
MED. DOŚW. MIKROBIOL., 2011, 63: 305 - 314

Tomasz Wołkowicz1, Jolanta Szych1, Sebastian Wardak2

Analiza podłoża genetycznego i mechanizmów rozprzestrzeniania się 
oporności na tetracyklinę populacji szczepów z rodzaju Campylobacter 

izolowanych w Polsce w latach 2007-2008*

1 Zakład Bakteriologii Narodowego Instytutu Zdrowia
Publicznego – Państwowego Zakładu Higieny w Warszawie

Kierownik: prof. dr hab. M. Jagielski
2 Laboratoria Analiz Lekarskich ALAB,

Kierownik: mgr J. Czeszko

W Polsce obserwowany jest gwałtowny wzrost odsetka szczepów Campy-
lobacter opornych na tetracyklinę. Charakterystyka opornych szczepów 
wykazała duże ich zróżnicowanie, obejmujące zarówno poziom oporności 
na ten lek, sekwencję nukleotydów genu tetO warunkującego tę oporność, 
jak i pochodzenie filogenetyczne badanych szczepów. W pracy potwierdzono 
także istotną rolę horyzontalnego rozprzestrzeniania się oporności, która 
w sytuacji tak dużej różnorodności szczepów opornych, może powodować 
dalsze bardzo szybkie narastanie oporności Campylobacter na tetracyklinę.

Zakażenie pałeczkami Campylobacter jest jedną z najczęstszych przyczyn biegunki 
u ludzi w krajach rozwiniętych (6). W Europie, w 2009 roku, zarejestrowano prawie 200 
tysięcy przypadków zakażeń o etiologii Campylobacter (5) co stanowiło najpoważniejszy 
czynnik etiologiczny biegunek pochodzenia bakteryjnego. W Polsce, mimo stale notowanego 
wzrostu, co roku wykrywa się zaledwie kilkaset przypadków zakażeń pałeczkami z rodzaju 
Campylobacter (w latach 2009-2010 zarejestrowano odpowiednio 359 i 375 przypadków 
(www.pzh.gov.pl/oldpage/epimeld). Jednak wyniki badań przeprowadzonych przez Wardaka 
i wsp. (21) sugerują, iż Polska nie jest krajem wolnym od tego patogenu a taki stan rzeczy 
związany jest przede wszystkim z brakiem rutynowej diagnostyki w kierunku zakażenia 
pałeczkami Campylobacter w naszym kraju.

W terapii zakażeń wywołanych przez pałeczki z rodzaju Campylobacter istotne miejsce 
zajmują antybiotyki z grupy tetracyklin. Z przeprowadzonych w Polsce badań lekowrażliwo-
ści pałeczek Campylobacter wynika, iż oporność na ten lek bardzo szybko narasta (16, 25, 
26) i obecnie już około 40% szczepów wykazuje oporność na ten antybiotyk (24). Odsetek 
ten, choć wysoki, jest niższy niż obserwowany w Kanadzie czy Hiszpanii gdzie oporność 

* Praca naukowa finansowana ze środków na naukę w latach 2010-2011 jako projekt badawczy nr 
0473/B/P01/2010/38
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na tetracyklinę stwierdzono u odpowiednio 50% i 72% izolowanych szczepów (8, 13). 
Oporność bakterii z rodzaju Campylobacter na tetracyklinę związana jest z występowaniem 
genu oporności tet(O) zlokalizowanego zazwyczaj na plazmidzie koniugacyjnym (4, 11, 
19). Gen ten koduje białko oddziaływujące z rybosomem bakterii i uniemożliwiające w ten 
sposób efektywne związanie się z nim cząsteczki antybiotyku. Znacznie rzadziej oporność 
na tetracyklinę  może być wynikiem występowania w komórce bakteryjnej pomp aktywnie 
usuwających z  niej antybiotyk. 

Celem badań była analiza podłoża genetycznego i mechanizmów rozprzestrzeniania 
się oporności na tetracyklinę populacji szczepów z rodzaju Campylobacter izolowanych 
w Polsce w latach 2007-2008.

