Medycyna Srodowiskowa - Environmental Medicine 2014, Vol. 17, No. 4, 38-46

www.medycynasrodowiskowa.pl

www.environmental-medicine-journal.eu

Antybiotykooporno$¢ bakterii heterotroficznych
jako skutek zanieczyszczenia Srodowiska

Resistance to antibiotics in heterotrophic bacteria
as a result of environmental pollution

Maria Bartoszewicz' @b 4, Matgorzata Michalska' Y, Monika Cieszyriska? @ <9

! Gdariski Uniwersytet Medyczny, Instytut Medycyny Morskiej i Tropikalnej, Zaktad Ochrony Srodowiska i Higieny Transportu.
Dyrektor Instytutu: dr n. med. W. Nahorski; Kierownik Zaktadu: dr hab. K. Zorena

2 Gdariski Uniwersytet Medyczny, Instytut Medycyny Morskiej i Tropikalnej, Zaktad Toksykologii Srodowiska.
Dyrektor Instytutu: dr n. med. W. Nahorski; Kierownik Zaktadu: prof. dr hab. n. chem. L. Wolska

@ pobieranie probek

® analizy mikrobiologiczne

© opracowanie graficzne wykresow i tabel
@ przygotowanie publikacji

© redakcja publikacji

STRESZCZENIE

Wstep. Celem pracy byto badanie opornosci na wy-
brane antybiotyki szczepéw bakterii Escherichi coli i En-
terococcus faecalis wyizolowanych z wod dziesieciu poto-
koéw ptynacych w granicach miasta Sopot. Materiat i me-
tody. Zbadano 114 szczepoéw bakterii E. coli i 57 szczepow
E. faecalis. Antybiotykoopornos¢ oznaczano metoda dy-
fuzyjno-krazkows, z zastosowaniem krazkéw nasyconych
antybiotykiem. Wyniki. Wyizolowane szczepy bakterii
E. coli byly oporne na dziatanie chloramfenikolu (21%),
cefepimu (51%), tetracykliny (41%), imipenemu (35%),
cephazolinu (62%) i gentamycyny (90%). Wyizolowane
szczepy bakterii E. faecalis byly oporne na dziatanie: eryt-
romycyny (75%) chloramfenikolu (21%) oraz imipenemu
(33%). Wnioski. Na podstawie wynikow badan stwier-
dzono wystepowanie w badanych wodach powierzchnio-
wych wieloopornych szczepow bakterii E. coli i E. faecalis.

Stowa kluczowe: bakterie, antybiotykoopornos¢,
wody powierzchniowe

ABSTRACT

Introduction. The aim of the study was to investigate
resistance to selected antibiotics in Escherichia coli and
Enterococcus faecalis strains that were isolated from water
collected from ten streams within the administrative
boundaries of the city of Sopot. Material and methods.
114 E. coli strains and 57 E. faecalis strains were studied.
Antibiotic resistance was determined by the disc diffusion
method using antibiotic-impregnated discs. Results. The
isolated E. coli strains were resistant to chloramphenicol
(21%), cefepime (51%), tetracycline (41%), imipenem
(35%), cephazoline (62%) and gentamicin (90%). E. fae-
calis isolates showed resistance to erythromycin (75%),
chloramphenicol (21%) and imipenem (33%). The rela-
tionship between the level of antibiotic resistance, the
origin of water sample and the level of water contamina-
tion with E. coli and Enterococcus faecalis bacteria in the
investigated streams was analyzed.

Conclusions. Based on the obtained results, it was de-
termined that multi-drug resistant bacterial strains of E.
coli and E. faecalis are present in the investigated surface
waters.

Key words: bacteria, antibiotic resistance, surface wa-
ters
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Wstep

Odkrycie antybiotykéw to jedno z kluczowych
odkry¢ w dziejach medycyny, a tym samym w dzie-
jach ludzkosci. Od tego momentu lekarze otrzymali,
po raz pierwszy, skuteczne narzedzie pozwalajace
zwalcza¢ zakazenia i choroby bakteryjne. Jednak
dziesiatki lat stosowania antybiotykéw nie tylko
w medycynie ale i weterynarii, rolnictwie i hodowli
zwierzat doprowadzito do powstania lekoopornych
bakterii [1, 2]. Bakterie to organizmy, ktore z wielka
tatwoscig adaptuja sie do zmieniajgcych sie warun-
kow srodowiska. Czescig tych adaptacji jest takze
mozliwo$¢ obnizania efektywnosci dziatania anty-
biotykoéw uzywanych przeciwko bakteriom. Dzieje
sie tak poniewaz organizmy te cechuje ogromna pla-
styczno$¢ genetyczna, miedzy innymi moga one
przyjmowac geny lub ich fragmenty (ang. MGEs —
Mobile Genetic Elements) od innych bakterii, tym
samym zmieniajac swoje cechy. Procesy takie za-
chodza zar6wno w srodowisku naturalnym, jak
i w organizmach ludzi i zwierzat, a w ich efekcie
pojawily sie odporne na antybiotyki szczepy bakte-
rii. Geny antybiotykoopornosci sa przekazywane
w procesie horyzontalnego transferu genéw (ang.
HGT - Horizontal Gen Transfer) kolejnym pokole-
niom bakterii, nie tylko w obrebie jednego gatunku,
ale takze pomiedzy r6znymi gatunkami bakterii [3,
4]. Jednakze wyniki wielu badan wskazuja, ze geny
opornosci sa sktadnikiem genomu wielu bakterii,
niezaleznie od tego, czy zostaty one poddane selek-
cyjnemu dziataniu antybiotykoéw, czy nie [1, 5].

