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Streszczenie
Wstep: Gardnerella vaginalis jest jednym z najczestszych czynnikow etiologicznych bakteryjnej waginozy
i drobnoustrojem wskaznikowym dla tego schorzenia. W literaturze swiatowej coraz czesciej pojawiajg sie doniesienia
mowigce o narastajgcej czestosci wystepowania szczepow tego gatunku opornych na metronidazol.
Cel pracy: Celem pracy byto sprawdzenie wrazliwosci szczepéw Gardnerella vaginalis wyizolowanych od kobiet
ze zdiagnozowang bakteryjng waginozg na metronidazol, klindamycyne i amoksycyline z kwasem klawulanowym.
Materiat i metody: Badanie przeprowadzono na kolekcji 67 szczepow Gardnerella vaginalis wyizolowanych
z grupy 604 kobiet uczestniczacych w badaniu. Wrazliwos¢ szczepow na antybiotyki oznaczana byfa metoda
E-test (BioMerieux). W interpretacji wynikow kierowano sie kryteriami EUCAST.
Wyniki: Wszystkie badane szczepy, poza jednym, byty wrazliwe na klindamycyne oraz amoksycyline z kwasem
klawulanowym. Az 68,7% (46 z 67 badanych) szczepdw charakteryzowato sie opornoscig na metronidazol.
Whioski: W niedfugim czasie moze zaistnieC potrzeba zmiany schematow dotyczacych leczenia bakteryjnej
waginozy.
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Summary

Introduction: Gardnerella vaginalis is one of the dominant etiological factors related to bacterial vaginosis. Literature
offers a growing number of reports revealing there appear Gardnerella vaginalis strains increasingly resistant to

metronidazole.

Objectives: The aim of this study was to determine the susceptibility of Gardnerella vaginalis strains isolated from
women with bacterial vaginosis to metronidazole, clindamycin and amoxicillin/clavulanic acid.

Material and methods: The investigation was performed on collection of 67 Gardnerella vaginalis strains isolated
from the group of 604 women participating in the study. Antibiotic sensitivity of strains was verified by E-test method
(BioMerieux). Interpretation of results was performed in accordance with EUCAST criteria.

Results: All tested strains, apart from one, were sensitive to clindamycin and amoxicillin/clavulanic acid. The results
of susceptibility test to metronidazole indicated that 68,7% (46 out of 67 strains) were resistant to this antibiotic,
while all of them were sensitive to both clindamycin and amoxicillin/clavulanic acid.

Conclusions: Near future may bring the need to change the treatment regimen of bacterial vaginosis.

Key words: antibiotic susceptibility / bacterial vaginosis / Gardnerella vaginalis

Wstep

Bakteryjna waginoza (bacterial vagiosis, BV), bedaca kon-
sekwencja ilosciowych zaburzen skladu flory bakteryjnej po-
chwy, jest jedna z najczgstszych przyczyn wizyt kobiet u lekarzy
ginekologdw. Szacuje sig, iz czgstos¢ wystgpowania tej jednost-
ki chorobowej u kobiet w okresie dojrzatosci piciowej wynosi
10-40% [1]. W przebiegu BV dochodzi do redukcji liczebnosci
lub nawet catkowitego zaniku populacji laseczek z rodzaju Lac-
tobacillus, a w zamian nast¢puje niekontrolowane namnazanie
si¢ bakterii $ci$le beztlenowych. Najczesciej izolowanym pato-
genem w przypadkach BV jest Gardnerella vaginalis, ktora wy-
stgpuje niemal u wszystkich kobiet z ta przypadtoscia. Podob-
nie jest w przypadku innego beztlenowca Atopobium vaginae.
Pateczka Mobiluncus spp. wystgpuje wprawdzie tylko u kobiet
z BV, ale zaledwie w 50% przypadkow [2]. W zwigkszone;j licz-
bie od kobiet z BV izolowane sa takze inne beztlenowce, takie
jak Peptostreptococcus spp., Prevotella spp., Bacteroides spp.,
czy Clostridium spp. [3]. Ostatnio coraz czgsciej BV wymieniana
jest wérod czynnikow zwigkszajacych ryzyko zakazenia powo-
dowanego Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae i HIV
[4,5]. Ponadto u kobiet cigzarnych BV podnosi ryzyko poznych
poronien, przedwczesnych porodéow oraz innych zakazen okoto-
porodowych [6,7].

