Med. Weter. 2019, 75 (9), 553-557

Praca oryginalna

DOI: dx.doi.org/10.21521/mw.6243

993

Original paper

Antybiotykoopornos¢ izolowanych z zywnosci bakterii
Z rodziny Enterobacteriaceae

MAREK SZEWCZYK* **, ZENON CZUBA**, ANDRZEJ WICZKOWSKI***,
BOGUMILA HAJDROWSKA*

*Laboratorium Mikrobiologiczne BIOLABOR sp. z 0. 0., al. J. Pitsudskiego 92, 41-308 Dgbrowa Gérnicza
**Katedra i Zaktad Mikrobiologii i Immunologii, Wydziat Lekarski z Oddziatem Lekarsko-Dentystycznym w Zabrzu,
Slqski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, ul. Jordana 19, 41-808 Zabrze Rokitnica
***Katedra Zdrowia Publicznego, Wydziat Nauk o Zdrowiu, Akademia Techniczno-Humanistyczna w Bielsku-Bialej,
ul. Willowa 2, 43-309 Bielsko-Biata

Otrzymano 19.11.2018

Zaakceptowano 01.04.2019

Szewczyk M., Czuba Z., Wiczkowski A., Hajdrowska B.
Antibiotic resistance of Enterobacteriaceae isolated from food

Summary

The aim of this study was to analyse the susceptibility of Enterobacteriaceae strains isolated from food to
antibiotics used in human therapy. The tests were conducted on 433 samples of raw and processed meat intended
for sale. A total of 114 strains belonging to Enterobacteriaceae were isolated by the classical bacteriological
technique. Escherichia, Klebsiella, Serratia, Enterobacter, Proteus, Hafnia, Citrobacter, Salmonella and Shigella
were cultured from samples of beef, pork, poultry and ready-made meat products. Antibiotic susceptibility
was tested by the mean of E-tests for the following antibiotics: piperacillin, piperacillin with tazobactam,
cefotaxime, cefuroxime, imipenem, ceftazidime, gentamycin, tobramycin, ciprofloxacin and trimethoprim
with sulfamethoxazole. Over 37% of the strains isolated were resistant to some of these antibiotics, and 34%
showed resistance to at least 2 of them. Resistance was observed most frequently to cephalosporins, penicillins
and trimethoprim with sulfamethoxazole, which may suggest that these antibiotics are used excessively in

veterinary medicine.
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Bakterie z rodziny Enterobacteriaceae s3 natu-
ralnym elementem mikroflory jelitowej ludzi oraz
zwierzat 1 z tego powodu powszechnie wystepuja
w $rodowisku (17). Wigkszo$¢ z nich to gatunki nie-
szkodliwe, nie wywotujace objawoéw chorobowych
oraz gatunki oportunistyczne. Kolonizujg one rézne
rejony organizmu cztowieka. Ponadto wyrdznia si¢
grupe bezwzglednych patogenéw odpowiedzialnych
za znaczng liczbe zakazenh pokarmowych 1 rézno-
rodnych dolegliwosci jelitowych stanowigcych je-
den z najpowazniejszych probleméw zdrowotnych
wspotczesnego spoteczenstwa (11, 15). Rodzing t¢
stanowig Gram-ujemne, mezofilne paleczki o niewiel-
kich wymaganiach wzrostowych, latwo nabywajace
ceche opornosci na antybiotyki, ktora rownie tatwo
przekazuja spokrewnionym rodzajom bakterii (20, 32,
37). Powszechne stosowanie antybiotykow w chowie
1 hodowli zwierzat byto przyczyng pojawienia si¢
szczepoOw o wysokiej 1 roznorodnej antybiotykood-
pornos$ci. Szczepy takie sg wynikiem presji mutacyjnej
wywieranej przez antybiotyk lub transferu genow
pochodzacych od bakterii, ktore juz wczesniej wy-

tworzyly mechanizmy opornosci na jeden lub kilka
antybiotykow (10).

