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Przeprowadzono analize¢ obecnosci genetycznych determinantéw warun-
kujacych opornos¢ paleczek Y. enterocolitica bioserotypu 1B/O8 izolowa-
nych z materialu klinicznego w Polsce w 2009 r., na wybrane antybiotyki
B- laktamowe (tikarcylina i ampicylina) z uwzglednieniem ustalenia war-
tosci MIC szczepow opornych. Wszystkie badane izolaty Y. enterocolitica
1B/O8 wykazywaly opornos$¢ na tikarcyline, natomiast jedynie 9,5% drob-
noustrojow z tej grupy bylo opornych na ampicyline. W tescie PCR stwier-
dzono réwniez, iz badane izolaty charakteryzowaly si¢ obecnoScia genéw
blaA i ampC (blaB), warunkujacych wytwarzanie enzymoéw rozkladajacych
antybiotyki p - laktamowe. Obserwowane rézZnice w opornosci na ampicyli-
ne badanych izolatéw przy ich przynaleznos$ci do tego samego szczepu sen-
su stricto jak i waskim przedziale czasowym ich izolacji moga wskazywaé
na zmienng aktywnos$¢ genetycznych determinant opornosci na antybiotyki
B —laktamowe paleczek Y. enterocolitica 1B/O8.

Stowa kluczowe: Yersinia enterocolitica, bioserotyp 1B/O8, antybiotyki f—laktamowe,
lekowrazliwo$é

ABSTRACT
Introduction: The intrinsic resistance to B-lactam antibiotics of Y. enterocolitica is mainly
due to activity of two type P - lactamases, BlaA and BlaB, which are encoding by genes
located on chromosome, blaA4 and ampC, respectively. High-pathogenicity bioserotype 1B/
O8 of Y. enterocolitica has been isolated from clinical samples since 2004 year in Poland.
The study shown that clinical isolates of Y. enterocolitica 1B/O8 collected from 2004 to
2009 in Poland constituted the same sensu stricto strain. The aim of present study was to
determine the occurrence of genes encoding B-lactamases BlaA and BlaB with the MIC
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value characterization for selected antibiotics in clinical isolates of Yersinia enterocolitica
bioserotype 1B/O isolated in Poland in 2009.

Methods: Ampicilin and ticarcillin minimum inhibitory concentrations (MICs) for 64
clinical Y. enterocolitica bioserotype 1B/OS isolates were determined by Etest and broth
microdilution respectively. The blaA i blaB genes were detected by PCR.

Results: All investigated isolates were resistant to ticarcillin (MIC 16 — 128 mg/ml),
whereas 9,5% to ampicilin (MIC 12 mg/l) according to EUCAST interpretive criteria. All
isolates yielded the expected amplicons of bla4 and ampC genes.

Conclusions: Observed differences in the resistance to ampicillin among analyzed isolates
belonging to the epidemic sensu stricto strain can indicate the variable activity of genetic
determinants of resistance to -lactam antibiotics of Y. enferocolitica bioserotype 1B/OS.

Keywords: Yersinia enterocolitica, bioserotype 1B/O8, B-lactam antibiotics, antimicrobial
susceptibility

WSTEP

Wigkszo$¢ zakazen spowodowanych przez chorobotworcze pateczki z gatunku Y. en-
terocolitica ma charakter samoograniczajacy i wymaga gtownie zastosowania leczenia
objawowego, polegajacego na przywrdceniu rownowagi wodno-elektrolitowej. Antybioty-
koterapia jest zalecana w przypadkach zakazen majacych przebieg uogélniony (pozajelito-
wy), przewlekly, czy bedacych nastepstwem zakazenia, powiklan. Wskazane jest rowniez
rozpatrzenie wlaczenia antybiotykow do leczenia jersiniozy u 0so6b z obnizong odpornos-
cig lub chorobami towarzyszacymi (16, 33). Pateczki Y. enterocolitica wykazuja wrazli-
wos¢ na szerokie spektrum antybiotykow oraz chemioterapeutykéw stosowanych w terapii
zakazen ludzi i zwierzat (3, 14, 18). W leczeniu jersiniozy obecnie zaleca si¢ stosowanie
cefalosporyny III generacji, rowniez w polaczeniu z makrolidami, aminoglikozydami lub
fluorochinolami (16).