W leczeniu BV powszechnie i rutynowo stosowane sg me-
tronidazol lub klindamycyna, ktore podawane sa w postaci pre-
paratow doustnych albo dopochwowych. Wedtug danych z lite-
ratury medycznej, skutecznos¢ terapeutyczna preparatow doust-
nych po tygodniowym okresie kuracji wynosi dla metronidazolu
84-96%, a dla klindamycyny 94% [8]. W przypadku preparatow
dopochwowych pozytywne efekty stosowania metronidazolu
i klindamycyny obserwuje si¢ odpowiednio u 75% i 86% kobiet
[9]. Pomimo duzej skutecznoéci tych antybiotykow do$é czgsto
obserwowane sa nawroty BV. Szacuje sig, ze u ok. 30% kobiet
ponowne objawy kliniczne BV pojawiaja si¢ po 3 miesiacach,
au ok. 80% w ciagu pierwszego roku od momentu zakonczenia
leczenia [10,11]. Jedna z przyczyn nawrotow moze by¢ opornosé
szczepow bakterii beztlenowych na zastosowany antybiotyk.

Jak podaje literatura takie drobnoustroje jak Mobiluncus
spp., czy Atopobium vaginae izolowane od kobiet z rozpoznanym
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BV sa czgsto wysoce oporne na metronidazol [2, 12, 13]. Coraz
czgsciej pojawiaja si¢ rowniez doniesienia dotyczace opornosci
Gardnerella vaginalis, ktore wskazuja na zwigkszajacy si¢ odse-
tek szczepow tego gatunku opornych na wspomniany antybiotyk.
W badaniach przeprowadzonych w ostatnim czasie zaobserwo-
wano opornos¢ szczepow Gardnerella vaginalis na metronida-
zol siggajaca az 70% [14, 15]. Klindamycyna w poréwnaniu do
metronidazolu charakteryzuje si¢ wigksza skutecznoscia wobec
beztlenowych pateczek Gram-ujemnych, jednak negatywna stro-
na stosowania tego antybiotyku jest jego zdolno$¢ do hamowania
wzrostu bakterii z rodzaju Lactobacillus, co moze zaburza¢ pro-
ces odtwarzania prawidtowego ekosystemu pochwy [16].

Proponowanym lekiem drugiego rzutu w terapii BV jest
amoksycylina z kwasem klawulanowym [3]. Niestety w litera-
turze brakuje danych dotyczacych oceny skutecznosci tego anty-
biotyku w leczeniu zakazen pochwy wywotanych przez bakterie
beztlenowe. Jedno z takich badan, ktére zostato przeprowadzone
w grupie 28 kobiet z rozpoznang bakteryjng waginoza wykaza-
Yo, iz amoksycylina z kwasem klawulanowym charakteryzuje si¢
duza aktywnoscia wobec bakterii Gardnerella vaginalis 1 innych
beztlenowcoéw przynoszac jednoczesnie pozytywne efekty lecz-
nicze [17].

Niepokojacy wzrost liczby szczepow bakterii beztlenowych
zwigzanych z BV, ktére wykazuja oporno$¢ na metronidazol
moze za kilka lat doprowadzi¢ do zmiany schematow dotycza-
cych leczenia BV.

Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie wrazliwosci
szczepow Gardnerella vaginalis, jako gatunku najczegsciej izolo-
wanego w naszej populacji z przypadkow BV, na metronidazol,
klindamycyng i amoksycyling z kwasem klawulanowym, aby
uzyska¢ dane uzasadniajace ewentualne rozwazenie potrzeby
zmiany dotychczasowych zalecen w zakresie leczenia BV.

