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Przeprowadzono ocene¢ przydatnosci biotypowania, okreslenia profili le-
koopornosci oraz okreslania plazmidowego profilu i plazmidowego wzoru
restrykcyjnego do réznicowania izolatéw pateczek C. jejuni i C. coli. Wyka-
zano, Ze powyzsze metody charakteryzowaly si¢ niewielka przydatnoscia
do wewnatrzgatunkowego réznicowania izolatéw tych palteczek wyosobnio-
nych od ludzi w przypadku sporadycznych zakazen tymi drobnoustrojami.
Stwierdzono wysoki odsetek izolatow badanych drobnoustrojéw opornych
na ciprofloksacyne i kwas nalidyksowy.

Bakterie z rodzaju Campylobacter to Gram-ujemne paleczki nalezace do typu Proteo-
bacteria, klasy Epsilonproteobacteria, rodziny Campylobacteriaceae (17). Pateczki Campy-
lobacter sa mikroorganizmami szeroko rozpowszechnionymi w srodowisku. Drobnoustroje
te stanowig naturalng flore jelitowa zarowno zwierzat towarzyszacych cztowiekowi (psy
i koty), hodowlanych (dréb, §winie, bydto) jak i wolno zyjacych (9). Jako etiologiczny
czynnik biegunki u ludzi najczesciej izolowane sg pateczki Campylobacter nalezace do
dwoch gatunkow: C. jejuni oraz C. coli. Do zakazenia cztowieka dochodzi gtéwnie w wy-
niku spozycia niedopieczonego badz niedogotowanego miesa (zwlaszcza drobiowego) (9,
25). Objawy zakazenia s bardzo réznorodne, cho¢ najczesciej wystepuje stan zapalny jelit
z towarzyszaca biegunka z domieszka krwi i §luzu, moze wystapi¢ takze goraczka, nudno-
$ci lub wymioty oraz bol brzucha w okolicy pepkowej (15). Polska nalezy do krajow Unii
Europejskiej z najstabiej poznang sytuacja epidemiologiczng dotyczaca zakazen paleczkami

1 Praca naukowa finansowana ze $srodkow na nauke w latach 2007-2008 jako projekt badawczy nr
NN404253233
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Campylobacter (3). Spowodowane byto to przez wiele lat brakiem rutynowych badan w tym
kierunku. Sytuacja ta zaczela si¢ zmienia¢ po roku 2004 kiedy to w NIZP-PZH oraz w kilku
laboratoriach mikrobiologicznych stacji sanitarno — epidemiologicznych podjeto tego typu
badania. Nieliczne krajowe badania nad epidemiologia zakazen pateczkami Campylobac-
ter wykazuja na wysoki udzial tych drobnoustrojow w etiologii biegunki u ludzi chorych
w Polsce (20, 22, 26). Poprawa laboratoryjnej diagnostyki kampylobakteriozy w Polsce
pociaga za soba konieczno$¢ opracowania metod weryfikacji rozpoznawanych w tych
placowkach drobnoustrojow, okreslania pokrewienstwa badanych izolatow w przypadku
dochodzenia epidemiologicznego oraz podjecie prac zmierzajacych do wewnatrzgatunko-
wego roznicowania tych patogendw.

Celem podjetych badan byta ocena przydatno$ci wybranych metod fenotypowych
i genotypowych do wewnatrzgatunkowego roéznicowania pateczek C. jejuni oraz C. coli
izolowanych od ludzi w Polsce ze sporadycznych przypadkéw kampylobakteriozy jak
iz ognisk zakazenia pokarmowego. W pierwszej czgsci pracy przedstawiono réznicowanie
badanych izolatow przy uzyciu metod fenotypowych takich jak biotypowanie i okreslenie
profilu lekoopornosci oraz okreslania plazmidowego profilu i plazmidowego wzoru restryk-
cyjnego (Restriction Enzyme Analysis of Plasmid - REAP).

MATERIAL I METODY

Przedmiot badan oraz dane kliniczne oséb od ktérych izolowano pa-
teczki Campylobacter. Przedmiot badan stanowilo 128 izolatow pateczek C. jejuni
oraz 17 izolatow paleczek C. coli wyosobnionych od ludzi ze sporadycznych przypadkow
zakazen na terenie kraju. Ponadto badano 7 izolatéw pateczek C. jejuni z dwoch ognisk
zatrucia pokarmowego w Bielsku-Bialej i jednego ogniska w Warszawie oraz 3 izolaty pa-
teczek C. coli wyosobnionych od ludzi z ogniska zakazenia pokarmowego w Bielsku-Biate;j.
W badaniach wykorzystano izolaty pateczek Campylobacter wyhodowane w latach 2006-
2007 zaréwno w Zaktadzie Bakteriologii NIZP-PZH jak i innych laboratoriach mikrobiolo-
gicznych na terenie kraju (Szpital SPZOZ w Nowej Soli oraz mikrobiologiczne laboratoria
stacji sanitarno — epidemiologicznych: PSSE Bielsko-Biata, WSSE Poznan, WSSE Krakow,
WSSE Olsztyn, WSSE Rzeszéw). Wigkszos¢ bo 110 (71%) badanych izolatow pateczek
C. jejuni oraz C. coli wyosobniono od 107 0sob w roku 2006, pozostate 45 (29%) izolatow
wyhodowano od 41 os6b w 2007 roku. Na 155 izolatéw pateczek Campylobacter bgdacych
przedmiotem pracy, wyizolowanych od 148 0séb od stycznia 2006 do wrzesnia 2007 roku,
70 (45,2%) pochodzito od 0sob plci zenskiej, a 81 (52,2%) od 0sob ptci meskiej. W czterech
przypadkach (2,6%) nie udalo si¢ uzyskac¢ informacji o ptci chorego. Pateczki Campylobacter
najczesciej izolowano od dzieci w wieku do 4 lat - 70,3% (104/148), w tym 79% (82/104)
pochodzilo od dzieci do 2 roku zycia. W sze$ciu przypadkach (4,1%) nie udalo si¢ uzyskac¢
informacji o wieku chorego. Glownym objawem zakazenia byta biegunka (89,7%), czgsto
z domieszka krwi w kale (42,6%), wymioty (23,9%) oraz bdle brzucha (21,9%). Bezobja-
wowe zakazenie stwierdzono u 5 (3,4%) pacjentow, w tym w dwu przypadkach pateczki
Campylobacter wyizolowano od zdrowych 0séb z ,,otoczenia chorego”, a w dwu nastgpnych
przypadkach drobnoustroje te wyizolowano od zdrowych 0s6b po przebytej wczesniej obja-
wowej kampylobakteriozie (,,ozdrowieniec”). Zaobserwowano takze wielokrotne zakazenia
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pateczkami Campylobacter. Od dwojga chorych wyosobniono dwukrotnie izolaty pateczek
C. jejuni a od jednego dziecka czterokrotnie wyosobniono pateczki Campylobacter w ciagu
badanego okresu. W przypadku 9 pacjentow (6,1%) nie udato si¢ uzyskac¢ informacji o ob-
jawach klinicznych przebytej kampylobakteriozy.