Pateczki Y. enterocolitica wykazuja naturalng oporno$¢ na aminopenicyliny (w tym
amoksycyling), cefalosporyny I generacji i niekiedy takze na sulfonamidy i antybiotyki
z gr. cefamycyn (10, 17, 20, 25). Opornos¢ na antybiotyki -laktamowe jest zwigzana
z wytwarzaniem i aktywno$cig enzymow [B-laktazmaz: Bla-A (B-laktazmaza klasy A)
i Bla-B B (B-laktamaza klasy C, AmpC) (22). Geny kodujace oba enzymy znajduja si¢ na
chromosomie. B-laktazmaza BlaA jest enzymem o szerokim spektrum dziatania wobec pe-
nicylin, wytwarzanym konstytutywnie. Natomiast enzym BlaB nalezy do klasy cefalospo-
rynaz, a jego obecno$¢ w komorce bakteryjnej jest indukowana przez odpowiedni induktor
(20, 21, 22, 27). Wedhug pismiennictwa wigkszo$¢ szczepow Y. enterocolitica nalezacych
do wszystkich wyréznionych biotypow oraz grup serologicznych: O1, 02, O3 i O9, posia-
da zdolnos¢ do wytwarzania obu B-laktazmaz. U szczepoéw serotypu 05,27 stwierdzono
tylko aktywno$¢ enzymu BlaB. Ponadto szczepy nalezace do biotypu 1A moga produko-
wac¢ enzym BlaA oraz ,,Bla B —like” o podobnym spektrum dziatania co BlaB, ale r6znigcy
si¢ wartoscig pl (punktu izolelektrycznego) (27). W przypadku pateczek nalezacych do
bioserotypu 1B/O8 Pham i wsp., stwierdzili w grupie badanych szczepéw aktywnos¢ en-
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zymu BlaB oraz B-laktazmazy podobnej do BlaA, ,,BlaA-like”, ktorej aktywnos¢ wobec
ampicyliny i karbapenicylin byla znaczaco nizsza w porownaniu do tej jakg wykazywal
enzym BlaA (22).

Zaobserwowano, iz pateczki Y. enterocolitica w zalezno$ci od bioserotypu, typu fago-
wego czy subtypu wykazuja zréznicowany profil lekoopornosci. Wynika to przypuszczal-
nie z mutacji w genach kodujacych te enzymy, ktére mogg prowadzi¢ do braku wytwarza-
nia lub zmian w ich aktywno$ci wobec danych antybiotykdéw (27, 29, 30).

W Polsce wg danych literaturowych ogdlny profil lekoopornosci pateczek Y. entero-
colitica bioserotypu 4/03 izolowanych od ludzi do 2009 r., pozostawat bez zmian. Badane
szczepy wykazywaly oporno$¢ na penicyliny i cefalosporyny I generacji oraz wrazliwo$¢
na cefalosporyny III generacji, gentamicyne i ciprofloksacyne (25, 31). Jednakze w przy-
padku szczepow izolowanych w latach 2004-2009, okoto 12% nalezacych do bioseroty-
pu 4/03 bylto opornych lub $rednio wrazliwych na dziatanie amoksycyliny z inhibitorem
B-laktazmaz, kwasem klawulanowym. Wsréd badanych szczepow, pig¢ o bioserotypie 4/
03 oraz 2/09, zaliczono do grupy MDR czyli szczepdéw wielolekoopornych. Po raz pierw-
szy w Polsce Szych i wsp. (31) okreslili takze lekowrazliwo$¢ szczepdw Y. enterocolitica
bioserotypu 1B/O8, wyhodowanych od ludzi w latach 2004-2009. Wykazywaty one opor-
no$¢ na ampicyling oraz tikarcyling.

Oporno$¢ na antybiotyki inne niz -laktamowe (tetracyklina, chloramfenikol, kotri-
moksazol, streptomycyna, nitrofurantoina, trimetoprim - sulfametoksazol) wérod pateczek
Y. enterocolitica jest rowniez obserwowana, aczkolwiek odsetek takich szczepdw jest nie-
wielki (4, 9, 10, 28, 31).

