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SOUHRN

Treponema pallidum subsp. pallidum (TPA) zpUsobuje ve-
nerické onemocnéni syfilis. V Ceské republice je ro¢né za-
znamenano nékolik set pripadl syfilis, napf. v roce 2012 to
bylo 696 pripadl. V poslednich desetiletich se u kmenl TPA
rozsitila rezistence k makrolidovym antibiotikdm podminéna
mutacemi A2058G nebo A2059G v genu pro 23S rRNA.
Makrolidova antibiotika byla v minulosti (a vyjimecné stale
jsou) v CR vyuzivana k [é&bé syfilis u pacientl alergickych na
penicilin. Zatimco v letech 2004-2010 bylo 37 % kmen( TPA
rezistentnich k makrolid@im, v letech 2011-2013 dosahl podil
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D.: Macrolide resistance in Treponema pallidum subsp.
pallidum in the Czech Republic and in other countries

Treponema pallidum subsp. pallidum (TPA) is the causative
agent of the sexually transmitted disease syphilis. In the
Czech Republic, several hundred cases of syphilis are report-
ed annually; e.g. in 2012, 696 syphilis cases were documented.
In the last decades, an increasing prevalence of macrolide
resistant TPA strains harboring A2058G or A2059G muta-
tions in the 23S rRNA gene has been reported. Macrolides
were used (and rarely are still being used) in the Czech

uvob

Tento souborny referat se zabyva rezistenci Treponema palli-
dum subsp. pallidum na makrolidova antibiotika. Cilem je
seznamit Ctenate s podstatou rezistence pivodce syfilis,
zmapovat prevalenci rezistentnich kment v Ceské repub-
lice a ve svété a formulovat doporuceni pti 16¢bé syfilis.

HISTORIE LE(ZBY SYFILIS V €R A VYUZiVANI
MAKROLIDOVYCH ANTIBIOTIK

Lé&ba syfilis v Ceské republice spoléhala od vzniku
Ceskoslovenska do roku 1949 na terapii arsenobenze-
novymi, bizmutovymi a jodovymi preparaty [1]. Po roce
1949 byla nahrazena podle doporuceni Svétové zdravot-
nické organizace (WHO) parenteralni aplikaci penici-
linu. Penicilinové pfipravky (zakladni i depotni) byly
také pouzity k rozsahlé preventivné-lécebné akci ,, PN“
probihajici v letech 1951 a 1952 [2]. Pii této akci organi-
zované dermatovenerology a hygienickou sluzbou byla
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TPA kmen( rezistentnich k makrolidovym antibiotikiim 67 %.
Vysoka prevalence mutaci A2058G nebo A2059G a vzrls-
tajici trend makrolidové rezistence jsou pozorovany nejen
v CR, ale i v dal3ich rozvinutych zemich svéta. Makrolidova
antibiotika tedy nejsou vhodnym antibiotikem v 1é¢bé syfilis.

KLICOVA SLOVA:

syfilis - Treponema pallidum - rezistence - makrolidova
antibiotika

Republic for the treatment of syphilis in patients allergic to
penicillin. While 37% of TPA strains were resistant to mac-
rolides between 2004 and 2010, this rate increased to 67%
between 2011-2013. High prevalence of A2058G or A2059G
mutations and increasing rates of macrolide resistant TPA
strains have also been documented in other developed
countries. Therefore, macrolides should not be used in the
treatment of syphilis.
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vySetfovana populace od 15 do 45 let, celkem cca 4,5 mi-
liénu lidi. Zachyceni a konfirmovani pacienti se syfilis
(0,4 %, cca18.000 pripadi) byli 1éCeni intramuskularné
aplikovanym penicilinem a kombinovanou ktrou arse-
nobenzent a bizmutu. V dal§ich letech se jiZ pouzivala
pouze antibiotika. V 60. letech minulého stoleti byly do
spektra validovanych ti¢innych 1ékil zatazeny tetracykli-
ny, erytromycin, chloramfenikol a aureomykoin (chlor-
tetracyklin). VyuZiti téchto pfipravkl bylo rezervovano
pro pacienty s alergii na penicilin vanamnéze a ziistalo
proto minoritni. V letech 2003-2012 bylo k 1é¢bé syfilis v 61
pripadech z celkového poctu 9 151 ptipadt (0,7 %) pouZito
makrolidovych antibiotik [3]. Makrolidova antibiotika
se v CR vyuZzivaji pro 1é¢bu syfilis zejména u gravidnich,
kde jsou tetracyklinova antibiotika kontraindikovana.
Desenzibilizace pfi alergii na penicilin (podle doporuceni
Centra pro kontrolu nemoci v Atlanté, USA) neni v CR
provadéna.
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vaci, zvySenym exportem z bakteridlnich bunék anebo
zménami v cilovém misté plisobeni. U Treponema pallidum
AT . - subsp. pa!li«icum (TPA) lgylvza,tirn ?opsén vznik Fezis;ence
. k makrolidim podminény zménou nukleotidové sek-
600 000 = . vence 23S rRNA, kterd je soucasti velké ribozomalni
- podjednotky [18]. Mutace v molekule 23S rRNA vede
k modifikaci vazebného mista pro makrolidy a tudiz ke
snizené ucinnosti nebo k netcinnosti makrolidového
250 000 antibiotika. Rlizna makrolidova antibiotika pfitom
reaguji s riznymi nukleotidy vlasenky 35 domény II

