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Streszczenie

Celem pracy byta ocena lekowrazliwosci i podobien-
stwa genetycznego szczepow Campylobacter jejuni i Cam-
pylobacter coli izolowanych z réznych zrédet w latach
2008-20009.

Material i metody: Badaniem obj¢to 100 szczepow
Campylobacter spp.: 48 szczepdw pochodzito z migsa dro-
biowego, 20 — z katu dzieci, 19 — z wody i 13 — z gnojowi-
cy. Wartos¢ MIC erytromycyny, azytromycyny, ciproflok-
sacyny i tetracykliny oceniono metoda Etestow. Do roz-
dziatu DNA chromosomalnego wykorzystano technike
PFGE, po cigciu enzymem restrykcyjnym Smal.

Wyniki: Wszystkie badane szczepy byly wrazliwe na
makrolidy, 52,0% na tetracykling (36,0% w 2008 r. i 68,0%
w 2009 r.) i 21,0% na ciprofloksacyng (16,0% w 2008r.
126,0% w 2009 r.). Warto$¢ MICsg erytromycyny dla ba-
danych szczepow wynosita 0,25 mcg/ml, MICqy 0,75

Nadestano: 09.10.2009
Zatwierdzono do druku: 13.04.2010

mcg/ml, azytromycyny odpowiednio 0,047 mcg/ml i 0,19
mcg/ml. Wartosci MICsy 1 MICy ciprofloksacyny ksztat-
towaly si¢ na poziomie 32 mcg/ml, a tetracykliny odpo-
wiednio 0,5 i 256 mcg/ml. Wsrod szezepow o takim sa-
mym pochodzeniu stwierdzono szczepy reprezentujace
identyczne i podobne wzory DNA chromosomalnego.
Pojedyncze szczepy Campylobacter spp. izolowane z roz-
nych zrodet rowniez reprezentowaly ten sam wzér DNA
chromosomalnego.

Whioski: Najnizsze wartosci MICsg i MICyy uzyskano
dla azytromycyny. W 2009 roku stwierdzono wzrost od-
setka szczepow wrazliwych na ciprofloksacyng i tetracy-
kling w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w 2008 ro-
ku. W okreslonym srodowisku prawdopodobnie utrzy-
mujg si¢ szczepy identyczne i blisko spokrewnione.

Stowa kluczowe: Campylobacter spp., lekowrazliwosé,
podobieristwo genetyczne
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Summary

The aim of the work was to determine susceptibility to
drugs and the genetic similarity among the C. jejuni and
C. coli strains that were isolated from different sources in
2008-2009.

Materials and methods: 100 Campylobacter strains
were analysed: 48 strains were collected from poultry, 20
from children stools, 19 from water samples and 13 from
liquid manure. MIC value for erythromycin,
azithromycin, ciprofloxacin, and tetracycline were deter-
mined with the E-test method. The chromosomal DNA
was separated by PFGE, after digestion with restriction
enzyme Smal.

Results: All the analyzed strains were susceptible to
macrolides, 52.0% of them to tetracycline (36.0% in 2008
and 68.0% in 2009), and 21.0 % to ciprofloxacin (16.0 %
in 2008 and 26.0 % in 2009). The MICsy value obtained

for erythromycin among the analyzed strains was 0.25
mcg/ml and MICg 0.75 mcg/ml, for azithromycin respec-
tively 0.047 mcg/ml and 0.19 mcg/ml. MICsp and MICyy
values for ciprofloxacin were 32 mcg/ml and for tetracy-
cline 0.5 and 256 mcg/ml respectively. Among the strains
of the same origin identical and similar chromosomal
DNA patterns were observed. Particular Campylobacter
strains that were isolated from different samples also pre-
sented the same chromosomal DNA pattern.

Conclusions: The lowest MIC values were obtained for
azithromycin. An increase in the percentage of strains
susceptible to ciprofloxacin and tetracycline was observed
in 2009 compared to the results obtained in 2008. In a
given environment probably identical and closely related
strains survive.

