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LEKOOP,ORNOéC' NA WYBRANE CHEMIOTERAPEUTYKI
SZCZEPOW ESCHERICHIA COLI
IZOLOWANYCH OD PROSIAT

Streszczenie. Escherichia coli stanowi wazny czynnik powstawania biegunek sekrecyjnych
u prosiat. Istotna okazuje si¢ lekooporno$¢ szczepdw tych bakterii na stosowane w leczeniu tej
grupy zwierzat antybiotyki. Prowadzone badania miaty na celu okreslenie wybranych cech feno-
typowych izolatow E. coli izolowanych od prosiat wykazujacych biegunk¢ oraz od osobnikow
zdrowych, bez jelitowej postaci kolibakteriozy. Badaniami obj¢to 103 szczepy E. coli pozyskane
z wymazow z prostnicy od 103 prosigt oseskow (wiek 1-7 dni) wykazujacych objawy biegunki.
Kontrolg stanowily 54 szczepy izolowane od prosiat (w wieku 1-7 dni) bez objawow klinicznych
biegunki. Po zastosowaniu zestawu API 20 E okreslono 18 cech biochemicznych, ktore pozwolity
na oznaczenie badanych izolatow jako E. coli. Na podstawie szeregu cech biochemicznych bada-
nych szczepéw wyodrgbniono ich trzy grupy, oznaczone jako: A, B, C. Test PCR na obecnos¢
typowego dla E. coli genu uspA wykazal, ze wszystkie analizowane izolaty bakteryjne, bez
wzgledu na profil biochemiczny, miaty zdolnos¢ amplifikacji fragmentu produktu o masie 884 pz,
co pozwolito je zaliczy¢ do gatunku E. coli. W celu okres$lenia zdolnoséci hemolizy bakterie po-
siano na podtozu agarowym z dodatkiem 5% krwi baraniej. Stwierdzono, ze wigkszo$¢ izolatow
pochodzacych od chorych prosigt ma wilasciwosci hemolityczne, kolejno: 86,7% (profil A),
90,2% (profil B), 58,8% (profil C). W przypadku prosiat zdrowych zdolno$¢ hemolizy stwierdzo-
no dla dwoch profili: A (9,1%) i B (5,9%). Testowane izolaty charakteryzowaty si¢ roznym stop-
niem opornosci na uzyte do badan antybiotyki. Odnotowano mata skutecznos¢ dziatania in vitro
erytromycyny. Odsetek izolatéw opornych wynosil u prosiat chorych 98,1%, a u zdrowych
96,3%, lecz nie byly to roznice istotne statystycznie (P < 0,01).

Stowa kluczowe: antybiotyki, lekoopornos¢, hemoliza
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Wstep

Bakterie z gatunku Escherichia coli moga by¢ istotnym czynnikiem powstawania
biegunek u mtodych zwierzat. Bardzo grozne sa zakazenia przewodu pokarmowego
u nowo narodzonych prosiat. U tych osobnikéw bakteria ta moze powodowaé wysta-
pienie biegunki sekrecyjnej, prowadzacej do silnego odwodnienia organizmu (HOL-
LAND 1990). Wraz ze wzrostem zachorowalno$ci zwierzat moga si¢ poglebiaé straty
ekonomiczne, ktorych wielko$¢ jest trudna do oszacowania. W Polsce w wyniku choro-
botworczego dziatania E. coli moze dochodzi¢ do okolo 60% padni¢¢ wsrod prosiat.
W innych krajach izolaty E. coli wytwarzajace enterotoksyny przyczynily si¢ do strat
ekonomicznych na poziomie 14% (DACKO i OSEK 2004). Wielu autoré6w koncentruje
swoje badania na okres$leniu u izolowanych bakterii specyficznych dla nich markeréw
chorobotwoérczosci zwiazanych z fimbriami adhezyjnymi i zdolno$cia wytwarzania
enterotoksyn (OSEK i IN. 2000). Wazne wydaje si¢ zwrocenie uwagi na badania doty-
czace wlasciwosci biochemicznych E. coli in vitro i opornosci ich szczepéw na po-
wszechnie stosowane w leczeniu prosiat antybiotyki.

Prowadzone badania miaty na celu okreslenie wybranych cech fenotypowych izola-
tow E. coli izolowanych od prosigt wykazujacych biegunke oraz od osobnikow zdro-
wych, bez jelitowej postaci kolibakteriozy.

