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Streszczenie

Narastanie 1 szerzenie si¢ opornosci wsrod bakterii Campylobacter spp. izolowanych
zréznych zrdédel na powszechnie stosowane antybiotyki 1 chemioterapeutyki znacznie
utrudnia leczenie kampylobakteriozy 1 wielu powiklan z nig zwigzanych. Dlatego tez w pracy
podjeto badania majace na celu okreslenie lekoopornosci szczepdw z rodzaju Campylobacter
spp. wyizolowanych z migsa drobiowego. Do badan lekoopornosci wybrano dwadziescia
szczepoOw z rodzaju Campylobacter spp. nalezacych do gatunkow C. jejuni 1 C. coli
(po dziesig¢ z kazdego gatunku). Wrazliwo$¢ szczepéw sprawdzono metoda dyfuzyjno-
krazkowa wg kryteriow CLSI [2014] w odniesieniu do trzynastu antybiotykow
1 chemioterapeutykow, nalezacych do o$miu grup (tj. amoksycylina, ampicylina,
azytromycyna, ciprofloksacyna, klindamycyna, chloramfenikol, erytromycyna, gentamycyna,
kwas nalidyksowy, oksytetracyklina, norfloksacyna, pefloksacyna, cefalotyna). Wyniki badan
wykazaty zréznicowang lekoopornos$¢ szczepow Campylobacter spp. wyizolowanych z migsa
drobiowego. Niezaleznie od gatunku wszystkie badane szczepy Campylobacter spp. byty
oporne na cefalotyne, a wrazliwe na azytromycyne. W badaniach zaobserwowano 20% 140%
odsetek szczepow wykazujacych oporno$¢ na odpowiednio erytromycyne 1 ciprofloksacyne.
Ponad 60% szczepow bylo opornych na norfloksacyne, pefloksacyne, a 45% na kwas
nalidyksowy. Wsrod szczepéw opornych, 13 na 20 przebadanych izolatow bylo
wielolekoopornych.

Stowa kluczowe: Campylobacter spp., antybiotyki, lekoopornos¢

DRUG RESISTANCE OF CAMPYLOBACTER SPP. STRAINS ISOLATED
FROM POULTRY MEAT

Summary
Intensification and spread of antibiotic-resistant Campylobacter spp., isolated from

various sources, to commonly used antibiotics and chemotherapeutic agents significantly
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hinders treatment of campylobacteriosis and many complications. Therefore, we have
undertaken studies to determine drug resistance of Campylobacter spp., isolated from poultry
meat. For this purpose twenty strains of Campylobacter spp. belonging to the species C. jejuni
and C. coli (ten for each kind) were selected. The sensitivity of the strains was tested
according to the CLSI [2014] recommendations for thirteen antibiotics and chemotherapeutic
agents belonging to eight groups, (ie., amoxicillin, ampicillin, azithromycin, ciprofloxacin,
clindamycin, chloramphenicol, erythromycin, gentamicin, nalidixic acid, oxytetracycline,
norfloxacin, pefloxacin, cephalothin) using disc diffusion method. The results demonstrated
various levels of resistance among strains of Campylobacter spp. isolated from poultry meat.
Regardless of the species, all strains of Campylobacter spp. were resistant to cephalothin and
susceptible to azithromycin. We observed 20% and 40% of strains showing resistance to
erythromycin, and ciprofloxacin, respectively. Over 60% of the strains were resistant to
norfloxacin, pefloxacin, as well as 45% to the nalidixic acid. Among these isolates thirteen
strains were considered as a multi-drug resistant.

