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Praca przedstawia synchroniczng analize dwdch tradycyjnych metod
typowania epidemiologicznego w stosunku do kolekcji 241 szczepow Sal-
monella Enteritidis. Oceniano moZzliwos¢ wyodrebnienia izolatow wyka-
zujqcych w zestawieniu typy fagowe i cechy opornosci na chemioterapeu-
tykii, odrebne i niepowtarzalne profile, co ma istotne znaczenie w docho-
dzeniach epidemiologicznych.
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WSTEP

Szczegbtowa identyfikacja bakterii Salmonella, rozpoznanie najczedciej wystepujacych
typdw serologicznych, w tym gidwnie majacych istotne znaczenie kliniczne, jest pod-
stawa, dochodzen epidemiologicznych. Przy analizie lokalnych epidemii, moga by¢
stosowane rutynowe metody szybkiej identyfikacji, ktérych wyniki sa zazwyczaj po-
rownywalne. Jednak do konfrontacji szczepdw izolowanych w réznym czasie i w odleg-
tych lokalizacjach geograficznych musza by¢é wykorzystywane techniki zaréwno bardzo
doktadne, jak i wysoce powtarzalne (1, 2, 3, 4).

Z punktu widzenia epidemiologii istotne jest traktowanie pojedynczego szczepu
Salmonella izolowanego od zwierzat jako potencjalnego zrdédta epidemii rozprzestrze-
niajacej sie wérdd ludzi. Dlatego tez wazna jest préba mikrobiologicznej charakterystyki
populacji bakterii uzyskanych od ludzi i zwierzat na zblizonym lub tym samym obszarze
geograficznym. W prezentowanej pracy, charakter biotypu zebranej Kolekcji szczepow
okre$lano wstepnie na podstawie réznic w typach fagowych i wrazliwodci na chemio-
terapeutyki. Wykorzystujac skorelowana analize tych dwdch cech, okreslono liczbe
izolatéw wykazujacych odrebne i niepowtarzalne profile.
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MATERIAY. I METODY

Szczepy izolowano w latach 1994-1995 na terenie makroregionu lubelskiego ze
sporadycznych przypadkow zakazen. Podstawowa grupe szczepdw stanowity bakterie
Salmonella Enteritidis (241 szczepdw), ktéra obejmowata 227 izolatow pochodzacych
od ludzi i 14 szczepow pochodzenia zwierzecego.

Szczepy przechowywano w temp. -70°C, w mieszaninie bulionu LB (Difco) i 12%
glicerolu (v/v). Odmtadzanie kultur przeprowadzano w bulionie LB (Difco) przez 18
godz. w temp. 37°C. Do analizowanej Kkolekcji, pozyskano szczepy Salmonella o ozna-
czonych typach serologicznych.

Fagotypy badanych izolatéw oznaczano przy wspdtpracy z Krajowym Osrodkiem
Salmonella w Instytucie Medycyny Morskiej i Tropikalnej w Gdyni wg Lalko (5).

Na przygotowane plytki nanoszono zawiesiny 8 wzorcowych preparatéw bakteriofa-
gowych stosowanych standardowo w metodzie Lalko. Préby inkubowano 24 godz.
w temp. 37°C. Wyniki odczytywano na podstawie schematu réznicowania S. Enteritidis
wg Macierewicz i wsp. (6) i Lalko (5).

Wrazliwos¢ na chemioterapeutyki, peinej kolekcji szczepdw Salmonella, okreslano me-
toda dyfuzyjno-krazkowa, wg Bauer i wsp. (7), na agarze Mueller-Hintona (Difco), przy
wykorzystaniu krazkéw firmy bioMerieux. W ocenie lekowrazliwosci zastosowano chemio-
terapeutyki wyszczegdlnione w tab. 1. Strefy zahamowania wzrostu mierzono po 24 godz.
inkubacji w temp. 37°C, a wyniki interpretowano wedtug zalecenn producenta krazkéw.
W przypadku kolistyny zastosowano 18 godzinny okres preinkubacji, w temp. 4°C.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej testem niezaleznosci .

