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80 000 zgondéw w Chinach,
30 000 zgondéw w Tajlandii,
25 000 w Europie,

23 000 w USA.

Konsumpcja antybiotykoéw, zaréwno w lecznictwie szpitalnym jak i otwartym, systematycznie wzrasta. W 1997 roku
Swiatowa Organizacja Zdrowia zaliczyta narastajgcy problem antybiotykoopornosci. Niewtasciwe i nadmierne
stosowanie antybiotykow jest jednym z gtbwnych czynnikbw odpowiedzialnych za powstawanie i rozprzestrzenianie

sie mechanizmoéw opornosci drobnoustrojow
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Bakterie wytwarzajg mechanizmy, dzieki ktérym stajg sie odporne na dziatanie
antybiotykdw. Mogg wykorzystywac jedng metode badz taczy¢ kilka jednoczesnie.
Wsréd poznanych mechanizméw antybiotykoopornosci bakterii mozna miedzy
innymi wyroznic:

u modyfikowanie miejsca, w ktorym docelowo dziata lek,

= inaktywowanie leku przez enzymy bakteryjne,

= usuwanie antybiotyku z komorki bakteryjnej przez wyspecjalizowane ,pompy”,
= zahamowanie transportu leku do wnetrza komorki.

np. B-laktamazy, ktére rozktadajg antybiotyki B-laktamowe (penicyliny,
cefalosporyny),
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Gtownym miejscem rozprzestrzeniania
sie antybiotykoopornosci sg
oczyszczalnie sciekdw, uwazane za

istotny rezerwuar genow opornosci

Populacja
luda
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Wirulencje, okreslang takze zjadliwoscig, definiuje Bakterie Gram-dodatnie | Bakterie Gram-ujemne

nukleoid

(réwnowaznik jadra) torebka

sie jako zdolnos¢ drobnoustroju patogennego do

wywotania choroby.
O zjadliwosci bakterii decydujg nastepujgce cechy:

» zakaznosc, to zdolnos¢ patogenu do wnikniecia w
tkanki gospodarza i przebywania w nich

. Y 2z . wearstwa
* inwazyjnosc¢, to zdolnos¢ drobnoustroju do fnurei,w)

pokonywania barier obronnych ustroju,

namnazania sie i rozprzestrzeniania w organizmie;

* toksycznosc, to zdolnos¢ do wytwarzania toksyn
lub uwalniania produktow pochodzgcych z

procesow metabolicznych lub rozpadu komérek
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Celem pracy byta analiza genomu pod katem antybiotykoopornosci i
wirulencji bakterii Aeromonas caviae wyizolowanych z sciekow surowych

oraz oczyszczonych pobranych z miejskiej oczyszczalni sciekow.

Scanning electron micrograph of Aeromonas
sp. bacteria adhering to human epithelial cells
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Szczepy wyizolowano z surowych (RW) i oczyszczonych (TW)
$ciekow z oczyszczalni $ciekow Tychy-Urbanowice zlokalizowanej w
potudniowej czesci Polski (N 50° 5" 35.881; E 19° 3" 32.202)

Oczyszczalnia Sciekow Tychy-Urbanowice
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48h
30°C

6 uktadow doswiadczalnych

450ml Podtoza M9

Zantybiotykiem =ofloksacyna (16mg/l) + norfloksacyna (16mg/1)
Etap 2 Selekcja

o, A / \ =ryfampicyna (10mg/l)

&'_’ Umu H'_‘Umui_ﬂ o \;@ stetracyklina (20mg/l)
i e e =ofloksacyna (16mg/l)
| N A |
YL L Nai =norfloksacyna (16mg/I)

0,1ml na state
szereg rozcieficzen w zakresie 101108 podtoze M9 z

ropg

=streptomycyna (20mg/l) + kanamycyna (20mg/l) + gantamycyna (20mg/l)

Etap 3 lzolacja i czyszczenie szczepéw bakteryjnych

48h
30°C
Posiew pojedynczych kolonii metoda
™ posiewu redukcyjnego na ptytkach LB

]
Etap 4 Hodowla czystych kultur na podtozu ptynnym

48h

30°C
Posiew pojedynczych na ptynne
podtoze LB

Etap 5 Bankowanie czystych szczepow bakteryjnych

l >
38 szczepow z $ciekéw surowych MO B’o
36 szczepow z Sciekow oczyszczonych Nahiroioeise, Inc.