Key words: Campylobacter spp., antibiotics, drug resistance

WSTEP

Odkrycie antybiotykdéw 1 ich zastosowanie w leczeniu 1 zapobieganiu chorobom
wystepujacym u ludzi 1 zwierzat nalezy uzna¢ za jedno z najwazniejszych osiggni¢¢ nauk
medycznych XX wieku. Niestety wraz z wykorzystaniem tych substancji pojawilo si¢
zjawisko opornos$ci bakterii [Wasyl, Osek 2008]. Narastanie i1 szerzenie si¢ opornosci wsrod
bakterii Campylobacter spp., izolowanych od ludzi 1 zwierzat oraz z ZzywnoS$ci, na
powszechnie stosowane antybiotyki 1 chemioterapeutyki znacznie utrudnia leczenie
kampylobakteriozy 1 powiktah z nig zwigzanych. Szacuje si¢, ze wzrost opornosci na
antybiotyki stosowane u ludzi w czasie infekcji pateczkami Campylobacter spp. ksztattuje si¢
na poziomie okolo 2% w skali roku. Przyczyng lekoopornosci na stosowane terapeutyki
wsrdd szczepodw Campylobacter spp. jest naduzywanie czy tez niewlasciwe stosowanie
antybiotykow 1 chemioterapeutykéw w hodowli czy leczeniu zwierzat oraz terapii chorob
czlowieka. Stosowanie antybiotykow 1 chemioterapeutykoéw u drobiu, ktory jest glownym
rezerwuarem pateczek Campylobacter spp., moze prowadzi¢ do selekcji opornych szczepow,
a nastepnie do ich transmisji na ludzi poprzez zakazong zywnos$¢. Dlatego tez w pracy podjeto
badania majgce  okresli¢  lekoopornos¢ wyizolowanych z migsa  drobiowego

1 zidentyfikowanych do dwdéch gatunkow szczepow z rodzaju Campylobacter spp.



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2017 t. 72 nr 2

MATERIAL I METODY BADAN

Material badawczy

Material badawczy stanowily probki miesa drobiowego 4 gatunkow, z ktorych
wyizolowano szczepy Campylobacter spp.
Material biologiczny

Materiatl biologiczny stanowity szczepy C. coli 1 C. jejuni wyizolowane z migsa
drobiowego, ktorych przynalezno$¢ do rodzaju Campylobacter spp. oraz gatunku zostata
potwierdzona w testach fenotypowych 1 genotypowych. Identyfikacje prowadzono zgodnie
znormg ISO 10272-1:2007+Ap1:2008. Podejrzane kolonie, o morfologii Gram-ujemnych
pafeczek wykazujacych ruch, oceniano migedzy innymi pod wzgledem zdolnosci do
wytwarzania katalazy, hydrolizy octanu indoksylu i hydrolizy hipuranu sodu. Izolaty
bakteryjne genotypowane byty metodg PCR opracowang przez Mackiw 1 in. [2012].
Przechowywanie i aktywacja szczepow

Szczepy z rodzaju Campylobacter spp. przechowywano w stanie zamrozenia
w temperaturze -20°C w kriobankach. Przed kazdym eksperymentem szczepy uaktywniano
przez pojedynczy pasaz na nieselektywnej pozywce Columbia agar z krwig, w atmosferze
mikroaerofilnej, w temperaturze 42 + 1°C przez 48 h, stosujac gotowe zestawy CampyGen' ™
(OXOID).
Badanie wrazliwosci szczepéw Campylobacter spp. na antybiotyki i chemioterapeutyki

Badanie lekowrazliwosci szczepdw Campylobacter spp. okreslano metoda Kirby-
Bauera (dyfuzyjno-krazkows), hodujac je na nieselektywnej pozywce Columbia agar z krwig
(GRASO), w atmosferze mikroaerofilnej, w temperaturze 42 = 1°C przez 48 h przy uzyciu
gotowych zestawoéw CampyGen'™ (OXOID) [Karikari i in. 2017]. Nastepnie jalowe pozywki
Columbia agar z krwig kontaminowano wyj$ciowag zawiesing bakteryjng o gestosci 0,5 wg
skali McFarlanda, wg zalecen [NCCls, 2003]. Lekowrazliwos¢ szczepow Campylobacter spp.
oznaczano, poshigujac si¢ krazkami z ampicyling (AMP 10 pg), azytromycyng (AZM 15 pg),
erytromycyng (E 15 pg), amoksycyling z kwasem klawulanowym (AMC 20/10 pg),
klindamycyng (DA 2 pg), chloramfenikolem (C 30 pg), oksytetracykling (T 30 pg),
peflokacyng (PEF 5 pg), gentamycyng (CN 10 pg), kwasem nalidyksowym (NA 30 pg),
ciprofloksacyng (CIP 5 ug), norfloksacyng (NOR 10 pg), cefalotyng (KF 30 pg) (BioMaxima
S.A.). Opierajac si¢ na dyfuzji antybiotyku zawartego w krazku do podtoza, mierzono
wielkos$¢ strefy zahamowania wzrostu szczepow wokot krazkow. Strefa zahamowania wzrostu
byta wprost proporcjonalna do stopnia wrazliwosci szczepow na antybiotyk — im wigksza