Antybiotykooporne bakterie pochodzace od zwierzat
sg zrodlem mechanizmoéw opornosci dla mikroflory
u ludzi. Dotyczy to niechorobotwoérczych, antybioty-
koopornych bakterii, ktérych genetyczne determinanty
oporno$ci moga by¢ przenoszone na bakterie koloni-
zujace ludzi nawet podczas krotkotrwatego pobytu
w przewodzie pokarmowym cztowieka (1, 2, 34-36).

Celem badan byta analiza wrazliwo$ci na antybioty-
ki stosowane w medycynie wyizolowanych z probek
mig¢sa 1 produktéw migsnych szczepdw bakterii z ro-
dziny Enterobacteriaceae.

Materiatl i metody

Materiatem do badan byty 433 probki swiezego migsa
wotowego, wieprzowego i drobiowego oraz mi¢sa rozdrob-
nionego mechanicznie i wedlin, dostarczane z zaktadow
migsnych zlokalizowanych w Polsce Potudniowej do La-
boratorium Mikrobiologicznego ,,Biolabor” w Dabrowie
Gorniczej. Probki po pobraniu do jalowego pojemnika byty
transportowane w temp 5°C. Laboratorium posiada akre-
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dytacj¢ PCA w zakresie
badania mikrobiologiczne-
go zywnosci, a postepo-
wania z probkami migsa
byly zgodne z PN-EN ISO
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pasze

N =

ubojnie, przetwornie

6887-1-2000 oraz PN-EN gleba, pyt, — zwierzeta zwierzeta- zdwierzeta

ISO 6887-2-2005 (24, 25) aerozole wolno gospodarskie omowe

Po opracowaniu materiat zvlace H [}

z probek posiewano na pod- N -

loze Columbia (nr katalo- rosliny
ludzie i owoce

gowy 43071, BioMerieux)
i inkubowano w 37°C przez
24 h. Uzyskane kolonie
przesiewano na podtoze MacConkeya (nr katalogowy
43141, BioMerieux) i jednoczesnie wykonywano preparat
barwiony metoda Grama. Po kolejnej dwudziestocztero-
godzinnej inkubacji z kazdej ptytki wybierano po jednej
kolonii do identyfikacji i badania lekoopornosci. Identyfi-
kacje przeprowadzano zestawami Microgen GN-ID, a wy-
nik odczytywano przy pomocy programu komputerowego
MID-60 Microgen Identification System Software (nr ka-
talogowe MID-64 oraz MID-60, GRASO) do identyfikacji
pateczek z rodziny Enterobacteriaceae. Po okresleniu ga-
tunku bakterii wykonywano antybiogram metoda iloScio-
wa za pomocg E-testow (nr katalogowy 412436, 421166,
412281,412305,412374,412293,412368,412479,412311,
412483, BioMerieux) w oparciu o instrukcje producenta (8).
Minimalne st¢zenia hamujace (MIC — minimum inhibitory
concentration) wyznaczono dla nastgpujacych preparatow:
piperacyliny, piperacyliny z tazobactamem, cefotaksymu,
cefuroksymu, imipenemu, ceftazydymu, gentamycyny,
tobramycyny, ciprofloksacyny i trimetoprimu z sulfome-
taksazolem. Zestaw antybiotykow i chemioterapeutyku
wybrano w oparciu o zalecenia Krajowego Osrodka Re-
ferencyjnego ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow (12).
Dodatkowo przeprowadzono réwniez badania na obecnos¢
beta-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym
(ESBL - extended-spectrum beta-lactamases) (8). W trakcie
wykonywania oznaczen uzywano SzCzZepoOw wzorcowych
z rodziny Enterobacteriaceae (kontrola dodatnia): Esche-
richia coli ATCC 25923, Salmonella Typhimurium ATCC
14028, Salmonella Enteritidis (kolekcja wtasna), Enterobac-
ter cloacae ATCC 13047, Proteus mirabilis ATCC 124536,
Citrobacter freundii ATCC 43864 oraz w ramach kontroli
ujemnej szczepow wzorcowych: Bacillus cereus ATCC
11778, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria mono-
cytogenes ATCC 19112. W celu klasyfikacji izolowanych
szczepow do jednej z dwoch kategorii klinicznych (oporny
— R, wrazliwy — S) postuzono si¢ warto§ciami podanymi
przez Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwo-
sci (EUCAST — European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) (4, 9, 37).
Wyniki i oméwienie

