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W Polsce obserwowany jest gwaltowny wzrost odsetka szczepow Campy-
lobacter opornych na tetracykling. Charakterystyka opornych szczepow
wykazala duze ich zréznicowanie, obejmujace zaré6wno poziom opornosci
na ten lek, sekwencje nukleotydéw genu zezO warunkujacego te opornosé,
jakipochodzenie filogenetyczne badanych szczepow. W pracy potwierdzono
takze istotna role horyzontalnego rozprzestrzeniania si¢ opornosci, ktéra
w sytuacji tak duzej réznorodnosci szczep6w opornych, moze powodowaé
dalsze bardzo szybkie narastanie oporno$ci Campylobacter na tetracykline.

Zakazenie pateczkami Campylobacter jest jedng z najczestszych przyczyn biegunki
u ludzi w krajach rozwinietych (6). W Europie, w 2009 roku, zarejestrowano prawie 200
tysigcy przypadkow zakazen o etiologii Campylobacter (5) co stanowito najpowazniejszy
czynnik etiologiczny biegunek pochodzenia bakteryjnego. W Polsce, mimo stale notowanego
wzrostu, co roku wykrywa si¢ zaledwie kilkaset przypadkéw zakazen pateczkami z rodzaju
Campylobacter (w latach 2009-2010 zarejestrowano odpowiednio 359 1 375 przypadkéw
(www.pzh.gov.pl/oldpage/epimeld). Jednak wyniki badan przeprowadzonych przez Wardaka
i wsp. (21) sugeruja, iz Polska nie jest krajem wolnym od tego patogenu a taki stan rzeczy
zwiazany jest przede wszystkim z brakiem rutynowej diagnostyki w kierunku zakazenia
pateczkami Campylobacter w naszym kraju.

W terapii zakazen wywotanych przez pateczki z rodzaju Campylobacter istotne miejsce
zajmuja antybiotyki z grupy tetracyklin. Z przeprowadzonych w Polsce badan lekowrazliwo-
Sci pateczek Campylobacter wynika, iz oporno$¢ na ten lek bardzo szybko narasta (16, 25,
26) i obecnie juz okoto 40% szczepéw wykazuje opornos¢ na ten antybiotyk (24). Odsetek
ten, cho¢ wysoki, jest nizszy niz obserwowany w Kanadzie czy Hiszpanii gdzie opornos¢

*  Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na nauke w latach 2010-2011 jako projekt badawczy nr
0473/B/P01/2010/38
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na tetracykling stwierdzono u odpowiednio 50% 1 72% izolowanych szczepow (8, 13).
Oporno$¢ bakterii z rodzaju Campylobacter na tetracykling zwigzana jest z wystepowaniem
genu opornosci tef(O) zlokalizowanego zazwyczaj na plazmidzie koniugacyjnym (4, 11,
19). Gen ten koduje biatko oddziatywujace z rybosomem bakterii i uniemozliwiajace w ten
sposob efektywne zwigzanie si¢ z nim czasteczki antybiotyku. Znacznie rzadziej opornosé
na tetracykling moze by¢ wynikiem wystepowania w komorce bakteryjnej pomp aktywnie
usuwajacych z niej antybiotyk.

Celem badan byta analiza podloza genetycznego i mechanizméw rozprzestrzeniania
si¢ oporno$ci na tetracykling populacji szczepdw z rodzaju Campylobacter izolowanych
w Polsce w latach 2007-2008.

MATERIAL I METODY

Szczepy, hodowla i przechowywanie szczep6éw. Badaniom poddano 94 izolaty
Campylobacter jejuni, wyhodowane od réznych pacjentéw, wykazujace obnizong wrazli-
wos¢ na tetracykling. Szczepy te zostaly wyizolowane w latach 2007-2008 z probek katu
od 0s6b chorych w: Laboratorium Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH, w laboratoriach stacji
sanitarno-epidemiologicznych oraz w laboratoriach szpitalnych. Hodowle prowadzono na
podtozu Columbia agar z dodatkiem 5% krwi baraniej (Oxoid), w atmosferze mikroaerofilnej,
w temperaturze 42°C. Warunki mikroaerofilne uzyskiwano z zastosowaniem generatorow
CampyGen (Oxoid). Szczepy przechowywano w zamrozeniu w -70°C w bulionie BHI
z dodatkiem 20% glicerolu.

