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Enteroagregacyjne szczepy Escherichia coli (EAEC) uznane zostaly za
czynnik etiologiczny przewleklych biegunek sekrecyjnych niemowlgt. Dlugo-
trwale biegunki, utrzymujgce si¢ miesigcami z uwagi na powazne nastep-
stwa niejednokrotnie zmuszajg do leczenia. W pracy badano wrazliwos¢ na
antybiotyki i chemioterapeutyki 55 szczepow EAEC izolowanych od dzieci
z biegunkg.
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WSTEP

Enteroagregacyjne szczepy Escherichia coli (EAEC) zwiagzane sa przede wszystkim
z przewleklymi biegunkami sekrecyjnymi u niemowlat (1, 2), ale moga réwniez wywoltywac
przewlekte biegunki u 0sdb doroslych, szczeg6lnie u pacjentdow z AIDS, biegunki podrdz-
nych oraz epidemie biegunek (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). EAEC r6zni od pozostalych szczepow E.
coli odpowiedzialnych za biegunki u ludzi charakterystyczny, agregacyjny typ adhezji AA
(aggregative adherence) do komérek nablonka linii HEp-2 w tescie adhezji in vitro (6, 10).
Nie s3 znane wskazania do leczenia zakazen o etiologii EAEC, ale przewlekly charakter
biegunek u niemowlat, ktore moga utrzymywac si¢ nawet przez kilka miesiecy, niejedno-
krotnie zmusza do antybiotykoterapii. Izolowane w r6znych czg¢éciach Swiata enteroagre-
gacyjne E. coli wykazuja zrdznicowana wrazliwo$¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki (3,
4,11, 12, 13, 14). Wigkszos¢ szczepow EAEC jest wrazliwa na chinolony, z ktorych cipro-
floksacyna wykazuje in vivo dobra aktywnos$¢ w leczeniu przewlekiych biegunek podrdz-
nych oraz utrzymujacych si¢ biegunek u pacjentéw z zespolem AIDS (8, 11). Vila i wsp.
(13) opisali jednak oporne na kwas nalidyksowy szczepy EAEC o zmutowanych genach gy-
A4 i/lub parC. Wielooporne szczepy EAEC, niewrazliwe na penicyliny, tetracykliny, chlo-
ramfenikol, streptomycyne, kanamycyne, sulfametoksazol i trimetoprim opisali Yamamo-
to i wsp. (14). Oporno$¢ na antybiotyki i chemioterapeutki byta u badanych szczepow uwa-
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runkowana obecno$cig plazmidu o wysokim ciezarze czasteczkowym, niosacego geny leko-
opornosci oraz kodujacego czynnik agregacyjnej adhezji i mannozoopornej hemaglutyna-
¢ji ludzkich erytrocytow.

Celem pracy bylo oznaczenie wrazliwoSci na antybiotyki i chemioterapeutyki entero-
agregacyjnych szczepdw E. coli izolowanych od dzieci z biegunka oraz zbadanie zdolnosci
tych szczepow do syntezy B-laktamaz o rozszerzonym spektrum dziatania (ESBL).

MATERIAL I METODY

Badane 55 szczepdw EAEC izolowano w latach 1999 — 2002 na podstawie testu adhe-
zji in vitro od 55 dzieci z biegunka ($redni wiek badanych dzieci 27 miesiecy), zamieszku-
jacych miasto Wroctaw i okolice. Szczepy przechowywano w bulionie Luria-Bertani (LB)
z 15% glicerolem w —70°C. Do dalszych badan szczepy po rozmrozeniu pasazowano dwu-
krotnie na agarze zwyklym i powtarzano test adhezji wg Cravioto i wsp. (10) z 3- i 6-godzi-
nnym okresem inkubacji bakterii z komorkami nabtonka linii HEp-2.

Ponadto okreslono zdolno$¢ badanych szczepéw do tworzenia kozucha na powierzchni
bulionowej hodowli, co wedtug Albert i wsp. (15) jest cecha charakterystyczna dla wigkszo-
$ci agregacyjnych szczepéw E. coli. Zdolno$¢ do wytwarzania kozucha oceniano dla ho-
dowli w LB oraz w bulionie tryptozowo-sojowym (TSB) po 24 godzinnej inkubacji w 37°C
z wytrzgsaniem i bez wytrzasania.