MATERIAŁ I METODY

Szczepy, hodowla i przechowywanie szczepów. Badaniom poddano 94 izolaty 
Campylobacter jejuni, wyhodowane od różnych pacjentów, wykazujące obniżoną wrażli-
wość na tetracyklinę. Szczepy te zostały wyizolowane w latach 2007-2008 z próbek kału 
od osób chorych w: Laboratorium Zakładu Bakteriologii NIZP-PZH, w laboratoriach stacji 
sanitarno-epidemiologicznych oraz w laboratoriach szpitalnych. Hodowlę prowadzono na 
podłożu Columbia agar z dodatkiem 5% krwi baraniej (Oxoid), w atmosferze mikroaerofilnej, 
w temperaturze 42˚C. Warunki mikroaerofilne uzyskiwano z zastosowaniem generatorów 
CampyGen (Oxoid). Szczepy przechowywano w zamrożeniu w -70˚C w bulionie BHI 
z dodatkiem 20% glicerolu.

Oznaczanie gatunku szczepów. Identyfikację badanych szczepów prowadzono 
jak opisano uprzednio (24).

Określanie lekowrażliwości . Lekowrażliwość badanych szczepów określano 
metodą oznaczania najmniejszego stężenia hamującego wzrost bakterii (MIC) przy użyciu 
pasków z gradientem antybiotyku E-test (BioMerieux). Szczepy zawieszano w roztworze 
soli fizjologicznej (Polfarma) do gęstości zawiesiny równej 0,5 MacFarlanda, następnie 
posiewano wymazówką na podłoże Mueller-Hintona z dodatkiem 5% krwi baraniej (BioMe-
rieux) i nakładano pasek antybiotykowy z tetracykliną. Wyniki odczytywano po 24 godzinnej 
inkubacji w temperaturze 42˚C w warunkach mikroaerofilnych. Zgodnie z wytycznymi 
CLSI (3), za oporne uważano szczepy wykazujące MIC tetracykliny ≥16 mg/l. Do dalszych 
badań wybrano także trzy szczepy wykazujący nieco niższe wartości MIC tetracykliny (dwa 
szczepy posiadające MIC = 4mg/l oraz jeden szczep wykazujący MIC = 12mg/l).

Wykrywanie obecności genu tetO . Gen tetO był wykrywany w reakcji PCR 
z zastosowaniem pary starterów tetO F i tetO R zaproponowanych przez Bacon i wsp. (1).

Izolacja plazmidowego DNA. Izolację plazmidowego DNA wykonywano metodą 
lizy alkalicznej zgodnie z metodyką Sambrook i wsp. (17) z uwzględnieniem modyfikacji 
Pratt i wsp.(14). Wyizolowany DNA w formie CCC rozdzielano w 0,7% żelu agarozowym 
w buforze TAE. Jako kontrolę poprawności wykonania izolacji plazmidowego DNA oraz 
jako  marker wielkości zastosowano opisany uprzednio szczep C. jejuni 13/06 posiadający 
plazmid wielkości około 45 kpz (22). Elekroforegramy dokumentowano przy użyciu pro-
gramu  GelScan wersja v.1.13. firmy Kucharczyk T.E. (Polska).
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REA-PFGE. Izolację całkowitego DNA do analizy polimorfizmu długości fragmentów 
restrykcyjnych przeprowadzonej za pomocą elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym 
wykonywano zgodnie z wytycznymi CAMPYNET (http://www.svs.dk/campynet) z zasto-
sowaniem enzymu restrykcyjnego SmaI. Elektroforezę pulsacyjną prowadzono w aparacie 
CHEF-DR II (Bio Rad Laboratories). Elekroforegramy dokumentowano przy użyciu progra-
mu GelScan wersja v.1.13. firmy Kucharczyk T.E. (Polska), a następnie analizowano przy 
użyciu oprogramowania komputerowego Gel Compar II Software v. 3.10 firmy Applied 
Maths, (Belgia). Zgodnie z kryteriami zaproponowanymi przez Tenovera i wsp. (20), izolaty 
bakteryjne zaliczano do określonego profilu PFGE, jeżeli nie obserwowano różnic w ich 
wzorach restrykcyjnych.