Tabe 1 a l. Profile opornosci na chemioterapeutyki 241 szczepéw Salmonella Enteritidis
Table I. Antimicrobial resistance pattern of 241 isolates of Salmonella Enteritidis

Profil | Profile oporno$ci na chemioterapeutyki Liczba g%) LICZba, (%) LICZba, (%)
szczepow | szczepdw L | szczepdw Z
AP1 | AM,CF,CFM,S,GM,NN,AN,K,N,C,TE, 1 (0,41) 1 (0,44) -
CL,FM,SXT,NA
AP2 | AM,CF,CFM,S,GM,NN,AN,K,N,TE,CL, 1 (0,41) 1 (0,44) -
FM,SXT,NA
AP3 | AM,CF,CFM,S,GM,NN,AN,K,N,TE,CL, 1 (0,41) 1 (0,44) -
FM,NA
AP4 | CFM,S,GM,NN,AN,K,N,TE,CL,FM,NA 1 (0,41) 1 (0,44) -
APS5 | CFM,S,NN,AN,K,N,CL,FM,NA 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP6 | CFM,S,GM,NN,AN,K,CL,FM,NA 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP7 | CFM,K,N,C,TE,FM 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP8 | AM,S,N,FM,SXT 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP9 | CFM,S,N,TE,FM 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP10 | CFM,K,N,TE 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP11 | JN,TE,FM 6 (2,49) 6(2,64) -
AP12 | AM,S,TE,SXT 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP13 | CFM,N,C.FM 2 (0,83) 2 (0,88) -
AP14 | S,N,C,FM 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP15 | CFM,S,N,C 1 (0,41) 1 (0,44) -
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Tabela I cd.
Profil | Profile opornosci na chemioterapeutyki Liczba g%) LICZba, (%) L1czba, (%)
szczepow szczepdw L | szczepdw Z
AP16 | AM,S,SXT 3(1,29) 31,32 -
AP17 | K.N,TE 8 (3,32) 8 (3,52) -
AP18 | CFM,S,FM 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP19 | S,N,FM 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP20 | CFM,C,FM 3 (1,24). 3 (1,32) -
AP21 | CFM,N,FM 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP22 | CFM,N,C 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP23 | S,FM,NA 1 (0,41) - 1 (7,14)
AP24 | CFM,S,C 1 (0,41) - 1(7,14)
AP25 | CFM,FM 4 (1,66) 4 (1,76) -
AP26 | CFM,N 2 (0,83) 2 (0,88) -
AP27 | S,TE 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP28 | S,FM 34 (14,11) 33 (14,54) 1 (7,14)
AP29 | K,TE 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP30 | TE,FM 2 (0,83) 2 (0,88) -
AP31 | CCFM 3 (1,24) 1 (0,44) 2(14,29)
AP32 | CL,FM 1 (0,41) 1 (0,44) -
AP33 | FM 85 (35,27) 79(34,80) 6 (42,86)
AP34 | CFM 6 (2,49) 6 (2,64) -
AP35 | S 9 (3,73) 9 (3,96) -
AP36 | N 4(1,66) 4 (1,76) -
AP37 | TE 3 (1,24) 3 (1,32) -
AP38 | szczepy wrazliwe na wszystkie 45 (18,67) 42(18,50) 3 (21,43)
chemioterapeutyki

Chemioterapeutyki: ampicylina - AM (stgzenie 10 ug/ml); cefalotyna - CF (30 ug/ml); cefiksim
- CFM (10 pg/ml); streptomycyna - S (10 j.m.); gentamycyna - GM (10 ug/ml); tobramycyna
- NN (10 pyg/ml); amikacyna - AN (30ug/ml); kanamycyna - K (30 j.m.); neomycyna - N (30
j.m.); chloramfenikol - C (30 pg/ml); tetracyklina - TE (30 j.m.); kolistyna - CL (10 ug/ml);
nitrofurantoina - FM (300 j.m.); trimetoprim - SXT (1,25+23,75 (ug/ml); kwas nalidiksowy -
NA (30 pg/ml)

