STRESZCZENIE

ntybiotykoopornos$é wsréd bakterii jest ciagle narastajacym problemem zaréwno w me-

dycynie, jak i weterynarii. Zwierzeta hodowlane oraz mieso pochodzace z ich uboju sa
czesto zrodlem bakterii lekoopornych. Zdolnosé do produkcji beta-laktamaz o rozszerzonym
spektrum dzialania (ESBL) jest powszechna wsrdd bakterii z rzedu Enterobacteriales, w tym
wsrdd bakterii komensalnych. Bakterie te stanowia w duzej mierze ignorowany rezerwu-
ar genéw ESBL. Celem pracy byla ocena lekowrazliwosci niepatogennych izolatéw Ente-
robacteriales uzyskanych z miesa wykorzystywanego w produkcji zywnosci. Z badanych
100 prébek miesa selektywnie na podlozu chromogennym wyizolowano 18 szczepéw Ente-
robacteriales. Zidentyfikowane do gatunku izolaty poddano analizie pod katem opornosci
na antybiotyki metodami fenotypowymi (z wykorzystaniem metody krazkowo-dyfuzyjnej)
oraz molekularnymi w ceu identyfikacji gené6w bla (z wykorzystaniem techniki PCR). Wsréd
badanych szczepéw wykazano opornosé typu ESBL - 13 z 18 (72%) badanych izolatéw okaza-
1o sie by¢ szczepami wytwarzajacymi ESBL. Sposréd nich osiem posiadalo gen CTX-M, trzy
gen TEM i jeden gen SHV.

WPROWADZENIE

Odkrycie antybiotykéw oraz ich zastosowanie jest uwazane za jedno z naj-
wazniejszych osiagnie¢ medycyny. Zwiazki, ktére zaczeto stosowaé w leczeniu
przeciwdrobnoustrojowym zrewolucjonizowaty XX-wieczna medycyne. Jednak
zdolnoé¢ mikroorganizméw do nabywania opornosci na leki przeciwdrobno-
ustrojowe szybko przewyzszylta wszelkie wyobrazenia i oczekiwania, doprowa-
dzajac do sytuacji, kiedy niektére z antybiotykéw uzywanych z powodzeniem
w przeszlosci, nie znajduja juz zastosowania w dzisiejszej medycynie [1,2].

Bakterie z fatwoscig adaptuja sie do zmieniajacych sie¢ warunkéw srodowi-
ska, w tym takich, w ktoérych pojawiaja sie czynniki bojcze - antybiotyki [3,4].
Srodki przeciwdrobnoustrojowe sa czesto stosowane w produkcji zwierzecej w
celu utrzymania zdrowia i produktywnosci, tworzac przy tym presje selekcyjna
sprzyjajaca pojawianiu sie bakterii lekoopornych. Bakterie te rozprzestrzeniajac
sie¢ miedzy zwierzetami wymieniaja geny opornosci. Dlatego zwierzeta hodow-
lane sa czesto ich Zrédlem, a tym samym mieso pochodzace od tych zwierzat
[5,6].

Zanieczyszczenie zywnosci lekoopornymi patogenami stanowi powazne
zagrozenie dla zdrowia publicznego [7]. Dlatego najwigksze zainteresowanie
naukowcow skupia sie na lekoopornych bakteriach chorobotwoérczych [8]. Jed-
nak bakterie niechorobotwoércze moga tak samo ewoluowaé¢ w kierunku leko-
opornosci, moga réwniez wymienia¢ geny opornosci i stanowic ich rezerwuar w
jelitach zwierzat i ludzi. Zréznicowana grupa gatunkéw utrzymuje duza zdol-
nos¢ do przenoszenia i mobilizowania genéw opornosci. Bakterie komensalne i
srodowiskowe stanowiag zatem w duzej mierze ignorowany rezerwuar genéw
opornosci. Dzieki nim geny te moga bezposrednio lub co bardziej prawdopo-
dobne posrednio, przedostawac sie z czasem do ludzkich patogenéw poprzez
zywnos$¢, wode itd. [9].