Sekwencjonowanie genu tetO . Sekwencjonowanie fragmentu genu tetO prze-
prowadzono dla 8 szczepów wykazujących najwyższy poziom oporności na tetracyklinę 
(wartość MIC tetracykliny szczepów o numerach 37/07, 184/07, 11/08, 78/08, 111/08, 
140/08 wynosiła ≥256, a szczepów o numerach 107/07 i 136/08 była równa 192 mg/l) oraz 
jednego szczepu posiadającego gen tetO lecz wykazującego niski poziom oporności (szczep 
o numerze 184/08). Fragment genu tetO został zamplifikowany zgodnie z procedurą zapro-
ponowaną przez Bacon i wsp. (1). Produkt reakcji PCR oczyszczono za pomocą zestawu 
QIAquick PCR Purification Kit (QiaGen). Sekwencjonowanie wykonano w firmie Genomed. 
Sekwencje analizowano za pomocą programu Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty Ltd).

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

Na rycinie 1 przedstawiono rozkład wartości MIC tetracykliny wobec badanych szcze-
pów. Stopień oporności na tetracyklinę wykazuje bardzo duże zróżnicowanie. Jedynie 3 
szczepy wykazywały obniżony stopień wrażliwości na ten lek wynoszący 4 i 12 mg/l. Więk-
szość szczepów wykazywała średni poziom oporności, z czego aż wobec 24 szczepów (25% 

Rycina 1 Rozkład wartości MIC tetracykliny badanej populacji szczepów opornych. 
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wszystkich badanych szczepów) wartość MIC tetracykliny była równa 24 mg/l. W przypadku 
7 szczepów stwierdzono bardzo wysoki stopień oporności wynoszący ≥256 mg/l.

U wszystkich badanych szczepów wykryty został gen tetO natomiast obecność plazmi-
dów stwierdzono u 65 (70%) szczepów. U większości tych szczepów wykazano obecność 
dużego plazmidu o wielkości około 45 kpz.

Sekwencjonowanie fragmentu genu tetO wykazało, że trzy szczepy (184/07, 11/08, 
78/08) wykazujące bardzo wysoki poziom oporności na tetracyklinę (MIC ≥ 256mg/l) 
posiadały identyczną sekwencję badanego fragmentu genu tetO wykazując jednocześnie 
zaledwie 81% identyczności z sekwencjonowanym fragmentem genu tetO szczepu prezen-
tującego niski poziom oporności na tetracyklinę (ryc. 2.). Podobne wyniki uzyskano dla 
dwóch szczepów posiadających MIC tetracykliny równe 192mg/l (szczepy 107/07, 136/08), 
a analiza sekwencji wykazała jedynie kilka pojedynczych substytucji (przekładających się na 
pojedyncze substytucje aminokwasowe w kodowanym białku) w porównaniu z opisanymi po-
wyżej trzema szczepami wysokoopornymi. Analiza wykonana z użyciem programu BLAST 
wykazała bardzo wysoki poziom identyczności (98-100%) obydwu opisanych sekwencji 
z opublikowanymi wcześniej sekwencji genu tetO (GenBank: AY394561.1). Pozostałe trzy 

1) 184/07, 11/08, 78/08 GTTTATGTGC GTATATATAG CGGAACATTG CATTTGAGGG ATGTTATTAG
     2)  107/07, 136/08 GTTTATGTGC GTATATATAG CGGAACATTG CATTTGAGGG ATGTTATTAG
3)37/07, 111/08, 140/08 GTTTATGTGC GTATATATAG CGGAACATTG CATTTGAGGG ATGTTATTAG
              4) 184/08 GTTTATGTGC GTATATATAG CGGAACATTG CATTTGAGGG ATGTTATTAG

AATATCTGAA AAAGAGAAAA TAAAAATCAC AGAGATGTAT GTTCCGACAA ACGGTGAATT ATATTCATCC
AATATCTGAA AAAGAGAAAA TAAAAATCAC AGAGATGTGT GTTCCGACAA ACGGTGAATT ATATCCATCC
AATATCTGAA AAAGAGAAAA TAAAAATCAC AGAGATGTGT ATTCCGTCAA ATGGTGAAAT CGTCCCGGCT
AATATCTGAA AAAGAGAAAA TAAAAATCAC AGAGATGTGT ATTCCGTCAA ATGGTGAAAT CGTCCCGGCT

