania
leku nie jest znany. Wiadomo, ze PZA, po-
dobnie jak INH, jest prolekiem, ktory w ko-
morce pratka ulega przeksztalceniu do for-
my farmakologicznie czynnej. Aktywacja PZA
polega na jego deaminacji z udzialem prat-
kowego enzymu pirazynamidazy, z wytworze-
niem kwasu pirazynowego (ang. pyrazinoic
acid, POA). Wcigz nie ustalono molekular-
nych celéw dziatania PZA i jego aktywnego
metabolitu, POA. Wydaje sie, ze wywiera on
efekt plejotropowy. W formie uprotonowane;j
(HPOA) zaburza potencjal blonowy komoéor-
ki bakteryjnej, a jego akumulacja w cyto-
plazmie prowadzi do drastycznego obnizenia
pH, co najprawdopodobniej uposledza wiele
szlakéw enzymatycznych (m.in. zwigzanych
z biosynteza kwaséw thuszczowych), a takze
funkcje transportu btonowego.

Za opornosc¢ pratkow na PZA odpowia-
daja najczesciej mutacje w genie pncA ko-
dujacym enzym pirazynamidazy. Fenotypo-
wym efektem mutacji jest utrata przez ko-
morke aktywnosci pirazynamidazy, przez co
PZA nie moze ulec przeksztalceniu do swojej
czynnej formy. Mutacje w genie pncA, roz-
proszone na calej dlugosci genu, a takze re-
gionu promotorowego, wystepuja u 72-99%
(Srednio 85%) szczepéw opornych na PZA.

PZA dziala niemal wylacznie na prat-
ki ludzkie (Mycobacterium tuberculosis, M.
africanum). Pratki bydlece Mycobacterium
bovis sa naturalnie oporne na PZA, przez
obecnos¢ punktowych mutacji w genie pncA.
Wartosci MIC PZA dla pratkéw M. tubercu-
losis wynosza 6-50 mg/L, podczas gdy dla
pratkow Mycobacterium smegmatis czy pa-
leczek Escherichia coli przekraczaja 2000
mg/L (ZHANG i MITCHISON 2003). Specyficz-
nos¢ PZA wzgledem pratkow M. tuberculo-
sis tlumaczy sie uposledzong aktywnoscia
bakteryjnych pomp, usuwajacych aktywne
metabolity leku z komorki. System pomp
jest jeszcze mniej wydolny w sytuacji spo-
wolnionego metabolizmu. To dlatego PZA

dziala przede wszystkim na pratki meta-
bolicznie nieaktywne (ZHANG i wspoétaut.
2014a).

PZA jest dobrze adsorbowany z przewodu
pokarmowego, metabolizowany w watrobie,
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Tabela 2. Schematy leczenia gruzlicy lekowrazliwej i lekooporne;j.

Opornosé Schemat Min. czas leczenia [mies.]
Faza intensywna Faza kontynuacji Faza intensywna  Faza kontynuacji

- INH+RMP+PZA+EMB/SM INH+RMP 2 4

INH+SM RMP+PZA+EMB (+FQ) 6-9

INH+PZA RMP+EMB+FQ 9-12

INH+EMB RMP+PZA+FQ 9-12

RMP INH+PZA +EMB+FQ (+PLP) 12-18

RMP+EMB+SM INH+PZA+FQ+PLP, , 18

RMP+PZA+SM INH+EMB+FQ+PLP, , 18

INH+EMB+PZA+SM RMP+FQ+SLDo+PLP, 18

INH+RMP PZA+FQ+PLP+Eto/Pto+Cs/ PZA+FQ+Eto/Pto- 8 12-18
PAS +Cs/PAS

FQ, fluorochinolon; PLP, parenteralny lek przeciwpratkowy (indeks dolny oznacza min. czas podawania leku w
mies.); w nawiasach podano leki, ktérych stosowanie jest opcjonalne; leki rozdzielone ukos$nikiem moga by¢ uzyte

zamiennie; pozostale oznaczenia lekéw podano w tekscie.

a wydalany przez nerki. Najpowazniejszym
dzialaniem niepozadanym leku jest hepato-

toksycznosc¢.
ETAMBUTOL (EMB) to syntetyczny lek
przeciwpratkowy, pochodna etylenodiaminy

i strukturalny analog arabinozy, ktory ra-
zem z INH, RMP i PZA uzupelnia standar-
dowy, 4-lekowy schemat leczenia gruzlicy w
fazie intensywnej (Tabela 2). EMB wywiera
dzialanie bakteriostatyczne na pratki aktyw-
nie rosnace, znajdujace sie pozakomorkowo
i wewnatrzkomorkowo. Szczegolnie wrazliwe
na dzialanie EMB sa pratki M. tuberculosis,
(MIC<5 mg/L), ale lek hamuje takze wzrost
innych mykobakterii, w tym pratkow atypo-
wych (m.in. M. avium i M. kansasii). Glowna
funkcja EMB jest zapobieganie powstawaniu
opornosci pratkéw na skojarzone z nim leki,
gtownie INH i RMP.

W wymiarze molekularnym, EMB zabu-
rza synteze arabinogalaktanu, jednego z in-
tegralnych komponentéw Sciany komoérkowej
pratkéw. Scislej, EMB blokuje enzym trans-
feraze arabinozylowa hamujac w ten sposob
inkorporacje D-arabinozy do arabinogalak-
tanu, a przez to uniemozliwiajac wlasciwe
kotwiczenie kwaséw mykolowych w $cianie
komoérkowe;j.

Opornos¢ pratkow na EMB wigze sie z
mutacjami w genach tworzacych operon
embCAB, kodujacych mykobakteryjne arabi-
nozylotransferazy. Przy tym najczesciej mu-
tacje dotycza genu embB. Wystepuja one u
ok. 70% szczepow EMB-opornych (PLINKE i
wspoélaut 2006).

EMB wchiania sie dobrze z przewodu
pokarmowego. Wiekszos¢ leku wydalana jest
przez nerki w stanie niezmienionym. Naj-
powazniejsze efekty uboczne przyjmowania
EMB wiaza sie z zaburzeniami widzenia, w
skrajnych przypadkach prowadzac do utra-
ty wzroku poprzez trwate uszkodzenie nerwu
wzrokowego.

