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dkrycie antybiotykéw i ich zastoso-

wanie w leczeniu i zapobieganiu cho-
réb ludzi i zwierzat nalezy uznac za jed-
no z najwazniejszych osiagnie¢ nauk me-
dycznych poczatku XX wieku. Niestety, we
wszystkich znanych przypadkach, réwno-
czes$nie z wykorzystaniem tych substancji,
pojawialo sie zjawisko opornosci bakterii
(1). Powszechne stosowanie antybiotykéw
do zwalczania choréb zakaznych stworzy-
fo korzystne warunki do selekgji, szerzenia
sie i utrzymywania sie opornych na anty-
biotyki szczepéw bakteryjnych, zdolnych
do wywolania zakazenia. W ostatnich la-
tach wzrosla jednak réwniez $wiadomos¢
o konsekwencjach, jakie w aspekcie zdro-
wia publicznego, moga wiazac si¢ z selekcja
bakterii opornych na antybiotyki w popu-
lacji zwierzat rzeznych oraz ogélnos$wiato-
wym handlem zaréwno samymi zwierzeta-
mi, jak i zywno$cia pochodzenia zwierze-
cego. Prowadzone obecnie w kilku krajach
Unii Europejskiej programy monitorowania
antybiotykoopornosci niektérych drobno-
ustrojow rdznia sie stosowanymi antybio-
tykami, metodami, kryteriami interpreta-
¢ji wynikéw i przede wszystkim sposobem
pobierania prébek do oceny tego zjawiska.
Wskutek tego nie ma mozliwo$ci poréwna-
nia wynikéw uzyskiwanych w poszczegdl-
nych krajach, ktére jest wymagane zapisa-
mi artykutu 7 dyrektywy 2003/99/WE (2).
Dlatego tez istnieje pilna potrzeba ustale-
nia jednolitego we wszystkich krajach Unii
Europejskiej, sposobu monitorowania wy-
stepowania zjawiska antybiotykooporno-
§ci (3, 4, 5).

Celem artykulu jest zapoznanie leka-
rzy weterynarii oraz os6b zajmujacych sie
higiena zywnoéci i pasz z podejmowany-
mi przez Wspdlnote dzialaniami w zakre-
sie monitorowania antybiotykoopornosci
bakterii, ze szczegélnym uwzglednieniem
Salmonella i Campylobacter.

Dziatalnos¢ Europejskiego Urzedu do
spraw Bezpieczeinstwa Zywnosci i skutki
prawne

Europejski Urzad do spraw Bezpieczenstwa
Zywnosci (EFSA — European Food Safety
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Authority) zostal powofany w 2002 r. na
mocy rozporzadzenia (WE) nr 178/2002
(6) w celu zapewnienia doradztwa nauko-
wego oraz wsparcia naukowo-technicz-
nego w zakresie prawodawstwa i polityki
Wspdlnoty, we wszystkich dziedzinach,
ktére wywieraja bezposredni lub posredni
wplyw na bezpieczenstwo zywnosci i pasz.
EFSA opracowuje opinie naukowe w zakre-
sie ochrony zdrowia i bezpieczenstwa zyw-
noéci, ktére stanowia podstawe do przy-
gotowywania i wdrazania we Wspélnocie
dziatan majacych na celu ochrone zdro-
wia publicznego.

W zwiazku z powyzszymi zadania-
mi, w 2006 r. Komisja Europejska zlecila
EFSA opracowanie wytycznych dotyczg-
cych zharmonizowanego systemu moni-
torowania antybiotykoopornosci, ktéry
moglby zosta¢ wdrozony przez wszystkie
kraje Wspolnoty. Do realizacji tego zadania
EFSA powolala ekspercka grupe robocza
dziatajaca pod egida Forum Doradczego do
spraw zbierania danych dotyczacych wyste-
powania zoonoz (Task Force on Zoonoses
Data Collection). W oparciu o opracowa-
ne rekomendacje (7) Komisja Europejska
przyjeta decyzje dotyczace monitorowania
antybiotykoopornosci Salmonella (8) oraz
Campylobacter (9). Ponizej przedstawione
zostaly kluczowe elementy proponowane-
go programu monitorowania.