Materiat i metody

W badaniu wzigly udzial 604 kobiety zamieszkujace teren
Polski potudniowo-wschodniej, w wieku od 18 do 50 lat, ktore
zglosity si¢ do lekarza ginekologa z objawami stanu zapalnego
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drog rodnych, badz tez do rutynowej kontroli w trakcie ciazy. Ma-
terialy do badan mikrobiologicznych pobierane byly od wszyst-
kich kobiet w ambulatorium Pracowni Diagnostycznej Katedry
Mikrobiologii UJ CM. Analizie mikrobiologicznej poddawane
byly wymazy pobierane z tylnego sklepienia pochwy za pomoca
jatowych wacikow. Ocena stanu flory bakteryjnej pochwy prze-
prowadzana byta na podstawie pomiaru pH srodowiska pochwy
oraz na podstawie oceny preparatu barwionego metoda Grama
zgodnie z dziesigciostopniowa skala Nugenta, gdzie wynik od 0
do 3 punktéw odpowiada prawidlowej florze bakteryjnej, wynik
zawierajacy si¢ migdzy 4 a 6 punktami odpowiada tzw. florze
przej$ciowej, natomiast wynik od 7 do 10 punktow wskazuje na
BV [18].

Wszystkie wymazy pobrane z tylnego sklepienia pochwy
wysiewane byly na podloza wzrostowe dla bakterii i grzybow.
W tym celu material wyj$ciowy umieszczano w 1 ml plynne-
go podtoza Schidlera (Difco), catos¢ doktadnie mieszano, a na-
stgpnie wykonywano seryjne dziesigtne rozcienczenia, ktore
wysiewano na state podtoza réznicujace dla bakterii tlenowych,
beztlenowych i grzybow. Bakterie tlenowe hodowane byty na
podtozu Columbia Agar (Difco) z 5% krwi baraniej, natomiast
do hodowli paleczek z rodzaju Enterobacteriaceae zastosowano
podtoze Mac Conkey’a (Biocorp). Hodowla prowadzona byta
w temperaturze 37°C przez 24 godziny w warunkach tlenowych.
Hodowlg $cisle beztlenowych bakterii prowadzono na poditozu
agarowym Schédlera (Difco) z witaming K i 5% krwi baraniej,
za$ do hodowli bakterii z gatunku Gardnerella vaginalis wyko-
rzystano podtoze Columbia Blood Agar Base (Difco) z 10% krwi
ludzkiej i z dodatkiem odzywczym Selective Suplement (Oxoid).
Hodowla flory beztlenowej prowadzona byta w $cisle beztleno-
wych warunkach w komorze MACS (Don Whitley) w tempera-
turze 37°C przez 48 godzin. W celu wykrycia obecnos$ci grzybow
drozdzopodobnych badane materiaty wysiewane byty na podtoze
Sabouraud Agar (Difco) i inkubowane w 37°C przez 48 godzin
w warunkach tlenowych.

Identyfikacj¢ wyhodowanych bakterii przeprowadzono za
pomoca testow API (BioMerieux): API 20 STREP dla rodzajow
Streptococcus i Enterococcus, AP1 STAPH dla rodzaju Staphylo-
coccus, AP 20E dla Enterobacteriaceae i API 20A dla bakterii
beztlenowych. Ponadto dla gatunku Gardnerella vaginalis iden-
tyfikacja fenotypowa weryfikowana byta za pomoca tancuchowe;j
reakcji polimerazy (PCR). Reakcj¢ PCR przeprowadzano wedtug
metody opisanej w publikacji Obata-Yasuoka i wsp. przy uzyciu
gatunkowo swoistych starterow [19]. Do izolacji genomowego
DNA bakterii wykorzystano kolumienkowy zestaw firmy DNA
Gdansk, a procedura izolacji prowadzona byta zgodnie z zalece-
niami producenta. W ten sposob zebrano kolekcje 89 szczepoéw
Gardnerella vaginalis, ktore przechowywano w temperaturze
-70°C w ptynnym podtozu Schaedlera (Difco) z dodatkiem 15%
glicerolu.

