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SRODOWISKO A ANTYBIOTYKOOPORNO SC
IZOLATOW Escherichia coli

ENVIRNOMENTAL DISSEMISION OF RESISTANCE
AMONG Escherichia coli ISOLATES

Abstrakt: Pula farmaceutykéw wrodowisku powgksza s¢ w wyniku kontaminacji wéd, gruntéwiciekow,
a take surowcéw pochodzenia zwiecego. Obecnid antybiotykdéw w srodowisku wplywa nie tylko na
zahamowanie rozwoju mikroorganizmdw, ale wzshiu subinhibicyjnym miee stymulowd ekspresj genéw
wywotujacych zjawisko antybiotykooporgoi. Celem pracy byto poréwnanie witavosci na antybiotyki pateczek
Escherichia coliwyizolowanych z surowego mleka i zmieszanych odpadrobiarskich. Materiat badawczy
stanowity szczepyE.coli wyizolowane z surowca mleczarskiego i zmieszanydhaddw drobiarskich. Ocen
wrazliwosci izolatbw na antybiotyki przeprowadzono metd¢irby-Bauera. Profil opornii E. coli ustalano na
podstawie rekomendacji CLSI. Wykorzystanazki firmy BTL wysycone takimi antybiotykami, jak: gorcylina
(AM10), chloramfenikol (C30), gentamycyna (CN1Ogtracyklina (TE30) oraz mieszagirsulfmetoksazolu
i trimetoprimu (SXT25). IzolatyE. coli z surowca mleczarskiego charakteryzowaty sickszz oporngcia na
ampicylire i wyzsz wrazliwoscia na pozostate badane antybiotyki w poréwnaniu dwatéw z odpaddéw
drobiarskich.

Stowa kluczowe: metoda Kirby-Bauera, testowanie antybiotykoodpéch&scherichia coli

Wprowadzenie

Oporng¢ mikroorganizmOw na substancje antymikrobiologicz(@ntimicrobial
resistance - AMR) stanowi pow@e zagraenie dla swiatowego systemu zdrowia
publicznego. Skeenie s$rodowiska farmaceutykami pogkisza s w  wyniku
nieprawidiowego lub nadmiernego stosowania subgtamtymikrobiologicznych oraz
probleméw z ich utylizagji usuwaniem zédciekéw. Substancje stosowane w lecznictwie
i weterynarii, takie jak substancje aktywne lek&uwbstancje nime wystpujace w lekach,
suplementy i nutraceutyki zaliczang slo tzw. Pharmaceuticals and Personal Care
Products (PPCPs) [1]. W konsekwencji coraz ¢a@j woéd, gruntow,sciekéw oraz
surowcow pochodzenia zwiexego ulega skaniu lekami, w tym antybiotykami [2]. Pod
wzgledem chemicznym antybiotyki stanambardzo rénorodry grupe substancji, do ktorej
zalicza s¢ chinolony, makrolidy, sulfonamidy i tetracyklin@]f Antybiotyki 3 stosowane
gtéwnie do leczenia chorob infekcyjnych u ludzi wierzat, ale niestety w niektorych
krajach g stosowane jeszcze jako promotory wzrostu trzodyevahej, drobiu
i w hodowlach ryb [4].

Do $rodowiska dostaj sic wraz zesciekami z produkcji lekéw, skltadowisk odpadow,
w wyniku nieprawidtowej utylizacji lekdw w gospoddwach domowych i szpitalach,
z obornikiem i gnojowig oraz pozostakziami pasz zawieragych antybiotyki [3-5]. Ich
obecné¢ stwierdza s w oczyszczonych éciekach, wodach powierzchniowych
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i gruntowych, a take w osadach dennych i glebie. Farmaceutyki anog wydalane do
srodowiska w postaci niezmienionej lub w postaci abetitow [2, 5], a dodatkowo mag
by¢ produktami metabolizmu mikroorganizméw byiych wsrodowisku.