LEKI II RZUTU

Leki przeciwpratkowe II rzutu nalezace
do grup II-IV majg udokumentowana aktyw-
nos¢ przeciwpratkowa, cho¢ jest ona mniej-
sza niz w wypadku lekéw podstawowych
(grupa I). Leki te (grup II-IV) maja zastoso-
wanie w sytuacjach szczegélnych, takich jak
nawr6t gruzlicy, nietolerancja lekéw podsta-
wowych, ale przede wszystkim gruzlica leko-
oporna, w tym gruzlica typu MDR. Przydat-
nos¢ terapeutyczng omawianych lekow wy-
znaczaja tolerancja leku i jego sklonnos¢ do
opornosci krzyzowej.

II grupa

Do grupy tej nalezg leki podawane poza-
jelitowo (parenteralnie), ktore dziataja bak-
teriobojczo, glownie na pozakomoérkowe po-
pulacje pratkow. Wsrod parenteralnych le-
kéw przeciwpratkowych (PLP) sa antybiotyki
reprezentujace dwie klasy: aminoglikozydy i
glikopeptydy.

AMINOGLIKOZYDY stosowane w leczeniu
gruzlicy to STREPTOMYCYNA (SM), pierwszy
lek przeciwpratkowy, otrzymany ze szczepu
Streptomyces griseus, KANAMYCYNA (Km),
wyizolowana z hodowli Streptomyces kana-
myceticus i syntetyczna pochodna Km, AMI-
KACYNA (Am). Wszystkie maja wspolny me-
chanizm dzialania, polegajacy na hamowa-
niu biosyntezy biatek bakteryjnych. Osiagaja
to wiazac sie swoiscie do podjednostki 30S
rybosomu, a S$cislej tworzacych ja biatek i
czasteczki 16S rRNA. Opornosc¢ pratkow na
SM jest wynikiem zmian w strukturze ry-
bosomu. Zmiany te wprowadzaja najczesciej
mutacje w dwoch genach, tj. rrs i rpsL, ko-
dujacych, odpowiednio, 16S rRNA i bialtko
S12, wchodzace w sktad matej podjednostki
rybosomu (30S) (JAGIELSKI i wspétaut. 2014).
Szczepy pratkow oporne na SM zwykle wy-
kazuja wrazliwo§¢ na Km i Am. Podobnie
jak w wypadku SM, mutacje odpowiedzialne
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Tabela 3. Genetyczne determinanty opornosci pratkow M. tuberculosis na wazniejsze leki stosowane w

terapii gruzlicy.

Lek (skrot) MIC [mg/L] Gen Produkt
katG katalaza/peroksydaza
inhA reduktaza enoilo-ACP
kasA syntaza (-keto-acylo-ACP
[E INH 0,02-0,05 ndh dehydrogenaza NADH
N nho N-acetylotrasferazaarylamin
E ahpC reduktaza wodoronadtlenkéwalkilowych
o RMP 0,06-0,25 rpof3 podjednostka B polimerazy RNA
m pncA pirazynamidaza
= PZA 16-100 rpsA bialko rysbosomalne S1
panD dekarboksylaza asparaginianowa
EMB 1-5 embCAB arabinozylotransferazy
s 16S rRNA
SM 2-8 rpsL biatko rysbosomalne S12
gidB metylotransferaza 16S rRNA
Am, Km 2.4 1rs 16S rRNA : :
eis acetylotransferaza aminoglikozydowa
E Ccm 2.4 S 16S rRNA
) tlyA 2’-O-metylotransferaza rRNA
E FQ 0,5-2,5 gyrA/B podjednostka a/p gyrazy DNA
= inhA reduktaza enoilo-ACP
v Eto/Pto 2,5-10 ethA monooksygenaza ﬂa'\fvoproteinowa
m ethR represor transkrypcji ethA
= ndh dehydrogenaza NADH
alr racemaza alaninowa
Cs/Trd 10-40 ddl ligaza D-alanylo-D-alaninowa
cycA bialko symportowe D-seryny
PAS 1-8 dfrA reduktaza dihydrafolianowa
thyA syntaza tymidylanowa
TMC-207 0,03 atpE podjednostka c syntazy ATP
= - _PA-824 0,015-0,25 nitroreduktaza/dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa zalezne
=2 X ddn/fdg1
g E OPC-67683 0,006-0,012 od koenzymu F420
SQ-109 0,5 mmpL3 blonowe biatko transportujace kwasy mykolowe

MIC, minimalne stezenie hamujace (ang. minimal inhibitory concentration); INH, izoniazyd; RMP, rifampicyna; PZA,
pirazynamid; EMB, etambutol; SM, streptomycyna; Am, amikacyna; Km, kanamycyna; Cm, kapreomycyna; FQ, flu-
orochinolon; Eto/Pto, etionamid/protionamid; Cs/Trd, cykloseryna/teryzydon; PAS, kwas p-aminosalicylowy; ACP,
biatko nosnikowe grup acylowych; ATP, adenozyno-5'-trifosforan.

za opornos¢ na Km i Am lokalizuja sie w
genie rrs, ale przesuniete sa blizej domeny
3’ genu.

Sposréd  GLIKOPEPTYDOW  uzywanych
w terapii przeciwgruzliczej, najbardziej zna-
na jest KAPREOMYCYNA (Cm). Jest to ma-
krocykliczny antybiotyk polipeptydowy, ory-
ginalnie wyizolowany z hodowli Streptomy-
ces mutabilis subsp. capreolus. Podobnie do
aminoglikozydow, Cm hamuje synteze bialek
bakteryjnych. Przy czym miejscem dzialania
leku jest interfaza miedzy obiema podjed-
nostkami zlozonego kompletnego rybosomu
70S, a Scislej mostek tworzacy sie na sku-
tek oddzialywan dwéch helis czasteczek 16S
i 23S rRNA. Za opornos¢ na Cm odpowia-
daja nierzadko te same mutacje w genie r7s,
ktore sa zrodlem opornosci na aminoglikozy-
dy. Prowadzi to do opornosci krzyzowej mie-
dzy Cm i Am, a jeszcze czeSciej Cm i Km
(AKBERGENOV i wspoétaut. 2011).

Antybiotyki aminoglikozydowe i polipepty-
dowe maja podobne dzialania niepozadane.

U wiekszosci leczonych powoduja zaburze-
nia narzadu stluchu i réwnowagi. Jako, ze
niemal w calosci wydalane sa przez nerki
w stanie nie zmienionym, leki te moga miec
tez dzialanie nefrotoksyczne.