Z badanego materiatu wyizolowano 183 szczepy bak-
terii z tego 114 nalezato do rodziny Enterobacteriaceae.
W tabeli 1 przedstawiono wykaz wyizolowanych
z badanej zywnos$ci rodzajow bakterii z rodziny

Enterobacteriaceae. Wsrod 114 izolatow az 83,3%
stanowity drobnoustroje z rodzajow Escherichia,

Ryec. 1. Schemat krazenia bakterii opornych na antybiotyki (zmodyfikowane, wg McEven (18))

Klebsiella, Serratia 1 Enterobacter 1 Proteus. Pateczki
z rodzaju Salmonella wystgpowaty w mniej niz 10%
probek.

Ze wzgledu na profil badan oraz charakter odda-
wanych do badania probek, podstawowym rodzajem
zywnosci z ktorego izolowano drobnoustroje byto
migso surowe, najczescie] wolowe w formie rozdrob-
nionej. Podobna sytuacja dotyczy migsa wieprzowe-
go. Z wedlin najcze$ciej izolowano szczepy bakterii
z kietbasy biate;.

Ubikwitarnosc¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceae
powoduje, ze czesto izoluje si¢ je ze srodkow spozyw-
czych, a szczeg6lnie na etapie poprzedzajacym przy-
gotowanie zywnosci do spozycia. Z badanego mate-
riatu izolowano 10 rodzajow pateczek. Zdecydowana
wiekszos¢ (83,3%) wyizolowanych szczepow nale-
zata do rodzajow Escherichia, Klebsiella, Serratia,
Enterobacter i Proteus. Szczepy Salmonella spp.
stanowily 8% izolatow, a udziat szczepow kazdego
z pozostatych rodzajow nie przekraczat pigciu procent
(tab. 1). Podobne wyniki uzyskali inni autorzy, ktorzy
w probkach produktow migsnych wykazali znacz-
ng kontaminacj¢ bakteriami z rodzaju Escherichia,
Klebsiella, Proteus 1 Citrobacter oraz identyczng
(8%) czestos¢ wystepowania salmonelli (3), a z pro-
bek przeznaczonego do sprzedazy migsa izolowali
szczepy E. coli (6,4% probek), Salmonella spp. (6,1%)
1 Klebsiella spp. (30%) (26). Z raportu EFSA z2018 1.
dotyczacego zanieczyszczen zywnosci wynika, ze
pateczki Salmonella izolowano najczesciej ze §wie-
zego migsa drobiowego (33). W badaniach wlasnych
wszystkie przypadki kontaminacji salmonellami
dotyczytly migsa wotowego. Podobne dane pochodzg
z Hiszpanii, gdzie w latach 2006-2007 bakterie te wy-
kryto w 7,55% 1 6,7% pobranych w rzezni prébek mig-
sa wotowego (23). Z analizy uzyskanych w badaniach
Wlasnych danych (tab. 1) wymka ze rozdrabnianie
migsa skutkuje zwigkszeniem j jego zanieczyszczenia.
Istotng role mogt odgrywaé rowniez proces obrobki
poubojowej zwierzat, podczas kt(’)rego Swinie 1 drob
poddawane s oparzaniu i myciu (30). Z m1qsa wie-
przowego izolowano znacznie mniej szCzepow w po-
réwnaniu do migsa wolowego. Zanieczyszczenie migsa
drobiowego byto réwniez mniejsze 1 nie wyizolowano
z niego bakterii z rodzaju Salmonella.
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Tab. 1. Stopien zanieczyszczenia (liczba i odsetek izolatow) badanej ZywnoS$ci oraz przynalezno$¢ systematyczna wyizolowa-