Oznaczanie gatunku szczepow. Identyfikacje badanych szczepéw prowadzono
jak opisano uprzednio (24).

Okres$lanie lekowrazliwo$ci. Lekowrazliwo$¢ badanych szczepow okreslano
metodg oznaczania najmniejszego stezenia hamujacego wzrost bakterii (MIC) przy uzyciu
paskow z gradientem antybiotyku E-test (BioMerieux). Szczepy zawieszano w roztworze
soli fizjologicznej (Polfarma) do gestosci zawiesiny rownej 0,5 MacFarlanda, nastepnie
posiewano wymazowka na podtoze Mueller-Hintona z dodatkiem 5% krwi baraniej (BioMe-
rieux) i naktadano pasek antybiotykowy z tetracykling. Wyniki odczytywano po 24 godzinnej
inkubacji w temperaturze 42°C w warunkach mikroaerofilnych. Zgodnie z wytycznymi
CLSI (3), za oporne uwazano szczepy wykazujace MIC tetracykliny >16 mg/l. Do dalszych
badan wybrano takze trzy szczepy wykazujacy nieco nizsze warto$ci MIC tetracykliny (dwa
szczepy posiadajace MIC = 4mg/1 oraz jeden szczep wykazujacy MIC = 12mg/1).

Wykrywanie obecnosci genu zetO. Gen tetO byl wykrywany w reakcji PCR
z zastosowaniem pary starteréw tetO F i tetO R zaproponowanych przez Bacon i wsp. (1).

Izolacja plazmidowego DNA. Izolacj¢ plazmidowego DNA wykonywano metoda
lizy alkalicznej zgodnie z metodyka Sambrook 1 wsp. (17) z uwzglednieniem modyfikacji
Prattiwsp.(14). Wyizolowany DNA w formie CCC rozdzielano w 0,7% zelu agarozowym
w buforze TAE. Jako kontrole poprawnosci wykonania izolacji plazmidowego DNA oraz
jako marker wielkos$ci zastosowano opisany uprzednio szczep C. jejuni 13/06 posiadajacy
plazmid wielkosci okoto 45 kpz (22). Elekroforegramy dokumentowano przy uzyciu pro-
gramu GelScan wersja v.1.13. firmy Kucharczyk T.E. (Polska).
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REA-PFGE. Izolacje calkowitego DNA do analizy polimorfizmu dtugosci fragmentdéw
restrykcyjnych przeprowadzonej za pomocg elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym
wykonywano zgodnie z wytycznymi CAMPYNET (http://www.svs.dk/campynet) z zasto-
sowaniem enzymu restrykcyjnego Smal. Elektroforeze pulsacyjna prowadzono w aparacie
CHEF-DR II (Bio Rad Laboratories). Elekroforegramy dokumentowano przy uzyciu progra-
mu GelScan wersja v.1.13. firmy Kucharczyk T.E. (Polska), a nastepnie analizowano przy
uzyciu 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 okreslonego profilu PFGE, jezeli nie obserwowano réznic w ich
wzorach restrykcyjnych.