Key words: Campylobacter spp., antimicrobial resis-
tance, genetic similarity

Wstep

Kampylobakterioza u ludzi jest choroba wywoty-
wana gtownie przez bakterie z gatunku Campylo-
bacter jejuni 1 Campylobacter coli. Do zakazenia
najczesciej dochodzi droga pokarmowa, po spozy-
ciu zywnosci pochodzenia zwierzecego (migso dro-
biowe, wieprzowe) poddanej niewtasciwej obrobce
termicznej lub produktéw spozywczych zanieczysz-
czonych wtornie tymi bakteriami, w wyniku nie-
przestrzegania zasad higieny podczas ich przygoto-
wywania. Pateczki te moga pochodzi¢ rowniez z nie-
pasteryzowanego mleka i jego przetworow, owocow
morza, a takze wody uzywanej w celach konsump-
cyjnych. Potwierdzono réwniez przypadki zakazen
u ludzi po kapieli w naturalnych zbiornikach wod-
nych [1]. Réznorodnos¢ potencjalnych zrodet zaka-
zenia sprawia, ze w wielu przypadkach nie udaje si¢
ich jednoznacznie okreslic.

W 2006 roku zarejestrowano tacznie 175.561
przypadkéw kampylobakteriozy w 21 panstwach
cztonkowskich Unii Europejskiej, przy czym, kraje
sasiadujace z Polska: Niemcy, Czechy, Stowacja i Li-
twa zgtosity odpowiednio 52.035, 22.571, 2718 1 624
potwierdzonych zakazen [2]. W Polsce zgloszono
tylko 156 przypadkow zakazen wywolanych przez
Campylobacter spp. Pomimo faktu, ze obserwowa-
no wzrost liczby zgtoszonych przypadkéw zakazen
miedzy 2005, a 2006 rokiem —z 47 do 156 — jestesmy
bardzo dalecy od oszacowania rzeczywistej liczby
przypadkow i czestosci wystgpowania kampylobak-
teriozy w naszym kraju [3]. Ze wzgledu na specjalne
wymagania hodowlane tych bakterii, postgpowania
diagnostycznego w Polsce podejmuja si¢ tylko nie-
liczne, wyspecjalizowane laboratoria. Powyzszy fakt
moze by¢ przyczyna niskiej wykrywalnosci tych
bakterii w zakazonym materiale.

Powazny problem medyczny i ekonomiczny sta-
nowi narastajgca opornos¢ szczepow Campylobac-
ter spp. na antybiotyki, co spowodowane jest nie-
wtasciwym ich stosowaniem w leczeniu chorob u lu-
dzi i zwierzat [4].

Celem pracy byta ocena lekowrazliwosci 1 podo-
bienstwa genetycznego szczepow C. jejuni i C. coli
izolowanych z réznych zrodet w latach 2008-2009.

Materiat i metody

Badaniem objgto 100 szczepdw Campylobacter
spp. izolowanych w okresie od stycznia 2008 roku
do czerwca 2009 roku, z materiatu klinicznego
1 zrodet srodowiskowych. Szczepy C. jejuni stano-
wity 39,0% badanych szczepow, C. coli — 56,0% 1 C.
coli/C. jejuni — 5,0%. Czterdziesci osiem badanych
szczepow pochodzito z migsa drobiowego znajduja-
cego si¢ w sprzedazy na terenie wojewodztwa ku-
jawsko-pomorskiego, 20 — z katu dzieci z biegunka-
mi leczonych w Wojewodzkim Szpitalu Obserwa-
cyjno-Zakaznym w Bydgoszczy. 19 badanych
szczepow pochodzito z wody ze zbiornikow rekre-
acyjnych, kapielisk oraz z rzek Wisty i Brdy. Z gno-
jowicy wyhodowano 13 szczepow Campylobacter
spp.

Metody izolacji. Do izolacji Campylobacter spp.
z wody zastosowano metodg filtracji przy uzyciu
podtdéz wybidrezych: Bolton bulion, Preston agar,
podtoze CCDA (Oxoid) [5]. Izolacje¢ bakterii z zyw-
nosci prowadzono zgodnie z norma ISO 10 272 [6].
Do hodowli pateczek Campylobacter spp. z katlu
dzieci z biegunka uzyto podt6z wybiorczych: mody-
fikowany Preston agar (Oxoid) i CCDA agar (Oxo-
id) [7]. Hodowle na podtozu Prestona inkubowano
w temperaturze 42° C, na podiozu CCDA — w tem-
peraturze 37° C przez 48 godzin w warunkach mi-
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kroaerofilnych przy uzyciu zestawu GenBox Micro-
aer (BioMérieux).