strefa zahamowania, tym bardziej wrazliwy szczep. W zaleznosci od okreslonej wielkosci
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strefy zahamowania wzrostu (ang. break point — st¢zenie graniczne) szczepy oznaczano jako:

wrazliwe, $rednio wrazliwe lub oporne. Do interpretacji wynikow dla Campylobacter spp.

przyjeto kryteria opracowane przez Luangtongkum 1 in. [2007] oraz stosowane dla

Enterobacteriaceae wyznaczone przez Instytut Norm Klinicznych i1 Laboratoryjnych (ang.

Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) (tabela 1).

Tabela 1.

Kryteria

[Luangtongkum 1 in. 2007; CLSI 2014]

interpretacji  wynikow lekowrazliwosci dla Campylobacter spp.

Drug susceptibility criteria for Campylobacter spp. [Luangtongkum et al. 2007;

CLSI 2014]
Antybiotyk/chemioterapeutyki Strefa zahamowania wzrostu
Stezenie [mm]
Grupa Czynnik W l;ra?ku wrazliw Srednio opOrn
antymikrobiologiczny He y wrazliwy porny
penicyliny ampicylina 10 > 17 14-16 <13
amoksycylina
7 kwasem 20/10 > 18 14-17 <13
p-laktamy klawulanowym
cefalotyna 30 > 18 15-17 <14
tetracykliny oksytetracyklina 30 > 15 12-14 <11
erytromycyna 15 >23 14-22 <13
makrolidy
azytromycyna 15 > 18 14-17 <13
aminoglikozydy gentamycyna 10 > 15 13-14 <12
fenikole chloramfenikol 30 > 18 13-17 <12
kwas nalidyksowy 30 >19 14-18 <13
> — <
fluorochinolony/ pefloksacyna 5 >19 14-18 <13
chinolony ciprofloksacyna 5 >21 1620 <15
norfloksacyna 10 > 17 13-16 <12
linkozamidy klindamycyna 2 >19 14-18 <13
WYNIKI I DYSKUSJA
Wyniki badan wykazaly zréznicowang lekooporno$¢ szczepow z rodzaju

Campylobacter spp. wyizolowanych z migsa drobiowego (wykres 1). Niezaleznie od gatunku

wszystkie badane szczepy Campylobacter spp. byly oporne na cefalotyne, a wrazliwe na