nych drobnoustrojow z rodziny Enterobacteriaceae

unoss | R | aniocnyoszonyeh | gunoss | P | aniocnyoszonyeh |
Wieprzowe 25 21,9 Klebsiella pneumoniae 1 0,88
pottusze 6 5,30 Proteus stuartii 2 1,75
Escherichia coli 3 2,63 Salmonella spp. 6 5,26
Hafnia alvei 1 0,88 Serratia liquefaciens 1 0,88
Serratia rubidaea 1 0,88 Serratia marcescens 4 3,51
Shigella flexneri 1 0,88 Serratia rubidaea 1 0,88
rozdrobnione 19 16,7 Shigella flexneri 1 0,88
Enterobacter agglomerans 2 1,75 Rozdrobnione migso drobiowe 18 15,8
Escherichia coli 5 4,39 Escherichia coli 8 7,02
Hafnia alvei 1 0,88 Klebsiella oxytoca 1 0,88
Klebsiella oxytoca 2 1,75 Klebsiella ozeanae 1 0,88
Klebsiella ozeanae 4 3,51 Klebsiella rhinoscleromatis 1 0,88
Proteus stuartii 1 0,88 Proteus mirabilis 2 1,75
Serratia liguefaciens 1 0,88 Serratia marcescens 4 3,51
Serratia marcescens 1 0,88 Yersinia enterocolitica 1 0,88
Serratia rubidaea 1 0,88 Wedliny 19 16,67
Shigella dysenteriae 1 0,88 szynka 2 1,75
Wotowe 52 45,61 Enterobacter aerogenes 1 0,88
0z6r 2 1,8 Enterobacter agglomerans 1 0,88
Escherichia coli 1 0,88 kietbasa hiata 1 9,65
Salmonella spp. 1 0,88 Enterobacter agglomerans 3 2,63
pottusze 17 14,9 Hafnia alvei 1 0,88
Citrobacter diversus 2 1,75 Klebsiella ozeanae 1 0,88
Enterobacter agglomerans 3 2,63 Proteus mirabilis 2 1,75
Escherichia coli 3 2,63 Proteus stuartii 2 1,75
Klebsiella oxytoca 2 1,75 Proteus vulgaris 1 0,88
Klebsiella ozeanae 4 3,51 Serratia marcescens 1 0,88
Salmonella spp. 1 0,88 kiethasa bydgoska 3 2,63
Serratia liguefaciens 1 0,88 Escherichia coli 1 0,88
Serratia rubidaea 1 0,88 Hafnia alvei 1 0,88
rozdrobnione 33 28,9 Serratia liguefaciens 1 0,88
Enterobacter aerogenes 1 0,88 boczek z ziemniakami 1 0,88
Enterobacter agglomerans 5 4,39 ‘ Escherichia coli 1 0,88
Enterobacter sakazakii 1 0,88 golonka 1 0,88
Escherichia coli 4 3,51 ‘ Proteus vulgaris 1 0,88
Hafnia alvei 1 0,88 szynka ze szpinakiem 1 0,88
Klebsiella oxytoca 2 1,75 Serratia marcescens 1 0,88
Klebsiella ozeanae 3 2,63 Suma korficowa 114 100,0

Sposrod 114 wyizolowanych szczepow 43 (37,7%)
wykazaly opornos¢ na zastosowane antybiotyki
1 chemioterapeutyk wg klasyfikacji przyjetej przez
EUCAST. Nalezaty do nich: 10 szczepoéw Escherichia
coli, 9 szczepodw z rodzaju Serratia (S. marcescens,
S. rubidea 1 S. liquefaciens), 6 z rodzaju Proteus (P. mi-
rabilis, P. stuartii 1 P. vulgaris), 4 Salmonella spp.,

4 zrodzaju Klebsiella (K. oxytoca, K. ozaenae i K. rhi-
noscleromatis), 4 zrodzaju Enterobacter (E. aerogenes
1 E. agglomerans), 3 z rodzaju Shigella (S. flexneri
1S, dysenteriae) oraz 3 szczepy Hafnia alvei. Z tego
28 szczepdw byto opornych na 1 antybiotyk, 9 na dwa,
3 na trzy i po jednym szczepie na 4 lub wigcej anty-
biotykow. Wyizolowane szczepy bakterii wykazywaty
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najczesciej oporno$¢ na cefuroksym (18 szczepow),
piperacyling (13), ciprofloksacyne (11), ceftazydym
(8), cefotaksym (7), trimetoprim z sulfometaksazolem
(6), imipenem (4), tobramycyna (2) i na piperacyling
z tazobactamem (1).