Materialy i metody

Badaniami objeto 103 szczepy E. coli pozyskane z wymazow z prostnicy (wyma-
zo6wki 1 podtoze transportowe EuroTubo Collection swab Rubi Spain) od 103 prosiat
oseskow (wiek 1-7 dni) wykazujacych objawy biegunki. Material przesiewano na pod-
toze MacConkeya i agar z krwiag. Wybrane kolonie testowano pod wzgledem wtasciwo-
$ci biochemicznych (zestaw API 20 E — bioMerieux, France) oraz metoda PCR na
obecnos¢ genu uniwersalnego biatka stresowego (uspA) nalezacego do E. coli. Kontrole
stanowity 54 szczepy izolowane od prosiat (w wieku 1-7 dni) bez objawow klinicznych
biegunki.

W celu okreslenia zdolnosci hemolizy bakterie posiano na podlozu agarowym z do-
datkiem 5% krwi baraniej. Czas inkubacji wynosit 18-24 h w temperaturze 37°C. Za
wynik dodatni uznano wystapienie strefy przejasnienia wokot kolonii.

W celu oznaczenia opornosci izolatow zastosowano metode krazkowa z wykorzy-
staniem antybiotykéw (Oxoid): amoksycykliny (25 pg), ampicyliny (10 pg), erytromy-
cyny (15 pg), gentamycyny (10 pg), neomycyny (30 pg), streptomycyny (10 pg). Ho-
dowli dokonano na bulionie odzywczym i przesiewano na podtoze Mueller-Hintona
(Oxoid).

Uzyskane izolaty bakteryjne analizowano testem PCR na obecno$¢ fragmentu genu
typowego dla E. coli zdolnego do kodowania i wytwarzania uniwersalnego biatka stre-
sowego uspA (CHEN i GRIFFITHS 1998).

Wyniki pracy poddano analizie statystycznej z zastosowaniem procedury glm pro-
gramu SAS (SAS... 1999), a istotno$¢ réznic weryfikowano testem Duncana.
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Wyniki

Po zastosowaniu zestawu API 20 E okre$lono 18 cech biochemicznych, ktére po-
zwolily na oznaczenie badanych izolatéw jako E. coli. Na podstawie szeregu cech bio-
chemicznych badanych szczepow wyodrebniono ich trzy grupy, oznaczone jako: A, B,
C. Wiekszos¢ (83,5%) izolatow pozyskanych od prosiat z biegunka nalezata do profili
A 1 B. Rowniez wigkszo$¢ (72,2%) izolatow pozyskanych od prosiat zdrowych nalezato
do grup A i B. Pozostale badane bakterie cechujace si¢ odmiennymi wiasciwosciami,
zaliczono do grupy C (16,5% izolatow od prosiat z biegunka, 27,8% od zwierzat zdro-
wych).

Wigkszos¢ szczepow grup biochemicznych A, B, C charakteryzowala si¢ typowymi
dla gatunku E. coli wlasciwo$ciami biochemicznymi i wedhig klasyfikacji podanej
przez bioMerieux nalezata do wariantu E. coli 1 (tab. 1, 2). Szereg cech biochemicz-
nych, np. brak zdolnosci rozktadu sacharozy, argininy, cytrynianu, mocznika i tryptofa-
nu oraz wytwarzanie H,S, byl wspolny dla wszystkich izolatow w profilach A, B, C
pochodzacych od zwierzat chorych i zdrowych. Dotyczyto to réwniez zdolnosci fer-
mentacji glukozy, mannitolu, ramnozy i sacharozy. Profil C odznaczat si¢ brakiem
zdolnosci fermentacji sorbitolu i melibiozy i w wigkszos$ci (27,8%) byl izolowany od
zwierzat zdrowych.

Tabela 1. Cechy biochemiczne typowych izolatéw Escherichia coli (bioMerieux) — odsetek reak-
cji dodatnich po 24 h inkubacji w 37°

Table 1. Biochemical properties of typical Escherichia coli isolates (bioMerieux) — percentage of
positive reactions after 24 h of incubaton in 37°C

. @)
Warant | £ | Z | Q| Q| =|lw |8 | <|a|2|Q|Z|lolx|Z|o|2 é
A = o | | < =
Ecoli | & 2I5|8|C|=|B|EB|Z|3|5|S|2|Q|2|&|=5]|%

E.colil |90 | 1 |74 |70 | O 1 | 3]0 (8199 (99 (98| 1 |91 [82 36|75 ]99
E.coli2 |26 | 1 |45 (20| 0 | 1 1 0[50 (99| 419 | 1 [42|30| 3| 370

ONPG - obecnos¢ B-galaktozydazy, ADH — rozktad argininy, LDC — dekarboksylacja lizyny, ODC — de-
karboksylacja ornityny, CIT — wykorzystanie cytrynianu, H,S — tworzenie siarkowodoru, URE — tworzenie
ureazy, TDA — rozktad tryptofanu, IND — tworzenie indolu, GLU — rozktad glukozy, LAC — rozktad laktozy,
MAN - rozktad mannitolu, INO — rozktad inozytolu, SOR — rozktad sorbitolu, RHA — rozktad ramnozy, SAC
— rozktad sacharozy, MEL — rozktad melibiozy, ARA — rozktad arabinozy.