Wzrost spaycia lekéw, zarédwno substancji leczniczych, jak owstajcych
produktéw ich rozkltadu oraz potproduktéow stosowdmye produkcji, mae wywotywa
nieodwracalne skutki wsrodowisku prowadzge do wzrostu liczby lekoopornych
szczepow. Obecne $vodowisku wzrostu drobnoustrojow antybiotyki selekzija oporne
mutanty, noszce geny lekooporrgoi. Czstas¢ mutacji w tkankach organizmow
wyzszych, wodach i glebach wzmagagpntybiotyki w sgzeniach subinhibicyjnych,
tzn. w stzeniach niszych nt sizenia hamujce wzrost drobnoustrojow. W komérkach
bakterii pod wptywem subinhibicyjnychegen antybiotykdéw wzrasta estas¢ mutacji, ale
tez dochodzi do intensyfikacji przenoszenia gendéwedmy komoérkami w  wyniku
horyzontalnego transferu, co powoduje rozprzesisré®m st gendw lekoopornii.
Stezenia takie w znagzy sposéb wplywajna aktywné¢ wielu genéw bakteryjnych przez
zmiare poziomu ich transkrypcji. Okazujeesjednak,ze nawet bakterie, ktére nie byly
poddawane takiej presji selekcyjnej, stawaty sporne. Przyczyntego zjawiska jest
istnienie horyzontalnego transferu gendwedaly drobnoustrojami, ktéry za pompc
mobilnych elementéw genetycznych o zachodzi réwniez miedzy gatunkami
niespokrewnionymi ze sab i obejmuje take drobnoustrojesrodowiskowe oraz
komensalne [5-7].

Szybkie rozprzestrzenianie ¢sigendéw lekooporniei wsérdéd chorobotwdérczych
szczepow bakterii przektada ¢sina wzrost zachorowia i zgonéw ludzi. Bakterie
antybiotykooporne mag rozprzestrzenia sie i przenost pomidzy srodowiskiem,
zwierztami a cztowiekiem, co wcej, wydaje si, ze nie ma bariery gatunkowej, ktora
zatrzymuje transfer gendéw antybiotykoodpdigiopomidzy mikroorganizmami. Z tego
wzgledu szczepy bakterii infekcyjnych dla cziowieka lakwierzzt mogy naby geny
antybiotykoodpornéci od izolatéw srodowiskowych, ktére wykazgjznacznie wiksz
opornd¢ na antybiotyki ni bakterie zoonotyczne wyizolowane od zwigi5-8].

Ze wzgkdu na maliwosci oddziatywania substancji antybiotycznych na orgay
zywe naley podpé¢ dziatania majce na celu monitorowanie obednbtych zwizkéw
w réznych srodowiskach. Istotnym zagadnieniem jest rourdektadne poznanie ekologii
bakterii opornych nérodki antymikrobiologiczne oraz wyznaczenie gen@emaici wraz
z ich lokalizacy w genomie bakteryjnym lub na mobilnych elementgehetycznych [8].

Kluczowe jest monitorowanie zwlaszcza bakterii zipyr ESKAPE, do ktérych
zaliczane s gatunkiEnterococcus faeciunstaphylococcus aurepi€lebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumanPseudomonas aeruginosabakterie rodziny Enterobacteriaceae.
Stanowj one grup bakterii powodujcych trudne do wyleczenia i niebezpieczne zakia
szpitalne [7].

Powszechnie w ocenie sanitardedowiska, surowcow i produktémywnosciowych
sg stosowane mikrobiologiczne indykatory, takie jaltgezki jelitowe nalegce do rodziny
Enterobacteriaceae, a zwtaszcza monitoruyjdictebndé Escherichia coli Bakterie te $
nie tylko dobrym wskanikiem stanu sanitarnego, ale odgryavapwniez role indykatora
zwycia antybiotykdéw stosowanych w weterynarii [9].