Populacje i gatunki zwierzat oraz
bakterii objete monitorowaniem
antybiotykoopornosci

Zgodnie z zapisami rozporzadzenia (WE)
nr 2160/2003, kraje Wspdlnoty sa zobli-
gowane do opracowania i wdrozenia kra-
jowych programoéw zwalczania wystepo-
wania Salmonella w stadach reprodukcyj-
nych kur, niosek towarowych, brojleréw,
$win i indykéw (10). Programy te okre-
$laja sposoby pobierania i badania prébek
gwarantujac, ze cala populacja danego ga-
tunku lub sektora produkcji zwierzat, lub
jej reprezentatywna cze$¢ bedzie regu-
larnie badana w kazdym z krajéw. Uzy-
skane szczepy Salmonella mozna nato-
miast wykorzysta¢ w celu monitorowania
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In accordance with Directive 2003/99/EC, Member
States in the European Union should monitor, assess,
and report on antimicrobial resistance of zoonotic
agents, however the monitoring programmes in place
differ widely. To assure comparable data the European
Commission has asked European Food Safety Author-
ity to prepare detailed specifications for harmonized
schemes on antimicrobial resistance monitoring. The
objective of these specifications is to lay down provi-
sions for a monitoring resistance in Salmonella spp. in
layers and broilers of Gallus gallus, turkeys and pigs
and Campylobacter jejuniand C. coliin broilers. Com-
mon set of antimicrobials, concentration ranges and
interpretative criteria based on epidemiological cut-
off values should be considered as a step towards
a gradual implementation of comprehensive resist-
ance monitoring of Salmonella and Campylobacter
spp. animal strains at the Community level. The iso-
lates should be collected through already existing pro-
grammes where the sampling frame covers all epi-
demiological units of the national production. The
target number of Salmonella and Campylobacter iso-
|ates for each animal study population under survey
is to be selected and analyses should be performed
at the national reference laboratories using minimal
inhibitory concentration method.
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antybiotykoopornosci. Z naukowego punk-
tu widzenia uzasadnione jest monitoro-
wanie antybiotykoopornosci na kazdym
z mozliwych etapéw produkcji zwierzecej.
Najwiecej korzysci moze jednak przynies¢
skupienie monitoringu na tych populacjach
zwierzat, na kontakt z ktérymi najbardziej
narazony jest konsument. Dlatego tez wy-
korzystywane w badaniach izolaty Salmo-
nella od brojleréw, indykéw i tucznikéw
powinny pochodzi¢ z okresu bezposrednio
poprzedzajacego ubdj, podczas gdy szcze-
py ze stad kur niosek towarowych moga
by¢ izolowane przez caly okres nie$nosci.
Nie rekomendowano natomiast oznacza-
nia antybiotykooporno$ci Salmonella izo-
lowanych ze stad reprodukcyjnych drobiu
i $win, jako ze szczepy te nie maja bezpo-
$redniego wplywu na zdrowie konsumen-
ta, a zakazone stada sa w zwykle elimino-
wane z dalszego uzytkowania.

Powyzsze argumenty uzasadniaja tez
wybér Campylobacter, jako drugiego ro-
dzaju bakterii objetego monitorowaniem.
Istotny udzial tych drobnoustrojow w wy-
wolywaniu zatru¢ pokarmowych u ludzi,
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przekraczajacy liczebnie nawet infekcje
Salmonella (11), sklonit Wspdlnote do pod-
jecia zharmonizowanego programu maja-
cego na celu ustalenie czesto$ci wystepo-
wania tego patogenu w stadach brojleréw
i tuszkach drobiowych (9). Izolaty uzyska-
ne w czasie realizacji tego projektu stwa-
rzaja doskonala okazje do analizy zjawiska
antybiotykoopornosci.

Program monitorowania antybiotyko-
opornosci nie przewiduje pobierania pro-
bek od zwierzat wykazujacych objawy kli-
niczne choroby oraz badania szczepdéw
uzyskanych z prébek klinicznych w la-
boratoriach diagnostycznych. Analiza ta-
kich prébek mogtaby bowiem prowadzi¢
do nie odpowiadajacego rzeczywistosci
oszacowania wystepowania i profilu ba-
danej antybiotykoopornosci. Do czynni-
koéw, ktore wypaczatyby wyniki takiej ana-
lizy mozna zaliczy¢ rézny stopien zaanga-
zowania lekarzy weterynarii w pobieranie
i wysylanie prébek do badan laboratoryj-
nych, czy tez intensywno$¢ obserwowa-
nych objawéw klinicznych, ktéra sktania
do potwierdzania rozpoznania kliniczne-
go badaniami laboratoryjnymi. Co wiecej,
od zwierzat wykazujacych objawy klinicz-
ne préobki moga by¢ pobierane po rozpo-
czeciu antybiotykoterapii, a niekiedy do-
piero w chwili, gdy leczenie okazalo si¢
nieskuteczne.