Forma adaptacji drobnoustrojéw do niekorzystnych warunkéw srodowisko-
wych jest zmiana fenotypu. Produkcja enzymoéw rozkladajacych antybiotyki jest
najpopularniejszym sposobem zmniejszajacym skutecznosc¢ antybiotykow i pro-
wadzacym do powstania lekoopornoéci [3,4]. Przykladem opornosci na anty-
biotyki wystepujacej u szeroko rozpowszechnionych Gram-ujemnych bakterii,
przede wszystkim patogennych Enterobacteriaceae, jest produkcja beta-laktamaz
(Ryc. 1). Lekoopornosé typu ESBL, tzn. oporno$¢ zwiazana z wytwarzaniem be-
ta-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym jest jednym z wariantow
umozliwiajacych hydrolize antybiotykéw z grupy beta-laktamowych, w tym ce-
falosporyn trzeciej generaciji i aztreonamu, ale nie karbapeneméw [10,11].
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Beta-laktamazyu Enterobacteriales

4 I

U J

Klasa A Klasa B
wg Amblera wg Amblera

KlasaC Klasa D
wg Amblera wg Amblera

U I

TEM, SHV
CTX-M

Rycina 1. Typy beta-laktamaz wystepujace wsrod Enterobacteriales.

U U

- waskie spektrum
. szerokie spektrum

Pierwsze doniesienia na temat izolacji bakterii produku-
jacych ESBL miato miejsce na poczatku lat 80. XX wieku w
Europie [12]. Enzymy te powstaly na skutek mutacji punk-
towych w genach enzyméw kodujacych beta-laktamazy o
waskim spektrum, miedzy innymi TEM i SHV [13]. Mutagcje
te powoduja wysoka aktywnos¢ katalityczng w stosunku do
beta-laktamoéw, ze wzgledu na wysokie powinowactwo z
tymi antybiotykami [14]. W zwigzku z tym zmienia sie kon-
figuracja aminokwaséw wokot miejsca aktywnego enzymu,
co umozliwia im hydrolize antybiotykéw beta-laktamo-
wych o rozszerzonym spektrum dziatania [13,15] (Ryc. 2).
ESBL to enzymy, ktére z powodu zasztych mutacji i zmiany
kolejnosci aminokwaséw, nie tylko rozszerzyly swoje moz-
liwosci katalityczne, ale w niektérych przypadkach nawet
zmienity swdj profil substratowy [16].

Beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum substrato-
wym dzieli sie na grupy o odrebnym pochodzeniu ewolu-
cyjnym i réznej strukturze [13]. Wiekszos¢ beta-laktamaz
ESBL mozna podzieli¢ na trzy grupy: typu TEM, typu SHV
i typu CTX-M [10]. Escherichia coli i Klebsiella spp. stanowia
najwieksza grupe drobnoustrojéw produkujacych te en-
zymy. Wystepuja one jednak réwniez u innych gatunkéw
Enterobacteriales, ale takze innych rodzajow, np. bakterii nie
prowadzacych proceséw fermentacyjnych, tj. Pseudomonas

spp. [8]-

(o )

o rozszerzonym spektrum substratowym

d —

antybiotyk inaktywowany

NG //

Rycina 2. Dzialanie beta-laktamaz.
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Pierwsze informacje na temat izolacji E. coli opornych na
cefotaksym (produkujacych ESBL typu CTX-M) od zwierzat
mialo miejsce w 1986 r. w Japonii [17]. W kolejnych latach
pojawialy sie doniesienia o wystepowaniu szczepéw E. coli
wytwarzajacych B-laktamazy typu TEM i SHV nawet u
zwierzat udomowionych [18, 19]. Lekoopornoé¢ ESBL typu
CTX-M (ang. cefotax-imase) w ciagu ostatnich lat stala sie naj-
bardziej rozpowszechnionym typem lekoopornosci ESBL,
obecnym przede wszystkim w krajach Europy Centralnej
oraz Ameryki Potudniowej (Ryc. 3) [10,20,21]. Od poczat-
ku lat dwutysiecznych enzymy tej grupy tworza szybko
rosnaca rodzine ESBL, zaré6wno w warunkach klinicznych,
jak i srodowiskowych, podczas gdy czestos¢ wystepowania
klasycznych enzyméw ESBL, takich jak TEM lub SHV obni-
za sie [22,23].