L - szczepy wyizolowane od ludzi; Z - szczepy wyizolowane od zwierzat

WYNIKI

Wséréd badanych szczepdw Salmonella Enteritidis zidentyfikowano osiem typow
fagowych (tab. II). W badanej populacji 4 szczepy wykazywaty fenotyp szorstki, a 3 nie
poddawaty sie typowaniu. Najliczniej reprezentowane byty fagotypy PT6 (40,24%
szczepdw) i PT7 (29,46%). Stosunkowo duzo szczepdédw wykazywato typ fagowy PT3
(12,03%) i PT1 (10,79%). lIzolaty pochodzenia ludzkiego nalezaty do o$miu typow
fagowych, natomiast szczepy pochodzace od zwierzat charakteryzowaty jedynie trzy
fagotypy tj. PT6, PT3 i PT1.
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Tabe lall. Typy fagowe 241 badanych szczepéw Salmonella Enteritidis
Tab 1 e Il. Phage types of 241 isolates of Salmonella Enteritidis

Typ fagowy Liczba (%) Liczba (%) Liczba (%)
szczepdw szczepow L szczepow Z
PT6 97 (40,24) 93 (40,97) 4 (28,57)
PT7 71 (29,46) 71 (31,28) -
PT3 29 (12,03 23 (10,13) 6 (42,86)
PT1 26 (10,79) 24 (10,57) 2 (14,29)
PT24 6 (2,49) 6 (2,64) -
PT26 3 (1,24) 3 (1,32) -
PT25 1 (0,41) 1 (0,44) -
PT27 1 (0,41) 1 (0,44) -
R 4 (1,66) 3 (1,32) 1(7,14)
NT 3 (1,24) 2 (0,88) 1 (7,14)
PT - typ fagowy

R - szczep szorstki; NT - szczep nie poddaje si¢ typowaniu
L - szczepy wyizolowane od ludzi; Z - szczepy wyizolowane od zwierzat

W badaniach oznaczono 38 profili opornosci na chemioterapeutyki (AP) (tab. I). Z
ogllnej liczby badanych szczepéw, 107 izolatéw (44,4%) wykazywato profil opornosci
tylko na jeden zastosowany chemioterapeutyk. W tym najliczniej reprezentowany byt
profil AP33, w ktérym 85 analizowanych szczepéw byto opornych tylko na nitrofuran-
toing (35%). W 48 (19,9%) izolatach wykazano oporno$¢ na dwa z zastosowanych
chemioterapeutykdéw, przy czym az 34 szczepy (14,1%) byly oporne na streptomycyng
i nitrofurantoing (profil AP28). Lekooporno$¢ na trzy rézne chemioterapeutyki wyka-
zywato 20 (8,3%) izolatéw, ktore nalezaty do dziewieciu profili. Natomiast 15 (6,2%)
badanych szczepow byto opornych na 4 - 6 zastosowanych chemioterapeutykow. Zi-
dentyfikowano takze 6 izolatéw opornych na 9 lub wigcej chemioterapeutykow.
Ogo6tem stwierdzono, ze oporno$¢ na jeden lub wigcej z 15 zastosowanych chemiote-
rapeutykéw wykazato 196 (81,33%) z 241 badanych szczepdw.

Stwierdzono, ze 22 z 38 profili opornodci byto reprezentowanych jedynie przez
pojedyncze szczepy Salmonella. We wszystkich analizowanych przypadkach byty to tylko
szczepy wielooporne. Izolaty pochodzace od zwierzat wykazywaly profile opornosci
obejmujace maksymalnie trzy chemioterapeutyki (profil AP23 i AP24).

Rozpatrujac efektywnos$é poszczegdlnych chemioterapeutykdéw, najmniejsza skute-
czno$¢ in vitro stwierdzono dla nitrofurantoiny (ponad 64% szczepéw opornych) (tab.
IIT). Wysoki odsetek szczepdw (26%) charakteryzowat si¢ brakiem wrazliwosci na
streptomycyng, neomycyng (14,5%), cefiksim (12,9%), tetracykling (12%) oraz kana-
mycyne (9,5%). Szczepy izolowane od ludzi byly oporne gtéwnie na nitrofurantoing
(63,89%), streptomycyng (26%), neomycyne (15%), cefiksim (13%), tetracykling
(12,8%) i kanamycyne (10%).