Identyfikacj¢ do gatunku przeprowadzano
w oparciu o morfologie komorki i kolonii, wyniki
reakcji biochemicznych zawartych w testach API
Campy (bioMérieux) oraz technike PCR z zastoso-
waniem gatunkowo specyficznych starterow:
HipOR2 i HipOF2 dla C. jejuni oraz CC1 1 CC2 dla
C. coli[7,8,9].

MIC (Minimal Inhibitory Concentration, mini-
malne stezenie hamujace) dla wybranych antybioty-
kéw (erytromycyna, azytromycyna, ciprofloksacy-
na, tetracyklina) okreslano metoda Etestow (AB-
Biodisk) na podtozu Mueller-Hinton agar z 5%
krwia barania zgodnie z zaleceniami producenta
Etestow. Wyniki interpretowano zgodnie z zalece-
niami CLSI (Clinical and Laboratory Standards In-
stitute). Szczepy uznano za oporne, jezeli wartosc
MIC wynosifa dla erytromycyny =32mg/l, dla
azytromycyny — =32mg/l, dla ciprofloksacyny —
=4 mg/l oraz dla tetracykliny =16 mg/l.

Do rozdziatu DNA chromosomalnego wykorzy-
stano technike PFGE (Pulsed Field Gel Electropho-
resis), po cigciu enzymem restrykcyjnym Smal [11].

Wyniki interpretowano przy uzyciu programu Mo-
lecular Analyst Fingerprinting (Bio-Rad). Za iden-
tyczne uznano szczepy wykazujace 94% podobien-
stwa genetycznego, za blisko spokrewnione wyka-
zujace 86-92% podobienstwa genetycznego [12].

Wyniki badan

Zgodnie z danymi zestawionymi w tabeli I,
wszystkie badane szczepy Campylobacter spp. byly
wrazliwe na makrolidy — erytromycyne i azytromy-
cyne. Ogotem 52,0% szczepow wykazywato wrazli-
wos¢ na tetracykling, przy czym w 2008 roku odse-
tek ten wynosit 36,0%, a w 2009 roku — 68,0%.
Wsrod badanych szeczepow C. jejuni oraz C. coli od-
setek szczepow wrazliwych na ciprofloksacyng wy-
nosit 21,0% (16,0% w 2008 roku i 26,0% w 2009 ro-
ku). Wartos¢ MICsy erytromycyny dla badanych
szczepow wynosita 0,25 mcg/ml, MICyy — 0,75
mcg/ml, a dla azytromycyny odpowiednio: 0,047
mcg/mli0,19 mcg/ml. Dla ciprofloksacyny wartosci
MICsp i MICyy wynosity — 32 mcg/ml. Wartosci
MICsy 1 MICy tetracykliny ksztattowaly si¢ na po-
ziomie odpowiednio: 0,5 mcg/ml i 256 mcg/ml.

Tabela I. Wrazliwos$¢ szczepow Campylobacter spp. na wybrane antybiotyki w latach 2008-2009
Table 1. Campylobacter strains susceptibility to antibiotics in 2008-2009

2008 rok (n=50) 2009 rok (n=50) Lata 2008-2009a (n = 100)
Antybiotyk
%W | %O | MICso| MICoo| % W | % O |[MICso|MICo0| % W | % O | MICs50|MICoq
Erytromycyna 100,0 | 0,0 0,5 1,0 | 100,0| 0,0 | 0,19 | 0,38 | 100,0 | 0,0 | 0,25 | 0,75
Azytromycyna 100,0 | 0,0 | 0,064 | 0,25 | 100,0| 0,0 | 0,047 | 0,064 | 100,0 | 0,0 | 0,047 | 0,19
Ciprofloksacyna 16,0 | 84,0 | >32 | >32| 26,0 | 740 | 8,0 | >32| 21,0 | 79,0 | >32 | >32
Tetracyklina 36,0 | 64,0 | >256| >256| 68,0 | 32,0 | 0,125 | >256| 52,0 | 48,0 | 0,5 | >256