Metody wykrywania, identyfikacji
i przechowywanie izolatow

Wspominane wczeéniej krajowe progra-
my okreslaja metode izolacji Salmonella
(12) i Campylobacter (9) oraz czas prze-
chowywania wyosobnionych bakterii w la-
boratorium. Objete badaniem antybioty-
koopornosci szczepy Salmonella powin-
ny by¢ rozpoznane do poziomu serowaru,
a Campylobacter — zr6znicowane do ga-
tunku C. coli lub C. jejuni. Chociaz rozpo-
znanie nie powinno mie¢ wplywu na wy-
bér szczepéw do badania, to sprawozdaw-
czo$¢ powinna by¢ prowadzona oddzielnie
dla poszczegdlnych serowaréw Salmonel-
la i gatunkéw Campylobacter. Szczepy po-
winny by¢ oznakowane w niepowtarzal-
ny sposob oraz zaopatrzone w informa-
cje dotyczace zrédla i czasu izolacji, ktére
sa kluczowe w pdzniejszej analizie epide-
miologicznej.

Liczba badanych izolatow

Z kazdej populacji zwierzat lub sektora
produkeji badaniu antybiotykoopornosci
podlegac powinno co najmniej 170 izola-
téw uzyskanych w ciagu roku z réznych
jednostek epidemiologicznych. Jednost-
ka epidemiologicznag jest stado w przypad-
ku kur niosek towarowych, brojleréw i in-
dykéw, oraz gospodarstwo w przypadku

tucznikéw. Taka liczba badanych szcze-
péw pozwoli, ze z géry zalozona doklad-
noscia, wyznaczy¢ odsetek izolatéw opor-
nych na dana substancje antybakteryj-
ny, a takze wykry¢ zmiany tego odsetka
w kolejnych latach. Liczba badanych izo-
latéw zostata wyznaczona przy zaloze-
niach, ze 1) zaréwno badane populacje
zwierzat, jak i wystepujacych w nich bak-
terii s nieskoriczenie liczne, 2) stosowa-
ne metody diagnostyczne cechuje dosko-
nala (100%) czulo$¢ i specyficznosé oraz
3) 95% przedzial ufnosci i 80% moc wy-
krycia zmian w czasie 3 lat realizacji pro-
gramu. Kraj moze zbada¢ wieksza liczbe
izolatéw, aczkolwiek badanie 170 izolatéw
wystarczy, aby wykry¢ 15% spadek czesto-
$ci wystepowania antybiotykoopornosci
w sytuacji, gdy zjawisko to jest powszech-
ne (scenariusz pesymistyczny: opornos$c¢
na dana substancje wystepuje w 50% ba-
danej populacji bakteryjnej). W przypad-
ku scenariusza optymistycznego (nie wie-
cej niz 0,1% badanej populacji bakterii jest
oporna na dang substancje antybakteryj-
ng) badanie 170 izolatéw wykryje wzrost
czestosci wystepowania opornosci do 2%
w ciggu roku.

Nalezy podkresli¢, ze analiza wynikéw
zbiorczych monitorowania wystepowa-
nia antybiotykoopornosci na poziomie
Wspdlnoty bedzie cechowala si¢ o wiele
wieksza dokladnoscia i umozliwi uzyska-
nie cennych informacji na temat wystepo-
wania tego zjawiska w nielicznych subpo-
pulacjach, takich jak np. rzadko wystepu-
jace serowary Salmonella.