Zwraca uwage fakt, ze wszystkie szczepy pochodzace od zwierzat byly wrazliwe na
10 z 15 zastosowanych chemioterapeutykéw. Wérdd nich znaczny odsetek (71%) wy-
kazywal oporno$¢ na nitrofurantoing oraz w mniejszym zakresie na chloramfenikol
(21,4%), streptomycyne (21,4%), cefiksim (7,1%) i kwas nalidiksowy (7,1%).
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Tabela II11. Wrazliwo$¢ na chcmioterapeutyki 241 szczepdw Salmonella Enteritidis
Table III. Susceptibility to antimicrobial agents of 241 Salmonella Enteritidis strains

Chemio- Szczepy oporne Szczepy wrazliwe
tera liczba (%) | liczba (%) | liczba (%) | liczba (%) | liczba (%) | liczba (%)
peutyk % , , X . .
szczepow | szczepdw L | szczepdw Z| szczepdw | szczepow L | szczepéw Z
Ampicylina | 8 (3,32) 8 (3,52) - 233 (96,68) | 219 (96,48) | 14 (100)
Cefalotyna | 3 (1,24) 3 (1,32) - 238 (98,76) | 224 (98,68) | 14 (100)

Cefiksim | 31 (12,86) | 30 (13,22) | 1 (7,14) | 210 (87,14) | 197 (86,78) | 13 (92,86)
Streptomycyna| 62 (25,73) | 59 (25,99) | 3 (21,43) | 179 (74,27) | 168 (74,01) | 11 (78,57)

Gentamycyna| 5 (2,07) 5 (2,20) - 236 (97,93) | 222 (97,80) | 14 (100)
Tobramycyna| 6 (2,49) 6 (2,64) - 235 (97,51) | 221 (97,36) | 14 (100)
Amikacyna | 6 (2,49) 6 (2,64) - 235 (97,51) | 221 (97,36) | 14 (100)
Kanamycyna| 23 (9,54) | 23 (10,13) - 218 (90,46) | 204 (89,87) | 14 (100)
Neomycyna | 35 (14,52) | 35 (15,42) - 206 (85,48) | 192 (84,58) | 14 (100)
Chloramfe- | 14 (5,81) 11 (4,85) 3 (21,43) | 227 (94,19) | 216 (95,15) | 11 (78,57)
nikol
Tetracyklina | 29 (12,03) | 29 (12,78) - 212 (87,97) | 198 (87,22) | 14(100)
Kolistyna 7 (2,90) 7 (3,08) - 234 (97,09) | 220 (96,92) | 14 (100)
Nitrofuran- | 155 (64,32) | 145 (63,88) | 10 (71,43) | 86 (35,68) | 82 (36,12) | 4(28,57)
toina
Trimetoprim | 7 (2,90) 7 (3,08) - 234 (97,09) | 220 (96,92) | 14 (100)

Kwas 7 (2,90) 6 (2,64) 1 (7,14) | 235 (97,51) | 221 (97,36) | 13 (92,86)
nalidiksowy |

oznaczenia jak w tabeli |

Analizujac profile opornosci na chcmioterapeutyki i ekspresje typow fagowych (tab.
IV) mozna stwierdzié, ze 34 (14,1% ogd6tu) szczepy, o profilu opornosci AP33 posiadaty
jednocze$nie profil fagowy PT6. Natomiast 26 (10,8%) szczepdw nalezacych do tego
samego profilu opornosci wykazywato fagotyp PT7. Zblizone wyniki opornosci i fago-
typowania: AP28 (streptomycyna, nitrofurantoina)/PT6 stwierdzono u 20 (8,3%)
szczepow, a AP38 (szczepy wrazliwe na wszystkie chemioterapeutyki)/PT7 u 21 (8,7%)
szczepdw. Rowniez licznie reprezentowane byty zestawienia cech: AP38/PT6 stwierdzo-
ne u 16 szczepéw (6,6%) i AP33/PT1 dotyczace 13 (5,4%) izolatéw.