700 000

300 000

200 000 a centralni smycky domény V (definované jako ¢ast
molekuly 23S TRNA mezi nukleotidy 737-760 a 2000-2624)

150 000 [19, 20], nejcastéji jde o pozice 2058 a 2059 [21] (¢islovani
je vztaZeno na 23S rRNA u druhu Escherichia coli) - obra-

100000 zek 2. Bodové mutace (A-»G) v téchto pozicich 23S TRNA
50000 (2058 a 2059) vedou ke vzniku rezistence k makroliddm

u mnoha patogennich bakterii zahrnujicich kmeny
rodu Brachyspira, Campylobacter, Escherichia, Helicobacter,
Chlamydia, Lactobacillus, Mycobacterium, Mycoplasma, Neisseria,
Propionibacterium, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus,
Streptomyces a Turicella [18, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34]. Mimo mutaci A2058G a A2059G byla

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
= Azitromycin © Erytromycin, roxitromycin, spiramycin

Obr. 1. Makrolidové antibiotika pouzivana v CR v letech 2007

az 2013. Tyto udaje byly prevzaty ze Stéatniho tstavu pro kon- uriiznych bakterii na téchto pozicich popsana fada dal-
trolu lé¢iv. Spotfeba antibiotik je zndzornéna pomoci spotre- $ich mutaci vedoucich k rezistenci na makrolidy (tab.
bovanych baleni jednotlivych makrolidi. Spojnice trendu byla 1). U kment TPA byly zatim popsany pouze dvé mutace
R vedouci k rezistenci na makrolidova antibiotika, a to
Fig. 1. Macrolides used in the Czech Republic in 2007-2013 A2058G a A2059G [15, 42]. Mutace A2058G zpiisobuje
These data were obtained from the State Institute for Drug rezistenci k azitromycinu, erytromycinu, klaritromy-
Control. The consumption of macrolides is illustrated by the cinu a roxitromycinu, nikoliv véak ke spiramycinu

number of packages used. The trend connecting line was gen-

erated using the MS Excel 2003 software [9, 16, 43]. Oproti tomu mutace A2059G je asociovana

s rezistenci ke vS§em bézné vyuzivanym makrolidovym

L N antibiotiktim [15].

POUZITI MAKROLIDOVYCH ANTIBIOTIK

V CRV JINYCH INDIKACICH Tabulka 1. Mutace v pozicich A2058 a A2059 genu pro 23S rRNA asociované
Prvni makrolidové antibiotikum, erytromycin, bylo s rezistenci na makrolidova antibiotika'

izolovano v roce 1952 z metabolického produktu kultury
Streptomyces erytheus a v CR je vyuzivan od 50. let minu-
1ého stoleti [4]. V soufasné dobé jsou v CR pouZivany

Table 1. Macrolide resistance-associated mutations at positions A2058 and
A2059 of the 23S rRNA gene'