Niebezpieczenstwo pojawienia si¢ antybiotykoo-
pornych bakterii najczeSciej jest zwigzane z miejs-
cem ich powszechnego stosowania — placowkami
stuzby zdrowia [6]. Istnienie antybiotykoopornych
szczepow bakterii stwarza ogromne problemy tera-
peutyczne. Oporny na metycyline Staphylococcus
aureus (ang. MRSA methicyllin-resistant Staphylo-
coccus aureus) jest takze oporny na dziatanie niemal
wszystkich znanych antybiotykoéw. W wyniku czego
czas trwania terapii znacznie si¢ wydtuza i wymaga
ona stosowania kosztownych antybiotykowych
»koktajli” [7]. ,,Ztoty wiek” antybiotykow wydaje
sie dobiega¢ konca — o czym Swiadczy takze fakt,
ze w ciagu ostatnich 40 lat nie pojawita sie zadna
nowa klasa antybiotykéw przeciwko Gram-ujem-
nym bateriom takim jak Eschericha coli czy Salmo-
nella enteritidis [8].

Do wod powierzchniowych antybiotyki i produk-
ty ich metabolizmu przedostaja sie razem z odcho-
dami ludzi i zwierzat oraz ze Sciekami [9]. W po-
réownaniu do naturalnych, syntetyczne antybiotyki
s bardziej odporne na biodegradacje, jednak w r6z-

nym stopniu jej ulegajg. Czas tego procesu, w za-
leznosci od antybiotyku, szacuje sie w miesigcach
[3]. Réwniez oczyszczalnie Sciekow przyczyniaja sie
do obnizenia stezenia antybiotykéw w Sciekach, nie
jest to biodegradacja, raczej fotodegradacja [10]. Po-
mimo to, w wodach i osadach dennych wykrywa
sie obecno$¢ wielu antybiotykow, ktore maja nie-
watpliwy wptyw na flore bakteryjng ekosystemow
wodnych, s3 jedna z przyczyn lekoopornosci bak-
terii [11].

Bakterie E. coli, wystepujg przede wszystkim
w przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzat.
W zwiazku z tym, powszechna jest takze ich obec-
no$¢ w srodowisku naturalnym zwtaszcza w wodzie,
glebie i na roSlinach. Oprocz zrédet naturalnych,
rozprzestrzenianie si¢ bakterii E. coli w Srodowisku
jest wynikiem oddziatywania $ciekéw komunalnych
odprowadzanych do wod powierzchniowych i gleby
[12]. Bakterie E. coli w wigkszosci zaliczane sg do po-
tencjalnie chorobotwoérczych dla ludzi. Jednak w wy-
niku mutacji oraz wymiany genéw powstato kilka
szczepow, ktoére maja zdolnosci chorobotworcze.
Od tagodnie chorobotworczych, wywotujacych je-
dynie lekkie zakazenia pokarmowe, do zjadliwych,
powodujacych grozne krwawe biegunki z powikta-
niami grozacymi zakazeniem krwi. Tym ostatnim
nadano nazwe enterokrwotocznych E. coli (ang.
EHEC - enterohemorrhagic Escherichia coli) [13]. Jak
dotychczas opisano dwa takie szczepy: O157:H7,
ktory jako pierwszy wywotat zakazania u ludzi
i 0104:H4 odpowiedzialny za epidemie zachorowan
w Niemczech w 2011 r.

Podobnie jak bakterie E. coli — E. faecalis stale
wystepuja w przewodzie pokarmowym i kale czto-
wieka. Bakterie te moga tatwo skolonizowa¢ btony
Sluzowe (np. w jamie ustnej), czesto zakazajg rany,
moga wywotywac zapalenia drég moczowych, pe-
cherzyka z6tciowego czy nawet wsierdzia.

Badania monitoringowe wéd powierzchniowych
pod katem oceny ich stanu sanitarnego, polegaja
na oznaczaniu liczby bakterii - E. coli i enterokokoéw
jelitowych, uznanych za wskazniki zanieczyszczenia
pochodzenia fekalnego. Wydaje sie, ze warto te pod-
stawowe dane uzupetnic¢ o dane odnosnie antybio-
tykoopornosci szczepoéw E. coli i enterokokow jeli-
towych izolowanych z wod powierzchniowych.
W S$wietle doniesien o zagrozeniach zwigzanych
z rozprzestrzenianiem sie chorobotworczych bakterii
w §rodowisku wodnym, w tym takze antybiotykoo-
pornych E. coli [14], mogtoby to utatwia¢ szacownie
ryzyka zwigzanego z obecnoscia antybiotykow i ich
metabolitow w wodzie. Obecno$¢ bakterii opornych
na antybiotyki moze by¢ wskaznikiem rozprzestrze-
niania sie w §rodowisku wodnym zanieczyszczen
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allochtonicznych, przydatnym zwtaszcza w bada-
niach monitoringowych.