Dla wszystkich badanych szczepéw wykonano serotypowanie z surowicami dla antyge-
ndéw somatycznych enteropatogennych szczepdw E. coli (EPEC).

Wrazliwo$¢ badanych szczepéw na antybiotyki i chemioterapeutyki oznaczano metoda
dyfuzyjno-krazkowa (diffuse disk method — DDM). Do oznaczen stosowano krazki firmy
Becton Dickinson wysycone: ampicyling (10 pg), pieracyling (100 ug), amoksycyling z kwa-
sem klawulanowym (20/10 pg), pieracyling z tazobaktamem (100/10 pg), ceftriaksonem
(30 ng), ceftazydymem (30 ig), aztreonamem (30 ug), imipemenem (10 pg), meropenemem
(10 ug), netylmycyna (30 pg), amikacyng (30 ug), ciprofloksacyna (5 pg), furazolidonem
(100 pg), trimetoprimem/sulfametoksazolem (1,25/23,75 pg), trimetoprimem (5 pg), chlo-
ramfenikolem (30 pg). Interpretacji wynikéw dokonywano na podstawie pomiaru Srednicy
(mm) strefy zahamowania wzrostu bakterii wokdt krazkow wedtug zalecei NCCLS (16).

Zdolnos¢ do wytwarzania enzymo6w typu ESBL oznaczano z zastosowaniem testu dwoch
krazkow (double disk synergy test - DDT) wg Jarlier i wsp. (17). Na podtoze Miiller-Hintona
nanoszono zawiesing badanego szczepu (rozcienczona 0,5 w skali McFarlanda). Centralnie
na plytce umieszczano krazek wysycony amoksycylina z kwasem klawulanowym (inhibitor
B-laktamaz) a satelitarnie w odlegtosci 20-30 mm krazki z aztreonamem, cefotaksymem, ce-
ftazydymem i ceftriaksonem. Po 16-18 godzinach inkubacji w temp. 37°C obserwowano
strefy zahamowania wzrostu bakterii. Dodatni wynik testu, $wiadczacy o wytwarzaniu przez
badany szczep ESBL polega na powstaniu i/lub asymetrycznym powiekszeniu strefy zaha-
mowania wzrostu wokot uzytych krazkéw od strony krazka z inhibitorem B-laktamaz.

WYNIKI I OMOWIENIE

Wsroéd przebadanych 55 szczepéw EAEC izolowanych od dzieci z biegunka, 9 (16,4%)
nalezato do serogrup EPEC: O18 - 2 szczepy, O86 — 2 szczepy, 025, 026, 0125, 0126,
0127 - po jednym szczepie, 2 szczepy ulegaly autoaglutynacji w 3% roztworze NaCl.
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Wszystkie badane szczepy tworzyly na powierzchni LB i TSB kozuch o réznej grubosci od
3 do 5 mm. Sposrod 55 przebadanych enteroagregacyjnych szczepow E. coli wigkszos¢ by-
fa wrazliwa na analizowane antybiotyki i chemioterapeutyki, w tym w 100% na karbape-
nemy tj. imipenem i meropenem oraz na fluorochinolony - ciprofloksacyne, w 98-95% na
furazolidon, chloramfenikol, ceftazydym, ceftriakson, aztreonam oraz netylmycyne i ami-
kacyne, w 91-87% na amoksycyling z kwasem kalwulanowym, trimetoprim/sulfametoksa-
zol. Najwigcej szczepdw opornych (29-35%) stwierdzono na ampicyling i piperacyling
(tab. I). Trzy szczepy posiadaly zdolnos¢ syntezy ESBL oraz wzor opornosci charaktery-
styczny dla drobnoustrojow ESBL-dodatnich (tab. II).