GATACAGCCT GCTCTGGTGA TATTGTAATT TTACCAAATG ATGTTTTGCA GCTAAACAGT ATTTTGGGGA
GATACAGCCT GCTCTGGTGA TATTGTAATT TTACCAAATG ATGTTTTGCA GCTAAACAGT ATTTTGGGGA
GACCATGCCT GTCCGGGAGA AATTGTTATT TTAGCTGATG ATACTTTGAA ACTGAACGAT ATCCTGGGAA
GACCATGCCT GTCCGGGAGA AATTGTTATT TTAGCTGATG ATACTTTGAA ACTGAACGAT ATCCTGGGAA

ACGAAATACT GTTGCCGCAG AGAAAATTTA TTGAAAATCC TCTCCCTATG CTCCAAACAA CGATTTCAGT
ACGAAATGCT GTTGCCGCAG AGAAAATTTA TTGAAAATCC TCTCCCTATG CTCCAAACAA CGATTGCAGT
ATGAAAAACT CCTGCCTCAC AAAACACGGA TTGATAATCC CATGCCATTA CTTCGGACAA CGGTAGAGCC
ATGAAAAACT CCTGCCTCAC AAAACACGGA TTGATAATCC CATGCCATTA CTTCGGACAA CGGTAGAGCC

AAAGAAATCT GAACAGCGGG AAATGTTGTT TGAGGCACTT ACAGAAATTT CAGATTGCGA CCCTCTTTTA
AAAGAAACCT GAACAGCGGG AAATATTGCT TGGGGCACTT ACAGAAATTT CAGATGGCGA CCCTCTTTTA
GCAAAAGCCG GAGCAAAGGG AAGCCCTGTT AAATGCCCTC GCAGAGATTG CTGATACAGA CCCTCTTTTG
GCAAAAGCCG GAGCAAAGGG AAGCCCTGTT AAATGCCCTC GCAGAGATTG CTGATACAGA CCCTCTTTTG

AAATATTATG TGGATACTAC AACGCATGAG ATTATACTTT CTTTTTTGGG GAATGTGCAG ATGGAAGTCA
AAATATTATG TGGATACTAC AACGCATGAG ATTATACTTT CTTTTTTGGG GAATGTGCAG ATGGAAGTCA
CATTTTGACA TTGATACTGT TACCCATGAG ATTATGTTAT CTTTTTTGGG GAATGTGCAG ATGGAAGTCA
CATTTTGACA TTGATACTGT TACCCATGAG ATTATGTTAT CTTTTTTGGG GAATGTGCAG ATGGAAGTCA

TTTGTGCCAT CCTTGAGGAA AAATATCATG TGGAGGCAGA AATAAAAGAG CCTACTGTTA TATATATGGA
TTTGTGCCAT CCTTGAGGAA AAATATCATG TGGAGGCAGA AATAAAAGAG CCTACTGTTA TATATATGGA
TTTGTGCCAT CCTTGAGGAA AAATATCATG TGGAGGCAGA AATAAAAGAG CCTACTGTTA TATATATGGA
TTTGTGCCAT CCTTGAGGAA AAATATCATG TGGAGGCAGA AATAAAAGAG CCTACTGTTA TATATATGGA

AAGACCGCTT AGAAAAGCAG AATATACCAT CCACATAGAA GTCCCGCCAA ATCCTTTCTG GGCTTCTGTC GG 
AAGACCGCTT AGAAAAGCAG AATATACCAT CCACATAGAA GTCCCGCCAA ATCCTTTCTG GGCTTCTGTC GG 
AAGACCGCTT AGAAAAGCAG AATATACCAT CCACATAGAA GTCCCGCCAA ATCCTTTCTG GGCTTCTGTC GG 
AAGACCGCTT AGAAAAGCAG AATATACCAT CCACATAGAA GTCCCGCCAA ATCCTTTCTG GGCTTCTGTC GG 

Rycina 2. Alignment sekwencji fragmentu genu tetO szczepu 184/08 – ścieżka 4 

wykazującego niski poziom oporności oraz wybranych 8 szczepów prezentujących wysoki 

poziom oporności na tetracyklinę – ścieżki 1-3. 