Dla wszystkich zidentyfikowanych szczepoéw Gardnerella
vaginalis oznaczono wrazliwos$¢ na metronidazol, klindamycyng
i amoksycyling z kwasem klawulanowym. Lekoopornos¢ szcze-
pow oznaczana byta gradientowo-dyfuzyjna metoda E-test (Bio-
Merieux) w celu oznaczenia wartosci MIC, czyli najmniejszego
stgzenia antybiotyku hamujacego wzrost drobnoustroju. Zawie-
sing szczepodw Gardnerella vaginalis o ggstosci 1 McFarlanda
posiewano na podtoze Columbia Blood Agar Base, a nastgpnie
naktadano na nie paski nasycone lekami i inkubowano w wa-
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runkach beztlenowych w temperaturze 37°C przez 48 godzin.
Interpretacj¢ uzyskanych wynikow przeprowadzono w oparciu
o kryteria Europejskiej Komisji Testowania Wrazliwosci Drob-
noustrojow (European Commitee on Antimicrobial Susceptibili-
ty testing — EUCAST) [20]. Do kontroli wykonywanych badan
uzyto szczepu wzorcowego Gardnerella vaginalis ATCC 14018.

Wyniki

Badania mikrobiologiczne wykazaty, ze u 95 (15,7%) spo-
$rod 604 kobiet bioracych udziat w badaniu rozpoznano bak-
teryjna waginozg, a u 131 (21,7%) tlenowe zapalenie pochwy
(aerobic vaginitis, AV) bedace niedawno opisana postacia bakte-
ryjnego zakazenia pochwy, w ktéorym dochodzi do niekontrolo-
wanego wzrostu liczby bakterii tlenowych, takich jak: Escheri-
chia coli, Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis, czy
Klebsiella pneumoniae z jednoczesnym zmniejszeniem populacji
Lactobacillus spp.. W przypadku stosowania skali Nugenta tego
typu bakteryjne zakazenie pochwy daje wynik watpliwy, czyli
przyjmuje warto$¢ od 4 do 6 punktoéw [3]. U 36 (6%) kobiet roz-
poznano grzybicze zapalenie pochwy, natomiast prawidlowa flo-
r¢ bakteryjna pochwy stwierdzono u 342 (56,6%) uczestniczek
badania. Wyniki tych badan przedstawia rycina 1.

Cand N=36 BV N=95

6,0% 15,7%

NF N=342
56,6%

AV N=131
21,7%

Rycina 1. Procentowy rozktad populacji kobiet z bakteryjng waginozg (BV),
tlenowym zapaleniem pochwy (AV), normalng florg (NF) i grzybiczym zapaleniem
pochwy (Cand) (N=604).

Obecnos$¢ Gardnerella vaginalis wykryto u 89 (94%) spo-
$rod 95 kobiet ze zdiagnozowang bakteryjna waginoza. Z zebra-
nej kolekcji szczepow Gardnerella vaginalis udato sig utrzymac
67 1 wlasnie na tej grupie przeprowadzono badanie wrazliwosci
na metronidazol, klindamycyng i amoksycyling z kwasem kla-
wulanowym.

Minimalne st¢zenie hamujace dla metronidazolu zawierato
si¢ pomigdzy wartoscia 0,19 mg/l a >256 mg/l. Na podstawie
interpretacji otrzymanych wartosci MIC w oparciu o standard
EUCAST dla bakterii beztlenowych stwierdzono 21 (31,3%)
szczepow Gardnerella vaginalis wrazliwych na metronidazol
(MIC 0,19 — 4 mg/l) i 46 (68,7%) szczepéw opornych na ten
antybiotyk (MIC 8 - >256 mg/l). Wszystkie badane szczepy cha-
rakteryzowaly si¢ wysoka wrazliwoscia na klindamycyng (za-
kres wartos$ci MIC: 0,016 - >256 mg/l). Tylko 1 (2,2%) szczep
byt oporny (MIC >256 mg/l), natomiast 66 (97,8%) szczepow
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Tabela I. Zakresy warto$ci MIC (mg/l) dia metronidazolu, klindamycyny i amoksycyliny z kwasem klawulanowym oraz liczba i procent szczepdw Gardnerella vaginalis

opornych lub wrazliwych na zastosowane antybiotyki.