hlavné makrolidy se 14¢lennym laktonovym kruhem [UUER Rezistence Bakterie Reference
(efytromyc1n, k.larltror.nycm a .rox1From.yc1n.), 16clep- CLA Mycobacterium intracellulare [35]
nym kruhem (spiramycin) a azalidy, jako je azitromycin
[5]. Podle tdajt Statniho tdstavu pro kontrolu 1é¢iv je | po0ssc ERYY Capposatier ap. [36]
pouZiti vétSiny makrolidovych antibiotik v CR v letech ERY Mycoplasma pneumoniae [37]
2007-2013 mvz'k)e av poslec}mch 1etecr.1 se dcale snizuje. MLSB e A — [38]
Naopak vyuziti azitromycinu vykazuje vzriistajici ten- —
denci (obr. 1); azitromycin se pouZiva zejména k 16¢bé CLA Mycobacterium intracellulare [35]
infekci dolnich cest dychacich, faryngitid, akutni otitis A2058T MLSB Escherichia coli [39]
med}a, 1nfe}<c1 kuzeva, r{lelfkycr} tkar’u a 1pfel§c1 mocove MLSB Helicobacter pylori 138
trubice. Mimo pouzivani antibiotik v indikovanych —
pfipadech je u pacientl s atypickymi a neobvyklymi AZ Mycobacterium intracellulare [35]
priznaky casto tfeba empiricky pouZit nékolik typl | a2059¢ AZ| Mycoplasma hominis [40]
antibiotik [6].

(6] ML Helicobacter pylori [38]
VZNIK REZISTENCE K MAKROLIDUM * Mycoplasma hominis [40]
Makrolidy se vaZi na velkou podjednotku (50S) bakte- | A2059T | ¢ T — [41]
rialniho ribozomu a vedou k blokadé translace. Selhani o
makrolidové 16¢by u syfilitickych infekci bylo popsano ERY Compyiohaciesny (36]

v mnoha piipadech a navic byly také zaznamendny 'Mutace A2058G a A2059G zde nejsou uvedeny. -
Fipadv selhani 16¢b ¥i pouziti streptoeraminu B *Retrospektivni studie, rezistence nebyla spojena se selhanim [écby.

p .p Y . ae , vy P p, .r p, g, A . AZl - azitromycin; CLA - klaritromycin; ERY - erytromycin; ML - makroli-

a linkosamidi, které rozeznavaji podobné cilové misto

¢ 0 S L dy, linkosamidy; MLSB -makrolidy, linkosamidy, streptogramin B
jako makrolidova antibiotika [7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17]. 'Mutations at A2058G and A2059G are not indicated.

Rezi Kk krolidovy ibiotik GFe by *Retrospective study, resistance was not associated with treatment failure.
ezistence makrolidovym antibiotikum muze byt AZl - azithromycin; CLA - clarithromycin; ERY - erythromycin; ML - mac-

obecné zpiisobena riznymi mechanismy: jejich inakti-  rolides, lincosamides; MLSB - macrolides-lincosamides-streptogramin B

2015,64,¢.1  EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE
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Obr. 2. Mutace vlasenky 35 domény Il (mezi koordinatami 737-760) a centralni smycky domény V (mezi koordindtami 2000-2624)
molekuly 23S rRNA vedouci k rezistenci k riznym makrolidovym antibiotikiim

Zobrazené mutace byly popsany u rodt Brachyspira, Campylobacter, Escherichia, Chlamydia, Lactobacillus, Mycobacterium,
Mycoplasma, Neisseria, Propionibacterium, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces, Treponema a Turicella.
Zvyraznéné Udaje se tykaji TPA. Koordinaty jsou uvedeny podle pozice ve 23S rRNA E. coli.

AZI - azitromycin; CLA - klaritromycin; ERY - erytromycin; JOSA - josamycin; LSB - linkosamidy a streptogramin B; ROXI - roxitromy-
cin; SPIRA - spiramycin; TEL - telitromycin

Fig. 2. Mutations in hairpin 35 of domain Il (coordinates 737-760) and the central loop of domain V (coordinates 2000-2624) of the
23S rRNA molecule conferring resistance to different macrolides

Such mutations have been reported in the genera Brachyspira, Campylobacter, Escherichia, Chlamydia, Lactobacillus, Mycobacterium,
Mycoplasma, Neisseria, Propionibacterium, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces, Treponema, and Turicella. The
data highlighted are related to Treponema pallidum subsp. pallidum (TPA). Coordinates are given in accordance with the positions in
23S rRNA of E. coli.

AZI - azithromycin; CLA - clarithromycin; ERY - erythromycin; JOSA - josamycin; LSB - lincosamides and streptogramin B; ROXI -
roxithromycin; SPIRA - spiramycin; TEL - telithromycin
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Obr. 3. Prevalence rezistentnich izoltd a prevalence mutace A2058G a A2059G ve 23S rRNA genech TPA kmenti v CR v letech 2007-2013
Spojnice trendu byla vytvofena pomoci programu MS Excel 2003.