Sekwencjonowanie genu tetO. Sekwencjonowanie fragmentu genu fetO prze-
prowadzono dla 8 szczepdw wykazujacych najwyzszy poziom opornosci na tetracykling
(warto$¢ MIC tetracykliny szczepéw o numerach 37/07, 184/07, 11/08, 78/08, 111/08,
140/08 wynosita >256, a szczepéw o numerach 107/07 1 136/08 byta rowna 192 mg/l) oraz
jednego szczepu posiadajacego gen tetO lecz wykazujacego niski poziom opornosci (szczep
o numerze 184/08). Fragment genu tefO zostal zamplifikowany zgodnie z procedurg zapro-
ponowang przez Bacon i wsp. (1). Produkt reakcji PCR oczyszczono za pomocg zestawu
QIAquick PCR Purification Kit (QiaGen). Sekwencjonowanie wykonano w firmie Genomed.
Sekwencje analizowano za pomoca programu Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty Ltd).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Na rycinie | przedstawiono rozktad wartosci MIC tetracykliny wobec badanych szcze-
pow. Stopien opornosci na tetracykling wykazuje bardzo duze zréznicowanie. Jedynie 3
szczepy wykazywaly obnizony stopien wrazliwosci na ten lek wynoszacy 4 i 12 mg/l. Wiek-
szo$¢ szczepOw wykazywata Sredni poziom opornosci, z czego az wobec 24 szczepow (25%
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Rycina 1 Rozktad wartosci MIC tetracykliny badanej populacji szczepdw opornych.
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wszystkich badanych szczepdéw) wartos¢ MIC tetracykliny byta rowna 24 mg/l. W przypadku
7 szczepow stwierdzono bardzo wysoki stopien opornos$ci wynoszacy >256 mg/l.

U wszystkich badanych szczepow wykryty zostal gen tefO natomiast obecnos¢ plazmi-
dow stwierdzono u 65 (70%) szczepow. U wigkszosci tych szczepéw wykazano obecno$é
duzego plazmidu o wielko$ci okoto 45 kpz.

Sekwencjonowanie fragmentu genu fetO wykazalo, ze trzy szczepy (184/07, 11/08,
78/08) wykazujace bardzo wysoki poziom opornosci na tetracykling (MIC > 256mg/I)
posiadaly identyczng sekwencj¢ badanego fragmentu genu tetO wykazujac jednoczesnie
zaledwie 81% identycznosci z sekwencjonowanym fragmentem genu fetO szczepu prezen-
tujacego niski poziom oporno$ci na tetracykling (ryc. 2.). Podobne wyniki uzyskano dla
dwoch szczepdw posiadajacych MIC tetracykliny rowne 192mg/1 (szczepy 107/07, 136/08),
a analiza sekwencji wykazala jedynie kilka pojedynczych substytucji (przektadajacych si¢ na
pojedyncze substytucje aminokwasowe w kodowanym biatku) w poréwnaniu z opisanymi po-
wyzej trzema szczepami wysokoopornymi. Analiza wykonana z uzyciem programu BLAST
wykazata bardzo wysoki poziom identycznos$ci (98-100%) obydwu opisanych sekwencji
z opublikowanymi wczesniej sekwencji genu fetO (GenBank: AY394561.1). Pozostate trzy

1) 184/07,
2)

3)37/07,

AATATCTGAA
AATATCTGAA
AATATCTGAA
AATATCTGAA

GATACAGCCT
GATACAGCCT
GACCATGCCT
GACCATGCCT

ACGAAATACT
ACGAAATGCT
ATGAAAAACT
ATGAAAAACT

AAAGAAATCT
AAAGAAACCT
GCAAAAGCCG
GCAAAAGCCG

AAATATTATG
AAATATTATG
CATTTTGACA
CATTTTGACA

TTTGTGCCAT
TTTGTGCCAT
TTTGTGCCAT
TTTGTGCCAT

AAGACCGCTT
AAGACCGCTT
AAGACCGCTT
AAGACCGCTT

107/07,
111/08,

11/08,

4)