Geny beta-laktamaz o rozszerzonym spektrum sub-
stratowym sa zwykle zlokalizowane na plazmidach, ktére
moga by¢ w tatwy sposéb przenoszone zaréwno pomiedzy
réznymi gatunkami bakterii, jak i wewnatrz tego samego
gatunku [24,25]. Beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum
substratowym sa kodowane przez tzw. geny ,bla”, ktére
koduja réwniez beta-laktamazy o szerokim spektrum dzia-
tania [26]. Niektore z genéw ESBL sa genami pochodzacy-
mi bezposrednio od genéw innych beta-laktamaz (tak jest
w przypadku genéw kodujacych TEM i SHV, 4. bla,,,, oraz
blag, ). Zakazenia drobnoustrojami produkujacymi tego
typu enzymy zglaszano gléwnie w latach 90. i byly one
bezposrednio zwiazane z pobytami w szpitalach. Geny z
grupy bla_. ., zaczely by¢ izolowane w §rodowisku pozasz-
pitalnym z bakterii zyjacych w przewodzie pokarmowym
ludzi, nawet u o0sob, ktére nigdy nie byty poddane hospita-
lizacji. Ich pochodzenie nie jest znane, ale przypuszcza sie,
ze wyksztalcenie sie tego rodzaju lekoopornosci moze mie¢
przyczyne w zbyt czestym uzyciu srodkéw przeciwdrobno-
ustrojowych podczas produkeji zywnosci [24].

Celem pracy byla ocena lekowrazliwosci niepatogennych
izolatow z rzedu Enterobacteriales pozyskanych z miesa wy-

korzystywanego w produkcji zywnosci.
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Rycina 3. Wystepowanie beta-laktamaz z grupy CTX-M [2].

MATERIALY I METODY

Sto probek miesa wieprzowego (kazda o masie 1 g) uzy-
skano z zaktadu produkcji zywnosci w Zielonej Gérze (Pol-
ska) od wrzesnia do pazdziernika 2021 r. Prébki pobierano
z réznych partii surowca, z zachowaniem warunkéw pracy
sterylnej, ograniczajacych zanieczyszczenia materialu z ze-
wnatrz. Probki umieszczano w jatowych probéwkach, a na-
stepnie inkubowano w wodzie peptonowej w temperaturze
37°C przez noc. Izolaty Enterobacteriales produkujace ESBL
byly selekcjonowane na podiozu ChromAgarESBL (Graso-
Biotech, Polska). Kolonie o charakterystycznej morfologii
identyfikowano do poziomu gatunku metoda MALDI-TOF.

W badaniach wykorzystano 18 izolatow tj. Serratia fon-
ticola/ liquefaciens (8), Rahnella institutia (6), Hafnia alvei (3) i
Citrobacter freundii (1).

Fenotypowa ocene lekoopornosci typu ESBL prowa-
dzono z wykorzystaniem metody krazkowo-dyfuzyjnej
(Ryc. 4). Do sporzadzenia antybiograméw uzyto gotowego
zestawu MASTDISCSCombi (Mast Group, Niemcy). Zestaw
ten sklada sie z czterech krazkéw nasaczonych antybiotyka-
mi oraz antybiotykami z inhibitorami enzyméw stuzacych
do oceny zaréwno lekoopornosci typu ESBL, jak i AmpC.
Krazki antybiotykowe uzyte do fenotypowej oceny leko-
opornosci typu ESBL zawieraly:

e A - CPD10 - cefpodoksym (beta-laktam nalezgcy do ce-
falosporyn IlI-generacji),

* B - CPD10 (cefpodoksym) + inhibitor ESBL (kwas kla-
wulonowy),

e C - CPD10 (cefpodoksym) + inhibitor AmpC (kwas bo-
ronowy),

* D - CPD10 (cefpodoksym) + inhibitor ESBL + inhibitor
AmpC.