Izolacja genomowego DNA. Preparaty DNA badanych izolatéw paleczek C.

Jjejuni oraz C. coli przygotowano wedtug opisanej wezesniej procedury (21).

Reidentyfikacja izolatow pateczek C. jejuni oraz C. coli. Wszystkie
nadsytane do badan izolaty pateczek C. jejuni i C. coli byly reidentyfikowane. Podstawa
identyfikacji bylo stwierdzenie wzrostu w warunkach mikroaerofilnych (Campy Gen OXO-
ID), zdolnos$¢ wytwarzania katalazy i oksydazy, zdolno$¢ ruchu oraz wynik testu na hydrolize
octanu indoksylu i hydrolizg hipuranu sodu. Przynalezno$¢ do okre§lonego gatunku izolatow
pateczek Campylobacter stanowigcych przedmiot badan zostata potwierdzona w reakcji
PCR. Badanie zostato przeprowadzone zgodnie z wytycznymi zaproponowanymi przez
WHO GSS, zgodnie z metodyka opisang przez Vandamme i wsp. (18). Jako kontrole uzyto
referencyjnych szczepow C. jejuni ATCC 33560 oraz C. coli ATTC 33559.

Okreslenie biotypu badanych izolatow pateczek C. jejuni oraz C. co-
li. Przynaleznos$¢ badanych izolatoéw pateczek Campylobacter do okre$lonego biotypu
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami Lior i wsp. (8). Zastosowano nastepujace testy
biochemiczne: test wykrywajacy zdolno$¢ badanego izolatu do hydrolizy DNA, zdolnos¢
do hydrolizy hipuranu sodu oraz zdolno$¢ do wytwarzania H,S.

Oznaczanie profilu lekoopornos$ci izolatéw pateczek C. jejuni oraz
C. coli. Oznaczanie wrazliwosci 135 szczepdéw C. jejuni oraz 20 szczepoéw C. coli na 6
antybiotykow i chemioterapeutykéw wykonano na podtozu agarowym Mueller-Hintona
z 5% krwi baraniej (Oxoid, Wielka Brytania) zgodnie z zaleceniami Clinical and Laboratory
Standards Institute (dawniej NCCLS) (2) oraz firmy AB Biodisk (Szwecja). Stosowano paski
E-testu® (AB Biodisk) z nastepujacymi antybiotykami i chemioterapeutykami: erytromycy-
ng, ampicyling, tetracykling, gentamicyna, kwasem nalidyksowym oraz ciprofloksacyna.
Za najmniejsze stezenie hamujace wzrost pateczek Campylobacter przyjmowano stgzenie
chemioterapeutyku, przy ktorym nie obserwowano juz wzrostu bakterii. W odniesieniu do
ciprofloksacyny, erytromycyny i tetracykliny interpretacji wynikéw dokonywano zgodnie
z zaleceniami CLSI. Natomiast wyniki oceny wrazliwosci badanych bakterii na kwas
nalidyksowy, ampicyling i gentamicyn¢ dokonywano stosujac kryteria CLSI dla pateczek
z rodziny Enterobacteriaceae, z powodu braku takich wytycznych dla pateczek z rodzaju
Campylobacter.

Izolacja plazmidowego DNA. Plazmidowe DNA izolowano z bakteryjnej masy
komodrkowej metoda alkalicznej lizy zgodnie z metodyka podang przez innych badaczy
(11). Nastepnie 12 pl przygotowanego preparatu DNA przeznaczano do elektroforetycznego
rozdzialu w zelu agarozowym w celu wykrycia obecnosci plazmidow, a pozostate 8 pl prze-
znaczano do analizy restrykcyjnej. Preparaty plazmidowego DNA poddawano elektroforezie
w 0,7% zelu agarozowym w buforze TAE. Rozdzial prowadzono w komorze horyzontalnej
w temperaturze okoto 12-16 °C przez 4 godziny, przy réznicy potencjatéw pomigdzy elek-
trodami wynoszacej 5 V/cm. Jako wzorzec wielkosci stosowano przygotowany we wlasnym
zakresie preparat plazmidowego DNA wyosobnionego ze wzorcowego szczepu C. jejuni
81-176. Ponadto uzywano kolistego wzorca wielkosci Supercoiled DNA Ladder, 2-10 kb
firmy Promega. Po zakonczeniu elektroforezy zele przenoszono do wodnego roztworu
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bromku etydyny o stezeniu 0,5 pg/ml na okres 20 min. Nastepnie zel poddawano ptukaniu
w wodzie destylowanej przez 15 min. Wynik elektroforezy dokumentowano przy uzyciu
programu GelScan (Kucharczyk T.E.). Przyblizone wielko$ci plazmidow obliczono w opar-
ciu o restrykcyjng analiz¢ plazmidowego DNA przy uzyciu enzymu Bglll z wykorzystaniem
programu Gene Profiler 4.05 firmy Scananalytics, inc. W przypadku gdy izolat zawierat
wigcej niz jeden plazmid przyblizong wielko$¢ plazmidow obliczano przez poréwnanie z:
plazmidami o obliczonej wezesniej wielkosci, plazmidami wyizolowanymi z komorek wzor-
cowego szczepu C. jejuni 81-176 oraz markerem kolistym Supercoiled DNA Ladder, 2-10
kb firmy Promega. Plazmidy o wielko$ci powyzej 15 kpz nazywano plazmidami —,,duzymi‘
a plazmidy o wielkosci ponizej 15 kpz nazywano plazmidami — ,,matymi®.