IIT grupa

FLUOROCHINOLONY (FQ) to grupa che-
mioterapeutykow szerokospektralnych, o sil-
nym dziataniu bakteriobdjczym, w tym prat-
kobojczym, stosowanych w leczeniu gruzlicy
od polowy lat 80. ub. w. Chemicznie wy-
wodza sie od kwasu nalidyksowego, otrzy-
manego jako produkt uboczny przy oczysz-
czaniu antymalarycznego leku chlorochiny.
Jak wskazuje nazwa, FQ cechuje obecnosc¢
atomu fluoru zwykle w pozycji 6 pierScienia
chinolonowego, ktory, podobnie jak w wy-
padku kwasu nalidyksowego, stanowi zrab
struktury czasteczki leku. FQ hamuja repli-
kacje bakteryjnego DNA wiazac sie¢ z bial-
kiem gyrazy, zaliczanym do topoizomeraz,
enzymow najogoélniej odpowiedzialnych za
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stopien skrecenia podwojnej helisy. Gyra-
za (topoizomeraza II) generuje powstawanie
ujemnych super-skretow w kolistym DNA,
co umozliwia rozkrecanie podwdjnej nici
podczas replikacji.

Opornos¢ pratkow na FQ zwiazana jest
z mutacjami w genach gyrA i gyrB, kodu-
jacych dwie podjednostki (A i B) gyrazy. W
szczepach M. tuberculosis opornych na FQ,
mutacje w genie gyrA, a S$cislej jego nie-
wiele ponad 100-nukleotydowym regionie
(ang. quinolone resistance-determining re-
gion, QRDR), wystepuja u ok. 64% szczepoéw
opornych na FQ (MARURI i wspoétaut. 2012).

Sposrod FQ uzywanych w leczeniu gruz-
licy najmniejsza aktywnos¢ ma OFLOKSA-
CYNA (Ofx), nieco wieksza LEWOFLOKSACY-
NA (Lfx), zas najwieksza fluorochinolony III
generacji: MOKSYFLOKSACYNA (Mfx) i GA-
TYFLOKSACYNA (Gfx). Opornos¢ krzyzowa
miedzy FQ jest zjawiskiem czestym.

FQ podawane sa doustnie, dobrze wchia-
niaja sie z przewodu pokarmowego, metabo-
lizowane sa w watrobie, a wydalane przez
nerki. FQ naleza do mnajbezpieczniejszych
lekéw przeciwpratkowych II rzutu i rzadko
wywoluja dzialania niepozadane.

IV grupa

ETIONAMID (Eto) i PROTIONAMID (Pto)
sg lekami bardzo do siebie podobnymi, za-
rowno pod wzgledem struktury chemicznej,
jak i mechanizmu dzialania. Nawiazuja przy
tym wybitnie do INH. Oba leki sa, tak jak
INH, pochodnymi kwasu izonikotynowego;
Eto jest amidem kwasu 2-etylo-izonikotyno-
wego, a Pto amidem kwasu 2-propylo-izoni-
kotynowego. Podobnie do INH, dziataja bak-
teriobojczo na pratki aktywne metabolicznie,
znajdujace sie wewnatrz- i zewnatrzkomorko-
wo. Wspélny z INH jest tez ich mechanizm
dzialania, polegajacy na hamowaniu bio-
syntezy kwasoéw mykolowych. W koncu, tak
samo jak INH, Eto i Pto sa prolekami, kto-
re wymagaja przeprowadzenia do formy far-
makologicznie czynnej. Tutaj kluczowa role
odgrywa monooksygenaza flawoproteinowa
(EthA). Utlenione formy Eto i Pto, tak samo
jak w wypadku INH, tworza addukty z NAD*
lub NADP’, ktore nastepnie blokujg biatko
InhA, tj. reduktaze enoilo-ACP, uczestnicza-
ca w syntezie kwaséow mykolowych.

Zrodtem opornosci pratkéw na Eto i Pto
sa mutacje w genach inhA (glownie w regio-
nie promotorowym), ndh, ethA i ethR, kodu-
jacym negatywny regulator transkrypcji genu
ethA. Mutacje w dwoch pierwszych genach
prowadza zwykle do opornosci krzyzowej
miedzy Eto/Pto a INH (BROSSIER i wspélaut.
2011).

Eto/Pto podawane sa doustnie, szybko
wchlaniajag sie z przewodu pokarmowego,

podlegaja metabolicznym przemianom w wa-
trobie i wydalane sa przez nerki. Oba leki
sg zwykle zle tolerowane i powoduja wielo-
kierunkowe efekty uboczne.

CYKLOSERYNA (Cs) to antybiotyk na-
turalnie produkowany przez rézne gatunki
promieniowcow (Streptomyces spp.), ktory w
leczeniu gruzlicy stosowany jest (w formie
syntetycznej) od polowy lat 50. ub. w. Choc¢
Cs jest aktywna wobec wiekszosci gatun-
kéw pratkow, jej dzialanie, w gléwnej mierze
bakteriostatyczne, w poréwnaniu z innymi
lekami przeciwpratkowymi jest slabe.

Cs jest analogiem strukturalnym D-ala-
niny i dziala jako kompetytywny inhibitor
dwoéch enzymoéw: racemazy alaninowej (Alr)
i ligazy D-alanylo-D-alaninowej (Ddl), kata-
lizujacych, odpowiednio przeksztalcenie L-
-alaniny w D-alanine oraz wytworzenie wia-
zania peptydowego miedzy dwiema D-alani-
nami. Oba te procesy sa kluczowe w bio-
syntezie muramoilopentapeptydu bedacego
prekursorem w biosyntezie peptydoglikanu.
Mechanizm opornosci na Cs w pratkach
gruzlicy jest niejasny. Z badan przeprowa-
dzonych na szczepach M. smegmatis wyni-
ka, ze nadekspresja bialek Alr i Ddl prowa-
dzi do wytworzenia opornosci na Cs, chocé
w wypadku biatka Alr, miano tej opornosci
jest wyzsze. Sugeruje to role racemazy ala-
ninowej jako glownego molekularnego celu
dziatania Cs (FENG i BARLETTA 2003).

Cs lub wytworzony przez potaczenie jej
dwéch czasteczek TERYZYDON (Trd) to leki
przyjmowane doustnie, dobrze wchataniaja-
ce sie z przewodu pokarmowego i wydalane
przez nerki. Ich stosowanie ograniczaja cze-
ste objawy niepozadane, glownie o charakte-
rze neurologicznym.