Kryteria wyboru substancji
antybakteryjnych

W realizowanych obecnie krajowych pro-
gramach monitorowania antybiotykoopor-
nosci Salmonella (DANMAP — Dania,
MARAN - Holandia, NARMS — USA,
CIPARS — Kanada) wykorzystywanych
jest od 12 do 19 réznych substancji an-
tybakteryjnych. Sposréd 36 stosowanych
antybiotykéw tylko 4 sa wykorzystywa-
ne we wszystkich wymienionych progra-
mach, co dowodzi potrzeby ujednolice-
nia stosowanych substancji antybakteryj-
nych i uzasadnienia dokonanego wyboru
(7). Wykrycie opornosci na kazdy z za-
lecanych antybiotykéw powinno dostar-
czy¢ informacji istotnych z epidemiolo-
gicznego punktu widzenia, ze szczegdlnym
uwzglednieniem aspektu zdrowia publicz-
nego. Substancje te powinny gwarantowac
mozliwie najwyzsza czulo§¢ w wykrywa-
niu mechanizméw opornosci zaréwno na
okreslony antybiotyk, jak i klase antybio-
tykow, a takze niektérych wzorcédw opor-
nosci bedacych skutkiem opornosci krzy-
zowej lub wspdtwystepowania okreslonych
mechanizméw opornosci.

Monitorowanie antybiotykoopornosci
Salmonella

W opracowanych specyfikacjach zaleco-
no, aby sposéréd licznych aminoglikozy-
déw w programie monitorowania uwzgled-
niona byla streptomycyna. Oporno$¢ Sal-
monella na te substancje jest wskaznikiem
wystepowania wieloopornych fenotypéw
S. Typhimurium DT104 (13). Opornos¢
na aminoglikozydy, takie jak kanamycy-
na, neomycyna, amikacyna, apramycyna,
jest skutkiem wytwarzania przez bakterie
enzymé6w modyfikujacych (np. acetylo-,
adenylo- i fosfotransferazy). Mechanizmy
te cechuje duzy stopient opornosci krzyzo-
wej, a dobrym jej indykatorem wydaje sie
by¢ gentamycyna (14).

Monitorowanie powinno dotyczy¢
opornosci na chloramfenikol, w przypad-
ku ktérego, pomimo obowiazujacego od
1994 r. zakazu stosowania u zwierzat rzez-
nych, ciggle notowany jest wysoki odse-
tek szczep6w opornych (13). Geny odpo-
wiedzialne za synteze acetylotransfera-
zy, gléwnego mechanizmu opornosci na
chloramfenikol, sa zwigzane z markera-
mi warunkujacymi opornos$¢ na inne an-
tybiotyki i ich uzyciu towarzyszy selekcja
opornosci na chloramfenikol. Wykorzy-
stanie stosowanego w medycynie wetery-
naryjnej florfenikolu daje mniejsze korzy-
$ci epidemiologiczne, gdyz szczepy opor-
ne na te substancje sg oporne réwniez na
chloramfenikol.

Penicyliny nalezy stosowa¢ bez dodatku
inhibitoréw betalaktamaz (kwas klawula-
nowy), gdyz wykrycie opornosci na kom-
binacje tych substancji ma istotnie ograni-
czong warto$¢ epidemiologiczng. Chociaz
istnieja drobne réznice w mocy dzialania
penicylin o szerokim spektrum, amoksy-
cylina i ampicylina wykazuja stuprocen-
towa opornos¢ krzyzowa. Do celéw mo-
nitoringowych nalezy zatem zastosowac
ampicyling, na ktéra wrazliwe powinny
by¢ wszystkie bakterie z rodziny Entero-
bacteriaceae.

Cefalosporyny sa najliczniejsza gru-
pa substancji antybakteryjnych stosowa-
nych w medycynie i weterynarii. Mimo
ze znanych jest wiele mechanizméw od-
powiedzialnych za oporno$¢ na te kla-
se antybiotykéw, to ciagle wykrywane sa
nowe cefalosporynazy, wykazujace zréz-
nicowana aktywno$¢ w stosunku do réz-
nych substratéw. Za jedno z najwiekszych
zagrozen wspolczesnej antybiotykoterapii
uznaje sie wzrost czestosci wystepowania
drobnoustrojéw wytwarzajacych betalak-
tamazy o rozszerzonym spektrum substra-
towym (ESBLs — expended spectrum beta-
lactamases). Ze wzgledu na réznorodno$¢
tych enzymow, wykrycie wszystkich me-
chanizméw w trakcie rutynowego mo-
nitorowania jest malo prawdopodobne.
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Stwierdzenie opornoéci na proponowany
w panelu cefotaksym (III generacja), lub
ampicyline, ktéra wykazuje pelna opornosé
krzyzowa z I generacja cefalosporyn, po-
winno by¢ wskazaniem do dalszych, szcze-
goétowych badan ukierunkowanych na wy-
krycie i identyfikacje wlasciwego mechani-
zmu opornosci. Wiele innych cefalosporyn
moze by¢ réwnie skutecznym jak cefotak-
sym wskaznikiem wystapienia opornosci
na antybiotyki betalaktamowe. Nalezy jed-
nak pamieta¢, ze np. ceftazydym i cefpo-
doksym moga wykazywa¢ wyniki falszy-
wie dodatnie (15).