W skorelowanej analizie opornosci na chemioterapeutyki i ekspresji fagotypéw
badanej kolekcji 241 szczepdw Salmonella, v 44 (18,3%) izolatéw stwierdzono odrebne
i niepowtarzalne zestawienie tych dwoch cech.

DYSKUSJA

Opornos$¢ wsréd szczepoéw Salmonella Enteritidis na wiele czynnikéw antybakteryj-
nych moze by¢ zdaniem Nair i wsp. (8), wazna wskazéwka przy leczeniu niektorych
infekcji. Preparaty antybakteryjne powszechnie wykorzystywane u ludzi i zwierzat w te-
rapii choréb zakaznych, w tym takze przy leczeniu zakazen pateczkami Salmonella, w
wielu przypadkach stosowane sa niezgodnie z przyjetymi wymogami. Dotyczy to
zwlaszcza dawek, czasu trwania leczenia, czgsto takze bez uwzgledniania wrazliwosci
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Tabela IV. Ekspresja opornosci na chemioterapeutyki i typow fagowych 241 szczepdw Sal-
monella enterica ser. Enteritidis

Table IV. Distribution of resistance to chemiotherapeutics and phage types among 241
Salmonella enterica ser. Enteritidis strains

Profile opornosci Liczba szczepdéw reprezentujacych nastgpujace typy fagowe
na chemioterapeutyki AP| PT6 | PT7 | PT3 | PT1 | PT24| PT26||PT25| PT27| R | NT

AP1 - -

AP2 B O S S

AP3 - 1

AP4 N

APS 5

AP6 - 1

AP7 - - - - - -1 -1 -T-

AP8 - 1

AP9 1

AP10 - - 1 - - - - - - -
API11
AP12
API3
AP14
API15 - 1

U I U
—

—_
[\

AP16

AP17

AP138

AP19

— | — | 1

AP20

AP21 - 1

AP22

|
|

|

—_

|

|

1

|

1

1

AP23

AP24

AP25 3 1

AP26 e

AP27 1

AP28 20 5 2 4 - - - - 2 1

AP29 - o - o

AP30

1
AP31 L - 2 - - -1 -1-1-
AP32 1

AP33 34 |26 5 13 - 2 1 1 2 1

AP34

1
AP35 7 2
AP36 3

AP37 - 3

AP38 16 | 21 4 3 - - - - - -

AP - profil opornosci na chemioterapeutyki, PT - typ fagowy, R - szczep szorstki; NT - szczep
nie poddaje si¢ typowaniu
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bakterii na stosowany lek. Ujemna konsekwencja takiego postgpowania jest powstawa-
nie mikroorganizmdéw wieloopornych (9, 10).

Poniewaz czestotliwos¢ samoistnych mutacji u bakterii jest niska, uwazano ze opor-
no$¢ na antybiotyki nie moze si¢ rozwinaé. Jednak bakterie moga zbiera¢ i wymieniaé
genetyczng informacje z nadzwyczajna tatwoscia, nabywajac i tracac cechy opornosci,
przez co tworza ogromna presje do selekcji opornosci na chemioterapeutyki. Mozna
rozwazaé przytoczona koncepcje po identyfikacji tego zjawiska wérdd licznych szczepdw
wieloopornych zidentyfikowanych w badaniach wtasnych. W omawianej grupie zwraca
uwagg kilka szczepdw o duzej wieloopornosci obejmujacej od 9 do 15 z zastosowanych
chemioterapeutykow.

Obserwowane zjawisko dotyczy wielu krajéw kontynentu europejskiego. Np. w Tur-
¢i (11, 12, 13) obecno$¢ wieloopornych szczepdw Salmonella uznawana jest za bardzo
powazny problem medyczny, zwlaszcza ze w ciagu ostatniej dekady odnotowuje sig
wielokrotny wzrost liczby szczepdéw opornych na tetracykling, streptomycyne, kanamy-
cyne, ampicyline i chloramfenikol, tj. lekéw majacych powszechne zastosowanie w te-
rapii.