azytromycyne (tabela 2). Zaden z przebadanych szczepéw nie wykazywal wrazliwo$ci na
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wszystkie przebadane antybiotyki. Odsetek wrazliwych na ampicyling izolatow wynosit 65%
1 byt 0 47% wyzszy niz w badaniach prowadzonych w Tanzanii [Nonga i in. 2010].
Zdecydowana wigkszo$¢ przypadkéw zotadkowo-jelitowych niezytow o podiozu
kampylobakteriozy ulega samoistnemu ograniczeniu, wymagajac jedynie podania ptyndéw
1 elektrolitow, lekkostrawnej diety oraz stosowania probiotykow 1 preparatow witaminowych.
Wdrozenie antybiotykoterapii wskazane jest w przypadku cigzkiego przebiegu zakazenia,
objawiajacego si¢ wysoka goraczka oraz ostrg, krwawg biegunka, utrzymujacg si¢ ponad
tydzien. W poczatkowej fazie leczenia ludzkiej kampylobakteriozy najczesciej stosuje sig
antybiotyki makrolidowe, takie jak: erytromycyna czy azytromycyna [Rokosz 1 in. 2014].
W prezentowanych badaniach zaobserwowano jednak 20% odsetek szczepow wykazujacych
oporno$¢ na erytromycyn¢ (tabela 2). W Polsce jak dotad nie opisywano wystepowania
oporno$ci na erytromycyne czy azytromycyng¢ wsrod szczepow Campylobacter spp.
Natomiast w doswiadczeniach prowadzonych w Ghanie wykazano, ze od 97% do 100%
szczepow Campylobacter spp. izolowanych od $win, bydta, kéz 1 owiec wykazywato
opornos¢ na erytromycyne [Karikari i in. 2017]. Poréwnywalne wyniki uzyskano w badaniach
w Nigerii. Wszystkie wyizolowane z kurczakdéw szczepy C. coli byly oporne na ten lek
[Okunlade 1 . 2015]. W terapii zakazen Campylobacter spp. u pacjentdow powyzej
szesnastego roku zycia stosuje si¢ rowniez fluorochinolony, ze wzgledu na ich szeroki zakres
dziatania [Rokosz 1 in. 2014]. W ostatnich latach odnotowywano jednak narastajacg opornos¢
szczepoOw Campylobacter spp. na chinoliny i1 ich pochodne fluorowe — glownie na
ciprofloksacyne¢ 1 kwas nalidyksowy [Adzitey 1 in. 2012; Duarte 1 in. 2014; Kim 1 in. 2016;
Sammarco 1 in. 2010]. Przeprowadzona analiza lekowrazliwosci wykazata wysoki ponad 60%
odsetek szczepéw opornych na norfloksacyne, pefloksacynge oraz 40% opornosc
na ciprofloksacyn¢. Ponadto wykazano 45% odsetek szczepéw opornych na kwas
nalidyksowy. Rownie wysoka opornos$¢ zaobserwowali naukowcy z Czech czy Wioch.
W badaniach Bardoii 1 in. [2011] wykazano ciprofloksacynooporno$¢ wsrod 54% szczepow
C. jejuni 1 76% szczepow C. coli. Sammarco 1iin. [2010] wyodrebnili zas§ 72% szczepdéw
Campylobacter spp. opornych na kwas nalidyksowy 1 51% opornych na ciproflokacyne.
Oporno$¢ na te leki zwigzana jest m.in. z mutacjami punktowymi w genach gyrd 1gyrB
kodujacych gyraze oraz parC i parE kodujacych topoizomerazg IV [Smith, Fratamico 2010].
Z uwagi na fakt, iz ciprofloksacyna nie jest stosowana u dzieci ponizej szesnastego roku
zycia, przyczyng wysokiego odsetka szczepow opornych prawdopodobnie jest zbyt czeste
uzycie fluorochinolonéw w leczeniu zwierzat, zwlaszcza na fermach drobiu [Mackiw 1 in.

2009]. Odmienne wyniki opornosci na fluorochinolony odnotowano w Tanzanii, gdzie 90%
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szczepow C. jejuni bylo wrazliwych na ciprofloksacyne, thumaczac to brakiem powszechnosci
stosowania tej grupy antybiotykow w praktyce weterynaryjnej [Nonga i1 in. 2010]. Unia
Europejska wymogta znaczne ograniczenia w stosowaniu tych antybiotykdéw, dopuszczajac
ich aplikacje jedynie w czasie choroby zwierzecia. Ming jednak lata, zanim pojawig si¢ znéw
szczepy wrazliwe na ten antybiotyk [Smith, Fratamico 2010].