Rycina 2. Alignment sekwencji fragmentu genu tetO szczepu 184/08 – ścieżka 4 wykazującego niski 
poziom oporności oraz wybranych 8 szczepów prezentujących wysoki poziom oporności 
na tetracyklinę – ścieżki 1-3.
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Rycina 3. Analiza pokrewieństwa genetycznego tetracyklinoopornych szczepów 

Campylobacter  przeprowadzona za pomocą metody REA-PFGE. 

 

Rycina 3. Analiza pokrewieństwa genetycznego tetracyklinoopornych szczepów Campylobacter  
przeprowadzona za pomocą metody REA-PFGE.
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szczepy wykazujące bardzo wysoki poziom oporności na tetracyklinę (MIC ≥ 256mg/l) 
oraz szczep wykazujący niski poziom oporności posiadały identyczną sekwencję fragmentu 
genu tetO i, tak jak to opisano powyżej, była ona w zaledwie 81% podobna zarówno do 
pozostałych analizowanych sekwencji jak i do sekwencji genu tetO opublikowanych przez 
innych autorów (GenBank: AY394561.1). Analiza z użyciem programu BLAST wykazała 
wyższe podobieństwo (90-92% identyczności przy 88-89% pokryciu sekwencji) do sek-
wencji genów oporności na tetracyklinę bakterii z rodzaju Streptococcus czy Clostridium 
(GenBank: AJ295238.3; FM164392.1).

Badanie wzajemnego pokrewieństwa metodą REA-PFGE wykazało duże zróżnicowanie 
subpopulacji szczepów opornych na tetracyklinę (Ryc. 3). Wśród 94 badanych szczepów 
wyróżniono 62 profile genomowego DNA. W badaniu wykryto także 17 grup szczepów 
wykazujących identyczny wzór prążków (jedną grupę liczącą 6 szczepów, trzy grupy liczące 
5 szczepów, trzy grupy liczące 3 szczepy i dziesięć par szczepów).

W celu określenia czasu i stopnia rozprzestrzenienia się w populacji badanych tetracy-
klinoopornych szczepów określonych klonów przeanalizowano wyniki badania REA-PFGE 
pod kątem daty i miejsca wyhodowania szczepu. Najliczniejsza grupa 6 szczepów (oznaczona 
jako A) obejmowała 5 szczepów z drugiej połowy i jeden szczep z początku 2008 roku. 
Szczepy te zostały wyhodowane w Warszawie, Katowicach oraz w Bielsku-Białej. Jedna 
z grup liczących 5 szczepów (grupa R) zawierała szczepy izolowane tak w roku 2007 jak 
i 2008, a pochodziły one zarówno ze stacji sanitarno-epidemiologicznej w Bielsku-Białej 
jak i Kielc. W przypadku drugiej grupy liczącej 5 szczepów (grupa I) wszystkie szczepy 
pochodziły z końca 2008 roku. Cztery z nich zostały wyhodowane w Bielsku-Białej (z czego 
trzy pochodziły od członków jednej rodziny) a jeden w Nowej Soli. Trzecia grupa 5 szcze-
pów (grupa H) zawierała 4 szczepy z drugiej połowy 2008 roku i jeden z początku 2007 
roku. Najwcześniej wyhodowany z powyższych szczepów wyhodowano od mieszkańca 
Milanówka natomiast pozostałe szczepy wyhodowano w Katowicach i Bielsku-Białej. 
W przypadku pozostałych, mniej licznych grup szczepów, wyniki analizy dały podobne 
rezultaty gdyż wśród szczepów o tym samym profilu PFGE występowały zarówno szczepy 
izolowane w podobnym czasie i miejscu jak i izolowane w różnych latach.