AAAGAGAAAA
AAAGAGAAAA
AAAGAGAAAA
AAAGAGAAAA

GCTCTGGTGA
GCTCTIGGTGA
GTCCGGGAGA
GTCCGGGAGA

GTTGCCGCAG
GTTGCCGCAG
CCTGCCTCAC
CCTGCCTCAC

GAACAGCGGG
GAACAGCGGG
GAGCAAAGGG
GAGCAAAGGG

TGGATACTAC
TGGATACTAC
TTGATACTGT
TTGATACTGT

CCTTGAGGAA
CCTTGAGGAA
CCTTGAGGAA
CCTTGAGGAA

AGAAAAGCAG
AGAAAAGCAG
AGAAAAGCAG
AGAAAAGCAG

78/08
136/08
140/08
184/08

TAAAAATCAC
TAAAAATCAC
TAAAAATCAC
TAAAAATCAC

TATTGTAATT
TATTGTAATT
AATTGTTATT
AATTGTTATT

AGAAAATTTA
AGAAAATTTA
AAAACACGGA
AAAACACGGA

AAATGTTGTT
AAATATTGCT
AAGCCCTGTT
AAGCCCTGTT

AACGCATGAG
AACGCATGAG
TACCCATGAG
TACCCATGAG

AAATATCATG
AAATATCATG
AAATATCATG
AAATATCATG

AATATACCAT
AATATACCAT
AATATACCAT
AATATACCAT

AGAGATGTAT
AGAGATGTGT
AGAGATGTGT
AGAGATGTGT

TTACCAAATG
TTACCAAATG
TTAGCTGATG
TTAGCTGATG

TTGAAAATCC
TTGAAAATCC
TTGATAATCC
TTGATAATCC

TGAGGCACTT
TGGGGCACTT
AAATGCCCTC
AAATGCCCTC

ATTATACTTT
ATTATACTTT
ATTATGTTAT
ATTATGTTAT

TGGAGGCAGA
TGGAGGCAGA
TGGAGGCAGA
TGGAGGCAGA

CCACATAGAA
CCACATAGAA
CCACATAGAA
CCACATAGAA

GTTCCGACAA
GTTCCGACAA
ATTCCGTCAA
ATTCCGTCAA

ATGTTTTGCA
ATGTTTTGCA
ATACTTTGAA
ATACTTTGAA

TCTCCCTATG
TCTCCCTATG
CATGCCATTA
CATGCCATTA

ACAGAAATTT
ACAGAAATTT
GCAGAGATTG
GCAGAGATTG

CTTTTTTGGG
CTTTTTTGGG
CTTTTTTGGG
CTTTTTTGGG

AATAAAAGAG
AATAAAAGAG
AATAAAAGAG
AATAAAAGAG

GTCCCGCCAA
GTCCCGCCAA
GTCCCGCCAA
GTCCCGCCAA

ACGGTGAATT
ACGGTGAATT
ATGGTGAAAT
ATGGTGAAAT

GCTAAACAGT
GCTAAACAGT
ACTGAACGAT
ACTGAACGAT

CTCCAAACAA
CTCCAAACAA
CTTCGGACAA
CTTCGGACAA

CAGATTGCGA
CAGATGGCGA
CTGATACAGA
CTGATACAGA

GAATGTGCAG
GAATGTGCAG
GAATGTGCAG
GAATGTGCAG

CCTACTGTTA
CCTACTGTTA
CCTACTGTTA
CCTACTGTTA

ATCCTTTCTG
ATCCTTTCTG
ATCCTTTCTG
ATCCTTTCTG

ATATTCATCC
ATATCCATCC
CGTCCCGGCT
CGTCCCGGCT

ATTTTGGGGA
ATTTTGGGGA
ATCCTGGGAA
ATCCTGGGAA

CGATTTCAGT
CGATTGCAGT
CGGTAGAGCC
CGGTAGAGCC

CCCTCTTTTA
CCCTCTTTTA
CCCTCTTTTG
CCCTCTTTTG

ATGGAAGTCA
ATGGAAGTCA
ATGGAAGTCA
ATGGAAGTCA

TATATATGGA
TATATATGGA
TATATATGGA
TATATATGGA

GGCTTCTGTC
GGCTTCTGTC
GGCTTCTGTC
GGCTTCTGTC

GTTTATGTGC GTATATATAG CGGAACATTG CATTTGAGGG ATGTTATTAG
GTTTATGTGC GTATATATAG CGGAACATTG CATTTGAGGG ATGTTATTAG
GTTTATGTGC GTATATATAG CGGAACATTG CATTTGAGGG ATGTTATTAG
GTTTATGTGC GTATATATAG CGGAACATTG CATTTGAGGG ATGTTATTAG