Do niedawna sadzono, ze jedyny me-
chanizm opornosci Enterobacteriaceae
na chinolony polega na mutacjach punk-
towych genu gyrazy. Skutkiem jednej mu-
tacji jest opornos¢ na kwas nalidyksowy
i obnizona wrazliwo$¢ na fluorochinolo-
ny. Oporno$¢ na te ostatnia grupe anty-
biotykéw jest skutkiem 2 mutacji punkto-
wych. W 1998 r. opisano nowy mechanizm
opornosci Klebsiella pneumoniae, ktéry
polega na wytwarzaniu biatka blokujace-
go aktywnos¢ fluorochinolonéw (16). Kil-
ka wariantéw genéw gnr kodujacych ten
mechanizm zostalo zidentyfikowanych na
plazmidach, ktére mogg by¢ przekazywa-
ne miedzy réznymi gatunkami bakterii,
w tym Salmonella (17, 18). W 2006 r. opi-
sano odmiane acetylotransferazy warun-
kujacej opornos¢ na aminoglikozydy, ktéra
w wyniku zmiany sekwencji aminokwaséw
jest zdolna do specyficznej inaktywacji ci-
profloksacyny. Wystepowanie powyzszych
mechanizméw uzasadnia potrzebe moni-
torowania opornosci zaréwno na kwas na-
lidiksowy, jak i ciprofloksacyne.

Sulfametoksazyd jest najcze$ciej stoso-
wanym substratem stosowanym do wykry-
wania opornoéci na sulfonamidy, ktéra jest
szczegOlnie istotna w kontekscie wieloopor-
nych fenotypéw S. Typhimurium DT104.
Oporno$¢ na trimetoprim, ktéry jest uzy-
wany w leczeniu zwierzat i ludzi w formie
skojarzonej z sulfonamidami, powinna by¢
monitorowana niezaleznie. Obserwowane
w warunkach klinicznych synergiczne dzia-
fanie obu substancji jest skutkiem inhibicji
niezaleznych proceséw w syntezie kwasu
foliowego bakterii, a ich rozréznienie ma
znaczenie epidemiologiczne.

Tetracyklina jest reprezentantem klasy
antybiotykdw, na ktére opornosc jest efek-
tem aktywnego wypompowywania substra-
tu z komorki bakteryjnej (geny tet). Oksy-,
doksy- i chlortetracykliny réznia sie moca,
ale z wyjatkiem minocykliny wykazuja pel-
na oporno$¢ krzyzowa.

Monitorowanie antybiotykoopornosci
Campylobacter

Makrolidy (erytromycyna, klarytromycyna
iazytromycyna) sa powszechnie stosowane
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w leczeniu zakazen Campylobacter u ludzi.
Nabyta oporno$¢ obserwowana réwniez
u szczepow izolowanych od zwierzat, ma
charakter krzyzowy i jest najczesciej wy-
krywana przy uzyciu erytromycyny. Opor-
no$¢ na chinolony jest skutkiem pojedyn-
czej mutacji punktowej genu gyr A, a do jej
wykrycia wystarczajace jest uzycie cipro-
floksacyny (19). Tetracyklina, streptomy-
cyna i gentamycyna uzupelniaja zalecany
panel antybiotykéw, ktéry z uwagi na nie-
stosowanie antybiotykéw betalaktamowych
do zwalczania zakazen Campylobacter, nie
zawiera penicylin i cefalosporyn.