Celem pracy byto poréwnanie vitawosci na antybiotyki paleczeEscherichia coli
wyizolowanych z mleka surowego i zmieszanych odpaddbiarskich.
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Metodyka badan

Materiat do badéa stanowito 19 izolatovE. coli wyizolowanych z mleka surowego,
stanowiicego surowiec mleczarski, oraz 20 izolatéwcoli z odpadéw drobiarskich.

Prébki do bad& pobierano czterokrotnie, w ogpaich miesicznych w okresie od
kwietnia do lipca 2016 roku.

Odpad drobiarski do analiz mikrobiologicznych zbsteymieszany w sterylnych
plastikowych torebkach, a naphie 5 g odpadu zostalo zawieszone w 45 ewody
destylowanej z 0,01% Tweenu 80. Tak przygotowangbyrbyly vorteksowane przez
1 minug, a nasipnie pozostawione do opadaia fazy statej [9].

Mleko surowe pobierano ze zlewni w zaktadach mileskieh i transportowano
z zachowaniem faxucha chtodniczego. Préby do analiz przygotowanmdaig
z PN-EN ISO 707:2009 i PN-EN I1SO 6887-5:2010 [10, 1

Og6lm liczbe bakterii z grupy coli oznaczono na podioEndo (BTL, Polska),
liczebnad¢ glukuronidazo dodatnich szczepo®. coli oznaczono na podia TBX
(Tryptone Bile X-Glucuronide Agar-BTL, Polska). htgfikacje izolatow potwierdzano na
podstawie testéw biochemicznych [12]. Oznaczenikomano w czterech powtérzeniach.

Do oceny wraliwosci na antybiotyki stosowano 24-godzinne hodowlegrét
inkubowano w 37°C na podta tryptozowo-sojowym (TSA-BTL, Polska). Komorki
bakterii zawieszano w roztworze PBS (0,8°ds0; 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g MdPOy;
0,24 g KHPQ,) uzyskujc, inokulum o gstasci 2:10° jtk-cm™.

Ocerg wrazliwosci na antybiotyki przeprowadzono metoHirby-Bauera w podiou
Mueller-Hinton (Biomaxima, Polska) z wykorzystanidmzkéw antybiotykowych (BTL,
Polska) zawieragych substancje z grupy penicylin - ampicylina (ANMO pg),
aminoglikozydow - gentamycyna (CN 10 pg), fenikelichloramfenikol (C 30 pg),
tetracyklin - tetracyklina (TE 30 pg) oraz makrdhid - mieszanina sulfmetoksazolu
i trimetoprimu (SXT25).

Profil oporngci izolatdw ustalano na podstawie rekomendacji ESTA[13].
Multiopornas¢ na antybiotyki ustalono dla izolatéw, ktére wykeay fenotyp oporngci
na przynajmniej trzy substancje najee do régnych grup.

Wyniki badan

Jednym z wanych probleméw zwizanych ze zjawiskiem oporém bakterii jest
nieracjonalne stosowanie antybiotykdw, aztakrodkéw dezynfekcyjnych. Ograniczenia
regulupce sposdb dawkowania antybiotykdwg sniewystarczajce, gdy coraz
powszechniej wsrodowisku stwierdza si obecnéé szczepow lekoopornych. Bakterie
komensale, do ktorych nale Escherichia coli stanows ,zbiornik” genéw opornéci na
antybiotyki. Ich poziom oporrigi jest wiec dobrym wskanikiem wskazujcym na presj
selekcyjm w wyniku zastosowania antybiotykéw [14].