Etap 7 Identyfikacja szczepow bakterii N ow a QIAGEN com pO nY . . . ..
A1, X Izolacja i Sekwencjonowanie QMEN

szczepow
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. oksydazododatnie pateczki Gram ujemne

. wystepujg we wszystkich srodowiskach wodnych

. mezofile

AEROMONAS

. oportunistyczne patogeny ludzkie Fusplcingyibbmoondaliunaliierortmfibin kg il sl

0 wywoluja najczgsciej biegunki, zapalenie zotadka 1 jelit, zakazenia ran oraz infekcje

drog zotciowych 1 moczowo-piciowych

Czynniki wirulencji u Aeromonas cavia:
e enzymy wydzielane pozakomorkowo tj.: aerolizyna, o
wlasciwosciach hemolitycznych i cytolitycznych,
e cytotoksyczna enterotoksyna-Act,
e cytotoniczne enterotoksyny (termolabilna Alt i cieptostata Ast),
e proteazy,
o elastazy,
e acetylotransferaza,
e glicerofosfolipid/cholesterol .
e fimbrie, biatka btony zewnetrznej,

% - e warstwa biatkowa S.
§l o014 20KV .x30,808  lvn D25 10
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Lancuchowa reakcja polimerazy PCR, analiza sekwencji

Nazwa Amplicon Annealing
H HE Sekwencja start 5°-3 temperatura Bibliografia
Geny wirulencji : genu clewencja starteru (37-37) (bp) s ¢
Act, aer, ast hlyA LC1-GATCGGTCGAATGCGTGT
intll LC5- 196 50
GCCTTGATGTTACCCGAGAG Lo ”
Figueira i wsp.
LC2-TGCTTTTCCCACCCTTAC
intl2 LC3- 195 55
GACGGCTACCCTCTGTTATCTC
TTGCGATGCTCTATGAGTGGCT Harnisz &
/ aac(6’)-1b-cr A 482 55 Korzir:i':\fvskazs
cC G CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
~ ATTTCTCACGCCAGGATTTG Hubeny i
A T gnrA 516 53 %
~ GATCGGCAAAGGTTAGGTCA Wsp..
i i GGMATHGAAATTCGCCACTG
DNA Sample Primers Nucleotides qnrB 264 54 Guo i wsp.22
TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
CGAGATCAATTTACGGGGAAT
gnrD A 465 50
AACAAGCTGAAGCGCCTG
Taq polymerase  Mix Buffer PCR Tube / gnrs GCAAGIIRATTGAACESS G 428 54
TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
CTCGGCGCGATGATGCT Hall24
0gXA 392 57
CCACTCTTCACGGGAGACGA
TCCTGATCTCCATTAACGCCCA
ogqxB 131 64
- ACCGGAACCCATCTCGATGC
o CCAGCTCGGCAACTTGATAC 570 60
PeRCele ok ATGCTCGCCTTCCAGAAAA

Thermal Cycler
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Klasyczne metody analizy antybiotykoopornosci i wirulencji

1. Oznaczanie antybiotykoopornosci metoda krazkowo-dyfuzyjna
2. Oznaczenie aktywnos$ci enzymatycznej (enzymy z grupy lipaz, ureaz, lakaz i celulaz, proteaz)

3. Analiza aktywnos$ci hemolitycznych

4.  Analiza minimalnych st¢zen hamujacych (MIC) metali
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Klasyczne metody analizy antybiotykoopornosci i wirulencji