Wysoki wzrost odsetka szczepow Y. enterocolitica O3 opornych na kwas nalidyksowy
(grupa antybiotykdéw: chinolony) zaobserwowano w Hiszpanii, w latach 1995-2000 siggat
on 5%, za§ w 2002 r. wzrost do 23% (4, 5). Oporno$¢ pateczek Yersinia na ten antybiotyk
zwigksza prawdopodobiefnstwo ewentualnego niepowodzenia terapeutycznego przy anty-
biotykoterapii fluorochinolonami, w tym ciprofloksacyna.

Pateczki Y. enterocolitica nalezace do bioserotypu 1B/O8 uznawane sa za wysoce
chorobotworcze drobnoustroje (high-pathogenicity), ze wzgledu na posiadane przez nie
obok klasycznych czynnikéw wirulencji charakterystycznych dla chorobotworczych pa-
teczek Y. enterocolitica dodatkowe determinanty, tj. yersiniabaktyna Ybt, system sekrecji
biatek Ysa, fosfolipaza A (YplaA), Ystl (chromosomalny system transportu biatek typu II,
(T2SS). Drobnoustroje Y. enterocolitica z bioserotypu 1B/O8 sg izolowane od ludzi w Pol-
sce od 2004 r., podczas gdy na $wiecie przypadki jersioniozy wywotane przez ta gru-
pa bakterii sa rejestrowane bardzo rzadko. Przeprowadzone badania na grupie izolatow
Y. enterocolitica 1B/O8 wyosobnionych w Polsce z materialu klinicznego w roku 2009
wykazaly wysoka stabilno$¢ determinant chorobotwdrczosci oraz wysoki stopien gene-
tycznego podobienstwa wsrod tej grupy drobnoustrojow. Wyniki te potwierdzily wezes-
niejsza teze, iz populacja paleczek Y. enterocolitica bioserotypu 1B/O8 wystepujaca na
terenie Polski reprezentowana jest przez ten sam szczep sensu stricto (13, 35).

Celem prowadzonych badan bylo scharakteryzowanie obecnos$ci genetycznych de-
terminantow warunkujacych oporno§¢ badanych pateczek Y. enterocolitica 1B/O8 na
wybrane antybiotyki f—laktamowe z uwzglednieniem ustalenia warto$ci MIC szczepow
opornych w odniesieniu do mozliwosci zastosowania profilu lekoopornosci jako elementu
typowania tej grupy drobnoustrojow. Prezentowane wyniki stanowig cze$¢ badan przepro-
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wadzonych w ramach rozprawy doktorskiej pt:” Molekularna charakterystyka pateczek
Yersinia enterocolitica 1B/O8 wyizolowanych od ludzi w Polsce w 2009 roku” (35).

MATERIALY I METODY

Szczepy bakteryjne. Material do badan stanowity 64 Y. enterocolitica nalezace do
bioserotypu 1B/O8 wyosobnione z materiatu klinicznego od ludzi w 2009 roku w Polsce.
Szczepy pochodzity z kolekcji Zaktadu Bakteriologii i Zwalczania Skazen Biologicznych
NIZP-PZH. Izolaty zostaly wyosobnione w wigkszos$ci przypadkow z probek katu (n=42),
wymazu z odbytu (n=5), krwi (n=3) oraz z wymazu z jamy brzusznej (n=2). Pojedyncze
izolaty wyhodowano z materialu pobranego w formie wymazu: z gardla, rany poopera-
cyjnej; z ropnia: pachwiny, przestrzeni zaotrzewnej; ropy (po operacji wyrostka robacz-
kowego) oraz z czyraka na czole. Dla 12 izolatow nie uzyskano informacji o rodzaju ma-
teriatu, z ktérego zostaly one wyosobnione. W badaniach postuzono si¢ takze szczepami
referencyjnymi Y. enterocolitica 1B/O8(n=9) z kolekcji Referencyjnego Osrodka WHO ds.
Yersinia (Instytut Pasteura, Francja).