Bakterie E. coli w zalenosci od srodowiska, z ktérego zostaly wyizolowane,
wykazywaly zré@nicowary wrazliwos¢ na antybiotyki. Izolatyz surowca mleczarskiego
najwicksza oporné¢ wykazywaty na ampicylian (78%), a wraliwos¢ na pozostate
testowane antybiotyki. Przy czym na tetracyklinchloramfenikol i mieszanin
sulfmetoksazolu i trimetoprimu wibwos¢ wykazywato od 80-90% badanych izolatéw,
a na gentamycyn 70% (rys. 1).
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Z monitoringu rozprzestrzeniania esiantybiotykoodpornéci, ktéry raportuje
Europejski Urad ds. BezpieczestwaZywnosci (EFSA), mana wnioskowad, ze podobnie
jak w przeprowadzonych badaniach izolaty odzwieszwykazug oporngé na tetracyklin
(50 i 49%) oraz cyprofloksacyr(60 oraz 62%). Oporsé na gentamycyyodzwierzcych
szczepOwE. coli wynosi od 1% (izolaty od bydta) do 7% (izolaty &dry domowej).
Szczepysrodowiskowe wykazuj podobm oporngé¢ jak odzwierzce w stosunku do
tetracykliny i cyprofloksacyny, natomiast nie wykigzopornaci na gentamycyn[15].
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Rys. 1. Wraliwo$¢ izolatébw Escherichia coli z surowego mleka na antybiotyki (ampicylina - AM10
chloramfenikol - C30, gentamycyna - CN10, sulfmetmol/trimetoprim - SXT25, tetracyklina - TE30)

Fig. 1. Susceptibility of Escherichia coli isolated from raw milk on antibiotics (ampicilin AM10,
chloramphenicol - C30, gentamicin - CN10, sulfarogttzole/trimethoprim - STX25, tetracycline - TE30)

Izolaty E. coli z odpadéw drobiarskich najgpkiszz oporng¢ wykazywaly na
ampicylire i tetracyklie (40-45,0%), a wrdiwos¢ na chloramfenikol - 90,0%
i gentamycyn (rys. 2). Najczsciej wykrywana jest oporré na tetracykliny,
aminopenicyliny i sulfonamidy stosowane w weterying4]. Wysoka oporné¢ na te
antybiotyki mae by wynikiem czstego stosowania ich w praktyce weterynaryjnej.
Potwierdza to tate doniesienie Kaeshohrera i in. [16] o opdmiczczepOvE. coli na co
najmniej jeden antybiotyk. Po przeprowadzeniu testantybiotykoodporngi dla
1462 komensalnych szczepdiv coli pochodzenia odzwiegzego podaj, ze oporné¢ na
co najmniej jeden antybiotyk wykazywato 68%, a S5Wgkazywalo multioporné na
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antybiotyki. Najwiksza liczba izolatbw wykazywata opokdo na tetracykliny
i cyprofloksacyr [16].

Bartoszewicz i in. podaj ze 21% izolatovE.coli z ciekdw wodnych byto opornych na
chloramfenikol, 41,2% na tetracyk¢ina 90,4% na gentamycyfl7].
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Rys. 2. Wraliwos¢ izolatéw Escherichia coliz odpadéw drobiarskich na antybiotyki (ampicylinaAM10,
chloramfenikol - C30, gentamycyna - CN10, sulfmstmtol/trimetoprim - SXT25, tetracyklina - TE30)

Fig. 2. Susceptibility ofEscherichia coliisolated from poultry wastes on antibiotics (anilic - AM10,
chloramphenicol - C30, gentamicin - CN10, sulfarogttzole/trimethoprim - STX25, tetracycline - TE30)

Srodowiskowe szczepl. coli stanowi zagraenie dla czlowieka nie tylko ze waglu
na wysol oporng¢ na antybiotyki i sulfonamidy, ale tak olejki eteryczne, takie jak
olejek herbaciany, kminkowy, cytrynowy, oreganoeimbngrasowego. Jedynie olejek
tymiankowy, w s¢zeniach 1,0 i 1,5%, nmie stanowé alternatyw w procesach higienizacji
srodowiska [18].