W - szczepy wrazliwe; O — szczepy oporne; MICsy — najmniejsze stgzenie hamujace wzrost bakterii 50% badanych szczepow; MICqg —
najmniejsze stezenie hamujace wzrost bakterii 90% badanych szczepow

W — susceptible, O — resistant; MICso — the lowest level of concentration impeding growth of 50% of analyzed strains; MICoy — the

lowest level of concentration impeding growth of 90% of analyzed strains

Analizujac wrazliwos¢ na antybiotyki z uwzgled-
nieniem zrodet izolacji, nie stwierdzono rdéznic
w wartosciach odczytywanych parametréw (tabela
I1). Jedynie wsrod szczepow izolowanych z wody od-
notowano najnizsze wartosci MIC i najwyzszy odse-
tek szczepdw wrazliwych na badane antybiotyki.

Wsrod szczepow C. coli stwierdzono wyzszy od-
setek szczepdw wrazliwych na ciprofloksacyng i te-
tracykling niz wsrod szczepow C. jejuni (tabela III).
Wartos¢ MICS50 ciprofloksacyny i tetracykliny dla
badanych szczepow C. coli byty nizsze niz dla szcze-
pow C. jejuni i wynosity odpowiednio: 8,0 mcg/ml
10,3 mcg/ml.

Medycyna Srodowiskowa / Environmental Medicine 2010; 13 (2)

Jak wynika z ryciny 1, wérdd szczepow o takim
samym pochodzeniu stwierdzono szczepy reprezen-
tujace identyczne wzory DNA chromosomalnego
(gnojowica — szczepy nr 751 76, 78 1 79; kurczaki —
szczepy nr 83-94) i podobne wzory DNA chromo-
somalnego (woda — szczepy nr 52 i 53). Pojedyncze
szczepy Campylobacter spp. izolowane z roéznych
zrodet rowniez reprezentowaly ten sam wzor DNA
chromosomalnego.

Nie wykazano >90% podobienstwa genetyczne-
go migdzy szczepami izolowanymi w 2008 1 2009 ro-
ku.
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Tabela I1. Wrazliwos¢ szczepow Campylobacter spp. na antybiotyki wedtug zrodet izolacji
Table I1. Campylobacter strains susceptibility to antibiotics according to isolation sources

Migso drobiowe (n=48) Kat (n=20)
Antybiotyk
% W % O MICsy | MICy % W % O MICsg MICyg
Erytromycyna 100,0 0,0 0,25 0,75 100,0 0,0 0,38 0,75
Azytromycyna 100,0 0,0 0,047 0,125 100,0 0,0 0,064 0,19
Ciprofloksacyna 18,8 81,2 8 >32 15,0 85,0 >32 >32
Tetracyklina 62,5 37,5 0,125 >256 50,0 50,0 0,5 >256
Migso drobiowe (n=48) Kat (n=20)
Antybiotyk
% W % O MICsy | MICy % W % O MICs MICyg
Erytromycyna 100,0 0,0 0,19 0,5 100,0 0,0 0,25 0,25
Azytromycyna 100,0 0,0 0,047 0,064 100,0 0,0 0,047 0,064
Ciprofloksacyna 47,7 52,3 0,094 >32 0,0 100,0 >32 >32
Tetracyklina 57,9 42,1 0,064 >256 7,7 92,3 >256 >256

W — szczepy wrazliwe; O — szczepy oporne; MICsy — najmniejsze stezenie hamujace wzrost bakterii 50% badanych szczepow; MICog —
najmniejsze stgzenie hamujace wzrost bakterii 90% badanych szczepow

W — susceptible, O — resistant; MICso — the lowest level of concentration impeding growth of 50% of analyzed strains; MICoy — the

lowest level of concentration impeding growth of 90% of analyzed strains

Tabela II1. Wrazliwo$¢ szczepow C. jejuni i C. coli na wybrane antybiotyki
Table II1. C. jejunii C. coli strains susceptibility to antibiotics