Reidentyfikacja, biotypowanie i okreSlenie grupy antygenowej. Reidentyfikacje
badanych szczepow przeprowadzano zgodnie z zaleceniami NIZP-PZH (32), biotypowanie
przeprowadzano metoda wg Wautersa i wsp. (34). Okre$lenie grupy antygenowej wykony-
wano przy uzyciu testu lateksowego przygotowanego we wlasnym zakresie (11, 15).

Oznaczanie lekowrazliwosci szczepéw. Oznaczenie minimalnego stezenia antybio-
tykow hamujacych wzrost drobnoustrojow (MIC) wykonano dla dwoch antybiotykow
B-laktamowych: tikarcyliny oraz ampicyliny, zgodnie z zaleceniami EUCAST. W przypad-
ku tikarcyliny (Sigma) zastosowano referencyjng metoda seryjnych rozcienczen antybio-
tyku w podtozu stalym. Dla oznaczenia warto$ci MIC dla ampicyliny uzyto paskéw Etest
(Biomerieux) z gradientem stezen antybiotyku. Interpretacje wynikdw przeprowadzono
zgodnie z zaleceniami EUCAST wg ktorych warto$ci graniczne MIC (mg/L) okreslane dla
drobnoustrojéw z rodziny Enterobacteriaceae dla tikarcyliny wynosity: S < 8 mg/l oraz
R>16 mg/l, za$ dla ampicyliny S < 8 mg/l oraz R>8 mg/l. Jako kontrol¢ stosowano szczep
kontrolny E. coli ATCC2592.

Izolacja genomowego DNA. Izolacj¢ genomowego DNA badanych izolatéw wyko-
nano zgodnie z opisang wczesniej procedurg (12).

Lancuchowa reakcja polimerazy — PCR. Obecno$¢ fragmentow genéw kodujacych
analizowane w pracy B-laktazmazy paleczek Y. enterocolitica okre§lano w reakcji PCR
typu duplex z uzyciem genomowego DNA badanych izolatéw przy uzyciu starterow (Ta-
bela 1.) Reakcje PCR przeprowadzano w konicowej objetosci 25 pul. Mieszanina reakcyj-
na zawierala: jalowa wod¢ dejonizowana; 2,5 pl 10X buforu (Stratagene), 1 pl 25 mM
roztworu MgCI2 (Fermentas), 0,5 ul 10 mM mieszaniny dNTP (Sigma-Aldrich); 0,75 pl
10mM kazdego ze starterow; 0,75 U pl polimerazy DNA (Paq5000 Stratagene) i 2 pl ma-
trycy DNA. Reakcje amplifikacji prowadzono w termocyklerze Mastercycler AG 22331
(Eppendorf) w nastgpujacych warunkach: 94°C przez 5 min., nastgpnie 35 cykli: 94°C
przez 45 s, 58°C przez 45 s 1 72°C przez 45s, ostatni etap 72 °C, 5 min.. Produkty amplifi-
kacji rozdzielano w 2% zelu agarozowym (MP Biomedicals) w buforze IxTBE.
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wszystkie badane izolaty Y. enterocolitica 1B/O8 (n=64) wyosobnione od ludzi na
terenie Polski w 2009 r. wykazywaty oporno$¢ na tikarcyline, gdzie warto$¢ graniczna dla
szczepow opornych wynosi >16 mg/l. Oznaczona warto§¢ MIC tikarcyliny dla 19%; 75%
1 6% izolatdéw wynosita odpowiednio 32, 64 i 128 mg/l. Odsetek izolatéw Y. enterocolitica
1B/O8 opornych na ampicyling wynosit 9.5% (MIC 12 mg/l). W przypadku szczepdéw
Y. enterocolitica 1B/O8 (n=10) pochodzacych z kolekcji zagranicznej Instytutu Pasteura
wszystkie szczepy byly oporne na tikarcyling, oznaczona warto$¢ MIC dla tego chemio-
terapeutyku wynosita od 32 do 64 mg/l. Natomiast obserwowane u badanych szczepow
warto$ci MIC dla ampicyliny byly we wszystkich przypadkach nizsze niz warto$¢ granicz-
na (8 mg/l), powyzej ktorej szczep uznawany jest za oporny. Pozytywny wynik testu PCR
dla obu genow blaA i ampC stwierdzono u wszystkich badanych izolatow Y. enterocolitica
1B/O8.