Wigkszos¢ szczepow (28-65,1%) byla oporna na
jeden antybiotyk, ale az 15 szczepdw (34,9%) bylo
opornych na dwa lub wiecej antybiotykow. Do szcze-
poéw opornych na wigcej niz dwa antybiotyki nalezaty
2 szczepy Escherichia coli oporne na 3 antybiotyki,
jeden na 4 i jeden na 5 antybiotykow, jeden szczep
K. ozeanae oporny na 3 antybiotyki i jeden szczep
P. mirabilis oporny na 5 antybiotykow i chemiotera-
peutyk. Nalezy zaznaczy¢, ze wszystkie wyizolowane
szczepy byly wrazliwe na gentamycyne, a zaden nie
wykazat cech opornosci klasyfikujacych do grupy
ESBL. Oporno$¢ na bardzo wysokie st¢zenia antybio-
tyku (256 ug/ml) wykazaty szczepy Salmonella spp.,
Hafnia alvei, P. mirabilis 1 E. coli. Szczepy E. coli byty
oporne na antybiotyki beta-laktamowe (piperacyling,
cefuroksym i cefotaksym), fluorochinolony, karbape-
nemy (imipenem) i chemioterapeutyk. Oporne szczepy
E. coli izolowano ze wszystkich gatunkoéw badanego
migsa. Podobne wyniki uzyskali inni autorzy, ktorzy
wykazali oporno$¢ na piperacyling, cefuroksym, imi-
penem, ciprofloksacyne i trimetoprim z sulfometoksa-
zolem wyizolowanych z probek migsa wieprzowego
1 drobiowego szczepoéw E. coli, przy czym najwiece]
izolatéw wykazywato opornos¢ wobec trimetoprimu
1 piperacyliny (29). Wyizolowane szczepy Serratia
spp. byly oporne na cefuroksym (cefalosporyna Il
generacji), antybiotyk aktywny wobec bakterii Gram-
uj jemnych. Serratia spp. jest zaliczana do drobnoustro-
jow opornych na liczne grupy antybiotykdéw. Wysoka
opornos¢ tego rodzaju moze by¢ zard6wno pochodzenia
chromosomalnego, plazmidowego i transpozonalnego.
Pod wptywem antybiotykow beta-laktamowych do-
chodzi do derepresji genu AmpC i szybkiego wzrostu
cefalosporynazy, odpowiadajacej za oporno$¢ na
penicyliny i cefalosporyny pierwszej, drugiej 1 trze-
ciej generacji. Zjaw1sko to obserwowano u szczepow
izolowanych z zywnosci (5, 14, 19). Wyizolowane
szczepy Proteus spp. wykazywa1y opornos¢ wobec
cefuroksymu, ciporofloksacyny i piperacyliny. W tej
grupie wyrdzniat si¢ wyizolowany z migsa drobiowego
szczep P. mirabilis oporny na piperacyling, cefotak-
sym, ceftazydym, fluorochinolony, karbapenemy i tri-
metoprim z sulfometaksazolem. Inni autorzy rowniez
izolowali wielooporne szczepy P. mirabilis z migsa
brojlerow (21). Oporne szczepy Klebsiella (K. oza-
enae, K. rhinoscleromatis i oxytoca) wystepowaty we
wszystkich rodzajach migsa surowego. Z 2 izolatéw
K. oxytoca jeden byt oporny na piperacyline, a drugi na
cefuroksym. Natomiast szczep K. ozaenae wykazywat
oporno$¢ na piperacyling 1 piperacyling z tazobacta-
mem oraz cefotaksym, co mogtoby sugerowac zdol-
nos¢ do produkeji beta-laktamaz. K. rhinoscleromatis
byt oporny na cefutoksym. Zakres opornosci potwier-