ANTYBIOTYK ZAKRES WARTOSCI | WARTOSCI GRANICZNE MIC wg LICZBA | ODSETEK
MIC [mg/I] KRYTERIOW EUCAST [mgl/l] SZCZEPOW (N=67)
Ws<4 21* (31,3%)
METRONIDAZOL 0,19 - >256
0>4 46 (68,7%)
Ws<4 66 (97,8%)
KLINDAMYCYNA 0,016 - >256
0>4 1(2,2%)
AMOKSYCYLINA Z KWASEM 0.016 - 1.0 W=4 67 (100%)
KLAWULANOWYM ’ ’ 0>8

Oznaczenia: * - liczba szczepow, () — odsetek szczepow, W — wrazliwy, O — opormny

byto wrazliwych na klindamycyng (MIC 0,016 — 0,25 mg/l).
W przypadku amoksycyliny z kwasem klawulanowym wszyst-
kie analizowane szczepy (67) byly wrazliwe na ten lek (zakres
warto$ci MIC: 0,016 — 1,0 mg/1). Dane dotyczace zakreséw MIC
wraz z liczbowym i procentowym udzialem szczepow wrazli-
wych lub opornych na zastosowane antybiotyki przedstawiono
w tabeli I. Na szczegodlna uwage zastuguje fakt, ze wérdd szcze-
pow opornych na metronidazol, 80,4% (37 szczepow) stanowity
szczepy wysoce oporne na ten lek (MIC >256mg/1).

Dyskusja

W literaturze pojawia si¢ w ostatnim czasie coraz wigcej
doniesien wskazujacych na zwigkszanie si¢ odsetka szczepow
bakterii z gatunku Gardnerella vaginalis opornych na metronida-
zol. Badania przeprowadzone w 1993 r. przez Goldstein’a i wsp.
wykazaty, ze odsetek szczepow Gardnerella vaginalis opornych
na metronidazol wynosit wowczas 20%. W roku 2002 ta sama
grupa badaczy zaobserwowata wzrost odsetka szczepow opor-
nych na ten antybiotyk do 29% [21]. Najnowsze doniesienia po-
kazuja, ze proces nabywania oporno$ci na metronidazol narasta
w znacznym tempie. Badania lekoopornosci szczepow Gardne-
rella vaginalis opublikowane w 2007 r. wykazaly, ze az 70% (tj.
66 z 94 badanych szczepow) nabylo opornos¢ na metronidazol
[15]. Podobny odsetek (68%) opornych szczepdéw nalezacych do
tego gatunku wykazata w 2008 r. grupa badaczy z Kuwejtu [14].
Przeanalizowali oni w sumie 50 szczepow, z czego wszystkie
oporne na metronidazol zostaty wyizolowane z pochwy kobiet
cierpiacych z powodu czgstych nawrotoéw BV. Uzyskane przez
nas wyniki badan rowniez wskazuja na znaczny odsetek szcze-
podw Gardnerella vaginalis opornych na metronidazol; wyniost
on az 68,7%. Ponadto dla 80,4% szczepoéw opornych, wartos¢
minimalnego stgzenia hamujacego ich wzrost przekraczata
256mg/l.

Jak podaje piSmiennictwo, istnieje kilka mozliwych mecha-
nizméw wytwarzania przez bakterie beztlenowe opornosci na
metronidazol. Mechanizmy te obejmuja ograniczona absorpcjg
leku, jego aktywne usuwanie z wngtrza komorki bakteryjnej na
zasadzie pompy, inaktywacje chemioterapeutyku oraz wzrost na-
prawy uszkodzen DNA, ktore powstaly pod wptywem dzialania
leku [22]. U réznych gatunkow bakterii beztlenowych opisano
réwniez istnienie specyficznych genéw opornosci (nim). Geny te
(7 wariantow: nimA — nimG) zwiazane sg gtdwnie z wytwarza-
niem mechanizmu oporno$ci na nitroimidazol.
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Koduja one alternatywna reduktazg, ktora przeksztatca ni-
troimidazol w jego nietoksyczna pochodna, co zapobiega uszko-
dzeniu DNA komorki bakteryjnej [23,24]. Geny nim moga by¢
réwniez odpowiedzialne za wytwarzanie oporno$ci na metroni-
dazol u bakterii z rodzaju Bacteroides [25]. Jak dotad brakuje
doniesien opisujacych mechanizm powstawania opornosci na ten
antybiotyk wsrod szczepdw Gardnerella vaginalis. By¢ moze
w zwiazku z obserwowanym na calym $wiecie procesem nara-
stania czg¢stosci opornosci tych bakterii na metronidazol uda sig
w najblizszym czasie wyjasni¢, czy roéwniez odpowiedzialne sa
za niego geny nim, czy tez funkcjonuja tu inne geny kodujace
nieznane dotad mechanizmy opornosci.