Analiza zmian opornosci szczepow Salmonella Enteritidis na 15 chemioterapeutykow
prowadzona w latach 1990 - 1997 w Grecji wykazata bardzo duzy odsetek izolatéw
wieloopornych (14). Negatywnie oceniono przydatno$¢ oceny antybiotykoopornosci do
réznicowania populacji Salmonella Enteritidis izolowanych w Turcji (15) i Korei ( 16).

Na podstawie badan przeprowadzonych w Finlandii w latach 90-tych stwierdzono,
ze 12 epidemii spowodowanych byto przez bakterie Salmonella Enteritidis wykazujacych
typy fagowe PTI i PT4. Jednak nie bylo mozliwe zréznicowanie izolatéw reprezen-
tujacych te typy fagowe przez oznaczenie profili opornosci na chemioterapeutyki (17).

Réwniez izolaty Salmonella Enteritidis, ktére byly przyczyna trzech epidemii w Ja-
ponii w latach 1998-1999 wykazywaty identyczne wzorce lityczne przy okreslaniu fago-
typu, oraz oporno$¢ na ampicyling i streptomycyne (18). Okre$lone w badaniach wtas-
nych typy fagowe Salmonella Enteritidis sa zblizone do wynikéw fagotypowania 517
szczepOw wyizolowanych w Polsce w latach 1986 - 1995 (19). Uzyskane rezultaty
typowania bakteriofagowego potwierdzaja réwniez celowo$¢ wykorzystania stosowane-
go w Polsce schematu Lalko do prowadzenia analizy epidemiologicznej pateczek Sal-
monella Enteritidis (20).

Wyniki badan wiasnych jak rowniez analizy wykonane przez innych autorow (21,
22) wskazuja na nieefektywnos$¢ zestawienia wytacznie dwodch tradycyjnych metod
typowania do wyselekcjonowania izolatéw wywolujacych sporadyczne przypadki zaka-
zen i szczepow odpowiedzialnych za zakazenia o charakterze lokalnych epidemii.

WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ specy-
ficznych korelacji pomiedzy profilem antybiotykooporno$ci a okre$lonym typem fago-
wym. Przeprowadzone analizy cech fenotypowych obszernej kolekcji Sa/monella Ente-
ritidis umozIliwity zréznicowanie duzej czeSci badanej grupy izolatéw. Fagotypowanie
i oznaczanie wrazliwosci na chemioterapeutyki moze by¢ traktowane jako wstegpny etap
charakterystyki populacji bakteryjnej. Metody te sa uzytecznymi epidemiologicznie
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markerami, nie maja jednak zastosowania przy ukazywaniu filogenetycznych powiazan
szczepow.

D Kowalczyk-Pecka, A Wernicki, A Puchalski

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY AND PHAGE TYPES OF SALMONELLA
ENTERITIDIS STRAINS ISOLATED IN THE LUBLIN AREA

SUMMARY

The study aimed at specifying the value of two traditional methods of typing, using the
collection of 241 strains of Salmonella Enteritidis isolated from people and animals in the Lublin
area in 1994 - 1995 from the occasional cases of infections.

There were 8 phage types identified among the examined strains. Phage types PT 6 (40.24%
of strains) and PT 7 (29.46%) were the most numerous ones. Salmonella Enteritidis was
numbered among 38 profiles on the basis of the analysis of resistance to 15 antimicrobial agents.

It was found that nitrofurantoin had the lowest efficacy in vitro in relation to the examined
collection of Salmonella isolates. High percentage of strains were characterized by lack of
susceptibility to streptomycin, neomycin, cefixime, tetracyclin and canamycin. While analyzing
the profiles of resistance to chemiotherapeutics and the expression of phage type of the examined
strains it was observed that only 14.1% of all strains showing resistance to nitrofurantoin
represented at the same time phage type PT 6, whereas 10.8% of strains belonging to the same
resistance profile indicated PT 7 phage type.

In correlated analysis of resistance to chemiotherapeutics and phage type expression of the
examined collection of 241 isolates of Salmonella Enteritidis, 18.3% of strains showed distinct
and unique set of these two features, which can be used in epidemiological investigations for
the preliminary characterization of the bacterial population.
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