GG
GG
GG
GG

Rycina 2. Alignment sekwencji fragmentu genu fetO szczepu 184/08 — Sciezka 4 wykazujacego niski
poziom opornosci oraz wybranych 8 szczepow prezentujacych wysoki poziom opornosci
na tetracykling — $ciezki 1-3.
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Rycina 3. Analiza pokrewienstwa genetycznego tetracyklinoopornych szczepow Campylobacter
przeprowadzona za pomocg metody REA-PFGE.
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szczepy wykazujace bardzo wysoki poziom opornosci na tetracykling (MIC > 256mg/1)
oraz szczep wykazujacy niski poziom opornosci posiadaly identyczna sekwencj¢ fragmentu
genu tetO 1, tak jak to opisano powyzej, byta ona w zaledwie 81% podobna zaréwno do
pozostatych analizowanych sekwencji jak i do sekwencji genu fefO opublikowanych przez
innych autoréw (GenBank: AY394561.1). Analiza z uzyciem programu BLAST wykazata
wyzsze podobienstwo (90-92% identycznosci przy 88-89% pokryciu sekwencji) do sek-
wencji genow opornosci na tetracykling bakterii z rodzaju Streptococcus czy Clostridium
(GenBank: AJ295238.3; FM164392.1).

Badanie wzajemnego pokrewienstwa metoda REA-PFGE wykazato duze zr6znicowanie
subpopulacji szczepdw opornych na tetracykling (Ryc. 3). Wsrod 94 badanych szczepow
wyrozniono 62 profile genomowego DNA. W badaniu wykryto takze 17 grup szczepow
wykazujacych identyczny wzor prazkow (jedna grupe liczaca 6 szczepdw, trzy grupy liczace
5 szczepow, trzy grupy liczace 3 szczepy i dziesigé par szczepow).

W celu okreslenia czasu i stopnia rozprzestrzenienia si¢ w populacji badanych tetracy-
klinoopornych szczepdéw okreslonych klonéw przeanalizowano wyniki badania REA-PFGE
pod katem daty i miejsca wyhodowania szczepu. Najliczniejsza grupa 6 szczepow (0znaczona
jako A) obejmowata 5 szczepdw z drugiej potowy i jeden szczep z poczatku 2008 roku.
Szczepy te zostaly wyhodowane w Warszawie, Katowicach oraz w Bielsku-Biatej. Jedna
z grup liczacych 5 szczepow (grupa R) zawierata szczepy izolowane tak w roku 2007 jak
1 2008, a pochodzily one zaré6wno ze stacji sanitarno-epidemiologicznej w Bielsku-Bialej
jak 1 Kielc. W przypadku drugiej grupy liczacej 5 szczepow (grupa 1) wszystkie szczepy
pochodzity z konica 2008 roku. Cztery z nich zostaly wyhodowane w Bielsku-Bialej (z czego
trzy pochodzity od cztonkéw jednej rodziny) a jeden w Nowej Soli. Trzecia grupa 5 szcze-
péw (grupa H) zawierala 4 szczepy z drugiej potowy 2008 roku i jeden z poczatku 2007
roku. Najwczesniej wyhodowany z powyzszych szczepéw wyhodowano od mieszkanca
Milanéwka natomiast pozostate szczepy wyhodowano w Katowicach i Bielsku-Biate;j.
W przypadku pozostatych, mniej licznych grup szczepéw, wyniki analizy daty podobne
rezultaty gdyz wsrdd szczepdw o tym samym profilu PFGE wystepowaty zaréwno szczepy
izolowane w podobnym czasie i miejscu jak i izolowane w r6znych latach.