Tabela 2. Profile biochemiczne izolatéw Escherichia coli
Table 2. Biochemical profiles of Escherichia coli isolates

Prosigta z biegunka Prosigta bez biegunki
Izolaty
A B C A B C
Liczba 45 41 17 22 17 15

Procent 43,7 39,8 16,5 40,7 31,5 27,8
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Test PCR na obecnos¢ typowego dla E. coli genu uspA wykazal, ze wszystkie anali-
zowane izolaty bakteryjne, bez wzgledu na profil biochemiczny mialy zdolno$¢ ampli-
fikacji fragmentu produktu o masie 884 pz, co pozwolito je zaliczy¢ do gatunku E. coli.

Wyniki badan prowadzonych w celu okreslenia zdolnos$ci szczepow do wytwarzania
strefy hemolizy na agarze z dodatkiem 5% krwi baraniej przedstawiono w tabeli 3.
Stwierdzono, ze wigkszo$¢ izolatdw pochodzacych od chorych prosigt posiada wiasci-
wosci hemolityczne, kolejno: 86,7% — profil A, 90,2% — profil B, 58,8% — profil C.
W przypadku prosiat zdrowych zdolno$¢ hemolizy stwierdzono dla dwodch profili:
A (9,1%) 1B (5,9%).

Tabela 3. Zdolnos¢ hemolityczna izolatow Escherichia coli nalezacych do roéznych profili bio-
chemicznych (liczba, w nawiasie — %)

Table 3. Haemolysis ability of Escherichia coli isolates belonging to different biochemical pro-
files (number, in brackets — %)

Profil biochemiczny
Grupa prosigt Hemoliza
A B C
Z biegunka + 39 37 10
(86,7) (90,2) (58,8)
- 6 7 4
(13,3) (17,1) (23,6)
Bez biegunki + 2 1 n.s.
o1 (5.9)
- n.s n.s n.s

n.s. — nie stwierdzono.

Wyniki dotyczace opornosci izolowanych szczepow E. coli na wybrane chemiotera-
peutyki przedstawiono w tabeli 4. Testowane izolaty charakteryzowaty si¢ réznym
stopniem opornosci na uzyte do badan antybiotyki. Odnotowano matg skutecznosé
dzialania in vitro erytromycyny. Odsetek izolatow opornych wynosit u prosiat chorych
98,1%, a u zdrowych — 96,3%; nie byly to réznice istotne statystycznie (P < 0,01).
Oznaczono réwniez duzg odporno$é izolatow na streptomycyng: u prosiat chorych —
95,1%, u prosiat zdrowych — 90,7%. Najmniejsza opornos¢ izolatow wykryto na obec-
no$¢ gentamycyny. Odsetek izolatéw wrazliwych na gentamycyne roznit si¢ statystycz-
nie (P < 0,01), u prosigt z biegunka wynosit 3,9%, a u prosigt zdrowych — 1,8%. Nie
stwierdzono wigkszych réznic w opornosci izolatow na uzyte antybiotyki w zaleznos$ci
od zrddta izolacji. Szczepy od prosiat zdrowych i chorych wykazywaty zblizong wraz-
liwos¢ na chemioterapeutyki.

Wyniki dotyczace opornosci na antybiotyki i zdolno$ci hemolitycznej izolatow
E. coli przedstawiono w tabeli 5. Izolaty pochodzace od prosiat z biegunka, ktore ce-
chowata zdolno$¢ wytwarzania hemolizy in vitro, wykazywaly istotnie (P < 0,01)
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Tabela 4. Opornos¢ izolatow Escherichia coli na antybiotyki (liczba izolatéw opornych, w nawia-
sie — %)
Table 4. Antibiotics sensitivity of Escherichia coli isolates (number of resistant isolates, in brack-
ets — %)

Prosigta
Antybiotyk
z biegunka bez biegunki
Amoksycyklina (25 pg) 84 (81,5) 49 (90,7)
Ampicylina (10 pg) 92 (89,3) 51(94,4)
Erytromycyna (15 pg) 101 (98,1) 52 (96,3)
Gentamycyna (10 png) 4(39)a 1(1,8)b
Neomycyna (30 pg) 73 (70,9) 39 (72,2)
Streptomycyna (10 pg) 98 (95,1) 49 (90,7)

Wartoséci w rzgdach oznaczone réznymi literami réznig si¢ statystycznie na poziomie P < 0,01.