Med. Weter. 2019, 75 (9), 553-557

dza dotychczasowe wyniki obserwacp 7€ SzZCzepy
Klebsiella czgsto wykazuja opornos¢ wytwarzajac
beta-laktamazy i beta-laktamazy o rozszerzonym
spektrum substratowym, a wsérdd nich tatwo rozprze-
strzeniajacg si¢ grupe cefotaksymaz (CTX-M). Geny
kodujace ich wytwarzanie zlokalizowane sg na chro-
mosomach 1 plazmidach co stwarza mozliwos$¢ trans-
feru plazmidowego DNA wsrdd roznych gatunkow
Enterobacteriaceae (13, 28). Oporne na antybiotyki
szczepy Salmonella izolowano tylko z wolowiny, dwa
z nich bylty oporne na cefuroksym i jeden na pipera-
cyline. Mozna przypuszczaé, ze przyczyna opornosci
na cefuroksym byly beta-laktamazy AmpC 1 MIR-1,
aw przypadku piperacyliny penicylinazy (16, 17). Trzy
antybiotykooporne szczepy Hafnia alvei izolowano
z migsa wolowego 1 wieprzowego, z ktorych jeden byt
wysoce oporny na piperacyling z tazobaktamem, a dwa
pozostate na cefuroksym. W przypadku pierwszego
szczepu mozna whioskowac, ze opornos¢ jest zwigzana
z wytwarzaniem beta-laktamaz, ktore byty blokowane
przez tazobaktam. Jednocze$nie szczep ten byt opor-
ny na trimetoprim z sulfametoksazolem, co wiaze
si¢ z wytwarzaniem zmienionego enzymu — syntazy
dihydropterynianowej (6, 16). Szczepy oporne na ce-
furoksym a wrazliwe na piperacyling moga wytwarzac
cefalosporynaze o waskim spektrum substratowym
(22, 27). Trzy wyizolowane szczepy Shigella oporne
byty na r6zne antybiotyki. Szczep oporny na cefotak-
sym (cefalosporyna III generacji) moze wytwarzac
cefalosporynazy o waskim zakresie. Szczep oporny na
trimetoprim z sulfometaksazolem wytwarzat prawdo-
podobnie zmodyfikowang reduktaze dihydrofolianowa
o wysokiej aktywnosci. Ostatni szczep wykazujacy
graniczng oporno$¢ na imipenem i tobramycyng wy-
twarzatl karbepenemazy 1 modyfikowal aminogliko-
zydy przez enzymy kodowane plazmidowo (7, 16).
Wyizolowane z probek migsa wotowego oraz wedlin
szczepy Enterobacter aerogenes i E. agglomerans byty
oporne na cefuroksym, a wrazliwe na inne antybiotyki
beta-laktamowe. Wskazuje to na obecnos$¢ tzw. dzikie-
go szczepu bakterii o wyselekcjonowanej opornosci.
Wsréd wyizolowanych szczepow bakterii najcze-
$ciej stwierdzano oporno$¢ na cefuroksym, co moze
sugerowaé czeste stosowanie tego antybiotyku w le-
czeniu zwierzat rzeznych. Antybiotyki te stanowig
jeden z czynnikow mutagennych prowadzacy do po-
wstania opornosci na antybiotyki beta-laktamowe, na
co moze wskazywac liczna grupa szczepéw opornych
na piperacyling (28) Kolejne dwie grupy zwigzkow in-
dukujacych oporno$¢ to fluorochinolony i sulfonamidy.
Wystgpowanie opornosci na fluorochinolony jest uza-
leznione od czgstosci ich stosowania, a sulfonamidy
sa grupg najdluzej stosowanych chemioterapeutykow
1 drobnoustroje zdola1y wytworzy¢ réznorodne me-
chanizmy opornosci zwigzane z mutacjami w genach
chromosomalnych, jak i plazmidowych (6, 16, 31).
Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze probki bada-
nego migsa 1 wedlin byly w znacznym stopniu zanie-
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czyszczone bakteriami z rodziny Enterobacteriaceae.
W niektérych przypadkach dotyczyto to obecnosci
pateczek Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp.
czy Enterobacter sakazakii, czyli bakterii o zdefi-
niowanej chorobotworczosci dla ludzi. Stwierdzenie
u duzej czesci izolatdw znacznej antybiotykoopornosci
pozwala przypuszczacé, ze jest to wynikiem nie tylko
leczenia zwierzat ale réwniez profilaktycznego stoso-
wania antybiotykéw w chowie 1 hodowli.
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