DYSKUSJA

Oporność pałeczek z rodzaju Campylobacter na tetracyklinę osiągnęła w Polsce niepo-
kojący poziom sięgający 40% (24). Określenie wartości MIC tetracykliny wobec szczepów 
opornych na ten lek wskazuje jednak na bardzo duże różnice stopnia oporności poszcze-
gólnych izolatów. Może to być spowodowane zarówno obecnością różnych mechanizmów 
oporności na tetracyklinę jak i różnym stopniem eksprymowania odpowiednich genów 
oporności. Najważniejszym mechanizmem oporności pałeczek Campylobacter na tetracy-
klinę jest obecność białka ochraniającego rybosomy bakterii przed działaniem antybiotyku, 
kodowanego przez gen tetO (4, 11, 19). W obecnych badaniach gen tetO został wykryty we 
wszystkich badanych szczepach co potwierdza istotną rolę ekspresji tego genu w generowaniu 
oporności na tetracyklinę. Według danych piśmiennictwa, gen tetO najczęściej występuje na 
dużym (wielkości około 45 kpz) plazmidzie koniugacyjnym. Ponieważ obecność plazmidów 
o podobnej wielkości potwierdzono u 70% badanych  w pracy szczepów należy przyjąć 
możliwość transferu genu tetO z plazmidu na chromosom bakteryjny lub integracji całego 
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plazmidu z chromosomalnym DNA. Niższą częstość występowania plazmidowo kodowa-
nego genu tetO wykazali Lee i wsp. (10) oraz Gibreel i wsp. (8) (odpowiednio 47% i 67% 
szczepów). Natomiast Wardak i wsp. wyizolowali plazmidy aż z 96% badanych izolatów 
C. jejuni i C. coli wyhodowanych od ludzi chorych w Polsce (26). 

Stopień oporności na tetracyklinę wynikający z ekspresji genu tetO może mieć różne 
podłoże. Wykazany brak różnic w sekwencji fragmentu genu szczepów wysokoopornych 
i szczepu wykazującego niski poziom oporności, wskazuje, że różnice we wrażliwości 
szczepów nie wynikały jedynie z budowy genu tetO. Uzyskane wyniki nie potwierdzają 
równocześnie wyników uzyskanych przez Gibreel i wsp. (8), którzy sugerowali istnienie 
siedmiu specyficznych substytucji nukleotydowych (skutkujących substytucjami w składzie 
aminokwasowym kodowanego białka) odpowiedzialnych za nadawanie wysokiego poziomu 
oporności na tetracyklinę.

Wyniki sekwencjonowania potwierdziły występowanie dużych różnic w sekwencji genu 
tetO (przekładających się na znaczne różnice w składzie aminokwasowym kodowanego 
białka) szczepów o wysokim poziomie oporności na tetracyklinę. Owe znaczne różnice 
świadczą równocześnie o różnym pochodzeniu tego genu u różnych przedstawicieli popu-
lacji pałeczek Campylobacter. Istnienie wielu niezależnych źródeł genów oporności może 
być bardzo ważnym czynnikiem odpowiedzialnym za tak szybkie narastanie oporności na 
ten lek. Sugerowało by to także bardzo istotną rolę horyzontalnego transferu genu w roz-
przestrzenianiu się tego zjawiska.

Potwierdzenie roli horyzontalnego rozprzestrzeniania się genów oporności na tetracy-
klinę przeprowadzono w oparciu o analizę wzajemnego pokrewieństwa opornych szczepów 
za pomocą metody REA-PFGE. Metoda REA-PFGE jest uważana za dobrze różnicującą 
i przydatną w badaniu wielu rodzajów patogenów, w tym pałeczek z rodzaju Campylobacter 
(7, 12, 23, 27). Badanie to wykazało duże zróżnicowanie subpopulacji szczepów opornych 
na tetracyklinę (na 97 badanych szczepów dało się wyróżnić 62 różne profile). Tak duże 
zróżnicowanie wewnętrzne populacji pałeczek Campylobacter potwierdzają także badania 
innych autorów (18). 