DYSKUSJA

Opornosc¢ pateczek z rodzaju Campylobacter na tetracykling osiagneta w Polsce niepo-
kojacy poziom siggajacy 40% (24). Okreslenie wartosci MIC tetracykliny wobec szczepow
opornych na ten lek wskazuje jednak na bardzo duze réznice stopnia opornosci poszcze-
golnych izolatéw. Moze to by¢ spowodowane zaréwno obecnoscig roznych mechanizmow
opornosci na tetracykling jak i réznym stopniem eksprymowania odpowiednich genow
opornosci. Najwazniejszym mechanizmem opornosci pateczek Campylobacter na tetracy-
kling jest obecnos¢ biatka ochraniajacego rybosomy bakterii przed dzialaniem antybiotyku,
kodowanego przez gen tetO (4, 11, 19). W obecnych badaniach gen fetO zostat wykryty we
wszystkich badanych szczepach co potwierdza istotng rolg ekspresji tego genu w generowaniu
opornosci na tetracykling. Wedtug danych pismiennictwa, gen fetO najczesciej wystepuje na
duzym (wielkosci okoto 45 kpz) plazmidzie koniugacyjnym. Poniewaz obecnos$¢ plazmidow
o podobnej wielkosci potwierdzono u 70% badanych w pracy szczepow nalezy przyjac¢
mozliwos¢ transferu genu fetO z plazmidu na chromosom bakteryjny lub integracji catego
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plazmidu z chromosomalnym DNA. Nizszg czgsto$¢ wystgpowania plazmidowo kodowa-
nego genu fetO wykazali Lee 1 wsp. (10) oraz Gibreel i wsp. (8) (odpowiednio 47% 1 67%
szczepow). Natomiast Wardak 1 wsp. wyizolowali plazmidy az z 96% badanych izolatow
C. jejuni i C. coli wyhodowanych od ludzi chorych w Polsce (26).

Stopien opornosci na tetracykling wynikajacy z ekspresji genu fefO moze mie¢ rézne
podtoze. Wykazany brak réznic w sekwencji fragmentu genu szczepow wysokoopornych
i szczepu wykazujacego niski poziom opornosci, wskazuje, ze réznice we wrazliwosci
szczepow nie wynikaly jedynie z budowy genu tetO. Uzyskane wyniki nie potwierdzaja
réwnoczesnie wynikow uzyskanych przez Gibreel 1 wsp. (8), ktérzy sugerowali istnienie
siedmiu specyficznych substytucji nukleotydowych (skutkujacych substytucjami w sktadzie
aminokwasowym kodowanego bialka) odpowiedzialnych za nadawanie wysokiego poziomu
opornosci na tetracykling.

Wyniki sekwencjonowania potwierdzity wystepowanie duzych réznic w sekwencji genu
tetO (przektadajacych si¢ na znaczne réznice w sktadzie aminokwasowym kodowanego
biatka) szczepow o wysokim poziomie opornosci na tetracykling. Owe znaczne réznice
$wiadcza rownoczesnie o r6znym pochodzeniu tego genu u rdéznych przedstawicieli popu-
lacji pateczek Campylobacter. Istnienie wielu niezaleznych zrodet gendw opornosci moze
by¢ bardzo waznym czynnikiem odpowiedzialnym za tak szybkie narastanie oporno$ci na
ten lek. Sugerowato by to takze bardzo istotng rol¢ horyzontalnego transferu genu w roz-
przestrzenianiu si¢ tego zjawiska.

Potwierdzenie roli horyzontalnego rozprzestrzeniania si¢ gendw oporno$ci na tetracy-
kling przeprowadzono w oparciu o analiz¢ wzajemnego pokrewienstwa opornych szczepow
za pomocg metody REA-PFGE. Metoda REA-PFGE jest uwazana za dobrze r6znicujaca
i przydatng w badaniu wielu rodzajow patogenoéw, w tym pateczek z rodzaju Campylobacter
(7,12, 23, 27). Badanie to wykazato duze zréznicowanie subpopulacji szczepdw opornych
na tetracykling (na 97 badanych szczepoéw dato si¢ wyrdzni¢ 62 rézne profile). Tak duze
zrdéznicowanie wewngtrzne populacji pateczek Campylobacter potwierdzaja takze badania
innych autoréw (18).