Restrykcyjna analiza plazmidowego DNA (Restriction Enzyme Ana-
lysis of Plasmid - REAP). Poza plazmidami wyosobnionymi z komoérek badanych w
obecnej pracy izolatéw, trawieniu enzymem restrykcyjnym (endonukleaza) Bgl II poddano
takze plazmid wyosobniony z komorek izolatu C. jejuni 23/05 posiadajacych zdolno$¢ do
koniugacji. Trawienie plazmidowego DNA enzymem BgllI przeprowadzano w mieszaninie
reakcyjnej o objetosci 20 ul w temp. 37°C przez okres jednej godziny. W tym celu do 13,6
ul jatowej wody dejonizowanej dodawano 4 pl preparatu plazmidowego DNA otrzymanego
wedlug procedury opisanej uprzednio oraz 2 pl buforu dostarczonego przez producenta
enzymu restrykcyjnego. Po wymieszaniu dodawano 0,4 pl enzymu BglII o stezeniu 10j / pl
i ponownie mieszano. Mieszaning inkubowano przez 16-18 godzin. w temp. 37°C. Elek-
troforez¢ prowadzono w 1% zelu agarozowym w buforze TAE w temp. okoto 12 - 16°C
przez 4 godziny w horyzontalnej komorze przy réznicy potencjalow pomiedzy elektrodami
wynoszacej SV/em. W celu okre$lenia wielko$ci fragmentow DNA stosowano wzorzec
wielkos$ci przygotowany przez firm¢ SIGMA (DNA bakteriofaga Lambda trawione enzymem
Hind III) oraz wzorzec wielko$ci 1 kb DNA Ladder, ready-to-use firmy Fermentas (Litwa).
Po zakonczeniu elektroforezy zele przenoszono na 15 min. do wodnego roztworu bromku
etydyny o stezeniu 0,5 pug/ml, a nastepnie ptukano w wodzie destylowanej przez 15 min.
Wyniki elektroforezy dokumentowano przy uzyciu programu GelScan wersja v.1.13 firmy
Kucharczyk T.E. (Polska). Przyblizong wielko$¢ plazmidu obliczono przy uzyciu programu
Gene Profiler 4.05 firmy Scananalytics, inc. Analiz¢ elektroforegraméw przeprowadzono
przy uzyciu oprogramowania komputerowego GelCompar II Software v. 5.0 firmy Applied
Maths, (Belgia).

WYNIKI

Wyniki reidentyfikacji izolatow pateczek C. jejuni oraz C. coli. Wyniki
badania wlasciwosci biochemicznych umozliwity zaliczenie 134 izolatow pateczek Campy-
lobacter do gatunku C. jejuni oraz 21 izolatéw do gatunku C. coli. Postugujac si¢ technikg
Multiplex PCR wszystkie izolaty, poza jednym, zostaty zaliczone do gatunku C. jejuni lub
C. coli zgodnie z identyfikacja biochemiczng. Natomiast w wyniku badan Multiplex PCR
izolat poczatkowo okreslony na podstawie wlasciwosci biochemicznych jako pateczka C.
coli, uznano ostatecznie za hipurano-ujemny izolat C. jejuni.

Wyniki biotypowania izolatéw pateczek C. jejuni i C. coli zgodnie
ze schematem Lior. Wigkszo$¢ badanych izolatow pateczek C. jejuni (77/128) zaliczono
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do biotypu I (60,2%), biotyp II reprezentowany byt przez 49 izolatow C. jejuni (38,2%)
(Tabela 1). Nie wykryto biotypu IV, natomiast do biotypu III zaliczono tylko jeden izolat
C. jejuni (0,8%). Hipurano-ujemny izolat pateczek C. jejuni nie zostal przyporzadkowany
do zadnego z omawianych biotypow (0,8%). W przypadku izolatow paleczek C. coli takze
dominowat biotyp I, do ktoérego zaliczono 12 izolatow (70,6%). Natomiast do biotypu II
zaliczono 5 izolatéw (29,4%). Warto$¢ indeksu roznicowania (D) metody biotypowania dla
izolatow pateczek C. jejuni wyniosta 0,505. Poszczego6lne izolaty pateczek Campylobacter
pochodzace z czterech udokumentowanych ognisk zakazenia pokarmowego zaliczono do
tego samego biotypu w obrebie ogniska.

Tabela I.  Wyniki biotypowania 128 izolatow pateczek C. jejuni oraz 17 izolatow pateczek C. coli
Biotyp Liczba izolatow (%) C. jejuni Liczba izolatow (%) C. coli

1 77 (60,2%) 12 (70,6%)
11 49 (38,2%) 5(29,4%)
111 1(0,8%) 0
v 0 0

Nie podleggjqcy 1 (0.8%) 0

typowaniu

Wyniki okre§lenia profilu lekoopornosci badanych izolatow pateczek
C. jejuni i C. coli. Sposrdd 128 badanych izolatow pateczek C. jejuni wigkszos¢ (64,1%)
wykazywato opornos¢ na ciprofloksacyne i na kwas nalidyksowy (Ryc.1). Natomiast 23,4%
(30/128) izolatéw byto opornych na tetracykling, 13,3% (17/128) na ampicyling, a odpo-
wiednio 0,8% (1/128) oraz 6,2% (8/128) byto srednio wrazliwych na te antybiotyki. Analiza
wynikow oznaczen wrazliwosci 128 izolatow pateczek C. jejuni wskazuje, ze najwicksze
zroznicowanie warto§¢ MIC stwierdzono w przypadku ampicyliny i tetracykliny. W przy-
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Ryc. 1.  Wrazliwo$¢ badanych izolatéw C. jejuni (n=128) na wybrane antybiotyki i chemioterapeu-
tyki z wytaczeniem izolatéw wyosobnionych z ognisk. Objasnienia: CI — ciprofloksacyna,
NA — kwas nalidyksowy, TC — tetracyklina, AM — ampicylina, GM — gentamicyna, EM

— erytromycyna
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padku tetracykliny oznaczona warto$¢ MIC tego antybiotyku wynosita od 0,047 pg/ml do
ponad 256 pg/ml. MIC tetracykliny dla 77 (79,4%) sposrdd 97 izolatow pateczek C. jejuni
wrazliwych na ten antybiotyk miescito si¢ w granicach 0,064 — 0,19 pg/ml. Natomiast
w przypadku ampicyliny oznaczona warto$¢ MIC tego antybiotyku wynosita od 0,38 pg/ml
do ponad 256 pg/ml. MIC ampicyliny dla 90 (87,4%) sposrod 103 izolatow pateczek C.
Jjejuni wrazliwych na ten antybiotyk mie$cito si¢ w granicach 0,75 — 4,0 pg/ml. Oznaczona
warto$¢ MIC ciprofloksacyny dla 37 (80,4%) sposrod 46 wrazliwych na ten chemioterapeutyk
izolatow pateczek C. jejuni izolatdéw wahata si¢ od 0,064 pg/ml do 0,125 pg/ml. Natomiast
dla 80 (97,6%) sposrod 82 izolatow pateczek C. jejuni zaliczonych do opornych na ten
chemioterapeutyk oznaczona warto§¢ MIC ciprofloksacyny wynosita powyzej 32 pg/ml.
Wartos¢ MIC kwasu nalidyksowego dla 46 izolatéw wrazliwych na ten chemioterapeutyk
najczegsciej, wynosita od 1,0 do 1,5 ng/ml (29 izolatéw - 63%), natomiast w przypadku 74
(90,2%) sposrod 82 izolatdéw opornych, wynosita powyzej 256 pg/ml. Wszystkie badane
izolaty pateczek C. jejuni oporne na ciprofloksacyne wykazywaty takze opornos¢ na kwas
nalidyksowy. Przeprowadzone badania wykazaly, ze wszystkie izolaty pateczek C. jejuni
byly wrazliwe na gentamicyne i erytromycyn¢ a oznaczone wartosci MIC gentamicyny
dla 122 (95,3%) izolatow paleczek C. jejuni i warto$ci MIC erytromycyny dla 119 (92,9%)
izolatow miescity si¢ w granicach od 0,38 do 1,5 pg/ml.