Serichantalergs i wsp. (18) zauważyli, iż szczepy wykazujące podobieństwo w badaniu 
metodą REA-PFGE wykazywały identyczny wzór oporności na antybiotyki. Jednak cha-
rakterystyczną cechą zaobserwowanego horyzontalnego mechanizmu rozprzestrzeniania 
się różnych wersji genu tetO jest nie tylko wysokie zróżnicowanie subpopulacji szczepów 
opornych lecz także fakt, że klony tego samego szczepu mogą wykazywać różny poziom 
oporności w zależności od pozyskanego genu oporności. Dokładna analiza wyników 
określania wzajemnego pokrewieństwa badanych szczepów jak i miejsca i czasu ich wy-
hodowania wykazała także istnienie kilku klonów stabilnie utrzymujących się w „polskiej 
populacji” pałeczek Campylobacter. W poniższym badaniu, porównanie stopnia oporności 
na tetracyklinę szczepów prezentujących identyczny wzór prążków w badaniu REA-PFGE 
wykazało, iż w przypadku 9 grup blisko ze sobą spokrewnionych szczepów wykazywały 
one identyczny poziom oporności lub różnice te mieściły się w obrębie 1 rzędu dwukrotnego 
rozcieńczenia antybiotyku. Takie wyniki mogłyby wskazywać na oczywistą rolę klonalnego 
rozprzestrzeniania się oporności. Jednakże w przypadku 4 grup szczepów identycznych 
w badaniu REA-PFGE różnice w poziomie oporności na tetracyklinę były rzędu 1,5 – 2,5 
dwukrotnych rozcieńczeń antybiotyku. W przypadku innych dwóch par szczepów wyka-
zujących bardzo bliskie pokrewieństwo genomowego DNA różnice w poziomie oporności 
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były jeszcze większe. W pierwszej parze  dla jednego szczepu MIC tetracykliny wynosił 
24 mg/l a dla drugiego aż ≥256 mg/l. W drugiej parze różnica ta była jeszcze większa gdyż 
w przypadku pierwszego szczepu MIC tetracykliny wynosił12 mg/l a drugiego aż ≥256 mg/l. 
Rozbieżności między wynikami badania lekooporności i badania PFGE, potwierdzające 
istotną rolę także  horyzontalnego rozprzestrzeniania się oporności w populacji pałeczek 
Campylobacter są zgodne z wynikami uzyskanymi przez innych autorów (2, 9, 15).

PODSUMOWANIE

W populacji pałeczek z rodzaju Campylobacter izolowanych w Polsce obserwowany 
był od wielu lat stały wzrost odsetka szczepów opornych na tetracyklinę. Najważniejszym 
czynnikiem warunkującym oporność badanych szczepów na tetracyklinę jest gen tetO. Do-
kładna charakterystyka szczepów opornych, wyizolowanych w latach 2007-2008 wskazała 
na ich duże zróżnicowanie, zarówno pod względem poziomu oporności jak i ich wzajemnego 
pokrewieństwa. W powyższym badaniu wykazano także obecność różnych wersji genu tetO 
u różnych izolatów. Potwierdzono także istotną rolę horyzontalnego przekazywania genu 
oporności za pomocą plazmidów. Efektem tego zjawiska są duże różnice w wartościach 
MIC tetracykliny. Najważniejszym i zarazem najgroźniejszym skutkiem tak dużego zróżni-
cowania populacji szczepów opornych jak i dużej łatwości przekazywania genów oporności 
do niespokrewnionych, więc często także wrażliwych szczepów pałeczek Campylobacter, 
może być dalszy, bardzo gwałtowny wzrost ich oporności na ten lek w Polsce.

T.  Wołkowicz,  J .  Szych,  S.  Wardak

Analysis of the genetic background and mechanisms of dissemination of resistance to 
tetracycline of the polish population of Campylobacter strains isolated in Poland in years 

2007-2008

SUMMARY

In Poland, constant rise of number of Campylobacter strains resistant to tetracycline is observed 
in Poland. Analysis of the resistant strains showed their strong diversity, including both the different 
levels of resistance to this drug, large differences in the sequence of the resistant gene tetO, and diverse 
phylogenetic origin. The study also confirmed the important role of horizontal spread of resistance 
which, in the event of such a large diversity of resistant strains, can cause further very rapid escalation 
of resistance of Campylobacter to tetracycline. 
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