Zanieczyszczenidrodowiska antybiotykami zwksza ryzyko rozprzestrzeniania Si
antybiotykoopornéci wsrdd bakterii. BakterieE. coli w wigkszdci zaliczane s do
potencjalnie chorobotwdrczych dla ludzi. Jednak yniku mutacji oraz wymiany genow
powstato kilka szczepdéw, ktére majzdolngci chorobotwércze; od tagodnie
chorobotworczych, wywotgpych jedynie lekkie zaka&nia pokarmowe, do zjadliwych,
powodujcych grane krwawe biegunki z powiktaniami gracymi zakaeniem krwi. Tym
ostatnim nadano nazwenterokrwotocznyctE. coli (ang. EHEC - enterohemorrhagic
Escherichia coli [19].
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Jednym z waznych probleméw dotyezxych zjawiska opornei wsrdd bakterii jest
rozprzestrzenianie gioporndgci nabytej zwazanej z nieracjonajnantybiotykoterapi lub
nieprawidtowym stosowanierdrodkéw dezynfekcyjnych. Ograniczenia regu@g sposéb
dawkowania antybiotykéw nie zawsze mafpastosowanie przy zyciu preparatow
dezynfekcyjnych. Stenia srodkéw dezynfekcyjnych gs zwykle o wiele wysze nk
stosowane gtenia antybiotykow.

Whioski

» lzolaty E. coli wykazywaly zré@nicowary wrazliwos¢ na antybiotyki w zalenosci od
srodowiska z jakiego zostaly wyizolowane.

» lzolaty E. coli z surowca mleczarskiego charakteryzowabyvsickszy oporngcia na
ampicylire i wyzszy wrazliwoscia na pozostate badane antybiotyki (z tigjem
chloramfenikolu), w poréwnaniu do izolatéw z odpaddrobiarskich.

* Niezalenie od srodowiska izolacji testowane szczepy wykazywaly qiog
wrazliwo $¢ na chloramfenikol.

Literatura

[1] Musolff A, Leschik S, Schafmeister MT, Reinstorf &rauch G, Krieg R, et al. Evaluation of xenoloti
impact on urban receiving waters by means of sizdismethods. Water Sci Technol. 2010;62(3):684-92
DOI: 10.2166/wst.2010.930.

[2] Kummerer K. Resistance in the environment. J Amtioh Chemother. 2004;54:311-320. DOI:
10.1093/jac/dkh325.

[3] Szymonik A, Lach J. Zag#enie srodowiska wodnego obecfma srodkéw farmaceutycznych. 2nOchr
Srod. 2012;15(3):249-263.

[4] Merle R, Hajek P, Kasbohrer A, Hegger-GravenhorsMGllenhauer Y, Robanus M, et al. Monitoring of
antibiotic consumption in livestock: a German fediy study. Vet Med. 2011;104(1-2):34-43. DOI:
10.1016/j.prevetmed.2011.10.013.

[5] Zablotni A, Jaworski AZrodta antybiotykéw wirodowiskach naturalnych iich rola biologiczna. py
Hig Med Daw. 2014;68:1040-1049. http://docplayer.pl/20895@5addla-antybiotykow-w-srodowiskach-
naturalnych-i-ich-rola-biologiczna-sources-of-aittizs-in-natural-environments-and-their-biological
role.html.

[6] Argudin MA, Deplano A, Meghraoui A, Dodémont M, IHaths A, Denis O, et al. Bacteria from animals as
a pool of antimicrobial resistance genes. Antils®t2017;6:12:1-38. DOI: 10.3390/antibiotics602Q012

[7]1 Ferri M, Ranucci E, Romagnoli P, Giaccone V. Antirbial resistance: A global emerging threat toligub
health systems. Crit Rev Food Sci Nutri. 2017;5y.@857-2876 DOI: 10.1080/10408398.2015.1077192.

[8] Pavlickov S, Klancni A, Dolezalov M, Mozina SS, Koll. Antibiotic resistance, virulence factors and
biofilm formation ability in Escherichia coli str& isolated from chicken meat and wildlife in thee€h
Republic. J Environ Sci Health. 2017;11:1-7. DQJ:1080/03601234.2017.1318637.

[9] Graham JP, Evans SL, Price LB, Silbergeld EK. Fafeantimicrobial-resistant enterococci and
staphylococci and resistance determinants in stpoedtry litter. Environ Res. 2009;109(6):682-6&%0I:
10.1016/j.envres.2009.05.005.