KWAS PARA-AMINOSALICYLOWY (PAS)
wywiera dziatanie bakteriostatyczne na prat-
ki zlokalizowane pozakomoérkowo. Mimo ze
PAS jest, po SM, drugim najstarszym lekiem
przeciwpratkowym (w terapii gruzlicy stoso-
wany od 1946 r.), mechanizm jego dzialania
nie zostal w pelni wyjasniony. Najprawdo-
podobniej, PAS zaburza metabolizm kwasu
foliowego. Jak niedawno wykazano, PAS jest
prolekiem, aktywowanym przez dwa enzymy
szlaku folianowego, tj. syntaze dihydroptery-
nianowg (DHPS, FolP) i syntaze dihydrofo-
lianowa (DHFS, FolC). Produktem aktywacji
PAS jest hydroksydihydrofolian, dziatajacy
jako inhibitor reduktazy dihydrofolianowe;j
(DHFR), enzymu odpowiedzialnego za po-
wstanie biologicznie czynnej formy kwasu
foliowego, tetrahydrofolianu (ZHENG i wspol-
aut. 2013). Opornos¢ pratkow na PAS ma,
jak sie wydaje, determinacje wielogenowa. W
szczepach PAS-opornych wykrywa sie muta-
cje w genie dfrA, kodujacym enzym DHFR,
a takze thyA, ktorego produktem biatkowym
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jest syntaza tymidylanowa, enzym uczestni-
czacy w biosyntezie tyminy. Mutacje w ge-
nie thyA zmniejszajace aktywno$S¢ enzymu,
a przez to zuzycie tetrahydrofolianu, obser-
wowano u 37% szczepoéw opornych na PAS
(MATHYS i wspétaut. 2009).

PAS metabolizowany jest w watrobie i
wydalany przez nerki. U wielu przyjmuja-
cych ten lek wywotuje zaburzenia ze strony
przewodu pokarmowego. Jest tez hepatotok-
syczny.

V grupa

Grupa ta obejmuje rézne chemioterapeu-
tyki, ktorych aktywnos¢é przeciwpratkowa
jest niejasna lub niepotwierdzona. Leki te
nie sa zalecane do leczenia gruzlicy. Siega
sie po nie tylko wowczas, gdy leki pozosta-
tych grup (I-IV) nie wystarczaja dla utozenia
skutecznego, kombinowanego schematu le-
kowego dla leczenia gruzlicy wielolekoopor-
nej typu MDR i XDR (DOOLEY i wspétaut.
2013).

KLARYTROMYCYNA (Clr) nalezy do anty-
biotykow makrolidowych, ktére hamuja syn-
teze bialek wigzac sie z domena peptydylo-
transferazowa na podjednostce 50S ryboso-
moéw. Clr dziala na pratki bakteriostatycznie.
Wrazliwe sa glownie pratki atypowe, w tym
pratki kompleksu Mycobacterium avium-in-
tracellulare (MAIC). Pratki gruzlicy wykazuja
zwykle opornosé¢ na Clr indukowanag niski-
mi stezeniami leku. Gléwng role odgrywa
tu metylotransferaza, produkt genu erm37,
ktéra metylujac czasteczki 23S rRNA, unie-
mozliwia wigzanie sie¢ z nimi leku (DOOLEY i
wspoétaut. 2013).

KLOFAZYMINA (Cfz), pochodna fenazyny,
jest chemioterapeutykiem o stabym dziata-
niu bakteriobojczym, stosowanym gléwnie
w leczeniu tradu. Mechanizm dzialania leku
jest nieznany. Mozliwe, ze lek generuje re-
aktywne formy tlenu i zaburza reakcje ener-
getyczne w przebiegu oddychania. Prawdopo-
dobnym zrodlem opornosci pratkéow na Cfz
jest aktywne usuwanie leku z komoérki.

LINEZOLID (Lzd) jest przedstawicielem
stosunkowo nowej grupy syntetycznych che-
mioterapeutykow, zwanej oksazolidynonami.
Lzd stosowany jest glownie w leczeniu in-
fekcji wywotanych lekoopornymi bakteriami
Gram-dodatnimi. Wykazuje tez istotng ak-
tywnos¢ przeciwpratkowa, hamujac wzrost
pratkow M. tuberculosis w stezeniu 1 mg/L
(DOOLEY i wspétaut. 2013). Dokladny me-
chanizm dziatania Lzd, podobnie jak innych
oksazolidynonéw, nie jest znany. Wiadomo,
ze Lzd hamuje wczesne etapy syntezy bia-
tek, wiazac sie z w obrebie domeny pep-
tydylotransferazowej podjednostki S0S ry-
bosomow. W szczepach opornych na Lzd
obserwowano mutacje w genie rrl, koduja-

cym 26S rRNA oraz genie rplC, kodujacym
rybosomalne biatko L3 (ZHANG i wspotaut.
2014Db). Lzd jest skutecznym lekiem w tera-
pii gruzlicy wielolekoopornej, przy czym po-
woduje stosunkowo czesto objawy uboczne
(m.in. niedokrwisto$é, neuropatie).

TIOACETAZON (Thz) nalezy do klasy tio-
semikarbazonow. Lek wywiera staby, bak-
teriostatyczny efekt na pratki, za to czesto
wywoluje u chorych dzialania niepozadane.
Jak dotad, nie ustalono co stanowi gléwna
tarcze dla dzialania Thz, ani w jaki spos6b
rozwija sie¢ opornos¢ na ten lek. Najnow-
sze badania pokazuja jedynie, ze Thz blo-
kuje aktywnoS¢ enzymoéw uczestniczacych
w cyklopropanacji kwaséw mykolowych, co
jednak nie uposledza metabolizmu pratkéow
(ALAHARI i wspétaut. 2007).

NOWE LEKI PRZECIWPRATKOWE

Z wyjatkiem Lzd i fluorochinolonéw III
generacji (Mfx, Gfx), wszystkie pozostate leki
przeciwpratkowe, krotko scharakteryzowane
powyzej, maja historie najmniej pieciu de-
kad. Dopiero w ostatnich kilku latach poja-
wily sie nowe leki przeciwpratkowe, ktérych
skutecznos¢ i bezpieczenstwo w leczeniu
gruzlicy jest przedmiotem wielu trwajacych
obecnie badan klinicznych (II i III fazy). Po-
nizej omoéwiono kilka najbardziej obiecuja-
cych preparatéow.