Jak przedstawiono na Rycinie 4, aby szczep bakteryjny

zostal uznany za ESBL-pozytywny musiat spetni¢ nastepu-
jace warunki:
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* Srednica strefy zahamowania wzrostu dookota krazka A
powinna wynosi¢ mniej niz 21 mm,

* rdznica Srednic stref zahamowania wzrostu dookota
krazka A oraz krazka B powinna wynosi¢ co najmniej
5 mm,

* réznica Srednic stref zahamowania wzrostu dookota
krazka B oraz krazka D, a takze krazka A i krazka C po-
winna by¢ mniejsza niz 4 mm.

Kazdy szczep byt dodatkowo badany pod katem wraz-
liwosci na Sérodki przeciwdrobnoustrojowe metoda dy-
fuzyjna na agarze Mueller-Hinton zgodnie z zaleceniami
EUCAST (http://www.eucast.org/). Wykorzystano naste-
pujace antybiotyki: ampicylina (AMP), ceftazydym (CAZ),
cefatoksym (CTX), imipenem (IPM), meropenem (MEM),
aztreonam (ATM), ciprofloksacyna (CIP), amikacyna (AK),
gentamycyna (CN), tygecyklina (TGC), chloramfenikol (C),
nitrofuratonia (F), sulfametoksazol + trimetoprim (STX).

Izolaty, ktére w ocenie fenotypowej byty ESBL-pozytyw-
ne, zostaly przeanalizowane pod katem obecnosci genéw
beta-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym.
Do izolacji DNA wykorzystano zestaw Genonic Mini (A&A
Biotechnology, Polska). W reakcji PCR wykorzystano goto-
wa, standardowa mieszanine PCR Mix (A&A Biotechnolo-
gy, Polska), zawierajacg w swym sktadzie polimeraze DNA
Taq (0,1 U/ pl), MgCl, (4 mM) oraz dNTPs (0,5 mM kazdego
z dNTP). Skiad reakgji ustalono zgodnie z instrukcja produ-
centa. Sekwengcje starterow wykorzystanych w reakcji PCR
byty nastepujace:

e CTX-M-F 5-ACCGCCGATAATTCGCAGAT-3 i
e CTX-M-R 5-GATATCGTTGGTGGTGCCATA-3
e SHV-F 5-TCGCCTGTGTATTATCTCCC-3 i

e SHV-R 5-CGCAGATAAATCACCACAATG-3
e TEM-F 5-GAGTATTCAACATTTTCGT-3 i

e TEM-R 5-ACCAATGCTTAATCAGTGA-3

Reakcje PCR prowadzono wg warunkéw opisanych
wczedniej przez Maynard i in. [27] oraz Tabar i in. [28].
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Tabela 1. Ocena fenotypowa badanych izolatow.

1111(2111{611111 inusitata * ESBL
Ilzlac}:rlz{elzlu inusitata * ESBL
Ilgacl:rlz{el:;u inusitata * ESBL
Iljtifel%u inusitata * ESBL
g::lz:;l‘r;a inusitata * ESBL
g;;ﬁfalvei * AmpC
IS\L(r)nIz{tZz fonticola * ESBL
15\16?751‘1'?1 liquefaciens * AmpC
Ilgpgrlz{eZu inusitata * ESBL
g?rlt;t;z(}onticolu + ESBL
Ilj%alslvei * AmpC
Iljv(t])‘iﬁuljlvei * AmpC
IS\IE?HIZ{t;ffOHtiCOhZ * ESBL
I:E(r)rfz{tilai(onticola * ESBL
lgitor?b:cster freundii " AmpC
I\G\Ierorl;i}zf}onticolu + ESBL
15\412(13‘11;;17]‘0nticolu * ESBL
NOR 18 . ESBL

Serrati afonticola

ESBL - beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym,
AmpC - beta-laktamazy AmpC, NOR1 - NOR 18 - nazwy szczep6w.
Wytluszczone zostaly izolaty ESBL - pozytywne

Amplifikowane produkty wizualizowano w elektroforezie
w 1,5% zelu agarozowym, barwionym Midori Green DNA
Stain (Genetics, Niemcy).

