Streszczenie

Escherichia coli (E. coli) jest naturalnym komponentem mikrobioty ludzi i zwierzat oraz
wystepuje powszechnie w $srodowisku bytowania czlowieka i zwierzat. Niektore szczepy
wyksztalcity rowniez wiele cech i1 przystosowan do wywolywania infekcji jelitowych lub
pozajelitowych u gospodarza. W literaturze krajowej i zagranicznej wystepuje wiele prac
dotyczacych  opornosci  bakterii E. coli na powszechnie stosowane  $rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Najlepiej poznang pod wzgledem opornosci jest grupa zwierzat
gospodarskich objetych obligatoryjnymi monitoringami oporno$ci. Opublikowano réwniez
kilka prac badawczych w Polsce, dotyczacych opornosci E. coli izolowanej od zwierzat
towarzyszacych, ktére poprzez bliski kontakt moga w tatwy sposéb przenosi¢ bakterie

lekooporne rowniez na cztowieka.

Kolejng szczegodlnie interesujaca grupa badawcza wydaja si¢ by¢ zwierzeta wolno Zyjace.
Zwierzeta wolno zyjace jako nie poddawane terapii celowanej z zatozenia powinny by¢
nosicielami nizszego odsetka szczepéw opornych na leki 1 wskazywaé realne odwzorowanie
poziomu lekoopornosci wystepujacego w srodowisku. Z drugiej strony, we wspolczesnym
srodowisku wystepuje wiele gatunkow zwierzat o wysokim potencjale synantropizacji. Gatunki
takie jak lis rudy, kuna domowa czy norka coraz cz¢sciej podchodza do gospodarstw i siedzib
cztowieka celem znalezienia tatwo dostepnych zrédet pozywienia. W ten sposdb zwierzeta te
mogg przyczyni¢ si¢ do przenoszenia mikroorganizmow opornych na leki wsrod pozostatych
grup zwierzat, czlowieka 1 srodowiska. W Polsce dane dotyczace wystgpowania opornosci na
srodki przeciwdrobnoustrojowe u E. coli izolowanej od zwierzat wolno zyjacych sg jak do tej
pory ograniczone. Wynika to prawdopodobnie przede wszystkim z trudnosci w dostepnosci do

materiatu badawczego.

Niniejsza praca dotyczy wielopoziomowej analizy zjawiska lekoopornosci szczepow
Escherichia coli izolowanych od zwierzat wolno zyjacych. Realizujac badania, poszczegdlne
gatunki zwierzat analizowano w aspekcie przewazajacego typu diety, ktoéra w zaleznosci od
poziomu zrdéznicowania moze wplywa¢ na poziom lekooporno$ci badanych szczepow;
oddzielnie przebadano poziom lekoopornosci szczepdéw pochodzacych od zwierzat
migsozernych oraz zwierzat wszystkozernych i1 roslinozernych. Oddzielng grupa badawcza
byty izolaty o fenotypie opornosci na cefalosporyny trzeciej generacji (ang. cephalosporin
resistant CR). W pracy zastosowano unikatowe podej$cie do etapu izolacji szczepow

wykorzystujace kombinacje czterech podtozy i zwiekszajace prawdopodobienstwo otrzymania



kilku szczepow opornych na co najmniej jeden lek z pojedynczej proby. Roznicowanie
szczepow przeprowadzono na poziomie fenotypowym badajac opornos¢ szczepow oraz
genotypowym analizujac profile genomowe uzyskanych izolatéw. Za pomocg metod biologii
molekularnej przeprowadzono analize¢ wystgpowania genetycznych determinant opornosci i
szerokiego panelu genéw zwigzanych z wirulencjag. W wybranych izolatach (szczepy oporne

na cefalosporyny CR) okres$lono takze typy sekwencyjne szczepow E. coli.

Zastosowanie kilku podtozy do izolacji szczepodw pozwolito uzyskaé izolaty z 71,6% probek
pochodzacych od zwierzat migsozernych i1 z 50,9% probek od zwierzat wszystkozernych i
ros§linozernych opornych na co najmniej jedng substancje przeciwbakteryjng. Wyizolowane
szczepy wykazywaty znaczng roznorodno$¢ zardwno pod wzgledem fenotypu opornosci jak i
profili genomowych. Wstepne zastosowanie metody dyfuzyjno-krazkowej celem wykluczenia
tych samych izolatow z danej probki (ryzyko przeszacowania wynikdéw) pozwolito na
eliminacj¢ zaledwie 13 szczepoéw. Natomiast profile genomowe izolatow otrzymane przy
uzyciu metody ADSRRS-fingerprinting, roznity si¢ zaréwno pod wzgledem liczby uzyskanych
prazkow (od 5 do 19), jak 1 wielko$cig uzyskanych fragmentow.

Badane szczepy E. coli cechowaly si¢ wiodacg opornos$cig na ampicyling (98,3%), tetracykling
(69,7%) oraz sulfametoksazol (52,6%). We wszystkich grupach badawczych uzyskano
podobny udzial szczepéw wielolekoopornych (oporno$¢ na co najmniej trzy substancje
przeciwbakteryjne, nalezace do roéznych grup) wynoszacy okoto 70%. Opornos¢ na
ciprofloksacyne wykazano u 24% izolatow, jednakze najwiekszy ich udziat zostat odnotowany
u szczepdw opornych na cefalosporyny. Oporno$¢ fenotypowa =zostala potwierdzona
wystepowaniem genetycznych determinant oporno$ci gtownie nastepujacych gendéw: tetA (u
szczepOw opornych na tetracykling) i sul2 (u szczepdéw opornych na sulfametoksazol).
Najczesciej wystepujacymi genami warunkujgcymi oporno$¢ na fluorchinolony, przenoszong
na drodze horyzontalnej wymiany (ang. PMQR, plasmid mediated quinolone resistance),byty
gnrs, gnrB i aac(6’)-1b. Szczepy oporne na cefalosporyny charakteryzowaty si¢ wytwarzaniem
zroznicowanego panelu nabytych B-laktamaz o szerokim spektrum substratowym (ang
extended spectrum beta lactamase, ESBL) 1 cefalosporynaz (AmpC). Fenotyp ten wynikat

najczesciej z ekspresji genow blacwy-2 oraz gendw z grupy blacrx-m-1 1 z grupy blacrx-m-e.

Analiza gendéw wirulencji wykazatla wystepowanie najczgsciej szczepoOw wywolujacych
infekcje pozajelitowe (EXPEC) oraz pojedyncze szczepy o patotypie ETEC (ang.

enterotoxicogenic E. coli) i EHEC (ang. enterohemorrhagic E. coli). Najczesciej



wystepujacymi typami sekwencyjnymi wéréd badanych szczepow E. coli byly te, ktore
nalezaty do kompleksow klonalnych: 10, 155, 23 i 69.

Uzyskane wyniki potwierdzaja konieczno$é¢ badania zwierzat wolno zyjacych jako
potencjalnego rezerwuaru szczepéw E. coli opornych na powszechnie stosowane substancje
przeciwdrobnoustrojowe. Badania wykazaty pozytywna zaleznos¢ pomiedzy opornoscia na
cefalosporyny i wystepowaniem genéw PMQR. Nie wykazano rowniez zaleznosci pomiedzy

wystepowaniem fenotypu wielolekoopornego i wirulentnego wsréd badanych izolatow E. coli.
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