Celem pracy byto zbadanie antybiotykooporno-
Sci szczepow bakterii E. coli i enterokokéw jelito-
wych wyizolowanych z wod potokéw plynacych
w granicach miasta Sopotu, ktore to potoki poddane
sa silnej antropopresji.

REJON BADAN

Badaniami mikrobiologicznymi objeto dziesiec
ciekow ptyngcych w granicach administracyjnych
miasta Sopotu. Byto to szes¢ potokéw: Potok Babi-
dolski, Potok Kamienny, Potok Grodowy, Potok Kar-
likowski, Potok Haffnera, Swelina oraz cztery cieki
oznaczone jako C1, C2, C6 i C7. Pierwszych sze$¢
ciekoéw to naturalne wody powierzchniowe, w prze-
wazajacej czesci ptynace otwartym korytem. Jedynie
ich ujsciowe odcinki sg ujete w koryto zamkniete,
ujscia tych ciekow (z wyjatkiem Sweliny) sa wypro-
wadzone gtebokowodnymi kolektorami do Zatoki
Gdanskiej. Odlegtos¢ ujscia kolektoréow od linii
brzegowej wynosi okoto 200 m. Wymienione cieki
sa podiaczone do kanalizacji deszczowej, w zwigzku
z tym objetos¢ niesionych przez nie wod jest zmien-
na i zalezy od intensywnosci opadéw atmosferycz-
nych. W czasie pogody bezdeszczowej wielkos¢ prze-
ptywu ich wod waha sie w dos$¢ szerokich granicach
od okoto 0,001 do okoto 1,0 m3/s, Najwiecej wod
niosa Potoki Karlikowski, Kamienny i Babidolski
(Srednio okoto 0,4 m?3/s), mniej Potoki Haffnera,
Grodowy i Swelina (Srednio okoto 0,1 m3/s). W cza-
sie deszczu wielkos¢ przeptywu moze wzrosnac na-
wet czterokrotnie w stosunku do $redniej rocznej
wartoS$ci tego parametru.

Cztery pozostate cieki (C1, C2, C6 i C7) to cieki
sztuczne, wybudowane jako kanaty deszczowe. Trzy
z nich: C1, C6 i C7 w catosci ptyna w korytach za-
mknietych natomiast ciek C2 — tylko w odcinku uj-
Sciowym, wszystkie uchodzg do Zatoki Gdanskiej
poprzez kolektory glebokowodne. Cieki te w czasie
bezdeszczowej pogody charakteryzuja sie bardzo ni-
skim przeptywem (rzedu ponizej 0,001 m?/s), jednak
podczas opadow przeptyw ten wzrasta niekiedy sze-
Sciokrotnie.

Ocena poziomu zanieczyszczenia
badanych ciekow bakteriami E. coli
oraz enterokokokami jelitowymi

Omawiane cieki ze wzgledu na swoje potozenie
(w granicach $redniej wielkoSci miasta), s3 poddane
silnej antropopresji. Liczba statych mieszkancow
Sopotu wynosi okoto 40 tysiecy i szczegdlnie w lecie

wzrasta wraz z naptywem turystéw. Sopot jest mias-
tem w wiekszosci skanalizowanym, jednak do tej
pory nie wszystkie posesje korzystaja z ogdlnos-
ptawnej kanalizacji. Na podstawie wynikéw badan
prowadzonych w latach 1996-2012 mozna stwier-
dzi¢, ze liczba bakterii E. coli (wyrazona jako
NPL/100 ml) w wodach badanych potokéw i cie-
kow jest bardzo zmienna i miesci si¢ w granicach
od <3 do 23000 jtk (jednostki tworzgce kolonie)
E. coli/100 ml. Analizujac wyniki oznaczania $red-
niej rocznej liczby E. coli w wodach sopockich po-
tokow i ciekow w okresie 1996-2012 mozna zaob-
serwowac stopniowy spadek liczby tych bakterii.
W zwiazku z tym zmniejszato si¢ rowniez ryzyko
zwigzane z obecnos$cig zanieczyszczen typu fekal-
nego. Poprawa jakosci wod ciekow jest wynikiem
ograniczenia Zrodet zanieczyszczenia — przede
wszystkim poprzez wyeliminowanie nielegalnych
zrzutodw Sciekow z gospodarstw domowych do ka-
nalizacji deszczowe;j.

Wyjatkiem sg wody Potoku Grodowego i Sweliny,
w ktorych liczba bakterii E. coli z reguty jest nizsza,
niz 1000 jtk/100 ml. Wody potokéw Kamiennego,
Babidolskiego, Haffnera i Karlikowskiego sa bardziej
zanieczyszczone, w probkach wody tych potokow
niejednokrotnie notowano wartosci liczby E. coli
rzedu 2300 jtk/100 ml, a nawet 23.000 jtk/100 ml.

Poziom zanieczyszczenia bakteriami E. coli wod
w ciekach C1, C2, C6 i C7 pomyslanych jako od-
biorniki wod deszczowych, obcigzonych zanieczysz-
czeniami sptukiwanymi z ulic, charakteryzuje sie
duza zmiennoscia. Najczesciej liczba bakterii E. coli
przekracza wartos¢ 1000 jtk/100 ml, nierzadko no-
towano wartosci rzedu 23000 jtk/100 ml.