WYNIKI

Do badar wykorzystano 100 probek miesa, z ktérych se-
lektywnie pozyskano 18 izolatow z rzedu Enterobacteriales,
identyfikowanych do gatunku metoda MALDI-TOF. Wy-
izolowane szczepy nalezaly do pieciu gatunkow i czterech
rodzajéw. Wiekszos¢ izolatéw nalezata do rodzaju Serra-
tia (44%) i Rahnella (33%). Bakterii Hafnia i Citrobacter byto
mniej - odpowiednio 17 i 5%.

Ocena fenotypowa opornosci typu ESBL z wykorzysta-
niem metody krazkowo-dyfuzyjnej pozwolila potwierdzic,
ze 13 z 18 szczepéw produkuje beta-laktamazy o rozszerzo-
nym spektrum substratowym i jest to 72% badanych izola-
tow. Piec izolatéw, pomimo ze wzrastaly na podtozu chro-
mogennym wykazalo jedynie opornos¢ typu AmpC.
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Tabela 2. Opornos¢ izolatow Enterobacteriales

NOR1

Rahnella inusitata Sl e (L e
NOR 2 AMP, CAZ, CTX, TGC,

Rahnella inusitata C, CIP, AK, CN blaTEM
OIS . AMP, CAZ, CTX, ATM, C, CIP blaTEM
Rahnella inusitata

NOR 4 AMP, CAZ, CTX, ATM, blaSHV
Rahnella inusitata  STX, C, CIP, AK, CN “
NORS —  AMP, CAZ, CTX, CIP, AK, CN BlaCTX-M
Rahnella inusitata

NOR7 AMP, CAZ, CTX, IPM blaCTX-M
Serratia fonticola

IO .10 . AMP, CAZ, CTX, ATM, TGC blaCTX-M
Serratia fonticola

NORTL AMP, CAZ, CTX, CN blaCTX-M
Hafnia alvei

INEIX .13 . AMP, CAZ, CTX, TGC, CN blaSHV
Serratia fonticola

WOl .14 . AMP, CAZ, CTX, ATM blaCTX-M
Serratia fonticola

IO .16 . AMP, CAZ, CTX, ATM, AK, CN blaCTX-M
Serratia fonticola

NOR 17 AMP, CAZ, CTX, ATM,

Serratia fonticola ~ TGC, AK, CN blaCTX-M
NOR 18 AMP, CAZ, CTX, ATM,

Serratia fonticola ~ TGC, CIP, CN BiaSICH

AMP - ampicylina, ATM - aztreonam, CAZ - ceftazydym,
CTX - cefotaksym, TGC - tigecyklina, C - chloramfenikol,
CIP - ciprofloksacyna, AK - amikacyna, CN - gentamycyna,
SXT - sulfametoksazol + trimetoprim, IPM - imipenem.

Wyniki poréwnania wzrostu na podiozu CHROMaga-
rESBL i metody krazkowo-dyfuzyjnej prezentuje tabela 1.