Analiza wynikow oznaczen wrazliwosci 17 izolatow pateczek C. coli na uzyte w ba-
daniach antybiotyki i chemioterapeutyki wskazuje, na podobny jak w przypadku izolatow
pateczek C. jejuni rozktad wartosci MIC poszczegdlnych antybiotykéw i chemioterapeuty-
kéw. Tak jak w przypadku izolatow paleczek C. jejuni, wszystkie badane izolaty pateczek
C. coli oporne na ciprofloksacyng (15 izolatow) wykazywaty takze oporno$¢ na kwas nali-
dyksowy. Oznaczona warto$¢ MIC obu tych chemioterapeutykow dla 15 (88, 2 %) sposrod
17 izolatéw pateczek C. coli wynosita odpowiednio powyzej 32 1 256 pg/ml. Wszystkie
badane izolaty paleczek C. coli wykazywaty takze wrazliwo$¢ na gentamicyng i erytro-
mycyng, natomiast trzy i jeden izolat tego gatunku wykazywalo oporno$¢ odpowiednio na
ampicyling i tetracykline.

Izolaty pateczek Campylobacter z poszczegdlnych ognisk charakteryzowaly si¢ takimi
samymi lub podobnymi wzorami lekoopornosci w zalezno$ci od ogniska. Ponadto izolaty
te charakteryzowaty si¢ zblizonymi warto$ciami MIC w obrebie poszczegolnych ognisk.
Oznaczone warto$ci MIC uzytych w badaniach chemioterapeutykow i antybiotykow
pozwolity na zaliczenie 128 izolatéw pateczek C. jejuni oraz 17 izolatdw paleczek C.
coli do 12 grup (profili) ze wzgledu na ich lekoopornos¢ (Tabela II). Wyrdzniony jako 1.
profil opornosci gromadzit izolaty wrazliwe na wszystkie uzyte w badaniach antybiotyki i
chemioterapeutyki. Zaliczono do niego 37 (28,9%) izolatow pateczek C. jejuni i1 (5,9%)
izolat pateczek C. coli. Profil 12 obejmowal tzw. izolaty wielolekooporne. Zaliczono do
niego 6 (4,7%) izolatow pateczek C. jejunii 1 (5,9%) izolat pateczek C. coli wykazujacy
opornos$¢ na antybiotyki z trzech réznych grup (ciprofloksacyne, kwas nalidyksowy, ampi-
cyling i tetracykling). Obliczona warto$¢ indeksu réznicowania (D) izolatow pateczek C.

Jjejuni na podstawie wyznaczonych profili lekoopornosci wyniosta 0,764.

Wyniki okres§lenia plazmidowego profilu badanych izolatéw pateczek
C. jejuni i C. coli. Poszukiwanie plazmidowego DNA metoda alkalicznej lizy pozwolito
na wykrycie obecnos$ci plazmidéw o wielkosci od okoto 3,3 do okoto 89 kpz w komoérkach
47 (36,7%) izolatow paleczek C. jejuni oraz 3 (17,6%) izolatow pateczek C. coli (Tabela III).
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Tabela II. Wzory (profile) opornosci 128 badanych izolatow pateczek C. jejuni oraz 17 izolatow
pateczek C. coli

Profil LiCZbE.i antybiotyk('fw/ Wzér lekoopornosci I.‘i.czb'a (%) izolatow -
chemioterapeutykow C. jejuni C. coli
Wrazliwe na wszystkie badane
! 0 antybiotyki/chem}i,oterapeutyki 37(28.9) 16.9)
2 1 AMR 5(3,9) 0
3 1 AM! 3(2,3) 2 (11,8)
4 1 TCR 1(0,8) 0
5 2 CIPR + NAR 46 (35.,9) 11 (64,7)
6 3 CIP?+ NAR+ AMR 6(4,7) 0
7 3 CIPR+ NAR+ AM! 1(0,8) 1(5,9)
8 3 CIP*+ NAR + TCR 19 (14,8) 0
9 3 CIP*+ NAR + TC! 0 1(5,9)
10 4 CIP® + NAR + AM'+ TC' 1(0.,8) 0
11 4 CIPR+ NAR+ AM'+ TCR 3(2,3) 0
12 4 CIPR+ NAR+ AMR+ TCR 6 (4,7) 1(5.9)

Objasnienia: CI —ciprofloksacyna, NA — kwas nalidyksowy, TC — tetracyklina, AM — ampicylina,
GM - gentamicyna, EM — erytromycyna, R - opornos¢, I — $rednia wrazliwos$¢ na dany antybiotyk/
chemioterapeutyk

Wsrod 47 izolatow pateczek C. jejuni 44 izolaty posiadaly tzw. ,,duzy” plazmid o wielkos$¢
od okoto 15 do okoto 89 kpz. W tej grupie 26 izolatow posiadato plazmid o wielkosci od
okoto 37 do okoto 48 kpz, z czego u wigkszosci bo az u 20 wykryto plazmid o wielko$ci
okoto 45 kpz. Plazmidy wykryte w komoérkach izolatow C. coli nalezalty do tzw. ,,duzych”
plazmidow o wielkosci okoto 25,29 1 72 kpz. Na podstawie liczby plazmidow i ich wielkosci
zaliczono badane izolaty pateczek C. jejuni i C. coli do odpowiednio 28 i 4 plazmidowych
profili (Tabela III). Do profilu 1. zaliczono izolaty nie posiadajace plazmidéw w tym 81
(63,3%) izolatow pateczek C. jejuni i 14 (82,4%) izolatow pateczek C. coli. Pojedynczy
»duzy” plazmid wykryto w komorkach 31 (24,2%) izolatow pateczek C. jejunii3 (17,6%)
izolatach paleczek C. coli. Natomiast ,,maly” plazmid w komorkach 2 (1,6%) izolatow
pateczek C. jejuni. Dwa i 3 plazmidy wykryto w komoérkach odpowiednio 11 i 3 izolatow
pateczek C. jejuni. Poszczegodlne izolaty pateczek Campylobacter pochodzace z czterech
udokumentowanych ognisk zakazenia pokarmowego nie posiadaty plazmidow. Obliczona
warto$¢ indeksu réznicowania (D) izolatow pateczek C. jejuni na podstawie wyznaczonych
plazmidowych profili wyniosta 0,591. Wsréd 30 izolatéw pateczek C. jejuni opornych na
tetracykling, 28 izolatéw wykazywalo obecnos¢ plazmidéw. Stwierdzono wystepowanie
istotnego zwiazku pomiedzy opornoscig na tetracykling izolatéw pateczek Campylobacter
a obecnoscia plazmidéw w ich komarkach (p<0,0001).