Przeprowadzona przez Szych i wsp., (31), ocena lekowrazliwo$ci metoda krazkowo-
-dyfuzyjna pateczek Y. enterocolitica 1B/OS, izolowanych od ludzi w Polsce w latach
2004-2009 wykazala, iz drobnoustroje te byly wrazliwe na antybiotyki z takich grup jak:
aminoglikozydy, sulfonamidy, cefalosporyny III generacji, fluorochinolony czy tetracykli-
ny. Natomiast w przypadku ampicyliny i tikarcyliny, wéréd badanych szczepdéw wyrdznio-
no szczepy oporne i srednio wrazliwe na powyzsze substancje (31).

Ze wzgledu na doniesienia innych autorow, wskazujace na ograniczong przydatno$é
metody dyfuzyjno - krazkowej w ocenie lekowrazliwosci pateczek Y. enterocolitica, w pra-
cy zastosowano metode podwdjnych rozcienczen w celu dokladnego okreslenia st¢zenia
danego antybiotyku, przy ktérym zachodzi zahamowanie wzrostu badanych drobnoustro-
jow. Uzyskane wyniki wykazaly, iz wszystkie badane izolaty Y. enterocolitica 1B/O8 wy-
kazywaly oporno$¢ na tikarcyling w zakresie 32 - 128 mg/l. Najwigkszy odsetek badanych
izolatéw (75%), wyosobnionych na terenie Polski w 2009 r., posiadal wartos¢ MIC 64
mg/l. Natomiast jedynie 9,5% polskich izolatéw byto opornych na ampicyling (MIC 12
mg/l), podczas gdy szczepy referencyjne byly wrazliwe. W badaniach za$§ przeprowadzo-
nych przez Szych i wsp., (31), w przypadku tikarcyliny obserwowano wysoki odsetek
(73,4%) $rednio wrazliwych szczepow Y. enterocolitica 1B/O8. Nalezy jednak zaznaczyc¢,
ze uzyskane przez powyzszych autorow wyniki wielkosci stref zahamowania wzrostu byty
interpretowane wedlug obowiazujacych w tym czasie wytycznych CLSI (6). W Polsce od
2011 r., interpretacje wynikow testu lekowrazliwosci prowadzi si¢ wg wytycznych EU-
CAST (7, 8), w ktérych dokonano zmian wartosci granicznych m.in.: dla ampicyliny i ti-
karcyliny. Uznane wigc jako $rednio wrazliwe izolaty bioserotypu 1B/O8 wobec tikarcyli-
ny aktualnie bylyby sklasyfikowane jako oporne, co dodatkowo potwierdzatoby uzyskane
W niniejszej pracy wyniki oznaczen MIC.

Oznaczajac lekowrazliwo$¢ drobnoustrojow nalezy mie¢ na uwadze mozliwos$¢ wy-
stapienia btednych wynikéw w zalezno$ci od zastosowanej metody. Meyer i wsp., (19)
w swoich badaniach zauwazyli, iz metoda dyfuzyjno-krazkowa jest obarczona wigkszym
prawdopodobiefistwem otrzymania wynikéw falszywych niz metoda kolejnych rozcien-
czen antybiotyku w podtozu (ang. MIC). Duza ilo$¢ blednie uznanych jako wrazliwe
szczepow Y. enterocolitica otrzymano w przypadku ampicyliny (19).
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Otrzymane wyniki oznaczen MIC wskazujg na znacznie wigckszg wrazliwo$¢ pateczek
Y. enterocolitica nalezacych do bioserotypu 1B/O8 niz do innych bioserotypow, dla kto-
rych, wg piSmiennictwa odsetek szczepow opornych na ten antybiotyk miescit si¢ w za-
kresie od 77 % do 100% (1, 30). Zaobserwowana sytuacja moze by¢ prawdopodobnie
wynikiem posiadania przez te drobnoustroje f—laktamazy typu ,,.BlaA —like”. W badaniach
przeprowadzonych przez Pham i wsp., (22), stwierdzono, ze enzym typu ,,BlaA —like”,
uznany jako specyficzny dla szczepéw biotypu 1B, charakteryzuje si¢ znacznie mniej-
szg efektywno$cig hydrolizy m.in. ampicyliny i karbapenicyliny niz enzym BlaA, czego
wynikiem byla obserwowana graniczna wrazliwos$¢ szczepoOw na powyzsze substancje
przeciwbakteryjne (2, 22). Oba enzymy maja podobne spektrum dziatania, ale r6éznig si¢
warto$ciag pl (punktu izolelektrycznego) i ta wlasciwos¢ moze by¢ przyczyna ich roéznej
aktywnosci. Obecnos¢ f—laktamazy typu ,,BlaA —like” réwniez mogtaby ttumaczy¢ nizsze
warto$ci MIC oznaczone dla tikarcyliny w przypadku pateczek Y. enterocolitica 1B niz dla
pateczek nalezacych do innych bioserotypdéw. Wspomniani wyzej autorzy dla 5 badanych
izolatow Y. enterocolitica 1B okreslili warto§¢ MIC na 32 mg/ml, podczas gdy dla pateczek
bioserotypu 2/09; 2/05,27, 4/03; 3/03, biotypu 1A i 5 zakres wartosci MIC wynosit od
128 do 512 (22).