Wody badanych potokéw i ciekow sa takze
zanieczyszczone enterokokami jelitowymi. Liczba
tych bakterii byta w badanych wodach nizsza
w pordéwnaniu do liczby E. coli, najczesciej nie
przekraczata wartosci 400 jtk/100 ml, jednak
w wielu przypadkach zwtaszcza w sezonie letnim
i wezesno jesiennym ich liczba byta wyzsza, niz
400 jtk/100 ml.

MATERIAL | METODY

Probki do badan mikrobiologicznych pobierano
do sterylnych butelek, ktore przewozono do labo-
ratorium w izotermicznych pojemnikach. W pobra-
nych prébkach wody oznaczano najbardziej praw-
dopodobnag liczbe bakterii E. coli metoda kolejnych
dziesieciokrotnych rozcienczen wg PN-ISO 9308-
3:2002; oraz liczbe enterokokow jelitowych (pacior-
kowcow jelitowych) w 100 ml badanej probki wody,
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metodg filtracji membranowej z zastosowaniem
podtoza statego Slanetz-Bartley. Ptytki inkubowano
w temperaturze 37° C przez 24-48 godzin, po czasie
inkubacji liczono charakterystyczne kolonie wedtug
normy PN-EN ISO 7899-2.

W celu izolacji i dalszej identyfikacji bakterii
E. coli probki wody (1 ml) posiewano na podtoze
Chromocult coliform Agar (Merck). Bakterie E. fae-
calis do identyfikacji pobierano z hodowli na pod-
tozu Slanetz- Bartley’a (Merck). Typowe kolonie
bakterii E. coli i E. faecalis identyfikowano w oparciu
o testy biochemiczne dla Enterobacteriaceae API 20
E BioMerieux (ang. analytical profile index).

Badanie lekoopornosci

Badania antybiotykoopornosci bakterii prowa-
dzono w okresie od 24.04.2013 do 22.07.2013 roku.
Opornos¢ na antybiotyki szczepoéw heterotroficz-
nych bakterii okre§lano metoda dyfuzyjno-krazko-
w3, z zastosowaniem krazkow nasyconych antybio-
tykiem. Bakterie E. coli i E. faecalis wyizolowane
z wody, byly sterylnie umieszczane w bulionie od-
zywczym. Roztwor byt rozcienczany do uzyskania
metnosci rownej 0,5 w skali McFarlanda, ktéra od-
powiada liczbie 10° bakterii w 1 ml. Nastepnie 0,1
ml otrzymanej zawiesiny bakterii wysiewano mu-
rawg na podioze Mullera-Hintona (MHA), na po-
wierzchni podtoza uktadano bibutowe krazki nasy-
cone antybiotykami. Krazki (o Srednicy 6 mm) zos-
taty wyprodukowane przez EMAPOL Sp. z o.o.
Gdansk.

Hodowle w pierwszym etapie pozostawiano na 1
godzine w temperaturze pokojowej, aby umozliwic¢
dyfuzje antybiotyku z kragzkéw do podtoza, a na-
stepnie inkubowano w temperaturze 36° C przez 24
godziny. Po czasie inkubacji mierzono $rednice
(w milimetrach) obszaru, w ktérym wzrost bakterii
zostat zahamowany przez dziatanie antybiotykow.
Opornos¢ badanych bakterii na antybiotyki byta
okreSlana na podstawie instrukcji opracowanych
przez producenta krgzkéw. W badaniach zastoso-
wano nastepujace antybiotyki: chloramphenikol 30
(C30 - 30,5 mcg/krazek), cefepim 30 (FEP 30 - 30,2
mcg/krazek), erytromycyne 15 (E15 — 15,7 mcg/kra-
zek), gentamycyne 10 (CN 10 - 10,3 mcg/krazek),
tetracykline 30 (TE 30 - 30,6 mcg/krazek), imipe-
nem 10 (IMP 10 - 10,1 mcg/krazek), cefazolin 30
(CZ 30 - 30,6 mcg/krazek).

Antybiotyki do badan antybiotykoopornosci bak-
terii rodzaju Enterobacteriaceae wybrano w oparciu
o zalecenia zawarte w Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing, January 2012
(Clinical and Laboratory Standards Institute, USA)
[15].