Wyniki réoznicowania izolatéw pateczek C. jejuni i C. coli na pod-
stawie plazmidowych wzordow restrykcyjnych (REAP). Wykryte metoda
alkalicznej lizy tzw. ,,duze” plazmidy, wystepujace pojedynczo w komoérkach 31 izolatow
pateczek C. jejuni 13 izolatow paleczek C. coli poddano trawieniu endonukleaza Bglll,
a nastepnie elektroforezie w zelu agarozowym. Wszystkie uzyskane restrykcyjne wzory
plazmidéw (REAP) przyporzadkowano do odpowiednich profili. Na rycinie 2 przedstawiono
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Tabela III. Plazmidowe profile izolatow pateczek C. jejuni i C. coli

C. jejuni
Profil Liczba wykrytych plazmidow Wielkos¢ plazmidéw Liczba (%) izolatow
1 0 0 81 (63.3)
2 1 ~3,7 1(0,8)
3 1 ~4,2 1(0,8)
4 1 31* 1(0,8)
5 1 33%* 1(0,8)
6 1 37* 2 (1,6)
7 1 38%* 3(2,3)
8 1 45* 13 (10,2)
9 1 46* 2 (1,6)
10 1 48* 1(0,8)
11 1 52% 1(0,8)
12 1 60* 1(0,8)
13 1 76* 1(0,8)
14 1 78% 1(0,8)
15 1 82%* 1(0,8)
16 1 86* 2 (1,6)
17 1 89* 1(0,8)
18 2 ~3,3; ~45 1(0,8)
19 2 ~3,9; ~45 3(2,3)
20 2 ~3,7; ~86 1(0,8)
21 2 ~4,3; ~76 1(0,8)
22 2 ~22; ~31 1(0,8)
23 2 ~29; ~45 1(0,8)
24 2 ~45; >45 1(0,8)
25 2 >45; >45 2 (1,6)
26 3 ~15; ~29; ~80 1(0,8)
27 3 ~4,6; ~45; >45 1(0,8)
28 3 ~5,9; ~6,5; ~13,7 1(0,8)
C. coli
1 0 0 14 (82,4)
2 1 25% 1(5,9)
3 1 20% 1(5,9)
4 1 72% 1(5,9)

Objasnienia: ~ symbol oznacza, ze wielko$¢ plazmidowego DNA zostata obliczona w przyblizeniu
na podstawie poréwnania do wielkosci wzorca, * symbol oznacza ze wielko$¢ plazmidowego DNA
zostala obliczona w wyniku dodania wielkosci fragmentéw DNA uzyskanych w trawieniu enzymem
restrykcyjnym plazmidowego DNA

zbiorczo, postugujac si¢ oprogramowaniem Gel Compar II Software v. 5.0 (Applied Maths,
Belgia), profile REAP, ktoére oznaczono literami alfabetu od A do T. W wyniku analizy uzy-
skanych profili REAP stwierdzono, ze 12 izolatéw C. jejuni, charakteryzowato si¢ obecnoscia
plazmidoéw nalezacego do jednego profilu — A, natomiast po dwa izolaty pateczek C. jejuni
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charakteryzowalo si¢ obecnos$cia plazmidow nalezacych do profili oznaczonych literami B,
CiD (Ryc. 2). Pozostate izolaty pateczek C. jejuni i C. coli charakteryzowaly si¢ obecno-
$cig plazmidow zaliczonych do unikatowych profili REAP i oznaczonych kolejno literami
od E do T. Plazmidowe DNA pateczek C. jejuni PZH 93/06 zaliczone do profilu REAP - A
poréwnano z profilem REAP plazmidu wyosobnionego z komorek izolatu C. jejuni 23/05
posiadajacego zdolnos¢ do koniugacji (24). Stwierdzono, ze porownywane wzory REAP sa
nierozroznialne i naleza do jednego profilu -A. Obliczona wartos$¢ indeksu réznicowania, 31
izolatow pateczek C. jejuni, na podstawie wyznaczonych profili REAP wyniosta 0,852.

CCopequn 10606
. C.jopumi 1308
cCjeuni 2506
. C.icimi 2300
Cjomi GA08
. Coem 9306
. C.jmun 115908
. C.jaam 133708
C jsjuni 508
. Cojouni GVDE
. Cjmuni 5207
C jejuni  9OOT
e i . . Coepn 6708
.' . Cpepn 4508
. Cjpuri 7208
. Cjmjurn 1408
. G jejuni 4406
. C. codll L0
. . cod 1207
.S jejuni 12408
.G jejuni 306
C.jejun 4307
C jejuni 13008
C col Ba07
C o 307
LT T
C jyuri 2706
G jsjuri 708
. G jejuri 11306
G eum B
o G leuni 1107
C.jmuni 9707
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Ryc.2.  Zbiorcze wyniki restrykcyjnej analizy plazmidowego DNA z zastosowaniem endonuklea-
zy Bglll izolatéw pateczek C. jejuni (n=31) oraz C. coli (n=3) od ktdérych wyizolowano
pojedynczy plazmid (n=34). Objasnienia: Duze litery alfabetu oznaczaja kolejne profile
restrykcyjne plazmidowego DNA.