Tabela 5. Zdolnoé¢ hemolityczna izolatow Escherichia coli opornych na antybiotyki (%)
Table 5. Haemolysis ability of Escherichia coli isolates resistant to antibiotics (%)

Prosigta
z biegunka bez biegunki
Antybiotyk - olat - olat

1zo‘aty hemoliza hemoliza 1zo‘aty hemoliza hemoliza

oporne + N oporne 4 -

ogbtem ogbtem
Amoksycyklina (25 pg) 81,5 70,5 a 11,0b 90,7 21,5a 69,2b
Ampicylina (10 pg) 89,3 49,1 40,2 94,4 47,1 47,3
Erytromycyna (15 pg) 98,1 90,1 a 8,0b 96,3 354a 60,9 b
Gentamycyna (10 pg) 39 2,5 1.4 1,8 0,9 0,9
Neomycyna (30 pg) 70,9 35,0 35,9 72,2 21,la S5LL,1b
Streptomycyna (10 pg) 95,1 35,1a 60,0 b 90,7 674 a 233b

Warto$ci w rzgdach oznaczone réznymi literami rdznia si¢ statystycznie na poziomie P < 0,01.

zwigkszong w stosunku do izolatdow niehemolitycznych opornos$¢ na amoksycykling
i erytromycyng. W przypadku streptomycyny istotnie (P < 0,01) wigksza opornos¢ wy-
kazaly szczepy niehemolityczne. Izolaty pozyskane od prosiat zdrowych zdolne do
wytwarzania hemolizy in vitro wykazywaly istotnie (P < 0,01) mniejsza opornos$¢ na:
amoksycykling, erytromycyne i neomycyne w stosunku do szczepéw niehemolitycz-
nych oraz istotnie (P < 0,01) wigksza opornos¢ na streptomycyne.
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Dyskusja

Straty w produkcji trzody chlewnej zwigzane z zakazem stosowania antybiotyko-
wych stymulatorow wzrostu (asw), ktéry obowiazuje w krajach cztonkowskich Unii
Europejskiej od 1 stycznia 2006 roku, nie s3 mozliwe do okreslenia w catosci. Mozna je
ograniczy¢ poprzez poprawe zywienia, zarzadzania fermg, modernizacje obiektow,
bioasekuracje i opieke weterynaryjng (TRUSZCZYNSKI i PEJSAK 2007). Wycofanie anty-
biotykowych stymulatorow wzrostu przyczynito si¢ do intensyfikacji prac badawczych
nad alternatywnymi dodatkami paszowymi, w tym pro-, pre- i synbiotykami w zywieniu
trzody chlewnej (REKIEL 2008). Waznym zagadnieniem pozostaje takze stosowanie
szczepionek z chemicznymi immunomodulatorami powodujacymi wytworzenie IgA,
ktora jest istotna w §luzowej odpornosci miejscowej i przeciwdziata adhezji komorek
bakteryjnych oraz wytwarzaniu enterotoksyn (TRUSZCZYNSKI i PEJSAK 2006).

Efektem pozytywnym okazalo si¢ natomiast zmniejszenie lekoopornosci bakterii
E. coli i zuzycia chemioterapeutykow przy jednoczesnym zwickszeniu ich skutecznosci
(STEIN 2000).

W badaniach wilasnych u wszystkich szczepow E. coli izolowanych od prosiat
zdrowych i chorych wykazano zdolnos$¢ rozktadu sacharozy. DACKO i OSEK (2004)
w badaniach nad kolibakteriozg prosiat wykazali zdolno$¢ rozktadu sacharozy u 100%
badanych izolatéw pozyskanych z prostnicy, natomiast WERNICKI i IN. (2000), badajac
za pomocg testu API 20 E izolaty E. coli pochodzace z ropomacicza u suk, stwierdzili
wystepowanie nietypowych dla E. coli profili, zwiazanych z powszechnym brakiem
fermentacji sacharozy. Obecnos$¢ genu uspA, kodujacego tworzenie przez E. coli uni-
wersalnego biatka stresowego, stwierdzono u wszystkich izolatdéw, co stanowi potwier-
dzenie danych literaturowych (OSEK 1999, DACKO i OSEK 2004).