WYNIKI

Badania antybiotykoopornosci heterotroficznych
bakterii wyizolowanych z wéd potokow

Z pobranych probek wody wyizolowano 114
szczepy E. coli, ktore zostaly poddane badaniom an-
tybiotykoopornosci. Szczepy te wykazywaly zroz-
nicowany poziom opornosci na dzialanie wybra-
nych antybiotykow. Najbardziej oporne byly
na dziatanie CN10 - 90,4% (n=103) wyizolowa-
nych szczepéw byto opornych na dziatanie tego an-
tybiotyku. Ponadto zaobserwowano ponad 50%
oporno$¢ badanych E. coli na dziatanie antybioty-
kow: CZ30 i FEP 30. Najmniejsza opornos¢ szczepy
wykazywaly wobec dziatania C30 - opornych
na ten antybiotyk byto 21% (n=24) badanych
E. coli. Opornych na dziatanie TE 30 i IMP 10 byto
odpowiednio 41,2% (n=47) i 35,1% (n=40) ba-
danych szczepéw E. coli (ryc. 1).
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CZ30 TE30 CN10 FEP30 C30
antybiotyki

% opornych szczepdw E. coli
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Ryc.1. Porbwnanie antybiotykoopornosci szczepdw bakterii
E. coli wyizolowanych z wéd badanych ciekow

Fig 1. Comparison of antibiotic resistance in E. coli strains iso-
lated from water samples from the investigated streams

Opornos$¢ wyizolowanych szczepéw bakterii
E. coli roznita sie w zaleznosci od potoku, z ktorego
pochodzity probki wody. Bakterie E. coli wyizolo-
wanie z wod Potokéw: Babidolskiego, Haffnera,
Karlikowskiego, Grodowego oraz ciekow C2, C1
i C6 byty w 100% oporne na dziatanie CN10. Naj-
mniejsza (38,5%) opornos$¢ na dziatanie tego an-
tybiotyku wykazywaty bakterie E. coli wyizolowa-
nie z wod Potoku Kamiennego (tab. I). W przypad-
ku pozostatych antybiotykdéw opornos¢ szczepow
bakterii E. coli byta bardziej zr6znicowana. Na dzia-
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tanie CZ30 w 100% oporne byty szczepy pocho-
dzace z wod Potoku Karlikowskiego oraz z cieku
C1 (odpowiednio: n=8, n=11). Najmniejsza opor-
no$¢ na dziatanie tego antybiotyku wykazywaty
szczepy pochodzace z Potoku Grodowego i Babi-
dolskiego (40%). Badane E. coli wykazywaty duza
wrazliwos¢ na dziatanie C30, oporne na jego dzia-
tanie byty jedynie bakterie pochodzgce z wod: cieku
C2 (66,7%), Potoku Kamiennego (61,5%) i Potoku
Babidolskiego (61,5%) oraz w mniejszym juz stop-
niu z woéd Potoku Haffnera (15,4%). Roéwniez

w przypadku IMP10 zaobserwowano duze zrozni-
cowanie opornosci badanych E. coli, w zaleznosci
od miejsca pochodzenia szczepu: szczepy wyizolo-
wanie z ciekow C2 i C6 byty w 100% oporne
na dziatanie tego antybiotyku, a pochodzace z cieku
C1 oraz Potokéw: Babidolskiego Karlikowskiego,
Grodowego i Sweliny — w 100% wrazliwe na jego
dziatanie. W ponizszej tabeli zestawiono dane do-
tyczace opornosci bakterii E. coli na dziatanie wy-
branych antybiotykow, w zaleznosci od miejsca po-
boru préobek wody.

Tabela I. Oporno$¢ na antybiotyki bakterii E. coli pochodzgcych z wod badanych potokdw i ciekdw
Table |. Resistance to antibiotics in E. coli originating from the investigated streams and watercourses

Liczba wy- CZ30 TES30

CN10

FEP30 C30 IMP10

izolowanych
szczepbw | p* % n % n
E. coli

Ciek

% n % n % n %

C2 9
Cc7 19 1
KP 13
B 15
H 13
C1 11 1
KR 8
C6 7
G 10
S 9

55,6
78,9
46,2
40,0
61,5
100,0
100,0
42,9
40,0
55,6

44,4 9
26,3 17
53,8 5
13,3 15
69,2 13
27,3 1
25,0 8
100,0 7
40,0 10
44,4 8

OO~ WO = 00O O OO,
A A NN OONNO M~

100,0
89,5
38,6 | 1

100,0

100,0

100,0

100,0

100,0

100,0
88,9

88,9
47 4
76,9
40,0
53,8
36,4
75,0
28,6
50,0
11,1

66,7
0,0 1
61,5
53,3
15,4
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

100,0
89,5
46,2

0,0
7,7
0,0
0,0
100,0
0,0
0,0

= ON OO~ NOOO O
O OO O ONWMOMWmMOOD®
O O NO O —= 0O O, N O

3 114

*n - liczba opornych szczepdw (number of resistant strains)

Oprocz bakterii E. coli, z pobranych probek wody
wyizolowano takze 57 szczepdw bakterii E. faecalis.
Szczepy poddano badaniom antybiotykoopornosci
na erytromycyne (E15), cefazoling (C30) i imipenem
(IMP30). Na podstawie zebranych wynikéw badan
stwierdzono, ze 75,4% (n=43) wyizolowanych
szczepow E. faecalis byto opornych na dziatanie eryt-
romycyny, 33,3% [n=12] opornych na dziatanie
IMP301i 21,1% (n=12) na dziatanie C30 (ryc. 2).

Podobnie jak w przypadku szczepdéw bakterii E.
coli zaobserwowano zr6znicowanie opornosci wy-
izolowanych Enterococus faecalis na dziatanie anty-
biotykoéw, w zaleznosci od miejsca pobierania pro-
bek, co przedstawia tabela II. Wysoka, bo ponad
60% opornoscia na dziatanie E15, charakteryzowaty
sie szczepy E. faecalis wyizolowane z wod 8 na 10
badanych ciekow, jedynie szczepy pochodzace
z wod dwoch Potokow, Karlikowskiego i Grodowe-
go, byty bardziej wrazliwe na dziatanie tego anty-
biotyku — procent opornych szczepdéw byt nizszy
niz 20% (tab. II).