56 S. Wardak, M. Jagielski Nr 1

DYSKUSJA

W przeprowadzonych badaniach oceniono przydatnos¢ biotypowania, okreslania profili
lekoopornosci oraz okreslania plazmidowego profilu i plazmidowego wzoru restrykcyjnego
do wewnatrzgatunkowego réznicowania pateczek C. jejuni i C. coli izolowanych od ludzi
w Polsce. Do klasycznych metod fenotypowych wykorzystywanych przy typowaniu pateczek
Campylobacter naleza miedzy innymi biotypowanie, okreslenie profilu lekowrazliwosci
izolatow oraz typowanie serologiczne i fagowe. Ze wzglgdu na ograniczong przydatno$é
w rutynowych badaniach diagnostycznych typowania serologicznego i fagowego pateczek
Campylobacter metody te nie znalazty szerokiego zastosowania i nie zostaty wykorzystane
w niniejszej pracy. Pierwsza oceniang metoda wykorzystywana do okreslenia fenotypowych
cech izolatow pateczek C. jejuni i C. coli byto oznaczenie ich biotypéw wg schematu za-
proponowanego przez Lior i wsp. (8). Wyniki badan Rozynek i wsp. (12), przeprowadzone
na 277 szczepach C. jejuni/ coli wyosobnionych w Polsce od dzieci w latach 1986-1991
wykazaty, ze wérod pateczek C. jejuni dominowat biotyp 11 II (odpowiednio 63% i 34%
szczepow) a wsrdd pateczek C. coli dominowal biotyp 11 (52% szczepdw). Natomiast autorzy
nie wykryli szczepdéw nalezacych do biotypu IV, a do biotypu III zaliczono jedynie sze$é¢
szczepow pateczek C. jejuni. Podobnie, w badaniach wtasnych stwierdzono, ze wigkszo$¢
(60,2%) izolatow pateczek C. jejuni nalezata do biotypu I, rzadziej (38,2%) do biotypu II.
Takze nie wykryto wsérdd badanych pateczek C. jejuni izolatéw zaliczonych do biotypu
IV, a tylko jeden izolat zaliczono do biotypu III. Natomiast w przypadku pateczek C. coli,
w obecnych badaniach dominowat biotyp I (70,6% izolatow), w odréznieniu od szczepow
tego gatunku badanych przez wspomnianych autorow, ktore najczesciej zaliczano do bio-
typu II (52% szczepow). Tak wigc przeprowadzone badania wlasne pozwolily na uzyskanie
wgladu w aktualne rozpowszechnienie wystepowania poszczegolnych biotypow pateczek
Campylobacter izolowanych od ludzi na terenie kraju. Nalezy jednak podkresli¢, ze wartos¢
indeksu réznicowania pateczek C. jejuni z zastosowaniem biotypowania byta najnizsza
ze wszystkich uzytych metod i wyniosta zaledwie 0,505. Bylo to gléwnie spowodowane
faktem, iz na podstawie biotypowania mozna wyrézni¢ jedynie cztery biotypy u paleczek
C. jejuni oraz dwa biotypy u pateczek C. coli. Ponadto odsetek izolatow pateczek C. jejuni,
zaliczonych w prezentowanej pracy do odpowiednich biotypdw, byt zblizony do odsetka
izolatéw nalezacych do poszczegdlnych biotypdw okreslonych w badaniach przeprowadzo-
nych przez innych autoréw bez wzgledu na obszar geograficzny i okres ktérego dotyczyty
wykonywane badania (1, 4, 10, 12). Z tego wzgledu biotypowanie pateczek Campylobacter
w celu ich réznicowania nie ma obecnie wigkszego praktycznego znaczenia.

Nastepna oceniang w badaniach metoda réznicowania izolatow pateczek C. jejuni
i C. coli byto okreslenie profilu lekoopornosci badanych izolatéw na podstawie oceny war-
tosci najmniejszego stezenia wybranych antybiotykoéw i chemioterapeutykéw hamujacego
wzrost tych pateczek (MIC). Nalezy zauwazy¢, ze wewnatrzgatunkowe réznicowanie bakterii
na podstawie ich profilu lekoopornosci jest coraz rzadziej wykorzystywane ze wzglgdu na
fatwos¢ nabywania cech opornosci przez te drobnoustroje. Z drugiej strony wiasnie ten stan
rzeczy sprawia, ze w toku postepowania diagnostycznego wyhodowaniu drobnoustroju musi
towarzyszy¢ oznaczenie jego lekowrazliwosci, ktore moze by¢ z powodzeniem wykorzy-
stane w postepowaniu zmierzajacym do wykrycia zrédla zakazenia. I tak, jezeli przyjmie
si¢ zalozenie, ze w ognisku zakazenia wyosobnione izolaty posiadaja wspolnego przodka,
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to powinny si¢ one charakteryzowaé mi¢dzy innymi identycznymi cechami genotypowymi,
a co za tym idzie podobnym profilem lekowrazliwos$ci. Tak wigc, wyniki antybiogramow
poza informacja o mozliwosci zastosowania etiotropowego leczenia 0sob z ogniska moga
by¢ jedna z pierwszych wskazéwek o prawdopodobnym pokrewienstwie izolowanych
drobnoustrojow.