Fig. 3. Prevalence of resistant isolates and prevalence of A2058G and A2059G mutations in the 23S rRNA genes of TPA strains in the
Czech Republic in 2007-2013
The trend connecting line was generated using the MS Excel 2003 software.
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Obr. 4. Distribuce prevalence rezistentnich kmenti TPA ve svété

Velka Britanie (Londyn)
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Vysoka prevalence rezistentnich kmen( byla popséna v Australii, Cing, Irsku, USA a Velké Britanii. Niz$i prevalence byla zaznamenéna
v Kanadé, Jizni Africe a na Tchaj-wanu a nulova prevalence téchto kmeni byla zaznamenana na Madagaskaru. Byla pouzZita data pou-
ze z recentnich publikaénich zdroji (2010-2014) [48, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64].

Fig. 4. World distribution of the prevalence of resistant TPA strains. High prevalence countries: Australia, China, Irland, USA, and UK.
Lower prevalence countries: Canada, South Africa, and Taiwan. Zero prevalence country: Madagaskar. All data were taken from recent

sources (2010-2014) [48, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64].

DETEKCE MUTACI V GENU PRO

23S rRNA ZPUSOBUJICIiCH

MAKROLIDOVOU REZISTENCI

Detekce téchto mutaci spo¢iva v amplifikaci obou kopii
genu pro 23S rRNA pomoci dvoukrokové (nested) PCR
s naslednou analyzou délky restrik¢nich fragmenth
(RFLP) vzniklych amplikont pomoci restrikéni endo-
nukledzy Mboll, rozpoznavajici DNA s mutaci A2058G
[13], a endonukleazy Bsal, rozpoznavajici DNA s mutaci
A2059G [15]. Dalsi moznosti je Sangerova sekvenace
amplifikovanych 23S rRNA gent a nasledni sekvenc-
ni analyza nukleotid@ v pozici odpovidajici pozicim
2058 a 2059 u druhu E. coli. Pandori et al. (2007) publi-
koval detekci mutace A2058G pomoci PCR amplifikace
vrealném Case (real-time PCR) a nasledné analyzy krivky
tani produktu PCR [44]. Dale je mozné pouzit triplex PCR
amplifikaci vyuzivajici fluorescenc¢nich préb pro detekci
obou mutaci (A2058G i A2059CG) v jedné reakci [45].

PREVALENCE SYFILITICKYCH

KMENU REZISTENTNICH NA

MAKROLIDOVA ANTIBIOTIKA V CR

Mapovani syfilitickych kmeni nesoucich bodové mu-
tace asociované se vznikem rezistence k makrolidovym
antibiotikim probih4 v CR od roku 2004 [46]. V roce
2006 byl detekovan prvni izolat nesouci mutaci A2058G
a o rok pozdéji izolat nesouci mutaci A2059G. Pocet
téchto kment v pribéhu ¢asu stoupal a v roce 2013
dosahl73 % (p = 0,0319) [47, 48] - obrazek 3A. Nalezené
mutace se vzdy nachazely v obou kopiich genu pro
23S rRNA.

Diivodem pro narist rezistentnich kment TPA je prav-
dépodobné vznik mutaci jako odpovéd na selekéni tlak
makrolidovych antibiotik vyuZivanych jak pro 1éc¢bu
syfilis, tak i v jinych indikacich. Touto hypotézou se
jako prvni zabyvali Marra et al. v roce 2006 [49]. Zjistili,
Ze prevalence mutaci v sekvenci 23S rDNA syfilitickych
kment je vice neZ dvakrat vyss$i u pacientd, ktefi byli
v predeslém roce lé¢eni makrolidy. Tuto hypotézu v na-
sledujicich letech potvrdily i dal$i studie [50, 51]. V CR
sice nezname tdaje o preskripci makrolidovych antibio-
tik pred 1é¢bou nebo béhem 1é¢by pacientd se syfilis, ale
data, kterd byla poskytnuta Statnim ustavem pro
kontrolu 1é¢iv CR, ukazuji na vzrlistajici trend pfedepi-
sovani novéjsiho derivatu erytromycinu - azitromycinu,
ktery jde ruku v ruce se zvysujici se prevalenci muta-
ci zpasobujicich rezistenci k makrolidim (viz obr. 1,
obr. 3A).