Serichantalergs 1 wsp. (18) zauwazyli, iz szczepy wykazujace podobienstwo w badaniu
metoda REA-PFGE wykazywaty identyczny wzor oporno$ci na antybiotyki. Jednak cha-
rakterystyczng cechg zaobserwowanego horyzontalnego mechanizmu rozprzestrzeniania
si¢ roznych wersji genu fetO jest nie tylko wysokie zréznicowanie subpopulacji szczepow
opornych lecz takze fakt, ze klony tego samego szczepu mogg wykazywac rdézny poziom
opornosci w zaleznos$ci od pozyskanego genu opornosci. Doktadna analiza wynikow
okreslania wzajemnego pokrewienstwa badanych szczepéw jak i miejsca i czasu ich wy-
hodowania wykazata takze istnienie kilku klonow stabilnie utrzymujacych si¢ w ,,polskiej
populacji” pateczek Campylobacter. W ponizszym badaniu, poré6wnanie stopnia opornosci
na tetracykling szczepdw prezentujacych identyczny wzor prazkow w badaniu REA-PFGE
wykazalo, iz w przypadku 9 grup blisko ze sobg spokrewnionych szczepow wykazywaty
one identyczny poziom opornosci lub réznice te miescity si¢ w obrebie 1 rzedu dwukrotnego
rozcienczenia antybiotyku. Takie wyniki moglyby wskazywac na oczywista rol¢ klonalnego
rozprzestrzeniania si¢ opornosci. Jednakze w przypadku 4 grup szczepéw identycznych
w badaniu REA-PFGE rdéznice w poziomie oporno$ci na tetracykling byty rzedu 1,5 — 2,5
dwukrotnych rozcienczen antybiotyku. W przypadku innych dwdch par szczepdéw wyka-
zujacych bardzo bliskie pokrewienstwo genomowego DNA rdznice w poziomie opornosci
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byly jeszcze wigksze. W pierwszej parze dla jednego szczepu MIC tetracykliny wynosit
24 mg/l a dla drugiego az >256 mg/l. W drugiej parze rdznica ta byta jeszcze wicksza gdyz
w przypadku pierwszego szczepu MIC tetracykliny wynosit12 mg/l a drugiego az >256 mg/1.
Rozbieznosci miedzy wynikami badania lekoopornosci i badania PFGE, potwierdzajace
istotng role takze horyzontalnego rozprzestrzeniania si¢ opornosci w populacji pateczek
Campylobacter sa zgodne z wynikami uzyskanymi przez innych autoréow (2, 9, 15).

PODSUMOWANIE

W populacji pateczek z rodzaju Campylobacter izolowanych w Polsce obserwowany
byt od wielu lat staty wzrost odsetka szczepow opornych na tetracykling. Najwazniejszym
czynnikiem warunkujacym opornos¢ badanych szczepdw na tetracykling jest gen fetO. Do-
ktadna charakterystyka szczepow opornych, wyizolowanych w latach 2007-2008 wskazata
na ich duze zréznicowanie, zarowno pod wzglgdem poziomu opornosci jak i ich wzajemnego
pokrewienstwa. W powyzszym badaniu wykazano takze obecnos¢ roznych wersji genu tetO
u réznych izolatow. Potwierdzono takze istotng role horyzontalnego przekazywania genu
opornosci za pomoca plazmidéw. Efektem tego zjawiska sa duze réznice w warto$ciach
MIC tetracykliny. Najwazniejszym i zarazem najgrozniejszym skutkiem tak duzego zrézni-
cowania populacji szczepow opornych jak i duzej tatwosci przekazywania genéw opornosci
do niespokrewnionych, wigc czgsto takze wrazliwych szczepow pateczek Campylobacter,
moze by¢ dalszy, bardzo gwattowny wzrost ich opornosci na ten lek w Polsce.

T. Wotkowicz, 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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