[10] PN-EN ISO 707:2009: Mleko i przetwory mleczne -- téne do pobierania prébek. http://sklep.pkn.pl/
pn-en-iso-707-2009p.html.

[11] PN-EN ISO 6887-5:2010: Mikrobiologizaywnasci i pasz -- Przygotowanie prébek, zawiesiny doigwej
i rozcienczen dzieseciokrotnych do bada mikrobiologicznych -- Cg¢é 5: Specyficzne zasady
przygotowania mleka i przetworéw mlecznych. htgklép.pkn.pl/pn-en-iso-6887-5-2010p.html.

[12] Szewczyk EM, redaktor. Diagnostyka bakteriologiczvdarszawa: Wyd Nauk PWN; 2013. ISBN:
9788301160609.

[13] Matuschek E, Brown DFJ, Kahlmeter J. Developmenttted EUCAST disk diffusion antimicrobial
susceptibility testing method and its implementatio routine microbiology laboratories. Clin Miciiob
Infect (CMI). 2014;20(4):0255-0266.DOI: 10.1111/948691.12373.



Srodowisko a antybiotykooporééizolatéwEscherichia coli 523

[14] Uddin-Rasheed M, Thajuddin N, Ahamed P, Teklemariandamil K. Antimicrobial drug resistance in
strains of Escherichia coli isolated from food s@st Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2014;56(4):34.-34
DOI: 10.1590/S0036-46652014000400012.

[15] European Union summary report on antimicrobialstesice in zoonotic and indicator bacteria from afsm
and food in the European Union in 2009. EFSA J1297):104-129. DOI: 10.2903/j.efsa.2011.2154.

[16] Kaesbohrer A, Schroeder A, Tenhagen BA, Alt K, Gads, Appel B. Emerging antimicrobial resistance
in  commensal Escherichia coli with public health levance. Zoonoses Public Health.
2012;59(Suppl.2):158-165. http://onlinelibrary.wileom/doi/10.1111/j.1863-2378.2011.01451.x/epdf.

[17] Bartoszewicz M, Michalska M, Cieszska M. Antybiotykooporn& bakterii heterotroficznych jako skutek
zanieczyszczeniasrodowiska. Med Srod. 2014;17(4):38-46. http://www.medycynasrodowisk.pl/
Downloads/File/2014v4/MS_2014-4_4.pdf.

[18] Krzysko-tupicka T, Mystek M, Blaszczyk K. Welwos¢ na olejki eterycznesrodowiskowych
lekoopornych szczep6w  Escherichia  coli. Proc EC@Opol 2015;9(2):633-638. DOI:
10.2429/proc.2015.9(2)074

[19] tebkowska M. Wysipowanie bakterii antybiotykoopornych w wodzie prmzzonej do spgycia przez
ludzi. OchrSrod. 2009;31(2):11-15. http://www.os.not.pl/docsapismo/2009/Lebkowska_2-2009.pdf.
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Abstract: Recently amount of pharmaceutical substanceserettvironment is getting higher due to spreading
and relocation of water and soil contamination lpurses such as a livestock production or sewage.
The persistence of antibiotic in the environmeny ratiect both the inhibition of microbial growth @mlso the
stimulation of resistance gens expression, wheibiatits are in the subinhibitory concentration.€Turpose of

a study was to compare susceptibilityEsfcherichia coliisolates from two following sources: a raw milk rfro
dairy and a poultry waste. The assessment of stilsitigp on antibiotic was carried out by the KirBauer's
method. The resistance profile of isolates wasreggd with using of CLSI standards. Antibiotic distom BTL
company were tested with particular type of sulzsganampicillin (AM10), chloramphenicol (C30), gemticin
(CN10), tetracycline (TE30) and solution of sulfahuxazole and trimethoprim (SXT25). Isolatesofcoli from

raw milk were more resistant to ampicillin and awerised by higher susceptibility to the othertaotics in the
comparison to the isolates from poultry waste.

Keywords: Kirby-Bauera method, antibiotic susceptibilitytteg, Escherichia coli