Zatimco prevalence mutace A2058G je u izolatd TPA
vysoka a stale roste, prevalence mutace A2059G se
zda byt relativné nizka a vykazuje snizujici se trend
(viz obr. 3, obr. 3B). Rozdilna frekvence vyskytu
obou mutaci by mohla souviset s rozdilnou fyziolo-
gickou zatézi, kterou tyto mutace pro kmeny TPA
predstavuji. Reverze mutaci, které jsou asociova-
né se vznikem rezistence k makrolidovs'/m antibio-
tikGm byly popsany v nékolika studiich u bakteri-
alnich druht Campylobacter jejuni, Campylobacter coli,
Helicobacter pylori a Streptococcus pneumoniae [22, 52, 53, 54]
a rozdilna zatéz zpusobena obéma mutacemi (A2058G
a A2059G) byla popsana u Chlamydia caviae [55] a také
u Mycoplasma genitalium [40].
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Obr. 5. Celosvétoveé vzristajici trend rezistence TPA kmenUl k makrolidovym antibiotik(im

Fig. 5. The globally increasing trend in macrolide resistance of TPA strains

PREVALENCE SYFILITICKYCH KMENfI
REZISTENTNICH K MAKROLIDOVYM
ANTIBIOTIKUM VE SVETE A HISTORIE _
ANTIBIOTICKE LECBY SYFILIS VE SVETE
Detekce mutaci asociovanych s rezistenci syfilitickych
kment k makrolidovym antibiotikim byla v pfedeslych
letech provedena i v zahrani¢nich studiich. Vysoka pre-
valence rezistentnich kment byla popsana v Australii,
Ciné, Irsku, USA a ve Velké Britanii. Niz$i prevalence byla
zaznamenana v Kanadé, Jizni Africe a na Tchaj-wanu
a nulova prevalence téchto kment byla zaznamenana
na Madagaskaru [56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64] - ob-
razek 4. Z ostatnich oblasti svéta nejsou data k dispozici.
Vzristajici trend vyskytu makrolidové rezistence u klinic-
kych izolatd TPA byl kromé CR zaznamendn také v Irsku,
Kanadé, na Tchaj-wanu a v USA (San Francisco, Seattle)
[13, 47, 48, 50, 59, 63, 65, 66, 67, 68] - obrazek 5.

Od roku 1982 publikuje Centrum pro kontrolu a preven-
ci nemoci v USA (CDC - Center for Disease Control and
Prevention) kazdé 4 roky 1é¢ebné postupy doporucené pii
infekci syfilis. V roce 1982 byl erytromycin doporucovan
v pripadech alergie na penicilin pro 1é¢bu primarni,
sekundarni i latentni syfilis. V téhotenstvi pak nebyl
kontraindikovan. Po roce 1988, kdy Stamm et al. [9]
detekovali in vitro rezistenci klinického izolatu TPA na
erytromycin, CDC doporucovalo erytromycin pouze ja-
ko alternativni 1é¢bu pfi primarni a sekundarni syfilis
(500 mg 4krat denné peroralné po dobu 14 dni). V tého-
tenstvi zacal byt erytromycin kontraindikovan. V roce
2002 prestal byt erytromycin doporucovany uplné a na-
hradil jej jeho derivat, azitromycin (2 g peroralné v jed-
né davce) pri 1é¢bé primarniho a sekundarniho stadia
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s kontraindikaci u HIV pozitivnich pacientti. Od roku
2006, kdy jiz byly znamy pfipady selhani 1é¢by timto
terapeutikem [13, 14], je azitromycin doporucovan jen
v krajnich pripadech, kdy neni mozné pacientiim aler-
gickym na penicilin podavat doxycyklin, tetracyklin nebo
ceftriaxon. Vroce 2010 byl azitromycin kontraindikovan
pri 1é¢bé MSM pacientlt (Men who have sex with men),
ktefi tvoii vysoce rizikovou skupinu pfi pfenosu tohoto
onemocnéni [69, 70, 71, 72, 73, 74, 75].

ZAVER

Vzhledem ke vzrastajicimu vyskytu makrolidové rezis-
tence u TPA izolatil od pacienti v CR nelze makrolidova
antibiotika pouzivat k 16¢bé syfilis. Lékem volby pfi syfili-
tické infekci je parenterdlné podavany penicilin G, ktery
je také jediny ucinny 1ék na syfilis v pribéhu téhotenstvi
(tetracyklinova antibiotika jsou zde kontraindikovana).
U pacientt s alergii na penicilin je tfeba provést desenzi-
bilizaci [75], popifipadé pouzit tetracyklinova antibiotika,
na kterd jsou TPA kmeny plné citlivé [76].
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