BEDAKILINA (TMC-207) to syntetycz-
ny chemioterapeutyk z grupy diarylochino-
lin, ktorego aktywnosSc¢ pratkobodjcza po raz
pierwszy wykazano w 2005 r. W 2012 r.
lek zostal dopuszczony do leczenia gruzlicy
typu MDR u dorostych przez amerykanska
Agencje ZywnosSci i Lekéw (ang. Food and
Drug Administration, FDA), a w 2014 r.
takze przez Europejska Agencje Lekow (ang.
European Medicines Agency, EAM). Beda-
kilina jest wysoce aktywna wobec pratkow
M. tuberculosis (MIC=0,03 mg/L), dzialajac
zarowno na pratki mnozace sie, jak i beda-
ce w stanie uSpienia. Uwage zwraca nowy
mechanizm dzialania leku. Jest on inhibi-
torem pompy protonowej F F -syntazy ATP.
Efektem dziatania leku jest obmnizenia puli
wewnatrzkomorkowego ATP, co prowadzi do
Smierci komorki. Otrzymane w warunkach
in vitro szczepy M. tuberculosis oporne na
bedakiline zawieraly mutacje w genie atpE,
kodujacym podjednostke ¢ w czesci F, kom-
pleksu ATP-azy (ANDRIES i wspoélaut. 2005).

PRETOMANID (PA-824) i DELAMANID
(OPC-67683) reprezentuja grupe syntetycz-
nych chemioterapeutykéw, pochodnych ni-
troimidazolu. Oba leki wykazuja dziatanie
bakteriob6jcze wobec pratkéow o aktywnym
i usSpionym metabolizmie. Oba zwiazki sa
tez prolekami i ulegaja aktywacji przez usu-
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niecie grupy nitrowej w pierScieniu imida-
zolowym. W reakcji tej, katalizowanej przez
nitroreduktaze zalezna od koenzymu F420
(Ddn), jako produkty uboczne powstaja re-
aktywne formy azotu, ktére poprzez m.in.
zaburzanie aktywnosci katalitycznej enzy-
mow ltancucha oddechowego prowadza do
Smierci komorki. Jest to gléwny mechanizm
dzialania obu lekow w warunkach hipoks;ji,
ktora znosza pratki w stanie anabiozy. W
warunkach tlenowych, pretomanid i delama-
nid uposledzaja biosynteze kwaséw mykolo-
wych (MUKHERJEE i BOSHOFF 2011). Mutacje
w genach ddn, fgdl i kilku innych, ktérych
biatkowe produkty zaangazowane sa w bio-
synteze koenzymu F420, opisano w otrzy-
manych in vitro szczepach M. tuberculosis
opornych na pretomanid (HAVER i wspélaut.
2015). W 2013 r. delamanid zostal warun-
kowo dopuszczony do leczenia gruzlicy typu
MDR przez EAM.

SQ-109 jest analogiem strukturalnym
EMB, o odmiennym mechanizmie dziatania
i aktywnosci wobec pratkéw opornych na
EMB. Molekularnym celem dla SQ-109 jest
blonowe biatko MmpL3 eksportujace kwa-
sy mykolowe, w postaci estrow trehalozy, z
cytoplazmy do $ciany komoérkowej. W efek-
cie dochodzi do zaburzenia jej struktury i
toksycznej dla komorki cytoplazmatycznej
akumulacji kwaséw mykolowych. Powyzszy
model dziatania SQ-109 oparto na analizie
wyprowadzonych in vitro mutantéw M. tuber-
culosis opornych na ten lek; wszystkie ta-
kie szczepy niosty mutacje w genie mmpL3
(TAHLAN i wspotaut. 2012).

W 1II fazie badan klinicznych sa w koncu
dwa preparaty oznaczone jako PNU-100480
(sutezolid) i AZD-5847. Oba zwiazki naleza
do oksazolidynonéw i sa pochodnymi Lzd.
Opracowano je chcac zwiekszy¢ jeszcze dzia-
tanie bakteriobéjcze jakie wykazuje Lzd, przy
jednoczesnym zminimalizowaniu groznych
dzialan niepozadanych, jakie ten lek wywo-
huje.

LECZENIE GRUZLICY LEKOOPORNEJ

Gruzlica lekowrazliwa jest choroba w pel-
ni wyleczalna przy zastosowaniu standardo-
wego 6-miesiecznego kursu leczenia (Tabe-
la 2). Obejmuje on faze intensywna, w kto-
rej przez 2 miesigce chory otrzymuje 4 pod-
stawowe leki przeciwpratkowe (INH, RMP,
PZA i EMB) oraz 4-miesieczna faze podtrzy-
mujaca, w ktorej podaje sie juz tylko 2 leki,
tj. INH i RMP. Ta dwufazowos¢ charaktery-
zuje wiekszo§¢ schematow leczenia gruzlicy
i polega na celowanej eliminacji pratkow o
odmiennej aktywnosci metabolicznej. W in-
tensywnej fazie leczenia dochodzi do zabicia
wiekszosci pratkéw mnozacych sie w zmia-

nach chorobowych. Leczenie podtrzymuja-
ce prowadzi do eliminacji pratkéow o zaha-
mowanym, okresowo tylko nasilajagcym sie
metabolizmie. Daje to efekt wyjalawiajacy,
zapobiegajac nawrotom choroby. O powodze-
niu leczenia decyduje wlasciwy dobér lekow
(bezwzglednie konieczne jest uzycie najmniej
dwoch lekéw, na ktore pratki sa wrazliwe),
regularnos¢ (wg zaleconego dawkowania i w
okreslonym rytmie) i odpowiednio diugi czas
ich przyjmowania, a takze monitorowanie, w
oparciu o badania kliniczne i bakteriologicz-
ne, skutecznosci prowadzonej terapii. Zasa-
dy te obowigzuja zarowno w leczeniu gruz-
licy lekowrazliwej, jak i lekoopornej. Jed-
nak w wypadku tej ostatniej, a szczegdlnie
gruzlicy typu MDR, czas leczenia znaczaco
sie wydtuza, a odsetek wyleczen istotnie sie
zmniejsza. Jest tak dlatego, ze gruzlica, w
ktorej pratki wykazuja opornosé¢ na dwa lub
wiecej glownych lekow przeciwpratkowych,
wymaga stosowania lekéw II rzutu. Leki te
maja zwykle znacznie slabsze dziatanie od
lekow podstawowych, sa bardziej toksyczne
i gorzej tolerowane. Tak wiec, okres lecze-
nia gruzlicy lekoopornej jest 4-krotnie dituz-
szy anizeli gruzlicy lekowrazliwej i czesto
przekracza 2 lata. Z kolei, odsetek wyleczen
wsréod chorych na gruzlice lekowrazliwa sie-
ga 80%, podczas gdy w wypadku chorych
na gruzlice typu MDR i XDR, odpowiednio,
niewiele ponad 30% i 19% (VAN DER WERF i
wspotaut. 2014).