Mechanizm opornosci na antybiotyki beta-laktamowe pateczek Y. enterocolitica jest
zwigzany z wytwarzaniem (-laktamaz: BlaA i BlaB, oraz podtypéw ,,BlaA-like” i ,,BlaB-
-like” (21). W pracy, w tescie PCR stwierdzono obecno$¢ gendéw blaA, ampC, ktdérych
wystgpowanie wskazuje na posiadany przez te drobnoustroje potencjal do wytwarzania
B-laktamaz. Jednakze obecno$¢ samych genéw, nie §wiadczy o mozliwosci wytwarzania
aktywnego enzymu. Jak wykazali de la Prieta i wsp., (23), mimo, iz u badanych szczepow
nalezacych do serotypu OS5 i 05,27 wykryto geny blad i ampC, tylko cze$¢ szczepow
wytwarzata jeden enzym, cefalosporynaze AmpC. Czynnikami wptywajacymi na brak ak-
tywnosci enzymow hydrolizujacych B-laktamowe antybiotyki sa rearanzacje genetyczne,
np. delecja 51 pz w genie blaA, zidentyfikowana w szczepie Y. enterocolitica 4/03 1P97,
prowadzita do calkowitej inaktywacji genu. Z kolei skutkiem mutacji w szczepie Y. ente-
rocolitica 4/03 Y56 byla substytucja treoniny na alaning, ktéra powodowata zmniejszenie
stopnia hydrolizy antybiotyku cefalotyny (24).

Profil lekowrazliwo$ci paleczek Y. enterocolitica na antybiotyki B-laktamowe jest
zrdznicowany pomigdzy roznymi bioserotypami. Rdznice w aktywnosci B-laktamaz BlaA
oraz BlaB zostaly réwniez zaobserwowane w obrgbie danego biotypu i byly specyficzne
dla grupy izolatdw reprezentujacych ten sam subtyp, typ fagowy czy miejsce (geogra-
ficzne) izolacji (21, 22). Szczepy Y. enterocolitica 4/03 izolowane w roéznych cze$ciach
$wiata, reprezentujace typ fagowy [Xa wytwarzaly obie laktamazy BlaA i BlaB podczas
gdy szczepy Y. enterocolitica 4/03 o typie fagowym IXb, izolowane w Australii i Nowej
Zelandii tylko enzym BlaB (21, 22).

Obserwowane rdznice w opornosci na ampicyling badanych izolatéw Y. enterocoli-
tica 1B/O8 przy ich przynalezno$ci do tego samego szczepu sensu stricto jak 1 waskim
przedziale czasowym ich izolacji (jeden rok) moga wskazywaé na zmienng aktywnos¢
genetycznych determinant opornosci na antybiotyki f—laktamowe pateczek Y. enteroco-
litica 1B/O8. Wyniki te moga réwniez §wiadczy¢, iz profil lekoopornosci jako element
typowania pateczek tego bioserotypu moze mie¢ ograniczong przydatnos¢.
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