W badaniach przy doborze antybiotykow i chemioterapeutykéw kierowano si¢ danymi
pismiennictwa oraz konieczno$cig zapewnienia reprezentacji najwickszych grup tych lekow.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze pomimo wyrdznienia 11 profili lekoopornosci, indeks
réznicowania izolatow paleczek C. jejuni charakteryzuje si¢ dos¢ niska wartoscig wyno-
szacg 0,764. Byto to gtownie spowodowane wystepowaniem wysokiego odsetka izolatow
pateczek C. jejuni wrazliwych na wszystkie uzyte antybiotyki i chemioterapeutyki (blisko
30% izolatow). Ponadto nalezy zauwazy¢, ze badane izolaty pateczek C. jejuni i C. coli
najczesciej charakteryzowaty si¢ opornoscia na dwa chemioterapeutyki - ciprofloksacyne
1 kwas nalidyksowy (35,9% izolatow pateczek C. jejuni i 64,7% izolatow paleczek C. coli).
Tylko 6 (4,7%) izolatoéw pateczek C. jejuni oraz 1 (5,9%) izolat pateczek C. coli mozna byto
uzna¢ za wielolekooporne. Tak niski odsetek badanych izolatéw pateczek Campylobacter
charakteryzujacych si¢ wielolekooprnoscia z jednej strony obniza warto$¢ réznicujacg profili
lekoopornosci z drugiej za$ strony sprawia, ze w przypadkach ostrej kampylobakteriozy,
gdy nalezy podjaé etiotropowe leczenie nie czekajac na wynik badania laboratoryjnego,
nadal istnieje duzy wybor opcji terapeutycznych. Przeprowadzone badania z wykorzysta-
niem metod genotypowych opisanych w drugiej czesci pracy wykazaty takze, co jest godne
uwagi, ze wielolekoopornych izolatdw nie mozna byto zaliczy¢ do jednego klonu. Tak wigc
jak si¢ wydaje, nie ma zagrozenia wynikajacego z rozprzestrzenienia si¢ w naszym kraju
wielolekoopornego klonu pateczek C. jejuni i C. coli. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze
wniosek ten wyciagnigto na podstawie wynikéw badania stosunkowo niewielkiej liczby
izolatow. W przeprowadzonych badaniach wszystkie izolaty pateczek C. jejuni i C. coli
byty wrazliwe na erytromycyne, antybiotyk z grupy makrolidéw. Fakt ten potwierdza, ze
makrolidy sa nadal lekami z wyboru w leczeniu kampylobakteriozy. Na calym $wiecie
powaznym problemem zdrowia publicznego jest szybkie narastanie opornosci wigkszosci
bakterii patogennych dla cztowieka na leki przeciwbakteryjne, w tym zwlaszcza na grupe
chinolonéw. Zjawisko to dotyczy takze pateczek z rodzaju Campylobacter. Takze w wyniku
przeprowadzonych w obecnej pracy badan stwierdzono wysoki odsetek izolatow C. jejuni
1 C. coli opornych na ciprofloksacyn¢ i kwas nalidyksowy. Badania wykazaty, iz 64,1%
izolatow pateczek C. jejuni oraz 15 sposrdd 17 izolatow paleczek C. coli bylo opornych
na te chemioterapeutyki. Badania polskich autorow przeprowadzone w ostatnich latach
(2003-2006) takze wskazywaly na wysoki odsetek izolatow paleczek C. jejuni wyosobnio-
nych od ludzi, ktore byly oporne na ciprofloksacyn¢ —od 55,9 do 74% (13, 22, 23, 24). We
weczesniejszych badaniach wlasnych 55,9% izolatow paleczek C. jejuni wyhodowanych
od chorych ludzi w latach 2003-2005 wykazywalo oporno$¢ na kwas nalidyksowy (24).
Zjawisko wysokiej oporno$ci na chemioterapeutyki z grupy chinolonéw, poza zawezeniem
opcji terapeutycznej w przypadku leczenia kampylobakteriozy, stwarza takze pewne ograni-
czenia przy migdzygatunkowym réznicowaniu pateczek Campylobacter. We wcze$niejszych
latach wielu autoréw uznato oznaczenie lekowrazliwosci pateczek Campylobacter na kwas
nalidyksowy za test przydatny w réznicowaniu gatunkéw tych paleczek. Uznawano, ze
pateczki C. jejuni oraz C. coli naleza do wrazliwych, natomiast pateczki C. fetus i C. lari
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naleza do drobnoustrojow opornych na ten chemioterapeutyk. Mimo istotnych zmian jakie
zaszly w ostatnich latach we wrazliwosci tych drobnoustrojéw na chinolony w dalszym
ciggu w niektérych nowo wydanych podrecznikach test oznaczenia wrazliwo$ci na kwas
nalidyksowy jest wymieniony wérod testow rdznicujgcych omawiane bakterie (6, 16, 17).

Oznaczenie lekowrazliwosci izolatow pateczek C. jejuni i C. coli ze sporadycznych
zakazen wskazuja, ze okre$lenie wartosci MIC wigkszosci zastosowanych antybiotykow
i chemioterapeutykow dodatkowo nie réznicowalo ani izolatéw wrazliwych ani izolatow
opornych. I tak wartos¢ MIC erytromycyny i gentamicyny hamujacych wzrost pateczek
C. jejuni, najczesciej oscylowata migdzy 0,38 - 1,5 mg/ml. Niemal wszystkie izolaty pateczek
C. jejuni i C. coli, ktore byty oporne na ciprofloksacyne i kwas nalidyksowy, wykazywaty
wysoka oporno$¢ na te chemioterapeutyki z MIC powyzej 32 mg/ml dla ciprofloksacyny
oraz powyzej 256 mg/ml dla kwasu nalidyksowego. Wartos$ci te przekraczaly gérny prog
dostepnego zakresu oznaczalnosci MIC w metodzie E-testow. Najwigksze zrdznicowanie
warto$ci MIC a tym samym odsetka opornych, srednio wrazliwych i wrazliwych izolatow
pateczek Campylobacter zaobserwowano jedynie w przypadku tetracykliny i ampicyliny.
Pomimo do$¢ niskiej warto$ci roznicujacej okreslonych w badaniach profili lekoopornosci,
nalezy zauwazy¢, ze wszystkie izolaty pochodzace z ognisk zakazenia pokarmowego posia-
daly te same charakterystyczne dla danego ogniska wzory lekoopornosci, z takimi samymi
lub podobnymi warto$ciami MIC dla poszczegdlnych antybiotykow. Moze to §wiadczy¢
o wspolnym zrddle zakazenia w obrebie kazdego z wykrytych ognisk. Powyzsze badania
wskazujg na przydatno$¢ oznaczenia wartoSci MIC w celach oznaczenia pokrewienstwa
izolatow pateczek Campylobacter pochodzacych od 0s6b z ognisk. Tym niemniej kazdora-
zowo w przypadku podejrzenia, ze badane izolaty pateczek Campylobacter spowodowaty
zbiorowe zakazenie nalezatoby przeprowadzi¢ dodatkowe badania z uzyciem innych metod
typowania. Wynik antybiogramu nalezatoby natomiast traktowac jako pierwszy krok w do-
chodzeniu ewentualnego pokrewienstwa izolatow.