Sposréd innych lekéw stosowanych w leczeniu kampylobakteriozy wymienia sig:
tetracykling, gentamycyne oraz amoksycyling z kwasem klawulanowym [Rokosz 1 in. 2014].
W badaniach stwierdzono jednak oporno$¢ szczepdw z rodzaju Campylobacter spp.,
wynoszaca dla tetracykliny 10%, a dla gentamycyny 1 amoksycyliny z kwasem
klawulanowym po 20% (tabela 2). Tetracykliny jako antybiotyki o szerokim spektrum
dziatania nalezg do jednej z grup antybiotykdéw najszerzej stosowanych, a opornos$¢ bakterii
na tetracykliny stanowi powazny problem medyczny. Ws$rod przebadanych szczepow
Campylobacter spp., gatunek C. coli wykazywal wyzsza oporno$¢ — wynoszaca 30%,
natomiast wsrdd szczepow gatunku C. jejuni stwierdzono 20% opornych izolatow. Podobne
wyniki badan otrzymali portugalscy naukowcy. Ich eksperymenty réwniez potwierdzily
wyzszg tetracyklinooporno$¢ wsrod szczepdw C. coli niz C. jejuni, wynoszacg odpowiednio
89% 1 80%.

Stwierdzono, ze wsrdd szczepow opornych, 13 na 20 przebadanych izolatow bylo
wielolekoopornych, czyli charakteryzowalo si¢ brakiem wrazliwosci na co najmniej trzy
grupy sposrdd przeanalizowanych antybiotykow i chemioterapeutykdéw. Siedem pozostatych
izolatow wykazywato opornos$¢ na dwie grupy lekow (tabele 3. 1 4). Rownie wysokie wyniki
wielolekoopornosci w odniesieniu do izolatow Campylobacter spp. izolowanych z miegsa
drobiowego otrzymali Wei 1 in. [2014], Jamali 1 in. [2015] oraz Nguyen 1 in. [2016].
W kenijskich badaniach 61,3% szczepow C. jejuni wykazywato wielolekoopornos¢,
zwlaszcza w przypadku takich antybiotykow jak ciprofloksacyna, kwas nalidyksowy

1 tetracyklina [Nguyen i in. 2016].

10
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Wykres 1. Lekoopornos¢ szczepow Campylobacter spp. izolowanych z migsa drobiowego

Drug resistance of Campylobacter spp. isolated from poultry meat

Tabela 2. Czgstos¢ wystepowania lekoopornosci wsrod szezepdw Campylobacter spp.

Frequency existence of drug resistance among Campylobacter spp. strains

Antybiotyk/ chemioterapeutyk
AMP 10 | AMC20/10 | KF30 | T30 E 15 AZM 15 |[CN10
7/35 4/20 20/100 | 5/10 4/20 0/20 4/20
Liczba/ %
szczepow C 30 NA 30 PEFS5 | CIP5 | NOR 10 DA 2
opornych 2/10 9/45 13/65 8/40 12/60 2/10
Tabela 3. Wiclolekoopornos$¢ szczepow Campylobacter spp.
Multidrug resistance of Campylobacter spp.
Izolaty bakterii
Liczba/ % szczepow opornych na
antybiotyki/chemioterapeutyki z: C. jejuni C. coli Ogodlem
dwoch grup 3/30 4/40 7/35
trzech grup 2/20 4/40 6/30
czterech grup 2/20 2/20 4/20
pieciu grup 2/20 0/0 2/10
szesciu grup 1/20 0/0 1/5

11
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Tabela 4.

Przyktadowa lekooporno$¢ badanych szczepow z rodzaju Campylobacter spp.