C. jejuni (n =40)
Antybiotyk
% W MICsy MICyg
Erytromycyna 100,0 0,25 0,75
Azytromycyna 100,0 0,047 0,19
Ciprofloksacyna 12,5 >32 >32
Tetracyklina 45,0 >256 >256
C. coli (n=60)
Antybiotyk
% W MICs MICy
Erytromycyna 100,0 0,25 0,1
Azytromycyna 100,0 0,047 0,19
Ciprofloksacyna 26,6 8,0 >32
Tetracyklina 56,6 0,321 >256

W — szczepy wrazliwe; MICso — najmniejsze st¢zenie hamujace wzrost bakterii 50% badanych szczepdw; MICoy — najmniejsze stezenie
hamujace wzrost bakterii 90% badanych szczepow

W — susceptible, MICsp — the lowest level of concentration impeding growth of 50% of analyzed strains; MICgy — the
lowest level of concentration impeding growth of 90% of analyzed strains
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nowej generacji, rowniez sugerowany do leczenia
tych zakazen [13, 14]. W badaniach wtasnych nie
stwierdzono szczepow C. jejuni i C. coli opornych
na erytromycyng i azytromycyng, wsrod izolowa-
nych z katu dzieci oraz zrédet srodowiskowych. Dla
azytromycyny uzyskano najnizsze wartosci MICs
1 MICy, odpowiednio 0,047 mcg/ml i 0,19 mcg/ml.
Jednak wyniki dotyczace opornosci na erytromycy-
ne¢ i azytromycyng roznig si¢ w poszczegolnych kra-
jach idla poszczegdlnych gatunkdéw w zaleznosci od
zrodet izolacji (0-17% szczepdw C. jejuni 1 0-68%
szczepow C. coli) [2, 13, 14]. W Irlandii Pétnocnej
ponad 11,0% szczepow izolowanych od ludzi wyka-
zywalo opornos¢ na erytromycyne, natomiast wsrod
szczepow izolowanych od drobiu — 15,3% [15]. Wy-
niki badan przeprowadzonych we Wtoszech wska-
zuja, ze opornos¢ na erytromycyng wsrod szczepow
C. coliizolowanych od ludzi ksztattowata si¢ na po-
ziomie 68,0% [14].

Jak wynika z tabeli I, 50% izolowanych szczepow
Campylobacter spp. wykazywata opornos¢ na tetra-
cykling, przy czym w 2008 roku ponad 60%. W 2009
roku odnotowano spadek odsetka szczepow opor-
nych na tetracykling (30% szczepow). Wzrost odset-
ka szczepow wrazliwych na tetracykling moze wyni-
ka¢ z racjonalnego ich stosowania i1 faktu, ze
w ostatniej dekadzie stosowanie tych antybiotykow
ograniczono tylko do uzasadnionych przypadkow.
Najwyzszy odsetek szczepow opornych na tetracy-
kling stwierdzono wsrdod szczepow izolowanych

e ﬁm g:g}gng makrolidow. ‘Szczegélni’e’niepokoja‘cym jest zjaYVi-
—| gm C. jejuni gnojowica sko narastania opornosci na erytromycyne, ktora
%9 & ol ko jest lekiem z wyboru w przypadkach ostrych zaka-
oo colf woda zen pokarmowych wywotanych przez paleczki
1 rezak Campylobacter spp. oraz azytromycyng — makrolid
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z gnojowicy oraz z katu dzieci (tabela II). W regio-
nie bielsko-bialskim w latach 2005-2006 odsetek
szczepow C. jejuni opornych na tetracykling izolo-
wanych z katu wynosit 15,0%, natomiast szczepdw
C. coli—12,5% [13]. W badaniach wtasnych odsetek
tych szczepow byt wyzszy (tabela III). Szczepy
Campylobacter spp. izolowane w innych krajach wy-
kazuja zréznicowana wrazliwo$¢ na tetracykling.
W Hiszpanii odsetek szczepdw tetracyklino-opor-
nych izolowanych z katu sigga 72,0%, a w Niem-
czech — 38,0% [14].