Nie bez znaczenia jest tez wymiar eko-
nomiczny leczenia gruzlicy wielolekooporne;j.
Leki II rzutu sa czesto wielokrotnie drozsze
od lekow podstawowych, co ujemnie wplywa
na ich dostepnos¢ dla chorych, szczegolnie
w krajach o sSrednim i niskim dochodzie.
Jednoczesnie, to wlasnie te kraje sa najbar-
dziej dotkniete gruzlica lekooporna. Wedlug
danych WHO, w 2014 r. Sredni koszt le-
czenia jednostkowego przypadku gruzlicy le-
kowrazliwej nie przekraczal 1 tys. USD. W
wypadku gruzlicy typu MDR, koszt leczenia
jednego chorego wynosit srednio 7 tys. i 21
tys. USD, odpowiednio w krajach o niskim
i Srednim dochodzie (WHO 2015). W krajach
wysoko rozwinietych, takich jak Stany Zjed-
noczone, koszt leczenia chorego na gruzlice
typu MDR moze przekroczy¢ 130 tys. USD,
a w wypadku gruzlicy XDR 430 tys. USD
(MARKS i wspétaut. 2014).

Koniecznos¢ przyjmowania kilku lekow
i to przez diugi czas sprawia, ze leczenie
gruzlicy jest trudne. Jego sukces zalezy od
dobrej wspolpracy chorego z lekarzem pro-
wadzacym; wymaga duzej dyscypliny i cier-
pliwosci chorego. Korzystajac z doswiad-
czen strategii DOTS 1 jej poszerzonej wersji
DOTS-Plus, dedykowanej gruzlicy lekoopor-
nej, a takze w oparciu o wyniki kontrolowa-
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nych badan klinicznych, wypracowano sze-
reg zalecen, ktorych przestrzeganie prowadzi
do wyleczenia nawet gruzlicy wielolekoopor-
nej. W odniesieniu do leczenia gruzlicy le-
koopornej, wytyczne sformulowane najpierw
przez WHO (WHO 2011), zostaly, na gruncie
krajowym, recypowane w specjalnym doku-
mencie Polskiego Towarzystwa Choréb Pluc
(AucusTYNOWICZ-KOPEC i wspoétaut. 2013). Do
najwazniejszych zalecen naleza:

— wybér schematu leczenia powinien
uwzglednia¢ dotychczasowa historie leczenia
i wyniki lekowrazliwosci pratkow;

— leki nalezy stosowac codziennie, pod
bezposrednim nadzorem przez caly czas le-
czenia;

— bez informacji o lekowrazliwoSci prat-
kéw nigdy nie wolno dodawaé pojedynczego
leku u chorych, ktérych odpowiedz na sto-
sowane leczenie nie jest wystarczajaca;

- w przypadkach o wysokim ryzyku wie-
lolekoopornosci, do czasu uzyskania wyni-
kow lekowrazliwosci nalezy podac zestaw le-
koéw zalecany w leczeniu gruzlicy typu MDR;

— w trakcie leczenia zalecana jest re-
gularna kontrola kliniczna, radiologiczna i
bakteriologiczna wynikéw leczenia oraz wy-
stepowania dzialan niepozadanych.

Ponadto, w leczeniu gruzlicy typu MDR
nalezy:

— w fazie intensywnej stosowac¢ co naj-
mniej 5 lekow, w tym najmniej 4 leki II rzu-
tu o mozliwej skutecznosci; schemat powi-
nien uwzglednia¢ PZA, fluorochinolon now-
szej generacji (zamiast Ofx - Lfx, Gfx lub
Mfx), Eto lub Pto, a takze Cs, Trd lub PAS,
i w koncu, w fazie intensywnej, lek podawa-
ny parenteralnie (Km, Am lub Cm);

— EMB i leki grupy V, wg podziatu WHO,
traktowac jako leki dodatkowe do wyzej wy-
mienionych;

— wykonywac¢ badanie bakteriologiczne co
miesigc do czasu odpratkowania, a nastep-
nie co 3 miesiace do zakonczenia leczenia;

— intensywna faze leczenia prowadzic
przez co najmniej 8 miesiecy, a cate leczenie
co najmniej 20 miesiecy.

Zasady wymienione wyzej obowiazuja
takze w leczeniu gruzlicy typu XDR. Leki
dobiera sie¢ ScisSle na podstawie historii le-
czenia i wynikow lekowrazliwosci pratkow.
Niekiedy, nawet wobec stwierdzonej in vitro
opornosci pratkow na dany lek, utrzymuje
sie go w schemacie z uwagi na mozliwos¢
zachowanej aktywnosSci przeciwpratkowej w
tkankach.

W przebiegu leczenia gruzlicy lekoopor-
nej, szczegdlna odpowiedzialnos¢ jest po
stronie mikrobiologéw i diagnostéw. Wyniki
regularnie prowadzonych badan bakterio-
logicznych, w tym testow lekowrazliwosci,
pozwalajg nie tylko oceni¢ skutecznos¢ ak-

tualnego schematu leczenia, ale takze go
korygowa¢ i zmieniaé. Przy czym, wszelkie
modyfikacje  postepowania terapeutyczne-
go powinny by¢ wprowadzane ostroznie, z
uwzglednieniem caloSciowej oceny stanu kli-
nicznego chorego.