80
70
60
50
40
30

20

% opornych szczepdw E. faecalis

10 H

E15 C30
antybiotyki

IMP30

Ryc. 2. Porbwnanie antybiotykoopornosci szczepdw bakterii
E. faecalis wyizolowanych z wod badanych ciekdw

Fig. 2 Comparison of antibiotic resistance of E. faecalis strains
isolated from the waters of investigated watercourses
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Tabela II. Opornos¢ na antybiotyki bakterii E. faecalis pochodzacych z wod badanych potokdw i ciekdw
Table Il. Antibiotic resistance in E. faecalis bacteria originating from the waters of investigated streams and watercourses

Licl:zba wyiﬁo- E15 C30 IMP30
Ciek s(;\év;:ggw n % n % n %
E. faecalis

c2 5 4 80,0 3 60,0 2 40,0
Cc7 6 6 100,0 2 33,3 3 50,0
KP 7 7 100,0 4 57,1 1 14,3
B 6 6 100,0 1 16,7 5 83,3
H 4 4 100,0 2 50,0 0 0,0
C1 5 5 100,0 0 0,0 2 40,0
KR 7 1 14,3 0 0,0 0 0,0
C6 6 5 83,3 0 0,0 1 16,7
G 5 1 20,0 0 0,0 3 60,0
S 6 4 66,7 0 0,0 2 33,3
3 57

Zaréwno w przypadku bakterii E. coli jak i E. fae-
calis, zaobserwowano zaleznoSci w reakcji na dzia-
fanie poszczegolnych antybiotykoéw. Bakterie E. coli
ktore wykazywaty wysoka opornosé na dziatanie
CN10 gentamycyny, leku z grupy antybiotykéw ami-
noglikozydowych, byly najczesciej wrazliwe na dzia-
tanie C30 antybiotyku z grupy tetracyklin. Mniej wy-
raznie, tym niemniej zauwazalnie, zaznaczyta sie za-
leznos¢ pomiedzy opornosSciag na erytromycyne
a wrazliwoscig na C30 wsrod

Szczepy wyizolowane z wod cieku C6 byly oporne
na dziatanie pieciu z szeSciu zastosowanych anty-
biotykow, jednak wykazywaty 100% opornosc
na dziatanie az trzech: TE30, CN10 i IMP10. Naj-
bardziej wrazliwe na dziatanie antybiotykoéw byty
szczepy E. coli pochodzgce z wod Sweliny, wykazy-
waty opornos¢ w stosunku do jedynie czterech an-
tybiotykéw. Poziom tej opornosci wahat sie od 11%
(C30), do 88% (CN10) (ryc. 3).

szczepow E. faecalis (tab. 11 i I1I).

Dane dotyczace rbznic
W poziomie opornosci wyizo-
lowanych szczepoéw bakterii,
w zaleznosci od cieku, z kto-
rego pochodzity probki wody,
przedstawia ryc. 3. Szczepy
bakterii E. coli wyizolowane
z wod cieku C2 wykazywaty
ponad 50% opornos¢ na dzia-
tanie zastosowanych antybio-
tykow, wyjatkiem byta jedynie
nizsza, bo 44,4% opornosc¢
na dziatanie TE30. Szczepy
wyizolowanie z wod Potoku
Kamiennego byly oporne
na dziatanie wszystkich zasto-

coli
=
o
o
[

9% opornych szczepow E.

sowanych antybiotykow,
z tym, ze poziom tej opornosci
byt nizszy - maksymalnie

76,9% szczepobw byto opor-

nych na dziatanie FEP30.
W przypadku cieku C2 zaob-
serwowano 100% opornos¢
na dziatanie IMP10 i CN10.

Ryc. 3. Oporno$¢ szczepow bakterii E. coli na dziatanie wybranych antybiotykéw w za-
leznosci od miejsca pobierania probek wody [cieku]

Fig. 3. Resistance to selected antibiotics in E. coli strains in dependence on the water
sample location [watercourse]
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Szczepy bakterii E. faecalis pocho-

dzace w wod ciekéow C2 i C7 oraz
Potokoéw Babiolskiego i Kamiennego
byly w réznym stopniu oporne
na dziatanie wszystkich zastosowa-
nych antybiotykow (ryc. 4). Najbar-
dziej wrazliwe na dziatanie wybra-
nych antybiotykéw byty szczepy
E. faecalis wyizolowane z wod Po-
toku Karlikowskiego — wykazywaty
jedynie 14% oporno$¢ na dziatanie
ery-tromycyny (E15).

rains

9% of resistant E. faecalis st

Ryc. 4. Oporno$¢ szczepow bakterii E. fae-
calis na dziatanie wybranych anty-
biotykow w zaleznosci od miejsca
pobierania probek wody

Fig. 4. Resistance to selected antibiotics in
E. faecalis isolates in dependence
on the water sample location [wa-
tercourse]