W wyniku przeprowadzonych badan w latach
2008-2009 stwierdzono wysoki odsetek szczepdw
Campylobacter spp. opornych na ciprofloksacyne
(79,0%); w 2008 roku odsetek ten wynosit 84,0%,
a w 2009 roku — 74,0%. Wszystkie szczepy izolowa-
ne z gnojowicy wykazywaty opornos¢ na ciproflok-
sacyng. Dla szczepdw pochodzacych z katu chorych
dzieci odsetek ten wynosit 85,0%, a dla szczepow
izolowanych z migsa kurczat — 81,2%. Poniewaz flu-
orochinolony nie sa stosowane w leczeniu zakazen
u dzieci i mlodziezy, mozna przypuszczac, ze tak
wysoki odsetek szczepow opornych na ciprofloksa-
cyng wiaze si¢ z naduzywaniem tych chemiotera-
peutykow w medycynie weterynaryjnej, m. in. Sto-
sowane sa jako ,,antybiotykowe stymulatory wzro-
stu”. W pismiennictwie pojawia si¢ wiele doniesien
na temat transmisji lekoopornych szczepow Campy-
lobacter spp. ze zwierzat hodowlanych, szczegdlnie
z drobiu na ludzi poprzez zanieczyszczong zywnosc
1 wodg [13, 15, 17, 18]. Z badan przeprowadzonych
w roznych regionach Polski wynika, ze odsetek
szczepdw opornych na ciprofloksacyne wynosit 50-
59% [4, 13]. W wielu krajach (Tajwan, Hiszpania,
Korea) odsetek szczepow o tych wilasciwosciach
przekroczyt w ostatnich latach 80% [14, 15].

Wsrod badanych szczepdw o takim samym po-
chodzeniu wykazano szczepy reprezentujace iden-
tyczne wzory DNA chromosomalnego. Identyczne
wzory DNA chromosomalnego stwierdzono wsrod
szczepdw C. coli izolowanych w 2009 roku z migsa
drobiowego znajdujacego si¢ w sprzedazy na terenie
wojewddztwa kujawsko-pomorskiego (szczepy nr
83-94). Moze swiadczy¢ to o pochodzeniu drobiu
z tej samej hodowli, w ktorej doszto do zakazenia
kurczat tym samym szczepem C. coli lub o wtérnym
zanieczyszczeniu migsa drobiowego w czasie uboju
1 dystrybucji gotowych produktow [19]. Identyczne
wzory DNA chromosomalnego stwierdzono takze
wsrod szczepow izolowanych z gnojowicy, np. C. je-
Juni (szczepy nr 751 76) lub C. coli (szczepy nr 78
i79).

Pojedyncze szczepy Campylobacter spp. izolowa-
ne z réznych zrodet rowniez reprezentowaly ten sam
wzor DNA chromosomalnego. Najwigcej takich
szczepdw byto wsrod izolatow z gnojowicy 1 kurcza-

kéw. Poniewaz izolaty o identycznym wzorze re-
strykcyjnym uwaza si¢ za jeden szczep, zatem obec-
nosc¢ takiego samego szczepu w dwoch réznych sro-
dowiskach mozna interpretowa¢ w dwojaki sposob:
1) nastgpita transmisja szczepu pomiedzy ferma
kurczat, a gnojowica (co wydaje si¢ prawdopodob-
ne i wymaga dalszych badan w celu potwierdzenia),
2) nalezy potwierdzi¢ podobienstwo szczepdw wy-
konujac genotypowanie przy uzyciu drugiej endo-
nukleazy, np. Kpnl oraz innej metody oceny podo-
bienstwa genetycznego, np. RAPD [20].

Nie wykazano >90% podobienstwa migdzy
szczepami izolowanymi 2008 i 2009 w roku.

Whioski

1. Dla badanych szczepdw Campylobacter spp. naj-
nizsze wartosci MICsp 1 MICqg uzyskano dla azy-
tromycyny.

2. Wsrdd szczepdw C. coli stwierdzono wyzszy od-
setek szczepow wrazliwych na ciprofloksacyng
1 tetracykling niz wsrod szczepow C. jejuni.

3. Warto$¢ MICsy ciprofloksacyny dla badanych
szczepow C. coli byta nizsza niz dla szczepow
C. jejuni.

4. W 2009 roku stwierdzono wzrost odsetka szcze-
pow wrazliwych na ciprofloksacyng i tetracykling
w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w 2008
roku.

5. W okreslonym srodowisku i materiale klinicznym
prawdopodobnie utrzymuja si¢ szczepy identycz-
ne i blisko spokrewnione.
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