Wszystkie szczepy ESBL-pozytywne w ocenie fenotypo-
wej zostaly poddane ocenie molekularnej pod katem obec-
noéci genow bla, ., bla i blag,. Dla kazdego szczepu
wykonano takze analize lekoopornosci na antybiotyki z
grup innych niz beta-laktamy. Antybiogramy potwierdzi-
ty opornoéc izolatéw na penicyliny i cefalosporyny. Siedem
szczepow opornych bylo takze na monobaktamy oraz jeden
szczep na karbapenemy. Dodatkowo wiekszo$¢ szczepow
wykazywala opornos¢ na przynajmniej jeden antybiotyk
z innej grupy lekéw. Wéréd analizowanych izolatow je-
denascie okazala sie by¢ szczepami wielolekoopornymi tj.
4 szczepy oporne byly na trzy rézne typy antybiotykow,
4 szczepy oporne byly na cztery rézne typy antybiotykéw
oraz 1 szczep byt oporny na piec réznych typéw antybioty-
kéw. Analize wynikéw oznaczania wrazliwosci na Srodki
przeciwdrobnoustrojowe prezentuje rycina 5. Zestawie-
nie wynikéw antybiograméw oraz badan molekularnych
przedstawiono w tabeli 2.

DYSKUSJA

Zwierzeta gospodarskie sg integralnym elementem go-
spodarki $wiatowej jako gtéwne zrédlo zywnosci. Aby pro-
mowac szybki wzrost i przyrost masy ciata, zwierzeta te sg
rutynowo karmione antybiotykami. Praktyka ta ma na celu
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Rycina 4. Kryteria pozytywnej oceny szczepu bakteryjnego pod wzgledem wy-
stepowania lekoopornosci typu ESBL (Mast Group, Niemcy).

powstrzymanie choréb u zwierzat zyjacych w czesto zatto-
czonych i niehigienicznych warunkach. Niestety, prowadzi
to do masowej kumulacji antybiotykéw w srodowisku i na-
bywania przez szczepy bakterii odpornosci na antybiotyki
[29]. Wraz z intensywnym stosowaniem $rodkéw przeciw-
bakteryjnych w medycynie weterynaryjnej, poziom oporno-
ci na niektore leki u zwierzat, réwniez tych hodowanych
na zywnos¢, gwattownie wzrést od czasu, gdy odnotowano
pierwsze przypadki opornosci na te leki. Wykazano, ze z
oczyszczalni $ciekéw z gospodarstw hodowlanych i rzezni
mozna wyizolowa¢ bardziej zréznicowane pod wzgledem
genetycznym lekooporne bakterie w poréwnaniu ze Scie-
kami szpitalnymi. Bakterie te sa idealnym Zrédltem genéw
opornosci w transferze poziomym [30-32].

W literaturze dostepne sa liczne doniesienia na temat izo-
lacji i charakterystyki molekularnej gtéwnie E. coli wytwa-
rzajacych ESBL, ktérych zrédlem sa zwierzeta hodowane
na zywnos¢ [33-35]. Odnotowano réwniez znaczny wzrost
czestosci wystepowania E. coli wytwarzajagcych ESBL w
zywnosci pochodzenia zwierzecego [10]. Obecnosé¢ wielo-
lekoopornych szczepéw bakteryjnych u zwierzat w Polsce
badata Rzewuska i wsp. [36]. Skupiali si¢ oni jednak na

procent szezepdw opomych

II III Il |
ATM TGC c cip AK CN STX 1PM

zastosowane antybiotyki

AMP CAZ CTX

Rycina 5. Antybiotykoopornos¢ badanych szczepéw wyizolowanych z prébek
miesa (n = 13). AMP - ampicylina, CAZ - ceftazydym, CTX - cefotaksym, TGC
- tigecyklina, C - chloramfenikol, CIP - ciprofloksacyna, AK - amikacyna, CN -
gentamycyna, SXT - sulfametoksazol+ trimetoprim, IPM - imipenem.
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zwierzetach domowych - psach i kotach, ktére w czasie po-
boru materiatu byly chore. W ich badaniach wykazano, ze
az 66,8% izolatow pochodzacych od chorych zwierzat byto
wielolekoopornych, a na przestrzeni lat 2007-2013 doszio
do statystycznie istotnego wzrostu opornosci wéréd bakte-
rii izolowanych od zwierzat. Kolejne badania prowadzone
réwniez na zwierzetach domowych wykazaty, ze 3,4% ba-
danych szczepéw wytwarzato ESBL [37].