w odniesieniu do grup lekow zalecanych w terapii kampylobakteriozy

Drug resistance example among tested Campylobacter spp. strains in relation to

groups of drugs recommended for the treatment of campylobacteriosis

linkozamid/ fluorochinolon

Liczba/ %
Grupa Leki opozlzl;zc;p:),l:lvleki
C. jejuni | C. coli
fluorochinolon/ makrolid CIP5+E 15 2/20 0/0
fluorochinolon/ CIP 5 + CN 10 3/30 0/0
aminoglikozyd
fluorochinolon/ CIP 5+ T 30 110 | 0/0
tetracyklina
fluorochinolon/ penicylina CIP5+AM 10 1/10 0/0
fluorochinolon/ B-laktam CIP 5+ AMC 20/10 0/0 0/0
fluorochinolon/ fenikol CIP5+C30 0/0 0/0
tetracyklina/ fenikol T30+C30 1/10 0/0
B tetracyklina/ penicylina T30+AM10 2/20 0/0
E tetracyklina/ T30+CN 10 0/0 2/20
é aminoglikozyd
g tetracyklina/ B-laktam T 30 + AMC 20/10 1/10 0/0
‘g makrolid/ tetracyklina E15+T30 1/10 0/0
£ makrolid/ p-laktam E 15 + AMC 20/10 /10 | 000
% makrolid/ aminoglikozyd E15+CN 10 1/10 0/0
é makrolid/ penicylina E15+AM 10 2/20 1/10
% makrolid/ fenikol E15+C30 1/10 0/0
2 B-laktam/ penicylina AMC 20/10 + AM 10 3/30 0/0
B-laktam/ fenikol AMC 20/10 + C 30 1/10 0/0
linkozamid/ penicylina DA2+AM 10 0/0 0/0
linkozamid/ B-laktam DA 2 + AMC 20/10 0/0 0/0
linkozamid/ makrolid DA2+EI5 0/0 0/0
linkozamid/ DA 2+ CN 10 1710 | 1/10
aminoglikozyd
linkozamid/ tetracyklina DA2+T 30 1/10 1/10
linkozamid/ fenikol DA2+C30 0/0 0/0
DA2+CIP 5 1/10 0/0

12
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aminoglikozyd/ penicylina CN10+AM 10 1/10 0/0
aminoglikozyd/ B-laktam CN 10 + AMC 20/10 0/0 0/0
aminoglikozyd/ fenikol CN10+C30 0/0 0/0
fluorochinolon/ makrolid/ CIP5+E15+CN 10 1/10 0/0
aminoglikozyd
fluorochinolon/
linkozamid/ CIP5+DA2+CN 10 1/10 0/0
aminoglikozyd
B-laktam/ penicylina/ AMC 20/10 + AM 10 + E 15 1/10 0/0
= makrolid
*? fluorochinolon/
8 aminoglikozyd
-% fluorochinolon/ makrolid/ CIP5+E 15+ AM 10 1/10 0/0
8 penicylina
2 makrolid/ aminoglikozyd/ | g 15+ CN 10 + AMC 20/10 0/0 0/0
= B-laktam
g tetracyklina/ T 30 + CN 10 + AMC 20/10 0/0 0/0
= aminoglikozyd/ B-laktam
g tetracyklina/
> aminoglikozyd/ T30+CN 10+ DA 2 1/10 1/10
- linkozamid
tetracyklina/ T30+CN 10+E 15 0/0 0/0
aminoglikozyd/ makrolid
tetracyklina/ makrolid/ T30+E 15+ AM 10 1/10 0/0
penicylina
tetracyklina/ -laktam/ T 30 + AMC 20/10 + AM 10 1/10 0/0
penicylina
- fluorochinolon/
L; é linkozamid/ tetracyklina/ CIP5+DA2+T30+CN 10 1/10 0/0
e 3 aminoglikozyd
S o
_l’_
*E g B-laktam/ penicylina/ AMC 20710+ AM 10 1/10 0/0
; .é makrolid/ tetracyklina E15+T30
o . . .
& £ | penicylina/ fluorochinolon/ | AM 10+ CIPS+E 15+CN 10 | 1/10 0/0
makrolid/ aminoglikozyd

WNIOSKI
1) Wszystkie przebadane szczepy Campylobacter spp. byly wrazliwe na azytromycyne,

wiec potencjalna antybiotykoterapia tym lekiem bytaby skuteczna.
2) 65% izolatow Campylobacter spp. byto wielolekoopornych, czyli charakteryzowato
si¢ brakiem wrazliwosci na co najmniej trzy grupy sposrdéd przeanalizowanych

antybiotykow i1 chemioterapeutykow.
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3) Monitorowanie lekowrazliwosci wsrod szczepdw Campylobacter spp. jest jednym
z elementow kontroli zakazen, przeciwdzialania rozprzestrzeniania si¢ lekoopornosci
1 rekomendowania standardow terapeutycznych.
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