1. Analiza tworzenia biofilmu

2. Test ruchliwosci szczepow Aeromonas caviae

3. Analiza produkcji biosurfaktantow
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WYNIKI

Scieki surowe Scieki Oczxszczon_e
Nazwa probki A 3 ¢ N 2 o S Ni( A 2 g o & 2 = =
= = = = = = = = = = = = = = = =
4 14 4 12 14 F F F F F F F F F £ =
Produkcja biosurfaktantow 50.48
53.62+0.8 | 52.85+0.5 | 57.35+0.6 | 57.81+0.6 | 57.59+0.9] §55.1+0.62 | 56.38+0.1 | 46.48+0.5 | 51.13+0.7 | 52.25+0.6 | 46.49+0.6 | 54.14+0.7 | 53.23+0.7 | 53.74+0.1 | 54.5+0.76 0'53
[MN/m+STD] '
g urease - - - - - - - - - - - - - -
s laccase - - - - - - - - - - - - - - - -
£
=
[
g e -4 - -4 -7 - -7 -7 -7 -7 -] - -] [ | |
=]
= Tpzse Y : + + + + a = R - . : + +
EPVRRISPSISY, . 5.0, 732600 a303:01 s02501 o030 | [ T - =
"~ Zdolnos< tworzenia biofilmu + + ++ ++ ++ + + + + + [ -] + + + +
g Cd 875 218.75 875 218.75 218.75 218.75 875 437.5 437.5 4375 437.5 54.68 218.75 437.5 4375 437.5
>
E Zn 875 4375 875 4375 437.5 109.37 109.37 437.5 218.75 13.67 437.5 54.68 218.75 218.75 4375 437.5
<=
Q
< Ni 437.5 109.37 218.75 109.37 109.37 54.68 54.68 4375 109.37 54.68 437.5 54.68 54.68 54.68 109.37 |109.37
oy
% Cu 875 875 875 437.5 437.5 109.37 218.75 875 437.5 4375 875 54.68 437.5 437.5 875 875
% Co 875 1750 3500 875 875 27.34 437.5 3500 54.68 54.68 437.5 54.68 27.34 3.4 437.5 875
% Mn 54.68 27.34 54.68 54.68 13.67 6.83 6.83 54.68 218.75 6.83 54.68 27.34 1.7 6.83 218.75 | 54.68
I
B aac(6’)-1b-
5 R
2 cr
g gnrA - - - - - - - - - - - - - - - -
E‘% nrB -
] nrD
O X
2 nrS - - - - - - - - - - -
2
S 0gxA - - - - - - - - - -
‘g ogxB - - - - - - - - - - - - - - - -
gepA - - - - - - - - - - - -
) intl1
Geny integraz intl2 j j j j j j j j j j j j j j j j
‘ act | - - - - - - -
. . aer - - - - - - - -
Geny wirulencji o | - - - - - - - -
| | hihvA | | - - - B - - o o
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Geny antybiotykoopornosci oraz wirulencji w genomie szczepéw Aeromonas caviae

A. caviae Geny antybiotykoopornosci Geny wirulencji
. ' TW-2 ;aac_b_lla; aac_6_Ib; cheY; exeE; exeF; exeG; fIhG; fliE; fliG;
Aminoglikozydy fliM; fliN; fliP; fimH; hiyA; mrkB; mrkC: Gany kodujace:

B-laktamy |bIaMOX; blagya.10: blaga zs; catB§| mrkD; mrkF; pomA2; tapT; amoA; cheA; Flageline,

mph_A,; cheV; cheW; exeA; exeD; exeF; exel; exeJ; _Fimbrie
gack exeN; fIgC; flgL; fIhA; fIhB; fhiA; fliF; flil; . .
fliL -substancje agregujaca
TW-6 A7J11; mph_A; aac_6_Ib; cheY 7: exeE: exeF: exeG: fliE_22: flim_2; -Podjednostki wigkszej
aph_3_la; arr; qacE; blagy, 1; fliN_21; fimH; mrkB+; mrkD+; mrkF+;  cytolizyny
blagya 35, CatB3; blayoy; aac_6_lia nueA_2; tapT; amoA; cheV_7; chew 2 1; - biatka
) cluster_69; exeA_1; exeD_1; exeF_2; powierzchniowego

fleR_flrC+; flgC_18; flgG_10; flgK_16;
flnA_17; flhB_31; flnB_32; flhB_38;
flInG+; fliF_21; fliF_23; fliG_3; flil_25;
fliP_18; hlyA _4; hutA_4; mrkC+_1,;
pomA2; tapQ_1; tapU_1
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W pracy podjeto probe okreslenia zaleznosci miedzy wartosciami MIC metali, a
wskaznikami MAR. Za pomocg analizy PCA, nie stwierdzono zaleznosci migdzy
warto$ciami wskaznikow MIC i MAR
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Obecnos¢ bakterii opornych w Sciekach wymaga podejmowania kompleksowych
badan, majgcych na celu poznanie ich fizjologii, cech wirulentnych, biochemicznych
i genetycznych. Pozwala to okresli¢ ich wptyw na bezpieczenstwo zdrowotne ludzi
oraz na rozprzestrzenianie sie zjawiska lekoopornosci.

Wyizolowane z sciekow bakterie Aeromonas caviae wykazaty zdolnos¢ tworzenia
biofilmu oraz stwierdzono obecnos¢ wielu z zasadniczych czynnikdw wirulencji, tj.
zdolnosci do hemolizy, obecnos¢ gendw fimbri, pilusdw co moze swiadczyé o ich
chorobotwdrczosci.

17
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Biorgc pod uwage obecnos¢ gendéw lekoopornosci, jak i mozliwos¢ wystepowania
réznych czynnikdw wirulencji warunkujgcych ich patogennosé, nalezy rozwazyé
witgczenie pateczek z rodzaju Aeromonas do rutynowych badan mikrobiologicznych
sciekdw, a zwtaszcza do monitoringu funkcjonowania oczyszczalni sciekow.

18
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