Metoda badania i kryteria interpretacji
wynikow

Stosowane w poszczegélnych krajach i la-
boratoriach metody oznaczenia antybio-
tykoopornosci, polegajace na dyfuzji sub-
stancji antybakteryjnej do pozywki agaro-
wej, charakteryzuje duza réznorodnos¢.
Wynika ona z réznych sposobéw przy-
gotowania hodowli bakteryjnej, pozywki,
techniki posiewu, koncentracji substan-
¢ji w krazku lub tabletce, sposobu odczy-
tu i kryteriéw interpretacji. Dodatkowo,
w przypadku Campylobacter, uzyskiwane
wyniki wykazuja czesto brak powtarzalno-
$ci (20). Aby osiagnac optymalna czuto$é
wykrywania nabytej opornosci bakterii na
substancje antybakteryjne oraz poréwny-
walno$¢ wynikéw uzyskiwanych w réznych
krajach Wspdlnoty, konieczne jest okre-
$lanie najmniejszego stezenia hamujacego
wzrost bakterii (MIC — minimal inhibito-
ry concentration). Dla bakterii tlenowych,
niewymagajacych specjalnych warunkéw
hodowlanych, takich jak Salmonella, do-
stepna jest metodyka znormalizowana (21).
Oznaczenia Campylobacter nalezy wyko-
na¢ zgodnie z rekomendacjami Clinical La-
boratory Standard Institute (CLSI). W obu
przypadkach wyniki nalezy interpretowaé
na podstawie epidemiologicznych wartosci
odciecia (epidemiological cut-off values),
ktére sa opracowywane przez European
Committee on Antimicrobial Susceptibil-
ity Testing na podstawie dystrybucji war-
to$ci MIC szczepdéw dzikich (20, 22, 23).
Powszechnie stosowane kliniczne kryteria
interpretacji (clinical breakpoints) propo-
nowane przez CLSI nie sg wlasciwe w mo-
nitorowaniu ukierunkowanym na aspekty
epidemiologiczne.

Laboratoria wykonujace badania

Ze wzgledu na koniecznos$¢ stosowania
metody referencyjnej (MIC) oraz potrze-
be precyzyjnej selekcji izolatéw do bada-
nia, oznaczenia powinny by¢ wykonane
w krajowych laboratoriach referencyjnych
ds. antybiotykoopornosci. Laboratoria te
powinny postugiwac sie zwalidowana
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i akredytowana metoda oznaczania naj-
mniejszego stezenia hamujacego wzrost
bakterii oraz skutecznie uczestniczy¢ w ba-
daniach bieglosci organizowanych regu-
larnie przez wspdlnotowe laboratorium
referencyjne ds. antybiotykoopornosci
(Community Reference Laboratory — Anti-
microbial Resistance).

Podsumowanie

Krajowe programy monitorowania oporno-
$ci zostaly wdrozone przez szereg krajow
na calym swiecie. Wiekszo$¢ z nich skupia
sie na bakteriach patogennych, takich jak
Salmonella, czasami obejmuje takze bak-
terie indykatorowe. Monitoring antybio-
tykoopornosci jest realizowany réwniez
w Panstwowym Instytucie Weterynaryj-
nym w Putawach w ramach programu
wieloletniego. Autorzy niniejszej publika-
¢ji uczestniczg w pracach grupy roboczej
i Forum Doradczego EFSA, ktére opraco-
waly omawiane rekomendacje, jak réwniez
zalecenia dotyczace opornych na metycy-
line Staphylococcus aureus (24). Obecnie
opracowane sa wytyczne do monitorowa-
nia antybiotykoopornosci indykatorowych
szczepow Escherichia coli, Enterococcus fa-
ecium i E. faecalis. Dokumenty te stano-
wia merytoryczne uzasadnienie dla aktéw
prawnych opracowywanych przez Komi-
sje Europejska (8, 9). Aktualnie wiedza
na temat oporno$ci na antybiotyki bakte-
rii wystepujacych u zwierzat jest niewy-
starczajaca w wiekszosci krajéow Wspdl-
noty. Powyzsze uregulowania pozwola na
zgromadzenie poréwnywalnych danych na
temat antybiotykoopornosci, a takze wy-
krywanie nowo pojawiajacych sie proble-
mow zwigzanych z tym zjawiskiem. Nad-
rzednym celem tych dzialan jest ochrona
zdrowia konsumentéw.
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