Badaniem prébek miesa w Polsce zajmowali sie Rybak i
wsp. [38]. Ich wyniki wskazuja na rézny poziom szczepéw
ESBL w zaleznosci od rodzaju badanego miesa. Najbardziej
zanieczyszczone szczepami ESBL bylo mieso indycze (43%)
i wyniki te pokrywaly sie z wynikami badari prowadzonych
w Niemczech (40%) [39]. Biorac pod uwage mieso kurczat,
w badaniach Rybak i wsp. [38] prewalencja szczepéw ESBL
wynosita 33%, podczas gdy w innych krajach byla z reguty
wyzsza. Na przyklad w Bangladeszu i Korei Poludniowej
szczepy te znaleziono az w 70-74% probek miesa pocho-
dzacego od kurczat [40,41]. Mniejsza, w stosunku do tych
pochodzacych z Azji, liczbe producentéw beta-laktamaz
o rozszerzonym spektrum substratowym stwierdzono w
Hiszpanii (43%) czy Holandii (24%) [42,43]. W przypadku
wieprzowiny w badaniach Rybak i wsp. [38] stwierdzono
udziat izolatéw ESBL na poziomie 24% i byt to wynik po-
dobny jak w innych krajach tj. Singapur (27%) i Korea Potu-
dniowa (30%) [41,44]. W Niemczech natomiast prewalencja
szczepoéw ESBL wynosita 12% [39].

W badaniach wlasnych zebrano 100 prébek miesa. Wy-
izolowano z nich 13 szczepdéw Enterobacteriales ESBL-po-
zytywnych. Wéréd tych izolatow wykryto zréznicowana
oporno$¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe. Wiekszos¢
bylta oporna na wiele lekéw, w tym gentamycyna (61,5%),
aztreonam (46%), amikacyna (38,5%), ciprofloksacyna
(38,5%), tigecyklina (31%), chloramfenikol (23%). Wyniki
te nie sa zgodne z wynikami autoréw z réznych krajow
[7,10,27,29,34]. Podobieristwo widoczne jest jednak w ana-
lizach miesa pochodzacego z Polski [38].

Dane literaturowe z innych krajéw wskazuja, ze najcze-
Sciej izolowanym z migsa gatunkiem ESBL-pozytywnym
jest E. coli albo tez autorzy koncentruja sie na tym gatunku,
ze wzgledu na potencjalna patogennosc¢ i szerokie rozpo-
wszechnienie w §rodowisku. Natomiast badania wtasne,
jak réwniez badania Rybak i wsp. [38] pokazuja, ze naj-
czesciej izolowanymi szczepami wytwarzajacymi ESBL sg
te z rodzaju Serratia. W badaniach wtasnych nie wykazano
obecnosci E. coli ESBL, natomiast dominujacym gatunkiem
lekoopornym byta S. fonticola. Podobnie w badaniach $ro-
dowiskowych prowadzonych w péinocnej Polsce w latach
2019-2021 [45] wykazano, ze wéréd 40 probek wody 33 wy-
kazaly obecnos¢ Enterobacteriaceae wytwarzajacych ESBL.
Gatunkiem dominujacych wéréd tych izolatéw bylta réw-
niez S. fonticola (70%), w poréwnaniu do E. coli (40%).

W badaniach przeprowadzonych w dziewieciu krajach
UE (Belgia, Bulgaria, Niemcy, Dania, Hiszpania, Francja,
Wrtochy, Holandia, Polska) w 181 stadach trzody chlewnej
zidentyfikowano ponad 400 genéw opornosci na antybioty-
ki. Badania te wykazaly, ze profil opornosci préb pobranych
z odchoddéw $win rézni sie znacznie w zaleznosci od kra-
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ju, co ma zapewne zwiagzek z polityka stosowania srodkow
przeciwdrobnoustrojowych w danym panstwie - kraje o
surowej polityce antybiotykowej, gdzie duzy nacisk ktadzie
sie¢ na redukcje antybiotykéw w przemysle spozywczym,
majg zwykle nizszy wskaznik opornosci na antybiotyki
[46]. W toku prowadzonych badan, sposréd 13 szczepow
ESBL-dodatnich, metodami molekularnymi potwierdzo-
no obecnoé¢ oémiu szczepéw CTX-M-dodatnich (61,5%),
trzech TEM-dodatnich (23%) i dwoéch SHV-dodatnich
(15,5%). Zgodnie z wczeéniejszymi doniesieniami [47,48] w
badaniach wlasnych réwniez wykazano, Ze rodzina genéw
blaCTX-M przewaza i stanowi dominujacy fenotyp wsréd
wszystkich izolatéw ESBL-pozytywnych.