DYSKUSJA

Zanieczyszczenie wod jest zjawiskiem powszech-
nym. Szczeg6lnie wody powierzchniowe sg narazone
na wptyw zanieczyszczen pochodzacych z natural-
nych i sztucznych zZrédet takich jak oczyszczalnie
Sciekdw komunalnych, oczyszczalnie Sciekow prze-
mystowych czy sktadowiska odpadéw. Skutkiem tak
silnej antropopresji jest wzrost stezenia komorek
bakterii pochodzenia zymogenicznego w wodach
powierzchniowych. Szacuje sie, ze nadal do wod
powierzchniowych w Polsce trafia 10% nieczysz-
czonych $Sciekow komunalnych i okoto 30% sciekow
oczyszczonych niedostatecznie. Miedzy innymi
z tego powodu bakterie sciekowe staty sie¢ nieomal
statym sktadnikiem flory bakteryjnej tych wod.
W badaniach mikrobiologicznych wéd powierzch-
niowych gtéwny nacisk ktadziony jest na oznacza-
nie liczby bakterii pochodzenia $ciekowego (E. coli,
enterokoki jelitowe), bo jest to parametr, na pod-
stawie wartosci ktorego szacuje sie ryzyko dla zdro-

wia zwigzane z korzystaniem z zanieczyszczonych
wod powierzchniowych. Problem opornosci tych
bakterii na dziatanie antybiotykéw nie zostat jeszcze
dostatecznie szeroko opisany. Jak wskazujg doswiad-
czenia ostatnich lat wzrasta ryzyko choréb wywo-
tywanych przez bakterie dotychczas uwazane za je-
dynie potencjalnie chorobotwoércze. Dobrym przy-
ktadem moze by¢ tu epidemia spowodowana roz-
przestrzenieniem sie bakterii E. coli OH w Nie-
mczech w 2011 r. Mozna sie spodziewad, ze takich
przypadkéw bedzie wigcej, a to ze wzgledu

na ogromng plastycznos¢ genetyczng bakterii E. coli.
W takiej sytuacji kwestia antybiotykoopornosci
bakterii E. coli nabiera szczegdlnego znaczenia. W ni-
niejszej pracy probki wody do badan byty pobierane
z ciekow plynacych na terenie administracyjnym
Sopotu. Cieki te, ze wzgledu na to, ze w duzej czesci
plyna otwartymi korytami oraz s czeScig kanali-
zacji deszczowej, okresowo niosg duzg ilo$¢ bakterii
fekalnych. Ponadto, cieki te sg takze narazone
na skutki nielegalnych zrzutéw Sciekéw (nadal nie
wszystkie posesje Sopotu sg podtaczone do kanali-
zacji ogélnosptawnej). Niejednokrotnie w miesig-
cach letnich, gdy liczba mieszkancéw miasta ze
wzgledu na naptyw turystow wzrasta, liczba bakterii
E. coli w wodach badanych ciekéw przekraczata war-

tos¢ 1000 komoérek w 100 ml wody. Liczba ta jest
jednak znacznie nizsza, w poréwnaniu do liczby

bakterii E. coli w $ciekach oczyszczonych pochodza-

cych z komunalnej oczyszczalni Sciekow, szacowa-
nej najcze$ciej w granicach od 10* do 10° w 100
ml.

Na podstawie dostepnych danych mozna stwier-
dzi¢, ze opornos¢ bakterii heterotroficznych, pocho-
dzacych z wod powierzchniowych i Sciekéw komu-
nalnych na dziatanie antybiotykéw, zmienia sie
w bardzo szerokich granicach. Dobrym przyktadem
moga by¢ dane dotyczace opornosci bakterii E. coli
na dziatanie TE30 i C30. Da Costa i in. [16] wyka-
zali, ze az 80,7% bakterii E. coli, ktore wyizolowali
ze Sciekow komunalnych byto oporne na dziatanie
tego antybiotyku. Z kolei Pignato i in. [8] stwierdzili,
ze jedynie 17% szczepdw E. coli, rtbwniez pocho-
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dzacych ze Sciekow, byto opornych na dziatanie TE
30. Szczepy E. coli zbadane w ramach niniejszej pra-
cy byty w okoto 41% oporne na dziatanie tego an-
tybiotyku.

Bakterie E. coli zbadane w ramach niniejszej pracy
byty takze w 21% oporne na dziatanie C30. Wraz-
liwos¢ bakterii E. coli na dziatanie tego antybiotyku
wykazywali rowniez Pignato i in. [8], jednak szczepy
E. coli, ktore wyizolowali oni ze Sciekdw oczyszczo-
nych, byty bardziej wrazliwe na dziatanie C30 -
opornych na jego dziatanie byto jedynie 0-10%
SZCZepoOw.