Analiza profili plazmidowych jest jedna z najwczesniej stosowanych metod stuzacych
do genotypowania bakterii. [zolacja plazmidow i ustalenie ich profili po elektroforezie w
zelu agarozowym moze postuzy¢ do réznicowania badanych szczepow (7, 14). Przepro-
wadzone badania wykazaly obecnos$¢ plazmidowego DNA jedynie w komdrkach 47 (37%)
izolatow pateczek C. jejuni i 3 izolatow pateczek C. coli sposrdd 20 badanych. Tak niski
odsetek izolatéw posiadajacych plazmidy sprawil, ze indeks réznicowania izolatow pate-
czek C. jejuni metoda typowania plazmidowego wynosit zaledwie 0,591. Wartos$¢ ta byta
najnizsza w poréwnaniu z warto$ciami indeksu réznicowania innych metod genotypowych,
opisanych w drugiej czesci pracy (19). Analiza pojedynczo wystepujacych w komorkach
pateczek C. jejuni i C. coli plazmidéw o wielko$ci powyzej 15 kpz przy uzyciu restryktazy
BgllI (Restriction Enzyme Analysis of Plasmid - REAP), pozwolita na dalsze ich réznico-
wanie pod wzgledem wielkosci oraz wzoru restrykcyjnego. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
zastosowanie metody REAP pomimo znacznego podniesienia wartosci indeksu réznico-
wania pateczek C. jejuni (0,852), moze by¢ celowe jedynie w przypadkach réznicowania
izolatow posiadajacych pojedynczy plazmid. Pojedynczo wystepujace plazmidy izolowane
z komorek pateczek C. jejuni najczgsciej charakteryzowaly sie wielko$cig w zakresie okoto
37 - 46 kpz. Podobne obserwacje poczynili Pratt i Korolik (11), ktérzy stwierdzili obecno$¢
pojedynczego plazmidu o wielkosci od 30 do 40 kpz u 30 z posrod 34 izolatow pateczek
Campylobacter. Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt, ze w obecnych badaniach 28 z posrod
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30 izolatow pateczek C. jejuni opornych na tetracykling wykazywato obecnos¢ plazmidow.
Dane pismiennictwa wskazuja, ze oporno$¢ na tetracykling jest najczgsciej wynikiem nabycia
przez paleczki Campylobacter, genu tetO kodujacego biatko chronigce rybosom komorki
bakteryjnej przed antybiotykiem. Gen ten czegsto wystepuje w plazmidzie posiadajagcym
zdolno$¢ do przekazywania DNA na drodze koniugacji do komorek nieposiadajacych
plazmidu (5, 11, 24). We wcze$niejszych badaniach wlasnych przeprowadzonych metoda
hybrydyzacji typu Southern, z uzyciem izolatéw pateczek Campylobacter wyosobnionych
w naszym kraju zaobserwowano, iz wszystkie izolaty oporne na tetracykling wykazywaty
obecnos¢ genu fetO, ktory u 94% izolatow znajdowat si¢ w plazmidzie o wielkos$ci od 34
do 46 Kb. Ponad potowa izolatow Campylobacter sp. opornych na teracykling posiadata
gen tetO zlokalizowany w plazmidzie koniugacyjnym (24). Co ciekawe, w obecnej pracy,
posrod izolatow posiadajacych pojedynczy, duzy plazmid zaobserwowano roéwniez jeden
dominujacy profil REAP (profil A), ktory jest tozsamy z dominujgcym profilem otrzyma-
nym we wczesniejszych badaniach plazmidow majacych zdolno$¢ do koniugacji. Tak wigc
chociaz w niniejszej pracy nie przeprowadzono badan nad zdolno$cia do koniugacyjnego
przekazywania plazmidéw, to ze wzgledu na liczne publikacje i wezesniejsze badania wlasne
oraz obecno$¢ wsrdd badanych izolatdw plazmidow o wzorach REAP tozsamych z wzo-
rami plazmidow koniugacyjnych mozna wnioskowac, ze niektére z badanych plazmidow
posiadaja t¢ zdolnos¢. Obecno$¢ genu fetO w plazmidzie koniugacyjnym moze prowadzic¢
do horyzontalnego przenoszenia si¢ opornos$ci na tetracykling na wrazliwe szczepy, co moze
spowodowac zawegzenie opcji terapeutycznej w przypadku gdyby zaistniata konieczno$¢
uzycia tego antybiotyku w leczeniu kampylobakteriozy.

Podsumowujac, uzyskane w obecnej pracy wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze ocenia-
ne metody fenotypowe charakteryzowaly si¢ do$¢ niskim stopniem réznicowania pateczek
C. jejuni oraz C. coli izolowanych od 0s6b ze sporadycznymi zakazeniami. Metoda analizy
plazmidowego DNA ze wzgledu na zbyt duza liczbe izolatéw nieposiadajacych w komorkach
tych pozachromosomalnych elementéw genetycznych takze wydaje si¢ by¢ mato przydatna
w roznicowaniu pateczek C. jejuni i C. coli. W przypadku badania izolatdow pochodzacych
z ogniska zakazenia pokarmowego okreslenie ich profilu lekoopornos$ci moze dostarczy¢
pierwsza cenng informacje o ewentualnym ich pokrewienstwie. Jednak uzyskane wyniki
powinny zosta¢ potwierdzone przy wykorzystaniu metod genotypowych, ktore jak to wy-
kazano w drugiej cze$ci pracy charakteryzujg si¢ wysokim stopniem réznicowania pateczek
Campylobacter (19).

S. Wardak, M. Jagielski

EVALUATION OF GENOTYPIC AND PHENOTYPIC METHODS FOR THE
DIFFERENTIATION OF CAMPYLOBACTER JEJUNI AND CAMPYLOBACTER COLI
CLINICAL ISOLATES FROM POLAND. I. BIOTYPING, RESISTANCE PATTERN,
PLASMID ANALYSIS, RESTRICTION ENZYME ANALY SIS OF PLASMID

SUMMARY

A total of 128 clinical isolates of C. jejuni and 17 clinical isolates of C. coli were characterized
by their plasmid profiles, susceptibility to six antimicrobial agents and the Lior biotypes. We also
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analyzed seven isolates from three C. jejuni family outbreaks and three isolates from one C. coli fam-
ily outbreak. Plasmids were found in 47 C. jejuni (36,7%) and 3 C. coli (17,6%) isolates. The sizes of
plasmids detected ranged from about 3,3 to 89 kb. The majority of Campylobacter isolates (n=33) had
a single plasmid, 11 and three isolates of C. jejuni had two and three plasmids, respectively. The most
frequently isolated plasmids ranged from 37 to 48 kb (n=26). The single plasmids were discriminated
on the basis of their BgllI patterns. The majority of 45 kb (n=12) plasmids had the indistinguishable
pattern. The significant association (p<0,0001) between tetracycline resistance and plasmid carriage
was observed. All except one (hippuric-negative C. jejuni isolate) C. jejuni isolates were biotyped
using the Lior biotyping scheme. Three biotypes of C. jejuni and 2 biotypes of C. coli were identified
among the isolates; 60,2% were C. jejuni 1, 38,2% C. jejuni 11, 0,8% C. jejuni 111, 70,6% C. coli I and
29,4% C. coli 11. In this study the least discriminatory subtyping method was biotyping (D=0,505).
C. jejuni isolates were the most resistant to ciprofloxacin and nalidixic acid (64,1%) followed by
tetracycline (23,4%) and ampicillin (13,3%). Fifteen isolates of C. coli were resistant to ciprofloxacin
and nalidixic acid (88,2%), three to ampicillin and one to tetracycline. All of the C. jejuni and C. coli
isolates were sensitive to erythromycin and gentamicin. Resistance to ciprofloxacin was found in all
quinolone-resistant isolates. Thirty seven isolates (28,9%) were susceptible to all antimicrobial agents
tested. Six C. jejuni (4,7%) and one C. coli isolates showed resistance to more than three drugs.

The fact that the most of the C. jejuni and C. coli isolates tested were biotype I and possessed no
plasmid limited the usefulness of biotyping and plasmid analysis as epidemiological markers. The
results of susceptibility testing of C. jejuni and C. coli isolates showed high percentage of resistance
to quinolones.
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