DIAGNOSTYKA GRUZLICY
LEKOOPORNEJ

Przez dlugi czas dostepne byly jedynie
fenotypowe metody oznaczania lekowrazli-
wosci pratkéw, polegajace na ocenie wzro-
stu bakterii na pozywkach mikrobiologicz-
nych zawierajacych dany lek w odniesieniu
do wuktadu kontrolnego, tj. populacji prat-
kéw rosnacych bez obecnosci leku. W me-
todach tych stosowane sa zaréwno pozywki
pltynne, jak i state. Jedna z pierwszych, a
obecnie najpopularniejsza metoda oznacza-
nia lekowrazliwosci pratkow jest zapropono-
wana w latach 60. XX w. przez Canettiego
tzw. metoda proporcji. Ogélnie zaklada ona,
ze jesli szczep wyrasta na pozywce z lekiem
populacja stanowiaca najmniej 1% populacji
kontrolnej (na pozywce bez leku), uznaje sie
go za oporny w sensie klinicznym. Metode
proporcji wykonuje sie najczeSciej na stalej
pozywce agarowej (7H10), wg przepisu Mid-
dlebrooka lub pozywce jajowej, wg Lowenste-
ina-Jensena. Pozywki plynne wykorzystywa-
ne sa do oznaczania lekowrazliwosci pratkéow
w systemach automatycznych. Obecnie dwa
takie systemy sg atestowane przez FDA. Sg
to Bactec MGIT 960 (Becton Dickinson) oraz
VersaTREK Mycobacteria Detection and Su-
sceptibility Testing (Thermo Scientific). Oba
systemy uzywaja jako pozywki zmodyfikowa-
nego bulionu Middlebrooka (7H9), ale réznig
sie systemem detekcji wzrostu. W aparacie
Bactec MGIT 960, wzrost pratkéw mierzony
jest fluorymetrycznie. Pozywka zawiera flu-
orescencyjny komponent, pieciowodzian ru-
tenu, wrazliwy na dzialanie rozpuszczonego
w niej tlenu. Duza jego iloS¢ na poczatku
hodowli absorbuje emisje fluorescencji po-
chodzaca z komponentu. Wraz ze wzrostem
oddychajacych tlenowo pratkéw, stezenie tle-
nu zmniejsza sie, skutkujac zwiekszeniem
fluorescencji. Z kolei, aparat VersaTREK
rejestruje wzrost pratkéw poprzez pomiar
zmian ciSnienia w warstwie ponad pozywka
w butelce hodowlanej, na skutek zuzywane-
go przez pratki tlenu i produkowanego przez
nie dwutlenku wegla.

Wraz z rozwojem technik molekularnych,
a zwlaszcza po ukonczeniu projektu sekwen-
cjonowania M. tuberculosis (COLE i wspoétaut.
1998), w diagnostyce gruzlicy zaczeto coraz
czeSciej stosowa¢ markery genetyczne, czyli
specjalnie dobrane sekwencje DNA, specy-
ficzne dla danego osobnika lub grupy osob-
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nikow, umozliwiajace nie tylko identyfikacje
taksonomiczna (na poziomie gatunku) i klo-
nalna (na poziomie szczepu), ale takze defi-
niujace specyficzne cechy fenotypowe, takie
jak wirulencja, czy wlasnie lekoopornosc¢.

Do wykrywania lekoopornosci w gruzlicy,
w funkcji markeréw genetycznych uzywane
sg zwykle mutacje w okreslonych loci, wa-
runkujace stan opornosci pratkow na dany
lek przeciwpratkowy. Sposrod wielu metod
molekularnych stosowanych w diagnosty-
ce gruzlicy lekoopornej, ktérych omowienie
wykracza poza ramy obecnego opracowania,
wiekszosS¢ opiera sie o technike PCR. Zapew-
nia ona amplifikacje locus, o ktérym wiado-
mo, ze zawiera mutacje opornosciowe. PCR
wymaga odpowiednio przygotowanej matrycy,
ktora jest wyizolowany ze szczepow lub bez-
posrednio z materialu klinicznego pratkowy
DNA, a takze wlasciwie zaprojektowanych
starterow, flankujacych badany region. Am-
plifikacja DNA przez PCR stanowi pierwszy
etap w kazdej metodzie wykrywajacej prat-
kowe mutacje opornosciowe. Réznice miedzy
poszczegolnymi metodami polegaja na spo-
sobie detekcji mutacji w otrzymanym pro-
dukcie PCR. W tym celu stosuje sie¢ najcze-
Sciej analize sekwencyjna (sekwencjonowanie
DNA) lub hybrydyzacyjna (hybrydyzacja 2z
uzyciem odpowiednio zaprojektowanych sond
genetycznych) i coraz rzadziej juz, restryk-
cyjna (ang. restriction fragment length poly-
morphism, PCR-RFLP).

Niektéore sposréd metod molekularnych
wykrywania lekoopornosci zostaly opracowa-
ne w formie komercyjnie dostepnych testow
diagnostycznych i sa z powodzeniem uzywa-
ne w wielu laboratoriach pratka na sSwiecie.
Przykladem jest system GeneXpert MTB/
RIF (Cepheid), rekomendowany przez WHO i
zatwierdzony do uzytku przez FDA oraz Eu-
ropejskie Centrum Zapobiegania i Kontroli
Choréb (ang. European Centre for Disease
Prevention and Control, ECDC), umozliwia-
jacy, poza detekcja pratkow M. tuberculosis,
takze oznaczenie ich wrazliwosci na RMP.
System wykorzystuje technike real-time-
-PCR (RT-PCR), pozwalajaca na réwnoczesne
zastosowanie 5 sond, znakowanych rozny-
mi fluoroforami i wiazacych sie w obrebie
regionu RRDR genu rpof. O obecnosci mu-
tacji Swiadczy wygaszenie fluorescencji po-
chodzacej od co najmniej jednej uzytej son-
dy. System GeneXpert MTB/RIF jest w pelni
zautomatyzowany, dostosowany do anali-
zy materialu klinicznego (prob plwociny) a
wszystkie procesy, czyli izolacja DNA, PCR i
detekcja amplikonu odbywaja sie w jednym
pojemniku (kartrydzu) podzielonym na kilka
komér reakcyjnych. Laczny czas wykonania
badania wynosi ok. 2 godzin.

Drugi popularny system identyfikacji le-
koopornosci w szczepach M. tuberculosis to
GenoType MTBDR (HainLifescience), dostep-
ny w formacie dwéch testow: MTBDRplus i
MTBDRs!, wykrywajacych opornos¢ pratkéw
na INH i RMP (MTBDRplus), a takze flu-
orochinolony, aminoglikozydy, Cm i EMB
(MTBDRs]). Zasada obu testow jest ta sama
i polega na amplifikacji technika PCR multi-
plex wybranych regionéw DNA, skupiajacych
mutacje warunkujace opornos¢ na dany
lek przeciwpratkowy, a nastepnie hybrydy-
zacji powstatych amplikonéw 2z odpowied-
nio zaprojektowanymi oligonukleotydowymi
sondami, odpowiadajacymi niezmienionym
lub zmutowanym wariantom badanych se-
kwencji, zwiazanymi na pasku nitrocelulozo-
wym. Uklad prazkéw na pasku, uwidocznio-
ny w reakcji chemiluminescencji, wskazuje
na obecnos¢ lub brak okreslonych mutacji
(GAzI i wspolaut. 2015).