Wyniki badan uzyskane w ramach niniejszej pra-
cy mozna takze poréwnac z wynikami uzyskanymi
przez Mudryka [17], ktéry badat antybiotykoopor-
noS$¢ bakterii obecnych w piasku plazy w Sopocie
(jednak bez identyfikacji do poszczegdlnych gatun-
kow). Bakterie te byly rowniez wrazliwe na dziata-
nie chloramfenikolu (C30) — maksymalnie 19,7%
szczepow dla pordwnania 21% szczepow E. coli po-
chodzacych z wod sopockich potokéw wykazywato
opornos¢ na ten antybiotyk. Inaczej wypada po-
rbwnanie opornosci na dziatanie gentamycyny
(CN10). Szczepy wyizolowane przez Mudryka [17]
byly bardziej wrazliwej na jej dziatanie — maksy-
malnie 16,4% byto opornych, podczas gdy szczepy
E. coli przebadane w ramach niniejszej pracy wyka-
zywaly az 90% oporno$¢ na dziatanie tego anty-
biotyku. Jednak pomimo zréznicowanych reakcji
na dziatanie antybiotykéw, uzyskane wyniki badan
potwierdzaja wystepowanie w wodach sopockich
potokow bakterii E. coli opornych na dziatanie kilku
antybiotykéw jednocze$nie.

Niejednokrotnie autorzy prac poswieconych za-
gadnieniu lekoopornosci bakterii podkreslajg zalez-
nosc¢ tej reakcji od budowy chemicznej stosowanych
antybiotykoéw. Bakterie E. coli wyizolowane z wod
powierzchniowych Sopotu wykazywaty najwieksza
opornos¢ na dziatanie CN10 (90%) i C30 (78,9%).
Gentamycyna (CN10) to antybiotyk z grupy ami-
noglikozydowych, a C30 (chloramfenikol) to anty-
biotyk nalezacy do amfenikoli. W tym wzgledzie
uzyskane wyniki odbiegaja od tych uzyskanych przez
Mudryka [17], ktory stwierdzit najwiekszg opornosé
badanych bakterii na dziatanie antybiotykow z grupy
beta-laktamowych (gtéwnie penicylin).

Szczepy bakterii E. coli badane w ramach niniej-
szej pracy wykazywaty mniejsza opornos¢ na dzia-
tanie antybiotykéw beta-laktamowych — 35% opor-
nos$¢ na dziatanie imipenemu (IMP 10) i 62%
na dziatanie cefazoliny (CZ30). Imipenem (IMP 10)
to antybiotyk beta-laktamowy z grupy karbapene-
moéw. Zostat dopuszczony do obrotu handlowego
pod koniec lat osiemdziesigtych (Urzad Rejestracji

Produktow Leczniczych, ADFA). W 2002 roku prze-
badano 277 szczepdéw bakterii E. coli pochodzacych
z amerykanski rzek [18]. Szczepy te byly w 100%
wrazliwe na dziatanie IMP 10. Wykazywaty nato-
miast 28% oporno$¢ na dziatanie chloramfenikolu
i 27% oporno$¢ na dziatanie tetracykliny. Nawet
ten jeden przyktad swiadczy o wzroScie opornosci
szczepow E. coli na dziatanie antybiotykow.

Szczepy E. faecalis badane w ramach niniejszej
pracy, podobnie jak i w przypadku E. coli, wykazy-
waly opornos¢ na wszystkie zastosowane w bada-
niach antybiotyki. Najwiekszg na dziatanie erytro-
mycyny — spo$rdd 57 zbadanych 43 szczepy byly
oporne na dziatanie tego antybiotyku co stanowito
75%. Wysoka bo ponad 66% opornos¢ szczepow
E. faecalis na dziatanie erytromycyny potwierdzaja
takze wyniki badan Luczkiewicz i in. [19]. Wyniki
badan prowadzonych w latach wcze$niejszych
Swiadczyly o wiekszej wrazliwosci E. faecalis
na dziatanie erytromycyny. Jedynie 24,8% do 40%
szczepow tego gatunku bakterii wyizolowanych ze
Sciekow z oczyszczalni na terenie Portugalii, byto
opornych na dziatanie erytromycyny [3, 5, 6].
E. faecalis nadal wykazuje znaczng wrazliwos¢
na dziatanie chloramfenikolu (C30). Procent opor-
nych szczepoéw miescit sie w zakresie od 0%
do 13,4% w przypadku badan prowadzonych przez
da Costa i in. [20], natomiast w niniejszych bada-
niach takich szczepoéw byto 21%.

WNIOSKI

1. Stan ludzkiego zdrowia, a nawet zycie, w duzej
mierze zalezy od antybiotykéw. Jednak nadmier-
ne, czy niedostateczne kontrolowanie ich uzycia
doprowadzito do wzrostu opornosci mikroorga-
nizmow.

2. Stosowane obecnie systemy oczyszczania Sciekow
nie s3 w stanie skutecznie dezynfekowaé tych
Sciekow.

3. Liczba bakterii przedostajacych sie¢ do wod po-
wierzchniowych jest nadal znaczna.

4. Bakterie antybiotykooporne obecne w wodach
powierzchniowych mogg stanowi¢ powazny pro-
blem zdrowotny, wywotujac schorzenia przewodu
pokarmowego i inne. Stad wynika potrzeba pro-
wadzenia monitoringu jakosci wod powierzch-
niowych, takze pod katem wystepowania w nich
bakterii antybiotykoopornych.

Zrédto finansowania: praca zostata sfinansowana ze srod-
kow przeznaczonych na dziatalnos¢ statutowq Gdariskiego
Uniwersytetu Medycznego
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