Pomimo niepokojacych doniesieni dotyczacych narastaja-
cego odsetka drobnoustrojow opornych na metronidazol jest on
nadal standardowym lekiem zalecanym w terapii BV. Jego za-
kres przeciwbakteryjnego dziatania obejmuje wigkszo$¢ beztle-
nowych bakterii, ktore sa izolowane z drog rodnych kobiet z BV.
Zaleta tego antybiotyku jest rowniez fakt, ze beztlenowe lasecz-
ki kwasu mlekowego z rodzaju Lactobacillus sa catkowicie na
niego oporne [16]. Ponadto jest lekiem tanim, tatwo dostgpnym
i zazwyczaj dobrze tolerowanym przez pacjentki.

Obecnie jednak coraz czgsciej w terapii BV stosowana jest,
jako lek bardziej skuteczny, klindamycyna. W tym badaniu nie-
mal wszystkie szczepy (97,8%) Gardnerella vaginalis odznacza-
ly si¢ wrazliwoscia na ten chemioterapeutyk. Wyniki innych ba-
dan réwniez potwierdzaja wysoka aktywno$¢ przeciwbakteryjna
klindamycyny wobec bakterii z gatunku Gardnerella vaginalis
[25,26]. Niestety stabg strong stosowania tego antybiotyku sa
czeste przypadki grzybicy sromu, czy pochwy, co prawdopodob-
nie ma zwiazek z wrazliwoscia laseczek z rodzaju Lactobacillus
na klindamycyng [16].

Alternatywa w leczeniu BV moze sta¢ si¢ w przysztosci
amoksycylina z kwasem klawulanowym, ktdra stosowana jest
obecnie jako lek drugiego rzutu w terapii tego schorzenia. Wyni-
ki przeprowadzonych przez nas badan w warunkach in vitro wy-
kazaty wrazliwos¢ wszystkich analizowanych szczepow Gard-
nerella vaginalis na ten antybiotyk. Amoksycylina z kwasem
klawulanowym jest ponadto lekiem I rzutu zalecanym wobec
najczestszych bakterii spotykanych w przypadkach tlenowego
zapalenia pochwy (AV), jak Streptococcus agalactiae, Entero-
coccus faecalis, czy Escherichia coli [3]. W zwiazku z powyz-
szym antybiotyk ten moglby sta¢ si¢ lekiem zalecanym w terapii
zakazen pochwy wywolanych przez mieszang florg bakteryjna.
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Istnieje jednakze potrzeba przeprowadzenia kontrolowanych
badan klinicznych, rzetelnie oceniajacych skuteczno$¢ amoksy-
cyliny z kwasem klawulanowym wobec bakterii beztlenowych,
gdyz badania przeprowadzone do tej pory obejmowaty mate li-
czebnie grupy pacjentek [17]. W opisywanym tu badaniu takich
analiz réwniez nie prowadzono.

Narastajaca czgsto$¢ opornosci bakterii Gardnerella vagina-
lis na metronidazol ogranicza mozliwo$¢ skutecznego leczenia
BV i prawdopodobnie przyczynia si¢ do zwigkszenia czgsto$ci
nawrotow objawow klinicznych. Niewatpliwie istnieje potrzeba
monitorowania rozprzestrzeniania si¢ opornosci na te antybioty-
ki w populacjach bakterii bedacych najwazniejszymi czynnika-
mi etiologicznymi BV. Dynamicznie zwigkszajacy si¢ odsetek
szczepdw opornych zwlaszcza na metronidazol moze za jakis$
czas doprowadzi¢ do zmiany zalecen w leczeniu BV.

Whnioski

1. Uzyskane wyniki wskazuja na wysoki odsetek szczepow
Gardnerella vaginalis opornych na wysokie st¢zenia me-
tronidazolu.

2. Klindamycyna oraz amoksycylina z kwasem klawulano-
wym wykazuja duza aktywno$¢ wobec Gram-ujemnych
pateczek Gardnerella vaginalis.
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