PODSUMOWANIE

Proces uboju zwierzat rzeZnych obejmuje etapy, ktére
zwigkszaja ryzyko skazenia miesa. Najwiekszym ryzykiem
zakazenia Enterobacteriales podczas obrobki miesa jest mo-
ment patroszenia, ktéry obejmuje usuwanie jelit, zawiera-
jacych duze ilosci bakterii [49,50]. Badania Schill i wsp. [34]
wykazaly jednak, ze Swieze mieso wieprzowe moze by¢ Zré-
dlem ESBL, mimo Ze standardowe parametry higieny mi-
krobiologicznej w zakladzie byly zadowalajace. Zwierzeta,
takie jak dréb lub $§winie, bedace nosicielami Enterobacteria-
ceae wytwarzajacych ESBL, nawet nie wykazujace zadnych
klinicznych objaw6éw choroby, sa mozliwymi rezerwuarami
genéw ESBL. Geny te moga by¢ dalej przenoszone na ludzi,
w pierwszej kolejnosci tych pracujacych w rzezni, a dalej
przez taficuch pokarmowy oraz przez niewlasciwa obrébke
miesa [51,52]. Kontakt mikrobiomu cztowieka z bakteriami
lekoopornymi moze ulatwiaé rozprzestrzenianie sie genéw

ESBL [53].

Pomimo faktu, Ze cefalosporyny sa rzadko stosowane
w weterynarii, obecnoé¢ szczepéw Enterobacterales ESBL-
-pozytywnych jest waznym zagadnieniem wymagajacym
uwagi. Przy tak zaawansowanym uzyciu antybiotykow w
hodowli zwierzat i produkcji Zywnosci odzwierzecej, nale-
zy stwierdzié, ze nieustanny monitoring wrazliwosci drob-
noustrojéow na antybiotyki jest podstawowym elementem
wczesnej diagnostyki i analizy lekoopornosci. Z jednej stro-
ny pozwala to na dysponowanie aktualnymi danymi doty-
czacymi wrazliwosci szczepéw bakteryjnych na okreslone
grupy antybiotykéw, co moze by¢ przydatne w leczeniu
ostrych klinicznych przypadkach choréb. Z drugiej strony
badania te stanowig podstawe do racjonalnego stosowania
antybiotykéw u zwierzat i moga w ten spos6b ograniczad
mozliwoé¢ przenoszenia opornych szczepéw drobnoustro-
jow z zywnoscia pochodzenia zwierzecego na czlowieka.
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ABSTRACT

Antibiotic resistance among bacteria is an ever-growing problem in both human and veterinary medicine. Livestock and meat from their
slaughter are often sources of drug-resistant bacteria. The ability to produce extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) is common among
Enterobacteriales, including commensal bacteria. These bacteria represent a largely ignored reservoir of ESBL genes. The aim of this study
was to assess the drug susceptibility of non-pathogenic Enterobacteriales isolates obtained from meat used in food production. Eighteen En-
terobacteriales strains were selectively isolated on chromogenic medium from the 100 meat samples. The isolates identified to species were
analysed for antibiotic resistance using phenotypic methods (the disc-diffusion method) and molecular methods to identify bla genes (using
the PCR technique). Among the strains tested, ESBL-type resistance was demonstrated - 13 of 18 (72%) isolates tested were found to be ESBL-
-producing strains. Of these, eight possessed the CTX-M gene, three the TEM gene and one the SHV gene.
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