Okreslajac wilasciwosci hemolityczne badanych izolatow E. coli, stwierdzono
znaczne roznice w odsetku szczepdw hemolitycznych izolowanych od prosigt chorych
i zdrowych. Cecha ta jest jednym z wazniejszych posrednich wskaznikéw patogennosci
bakterii E. coli, bedacych sprawcami kolibakteriozy (TRUSZCZYNSKI 1984, DACKO
i OSEK 2004). Istniejg takze dane literaturowe (WRAY i MORRIS 1985, DACKO i OSEK
2004) méwigce o istnieniu korelacji pomigdzy chorobotworczo$cig a zdolnoScig wytwa-
rzania hemolizy in vitro przez szczepy E. coli. Wazng cecha fenotypows, mogaca by¢
podstawa klasyfikacji i réznicowania szczepow patogennych E. coli, jest ich opornosc¢
in vitro na powszechnie stosowane chemioterapeutyki. Wykazano duza opornos¢ izola-
tow na erytromycyn¢ i ampicyling, co stanowi potwierdzenie wynikow, ktore uzyskali
DACKO i OSEK (2004), a takze na amoksycykling. WILKOLEK 1 IN. (2006) w badaniach
opornosci E. coli izolowanych z ropnego zapalenia skory psow takze zaobserwowali
wysoki stopien opornosci tej bakterii na amoksycykling. W badaniach wtasnych wyka-
zano duzg oporno$¢ pateczek okreznicy na streptomycyne. WAWRON i IN. (2008), bada-
jac oporno$¢ E. coli izolowanych z wymion krow, stwierdzili wigksza aktywnos$¢ neo-
mycyny i streptomycyny w stosunku do badanych szczepow, jednak w ciggu wielolet-
nich badan odnotowali spadek odsetka szczepow E. coli wrazliwych na te antybiotyki.
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Podsumowanie

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja na celowos¢ prowadzenia stalego
monitoringu zmian wrazliwos$ci izolowanych bakterii mogacych wywotywac¢ biegunki
sekrecyjne u prosiagt. Moze to utatwi¢ dobor odpowiednich lekow w terapii kolibakte-
rioz. Nalezy jednak pamigtaé, ze duza aktywnos$¢ danego antybiotyku badanego in vitro
nie bedzie gwarantem pelnego sukcesu terapeutycznego in vivo. Istniejg jeszcze, poza
lekoopornoscia, inne czynniki wplywajace na skuteczno$¢ leczenia kolibakteriozy
u prosiat.
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DRUG-RESISTANCE OF ESCHERICHIA COLI STRAINS
ISOLATED FROM PIGLETS TO SOME ANTIBIOTICS

Summary. Escherichia coli constitutes an important factor contributing to the development of
secretory diarrhoea in piglets resulting from the drug-resistance of some strains of these bacteria
to some antibiotics applied in the treatment of this disease in this group of animals. The per-
formed investigations aimed at determining selected phenotypical characters of E. coli isolates
isolated from piglets showing diarrhoea symptoms, as well as from healthy individuals without
the intestinal form of colibacteriosis. The performed investigations comprised 103 E. coli strains
obtained from rectum swabs taken from 103 suckling piglets (1-7 days of age) showing diarrhoea
symptoms. The control included 54 bacterial strains isolated from piglets (1-7 days of age) show-
ing no clinical diarrhoea symptoms. With the assistance of an API 20 E kit, 18 biochemical traits
were determined which made it possible to ascertain the examined isolates as E. coli. On the basis
of a number of biochemical traits of the examined strains, the following three groups were identi-
fied: A, B and C. The applied PCR test to check the presence of the uspA gene typical for the
E. coli revealed that all the analysed bacterial isolates, regardless of the obtained biochemical
profile, were capable of amplification of the product fragment of 884 bp mass, including them to
E. coli species. In order to assess their capability for haemolysis, the bacteria were sown onto an
agar-based substrate supplemented with 5% ram blood. It was observed that majority of isolates
derived from sick piglets showed the following haemolytic properties: 86.7% (profile A), 90.2%
(profile B) and 58.8% (profile C). In the case of healthy piglets, two profiles exhibited haemolytic
capabilities, namely: profile A (9.1%) and profile B (5.9%). The tested isolated were characte-
rised by different degrees of resistance to antibiotics applied in experiments. Low in vitro ery-
thromycin effectiveness was recorded. The proportion of resistant isolates amounted to 98.1% in
sick piglets and to 96.3% in healthy ones, but these differences were not statistically significant
(P<0.01).

Key words: antibiotics, drug-resistance, haemolysis
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