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WPROWADZENIE

Uropatogenne szczepy Escherichia coli (UPEC) stanowig gléwng przyczyne zakazen uktadu moczowego (ZUM). Ich zdolnos¢ do skutecznej kolonizacji
pecherza moczowego opiera si¢ na obecnosci licznych czynnikow wirulencji, ktore umozliwiajg przyleganie do nabtonka urotelialnego, unikanie mechanizmow
obronnych gospodarza oraz pozyskiwanie niezbednych sktadnikow odzywczych, zwlaszcza zelaza. Wsrod Kluczowych struktur powierzchniowych UPEC
wyréznia si¢ lipopolisacharyd (LPS), otoczke polisacharydowa, fimbrie, rzeski, biatka curli, pecherzyki btony zewnetrznej (OMVS), a takze adhezyny
niezwigzane z fimbrami i biatka btony zewngtrznej (outer membrane proteins, OMPSs). Elementy te odgrywaja zasadniczg rol¢ w inicjalnej adhezji do komorek
urotelium oraz w tworzeniu biofilmu. UPEC dysponuja rowniez systemami sekrecyjnymi do wydzielania toksyn, takich jak hemolizyna i toksyna nekrotyzujaca
(CNF), ktore uszkadzaja komorki gospodarza i wspomagajg rozprzestrzenianie si¢ infekcji. Niezwykle istotne sa takze mechanizmy wychwytu zelaza z
otoczenia, w tym receptory sideroforowe zalezne od kompleksu TonB, umozliwiajace skuteczne pozyskiwanie tego pierwiastka w warunkach jego ograniczonej
dostepnosci W srodowisku zakazenia. Skoordynowane dziatanie tych czynnikow umozliwia UPEC nie tylko przetrwanie w drogach moczowych, lecz réwniez
skuteczne wywolywanie ostrych i nawrotowych zakazen, co stanowi istotne wyzwanie kliniczne i terapeutyczne.

Celem pracy bylo okreslenie profili opornosci na antybiotyki, grup filogenetycznych oraz gendéw kodujacych czynniki wirulencji szczepow E. coli
wyizolowanych od psoéw i kotow z zakazeniem drég moczowych.

METODY

* Metoda dyfuzyjno-krazkowa polega na naniesieniu zawiesiny bakteryjnej o gestosci 0,5 McFarlanda na podtoze Mueller-Hinton i rozmieszczeniu na nim
krazkow z antybiotykami. Po inkubacji przez 18 godzin w 37°C mierzy si¢ strefy zahamowania wzrostu i porownuje z normami CLSI lub EUCAST,
klasyfikujac szczepy jako wrazliwe, Srednio wrazliwe lub oporne.

* Okreslenie grup filogenetycznych oraz obecnos¢ gendéw zwigzanych z wirulencjg przeprowadzono na podstawie wynikow reakcji PCR z uzyciem
specyficznych starterow. Produkty amplifikacji o okreslonej dtugosci rozdzielano elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym i wizualizowano
w swietle UV.

+ Biofilmy, bedace waznym czynnikiem wirulencji, umozliwiaja bakteriom przyleganie do powierzchni i zwigkszajg ich odpornos¢ na leczenie. Ich tworzenie
oceniano metodg barwienia fioletem krystalicznym po 24-48 godzinnej inkubacji hodowli w ptytkach 96-dotkowych, a ilo$¢ biofilmu okreslano na podstawie
pomiaru absorbancji przy 570 nm.
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Fot. 3. Tworzenie biofilmu wybranych izolatow ™

279, 211, 152
Fot. 2. Rozdzial elektroforetyczny
produktow PCR z zastosowaniem
primerow: chuA-F, chuA-R, yjaA-F, yjaA-
R, TSPE4.C2-F, TSPE4.C2-R (M — marker)

Fot. 1. Okreslenie wrazliwo$ci na antybiotyki badanych
izolatéw metoda dyfuzyjno-krazkowa

Fot. 4. Rozdzial elektroforetyczny

* Najwickszg opornos¢ zaobserwowano wobec antybiotykow p-laktamowych, natomiast najnizsza produktéw PCR z zastosowaniem primerow
w przypadku fluorochinolonéw. Wysoki poziom oporno$ci stwierdzono takze wsrdéd aminoglikozydow, JORS S p2) 110N (5001pz), M—marker)
tetracyklin i sulfonamidéw. Do grupy szczepoéw wielolekoopornych (MDR) zakwalifikowano 30% izolatow.
Cztery szczepy produkowaty cefalosporynazy AmpC, z czego jeden jednoczesnie wytwarzat B-laktamazy
0 rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL). Liczebnos$¢ filogrup

* Wirod izolatow E. coli przewazaty filogrupy D oraz B2, natomiast filogrupe A (szczepy komensalne) A 2
stwierdzono jedynie u 4 izolatoéw, z ktorych 2 wykazywaty wielolekoopornos¢. wsrod i iOIatow
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* U wigkszos$ci szczepow (85-96%) wykryto obecnos¢ genow curli (cSgA) oraz systemow pobierania zelaza
(iroN, irp2), natomiast geny kodujace pile typu P (papC) wykryto u 55% izolatow. Geny zwigzane z syntezg
celulozy (bcs) i flageling (fliC) wystepowaty jedynie u mniej niz 20% szczepow.

* Sposrod badanych szczepow, 12 nie tworzyto biofilmu, 9 tworzyto biofilm staby, 6 umiarkowany, a 9 silny.
Wigkszo$¢ szczepow wykazywata wigc zdolnos¢ do tworzenia biofilmu, co moze $swiadczy¢é o ich
potencjalnej wirulencji i opornosci na leczenie.
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PODSUMOWANIE

Nadmierne i niewlasciwe stosowanie srodkow przeciwdrobnoustrojowych prowadzi do selekcji szczepow bakterii opornych, ktére z czasem zaczynaja
dominowa¢ w populacji. Gram-ujemne bakterie z rodziny Enterobacteriaceae, w tym Escherichia coli i Klebsiella spp., wykazujg szczegdlng zdolnos¢ do
rozwijania wielolekooporno$ci. Komensalne szczepy E. coli, bytujace w przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzat, stanowig istotny rezerwuar genow
opornosci (AMR), ktore mogg by¢ przekazywane patogenom. Narastajgca oporno$¢ na antybiotyki, w tym na leki ostatniej szansy, jak karbapenemy
I polimyksyny, stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego i weterynaryjnego. Konieczne sg skoordynowane dziatania w zakresie monitoringu,
kontroli stosowania antybiotykow oraz rozwoju nowych strategii terapeutycznych.
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