Pomijajac aspekty techniczne i finanso-
we, metody molekularne oznaczania lekow-
razliwosci majg te niewatpliwa przewage nad
metodami konwencjonalnymi (fenotypowy-
mi), ze W sposob istotny skracaja czas ba-
dania. O ile test lekowrazliwosSci na pozyw-
kach mikrobiologicznych trwa co najmniej
7-10 dni, wydluzajac sie niekiedy do 8-12
tygodni, otrzymanie wyniku testu genetycz-
nego zajmuje zwykle kilka godzin (LAURENZO
i Mousa 2011). Ograniczeniem testow gene-
tycznych jest pula mutacji uzywanych jako
markery lekoopornosci. Ztozono$¢ mechani-
zmoOw opornosci pratkéw na leki sprawia, ze
czutos¢ tych testéw moze byc¢ niedostatecz-
na. Innymi stowy, szczepy oporne na dany
lek przeciwpratkowy moga zosta¢ oznaczone
jako lekowrazliwe, gdyz niosg inne muta-
cje niz te uwzglednione w panelu testowym.
Dlatego wciaz trwaja intensywne prace nad
optymalizacja ukladow markerowych, mi-
nimalizujacych ryzyko otrzymania wynikow
falszywie ujemnych. Badania w tym zakresie
prowadzi takze zespol badawczy w Zakladzie
Mikrobiologii Stosowanej na Wydziale Biolo-
gii Uniwersytetu Warszawskiego.

PODSUMOWANIE

Problem gruzlicy lekoopornej ognisku-
je zainteresowanie i wysitki wielu grup ba-
dawczych na calym swiecie. Dzialania obec-
nie podejmowane w celu ograniczenia, a
przynajmniej zlagodzenia skutkéw zjawiska
lekoopornosci M. tuberculosis sa wielokie-
runkowe. Po pierwsze, trwaja intensywne
poszukiwania nowych, skutecznych lekow
przeciwpratkowych. Jednoczesnie oceniana
jest uzytecznos¢ kliniczna kilku niedawno
wprowadzonych chemioterapeutykow. Kolej-
nych kilka preparatow jest w fazie badan
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przedklinicznych. Po drugie, szeroko prowa-
dzone sa badania dotyczace molekularnych
mechanizméw lekoopornosci. Maja one na
celu zdefiniowanie genetycznych determinan-
tow opornosci pratkow na poszczegdlne leki
przeciwpratkowe. Wyniki tych badan maja
istotne znaczenie aplikacyjne. Wykorzystuje
sie je do opracowania ukladéw markerowych
w testach genetycznych wykrywajacych leko-
oporne fenotypy pratkéw. Po trzecie, coraz
wiecej osrodkéw na calym sSwiecie realizuje
szczegblowa  sprawozdawczos¢ epidemiolo-
giczng gruzlicy lekoopornej, uwzgledniaja-
ca wyniki nowoczesnych badan z zakresu
epidemiologii molekularnej pratka gruzlicy.
Chodzi tu o wykorzystanie metod typowania
genetycznego, przede wszystkim dla ustale-
nia zrédet i drég transmisji zakazen prat-
kowych (JAGIELSKI i wspotaut. 2010c, d). W
koncu, podejmowane sa stale, przez rézne
instytucje i organizacje, nowe inicjatywy i
akcje o charakterze szkoleniowym i eduka-
cyjnym, ktorych zadaniem jest podniesienie
Swiadomosci zdrowotnej spoteczenstw w od-
niesieniu do problemu gruzlicy, a szczegdl-
nie gruzlicy lekoopornej, przez propagowanie
wiedzy na temat skutecznych metod leczenia
i profilaktyki zakazen pratkowych.

Streszczenie

Gruzlica pozostaje nadal jednym z najwiekszych za-
grozen zdrowotnych dla populacji ludzkiej. Kazdego roku
notuje sie okoto 9 mln nowych zachorowan na gruzli-
ce i blisko 2 mln zgonéw z powodu tej choroby. Wsrod
najwazniejszych czynnikéw, ktére negatywnie wplywaja
na sytuacje epidemiologiczna gruzlicy w Swiecie jest le-
koopornos¢ wywotujacych ja pratkow Mycobacterium tu-
berculosis. Szczegdlne znaczenie ma opornosc¢ typu MDR
(ang. multidrug resistance), definiowana jako opornosc
pratkow na co najmniej izoniazyd (INH) irifampicyne
(RMP), dwa kluczowe leki stosowane w terapii gruzlicy.

Glowna role w ksztaltowaniu opornosci na leki prze-
ciwpratkowe odgrywaja spontaniczne mutacje w genach
kodujacych biatka lub RNA bedace czesto, cho¢ nie
zawsze, celami molekularnymi tych lekow. W szczepach
M. tuberculosis mutacje wystepuja z rozna czestoscia i
w rozny sposob ksztaltuja ich fenotyp lekoopornosci, co
wyraza sie odmiennym mianem opornosci szczepu na
dany lek przeciwpratkowy.

Niniejsza praca omawia najwazniejsze zagadnienia
zwiazane z lekoopornoscia w gruzlicy, w tym epidemio-
logie, diagnostyke i leczenie gruzlicy lekoopornej. Naj-
wiecej miejsca w pracy zajmuje charakterystyka lekow
stosowanych obecnie w leczeniu gruzlicy, ze szczegélnym
uwzglednieniem mechanizméw ich dziatania i opornosci
na nie pratkéw.
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DRUG RESISTANCE IN TUBERCULOSIS - MICROBIOLOGICAL AND CLINICAL ASPECTS

Summary

Tuberculosis (TB) still persists as a significant health problem for the entire human population. Every year,
about 9 million people develop TB, and nearly 2 million die from the disease. Among major factors that influence
current TB epidemiology is drug resistance of its causative agent — Mycobacterium tuberculosis. Of particular im-
portance is multidrug resistance, defined as resistance of tubercle bacilli to at least isoniazid (INH) and rifampicin
(RMP), the two most potent anti-TB drugs.

The pivotal role in the development of drug resistance in tubercle bacilli is attributed to spontaneous mutations
in genes coding for proteins or RNAs that often, yet not always, serve as molecular targets for anti-TB therapeutics.
These mutations occur at different frequencies in M. tuberculosis strains and differently impact the level of resist-
ance to a specific drug.

This review addresses the most important issues related to drug-resistance in TB, including epidemiology, diag-
nostics, and treatment strategies for drug-resistant TB. A substantial part of the article is devoted to anti-TB drug’s
profiles, with particular emphasis on their modes of action and mechanisms of resistance.