Badania wtasne wykazaly duza lekowrazliwo$¢ szczepoéw EAEC powodujacych przewle-
kte biegunki u dzieci pochodzacych z Wroctawia i okolic. Stosowanie jednak wielu z tych
antybiotykdw jest obarczone licznymi ograniczeniami; fluorochinolony nie powinny by¢ sto-
sowane u dzieci ponizej 15 roku zycia z uwagi na powodowanie zmian w chrzastce stawo-
wej, karbapenemy zalecane sg jedynie w leczeniu zakazefi wywolywanych przez szczepy ES-
BL-dodatnie i w stanach zagrazajacych zyciu. Aminoglikozydy rowniez maja ograniczone

Tabela I.  Wyniki oznaczania wrazliwosci na antybiotyki i chemioterapeutyki badanych 55 ente-
roagregacyjnych szczepow E. coli

Table I. The results of susceptibility to antimicrobial agents of 55 enteroaggregative E. coli
strains examined

Testowany czynnik antybakteryjny Liczba (%) szczepow opornych
Ampicylina AM 19 (34.,5)
Piperacylina PIP 16 (29)
Amoksycylina/kwas klawulanowy AMC 509)
Piperacylina/tazobactam TZP 0
Ceftriakson CRO 3(5)
Ceftazydym CAZ 3(5)
Aztreonam ATM 3(5)
Imipenem IPM 0
Meropenem MEM 0
Netilmycyna NET 3(5)
Amikacyna AN 3(5)
Ciprofloksacyna CIP 0
Furazolidon F/X 1(2)
Trimetoprim/sulfametoksazol STX 6 (11)
Trimetoprim TRIM 7 (13)
Chloramfenikol C 3(5)

Tabela II. Wrazliwo$¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki ESBL — dodatnich szczepéw EAEC
Table II.  The susceptibility to antimicrobial agents of EAEC ESBL-producing strains

Szczep | AM | PIP |AMC| TZP |CRO|CAZ|ATM|IPM MEM|NET| AN | CIP | F/X |STX|TRIM| C
1. R{R/R|{S|IR|R|R|S|S|R|R|S|S|R|R|S
2. R|{R|T|S|R|R|R|S|S/ R|{R|S|S|R|R|R
3. R{R|/S|S|R|R|IR|S|S|R|R|S|S|R|R|S

S — wrazliwy, R — oporny, I - zmniejszona wrazliwo$¢
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zastosowanie jedynie do szczepOw bakteryjnych niewrazliwych na inne leki przeciwdrobno-
ustrojowe. Stosowanie cefalosporyn powinno by¢ bardzo uwaznie rozpatrywane z uwagi na
udowodniong rol¢ tych lekow w selekcji szczepdw wieloopornych. W przypadku pozosta-
tych antybiotyk6w, aminopenicylin, penicylin z inhibitorami B-laktamaz, ko-trymoksazolu,
trimetoprimu oraz furozolidonu, cho¢ nie ma tylu ograniczen, wykazana na nie oporno$¢
wsrod badanych szczepéw EAEC jednoznacznie wskazuje na konieczno$¢ oznaczania dla
izolowanych enteroagregacyjnych szczepoéw E. coli lekowrazliwoSci in vitro.

B Sobieszczariska, B Kowalska-Krochmal, K Mowszet, T Pytrus

SUSCEPTIBILITY TO ANTIMICROBIAL AGENTS OF ENTEROAGGREGATIVE
ESCHERICHIA COLI STRAINS ISOLATED FROM CHILDREN WITH DIARRHEA

SUMMARY

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) are responsible for infant’s persistent secretory diar-
rhea, traveler’s diarrhea and outbreaks. Since isolated all over the world EAEC strains show a low to
high level of resistance to antimicrobial agents, the aim of the study was to determine antimicrobial
susceptibility and B-lactamases extended spectrum (ESBL) production in vitro among 55 enteroag-
gregative E. coli strains isolated from children with diarrhea.

Among the 17 antimicrobial agents tested, most of them showed good in vitro activity against
EAEC isolates examined, apart from ampicilin and piperacylin (about 30% resistant EAEC strains).
Three of 55 examined EAEC isolates were ESBL — producing strains.

Because of the presence of ESBL — producing as well as resistant to antimicrobial agents EAEC
isolates among enteroaggregative E. coli strains examined, treatment with antibiotics should be un-
dertaken according to antibiogram.
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